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1. Generalidades del Mieloma Multiple
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DEFINICION. CONCEPTO

El Mieloma Multiple (MM) es una enfermedad neopldsica caracterizada por la proliferacion
clonal e incontrolada de las células plasmaticas que asientan en la médula 6sea (MO) y
producen una inmunoglobulina (Ig), o fraccidn de ésta, monoclonal.

Se ha clasificado a esta enfermedad como una gammapatia monoclonal, como una
discrasia de células plasmaticas y también como un sindrome linfoproliferativo (SLP), ya

gue las células plasmaticas constituyen el ultimo estadio madurativo del linfocito B.

BREVE HISTORIA DEL MIELOMA

La primera descripcion documentada de esta enfermedad data de los afios 1840s y los
responsables fueron tres médicos ingleses (Macyntire, Bence-Jones y Darymple) que
describieron las caracteristicas clinicas y hallazgos post-mortem. Los principales hitos en
la historia del mieloma se resumen en la tabla 1.

No fue hasta un siglo después de la primera descripcion de la enfermedad, cuando se
descubrid en Rusia el Sarcolysin, farmaco del que deriva el Melfalan, que Bersagel utilizd
por primera vez con éxito en 1962. Sydney Salmon y Raymond Alexanian, pioneros en la
investigacion de esta enfermedad, introdujeron el uso de Prednisona y, en 1969,
Alexanian demostré que la combinacién Melfalan+Prednisona era mejor que Melfalan
s6lo. Probablemente Alexanian no se imaginaba que su pauta de tratamiento iba a ser
utilizada durante cerca de 40 afios, ya que los multiples intentos de combinacién de
diferentes drogas no han conseguido alargar sustancialmente la supervivencia de los
pacientes, calculada ya en los afios 70 entre 3 y 4 afios.

Pero estamos en el siglo XXI y, afortunadamente, el nuevo siglo ha comenzado cargado

de optimismo...

Tabla 1. Breve historia del Mieloma Multiple

Fecha Autores Acontecimiento

1840s Macintyre, Bence-Jones, Darymple 12 descripcion de la enfermedad

1873 Von Rustizky Acufia el término Mieloma Multiple, por la presencia de varios
tumores en la MO de distintos huesos

1880 Otto Khaler Relaciona la proteinuria de Bence-Jones con la enfermedad dsea

1886 Ramon y Cajal Descubre las células plasmaticas en estudos histoldgicos de
tumores epilteliales*

1898 Weber Usa los rayos X para el diagnéstico de mieloma y postula que la
proteina Bence-Jones se origina en la MO

1917 Jacobson Comunica la presencia de proteina Bence-Jones en el suero

1928 Se describe un aumento de proteinas séricas

1937-1939 Tiselius Emplea las técnicas electroforéticas para el estudio de las
proteinas

1950 La electroforesis en acetato de celulosa se convierte en estudio
rutinario

1960s Alexanian Se empieza a tratar la enfermedad
Se establece la pauta Melfalan+Prednisona

1970s Kyle Se establecen las bases del diagnéstico 2

1980s Se realizan los primeros trasplantes

1990s El trasplante cobra fuerza y demuestra mejores resultados que
la QT convencional

2000.... Por fin nuevos farmacos y nuevas esperanzas
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EPIDEMIOLOGIA

El MM constituye el 1% de todos los canceres y el 10% de las neoplasias hematoldgicas
(la segunda mas frecuente tras los linfomas).

La frecuencia con la que se identifica el MM en una poblacidon depende en buena parte de
la edad, la raza y la existencia de un buen sistema sanitario.

En general, es ligeramente mas frecuente en hombres que en mujeres en todas las
razas. La incidencia en la poblacidon caucasica es de 4-5 casos/100.000 hab/ano; en la
poblacidon negra americana de 8-10 casos/100.000 hab/afio; en la poblacion asiatica de
1-2 casos/100.000 hab/afo.

Aunque entre 1950-1980 se comunicé un incremento de la incidencia, en los ultimos
afos no parece continuar esta tendencia, habiendo podido incluso disminuir ligeramente.
La edad media al diagndstico es de 71 aifos, 66 para los varones negros y 73 para las
mujeres blancas. Es muy raro por debajo de los 35 afios (0,6% de todos los casos). La
incidencia aumenta progresivamente con la edad, alcanzando tasas de 40,3
casos/100.000 hab/afio en el grupo de edad entre 80-84 afios 3.

Respecto a Europa, los paises del sur tienen tasas de incidencia y mortalidad mas bajas
que los del norte.

Los datos en Espafia mas recientes se recogen en El Libro Blanco del Mieloma, edicidén de
2004. Segun esos datos la incidencia es de 3,5/100.000 hab/afio en los hombres y
2,5/100.000 hab/ano en las mujeres, con homogeneidad en la distribucién geografica en
las distintas Comunidades Auténomas. Segun previsiones del afio 2000, en la actualidad
la prevalencia del mieloma en Espafia seria de mas de 2400 casos entre los varones y

algo mas de 2000 casos entre las mujeres.

ETIOLOGIA
Aunque no sabemos la etiologia del mieloma, como ocurre en la mayoria de las
neoplasias, podemos revisar algunos de los factores de riesgo que se han postulado
hasta ahora.

La exposicion a radiaciones se penso durante un tiempo que aumentaba la incidencia de

mieloma, pero esto no se ha confirmado en estudios a largo plazo en los supervivientes
de las bombas atémicas de Japén*>, ni en trabajadores de centrales nucleares®.

Tampoco se ha encontrado relacidon con las condiciones socio-econdmicas ’.

Factores ambientales ocupacionales. Los trabajadores con mayor incidencia de MM

parecen ser los granjeros® y los agricultores*®, aunque el factor causal no esta aclarado,
se ha sugerido que pudieran ser algunos herbicidas. Algunos estudios han comunicado
un aumento de la incidencia entre trabajadores del metal, pinturas, madera, cuero y

textil y produccién de petrdleo®.
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Estimulacién antigénica crdnica. Al hablar de una neoplasia de células responsables de la

inmunidad, siempre cabe preguntarse si la transformacion maligna no se vera favorecida
por la estimulaciéon antigénica crénica. De momento no hay evidencia clara de ello, no
habiéndose encontrado historia previa de infecciones, alergias, inmunizaciones o
enfermedades autoinmunes. Si embargo, hay algunos trabajos en pacientes con Artritis

912 Como hallazgo interesante, se ha

Reumatoide que si encuentran asociacion
comunicado un paciente con MM vy seropositivo para el VIH-1, cuya proteina monoclonal
reconocia especificamente el antigeno p24 gag del virus, sugiriendo esto que la infeccion
pudo jugar un papel etiolégico®>.

Factores genéticos. Las diferencias en la incidencia de mieloma entre razas y la

existencia de mielomas con asociacion familiar, sugieren la importancia de factores

genéticos aun por determinar'®.

FISIOPATOGENIA

La teoria actual defiende que el desarrollo de MM sintomatico es debido a un proceso
secuencial que incluye una serie de cambios genéticos que se van acumulando en la
célula plasmatica, junto al desarrollo de cambios en el micro ambiente medular que
favorecen el crecimiento tumoral, todo ello permitido por el fracaso del sistema inmune
en el control de la enfermedad.

Los fendmenos descritos en la evolucion de esta enfermedad incluyen alteraciones
cromosomicas, anomalias epigenéticas, de expresidon génica, funcionales y de interacciéon
con el medio, que se resumen mediante tablas y esquemas presentados en la figura 1.
Las alteraciones cromosdmicas mas importantes, que ademas clasifican al mieloma
desde el punto de vista molecular, son las traslocaciones que tienen lugar entre el gen de
la cadena pesada de la Ig (gen IGH) y otros genes y las alteraciones de la ploidia. Asi se
describen dos grandes grupos de mieloma desde el punto de vista patogénico: los
mielomas hiperdiploides y los mielomas no hiperdiploides. Estos ultimos presentan
traslocaciones recurrentes del gen IGH en mas del 85% de los casos, asi como mayor
frecuencia de alteraciones en otros cromosomas y tienen peor prondstico que los del
primer grupo.

Bien directamente por una traslocacion cromosémica conocida entre IGH y otros genes
(6p21; 11q13; genes MAF), o bien por mecanismo desconocido en el resto de los casos,
en mas del 95% de los mielomas podemos encontrar alteraciéon en la expresion de los
genes de Ciclina D, siendo ésta un regulador positivo del ciclo celular®®.

Entre las anomalias epigenéticas del mieloma se ha descrito la hipermetilacién de ciertos

genes con la consecuente inactivacién de su expresion.
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También se sabe por estudios de expresion génica (estudios de arrays) que muchos de
los genes implicados en el ciclo celular, la proliferacion y la génesis tumoral, estan sobre-
expresados en esta enfermedad.

La interaccion de la célula plasmatica tumoral con el micro ambiente medular y el papel
de la angiogénesis, son fendmenos complejos pero ampliamente descritos, sin los cuales

no se explica ya la fisiopatogenia del tumor.

Figura 1. Eventos patogénicos en el MM

Anomalias cromosémicas » . " -
Grupa Traslocacion Gen Ciclina D Ploidia | Frec. Prondstico
eAneuploidia l
: 6pZ1 t[6;14) CCND3 D3 NoH 3% ;favorablel
eAlteraciones del cromosoma 13 11913 T[11;14) CCND1 D1 NoH, O 16% favorable
: 4plé t[4;14] FGFR3/MMSET D2 NoH > H 15% desfavorable
*Alteraciones en el cromosoma 1 16023 t[14;16) c-maf D2 NoH 5% desfavorable
odel D53 20911 t(14;20) mafk 2%
. D1 D1 H 34% favorable
eTraslocaciones Ig Joi-pz | | | piypz [H | &% | idesfavorable? |
D2 Dz H, NoH 7% z
| Ninguna NoH 2% ;favorable?
Ploidia Traslocac Alteraciones Pronéstico
IgH crom 13 . L.
Traslocaciones recurrentes en el gen IgH, relacion con
los genes de Ciclina D y clasificacién patogénica del MM
No-hiperdiploide > 85% 60% peor
Hiperdiploide < 30% poco frecuente mejor
Anomalias epigenéticas Anomalias génicas. Perfil de expresion génica
Hipermetilacion de genes promotores e inhibicién de la Sobre-expresidon de genes implicados en el ciclo celular, la
expresion de genes proliferacion y la génesis tumoral

Ejemplos de genes metilados en MM: DAPK; p15; p16

Alteraciones funcionales

) . . ) Aumento de la angiogénesis
La interaccion con el microambiente

medular

BLOOD, 1 AUGUST 2004 VOLUME 104, NUMBER 3 LEUKEMIA (2006) 20, 193-199

MODELO PATOGENICO

Desde hace afios se acepta que la patogenia del mieloma es un proceso desarrollado en
multiples pasos, con adquisicion secuencial de distintas alteraciones y progresién a
distintas fases de la enfermedad*®*®,

Los eventos tempranos (alteraciones cromosdémicas como las traslocaciones de IGH o la
hiperdiploidia) ocurririan en el centro germinal. Al menos un evento patogénico que
parece universal y temprano y que es la alteracidon en la expresion de los genes de
Ciclina D, se produce como consecuencia de estas anomalias. Después de esto, la célula

quedaria con inestabilidad cromosomica y se podrian sumar otras traslocaciones
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secundarias o mutaciones de genes como el gen RAS, que podrian relacionarse con el
paso de fases asintomaticas a MM sintomatico®’.

La enfermedad puede quedar un tiempo estable, pero posteriormente se pueden afadir
otros eventos tardios como la inactivacidn de reguladores del ciclo celular (p18INK4c),
mutaciones o deleciones del gen TP53 (gen de la proteina p53) o alteraciones del
encogen MYC, que serian los responsables de la progresidon a fases mas proliferativas y
agresivas®’.

La alteracién de la angiogénesis es otro fendbmeno que progresa de forma paralela a la
enfermedad, pudiendo ser a su vez un factor patogénico de la misma®®. En la figura 2 se

muestra un esquema de la cronologia del mieloma (tomado de Kueh! WH, ASH2005) 7.
Figura 2. Patogenia y cronologia del mieloma

Patogenia. Posible cronologia

El evento inicial es desconocido | Germinal L] GUS J‘ Imr:m;ccml\ar}' |_, Extramedullary

M
center Beell | L— Myeloma | Myeloma

1.- Eventos tempranos

Karyotypic abnomalifies

straslocaciones
primarias de IgH

= Secondary (Ig) TLC 7 se—

ehiperdiploidia Alteracion Ciclina D
* % & s o 2 AC1VALNG MUlationE: N, K- ras, FGFRZ

- - — 18 dalation —

Alteracion en la regulacion del 7 TRISOMY HYPER

ciclo celular 5 3,5,1,9, DIFLOID
S 11151921

= M¥C dysragulation ==

o 053 MR —

2.- Inestabilidad cromosémica

v

angiogénesis
eTraslocaciones 22 (Ig\) ;
«Mutaciones de RAS 4.- Eventos tardios

eInactivacion de reguladores del ciclo
celular: p18INKkac

I eMutac. o del p53
eAlter. oncogen MYC

I 3.- Aumento de la angiogénesis

CARACTERISTICAS CLINICAS. DIAGNOSTICO

Los sintomas mas frecuentes de presentacion son la fatiga, el dolor 6seo y las infecciones
recurrentes?®. Hay anemia al diagndstico en el 70% de los casos, aumento de creatinina
en casi la mitad e hipercalcemia en el 25%. La radiologia convencional muestra a
normalidades en el 80% vy la proteina monoclonal (proteina M) se detecta en suero por
electroforesis en el 82% y por inmunofijacion en el 93%.

Un 3% se consideran mielomas no secretores, pues no se detecta la proteina M ni en el
suero ni en la orina. En estos casos se estd empleando la deteccion de cadenas ligeras

libres en el suero?%2,

11
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El diagndstico de mieloma requiere una infiltracién medular por células plasmaticas de al
menos un 10%, la presencia de proteina M en suero y/o en orina y la evidencia de dafio
de un dérgano diana (hipercalcemia, insuficiencia renal, anemia o lesiones dseas que no
se justifiquen por otra causa). En la tabla 2 se resumen los criterios para el diagndstico
diferencial entre gammapatia monoclonal de significado incierto, mieloma indolente o
"smoldering” y mieloma sintomatico, acordados por el Grupo de Trabajo Internacional de

Mieloma en el afio 2003%2.

Tabla 2. Criterios para la clasificacion de las gammapatias monoclonales (tomados del International

Myeloma Working Group 2003)

Tabla I. Gammapatia Monoclonal
de Significado Incierto (GMSI)

Proteina M en suero < 30g/I Tabla III. Mieloma asintomatico
Células plasmaticas clonales (smoldering myeloma)
en MO <10%
No evidencia de otras enfermedades Proteina M en suero > 30g/!
linfoproliferativas B y/o
Ausencia de dafio en érganos o tejidos, Células plasmaticas clonales
incluido lesiones dseas en MO 210%
Ausencia de dafio en 6rganos o tejidos,
incluido lesiones dseas y ausencia de
sintomas
Tabla II. Dafio organico relacionado con
Mieloma, debido a la proliferaciéon de células
plasmaticas
Aumento de los niveles de calcio
sérico>0.25mmol/| del limite Tabla IV. Mieloma Mdltiple sintomatico
superior de la normalidad o
Ca™" sérico>2.75mmol/I Proteina M en suero o en orina
Insuficiencia renal: Creat>173mmol/I Células plasmaéticas clonales
Anemia: Hb 29r/d| menor al limite en MO* o plasmocitoma
inferior de la normalidad o Dafio en érganos o tejidos relacionado
<10gr/dl con Mieloma, incluido lesiones dseas
Lesiones Oseas: lesiones liticas u
osteoporosis con fracturas *Si se realiza CMF, la mayoria de las células
Otras: hiperviscosidad sintomatica, plasmaticas (>90%) presentaran fenotipo
amiloidosis, infecciones bacterianas neoplasico

recurrentes (>2 en 12 meses)

PRONOSTICO

La supervivencia media es de unos 3 afos, aunque hay pacientes que viven mas de 10
afios desde el diagndstico. Desde 1975 se ha utilizado la clasificacion prondstica de
Durie-Salmon?3, pero tiene algunas limitaciones, sobre todo a la hora de categorizar las
lesiones dseas. Recientemente se ha publicado el Sistema de Estadiaje Internacional
(SEI), fruto del trabajo de 17 instituciones y el analisis de 11,171 pacientes (tabla 3)%.
Una vez clasificados los pacientes segun el SEI, existen otros factores prondsticos
mayores e independientes que ayudan a predecir la evoluciéon, como son: el performance

status; la citogenética convencional si existe deleccidon del cromosoma 13 o hipodiploidia;

12
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la existencia de t(4;14), t(14;16) o del (17p) por FISH; los niveles elevados de LDH; la
morfologia plasmablastica y el indice de proliferacién®>°. Tener dos, uno o ninguno de

estos factores separa claramente tres grupos con distinta supervivencia®.

Tabla 3. Sistema de Estadiaje Internacional

Frecuencia Supervivencia % de pacientes con
Estadio (% pacientes)* media (meses) estadio III de
Durie-salmon

Estadio |
Albimina>3.5gr/l y B.microglobulina<3.5ug/ml 29 62 38
Estadio I1
Cuando no tiene criterios de I ni de III 38 44 54
Estadio 111
B2microglobulina =5.5ug/ml 34 29 70

*el % no es exactamente el 100% por el redondeo

Finalmente, podemos definir un MM de

alto riesgo cuando presenta cualquiera Tabla 4. Criterios de MM de alto riesgo de la

de los factores de la tabla 4, donde se Clinica Mayo

. . . . Anomalia de alto riesgo % de pacientes
estima que la supervivencia media es de que presentan
- , la anomalia al
2-3 afhos, comparado con mas de 6-7 diagnéstico
~ f d t 28 Citogenética convencional
afos fuera de este grupo-°. del 13 (monosomia) 14
rg hipodiploidia 9
Otras caracteristicas como la edad, el hipodiploidia o del 13 17
nivel de hemoglobina, calcio, creatinina, FISH
t(4;14) 15
albamina, subtipo de Ig y extensién de la t(14;16) 5
17p- 10
infiltracion medular, aunque también Plasma cell labeling index 6
>3%
tienen Va|0r pronOStICO, no anaden Va|0r Una Cua|quiera de estas 25-30
anomalias

adicional a lo comentado previamente.

TRATAMIENTO

Bien porque el mieloma no es una enfermedad que compromete la vida de forma
inmediata al menos en la mayoria de los casos, bien porque la edad media al diagndstico
es de unos 65 afios, bien porque no ha habido ningln tratamiento curativo, o bien por
todo ello, el enfoque histérico del manejo de esta enfermedad ha sido, hasta ahora,
fundamentalmente paliativo.

La combinacion Melfaldn+Prednisona (MP) se ha mantenido como "gold standard” del
tratamiento durante casi cuatro décadas, a pesar de su limitada eficacia (50-60% de
respuestas parciales y menos del 5% de remisiones completas, con supervivencia media
de 3 afios) 3!.

La adicion de otros agentes alquilantes, antraciclinas y alcaloides de la vinca a este

3

régimen, no consiguid mejorar la supervivencia 32, Con dosis escaladas de esteroides
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como la pauta VAD (Vincristina, Adriamicina, Dexametasona), se conseguia una marcada
y rapida citorreduccién en el 50% de los pacientes que recaian tras MP, pero no se
incrementd por ello la tasa de remisién completa ni se prolongd la supervivencia. 3.

El siguiente paso lo marcd la experiencia en el tratamiento de las leucemias agudas,
donde se sabia que la condicién sine qua non para prolongar la supervivencia era la
obtencién de remisiones completas. Asi se empezé a intensificar el tratamiento, siendo el
Melfaldn de nuevo el farmaco elegido debido a su probada eficacia y a que se podia
asumir su toxicidad. Aunque los primeros ensayos con Melfalan a dosis altas se realizaron
sin soporte de trasplante®*, rdpidamente el trasplante de MO y posteriormente de
progenitores de SP, se convirtieron en el tratamiento mas eficaz en los afios 90°°,
consiguiendo evidencias de que este tratamiento superaba los resultados de la QT
convencional®®3’. El doble trasplante autélogo en tandem lo han empleado diferentes
grupos. Mientras que los grupos francés y aleman® no consiguieron encontrar beneficios,
otros grupos, entre ellos el espafiol GELTAMO®°, encontré que el doble trasplante
mejoraba el prondstico al menos de los pacientes que no obtuvieron remisiéon completa
con el primer trasplante %41,

El trasplante alogénico no ha sido un tratamiento empleado habitualmente debido a la
edad media de los pacientes al diagndstico, la alta mortalidad relacionada con el
procedimiento y a no haber demostrado superar los resultados del trasplante autdlogo**
44, Con los regimenes de acondicionamiento de intensidad reducida, se estd mejorando el
panorama de este tipo de trasplante y, aunque podria ser una alternativa en los casos de
alto riesgo, todavia no se puede generalizar la recomendacion.

Paralelamente al tratamiento citotdxico, se ha ido mejorando el tratamiento de soporte,

4546 eritropoyetina*’ e introduciéndose técnicas

generalizandose el uso de bifosfonatos
quirdrgicas poco invasivas para el tratamiento de la enfermedad &sea, como la

vertebroplastia®® y la quiroplastia®®.

NUEVAS TERAPIAS

A pesar de la mejoria en la supervivencia con altas dosis de QT, el MM continda siendo
una enfermedad incurable. Este hecho, junto con los numerosos estudios publicados en
los ultimos anos que caracterizan los mecanismos de interaccion entre el MM y el medio
medular, los mecanismos de regulacion del crecimiento tumoral y la supervivencia y la
migracion de las células, han proporcionado un marco incomparable para el desarrollo y
la investigacion de nuevos farmacos.

Ya no se trata sdlo de acabar con la célula tumoral, sino de interferir en su medio

ambiente y en las interrelaciones entre ambos.
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Talidomida y analogos

La talidomida se empezé a considerar por su efecto antiangiogénico®® en el tratamiento
del mieloma en 1998, al comprobarse que el aumento de vascularizacion en las biopsias
de MO de los pacientes tenia importancia en el prondstico®’. Los primeros trabajos a
finales de los 90 y principios del 2000 se empezaron con pacientes en recaida,
consiguiéndose un 25% de respuestas en pacientes previamente refractarios®*>3.
Actualmente se sabe que el efecto antiangiogénico no es el Unico por el que la Talidomida
es eficaz en el MM>*8,

La Talidomida se ha utilizado séla y en combinacion con Dexametasona, consiguiéndose
con esta ultima hasta un 55% de respuestas en casos de refractariedad a tratamientos
previos®’. También se ha ensayado con otros esquemas de tratamiento®’.

Tras comprobarse los beneficios obtenidos en los casos de recaidas, se comenzé a

emplear como tratamiento de primera linea®®2.

En la actualidad, con el propédsito de
mejorar la eficacia y reducir la toxicidad, se emplean ya los derivados analogos de este
farmaco, los IMiDs (immunomodulatory thalidomide analogs) como Revimid o CC-5013°3,
Inhibidores del proteasoma. Bortezomib

El sistema proteolitico del proteasoma y su contribucion a la regulacion del ciclo celular,
fue descrito en 1996°!. Los inhibidores del proteasoma como nueva herramienta
terapéutica se empezaron a ensayar en 1999°°, Gracias a los estudios de microarrays se
han identificado mecanismos de accién de este farmaco, como la inhibicidon del
crecimiento y supervivencia tumoral, el aumento de la apoptosis, la inhibicion de la

reparacion del ADN y la actividad antiangiogénica®®’.

El primer estudio en fase 1 se
publica en el 2002% y rapidamente se empiezan los estudios en fase 2 en pacientes
refractarios con resultados prometedores (tasa general de respuestas del 35% con un
24% de casos que se mantienen con enfermedad estable sin progresar)®®. Esto ha
originado la aprobacion del farmaco por la FDA en un tiempo récord. En los ensayos
actuales este farmaco se incluye ya como primera linea de tratamiento.

Otros nuevos farmacos

Se estan ensayando una gran cantidad de farmacos que actian sobre el tumor y el
medio. Algunos ejemplos son el trioxido de arsénico, los inhibidores de citoquinas claves
como factor de crecimiento derivado del endotelio (VEGF), los inhibidores de farnesil-
transferasa, de histona-deacetilasa, de proteinas de choque térmico. Aunque la lista
puede ser muy larga, todavia no han alcanzado la importancia de los anteriores.

El futuro

Podemos decir, que las claves del nuevo paradigma en el tratamiento del mieloma son:
tratar el tumor y el medio en el que se desarrolla, interferir en los mecanismos
moleculares de sensibilidad y resistencia a drogas y acercarnos cada vez mas a las

terapias selectivas.
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2. Los genes de las inmunoglobulinas
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Las Inmunoglobulinas

Las inmunoglobulinas (Igs) se describieron a mediados del siglo pasado’%”?

. Constituyen
el componente basico de la respuesta inmune humoral, encargadas de reconocer a los
antigenos, unirse a ellos y desencadenar los pasos para la inactivacion o eliminacion de
agentes patogenos.

Son proteinas compuestas por 4 cadenas polipeptidicas, idénticas dos a dos, unidas por
enlaces covalentes de puentes disulfuro. Las dos de mayor peso molecular son las
cadenas pesadas (IgH) y las dos menores son las cadenas ligeras (IgL). Hay cinco tipos
de cadenas pesadas que definen el isotipo de la Ig y que se diferencian en cuanto al
tamafio, la carga, la composicidon de aminodcidos y el contenido de hidratos de carbono’?
(IgG, IgA, IgM, IgD, IgE) y dos tipos de cadenas ligeras (kappa y lambda). En la
molécula de Ig, una vez ensamblada, se puede distinguir una regiéon variable en el
extremo aminoterminal (Fab) implicada en el reconocimiento antigénico y una region
constante en el extremo carboxiterminal (Fc) que participa en las funciones efectoras
celulares, como desencadenar sefiales de transduccién post-membrana y facilitar la unién
de la Ig a otras proteinas, células y tejidos ’ (figura 3). La Ig de superficie, o receptor de
la célula B (BCR), se une en la membrana de la célula a un heterodimero denominado
CD79, siendo esta unidn necesaria para la transmision de las sefiales’?.

Las células plasmaticas neoplasicas del mieloma sintetizan y segregan en la mayoria de
los casos un tipo de Ig que puede ser detectada en suero y/o en orina, conocida como
proteina M o monoclonal. Asi el mieloma puede ser IgG, IgA, etc, segun la
inmunoglobulina que sintetice de forma aberrante. En una revisién reciente, las
frecuencias de los diferentes tipos de mieloma segin la Ig que se detecta son las
siguientes: IgG 58%; IgA 23.3%; IgM 3.4%; IgD 2.9%; mielomas que so6lo expresan
cadenas ligeras 10.9% y mielomas no secretores e IgE 2.1%?2*. En cuanto a las cadenas

ligeras, un 63% de mielomas expresan kappa y un 37% lambda®®.

Los genes de las inmunoglobulinas

La capacidad para reordenar el ADN germinal es exclusiva de las células linfoides, tanto B
como T. Los linfocitos B, durante su proceso madurativo, reordenan los genes de las
inmunoglobulinas, lo que resulta esencial para producir un repertorio funcional y casi
infinito de anticuerpos (figura 3).

Los primeros articulos acerca de la evidencia de que existian multiples genes que

0757¢, Poco después se

codificaban inmunoglobulinas, datan de principios de los afos 7
empieza a hablar de reordenamientos y de genes que codifican regiones constantes y
variables de la proteina’’’°. En los afios 80 se publican mas de 1700 articulos sobre los

genes de las inmunoglobulinas y el nUmero se triplica en los afios 90.
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El estudio de la organizacién de estos genes y la configuracién de los reordenamientos ha
contribuido al conocimiento de la historia natural del mieloma y ha proporcionado
informacién acerca del origen clonal de la enfermedad. Ademas, actualmente proporciona

una herramienta clinica para el diagndstico y el seguimiento de la enfermedad.

Figura 3. La molécula de Ig y los genes de las Igs

Ex6n  Intrén Ex6n

Imagen derecha: genes de las Igs, estructura DN

germinal y mecanismo de reordenamiento

Imagen inferior: esquema de la molécula de Ig
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ESTRUCTURA DE LOS GENES DE LAS INMUNOGLOBULINAS

Los genes que codifican las Igs se localizan en tres cromosomas diferentes: el
cromosoma 14 (14q32) para la cadena pesada, el 2 (2p12) para la cadena ligera kappa y
el 22 (22q11) para la cadena ligera lambda.

En todos estos genes se pueden distinguir varias regiones genéticas denominadas V
(variable) D (diversidad, sélo en el gen de la ceadena pesada) y J (unién, del inglés
joining), constituidas a su vez por numerosos segmentos génicos (figura 3).

GEN DE LA CADENA PESADA (IGH)

El locus de la cadena pesada contiene mas de 120 segmentos Vy (aunque sdlo 51 son

funcionales) agrupados en siete familias, 27 segmentos Dy también agrupados en siete

8081 Cada uno de estos segmentos estd flanqueado por unas

familias y 6 segmentos Jy
secuencias denominadas secuencias sefial de la recombinacion (recombination signal
sequences o RSS), constituidas por un heptametro palindromico igual en todos los
segmentos, un nonamero de secuencia también conservada y una secuencia o espaciador

entre ambos que ocupa 12 & 23pb. La recombinacién génica, que veremos mas
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adelante, se produce siempre entre estas secuencias RSS®2. Las secuencias RSS estan
también en los genes de las cadenas ligeras.

A continuacion de los segmentos variables se localizan los genes de la regidn constante,
que codifican cada uno de los nueve isotipos posibles de la cadena pesada: [, d, Yi-4, O1-2
y €. Cada segmento constante funcional, excepto C3, estd precedido por una regién

necesaria para el cambio de isotipo (regidn switch)®.

GEN DE LA CADENA LIGERA KAPPA (IGK)

Estd formado por 76 segmentos Vk agrupados en siete familias, 5 segmentos Jk y un

segmento constante Ck®!. Algunas familias Vk tienen genes funcionales y pseudogenes,
mientras que otras sélo tienen un pequefio nimero de segmentos®. Los segmentos Vk
estan distribuidos inmediatamente antes de los Jk, en sentido 5°-3", pero también los
hay mas distales y con orientacién invertida®. Localizada a 24Kb en direccién telomérica
respecto a Ck, se encuentra la secuencia denominada Kde (kappa deleting element), que
estd implicada en los reordenamientos que se producen en el gen en el caso de no

conseguirse alelos funcionales VJk y procederse a su deleciéon®’.

GEN DE LA CADENA LIGERA LAMBDA (IGL)

El locus de IGL tiene 10 familias de segmentos V, (mas de 70 segmentos, de los cuales

36 son funcionales), 7 segmentos J, y 7 segmentos C, practicamente idénticos entre si,

tres de los cuales son pseudogenes no funcionales .

Descripcion del proceso secuencial de reordenamiento génico

El gen de la cadena pesada IGH se reordena en los estadios de célula pro-B y pre-B, en
la médula 6sea; primero ocurre la unién entre los segmentos D-JH y luego V-DJH (figura
4). Si con el primer reordenamiento se produce un alelo VDJH funcional, continda el
proceso, si no, se reordena el segundo. Asi puede darse el caso de que existan 2
reordenamientos completos VDIJH pero soélo uno sea funcional, o que haya un
reordenamiento completo VDJH funcional y el otro haya quedado en el paso anterior
como reordenamiento incompleto DJH.

Como se menciond anteriormente, cada segmento V, D y J estd flanqueado por unas
secuencias RSS, cuya diferencia entre ellas consiste en la longitud del espaciador entre el
heptamero y el nonamero. Los espaciadores que flanquean los genes V y los genes ] son
de 23pb, los de los genes D son de 12pb. La recombinacién sdlo ocurre entre genes
flanqueados por espaciadores de distinto tamafio (regla conocida como 12/23), con lo
que se asegura que no haya uniones V-V, D-D o J-]J y que se utilicen los segmentos D

para aumentar la diversidad del repertorio inmune®°,
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Figura 4. Proceso secuencial del reordenamiento génico

Se representa el reordenamiento del gen de la cadena pesada

de la cadena pesada de la Ig

de la inmunoglobulina (IGH)

Los pasos anteriores al centro germinal constituyen la maduracién independiente del antigeno, mientras que en el
centro germinal ocurren las mutaciones somaticas y el cambio de isotipo de la Ig, considerados como procesos

dependientes de antigeno
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Una vez reordenado el dominio variable,

se pueden diferenciar en él tres zonas

hipervariables (CDR) encargadas de la afinidad de la Ig por un antigeno determinado®®, que

estan rodeadas por otras regiones relativamente conservadas (FR o framework) (figura 5).

Figura 5. Regiones hipervariables del gen de
la cadena pesada de la Ig

De las tres regiones CDR, las dos primeras, CDR1 y
CDR2, estén formadas por secuencias de los genes

V, pero la region CDR3 es la que contiene la union

| FR1 |CDR1| FR2 |CDR2| FR3 |CDR3 | FR4 | CH |

VD]

En el momento en el que se consigue un alelo funcional, se inicia la produccién de

cadenas pesadas P (también pueden producirse cadenas 0 por splicing alternativo), que

se acumulan en el citoplasma. La deteccién de cadenas pesadas en el citoplasma de la

célula es un marcador tradicional de la célula B,

gue ademas define su estadio, en este

momento todavia pre-B. Aunque aun no se han producido cadenas ligeras y por tanto no

existe la molécula de Ig completa para expresarse en superficie como receptor de célula

B (BCR), se sabe que se forma un receptor inmad

uro (pre-BCR) que es capaz de anclarse
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también a la molécula de membrana CD79 y que juega un papel clave en el
mantenimiento de la jerarquia de todo este proceso.

Estudios realizados en células B precursoras de ratones identificaron este receptor
inmaduro, que consiste en las 2 cadenas pesadas [ ya constituidas, asociadas de forma
covalente a unas pseudo cadenas ligeras; estas pseudo cadenas ligeras estan formadas
por dos proteinas, A5 y VpreB, homodlogas a las cadenas ligeras, pero cuyos genes no han

9194 parece que la expresién de este receptor

sufrido el proceso de roerdenamiento
inmaduro o pre-BCR en la membrana celular, es necesario para dos eventos importantes:
por un lado, para bloquear el reordenamiento de los genes de la cadena pesada del
cromosoma homologo (conocido éste como mecanismo de exclusion alélica) y por otro
lado, para activar el reordenamiento secuencial de las cadenas ligeras.
Por tanto, de no constituirse este complejo seria porque no se ha conseguido un alelo
funcional en el primer cromosoma, por lo tanto no hay sefial para bloguear al cromosoma
homdlogo, que intentara reordenar el segundo alelo; si éste también fracasara, nunca se
expresara el complejo pre-BCR en la superficie celular y no se recibiran sefales para
continuar la diferenciacidn linfoide, con lo que la célula entraria en apoptosis®.
El reordenamiento de los genes de las cadenas ligeras se activa, como ya se ha
mencionado, una vez que se ha conseguido un alelo funcional de la cadena pesada. Para
las cadenas ligeras existe también un orden especifico. Se empieza reordenando el locus
de Kappa, reordenamiento de los segmentos Vk-Jk. Si se produce el alelo funcional, se
transcriben y sintetizan las cadenas ligeras kappa que se unen a las pesadas p o0 9,
formando la Ig completa, que al expresarse en la superficie celular bloquea el
reordenamiento de los genes lambda.
Si ninguno de los alelos kappa resulté funcional, se procede al reordenamiento del gen
lambda®®. Esto suele acompafiarse de una delecién del reordenamiento improductivo
kappa, mediante el reordenamiento con el fragmento Kde®°’; este elemento distal
puede reordenarse tanto con un segmento V (Vk-Kde), como con una secuencia intrénica
(intrén-Kde)®”"?%, conduciendo cualquiera de ellos a la inactivacidon del alelo. Asi se evita
la competencia entre la cadena aberrante kappa y la cadena lambda que seria la
funcional.
Finalmente, la molécula de Ig completa, se une al heterodimero CD79 para anclarse en la
membrana y transmitir sefales al interior de la célula.
Ahora bien, para que estos reordenamientos se lleven a cabo, se han de expresar ciertas
proteinas reguladoras del proceso, como son:

- Proteinas codificadas por los genes activadores de la recombinacién (RAG), RAG1

y RAG2.
- Proteina quinasa dependiente de ADN (ADN-PK).
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- Complejo heterodimérico formado por las proteinas de unién al ADN denominadas
Ku-70 y Ku-80.
- Enzima Transferasa deoxinucleotidil-terminal o Tdt.
El proceso comienza con la unién de RAG1 y RAG2 a las secuencias senal de la

recombinacion RSS. Se resume en la figura 6.

Figura 6. Regulacion del proceso de

reordenamiento — i O e
El primer paso que acontece es la unién de RAG1 y -
RAG2 a las RSS, adoptando una conformacion de
horquilla'® %! y produciéndose luego el corte de las %
cadenas. En los extremos del ADN que han = =
quedado libres se unen la ADN-PK vy las proteinas I
Ku-70 y Ku-80'%21%: asi se estimula el ensamblaje :D
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=)

enzima Tdt inserta nucledtidos al azar'®®, las
nucleasas eliminan el exceso de ADN vy las
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extremos se unen por la accidén de la ADN-ligasas
—E — 5 @
joint
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Hasta aqui se considera que el proceso de maduraciéon es independiente del antigeno.
Tenemos ahora un linfocito B precoz, inmaduro pero inmunocompetente, que ya es capaz
de reconocer antigenos. Llegados a este punto, entre la diversidad combinatoria de los
genes V(D)J y las deleciones e inserciones aleatorias de nucleétidos que se producen
durante el proceso, se ha conseguido ya incrementar hasta 10° la variabilidad de las
regiones de unioén.

A partir de ahora, la maduracidon estard encaminada a aumentar la afinidad por el
antigeno, estimandose que al final de este proceso el repertorio primario de Igs o

anticuerpos alcanzara un valor de 10'2,

Maduracién dependiente del antigeno

Tiene lugar en los centros germinales de los 6rganos linfoides secundarios, donde el
linfocito B se encuentra con el estimulo antigénico. Jerne y Burnet fueron los primeros en
proponer la idea de la seleccion clonal, esto es, que cada linfocito produce una Ig y que

el antigeno selecciona y estimula sélo a los linfocitos que tengan una determinada

Ig

107,108
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Ocurren asi dos fendmenos claves para aumentar la variabilidad de la respuesta inmune,
la hipermutacién somatica de los genes reordenados V(D)J que codifican la regién
variable de la Ig y la posterior seleccion positiva de clones mutados cuyos genes V
expresan mayor afinidad por el antigeno que desencadend el estimulo®®,

Finalmente, el cambio de isotipo, también en el centro germinal, contribuye a la

maduracién y variabilidad de la respuesta inmune (figura 4).

HIPERMUTACION SOMATICA

Puede llegar a aumentar la afinidad de la Ig por el antigeno entre 10 y 100 veces!®. La

region que se ve afectada por este proceso abarca desde el promotor de VD] hasta el
intrén Jy-Cuttl,

Las mutaciones somaticas suelen ser puntuales, pero se han descrito también inserciones
y deleciones'!?; pueden provocar un cambio en la secuencia de aminoacidos de la
proteina (mutaciones reemplazantes) o pueden ser silentes. Las mutaciones
reemplazantes son mas frecuentes en las regiones CDRs que en las regiones FRs!09113,
En células no linfoides, la frecuencia de mutaciones somaticas es mucho menor (entre 5-
6 logaritmos menos) que en los linfocitos, donde se ha calculado que la frecuencia de que
ocurra una mutacidon es en una base de cada 1000 (10°) en cada célula vy

generacignii*11>,

CAMBIO DE ISOTIPO (SWITCHING)

Es el proceso por el cudl se reordenan los genes que codifican las regiones constantes de

la cadena pesada de las Igs. Se produce por la recombinacién entre secuencias
repetitivas (secuencias de switch), localizadas en el extremo 5" de cada uno de los genes
de las regiones constantes!!¢117,

A partir de la activacién inducida por el antigeno, se produciran Igs de distinto isotipo

(IgA, 1gG, IgE), aunque con igual afinidad antigénica'!® !,

Las inmunoglobulinas y sus genes en el Mieloma Mdltiple

Centrandonos ya en la patologia, en la tabla 5 se resumen las frecuencias de
reordenamientos clonales en los Sindromes Linfoproliferativos (SLP) maduros en general
y en el MM en particular. Mediante analisis de Southern Blot, se ha visto la presencia de
reordenamientos clonales en cerca del 100% de pacientes con neoplasias B maduras, con
casi un 80% de reordenamientos en los dos alelos'®°.

En el MM, las células plasmaticas malignas segregan Igs codificadas por el
reordenamiento funcional VDJ; el otro alelo puede encontrarse en configuracion
germinal, tener un reordenamiento incompleto DJH, o incluso tener otro reordenamiento

completo VDJH no funcional. Se ha visto por PCR en una larga serie de pacientes con
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MM, que hasta en un 60% de los casos puede haber un reordenamiento incompleto del
alelo no productivo®®!. En cuanto a los reordenamientos de las cadenas ligeras, los MM
kappa tendrian un reordenamiento VJk funcional y el gen lambda en configuracién
germinal en la mayoria de los casos y los MM lambda tendrian un reordenamiento V1,
funcional y reordenamientos del segmento Kde en uno o los dos alelos kappa. Esto es
debido a que los reordenamientos de Kde reflejan la fase final de una recombinacién que
no ha sido exitosa en el locus kappa, anterior al reordenamiento lambda'?2.

No obstante, y a pesar del mecanismo de exclusién alélica, se han encontrado algunos
casos de mieloma con mas reordenamientos de los esperados tras todo lo expuesto

anteriormente, por lo que se ha asumido la existencia de mielomas biclonales!?314,

aunque son muy raros (1-2%)?*12>,

Tabla 5. Frecuencia de reordenamientos clonales de los genes de las Igs en los SLP maduros y
en el MM

SLP MADUROS 126 y

127)

MM (Gonzélez y cols
Hadzidimitriou y cols

VDJH: 95% VDJIH: 84%
DJH: 60% DJH: 60%
SLP kappa MM kappa

100% al menos un KV]
30% Kde
95% lambda germinal

100% al menos un KVJ
40% Kde

SLP lambda MM lambda

100% LV] 100% LV]

Casi todos Kde 71% Kde
40% KVJ

En cuanto a la preferencia de utilizacion de ciertos segmentos en los reordenamientos, se
han publicado varios trabajos tanto en linfocitos B normales como en el MM 2¢13% yno
de los hallazgos mas interesantes es la ausencia del segmento VH4-34 en el repertorio

funcional de las células plasmaticas'?*3?

, aunque si esta presente en los alelos no
funcionales o muy mutados de los MM'%®, Esto podria ser la explicacién de la baja
incidencia de fendmenos autoinmunes en el MM, puesto que se sabe que el segmento
VH4-34 codifica anticuerpos que son autorreactivos!*°. También este hallazgo refuerza la
idea de que el mieloma se origine tras el paso por el centro germinal, donde la célula ha
descartado ya las Igs reactivas, ha sufrido la hipermutaciéon somatica y a partir de ahi no

presenta variaciones intraclonales33136,
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Del resto de las familias de segmentos VH, la familia VH3 es la mas representada y en
concreto el segmento VH3-5 no se ha visto en células B normales ni en otras neoplasias
B salvo en el mieloma y la familia VH1 es la menos representada %°.

En cuanto a los segmentos DH, las familias mas representadas tanto en reordenamientos

3126:127.133. |5 familia DH1 estd

completos VDIH como incompletos DJH, son la DH2 y DH
poco representada, con algunas variaciones en la utilizacion de algunos segmentos de
esta familia entre los reordenamientos completos e incompletos, por ejemplo, DH1-01
s6lo se ha visto en los completos, DH1-07 sélo en los incompletos y DH1-14 y DH1-20
estdn ausentes en ambos'?¢1%/,

Por altimo, de las familias JH, la JH4 es la mas frecuentemente empleada en ambos tipos
de reordenamientos y las familias JH1 y JH2 las menos!?®.

Lo que sugiere todo esto, es que algunos segmentos pueden sufrir seleccidon positiva o
negativa después de la recombinacion de las células precursoras. Esto haria pensar en el

posible papel etioldgico que pueden jugar los antigenos ambientales.

Para terminar el repaso de los genes de las Igs en el MM, falta destacar la frecuencia de
mutaciones somaticas en las regiones variables VDHJ], mayor que en cualquier otra
neoplasia B, con una media del 7.8%-9%, llegando a veces hasta el 23% de nucledtidos
diferentes respecto a la secuencia germinal!2!/126:132,134,136

Los reordenamientos incompletos DH] se caracterizan, sin embargo, por la relativa
ausencia de mutaciones'?!, aunque hasta un 10% de estos reordenamientos pueden
llevar algunas, que suelen ser mutaciones puntuales mas que deleciones e
inserciones!37:138,

Precisamente la baja frecuencia de mutaciones encontradas en los reordenamientos
DJH, los van a convertir en una alternativa muy Gtil para el diagndstico de clonalidad y
para el seguimiento de la enfermedad por técnicas de PCR'*%!*° como revisaremos
inmediatamente.

Respecto a la presencia de mutaciones somaticas en los genes de las cadenas ligeras,

existen diversos trabajos que lo confirman, aunque el grado es muy variable!36:141-145,

Por Ultimo, y para complicarlo todo un poco mas, hay que decir que a pesar de esta
estructurada jerarquia del reordenamiento génico expuesta hasta ahora, es posible la
existencia de segundos reordenamientos, a pesar de haber conseguido previamente una
Ig funcional. Este proceso se denomina “edicién del receptor”, ocurre en los linfocitos
maduros en la MO y es un recurso fisiolégico del sistema inmune para mantener la
tolerancia frente a los antigenos propios. Asi, una Ig autorreactiva sufre seleccion
negativa, produciéndose nuevos reordenamientos secundarios que dan lugar a una nueva

Ig sin autorreactividad*® 148,
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Pues bien, datos recientes indican que este fendmeno puede ocurrir en la periferia, en los
centros germinales, donde también se encontraba expresion de las proteinas de la

Y149y se ha propuesto que contribuye a la

maquinaria del reordenamiento (RAG1 y RAG2
maduracién de la afinidad de las Igs; por ejemplo, en aquellas que adquirieron
mutaciones somaticas deletéreas o residuos que disminuyen significativamente la
afinidad por el antigeno, se pueden producir nuevos reordenamientos y someterse de
nuevo al proceso de mutacion somatica. En este caso, en lugar de “ediciéon del receptor”,
se emplea el término “revision del receptor”t%:11,

El hallazgo de reordenamientos productivos, hipermutados, en el locus kappa (VIk) en
pacientes con MM lambda, avalaria esta teoria. Esto también explicaria la existencia de
mas reordenamientos de los esperados, atendiendo exclusivamente al proceso clasico de
la recombinacién y de la exclusién alélica®®%1%3,

De cualquier modo, parece que en los casos en que pueden encontrarse dos
reordenamientos funcionales (un 10% aproximadamente) se puede mantener Ila

expresion de una Unica Ig por mecanismos de regulacion a nivel protéico®*:.
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3. Evaluacion de la respuesta al tratamiento
Enfermedad Minima Residual
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Técnicas moleculares para el diagnoéstico de clonalidad

Aunque todavia se pueda especular acerca del origen exacto y de los factores que
influyen en la transformaciéon maligna de la célula tumoral en el MM, lo que es indudable
es que la neoplasia se origina por transformacién de una célula de la cual derivan las
demas (expansién clonal) y por lo tanto todas ellas van a mostrar el mismo patron de
reordenamiento de los genes de las Igs'®*. La técnica de referencia para el diagndstico de
clonalidad ha sido durante afios la técnica de Southern blot. Se basa en la diversidad
combinatoria de los diferentes segmentos génicos; permite detectar deleciones vy
reordenamientos mediante las diferentes distancias entre los puntos de corte que se
originan al tratar al ADN con ciertas enzimas de restriccion o endonucleasas'?®!>>, Es un
método relativamente sensible (limite de detecciéon 5-10%) y aunque es muy fiable y
especifico, cuenta con ciertos inconvenientes para su aplicacion de forma rutinaria: es
una técnica cara, laboriosa y necesita ADN de buena calidad. Por estos motivos, en los
afos 90, la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa o PCR de la region de
union VDJH del gen IGH, fue reemplazando al Southern blot en el diagnostico de
clonalidad B.

La técnica de PCR detecta los fragmentos genéticos reordenados y el diagndstico de
clonalidad se basa en la diversidad de la region de unién de dichos fragmentos. Es una
técnica sencilla, rapida, requiere cantidades pequefias de ADN y no necesariamente de
alta calidad, puede aplicarse a pequefias biopsias y tejidos en parafina y puede detectar

una célula B monoclonal entre un fondo de 102-103 células policlonales.

Deteccion de clonalidad mediante PCR

Generalmente las técnicas de PCR para el estudio de clonalidad B estan disefiadas para
amplificar las regiones hipervariables de los genes de las Igs (regiones CDR). Emplean
oligonucleétidos o primers consenso que flanquean las regiones V y J. Cuando existe un
reordenamiento clonal, éste se amplifica y se puede visualizar por diferentes métodos
posteriormente.

METODOS DE ANALISIS DEL PRODUCTO DE PCR

e El método tradicional consiste en someter al producto amplificado en la PCR a una

electroforesis en un gel de agarosa con tincién de bromuro de etidio. Si existe una
proliferacion clonal, el producto migrara en el gel como una banda Unica, mientras
que si no existe clonalidad o la poblacién clonal es <1%, el resultado serd una
mancha o smear sin bandas definidas, originadas por los multiples
reordenamientos policlonales.

e El resultado de la PCR también se puede visualizar por electroforesis en geles de
poliacrilamida (PAGE), electroforesis en gel en gradiente desnaturalizante (DGGE),

analisis de polimorfismos en la conformacion de cadena simple (SSCP) y analisis
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de heteroduplex, basados en la conformacidn que adopta el ADN tras
desnaturalizacion y renaturalizacién®®®1%7,

e Desde la aparicién de los secuenciadores automaticos, se ha afiadido a este
repertorio de técnicas el analisis de fragmentos mediante PCR fluorescente,
referida como genescan. Para esta técnica uno de los primers utilizados en la PCR
ha de ser fluorescente, ya que el anadlisis se realiza en el secuenciador automatico
equipado de un laser que detecta fluorescencia. Si existe producto clonal
aparecera un pico claramente predominante de alta intensidad de fluorescencia,
mientras que los fragmentos policlonales se visualizaran como multiples picos con
una distribucién gaussiana'®’**8, Ademas se incluye otro marcador fluorescente de
peso molecular que nos va a permitir conocer el tamafo exacto del producto de
PCR, lo que también es (til a la hora del seguimiento de distintas muestras del
mismo paciente.

Uno de los principales problemas de la PCR del gen IGH es la frecuencia de falsos
negativos. Como ya hemos repasado anteriormente, el gen se caracteriza por presentar
una gran variabilidad de reordenamientos que dificultan el disefo de primers consenso,
asi como mutaciones somaticas que impiden la correcta hibridacién de los primers y por
tanto la amplificaciéon adecuada. Esto se ha ido mejorando con el disefio de PCRs que
incluyen en la misma reaccion diferentes oligonucledtidos frente a las distintas familias
VH157-

Otro problema importante es la dificultad para discriminar los productos policlonales de
los monoclonales. En este sentido, el analisis de fragmentos por genescan ha conseguido
mejorar la sensibilidad, ya que la presencia de linfocitos policlonales no condiciona tanto
el analisis de clonalidad en esta técnica.

En el afio 2003 se publicdé el protocolo BIOMED-2, realizado por un grupo de estudio
corporativo europeo en el que participaron 48 laboratorios. En este trabajo se disefiaron
los primers y se optimizaron las condiciones de PCR para el estudio de los genes de las
Igs, los genes de los receptores de los linfocitos T y otros reordenamientos presentes en
los sindromes linfoproliferativos. Para el estudio de las Igs se disenaron distintas PCRs
con multiples primers en la misma mezcla (que se detallan en el apartado de material y
métodos) y que constituyen, hasta la fecha, el protocolo mas completo para el estudio de

estos genes!®’,

Técnicas de seguimiento de la enfermedad residual

Con el estudio del reordenamiento de los genes de las Igs también podemos ver el
impacto del tratamiento sobre el clon maligno.

La remisidn completa en las enfermedades hematolégicas se ha definido clasicamente

como la ausencia de deteccidn de células tumorales mediante técnicas citomorfologicas
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(sensibilidad del 5%). En el mieloma, ademas, se tiene en cuenta la desapariciéon de la
proteina monoclonal en la inmunofijacién. Sin embargo, a pesar de que con los
tratamientos actuales muchos pacientes van a alcanzar remision completa por estos
criterios, la mayoria de ellos acaban recayendo, debido a la existencia de un pequefio
numero de células malignas que no son detectadas por la metodologia convencional, lo
que se denomina enfermedad minima residual (EMR). La monitorizacidon de la EMR se ha
reconocido como una importante herramienta para definir la calidad de la respuesta al
tratamiento y el riesgo de recaidas!®®.

Las técnicas para medir la EMR han de alcanzar una alta sensibilidad, esto es, detectar al
menos una célula tumoral entre 10%-10° células normales. Las dos mas utilizadas en la
actualidad son las técnicas de inmunofenotipo por citometria de flujo y la PCR.

Las estrategias de PCR que mejoran la sensibilidad frente a la PCR convencional, son la

PCR alelo-especifica y la PCR cuantitativa en tiempo real.

PCR ALELO-ESPECIFICA O ASO-PCR

Se trata de una PCR en la que se utilizan oligonucledtidos especificos del clon tumoral,

disenados en la region hipervariable del reordenamiento de cada paciente. En un primer
paso se realiza una PCR convencional con primers consenso para detectar el
reordenamiento clonal, posteriormente se secuencia la regidn CDR y se disefia el
oligonucledtido especifico para ese paciente, que puede ser uno de los primers o una
sonda.

Esta estrategia permite discriminar una célula tumoral entre 10° células normales y
aunque sigue siendo un resultado cualitativo, es la base de los disefios

cuantitativos'®%16!,

PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL

Se basa en los mismos principios que la ASO-PCR, es decir, emplea un oligonucledtido

especifico del reordenamiento del clon tumoral, pero incorpora ademas una molécula
fluorescente que nos permite monitorizar la amplificacion del producto de PCR en tiempo
real. Para este fin existen diferentes técnicas, como las sondas lineales de hidrdlisis
(sondas TagMan), las sondas de hibridacién, oligonucleétidos auto-hibridantes (self-

quenched primers)!®?

, sondas especificas con estructura de horquilla (molecular
beacons)®3, moléculas que se unen de forma inespecifica al ADN (SYBRGreen)'®* y otros.
El método mas difundido es el de las sondas TagMan. La sonda TagMan es un
oligonucleétido disefiado para hibridar en una parte de la secuencia diana acotada por los
primers. La sonda lleva unida una molécula fluorescente (reporter) en el extremo 5" y
una molécula que amortigua la emision de fluorescencia (quencher) en el extremo 3°.

Cuando la enzima Taq polimerasa empieza a actuar, ademas de sintetizar el nuevo ADN,
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va a ejercer su actividad 5 exonucleasa y, cuando se encuentre con la sonda, va a
provocar la hidrdlisis de la misma. Cuando la sonda se hidroliza, el fluoréforo se separa
del amortiguador y se emite fluorescencia. Esto va a ocurrir en cada ciclo de la PCR y
sOlo en las sondas que estaban unidas a la secuencia diana, por tanto, la intensidad de la
fluorescencia va a incrementarse exponencialmente en cada ciclo y sera proporcional a la
cantidad de producto acumulado, que a su vez se relaciona con la cantidad de células
que tienen la secuencia diana en la muestra de partida. La fluorescencia tiene que
alcanzar una intensidad minima para ser detectada, que suele establecerse en 10 veces
la desviacion estandar del valor de la sefial de fluorescencia basal y es lo que conocemos
como ciclo umbral, C; o cycle threshold.

Para el calculo del nimero de copias de la muestra problema, trasladamos el C; obtenido
en el experimento a una recta patréon. La recta patron se calcula a partir de diluciones de
una muestra control que contiene el mismo producto de PCR en una cantidad conocida.
Al comparar el C; de la muestra problema con los de la recta patréon, podemos cuantificar
el nUmero de copias iniciales (figura 7). Como ademas hay que tener en cuenta la
cantidad y la calidad del ADN analizado, asi como las diferencias de la eficiencia de la
PCR en cada experimento, se tiene que utilizar un gen control que esté presente en todas

las células y que permita compensar estas diferencias.

Figura 7. PCR en tiempo real. Esquemas tomados de van der Velden VH %

reporter
A quencher PCR en tiempo real con sonda de hidrdlisis. La sonda de hidrdlisis se

conjuga con dos fluoréforos: un fluoréforo emisor (reporter) y un

sonda fluoréforo que absorbe la fluorescencia (quencher) mientras la sonda

esta intacta. Cuando hay amplificaciéon de la secuencia diana, la sonda

— es desplazada e hidrolizada por la polimerasa; esto provoca que el
reporter se separe del quencher y emita asi fluorescencia que puede
detectarse en tiempo real. Durante cada ciclo de PCR la fluorescencia
va aumentando de forma exponencial por la acumulacién progresiva de

— <=0 los fluoréforos.

ARn: diferencia en el incremento de fluorescencia
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Esta tecnologia se ha utilizado extensamente para la detecciéon de la EMR en el caso de
reordenamientos clonales de los genes de las Igs, de los receptores de los linfocitos T y

de distintas traslocaciones cromosdmicas!®®79,

La Enfermedad Residual en el Mieloma Mdultiple

Como se menciond al hablar de los genes de las Igs, la hipermutacion del gen IGH
dificulta las técnicas de PCR al impedir que los primers hibriden correctamente; también
complica el disefio de una PCR cuantitativa en tiempo real'’!. En los Ultimos afios, con el
estudio exhaustivo de los genes de las Igs, se ha visto que los reordenamientos
incompletos DJH presentan un menor numero de mutaciones somaticas, lo que
incrementa la tasa de deteccién de clonalidad*®*
PCR de seguimiento de la EMR!,

No obstante, puesto que el reordenamiento clonal del gen IGH es la mejor marca

y los hace adecuados para disefiar la

molecular del mieloma, encontramos numerosos trabajos de PCR en mieloma que se
resumen en la tabla 6.

Mientras que para el diagndstico de clonalidad resulta adecuada la PCR cualitativa, para
el seguimiento de la enfermedad se necesitan técnicas cuantitativas. Este enfoque se
empieza a utilizar en el mieloma a finales de los 90, principios de los 2000 y es entonces
cuando cobra fuerza la hipotesis de que la cinética tumoral asi medida es un parametro
que puede predecir la evolucién clinical’?. Es mas, se encuentra incluso un valor de EMR
que alcanza significado pronéstico”?, que se reproduce en otros trabajos'*%174,

Puesto que la PCR cuantitativa alelo-especifica es una técnica laboriosa y complicada, hay
trabajos que intentan realizar el seguimiento de la enfermedad con otras técnicas mas
sencillas, como la PCR fluorescente. Sin embargo, aunque la PCR fluorescente ha
aportado ventajas frente a la PCR convencional en cuanto a sensibilidad vy
especificidad®®®'7>'”7 no ha podido, de momento, establecer un valor pronésticol’2.

Por otro lado, aunque la PCR cuantitativa alelo-especifica sea en la actualidad una técnica
muy sensible y especifica para el seguimiento de la EMR en pacientes con mieloma, lo
cierto es que teniendo en cuenta la complejidad, la imposibilidad de aplicacion en todos
los casos y el coste global, no parece razonable instaurarla como prueba rutinaria, ya que
para este fin se dispone del inmunofenotipo por citometria de flujo, que es una técnica
bien estandarizada, tanto para el diagndstico como para el seguimiento de la enfermedad

y se puede aplicar en mas del 90% de los pacientes!4:179-183,
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Tabla 6. Resumen de los trabajos de PCR y EMR

Autor

Técnica

Ne de
casos

Resumen

Billadeau y cols'®

0

1992

ASO-PCR del gen IGH

14

Detecta células circulantes en sangre
periférica en todos los enfermos

Bird y cols®®*

1993

IGH “Fingerprinting”

El trasplante alogénico induce
remisiones moleculares

Bjorkstrand y
cols!®®

1995

PCR IGH con primers
radiomarcados

15

El doble trasplante autdlogo induce
PCR negativa en 4 de 15 casos

Corradini y cols®®*

1995

ASO-PCR del gen IGH

15

PCR positiva tras altas dosis de
quimioterapia secuencial en todos los
enfermos

Swedin y cols'®

1998

ASO-PCR del gen IGH

25

No se observa relacidon entre los
resultados de la PCR y la evolucién
clinica

Gerard y cols®®’

1998

PCR en tiempo real

Desarrollo de un método de PCR en
tiempo real con sondas “"TagMan”

Corradini y cols

187

1999

PCR del gen IGH

29 en
RC

Los enfermos a los que se les realiza
alotrasplante tienen mayor posibilidad
de alcanzar remisién molecular

Mitterer y cols'®®

1999

Genescan

39

La presencia de una poblacién clonal
en la aféresis se relaciona con una
recaida temprana o con una pobre
respuesta al trasplante

Martinelli y cols

189

1999

ASO-PCR

10

La seleccidén positiva de células CD34
para trasplante reduce la
contaminacién tumoral, pero no la
elimina totalmente

Martinelli y cols

190

2000

ASO-PCR

50 en

Los enfermos con PCR negativa tras
trasplante tienen mayor supervivencia

Ladetto y cols”?

2000

PCR en tiempo real

29

Valida los estudios de PCR en tiempo
real en enfermos con mieloma
multiple

Cremer y cols'”?

2000

ASO-PCR

20

Estudia la disminucion de la masa
tumoral tras el empleo de altas dosis
de guimioterapia secuencial

Willems y cols®?

2000

PCR en tiempo real

Comparacion de varios métodos de
cuantificacion entre diferentes
laboratorios

Lopez-Perez y
cols'®?

2000

PCR heteroduplex

31

Viven mas aquellos pacientes
sometidos a TAPH, con aféresis no
clonales

Gleissner y cols

176

2001

PCR-IGH en gel vs
genescan

135

El genescan mejora la deteccion de
clonalidad

Davies y cols'’®

2001

Genescan del gen IGH

68

La PCR no tiene valor prondstico

Novella y cols'”’

2002

PCR fluorescente + ASO-
PCR

36

La PCR fluorescente mejora en 1log la
deteccion de EMR frente a la nested-
PCR

Fenk y cols'’*

2004

ASO-PCR

11

Los niveles de EMR antes del
trasplante y la monitorizacion
secuencial posterior, pueden predecir
la recaida

Bakkus y cols'”?

2004

ASO-RQ-PCR

67

La PCR fue un factor pronostico
independiente para la supervivencia
libre de progresién post-trasplante
(nivel que definié prondstico: 0.015%)

Galimberti y cols

193

2005

PCR fluorescente

20

La erradicacion de la EMR tuvo un
impacto favorable en la supervivencia
global de 2 afios

Sarasquete y cols

140

2005

ASO-RQ-PCR vs CMF

24

La ASO-RQ-PCR y la CMF tienen el
mismo valor prondstico, pero la CMF
es mas facil de aplicar de rutina

RC: remisién completa
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Justificacion del trabajo. Objetivos

Justificacion para la eleccion del tema

Aunque el Mieloma Mdultiple sigue siendo una enfermedad incurable en nuestros dias, el
panorama sin duda estd cambiando. La identificacion de mecanismos patogénicos y de
nuevas dianas terapéuticas permite el disefio de nuevos farmacos que han de ser
evaluados dentro de ensayos clinicos.

El criterio empleado actualmente para definir la respuesta al tratamiento es la
inmunofijacion (IF) de proteinas. Sin embargo esta técnica no logra en muchos casos
predecir adecuadamente la evolucidn de los pacientes. Si como parece ldgico, la curacién
de la enfermedad pasa primero por la obtencidon de una respuesta por debajo del dintel
de enfermedad detectado por la IF, se impone la necesidad de métodos de seguimiento
mas sensibles, que sean a la vez lo suficientemente sencillos para poder aplicarlos de
forma rutinaria y que tengan ademas importancia prondstica. Es necesario por tanto
definir mejor la calidad de la respuesta, seguir la cinética tumoral y poder detectar
precozmente las recidivas; en definitiva, encontrar parametros que nos ayuden a
establecer una terapia dirigida.

En el momento actual, los dos métodos que pueden cubrir esta necesidad son la
cuantificacion de las células tumorales por su inmunofenotipo mediante citometria de
flujo y la PCR alelo-especifica del reordenamiento del gen IGH. Esta Ultima es una técnica
que ha demostrado una gran sensibilidad, pero que es muy laboriosa y complicada en
muchos casos. Este hecho ocurre especialmente en el Mieloma Multiple, donde existen un
numero elevado de mutaciones somaticas en las secuencias de los genes de las
inmunoglobulinas, que dificultan la aplicacion de la técnica de forma rutinaria.

En un reciente trabajo sobre la aplicacion de la PCR cuantitativa alelo-especifica en el
estudio del Mieloma, y su comparacién con la citometria de flujo'*°, se demuestra que si
bien ambas técnicas son semejantes en cuanto a sensibilidad y valor prondstico, la
citometria de flujo es un método mucho mas sencillo para la aplicacién clinica rutinaria. A
la vista de estos resultados decidimos trabajar con la intencién de simplificar las técnicas
moleculares empleadas con este fin.

Por tanto, pretendemos establecer un método molecular para el estudio de la EMR en el
MM que sea sensible, especifico y a la vez sencillo, para poder emplearlo en la practica

clinica diaria.
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Objetivos

Objetivo general

Establecer el valor prondstico de la enfermedad minima residual por

meétodos moleculares en el Mieloma Multiple

Objetivos especificos

1.- Detectar la poblacion tumoral clonal en la mayoria de los enfermos con

mieloma mediante el estudio de los genes de las inmunoglobulinas.

2.- Estudiar el inmunogenotipo de las cadenas ligeras de las Igs en pacientes con

MM y establecer su aportacion al diagnéstico y seguimiento de la enfermedad.

3.- Desarrollar y optimizar métodos mas sencillos de PCR cuantitativa en tiempo

real para el estudio del gen IGH.

4.- Establecer un método molecular de seguimiento de enfermedad residual que

sea aplicable de forma rutinaria en clinica y que tenga valor pronéstico.
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1. Pacientes y muestras

Se han estudiado 88 pacientes diagnosticados de MM entre 1999 y 2004. 82 de estos
pacientes estaban incluidos en el protocolo de tratamiento asistencial Mieloma 2000. Los

datos clinicos y analiticos de los pacientes se han consultado en la base de datos del GEM.
Todos los enfermos fueron diagnosticados empleando los criterios de SWOG'*.

El protocolo Mieloma 2000 consistié en un tratamiento de QT intensiva con seis ciclos
alternantes (VBMCP/VBAD), con un intervalo entre los ciclos de cinco semanas. Entre el 40 y
50 ciclo se realizd6 movilizacion de progenitores hematopoyéticos para posterior TAPH y tras
completar dos ciclos mas de QT, se realizo el trasplante acondicionado con Melfalan a dosis
de 200mg/m?. Finalmente, los pacientes que alcanzaron remisidon completa con
electroforesis negativa pasaron a tratamiento de mantenimiento con Interferéon 3MU tres
dias por semana hasta la recaida y Prednisona 50mg a dias alternos durante dos afios.
VBMCP

- Vincristina 0,03 mg/kg (maximo 2 mg) i.v. dia 1.

- BCNU 0,5 mg /kg i.v. dia 1.

- Ciclofosfamida 10 mg/kg i.v. dia 1

- Melfalan 0,25 mg/kg v.o. dias 1-4

- Prednisona 1 mg/kg v.o. dias 1-4, 0,5 mg/kg dias 5-8, y 0,25 mg/kg dias 9-12.

VBAD

- Vincristina 1 mg i.v. dia 1

- BCNU 30 mg/m?i.v. dia 1

- Adriamicina 40 mg/m? i.v. dia 1

- Dexametasona 40 mg v.o. dias 1-4, 9-12 y 17-20.

La movilizacion de CPSP se efectla con dosis elevadas de G-CSF o alternativamente con
ciclofosfamida (1,5 g/m?) mas G-CSF (10 pg/kg/dia).

Las muestras estudiadas procedian de aspirado de MO que se obtuvo en todos los casos al
diagnostico y, en algunos de ellos, en el momento en que alcanzaron la mejor respuesta al
tratamiento. En el estudio de EMR sdlo se pudieron incluir aquellos pacientes de los cuales
se disponia de muestra de seguimiento.

Los hospitales que enviaron muestras se recogen en la tabla 7.

Tabla 7. Hospitales de procedencia de las muestras

12 de Octubre (Madrid)

Severo Ochoa (Leganés, Madrid)
Getafe (Madrid)

La Princesa (Madrid)

Ramén y Cajal (Madrid)

H. Clinico de San Carlos (Madrid)
Complejo Hospitalario de C.Real

H. Clinico de Valencia

H. Gral de Elda

H. Gral de Guadalajara

Principe de Asturias (Alcala de Henares)
Na Sa del Prado (Talavera de la Reina)

Hospital Gral de Alicante

H. Universitario de Canarias
Verge del Toro (Menorca)

H. de Cruces (Bilbao)

Virgen de la Victoria (Malaga)
Son Dureta (Palma de Mallorca)
Na@ Sa del Rosell (Cartagena)
Juan XXIII (Tarragona)

Dr. Negrin (Gran Canaria)

H. de Hellin

H. Gral de Requena

Vall D "Hebron (Barcelona)
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CRITERIOS DE RESPUESTA!®®

Remision Completa (RC)

e Desaparicion del componente M sérico y urinario por electroforesis (RC/EEF o RC2) o
por inmunofijacion (RC/Ix o RC1) demostrado en dos determinaciones, separadas
por un minimo de 6 semanas.

e Presencia de menos de un 5% de células plasmaticas en médula ésea.

e Ausencia de nuevas lesiones osteoliticas o no incremento de las ya existentes.

¢ Ausencia de plasmocitomas extramedulares.

Respuesta Parcial (RP) (todos los criterios siguientes)

e Disminucion del componente M sérico > 50% (en dos determinaciones, separadas al
menos 6 semanas).

e Disminucién de la proteinuria de cadenas ligeras > 90% o a menos de 200 mg/24
horas (en dos determinaciones, separadas al menos 4 semanas).

e Disminucién > 50% en el tamano de los plasmocitomas extramedulares (radiologia o
exploracion fisica).

e Ausencia de nuevas lesiones liticas 0 no aumento de las ya existentes.

e En los pacientes con mieloma no secretor se requerird la disminucién de Ia

proporcion de las células plasmaticas en mas del 50%.

Respuesta Minima (RM) (todos los criterios siguientes)

¢ Disminucién del componente M sérico entre un 25% y un 49%.

e Disminucién de la proteinuria de cadenas ligeras entre un 50 y un 89%, pero aun
superior a 200 mg/24 horas.

e No aumento en el nUmero o tamano de las lesiones osteoliticas y disminucién de los
plasmocitomas entre el 25 y el 49%.

e En los pacientes con mieloma no secretor se requerird una disminucidon de la

infiltracion medular entre el 25 y el 49% respecto al valor inicial.

Enfermedad Estable o “No Cambio” (EE)

¢ No se cumplen los criterios de respuesta minima, pero tampoco los de progresion.

Progresién (al menos uno de los criterios siguientes)

e Aumento superior al 25% del componente M comprobado en dos determinaciones
(se requerira un incremento minimo de 5 g/L).
e Aumento superior al 25% en la eliminacion de cadenas ligeras comprobada en dos

determinaciones (se requerira un incremento minimo de 200 mg).
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Aumento en el nimero o tamafio de las lesiones osteoliticas o0 aumento en el tamafio
de los plasmocitomas.

Aumento superior al 25% en la proporcién de células plasmaticas en médula 6sea
(se requerird un aumento absoluto de al menos un 10%).

Aparicién de hipercalcemia, anemia o insuficiencia renal atribuida al MM.

Aparicion o aumento de sintomatologia atribuible al mieloma.

Recaida (aplicable a pacientes en RC) (al menos uno de los criterios siguientes)

Reaparicion del componente M sérico y/o urinario por electroforesis o por
inmunofijacion, comprobado en dos determinaciones.
Presencia de mas de un 5% de células plasmaticas en médula dsea.

Aparicibn de nuevas lesiones osteoliticas, plasmocitomas extramedulares,

hipercalcemia, anemia o insuficiencia renal atribuible a MM.

CARACTERISTICAS DE LA SERIE

De los 88 casos estudiados por PCR, 82 estaban registrados en la base de datos del GEM.

Puesto que se intentaba determinar el

valor de

la enfermedad

la serie

representada aqui es una serie seleccionada, donde la mayoria de los pacientes incluidos en

el estudio se eligieron por haber obtenido buena respuesta al tratamiento. Las principales

caracteristicas y parametros analiticos se resumen en las tablas 8 y 9.

Tabla 8. Parametros analiticos

Parametros Media Mediana | Rango

Hb 10.7g/dl 11 6-15
Leucocitos 6200/ul 5700 2400-13500
Plaguetas 218000/ul | 215000 40000-475000
Creatinina 1.6mg/dI 1.1 0.4-7.4

Calcio 10.1mg/dl | 9.6 8.3-18
Albumina 3.6g/I 3.7 1.6-5.97
Infiltracion MO (citologia) 48% 44% 4-100%
Infiltracion MO (CMF) 18.3% 13.8% 0-64%
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Tabla 9. Tablas de caracteristicas de la serie

Edad N© de casos %
media:58.6

mediana: 60.6

rango: 33-71

<65 afos 64 78
>65 anos 18 22
ECOG N©° de casos %
0 14 17.3
1 36 44 .4
2 24 29.6
3 6 7.4
4 1 1.2
LDH N© de casos %
Normal 73 89
Elevada 9 11
Durie-Salmon N©° de casos %
I 10 12.2
II 24 29.3
III 48 58.5
Tipo de Ig N© de casos %
IgG 44 53.7
IgA 20 24.4
Bence-Jones 16 19.5
No secretor 2 2.4
Lesiones 6seas N© de casos %
Normal 12 14.6
Osteoporosis 6 7.3
Liticas menores 24 29.3
Liticas mayores 40 48.8
Genética N© de casos %
Normal 24 52.2
Del 13/ -13 5 10.9
Alt. Cromos 11 2 4.3
Otras 13 28.3
No se obtienen 2 4.3

metafases

Sexo N© de casos %
varon 43 52.4
mujer 39 47.6
IPI1 N©O de casos %
1 46 56.8
2 34 42
3 1 1.2
1: B2M<3.5mg/L y Albumina>3.5g/dl

2: no criterios de estadio 1 6 3

3: B2M>5.5mg/L

p2M N© de casos %
<3.5mg/L 48 62.3
>3.5mg/L 29 37.7
Estadio N© de casos %
A (creat<2mg/dl) 63 76.8
B (creat=2mg/dl) 19 23.2
Cadena ligera NO de casos %
Kappa 42 51.2
Lambda 38 46.3
No secretor 1 1.2
No conocido 1 1.2
Respuesta al N° de casos %
TAPH

RC por 44 53.7
inmunofijacion

RC por EEF 22 26.8
RC historica 2 2.4
Respuesta Parcial 10 12.2
Enfermedad 2 2.4
estable

No evaluado 2 2.4
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2. Métodos

2.1. Extraccion de ADN
A partir de aproximadamente 2ml de aspirado de MO, se extrajo ADN gendmico mediante
extraccion automatica basada en tecnologia de bolas magnéticas (Magnapure, de Roche

Applied Science, Mannheim, Germany).

2.2. PCR cualitativa

En este trabajo, el protocolo de PCR empleado fue el optimizado durante la Accion
Concertada del grupo europeo BIOMED-2'*’. Los cebadores o primers propuestos en este
estudio se aplicaron tanto para estudiar el gen de la cadena pesada de las Igs (IGH),
como para estudiar los genes de las cadenas ligeras (IGK e IGL). Las condiciones de PCR

fueron algo diferentes, adaptadas en nuestro laboratorio.

Condiciones de las reacciones: Programa:

15ul de volumen final con 10ul de agua Desnaturalizacion inicial: 95°C, 10min
1ul de ADN (=~ 100ng) Hibridacién o annealing: 60°C, 30seg
10pmol de cada primer Extensidn: 72°C, 30seg

MgCl, a una concentraccion final de 0.8mM NO© de ciclos: 35

1.5 pul de Polimerasa que incluye el buffer y los
dNTPs: Fast Start Light Cycler TM DNA Master.
(Roche Applied Science, Mannheim, Germany)

Para el gen IGH se estudiaron las regiones hipervariables CDR1, CDR2 y CDR3. En esta
Ultima se localiza la uniéon VDJH o DJH, segun se trate de reordenamiento completo o
incompleto. Este estudio incluye cuatro PCRs diferentes: FR1, FR2, FR3 y DH (figura 8).
Puesto que ya se sabia que la mayor tasa de positivos era esperable en la region CDR1,
las PCRs para FR1 Y DH se realizaron en todos los pacientes. La PCR para FR2 se realizd
en 66 casos y para FR3 en 39 casos.

Para el estudio de las cadenas ligeras se realizaron tres PCRs por cada muestra: lambda,
kappaV] (KV]) y kappa deleting element (Kde). Los esquemas y primers se muestran en

la figura 9.
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Figura 8. PCRs para el estudio del gen de la cadena pesada de la Ig
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Esquema del reordenamiento incompleto
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Figura 9. PCRs para los genes de las cadenas ligeras de la 1g
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En los primeros 53 pacientes los resultados de la PCR se analizaron mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 2%. Con este método se pueden visualizar varias
bandas, sobre todo en el caso de reordenamientos incompletos DHJ], que pueden
corresponder a amplificaciones inespecificas (figura 10).

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa
Las bandas especificas estan sefialadas con una flecha. Se puede observar que en ocasiones las bandas mas

intensas no son las bandas esperadas, sino que son fragmentos inespecificos

Por tanto, cuando se dispuso en el laboratorio del secuenciador de acidos nucléicos, se
decidié continuar el estudio con PCR fluorescente y analisis de fragmentos por genescan.
Los 53 casos previamente estudiados en gel de agarosa se repitieron mediante PCR

fluorescente.

2.3. PCR cualitativa fluorescente

El primer paso de amplificacidn del ADN es igual que la PCR cualitativa convencional,
salvo en que el primer consenso utilizado en la regién 3'de la secuencia a amplificar
(primer reverso), lleva un marcador fluorescente en su extremo 5°, que es 6-FAM.

El segundo paso de visualizacién varia respecto a la PCR convencional. Los productos
amplificados por PCR son sometidos a una electroforesis capilar en un secuenciador
automatico de acidos nucléicos (ABI PRISM 3.100-Avant), aplicando el software de
andlisis de fragmentos Genemapper versién 3.5. El resultado es una grafica en la que
vemos una distribucién gaussiana de multiples picos en caso de policlonalidad, o un dnico
pico, o un pico claramente predominante, en el caso de existir una poblacién monoclonal
(figura 11). Los criterios que se aplicaron para dar un resultado como positivo fueron los
descritos previamente por Novella y cols!’’: presencia de un Gnico pico con fluorescencia

de al menos 250 unidades de absorbancia o presencia de un pico predominante al menos
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2.5 veces mas alto que el fondo policlonal. El tamafio del fragmento se interpretdé segu
los protocolos de BIOMED-21%7,

PROTOCOLO:

1.- El producto de PCR se diluyé 10 veces en agua.

2.- Mezcla: 1ul del producto de PCR diluido + 9.5ul de formamida (Hi-Di) + 0.5ul de
estandar interno o peso molecular ROX-400.

3.- Desnaturalizacién a 95°C durante 5 minutos y enfriamiento posterior en hielo durante
10 a 15 minutos.

4.- El sistema se rellend de polimero POP4 y de Buffer con EDTA.

5.- Se programo la electroforesis, que en el caso de capilares de 36cm, se realizd en

45min.

Figura 11. Ejemplos de reordenamientos de los genes de las cadenas ligeras, analizados por

genescan

Lambda

ht 7720
ar 77508
sz 158.96

ht 7684
ar 96829
sz 142.6

Kde
bialélico

ht 7220
ar 113146
sz 277.52

ht 6646
ar 70178
sz 370.96

| 1
od b e Al

PCR cualitativa fluorescente para el estudio de EMR
Para estudiar las muestras de seguimiento se establecieron algunas modificaciones
respecto al screening realizado al diagndstico, con el objetivo de aumentar la

sensibilidad.
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Se estudiaron 51 pacientes que presentaban un reordenamiento incompleto DHJ o algun
reordenamiento de los genes de las cadenas ligeras.

En el caso de reordenamientos DHJ, se definié la familia DH atendiendo al tamafio del
fragmento amplificado al diagndstico. Para estudiar las muestras de EMR se utilizé el
primer especifico de la familia DH reordenada. En los reordenamientos de las cadenas
ligeras, las muestras de seguimiento se estudiaron con los mismos primers que al
diagnostico. La sensibilidad de ambas PCRs se habia establecido por estudios previos en
el laboratorio en el rango de 1073,

Para la interpretacion de los resultados se tuvo en cuenta lo siguiente: en los
reordenamientos DHJ, que por lo general presentaron un Unico pico facilmente
reconocible, la deteccion de un pico en la muestra de EMR de igual tamafio que en la
muestra del diagndstico, se consideré como signo de persistencia del clon patoldgico
(figura 12); sin embargo, los reordenamientos de las cadenas ligeras son menos
variables y lo habitual es encontrar un fondo policlonal mucho mas dificil de interpretar,
ya que el tamano del fragmento clonal estd siempre dentro de la curva gaussiana de
distribucién de los distintos reordenamientos amplificados de los linfocitos policlonales.
En estos casos sélo se considerd positivo cuando el tamafio del pico del clon patoldgico

esperado era al menos dos veces y medio el de cualquier otro pico detectado.

Figura 12. EMR detectada por PCR fluorescente del reordenamiento DHJ

Diagnodstico
DH6

Ly

a1+
ft 2132

ar 22465
ez 137 90
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2.4. Secuenciacion y analisis de secuencias

Los reordenamientos en los que se realizdé la secuenciacién se sometieron a electroforesis
en gel de poliacrilamida. El producto de partida para la secuenciacién fue la banda
separada y visualizada en poliacrilamida. Tras cortar la banda del gel se centrifugd en
columna (Montage, DNA Gel Extraction Kit, Millipore) y con el ADN eluido se realizé la
PCR de secuenciacién empleando el método de los dideoxinucleétidos terminadores Big-
Dye v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA). Tras la PCR de secuenciacién, se purificd
el producto por centrifugaciéon en otras columnas (AutoSeq ™ G-50, Amarsham
Biosciences) para retirar los restos de terminadores. Los productos obtenidos se
analizaron en el secuenciador automatico ABI 3100 Avant. Para cada muestra se
realizaron dos PCRs de secuenciacién, una en cada direccion de la cadena. Para la
primera se utilizé el primer consenso de la regidon JH y posteriormente, una vez
identificado el extremo VH/DH de la secuencia, se secuencié empleando el primer de la
region 5°. Ambas secuencias se compararon y fusionaron para evitar la pérdida de algin
nucledtido debida a errores en la Taq polimerasa.

Las secuencias obtenidas se compararon con las secuencias germinales de los segmentos
VH, DH y JH para establecer la homologia existente. Los reordenamientos completos
VDIJH se identificaron comparando con las bases de datos V Base23 (www.mrc-
cpe.cam.ac.uk/DNAPLOT) y con IGMT (International ImMunoGeneTics Information
System http://imgt.cines.fr) utilizando el software DNAPLOT on-line (MRC Center for

Protein Engineering). Los reordenamientos incompletos DJH se identificaron mediante
busqueda en BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), en el locus de la secuencia

germinal con n° de acceso EMB/X97051 www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/).

2.5. PCR cuantitativa en tiempo real alelo-especifica con sondas TagMan

A. PCR en tiempo real
El primer paso fue disefiar un primer alelo-especifico del clon tumoral (ASO primer),
complementario a la region CDR y en el sentido 5 de la secuencia (sense), coincidiendo
con el lugar de uniéon VDJH o DJH. Se aplico el programa de disefio de primers Oligo 6

(W. Rychlik, Molecular Biology Insights, Cascade, CO, USA http://www.oligo.net). Los

criterios de seleccidon fueron los siguientes: que la temperatura de unién fuera similar
(menos de 2°C de diferencia) a la del primer del otro lado, previamente definida; que no
se favoreciera ni la formacion de dimeros con el otro primer ni la autohibridacién y que
se respetara el perfil de estabilidad termodinamica adecuado segun el programa.

Los primers para la regiéon 3° y las sondas TagMan empleados fueron los disefiados
previamente por Verhagen'®®. Las secuencias de dichos oligonucledtidos se muestran en

la tabla 10. Son oligonucleétidos consenso, disefados en regiones germinales altamente
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conservadas o en las regiones intrénicas, como en el caso de los primers reversos. Las
sondas TagMan estaban marcadas con 6-FAM como reporter y con TAMRA como
qguencher. Todas las reacciones se realizaron en un volumen final de 10ul, con 500ng de
ADN gendmico, 300nM de cada primer, 200nM de la sonda y 4mM de CIMgs.

Condiciones de PCR: las reacciones se llevaron a cabo en el termociclador Light Cycler
(Roche Applied Science, Mannheim, Germany) usando como polimerasa Fast Start Light
Cycler TM DNAMaster. Programa: 1) desnaturalizacion 10" a 95°C; 2) amplificacion en
45 ciclos de 0” a 95°C y 30" a 60°C.

Tabla 10. Oligonucledétidos consenso para la PCR en tiempo real con sondas TagMan

Sondas consenso Posicion 5° Secuencia 5-3°
JH 1,2,4,5, +31/32/27/30 CCCTGGTCACCGTCTCCTCAGGTG
JH3 +20 CAAGGGACAATGGTCACCGTCTCTTCA
JH6 +43 CACGGTCACCGTCTCCTCAGGTAAGAA
Primers intronicos
JH1 intronico +25 CGCTATCCCCAGACAGCAGA
JH2 intronico +47 GGTGCCTGGACAGAGAAGACT
JH3 intronico +23 AGGCAGAAGGAAAGCCATCTTAC
JH4 intrénico +36 CAGAGTTAAAGCAGGAGAGAGGTTGT
JH5 intrénico +24 AGAGAGGGGGTGGTGAGGACT
JH6 intronico +35 GCAGAAAACAAAGGCCCTAGAGT

B. Cuantificacion

Para determinar la sensibilidad y la eficiencia de la PCR, se construyd una curva estandar
en cada paciente, a partir de diluciones del ADN del diagndstico en ADN policlonal
(disminuciones de 1 logaritmo hasta 107°). El ADN policlonal se obtuvo de un pool/ de
ADN de sangre periférica de individuos sanos. Se analizaron las muestras y las diluciones
siempre por duplicado. La sensibilidad la definio la ultima dilucion en la cual al menos
uno de los duplicados emitio sefial positiva de amplificacidon, con un valor maximo de Cy
de 40 ciclos. Este C; tuvo que ser al menos 3 ciclos por debajo del C; encontrado en caso
de amplificaciones inespecificas del ADN policlonal. Como controles negativos se utilizd
agua y ADN policlonal. Se consideraron validas aquellas curvas cuyo Coeficiente de
Correlaciéon (R) fue al menos de 0.98 y en las que se alcanzd una sensibilidad mayor de
1073,

El calculo del nimero de copias equivalente a un nivel de sensibilidad dado, se baso6 en la
presuncion de que una célula tiene 6.25pg de ADN vy se utilizaron 0.5ug de ADN en cada
prueba.

La reproducibilidad intra e inter-ensayo se calcul6 tras repetir cinco veces el experimento

con una misma muestra.
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La cuantificacion de la enfermedad residual se calculé en relacion al diagnéstico y se
empled la siguiente férmula, en la que también se incluye el resultado de la amplificacién
del gen control para normalizar los resultados 7.

CT Diag-EMR CT Diagn-EMR
IgH EMR = (E IgH)A IgH( ag )/ (E control)A control( faan )

C. Normalizacién de resultados
Para evitar influencias en el resultado debidas a la calidad de las muestras, se amplificd

un gen control que expresan todas las células. Como gen control se utilizé g-actina.

2.6. PCR cuantitativa en tiempo real alelo-especifica con primer JH consenso
autohibridante (Self-quenched primer)

En este caso, se utilizd el mismo ASO primer disefiado en la region CDR3, pero las
sondas TagMan y los primers intronicos para la region JH fueron sustituidos por un Unico

oligonucledtido fluorescente.

A. Disefio del primer autohibridante
Partiendo de la secuencia del primer consenso de la region JH que se habia utilizado para
la PCR cualitativa (JH57), se disefidé un primer self-quenched siguiendo las instrucciones
descritas por Nazarenko'®?, Brevemente, las condiciones fueron las siguientes: presencia
de guanina (G) o citosina (C) como nucledtido 3 “terminal; adicion de un fluoréforo en la
Gltima timina (T) del extremo 3’ (en nuestro caso 6-FAM); adicion de una pequefia
secuencia en el extremo 5°, complementaria al extremo 3" para que se forme una
horquilla. Los valores de AG (incremento de energia libre) en el tallo de la horquilla han
de oscilar entre -1.6 y -5.8 Kcal/mol (figura 13). La secuencia final del primer fue
GGTCACTTACCTGAGGAGACGGTGACC (la secuencia primitiva del JH57 esta subrayada,

el extremo afadido en la posicion 5 esta en letra cursiva y la timina donde se uni6 el

fluoréforo se sefiala en negrita). La AG en el tallo de la horquilla fue de - 3.4 Kcal/mol.

Figura 13. Primer auto-hibridante

Generacion de sefial por el primer

fluorogénico. Cuando el primer

estd plegado en forma de
horquilla, la fluorescencia emitida
es la minima. La sefial aumenta
cuando el primer se hace lineal y

alcanza el maximo cuando se

incorpora a la doble cadena de
ADN

fluorescencia
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Como gen control de estas PCRs se eligio el gen del tromboxano A (TXA). El motivo por
el que se selecciond TXA fue porque uno de los primers disenados previamente para esta
PCR, se adaptaba bien a las condiciones necesarias para el disefio de un primer self-
quenched. Por tanto, este primer fue modificado de acuerdo con las reglas anteriormente
descritas para convertirlo en auto-hibridante. La AG en el tallo de la horquilla fue de -1.9
Kcal/mol. Las secuencias finales de los primers del TXA fueron:

TXA sense: 5" -GGACTGCCCGACATTCTGCAAGTCC-3"

TXA antisense: 5 -GGTGTTGCCGGGAAGGGTT-3".

B. PCR en tiempo real
Para optimizar la PCR fue necesario variar las concentraciones de los primers en cada
caso, entre 200nM y 1000nM. La concentracién éptima fue 300nM en siete casos, 500nM
en dos casos y 250nM en un caso. Para la PCR del gen control, la concentracién 6ptima
de los primers fue de 500nM.
Programa de PCR: 1) desnaturalizacion 10" a 95°C; 2) amplificacién en 45 ciclos de 0" a
950C y 30” a 60°C -en dos casos de muestras de pacientes y en el caso del TXA, la
temperatura de hibridacion que mejor funciond fue la de 65°C-; 3) un ciclo final o curva
de disociacion o melting pasando de 95°C a 70°C con una rampa de 0.2°C/segundo, con
monitorizacion continua de la fluorescencia con el fin de establecer la temperatura de
disociacién del fragmento amplificado (Tm).
La sensibilidad, reproducibilidad y cuantificaciéon de la enfermedad residual se calcularon
igual que con la metodologia TagMan.
Cuando la sensibilidad de un ensayo fue inferior a 5x10™ o la pendiente de la curva
estandar fue >4, se consider6 que ese ensayo no habia funcionado. En estos casos se
amplifico y secuencié un fragmento mayor al original, utilizando el primer JH intronico de
la region JH inmediatamente posterior, con el fin de identificar el n® de mutaciones
somaticas presentes en las zonas de hibridacion de los oligonucledtidos empleados, los
cambios en la ATm producidos por dichas mutaciones y su influencia en la eficiencia de la
PCR segln el programa MeltCalt!%8.

El resumen de todas las técnicas moleculares se muestra en la figura 14.

2.7. Estudio del inmunofenotipo por CMF

La CMF se realizé al diagnéstico en todos los casos y cuando se obtuvo la mejor
respuesta al tratamiento, siempre que el paciente presentara un inmunofenotipo
aberrante al diagndstico. Este estudio se realizé en las mismas muestras que los estudios

moleculares.
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PROTOCOLO:
Se tifieron un total de 2x10° células del aspirado de MO. Se lisaron los hematies y se
incubaron durante 15 minutos con 10 pL de cada Ac a temperatura ambiente;
posteriormente se realizaron dos lavados para eliminar el exceso de Ac. Se emplearon
cuatro combinaciones diferentes de anticuerpos:

e (CD38, CD138 y CD20 en Isocianato de fluoresceina (FITC)

e CD56, CD28 y CD117 en Ficoeritrina (PE)

e CD19, CD33 y CD138 en Pteridin chlorophyll protein-cyanin-5 (PE/Cy5)

e (D45, CD38 en Allophycocyanin (APC)
Para definir el dintel de positividad se incluyd en cada ensayo un control negativo que
llevaba sbélo CD38 en APC, que marcaba el nivel natural de autofluorescencia de las
células plasmaticas.
En cada ensayo se analizaron entre 50,000 y 500,000 células y se realizé la adquisicion
en dos pasos para incrementar el nivel de sensibilidad, en un citdmetro de flujo Becton
Dickinson FACSCalibur con software de analisis CELLQuest v4.1 (BD Biosciences).
La evaluacion del perfil antigénico se basd en las siguientes variables: (1) presencia o
ausencia de expresion antigénica; (2) patron de expresion homogéneo versus
heterogéneo y (3) porcentaje de células plasmaticas con expresion positiva para cada

antigeno.

Figura 14. Esquema de las técnicas moleculares empleadas

DH intron DH exon JH exon

TaH I —
TgH — —
DH primer JH primer
PCR cualitativa / \ PCR fluorescente
- - a—_
J— [y
- - — EMR en MM
= - 2 -
1— :I‘ — técnicas
i — moleculares
- - - —
o - R
Secuenciacion
L 13 T L4 Tt 11 L3 L 13 L] L TLiT i
PCR cuantitativa alelo-especifica
AGATCCCCAGEACECAGCACCACTETCAATGE66 \ B e 104 -
GCCCCAGACGCCTEEACCAGEECCTETETEE6AA P p 10-2 A
Analisis de i 1041
AGGCCTCTEGCCACACTCAGEEECTTTTTGTGAA secuencia y —— MRD — % 77"

disefio de primer | diagnosis

G66CCCTCCTECTETETEA eSpeciico

( tgtegg GACTACTEE

# Baf-quenchad

ACCETCTCCTCAGGTAABATCCTCACAACCTCTC

’Cf’jl-_f--Ci'.'A.ﬁ._{Elr:‘l GAA AT T
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2.8. Analisis estadistico

Las diferentes variables se recogieron en una base de datos realizada en Access 2003
(Microsof Corporation, USA).

Todo el analisis se hizo con el programa estadistico SPSS (Statistical Package for Social
Sciences) para Windows version 11.0.

Para analizar posibles asociaciones entre variables numéricas discretas y categodricas se
utilizaron tablas de contingencia, considerando el test chi* para la significacién
estadistica. Para comparar medias entre variables continuas se aplico el test T-student.
Solo se consideraron estadisticamente significativos los valores con una p inferior a 0.05.
Para identificar las variables capaces de influir en nuestra variable a estudio, que fue la
EMR detectada por PCR fluorescente, se utilizé un procedimiento de regresidén logistica
paso a paso (“forward stepwise”).

Analisis de supervivencia

Estudio univariable: se analizdé la supervivencia global (SG) y la supervivencia libre de
progresion (SLP) de los pacientes segun diversas variables, mediante las curvas de
Kaplan-Meier; para la comparacion se empled el test de log-rank.
Estudio multivariable: se analizaron igualmente la SG y la SLP utilizando modelos de
riesgo proporcional de Cox, ajustando la seleccién con un método paso a paso (“forward
stepwise”).
Sélo se incluyeron en estos estudios los casos con todos los datos requeridos para el
analisis. Asi, con los datos de los pacientes al diagndstico, los analisis univariables
incluyeron 82 casos y los multivariables 68 casos; con los datos de EMR se pudieron
incluir 51 pacientes en los analisis univariables y 43 en los multivariables.
Las variables continuas fueron: edad, cifra de Hb, leucocitos, plaquetas, creatinina,
calcio, albumina, pico M en suero, pico M en orina, porcentaje de infiltracion en MO por
citologia, porcentaje de plasmaticas en MO con fenotipo patoldgico por CMF, todo ello en
el momento del diagndstico.
Las variables categodricas analizadas fueron: sexo, presencia o no de reordenamientos
completos VDHJ, presencia o no de reordenamientos incompletos DHJ, tipo de Ig, tipo de
cadena ligera, estadio de Durie-Salmon, estadio A o B, ECOG, alteraciones genéticas,
lesiones 6seas e IPI.
El resto de variables estudiadas se categorizaron de la siguiente forma:

- grupo de respuesta al trasplante: RC por inmunofijacién / resto de posibles

respuestas.

- LDH al diagndstico: normal / elevada.

- B, microglobulina: <3/ >3.

- EMR medida por CMF: plasmaticas patoldgicas en MO <0.01% / >0.01%.

- EMR medida por PCR fluorescente: negativa / positiva.
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Capitulo I
Estudio de los genes de las Inmunoglobulinas en el Mieloma Multiple
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Para el estudio de clonalidad se analizaron 88 muestras de MO de pacientes al
diagndstico. En 11 casos no se detectdé ninglun reordenamiento de los genes de las
inmunoglobulinas, pero nueve de ellos se consideraron muestras no adecuadas para el
analisis por los siguientes motivos: cuatro tenian una infiltracién de células plasmaticas
por citometria de flujo inferior a 0.5%; otras cinco muestras tenian una infiltracion
superior al 5% pero al analizar el gen control no se detecté amplificacién por mala
calidad de la muestra.
De los 79 casos validos, en 77 de ellos se pudo demostrar clonalidad, lo que supone un
97.4% (tabla 11).

Estudio del gen de la cadena pesada de las inmunoglobulinas

Para estudiar los reordenamientos completos VDHJ] se realizaron 3 PCRs: FR1, FR2 y FR3.
Para los reordenamientos incompletos se realizé una PCR: DHJ]. FR1 y DHJ] se estudiaron
en todos los casos (88 casos). FR2 se estudio en 75 y FR3 se estudio en 48 casos.

En los primeros 51 casos, la PCR se visualizé en gel de agarosa al 2% y posteriormente
se realizd PCR fluorescente con analisis de fragmentos o genescan. Las discrepancias

encontradas entre ambos métodos se muestran en la tabla 11.

Tabla 11. Discrepancias entre los resultados en gel de agarosa y genescan

Positivos en gel Positivos en
de agarosa 2% genescan
FR1 28 28
FR2 23 26
FR3 8 7
DHJ 30 25

La diferencia mas importante la encontramos en el estudio de DHJ, donde observamos
que el gel de agarosa ofrecia un 9.8% de falsos positivos (5 de 51 casos).

Entre los casos que se pudieron valorar, un 58.2% fueron positivos para FR1, un
45.45% para FR2 y un 25.64% para FR3. Esto supone una frecuencia global de 65.8% de
reordenamientos completos VDHJ]. En cuanto a reordenamientos incompletos DHJ, la
frecuencia fue de un 45.5%. En conjunto, un 32.9% de casos sélo presentaron
reordenamientos completos, un 12.6% de casos soélo presentaron reordenamientos
incompletos y otro 32.9% de casos presentaron ambos reordenamientos.

La frecuencia final de clonalidad analizando el gen de la cadena pesada de la Ig fue del
78.28% (tabla 12).
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familia frecuencia
En los reordenamientos incompletos se pudo DH1 19.4%
determinar el segmento DH utilizado, en base al DH2 13.9%
tamafo del fragmento amplificado. En los casos en
g P DH3 5.6%
los que los tamafos pueden solaparse, como DH2 y
o . DH4 8.3%
DHS5, se realizo la PCR con cada uno de los primers
(o)
por separado. La frecuencia de las diferentes DH>S 22.2%
familias encontradas se resume en esta tabla DH6 30.6%

Estudio de los genes de las cadenas ligeras de las inmunoglobulinas

Para estudiar los genes de las cadenas ligeras de las inmunoglobulinas, se realizaron 3
PCRs en todos los casos: Lambda V], Kappa KV] y Kde. En todas se hizo PCR
fluorescente con analisis de fragmentos (genescan).

De los 79 casos analizables, en 68 se pudo encontrar algun reordenamiento clonal
(86.1%): Lambda VI: 34.1%; Kappa KVJ]: 48.1%; Kde: 58.2% (resumen en tabla 13).

Tabla 12. Resultados del analisis de clonalidad

Gen Reordenamiento %
IGH (cadena pesada)
FR1 58.2
FR2 45.4
FR3 25.6
VDJ 65.8
DHJ 45.5
Algun IGH 78.28
IGL o IGK (cadena ligera)
Lambda V] 34.1
KVJ 48.1
Kde 58.2
Algun IGL 0 IGK | 86.1
Clonalidad genes de las inmunoglobulinas 97.4

Posteriormente se analizaron las frecuencias de los distintos reordenamientos, agrupando
a las muestras por el tipo de cadena pesada y ligera que expresaba el clon tumoral.
MM 1gG: 44 casos (43 de ellos con muestra adecuada).
Reordenamientos completos VDHI: 76.7%.
Reordenamientos incompletos DHJ: 41.8%.
MM IgA: 20 casos.

Reordenamientos completos VDHI: 75%.
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Reordenamientos incompletos DHJ: 60%.
MM Bence-Jones: 16 casos (11 validos).
En un caso no se encontré ningun reordenamiento. En los otros diez se
encontraron reordenamientos de los genes de las cadenas ligeras. Dos de ellos
reordenaron cadenas ligeras y DHJ] y otros dos casos reordenaron cadenas ligeras,
DHJ y VDHJ.
MM Kappa: 42 casos (39 validos).
Reordenamientos Lambda: 5.1%.
Reordenamientos KVJ]: 66.6%.
Reordenamientos Kde: 35.9%.
En 8 casos (20.5%) no se pudo demostrar clonalidad para cadenas ligeras.
Se encontraron distintas combinaciones de reordenamientos:
- un unico reordenamiento KVJ en el 35.9% de casos,
- dos reordenamientos KVJ] en el 5.1%,
- un reordenamiento KVJ + un reordenamiento Kde en el 12.8%,
- dos reordenamientos KVJ] + un reordenamiento Kde en el 5.1%,
- tres reordenamientos KVJ + un reordenamiento Kde en el 2.5%,
- un Unico reordenamiento Kde en el 12.8%,
- dos casos presentaron reordenamientos lambda (5.1%), pero ninguno de forma
aislada; uno de ellos tenia dos reordenamientos lambda junto con un KVJ] y el otro tenia
un lambda, un KVJ y un Kde.
MM Lambda: 38 casos (35 con muestra adecuada).
Reordenamientos Lambda: 74.3%.
Reordenamientos KVJ: 28.6%.
Reordenamientos Kde: 88.5%.
En todos los casos de MM lambda se pudo demostrar clonalidad mediante el estudio de
las cadenas ligeras. Se encontraron distintas combinaciones de reordenamientos pero lo
mas frecuente fue la coexistencia de reordenamientos lambda y Kde (62.8%).
Reordenamientos aislados de lambda se encontraron en un 11.4% de las muestras,

mientras que Kde sin lambda se encontré en un 25.7% de pacientes.

Tabla 13. Resumen de reordenamientos de los genes IGK e IGL

MM
Kappa Lambda
reordenamientos KVJ] 66.6%0 28.6%

reordenamientos Kde 35.9% 88.5%
reordenamientos A 5.1% 74.3%
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Al analizar los casos agrupados segun el tipo de cadena pesada, se observo que en mas
de la mitad de los mielomas IgA se habia detectado un reordenamiento incompleto DHJ
(12 de 20). Se analizd mediante el test de Chi? la posible relacién entre tener un mieloma
IgA y presentar reordenamientos incompletos, pero la asociacién entre ambas variables
no resulté estadisticamente significativa.

También se analiz6 si la presencia de reordenamientos incompletos podria estar
relacionada con alguna alteracién citogenética de las estudiadas, pero no se encontraron
asociaciones con significacion estadistica: de los 46 casos con reordenamientos DHJ en
los que se dispuso también del dato citogenético, 20 presentaron alguna alteracion

cromosomica, 24 tenian un cariotipo normal y en 2 casos no se obtuvieron metafases.

Estudios de supervivencia

ANALISIS UNIVARIABLES

Se realizaron curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para las siguientes variables
recogidas en el momento del diagndstico: presencia o no de reordenamientos completos
VDHJ], presencia o no de reordenamientos incompletos DHJ, tipo de Ig, tipo de cadena
ligera, estadio Durie-Salmon, estadio A o B, LDH, B,microglobulina, calcio sérico, presencia
o no de alteraciones en el cromosoma 13. También se estudid la supervivencia en relacion
al tipo de respuesta obtenida tras el trasplante.

Las variables que influyeron de forma estadisticamente significativa en la SG fueron: el tipo
de respuesta obtenida tras el trasplante, el calcio sérico, el estadio A o B definido por la
funcion renal y la Bomicroglobulina. Los resultados se resumen en la tabla 14.

En la SLP influyeron de forma estadisticamente significativa el tipo de respuesta tras el

trasplante y el calcio sérico (tabla 15).

Tabla 14. Analisis univariables de SG

Variable N° de Mediana de SG SG P
casos (meses)
ir;pfegg sl | RC/IX: 44 | no alcanzada 88.64% 0,026
P Otras: 38 no alcanzada 71.05% :
trasplante
(Crilc}(iggm? <10.5: 62 no alcanzada 88.71% 0.0003
9 <10.5: 20 41.25 53.55% ’
?nrqea/ttle)lna <2: 63 no alcanzada 87.3% 0.010
9 >2: 19 52.79 57.89% :
(B;qml/cdrgglobullna <3.5: 48 no alcanzada 91.67% 0.011
9 >3.5: 27 no alcanzada 66.67% '
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Tabla 15. Analisis univariables de SLP

Variable NO de Mediana de SLP P
casos SLP(meses)
Grupo de
RC/IX: 44 50.72 65.91%
respuesta trasel | oo 3g 31.54 44.74% 0.026
trasplante
Calcio sérico
<10.5: 62 50.72 62.9%
(mg/100ml) <10.5: 20 27.67 35% 0.0002
(Cr;ea/térl‘)'”a <2: 63 44.10 60.32% no
9 >2: 19 30.39 42.11% significativo
B.microglobulina <3.5: 48 43.77 60.42% no
(mg/d) >3.5: 27 30.39 51.85% significativo

El haberse detectado o no un reordenamiento completo VDJH no influyé en la supervivencia
SG ni en la SLP. La comparacién entre los casos con reordenamientos completos =+
incompletos, frente a los casos que soélo tenian reordenamiento incompleto, no mostrd
diferencias significativas ni en el tipo de respuesta obtenida tras el trasplante, ni en la
supervivencia.

Sin embargo, agrupando los casos en los que se detectaron reordenamientos incompletos
DHJ, (independientemente de que se hubiera detectado también el completo), la SLP fue
menor en este grupo que en aquellos pacientes que no tenian DHJ] (figura 14). En los 48
casos en los que no se detectd reordenamiento DJH, con una media de seguimiento para la
SLP de de 44 meses, 16 casos recidivaron, lo que supone una SLP del 66.67%. Entre los 34
casos que presentaron reordenamiento DHJ] se detectaron 20 recidivas, con una media de
seguimiento de 37 meses, siendo la SLP de 41.18%. La diferencia entre la SLP en ambos
grupos alcanzé el limite de la significacion estadistica (p=0.059). Para la supervivencia
global no hubo sin embargo diferencias.

También se analizé si el tipo de Ig influia en la SG y en la SLP. Para la supervivencia global
no se encontrd ningudn dato relevante. Respecto a la SLP, de los 44 casos de mielomas IgG,
recidivaron 16 (33.4%) y de los 20 casos de mieloma IgA recidivaron 12 (60%). Aunque la
frecuencia de recidivas fue casi el doble en los MM IgA, la diferencia no resulté significativa

en nuestra serie (figura 15).

ANALISIS MULTIVARIABLES

El analisis multivariable de supervivencia (Regresion de Cox) incluyd las siguientes
variables: presencia de reordenamiento completo VDHJ], presencia de reordenamiento
incompleto DHJ, presencia de algin reordenamiento de IGH, presencia de algan
reordenamiento de los genes de las cadenas ligeras, tipo de Ig, tipo de cadena ligera, tipo
de respuesta al trasplante, sexo, ECOG, nivel de Hb, leucocitos, plaquetas, calcio,

creatinina, albumina, LDH y B,microglobulina al diagndstico, pico M sérico, pico M en orina,
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estadio de Durie-Salmon, estadio A o B, lesiones dseas y porcentaje de infiltracion de la MO
por citologia. Se dispuso de todas estas variables en 68 casos.

Para la SG, las Unicas variables con valor significativo en el prondstico fueron el tipo de
respuesta obtenida tras el trasplante: p=0.01 y Razéon de Predominio (Odds Ratio) de
10.125 (1.743-58.829) vy el calcio sérico al diagndstico (como variable continua): p=0,003 y
Razén de Predominio (Odds Ratio) de 1,49 (1.145-1.938).

Para la SLP, las variables con valor significativo en el prondstico resultaron las mismas que
para la SG. El tipo de respuesta obtenida tras el trasplante: p=0.015 y Razén de Predominio
(Odds Ratio) de 2.659 (1.207-5.858) y el calcio sérico al diagnéstico (como variable
continua):p=0,0012 y Razdén de Predominio (Odds Ratio) de 1,245 (1.05-1.476).

Figura 15. Curvas de Kaplan-Meier para la SLP segun la presencia de reordenamientos incompletos y el
tipo de Ig
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Capitulo II
Disefio de un metodo de PCR
cuantitativa alelo-especifica con oligonucleotido
consenso fluorescente y comparacion con el método estandar
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La PCR cuantitativa alelo-especifica del reordenamiento tumoral, tanto con sondas TagMan

como con primer auto-hibridante, se realizdé en 9 casos.

El disefio de cada PCR se muestra en la figura 16.

Figura 16. PCRs alelo-especificas. Reordenamientos y secuencias de los oligonucleétidos

#1822. DH4-23JH4B

TGACTACGGTGGTAACTCCtgtcggGACTACT&GGGCCAGGGAACCCTI.GGICAQQGIMCAG.GIAAGJ\CAACCTCTCTCCTGC'I'I'TAACTCTG

#10084.DH1-26JH3B

GGTATAGTGGGAGCTAcaTI'ACthTG T'I'I'TGATATCTGGGGCCAAGGGACAATLMAWAGE[AAGAGTAAGATGGCT'I'I'CCTTCTGCCT

ececcccscccscccseed [ e T T T T T T

#10305.DH1-26JH4B

g

GGTATAGTGGGAGCTACTAC tcttgggtggaataagagaaccgaagt ACTACTTFGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTEECAQQILQQCLCAGQIAAGJ
|

oooooooooooooo>

ACAACCTCTCTCCTGCCTTTAACTCTG

@rrrrrrmaEmsmEaEEanEs

#10160.DH6-25JH5B

g

GAAGCTGTCTGTGTCGCAGTCGGGTATAACAGCGCCTacccgtACAACTGGTTCGTTCGACCCCTGGGGCCAGGGAACCCT
L]

ooooooooo.oooooc’

GGTAAG|TCCcCACCACCCCCTCTCT

#13349.DH1-14JH4B ﬂ

GGTATAACTGGAACCACcttcgcccctaaTGACTACTGGGGCCGGGAACCCﬂﬁQICAQmI(ICﬂCAGGIGAG.lTCCTCACAACCTCTCTCCTGCTT
eececcccccce [ ] ‘Illllllllllll

TAACTCTG

@

#7509VH4-3DH3-10JH4B

{ g

GGCCGTCTACTACTGTG ccagagcaaalTACTATGGTTCGGGAAGTTAT GCTGCCT'I'I'GACTTCTGGGGCCAGGGAACCCTlQGlCAC.C.GlﬂCﬂCAG.GLl
I

PO AN S

CCTCACAACCTCTCTCCTGCTTTAACTCTG
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#2262DH6-13JH4B

GTCTGTGTCACAGTGctgttgccacg TAGCAGCAGCTGGaccgggg CTACTGGGGCCAGGGAACCCTLG.GICAQQMQQCAGQIAAGJTCCTCA%ACC
ceccecssscccse ] was

TCTCTCCTGCTTTAACTCTG

@rrmrrnannaanann

#9985VH3-11DH7-27JH3A

TGTGCGAGAGA TggtgtgggaagccaagaCTGGGGegg TGC GATATCTGGGGCCAAGGGACAAT mm:r_%m ATGGQT TTC
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CTTCcGT
<
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Las regiones de unidén VDHJ y DHJ se sefialan con flechas verticales; las inserciones de nucleétidos

y las mutaciones somaticas estan en letras mindsculas. Los primers alelo-especificos y los

primers JH intronicos estan subrayados con lineas discontinuas y las secuencias de las sondas
TagMan con lineas negras; la secuencia del primer auto-hibridante va dentro de los rectangulos
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Todos los casos se secuenciaron utilizando el primer consenso JH. Los casos 10160, 9985 vy
4526 (casos en los que la PCR en tiempo real no funcioné adecuadamente), se secuenciaron
también utilizando el primer consenso JH de la siguiente region en sentido 5°-37, esto es,
se secuencié un fragmento mayor, con el fin de investigar la existencia de mutaciones
somaticas en los lugares de unidn de los oligonucleétidos.

En 6 de los 9 pacientes, la EMR se pudo calcular por ambos métodos usando curvas
estandares en cada PCR. Los parametros de las curvas y los resultados se recogen en la
tabla 16.

Tabla 16. Resultados de la EMR calculada por los dos métodos, sondas TagMan y primer consenso auto-

hibridante (Self-quenched primer)

Muestra Eficiencia Slope Sensibilidad R EMR Copias
1822 TagMan 2.14 -3.03 5x107° -0.98 2.8x10™ 4
1822 Self-q 1.92 -3.54 5x107° -1.00 3.8x10™*

10084 TagMan 1.74 -4.14 5x10* -0.99 1.2x107? 16
10084 Self-q 2.12 -3.07 10* -0.99 5.6x107? 8
10305 TagMan 1.99 -3.35 5x107 -1.00 6.6x1072 4
10305 Self-q 1.71 -4.29 10* -0.99 2.7x107? 8
10160 TagMan 1.95 -3.45 1073 -0.99 X =
10160 Self-q 1.59 -4.97 102 -0.98 X =
13349 TagMan 2.88 -2.18 10* -0.98 1.3x102 8
13349 Self-q 1.89 -3.63 5x10™* -0.99 1.8x1072 16
7509 TagMan 2.26 -2.82 10* -0.99 2.2x10™* 8
7509 Self-q 2.01 -3.3 5x10™* -0.98 1.9x10™ 16
2262 TagMan 2.13 -3.04 5x10™* -0.99 7.5x10™ 16
2262 Self-q 2.05 -3.21 5x10™* -0.99 7.1x10*" 16
9985 TagMan -0.96 N.R =
9985 Self-q 2.14 -3.03 10™* -1.00 N.R 8
4526 TagMan -0.88 X =
4526 Self-q X -

R: coeficiente de correlacién; N.R: sin resultado por no disponer de muestra de seguimiento;
X: sin resultado porque la técnica no funciond

PCR con primer auto-hibridante

Este disefio funciond en 7 casos. La sensibilidad de las curvas estandares varié entre 5x10,
4 16 copias del gen diana, y 5x107, 6 4 copias del gen diana. La eficiencia de las PCRs varié
entre 1.71 y 2.14. La reproducibilidad intra-ensayo, calculada para el valor de 8,800 copias
tuvo una media y desviaciéon estandar de 31.72+0.13, lo que refleja un coeficiente de
variacién (CV) de 0.43%. La reproducibilidad inter-ensayo calculada para el mismo numero
de copias tuvo una media y desviacion estdndar de 31.86+0.41, con un CV de 1.3%. Se

programé una curva de disociacion al finalizar los ciclos de amplificacién para comprobar la
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especificidad de los productos amplificados. La temperatura de hibridacion (Tm) de los
productos especificos varidé entre 76 y 83°C. Esta estrategia permitid diferenciar productos
inespecificos o dimeros de primers por la presencia de picos a diferente temperatura que los
productos especificos (figura 17).

El gen control que se utiliz6 en esta técnica fue el gen del Tromboxano A (TXA),
modificando también uno de los primers para hacerlo auto-hibridante, como se ha descrito
en el apartado material y métodos. La eficiencia de la PCR del gen TXA fue de 1.87, la
pendiente de la curva o slope fue -3.67 y el coeficiente de correlacion fue 1 (figura 18). La
media y la desviacion estandar de la reproducibilidad intra-ensayo calculada para 16,600
copias, fueron 26.67£0.38, con un CV de 1.45%. La reproducibilidad inter-ensayo para el
mismo nUumero de copias tuvo una media y desviacion estandar de 28.26+0.56, con un CV
de 2%.

PCR con sondas TagMan

Este disefo funciond en 6 de los 9 casos.

La sensibilidad de las curvas estdndares varié entre 5x10“, 6 16 copias del gen diana, y
5x10>, 6 4 copias del gen diana. La eficiencia de las PCRs varidé entre 1.74 y 2.88. La
reproducibilidad intra-ensayo, calculada para el valor de 8,800 copias tuvo una media y
desviacion estandar de 29.10+0.31, lo que refleja un coeficiente de variacion (CV) de
1.05%. La reproducibilidad inter-ensayo calculada para el mismo numero de copias tuvo
una media y desviacidon estandar de 29.79+0.8, con un CV de 2.8%.

El gen control que se utilizd en esta técnica fue B-actina. Los primers para este gen se
usaron a una concentracion de 300nM y la temperatura de unién o de annealing fue 60°C.
La eficiencia de la PCR fue de 1.96, la pendiente de la curva fue -3.41 y el coeficiente de
correlacion fue 1 (figura 18). La media y la desviacion estandar de la reproducibilidad intra-
ensayo calculada para 16,600 copias, fueron 24.82+0.08, con un CV de 0.35%. La
reproducibilidad inter-ensayo para el mismo nimero de copias tuvo una media y desviacion
estandar de 23.52+0.27, con un CV de 1.16%.

Comparacion entre los dos métodos

El rango de sensibilidades fue el mismo en los dos casos, entre 5x10 y 5x10°. Las sondas
TagMan alcanzaron mayor sensibilidad en 3 casos y el primer auto-hibridante fue mas
sensible en otro caso. La eficiencia de las PCRs oscil6 entre 1.71 y 2.14 con el primer auto-
hibridante y entre 1.74 y 2.88 con las sondas Taiman.

En un caso en el que no habia funcionado la sonda TagMan, el ensayo con primer auto-
hibridante funciondé correctamente, mientras que en otros 2 casos la eficiencia o la

sensibilidad fueron inadecuadas con ambos.
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La EMR se pudo medir por ambos métodos en 6 de los 9 casos, obteniéndose resultados
similares en todos ellos (tabla 16).
Las curvas estandares de los genes que se usaron como control, tuvieron parametros

similares (figura 18).

Figura 17. Esquema y ejemplos de curvas estandares de los dos métodos de PCR cuantitativa
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Causas de fracaso de las PCRs

Como se ha dicho previamente, la eficiencia y la sensibilidad no fueron adecuadas en 3
casos. Esto se debié a la presencia de mutaciones somaticas en los lugares de unién de
alguno de los oligonucledtidos utilizados (figura 16).

Caso 9985. La PCR con primer auto-hibridante arrojé un resultado adecuado, pero no
funcion6 con sonda TagMan. El analisis de la secuencia de la region VDIH reveld que en la
zona de unién del primer JH intrénico, el empleado en la TagMan PCR, existian 2
mutaciones que producian un incremento en la temperatura de union de 9.8°C

(ATm=9.8°C). Aunque también existia una mutacién en la regién de unién del primer auto-
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hibridante, en este caso el ATm producido era sélo de 3.6°C, lo que no impidid que
funcionara correctamente.

Caso 4526. El diseno TagMan tenia un total de 6 mutaciones, 3 en el sitio de union de la
sonda y 3 en el del primer intrénico, provocando un ATm de 14.9°C. En el lugar de unién
del primer auto-hibridante habia una mutacion que producia un ATm de 3.4°C,
aparentemente insuficiente para provocar el fracaso de la técnica; sin embargo, la mutacion
coincidia justamente con el extremo 3  del primer, el mas determinante en la unioén a la
secuencia diana.

Caso 10160. Finalmente, este caso tenia una mutacién en el lugar de unién del primer
intrénico con un ATm de 8.5°C, que explicaba la baja sensibilidad del ensayo TagMan. En el
sitio de unidén del primer auto-hibridante habia una sola mutacidon con un ATm de 5°C,
tedricamente insuficiente para el fracaso de la técnica, pero no se pudo encontrar otra

explicacion tras descartarse también la formacion de dimeros de primer.

Figura 18. Curvas estandares de los genes de control
A: B-actina en la TagMan PCR
B: TXA en la Self-quenched PCR

A B

Amplification Curves Amplification Curves

B-actina

Fluorescence (530)

Fluorescence (§30)

-——/_-_..I_;:: =3

2 4 B 8 101214 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50

Standard Curve

Slope=-3,41 -, Slope=-3,67
E=187
C=-1,00

Crossing Point
MR ENE S

66



Resultados

Capitulo III
Enfermedad Minima Residual mediante
PCR cualitativa fluorescente.
Significado pronostico
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En el estudio de EMR se incluyeron 51 casos que cumplian los siguientes requisitos:

- Tener al diagnéstico un reordenamiento incompleto de IGH o algun
reordenamiento de los genes de las cadenas ligeras de la Ig, ya que estas
PCRs conseguian aumentar la sensibilidad en al menos un logaritmo respecto
a la sensibilidad de los reordenamientos completos VDHJ.

- Tener muestra de seguimiento con una calidad adecuada de ADN,

comprobado mediante la amplificacién del gen control.

- Haber obtenido buena respuesta con el tratamiento, preferiblemente RC/Ix o
RC/EEF, aunque se incluyeron también algunos casos con otro tipo de
respuesta.

A continuacion se resumen las caracteristicas del grupo estudiado.

Sexo. 27 varones, 24 mujeres.

Edad. Media: 59.9 afios; mediana: 62 afios; rango: 33-71 afos; 36 de los 51 pacientes

(70.6%) tenian menos de 65 afios al diagndstico y 15 de 51 (29.4%) mas de 65.

ECOG. 0: 17.6%; 1: 43.1%; 2: 29.4%; 3: 9.8%.

Tipo de Ig. IgG: 47.1%; IgA: 31.4%; Bence-Jones: 19.6%; no secretor: 2%.

Tipo de cadena ligera. Kappa: 51%; Lambda: 47%.

Estadio

Durie-Salmon. I: 9.8%; II: 25.5%; III: 64.7%.

Estadio A (creatinina <2mg/dl) 84.3%; Estadio B (creatinina =2mg/dl) 15.7%.
IPI. Estadio I: 51%; estadio II: 30.6%; estadio III: 18.4%.
LDH. Normal: 90.2%; elevada: 9.8%.

Parametros analiticos

N Minimo Maximo Media Desv. tip.
M sérico 48 ,00 11,00 3,3792 2,65352
M orina 50 ,000 39,000 2,64564 6,367929
B2M dg 49 ,50 29,20 4,2431 4,67540
HB dg 51 6,0 15,0 10,853 2,1564
Leucos dg 51 2,40 11,10 6,1759 2,13061
Plag dg 51 40 475 212,20 79,326
Creat dg 51 ,40 7,40 1,4071 1,25846
Ca++ dg 51 8,40 16,10 10,0559 1,65478
Albimina dg 51 1,80 5,97 3,6541 ,73872
Infiltracidon dg 51 10,0 100,0 48,578 28,5160
PCR dg 38 ,01 8,00 1,4582 1,96260
(N= numero de pacientes con el dato disponible; dg= al diagndstico)
Lesiones 6seas. Normal: 11.8%,; osteoporosis: 7.8%; liticas menores: 29.4%; liticas

mayores: 51%.
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Citogenética (se dispuso de datos en 26 pacientes). Normal: 50%; deleciéon 13q o
monosomia 13: 15.4%; alteracién de 11q: 7.7%; otras: 26.9%
La respuesta al tratamiento con quimioterapia, la situacion previa al trasplante y la

respuesta obtenida con el trasplante, se resumen en la figura 19.

Figura 19. Graficos de la frecuencia de los diferentes tipos de respuesta obtenidos con QT y con

trasplante

Status pre-TX Respuesta al TX
30 30

Frecuencia
Frecuencia

Tipos de respuesta Tipos de respuesta

Antes del trasplante, 10 pacientes (19.6%) estaban en RC con inmunofijacién negativa
(RC/Ix); 13 (25.5%) estaban en RC con electroforesis negativa pero con inmunofijacion
positiva (RC/EEF); 2 (3.9%) tenian RC definida por criterios clinicos, pero no se disponia del
dato protéico (RC historica); 21 (41.2%) estaban en respuesta parcial (RP); 2 (3.9%)
habian tenido una respuesta minima a la quimioterapia; 1 (2%) permanecia con
enfermedad estable y 2 (3.9%) estaban en progresion.

Después del trasplante, 26 de los 51 pacientes (51%) alcanzaron RC/Ix, 13 (25.5%)
RC/EEF, 2 (3.9%) RC/histérica, 7 (13.7%) quedaron con RP y 1 (2%) con enfermedad
estable (figura 19).

El seguimiento medio para la SG fue de 35 meses (entre 13 y 47) y la mediana de
seguimiento se situé en 34.1 meses. Para la SLP la media de seguimiento fue de 31.5
meses (entre 13 y 60) y la mediana 29.6 meses. La SG en este periodo fue del 86.3% vy la
SLP del 56.9%. De los siete pacientes que fallecieron durante el seguimiento, cinco casos
(71.4%) estaban en recaida o progresion, uno fallecié por causas relacionadas con el

mieloma o el trasplante y otro por una causa no relacionada.

Estudio de la EMR por PCR fluorescente
La EMR se estudio por PCR fluorescente y por CMF en la misma muestra. Las muestras se
tomaron en el momento en que se alcanzd la mejor respuesta después del trasplante: un

68% de los casos entre los 3 y 6 meses post-trasplante y un 22% de los casos después de 6
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meses. En un 10% de los casos no se dispuso de muestra post-trasplante y se estudio la
extraida antes de la realizaciéon del mismo.

Como ya se ha adelantado previamente, para el seguimiento de la enfermedad se utilizaron
los reordenamientos incompletos DHJ y los reordenamientos de las cadenas ligeras. De los
51 pacientes estudiados, en 16 se habia detectado un sélo reordenamiento al diagnostico,
en 22 se habian detectado dos reordenamientos diferentes, en 11 casos tres
reordenamientos y en dos casos hasta cuatro reordenamientos distintos. La PCR para la
deteccidn de EMR se realizé para todos los reordenamientos detectados al diagndstico y se
dio como positiva si cualquiera de ellos permanecia positivo, aunque alguno hubiera dejado
de detectarse.

En 26 de 51 casos no se detectd clonalidad en la muestra de seguimiento, lo que supone un

51% de casos negativos, mientras que 25 casos (49%) permanecieron positivos.

Comparacion de los resultados de PCR con los resultados de Inmunofijacién
En la tabla 17 se comparan los resultados de la PCR con los de la respuesta medida por los
métodos convencionales de electroforesis e inmunofijacion. Se han excluido dos casos de

los 51 estudiados por PCR, porque no estaba evaluada la respuesta.

Tabla 17. Resultados de la respuesta al trasplante frente a la EMR por PCR fluorescente

RC/Ix RC/EEF RC histérica RP estable Total
PCR negativa 18 6 0 1 25
PCR positiva 8 7 2 0 24
Total 26 13 2 1 49

Aunque hay una buena correlacion entre los resultados, puesto que la mayoria de los
pacientes que obtuvieron RC con inmunofijacién negativa también tuvieron PCR negativa, se
observan algunas discrepancias.

Hay ocho casos que, aunque obtuvieron RC/Ix, mantuvieron la PCR positiva; de éstos, seis
recidivaron durante el seguimiento; los dos casos que no lo hicieron tienen un seguimiento
corto, de 26 y 15 meses respectivamente.

Por otro lado, también se observan pacientes en la situacion contraria, es decir, que a pesar
de tener la inmunofijacién positiva, tuvieron negativa la PCR. En este grupo se incluyen seis
casos, de los cuales cuatro estaban vivos y libres de enfermedad en el momento del
analisis.

El resto de los casos con inmunofijacién positiva (la minoria como ya se explicé al describir
los criterios de seleccidn de los pacientes para este estudio), repartidos en diferentes grupos
de respuesta, tuvieron también PCR positiva. So6lo hay un caso que con enfermedad

claramente presente, no se pudo detectar por PCR durante el seguimiento.
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Comparacion de los resultados de PCR con los resultados de CMF

En los estudios de CMF se incluyeron los pacientes que presentaron un fenotipo aberrante al
diagnostico; esto permitid el seguimiento del 92% de los casos en general y del 98% (50 de
51) de los casos que se siguieron por PCR fluorescente. La comparacién de los resultados se

muestra en la tabla 18.

Tabla 18. Resultados de EMR por CMF frente a la PCR fluorescente

EMR por CMF< 0.01%%* EMR por CMF> 0.01% Total
PCR negativa 15 11 26
PCR positiva 1 23 24
Total 16 34 50

*punto de corte tomado como referencia por haberse demostrado su valor prondstico*°

De 50 casos analizados por CMF, 16 tuvieron una EMR< 0.01% y 34 una EMR>0.01%.

De los 16 casos con baja EMR, 15 tuvieron la PCR fluorescente negativa y hubo sélo un caso
que se detectd por PCR; este paciente recidivo durante el seguimiento.

De los 34 casos con alta EMR por CMF, 23 de ellos presentaron también el reordenamiento
por PCR (67.6%), pero en 11 casos la PCR no detecté la enfermedad; de estos 11 casos,
ocho estaban vivos y libres de progresion en el momento del analisis, dos habian recidivado
y uno habia fallecido por causa no relacionada con el mieloma.

Al poner el punto de corte un logaritmo mas alto, es decir, EMR por CMF </> 0.1%, los
resultados son los siguientes: de los 30 casos que tuvieron una EMR por CMF <0.1%, 24
tuvieron PCR negativa y seis PCR positiva; de los 20 casos que tuvieron EMR por CMF
superior a ese valor, fueron detectados 18 (90%) por PCR.

Se analiz6 la posible relacion entre nuestra variable a estudio (EMR por PCR) y todas las
demas mediante el procedimiento de regresion logistica (analisis paso a paso o “forward
stepwise”). La Unica variable con la que se asocié de forma significativa fue con la EMR
medida por CMF: p<0.001; Odds Ratio=24.28; (2.6-227.2).

Estudios de supervivencia

ANALISIS UNIVARIABLES

En este analisis realizamos curvas de Kaplan-Meier para las dos nuevas variables obtenidas
con el seguimiento: EMR por PCR fluorescente (positiva o negativa) y EMR por CMF (células
plasmaticas patoldgicas en MO <0.01% 6 >0.01%). También se analiz6 de nuevo, en este
grupo mas reducido de casos, la supervivencia en funcién del tipo de respuesta obtenida
tras el trasplante.

No hubo ninguna variable que influyera de manera estadisticamente significativa en la SG

durante una mediana de seguimiento de 34.1 meses.
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Sin embargo, la SLP durante una mediana de seguimiento de 29.6 meses, se vio afectada
por tres variables (figura 20):

1.- Tipo de respuesta obtenida con el trasplante.

De los 26 casos que obtuvieron RC con inmunofijacién negativa, recidivaron ocho, mientras
que de los 25 casos que obtuvieron cualquier otra respuesta lo hicieron 14, lo que supone
una SLP del 69.23% y 44% respectivamente, con una p=0.02.

2.- Nivel de infiltracion en la MO medida por CMF.

Aungue en este caso no se alcanzé la significacién estadistica (p=0.15), de los 11 pacientes
gue presentaban menos del 0.01% de infiltracion recidivaron tres y de los 29 que
presentaban mas del 0.01% recidivaron 18, lo que supone una SLP del 72.73% frente a
37.93%.

3.- Resultado de la PCR fluorescente.

De los 26 casos con EMR negativa por PCR recidivaron cinco, mientras que de los 25 casos
con EMR positiva por PCR recidivaron 17. La SLP fue de 80.77% y 32% respectivamente,
con una p=0.0014.

ANALISIS MULTIVARIABLES

Para el analisis multivariable de supervivencia, se aplicé el modelo de riesgo proporcional de
Cox ajustando la seleccién con un método paso a paso ("“forward stepwise”).

Se incluyeron las siguientes variables: sexo, tipo de Ig, tipo de cadena ligera, estadio de
Durie-Salmon, estadio A o B, ECOG, pico M en suero, pico M en orina, valor de distintas
variables al diagnostico (B.microglobulina, Hb, leucocitos, plaquetas, creatinina, calcio,
albumina y LDH), porcentaje de infiltracion en MO por citologia al diagndstico, existencia de
lesiones Oseas, alteraciones citogenéticas, porcentaje de células plasmaticas patoldgicas por
CMF al diagndstico, EMR por CMF, EMR por PCR, IPI y tipo de respuesta tras el trasplante.
Se categorizaron algunas de las variables (ver material y métodos). La presencia de todas
estas variables estuvo disponible en 20 casos. Se realizé un segundo analisis, excluyendo la
variable alteraciones genéticas, disponiendo de 42 casos analizables.

Para la SG, no hubo ninguna variable con valor significativo en el prondstico; aunque el
modelo estadistico eligid la variable tipo de respuesta tras el trasplante como la Unica con
capacidad de discriminacion, la p fue de 0.348 (en el analisis de 20 casos) y de 0.232 en el
analisis de 42 casos.

Para la SLP, en el analisis de 20 casos, la Unica variable con valor significativo en el
prondstico fue el tipo de respuesta tras el trasplante: p 0.004 y Razén de Predominio (Odds
Ratio) de 57.811 (3.571-935.991). En el analisis de 42 casos, la Unica variable con valor
significativo en el prondstico fue el resultado de la PCR fluorescente: p 0.003 y Razon de
Predominio (Odds Ratio) de 5.477 (1.81-16.574).
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Figura 20. Curvas de supervivencia para las variables respuesta al trasplante, EMR por CMF y EMR por

PCR
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ANALISIS DE PACIENTES EN RC POR INMUNOFIJACION

Por ultimo, se selecciond el grupo de pacientes que habian obtenido RC/Ix tras el trasplante
y se analizd la SLP introduciendo como variable la EMR por PCR. De los 26 pacientes que
estaban en RC/Ix tras el trasplante, 18 tenian PCR negativa y ocho seguian con PCR
positiva. Entre los 18 casos negativos se detectaron dos recidivas, mientras que de los ocho
casos positivos recidivaron seis, durante una mediana de seguimiento de 30.39 meses. La
SLP fue del 88.89% y 25% respectivamente, con una p=0.0006 (figura 21).

Figura 21. SLP en pacientes en RC/1Ix en relaciéon a la EMR por PCR
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En ausencia de una caracteristica citogenética o molecular especifica, el reordenamiento de
los genes de las Igs, Unico en cada paciente y estable durante la enfermedad, esto es, que

no presenta variacién intraclonal*3?

, sigue constituyendo la huella a seguir durante el curso
evolutivo y la respuesta al tratamiento.

El principal objetivo de este trabajo consistia en encontrar técnicas moleculares sencillas
para poder utilizarlas de forma rutinaria en el seguimiento de los pacientes con MM, puesto
que la mejor técnica molecular hasta el momento, la ASO-PCR cuantitativa del
reordenamiento del clon tumoral, era demasiado laboriosa y no se podia aplicar en todos los
casos.

El primer paso fue el estudio exhaustivo de todos los reordenamientos de los genes de las
Igs por PCR cualitativa fluorescente, con el fin de definir las mejores dianas para el
seguimiento posterior de la enfermedad residual (capitulo 1).

Simultaneamente se disefidé un nuevo método de PCR cuantitativa alelo-especifica, con el
objetivo de mejorarla y simplificarla, adaptando al estudio del gen de la cadena pesada de
las Igs un disefio descrito previamente para otros genes (capitulo 2).

Finalmente, se empled la PCR fluorescente de los reordenamientos incompletos del gen IGH
y de los reordenamientos de los genes de IGK e IGL para estandarizar nuestro propio
método de seguimiento de la enfermedad, a la vez que analizamos su significado prondstico

(capitulo 3).

1. Estudio de los genes de las inmunoglobulinas

Se estudiaron los genes de las Igs mediante PCR en 88 pacientes con MM en el momento
del diagnostico. La frecuencia de deteccidn de reordenamientos del gen IGH (completos

o incompletos) encontrados en nuestra serie, ha sido inferior a lo referido en otros trabajos
publicados!?”'**°: 65.8% con VDHJ, 45.5% con DHJ y 78.3% global (tabla 19). Sin embargo,
afiadiendo el estudio de los genes de las cadenas ligeras, se ha conseguido detectar
clonalidad en el 97.4% de los pacientes.

La baja frecuencia de deteccién de reordenamientos completos, hace pensar que en nuestra
serie la incidencia de mutaciones somaticas en el gen IGH es muy elevada, aumentando asi
la frecuencia de falsos negativos, puesto que en la mayoria de esos casos se pudo detectar
clonalidad al estudiar los genes de las cadenas ligeras. No obstante, este hecho también

puede deberse a una peor optimizacion de la técnica en nuestro laboratorio.

Tabla 19. Comparacion de resultados de clonalidad con IGH con publicaciones previas

MM (Gonzalez

y cols'®) MM
reord VDHJ 84% 65.8%
reord DHJ 60% 45.5%
lobal 94% 78.3%
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En relacién a los segmentos utilizados en los reordenamientos incompletos de IGH, se
pudieron determinar las frecuencias de las diferentes familias Dy atendiendo al tamafio del
fragmento amplificado, pero no se determind el segmento especifico, al no secuenciarse
todos los reordenamientos. En esta serie, las familias encontradas con mas frecuencia han
sido DH6 y DH5, lo que difiere de otras comunicaciones previas!®®.

Respecto a la frecuencia de reordenamientos de los genes de las cadenas ligeras de las Igs,
nuestros resultados son semejantes a los de otros autores, aunque la deteccion de

reordenamientos del locus kappa V-] ha sido menor de la esperada (tabla 20)'%’.

Tabla 20. Comparacion de resultados de clonalidad de reordenamientos de los genes de las cadenas

ligeras de la Ig en el MM

(Hadzidimitriou y
cols??’)

Kappa Lambda Kappa Lambda

reordenamientos KVJ]

100% 40.5% 66.6% 28.6%
reordenamientos Kde 39.9% 71.4% 35.9% 88.5%
reordenamientos A 11.6% 78.2% 5.1% 74.3%

Por todo lo que se ha explicado en este trabajo sobre los genes de las Igs y la jerarquia de
los reordenamientos, no es sorprendente que se puedan detectar varios reordenamientos de
los genes de las cadenas ligeras en un mismo paciente, si estamos estudiando ADN
genomico, ya que se pueden detectar tanto los funcionales como los no funcionales.
Asumiendo todas las combinaciones posibles en el caso de que estemos detectando alelos
no funcionales, en nuestra serie hemos encontrado tres casos con un numero inesperado de
reordenamientos.

Un caso fue un MM IgA kappa que presentd tres reordenamientos del locus kappa V-J. Sin
embargo, es complicado asegurar que los tres picos fueran especificos, puesto que se
trataba de un paciente en el que por citologia se habian visto un 14% de células
plasmaticas en MO, pero que en el aspirado enviado al laboratorio no se pudieron detectar
plasmaticas patoldogicas por CMF, por lo que la poblacion celular estudiada era en su
mayoria poblacién B policlonal. Los otros dos casos fueron un MM IgG lambda y un MM IgA
lambda, que presentaron tres reordenamientos del segmento Kde. Si esto se explicara por
la existencia de dos clones tumorales diferentes, en nuestra serie la frecuencia de MM
biclonal seria del 2.5% (2 casos de 79 muestras). Pero este hallazgo podria ser también un
falso positivo, o explicarse por alguno de los fendmenos revisados en la introduccién de

“edicién del receptor” o “revisién del receptor”.
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Respecto a la evolucién de estos dos casos, ambos pacientes obtuvieron respuesta parcial
tras el trasplante; uno fallecié a los seis meses del mismo y el otro estaba vivo a los 60
meses de seguimiento.

Un dato interesante y que hasta ahora no estd publicado, ha sido encontrar que los
pacientes en los que se detectaron reordenamientos incompletos DHJ presentaron una peor
SLP. Se analizd si el presentar reordenamientos DH] se asociaba a alguna otra variable,
pero no se encontrd ninguna asociacion estadisticamente significativa. En concreto se
revisaron los casos en los que, presentando reordenamiento DHJ], no se habia detectado
reordenamiento completo VDHJ. Esta caracteristica puede hacer pensar en que uno de los
alelos del cromosoma 14 podia haberse traslocado a otro cromosoma al pasar por el centro
germinal, momento en el que suceden las traslocaciones de IGH. Pues bien, de los ocho
casos que presentaron esta caracteristica, tres de ellos tenian un cariotipo normal, en otros
tres casos no se dispuso del dato de citogenética y en los dos restantes se encontrd
deleccidn del cromosoma 13, pero no se encontraron alteraciones del cromosoma 14.

En cualquier caso, este dato de una peor SLP es sélo una tendencia, ya que la asociacion
encontrada esta en el limite de la significacion estadistica y debe de ser confirmado en una

serie mas larga de casos y en un grupo no seleccionado por el tipo de respuesta.

2. Disefio de un método de PCR cuantitativa alelo-especifica con oligonucleétido

consenso fluorescente (Self-quenched PCR)

Con este estudio se ha establecido y optimizado una nueva metodologia para la evaluacion
de la EMR mediante PCR cuantitativa en tiempo real, que aporta algunas ventajas respecto
al método mas aceptado actualmente, la PCR alelo-especifica con sondas TagMan (TagMan
PCR)139’140’167'200.

La PCR cuantitativa del gen IGH ha demostrado su utilidad para la evaluacién de la
respuesta al tratamiento en neoplasias linfoides, sobre todo en las de origen pre-folicular

168,201,202.
’

que no presentan mutaciones somaticas sin embargo, en el caso del MM, la

elevada frecuencia de mutaciones que portan los genes de las Igs hace fracasar la técnica
en muchos casos, a pesar de que uno de los primers sea alelo-especifico3%:168:171.201 "y/arjgs
autores han sugerido que la presencia de una mutacion en el sitio de unién de la sonda o
del primer JH que modifique la temperatura de hibridacion (ATm) en mas de 6°C, o la
presencia de mas de tres mutaciones, conlleva siempre al fracaso en la PCR'*%2%, Ademas,
el disefio de la TagMan PCR con un primer alelo-especifico, varios primers JH intronicos y
varias sondas consenso, la convierten en una técnica metodolégicamente complicada.

En un intento de superar estos problemas y simplificar el método, se ha disefiado un Unico
primer consenso en la regién JH, que se puede utilizar en todos los pacientes

independientemente del fragmento JH que tengan reordenado. A la secuencia consenso del
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primer utilizado en la PCR cualitativa de rutina para el diagnédstico de clonalidad, se le han
introducido algunas modificaciones, incluida la adicién de una molécula fluorescente; se ha
conseguido asi un Unico oligonucledtido (llamado auto-hibridante o self-quenched) que
funciona como primer y como sonda al mismo tiempo.

162

Este diseno, original de Nazarenko y cols*®4, ya habia sido utilizado por otros autores para la

203204 hero nunca hasta ahora se habia empleado para la

cuantificacion de otros genes
cuantificacion del gen IGH.
Hemos estudiado nueve casos mediante esta nueva metodologia y hemos comparado los
resultados con los de la PCR cuantitativa con sondas TagMan.

Por un lado, la PCR cuantitativa con primer auto-hibridante ha mostrado la misma
sensibilidad y reproducibilidad que la TagMan PCR: en los seis casos en los que funcionaron
ambas técnicas, la EMR fue practicamente igual por ambos métodos.

Por otro lado, con esta estrategia se pueden resolver algunos de los problemas inherentes al
estudio por PCR del gen IGH, como son las mutaciones somaticas. Al utilizar un
oligonucledtido en lugar de dos, se reducen las probabilidades de que la secuencia con la
que tiene que hibridar esté mutada. Un ejemplo lo podemos ver en el caso del paciente
9985: la regidn JH3 de este reordenamiento se encontraba significativamente mutada y la
PCR con el primer JH intrénico y la sonda TagMan no funciond, mientras que si se consiguio
una curva adecuada con el primer self-quenched, aunque al no disponerse de muestra
seguimiento no se pudo calcular la EMR.

Para completar el disefio de esta nueva PCR cuantitativa en tiempo real, se disefid también
un primer auto-hibridante para la PCR de un gen control. Aunque la normalizacién de los
resultados de EMR se podia realizar amplificando un gen control con sondas TagMan
(técnica habitual en el laboratorio), parecia interesante aplicar este nuevo primer también
para la PCR del gen control. Los resultados obtenidos en la cuantificacion de la EMR
utilizando primers self-quenched para IGH y para el gen control, fueron equivalentes en
todos los casos a los obtenidos con la TagMan PCR.

Otra ventaja de este método es que reduce el coste. Con este disefio s6lo se necesita el
primer alelo-especifico (igual que el de la TagMan PCR) y el primer fluorescente auto-
hibridante, que es el mismo para todos los casos. Por el contrario, para la TagMan PCR se
necesitan tres sondas diferentes (sondas consenso) y seis primers intrénicos especificos.
Segun nuestra estimacion esto reduce el gasto en un 20-25%.

En resumen, el primer consenso auto-hibridante es adecuado para el disefio de la PCR
cuantitativa alelo-especifica y es un método sensible y reproducible para evaluar la EMR en
pacientes con MM que alcanzan RC con altas dosis de QT; obtiene resultados comparables a
la TagMan PCR, reduce el gasto y puede incluso superar algunos inconvenientes de ésta en

los casos en los que el gen presenta frecuentes mutaciones somaticas.
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3. Enfermedad Minima Residual mediante PCR cualitativa fluorescente.

Significado prondstico

La PCR cualitativa del gen IGH es el método molecular empleado de rutina para el
diagnostico de clonalidad en el Mieloma Mdultiple. Sin embargo, después del trasplante, y si
se obtiene una muy buena respuesta con el mismo, los niveles de enfermedad no son
detectables por esta técnica. Por ello se necesita aumentar la sensibilidad de la PCR
mediante sondas y primers que sean especificos del reordenamiento del gen en cada

170171~ Asi, la PCR cuantitativa alelo-

paciente, ademas de utilizar ensayos cuantitativos
especifica ha demostrado alta sensibilidad y especificidad, pero estas condiciones la
convierten en una técnica laboriosa; las publicaciones donde se describe su aplicacion en el
mieloma suelen incluir un pequefio nimero de casos.

Esta PCR se ha utilizado principalmente para amplificar los reordenamientos completos
VDHJ del gen IGH vy, debido a la frecuencia de mutaciones somaticas en dicho gen, sdlo

139 Incluso tras el estudio de los

funciona en la mitad de los casos aproximadamente
reordenamientos incompletos DHJ], que presentan una menor frecuencia de mutaciones y
que por tanto son preferibles a la hora de disefiar la PCR'*°, la aplicabilidad sigue siendo
limitada, funcionando con éxito sélo en un 75% de pacientes en el mejor de los casos'*.

La PCR fluorescente descrita en este trabajo se puede utilizar en mas del 90% de los
pacientes con MM. En nuestra serie inicial de 79 casos con muestra adecuada para el
analisis, 72 casos (91.13%) presentaron reordenamientos incompletos DH] del gen IGH,
reordenamientos de los genes de las cadenas ligeras, o ambos. Esto supone que la
aplicabilidad de esta técnica es comparable a la del inmunofenotipo (que en esta serie de
pacientes se pudo aplicar al 92% de los casos) y muy superior a la de la PCR cuantitativa
alelo-especifica.

Hemos encontrado diferencias importantes en la EMR entre pacientes que estaban incluidos
en el mismo grupo de respuesta medida por EEF o inmunofijacién, como se discutird mas
adelante. Aunque en nuestra serie sélo habia dos casos de mieloma no secretor, la PCR
puede emplearse también en el seguimiento de esta minoria de casos, pues estos mielomas
también presentan reordenamientos de los genes de las 1gs®°°.

En comparacion con la CMF, la PCR tiene la misma aplicabilidad, presenta muy buena
correlacién en cuanto a los resultados de EMR y ofrece la ventaja de que el procesamiento
de las muestras puede demorarse mas alla de 24 horas. Ademas, al estudiar DNA total, la
PCR puede detectar células clonales que no tengan la morfologia o el inmunofenotipo de la
célula plasmatica, esto es, células B maduras clonogénicas; esto puede tener implicaciones

clinicas segun lo sugerido por algunos autores®®8,
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Aunque aqui se han realizado todas las PCRs posibles para la deteccion de clonalidad al
diagnostico, a la vista de los resultados el protocolo puede simplificarse.

Los casos de MM lambda en los que se detectaron reordenamientos del locus de kappa V],
se acompafaron siempre de reordenamientos de Kde, lo que encaja con la teoria de que
esos reordenamientos no eran funcionales y sufrieron posteriores pérdidas del lucus kappa.
En estos casos se puede asumir por el tamafio que presentaron, que los reordenamientos
con el segmento Kde ocurrieron entre el intrén y el segmento Kde, pudiendo quedar asi en
el mismo alelo el reordenamiento entre V-] y entre Intrén-Kde, no siendo finalmente
funcional.

Por otro lado, de los 39 casos validos de MM kappa, sélo 2 presentaron un reordenamiento
del locus lambda y en ningun caso de manera aislada, sino que presentaron también
reordenamientos del locus kappa.

Asi pues, para estudiar los MM kappa no haria falta estudiar el gen lambda y para estudiar
los MM lambda podria realizarse solamente PCR para el reordenamiento Kde, puesto que lo
presentan el 88% de los casos.

En cuanto a incluir en el estudio inicial la PCR de los reordenamientos incompletos de la
cadena pesada de las Igs, parece recomendable por varias razones: por un lado, aumenta
en un 5% la deteccion de monoclonalidad respecto a lo conseguido con el estudio de las
cadenas ligeras (deteccion de clonalidad por cadenas ligeras del 86.1% y deteccion de
clonalidad incluyendo DHJ] del 91.1%); por otro lado, la mayor variabilidad de estos
reordenamientos hace que la interpretacion de los resultados sea mucho mas sencilla y
surjan menos dudas a la hora de diferenciarlos de las células B policlonales, sobre todo
importante para interpretar la muestra de EMR, donde el clon tumoral puede ser muy
pequefio y dificil de detectar. En el caso de que se confirmara que, como parece sugerir este
estudio, los pacientes que presentan reordenamientos incompletos tienen una peor SLP,
este dato podria ser otro factor prondstico conocido ya desde el momento del diagndstico.
Un problema que hemos encontrado en el estudio de los genes de las cadenas ligeras, ha
sido la dificultad para la interpretacién de los resultados en algunos casos, donde si bien al
diagnostico se podia diferenciar claramente un pico monoclonal en el genescan, en el
seguimiento de la EMR era mas dificil de asegurar, puesto que el tamafio del
reordenamiento monoclonal estaba muchas veces incluido entre el resto de picos derivados
de la poblacion B policlonal. Hay que senalar que en este trabajo se ha estudiado ADN
extraido de sangre total, por lo que cabe esperar que si se trabajara con ADN extraido tras
seleccionar las células plasmaticas, se podria solventar este problema.

Pero lo mas importante sin duda de este estudio, ha sido encontrar que el resultado de la
PCR fluorescente tras el trasplante de MO ha mostrado significado prondstico, discriminando

un subgrupo de pacientes con una mayor SLP. Esto ha sucedido en todos los pacientes en
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general, pero también en el grupo de pacientes que habia obtenido RC con inmunofijacion
negativa.
Aunque existen publicaciones previas que no encuentran ningun valor prondstico con esta

1178 su estudio es diferente al descrito aqui. La

técnica, como la de Davies y cols en el 200
PCR en ese caso se realizé con oligonucleétidos consenso en los reordenamientos completos
de IGH; a pesar de comunicar una sensibilidad de la técnica de 1/10% no encontraron
diferencias en el prondstico con respecto al resultado de la inmunofijacidon, aunque de los 96
pacientes iniciales en el estudio, sélo realizaron la comparacion en 14 casos.

Sin embargo, encontramos otros trabajos que han empleado la PCR fluorescente y que si

188 estudian aféresis de 19 pacientes tras un

encontraron datos interesantes: Mitterer y cols
primer trasplante, previamente a un segundo; los casos en los que detectaron una
poblacion monoclonal (bien en células plasmaticas o bien en precursores B) tuvieron una
recaida precoz o una peor respuesta tras el segundo trasplante. Galimberti y cols han
publicado también que la erradicaciéon de la EMR medida por PCR fluorescente tras un
trasplante autdlogo o un trasplante alogénico no mielo-ablativo, tuvo un impacto favorable
en la SG a los dos afios de seguimiento en un grupo de 20 pacientes. Este grupo obtiene
una sensibilidad en la técnica entre 1/10° y 1/10°, en funcién de si el pico monoclonal se
encuentra en el centro o en un extremo de la curva de distribucion gaussiana de los
reordenamientos policlonales.

Cuando hemos comparado el resultado de la PCR fluorescente con los datos de PCR
cuantitativa en los pacientes en los que disponiamos de los dos resultados, la PCR
fluorescente detectaba todos los casos con enfermedad superior a 1/10°, pero sélo alguno
en el rango de 1/10% Comparando con los datos de CMF, en el rango de enfermedad de
1/10° se detectaban el 90% de los casos y en el rango de 1/10%, el 67.6%.

Esta sensibilidad se ha mostrado suficiente para identificar un grupo de pacientes con
diferente prondstico.

Teniendo en cuenta que con los nuevos tratamientos para el MM se consiguen un elevado
numero de respuestas completas con inmunofijacién negativa y que actualmente la mayoria
de los pacientes se incluyen dentro de ensayos clinicos, esta técnica puede ser muy Uutil
para valorar las respuestas a estos nuevos farmacos. Puede que en poco tiempo, el objetivo
inmediato del tratamiento deje de ser conseguir respuesta por inmunofijacién y se pueda
hablar de respuestas moleculares.

En los analisis multivariables de supervivencia, la PCR fluorescente fue la Unica variable que
influyd de manera estadisticamente significativa en la SLP en un grupo de 42 enfermos
tratados de forma homogénea. En el analisis univariable discrimind claramente dos grupos
prondstico. Segun este resultado, los pacientes cuya PCR sigue siendo positiva tras el
trasplante, tienen mayor probabilidad de recidivar de manera temprana. Esto es valido para

todos los pacientes, pero también lo es, siendo aun mas interesante, para aquellos
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pacientes que alcanzan remision completa con inmunofijacion negativa. Dentro de este
grupo de pacientes de “buen prondstico”, la PCR es capaz de diferenciar dos grupos con
distinta SLP. Perece, por tanto, que el nivel de sensibilidad obtenido en este estudio, con los
reordenamientos incompletos del gen IGH y los reordenamientos de los genes de las
cadenas ligeras de las Igs, es adecuado para discriminar un grupo de pacientes con distinta
evolucion.

Ademas de estas diferencias encontradas dentro del grupo de pacientes con respuestas
completas con inmunofijacion negativa, también hemos encontrado pacientes que, a pesar
de presentar inmunofijacién positiva, la PCR se habia hecho negativa durante el
seguimiento. Esto ocurrid en seis de 13 casos. Aunque es un ndmero muy pequefio como
para analizarlo por separado y sacar conclusiones, cuatro de esos seis pacientes estaban
vivos y libres de progresion en el momento del analisis, que fue a los 13 (en dos casos), 41
y 43 meses de seguimiento respectivamente, por lo que parece que estos pacientes tienen
un comportamiento semejante al resto de los que presentan PCR negativa, a pesar del
resultado de la inmunofijacién.

En resumen, la PCR fluorescente con analisis de fragmentos de los genes de las Igs es una
técnica sencilla, que se puede aplicar para el diagnéstico de clonalidad en todos los
pacientes, que sirve para el seguimiento de la enfermedad en mas del 90% de los casos y

que tiene valor prondstico por lo que muestran los resultados de este trabajo preliminar.
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Conclusiones

En el 86% de los pacientes con Mieloma Multiple se detectan reordenamientos de
los genes de las cadenas ligeras de las 1gs mediante PCR, lo que contribuye a

establecer el diagndstico de clonalidad en esta patologia.

En los pacientes que presentan reordenamientos incompletos del gen de la cadena
pesada de la 1g, DHJ, se observa una tendencia a presentar una menor

supervivencia libre de progresion.

La PCR cuantitativa en tiempo real del gen IGH disefiada con un primer consenso
auto-hibridante como molécula fluorescente, ofrece similares resultados en la

cuantificacién de la EMR que la PCR en tiempo real disefiada con sondas TagMan.

La PCR con primer auto-hibridante del gen IGH presenta algunas ventajas sobre la
PCR con sondas TagMan, como son el menor coste y la posibilidad de evitar
algunos fracasos de la técnica derivados de la existencia de mutaciones somaticas

en dicho gen.

La PCR fluorescente de los reordenamientos incompletos DHJ junto con la de los
reordenamientos de los genes de las cadenas ligeras de las Igs se puede aplicar en
el 91% de los pacientes con Mieloma Multiple para el diagnéstico de clonalidad y

para el seguimiento de la enfermedad.

La PCR fluorescente con analisis de fragmentos (genescan) es una técnica rapida y
sencilla que permite el empleo rutinario en la clinica y que ofrece resultados

similares a la CMF en el estudio de pacientes con mieloma multiple.

El resultado de la PCR fluorescente tras el trasplante es ademas una variable que

influye de forma significativa en la supervivencia libre de progresion.

Dentro del grupo de enfermos que alcanzan respuesta completa con
inmunofijacion negativa, los que mantienen la PCR positiva tienen una SLP
significativamente menor, por lo que dentro de este grupo de enfermos el
resultado de la PCR es capaz de discriminar dos grupos con diferente evolucion

clinica.
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Background and Objectives. Minimal residual disease (MRD) studies are useful in mul-
tiple myeloma (MM). However, the definition of the best technique and clinical utility are
still unresolved issues. The aim of this study was to analyze and compare the clinical
utility of MRD studies in MM with two different techniques: allelic-specific oligonucleotide
real-time quantitative PCR (ASO-RQ-PCR), and flow cytometry (FCM).

Design and Methods. Bone marrow samples from 32 MM patients who had achieved
complete response after transplantation were evaluated by ASO-RQ-PCR, using TagMan
technology, and multiparametric FCM.

Results. ASO-RQ-PCR was only applicable in 75% of patients for a variety of technical rea-
sons, while FCM was applicable in up to 90%. Therefore, simultaneous PCR/FCM analy-
sis was possible in only 24 patients. The number of residual tumor cells identified by
both technigues was very similar (mean=0.29%, range=0.001-1.61%, correlation coeffi-
cient=0.861). However, RQ-PCR was able to detect residual myelomatous cells in 17
patients while FCM only did so in 11; thus, 6 cases were FCM negative but PCR positive,
all of them displaying a very low number of clonal cells (median=0.014%, range=0.001-
0.11). Using an MRD threshold of 0.01% (10*) two risk groups with significantly differ-
ent progression-free survival could be identified by either PCR (34 vs. 15m, p=0.04) or
FCM (27 vs. 10m, p=0.05).

Interpretations and Conclusions. Although MRD evaluation by ASO-RQ-PCR is slightly
more sensitive and specific than FCM, it is applicable in a lower proportion of MM
patients and is more time-consuming, while both techniques provide similar prognostic
information.

Key words: multiple myeloma, autologous stem cell transplantation, minimal residual

disease, quantitative ASO-PCR, flow cytometry.
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ultiple myeloma (MM) is a malig-
Mnant disease characterized by an
increased number of clonal plasma
cells in the bone marrow. High-dose
chemotherapy followed by autologous
peripheral blood stem cell transplantation is
routinely used for the treatment of young
MM patients and produces a high rate of
complete remissions.”® Although variable,
the duration of such responses does not usu-
ally exceed three years and disease recur-
rence still remains the leading cause of
death. This is due to the persistence of resid-
ual tumor cells, known as minimal residual
disease (MRD), responsible for tumor
relapse. In recent years, the study of MRD
by flow cytometry or polymerase chain
reaction (PCR) has proven to be of great
value in predicting clinical outcome in dif-
ferent hematologic malignancies.”” In MM
however, both the clinical utility and the
most suitable method for MRD detection
remain controversial.
Investigation of MRD by qualitative PCR

of VDJH rearrangements with allelic-specif-
ic oligonucleotides (ASO-PCR) has shown
prognostic value in MM patients after autol-
ogous and allogeneic stem cell transplanta-
tion.*™ Nevertheless, some difficulties have
hampered the use of this technique. Firstly,
it is applicable in only two-thirds of cases
because of the lack of clonal targets for
amplification, caused by the presence of
somatic mutations in I[gH genes. In addition,
the clinical utility of qualitative PCR in the
setting of autologous stem cell transplanta-
tion has been modest,*® because the sensitiv-
ity is so high that most cases remain PCR-
positive regardless of their different out-
comes."™ Different strategies have been
suggested to resolve these problems. The
first problem could be overcome by using
additional targets such as incomplete DJH
rearrangements.” For the second problem,
the use of real-time quantitative PCR with
the same strategy (ASO-RQ-PCR) could be
the best alternative, since this has provided
accurate quantification of MRD levels.
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However, although several groups have published tech-
nical results with real-time PCR,"" the clinical applica-
tion of this methodology is still relatively limited in
MM since only three studies are currently available and
all included less than twenty patients who had
achieved complete remission."™®

Very recently, multiparametric flow cytometry has
been shown to be an attractive alternative approach to
MRD monitoring in MM. This technique not only
allows the number of plasma cells to be monitored but
also distinguishes between myelomatous and normal
plasma cells,” facilitating the monitoring of global
changes in the plasma cell compartment of MM
patients. As a disadvantage, the myeloma clone
includes not only plasma cells but also less mature B
cells, which are immunophenotypically different from
plasma cells.” Nevertheless, dilution experiments have
shown that immunophenotyping has a sensitivity of
10 to 10°,with several reports demonstrating its clini-
cal utility in the setting of autologous transplanta-
tion.®*

The aim of this study was to evaluate and compare
the clinical value of measuring residual myeloma dis-
ease by ASO-RQ-PCR and flow cytometry in a series of
uniformly treated MM patients who had achieved
complete remission or near complete remission accord-
ing to slightly modified EBMT criteria.

Design and Methods

Patients and response criteria

Patients included in this study had been treated with
the GEMM2000 protocol designed by the Spanish
GEM-PETHEMA group (Grupo Espaiiol de Mieloma -
Programa Espaiiol para el Tratamiento de Hemopatias
Malignas). This protocol consists of four cycles of
VBCMP/VBAD followed by high dose melphalan and
autologous peripheral blood stem cell transplantation.
Patients not achieving complete remission (CR) with
this scheme received a second transplant of either
autologous or allogeneic stem cells following reduced
intensity-conditioning. Response to treatment was
assessed according to slightly modified EBMT criteria.”
A complete response was defined by a negative immu-
nofixation test in serum and urine (confirmed in two
different samples obtained at an interval of 6 weeks),
absence of soft-tissue plasmacytomas, a normal serum
calcium concentration, stable skeletal disease, and less
than 5% plasma cells (PC) in the bone marrow. A near
complete remission was defined by the absence of
myeloma protein on electrophoresis, but positive
immunofixation and <5% plasma cells in bone mar-
row. Patients were eligible for inclusion in this MRD
study if they had achieved complete remission or near-
complete remission after the first transplant and bone
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marrow samples taken at diagnosis and 3 months after
the transplant were available.

ASO-RQ-PCR
Sampling and DNA extraction

Genomic DNA from bone marrow samples at the
time of diagnosis and 3 months after transplant was

isolated using DNAzol reagent (MRC, Cincinnati,
Ohio, USA). DNA was stored at —20°C.

PCR amplification and analysis of the IgH genes

Complete VDJH rearrangements were amplified
using three multiplexed tubes containing VH-family-
specific primers for FR1, FR2 and FR3 primers with a JH
consensus primer. Amplification of incomplete DJH
rearrangements was performed in two different tubes,
one containing family-specific primers for DH1 to DH6
and the second tube with the DH7 primer, together
with a consensus JH. Primers were newly designed and
tested during the BIOMED-2 Concerted Action.”® All
reactions were carried out in 50 pL containing 0.1ug of
DNA samples and 10pm of each primer. For heterodu-
plex analysis, PCR products were denatured at 94°C for
10 min and then cooled at 4°C for 60 min to induce
duplex formation.” The hetero and/or homoduplexes
generated were rapidly loaded on a 10% non-denatur-
ing polyacrylamide gel in IXTAE buffer, run at room
temperature and visualized by ethidium bromide stain-
ing. In addition, the clonal nature of the PCR fragments
was confirmed by Gene-Scanning analysis according to
well-known procedures.”

Sequencing and CDR3 identification

Clonal products were eluted from the polyacryl-
amide gel and directly sequenced in an automated ABI
377 sequencer using Big-Dye terminators (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). In order to avoid
nucleotide misinterpretations because of Taq errors, all
products were sequenced twice using 5'VH, DH
primers or 3'JH primers. Germline VH, DH and JH seg-
ments from complete VDJH rearrangements were iden-
tified by comparison with the V Base® http://wwow.mrc-
cpe.cam.ac.uk/DNAPLOT and IGMT database®
htwp:/fimgt.cines.fr using on-line DNAPLOT (MRC Center
for Protein Engineering). DH and JH germline segments
from incomplete DJH rearrangements were identified
using the BLAST search in the DH-JH germline locus
sequence (accession number EMB/X97051, http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/blast/).

Once the segments had been identified, the N-Region
was highlighted for the ASO-primer design because of
its high specificity for each rearrangement.

Design of the ASO-primer

All ASO-primers were designed with Primer Express
version 1.0 (PE Biosystems) and OLIGO 6.1 software



(Molecular Biology Insights, Cascade, CO, USA) com-
plementary to the VH-DH or DH-JH junctional regions
and complied with the following recommendations: (i)
primer-dimer formation must have a AG lower than -
3.5 kecal/mol, (ii) the ASO primer should not have GC-
rich 3’ ends, (iii) melting temperature differences
between the ASO-primer and its corresponding JH
primer must be lower than 2°C, (iv) amplicon size must
always be lower than 170 pb, and v) the melting tem-
perature of the probe must be 5-10°C higher than that
of the primers to ensure strong binding of the probe
during the annealing phase.”

Evaluation of ASO-primer design

A qualitative PCR with the ASO-primer and the
respective JH intronic primer was carried out with sev-
eral dilutions of the patient’s diagnostic sample as a
positive control and buffy-coat DNA from healthy
donors as a negative control. A single band of the
expected size should be present in the patient’s samples
whereas nothing should appear in the buffy coat sam-
ple. In addition, dilutions of the original diagnostic sam-
ple had to provide the clonal band at the dilution of at
least 10°-10 (see below).

Real-time quantitative PCR (RQ-PCR)

For the RQ-PCR, the method of Verhagen et al. was
employed.® This method includes the use of an ASO
forward primer, together with one out of six reverse
primers complementary to the intron (JH1-JH6) and
one out of three JH consensus probes (JH 1-2-4-5, JH3
and JH6) depending on the specific JH segment used in
the rearrangement. Only cases meeting the criteria for
matching primers and probes according to Gonzalez et
al.® were included in the study. No specific probes were
considered because this would imply an unacceptable
increase in the costs. All reactions were carried outin a
25 L final volume, containing 12.5 UL of 2xTagman
Universal Mastermix (PE Applied Biosystems, Foster
City, CA,USA), including AmpErase uracil N-glycosy-
lase (UNG), 300 nM of each primer, 200 nM of probe,
and 600 ng of genomic DNA.

The two-step amplification protocol consisted of a 2
min incubation step at 50°C to digest PCR contamina-
tion products via UNG, 10 min at 95°C (inactivation of
UNG, denaturation of target DNA, and activation of
AmpliTaq Gold), followed by target amplification by
50 cycles of 10 s at 95°C and 30 s at 59-63°C (depend-
ing on each particular ASO-primer). Each ASO-primer
was tested at different annealing temperatures, ranging
from 59-63°C, in order to determine the maximum sen-
sitivity and specificity for each particular assay.
Fluorescence data were collected during the annealing-
extension phase of every cycle, using the ABI PRISM
7700 Sequence Detection System containing a 96-well
thermal cycler (PE Biosystems). All RQ-PCR experi-

Minimal residual disease in multiple myeloma

ments were performed in duplicate, except MRD sam-
ples that were processed in triplicate. The quality and
quantity of the DNA were assessed by RQ-PCR of the
albumin gene as previously described.*

Standard curve evaluation

To determine the amplification efficiency and the
sensitivity of the method, diagnostic DNA was diluted
in 10-fold steps into DNA from normal mononuclear
cells down to 10°. The dilution series was subjected to
RQ-PCR analysis together with appropriate positive
and negative controls (water and mononuclear cells).
The maximal sensitivity was defined as the last dilution
of diagnostic DNA in which at least one of the dupli-
cate dilution samples resulted in a positive fluorescent
signal with a maximal cycle threshold (CT) value of 40
cycles.” To consider an experiment as acceptable, the Y-
intercept had to be <40 and the slope higher than 3.0
and lower than 3.7. Based on the assumption that each
cell contains 6pg of DNA, the addition of 600ng of
DNA in each tube was considered to be equivalent to
the addition of 100.000 cells. Calculations were correct-
ed according to the percentage of tumor cells by flow
cytometry. The maximal theoretical sensitivity was cal-
culated to be between 10° and 5x107 (1 and 5 copies per
tube, respectively).

Quantification of MRD by flow cytometry analysis

The number of plasma cells present in the bone mar-
row at diagnosis was assessed by flow cytometry using
a validated immunophenotypic approach.” The same
sample used for molecular studies was used for
immunophenotypic analyses. The panel of monoclonal
antibodies in quadruple combinations included:
CD38/56/19/45, CD138/28/33/38 and CD20/117/
138/38. Plasma cell phenotypic aberrations were identi-
fied at diagnosis and then used as patient-specific
probes for follow-up analyses.

To increase the level of sensitivity of the technique,
we used a two-step acquisition procedure in which up
to 2x10° cells were acquired through a specific /ive-gate
drawn on SSC/CD38*+/CD138" cells. In all cases, an
FL1/FL2/FL3 isotype-matched negative control CD38
for antigen-positive cells was used to evaluate specifi-
cally the autofluorescence level of the plasma cells.” For
data analysis, Paint-A-Gate software (Becton
Dickinson, San José, CA, USA) was used according to
well established methods.” The main variable evaluat-
ed in this study was the percentage of phenotypically
aberrant MM-plasma cells in the whole bone marrow.

Statistical methods

To estimate the statistical significance of the differ-
ences observed between means, the Mann-Whitney U
and Kruskal-Wallis tests were employed, using the
SPSS statistical software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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Table 1. Clinical and biological characteristics of the patients.

At diagnosis At transplant

N=24 N=24
Age (years) 58+9.8 59+9.7
Hemoglobin (g/dL) 10.3+2.5 11.4+1.3
Platelets (x10°/L) 204+718 22312
Leukocytes (x10°/L) 6.7+2 7+2.3
Creatinine >2 mg/dL 22% 4%
ECOG score > 2 59% 8%
Extramedullary involvement 16% 0%
Presence of Iytic lesions 79% 75%
Hemoglobin <8.5 g/dL 30% 17%
Lactate dehydrogenase >460 U/L 0% 0%
Albumin <3.5 g/dL 50% 29%
Monaclonal proteinuria 54% 0%
Calcium >11.0 mg/dL 18% 0%
[B-microglobulin > 6 mg/mL 29% 4%
C-reactive protein > 6mg/dL 19% 0%
13q monosomy (assessed by FISH) 47% NA
S phase plasma cells >1.8% 29% NA
Response Status Pre-Transplant Post-Transplant
Complete remission, negative IFX 17% 58%
Complete remission, positive IFX 13% 41%
Other 70% 0%

Results expressed as median+standard deviation. IFX, immunofixation.

The y’ test (cross-tabs, SPSS) was used for comparison
of dichotomous variables between groups. The rela-
tionship between percentages of plasma cells detected
by flow cytometry and RQ-PCR was evaluated
through linear regression (Regression SPSS).

Survival curves were plotted according to the method
of Kaplan and Meier, and compared using the log-rank
test (survival SPSS). Those variables displaying a signif-
icant association with survival in these analyses
(»<0.05) or those for which prior studies had demon-
strated a prognostic value were included in a multiple
regression analysis (Cox regression, SPSS). The model
was tested both by including the variables in a contin-
uous fashion (continuous model) and by grouping them
into categories (dichotomous model). This analysis was
carried out using the ENTER method, since the stepwise
method could not be applied due to the scanty number
of events occurring in this series.

Results

Patients’ characteristics and applicability of
techniques

Fifty-three patients were initially included in the
study (all had achieved complete or near-complete
remission following autologous peripheral blood stem
cell transplantation and bone marrow samples at diag-
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nosis and 3 months post-transplant were available for
all of them). Five were directly excluded from the study
because they did not display an immunophenotypic
pattern different from that of normal plasma cells, and
therefore could not be used for immunophenotypic
MRD investigation (90% applicability). For the remain-
ing 48 patients, 16 were lost due to pre-analytical prob-
lems: four cases due to degraded diagnostic DNA, three
because of insufficient diagnostic DNA to construct the
standard curve, and nine because of insufficient tumor
cells at diagnosis to provide a good PCR product to be
sequenced. Only 24 of the 32 cases remaining fitted the
criteria to be valid in molecular studies for MRD inves-
tigations (applicability of 75%). The reasons for with-
drawing these eight cases were that three did not
amplify any IgH rearrangement, three lacked a long
enough N-region to design an ASO-primer, and two
had mutations either in the probe or in the JH intronic
primer. Alternative primers using the somatically
hypermutated region always provided non-specific
amplifications in healthy samples. As shown in Table 1,
the patients’ characteristics were similar to those
reported for other transplant series with good response.
It should be noted that all but one patient had stage
/I MM.

ASO0-RQ-PCR and flow cytometry

For ASO-RQ-PCR analysis, a VDJH rearrangement
was used in 10 cases and a DJH rearrangement in the
remaining 14. Clonotypic cells were undetectable by
RQ-PCR in 7 patients — MRD-negative cases, while in
the remaining 17 patients (71%) 20.001% tumor cells
(21 myelomatous cell per 10° residual normal hemato-
poietic cells) could be detected (MRD-positive). MRD
status detected by RQ-PCR correlated with the immu-
nofixation status. Thus, when immunofixation was
used to define complete remission, 62% of patients had
results consistent with those of RQ-PCR studies, but
34% of patients were found to have positive MRD by
RQ-PCR but were immunofixation negative; on the
other hand, there was one patient (4%) who was
MRD-negative by RQ-PCR but did have a positive im-
munofixation test (Figure 1A). It is plausible that the im-
munofixation would have changed to a negative result
later. Unfortunately, this patient died from delayed
veno-occlusive disease four months after transplant.
The median percentage of tumor cells present in the
bone marrow three months after transplant in MM
patients achieving complete remission was 0.043%,
with a range between 0 and 1.61 (mean 0.29%, SD
0.51%).

In order to discriminate between patients with high
or low MRD at this time point, we established a thresh-
old level of 0.01% (presence of more or less than one
tumor cell within 10° normal cells): eleven patients had
MRD <0.01% (low MRD) while thirteen had >0.01%
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15 consistent results

E Both PCR and IFX positive: 9 cases (37%)
(63%)

24 Both PCR and IFX negative: 6 cases (25%)
patients
PCR (+) and IFX (-): 8 cases (33%)
9 inconsistent results [
(38%) PCR (-) and IFX (+): 1 cases (4%)
B ASO-RQ-PCR versus flow cytometry
Both PCR and FCM negative: 7 cases (29%)
18 consistent results E
2 (75%) Both PCR and FCM positive: 11 cases (46%)
patients PCR (+) and FCM (-): 6 cases (25%)
6 inconsistent results [
(25%) PCR () and FCM (+): 0 cases (0%)
c Immunofixation versus flow cytometry
Both FCM and IFX positive: 6 cases (25%)
15 consistent results E
o (62%) Both FCM and IFX negative: 9 cases (37%)
patients

FCM (+) and IFX (-): 5 cases (21%)

9 inconsistent results [
(38%) FCM (-) and IFX (+): 4 cases (17%)

Figure 1. Comparison between minimal residual disease detection
by RQ-PCR, flow cytometry (FCM) and immunofixation (IFX) three
months after transplantation. In this figures, no cut-off point of
0.01% has been considered, so any detection of MRD is consid-
ered positive.

(high MRD). Regarding the predictive value of the
MRD detected by RQ-PCR, the presence of a low MRD
was associated with a longer progression-free survival.
Thus, patients with less than <0.01% residual clonal
cells displayed a progression-free survival of 34 months
as compared to only 15 months for patients with a
higher MRD level (p=0.042)(Figure 2A). Interestingly,
other cut-off values, such as 0.1% were also predictive
of the outcome of the patients (data not shown). It is
important to note that there were two extramedullary
relapses within the group with low MRD and that
these were not predicted with this methodology. If
these cases were excluded, the prognostic discrimina-
tion power of RQ-PCR was higher (p=0.019). By con-
trast, immunofixation status did not allow discrimina-
tion between two different risk categories (Figure 2B).
As far as flow cytometry was concerned, immunophe-
notypically aberrant plasma cells were undetectable in
13 cases (54%, MRD-negative cases), while in 11
patients (46%) more than 0.01% tumor cells were
detectable by flow cytometry (MRD positive cases). In
comparison with ASO-RQ-PCR, the level of tumor
cells detected by flow cytometry was very similar,
ranging between 0 and 1.60 (mean 0.29%, SD 0.48%).
Although six cases were negative by flow cytometry
but positive by RQ-PCR (Figure1B), the number of
clonal cells present in these cases was very low (medi-
an 0.014%, range 0.001-0.11%). Actually, as shown in
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Figure 2. Progression-free survival curves according to the resid-
ual disease evaluation. A: based on MRD by RQ-ASO-PCR; B:
based on immunofixation and C: based on MRD by flow cytome-
try. Discrimination between groups of risk according to MRD was
made using a cut-off point of 0.01% (10*).

Figure 3, when the number of residual tumor cells
detected by both techniques was compared in each
individual case, the degree of correlation was very high
(R=0,861). In addition, MRD detected by flow cytome-
try provided a very similar predictive value to that
observed with ASO-RQ-PCR, with survival curves
almost parallel (Figure 2). Thus, patients with <1 immu-
nophenotypically aberrant plasma cells per 10,000 nor-
mal cells displayed a longer progression-free survival
than those with a higher MRD (27 vs.10 months,
p=0.05; Figure 2C). FCM did not provide a signficant
value, although when considering all patients able to be
followed (n=48) the p value was largely <0.05.
Interestingly, as with RQ-PCR, other MRD threshold
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Figure 3. Relationship between flow cytometry (FCM) and ASO-RQ-PCR results of the number of tumor cells in the bone marrow of myelo-

ma patients three months after transplantation.

values such as 0.1% were also predictive of progres-
sion-free survival. There were some patients with dis-
crepant results between flow cytometry and RQ-PCR:
three patients had <10* tumor cells detected by flow
cytometry and >10* by RQ-PCR. Two of them had
already relapsed while the other one is still free of pro-
gression. The two relapses were both conventional (M-
component increase) and all patients were alive at the
time of closing this study. Analyzing factors influencing
the outcome of these patients, only two parameters
were found to be associated with a shorter progression-
free survival: advanced age (260 years) and high MRD
level detected by RQ-PCR or flow cytometry. Other
factors (including cytogenetics, B-2-microglobulin and
percentage of S-phase plasma cells) did not achieve a
significant predictive value, probably because of the
strict patient selection criteria, especially that of includ-
ing only patients achieving complete remission.

Discussion

We evaluated the utility of MRD investigations in
bone marrow samples from MM patients achieving
complete remission after high-dose therapy and autol-
ogous stem cell transplantation, in order to ascertain
whether MRD assessment could contribute to a better
definition of the quality of response and to determine
its predictive value for relapse. For this purpose, we
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used and compared two different methodologies: ASO
RQ-PCR and flow cytometry. This is the first study in
which the clinical utility of ASO RQ-PCR is evaluated
in a homogeneous series of transplanted MM patients,
as well as the first time in which ASO-RQ-PCR is
directly compared with flow cytometry. Our results
show that both methodologies, ASO-RQ-PCR and
FCM, may help to discriminate two risk categories of
MM patients, based on the level of residual clonotypic
or aberrant plasma cells (> or 10% high and low risk),
showing significantly different outcomes. Using multi-
parametric flow cytometry, our group has previously
demonstrated that, in MM patients achieving remission
after autologous peripheral blood stem cell transplanta-
tion,* the persistence of >1 aberrant plasma cell with-
in 10,000 total BM cells is associated with a shorter pro-
gression-free survival. In addition, the recovery of a
favorable ratio between normal and myelomatous plas-
ma cells predicts a better outcome after transplanta-
tion,” an observation recently confirmed by others.”
The prognostic relevance of PCR investigations of
MRD is less clear. Several groups, including our own,
have found that the detection of IgH clonal rearrange-
ments with low sensitive qualitative approaches such
as heteroduplex and PAGE or fingerprinting, predicts a
poorer outcome in patients undergoing autologous
stem cell transplantation.®** However, contradictory
results have been reported when more sensitive tech-



niques, such as ASO-PCR; are used. Thus, while some
groups have found that patients achieving PCR-nega-
tivity had prolonged progression-free survival after allo-
geneic or autologous transplantation,*®*' other studies
have found that clonotypic cells persist in virtually all
MM patients after autologous stem cell transplantation,
which prevents different risk populations from being
differentiated.™” This problem could be resolved by
quantifying PCR results. However, only two quantita-
tive studies with ASO-PCR have been reported in MM
patients undergoing autologous peripheral blood stem
cell transplantation. Bakkus ef /., using a semi-quanti-
tative ASO-PCR approach based on the limiting-dilu-
tion method, analyzed a total of 64 patients, although
only 15 were in complete remission at the time of eval-
uation. A threshold MRD level of 0.015% was estab-
lished as being optimal for distinguishing between risk
groups of patients. Fenk et al.” used the RQ-ASO-PCR
technique to evaluate the bone marrow obtained
before transplantation in 11 MM patients undergoing
autologous peripheral blood stem cell transplantation.
An IgH/B: actin ratio >0.03% was able to predict a
shorter progression-free survival independently of the
clinical response. It should be noted that the cut-off val-
ues identified in these two studies are very similar to
the 10 threshold used in the present study to separate
high MRD from low MRD. However, in our study we
found that several other less restrictive cut-off values
(0.1%) also allowed risk categories to be established,
indicating that the higher the MRD level the higher the
risk of relapse. Interestingly, these cut-off points are the
same as those identified by immunophenotyping.?®
Moreover, survival curves derived from both tech-
niques (RQ-ASO-PCR and flow cytometry) were
almost identical. Therefore, according to these results a
possible goal for new treatment strategies for MM
would be to reach a residual tumor load below 10+
Examining the advantages and disadvantages of ASO-
RQ-PCR and flow cytometry techniques for MRD
detection, the former has the advantage of identifying
all clonotypic cells, including not only the plasma cells
but also earlier precursor clonal B cells. However, a
clonal result gives no definitive proof of malignant
potential and it does not necessarily predict outcome.*
Accordingly, six out of 13 RQ-PCR-positive patients did
not relapse despite showing significant levels of tumor
cells. By contrast, flow cytometry just focuses on the
plasma cell compartment, while precursor tumor cells
go undetected. This could explain why there were six
patients in whom ASO-RQ-PCR detected very low
numbers of tumor cells while flow cytometry was
unable to detect any aberrant malignant cells. Despite
this, as previously mentioned, both techniques yielded
almost identical progression-free survival curves, using
the same threshold level for discrimination of MRD risk
groups. On the other hand, the applicability of flow
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cytometry (>90%) is significantly higher than that of
PCR (275%) despite the use of highly standardized
DNA V(D)] amplification methodologies® and the use
of alternative targets such us DJH rearrangements.’
Reasons for molecular failures were: short N-region
(13%) and unamplifiable IgH rearrangement presum-
ably due to somatic VH hypermutation (13%) or JH
hypermutation (8%). Several experiments to improve
this applicability failed to provide positive results.
Thus, the main reason for molecular analysis failures
was an inadequate diagnostic sample. Another impor-
tant problem of molecular studies is that they are time
and labor-consuming methodologies that provide a rel-
atively modest advantage in clinical terms compared to
flow cytometry. Thus, only two patients (10%) were
allocated to the high-risk group by using ASO-RQ-PCR
rather than flow cytometry.

In conclusion, investigation of MRD by quantitative
ASO RQ-PCR in bone marrow of MM patients achiev-
ing complete remission after autologous stem cell trans-
plantation provides relevant information on residual
tumor load with a significant impact on the risk of
relapse. However, other MRD techniques, such as mul-
tiparametric flow cytometry, yield similar prognostic
information with the advantage of being easier and
quicker and probably applicable to a higher number of
patients. Thus, it is reasonable to think that flow
cytometry will be the routine technique for assessing
MRD in MM in clinical practice, but to reach this goal,
additional studies including larger numbers of patients
and longer follow-up are required. At the moment, we
can say that real-time PCR and flow cytometry are
complementary techniques in MRD evaluation for
MM. Both techniques show that decreases in the bone
marrow tumor load below 1 malignant cell per 10.000
total bone marrow cells could be used as a target for the
definition of a molecular/immunophenotypic complete
remission.
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Monitoring multiple myeloma patients for relapse re-
quires sensitive methods to measure minimal residual
disease and to establish a more precise prognosis. The
present study aimed to standardize a real-time quantita-
tive polymerase chain reaction (PCR) test for the IgH
gene with a JH consensus self-quenched fluorescence
reverse primer and a VDJH or DJH allele-specific sense
primer (self-quenched PCR). This method was com-
pared with allele-specific real-time quantitative PCR test
for the IgH gene using a TagMan probe and a JH con-
sensus primer (TagMan PCR). We studied nine multiple
myeloma patients from the Spanish group treated with
the MM2000 therapeutic protocol. Self-quenched PCR
demonstrated sensitivity of =10"* or 16 genomes in
most cases, efficiency was 1.71 to 2.14, and intra-assay
and interassay reproducibilities were 1.18 and 0.75%,
respectively. Sensitivity, efficiency, and residual disease
detection were similar with both PCR methods. TagMan
PCR failed in one case because of a mutation in the JH
primer binding site, and self-quenched PCR worked
well in this case. In conclusion, self-quenched PCR is a
sensitive and reproducible method for quantifying re-
sidual disease in multiple myeloma patients; it yields
similar results to TagqMan PCR and may be more effec-
tive than the latter when somatic mutations are present
in the JH intronic primer binding site. (J Mol Diagn
2006, 8:364-370; DOI: 10.2353/jmoldx.2006.050101)

The configuration of immunoglobulin (Ig) genes shows a
post-follicular origin in multiple myeloma plasma cells;
these cells are somatically hypermutated and present no
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intraclonal variation or class-switching.! After stem cell
transplantation, 30 to 40% of multiple myeloma (MM)
patients achieve complete remission (CR) with negative
immunofixation, although most of them ultimately re-
lapse.?2 Monitoring of MM patient response to treatment
has been classically based on the detection and quanti-
fication of patient M serum component. Accordingly,
more sensitive methods are necessary to measure mini-
mal residual disease (MRD) and to establish a more
precise prognosis. Immunophenotypic flow cytometry
studies of myelomatous plasma cells and the current
molecular strategies are highly sensitive, allowing the
detection of very low levels of MRD. However, both strat-
egies have limitations.*~8

Several real-time quantitative IgH polymerase chain
reaction (PCR) assays have demonstrated optimal results
for tumor burden quantification after treatment in patients
with several hematological malignancies, including mul-
tiple myeloma.*>°~'2 A major problem in multiple my-
eloma real-time PCR quantification is hypermutation in
the VDJH rearrangement.

Measuring MRD by allele-specific oligonucleotide (ASO)
real-time quantitative PCR for the IgH gene (IgH RQ-PCR)
could be a good strategy to evaluate molecular response
and its prognostic importance in MM patients who show
complete remission on the immunofixation test.** Usually,
ASO primers are targeted to the VDJH junction, and the
TagMan probe and reverse primer are targeted to JH con-
sensus and intronic regions. In this situation, it is possible
that the consensus primers and probe coincide with a so-
matically mutated JH segment. If this happens, the primer
and/or probe will be mismatched, and PCR efficiency will
be dramatically reduced.®

The fluorescent techniques used in PCR-based detec-
tion are various: linear hydrolysis probes (TagMan
probes), hybridization probes, fluorescence resonance
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energy transfer-labeled oligonucleotides, molecular bea-
cons, DNA-binding dyes (SYBRGreen), etc. A way to
simplify real-time IgH gene PCR in postfollicular B malig-
nancies is to avoid using a probe or to employ shorter
probes. In this sense, several methods like SyBGreen or
short consensus probes have been proposed and
Used.13’14

Nazarenko et al'® developed a novel fluorescent
primer design that labeled primers with a single fluoro-
phore on a base close to the 3" end. This technique does
not require a quencher but is still suitable for real-time
quantification and has demonstrated good results in
quantifying c-myc, interleukin-4 cDNAs, and some refer-
ence genes. Other authors have used this approach to
quantify the gene expression in neural precursors'® and
to detect a gastroenteritis virus gene.'” But before now,
this technique had never been used for IgH gene
quantification.

The present study aimed at standardizing an ASO
RQ-PCR test for the IgH gene with a JH consensus self-
quenched fluorescence reverse primer and a VDJH or
DJH allele-specific sense primer, called self-quencher
PCR here, to quantify residual disease in MM patients
after high-dose chemotherapy and then during follow-up.
Results provided with this methodology were also com-
pared with ASO IgH RQ-PCR using the TagMan probe
and JH consensus primer, which we will call TagMan
PCR.°

Materials and Methods

Patients and Samples

Bone marrow samples from nine MM patients were re-
cruited for this study. All patients were treated according to
the MM2000 therapeutic protocol proposed by the Grupo
Espafiol de Mieloma. This protocol consists of four cycles of
VBCMP/VBAD (vincristine, BCNU, cyclophosphamide, mel-
phalan, prednisone/vincristine, BCNU, adriamicine, and
dexamethasone) alternate chemotherapy regimen followed
by high-dose melphalan and autologous peripheral blood
stem cell transplantation. All patients included in the study
were in CR after transplantation. CR was defined by the
electrophoretic disappearance of the M-component in both
serum and urine (confirmed in two different samples ob-
tained at an interval of 6 weeks), absence of soft-tissue
plasmacytomas, a normal serum calcium concentration,
stable skeletal disease, and less than 5% plasma cells in
the bone marrow.®

The nine patients were randomly selected from a se-
ries of 57 patients achieving CR as previously defined, in
whom the VDJH or DJH monoclonal rearrangement had
been fully identified. The sequences of each rearrange-
ment junction, ASO primers, and JH probes and primers
are shown in Figure 1.

Methods

Patient samples were studied at diagnosis and at the time
of the patient’s best response to autologous peripheral
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blood stem cell transplantation. Genomic DNA was iso-
lated from 2 ml of bone marrow aspirates from each
patient. High molecular weight DNA was isolated by stan-
dard proteinase K digestion, phenol-chloroform extrac-
tion, and ethanol precipitation or automatic extraction
with Magnapure (Roche Applied Science, Mannheim,
Germany) based on magnetic bead technology.

Identification of the IgH clonal population was made
according to the BIOMED Il protocol."® PCR product
was directly sequenced first with the JH consensus
primer and later with the VH primer, in an automated
ABI 3100 Avant DNA sequencer using Big-Dye 3.1
terminator (Applied Biosystems, Foster City, CA).
Germline VH, DH, and JH segments from complete
VDJH rearrangements were identified by comparison
with the V Base23 (http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/)
and the International ImMunoGeneTics Information
System database (http://imgt.cines.fr) using online
DNAPLOT. Germline DH and JH segments from incom-
plete DJH rearrangements were identified using the
BLAST search in the DH-JH germline locus sequence
(accession no. EMB/X97051; http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/blast/) (Figure 1). The allele-specific primer for the
CDRS region of the IgH gene was designed according
to previously described instructions.®

Self-Quenched PCR

The alternative method for assessing MM patient re-
sponse to therapy was RQ-PCR with a consensus fluoro-
genic mono-labeled primer. This method used the same
5" allele-specific primer targeted for the VDJH or DJH
CDR3 region as the TagMan real-time PCR. The JH con-
sensus primer designed by van Dongen et al'® was mod-
ified to design the self-quenched primer. The consensus
JH primer consisted of a 3’ primer labeled with a fluores-
cent dye and modified according to the general thermo-
dynamic conditions previously described for the self-
guenching primer in the Oligo 6 program™® (W. Rychlik,
Molecular Biology Insights, Cascade, CO; http.//www.
oligo.net): the presence of either a C or G as the terminal
3’ nucleotide of the primer and the fluorophore 6-FAM
being attached to the last T base from the 3" end of the
primer. The last step was the addition of a 5’ tail, which is
a complement sequence to the 3’ end and thus forms a
hairpin. The AG in the stem of the hairpin primers ranged
from —1.6 to —5.8 kcal/mol.’® The final sequence of
the self-quenched primer was GGTCACTTACCTGAG-
GAGACGGTGACC (the primitive primer sequence is un-
derlined, the 5'tail is represented in italics, and the posi-
tion in which the fluorophore 6-FAM was attached is
printed in bold type). The AG of the complementary se-
quence in the hairpin stem was —3.4 kcal/mol.

TagMan PCR

Real-time quantitative PCR of the IgH gene was per-
formed with TagMan probes, using the previously pub-
lished TagMan and JH consensus primers® and with the
VDJH or DJH rearrangements as targets. This method was



366 Martinez-Lopez et al
JMD July 2006, Vol. 8, No. 3

#1822, DH4-23JH4B

TGACTACGGTGGTAACTCCtgtcggGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTI.GQEAC_CQICICQICAGQIAAGJ\%ACCTCTCTCCTGCTTTAACTCTG
0000000 cccccccce ] EEEEEEEEEEEEEEEEEER

#10084.DH1-26JH3B

GGTATAGTGGGAGCTAcaTTACgt&TG TTTTGATATCTGGGGCCAAGGGACAAT GRTCACCGTCTCCTCAGGTA AGRGTAAGATGGCTTTCCTTCTGCCT

0000000000000 00 ] ‘lllllllllllllllllllllll

#10305.DH1-26JH4B

g

GGTATAGTGGGAGCTACTAC tcttgggtggaataagagaaccgaagt ACTACTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTlQQJIZAC_C_GlCEQEAG_GIAAG_l
|

o.o..o.o-.o.o.>

ACAACCTCTCTCCTGCCTTTAACTCTG

#10160.DH6-25JH5B

g

GAAGCTGTCTGTGTCGCAGTCGGGTATAACAGCGCCTacccgtACAACTGGTTCGTTCGACCCCTGGGGCCAGGGAACCCT m‘
I

GGTAAG|TCCcCACCACCCCCTCTCT

#13349.DH1-14JH4B ﬂ

GGTATAACTGGAACCACcttcgcccc&aTGACTACTGGGGCCGGGAACCCTLGGICAQQGICIC.CICAGGIGAGJTCCTCAC‘AACCTCTCTCCTGCTT
00000 ccccce . ] EEEEEEEEEEEER

TAACTCTG

‘ (R LR L]

#7509VH4-3DH3-10JH4B

GGCCGTCTACTACTGTG ccagagcaﬁTTACTATGGTTCGGGAAGTTAT GCTGCCTTTGACTTCTGGGGCCAGGGAACCCT b_G_T_QACQQlClC_ClQAGﬁﬂ
®0000000000000000 0 . ]

CCTCACAACCTCTCTCCTGCTTTAACTCTG

[ | ‘IIIIIIIIIIIIIIIIIII

#2262DH6-13JH4B

GTCTGTGTCACAGTGetgttgccacg TAGCAGCAGCTGGaceggyy CTACEGGGCCAGGGAACCCTLG_GIQAC_C_GICI_CQIQAGQIAAGJTCCTCA%IAACC
ccececececscne I an
TCTCTCCTGCTTTAACTCTG
‘IIIIIIIIIIIIIII
#9985VH3-11DH7-27JH3A
TGTGCGAGAGA ngtgtgggaagccaageﬁTGGGGcgg TGCTTTTGATATCTGGGGCCAAGGGACAAT bgTQAQQQTQTQ;TQAQQEAé ATGGgT TTC
e0ec0cccccccce ] EEEEEEEEN]
CTTCcGT
‘ (R Y]
#4526VH DH6-19JH5B
TGTGCGA aaatgGGaTATgcCAGTGctTGGcccgtc; TtTGACTcCTGGGGCCAGGGAACCCa kGlQAC_C_GlCE_ClQAQﬂaAGjCCTCA%ACCTCTC
ceccscccscne N mmmms
TCgTaC TTTAAGTCTG

‘IIIIIIIIII

Figure 1. Patient rearrangements and oligonucleotide sequences. Junction regions VDH, DHJ, or both are indicated with vertical arrows. N nucleotide insertions
and somatic mutations are represented in lowercase letters. Allele-specific and JH intronic primer are underlined with dotted lines, probe sequences are
underlined with black lines, and the self-quenched sequence is inside the rectangle. All cases have been sequenced using the JH consensus primer. Cases
10160, 9985, and 4526 (cases that did not work) have also been sequenced using the next JH intronic primer just downstream to study the mutations present in
the probe and primer binding sites.

the control, and its protocols were adapted to the Light region was designed for each individual patient, a specific
Cycler system (Roche Applied Science, Mannheim, Ger- TagMan probe for the JH family and a 3’-specific JH intronic
many). A 5" allele-specific primer in the VDJH or DJH CDR3 primer for the JH family were used for all patients.
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Figure 2. Scheme and standard curves of two methodologies. A: Example of TagMan PCR. Amplification curves of one patient’s diagnostic sample, several
dilutions to calculate standard curve, the sample after treatment (MRD), and the sample at the time of the relapse. NTC, nontemplate control. B: Example of
self-quenched PCR. C: Melting curves in one self-quenched method case. There are two different melting temperatures: 84°C for the specific fragments (B) and

77°C for the nonspecific fluorescence (A).

Control Genes

Two different control genes were used for quantifica-
tion result normalization: B-actin for the Tagman PCR
method®® and thromboxane A (TXA) for the self-
quenched PCR, because the p-actin gene was not ame-
nable to the modifications necessary to produce a self-
quenched primer.'® The TXA forward primer sequence
was modified according to the rules described above for
self-quenched primer design. The primer sequences
were TXAF, 5'-GGACTGCCCGACATTCTGCAAGTCC-3’
and TXAR 5'-GGTGTTGCCGGGAA GGGTT-3'. The AG
of its complementary sequence was —1.9 kcal/mol.

PCR Conditions

Real-time PCR reactions were performed in a Light
Cycler system using Fast Start Light Cycler TM DNA-
Master containing Tag-polymerase, reaction buffer, and
dNTPs. All reactions were performed in a 10-uL volume
with 500 ng of genomic DNA, 300 nmol/L each primer,
200 nmol/L TagMan probe, and 4 mmol/L MgCl,. To

optimize self-quenched PCR, it was necessary to adjust
the primer concentration between 200 and 1000 nmol/L;
the optimum concentration was 300 nmol/L in seven
cases, 500 nmol/L in two cases, and 250 nmol/L in one
case. For TXA PCR, the optimum primer concentration
used was 500 nmol/L.

Cycling conditions were 10 minutes at 95°C for initial
denaturation followed by 45 cycles of 0 seconds at 95°C
and 30 seconds at 60°C. An annealing temperature of
65°C was used in two cases of ASO-PCR for the self-
quenched PCR and also for the self-quenched PCR for
the TXA gene. When self-quenched primer was used, the
PCR products were subjected to a melting cycle with a
cooling ramp rate of 0.2°C/seconds from 95 to 70°C, with
continuous monitoring of the fluorescence ratio to estab-
lish the Tm of the amplified fragment (Figure 2).

The diagnostic DNA from each patient was serially
diluted down to 10~° in 10-fold increments into polyclonal
DNA from healthy individuals (Figure 2). Standard curves
were calculated using these dilutions. Successful RQ-
PCR was assessed according to a standard curve with a
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Table 1. Results of MRD Calculated by Two Methods
No. Efficiency Slope Sensitivity r MRD Copies/cells
1822 TagMan 214 —3.03 5x107° —0.98 28 x 1074 4
1822 Self-q 1.92 —3.54 5x107° -1.00 3.8 x 1074 4
10084 TagMan 1.74 —-4.14 5x 1074 —-0.99 1.2 x 1072 4
10084 Self-q 2.12 -3.07 -0.99 5.6 x 1072 8
10305 TagMan 1.99 -3.35 5x10°° -1.00 6.6 X 102 4
10305 Self-g 1.71 —4.29 -0.99 2.7 x 1072 8
10160 TagMan 1.95 -3.45 -0.99 N.R. -
10160 Self-q 1.59 —4.97 —0.98 N.R. -
13349 TagMan 2.88 -2.18 -0.98 1.3 X 1072 8
13349 Self-q 1.89 —3.63 5x 1074 -0.99 1.8 X 1072 16
7509 TagMan 2.26 —2.82 —-0.99 22 x 10°# 8
7509 Self-q 2.01 -3.3 5x 1074 -0.98 1.9 x 1074 16
2262 TagMan 2.13 —3.04 5x 1074 —-0.99 75 %x 101 16
2262 Self-q 2.05 -3.21 5x 1074 -0.99 7.1 x 107" 16
9985 TagMan -0.96 N.A. -
9985 Self-q 2.14 -3.08 -1.00 N.A. 8
4526 TagMan —0.88 N.R. -
4526 Self-q N.R. -

Characteristics of standard curves, sensitivity and efficiency in every case. r, correlation coefficient; N.A., results not available because there is no

MRD sample; N.R., no results because of technique failure.

correlation coefficient (r) of at least 0.98, and the specific
fluorescence quantification was calculated with the aid of
the Light Cycler software v3.01. PCR efficiency was cal-
culated according to the formula: PCR £ = 10~ /store,
Relative quantification of MRD was performed according
to the following formula from Pfaffl et al.®’

|g HMRD = (ElgH)ACTlgH(D\agnosis-MRD)/

(E )ACT (Diagnosis-MRD)
control control

Intra- and interassay reproducibility was assessed by
repeating the same experiment five times. Maximal sen-
sitivity was defined as the last dilution of diagnostic DNA
in which at least one of the duplicate dilution samples
gave a positive fluorescent signal with a maximum C+
value of 40 cycles. This C; value had to be at least three
cycles lower than the C+ values found in any unspecific
amplification with polyclonal DNA.

When the ASOVDJH or DJH PCR for both techniques
failed (sensitivity below 5 X 10™* or a slope =4), a larger
fragment using the JH intronic primer just downstream
was amplified and sequenced to find possible mutations
in the probe or the JH binding site. The MeltCalt program
was used to estimate the changes that somatic mutations
produced in the ATm for each probe and primer in VDJH
rearrangements.??

Results

In six of the nine patients, it was possible to calculate the
MRD with both methods using standard curves. The pa-
rameters of the standard curves and results for each
case are shown in Table 1.

Self-Quenched PCR

Self-quenched PCR worked in seven cases. The sensi-
tivities of the standard curves varied from 5 X 10~ 4, or 16
copies of the target gene, to 5 X 107>, or 4 copies of the

target gene. This is based on the assumption that a cell
contains 6.25 pg of DNA and the fact that 0.5 ng of DNA
was used per test. PCR efficiencies varied from 1.71 to
2.14 (Table 1). Intra-assay reproducibility for the cycle
threshold (Ct) of 8800 copies had a mean and SD of
31.72 = 0.13, reflecting a coefficient of variation (CV) of
0.43%, whereas the interassay reproducibility for the Ct
of 8800 copies was 31.86 + 0.41 and CV 1.3%. A melting
curve was performed at the end of PCR cycling to check
the specificity of the amplifications. The Tm for specific
products varied from 76 to 83°C. Unspecific amplifica-
tions due to primer dimmer formation were identified by
the presence of different melting peak Tms (Figure 2).

The control gene for this approach was TXA gene,
modified as a self-quenched primer as previously de-
scribed in Methods. The efficiency of the self-quenched
PCR for the TXA gene was 1.87, the slope was —3.67,
and the correlation coefficient was equal to 1. The mean
and SD for the intra-assay reproducibility of the 16,600
copy Ct was 26.67 = 0.38, with a CV of 1.45%, and the
interassay reproducibility for the 16,600 copy Ct was
28.26 = 0.56 and CV was 2%.

TagMan PCR

TagMan PCR worked in six cases. The sensitivities of the
standard curves ranged from 5 X 10~4, or 16 copies of
target gene, to 5 X 107°, or 4 copies of target gene. PCR
efficiencies ranged from 1.74 to 2.88. Intra-assay repro-
ducibility for the 8800 copy Ct had a mean and SD of
29.10 = 0.31, reflecting a CV of 1.05%; and interassay
reproducibility for the 8800 copy Ct was 29.79 + 0.8 and
CV was 2.8%.

This approach used B-actin as the control gene. Each
primer (0.3 uwmol/L) and a 60°C annealing temperature
were used for this PCR. The efficiency was 1.96, the
slope was —3.41, and the correlation coefficient was
equal to 1. The intra-assay reproducibility for the 16,600
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copy Ct had a mean and SD of 24.82 + 0.08, reflecting a
CV of 0.35%, and the interassay reproducibility for the
16,600 copy Ct was 23.52 + 0.27 with a CV 1.16%.

The Comparison of Self-Quenched and
TagMan PCR

Sensitivity ranged between 5 X 1074 and 5 X 107° with
both methods. The TagMan probes provided better sen-
sitivity in three patients whereas the self-quenched
primer was more sensitive in a different patient (Table 1).
PCR efficiency ranged from 1.71 to 2.14 using the self-
quenched primer and between 1.74 and 2.88 using the
TagMan probe (Table 1).

In one case, the self-quenched primer technique was
effective, but the TagMan probe technique failed, while in
another two cases, the efficiency and/or sensitivity were
inadequate with both methods.

Minimal residual disease could be measured with both
methods in six of nine patients. Results were similar in all
six patients, and these all had the same MRD logarithm
with the two proposed methods (Table 1).

Causes for Unsuccessful ASO RQ-PCRs

As previously mentioned, the efficiency and sensitivity of
PCR were inadequate in three cases. This was due to the
presence of somatic mutations in the target for the probe,
the JH intronic primer, or the JH self-quenched primer
(Figure 1).

In case 9985, the self-quenched PCR provided good
results, but the TagMan PCR approach did not work. The
VDJH sequence revealed that zone binding with the JH
intronic primer had two mismatches that produced a
ATm of 9.8°C. In this case, the self-quenched approach
yielded a correct amplification despite the presence of a
mismatch in its primer binding zone. This mismatch pro-
duced a ATm of 3.6°C.

In another case, 4526, the TagMan approach had a
total of six mutations, three in the probe, and three in the
JH intronic primer binding site with a ATm of 14.9°C. The
self-quenched primer binding site had one mutation with
a ATm of 3.4°C, but it was located just at the 3’-terminal
nucleotide of the primer.

Finally, case 10160 had a somatic mutation in the JH
intronic primer binding site resulting in a ATm of 8.5°C,
which explained the very low sensitivity for the TagMan
approach. In this case, the self-quenched method did not
work either. The JH self-quenched primer binding site
showed only one mutation with a ATm of 5°C and did not
show primer dimer formation. This ATm, although not
high, was the only explanation we found for this inade-
quate result.

Discussion

The present study has evaluated a new methodology for
molecular evaluation of residual disease in MM patients
that shows some advantages over other methodologies.
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The most important being a need for only two primers to
get a specific PCR quantification of the monoclonal hall-
marks in MM patients. This makes it possible to avoid
problems derived from the use of the probes that are
required in other methodologies, without a significant loss
in the reproducibility, sensitivity, or specificity of the
procedure.

Molecular detection techniques, like PCR amplification
of clonal VDJH rearrangements, are very sensitive but
methodologically difficult.>€#2324 Until now, ASO IgH
TagMan PCR, or TagMan PCR, has been the most widely
accepted method for evaluating MRD in MM pa-
tients.>®2* TagMan PCR has been widely accepted for
many diseases®'>?° and is now being introduced in
MM. 458 This technique has demonstrated its usefulness
in lymphoid malignancies that present no recurrent trans-
locations because they are of pre-follicular origin. How-
ever, it is not always possible to apply this approach to
mature postgerminal B lymphoid malignancies, like MM,
because of the frequent presence of somatic mutations in
the IgH gene.>®'226 Several authors have suggested
that a mutation in the JH primer or probe binding site with
a ATm >6°C or the presence of more than three muta-
tions are always associated with PCR failure.>®

Here, we have designed a single JH consensus fluo-
rescent primer and optimized an ASO RQ-PCR for real-
time quantification of VDJH clonal rearrangements in mul-
tiple myeloma in a technique that is called self-quenched
PCR. This strategy allows the use of PCR with only two
oligonucleotides (the classical forward and reverse),
avoiding problems derived from the use of a third oligo-
nucleotide (the probe). In its place, the self-quenched JH
consensus primer can act as the specific molecular dye
for the reaction. This strategy will resolve some problems
derived from the existence of somatic mutations. An ex-
ample of this difficulty with somatic mutations would be
the results in patient 9985. Using a self-quenched primer
avoided the use of the JH intronic 3’ primer, the binding
site of which was strongly mutated. In contrast, the sen-
sitivity, reproducibility, quantification curve efficiency,
and molecular MRD levels with both methods were very
similar (almost identical) in six patients (Table 1). In ad-
dition, the two control genes, B-actin in the TagMan PCR
and TXA in the self-quenched PCR, provided a similar
level of VDJH-specific gene segments for each patient.
Thus, both methods are equivalent in measuring the DNA
quality.

Another advantage of the self-quenched method is
cost. This approach only needs the ASO-specific primer
and one fluorescent JH consensus primer that can be
used for all patients. In contrast, TagMan PCR requires
three different consensus probes and six different spe-
cific JH intronic primers. By our estimate, self-quenched
PCR costs about 20 to 25% less than TagMan PCR.

In summary, ASO RQ-PCR of VDJH clonal segments
using a self-quenched primer, or self-quenched PCR, is a
reproducible and sensitive method for evaluating MRD in
multiple myeloma patients achieving CR after high-dose
therapy and stem cell transplantation. This methodology
provides results comparable with TagMan strategies,
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and it could be even better in the cases with frequent
somatic mutations in the JH intronic primer binding site.
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