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Introduccion: El ntmero de células tumorales circulantes (CTCs) pre-
dice el riesgo de transformacién en mieloma multiple (MM) asintoma-
tico, asi como la supervivencia en MM activo. Datos recientes sugieren
que, conforme el tumor progresa y el microambiente se vuelve mas hi-
poxico, las células plasmaticas (CP) clonales pasan a la circulacién sis-
témica favoreciendo la constante invasién de nuevas regiones en la
médula ésea (MO). Habria que sefalar que la frecuencia de las CTCs
es tipicamente baja, por lo que serfa concebible que dicha diseminacién
del MM dependiera de unas pocas células con unas caracteristicas Gni-
cas que inducirfan su salida de la médula y la extensién de la enferme-
dad a través de la sangre periférica (SP). Esta hipétesis no ha sido
demostrada hasta ahora debido a que el perfil transcriptémico de la
CTC en el MM no ha sido investigado.

Objetivos: Determinar funciones moleculares especificas en las CTCs
que permitan identificar eventos responsables de la diseminacién del
MM a través del flujo sanguineo.
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Métodos: Usamos separacién celular mediante FACS para aislar CTCs
y CP clonales de muestras pareadas de MO y SP de un total de 32 pa-
cientes: 23 MM de nuevo diagndstico, 9 recaidas y 1 gammapatia mo-
noclonal de significado incierto. El perfil transcriptémico se determind
tanto a nivel single-cell (n = 3) como bulk (n = 29), y fueron analizados
mediante Seurat y SCORPIUS, y limma y GSEA, respectivamente. La
funcién de genes especificos se determiné mediante noqueo a través
de shRNA. Finalmente, el valor pronéstico de los genes desregulados
se determiné mediante un modelo de regresién Cox usando datos del
estudio CoMMpass (n = 553, versién IA11).

Resultados: El perfil transcriptémico de las muestras pareadas de CTCs
y CP clonales de MO mostraron una gran correlacién en la expresién
génica a ambos niveles de single-cell y bulk (r=0.94, P=10-%), con solo
55 genes diferencialmente expresados entre CTCs y su contrapartida
en MO. Genes sobre-expresados en las CTCs estaban implicados en la
inflamacién, la hipoxia o la transicién epitelio-mesenquimal, mientras
que aquellos infra-expresados estaban relacionados con la proliferacién
celular. El marcador de células madre cancerigenas CD44 se encontraba
sobre-expresado en la CTC, y su silenciamiento reducia significativa-
mente la capacidad de migracién de células mielomatosas asi como su
adhesién a fibronectina. Aproximadamente la mitad (29/55) de estos
genes diferencialmente expresados en las CTCs tuvieron valor pronés-
tico en pacientes de nuevo diagnéstico (CoMMpass). En un anélisis
multivariable incluyendo el ISS revisado, la sobre-expresion de CENPF
y LGALS1 se asocié significativamente con una supervivencia inferior.

Conclusiones: Estos resultados ayudan a entender la presencia de
CTCs en SP y sugieren que los nichos medulares hipéxicos, junto con
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un ambiente pro-inflamatorio, inducirfan una detencién en la prolife-
racién celular, forzando a estas células tumorales a circular en la SP y
migrar a otros nichos de la MO donde puedan continuar creciendo.

Figura 3.
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El mieloma multiple (MM) es una neoplasia incurable caracterizada
por la presencia de células plasmaticas malignas en la médula ésea que
secretan inmunoglobulinas monoclonales especificas al torrente sangui-
neo produciendo un amplio rango de alteraciones entre las que destacan
anemia, trombocitopenia, leucopenia, hipercalcemia y fracturas seas .
Aunque se han hecho grandes progresos en la identificacién de los me-
canismos moleculares que subyacen al MM, hasta la fecha solo se co-
nocen unos pocos factores de riesgo asociados con el desarrollo de esta
enfermedad. Entre los factores de riesgo modificables, la obesidad ha
atraido mucho interés ya que se ha asociado al desarrollo de mdltiples
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tumores sélidos y hematoldgicos. Teniendo presente la posible impor-
tancia de la obesidad en MM, decidimos evaluar si las 32 variantes ge-
néticas asociadas con obesidad en estudios GWAS influfan sobre el
riesgo a desarrollar MM. Para ello utilizamos una poblacién de 263 MM
y 1087 controles sanos donde genotipamos con sondas KASPar (LGC)
las variantes genéticas de interés. La asociacién entre los polimorfismos
genéticos y el riesgo de MM se realizd por regresién logistica asu-
miendo un modelo de herencia aditivo. La consistencia de las asocia-
ciones en poblacién espafiola se validaron con datos de un GWAS
desarrollo en una poblacién de 4189 alemanes (2121 casos de MM y
2068 controles sanos). Funcionalmente, evaluamos si alguna de las va-
riantes genéticas correlacionaba significativamente con niveles de 7 hor-
monas esteroideas (androstendiona, cortisol, 11-deoxi-cortisol,
17-hidroxi progesterona, progesterona, testosterona and 25 hidroxi vi-
tamina D3) y con niveles de 6 citoquinas (IFNg, IL1b, IL6, TNFa, IL17,
and IL22) tras la activacién de sangre completa, células mononucleares
de sangre periférica y macréfagos de 408 individuos sanos con LPS,
PHA, Pam3Cys y cpG (cohorte HFGP). La correlacién entre los SNPs y
los niveles hormonales y de citoquinas se evalué por regresién lineal
que se ajustd por edad y sexo. Los resultados del meta-analisis de ambas
poblaciones mostré que ninguna de las variantes obesogénicas identi-
ficadas por GWAS tenia un impacto significativo sobre el riesgo a de-
sarrollar MM (Tabla 1). Solo observamos un efecto protector muy débil
del polimorfismo MTCH2,47354 sobre el riesgo a desarrollar MM
(OR=0.90, 95%IC 0.83-0.97, P=0.015). Aunque no encontramos ningun
vinculo entre las variantes genéticas asociadas con obesidad y el riesgo
a desarrollar MM, nuestros estudios funcionales mostrarén una fuerte
correlacién entre el polimorfismo MAF, 45433 y los nievels de TNF e IL6
tras la estimulacién de macréfagos con cpG, un ligando de TLR9
(P=7.09-10°y 4.35-10* Figura 1). En resumen, este trabajo nos permitié
descartar el vinculo entre los polimorfismos obesogénicos y el riesgo a
desarrollar MM pero nos mostré que el vinculo que ya conocemos entre
la obesidad y la respuesta inmune mediada por TLRY podria estar me-
diado por polimorfismos en el gen MAE Este proyecto se financié con
fondos internos del centro GENYO.
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Introduccion: Durante los tltimos afios, la supervivencia de los pacien-

tes con mieloma multiple (MM) ha mejorado debido principalmente a
la introduccién de nuevos farmacos. A pesar de ello, hay pacientes que



