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Introduccién

1. Generalidades sobre las gammapatias monoclonales

Las gammapatias monoclonales son un grupo de trastornos caracterizados por la
acumulacion de células plasmaticas (CP) clonales en la médula 6sea (MO) que
producen una inmunoglobulina (Ilg) monoclonal denominada componente monoclonal
(CM) o paraproteina, detectable en suero y/u orina.

La célula protagonista del mieloma mdultiple (MM), la CP, fue representada y
caracterizada morfolégicamente por primera vez en 1890 por el médico espafiol
Santiago Ramoén y Cajal (Figura 1) aunque el nombre de célula plasmatica le fue

asignado posteriormente por Waldeyer *.

Figura 1. Dibujo de las células plasméaticas realizado por Ramoén y Cajal, Manual
de Anatomia Patologica, 1890

En 1845, el Dr. Bence-Jones, un patdlogo quimico inglés, analizé la orina del
primer paciente descrito con MM, el sefior McBean, y, aunque no llegé a identificar la
proteina que lleva su nombre, en el certificado de defuncién de McBean consta como
desencadenante de su muerte la "atrofia por albuminuria” 2 Afios mas tarde, en 1880,
se utilizé por primera vez el término proteinuria de Bence Jones (BJ). En 1921, un
profesor de la Universidad Johns Hopkins y su ayudante descubrieron gue las proteinas
de BJ eran diferentes a las proteinas séricas normales y describieron dos grupos
distintos: | y Il. Posteriormente en 1956, en Nueva York, Korngold y Lipiari, relacionaron

estructuralmente las proteinas de BJ y las proteinas séricas del MM y describieron la
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presencia de dos proteinas diferentes en la orina que nombraron como Kappa y Lambda
tomando la primera letra de cada uno de sus apellidos *.

En 1948, Astrid Fagraeus demostr6 por primera vez que los anticuerpos o Igs son
producidos por las CP 3. En los afios 60, Edelman y Porter descubrieron la estructura
de los anticuerpos, motivo por el cual recibieron en 1972 el premio Nobel *. Ademas, en
1968 se descubrié que las proteinas de BJ tenian la misma secuencia de aminoécidos

que la cadena ligera de las proteinas séricas IgG de un paciente con MM °.
1.1 Criterios diagnésticos de las gammapatias monoclonales

Clasicamente se han diferenciado tres entidades: la gammapatia monoclonal de
significado incierto (GMSI), el mieloma asintomatico también denominado smoldering o
guiescente (MMQ) y el mieloma mdltiple (MM).

El MM es el paradigma de gammapatia monoclonal. Representa el 1% de todos
los tipos de cancer y aproximadamente el 10% de las neoplasias hematoldgicas. La
incidencia es de 4-5 casos por 100.000 habitantes al afio en los paises occidentales. Es
una enfermedad que afecta a personas de edad avanzada, con una mediana de edad al
diagnéstico de 70 afios °. Sin embargo, también afecta a personas jévenes, siendo un
tercio de los pacientes menores de 65 afios.

Varios estudios epidemiologicos han demostrado que la practica totalidad de los
MM estan precedidos de una GMSI " 8 La GMSI se trata de una entidad premaligna,
relativamente frecuente entre la poblacién mayor de 70 afios de paises occidentales (3-
5%) °°, aunque con un riesgo bajo de progresién a MM, 1% al afio **.

El MMQ es también una gammapatia monoclonal asintomatica, definida en 1980
por Kyle y Greipp al observar una serie de seis pacientes con criterios de mieloma
multiple que nunca desarrollaron sintomatologia clinica relacionada con el mismo *2. El
11-14% de los pacientes con mieloma son asintomaticos segun los registros nacionales

4

de MM de Suecia ** y Dinamarca **, con una incidencia ajustada a la edad de 0,44

casos por 100.000 habitantes. Globalmente, el riesgo de progresion a MM es mayor que
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en la GMSI, del 10% al afio, por lo que es considerado un estadio intermedio entre la
GMSl y el MM, si bien el riesgo de progresion no es el mismo a lo largo del tiempo *°.

En el afio 2003, el International Myeloma Working Group (IMWG) publicé los
criterios diagnosticos que permitieron definir cada una de estas entidades '°. Estos
criterios fueron actualizados en 2009 '’ y 2014 *®. Los criterios anteriores a 2014
diferencian el MM de la GMSI y el MMQ en funcién de la presencia de la sintomatologia
relacionada con el dafio organico (Tabla 1). Dicha sintomatologia se recoge bajo el
acrénimo CRAB e incluye hipercalcemia, insuficiencia renal, anemia, y lesiones éseas
que producen dolor 6seo, siendo éste el sintoma mas tipico en los pacientes con MM *°.
La insuficiencia renal esta presente en el 20-25% de los casos y es de origen
multifactorial, si bien la causa mas frecuente es la eliminacion renal de cadenas ligeras
de inmunoglobulinas (Igs) y el consecuente dafio renal por precipitacion en los tibulos
renales o nefropatia cast ?°. La anemia es también de origen multifactorial y esta

presente hasta en el 50% de los casos.

Tabla 1. Criterios diagnésticos de gammapatias monoclonales (2003). Kyle et al.*

Caracteristica GMSI MMQ MM
< >
CMs 3g/dL 3g/dL Presente
y ylo y
CP en MO <10 % 2 10% Presentes °/ plasmocitoma
Dafio orgéanico ? Ausente Ausente Presente

a. Dafio organico relacionado:

— Sintomatologia CRAB: Hipercalcemia: calcio sérico > 0,25 mmol/L (> 1 mg/dL) del
limite alto de la normalidad o 2,75 mmol/L (> 11 mg/dL); insuficiencia renal: creatinina
sérica > 177 ymol/L (> 2 mg/dL); anemia: hemoglobina > 2g/dL por debajo del limite
inferior de la normalidad, o hemoglobina < 10 g/dL; y lesiones éseas liticas u
osteoporéticas que condicionen fracturas por compresion.

— Sintomatologia de hiperviscosidad, amiloidosis o infecciones recurrentes bacterianas
(> 2 episodios en 1 afio). Este criterio fue eliminado de los criterios de 2009.

b. Aunque normalmente es = 10%, en los criterios de 2003 no es imprescindible,

incorporédndose en los criterios diagndsticos de 2009.
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Tabla 2. Criterios diagnésticos de las gammapatias monoclonales (2014). Modificado de
Rajkumar et al.*®

Caracteristica GMSI MMQ MM

< 3g/dL = 3g/dL

Presente o ausente °
y ylo

CMs

= 10% o plasmocitoma
CP en MO <10 % 10-60% confirmado
histologicamente

MDE 2 Ausentes Ausentes Presentes

a. MDE: eventos que definen el mieloma:

— Sintomatologia CRAB: Hipercalcemia: calcio sérico > 0,25 mmol/L (> 1 mg/dL) del
limite alto de la normalidad o 2,75 mmol/L (> 11 mg/dL); insuficiencia renal:
creatinina sérica > 177 ymol/L (> 2 mg/dL) o aclaramiento de creatinina < 40
ml/min; anemia: hemoglobina > 2g/dL por debajo del limite inferior de la
normalidad, o hemoglobina < 10 g/dL; lesiones éseas: una 0 mas lesiones
osteoliticas (= 5 mm) '® ™ detectadas en la serie dsea, tomografia computarizada
(TC) o tomografia por emision de positrones (PET-TC), o

— al menos uno de los biomarcadores de malignidad: = 60% de CP en MO, ratio de
cadena ligera libre implicada/no implicada = 100, o > 1 lesion focal en estudio de

resonancia magnética (RM) de cuerpo entero o de columna vertebral.

b. Incluye a los MM no secretores.

La actualizacion de los criterios diagnésticos en 2014 incluyé importantes
novedades (Tabla 2) *. De acuerdo a estos criterios, el MM se define por la presencia
de alguno de los eventos que definen el mieloma (MDE) y una infiltracion medular de CP
= 10%. Este nuevo concepto, MDE, engloba no solo la sintomatologia clasica CRAB,
sino también biomarcadores que, alin en ausencia de dafio organico, predicen un riesgo
inminente de desarrollar MM y por ello, su presencia determina la necesidad de
tratamiento. Los biomarcadores incluidos dentro de los MDE son los siguientes: = 60%
CP en MO, ratio de cadenas ligeras libres en suero (sFLC) = 100 y > 1 lesion focal 6sea
detectada por resonancia magnética (RM). La incorporacién de estos biomarcadores se

baso en los resultados obtenidos en al menos dos estudios independientes para cada
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biomarcador. En dichos estudios se demostré que la presencia de cada biomarcador se
asociaba con una probabilidad de progresién a MM a los 2 afios superior al 80% 2%, En
consecuencia, otra de las novedades de los nuevos criterios diagnésticos es la
redefinicion de MMQ, pues incluye a los pacientes asintomaticos con CMs = 3 g/dL y/o
10 - 60% de CP en MO y excluye a los pacientes asintomaticos con alguno de esos
biomarcadores considerados actualmente MDE, de ahi que sea necesario determinar
las sFLC y realizar una RM en todo paciente con MMQ para descartar lesiones 6seas

focales.
1.2 Biologia de la célula plasmética tumoral

En los ultimos afios, la investigacion de la biologia del MM ha experimentado un
progreso indiscutible gracias al desarrollo de las tecnologias gendmicas, que han
permitido caracterizar pormenorizadamente el genoma de la célula mielomatosa y
desentrafiar nuevos mecanismos patogénicos. Por otro lado, el descubrimiento de
interacciones estrechas entre el micromedioambiente de la MO y las CP ha ayudado a
entender algunos de los mecanismos de resistencia de la enfermedad, asi como

algunas de las manifestaciones clinicas de la misma.

1.2.1 La célula de origen en el MM

La célula que prolifera en la MO de los pacientes con MM es la CP tumoral. La
CP se corresponde con el ultimo estadio de diferenciacion de los linfocitos B. A lo largo
de este proceso de diferenciacion se suceden una serie de eventos que permiten a la
CP convertirse en una célula especializada en la produccién de anticuerpos o Igs con
alta especificidad y afinidad por su antigeno. Los puntos clave de este proceso son: el
reordenamiento de los genes de la cadena pesada (IGH) y ligera de las Igs, que dan
lugar a la formacion del receptor de célula B en el precursor B de la MO; la
hipermutacién somatica; y el cambio de clase o isotipo de la cadena pesada de las Igs,

eventos que se producen tras el reconocimiento antigénico en el centro germinal del
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ganglio linfatico. Finalmente, se produce la migracién de la CP a la MO donde
interaccionara con el estroma medular y se diferenciara a CP madura o de "larga vida".
Los estudios de secuenciacion del segmento variable Vy de IGH de la célula
mielomatosa han demostrado que ésta tiene su origen en la célula B post-centro
germinal, debido al gran numero de mutaciones y a la ausencia de variacion intraclonal
que presenta %’

La existencia de la célula stem del MM es una cuestion controvertida. Hasta la
fecha no se ha logrado la identificacion, aislamiento o caracterizacion de esta célula
iniciadora tumoral, con capacidad de autorrenovacion y de resistencia al tratamiento. Sin
embargo, los estudios realizados apoyan la hip6tesis de que estas células podrian estar
presentes en el compartimento de las CP tumorales . El desarrollo de técnicas como el

andalisis de célula unica o single cell analysis podria ayudar en su identificacién.

1.2.2 Complejidad genémica del MM

El MM es una neoplasia genéticamente compleja y heterogénea, en la que la
concurrencia de eventos gendmicos mdultiples conduce al desarrollo y progresion
tumoral. Los estudios iniciales de citogenética convencional y de hibridacion in situ
fluorescente (HISF) y los mas modernos basados en microarrays y en secuenciacion de
nueva generacion (NGS) han revelado la existencia de diversos tipos de alteraciones
genéticas que se pueden categorizar en traslocaciones, variaciones en el nimero de
copias (CNVs) y mutaciones puntuales.

En el MM, la mayoria de las traslocaciones afectan al cromosoma 14,
especificamente al locus de IGH 14g32.33, uno de los genes mas transcritos en la CP
(Figura 2). La consecuencia del producto de fusién resultante es que determinados
protooncogenes como MMSET o FGFR3 en la t(4;14), CCND3 en la t(6;14), CCND1 en
la t(11;14), MAF en la t(14;16) y MAFB en la t(14;20) pasan a ser regulados por el
potente enhancer de IGH. Este aumento en la expresion de oncogenes podria conferir

una ventaja selectiva a los subclones portadores de las traslocaciones 2 Ademas, estas
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traslocaciones podrian ocasionar de forma directa o indirecta una desregulacion de las
ciclinas D, con la consecuente transicion G1/S del ciclo celular, un evento molecular
temprano comin a todos los MM # *. En una proporcién significativa de casos las
traslocaciones afectan al oncogén MYC (15-20%).

Las CNVs abarcan desde deleciones o amplificaciones focales a eventos que
afectan a regiones mas amplias, como un brazo cromosomico o el cromosoma
completo. Los MM hiperdiploides se caracterizan por la presencia de trisomias de los
cromosomas impares: 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19, y/o 21. Otras CVNs frecuentes son la
ganancia de 1q, pérdida de 1p, monosomia del 13 y delecion de 17p13. Las nuevas
herramientas computacionales mejoraran las sensibilidad y permitiran la identificacion

de CNVs focales.

“Oncogenic receptor

pl6 FGFR3/ tyrosine kinase”

MMSET

CCND3 p21 \

“Nuclear SET domain
protein”

20%
ccno1 M ai3

15%

-

- “b-ZIP transcription
* factor”

L 23 ™ C-MAF
16 59%
IGH R " "“b-ZIP transcription
ql1 E MAFB factor”
Al 29%

Figura 2. Traslocaciones mas frecuentes del gen IGH en el mieloma mdltiple

La secuenciacion del exoma mediante NGS de casi 1.000 pacientes con MM ha
confirmado la hererogeneidad mutacional en esta enfermedad **3. Se han descrito
unas 35 mutaciones no sinénimas por cada caso de MM. Ademas, a diferencia de otras
neoplasias hematoldgicas, en el MM no existe una alteracion Unica y especifica, sino
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gue se identifican varios genes recurrentemente mutados. Las vias de sefalizacién que
con mayor frecuencia presentan mutaciones en MM son la via RAS/MAPK (KRAS,
NRAS y BRAF) en el 40% de los casos, la via NFKB (TRAF3, CYLD y LTB) en el 20%,
y las vias de reparacion de ADN (TP53, ATM y ATR) en el 15%. Otros genes
recurrentemente mutados en MM son PRDM1, IRF4, LTB y SP140, los cuales estan
implicados en la diferenciacion del linaje B. Los genes supresores de tumores DIS3 y
FAM46C también estan frecuentemente mutados, aunque su papel en la oncogénesis
del MM es todavia desconocido.

Las técnicas modernas de analisis gendmico han demostrado que en el MM,
como sucede en otras neoplasias, la poblaciéon tumoral esta constituida por una mezcla
de subclones genéticamente diferentes ** *. El concepto de evolucién intraclonal hace
referencia a que los cambios genéticos propios de los diferentes subclones se producen
dentro del mismo clon original definido por un reordenamiento VDJH inalterado durante
la evolucién de la enfermedad. Aunque hay mielomas que no muestran cambios
genéticos en la recaida respecto al diagnéstico, el resto siguen fundamentalmente dos
modelos de evolucion gendmica: uno integrado por los mielomas que en la recaida
presentan cambios adicionales en el subclon mayoritario del diagndstico, y otro en el
gue las recaidas contienen subclones que derivan de poblaciones minoritarias en el
momento del diagnéstico no detectadas por técnicas convencionales ® . Este (ltimo
modelo se asemeja al esquema propuesto por Darwin para explicar el origen de las
especies, de manera que las mutaciones se adquiririan al azar y serian seleccionadas
en funcién de la ventaja proliferativa que confirieran. En este contexto de competicion
entre los distintos clones, la progresién del mieloma vendria definida por la expansiéon de
un clon determinado que se convertiria en el dominante, bien por adaptarse mejor a
nichos del microambiente o por resistir con mayor ventaja proliferativa las sucesivas

% Los estudios de mutaciones mediante secuenciacién en

estrategias terapéuticas
células mielomatosas Unicas muestran una media de tres a seis subclones mayoritarios
en el momento del diagndstico del MM *.
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El panorama genético complejo del MM ya esté presente en las fases tempranas,
premalignas de la enfermedad, la GMSI y el MMQ. De hecho, tanto la GMSI como el
MMQ reproducen en lineas generales el espectro de alteraciones citogenéticas y de
mutaciones del MM sintomético " *®. Aunque la GMSI y el MMQ son genéticamente
menos complejos que el MM, la heterogeneidad clonal esta presente desde los estadios
premalignos. Por tanto, parece que la transicion de GMSI a MM no se asocia con la
aparicion de nuevas alteraciones genéticas, sino mas bien con una expansion del
namero de CP clonales genéticamente aberrantes que resulta en un cambio de la

estructura clonal inicial .

1.2.3 Microambiente medular

El microambiente medular esta integrado por la matriz extracelular y diferentes
tipos celulares como las células hematopoyéticas, células endoteliales, células
mesenquimales, macrofagos, fibroblastos, osteoblastos y osteoclastos, entre otros. La
interaccion entre la CP tumoral y el microambiente de la MO juega un papel fundamental
en el desarrollo y progresion del MM.

La comunicacién que se establece entre estos componentes es bidireccional, a
través de moléculas de adhesion, citocinas (CK) y sus receptores, y los recientemente
identificados exosomas. Gracias a esta interaccion se produce la activacion de rutas de
sefalizacién que promueven la proliferacion, crecimiento y resistencia a farmacos de las
células mielomatosas, asi como la angiogénesis, la osteolisis y la anemia caracteristicas
del MM. Sin embargo, esta comunicacion también inhibe otros procesos, como la
proliferacion y diferenciacion de las CP normales, lo cual lleva a una disminucion de la
produccion de Igs policlonales, condicién que se conoce como inmunoparesia “°.

1.2.3.1 Mecanismos implicados en la inmunoparesia
Los mecanismos implicados en el desarrollo de la inmunoparesia son complejos y
no se conocen en detalle “°. El proceso de diferenciacion de los linfocitos B hasta CP

terminal y el de produccién de anticuerpos en respuesta a antigenos estan finamente
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regulados por el microambiente medular y el sistema inmune. Por ello se han propuesto

factores tanto celulares como humorales implicados en este fendmeno (Figura 3).

-Disminucion de meoleculas coestimuladoras

Dismin n de linf T CD4+ CoastmulacionT inadecuada
Lsminucion oe o

Perfil CK Th1/Th2 anormal
Respuesta T citotoxica bloquaada

INMUNOPARESIA

Disminucion de células B
precursoras
Blogqueo en |la diferenciacion

B y en la produccion de Igs
policlonales

Resistoncia
alalisis

1GF-f

Células estromales de la médula osea

Figura 3. Mecanismos de evasion inmune de la célula mielomatosa. Modificado de

Quach et al.*
(CK: citocinas; Th: linfocito T helper; T reg: T regulador; CP: célula plasmatica; Linf: linfocito; NK: natural
killer; TGF-B: factor de crecimiento transformante beta; IL: interleucina; VEGF: factor de crecimiento
endotelial vascular.)

- Factores dependientes de la célula mielomatosa

Varios estudios han atribuido a la célula mielomatosa el papel de célula supresora.
De hecho, como célula tumoral utiliza mecanismos para evadir el sistema inmune 42
Hay varias explicaciones plausibles acerca del mecanismo por el cual la célula
mielomatosa produciria inmunoparesia.

A priori, una disminucién de los niveles de Igs policlonales se explicaria por una
disminucion de las CP normales mediada por una disminucién de los progenitores B 0
un blogueo en la diferenciacion. En ese sentido, se ha demostrado que los pacientes

con MM tienen menos linfocitos B CD19+ circulantes que los individuos sanos; y que los

precursores B normales estaban disminuidos tanto en SP como en MO en el momento
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del diagnéstico y de la recaida, alcanzando unos niveles normales en el momento de la

3. Uno de los mecanismos responsables de que los precursores B estén

remision
disminuidos en el MM es la apoptosis de dichos linfocitos, inducida por las células
mielomatosas bajo la presencia de células del estroma en la MO **. Asi, se han
detectado niveles altos de varias CK, como el factor de crecimiento transformante sérico
beta 1 (TGF-B1) que inhibe la proliferacion y diferenciaciéon de los linfocitos B *° | y es
producido tanto por las células mielomatosas como por las células del estroma “°.
Ademas se ha demostrado una asociacién directa entre los niveles elevados de TGF-31
y la presencia de inmunoparesia *'.

Por otro lado, la competicién que se establece entre la célula mielomatosa y el
resto de células del nicho medular, incluidas las CP normales, también explicaria que

los estados avanzados de la enfermedad presenten mayor grado de inmunoparesia .

- Factores dependientes de otras células

También se ha propuesto el papel de otras células del microambiente en el
bloqueo de la proliferacion y diferenciacion de los linfocitos B, a través de la secrecion

0

de CK, como los macréfagos *°, las células supresoras de origen mieloide *°, células

1 y linfocitos T ** ** 2. De hecho, se han descrito niveles diferentes de

dentriticas
linfocitos T en pacientes con MM respecto a individuos sanos, con una subsiguiente
inadecuada produccién de CK y probable alteracién de la proliferacion y diferenciacion
de los linfocitos B *2. Ademads, se ha observado que los linfocitos T reguladores (Treg)
CD4+ producen TGF-B1, por lo que los niveles altos de Treg CD4+ podrian jugar
también un papel clave en la inmunoparesia.

En resumen, tanto la célula mielomatosa como el microambiente medular
desempefian un papel fundamental en el desarrollo de inmunoparesia. A través de la
secrecion de CK, como TGF-B, se produce una disminucién de los precursores B y un
bloqueo reversible en la diferenciacion del linfocito B, que se correlaciona con el estadio
de la enfermedad y en definitiva, con menos CP normales e Igs policlonales. Son

necesarios estudios que ayuden a diseccionar en profundidad los mecanismos
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implicados, pues podrian albergar claves sobre la patogenia del MM e identificacién de
potenciales dianas terapéuticas.

1.2.3.2 Importancia clinica de la inmunoparesia

La inmunoparesia se detecta en casi el 90% de los pacientes en el momento del
diagndstico ** **. Sin embargo, no es exclusiva de esta enfermedad y se ha descrito en
otras patologias de la célula B como la macroglobulinemia de Waldenstrom o la

0 Esta inmunodeficiencia humoral podria condicionar un

leucemia linfatica cronica
mayor riesgo de infecciones bacterianas, aunque este aspecto es controvertido “°.

La presencia de inmunoparesia permite predecir el riesgo de progresion en
diferentes entidades asintomaticas como la GMSI *>*’, la GMSI tipo Ig M *® y el MMQ **
5. Ademas, varios estudios han demostrado su valor prondstico en el MM, ya que se
asocia con caracteristicas agresivas de la enfermedad y condiciona una menor tasa de

53

respuestas y acortamiento de la supervivencia La repercusion clinica de la

inmunoparesia también se ha observado en la amiloidosis AL >

1.3 Inmunoglobulinas: caracterizacién y estudio

La célula mielomatosa se trata de una célula B diferenciada y especializada en la
produccion de anticuerpos o Igs, que pueden ser detectados en sangre y/u orina. A
continuacion se detallard la estructura de las Igs con el fin de mejorar la comprension de
las pruebas realizadas en la evaluacién del MM y el contenido de los trabajos incluidos
en la presente tesis doctoral.

Las Igs son heterodimeros formados por 2 cadenas ligeras idénticas (IgL) y otras 2
pesadas (IgH) de mayor peso molecular y unidas entre si por puentes disulfuro, (Figura
4). Desde el punto de vista funcional, ambas cadenas polipeptidicas estan formadas por
dos regiones distintas, una variable en el extremo aminoterminal que se corresponde
con la zona de unién con el antigeno (Fab), y otra constante en el carboxiterminal (Fc),
con funcién efectora como la activacion del complemento y unién a receptores Fc. Hay 5

tipos de Igs: G, A, D, E y M, que se diferencian por su tamafio, carga, composicion de
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aminoacidos y contenido de carbohidratos. El subtipo de Ig se define por la region
constante de la cadena pesada: G1, G2, G3, G4, Al, A2, M, D y E. Las regiones
constantes de las cadenas ligeras también presentan pequefias variaciones que
distinguen los dos tipos de cadenas: kappa (k) y lambda (A) %

Cada CP produce uno de los cinco tipos de cadena pesada y uno de los dos tipos
de cadena ligera. Estas cadenas pesadas y ligeras se sintetizan en el interior de la CP y
posteriormente se ensamblan y se secretan en forma de la llamada Ig intacta. Existe el
doble de CP normales productoras de k que de A.

Zona de union al

antigeno l
/— Cadena ligsta (lgL)
PA————

i \
- - Puentes disulfuro
FC

Figura 4. Estructura de una molécula de inmunoglobulina IgG. Modificado de:
http://myplace.frontier.com/~dffixmedmicro/igs.htm

— Cadena pesada (IgH)

- Region hipervariable
- Region variable

- Region constante

De acuerdo a las recomendaciones del IMWG 5% el estudio de las Igs en suero

y en orina debe ser incluido en la evaluacion inicial de una gammapatia monoclonal.

1.3.1 Estudio de las inmunoglobulinas en el suero

- Electroforesis en agarosa o acetato de celulosa: permite la separacién de las

proteinas segun su carga en cinco fracciones: albumina, alfa 1, alfa 2, beta y gamma,
gue se representan en el proteinograma o trazado electroforético. La Ig monoclonal, CM
0 paraproteina producida por las células mielomatosas se observa como un pico
habitualmente en la zona de las Igs (Figura 5). La electroforesis se puede realizar tanto

en muestra de suero como en orina. La deteccion de cadenas ligeras y CM tipo Ig D
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requiere una técnica mas sensible, como la electroforesis en gel de agarosa de alta
resolucién. En los ultimos afios, se ha incorporado en los laboratorios de diagndstico
clinico la electroforesis capilar que es mas rapida y proporciona una elevada resolucién,

pues no necesita tefiido a diferencia de la electroforesis convencional ®°.

<— Pico
monoclonal

i

£ N \\ o |l S
| o 1 l |

FRACCION Albumina a1 a2 B Gamma

Figura 5. Proteinograma seérico en el mieloma multiple. Modificado de Cidoncha et al.
Med Integr 2001;38:127-32.

- Inmunofijacion (IF): es una técnica empleada para la identificacién del isotipo de

la cadena ligera y pesada tanto en suero como en orina. Las proteinas también son
separadas mediante su carga eléctrica, con la particularidad de que se enfrentan a
antisueros mono-especificos frente a las distintas cadenas pesadas y ligeras de las Igs,
y asi se identifica el isotipo concreto. La inmunosustraccion también permite identificar el
isotipo del CM con gran exactitud, pero la IF es mas sensible y, por ello, se utiliza para
detectar el CM residual tras el tratamiento °°.

Mediante la electroforesis se identifica un pico monoclonal en el 80% de los
pacientes en el momento del diagndstico, mientras que por IF se detecta en un 90% *°.
El isotipo es IgG en el 60% de los casos, IgA en el 25-30%, e IgD en el 2%. Los
mielomas IgE e IgM son excepcionales. El restante 10-15% s6lo produce cadena ligera

gue habitualmente se excreta en orina y, por ello, se les denomina MM de cadenas

ligeras o MM Bence Jones.
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- Nefelometria: permite la deteccion, identificacion y cuantificacion no solo de
proteinas monoclonales sino también de Ig policlonales y de la beta 2-microglobulina
(B2M). Los niveles de IgG, IgA, IgM se estiman utilizando anticuerpos (Ac) especificos
frente a estas Igs, y el nefelometro mide la desviacion de la luz producida por la
interaccion entre el Ac y la Ig. Es la técnica de eleccion para la evaluacion de la
inmunoparesia.

- Deteccidon de cadenas ligeras libres en suero (sFLC): se realiza mediante la

utilizacion de Ac policlonales que reaccionan solo con los epitopos de la cadena ligera
gue estan escondidos cuando esta cadena esta unida a la pesada, de tal forma que
cuando la cadena ligera esta libre deja expuesto su sitio de unién a la cadena pesada,
permitiendo entonces la union de dichos Ac. La cuantificacion tanto de cadena ligera
libre kK como de A se puede realizar mediante nefelometria o turbidimetria. Aunque son
técnicas cuantitativas y presentan una gran sensibilidad, entre sus limitaciones destacan
la variabilidad lote a lote y la necesidad de realizar diluciones manuales cuando hay una

7 Actualmente, la

alta concentracion de antigenos, para evitar falsos negativos
cuantificacién de sFLC esta indicada en la evaluacion inicial de la GMSI y el MMQ, en el
diagndstico y seguimiento de la amiloidosis AL y el MM oligosecretor, y en los pacientes

con MM que han alcanzado respuesta completa con inmunofijacién negativa para definir

la remision completa estricta (RCe).

1.3.2 Estudio de la proteinuria de Bence Jones

La electroforesis en la orina sigue siendo necesaria para cuantificar el CM en orina
y, por otro lado, para la identificacion de la albuminuria y el despistaje de otras entidades
con afectacion renal como la amiloidosis.

La cadena ligera de las Igs tiene un tamafio molecular que le permite atravesar la
membrana del glomérulo renal. Si la filtracion renal de cadenas ligeras es muy
abundante, se supera la capacidad de reabsorcion y catabolismo de los tabulos renales,

lo que motiva que las cadenas ligeras aparezcan en la orina. La presencia de la cadena
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ligera monoclonal de las Igs en la orina se denomina proteinuria de Bence Jones (BJ).
Se estima que el 70-80% de los MM presentan proteinuria de BJ al diagndstico ®
aunque también se puede detectar en pacientes con gammapatias monoclonales
asintomaticas, como la GMSI o el MMQ %%, En varios estudios se ha demostrado que
la cantidad de proteinuria de BJ se correlaciona con la carga tumoral de pacientes con
MM sintomatico > "2,

La evaluacion de la proteinuria de BJ requiere la recogida de la orina de 24 horas
para determinar la cantidad diaria excretada de proteina "*. Después, la orina debe ser
concentrada 200 veces y posteriormente se aplica la técnica de electroforesis e
identificacion del pico monoclonal (Figura 6) °®. La determinacion del tipo de cadena
ligera monoclonal se lleva a cabo con Acs frente a K y A en orina concentrada. En caso
de cantidades pequefias de proteinuria es necesario realizar la IF ™.

No todos los pacientes con proteinuria de BJ presentan dafio renal. Algunos
estudios en modelos animales han demostrado que la precipitacion y formacion de
cristales depende mas del punto isoeléctrico de la proteina de BJ que de la cantidad de
proteina filtrada, de forma que en funcién de las propiedades fisico-quimicas del medio

se puede producir 0 no la precipitacion de la cadena ligera y, por tanto, el dafio tubular

renal "©7°,

| <— Pico
monocional

FRACCION Albumina at a2 g Gamma

Figura 6. Proteinograma en orina: proteinuria de Bence Jones. Modificado de
Cidoncha et al. Med Integr 2001;38:127-32.
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1.4 Caracterizacion inmunofenotipica y genética de la célula mielomatosa

1.4.1 Estudio de médula 6sea

El diagnéstico de MM requiere la realizacion de un aspirado de MO para
demostrar mediante microscopia éptica la presencia de al menos 10% de CP. Dado que
la infiltracion de la MO puede ser parcheada y focal, si no se confirma esta infiltracion y
la sospecha de MM es alta se debe repetir el estudio. Ademas hay que confirmar el

origen clonal de las CP, bien por inmunofenotipo, bien por inmunohistoquimica.

1.4.1.1 Estudio del inmunofenotipo

La citometria de flujo (CMF) permite identificar el inmunofenotipo de las células
mielomatosas y diferenciarlo de las CP normales. En un primer paso se identifica el
compartimento de las CPs en la MO por la sobreexpresion de CD38 y CD138; y a
continuacion se diferencia la CP normal de la célula mielomatosa o con fenotipo
aberrante, por la sobreexpresion de CD56, ausencia de CD19 y/o CD45, y la expresion

disminuida de CD38 caracteristicas de la célula mielomatosa (Figura 7).
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Figura 7. Diagrama de puntos con CP normales (azul) y CP clonales (rojo) sobre la

celularidad total de la médula 6sea (gris). Modificado de Flores-Montero et al. &
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1.4.1.2 Estudio citogenético

El estudio citogenético del MM es fundamental para la estratificacion prondstica
del MM. Si bien el cariotipo convencional proporciona informacion acerca de la ploidia y
detecta cariotipos complejos, tiene importantes limitaciones que estan haciendo que su
utilizacion en la practica clinica sea cada vez més escasa.

La HISF presenta la ventaja de que no se requieren mitosis de la célula
mielomatosa para el analisis. Permite visualizar determinados fragmentos de ADN
mediante su hibridaciéon con sondas marcadas con fluorocromos y el posterior analisis
en el microscopio de fluorescencia. La mayor limitacion de la técnica es que se estudian
regiones concretas para las que esta disefiada la sonda y no abarca el genoma
completo.

De acuerdo tanto a las recomendaciones del IMWG de 2009 2!, como a las de la
European Myeloma Network (EMN) propuestas en 2012 %, la HISF debe realizarse en
los pacientes con MM de nuevo diagndéstico, y en la recaida en todos aquellos que
tuvieran un estudio normal al diagndstico o que no se estudiaron en dicho momento.

Antes de realizar la HISF se requiere la purificacion de las células plasmaticas,
habitualmente mediante el anticuerpo CD138. En todos los pacientes, el estudio de
HISF debe incluir sondas para detectar la t(4;14) y la delecion de 17p. No obstante, el
panel de sondas deberia ampliarse con el fin de analizar también la t(11;14), t(14;16),
ganancias 1q y pérdidas de 1p en los pacientes candidatos a trasplante autélogo y a

ensayos clinicos.
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2. Mieloma asintomaético

2.1 Riesgo de progresion a MM

El riesgo anual de progresion de mieloma asintoméatico (MMQ) a MM no se
mantiene a lo largo del tiempo (Figura 8). En los primeros 5 afios desde el diagndstico
es 10% al afio, en los siguientes 5 afos es 3% al afio y tras 10 afios desde el
diagnostico es 1% al afio, equiparable al riesgo de la GMSI **. Por ello, es importante
identificar aquellos pacientes que progresaran en los primeros 5 afios y necesitaran, por

tanto, un seguimiento periédico mas estrecho.

100 Mieloma Multiple

Quiescente
. 1% por aﬁo

Probabilidad de progresion(%)

20

Anos desde el diagnoéstico

Figura 8. Riesgo de progresion de la GMSI y el MMQ a MM. Modificado de Kyle et al *.

2.2 Factores prondsticos

Destacados grupos de investigacion han trabajado en la busqueda de marcadores
en el momento del diagndstico del MMQ que permitan predecir el riesgo de progresion a
MM. Los marcadores pronésticos que resultan de mayor interés son aquellos que
permiten identificar pacientes con MMQ con una probabilidad de progresion a 2 afios del
diagnéstico del 50%, es decir MMQ de alto riesgo (Tabla 3), y los que identifican MMQ
con una probabilidad de progresién superior al 80% a los 2 afios del diagndéstico, los

MMQ de muy alto riesgo. Entre los factores prondsticos publicados hasta la fecha
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destaca un grupo relacionado con la masa tumoral, otro relacionado con el
comportamiento del MMQ a lo largo del tiempo, asi como marcadores de imagen y
citogenéticos.

Tabla 3. Marcadores pronéstico para identificar MMQ de alto riesgo

Masa tumoral

- CP clonales en MO 210% + CMs 23 g/dL

- CP clonales en MO = 10% + CMs = 3 g/ dL + ratio sFLC anormal

- 2 95% de células plasmaticas aberrantes por CMF + inmunoparesia
- CP circulantes de sangre periférica > 5 x 10°/ L

Patron de la evolucién del CM sérico y de la hemoglobina

- Tipo evolving:
¢Si CMs = 3 g / dL al diagnéstico: aumento = 10% en los primeros
6 meses.
¢ Si CMs < 3 g/dL al diagndstico: aumento anual durante 3 afios.
- Incremento del CMs hasta = 3 g/dL durante los 3 meses desde la
determinacion previa.
- Disminucién de la hemoglobina en =2 0,5 g / dL en los primeros 12
meses desde el diagnéstico.
Marcadores de imagen
-RM: La enfermedad radiol6gica progresiva se define como la
aparicion de una nueva lesion focal o el aumento del didmetro de la
lesion focal existente, y la aparicion de infiltracion difusa nueva o

progresiva.
- PET/TC positivo sin lesidn osteolitica subyacente.

Alteraciones genéticas presentes en la célula mielomatosa

- 1(4;14)
- del(17p)

- Cantidad de CP en médula 6sea y componente monoclonal sérico

El grupo de la Clinica Mayo publicé en 2007 uno de los estudios mas relevantes
realizados hasta la fecha sobre identificacion de factores prondésticos en una serie de
276 pacientes diagnosticados de MMQ, con una mediana de seguimiento superior a 10
afios *°. En dicho estudio demostraron que la presencia de una infiltracién en MO por el
10% o mas de CP junto con un CMs = 3 g/dL en el momento del diagndstico eran
factores prondstico independientes que predecian mayor riesgo de progresion a MM,

con una mediana de tiempo hasta la progresion (TTP) de 2 afios.
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- Ratio de sFLC

El mismo grupo también evalud el papel de las sFLC en la serie de pacientes
mencionada. Una ratio anormal (< 0,125 o > 8) entre las cadena ligera implicada y la no
implicada se asocio de forma independiente con un mayor riesgo de progresion a MM %,
Ademas, la ratio de sFLC = 100 identific6 pacientes con un riesgo muy alto de
progresion (> 80% a 2 afos), por lo que actualmente es considerado un nuevo criterio
diagnodstico de MM #* % 84 Sin embargo, este marcador no ha sido validado por otros
grupos como el danés **.

- Inmunofenotipo de la célula plasmatica clonal e inmunoparesia.

El grupo espafiol de mieloma (GEM) evalu6 en una serie de 93 pacientes el valor
prondstico del perfil inmunofenotipico de la CP al diagndstico del MMQ *°. Se realiz6 un
analisis mediante citometria de flujo (CMF) multiparamétrica que permitié discriminar las
CP con inmunofenotipo normal (CPn) de las células mielomatosas o con fenotipo
aberrante (CPa) dentro de la MO. Se demostré que una proporcion de CPa = 95%
dentro del compartimento de CP de la MO se asociaba de forma independiente con un
mayor riesgo de progresion a MM. Asimismo, la presencia de inmunoparesia al
diagnéstico de MMQ también se identific6 como un biomarcador asociado a un TTP
inferior en el andlisis multivariante.

La presencia de = 95% CPa ha sido validada por otros grupos como marcador
prondstico ®°. Proximamente, el anélisis automatizado simplificara la diferenciacién de la
CPa de la CPn, por lo que podria ser factible su aplicacion de forma generalizada.

La inmunoparesia como marcador pronéstico en el MMQ también ha sido validado
por el grupo danés, demostrando gue los pacientes con CMs = 3 g/dL e inmunoparesia
tienen un riesgo de progresion tres veces superior a aquellos pacientes con MMQ sin
ninguna de estas caracteristicas .

- Cantidad de CPa circulantes en sangre periférica

El grupo de la Clinica Mayo también analiz6 el impacto pronéstico de la presencia
de CPa circulantes, detectadas por inmunofluorescencia, en una serie de 91 pacientes
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con MMQ ®°. Demostraron que la presencia de > 5x10°L CPa se asociaba con un riesgo
de progresion a 2 afios significativamente mayor que niveles por debajo de 5x10°/L de
CPa (71% vs. 24%). Este mismo grupo ha demostrado que la deteccion de 2150 CPa
circulantes (sobre un total de 150.000 eventos) mediante CMF es un factor prondstico
independiente que predice un TTP de tan solo 9 meses y un riesgo de progresion a 2
afios del 78% ®'. Si estos resultados fuesen validados en un estudio independiente,
podrian constituir en un futuro un nuevo criterio de MM, ya que identifica pacientes con
un riesgo de progresion muy alto.

- Comportamiento del componente monoclonal sérico vy de la hemoglobina

El grupo de Barcelona publicé en 2003 el primer estudio que demostré el papel
prondstico de la evolucién del CM durante el seguimiento de los pacientes con MMQ. Se
identificaron dos grupos, los MMQ evolving, que presentaron un incremento progresivo
del CMs y una mediana de TTP inferior que los non-evolving, en los que el CMs
permanecia estable a lo largo del tiempo (Tabla 3) ®. Recientemente se han presentado
datos actualizados sobre este estudio en una serie mas amplia de pacientes y se han
confirmado los hallazgos previos %. El 25% de los MMQ present6 un patrén evolving,
con un riesgo de progresion a 2 afios del 45% y una mediana de TTP significativamente
inferior a la de los pacientes con un patrén non-evolving (3 vs. 19 afios,
respectivamente).

El grupo de la Clinica Mayo ha validado recientemente el patrén evolving del CM
como factor predictor de progresién en casi 200 pacientes con MMQ *°. Ademas, han
observado que la evoluciéon de la hemoglobina (Hb) también tiene impacto prondstico,
puesto que el patréon evolving de la Hb (descenso de 0,5 g/dL en el primer afio) se
asoci6 de forma independiente con un riesgo mayor de progresion a MM.

- Marcadores de imagen

La incorporacién de las pruebas de imagen en la evaluacién del MMQ ha
contribuido a mejorar la estimacion del riesgo de progresién. La presencia de lesiones
focales o difusas a nivel 6seo detectadas por RM al diagnostico del MMQ se asocia con
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un mayor riesgo de progresién a MM ‘. De hecho, la presencia de al menos dos
lesiones focales detectadas por RM se relaciona con un riesgo de progresion superior al
80% a los 2 afios y, por ello, se considera un MDE segun los criterios diagnosticos de
MM de 2014 (Tabla 2) #2242

El grupo de Heidelberg también evalu6 retrospectivamente el papel de la RM de
cuerpo entero durante el seguimiento de 63 pacientes con MMQ. La deteccién de
enfermedad radiol6gica progresiva definida como la aparicion de lesiones focales
nuevas, infiltracién difusa o el incremento de las lesiones preexistentes se asocié de
forma independiente con un mayor riesgo de progresiéon a MM %,

El papel prondstico de la PET/TC también ha sido evaluado en pacientes con
MMQ de nuevo diagnéstico en dos estudios independientes. Tanto el grupo italiano
como el de la Clinica Mayo han demostrado que los pacientes con areas hipercaptantes
en la PET/TC, sin lesiones osteoliticas subyacentes, tienen un riesgo de progresion
significativamente mayor que aquellos con PET/TC negativa: 50% vs. 30% de
probabilidad de progresion a los 2 afios, respectivamente %,

- Alteraciones genéticas presentes en la célula mielomatosa

Determinadas alteraciones citogenéticas analizadas mediante HISF también han
identificado pacientes con MMQ que tienen mayor riesgo de trasformacién. Asi la t(4;14)
o la del(17p) podrian considerarse de alto riesgo, puesto que se asociaron con una
mediana de TTP de 24 meses en una serie de 351 pacientes con MMQ de la Clinica
Mayo . Estos hallazgos se han confirmado en una serie independiente en la que
ademas la ganancia de 1921 y la hiperdiploidia también se asociaban de forma
independiente a un mayor riesgo de progresion a MM, con una mediana de TTP de casi
4 afios en ambos casos *.

El grupo de Arkansas confirmé el valor de la firma de expresién génica de 70
genes (GEP70) a la hora de predecir el riesgo de progresion a MM en 331 pacientes
con MMQ incluidos en el ensayo clinico S0120 *. Ademas, han propuesto un nuevo
modelo basado en una firma de expresion génica de cuatro genes relacionados con el
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control del ciclo celular (RRM2, DTL, TMEM48 y ASPM) que permitiria identificar

pacientes con MMQ que tienen un riesgo de progresion a 2 afios superior al 80% °.
2.3 Modelos de estratificacion prondstica

Actualmente se dispone de varios modelos de estratificacion prondéstica
propuestos por diferentes grupos que incluyen marcadores con valor prondstico
independiente. Estos modelos permiten predecir con mayor precision el riesgo de
progresion a MM, informar mejor al paciente, y establecer estrategias de seguimiento
adaptadas al riesgo °" %,

Los modelos de la Clinica Mayo y del GEM son los Unicos validados en el contexto

de un ensayo clinico * *®

(Tabla 4). EI modelo de la Clinica Mayo permite diferenciar
tres grupos de MMQ con distinto riesgo de progresion a MM en funcién de la cuantia del
CMYy de la infiltracion por CP de la MO (Tabla 4). El grupo de alto riesgo se define por la
presencia de CMs = 3 g/dL y 2 10% de CP en MO, con una mediana de TTP de 2 anos.
El modelo propuesto por el GEM también identifica tres grupos, de acuerdo a la
proporcion de CPa y la presencia de inmunoparesia. En los pacientes con = 95%

CPa/CP MO e inmunoparesia, se estimé una mediana de TTP de 2 afios, similar al

grupo de alto riesgo identificado con el modelo propuesto por la Clinica Mayo (Tabla 4).
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Tabla 4. Modelos de estratificacion prondstica en MMQ validados en estudios

prospectivos

Modelo de riesgo Grriuezzc?e Medi?:;c)oslt)a LUl
Clinica Mayo

CMs 23 g/dL y CP MO = 10% Alto 2

CMs <3 g/dLy CP MO =10% Intermedio 8

CMs 2 3 g/dL y CP MO < 10% Bajo 19
Grupo Espafiol de Mieloma (GEM)

2 95% CPa e inmunoparesia Alto 19

2 95% CPa o inmunoparesia Intermedio 6

Ninguno Bajo No alcanzada

Se han propuesto nuevos modelos de estratificacion del riesgo que incorporan
tanto caracteristicas clinicas como bioldgicas ** 8 9 94 95101

La incorporacién de la ratio anormal de sFLC al modelo de la Clinica Mayo
descrito anteriormente permite identificar pacientes con MMQ de alto riesgo con una

mediana de TTP de 1,9 afios &

. Recientemente el mismo grupo ha publicado un nuevo
modelo de riesgo que identifica pacientes con MMQ con diferentes medianas de TTP de
acuerdo a la presencia de CMs evolving, Hb evolving y > 20% de infiltracién por CP en
la MO %°. El grupo de Barcelona también ha propuesto un modelo de estratificacion
prondstica basado en el comportamiento evolving, en el cual la presencia de un patron

evolving, =2 20% de CP en MO e inmunoparesia, identifica un subgrupo de MMQ con un

riesgo muy alto de progresién (82% a 2 afios) ®°. El modelo del grupo danés también
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incluyd la inmunoparesia y el CMs > 3 g/dL para identificar tres grupos de riesgo **.
Finalmente, dos grupos han integrado marcadores genéticos en sus modelos: el de

Heidelberg incluye la presencia de alteraciones citogenéticas de alto riesgo *

y el
SWOG afiade el GEP a variables ya conocidas *°.
En el momento actual esta en marcha un estudio internacional que pretende

disefiar un modelo que integre todos los marcadores prondstico identificados con el fin

de mejorar y facilitar la evaluacion prondstica de los pacientes con MMQ.
2.4 Manejo clinico

En la actualidad, los pacientes con MMQ no reciben ningan tratamiento y
Unicamente se lleva a cabo un seguimiento hasta la progresion a MM (aparicion de
sintomatologia CRAB).

Las estrategias de seguimiento recomendadas para el MMQ se establecen de
acuerdo al riesgo de progresion a MM estimado mediante los modelos de estratificacion
prondstica previamente detallados de la Clinica Mayo y el GEM:

- Riesgo bajo: se recomienda un seguimiento anual.

- Riesgo intermedio: se recomienda un seguimiento inicial cada 4-6 meses para
descartar un comportamiento evolving y posteriormente cada 6 meses. Si tras varios
afios se observase estabilizacion del CMs se podria pasar a un control anual.

- Riesgo alto: se debe realizar un seguimiento estrecho cada 2-3 meses.

Actualmente se esta investigando el beneficio del tratamiento precoz de los
pacientes con MMQ de alto riesgo y el esquema Optimo de tratamiento. A ello ha
contribuido la existencia de una estratificacion prondstica mas precisa, la disponibilidad
de tratamientos efectivos con un perfil de toxicidad aceptable y fundamentalmente, los
resultados del primer estudio prospectivo donde se demostré el beneficio clinico del

tratamiento precoz de los pacientes con MMQ de alto riesgo llevado a cabo por el GEM

100
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Dicho estudio fue un ensayo clinico fase 3 que incluyd 119 pacientes con MMQ de
alto riesgo que se aleatorizaron a recibir lenalidomida y dexametasona seguido de
lenalidomida de mantenimiento en el grupo experimental, frente a la abstencién en el
grupo de control. Tras un periodo de seguimiento de 40 meses, la mediana de TTP en el
grupo experimental fue significativamente mas prolongada que en el de observacién (no
alcanzada vs. 21 meses). Los resultados han sido recientemente actualizados, con una
mediana de seguimiento de 75 meses, y han confirmado que el beneficio se mantiene
en el grupo que recibi6 lenalidomida *.

Actualmente se estan llevando a cabo varios ensayos clinicos que estan
evaluando el papel de nuevos farmacos, como el carfilzomib o el ixazomib, y
anticuerpos monoclonales anti-CD38 como el daratumumab *° '°. Los resultados de
dichos estudios podrian confirmar definitivamente el beneficio del tratamiento precoz en
los pacientes con MMQ de alto riesgo e incluso la posibilidad de curacién y, por tanto, el

cambio de paradigma en el tratamiento del MMQ %,

3. Mieloma multiple

3.1 Tratamiento

El tratamiento del MM ha evolucionado significativamente en la Ultima década
gracias a la introduccién de nuevos farmacos, como los inhibidores de proteasoma (IP) y
los inmunomoduladores (IMIDs), en los esquemas de tratamiento tanto en el diagndstico
como en la recaida. Esto ha llevado a una mejora de la supervivencia de los pacientes
con MM, con una mediana de 6 aflos para los pacientes mayores de 65 afios, no
candidatos a trasplante aut6logo de progenitores hematopoyéticos (TAPH), y de hasta
10 afios en pacientes candidatos a TAPH 0% 1%,

Actualmente es una enfermedad incurable, aunque los recientes avances en el

conocimiento de la biologia de la enfermedad, las actualizaciones en la definicién de la
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enfermedad que permiten tratar pacientes de forma precoz, y el desarrollo de nuevos
farmacos permiten vislumbrar la curacion para algin subgrupo de pacientes con MM. De
hecho, en los ultimos cinco afios se han aprobado seis farmacos para pacientes en
recaida: IMIDs de tercera generacion como la pomalidomida, IP de segunda generacion
como el carfilzomib y el ixazomib, anticuerpos monoclonales dirigidos contra la CP como
el elotuzumab y el daratumumab, y el panobinostat, un inhibidor de la enzima histona
deacetilasa. Debido a la disponibilidad de varias familias de nuevos farmacos que
admiten combinaciones entre si y con los farmacos convencionales como los alquilantes
y esteroides, la eleccion de la estrategia Optima de tratamiento representa actualmente
un reto en la practica clinica *°°.

El esquema de tratamiento en pacientes con MM de nuevo diagnéstico se decide
en funcioén de la edad, comorbilidades y ECOG. Los pacientes con edad igual o inferior a
65 afios son candidatos a TAPH, siempre que no presenten comorbilidades asociadas
(ECOG = 3, patologia cardiaca, respiratoria, etc.). En general, los pacientes con edad
superior a 65 aflos no son considerados candidatos a TAPH, aunque en pacientes entre
66 y 70 afios, con buen estado general y sin comorbilidades, se podria recomendar,
puesto que alarga la supervivencia sin incrementar la mortalidad asociada al
procedimiento ",

3.1.1 Tratamiento del paciente candidato a trasplante autdlogo

Los pacientes candidatos a TAPH reciben en primer lugar un tratamiento de
induccién cuyo objetivo es alcanzar la mejor respuesta posible. Durante esta fase se
extraen mediante aféresis las células progenitoras hematopoyéticas (CPH) autélogas y
se criopreservan hasta el momento de la infusién. Si la respuesta alcanzada tras cuatro
0 seis ciclos de induccién es adecuada, se procede a la realizaciéon del TAPH. Este

procedimiento consiste en la administracién de altas dosis de quimioterapia alquilante,
habitualmente melfalan, con una infusién posterior de las CPH autélogas (Figura 9) 1z,

13 La recuperacion de las tres series hematopoyéticas se produce generalmente a
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partir del dia +10 desde la infusion del producto que contiene las células mononucleadas
y CD34+. Generalmente, se requiere una dosis minima de 2x10% Kg de CD34+
infundidas para asegurar el injerto **?. La dinamica de la recuperacion de las distintas
poblaciones linfocitarias tanto en médula ésea como en sangre periférica tras el TAPH
comenz6 a estudiarse en los afios 90 gracias a la disponibilidad de la CMF ****'8_En |as
primeras dos semanas tras el TAPH se produce una expansion tanto de linfocitos T
CD8+ como de NK, lo cual permite una recuperacion rapida de estas poblaciones,
alcanzando niveles similares a los de individuos sanos al mes del TAPH . En ese
mismo periodo se produce una disminucion transitoria de linfocitos T reguladores (Treg).
Sin embargo, la recuperacion de los linfocitos B y de T CD4+ es mas tardia, alcanzando
niveles normales alrededor del afio postrasplante. Esto condiciona un descenso del

cociente CD4+/CD8+ durante el primer afio del TAPH y una mayor susceptibilidad a

infecciones 4 15119,
Infusion CPH
autologas
Aféresis CPH -2 -1 0 46 4100 +365
, | | | N .~ :)
' (1 I I I
4-6 ciclos Melfalan Aplasia Reconstitucién inmune
Induccion Trasplante autdlogo Mantenimiento

Figura 9. Esquema de tratamiento de los pacientes jovenes con MM. En linea
discontinua se representa el periodo de aplasia con la posterior recuperacién de la

hematopoyesis

El objetivo del TAPH es consolidar la respuesta alcanzada durante la induccién,

pues permite administrar una quimioterapia mieloablativa que potencialmente elimina las
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células residuales del mieloma, acortando el periodo de aplasia y disminuyendo asi los
riesgos asociados (infecciones, hemorragias...).

El TAPH se introdujo en los esquemas de tratamiento del paciente joven con MM
hace mas de dos décadas. Existen cinco estudios aleatorizados publicados que
comparan el TAPH frente a la quimioterapia convencional **°*?*, Unicamente en dos de
ellos el TAPH fue superior a la quimioterapia en términos de respuesta, supervivencia

120121 por el contrario, en los

libre de progresion (SLP) y supervivencia global (SG)
otros tres estudios, incluido el realizado por el Grupo Espafiol de Mieloma (GEM), el
TAPH no fue superior a la quimioterapia convencional en términos de supervivencia; no
obstante, la tasa de respuestas completas (RC) fue significativamente superior en la
rama de TAPH respecto a la poliquimioterapia (30% vs. 11%, P=0,002), con una
mediana de SLP de 42 meses y de SG de 61 meses %%

Los esquemas de induccion actuales basados en la combinacion de IP con
corticoides e IMIDs han permitido mejorar la calidad de la respuesta en la mayoria de
los pacientes con MM de nuevo diagndstico, asi como la tolerancia en comparacién con
los esquemas de poliquimioterapia convencional. En este contexto, se ha generado un
debate sobre el beneficio e indicacion del TAPH. Segun los resultados de cuatro
estudios prospectivos fase 3 que compararon esquemas de tratamiento con o sin TAPH
(Tabla 5), los pacientes que reciben IMIDs o IP en la induccién se siguen beneficiando
de las altas dosis de guimioterapia y TAPH, obteniendo una mejor tasa de respuestas y,
una SLP mas prolongada, con medianas estimadas de 43 - 50 meses. Aungue solo se
han demostrado diferencias en la SG en dos de los cuatro estudios, con estos
esquemas de induccion, TAPH y consolidacion/mantenimiento se han logrado medianas

125-128

de SG de hasta 80 meses , posicionando al TAPH como un eslabén clave de la

estrategia de tratamiento de los pacientes jovenes con MM.
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Tabla 5. Ensayos clinicos fase 3 con trasplante autélogo en MM

Mediana SLP SG a 4 afios
> MBRP (%) )
: Esquema de (meses) (%)
Estudio .
tratamiento
TAPH /No TAPH | TAPH/No TAPH | TAPH/ NoTAPH
Rd x4

GIMEMA

Tandem TAPH 59 vs. 63 43 vs. 22 * 81 vs. 65 *
Palumbo et al. vs. MPR x6
NEJM 2016. R vs. no R
Multicéntrico Rd x4
Gay et al. 102TAPH vs. 54 vs. 50 43 vs. 29 * 77 vs. 68 *
Lancet Oncol CRD x6 R vs.
2015. R-prd
IFM VRD x3
Attal et al. TAPH-VRDx2 88 vs. 78 * 50 vs. 36 * 81 vs. 82
NEJM 2017. vs. VRDx5

R mantenimiento
EMNO2/HO95 veDxsa 85 74 * NA 44 * No di ibl

, VS. VS. o disponible

Cavo et al. TAPH (106 2) vs. P
JCO 2016. VMP

NA: no alcanzada;V: bortezomib; C: ciclofosfamida; D: dexametasona; M: melfalan; P:

prednisona; R: lenalidomida; * diferencias estadisticamente significativas.

Las estrategias de consolidacién y mantenimiento tras el TAPH permiten el control

de la enfermedad a largo plazo. A pesar de que el papel de la consolidacién en el MM

aln genera controversia, hay datos que apoyan la eficacia del mismo pues mejora la

calidad de la respuesta, incrementando la tasa de minimal residual disease (MRD)

negativa.

El mantenimiento con nuevos agentes como la lenalidomida ha demostrado ser

eficaz y prolongar tanto la SLP como la SG. Segun los resultados de un reciente

metanalisis que incluyd mas de 1.200 pacientes que habian participado en ensayos

41




Introduccién

clinicos fase 3, el mantenimiento con lenalidomida prolonga la SG méas de 2 afios .
Estos resultados han llevado a la reciente aprobacién de la lenalidomida como
tratamiento de mantenimiento tras el TAPH % ', A pesar del efecto inmunomodulador
de este farmaco **, su efecto sobre la reconstitucion inmune tras el TAPH no esta claro
117132 Daratumumab podria ser préximamente una opcion atractiva como tratamiento de
mantenimiento, aunque para establecer conclusiones al respecto es necesario esperar a
los resultados del ensayo fase 3 del grupo francés que esta evaluando la eficacia del

mantenimiento con este farmaco.
3.2 Factores prondsticos al diagnéstico

El MM se caracteriza por una gran heterogeneidad clinica, si bien el curso
habitual de la mayoria de los MM pasa por una respuesta inicial al tratamiento seguida
de posteriores recaidas cada vez mas resistentes a los farmacos. La evaluacion
prondstica tiene gran relevancia clinica, pues permite predecir de forma aproximada el
riesgo de progresién y supervivencia de los pacientes con MMy, en ocasiones, guiar las
decisiones terapéuticas™*>.

Por otra parte, la identificacién de factores pronésticos permite evaluar cohortes
homogéneas de pacientes de acuerdo a la presencia de dichos factores, balanceando
asi las ramas en estudios de tratamiento experimental. Ademas, permite profundizar en
el conocimiento de la biologia de la enfermedad y optimizar la evaluacion inicial de los
pacientes con MM %,

La evaluacion pronéstica de los pacientes con MM candidatos a trasplante se

puede realizar en el momento del diagndstico y tras el TAPH.

3.2.1 Factores pronoésticos al diagnéstico en pacientes candidatos a trasplante

Numerosos grupos han trabajado en la identificacién de factores pronéstico en el
momento del diagndstico. Algunos se relacionan con el paciente, como el ECOG, la

edad, la B2-microglobulina (B2M), la albumina (Alb) o la insuficiencia renal avanzada ***
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1%, mientras que otros estan intrinsecamente relacionados con la biologia de la

enfermedad, como la citogenética, el contenido de ADN y el indice de proliferacion de la
CP clonal determinados por CMF, la lactatodeshidrogenasa (LDH) vy la morfologia
plasmablastica™® **" ¥, E| valor de la LDH refleja el recambio celular y se incrementa
en formas muy agresivas de la enfermedad. Un valor elevado de 2M es indicativo de
gran carga tumoral, aunque también se puede observar en situacion de insuficiencia
renal **.

La presencia de alteraciones citogenéticas identificadas mediante HISF es uno de
los factores prondstico con mayor impacto en el contexto del TAPH. El IMWG ha
establecido que las alteraciones que se asocian con una SG menor de 3 afios en los
pacientes candidatos a TAPH sean consideradas alteraciones citogenéticas de alto
riesgo (AR), correspondiéndose con la t(4;14), la t(14:16) y la del(17p) **°.

La presencia de la t(4;14) se ha asociado a mal prondstico en numerosos estudios
prospectivos y se considera uno de los factores prondstico de mayor peso en el contexto
del TAPH, con respuestas a la induccién, pero con recaidas precoces 0,

La t(14;16) se asocia a mal pronostico de acuerdo a los resultados de varios
estudios. Sin embargo, en un estudio prospectivo del grupo francés no se encontraron
diferencias en SG entre los pacientes con la (14;16) y aquellos sin la alteracion, si bien
es cierto que los pacientes que presentaron la alteracion recibieron doble trasplante **’.

La del(17p) también se relaciona con mal prondstico en el TAPH 140 141 143-145,148 -y,
se asocia no solo con una supervivencia mas corta, sino con resistencia a la
quimioterapia y recaidas con afectacion extramedular >4,

Varios grupos identificaron hace ya varios afios que la del(1p) se asociaba a peor
SLP y SG 1% aligual que las ganancias de 1q *** *°°.

Mediante el analisis del perfil de expresion génica (GEP) también se pueden
identificar pacientes con MM de alto riesgo. El grupo de Arkansas identificé un perfil de
expresion génica de 17 genes caracteristico en un subgrupo de pacientes con alto

riesgo de progresion en el primer afio tras el TAPH **°,
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En diferentes estudios prospectivos el tratamiento con esquemas que incluian
bortezomib logré mejorar la tasa de respuestas, la SLP y la SG de los pacientes con la
t(4;14)*"*°. Nuevos farmacos como el carfilzomib o la pomalidomida mejoran las
respuestas en los pacientes con alteraciones citogenéticas de AR, sin embargo no

160. 161 por el momento, la recomendacion del IMWG

logran revertir su mal prondéstico
es tratar a los pacientes con MM de AR citogenético con una combinacion de IP e IMIDs
con dexametasona seguida de TAPH ** y, en los casos en los que sea posible, con

doble TAPH 'y mantenimiento con lenalidomida.
3.3 Modelos de estratificacion pronéstica

Los modelos de estratificacion prondstica recomendados por el IMWG para ser
aplicados en el momento del diagnéstico de MM son el ISS y, recientemente, el R-ISS.

3.3.1 ISS (International Staging System)

En 2005, el IMWG publicé un estudio multicéntrico internacional, con mas de
10.000 pacientes con MM de nuevo diagndstico, en el que se identificaron dos
marcadores con valor pronéstico independiente, la 2M vy la Alb 3. La integracién de
estos dos marcadores en un modelo de estratificacion prondstica sencillo y robusto
permitié mejorar la estimacién de la supervivencia de los pacientes en el momento del

diagnéstico

(Tabla 6). Una de las grandes ventajas del ISS es que ha sido
ampliamente validado y utilizado por diferentes grupos, tanto en estudios prospectivos
aleatorizados, como en la practica clinica diaria. Sin embargo, es un modelo que se
basa en la p2M, que no estd primariamente relacionada con la biologia de la
enfermedad, y que se eleva en los pacientes con insuficiencia renal ***. Ademas, este
estudio multicéntrico incluyd pacientes tratados entre 1980 y 2002, y que, por tanto, no

habian recibido IP o IMIDs, de ahi que algunos estudios hayan cuestionado el valor de

este modelo para la clasificacion prondstica actual de los pacientes con MM **,
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3.3.2 Combinaciones del ISS con otras variables clinico-biolégicas

En 2013, el IMWG llevo a cabo un estudio retrospectivo que incluyé mas de 2.500
pacientes con el fin de investigar el impacto pronéstico de la combinacién del
mencionado ISS con uno de los méas importantes factores prondstico en el MM, las
alteraciones citogenéticas de AR, como la t(4;14) y la del(17p) **. Los resultados de
dicho estudio confirmaron lo que otros grupos habian demostrado previamente, que la
combinacion de ambas variables mejoraba la estratificacion prondéstica de los pacientes
(Tabla 6) *>'°® Por otro lado, la coexistencia de 3 alteraciones citogenéticas de AR
permite identificar un subgrupo de muy alto riesgo, con una mediana de SG de 9 meses
155_

Estudios posteriores han ido elaborando modelos estadisticos que afaden, de
forma similar a los previos, distintas variables al ISS para mejorar la evaluacion
prondstica '*’. En un estudio multicéntrico europeo se evalué el valor de un modelo para
la prediccion de recaidas o progresiones precoces (< 2 afios desde el diagndstico) en
pacientes con MM sometidos a TAPH y se identificaron 4 grupos con distinta

probabilidad de SG a 2 afios, siendo del 55 % en el grupo de alto riesgo (Tabla 6) .

3.3.1 R-ISS (Revised-International Staging System)

Finalmente, el IMWG puso en marcha un estudio multicéntrico internacional con
el fin de establecer un modelo definitivo que incorporara variables relacionadas con el
paciente y con la biologia de la enfermedad. El estudio incluyé 3.060 pacientes con MM
de nuevo diagnoéstico tratados en el contexto de ensayos clinicos con IP o IMIDs, entre
2005 y 2012, incluyendo candidatos y no candidatos a TAPH. En 2015, se publicé el
modelo pronéstico resultante denominado ISS revisado o R-ISS '*°. Este modelo
permite la identificacion de tres grupos de pacientes con una clara diferencia en SLP y
SG (Tabla 6). Por ello, actualmente el IMWG recomienda la utilizacion de este modelo

para la evaluacién prondéstica de los pacientes con MM de nuevo diagndstico.
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Tabla 6. Modelos de estratificacion pronéstica para MM de nuevo diagnostico

Modelo de estratificacion prondstica Grupo n (%) Supervivencia
ISS 163 Mediana SG (meses)

Alb >3,5g/dLy B2M < 3,5 mg/L | 3117 (29) 62

Alb <3,5g/dLy p2M: 3,5-5,4 mg/L I 3977 (37) 45

B2M = 5,5 mg/L T 3655 (34) 29
GMMG-HD3 /GMMG-HD4 **° Prob SG a 5 afios (%)

ISS | + CTG riesgo estandar Fav 132 (42) 72

ISS1+ CTG AR

ISS 1I/1Il + CTG riesgo estandar nt 138 (44) 62

ISS I/l + CTG AR Alto 44 (14) 41

Britanico MRC IX trial **°

Mediana SG (meses)

ISS I/l + CTG riesgo estandar

ISS1+1CTG AR Fav 242 (38) 08
ISS1+2CTG AR
ISS /Il + 1 CTG AR Int 300 (48) 41
ISS Il + CTG riesgo estandar
ISS /Il + 2 CTG AR Alto 87 (14) 19
IFM+MRC+PETHEMA *® Prob SG a 5 afios (%)
ISS I/l CTG riesgo estandar Fav 935 (52) 70
ISS |+ CTG AR Int 526 (27) 40
ISS Il + CTG riesgo estandar
ISS I/l + CTG AR Alto 378 (21) 30
IFM 2005-01+GIMEMA+PETHEMA+HOVON®5 **° Prob SG a 2 afios (%)
1 punto por cada variable: 0 888 (57) 93
-ISS 1 1 489 (32) 85
-CTG AR 2 65 (4) 67
-LDH? 3 114 (7) 55
R-1SS Prob SG a5 afios (%)
ISS I+CTG riesgo estandar+LDH N R-ISS | 871 (28) 82
No R-ISS | ni R-ISS Il R-ISS I 1894 (62) 62
ISS I+ CTGAR G ISS Il + LDH 1 R-ISS 11l 295 (10) 40

CTG: alteraciones citogenéticas detectadas por HISF; AR: alto riesgo; Prob: probabilidad; Fav:

favorable; Int: intermedio; N: normal; 1: elevada.
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A pesar de que algunos de los modelos prondsticos presentados, especialmente el
ISS, han sido ampliamente validados y utilizados en la practica clinica, la realidad es
qgue por el momento no se utilizan para guiar estrategias terapéuticas adaptadas al
riesgo. Como excepcién se podria mencionar la estrategia de doble trasplante en MM de
alto riesgo citogenético **® o la estrategia MSMART propuesta por la Clinica Mayo ™.
De ahi que sean necesarios mas estudios para validar herramientas prondsticas que
integren factores del paciente y de la biologia de la enfermedad, para detectar
biomarcadores predictores de respuesta que identifiquen potenciales respondedores a
determinados farmacos y asi poder implementar tratamientos personalizados en un

futuro.
3.4 Factores prondsticos tras el trasplante autélogo

En el MM se han identificado no solo factores prondsticos en el momento del
diagnodstico, sino también marcadores que podriamos denominar dindmicos y que
actualizan el riesgo de progresion o supervivencia de acuerdo a distintos eventos que
acontecen en diferentes momentos de la evolucion de la enfermedad, como en el
periodo postrasplante. La respuesta alcanzada al dia +100, la presencia de MRD y la
presencia de marcadores de reconstitucibn inmune son algunos de los factores

prondsticos dinAmicos mas relevantes tras el trasplante autélogo.

3.4.1 Respuesta al tratamiento dia +100

Tras el TAPH, se recomienda que la evaluacién de la respuesta se realice en el
dia +100. Los criterios de respuesta propuestos por el IMWG se han actualizado
recientemente e incluyen la evaluacion de la respuesta mediante técnicas serologicas y

ademas técnicas de mayor sensibilidad para la deteccién de la MRD (Tabla 7) *'*.

3.4.1.1 Respuesta al tratamiento por técnicas seroldgicas
La respuesta al tratamiento en el dia +100 del TAPH es un marcador sustitutivo

de SLP y SG, dado que una mayor calidad de la respuesta permite predecir un menor
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riesgo de recaida postrasplante y una mayor supervivencia. Esta conclusion se ha
validado en numerosos estudios con pacientes sometidos a TAPH, tanto en la época de

| 172174 como con los nuevos farmacos IMIDs/IP 4178 E|

la quimioterapia convenciona
GEM demostré en un estudio prospectivo con mas de 600 pacientes que aquellos que
alcanzaban RC postrasplante tenian una SLP y una SG mas prolongadas que los que
no alcanzaban RC '™,

Otro concepto interesante es que la calidad de respuesta postrasplante depende
de la eficacia del tratamiento recibido y la respuesta alcanzada en la induccién, tal y
como demostraron el grupo de la Clinica Mayo *° y el GEM ", Los resultados de un
metaanalisis mostraron una asociacion entre la calidad de la respuesta alcanzada tras la
induccion y la supervivencia a largo plazo . En base a los resultados de dichos
estudios, la recomendacién es intentar alcanzar la mejor respuesta posible, al menos
RP tras la induccion, antes de realizar el TAPH.

La incorporacion de IP e IMIDs, como bortezomib (V), talidomida (T) o
lenalidomida (R), a los esquemas de induccién ha supuesto una mejora de las tasas de
RC pretrasplante y postrasplante y es bien aceptado que los pacientes deben recibir una
combinacion basada en tres farmacos. EIl GEM demostré en el ensayo clinico fase 3
GEMO5 que VTD era superior a la poliqguimioterapia convencional como tratamiento de
induccién en pacientes jovenes, con tasas de RC pretrasplante y postrasplante
superiores en el grupo de VTD (35 y 46% con VTD vs. 21 y 38% con poliquimioterapia,
P=0,01), lo cual se tradujo en una mediana de SLP también significativamente mas larga
(56 vs. 35 meses) ®. Otros estudios han confirmado el beneficio de VTD 8% 82 y,
recientemente, el GEM ha evaluado VRD en una serie de 455 pacientes demostrando
que es igual de eficaz que VTD '3, pero con mejor perfil de toxicidad, por lo que seré el
nuevo estandar en el futuro. Varios estudios se encuentran actualmente en marcha
evaluando el impacto de la adicién de otros farmacos como elotuzumab o daratumumab,

con el fin de aumentar la calidad de la respuesta postrasplante *#.
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En resumen, la eleccion de un esquema de induccion 6ptimo es un aspecto
relevante para la realizacion posterior del TAPH. En base a la evidencia disponible, en el
momento actual se recomienda la utilizacion de un esquema de inducciéon que incluya
tres farmacos: bortezomib, dexametasona, y un IMIDs (lenalidomida o talidomida),

H 8 Mediante esta

reservando el alquilante para el acondicionamiento del TAP
estrategia, aproximadamente un tercio de los pacientes alcanzardn RC previo al TAPH

con una mejora de la tasa de respuestas tras el mismo de hasta el 50%.

Tabla 7. Criterios de respuesta al tratamiento en el MM (IMWG 2016)

Categorias de cm
respuesta CM (suero) {orina) IF {suero) IF (orina) CP en MO sFLC ratio IHQ/CMF
Remision
completa estricta Negatvo <5% Normal Negativa
(RCe)
Respuesta A y
completa (RC) Negatvo <5% Alterado N/A
Muy buena
respuesta parcial | >90% <100 mgi24h
(MBRP)
Respuesta . >90% Positivo NIA N/A NIA
parcial (RP) 1>50% ¥/
<200 my24an
:::;.';;ue&m menor |>25% |>50%
125% del valor de la mejor respuesta alcanzada En MM no En MM no
secretor: ;
Enfermedad en Incremento | Incremento secrelor. Incremento N/A
progresion (EP) absoluto absoluto N/A Incrementa ) absoluto
20,5 gldL 2200 mgi24 h absoluto 210% Dif FLC>10 mgidL
Enfenisdad Mo cumple criterios de RCe. RC. MBRP, RP, RM, ni EP.
estable (EE)
Evaluacion de la minimal residual disease (MRD) en los paclentes que alcanzan RC
MRD negativa Ausencia de CP en MO clonales fenotipicamente aberrantes usando criterios Euro-Flow o metodo equivalente
por CMF valdado para la deteccion de una MRD con una sensibilidad minima de 10 E-5,
MRD negativa Ausencia de CP en MO clonales por NGS, La definicion de clonalidad requiere 2 lecturas de secuenclacion
por molecular idénticas utilzando una plataforma LymphoSIGHT o métado equivalente validado con una sensibilidad minima
de 10 E-5.
Imagen y MRD MRD negativa (por NGS y/o CMF) + desaparicion de cualquier area de captacion PET/TC respecto al
negativa diagnastico o descenso de la captacion SUV respecto al mediastino o al tejido de partes blandas adyacente.
MRD negativa Criterios de imagen y MRD negativa confirmados con al menos un afo de diferencia. Las revaluaciones
mantenida conseculivas debe especificar la duracion de la negatividad (MRD neg a los 5 afos).
3412 MRD

Dado que aproximadamente la mitad de los pacientes con MM tratados con los
esquemas actuales alcanzardn RC, es necesario implantar metodologias con mayor

sensibilidad que las técnicas convencionales en suero para la deteccion de células
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mielomatosas residuales, pues éstas seran las potenciales responsables de la recaida.
Recientemente el IMWG ha actualizado los criterios de respuesta al tratamiento (Tabla
7), incorporando la MRD evaluada tanto dentro como fuera de la MO con diferentes
técnicas de alta sensibilidad .

— La deteccion de MRD en MO mediante CMF alcanza una sensibilidad de hasta
10°. El GEM demostré en un estudio prospectivo que la deteccién de MRD por CMF en
el dia +100 del trasplante era el factor prondstico independiente mas importante para
SLP y SG; los pacientes con MRD negativa al dia +100 presentaron una mediana de
SLP significativamente mayor, 71 meses comparado con 37 meses en los pacientes con
MRD positiva (P<0,001); y una mediana de SG no alcanzada frente a 89 meses en el
grupo con deteccién de MRD positiva (P=0,002) **°. El valor pronéstico de la MRD antes
y después del TAPH ha sido validado posteriormente en un estudio prospectivo del
grupo britanico **’.

— Ladeteccion de MRD en MO mediante técnicas moleculares:

Varios estudios han demostrado el valor prondstico de la deteccién de la MRD por
PCR cuantitativa ***%. En 2005, el grupo de Salamanca llevé a cabo un estudio en el
gue comparé la PCR cuantitativa (ASO RQ-PCR) con la CMF en la cuantificacion de
MRD en pacientes con MM **. Los resultados mostraron que ASO-RQ-PCR tenia una
sensibilidad ligeramente més alta (10°-10°), sin embargo la aplicabilidad de la CMF fue
significativamente superior. Estos resultados fueron validados posteriormente por el
mismo grupo en un estudio prospectivo *%.

El GEM también llevé a cabo un estudio de deteccion de MRD mediante la
aplicacion de una plataforma de secuenciacion basada en NGS, LymphoSIGHT. Dicha
estrategia tuvo una concordancia del 83% con la CMF y del 85% con la ASO-RQ-PCR, y
permitié identificar pacientes en RC con MRD negativa (sensibilidad de 10°) que
alcanzaron una mediana de SLP significativamente mayor comparada con los pacientes

con MRD positiva (131 vs. 35 meses, P<0,001) **,
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— La evaluacién de la enfermedad extramedular es complementaria a la
evaluacion de la MRD medular (Tabla 7). Dos estudios prospectivos han evaluado el
papel de la PET/TC con 18" FDG como técnica de imagen para evaluar la enfermedad
extramedular antes y después del TAPH. Bartel et al. demostraron que los pacientes en
RC metabdlica antes del TAPH tenian una SLP y SG més prolongadas que aquellos con
captacion %2, Zamagni et al. pusieron de manifiesto que la PET/TC también es una
técnica util para evaluar la respuesta extramedular tras el TAPH: el 23% de los
pacientes en RC medular presentaron captacion en la PET/TC y tuvieron una
probabilidad de SLP a 4 afios inferior que aquellos que no mostraron lesiones
hipermetabdlicas (30 vs. 61%, P = 0,019) **,

Aunqgue actualmente la deteccién de la MRD no determina la toma de decisiones
terapéuticas, hay que sefialar que hay ensayos clinicos fase 3 en marcha evaluando el
papel de la MRD para la identificacion de los pacientes que mas se beneficiaran de
estrategias de tratamiento postrasplante, como la consolidacion y el mantenimiento. Los
resultados de dichos estudios abrirAn la puerta a la implementacion de la terapia

personalizada en el contexto del postrasplante.

3.4.2 Recuperacion inmune postrasplante

El TAPH podria tener un efecto de reset inmunoldgico y de "injerto autélogo contra
tumor" tras el procedimiento, de acuerdo a los resultados de varios estudios en los que
se muestra el beneficio clinico de una reconstitucién inmune precoz *%* %

En primer lugar, la dinamica de la recuperacién de las distintas poblaciones
linfocitarias tras el TAPH tiene impacto prondéstico. El grupo de la Clinica Mayo demostré
la asociacién entre un recuento = 500 linfocitos/uL en el dia +15 del TAPH y una SLP y
SG mas prolongadas, tanto en MM % ¢ 197 "como en amiloidosis AL %, linfoma de
Hodgkin o leucemia mieloblastica aguda *** ?®°; y en dos estudios prospectivos en LNH

201,202 Ademads, varios estudios han demostrado que la dosis infundida de linfocitos se

correlaciona con el recuento linfocitario en el dia +15 del TAPH, y tiene un impacto
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prondstico, pues dosis = 0,5x10°%Kg de linfocitos se asociaron con una SG mas
prolongada en pacientes con MMy LNH 2°®2%_E| recuento de células NK también tiene
impacto prondéstico, puesto que los recuentos elevados de NK al mes del TAPH, > 200
células/uL, se asocian con mayor SLP 18,

En cambio, una mayor proporcién de linfocitos T reg, el descenso de la proporcion
de NK y el aumento de linfocitos T CD8+ senescentes (con menor expresion de CD28 y
aumento de CD57 y PD-1) al dia +100 se asociaron de forma significativa con recaidas
postrasplante **’.

Hasta la fecha no se han realizado estudios de subpoblaciones linfocitarias B ni se
ha establecido una correlacién con la recuperacion de las Ig policlonales y su potencial
papel prondstico en el contexto del TAPH. Sin embargo, si se ha estudiado la aparicién
de bandas oligoclonales, un fenémeno que aparece tras el TAPH hasta en el 60% de los
pacientes en RC tratados con nuevos farmacos y que es reflejo de una respuesta
humoral oligoclonal B? 2%, Este fenémeno se identifica al detectar multiples bandas en
la IF en suero y/o orina. Puede ser un fendmeno transitorio, aunque si se presenta de
forma sostenida se asocia con mejor supervivencia tras el TAPH 2%°.

Ademds, en un estudio donde se analizaron las poblaciones linfocitarias
circulantes de pacientes con MM en RC seis afios después de la realizacion de TAPH,
se demostré6 que estos pacientes presentaban un patrébn inmune caracteristico y
diferente al de los individuos sanos, con predominio de linfocitos T CD4+ y CD8+ de
memoria efectores y un incremento de linfocitos B naive 211 Por tanto, ademas de una
recuperacion inmune precoz, es importante que el estatus de inmonocompetencia se
mantenga en el tiempo, pues probablemente juegue un papel crucial en el control de la
enfermedad.

3.4.2.1 Perspectivas futuras: estrategias de inmunoterapia en el TAPH

Una de las capacidades que adquiere la célula tumoral en el desarrollo de un

tumor es la evasion del control del sistema inmune #*2, de ahi que la recuperacion de la
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actividad antitumoral del sistema inmune sea una estrategia prometedora y clave en el
control del cancer.

De hecho, en el momento actual hay un interés creciente en el uso de la
inmunoterapia para el tratamiento del MM y en el periodo postrasplante autélogo como
escenario optimo para la aplicacion de estrategias de inmunoterapia. La terapia adoptiva
es una terapia antitumoral personalizada que implica la administracion de células del
sistema inmune del paciente que han sido modificadas mediante técnicas de ingenieria
genética con el fin de proporcionarles actividad antitumoral directa 2. Las razones por
las que el periodo postrasplante autélogo es un momento idéneo para la aplicacion de
esta estrategias son varias:

- El acondicionamiento mieloablativo con melfalan permite una deplecion efectiva
de linfocitos que favorece la proliferacion homeostética de los linfocitos T modificados e
infundidos posteriormente. Ademas, se eliminan los mecanismos de tolerancia
intrinsecos que impiden generalmente la generacién de una inmunidad antitumoral
efectiva, se induce una liberacién de CK que genera un microambiente favorable para
los linfocitos T modificados, y en este contexto, ademas, se podria aumentar la eficacia
de vacunas especificas contra el tumor al seleccionar el desarrollo de un repertorio de
linfocitos T con mayor capacidad de reconocimiento tumoral ** %4,

- La baja carga tumoral generalmente presente después del TAPH.

- La evidencia de que la recuperacion inmune precoz tras el TAPH tiene un
impacto positivo en la supervivencia de los pacientes con MM, probablemente por el
control que ejerce el sistema inmune sobre la enfermedad residual postrasplante. La
recuperacion de determinadas poblaciones citotéxicas como las células NK o los
linfocitos CD8+ activados y la disminucién de los linfocitos Treg se asocia con un
beneficio clinico, por lo que podrian ser poblaciones diana en las estrategias de
inmunoterapia **'.

En el afio 2010 se publicé un estudio prospectivo fase 1 donde se analiz6 la
seguridad de la movilizacion de CPH autdlogas con IL-2, G-CSF y GM-CSF con el fin de
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movilizar un mayor namero de linfocitos T CD8+, CD4+ y células NK. La tolerancia a
dicho esquema de movilizacién fue buena y los resultados sugieren que podria acelerar
la reconstitucion inmune tras el TAPH®*®. Otros estudios han demostrado que los
pacientes movilizados con el plerixafor, un antagonista de CXCR4, tienen mayores
recuentos de linfocitos T, CD4+ y CD8+, células NK y dendriticas en el producto de
aféresis 2** %", Sin embargo, no se han publicado hasta la fecha resultados de estudios
fase 3 que demuestren la superioridad de dichos esquemas de movilizacion frente al
convencional con G-CSF en cuanto a supervivencia y recuperacion inmune.

El grupo de Baltimore ha trabajado desde hace afos para restaurar la inmunidad
de forma precoz tras el TAPH en pacientes con MM mediante estrategias de
inmunoterapia adoptiva y vacunacién antitumoral ?*®. Los resultados de un estudio fase
1/2 con infusiéon de linfocitos T aut6logos activados en el contexto del TAPH en
pacientes con MM demuestran por primera vez que una estrategia combinada de
inmunoterapia adoptiva y vacunacion contra antigenos tumorales genera una rapida
respuesta celular y humoral postrasplante, asociandose ademas con una SLP mas
prolongada .

Otras estrategias que se han llevado a cabo con éxito en ensayos fase 1 consisten
en la coadministracion de otros componentes celulares en el TAPH para potenciar la
recuperacion inmune postrasplante, como células mesenquimales ?*° o células NK de
sangre de cordén umbilical %2

Por todo ello, parece que la potenciacién del sistema inmune en el reconocimiento
y eliminacién de las células mielomatosas residuales tras el TAPH es una estrategia
prometedora que podria disminuir la tasa de recaidas postrasplante y aumentar la
supervivencia de los pacientes con MM. Sin embargo, a pesar del potencial de las
estrategias de inmunoterapia, son necesarios mas estudios sobre la dinAmica de
recuperacion inmune postrasplante que ayuden a definir el momento éptimo para
aplicarlas, asi como la identificacion de biomarcadores precoces de disfuncion inmune
gue guien en la aplicacion de estas estrategias.
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Justificacion e hipoétesis de trabajo

El mieloma multiple (MM) es una neoplasia clinicamente heterogénea en la que la
identificacion de factores prondésticos es fundamental para estimar una prediccion del
curso de la enfermedad en cada paciente, disefiar estrategias terapéuticas dirigidas a

evitar la aparicion de recaidas y, por tanto, a prolongar la supervivencia.

La evaluacion pronostica del MM a lo largo de la historia natural de la enfermedad
requiere la utilizacién tanto de factores pronosticos presentes en el momento del
diagnostico como de marcadores dependientes del tiempo e influenciados por los
tratamientos. En primer lugar, dado que la practica totalidad de los MM estan precedidos
por gammapatias asintomaticas, adquiere gran relevancia la disponibilidad de
marcadores prondsticos que permitan predecir el riesgo de progresion de mieloma
asintomatico o quiescente (MMQ) a MM. Por otro lado, en el momento del diagnéstico
del MM, aunque se dispone de nuevos modelos que integran marcadores prondsticos
relacionados con el paciente y la biologia de la enfermedad, su aplicabilidad no esta del
todo consolidada. Finalmente, el trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos
(TAPH) es un eslabon fundamental de la estrategia de tratamiento de los pacientes
jovenes, pero la enfermedad sigue siendo incurable con aparicion de recaidas
postrasplante. Por ello, es necesaria una evaluacion prondstica dinamica que permita
predecir el riesgo de recaida y de supervivencia en diferentes momentos postrasplante y
gue guie la toma de decisiones clinicas, especialmente en el momento actual con la

aprobacién de estrategias de mantenimiento y de inmunoterapia.

Como se ha mencionado en la introduccion, todos los MM estan precedidos por
entidades premalignas como la GMSI y el MMQ. EI MMQ es una enfermedad
heterogénea en la que se identifican diferentes grupos de pacientes de acuerdo al
riesgo de progresion: bajo, intermedio, alto o muy alto. Los pacientes de riesgo alto
tienen una probabilidad de progresar a MM a los 2 afios del diagnéstico del 50%,
mientras que en el grupo de riesgo muy alto la probabilidad de progresion a MM es

superior al 80% a los 2 afios. Este ultimo grupo se considera MM segun los nuevos
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criterios diagnosticos de 2014 y se beneficia de recibir tratamiento antes de que
aparezca dafio organico o sintomatologia CRAB. En este contexto, hay un interés
creciente por identificar en el momento del diagnéstico del MMQ marcadores que
permitan determinar con mayor exactitud el riesgo de progresion a MM. La presencia de
cadena ligera monoclonal de las inmunoglobulinas o proteina de Bence Jones (BJ) en la
orina es un marcador tumoral cuya determinacion est4 estandarizada en todos los
centros. Hasta ahora no se ha investigado el valor de la proteinuria de BJ como
marcador prondéstico de progresion a MM. La confirmacién de esta hipétesis supondria
disponer de un parametro cuantificado en la practica clinica diaria, capaz de identificar
pacientes con MMQ con riesgo alto de progresion a MM y por tanto, que precisen un
seguimiento mas frecuente o, incluso, con riesgo muy alto de progresion que requieran

tratamiento activo de una manera precoz.

Por lo que respecta al MM, el modelo de estratificacion pronéstica mas utilizado en
la préactica clinica en el momento del diagndstico es el ISS. Sin embargo, fue elaborado
en una serie de pacientes que no recibieron nuevos farmacos vy, por ello, algunos grupos
cuestionan actualmente su utilidad clinica. En 2015, el International Myeloma Working
Group (IMWG) propuso el ISS revisado (R-ISS), un modelo de estimacién de riesgo
elaborado en un estudio que incluyé un gran niumero de pacientes de nuevo diagndstico
candidatos y no candidatos a TAPH tratados en ensayos clinicos. A diferencia del ISS,
el R-ISS incorpora variables relacionadas con la biologia de la célula tumoral y de valor
prondstico confirmado, como las alteraciones citogenéticas de alto riesgo y la LDH.
Puesto gue se trata de un modelo reciente, ain no ha sido ampliamente validado en la
practica clinica, especialmente en el contexto del TAPH vy, lo que es mas importante,
aunque discrimina tres grupos de pacientes, la mayoria de ellos estan en el grupo R-ISS
Il y hace que sélo sea posible identificar un pequefio grupo de pacientes en los que
podamos predecir supervivencias extremas, tanto largas como cortas. Por tanto, es

necesario investigar el grupo R-ISS Il para intentar identificar diferentes subgrupos de
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pacientes con un prondéstico mas preciso. Para ello, se ha seleccionado una serie de
pacientes tratados con nuevos farmacos y TAPH en centros de referencia para el MM
como son la Clinica Mayo y el Complejo Asistencial Universitario de Salamanca, en los
cuales se ha planteado validar el R-ISS e identificar pacientes dentro del grupo R-ISS II

con diferente prondstico.

En dltimo lugar, dado que los pacientes jovenes con MM siguen teniendo recaidas
postrasplante, la definicion de marcadores dinamicos que permitan identificar pacientes
con mayor riesgo de recaida y corta supervivencia tras el TAPH es de gran interés. La
inmunoparesia se define por el descenso de las inmunoglobulinas policlonales y se
relaciona con una supresion reversible de los precursores de la célula B. Es una
condicion frecuente en el momento del diagnéstico del MM que se asocia con mal
pronostico, aunque no hay evidencia acerca de su prevalencia y significado tras el
TAPH. Los resultados aportados por varios estudios apuntan a un impacto positivo de la
recuperacion inmune precoz y sostenida tras el TAPH. Seria esperable, por tanto, que
tras el TAPH se produjera una recuperacion de las Igs policlonales que retrasaria la
aparicion de recaidas y se asociaria a mejor pronéstico, y viceversa, la persistencia de
inmunoparesia podria ser un marcador de disfuncion inmune predictor de progresion
tras el TAPH. Para comprobar esta hipotesis se ha utilizado la serie de pacientes con
MM tratados en el Complejo Asistencial Universitario de Salamanca que es el centro de

referencia de Castilla y Ledn para la realizacion de TAPH desde los afios 90.
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Objetivos

1. Determinar el papel de la proteinuria de Bence Jones en el mieloma asintomatico

(MMQ) como marcador prondstico de progresién a mieloma sintomatico (MM).

Identificar un potencial punto de corte de la proteinuria de BJ con valor
pronéstico en el MMQ.

Validar los modelos de estratificacion prondstica de la Clinica Mayo y el
grupo Espafiol de Mieloma (GEM) para el MMQ y establecer una

comparacion con la proteinuria de BJ como potencial factor prondstico.

2. Validar el nuevo modelo de estratificacion pronostica R-ISS en una serie de

pacientes con MM que hayan recibido nuevos farmacos en la induccion y

trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos (TAPH).

Comparar la estratificacion prondéstica realizada mediante el ISS con el
nuevo R-ISS.

Analizar el valor pronéstico de las alteraciones citogenéticas detectadas
por HISF y su implicacién en el nuevo modelo pronéstico.

Identificar en el grupo R-ISS Il subgrupos de pacientes con distinto

pronéstico.

3. Evaluar el impacto prondstico de la recuperacién de las inmunoglobulinas

policlonales en pacientes con MM en distintos momentos postrasplante autélogo.

Determinar la prevalencia, los determinantes y la dindmica de la
recuperacion de las inmunoglobulinas policlonales tras el TAPH en el
MM.

Validar otros factores pronésticos reconocidos en pacientes sometidos a
TAPH.

Analizar la eficacia del TAPH en términos de respuesta, supervivencia

libre de progresioén y supervivencia global.
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Trabajo 1

5. Trabajo 1. La proteinuria de Bence Jones en pacientes con mieloma

asintoméatico como predictor de progresiéon a mieloma.

BENCE JONES PROTEINURIA IN SMOLDERING MULTIPLE MYELOMA
AS A PREDICTOR MARKER OF PROGRESSION

TO SYMPTOMATIC MULTIPLE MYELOMA

Verénica Gonzalez-Calle, Julio Davila, Fernando Escalante, Alfonso Garcia de
Coca, Carmen Aguilera, Rosa Lopez, Abelardo Barez, José Maria Alonso,
Roberto Herndndez, José Mariano Hernandez, Pilar de la Fuente, Noemi Puig,
Enrigue Maria Ocio, Norma Carmen Gutiérrez, Ramoén Garcia-Sanz y Maria

Victoria Mateos.

Leukemia. 2016;30(10):2026-31.
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5.1 Resumen trabajo 1

LA PROTEINURIA DE BENCE JONES EN PACIENTES CON MIELOMA
ASINTOMATICO COMO PREDICTOR DE PROGRESION A MIELOMA.

INTRODUCCION: El mieloma mdltiple asintomatico (MMQ) representa un estadio

intermedio entre la gammapatia monoclonal de significado incierto (GMSI) y el mieloma
sintomatico (MM), con un riesgo de progresion a MM de 10% al afio. Este riesgo no es
homogéneo: algunos pacientes tienen un riesgo de progresion similar a la GMSI, 1% por
afio, mientras que otros tienen un riesgo de progresion alto, 10% por afio. Modelos
como el de la Clinica Mayo o el del grupo espafiol de Mieloma, elaborados en series
prospectivas y validados en un ensayo clinico fase 3, permiten identificar pacientes de
alto riesgo, con un 50% de probablilidad de progresion a MM en los 2 afios desde el
diagnoéstico. La proteinuria de Bence Jones (BJ), definida por la presencia de cadena
ligera de las inmunoglobulinas clonales en la orina, se asocia con la carga tumoral; sin
embargo, no hay evidencia clara sobre su papel pronéstico en pacientes con MMQ en el
momento del diagnédstico.

OBJETIVOS: 1) Investigar si la presencia de proteinuria BJ en pacientes con MMQ
predice la progresion a MM. 2) En tal caso, establecer un potencial punto de corte de la
cantidad de proteinuria de BJ con valor pronéstico. 3) Validar en dicha serie los modelos
predictivos de riesgo propuestos por la Clinica Mayo y el grupo espafiol de Mieloma.

METODOS: En colaboracion con el grupo de Gammapatias Monoclonales de
Castilla y Lebn se realiz6 un estudio retrospectivo que consisti6 en una revision
sistematica de datos clinico-biolégicos de los pacientes diagnosticados de MMQ en
Castilla y Leo6n, y Plasencia, de forma consecutiva entre los afios 1986 y 2013. El
objetivo primario fue el tiempo hasta la progresion (TTP), definido como el tiempo desde
el diagnéstico hasta la progresion a MM sintomatico, que se establecié por la aparicién
de sintomatologia CRAB segun los criterios diagnoésticos de 2003. El estudio se llevé a

cabo siguiendo los principios éticos de la Declaracion de Helsinki.
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RESULTADOS: 152 pacientes con MMQ procedentes de Castilla y Leon y

Plasencia fueron incluidos en este estudio. En 41 pacientes (27%) se detect6 proteinuria
de BJ al diagnéstico, de ellos 24 (58%) presentaron BJ tipo kappa y los restantes 17
(42%) tipo lambda. La mediana de concentracion de proteinuria de BJ fue 100 mg en
24h y 7 pacientes presentaron = 500 mg en 24h. Un total de 36 pacientes (24%) tenian
un MMQ de alto riesgo de acuerdo a los criterios de la Clinica Mayo y 58 pacientes
(40%) segun los criterios del grupo espariol.

Con una mediana de seguimiento de 65 meses, la mediana de TTP de la serie
global fue 68 meses, con una probabilidad de progresion a 5 afios del 49%. Dentro del
grupo de pacientes con proteinuria de BJ al diagnéstico (n=41), 24 progresaron, con una
mediana de TTP significativamente mas corta que los pacientes sin proteinuria de BJ:
21,7 meses vs. 88,3 meses (HR: 2,3; IC 95%: 1,4 - 3,4; P=0,002), lo que se tradujo en
un riesgo de progresion a 2 afios del 51%. Al analizar si la cantidad de proteinuria de BJ
diferenciaba subgrupos de pacientes con distinto riesgo de progresion, se objetivd que
aquellos con = 500 mg en 24h presentaban una mediana de TTP de 13,3 meses (HR:
2,4;1C 95%: 1,6 - 3,6; P<0,001), y tenian una probabilidad de progresion a 18 meses del
80%. En el analisis univariante de la serie se validaron los criterios de MMQ de alto
riesgo de la Clinica Mayo y del grupo espafiol. Ademas, en el analisis multivariante, la
presencia de proteinuria de BJ al diagnéstico fue también un factor prondstico
independiente para predecir progresion a MM (HR: 2,3; IC 95%: 1,4-3,9; P<0,001).

DISCUSION Y CONCLUSIONES: En esta serie de pacientes con MMQ, la

proteinuria de BJ se detecté en casi el 30% de los pacientes al diagndstico. La
proteinuria de BJ se asoci6 de forma independiente con un riesgo aumentado de
progresion a MM, similar al de los MMQ de alto riesgo segun los criterios de la Clinica
Mayo y el grupo espafiol: 51% de riesgo de progresién a 2 afios. En los pacientes con
una excrecion de proteina de BJ de al menos 500 mg al dia, la mediana de tiempo hasta
la progresion fue de poco mas de 1 afo, pudiendo, por tanto, identificar un subgrupo de
pacientes con riesgo inminente de desarrollar MM.
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Si estos resultados fueran validados en estudios prospectivos se podria considerar
la proteinuria de BJ como un marcador que permite la identificacién de pacientes con
MMQ que tienen un alto riesgo de progresion a MMy, que la deteccién de al menos 500
mg de proteinuria de BJ al dia ayudaria en la identificacién de pacientes con riesgo de

progresion muy alto, y por tanto, candidatos a recibir tratamiento precoz para el MM.
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Bence Jones proteinuria in smoldering multiple myeloma as a
predictor marker of progression to symptomatic multiple

myeloma

V Gonzalez-Calle', J Dévila', F Escalante?, AG de Coca®, C Aguilera®, R Lépez®, A Béarez®, JM Alonso’, R Hernandez®, JM Hernandez®,
P de la Fuente'®, N Puig’, EM Ocio', NC Gutiérrez', R Garcia-Sanz' and MV Mateos'

The diagnosis of smoldering multiple myeloma (SMM) includes patients with a heterogeneous risk of progression to active multiple
myeloma (MM): some patients will never progress, whereas others will have a high risk of progression within the first 2 years.
Therefore, it is important to improve risk assessment at diagnosis. We conducted a retrospective study in a large cohort of SMM
patients, in order to investigate the role of Bence Jones (BJ) proteinuria at diagnosis in the progression to active MM. We found that
SMM patients presenting with BJ proteinuria had a significantly shorter median time to progression (TTP) to MM compared with
patients without BJ proteinuria (22 vs 88 months, respectively; hazard ratio = 2.3, 95% confidence interval =1.4-3.9, P=0.002). We
also identified risk subgroups based on the amount of BJ proteinuria: > 500 mg/24 h, <500 mg/24 h and without it, with a
significantly different median TTP (13, 37 and 88 months, P < 0.001). Thus, BJ proteinuria at diagnosis is an independent variable of
progression to MM that identifies a subgroup of high-risk SMM patients (51% risk of progression at 2 years) and > 500 mg of BJ
proteinuria may allow, if validated in another series, to reclassify these patients to MM requiring therapy before the end-organ

damage development.

Leukemia (2016) 30, 2026-2031; doi:10.1038/leu.2016.123

INTRODUCTION

Smoldering multiple myeloma (SMM) is a plasma cell disorder
characterized by the presence of one or both of the features of
>3 g/dl serum M-protein' and 10-60% bone marrow plasma cells
(BMPCs), but with no evidence of myeloma-related symptomatol-
ogy (hypercalcemia, renal insufficiency, anemia or bone lesions
(CRAB)) or any other myeloma-defining event.?

SMM represents an intermediate stage between monoclonal
gammopathy of undetermined significance and multiple myeloma
(MM), with a risk of progression to MM that is not uniform. In order
to predict the probability of developing active disease at the
moment of SMM diagnosis, several risk models have been
developed; most of them include factors related to tumor burden.
Two risk models, one proposed by the Mayo Clinic group® and the
other by the Spanish Myeloma group,* have been thoroughly
studied and validated in a prospective trial. The fist one is based
on the proportion of BMPCs and the serum M-protein level
at diagnosis and identified a high-risk SMM group (serum
M-protein >3 g/dl and BMPCs >10%) with a median time
to progression (TTP) of 2 years. Similarly, the Spanish Group
based on two parameters, the presence of >95% phenotypically
aberrant plasma cells by flow cytometry and the occurrence
of immunoparesis identified a high-risk SMM group with a TTP
of ~2 years.

In addition, several independent studies showed that patients with
any other of recently defined myeloma-defining event (>60%
BMPCs, a serum free light chains (FLCs) ratio of >100 or the
presence of two or more focal lesions of the skeleton as revealed by
magnetic resonance imaging) are at ultra-high risk of progression
to MM (80-90% at 2 years) and therefore they should be considered
and treated as active MM patients, instead of therapeutic
abstention.”

Bence Jones (BJ) proteinuria is a myeloma feature defined
by the presence of monoclonal immunoglobulin light chains in
the urine. The kidney regulates light-chain balance by a poorly
understood mechanism,” in which monoclonal light chains
are freely filtered across the glomerulus and then reabsorbed at
the proximal tubules. However, the reabsorptive function is
compromised when there is overproduction, resulting in
monoclonal light-chain excretion and detectable BJ proteinuria.
Based on this, we hypothesized that BJ proteinuria is related
with tumor burden® and could predict transformation to
symptomatic MM, similar to other myeloma features
mentioned above.

The purpose of this study was to examine the impact of BJ
proteinuria on the risk of progression to MM in a well-defined
cohort of patients with SMM. We show in this study that the
presence of BJ proteinuria in SMM identifies a subgroup at high
risk of progression to MM.
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PATIENTS AND METHODS

Study cohort
Patients were identified by searching a regional database from Castilla-
Ledn, a western region of Spain, and reviewing the medical records of all
patients diagnosed with SMM between 1986 and 2013, according to the
International Myeloma Working Group criteria established in 2003, in
whom BJ proteinuria was available at the time of diagnosis. All patients
had >10% BMPCs and/or >3 g/dl of serum M-protein, but did not have
CRAB symptoms. Patients with SMM included in the database and
allocated to the experimental arm (lenalidomide plus low-dose dexa-
methasone) in the phase 3 trial conducted by the Spanish Myeloma Group
were excluded.” The study was approved by the Institutional Review Board
at University Hospital of Salamanca and in accordance with the Declaration
of Helsinki.

Clinical and biological data were collected at diagnosis and at the time
of progression to MM, or last monitoring if progression to MM had not
occurred.

Methodology

BJ proteinuria was analyzed at diagnosis by capillary electrophoresis and
immunotyping a 24-h collection sample and a concentrated urine sample.
This process involves quantifying total urinary proteins by a nephelometric
method and protein separation by capillary electrophoresis. When a
monoclonal spike was detected in the urine protein electrophoresis, the
sample was overlaid with two monospecific antibodies, anti-k and anti-A in
the immunotyping assay to identify the k-or A-chain. The UV absorption
method was then used to determine its concentration and to calculate the
amount of BJ excreted in a 24-h period. The measurement of monoclonal
BJ proteinuria has been considered for our analysis.

Immunophenotypic analysis was performed by highly trained specialists.
Percentage of aberrant plasma cells is the total number of clonal plasma
cells within the total plasma cell compartment and it was evaluated as
described in Pérez-Persona et al.*

Fluorescence in situ hybridization analysis was performed in some BM
samples at diagnosis for clinical or investigational purposes. Fluorescence
in situ hybridization studies included the detection of the IGH rearrange-
ments t(4;14)(p16;932) and t(14;16)(q32;q23) with the corresponding dual-
color, dual-fusion translocation probes and 17p deletions (LSI p53, 17p13.1)
(Abbott Molecular/Vysis, Des Plaines, IL, USA).
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The serum FLC assay (Freelite, Binding Site, Birmingham, UK) was
performed following the principles of turbidimetry. Absolute FLC k (normal
range, 0.33-1.94 mg/dl) and FLC A\ (normal range, 0.57-2.63 mg/dl) were
measured and clonality was assessed as FLC k/A. A FLC ratio <0.26 or
>1.65 was considered abnormal.

End points and statistical analyses

TTP was taken as the time from diagnosis until progression to MM, defined
by the presence of CRAB symptoms.TTP and overall survival were
considered the primary and secondary end points of the study,
respectively. The x>, Student’s t- and Mann-Whitney U-tests were used
to estimate the statistical significance of group differences. Survival curves
were plotted according to the Kaplan-Meier method, using the log-rank
test to determine the statistical significance of differences between the
curves. Values of P < 0.05 were considered statistically significant. Effects of
potential risk factors of progression were analyzed in a Cox proportional
hazards model. All statistical analyses were performed using IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp..

RESULTS
Patient characteristics

A total of 152 SMM patients were included in the study. The
baseline characteristics are summarized in Table 1. There were 72
(47%) men and 80 (53%) women. The median age at diagnosis
was 70 years (range, 35-90 years). The concentration of serum
M-protein at diagnosis ranged from 0.1 to 6.6 g/dl (median, 2.5 g/
dl); 56 patients (37%) had concentrations higher than 3 g/dl. The
heavy chain isotype was IgG in 105 patients (69%) and IgA in 31%.
The proportion of BMPCs ranged from 1 to 55% (median, 14%);124
patients (83%) had > 10% plasma cell bone marrow infiltration.
BJ proteinuria, the monoclonal part, was evaluated in all
patients at diagnosis and detected in 41 patients (27%). The
median level was 100 mg/24 h in patients with positive protei-
nuria. Of those patients, 24 (58%) and 17 (42%) featured a k and a
M\ light chain, respectively. Seven patients (17%) had at least
500 mg/24 h. One of them did not express serum heavy-light
chain, which is considered as light-chain smoldering myeloma k.

Table 1. Baseline characteristics SMM patients
Baseline patient characteristics SMM (n=152) SMM BJ+ (n=41) SMM BJ— (n=111) P-values
Male/ female, no. (%) 80 (53)/72 (47) 21 (51)/20 (49) 51 (46)/60 (54) NS
Age, median year (range) 70 (35-90) 71 (43-89) 69 (35-90) NS
Heavy chain type
19G, no. (%) 105 (69) 21 (53) 85 (76) 0.005
IgA, no. (%) 46 (31) 19 (46) 26 (24)
Light chain type
K, no. (%) 92 (61) 25 (61) 67 (60) NS
A, no. (%) 60 (39) 16 (39) 44 (40)
Serum M-protein, median g/dl (range) 2.5 (0.1-6.6) 2.4 (0.3-6.6) 2.6 (0.1-5.0) NS
Serum M-protein > 3 g/dl, no. (%) 56 (37) 14 (34) 42 (38) NS
Presence of BJ proteinuria, no. (%) 41 (27) — — —
BJ protein g/24 h, median (range) 0 (0-2.60) 0.1 (0.006-2.6) — —
% BMPC by morphology, mean (s.d.) 17 (10) 23 (12) 14 (8) 0.001
> 10% BMPC, no. (%) 124 (82.7) 37 (90) 87 (80) NS
Immunoparesis, no. (%)? 72 (49.7) 24 (63) 48 (45) 0.05
>95% aPC, no. (%)° 99 (69.7) 27 (73) 72 (68.6) NS
High-risk Mayo Clinic Criteria, no. (%) 36 (24) 12 (29) 24 (22) NS
High-risk Spanish Criteria, no. (%) 58 (38) 19 (47.5) 37 (33) 0.04
Abnormal serum FLC ratio ( < 0.26 or > 1.65), no. (%)° 15 (83) 7 (100) 8 (72) NS
Abbreviations: aPC, aberrant plasma cells by flow cytometry; BJ+, SMM patients who had BJ proteinuria at diagnosis; BJ —, SMM patients without BJ proteinuria
at diagnosis; BMPC, bone marrow plasma cell; FLC, serum free light chain; High-risk Mayo Clinic Criteria, serum M-protein >3 g/dI+BMPC > 10%; High-risk
Spanish Criteria: aPC > 95%-+immunoparesis; NA, not available; NS, not significant; SMM, smoldering multiple myeloma; ?lmmunoglobulins not available in
seven patients. °Not available in 10 patients. FLCs available in 18 patients.
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Bone marrow aspirate was performed in all patients but none
had a plasma cell infiltration higher than 60%. Serum FLC ratio was
done in 18 patients and it was abnormal ( < 0.26 or >1.65) in 15
(83%) of them, only 3 cases over 100. Magnetic resonance imaging
was not performed in our patients, so it is not possible to exclude
patients at ultra-high risk of progression according to the
presence of focal lesions.

Three patients had a normal serum FLC ratio, none of whom
had BJ proteinuria. Among the patients with an abnormal FLC
ratio, 47% had BJ proteinuria and 53% did not (P=0.13). As we
mentioned above, the FLC ratio was > 100 in three patients: 2 of
them had BJ proteinuria, both of which were k-type and with
<0.100 g/24 h; BJ proteinuria was not present in the other
patient.

Fluorescence in situ hybridization results at diagnosis were
available for 41 patients, 4 of whom (9.8%) were thereby classified
as having high-risk cytogenetic abnormalities: 3 had t(4;74) and
only one had del 17p.

One hundred and fifty and 145 patients were evaluated
according to the Mayo Clinic and Spanish model, respectively.
Applying the first risk model, we identified 36 (24%) high-risk SMM
patients with serum M-protein >3 g/dl and >10% of BMPCs,
whereas 58 patients (40%) were considered high-risk SMM
according to the Spanish criteria.

Outcome

The median follow-up for survivors was 65 months (range,
0.4-199.8 months). Seventy-three patients (48%) progressed
to MM during this period with a median TTP of 68 months
(95% confidence interval (95% Cl)=42.0-93.6 months). The
probability of progression to MM at 5 years was 49%. Half of
the SMM patients died during this period. The median overall
survival in the whole series was 7.6 years (95% Cl=6.7-8.5years),
but it was significantly shorter for SMM patients who had
progressed to MM (6.3 years; 95% Cl=54-7.2 years), in
comparison with those who remained free of progression (15.6
years; 95% Cl=6.7-24.5years) (P < 0.0001). In the group of SMM
patients who progressed to MM and died, MM was the most
frequent cause of death (60%), followed by disease-related events,
such as infection (15%) or toxicity(10%).There were 29 patients
(19%) who died before progression, due to causes unrelated to
the disease (cardiac and respiratory disease, thrombosis, stroke,
traffic accident and so on).

Interestingly, 24 out of 41 patients (58.8%) with SMM and BJ
proteinuria (BJ+ group) progressed to MM, with a significantly
higher probability of progression than patients without BJ
proteinuria (BJ— group), with a median TTP of 21.7 versus
88.3 months, respectively (hazard ratio (HR) =2.3, 95% Cl=1.4-3.9,
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Figure 1. TTP in months from diagnosis of SMM, according to the
presence or absence of BJ proteinuria.
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P=0.002) (Figure 1). The probability of progression to MM at 2
years in the BJ+ and BJ— groups was 51% and 22%, respectively.
Although there were higher levels of SMM IgA and immunoparesis
in the BJ+ group, there were no significant differences in baseline
characteristics between these two groups (Table 1). BJ proteinuria
was significantly associated with BMPC infiltration (P=0.001).
Anemia was the most common CRAB feature at the time of
progression in the BJ+ group, being present in 38 patients (52%).
Only one patient progressed with renal impairment (RI) that had
>500 mg/24 h of k-light chain proteinuria.

During the period studied, 21 of the 41 patients in the
BJ+ group (51%) and 57 of the 111 patients in the BJ— group
(51%) had died (P=0.89); the median overall survival was longer
for the BJ — than the BJ+ group (8 vs 6 years; P=0.053) (HR=1.64,
95% Cl1=0.99-2.73, P=0.055) (Figure 2).

To determine whether the amount of BJ proteinuria could
enable SMM patients to be categorized into risk subgroups, we
investigated several cutoff values. Interestingly, the 500 mg/24 h
cutoff value identified three risk subgroups, with a significantly
different probability of progression to symptomatic myeloma: 111
patients did not have BJ proteinuria, 34 had < 500 mg/24 h and 7
had >500 mg/24 h, with median TTP of 88, 37 and 13 months,
respectively (HR=2.4, 95% Cl=1.6-3.6, P < 0.001) (Figure 3). The
probability of progression to MM at 18 months in those patients
with >500 mg/24 h of BJ proteinuria was 80%.
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Figure 2. Overall survival in years since diagnosis of SMM according

to the presence or absence of BJ proteinuria.
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groups by amount of BJ proteinuria.
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Table 2. Univariate and multivariate analysis

Variable n (%) TP oS
Median (months) Univ. Multivariate Median (years) Univ.
P-value HR (95%) P-value P-value
Sex
Male 72 (47) 71 NS — — 7.0 NS
Female 80 (53) 68 8.0
Age (years)
>65 106 (70) 83 NS — — 9.5 0.01
<65 46 (30) 47 7.1
Isotype
IgA 46 (31) 68 NS — — 7.1 NS
[e]€] 105 (69) 71 7.9
Light chain
K 92 (61) 51 0.03 1.60 (0.97-2.63) 0.07 7.9 NS
A 60 (39) 88 7.0
Serum M-protein
>3 g/dl 56 (37) 36 0.005 —_ — 7.1 NS
<3g/dl 96 (63) 88 7.6
BJ proteinuria
Yes 41 (27) 22 < 0.001 2.3 (1.38-3.94) 0.002 6.0 0.05
No 111 (73) 88 8.1
BMPC
>10% 124 (83) 55 0.03 — — 7.3 NS
< 10% 26 (17) 150 7.0
NA 2
Immunoparesis
Yes 72 (50) 51 0.004 — — 7.0 NS
No 73 (50) 98 9.2
NA 7
aPC
>95% 99 (70) 47 0.004 — — 7.2 NS
< 95% 43 (30) 98 7.9
NA 10
High-risk Mayo Clinic Criteria
Yes 36 (24) 23 < 0.001 3.36 (2.04-5.52) < 0.001 7.0 NS
No 114 (75) 108 7.6
NA 2
High-risk Spanish Criteria
Yes 58 (42) 36 < 0.001 1.87 (1.15-3.03) 0.012 7.0 NS
No 88 (58) 85 8.0
NA 7
SFLC ratio
Abnormal 15 (83) 24 0.19 — — NR NS
Normal 3(17) NR 33
NA 134
Cytogenetic risk
High 4 (10) 15 0.79 — — 6.0 NS
Standard 37 (90) 33 7.0
NA 111

Abbreviations: aPC, aberrant plasma cells by flow cytometry; BJ, Bence Jones; BMPC, bone marrow plasma cell; FLC, serum free light chains; High-risk Mayo
Clinic Criteria, serum M-protein >3 g/dl+BMPC > 10%; High-risk Spanish Criteria, aPC > 95%+immunoparesis; HR, hazard ratio; mo, months; NA, not available;
NR, not reached; NS, not significant; OS, overall survival; SMM, smoldering multiple myeloma; TTP, time to progression; Univ., univariate analysis. Markers of
progression and survival among 152 patients with SMM.
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Additional risk factors for progression to MM were identified in
the univariate analysis (Table 2): serum M-protein concentration
>3g/dl (P=0.005); BMPCs >10% (P=0.03), k-light chain
(P=0.03); and the Mayo Clinic and Spanish criteria of high-risk
SMM (both P < 0.001). Sex, IgA subtype, International Staging
System, abnormal FLC ratio and high-risk cytogenetics were not
significantly associated with progression.

One hundred and forty-two patients were included in the
multivariate analysis and BJ proteinuria at diagnosis was selected
as an independently significant variable for progression to MM
(HR=2.33, 95% Cl=1.39-3.94, P=0.002). The features evaluated in
the Mayo Clinic and Spanish risk models were both validated as
independent risk factors for progression. Of the Mayo Clinic
criteria for high-risk SMM, the median TTP was 23 months, with a
HR of progression of 3.36 (95% Cl=2.13-5.34, P < 0.001), whereas
the median TTP in patients with > 95% aberrant plasma cells plus
immunoparesis was 36 months (HR=1.87, 95% Cl=1.15-3.03,
P=0.012) (Table 2).

DISCUSSION

We report that BJ proteinuria in SMM can be useful for defining
the risk of progression to MM and can identify a subgroup of high
risk of progression to active disease.The study was conducted in a
large and representative series of 152 smoldering myeloma
patients. The proportion of high-risk patients, using Mayo Clinic
criteria, was similar to the 29% found in the Swedish Myeloma
Registry.? Moreover, the risk of transformation of SMM to
symptomatic MM at 5 years was 50%, the same level reported
by the Mayo Clinic in 20073

BJ proteinuria could be considered as a tumor burden marker,
which is significantly associated with BMPC infiltration in our
series and allowed the two SMM groups to be discriminated with
significantly different risks of progression to symptomatic
myeloma. Patients with BJ proteinuria had twice the risk of
progression as those without it, with a < 2-year median TTP
compared with 7 years in the BJ— group. The cumulative
probability of progression to active MM was 51% at 2 years; thus,
compared with the aforementioned studies, SMM patients with BJ
proteinuria should also be considered as a high-risk SMM group.
In our study, the detection of > 500 mg/24 h of BJ proteinuria also
identified patients with a higher risk of progression, that is, 80% at
18 months,which means that they can be classified as ultra-high
risk SMM patients, even though they could be considered as
having active MM. To the best of our knowledge, this is the first
study to evaluate BJ proteinuria in the setting; therefore, these
results need to be validated and confirmed in other independent
studies.

BJ proteinuria may not have been evaluated in SMM, because
this can be done by the FLC assay instead. However, according to
the International Myeloma Working Group guidelines, 24-h urine
protein electrophoresis and immunofixation should not be
replaced by the serum FLC assay for the diagnosis of monoclonal
gammopathies. Even in the recently updated MM diagnostic
criteria,® BJ evaluation is still recommended for diagnosing light-
chain smoldering myeloma defined by monoclonal light-chain
excretion of >0.5g/24 h without immunoglobulin heavy-chain
expression and/or >10% BMPCs in the absence of CRAB
symptoms, with slower clinical course and progression than
SMM.? In addition, we consider it necessary to perform both
analyses at diagnosis for several reasons: to avoid misdiagnosing
other important disorders such as nephrotic syndrome as a
consequence of primary amyloidosis; to ensure adequate
monitoring;'® due to the power of the level of proteinuria to
predict the development of RI;'' and finally, as the correlations
between serum FLC and BJ proteinuria are not concordant among
studies. Some of them'?™'* have shown that the urine BJ protein
screening test is no longer necessary, because the FLC assay plus
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serum immunofixation has a sensitivity of up to 99%, although
almost 15% of BJ proteinuria cases had a normal serum FLC ratio
in the Mayo Clinic'? and British studies.”” In a prospective study,'
7% of patients with BJ proteinuria at diagnosis had a normal
serum FLC ratio (P < 0.0001). In a European study,'® BJ proteinuria
was detected in 34 out of 483 patients, 25% of whom had normal
serum FLC ratio. Moreover, in a different study,17 30% of patients
with small amounts of BJ proteinuria had normal ratios and 40% of
patients with > 500 mg urine protein/24 h had normal FLC ratios,
suggesting that replacement of the 24-h urine collection would
have overlooked clinically significant proteinuria in those cases.

The presence of a high FLC ratio has been included in the new
definition of MM, supported by two studies. However, a recent
Danish population-based cohort study of 321 newly diagnosed
SMM patients was unable to confirm the association with the high
FLC ratio'’, whereas Waxman et al.'® found that a high FLC ratio
was associated with a low (64%) risk of progression to MM.

In addition, although the FLC assay makes a great contribution
at diagnosis, monitoring and prognosis, because of its greater
specificity, technical limitations have also been identified, such as:
variable immunoreactivity of individual FLC, with a coefficient of
variability up to 20% due to variation between antisera sera,'®
underestimation of k-FLC if there is an excess of antigen,?® FLC
levels depend on renal function and so on.

Moreover, urine protein analysis is a cheap and easily available
procedure in most of biochemistry laboratories. Its sensitivity is
influenced by the methods of urine collection, protein quantifica-
tion and separation, the concentration of urine, interferences
caused by salts and other compounds, and the immunotyping
method used. In spite of the problems with the urine protein
analysis, the procedure is well standardized in most hospitals and
patients are trained in how to collect 24-h urine samples.To
increase the sensitivity, concentration and dialysis are performed
to eliminate salts from urine. Despite this, we could not avoid
inter-laboratory and historical differences.

Another consideration is that 27% of smoldering myeloma
patients in our series had BJ proteinuria at diagnosis, with no RI,
and only one case had Rl at progression, which corresponds to
one patient with >500 mg of k BJ proteinuria at diagnosis.The
explanation for these results could be that the risk of cast
nephropathy seems to be directly related not only to the amount
of urinary light chain but also with the type (k or A and
biochemical characteristics conferred by variable nephrotoxic
potential.>' In addition, the incidence of Rl at the time of
progression in our series was very low (6%). There is no data about
the presence of specific features in SMM predicting Rl as
myeloma-related symptomatology and in another series in which
proteinuria or serum FLC were evaluated®** there was no
relationship reported. One possible explanation is the closer
follow-up for these patients contributing to detect progression to
MM in earlier stages before Rl is established.

In conclusion, the presence of BJ proteinuria at diagnosis of
SMM patients is associated with a significantly higher probability
of progression to symptomatic MM. Detection of BJ proteinuria
may help identify high-risk patients, as they had a 51% probability
of progression at 2 years. Moreover, the presence of >500 mg/
24h of BJ proteinuria can be considered to be a marker for the
identification of ultra-high-risk SMM; even if these results
were confirmed in other studies, this may allow to reclassify
these patients to MM requiring therapy before the end-organ
damage development.
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6.1 Resumen trabajo 2

EVALUACION DEL MODELO PRONOSTICO R-ISS EN PACIENTES CON
MIELOMA MULTIPLE CANDIDATOS A TRASPLANTE AUTOLOGO.

INTRODUCCION: El International Myeloma Working Group (IMWG) propuso en

2015 un nuevo modelo de estratificacion prondstica, el ISS revisado o R-ISS ', que
combina el ISS con los valores de LDH, asi como con la presencia de las siguientes
alteraciones citogenéticas de alto riesgo (CTG AR): (t(4;14), t(14;16) y del(17p). Este
modelo se construy6 basado en los andlisis realizados en una serie de mas de 3.000
pacientes candidatos y no candidatos a trasplante autélogo (TAPH) incluidos en
estudios prospectivos controlados. Dada su reciente publicacion, este modelo no ha sido
ampliamente validado en pacientes tratados con TAPH fuera de ensayo clinico.

OBJETIVO: Validar el nuevo modelo de estratificacion prondstica R-ISS y
determinar su utilidad en el contexto del trasplante aut6logo en la practica clinica.

METODOS: Se realizé un estudio retrospectivo que incluyé pacientes con MM de
nuevo diagndstico y tratados con TAPH de forma consecutiva entre los afios 2005 y
2014, en la Clinica Mayo de Arizona y el Complejo Asistencial Universitario de
Salamanca. Los criterios de inclusion se basaron en la disponibilidad al diagnéstico de
todas las variables incluidas en el R-ISS: LDH, albamina, p2M, y alteraciones
citogenéticas detectadas por HISF, asi como el haber recibido inhibidores de
proteasoma o IMIDs en la induccién. El objetivo primario fue la supervivencia global
(SG) definido como el tiempo desde el TAPH hasta la muerte. El estudio se llevé a cabo
siguiendo los principios éticos de la Declaracién de Helsinki.

RESULTADOS: 134 pacientes cumplieron los criterios de inclusiéon y fueron

incluidos en el estudio. De acuerdo al modelo ISS, 62 pacientes (46%) se clasificaron
como ISS |, 38 (28%) fueron ISS I, y 34 (26%) ISS Ill. En relacion a otras variables, 39
pacientes (29%) presentaron CTG AR al diagnéstico y 17 pacientes (13%) LDH elevada.
Los pacientes fueron reclasificados de acuerdo al R-ISS, en 44 pacientes (33%) con R-

ISS I, 75 pacientes (56%) con R-ISS 1l, y 15 (11%) con R-ISS Ill. En total, 18 pacientes
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previamente clasificados como ISS | y 19 como ISS Il fueron reclasificados como R-ISS
Il

La mediana de SG desde el TAPH de la serie fue 111 meses. Los pacientes con
R-ISS Il tuvieron una mediana de SG significativamente menor que los pacientes con
R-ISS Il 0 R-ISS | (37,2 vs. 110,9 meses vs. no alcanzada, respectivamente, P<0.0001).
La probabilidad de SG a 5 afios fue: 28%, 68% y 86% para R-ISS I, 1l y I,
respectivamente. En el andlisis multivariante, el R-ISS retuvo el valor prondstico
independiente para la SG, HR=6,9; 95%, ClI: 2,4-20,3; P=0,001 para la comparacion
entre R-ISS lll y R-ISS |, y HR= 1,5; 95% CI: 0,6-3,6; P=NS, para la comparacion entre
R-ISS Il y R-ISS I.

Con el fin de analizar el impacto de la presencia de alteraciones CTG de AR en el
grupo R-ISS I, se reclasificaron los pacientes de dicho grupo de acuerdo a la ausencia
o presencia de CTG AR, lla y lIb, respectivamente. En el analisis de supervivencia se
demostraron diferencias estadisticamente significativas en la SG entre los 4 grupos
resultantes: 44 (33%) pacientes con R-ISS | no alcanzaron la mediana de SG; 50 (37%)
pacientes con R-ISS lla tuvieron una mediana de SG de 111 meses; 25 (19%) pacientes
con R-ISS lIb, una mediana de 70 meses; y 15 (11%) pacientes con R-ISS lll, una
mediana de 37 meses, P<0.001.

DISCUSION Y CONCLUSIONES: La evaluacion en el momento del diagnostico de

los pacientes con MM candidatos a trasplante mediante el R-ISS fue reproducible y
permitié identificar categorias de pacientes con medianas de SG similares a las
publicadas por el IMWG en el subgrupo de pacientes jévenes. Una consecuencia de la
reclasificacién de estos pacientes segun el R-ISS fue que el grupo de riesgo intermedio
(R-ISS 1) fue mas heterogéneo y numeroso. Al dividir estos pacientes en funcion de la
presencia o ausencia de CTG de AR se identificaron 2 grupos con distinta
supervivencia. La validacién de estos resultados en estudios prospectivos permitiria
mejorar la evaluacion pronéstica de los pacientes categorizados con riesgo intermedio
de acuerdo al R-ISS.
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Abstract

The International Myeloma Working Group has proposed the Revised International Staging System (R-ISS) for risk stratification
of multiple myeloma (MM) patients. There are a limited number of studies that have validated this risk model in the autologous
stem cell transplant (ASCT) setting. In this retrospective study, we evaluated the applicability and value for predicting survival of
the R-ISS model in 134 MM patients treated with new agents and ASCT at the Mayo Clinic in Arizona and the University
Hospital of Salamanca in Spain. The patients were reclassified at diagnosis according to the R-ISS: 44 patients (33%) had stage I,
75 (56%) had stage 11, and 15 (11%) had stage III. After a median follow-up of 60 months, R-ISS assessed at diagnosis was an
independent predictor for overall survival (OS) after ASCT, with median OS not reached, 111 and 37 months for R-ISS I, II and
II1, respectively (P < 0.001). We also found that patients belonging to R-ISS II and having high-risk chromosomal abnormalities
(CA) had a significant shorter median OS than those with R-ISS II without CA: 70 vs. 111 months, respectively. Therefore, this
study lends further support for the R-ISS as a reliable prognostic tool for estimating survival in transplant myeloma patients and
suggests the importance of high-risk CA in the R-ISS II group.

Keywords R-ISS - Autologous transplantation - Myeloma - Prognostic factor

Introduction

Since the introduction of proteasome inhibitors (PIs), immuno-
modulatory (IMIDs) drugs, and other novel agents, a
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continuous improvement of survival has been shown in multi-
ple myeloma (MM), predominantly in younger patients [1, 2].
Novel agent-based induction, followed by high-dose melphalan
and autologous stem cell transplantation (ASCT) is the standard
of care for newly diagnosed, transplant-eligible, MM patients
based on randomized trials showing improved progression-free
survival (PFS) and overall survival (OS) [3-7].

MM is a heterogeneous disease with variability in response
to treatment and survival due to the interaction between host
factors and those intrinsic to disease biology [8]. In this set-
ting, there is a continued need for and interest in devising
reliable prognostic tools, not only in order to provide the ac-
curate prognostic information possible to patients but also for
adopting risk-adapted strategies to improve their survival and
quality of life.

Several risk-stratification models have been developed. In
2005, the International Staging System (ISS) emerged, based
solely on the serum albumin and (32-microglobulin concen-
tration. Although the ISS has been widely validated, its prog-
nostic value in the era of novel agents and transplant settings
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Table 1

Baseline characteristics of 134 myeloma patients who

underwent autologous stem cell transplantation (2004-2014)

Characteristics

Myeloma patients
(n=134)

Male/female, no. (%)
Age at diagnosis, median years (range)
Heavy chain type, no. (%):

70 (52.2)/64 (47.8)
62.1 (29.4-78.5)

1gG 78 (58.2)
IgA 24 (17.9)
BJ 29 (21.6)
Non-secretory MM 2 (1.5)
IgD 1 (0.7)
Light chain type

kappa, no. (%) 94 (70.1)
lambda, no. (%) 40 (29.9)
Serum M-protein, median mg/dL (range) 3.0 (0-9.9)
% BM PC by morphology, median (range) 38.0 (1-100)
Anemia, no. (%) 48 (36.1)
Renal insufficiency, no. (%) 15(12.4)
Bone lesions, no. (%) 102 (76.1)
ISS stage, no. (%)

1 62 (46.2)
1 38 (28.3)
11 34 (25.5)
B, microglobulin, median (range) 3.3 (1.3-18.0)
High LDH, no. (%) 17 (12.7)
High- risk CA, no. (%) 39 (29.3)
dell7p 18 (13.6)
#(4;14) 17 (12.8)
#(14;16) 7(5.3)
R-ISS stage, no. (%)

I (ISS I + standard CA + normal LDH) 44 (32.8)
II (neither I nor III) 75 (56.0)

I (ISS HI with high-risk CA and/or high LDH)

15 (11.2)

BJ Bence Jones myeloma, MM multiple myeloma, yr. years, no number,
BM PC bone marrow plasma cells, ISS International Staging System,
LDH lactate dehydrogenase, CA chromosomal abnormalities, R-ISS

Revised International Staging System

needs to be readdressed [9—-11]. Evaluation of cytogenetic
abnormalities (CA) and levels of lactate dehydrogenase
(LDH) are important as these reflect disease biology, and both
markers have independent prognostic value [12, 13]. Several
studies have shown that high-risk CA, such as the presence of
chromosome 14 translocations or 17p abnormalities, are the
most important prognostic biomarkers in MM patients
[14-16]. Other studies proposed a risk stratification model
based on the combination of both host and disease factors:
ISS and CA [17, 18] or LDH [19]. Finally, a new Revised-
International Staging System (R-ISS) was developed by the
International Myeloma Working Group (IMWG) that
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integrates the aforementioned ISS, LDH, and high-risk CA,
resulting in three groups with different outcomes [20].

However, there is limited data on the applicability of this
prognostic model in the setting of novel induction therapy
followed by ASCT. Thus, the aim of this study is to determine
whether the new R-ISS is a valid risk model for predicting
survival in a cohort of unselected transplant MM patients,
treated at Mayo Clinic in Arizona and the University
Hospital of Salamanca in Spain. We show that R-ISS model
allows a more accurate stratification of the transplant patients,
identifying a high-intermediate risk group based on the pres-
ence of high-risk CA in the R-ISS II group.

Methods

We retrospectively studied a cohort of newly diagnosed
MM patients who underwent ASCT and were followed up
at Mayo Clinic in Arizona and University Hospital of
Salamanca in Spain from January 2005 to December
2014. Both Institutional Review Boards approved the study
and it was performed in accordance with the Declaration of
Helsinki. Informed consent was obtained from all individ-
ual participants included in the study. To be eligible, we
required a complete dataset including ability to determine
ISS, LDH, and CA. Since these institutions are tertiary re-
ferral centers many patients were excluded as fluorescence
in situ hybridization (FISH) was either not done, done with-
out selection of plasma cells by cell separation or clg tech-
nique, or LDH or 32-microglobulin data were lacking.
Patients were often seen after induction therapy had been
initiated by the referring physicians and obtaining testing
for FISH at that point is not informative. All patients were
required to have PI- or IMIDs-based therapies as induction
treatment.

Baseline data were collected by searching at medical re-
cords database of Mayo Clinic and University Hospital of
Salamanca and included data required for the assignment of
the R-ISS described by Palumbo et at. [20]. Serum LDH level
was classified as normal or high according to the normal range
given by the local laboratory. High LDH was defined as
higher than the upper limit of normal range and normal
LDH was defined as a serum level lower than the upper limit
of normal. Cytogenetic evaluation was performed by FISH as
previously published [12, 14]. Response to treatment was
evaluated according to International uniform response criteria
for MM 2006 [21].

The primary and secondary endpoints were OS and PFS
from ASCT, respectively. OS was considered the time from
date of transplantation to death. PFS was defined as the time
from date of transplantation to relapse, progression or death,
regardless of cause. Patients without a recorded progression or
death date were censored for PFS or OS at their last follow-up.
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Table 2 Clinical features according to R-ISS stage at diagnosis
Features No. (%) R-ISS 1T R-ISSTI R-ISS 11T P value
n=44 n=75 n=15
no. (%) no. (%) no. (%)
Male 70 (52.2) 25 (56.8) 37 (49.3) 8 (53.3) NS
Age > 65 yr at diagnosis 41 (44.6) 11 (34.3) 27 (54.0) 3 (30.0) NS
ISS
1 62 (46.3) 44 18 0 -
1 38 (28.3) 0 38 0
111 34 (25.3) 0 19 15
Anemia at diagnosis 48 (35.8) 6 (13.6) 30 (40.0) 12 (80.0) <0.001
Bone lesions at diagnosis 102 (76.1) 35(79.5) 58 (77.3) 9 (60.0) NS
Renal impairment at diagnosis 15(11.2) 0 9 (12.0) 6 (40.0) <0.001
IgA MM 22 (16.4) 4 (9.0) 11 (14.7) 7 (46.7) NS
CR before ASCT 43 (32.1) 15(34.1) 22 (33.3) 6 (40.0) NS
CR after ASCT 72 (53.7) 24 (54.5) 41 (54.6) 7 (46.7) NS
Maintenance treatment 65 (51.2) 25(59.5) 33 (46.5) 7 (50.0) NS

R-ISS revised International Staging System, NS no significant, yr years, ISS International Staging System, MM multiple myeloma, CR complete response,

ASCT autologous stem cell transplantation, 7o. number of cases

Survival curves were plotted by Kaplan-Meier method, with
differences assessed with the log-rank test. Effects of potential
risk factors of progression were analyzed in a Cox proportion-
al hazards model. The chi-square, ¢ student and Mann-
Whitney U tests were used to estimate the statistically signif-
icant differences among baseline characteristics. P values
were considered at the conventional 5% significance level.
All statistical analyses were performed using IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 22.0. Armonk, NY: IBM
Corp.

Table 3  Characteristics of Autologous stem cell transplantation, Mayo
Clinic (Arizona) and University Hospital of Salamanca (2004-2014)

Characteristics MM (n=134)

Time from diagnosis to ASCT, median months (range) 6.7 (3.7-69.1)

Age at ASCT, median years (range) 62.1 (29.4-78.5)

<65, no. (%) 54 (40.3)

> 65, no. (%) 80 (59.7)
Number of induction schemes received, 1(1-7)

median (range)

1, no. (%) 111 (82.8)

>2, no. (%) 23(17.2)
CD34+ cells Dose Infused, x 10%kg median, (range) 3.9 (1.2-10.8)
Melphalan conditioning regimen, no (%) 131 (97.8)

Time to ANC > 500/uL, days, median (range) 11.4 (5.0-19.0)
Time to platelets >20,000/uL, days, median (range) 16.6 (7.0-34.0)
Graft failure, no. (%) 1(1)

ASCT autologous stem cell transplantation, /M multiple myeloma, no.
number, ANC absolute neutrophil count, pL microliter

Results
Patient characteristics

In all, 134 patients had complete data and subsequently were
included in the study. A total of 92 out of 509 patients who
consecutively underwent ASCT at Mayo Clinic and 42 out of
107 from the University Hospital of Salamanca. The baseline
characteristics are summarized in Table 1. There were 70
(52%) men and 64 (48%) women. The median age at diagno-
sis was 62 years (range, 29-78 years), and 41 (45%) patients
were older than 65 years at the time of ASCT. Fifteen (11%)
patients presented with renal impairment (RI) at the time of
diagnosis.

According to ISS, 62 (46%) patients had stage I, 38 (28%)
stage 11, and the remaining 34 (25%) stage 111 disease at diag-
nosis. In addition, there were 39 patients (29%) with high-risk
CA: 18 patients (14%) with dell7p; 17 patients (13%) with
#(4;14); and 7 (5%) with #(14;16). Seventeen patients (13%)
had high LDH levels. Consequently, patients were re-staged at
diagnosis according to the R-ISS, resulting 44 patients (33%)
with stage I, 75 (56%) with stage I, and 15 (11%) with stage
III. Thus, 18 patients previously categorized as having low
risk (ISS I) and 15 patients as high risk (ISS III) were
reclassified as intermediate risk (R-ISS II), according to the
new revised staging system (Table 2).

ASCT features and treatment response

Median time from diagnosis to ASCT was 6.7 months (range
4-69 months, Table 3). All patients received induction therapy
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Table4 Induction and maintenance treatment in myeloma patients who
underwent autologous transplantation at Mayo Clinic in Arizona and
University Hospital of Salamanca (2004-2014)

Induction and maintenance characteristics Myeloma
patients
No. (%)
Induction treatment, no. (%)
CyBorD 44 (32.8)
CyKTD 23 (17.2)
RD 16 (11.9)
VD 13(9.7)
VTD 10 (7.5)
TD 6 (4.5)
VRD 53.3)
Others 16 (11.9)
Triplet drug combination 87 (64.9)
Doublet drug combination 47 (35.1)
Proteasome inhibitor-containing regimen 104 (77.6)
IMIDs-containing regimen 60 (44.8)
Lines of induction
1 111 (82.8)
>2 23 (17.2)
Response achieved before auto-SCT
CR 43 (32.1)
VGPR 37 (27.6)
PR 51(38.1)
Response achieved after auto-SCT (+ 100 day)
CR 72 (53.7)
VGPR 35(26.1)
PR 22 (16.4)
Maintenance treatment
No maintenance 62 (48.8)
Yes (lenalidomide, thalidomide, bortezomib, or interferon) 65 (51.2)

No. number of patients; CyBorD cyclophosphamide, bortezomib, dexa-
methasone; CyKTD cyclophosphamide, carfilzomib, thalidomide, and
dexamethasone; RD lenalidomide, dexamethasone; VRD bortezomib,
lenalidomide, dexamethasone; 7D thalidomide and dexamethasone; VD
bortezomib and dexamethasone; /MIDs immunomodulators; CR com-
plete response; VGPR very good partial response; PR partial response

before ASCT; 104 (78%) patients received Pl-based therapy,
with CyBorD (cyclophosphamide, bortezomib, and dexa-
methasone) as the preferred choice. One hundred and eleven
(83%) patients responded to first line of induction and 23
(17%) were initially refractory and received more than one
line of induction treatment (Table 4). In the majority of cases,
high-doses of melphalan were used as conditioning, followed
by infusion of autologous stem cells, with the median CD34+
cells-dose infused over 2 x 10%kg. Median times to engraft-
ment were 11 (range 5-19) and 17 (range 7-34) days for
neutrophils and platelets, respectively. Only one case of graft
failure was reported.
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Most patients underwent ASCT in at least partial response
(PR), and there was an improvement in response category
after ASCT, with an increase of complete response (CR) rate
from 43 (32%) patients to 72 (54%) patients in CR before and
after ASCT, respectively.

Survival analysis

The median follow-up was 59.6 months (range, 7.3—
135.4 months). Forty-one (31%) patients died and 93 (69%)
patients progressed or died at any time after ASCT. The me-
dian OS was 110.9 months (95% CI 86.6—135.2 months) from
ASCT and the median PFS was 34.5 months (95% CI 29.7—
42.1 months) from ASCT.

In our series, there were no statistically significant differ-
ences in terms of OS or PFS among groups according to ISS
classification. However, patients classified as having high-risk
CA showed a statistically significant shorter median OS than
those with standard-risk CA 57.4 months vs. median OS not
reached (NR) (P=0.001), respectively. Patients with high
LDH levels had a significantly inferior OS, 36.1 vs. NR
(P<0.001), compared with patients with normal LDH levels
at diagnosis.

As expected, patients with R-ISS III had a significantly
shorter median OS from ASCT compared to patients with R-
ISS IT or R-ISS T (37.2 vs. 110.9 months vs. not reached,
respectively, P=0.0001) (Fig. 1). The probability for 5-year
OS was 28, 68, and 86% per R-ISS 111, II, and I, respectively.
Although there were more cases with renal impairment and
anemia at diagnosis in the R-ISS III group, no statistically
significant differences in baseline characteristics were identi-
fied among groups to explain the differences in OS observed,
as shown in Table 2. Patients who belonged to R-ISS III group
had also a significantly shorter median PFS than the R-ISS 1T
and R-ISS I groups: 19.2 vs. 36.1 vs. 35.2 months, respective-
ly (P=0.05) (Fig. 2).

In order to explore whether the presence of high-risk CA
had an impact on the survival of the R-ISS II group, we re-
classified R-ISS II into two subgroups according to the pres-
ence or not of high-risk CA and we compared both of them
with either R-ISS I and III. As a result, we had four groups
with significantly different OS: 44 (33%) patients with R-ISS I
and a median OS NR; 50 (37%) patients with R-ISS Ila (not
R-ISS stage I or III and absence of high-risk CA) with a
median OS of 110.9 months; 25 (19%) patients with R-ISS
IIb (not R-ISS stage I or III but presence of high-risk CA) with
a median OS of 69.8 months; and 15 (11%) patients with R-
ISS III and a median OS of 37.2 months, P <0.001, (Fig. 3).
Although there were no statistically significant differences
among groups, there was a trend towards shorter PFS in the
R-ISS TIb group compare with PFS in either R-ISS T or Ila:
32.9 vs. 35.2 vs. 48.2 months, respectively (P =0.06).
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Fig. 1 Overall survival (OS) by

R-ISS risk group. OS was defined 1,07 R-I55
as time from date of =i
transplantation until date of death. e
.. =TT
There were statistically
—I11

significant differences in OS with
median OS not reached, 110.9
and 37.2 months in R-ISS risk
groups L, I, and III, respectively.
The probability of OS at 5 years
was 28, 68, and 86% for R-ISS
I, 11, and I, respectively

_|_ I-censored
—|— ITI-censored
—+TTI-censored

Overall Survival (probability)

0,0 - P=0.0001

T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72

Time from autologous transplantation (months)

Additional risk factors for OS were identified in the uni-  treatment (median OS 60.9 months; P =0.005) (Table 5). All
variate analysis such as renal impairment at diagnosis (median ~ patients were included in the multivariate analysis and R-ISS
OS 37.2 months; P< 0.001) and >2 lines of induction  was selected as an important independent predictor for OS. An

Fig. 2 Progression free survival R-TSS
(PFS) by R-ISS risk group. PFS 1,0 —]~ "=
was defined as time from date of A l— -1 =T
transplantation until date of - Lo w7
relapse, progression or death. 5 == -!I T
Shorter PFS in R-ISS risk group > L I— —— I_censored
IIT versus risk groups I or IT was = 0,89 T = — IT-censored
observed—median PFS 19.2 vs. % [ [P ITI-censored
35.2vs. 36.1 months, respectively -8 | =~ S T
L—

5 L !

S 0,6 i g -;Ij_

7} -l .

o |

[}

=

& 0,4

S

(]

(7]

[}

S

(<]

o

a 027

0,07 P=0.05
T T T T
0 12 24 36

Time from autologous transplantation (months)

@ Springer



Ann Hematol

Fig. 3 Overall survival (OS) by
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increase HR 0 6.9, 95% CI12.4-20.3; P=0.001 was observed
between R-ISS I1I and R-ISS I, and a HR of 1.5, 95% CI 0.6—
3.6; NS, between R-ISS II and R-ISS I. Another discriminat-
ing factor for OS was >2 lines of induction before ASCT
(HR=3.8,95% CI 1.7-8.5; P=0.001).

In addition, independent-risk factors for shorter PFS were
identified in the multivariate analysis such as R-ISS III (HR =
2.9, 95% CI 1.3-6.6; P=0.008) and having received more
than 1 line of induction before ASCT (HR =2.8, 95% CI
1.5-5.1; P=0.001). The achievement of CR on day 100 after
ASCT and having received maintenance treatment were inde-
pendently associated with longer PFS, as shown in the multi-
variate analysis in Table 5.

Discussion

We showed in this study that R-ISS is a reproducible and
applicable method to robustly predict survival in MM patients
who underwent ASCT. This is one of the first evaluations and
validations of the R-ISS in transplant MM patients.

We present a representative series of exclusively transplant
patients who received novel agents with outcomes compara-
ble to those recently reported in prospective and randomized
controlled studies, with 80% of patients achieving very good
partial response or better after ASCT, median PFS of
45 months and 4 year-OS of 81% [3, 4, 6, 7].
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According to the results recently reported by several stud-
ies which evaluate the R-ISS in myeloma patients [20, 22-26],
the distribution of patients is quite similar, particularly stage
I (10-17% in these studies), with a slightly higher proportion
of R-ISS I cases in our series (33% vs. 18-28%). This could be
explained by the fact that the aforementioned studies included
elderly population as well, with potentially more cases of hy-
poalbuminemia and chronic renal disease [27]. Regarding sur-
vival, although our R-ISS stage III patients displayed a shorter
OS than patients with stage III in the study of Palumbo et al.
[20], it is important to point out that the original study was
developed in a selected cohort of patients enrolled in clinical
trials, and our results are closer to those reported by the Greek
and the British group in unselected MM patients cohorts [23,
25].

Although only 134 patients had complete data, they were
precisely those who were consecutively diagnosed and treated
at Mayo Clinic in Arizona and University Hospital of
Salamanca, whereas the remaining patients were referred to
these centers after induction treatment for the transplant pro-
cedure and diagnosis data were not completely available.
Thus, our series may be considered a representative sample
of newly diagnosed transplant patients.

An immediate consequence of re-staging myeloma patients
with the R-ISS model is that patients belonging to either ISS T
with additional high-risk features (high LDH or high-risk CA)
or ISS III with low-risk features (normal LDH and standard-
risk CA) are now reclassified as R-ISS II, with accurate
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Table 5 Univariate and multivariate analysis of covariates affecting PFS and OS in transplant myeloma patients at Mayo Clinic in Arizona and

University Hospital of Salamanca (2004-2014)

Covariates n (%) PFS oS
Median (mo) Univ. Multivariate Median (mo) Univ. Multivariate
P value HR (CI 95%) P value P value HR (CI 95%) P value

Renal impairment at dx

Yes 15(12.4) 12.4 0.03 1.7 (0.8-3.5) NS 37.2 <0.001 1.8 (0.74.2) NS
No 106(87.6)  35.7 110.9 Ref
BMPCs at dx

>60% 31(23.1) 243 NS - - NR NS - -
<60% 103(76.9)  36.1 109.1
Cytogenetic-risk

High 39 (29.3) 31.1 NS - - 57.4 0.001 - -
Standard 94 (70.7) 35.7 NR
LDH at dx

High 17 (12.7) 21.6 NS - - 36.1 <0.001 - -
Normal 117(87.3) 35.7 NR
ISS

1 62 (46.2) 345 NS - - NR NS - -
1 38 (28.3) 49.5 110.9

111 34 (25.5) 23.0 NR
R-ISS

1 44 (32.8) 352 0.05 Ref. - NR <0.001 Ref. -
I 75 (56.0) 36.1 0.8 (0.5-1.4) NS 110.9 1.5 (0.6-3.6) NS
111 15(11.2) 19.2 2.9 (1.3-6.6) 0.008 37.2 6.9 (2.4-20.3) 0.001
Proteasome inhibitor- based induction

Yes 104(77.6)  35.7 NS - - NR NS - -
No 30 (22.4) 24.5 94.7

Lines Induction

>2 23(17.2) 18.4 0.006 2.8 (1.5-5.1) 0.001 60.9 0.005 3.8 (1.7-8.5) 0.001
1 111(82.8) 36.1 Ref NR Ref

Response before ASCT

>CR 43 (32.1) 47.7 NS - - NR NS - -
<CR 91 (67.9) 32.6 110.9

Response 100 days

>CR 72 (53.7) 47.7 0.01 0.4 (0.3-0.7) 0.0001 NR NS - -
<CR 62 (46.3) 27.8 Ref 110.9

Maintenance

Yes 65 (51.2) 49.5 0.02 0.5 (0.3-0.8) 0.004 94.7 NS - -
No 62 (48.8) 24.5 Ref 110.9

Not available 7

Univariate and multivariate model for PFS and OS. Note that only significant covariates were included in the multivariate model

Dx diagnosis, BMPCs bone marrow plasma cells by morphology count, ASCT autologous stem cell transplantation, PFS progression free survival, mo
months, univ univariate analysis, yr years, HR hazard ratio, OS overall survival, ISS International staging system, CR complete response, /g immuno-
globulin, NS not significant, NR not reached, Ref reference category. High-risk cytogenetic abnormalities: dell7p, #(4;14), or #(14;16)

identification of low and high-risk patients according to their
OS: median NR and 37 months, respectively. As showed in
the above studies, there is a higher proportion of patients cat-
egorized as R-ISS II, including patients with high-risk CA
belonging to either ISS II or ISS I. Several studies have shown
that genetic events have a determinant role in prognosis in

myeloma patients [12, 14, 19]. Based on this, we explored
the impact of the presence of high-risk CA on R-ISS 1II sur-
vival. This group of patients was split into Ila and IIb groups,
according to the absence or presence of high-risk CA, respec-
tively. Interestingly, statistically significant differences in sur-
vival were found between Ila and IIb stages: median OS 111
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and 70 months, respectively. These findings need to be vali-
dated in independent and prospective studies, and perhaps will
allow improvement of the risk assessment of not only the low
and high-risk transplant myeloma patients, but also the inter-
mediate risk group, identifying low-intermediate and a high-
intermediate risk subgroups according to the presence or not
of dell7p, #4;14) or #14;16).

In addition, we compared the prognostic value of R-ISS
with other potential predictors of survival in our series of
transplant patients and we showed that R-ISS is an indepen-
dent prognostic marker. R-ISS model employs a feasible eval-
uation of both host factors and disease biology, encompassing
ISS staging, LDH, and genetics. All of these factors should be
assessed in the diagnosis work-up according to the IMWG
recommendations [28, 29]. ISS was not selected as a predictor
of survival in this cohort of patients exclusively treated with
novel agents; this result is consistent with other studies [10,
11, 26] and could be explained by the fact that ISS model was
developed before 2002 when only a minority of patients had
received IMID- or Pl-based therapies.

Interestingly, all of the patients were treated with a novel
agent-based induction and most of them achieved partial re-
sponse or better before ASCT; however, those patients who
were refractory to the first line of induction and needed at least
a second line had a 3-fold higher risk of progression or four-
fold higher risk of death after ASCT. In fact, treatment re-
sponse is a well-known surrogate marker of PFS and, most
importantly, OS [30-32]. Indeed, response 100 days after
ASCT was an independent predictor for PFS, with 60% re-
duction in risk of progression or death in those who achieved
CR after ASCT, as shown in the multivariate analysis per-
formed in our study.

In summary, R-ISS assessed at diagnosis was an indepen-
dent predictor for OS after ASCT in our series, with median
OS for the different R-ISS groups comparable to those report-
ed by Palumbo et al. in their subgroup of younger patients
[20]. Thus, this study lends further support for the R-ISS as
a reliable prognostic tool for estimating OS in transplant-
eligible MM patients with one contribution: the identification
of R-ISS II subgroups according to the presence or not of
high-risk CA. If this observation is validated in other indepen-
dent studies, this approach might help to improve the risk-
stratification of transplant patients and thus, accurately predict
survival and define tailored treatment strategies.
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7.1 Resumen trabajo 3

LA RECUPERACION DE LAS INMUNOGLOBULINAS POLICLONALES AL
ANO DEL TRASPLANTE AUTOLOGO COMO MARCADOR PRONOSTICO DE
SUPERVIVENCIA A LARGO PLAZO EN EL MIELOMA MULTIPLE.

INTRODUCCION: La inmunoparesia se define por el descenso de las

inmunoglobulinas policlonales (Igs). En el momento del diagnéstico, la mayoria de
pacientes tienen inmunoparesia, relacionada con una supresion reversible de los
precursores de célula B en la médula 6sea (MO). Su presencia se ha considerado como
un factor de mal prondstico. Sin embargo, la dinAmica de la recuperacion de las Igs tras
el trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos (TAPH) y su papel prondstico no
se ha estudiado hasta la fecha.

OBJETIVO: Determinar la prevalencia, los determinantes y la dinamica de la
recuperacion de las Igs tras el TAPH y evaluar el impacto prondstico de dicha
recuperacion.

METODOS: Se disefié un estudio retrospectivo multicéntrico que incluyd pacientes
con MM tratados consecutivamente con TAPH en el Complejo Asistencial Universitario
de Salamanca y en el Complejo Asistencial de Le6n entre 1993 y 2013. Se recogieron
datos clinico-biolégicos, incluyendo la cuantificacion de Igs por nefelometria en los
siguientes momentos: diagnostico, previo al TAPH, cada 3 meses en el primer afio post-
trasplante y posteriormente, de forma anual hasta los 5 afios del trasplante o hasta el
momento de la recaida/progresion. La inmunoparesia se definié como el descenso de
las Igs un 25% del limite inferior de la normalidad de cada laboratorio.

Para determinar las diferencias en supervivencia libre de progresion (SLP) y
supervivencia global (SG) entre los pacientes con o sin recuperacién de Igs en cada uno
de los momentos indicados, se calculé la probabilidad de supervivencia condicionada a
estar vivo y sin progresion en cada uno de esos momentos y en base a la recuperacion
0 no de las Igs, mediante el analisis de supervivencia tipo landmark. Se excluyeron del

estudio los pacientes que recibieron un trasplante alogénico en el +100 y aquellos que
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perdieron el seguimiento desde el +100. El estudio se llevd a cabo siguiendo los
principios éticos de la Declaracion de Helsinki.

RESULTADOQOS: Un total de 295 pacientes con MM tratados con TAPH en los

centros y periodo indicados fueron incluidos en el estudio. En el momento del
diagndstico, 208 pacientes (84%) presentaron inmunoparesia. En el dia +100 del TAPH
58 pacientes (22%) tenian recuperadas las Igs. En ese momento, la mediana del
porcentaje de células plasmaticas normales (CPn) en MO, cuantificadas por citometria
de flujo, fue mayor en el grupo con recuperacion de las Igs que en el de persistencia de
inmunoparesia, 85 % vs. 68%, respectivamente, P = 0,004. Ademas, la presencia de un
mayor porcentaje de CPn sobre la celularidad total de la MO al dia +100 se asoci6 con
mayor probabilidad de recuperacion posterior de las Igs, a los 9 meses y al afio del
TAPH, mientras que la mayoria de los pacientes que no tenian CPn al dia +100, no
recuperaron las Igs posteriormente. Al afio del TAPH, 81 pacientes (48%) tenian
persistencia de inmunoparesia y 88 pacientes (52%) habian recuperado las Igs. De este
altimo grupo, 34 pacientes (39%) ya habian recuperado las Igs al dia +100; 16 (18%) a
los 6 meses; 15 (17%) a los 9 meses y 23 (26%) las recuperaron justo al afio del TAPH.
Tras una mediana de seguimiento de 60 meses, la mediana de SLP desde el
TAPH en la serie global fue 30,2 meses (IC 95%: 25,9 - 34,5 meses) y la mediana de
SG fue de 7,4 anos (IC 95%: 6,2 - 8,5 afios). Se estimaron las probabilidades
condicionadas de progresién y supervivencia en cada uno de los momentos de
evaluacion de las Igs y no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre la recuperacion de las Igs y la persistencia de inmunoparesia ni al dia +100, ni a
los 6 0 9 meses. Sin embargo, los pacientes con recuperacion de las Igs al afio del
TAPH presentaron una mediana de SLP desde ese momento significativamente mas
larga que aquellos con persistencia de inmunoparesia: 60,4 vs. 27,9 meses,
respectivamente (HR = 0,45; IC 95%: 0,31 - 0,66; P < 0,001). Estas diferencias también
se encontraron en términos de SG: 11,3 vs. 7,3 afios (HR = 0,45; IC 95%: 0,27 - 0,74; P
= 0,002). En otro analisis tipo landmark realizado al afio del TAPH los pacientes que
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habian recuperado las Igs en los primeros 6 meses tuvieron una mediana de SLP mayor
gue aquellos con recuperacion entre los 6 meses y el afio del TAPH o aquellos sin
recuperacion: 69,3 vs. 52,9 vs. 27,9 meses, respectivamente, P < 0,001. Finalmente, el
analisis multivariante confirmé que la recuperacién de las Igs al afio del TAPH es un
factor prondstico independiente.

DISCUSION Y CONCLUSIONES: Aunque la mayoria de pacientes presentaban

inmunoparesia en el momento del diagnéstico, en el postrasplante se objetivd una
recuperacion progresiva de las Igs entre los pacientes que no progresaron. La
recuperacion de las Igs al afio del TAPH fue un marcador prondstico independiente de
progresidn y supervivencia. Dicho momento coincide con la méxima recuperacion de los
linfocitos B postrasplante de acuerdo a otros estudios. Ademas, una mayor proporcion
de CPn en el dia +100 se asocié con una recuperacion de las Igs en dicho momento y
podria ayudar a predecir la recuperacion posterior, a los 9 meses y al afio del TAPH. De
ser validados estos resultados en un estudio prospectivo, la persistencia de
inmunoparesia podria ser un marcador de disfuncibn inmune que ayudaria en la

seleccidn de pacientes candidatos a estrategias de inmunoterapia.
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ABSTRACT

mmunoparesis or suppression of polyclonal immunoglobulins is a

very common condition in newly diagnosed myeloma patients.

However, the recovery of polyclonal immunoglobulins in the setting
of immune reconstitution after autologous stem cell transplantation and
its effect on outcome has not yet been explored. We conducted this study
in a cohort of 295 patients who had undergone autologous transplanta-
tion. In order to explore the potential role of immunoglubulin recovery
as a dynamic predictor of progression or survival after transplantation,
conditional probabilities of progression-free survival and overall survival
were estimated according to immunoglobulin recovery at different time
points using a landmark approach. One year after transplant, when B-cell
reconstitution is expected to be completed, among 169 patients alive and
progression free, 88 patients (52%) showed immunoglobulin recovery
and 81 (48%) did not. Interestingly, the group with immunoglobulin
recovery had a significantly longer median progression-free survival than
the group with persistent immunoparesis (median 60.4 vs. 27.9 months,
respectively; Hazard Ratio: 0.45, 95%Confidence Interval: 0.31-0.66;
P<0.001), and improved overall survival (11.3 vs. 7.3 years; Hazard Ratio:
0.45, 95% Confidence Interval: 0.27-0.74; P=0.002). Furthermore, the per-
centage of normal plasma cells detected by flow cytometry in the bone
marrow assessed at day 100 after transplantation was associated with
the immunoglobulin recovery at that time and may predict immunoglob-
ulin recovery in the subsequent months: nine months and one year. In
conclusion, the recovery of polyclonal immunoglobulins one year after
autologous transplantation in myeloma patients is an independent long-
term predictor marker for progression and survival.

Introduction

High-dose therapy followed by autologous stem cell transplantation (ASCT)
remains the standard of care for young, newly diagnosed multiple myeloma (MM)
patients. It produces high rates of complete remission, and prolonged progression-
free survival (PFS) and overall survival (OS)."* However, MM is still an incurable
disease, with a high rate of relapse or progression after ASCT.* In recent years, sev-
eral prognostic factors have been identified that predict outcomes after ASCT, such
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as treatment response, persistence (or not) of minimal
residual disease (MRD) or cytogenetic abnormalities. In
addition, researchers have shown an increased interest in
immune reconstitution after this procedure, based on the
premise that an early, strong and sustained recovery of the
immune system could help eliminate residual myeloma
plasma cells (PCs), thereby improving the final outcome.
In fact, several studies have reported positive impacts of
early lymphocyte recovery, the presence of oligoclonal
bands or an early reconstitution of natural killer (NK) cells
on survival.*®

Most MM patients (85%-90%) exhibit immunoparesis
at the time of diagnosis.” This condition is defined as a
reduction in the levels of polyclonal or uninvolved
immunoglobulins (Igs).” Several mechanisms are thought
to be involved in immunoparesis, such as impaired B-cell
differentiation related to humoral and cellular immune
dysfunction, and the reduction of the quantity of B lym-
phocytes due to cytokines produced by myeloma cells
(TGE-B)." Moreover, it seems that this B-cell suppression is
reversible and inversely correlated with disease stage.” In
fact, the presence of immunoparesis in smoldering myelo-
ma is considered to be a prognostic marker of progression
to symptomatic myeloma,” and is also associated with
adverse outcome in newly diagnosed symptomatic myelo-
ma patients.” In the ASCT setting, after high doses of mel-
phalan and the infusion of stem cells, an immune reconsti-
tution is expected, including the reappearance of functional
B lymphocytes and, thereby, the recovery of polyclonal
Igs." On this basis, we hypothesized that persistence of
immunoparesis after ASCT may predict worse progression
or survival in patients with MM, similarly to the other,
aforementioned markers of immune dysfunction.

The primary goal of this study was to determine
whether the recovery of polyclonal Igs after ASCT is of
prognostic value in a cohort of patients with MM. We
show that the immunoglobulin (Ig) recovery one year
after ASCT is an independent prognostic factor associated
with longer PES and OS in MM patients undergoing this
procedure.

Methods

We retrospectively evaluated patients from our region diag-
nosed with symptomatic MM, according to the 2003 criteria, who
consecutively underwent ASCT at either of two referral centers,
the University Hospitals of Salamanca and of Leén, Spain,
between 1993 and 2014.

Clinical and biological data were collected by searching the
medical records and databases of each hospital. Serum
immunoglobulin levels (IgG, IgA and IgM) were measured by
nephelometry. Immunoparesis was defined as a more than 25%
decrease in one or both polyclonal Igs relative to the lowest limit
of normality of each laboratory. The recovery of the Igs was estab-
lished as a normalization of polyclonal Igs levels (presence of poly-
clonal IgG, IgA, IgM serum level above the minimum level of the
normal range cited by each laboratory). Igs were collected at dif-
ferent time points (+ 7 days): diagnosis, before ASCT, and 100
days, 6 months, 9 months, 1 year, 18 months after ASCT, and
annually thereafter, until relapse, progression or death. In the
group of patients who received tandem ASCT, Igs were evaluated
after the second ASCT. However, patients who underwent tan-
dem auto/allo-stem cell transplantation were excluded because
this procedure may interfere with the pure autologous-immune

reconstitution; those patients without follow up at 100 days were
also excluded.

Response to treatment was evaluated according to 2006
response criteria for MM."” In addition, phenotypically aberrant
bone marrow plasma cells (aPCs) and normal bone marrow plas-
ma cells (nPCs) were assessed by multiparameter flow cytometry
(MFC), as previously described.' Flow MRD-negative assessed
100 days after ASCT was defined as the absence of aPCs."

Fluorescence i situ hybridization (FISH) analysis was performed
in selected CD138 plasma cells in the bone marrow (BM) samples
at diagnosis, as previously described.'"

Statistical analyses

The 7 Student t-test and Mann-Whitney U tests were used to
establish statistically significant differences between comparison
groups. P<0.05 was considered statistically significant. PFS in the
whole patient cohort was defined as the time from date of trans-
plantation to relapse, progression or death, regardless of cause. OS
was considered the time from transplantation to death. Patients
without a recorded progression or death date were censored for
PES or OS at their last follow up. These probabilities were estimat-
ed by the Kaplan-Meier method. Ig recovery was evaluated at dif-
ferent time points, mentioned above, until progression or death.
To explore whether Ig recovery has a prognostic role for each of
those moments, and to obtain a dynamic prediction, we calculated
conditional survival (CS) probabilities using the landmark
approach;”"”! we estimated PES or OS according to Ig recovery,
given that the patient was already alive and progression free at
those landmark time points, which correspond to Ig-evaluation
time points. Thus, only patients who were still alive and without
progression at such landmark times were included in the respec-
tive analyses. Survival curves were plotted by the Kaplan-Meier
method and calculated from the landmark time point, with differ-
ences assessed by the log-rank test.

To explore the effects of potential risk factors for progression or
survival, Cox proportional hazards regression model was used.
Hazard Ratios (HR) were also estimated by conditional versions of
the Cox regression model for the different landmark time points.
In addition, analysis took into consideration the whole follow up
after ASCT by treating Ig recovery as a time-varying covariate; this
new time-varying covariate was then incorporated into the final
multivariate model.

All statistical analyses were performed using IBM SPSS Statistics
for Windows, v.20.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA).

The study was approved by the Institutional Review Board of
one of the participating centers, in accordance with the
Declaration of Helsinki.

Results

Patients’ characteristics

A total of 342 MM patients underwent ASCT between
1993 and 2014. A total of 295 patients met the inclusion
criteria and were included in this study (Figure 1). Their
baseline characteristics are summarized in Table 1. There
were 171 (58%) men and 124 (42%) women. Median age
at diagnosis was 57 years (range 29-71 years).

Conventional chemotherapy was administered as an
induction regimen in 163 patients (55%); 137 (46%)
received VBMCP/VBAD (vincristine, BCNU, melphalan,
cyclophosphamide, prednisone/vincristine, BCNU, dox-
orubicin, dexamethasone) and 24 (8%) received VAD (vin-
cristine, adriamycin and dexamethasone). The remaining
132 patients received immunomodulatory drugs (IMIDs)

Immunoglobulin recovery after ASCT in MM -
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or proteasome inhibitor-based therapies: 46 patients fifty-nine (20%) patients were categorized as having stage

(16%) had received VD (bortezomib and dexamethasone) III. FISH studies were carried out at diagnosis in 206

and 37 patients (13%) VID (bortezomib, thalidomide and  patients, 45 of whom (22%) were classified as having

dexamethasone). high-risk cytogenetic abnormalities: 25 (12%) had t(4;14),
According to the International Staging System (ISS),”* 15 (7%) had dell7p, and 5 (2%) had t(14;16).

Table 1. Baseline characteristics of 295 transplant-eligible myeloma patients and treatments received before and after autologous stem cell
transplant (1993-2014).

Characteristics Myeloma patients (n=295)
Male / female, n. (%) 171 (58)/124 (42)
Age at diagnosis, median, years (range) 57 (29-11)
Heavy chain type, n. (%)

IgG 173 (59)

IgA 60 (20)

BJ 45 (15)

Non-secretory MM 14 (5)

IgD 3

Light chain type

kappa, n. (%) 179 (61)

lambda, n. (%) 113 (39)

Serum M-protein, median mg/dL (range) 3.4 (0-12.4)

% BM PC by morphology, mean (SD) 36 (25)

Hemoglobin, mean g/dL (SD) 109 (2.2)

Creatinine, mean mg/dL (SD) 14 (13)

Calcium, mean mg/dL (SD) 9.7 (1.1

(32 microglobulin, mean mg/dL (SD) 44 (3.5)

Immunoparesis at diagnosis, n. (%) 208 (84)

NA 48

ISS stage, n. (%)

I 115 (46)

11 85(34)

11 49 (20)

NA 46

High-risk cytogenetic, n. (%) 45 (22)

t(4;14) 25 (12)

del 17p 15(7)

t(14;16) 5(2)

NA 89

Induction treatment, n. (%)

Conventional chemotherapy 163 (55)
VBCMPAVBAD 137 (84)
VAD 24 (15)
Others 2(1)

Novel agents 132 (45)

VD 46 (36)
VID 37 (28)
VCD 10 (6)
Others (TD, VRD, RD, VDL-PACE) 39 (30)

Maintenance therapy 141 (57)

Interferon-o 113 (80)

Other combinations (bortezomib, thalidomide, lenalidomide) 28 (20)

NA 49

BJ: Bence Jones myeloma; MM: multiple myeloma; n: number; BMPC: bone marrow plasma cells; ISS: International Staging System; SD: standard deviation; NA: not available;
VBCMP/VBAD: vincristine, BCNU, melphalan, cyclophosphamide, prednisone/vincristine, BCNU, doxorubicin, dexamethasone; VAD: vincristine, adriamycin and dexamethasone;
VD: bortezomib, dexamethasone; VTD: bortezomib, thalidomide, dexamethasone; VCD: bortezomib, cyclophosphamide, dexamethasone; TD: thalidomide and dexamethasone;
VRD: bortezomib, lenalidomide, dexamethasone; RD: lenalidomide, dexamethasone; VDL-PACE: bortezomib, dexamethasone, lenalidomide, cisplatin, adriamycin, cyclophos-
phamide, etoposide.
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Figure 1. Kinetics of the polyclonal immunoglobulin (Ig) recovery after autologous stem cell transplantation (ASCT) in 295 myeloma patients (1993-2014). A total
of 295 patients were included in the study, after excluding 47 patients who underwent tandem auto-alloSCT or those who were lost to follow up before day +100.
Evaluable patients with available Igs at each time during the study are represented on the right. The gray box on the right shows the number of patients who had
recovered polyclonal Igs by the different times since ASCT (center boxes). The proportion of patients with Ig recovery increases over time, indicating progressive Ig
recovery after ASCT (represented by the descending black arrow) among the evaluable patients. Some patients did not have available Igs at various times (data not
shown): 20 patients at 100 days (d); 71 at six months (mo); 71 at nine mo; 62 at one year (yr); 55 at two years; 60 at three years; and 57 patients at five years. The
cumulative numbers of patients who had progressed or died at each time point, and who were therefore excluded from the Ig evaluation, are shown on the left.

ASCT features and treatment response

The median time from diagnosis to ASCT was eight
months (range 3-186 months); 200 mg/m’ melphalan was
the standard conditioning regimen used for the majority of
patients. The median infused CD34" stem cell dose was
more than 2 x10%kg. Only one case of engraftment failure
was recorded during this period (Online Supplementary
Table S1). ASCT improved the overall response rate from
90% before ASCT to 94% after the procedure, as well as
the quality of response: 106 (36%) patients showed an
improved response. As a result, the complete response
(CR) rate, including stringent CR (sCR), improved from
27% before ASCT to 48% after the procedure.

Kinetics of polyclonal immunoglobulin recovery and
association with depth of response after
transplantation

Most patients (208 patients, 84%) had immunoparesis
at diagnosis, and this was associated with aggressive dis-
ease characteristics: renal impairment (P=0.004), IgA sub-
type (P=0.04), 40% or more BMPCs (P<0.001), and
advanced ISS stage (P=0.004).

Figure 1 provides an illustrative explanation of the pro-

portion of patients who had Ig recovery at each time point
after ASCT during the study; 100 days after ASCT, 58 of
263 (22%) evaluable patients had recovered polyclonal Igs,
while the remaining 205 (78%) had immunoparesis. There
were no significant differences between the two groups
(with immunoparesis or Ig recovery) after 100 days with
respect to sex, age, induction, double ASCT, cytogenetic
or early neutrophil engraftment (Table 2). However, in the
group with polyclonal Ig recovery there was a trend
towards more complete responses [10 patients (17%) in
sCR and 26 (45%) in CR] and fewer partial responses (PR)
(21%) achieved by 100 days than in the group with
immunoparesis persistence 100 days after transplantation
[20 (10%), 73 (35 %), 65 (32 %) patients in sCR, CR and PR,
respectively] (Table 2). None of the patients who recov-
ered Igs had progressed in their disease or showed no
response by 100 days. Moreover, there was more flow
MRD-negative after 100 days among patients who had
recovered Igs than in the group with immunoparesis: 20 of
58 (34%) versus 48 of 205 (23%), respectively (P=0.08).
One year after ASCT, 169 patients were evaluable and
81 of them had immunoparesis (48%) while the remain-
ing 88 (52%) had experienced Ig recovery during the first

Immunoglobulin recovery after ASCT in MM -

haematologica | 2017; 102(5) m-



- V. Gonzalez-Calle et al.

-m haematologica | 2017; 102(5)

7 P=10.003
*
*
*
4
o
3 o

day +100 (%)

Total normal plasma cells in the whole BM cellularity at

1 T

T T
Yes No

Polyclonal immunoglobulin recovery at 9 months after ASCT

»7 P=0.013

o

cellularity at day +100 (%)

Total normal plasma cells in the whole bone marrow

il T

T T
Yes No

=
1

Polyclonal immunoglobulin recovery at 1 year after ASCT

Figure 2. Box plots illustrating the association between total percentage of normal plasma cells (nPCs) in the bone marrow (BM) flow assessment at 100 days and
subsequent immunoglobulin (Ig) recovery nine months (A) and one year (B) after transplantation. (A) Box plots showing the distribution of nPCs in the BM assess-
ment 100 days by Ig recovery after nine months. Note that the group who recovered polyclonal Igs after nine months (left) had shown a significantly higher median
percentage of nPCs in the previous BM assessment at 100 days: 0.11% versus 0.06%. (B) Box plots showing the distribution of nPCs after 100 days in the Ig recovery
groups after one year. Patients who had recovered polyclonal Igs by one year after transplantation also had shown higher median percentages of nPCs at 100 days:
0.10% versus 0.08% nPCs, respectively. Therefore, the quantity of nPCs in the BM assessment after 100 days can predict subsequent Ig recovery after transplanta-

tion.

year since ASCT: 34 of these 88 patients (39%) had recov-
ered Igs at 100 days, 16 (18%) at six months, 15 (17%) at
nine months and 23 (26%) one year after ASCT.
Therefore, there was a progressive Ig recovery after ASCT
in those patients who were alive and without progression
at one year. No significant differences in any baseline char-
acteristics were found between these groups (Table 2).

In order to determine whether the recovery of nPCs is
correlated with serum Ig recovery, we compared the per-
centage of nPCs in the bone marrow assessed by MFC
after 100 days, performed in 212 patients, with the Ig
recovery at various times after ASCT. As expected, the
median percentage of nPCs in the plasma cell bone mar-
row compartment was higher in the group of 46 patients
who had recovered Igs than in the group with immuno-
paresis after 100 days: 85.4% versus 68.2% nPCs, respec-
tively (P=0.004). In addition, patients who recovered the
Igs later, by nine months or one year after ASCT, had
shown a higher median percentage of 100-day nPCs with
respect to whole bone marrow cellularity, than those who
had persistent immunoparesis at those times: 0.11%
versus 0.06% (P=0.003) and 0.10% versus 0.08% (P=0.013),
respectively (Figure 2). Moreover, all patients who lacked
nPCs in the BM after 100 days still exhibited immuno-
paresis six and nine months and one year later, except for
2 patients (19%) who finally recovered Igs after one year.
Therefore, the percentage of nPCs after 100 days may pre-
dict subsequent Ig recovery at various time points after
ASCT and absence of nPCs may predict the persistence of
immunoparesis in subsequent months.

Impact on survival of immunoglobulin recovery one
year after transplantation

Median follow up for surviving patients was 59.7
months (range 7.3-301.1 months); 221 out of 295 patients
(70%) progressed, relapsed or died after ASCT, with a
median PFS of 30.2 months [95% Confidence Interval (CI):

25.9-34.5 months] from ASCT and a median OS for the
whole cohort of patients of 7.4 years (95%Cl: 6.2-8.5
years) from ASCT.

Conditional PFS and OS were estimated at each land-
mark time point according to Ig recovery. Although there
were no statistically significant differences between the
groups with respect to Ig recovery at 100 days, six months
or nine months, the median PFS tended to be slightly high-
er in the recovery than in the immunoparesis group: 36
versus 28 months, 41 versus 32 months and 50 versus 32
months, respectively, for each landmark time point
(P=0.3). However, statistically significant differences in
PES and OS were found from the 1-year landmark time
point (Online Supplementary Table S2).

Altogether, a total of 169 patients with available Ig data
were alive and progression free one year after ASCT.
Median follow up for patients with Ig recovery was 78.8
months and 85.1 months for patients who had not recov-
ered Igs (P=0.2). Interestingly, median PFS was significant-
ly longer for the 88 patients with Ig recovery than for the
81 patients without Ig recovery according to the 1-year
landmark analysis: 60.4 versus 27.9 months, respectively
(HR: 0.45, 95%CI: 0.31-0.66; P<0.001) (Figure 3).

We also explored whether the timing of Ig recovery dur-
ing the first year among these 169 patients who were alive
and progression free had an impact on PES. Another land-
mark analysis of one year was performed for PES accord-
ing to the period of time when the Ig recovery had
occurred within the previous 12 months, identifying three
groups with different PFS: i) group 1 included those who
had recovered the Igs within the first six months after
ASCT; ii) group 2 included those who had recovered the
Igs 6-12 months after ASCT; and iii) group 3 included
those patients with no Ig recovery one year after ASCT.
The shorter the Ig recovery time the longer was the PFS
(69.8 vs. 52.9 vs. 27.9 months for groups 1, 2 and 3, respec-
tively; P<0.001) (Figure 4).
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Table 2. Distribution of baseline and disease characteristics by immunoglobulin recovery status 100 days and one year after autologous stem cell ®
transplantation (n=263 and n=169).

Immunoparesis: Ig recovery: Immunoparesis: Ig recovery:
100 days Ig 100 days 1 year 1 year
n=205 n=58 n=81 n=88

Age at diagnosis,
=65 year, n. (%) 42 (20) 12 21) 0.9 19 (23) 14 (16) 0.3
<65 year, n. (%) 160 (80) 46 (79) 62 (77) 71 (84)
BM PC by morphology, mean % (SD) 35 (25.6) 39 (24.6) 0.3 34 (214) 35 (27.6) 0.7
Serum M-protein, mean mg/dL (SD) 34 (2.6) 3.2 (2.6) 0.6 34 3.1 0.5
High-risk cytogenetics, n. (%) 31 (20) 10 (24) 0.5 15 (23) 10 (14) 0.2
NA 31 17 17 19
1SS stage, n. (%):
I 79 (45) 23 (46) 35 (46) 44 (53)
11 64 (36) 16 (32) 0.8 27 (36) 26 3D 0.7
11 33 (19) 11(22) 14 (18) 13(16)
NA 29 8 5 5
Treatment induction, n. (%)
Conventional chemotherapy 110 (54) 30 (52) 0.8 46 (53) 43 (49) 0.5
Novel agents 95 (46) 28 (48) 40 (47) 45 (51)
ASCT tandem, n. (%) 18 (9) 2(3) 0.2 709 4(5) 0.3
Response after 100 days, n. (%)
PD 5(2) 0 0.1 - - 0.1
NR 8(4) 0 5 (6) 1(1)
PR 65 (32) 12 (21) 23 (28) 24 (27)
VGPR 34 (17) 10 (17) 14 (17) 17 (19)
CR 73 (35) 26 (45) 31 (38) 31 (35)
sCR 20 (10) 10 (17) 8 (10) 15 (17)
Flow negative-MRD, n. (%) 48 (23) 20 (34) 0.08 19 (23) 24 (27) 0.5
Maintenance therapy with interferon-o. 45 (55) 40 (45) 0.3
NA - - - 2 6

Ig: immunoglobulin; BMPC: bone marrow plasma cells; NA: not available; ISS: International Staging System; PD: progressive disease; NR:stable disease; PR: partial response; VGPR:
very good partial response; CR: complete response; sCR: stringent complete response; MRD: minimal residual disease.

Furthermore, median OS was significantly longer for the
group with Ig recovery than for the group with persistent
immunoparesis from the 1-year landmark point (11.3 vs.
7.3 years, P<0.001; HR: 0.45, 95%CI: 0.27-0.74, P=0.002)
(Figure 5).

Conditional versions of the Cox model for 100-days and
1-year landmark time points were made taking into con-
sideration only patients who were alive and progression
free at those moments after ASCT. Altogether, 4 multivari-
ate models were performed, for both PES and OS at each
landmark point (100 days and 1 year). Covariates signifi-
cantly associated with PFS and OS were identified by uni-
variate analysis. P=0.05 was considered statistically signif-
icant. Multivariate analysis was then performed including
only significant factors obtained in the univariate analysis.
Finally, an additional model treating Ig recovery as a time-
varying covariate was performed.

The conditional version of the Cox model for 100 days,
including 283 patients alive and progression free at this
landmark time point is shown in Ounline Supplementary
Table S3. A total of 138 patients who simultaneously had
all the covariates were evaluated. Neutrophil engraftment
before ten days was selected as an independent predictor
for PES, high-risk cytogenetic abnormalities were shown
to be an independent predictor for both PES and OS, and

presence of renal impairment at diagnosis for OS.

Altogether, 231 patients were alive and progression-free
at one year after ASCT. In all, 134 patients were included
in the multivariate analysis for PES (Table 3) showing ISS
stage III, neutrophil engraftment before ten days and Ig
recovery at one year were independent factors for predict-
ing PES at this 1-year landmark time point. Patients with
Ig recovery at one year had a 2-fold lower risk of progres-
sion or death from one year after ASCT than those who
had not recovered Igs (HR 0.5, 95%CI: 0.3-0.8; P=0.001).
In addition, 127 patients were included in the multivariate
analysis for OS and Ig recovery was also selected as an
independent predictor for OS at this landmark-point, (HR:
0.35, 95%CI: 0.2-0.7; P=0.004).

We incorporated Ig recovery as a time-varying covariate
into the multivariate model and findings support the
results already found by the landmark analysis: Ig recov-
ery after ASCT was an independent predictor for PES
(Online Supplementary Table S4).

Discussion

This retrospective study shows that polyclonal
immunoglobulin recovery occurs gradually after trans-
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Table 3. Univariate and multivariate analysis of covariates affecting progression-free survival and overall survival by conditional version of the Cox
regression model for the one year landmark point.

PFS since 1 year after ASCT 0S since 1 year after ASCT
Median Univ. Multivariate Median Univ.  Multivariate
(months) P HR (vears) P HR
(95%Cl) (95%Cl)

ISS
I 35 (18) 25.6 0.006 2.1(12-36) 0.1 49 0.005  1.1(03-3.6) NS
Torll 163 (82) 417 Ref 9.8 Ref
NA 33
Cytogenetic risk

High 28 (17) 31.6 NS - - 6.8 0.02 2000945 NS

Standard 138 (83) 433 113 Ref

NA 65
Induction
Conventional 131 (56) 40.9 NS - - 8.3 0.02 1.8 (0.8-3.7) NS
Novel agents 100 (44) 484 NR Ref
NA -
PMN engraftment
<10day 28 (14) 67.8 0.006 04 (0.2-0.7)  0.004 117 NS - -
>10day 174 (86) 36.6 Ref 84
NA 29
Response 100 days
CR 113 (49) 24 0.06 - - 10.9 NS - -
Not CR 118 (51) 32.6 83
NA -
Ig recovery at 1 year
Yes 88 (52) 60.4 <0.0001 0.5 (0.3-0.8)  0.001 113 0.001 035 (0.2-0.7)  0.004
No 81 (48) 27.9 Ref 79 Ref
NA 62

ASCT: autologous stem cell transplantation; PFS: progression-free survival; mo: months; HR: Hazard Ratio; Cl: Confidence Interval; univ: univariate analysis; HR: Hazard Ratio; OS:
overall survival; ISS: International Staging System; PMN: neutrophils; CR: complete response; Ig:immunoglobulin; Ref: reference category; NA: data not available; NS: not significant;
NR: not reached.
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plantation and that recovery one year after ASCT is an
independent prognostic factor predicting longer PFS and
OS, when the B-cell reconstitution is expected to be com-
pleted. In addition, the presence of nPCs in the BM 100
days after ASCT is associated with early recovery of Igs
by 100 days and with subsequent Ig recovery after nine
months and one year. Therefore, we propose that Ig levels
should be measured during follow up of patients undergo-
ing ASCT.

To the best of our knowledge, this is the first study to
evaluate the presence of immunoparesis after ASCT, as
well as the kinetics of polyclonal Ig recovery and its effect
on outcome after ASCT. The serum Ig findings are consis-
tent with the biological background described by
Hernadndez er al”” and Rueff e al.® B-cell reconstitution is a
delayed and progressive process beginning one month
after ASCT, reaching a normal range at six months, and
ending after one year when maximum B-lymphocyte lev-
els are detected in BM.

In this context, several observations in the study are
worthy of discussion. 1) Considering the 1-year period
required for complete B-cell reconstitution after ASCT, we
observed that 88 patients (52%) had recovered Igs by this
time. One-third of those patients had already recovered
their polyclonal Igs by 100 days, half of them had recov-
ered by six months and the other half did so between six
months and one year. This timing of polyclonal Ig recov-
ery has a prognostic value in terms of PES, reflecting the
potential benefit of early immune recovery. Patients with
polyclonal immunoglobulin recovery within the first six
months following ASCT had significantly longer PES than
those who recovered during the next six months. In addi-
tion, engraftment of neutrophils within ten days was sig-
nificantly associated with longer PES. Several studies have
also shown that rapid immune reconstitution after ASCT,
both early lymphocyte recovery® and higher levels of NK

cells after one month® have a significantly positive impact
on outcomes, probably due to the immune effect on resid-
ual myeloma PCs. 2) As far as nPCs are concerned, we
show that a higher proportion of nPCs after 100 days was
significantly associated with early polyclonal Ig recovery,
although it may also predict Ig recovery in subsequent
months; by contrast, the absence of nPCs after 100 days
was associated with persistence of immunoparesis one
year after ASCT. With respect to abnormal PCs, although
immunoparesis mechanisms are not completely under-
stood, our results also suggest that B cells are suppressed
by the plasma cell clone: Ig recovery was more common
in patients without aPCs or flow MRD-negative after 100
days. The findings of Tovar et al.” provide additional evi-
dence of a humoral response after ASCT, revealing that
emergence of oligoclonal bands could be the consequence
of the strong immune reconstitution that is associated
with better PFS, and suggesting that there is clonal compe-
tition between myeloma PCs and polyclonal B lympho-
cytes. Furthermore, a sustained oligoclonal response, last-
ing for more than one year after ASCT, also had a positive
influence on the outcomes.

Finally, the most interesting finding in our study is prob-
ably that polyclonal Ig recovery one year after ASCT was
associated with significantly longer PES and OS than in
those with persistent immunoparesis: median PFS of 60
versus 28 months and OS of 11 versus 7 years, respectively.
However, this significant association was not evident ear-
lier (after 100 days). One possible explanation is that the
prognostic significance of the polyclonal Ig recovery could
be established only in those patients who lived long
enough to have experienced complete and uneventful B-
cell reconstitution one year after ASCT. Therefore, if the
polyclonal Igs have recovered by this time, our results
would lead us to expect a positive outcome. By contrast,
persistence of immunoparesis at this time was independ-
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ently associated with shorter PFS and worse OS.

As a result, polyclonal Ig recovery after one year may be
considered an independent long-term marker for predict-
ing PFS and OS. Our risk-reassessment approach involves
a non-invasive strategy that could be easily implemented
in clinical practice. In addition, Ig quantification by stan-
dard nephelometry is a quick and highly reproducible
method, at relatively low cost,® and is widely available,
compared with serum Ig heavy/light chain ratio (HLC)
assays. Some recent studies have reported that HLC is a
predictor of PES in MM patients at diagnosis™and after
ASCT.” However, further studies are required because
only one of these was conducted after ASCT, and the
association with treatment response or the kinetics of
HLC recovery has not yet been established.

Despite there being no definitive recommendations
regarding consolidation and maintenance treatment for
MM patients after ASCT* strategies that enhance the
immune reconstitution might be beneficial. In fact, inter-
feron maintenance significantly improved OS in those
patients in our series who tolerated the treatment. A
recent immunotherapy study showed that patients with
persistent positive MRD after treatment showed upregu-
lation of PD-L1/PD-1, suggesting that this group of
patients may benefit from PD1-blockade with anti-PD1
drugs.” In accordance with this, patients with persistent
immunoparesis and absence of nPCs are a suitable cohort
in which to investigate immunotherapy strategies in clini-
cal trials that aim to enhance their immune system and
subsequently achieve immune-mediated eradication of
myeloma cells. However, further prospective studies are
required to analyze in greater detail the impact of poly-
clonal Ig recovery and the immune system background
after transplantation in the era of new drugs.

The presence of high-risk cytogenetic abnormalities
stood out in our study as one of the most important inde-

pendent prognostic factors for progression and survival in
myeloma patients, as noted in other series.”"*
Interestingly, Ig recovery after one year may also help iden-
tify patients with better subsequent long-term outcomes
among those high-risk patients who live for more than one
year after transplantation and who have not progressed.

In conclusion, this study, carried out in a representative
series of MM patients, showed that the recovery of poly-
clonal Igs one year after ASCT, when B-cell reconstitution
is expected to have concluded, had occurred in half of the
patients and was an independent long-term marker of pro-
gression and survival. This recovery of Igs was a gradual
process following ASCT that could be predicted on the
basis of the percentage of underlying nPCs detected by
flow cytometry in the bone marrow assessment after 100
days. If these results were confirmed in other studies, they
might facilitate the selection of candidate patients requir-
ing consolidation/maintenance therapy after ASCT, and
even the establishment of immunotherapy strategies to
enhance their immune system and improve their out-
comes in the setting of clinical trials.
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Supplementary Table 1. Autologous stem cell transplantation characteristics (1993-
2014).

o MM
Characteristics (n=292)
Time from diagnosis to ASCT, median months (range) 8 (3-186)
Age at ASCT, median years (range) 59 (29-71)
Number of previous chemotherapy regimens, median
(range) L (1-4)
1, no. (%) 235 (80)
45 (15)
2, no. (%) 15 (5)
23, no. (%)
Mobilization regimen PBSC, no.
G-CSF alone (5mcg/kg sc) 231 (79)
Cyclophosphamide + G-CSF 61 (20)
Other 2 (1)
Infused dose CD34+ cells, x10%kg median, (range) 4.0 (0.4-7.7)
Infused dose MNC, x108/kg, median, (range) 2.5 (0.2-26.5)
Conditioning regimen, no (%):
Melphalan 200 mg/m? 264 (89)
Melphalan reduced dose 12 (4)
Busulphan + Melphalan 14 (5)
Other 5(2)
Tandem ASCT, no. (%) 21 (7)
Time to ANC >500/uL, days, median (range) 11 (5-41)
Time to platelets >20,000/uL, days, median (range) 12 (0-67)
Time to platelets >50,000/uL, days, median (range) 15 (7-188)
Graft failure, no. (%) 1(0.4)
Total length of hospitalization during ASCT, median days 19 (14-82)
(range)
MRT, no. deaths related to transplant (%) 6 (1.7)

ASCT: autologous stem cell transplantation ; no. : number; PBST: peripheral blood stem
cells; G-CSF: granulocyte-colony stimulating factor; MNC: mononuclear cells; ANC:
absolute neutrophil count; MRT: mortality related to transplantation.
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Supplementary Table 2. Comparison of progression-free survival and overall survival
from the different landmark points according to the Ig recovery after transplantation.

No. patients Median PFS (mo) Median OS (yr)
Ig Ig
Time Imm Ilg Rec Imm P Imm P
Recove
after group group ; value | group | Recovery | value
ASCT /
100 days 205 58 28.0 35.8 NS 0 8.0 NS
6 months | 126 69 31.6 40.9 NS 7.4 8.4 NS
9 months | 102 74 31.6 49.2 NS 7.9 11.3 NS
1year 81 88 27.9 60.4 <0.001 7.9 11.3 0.001
18
64 76 37.0 69.3 .003 8.3 13.7 .003
months
2 years 38 68 43.3 87.1 .003 111 13.8 NS
3 years 21 54 94.2 95.0 .NS NR 13.7 NS
5 years 7 35 98.9 122.3 NS NR 17.3 NS

ASCT: autologous stem cell transplantation; Rec: recovery; PFS: progression free
survival; mo: months; OS: overall survival, Imm: immunoparesis; lg: immunoglobulin;
mo: months; yr: years; NR: not reached; NS: not significant.
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Supplementary table 3a. Univariate and Multivariate analysis of covariates affecting

PFS by conditional version of the Cox regression model for 100-days landmark point.

283 patients alive and progression-free at this moment are included.

PFS after ASCT since 100 days

Covariates n (%) Median Univ. Multivariate
(mo) P value HR (95%) P value
ISS
1 48 (20) 18.4 0.002 1.4 (0.8-2.4) NS
lorll 197 (80) 324 Ref
NA 38
Cytogenetic-risk:
High 43 (21) 19.9 0.001 1.7 (1.1-2.7) 0.03
Standard 161 (79) 35.3 Ref
NA 79
Renal impairment at
diagnosis
Yes 37 (20) 16.8 0.06 - -
No 152 (80) 29.1
NA 94
Induction
Conventional 156 (55) 31.6 NS
Novel agents 127 (45) 30.2 - -
NA -
PMN engraftment
<10day 32 (13) 60.8 0.004 0.4 (0.2-0.8) 0.02
>10day 221 (87) 29.6 Ref
NA 30
Response before
ASCT
<PR 26 (10) 15.9 0.001 1.2 (0.9-1.7) NS
>PR 257(90) 32.9 Ref
NA -
Response 100 days
CR 135 (47) 35.3 0.09
Not CR 146 (53) 27.4 i i
NA -
Ig recovery 100 days
ves 58 (22) 359 |Ns - -
NA 205 (78) 28.1
20
Interferon maintenance
ves 11245 | 332 |005 0.6 (0.4-1.1) NS
128 (55) 22.4 Ref
NA 43
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Supplementary table 3b. Univariate and Multivariate analysis of covariates affecting OS
by conditional version of the Cox regression model for 100-days landmark point. 283
patients alive and progression-free at this moment are included.

OS after ASCT since 100 days
Covariates n (%) Median Univ. Multivariate
(yr) P value HR (95%) P value
ISS
i 48 (20) 4.6 0.001 1.6 (0.6-4.1) NS
lorll 197 (80) 8.3 Ref
NA 38
Cytogenetic-risk:
High 43 (21) 3.5 0.0001 2.4 (1.2-4.8) 0.01
Standard 161 (79) 111 Ref
NA 79
Renal impairment at
diagnosis
Yes 37 (20) 4.8 0.01 2.3 (1.1-4.8) 0.03
No 152 (80) 9.3 Ref. :
NA 94
Induction
Conventional 156 (55) - -
Novel agents 127 (45) EI; 0.06
NA -
PMN engraftment
<10day 32 (13) 9.8 NS - -
>10day 221 (87) 7.1
NA 30
Response before
ASCT
<PR 26 (10) 4.8 NS - B
>PR 257(90) 7.4
NA -
Response 100 days
CR 135 (47)
Not CR 146 (53) ?'g NS _ _
NA - '
Ig recovery 100 days
yes 58 (22) 8.0 NS - -
NA 205 (78) 7.0
20
Interferon maintenance
ves 112 (45)
No 128 (55) 8.4 0.04 0.5 (0.3-0.9) 0.05
NA 43 7.1 Ref
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varying covariate.

PFS
Variable Multivariate
HR (95%) "
value
ISS
1] 2.2 (1.1-4.3) 0.018
lorll Ref
Cytogenetic-risk:
High 2.3(1.4-3.9) 0.0011
Standard Ref
Induction
Conventional 1.7 (1.1-2.8) 0.0236
Novel agents Ref
PMN engraftment
>10day 1.9 (0.9-4.0) NS
<10day Ref
Response 100 days
Not CR 1.3(0.8-2.0) NS
CR Ref
Ig recovery 1 yr
No 1.8 (1.1-2.9) 0.0154
Yes Ref

Supplementary Table 4. Multivariate analysis with Immunoglobulin recovery as time-

PFS: progression free survival; HR: hazard ratio; ISS: International;staging system;
PMN: neutrophils; CR: complete response; Ig: immunoglobulin; Ref: reference category;
NS: not significant.
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1. En relacion al valor de la proteinuria de Bence Jones en pacientes
diagnosticados de mieloma asintomatico (MMQ):
— La proteinuria de Bence Jones fue un marcador independiente de progresion
a mieloma mdultiple (MM). La validacion de este resultado justificaria un
seguimiento mas estrecho de los MMQ con proteinuria de Bence Jones.
— El nivel de proteinuria de Bence Jones > 500 mg al dia identifico a pacientes
con un riesgo muy alto de progresion a MM. La confirmacién de este
resultado en otros estudios podria suponer la inclusién de estos pacientes

en el grupo de mielomas candidatos a tratamiento.

2. En cuanto al modelo de riesgo R-ISS aplicado en pacientes con MM que
recibieron trasplante autdlogo en la Clinica Mayo y el Complejo Asistencial
Universitario de Salamanca:

— EI'R-ISS fue un factor pronéstico independiente para la supervivencia global.
— Los pacientes del grupo R-ISS Il pudieron reclasificarse en dos subgrupos,
con diferente supervivencia global de acuerdo a la presencia o ausencia de

alteraciones citogenéticas de alto riesgo.

3. En relacién a la identificacién de factores prondsticos en el MM tras el trasplante
autdlogo:

— La recuperacion de las inmunoglobulinas policlonales fue un proceso gradual
gue se asocid con la proporcion de CP normales en la médula ésea
detectadas por citometria en el dia +100.

— Esta recuperacion un afio después del trasplante aut6logo fue un marcador

independiente de progresién y supervivencia a largo plazo.
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Rationale and Hypotheses

Rationale and Hypotheses

Multiple myeloma (MM) is a clinically heterogeneous neoplastic disease in which
the identification of prognostic markers is essential for predicting the course of the
disease in each patient, and thus to design therapeutic strategies aimed at preventing

the onset of relapse and, therefore, prolonging survival.

The prognostic evaluation of MM throughout the natural history of the disease
requires the use of both prognostic factors present at the time of diagnosis and markers
dependent on time and influenced by the treatments. In the first place, given that
practically all MM are preceded by asymptomatic gammopathies, the availability of
prognostic markers that predict the risk of progression from asymptomatic or smoldering
myeloma (SMM) to MM acquires great relevance. On the other hand, at the time of
diagnosis of MM, although there are new models that integrate prognostic markers
related to the patient and the biology of the disease, its applicability is not fully
consolidated. Finally, in young patients, autologous stem cell transplantation (ASCT) is a
key part in the treatment strategy, however the disease remains incurable with the
emergence of relapses after transplant. Therefore, a dynamic prognostic evaluation is
required to predict the risk of relapse and survival at different times after transplantation
and to guide clinical decision-making, especially nowadays with the approval of

maintenance and immunotherapy strategies.

The risk of progression to MM among patients with SMM is not uniform: there is
a group of patients with a high risk of progression, 50% at 2 years of diagnosis, and a
group with a very high risk of progression, more than 80% at 2 years. This last group has
been considered MM according to the diagnostic criteria of 2014 and benefits from
receiving treatment before CRAB symptomatology appears. In this context, there is a
growing interest in identifying at the time of SMM diagnosis markers that allow to

determine with greater accuracy the risk of progression to MM. The presence in the urine
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of monoclonal light chain of immunoglobulins or Bence Jones protein (BJ) is a tumor
marker whose determination is standardized in the majority of centers. To date, the value
of BJ proteinuria as a prognostic marker of progression to MM has not been investigated.
The confirmation of this hypothesis would suppose to have a measurable parameter in
the daily clinical practice, able to identify patients with SMM with high risk of progression
to MM and therefore, that require a more frequent follow-up or, even, with very high risk

of progression that require anti-myeloma treatment.

The most widely used prognostic model at diagnosis of MM is the ISS. However,
it was developed in a series of patients who did not receive new drugs and therefore,
some groups question its clinical utility. In 2015, the International Myeloma Working
Group (IMWG) proposed the revised ISS (R-ISS), a risk stratification model developed in
a study that included a large number of candidate and non-candidate myeloma patients
treated in clinical trials. Unlike the ISS, it incorporates variables related to the biology of
the tumor cell, such as high-risk cytogenetic abnormalities and LDH. Since it is a recent
model, it has not been widely validated yet in clinical practice, especially in the context of
the ASCT. Moreover, although it discriminates three groups of patients, most of them are
in the R-ISS Il group and it is only possible to identify a small group of patients in which
we can predict extreme survivals, both long and short. Therefore, it is hecessary to
validate the R-ISS and to investigate the R-ISS Il group in order to identify different
subgroups of patients with a more accurate prognosis. To this end, we have selected a
series of patients treated with new drugs and ASCT in two referral centers, such as the

Mayo Clinic and the University Hospital of Salamanca.

Finally, despite the prolongation of the survival of patients with MM in recent
decades, MM remains an incurable disease, with a clinical course defined by the
occurrence of relapses with shorter and shorter disease-free periods, with a lot of
variability among patients. In one third of cases, MM affects young patients, whose

standard treatment is an induction followed by high doses of chemotherapy and ASCT.
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Rationale and Hypotheses

The definition of markers to identify patients with a higher risk of relapse and short
survival after ASCT in order to establish individualized post-transplant therapeutic
strategies is of great interest. Immunoparesis is defined by the decrease of polyclonal
immunoglobulins (Igs) and is related to a reversible suppression of B cell precursors. It is
a common condition at the time of diagnosis that is associated with poor prognosis in
myeloma patients, although there is no evidence about its prevalence and clinical
significance after ASCT. The results provided by several studies showed a positive
impact of early and sustained immune recovery after ASCT. It would be expected,
therefore, that after the ASCT there would be a recovery of the polyclonal Igs that would
delay the appearance of relapses and would be associated with a better prognosis, and
vice versa, the persistence of immunoparesis could be a marker of immune dysfunction
that predicts progression after TAPH. The opportunity to have a large number of patients
with MM treated at the University Hospital of Salamanca, which is a referral center of
Castilla y Leon for the transplant procedure since the 1990s, will allow the evaluation of

this hypothesis.
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Aims

1. To determine the role of Bence Jones proteinuria in asymptomatic myeloma (SMM)

as a prognostic marker of progression to multiple myeloma (MM).

i. To identify a potential cut-off level of BJ proteinuria with prognostic value
in SMM.

ii. To validate the Mayo Clinic and the Spanish Myeloma group prognostic
models for SMM and to establish a comparison with BJ proteinuria as a

potential prognostic factor.

2. To validate the new prognostic model R-ISS in a series of patients with MM who
have received new drugs and autologous stem cell transplantation (ASCT).
i. To compare the prognostic classification made by the ISS with the R-ISS
model.
ii. To analyze the prognostic value of the cytogenetic abnormalities detected
by FISH and its implication in the new prognostic model.

iii. To identify subgroups with different prognosis within the R-ISS Il group.

3. To evaluate the prognostic impact of the recovery of polyclonal immunoglobulins in
patients with MM at different times post-ASCT.
i. To determine the prevalence, determinants and dynamics of the recovery
of polyclonal immunoglobulins after ASCT in the MM.
ii. To validate other commonly recognized prognostic factors in the ASCT.
iii. To analyze the eficacy of the ASCT in terms of response, progression-free

survival and overall survival.
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BENCE JONES PROTEINURIA IN SMOLDERING MULTIPLE MYELOMA AS A
PREDICTOR MARKER OF PROGRESSION TO SYMPTOMATIC MULTIPLE
MYELOMA

INTRODUCTION: Smoldering multiple myeloma (SMM) represents an intermediate

stage between monoclonal gammopathy of uncertain significance (MGUS) and multiple
myeloma (MM), with a risk of progression to MM of 10% per year. This risk is not
uniform, some patients have a risk of progression similar to GMSI, 1% per year, while
others have a high-risk of progression, 10% per year. Models such as the proposed by
the Mayo Clinic or the Spanish Myeloma group, validated in prospective studies, identify
high-risk patients, with a 50% of probability of progression to MM within the 2 years from
diagnosis. Bence Jones proteinuria (BJ), defined by the presence of light chain
monoclonal immunoglobulins in the urine, is associated with tumor burden, and to the
best of our knowledge, there is no clear evidence on its prognostic role at diagnosis in
patients with SMM.

AIMS: 1) To investigate whether the presence of BJ proteinuria in patients with SMM
predicts progression to MM. 2) In such case, to establish a cut-off point for the amount of
BJ proteinuria with prognostic value. 3) To validate in this series the risk models
proposed by the Mayo Clinic and the Spanish Myeloma group.

METHODS: In collaboration with the group of Monoclonal Gammopathies of Castilla
y Ledn, a retrospective study consisting of a systematic review of clinical-biological data
of patients consecutively diagnosed with SMM in Castilla y Ledn and Plasencia, between
1986 and 2013 was carried out. The primary objective was time to progression (TTP),
defined as the time from diagnosis to progression to MM, which was established by the
appearance of CRAB symptoms according to the 2003 diagnostic criteria. The study was
carried out following the ethical principles of the Declaration of Helsinki.

RESULTS: 152 patients with SMM in Castilla y Le6n and Plasencia were included in
this study. In 41 patients (27%) BJ proteinuria was detected at diagnosis, of which 24
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(58%) presented BJ kappa and the remaining 17 (42%), lambda. The median protein
concentration of BJ was 100 mg in 24 hours and 7 patients had = 500 mg in 24 hours. 36
patients (24%) had a high-risk SMM and 58 patients (40%) according to the Mayo Clinic
model and Spanish model, respectively.

With a median follow-up of 65 months, the median TTP of the global series was 68
months, with a 5-year probability of progression of 49%. In patients with BJ proteinuria at
diagnosis (n = 41), 24 progressed, with a median TTP significantly shorter than in
patients without proteinuria of BJ: 21.7 months vs. 88.3 months (HR = 2.3, 95% CI: 1.4 -
3.4, P = 0.002), which translated into a probability of progression at 2 years of 51%.
When analyzing whether the amount of BJ proteinuria differentiated subgroups of
patients with different risk of progression, it was found that those with = 500 mg in 24h
presented a median TTP of 13.3 months (HR = 2.4, 95% CI: 1.6 - 3.6, P <0.001), with a
probability of progression at 18 months of 80%. In the univariate analysis, the Mayo
Clinic and the Spanish risk model were validated. In addition, in the multivariate analysis,
the presence of BJ proteinuria at diagnosis was also an independent prognostic factor to
predict progression to MM (HR = 2.3, 95% CI: 1.4-3.9, P <0.001).

DISCUSSION AND CONCLUSIONS: In this series of patients with SMM, BJ
proteinuria was detected at diagnosis in almost 30% of patients. BJ proteinuria was
associated independently with an increased risk of progression to MM, similar to high-
risk SMM according to the criteria of the Mayo Clinic and the Spanish group: 51% risk of
progression at 2 years. In patients with a BJ protein excretion of at least 500 mg per day,
the median TTP was over 1 year, therefore, a subgroup of patients could be identified
with an imminent risk of developing MM. If these results were validated in prospective
studies, BJ proteinuria could be considered as a biomarker that allows the identification
of patients with SMM at high-risk of progression to MM. Moreover, the detection of at
least 500 mg of BJ proteinuria in 24 hours would help in the identification of patients with
ultra-high risk of progression, and therefore, candidates for early treatment to prevent the
development of CRAB symptoms.
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EVALUATION OF REVISED INTERNATIONAL STAGING SYSTEM (R-ISS) FOR
TRANSPLANT-ELIGIBLE MULTIPLE MYELOMA PATIENTS

INTRODUCTION: The International Myeloma Working Group (IMWG) proposed a
new prognostic model in 2015, the revised ISS or R-ISS, which combines ISS with LDH
values as well as the presence of the following high-risk cytogenetic abnormalities (HR
CTG): (t(4;14), t(14;16) and del(17p) .This model was made based on a series of more
than 3,000 patients, eligible and not eligible transplant patients, included in controlled
and randomized prospective studies. Given its recent publication, this model has not
been widely validated in patients treated with autologous stem cell transplantation
(ASCT) outside clinical trials.

AIMS: To evaluate the R-ISS in transplant-eligible multiple myeloma (MM) patients
in clinical practice.

METHODS: A retrospective study was conducted and patients with newly diagnosed
MM consecutively treated with ASCT between 2005 and 2014 at the Mayo Clinic in
Arizona and the University Hospital of Salamanca were included. The inclusion criteria
were based on the availability of all the variables included in the R-ISS at diagnosis:
LDH, albumin, B2M, and cytogenetic abnormalities detected by FISH, as well as having
received proteasome inhibitors or IMIDs in the induction treatment. The primary objective
was overall survival (OS) defined as the time from ASCT to death from any cause. The
study was carried out following the ethical principles of the Declaration of Helsinki.

RESULTS: 134 patients met the inclusion criteria and were included in the study.
According to the ISS model, 62 patients (46%) were classified as ISS |, 38 (28%) were
ISS II, and 36 (26%) were ISS lll. In relation to other variables, 39 patients (29%)
presented HR CTG at diagnosis and 17 patients (13%) with high LDH. Patients were

reclassified according to R-ISS, resulting in 44 patients (33%) with R-ISS |, 75 patients
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(56%) with R-ISS 1I; and 15 (11%) with R-ISS Ill. In total, 18 patients previously classified
as ISS I and 19 as ISS Ill were reclassified as R-ISS II.

With a median follow-up of 60 months, the median OS of the global series was 111
months. Patients with R-ISS Il had a significantly lower median OS than patients with R-
ISS Il or R-ISS | (37.2 vs. 110.9 months vs. unreached, respectively, P <0.0001). The
probability of 5-year OS was: 28%, 68% and 86% for R-ISS llI, Il and I, respectively. In
the multivariate analysis, the R-ISS was an independent prognostic marker for OS, with
a HR =6.9; 95%, CI: 2.4-20.3; P = 0.001 for the comparison between R-ISS Ill and R-
ISS |, and a HR = 1.5; 95% CI: 0.6-3.6; P = NS for the comparison between R-ISS Il and
R-ISS I.

In order to analyze the impact of the presence HR CTG abnormalities in the R-ISS I
group, patients of that group were reclassified according to the absence or presence of
HR CTG abnormalities, lla and llb, respectively. In the survival analysis, statistically
significant differences in OS were demonstrated among the 4 resulting groups: 44 (33%)
patients with R-ISS | with a median OS not reached; 50 (37%) patients with R-ISS lla
with a median of 111 months; 25 (19%) patients with R-ISS llb and a median of 70
months; and 15 (11%) patients with R-ISS Il and a median of 37 months, P <0.001.

DISCUSSION AND CONCLUSIONS: The prognostic evaluation of transplant-
eligible patients using the R-ISS was reproducible and predicted OS in our series, with
similar results to those published by the IMWG in the subgroup of eligible transplant
patients. A consequence of the reclassification of these patients based on the R-ISS was
that the intermediate risk group (R-ISS IlI) was more heterogeneous and large. When
dividing these patients according to the presence or absence of HR CTG, 2 groups with
different survival were identified. If these results were validated in prospective studies,
they would improve the prognostic evaluation of patients categorized with intermediate

risk according to the R-ISS.

140



Summary Paper 3

Summary Paper 3

RECOVERY OF POLYCLONAL IMMUNOGLOBULINS ONE YEAR AFTER
AUTOLOGOUS STEM CELL TRANSPLANTATION AS A LONG-TERM PREDICTOR

MARKER OF PROGRESSION AND SURVIVAL IN MULTIPLE MYELOMA

INTRODUCTION: Immunoparesis is defined by the decrease in polyclonal
immunoglobulins (Igs). Many patients have immunoparesis at the time of diagnosis,
related to a reversible suppression of B cell precursors in the bone marrow (BM) and its
presence has been considered as a poor prognostic marker. However, the dynamics of
Igs recovery after autologous stem cell transplantation (ASCT) and its prognostic role
have not been studied to date.

OBJECTIVE: To determine the prevalence, determinants and dynamics of Igs
recovery after the ASCT and to evaluate the prognostic impact of this recovery.

METHODS: A multicenter retrospective study was designed and patients with MM
consecutively treated with ASCT at the University Hospital of Salamanca and Hospital of
Ledn between 1993 and 2013 were included. Clinical and biological data were collected,
including the quantification of Igs by nephelometry in the following moments: diagnosis,
prior to the ASCT, every 3 months in the first year post-transplant and subsequently,
annually until 5 years after transplantation or until the time of relapse or progression.
Immunoparesis was defined as the decrease in Igs by 25% of the lower limit of normality
according to each laboratory.

To determine the differences in progression-free survival (PFS) and overall survival
(OS) among patients with or without recovery of Igs at moments indicated, the survival
probability conditioned to be alive and without progression in each one was calculated
based on the recovery or not of the Igs, through the landmark analysis approach.

Patients who received an allogeneic transplant after ASCT and those who were lost
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follow-up at day 100 were excluded from the study. The study was carried out following
the ethical principles of the Declaration of Helsinki.

RESULTS: A total of 342 MM patients were treated with ASCT. Of these, 295 met
the inclusion criteria and were included in the analysis. 208 patients (84%) had
immunoparesis at the time of diagnosis. By day +100 of the ASCT, 58 patients (22%)
had the Igs recovered and this recovery was associated with the presence of a higher
percentage of normal plasma cells in BM (nPCs), quantified by flow cytometry, with a
median of nPCs of 85% vs. 68% in the group of patients with persistent immunoparesis,
P = 0.004. In addition, the presence of a greater percentage of nPCs within the total BM
cellularity at day +100 was associated with a higher probability of subsequent recovery of
Igs, at 9 months and a year after the ASCT. While the majority of patients without nPCs
at +100 did not recover the Igs later. One year after ASCT, 81 patients (48%) had
persistence of immunoparesis and 88 patients (52%) had recovered the Igs: 34 patients
(39%) had already recovered the Igs per day +100; 16 (18%) at 6 months; 15 (17%) at 9
months and 23 (26%) recovered them just a year after ASCT.

After a median follow-up of 60 months, the median PFS from the ASCT in the global
series was 30.2 months (95% CI: 25.9 - 34.5 months) and the median OS was 7.4 years
(95% CI: 6.2 - 8.5 years). The conditioned probabilities of progression and survival were
estimated in each one of the Ig-evaluation moments and no statistically significant
differences were found between the recovery of Igs and the persistence of
immunoparesis neither at +100 nor at 6 or 9 months. However, patients with Ig recovery
after 1 year of ASCT had a significantly longer median PFS than those with persistent
immunoparesis: 60.4 versus 27.9 months, respectively (HR: 0.45; 95%: 0.31 - 0.66, P
<0.001). These differences were also found in OS; 11.3 vs. 7.3 years, respectively (HR:
0.45, 95% CI: 0.27-0.74, P = 0.002). In another landmark analysis performed one year
after ASCT, patients who had recovered the Igs in the first 6 months had a longer
median PFS than those with recovery between 6 months, 1 year after ASCT or those
without recovery: 69.3 vs. 52.9 vs. 27.9 months, respectively, P <0.001. Finally, the
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multivariate analysis confirmed that the recovery of the Igs 1 year after ASCT is an
independent prognostic factor for PFS and OS.

DISCUSSION AND CONCLUSIONS: Although the majority of patients presented
immunoparesis at the time of diagnosis, there was a progressive recovery of the Igs
among patients who did not progress after ASCT. The recovery of the Igs 1 year after
ASCT was an independent prognostic marker of progression and survival. This moment
corresponds with the maximum recovery of B lymphocytes after ASCT, according to
other studies. In addition, a greater proportion of nPCs on day 100 was associated with a
recovery of Igs at that time and could help predict the subsequent recovery, at 9 months
and 1 year of the ASCT. If these results were validated in a prospective study, the
persistence of immunoparesis could be a marker of immune dysfunction that would help

in the selection of candidates for immunotherapy strategies.
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Conclusions

1. With regard to the role of Bence Jones proteinuria at diagnosis of smoldering

myeloma (SMM):

Bence Jones proteinuria was an independent progression marker for MM,
therefore identifying high-risk SMM patients. Validation of this result would
promote closer follow-up of these patients.

A level of Bence Jones proteinuria greater or equal to 500 mg per day
identified patients with ultra-high risk of progression to MM. If validated, these
patients could be reclassified within the MM group, requiring therapy before

the end-organ damage development.

2. Concerning the R-ISS risk model applied in MM patients who received an

autologous transplant at the Mayo Clinic and the University Hospital of

Salamanca:

The R-ISS remained an independent predictor of overall survival.
Patients with R-ISS Il stage were reclassified into two subgroups, that
significantly differed in overall survival according to the presence or absence

of high-risk cytogenetic abnormalities.

3. Regarding the identification of prognostic markers after autologous transplant in

MM:

Our findings demonstrated that the recovery of polyclonal immunoglobulins
was a gradual process, predicted on the percentage of normal plasma cells
detected by flow cytometry in the day 100 bone marrow assessment.

The recovery of polyclonal immunoglobulins one year after an autologous
transplant was an independent and dynamic long-term marker of progression

and survival.



Conclusions
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Ac: anticuerpo.

ADN: &cido desoxirribonucleico.

Alb: albumina.

AR: alto riesgo.

BJ: Bence-Jones.

B2M: B2 microglobulina.

CMF: citometria de flujo.

CMs: componente monoclonal en suero.
CP: célula plasmatica.

CPH: células progenitoras hematopoyéticas.
CPMO: células plasmaticas en médula 6sea.
EDM: eventos que definen mieloma.

EE: enfermedad estable.

EMN: European Myeloma Network.

EP: enfermedad en progresion.

GEM: Grupo Espafol de Mieloma Multiple.
GEP: perfil de expresion génica.

GMSI: gammapatia monoclonal de significado incierto.
HISF (FISH): hibridacién in situ fluorescente (fluorescence in situ hybridization).
HR: hazard ratio.

IFE: inmunofijacién.

Ig: inmunoglobulina.

Igs: inmunoglobulinas.

IHQ: inmunohistoquimica.

IMIDs: farmacos inmunomoduladores.

IMWG: Grupo Internacional de Trabajo de Mieloma (International Myeloma
Working Group).

IP: inhibidores de proteasoma.

ISS: sistema de clasificacion internacional (International Staging System).



Glosario

LHN: linfoma no Hodgkin.

MBRP: muy buena respuesta parcial.

MDE: eventos que definen el mieloma mdultiple (Myeloma-defining events).
MM: mieloma mudltiple sintomético.

MMQ: mieloma asintomatico, smoldering o quiescente.

MO: médula 6sea.

MRD: minimal residual disease.

N/A: no aplicable.

NGS: secuenciacion masiva en paralelo (next-generation sequencing).

PET/TC: tomografia por emisién de positrones/tomografia axial computarizada
(positron emission tomography-computed tomography)

RC: respuesta completa.

R-ISS: sistema de clasificacion internacional revisado (Revised International
Staging System).

RM: resonancia magnética.

RP: respuesta parcial.

sFLC: cadenas ligeras libres en suero (serum free light chains).
SG: supervivencia global.

SLP: supervivencia libre de progresion.

SP: sangre periférica.

TAPH: trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos.
TGF-B1: factor de crecimiento transformante sérico beta 1.
TTP: tiempo hasta la progresion.

TC: tomografia axial computarizada (computed axial tomography).
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