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NT-proBNP: porcion N-terminal del pro-
péptido natriurético tipo B

NYHA: New York Heart Association
PBMC: células mononucleadas de
sangre periférica

PCL.: leucemia de células plasmaticas
Pls: inhibidores del proteasoma

RFP: proteina roja fluorescente

ROS: especies reactivas de oxigeno
RRMM: mieloma mudltiple recidivante /
refractario

S: sensibilidad

SLP: supervivencia libre de progresion
SMM: mieloma asintomatico (smoldering
myeloma, en inglés)

SNP: polimorfismo de un Unico nucleétido
TAPH: trasplante autélogo de
progenitores hematopoyéticos

TFG: Tasa de filtracién glomerular

TFGe: tasa estimada de filtracion
glomerular

VAF: frecuencia alélica de la variante
VPN: valor predictivo

VPP: valor predictivo positivo

VRD:
bortezomib/lenalidomida/dexametasona
WES: secuenciacion de exoma completo
(whole exome sequencing, en inglés)
WGS: Secuenciacion de genoma
completo (whole genome sequencing, en
inglés)
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Introduccion

Las gammapatias monoclonales (GM) son un grupo de enfermedades muy heterogéneas
que se caracterizan por presentar un pico monoclonal en la regiobn gamma y beta en una
electroforesis de sangre u orina. En algunos casos el desarrollo de una GM puede ser
asintomatico, en la mayoria de las veces se detecta de forma accidental tras pruebas de
rutina y en algunos casos no implica el desarrollo de otras patologias como el mieloma
multiple (MM) o la amiloidosis de cadenas ligeras (AL), entre otras, que puedan requerir de
un tratamiento con quimioterapia. Actualmente, y a pesar de los progresos importantes que
se han hecho gracias a lo avances tecnol6gicos como la secuenciacion masiva, todavia no
existen marcadores bioldgicos fiables para predecir qué pacientes progresaran y cuales
no. En este trabajo se ha utilizado la secuenciacion masiva para caracterizar
genéticamente pacientes con amiloidosis AL y MM, junto con estudios de dinamicas
clonales en lineas celulares modificadas genéticamente, con el fin de identificar
marcadores biolégicos relevantes, que podrian ser utilizados para predecir la evolucion o
sugerir estrategias terapéuticas que podrian prevenir o retrasar la progresion de la

enfermedad.
Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es caracterizar el perfil genético de muestras de
pacientes con amiloidosis AL mediante secuenciacién masiva del exoma completo (WES)
y del repertorio inmune. Asi como la caracterizacidén del perfil molecular de pacientes con
mieloma multiple al diagnéstico y la validacién de un panel de secuenciacidbn masiva para
su implantacion en la practica clinica. Finalmente, estudiar mediante lineas celular
modificadas genéticamente la heterogeneidad clonal y mecanismos de resistencia al

tratamiento en el mieloma multiple.
Métodos

Para la caracterizacion de la amiloidosis AL, se realizd WES, incluyendo las regiones
reguladoras (UTR, 3’y 5°) en 56 muestras pareadas de células plasmaticas patoldgicas
(CPP) aisladas mediante sorting como muestra tumoral y de células mononucleadas de
sangre periférica como muestra control. Las librerias de las inmunoglobulinas (lgs) se
realizaron segun lo descrito en el protocolo de BIOMED-2. Para el analisis de los datos se

utilizaron distintos programas como Strelka, Varscan, Annovar, CNVKit, MutationalPatterns
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y MiXCR. Para comparar el perfil mutacional de AL con MM se utilizé la base de datos
MMRF CoMMpass I1A13c.

En cuanto al MM, el panel de captura de secuenciacion masiva fue disefiado para identificar
las alteraciones mas frecuentes en el MM, cubriendo tanto mutaciones puntuales,
variaciones en el numero de copia (CNVs), traslocaciones de MYC e IGH y los
reordenamientos especificos VDJ de las inmunoglobulinas. Se secuenci6 el ADN de
células plasmaticas purifcadas de 114 pacientes de MM al diagnéstico, 88 de ellas
pertenecientes al ensayo clinico GEM2012MENOS65, junto con 34 controles. Los datos

fueron analizados por DREAMgenics, con su propio método de andlisis.

Para el estudio de las dinamicas clonales, se han desarrollado ensayos de competencia
clonal mediante el co-cultivo de lineas celulares de MM isogénicas modificadas
genéticamente y marcadas con fluorescencia. Se han estudiado genes involucrados en la
progresion de la enfermedad (TP53y KRAS) y resistencia al tratamiento (IKZF1y PSMB5).

Resultados

Los resultados de WES confirmaron que no existe un gen comun alterado entre los
pacientes con amiloidosis AL. Sin embargo, se identificaron algunos moderadamente
recurrentes como FAT4, MUC16, SSH2, IGLL5 y SEMA5A. Ademas se identificaron
nuevos CNVs, como deleciones en el cromosoma 18 y el cromosoma 19. Por otro lado, las
ganancias en el cromosoma 9 y 19 se asociaron significativamente con una reduccion de
la supervivencia libre de progresion. Tras el analisis del repertorio de las Igs, se identificd
que el gen IGHV-38 fue el mas frecuentemente involucrado en la formacién de los
reordenamientos y que el 100% de los pacientes que presentaban este gen tenian

afectacion renal.

La aplicacion del panel de captura de secuenciacibn masiva permitié identificar las
alteraciones mas frecuentes que aparecen en el MM. Los genes mas frecuentemente
mutados fueron KRAS (15% de los pacientes), NRAS (9%), BRAF (6%) y TP53 (10%).
Otras mutaciones patogénicas identificadas en menor fueron en los genes DIS3,
HIST1H1E 'y FGFRS3, en el 1%, 2% y el 3% de los pacientes, respectivamente. En cuanto
a los CNV, se detectaron ganancias en 1q en el 32% de los pacientes, y deleciones en 1p
y 17p en el 17% y 13% de los pacientes. También se identificaron traslocaciones, tales
como t(11;14) (7%), t(4,14) (14%), la t(14,16) (1%) y la t(6,14) en el 3% de los pacientes,

siendo similiar a lo descrito previamente a excepcion de la t(11,14), que se identifico en
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una frecuencia menor. Ademas, esta metodologia mostré un 74% de sensibilidad, 93% de

especificidad, 75% de valor predictivo positivo y 93% de valor predictivo negativo.

Con el estudio de las dinamicas clonales se han podido definir tres modelos de competicion

clonal: ventaja proliferativa, supervivencia neutral y desventaja proliferativa.
Conclusiones

La amiloidosis AL es una enfermedad muy heterogénea en la que no existe una mutaciéon
driver comun entre los pacientes. Sin embargo, se han identificado algunos genes
como posibles biomarcadores, tales como FAT4, MUC16, SSH2, IGLL5 y SEMA5A. El
resultado del estudio de las CNVs fue similar entre AL y MM, sin embargo, los genes
promotores identificados en MM no se encontraron mutados de forma recurrente en AL.
Por otro lado, en la serie de amiloidosis AL el gen IGH mas frecuentemente
involucrado en el reordenamiento de las Igs fue el gen IGHV3-48, a diferencia del MM
que fue el gen IGHV3-30.

La aplicacion del panel de captura de secuenciacion masiva en MM nos permite tener un
panorama gendémico global de los pacientes con MM y detectar con alta sensibilidad las
mutaciones y alteraciones citogenéticas mas importantes y recurrentes con una Unica
prueba. Ademas, con este enfoque se podria detectar, tanto nuevos reordenamientos como
CNVs que el FISH no detecta, consiguiendo una mejor estadificacion del riesgo y

pronostico de los pacientes.

Los estudios de las dinamicas clonales permitirian definir de forma individualizada el
pronostico y las mejores opciones terapéuticas de los pacientes con MM. Ademas, podrian

utilizarse como biomarcadores para predecir posibles recaidas.
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Introduction

Monoclonal gammopathies are a group of heterogeneous diseases characterized by
presenting a monoclonal peak in the gamma and beta region in a blood or urine
electrophoresis. In some cases, the development of a MG can be asymptomatic and,
usually, this pathology is accidentally detected by routine medical tests, and often, it does
not imply the development of other pathologies such as multiple myeloma (MM) or light
chains (AL) amyloidosis, among others, which may require chemotherapy treatment.
Currently, and despite the significant progress that has been made in this field, thanks to
technological advances such as massive sequencing, there are still no reliable biological
markers to predict which patients will and will not progress to a malignant stage. In this
work, NGS has been used to genetically characterize patients with AL amyloidosis and
patients with MM, in addition with studies of clonal dynamics in genetically modified cell
lines, in order to identify relevant biological markers, which can be used to predict the

evolution or suggest therapeutic strategies that could prevent or delay disease progression.
Aims

The main objective of this work is to characterize the genetic profile of samples from patients
with AL amyloidosis by massive sequencing of the whole exome (WES) and the immune
repertoire, as well as the characterization of the molecular profile of patients with multiple
myeloma at diagnosis and the validation of a massive sequencing panel for its
implementation in clinical practice. In addition, to study clonal heterogeneity and
mechanisms of resistance for the treatment in multiple myeloma using genetically modified

cell lines.
Methods

For the characterization of AL amyloidosis, WES was performed, including the regulatory
regions (UTR, 3 'and 5') in 56 paired samples of pathological plasma cells (CPP) isolated
by sorting from both tumor sample and peripheral blood mononucleate cells used as control
fraction. Immunoglobulin (lgs) libraries were performed as described in the BIOMED-2
protocol. Different programs such as Strelka, Varscan, Annovar, CNVKit,
MutationalPatterns and MiXCR were used to analyze the data. The MMRF CoMMpass

IA13c database was used to compare the mutational profile of AL with MM.

Regarding MM, the massive sequencing capture panel was designed to identify the most

frequent alterations in MM, covering both point mutations, copy number variations (CNVs),
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MYC and IGHtranslocations, and VDJ-specific rearrangements. DNA from 114 MM purified
plasma cells was sequenced at diagnosis, 88 of which belonged to the GEM2012MENOS65
clinical trial, along with 24 controls. The data was analyzed by DREAMgenics, with its own

analysis method.

For the study of clonal dynamics, clonal competence assays were developed by co-
cultivation of genetically modified and fluorescently labeled isogenic MM cell lines. Genes
involved in disease progression (TP53 and KRAS) and resistance to treatment (IKZF1 and
PSMBS5) were studied.

Results

The WES results confirmed that there is no altered common gene among patients with AL
amyloidosis. However, some moderately recurrent genes were identified as FAT4, MUC16,
SSH2, IGLL5 and SEMASA. In addition, new CNVs were identified such as deletions on
chromosome 18 and chromosome 19. On the other hand, gains on chromosome 9 and 19
were significantly associated with a reduction in progression-free survival. After the analysis
of the Igs repertoire, it was identified that the IGHV-38 gene was the most frequently
involved in the rearrangements formation and that 100% of the patients who presented this

gene had renal involvement.

The application of the NGS capture panel allowed to identify the most frequent alterations
that appear in the MM. The most frequently mutated genes were KRAS (15% of patients),
NRAS (9%), BRAF (6%) and TP53 (10%). Other pathogenic mutations identified in minor
were in the DIS3, HIST1H1E and FGFR3genes, in 1%, 2% and 3% of patients, respectively.
Regarding CNV, gains were detected in 1q in 32% of patients, and deletions in 1p and 17p
in 17% and 13% of patients, respectively. Translocations were also identified, such ast (11;
14) (7%), t (4.14) (14%), t (14.16) (1%) and t (6.14) in the 3% of the patients, being similar
to what was previously described except for the t (11;14), which was found in a lower
frequency. Furthermore, this methodology showed 74% sensitivity, 93% specificity, 75%

positive predictive value and 93% negative predictive value.

With the study of clonal dynamics, three models of clonal competition were defined:

proliferative "fithess", neutral survival "fitness" and negative survival "fithess".
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Conclusions

AL amyloidosis is a very heterogeneous disease in which there is no common driver
mutation among patients. However, some genes have been identified as possible
biomarkers, such as FAT4, MUC16, SSH2, IGLL5 and SEMAS5A. The result of the study of
CNVs was similar between AL and MM, notwithstanding the drivers genes identified in MM
were not recurrently mutated in AL. On the other hand, in AL amyloidosis series, the IGH
gene most frequently involved in the rearrangement of the Igs was the IGHV3-48 gene,
unlike the MM, which was the IGHV3-30 gene.

The application of the mass sequencing capture panel in MM allowed us to have a global
genomic overview of patients with MM and to detect with high sensitivity the most important
and recurring mutations and cytogenetic alterations with a single test. Furthermore, this
approach could detect both new rearrangements and CNVs that FISH does not detect,

achieving a better staging of the risk and prognosis of patients.

The studies of clonal dynamics would permit defining individually the prognosis and the best
therapeutic options for patients with MM. Furthermore, they could be used as biomarkers

to predict possible relapses.
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1.1. Definiciéon y estado actual de las gammapatias monoclonales.

Las gammapatias monoclonales son un grupo de enfermedades que se caracterizan
por la proliferacién descontrolada de células plasmaticas clonales que producen una
proteina homogénea monoclonal (M)," dando lugar a una gammapatia monoclonal
(GM). Una inmunoglobulina monoclonal consiste en dos cadenas polipeptidicas
pesadas de una Unica clase y subclase y dos cadenas ligeras polipeptidicas de un solo
tipo. Los diferentes tipos de inmunoglobulinas monoclonales se designan con letras
mayusculas que corresponden con la clase de su cadena pesada, las cuales se
nombran con las letras griegas: y (gamma) en IgG, o (alfa) en IgA, u (mu) en IgM, 6
(delta) en IgD y ¢ (epsilon) en IgE. Los tipos de cadenas pesadas son: k (kappa) y A
(lambda).

La gammapatia monoclonal de significado incierto (GMSI, MGUS en inglés), es una
entidad muy heterogénea clinicamente, su espectro va desde un estado premaligno,
(todo mieloma esta precedido de una MGUS), a procesos benignos, y en algunas
ocasiones puede ser secundaria a multiple enfermedades. Estos procesos benignos se
caracterizan por presentar proteina monoclonal pero ninguno de los sintomas de una
GM maligna como seria el mieloma mdultiple (MM), la macroglobulinemia de
Waldenstrom (MW) o la amiloidosis de cadenas ligeras (AL), entre otras. 2 En la tabla
1, se indica la clasificacion de las gammapatias y de los distintos procesos asociados a

las mismas.3

La GMSI, término acufiado por Robert Kyle en 1978, es uno de los desérdenes
premalignos mas comunes en la poblacion en general, apareciendo en mas del 3% de
la poblacién mayor de 50 afos* y en la mayoria de los casos se diagnostica de manera
accidental. El riesgo anual de progresion a MM o a otros desérdenes relacionados con
las células plasmaticas (CP) es del 1% aproximadamente.5 Aunque potencialmente a
todos los pacientes con MM se les diagnostica primero una GMSI, la mayoria de las
GMSI no evolucionan hacia la malignidad. Actualmente, es muy dificil diferenciar a los
pacientes de bajo riesgo, que tal vez no necesiten un seguimiento adicional, de los

pacientes de alto riesgo, que requieren un seguimiento exhaustivo y continuado.

Por lo tanto, la busqueda e identificacion de biomarcadores y factores pronosticos nos

permitiria diferenciar y estratificar los distintos grupos de pacientes.
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Tabla 1. Clasificacién de las gammapatias monoclonales.

-MM (IgG, IgA, IgD, IgE y -Enfermedades autoinmunes  -GMSI (IgG, IgA,

cadenas ligeras kappa o (crioglobulinemia, aglutinadas  IgM, IgD, cadenas
lambda) frias...). ligeras libres).
-Plasmocitoma -Enfermedades -Biclonales.
-MW endrocrinolégicas y similares -Proteinuria de
-SLP (linfoma,LLC) (HPT, timoma). Bence-Jones
-Enfermedad de cadenas -Enfermedades infecciosas idiopatica.
pesadas (gamma, alfa,) (sarcoidosis, parasitosis).
-AL -Enfermedades hepaticas
Gammapatia -En_fermedad por deposito (cirros_i_s biliar primaria,
monoclonal de inmunoglobulinas hepatitis C).
-Carcinoma (mama, colon,  -Angioedema y déficit
prostata) adquirido del inhibidor de C1.
-Enfermedades.hematologicas
(purpura fulminante,
esferocitosis hereditaria).
-Implantes de silicona en
mujeres.
-Enfermedades pulmonares
(FPI, PA, HPI).
-Enfermedades Hepatopatias (=60%)
. hematolégicas (5%) Conectivopatias (*20%)
Gam_m P Infecciones cronicas (-=5%)
policlonal

Enfermedades hematologicas (3%)

MM: mieloma multiple; MW: macroglobulinemia de Waldestrém, AL: amiloidosis primaria de
cadenas ligeras; SLP: sindrome proliferativos; HPT: hiperparatiroidismo; HLP:
hiperlipoproteinemia; FPI: fibrosis pulmonar idiopatica; PA: proteinosis alveolar; HPI:
hemosiderosis pulmonar idiopatica; GMSI: gammapatia monoclonal de significado incierto.3

A lo largo de este trabajo nos centraremos en los procesos malignos, y en concreto en el

mieloma multiple (MM) y la amiloidosis de cadenas ligeras (AL).
1.2. Pruebas diagnésticas en las gammapatias monoclonales.

El concepto de monoclonalidad implica que un grupo de células plasmaticas producen un
Unico tipo de cadena pesada y/o ligera (p.ej. IgA-kappa, IgG-lambda; cadenas ligeras
kappa, etc.), dejando de producirse las inmunoglobulinas normales. Esto hace que se vean
alteradas diferentes propiedades de la sangre, y de algunos 6rganos como el rifidn,
favoreciendo también el desarrollo de enfermedades debido al déficit del resto de
poblaciones celulares e inmunoglobulinas. Estas variables son las que nos permiten hacer

un diagnostico.
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Cuando se habla de componente o pico monoclonal se hace referencia a la aparicion de
un pico en la regibn gamma (y) o beta (B) de una electroforesis de proteinas en suero u
orina. Esta es una técnica que permite la separacion de moléculas proteicas en un soporte

sometido a un campo eléctrico (Fig. 1.C). 3

Esta region gamma es donde se detectan las inmunoglobulinas como podemos observar
en la Fig 1. Primero, se encuentra la alblmina, seguida de: la region a-1 en la que se
encuentran la a1-antitripsina, la a1-glucoproteina, la transcortina, la a1-lipoproteina y la a-
fetoproteina. Las 3 proteinas principales que integran la regiobn a-2, son la a2-
macroglobulina, la haptoglobina y la ceruloplasmina. La region B incluye la transferrina,
hemopexina, el componente C3 del complemento y la f lipoproteina. Por Gltimo, en la

region y migran las inmunoglobulinas.

Albumin | ]
oy

/ op
Br  —

b=l

Globulins IgM

‘ v 1gG

Figura 1. Electroforesis de las proteinas del suero. A) Suero normal. B) Pico de proteina monoclonal
en la region vy, indicado con una flecha. C) Esquema del patrén electroforético donde se muestra
donde migran las y-globulinas hacia el catodo.¢

1.3. Factores predictivos de malignidad de la gammapatia monoclonal de

significado incierto.

Son multiples los cambios genéticos y del microambiente que llevan a la transformacion de
una GMSI en un mieloma asintomatico (SMM), en un MM sintomatico, y finalmente, en un

mieloma extramedular.

Actualmente, hay una investigacibn muy activa con el fin de identificar marcadores
biol6gicos relevantes que se expresen diferencialmente durante la progresion, lo cual,
podria ser utilizado para predecir la evolucion o sugerir estrategias terapéuticas que
podrian prevenir o retrasar la progresion. Pero, a pesar de los progresos importantes que

se han hecho, todavia no existen marcadores biologicos fiables para predecir qué
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pacientes progresaran y cuales no; por ello las GMSI contintan siendo estratificadas por

riesgo basandose en variables clinicas identificadas mediante estudios epidemiolégicos.*

Investigadores espanoles y de la Clinica Mayo han desarrollado modelos de prediccion de
riesgos de progresion de las GMSI. El estudio de los investigadores de la Clinica Mayo
estd centrado en biomarcadores del suero, e identifican 3 factores de riesgo: isotipo no
IgG, concentracién de proteina M en suero >15g/L, y un ratio de cadenas ligeras (FLC)
anormal.”8 El estudio espafiol se basa principalmente en la identificacion de las

poblaciones de CP mediante citometria de flujo multiparamétrica.®°

Hasta ahora, el modelo de la Clinica Mayo es el que esta incluido en las guias del Grupo
Internacional de Trabajo de Mieloma?® (IMWG) y es el mas usado dada su facil aplicabilidad.
Sin embargo, ninguno de los dos modelos de riesgo se ha validado de forma independiente
en grandes poblaciones de pacientes con seguimiento a largo plazo.

Recientemente se ha publicado un nuevo modelo de estratificacion de riesgos que
incorpora los limites revisados de los parametros utilizados anteriormente y que puede

aplicarse universalmente.

En un estudio retrospectivo sueco si que se analizé una cohorte amplia con 728 pacientes
y un seguimiento de 30 afnos en el que se encontraron algunos hallazgos interesantes. Una
observacién importante fue que el riesgo anual de progresion a otros trastornos linfoides
fue del 0,5% en la cohorte sueca, a diferencia del ~1% identificado en la poblacion del
estudio de la Clinica Mayo.? Esto podria ser debido a los diferentes disefos del estudio y
las poblaciones. En este estudio, también se confirmé el impacto negativo que tiene una
concentracion del componente M en suero >15¢g/L y ratio FLC anormal. Este ultimo
marcador también juega un papel importante para la identificacion de pacientes con SMM
de alto riesgo. También se observé que la supresion de las inmunoglobulinas no
involucradas (inmunoparesis) incrementaba el poder discriminatorio del modelo de la
Clinica Mayo en identificar pacientes con GMSI de alto riesgo. Ademas, la inmunoparesis
especifica de isotipo (supresion de IgGk en IgGi GMSI) resultd ser un posible predictor

temprano de progresion. 12

Todos estos ultimos estudios tratan de redefinir las categorias de riesgo de las
gammapatias monoclonales mediante un espectro completo, desde el estado precursor,

hasta el MM quiescente y el MM activo (Fig. 2). El objetivo es detectar la enfermedad en
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los estadios mas tempranos de las alteraciones genéticas e inmunolbgicas, cuando la
heterogeneidad intraclonal es menor y el clon seria mas susceptible a los tratamientos, y

asi, anticiparnos al dafio organico y prolongar la supervivencia.

Enf. relacionadas con la proteina M Progresion tumoral

== ————————————
MGUS de

bajo riesgo
1

1
4 MGUS de riesgo intermedio y bajo

o MGRS i
Amiloidosis AL (MIDD, ITG, S.MM de bajo SMM de alto riesgo
FS, etc) riesgo

MM activo - -
Dano orgénico
Otras enf. relacionadas con terminal (CRAB)

la proteinaM

Supervivencia

-\ ,4-

Acumulacién de alteraciones genéticas,

Dano orgénico irreversible . . .
epigenéticas, y del microentorno

Figura 2. Espectro de la posible progresiéon de MGUS. La letra B (biomarcardores) indica las etapas
de progresion, EMM: mieloma extramedular, SMM: mieloma asintomatico, PCL: leucemia de células
plasmaticas, MW: macroglobulinemia de Waldenstrom, MGRS: gammapatia monoclonal de
importancia renal, MIDD: enfermedad por depédsito de inmunoglobulina monoclonal, ITG:
glomerulopatia inmunotactoide y FS: sindrome de Fanconi. Imagen adaptada*

También es importante identificar a aquellos pacientes con GMSI de bajo riesgo ya que
podrian no requerir un seguimiento anual exhaustivo. El modelo de la Clinica Mayo es
eficaz para esto.5 Ademas, este grupo de pacientes representan aproximadamente el 40%

de los casos de GMSI.8

Sin embargo, los pacientes con GMSI de riesgo medio y alto si precisan de un seguimiento,
incluyendo tanto biomarcadores de progresion clonal como marcadores de dafio organico,
causado por la proteina M. Los dos érganos mas afectados y clinicamente relevantes son
el rindn, en la GM de significancia renal, '3y el corazdn en la amiloidosis AL.' La excrecion
urinaria de albumina y la creatinina en suero son marcadores de dafo renal, mientras que
la porcion N-terminal del pro-péptido natriurético tipo B (NT-proBNP) es un marcador muy

sensible para detectar dafio cardiaco en la amiloidosis AL.™

También, en las etapas tempranas de la progresién existen clones de CP subyacentes que

suelen ser pequefios e indolentes. El tratamiento de estos clones tempranos es crucial en
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la amiloidosis AL ya que determina una respuesta completa duradera y con ello una

supervivencia mayor comparada con la de los pacientes con MM.®

Aunque solamente una pequena fraccion de pacientes con GMSI son identificados en la
practica clinica (21% de los mayores de 70 afios)'. Actualmente, las guias practicas
indican que las GMSI de bajo riesgo (40%) no necesitan de un seguimiento. En cambio,
los de riesgo intermedio y alto requieren de un seguimiento anual con el fin de detectar lo

antes posible la progresién y anticiparse al dano organico.8

La utilizacion de biomarcadores permite estratificar clinicamente a los pacientes en
distintos grupos de riesgo mejorando su manejo. Por lo tanto, el desarrollo de marcadores
nuevos y relevantes junto con las técnicas de imagen (como la radiologia Osea
convencional, la tomografia computarizada, la resonancia magnética), van a ser unas
herramientas potenciales para cambiar la practica clinica del espectro de las gammapatias

monoclonales.*

1.4. Amiloidosis

El término amiloidosis hace referencia a un conjunto de enfermedades complejas que se
caracterizan por el mal plegamiento de proteinas que se agregan formando fibras
amiloides, que se depositan en los tejidos y los dafa. Estas fibras amiloides se conforman

en una estructura cuaternaria de hoja p-plegada muy estable.'”

Hasta la fecha, se han identificado 36 proteinas que puedan formar estas fibras amiloides
extracelulares,'® algunas forman depésitos localizados, como en el caso de la B-amiloide
en Alhzheimer y otras se depositan por los tejidos del cuerpo (conocido como amiloidosis

sistémica)'®, seria el caso de amiloidosis de cadena ligeras (AL).

Las amiloidosis sistémicas pueden ser hereditarias o adquiridas. Los dos tipos mas
comunes de amiloidosis adquiridas son la amiloidosis AL y la amiloidosis transtirretina
(ATTR) de tipo natural (wild-type).

La amiloidosis sistémica también puede ser causada por mutaciones genéticas heredadas
de manera autosémica dominante. Mas de 120 mutaciones puntuales en el gen de la
transtirretina (TTR) pueden causar amiloidosis sistémica que afecta principalmente al
sistema nervioso periférico y al corazén. Las variantes genéticas de APOA1, APOA2,

APOC2 y APOC3 (que codifican las proteinas, apolipoproteina Al, apolipoproteina All,
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apolipoproteina Cll y apolipoproteina ClIll, respectivamente), asi como en los genes FGA
(que codifica la cadena o del fibrinégeno), GSN (gelsolina), CST3 (que codifica la cistatina
C) y LYZ (que codifica la lisozima), también pueden causar amiloidosis sistémica
hereditaria (Tabla 2).1°

Tabla 2. Amiloidosis sistémicas mas comunes.

Cadena ligera | Sistémica o Adquirida Corazoén, rifidén, higado,

de las IG localizada tejidos blandos, SN
periférico, tracto
gastrointestinal

ATTR Transtirretina Sistémica Hereditaria SN periférico, corazén,
0jos, rindn,
leptomeninges

Sistémica Adquirida Corazén y ligamentos
AA Proteina Sistémica Adquirida Mayoritariamente rinén,
amiloide A pero también higado,
sérica trato gastrointestinal y
corazon, tiroides y SN
auténomo
ALECT2 Factor Sistémica Adquirida Rifion, higado, bazo,
quimiotactico de glandulas
leucocitos 2 suprarrenales y
pulmones

AApoAl Apolipoproteina | Sistémica Hereditaria Corazoén, higado, rindn,

SN periférico,
testiculos, laringe y piel

AFib Cadena a del Sistémica Hereditaria Rif6n
fibrinbgeno
Bo- Sistémica Adquirida Sistema
microglobulina, (relacionada musculoesquelético
tipo salvaje con

AB2m hemodialisis)
Bo- Sistémica Hereditaria SN auténomo

microglobulina

A pesar de la heterogeneidad etiologica y bioquimica de las amiloidosis, gran parte de las
manifestaciones clinicas son compartidas, dependiendo principalmente de los 6rganos
afectados, que suelen ser: el riidn y el corazoén, seguido del sistema nervioso, el higado,

el tracto intestinal y los tejidos blandos.
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1.4.1. Amiloidosis de cadenas ligeras (AL)

1.4.1.1. Definicion

La amiloidosis primaria de cadenas ligeras (AL) es una gammapatia monoclonal que se
caracteriza por el depdsito extracelular de cadenas ligeras de las inmunoglobulinas
(IGs), siendo en este tipo de enfermedad las de tipo lambda (\) mas frecuentes que las

de tipo kappa (K), en un ratio (3:1). 20

Este deposito es debido a que un clon de células plasméticas, sintetiza cadenas ligeras
(LC) con una estructura terciaria inestable y con un mal plegamiento que tienden a

agregarse y formar fibrillas amiloides. 2!

Estas fibrillas se depositan en cualquier érgano o tejido, principalmente en el corazon y
el rifdn. Las consecuencias de estos depositos van a depender de la abundancia y la
propagacion de estos a los diferentes érganos y tejidos. Las formas sistémicas graves,
sobre todo cuando se encuentra afectado el corazén, pueden llevar en ultimo término a

la muerte del paciente.
1.4.1.2. Epidemiologia

Actualmente no existe una base de datos con un gran numero de pacientes con amiloidosis
AL, de tal modo que los datos epidemiolégicos son limitados. La prevalencia aumenta con
la edad y se duplica a partir de los 65 afios comparado con el grupo de edad entre los 35-
54 anos. La media de edad al diagnéstico es de 63 anos, afectando mas a hombres (55%)

que a mujeres.?2

Uno de los factores de riesgo de la amiloidosis AL, como se ha comentado anteriormente,
es haber desarrollado previamente una GMSI, siendo el riesgo de 8,8 22 comparado con
pacientes sin GMSI. En una serie de 1348 pacientes con GMSI con un seguimiento de 14
anos, 14 desarrollaron amiloidosis AL (1%). Entre el 10 y el 15% de los pacientes tenian
un mieloma coexistente con la amiloidosis AL, y en otra serie, se encontré que hasta el
38% de los pacientes con mieloma tenian amiloidosis AL encubierta?*. Aproximadamente
el 1% de los pacientes con mieloma preexistente, que no reciben un diagnostico simultaneo
de amiloidosis AL, podrian desarrollar amiloidosis AL. 25 De tal modo que un diagnéstico
diferencial entre estas dos GM seria muy interesante. La infeccion viral antecedente no

parece ser un factor predisponente.
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Otro de los factores de riesgo descritos de la amiloidosis AL es la existencia de algunos
polimorfismos de un Unico nucle6tido (SNPs). En un estudio de asociacién de todo el
genoma en una cohorte de 1229 pacientes se encontrd una asociacion entre la amiloidosis
AL y SNPs en diez loci con una alta significancia (p<10-%). 26 E| SNP rs9344 fue el que tuvo
mayor significancia (p=7,80 x 10-'") y se encontrd en una region de splicing del gen CCND1,
que codifica la ciclina 1, la cual esta implicada en la traslocacién entre el cromosoma 11y
el 14. Otra variante significativa (p=5,2 x 10-8) fue la rs79419269, cerca del gen SMARCD3,
que codifica una proteina involucrada en el remodelamiento de la cromatina. Estos

resultados apoyan la evidencia de la susceptibilidad genética que existe en amiloidosis AL.

e Incidencia de la amiloidosis AL.

Hasta la fecha, la incidencia se ha evaluado en seis estudios realizados en América y
Europa. 27:28:29.8031.32_ E| primer estudio fue llevado acabo en Minnesota, USA en el que se
reportan 8,9 casos por millén de personas por afo entre 1950 y 1989 y 10,5 casos/millon
de persona/ano entre 1970y 1989. 27 La incidencia calculada en Limousin (Francia), desde
el 2012 hasta el 2016 fue de 12,5 individuos afectados por millén de habitantes durante el

periodo de 5 afos del estudio. 31

En otro estudio, en Reino Unido, se report6 una incidencia de al menos 3 afectados por
millon de personas y por afo, en 2008. En un estudio sueco, indicaban una incidencia de
3 casos/millén de personas/afio.?® En el estudio de Argentina, informaron de una incidencia
de 6,1 millébn de habitantes/afio entre 2001 y 2018.2 Y en Estados Unidos, entre 2007 y
2015, estimaron una incidencia de entre 10,8 y 15,2 por millébn de habitantes/afio.3° Estos
ultimos 4 estudios no eran estudios basados en la poblacién si no que determinaron la
incidencia sobre la base de informes de certificados de defuncion y egresos hospitalarios,

entre otros métodos.

e Prevalencia

Con la mejora de las terapias y con ello la supervivencia global de los pacientes, la
prevalencia de la amiloidosis AL ha aumentado en los Ultimos afos. De hecho, se estimaba
una prevalencia de entre 8,8 y 15,5 casos por millon de personas/afo antes del 2010 2830

y actualmente ha incrementado a 40-58 casos por millon de personas/afno.28: 30, 32
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1.4.1.3. Biologia de la enfermedad. Mecanismos y fisiopatologia.

Tal y como se menciona anteriormente, el proceso subyacente a la amiloidosis es la
conversion de proteinas globulares y solubles en fibras amiloides insolubles que se

depositan en tejidos y érganos, dafando sus funciones. 7

Los factores que pueden causar el desequilibrio en la proteostasis celular son diversos, la
cual se encarga de mantener el proteoma en una localizacién y concentracidén correcta.33
Por ejemplo, algunos de estos factores pueden ser: mutaciones que desestabilicen la
estructura nativa de la proteina, incremento de la concentracién de proteinas, exposicion
de regiones sensibles a proteasas o regiones hidrofébicas y también la disminucion de la
eficiencia con la edad de las proteinas (~1600) encargadas de mantener este equilibrio,3*
como las chaperonas extracelulares que se encargan de mantener un plegamiento correcto

de las cadenas ligera (LC) e inhiben la agregacion de proteinas.3?

En el caso de la amiloidosis AL, este desequilibrio es causado por la expansion de un
pequefio clon indolente de células B que produce una cadena ligera de inmunoglobulina A,

en el 75-80% de los casos, y cadenas ligeras «k en los casos restantes (Fig.3).

A
Clon maligno S ;%3
decélulasB Vg®e %S> @
AKX
wfl) N Ca®W
l vy
Cadenas ligeras cinética o
termodindmicamente inestables

N

Interacciones de la matriz
celular y extraceluar i—( Chaperonas extracelulares )
R

4 UU Oligémeros A
Glicosaminoglicanos y @é 9
SAP l

N J

Fibras
amiloides

Y

Toxicidad w
iy

( Accién masiva y toxicidad )
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( Disfuncion organica |

Figura 3. Esquema de los procesos involucrados en la formacion de las fibras amiloides en
amiloidosis AL. Imagen adaptada 18
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La t(11;14) ocurre aproximadamente en el 40-60% de los casos. Esta traslocacion
yuxtapone el locus del gen de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (IGH) con el locus
del oncogén CCND1.36

Otro de los posibles factores causantes de la enfermedad son las mutaciones somaticas
en el gen que codifica la region variable de las cadenas ligeras (IGLV) que reduce la
estabilidad de la proteina nativa y aumentan la dinamica de la proteina, lo que favorece la
endoprotedlisis y la produccion de dominios de cadena ligera variables que pueden causar
amiloidosis. 37 De hecho, las cadenas ligeras amiloidogénicas tienen una baja estabilidad
de plegado y una alta dindmica de proteinas en comparacion con las cadenas ligeras

producidas en el MM. 3839

Otros factores que pueden facilitar el mal plegamiento y agregacion de proteinas son: las
interacciones con componentes de la matriz extracelular (tales como, glicosaminoglicanos,

colageno, lipidos)?#?, con fuerzas mecanicas, con proteasas y con metales como el cobre.*

En los depdsitos amiloides se ha identificado el componente sérico amiloide P (SAP), una
proteina que se encuentra circulando en el plasma, unido mediante una unién dependiente
de calcio a las fibras amiloides. Ademés, SAP ha mostrado ser un agente protector de la

degradacion de estas fibras 42 y por lo tanto, un posible candidato para diana terapéutica.

Las fibras amiloides a su vez también causan citotoxicidad y promueven la formacién de

mas oligbmeros.4?

La cinética de la formacidn de fibrillas permite conocer aspectos importantes para el manejo
clinico (Fig. 4). La formacién de las fibras amiloides comienza con una solucién de
monomeros de proteina nativa, la cual podria plegarse mal y volverse amiloidogénica.
Cuando la cantidad de proteinas mal plegadas alcanza una concentracion especifica
empieza a producirse el desarrollo de las fibras. Este desarrollo consta de dos fases: (1)
una fase de nucleacion, en la cual los mondmeros experimentan cambios
conformacionales o plegamiento erréneo y se asocian para formar nucleos oligoméricos, y
(2) una fase de alargamiento/crecimiento, en la que los nucleos crecen rapidamente
mediante la adicion de mondmeros que forman polimeros mas grandes hasta la saturacion.
La fase de nucleacion es termodinamicamente desfavorable y ocurre gradualmente,
mientras que la fase de alargamiento es un proceso mucho mas favorable y avanza
rapidamente. Por lo tanto, la cinética de la formacién de amiloide esta bien representada

por una curva sigmoidea con una fase de retraso seguida de una fase de crecimiento

11
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rapido. El paso limitante de la velocidad en el proceso es la formacion de nucleos, es decir,
que la formacion de amiloide puede acelerarse sustancialmente mediante la adicién de

nacleos preformados. 44

@ Adicién de oligémeros
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Figura 4. Cinética de formacion del amiloide. La cinética de la formacion de amiloide se representa
por una curva sigmoidea con una fase de retraso seguida de una fase de crecimiento rapido (curva
verde). La adicibn de mondémeros mal plegados reduce el tiempo de nucleacién e induce una
formacién de agregados mas rapida (curva roja). 44
En definitiva, un diagnéstico temprano de la amiloidosis AL y la administracion de la terapia

adecuadas es crucial para frenar esa curva y progresion de la enfermedad.

e Afectacion organica

Aunque todos los 6rganos pueden ser afectados, los érganos mas frecuentemente
danados son el corazdn y el rifidn, seguido de los tejidos blandos, el higado, y el sistema

nervioso periférico y autonomo (Fig. 5). 18

Actualmente, solamente existen algunas evidencias para explicar el tropismo de las
cadenas ligeras sobre los drganos. Varios investigadores han descrito que ciertas
caracteristicas del gen IGLV podrian conferir un mayor riesgo de afectacion de unos
organos en concreto. Por ejemplo, el gen germinal IGLV6-57 es mas comun en pacientes
con amiloidosis sistémica AL que en un repertorio de células B normales y se ha asociado
con afectacion renal. 45 Ademads, en este estudio se observo que las células mesangiales
de rindn eran mas propensas a formar fibras amiloides cuando se incubaban con cadenas
ligeras derivadas de IGLV6-57. 45 A pesar de que la cadena ligera alterada sea la de tipo A

en la mayoria de los casos, se ha relacionado el gen germinal /IGKV1-33 con afectacion

12
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hepatica.*¢ El tropismo cardiaco se ha relacionado con el gen de la linea germinal IGLV1-

44, incrementando en cinco veces la posibilidad de tener afectacidn cardiaca.647

LC mal plegadas
exponiendo epitopos  Agregados

i6 i refibrilares
Clon subyacente Exceso de produccién ocultos que permiten  p

de FLC inestable la agregacion
e + o
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=S _\'\’_
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Formacion de las St

L i Toxicidad orgénica

fibras amllqdes enuna Uttt Y directa (principalmente
conformacién ordenada Sttt afecta al corazén)

de hoja B plegada en LUy T T T TR T

los tejidos

Dao organico provado por el depésito de las fibras

Renal Parpura Macroglosia Distrofia Tejido blando Corazon
periorbital

ungueal

Figura 5. Afectacion de 6rganos en amiloidosis AL. El depésito directo de fibrillas amiloides conduce
a las caracteristicas clinicas tipicas representadas: hematomas periorbitales, macroglosia, edema
de miembros inferiores con sindrome nefrético, infiltracion en los tejidos blandos de las manos, ECG
anormal. FLC: cadenas ligeras libres, LC: cadenas ligeras. Imagen adaptada Mahmood et al.48

El dafo cardiaco es clave en la supervivencia de los pacientes con amiloidosis AL. Esta
disfuncion cardiaca es causada por los depédsitos amiloides que alteran la arquitectura del
tejido y por la proteotoxicidad de las cadenas ligeras.*® También la alteracién de las
membranas celulares y la toxicidad celular. Para estudiar estos mecanismos, en un estudio
se expusieron células cardiacas a cadenas ligeras purificadas de pacientes con amiloidosis
AL cardiaca. Esto provoc6d un incremento en la produccidn de especies reactivas de
oxigeno (ROS) comparado con los niveles producidos por el control (cadenas ligeras
aisladas de pacientes sin dafio cardiaco).*’%° Ademas, se ha demostrado que estas
cadenas amiloidogénicas pueden inducir la activacidon de p38 a través de la via de las
MAPK, lo que lleva a un aumento de la produccion de ROS, desajustes en la homeostasis
del calcio, disfuncién celular y muerte celular de cardiomiocitos adultos. 5! La via p38
también media la transcripcidén del péptido natriurético B, un biomarcador serolégico de
dano cardiaco. %2 Esta es la base de que el biomarcador NT-proBNP esté tan elevado en

algunos pacientes con amiloidosis AL.
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1.4.1.4. Diagnostico, reconocimiento médico y prevenciéon

Algunos de los sintomas comunes de la amiloidosis AL son: insuficiencia cardiaca con
fraccidbn de eyeccion preservada, proteinuria de rango nefrético, hepatomegalia sin
anormalidades de imagen, o en cualquier paciente con una gammapatia monoclonal o

mieloma multiple.4®

Tras la deteccidn de estos sintomas, se debe realizar una electroforesis de inmunofijacion
del suero y orina, y un ensayo de cadenas ligeras libres de las inmunoglobulinas (que
evalua la concentracion de cadenas ligeras libres K y A 'y su proporcidn en el suero) para

evaluar la proteina de cadena ligera precursora.

También es preciso una biopsia de tejido y el analisis histopatol6gico para confirmar el
diagnéstico. La ultraestructura ordenada de las fibras amiloides permite la intercalacion
regular del colorante rojo Congo, que muestra una birrefringencia verde bajo microscopia

de luz polarizada (Fig. 6).

Figura 6. Evidencia histologica de fibrillas amiloides en el tejido. Los depositos de amiloide se
identifican en muestras de tejido utilizando tincion rojo Congo y la deteccion de birrefringencia
mediante microscopia de luz polarizada. Un aspirado de grasa abdominal de un paciente con
amiloide de transtiretina cardiaca (ATTR), que tenia la variante TTR V122l y una GMSI de IgGk,
muestra absorciéon de rojo Congo (a) y birrefringencia bajo luz polarizada (b) y aparece de color rojo
brillante en luz fluorescente (excitacion 497 nm y emision 614 nm) (c). El tejido renal de un paciente
con amiloidosis AL, muestra depédsitos de amiloide en los glomérulos en luz brillante (d), luz
polarizada (e) y luz fluorescente (f). Tejido cardiaco de un paciente con AL, la amiloidosis muestra
una extensa deposicion de amiloide con afectacién de los vasos en luz brillante (g), luz polarizada
(h) y luz fluorescente (i).18
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Esta observacion histolégica es necesaria para el diagnostico de la amiloidosis AL, aunque
no siempre es necesario realizarla en el 6rgano afectado, sino que, en la mayoria de los
casos, se realiza un aspirado de la grasa abdominal subcutanea, una biopsia de médula
Osea o del labio. Con estas muestras se puede diagnosticar entre el 50-85% de los
caso0s.535 La realizacion de una inmunohistoquimica permite identificar la proteina

precursora.

Sin embargo, el andlisis de los depésitos con espectrometria de masas, actualmente se
consideran el mejor abordaje, ya que tiene una sensibilidad del 88% y una especificidad

del 96%, mayor que las técnicas inmunoquimicas.55

En cuanto a la prevencién y monitorizacion de los pacientes, como se ha comentado
anteriormente, una deteccion temprana es crucial para evitar lo maximo posible el dafo
organico ya que normalmente esto resulta en altas tasas de mortalidad tras pocos meses

después del diagndstico.5

Las manifestaciones clinicas de la amiloidosis sistémica AL se asemejan a los sintomas
de afecciones mas comunes que se encuentran en individuos de edad avanzada, por lo
tanto, las pruebas de diagnéstico apropiadas generalmente se inician varios meses
después del comienzo de los sintomas.5” De hecho, en un estudio, la amiloidosis AL se
diagnostico mas de 1 afo después del inicio de los sintomas en el 40% de los pacientes.5”
Los retrasos en el diagnéstico de amiloidosis AL también son comunes en pacientes con
GMSI diagnosticada, a pesar de la aparicién de sintomas relacionados con amiloide.5® En
mas del 95% de los pacientes existe dafo cardiaco o renal y actualmente existen
marcadores para detectarlo. Por ejemplo, un incremento en los niveles de NT-proBNP en
el suero indica que hay dafio cardiaco antes de que se manifiesten los sintomas. 5°
También la tasa de filtracion glomerular y la albuminuria pueden servir para detectar dano
renal en etapas tempranas.®® De tal forma que, evaluar estos parametros pueden servir
para detectar amiloidosis AL presintomatica en mas del 95% de los pacientes, lo cuales

pueden ser tratados y tener mejor prondéstico.

1.4.1.5. Grupos de riesgo de los pacientes con amiloidosis AL.

La supervivencia de los pacientes con amiloidosis AL es muy heterogénea y depende en
gran medida de la afectacion cardiaca al diagnéstico, ya que los pacientes con dafo
cardiaco tienen una mediana de supervivencia de 3-6 meses, a diferencia de los que no,

que pueden llegar a vivir muchos afios.5!
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Actualmente, existen 3 modelos de estadificacion del riesgo de los pacientes con

amiloidosis AL, como se puede observar en la figura 7.

El primero de ellos (fig. 7a), es el sistema de estadificacion cardiaca y es el méas utilizado
para el disefio de ensayos clinicos y para determinar el manejo de los pacientes. Ha sido
desarrollado por la Clinica Mayo y modificado por investigadores europeos. 61626364 Este
sistema se basa en los niveles de NT-proBNP (con un nivel de corte de 332 ng/L) y de
troponina | (nivel de corte de 0.1 ng/ml). Los pacientes se clasifican como estadio |, estadio
Il o estadio Ill en funcion de la presencia de cero, uno o dos marcadores por encima de los
valores de corte, respectivamente. Para pruebas estandar, la troponina T se podria usar
en lugar de la troponina I, con un nivel de corte de 0.06 ng/ml y de 54 ng/L para ensayos
de alta sensibilidad. La presencia de niveles muy altos de NT-proBNP (> 8,500 ng/L)
identifican pacientes con disfuncion cardiaca avanzada (estadio Illb), mientras que los
pacientes en estadio 1l cuyos niveles de NT-proBNP son <8,500 ng por litro tienen un mejor

pronostico (estadio llla).

El segundo sistema de estadificacion (fig. 7b) es el revisado del grupo de la Clinica Mayo,
en el que se incorporan los niveles de diferencia entre la cadena ligera libre circulante
involucrada y no involucrada (dFLC) para el estadiaje. 5566 Este sistema se basa en los
niveles de NT-proBNP (nivel de corte de 1.800 ng/L), los niveles de troponina | (nivel de
corte de 0.07 ng/ml) y la dFLC (nivel de corte de 180 mg/L). Aqui, los pacientes se clasifican
en estadio |, estadio I, estadio Ill o estadio IV, en funcién de la presencia de cero, uno, dos
o tres marcadores por encima de los limites, respectivamente. La troponina T estandar se

puede usar en este sistema, en lugar de la troponina I, con un limite de 0,035 ng/ml.

El dltimo de los modelos (fig. 7c), es el modelo de estadificacién renal, que se basa en la
proteinuria y la tasa estimada de filtracion glomerular (TFGe).6067 En este modelo se
distinguen tres estadios distintos. La enfermedad en estadio | se basa en la presencia de
proteinuria <5 g en 24 horas y TFGe >50 ml/min/1.73m?; el estadio Il se basa en proteinuria
> 5 g en 24 horas o TFGe <50 ml/min/1.73m?; y la enfermedad en estadio Il se basa tanto
en proteinuria >5 g en 24 horas como en TFGe <50 ml/min /1.73m?2. El porcentaje y los
numeros de riesgo de didlisis para la enfermedad renal en estadio |, estadio Il y estadio Il

pueden ser diferentes segun la modalidad de tratamiento utilizada.
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Figura 7. Representacion de los 3 sistemas de estadificacion de riesgo en amiloidosis AL. a. Sistema
de estadificacion cardiaco de la Clinica Mayor. b. Sistema de estadificaciéon revisado de la Clinica
Mayo. c. Sistema de estadificacion renal. Imagen adaptada de Merlini et a8

1.4.1.6.

Alteraciones genéticas y citogenéticas en la amiloidosis AL.

Actualmente, en la declaracién de consenso sobre la estratificacion de la Clinica Mayo de

mieloma y la terapia adaptada al riesgo (NSMART) sobre el tratamiento en la amiloidosis

AL, 68 |a citogenética no se utiliza para agrupar a los pacientes en los distintos grupos de

riesgo. Al contrario de lo que ocurre en el MM, donde numerosas alteraciones

cromosdémicas (AC) se han identificado como factores patogénicos y las pruebas

moleculares se han convertido en un estandar en la evaluacion diagnéstica.
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Aun asi, cada vez, estan apareciendo mas estudios donde la citogenética cobra
importancia para evaluar el pronéstico de los pacientes y para adaptar los tratamientos de
los pacientes. Por este motivo, en la guia actualizada se indica que se debe realizar un
aspirado MO para determinar mediante hibridacién fluorescente in situ (FISH) un panel de
mieloma estandar con trisomias, translocaciones de IgH y, duplicaciones y deleciones del

cromosoma 1.

e Alteraciones citogenéticas en la amiloidosis AL.

En distintos estudios realizados con hibridacion in situ fluorescente FISH, y FISH con
tincion de las Ig del citoplasma (clg-FISH) se ha descrito que las alteraciones mas
frecuentes en amiloidosis AL son las traslocaciones del gen IgH,®® localizado en el
cromosoma 14. Estos eventos se asocian con las etapas tempranas del desarrollo de la

enfermedad, como ocurre en las GMSI y el MM.7°

La t(11;14)(q13;932) es la que aparece con mas frecuencia, en un 55% de los pacientes
con amiloidosis AL. ¢ Esta alteracién en los pacientes con amiloidosis AL se relaciona con
una sobrerregulacion del oncogén ciclina D1,7' que podria manifestarse en una mayor
expresion de factores de transcripcidbn o promocion del ciclo celular. Aunque no se ha
asociado con una mayor tasa de proliferacion.”? Por otro lado, y aunque esta traslocacion
esté asociada con una naturaleza indolente y no sea un factor de riesgo en si mismo,
confiere una baja susceptibilidad al tratamiento con bortezomib (un inhibidor del
proteasoma).” Un ejemplo de la deteccion de este tipo de traslocacion se puede observar

en la figura 8.

Otras alteraciones que se han identificado en los Ultimos afios han sido: la t(4;14) (3%), la
t(14;16) (4%),74 1(6;14) (2%), 1(14,20) (1%)75 y otras traslocaciones del gen IGH pero en las

que se desconoce el otro gen implicado en la fusion.”

También se han detectado ganancias en 1921 (19% de los casos), 5p15/5935 (8%), 9934
(22%)78, 11923 (33%), 15922 (15%), 19913 (15%), 5p15/5935 (8%) y deleciones en 8921
(7%) y 13q14 (31%), Las ganancias en 1q han sido identificadas como un factor pronostico
adverso en pacientes tratados con quimioterapia estandar (melfalan/dexametasona) y en
MM es considerada por la guia MM mSMART un factor de riesgo intermedio. Por otro lado,
las deleciones en 13g14 se asociaron frecuentemente con la t(4;14) y que incluye a los
oncogenes MMSET y FGFR3. 74 77.78. 76 | a monosomia/delecion del cromosoma 13

también se ha asociado con altos niveles de dFLC, NT-proBNP y plasmocitosis en MO.75
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Sin embargo, deleciones en el 17p no se han identificado con mucha frecuencia (2%), a

diferencia de lo que ocurre en el MM. 75

Las trisomias mas frecuentes que se han identificado en amiloidosis AL han sido: trisomia
en el cromosoma 9 (20% de los casos), en el cromosoma 15 (14%), 7 (10%), 3 (10%) y

11(9%), donde también se han observado tetrasomias.

cly - stain

olg- stain

clg - stain

i1 14) fusion

Figura 8. Patrones de hibridacion normal y anormal mediante dos estrategias. A. Hibridacion con las
sondas VH y CH a la citobanda 14932 en un control sano en metafase. B. Patrén normal de las
sondas VHCH, con dos sefiales pareadas juntas. C. Patron de sefias celular que indica traslocacion
en 14g32. D. Hibridacion de las sondas14g32 y 1113 en su localizacion correcta en control sano.
E. Patron normal de 14g32(verde)/11q13(rojo) de la estrategia de fusion. No se observan sefales
fusionadas. La luz azul intensa del citoplasma son las cadenas ligeras. Fuente: Hayman et al 69

Finalmente, en un estudio de Granzow et al,” con la serie de pacientes mas grande hasta
la fecha, donde estudian 118 pacientes con amiloidosis AL mediante SNPs-arraysy iFISH,
identifican nuevas alteraciones cromosdémicas como, trisomias en el cromosoma 4, 5, 17,
18 y 19, ganancias en 3p, 4q, 6p y 14q y deleciones en 4q, 6q, 14q, 16q y 20p. Algunas de
estas alteraciones tienen potencial papel pron6stico como las deleciones 1p, las ganancias
en 1q junto con deleciones en 14q, que se asocian con una peor supervivencia libre de

progresion (SLP) y deleciones en 16q que se asocia con una mejor SLP.

En todos los estudios, se encontré al menos una alteracién cromosémica en mas del 72%

de los casos.69.75.79
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En resumen, se demuestra que la citogenética es muy importante para el manejo y el
estadiaje de los pacientes con amiloidosis AL ya que en estos estudios también se ha
demostrado que la presencia de alteraciones citogenéticas esta relacionada con una menor

supervivencia global.”®

e Panorama mutacional en la amiloidosis AL.

A diferencia de lo que ocurre con otras gammapatias monoclonales como la
macroglobulinemia de Waldenstrdom (MW) y el MM, en las que gracias a las nuevas
tecnologias como la secuenciacién masiva, se ha avanzado mucho en el conocimiento de
la biologia de la enfermedad, en la amiloidosis AL no se ha progresado mucho. Bien debido
a la baja incidencia de la enfermedad o a la baja carga tumoral, todavia se desconoce si
existe algun gen afectado en comun entre todos los pacientes afectados de amiloidosis AL

0 si existe alguna recurrencia de los genes mutados.

Hasta la fecha, solamente se han realizado dos estudios en series pequefas de
amiloidosis, una de 24 y la otra de 48 pacientes 881, En ambos estudios se utiliza la

secuenciacion masiva para el estudio del perfil mutacional.

En el primer estudio, identifican una media de 39 mutaciones somaticas por paciente. Los
genes mas frecuentemente mutados que identificaron fueron: MUC16, LTBP4, RP1L1,
SYNM, ALMS1, CASC5, CHGB, IGFN1, IL7R, OR11G2, PKHD1L1, SIGLEC12, SUSD5y
ZBTB21. Entre los genes mutados recurrentemente, se identificaron mutaciones en IL7R,
un gen que codifica un receptor de la superficie celular que regula la recombinacion V(D)J

al alterar la accesibilidad de los sustratos de ADN a la recombinasa en las células pro-B.82

Otras mutaciones se encontraron en genes drivers como EGR1 (Q95R), DIS3 (D479E,
M667L), IRF4 (S332G), y TRAF3 (K99 splicing). También, algunos casos con mutaciones
hotspots en MM en NRAS (Q61R and Q61H), pero no en KRAS ni en otros genes que
hayan sido descritos como genes de factor pronostico adverso en MM como ATM, ATR,
ZFHX,y TP53.

En el segundo estudio, donde se realiz6 secuenciacion masiva de exoma (WES) en 10
pacientes y un panel de 52 genes en otros 38 pacientes, identificaron una media de 33
mutaciones somaticas en regiones codificantes. De entre los 10 genes significativamente
mutados (XBP1, DUSP2, SMPDL3A, CD27, IGLL5, KFKBIA, KRAS, BIRC3, MAGEC3y
FTSJ3), 4 de ellos pertenecen a la via de sefializacion NF-xB: DUSP2, NFKBIA, KRAS y

BIRCS3, sugiriendo una potencial importancia de esta via en la patogénesis de la amiloidosis
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AL. 8 En el analisis de los 38 casos analizados con el panel encontraron que el gen mas
frecuentemente mutado fue el gen IGLL5 (17% de los pacientes) seguido de ASCC3,
DNAHS5, HIST1H1E, BRIP1, MEGF6, KRAS, ATR, ASB15, SPTAN1, PRDM16, FBN2 y
FN1. Ademas, encontraron que las mutaciones en HIST1H1E, ASB15, ASCC3y MEGFG&,

se relacionaban con una disminucion de la supervivencia global.®

1.4.1.7. Tratamientos.

El objetivo principal en la terapia para la amiloidosis AL es la eliminacion del precursor
amiloide y la reabsorcion de los depositos amiloides. La quimioterapia (convencional y de
alta dosis) es efectiva para supresion de la sintesis de las cadenas ligeras, seguido de un

trasplante autdélogo de células madre (HDM-SCT).

Para comprobar la eficacia del tratamiento se miden cambios en los niveles de dFLC, NT-
proBNP, proteinuria o TFG y se han establecido una serie de criterios para determinar el
tipo de respuesta que alcanzan los pacientes, hematoldgica®, cardiaca®® y/o renal6®
(Tabla. 3).

Tabla 3. Criterios de respuesta en la amiloidosis AL

Hematolégica dFLC >50 mg/L -Respuesta completa: inmunofijacion
negativa de suero y orina y ratio normal de
cadenas ligeras libres .
-Muy buena respuesta parcial: dFLC <40
mg/L
-Respuesta parcial: disminucion de mas del
50% de dFLC comparado con la linea basal

dFLC 20-50 mg/L Respuesta de baja dFLC: dFLC< 10mg/L

Cardiaca NT-proBNP >650 Disminucion de NT-proBNP de >30% y >300
ng/L ng/L comparado con la linea basal

Renal Proteinuria>0.5 g/ | Disminucion de la proteinuria >30%
24h comparado con la linea basal (0 es <0.5 g/24
(mayoritariamente h) en ausencia de reduccion de TFGe de
albumina) >25%

AL, immunoglobulin light chain; dFLC, difference between disease-associated and uninvolved
circulating free light chain; TFGe, estimated glomerular filtration rate; NT-proBNP, amino-
terminal fragment of type B natriuretic peptide. Adaptada de: Merlini et al 18

21



FACTORES PRONOSTICOS Y BIOMARCADORES MOLECULARES EN GAMMAPATIAS MONOCLONALES

Los tratamientos que se utilizan en amiloidosis AL derivan de los que se utilizan en el MM
aunque con algunas modificaciones, debido a la disfuncién organica ocasionada por el

deposito amiloide.

El tipo de terapia que recibe cada paciente depende del grupo de riesgo al que pertenezca,
también teniendo en cuenta la edad y la afectacion cardiaca. Los pacientes de bajo riesgo
(que representan el 20-25% de los pacientes con amiloidosis AL) reciben altas dosis de
melfalan seguido de un HDM-SCT.8 La terapia de induccion con ciclofosfamida,
bortezomib y dexametasona (CyBorD) podria usarse en pacientes con mas de un 10% de
infiltracion de células plasmaticas en la médula 6sea y en pacientes que rechazan el HDM-
SCT por adelantado,® como podrian ser los enfermos muy mayores y los enfermos con
afectacion cardiaca. Para estos pacientes, por lo general se usa melfalan y dexametasona
(MDex) y CyBorD. En los pacientes que no se consigue una respuesta completa a los tres
meses del HDM-SCT, se puede considerar la terapia de consolidacién con bortezomib y

dexametasona (BDex).8

Los pacientes con riesgo intermedio (que representan aproximadamente el 60% de los
pacientes con amiloidosis AL) son aquellos que no son elegibles para el HDM-SCT y sin
afectacion cardiaca grave. Por lo general, se usa la combinacion de bortezomib, melfalan
y dexametasona (BMDex). Sin embargo, el melfalan puede afectar a la recoleccion de
células madre en pacientes que son candidatos potenciales para el HDM-SCT. La
combinacion CyBorD es preferible en estos casos. Para los pacientes que presentan
neuropatia periférica o enfermedad pulmonar fibrética se debe evitar el bortezomib debido

a su potencial toxicidad neurolégica y pulmonar. 76

Los pacientes con afectacion cardiaca grave (entre el 20-25% de los pacientes con
amiloidosis AL), con concentraciones séricas del biomarcador NT-proBNP muy altas (>
8,500 ng/L) y en una clase Ill o superior en la escala de la New York Heart Association
(NYHA) se consideran de alto riesgo. Los regimenes basados en bortezomib, ya sea a
bajas dosis 0 con dosis completa bajo observacioén estrecha en una unidad de cuidados
criticos, pueden beneficiar al 30-40% de estos pacientes, aunque la supervivencia general
es pobre (4 a 7 meses). 8 En estos pacientes, se debe considerar el trasplante cardiaco,
seguido de HDM-SCT. 88

El tratamiento de pacientes recidivantes y/o refractarios se basa principalmente en
medicamentos inmunomoduladores (IMiDs), y pomalidomida que parece ser bien tolerada

y de accion rapida.8® También se esta comprobando que el daratumumab es muy efectivo
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y podria pasar a una terapia inicial en combinacién con regimenes que contengan
bortezomib. También, en monoterapia ha demostrado ser bien tolerado y altamente
efectivo en pacientes con amiloidosis AL pretratados superando la eficacia en el MM

recidivante / refractario (RRMM). 90

[ Estadificacién del riesgo :I

I
¥ )] 3
s ™ T N X ~ ) E—
Riesgo bajo y elegible para trasplante Riesgo intermedio Riesgo alto
-ECOG0-2 = Inelegible para HDM-SCT - Estadio lllb
- Fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo >40% (estadios I-llla) J Clase NYHA >II
- NT-proBNP <5000 ng/L . /
-Troponina T <0,06 ng/L
- Satruacion de 02 >95% - ,
- Bilirrubina total <2mg per dl - EIDe a Dosis bajas de N
- Presion sistlica >90mmHg - - CyBorD para candidatos potenciales regimenes en
P - para el HDM-SCT combinacién
- HDM-SCT o )
- Considerar terapia de induccion con CyBorD - MDex- preferible para pacientes con - Régimen estandar
silas CP de la MO estan >10% o si el paciente neuropatia o enfermedad pulmorar con cuidados
fibrética intensivos
rechaza el trasplante por adelantado ) )
¥ [ ¥
Refractario y recaida - Ixazomib y bortezomib para pacientes que no hayan sido
- Considerar BDex si la respuesta no es completa después tratados previamente con este Ultimo.
del HDM-SCT - IMiDs (lenalidomida y pomalidomida)
- Repetir la terapia de primera linea en pacientes en - Bendamustina
\__reacaida si es posible - Daratumumab

Figura 9. Diagrama de flujo que muestra el tratamiento adaptado al grupo de riesgo al que
pertenecen los pacientes con amiloidosis AL. HDM-SCT, trasplante autdlogo de células madre;
ECOG, Grupo de Oncologia Cooperativa del Este; MDex, melfalan y dexametasona; NYHA, New
York Heart Association; CyBorD: ciclofosfamida, bortezomib y dexametasona; BMDex, bortezomib,
melfalan y dexametasona. Fuente: Merlini et al 18

Por altimo, en el tratamiento de la amiloidosis AL también es una parte muy importante la
terapia de apoyo, incluyendo las medidas dietéticas, la terapia antiedematosa, la profilaxis

de la trombosis venosa e incluso el trasplante de érganos (trasplante cardiaco o renal).9!

1.4.1.8. Inmunoterapia en amiloidosis AL

Actualmente, existen varios anticuerpos monoclonales (AcMo) para el tratamiento en
monoterapia 0 en combinacién en el tratamiento de la amiloidosis AL. Algunos de ellos
persiguen la erradicacion del clon de CP que produce la proteina aberrante, mientras que

otros estan enfocados a la eliminacion de las fibras amiloides.92

23



FACTORES PRONOSTICOS Y BIOMARCADORES MOLECULARES EN GAMMAPATIAS MONOCLONALES

e Anticuerpos dirigidos contra el clon de células plasmaticas.
Daratumumab

Daratumumab es un anticuerpo monoclonal humano anti-CD38 IgGik. CD38 es un
marcador de superficie que es altamente expresado por las células plasmaticas

patolégicas, al contrario que en el resto de poblaciones celulares. 92

Los mecanismos de accion del daratumumab son: induccidbn de la citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC), citotoxicidad mediada por célula y dependiente de
anticuerpos (ADCC), fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP), apoptosis de

las células tumorales y la modulacion enzimatica del receptor. 3

Tras varios ensayos clinicos, daratumumab se ha aprobado en monoterapia mostrando
una buena tolerancia y alta eficacia en pacientes con amiloidosis AL tratados previamente,
mostrando mas efectividad incluso que en pacientes RRMM. Aunque su efecto es rapido y
con una seguridad aceptable hay que prestar especial atencion a la alta incidencia de

infecciones relacionadas con el tratamiento. 90
Isatuximab

Isatuximab es un anticuerpo monoclonal quimérico IgG1kx que su une a un epitopo
especifico de CD38, pero una forma distinta a como lo hace daratumumab. De tal forma
que los mecanismos que desencadena son: ADCC, ADPCP, CDC, agotamiento de células

inmunes, induccién de apoptosis directa e inhibicidon de la actividad enzimatica CD38.94.95

Este AcMo esta siendo revisado por la US Food and Drug Administratrion (FDA) para el
RRMM. En amiloidosis AL, esta siendo evaluado en un ensayo clinico en fase Il en
pacientes con enfermedad refractaria recidivante (NCT03499808) y del que todavia no se

disponen los datos (activo pero sin reclutamiento a 1 mayo de 2020).
Elotuzumab

Elotuzumab es un anticuerpo monoclonal humanizado IgG1k. Su diana terapéutica es la
molécula de sefalizacion de activacion linfocitica de la familia F7 (SLAMF7), también
llamada CS1. Esta glicoproteina esta localizada en la citobanda 1923, y se expresa de
forma normal en las CP, linfocitos, células NK, etc. A diferencia de lo que ocurre en las CP
clonales que suelen tener amplificaciones en esta region. % Los mecanismos de accion de

este anticuerpo son principalmente via ADCC mediada por células NK.
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Elotuzumab ha sido aprobado en RRMM vy actualmente hay un ensayo clinico en
reclutamiento (NCT03252600) utilizando lenalidomida, dexametasona y elotuzumab con o

sin ciclofosfamida en el tratamiento de pacientes con amiloidosis primaria recurrente.

e Anticuerpos dirigidos contra las fibras amiloides.

NEODO001

El anticuerpo monoclonal IgG1 NEODOQO1 (birtamimab) es una forma humanizada del

anticuerpo monoclonal murino 2A4. La diana de este anticuerpo son las fibras amiloides.®”

A pesar de tener un comienzo prometedor, y haber empezado un estudio en fase lll, el
desarrollo del medicamento se suspendié en abril de 2018 en funcién de los resultados del
estudio de fase lIb, que no llegd a terminarse. En este ensayo, la mejor respuesta cardiaca
y renal después de 12 meses fue baja y similar entre la cohorte tratada con NEODOQO1,
versus la cohorte tratada con placebo. De tal modo que Prothena discontinu6 el desarrollo
de NEODOQO1 para amiloidosis AL.%

CAEL-101 (11-1F4)

CAEL-101 o 11-1F4, es un anticuerpo monoclonal quimérico IgG1x murino que reconoce
un epitopo conformacional asociado a las fibras amiloides relacionadas con las cadenas
ligeras humanas.?®® En un estudio en fase |, 11-1F4 ha sido bien tolerado por todos los
pacientes tratados y mostr6 respuestas organicas prometedoras. 19 Actualmente se estan

planteando nuevos ensayos clinicos con este farmaco.

Anti-SAP

Como su nombre indica, este anticuerpo esta dirigido contra el componente SAP, del que
ya hemos hablado previamente. Es un anticuerpo monoclonal humanizado IgG1 y también
se denomina, dezamizumab. La estrategia de este farmaco era disminuir los niveles de
SAP en suero, ya que protege los depositos amiloides, y disminuir residuos de SAP en los
tejidos, pero tras los resultados en un estadio en fase Il se identifico que el perfil de
beneficio/riesgo no era el esperado, de modo que el desarrollo de esta terapia fue

finalizado. Actualmente, nuevas estrategias usando SAP estan siendo desarrolladas.??

En resumen, estrategias basadas en la eliminacion de los depésitos amiloides junto con
las terapias dirigidas a la eliminacion del clon tumoral podrian mejorar el manejo y

pronostico de los pacientes con amiloidosis AL. Desafortunadamente, dos de los
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anticuerpos anti-amiloide han sido abandonados tras su falta de eficacia en ensayos

clinicos.

1.5. Mieloma Multiple.

1.5.1. Definicion y aspectos generales del MM.

El mieloma multiple es una enfermedad incurable, en la cual, la recaida se caracteriza por
un nuevo crecimiento del tumor residual y la supresion inmunolégica. EI MM tiene una
biologia muy compleja que afecta a muchos aspectos de la enfermedad y a la respuesta al

tratamiento. 101

Esta neoplasia de células plasmaticas se caracteriza por la proliferaciéon y acumulacion
incontrolable de CP clonales en la MO, la presencia de Ilg monoclonal en el suero u orina,
lesiones osteoliticas, dafio renal e inmunodeficiencia. Estas CPs producen y secretan una
Ig anormal de tipo monoclonal, principalmente IgG o IgA, dando lugar al pico M. Este pico
puede estar formado por la inmunoglobulina completa o por las cadenas ligeras. El exceso
de cadena ligeras se denomina Bence-Jones, que debido a su bajo peso molecular pueden
pasar a la orina. Los manifestaciones clinicas mas comunes son fatiga, dolor 6seo e

infecciones recurrentes.102

1.5.2. Epidemiologia.

El MM representa el 1% de todas las neoplasias malignas y aproximadamente el 10% de
todos los canceres hematoldgicos, siendo el mas comun después del linfoma.1%® La
incidencia anual, en los Estados Unidos es de 4,3 casos por 100 000 habitantes, resultando
en mas de 15 000 nuevos pacientes cada afio.1% Ademas, esta enfermedad es dos veces
mas comun en poblacion negra americana que en poblacién blanca y mas comdn en
hombres que en mujeres.1% En Europa, en poblacion caucasica, la incidencia es intermedia
con 4,5-6 casos/100 000 habitantes/afio y una mortalidad de 4,1/100 000 habitantes/afio.1%

La media de edad al diagnéstico es de 66 afios, siendo extremadamente raro que se
desarrolle en personas menores de 30, apareciendo con una frecuencia de entre el 0,02 y

el 0,3% 197 y del 2% en pacientes menores de 40 afios.108

En general, no se considera una enfermedad con una base genética hereditaria, sin

embargo, aunque raro, se han encontrado casos familiares.1%9
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En cuanto a la prevalencia mundial estimada a 5 anos es de aproximadamente 230 000

casos.110

Es importante destacar que en la ultima década, en la poblacion general, la tasa de
supervivencia ha mejorado significativamente gracias a la disponibilidad de terapias
efectivas comenzando por el trasplante autdlogo de células madre (TAPH) y mas

recientemente por el uso de los Pls, IMIDs y anticuerpos monoclonales.11.112

En los ultimos estudios, se ha informado de que la supervivencia en pacientes con MM
recidivantes antes del ano 2000 fue de 12 meses, en comparacion con 24 meses después
del ano 2000.'3 Las nuevas terapias, y en concreto, los farmacos inmunomoduladores y
los inhibidores del proteasoma, han llevado a los pacientes a sobrevivir mas tiempo,
mejorando la tasa de supervivencia a 5y 10 afios.'* Aunque esta respuesta sigue siendo

muy variable debido a la heterogeneidad de la respuesta al tratamiento.

1.5.3. Etiologia y mecanismos moleculares.

A dia de hoy, la causa del mieloma multiple sigue siendo desconocida, aunque algunos

estudios han identificado potenciales factores de riesgo, tanto ambientales como genéticos.

En uno de estos estudios, la incidencia del MM se vio incrementada tres veces en
individuos que se habian expuesto a una radiacion de =0.5 Gy comparada con individuos
control, después de 20 afios 0 mas tras la exposicion a la bomba atomica de Hiroshima y
Nagasaki.s Por otro lado, un estudio mas reciente donde analizan datos desde 1950 hasta
1987 con el seguimiento anual de 2 778 000, sugieren que los individuos con exposicion a

menos de 4 Gy no habia incrementado significativamente el riesgo de MM.116

También se han estudiado las exposiciones ocupacionales en varias poblaciones. Por
ejemplo, en un gran metaanalisis de datos de granjeros de Estados Unidos se informé6 de
un riesgo relativo de 1,38, pero que el aumento de este riesgo sea debido a la exposicion
a pesticidas, disolventes, agentes infecciosos y otros factores no ha sido determinada.!'?
Aunque la evidencia que existe es baja, también se ha asociado la exposicion a tintes del

peloy a productos con benceno y petréleo a un aumento del riesgo de desarrollar MM. 118,119

Por otro lado, parece ser que también existen factores genéticos asociados al MM, ya que
se ha informado de 8 familias con MM.120 Ademas, el riesgo de GMSI en familiares de

primer grado de pacientes con MM aumenta dos veces. 121
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Los estudios de asociacion de todo el genoma (GWAS) han identificado multiples loci
genéticos asociados con una mayor mortalidad. 22 También se han identificado SNPs que
podrian llevar a la activacion de MYC (gen asociado con la progresion del MM), loci
asociados con una supervivencia inferior en pacientes (como 6p25 y 16p13),'2® asi como
SNPs asociados con el desarrollo de la toxicidad relacionada con los farmacos, como la

neuropatia inducida por bortezomib.124

En lo referente a la biologia y los mecanismos moleculares subyacentes a la enfermedad

son complejos y muchos de los aspectos todavia son desconocidos.

Para comprender el MM, es necesario entender el desarrollo de las células B y la biologia
de las células plasmaticas. Las células plasmaticas se desarrollan a partir de células
madres hematopoyéticas. Estas células madres van sufriendo diferentes pasos de
diferenciacion en la médula ésea y en los 6rganos linfoides secundarios, desde células B
hasta células plasmaticas. En la médula ésea, las células B inmaduras experimentan un
reordenamiento V(D)J, proceso por el cual se genera un repertorio de inmunoglobulinas
primarias.'? Estas células B que expresan en la superficie celular un complejo IgH-IgL
(receptor de las células B) migran a los 6rganos linfoides secundarios. Aqui, sufren distintos
procesos como maduracion por afinidad, hipermutacidbn somatica y recombinacion de
cambio de clase (es decir, de IgM a IgG, IgA, IgD, o IgE). El resultado es la produccion de
anticuerpos que tienen una alta afinidad por antigenos especificos y con diferentes

propiedades funcionales (es decir, Igs diferentes).

Médula ésea Tejido linfoide periférico Médula 6sea

Hipermutacién somaética/
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] ; :
N N Célula B
‘ ‘ . ) : \ ‘ : ’ de memoria
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Figura 10. Maduracién de las células B. *IgG u otro isotipo de Ig. Ig: inmunoglobulina, VDJ,
diversidad variable y unién. 101
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Para la recombinacién de cambio de clase y para la hipermutacién somatica es necesaria
la rotura de la doble cadena de ADN en los loci de las inmunoglobulinas. El problema esta
en que estas rupturas de ADN pueden fusionarse con otras rupturas que ocurren en otras
partes del genoma, lo que lleva a fusiones aberrantes del ADN vy traslocaciones
cromosOmicas. La mayoria de estas traslocaciones son intrascendentes, ya que estas
células no producen progenie. Sin embargo, las traslocaciones que involucran oncogenes
pueden dotar a las células de una ventaja proliferativa y es lo que podria conducir al

desarrollo de estados patolégicos como las GMSI, SMM y el MM.

Por lo tanto, las traslocaciones cromosdmicas y las aneuploidias, de las que se hablara
mas adelante, son un posible evento iniciador del MM. Otros procesos que forman parte
de la patogénesis del MM, ademas de las alteraciones genéticas y los defectos

cromosdmicos son las alteraciones epigenéticas y el microambiente tumoral. 126

1.5.4. Estadios y evolucidn clinica del Mieloma Multiple.

Como ya se ha comentado y como se esquematiza en la figura 11, la presencia de una
GMSI podria marcar el inicio del desarrollo del MM. A esta etapa le sigue una etapa
intermedia de la enfermedad que desarrollan algunos pacientes denominada, MM
asintomatico. Estos pacientes tienen unos niveles de proteina M mayores de 30g/L y
aproximadamente un 10% de CP en la MO, pero son asintomaticos con respecto al dafio

organico terminal relacionado con el MM.

Progresion del Mieloma Muiltiple

Impulsores de la evolucion clonal:
Competicion clonal
Microentorno tumoral
Tratamiento
Sistema inmunolégiico

} } }

Célula B

posut-ac . MGUS | —o [ SMM | —& [ MM —» [ EMD
Iniciacién Progresion de MGUS a MM Progresion de la enfermedad
Hiperdiploidia Mutaciones en KRAS del MM
Traslocaciones Activacién de MYC Eventos genéticos
de IgH Inestabilidad genémica secundarios

Intactivacion de TP53 Patrones de mutaciones
Del(17p)/TPS53

Remodelacion del microentorno tumoral

Figura 11. Progresion del mieloma multiple27.
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Los pacientes SMM progresan a MM durante los 5 primeros afos tras el diagnéstico,

después la tasa de progresion disminuye.128

En las etapas finales de la enfermedad, las células de MM pueden adquirir la capacidad de
crecer fuera de la MO, y es lo que se conoce como mieloma extramedular o leucemia de
células plasmaticas (PCL). Toda esta transformacién maligna de células B o CP en GMSI
y MM, requiere tanto eventos iniciales, como traslocaciones del gen IgH o hiperdiploidia,
como multiples eventos genéticos secundarios tales como variaciones en el nUmero de
copia (CNV), mutaciones que se acumulan en el clon tumoral y cambios epigenéticos. Todo
ello también promovido por el remodelamiento del nicho de la MO, la evolucién y
competicion clonal (de la cual se hablard mas adelante), el resto de células del sistema

inmunitario y el tipo de terapias recibidas.

El diagnéstico del MM se caracteriza por la presentacion y desarrollo de las caracteristicas
denominadas CRAB (hipercalcemia, fallo renal, anemia y lesiones 6seas). Segun la ultima
revision del IMWG,?® |a definicion de MM implica infiltracion de =10% de células
plasmaticas en la MO o un plasmocitoma 6seo probado mediante biopsia y uno o mas de

los siguientes eventos:

e Evidencia de dafio organico como consecuencia de la proliferacion de las CPs,

como:.

Hipercalcemia: calcio sérico > 0,25mmol/L (> 1 mg / dL) mas alto que el limite

superior de lo normal, 0 > 2,75 mmol/L (>11 mg / dL).

- Insuficiencia renal: aclaramiento de creatinina < 40ml por minuto o creatinina

sérica > 177 ymol/L (> 2 mg/dL).

- Anemia: valor de hemoglobina > 20 g/L por debajo del limite inferior de lo

normal, o un valor de hemoglobina <100 g/L.

- Lesiones Oseas: una 0 mas lesiones osteoliticas en radiografia esquelética,

tomografia computarizada o PET-CT.
e Cualquiera de los siguientes biomarcadores de malignidad:
- Infiltracion en la MO de CP =60%

- Ratio de dFLC =100
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- Mas de una lesion focal en estudios de resonancia magnética

Tras el diagnéstico, los pacientes reciben una linea de tratamiento y si éste es efectivo, los
valores bioquimicos comienzan a estabilizarse y la sintomatologia empieza a desaparecer.
Sin embargo, el MM se caracteriza por el desarrollo de sucesivas recaidas requiriendo
nuevas lineas de tratamiento para frenar los sintomas y la progresion de la enfermedad. 19!
En otros casos, los pacientes se muestran refractarios y nunca llegan a alcanzar una

respuesta suficiente para controlar la enfermedad.

1.5.5. Factores prondsticos y estadificacion de los pacientes.

En el mieloma multiple, varios factores, como las alteraciones y citogenéticas vy

biomarcardores, pueden actuar como factores pronésticos.

En cuanto a los marcadores citogenéticos, se evaluan en la MO en todos los pacientes,30
ya que, por ejemplo, la del(17p) y la t(4;14) son marcadores de mal prondstico. Sin
embargo, la coexistencia de distintas aberraciones cromosdmicas puede variar el perfil de
riesgo, como la trisomia del cromosoma 3 0 5 que se asocian con una mejora del mal
pronostico asociado con la del(17p) y la t(4;14).131.132 Por el contrario, otros factores pueden
empeorar el riesgo, por ejemplo, la presencia de la del(1p32) en pacientes con la t(4;14) y
la del(6q) en pacientes con la del(17p).13 También la presencia de la del(1p) empeora el

buen pronéstico que confiere la t(11;14).134

Las traslocaciones t(4;14), t(14;16), t(14;20) y la del(17/17p) junto con un cariotipo no
hiperdiploide se consideran factores de alto riesgo, independientemente del tratamiento,
segun el sistema de estadificacion de riesgo del IMWG. 135 La combinacién de tres 0 mas
alteraciones citogenéticas se considera un factor de riesgo alto y se asocia con una
supervivencia menor de dos anos. 136 De tal modo que se ha establecido por el IMGW como
prueba de rutina en el diagnostico el estudio mediante FISH el estudio de la t(4;14) y la del
(17p). Aunque también se deberia tener en cuenta el perfil de expresion genético, la

deteccion de mutaciones y las CNVs.

Hasta la fecha, se han propuesto varios sistemas de estadificacién de riesgo como el
sistema internacional de estadiaje (ISS)'%. La base de este sistema fueron los niveles de
albumina y de B>-microglobulina. Mas tarde, en un ISS posterior revisado, se incluyeron los
niveles de lactato deshidrogenasa (LDH) y las alteraciones cromosomicas. Ademas, se han
descrito otro factores prondsticos que podrian repercutir en la supervivencia de los

pacientes (Tabla 4).135 Actualmente, con el desarrollo de las nuevas tecnologias se ha
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descrito un nuevo subgrupo de pacientes de muy alto riesgo, denominado “double hit”.
Estos pacientes se caracterizan por tener o bien una inactivacion bialélica de TP53 o una

amplificacién (4 copias o mas) de 1g21.138

Tabla 4. Estadificacion de riesgo en los pacientes con mieloma multiple.

Etapa I: niveles de B2-microglobulina <3,5mg/L y albimina sérica > 3,5g/dI
Etapa II: No etapa | o lll

Etapa lll: niveles de B2>-microglobulina >5,5mg/L o mayor

Etapa I: Sistema internacional de estadificacion estadio I, niveles normales de lactato deshidrogenasa
(LDH) y marcadores citogenéticos de riesgo estandar, detectados mediante hibridacion fluorescente in
situ (FISH)

Etapa II: No etapa | o lll
Etapa lll: Sistema de estadificacion internacional en etapa Ill y niveles de LDH mas altos de lo normal o

marcadores citogenéticos de alto riesgo, detectados mediante FISH
(como la presencia de del (17p), t (4;14) y t(14;16))

Numero de CPs circulantes, enfermedad extramedular, alta tasa de proliferacion de las CPs, presencia de
mutaciones en TP53, fallo renal, inmunoparesia...

LDH: Lactato deshidrogenasa. Adaptada de Kumar et al 126

1.5.6. Alteraciones citogenéticas, moleculares y perfil mutacional del

mieloma multiple.

El MM, como ya se ha comentado, es una enfermedad que se caracteriza por presentar
una gran inestabilidad y heterogeneidad cromosémica. Se han identificado numerosas
alteraciones citogenéticas, que han sido muy bien estudiadas y que van apareciendo a
largo del proceso hacia el desarrollo de MM. De manera que se pueden agrupar en eventos
primarios, que aparecen en los primeros paso pasos de la transformacion, y eventos
secundarios, en etapas mas avanzadas. Sin embargo, estas numerosas alteraciones
citogenéticas no son suficientes para explicar la transformacién maligna de la CP de MM.
Si no que también se han descubierto numerosos genes y alteraciones moleculares que
forman parte de este proceso de malignidad. Un resumen de todas ellas se encuentra en

la siguiente tabla :
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Tabla 5. Alteraciones genéticas, citogenéticas y moleculares en el desarrollo del mieloma mdltiple.

e Variantes hereditarias (SNPs)

2p: DTNBy DNMT3A
3p: ULK4y TRAK1
7p: DNAH11y CDCA7L

o Eventos genéticos primarios (% de
tumores)

e Traslocaciones de
afectados

iIGH@ y genes

t(4;14): FGFR3y MMSET (11%)

t(6;14): CCND3 (<1%)
t(11:14): CCND1 (14%)
t(14;16): MAF (3%)
t(14;20): MAFB (1.5%)

e Hiperdiploidia (57%)

Trisomia de los cromosomas: 3, 5, 7, 9, 11, 15,
19y 21

e Eventos genéticos secundarios (%
de tumores)

e Ganancias
1g: CKS1By ANP32E (40%)
12p: LTBR
17q: NIK
e Traslocaciones secundarias
t(8;14): MYC
Otras traslocaciones que no implican IGH@
e Eventos epigenéticos
Hipometilacion general

Hipermetilacion en genes especificos

e Eventos genéticos secundarios (% de
tumores)(continuacion)

e Eventos moleculares caracteristicos de
MM

Inmortalizacion

Alteracion ciclo G1/S (CDKN2C, RB1 (3%),
CCND1 (3%)y CDKNZ2A)

Proliferacion (NRAS (21%), KRAS (28%), BRAF
(5%)y MYC (1%))

Resistencia a la apoptosis (PI3K'y AKT)
Via NF-kB (TRAF3 (3%), CYLD (3%)y I-kB)

Localizacion anormal y enfermedad 6sea (DKKT,
FRZBYy DNAHS5 (8%))

Diferenciacion anormal de las CPs (XBP1 (3%),
PRDM1 (6%)y IRF4 (5%))

Alteracion en la reparacion del DNA (TP53 (6%),
MRE11A (1%)y PARP1)

Edicion del RNA (DIS3 (13%), FAM46C (10%) y
LRRK2 (5%))

Alteraciones epigenéticas (UTX (10%), MLL
(1%), MMSET (8%), HOXA9y KDM6B)

Vigilancia inmune anormal
Alteraciones en el metabolismo energético
e Deleciones

1p: CDKN2C, FAF1y FAM46C (30%)
6q (33%)

8p (25%)

11q: BIRC2y BIRC3 (7%)

13: RB1y DIS3 (45%)

14q: TRAF3 (38%)

16q: CYLDy WWOX (35%)

17p: TP53 (8%)

PCL: Leucemia de células plasmaticas. Adaptada de Morgan et al 139
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Los estudios de secuenciacion masiva han demostrado que no existe una mutacién driver
universal en el MM, si no la presencia de mutaciones Unicas y compartidas en subclones

coexistente de CP malignas.139.140,141,142
1.5.7. Vias de sefalizacion alteradas en el mieloma multiple.

Como se ha descrito en el apartado anterior, el MM se caracteriza por muchas mutaciones
que ocurren en pequefos subconjuntos de pacientes. A pesar de ello, muchas de estas
mutaciones se pueden agrupar en varias rutas de sefalizacion, por ejemplo, la ruta pro-
supervivencia del factor nuclear kB (NF-kB), que es la via de sefializacién central en las
células B.143.144 De hecho, en el 20% de los pacientes, la alteraciones genéticas dan como
resultado la activacion de la via no canoénica de NF-kB, la cual puede aumentar la expresion

de varias proteinas antiapoptoéticas (Fig. 12).14
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Otras vias que se ven alteradas son: la regulacion del ciclo celular, las interacciones con
el microambiente (sobreexpresion de MAF en t(14;16), y t(14;20)), cambios en el

citoesqueleto y alteraciones epigenéticas.46

1.5.8. Tratamientos

Debido al hecho de que el MM es una enfermedad muy heterogénea, los pacientes
presentan diferentes niveles de sensibilidad a los farmacos, por lo que el tratamiento con

un Unico farmaco no seria efectivo.

Durante estos ultimos afios se ha avanzado en el tratamiento de esta enfermedad con la
incorporacion de farmacos de distinta naturaleza, que se administran de manera conjunta
o en diferentes combinaciones, lo que ha ayudado a alargar la esperanza de vida de estos
pacientes.’? Al igual que en el caso de la amiloidosis AL, si los pacientes cumplen los

requisitos el TAPH esté indicado.

Agentes alquilantes

La ciclofosfamida, el melfalan y la bendamustina fueron los primeros farmacos que se
utilizaron en el tratamiento del MM y actualmente se siguen usando.'® Su mecanismo de
accion se basa en la alteracién del ADN mediante la formacion de puentes cruzados,
introduccion de mutaciones y fragmentacion de éste.'#® Aunque son muy eficaces, se han
identificado pacientes refractarios o recidivantes mediante un mecanismo que no esta del
todo claro. Algunos autores sugieren que podria deberse a la capacidad de reparacion del
ADN.150

Glucocorticoides

El mecanismo de accién de estos farmacos no es del todo conocido. Aunque se ha
demostrado que tienen la capacidad de inducir la apoptosis en las células de MM in vitro,
lo que sugiere que la eficacia de este farmaco in vivo en pacientes.También se ha
observado un efecto positivo para paliar los sintomas de la quimioterapia generalmente

utilizada en el tratamiento del MM. 151

Los glucocorticoides ampliamente utilizados en el MM son: la prednisona y la
dexametasona, que han mostrado en ser muy eficaces aumentando la supervivencia de

los pacientes.152.153
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Inhibidores del proteasoma

En las ultimas dos décadas los inhibidores del proteasoma (Pls) han aparecido para
cambiar el tratamiento en las enfermedades hematolégicas y en concreto en el MM, de

modo que ahora forman uno de los pilares del tratamiento.

Hasta la fecha, se han aprobado por la FDA tres tipos de Pls. El primero de todos fue el
bortezomib, después el agente de segunda generacidn, carfilzomib y por ultimo, el primer

Pl que se administra de forma oral, ixazomib.154

Los mecanismos por los cuales los Pls conducen a la muerte celular son diversos y afectan

a varias vias utilizadas en las células cancerosas (Fig.13)
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Figura 13. Mecanismos de accién de los inhibidores del proteasoma.*Bortezomib, carfilzomib, e
ixazomib inhiben la subunidad B5, inhibiendo asi la actividad catalitica del proteasoma. Imagen
adaptada de Nunea A y Annunziata CM.155

El primer mecanismo de citotoxicidad, es la inhibicidon de la ruta NF-«xB y por tanto la
proliferacién, invasion, metastasis y angiogénesis. 5 Por otro lado, la inhibicién del
proteasoma provoca la activacion de la ruta c-Jun quinasa NH2-terminal (JNK) y de p53,
activando proteinas pro-apoptéticas como Bim, BIK, BID, Bax y NOXA. 157 Por ultimo, como

las células de mieloma producen una gran cantidad de Igs, hay una alta carga proteica
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para el reticulo endoplasmatico (RE) que cuando se estresa puede activar rutas de
apoptosis. Los Pls evitan la degradacidén de las proteinas ubiquitinadas, bloqueando la
translocacion de proteinas mal plegadas del RE al proteasoma. La acumulacion de

proteinas mal plegadas provoca un estrés del RE, conduciendo a la apoptosis celular.158

A pesar de su alta efectividad, mejorando significativamente los sintomas, disminuyendo
la masa tumoral y provocando altas tasas de remision, parece ser que las recaidas de los

pacientes son inevitables debido a los mecanismos de resistencia.%®

Recientemente, algunos de estos mecanismos de resistencia han sido descritos, como por
ejemplo, la disminucion de la regulacién de la subunidad 19S del proteasoma, de
transportadores de farmacos ABC1 y mutaciones somaticas en el gen PSMB que forma

parte de la subunidad catalitica del proteasoma.6°

1.5.9. Farmacos inmunomoduladores.

Al igual que con la aparicién de los Pls, los farmacos inmunomoduladores (IMiDs) han

mejorado significativamente la supervivencia de los pacientes con MM. 61

El primer farmaco en utilizarse fue la talidomida, un IMiD de primera generacion, asociado
con una alta toxicidad en pacientes mayores. Después, aparecié el IMiD de segunda
generacion, lenalidomida, con menores efectoS toxicos que la talidomida, utilizado tanto

en nuevos diagnésticos, como en RRMM y como terapia de mantenimiento tras el TAPH.

La pomalidomida, de tercera generacion, es 10 veces mas potente que la lenalidomida y
ha mostrado resultados muy buenos en pacientes de MM en recaida y para los refractarios
a lenalidomida y bortezomib. 8" A pesar de esto, también provocan efectos secundarios
graves y hay pacientes que desarrollan resistencia, de modo que se siguen estudiando

cuales son los mecanismos de resistencia a IMiDs en pacientes con MM. 62

Estos farmacos tienen multiples efectos biolégicos como la teratogenicidad, la estimulacion
de la produccion de IL-2 por las células T y la inhibicién de la producciéon de TNF por los
monocitos, pero se desconoce la base molecular de estas actividades pleiotropicas.'®3
Recientemente, se ha demostrado que estos farmacos se unen a la proteina cereblon,
codificada por el gen CRBN, que forma parte de un complejo formado por Roc1, CUL4 y

DDB1. Este complejo ubiquitina sustratos e induce su protedlisis.

Cuando estos farmacos se unen a la proteina CRBN, se potencia la ubiquitinacién y

protedlisis de IKZF1/IKZF3, que son factores de transcripcibn muy importantes en la
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diferenciacion de las células B. La eliminacion de estas proteinas provoca la citotoxicidad
celular en mieloma y la disminucion de la regulacion de IRF4y MYC'% (Fig.14). También
se ha demostrado que mutaciones en los genes IKZF1/3, provocan resistencia al

tratamiento. 163,165
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Figura 14. Mecanismo de accién de los farmacos inmunomoduladores mediante la union a CRBN.
CBM; moléculas de union a cereblon (CRBN). 166

A dia de hoy, estos farmacos, junto con los Pls forman el componente principal en los

tratamientos anti-MM.

1.5.10. Anticuerpos monoclonales utilizados en el tratamiento del

mieloma multiple.

Como ya se ha comentado en los tratamientos de la amiloidosis AL, los AcMo

daratumumab, elotuzumab e isatuximab también son utilizados en el tratamiento del MM.

Daratumumab se ha mostrado su eficacia tanto en monoterapia como en combinacién para
los RRMM y en tratamientos de primera linea. Actualmente hay cinco ensayos clinicos en

fase 2/3 con daratumumab.16?

Elotuzumab en monoterapia no ha demostrado tener respuestas objetivas, sin embargo,
en combinacion con los farmacos anti-MM estandar, tanto IMiDs como Pls, ha mostrado

una mejora significativa de la supervivencia con un incremento minimo de la toxicidad.'68
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En cuanto a isatuximab, varios estudios han demostrado un beneficio significativo y

sostenido de la SLP en combinacion con el tratamiento estandar en pacientes RRMM.

Actualmente, est4 pendiente la aprobacion de isatuximab en combinacion con

pomalidomida/dexametasona por parte de la FDA.'¢7
1.6. Heterogeneidad clonal.

Hasta hace muy poco tiempo, se pensaba que la evolucién tumoral seguia un modelo

lineal.

Con la llegada de los estudios citogenéticos y la secuenciacidn masiva existen cada vez
mas evidencias de que la progresion tumoral puede seguir distintos modelos de
competicién y evolucion tumoral, dando lugar al concepto de heterogeneidad clonal.
Probablemente, esta heterogeneidad clonal, desde una perspectiva de seleccion
darwiniana, sea la caracteristica esencial de la evolucion clonal, donde distintos linajes
clonales, divergen y forman distintas subpoblaciones, responsable de recaidas vy

mecanismos de resistencia frente a farmacos.169.170

En el campo de la evolucion tumoral se aplica el conocimiento de la evolucidén de las
especies, la ecologia y la genética de poblaciones para comprender cémo la poblaciones
de células tumorales responden a presiones selectivas, como el sistema inmune, cambios

de pH, quimioterapia, radiacion, falta de nutrientes, etc.!”

Para comprender como ocurre esta heterogeneidad intratumoral, se han propuesto varios
modelos de competicion clonal: evolucién lineal, evolucion ramificada, evolucion neutral y

evolucion puntuada (Fig. 15).
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Figura 15. Modelos de evolucién tumoral. Se muestran los cambios dinamicos en las frecuencias
clonales a lo largo del tiempo. (A) Evolucion lineal (B) Evolucion ramificada (C) Evolucién neutra (D)
Evolucion puntuada. Los colores indican clones con diferentes genotipos. 172

En el modelo de evolucion lineal se postula que las mutaciones se adquieren linealmente
en un proceso gradual que conduce a etapas mas malignas. En este modelo las nuevas
mutaciones impulsoras proporcionan una ventaja selectiva o fitness tan fuerte que supera

a todos los clones anteriores mediante barridos selectivos.

En el modelo de evolucion ramificada los clones divergen de un ancestro comun y
evolucionan en paralelo, lo que resulta en multiples linajes clonales. A diferencia con el
modelo anterior, los barridos selectivos son poco comunes, y multiples clones se expanden

ya que todos tienen un buena ventaja proliferativa.

La evolucidén neutra es un caso de evolucion ramificada extremo, donde no hay cambios
de seleccion y las mutaciones aleatorias se acumulan a lo largo del tiempo. Esto da lugar

a una heterogeneidad interclonal muy amplia.

En cuanto al modelo de evolucion puntual, no se basa en la adquisicion gradual de

mutaciones a lo largo del tiempo como en los otros tres modelos si no en que pueden
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ocurrir una gran cantidad de aberraciones genémicas en breves periodos de tiempo en las

primeras etapas de la progresiéon del tumor.

Con este nuevo concepto se introduce una mayor complejidad a la biologia tumoral ya que
se considera que los clones no existen de forma aislada si no que forman parte de un

equilibrio dinamico que compite por los recursos limitados. 173

Datos de estudios recientes, tanto clinicos como biolégicos, muestran que esta

heterogeneidad clonal es comun entre el MM, la amiloidosis AL y el cancer en general.'73;174

Comprender estas relaciones complejas entre clones en humanos supone todo un desafio,
pero con los avances tecnol6gicos como la secuenciacién masiva, técnicas de imagen, las
aplicaciones de la técnica CRISPR/Cas, secuenciacién masiva de una célula (single-cell),
etc., estamos comenzando a comprender el numero, la naturaleza y la interaccion entre
los eventos genéticos que se requieren para desarrollar el MM y la amiloidosis AL. Esto
permitira acercarnos cada vez mas a una medicina de precision en la que las terapias no
solamente se centren en la poblacion clonal predominante si no que se tenga en cuenta la
presencia de la heterogeneidad subclonal, previendo resistencias, recaidas y mejorando el

pronostico de los pacientes. 26
1.7. Genoémicay medicina de precision.

Tras la publicacién de los resultados del Proyecto Genoma Humano'”® en 2001 y el
descubrimiento del potencial que podia tener conocer nuestro genoma en el campo de la
medicina, la gendmica se ha convertido en una herramienta indispensable en el campo de

la medicina.

El desarrollo de las técnicas de secuenciacion masiva o de ultima generacion (NGS, Next
Generation Sequencing, en inglés) han impulsado este avance de la genémica a pasos
agigantados, asi como el campo de la bioinformatica acercandonos cada dia mas a una
medicina de precision, donde se tiene en cuenta las caracteristicas y necesidades de cada

paciente.

Por otro lado, la identificacion de alteraciones genémicas que sirvan como biomarcadores
y dianas terapéuticas contra las que dirigir farmacos, como los inhibidores de tirosina
quinasas ha promovido el desarrollo de la medicina de precisién en la oncologia.'”® El
primer farmaco desarrollado contra una diana terapéutica, fue el trastuzumab, un

anticuerpo monoclonal dirigido contra el receptor ERBB2. Este receptor se encuentra
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amplificado en el 20% de los pacientes con adenocarcinoma de mama. El tratamiento con

este anticuerpo durante un ano supuso un disminucion del 50% del riesgo de recurrencia.

177

Actualmente, las aplicaciones de la NGS y la bioinformatica son innumerables, por ejemplo:

- Secuenciacion del exoma completo (WES. Whole exome sequencing. en

inglés): Secuenciacion del exoma, es decir, la parte correspondiente a las

regiones codificantes (exones).

- Secuenciacion del genoma completo (WGS, Whole genome sequencing,

en

inglés): Secuenciacion del genoma completo de un individuo

- Secuenciacion del transcriptoma (RNASeq): Secuenciacion del transcriptoma

de un individuo.

- Desarrollo de paneles de genes: Secuenciacion de un determinado grupo de

genes de interés.

La bioinforméatica es el pilar fundamental y la base de todas estas aproximaciones ya
que nos permite dar sentido a la inmensa cantidad de informacion que se obtiene con
esta tecnologia. Con el uso de la bioinformatica se pueden contrastar los resultados con
miles de bases de datos, tanto para conocer el tipo de mutacién que se ha obtenido,
como por ejemplo, si es una mutacidbn conservada, su patogenicidad, en qué
enfermedades ya se ha detectado, discernir entre mutaciones passenger (que
proporcionan una ventaja adaptativa fundamental) y drivers (no tienen ningun valor
adaptativo), estudio de las firmas mutacionales, que son caracteristicas de cada tipo de

tumor, y un largo sinfin de aplicaciones que siguen creciendo de manera exponencial.

Este tipo de aproximaciones, permite el andlisis simultdneo de un gran numero de
alteraciones, como SNPs, CNVs y traslocaciones en una unica prueba, permitiendo asi
identificar las caracteristicas genéticas del tumor y con ello hacer posible la aplicacion
de un tratamiento personalizado para cada paciente. Ademas, en una investigacion mas
basica permite caracterizar enfermedades, para entender mejor su biologia y buscar
biomarcadores moleculares que sirvan para el pronéstico o mejora del tratamiento de la

enfermedad.
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1.7.1. Secuenciacidon masiva en las neoplasias hematoldgicas.

La NGS ha permitido conocer qué genes y rutas metabdlicas estan alteradas en cada
paciente, esto podria permitir el disefio de farmacos que actien directamente sobre estas
dianas, siendo asi los tratamientos mas eficaces y ajustados al perfil genético de cada
paciente. Por ejemplo, como ha ocurrido en la leucemia mieloide cronica, que el desarrollo
del imatinib, que va dirigido contra el gen de fusibn BCR/ABL1 (cromosoma filadelfia), ha

mejorado drasticamente el pronéstico de los pacientes.78

En el caso del MM, la medicina de precision afronta varios retos, ya que es una enfermedad
genéticamente muy heterogénea como ya se ha mencionado anteriormente. Por otro lado,
aunque se han identificado varios genes recurrentemente mutados como KRAS, NRAS,
FAM46C, DISC3 y TP53, casi la mitad de los pacientes presenta mutaciones en otros
genes no recurrentes, por lo que el disefio contra una Unica diana terapéutica parece ser
inviable. 141142179 Ademas, debido a esta heterogeneidad que presenta el MM también se
debe tener en cuenta que la administracién continuada de una terapia dirigida ejerce una
presion selectiva generando resistencias. De modo que el uso de estas terapias debera ir

acompanado de una monitorizacion exhaustiva de los distintos subclones.

A pesar de todo esto, se estan probando distintas terapias dirigidas contra diana
moleculares en estudio en el MM, como inhibidores de BRAF, en mielomas con mutaciones
en la via RAS/MAPK e inhibidores de BET en mielomas con sobreexpresion de MYC, entre

otros. Siento esta Ultima una de las mas prometedoras. 180

Otro tipo de ventajas que ofrece la NGS es que, debido a la gran cantidad de lecturas de
una sola secuencia permite examinar el repertorio y reordenamientos de las
inmunoglobulinas®® o de las células T'82, detectando asi poblaciones clonales de una
forma muy exhaustiva, e incluso hacer un seguimiento de los clones tumorales. Esto
permite detectar y medir la enfermedad minima residual, por ejemplo, en el MM'83, |a

leucemia mieloide agua'® o la leucemia linfocitica cronica'82.

En resumen, el uso de la secuenciacion masiva y la bioinformatica, junto con el desarrollo
de farmacos dirigidos contra dianas moleculares, suponen un futuro prometedor como
herramientas para implementar una medicina de precision en la practica clinica, asi como
para la caracterizacion y busqueda de nuevos biomarcadores en enfermedades menos

conocidas como la amiloidosis AL.
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2.1. Hipétesis de trabajo

El desarrollo y el constante crecimiento de las nuevas tecnologias como la secuenciacion
masiva y la ediciébn genética, asi como el avance y crecimiento exponencial de la
bioinformatica, ha permitido profundizar en el conocimiento de numerosas enfermedades,
incluidas las hematologicas. Este desarrollo ha llevado a la identificacién de biomarcadores

y dianas terapéuticas lo que ha permitido el desarrollo de nuevos farmacos y mas efectivos.

A pesar de ello, en el caso de la amiloidosis AL, dada su alta complejidad, la baja incidencia
y la baja carga tumoral, la informacién sobre la biologia de la enfermedad y su implicacion
con la clinica todavia siguen siendo desconocidas. Tampoco se conoce si existe un gen
driver comun, como en el caso de la macroglobulinemia de Waldenstrém y cuales son las
diferencias 0 semejanzas que pudiesen existir con el MM, ya que las dos gammapatias

comparten la misma identidad celular, la célula plasmética.

Afortunadamente, en el caso del mieloma multiple se ha avanzado mas en el conocimiento
de esta enfermedad gracias al desarrollo de estas tecnologias. Por ejemplo, en el MM se
han descrito algunos genes drivers como TP53, KRAS, NRAS, DIS3, etc., y alteraciones
citogenéticas que ha permitido la identificacion de un grupo de pacientes de muy alto riesgo

que con las técnicas actuales no hubiese sido posible.

Por otro lado, dada la gran heterogeneidad clonal que caracteriza tanto al MM como a la
amiloidosis AL, la cual es responsable de las numerosas recaidas que se observan en el
MM. El estudio en poblaciones celulares modificadas genéticamente con el objetivo de
poder hacer un seguimiento de ellas mediante citometria de flujo, del comportamiento y las
dinamicas clonales nos puede permitir definir de forma individualizada el pronéstico y las
mejores opciones terapéuticas de los pacientes con MM. Ademas, podrian utilizarse como

biomarcadores para predecir posibles recaidas.

Por lo tanto, el uso de las nuevas tecnologias como la secuenciacion masiva y la edicion
genética nos permitird caracterizar la amiloidosis AL en busca de biomarcadores y factores
pronésticos, y la implementacion de esta metodologia en la practica clinica en el caso del
MM. Todo ello, nos permitira un mayor conocimiento de la enfermedad, mejor pronéstico y
mejor eleccion de los tratamientos en este tipo de enfermedades, fomentando cada vez

mas una medicina de precision.
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2.2. Objetivos

El objetivo global de este trabajo es caracterizar el perfil genético mediante
secuenciacion de exoma completo y la secuenciacion del repertorio inmune de la
amiloidosis AL. Asi como la caracterizacion del perfil molecular de pacientes con
mieloma multiple al diagnostico mediante la validacion de un panel de secuenciacion
masiva, y estudiar la heterogeneidad clonal y mecanismos de resistencia al tratamiento

en el mieloma multiple.
Para conseguir este objetivo se llevaron a cabo los siguientes objetivos especificos:

1. Caracterizar a nivel genético 27 pacientes con amiloidosis AL mediante

secuenciacion del exoma completo y regiones reguladoras.

2. Analizar el repertorio inmune tanto de amiloidosis AL como del MM, y compararlos

entre si.

3. Estudiar el perfil mutacional de pacientes con MM al diagnéstico mediante un
panel de NGS.

4. Correlacionar clinicamente estos resultados y determinar posibles marcadores

pronosticos.

5. Estudiar las dinamicas clonales de los principales genes implicados en la
progresion del MM y resistencia al tratamiento mediante modelos de competicion

clonal y definir mecanismos de seleccion clonal.
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3.1. Caracterizacion genética de pacientes con amiloidosis de cadenas
ligeras (AL)

3.1.1. Pacientes y muestras

Para la realizacion de este proyecto se han recopilado 54 muestras de 27 pacientes,
procedentes de 14 hospitales de toda Espafia, diagnosticados con amiloidosis primaria de
cadenas ligeras. El diagnostico se basé en la demostracion del depésito de sustancia
amiloide en los tejidos con tincion de rojo Congo positiva, depdsitos amiloide confirmados
mediante inmunohistoquimica o espectrometria de masas y evidencia de células

plasmaticas clonales.

Las muestras fueron recogidas tras el consentimiento de los pacientes, de acuerdo con las

directrices del comité de ética local y la Declaracion de Helsinki.

De las 54 muestras, 27 correspondian a células plasmaticas patolégicas (CPP) de la
médula ésea (MO) y 27 a muestras de sangre periférica (PBMCs) del mismo paciente que
se utilizaron como control para descartar variantes o0 mutaciones de origen germinal. La
demografia y caracteristicas clinicas de los pacientes se encuentran recogidas en la tabla

6, que se muestra a continuacion:

Tabla 6. Demografia y caracteristicas clinicas de pacientes con amiloidosis AL (n=27).

Hombre/ Mujer* 19 (70%) / 8 (30%)
Edad (afios)¥ 67 (45-78)
Clonalidad, A 19 (70%)
Afectacion renal* 13 (48%)
Afectacion cardiaca* 14 (52%)
Afectacion hepatica* 1 (4%)
Afectacion de los nervios periféricos* 2 (7%)
Afectacion del tracto digestivo* 6 (22%)
Afectacion tejidos blandos* 4 (15%)
Afectacion pulmonar*® 3 (11%)
Afectacion epitelial* 3 (11%)
Afectacion poliarticular® 1 (4%)
Albumina sérica (g/dL)¥ 3.6 (1.6-5)
Creatinina sérica (mg/dL)¥ 1(0.7-7)
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B2-microglobulina (mg/L)¥ 2.8 (0.2-18)
Componente M sérico (g/dL)¥ 0.62 (0-7.4)
Componente M en orina (g/24h)¥ (0-3.7)
dFLC (mg/L)¥ 227 (2.5-18899)
Troponina T (ng/mL)¥ 0.08 (0.005-51)
NT-ProBNP (pg/mL)¥ 765 (12-26680)
% de CP por morfologia¥ 10 (2-23)

% de CP por citometria¥ 0.1 (0.02-3.6)

Trasplante aut6logo 2
Mel/CP-Dex (Quimioterapia)

Bortezomib + quimioterapia (CP/Mel) (IP) 14
Otros 5
Clasificacion Mayo Clinic revisada*
I 5
Il 50
1] 30
v 10
Gsotipot
Kappa libre 19
Lambda libre 26
IgG-Kappa 11
lgG-Lambda 37
IgA-Lambda 7

Los resultados se expresan como mediana (rango) ¥ o como porcentaje de casos*. PC: células
plasmaticas; dFLC: diferencia entre la cadena ligera en Suero involucrada y las no involucradas;
NT-ProBNP: prohormona N-terminal del péptido natriurético cerebral; Mel: melfalan; Dex:
dexametasona; CP: ciclofosfamida; PI: inhibidores del proteasoma.

3.1.2. Preparacion de las muestras y extraccion del ADN.

Para la obtencién de las CP patologicas, los aspirados de médula ésea (BM) fueron
caracterizados en base a su perfil inmunofenotipico usando combinaciones de anticuerpos
de 8 colores y técnicas de citometria de nueva generacién empleando el siguiente panel
anticuerpos monoclonales (BV421HV450/ BV510/ FITC/ PE/ PerCP-Cy5.5/ PE-Cy7/ APC/
APC-H7): CD138/CD27/ CD38/ CD56/ CD45/ CD19/ CD117/ CD81. La adquisicion de los
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datos se realiz6 con el citbmetro FACSCantoll (Becton Dickinson Biosciences — B.D, San
Jose, CA) usando el software FACSDiva 6.1 (BD) y siguiendo las guias de EuroFlow.'85
Las células plasmaticas fueron sorteadas con un FACSAria Il (Becton Dickinson
Biosciences —BD, San Jose, CA) con una pureza = 97%, segun los fenotipos aberrantes

especificos del paciente.

ElI ADN gendmico (ADNg) fue extraido con el kit QlAamp ADN Mini y Micro (Qiagen, Hilden,
Alemania) para la sangre periférica y las CPP sorteadas, respectivamente, siguiendo el
protocolo descrito por la casa comercial. La cuantificacién se realizé6 mediante medicién
fluorimétrica empleando el kit comercial Qubit® dsADN HS Assay Kit (ThermoFisher
Scientifc, Palo Alto, CA, USA).

Ademas, se us6 RNA carrier para mejorar el rendimiento de la extraccion del ADN en las
muestras de células patologicas aisladas (al ser donde se aislaron cantidades mas

pequefas de células).

En 11 de las muestras fue necesario una amplificacion del genoma completo ya que para
la secuenciacién de exomas es necesario al menos 50 ng de ADNg de partida. Esta
amplificacién se realizd con el kit REPLI-g® Mini de QIAGEN. Este kit utiliza una tecnologia
denominada amplificaciébn por desplazamiento multiple (MDA), que permite amplificar
cantidades de ADN muy pequefas, incluso de una Unica célula, con una alta cobertura y
fidelidad.'® En el anexo 1 se muestran las concentraciones iniciales de las muestras y si

fueron amplificadas mediante REPLI-g® o no.

La muestra tumoral se dividié en 3 alicuotas para realizar y secuenciar 3 librerias distintas

a partir de la muestra original con el objetivo de tener una validacion técnica.

3.1.3. Generacion de las librerias de los exomas

Una vez que se obtuvo el ADNg de ambas poblaciones (PBMCs y CPP purificadas), se
comenzO con la realizacion de las 108 librerias (controles + triplicados). Para ello, se siguid
el protocolo SureSelectQXT Target Enrichment Multiplexed Sequencing (Agilent
Technologies) para lllumina basado en la tecnologia de la transposasa para la
fragmentacién del ADN vy la captura para la seleccion de las regiones a secuenciar. Las
regiones capturadas son las especificadas en el kit SureSelect Human All Exon V6+UTR,
el cual contiene sondas especificas para capturar exones y regiones reguladoras UTR. El
desarrollo paso a paso del protocolo para la realizaciébn de exomas por captura, es el

siguiente:
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- Cuantificacion del ADN y preparacion de alicuotas

Partiendo de una concentracion de 100ng/ul, se hicieron diluciones seriadas hasta llevar la
muestra a una concentracion de 25ng/ul, cuantificandose con el Qubit® dsADN HS Assay
Kit. Este paso es muy importante para que la reaccion enzimética funcione correctamente

y obtengamos el tamafio deseado de los fragmentos (entre 245-350 pares de bases (bp)).

- Reaccioén de “tagmentacion”

En este punto se produce la fragmentacién del ADNg mediante tagmentacién, un método
enzimatico basado en el uso de transposasas, unas enzimas que cortan el ADN
aleatoriamente y afiaden adaptadores al final de los fragmentos en una unica reaccion.
Estos adaptadores de oligonucleétidos llevan una secuencia comun que hibrida con los
oligonucleétidos que se encuentran en la superficie de vidrio (flow cell) que se encuentra
en el secuenciador (Fig. 16). Esta reaccion es llevada a cabo en un termociclador durante

10 minutos a 45°C.

ADN gendémico

Etiquetas de oligonucleétidos ¥

¥ Tagmentacién

11011 — I e i
A

Fragmento de ADN tagmentado

Figura 16. Esquema del proceso de “tagmentacion”. Imagen adaptada de la guia de Nextera XT
DNA Library Prep Kit 2017 lllumina, Inc.

- Purificacién de la libreria “tagmentada”

A continuacién, se purifico el producto de PCR con microbolas magnéticas (AMPure XP,
Beckman Coulter, Life Science) que se unen a determinados tamanos de fragmentos de
ADN dependiendo de la concentracion a la que se utilicen. En este punto se usan a una
concentracion 1X para quedarnos solamente con el tamafo de los fragmentos que nos
interesan (por debajo de 400bp). El funcionamiento de estas bolitas magnéticas se describe

en la figura 17.
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Figura 17. Funcionamiento de las microbolas AMPure XP. 1. ADN en solucién 2. Uni6n del ADN a
las bolitas magnéticas 3. Separacién del ADN unido a las bolitas magnéticas del resto de
contaminantes (ARN y sales) 4. Lavado del ARN y sales con etanol 5. Separacion del ADN de las
bolitas 6. Transferencia del eluido a un nuevo pocillo (Beckman.com, 2016).

- Amplificacién de la libreria “tagmentada” pre-captura

En este paso, los fragmentos con los adaptadores son reparados y amplificados mediante
PCR empleando primers especificos que se unen a los adaptadores previamente

incorporados en el proceso de tagmentacion.

- Control de calidad

En este punto, las muestras se analizaron en un bioanalizador (Agilent 2100 Bioanalyzer)
utilizando un chip ADN 1000 para ver el perfil de las librerias, comprobar que los fragmentos
tenian el tamafio esperado (entre 245 y 350 bp) y que no habia restos de adaptadores,
dimeros de primers u otros fragmentos de mayor tamafo al de la libreria que contaminen

la muestra.

- Reaccioén de hibridacién y captura.

En este paso, se hibrida el ADN con sondas de ARN con secuencias complementarias a
las regiones que queremos capturar, en este caso, todos los exones del genoma vy las
regiones reguladoras (UTR 3’y UTR 5’). Ademas, estas sondas estan unidas a biotina. El
proceso de hibridacion dura aproximadamente 2 horas. Después de la hibridacién, las
moléculas marcadas con biotina son capturadas con microbolas magnéticas de
estreptavidina de manera que se obtienen todos los fragmentos capturados durante la

hibridacion, descartando las regiones intergénicas e intrones (Fig. 18).
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1. -\. Sondas de biotina

Hibridacion de las sondas biotiniladas a las regiones exénicas y UTR

. g

Fa
’ ‘ Bolas magnéticas de estreptavidina

Elucién del ADN
Figura 18. Esquema de la reaccion de hibridacién y captura.
- Amplificaciéonn de libreria post-captura

El siguiente punto es la realizacién de otra PCR para anadir los indices especificos de cada
muestra a ambos extremos de los adaptadores de los fragmentos. Estos indices consisten
en una secuencia de 8 nucleétidos. Hay 8 indices denominados P7i (1-8), que pueden
combinarse con 12 indices P15i (1-12), ofreciendo 96 posibles combinaciones. Estos
oligonucleétidos sirven para poder identificar las secuencias correspondientes a cada
muestra de forma inequivoca una vez hecho el pool 0 mezcla de las diferentes librerias

correspondientes a cada muestra. Proceso denominado “multiplexing o multiplexado”.

- Purificacion de la libreria amplificada post-captura

Tras la PCR, se vuelven a purificar las muestras con las AMPure XP a una concentracion
1X para eliminar posibles primers o indices no unidos. El resultado final es una libreria
compuesta por unos adaptadores, el fragmento de ADNg y un par de indices en los

extremos, como podemos observar en la siguiente figura 19.
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Fragmento preparado para la secuenciacién

Figura 19. Esquema de una libreria completa compuesta por unos adaptadores (azul y verde), el

fragmento de ADNg (gris) y un par de indices en los extremos (morado y naranja/rojo).

- Control de calidad y cuantificacion final

Tras la purificacion, para ver el perfil, tamano y concentracion de la libreria final, las librerias
se vuelven a analizar en el bioanalizador, esta vez con el kit High Sensitivity ADN Analysis,
ya que la concentracion de las librerias es mucho mas baja que en el primer punto de

control. En este punto, las librerias tienen un tamano entre 325 y 450 bp.

Una vez que tenemos todas las librerias cuantificadas, también por Qubit®, se mezclan en
“pooles” de 9 muestras de manera equimolar, para secuenciarlas en la misma carrera ya

que la plataforma NextSeq 500 tiene una capacidad para 8 y 9 exomas.

Al estar todas en la misma concentracion, todas debern tienen aproximadamente el mismo

numero de lecturas.

La férmula utilizada para hacer el pool es la siguiente:

Volumen de _V(f)xC(f)

cada muestra #x C(i)

Donde, V(f) es el volumen final, C(f) es la concentracion final, en nuestro caso 4nM, ya que
es la concentracion necesaria para secuenciar en el NextSeq500 siguiendo el protocolo de
lllumina, C(l) es la concentracion inicial de cada libreria y # es el nUumero de muestras que

se ponen en el pool.

Una vez preparado el pool se cuantifica por 2100 Bioanalyzer para comprobar que esta

aproximadamente a la concentracién teérica de 4nM.
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3.1.4. Secuenciacion masiva en lllumina.

Antes de comenzar la carrera, se prepara una hoja de muestras 0 sample sheet, un
documento que incluye la informacion sobre el tipo de libreria, protocolo, identificacion de
cada muestra y la secuencia del par de indices usados por muestra para que el equipo
pueda discriminar unas muestras de otras (demultiplexing). Este documento se crea con la
aplicaciéon lllumina Experiment Manager o en BaseSpace on site de lllumina, una
herramienta que nos permite ver a tiempo real el transcurso de nuestra carrera de

secuenciacion y almacenar resultados, entre otras aplicaciones.

Para cargar el pool de muestras en el equipo se siguid el protocolo de llumina para
NextSeq500 System. en este punto las librerias se desnaturalizan con NaOH a 1N y se
llevan a una concentracién de 1,8nM. A la dilucién final se afade un ADN control al 1%
respecto al total del pool que sirve para tener un control de la calidad de la carrera de
secuenciacion. Se suele utilizar el denominado PhiX Control v3 que son librerias realizadas

con el genoma pequefio de un fago muy bien caracterizado.

Las librerias se secuenciaron en la plataforma NextSeq 500 de lllumina con el kit NextSeq

500/550 High Output v2 con una secuenciacion paired-endy 2x150 ciclos.

La quimica de secuenciacién de lllumina es muy similar a la secuenciacion mediante
electroforesis capilar (secuenciacion Sanger), en la que una ADN polimerasa cataliza la
incorporacion de desoxiribonucle6tidos trifosfato (ANTPs) marcados con un fluoréforo
sobre una hebra de ADN molde durante varios ciclos consecutivos de sintesis de ADN. En
cada ciclo, el nucle6tido incorporado es identificado mediante la excitacion del fluoréforo.
La diferencia fundamental es que en lugar de secuenciar un Unico fragmento de ADN,

mediante la NGS se pueden secuenciar millones de fragmentos en paralelo.

El primer paso tras la generacién de las librerias es un proceso de amplificacion. Que en
lllumina comienza con la inmovilizacién y separaciéon espacial de los fragmentos en una
superficie sélida de vidrio, denominada flow cell. Se inicia tras la carga en el secuenciador
de las librerias y la union de estas en el soporte de vidrio mediante los adaptadores
complementarios. En este proceso, cada molécula es amplificada de manera clonal,
formando clusters o grupos que tienen la misma secuencia, con el fin de aumentar la senal

de fluorescencia. Un esquema de este proceso lo podemos observar en la figura 20.187
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Figura 20. Proceso de clustering (lllumina). Durante este proceso las librerias desnaturalizadas se
fijan a la superficie sélida gracias a los adaptadores complementarios. Después, se afaden
nucleétidos y se da una reaccion de PCR que genera ADN de doble cadena en puente, a
continuacion se da un proceso de desnaturalizacién, y finalmente obtenemos millones de clusters
con nuestra secuencia de ADN. Todo este proceso se lleva a cabo dentro del secuenciador.

Una vez que se han generado los clusters comienza la secuenciacion. lllumina usa un tipo
de tecnologia denominada SBS (secuenciacibn mediante sinteses, sequencing by
synthesis, en inglés). Utiliza cuatro terminadores reversibles, cada uno marcado con un
fluoréforo diferente, de forma que se detecta cada base cuando son incorporadas a las
cadenas moldes de ADN. Los cuatro terminadores reversibles se encuentran ligados a los
nucleotidos y bloquean la polimerizacion, por lo que la enzima polimerasa solo puede
anadir una base a cada cadena de ADN que se esta sintetizando. Al afadirse los
nucleétidos simultdneamente y no secuencialmente, se produce una competencia natural
por lo que se minimizan los errores de incorporaciéon. Como las bases individuales se
anaden a todos los moldes de una manera uniforme, el proceso de secuenciacién produce
unas secuencias de ADN de longitud uniforme. El resultado es una secuenciacion base a
base muy precisa que elimina virtualmente los errores especificos de la secuencia,
permitiendo asignaciones de bases fuertes entre el genoma, incluyendo regiones de
secuencias repetidas y homopolimeros. De esta forma, se consiguen secuenciar los

millones de clusters de la superficie de la célula al mismo tiempo.

Después de cada ciclo de incorporacién, se eliminan los terminadores y se determina la
identidad de la base insertada por la excitaciéon de los fluor6foros inducida por un laser y la
consiguiente formacién de imagenes que se registran. De esta manera, se va obteniendo

el orden de la secuencia de ADN, traducida a partir de sefiales de fluorescencia (Fig. 21).
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Figura 21. Proceso de dos
ciclos de secuenciacion
mediante la tecnologia lllumina.

Paso 1. Adicibn de nt y
extension de los primers.

Paso 2. Lavado del exceso de
nucleé6tidos, excitacion  del
fluor6foro y deteccion de la
fluorescencia.

Paso 3. Eliminacion del
fluor6foro, lo que permite la
unién del siguiente nucleétido.
Estos ciclos se van repitiendo
hasta sintetizar toda la libreria.
El ndmero de ciclos va a
depender del tamafio de las
librerias.

El altimo paso es el analisis de los datos. En este ultimo punto se trata de dar un sentido

bioldgico a todas estas secuencias e informaciéon. Una vez obtenidas e identificadas todas

las secuencias, estas se alinean con un genoma de referencia, y finalmente se pueden

realizar diferentes tipos de analisis, para detectar polimorfismos de un Unico nucleétido

(SNP), inserciones y deleciones (indels), analisis filogenéticos, metagenémicos, entre

otros.

3.1.5. Estudio del repertorio inmune de las inmunoglobulinas.

El analisis de los genes IGHV-D-J y IGK-J se hizo sobre las mismas muestras usadas para

la secuenciacion de exoma completo.

En cuanto a la amplificacion de los reordenamientos IGH/IGK se realizé de acuerdo a los

datos ya publicados por Martinez-Lopez et al'® y se explican a continuacion:
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1. PCR para la amplificacién de los reordenamientos:

Para la amplificacion de las regiones VDJ (IGH) y VJ (IGK) se hizo una PCR mudltiple
utilizando los primers de BIOMEDZ2.'88 Debido a la alta diversidad de segmentos génicos
V, D y J que forman el gen de las inmunoglobulinas (Figura 22a), para una deteccion
precisa de todos los segmentos del reordenamiento, estos primers estan agrupados por

familias que cubren las distintas regiones diana.

a IGH gene complex (#14932.3)
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b
VH DH JH
YH—FR‘I primers  VH-FR2 primers VH-FR3 primeﬁs JH primer

VH family primers

IGH tube A 5 2 , IGHtubes A, B, and C

3 3 3
VHI-FR1 (1-2) (-252) GGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAG CCAGTGGCAGAGGAGTCCATTC  (+57) JH consensus
VH2-FR1 (2-5) (-284) GTCTGGTCCTACGCTGGTGAAACCC
VH3-FR1 (3-7) (-256) CTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTG
VH4-FR1 (4-4) (-256) CTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTG
VHE-FR1 (5-51)(-2565) CGGGGAGTCTCTGAAGATCTCCTGT
VH6-FR1 (6-1) (-263) TCGCAGACCCTCTCACTCACCTGTG

IGH tube B

VHI-FR2 (1-2) (-192) CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAA
VH2-FR2 (2-5) (-190) TGGATCCGTCAGCCCCCAGGGAAGG
VH3-FR2 (3-7) (-189) GGTCCGCCAGGCTCCAGGGAA
VH4-FR2 (4-4) (-188) TGGATCCGCCAGCCCCCAGGGAAGG
VH5-FR2 (5-51)(-190) GGGTGCGCCAGATGCCCGGGAAAGG
VH6-FR2 (6-1) (-194) TGGATCAGGCAGTCCCCATCGAGAG
VHT-FR2 (7)  (-192) TTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAA
IGH tube C

VHI-FR3 (1-2) (-65) TGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGA
VH2-FR3 (2-5) (-54) CAATGACCAACATGGACCCTGTGGA
VH3-FR3 (3-7) (-57) TCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCC
VH4-FR3 (4-4) (-48) GAGCTCTGTGACCGCCGCGGACACG
VH5-FR3 (5-51)(-69) CAGCACCGCCTACCTGCAGTGGAGC
VH6-FR3 (6-1) (-63) GTTCTCCCTGCAGCTGAACTCTGTG
VH7-FR3 (7)  (-69) CAGCACGGCATATCTGCAGATCAG

Figura 22. A. Analisis por PCR de los reordenamientos IGH (VH-JH). a) Esquema de los diferentes
segmentos V, D y J en la banda cromosémica 14q32.3. Solo los segmentos del gen VH no
polimoérficos que se reordenan se incluyen en azul (VH funcional) o en gris (pseudogenes que se
reordenan). b) Diagrama esquematico del reordenamiento IGH VH — JH con tres conjuntos de
primers VH y un primer de consenso JH, combinados en tres tubos multiplex. La posicion relativa
de los primers VH y JH se da de acuerdo con su nucle6tido mas 5 ' upstream (-) o downstream (+)
de la secuencia senal de recombinacion (RSS) involucrada. Adaptado de la base de datos
ImMunoGeneTics.18°
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En la figura 22.B, a continuacidn, se muestra un esquema similar pero con el gen kappa de

la cadena ligera de las inmunoglobulinas.

a. IGK gene complex (#2p11.2)
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IGK tubes A and B 5

V116 (1-12) (-110)
Vi2f  (2-24) (-249)
Wi3f  (3-11) (-160)
Vid  (4-1) (-24
W5 (52) (-2
Vx7  (7-3) (-84)

3)
23) CCTGCAAAG

Vi family primers

}

TCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTG
GGCCTCCATCTCCTGCAGGTCTAGTC
CCCAGGCTCCTCATCTATGATGCATCC
CAACTGCAAGTCCAGCCAGAGTG
CCAGCCAAGACATTGAT
GACCGATTTCACCCTCACAATTAATCC

Vi« family primers

5 IGK tube A

CCCTGGTTCCACCTCTAGTTTGCATTC  (+42) Jx1-4
CCCTGTGCTGACCTCTAATTTGCATTC  (+43) JkS

'Vk2f Vi4 Vk5 Vk3f  Vk1fl6 V7 | Kde
L ee— e e —- |
Vk Kde primer
> ,IGK tube B
ATCCTGTTGGACGAGACTGGAGACTCC (+132) Kde
V\\
Jk-Cx intron Kde primer
% - | —-
INTR primer Kde

IGK tube B

}

3
INTR (-155) CGTGGCACCGCGAGCTGTAGAC

Figura 22. B. Analisis por PCR de los reordenamientos genéticos del gen IGK . (a) Esquema de los
diferentes segmentos del gen /GK en la banda cromosémica 2p11.2 Solo los segmentos del gen Vk
no polimoérficos que se reordenan se incluyen en azul (Vk funcional) o en gris (Vk no funcional). (b)
Diagrama esquematico de los reordenamientos Vk-Jk y los dos tipos de reordenamiento de Kde
(Vk-Kde e intron RSS-Kde). La posicion relativa de los primers VK, Jk, Kde e intronRSS (INTR) se
da de acuerdo con su nucleétido mas 5’ upstream (-) o downstream (+) del RSS involucrado. El
segmento del gen Vk utilizado como miembro representativo de las familias Vk1, Vk2 y VK3 se
indica entre paréntesis. Vk4, VK5 y VK7 son familias Vk de un solo miembro. Los primers se dividen
en dos tubos: tubo A con cebadores VK y Jk y tubo B con cebadores VK, intronRSS y Kde. Adaptado
de la base de datos ImMunoGeneTics.189
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Para la PCR se utiliz6 649 ng de ADN de las CPP, lo que seria equivalente a 100 000

células utilizando la proporcion de los reactivos detallada en la tabla 7.

a) b)
och CONC. FR2 PCR CONC. KVJ
‘ final ul/rxn ‘ final pl/rxn
Buffer Il 10X 1x 5,0 Buffer Il 10X 1x 5,0
MgCL2 25mM 1,5mM 3,0 MgCL 25mM . .
dNTP 10mM 0.2 mM 1,0 Sm
Mezcla FR110puM 400 nM dNTP10mM 2 m 1,0
Mezcla KVJ 1,0
Mezcla FR210pyM 0 2,0 200 M
Mezcla FR3 10 yM 400 nM Mezcla Kdel 200 nM
H:0 18,6 H.0 19,6
Taq Gold 5 U/pL - 0,4 Taq Gold 5 U/uL 1U 0,4
ADN 100 ng/ul 20,0 ADN 100 ng/ul 20,0
TOTAL 50,0 TOTAL 50,0

Tabla 7. Proporcion de reactivos para la PCR de amplificacion de los genes IGH (a) e IGK (b).

2. Generacion de las librerias con las secuencias de las Ig para lon Torrent:

Para la generacion de las librerias se utilizd el kit NEBNext® Fast DNA Library Prep Set
para lon Torrent™ y se siguieron las guias recomendadas por el fabricante. En la figura 23,

se encuentran detallados los pasos para la realizacion de las librerias. Brevemente.

2.1. Fragmentacion del ADN. Como partimos de un producto de PCR (amplicones de los
reordenamientos IGH/IGK) no hay que realizar este paso. En este producto hay una mezcla

de amplicones que tienen extremos 3’y 5’ libres fosforilados o no.

2.2. Reparacion de los extremos y fosforilacion 5°. En este punto se crean extremos romos
mediante la adicién o delecion de bases y se fosforila el extremo 5’ para preparar los

fragmentos.

2.3. Ligacién de los adaptadores e indices. Como se describe en el apartado anterior
(3.1.3. Generacioén de las librerias de los exomas), en este punto unas secuencias de
nucle6tidos complementarias a los primers de secuenciacidon (en este caso para la
plataforma lon Torrent) se incorporan a los extremos de las librerias junto con unas

secuencias especificas de cada muestra, denominadas indices o cédigos de barras.
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2.4. PCR de enriquecimiento. En este punto final se realiza una PCR de 8 ciclos con los
primers que se unen a los adaptadores y la NEBNext Q5 Hot Start HiFi PCR Master Mix

para enriquecer nuestras librerias de interés.

== ADN == PS5 Primar ' Adaptador
“d= Uracilo === P7 Primer NEBNext
== indice @ Enzima USER
ADN fragmentado | Enriquecimiento por PCR P7
BC L 5-
5 3 —_
3 5 5 Mg N
L} 5 3 \
I — 57 ==
— R“"‘-\-_
l 3 5
Reparacion de extremos, fosforilacion 5'y adicion de cola dA .
5 s 3 —— D
i ———————— 5 <
5 el 3 e — . .
3 B 5 LY 5 3 — |
5 3
l .
. .. e
Ligacion de adaptadores 3 —
- . P5
(/'-\ﬂ i A 8 5 -
A s - -/9 el ==t
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l 5 e 3
O — —— 5
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5  —— — 3
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3 s
5 ———
3 —a= 5
A
’ Lavado

Figura 23. Esquema del flujo de trabajo seguido para la realizacion de las librerias de los genes de
las inmunoglobulinas IGH e IGK. Fuente: protocolo NEBNext® Fast ADN Library Prep Set para lon
Torrent™.

A continuacién, se cuantifican las librerias mediante gPCR con el kit QlAseq™ Library

Quant Assay Kit usando el equipo LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche

Applied Science) ya que la concentracion a la que hay que llevar el pool final es de 80 pM
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y esta concentracién no se puede medir con Qubit® debido a la sensibilidad. También
debido a que con las Igs se generan librerias con muy baja diversidad que no generan
hibridos perfectamente complementarios cuando baja la temperatura, de forma que el
agente intercalante del Qubit® no se une de forma uniforme, infraestimando la
concentracion. Por Gltimo, se prepararon dos pooles de forma equimolar con 20 muestras
cada uno para secuenciar en la plataforma lon S5 System (ThermoFisher Scientifc, Palo
Alto, CA, USA).

3.1.6. Secuenciacion masiva en lon Torrent.

La tecnologia de lon Torrent se basa en otro tipo de quimica en la que la adicion de un
nuevo nucledtido complementario de la hebra molde produce la liberacidén de un H+, lo que
se traduce en cambios de pH. Esto es detectado por un sensor de iones y son estas sefiales

las que se traducen en la secuencia ordenada de nucle6tidos (Fig.24).

L LL /\/\/\M/\

TACGTACGTACGTATCGT
Nucleétidos

|

|

£

|

|
Cambio de pH

Figura 24. Quimica de secuenciacién de lon Torrent. En cada ciclo se va liberando cada un dNTP
distinto. El pH se detecta tras la union (o no) de la base complementaria y liberacion de un ion de
H+ Los dNTP se lavan y comienza un nuevo ciclo. Los cambios de pH, si los hay, se miden para
determinar cuantas bases (si la hay) fueron afiadidas con cada ciclo.

Mediante esta tecnologia, la amplificacion de la senal, a diferencia de lllumina (proceso de

clustering), se realiza mediante una PCR en emulsion.

En este proceso, los fragmentos de ADN se amplifican dentro de una gota de agua en
emulsién (mircrorreactores), a esta reaccion se afaden unas bolitas que tienen en su
superficie secuencias complementarias a los adaptadores de los fragmentos de ADN. De
tal forma que, a cada bolita se une una molécula de ADN desnaturalizada. Los amplicones
generados tras varios ciclos consecutivos de PCR, a partir de esa unica molécula, se
capturan por toda la superficie de la bolita, resultando en bolitas rodeadas de moléculas

que corresponden a la amplificacion de un unico fragmento (Fig. 25).
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Figura 25. Proceso de amplificacion median PCR en emulsion (lon Torrent).

Después del enriquecimiento de estas bolitas, millones de ellas se depositan en pocillos
individuales de una pequena placa denominada, chip. La amplificacion clonal (PCR en
emulsién) y la carga en un chip lon 530 se realiz6 en el equipo lon Chef™ Instrument
(ThermoFisher Scientifc, Palo Alto, CA, USA).

Por ultimo, las muestras fueron secuenciadas en un lon S5 (ThermoFisher Scientifc, Palo
Alto, CA, US) con una secuenciacién single end'y una quimica de 400, es decir, 400 ciclos
de secuenciacidn ya que los tamanos de las librerias oscilan entre 250-295pb las de IGH
y entre 120-160pb, 190-210pb y 260-300pb las de IGK.

3.1.7. Analisis bioinformatico

3.1.7.1. Flujo de trabajo para el analisis de las variantes

En primer lugar, los archivos .fastq, un fichero de texto plano que contiene la secuencia
biol6gica y las calidades asociadas a cada uno de los nucle6tidos de la misma, pasan un
control de control de calidad mediante el programa FastQC. Las secuencias que superan
el cribado de calidad, siguen la rama de analisis SNV, en un proceso que se agrupa en

distintos médulos de trabajo:

- alineacion de las secuencias con el genoma de referencia (hg19) mediante el

programa de alineamiento, BWA-MEM.'%® Se genera un fichero tipo .bam

- identificacion y eliminacién de las secuencias duplicadas obtenidas durante el
enriquecimiento por PCR contenidas en el fichero .bam mediante el programa

Picardtools.

- Identificacién de las bases o variant calling, para ello utilizamos dos herramientas
bioinformaticas distintas especificas para la deteccion de variantes somaticas y de
muy baja frecuencia alélica, Strelka™' y Varscan 2.0'%2, con el fin de aumentar la
especificidad ya que solo nos quedamos con aquellas variantes que fueron

detectadas por ambos programas.
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- La anotacion de las variantes se realiz6 utilizando la herramienta ANNOVAR.'® Tras
este paso, se genera un archivo tipo .vcf. Y finalmente, las variantes se filtraron de

forma general siguiendo los siguientes criterios:
- Ser detectadas por ambos algoritmos de identificacion de bases.
= No aparecer en la lista de variantes de cada uno de sus controles.
- Las variantes detectadas debian tener =10 lecturas.
= Un MAF <1% en cualquier poblacién.
- Estar presente en al menos dos de los tres replicados.

- Pasar el filtro manual tras la visualizacién en el programa Integrative

Genomics Viewer (IGV), para eliminar posibles artefactos.

3.1.7.2. Algoritmos de predicciéon de impacto funcional

Los algoritmos computacionales son capaces de predecir in silico si un cambio de un
nucle6tido afecta a la estructura o a la funcidén de una proteina y a dia de hoy, se incluyen
en todos los estudios gendmicos. Estos algoritmos usan aproximaciones estadisticas, tales
como modelos de Markov, machine learning (neural networks), y el principio de maxima
entropia, para predecir si una variante tiene impacto o no en la secuencia, estructura o
funcion de la proteina. Los algoritmos mas comunes solo se aplican a variantes SNVs del
tipo de mutaciéon con cambio de sentido o missense, % y son los especificados en la tabla
8.
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Tabla 8. Algoritmos computacionales de prediccién del impacto funcional debido a variantes

gendémicas.

Missense SNV PolyPhen2
SIFT
MutationAssessor
MutationTaster
PROVEAN

Condel

CoVEC
CADD

GERP++

PhyloP&PhastCons

http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2

http.//sift jevi.org

http.//mutationassessor.org

http ://www .mutationtaster.org

http://provean jcvi.org/index.php

http://bg .upf.edu/blog/2012/12/condel-for-
prioritization-of-variants-involved-in-hereditary-
diseases-and-transfic-for-cancer

https://sourceforge.net/projects/covec/files

http://cadd.gs washington.edu

http://mendel .stanford.edu/sidowlab/downloads/g
erp/index.html

http://compgen.bsch.cornell.edu/phast

Cada herramienta contiene distintos algoritmos computacionales, utilizadas para el estudio

de prediccién funcional de variantes alélicas.

3.1.7.3. Interpretacion de variantes somaticas

Existe un amplio nUmero de bases de datos relacionadas con informacién originada de las

nuevas tecnologias de secuenciacion, ya sea a nivel de ADN, ARN o proteina.

En la tabla 9 se muestran las bases de datos mas relevantes a nivel internacional para la

interpretacion de variantes somaticas en cancer, que incluyen bases de datos

poblacionales Utiles para la exclusion de polimorfismos, bases de datos especificas de

cancer, repositorios de datos de secuenciacion y otras bases utiles relativas a mutaciones.

194
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Tabla 9. Bases de datos para la interpretacion de variantes somaticas.

Bases de datos de
poblacion para excluir
polimorfismos

Bases de datos especificas
de cancer

Repositorios de
secuencias y servidores de
datos

Otras bases de datos de
mutaciones/enfermedades
utiles para la interpretacién

de variantes

1000 Genomes Project

Exome Variant Server
dbSNP
dbVar

ExAC

Catalog of Somatic Mutations
in Cancer

My Cancer Genome

Personalized cancer therapy,
MD Anderson Cancer Center

cBioPortal, Memorial Sloan
Kettering Cancer Center

ClinicalTrial
Intogen

IARC (WHO)
TP53 mutation database

Pediatric Cancer Genome
Project

International Cancer Genome
Consortium

NCBI Genome

RefSeqGene

Locus Reference Genomic

UCSC table browser
Ensemble BioMart
ClinVar

Human Gene Mutation

Database

Leiden Open Variation
Database

http://browser.1000genomes.org

http:/levs.gs.washington.edu/EVS

http://www .ncbi.nlm.nih.gov/snp

http ://www .ncbi.nlm.nih.gov/dbv
ar

http://exac .broadinstitute .org

http://cancer.sanger.ac.uk/cosmi
E

http ://www .mycancergenome.org

https://pct. mdanderson.org

http://www cbioportal .org

https://clinicaltrials.gov

https://www.intogen.org/search

http://pS53 iarc fr

http.//explorepcgp.org

https://dcc.icgc.org

http://www .ncbi.nlm.nih.gov/gen
ome

http://www .ncbi.nlm.nih.gov/refs
eqlrsg

http://www .lrg-sequence.org

https.//genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgTables

http://useast.ensembl.org/biomart
/martview

http ://www .ncbi.nlm.nih.gov/clin
yar

http://www .hgmd.org

http://www .lovd.nl
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dbNSFP https://sites.google.com/site/jpop
gen/dbNSFP

Ensemble Variant Effect http.//www.ensembl.org/info/docs

Predictor /tools/vep/index.html

BD, base de datos; dbSNP, The Database of Short Variation; ExAC, Exome Aggregation
Consortium; IARC, International Agency for Rearch on Cancer; NCBI, National Center for
Biotechnology Information; UCSC, University of California, Santa Cruz; WHO, World Health
Organization.

3.1.7.4. Analisis de las inmunoglobulinas.

Para analizar las secuencias de las inmunoglobulinas se utilizd el programa MiXCR
(disponible en: http://mixcr.milaboratory.com/ y https://github.com/milaboratory/mixcr/),%°
esta herramienta es un marco universal que procesa grandes datos de immunomas de
secuencias en bruto (.fastq) para identificar y contar clonotipos. MiXCR utiliza tanto lecturas
paired-end como single-end, tiene en cuenta la calidad de la secuencia, corrige los errores

de PCR e identifica las posibles hipermutaciones de la linea germinal.

El flujo de trabajo de MiXCR se divide en 3 pasos principales (figura 26) y solamente esta

disponible para sistemas operativos linux:

- Paso 1: Alineamiento de las lecturas a las referencias de la base de datos IMGT. Esta
base de datos es un repositorio publico en el que se encuentran todas las referencias
de las inmunoglobulinas, receptores de células T, y del complejo mayor de
histocompatibilidad tanto de humanos como de otros vertebrados. Los ficheros de
entrada son de tipo .fastq y el de salida es un informe de alineamiento .djca (similar al

.bam).

- Paso 2: Agrupacion de clonotipos. A partir del fichero .vdjca, las secuencias que son
idénticas se agrupan formando clonotipos. El programa nos devuelve un archivo .clns,

en formato texto, con los clones que se han identificado.

- Paso 3: En este ultimo paso, se corrigen posibles errores de secuenciacion y PCR y se
exportan los clones en un fichero .vcf con el que ya se puede trabajar.
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' _— Q Datos de los receptores de
Q v O :: célulasByT

Alineamiento con
discordancias e indels,
de lecturas paired-y
single- end

D

5'UTR L1 L2 FR1 FR3 CDR3 FR4

Alineamiento intermedio
disponible

— Secuencias idénticas

Lecturas con baja

calidad se recogen —
para un alineamiento ——————————
posterior

Correccion de errores de PCR y secuenciacion

Extraccion de los clonotipos
finales en un archivo de texo

Figura 26. Esquema del flujo de trabajo del programa MiXCR para identificacién y cuantificacion de
clonotipos del repertorio de IG.

Después, se analizaron las secuencias clonales con la base de datos IMGT

(http://www.imgt.org), que nos da un informe muy detallado sobre mutaciones,
aminoacidos, si la secuencia da lugar a una IG productiva 0 no, el punto isoeléctrico,
tamano de la region CDRS3, etc. Se considerdé que una secuencia era clonal o clonotipo
cuando al menos estaba presente en una frecuencia superior al 10% respecto al total de

secuencias identificadas. Las secuencias con una homologia con la linea germinal del 98%
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0 mas se consideraron no mutadas, y aquellas con una homologia inferior al 98% se
consideraron como mutadas. Las muestras controles (sangre periférica) se utilizaron para

definir el punto de corte entre clonal y policlonal.

Todos estos datos se compararon con una serie de 63 muestras de médula 6sea de
pacientes con MM al diagnostico que habian sido secuenciados y analizados de la misma

manera.

3.1.7.5. Deteccién y analisis de las variaciones en el numero de copia

El estudio de los CNV se realiz6 con el software bioinformatico CNVKit.1% Todo el

desarrollo de este apartado se realiz6 con el sistema operativo linux Mint.

- Pipeline del software:

Los archivos de entrada del programa son las secuencias de ADN de todas las muestras
en formato .bam, los ficheros .bed con la informacién de las regiones de interés para la
captura (exomas +UTR), archivos con el contenido GC y las secuencias repetitivas en
formato FASTA.

Este programa usa tanto las lecturas on-target (secuencias diana de la captura) como las
lecturas no especificas capturadas (off-target) para calcular el ratio de copia log2. Este ratio
es la medida mas comiunmente usada para la medicion de los CNVs. La férmula estandar
para calcular el log2 ratio es: intensidad observada/intensidad de la referencia. El calculo
requiere el uso de una referencia para determinar qué es lo “normal” o cual es la linea base
de intensidad. Para ello, se generd una linea base con los datos de los 27 controles

realizados a partir de sangre periférica.

Se utilizaron todos los parametros por defecto del programa y a través de un comando
batch (un sistema para procesar por lotes) se cred la referencia y se analizaron las
muestras de forma automatica. Finalmente, los graficos también fueron generados con este

programa.

3.1.7.6. Analisis de las firmas mutacionales (Mutational Pattern).

Para realizar el analisis de los patrones o firmas mutacionales se utilizd el programa
RStudio (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) con el paquete
MutationalPatterns disponible gratuitamente en:

http://bioconductor.org/packages/MutationalPatterns.
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Este analisis nos permite caracterizar patrones mutacionales y posibles relaciones con
caracteristicas gendémicas y epigendmicas.'®” Ademas, ofrece un método eficiente para
cuantificar la contribucién de las firmas mutacionales conocidas. Dichos analisis se usaron
para determinar si ciertos mecanismos de reparacion del ADN estan perturbados y para
caracterizar aun mas los procesos subyacentes a las firmas mutacionales conocidas. La
similitud entre cada perfil mutacional y cada firma COSMIC se midi6 utilizando la similitud

de coseno, un método que indica la similitud entre dos vectores.

Para realizar los analisis de patrones mutacionales, se cargaron los 27 .vcf con los SNV y

el genoma de referencia correspondiente (hg19).

En primer lugar, se crea un espectro mutacional que muestra la contribucién relativa media
de cada uno de los 6 tipos de sustitucion de bases en todas las muestras, mediante la
funcion plot_spectrum en el que se muestra el numero total de mutaciones y la desviacion
estdndar en todas las muestras. A continuacién se cre6 una matriz de recuento de

mutaciones de las 96 posibles combinaciones de trinucleétidos.

Finalmente, se analiza la similitud entre el perfil mutacional obtenido de las muestras
muestras con las firmas previamente descritas de COSMIC. Para ello se utiliza el método
de similitud de coseno, que refleja lo bien que cada perfil mutacional puede ser explicado
por cada firma individual. Se calculan con la funcidon cos_sim_matrix y visualizadas con
plot_cosine_heatmap. El heatmap representa la similitud en los perfiles mutacionales con

las firmas previamente descritas por COSMIC y qué firmas destacan mas.

3.1.8. Rutas moleculares y de seinalizacidon asociadas a los genes mutados

El andlisis ontologico de los genes que fueron identificados como mutados en amiloidosis
AL se realiz6 con el software de libre acceso PANTHER.'98 Esta herramienta permite, a
partir de un listado de genes, estudiar las relaciones entre familias y subfamilias de
proteinas. Estas relaciones estan definidas filogenéticamente y generadas por algoritmos
computacionales y estudiadas y curadas por biélogos expertos que utilizan un sistema de

software para asociar términos de ontologia.

3.1.9. Comparativa del perfil genético entre la amiloidosis AL y el mieloma

multiple.

Para comparar nuestros datos genémicos con los de MM, descargamos la base de datos

CoMMpass |A13c del proyecto MMRF (http://www.themmrf.org) con resultados de 930
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pacientes de MM al diagnéstico y en seguimiento en muestras de MO y sangre periférica.
La base de datos fue reanalizada con ANNOVAR.9 para poder comparar estos datos con
los obtenidos experimentalmente en este proyecto. Del numero total de pacientes

seleccionamos las muestras al diagnéstico y de MO.

En esta base de datos solamente se reportan las variantes con un VAF por encima del 5%
y no se tiene informacion sobre las regiones reguladoras. De modo que se filtraron ambas
bases de datos siguiendo los mismos criterios, manteniendo solo aquellas mutaciones
detectadas por Strelka y descartando aquellas variantes con un VAF < 5%, MAF <
1%,variantes sindénimas y variantes localizadas en las regiones UTR, genes de las Ig,

variantes intronicas y variantes no codificantes.

3.2. Estudio del perfil mutacional mediante un panel de NGS en pacientes

con mieloma multiple.

3.2.1. Pacientes y muestras.

Para el estudio de este panel se utilizaron 88 muestras de CP de médula 6sea de pacientes
con MM de nuevo diagnoéstico incluidos en el ensayo clinico GEM12<65, registrado en

www.clinicaltrials.gov como #NCT01916252. Este es un ensayo clinico de fase Il

multicéntrico para valorar el tratamiento de induccion con
bortezomib/lenalidomida/dexametasona (VRD-GEM) seguido de altas dosis de
quimioterapia con melfalan-200 (MEL-200) frente busulfan/melfalan (BUMEL). A

continuacion, se muestran las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes.

Tabla 10. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes del ensayo clinico GEM12<65.

Hombre/ Mujer 56 /44
Edad (anos) 60 (42-65)
CM suero 2,65 (0-9,5)
CM orina 0,22 (0-49,7)
Ratio sFLC 20,99 (0-9780)
sFLC_K 123 (0,42-77267)
sFLC_L 6,3 (0-4680)
Hemoglobina 10,4 (8-15,5)
Creatinina 0,92 (0,45-1,79)

Bortezomib/Lenalidomida/De 55 o
xametasona + MEL-200 °
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Busulfan + MEL 45 %
Sistema internacional de estadiaje (ISS)  Mediana (rango) o % de casos
I 36 %
Il 38 %
Il 26 %
Tipo de mieloma
lgG-Kappa 39 %
lgG-Lambda 22 %
IgA-Kappa 12 %
IgA-Lambda 8 %
Bences Jones K 16 %
Bences Jones L 1%
No secretor 1%

MEL: Melfalan; sFLC: cadenas ligeras libre en suero.

Para las validaciones se han utilizado muestras del grupo espafol de mieloma (GEM)

cuyas caracteristicas se describen en los siguientes apartados.

3.2.2. Purificacion celular y extraccion del ADN.

Para la obtencién del ADN de las CP purificadas, en primer lugar, se hizo un lisado de los
aspirados de MO. A continuacién, mediante la técnica de Ficoll separamos las distintas
fracciones celulares para después purificar las CPs mediante el empleo de microbolas
inmunomagnéticas marcadas con anticuerpos CD138, siguiendo las instrucciones de la

casa comercial (Miltenyi Biotec, Bergish Gladbach, Alemania).

El ADN fue extraido con el kit AllPrep DNA/RNA Mini Kit de QIAGEN (Qiagen, Hilden,
Alemania) y su cuantificacion se realiz6 por medicion fluorimétrica empleando el kit
comercial Qubit® dsADN HS Assay Kit (ThermoFisher Scientifc, Palo Alto, CA, USA)).

3.2.3. Diseno del panel.

Para el diseno del panel de MM para su diagnéstico molecular se llevaron a cabo 2

versiones, que se describen a continuacion.

3.2.3.1. Diseno y validacion de la version 1.

Tras revisar la bibliografia y en colaboracién con el Centro de Investigacion Médica

Aplicada de Pamplona, el Hospital Universitario de Salamanca y la empresa de andlisis

75



FACTORES PRONOSTICOS Y BIOMARCADORES MOLECULARES EN GAMMAPATIAS MONOCLONALES

bioinformatico Dreamgenics, en primer lugar, se disefié una primera version para detectar

las mutaciones, CNsV y traslocaciones mas relevantes conocidas en mieloma mdultiple.40

Este panel de captura comprende un tamafno de 332.18 Kb que incluye las siguientes

regiones (Fig. 27):

- Regiones codificantes de 24 genes relevantes en el mieloma mdultiple como: ATM,
ATR, ATRIP, BCL7A, BRAF, CCND1, CYLD, DIS3, EGR1, FAM46C, FGFRS3,
HIST1H1E, IRF4, KRAS, LTB, MAX, NRAS, NRM, PRDM1, PRKD2, RB1, TP53,
TRAF3, ZFHXA4.

- Gran parte del gen IGH para la deteccidn de traslocaciones y el reordenamiento clonal
VDJH. Para poder detectar traslocaciones se disefiaron sondas en las regiones

implicadas (Fig.27, en verde).

Una de las ventajas que presenta este panel (enriquecimiento por hibridacion con
sondas complementarias en lugar de por amplificacion) es que no es necesario conocer
el punto de corte exacto sino delimitar la regién implicada en cualquiera de las dos

parejas.

- Regiones para la deteccion de CNVs en los cromosomas: 1, 3, 5, 7,9, 11, 13, 15, 17,
19, 21, X e Y). También se Incluyeron regiones de otros genes relevantes como: MPL,
EPHB2, DDR2, DNMT3A, ERBB4, PIK3CA, KIT, PDGFRA, FGFR4, ROS1, EGFR,
MET, ABL1, FGFR2, RET, KIF5B, MLL, BRCA3, FLT3, HIF1A, IDH2, MAP2K1, ERBB2,
RARA, ACTG1, BRCA1, FAF1, CDKN2C y CKS1B.

-Regiones para la deteccion de otros reordenamientos: MYCy parejas de IGH, asi como

reordenamientos secundarios.

-Gen TP53 completo.

76



MATERIALES Y METODOS

g

40
UBR2
CCND3 / 80
120

e
PPP6R3
MYEO
TPCN2 .
NRM

m?[‘)] 8<‘o

'3'0 40

|

ZFHX4

Figura 27. Genes y regiones incluidas en el panel de MM para la deteccion de SNV, INDEL, CNV,
traslocaciones y reordenamientos.

En resumen, el 61.9% de las sondas correspondian a las regiones codificantes, el 26.9%
a reordenamientos IGH, el 6.4% a CNVs y el 5.1% corresponde a otros reordenamientos y
de los intrones de TP53.

Para esta primera version, se realizaron 4 librerias con muestras de células CD138* de
pacientes con MM procedentes del grupo GEM/PETHEMA que ya se habian secuenciado
previamente con otro panel (M3P), proporcionado por la Clinica Mayo de Arizona con el fin

de poder comparar resultados con esta primera aproximacion.

Este panel contiene los 77 genes mas frecuentemente alterados en el mieloma mudltiple.
Para la realizacion de las 4 librerias se utilizd el kit SureSelectQXT para lllumina de Agilent
Technologies, es decir, el mismo protocolo que en el caso de los exomas de amiloidosis
AL. La metodologia detallada se encuentra en el apartado anterior (3.1.3. Generacion de
las librerias de los exomas). La Unica diferencia esta en las sondas utilizadas para la

captura, que en este caso comprenden las regiones disefiadas para capturar los genes de
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nuestro disefo. Después, se realiz6 la secuenciacién en la plataforma lllumina en el equipo

MiSeq v2 con una secuenciacién de tipo paired-end (2x120 ciclos).

Tras el andlisis preliminar, se decidi6 tener en cuenta algunas consideraciones para
mejorar el diseno y ademas, se secuenciaron muestras controles para poder crear una

linea base y poder identificar los CNVs.

3.2.3.2. Diseno y validacion de la version 2.
Para esta segunda version se realizaron los siguientes cambios:

-Se redujeron en un 30% las regiones de gen IGH, dejando las regiones minimas para

detectar traslocaciones.

-Se afadieron algunas sondas mas a las 31 regiones peor cubiertas segun los analisis
de la version 1 y a los genes mas frecuentemente mutados para mejorar la cobertura:
KRAS, NRAS, BRAF, DIS3, FAM46C, TP53 y TRAF3. También se incluyeron dos genes
nuevos en el panel (CRBN y NFKB2) por su potencial relevancia en la prediccion de

respuesta a inmunomoduladores.

De este modo, el porcentaje final de sondas correspondiente a cada regién quedd de la
siguiente manera: 81% de sondas para secuenciar genes codificantes, 11% para deteccion
de CNVs, 8% para region IGH y el 7% para detectar otros reordenamientos. De modo que

el panel pas6 de tener 332,2 Kb en la version 1 a 258,0 Kb en la version 2.

Para la validacion de esta segunda versidn se eligieron 22 muestras con cariotipos y
citogenética complejos (Tabla 11), y que estuviesen bien caracterizadas en cuanto a la
cantidad, pureza e integridad del ADN, con valores de DIN superiores a 8. También se
eligieron 10 controles negativos. El objetivo en este punto era comprobar la capacidad de
deteccidn de las alteraciones citogenéticas del panel de NGS. Las mutaciones puntuales

no pudieron validarse ya que no se tenian resultados previos de estas muestras.

Con estas 32 muestras seleccionadas se llevo a cabo la secuenciacion, con el kit 2 x 150

High Output de lllumina para el equipo NextSeq500.
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Tabla 11. Caracteristicas de las muestras seleccionadas para la version 2 del panel.

M2

M3

M4

M5

M6

M7

M8

M9
M10
M11

M12

M13

M14

M15

M16

M17
M18

M19

M20

M21

M22

del_RB: delecion del gen que codifica para la proteina del retinoblastoma.

MM

MM

MM

MM

MM

MM

MM

MM

MM
MM

MM

MM

MM

MM

MM

MM

MM
MM

MM

MM

MM

MM

Muijer

Hombre

Hombre

Muijer
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3.2.4. Estudio de pacientes incluidos en el ensayo clinico GEM12<65.

Para la realizacion de este estudio se secuenciaron 96 muestras mas, 88 muestras del
ensayo clinico GEM12<65 y 8 controles negativos, en dos grupos de 48 muestras por
carrera en un NextSeq500 (2 x 150 High Output).

3.2.5. Analisis bioinformatico.

El analisis bioinformatico de los datos se llevd a cabo en colaboracion con la empresa
Dreamgenics. Una vez que teniamos la llamada de variantes y habian sido anotadas,
en el laboratorio se procedi6 al estudio y filtrado de las variantes. En cuanto al filtrado,

se descartaron variantes que:

1. Estuvieran localizadas en zonas intrénicas.

2. Que no dieran lugar a cambio de aminoacido (sinébnimas).
3. Que tuvieran una cobertura inferior a 20x.

4. Variantes que estuviesen presentes en la base de datos de mutaciones puntuales
no patogénicas como dbSNP, ExAC, 1000 Genome, etc, con una frecuencia alélica

minoritaria por encima del 1% de la poblacion.

3.2.6. Validacion por arrays de CGH de los CNV.

Las muestras discordantes entre los resultados de la técnica FISH (considerada el gold
standard) y los resultados de NGS se analizaron en paralelo utilizando el kit KarioNIM
Leukemia de 180k + SNPs (NIMGenetics). En cuanto a la metodologia, se hibrida la
muestra con ADN comercial de referencia de sexo masculino (Agilent Technologies) sobre
una plataforma KaryoNIM® Leukemia, disefada por NIMgenetics® para la deteccién de
alteraciones relacionadas con la leucemia linfocitica crénica y otros trastornos
hematolégicos (fabricado por Agilent Tech). Para su analisis bioinformatico, se utiliza el
constructo gendmico hg19 y el estadistico ADM-2 (ventana 0.5 Mb, A=6) aceptando
alteraciones de = 5 sondas consecutivas. Para el analisis de heterocigosidad se usa el
parametro LOH (pérdida de heterocigosidad, loss of heterozygosity, en inglés) score = 6
del software Agilent Cytogenomics. La resolucidén del analisis es de aproximadamente 17
Kb para los genes relacionados con leucemia linfocitica crénica y 130 Kb para el resto del
genoma. El andlisis de LOH identifica regiones de homocigosidad de al menos 10

megabases.
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La informacion técnica de este kit se encuentra resumida en la siguiente figura 28.

Trisomia del cromosoma 12

Delecion 11923, incluyendo el gen ATM
130 Kb 1 sonda/25,5Kb
Delecion 1314, incluyendo la region DLEU

Delecion 17p13, incluyendo el gen TP53

Genes de interés en LLC

ATM, BIRC2, BIRCS3, IKZF1, KLHL6, MYB, <17Kb
MYD88, NOTCH1, POT1, SF3B1, TP53, XPO1

Regiones LOH 10 Mb
Genes incluidos en Cancer Consensus Cobertura completa

Figura 28. Ficha técnica kit KarioNIM Leukemia. Se muestra el tamafio del array, resolucion y las
alteraciones cromosémicas y genes que incluye el estudio.

3.3. Ensayos de dinamicas clonales

3.3.1. Cultivos celulares

Las lineas celulares humanas de MM utilizadas fueron L363, AMO1 y OPM2. Estas lineas
se cultivaron en un medio RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10%,
antibiéticos (penicilina-estreptavidina) y fungicida, a 37°C en una atmésfera humeda que
contenia CO: al 5%, realizando subcultivos peridédicos cada 3-4 dias y se mantuvieron a

una concentracion de 300.000 célula/ ml.

3.3.2. Ensayos de competicion clonal

Para entender las mutaciones implicadas en la proliferacion y progresion del MM, se utilizd
la linea AMO1. Para estudiar el efecto de las alteraciones mono- y bi-alélicas en TP53, y
la linea OPM2 para la caracterizacion de las alteraciones en RAS (KRAS WT, G12A,
A146T). Por otro lado, para estudiar las mutaciones relacionadas con la resistencia a IMiDs
y Pls, se utilizaron lineas de mieloma sensibles a estos farmacos (AMO1 y L363), a las que
se les introdujo mutaciones en los genes IKZF1 (WT y A152T) y PSMB5 (WT y A20T). En

la tabla 12 quedan resumidas las caracteristicas de cada linea celular utilizada.
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Tabla 12. Caracteristicas de las lineas celulares utilizadas.

MUT WT WT R S

AMO-1
L363 WT MUT MUT S S
OPM-2 WT WT MUT - -

WT: wild type; MUT: mutantes; R: resistentes; o S: sensibles.

Como se ha comentado, la linea celular AMO1 se utilizd para los estudios con TP53, ya
que es WT para este gen, y para la resistencia a Pls. La linea L363 se utilizé para estudios
de resistencia a ambos grupos de farmacos. Por ultimo, OPM-2 se usd para la
caracterizacion de las alteraciones en RAS, ya que es de las pocas lineas que presenta
esta ruta intacta.

La generacion de sublineas WT y mutantes se realizé mediante CRISPR/CAS9 o mediante
transfeccidn a través del sistema Sleeping Beauty. A continuacion, a esas sublineas se les
transfect6 del mismo modo una proteina fluorescente, GFP (proteina verde fluorescente) o
RFP (proteina roja fluorescente) para el analisis por citometria de flujo. El esquema del
proceso se puede observar en la figura 29. Estas lineas celulares fueron cedidas por el

grupo de Genética traslacional del Universitatsklinikum Wuerzburg, Alemania.

GenX_WT/ GenX_Mut RFP/GFP
(CRISP o transfeccion estable (Transfeccion estable
del vector "Sleeping Beauty”) del vector)

“@® e O)

GenX_WT GenX_WT + RFP
(@\ P -
MMCL € O) £ 0)
GenX_Mut. GenX_Mut + GFP

Figura 29. Esquema de la generacion de sublineas WT y mutantes y su posterior marcaje con
proteinas fluorescentes. MMCL: linea celular de mieloma, RFP: proteina roja fluorescente, GFP:
proteina verde fluorescente.

En primer lugar, se realizaron ensayos de viabilidad celular con las lineas L363 IKZF1y
PSMB5 mutado con el objetivo de comprobar la adquisicion de resistencia en las lineas

mutadas.
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Para ello, se someti6 a las lineas L363 IKZF1 WT y L363 IKZF1 A152T a una concentracion
de lenalidomida (LEN) de 2 uM, y a las lineas L363 PSMB5WT y L363 PSMB5 A20T a una
concentracion de bortezomib (BOR) de 6 nM. Después de 48-72h, se hizo un recuento para

comprobar la viabilidad celular después de la exposicidén a los farmacos.

Tras la caracterizacion de los diferentes mutantes a nivel molecular y la comprobacion de
la adquisicion de resistencia mediante los ensayos de viabilidad celular, se combinaron las
diferentes células marcadas en presencia de diferentes farmacos y condiciones, tal y como

queda resumido en la tabla 13.

Tabla 13. Resumen de las combinaciones realizadas en cada experimento.

Experimento 1. Estudio de la dinamica clonal de TP53
Experimento 1.1. AMO1 TP53 WT/WT + AMO1 TP53 mono-alélico
Experimento 1.2. AMO1 TP53 WT/WT + AMO1 TP53 bi-alélico
Experimento 1.3. AMO1 TP53 mono-alélico + AMO1 TP53 bi-alélico
Experimento 2. Estudio de la dinamica clonal de KRAS
Experimento 2.1. OPM2 KRAS WT + OPM2 KRAS G12A
Experimento 2.2. OPM2 KRAS WT + OPM2 KRAS A146T
Experimento 3. Estudio de la dinamica clonal de /IKZF1
Experimento 3.1. L363 IKZF1 WT + L363 IKZF1 A152T
Experimento 3.2. L363 IKZF1 WT + L363 IKZF1 A152T + LEN (2 uM)
Experimento 4. Estudio de la dinamica clonal de PSMB5
Experimento 4.1. L363 IKZF1 A152T + L363 PSMB5 A20T + LEN (2 uM)
Experimento 4.2. L363 IKZF1 A152T + L363 PSMB5 A20T
Experimento 4.3. L363 IKZF1 A152T + L363 PSMB5 A20T + BOR (6 nM)

A continuacion, se estudio el comportamiento de las mutaciones mono- y bi-alélicas de
TP53en la linea AMO1. Para ello, se combinaron células TP53 WT con TP53 mono-alélico
y TP53 bi-alélico respectivamente en una proporcion 80/20, con el objetivo de ver si los
porcentajes revertian. Por otro lado, se combinaron células TP53 con mutacién mono-
alélica y bi-alélica también en una proporcién 80/20.

Para el estudio de las mutaciones en KRAS, se utilizd la linea OPM2 KRAS WT y se
combind con las células mutantes KRAS G12A y KRAS A146T respectivamente, a una

proporcién de 80/20.
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Por ultimo, en cuanto al estudio de los genes implicados en la resistencia a farmacos,

se

comenz6 con el analisis de la mutacion IKZF1. Para ello, se combin6 la linea L363 IKZF1

WT con IKZF1 A152T en proporcion 80/20, en ausencia de farmaco y con LEN a 2 uM.

El estudio de la mutacién en PSMBS5 implic6 la combinacion de células L363 IKZF1 A152T

Y L363 PSMB5 A20T en diferentes condiciones: por un lado se estudié esa combinacion

en presencia de LEN a 2 uM y por otro lado, se analizd el comportamiento de estas

mutaciones en ausencia de farmaco, y adicionando BOR a 6 nM a partir del dia 41.

Los cambios en las poblaciones celulares se fueron midiendo aproximadamente cada 3-4

dias mediante citometria de flujo.

3.4. Analisis bioestadistico.

Las asociaciones se han estudiado entre los distintos pardmetros mediante el test
estadistico de Fisher para variables categéricas y el test estadistico de Wilconson para
variables continuas. Para el estudio de la normalidad se emplearon las pruebas de
Kolmorov-Smirnov o Shapiro-Wilk. En el caso de variables continuas, se analizaron las
diferencias entre grupos mediante la t de Student para variables con una distribucién
normal o la U de Mann-Whitney para las variables que no seguian dicha distribucion. La
homogeneidad de las varianzas para la t de Student se estudi6 mediante la prueba de
Levene. Los andlisis de correlacion se analizaron mediante test de Spearman o el test

de Pearson dependiendo de los casos.

La validez de la nueva metodologia se evalué comparando los resultados de la prueba
(panel NGS) con los de un patron de referencia o gold-standard (FISH), que identifica el
diagnéstico verdadero. Para ello, utilizamos los marcadores de validez: sensibilidad,
especificidad y valores predictivos positivo y negativo. Todos los valores p de dos colas

con significacion estadistica fueron definidos con un valor p < 0,05.
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4.1. Resultados de la caracterizacion inmunogenética de pacientes con

amiloidosis de cadenas ligeras (AL).
4.1.1. Descripcion del escenario mutacional en amiloidosis AL

4.1.1.1. Resultados técnicos de secuenciacion

En cuanto a los datos de secuenciacién se obtuvo una calidad de secuenciacién por
encima del Q30 en el 96,5% de las lecturas, este valor indica la probabilidad de que una
base de cada mil sea identificada de forma incorrecta. La media de profundidad de
cobertura fue de 63x, es decir, que de media todos los exones y las regiones UTR’ del
genoma fueron leidas 63 veces. El porcentaje medio de duplicados de PCR fue del 15%
y la cobertura media on-target, es decir, el porcentaje de lecturas que caen en nuestra

region de interés (exomas + UTR’) fue del 84%.

4.1.1.2. Descripcion del escenario mutacional

Tras el filtrado de las variantes germinales, exclusion de polimorfismos y artefactos de
secuenciacion, se identificaron un total de 2318 SNV e indels somaticos. La media de
mutaciones por paciente fue de 86 con un rango de entre 23 y 434 mutaciones para los
SNVs y una media de 4 indels (0-18) por paciente. La mediana fue de 50 para los SNVs

y 2 para los indels.

El 80% (1931/2318) de las variantes fueron detectadas por ambos variant callers.
Aproximadamente, el 20% de las variantes fueron detectadas por uno de los dos
programas. Varscan detect6 435 variantes que no habian sido detectadas por Strelka
mientras que éste identifico 51 variantes somaticas no identificadas por Varscan 2.0
(Fig.30).

Strelka

435
(18%)

Varscan

Figura 30. Nimero de variantes detectadas por Strelka y Varscan 2.0.
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Del total de estas variantes, el 62% se encontraban en regiones exdnicas, el 2% en
regiones de splicing y el 37% en regiones reguladoras UTR. En la figura 31 se muestran
los porcentajes de los diferentes tipos de mutaciones somaticas encontradas en

pacientes con amiloidosis AL.

Variantes de un unico nucleétido (SNV) Inserciones/deleciones (INDEL)

7% 6%
/ o
49%
4%
\

s Exobnica s No sinbnimas s Exdnica e Delecion que afecta al marco de lectura

s UTR3 = Sindnimas s UTR 3" « Insercion que afecta al marco de lectura
UTR 5 s Coddn de STOP UTR 5" & Delecién que no afecta al marco de lectura

= Splicing s Desconocida = Splicing

Figura 31. Resumen de la distribucién genémica y consecuencia funcional de los SNV (A) e
INDEL (B) alterados en la serie de amiloidosis AL.

En este punto, es importante destacar la gran representacién de las mutaciones en
regiones UTR 3’ y 5, un 36% de mutaciones SNV y un 48% de los indels fueron

identificados en estas regiones.

En cuanto a la prevalencia de mutaciones somaticas a lo largo del genoma fue de 1.7 (0.8-
14.5) mutaciones por megabase. Dos muestras mostraron un nimero significativamente

mayor de mutaciones respecto a las demas (S9: 340 mutaciones y S11: 452 mutaciones).

4.1.1.3. Recurrencia mutacional

Los 3 genes mas frecuentemente mutados, con una recurrencia igual o mayor del 18%, en
cinco o mas pacientes, fueron: MUC16 (26%), SEMA5A (19%) e IGLL5 (19%). Los tipos
de mutaciones encontrados en MUC16 fueron seis mutaciones no sinébnimas, es decir, que
dan lugar a cambio de amino&cido, tres mutaciones sindnimas y una delecion con cambio
del marco de lectura. En SEMA5A, se detectaron cuatro mutaciones, tres de ellas

localizadas en las regiones UTR 3’ del gen, y una mutacién no sin6nima. Las mutaciones
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identificadas en IGLL5 fueron las siguientes: tres mutaciones no sinénimas y dos
sindénimas. Es interesante destacar que todas las mutaciones en este gen se encontraron

en el ex6on 1.

El resto de los genes estaban mutados en 4 pacientes 0 menos. El tipo de mutaciones
identificadas y la posicién en estos genes esta representado en los graficos lollipop que se

muestran a continuacion en la figura 32.

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 145

Mutaciones (MUC16)

Mutaciones (SEMAS5A)

0 200 400 600 800 1000

Mutaciones (IGLL5)

0 100 214aa

Figura 32. Lollipops que muestran el tipo de mutacién y posicion en los genes mas recurrentemente
mutados en amiloidosis AL. Mutaciones con cambio de sentido (verde), mutacion que da lugar a una
proteina truncada (negro).

4.1.1.4. Estudio de la frecuencia alélica

El estudio de la frecuencia alélica de las mutaciones detectadas en nuestra serie de
pacientes mostr6 que el 66% de ellas (1530/2318) fueron detectadas a una frecuencia
alélica por debajo del 25% (Fig. 33).

Debido a la gran heterogeneidad mutacional caracteristica de la amiloidosis AL, la mayoria

de los genes no se encuentran recurrentemente mutados en nuestra serie de pacientes.
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+1-25% VAF  +25-50 % VAF  «50-75 % VAF 75-100 % VAF

Figura 33. Diagrama de sectores que muestras la distribucién en porcentaje de la frecuencia

alélica de las 2318 mutaciones detectadas.

Por lo tanto, el estudio de la frecuencia alélica se realizé6 sobre los tres genes que
presentaron una recurrencia mutacional mas alta. Un resumen de las mutaciones

encontradas en estos tres genes se encuentra en la tabla 14.
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Tabla 14. Variantes identificadas en los genes recurrentemente mutados en amiloidosis AL.
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El 100% de las mutaciones encontradas en el gen IGLL5 fueron clonales ya que se
encontraron a una frecuencia alélica por encima del 47%, con una media del 60,3%. En
cambio, las mutaciones encontradas en los genes MUC16 y SEMA5A, estaban una

frecuencia media de 7,7% y 19,1%, respectivamente.

4.1.2. Analisis del repertorio de los reordenamientos de las inmunoglobulinas

en amiloidosis AL y MM.

Tras el alineamiento de las secuencias con las referencias de la base de datos de las
inmunoglobulinas (IMGT), anotacion y filtrado de aquellos reordenamientos que se
encontraban por debajo del 10% respecto al total de lecturas, se identificaron un total
de 39 clonotipos IGHV-D-J e IGK-VJ en las 27 muestras de los pacientes con amiloidosis
AL . El 19% (5 de 27) de los pacientes presentaron mas de dos clonotipos mayoritarios:
en tres muestras se identificaron tres y en dos muestras cuatro. También se identifico
una muestra dos clonotipos distintos, uno con frecuencias del 48% vy el 21%. Estos datos
sugieren que existe mas de una célula clonal involucrada en la patogénesis de la

amiloidosis AL.

En cambio, en MM se encontraron 77 reordenamientos clonales en las 63 muestras
analizadas presentando una heterogeneidad clonal del 3,9%, es decir, solamente 5 de
los 63 pacientes mostraron mas de un reordenamiento clonal, siendo significativamente

diferente (p=0.024) a lo encontrado en la serie de amiloidosis AL.

Usando como punto de corte el 98% de homologia de secuencias para definir el estado
de hipermutaciones somaticas en el gen de las inmunoglobulinas, el 23% (9 de 39) de
las secuencias identificadas en amiloidosis AL fueron consideradas como mutadas, un
porcentaje ligeramente menor al encontrado en MM (36%). La longitud de la region
CDRS del gen de la cadena pesada de las inmunoglobulinas, no present6 diferencias
significativas (p = 0,9) entre amiloidosis AL y MM, con una mediana de 54 y 51

aminoacidos respectivamente.

El gen IGH detectado con mas frecuencia en los reordenamientos, fue el gen IGHV3-48
con una recurrencia del 10,3% en amiloidosis AL, y, el gen IGHV3-30 con un 12% en
MM (Fig. 34).
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Figura 34. Diagrama de barras que muestra los distintos genes IGHV utilizados para la formacién
de los reordenamientos tanto en amiloidosis AL (rojo) como en MM (azul). Las flechas indican los
genes mas recurrentes, IGHV3-48 en amiloidosis AL y IGHV3-30 en MM.

4.1.3. Rutas y vias de senalizacion alteradas.

Tras analizarlas con el software PANTHER, se observdO que ninguna ruta estaba
representada significativamente respecto a las demas. Por lo tanto, decidimos centrarnos
en las rutas o grupos de genes y procesos mas interesantes alteradas en MM y amiloidosis
AL, tales como proliferacion, genes superiores de tumores, genes relacionados con MM,
magquinaria de ubiquitinacion, cambios epigenéticos (modificacion de historia y epifactores),
estrés oxidativos, estrés del ER, transportadores de drogas, genes asociados a farmacos
(PlIs e IMiDs), secrecion celular, regulacion de la producciéon de inmunoglobulinas y via de
union de chaperonas. Para ello, seleccionamos los genes incluidos en los distintos grupos
y calculamos cuantos de ellos también aparecian en la lista de nuestra serie. A
continuacion, se describen los procesos bioldgicos y las rutas seleccionadas asociados a
la amiloidosis AL:

e Crecimiento:

- Proliferacion (GO:0008283)

- Supresores de tumores (PDMI: 23066107)

- Genes relacionados con el MM (Panel M3P de la Clinica Mayo).
e Modulacién de la expresion

- Maquinaria de ubiquitinacion (PMID:27002219, PMID:16325574,
PMID:27199454)

- Epigenética. Modificacidbn de histonas (PMID: 20930037). Epifacores
(PMID: 26153137).
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e Supervivencia

- Respuesta al estrés. Estrés oxidativo (GO:0006979) y estrés del ER
(GO:0034976).

- Transportadores de farmacos (PMID: 25475361)

- Genes relacionados con resistencia a farmacos (Pls e IMiDs) (método
interno).

e Procesos bioldgicos
- Secrecion celular (GO:0032940)
- Regulacién de la produccion de Igs (GO:0002637)
- Chaperonas (GO:0051087).

Como podemos observar en la figura 35, las vias mas representativas alteradas en AL
fueron: proliferacion (28%) incluyendo genes como MUC16, SEMA5A, NOTCH2, NCORH1,
FAT4, WNT7A, SMAD1, TFGA, TET), y genes que se encuentran en la ruta NFxB (ZAP70,
PLCG2, IL1R1, TRADD, TRAF2, BIRC2, TRIM25, TRAF3, LTB, TAB1, TAB3, XIAP,
NFKB2, PTGS2, PLAU, y GADD45B). También las vias de secrecion celular (18%), con
genes como TRAF2, TFGB3, XBP1, PCDH7 y WNT7A y genes supresores tumorales
(17%) tales como ZFHX3, NOTCH2, PRDM5, PAX5 y MAX.

Regulacion de la produccion Chaperonas
de G 1% T 1%

Proliferacion
Genes relacionados con resistency 28%

afarmacos Pls& IMIDs)
ransportadores de droga:
Estrés RE
2%
Estrés OX|dat|vo

Magquinaria Ub
10%

Genes relacionados con MM

1% Figura 35.

Diagrama de secciones que muestra las vias metabdlicas y rutas de sefializacién

alteradas en amiloidosis AL.
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4.1.4. Identificacién y estudio de las variaciones en el numero de copias.

La deteccion fiable de los CNV fue posible en 21 de los 27 casos. Seis muestras fueron
descartadas por presentar mucho ruido en el analisis y por tanto en el resultado final. Todas

ellas habian sido amplificadas con Repli-g, las 3 réplicas.

Tras el analisis de los CNV se pudo demostrar que el 90,5% (19/21) de los pacientes tenian
al menos una alteracién estructural, asi, solamente el 9,5% (2/21) no presentaron ninguna
aberracion cromosomica. Un resumen de los CNV detectados en la serie de amiloidosis AL

se puede observar en la figura 36.

De forma general, se observaron ganancias en los cromosomas impares y pérdidas de
copia en los cromosomas 6q, 13 y 22. La ganancia mas recurrente en este estudio fue en
el cromosoma 11 o brazo 11q (52,4% de los casos), seguida de la trisomia de los
cromosomas 7, 9y 19 (42.9%, 47.5% y 42.9% de los casos, respectivamente). Ademas,
en el cromosoma 7 también se identifico la duplicacidbn mas larga del estudio, con 97Mb
que abarca desde la citobanda 7q11.1 hasta la 7936.3 o desde la posicion chr7:61657308
a la posicion chr7:159128163. La mayoria de los genes que se encuentran en esta region
son genes que forman parte de la membrana celular, tales como, ATP sintetasas,
transportadores de cationes, glucosidasas, receptores acoplados a proteina G,

metaloproteasas, oxigenasas, proteinas de union a ARN, y proteinas SNARE entre otras.

Chr 1 Chr 2 Chr 3 Chr 4 Chr s Chr 6 Chr7 Chr 8 Chr9 ||Chr10 || Chr11||Chr12 ||Chr13 |[Chr 14 [|Chr 15 ||Chr 16 || Chr 17 || Chr 18 |(Chr 19 || Chr 20||Chr 21

0.5

gt

05

-1.0

Chr 22

Figura 36. Grafico de frecuencias que muestra de forma global las distribuciones de ganancias (rojo)
y pérdidas (azul) como porcentajes para los 21 pacientes con amiloidosis AL
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En el cromosoma 13q fue donde se detectaron mas deleciones, identificandose en el 39%
de los pacientes, teniendo el 65% de ellos una pequena region en comun delecionada:
13g11-13g12.11 (chr13:19,020,500-21,728,039). Esta region incluye genes relacionados

con el metabolismo celular, el transporte mediado por vesiculas y la metilacion.

En el cromosoma 22, solamente se encontraron grandes deleciones 0 monosomias en un
paciente. Sin embargo, tras observar que el gen IGLLS5, localizado en el cromosoma 22,
fue uno de los genes mutados con mas frecuencia y con una VAF elevada, se profundizo
en el estudio de la variacion en el nUmero de copias de este gen y se identifico que estaba
delecionado en el 29% (6/21) de los pacientes. Ademas, tres de ellos, tenian delecionadas
las dos copias del gen. En la figura 37 se puede ver un ejemplo de la delecion de una copia

(log2=-1) del gen IGLL5 en uno de los pacientes.

Teniendo en cuenta los CNVs y las mutaciones puntuales el 41% (11 de 27 pacientes) de

los pacientes tenian alterado este gen.

Copy ratio (log2)

20 25 30 35 40 45 50
Posicion (Mb)

Figura 37. Extracto de un gréafico del programa CNVKit donde se muestra una pérdida de copia del
gen IGLL5 de un paciente con amiloidosis AL.

Los cromosomas o0 regiones cromosomicas alteradas con menos frecuencia fueron los
cromosomas 2, 4, 8, 10, 12, 14y 20.
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4.1.5. Firmas mutacionales.

Una vez que se importaron los datos en formato .vcf, se cre6 el espectro mutacional con la
contribucién media de cada uno de los 6 tipos de sustitucién de bases (C>A C>G C>T T>A
T>C T>QG) en todas las muestras respecto al genoma de referencia, para tener una vision
general de las caracteristicas de las mutaciones somaticas adquiridas en las 27 muestras
de pacientes con amiloidosis AL. Para las sustituciones de bases C> T, se hizo una
distincidbn de esta sustitucion entre zonas CpG y otras zonas del genoma, ya que la
desaminacion de las citosinas metiladas en las regiones CpG es un proceso mutacional
activo con frecuencia. De hecho, y como se puede observar en la figura 38 esta sustitucion

es la mas comun a lo largo de todas las muestras.

No. mutaciones =2 318 No. mutaciones =2 318

04
04 . .2
Tipo de mutacion Tipo de mutacién

C=A

C=A .
W Mo
— B o otras
c=T enCpG

T=A

02 T=A
T=C
T=C
T=G
T=G
] } 0.1 i l

0.0

Contribucién relativa
Contribucién relativa

01

0.0

Figura 38. Contribucion relativa media de cada uno de los 6 tipos de sustitucién de bases en todas
las muestras. Las barras de error indican la desviacion estandar de todas las muestras. También se
indica el nUmero total de mutaciones.

Este tipo de sustituciones esta probablemente relacionada con la tasa relativamente
elevada de desaminacion espontéanea de 5-metil-citosina que produce transiciones C>T y
que ocurre predominantemente en los trinucleétidos NpCpG.'®°® Ademas, este tipo de

sustituciones es caracteristico de la firma mutacional de tipo 1.2

A continuacion, a partir de la matriz de mutaciones con los recuentos para los 96 cambios
de trinucleédtidos, se compararon las diferencias y similitudes con las firmas mutacionales
descritas en COSMIC. Los resultados se muestran en el heatmap que se presenta a

continuacion, en el que se indican los valores de similitud de coseno (Fig.39).
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Figura 39. Heatmap que muestra los valores de similitud de coseno entre cada muestra y las firmas
COSMIC. Las muestras se han agrupado de acuerdo con el valor de similitud con cada firma.
Ademas, las firmas se han ordenado segun su similitud, de modo que las firmas muy similares se
agrupan.

En la mayoria de los pacientes se identificaron entre 1 y 8 firmas mutacionales, sugiriendo
que para el desarrollo de la enfermedad estan siendo operativos multiples procesos

mutacionales.

Las firmas compartidas entre todas las muestras con una mayor similitud de coseno con

las ya descritas de COSMIC fueron las firmas 1, 5, 6 y 25.

Las firmas 1 y 5 son firmas relacionadas con la edad. La firma 1, como se ha comentado
anteriormente estd asociada con un proceso mutacional enddgeno iniciado por la
desaminacion espontanea de la 5-metilcitosina. La firma 5 se caracteriza por presentar
sesgo de cadena en la transcripcidn para sustituciones T>C en el contexto ApTpN. En
cuanto a la firma mutacional 6, esta asociada con deficiencia de la proteina de reparacion
de emparejamientos errbneos o mismatch repair (MMR) y se encuentra en tumores con
inestabilidad genémica o inestabilidad de microsatélites (MSI-H). Finalmente, la firma
mutacional 25 se caracteriza por mostrar sesgo de cadena transcripcional para mutaciones
T>A y solo se ha identificado en las lineas celulares de linfoma de Hodgkin, por lo que la

etiologia de esta firma sigue siendo desconocida. 4
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4.1.6. Comparativa amiloidosis AL vs MM.

Tras filtrar las variantes encontradas en la serie de amiloidosis AL de tal forma que fuesen
comparables con los datos de la base de datos de MM, CoMMpass IA13c, se identificaron
un total de 718 mutaciones exoénicas, no sinénimas y no localizadas en los genes de las

inmunoglobulinas con una VAF mayor del 5% (683 SNVs y 35 indels).

Se identificd que solamente 37 de los 662 (5,5%) de genes mutados estaban alterados
en mas de un pacientes (Fig. 40). El 85% de los casos (23/27), presentaron al menos

una mutacién en uno de estos 37 genes (rango, 1-11).
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Figura 40. Genes mutados con recurrencia en la serie de amiloidosis AL. Distribucion por pacientes
de los genes (n=37) mutados con mayor frecuencia. Los cuadrados estan coloreados de acuerdo al
tipo de mutacion. Los graficos de barras en la parte de arriba de la figura muestran el nimero total
de mutaciones por pacientes.

La mediana de mutaciones por muestra fue de 18 mutaciones (rango, 8-92) a diferencia de
lo que se encontré en la serie de MM (mediana de 38, p<0,0001, Fig. 42A). Por el contrario,
la presencia de CNV en amiloidosis AL (19/21, 90.5%) fue similar a la serie de MM, donde

se han identificado alteraciones en el 100% de los casos.
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Ademas, al comparar los genes descritos como drivers en el MM,20" se observd que NRAS,
BRAF, TRAF no aparecian mutados en la serie de amiloidosis AL, y otros aparecian

mutados solamente una vez (DIS3y DUSP2), siendo la mayoria de ellos subclonales, con

una media de VAF del 23% (Fig. 41).

p=0.13

VAF (%)

0.0 T T
MM AL

Figura 41. Distribucion del VAF de los 63 genes drivers de MM descritos por Walker et al. en la base
de datos de CoMMpass IA13c vs la serie de AL. Las cajas muestras los rangos intercuartiles (IQR)
desde el primer cuartil hasta el tercero. Las lineas en el centro representan las medianas. Los
bigotes se dibujan al valor mas cercano que no excede 1.5 veces el IQR.

En otro andlisis simultaneo, se compararon todos los genes mutados de nuestra serie con
los mutados en la serie de MM y se obtuvo que, de los 14 135 genes mutados de MM,
solamente el 4,4% (608) estaban compartidos por ambas series (Fig. 42B), mostrando

ademas diferencias considerables en la recurrencia (Fig. 42C).
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Figura 42. Panorama mutacional en amiloidosis AL y MM. A) Niumero de mutaciones en pacientes
con amiloidosis AL y MM. B) Mutaciones compartidas y exclusivas entre MMy AL. C) Genes drivers
basados en su recurrencia en amiloidosis AL y MM.

4.1.7. Correlacion con las variables clinicas

Tras analizar mediante los estadisticos correspondientes en cada caso y correlacionar las

caracteristicas genomicas identificadas en amiloidosis AL y los principales hallazgos

moleculares con las distintas variables clinicas, se encontraron las siguientes relaciones

significativas, resumidas en las tablas 15, 16y 17.
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Tabla 15. Tabla con las asociaciones significativas entre las variables genémicas identificadas en
amiloidosis AL y las variables clinicas. +: amplificacion, Afect.: afectacion, tto: tratamiento, chr:
cromosoma, del: delacion o pérdida de copia. NT-proBNP: fragmento N-terminal del péptido
natriurético tipo B.

IGHV3-48* = p=0.025 = = = = =

+1qvs. 19* - p=0.038 o o o S S

Del13vs. 13* - . p=0,049 - p=0,022 - -

+7vs. 7 . . - p=0,03 . p=0,008 .

+9vs. 9 - - p=0,02 p=0,03

N° R=0.4
mutaciones™ p=0.03

Tabla 16. Tabla de contingencia que muestra los pacientes con el reordenamiento IGHV3-48 y dafio
renal. X2 de Pearson= 5.057, p= 0.025. Test de Fisher= 0.041

Total
- +
14 .
- ooy 0% 14
9 4
* @o%) (100%) 18
Total 23 4 27

Tabla 17.Tabla de contingencia que muestra el niUmero de pacientes que presentaron ganancias de
copia 1q y dafo cardiaco. X2 de Pearson= 4.295, p= 0.038. Test de Fisher’s=0.063.

- +

10 1
- 67%) (17%) 11

5 5

33%) (83%) 0

Total 15 6 21
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Por otro lado, también se encontr6 una asociacion significativa entre la pérdida de copia en
el 13q o monosomia del cromosoma 13 y altos niveles de NT-proBNP (Fig. 43). Ademas,
curiosamente, la carga mutacional (numero de mutaciones) se correlaciond

significativamente con la edad de los pacientes (R = 0,51, p <0,001) (Fig. 44).

p=0.009
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-
~
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[a
=
[a4]
o
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0 1

Monosomia del 13/ del 13q

Figura 43. Diagrama de cajas y bigotes que muestra que la delecion del cromosoma 13q estaba
asociado con mayores niveles de NT-proBNP. Las cajas muestran el rango intercuartil (IQR) desde
el primer cuartil hasta el tercero y la linea del medio representa las medianas. Los barras de error
se dibujan respecto al valor méas cercano sin exceder 1.5 veces el IQR. 0: Sin pérdida de copia o
monosomia del cromosoma 13; 1: pérdida de copia 0 monosomia del cromosoma 13.
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Figura 44. Gréfico de dispersion que representa la correlacion entre el n° de mutaciones y la edad
de los pacientes con amiloidosis AL.

El resto de caracteristicas gendmicas y variables clinicas no alcanzaron el grado de

significancia al realizar los distintos test estadisticos.

4.1.8. Analisis de la supervivencia libre de progresion.

En este estudio se evalu6 la supervivencia libre de progresién (SLP) con los hallazgos

genéticos mas importantes como, los genes recurrentes y rutas metabdlicas mas
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representadas y no se detectd ningun impacto significativo en la SLP. Sin embargo, al
estudiar el impacto de las variaciones en el nUmero de copias, se identificd que, en los
pacientes con amiloidosis AL, la presencia de ganancias en el nUmero de copias en los
cromosomas 9 y 19 estaban asociados con una menor SLP (p=0,010 y 0,046,

respectivamente) (Fig. 45).

Ganancias en el cromosoma 9 Ganancias en el cromosoma 19
Vs no ganancias en el cromosoma 9 Vs no ganancias en el cromosoma 19

1.0 - + + + + + 1.0

08 - 0.8 -

06 = 0.6

04 04

02 0.2 |

Supervivencia libre de progresién (SLP)

A - Yo
00 4 p=0.010 00 - p=0.046
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Meses Meses

Figura 45. Supervivencia libre de progresion de los pacientes con amiloidosis AL. A) Ganancias en
el cromosoma 9 vs pacientes sin ganancias en el cromosoma 9. B) Ganancias en el cromosoma 19
vs otros pacientes.

4.2. Resultados de la validacion del panel de NGS para el diagnéstico

molecular del MM.

4.2.1. Resultados de validacion de la version 1.

4.2.1.2. Datos de secuenciacion.

La calidad del proceso de secuenciacion se determind teniendo en cuenta una serie de
parametros tales como la calidad de secuenciacion, la cobertura on target, la profundidad,
los duplicados PCR y la callabillity, que hace referencia al porcentaje de las regiones del
panel que estan cubiertas con una determinada profundidad de lectura. Estos pardmetros

se encuentran detallados en la tabla 18.
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La calidad de secuenciacidon estuvo por encima del Q30 en el 89% de las muestras, la
profundidad de cobertura media fue de 407x teniendo el 94,8% de las regiones que cubre

el panel al menos 10 lecturas. El tamafio medio del inserto fue de 231,35 pares de bases.

Tabla 18. Parametros técnicos de secuenciacion de las 4 muestras secuenciadas.

M1 21,7 99,8 239,0 29,3 383,1 96,42 %
M2 22,8 99,8 222,0 32,1 419,0 96,16 %
M3 26,2 99,7 221,0 31,8 379,2 89,68 %
M4 26,6 99,7 241,0 34,3 424,0 95,98 %
Media 25,19 99,76 231,25 32,4 406,8 94,77 %
Mediana 26,2 99,8 234,0 32,1 419,0 95,98 %

Validacion de las mutaciones y alteraciones citogenéticas

Una vez identificadas las variantes y las alteraciones citogenéticas mediante nuestro panel
de MM, se compararon estos resultados con los resultados de las variantes obtenidos del
panel M3P vy los resultados de la citogenética obtenidos mediante FISH ya que el panel
MB3P solo esta disenado para la deteccién de SNVs e indels. Como se puede observar en
la tabla 19, se detectaron todas las mutaciones y traslocaciones patogénicas que se habia
encontrado anteriormente, excepto una t(4,14), que habia sido detectada mediante FISH y
no por NGS.

Tabla 19. Comparativa de mutaciones y alteraciones citogenéticas entre el panel de disefio propio,
el panel M3P y datos de citogenética obtenidos mediante FISH.

M1 S| S| NRAS EXON D D
Si SI TP53 EXON D ND

CITOGENETICA POR FISH: {(11:14), 1(14:16) y del_AB D NA
M2 NO Si IDH2 UTR 3 ND D

Si NO ATR EXON D ND

SI Si NRAS EXON D D

S| NO H'SE H1 EXON D ND

Si Si FGFR3 EXON D D

Si NO | BCL7A EXON D ND

CITOGENETICA POR FISH: del_TP53 D NA
M3 NO SI NR3CH EXON ND D

NO SI MYC UTR 5 ND D

Si NO | ZFHx4 EXON D ND

SI NO | BCL7A | EXON_DONOR D ND
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SI SI RB1 EXON D D

Si SI TP53 | EXON_ACCEPTOR| D D

SI SI ATM INTRON D D

SI SI TRAF3 INTRON D ND
CITOGENETICA POR FISH: del_TP53, del_RB, t(4,14) t(":'?4) NA
N4 Si Si ATM EXON D D
SI SI TP53 EXON D D

SI SI FGR3 INTRON D ND

Si Si RB1 INTRON D ND

SI NO | TRAF3 INTRON D ND

NO SI TN;?SF EXON ND D

NO Si SP140 | SPLICE REGION | ND D
CITOGENETICA POR FISH: del_RB, t(11,14), 1q* D NA

Los CNVs y los reordenamientos VDJ no se pudieron identificar dada la falta de controles

negativos para poder crear una linea base y poder normalizar los resultados.

4.2.2. Resultados de validacion de la version 2

4.2.2.1. Datos de secuenciacion.

La secuenciacion de estas 32 muestras, 22 muestras de CP de MM y 10 muestras de
controles sanos, fue de alta calidad con una alta homogeneidad en el numero de lecturas
entre las muestras y la densidad de clusters fue la maxima alcanzable (220 K/mm2), el %

de lecturas que superaron el Q30 fue del 88%.

Se obtuvo una media 30 millones de lecturas por muestra, la cobertura media de todas las
muestras fue de 1269,5x, el porcentaje medio de lecturas on-target fue 41,8% vy el

porcentaje medio de los duplicados de PCR fue inusualmente alto, 74,4%.

En cuanto al tamafio medio del inserto, fue de 226,4 pares de bases, similar a los resultados

de la version anterior. Estos resultados se encuentran en el anexo 2.

4.2.2.2. Validacion de las alteraciones citogenéticas y genes mutados.

Para la validacion de las muestras se utilizaron los resultados obtenidos mediante FISH y
el panel. En las tablas 20 A y B se muestran las alteraciones citogenéticas y el cariotipo de

las muestras comparado con los resultados del panel de NGS.
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B.

1(3;4): D +3: D,der(?)t(?;4):
?,+5:D, +7: D, +9: No D,

: At(?: -
M1 54,XY ,del(1p),1(3;4),+3,der(?)t(?;4),+5,+7,+9,+11,+15,+15,-17,+19,19 +11: No D, +15: D.-17:

D,+19D
M2 NA +9,+11,-11,-13
M3 ND +1,-1,-13,-14,-16,-4,+5,-9,+9
+3,+4,+5,46,+7,+10,+11,-
M4 ND 13,14,417,419
M5 57,XY,+5,+6,+9,-16,-18,+21,+22,+8mar[14]/46, XY[36] DieeIMEle L)
amplificaciéon en el 22
M6 46,XY[30] -1,-14,-20
M7 46,XY[30] -4,-8,+9,+14,-17
M8 51,XY,del(2)(p13),+4,+5,- -1,-2,+3,+5,+9,+11,+15,+19
8,+9,+add(11)(p15),der(14)t(11;14)(q13;932),+15,+19[4]/ 46,XY[26] (+4 y -8, no)
M9 46,XY[30] -4,+11,-13,-16
M10 46,XX[30] +3,-4,+5,+7,+9,+11,+15,-16
M11 46,XX,del(2)(q24),der(11)(q?),der(14)t(11;14)(q13;g32)[19])/ 46,XX[31] -4,49

74~78<3n>,XX,-
X,del(1)(g31)x2,i(1)(q10),+i(1)(q10),add(2)(p25),der(4)(p?q?)x2,+5,+7,-  +1,-1,-2,-3,+4,+5,4+6,+7,-8,-
M12 8,add(8)(g24)x2,del(9)(p21),-10,+11,-12,- 10,+11,+12,-12,-
13,+14,add(14)(q32),+15,del(16)(q23),der(17)t(1:17)(q21;913)x2,- 13,+15,+16,+17,-19,-21, -X
18,add(19)(q13),+add(19)(q13),+20,+ 6~10 mar[50]

+1, -13,-14,-16,+4,-X,+2,-

M13 46,XX[30] 6.49
+1,-13,-14,+18,-7,+7,+8,-

M14 22X

M15 44,X,-Y[24]/46,XY[6] +11,-13,-14

M16 ND -1,44,-13,-14,-16,-18,+X

45,XX,del(11)(p11),dic(1;12)(q32;p13),-13,add(14)(q32),-15,-16,-
16,+4mar[13]/ 44,XX,del(4)(q31),dic(1;12)(q32;p13),del(11)(p11),- +1,-1,43,-4,+6,-6,-9,-10,-12,-

M17 13,add(14)(q32),-16,-16,-18,+3mar[13]/ 13,-16,-17,-21,-22
88<4n>,XXXX,idemx2[5]/46,XX[19]

+1,43,+6,+8,+9,+11 -
M18 46,XY[50] 14,+15,16,+17
M19 51,XY,+3,del(6)(g22),- -1,43,45,-8,+49,-11,-13,-

13,del(22)(q11.2),+del(22)(q11.2),+3mar[8]/46,XY[42] 14,+15,+19,+421,-22

-1,-4,+5,-6,-8,49,+11,-

M20 13,+15,+18,+X
+1,-1,-4,-6,49,-12,-13,-14
M21 (MAX),-17,-19,+X
-1,41,-6,-12,-13,-14(MAX),-

M22 17,-19,-20,+X

Tabla 20. Comparativa de los resultados de la comparativa entre las alteraciones citogenética (A) y
cariotipo (B) detectadas mediante FISH frente a las detectadas mediante el panel de NGS. +/- >
Amplificacion/delecién de alguna region del cromosoma. D, detectado, NO, no detectado, NA, no
analizado
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Se detectaron el 75,6% de las traslocaciones y alteraciones en el nUmero de copias que
habian sido detectadas previamente por FISH, excepto dos deleciones en el gen TP53,
dos amplificaciones 1q*, dos t(4,14), una t(14,16) y una t(11,14). Es interesante destacar
que ademas se detectaron otras alteraciones importantes que no habian sido detectadas
por FISH como deleciones en RB en 6 muestras (27,3% de los pacientes) y amplificaciones
del gen CCND1 en el cromosoma 11 (3 muestras, 13,6%), una delecion en TP53, pérdida
de copia en el cromosoma 1p en 4 muestras (18,2%) y 3 (13,6%) pérdidas de IGH. También
se identificaron algunas alteraciones que no se pueden detectar mediante FISH pero que
se consideran importantes como, amplificaciones en el gen BRAF (cromosoma 7), en el
gen ZFHX4 (cromosoma 8), pérdida de copias en el cromosoma 13, amplificacion del
cromosoma 3 (CRBN/ATRIP/ATM), y deleciones en el gen KRAS en el cromosoma 12,

amplificacion del gen EGR1 en el cromosoma 5.

A nivel mutacional, se detect6 un total de 86 variantes somaticas y el 100% de los pacientes
presentaron al menos una mutacion en alguno de los genes que estaban incluidos en el

panel.

4.2.3. Panorama mutacional, CNV y traslocaciones en muestras del ensayo
clinico GEM12

4.2.3.1. Datos de secuenciacion.

Los resultados de secuenciacion de estas 88 muestras secuenciadas con la version 2 del
panel estuvieron dentro de los valores esperados respecto a las secuenciaciones de

muestras anteriores. También se incluyeron 8 muestras de pacientes sanos como control.

Se obtuvo una media de 3,4 millones de lecturas por muestra, un 45% de duplicados de
PCR y la cobertura media on-target fue del 44%. La cobertura media que se obtuvo fue de
609x, teniendo el 93% de las regiones al menos cubiertas con 200 lecturas. El tamafio

medio del inserto fue de 208 pares de bases.

4.2.3.2. Estudio de la sensibilidad, especificidad y valor predictivo positivo

y negativo.

En la siguiente tabla 21 se representan los valores de sensibilidad y especificidad del panel
a partir de estas ultimas 88 muestras secuenciadas tras comparar los datos obtenidos
mediante la técnica gold standard FISH con los datos obtenidos mediante NGS. Como se

puede apreciar el panel discrimina muy bien (E=0,91), pero la sensibilidad es baja (0,55).
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Tabla 21. Valores de sensibilidad (S) y especificidad (E) de las alteraciones mas importantes
identificadas mediante NGS.

---- ) E
5 10 10 51

1p 0,33 0,84
_ 19 15 2 37 0,56 0,95
17p 5 5 9 61 0,50 0,87

5 2 0 2 0,71 1,00

t(4,14) 11 3 1 42 0,79 0,98
_ 1 3 0 38 0,25 1,00
Total 46 38 22 231 0,55 0,91

4.2.3.3. Resultados reanalizados con 16 controles nuevos.

Tras secuenciar nuevas muestras como controles negativos y definir una nueva linea base
para la llamada de los CNVs, algunas alteraciones que no se habian detectado por NGS
pasaron a detectarse, como deleciones en 1p (3 muestras), 2 amplificaciones en 1q (2
muestras) y una trisomia en el gen TP53 también pasé a detectarse. Asi como algunos

falsos positivos pasaron a ser verdaderos negativos (5 muestras).

4.2.3.4. Validacion de casos discordantes mediante arrays.

Los 5 casos cuyos resultados fueron discordantes entre lo detectado por FISH y NGS se
analizaron mediante un array que combina la tecnologia de array CGH por oligonucleétidos
y de SNP array. En 3 de las 5 muestras se identificaron con el array los mismos CNVs
detectados mediante NGS y en las mismas coordenadas. A continuacién, se detallan los

resultados obtenidos en cada una de las muestras:
Muestra 1:

En esta muestra, se detectd una ganancia en el 1g mediante NGS, mientras que mediante
FISH no se identifico esta alteracidon. Los resultados del array identificaron también esta

alteracion, entre otras:

Se detectd una delecion en las citobandas 1p31.1p21.2, en las coordenadas genomicas
chr1:76172621_100904282. Una duplicacibn en las citobandas 1921.1g44,
(chr1:143730352_249224147). Una trisomia del cromosoma 3,7,9,15,18, 19 y del

cromosoma X. Por otro lado, se detectd una regidén de pérdida de heterocigosidad en las
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citobandas 1p32.1p21.2, en las coordenadas gendmicas chr1:59538472_76154273. Con

un tamafo de 16.62 megabases.
Muestra 2:

En este caso se detectd mediante NGS un falso positivo de una ganancia en el 1q ya que
por array no se detectaron variaciones de cambio de nimero de copia de naturaleza no

polimorfica.
Muestra 3:

Las discordancias que se encontraron en esta muestra fue una trisomia del cromosoma
17, que fue detectada por NGS y no por FISH. Mediante el array se detectaron trisomias
en los cromosomas 5, 7, 9, 15, 17,18, y 19, y pérdida del material genémico del cromosoma
Y en su totalidad, coordenadas genémicas chrY:140,328- 28,478,759. Todo ello también
detectado por el panel de NGS.

Muestra 4:

En este caso mediante el panel no se pudo detectar una duplicacion en el 1q ya que el
namero normalizado de lecturas no era consistente a lo largo de toda esta region. Por FISH
si fue de detectada. Mediante el array Se detectd esta duplicacion en las citobandas
1921.1943, coordenadas gendmica chr1:142617943_242398623, esta CNV de 99.78
megabases, contiene 741 genes. Ademas, se detectaron trisomias en los cromosomas 3,
7,9, 11y 19. También se identificaron dos duplicaciones adicionales, una en las citobandas
15911.1q13.1, con una sefal de intensidad de la regién que podria indicar que la alteracion
se encuentra en un estado de mosaico del 70%, aunque es importante sefalar que el array
CGH no es la técnica adecuada para valorar grados de mosaicismo, y otra en la citobanda
159183.1926.3 (chr15:29540262_101395091). Se detectd una delecion en las regiones
16911.2924.3 (chr16:46500741_90148393), en la que la sefial de intensidad de la region

podria indicar que la alteracidén se encuentra en un estado de mosaico del 50%.
Por otro lado, se detectaron dos regiones de pérdida de heterocigosidad:

1. Citobandas 11q12.1q13.3, coordenadas gendmicas chr11:57597065_70228123
(50.58megabases).

2. Citobandas 16921g24.3, coordenadas gendmicas chr16:60986009_89708096 (60.96
megabases). Un ejemplo representativo de las alteraciones de estas muestras se

encuentra en la siguiente figura 46:
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Genome Yiew (AMP: 5, GAIN: 51, LOSS: 13, DEL: 34, LOH: 2)
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Figura 46. Imagen representativa del genoma de la muestra.
Muestra 5:

En esta muestra encontramos dos discordancias, mediante el panel de secuenciaciéon
masiva no se detectd ninguna alteracion mientras que por FISH se detect6 una delecion
en el 1p y ganancias en el 1q. Como se observdé mediante el panel de secuenciacion
masiva, por la técnica de array no se detectaron ninguna de estas alteraciones. Solamente
se detectd una duplicacion en la region 19q13.43, en las coordenadas gendmicas
chr19:58822611_58956397 donde se encuentran los genes ZSCAN22, A1BG, RPS5 y
ZNF132, que no se detectd por secuenciacion ya que en el cromosoma 19 no hay ninguna

sonda en esta region, de modo que no es posible detectarlo.

Tras la mejora de la linea base con la secuenciacion de los nuevos controles y la validacion
por arrays de estas muestras discordantes la sensibilidad y la especificidad mejoro,

pasando de una sensibilidad global de 0,55 a 0,74 y una especificidad de 0,91 a 0,93.

La sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo

negativo (VPN)del nuevo analisis se puede observar en las siguiente tabla 22:
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Tabla 22. Resultados globales de sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP)
y negativo (VPN) de las 88 muestras analizadas.

(FISH) + (FISH) - (FISH) + (FISH) - (FISH) + (FISH) -
(NGS) (NGS)
53 18 17 (NGS) + 17 1
+ +
(NGS)
(NGS) - 19 245 12 162 (NGS) - 7 83
s E s E s E
0.74 0.93 0.75 0.91 0.71 0.99
VVP VPN VVP VPN VVP VPN
0.75 0.93 0.68 0.93 0.94 0.92

4.2.3.5. Descripcion de las mutaciones, CNVs y traslocaciones en MM.

Con este panel se detectaron 50 mutaciones no sinbnimas en regiones exonicas en el 47%
de los pacientes (41/88). La frecuencia de los genes mutados con mas recurrencia en
nuestra serie fueron KRAS, en un 15% de los pacientes, , NRAS (9%), BRAF (6%), TP53
(10%), FGFR3 (3%), HIST1H1E (2%) y DIS3 (1%) como se puede observar en la siguiente

figura 47:
I I I I e .

KRAS TP53 NRAS BRAF FGFR3 HIST1IH1E DIS3

e e T
o N B O

Recurrencia (%)

o N B O

Figura 47. Frecuencia de los genes con mayor recurrencia identificados en los pacientes de MM.

En cuanto a los CNVs, se detectaron amplificaciones en 1q en el 32% de los pacientes y
deleciones en 1p y 17p en el 17% y el 13% de los pacientes respectivamente (Fig. 48).
También se identificaron amplificaciones de los genes ATRy CRBN, en un 22% y un 16%

de los pacientes, respectivamente.

Se detectaron traslocaciones en un 28% de los pacientes, incluyendo la t(11;14) en el 7%

de los pacientes, la t(4;14) en un 14% de los pacientes y un paciente con la t(14;16).
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También se identifico la t(6;14)(p21;932) o gen de fusion IGH-CCND3 en 3 pacientes. Otra
translocacion adicional identificada y que no habia sido detectada por FISH fue la t(10,14),
en un paciente.

35
30
25

20

15
O . U

Ganancia 1q Delecién 1p Delecion 17p  t(11,14) t(4,14) t(14,16)

Recurrencia (%)

%]

Figura 48. CNV y traslocaciones con mayor recurrencia en MM.

4.2.3.6. Analisis de la supervivencia e identificacion de factores pronéstico.

En cuanto a la correlacién con los datos clinicos, tras el andlisis de la supervivencia libre
de progresién (SLP) se observé que en la mayoria de los casos la NGS discrimina mejor

o igual que el FISH a los grupos que tienen o no una alteracibn gendémica o
cromosdémica.

En las siguientes graficas (Fig. 49), se puede observar, respecto a la delecién en 1p, como
la NGS discrimina mejor que la técnica de FISH, ya que en los grupos en los que no se
detecta la delecidon por NGS (grafica A, en verde y azul) tienen mejor SLP. Ademas,
utilizando los datos obtenidos por el panel de NGS, se separan significativamente en dos
grupos de riesgo (p=0,006) (Fig.49c), mientras que por FISH no (p=0,127)(Fig.49b).
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Figura 49. Estudio de la SLP para la delecién del 1p analizada en 88 muestras. A) Andlisis de la SLP
agrupando los pacientes en: falsos positivos (FISH- NGS+), falsos negativos (FISH+ NGS),
verdaderos negativos (FISH- NGS-) y verdaderos positivos (FISH+* NGS+). B) Estudio de la SLP con
los resultados obtenidos mediante FISH. C) B) Estudio de la SLP con los resultados obtenidos
mediante NGS.

En el caso de las amplificaciones en 1q, es llamativo que a pesar de ser una alteracién con

factor pronéstico ninguna de las dos técnicas discrimina significativamente a los pacientes

en grupos pronostico, como se puede observar en la figura 50.
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amp(1q) FISH
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Figura 50. Estudio de la SLP para la amplificacién del 1q analizada en 88 muestras mediante FISH
(A) y mediante NGS (B).

Por otro lado, se observd que los pacientes con pérdida bialélica del gen TP53, tienen un
gran descenso de la SLP (P=0,028) (Fig. 51).

SLP

Pérdida Bialélica de TP53

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

%
—1 Sin pérdida
—1Con pérdida
p= 0,028
T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Meses

Figura 51. Estudio de la SLP para la amplificacién del 1q analizada en 88 muestras mediante
FISH (A) y mediante NGS (B).

Con las traslocaciones no se observo tanta diferencia entre ambas técnicas. En cuanto a

la t(11;14) se obtuvo una significancia de p=0,3 tanto mediante FISH como por NGS. De

forma similar ocurrié con la t(4;14), p=0,03 mediante FISH y p=0,04 por NGS. Respecto a

la t(14;16) solamente hubo un caso, de manera que no se pudo realizar el test estadistico.
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Ademas, al agrupar las alteraciones de mal pronéstico (17p, t(4;14) y t(14;16)) y analizar la
SLP se observé que el panel de NGS también discrimina bien, aunque no de forma
significativa (p=0,064), a los distintos grupos de riesgo (Fig.52).

Alteraciones de alto riesgo
del(17p)/t(4,14)/t(14,16)

0.6

SLP

0.4

0.2
—18in alteraciones
—1Con alteraciones

p=0,064
0.0+

T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Meses
Figura 52. Estudio de la SLP para las alteraciones de alto riesgo analizada en 88 muestras de MM.
Por otro lado, aunque por si sola la delecién del(13q) no separaba significativamente los
grupos (Fig. 53A), al estudiar la delecion del 13q asociada a otros factores de mal
pronostico como la t(4;14), delecion del 17p y la t(14;16), se observé una reduccion
significativa de la SLP (p=0,002)(Fig. 53B).

del(13q) NGS del(13q) + del(17p)/t(4,14)/t(14,16)
1.0 1.0
0.8 0.8
-+
0.6 0.6
o o
4 =)
) »
0.4 0.4
0.2+ 0.2+
del(13q)
—IINGS- — Sin del(13q)
_IINGS+ 1 del(13q) + del(17p)/t(4,14)/t(14,16)
oy p=0,079 i p=0,002
T T T T T 1§ T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Meses Meses

Figura 53. Estudio de la SLP en muestras con la delecion del 13q detectada mediante NGS (A) y la
delecién del 13q junto las alteraciones de mal pronostico como la t(4,14), delecién del 17p y la
t(14,16)(B).
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4.3. Ensayos de dinamicas clonales.

4.3.1. Ensayos de competicion clonal.

Para el estudio de las mutaciones implicadas en la proliferacion y progresion del MM, en
primer lugar se observo el efecto de las alteraciones mono- y bi-alélicas en el gen TP53.
Cuando se enfrentaron las células con mutacibn mono-alélica y bi-alélica frente a sus

respectivos WT, se obtuvieron los siguientes resultados (Fig.54).
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Figura 54. Caracterizaciéon de las alteraciones mono-alélicas (a) y bi-alélicas (b) de TP53 frente a
sus WT.

Se observa como aproximadamente en el dia 60, las células con alteraciones mono-
alélicas en el genTP53 superan en crecimiento a las células WT, mientras que las células
con alteraciones bi-alélicas, sblo necesitan 48 dias para conseguirlo. Esto indica que
ambas alteraciones inducen una ventaja proliferativa en las células, pero una pérdida bi-
alélica genera una mayor ventaja en las células mutadas.

Para comprobarlo, se combinaron células con alteracion mono-alélica y bi-alélica en TP53,

tal y como se muestra en la figura 55.
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Figura 55. Ensayo de competicién entre clones con pérdida mono- y bi-alélica de TP53.
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Cuando ambos clones compiten, solamente transcurren 36 dias hasta que el clon con
pérdida bi-alélica supera al mono-alélico. Esto demuestra que una pérdida bi-alélica de

TP53 confiere una mayor ventaja de crecimiento a las células.

Del mismo modo, se comprobé la dinamica en células con KRAS mutado (G12A o A146T

vs. WT), como se muestra en la figura 56.
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Figura 56. Competicion clonal de las mutaciones de KRAS en G12A (a) y A146T (b) frente a sus
WT.

Como se puede observar, tanto la mutaciéon G12A en KRAS como la A146T proporcionaron
una ventaja en el crecimiento de las células mutadas con respecto a las células no mutadas

(WT), aunque su efecto no es tan importante o rapido como en el gen TP53.

Después, se caracterizaron los efectos de las mutaciones de resistencia y la exposicion a
los farmacos. Para ello, y en primer lugar, se realizaron ensayos de viabilidad celular con
el fin de comprobar la resistencia de las células con las mutaciones A152Ten el gen IKZF1
(Fig. 57a). y A20T en el gen PSMB5 (Fig. 57b) en presencia de lenalidomida (LEN) y

bortezomib (BOR) respectivamente.
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Figura 57. Ensayos de viabilidad celular de las lineas L363 con IKZF1(a) y PSMB5 (b) mutados.

Se observo que las lineas celulares que tienen mutaciones en ambos genes presentan una
viabilidad celular en presencia del farmaco practicamente idéntica a la que presentan en
medio DMSO. Por el contrario, las lineas celulares no mutadas, presentan una viabilidad
menor en presencia del farmaco, lo que confirma que la adquisicion de resistencia es

mediada por estas mutaciones.

A continuacion, se estudié el comportamiento de células con la mutacion A152T en el gen

IKZF 1 frente a células con IKZF1 no mutado en presencia y ausencia del farmaco (Fig. 58).
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Figura 58. Ensayo de competicion clonal entre IKZF1 mutado y WT en presencia y ausencia de
lenalidomida 2 uM.

En este ensayo se observo que las células con mutacion en el gen IKZF1 y células sin
mutacion respondieron de la misma manera en ausencia de farmaco, es decir, en estas

condiciones, la mutacidén presenta un comportamiento neutral. Sin embargo, en presencia
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de lenalidomida, la mutacion en el gen IKZF1 confiri6 una ventaja de supervivencia a las

células, de modo que los porcentajes se revertieron en aproximadamente 10 dias.

Por altimo, se estudi6 la combinacion de las mutaciones IKZF1-A152T y PSMB5-A20T en

diferentes condiciones:

e Enausencia de farmacos se observa una desventaja proliferativa en las células que
tienen una mutacién en PSMB5 , haciendo que las células con mutaciones en
IKZF1, que presenta un comportamiento neutral cuando se cultivan solas,

adquirieran una ventaja de supervivencia en el cocultivo (Fig.59).
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Figura 59. Ensayo de competicion clonal entre lineas L363 PSMB5 e IKZF1 mutado en ausencia de
farmaco.

e En presencia de lenalidomida se observa una ventaja de crecimiento en las células
que tienen el gen IKZF1 mutado, mientras que en las células con el gen PSMB5

mutado, se observd una clara desventaja proliferativa (Fig.60).
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Figura 60. Ensayo de competicion clonal entre lineas celulares L363 con mutaciones en los genes
PSMB5 e IKZF1 en presencia de lenalidomida (LEN).
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e Con el objetivo de ver la dinamica clonal que siguen las células con mutacion en
PSMBS5, se adicion6 a la combinacion anterior bortezomib (BOR) 6 nM a partir del

dia 41, obteniendo los datos representados en la figura 61.
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Figura 61. Ensayo de competicion clonal entre lineas celulares L363 con mutaciones en PSMB5 e

IKZF1 en presencia de bortezomib (BOR).
Cuando se anadié bortezomib al medio, se observé como la mutacién en PSMB5 indujo

una ventaja proliferativa en las células afectadas, haciendo que sobrepasasen a las células

IKZF1 mutadas en apenas 3 dias de tratamiento.
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5.1. Caracterizacion inmunogenética de las células plasmaticas clonales de

la amiloidosis de cadenas ligeras.

La realizacion de este estudio proporciona uno de los primeros trabajos de secuenciacion
masiva de exomas en la mayor serie de pacientes con amiloidosis AL mejor caracterizada.
Esto es debido a que todas las muestras fueron caracterizadas en base a su

inmunofenotipo de CP patoldgicas mediante citometria de flujo de 8 colores. '8

En cuanto a la parte técnica, como se realizaron tres librerias distintas a partir de la
muestras tumoral se pudieron descartar con una gran fiabilidad tanto los falsos positivos
como los posibles artefactos de secuenciacion. Asi como validar las variantes candidatas.
Ademas, el analisis de una muestra control (linfocitos T de sangre periférica) de cada uno
de los pacientes permitié descartar mutaciones de la linea germinal. Las muestras para la
realizacién de exomas se secuenciaron en la plataforma lllumina, en la que la asignaciénn
de bases esta hecha directamente de las medidas de intensidad de sefial durante cada

ciclo, lo cual reduce las tasas de error comparado con otras tecnologias.??

Ademas, se utilizaron dos softwares distintos para hacer la llamada de las variantes con el
objetivo de incrementar la sensibilidad y la confianza en la deteccion de variantes reales,
ya que por lo general existen diferencias en el disefio y flujo de trabajo de los distintos
programas. De acuerdo con los datos publicados, se observé que el programa Varscan
detect6 mas SNVs e indels que el programa Strelka, el cual parece ser mas estricto y a la

vez mas fiable al hacer la llamada de variantes.203

La mediana de prevalencia de mutaciones somaticas en esta serie fue de 1,7 (0,8-14,5)
mutaciones por megabase, esta es ligeramente mayor que la tasa de mutacion estimada
en neoplasias hematopoyéticas, como el MM (1,3 mutaciones por megabase) y la LLC y
otras leucemias (<1 mutacion por megabase).2?® Son diversos los factores que estan
asociados a un aumento de la tasa de mutaciones, como exposicibn a mutagenos
exdgenos (tabaco, quimicos, aflatoxinas), errores en la reparacion del ADN, distintos tipos
celulares. Esta tasa también puede verse aumentada en varias enfermedades hereditarias
raras, por ejemplo, anemia de Fanconi, ataxia telangiectasia, y xeroderma pigmentoso,
cada una de las cuales también se asocia con un mayor riesgo de cancer.2%4 En el caso de
la amiloidosis AL y teniendo en cuenta los resultados de las firmas mutacionales, los
factores principales que podrian aumentar esta tasa son, la acumulacién de mutaciones

relacionadas con el envejecimiento (firma mutacional 1) y fallos en la maquinaria de
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reparacion de emparejamiento errébneos (MMR) (firma mutacional 6). La firma mutacional

asociada al tabaco no se identificd en las muestras de nuestra serie.

En cuanto al perfil mutacional, por primera vez, en este estudio se han identificado un gran
numero mutaciones en regiones reguladoras UTR 3’y UTR 5’. Esto es muy interesante ya
que estas regiones juegan un papel muy importante en la expresion y regulacién de genes
a nivel de la traduccién, pudiendo formar parte de la patogenia de la enfermedad. Ademas,
las alteraciones en regiones UTR’3 pueden afectar a la estabilidad del ARNm y su

localizacién en la célula. 205

En nuestra serie hemos encontrado mutaciones en regiones UTR’3 de genes como
SEMA5A (Semaforina 5A) que codifica una proteina de membrana relacionada con el
metabolismo de proteinas y la via de sefalizacion de ERK, relacionada con multiples tipos
de cancer. Por otro lado, mutaciones en la regiébn UTR’5 se han relacionado con la
alteracion en la sintesis de proteinas. 2°5 En nuestra serie, los genes CXCL3 (Ligando 3 de
quimiocinas CXC), que juega un papel en la inflamacién y se ha asociado a melanoma?°s,
y CAV1 (Caveolina 1), un gen supresor de tumores y regulador negativo de la cascada
Ras-p42/44 MAPK?297| se encontraron mutados en esta region en 2 de los pacientes (7,4%).
Por lo tanto, este trabajo demuestra que las mutaciones en regiones reguladoras pueden
tener un papel importante en la patogenia de la amiloidosis AL, asi como de otras
patologias. El estudio de estas regiones no suele estar incluido en los estudios de NGS por

lo que es crucial profundizar en el conocimiento de estas alteraciones en futuros estudios.

Por otro lado, teniendo en cuenta tanto las mutaciones en regiones exdnicas como en la
regiones reguladoras, nuestros datos confirman, junto con otros dos estudios
recientemente publicados, la ausencia de una mutacion driver comin en esta
enfermedad.88" A pesar de ello si que se han encontrado genes moderadamente
recurrentes entre los pacientes con amiloidosis AL como MUC16 con un 26% (7 pacientes)
de recurrencia e IGLL5 y SEMAS5A, ambos con un 19% (5 pacientes) de recurrencia y en
el caso de IGLLS5 la recurrencia aumentaria al 41% de los pacientes si tenemos en cuenta

la alteracion por pérdida de copia.

En cuanto a MUC16, este gen codifica una proteina que pertenece a la familia de las
mucinas. A pesar de que solamente una de las mutaciones fue considerada patogénica
mediante el predictor SIFT, el resto fueron de significado incierto (6 variantes) o benignas
(3 variantes), este gen también podria estar alterado por la ganancia de copia ya que se

encuentra en el cromosoma 19. En nuestra serie se encontr6 una trisomia de este gen en
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el 42,9% de los casos. Estas proteinas tienen un peso molecular alto, y se encuentran en
las superficies apicales de los epitelios. Esta barrera mucosa, como ocurre en los tumores
de ovario,?%8 donde también se usa como marcador, podria ser un mecanismo eficaz para

evadir el reconocimiento inmune en la amiloidosis AL.

El gen SEMA5A, como ya se ha comentado, esta relacionado con la via ERK y Akt. En
otros tipos de cancer, como el de pancreas, se ha visto que su sobreexpresion puede ser
una potencial diana terapéutica para frenar la metastasis.2%® Sin embargo, en el carcinoma
de pulmén de células no pequefias, la regulacion negativa de SEMA5A en el tejido tumoral
se asocioé con una menor supervivencia. 20 Esto es debido a que esta molécula puede
interactuar con diferentes receptores que activan vias divergentes de forma tejido-
especifica.2!" Por lo tanto, se deberia investigar el papel de este gen en la amiloidosis AL,
ya que en estos momentos su significado es desconocido y todas las mutaciones

identificadas estan catalogadas como significado incierto.

En gen IGLL5 ha sido el tercer gen mutado con mas frecuencia en nuestra serie, y ademas
se han encontrado tanto alteraciones por mutaciones puntuales como por deleciones en el
namero de copia. En cuanto a los SNVs en IGLL5, la mutacion p.L28L detectada en
nuestras serie también ha sido descrita en MM, donde relacionan alteraciones en este gen
como un posible marcador de pacientes de MM de alto riesgo. 22 El resto de mutaciones,
otra mutacién sinénima y 3 mutaciones no sinGnimas son variantes de significado incierto,
seguramente debido a la poca evidencia de la funcion de este gen. La carga alélica media
de estas mutaciones encontradas en nuestra serie estaba por encima del 45%, sugiriendo
que se encuentran en clones mayoritarios de la enfermedad. Este gen es muy interesante
en amiloidosis AL ya que es un gen que codifica uno de los polipéptidos de inmunoglobulina
tipo lambda de las Igs. Se extiende al locus de la inmunoglobulina A, pero no requiere un

reordenamiento soméatico para su expresion.

De los 3 exones que forman este gen, el primero de ellos no esta relacionado con genes
variables de la Ig, el segundo y el tercero forman parte de la regién de unién y constante
de la Ig A. El splicing alternativo da como resultado multiples variantes de transcripciéon. En
cuanto su funcion molecular se relaciona con uniéon a antigenos, y con diversos procesos
biolégicos como: via de sefializacion del receptor de células B, activacion de la via clasica
del complemento, defensa frente a bacterias, fagocitosis y regulacion positiva en la
activacion de las células B. Respecto a su expresion segun la base de datos HPA 213

corrobora que se encuentra sobreexpresado en células B, MO y nodos linfaticos.
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Ademas, en nuestra serie también se han identificado genes con mutaciones relacionados
con IGLL5 en otros 4 pacientes distintos, como C7, NTF4, NGF, TFGBR1y IGHV3-11. De
modo que el porcentaje de pacientes relacionados con alteraciones en IGLL5y su contexto

aumentaria al 56% de los pacientes.

Curiosamente, en un estudio de WES en LLC también se ha encontrado /IGLL5 como el
gen mutado con mas frecuencia de toda la serie incluyendo mutaciones en la regiéon UTR5’.
En este estudio demuestran que en los casos con mutaciones en IGLL5, la expresion de
este gen, medida por RNA-Seq, es menor y sugieren que posiblemente IGLL5 participe en
la actividad de la deaminasa de citosina inducida por activacién , proceso que da lugar a
las mutaciones somaticas que conducen a la LLC.2'* También, se ha encontrado alterado

en linfoma difuso de células B grandes 215

De tal modo que, aunque la caracterizacion funcional de esta proteina no se ha llevado a
cabo en este trabajo, el hecho de que aparezca mutado en varias patologias de célula B

indica que las mutaciones en IGLL5 pueden ser de importancia biolégica.

Sin embargo, como la mayoria de estudios no tiene en cuenta las mutaciones en regiones
reguladoras, mutaciones sinbnimas o mutaciones con frecuencias alélicas menores del 5%,
este tipo de variantes se eliminaron del estudio para poder comparar nuestros datos con
una serie de MM. Con este estudio se obtuvo una mediana de 18 mutaciones por muestra
(8-92), sugiriendo que en términos de carga mutacional, que la amiloidosis AL esta mas
cerca de una GMSI (mediana de 19 mutaciones por muestra)2'¢ que del MM (mediana de
38, p<0,0001), Fig. 42A. La carga mutacional también se correlacioné con la edad de los
pacientes (R=0.51, p<0.001) aunque no con el porcentaje de infiltracién de CP en la MO.
Esta correlacion de numero de mutaciones y edad ya se ha visto en varios estudios en los
que el envejecimiento esta asociado con la acumulacion generalizada de mutaciones
somaticas en diversos tejidos. En uno de los estudios hubo una correlacion entre el niumero
de divisiones celulares en un tejido y la acumulacion estimada de mutaciones, 2'7 por lo
tanto, la division celular parece ser una fuente importante de mutacion endbégena. Esto
junto con el nivel de inestabilidad genémica de las células normales, modificado por
factores enddgenos y ambientales, es el principal factor de riesgo de cancer.2'” En cambio,
también existen tipos de canceres que no se correlacionan con la edad de los pacientes
como sarcoma, melanoma uveal, adenocarcinoma de pulmoén. Probablemente, esto sea
debido al rango de edad bajo debido a los efectos del tabaquismo o simplemente a que

existen tipos de tumores que son mas propensos a los fenotipos mutantes, en los que los
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tumores acumulan rapidamente mutaciones somaticas debido, por ejemplo, a mutaciones

en los genes de reparacion del ADN.2'8

Ademas, en el caso de la amiloidosis AL, esta acumulacion asociada con la edad se
confirma con lo identificado en el estudio de las firmas mutacionales, donde la firma
mutacional 1, relacionada con procesos mutacionales asociados a la edad, fue detectada

en todos los pacientes de amiloidosis AL.

Por otro lado y al contrario de lo que ocurre en el caso de la carga mutacional, la presencia
de CNVs fue mas frecuente en la amiloidosis AL (90,5%) que en las GMSI (60,6%)3%'6 y
similar a los pacientes de MM (100% de los casos)?'®.También hay que destacar que las
Unicas alteraciones asociadas con la supervivencia libre de progresién inferior fueron las
ganancias en los cromosomas 9y 19. La del (13q) se asocid con niveles mas altos de NT-
proBNP apoyando lo descrito por otros autores”™. Ademas, los pacientes con 1g+ también
mostraron un mayor riesgo de afectacion cardiaca, lo que podria llevar una menor SLP
como se ha descrito en otros articulos, junto con deleciones en el 14q. 7 En general, estos
resultados apoyan observaciones recientes basadas en la caracterizacion
inmunofenotipica de la CP clonales, y posicionan a la amiloidosis AL entre GMSI y MM en

términos genéticos.

Respecto a si los mismos genes podrian estar implicados en el desarrollo tanto del MM
como de la amiloidosis AL, actualmente existen datos de los estudios de Boyle et aly Huang
et al., ademas de los del presente 8081.201 | os resultados de Boyle y de este estudio
sugieren que las mutaciones recurrentes de MM se detectan con poca frecuencia en
pacientes con amiloidosis AL, siendo la mayoria de ellas subclonales. Por otro lado, en
nuestro estudio solamente se encontraron cuatro genes de los descritos por Boyle et al
como mutados con frecuencia en la amiloidosis AL. Sin embargo, el estudio de Huang et
al basado en WES y secuenciacion dirigida, si identifico mutaciones recurrentes en KRAS
al igual que en el MM. Ademas, tanto en este ultimo estudio como en este trabajo, pero no

en el de Boyle, se identifico al gen IGLL5 como el gen mas comunmente mutado.

En nuestro trabajo no se ha encontrado asociacién entre genes mutados y las
caracteristicas clinicas de los pacientes, mientras que Huang et al han identificado tres

genes mutados con valor pronéstico, lo que podria ser debido al pequefo nimero de casos.

Todos estos datos sefialan a la amiloidosis AL como una enfermedad muy heterogénea
genéticamente, y que ésta podria desarrollarse por mecanismos genéticos distintos al MM.

Sin embargo, el numero de pacientes estudiados sigue siendo bajo, por tanto, son
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necesarios estudios adicionales en series mas grandes de pacientes que aporten mas luz

sobre el panorama mutacional y las posibles correlaciones clinicas en la amiloidosis AL.

Ya que el andlisis de mutaciones en genes, no desveld ninguna recurrencia, se analizaron
las vias de senalizacion por si alguna via estuviera alterada de forma recurrente en los
pacientes de amiloidosis AL. No se encontr6 ninguna via de sefializacion significativamente
enriquecida, siendo las mas representativas la via de proliferacion al igual que en MM
(incluyendo genes de la ruta NFkB),'*3 y la via de secrecidn celular. Aunque en menor
proporcién también es interesante destacar que se encontraron mutaciones en genes
relacionados con el procesamiento y pliegue de proteinas (1,5% de todos los genes
mutados). Estos resultados son acordes con la biologia de esta enfermedad, ya que podria
haber una desregulacion en la eliminacién, degradacion y plegamiento anomalo intracelular
de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas, que conduciria a formar los depésitos.

Estas vias también estan alteradas en otros tipos de amiloidosis.22°

En ausencia de un evento genético unificador que defina la amiloidosis AL, el estudio de
los reordenamientos del gen de las inmunoglobulinas surge como una alternativa para
comprender la propensidn a que las cadenas ligeras se depositen en forma de fibrillas de
lamina B, asi como el tropismo de los érganos. Para proporcionar informaciéon
complementaria a lo que ya se habia descrito en los genes IGL22145222 se realiz6 NGS del
gen de la cadena pesada de las |Ig (IGH) y del gen de la cadena ligera k de las Igs. El grado
de heterogeneidad clonal observado en la amiloidosis AL es significativamente mayor que
el encontrado en el MM. En el MM vy otras neoplasias hematolégicas, la heterogeneidad
citogenética intraclonal se ha demostrado como un factor pronéstico adverso en ensayos
clinicos prospectivos. Sin embargo, creemos que un analisis sélido del papel pronéstico de
los subclones en AL todavia no es factible, dado que el impacto pronéstico de las
aberraciones citogenéticas en esta entidad depende en gran medida de la estadificacion

cardiaca y del tratamiento administrado. 174

En la serie de amiloidosis AL el gen IGH mas frecuentemente involucrado en el
reordenamiento de los genes fue el gen IGHV3-48, el cual ha sido identificado
recientemente como un marcador predictivo de transformacion histolégica en linfoma
agresivo en linfomas foliculares. 222Ademas, el 100% de los pacientes que presentaban
este reordenamiento tenian afectacion renal (p=0,025). Por el contrario, en la serie de MM
el gen mas frecuente fue el gen IGHV3-30. Por lo tanto, la expresion de IGHV3-48 se suma
a IGLV6-57 como genes de la linea germinal de Ig asociados con el depésito renal

dominante221.222,
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Por otro lado, los recientes avances en las tecnologias de secuenciacion y el desarrollo de
nuevos enfoques matematicos han permitido descifrar los patrones de mutaciones
somaticas causadas por diferentes procesos mutacionales. Hasta la fecha se han
identificados 30 patrones distintos.?** En nuestra serie identificamos varios patrones
compartidos entre todos los pacientes, como las firmas mutacionales relacionadas con la
acumulacién de mutaciones con la edad (firmas 1y 5), esto se correlaciona con la media
de edad de nuestra serie y la media de edad de la amiloidosis AL en general, y firmas
relacionadas con mecanismos de reparacion del ADN (firma 6), posiblemente debido al alto
nuamero de mutaciones y alteraciones cromosémicas encontradas. La etiologia de la firma
25, también identificada en nuestra serie, sigue siendo desconocida. Sin embargo, la firma
mutacional 5 también se encuentra comunmente en otras neoplasias hematologicas, como
en MM?225. La firma mutacional 2, est4 relacionada con la progresion del mieloma multiple
latente a MM, pero no se ha identificado de forma recurrente en nuestra serie amiloidosis
AL_226

Teniendo en cuenta todos los resultados del estudio: el perfil mutacional, el repertorio de
genes de las Igs y las frecuencias alélicas de los SNVs y los CNVs, nuestros resultados
confirman que amiloidosis AL es una enfermedad con una gran heterogeneidad clonal y
subclonal. Estos clones minoritarios en el momento del diagnéstico podrian contribuir a la
patogénesis de la enfermedad, ya que esta heterogeneidad clonal genética podria
favorecer el desarrollo de clones resistentes al tratamiento. Ademas, como ya se ha
mencionado, esta heterogeneidad intraclonal se ha identificado como un factor adverso en

otras enfermedades hematolégicas .'7#

En resumen, este estudio confirma observaciones anteriores de que la amiloidosis AL no
puede definirse por un Unico o un conjunto de eventos genéticos bien definidos. De hecho,
segun los resultados combinados de WES de 99 pacientes (27 en este estudio, 24 en Boyle
et a.8%y 48 en Huang et al.8'), hasta 63 genes se encuentran mutados de forma recurrente.
Por otro lado, nuestro estudio respalda ain mas la nocion de que el uso de determinados
genes de la region variable de la linea germinal de las Igs es un determinante clave en la
patogénesis de la amiloidosis AL,*” y revela nuevas asociaciones de alteraciones

citogenéticas con afectacién organica y por lo tanto con el pronéstico de la enfermedad.
Todo ello, junto con el predominio diferencial de los reordenamientos de IGH, nuestros

resultados sugieren que, entre otros factores, los genes de la linea germinal de las Igs, en

lugar de anormalidades citogenéticas especificas, predisponen a las cadenas ligeras de un
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clon de PC a adoptar una conformacién aberrante, posiblemente mas cerca de la etapa
GMSI de los pacientes, antes del desarrollo de mayor carga tumoral y acumulacién de
mutaciones driver de MM. Dada la alta frecuencia de depoésitos de cadenas ligeras de tipo
A en amiloidosis AL, se justifican estudios adicionales para investigar si las mutaciones
clonales en IGLL5 (mediana de VAF, 64%) contribuyen a este proceso. En tal caso, su
deteccidn junto con otros genes candidatos (por ejemplo, FAT4, MUC16 y SSH2) a través
del diagnéstico mediante NGS podrian emerger como nuevos marcadores de riesgo para

la amiloidosis AL en pacientes con gammapatias monoclonales.
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5.2. Validacion y puesta a punto del panel de genes mediante secuenciacion

masiva para el diagnéstico molecular del mieloma multiple.

La incorporacion de todo el espectro de las lesiones genémica en los modelos pronésticos
y terapéuticos del MM requiere el desarrollo de nuevos métodos y tecnologia para reunir
toda la informacion requerida y tener una herramienta predictiva unificada. El panorama y
opciones de tratamiento es cada vez mayor en el MM y esto sugiere que el andlisis
molecular sera una parte de la practica clinica de rutina en un futuro muy cercano para

ayudar a la estadificacion terapéutica y el pronéstico de los pacientes.

En este trabajo se presenta un nuevo enfoque de secuenciacion y analisis que podria
implementarse en laboratorios de diagnéstico. Esta metodologia permite el multiplexado
de muestras de distintos pacientes sin necesidad de muestras controles una vez que se ha
creado una buena linea base para la deteccion fiable de los CNVs. Ademas, este enfoque
permite el analisis de las mutaciones, cambios en el nUmero de copia y traslocaciones de
IGH mediante una unica aproximacion. Actualmente, esto estudios solo se realizan en
centros de referencia a través de la integracion de FISH, matrices de SNPs y datos de PCR
a un coste por muestra que podria ser mayor que con nuestro método. También, dado que
los disefios se pueden redefinir y refinar para incluir nuevos genes de interés o excluir
regiones con escasa relevancia clinica, y que la NGS y la bioinformatica continian
mejorando dia a dia, los tiempos de respuesta y el coste disminuiran todavia mas en el

futuro. Haciendo asi de la NGS una opcidn viable para la practica clinica de rutina.

En este proyecto se ha desarrollado un panel de captura de NGS con los genes mas
importantes relacionados con el MM hasta la fecha. 20" Se ha validado en un total de 127
muestras de MM al diagnéstico y se han comparado los resultados con FISH y arrays de
CGH. Para ello, se generaron dos versiones del panel. Tras la prueba de la primera versiéon
se obtuvo una cobertura media ligeramente menor de lo esperado y una cobertura on-
targetbaja y mucho menor de los esperado comparado con lo descrito en otros trabajos 227
Esto ultimo, probablemente debido a la complejidad de las regiones de los reordenamientos
de las Igs incorporadas en el disefio.

A pesar de esto, se detectaron la gran mayoria de las mutaciones y traslocaciones

patogénicas que habian sido identificadas anteriormente con técnicas alternativas.
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De modo que en el segundo disefio se mejoraron estos factores, disminuyendo el nUmero
de muestras por carrera para obtener mayor cobertura media por muestra y se mejoro el
diseno de las regiones mas complejas y el analisis al secuenciar controles sanos. Ademas,

se anadieron dos genes nuevos (CRBN y NFKB2).

Con esta nueva version se mejoré tanto la cobertura media, como la cobertura la on-target.
Por otro lado, y en concordancia con lo publicado recientemente,??7:228 |a sensibilidad y la
especificidad, al comparar los resultados con el gold standar FISH y con arrays de CGH,
fue del 74% y 93%, respectivamente. En este punto es interesante afadir que tras validar
algunos casos discordantes entre FISH y NGS, que habian sido identificados como falsos

positivos por NGS, también fueron positivos mediante arrays.

La frecuencia de los genes mutados en nuestra serie de MM fue similar a los datos
publicados en los ultimos anos por otros autores'#022° (KRAS 21 vs 15%, NRAS 18 vs 9%,
BRAF 7 vs 6% and TP53 8 vs 10%).

Sin embargo, la recurrencia de los genes DIS3 y NRAS que se detectd en nuestra serie
(1% y 9%) fue menor a lo que habia descrito en la bibliografia (9% y 18%,
respectivamente).20! Esta diferencia posiblemente sea debida a la variabilidad que existe
dentro de cada grupo de trabajo en los distintos pasos para filtrar las variantes una vez
que obtenemos el archivo .vcf con todas las variantes, ya que se puede ser mas 0 menos
estrictos. Este punto es muy importante, y consideramos que seria necesario una
estandarizacién entre los distintos grupos. Para las variantes de la linea germinal, si se han
descrito directrices para clasificar las variantes tanto para una interpretacion bioldgica3°
como clinica?3!. Sin embargo para las variantes somaticas, solo se han descrito pautas
para la interpretacién clinica,'®* mientras que la clasificacién bioldgica solo se menciona
brevemente232 o se describen en enfermedades especificas.?®® No obstante, ambas
clasificaciones son necesarias para poder estandarizar la llamada de las variantes en el
diagnéstico clinico. Hasta ahora, se estan utilizando sistemas de clasificacion bioldgica
especifica de cada laboratorio, y por lo tanto, diferente, por lo que esto puede tener un

impacto significativo en los informes clinicos.234
Mediante este panel, también se identificaron los reordenamientos VDJ de las

inmunoglobulinas, aunque no fue posible en todas las muestras, dada la complejidad y

variabilidad de la regién, siendo esto una limitacidén de este estudio. La identificaciéon de los
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reordenamientos son interesantes porque son una herramienta que se puede utilizar para
rastrear los clones malignos y el estudio de la enfermedad minima residual y asi hacer un

mejor seguimiento de los pacientes y con ello una prediccion de la supervivencia.'83

En cuanto a los CNVs, se identificaron las amplificaciones en 1q, deleciones en 1p y 17p

entre otras tal y como ya se ha descrito previamente en el MM y una frecuencia similar.22”

En este punto es interesante destacar el valor afiadido que tiene la NGS en el diagnéstico
molecular del MM, ya sea de forma individual o para complementar la técnica FISH. La
NGS nos ha permitido detectar tanto amplificaciones (>4 copias) en el 1g21 como
mutaciones puntuales en TP53y pérdida de copia del gen. Esto nos posibilita identificar a
los pacientes que pertenecen a un nuevo grupo de muy alto riesgo, denominados “Double-
hif"138, Este subgrupo de pacientes se caracteriza por la pérdida bialélica de TP53, ya sea
por la pérdida de las dos copias del gen o por mutaciones que alteran la funcién del geny
pérdida de una copia y amplificaciones del 1g21. Por lo tanto, es importante no solo
determinar el estado del numero de copias del 17p, si no que también es necesario
determinar el estado mutacional de TP53. Ademas, hay que tener en cuenta que las sondas
de FISH podrian no ser lo suficientemente sensibles para detectar pequenas deleciones,
en regiones exonicas o en el promotor, resultando en una mala clasificacion de los

pacientes.38

De tal modo que, las mutaciones detectadas en TP53, por NGS, se han convertido en un
marcador molecular muy importante en el diagnostico de los pacientes con MM y asi hemos
podido comprobarlo en este trabajo. En nuestra serie, los pacientes “Double hit” tenian una

SLP significativamente menor (p=0,02).

Por otro lado, fue llamativo detectar que las ganancias en 1q consideradas como factor de
riesgo en las guias de MM,'35 no separaba significativamente a los pacientes ni mediante
FISH ni por NGS. Esto posiblemente sea debido a la aparicién de los nuevos tratamientos
en el MM, como los inhibidores del proteasoma y los inmunomoduladores, que podrian
estar modificando el impacto pronéstico descrito previamente para estas alteraciones.
Ademas esto ya se observo en un estudio previo con pacientes de un ensayo clinico similar
anterior.’7® También, los trasplantes autdlogos de células madre parecen estar mejorando

el pronéstico de estas alteraciones.235

Por otro lado, la amplificacion del 1q fue la alteracién citogenética que mas falsos negativos
ha dado mediante el panel, y se tendra en cuenta para futuras versiones del disefio del

panel.
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En cuanto a la comparacién entre los datos obtenidos mediante FISH frente a los obtenidos
por el panel de captura de NGS y su papel pronéstico, de forma general, para la mayoria
de las alteraciones detectadas, se encontrd que los resultados obtenidos por el panel de
NGS discriminaban mejor a los pacientes que con los datos obtenidos por FISH, como en
el caso de la del1p (p=0,006 vs p=0,127).

Respecto a las traslocaciones no se observé tanta diferencia entre ambas técnicas.
Ademas, se demostré que las traslocaciones por si solas no tenian un factor pronéstico
significativo. En cambio, y como ya se ha demostrado en estudios previos que la
coexistencia de unas alteraciones con otras puede cambiar el riesgo'' 133 cuando se
agruparon las alteraciones de mal pronésticos (17p, t(4;14) y t(14;16)) y se analiz6 la SLP
se observo que el panel de NGS discrimina bien a los distintos grupos (p=0,064), aunque
no significativamente, siendo consistente con lo establecido previamente en la

estratificacion de riesgo del IMWG. 135

De la misma manera, cuando la deleciébn de 13q se asoci6 a otros eventos de mal
pronostico como la t(4,14), delecion de 17p y la t(14,16), se observd una reduccion
significativa de la SLP (p=0,002). Sin embargo, con esta alteracion hay que ser cautelosos
ya que la monosomia del cromosoma 13y las deleciones de su brazo largo parecen tener
un efecto diferencial. A pesar de que han sido consideradas factores pronésticos adversos
cuando se definieron por cariotipo, 236237en un estudio reciente han observado que la
monosomia tiene una funcién adversa, pero que la eliminacién parcial del 13q podria tener

una funcién protectora en la supervivencia general. 238

También es interesante destacar que se identifico una traslocacién t(10;14) que no habia
sido detectada previamente por FISH. Esta traslocacion es rara pero se ha descrito en otras
enfermedades hematoldgicas y en el MM.23® Esta traslocacion yuxtapone el gen de la
region constante de IGH con el gen NFxB2 y provoca una activacion constitucional de la

via no canonica de NFxB2 promoviendo asi los tumores malignos de células B.24°

Realmente, en este tipo de patologias, como el MM y la AL, es complejo hacer un panel
definitivo ya que no hay claramente un gen conductor, también debido al desarrollo
constante de nuevos tratamientos y con ello la aparicién de nuevos genes de resistencia
como se ha podido observar en los estudios competencia clonal. De modo que estos
paneles se deben estar revisando continuamente. Esto es aplicable a la clinica ya que
siempre se podria incluir genes nuevos. Por eso, también es muy interesante fomentar que

haya grupos de trabajo multidisciplinares.

136



DISCUSION

En resumen, en este trabajo se describe una técnica de enriquecimiento por captura de un
panel de NGS con las alteraciones mas frecuentemente alteradas en MM. Esta
metodologia podria implementarse en laboratorios de diagnéstico e investigacion y también
en el estudio de la patogénesis, diagnostico y prondstico del mieloma, fomentando asi la
medicina personalizada. Ademas, la aplicacion de este panel a grandes cohortes de
muestras de pacientes clinicamente bien caracterizados permitira descubrir

potencialmente nuevos biomarcadores con importancia clinica.
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5.3. Estudio de modelos de competiciéon clonal como biomarcadores de

prondstico, progresion y la resistencia en el mieloma multiple

Los ensayos de dindmicas clonales de unos modelos celulares bien caracterizados
molecularmente y la combinacion en co-cultivo entre ellos nos ha permitido profundizar en
el conocimiento de la heterogeneidad y la dinamica clonal, y entender mejor la resistencia

a los tratamientos que muy frecuentemente ocurre en los pacientes con MM.

Como ya se ha comentado, existen mutaciones y alteraciones bien caracterizadas en el
MM que provocan un incremento de la progresion de la enfermedad como: mutaciones en
TP53, tanto monoalélicas y bialélicas?*'242, y mutaciones en KRAS,?43140, También
mutaciones relacionadas con resistencia a los tratamientos como: mutaciones en el gen de
la subunidad catalitica del proteasoma PSMB5,'6° asociado con resistencia a Pls como el
bortezomib y mutaciones en los factores de transcripcion IKZF1/3, relacionado con

resistencia a tratamientos con IMiDs como la lenalidomida.63

Mediante los estudios de las dinamicas clonales que se han realizado en este trabajo se
han definido 3 mecanismos de seleccion clonal: ventaja proliferativa, supervivencia neutral

y desventaja proliferativa.

El modelo de ventaja proliferativa consiste en que una determinada mutacién o alteracion
citogenética le confiere a la célula una ventaja proliferativa independientemente del
farmaco que haya en el medio. Esto se ha podido observar en las células que tenian
alteraciones mono y bialélicas de TP53, que presentaron una ventaja proliferativa frente a
células wild-type. Ademas, también se ha demostrado que la alteracion bialélica de TP53
presenta mayor ventaja proliferativa que la monoalélica. Otro ejemplo de este
comportamiento serian las mutaciones en el gen KRAS, también estudiadas en este

trabajo.

El modelo de supervivencia neutral se basa en que la presencia de una mutacion ofrece
una ventaja evolutiva cuando las células estan expuestas a un tratamiento. Cuando el
farmaco no esta en el medio, las células presentan un efecto neutral. Es lo que ocurre en
el caso de la mutacion A152T en el gen IKZF1, donde en presencia de lenalidomida, las
células que presentan la mutacion se seleccionan frente a las wild type, pero en ausencia

del farmaco no existe ninguna ventaja de una linea frente a la otra.
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El tercer modelo que se describe es la desventaja proliferativa. Esto es lo que ocurre con
el comportamiento de las células con el gen PSMB5 mutado, donde en ausencia de
bortezomib en el medio, la mutacién induce una desventaja sobre éstas. En cambio,
cuando se afnade el farmaco, éstas se seleccionan frente a las células con IKZF1 mutado.
Es decir, en presencia del farmaco, la mutacidén confiere una ventaja proliferativa sobre las
células mutadas, pero cuando se elimina del medio, se genera un impacto negativo. Esta
desventaja proliferativa es debida a que a esta mutacion que afecta a la subunidad
catalitica del proteasoma provoca la acumulacion de proteinas aberrantes en la células lo
que conduce a la activacion de vias apoptéticas. 6

Ademas, esto también podria explicar por qué estas alteraciones no se detectan con mas

frecuencia en el momento de la recaida.

En definitiva, estos resultados muestran que las dinamicas clonales pueden caracterizarse
y cuantificarse, y que la deteccion temprana de las lesiones que rigen estas dinamicas
pueden ser una gran ventaja a la hora definir de forma individualizada el pronéstico y las
mejores opciones terapéuticas de los pacientes con MM. Ademas, podrian utilizarse como

biomarcadores para predecir posibles recaidas.

Estos estudios de heterogeneidad clonal y las dinamicas clonales, pueden tener grandes
implicaciones en el tratamiento ya que la progresién del MM después del tratamiento estara
determinada por qué clones de mieloma repueblan el nicho de CP en la MO. Este proceso
da lugar al potencial para manipular terapéuticamente las presiones selectivas tras la
induccion utilizando terapias de consolidacion o mantenimiento. Estas estrategias
terapéuticas permitirian la repoblacion del nicho del mieloma por clones mas indolentes
que estan asociados con mejores resultados a largo plazo para los pacientes. Sin embargo,
en la enfermedad de alto riesgo, dicha estrategia podria facilitar la seleccidén de clones mas
agresivos que perjudicasen la supervivencia posterior a la recaida. Y aunque existen
multiples mutaciones que pueden ser diana de farmacos, es dificil imaginar una estrategia
mediante la cual multiples terapias dirigidas puedan ser capaces de destruir todos los

subclones malignos.

Por tanto, la implementacion de estas estrategias se debera acompafar de una
monitorizaciéon de los distintos subclones, con el fin de administrar combinaciones de

farmacos en el contexto clinico y biol6gico adecuado.?*4
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La secuenciacién masiva de los exones y las regiones reguladoras en muestras muy
bien caracterizadas de pacientes con amiloidosis de cadenas ligeras ha permitido
confirmar que la amiloidosis AL es una enfermedad muy heterogénea y que no existe

una mutacién driver comun entre los pacientes.

A excepcion del gen IGLL5, la amiloidosis AL y el MM no comparten genes
promotores mutados de forma recurrente, y aunque la familia de genes V involucrada
con mas frecuencia en ambas patologias es la V3, en AL predomina el gen IGHV3-
48, en MM es el gen IGHV3-30.

Las ganancias en los cromosomas 9 y 19 estan asociados significativamente a una
menor SLP, la delecidén del13q se asocia con niveles méas altos de NT-proBNP y que

el 100% de los pacientes con el gen IGHV3-48 presentan afectacion renal.

Se ha generado un panel de NGS que permite identificar las alteraciones mas
frecuentes en el MM, tanto mutaciones puntuales, traslocaciones, reordenamientos
de las Ig como CNVs, con una sensibilidad y especificidad del 74% y 93%,

respectivamente.

Los resultados obtenidos por el panel de NGS discriminan mejor a los pacientes de
alto riesgo que los datos obtenidos por FISH o con las técnicas estandar. De tal forma

que, este panel podria implementarse en la practica clinica

Mediante los estudios de las dinamicas clonales se han definido tres mecanismos de
seleccion clonal: ventaja proliferativa, supervivencia neutral y desventaja
proliferativa, que permitirian predecir posibles recaidas y definir de forma
individualizada el pronéstico y las mejores opciones terapéuticas de los pacientes
con MM.
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Anexo 1. Concentracion de ADN y amplificacion genémica (Repli-g) de las
muestras de amiloidosis AL.

Pacientes Muestras Total (ng) repli-G
S 1.1 742
Paciente 1 S 12 593.6 No
S 1.3 4452
S 2 1 1156
Paciente 2 S22 1040.4 No
S 23 924.8
S 3. 1
Paciente 3 S 32 <50 ng Si
S 3.3
S 4 1 1240
Paciente 4 S 42 1116 No
S 43 992
S 5 1
Paciente 5 S 52 <50 ng Si
S 53
S 6.1 1324
Paciente 6 S 6.2 1059.2 No
S 6.3 794.4
S 71
Paciente 7 S 72 <50 ng Si
S 73
S 8 1 428
No
Paciente 8 S 82 342
S 8.3 <50 ng Si
S 9 1
Paciente 9 S92 <50 ng Si
S 93
S_10_1 399.6
No
Paciente 10 S 10 2 239.8
S_10_3 <50 ng Si
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S_11_1
Paciente 11 S_11.2 <50 ng Si

S 11.3
S_12_1 432
No
Paciente 12 S 12 2 259.2
S 123 <50 ng Si
S_13_1 369.2
Paciente 13 S_13.2 276.9 No
S 133 <50 ng
S_14_1 668
Paciente 14 S 14 2 601.1 No
S 14 14 534.4
S_15_1 2900
Paciente 15 S_15_2 2320 No
S_15_3 1740
S_16_1
Paciente 16 S_16_2 <50ng Si
S_16_3
S_20_1
Paciente 17 S_20_2 <50 ng Si
S_20_3
S_18_1 404
Paciente 18 S_18_2 303 No
S 18_3 <50 ng
S_19 1
Paciente 19 S_19. 2 <50 ng Si
S_19_3
S_20_1 1200
Paciente 20 S 20 2 1080 No
S_20_3 960
S 21_1 412
No
Paciente 21 S 212 247.2
S 213 <50 ng Si
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Paciente 22

Paciente 23

Paciente 24

Paciente 25

Paciente 26

Paciente 27

S_22_1
S 22 2
S 22 3
S_23_1
S 232
S 23 3
S_24 1
S 24 2
S 24 3
S_25 1
S 25 2
S 25 3
S_26_1
S _26_2
S_26_3
S_27_1
S 27 2
S 27 3

1412
1129.6
847.2
428
256.8
<50 ng
424
318
<50 ng
660
528
396

<50 ng

564

507.6
451.2

No

No

Si

No

No

Si

No
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Anexo 2. Resultados de secuenciacion de la validacion de la version 2 del panel de
mieloma multiple.

M2
M3
M4
M5
M6
M7
M8
M9
M10
M11
M12
M13
M14
M15
M16
M17
M18
M19
M20
M21

M22
Control
1

Control
2
Control
3
Control
4
Control
5
Control
6

25.075.958
30.392.946
23.767.034
25.268.352
28.785.296
33.491.994
25.754.678
31.299.384
30.860.960
18.630.208
20.040.896
25.832.790
28.877.776
33.655.120
31.446.542
29.848.132
27.085.496
31.568.752
33.197.414
25.639.648
26.323.882
28.254.530

34.952.710

33.373.436

32.939.636

31.996.058

31.279.420

32.974.726

7.221.857
7.281.253
6.338.376
6.249.381
7.335.947
8.031.900
6.710.246
7.759.028
7.477.790
5.054.892
5.754.092
6.760.006
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To the Editor:

Sequence-based analysis has come to play an integral role
in many hematological malignancies [1], but disorders such
as systemic light-chain (AL) amyloidosis remain poorly
characterized due to its low incidence and small tumor size
[2, 3]. Thus, greater knowledge about the immunogenetic
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landscape of AL amyloidosis is required since, for example,
potential differences between the genomic profiles of AL
amyloidosis and multiple myeloma (MM) could help
identifying patients with monoclonal gammopathies at
greater risk of developing AL amyloidosis and monitor
presymptomatic organ damage [4, 5].

To gain further insight into the immunogenetic landscape
of AL amyloidosis, we performed whole-exome sequencing
(WES) on highly purified bone marrow clonal plasma cells
(PCs) isolated by fluorescence activation cell sorting
(FACS) based on patient-specific aberrant phenotypes. A
total of 27 patients with confirmed new diagnosis of AL
amyloidosis based on the presence of amyloid-related sys-
temic syndrome, positive amyloid tissue staining with
Congo red, restricted light-chain deposition by
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immunohistochemistry or mass spectometry, and evidence
of PC clonality were investigated. Patients’ demographics
and clinical characteristics are described in Supplementary
Table 1. PCs were collected and processed in triplicates
followed by whole genome amplification of samples with
genomic DNA amounts <50 ng (Supplementary Table 2).
Afterwards, library construction, exome enrichment, and
sequencing were performed individually. An overall aver-
age depth of 63x and mean on-target coverage of 84% were
obtained. Data were deposited in the Sequence Read
Archive of the NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra)
under the PRINA596656 access number. To increase spe-
cificity, only single-nucleotide variants (SNVs) and indels
detected by both Strelka [6] and Varscan2 [7] variant callers
were selected. Moreover, only somatic mutations present in
two of three libraries per patient were considered positive.
Germline variants were excluded through WES of matched
peripheral blood cells. The mutational profile of patients
with AL amyloidosis was compared with that of patients
with MM enrolled in CoMMpass (n = 930; IA13c dataset).
The CNVKit [8] was used to determine copy number
abnormalities (CNA) from WES data (in 21 of the 27 AL
patients). Deep sequencing of B-cell receptor immunoglo-
bulin (BcR Ig) gene rearrangements was performed in all
patients as previously described [9], and compared with that

of a series of 62 newly diagnosed MM patients. Detailed
methodology is available in the Supplementary methods.
We identified a total of 718 exonic, non-immunoglobu-
lin, nonsynonymous mutations with a variant allelic fraction
(VAF) >5% (683 SNV and 35 indel). Total number and
type of mutations are described in Supplementary Fig. 1.
Interestingly, mutational burden was significantly correlated
with patients’ age (R=0.51, p<0.001) (Supplementary
Fig. 2) though not tumor burden (data not shown). Only 37
out of 662 (5.5%) mutated genes were altered more than
once (Fig. 1). That notwithstanding, 23 of the 27 cases
(85%) presented with at least one mutation in one of the 37
genes (range, 1-11); being FAT4, IGLLS5, MUCI6, and
SSH?2 the most frequently mutated genes (23 patients). With
a median of 18 mutations per sample (range, 8-92), patients
with AL amyloidosis are closer to monoclonal gammopathy
of undetermined significance (MGUS) (median of 19) [10]
rather than MM (median of 38 in the CoMMpass [A13c
dataset, p < 0.0001; Fig. 2a) in terms of mutational load. By
contrast, the presence of CNA was more frequent in
AL amyloidosis (19/21, 90.5%; Supplementary Fig. 3) than
MGUS (60.6% in Mikulasova et al.) [10] and similar to
MM patients (virtually 100%) [11]. Overall, these results
underpin recent observations based on the immunopheno-
typic characterization of clonal PCs [5], and locate AL
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amyloidosis in the crossroad between MGUS and MM also
in genetic grounds. Of note, the only alterations associated
with inferior progression-free survival were gains in chro-
mosomes 9 and 19 (Supplementary Fig. 4a, b), whereas del
(13q) was associated with higher NT-proBNP levels (Sup-
plementary Fig. 5). Furthermore, patients with +1q also
displayed greater risk of cardiac involvement (Supplemen-
tary Table 3).

Interestingly, various MM-defined driver mutations [12]
were undetected in patients with AL amyloidosis (e.g.,
NRAS, BRAF, and TRAF) or observed only once (e.g., DIS3
and DUSP2), most of them being subclonal with a median
VAF of 23% (Supplementary Fig. 6) that was unrelated to
the lower tumor burden in AL amyloidosis due to the
FACSorting strategy used to isolate clonal PCs, as descri-
bed above. Simultaneous analysis of ours and the CoMM-
pass datasets unveiled that out of 14,135 mutated genes,
only 608 (4.4%) were shared between AL amyloidosis and
MM (Fig. 2b), with considerable differences in their
recurrence (Fig. 2¢). Of note, none of the 65 genes exclu-
sively mutated in AL amyloidosis were recurrent. Further-
more, only four genes (XKR5, PRSS45, PKDIL2, and
SRRM5) overlapped with the 105 described by Boyle et al.
[3] as AL restricted. While the results from these two stu-
dies suggest that MM recurrent mutations are unfrequently
detected in patients with AL amyloidosis, recent data based
on WES and targeted sequencing reported by Huang et al.

O

MM IGHV genes recurrence (%)

B

MM AL

608
13527

IGHV3-30

e

2 IGHV3-48

10

4 6 8 10 12 14

AL IGHV genes recurrence (%)

recurrence in AL and MM. d Predominant Ig heavy chain gene rear-
rangements used in AL and MM.

[13] identified recurrent mutations in KRAS. Furthermore,
IGLL5 emerged as one of the most commonly mutated
genes in ours and the latter series, but not in that analyzed
by Boyle et al. We have found no association between
mutated genes and patients’ outcome, whereas Huang et al.
identified three mutated genes with prognostic value.
Altogether, further studies in larger series of patients are
warranted to shed more light into the mutational landscape
and potential clinical correlations in AL amyloidosis.

In the absence of a unifying genetic event defining AL
amyloidosis, BcR Ig gene rearrangements emerge as an
alternative to understand the propensity for the deposition of
monoclonal Ig light-chains in the form of f-sheet fibrils, as
well as organ tropism. Previous studies based on PCR
amplification of individual (typically Lambda) light-chain
variable gene (VL) families have shown a potential bias in
germline donor use in patients with AL amyloidosis [14]
and that VL gene usage may influence clinical presentation,
organ deposition, and outcome [15, 16]. Hence, we per-
formed next-generation sequencing (NGS) of Ig heavy
chain gene (IGH) and Kappa light-chain (IGK) rearrange-
ments both in patients with AL amyloidosis (n =27) and
MM (n=63) to provide complementary information on
IGH and IGK repertoires, clonal variability, and extent of
somatic hypermutations. A total of 39 IGHV-D-J and IGK-
V-J clonotypes were identified and 5 of the 27 (19%)
patients with AL amyloidosis displayed more than two
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clonal rearrangements. This extent of clonal heterogeneity
differs (p = 0.024) from that found in our MM series (3.9%).
Using a cut-off of 98% to define homology, 9 of
39 sequences (23%) in AL amyloidosis were considered as
mutated, which is slightly less when compared with that
found in MM (36%). The CDR3 length was not significantly
different between AL amyloidosis and MM (median of 54
versus 51 amino acids). The most frequent IGH gene
involved in AL amyloidosis was IGHV3-48 (recurrence of
10.3%) and 100% of patients who have this rearrangement
had kidney involvement (p=0.025) (Supplementary
Table 4), whereas IGHV3-30 was the most recurrent (12%)
in MM (Fig. 2d). Thus, expression of IGHV3-48 adds up to
IGLV6-57 as germline Ig genes associated with dominant
kidney deposition [14, 15]. Of note, we found no significant
differences regarding IGH and IGK repertoires, clonal
variability, and extent of somatic hypermutations between
patients with light-chain only versus heavy- and light-chain
M-component (data not shown).

This study confirms previous observations that AL
amyloidosis cannot be defined by a singular or a set of well-
defined genetic events. In fact, based on combined results
from WES of 99 patients (27 in this study, 24 in Boyle et al.
[3], and 48 in Huang et al. [13]), 63 genes were found to be
recurrently mutated. By contrast, our study further supports
the notion that germline Ig gene use is a key determinant in
the pathogenesis of AL amyloidosis [16], and unveils novel
associations of cytogenetic abnormalities with organ
involvement and outcome. The extent of CNA was similar
between AL and MM, but MM-driver genes were not
recurrently mutated in AL, which instead was marked by
greater clonal heterogeneity (i.e., similarly to MGUS) [10].
Taken together with differential predominance of IGH
rearrangements, our results suggest that amongst other
factors, Ig germline genes rather than specific cytogenetic
abnormalities predispose light-chains from a PC clone to
adopt an aberrant conformation, typically closer to patients’
MGUS stage before the development of higher tumor bur-
den and accumulation of MM-driver mutations. Given the
high frequency of Lambda light-chain deposition in AL,
further studies are warranted to investigate if clonal muta-
tions in /GLLS5 (median VAF, 64%) contribute to this pro-
cess. In such cases, its detection together with other
candidate genes (e.g., FAT4, MUCI16, and SSH2) through
NGS diagnostics could emerge as novel risk markers for AL
amyloidosis in patients with monoclonal gammopathies.
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Supplemental Methods

Patients

We analyzed 27 light-chain amyloidosis (AL) patients with confirmed diagnosis of AL
based on the presence of amyloid-related systemic syndrome, positive amyloid tissue
staining with Congo red, and evidence of PC clonality. Organ involvement was defined
following the recommendations of Mayo Stratification of Myeloma and Risk-Adapted
Therapy (MSMART) Consensus Statement.?

Samples were collected through a multicenter study (Hospital Universitario de
Salamanca, Clinica Universidad de Pamplona, and Hospital 12 de Octubre), and with
the support of the Spanish myeloma group (GEM) after informed consent was given, in

accordance with the local ethics committee guidelines and the Helsinki Declaration.

Samples and CD138 isolation

BM aspirates were immunophenotyped using 8-color combinations of monoclonal
antibodies, and a direct immunofluorescence stain-and-then-lyse technique
(BV421HV450/ BV510/ FITC/ PE/ PerCP-Cy5.5/ PE-Cy7/ APC/ APC-H7). CD138/
CD27/ CD38/ CD56/ CD45/ CD19/ CD117/ CD81. Data acquisition was performed with
a FACSCantoll flow cytometer (Becton Dickinson Biosciences — BD, San Jose, CA)
using the FACSDiva 6.1 software (BD), and following the EuroFlow guidelines?.
Expression profiles (iPEP) based on the 28 (8+20) different markers evaluated at the
single cell level was performed with the Infinicyt software (Cytognos SL, Salamanca,
Spain). Clonal plasma cells were sorted (FACSAria Il, Becton Dickinson Biosciences —
BD, San Jose, CA; purity 297%) according to patient-specific aberrant phenotypes.

DNA isolation

We analyzed a total of 54 paired samples, 27 samples of sorted clonal plasma cells, and
27 samples of peripheral blood from the same patient as a control to discard germline
variants. Genomic DNA was extracted using QlAamp DNA Mini and Micro Kits (QIAGEN)

for peripheral blood and sorted plasma cells respectively.

Library preparation and sequencing

Whole-exome (WES) capture libraries were generated with the SureSelectQ*" Human
All Exon V6 + UTRs Reagent Kit (Agilent Technologies) for Illumina sequencing from
50ng of genomic DNA both tumor and control samples, following manufacturer
instructions. Those samples with less than 50ng were amplified by repli-G, as previouslly

described®.



For consistency purpose we generated three independent libraries from tumor samples
in order discard sequencing artifacts in the bioinformatic analysis. Libraries were
multiplexed and 2x150bp paired-end sequencing was performed on an lllumina NextSeq
500 platform (High Output Kit v2).

Bioinformatic analysis

Variant analysis workflow

Sequencing reads quality were evaluated using the FastQC tool®. Each replicate was
analyzed independently. FASTQ files of all samples were aligned to hgl9 human
reference with the BWA mem (Burrows—Wheeler aligner-maximum exact matches)
aligner, and SNV and small INDELs were analyzed with two different methods Strelka®
and Varscan2’ using default options.

MAFtools® (https://github.com/PoisonAlien/maftools/) was used for SNV analysis and
visualization. Mean depth coverage of 63x was achieved, and the mean on-target
coverage was of 84% with 87% (median) of target regions covered by at least 50x. For
functional annotation we used the software ANNOVAR.® Then, in-house script was used
for variant filtering and somatic variant candidate selection. SNVs and small INDELs
were considered if they were present in at least two replicates, their VAF was 25% and
they had a minor allele frequency (MAF) <1% in any population from Exome Aggregation
Consortium (ExAC) database. A total of 718 mutations were identified and manually
reviewed with the Integrative Genomics Viewer (IGV) visualization tool'® to discard
sequencing artifacts. CNVKit software was employed for CNV identification which
achieved higher resolution in copy number changes from WES data!! by using targeted
reads and the off-target reads. Accurate identification of CNV was not possible in 6

samples with repli-G amplification performed in all 3 replicates.

Immunoglobulin repertoire analysis

The analysis of IGHV-D-J and IGKV-J genes was realized with the same samples used
for WES analysis. The amplification of IGH/IGK rearrangements at DNA level was
performed according to the previously published?. The libraries were generated by
ligation of specific adaptor oligos (NEBNext® Fast DNA Library Prep Set for lon
Torrent™Kkit) and sequenced on an lon S5 sequencer (ThermoFisher Scientifc, Palo Alto,
CA, USA).



The sequencing data were analyzed with MiXCR, a universal framework that processes
big immunome data from raw sequences to identify and count clonotypes. MiXCR
efficiently handles paired- and single-end reads, considers sequence quality, corrects
PCR errors and identifies germline hypermutations.’* We analyzed the sequences
aligning to the IMGT database (http://www.imgt.org). A clonotype was identified when at

least the unique rearrangements was present at a frequency above 10%. Sequences
with a germline homology of 98% or higher in IGHV genes were considered as
unmutated, and those with a homology less than 98% were considered as mutated.

Multiple myeloma dataset

Somatic SNV from CoMMpass IA13c dataset was downloaded from MMRF project
(www.themmrf.org) (930 patients). Dataset was fully re-annotated by ANNOVAR.® To
make our data as comparable as possible, we use the same filtering criteria for AL. Of
the total number of patients, only the samples at diagnosis and from bone marrow were
selected. Then, we kept only mutations obtained by Strelka and discard variants with
VAF<5%, MAF>1%, UTR and synonymous, IG genes, intronic and non-coding

mutations.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS v22 and GraphPad Prism v8 softwares.
We performed t-test on parametric variables, and Mann-Whitney on non-parametric
variables. For progression-free survival analysis (PFS) we used Kaplan-Meier curves

and two-sided long-rank test. Data were considered statistically significant when p<0.05.
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Supplemental Figure 1. Summary of genomic distribution and functional consequences of SNV (A)

and INDEL (B) alterations in AL series.
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Supplemental Figure 2. Correlation analysis between age and tumor burden.
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Supplemental Figure 3. Frequency plot providing an overview of the distributions of

gains (red) and losses (blue) as percentages for all 21 patients.
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Supplemental Figure 4. Progression free survival (PFS) of AL patients. A) Gains in chromosomes 9

vs other patients, B) Gains in chr 19 vs other patients. Chr:Chromosome

Chr 9 gains vs not chr 9 gains Chr 19 gains vs not chr 19 gains
1.0 = 1.0 =f
+—t—tt——t
0.8 = 0.8 =
= ©
2 2
S b
c -
a 0.6 = a 06 o
[J] [}
7] [
v L
&+ -
5 s
2 4 2 o044
a A
1] [
v I
(o)) j=2l
o o
a &
0.2 - 0.2
- Notchr?gains 1 Not chr 19 gains
—1 Chr 9 gains —rm Chr 19 gains
p=0.010 p=0.046
0.0 = 0.0 =
T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40

Months Months



Supplemental Figure 5. Box plot showing the association of 1 del(13q) was associated with higher
NT-proBNP levels. Box plot rectangles show the interquartile ranges (IQR) from the first quartile to
the third quartile and the lines in the middle of the boxes represent the medians. The whiskers are

drawn to the nearest value not exceeding 1.5 times the IQR.
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Supplemental Figure 6. VAF distribution of the 63 MM-driver mutations described by Walker et al.
in the CoMMpass IA13c dataset vs our AL series. Box plot rectangles show the interquartile ranges
(IQR) from the first quartile to the third quartile and the lines in the middle of the boxes represent

the medians. The whiskers are drawn to the nearest value not exceeding 1.5 times the IQR.
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Supplemental Table 1. Patient demographics and clinical characteristics

immunoglobulin light-chain amyloidosis (AL) patients (N=27).

of

Patient demographics and clinical characteristics Distribution
Male / Female* 70% / 30%
Age (years)¥ 67 (45-78)
Isotype*

Free Kappa 19%

Free Lambda 26%

IgG-Kappa 11%

IgG-Lambda 37%

IgA-Lambda 7%

No. of organs involved*

Kidney involvement* 48%

Heart involvement* 52%

Liver involvement* 4%

Peripheral neuropathy* 7%

Gastrointestinal involvement* 22%
Revised Mayo Clinic stage*

I 5%

Il 50%

Il 30%

\ 15%
Serum albumin (g/dL)¥ 3.6 (1.6-5)
Serum creatinine (mg/dL)¥ 1(0.7-7)
B2-microglobulin (mg/L)¥ 2.8 (0.2-18)
Serum M-component (g/dL)¥ 0.62 (0-7.4)
Urine M-component (g/24h)¥ (0-3.7)

dFLC (mg/L)¥
Serum cardiac troponin T (ng/mL)¥
NT-ProBNP (pg/mL)¥
% plasma cells by morphology¥
% plasma cells by MFC¥
Therapy
High-dose
Mel/CP-Dex
Bortezomib + CP/Mel
Others

227 (2.5-18899)
0.08 (0.005-51)
765 (12-26680)
10 (2-23)
0.1 (0.02-3.6)

7%
22%
52%
19%

Results expressed as median (range) ¥oras percentage of cases*. PC: plasma cells;

NT-ProBNP: N-terminal prohormone of brain natriuretic peptid; dFLC difference
between the involved and uninvolved serum free-light chains; Mel: melphalan; Dex:

dexamethasone; CP: cyclophosphamide.



Supplemental Table 2. DNA concentration and genomic amplification of samples.

repli-G amplified samples are also specified.

Patients Samples Total ng repli-G
S11 742
Patient 1 S12 593.6 No
S 13 445.2
S21 1156
Patient 2 S22 1040.4 No
S 23 924.8
S 31
Patient 3 S 32 <50 ng Yes
S 33
S41 1240
Patient 4 S 42 1116 No
S 43 992
S51
Patient 5 S52 <50 ng Yes
S 53
S 61 1324
Patient 6 S 62 1059.2 No
S 63 794.4
S71
Patient 7 S 72 <50ng Yes
S73
S 81 428 No
Patient 8 S 82 342
S 83 <50 ng Yes
S91
Patient 9 S92 <50 ng Yes
S 93
S 10 1 399.6 No
Patient 10 S 10 2 239.8
S 10 3 <50 ng Yes
S 111
Patient 11 S 11 2 <50ng Yes
S 11 3
S 121 432 No
Patient 12 S 12 2 259.2
S 12 3 <50 ng Yes
S 131 369.2
Patient 13 S 13 2 276.9 No
S 13 3 <50 ng
S 14 1 668
Patient 14 S 14 2 601.1 No
S 14 14 534.4
S 151 2900
Patient 15 S 15 2 2320 No
S 15 3 1740
S 16 1
Patient 16 S 16 2 <50 ng Yes
S 16 3
S 201
Patient 17 S 202 <50ng Yes
S 20 3




S 181 404
Patient 18 S 18 2 303 No
S 18 3 <50 ng
S 191
Patient 19 S 19 2 <50ng Yes
S 19 3
S 201 1200
Patient 20 S 20 2 1080 No
S 20 3 960
S211 412 No
Patient 21 S 212 247.2
S 213 <50 ng Yes
S 221 1412
Patient 22 S 22 2 1129.6 No
S 22 3 847.2
S 231 428 No
Patient 23 S 232 256.8
S 233 <50 ng Yes
S 241 424
Patient 24 S 24 2 318 No
S 24 3 <50 ng
S 251 660
Patient 25 S 252 528 No
S 25 3 396
S 26 1
Patient 26 S 26 2 <50 ng Yes
S 26 3
S 271 564
Patient 27 S 27 2 507.6 No
S 27 3 451.2




Supplemental Table 3. Contingency table regarding the presence of 1g+ and cardiac

involvement.
1g+ Total
- +
- 0 0

Cardiac 10 (67%) 1 (17%) 11
i +

involvement 5 (33%) 5 (83%) 10
Total 15 5 21

Pearson's x2=4.295. Significance= 0.038. Fisher’'s Exact test= 0.063



Supplemental Table 4. Contingency table of patients with IGHV3-48 rearrangement

and kidney involvement.

Presence of IGHV3-48
rearrangement Total
- +
_ - 14 (61% % 14
Kidney o1 oo
i +
involvement 9 (39%) 4 (100%) 13
Total 23 4 27

Pearson's x2=5.057. Significance= 0.025. Fisher’'s Exact Test= 0.041
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Abstract

Multiple myeloma is a heterogeneous disease whose pathogenesis has not been completely elucidated. Although
B-cell receptors play a crucial role in myeloma pathogenesis, the impact of clonal immunoglobulin heavy-chain
features in the outcome has not been extensively explored. Here we present the characterization of complete heavy-
chain gene rearrangements in 413 myeloma patients treated in Spanish trials, including 113 patients characterized by
next-generation sequencing. Compared to the normal B-cell repertoire, gene selection was biased in myeloma, with
significant overrepresentation of IGHV3, IGHD2 and IGHD3, as well as IGHJ/4 gene groups. Hypermutation was high in
our patients (median: 8.8%). Interestingly, regarding patients who are not candidates for transplantation, a high
hypermutation rate (>7%) and the use of IGHD2 and IGHD3 groups were associated with improved prognostic features
and longer survival rates in the univariate analyses. Multivariate analysis revealed prolonged progression-free survival
rates for patients using IGHD2/IGHD3 groups (HR: 0.552, 95% Cl: 0.361—0.845, p = 0.006), as well as prolonged overall
survival rates for patients with hypermutation >7% (HR: 0.291, 95% Cl: 0.137—0.618, p = 0.001). Our results provide new
insights into the molecular characterization of multiple myeloma, highlighting the need to evaluate some of these

clonal rearrangement characteristics as new potential prognostic markers.

Introduction

B-cell lymphoproliferative disorders are caused by the
expansion of a pathological clone at a specific stage of
differentiation reflected in the B-cell receptor (BCR).
Through multiple, hierarchically structured events, BCR
genes from each B cell are assembled in a particular shape
that confers an extremely high diversity to the B-cell
repertoire to recognize different antigens'. IGHV, IGHD
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and /GHJ immunoglobulin genes go through recombi-
nation during early B-cell ontogeny that takes place in the
bone marrow (BM), an entirely random, antigen-
independent process driven by the Recombination-
Activating Genes (RAGI and RAG2)> and Terminal
deoxynucleotidyl Transferase (TdT)°. In humans, there
are more than 50 IGHV genes, 27 IGHD genes and 6 IGHJ
genes. IGHV and IGHD genes are clustered into seven
different groups®. During B-cell differentiation, one allele
is rearranged to produce a complete heavy-chain rear-
rangement (IGH) with or without the rearrangement of
the second IGH allele®. This means that one or two IGH
rearrangements can be found in each individual B cell,
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in any medium or format, as long as you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons license, and indicate if
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permission directly from the copyright holder. To view a copy of this license, visit http://creativecormmons.org/licenses/by/4.0/.

Blood Cancer Journal


http://orcid.org/0000-0001-5609-2969
http://orcid.org/0000-0001-5609-2969
http://orcid.org/0000-0001-5609-2969
http://orcid.org/0000-0001-5609-2969
http://orcid.org/0000-0001-5609-2969
http://orcid.org/0000-0002-2510-8355
http://orcid.org/0000-0002-2510-8355
http://orcid.org/0000-0002-2510-8355
http://orcid.org/0000-0002-2510-8355
http://orcid.org/0000-0002-2510-8355
http://orcid.org/0000-0002-3819-4846
http://orcid.org/0000-0002-3819-4846
http://orcid.org/0000-0002-3819-4846
http://orcid.org/0000-0002-3819-4846
http://orcid.org/0000-0002-3819-4846
http://orcid.org/0000-0003-2390-1218
http://orcid.org/0000-0003-2390-1218
http://orcid.org/0000-0003-2390-1218
http://orcid.org/0000-0003-2390-1218
http://orcid.org/0000-0003-2390-1218
http://orcid.org/0000-0002-0374-3008
http://orcid.org/0000-0002-0374-3008
http://orcid.org/0000-0002-0374-3008
http://orcid.org/0000-0002-0374-3008
http://orcid.org/0000-0002-0374-3008
http://orcid.org/0000-0003-4120-2787
http://orcid.org/0000-0003-4120-2787
http://orcid.org/0000-0003-4120-2787
http://orcid.org/0000-0003-4120-2787
http://orcid.org/0000-0003-4120-2787
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
mailto:mealonsos@saludcastillayleon.es

Medina et al. Blood Cancer Journal (2020)10:14

although only one of them is expressed as a functional
protein®. Immunoglobulin-expressing B cells then migrate
to germinal centers to undergo two antigen-dependent
processes: somatic hypermutation (SHM) and class-
switch recombination (CSR)’.

As a clonal B-cell malignancy, multiple myeloma (MM)
arises from a single cell, that has been recognized as a
post-germinal center, IgA/IgG switched B cell in several
studies®. VDJH usage, Complementarity-determining
Region 3 (CDR3) composition and somatic hypermuta-
tion (SHM) levels have been studied for the vast majority
of B-cell malignancies, as well as for normal, healthy B
cells’™>. The most interesting finding to date is the close
association between SHM rate and the outcome in
chronic lymphocytic leukemia (CLL), since a high SHM
rate (>2%) is associated with good prognosis'>. Another
interesting observation is the presence of stereotyped
immunoglobulin receptors, not only in CLL'* but also in
mantle-cell lymphoma (MCL) or marginal zone lym-
phoma (MZL), which led researchers to infer that this was
a common phenomenon for all mature B-cell tumors with
potential prognostic and therapeutic implications'>. Sev-
eral studies performed with MM patients treated with
conventional chemotherapy did not find any correlation
between prognosis and VDJH gene usage, CDR3 amino
acid composition or SHM rates'®™'®, However, most
series often included an insufficient number of hetero-
geneously treated patients, which makes any conclusion
difficult to be inferred.

Here, we present the largest-to-date analysis of the
VDJH repertoire in multiple myeloma, consisting in bio-
logical and clinical data from 413 patients diagnosed and
treated according to the Spanish Myeloma Group (GEM-
PETHEMA) protocols. Data were used for a compre-
hensive investigation of VDJH rearrangement character-
istics, including IGHV, IGHD and IGH]J gene usage, SHM
level and distribution, or complementarity-determining
region (CDRs) and framework region (FWRs) length and
composition. We also tried to identify the presence of
potential clusters of stereotyped receptors, assessing
potential relationships between molecular characteristics
and clinical outcomes.

Methods
Patients

A total of 413 newly diagnosed MM patients, diag-
nosed from 1995 to 2016, were included in the present
study. Most of them, 319 (77%), were enrolled in
clinical trials from the GEM-PETHEMA Spanish MM
group: GEM2000" (NCT00560053, n=27), GEM2005-
mas65>°  (NCT00443235, n=23), GEM2005MENOS65
(NCT00461747, n = 20), GEM2010MAS65* (NCT01237249,
n=83), QUIREDEX* (NCT00480363, n=29), GEM2012-
MENOS65%* (NCT01916252, n=130) and GEM-CESAR®
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(NCT00480363, n ="7). The 94 remaining patients were
treated following the same protocols (GEM2000,
GEM2005), but they were not formally included in any
clinical trial.

According to the International Myeloma Working
Group (IMWG) criteria®®, patients with either t(4;14),
t(14;16) or dell7p were grouped together as a high-risk
(HR) cytogenetics subset for subsequent analysis. Patients
with symptomatic myeloma were also stratified based on
the Revised International Staging System (R-ISS)*’.

This study was approved by the Ethical Committee of
the University Hospital of Salamanca in accordance with
the Spanish law and the Declaration of Helsinki princi-
ples. Written informed consent was obtained from every
patient prior to the inclusion in each trial.

Sample collection and IGH sequencing

Genomic DNA was isolated from bone marrow aspi-
rates at the time of diagnosis using the automated DNA
Purification kit Maxwell® (Promega, Madison, WI, USA).
DNA quantification and quality assessment were done
using the NanoDrop2000 Spectrophotometer (Thermo-
Fisher, Waltham, MA, USA). For the amplification of
complete VDJH rearrangements, we used the BIOMED-2
(now Euroclonality®) FR1 primers®® in multiplexed PCR
reactions. All reactions were carried out in a 25 uL mix-
ture containing ~100 ng DNA and 10 pmol of each pri-
mer. Monoclonal assessment of amplified products was
carried out by GeneScanning using 1 uL. of PCR reaction.
PCR products were sequenced in an automated ABI3500
XL DNA sequencer using Big-Dye terminators v3.1
(Applied Biosystems™, Foster City, CA, USA).

One hundred and thirteen samples were also analyzed
by next-generation sequencing (NGS) using the Lym-
phoTrack® methodology (Invivoscribe Technologies, San
Diego, CA, USA). We targeted the Framework Region 1
to amplify VDJH rearrangements from 113 patients. In
one-step PCR, amplicons were generated and indexed. A
purification step using Agentcourt AMPure XP
microbeads (Beckman Coulter Inc, Brea, CA, USA) was
performed; then, we assessed the quality of our amplicons
using the TapeStation 4200 (Agilent, Santa Clara, CA,
USA) and Qubit 2.0 (ThermoFisher, Waltham, MA,
USA). Libraries were sequenced in an MiSeq platform
(lumina, San Diego, CA, USA) with 2 x 251 of read
length and aiming for 1 million reads per sample.

Immunophenotypic characterization

Patients were routinely characterized at diagnosis by
multiparametric flow cytometry. Bone marrow samples
were processed within 48 h after collection. Analysis was
performed using different assays, following the Euro-
Clonality/EuroFlow consortium guidelines: six-color
panel for six markers (CD38/CD138/CD45/CD19/CD56/
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CD117) in 78 patients, eight-color panel for eight markers
(CD38/CD138/CD45/CD19/CD56/CD117/CD27/CD81)
in the remaining 335 patients.

For data analysis, the values of all parameters measured
per tube were mathematically calculated for the individual
plasma-cell events using the merge and calculation
functions of the INFINICYT™ v2.0 software (Cytognos S.
L. Salamanca, Spain). Plasma cells were identified based
on the characteristic pattern of expression of CD38,
CD138, CD45 and light scatter features.

Sequence analysis

IGHV, IGHD and IGH] genes from complete rearran-
gements detected using either Sanger or NGS were
identified comparing them with the IMGT/V-Quest
database?’, taking into account the option for insertions/
deletions. Mutational status was assessed using the closest
germline gene. Sequences containing more than 2%
deviation from the germline were considered somatically
mutated, following previously described criteria'®. Point
mutations were annotated, as well as the length and
composition of N-, P- and CDR3 regions.

FastQ files generated by deep sequencing were pro-
cessed using the LymphoTrackAnalysis® tool to retrieve
sequences from virtually every clonal B cell in the sam-
ples, allowing the identification of tumor clones if the
following criteria were met: (i) 220,000 total reads; (ii) at
least one but not more than 2 merged top reads > 2.5% of
total reads and (iii) top first or second merged reads must
be at least twice more abundant than the third most
frequent read to be considered clonotypic.

Rearrangements were considered biallelic if the first two
reads met the aforementioned criteria, had similar read
count (less than 50% difference) and one was productive
while the other one unproductive. Moreover, rearrange-
ments were considered potentially biclonal if the first two
reads met the aforementioned criteria, had similar read
count (less than 50% difference) and both were
productive.

CDR3 clustering analysis

ClustalX2.0 was used as previously described®*?!,
comparing CDR3 amino acid sequences obtained from
our cohort and 1117 additional sequences obtained from
the IMGT/LIGM-DB database® corresponding to unique
rearrangements from both normal and human tumor
B cells.

Primary and secondary standard criteria”” were used as
described before to characterize immunoglobulin clusters.

31,33

Statistical analysis

Clinical and biological characteristics were analyzed
discriminating between transplant-eligible and noneligible
patients, as well as asymptomatic patients, with the SPSS
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20.0 software (IBM, Armonk, NY, USA) using Fisher’s
exact test for discrete variables and the Mann—Whitney
test for continuous variables. The Kaplan—Meier method
and the log-rank test were used to plot and compare
progression-free survival (PES) and overall survival (OS)
curves. Cox regression was used to perform the multi-
variate analysis. Receiver operating characteristic (ROC)
curves were used to evaluate potential cutoff values for
some variables. PFS was defined as the time from diag-
nosis to either disease progression, death or the last
follow-up visit. OS was defined as the time from diagnosis
to the last follow-up visit or decease. All reported p values
were obtained by a two-sided exact method, at the con-
ventional 5% significance level (p < 0.05).

Results
Clinical characteristics

Baseline characteristics of the 413 patients included in
the study are summarized in Table 1.

For transplant-eligible patients (n = 228), R-ISS stages I,
II and III represented 24.1%, 62.8% and 13.1% of this
subset, respectively. After induction, before the pre-
transplant conditioning regimen started, the overall
response ratio (ORR) was 92.4%: 15.3% were in stringent
complete response (sCR); 24.1% of patients had achieved
complete response (CR); and 26.5% of patients were in
very good partial response (VGPR). The remaining
patients were in partial response (PR, 26.5%). Median PFS
was 49.5 months; median OS was 67.9 months.

For transplant-ineligible patients (n = 149), R-ISS stages
I, II and III represented 13.1%, 77.9% and 9% of this
subgroup, respectively. After induction, the ORR was
89.7%: 7.7% were in sCR, 34.2% achieved CR, 14.5% were
in VGPR and 33.3% were in PR. Median PFS was
26.4 months; median OS was 57.7 months.

As expected, high-risk asymptomatic patients (n = 36)
were younger (median age: 60 years). Serum albumin
levels were higher (median: 3.76 g/dL) and P2 micro-
globulin levels were lower (median: 2.25 mg/L). Conse-
quently, 61.9% of smoldering patients were at ISS stage I,
and 38.1% were at stage II

Detection of clonal VDJH gene rearrangements

Sanger sequencing allowed the identification of full
clonal VDJH gene rearrangements in 88% of patients
(363/413). In 23 cases, the clonal IGH gene rearrangement
was not detected, possibly due to a high polyclonal
background or lack of PCR amplification due to an
incorrect primer-annealing. In 12 cases, we could only
identify the IGHV gene, while in the remaining cases we
could identify two out of three genes (mostly IGHV and
IGHJ, but not IGHD, n = 13).

Combining Sanger and NGS, the overall VDJH detec-
tion rate was 92.5% (382/413). In all, 388 complete
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Table 1 Patient characteristics.
Variable Global series Transplant-eligible Transplant-ineligible Asymptomatic
(N=413) (N =228) (N=149) (N=36)
Sex
Men 54.5% 62.1% 45.8% 54.8%
Women 45.5% 37.9% 54.2% 45.2%
Age 64 years (37—91) 59 years (37—69) 72 years (48—91) 60 years (42—77)
IgH
[e]€] 59.4% 55.8% 62.8% 42.3%
IgA 32.8% 355% 304% 50%
Bence—Jones 6.9% 7.0% 6.8% 7.7%
Nonsecretory 0.9% 1.7% 0% 0%
lgL
Kappa chain 62.5% 63.5% 60.7% 50%
Lambda chain 37.5% 36.5% 39.3% 50%

Calcium 9.63+1.72mg/dL (045—17) 950+ 1.99 mg/dL (045—17)
Creatinine 1.16 + 0.84 mg/dL (0.20—6.50) 1.11+0.76 mg/dL (0.20—6.50)
Albumin 352+ 067 g/dL (1.43—5.50) 354+0.73 g/dL (1.70—5.14)

32 microglobulin

517 £522mg/L (0—62)

511 %545 mg/L (0—62)

9.78 £ 1.37 mg/dL (2.28—144)
1.21 +£0.93 mg/dL (0.36—5.90)
351£061 g/dL (1.43—-5.50)

520£4.98 mg/L (0.15—43.40)

9.11 £ 049 mg/dL (8—10)
0.89 +0.28 mg/dL (0.50—1.61)
3.76 £ 046 g/dL (2.20—4.60)
225+ 1.13mg/L (0.30—441)

Hemoglobin 10.54 + 1.98 g/dL (4.90—15.60) 10.55 + 1.99 g/dL (5.50—15.50) 10.56 + 1.97 g/dL (4.90—15.60) 1238+ 1.13 g/dL (10.10—14.70)
R-155?

Stage | 19.1% 24.1% 13.1% 61.9%

Stage Il 69.7% 62.8% 77.9% 38.1%

Stage Il 11.2% 13.1% 9.0% 0%
ECOG

0 23.8% 27.6% 20.3% 66.7%

1 49.7% 49.3% 50.7% 333%

2 20.2% 17.8% 21.6% 0%

3 4.0% 4.6% 34% 0%

4 23% 0.7% 4.1% 0%
Bone lesions

None 19.2% 19.7% 18.9% 100%

Minor lesions 42.1% 454% 38.5% 0%

Major lesions 38.7% 34.9% 42.7% 0%
Plasmacytoma 11.2% 14.1% 8.3% 0%
High LDH 15% 16.6% 13.3% 5.4%
t(11;14) 13.2% 74% 18.1% 34%
t(4,14) 11.7% 12.2% 9.4% 19.4%
t(14;16) 3% 4.6% 1% 6.9%
17p abnormalities 7% 7.1% 7.2% 4.3%
HR cytogenetics 20.3% 21.6% 16.5% 29.6%
19 gain 47.7% 46.4% 50% 26.3%
dellp 5.7% 7.2% 3% 20%

Clinical features were compared distinguishing between symptomatic (transplant-candidates and noncandidates) and smoldering myeloma patients.

IgH immunoglobulin heavy chain, /gL immunoglobulin light chain, R-ISS Revised International Staging System, ECOG Eastern Cooperative Oncology Group
Performance Status, LDH lactate dehydrogenase, HR cytogenetics high-risk cytogenetics.
#Proportions of each ISS group are shown instead of the R-ISS for asymptomatic myeloma patients.

rearrangements were detected, including the identifica-
tion of five cases with a biallelic rearrangement, as well as
one case with a potential biclonal myeloma that was later
confirmed by flow cytometry (Fig. S1). Among them, 362
rearrangements (93.3%) were productive, while 26 rear-
rangements (6.7%) were unproductive (Fig. 1). Six of these
unproductive sequences corresponded to light-chain
myeloma patients.

Blood Cancer Journal

Gene repertoire

IGHV, IGHD and IGH] usage was identified in pro-
ductive rearrangements. Table 2 shows the frequencies of
IGHYV gene group usage among the 362 productive rear-
rangements, with observed and expected frequencies
(based on the number of genes per IGHV group), as well
as SHM rates. No major differences were observed com-
paring transplant and nontransplant subgroups.
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Initial cohort (n=413)

A4

Clonality detection assessed
(n=382)

A4

Productive rearrangements
(n=362)

N

Gene segment identification
(n=349)

N

Somatic mutation detection
(n=349)

Full sequence (n=327)

performed with 327/413 patients (79.2%).

\

-->

-->

-->

--> Incomplete sequences (n=22)

Fig. 1 Study flowchart. From the starting population (n =413), 92 patients were excluded. Hence, molecular profiling and survival analyses were

Clonality detection not possible
(n=31)
Unproductive rearrangements
(n=26)

Gene segment identification not
completed (n=13)

IGHV genes

According to the IMGT criteria™”", we detected 50
functional genes (Fig. S2 and Table S1) in our cohort.
Five canonical /IGHV genes were never seen: IGHV1-45,
IGHV3-20, IGHV4-28, IGHV6-1 and IGHV7-04. Overall,
IGHV3-30 was the most abundant /GHV gene, with 46/
362 cases (12.7%), followed by IGHV3-33 (5.2%), IGHV3-
23 (5%) and IGHV1-69 (4.7%). On the other hand, some
IGHV genes usually rearranged in the normal B-cell
repertoire, such as IGHV3-20 or IGHV3-74, were
underrepresented or totally absent. Another interesting
finding was the presence of four cases using the IGHV4-
34 gene: two of them had high SHM rates (10 and 18.9%),
both were unproductive, and patients had light-chain
myeloma; the other two cases also showed higher SHM
rates than the mean (20.8 and 16.7%) and clonal rear-
rangements were productive. One of these patients had
light-chain myeloma while the other one was IgG
secretory MM.

Finally, we also found noncanonical, haplotype-dependent
IGHYV genes in ten patients: IGHV4-30-2 (n=1), IGHV4-

29,32
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30-4 (n=5), IGHV4-38-2 (n=1) and IGHV5-10-1 (n =3),
and one pseudogene (IGHV3-69-1, n=1).

Compared to previous myeloma series, IGHV gene
frequencies in our cohort were similar with three excep-
tions (IGHV3-20, IGHV4-30-2 and IGHV6-1) that were
not found in our patients. We also observed that, while
IGHV3 gene group representation was similar between
both series, IGHV3-30 was overrepresented and IGHV3-
30-3 was underrepresented in our cohort.

IGHD and IGHJ genes

IGHD and IGH]J gene identification was assessed in 349/
362 sequences (96%).

IGHD3 and IGHD2 groups were the most abundant
(30.4% and 25.4%, respectively), with IGHD3-10 (10%) and
IGHD2-21 (8%) genes significantly overrepresented (p <
0.05) as compared to the expected value in healthy plasma
cells. Conversely, IGHD4-4 and IGHD6-25 were not found
in any sequence, and all members from the IGHDI gene
group but IGHDI-26 seemed to be underrepresented (less
than 1.5% each one, Fig. S3 and Table S2). All these
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IGHV group Expected frequency Observed frequency Median SHM % (95% Cl)
IGHV1 10 (18.2%) 55 (15.2%) 10.0 (8.6-10.5)

IGHV2 3 (5.4%) 31 (8.6%) 6.5 (6.0-8.0)

IGHV3 26 (47.3%) 191 (52.7%) 8.8 (8.7-9.7)

IGHV4 12 (21.8%) 67 (18.5%) 9.2 (9.2-114)

IGHV5 2 (3.6%) 18 (5.0%) 7.2 (6.1-9.0)

IGHV6 1 (1.8%) 0 -

IGHV7 1 (1.8%) 0 -

Total 55 362 8.8 (8.8-9.6)

Comparison of SHM %

Adjusted p value

IGHVT vs. IGHV2 0.006
IGHVZ2 vs. IGHV4 0.001
IGHV2 vs. IGHV3 0.012
IGHVT vs. IGHVS 0.301
IGHV4 vs. IGHVS 0.118
IGHV3 vs. IGHVS 0.790

IGHVT vs. IGHV4 1
IGHV2 vs. IGHVS 1
IGHV3 vs. IGHV4 1
IGHVT vs. IGHV3 1

The first two columns show the expected IGHV gene usage if all genes were randomly selected compared with the observed frequency within our cohort,
respectively. Observed and expected IGHV distributions were not different when the x? test was applied, demonstrating that there is no evidence of selection of
specific gene groups in myeloma. Median somatic hypermutation rates per IGHV group are shown on the right side of the table. Below, Kruskal—Wallis-based paired
comparisons are listed to determine potential differences in the hypermutation rate; a significantly lower mutation rate was found for patients using IGHV2 compared

to those using IGHV1 (p = 0.006), IGHV3 (p = 0.012) and IGHV4 (p = 0.001).
95% Cl 95% confidence intervals.

features were similar in previous myeloma series and were
also seen in other hematologic B-cell malignancies and in
normal plasma cells, although preference for IGHD2-21
was specially marked only in myeloma.

For IGH]J gene usage, we found a deep bias in the use of
certain genes matching previous observations concerning
different hematologic malignancies such as CLL, MCL,
and the normal bone marrow compartment: a significant
overrepresentation of IGHJ4 (46.4%) and IGHJ6 (25%) was
estimated (Fig. S4 and Table S3), while IGHJ2 and IGH]JI
were clearly underrepresented (2.9% and 1.1%, respec-
tively). However, we noticed that, compared to previous
series in myeloma, /GHJ4 was underrepresented and
IGHJ6 overrepresented. In addition, IGHJI and IGHJ6
usage in healthy plasma cells looked completely different
not only with respect to myeloma, but also with other
mature B-cell disorders.

We explored associations between VDJH repertoire and
risk factors. IGHJ6 gene group was more frequent among
patients with high-risk cytogenetics (37.9% vs. 17.8%, p =
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0.025) considering only transplant-candidate patients.
IGHDI1 gene group was also more frequently used by
patients harboring high-risk cytogenetics, although this
association was restricted to patients not candidates for
transplantation (41.7% vs. 13.2%, p = 0.026). However,
there were not relevant associations between the usage of
these genes and the outcome in terms of PES or OS.

Transplant-eligible and -ineligible patients showed
similar proportions in VDJH gene usage (Table S4). In the
same line, high-risk smoldering patients did not show
significant differences in the use of VDJH genes compared
to symptomatic patients.

Somatic hypermutation rates and IGH composition
Somatic mutations could be correctly identified in
349 sequences: mutational load was high (mean: 9.2% +
3.8; median: 8.8%; 95% CI: 8.8—9.6%; range: 0—22.7%),
with five cases showing more than 98% of homology with
germline genes. Comparing SHM rates between IGHV
groups, we found a significantly lower rate for IGHV2
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compared to IGHV1, IGHV3 and IGHV4 (Table 2).
Median SHM ratios of transplant-eligible and -ineligible
patients were similar (9.0% vs. 8.5% respectively, p =
0.869). Median SHM rate in symptomatic and asympto-
matic patients was also similar (9.0% vs. 8.8%, p = 0.845).
The complete sequence was available in 327/362 cases, so
we continued the analysis with this set (Fig. 1).

As far as the junction region was concerned, nucleotide
addition appeared in 92.5% of cases for the N1 region, and
in 88.6% of cases for the N2 region. Only three cases did
not show evidence of nucleotide addition, either in N1 or in
N2. Mean Guanine/Cytosine content of the N-regions was
58.8%. Evidence of exonuclease activity in at least one of
the two junction regions (IGHV-to-IGHD and/or IGHD-
to-IGHJ) was observed in all rearrangements, although
32.2% of cases displayed a fully conserved IGHV-3' edge.

CDR3 amino acid composition

According to the IMGT numbering, we identified CDR3
positions (from amino acid 105 to amino acid 117).
Median CDR3 length was 15 amino acids (range 6—29);
this length was consistent across different myeloma sub-
groups (symptomatic, asymptomatic, transplant-eligible
and transplant-ineligible patients). Amino acid propor-
tions in myeloma were not significantly different from the
normal B-cell population (Fig. S5), with predominance of
Glycine, Alanine, Aspartic acid and Tyrosine.

Clustering analysis

CDR3 sequences from productive rearrangements (1 =
362) were subjected to cluster analysis. We found one pair
from our cohort that showed more than 60% of amino
acid similarity. Consequently, and given they were clusters
not previously described, we applied the secondary cri-
teria. Although CDR3 lengths were similar (13 vs. 15
amino acids) and both rearrangements displayed the same
IGHJ4*02 germinal gene, IGHV and IGHD groups, as well
as IGHD reading frames, were not concordant. Thus, we
could not find any stereotyped immunoglobulin cluster
among these myeloma patients.

Impact of molecular variables on clinical outcomes
Considering patients with symptomatic myeloma, after
a median follow-up of 7.6 years (range 0.5—24.1), 120
patients had died; the majority of them (n=76) were
transplant-ineligible. ROC curves showed that 7 and 8%
were the most optimal cutoffs for prognostic value of
SHM; optimal cutoffs for serum albumin (3.2 g/dL), 2
microglobulin (3.5 mg/dL), hemoglobin (9g/dL) and
creatinine (1 mg/dL) were also estimated. In addition,
IGHD2 and IGHD3 users were grouped for subsequent
analyses, because they were the most common IGHD
groups and this bias has been observed in nearly every B-
cell malignancy®™*®. Finally, all molecular data described
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in previous paragraphs were combined with clinical data
to perform statistical comparisons in transplant-eligible
and -ineligible patients.

We first looked for relationships between treatment
response and molecular variables. No major associations
were seen, but two exceptions: (1) SHM > 7% associated
with a higher rate of CR/sCR compared to patients with
SHM < 7% in the nontransplant subset (45.8% vs. 27.3%,
respectively; p=0.026), and (2) IGHD3-3 usage was
associated with a better response in the transplant sub-
group (n=10), since 80% of MM patients with an IGH
rearrangement choosing this particular gene achieved CR/
sCR vs. 36.8% for other IGHD genes (p =0.019).

In addition, we detected that SHM rates were progres-
sively higher when symptomatic patients were analyzed
based on the differentiation stage of their pathologic
plasma cells: median SHM levels for CD19+/CD81+
(immature), CD19—/CD81+ (intermediate) and CD19
—/CD81— (mature) plasma-cell subsets were 7.0% (95%
CL 5.2—11.4%), 8.50% (95% CIL: 7.9—9.6%), and 9.3% (95%
CIL: 9.1-10.2%), respectively (p = 0.029). Moreover, med-
ian PFS increased from intermediate to mature subgroups
(35.4 vs. 64.0 months respectively, p = 0.024) but not from
immature to intermediate subsets, probably because we
only found 11 CD19+/CD81+ cases in our series.

Transplant-ineligible patients

In the univariate analysis for PFS, improved survival of
transplant-ineligible patients was associated with 0—1
ECOG stages (p =0.003), CR/sCR after the end of induc-
tion (p=2x10"°), baseline hemoglobin>9g/dL (p=
0.002), no use of the IGHD4 gene group (p=0.036)
(Fig. 2a) or specifically the IGHD4-11 gene (p = 0.0003), use
of the IGHD2/IGHD3 gene groups (p = 0.012) (Fig. 2b), and
SHM rate>7% (p =0.006) (Fig. 3a). Improved OS rates
were observed in the univariate analysis for those patients
with CR/sCR after induction (p = 0.00026), SHM rate > 7%
(p=0.00024) (Fig. 3b), standard-risk cytogenetics (p =
0.031) and serum hemoglobin > 9 g/dL (p = 0.002).

One hundred and eleven transplant-ineligible patients
were included in the multivariate analysis. For PES
(Table 3), CR/sCR achievement (p=10"°, HR: 0.311,
95% CI: 0.196—0.494) and the use of IGHD2/IGHD3
gene groups (p=0.006, HR: 0.552, 95% CI: 0.361
—0.845) appeared as independent prognostic factors of
prolonged survival rates. For OS, CR achievement after
induction retained its independent prognostic value for
improved survival probability (p = 0.010, HR: 0.347, 95%
CI: 0.154—0.780) as well as SHM >7% (p =0.001, HR:
0.291, 95% CI: 0.137—0.618) and standard cytogenetic
risk (p=0.016, HR: 0.369, 95% CI: 0.164—0.832).
Moreover, SHM rate was included in the multivariate
regression model not only as a discrete variable but also
as a continuous one to avoid potential bias induced with
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Fig. 2 Kaplan—Meier curves comparing PFS for IGHD4 and IGHD2/3 users in transplant-ineligible patients. Survival curves compare
progression-free survival rates between IGHD4 (a) or IGHD2/IGHD3 users (b) and other IGHD users. IGHD4 users are represented in red, while IGHD2/
IGHD3 users are represented in black in their respective plots. Patients at risk at each time point appear below each plot.
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Fig. 3 Kaplan—Meier curves comparing PFS and OS for SHM subsets in transplant-ineligible patients. a Progression-free survival plot.
b Overall survival plot. Cases with more than 7% of SHM are represented in black, while cases with SHM below 7% are represented in red. Patients at
risk at each time point appear below each plot.

the cutoff selection of 7%; in this case, the variable and serum B2 microglobulin < 3.5 mg/dL (p = 0.023). The
retained its prognostic value (p = 0.017, HR: 0.909, 95%  R-ISS stage (p = 6 x 10°), high-risk cytogenetics (p = 4 x
CI: 0.840—0.983) along with achieving CR/sCR and the  10°), the ECOG score (p =0.004), 1q gains (p = 0.016)
absence of cytogenetic risk, showing that an increment and serum 2 microglobulin (p =0.002) also showed sig-

of 1% in SHM reduces death risk by 9%. nificant associations with the OS in the same direction as
PES. Interestingly, no molecular variable was significantly

Transplant-eligible patients associated with survival in this subset of patients.
Univariate analysis for PFS showed improved outcomes One hundred and thirty-seven transplant-eligible
for patients in R-ISS stage I vs. II (p =0.002) and IIl (p =  patients were included in the multivariate analysis.

0.004), standard-risk cytogenetics (p=3x10"°), 0—1 Presence of 1q gains (p =0.046, HR: 2.187, 95% CI:
ECOG stages (p = 0.015), absence of 1q gains (p =0.019) 1.015—4.714) and high-risk cytogenetics (p=
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Table 3 Univariate and multivariate analysis of clinical and biological factors influencing PFS and OS of transplant-

ineligible patients in our cohort.

Variable Univariate analysis for PFS Multivariate analysis for PFS Univariate analysis for OS Multivariate analysis for OS
Median survival p HR [95% Cl] p Median survival p HR [95% Cl] p
ECOG score
0-1 26.94 0.003 NS NS
2—4 2135
Serum hemoglobin
<9g/dL 14.03 0.001 NS 24.54 0.002 NS
>9g/dL 2832 64.85
Post induction response
sCR/CR 4935 0.008 0311 [0.196—0.494] 1E—05 Not reached 0.00026  0.347 [0.154—0.780] 0.010
VGPR/PR 23.88 53.19
Cytogenetic risk
High risk 36.30 0.196 NS 78.59 0.031 0.369 [0.164—0.832] 0.016
Standard risk 2503 39.95
IGHD4 usage
Yes 14.49 0.036 NS NS
No 27.96
IGHD4-11 usage
Yes 14.16 0.0003 NS NS
No 2694
IGHD2 and IGHD3 usage
Yes 3446 0012 0.552 [0.361—-0.845] 0.006 NS
No 2346
SHM level
<7% 2346 0.006 NS 34.73 0.00024 0291 [0.137—0.618] 0.001
>7% 2645 64.85

Univariate analysis was first performed to evaluate the role of each clinical and biological variable described in this study. The table only shows statistically significant
variables that were later included in the multivariate analysis. Median survival is shown in months.

HR hazard ratio, CI confidence interval, NS nonsignificant.

0.000021, HR: 4.690, 95% CI: 2.267—9.700) were
associated with lower PFS rates. High-risk cytogenetics
retained its independent prognostic value for shorter
OS (p=0.001, HR: 8.030, 95% CI: 2.406—26.809),
while serum (2 microglobulin levels < 3.5 mg/dL
associated with better outcomes (p = 0.039, HR: 0.116,
95% CI: 0.015—0.899).

Discussion

Here, we analyzed in depth the IGH locus, trying to
correlate its characteristics with clinical data in a large
cohort of 413 MM patients included in clinical trials.
VDJH usage description provided new insights into the
clonal differentiation and possible clinical implications for
MM, that could potentially improve patient care.

IGHYV gene repertoire reflected its normal counterpart,
with IGHV3 being the predominant gene group. As in other
series, IGHV3 was overrepresented and IGHVI under-
represented, although differences were not significant, with
a much less pronounced bias than that observed in
CLL'*'33! Similarly, IGHV3-30, IGHV4-59 and IGHV4-
39 were overrepresented with respect to other IGHV
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4— .
genes®*?°, and although these genes are also common in

other lymphoproliferative disorders and normal plasma
cells, we noted that IGHV3-30 was specifically selected
only in myeloma. In contrast, IGHV3-23 and IGHVI1-69
appeared to be less frequently selected in MM (28% of
representation in the normal B-cell population®>*® and B-
cell pathologies vs. <5% in our series).

IGHV4-34 representation is high in hematologic
malignancies such as B-ALL, CLL, MCL or diffuse large
B-cell lymphoma as well as in normal B cells”'"*",
Interestingly, this gene is usually absent in the normal
plasma-cell population®”, although it shows a wide
interindividual usage frequency’®, and it is rarely selected
in MM, but in this work it was not completely absent.
IGHV4-34 has been characterized as an inherently auto-
reactive antibody®>* for it is widely represented in
autoimmune diseases (i.e. systemic lupus erythematosus).
Here, we found four clonal IGHV4-34 rearrangements;
they showed very high SHM rates and were usually
nonproductive, leading to light-chain myelomas. This
could be explained by the fact that during plasma-cell
differentiation, those cells displaying autoreactive-prone
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genes within their IGH rearrangements would be specially
targeted by the somatic hypermutation machinery, trying
to make them able to recognize only foreign antigens.
Moreover, in our series, two out of the three unproductive
rearrangements using VHI-69, another gene commonly
associated with autoimmune events, such as Thrombotic
Thrombocytopenic Purpura®', and highly represented in
CLL, were light-chain myelomas with some of the highest
SHM rates in our cohort (mean 12.23%). Interestingly,
this gene is commonly unmutated in CLL patients*>**,

SHM level was high and similar to what has been
observed in other studies for healthy and pathological
plasma and memory B cells. This would be in line with the
post-germinal center origin of myeloma®. A striking
finding was the presence of five MM cases with no
apparent SHM; however, the IGHV region could not be
completely sequenced (the entire FWR1 and part of the
FWR2 was missing); from our experience, we think the
mutational load was most likely underestimated, rather
than being truly unmutated cases.

CDR3 composition resembled the normal immunoglo-
bulin repertoire, with similar length, amino acid use, or
evidence of TdT and exonuclease activity**. This compo-
sition diverges from CLL, MCL or MZL patterns, where
restricted antibody sets account for approximately 30% of
cases*® ™. Accordingly, cluster analysis failed to demon-
strate the presence of stereotyped receptors in our cohort,
as it has been shown before in myeloma patients*. Overall,
the gene repertoire in our series was very close to previous
reports17’18’48, although functional /IGHV and IGHD genes,
whose use has not been reported in myeloma to date, have
been found in this cohort probably due to its larger size. On
the contrary, other genes such as IGHVI-18, IGHV3-20,
IGHV4-30-2 and IGHV6-1, found in Italian*® or Greek'®
patients, are absent in Spanish patients, maybe reflecting
differences in the normal repertoire between different
Mediterranean subpopulations. No differences were
observed in the median length of the CDR3 region, and
somatic hypermutation was slightly higher than in previous
publications; however, this variation was not statistically
significant.

The most remarkable finding was the association between
a higher SHM level and an improved survival rate. The
explanation for this situation seems to be connected with
the maturation stage of tumor cells, represented by the
expression of CD19 and CD81 biomarkers, which is con-
sistent with previous findings regarding the immune profile
of tumor plasma cells:** it suggests that early genetic
alterations in the ontogeny of germinal-center B cells would
provide a more aggressive profile in MM, which would be
strong enough to overcome SHM and/or CSR earlier.
Conversely, the acquisition of late, more harmless genetic
events would allow tumor B cells to undergo SHM and CSR
processes and this would lead to better outcomes. Another
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possible explanation is related to the proliferation ratio of
tumor cells: highly proliferative B cells (and therefore, more
aggressive clones) activate DNA repair pathways that are
able to reduce the SHM level, as it has been shown in CLL
patients®>!. However, the SHM cutoff is based on FR1
primers; this threshold could differ when using leader
primers.

Another striking feature was the correlation between
the use of IGHD2 and IGHD3 gene groups and the out-
come. An increased usage of these particular groups has
also been observed in other series suggesting a positive
selective pressure over them®'”'®, since the bias was
observed only for complete rearrangements. Nevertheless,
whether or not the relationship between IGHD usage and
survival is a myeloma characteristic remains uncertain.

SHM and IGHD usage were associated with the out-
come only in the elderly, transplant-ineligible patients.
Thereby, the effect of intensive regimens could be the
main reason to explain why the negative prognostic
impact of these molecular characteristics is diluted in
younger, fit patients.

Regarding the value of clinical variables on the patient
outcome, the prognostic role of cytogenetics, hemoglobin,
albumin, B2 microglobulin and ECOG in MM was con-
firmed®. Cytogenetic risk has to be mentioned as this
variable showed significant associations with survival in all
cases but when applied to PES in transplant-ineligible
patients. The absence of FISH studies for most patients
diagnosed from 1995 to 2000 (most of them being older)
made possible to find only 17 patients with high-risk cyto-
genetics in this subgroup, which could explain this result.

In conclusion, we have shown that multiple myeloma
plasma cells resemble the normal mature B-cell reper-
toire but, in contrast to CLL, MCL or MZL, stereotyped
receptors were absent'®'>°**% Light-chain and non-
secretory myeloma cases could be explained by incor-
rect IGH rearrangements at the genomic DNA level, but
not always, which means that other effects could ham-
per the immunoglobulin production, including tran-
scriptional or translational defects. Finally, here, and for
the first time, we have reported how some molecular
characteristics of the IGH gene rearrangement, such as
higher SHM rates or IGHD2/IGHD3 gene usage, could
positively impact on the outcome of patients. A valida-
tion series is currently planned to elucidate whether
these findings could be applicable in real-life patients; if
validated in independent studies, they could be con-
sidered as new molecular markers for PFS and OS in
multiple myeloma.

Acknowledgements

This work was partially supported by the Instituto de Salud Carlos Il (ISCIII),
Spanish Ministry of Economy and Competitiveness PI15/01956, CIBERONC-
CB16/12/00233, and “Una manera de hacer Europa” (Innocampus; CEI-2010-
1-0010)". M.G-A,, I.P.-C,, and CJ. are supported by the Fundacién Espafola



Medina et al. Blood Cancer Journal (2020)10:14

de Hematologia y Hemoterapia (FEHH, co-funded by Fundacién Cris in the
latter case), A.M. by the European Social Fund and the Spanish Education
Council through the University of Salamanca, and M.E.S. by the ISCIIl (CPII18/
00028). All Spanish funding is co-sponsored by the European Union FEDER
program. The authors wish to thank José Pérez, Alicia Antén, Montserrat
Herndndez-Ruano, Estrella Arnés, Rebeca Maldonado, Mercedes Jiménez,
Alejandra Martin, Isabel Sanchez, Rocio Corral and Francisco Boix (University
Hospital of Salamanca, Spain) for their technical support, as well as the
Spanish Multiple Myeloma “"GEM-PETHEMA" group for providing clinical
data. The authors are also very grateful to the patients who participated in
this study.

Author details

"Hospital Universitario de Salamanca (HUSAL), IBSAL, IBMCC (USAL-CSIC),
CIBERONC, Salamanca, Spain. 2Hospital 12 de Octubre, CIBERONC, Madrid,
Spain. *Complejo Hospitalario, Ledn, Spain. “Hospital Vall d’Hebrén, Barcelona,
Spain. Hospital Universitario de Canarias, La Laguna, Spain. ®Hospital Duran i
Reynals, Institut Catala d'Oncologia (ICO), L'Hospitalet de Llobregat, Barcelona,
Spain. “"Hospital Germans Trias i Pujol, Institut Catala d'Oncologia (ICO), Institut
Josep Carreras, Badalona, Spain. ®Hospital Clinic i Provincial, Institut de
Investicacions Biomediques August Pi i Sunyer (IDIBAPS), Barcelona, Spain.
“Clinica Universidad de Navarra (CUN), Centro de Investigacion Médica
Aplicada, IDISNA, CIBERONC, Pamplona, Spain

Author contributions

AM. RG-S. and M. Gonzélez conceived and designed the study. NP, FE,
NCG, M. Gonzélez, M.TH., AS, AO., M-J.C, JM-L, JB, J-JL, M. Gironella, J.F.
SM., M-V.M. and R.G.-S. recruited patients for the Spanish Multiple Myeloma
Working Group (GEM-PETHEMA) clinical trials. AM.,, CJ, MEES,, I.P.-C, M.G-A.
and AB. produced the molecular results. AM., MES, V.G-C. and RG.-S.
analysed the data, performed the statistical analyses, and wrote the first draft
of the manuscript. MAA,, N.P,, I.P.-C, M.G-A,, V.G-C. and R.G-S. provided
support for statistical analyses and clinical data interpretation. M.ES., N.P,,
MA., V.G-C, FE, NCG, M. Gonzédlez, MTH,, AS., AO, M-J.C, JM-L, JB,
J-JL, M. Gironella, JFSM., M-V.M. and RG.-S. reviewed the final manuscript.
R.G.--S. and M. Gonzélez obtained funding for the study. R.G.-S,, the head of
the group, produced the final revision of the manuscript and gave final
approval for its publication.

Conflict of interest

Authors report grants PI15/01956, CIBERONC-CB16/12/00233, and CEI-2010-1-
0010 during the conduct of the study. AM, M.G-A, I.P-C, CJ, V.G-C.and MES.
are or were supported by the Spanish government. Authors have received
honoraria from, consulted or served in an advisory role for, or are on the board
of directors of Janssen (NP, F.E, AO, JB, J-JL, JESM, M-VM, JM-L, RG-S),
Takeda (N.P, AO, JFSM, M-VM, RG-S), Celgene (N.P, AO, J-JL, JFSM,
M-V.M), Amgen (NP, J-J.L, JFESM, M-V.M), Bristol-Myers Squibb (JF.SM, M-V M,
JM-L, RG-S), Novartis (JFSM, JM-L), MSD (JFSM), Sanofi (JF.SM)),

Roche (J.F.S.M), Hospira (RG--S), Pharmacyclics (RG-S)), Gilead (RG-S.) and
Incyte (RG-S.). The remaining authors have no relevant conflict of interest to
disclose.

Publisher’s note
Springer Nature remains neutral with regard to jurisdictional claims in
published maps and institutional affiliations.

Supplementary Information accompanies this paper at (https://doi.org/
10.1038/541408-020-0283-8).

Received: 4 September 2019 Revised: 16 January 2020 Accepted: 21
January 2020
Published online: 06 February 2020

References
1. Early, P, Huang, H, Davis, M, Calame, K. & Hood, L. An immunoglobulin heavy
chain variable region gene is generated from three segments of DNA: VH, D
and JH. Cell 19, 981-992 (1980).

Blood Cancer Journal

20.

21

22.

23.

24.

25.

Page 11 of 12

Qettinger, M. A, Schatz, D. G, Gorka, C. & Baltimore, D. RAG-1 and RAG-2,
adjacent genes that synergistically activate V(D)J recombination. Science 248,
1517-1523 (1990).

Komori, T, Okada, A, Stewart, V. & Alt, F. W. Lack of N regions in antigen
receptor variable region genes of TdT-deficient lymphocytes. Science 261,
1171-1175 (1993).

Matsuda, F. et al. The complete nucleotide sequence of the human
immunoglobulin heavy chain variable region locus. J. Exp. Med. 188,
2151-2162 (1998).

Tonegawa, S. Somatic generation of antibody diversity. Nature 302, 575-581
(1983).

Mostoslavsky, R, Alt, F. W. & Rajewsky, K. The lingering enigma of the allelic
exclusion mechanism. Cell 118, 539-544 (2004).

Honjo, T, Kinoshita, K. & Muramatsu, M. Molecular mechanism of class switch
recombination: linkage with somatic hypermutation. Annu. Rev. Immunol. 20,
165-196 (2002).

Gonzdlez, D. et al. Immunoglobulin gene rearrangements and the patho-
genesis of multiple myeloma. Blood 110, 3112-3121 (2007).

Hockley, S. L. et al. The prognostic impact of clinical and molecular features in
hairy cell leukaemia variant and splenic marginal zone lymphoma. Br. J.
Haematol. 158, 347-354 (2012).

Petrikkos, L. et al. Clonotypic analysis of immunoglobulin heavy chain
sequences in patients with Waldenstrém’s macroglobulinemia: correlation
with MYDS88 L265P somatic mutation status, clinical features, and outcome.
BioMed. Res. Int. 2014, 809103 (2014).

Mroczek, E. S. et al. Differences in the composition of the human antibody
repertoire by B cell subsets in the blood. Front. Immunol. 5, 96 (2014).
Marinelli, M. et al. Immunoglobulin gene rearrangements in Chinese and
[talian  patients with  chronic  lymphocytic leukemia.  Oncotarget 7,
20520-20531 (2016).

Hamblin, T. J, Davis, Z, Gardiner, A, Oscier, D. G. & Stevenson, F. K. Unmutated
Ig V(H) genes are associated with a more aggressive form of chronic lym-
phocytic leukemia. Blood 94, 1848-1854 (1999).

Agathangelidis, A. et al. Stereotyped B-cell receptors in one-third of chronic
lymphocytic leukemia: a molecular classification with implications for targeted
therapies. Blood 119, 4467-4475 (2012).

Darzentas, N. & Stamatopoulos, K. Stereotyped B cell receptors in B cell leu-
kemias and lymphomas. Methods Mol. Biol. 971, 135-148 (2013).

Kiyoi, H, Naito, K, Ohno, R. & Naoe, T. Comparable gene structure of the
immunoglobulin heavy chain variable region between multiple myeloma and
normal bone marrow lymphocytes. Leukemia 10, 1804-1812 (1996).
Gonzélez, D. et al. Molecular characteristics and gene segment usage in IGH
gene rearrangements in multiple myeloma. Haematologica 90, 906-913
(2005).

Hadzidimitriou, A. et al. Immunoglobulin genes in multiple myeloma:
expressed and non-expressed repertoires, heavy and light chain pairings
and somatic mutation patterns in a series of 101 cases. Haematologica 91,
781-787 (2006).

Lahuerta, J. J. et al. Busulfan 12 mg/kg plus melphalan 140 mg/m2 versus
melphalan 200 mg/m2 as conditioning regimens for autologous transplan-
tation in newly diagnosed multiple myeloma patients included in the
PETHEMA/GEM2000 study. Haematologica 95, 1913-1920 (2010).

Mateos, M. V. et al. Bortezomib, melphalan, and prednisone versus bortezo-
mib, thalidomide, and prednisone as induction therapy followed by main-
tenance treatment with bortezomib and thalidomide versus bortezomib and
prednisone in elderly patients with untreated multiple myeloma: a rando-
mised trial. Lancet Oncol. 11, 934-941 (2010).

Rosinol, L. et al. Superiority of bortezomib, thalidomide, and dexamethasone
(VTD) as induction pretransplantation therapy in multiple myeloma: a ran-
domized phase 3 PETHEMA/GEM study. Blood 120, 1589-1596 (2012).
Mateos, M. V. et al. Sequential vs alternating administration of VMP and Rd in
elderly patients with newly diagnosed MM. Blood 127, 420-425 (2016).
Mateos, M. V. et al. Lenalidomide plus dexamethasone versus observation in
patients with high-risk smouldering multiple myeloma (QuiRedex): long-term
follow-up of a randomised, controlled, phase 3 trial. Lancet Oncol 17,
1127-1136 (2016).

Rosinol, L. et al. Bortezomib, lenalidomide, and dexamethasone as induction
therapy prior to autologous transplant in multiple myeloma. Blood 134,
1337-1345 (2019).

Mateos, M. V. et al. Lenalidomide plus dexamethasone for high-risk smol-
dering multiple myeloma. N. Engl. J. Med. 369, 438-447 (2013).


https://doi.org/10.1038/s41408-020-0283-8
https://doi.org/10.1038/s41408-020-0283-8

Medina et al. Blood Cancer Journal (2020)10:14

26.

27.

28.

29.

30.

32

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Chng, W. J. et al. IMWG consensus on risk stratification in multiple myeloma.
Leukemia 28, 269-277 (2014).

Palumbo, A. et al. Revised International Staging System for multiple myeloma:
a report from International Myeloma Working Group. J. Clin. Oncol. 33,
2863-2869 (2015).

van Dongen, J. J. M. et al. Design and standardization of PCR primers and
protocols for detection of clonal immunoglobulin and T-cell receptor gene
recombinations in suspect lymphoproliferations: report of the BIOMED-2
Concerted Action BMHACT98-3936. Leukemia 17, 2257-2317 (2003).

Brochet, X, Lefranc, M-P. & Giudicelli, V. IMGT/V-QUEST: the highly customized
and integrated system for IG and TR standardized V-J and V-D-J sequence
analysis. Nucleic Acids Res. 36, W503-W508 (2008).

Larkin, M. A. et al. Clustal W and Clustal X version 2.0. Bioinformatics. 23,
2947-2948 (2007).

Stamatopoulos, K. et al. Over 20% of patients with chronic lymphocytic leu-
kemia carry stereotyped receptors: pathogenetic implications and clinical
correlations. Blood. 109, 259-270 (2007).

Lefranc, M. P. et al. IMGT, the international ImMunoGeneTics information
system. Nucleic Acids Res. 37, D1006-D1012 (2009).

Messmer, B. T. et al. Multiple distinct sets of stereotyped antigen receptors
indicate a role for antigen in promoting chronic lymphocytic leukemia. J. Exp.
Med. 200, 519-525 (2004).

Kosmas, C. et al. Origin and diversification of the clonogenic cell in multiple
myeloma: lessons from the immunoglobulin repertoire. Leukemia 14,
1718-1726 (2000).

Brezinschek, H. P. et al. Analysis of the human VH gene repertoire.
Differential effects of selection and somatic hypermutation on human
peripheral CD5(+)/IgM+ and CD5(-)/IgM+ B cells. J. Clin. Invest. 99,
2488-2501 (1997).

Kraj, P. et al. The human heavy chain Ig V region gene repertoire is biased at all
stages of B cell ontogeny, including early pre-B cells. J. Immunol. 158,
5824-5832 (1997).

Pugh-Bernard, A. E. et al. Regulation of inherently autoreactive VH434 B cells in
the maintenance of human B cell tolerance. J. Clin. Invest. 108, 1061-1070
(2001).

Turchaninova, M. A. et al. High-quality full-length immunoglobulin profiling
with unique molecular barcoding. Nat. Protoc. 11, 1599—1616 (2016).

Bhat, N. M, Lee, L. M, van Vollenhoven, R. F, Teng, N. N. H. & Bieber, M. M. VH4-
34 encoded antibody in systemic lupus erythematosus: effect of isotype. J.
Rheumatol. 29, 2114-2121 (2002).

Mockridge, C. I. et al. Common patterns of B cell perturbation and expanded
V4-34 immunoglobulin gene usage in autoimmunity and infection. Auto-
immunity 37, 9-15 (2004).

Blood Cancer Journal

41.

42.

43.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51

52.

53.

54.

Page 12 of 12

Pos, W. et al. VH1-69 germline encoded antibodies directed towards
ADAMTS13 in patients with acquired thrombotic thrombocytopenic purpura.
J. Thromb. Haemost. 7, 421-428 (2009).

Duke, V. M. et al. V(H) gene usage differs in germline and mutated Bcell
chronic lymphocytic leukemia. Haematologica. 88, 1259-1271 (2003).
Gonzéalez-Gascon, Y. et al. Mutation status and immunoglobulin gene
rearrangements in patients from northwest and central region of Spain
with chronic lymphocytic leukemia. BioMed. Res. Int. 2014, 257517
(2014).

Shi, B. et al. Comparative analysis of human and mouse immunoglobulin
variable heavy regions from IMGT/LIGM-DB with IMGT/HighV-QUEST. Theor.
Biol. Med. Model. 11, 30 (2014).

Darzentas, N. et al. A different ontogenesis for chronic lymphocytic leukemia
cases carrying stereotyped antigen receptors: molecular and computational
evidence. Leukemia 24, 125-132 (2010).

Agathangelidis, A, Hadzidimitriou, A, Rosenquist, R. & Stamatopoulos, K.
Unlocking the secrets of immunoglobulin receptors in mantle cell lymphoma:
implications for the origin and selection of the malignant cells. Semin. Cancer
Biol. 21, 299-307 (2011).

Hadzidimitriou, A. et al. Is there a role for antigen selection in mantle cell
lymphoma? Immunogenetic support from a series of 807 cases. Blood 118,
3088-3095 (2011).

Ferrero, S. et al. Multiple myeloma shows no intra-disease clustering of
immunoglobulin heavy chain genes. Haematologica 97, 849-853 (2012).
Paiva, B. et al. Differentiation stage of mieloma plasma cells: biological and
clinical significance. Leukemia 31, 382-392 (2017).

van Gent, R. et al. In vivo dynamics of stable chronic lymphocytic leukemia
inversely correlate with somatic hypermutation levels and suggest no
major leukemic turnover in bone marrow. Cancer Res. 68, 10137-10144
(2008).

Giné, E. et al. Expanded and highly active proliferation centers identify a
histological subtype of chronic lymphocytic leukemia (“accelerated” chronic
lymphocytic leukemia) with aggressive clinical behavior. Haematologica 95,
1526-1533 (2010).

Rajkumar, S. V. Multiple myeloma: 2016 update on diagnosis, risk-stratification,
and management. Am. J. Hematol. 91, 719-734 (2016).

Varettoni, M. et al. Clues to pathogenesis of Waldenstrdm macroglobulinemia
and immunoglobulin M monoclonal gammopathy of undetermined sig-
nificance provided by analysis of immunoglobulin heavy chain gene rear-
rangement and clustering of B-cell receptors. Leuk. Lymphoma 54, 2485-2489
(2013).

Zibellini, S. et al. Stereotyped patterns of B-cell receptor in splenic marginal
zone lymphoma. Haematologica 95, 1792-1796 (2010).



IKZF1/3 and CRL4°®" E3 ubiquitin ligase muta-
tions and resistance to immunomodulatory drugs
in multiple myeloma

Cereblon (CRBN), a target of immunomodulatory
drugs (IMiD), forms the CRL4“*™ E3 ubiquitin ligase
(CRL4) complex with DDB1, CUL4B and ROC1."” Under
the influence of IMiD, CRL4 polyubiquitinates and thus
depletes the transcription factors IKZF1 and IKZF3,
resulting in cytotoxicity to multiple myeloma (MM)
cells. In vitro, CRBN and IKZF1/3 mutations affecting the
CRBN-lenalidomide binding site (degron) cause drug
resistance to IMiD.** We hypothesized that mutations in
the other components of the CRL4 complex and its tar-
gets, Ikaros and Aiolos, likewise interfere with ubiquitin
ligase activity, thus contributing to resistance to IMiD. In
order to select the most promising patient-derived candi-
date mutations for functional validation, we first gener-
ated a comprehensive overview of point mutations

affecting IKZF1, IKZF3 or CRL4 genes in patients with
advanced MM. Next, we contextualized all described
mutations at the protein level, to investigate their struc-
tural impact on complex formation and stability. Based
on these analyses, we then selected a subset for func-
tional validation by expressing mutant IKZF1, CRBN or
CUL4B in MM cell lines and analyzed their effects on
resistance to IMiD, thus probing the relevance of such
alterations for complex integrity and the transmission of
IMID activity.

To select relevant candidate mutations, we analyzed
data from different Multiple Myeloma Mutation panel
(M3P) cohorts*** and from other published and unpub-
lished datasets” for a total of 1,838 MM cases (Online
Supplementary Methods). In this meta-analysis we
observed that the mutation frequency increased signifi-
cantly after treatment (Z-score: 4.5; P<0.00001), from
2.0% (28/1373) in untreated cases to 6.2% (29/465) in
pretreated cases. Notably, this increase occurred pre-
dominantly in three genes, IKZF1 (0.15% to 1.3%, Z-
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Figure 1. Only IKZF1/3 mutations affecting the lenalidomide/cereblon binding area induce resistance to lenalidomide. (A) Location of the mutations within
the IKZF3 and IKZF1 genes. Lollipop plots of all mutations described in IKZF1 and IKZF3. Blue bar; degron sequence of the lenalidomide binding site. Bottom
of the lollipop plot: mutations detected at diagnosis. Top: alterations detected after exposure to therapy. Green dots indicate missense mutations and black dots
nonsense mutations. (B) Viability and molecular effects of expression of mutated IKZF1 in L363 cells. (C) Clonal competition assay (CCA) results for IKZF1-WT
(red) vs. IKZF-A152T, IKZF-E170D or IKZF1-R439H (green). Dashed line: CAA without drug (10% mutant/90% WT). Solid line: CCA with 2.5 uM lenalidomide.
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haematologica 2020; 105:e237




LETTERS TO THE EDITOR

score: 2.9; P=0.001), CRBN (0.44% to 2.15%, Z-score:
3.4; P=0.006) and CUL4B (0.44% to 1.93%, Z-score: 3.4;
P=0.004) (Online Supplementary Figure S1). Of the
IKZF1/3, CRBN, DDB1, CUL4B and ROC1 mutations
found in treated patients, 71% (24/34) were nonsense
mutations or mutations located within previously
described binding areas, whereas at diagnosis the distri-
bution was spread out all along the gene loci**" suggest-
ing passenger mutations. We identified three potential
new hotspots (IKZF3 G159R/A, IKZF1 A152T and
CUL4B R820T/S) each with mutations in two different
patients. All the detected mutations and variant read fre-
quencies are summarized in Ounline Supplementary Table
S1. Of interest, in eight patients with samples available
from diagnosis and relapse, CRBN and CUL4B mutations
were acquired after IMiD treatment, whereas IKZF3
mutations were also identified in de novo disease (Online
Supplementary Figure S1). Together, these results suggest
that CRL4 mutations play an important role in disease
progression and clonal evolution.

Next, we assessed the functional effects of patient-
derived mutations in Ikaros and Aiolos. We constructed

Sleeping Beauty vectors for expression of four IKZF1
mutations (A152T, E170D, Y413C and R439H), and one
mutation in IKZF3 (G159R) (Figure 1A), and stably intro-
duced these into MM cell lines (MM1.S and 1363: IMiD
sensitive, AMO1: less sensitive). Whereas transfection
led to strong expression for all IKZF1 constructs, the
IKZEF3 expression vectors (wildtype and G159R), unfor-
tunately, did not lead to noticeable expression even
though two different versions using either
cytomegalovirus- or CAAG-driven expression cassettes,
were tested (Online Supplementary Figure S2). Viability
assessments for all L363 IKZF1 sub-lines after 6 days of
treatment with 10 uM lenalidomide showed that only
the mutation at the lenalidomide binding site (A152T)
conferred resistance to the drug (Figure 1B, top). This
observation was supported by western blotting studies,
which showed that only in the A152T subline did
overnight treatment with lenalidomide have no effect on
the level of Ikaros (Figure 1B, bottom). Furthermore, a
minor inhibitory effect on IKZF1 degradation was also
observed for the mutation E170D, which is located in
close proximity to the degron sequence. This result was
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confirmed in cell lines AMO-1 (Online Supplementary
Figure S2B) and MM1.S (data not shown). However, the
slightly enhanced levels of IKZF-E170D after lenalido-
mide treatment did not lead to measurable changes in
cell viability and apoptosis assays. In order to investigate
the biological effects of IKZF1-E170D on proliferation
fitness under lenalidomide treatment, we employed a
clonal competition assay and tested L363 co-cultures of
fluorescently identifiable sublines (IKZF1-WT vs. IKZF-
A152T, IKZF-E170D or IKZF-R439H) growing under the
selective pressure of a modest concentration of lenalido-

mide (2.5 uM, Ounline Supplementary Methods). Of note,
IKZF1-A152T cells had a significant survival advantage
compared to IKZF1-WT cells. Complete dominance in
the culture (inversion from an initial ratio of 10% mutat-
ed/90% wildtype to 90% mutated/10 % wildtype) was
observed after 21 days in co-culture. No such effect was
observed for IKZF-E170D and IKZF-R439H cells (Figure
1C), which is in line with published reports that only
mutations affecting the IKZF1 degron sequence* induce
IMiD resistance.

We previously demonstrated that loss of CRBN or the
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LETTERS TO THE EDITOR

occurrence of mutations at the IMiD binding site of
CRBN induces resistance to IMiD.? However, 56% of the
missense CRBN mutations did not affect the IMiD bind-
ing pocket, but were present in the previously described
CRBN Lon-like domain (LLD; residues 76-318), which
contains a DDB1-binding motif (Figure 2A)."
Furthermore, in silico analysis"” suggests that seven of
nine mutations affect this region (P85S, R111Q, F120V,
D291N, L308F, R309H and 1314S), which may thus lead
to a reduction of CRBN stability (predicted stability
change AAG<0) (Online Supplementary Table S1). To
understand whether these alterations also affect sensi-
tivity to IMID, we selected two CRBN mutations detect-
ed in IMID-resistant patients (R309H and L190F) and
lentivirally introduced them into OCIMYS5 cells (cells
that have very low levels of endogenous CRBN expres-
sion and are, therefore, resistant to IMiD). As shown in
Figure 2B, both types of CRBN mutant-transduced cells
showed a substantial reduction of sensitivity to lenalido-
mide compared with cells transduced with wildtype
CRBN. However, further immunoblotting indicated that
exogenous CRBN expression in the mutant-transfected
cells was much lower than in cells transduced with wild-
type CRBN. In order to analyze whether this effect was
related to intrinsic features of the mutations, we per-
formed a titration of wildtype CRBN virus (1000 virus
equivalents to 75) and found that a decrease of virus
equivalents correlated with decreases in RNA and pro-
tein levels of CRBN in the infected MM cells. Although
both CRBN mutant virus preparations showed the high-
est virus equivalents, and although this corresponded to
high levels of expressed CRBN RNA in OCIMY5 cells,
these cells failed to express equivalent levels of CRBN
protein (Figure 2C). These results suggest that in addi-
tion to CRBN mutations in the IMiD binding site, other
point mutations may play a role in the development of
resistance to IMiD either through impaired binding with
other proteins of the complex or through destabilizing
effects on the protein.

We also hypothesized that mutations in DDB1,
CUL4B and ROC1 may affect the formation of the CRL4
complex (Figure 3A). To confirm this, we prepared a
CUL4B knockout model (in L363 cells) using the
CRISPR/Cas9 system. Of ten viable clones, we selected
one with clear knockout of CUL4B (Figure 3B, top).
Compared to the naive L363 cells, the knockout clone
was more resistant to lenalidomide treatment. This
effect was confirmed by a clonal competition assay, in
which it was observed that under the selective pressure
of lenalidomide treatment, the CUL4B knockout clone
had an advantage, in terms of survival fitness, over the
CUL4B wildtype cells (Figure 3B, bottom left). The clon-
al dynamics became even clearer when both CUL4B
knockout and wildtype cells were initially present in
equal amounts and cultured without lenalidomide. The
wildtype cells easily outcompeted the CUL4B knockout
clone under these conditions, but once the drug was
added (2,5 uM, at day 21 in co-culture) the resistant
clone took over (Figure 3B, bottom right). Of note, the
re-introduction of wildtype CUL4B into the CUL4B
knockout cells re-sensitized the cells to lenalidomide,
confirming our hypothesis. Likewise, reintroduction of
two other CUL4B mutants from IMID pretreated
patients (D311H, and R820S, a hotspot mutation detect-
ed in two MM patients) also reverted the resistance, sug-
gesting that these two mutations do not alter the
response to IMiD (Online Supplementary Figure S3).

We confirmed an increase of mutations in CRBN® and
detected similar results for CUL4B and IKZF1 after ther-

apy. For eight cases of our cohort with acquired muta-
tions in the CRL4 complex, a prior tumor sample was
available (diagnosis-progression/relapse). In these
sequential samples CRBN and CUL4B mutations were
acquired after exposure to IMiD; in contrast, alterations
in IKZF3 were already detectable at diagnosis. This sug-
gests that IKZF3 mutations might play a role in the
pathogenesis of MM rather than in the development of
therapy-induced resistance. Recently, CRBN protein loss
and point mutations in the CRBN-lenalidomide binding
area were associated with IMiD resistance.’ Mutations in
the CRBN-DDB1 binding motif' may also induce resist-
ance to lenalidomide (Figure 2B). However, the underly-
ing mechanisms of the mutations investigated were not
related to binding, but may involve destabilization of the
protein folding that induces CRBN degradation (Figure
2C). The knockout of CUL4B by CRISPR/Cas9 induced
resistance to lenalidomide, highlighting the importance
of this protein for the anti-tumor action of IMiD. The
fact that this resistance was overcome by the reintroduc-
tion of CUL4B WT using Sleeping Beauty proved the
specificity of our in vitro approach (Figure 3B).

This is the first comprehensive analysis of the impact
of CRL4 point mutations on responses to IMiD in MM.
Mutations are predominantly selected for by therapy
and affect the function of the ubiquitin ligase complex
through loss of a subunit by a nonsense mutation, point
mutations affecting protein stability, or by impairment of
substrate binding. Some alterations, including IKZF3
hotspot mutations, are detectable prior to treatment, at
initial diagnosis. The possible implications of such alter-
ations in the pathophysiology of MM deserve further
investigation.
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Abstract

Despite an increasing number of approved therapies, multiple myeloma (MM) remains an incurable disease and only a small
number of patients achieve prolonged disease control. Some genes have been linked with response to commonly used anti-
MM compounds, including immunomodulators (IMiDs) and proteasome inhibitors (PIs). In this manuscript, we demonstrate
an increased incidence of acquired proteasomal subunit mutations in relapsed MM compared to newly diagnosed disease,
underpinning a potential role of point mutations in the clonal evolution of MM. Furthermore, we are first to present and
functionally characterize four somatic PSMB5 mutations from primary MM cells identified in a patient under prolonged
proteasome inhibition, with three of them affecting the PI-binding pocket S1. We confirm resistance induction through
missense mutations not only to Bortezomib, but also, in variable extent, to the next-generation PIs Carfilzomib and
Ixazomib. In addition, a negative impact on the proteasome activity is assessed, providing a potential explanation for later

therapy-induced eradication of the affected tumor subclones in this patient.

Introduction

Multiple myeloma (MM) is a malignant plasma cell dis-
ease that is characterized by profound genetic hetero-
geneity [1-4]. An increasing number of anti-MM
compounds have substantially improved patient survival
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over the past decade [5]. Nevertheless, even the most
intense treatment strategies are unable to prevent disease
relapse, acquisition of drug resistance is commonly
observed, and long-term disease control is only achieved
in a minority of patients. Underlying resistance mechan-
isms are poorly understood. We recently were first to
report cereblon (CRBN) mutations in highly pretreated
MM patients as a cause of resistance against immuno-
modulating drugs (IMiDs) [6]. According to the “Big
Bang” model of cancer evolution, resistance-mediating
alterations are already present in early disease, and it is
the selective pressure of antitumor therapy that promotes
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their clonal expansion from baseline tumor heterogeneity
[3, 4]. Proteasome inhibitors (PIs) are widely used as a
backbone for numerous treatment regimens; however,
virtually all patients develop resistance under prolonged
treatment. Accordingly, in vitro, continuous exposure to
PIs generates resistant cell lines, and single point muta-
tions in PSMB5 have been described as the underlying
cause of Bortezomib (BOR) resistance. These mutations
effect conformational or steric changes to the proteasome
drug-binding site, not only impairing PI binding but also
decreasing its chymotryptic catalytic function [7-13].
Other mechanisms for PI resistance have been discussed,
including downregulation of 19S proteasome subunits
[14-16], overexpression of PSMB5 [12, 17, 18], of drug
transporters such as ABCBI [10, 11], or of micro-
environmental proteins (interleukin-6, insulin growth
factor-1) and chaperones [19, 20]. However, somatic
mutations that actually affect PI sensitivity were not yet
described in primary myeloma samples [21]. In this
manuscript, we are the first to present and functionally
characterize four resistance-inducing PSMB5 mutations
from a MM patient under prolonged BOR treatment.
Depending on the affected amino acid (aa), these four
different single point mutations result in either pan- or
drug-selective PI resistance. However, this selective
advantage could still be overcome during the course of the
disease by changes in treatment, since all mutations
became undetectable in a later biopsy after Carfilzomib
(CARF)-based combination therapy.

Methods

PSMB5 and other proteasome subunit mutations in
myeloma cohorts

We combined data from our different Multiple Myeloma
Mutation panel (M3P) cohorts [6, 22] and from other pub-
lished and unpublished datasets [1, 2, 23] for a total of 1596
MM cases. We clustered these cases according to treatment
status (Base line/Diagnosis: 758 whole-exome sequencing
(WES) baseline cases from the CoMMpass dataset (IA10),
331 M’P newly diagnosed cases, 152 untreated cases from
previously published datasets [1, 2]. First relapse: 194 WES
pretreated cases from the CoMMpass dataset (Con-
firm Progression/Other); Refractory: 123 M°P multidrug
refractory (rMM) cases, 38 WES rMM cases from a Hei-
delberg cohort (unpublished data)). In order to minimize the
bias between M’P and WES approaches, we restricted the
WES analysis to genes included in the MPP selection panel
(PSMA1, PSMB5, PSMBS, PSMB9, PSMD1, and PSMG2)
and the M’P targeted analysis to alterations with a variant
read (VR)>5%.

SPRINGER NATURE

Targeted deep sequencing

Targeted deep sequencing was performed on paired tumor-
germline DNA samples using the Ion Torrent platform
(PGM, Thermo Fisher) and Ion AmpliSeq Library Kit. The
M3P panel includes in its last version 1327 amplicons
covering the coding regions of 88 myeloma-relevant genes
[6, 22]. An average of >800x depth sequencing coverage
was generated per nucleotide. The findings were validated
using custom primers targeted against the regions of interest
and the Ton Plus Fragment Library Kit (Thermo Fisher).
Mutation analysis annotation and filtering was performed
using the Ion Reporter Software v4.4 and screened with the
Integrative Genomics Viewer (IGV) [16].

Whole-exome sequencing

Sample preparation of MM CD138+ cells and of corre-
sponding peripheral blood mononuclear cells was per-
formed using the Paired-End DNA Sample Prep Kit from
Illumina (Illumina, San Diego, CA, USA) according to the
standard protocol. Exome enrichment was performed
using the SureSelect Human All Exon V6 Kit from Agi-
lent (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Clonal cluster
generation and 100 bp paired-end sequencing were per-
formed on the HiSeq System (Illumina). Base calling,
alignment, variant calling, and annotation were performed
using CASAVA (configureBclToFastq.pl script, Illu-
mina), BWA (Burrows-Wheeler Alignment Tool), the
HaplotypeCaller of the Genome Analysis Toolkit (Broad
institute, Cambridge, MA, USA), and SeattleSeq Anno-
tation, respectively [24].

Cell culture, antibodies, drugs, and reagents

Human MM cell lines AMO1 and L363 (DSMZ,
Braunschweig, Germany) were cultured in RPMI-1640
medium containing 2 mM glutamine (Gibco) and 100 pg/
mL penicillin/streptomycin (Invitrogen) and supplemented
with 10% fetal bovine serum. Cells were seeded at a density
of 300,000cells/mL and kept at 5% CO, and 37 °C. Anti-
bodies against PSMB5 (cat. num: 12919) and B-actin (cat.
num: 4967) were purchased from Cell Signaling Technol-
ogies. BOR, CARF, Ixazomib (IXA), and CB-5083 were
obtained from Selleck Chemicals.

Functional analysis

For functional validation, cDNA cloning of wild-type
PSMB5 was performed and the specific mutations detec-
ted in the patient introduced by site-directed mutagenesis.
The genes were subcloned into a derivative of the “Sleeping
Beauty” vector, introduced, together with an expression
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plasmid for transposase, via electroporation into AMOI1
and L363 cells, and polyclonal cultures of stable transfor-
mants were established by puromycin selection for about
2 weeks.

Viability assays were conducted using the alamarBlue
reagent (Bio-Rad), and apoptosis was determined by flow
cytometry using annexin V-fluorescein isothiocyanate [25]
and propidium iodide staining. Western analysis was per-
formed as described before [26].

The activity of specific proteasome subunits p1, pli, 2,
B2i, and PS5 after PI treatment was assessed using a set
of activity-based probes (ABP) to visualize human
(immuno)proteasome activities, as recently described [11].
Briefly, transposed AMOI cells were treated for 1h with
different concentrations of PI, washed with phosphate-
buffered saline, then lysed and labeled with the ABPs.
Subsequently, 30 pg of protein was loaded and separated on
Bis-Tris Gels.

The basal chymotrypsin-like (B5) proteasome activity
was measured using the Proteasome-Glo protease activity
assay (Promega).

Structural analysis was performed with the Chimera
1.11 software [27] and data from public databases (PDB IDs
S5LF3 and 4R67) [27-30].

Patient characteristics and follow-up

We functionally validated PSMBS5 mutations obtained from
a male Caucasian patient who was diagnosed in 2011 at the
age of 64 years with lambda light chain myeloma (time
point 1 (TP1); paraffin biopsy, 30% CD138+ cell infiltra-
tion). Cytogenetics revealed standard risk with dell13q. He
achieved serologic complete remission (CR) after total
therapy “VTD-PACE” induction (BOR, Thalidomide,
Dexamethasone (DEX), Cisplatinum, Doxorubicin (A),
Cyclophosphamide (CYCLO), and Etoposide) followed by
high-dose Melphalan treatment. First relapse occurred after
2 years (TP2, paraffin biopsy, 30% infiltration), and the
patient received BOR, CYCLO, and DEX (VCD) salvage
therapy, which was followed by a second autologous
transplant. This resulted in a very good partial remission
and the patient remained treatment free for 15 months. Then
second relapse occurred and four cycles of a BOR, A, and
DEX (PAD)-Lenalidomide (LEN) combination was admi-
nistered, inducing serologic CR. This remission was main-
tained without further treatment until third relapse
12 months later (TP3, CD138+ purified MM cells), which
was then treated with PAD-Pomalidomide (POM). At this
TP, PSMB5 mutations were detected by M’P profiling.
PAD-POM was applied for 3 cycles before serologic dis-
ease progression occurred (TP4, CD138+ purified MM
cells) and further progression was noted under two addi-
tional cycles of a POM-Elotuzumab-DEX combination

(TP5, CD138+ purified MM cells). The regimen was then
switched to CARF, LEN, and DEX (KRD) salvage therapy,
with the patient being responsive and under treatment until
September 2017 (TP6, CD138+4 purified MM cells).
Regrettably, the patient died shortly thereafter due to the
consequences of a car accident.

These bone marrow aspirates were obtained at the
Department of Internal Medicine II of the University Hos-
pital Wiirzburg after informed consent and in accordance
with the Declaration of Helsinki, within the frame of sample
acquisition for the Clinical Research Unit 216 (KFO216)
“Multiple Myeloma”. Permission was granted by the local
ethics committee (Ethik-Kommission der Medizinischen
Fakultit der Universitit Wiirzburg; reference number 76/
13).

Results

The mutation frequency for PSMB5 and other
proteasome genes in primary MM increases with
drug treatment

Somatic mutations that affect the primary structure of
PSMBS5 have not previously been described from MM
patients, even though >3000 primary samples have now
been sequenced by targeted or high-throughput approaches
[1, 2, 6, 22, 23, 31]. However, the large majority of these
tumor samples were acquired at diagnosis. In an analysis of
1241 newly diagnosed MM patients, in fact, only one

2.5
Baseline/diagnosis (n=1241)

M First Relapse(n=194)

M P| Refractory MM {n=132)
2
15
) i I I i
0

PSMA1 PSMBS PSMB8 PSMB9 PSMD1 PSMG2

-

Mutation frequency (%)

Proteasome related genes (M3P)

Fig. 1 Summary of proteasome subunit mutations in genes included in
the M>P selection panel (PSMAI, PSMBS, PSMBS, PSMB9, PSMDI,
and PSMG?2) from different myeloma cohorts. Base line/Diagnosis:
758 WES baseline cases from the CoMMpass dataset, 331 M°P newly
diagnosed cases and 152 untreated cases from previously published
datasets. First relapse: 194 WES pretreated cases from the CoMMpass
dataset. Refractory: 123 M>P multidrug refractory (tMM) cases and 38
WES rMM cases from a Heidelberg cohort (unpublished data)
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Fig. 2 a Clinical and molecular follow-up of the patient. The PSMBS5
mutations were found in third relapse (TP3), after treatment with
various proteasome inhibitor-containing therapies (VTD-PACE, VCD,
PAD-Len). Three months later, after subsequent treatment with PAD-
Pom, two of the subclonal PSMBS5 mutations were undetectable (TP4).
Gray line: Free-Lambda-chain quantification (mg/L). Dashed lines:
percentage of variant reads for the four PSMB5 mutations. Time points

PSMB5-mutated patient (0.08%, affecting aa position
Y42C) was identified (Fig. 1). Analysis of the CoMMpass
dataset provided 194 first relapse myeloma samples, and
two of these harbored PSMB5 mutations (1.0%). Their
importance for PI resistance remains unclear, as they are
located in the amino-terminal region (aa 1-59 of the pre-
cursor protein) that gets trimmed during assembly of the
proteasome. From a multi-refractory cohort from our insti-
tution (n =161 cases), two additional cases with selected
PSMB5 mutations were found (1.2%). One is described in
this paper, while the other (R180Q) was detected in a
patient resistant to BOR and CARF. Our sequencing panel
also covers genes for other 20S proteasome subunits like
PSMA1 and PSMB9Y, as well as the PSMB5 immunopro-
teasome equivalent PSMBS8. Relapsed/refractory primary
myeloma samples showed increased mutational rates for all
B subunits, as well as for the 19S proteasome subunit
PSMD1 (0.24 vs. 2.4%, Fig. 1).
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sequenced: Paraffin biopsies for diagnosis (TP1) and first relapse
(TP2) and three serial CD138+ purified aspirates following third
relapse. b Four PSMB5 mutations were detected in independent
sequencing reads, covered by the same amplicon, suggesting that they
most likely belong to different subclones (variant reads/total reads;
variant read frequency). BAM file visualization in IGV sequencing
reads aligned to hgl9

Multiple PSMB5 mutations in a MM patient
intensively treated with BOR

We performed targeted sequencing (average sequencing
depth 870x) from a MM patient in third relapse (TP3) and
detected missense mutations in NRAS (p.G61R, VR = 38%)
and MAX (p.R35H, VR = 62.8%), both confirmed by WES
(Supplemental 1). In addition, four subclonal mutations
were found in the gene encoding proteasome subunit beta 5
(PSMB5):  ¢.235G>A  (p.A20T), c.256G>C (p.A27P),
c.312G>C (p.M451), and c.365G>A (p.C63Y) (protein
positions refer to the cleaved mature protein) with VRs
ranging from 1.9 to 5.3% (Fig. 2a and Supplemental 2). The
four PSMB5 mutations were validated by an independent
sequencing reaction (Supplemental 3 and 4). After 4 months
(TP4), the M451 and A20T mutations remained detectable,
but the C63Y and A27P were absent in the targeted M°P
sequencing. Three months later, sustained clearance of both
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C63Y and A27P PSMB5 mutations was confirmed (TP5)
obtained under continuous Pomalidomide-Elotuzumab
treatment. A last biopsy was received 9 months apart
under KRD treatment (TP6), to which the patient was
responsive. Importantly, in this biopsy none of the PSMB5
mutations remained detectable, but the NRAS and MAX
mutations were still confirmed as clonal hallmarks of the
tumor cells. To complete the picture of clonal evolution in
this patient, we performed a retrospective analysis of tumor
DNA obtained from diagnosis (TP1) and first relapse (TP2).
The paraffin-embedded bone marrow biopsies available
from these TPs contained an estimated 30% MM cell
infiltration as defined by immunohistochemistry. For
increased sensitivity, we used a custom primer approach
and applied a depth coverage of >100,000x and the pre-
sence of two of the variants, ¢.235G>A and c.365G>A,
could be confirmed to be pre-existent at both of these early
TPs (Supplemental 4).

PSMB5 mutations are present in independent
subclones and located within the BOR-binding site

All four PSMB5 mutations occurred in independent reads
and within a highly conserved region of exon 2 (Fig. 2b).
This implies that the mutations evolved in parallel within
minimally two but most likely four competing subclones of

Fig. 3 Three of the four PSMB5 mutations were found near/at the
binding site for BOR. The crystal structure of human Proteasome
subunit B type 5 (SLF3) is shown in gray in complex with BOR, here
depicted in green. An enlarged view of the BOR-binding site (left)
highlights its relation to the mutations found

the tumor. VR frequencies of the single mutations were
rather low (A20T =3.2%, A27P =2.3%, M451=5.3%,
and C63Y = 1.9%). However, summing up the VR of all
mutated subclones, cells carrying a PSMB5 mutation may
have represented up to 25% of MM cells at this time of first
sampling (TP3).

Structural analysis of the mutant PBMBS5 proteins was
performed. Three mutations (A20T, A27P, M45I) are
located within the S1 pocket, essential for the proteasomal
chymotrypsin-like activity [29] (Fig. 3), while C63Y is
located in proximity to the substrate-binding channel [7].
All four mutations are as yet undescribed from human MM,;
however, the M45I variant has previously been investigated
in cell culture models and was found to induce resistance to
BOR, CARF, and ONX0914 (another PI in development)
[14, 29]. Furthermore, a different mutation affecting aa
position 63 (C63F) has previously been reported to induce
PI resistance in vitro [7, 29].

Functional analysis of the PSMB5 mutants

In order to functionally analyze the effects of these patient-
derived PSMB5 mutations, we introduced them into wild-
type PSMBS5 by site-directed mutagenesis and subcloned the
mutated genes into a cytomegalovirus promoter-driven
derivative of the “Sleeping Beauty” transposon vector.
After plasmid transfection into AMO-1 and L363 MM cells,
the transposed population was selected through puromycin
treatment for about 10 days. Western blotting showed rather
moderate and largely identical levels of PSMBS5 over-
expression for all PSMBS5 transposed sublines, resulting in
visibly higher levels of the uncleaved PSMBS5 precursor
protein (Fig. 4a). We next tested the effects of BOR treat-
ment on these sublines via alamarBlue (metabolic activity/
viability) and annexin V/propidium iodide (apoptosis)
assays (Supplemental 5). As expected, overexpression of
wild-type PSMBS led to a small (about 1.5-fold) rightward
shift of the respective dose—effect curves [12] (Fig. 4b,
green curves). In contrast, overexpression of mutant
PSMBS5 led to pronounced resistance against BOR, as
manifested by strong rightward shifts of the viability
(Fig. 4b) with the mutations M45I and A20T providing the
highest protection. We then tested whether the PSMBS5
mutants also provided resistance against other PlIs. Treat-
ment of the AMO-1 and L-363 sublines with IXA, an orally
applicable structural analog of BOR, produced a similar
resistance pattern to BOR, although at higher effective
concentrations. Treatment with CARF, which represents a
different molecular scaffold than BOR and, additionally,
acts as an irreversible inhibitor of the 20S proteasome, also
revealed increased resistance, especially for the A20T, and,
to a lesser extent, the M451 mutations, but the effect was
small or even absent in the C63Y and A27P mutants

SPRINGER NATURE
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Fig. 4 The newly described PSMB5 mutations induce resistance to BOR, IXA, and CARF. a PSMBS5 overexpression in PSMBS5-transposed
AMOI sublines compared with empty vector transfected and parental cells. The weaker bands present in PSMB5-overexpressing cells represent
uncleaved PSMBS5, which has not yet been incorporated into proteasome complexes. b Viability assay (alamarBlue) after 48 h of BOR treatment of
the PSMB5 mutant AMOI1 (left) and L363 (right) sublines A20T, A27P, M45I, and C63Y compared to cells transposed with the empty vector or
with PSMB5 WT
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Fig. 5 The main hydrogen bonds ‘ = ‘
between the proteasome

inhibitors BOR (left) and CARF

(right) and the chymotrypsin- > A
like active site of the proteasome

are shown as blue dashed lines.

Both drugs show similar

interactions within the S1

pocket. However, the

morpholine and phenyl groups

in CARF further stabilize its

binding to the proteasome, likely .
compensating for the

destabilizing effects of mutation

A27P

(Fig. 4b). CARF treatment tended to show better pre-
servation of the steepness of the kill curves, so resistance
was easily overcome with increasing concentrations. It is
conceivable that the irreversible mechanism of action of
CAREF translates into a functionally more damaging effect
against which PSMB5 mutations offer less protection.

Inhibitory activity of CARF is less affected by the
PSMB5 mutations

It has been described that in addition to its irreversible mode
of action CARF, the morpholine cap present on CARF but
not in BOR significantly enhances anchoring to 5 and
6 subunits (Fig. 5) and improves CARF potency [29]. We
therefore used ABPs to quantify the effects on the
chymotrypsin-like (PSMBS, f5), the caspase-like (PSMBS6,
B1), and the trypsin-like (PSMB7, 2) active regions of the
proteasome and the immunoproteasome (fli, 2i), which
are targeted to variable extent by common PI compounds.
The effects of BOR and IXA were comparable, both of
which affected 5 and f1/p1i subunits in the empty vector-
and PSMBS5 wt-transposed AMO-1 sublines but lost their
capacity for inhibition of f5 when PSMBS5 mutations were
present. CARF was the most specific 5 inhibitor in this
assay, with virtually no activity against f1/pli. In keeping
with the viability assays, the A27P mutation in PSMBS5
offered very little protection against inhibition by CAREF,
and the protective effects of A20T could soon be overcome
with higher concentrations of the drug (Fig. 6a).

PSMB5-mutated cells display reduced catalytic
proteasome activity, but proteasome-independent
proteolysis remains unaffected

We next tested whether PSMB5 mutations have an effect on
chymotrypsin-like proteasome activity. Equal amounts of
cell lysate from PSMBS5 wild-type (i.e., empty vector- and
PSMBS5-wt-transposed AMO-1 cells) and from the A20T

and A27P sublines were tested in the Proteasome-Glo
chymotrypsin-like protease activity assay. Whereas the
activity in the PSMB5 wild-type-transposed subline slightly
exceeded that of empty vector-transposed control cells, both
the A20T and the A27P sublines showed marked reductions
in activity levels to about 50 and 70% of the control,
respectively (Fig. 6b).

Finally, we investigated whether 20S proteasome-
independent blockade of the proteolysis machinery
remains effective in the PSMB5-mutated AMO-1 sublines,
using CB5083, an inhibitor of the p97 AAA ATPase, which
is currently in Phase I clinical evaluation in MM. Cells were
exposed to the drug for 48 h prior to viability analysis. No
differences were observed between PSMBS5 wild-type and
mutant cells, showing that the mutations had no effect on
the p97 mode of action (Supplemental 6).

Discussion

PSMB5 mutations were first identified as the underlying
cause for PI resistance in MM cell lines chronically exposed
to BOR. In these models, single point mutations (A49T [11,
12], M45V, C52P [15], T21A, M45I [14], C63F, R24C [7])
were described that cause conformational changes or steric
impediments to the drug-binding site. In addition to low-
ering the affinity for PIs, these mutations have also been
found to impair 20S proteasome chymotryptic catalytic
function [8—10]. BOR is one of the most commonly used
compounds in MM therapy and resistance development is
frequently observed. However, unexpectedly, even in large
sequencing trials of MM tumor samples, PI-resistance-
mediating PSMB5 mutations were not discovered, and
alternative, multi-factorial causes for clinical Pl-resistance,
such as upregulation of MDRI1, changes in energy meta-
bolism, or low activity status of the unfolded protein
response, have instead been identified [12]. Here we pro-
vide the first direct evidence that PSMB5 mutations may
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Fig. 6 Characterization of
proteasome activity. a The
activity of specific proteasome
subunits 1, pli, B2, f2i, and B5
after PI treatment was assessed
using a set of activity-based
probes (ABP). b The basal
chymotrypsin-like (B5)
proteasome activity was
measured using the Proteasome-
Glo protease activity assay
(Promega). The chymotrypsin-
like activity of the proteasome in
the mutated PSMBS sublines
was reduced by up to 50%,
compared to empty vector-
transposed control cells. Data
are based on at least three
independent experiments
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also play a role in the development of clinical PI resistance
in human (Fig. 1). The detection of four different subclonal
PSMB5 mutations at the same TP, found in a heavily BOR-
treated MM patient in our institution, all of which func-
tionally proven to provide protection against BOR, implies
a role of PSMB5 point mutations as a therapy-selected
resistance mechanism to PI treatment in MM. Importantly,
we observed that, at later TPs and under different (although
still PI-containing) combination therapies, these PSMBS
mutant subclones were partially and, eventually, completely
(i.e., to below detection levels) eradicated. It is to note that
the large majority of available MM genome data is derived
from untreated, largely PI-sensitive disease. Thus one might
speculate that currently available genomic data just do not
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represent relevant TPs at which PSMBS5 and other protea-
some subunit mutations could most likely be expected. In
addition, higher sequencing resolution enabled us to detect
the presence of PSMB5 mutant subclones and most avail-
able genomic data in MM were generated with <100x
sequencing coverage. When we tried to corroborate the
mutations using a standard WES protocol, they remained
undetectable with 100x coverage. (Supplemental 1).
Finally, it is to further investigate in how far our and other’s
[32] observation that the PI-resistance-mediating mutations
in PSMBS5 compromise the basal chymotryptic (i.e.,
PSMB5-dependent) proteasome activity is relevant on the
persistence of Pl-resistant subclones. One might conceive
that the same PSMB5 mutation that provides a selection
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benefit under PI stress might confer to a growth dis-
advantage as soon as the Pl-induced stress has been lifted.
To what extent this might contribute to the absence of
clonal PSMB5 mutations in MM sequencing studies
remains speculative and needs further investigation in
samples collected at appropriate TPs.

According to current theories of clonal evolution [31-34]
and the “Big Bang” model of cancer [4], the selection
pressure applied through therapy led to the outgrowth of the
different PSMB5 mutant subclones. This mimics well the
situation as described for in vitro selected BOR-resistant
cells. One of the four PSMBS5 variants discovered in this
patient (M45I) and one of the mutation loci (C63Y—but
affecting a different aa change—C63F) were actually pre-
viously reported and related to PI resistance in such in vitro
models [7, 29]. All four PSMB5 mutations found in this
patient are located in a highly conserved region in exon 2 and
all of them cause significant resistance to BOR as shown by
the pronounced rightward shifts of the viability/kill curves
with respect to empty vector-transfected or wild-type
PSMB5-transfected cells. We admit that there is an ongoing
discussion on how to quantify best in vitro these effects, in
particular since the exact levels of expression of the intro-
duced genes with respect to the remaining endogenous wild-
type copies remains unknown [29].

A major finding of this study is the selective resistance
induction toward different PIs. The VR reduction for the
M451 and A20T subclones and the clearance for the A27P
and C63Y subclones by three cycles of POM-PAD therapy
(TP4 and TP5) is remarkable, since it was achieved with a
treatment that—from a clinician’s perspective—was con-
sidered to be unsuccessful: an increase in free light chain
levels was observed after three cycles of POM-PAD therapy
(Fig. 2). In vitro, the four mutations mediate different degrees
of resistance against BOR, IXA, and CARF. The mutations
A27P and C63Y had the lowest effect in both MM cell line
models and against the three PIs. Indeed, A27P even provided
no (AMOL1) or just weak (L.363) protection against exposure
to CARF (Fig. 4). In silico analysis of the main hydrogen
bonds between the different Pls and the proteasome showed
that, although the chemical structures of BOR and CARF are
different, the hydrogen bond interactions within the
S1 substrate pocket (formed by the 5 and 36 subunits) are
largely similar, with PSMBS5 residues A20 and M45 located
in the immediate vicinity of some of these bonds (blue dashed
lines, Fig. 5). However, Huber et al. [29] identified exclusive
van der Waals interactions between the N-morpholine cap of
CAREF and the 5 and f6 subunits. This unique feature of
CARF may permit stronger binding of the inhibitor and retain
CAREF sensitivity even in the presence of the A27P mutation.

ABP analysis for the different proteasome subunits
independently confirmed our observation: whereas both
mutants effectively block the anti-p5-activity of BOR and

IXA, the A27P mutation barely affects CARF inhibition,
and the A20T protection can be overcome by increased
CARF dosage.

PSMB5 impaired proteosome activity can be counter-
balanced through the activation of alternative molecular
pathways leading to increased gene expression of other
proteasomal subunits or proteins involved in intracellular
proteostasis control. One example is the ATPase valosin-
containing protein (VCP/p97). p97 inhibition leads to
intracellular proteotoxic stress and cell death and inhibitory
compounds are being tested in Phase I clinical trials in MM
[35-37]. Interestingly, the survival advantage caused by
mutant PSMB5-mediated PI resistance could be overcome
through inhibition of the p97 rescue pathway, thus high-
lighting a potential treatment approach for BOR-, CARF-,
and IXA-resistant MM patients.

In summary, this work not only reports the description
and functional validation of the first PSMB5 mutants in
human MM disease; we further demonstrate variable
resistance induction through different mutations to common
PIs used in the clinic and provide strategies to overcome
drug resistance. Finally, we are first to describe an increased
mutation incidence of PSMB5 and other proteasome subunit
encoding genes in relapsed disease, indicating a role for
point mutations as a mechanism of PI resistance and tumor
evolution in MM.
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Mutational screening of newly diagnosed multiple
myeloma patients by deep targeted sequencing

Multiple myeloma (MM) is a hematologic neoplasm
that develops after transformation and excessive growth
of plasma cells in the bone marrow. MM is characterized
by heterogeneous genetic abnormalities and an extensive
range of clinical outcomes."”” The marked variability of
responses and the limited clinical prognostic value of the
current genetic information justify the need to identify
new biomarkers of response and develop personalized
medicine strategies.’ The recent introduction of next-gen-
eration sequencing technologies has considerably
advanced our understanding of the biological features of
MM.** Accordingly, we used a targeted deep sequencing
panel, applying the highest read depth to date, to detect

minor subclones and evaluated their impact on response
to treatment. We also integrated these data with the clin-
ical features of a very homogeneous cohort of patients to
unearth new patterns of genetic alterations and gain new
insights into the complexity of the clonal and subclonal
architecture of MM.

We analyzed 79 tumor samples from newly diagnosed
MM patients enrolled in the GEM10MASG65 clinical trial
(registered at www.clinicaltrials.gov as #NCT01237249).
This phase II study enrolled patients older than 65 years,
and randomly assigned them to one of two treatment
arms: sequential melphalan/prednisone/bortezomib
(MPV) followed by lenalidomide/low-dose dexametha-
sone (Rd), or alternating MPV with Rd. This clinical trial
was carried out in compliance with the Helsinki
Declaration: it was approved by the appropriate research

Figure 1. Mutated genes and parallel
clonal evolution. (A) Fifty-four genes
were mutated in 79 newly diagnosed
MM patients. KRAS, DIS3, NRAS,

BRAF and TP53 mutations accounted
for 42% of all the mutations. (B) MAX
(right and up) and DIS3 (left and down)
showed concomitant mutations within
the same patient. The proximity
between subclonal mutations enabled
us to detect that variants were in differ-
ent sequencing reads, indicating a
possible parallel subclonal evolution.
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Ethics Committees and all participants provided written
informed consent before inclusion. The median time to
progression of this cohort of patients was 26.4 months
and the median follow up was 31.5 months. Plasma cells
were enriched from bone marrow aspirates using anti-
CD138* immunomagnetic beads obtaining a purity high-
er than 85% in all cases and only 20 ng of DNA were
used for library construction. The panel screens 77 genes
that are frequently mutated in MM, including those relat-
ed to critical pathophysiological pathways, genes associ-
ated with drug resistance, or those targetable by molecu-
lar drugs (Online Supplementary Table S1)." The average
coverage depth for CD138* and CD138" samples was
1600 x and 900 x, respectively. The minimum coverage
of the detected variants was 20 x, and the average cover-

age was 370 x. We applied two different bioinformatics
pipelines developed by Thermofisher (Ion reporter 5.0)
and by the Spanish National Cancer Research Center
(Rubioseq,  http://rubioseq.bioinfo.cnio.es/)."" We  also
sequenced 11 germline fractions available to confirm that
most of the germinal variants had been correctly exclud-
ed by our conservative filter criteria.

We identified 168 non-synonymous missense/non-
sense/stop-loss single variants, of which 81 (48%) were
predicted to be pathogenic by SIFT and PolyPhen-2, and
61 (36%) have been described in the COSMIC database.
Eighty-five percent of patients harbored at least one
mutation, with there being a median of 2.1 mutations per
patient. Mutations were detected in 53 genes, although
the following five genes accounted for 42% of the total
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number of mutations: KRAS (21.5% of patients), DIS3
(19%), NRAS (16.5%), BRAF (10.1%) and TP53 (8.8%)
(Figure 1A). The RAS pathway was the most recurrently
mutated, present in 48% (39/79) of patients. Seventy-
two and 100% of KRAS and NRAS mutations, respective-
ly, were detected at the hotspot codons 12, 13 and 61,
and the targetable BRAF V60OE activating mutation was
detected in one patient. KRAS and BRAF mutations were
co-existent in three patients, while RAS was always
mutated exclusively. NF-kB was the second most fre-
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quently mutated pathway in our cohort, accounting for
15% of all mutations; mutations were found in the genes
of 25% of the patients (19/79), including the adapter sig-
naling genes TRAF3 (1 nonsense and 4 missense) and
TRAF2 (3 missense). All were predicted to be pathogenic
by SIFT and PolyPhen-2. Other pathways that were
altered in our cohort were MYC, in 11% of patients
(9/79), and Cereblon and Cyclin, each found in 9% of
patients (7/79). Multiple mutations in the same gene
were observed in 12 patients, affecting DIS3 (n=4), KRAS
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Figure 3. Negative impact of genetic alterations on progression-free survival (left) and overall survival (right). (A) Mutations in TP53. (B) Mutations in the

Cereblon pathway. (C) More than three mutations (1 mutation/61 kb of DNA).
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(n=3), NRAS (n=2), MAX (n=1), TRAF3 (n=1) and TP53
(n=1) genes. The MAX mutations were missense and
were located at the known AMAX hotspots E32V, R35L
and R36K. All three MAX mutations were found to be
subclonal, with variant read frequencies (VRF) of 26%,
21% and 10%, respectively. Interestingly, due to the
proximity between mutations it was possible to confirm
that each variant was located on a different sequencing
read, with no read containing more than one mutation
(Figure 1B). Since this patient had a diploid karyotype,
the entire tumor was affected by the mutations in the
MAX gene, but with a parallel evolution of the three dif-
ferent subclones. The same finding was made in one of
the patients who harbored multiple mutations in DIS3
(Figure 1B); in this case, the two D487H and D479E
hotspot mutations were subclonal, with a VRF of 4% and
21%, respectively, and presented exclusively in different
reads. Our cohort of patients revealed a broad VRF land-
scape, with 50% of variants (85/170) having a VRF below
25% and 27 % (46/170) having a VRF below 10% (Figure
2A). The VRF of most of the mutations in KRAS, BRAE
NRAS and TP53 was lower than 40%, while that of DIS3
mutations showed a broader range (2% to 85%) (Figure
2B). The DIS3 gene had the largest number of low VRF
mutations (5/20), all of which were considered to be
pathogenic by SIFT and PolyPhen-2, and four of which
were located in hotspots of the catalytic RNB domain
(Online Supplementary Figure S1D).

We also evaluated the impact on survival of each indi-
vidual mutated gene, and of genes grouped according to
their pathways. No significant impact on survival was
observed for KRAS, NRAS, BRAF or DIS3 genes or for the
RAS and NF-kB pathways. The existence of multiple
mutations in the same gene or the number of subclonal
mutations (<40% VRF) did not affect patients’ survival.
However, TP53 mutations were associated with a nega-
tive impact on progression-free survival and overall sur-
vival (P=0.019 and P=0.004, respectively) (Figure 3A).
Patients with mutations in the Cereblon pathway had
significantly shorter progression-free survival and overall
survival (P=0.040 and P<0.0001, respectively) (Figure 3B).
We also noted a negative impact on progression-free sur-
vival and overall survival as a function of the number of
mutations: patients with more than three mutations (>1
mutation per 61 kb of DNA analyzed) relapsed and died
prematurely (P=0.033 and P=0.002, respectively) (Figure
3C). We performed multivariate survival analysis using a
Cox regression model with the Akaike Information
Criterion technique for the selection of demographic and
cytogenetic variables. The variables selected to build the
model were International Staging System score, Eastern
Cooperative Oncology Group score and the patient’s age.
We found a significant negative impact on survival for
TP53 mutations (progression-free survival: hazard ratio,
3.68; 95% confidence interval: 1.45-9.29, P=0.005; over-
all survival: hazard ratio, 9.07; 95% confidence interval:
2.78-9.57, P=0.0002).

The genes and pathways found to be most frequently
mutated in this study are consistent with those in previ-
ous reports (KRAS 21% versus 21%, NRAS 18% versus
16%, BRAF 7% versus 8% and TP53 8% versus 8%).%" The
exception was DIS3, for which the mutational incidence
increased from 9% to 19% due to the deep coverage
which enabled the detection of a higher number of sub-
clonal mutations (5/20). In addition, the VRF of mutated
RAS genes (<50% in all cases) supports the hypothesis
that newly diagnosed MM patients who are not exposed
to selective pressure by a therapy are more likely to har-
bor subclonal than clonal RAS mutations.” The detection

of minor subclones has allowed the identification of a
subgroup of patients with poor outcome who would not
have been identified by their cytogenetic profile or clini-
cal manifestation, including those negative for del(17p)
but positive for TP53 mutations.” Considering the detec-
tion threshold in whole-genome and whole-exome
sequencing studies, very useful genetic information
might be being overlooked. Additionally, the recent dis-
covery that Cereblon is essential for the anti-MM activity
of immunomodulatory drugs®" is especially relevant
here because patients enrolled in the GEM10MASG65 trial
were all treated with lenalidomide, suggesting that
downstream genes such as IKZF1, IKZF2, IRF4 and MYC
should be additionally studied when biomarkers of
lenalidomide resistance need to be identified.

In conclusion, this is the first prospective study
addressing the role of targeted sequencing in a highly
homogeneous series of elderly, newly diagnosed MM
patients treated within a clinical trial. Despite the limited
number of samples included in the study, the next-gener-
ation sequencing strategy used here was capable of
detecting mutations in purified plasma cells in most
patients. The affordability of next-generation sequencing
together with the small sample requirement offers an
excellent opportunity to introduce personalized medicine
protocols into clinical practice and also to intensify the
search for new biomarkers and therapeutic targets to
improve treatment selection and survival of MM
patients.
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support for the investigation of the contribution of altered
ribosomal biogenesis to an oncogenic differentiation block.
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Analytical and clinical validation of a novel in-house
deep-sequencing method for minimal residual disease
monitoring in a phase II trial for multiple myeloma

Leukemia (2017) 31, 1446-1449; doi:10.1038/leu.2017.58

The first step for the cure of multiple myeloma (MM) is to achieve
a complete response (CR);'?> however, regardless of CR
improvement, most patients experience disease progression or
relapse in part due to the persistence of low levels of clonal
plasma cells after treatment (minimal residual disease (MRD)).2 In
addition, many patients who achieve MRD-negative status also
relapse, indicating that the sensitivity and specificity of traditional
techniques for MRD assessment can be improved.® At

present, multiparameter flow cytometry (MFC), allele-specific
oligonucleotide PCR and high-throughput sequencing (NGS) are
the three high-sensitivity techniques available for MRD quantifica-
tion in MM.>>® A growing body of evidence strongly suggests that
detection of subclinical levels of MRD with this high-sensitivity
methods  provides  powerful  independent  prognostic
information.”® MFC is the most widely available technique with
excellent sensitivity and applicability; however, there is variability
in sensitivity, panels and performance between laboratories, and
requires high level of expertise.” On the other hand, in previous
work, we have shown that NGS of immunoglobulin (IG)
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rearranged genes is an effective technology to identify and
quantify pathological clonal cells in MM with a sensitivity of at
least 0.001%.”"° However, this NGS technology is a proprietary
multiplex PCR that is performed at centralized laboratories
increasing the turn-around time for the results. Furthermore, the
NGS

method for MRD quantification in MM needs additional
clinical validation to prove its utility for patient risk stratification,
as well as to evaluate the efficacy of different treatment
schemes.

In the present study, we describe and analytically validate a
simplified in-house deep-sequencing method to identify and
quantify MRD in MM patients from 1 pug of DNA. The method uses
the standardized primers developed by the Biomed-2 concerted
action to amplify all IGH or IGK sequences in a patient sample."’
Libraries were prepared by ligation of specific adaptor oligos and
sequenced either on an lon S5 (ThermoFisher Scientifc, Palo Alto,
CA, USA) or on a MiSeq sequencer (lllumina, San Diego, CA, USA).
The sequencing data were analyzed with a set of specific
mathematical and bioinformatics tools to identify and quantitate
the clone-specific sequence (clonotype) present on each sample
(code patent pending). A clonotype was identified when at least
400 identical sequencing reads were obtained, or was present at a
frequency of >1%.

We analyzed MRD by deep sequencing in bone marrow (BM)
samples from 73 MM patients of which DNA was available for
testing (Bioproject PRJINA360043). Patients were enrolled in the
phase 2 trial for newly diagnosed elderly MM patients PETHEMA/
GEM20T10MAS65 study (www.clinicaltrials.gov as #NCT01237249);
patients were randomized to receive 9 cycles of bortezomib/

Letters to the Editor

melphalan/prednisone (VMP) followed by 9 cycles of lenalidomide/
dexamethasone (Rd; sequential arm, n=38) vs 18 alternating
cycles of VMP/Rd (alternating arm, n=35)."> Nighty-five percent
(n=69) of the patients experienced a CR according to the
International Myeloma Working Group (IMWG)."* Median follow-
up of the series was 3 years.

Statistical analyses were performed with the SPSS program
version 21.0 (IBM, Armonk, NY, USA). Linear regression was used to
compare different dilutions of the DNA samples. The Spearman
correlation coefficient was used to compare MFC data with NGS
data. Overall survival (OS) and progression-free survival (PFS) were
estimated by Kaplan—Meier survival analysis and statistical
differences assessed via log-rank and Wilcoxon analyses.

With our approach of deep sequencing, a clonotype was
detected in the 97% (71 out of 73) of MM patients, indicating a
specificity similar to the clinical specificity reported in the original
validation studies of the Biomed-2 method (98%),"" slightly higher
to the previously described NGS assay for IG quantification (91%),”
and comparable to 8c-MFC2 Clonotypes were not detected in
normal tonsil and BM samples, indicating the high specificity
of the assay. This method also presents a very good analytical
sensitivity of at least 107>, as determined from a 10-fold
dilution curve of commercial control monoclonal and
polyclonal DNAs (Figure 1a). With the same primer combina-
tions, the analytical sensitivity of Biomed-2 amplification to
detect a clonal population was 1072 for IGH and IGK,"
consequently, applying deep-sequencing technologies to the
Biomed-2 design highly improves the sensitivity of clonal
identification. In addition, the method also shows high
reproducibility between runs and different NGS platforms
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Figure 1.

Performance characteristics of the NGS assay. (a) Plot of the dynamic range, limit of quantification (LOQ) and limit of detection (LOD)

of the method from a 10-fold dilution curve. The vertical axis represents the ratio of MRD values to curve dilution and the horizontal axis
represents the logarithm value for curve dilution. R? = 0.98 and 0.96 for IGH and IGK genes, respectively, P < 0.0001. (b) Progression-free
survival (PFS) and overall survival (OS) plots according to MRD levels. MRD-negative values (blue) and MRD-positive values (Red). The

threshold for negative values was 107°.
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(99.2%, 91 samples tested in duplicate in different sequencing
runs), and is very precise for samples with MRD-negative values
(median CV 8.1%, range 3.9-39).

As demonstrated in several trials, a prolonged therapy is an
effective approach to improve survival in elderly patients. This was
the basis for the 18 cycles explored in the GEM10mas65 clinical
trial (VMP+Ld combination), which yielded excellent clinical
results.'>' When we analyzed the molecular response in these
elderly MM patients, we found that the proportion of patients
achieving an MRD-negative status is significantly higher after 18
cycles of treatment (27% (n=19) vs 11.5% (n=8) after 18 and 9
cycles, respectively, P=0.04), confirming that a prolonged
treatment improves the rate of molecular responses. Similar to
the data obtained with other MRD methods,”®'> the achievement
of molecular responses measured by our NGS method is able to
predict 3-year survival in patients enrolled in the GEM10 clinical
trial. Median PFS was 35 months vs not reached for patients with
MRD-positive and -negative values, respectively (hazard ratio
(HR)=2.76, 95% confidence interval (ClI) 1.21-6.25, P=0.01;
Figure 1b). Median OS was also prolonged in MRD-negative
patients compared with MRD-positive patients, with 3-year OS
rates of 100% and 45%, respectively (median OS of 50 months vs
not reached respectively, HR=3.66, 95% Cl 0.98-13.67, P=0.05).
Hence, achieving a molecular response as determined by this new
deep-sequencing method results in improved PFS and OS.

The high efficacy of the treatment based on VMP and Rd in a
sequential or alternating scheme (CR rates of 42% and 40%,
and PFS of 74% and 80%, respectively) was demonstrated
previously.®'? In our present study, when we applied the NGS
method to assess MRD negativity, more patients in the sequential
treatment than in the alternating arm achieved a molecular

response (36% (n=13) vs 20% (n=7), respectively). Nonetheless,
we observed no significant difference in OS between both
treatment arms. Taken together, the data show that patients
could not only benefit from a prolonged treatment of 18 cycles
but also suggest that 18 cycles of treatment in a sequential
scheme can be associated with higher number of molecular
responses and prolonged PFS. However, these results should be
interpreted carefully because the low number of patients analyzed
in the study, and further testing is needed in order to draw
stronger conclusions.

Sixty-six of these patients were also analyzed for MRD by MFC
using an eight-color monoclonal antibody combination.® The
levels of MRD obtained with our method have a high degree of
correlation with those assessed by 8c-MFC (total 66 patients,
n=175 samples, Spearman coefficient R=0.7917, P < 0.0001;
n=109 post-treatment samples, R=0.6388, P < 0.0001), with a
global 89% concordance between MFC and NGS data (Figure 2a).
Accordingly, there were no significant differences in terms of PFS
and OS between the data obtained by our in-house method and
MFC. Nevertheless, patients with discordant results between these
two technologies, show an intermediate median PFS (46 months)
as compared to double-positive (32 months) or double-negative
(not reached) MRD values (P=0.0063; Figure 2b). At the time of
the analysis, the OS for patients with discordant results was similar
to that of NGS MRD-negative patients (not reached) versus a
median of 50-month survival for MRD-positive patients
(P=0.0835).

Due to the need of new response criteria that allows the
identification of deeper responses than the now defined as clinical
CR, the International Myeloma Working Group (IMGW) has defined
new response categories of MRD negativity.'*> One of them is
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Figure 2.

Comparison between deep-sequencing (NGS) and multiparameter flow cytometry (8c-MFC) data. (a) Scatter plot showing

correlation of MRD values between deep sequencing and eight-color MFC. Numbers on upper left and lower right indicates samples with
discordant results. Spearman correlation coefficient R=0.7917, P < 0.0001. (b) Progression-free survival (PFS) and overall survival (OS) plots of
patients grouped according to concordance of MRD levels between NGS and 8c-MFC. Data corresponds to patients with MRD-negative values
(MRD < 10™°) by both methods (blue); MRD-positive values (MRD > 10~ °) by both methods (red); and MRD with discrepant data between NGS

and 8c-FCM (green).

Leukemia (2017) 1443-1476

© 2017 Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature.



sequencing MRD negative, reflecting the importance of the
sensitivity of deep-sequencing methodology applied to the
detection of very low numbers of tumor cells. In the new criteria,
the IMGW recommends both deep-sequencing or next-generation
flow to assess MRD in the BM, depending on the availability of the
techniques at each center. As shown in the high degree of
correlation of this study, this new method to measure MRD in MM
by deep sequencing could be used to define MRD negativity by
sequencing as defined in the new criteria of the IMWG.

In summary, our data confirm the clinical application of
quantifying MRD levels by our in-house deep-sequencing method
in MM patients. Our method shows a high analytical reproduci-
bility and can be implemented in any laboratory with NGS
capability, can be applied to the majority of MM patients with a
short turn-round time, has a sensitivity of 107> and can be fully
automated (from DNA extraction to data analysis), and thus easily
standardized minimizing lab-to-lab variation.
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