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Introduccion

Las células plasmaticas (CP) constituyen el ultimo estadio de diferenciacion de los
linfocitos B, y su funcion es producir anticuerpos como parte de la inmunidad humoral.
La transformacion maligna de las CP puede resultar en la enfermedad sintomatica
conocida como mieloma multiple (MM). Esta entidad se caracteriza por la acumulaciéon
de CP en lamédula ésea (MO), las cuales producen una inmunoglobulina (Ig) monoclonal
conocida como componente monoclonal (CM) o paraproteina. Las manifestaciones
clinicas de esta enfermedad derivan directamente de la infiltracién por parte de las CP
y/o de los efectos del CM, y estan incluidas en el acronimo CRAB (del inglés:
hipercalcemia, insuficiencia renal, anemia y lesiones liticas dseas)®. La edad media al
momento del diagndstico es de aproximadamente 65 afos, con un 15% de pacientes
menores de 50 afios?. A pesar de los recientes avances en su tratamiento, el MM es
considerado una enfermedad incurable con wuna supervivencia mediana de

aproximadamente 5 afios3, que ha ido mejorando en las ultimas décadas®.

La deteccién de la paraproteina o CM secretado por las CP malignas permitid la
identificacidn de estadios asintomaticos, precursores del MM. De esta manera, el MM
seria el resultado de la progresion a través de dos estadios clinicos previos: un estadio
pre-maligno conocido como gammapatia monoclonal de significado incierto (GMSI) y un
estadio intermedio entre la GMSI y el MM conocido como mieloma multiple quiescente
(MQ). La prevalencia de la GMSI es de aproximadamente un 3% en personas mayores
de 50 afios, con una edad mediana al diagndstico de 72 anos. El riesgo acumulado de
progresion a MM es del 10% a los 10 afios y del 36% a los 40 anos, lo que es equivalente
aproximadamente a un 1% anual. Esto significa que la mayor parte de los pacientes con
GMSI no progresaran a enfermedad sintomatica®. El estadio intermedio conocido como
MQ se distingue de la GMSI principalmente por razones clinicas, dado su mayor riesgo
de progresion a MM en los primeros 5 anos desde el diagndstico: 10% anual para el MQ
frente al 1% anual para la GMSI®. EI MQ constituye, sin embargo, un grupo
biolégicamente heterogéneo. Se trata de una entidad clinicamente definida, que incluye

tanto a pacientes que se comportan de forma similar a una GMSI (una entidad pre-



maligna con una tasa de progresion muy baja), como a pacientes con un
comportamiento biolégicamente maligno, que desarrollan sintomas y dafio de érgano

blanco dentro de los primeros dos afios desde el diagndstico.

Los estadios precursores del MM (GMSI y MQ) constituyen una oportunidad
extraordinaria para estudiar los mecanismos evolutivos en las gammapatias
monoclonales y para disefiar estrategias preventivas y tratamientos en fases precoces.
En los ultimos afios, la introduccion de nuevos tratamientos ha cambiado el prondstico
de los pacientes con MM. Muchos de estos tratamientos pueden ser menos téxicos que
la guimioterapia convencional. Asi mismo, nuevas herramientas diagndsticas han
permitido identificar factores asociados con la progresion de los estadios asintomaticos
de la enfermedad. Combinando nuevos tratamientos con tecnologias diagndsticas
modernas, tendriamos la posibilidad de identificar pacientes con estadios precursores

del MM que podrian beneficiarse de una potencial intervencién terapéutica temprana.

Definicion del mieloma quiescente y criterios

diagnosticos

El término “mieloma quiescente” (MQ) fue acufiado por Kyle y Greipp en 1980’, para
describir el curso clinico de 6 pacientes que fueron diagnosticados de MM basandose en
la presencia de un CM en suero 2 3 g/dL y una infiltracion a nivel medular por células
plasmaticas = 10%. A lo largo de un periodo minimo de seguimiento de 5 afios (rango,
5-16 afios), ninguno de los pacientes desarrollé hipercalcemia, insuficiencia renal,
anemia o enfermedad dsea, o requirié tratamiento para el MM. Los autores concluyeron
gue los pacientes que se presentaran con caracteristicas clinicas similares eran
candidatos a observacidn, sin indicacion de tratamiento. En el mismo afio, Alexanian®
utilizaria el término “mieloma indolente” para describir a 20 pacientes asintomaticos,
con una mediana de CM sérico de 3,7 g/dL (rango, 2,5 — 4,5 g/dL), sin que constara el
grado de infiltracion por células plasmaticas a nivel medular. Aunque la mayor parte de

los pacientes de esta serie eventualmente requirieron tratamiento, la mediana de



tiempo al inicio del mismo fue de tres afos. La supervivencia global también fue
significativamente mayor que en los pacientes con “MM sintomatico”, con una mediana

de 64 meses.

Durante las décadas siguientes, diferentes criterios fueron utilizados para diagnosticar
y evaluar el riesgo de progresidn de los pacientes con “MM asintomatico” o MQ. Con el
fin de estandarizar la practica clinica, el International Myeloma Working Group (IMWG)
publicé guias de consenso en 2003°, definiendo el MQ como la presencia de un CM
sérico = 3 g/dL y/o una infiltracion medular por células plasmaticas clonales > 10%, en

ausencia de dafio de 6rgano asociado al MM o amiloidosis (Tabla 1).

Con posterioridad al consenso del IMWG, varios estudios'®!3 describieron la asociacion
de ciertas caracteristicas clinicas con un riesgo de progresion a enfermedad sintomatica
muy alto, dando origen al concepto de “MQ de ultra-alto riesgo”. De esta manera, la
mayor parte (65 a 95%) de los pacientes con = 60% de células plasmatica en MO, un
cociente de cadenas ligeras en suero libres (FLCs) involucrada/no involucrada 2100 o
mas de una lesion dsea focal en un estudio de resonancia magnética (RMN),
experimentaban progresion precoz (dentro de los dos afos del diagndéstico) a
enfermedad sintomatica. Estos hallazgos, en el contexto de nuevos tratamientos con un
mejor perfil de toxicidad y el desarrollo de estudios de imagen mas sensibles, llevaron a
la reclasificacién de los pacientes con “MQ de ultra-alto riesgo” como MM activo en el
consenso publicado por el IMWG en el 2014, con la finalidad de evitar la morbilidad
asociada al desarrollo de dafio organico (principalmente fracturas dseas e insuficiencia

renal). (Tabla 1).



Tabla 1

Clasificacion del IMWG

Consenso GMSI MQ MM
IMWG 2003° - CMsérico<3 CM sérico > 3 Presencia de
g/dL g/dLy/o CM en suero
- BMPC clonales < BMPC clonales y/o orina
10% >210%y Presencia de
- Ausencia de dafio Ausencia de BMPC clonales
de érgano CRAB o
asociada a MM plasmocitomas
(CRAB) u otro Presencia de
proceso CRAB
linfoproliferativo
B
IMWG 2014 - CMsérico<3 CM sérico 2 3 BMPC clonales

g/dL

BMPC clonales <
10%

Ausencia de dafio
de d6rgano
asociada a MM
(CRAB), otro
proceso
linfoproliferativo

B o amiloidosis

g/dLy/o
BMPC clonales
>210%y
Ausencia de
CRAB o

amiloidosis

>10% o
plasmocitoma
extramedular

CRADb o SLiM

BMPC (del inglés): Bone Marrow Plasma Cells.

CRAB (del inglés): hyperCalcemia, Renal insufficiency, Anemia, Bone lesions.

SLiM (del inglés): Sixty percent (>60%) clonal BMPCs, involved/uninvolved serum free

Light chain ratio of 2 100, > 1 focal bone lesions on MRI.




Prevalencia del mieloma quiescente

La prevalencia del MQ en la poblacién general no esta claramente definida. Los desafios
en la determinacién certera de la epidemiologia de esta enfermedad surgen de su rareza
(que implica la realizacion de estudios epidemiolégicos de gran escala), del
infradiagndstico que supone su cardcter por definicion asintomadtico, y de la
infrarrepresentacion de las minorias en las bases de datos publicas'®. En general, la
poblacion negra representa un porcentaje mayor de los afectos por todos los estadios
de las gammapatias monoclonales, seguidos por la poblacién hispana/latina, la
caucasica y la asiatica®?'’. Otra dificultad a la que se enfrentan los estudios
epidemioldgicos del MQ es el hecho de que el MQ no cuenta con un cédigo de
diagndstico propio en la International Classification of Disease (ICD), por lo que es

considerado dentro del conjunto del MM.

Un estudio sueco evalud todos los pacientes diagnosticados de MM desde enero de
2008 a diciembre del 2011, utilizando los datos del Swedish Myeloma Registry'8. De los
2.494 pacientes incluidos con diagndstico de MM, 14,4% (360 pacientes) cumplian
criterios diagndsticos de MQ. De estos, un 28,8% (4,2% de todos los casos
diagnosticados como MM) fueron clasificados como MQ de alto riesgo segun el modelo
de la Mayo Clinic®. Utilizando a la poblacion mundial como referencia, la incidencia
ajustada a la edad del MQ fue estimada en 0,44 casos por 100.000 habitantes, y la del
MQ de alto riesgo de 0,14. En otro estudio sueco que analizé 4.904 pacientes
diagnosticados con MM entre 2008 y 2015, 18,6% (916) de los pacientes cumplian

criterios de MQ?°.

Un estudio realizado en los Estados Unidos analizé los datos de la National Cancer
Database (NCDB), la base de datos publica de cdncer mas grande del pais. De los 86.327
pacientes diagnosticados de MM entre 2003y 2011, un 13,7% cumplian criterios de MQ,
con una mediana de edad al diagndstico de 67 afios?°. Utilizando la incidencia ajustada
por edad del MM en la poblacién de los Estados Unidos como referencia, la incidencia

del MQ fue estimada en 0,9 casos por 100.000 habitantes. Otro estudio, que analizd



también datos de la NCDB, determiné que 17,1% (11.643) de los 682.34 pacientes
diagnosticados de MM entre 2010 y 2014 eran clasificables como MQ??.

A la luz de la reciente evidencia que apoyaria el inicio de tratamiento en el estadio de
MQ, tanto la relativamente alta prevalencia demostrada como sus diferencias
sociodemograficas, tienen implicaciones para el disefio de futuras estrategias

diagnésticas y terapéuticas.

Bases fisiopatogénicas de la mielomagénesis

Diferenciacion de la célula B

La diferenciacion de las células B comienza con las células madre hematopoyéticas (HSC)
en la médula ésea, en donde las células estromales proveen citoquinas y quimiocinas
como CXCL12 e interleuquina (IL)-7, que permiten el desarrollo inicial de la célula B?2. A
partir de las sefales de las células estromales, las HSC se diferencian en progenitores
linfoides comunes (CLP), que expresan receptores para c-kit e IL-7, ligandos necesarios
para su supervivencia y proliferacion. Con la expresion de los factores de transcripciéon
E2A y EBF, las CLP se transforman en células pro-B%3. Desde este punto del desarrollo,
las células B de la médula dsea experimentan un reordenamiento secuencial de los
genes correspondientes a las cadenas pesadas y a las cadenas ligeras de las
inmunoglobulinas (lg), la recombinacion V(D)J, que resulta en la generacién de células
B inmaduras con expresion de IgM?.Las células B inmaduras migran entonces desde la
MO a los érganos linfoides secundarios (principalmente el bazo), en donde se
diferencian a los estadios T1 y T2, para convertirse entonces en células B maduras que

co-expresan IgM e IgD, luego de lo cual esperan la activacién por antigenos foraneos?>.

Para su activacion y diferenciacion en células plasmaticas (CP) secretoras de
anticuerpos, las células B maduras en los drganos linfoides secundarios requieren dos

sefales. La primera sefial deriva del receptor de células B (BCR) y su unidén a un antigeno,



y la segunda puede ser independiente (TI) o dependiente (TD) de linfocitos T. Los
antigenos Tl, como los lipopolisacaridos y los glicolipidos, generan CP de corta duracién
gue producen anticuerpos de baja afinidad. Las respuestas TD, iniciadas por el
encuentro con un antigeno y la interaccidon con un linfocito T helper folicular (Tfh),
permite que las células B se transformen en CP de corta duraciéon o que ingresen al
centro germinal (CG) para diferenciarse a CP o células B de memoria con mayor afinidad

antigénica.

El centro germinal puede dividirse en la zona oscura, donde las células B experimentan
expansion clonal e hipermutacién somatica (HMS), y la zona clara, donde las células B
atraviesan un proceso de maduracion de su afinidad a través de la interaccion con Tfthy
células dendriticas foliculares (CDF) (Figura 1)%¢. En la zona oscura, las células B activadas
por el antigeno se transforman en centroblastos y experimentan expansion clonal.
Durante esta proliferacion, el proceso de HMS introduce cambios de pares de bases en
las regiones V(D)J de los genes correspondientes a las cadenas pesadas y ligeras de las
Ig. Los centroblastos se diferencian a centrocitos, que se trasladan a la zona clara del
centro germinal. Alli, los centrocitos con receptores antigénicos / Ig no favorables son
eliminados por apoptosis, mientras que los centrocitos de alta afinidad reciben
estimulos de proliferacion y supervivencia por parte de los Tfh y las CDF (como CD40 e
IL-21)?’ e incluso pueden reingresar en la zona oscura para re-evolucionar su receptor y
mejorar su afinidad.?® Estos centrocitos sufrirdn ademas un proceso de recombinacidn
somatica irreversible (CSR) mediante el cual pueden cambiar el isotipo de Ig de IgM e
IgD a IgG, IgA o IgE. La enzima deaminasa de citosina inducida por activacién (AID) es
requerida para estos procesos de alteracion del ADN, con un rol esencial en estas
reacciones de diversificaciéon inmune secundaria. La reaccién en el CG permite que las
células B con receptores de alta afinidad se diferencien en células B de memoria o
plasmaticas?®. Estas células plasmaticas recirculan y migran de regreso a la médula dsea,
en donde encuentran un nicho adecuado para convertirse en CP de larga supervivencia
gue secretan los anticuerpos que median protecciéon a largo plazo contra antigenos

especificos3°,
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Figura 1: Diferenciacién de las células B en el centro germinal. Adaptado de De silva, et
al.?8

Eventos iniciadores

Actualmente, existe consenso en la teoria de que la célula madura que ha atravesado el
centro germinal y ha experimentado hipermutacion somatica y cambio de isotipo es la
qgue da origen al MM. En la década de 1990 se demostré que las células del MM no
expresan el marcador de superficie CD34, especifico de progenitores
hematopoyéticos3!. El andlisis del repertorio V(D)J evidencié que las células neoplasicas
presentan reordenamientos completos tanto en la cadena pesada como en la cadena
ligera de las inmunoglobulinas, con una tasa de hipermutacion somatica mayor que la
de cualquier otra neoplasia linfoide3233, En concordancia con estos hallazgos, se ha
demostrado la existencia de seleccion antigénica del BCR en las células tumorales3*. El
efecto del cambio de isotipo es evidente en el hecho de que predominen los isotipos I1gG

e IgA tanto en las gammapatias asintomaticas como en el MM, sin que se encuentre
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heterogeneidad de isotipo entre las células tumorales de cada paciente33. Por lo tanto,
es durante la reaccién en el centro germinal que la célula plasmatica adquiere una de
las dos alteraciones “primarias” que la inmortalizan y que se encuentran en todas las
células clonales desde los estadios mas tempranos: hiperdiploidia y translocaciones del

gen IgH.

Aproximadamente la mitad de los casos de MM presentan aneuploidia de varios de los
cromosomas impares, incluyendo al 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 y 21, lo que se conoce como
hiperdiploidia®. La hiperdiploidia es casi siempre excluyente con las translocaciones de
IgH?®%, y los MM hiperdiploides tienden a tener un mejor prondstico®’. Se hipotetiza que
la hiperdiploidia es consecuencia de errores de segregacion cromosdémica durante la
rapida proliferacion en el centro germinal, pero corresponderia a ganancias ocurridas
en diferentes marcos temporales mas que a un Unico evento mitético fallido®®. Las
translocaciones de IgH, por su parte, resultan en la yuxtaposicion del promotor de IgH
con un oncogen, entre los cuales se incluyen los tres genes codificantes de ciclinas D
(CCND1-3), WHSC1, MAF y MAFB?. Estas translocaciones resultan de un proceso de
cambio de isotipo o hipermutacion somatica defectuosos durante la activacion en el
centro germinal®. Independientemente del evento primario, la sobreexpresién de por
lo menos uno de los genes de ciclina D parece constituir un evento temprano y comun
de las neoplasias de células plasmaticas. Por ejemplo, las translocaciones de IgH con
MAF o MAFB resultan en niveles elevados de CCND2, la translocacion IgH:WHSCI resulta
en niveles moderadamente elevados de CCND2, y los pacientes con hiperdiploidia

presentan sobreexpresion de CCND1y CCND2%.

Numerosos estudios han demostrado que los estadios precursores (GMSI y MQ)
comparten las alteraciones “primarias” que caracterizan al MM, es decir hiperdiploidia
y translocaciones de IgH. Utilizando novedosas estrategias de andlisis computacional, se
ha estimado que los eventos iniciales de transformaciéon de las células germinales
ocurren durante la segunda y tercera década de vida, precediendo por décadas el
diagndstico de GMSI, MQ o MM. Los clones se mantendrian en un estado de lenta
proliferacion, adquiriendo aberraciones adicionales durante muchos afos, hasta ser

clinicamente identificados*. Mientras las anomalias citogenéticas primarias
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determinan la transformacién maligna de las células plasmaticas normales, las
anomalias secundarias promueven la progresion de la enfermedad al impulsar la
expansién clonal de las células plasmaticas malignas, eventualmente resultando en el
desarrollo de sintomas. El hecho de que algunos pacientes con GMSI puedan
permanecer clinicamente estables durante afios, o incluso no presentar progresiéon
nunca, evidencia que el modelo de evoluciéon del MM no consiste en la acumulacién
continua de alteraciones hasta la progresion. Ciertos eventos concretos, asociados con
fases mds avanzadas, ocurren aleatoriamente y de manera subclonal, determinando la

progresion a enfermedad sintomética®'.

Perfil genomico del mieloma quiescente

El linfocito B post germinal adquiere una un defecto genético primario (hiperdiploidia,
translocaciones del gen IgH) en el estadio de GMSI, lo que supone una ventaja clonal y
determina la aparicion de un clon dominante*?. Otras alteraciones secundarias
(variantes de nucleétido Unico en la via de la quinasa activada por mitégenos,
alteraciones en las vias de reparacion del ADN, variantes estructurales o desregulacion
de MYC, alteraciones en el nUmero de copias y translocaciones) ocurririan en el estadio

de MQ, dando por resultado un perfil genédmico similar al descrito en el MM*3-4>,

Dos estudios recientes utilizando tecnologia de secuenciacién de nueva generacidn
(NGS), describen el perfil gendmico de los pacientes con MQ. En ambos casos, los
autores concluyen que el paisaje genético del MQ es similar al del MM de reciente
diagnodstico. Bustoros et al. utilizaron secuenciacién del exoma completo (WES) y
secuenciacion profunda dirigida para estudiar muestras de 214 pacientes con MQ, con
muestras secuenciales analizadas en 5 de los casos?. Las translocaciones de IgH fueron
identificadas en 36% de los pacientes. Las alteraciones en el nimero de copias (CNAs)
resultaron las alteraciones genéticas mas frecuentes (88%), con hiperdiploidia en un
55% de los casos, ganancias del brazo largo del cromosoma 1 (1q) y deleciones del brazo
largo del cromosoma 13 y del cromosoma 16 (13q y 16q). Las deleciones focales
significativas afectaron a las regiones 1p22.1, 627, 14q24.3 y 14932.31. Las variantes
de nucledtido uUnico (SNVs) en genes caracteristicamente mutados en MM estaban
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presentes en un 55% de los pacientes: 46% presentaban alteraciones en MAPK, 10% en
genes involucrados en la reparacién del ADN (incluyendo TP53), 22% en NFkB, 21% en
el procesamiento de proteinas y 6% en vias de ciclo celular. Un 6% de los pacientes
presentaron eventos bialélicos afectando TP53, RB1, CDKN2, ZNF292, DIS3 o FAM46C.
El grado de clonalidad de las alteraciones genéticas descritas en esta cohorte sugieren
que las CNAs son eventos fundacionales o tempranos, excepto para del(17p) y del(1p),
gue resultaron mayormente subclonales. Por el contrario, las mutaciones en la via de
las MAPK constituyeron mayormente eventos tardios asociados con la progresién
tumoral. Boyle et al.*” analizaron mediante NGS una cohorte de 82 pacientes con MQ (9
de ellos con muestras secuenciales), comparando los hallazgos con 223 MM estudiados
de manera similar. La frecuencia de translocaciones de IgH en MQ (35%) fue similar a la
hallada en los pacientes con MM (37%). Las lesiones genéticas consideradas de mal
prondstico resultaron menos frecuentes en el MQ: t(4;14), reordenamientos de MYC,
del(1p), del(8p), del(14q), del(16q) y del(17p). Las mutaciones de FAMA46C y NRAS
también fueron menos frecuentes en MQ con respecto a MM, sugiriendo que estas
alteraciones podrian constituir eventos que identifiguen pacientes en transformacion.
Las alteraciones en la via de MAPK y NFkB también resultaron menos frecuentes en los
pacientes con MQ, asi como también las lesiones bialélicas en genes supresores de
tumores. Este ultimo hallazgo podria sugerir que estos second-hits son quiza eventos

asociados a la transicion a MM.

Mecanismos moleculares de progresion

Un hallazgo comun de los diferentes estudios que utilizaron tecnologia NGS para analizar
muestras pareadas de pacientes en los estadios de GMSI/MQ y de MM, es la presencia
de heterogeneidad clonal y subclonalidad en los estadios asintomaticos mas tempranos,
con la mayor parte de las poblaciones subclonales involucradas en la progresion a
enfermedad sintomética ya presentes al momento del diagndstico***>48, No existen
diferencias significativas en el nimero de alteraciones gendmicas entre los pacientes

gue progresany los que permanecen estables, o entre las formas asintomaticas y el MM.
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Mds bien, el patréon de asociacion o la combinaciéon de determinadas alteraciones

genéticas parece ser el determinante del riesgo a desarrollar enfermedad sintomatica.

Analizando 53 muestras secuenciales de 9 pacientes con MQ (6 de los cuales
progresaron durante el seguimiento), Boyle et al. sugiriéd que mientras la hiperdiploidia,
uno de los principales eventos iniciadores del MM, es estable y no tiene un impacto en
el tiempo a la progresion, las ganancias y pérdidas segmentarias son mecanismos claves
en la transicion al MM#’, La monitorizacién de la arquitectura subclonal en multiples
muestras secuenciales demostrd un aumento de la diversidad con el tiempo, con una
evolucién en ramas como el principal mecanismo de progresiéon. Cambios significativos
en la arquitectura subclonal precedieron eventos de relevancia clinica y, segun los
autores, podria ayudar a identificar aquellos pacientes que requieren tratamiento en un
momento precoz de la transformacién cuando el cociente beneficio/riesgo del mismo

es maximo.

El estudio de Bolli et al, analizando muestras pareadas de 11 pacientes con MQ al
momento del diagndstico y en el momento de progresién a enfermedad sintomatica, es
el primero basado en la secuenciaciéon del genoma completo (WGS)*. Todos los casos
eran considerados de alto riesgo, de acuerdo a criterios previos a 2014, con una mediana
de tiempo de progresion a enfermedad sintomatica de 8 meses. La tecnologia de WGS
reveld un mayor enriquecimiento en alteraciones genéticas (mutaciones, cambios en el
numero de copias, reordenamientos) en comparacion con los estudios que utilizaron
WES. Si bien el niUmero de SNVs e inserciones/deleciones fue similar entre el estadio de
MQ y MM sintomatico, para muchas alteraciones se registré un importante cambio en
la CCF (cancer cell fraction), y muchas alteraciones se perdieron o fueron adquiridas,
sugiriendo la existencia de una competicion dindmica entre subclones durante la
progresién. El andlisis de las muestras pareadas reveld dos patrones principales de
evolucidn a enfermedad sintomatica. Los pacientes con un patrén “estable” presentan
un paisaje genético similar entre los estadios de MQ y MM; estos pacientes tienen
biolégicamente un MM precoz y desarrollan dafio de érgano con el aumento de la masa
tumoral. En contraste, los pacientes con un modelo de evolucién “espontaneo”

representan un ejemplo de evolucion darwiniana, donde la adquisicion de alteraciones
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genéticas adicionales confiere una ventaja proliferativa a uno de los subclones, llevando
a una arquitectura clonal cambiante al progresar de MQ a MM. En este caso, el tiempo
a la progresidon seria mds largo al ser necesario adquirir aberraciones genéticas

adicionales para alcanzar el estadio de MM (Figura 2).

Los estudios utilizando tecnologia de NGS han ayudado a delinear firmas mutagénicas
gue caracterizan a los diferentes estadios evolutivos de la enfermedad. Si bien los
mismos procesos mutagénicos se encuentran ya operativos desde los estadios
asintomaticos, la firma asociada a una actividad aberrante de AID (deaminasa inducida
por activacién) contribuiria principalmente a la iniciacion tumoral en la célula post-
germinal, mientras que otros procesos (deaminasa APOBEC) actuarian sobre ese terreno
fértil para dar forma al paisaje gendmico que caracteriza a la enfermedad sintomatica.
De esta manera, la firma mutagénica APOBEC se encuentra enriquecida en pacientes
asintomaticos que luego progresan, aumenta con la progresion de GMSI a leucemia de
células plasmaticas,

y es particularmente activa en casos de MM con un

comportamiento clinico agresivo3847,48,
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Microambiente tumoral

Una limitacién de los estudios gendmicos es que se centran en la célula tumoral y no
toman en consideracion las complejas interacciones con el microambiente. No todos los
pacientes con GMSI o MQ y un perfil genético similar progresan a MM. Las alteraciones
moleculares asociadas con estadios avanzados de la enfermedad estdn muchas veces
presentes en subclones en los estadios precursores, sugiriendo que factores extrinsecos
pueden determinar el balance entre la latencia y la progresion a enfermedad
sintomatica. En este contexto, el sistema inmune tiene un gran impacto en la
determinacién de este balance. Este hecho ya ha sido puesto de manifiesto en varios
tumores sélidos en los que cambios cuantitativos y cualitativos del microambiente
inmune y estromal se asocian diferentes subtipos tumorales, con diferente prondsticoy

respuesta al tratamiento®%->2,

Una demostraciéon directa del papel del microambiente en la progresidon de las
gammapatias asintomaticas surgié del estudio en modelos de ratones®3, en los cuales
injertos de pacientes con gammapatias asintomaticas mostraron crecimiento
progresivo, sugiriendo que la estabilidad clinica de estas entidades podria estar
determinada en parte por una restriccion del crecimiento tumoral ejercida por el
microambiente. De forma interesante, la progresidon ocurrié tras la adquisicion de
predominancia de un subclon minoritario en el injerto. Este hallazgo es un ejemplo de
como el paisaje gendmico heterogéneo de las gammapatias se adapta al microambiente
en un juego dinamico requerido para la progresidon tumoral. Este concepto fue apoyado
también por un estudio realizado a partir de biopsias simultaneas en pacientes con MM
de reciente diagndstico®*, que revelé una importante heterogeneidad entre lesiones
espacialmente separadas, posiblemente reflejando la influencia de diferentes contextos
microambientales en la seleccidn de subclones de las células tumorales. La modificacién
de la presidon evolutiva que ejerce el microambiente con fines terapéuticos, evitando
gue un subclon mas activo adquiera un papel predominante y determine la aparicién

eventual de sintomas, es un desafio importante para el futuro.
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En 1889 Stephen Paget introdujo la hipétesis “semilla y tierra”, que postulaba que las
células tumorales (semilla) crecen preferiblemente en microambientes seleccionados
(tierra). De esta manera, las células plasmaticas que sufrieron alteraciones genéticas en
el centro germinal llegan a la médula ésea, donde tienen acceso a una gran variedad de
sefiales del microambiente que favorecen su supervivencia. El nicho medular es el
principal lugar de residencia de las CP de larga vida, y la supervivencia de las CP normales
y neoplasicas depende de la compleja interaccion entre componentes celulares, las

proteinas de la matriz extracelular (MEC) y los factores solubles>>.

Aungue no se ha demostrado, es probable que las CP normales y neoplasicas utilicen los
sinusoides de la MO como puerta de entrada, de manera similar a los que hacen las
células progenitoras hematopoyéticas. Una de las moléculas principales en mediar el
anidamiento, alojamiento y la retencién de las CP, tanto normales como transformadas,
es el receptor de quimiocinas CXCR4, que interactia con CXCL12, una quimiocina
altamente expresada en la MO>®>7, El bloqueo de la interaccién CXCL12-CXCR4 con el
inhibidor plerixafor (AMD300), interrumpe el contacto de las células de MM con el
microambiente medular, y determina su movilizacién hacia la circulacion®®. Entre otros
efectos, la interaccién de CXCL12 con CXCR4 en la superficie de las células de MM activa
la integrina a4Bl, permitiendo su unién al ligando VCAM-1 expresado en la
microvasculatura medular®. Este evento de adhesidn representa un paso clave en el
trafico de las células de MM hacia el microambiente de la MO y probablemente también
en su recirculacidn. La unidn de las células de MM a la microvasculatura de de la MO
también estd mediada por Py E-selectina y sus ligandos. La P-selectina ligando (SELPLG)
se expresa en la superficie de las células de MM y juega un rol importante en las
interacciones iniciales de las células de MM con el endotelio, facilitando el rodamiento
de las células plasmaticas malignas sobre la P-selectina expresada por la

microvasculatura®®0,
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Nicho medular

Matriz extracelular

El microambiente de la médula ésea provee una estructura (la matriz extracelular, MEC)
gue actia como los “cimientos” para las células de mieloma. La MEC estd constituida
por proteinas como fibronectina, colageno, osteopontina, acido hialurénico y laminina.
Se ha demostrado que la adhesién de las células tumorales es importante para su
supervivencia y la resistencia a fdrmacos. Un mecanismo de adhesion célula-MEC estd
mediada por la activacién de integrinas, y las células de mieloma muestran preferencia
por las integrinas a4B1y B7°L. La unién de la integrina a4p1 a la fibronectina de la MEC
induce la activacion de NFkB, resultando en mecanismos de resistencia a drogas
mediados por adhesion celular y a sefializaciéon pro-supervivencia®. La integrina B7
puede ser regulado por el gen MAF, por lo que los pacientes con la t(14;16) presentan
niveles elevados de integrina B7%3. Esta molécula es necesaria para la supervivencia de
las CP transformadas y también juega un papel en la resistencia a drogas mediada por
adhesién celular, con activacién constitutiva en las células tumorales®®4. Otras
integrinas como integrina a5B1 y NCAM1 también son activas en la progresién

tumoral®>.

Syndecan-1 (CD138) es un proteoglicano heparan sulfato y un marcador de superficie
de las CP. Se une al colageno de tipo | e induce la expresidn de la metaloproteinasa de
la matriz 1 (MMP1), promoviendo la invasién tumoral, la resorcién dsea y la
angiogénesis®®. Adicionalmente, los niveles de syndecan-1 se correlacionan con la
supervivencia y crecimiento celulares®’. La heparinasa tiene interacciones complejas
con syndecan-1, causando tanto su agrupaciéon y el aumento de la adhesién a la MEC,
como también su liberacion en forma soluble®®®. La forma soluble de syndecan-1
promueve el crecimiento de las células tumorales in-vivo’®. CD44, HMMR son receptores
del acido hialurénico, una proteina “andamio” secretada en la médula 6sea. Ambas
proteinas regulan el eje CXCL12/CXCR4, y estan involucrada en la motilidad celular’?.

CD38 es otro ligando del acido hialurdnico expresado en altos niveles por las CP, lo que
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lo convierte en una diana efectiva de inmunoterapias utilizadas en el tratamiento del

MM (daratumumab e isatuximab).

Células estromales

La unidn de la integrina a4B1 de las células de MM al VCAM1 de una célula estromal
adyacente promueve vias de sefializacion que activan NFkB, mediando la supervivencia
y la proliferacién celular®. Otro de los receptores de las células tumorales, LFA-1, se
une al ICAM1 de las células adyacentes del estroma. Este receptor es una integrina
asociada con progresién y mal prondstico, asi como también aumento de la proliferaciéon
en modelos murinos’?. La mucina 1 (MUC1) es otra proteina transmembrana que se une
al ICAM1, que ha demostrado estar involucrada en la progresién del MM. MUC1 induce
la proliferacién, utilizando la sefalizacion via B-catenina/TCF4 para aumentar la

expresion del gen MYC3,

Las células plasmaticas también expresan CD28, una proteina transmembrana conocida
por la co-estimulacién de linfocitos T. Durante este proceso, el complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) de una célula presentadora de antigenos (APC) se une
primero al receptor de los linfocitos T. El linfocito T no se activa del todo hasta que el
CD80/86 de la APC se une al CD28, induciendo la supervivencia, proliferacion y funciones
efectoras del linfocito T. Las CP retienen la capacidad pro-supervivencia de la
sefializacion via CD28, y la union al CD80/86 de las células estromales de la MO (por
ejemplo, las células dendriticas) media la supervivencia de las células plasmaticas de
larga supervivencia durante afios’#”. Las células plasmaticas normales y neoplasicas
dependen de la activacion mediada por CD28 de las vias de sefializacién de PI3K. Los
modelos murinos knock-out de CD28 presentan disminucion de la produccién de
anticuerpos producidos por las CP de larga suprevivencia, y la eliminacién de CD28 y

CD86 con ARN de interferencia lleva a la muerte de lineas celulares de mieloma’>78,
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Citoquinas

Las células del mieloma también favorecen su supervivencia y proliferacion induciendo
la secrecion de citoquinas por parte de las células estromales. La unién directa de las CP
a las células estromales activas vias como MAPK, NOTCH y PI3K, determinando la
transcripciéon y secrecién de numerosas citoquinas. Una de esas citoquinas es la
interleuquina 6 (IL-6), involucrada con el crecimiento, supervivencia, migracién y
resistencia a drogas en el MM. IL-6 se una a su receptor (IL-6R) y activa las vias
MEK/MAPK, JAK/STAT, y PI3K/AKT’°. También aumenta la dependencia de Mcl-1, una
proteina antiapoptética de la familia de Bcl-2 esencial para la supervivencia de células
plasmaticas normales y neoplasicas. IL-6, via STAT3, induce la fosforilacidon de Bim, que
aumenta su afinidad por Mcl-1 en detrimento de Bcl-2/Bcl-x, con la consecuente

estabilizacién de Mcl-18081,

En ausencia de IL-6, otras dos citoquinas, BAFF y APRIL, han demostrado tener un efecto
protector para las células de mieloma, especialmente bajo tratamiento con
corticoides®. BAFF es un miembro de la familia de TNF (factor de necrosis tumoral) y se
expresa en la superficie de las células estromales, existiendo también una forma
escindida soluble. Esta molécula estimula el crecimiento de las células B, y la uniéon a sus
receptores BAFF-R y TACI determina un incremento en la proliferacidn y supervivencia
de las células de mieloma®3. APRIL es una proteina secretada que se une a TACl y a
BCMA, una proteina actualmente utilizada como diana de terapias de linfocitos T con
receptores quiméricos de antigenos (CAR-T) para el mieloma. La sefializacién mediada
por BAFF y APRIL también determina estimulos para el crecimiento y la supervivencia de

las células de MM por parte de las células dendriticas circundantes®*. Los receptores de
estas dos citoquinas (BCMA, TACI and BAFF—R) se encuentran sobreexpresadas en las CP

neoplasicas en comparaciéon con las normales, subrayando su importancia en la
fisiopatogenia de la enfermedad®2.Ademds de promover el crecimiento de las células
mielomatosas (via MAPK y NFkB), la via APRIL/BCMA también determina el aumento de

expresion de moléculas inmunosupresoras (PD-L1, TGF-beta, e IL-10)%°.
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Otro miembro de la familia TNF involucrado- en el crecimiento y supervivencia de las
células de MM en la MO es TNF-alfa. TNF-alfa es un mediador de inflamacién y se
encuentran niveles significativamente mas elevados en pacientes con enfermedad
6sea®. Mientras que la sefializacion mediada por TNF-alfa induce un aumento
moderado en la proliferacion celular, también aumenta la expresion de moléculas de
adhesion que median la unidn a las células del estroma, asi como también la secrecién
de IL-6. Los niveles de TNF-alfa disminuyen con el tratamiento con drogas
inmunomoduladoras como la talidomida, lo que podria explicar parte de su mecanismo

de accién en el MM?7,

Las células de MM inducen la secrecidon de numerosos factores de crecimiento por parte
de las células del estroma. Entre ellos, el IGF (factor de crecimiento similar a la insulina)
estaria involucrado en el anidamiento, la proliferacion, la supervivencia de las células de
MMB88, IGF también estd implicado en la resistencia a los citotdxicos, a la dexametasona
y a los inhibidores de proteasoma®. Las células del estroma también producen otros
factores de crecimiento como HGF, bFGF y VEGF, que tienen influencia en la activacion

de los osteoclastos y la angiogénesis®®.

Osteoclastos

Las lesiones dseas que caracterizan al MM resultan de la activacién osteoclastica, y
generan espacio para la proliferacion de las células neoplasicas. Para activar
directamente a los osteoclastos, las células de MM secretan MIP-1alfa y MIP-1beta. MIP-
lalfa se une a CCR1 y CCR5, mientras que MIP-1beta se une a CCR5 y CCRS, para inducir
la formacién y la activacion de osteoclastos®°2. Se ha demostrado que MIP-1alfa induce
destruccién osea, adhesion al estroma y aumento de la masa tumoral en modelos
murinos®®. A su vez, los osteoclastos secretan IL-6 para estimular la proliferacion vy el
crecimiento no solo de las células de MM, sino también de otros osteoclastos®. La
interaccion entre el MM y los osteoclastos también determina la regulacién en alza de

CHSY1, que induce la sefalizacion via NOTCH y promueve la supervivencia de las células
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de MM®*, La sefializacién via NOTCH, particularmente NOTCH3 y NOTCH4, lleva al

reclutamiento de precursores de osteoclastos y al aumento de la resorcién 6sea®.

Las citoquinas que estimulan la osteoclastogénesis también surgen de la interaccion
entre las células de MM vy las células del estroma. La unién de la integrina a4B1 con
VCAM promueve la secrecidon de citoquinas como IL-1, IL-6, TNF-alfa y PTHLH, que
promueven el crecimiento de los osteoclastos. La unién de la integrina a4f1 y VCAM
también determina la produccién por parte de las células estromales de RANKL. RANKL
se une a su receptor RANK para estimular la diferenciacion y activacién de los
osteoclastos, con la consecuente lisis dsea®®. La glicoproteina de la matriz dsea
osteopontina y la citoquina proinflamatoria IL-17 también han sido implicadas en la
osteoclastogénesis y la resorcién ésea. Ambas se asocian a peor prondstico y a lesiones

dseas en los pacientes con MM?7,

Osteoblastos

Las células de MM también afectan la homeostasis dsea inhibiendo la produccién y
activacion de los osteoblastos. Los osteoblastos y las células del estroma producen
osteoprotegerina (OPG), que inhibe el desarrollo de enfermedad dsea compitiendo con
RANKL por la unién a RANK®2, La unidén de OPG con RANK previene la maduracién y la
activacion de los osteoclastos®. La relacion entre RANKL y OPG es un indicador
prondstico y puede ser influido de varias maneras!®. Una de esas maneras es la union
de la integrina a4B1 de las células de MM al VCAM de las células estromales, lo que
disminuye la secrecidn por parte de estas ultimas de OPG y aumenta la secrecién de
RANKL, inclinando la balanza a favor de los osteoclastos?!. Otros factores que aumentan
la proporcion RANKL/OPG son la esclerostina y la activina A. La esclerostina es una
glicoproteina que induce apoptosis en osteoblastos e inhibe la formacion ésea'l®. La
activina A, un miembro de la familia TGF-beta, aumenta la sefializacion a través de varias
vias para promover la diferenciacion de los osteoclastos, y es un marcador de mal
prondstico'®, Los efectos de IL-3, una citoquina que se encuentra aumentada en

pacientes con MM y estimula la proliferacion de células de MM y osteoclastos al mismo
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tiempo que inhibe la génesis de osteoblastos, estarian mediados por un aumento en la

produccion de activina por parte de los monocitos/macréfagos de la MO%4,

Las células de MM también pueden prevenir la maduraciéon de los progenitores de
osteoblastos. La unién de la integrina a4B1 de las células de MM al VCAM de los
progenitores osteoblasticos disminuye la actividad de RUNX2, factor de transcripcion
necesario para la diferenciacion de los osteoblastos®. Ademds de aumentar la
proporcion RANKL/OPG, la secrecién de IL-7 por parte de las células estromales también

disminuye la actividad de RUNX2 y la diferenciacion de los osteoblastos?’.

La secrecion de las citoquinas DKK1 y SFRP2 por parte de las células de MM también
contribuyen a la resorcidn ésea. DKK1 y SFRP2 inhiben la via candnica de Wnt, que es
responsable de la diferenciaciéon de los progenitores de osteoblastos'®>1%, Ambas
citoquinas inhiben la diferenciacidon de los osteoblastos y suprimen la mineralizacién
dsea in vitrot?”108  Adicionalmente, la secrecion de TGF-beta y HGF por parte de las
células estromales promueven la generacién de osteoclastos mientras limitan la

actividad de los osteoblastos!%°.

Células endoteliales

Los pacientes con enfermedad progresiva muestran un aumento en la densidad de
microvasos, una medida de la angiogénesis, cuando se los compara con pacientes con
GMSI*O, Las células de MM se multiplican en el microambiente de la MO y generan
tumores hipdxicos, estimulando la angiogénesis para mantener la disponibilidad de
oxigeno y la remocién de catabolitos. En condiciones de hipoxia, las células de MM
regulan al alza el HIF1A, que modifica la transcripcién de citoquinas proangiogénicas
incluyendo HGF, bFGF, VEGF y ANG2. Las células de MM también pueden producir
constitutivamente estas citoquinas, debido a mutaciones genéticas o activaciéon de

oncogenest!!,

La adhesion de las células de MM a la MEC aumenta la angiogénesis. La expresion de

moléculas de adhesion integrina a4p1, LFA-1y CD44 ha demostrado correlacionarse con
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aumento de la angiogénesis en el MM'!?, Syndecan-1 también ha demostrado ser crucial
en la angiogénesis medular; se relaciona con la densidad de microvasos y facilita la unién
de factores de crecimiento, particularmente HGF, a las células. En su forma soluble, esta
molécula puede unirse en al HGF para aumentar su potencial®3. Las células de MM
también facilitan la degradacién de la MEC utilizando metaloproteinasas y heparinasa

para permitir la migracién de las células endoteliales al tejido circundante!#,

Las células de MM estimulan a las células estromales para que secreten HGF, VEGF e IL-
8 para inducir neovascularizacion?>. A su vez, las células endoteliales producen IGF1 e
IL-6 para promover el crecimiento de las células neoplasicas. Este proceso puede inducir
un ciclo autécrino donde las mismas células endoteliales producen VEGF, Angl e HGF

para promover la angiogénesis'!&117,

Microambiente inmune

Estudios previos han confirmado que el microambiente inmune en el MM presenta
desregulacién en la sefializacion de distintos receptores y en la expresion de
citoquinas!'®, asi como alteraciones cuantitativas en los linfocitos T, NK y células

dendriticas!19-121

. El MM induce un estado de inmunosupresion con expansién de
linfocitos T reguladores (Tregs)'?>1%3, células mieloides supresoras (MDSCs)?#4125,
macroéfagos asociados a tumor'?6127y disfuncion de linfocitos NK. Las alteraciones en el
microambiente inmune del MM han sido asociadas con reducciéon de la respuesta
inmune antitumoral, induccion de angiogénesis, resistencia a la quimioterapia vy

progresion de la enfermedad??3 127-129,

Células mieloides supresoras

En los ultimos afios las MDSCs, un grupo heterogéneo de células inmaduras que pueden
dividirse en granulociticas (PMN-MDSCs) y monociticas (M-MDSCs), han emergido como
reguladores inmunes negativos en infeccién, enfermedades autoinmunes, sepsis y

cancer. Las MDSCs se acumulan en la MO de pacientes y modelos murinos de MM, y su
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cantidad se correlaciona con el estadio de la enfermedad y el prondstico?> 130132 yn
estudio demostré que niveles reducidos de PMN-MDSCs se asociaban con una menor
formacién de vasos sanguineos, y que las M-MDSCs a su vez podian funcionar como
precursores de osteoclastos, favoreciendo la progresion tumoral®®3, Estos resultados
sugieren que las diferentes subpoblaciones de MDSCs cumplirian diferentes papeles en
el microambiente tumoral, y que podrian constituir dianas terapéuticas con la finalidad

de modular la angiogénesis y las lesiones dseas en el MM.

Los modelos murinos de MM han servido para estudiar los efectos de la acumulacion de
MDSCs a nivel medular, lo que se acompafia de una inhibicion de la citotoxicidad
antitumoral y una disminucién de los linfocitos T CD4+ Th1. En un modelo knock-out
deficiente en su capacidad de acumular MDSCs en la MO (S100A9) pudo reestablecerse
la inmunidad anti-tumoral, desacelerando la progresién de la enfermedad!?. Otro
demostré que las CP neoplasicas y las MDSCs interactian en el nicho medular
favoreciéndose mutuamente. Mientras que las células de MM promueven el desarrollo
y supervivencia de las MDSCs, las MDSCs generan un ambiente protector al inducir
anergia de los linfocitos T CD8+ y NK. Este efecto es mediado por factores solubles
secretados por las MDSCs, como la sintetasa de 6xido nitrico inducible (iNOS), la arginasa
(ARG1), especies reactivas de oxigeno (ROS) y citoquinas inmunosupreosoras como IL-6
e IL-10. Este estudio también demostré que la expresidon de estas citoquinas podia ser
disminuida utilizando terapias actualmente utilizadas para el MM como el bortezomib o
la lenalidomida, que sin embargo no disminuyeron el nimero de MDSCs funcionales3°,
Otros estudios si demostraron una disminucion en la frecuencia de MDSCs con los
mismos agentes, y que los efectos supresores asociados a este subtipo celular pueden
ser reducidos, retrasando la progresion del MM y mejorando la respuesta a
quimioterapia'34#13>, Si bien los efectos de las terapias actualmente disponibles en las
MDSCs del MM no estan claros, la deplecién de las MDSCs podria representar una
manera de revertir la inmunosupresién asociada al MM, aumentado el efecto

antitumoral de las terapias actualmente utilizadas.
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Macrofagos

Los macréfagos son células fagociticas que juegan un papel crucial en la eliminacién de
patégenosy en la reparacion tisular. Se clasifican en dos fenotipos principales: M1y M2.
En el nicho tumoral, los macréfagos M1 o “pro-inflamatorios / clasicamente activados”
expresan niveles altos de MHC clase Il y actian como agentes antitumorales segregando
citoquinas proinflamatorias, especies reactivas de oxigeno y oxido nitrico. Los
macrofagos M2 o “anti inflamatorios / alternativamente activados”, por el contrario,
tienen actividad inmunosupresora que favorece la progresion tumoral, caracterizada
por una expresion elevada de CD163, CD206, arginasa, y por la produccién de IL-10,
VEGF y metaloproteinasas de la matriz (MMP)*3®137 La polarizacién M1/M2 depende de
las sefales de activacion presentes en el entorno: las citoquinas Th1l como el IFN gamma
y los productos bacterianos, incluyendo a los lipopolisacaridos, promueven la
diferenciacién M1, mientras que las citoquinas Th2 como IL-10 y los glucocorticoides,
promueven la diferenciacion de los macréfagos al fenotipo M2. Durante la progresion
tumoral, los macréfagos M1 pueden perder gradualmente sus propiedades
antitumorales y adquirir un fenotipo M2, constituyendo lo que se conoce como TAM
(macrofagos asociados a tumor). El protagonismo de los TAM en el desarrollo del cancer
estd ampliamente estudiado, y han demostrado potencial como biomarcadores

prondsticos y como diana terapéutica®3é,

En el MM, varios estudios han establecido una correlacion entre la infiltracion medular
por macréfagos M2 y un curso clinico mas agresivo, una menor supervivencia y peor
respuesta al tratamiento!3%1%0, La citoquina CXCL12 segregada por las células de MM es
capaz de atraer monocitos al nicho tumoral. Al mismo tiempo las células estromales, por
su cuenta o mediante la interaccidon con las células neoplasicas, pueden aumentar el
reclutamiento de monocitos y favorecer su diferenciacién hacia un fenotipo M2. El eje
CXCR4/CXCL12 parece ser crucial para este proceso, ya que la neutralizacién de CXCR4
inhibiria el reclutamiento de los monocitos. El fenotipo M2 se asocia a supresiéon de

141

linfocitos T, angiogénesis, crecimiento tumoral y quimioresistencia'*!. La evidencia

actual parece indicar, por lo tanto, que la infiltracion medular por macréfagos con un

24



fenotipo antiinflamatorio se asociaria a un peor prondstico y a una peor respuesta al

tratamiento.

Los macréfagos medulares mantendrian, sin embargo, su capacidad antitumoral; la
“reprogramacion” podria constituir una aproximacidon terapéutica atractiva. Los
macréfagos pueden actuar como células presentadoras de antigeno (APC), exponiendo
antigenos de MM que activan linfocitos CD4+ Th1 y favoreciendo la diferenciacién
macrofagica al fenotipo M1 mediante IFN gamma. Estos macréfagos M1 inducen la
muerte tumoral mediante la activacion de vias apoptdticas intrinsecas, y segregan CXCL9
y CXCL10, dos quimioquinas que frenan el desarrollo tumoral. En modelos murinos con
xenoinjertos tumorales, el tratamiento con GM-CSF (pro M1) y 4-IPP (inhibidor de M2)
demostré la posibilidad de reprogramar los macréfagos hacia un fenotipo M1, con un

efecto tumoricidal*2.

En resumen, los macréfagos son esenciales en el establecimiento y progresion del MM,
y pueden ser manipulados por las células tumorales para su beneficio. Sin embargo, la
posibilidad de “reprogramarlos” constituye una potencial herramienta terapéutica que

esta siendo estudiada.

Células dendriticas

Numerosos investigadores han estudiado las alteraciones cuantitativas, fenotipicas y
funcionales de las células dendriticas (DCs) en los pacientes con MM. Se han descrito
diferencias significativas en el niumero de DCs circulantes entre individuos sanos vy
pacientes con MM, con una reduccion de aproximadamente el 50% en DCs mieloides
(mDCs, BDCA1+) y plasmocitoides (pDCs, BDCA2+)43. A nivel del nicho medular, sin
embargo, la progresién de estadios asintomaticos a MM y el aumento de la carga

tumoral parece acompafiarse de una acumulacién de mDCs y de pDCs*?1,

Ademds de los cambios numéricos, se han observado alteraciones fenotipicas

significativas en las DCs de los pacientes con MM. Por ejemplo, se ha descrito una
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disminucion en la expresion de CCR5 (migracion de DCs inmaduras a los sitios de
inflamacién), CCR7 (migracion de las DCs maduras a los 6rganos linfoides secundarios) y
DEC-205 (presentacién de antigenos) en las DCs presentes en la sangre periférica (SP)
de pacientes con MM. La menor expresion de HLA-DR y moléculas co-estimuladoras
como CD80/86 y CD40 indicaria que estas DCs se encuentran en un estado inmaduro
asociado con una menor capacidad de presentacion de antigenos. Las pDCs de pacientes
con MM muestran una produccién insuficiente de IFN-gamma, indispensable para
establecer una adecuada respuesta inmune de tipo innato. Como resultado de estas
alteraciones, la activacién y proliferacion de los linfocitos T es insuficiente, lo que se

asocia a una respuesta inmune inefectival#4,

Las alteraciones fenotipicas y deficiencias funcionales (alteracién en la diferenciacion,
maduracion y activacién) descritas en las DCs de los pacientes con MM estan influidas
por citoquinas inhibitorias presentes en el microambiente tumoral. Las citoquinas mas
frecuentemente involucradas son TGF-B1, VEGF, IL-6 e IL-10. Estos factores pueden
inducir hiperactivacién de las vias STAT3 y ERK, alterando la diferenciacion de las DCs
145,146 TGF-B1 e IL-10, ambas secretadas por las células de MM, serian responsables de

la disminucion de CD80/86 durante la maduracion de las DCs'¥”

.IL-6, a suvez, promueve
la diferenciacion de los precursores CD34+ en monocitos en vez de DCs, regulando al
alza CD14 y disminuyendo CD1a, HLA-DR, CD40 y CD80%8. Se han confirmado los efectos
inhibidores de las citoquinas derivadas del tumor IL-6, IL-10 y TGF-B1 en la maduracién
y funcién de las DCs, utilizando un modelo murino. Este bloqueo de la maduracion
resulté en una expresion reducida de moléculas MHC y factores co-estimuladores en la

superficie de las DCs, con una capacidad insuficiente para determinar respuestas de los

linfocitos T14°.

Las DCs parecen jugar un papel dual en el microambiente del MM: por un lado, activan
linfocitos T CD8+ citotdxicos contra las células tumorales mediante la fagocitosis de
células plasmaticas apoptdticas; por otro, son capaces de proteger a las células de MM
del ataque de los linfocitos T CD8+ al regular a la baja subunidades del proteasoma a
través de un mecanismo contacto dependiente que involucra al eje CD28-

CD86/CD802L1%0,  Recientemente, se han identificado alteraciones contacto
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dependientes entre las pDCs y las células de MM, responsables de la proliferacién
tumoral y lainmunosupresién. El co-cultivo de pDCs y células de MM llevé a un aumento
en la expresion de CD73, TLR7/9, HDAC6, PD-L1, IL-3R alfa y una reduccién en la
expresion de CASP3, BAK1, ADAM33 y BAD en las células tumorales. Estos hallazgos
permiten la identificacion de nuevas dianas para el disefio de inmunoterapias: el
bloqueo de CD73 permitié reactivar la actividad de los linfocitos T CD8+ contra las células
de MM, y de la misma manera el bloqueo de la interaccién con CD28 utilizando un

antagonista (CTLA-4-1g) podria evitar el escape inmune mediado por pDCst21:151,

Linfocitos Ty NK

De los componentes celulares del microambiente tumoral, los linfocitos T son los mas
ampliamente estudiados en la génesis y progresion del cancer. Las células de MM
presentan una serie de alteraciones genéticas que las distinguen de las células normales
a nivel proteico, lo que permite la induccion de una respuesta inmune por parte de los
linfocitos T reactivas al tumor. Sin embargo, la respuesta es evadida por las células
tumorales, que desactivan las funciones efectoras de los linfocitos T utilizando un

espectro de mecanismos inmunosupresores.

Se han descrito alteraciones cuantitativas y funcionales de los linfocitos T en los
pacientes con MM, incluyendo una disminucién en el numero de linfocitos CD4+ y CD8+,
anormalidades en el cociente Th1/Th2 y respuestas inmunes dependientes de linfocitos
T deficientes'®. Estas alteraciones se han encontrado incluso en los estadios
precursores de la enfermedad. Por ejemplo, pacientes con GMSI demostraron niveles
elevados de linfocitos T exhaustos y de Tregs®3. En pacientes con MQ, se encontré una
reduccion en la expresion de marcadores de activacidon en comparacion con individuos
sanos, incluyendo CD25, CD28 y CD54'%4, Estas alteraciones fenotipicas se profundizan

con la progresién de la enfermedad*>>.

Las células de MM son capaces de evitar las funciones efectoras de los linfocitos T a
través de distintos mecanismos: defectos en la secrecién de citoquinas, pérdida de la
capacidad de proliferacion, disminucion de la citotoxicidad, actividad alterada de
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factores de transcripcion como T-bet y expresion de immune checkpoints inhibidores
(ICls) entre los que se incluyen PD-1 (programmed cell death protein 1), Lag-3
(lymphocyte-activation gene 3), CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4) y
TIGIT (T cell immunoglobin and ITIM domain)*>®. La sefializacién a través de los ICls es
un mecanismo clave para regular el balance entre activacion y tolerancia que, si
alterado, puede determinar el escape de la vigilancia inmune. PD-L1, ligando de PD-1,
es expresado por las células de MM, especialmente en las recaidas, y PD-1 se encuentra
sobreexpresado en linfocitos T y NK de pacientes con MM, que presentan ademas un
fenotipo senescente®’. A pesar de los datos preclinicos y los resultados de los ensayos
clinicos utilizando un inhibidor de PD-1 en otros tipos de tumores, la experiencia en el
caso del MM no ha sido satisfactoria’®®1>°. Por otro lado, estudios recientes en modelos
murinos (Vk*MYC) demostraron que la carga tumoral de MM se correlaciona con el
porcentaje de linfocitos CD8+ TIGIT+, y que TIGIT es el ICI mas expresado en los ratones
enfermos. AUn mads importante es el descubrimiento en un modelo murino TIGIT-null
del enlentecimiento del crecimiento del MM vy de la reduccién de la carga tumoral en
ratones wild-type con un tratamiento anti-TIGIT'®0, abriendo la posibilidad de nuevas

inmunoterapias para este grupo de pacientes.

En el nicho medular del MM, los linfocitos T helper (Th) también muestran alteraciones:
proliferacion alterada de linfocitos T CD4+, alteraciones en el balance Th1/Th2,
disminucion en las citoquinas Th1, sobreexpresién de citoquinas Th2 y expansion de los
linfocitos Th17 pro-inflamatorios'®. Los Tregs, normalmente involucrados en modular
las respuestas inmunes y mediar la auto-tolerancia, pueden ser utilizados por las células
tumorales para lograr la supresion de la respuesta inmune y su consecuente evasiéni2,
Los Tregs inhiben la funcién de los linfocitos Th1, Th17, macréfagos y DCs mediante
interaccion celular directa o mediante la secrecidn de citoquinas inhibitorias como IL-10
y TGF-beta'®3. Los Tregs estdn aumentados en la MO de pacientes con GMSI que
progresan a MM®4, y su expansién esta inversamente relacionada con la
supervivencial®®.  Tratamientos inmunomoduladores como lenalidomida o
pomalidomida inhiben la proliferacion y funcidn de los Tregs'®, y su elevada expresion

de CD38 los convierte en diana para los mAb anti-CD38 utilizados actualmente. La

utilizacion de mAb anti-CD38 demostrd, de hecho, inhibir la inmunosupresién en co-
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cultivos ex vivol??

. Las implicancias terapéuticas de los Tregs son multiples, incluyendo
un rol en el desarrollo de estrategias de vacunacion anti-mieloma, donde el fallo de
tratamiento en un ensayo de MM en estadios tempranos se asocié a un aumento en el

nimero de Tregs®’.

Los linfocitos T gammadelta, un subtipo minoritario de los linfocitos T, han demostrado
funciones efectoras contra el MM tanto de tipo innato como adaptativo!®®. Los linfocitos
gammadelta producen IFN-gamma y demuestran actividad citotdxica frente a las células
de MM in vitro e in vivo, luego de la activacién con bifosfonatos e IL-2'%°. Los
bifosfonatos también aumentan la sefalizacién via NKG2D, presente no solo en los
linfocitos gammadelta, sino también en linfocitos NK y linfocitos CD8+, luego de su
interaccion con el ligando MICA (major histocompatibility complex class-1 related chain
molecule A). La expresién de MICA en la superficie de las células plasmaticas es
inversamente proporcional al estadio de la enfermedad, siendo mayor en GMSI que en
MM. El desprendimiento de MICA desde las células de MM lleva a su aumento en sangre
periférica y a la modulacién negativa de NKG2D, lo que sugiere que podria tratarse de

un mecanismo de evasién inmunel’°.

Los linfocitos NK son jugadores claves de lainmunidad innata. Son capaces de desarrollar
actividad citotdxica directa y dependiente de anticuerpos (ADCC), desencadenada por
el reconocimiento de ligandos en las células de MM mediante receptores como NKG2D,
CD16, 2B4, NKp80 o DNAM-1171, Esta actividad citotdxica se encuentra regulada a su vez
por receptores inhibidores que se unen a MHC-I como los KIR (killer cell Ig-like receptors)
0 CD94/NKG2A'”2, Al contrario de lo que ocurre con los linfocitos CD8+, los linfocitos NK
reconocen marcadores de transformacién oncogénica presentes en la superficie de las
células de MM, y no neo-antigenos presentados por MHC-1, siendo una ventaja en el
contexto de un tumor reducido en neo-antigenos como es el MM3, Las células de MM
pueden también evadir a los linfocitos NK, al mantener la expresidon de moléculas de
HLA# y al liberar MICA, lo que resulta en la regulacién a la baja o el bloqueo de los
receptores NKG2D de las NK'79,17>, La activacidn de Tregs por parte de las células de MM
también ha sido implicada como un mecanismo de inhibicidn de la citotoxicidad de los

linfocitos NK’®. La disminucion de receptores como NKG2D o los NCRs (natural

29



citotoxicity receptors) en los linfocitos NK de la MO, asi como DNAM-1 en los de SP y de
2B4 en ambas poblaciones, puede contribuir a las alteraciones funcionales reportadas
en los pacientes con MM'’7. Comprender las alteraciones cuantitativas y funcionales de
los linfocitos NK es fundamental, a la luz del reciente desarrollo de inmunoterapias

basadas en este subtipo celulart’é.

El nicho medular en los estadios precursores (GMSI y MQ)

Utilizando la metodologia de secuenciacion de ARN en célula Unica, distintos grupos han
demostrado alteraciones en el microambiente inmune tumoral en los estadios mas
tempranos de la enfermedad (GMSI)’°. Entre los cambios descritos, se encontré un
enriguecimiento de linfocitos NK y monocitos no cldsicos, asi como una disminucion de
las pDCs. Ademds de alteraciones cuantitativas, también se identificaron cambios
funcionales. Por ejemplo, aunque la expresion de HLA en monocitos CD14+ se
encontraba aumentada, la correspondiente expresidn de las proteinas a nivel de
superficie estaba reducida, siendo compatible con un defecto en la presentacion de
antigenos presente en estadios precoces de la enfermedad. Experimentos de co-cultivo
demostraron que las células neopldsicas son las responsables de estas alteraciones,

modificando el medioambiente inmune ya desde los estadios precursores.

En el caso del MQ, se demostrd expansion de los Tregs a nivel medular en muestras de
pacientes, asi como en modelos murinos con estadios tempranos de enfermedad. Se ha
demostrado, asimismo, que la expansién in vivo de los Tregs en pacientes se
correlaciona con una peor supervivencia, mientras en los modelos murinos la ausencia
de Tregs medulares prolonga la supervivencia. Estos hallazgos plantean la posibilidad de
los Tregs como diana terapéutica para prevenir la progresién en el MM. La expansion de
los Tregs podria estar mediada por la secrecidén de IFN tipo 1 por parte de las células de

MM, lo que seria reversible utilizando anticuerpos anti-IFNAR18°,

Es importante no olvidar, sin embargo, que el microambiente tumoral no est3
constituido Unicamente por células inmunes. En un estudio reciente analizando la matriz
extracelular de muestras de MO de pacientes con GMSI, MM de reciente diagndstico y
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MM recaido, 2 proteinas, ANXA2 y LGALS1, estaban presentes Unicamente en el caso de
enfermedad sintomatica. ANXA2 es una proteina que aumenta la formacién de
osteoclastos y la resorcion dsea, y ha demostrado promover el crecimiento celular y
disminuir la apoptosis en lineas celulares de MM. La supresion de LGALS1 ha
demostrado inhibir la angiogénesis inducida por el MM y el crecimiento tumoral in vivo.
Estos hallazgos fueron confirmados a nivel de expresién de ARN. Otras proteinas, sin
embargo, se encontraron alteradas Unicamente en el estadio de GMSI, lo que parece
indicar que otros componentes del microambiente también se encuentran afectados

desde los estadios méas tempranos, al igual que ocurre con las células inmunes?!®.,

Factores pronosticos en el mieloma quiescente

Durante los ultimos afios se han disefiado numerosos sistemas de estratificacion de
riesgo de progresion en pacientes con MQ. Los parametros actualmente mas utilizados
en la practica clinica, y con mayor evidencia, estan relacionados con la carga tumoral: el
grado de infiltracién por células plasmaticas a nivel medular (BMPC), el tamafio del
componente monoclonal sérico (CMs) y el cociente de cadena ligera involucrada/no
involucrada (FLCr). Otros factores prondsticos para la progresion que se han

identificado en algunos estudios incluyen'82183:

Isotipo IgA

- Inmunoparesia (reduccidon de los isotipos de Ig no involucrados)

- Porcentaje de células plasmaticas de fenotipo aberrante/clonales

- Células plasmaticas circulantes en sangre periférica

- Actividad proliferativa de las células plasmaticas

- Presencia de cadenas ligeras en orina (proteinuria de Bence Jones -BJ-)

- Cambios dindmicos en los marcadores de carga tumoral (evolucion del CM o
disminucion de la hemoglobina)

- Afeccion dsea detectada por RMN o PET-CT

- Caracteristicas citogenéticas/moleculares de la poblacién clonal

- Niveles séricos de BCMA soluble
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Modelos basados en parametros relacionados con la carga tumoral al

diagndstico

Uno de los primeros estudios, que evalud a 127 pacientes con MQ diagnosticados entre
1975 y 1998, encontrd una asociacidn entre la progresion a enfermedad sintomatica y

>10% BMPC, la presencia de proteinuria de BJ y el isotipo IgA84.

El primer sistema de la Mayo Clinic surgié a partir del estudio retrospectivo de 276
pacientes que cumplian con los criterios diagndsticos del IMWG de 2003, evaluados
entre 1970 y 1995. Estos pacientes fueron separados en tres grupos de acuerdo al
porcentaje de BMPC y el CMs al diagndstico: BMPC > 10% y CMs > 3 g/dL, BMPC > 10%
y CMs < 3 g/dLy BMPC < 10% y CMs > 3 g/dL. El riesgo acumulado de progresion a los
15 afos fue de 87, 70 y 39% respectivamente, mientras que la mediana de tiempo a la
progresion (TTP) fue de 2, 8 y 19 afios. Otros factores asociados con la progresién a
enfermedad sintomatica de los pacientes con MQ incluyeron el isotipo IgA, la presencia
de proteinuria de BJ, lainmunoparesia y el patrén de infiltracién por células plasmaticas
a nivel de médula ésea®. Poco después se describid que el cociente al diagndstico de las
cadenas ligeras libres k / A (FLCr) <1:8 (0,125) o >8 constituia un factor de riesgo
independiente para la progresidon del MQ. Al agregar esta informacion al sistema de
estratificacidon de riesgo de la Mayo Clinic, se establecié un nuevo modelo en el que el
riesgo acumulado de progresién a los 10 afios y la mediana del tiempo transcurrido hasta
la progresion (TTP) para los pacientes con 1 factor de riesgo fue de 50% y 10 afios, 65%
y 5 afos para aquellos que tenian 2 factores de riesgo y finalmente de 84%y 2 afios para

los que reunian los tres'®>,

Un estudio del grupo espafiol PETHEMA (Programa de Estudio y Tratamiento de las
Hemopatias Malignas) con 93 pacientes diagnosticados de MQ utilizando los criterios
del IMWG del 2003 y/o la presencia de > 10 g/L de proteinuria de BJ, analizé el % de CP
de fenotipo aberrante (aPC/BMPC) en médula dsea mediante citometria de flujo.

Desarrollaron un modelo de riesgo utilizando los dos factores asociados de forma
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independiente a la supervivencia libre de progresion (PFS) en este estudio: un cociente
aPC/BMPC 295% y la presencia de inmunoparesia (definida como un valor por debajo
de la normalidad de 1 o0 2 de las Ig de los isotipos no involucrados). La PFS a los 5 afios y
la mediana de TTP fueron: 4% y no alcanzada, 46% y 73 meses, y 72% y 23 meses para

los pacientes con 0, 1y 2 factores de riesgo, respectivamente!®,

Se realizé una comparacion entre el modelo de riesgo de la Mayo Clinicy el de PETHEMA,
clasificando con ambos a 77 pacientes con MQ. En esta cohorte, 33, 35 y 4 pacientes
fueron clasificados como de riesgo bajo, intermedio y alto segln el modelo de la Mayo
Clinic, mientras que de acuerdo al modelo de PETHEMA los grupos quedaron
conformados por 17, 22 y 38 pacientes. La discordancia fue particularmente notable al
clasificar pacientes de alto riesgo frente al resto, y la concordancia global entre los dos
modelos fue de solamente un 28,6% (22/77). Este hecho resalté la necesidad de

optimizar los modelos utilizados para estratificar a los pacientes con MQ®’.

En el 2011, el grupo de la Mayo Clinic describié que un 3.2% de los pacientes con MQ
diagnosticados entre 1996 y 2010 presentaban una infiltracién por CP al diagndstico
>60%, y que el 95% de los pacientes en este grupo progreso a enfermedad sintomatica
(mediana de TTP de 7 meses)®, El mismo grupo, al analizar retrospectivamente 586
pacientes diagnosticados entre 1970 y 2010 utilizando los criterios del IMWG del 2003,
describié un nuevo punto de corte para la FLCr 2 100 (redondeando el valor de 91 para
simplificacion clinica). El grupo de alto riesgo asi definido presentaba un riesgo de
progresion a MM a los 2 afios de 72% y un TTP de 15 meses, comparado con 28% y 55
meses para el resto de los pacientes que no cumplian con dicho criterio!?. Estos
hallazgos fueron confirmados posteriormente por diferentes grupos. Un estudio de 96
pacientes con MQ diagnosticados de acuerdo a los criterios del 2003 encontrd un grupo
de muy alto riesgo (12,5% de la cohorte), que progresé antes de los 18 meses desde el
diagndstico. Al analizar los factores de riesgo asociados a este grupo, los autores
identificaron que una infiltracion a nivel medular = 60% y un FLCr > 100 tenian una
especificidad de 95.5% y 98% para identificar aquellos pacientes que progresaban antes
de los 18 meses!?. En otra cohorte de 135 pacientes con MQ, todos los pacientes con >

60% BMPC y 64% de los pacientes con FLCr > 100 progresaron dentro de los dos anos.
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Los autores construyeron un modelo utilizando tres factores de riesgo: BMPC > 40%,
FLCr = 50 y una concentracion de albumina < 3,5. Los pacientes con 0, 1y 2/3 factores
de riesgo eran considerados como de bajo, intermedio o alto riesgo, con tasas de
progresion a los dos afios de 16%, 44% y 81% respectivamente. Los niveles de albumina
resultaron inversamente proporcionales a los de IL-6, un factor de crecimiento para las

células de MM, lo que podria explicar su papel como biomarcador prondstico'®.

En un estudio de 91 pacientes con MQ diagnosticados segun los criterios del IMWG del
2003, la presencia de > 5 x 10° células plasmaéticas circulantes (CPc) /L y/o >5% CPc / 100
células mononucleares positivas para Ig de citoplasma, se asocié con un aumento en el
riesgo de progresién a los dos afios (71 frente a 24%), una disminucién en el TTP (12
frente a 57 meses) y una disminucién de la supervivencia global (49 frente a 148 meses).
Para este estudio se analizaron células mononucleares fijadas de sangre periférica,
mediante una técnica de inmunofluorescencia’®. Un segundo estudio utilizando
citometria de flujo, analizé 100 pacientes diagnosticados segun los criterios del 2003
entre 2008 y 2013. Veinticuatro (24%) de los pacientes demostraron tener CPc, con una
mediana de 78 células / 150,000 eventos. Estos pacientes presentaron una mediana de
TTP de 10 meses frente a no alcanzada en el grupo que no presentaba CPc. Utilizando
un punto de corte > 150 CPc, la mediana de TTP de este grupo fue de 9 meses (frente a
no alcanzada), con un valor predictivo positivo (VPP) y una especificidad para la
progresion a los dos afios de 78% y 97%. En esta cohorte, también resultaron factores
de riesgo significativos para la progresién una FLCr > 8 y la presencia de inmunoparesia,
lo que permitié el disefio de modelos con la inclusidn de los tres factores de riesgo. Al
aplicar el modelo de la Mayo Clinic del 2007° a esta cohorte, 18 pacientes fueron
clasificados como de alto riesgo, con un VPP y una especificidad para la progresion a los

dos afios de tan solo 33% y 85%*°%.

Uno de los ultimos estudios utilizando los criterios diagndsticos del 2003 analizé una
cohorte de 147 pacientes diagnosticados entre 1983 y 2013, y encontré que los
pacientes con proteinuria de Bence Jones presentaban un TTP significativamente mas
corto (21,7 frente a 82,9 meses). Analizando el grado de proteinuria de manera

cuantitativa, los autores fueron capaces de separar a los pacientes en 4 grupos con claras
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diferencias en las medianas de TTP!2, Finalmente, utilizando el registro danés de MM
(DMMR), se analizaron 321 pacientes diagnosticados entre 2005 y 2014 que no
presentaron datos de progresion dentro de los tres meses del diagndstico. En este
estudio un FLCr elevado no se asocié a un menor TTP, pero si lo hicieron un CM >3 g/dL
y la presencia de inmunoparesia (definida como la reduccidn de por lo menos 25% por
debajo del valor normal de 1 0 2 de las Ig no involucradas). Utilizando estos dos criterios,
el riesgo de progresién a los dos afios fue de 5% (sin factores de riesgo), 18% (1 factor

de riesgo) y 38% (2 factores de riesgo)'®3.

Modelos de riesgo basados en estudios de imagenes

Un importante biomarcador de progresidon a enfermedad sintomatica del MQ es la
presencia de lesiones éseas. La presencia de lesiones liticas se incluyd en la definicidn
de mieloma sintomatico, basandose en estudios que demostraron que los pacientes con
> 1 lesion litica presentaban una mediana de TTP de 10 meses!®*. Actualmente, la
definicién de lesiones liticas incluye la presencia de por lo menos una lesién (X5mm) en
un estudio de rayos X, TAC o PET-TAC (segun disponibilidad de recursos). Sin embargo,
los pacientes sin lesiones dseas en los estudios mencionados pueden tener hallazgos
anormales en un estudio de RMN, lo que también les confiere un mayor riesgo de

progresion.

Un estudio evalué 149 pacientes con MQ mediante RMN de cuerpo completo,
detectando lesiones focales en 42 de ellos (28%)°. Los pacientes con > de 1 lesién focal
(15%) presentaron un riesgo de progresion a enfermedad sintomatica mayor, con una
mediana de TTP de 13 meses y una tasa de progresidon a los dos afos de 70%. En el
analisis multivariado, la presencia de > de 1 lesion focal por RMN mantuvo su valor
prondstico al ajustar por otras variables como BMPC, valores de CM en suero y orina e
inmunoparesia. En el mismo estudio, el hallazgo de infiltracion medular difusa en la RMN
también se asocié a un aumento en el riesgo de progresién. Estos hallazgos fueron
confirmados al estudiar 98 pacientes con MQ a los que se les realizé una RMN espinal y

luego fueron seguidos por un minimo de 2,5 afios'®. En este estudio, la mediana de TTP
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a enfermedad sintomatica en el caso de existir > de 1 lesion focal fue de 14 meses. Estos
resultados llevaron a la actualizaciéon de los criterios diagnésticos del IMWG antes
mencionados, por lo que actualmente los pacientes con > 1 lesién 6sea en RMN son

considerados como MM activol®.

El estudio de PET-TAC utilizando glucosa marcada con el radionucledétido 18F (18F-FDG
PET-TAC) permite la identificacion de lesiones osteoliticas y ha sido incorporado
recientemente por el IMWG como una técnica a utilizar en el diagndstico de MM.
Zamagni et al. estudiaron el impacto de la presencia de lesiones sin ostedlisis en la
progresién del MQ a enfermedad sintomatica. En 120 pacientes con MQ, el PET-TAC
resulté anormal en un 16%. Este subgrupo presentd una mediana de TTP de 1,1 afios
frente a 4,5 afios para aquellos con un estudio negativo, mientras que la probabilidad

de progresion a los dos afios fue de 58% y 33% respectivamentel®.

Mieloma quiescente de ultra-alto riesqgo y actualizacion de los criterios

diagndsticos del MQ

En el afio 2014, el IMWG actualizd los criterios diagndsticos de MQ al definir un grupo
de “ultra-alto” riesgo que presentaban nuevos “eventos definitorios de MM”: BMPC >
60%, FLCr 2 100 y > 1 lesién focal en un estudio de RMN. Estos pacientes presentan un
riesgo de progresion a los 2 afios de 80%, por lo que deben ser considerados como MM
y recibir un tratamiento acorde. Como resultado de esta actualizacién, 10-15% de los
pacientes previamente diagnosticados como MQ debieron ser reclasificados, lo que
obligd a la revision de los modelos de riesgo hasta ese momento utilizados#. El grupo
de la Mayo Clinic reanalizé su cohorte inicial con 421 pacientes que cumplian con los
nuevos criterios del 2014%°7, El andlisis multivariado permitid disefiar un nuevo modelo
de riesgo que utilizaba los mismos parametros del modelo del 2008 pero con diferentes
puntos de corte: FLCr > 20, CMs > 2 g/dL, BMPC > 20% (el modelo “20/2/20”). En base a
estos parametros, tres grupos de riesgo fueron definidos: bajo riesgo (sin factores de
riesgo), riesgo intermedio (1 factor de riesgo) y alto riesgo (2 o mas factores de riesgo).

La mediana estimada del TTP fue de 109,8, 67,8 y 29,2 meses, respectivamente. En el
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2020, este modelo fue validado con una cohorte de 1.966 pacientes de 75 centros de 23
paises!®. Con un seguimiento de 3 afios, la mediana de TTP para toda la cohorte fue de
6,4 aiios, con un riesgo de progresién a los 2, 5 y 10 afios de 22%, 42% y 64%
respectivamente. El analisis multivariado, considerando aun mds factores de riesgo
potenciales que en el estudio previo del 2018, confirmd la relevancia de los pardmetros
y los puntos de corte (20/2/20) previamente descritos. La estratificacion de 1.363
pacientes que contaban con la informacion suficiente en las tres categorias antes
definidas revelé tasas de progresion a los dos afios de 6%, 18% y 44% respectivamente.
En base a estos resultados, el modelo 20/2/20 es uno de los mas empleados vy

recomendados para su utilizacion en la practica clinica.

Como parte del estudio iMMunocell, se analizaron en forma seriada la presencia de
células plasmaticas circulantes (CPc) en 150 pacientes con MQ diagnosticados mediante
los criterios actualizados del IMWG, durante un periodo de 3 afios desde el diagndstico.
Los pacientes con > 0,015% CPc al momento del diagndstico demostraron una mediana
de TTP de 17 meses, mientras que la misma no fue alcanzada en el grupo con < 0,015%
CPc. La presencia de > 20% BMPC no tuvo valor prondstico en el andlisis multivariado
que incluyé FLCr <20, CMs > 2 g/dLy > 0.015% CTc. La estratificacion en grupos de riesgo
utilizando el modelo 20/2/20 y un nuevo modelo reemplazando BMPC por CTc
(20/2/0,015) resulto similar. Si bien en este estudio el valor prondstico de las CPc parece
ser superior, con la gran ventaja de ser un pardmetro minimamente invasivo, es
necesaria su evaluacién en otras series, sin existir consenso en cuanto al punto de corte

a ser utilizado®8.

Utilizando los criterios actualizados del 2014, se evaluaron de manera retrospectiva 306
pacientes con MQ en los que se habia medido el indice de proliferacion de las células
plasmaticas (PCPl) mediante el método de bromodeoxiuridina o citometria de flujo,
definiéndose como elevado un PCPI > 0,5%'%°. Los pacientes con un PCPI elevado
presentaron una mediana de TTP mas corta y un riesgo de progresion a los dos afios
mayor que aquellos pacientes con un PCPI bajo (3 afios y 49% vs. 7,1 afios y 20%). El PCPI
demostrd ser un factor de riesgo independiente para la progresion tanto cuando se

incluyo en el modelo original de la Mayo Clinic como en el actualizado. El aumento de la
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relacion entre proliferacion y apoptosis (Ratio-PA) de las células neoplasicas,
determinada mediante citometria de flujo al diagndstico, ha sido asociado también con
un elevado riesgo de progresion en pacientes con MQ. En un estudio reciente, un Ratio-
PA elevado permitié identificar a un grupo de pacientes con MQy una PFS a los 10 afios

del 35%, complementando el modelo de estratificacién de riesgo estandar2®.

En 2020, el grupo checo de mieloma (CMG) desarrollé6 un modelo de estratificacion
basado exclusivamente en parametros séricos?’. Se estudiaron 287 pacientes con MQ
diagnosticados segun los criterios del IMWG del 2003 como grupo de entrenamiento, y
el modelo se validé de manera independiente con otra cohorte de 240 pacientes. Con
una mediana de seguimiento de 2,4 y 2,5 afios respectivamente, la progresion a MM
ocurrié en 52% y 39% de los pacientes de cada grupo. En el andlisis multivariado, los
predictores de progresion a los dos afios resultaron ser un FLCr < 30, la presencia de
inmunoparesia (por lo menos una de las Ig no involucradas por debajo de la normalidad)
y un CMs > 2,3 g/dL. Utilizando estos pardmetros se definieron cuatro grupos de riesgo
basados en la presencia de cero, uno, dos o tres factores de riesgo. Notablemente, el
riesgo de progresién a los dos afios en ambas cohortes para los pacientes con tres

factores de riesgo fue de 79 y 80%.

Finalmente, el grupo de la Mayo Clinic publicd en el 2021 un analisis retrospectivo de
184 pacientes con MQ en los que analizaron el valor prondstico de los niveles del B-cell
maturation antigen soluble (BCMAs) al diagndstico, utilizando como punto de corte la
mediana de la cohorte (127 ng/mL)?°2. Los pacientes con BCMAs <127 ng/mL
presentaron PFS y OS significativamente mas largas que los pacientes con valores = 127
ng/mL (4,7 frente a 1,9 afios y 11,9 vs. 7,5 afios). Una importante limitacion de este
estudio es que incluyd, con el objetivo de permitir una comparacién entre los pacientes
gue progresaban y los que no, un mayor numero de pacientes con MQ con progresion

que lo esperable en una cohorte de MQ convencional.
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Modelos de riesgo evolutivos

Una limitacién significativa de la mayor parte de modelos de riesgo actualmente
utilizados es que son aplicados al momento del diagndstico del MQ y asumen que el
riesgo de progresidn se mantiene constante en el tiempo. Sin embargo, los estudios
retrospectivos han demostrado que el riesgo de progresiéon es mas alto durante los
primeros 5 afios desde el diagndstico y luego se estabiliza en 3-5% anual a partir de ese
momento®. En un intento de evidenciar las diferentes trayectorias clinicas del MQ, varios
grupos han construido modelos de riesgo basados en la evolucién de distintos

biomarcadores en el tiempo.

La idea de utilizar mediciones seriadas de biomarcadores para identificar pacientes con
un curso indolente frente a aquellos con un curso clinico mas agresivo fue descrita por
Rosifiol et al. en el 2003293, En este estudio, se decribié un grupo de MQ “evolving”,
definido como aquellos pacientes que presentaban un aumento progresivo del CMs en
los primeros dos controles tras el diagndstico. El grupo “evolving” se caracterizd por una
mayor proporcion de pacientes con subtipo IgA y mas del 50% presentaba el
antecedente de un diagndstico previo de GMSI. Este grupo demostré una mediana de
TTP de 1,3 afios, en comparacion con 3,9 afios para el grupo “no evolving”. Este ultimo
grupo presentd niveles estables de CMs, aumentando abruptamente en el momento de

progresion a enfermedad sintomatica.

Ravi et al. investigaron el impacto del comportamiento evolving tanto del CMs (eCM)
como de la Hb (eHb) en el riesgo de progresion?®. En este estudio se definid el
comportamiento “evolving” como un incremento del CM >10% en 6 meses, 0 225% en
el primer afio desde el diagndstico, con un minimo absoluto del incremento fijado en
0,55 g/dL para aumentar la especificidad. Por su parte, el comportamiento “evolving”
de la Hb fue definido como una disminucion >0.5 g/dL en los primeros 12 meses desde
el diagnéstico. Tanto el comportamiento evolving del CM como el de la Hb resultaron
en factores de riesgo independientes para la progresién a enfermedad sintomatica
dentro de los dos afios desde el diagndstico, asi como también BMPC> 20%. Un modelo
de riesgo utilizando estos tres parametros determind medianas de TTP de 12,3, 5,1, 2y
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1 afio para los pacientes con 0 a 3 factores de riesgo, respectivamente. Cabe destacar
que el riesgo de progresion a los dos aifos para aquellos pacientes con comportamiento
“evolving” del CM y de la Hb fue de 81,5%. Un estudio similar analizé el comportamiento
evolving del CM (eCM) y la Hb (eHb) definidos de una manera similar, pero en este caso
solo el eCM constituyd un factor de riesgo asociado en forma independiente con la
progresion, junto con un BMPC >20% y una FLCr >829, En contraposicién a lo
previamente descrito, los pacientes con eCM y eHb en este estudio presentaron un
riesgo de progresidon a los dos afos de solo 18,5%. Esta diferencia pudo deberse a que

se trataba de una cohorte con un menor nimero de pacientes con MQ de alto riesgo.

Un grupo corrobord la utilidad prondstica del comportamiento evolutivo de diferentes
biomarcadores, evaluando la trayectoria durante el primer aifo posterior al diagndstico
de la Hb, el CMs y la diferencia entre los valores de FLC?%. Otro estudio identificd
cambios absolutos en el CMs (aumento > 5 g/L) y la FLCr (aumento > 4,5), desde el
diagndstico de SMM hasta 6 meses previos a la progresion a MM, como factores de

riesgo para la progresion a enfermedad sintomatica?®’.

El concepto evolving no ha sido Unicamente estudiado en el caso de biomarcadores
séricos. Un estudio evalud 63 pacientes con MQ utilizando un método de volumetria 3D
a partir de RMN de cuerpo entero. La velocidad de crecimiento de las lesiones 6seas,
utilizando un punto de corte de 114 mm3/mes, fue capaz de identificar a un subgrupo
de pacientes con un riesgo de progresion a los 2 aflos de 82.5%, y demostré una mayor
sensibilidad y menor tasa de falsos positivos que el biomarcador de “> 1 lesion focal”

actualmente utilizado por el IMWG?%8,

La ventaja de utilizar valores absolutos en vez de relativos para caracterizar a un
. “ e . - . .
paciente como “evolving” radicaria en que, con éstos ultimos, los pacientes con bajos
niveles al diagndstico solo necesitarian un incremento muy pequefio para cumplir con
el criterio, lo que determinaria una menor especificidad. Los modelos de riesgo

“" H n HH .« .
evolutivos” son actualmente menos utilizados que los basados en mediciones al
diagnostico, ya que los segundo resultan mas practicos a la hora de definir que pacientes

son candidatos a ensayos clinicos. Otro problema surge de los diferentes puntos de corte
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descritos por los diferentes grupos. Con puntos de corte bien definidos y validados en
un mayor numero de pacientes, el comportamiento evolving podria agregarse a los

modelos de riesgo actualmente recomendados.

Modelos genémicos

Secuenciacion ADN/ARN y perfiles de expresion génica

El grupo de Salamanca utilizé en 2012 técnicas de FISH, SNP-arrays y perfiles de
expresion génica para estudiar un grupo de 123 pacientes con MQ de alto riesgo. Las
anormalidades cromosdmicas no se asociaron con un aumento del riesgo de progresiéon
a enfermedad sintomatica. Sin embargo, la sobreexpresidon de cuatro genes SNORD
(SNORD25, SNORD27, SNORD30 y SNORD31) se correlacioné con un TTP mas corto.
Estos genes son responsables de la expresion de ARN no codificante que esta
involucrado en la modificacién postranscripcional del rARN. Desafortunadamente, el
numero de pacientes en el que se estudié el perfil de expresion génica fue limitado

(33)209.

También se ha utilizado un sistema de estratificacion de riesgo basado en la expresion
de 70 genes (GEP70), descrito previamente en el prondstico del MM, para estudiar una
cohorte de GMSI y MQ en un estudio prospectivo (SWOG S0120)2%°. Una puntuacion
elevada (>0,26) se asocidé con un aumento en el riesgo de progresion de los pacientes
con MQ (riesgo de progresion a los 2 afios de 49,7%). Al combinar una puntuaciéon GEP70
>0,26, un CMs >3g/dL y una dFLC >25mg/dL, fue posible identificar un subgrupo con un
riesgo de progresion a los dos afios de 67%. Este estudio también reveld que los
diferentes subtipos moleculares descritos mediante perfiles de expresion génica en MM
ya estan presentes en los estadios precursores (GMSI y MQ), un hallazgo consistente
con estudios previos que han revelado que las alteraciones citogenéticas caracteristicas
del MM también pueden ser observadas en pacientes con GMSI?!!, Otro estudio mas

reciente del mismo grupo utilizé una firma genémica derivada de 4 genes (RRM2, DTL,
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TMEMA48 y ASPM) para identificar a un grupo de alto riesgo con una tasa de progresién

a los dos afos de 86%212.

El grupo de Bolli et al. fue el primero en utilizar secuenciacién de genoma completo
(WGS) para estudiar pacientes con MQ, validando hallazgos previos, al encontrar las
mismas alteraciones citogenéticas, mutaciones y reordenamientos descritos en el
MM?213, Las ganancias de 1q, del13q, hiperdiploidia y translocaciones de IgH fueron las
anomalias mas frecuentemente halladas en los pacientes con MQ. El estudio de
muestras secuenciales permitid definir dos modelos de progresion a enfermedad
sintomatica (Figura 2): el “estatico”, donde no se registraba un cambio en la arquitectura
subclonal, y el “espontdneo”, observando un cambio en la composicion subclonal. EI TTP
del primer grupo resultd mas corto que el del primero, reflejando por tanto Unicamente
el tiempo necesario para acumular una masa tumoral suficiente. Otro hallazgo
importante del estudio fue que la deaminasa de citidina inducida por activacién (AID)
jugaria un rol importante en la determinacidon del paisaje mutacional de las fases
subclinicas mas tempranas, mientras que la deaminasa de citidina APOBEC estaria

involucrada en la progresién a enfermedad sintomatica.

Utilizando la técnica de secuenciacién de exoma completo (WES) se demostré, una vez
mas, que las mutaciones asociadas con la progresion a MM ya estan presentes en el MQ
al diagnéstico®®. En este estudio, se asociaron con un mayor riesgo de progresién las
alteraciones de la via de MAPK (SNVs en KRAS y NRAS), reparacién de ADN (deleciones
de 17qy TP53, SNVs en ATM) y reordenamientos de MYC (translocaciones y CNVs en el
locus). Los pacientes con mutaciones asociadas a APOBEC presentaron un TTP
significativamente mas corto. Las alteraciones gendmicas descritas en este estudio
mantuvieron su valor prondstico de manera independiente, aun tras tomar en
consideracién las variables de riesgo clinicas. Los pacientes sin estas alteraciones
presentaron una mediana de TTP de 7,2 afios frente a 1,2 afios en aquellos con una o
mas. El riesgo asociado a estas alteraciones gendmicas resulté acumulativo, y los
pacientes con dos o mads alteraciones progresaron aun mas precozmente. Estos

resultados fueron validados en una cohorte externa de 72 pacientes con MQ
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previamente secuenciados. Este modelo, ademads, resultdé mas eficiente al ser

comparado con los modelos de prediccion de riesgo de la Mayo Clinic (2008 y 2018).

Utilizando la secuenciacién del genoma completo (WGS), también se pudieron
identificaron dos grupos de pacientes con MQ con diferencias no solo en el perfil
gendmico, sino también en el momento de adquisicion de mutaciones asociadas con
enfermedad sintomatica®'. Los pacientes con enfermedad progresiva se caracterizaron
por un mayor numero de eventos genéticos “determinantes” de MM como eventos
gendmicos complejos (“cromotripsis” o “templated insertions”), mutaciones en genes
driver, aneuploidia y mutaciones asociadas a APOBEC. Por el contrario, los pacientes con
MQ estable se caracterizaron por una carga mutacional mas baja y por la ausencia de
estos eventos genéticos, inicidndose ademads a edades mas avanzadas. De esta manera,
la WGS permitio identificar dos entidades precursoras de MM bioldgica y clinicamente

diferentes.

Si bien las nuevas herramientas moleculares han permitido revelar la arquitectura
subclonal del MQ y los procesos involucrados en la progresiéon tumoral a MM, no existen
marcadores claramente asociados a las categorias de MQ de bajo y alto riesgo. Esto,
junto con el costo y la complejidad de estas tecnologias, hacen que por el momento no

sean utilizadas para la determinacién del riesgo en el ambito clinico.

Alteraciones citogenéticas

En la cohorte de la Mayo Clinic de 351 pacientes con MQ diagnosticados entre 1991 y
2010 segun los criterios del IMWG del 2003, encontraron que 43,9% presentaban
trisomias, 36,2% translocaciones de IgH, 4% trisomias y translocaciones de IgH, 0,9%
monosomia del cromosoma 13/deleciones de 13qy 15,1% no presentaban alteraciones
detectables*?. De las translocaciones de IgH, 44,9% eran t(11;14), 28,3% t(4;14), 8,7%
translocaciones con MAF (t(14;16) o t(14;20)), y 18,1% tenian un partner diferente o no
identificable. Los pacientes con t(4;14) presentaron un riesgo de progresidon

significativamente mayor y una mediana de TTP significativamente mas corta (28 frente
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55 meses) en comparacion con la t(11;14). La presencia de monosomia 13 / delecion
13qg no se asocié a un aumento del riesgo de progresion, mientras que los pacientes con
delecién de 17p presentaron una tendencia a un mayor riesgo de progresion, si bien no
se conté con un numero suficiente de pacientes con esta anomalia. Los pacientes fueron
estratificados en 4 grupos citogenéticamente definidos, con diferente riesgo de
progresioén. El grupo de alto riesgo estaba constituido por pacientes con t(4;14), el de
riesgo intermedio por pacientes con trisomias, el de riesgo standard por pacientes con
t(11;14), translocaciones de MAF, otras translocaciones de IgH, monosomomia
13/delecién 13q o trisomias + translocaciones, y finalmente el grupo de bajo riesgo por
pacientes con estudio de FISH normal o material insuficiente para el estudio. La mediana
del TTP fue de 28, 34, 55 y no alcanzada para cada uno de los 4 grupos, respectivamente.
Otro estudio del mismo ano que incluyé 248 pacientes con MQ, encontré que la
presencia de deleciones de 17p, t(4;14), ganancias de 1q e hiperdiploidia se asociaban a
una mediana de TTP significativamente mas corta, teniendo el peor prondstico la
del17p?!4. Lat(11;14)y la delecidon 13q no tuvieron un efecto significativo en el TTP. Los
pacientes fueron estratificados en un grupo de alto riesgo (del17p, t (4;14), ganancia 1q)
y en un grupo de riesgo standard (los que no presentaban dichas alteraciones), con una

tasa de progresion a los tres afios de 45% frente a 24%, respectivamente.

De los 1.363 pacientes con MQ incluidos en el estudio del IMWG del 2020, 689 contaban
con informacién citogenética. La presencia de t(4;14), t(14;16), ganancia 1q y
monosomia 13/del13q fueron agregadas al modelo de riesgo como un cuarto factor,
guedando asi determinados 4 grupos con diferente riesgo de progresién a los dos anos:
bajo riesgo (0 factores) con un 6% de riesgo de progresion, riesgo bajo-intermedio (1
factor) con 22,8%, riesgo intermedio (2 factores) con 45,5% y alto riesgo (3-4 factores)

con un 63,1% de riesgo de progresion a los dos afios'®?,

En definitiva, ciertas alteraciones citogenéticas constituyen factores de riesgo
independientes para la progresién a enfermedad sintomatica de pacientes con MQ, y se
ha demostrado que su adicién puede mejorar modelos basados Unicamente en variables
clinicas (como el modelo 2/20/20). Sin embargo, no todas parecen tener el mismo

impacto, e incluso hay discordancias entre los diferentes modelos propuestos. A esto se
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suma la dificultad técnica que implica el andlisis citogenético de las gammapatias,
derivado del grado variable de infiltracion medular y la baja tasa proliferativa de las
células plasmaticas malignas.

III

El modelo de riesgo “ideal” combinaria marcadores de carga tumoral al diagndstico
junto con sus cambios evolutivos, asi como marcadores genéticos que puedan predecir
la biologia tumoral y biomarcadores que reflejen la permisividad del microambiente
inmune. En la practica clinica, sin embargo, deben utilizarse modelos basados en
pruebas aplicadas rutinariamente y disponibles de manera universal. Los modelos mas
modernos, basados en las nuevas técnicas de secuenciacion masiva, no estan
estandarizados (con métodos y tecnologia que varia entre los diferentes laboratorios),

no han demostrado superioridad a la hora de identificar pacientes candidatos a

intervencién temprana, y no estan disponibles en la mayoria de los centros asistenciales.

Si bien existe discordancia entre los diferentes modelos con respecto a la identificacidon
de pacientes de “alto riesgo”, es probable que debido a su baja sensibilidad cada uno de
ellos capture a una proporcién de los pacientes con mayor riesgo de progresion. Al
utilizar distintos modelos, seria posible identificar a una mayor cantidad de pacientes.
En todo caso, un modelo que identifique a una poblacién con un riesgo de progresién a
los dos anos > 50% puede ser utilizado para adaptar el seguimiento de los pacientes con

MaQ.

El modelo 2/20/20 esta aceptado por el IMWG y es actualmente el mas utilizado por su

sencillez y aplicacién universal. Cualquiera sea el modelo elegido, es recomendable

combinarlo con las pruebas de imagen adecuadas.
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Tratamiento del mieloma quiescente

El tratamiento estandar actual del MQ es la observacién. Sin embargo, numerosos
ensayos clinicos se han llevado a cabo en este grupo de pacientes con la finalidad de

retrasar el desarrollo de enfermedad sintomatica o incluso de alcanzar la curacion.

Un metaanalisis evalud 8 ensayos clinicos aleatorizados y controlados incluyendo un
total de 885 pacientes, para comparar el tratamiento precoz (fase asintomatica) frente
al diferido (en el momento de la progresion)?'®. Los esquemas de tratamiento utilizados
incluyeron melfaldn + prednisona, bifosfonatos + talidomida, siltuximab y lenalidomida
+ dexametasona. Globalmente, el tratamiento precoz se asocié a una disminucion del
riesgo de progresion a enfermedad sintomatica (risk ratio [RR] = 0,53, [95% Cl]: 0,33-
0,87, P=0,01), particularmente en el grupo de pacientes de alto riesgo (RR=0,51, 95% Cl:
0,37-0,70, P=0,0001). En este ultimo grupo, el tratamiento precoz también se asocié a
una disminucién de la mortalidad (RR=0,53, 95% Cl: 0,29-0,96, P=0,04). Con respecto a
los efectos adversos, el riesgo de neoplasias secundarias fue significativamente mayor
con el tratamiento precoz (RR=4,13, 95% Cl: 1,07-15,97, P=0,04). Este metaandlisis, sin
embargo, seria cuestionable por la amplia heterogeneidad de los esquemas
terapéuticos y la falta de estratificacion de riesgo en la mayor parte de los ensayos

clinicos.

Lenalidomida

Los resultados de dos estudios prospectivos de fase lll apoyan el uso de lenalidomida (+

dexametasona) en pacientes con MQ de alto riesgo.

El estudio QuiRedex fue un ensayo fase Il en 119 pacientes con MQ de alto riesgo,
definidos por la presencia de BMPC >10% y un CMs >3g/dL o, en el caso de que sélo uno
de estos criterios estuviese presente, la presencia de >95% de BMPC de fenotipo
aberrante junto a inmunoparesia. Los pacientes fueron aleatorizados a recibir 4 ciclos

de induccidon con lenalidomida y dexametasona, seguidos de mantenimiento con
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lenalidomida por 2 afios frente a observacion?!®, El objetivo primario analizado fue el
tiempo a la progresién (TTP). Al momento del primer analisis y luego de de una mediana
de seguimiento de 45 meses, el TTP en los pacientes tratados fue significativamente mas
largo que el del grupo control (mediana no alcanzada frente a 21 meses,
respectivamente; P<0.001), con una supervivencia global que también fue
significativamente mayor en el grupo de tratamiento (tasa de supervivencia a los 3 afios
de 94% frente a 80%, respectivamente; P=0.03). En la ultima actualizaciéon de los
resultados, con una mediana de seguimiento de 12,5 anos, la mediana de TTP para los
pacientes tratados era de 9,5 afios frente a 2,1 afios para la rama de observacion
(HR=0.28; 95% Cl: 0.18-0.44; P<0.0001). La mediana de supervivencia global no fue
alcanzada por el grupo de tratamiento precoz, mientras que resulté de 8,5 afos en la
rama control (HR=0.57; 95% Cl: 0.34-0.95; P=0.032). No se observaron diferencias entre
las dos ramas cuando se comparé la supervivencia global desde el inicio del tratamiento
al momento de la progresion, sugiriendo que el tratamiento con lenalidomida no estaria
asociado a la seleccidn de clones resistentes. Las neoplasias secundarias resultaron mas
frecuentes en el grupo de tratamiento precoz (10% frente a 2%), pero el riesgo

acumulado no fue significativamente diferente entre los dos grupos?’.

El ensayo fase Ill del Eastern Cooperative Oncology Group E3A06 evalud la eficacia de
lenalidomida en monoterapia frente a observacion en pacientes con MQ de riesgo
intermedio o alto?'8. La lenalidomida se administré como agente Unico via oral hasta la
progresién o suspension, ya fuese por toxicidad o por otra razén. Se constatd respuesta
al tratamiento en un 50% de los pacientes en la rama de lenalidomida. Con una mediana
de seguimiento de 35 meses, la supervivencia libre de progresién (objetivo primario del
estudio) fue significativamente mas prolongada en la rama de lenalidomida, con una
disminucion del 72% en el riesgo de progresion. El beneficio fue mayor en los pacientes
con MQ de alto riesgo, definidos con el modelo de riesgo de la Mayo Clinic del 2018. La
tasa de discontinuacién de tratamiento fue del 50% (en 40% de los casos por efectos
adversos), y los efectos adversos no hematolégicos de grado 3 y 4 se registraron en 28%
de los pacientes con lenalidomida. Las neoplasias secundarias ocurrieron en 5,2% vy 3,5%

de los pacientes tratados y no tratados, respectivamente.
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Varios tratamientos diferentes y mas intensivos han sido o estdn siendo explorados en
pacientes con MQ. Estas nuevas estrategias, sin embargo, se han empleado en estudios
piloto con un limitado nimero de pacientes o en ensayos fase Il, con resultados todavia

preliminares.

Inhibidores del proteasoma, lenalidomida y dexametasona

Un estudio en los Estados Unidos evalud el tratamiento de pacientes con MQ de alto
riesgo con carfilzomib, lenalidomida y dexametasona (KRd), resultando en una tasa de
respuesta del 100%, con negatividad en el estudio de enfermedad minima residual
(EMR) en 92% (citometria de flujo) y 75% (NGS) de los pacientes?'®. Luego de una
mediana de seguimiento potencial de 43,3 meses, 63% de los pacientes se mantuvieron
con EMR negativa, con tasas estimadas a los 4 aios de supervivencia libre de progresién

y supervivencia global de 71% y 100%, respectivamente.

Un estudio posterior fase Il en pacientes con MQ de alto riesgo (segun el modelo de la
Mayo Clinic o de PETHEMA) evalué KRd + mantenimiento con lenalidomida (KRd-R)?2°.
El objetivo primario de remisién completa con EMR negativa fue alcanzado por un 70,2%
de los pacientes, con una mediana de duracion de 5,5 afos. En el analisis
correspondiente a los 5 afios, un 10% de los pacientes habia desarrollado MM. Los
efectos adversos de grado 3-4 ocurrieron en 33% de los pacientes, sin registrarse

decesos.

Entre los estudios examinando estrategias con una finalidad curativa se encuentra el
GEM-CESAR, un ensayo fase Il con una sola rama con pacientes de alto riesgo (> 50% de
riesgo de progresion a MM en 2 afios, segun el modelo espafiol de PETHEMA) y de ultra-
alto riesgo??!. El tratamiento consistid en una induccidon con KRd, seguida de una
intensificacion con melfalan a altas dosis y trasplante autdlogo, consolidaciéon con dos
ciclos de KRd y mantenimiento con lenalidomida y dexametasona por dos afios. El
objetivo primario fue evaluar la tasa de EMR negativa por citometria de flujo de alta
sensibilidad tras lainduccidn y el trasplante autdélogo. Los resultados mostraron una tasa
de respuesta de 98% tras la induccion, 98% tras trasplante autdlogo y 100% tras
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consolidacion. Un 68,6% de los pacientes alcanzaron una remision completa luego de la

consolidacidén, con enfermedad minima residual negativa en un 56%222.

La combinacion oral de tres drogas ixazomib, lenalidomida y dexametasona seguido de
ixazomib + lenalidomida fue estudiado en un ensayo de fase Il en pacientes con MQ de
alto riesgo??. Los resultados preliminares con 61 pacientes incluidos en el estudio
revelaron una tasa de respuesta del 90.9% (50/55), incluyendo 12 respuestas completas
(21.8%). Ninguno de los pacientes progresé a enfermedad sintomatica durante el
tratamiento pero 4 lo hicieron durante el seguimiento posterior. Ninguno de los

pacientes discontinud el tratamiento por toxicidad.

Anticuerpos monoclonales

El ensayo de fase Il randomizado CENTAURUS evalud el uso de daratumumab (dirigido
contra CD38) como terapia Unica con tres esquemas de tratamiento (extendida intensa,
extendida intermedia y corta) en 123 pacientes con MQ de riesgo intermedio/alto??*.
Los objetivos primarios fueron una tasa de remision completa >15% y la tasa de
progresidon/muerte por paciente/afo. Con una mediana de seguimiento de 26 meses, la
tasa de remisién completa para los tres esquemas fue de 4,9%, 9,8% y 0%. La tasa de
muerte/progresion fue favorable en las tres ramas, con una mediana de PFS >2 afios. A
partir de estos resultados, se desarrolla el ensayo fase Ill AQUILA, que comparara 39
ciclos de daratumumab subcutaneo frente a observacién activa en 360 pacientes con
MQ de alto riesgo de acuerdo a la presencia de uno o mas de los siguientes factores:
CMs > 3 g/dL, subtipo IgA, inmunoparesia, FLCr > 8 pero < 100, BMPC 51-60%2%°. El
daratumumab también esta siendo evaluado en combinacion en diversos ensayos
clinicos: el DETER-SMM, un ensayo fase lll que evalua lenalidomida y dexametasona
frente a daratumumab, lenalidomida y dexametasona en 288 pacientes con MQ de alto
riesgo, con supervivencia global como objetivo primario; o el ensayo fase || ASCENT,
donde se evalla daratumumab, carfilzomib, lenalidomida y dexametasona (DKRd) sin

trasplante autélogo en pacientes con MQ de alto riesgo?2®.
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El isatuximab (dirigido contra CD38) también estd siendo evaluado en un ensayo de fase
[l como terapia Unica en pacientes con MQ de alto riesgo. En los primeros 24 pacientes
evaluables las respuestas fueron similares a las reportadas con lenalidomida, incluyendo
respuesta parcial (42%), muy buena respuesta parcial (17%) y respuesta completa con
EMR negativa por citometria de flujo de alta sensibilidad (5%)%?”. El estudio fase IlI
ITHACA evalla isatuximab, lenalidomida y dexametasona frente a lenalidomida y
dexametasona en pacientes con MQ de alto riesgo segun los criterios de la Mayo Clinic
(2/20/20) o de PETHEMA. Por el momento no se han registrado discontinuaciones del
tratamiento por efectos adversos. Con una mediana de seguimiento de 19.4 meses, la
tasa de respuesta completa es de 43.5%, con 2 muy buena respuesta parcial en 73.9%

de los pacientes??,

La monoterapia con elotuzumab (anti-SLAMF7/CS1), un anticuerpo monoclonal que ha
demostrado promover la actividad citotdxica de los linfocitos NK in vitro, ha demostrado
una modesta actividad en pacientes con MQ (tasa de respuesta global de 10%) en un
ensayo de fase 11?2°. Otro estudio de fase Il evalud el elotuzumab en combinacién con
lenalidomida y dexametasona en pacientes con MQ de alto riesgo, con una tasa de
respuesta global del 84% (6% de respuestas completas), y una PFS del 95% a los 36

meses de seguimiento?3°,

El inhibidor de immune checkpoint pembrolizumab (anti-PD1) fue evaluado en 13
pacientes con MQ de riesgo intermedio/alto. Con una mediana de 8 ciclos recibidos, 11
pacientes (85%) mantuvieron enfermedad estable, un paciente progresd y un paciente
con delecién de 17p y un perfil de expresidn génica de alto riesgo consiguid EMR
negativa que persistié durante 27 meses. Tres pacientes discontinuaron el tratamiento
por efectos adversos inmunes?3?,

El siltuximab (anti IL-6) fue evaluado en un estudio aleatorizado, doble ciego, controlado
con placebo, en 85 pacientes con MQ de alto riesgo. Con una mediana de seguimiento
de 29,2 meses, la tasa de PFS al afio fue de 84,5% para la rama de tratamiento y 74,4%
con placebo. La mediana de PFS no fue alcanzada con siltuximab, mientras que fue de
23,5 meses para el grupo placebo. Los efectos adversos fueron en su mayoria de grado

2-3, siendo comunes las infecciones y complicaciones urinarias?32.
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Vacunas

PVX-410 es una vacuna compuesta por una combinacién de 4 péptidos, dirigida contra
3 antigenos sobreexpresados en las células plasmaticas (XBP1, CD138 y CS1/SLAMF7).
Estos 4 péptidos fueron seleccionados en base a experimentos in vitro, en los que se
demostrd que eran capaces de estimular una respuesta antigeno especifica por parte de
los linfocitos T citotdxicos, incluyendo proliferacion, secrecion de IFN gamma y actividad
citotoxica?3. Un ensayo multicéntrico fase I/lla de escalada de dosis reclutdé 22
pacientes con MQ de riesgo moderado/alto, que recibieron la vacuna con y sin
lenalidomida?34. Los efectos adversos mdas frecuentes fueron reacciones leves a
moderadas en el sitio de inyeccidn y sintomas constitucionales. PVX-410 resulté
inmunogénica como monoterapia, y aun mas en combinacién con lenalidomida, como
guedd demostrado por un aumento en los linfocitos T CD8+ IFN-gamma+ especificos,
asi como por un aumento sostenido de las células efectoras de memoria vacuna-
especificas. En la cohorte de monoterapia, 3 de los 12 pacientes progresaron a MM, con
una mediana de TTP de 36 semanas. En la cohorte de tratamiento combinado, 1 de los
12 pacientes progresé y 5 mostraron respuesta, con una mediana en el TTP no
alcanzada. Esta vacuna esta siendo evaluada en otro ensayo de fase |, en combinacién

con el inhibidor selectivo de histona-desacetilasa citarinostat y con lenalidomida?®®.

Manejo actual de los pacientes con mieloma quiescente

Para los pacientes con MQ de bajo riesgo o intermedio segun los criterios del modelo
2/20/20, la observacion constituye el estandar de tratamiento. Estos pacientes deben
monitorizarse con determinaciones de hemograma, CMs, FLCs, calcio y creatinina cada
3-4 meses. El intervalo puede reducirse a un control cada 6 meses tras los primeros 5

afnos. En aquellos pacientes con un estudio de RMN que muestre infiltracion difusa,
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lesiones focales solitarias o lesiones dudosas, se recomienda la repeticidn del estudio de
imagen en 3-6 meses. Si durante el seguimiento, los pacientes con 220% BMPC
presentan un comportamiento evolving del CMs y la hemoglobina, la posibilidad de un
tratamiento debe ser considerada. Esta recomendacion se basa en el hecho de que estos
cambios se asocian con un riesgo de progresion a los 2 afios > 90%. De la misma manera,
si durante el seguimiento los pacientes inicialmente caracterizados como de bajo riesgo
cumplen criterios de alto riesgo segun el modelo del 2018 de la Mayo Clinic o del IMWG,

debe considerarse la posibilidad de intervencién precoz?3e.

En el caso de los pacientes con MQ de alto riesgo, no existe actualmente consenso con
respecto a la indicacion de tratamiento precoz. Dos estudios aleatorizados con
lenalidomida + dexametasona han mostrado beneficios en estos pacientes, aunque
presentan limitaciones. En el estudio espafiol, los pacientes comenzaron a ser reclutados
en el 2007, antes de la utilizacién rutinaria de estudios de imagenes mas avanzados y de
la reclasificaciéon diagndstica del MM, por lo que se incluyeron pacientes que hoy serian
considerados como MM. Aunque se evidencié un aparente beneficio en supervivencia
global en los pacientes que recibieron tratamiento, el estudio no se disefié con el poder
suficiente para analizar supervivencia global, y sélo 28% de los pacientes en la rama
control recibieron lenalidomida como tratamiento en el momento de progresion a
MM?2%6  E| estudio posterior confirmatorio del Eastern Cooperative Oncology Group
(ECOGQG) recluté también pacientes que no presentaban MQ de alto riesgo, tampoco fue
disefiado con la potencia necesaria para evaluar diferencias en supervivencia global, y
el cruce de los pacientes de la rama control a la rama de tratamiento previo al desarrollo
de enfermedad sintomatica limita la interpretacion de los resultados 218, Si bien no existe
evidencia contundente de un beneficio en cuanto a la supervivencia, ambos estudios
demostraron un 90% de reduccién en el tiempo transcurrido hasta constatarse dafio de
organo blanco. En base a estos resultados, algunos grupos y expertos en el MQ
recomiendan el tratamiento de pacientes con MQ de alto riesgo con lenalidomida +

dexametasona (segiin comorbilidades y tolerancia al corticoide) durante dos afios?3®.

Con respecto a la posibilidad de aplicar los regimenes utilizados en el tratamiento del
MM, no existe suficiente evidencia de ensayos clinicos que apoyen dicha estrategia.

Actualmente se encuentran en curso estudios comparando tripletes terapéuticos
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(daratumumab, lenalidomida y dexametasona / isatuximab, lenalidomida y
dexametasona frente a lenalidomida y dexametasona) e incluso tratamientos intensivos
con quimioterapia a altas dosis y trasplante autélogo, con intencién curativa. Una
limitacion de estos estudios, sin embargo, continta siendo la ausencia de una rama
control / observacién que permita demostrar la utilidad del tratamiento precoz de los

pacientes con MQ en cuanto a supervivencia global o incluso a calidad de vida.
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Hipotesis

El mieloma quiescente es considerado hoy un constructo clinico de definicidn arbitraria
para denominar un estadio intermedio asintomatico entre la gammapatia monoclonal
de significado incierto y el mieloma multiple sintomatico. Al analizar las curvas de
progresion de los pacientes con mieloma quiescente, pueden identificarse patrones
gue reflejan las diferencias de un conjunto biolégicamente heterogéneo: pacientes con
un comportamiento biolégicamente maligno que progresaran a mieloma multiple en
pocos meses y pacientes con un comportamiento biolégico pre-maligno similar a una
gammapatia monoclonal de significado incierto, que pueden presentar progresién o
no luego de afios de un curso clinico asintomatico e indolente. La identificacidn de los
pacientes con alto riesgo de progresion, con el fin de prevenir el dafio organico, ha sido
siempre una de las metas principales de la investigacion en el campo de las

gammapatias.

Hasta hace poco, la conducta clinica indiscutida frente a los pacientes con mieloma
guiescente era el seguimiento estrecho para detectar eventos definitorios de mieloma
multiple que determinaran el inicio del tratamiento. Los resultados de ensayos clinicos
recientes muestran que quiza esquemas basados en lenalidomida pudiesen ser
superiores a la observacion, en cuanto a la prevencién del dafio de érgano blanco, en
pacientes con mieloma quiescente de alto riesgo. Sin embargo, a falta de un beneficio
claro en cuanto a supervivencia en una poblacion asintomatica, las implicancias
econdmicas, la toxicidad relacionada al tratamiento y el impacto en la calidad de vida
deben ser cuidadosamente considerados a la hora de indicar un tratamiento precoz.
Sobre todo, teniendo en cuenta que existen pacientes con mieloma quiescente que

nunca progresaran a enfermedad sintomatica.

En la actualidad, no existe un evento bioldgico definido que se haya asociado
causalmente con la progresion, por lo que no es posible predecir con certeza al
momento del diagndstico que pacientes con mieloma quiescente progresaran. De este

hecho surge la necesidad de refinar los modelos de estratificacion de riesgo, para
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identificar con la mayor exactitud posible que pacientes con mieloma quiescente se

beneficiarian de un tratamiento precoz.

Una limitacidn significativa de los sistemas de estratificacidon de riesgo actualmente
empleados es que utilizan variables o biomarcadores evaluados Unicamente al
momento del diagndstico, asumiendo que el riesgo de progresidn permanece
constante a lo largo del tiempo. El comportamiento evolutivo del componente
monoclonal en suero ha sido reconocido como un posible factor de riesgo para la
progresidon a mieloma multiple, que reflejaria las diferencias bioldgicas existentes en
este grupo heterogéneo de pacientes. Se han descrito dos tipos de gammapatias
asintomaticas: el subtipo “evolving”, con un incremento progresivo del componente
monoclonal en suero hasta el desarrollo de enfermedad sintomatica, y el “no evolving”,

en el cual el componente monoclonal en suero permanece estable.

Hipétesis 1: El comportamiento “evolving” del componente monoclonal en suero se
asocia a un aumento significativo en el riesgo de progresion a enfermedad

sintomatica en los pacientes con mieloma quiescente.

La inmunoparesia (supresion de 1 o mas de las inmunoglobulinas no involucradas) es un
fendmeno frecuente en el mieloma quiescente (mds del 80% de los pacientes), con
supresion de las dos inmunoglobulinas en aproximadamente 50% de los casos. La
inmunoparesia ha sido asociada con un aumento del riesgo de progresién a enfermedad
sintomatica. El desarrollo reciente del ensayo HLC (par de cadena pesada/ligera) en
suero permite la cuantificaciéon de ambos pares de un determinado isotipo de
inmunoglobulina (e.g. IgGk e IgGA). Esto hace posible la evaluacién de un nuevo tipo de
inmunoparesia: la inmunoparesia del mismo isotipo o isotype-matched (por ejemplo, la
supresion de IgGk en un paciente con gammapatia IgGA). La inmunoparesia del mismo
isotipo ha sido descrita como un factor de riesgo independiente para la progresion de
pacientes con gammapatia monoclonal de significado incierto y un factor de mal

prondstico en pacientes con mieloma multiple de reciente diagndstico o recaido.
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Hipdtesis 2: La inmunoparesia del mismo isotipo constituye, al igual que la
inmunoparesia cldsica, un factor de riesgo de progresion a enfermedad sintomatica en

los pacientes con mieloma quiescente.

No todos los pacientes con mieloma quiescente y un perfil gendmico similar progresan
a mieloma multiple, lo que implica que alteraciones no gendmicas (como las que
afectan al microambiente tumoral) podrian jugar un papel fundamental en la
progresion de la enfermedad. Los mecanismos de la inmunidad innata y adquirida
pueden prevenir el crecimiento de las células plasmaticas clonales en los estadios
asintomaticos, pero estudios recientes utilizando tecnologias de célula Unica describen
un microambiente permisivo desde estadios tan tempranos como la gammapatia
monoclonal de significado incierto. La progresién desde el estadio de mieloma
guiescente a mieloma multiple esta asociada a una reduccién de la expresién de
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad en monocitos, un aumento de
los linfocitos T reguladores y pérdida de células citotoxicas de memoria con predominio
de células efectoras con un fenotipo anérgico. La informacidon acerca de las
alteraciones inmunes en el mieloma quiescente estd, sin embargo, limitada a series

muy pequefias o referida a poblaciones celulares en sangre periférica.

Hipdtesis 3: El mieloma quiescente se asocia a alteraciones cuantitativas y

funcionales en el microambiente inmune a nivel medular que pueden explicar el

comportamiento clinico heterogéneo de este grupo de pacientes.
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Objetivos

1. Determinar el riesgo de progresién a enfermedad sintomatica de acuerdo al
comportamiento “evolving” o “no evolving”, asi como la relacién de estos
subgrupos con otros factores de riesgo de progresion en pacientes con mieloma

quiescente.

2. Evaluar prospectivamente la prevalencia y la gravedad de la inmunoparesia
determinada mediante el analisis de pares de cadena pesada/ligera (HLC), su
asociaciéon con otros factores de riesgo de progresion a enfermedad sintomatica y
su valor prondstico, en el suero de pacientes con mieloma quiescente al

diagnostico.

3. Caracterizar la composicion del microambiente inmune que acompafia a las células
plasmaticas neopldsicas en pacientes con mieloma quiescente de reciente
diagndstico, evaluando la expresién génica de la poblacién CD138 negativa (no
tumoral), correlacionando las caracteristicas del microambiente tumoral con el
comportamiento clinico y los factores de riesgo de progresidon a enfermedad

sintomatica.

59



60



Materiales, métodos y resultados

En esta seccidn se describen los pacientes, materiales y métodos empleados, asi como

los resultados obtenidos en relacion con cada uno de los objetivos planteados.

Para ello, se incluyen los tres articulos cientificos originales redactados y publicados

como consecuencia del trabajo realizado.

Cada uno de los articulos referidos esta precedido de un breve resumen en castellano

para facilitar una revisién rapida de la informacién contenida en los mismos.
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El patron “evolving” del componente monoclonal en pacientes con

mieloma quiescente: impacto en el riesgo de progresion precoz.

Introduccion

El mieloma quiescente (MQ) es una fase asintomatica del mieloma multiple (MM).
Histéricamente, ha sido definido de acuerdo al International Myeloma Working Group
(IMWG) por la presencia de un componente monoclonal en suero (CMs) =30 g/Ly/o =
10% de células plasmaticas en médula ésea (BMPC) en ausencia de dafio de dérgano
blanco (hipercalcemia, insuficiencia renal, anemia o lesiones éseas). EIl MQ constituye
una entidad clinica heterogénea, con algunos pacientes presentando un curso clinico
indolente (similar a una gammapatia monoclonal de significado incierto) y otros con un
comportamiento clinico mas agresivo (mieloma temprano). Los factores que
actualmente se asocian al riesgo de progresidon estan principalmente basados en la
carga tumoral (CMs y BMPC) y/o estado inmunoldgico (inmunoparesia y cociente de
cadenas ligeras libres -FLC ratio-). Los dos modelos de estratificacion de riesgo mas
utilizados son los propuestos por la Mayo Clinic (basado en el CMs, BMPC y FLC ratio)
y por el grupo espafiol (basado en el cociente de células plasmaticas (CP) de fenotipo
anormal / CP normales en médula ésea y en la presencia de inmunoparesia), con

importantes discordancias entre ambos cuando son aplicados en la practica clinica.

El comportamiento del CMs ha sido reconocido como otro posible factor de riesgo para
la progresion. De esta manera, Rosifiol et al. describieron dos tipos de MQ: el llamado
“evolving” y el “no-evolving”. Los pacientes con MQ de tipo evolving presentaron un
incremento progresivo en el CMs hasta el desarrollo de MM, mientras que los
pacientes de tipo no-evolving presentaron un CMs estable hasta el desarrollo de MM
de manera abrupta. El subtipo evolving se asocié a un tiempo de progresién a

enfermedad sintomatica significativamente mas corto.

El objetivo del presente estudio fue investigar el impacto del patron evolving del CMs

y otros factores en el riesgo de progresion a enfermedad sintomatica en una serie de
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pacientes diagnosticados de MQ, de acuerdo a criterios actualizados, en una Unica

institucidon y con un largo seguimiento.

Pacientes y métodos

Se analizaron retrospectivamente 206 pacientes diagnosticados de MQ entre 1973 y
2012, de acuerdo a la definicion del IMWG del 2003. El subtipo “evolving” fue definido
como un incremento progresivo de, al menos, 10% en el CMs durante los primeros 12
meses desde el diagndstico cuando el CMs inicial era > 30 g/L, o durante un periodo de
tres afios (con un incremento progresivo en cada determinacién anual) si el CMs inicial
era < 30 g/L. Los pacientes con un CMs inicial > 30 g/L fueron seguidos cada 3 meses,
mientras que los pacientes con un CMs <30 g/L tuvieron un control inicial a los 6 meses
desde el diagndstico, seguido de controles anuales. Otras variables evaluadas como
predictivas de la progresion fueron: CMs (= o < 30 g/L), porcentaje de BMPC (220 o
<20%), inmunoparesia, albumina sérica (< 35 o >35 g/L), isotipo del CMs (IgA u otro),
proteinuria de cadenas ligeras y la categoria prondstica segin el sistema de
estratificacién de la Mayo Clinic. El objetivo principal del estudio fue la progresién a
enfermedad sintomatica, y el subtipo evolving fue analizado como una variable tiempo

dependiente.

Resultados

La mediana de seguimiento de la cohorte de 206 pacientes fue de 6,8 afios desde el
diagnodstico de MQ. La mediana de supervivencia fue de 11,8 afios (95% Cl 9,8-16,2),
con 90 pacientes fallecidos durante el seguimiento y 116 censurados vivos. En total,
107 pacientes (52%) progresaron a enfermedad sintomdtica (106 a MM y 1 a
amiloidosis AL) luego de una mediana de tiempo desde el diagndstico de 2,8 afos (IQR:

0,6-11,3).

Los factores asociados con un aumento del riesgo de progresion a enfermedad
sintomatica al momento del diagndstico fueron la cuantia del CMs, el porcentaje de
BMPC, la presencia de inmunoparesia y el grupo de riesgo de acuerdo al sistema de

estratificacion de la Mayo Clinic.
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El subtipo evolving fue reconocido en 25% de los pacientes (47 de 185 pacientes en los
que pudo ser evaluado). Cuarenta y dos (89%) de ellos progresaron a MM durante el
seguimiento, y 5 fueron censurados vivos sin haber presentado progresion. La mediana
de tiempo desde el reconocimiento del subtipo evolving y la progresién a enfermedad
sintomatica fue de 1,1 afios (95% Cl 0,5-2) y 71% de los pacientes habian progresado al

cumplirse el tercer ano.

El reconocimiento del subtipo evolving drasticamente empeoro la estimacion de riesgo
hecha al diagnéstico. De esta manera, la infiltracién medular por CP (BMPC > 20%), la
cuantia del componente monoclonal (CMs > 30 g/L) o la presencia de inmunoparesia,
relevantes al momento del diagndstico, perdieron significancia una vez reconocido el
subtipo evolving, que pasd de esta manera a ser la Unica variable estadisticamente
relevante. En promedio, el hazard ratio para la progresién a enfermedad sintomatica
aumentd a 5,1 (95% Cl 3,4-7,6) luego del reconocimiento del comportamiento evolving.
La supervivencia luego de la progresién fue significativamente mds corta en los
pacientes con una fase previa evolving (mediana de 3,4 afios, 95% ClI 1,8-5,1) con

respecto a los que no la habian presentado (mediana de 6,1 anos, 95% Cl 3,5-10,9).

Discusion

Los estudios previos realizados por nuestro grupo han demostrado que mas del 50%
de los pacientes con MQ evolving presentaban un antecedente de GMSI, también con
un patron evolving del CMs. Este subtipo de MQ se asocid a un patron diferente de
anomalias genéticas, presentando cambios ya descritos en pacientes con MM
sintomatico de novo. Estos hallazgos nos llevan a la hipdtesis de que los pacientes con
un patron evolving podrian compartir mecanismos patogénicos con el MM,
constituyendo el MQ evolving un paso transitorio entre la GMSI y la enfermedad
sintomatica. La GMSI y el MQ no evolving representarian un fenotipo mas frecuente,

necesitando un evento oncogénico adicional para iniciar la transformacion maligna.
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Este estudio confirma el impacto prondstico del patron evolving en el riesgo de
progresién a enfermedad sintomdtica, en una serie amplia de pacientes con MQ
diagnosticados de acuerdo a los criterios modificados por el IMWG en el 2003. En el
analisis multivariado, el patron evolving demostrd ser el factor de riesgo mas
importante para la progresion. Es mas, el impacto prondstico de factores de riesgo ya
bien establecidos al diagndstico (cuantia del CMs, BMPC e inmunoparesia) estuvo
restringido a los pacientes con un comportamiento no evolving. El impacto prondstico
del patron evolving se mantuvo aun tras la progresién a MM, lo que podria reflejar
diferentes mecanismos involucrados en el control de la enfermedad y la sensibilidad a
drogas asociados a este comportamiento bioldgico. La estratificacién clinica basada en
el comportamiento del CMs podria ser la base para el diagnéstico precoz de la
enfermedad sintomatica o la seleccion de pacientes que puedan beneficiarse del

tratamiento temprano en el marco de ensayos clinicos.

En conclusidn, en la presente serie de pacientes con MQ y un seguimiento prolongado,
el patron evolving predijo el mayor riesgo de progresiéon precoz a enfermedad
sintomatica, independientemente de los factores de riesgo tradicionales al momento
del diagndstico. La presencia del subtipo evolving deberia ser rutinariamente evaluada
durante el seguimiento de estos pacientes, permitiendo la identificacién temprana de

estos pacientes como posibles candidatos a tratamiento.
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Abstract

Smoldering multiple myeloma (SMM) is a biologically heterogeneous, clinically defined entity with a variable rate of
progression to symptomatic multiple myeloma (MM). Reliable markers for progression are critical for the development of
potential therapeutic interventions. We retrospectively evaluated the predictive value of the evolving pattern of serum M-
protein among other progression risk factors in 206 patients with SMM diagnosed between 1973 and 2012. Median time
from recognition of evolving type to progression into symptomatic MM was 1.1 years (95% CI 0.5-2.0) and progression rate
at 3 years was 71%. Development of the evolving type drastically worsened the prognostic estimation made at diagnosis for
every covariate predictive of progression (serum M-protein size, bone marrow plasma cell infiltration, immunoparesis and
Mayo Clinic risk). On average, the hazard ratio for progression to symptomatic MM increased to 5.1 (95% CI 3.4-7.6) after
recognition of the evolving type. In conclusion, in patients with SMM the evolving pattern accurately predicts the risk of
early progression to symptomatic disease, thereby allowing the identification of ultra-high risk patients who would be
candidates for immediate therapy.

Introduction

Smoldering multiple myeloma (SMM) is an asymptomatic
phase of multiple myeloma (MM) [1, 2]. It has been his-
torically defined by the International Myeloma Working
Group (IMWG) as the presence of a serum M-protein (MP)
of 230 g/L and/or 210% bone marrow plasma cells (BMPC)
in the absence of end-organ damage (hypercalcemia, renal
insufficiency, anemia or bone lesions) [3].

SMM constitutes a heterogeneous clinical entity with some
patients showing an indolent course (“monoclonal gammopathy
of undetermined significance (MGUS)-like”) while others have
a more aggressive behavior (“early myeloma”). The current
factors associated with the risk of progression are mainly based
on tumor load (M-protein size and BMPC infiltration) and/or
immunological status (immunoparesis and serum free light-
chain -FLC- ratio) [4]. The two most widely used risk strati-
fication models are the proposed by the Mayo Clinic [5, 6]
(based on M-protein size, percentage of BMPC and FLC ratio)
and the Spanish Group [7, 8] (based on the ratio of plasma cells
with abnormal immunophenotype to normal plasma cells in the
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The behavior of the serum M-protein level has been
recognized as another possible risk factor for progression.
Thus, Rosifiol et al. [10] described two types of SMM: the
so-called evolving and the non-evolving. Patients with the
evolving type had a progressive increase in the serum M-
protein until symptomatic myeloma developed, whereas the
non-evolving type had a stable serum M-protein value until
the development of symptomatic myeloma abruptly occur-
red. The evolving type was associated with a significantly
shorter time to progression to symptomatic disease.

The aim of the current study was to investigate the
impact of the evolving pattern of serum M-protein and other
factors on the risk of progression to symptomatic MM in a
series of patients diagnosed with SMM according to more
recent criteria and a long follow-up from a single institution.

Subjects and methods
Patients

We retrospectively analyzed a series of 206 patients with
newly diagnosed SMM seen at our institution from January
1973 to December 2012. All patients met the IMWG 2003
definition of SMM: 210% BMPCs and/or serum M-protein
230 g/L plus absence of hypercalcemia (calcium >11.5 mg/
dL), renal failure (creatinine >2 mg/dL), anemia (hemo-
globin <10 g/dL) or bone lesions attributable to the plasma
cell disorder. Patients with an IgM monoclonal protein were
excluded. The Ethics Committee of Hospital Clinic of
Barcelona provided institutional review board-approval for
this study.

Definition of the “evolving” type and baseline
parameters

The “evolving” type was defined as a progressive increase of
at least 10% in the M-protein size within the first 12 months
from diagnosis when baseline M-protein was 230 g/L [10]
or over a period of 3 years (with a progressive increase in
the M-protein size in each of the annual measurements) in
patients with an initial M-protein <30 g/L. [11] (Supple-
mentary Table 1). Patients with an initial M-protein 230 g/L
were followed every 3 months, while patients with an M-
protein <30 g/L had a follow up visit after 6 months and
annually thereafter. A serum electrophoresis, 24-h urine
protein excretion and urine electrophoresis (if the total urine
protein was higher than the 200 mg/24 h) was performed at
each visit. Immunoparesis was defined as a decrease below
normal levels of at least one of the uninvolved immu-
noglobulins. Bone marrow aspirates obtained at diagnosis
were reviewed independently by two observers; plasma cell
percentages were estimated from a 500-cell count by each
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examiner and the mean of the two values was considered for
the analysis.

Statistical analysis

The main endpoint was progression to symptomatic MM.
Factors predicting progression were analyzed by Cox mul-
tivariate regression. Variables at diagnosis and cut-off
values investigated as predictors for progression were
selected among those identified by previous authors and
included the M-protein size (230 vs. <30 g/L), proportion
of BMPC (220 vs. <20%), immunoparesis, serum albumin
(=35 vs. >35 g/L), isotype of the M-component (IgA vs.
other), light chain proteinuria, and the Mayo Clinic prog-
nostic categories. The evolving type was analyzed as a time-
dependent covariate. Age and gender were included in the
multivariate analysis as possible confounders. The propor-
tional hazards assumption was checked for all these vari-
ables by graphical means and the Grambsch-Therneau test
[12].

Continuous and count data were summarized as median and
interquartile range (IQR). Categorical data were represented as
proportions. The 95% confidence interval (CI) was used to
inform about the precision of estimations (e.g., median survi-
val). Statistical comparisons of demographic and clinical fea-
tures were performed by using the j* test for categorical
variables, and the Mann—Whitney U test for continuous or
ordered data. All the statistical analyses were done with IBM
SPSS Statistics 22.0 and Stata 11 (www.stata.com).

Graphical representation of evolving type as a time-
dependent covariate with two levels was done by the
Simon—-Makuch method implemented in Stata. In this
method, the starting point (t0) switches from diagnosis to
the landmark time when the covariate level changes (diag-
nosis of evolving type in this case), and the number of
patients at risk is calculated over the follow-up for each
level of the covariate [13].

Results
Clinical characteristics and outcome

A total of 206 patients (75 M/131 F; median age 64 years,
range 32-92) were available for analysis. Patient char-
acteristics at SMM diagnosis are shown in Table 1. The
median follow-up for the cohort was 6.8 years from the
diagnosis of SMM. The median survival was 11.8 years
(95% CI 9.8-16.2) with 90 patients dying during the
follow-up period and 116 censored alive. In total, 107
patients (52%) progressed to symptomatic disease (106 to
MM and 1 to AL amyloidosis) after a median of 2.8 years
after the diagnosis of SMM (IQR: 0.6-11.3).
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Table 1 Baseline characteristics of patients with smoldering multiple

myeloma

Table 2 Unadjusted hazard rate of factors at diagnosis of SMM
predicting transformation into symptomatic MM

Patients N =206

Median age, years (range) 64 (32-92)
Female gender, N (%) 131 (64)
Serum M-protein, g/L; median (range) 24.4 (0-55)
M-protein type, N (%)

IeG 145 (70)

IgA 56 (27)

Light chain only 2(1)

Biclonal 32
Light chain type, N (%)

Kappa 123 (60)

Lambda 81 (39)

Biclonal 2(D)
Presence of urine M-protein, N (%) 61 (40)
Immunoparesis, N (%) 87 (53)
BMPC (%), median (range) 15 (2-85)
SMM diagnostic criteria, N (%)

1. MP 230 g/L. and BMPC 2 10% 64 (31)

2. MP <30 g/L and BMPC 2 10% 131 (64)

3. MP 230 g/L and BMPC < 10% 9 (5

MP serum monoclonal protein, BMPC bone marrow plasma cell
percentage

Figure 1 illustrates the disease course of 185 patients
who had available serial M-protein measurements and
enough follow up to evaluate the evolving pattern. As it can
be seen, the evolving pattern was recognized in 47 patients
while 49 progressed abruptly to symptomatic MM and 18
died without prior evolving phase or progression.

Prognostic factors at diagnosis and features at
progression

At diagnosis, factors associated with increased risk of pro-
gression to symptomatic MM included the size of the M-
protein, the percentage of BMPC, presence of immuno-
paresis, and the Mayo Clinic risk group (Table 2).
Hypoalbuminemia, IgA isotype, and light chain proteinuria
did not result in an increased risk of progression. Of the 206
patients analyzed in the study, 8 (3.9 %) had 60% or more
BMPC at diagnosis. Among the 7 patients with BMPC 2
60%, 3 progressed to MM within 2 years (HR 2.37, P =
0.042), 1 after 3.6 years, 1 after 5.4 years and 2 did not
progress to symptomatic disease during follow up (2.4 and
8 years).

At the time of progression, clinical findings were mainly
anemia (52%) and skeletal lytic lesions (40%). Renal
insufficiency or extramedullary plasmocytomas were iden-
tified in 4 patients (4%), while hypercalcemia was present in

Factor Hazard rate (95% CI)  P-value
Serum M-protein 230 g/ 2.67 (1.82-3.93) <0.001
Bone marrow plasma cells 220%  3.70 (2.51-5.46) <0.001
Serum albumin <35 g/L. 1.77 (0.85-3.67) 0.12
Immunoparesis 2.20 (1.36-3.57) 0.001
IgA isotype (vs. other) 1.33 (0.88-2.02) 0.17
Light chain proteinuria 1.56 (0.96-2.52) 0.07
Mayo Clinic risk group 2.34 (1.60-3.40) <0.001

only 3 patients (3%). The median survival after progression
was 4 years (95% CI 2.6-5.4).

Evolving pattern and clinical features at progression

An evolving type was recognized in 25% of patients (47 out
of 185 assessable patients). IgA isotype was more frequent
in patients with an evolving pattern than in those with non-
evolving SMM, but not reaching statistical significance (38
vs. 24%; P = 0.061). At the study closing date, 42 (89%) of
these 47 patients had progressed to symptomatic MM and 5
were censored alive without progression (Fig. 1). Median
time from recognition of evolving type to progression into
symptomatic MM was 1.1 years (95% CI 0.5-2.0) and 71%
patients had progressed by the third year (Fig. 2).

The recognition of an evolving type drastically worsened
the prognostic estimation made at diagnosis for every
covariate predictive of progression (Figs. 3, 4, and 5). Thus,
the significance of the percentage of BMPC infiltration
(220%), the size of the serum M-protein (230 g/L) or the
presence of immunoparesis, relevant at the time of diag-
nosis, were not significant anymore at the time of recogni-
tion of the evolving pattern, as this last factor became the
only statistically relevant variable. On average, the hazard
ratio for progression to symptomatic MM increased to 5.1
(95% CI 3.4-7.6) after the recognition of the evolving type.

There was no statistical difference between the clinical
pattern of progression (such as anemia, renal failure,
extramedullary disease, hypercalcemia, and new lytic
lesions) between patients with evolving and no evolving
SMM. Median survival after progression was significantly
shorter in patients who had a previous evolving phase
(median 3.4 years, 95% CI 1.8-5.1) than in those who had
not (median 6.1 years; 95% CI 3.5-10.9; P = 0.01) (Fig. 6).

Discussion

The evolving type SMM was first described by Rosiiiol
et al. [10] in a group of 53 patients with SMM diagnosed

SPRINGER NATURE



1430

C. Fernandez de Larrea et al.

Fig. 1 Flowchart showing the
evolution of patients diagnosed
with smoldering multiple
myeloma according to their M-

47 Evolving 42 Symptomatic 30 -
pattern (5 censored) MM (12 censored)
49 Symptomatic 25

protein pattern 114
progressed
SMM and/or dead
diagnOSiS (71 censored)

206 patients:
185 evaluable for
“evolving” type

Progression to symptomatic MM by evolving type

Probability

P<0.001
HR 5.1 (95% Cl: 3.4-7.6)

T LI S e

15 20 25 30 35 40
Years

After evolving ———-—- While not evolving}

<« Fig. 2 Progression to symptomatic multiple myeloma according to

SMM subtype: evolving versus non-evolving

according to established criteria prior to the IMWG con-
sensus of 2003, thus fulfilling the original description of this
entity (BMPC 2 10% and M-protein 230 g/L) [14]. This
pattern of evolution, defined as an increase in the M-protein
level in each of the first two consecutive follow-up visits,
was present in 46% of SMM patients and was associated
with a higher frequency of IgA isotype and significantly
shorter median time to progression compared to the non-
evolving type (1.3 vs. 3.9 years, respectively). The actuarial
probability of progression at 2 and 5 years for the evolving
and the non-evolving type was 66 and 88 vs. 12 and 58%),
respectively. Most of the patients in the series progressed
clinically with increasing anemia and/or skeletal involve-
ment, with none of them developing renal impairment,
hypercalcemia, or extramedullary plasmacytomas at the
time of progression. The evolving type of MGUS, defined
as a progressive increase in the serum M-protein level in
each of the annual consecutive measurements during a
period of 3 years, was also described by our group in 8% of
a series of 359 patients with MGUS [11]. With an actuarial
probability of progression at 20 years of 80%, the evolving
pattern emerged as the most important risk factor for
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MM

(24 censored)

malignant transformation, with a much higher relative risk
than tumor burden markers (serum M-protein size and
proportion of BMPC).

Of interest, the work done by our group has shown that
more than 50% of patients with evolving SMM had a previous
long-lasting MGUS, also with an evolving behavior [10]. This
subtype of SMM was even correlated with a different pattern
of genetic abnormalities observed by comparative genomic
hybridization, with evolving SMM presenting changes repor-
ted in patients with symptomatic de novo multiple myeloma
(high frequency of chromosomal losses and 1q gains) [15].
These findings led us to the hypothesis that patients with an
evolving pattern could share pathogenic mechanisms with
multiple myeloma, evolving SMM being a transient step
between MGUS and symptomatic disease. Non-evolving
MGUS or SMM would represent a more frequent pheno-
type (for unknown reason until now), needing a second
oncogenic event to initiate the malignant transformation. It is
clear that more biological studies to determine the genetic,
epigenetic, and immunological abnormalities associated with
the evolving behavior are needed.

The present study confirms the prognostic impact of the
evolving pattern on the probability of progression to
symptomatic myeloma, in a large series of SMM patients
defined according to the modified diagnostic criteria by the
IMWG in 2003 [3]. At multivariate analysis, the evolving
pattern was the strongest risk factor for progression, with a
higher hazard ratio than other well recognized prognostic
factors, such as the baseline size of serum M-protein, the
percentage of BMPC and immunoparesis. Moreover, the
prognostic impact of these three factors was not statistically
significant for progression to symptomatic disease if the
evolving pattern was diagnosed, their relevance being
mainly restricted to the non-evolving patients. The ominous
impact of the evolving pattern remains even after the pro-
gression to symptomatic MM. Therefore, the mechanisms
involved in the disease control and/or the sensitivity to the
drugs of the malignant plasma cells could be differentially
expressed between the two pattern groups and last for the
whole evolution of the disease.
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A. Progression to MM according to BMPC
While not evolving
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Fig. 3 Risk of progression to symptomatic multiple myeloma according to bone marrow plasma cell infiltration, while not evolving (a) and after

recognition of evolving subtype (b)

A. Progression to MM according to M-protein
While not evolving
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B. Progression to MM according to M-protein
After evolving
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Fig. 4 Risk of progression to multiple myeloma according to size of serum M-component, while not evolving (a) and after recognition of evolving

subtype (b)

Ravi et al. [16] recently identified evolving changes in
hemoglobin and M-protein as independent predictors of
early progression in another single-center cohort of
patients with SMM. In this study, the percentage of SMM
patients with an “evolving” behavior was 30.5%,
similar to the 25% described in our series. Individuals dis-
playing both an increase in M-protein (210% within
the first 6 months from diagnosis if baseline M-protein 23 g/
dL or 225% within the first 12 months for any level of
baseline M-protein) and a decrease of hemoglobin (at least
0.5 g/dL within the first 12 months) had >80% risk of
progression to symptomatic MM within 2 years of
diagnosis.

The recognition of SMM and MGUS [17] may provide a
unique therapeutic window to prevent or delay the pro-
gression or even cure the disease before further clonal
heterogeneity, immune dysfunction, and microenvironment
dysregulation develop [18]. In this regard, there is already a
clinical trial showing the benefit of early intervention in
progression-free survival and overall survival in a high-risk
SMM population [19]. The major barrier to early therapy is
the current inability to accurately define the group of
patients who would benefit from it and avoid potential
overtreatment [20]. Our clinical stratification based on the
dynamic of the serum M-spike could be the basis for either
early diagnosis of symptomatic myeloma (ultra high-risk
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A. Progressionto MM accordingto immunoparesis
While not evolving
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After evolving
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Fig. 5 Risk of progression to symptomatic multiple myeloma according to presence of immunoparesis, while not evolving (a) and after recognition

of evolving subtype (b)

Survival after transformation into symptomatic MM

p=0.01

Probability

e =

Evolving

Non evolving |

Mediansurvival: 3.4 (95% Cl: 1.8-5.1) yrs vs. 6.1 (95% ClI: 3.5-10.9) yrs

<« Fig. 6 Survival after progression to symptomatic multiple myeloma

according to the previous evolving type

group) or selection of patients for clinical trials (high-risk
group). Median time to progression for previously pub-
lished high-risk SMM models is presented in Supplemen-
tary Table 2.

Newly described predictors of progression in SMM, such
as genomic profiles [21] and quantification of circulating
clonal plasma cells [22], may become a standard in the
future. However, these tools are not yet available for the
majority of centers. The main advantage of our risk model is
that it involves variables that are part of common clinical
practice worldwide. An important limitation of this study is
the difficulty associated with the evaluation of M-protein
level variations in patients with a small size M-protein (<30
g/L) based on serum protein electrophoresis. Thus, it could
be interesting to investigate the evolving pattern according
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to the newer and more precise M-protein measuring assays
(i.e., immunoglobulin heavy chain/light chain pairs, Hevy-
lite™) [23, 24].

As recommended in the most recent IMWG consensus
[25], reliable biomarkers associated with roughly an 80%
probability of progression within 2 years would identify
patients that should be regarded as having symptomatic
multiple myeloma and offered therapy. This threshold
would indicate a median time to development of end-organ
damage of about 12 months, making a delay of therapy
unreasonable. In a Mayo Clinic study [26], 3% of SMM
patients presented with a BMPC infiltration of at least 60%
and this was associated with a high risk (95%) of progres-
sion to symptomatic disease within 2 years from diagnosis
(median time to progression of 7 months). A serum
involved to uninvolved FLC ratio of at least 100 was noted
in 15% of SMM patients at the same institution [27], also
with a high risk of progression (72%) to symptomatic dis-
ease within the first 2 years. Finally, in 149 patients with
SMM studied in Heidelberg by whole-body MRI [28], the
presence of more than one focal lesion was identified in
15% of them. In this group of patients, the median time to
progression was 13 months, and 70% had progressed by 2
years. These findings led to the incorporation of these novel
biomarkers in the revised IMWG diagnostic criteria for
multiple myeloma [25]. Because of the retrospective nature
of this study resulting in a long term follow-up, newly
described risk factors for progression of SMM such as the
proportion of abnormal plasma cells by flow cytometry,
FLC ratio and presence of focal lesions by MRI imaging
have not been assessed. In our series, evolving type was
recognized in 25% of patients, with a median time from
recognition of evolving type to progression into
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symptomatic MM of only 1 year and with a five-fold
increase of the risk of progression. Moreover, the recogni-
tion of the evolving type drastically worsened the prog-
nostic estimation made at diagnosis based on known risk
factors for progression (baseline serum M-protein size,
BMPC infiltration, and immunoparesis).

In conclusion, in the present series of patients with SMM
with a long follow-up, the evolving pattern accurately pre-
dicts the risk of early progression to symptomatic disease
independently of the standard risk-factors at diagnosis.
Evolving type should be routinely investigated during the
follow-up of the disease, allowing the prompt identification
of these patients as candidates for immediate therapy.
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Supplementary Table 1. Definition of the evolving type

Baseline M-protein

Evolving type

Serum M-protein =2 30 g/L

Progressive increase of at least 10% in
the M-protein size within 12 months of
diagnosis

Serum M-protein < 30 g/L

Increase of at least 10% over a period of
3 years with a progressive increase in
each of the annual measurements




Supplementary Table 2. Comparison of median time to progression for
previously published high risk SMM models

Risk model Median time to
progression (months)
MAYO CLINIC 2008 *! 22 8
(MP =30 g/L + BMPC = 10% + FLC ratio '
<0.125 or >8)
PETHEMA 2 34
(295% aberrant BMPC + immunoparesis)
BMPC = 60% 3 7
i 4
FLC ratio =2 100 15
MAYO CLINIC 2016 ° 12
(BMPC 220%, evolving MP, evolving Hb)
Evolving MP *
(BARCELONA) 13.2

* Median time to progression from recognition of evolving type.

Abbreviations: MP, serum monoclonal protein; BMPC, bone marrow plasma cells; FLC, serum free
light chains; Hb, hemoglobin.

1- Dispenzieri et al. Blood 2008; 111:785-789.

2- Pérez-Persona et al. Blood 2007; 110:2586-2592.
3- Rajkumar et al. NEJM 2011; 365:474-475.

4- Larsen et al. Leukemia 2013; 27:941-946.

5- Ravi et al. Blood Cancer Journal 2016; 6:e454.



La inmunoparesia definida por la supresion del par de cadenas
pesada/ligera en los pacientes con mieloma quiescente demuestra
especificidad de isotipo inicial y afecta a otros isotipos en estadios

avanzados.

Introduccion

El reciente desarrollo de la determinacion de pares de cadena pesada/ligera (HLC) en
suero permite la medicién de ambos pares de uno de los isotipos de inmunoglobulina
(por ejemplo, la cuantificacién de IgGA e IgGk en un paciente con gammapatia IgGA).
La introduccidn de esta prueba HLC hizo posible la evaluacion del efecto supresor del
clon maligno en el par policlonal del mismo isotipo, permitiendo el estudio de un nuevo
tipo de inmunoparesia: la inmunoparesia isotipo especifica o isotype-matched
inmunoparesis (IMl). Este fendmeno ha sido descrito como un factor de riesgo
independiente para predecir la progresidén a enfermedad sintomatica de pacientes con
gammapatia monoclonal de significado incierto (GMSI), y se ha asociado con una
supervivencia mas corta en pacientes con mieloma multiple (MM) recaido o

refractario.

La inmunoparesia, definida de acuerdo a la medicién de inmunoglobulinas (Ig) totales
(reduccién por debajo de la normalidad de una de las Ig de un isotipo diferente), ha
demostrado constituir un factor de riesgo independiente para la progresiéon de los
pacientes con MQ. Sin embargo, la informacién con respecto a la inmunoparesia
definida de acuerdo al a los estudios con HLC es escasa. En un estudio prospectivo de
50 pacientes con MQ, la IMI resultd ser mas prevalente que la supresion de Ig de un
isotipo diferente, y se asocid con caracteristicas biolégicas relacionadas a un prondstico
adverso. Utilizando la determinacién de HLC, la supresién de pares de HLC de un isotipo
diferente (IgAA e IgAk, o IgMA e IgMk) se asocio significativamente con un tiempo a la
progresion mas corto de los pacientes con GMSI/MQ IgG, en una serie pequefia de una

Unica institucion.
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El objetivo de este estudio es caracterizar prospectivamente la prevalencia y gravedad
de la inmunoparesia determinada por la medicién de los pares de HLC, su asociaciéon
con otros factores de riesgo de progresion y su significado prondstico, en pacientes con

MQ diagnosticados en una Unica institucion.

Materiales y métodos

El grupo de estudio consisti6 en 53 pacientes con MQ de reciente diagndstico en
nuestra institucion, entre 2014 y 2019. La presencia de IMI fue definida mediante el
ensayo de HLC en suero, como una concentracién por debajo del rango de normalidad
del par policlonal con el mismo isotipo del CMs (por ejemplo, supresién de IgGk en un
paciente con MQ IgGA). Adicionalmente, lainmunoparesia HLC (HLC IP) se definié como
la supresion de cualquier Ig con un isotipo de cadena pesada diferente (por ejemplo,
supresion de IgAA, IgAk, IgMA, o de IgMk en un paciente con MQ IgGA). La
inmunoparesia cldsica (CIP) fue definida como la presencia de una o ambas Ig
policlonales totales por debajo del intervalo de referencia (por ejemplo, supresién de
IgA y/o 1gM en un paciente con MQ IgG). Se definié inmunoparesia grave como la
reduccion de los valores de Ig por debajo del 50% del limite inferior del rango de

normalidad.

Para evaluar la inmunoparesia de manera cuantitativa, expresamos el valor de cada
par HLC policlonal como el % de su respectivo limite inferior de normalidad, utilizando

la siguiente féormula:

(Valor del par HLC policlonal (por ejemplo, IgGA en un paciente con MQ IgGk)) / limite
inferior del rango de normalidad del par HLC policlonal correspondiente (por ejemplo,

1,91 para IgGA) x 100

De manera adicional, se utilizo la plataforma nCounter (Nanostring Technologies) para
evaluar el perfil de transcripcién immune (ARN mensajero) de la fraccion de médula
0sea CD138 negativa (no tumoral, utilizando previamente separacién

inmunomagnética de las células tumorales CD138 positivas) de 6 pacientes con IMI
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grave y 6 pacientes con IMI grave y HLC IP grave. Se utilizé para este fin el PanCancer
Immune Profiling Panel, que evalla la expresion de 730 genes asociados con el sistema

inmune en neoplasias.

Resultados

Nueve pacientes (17%) fueron clasificados como de alto riego de acuerdo al modelo de
la Mayo Clinic, y 23 (43%) de acuerdo al modelo espafiol PETHEMA. Utilizando el
modelo de estratificacion revisado del International Myeloma Working Group (IMWG),
17 pacientes (32%) fueron clasificados como de bajo riesgo, 17 (32%) como de riesgo
intermedio y 19 (36%) como de alto riesgo. Los modelos de la Mayo Clinic y el espafiol
coincidieron en la clasificacion de 17 de los 48 pacientes evaluables (35% de
concordancia), mientras que la concordancia entre el modelo espafiol y el del IMWG
fue del 48%. La determinacidn de Ig identificd la presencia de CIP de al menos un isotipo

en 29/53 pacientes con MQ (54%), que fue grave en 19/53 (36%).

La determinacion de HLC identifico la presencia de IMI en 42/53 (79%) pacientes con
MQ, y fue grave en 27 (51%). La IP de isotipos no involucrados (HLC IP) estuvo presente
en 37/51 pacientes con MQ (72%), y resulté grave en 20 (39%). Por su parte, la IgM
HLC IP fue identificada en 18 pacientes (36%), siendo grave en 11 de ellos (22%). Todos
los pacientes con inmunoparesia identificada por la determinaciéon de Ig totales (CIP),
a excepcion de uno, también demostraron IP de acuerdo a la determinaciéon de HLC,
pero no en el sentido inverso, con una discordancia significativa en la gravedad de la

inmunoparesia.

Once pacientes presentaron IMI grave sin HLC IP grave, mientras que solo dos
pacientes con HLC IP grave no mostraron IMI grave. En el caso de los 11 pacientes con
HLC IP grave de IgM, todos ellos presentaron ademads IMIy HLC IP grave del otro isotipo
de cadena pesada no involucrado. En el caso de los MQ IgG, los niveles de los pares no
clonales de HLC fueron mas bajos para los pares del mismo isotipo (mediana de 54%

para IgG no clonal frente a 88% para IgA frente a 177% para IgM), con resultados

79



similares en el caso de los MQ IgA (mediana de 81% para IgG frente a 24% para IgA no

clonal frente a 100% para IgM).

En el andlisis de la frecuencia de los diferentes tipos de inmunoparesia de acuerdo al
grupo de riesgo del IMWG, la mayor parte de los pacientes con MQ de bajo riesgo (65%)
no presentaban inmunoparesia grave, mientras que la mayoria de los pacientes de alto
riesgo presentaron HLC IP grave (59%). Los pacientes con IMI grave presentaron niveles
significativamente mds altos de CMs, asi como un menor porcentaje de CP de fenotipo
normal, con una tendencia a tener elevacién del cociente de FLC (FLCr) y de la
infiltraciéon medular por CP (%BMPC). Por su parte, los pacientes con IMI grave y HLC
IP de isotipos no involucrados grave demostraron un porcentaje de CP de fenotipo
normal significativamente mas bajo, asi como cocientes de FLC y %BMPC
significativamente mas altos que los pacientes que presentaban Unicamente IMI grave.
De los 8 pacientes con un comportamiento evolving del CMs, 7 tenian IMI grave al

diagndstico; el caso restante la desarrollé durante el seguimiento.

Con una mediana de seguimiento de 2,5 anos, 12 pacientes con MQ progresaron a
enfermedad sintomadtica. Nueve de ellos presentaron IMI grave al diagndstico vy la
mantuvieron durante el seguimiento. De los tres restantes, uno desarrollé IMI grave
durante el seguimiento y otro demostré una disminucién constante de la Ig del mismo
isotipo hasta valores limites. La IMI grave y la supresion grave de cualquiera de los dos
pares de HLC IgM se asociaron significativamente con un menor tiempo a la progresién

a enfermedad sintomatica.

No se constataron diferencias entre los pacientes con IMI grave y los pacientes que
presentaban IMI grave junto a HLC IP grave, en la expresion de genes correspondientes
a linfocitos NK, linfocitos T CD4+, linfocitos T Th2, linfocitos Tregs, mastocitos,
macrofagos, células dendriticas o neutrdfilos. Los pacientes con ambos tipos de
inmunoparesia mostraron una expresion mas elevada de genes asociados con
linfocitos T CD8+ y Th1l, asi como genes asociados con funciones citoliticas (GZMA,
GZMH, GZMM, PRF1, GNLY) y genes involucrados con la regulacién vy la
disfuncién/agotamiento de los linfocitos T (LAG-3, CD96, TGIT).
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Discusion

Este estudio es el primero en analizar la profundidad de la inmunoparesia para
diferentes isotipos de Ig, utilizando la determinacién de HLC de manera prospectiva,
en pacientes con MQ. Mientras los hallazgos confirman la alta prevalencia de IMI en
los pacientes con MQ, una observacidon novedosa es la menor prevalencia de IP grave
de los isotipos no involucrados (casi siempre acompafiada de IMI) y los niveles
proporcionalmente mas bajos de Ig con el mismo isotipo del CMs en comparacién con
los de diferentes isotipos. Los hallazgos de nuestro estudio parecen indicar una
especificidad de isotipo en los mecanismos iniciales de supresién de Ig policlonales.
Otro hallazgo relevante fue que todos los pacientes con IP grave de IgM tenian también

IMI grave y supresion grave del resto de isotipo de Ig.

La comparacion del microambiente tumoral entre los pacientes con IMl y los pacientes
con IMlI e IP de un isotipo no involucrado demostré diferencias significativas, con una
expresidon mas alta de genes relacionados con una respuesta inmune citotdxica en el

segundo grupo.

Como ya se ha descrito en pacientes con GMSI y MM, en nuestra serie la IMI grave se
asocio significativamente con caracteristicas bioldgicas adversas y con un tiempo de
progresién a enfermedad sintomatica mas corto, subrayando la importancia de la IMI
en el prondstico a lo largo de los distintos estadios de la enfermedad. Los pacientes
con IP grave de isotipos no involucrados presentaron factores prondsticos aln mas
adversos que los pacientes que presentaban Unicamente IMI. La supresiéon grave de los
pares HLC de IgM se asocid significativamente con tiempo a la progresiéon mas corto,

como ya se ha descrito en GMSI.

La observacién de que dos de los tres pacientes sin IMI grave que progresaron a
enfermedad sintomatica demostraron una disminucién del par HLC del mismo isotipo
al acercarse el momento de la progresidn, apunta a un posible papel de los cambios

evolutivos en los niveles de los pares HLC como marcador pronéstico.
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En conclusion, la mayor prevalencia de IMI con respecto a la supresion de los isotipos
de Ig no involucrados, asi como los niveles proporcionalmente mas bajos de las Ig del
isotipo involucrado, apoyan la especificidad de isotipo de los mecanismos tempranos
responsables de la IP en los pacientes con MQ IgG e IgA. Tanto la IMI como la IP de
isotipos no involucrados se asociaron con otros factores de riesgo de progresion, pero
la segunda (sobre todo en el caso de IgM) parece desarrollarse en estadios mas
avanzados de la enfermedad y podria corresponder a mecanismos diferentes. Estos
hallazgos, mediante el uso de la determinacion de HLC en suero, podrian resultar de
interés tanto al momento de la evaluacion inicial como durante el seguimiento de los

pacientes con MQ.
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Abstract

Smoldering multiple myeloma (SMM) is an asymptomatic and biologically heterogeneous plasma cell disorder, with a highly
variable clinical course. Immunoparesis, defined by total immunoglobulin measurements, has been shown to be an independ-
ent risk factor for progression to symptomatic disease. The heavy/light chain (HLC) assay allows precise measurement of the
polyclonal immunoglobulin of the same isotype, enabling the evaluation of isotype-matched immunoparesis (IMI). In this
study, we prospectively characterized immunoparesis, as determined by HLC measurements, in 53 SMM patients. Severe
IMI was present in 51% of patients, while severe IP of uninvolved isotypes (HLC IP) was present in 39%. Most of the patients
with severe HLC IP presented with severe IMI, but not the other way around. Isotype specificity of immune suppression was
suggested by lower relative values of isotype-matched HLC pairs, both for IgG and IgA SMM. Severe IMI was associated
with other risk factors for progression while patients with severe IMI and severe HLC IP showed an even higher risk profile.
Both severe IMI and severe IgM HLC IP showed a significantly shorter time to progression. Finally, gene expression analysis
demonstrated differences in the bone marrow microenvironment between patients with IMI and IMI plus HLC IP, with an
increased expression of genes associated with cytolytic cells. In conclusion, our data supports isotype specificity of early
immunoglobulin suppression mechanisms. While suppression of both involved and uninvolved isotypes is associated with
risk of progression, the later appears to develop with more advanced disease and could be mediated by different mechanisms.

Keywords Smoldering myeloma - Multiple myeloma - Monoclonal gammopathy of undetermined significance -
Immunoparesis - Heavy/light chain pair
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Introduction

Asymptomatic monoclonal gammopathies, such as mono-
clonal gammopathy of undetermined significance (MGUS)
and smoldering multiple myeloma (SMM), are clinical
conditions that usually precede symptomatic multiple
myeloma (MM). Risk stratification is crucial, particularly
in the case of SMM, an entity that includes patients with
a true asymptomatic malignancy destined to progress in a
short period of time for whom chemoprevention trials are
encouraged [1].

The Mayo Clinic and the Spanish Group have devel-
oped different risk stratification models that can identify
patients with SMM and a 2-year risk of progression to
MM >50% [2, 3]. The Mayo Clinic model includes the
serum M-protein (>3 g/dL), bone marrow plasma cell
infiltration (%BMPC, > 10%), and the ratio of involved to
uninvolved serum free light chains (FLCr, > 8), while the
Spanish model uses the proportion of BMPC with aberrant
phenotype by flow cytometry (>95%) and the reduction in
uninvolved immunoglobulins (immunoparesis) to identify
high-risk patients. The International Myeloma Working
Group (IMWG) has recently reported the “2/20/20” risk
stratification model (based on a M-protein > 2 g/dL, the
presence of BMPC > 20%, and a FLCr> 20), in which
patients with 2 or 3 risk factors have a 50% risk of pro-
gression at 2 years from diagnosis [4]. Additional risk fac-
tors for progression have been described by other groups,
including positive uptake on positron emission tomogra-
phy-computed tomography (PET-CT) [5], type of M-pro-
tein [6], cytogenetic abnormalities [7], evolving changes in
M-protein and hemoglobin [8, 9], genetic signatures [10]
and Bence-Jones proteinuria [11], among others.

The recently developed heavy/light chain pair (HLC)
assay allows the measurement of both pairs of a specific
isotype of immunoglobulin, e.g., quantification of IgGA
and IgGx in a patient with [gGA monoclonal gammopa-
thy. The introduction of the HLC assay made possible the
evaluation of the suppressive effect of the malignant clone
on the isotype-matched polyclonal pair, enabling the study
of a new type of immune suppression: isotype-matched
immunoparesis (IMI). This phenomenon has been reported
as being an independent risk factor in predicting malignant
MGUS transformation [12] and poor survival in patients
with newly diagnosed and relapsed/refractory MM [13,
14].

Immunoparesis defined by total immunoglobulin (Ig)
measurements (reduction below the lower normal limit of
an Ig of a different isotype) has been shown to be and inde-
pendent risk factor for progression to symptomatic dis-
ease of SMM patients [3]. However, data regarding HLC
defined immunoparesis in SMM is scarce. In a prospective
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series of 50 patients with SMM, IMI proved to be more
prevalent than suppression of Ig of different isotypes and
was related to adverse biological features [15]. Using
the HLC assay, suppression of HLC pairs of a different
isotype (IgAMA and IgAxk, or IgMA and IgMxk) was signifi-
cantly associated with a shorter time to progression of
IgG MGUS/SMM patients in a small series from a single
institution [16].

The aim of this study was to prospectively characterize
the prevalence and severity of immunoparesis as determined
by HLC measurements, its association with other risk factors
for progression and its prognostic significance, in patients
with SMM diagnosed at a single institution.

Methods

The study group consisted of 53 patients with newly diag-
nosed SMM at our institution from January 2014 to March
2019. Serum samples collected at the time of diagnosis and
at follow-up visits (when available) were obtained prospec-
tively and frozen for later analysis. Clinical and laboratory
data at diagnosis and during follow-up, related to the mono-
clonal gammopathy, were recorded.

Diagnostic samples were tested for serum free light chain
(FLC) concentrations (kFLC and AFLC) using Freelite™
assays (The Binding Site Group Ltd., Birmingham, UK) and
HLC concentrations (IgGxk, IgGA, IgAxk, IgAA, IgMk, and
IgMM\) using Hevylite™ assays (The Binding Site Group
Ltd.) on a BN™II System nephelometer (Siemens, Munich,
Germany). Total immunoglobulins (IgG, IgA, and IgM)
were measured on a Dimension Vista nephelometer (Sie-
mens, Munich, Germany). Follow-up samples were tested
for FLC and HLC pair concentrations, but only of the pair
corresponding to the involved isotype (e.g., [gGk/IgGA pair
in patients with IgGk SMM). Serum protein electrophoresis
(SPE) and immunofixation electrophoresis (IFE) were car-
ried out using standard laboratory procedures.

Isotype-matched immunoparesis (IMI) was defined by the
HLC assay as a concentration below the lower limit of the
reference range of the polyclonal pair with the same isotype
as the M-protein (e.g., IgGk suppression in a patient with
IgGA SMM). Additionally, HLC immunoparesis (HLC IP)
was defined as the suppression of any Ig with a different
heavy chain (e.g., [gAA, IgAk, IgMA, or IgMk suppression in
a patient with [gGA SMM). Classical immunoparesis (CIP)
was defined as either one or both of the two polyclonal total
immunoglobulins being below the lower limit of the refer-
ence range (e.g., suppression of IgA and/or IgM in a patient
with IgG SMM). Severe immunoparesis was defined by
reduction of values by 50% or more below the lower limit
of normal.
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We assessed “quantitative immunoparesis” by expressing
the value of each polyclonal HLC pair as the % of its respec-
tive lower limit of normal, using the following formula:

(Level of the polyclonal HLC pair (e.g., IgGA in a patient
with IgGx SMM)/lower limit of the HLC pair reference
range (e.g., 1.91 for IgGA)) x 100.

Total immunoglobulins and FLC reference ranges used
were those stablished by the Immunology Laboratory of our
institution, while HLC reference ranges were provided by
the manufacturer (Supplementary Table S1).

Sample collection and clinical record review were per-
formed after informed written consent in accordance with
the Declaration of Helsinki. Study protocol was approved
by the Institutional Review Board at our institution. Patients
were diagnosed according to standard International Mye-
loma Working Group (IMWG) criteria [17].

Differences in time to progression (TTP) between patient
groups were analyzed using Kaplan—Meier survival curves
with the log-rank test used to indicate significance. Statisti-
cal differences for numerical values were calculated using
Mann—Whitney U test, ANOVA test or unpaired two-tailed
t-tests. Survival graphs were generated using GraphPad
Prism 9 software (Graph Pad Software Inc., La Jolla, CA,
USA).

We used the nCounter platform (Nanostring Tech-
nologies) to assess immune transcriptomic profiles in the
CD138 —bone marrow cell fraction of 6 patients with severe
IMI and 6 patients with severe IMI +severe HLC IP. CD138-
depleted BM cell fraction was isolated with anti-CD138
mAb-coated immunomagnetic beads (Miltenyi Biotec, San
Diego, CA) using an AutoMacs cell sorter (Miltenyi Biotec).
Total RNA from the CD138 — BM cell fraction was extracted
using the TRIzol reagent (Invitrogen, Oslo, Norway). A min-
imum of 100 ng of total RNA was analyzed at the nCounter
platform (Nanostring Technologies) using the PanCancer
Immune Profiling Panel, which assesses the expression of
730 immune-associated genes and 40 housekeeping genes.
Expression counts were then normalized using the nSolver
4.0 software and custom scripts in R 3.6.3. Unpaired signifi-
cance analysis of microarrays (SAM), using false discovery
rate (FDR), were used to identify differential gene expres-
sion across sample groups.

Results
Patient characteristics and classical immunoparesis

Baseline characteristics for the 53 patients with SMM are
presented in Table 1. Nine SMM patients (17%) were clas-
sified as high risk by the Mayo Clinic model [2] and 23
(43%) were classified as high risk by the Spanish model
[3]. According to the IMWG revised risk stratification

2999
Table 1 Baseline patient characteristics
SMM
Number of patients 53
Age (years)* 72 (60-79)
Gender, male/female 24/29
Isotype
IgG 31 (58)
IgA 20 (38)
Biclonal 24
Serum M-protein g/L* 19.8 (13.2-26.7)
Serum FLCr* 8.3 (3.2-34.3)
BMPC (%)* 17 (12-22.5)
Normal BMPC (%)*! 3 (0.4-10)

¥ L .
Measurements are median (interquartile range)

tPercentage of bone marrow plasma cells with normal phenotype by
flow cytometry

model [4], 17 patients (32%) were classified as low risk, 17
patients (32%) as intermediate risk, and 19 patients (36%)
as high risk. Concordance between the three risk models is
represented in Supplementary Figure S1. The Mayo Clinic
and the Spanish PETHEMA model concurred in the clas-
sification of 17 out of the 48 evaluable patients (35% rate of
agreement), while the IMWG model and the Spanish model
concurred in the classification of 23 out of 48 patients (48%
rate of agreement). Total serum Ig measurements identi-
fied classical immunoparesis (CIP) of at least one isotype
in 29/53 SMM patients (54%), which was severe in 19/53
(36%).

Immunoparesis determined by HLC pair
measurements

HLC measurements identified isotype-matched immunopa-
resis (IMI) in 42/53 (79%) SMM patients and was severe
in 27 (51%). HLC immunoparesis of uninvolved isotypes
(HLC IP) was present in 37/51 (72%) of patients with SMM
and was severe in 20 (39%). [gM HLC IP was present in
18 patients with SMM (36%) and was severe in 11 of them
(22%) (Table 2, Supplementary Figure S2). All but one of
the patients identified as having immunoparesis by total Ig
measurements (CIP) were also identified by HLC suppres-
sion (HLC IP), but not the other way around, with discord-
ance in the severity of the immunoparesis (Supplementary
Figure S2).

Eleven SMM patients presented severe IMI without
severe HLC IP. On the other hand, only two patients with
severe HLC IP presented without severe IMI. In the case of
the 11 patients that showed severe immunoparesis of any
IgM HLC pair, they all had concomitant severe IMI and IP
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Table 2 Frequency of immunoparesis

Type SMM

Total Severe
IMI 42/53 (719%) 27/53 (51%)
HLCIP 37/51 (72%) 20/51 (39%)
HLC IP IgM 18/50 (36%) 11/50 (22%)
CIP 29/53 (54%) 19/53 (36%)

Isotype-matched immunoparesis (IMI), concentration below the lower
limit of the reference range of the polyclonal HLC pair with the same
heavy chain as the M-protein (e.g., IgGk suppression in a patient with
IgGA SMM); HLC uninvolved isotype (HLC IP), concentration below
the lower limit of the reference range of any HLC pair with a differ-
ent heavy chain (e.g., IgAk in a patient with IgGA SMM); HLC IgM
immunoparesis (HLC IP IgM), concentration below the lower limit of
the reference range of any HLC pair with an IgM heavy chain; Clas-
sical immunoparesis (CIP), either one or both of the two polyclonal
total immunoglobulins being below the lower limit of the reference
range (e.g., IgA and/or IgM in a patient with IgG SMM). Severe
immunoparesis was defined by values suppressed by 50% or greater
below the lower limit of normal

of the other uninvolved heavy chain isotype (Supplementary
Figure S2).

Isotype specificity of immune suppression was evident
when we analyzed “quantitative immunoparesis” (Fig. 1).
In the case of IgG SMM, levels of the non-clonal HLC pairs
(expressed as a % of its respective lower limit of normal, see
“Methods” section) were lower for the isotype-matched pairs
(median 54% for non-clonal IgG vs. 88% for IgA vs. 177%
for IgM). IgA SMM patients showed similar results (median
81% for IgG vs. 24% for non-clonal IgA vs. 100% for IgM).

SMM IgG
p<0.0001
1 1
p=0.04
4
: aadh
. sadytte

1000een @@ @ i A’ il ph e UL
A
4 !

% of lower limit of normal

Immunoparesis and risk factors for progression
to symptomatic disease

Analyzing the frequency of the different types of immu-
noparesis according to the IMWG risk group, most of
the patients with low-risk SMM (n=11, 65%) had no
severe immunoparesis, while most high-risk patients had
severe HLC IP (n=10, 59%) (Fig. 2A). The association of
baseline prognostic variables with severe IMI and severe
IMI + severe HLC IP is presented in Fig. 2B. Patients with
severe IMI showed significantly higher serum M-protein
levels and lower % of normal phenotype BMPC, with a
trend towards higher FLC ratios and BMPC infiltration.
Patients with severe IMI and severe HLC IP of uninvolved
isotypes showed significantly lower % of normal pheno-
type BMPC, higher FLC ratios and %BMPC than patients
with only severe IMI. Of the eight patients demonstrat-
ing an evolving behavior of the M-protein [8], seven
had severe IMI at diagnosis and one developed it during
follow-up.

With a median follow-up of 2.5 years, twelve patients
with SMM progressed to symptomatic disease; 9 of
them showed severe IMI at diagnosis and maintained
it. Of the other three, one developed severe IMI dur-
ing follow-up, one showed a consistent decrease of
the isotype-matched Ig with borderline severe sup-
pression, and one could not be evaluated at follow-up
(Supplementary Figure S3). Severe IMI and severe
suppression of any IgM HLC pair were significantly
associated with a shorter time to progression (TTP)
to symptomatic disease (Fig. 3) while severe HLC

SMM IgA

p=0.0003

p<0.0001

1 1 T
IgGk or IgGLA IgAx / IgAL IgM« / IgMA

Fig. 1 Quantitative immunoparesis: levels of the HLC pairs cor-
responding to non-clonal isotypes expressed as % of the lower limit
of normal (level of polyclonal HLC pair/lower limit of normal of the
HLC pairx 100) in patients with IgG SMM (median 54% vs. 88% vs.
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1gGx / IgGA IgAk or IgAL IgMxk / IgMA

177%) and IgA SMM (median 81% vs. 24% vs. 100%). Horizontal
lines represent median values. p values were calculated using the
Mann—Whitney test
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Number of patients

LOW INTERMEDIATE HIGH

B MP mg/dL FLC ratio
40- 100- —
— 80
301
60-
20-
40.
101 201
0- 0- 0

Fig.2 A Immunoparesis according to SMM risk category. Risk strati-
fication was based on the IMWG model. NO IP, absence of severe
immunoparesis (IP); IMI without HLC IP, severe isotype-matched IP
without severe IP of a different isotype; HLC IP, severe IP of a dif-
ferent isotype. B Comparison of serum M-protein (median mg/dL:
14.8 vs. 20.8 vs. 24.88), FLC ratio (median: 4.97 vs. 8.67 vs. 35.6), %
BMPC (median: 12 vs. 17 vs.26), and % of normal phenotype BMPC

] —- SEVERE IMI

== NON SEVERE IMI

log rank p=0.0468

% Progression free survival
B
1l

0 T T 1

0 2 4 6
Time from SMM diagnosis (years)

Fig.3 Progression-free survival according to the absence or presence
of severe isotype-matched immunoparesis (IMI), HR (95% CI): 3.16
(1.02-9.85). Progression-free survival according to the absence or

IP of uninvolved isotypes was associated with a non-
significant trend towards a shorter TTP [median TTP
not reached vs. 2.46 years, log rank p =0.06, HR (95%
CI): 2.78 (0.77-10.04)]. Patients with severe IMI alone
did not have a significantly longer TTP than patients
with severe IMI + severe HLC IP of uninvolved isotypes

Il NOIP

B IMI without HLC IP

B HLCIP

%BMPC % normal BMPC
207 — B ron severe IMI
15 M severe IMI

M severe IMI + severe HLC

(median: 6 vs. 2.5 vs. 0.25) between patients without severe isotype-
matched immunoparesis (IMI), patients with severe IMI without
severe immunoparesis of uninvolved isotypes (HLC IP), and patients
with severe IMI+severe HLC IP. Bar graphs show median +inter-
quartile range. p values were calculated using the Mann—Whitney test
(*, p<0.05; **, p<0.01)

2 100] ~— SEVERE HLC IgM IP
E L

3 ] =~ NON SEVERE HLC IgM
® IP

£

c

2 504

12

§

=)

4 log rank p=0.005

o

°\° 0 ! ) 1

0 2 4 6
Time from SMM diagnosis (years)

presence of severe immunoparesis of any IgM HLC pair (HLC IgM
IP), HR (95% CI): 4.52 (0.87-23.4)

[median TTP not reached vs. 2.46 years, log rank
p=0.42, HR (95% CI): 1.74 (0.47-6.45)] or severe
IMI + severe IgM HLC suppression [median TTP not
reached vs. 1.97 years, log rank p =0.109, HR (95%
CI): 2.79 (0.68-11.46)].
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Gene expression profile of the tumor
microenvironment in SMM patients
with immunoparesis

In a final set of experiments, we evaluated the expression of
immune-related genes in the CD138 — fraction from diag-
nostic bone marrow samples from 6 patients with severe
isotype-matched immunoparesis (IMI) and 6 patients with
severe IMI and severe immunoparesis of uninvolved iso-
types (HLC IP). We studied gene expression signatures
associated with specific immune cell types (Supplemen-
tary Table S2) [18]. While there were no significant differ-
ences in the expression of genes corresponding to NK cells,
T CD4 +cells, Th2 cells, Tregs, mast cells, macrophages,
dendritic cells, or neutrophils, patients with IMI+ HLC
IP showed higher expression of genes associated with T
CDS8 +cells and Thl cells than patients with only severe
IMLI. The “cytolytic score,” based on the expression of highly
specific genes associated with cytolytic effector functions
(GZMA, GZMH, GZMM, PRF1, and GNLY) [19] was also
significantly higher in the IMI+HLC IP group of patients
(Fig. 4). Among the upregulated genes in the IMI+HLC
IP group, we also found immune checkpoints involved in
T-cell regulation and linked to T-cell disfunction/exhaus-
tion (LAG-3, CD96, TIGIT) [20-22]. TIGIT expression, in
particular, has been associated with upregulation of genes
involved in T-cell function and cytotoxicity in the BM of
patients with MM, suggesting that it may play a role restrain-
ing immune activation involving Tregs and T cell exhaustion
[21]. Upregulated genes in patients with IMI+HLC IP as

compared to those with only IMI are detailed in Supplemen-
tary Figure S4.

Discussion

Our study is the first, to our knowledge, to analyze the depth
of immunoparesis for different antibody isotypes using the
HLC assay prospectively in patients with SMM. While our
findings confirm the previously reported high prevalence of
isotype-matched immunoparesis in patients with SMM [15,
16], a striking observation in this series was both the lower
prevalence of severe immunoparesis of the uninvolved iso-
types (almost always accompanied by severe IMI) and the
lower proportional levels of Ig of the involved isotype and
different light chain compared to Igs of a different isotype.
The higher prevalence of IMI over classical IP has been pre-
viously described in MGUS [23, 24] and was thought to
be possibly related to the higher sensitivity of the Hevylite
assay. The finding in our study, however, seems to indicate
isotype specificity in the early mechanisms involved in sup-
pression of polyclonal immunoglobulin production.

The mechanisms of suppression of normal Ig in plasma
cell dyscrasias remain poorly understood. The decrease
in polyclonal Igs found in patients with MM and less fre-
quently observed in MGUS/SMM has been related to the
reduction in normal bone marrow plasma cells. However,
it has been shown in MM that both parameters appear to
be independently associated with patient outcome [25]. The
depletion of normal plasma cells is suggested to result from

CYTOLYTIC SCORE CD8 T CELLS TH1 CELLS TH2 CELLS CD4 T CELLS
159 0 *% * 6- 4
- 1 Y
9 4 3
10 8
Ed : : J - . B M +HLCIP
5 T 7
6 i 0- 14
6
0 T T 5 T T 5 T T -2 T T 0 T T
MACROPHAGES NKCELLS MASTCELLS  DENDRITIC CELLS Tregs NEUTROPHILS
- 41 6
58 9.0 9.0 134
9.0 8.5- 2
8.0 8.5+ 4 12
8.5+ i
7.5 8.04 27 1
8.0 704 5
7.5+ 1 10
7.5+ 6.5
6.0 T T 7.0 T T 0 T T 0 T T 9 T T

7.0-—mr—

Fig.4 Scores corresponding to gene expression signatures associated
with specific immune cell types in the CD138 —cell fraction of diag-
nostic bone marrow samples. IMI, severe isotype-matched immuno-
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paresis; IMI+HLC IP, severe isotype-matched +severe immunopa-
resis of a different isotype. p values were determined using unpaired
two-tailed #-tests (*, p<0.05; **, p<0.01)
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progressive competition and replacement by clonal plasma
cells in BM niches [26]. Nonetheless, this mechanism fails
to explain the apparent isotype specificity of Ig suppression
noted in our series.

Wang and Young [27] were the first to report the isotype
specificity of Ig suppression in IgG MGUS when they found
a greater reduction of polyclonal IgG than in IgA or IgM
patients. The lack of correlation between the M-protein and
the polyclonal immunoglobulin led them to preclude a nega-
tive feedback mechanism solely dependent on the increase in
the catabolic rate of IgG immunoglobulins. T cells bearing
surface receptors of the respective monoclonal isotype have
been observed in mouse models with plasmacytomas [28,
29] and Tregs have been attributed to suppress immuno-
globulin production and secretion in a manner that could be
isotype specific [30, 31]. The fact that severe immunoparesis
is also described in patients with light chain only MM sug-
gests the existence of suppressive mechanisms independent
of the heavy chain isotype of the M-protein [32].

A striking finding of this study was that all patients with
severe [gM immunoparesis had concomitant severe IMI and
suppression of the other uninvolved isotype. In the case of
IgM immunoparesis, the mechanisms involved would have
to affect IgM plasma cells distant from the bone marrow
(Iymph nodes and spleen). The B-cell maturation antigen
(BCMA) has been shown to sequester B-cell ligands, such
as B-cell activating factor (BAFF), preventing plasma cell
development and antibody production in mice [33]. An
inverse relationship between serum BCMA levels and lev-
els of uninvolved Ig has been reported in patients with MM
[34].

The comparison of the tumor microenvironment between
patients with isotype-matched immunoparesis and patients
with IMI plus immunoparesis of a different isotype showed
significant differences, with a higher expression of genes
related to a cytotoxic immune response in the second group.
Although these results could point to the existence of alter-
native suppressive mechanisms, they are based on a small
number of samples and require further examination.

As previously described in MGUS [12] and in MM
[13, 14], in our series severe IMI was significantly associ-
ated with adverse biological features and with a shorter
time to progression to symptomatic disease, highlighting
the prognostic importance of IMI throughout the disease
course. Interestingly, patients with severe HLC IP of unin-
volved isotypes were characterized by even more adverse
prognostic features than patients with severe IMI alone.
Severe suppression of IgM HLC pairs was significantly
associated with shorter TTP, as previously reported in
MGUS/SMM [16], a finding that has also been linked
to survival outcomes in newly diagnosed MM [32]. Pro-
gression to symptomatic disease was not significantly

different between patients with severe IMI alone and
patients with severe IMI plus suppression of uninvolved
isotypes (both isotypes or IgM), but this analysis was
limited by the small number of patients and the fact that
some of the patients with classical immunoparesis were
enrolled in clinical trials and consequently censored for
further analysis.

The observation that two of the three patients without
severe IMI that progressed to symptomatic disease showed
a decrease of the isotype-matched Ig closer to progression
could point to the value of the evolving changes in HLC
values as a prognostic marker, both for the involved and
uninvolved isotypes. Larger prospective studies are needed
to further clarify this matter.

In concordance with previous reports [35], our analy-
sis revealed significant discrepancies between the clinical
models currently used to assess risk of progression from
SMM to symptomatic disease. This finding highlights the
need for the study of new risk factors and biomarkers,
such as isotype-matched immunoparesis, to more accu-
rately characterize the risk of transformation to MM and
to help us understand the different mechanisms involved
in the pathogenesis of the disease.

In conclusion, the greater prevalence of IMI over sup-
pression of uninvolved isotypes along with the lower
proportional values for isotype-matched immunoglobu-
lins supports an isotype specificity of early suppression
mechanisms in the case of IgG and IgA SMM. Both IMI
and IP of uninvolved isotypes are associated with other
recognized risk factors for progression, but the later (espe-
cially in the case of IgM) appears to develop with more
advanced disease and could correspond to different sup-
pression mechanisms. These findings could be of inter-
est both at the time of the initial evaluation and during
follow-up of patients with SMM using the serum heavy/
light chain pair assay.

Supplementary Information The online version contains supplemen-
tary material available at https://doi.org/10.1007/s00277-021-04653-2.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

IMMUNOPARESIS DEFINED BY HEAVY/LIGHT CHAIN PAIR SUPPRESSION IN
SMOLDERING MULTIPLE MYELOMA SHOWS INITIAL ISOTYPE SPECIFICITY AND
INVOLVES OTHER ISOTYPES IN ADVANCED DISEASE

SUPPLEMENTARY TABLE S1

Reference ranges for total immunoglobulins, free light chains and heavy-light chain pairs in serum

TEST REFERENCE RANGE
IgG 6.8-15.3g/L
IgA 0.66 —3.65 g/L
IgM 0.36-2.61g/L
K FLC 3.30-19.40 mg/L
AFLC 5.71-26.30 mg/L
K/ ratio 0.26 - 1.65
IgG Kappa 3.84-12.07 g/L
IgG Lambda 1.91-6.74g/L
IgGk / IgGA ratio 1.12-3.21
IgA Kappa 0.57-2.08 g/L
IgA Lambda 0.44-2.04g/L
IgAKk/ IgAA ratio 0.78-1.94
IgM Kappa 0.19-1.63g/L
IgM Lambda 0.12-1.01g/L
IgMk / IgMA ratio 1.18-2.74

Reference ranges for total immunoglobulins and FLC are from the Hospital Clinic laboratory. HLC pair

reference ranges are from the manufacturer (The Binding Site Group Ltd, Birmingham UK).




SUPPLEMENTARY FIGURE S1

Classification of SMM patients according to the three risk models (Mayo Clinic, Spanish, revised IMWG)

MAYO
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Il HIGH [] INTERMEDIATE [ Low [ ] NOT AVAILABLE

Mayo Clinic model (M-protein >3g/dL, bone marrow plasma cells - BMPC >10% and ratio of involved to
uninvolved serum free light chains - FLCr 28): 0-1 risk factors = low risk, 2 risk factor = intermediate risk,
3 risk factors = high risk.

Spanish model (proportion of BMPC with aberrant phenotype on flow cytometry >95% and
immunoparesis): 0 risk factors = low risk, 1 risk factor = intermediate risk, 2 risk factors = high risk.
International Myeloma Working Group “2/20/20” (BMPC >20%, M-protein >2g/dL and FLCr >20): O risk
factors = low risk, 1 risk factor = intermediate risk, 2-3 risk factors = high risk.

SUPPLEMENTARY FIGURE S2
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Clinical heatmap showing the different types of immunoparesis in the SMM cohort (IMI: isotype-
matched immunoparesis, HLC IP: suppression of HLC pairs of a different isotype, HLC IgM: suppression
of HLC pairs of the IgM isotype, Classical: suppression of total Ig concentration of a different isotype,
Follow up IMI: isotype-matched immunoparesis in follow up samples).



SUPPLEMENTARY FIGURE S3
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Clinical heatmap showing the different types of immunoparesis and evolving M-protein behavior in
patients who progressed to symptomatic disease during follow-up. IMI: isotype-matched
immunoparesis, HLC IP: immunoparesis of uninvolved isotypes, HLC I1gM IP: immunoparesis of IgM
isotypes, follow-up IMI: isotype-matched immunoparesis in follow-up samples.

n/a: not available, *Consistent decrease of isotype matched HLC pair, borderline severe IMI.

SUPPLEMENTARY TABLE S2

Gene expression signatures associated with specific cell types

CD8 T cells PRF1, CD8A, GZMM, CD8B, FLT3LG

Cytotoxic cells KLRK1, GZMH, KLRB1, KLRD1, GZMA

Dendritic cells (DC) CD1E, CD1B, CCL17, CCL22, CD1A

Regulatory T cells (Tregs) FOXP3

Th2 cells PMCH

CD4 activated cells ATF2, NUP107

NK cells SPN, XCL2, NCR1

Th1 cells CTLA4, LTA, CD38, IFNG, CD38, CCL4

T cells CD3G, CD96, SH2D1A, CD6, CD3D, LCK, CD2,
CD3E

Mast cells CTSG, MS4A2

Neutrophils CSF3R

Cytolytic score GZMA, GZMH, GZMM, PRF1, GNLY




SUPPLEMENTARY FIGURE S4

Top most differentially expressed genes between SMM patients with severe IMl and SMM patients with

severe IMI + severe HLC IP of a different isotype

GENE D-SCORE g-value(%)

GZMA 3.12 0.00
DOCK9 3.09 0.00
IL1B 2.98 0.00
GZMH 2.89 0.00
CCL5 2.88 0.00
CD2 2.72 0.00
IL1A 2.66 0.00
IFNB1 2.65 0.00
CD8B 2.63 0.00
SLAMF6 2.60 0.00
CD3E 2.59 0.00
cCL4 2.58 0.00
CD3G 2.51 0.00
NFATC2 2.47 0.00
KLRD1 2.47 0.00
NCAM1 2.45 0.00
CD3D 2.40 0.00
DMBT1 2.40 0.00
GZMB 2.38 0.00
CD160 2.34 0.00
CD8A 2.28 0.00
PRF1 2.22 0.00
CMKLR1 2.21 0.00
IL2RB 2.21 0.00
TXK 2.20 0.00
GZMK 2.16 0.00
NLRP3 2.14 0.00
KLRK1 2.13 0.00
TBX21 2.12 0.00
TNFRSF17 2.10 2.28
KLRC1 2.09 2.28
CARD11 2.09 2.28
CD247 2.08 2.28
LAG3 2.03 2.28
CD9%6 2.02 2.28
TIGIT 2.01 2.28
LCK 2.01 2.28
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El andlisis de la expresion génica del microambiente medular revela
diferentes subtipos inmunes asociados con la progresion a enfermedad

sintomatica en el mieloma quiescente

Introduccion

Uno de los grandes desafios en la evaluacion del riesgo de progresién del mieloma
quiescente (MQ) es la determinacion del impacto de la heterogeneidad del
microambiente medular en el comportamiento bioldgico de este grupo de pacientes.
Dada la relevancia del microambiente para la supervivencia de las células plasmaticas,
y la ausencia de un claro “second hit” molecular asociado a la progresion del MQ a
mieloma multiple (MM), resulta atractiva la posibilidad de identificar biomarcadores
inmunes asociados a la progresion a enfermedad sintomdatica que nos permitan
identificar a pacientes que puedan beneficiarse de un tratamiento precoz. El objetivo
de este estudio es comprender la composicidn y los niveles funcionales de las células
de la médula dsea que rodean a las células plasmaticas malignas, correlacionar estos
datos moleculares con los diferentes comportamientos clinicos de los pacientes con
MQ, e identificar moléculas y subtipos celulares asociados con la progresion del MQ a

MM sintomatico.

Materiales y métodos

Se analizaron muestras de médula dsea (MO) al diagndstico de 28 pacientes con MQ.
Se estudiaron también, con fines comparativos, muestras de 22 pacientes con GMSI,
22 pacientes con MM (12 en fase de enfermedad refractaria o recaidos y 10 pacientes
con MM de reciente diagnéstico (5 de estos ultimos correspondian a pacientes también
analizados en la fase de MQ)). La fraccion CD138 negativa de la MO fue aislada
utilizando microesferas inmunomagnéticas acopladas con anticuerpos contra CD138.

La expresion de ARN fue analizada utilizando la tecnologia nCounter™.
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Resultados

Sobreexpresion de genes asociados con citotoxicidad y linfocitos T en pacientes con

MQ frente a pacientes con GMSI.

En primer lugar, se compararon los resultados del estudio de expresidén génica de la
fraccion CD138 negativa de la MO de 28 pacientes con MQ con 22 pacientes con GMSI.
La mayor parte de los pacientes con MQ mostraron un perfil genético distintivo en la
clasificacién no supervisada. Dentro de los 127 genes diferencialmente expresados en
el MQ, solo 4 estuvieron regulados a la baja (FLT3, ARG1, FCER1A y S100A12). Los genes
mas regulados al alza en los pacientes con MQ incluyeron moléculas asociadas al MM
(SLAMF7, TNFSF13), moléculas claves en los procesos de citotoxicidad (GZMB, GZMA,
GZMH, GNLY, HLA-A, HLA-B, PRF1, HLA-C, GZMM) e interleuquinas involucradas en las
funciones de linfocitos T (IFNL1, IL15, IL1A, IL32, TGFB1, IL1B). También encontramos
sobreexpresidn de genes correspondientes a moléculas inhibidoras como LAG-3, TIGIT

e IDO-1, que podrian afectar la respuesta inmune anti-mieloma en el caso del MQ.

Genes asociados con funciones de linfocito NK y T en pacientes con MQ frente a

pacientes con MM sintomatico.

En el andlisis de clasificacién no supervisado, los pacientes con MQ no mostraron un
perfil de expresidn génica claramente distintivo que los diferenciara de los pacientes
con MM, poniendo de manifiesto la heterogeneidad genética que caracteriza al MQ.
Dentro de los genes significativamente mads representados en el grupo de MQ, se
incluyeron aquellos asociados a funciones de linfocitos NK (KLRB1, LILRB1, KLRD1, IRF1,
KLRC1). En este sentido, la regulacién al alza de receptores inhibidores como KLRB1
(CD161), LILRB1 (CD85j) y KLRD1 (CD94) podria indicar alteraciones en la citotoxicidad
NK. También observamos un aumento en checkpoints inmunes inhibitorios que pueden
expresarse tanto en linfocitos T como linfocitos NK, como LAG-3, y supresores de la
inmunidad antitumoral, como IDO1. En los pacientes con MM encontramos un nivel de

expresion mas elevado de genes previamente asociados con esta enfermedad
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(NCAM1, ATM, CD163, IL32) y de genes altamente expresados en linfocitos T
reguladores (Tregs) como MFGES8, NT5E (CD73) y TIGIT.

De los 10 pacientes con MQ que progresaron a MM durante el seguimiento, 5 tuvieron
muestras disponibles de MO para el andlisis tras la progresion. El analisis por pares de
las muestras previo y tras la progresidon revelé un nimero mas bajo de genes
diferencialmente expresados. Dentro de los 54 genes con una mayor expresion en la
fase de MQ se encontraron varios miembros de la familia TNF (TNFRSF9 (CD137),
TNFSF8, TNFRSF14, TNFRSF1A), pero también los receptores inhibidores ITIM, PVR y
LILRBS.

En conjunto, los hallazgos de este analisis podrian indicar un enriquecimiento de los
genes asociados con una respuesta inmune citotdxica en los pacientes con MQ. Al
mismo tiempo, la mayor expresion de receptores inhibidores sugiere un fenotipo

exhausto de este compartimiento citotdxico.

La expresion de genes asociados con funciones citotdxicas de los linfocitos T se

correlaciona con los factores de transcripcion Thet y Eomes en el MQ.

Al comparar las diferencias del microambiente tumoral en el MQ con la GMSI y el MM,
hallamos que en ambos casos el tipo celular mas relevante fueron los linfocitos T
citotoxicas CD8+. La expresion de moléculas clave en citotoxicidad, tales como Thet
(TBX21), perforina (PRF1), granzima B (GZMB) y granulisina (GNLY), estaban
significativamente incrementadas en los pacientes con MQ, comparados con aquellos
con MM sintomatico. Aunque estas moléculas también estan involucradas en la
citotoxicidad NK, observamos un incremento similar en moléculas con un papel
importante en las funciones de los linfocitos T, como CD3zeta (CD127) y los receptores
co-estimuladores CD28 y CD6. La expresion de los factores de transcripcién Thet y
Eomes se correlaciond, en el caso de los pacientes con MQ, con moléculas involucradas
en citotoxicidad (PRF1, GZMB, GNLY) asi como también con genes importantes para la
funcion de los linfocitos T (IFNG, IL-7, IL-7R, IL2RG, CD247 y CD28). El receptor NCR1

(también conocido como NKp46, LY94) también se correlaciond con la expresiéon de
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estos genes, lo que sugiere que los linfocitos NK también podrian jugar un papel en la
citotoxicidad anti-mieloma en el caso del MQ. Como era de esperar, las moléculas
citotoxicas no se correlacionaron con genes involucrados en las funciones de los
linfocitos T reguladoras (NRP1, ENTPD1 (CD39) y CXCL12). Los pacientes con MQ
demostraron un amplio rango de expresidon de los genes analizados, sugiriendo la
existencia de diferentes subgrupos con diferencias en la composicién y activacién de

las células inmunes del microambiente medular.

El analisis del perfil de expresion génica identificd distintos grupos dentro de los

pacientes con MQ con diferencias en la composicidn celular inmune y los marcadores

de activacion.

El analisis no supervisado de la expresidon génica utilizando el panel PanCancer Immune
clasificd a los 28 pacientes con MQ en 4 grupos. Dentro de los genes con mayor
expresion diferencial en el grupo 1 (n=7) se encontraron citoquinas y quimioquinas
(CCL11, CCL13, CCL16, CCL17, CCL21, CCL24, CXCL13, CX3CL1, XCR1, IFNL1, IFNL2, IL13,
IL17A, IL25, LTB, TGFB2, TNFSF13) y receptores de citoquinas (TNFRSF12A, IL17RB). En
contraste, los pacientes del grupo 2 (n=8) mostraron un perfil de expresién
notablemente enriquecido en marcadores y sefializaciéon de linfocitos T y NK (PRF1,
GZMA/B/H/K, GNLY, CD2, CD3D/E, KLRD1, KLRF1, KLRB1, KLRK1, CD274 (PD-L1), LAG3)
y sefializacion mediada por interferéon (IFNG, MX1, ISG15, STAT1/2/4). El analisis de
firmas asociadas con subtipos especificos de células inmunes demostré que el grupo 2
estaba caracterizado por transcritos asociados a células citotoxicas. También
analizamos la firma de inflamacion tumoral (TIS), que contiene genes respondedores a
IFN-y asociados a la activacion de linfocitos T, que han demostrado predecir la
respuesta al bloqueo de PD-1 en multiples tumores sdlidos. La puntuacién TIS se
correlaciond con las firmas correspondientes a los linfocitos T CD8+ y a las células

citotdxicas, y fue significativamente mas alto en los pacientes del grupo 2.

El andlisis de expresion génica en el grupo 2 comparado con el grupo 3 (n=10) mostrd
un aumento significativo en los genes asociados con funciones de linfocitos T y NK.

Ademas, la mayor parte de los genes que se encontraban sobreexpresados en los
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pacientes con MQ en comparacién con las GMSI, mostraron también una mayor
expresion en el grupo 2 comparado con el grupo 3. Esto sugiere que los pacientes del

grupo 3 son mas similares, en cuanto al perfil inmune, a las GMSI que a los MQ.

Aunque los pacientes del grupo 2 mostraron una firma inmune asociada con una
importante respuesta citotdxica, también presentaron una mayor expresion de
checkpoints inmunes inhibidores (CD96, LAG3, BTLA, KLRB1), lo que cuestiona el

posible impacto de esta firma inmune en la progresiéon a enfermedad sintomatica.

Los pacientes con MQ y una menor expresion de moléculas asociadas con

citotoxicidad mostraron una supervivencia libre de progresion significativamente

ma3s larga.

Se analizé la relacién entre los pardmetros clinicos utilizados para determinar el riesgo
de progresidén en pacientes con MQ y los perfiles de expresidon génica inmune. Los
pacientes con MQy un patrén evolving del CMs mostraron un incremento de los genes
asociados con MM (SLAMF7, CD79a, CD79b) y de AXL. Algunas de estas moléculas se
encuentran expresadas en las células plasmaticas (CP), por lo que no podemos
descartar la interferencia de CP residuales en el andlisis. En los pacientes con MQ de
alto riesgo, los genes con una expresion significativamente mas elevada incluyeron
moléculas asociadas al MM (TNFRSF17, NCAM1, IRF4, CD79B), moléculas de
citotoxicidad (KLRC1, GZMA) y AXL.

La mediana de seguimiento para los pacientes con MQ fue de 5,3 afios. Diez pacientes
con MQ progresaron a enfermedad sintomatica, con una mediana en el tiempo a la
progresién (TTP) de 1,9 afios. Los pacientes con MQ que progresaron demostraron una
expresion significativamente mayor de 63 genes, entre los que se encontraron
moléculas involucradas en la activacion inmune (como TNF, IL-1B y GZMM). La mayor
parte de los genes regulados al alza en los pacientes con MQ de alto riesgo estaban
incluidos en la lista de genes significativamente mas expresados en el grupo 2. Los
pacientes del grupo 3, con una menor expresiéon de genes de citotoxicidad y una firma

inmune mas parecida a las GMSI, demostraron una supervivencia libre de progresion
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(PFS) significativamente mas larga que los otros grupos. Algunos de los genes
estudiados se asociaron con PFS mas corta, como TNF, TNFAIP3, GZMM y TNFRSF14.
De manera inversa, la expresion de transcritos correspondientes a MAPK14, LTF,

SMAD3, FOS, PSEN1 y THBS1 se asociaron a una PFS mas prolongada.

En conjunto, los resultados podrian indicar que genes asociados a un fenotipo exhausto
de linfocitos T citotdxicos se encuentran mas expresados en pacientes con MQ de alto
riesgo, mientras que algunos miembros de la superfamilia TNF estarian asociados con

la progresion a enfermedad sintomatica.

Discusion

Los resultados de este estudio revelan una mayor expresidon de genes asociados con
citotoxicidad en pacientes con MQ, comparados con aquellos afectos de una GMSI o
de MM sintomatico. Sin embargo, también encontramos sobreexpresion de moléculas
inhibidoras como LAG-3, TIGIT e IDO-1, que podrian afectar la respuesta inmune contra
las células del mieloma en el caso del MQ. Los pacientes con MQ demostraron una
amplia heterogeneidad en el compartimento inmune, que permitio la identificacién de
4 grupos en base al perfil de expresion génica. Los pacientes incluidos en el grupo 2
presentaron una expresién mas alta de moléculas citotéxicas (GZMB, PRF, GNLY, IFNG)
pero también de moléculas inhibidoras (LAG3, KLRC1, CD96, BTLA), sugiriendo la
presencia de linfocitos T exhaustos. No todos los checkpoints inmunes inhibitorios se
encontraron diferencialmente expresados en los pacientes con MQ. Por ejemplo, PD-
1 no estaba significativamente sobreexpresado en el microambiente de los pacientes
con MQ, sugiriendo que esta molécula podria no jugar un protagonismo crucial en la
progresion a MM. Este resultado seria consistente con los resultados negativos
obtenidos en los ensayos clinicos utilizando el bloqueo de la sefializacién via PD-1/PD-
L1 en MM y MQ. Por el contrario, los pacientes con MQ del grupo 2 mostraron un
aumento significativo del receptor inhibidor ITIM TIGIT, un hallazgo consistente con
datos previos de nuestro grupo demostrando que el bloqueo de TIGIT podria ser una

estrategia terapéutica en el caso de CP que expresen Nectina-2. El papel de la
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interaccion de TIGIT y Nectina-2 en la progresién del MQ y su utilidad como diana

terapéutica permanece por clarificar.

Finalmente, el analisis de muestras pareadas demostré una regulacion al alza de varios
miembros de la familia TNF (TNFRSF9, TNFSF8, TNFRSF14, TNFRSF1A) en el estadio de
MQ en comparacion con el de mieloma activo. También encontramos una asociacién
entre la mayor expresion de los miembros de la familia TNF (TNF, TNFAIP3, TNFRSF14)
y una PFS mas corta en los pacientes con MQ, sugiriendo que un microambiente pro-
inflamatorio podria contribuir a la progresidon de la enfermedad, en lugar de generar
una respuesta anti-mieloma eficiente. De esta manera, la inflamacién crénica y el
agotamiento de los linfocitos T citotoxicos podrian explicar, en parte, el ineficiente
control de la expansién de las CP malignas en algunos pacientes con MQ. En este
estudio encontramos un aumento de la expresién de varios checkpoints inmunes
inhibitorios (TIGIT, CD96, BTLA, LAG3, KLRC1) en pacientes con MQ de alto riesgo,

algunos de ellos actualmente diana en ensayos clinicos para pacientes con MM.
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Gene Expression Analysis of the
Bone Marrow Microenvironment
Reveals Distinct Immunotypes in
Smoldering Multiple Myeloma
Associated to Progression to
Symptomatic Disease
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Barcelona (IBUB), Barcelona, Spain, * Experimental and Clinical Hematology Program (PHEC), Josep Carreras Leukaemia
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Background: We previously reported algorithms based on clinical parameters and
plasma cell characteristics to identify patients with smoldering multiple myeloma (SMM)
with higher risk of progressing who could benefit from early treatment. In this work, we
analyzed differences in the immune bone marrow (BM) microenvironment in SMM to
better understand the role of immune surveillance in disease progression and to identify
immune biomarkers associated to higher risk of progression.

Methods: Gene expression analysis of BM cells from 28 patients with SMM, 22 patients
with monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS) and 22 patients with
symptomatic MM was performed by using Nanostring Technology.

Results: BM cells in SMM compared to both MGUS and symptomatic MM showed
upregulation of genes encoding for key molecules in cytotoxicity. However, some of these
cytotoxic molecules positively correlated with inhibitory immune checkpoints, which may
impair the effector function of BM cytotoxic cells. Analysis of 28 patients with SMM
revealed 4 distinct clusters based on immune composition and activation markers.
Patients in cluster 2 showed a significant increase in expression of cytotoxic molecules
but also inhibitory immune checkpoints compared to cluster 3, suggesting the presence
of cytotoxic cells with an exhausted phenotype. Accordingly, patients in cluster 3 had a
significantly longer progression free survival. Finally, individual gene expression analysis
showed that higher expression of TNF superfamily members (TNF, TNFAIP3, TNFRSF14)
was associated with shorter progression free survival.
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Conclusions: Our results suggest that exhausted cytotoxic cells are associated to high-
risk patients with SMM. Biomarkers overexpressed in patients with this immune gene
profile in combination with clinical parameters and PC characterization may be useful to
identify SMM patients with higher risk of progression.

Keywords: smoldering multiple myeloma, immunotherapy, immune checkpoints, TIGIT, pronostic factors, bone

marrow microenvironment

INTRODUCTION

Smoldering multiple myeloma (SMM) is a pre-malignant
condition that precedes symptomatic MM and is defined by a
serum monoclonal immunoglobulin (M-protein) of >3 g/dL
and/or an urinary monoclonal protein >500 mg per 24 h, and/
or 10-60% clonal bone marrow plasma cells (BMPC), in the
absence of end-organ damage (1, 2). Since only a fraction of
SMM patients will progress to active MM, the initiation of an
early anti-myeloma treatment is a subject of intense discussion.
Based on the revised International Myeloma Working Group
(IMWG) criteria, asymptomatic patients with ultra-high risk
SMM are currently considered to have active MM and
treatment is recommended (2, 3). We previously defined two
subsets of patients with SMM: 1- the ‘evolving’ variant of SMM,
characterized by a progressive increase in the M-protein size
until symptomatic myeloma develops and a shorter time to
progression and 2- the non-evolving pattern, with a long-
lasting stable M-protein and a longer time to progression (4).
The actuarial transformation rates at 10 years of follow-up were
55 and 10% in patients with ‘evolving’ and ‘non-evolving’
pattern, respectively (1, 4). In line with these results, we
recently evaluated progression risk factors in 206 patients with
SMM, demonstrating that median time from recognition of
evolving type to progression into symptomatic MM was 1.1
years and progression rate at 3 years was 71% (5). Therefore,
confirmation of an evolving behavior drastically worsened the
prognostic estimation made at diagnosis for every covariate
predictive of progression (serum M-protein size, BMPC
infiltration, immunoparesis and Mayo Clinic risk score) (5).
Accordingly, the revised IMWG risk stratification model for
SMM (“2/20/20”) identified three independent factors predicting
progression risk at 2 years: serum M-protein >2 g/dL, involved to
uninvolved free light-chain (FLC) ratio >20, and BMPC
infiltration >20% (6).

One of the main challenges of assessing progression risk is to
take into account the BM heterogeneity in molecular and cellular
patterns that leads to the different clinical behavior of patients
included under the designation of SMM (7). Given the relevance
of microenvironment for malignant PC survival and the absence
of a clear molecular “second hit” between SMM and
symptomatic MM (8), it is crucial to find new immune
biomarkers associated to the risk of progression to

Abbreviations: BM, Bone marrow; ISS, International stage system; MGUS,
Monoclonal gammopathies of undetermined significance; MM, Multiple
myeloma; NK, Natural killer; PC, Plasma cells; SMM, Smoldering MM; Th,
T helper.

symptomatic MM that allow us to evaluate the need for an
early intervention (9, 10). In this study we aim to investigate
whether molecular and cellular mechanisms in the BM immune
microenvironment may explain the heterogeneity observed in
the clinic. Our goal is to better understand the composition and
functional levels of BM cells surrounding malignant PC and
correlate this molecular data with clinical behavior to identify
key molecules and cell types associated to progression from
SMM to active myeloma.

MATERIALS AND METHODS
Patient Cohorts

BM aspiration samples were collected from 28 patients with
SMM at diagnosis (patient characteristics are summarized in
Table 1). In addition, for comparison purposes we also studied
BM samples from 22 patients with MGUS and from 22 patients
with symptomatic MM (12 refractory/relapsed MM patients and
10 newly diagnosed untreated patients, 5 of them corresponding
to patients also analyzed at the SMM stage who later progressed,
allowing a paired comparison).

All patients were diagnosed at the Amyloidosis and Myeloma
Unit in the Department of Hematology (Hospital Clinic of
Barcelona). Sample collection and clinical record review were
performed after informed written consent in accordance with the
Declaration of Helsinki. Study protocol was approved by the
Institutional Review Board at Hospital Clinic of Barcelona.
Patients were diagnosed according to standard International
Myeloma Working Group criteria.

The “evolving” type was defined as a progressive increase of at
least 10% in the M-protein size within the first 12 months from
diagnosis when baseline M-protein was =30 g/L or over a period
of 3 years (with a progressive increase in the M-protein size in
each of the annual measurements) in patients with an initial M-
protein <30 g/L (4, 11). Immunoparesis was defined as a decrease
below normal levels of at least one of the uninvolved serum
immunoglobulins. BM aspirates obtained at diagnosis were
reviewed independently by two observers; plasma cell
percentages were estimated from a 500-cell count by each
examiner and the mean of the two values was considered for
the analysis.

RNA Isolation

CD138-depleted BM cell fraction was isolated with anti-CD138
mAb-coated immunomagnetic beads using an AutoMacs cell sorter
(Milteny Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Purity was assessed
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TABLE 1 | Patient characteristics.

MGUS

Number of patients 22
Age, median years (range) 70 (40-88)
Gender, male/female 12/10
Isotype (%)

* 1gG 15 (68)

° IgA 7 (32)

* Biclonal

e Light chain
Serum M-protein g/L* 15.3 (13.1-20.6)
Serum FLCr* 2.2 (0.1-8.8)
BMPC (%)* 5.5 (3-8)
Abnormal BMPC (%)* 71.5(33.2-85.7)
ISS stage (%) -

|

I

Il
Risk Stage (%)*

Low 2(9)

Intermediate 17 .(77)

High 3 (14)

SMM MM
28 22
69 (38-84) 68 (49-80)
11/17 11/11
15 (54) 12 (55)
11 (39) 10 (45)
1(3,5)
1(3,5)
20.2 (13.4-32.1) 25.8 (11.6-40.8)
1.5 (0.7-11.3) 33.4 (2.7-423)
19 (12.5 -24.7) 34 (15.5-47)
98 (96.7-100) 100 (99-100)
5 (26)
7(37)
7(37)
11 (41)
8 (29.5)
8 (29.5)

SMM, smoldering multiple myeloma; MGUS, monoclonal gammopathy of undetermined significance; MM, symptomatic multiple myeloma; FLCr, serum free light chain ratio (kappa/

lambda); BMPC, bone marrow plasma cell count.

ISS, International staging system for multiple myeloma.

*Measurements are median (interquartile range).

'Percentage of bone marrow plasma cells with abnormal phenotype by flow cytometry.

#The International Myeloma Working Group (IMWG) SMM revised risk model includes serum M-protein >2 g/dL, involved to uninvolved free light-chain ratio >20 and bone marrow plasma
cell infiltration >20%. The Mayo Clinic MGUS revised risk model includes serum FLCr 1.65, non-lgG MGUS and M protein >15 g/L.

after isolation, only samples with <2% of CDI138+ cells were
included in this study. Total RNA from the CD138"¢ BM cell
fraction was extracted using the TRIzol reagent (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA) according to manufacturer’s instructions.

Gene Expression Analysis

RNA expression was measured with the nCounter technology;
preparation and analyses were performed according to the
manufacturer’s protocol (NanoString Technologies, Inc. Seattle,
WA). A minimum of 100 ng of total RNA per sample was loaded
and run on the HuV1_Cancer Immu_vl_I1_Nanostring for
analysis of the NanoString PanCancer Immune Profiling Panel
of 730 immune-associated genes and 40 housekeeping genes.
Expression counts were then normalized using the nSolver 4.0
software and custom scripts in R 3.6.3. Unpaired significance
analysis of microarrays (SAM), using False Discovery Rate [FDR],
were used to identify differential gene expression across sample
groups. In addition, we calculated scores for immune-related gene
expression signatures according to previously published literature,
the “Tumor Inflammation Signature” (TIS) reported by Ayers
et al. (12) and a previously described “cytolytic score” for
hematological malignancies (Supplementary Table S1). The
gene expression data have been deposited in the Gene
Expression Omnibus database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
geo/) under accession number GEO: GSE186537.

Statistical Analysis
Differences in time to progression (TTP) between patient groups
were analyzed using Kaplan-Meier survival curves with the log-

rank test used to indicate significance. Statistical differences for
numerical values were calculated using the Brown-Forsythe
ANOVA test, Mann-Whitney U test and the Kruskal-Wallis
test. Spearman r was used to measure markers correlations.
Differences were considered statistically significant at P values
less than 0.05. All statistical analyses were performed using
GraphPad Prism, v8.0.1 (GraphPad Software, Inc. San
Diego, CA).

RESULTS

Upregulation of Gene Sets Associated
With Cytotoxicity and T Cell Functions in
Patients With SMM Compared to MGUS
Patients with SMM have a higher number of BMPC than patients
with MGUS, which is associated to a higher risk of myeloma
progression. In order to evaluate changes in the immune
microenvironment associated to the increase in progression risk,
we first performed gene expression analysis of CD138-depleted
BM cells of 28 patients with SMM compared to 22 patients with
MGUS. Most of the patients with SMM showed a distinct gene
profile by unsupervised hierarchical clustering (Figure 1A).
Among the 127 genes differentially expressed in SMM, only 4
genes were downregulated (FLT3, ARG1, FCERIA and S100A12)
(Figure 1B and Supplementary Table 2). The top upregulated
genes in SMM included molecules associated to myeloma
(SLAMF7 (CS1), TNFSF13 (APRIL)) key molecules in
cytotoxicity (GZMB, GZMA, GZMH, GNLY, HLA-A, HLA-B,
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B mMGus B smMm

— adj. p-value <0.01 * mRNA
=== adj. pvalue <0.05
=== adj. p-value < 0.10
=== adj. p-value < 0.50

Differential expression in SMM vs.
baseline of MGUS

IFNLT

FCoRZE
5 , e
TNFEF1Z

GASET

e

SLAMFT

CXICRT

Brez
psn‘@;‘i;;g%; 85

L

-log10 (p-value)
1

-1 0 1 2 3
MGUS log2 (fold change) SMM
-3-210123
z-scores
Cc
Global
Gene sets Differentially expressed genes in SMM vs MGUS significance
score

CT Antigen GAGE1, BAGE 2.905
Cytotoxicity GZMB, GZMA, GZMH, GNLY, HLA-A, HLA-B, PRF1, HLA-C, GZMM 2.872
Interleukins IFNL1, IL15, IL1A, IL32, TGFB1, IL1B 2.279
NK Cell Functions KLRC2, KLRC1, CXCR3, KLRD1, IL12RB1, KLRF1, KLRK1 2.209
Antigen Processing HLA-DRB3, PSMB9, TAP2, HLA-A, HLA-B, HLA-C, CD8A, TAPBP 1.936
Cytokines IFNL1, LTB, IL2RB, CCLS5, IL1A, ILSRA, OAS3, IL7R, IDO1, IL1B, CCR1 1.852
Regulation FCGR2B, TNFSF13, FCGR3A, SPN, CD40LG, CD3D, IRF2, LCK, IFITMT1, IRF2 1.734
T-Cell Functions CXCR3, IL12RB1, TIGIT, TBX21, CD2, LCK, CD8B, CD8A, CD3G, CD86, CD27, STAT6 1.629
Leukocyte Functions SH2D1B, FUT7 1.506
B-Cell Functions CD79B, CD27, CD1D, BLK 1.506
Cell Functions LAMP3, ICOS, FEZ1, CD6, AKT3 1.468
Cell Cycle CDKN1A, BCL2, CCND3
Complement C4B

nSolver v.4.0.

PRF1, HLA-C, GZMM) and interleukins playing crucial roles in T
cell functions (IFNLI, IL15, IL1A, IL32, TGFBI1, IL1B)
(Figures 1B, C). Although our results showed an upregulation
of genes associated to cytotoxicity in the BM of patients with SMM
compared to MGUS, we also found overexpression of inhibitory
molecules such as LAG-3, TIGIT and IDO1, which may affect the
anti-myeloma immune response in SMM.

Genes Associated With NK and T Cell
Functions Were Differentially Expressed in
Patients With SMM Compared to
Symptomatic MM

To assess changes in immune microenvironment of patients with
SMM compared to symptomatic MM, we analyzed gene

FIGURE 1 | Genes associated with cytotoxicity were significantly upregulated in patients with SMM compared to MGUS. (A) Heatmap showing the unsupervised
hierarchical clustering of patients with MGUS (n=22) and with SMM (n=28) based on the NanoString PanCancer Immune panel. (B) Volcano plot showing differentially
expressed genes in SMM compared to MGUS. (C) Ranking of gene set functions according to the Global Significance Score quantified by NanoString software

expression data from the 28 patients with SMM compared to 22
patients with MM. Unsupervised hierarchical clustering did not
show a distinct gene profiling discriminating patients with SMM
versus MM underlying the wide heterogeneity found in SMM
(Figure 2A). Among the 136 genes differentially expressed in
SMM, 30 genes were downregulated and 106 upregulated in SMM
compared to MM (Figure 2B and Supplementary Table 2).
Global significance score showed that gene sets associated to NK
functions were overrepresented in SMM (KLRBI, LILRBI,
KLRDI, IRF1, KLRCI) (Figure 2C). Upregulation of inhibitory
receptors such as KLRB1 (CD161), LILRB1 (CD85j), and KLRD1
(CD94) may indicate impairment in NK cell cytotoxicity.
Accordingly, we also observed an increase in inhibitory
checkpoints that can be expressed in both NK and T cells such
as LAG-3 and suppressors of anti-tumor immunity such as IDO1
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FIGURE 2 | Genes associated with NK and T cell functions were differentially expressed in patients with SMM compared to symptomatic MM (A) Heatmap showing

NanoString software nSolver v.4.0.

the unsupervised hierarchical clustering of patients with MM (n=22) and with SMM (n=28) based on the NanoString PanCancer Immune panel. (B) Volcano plot
showing differentially expressed genes in SMM compared to MM. (C) Ranking of gene set functions according to the Global Significance Score quantified by

(Figure 2C and Supplementary Table 2). In patients with
symptomatic MM, we found higher levels of genes previously
associated with MM (NCAMI, ATM, CDI163, IL32) and genes
highly expressed in regulatory T cells (Tregs) such as MFGES,
NT5E (CD73) and TIGIT.

Out of the 10 patients with SMM which progressed to MM
during follow up, 5 were available for gene expression analysis
after progression. Paired gene expression analysis before and
after progression showed a lower number of differentially
expressed genes. Interestingly, the 54 upregulated genes in the
SMM stage included several members of the TNF family
(TNFRSF9 (CD137), TNFSF8, TNFRSF14, TNFRSF1A) but also
the ITIM-bearing inhibitory receptors PVR and LILRB3
(Supplementary Figure S1).

Taken together, our results could be indicative of an
enrichment in gene sets associated to cytotoxic immune

response in patients with SMM. However, the upregulation of
inhibitory receptors may also suggest an exhausted phenotype in
the cytotoxic cell compartment.

Highly Expressed Genes Associated
With Cytotoxic T Cell Function
Correlated With Transcription Factors
Tbet and Eomes in SMM

When comparing the tumor microenvironment in SMM with
MGUS and MM, we found that in both cases the most relevant
cell type was cytotoxic CD8" T cells (Figure 3A). Indeed, key
molecules in cytotoxicity such as Tbet (TBX21), perforin (PRF1),
granzyme b (GZMB) and granulysin (GNLY) were significantly
increased in SMM compared to MM (Figure 3B). Although
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FIGURE 3 | Highly expressed genes associated with cytotoxic T cell function correlated with transcription factors Tbet and Eomes in SMM. (A) Statistical analysis of
cell types involved in SMM compared to MM. (B) Gene expression of genes significantly upregulated in patients with SMM. Kruskal Wallis test *p<0.05, *p<0.01,
***p<0.001. (C) Positive correlation between transcription factor Toet (TBX217) and both perforin (PRF7) and granzyme b (GZMB). Spearman r and p values are
indicated. (D) Summary of correlation analyses in gene expression in patients with SMM.

these molecules are also important in NK cytotoxicity, we
observed an increase in molecules playing crucial roles in T
cell functions such as CD3zeta (CD247), co-stimulatory receptor
CD28 and CD6, consistent with the relevance of cytotoxic CD8"
T cells in SMM. Furthermore, expression of transcription factors
Tbet and Eomes strongly correlate with key molecules in
cytotoxicity such as perforin (PRF1), granzyme b (GZMB) and
granulysin (GNLY) in patients with SMM (Figures 3C, D). Both
transcription factors also correlate with genes important for T
cell function such as IFNG, IL7, IL7R, IL2RG, CD247 and CD28.
Of note, the natural cytotoxicity triggering receptor 1 NCRI (also
known as NKp46, LY94) also correlated with these key genes
suggesting that NK cells could also play a role in anti-myeloma
cytotoxicity in SMM. As expected, cytotoxic molecules did not
correlate with genes involved in Treg function such as NRPI,
ENTPDI(CD39) and CXCLI2 (Figure 3D). As shown in
Figure 3B, patients with SMM showed a wide range of
expression levels, suggesting the presence of subgroups with
differences in the composition and activation levels of the
immune cells in the BM microenvironment.

Gene Profiling of Bone Marrow Cells
Identified Distinct Clusters in Patients With
SMM Based on Immune Cell Composition
and Activation Markers

Unsupervised hierarchical clustering after gene expression
analysis with the PanCancer Immune panel classified the 28
SMM patients in four clusters (Figure 4A). Among the top
upregulated genes in cluster 1 (n=7) we found cytokines and
chemokines (CCL11, CCL13, CCL16, CCL17, CCL21, CCL24,
CXCL13, CX3CL1, XCRI1, IFNLI, IFNL2, IL13, IL17A, IL25, LTB,
TGFB2, TNFSF13) and cytokine receptors (TNFRSFI2A,
IL17RB). In contrast, cluster 2 (n=8) showed an expression
profile notably enriched for T and NK cell markers and
signaling (PRF1, GZMA/B/H/K, GNLY, CD2, CD3D/E, KLRDI,
KLRF1, KLRBI, KLRK1, CD274 (PD-L1), LAG3) and interferon
signaling (IFNG, MXI, ISG15, STATI1/2/4) (Figure 4A and
Supplementary Table 2). Indeed, the analysis of the
expression of gene expression signatures (GES) associated with
specific immune cell-types showed that cluster 2 included a
distinct immune signature characterized by higher levels of
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FIGURE 4 | Gene profiling of bone marrow cells identified distinct clusters in patients with SMM based on immune cell composition and activation markers.

(A) Heatmap showing the unsupervised hierarchical clustering of patients with SMM (n=28) based on the NanoString PanCancer Immune panel. (B) Statistical
analysis of gene set associated to cytotoxic cells and the tumor inflammation signature (TIS) in the 4 distinct clusters of patients with SMM. (C) Heatmaps of genes
associated to NK and T cell functions comparing cluster 2 versus 3. (D) Volcano plot showing genes differentially expressed in cluster 2 versus cluster 3.

transcripts associated to cytotoxic cells (Figure 4B). We also
evaluated the tumor inflammation signature (TIS), which
contains IFN-y responsive genes associated with T cell
activation, which has been shown to predict response to
Programmed Cell Death Protein 1 (PD-1) blockade across
multiple solid tumors (13). The TIS score correlated with the
CD8" T cell and cytotoxic cell signatures and was significantly
higher in patients from cluster 2 (Figure 4B). Furthermore, gene
expression analysis of cluster 2 compared to cluster 3 (n=10)
showed a significant increase in genes associated to NK and T cell
function in cluster 2 (Figure 4C and Supplementary Table 2).
Indeed, most of the genes upregulated in SMM compared to
MGUS were upregulated in cluster 2 compared to cluster 3
suggesting that the differences between SMM and MGUS were
due to cluster 2 of patients with SMM while cluster 3 of SMM
patients were more similar to a MGUS immune profile
(Figure 4D). Therefore, although patients from cluster 2

showed an immune signature associated to a strong cytotoxic
response, they also upregulated the expression of inhibitory
checkpoints (CD96, LAG3, BTLA, KLRBI) which raised the
question of whether this immune signature has an impact in
progression to myeloma.

Patients With SMM in Cluster 3 With
Lower Expression of Cytotoxic Associated
Molecules Showed Significantly Longer
Progression Free Survival

We next analyzed the association between clinical parameters used
to assess risk to progression in patients with SMM and their gene
immune signatures (Figure 5A). SMM patients with an evolving
pattern of the M-protein showed an increase in genes associated to
myeloma (SLAMF7, CD79A, CD79B) and AXL (Figure 5B and
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Supplementary Table 2). Some of these molecules are expressed in
a variety of immune cell types but also may be found in PCs, thus
we cannot rule out that this high-sensitivity gene expression analysis
may detect presence of remaining PCs. However, our experimental
approach can still capture major differences in key immune genes of
interest. In high-risk SMM patients, 155 upregulated genes included
molecules associated to MM (TNFRSF17, NCAM1, IRF4, CD79B),
cytotoxic molecules (KLRCI, GZMA) and AXL (Figure 5C). The
median follow up of the patients with SMM was 5.3 years. Ten
patients with SMM progressed to symptomatic MM, with a median
time to progression (TTP) of 1.9 years. SMM patients that
progressed to MM showed 76 differentially expressed genes when
compared to SMM patients who showed no progression during
follow up, with an increase in 63 including molecules involved in
immune response activation such as TNF, IL-1B and granzyme M
(Figure 5D). Most of the genes upregulated in high-risk patients
were included in the list of upregulated genes in cluster 2
(Figure 5E). We next wanted to assess whether distinct clusters

FIGURE 5 | Patients with SMM with cytotoxic immune signature showed high-risk characteristics. (A) Clinical characteristics in patients with SMM
divided into 4 clusters according to the results of the unsupervised hierarchical clustering using the PanCancer immune panel. Imnmunoparesis was
defined qualitatively as one or more of uninvolved immunoglobulins below the normal levels. The International Myeloma Working Group (IMWG) SMM
revised risk model includes serum M-protein >2 g/dL, involved to uninvolved free light-chain ratio >20 and BMPC infiltration >20%. *Patients enrolled in
clinical trials were unavailable for determination of the M-protein behavior or progression to symptomatic disease. (B) Volcano plot showing genes
differentially expressed in patients with evolving pattern of M-protein. (C) Volcano plot showing genes differentially expressed in patients with high
progression risk according to IMWG. (D) Volcano plot showing genes differentially expressed in patients that progress to asymptomatic MM. (E) Venn
diagram to assess common upregulated genes in cluster 2 and in patients with higher risk of progression. (F) Kaplan-Maier plot showing progression

based in immune signatures were associated to differences in
progression free survival (PFS). Four patients in cluster 2 were
excluded from this analysis since they started treatment in a clinical
trial for high-risk SMM patients (GEM-CESAR). As shown in
Figure 5F, log-rank test showed that patients in cluster 3 with
lower expression of cytotoxic genes and an immune signature more
similar to MGUS patients had a significantly longer PFS compared
to the other of clusters (p=0.04).

Some of the studied genes were independently associated with
shorter PFS such as TNF, TNFAIP3, GZMM and TNFRSF14 (also
known as HVEM) (Supplementary Figure 2A). Conversely,
high expression of transcripts for MAPK14, LTF, SMAD3,
FOS, PSEN1 and THBS1 were associated with increased
progression free survival (Supplementary Figure 2B). Taken
together, our results could indicate that genes associated to an
exhausted phenotype in cytotoxic T cells are upregulated in high-
risk SMM patients while some members of the TNF superfamily
are significantly associated to myeloma progression.
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DISCUSSION

One of the most important challenges in the fight against MM is the
assessment of progression risk in patients with asymptomatic
conditions that precede this malignancy. Several algorithms have
been developed based on clinical and laboratory parameters to
identify high-risk patients (5, 6). To better understand the basic
mechanisms of myeloma progression in patients with SMM, most of
the genetic studies have focused on investigating CD138" PC
characteristics such as chromosomal aberrations (14), gene
expression profiling (15), whole-exome sequencing of clonal PC (16-
18). However, PC extrinsic factors in the BM microenvironment may
also play a crucial role in myeloma progression (8). In this regard,
several studies have reported impairment of immune cell functions in
symptomatic MM compared to MGUS (19, 20). In addition, immune
cells from peripheral blood of high-risk SMM patients have shown an
impaired immune system that could be reactivated by therapeutic
immunomodulation to delay the progression to MM (21). Here, we
wanted to investigate the immune cell compartment in the BM of
patients with SMM to dissect the immune evasion strategies involved in
malignant PC survival, with important clinical implications for patient
risk stratification and early treatment.

In this study, we investigated changes in the BM immune
microenvironment in SMM that could affect the efficacy of the
immune response against malignant PC and, consequently, the
time to symptomatic MM progression. Our results showed an
upregulation of genes associated to cytotoxicity in SMM
compared to both MGUS and symptomatic MM. However, we
also found overexpression of inhibitory molecules such as LAG-
3, TIGIT and IDO1, which may affect the anti-myeloma immune
response in SMM. Patients with SMM showed a wide
heterogeneity in their immune compartment (22), which let us
to identify 4 clusters based on their gene expression profiles.
Importantly, patients in cluster 2 had higher expression of
cytotoxic molecules (GZMB, PRF, GNLY, IENG) but also
upregulation of some inhibitory molecules (LAG3, KLRCl,
CD96, BTLA), suggesting the presence of exhausted T cells.
Consistently, features of exhaustion in both CD4" and CD8" T
cells, such as a significant increase in PD-1 and CTLA-4
compared to healthy donors, have been reported in the BM of
patients with symptomatic MM (23). Interestingly, a recent
analysis based on single-cell RNA sequencing of BM cells from
8 patients with SMM compared to 4 healthy controls also showed
an increase in negative immune checkpoints such as LAG-3 and
TIGIT (24). Our study, including a larger cohort of patients with
SMM and comparing them with asymptomatic MGUS and
active MM, revealed distinct clusters in SMM based on their
immune signature associated to risk of progression. However,
not all inhibitory immune checkpoints were overexpressed in
SMM. For instance, PD-1 was not significantly expressed in
SMM microenvironment, suggesting that PD-1 may not play a
crucial role in myeloma progression. This finding would be
consistent with the negative results obtained in clinical trials
blocking PD-1 signaling in MM (25) and in SMM (26). On the
contrary, patients with SMM in cluster 2 showed a significant
increase in the ITIM-bearing inhibitory receptor TIGIT (27, 28)
which is consistent with our previous findings demonstrating

that TIGIT blockade can be a useful therapeutic strategy in
patients with SMM and active MM with Nectin-2 expressing PC
(29). Thus, the role of TIGIT-Nectin-2 interaction in myeloma
progression and its relevance as therapeutic target in patients
with SMM remains to be elucidated.

Finally, paired gene expression analysis showed several
members of the TNF family (TNFRSF9 (CD137), TNFSFS,
TNFRSF14 (HVEM), TNFRSFI1A) upregulated genes in the
SMM stage compared to active MM. In this regard, we also
found an association of high expression of TNF superfamily
members (TNF, TNFAIP3, TNFRSFi14 (HVEM)) with a
significantly shorter PFS in patients with SMM suggesting that
the presence of a pro-inflammatory microenvironment may
contribute to myeloma progression instead of generating an
efficient anti-myeloma response. Thus, chronic inflammation
and exhaustion of cytotoxic T cells may partly explain a
defective control of malignant PC growth in SMM. Our findings
may contribute to a better understanding of the immune
dysfunction mechanisms underlying multiple myeloma
progression (30). Since there is no specific treatment for patients
with SMM, high-risk patients are treated with agents approved for
symptomatic MM. In MM, several immunotherapies have been
approved against CD38 (31), signaling lymphocytic activation
molecule F7 (SLAMF7) and B cell maturation antigen (BCMA)
(32, 33). In this study, we found several inhibitory immune
checkpoints (TIGIT, CD96, BTLA, LAG3, KLRC1) upregulated
in high-risk SMM patients, some of them being currently tested in
clinical trials for patients with relapsed refractory MM, such as
dual blockade of TIGIT and LAG-3 (NCT04150965). Further
research is needed to evaluate the relevance of these molecules as
potential therapeutic targets to avoid myeloma progression
in SMM.

CONCLUSIONS

In summary, our results provide insight into the composition
and activation levels of the BM immune cells from distinct
clusters of patients with SMM which may have an impact in
progression to symptomatic disease. Gene expression profiling of
BM cells surrounding malignant PC revealed changes in genes
associated to exhausted cytotoxic T cells that can be relevant as
biomarkers to better characterize the progression risk of
asymptomatic patients with SMM. Furthermore, our findings
could be useful to guide the implementation of current approved
treatments and to develop new targeted immunotherapies.
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Discusion

El mieloma quiescente (MQ) afecta a aproximadamente al 0,5% de la poblacién mayor
de 40 afios, y representa el 15% de todos los casos de MM de reciente diagndstico??’. Se
trata de una condicion asintomatica que se posiciona entre la GMSI y el MM, en el
espectro de los trastornos proliferativos de células plasmaticas clonales. La distincidn
clinica entre la GMSI y el MQ es importante porque el riesgo de progresién del MQ es
10 veces mayor que el de la GMSI en los primeros 5 afios tras el diagnédstico. El MQ
progresa a MM con una tasa de 10% anual durante los primeros 5 afos, 3% anual
durante los 5 afios siguientes, y 1,5% anual a partir de los 10 afios®. El reconocimiento
de un riesgo de progresion que decrece con el tiempo, junto con otros descubrimientos
relacionados a la fisiopatogenia de las gammapatias, ha llevado a comprender que el
MQ constituye una entidad heterogénea y clinicamente definida, y no un verdadero

estadio bioldgico intermedio entre la GMSI y el MM.

El fendmeno de transformacidn inicial en las gammapatias resulta en un clon “fundador”
(hiperdiploidia / reordenamiento de IgH), que transita las fases premalignas adquiriendo
cambios genéticos adicionales que le otorgan ventajas de crecimiento y supervivencia
antes de manifestarse clinicamente como MM, y que determinan la aparicién de
distintos subclones. Estudios recientes han demostrado que aproximadamente la mitad
de los pacientes con MQ progresan a MM sin adquirir nuevas alteraciones genéticas,
mientras que la otra mitad adquieren nuevas alteraciones que determinan la conversién
a MM?213, Esto significaria que algunos de los pacientes actualmente considerados como
MQ serian en realidad, por lo menos gendmicamente, un MM de nuevo diagndstico. De
esta manera, la definicidn actual de MQ englobaria a pacientes con una condicién pre-
neopldsica (GMSI biolégica) y otros con una verdadera neoplasia (MM biolégico). Este
concepto significd un verdadero cambio de paradigma, y en los ultimos afios constituye

una transformacion en el enfoque diagnédstico/terapéutico de esta enfermedad.

Una de las metas actuales mas importantes consiste en identificar a aquellos pacientes

con MQ en los que ya ha ocurrido la transformacion neopldsica (biolégicamente
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similares a un MM) y que son los que clasificariamos como “MQ de alto riesgo”, con una
tasa de progresion a enfermedad sintomatica > 50% dentro de los dos afios desde el
diagndstico®?, Este grupo es el que podria beneficiarse, como sugiere la evidencia mas
reciente, de un tratamiento precoz. Actualmente contamos con varios modelos para la
estratificaciéon del riesgo en el MQ, pero no son perfectos, como lo demuestra la poca
concordancia existente entre ellos!®’. La poca sensibilidad asociada a estos modelos
hace que cada uno capture solo una proporcion de los pacientes con “MQ de alto riesgo”
y, de manera inversa, no todos los pacientes catalogados de “alto riesgo” terminan

progresando a MM. En definitiva, existe margen para la optimizacion de estos modelos.

Una de las principales limitaciones de los modelos de riesgo mas utilizados actualmente,
como el modelo 2/20/20 del IMWG®2, es el hecho de que se basan en la evaluacidon de
la carga tumoral del paciente en un Unico punto (al momento del diagndstico),
asumiendo que el riesgo de progresidon del MQ se mantiene estable con el tiempo. Por
otro lado, tampoco toman en cuenta el comportamiento bioldgico de la enfermedad.
Una ventaja hipotética de la evaluacidon dinamica de los marcadores de carga tumoral
en los pacientes con MQ seria, por un lado, poner en evidencia pacientes con diferente
comportamiento bioldgico y, por otro, identificar cambios en el riesgo a la progresién

qgue puedan estar determinados por la adquisicidon de nuevas alteraciones genéticas.

La idea de utilizar evaluaciones seriadas para identificar un comportamiento evolving de
pardmetros relacionados con el riesgo de progresion fue inicialmente descrita por
Rosifiol et al. en el afio 20032%3. Se estudid retrospectivamente una cohorte de 53
pacientes con MQ diagnosticados segun los criterios de Kyle & Greipp de 1980, previos
al consenso del IMWG, y se identificaron dos grupos de pacientes: (i) el grupo evolving
caracterizado por un incremento progresivo del CMs en cada una de las visitas
consecutivas posteriores al diagndstico v (ii) el grupo no evolving, que presentd un CMs
constante hasta el momento de la progresion. La mayor parte de los pacientes con un
comportamiento evolving presentaron un incremento > 10% durante los primeros
meses de seguimiento, y mas del 50% tenian el antecedente de una GMSI también con
un comportamiento evolving. Por el contrario, el antecedente de una GMSI resulté

excepcional en el grupo no evolving. El comportamiento evolving fue el Unico predictor
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significativo de progresion en esta serie, con una mediana de tiempo a la progresion
significativamente mas corta con respecto a los pacientes no evolving. Este subtipo de
MQ se correlaciond con un patréon particular de anormalidades genéticas, con
alteraciones descritas en pacientes con MM de reciente diagndstico (mayor frecuencia
de pérdidas cromosdmicas y ganancias de 1q). Estos hallazgos llevaron a los autores a
teorizar que los dos grupos corresponderian a mecanismos patogénicos diferentes: el
grupo evolving representaria una enfermedad biolégicamente mds agresiva en la que el
MQ no es mds que un estadio intermedio y transitorio en la evoluciéon de GMSI a MM, y
el grupo no evolving seria comparable a una GMSI, pero con una mayor carga clonal. El
subtipo evolving también fue descrito por el mismo grupo en un 8% de 359 pacientes
con GMSI, definido como un incremento progresivo del CMs en cada una de las visitas
consecutivas durante un periodo de 3 afios?®. El comportamiento evolving resulto el
factor de riesgo mds importante para la progresidon a enfermedad sintomatica, con un
riesgo relativo mucho mayor que los marcadores de carga tumoral (CMs y porcentaje de

infiltracién medular por células plasmaticas -BMPC-).

En el primer trabajo de esta tesis confirmamos el impacto prondstico del
comportamiento evolving (definido como un aumento del CMs 210% en los primeros 12
meses desde el diagndstico si el CMs basal era 23 g/dL o en los primeros 3 afios si el CMs
basal era <3g/dL) en la probabilidad de progresion a enfermedad sintomatica, en una
serie amplia de pacientes con MQ diagnosticados de acuerdo a los criterios actualizados
por el IMWG en el 2003. En el andlisis multivariado, el comportamiento evolving resulté
ser el factor de riesgo de progresion mds potente, con un hazard ratio superior al
correspondiente a otros factores de riesgo mas reconocidos, como el tamafio del CMs,

el porcentaje de BMPCy la presencia de inmunoparesia.

Una de las ventajas de este modelo es el analisis del comportamiento evolving como una
variable tiempo dependiente, lo que nos permitid constatar que los tres factores de
riesgo cldsicamente utilizados (CMs, BMPC, inmunoparesia), de importancia al momento
del diagndstico, dejaron de tener significancia prondstica una vez confirmado el
comportamiento evolving, momento en el que este factor se constituye como la Unica

variable relevante. El mal pronéstico demostrado por los pacientes con comportamiento
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evolving en nuestro estudio podria indicar que, en el momento de constatarse el mismo,
ya estdn en juego los mecanismos patogénicos caracteristicos del MM. Los pacientes con
un comportamiento no evolving, al igual que los pacientes con GMSI, necesitarian un
segundo evento oncogénico para iniciar la transformaciéon maligna. Es interesante que,
en nuestro estudio, el impacto ominoso del comportamiento evolving se mantuvo aun
tras la progresion a enfermedad sintomatica, siendo la supervivencia luego de la
progresion significativamente menor en aquellos pacientes que presentaban una fase
evolving previa. Esto apoyaria la existencia de procesos bioldgicos especificos en este

subgrupo de pacientes.

Nuestro estudio presenta algunas limitaciones importantes. En primer lugar, se describen
una de las series mas grandes publicadas, con un seguimiento largo, pero este hecho
implicé que los pacientes estuvieran diagnosticados de acuerdo a los criterios del IMWG
del 2003. Es posible, por este motivo, que algunos pacientes hubiesen cumplido los
recientemente definidos criterios “SLiM” de MM (BMPC = 60%, FLCr > 100 o > 1 lesidn
focal en un estudio de RMN)!4. Dos estudios evaluaron el impacto prondstico de los
cambios evolutivos en el CMs y en la Hb, utilizando los criterios diagndsticos del IMWG
del 2014. El primero de ellos confirmd el valor prondstico de los cambios evolutivos en
ambos parametros, pero el aparente enriquecimiento de esta cohorte en pacientes con
MQ de alto riesgo (mas del 70% de los pacientes progresaron a MM durante el periodo
del estudio, y mas de 30% lo hicieron dentro de los dos afos tras el diagndstico) limita la
validez de los resultados?®*. El segundo estudio confirmé el valor prondstico de los
cambios evolutivos en el CMs, pero con tasas de progresion mucho mas bajas que en el
estudio anterior?®. Los hallazgos de este estudio se ven comprometidos, sin embargo,
por el tamano pequeno de la cohorte y, particularmente, por el reducido nimero de

pacientes con MQ de alto riesgo.

La segunda limitacion importante de nuestro estudio radica en la definicién del
comportamiento evolving en términos relativos (% del CMs basal). La ausencia de un
requerimiento minimo en términos absolutos del aumento del CMs podria determinar
que pacientes con un CMs basal muy bajo necesitaran un incremento muy pequefio para

ser considerados como evolving, disminuyendo la especificidad del criterio. En nuestro
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caso, los pacientes con CMs basal <30 g/L necesitaban, ademas, que el incremento fuese
progresivo a lo largo de tres afios. Otros grupos han establecido un incremento minimo
absoluto de 5 g/L. Al mismo tiempo, estas diferencias en los criterios establecidos por los
diferentes grupos para definir a los pacientes evolving o de alto riesgo, constituyen una
de las principales limitaciones de cara a la validacidon y a la utilizacidn clinica de este

pardmetro como factor de riesgo para la progresion a enfermedad sintomatica.

Estudios futuros deberan evaluar el impacto prondstico de cambios dinamicos en otros
parametros asociados al riesgo de progresién, ademas de los ya estudiados (CMs o Hb),
como las cadenas ligeras libres en suero (FLC) o las células plasmaticas circulantes. Es
también importante que se desarrollen proyectos para describir las anormalidades
genéticas, epigenéticas y del microambiente que caracterizan a los pacientes con
comportamiento evolving, poniendo de manifiesto asi las diferencias bioldgicas que los
caracterizan. Para permitir la utilizacién del comportamiento evolving en la estratificacién
de los pacientes, es imprescindible un consenso en los puntos de corte que diferencien a
los pacientes de alto riesgo. Una vez consensuada una definicidn, esta debe ser validada
utilizando los criterios diagndsticos actualizados del IMWG, idealmente en un registro
internacional. De esta manera, el comportamiento evolving podria ser afiadido a los

modelos actualmente utilizados en la clinica (score 2/20/20).

La inmunoparesia (IP) “clasica”, definida como la disminucion de las inmunoglobulinas (Ig)
de un isotipo diferente al del componente monoclonal de origen tumoral, es otro factor
asociado clasicamente al prondstico de las gammapatias, reflejando la supresion de las
células plasmaticas normales por el clon tumoral. En el caso del MM, la presencia de
inmunoparesia clasica es practicamente la norma al momento del diagndstico, y tanto su
presencia como su gravedad han demostrado tener valor prondstico?*®. De la misma
manera, la existencia de inmunoparesia clasica se ha asociado con un mayor riesgo de

progresidn en el caso de la GMSI?*? y del MQ?®°.

Hevylite® es un inmunoensayo que detecta especificamente los diferentes pares de
cadenas ligera/pesada (HLC: IgGk/IgGA, IgAk/IgAM, IgMk/IgMA). Su reciente introduccién

ha permitido evaluar el efecto supresor del clon maligno en el par HLC del mismo isotipo
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(e.g. cuantificacion de IgGA en un paciente con una gammapatia I1gGk), lo que posibilitd
el estudio de un nuevo tipo de inmunoparesia (IP): la inmunoparesia “isotipo especifica”
(IMI1, “isotype-matched immunoparesis”). Al igual que ocurre con la IP clasica, la
presencia y gravedad de la IMI ha sido asociada con un peor prondstico en pacientes con
MM de reciente diagndstico y en recaida®*l. En el caso de la GMSI, un tercio de los
pacientes presentaron IMI en la cohorte evaluada por el grupo de la Mayo Clinic, y este
hallazgo demostré ser un factor de riesgo independiente para la progresion en el andlisis
multivariado, mejorando el poder discriminatorio del modelo de estratificaciéon
previamente utilizado para identificar a pacientes con GMSI de alto riesgo?*. La
prevalencia de IMI fue mayor (51%) en la cohorte de Jimenez et al., y también se asocid
a un mayor riesgo de progresion a enfermedad sintomatica, a diferencia de la IP
clasica?®3. Espifio et al. evaluaron el cociente iHLC/uHLC (par HLC clonal / par HLC no
clonal del mismo isotipo) en pacientes con GMSI y encontraron que todos aquellos que
progresaron presentaban un cociente > 9.5, y que este valor también se correlacionaba

con la presencia de un comportamiento evolving®**.

Existe menos informacion sobre la IMI en el contexto del MQ. En una serie prospectiva de
50 pacientes con MQ, la IMI resulté mas prevalente que la IP cldsica (estaba presente en
un 44% de los pacientes sin IP clasica) y se asocidé a otros factores de riesgo para la
progresion?*. En una serie pequefia de pacientes con GMSI y MQ IgG estudiada en
nuestro centro, la supresién de HLC de distinto isotipo (IgAk, IgAA, IgMk, IgMA) se asocid

significativamente a un menor tiempo de progresién a enfermedad sintomatica?*®.

El segundo trabajo de esta tesis es el primero en analizar de manera prospectiva,
mediante el ensayo Hewvylite®, el grado de supresion de los pares de cadena
pesada/ligera (pares HLC) de diferentes isotipos en pacientes con MQ. La alta
prevalencia de IMI en nuestra serie concuerda con la descrita en las dos series previas
245,246 Un hallazgo inesperado fue la menor prevalencia de supresion grave de los pares
de HLC de isotipos no involucrados (casi siempre acompafiada de IMI grave) y los
significativamente menores niveles de HLC del isotipo involucrado en comparacién con
los pares HLC de isotipos no involucrados. La mayor prevalencia de la IMI en relacion a

la IP clasica ha sido descrita en pacientes con GMSI y se habia atribuido a la mayor
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sensibilidad del ensayo Hevylite® con respecto a la cuantificacion de las Ig totales. Los
resultados de nuestro estudio parecen sugerir, sin embargo, una especificidad de isotipo

en los mecanismos involucrados en la supresién de las Ig policlonales.

Los mecanismos responsables de la inmunoparesia en las gammapatias no han sido
aclarados. La disminucion de las Ig policlonales se ha relacionado con la reduccion en el
numero de CP policlonales a nivel medular y, en consecuencia, con la carga tumoral. Este
fendmeno, mas acentuado a medida que se profundiza la carga de la enfermedad, estaria
relacionado con la competicidn por los nichos estromales de las CP normales policlonales
con las CP clonales. Sin embargo, ambos parametros (inmunoparesia y % de CP
policlonales en MO) parecen relacionarse de forma independiente con un peor
prondstico?4”248, Este mecanismo tampoco explicaria la disminucion de IgM policlonal,
derivada predominantemente de CP residentes en drganos linfoides secundarios y no en

la MO, ni la aparente especificidad de isotipo evidenciada en nuestra serie.

Wang y Young fueron los primeros en reportar un mecanismo de supresidn isotipo
especifico en pacientes con gammapatias 1gG2*°. Estos autores determinaron la
concentracion de Ig policlonal al restar la cantidad correspondiente al CMs de la fraccién
gamma obtenida por electroforesis, y encontraron una mayor reduccion de los niveles de
Ilg policlonales (predominantemente 1gG) en los pacientes con gammapatias 1gG, con
respecto a los pacientes con gammapatias IgA e IgM. La ausencia de correlacién entre los
niveles de CMs y la Ig policlonal los llevaron a descartar un mecanismo de
retroalimentacién negativo dependiente Unicamente del aumento en el catabolismo de
las IgG. Un mecanismo isotipo especifico de supresién de Ig también es apoyado por
estudios en modelos murinos con plasmocitomas, en los que se encontré un aumento de
los linfocitos T con receptores especificos para el isotipo del CM secretado por el
plasmocitoma. De la misma manera, la inyeccion de IgA incrementd los linfocitos T con
receptores para IgA%%251, Los linfocitos T reguladores (Tregs), capaces de inhibir las
respuestas citotoxicas antitumorales y relacionados con el prondstico en varios canceres,
podrian inhibir la sintesis y secrecidon de Ig de una manera isotipo especifica. Los Tregs se
han asociado con una disminucién en el nimero de CP policlonales en el MM, asi como

con otros factores de mal prondstico?*>2>3, Estos mecanismos podrian, sin embargo, no

125



ser especificos de las gammapatias y jugar un papel en el control normal de la produccién

de anticuerpos.

En nuestro estudio, una disminucién importante en los niveles de pares HLC de diferente
isotipo estuvo casi siempre acompanada por IMI grave. Por el contrario, un 41% de los
pacientes con IMI grave no presentaban disminucién critica de los niveles de HLC de
diferente isotipo. Mediante la plataforma nCounter nos fue posible analizar el perfil
inmune de la fraccion CD138 negativa de pacientes con IMI grave y pacientes con IMI
grave y supresion grave de HLC de diferente isotipo. Estos ultimos demostraron un
aumento significativo en la expresidon de genes relacionados con linfocitos T CD8+,
linfocitos Th1y funciones efectoras citoliticas, asi como también de immune-checkpoints
asociados con disfuncidon/agotamiento de los linfocitos T. Si bien el analisis se limitd a
un numero muy reducido de pacientes y los resultados requieren confirmacién, los
hallazgos podrian sugerir mecanismos supresores diferentes asociados a los diferentes

tipos de inmunoparesia.

El fendmeno de inmunoparesia también ha sido descrito en pacientes con gammapatias
de cadenas ligeras y en MM no secretor, por lo que mecanismos independientes de la
region Fc del CMs estarian involucrados?®. La supresion de los niveles de IgM, por su
parte, supondria la afectacidn de las CP policlonales residentes en los 6rganos linfoides
secundarios y distantes de la MO. Los pacientes con MM presentan niveles elevados de
BCMA soluble, alin mas altos en el caso de pacientes con enfermedad avanzada. Esta
forma solubilizada del receptor se une al BAFF, secuestrandolo e impidiendo su unién a
sus receptores de membrana en la célula B, bloqueando su desarrollo tardio y la
produccién de anticuerpos. La inyeccion de BCMA soluble en modelos murinos
inmunocompetentes determind la reduccién de los niveles de Ig y se ha demostrado una
relacidn inversa entre los niveles séricos de BCMA y los niveles de Ig policlonales en los
pacientes con MM. De esta manera, el fendmeno de inmunoparesia estaria mediado, por
lo menos en parte, por la unién del BCMA soluble al BAFF?>#25>, Sj bien no fue posible
realizarlo en nuestro estudio, seria interesante correlacionar niveles de BCMA circulante
en sangre con los distintos tipos de inmunoparesia estudiados mediante el ensayo
Hevylite®.
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En nuestra serie de pacientes con MQ, la presencia de IMI grave se asocio con la presencia
de otros factores de riesgo para la progresion a enfermedad sintomatica y con un tiempo
a la progresidon mas corto. Este hallazgo es similar al previamente descrito tanto en
pacientes con GMSI?*%243 como en pacientes con MM de nuevo diagndstico y en
recaida?*2>%, Resulta interesante la observacién de que dos de los tres pacientes que
progresaron a MM y que no mostraban IMI grave al momento del diagndstico,
presentaron una disminucidn significativa de los niveles de la Ig policlonal del mismo
isotipo al acercarse el momento de la progresion. Este hallazgo sugiere un valor de los
cambios evolutivos del par HLC del isotipo involucrado como posible marcador prondstico

que sera interesante evaluar en un numero mas elevado de pacientes.

Con respecto al valor prondstico de la inmunoparesia de los isotipos no involucrados, los
pacientes que presentaron supresion grave se caracterizaron por un perfil de riesgo a la
progresidon aun mas adverso que los pacientes que presentaban Unicamente IMI grave. La
supresién grave de los pares HLC de IgM se asocid ademads a un tiempo a la progresién
mas corto. Este hallazgo es similar al descrito previamente por nuestro grupo en una serie
de pacientes con GMSI/MQ?*. La inmunoparesia de IgM también ha demostrado
asociarse a una disminucion significativa y proporcional al grado de supresion en la PFSy
0S de los pacientes con MM?392%¢_ Se ha hipotetizado que lainmunoparesia de IgM afecta
la supervivencia de los pacientes con MM a través de la reduccion de la vigilancia inmune,
con el consecuente aumento de la susceptibilidad a infecciones, estando al mismo tiempo
asociada con una enfermedad bioldégicamente mas agresiva. Esto ultimo parece estar
apoyado por la mayor tasa de progresidon en pacientes con MQ evidenciada en nuestro

estudio.

Por tanto, la utilizacion del ensayo Hevylite® en una serie de pacientes con MQ permitio
evidenciar la mayor prevalencia de IMI grave con respecto a la inmunoparesia de los
isotipos no involucrados, asi como valores proporcionalmente mas bajos de pares HLC
del isotipo involucrado. Ambos hallazgos sugieren una especificidad de isotipo en los
mecanismos de inmunosupresion, al menos en estadios iniciales. La asociacion de la

inmunoparesia de los isotipos no involucrados con un perfil de mayor riesgo podria
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sugerir la presencia de diferentes mecanismos de supresion. Esto es particularmente
notorio en el caso de la inmunoparesia de IgM, relacionada a un tiempo de progresién

significativamente mas corto.

La investigacion de los mecanismos involucrados en la progresion a MM de los pacientes
con MQ se ha focalizado en las caracteristicas de las células neoplasicas, incluyendo el
estudio de sus aberraciones cromosdmicas, perfiles de expresidn génica y secuenciacién
del exoma. Los estudios gendmicos han demostrado que los clones presentes en el
estadio de GMSI/MQ ya muestran las alteraciones definitorias de MM (translocaciones
de IgH o hiperdiploidia) y que la progresion involucra la adquisicion de segundos hits
como translocaciones de MYC, ganancias de 1q o mutaciones de TP53*2, Sin embargo, no
todos los pacientes con GMSI/MQ y un perfil genético similar muestran la misma
evolucién clinica, sugiriendo que alteraciones no gendmicas juegan un papel en la
progresion a enfermedad sintomatica. Ya en otros tumores se han relacionado las
diferencias en los componentes inmunes y estromales a diferencias en el prondstico y la
respuesta al tratamiento. En el caso del MM, el microambiente medular ha demostrado

influir en la diferenciacién, proliferacién y supervivencia de las CP clonales?>”.

Estudios previos han demostrado que el microambiente en los pacientes con MM
presenta desregulacion en la sefializacion mediada por receptores y en la expresion de
citoquinas, asi como alteraciones cuantitativas y cualitativas de las células inmunes,
mesenquimales y dendriticas. El MM induce un estado de inmunosupresién caracterizado
por la expansion de linfocitos Tregs, células mieloides supresoras y macréfagos asociados
al tumor, asi como por disfuncién de los linfocitos T y NK?°82%9, Las alteraciones del
microambiente en el MM se asocian con la reduccidn en la respuesta inmune antitumoral,

induccién de la angiogénesis, resistencia a la quimioterapia y progresion!?7.128260

Un estudio del grupo del Dana Farber Cancer Institute fue de los primeros en analizar el
microambiente inmune de pacientes con GMSI, MQ y MM frente a controles sanos
mediante single-cell RNA-seq'’®. Este grupo demostré cambios en el microambiente
evidenciables desde el estadio de GMSI. Se observd un enriquecimiento de linfocitos NK

y monocitos no clasicos, con una disminucion de las células dendriticas plasmocitoides. A
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partir del estadio de MQ, el compartimento citotoxico mostré una pérdida de los
linfocitos T de memoria con una diferenciacion de dicho compartimento hacia elementos
efectores con expresion de granzima B y H. También se evidenciaron cambios funcionales,
como una pérdida de MHC de clase Il por parte de los monocitos/macréfagos, que
adquieren de esa manera actividad inmunosupresora. Sin embargo, los hallazgos se
distribuyeron de manera heterogénea y los autores no fueron capaces de identificar
cambios consistentemente asociados a los diferentes estadios de la enfermedad. Shinke
et al. también estudiaron el microambiente inmune mediante RNAseq y combinaron sus
datos con los del estudio previo para lograr un total de 12 pacientes con GMSI, 18 con
MQy 18 con MM?®, De manera similar, los resultados se caracterizaron por una notable
heterogeneidad entre los pacientes. La respuesta inmune antitumoral demostré una
reduccién desde el estadio de GMSI al de MM, con una disminucién de los linfocitos CD4
naive y de memoria, junto con un aumento de los linfocitos T reguladores y las células
efectoras CD8. Los linfocitos T CD4 tienen una actividad crucial en el desarrollo y
mantenimiento de la inmunidad efectiva antitumoral, mediante la activacion y
mantenimiento de los linfocitos T CD8 citotdxicos, la secrecidon de citoquinas y la
citotoxicidad directa contra las células tumorales. Los linfocitos CD8 citotdxicos fueron el
unico grupo celular que mostrd un incremento significativo entre los estadios de GMSI y
MM, en particular el subtipo caracterizado por una expresion elevada de GZMH, CCL3,
CCL4 y XCL2. Este patrén de expresidn se asocia con linfocitos CD8 intratumorales con una
expresion elevada de receptores inhibidores y una asociacion con la proliferacion tumoral

en otros tipos de cancer?®2,

Marcadores de agotamiento también se encontraron
sobreexpresados en esta subpoblacién, un hallazgo importante dada la disponibilidad

terapéutica actual de antagonistas de checkpoints inhibidores.

En este sentido, en el tercer trabajo se investigd el compartimento inmune en la médula
6sea de pacientes con MQ, buscando identificar mecanismos involucrados en la
supervivencia de las células plasmaticas clonales y la progresion a enfermedad
sintomatica. Para ello, analizamos la expresion génica utilizando el sistema nCounter™ en
muestras de MO de pacientes con MQ, GMSI y MM sintomatico. A nuestro entender, este
estudio constituye la serie mas grande en analizar la expresidn génica del microambiente

tumoral de pacientes con MQ, incluyendo ademads muestras pareadas de 5 pacientes en
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el estadio de MQy en el momento de la progresién a MM. Este trabajo, ademas, relaciona
los hallazgos con otros factores de riesgo utilizados en la practica clinica habitual para
establecer el riesgo de progresion a MM de los pacientes con MQ, incluyendo el

comportamiento evolving previamente descrito.

Los resultados de nuestro estudio mostraron una mayor expresion de genes asociados
con citotoxicidad en los pacientes con MQ, comparado tanto al grupo de GMSI como al
de MM. Estos genes se asociaron con la expresidn de los factores de transcripcion Tbet y
Eomes, asi como con otros genes importantes para la funcién de los linfocitos T y los
linfocitos NK. Sin embargo, también encontramos una mayor expresién de moléculas
inhibitorias (LAG-3, TIGIT e IDO1), lo que podria indicar un fenotipo exhausto en el

compartimento citotdxico y explicar la inefectividad de la respuesta inmune.

En concordancia con lo descrito en otras series, los pacientes con MQ de nuestro estudio
mostraron una marcada heterogeneidad, explicando en parte las diferencias en su
evolucidn clinica. El analisis de los perfiles de expresidn génica nos permitio identificar 4
grupos con diferencias significativas. El grupo numero 2 se caracterizd por una mayor
expresidon de moléculas asociadas con linfocitos T/NK y sefializacion de IFN. El anélisis de
los perfiles asociados con subtipos celulares especificos demostrd, en este grupo, niveles
mas altos de transcritos asociados con células citotdxicas, asi como también un score TIS
(que contiene genes relacionados con IFN-gamma y activacién de linfocitos T) mas
elevado. A pesar de mostrar un perfil sugestivo de una fuerte respuesta citotéxica, los
pacientes del grupo 2 también se caracterizaron por una mayor expresion de checkpoints
inhibidores. La mayor parte de los genes que mostraron una mayor expresion en los
pacientes con MQ frente a aquellos con GMSI, también mostraron una mayor expresion
en el grupo 2, al ser comparado al otro grupo mayoritario (grupo 3), que pareceria
corresponder a un perfil inmune mas similar al de una gammapatia de bajo riesgo. El
analisis de los parametros clinicos asociados con el riesgo de progresion demostré que la
mayor parte de los genes sobreexpresados en los pacientes de alto riesgo también se
encontraban sobreexpresados en el grupo 2. Por el contrario, los pacientes del grupo 3,

caracterizado por una menor expresion de genes asociados con citotoxicidad, mostraron
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un perfil de riesgo clinico mas bajo y una PFS significativamente mas larga que los otros

grupos de pacientes con MQ.

Nuestro estudio reveld una sobreexpresidn de varios immune checkpoints inhibidores
(TIGIT, CD96, BTLA, LAG-3, KLRC1) en los pacientes con MQ de alto riesgo. Este subgrupo
también presenté un score TIS elevado, que ha demostrado predecir una respuesta a la
inmunoterapia con bloqueantes de PD-1 en otros tumores?®3, PD-1, sin embargo, no se
encontrd significativamente sobreexpresado en el microambiente de nuestra serie de
pacientes con MQ, sugiriendo que este immune checkpoint podria no cumplir un papel
crucial en la progresion de esta enfermedad. Este hallazgo es consistente con los
resultados negativos obtenidos con el bloqueo de PD-1 en ensayos clinicos de pacientes
con MM y MQ?%4. En particular, los pacientes del grupo 2 en nuestro estudio mostraron
una significativa sobreexpresion de TIGIT. Estudios recientes han demostrado en modelos
de MM murinos que la carga tumoral se correlacionaba con el porcentaje de linfocitos T
CD8 TIGIT+, siendo TIGIT el checkpoint inhibitorio mas expresado en los ratones
enfermos. El MM se desarrollé de manera mas lenta en los ratones TIGIT-null, y la carga
tumoral se redujo con anticuerpos anti-TIGIT. EI bloqueo de TIGIT es capaz de
reestablecer no solo la inmunidad T CD8 sino que también, a diferencia de PD-1, es
expresado en los linfocitos NK de la médula dsea, pudiendo activar la citotoxicidad NK25°,
En un trabajo previo de nuestro grupo, el bloque de TIGIT causé la muerte de CP de
pacientes con MM y MQ con expresidn elevada de nectina-2, ligando de TIGIT?®®. El
bloqueo de este y otros inhibidores (como LAG-3) ya se encuentra en investigacion clinica

para pacientes con MM en recaida.

El andlisis de las muestras pareadas de 5 pacientes con MQ previo a y tras la progresion a
MM solamente mostré algunos genes diferencialmente expresados, pero entre ellos se
encontraban miembros de la familia de TNF y receptores inhibidores de la familia ITIM.
La expresion de ciertos genes de la familia TNF también se asocid con una PFS
significativamente mas corta, sugiriendo que un ambiente pro-inflamatorio en este caso
podria contribuir a la progresion a MM en vez de generar una respuesta efectiva contra
las células malignas. Serd importante en futuros estudios evaluar un mayor numero de

puntos evolutivos del mismo paciente, pero incluyendo muestras de etapas mas precoces
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y alejadas de la progresién. De esta manera, podriamos poner de manifiesto diferencias
que puedan revelar la contribucion del microambiente en los diferentes estadios

evolutivos de la enfermedad.

Una limitacion de nuestro estudio es la falta de informacién genética de la poblacion
neoplasica, que no se encontraba disponible en los casos de gammapatias asintomaticas
dada la escasa infiltracién a nivel medular, y que podria explicar en parte la
heterogeneidad de los hallazgos. Al mismo tiempo, el anadlisis de la expresidn génica
mediante el sistema nCounter™ no permite evaluar las diferentes subpoblaciones
inmunes de manera individual, pudiendo pasar desapercibidos cambios de expresion
génica que afecten subpoblaciones especificas. Metodologias como single cell RNAseq,
ademas, permiten diferenciar de manera adecuada entre alteraciones a nivel
transcripcional y cambios cuantitativos en los diferentes subtipos celulares. Sera
importante desarrollar estudios futuros utilizando esta u otras tecnologias, con un
numero suficiente de pacientes que permita relacionar los hallazgos con la evolucion
clinica de los mismos, con los factores de riesgo utilizados actualmente para predecir el
riesgo de progresion a enfermedad sintomatica y, en ultimo término, con las alteraciones

genéticas de la poblacién neoplasica.

Los resultados de nuestro estudio sugieren que la inflamacidn crénica y la fatiga de las
células citotoxicas podrian explicar, en parte, la incapacidad de controlar la expansion de
las células plasmaticas neoplasicas en el MQ. Al mismo tiempo, nuestros hallazgos
revelaron diferencias significativas en la composicion y funcionalidad del microambiente
inmune en los pacientes con esta fase presintomatica de la enfermedad, con impacto en
la progresién a MM sintomatico. En particular, los cambios relacionados a linfocitos T
citotéxicos podrian ser utilizados tanto para la caracterizacion del riesgo de progresion,
como para la implementacion de nuevas inmunoterapias en subgrupos determinados de

pacientes con un perfil inmune particular.
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Conclusiones

Comportamiento “evolving” del componente monoclonal

1.

El comportamiento “evolving” constituyd un factor de riesgo para la progresion
Y

precoz a enfermedad sintomatica de los pacientes con mieloma quiescente.

El valor prondstico del comportamiento “evolving” resulté independiente de
otros factores de riesgo reconocidos (componente monoclonal basal, porcentaje
de células plasmaticas en médula ésea e inmunoparesia) y se asocié con una

mayor probabilidad de progresién a enfermedad sintomatica.

Una vez reconocido el comportamiento “evolving” del mieloma quiescente, el
resto de los factores de riesgo dejaron de tener relevancia prondstica,
limitandose la significancia estadistica de éstos ultimos sélo a los pacientes “no

evolving”.

Inmunoparesia isotipo especifica (evaluada con el reactivo Hevylite™)

4. La mayor prevalencia de la inmunoparesia isotipo especifica con respecto a la de

5.

los isotipos no involucrados, junto con niveles proporcionalmente mas bajos de
las inmunoglobulinas del isotipo involucrado, apoyaron la existencia de un

mecanismo isotipo-especifico de la inmunoparesia.

Ambos tipos de inmunoparesia (isotipo especifica y de isotipos no involucrados)
se asociaron con otros factores de riesgo relacionados con la progresién a
enfermedad sintomatica, pero la segunda (especialmente en el caso de la
supresion de IgM) parece desarrollarse en estadios mas avanzados de la

enfermedad y estar mediada por mecanismos diferentes.
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Microambiente inmune

6.

El microambiente inmune de los pacientes con mieloma quiescente se
caracterizo por una marcada heterogeneidad. Este hallazgo es consistente con
las diferencias en comportamiento clinico ya descritos en este grupo de

pacientes.

Un subgrupo de pacientes con mieloma quiescente y caracteristicas clinicas de
alto riesgo presentaron una mayor expresion de moléculas asociadas a
citotoxicidad y a sefializacidn via interferén, pero también una mayor expresién
de moléculas inhibitorias. Estos hallazgos sugieren que un microambiente pro-
inflamatorio, acompafiado por la fatiga de las células citotodxicas, seria incapaz
de controlar el desarrollo de las células plasmaticas neoplasicas y contribuiria a

la progresion de la enfermedad.

Las caracteristicas del microambiente tumoral, especificamente los cambios
relacionados a linfocitos T citotdxicos, podrian ser utilizados tanto para la
caracterizacion del riesgo de progresion, como para la implementacién de
nuevas inmunoterapias en subgrupos determinados de pacientes con un perfil

inmune particular.
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