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RESUMEN

El mieloma multiple (MM) continda siendo una enfermedad incurable a pesar de la
incorporacién de nuevas terapias. La historia natural del MM es la recaida después
de los sucesivos tratamientos debido a la reaparicién del tumor a partir de la
enfermedad residual que no ha podido ser erradicada viendo reducida su esperanza
de vida de forma significativa. Durante la progresion del MM, se producen defectos
de la inmunidad celular y humoral que contribuyen al escape de la célula tumoral
del control inmune natural.

El sistema inmune es un potente mecanismo de defensa contra el cancer, es capaz
de reconocer y destruir las células premalignas antes de que los tumores se formen
(lavigilancia inmune). La respuesta inmune adaptativa esta estrechamente regulada
por multiples vias coestimuladoras e inhibitorias. El equilibrio entre sefiales de co-
estimulaciéon y de inhibiciéon, puntos de control inmunolégico, determina la
funcionalidad de las células T durante la inmunidad y la tolerancia.

Hasta la fecha se dispone de muy pocos datos sobre el papel del sistema inmune para
la prevencion o el control de la recidiva tumoral en los pacientes con MM. En este
contexto, en esta tesis exploramos los polimorfismos (SNPs) de genes que codifican
moléculas de coestimulacion/inhibicion de la respuesta inmune y evaluamos su
impacto en la supervivencia global (SG) y supervivencia libre de progresion (SLP).

En el primer trabajo que compone la tesis, se han analizado retrospectivamente
polimorfismos genéticos de CTLA4 (rs231775 y rs733618), BTLA (rs9288953),
CD28 (rs3116496), PD-1 (rs36084323 y rs11568821) y LAG-3 (rs870849) en 239
pacientes con MM de nuevo diagnostico. Los pacientes con genotipo CTLA4
rs231775 AA/AG mostraron una media de SLP significativamente menor que los
pacientes portadores del genotipo GG, siendo mas evidente este efecto negativo en
los pacientes que han recibido un trasplante autélogo (auto-TPH). Nuestros
resultados sugieren que la presencia de genotipos especificos en el gen de CTLA4
puede identificar pacientes con alto riesgo de progresion precoz. Este polimorfismo
podria ser potencialmente usado como un biomarcador pronéstico.

El segundo trabajo se ha centrado en el andlisis de las variantes genéticas del gen de
CD200. Varios estudios han demostrado que la sobre-expresion de CD200 en la
célula plasmatica tumoral se asocia a una peor supervivencia, sin embargo, no hay
estudios que correlacionen variantes genéticas del gen de CD200 con supervivencia
en pacientes con MM. Se han analizado retrospectivamente polimorfismos genéticos
de CD200 (rs1131199yrs2272022) en 291 pacientes con MM de nuevo diagnostico.
No se observaron diferencias de expresion de CD200 en las células plasmaticas entre
los diferentes genotipos para cada uno de los polimorfismos estudiados. Los
pacientes con genotipo CD200 rs1131199 GG mostraron una media de SG
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significativamente menor que los pacientes portadores del genotipo CC+CG. Este
efecto es especialmente detectado en los pacientes que no recibieron un auto-TPH.
En estos pacientes, el genotipo CD200 rs1131199 GG influye negativamente en la
mortalidad no relacionada con la progresién principalmente la debida a las
infecciones. Este polimorfismo potencialmente identificaria pacientes de alto riesgo
de mortalidad asociada a las infecciones.
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SUMMARY

Multiple myeloma (MM) remains an incurable disease despite the incorporation of
new therapies. The natural history of disease is of the relapse following treatments
due to the re-emergence of the tumour from residual disease that cannot be
eradicated, significantly reducing the life expectancy of these patients. Cellular and
humoral immune impairment is a feature of MM evolution, allowing neoplastic
plasma cells to escape from natural immune surveillance.

The immune system is a powerful defense mechanism against cancer; it can
recognize and attack premalignant cells before tumours develop (immune
surveillance). The adaptive immune response is regulated by multiple co-
stimulatory and co-inhibitory signaling pathways. The balance between co-
stimulatory and co-inhibitory signals, immune checkpoints, determines the
functionally of T cells during immunity and tolerance.

However, few data are available concerning the role of immune surveillance in
preventing o controlling myeloma relapse in patients with MM. In this direction, we
explored the polymorphisms (SNPs) of genes that encode co-stimulatory/inhibitory
molecules of the immune response and evaluated their impact on overall survival
(OS) and progression free survival (PFS).

In the first study, we retrospectively analysed polymorphisms of CTLA4 (rs231775
and rs733618), BTLA (rs9288953), CD28 (rs3116496), PD-1 (rs36084323 and
rs11568821) y LAG-3 (rs870849) genes in 239 patients with newly diagnosed MM.
Patients with a CTLA4 rs231775 AA/AG genotype showed a median PFS
significantly lower than those with GG genotype, this negative effect was especially
evident in patients who have received an autologous transplant. Our results suggest
that the CTLA4 genotype may identify patients with earlier progression of MM. This
polymorphism could potentially be used as a prognostic biomarker.

In the second study, we focused on the analysis of genetic variants of CD200. Several
studies have shown that overexpression of CD200 in MM cells is associated with
worse survival, however there are not data concerning the correlation between
genetic variants of CD200 and survival in patients with MM. We retrospectively
analysed the clinical impact of the of CD200 genotype (rs1131199 and rs2272022)
in 291 patients with newly diagnosed MM. We did not find any significant difference
of expression of CD200 in the MM cells between the different genotypes for each
polymorphism studied. Patients with a CD200 rs1131199 GG genotype showed a
median OS significantly lower than those with CC+CG genotype. This effect was
specially detected in patients not receiving an auto-TPH. In these patients, the
rs1131199 GG genotype negatively influenced in the mortality not related with the
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progression of MM mainly due to infections events. This polymorphism could
potentially identify patients at high risk of mortality associated with infections.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. GAMMAPATIAS MONOCLONALES

1.1.1. Concepto

Las gammapatias monoclonales (GMs) constituyen un grupo heterogéneo de
enfermedades caracterizadas por la proliferacion clonal de células plasmaticas (CP)
que producen una proteina homogénea de caracter monoclonal denominada
componente M o paraproteina detectable en el suero y/o en la orina. La expresion
de un solo tipo de cadena ligera kappa o lambda (restriccién de cadena ligera) o una
sola inmunoglobulina determina el caracter monoclonal de la proliferacidn.

El espectro de estas enfermedades es amplio y abarca desde trastornos de curso
muy indolente que no requieren tratamiento, como la gammapatia monoclonal de
significado incierto (GMSI) considerada como un estadio premaligno, al mieloma
multiple (MM) que tiene mayor masa tumoral y una evolucién mas agresiva que
habitualmente precisa tratamiento. Aunque el MM constituye el prototipo de las
gammapatias monoclonales en la practica clinica, es la GMSI la entidad mas
frecuente. El estudio de las GMSI ha permitido demostrar que la gran mayoria de los
pacientes que desarrollan un MM evolucionaron a partir de esta entidad (1,2).

1.1.2 Clasificacion

Las GMs pueden ser clasificadas en dos grandes grupos (benignas y malignas) tal
como se detalla en la tabla 1.
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Tabla 1. Clasificacién de las gammapatias monoclonales

Gammapatias monoclonales benignas

Gammapatia monoclonal de significado incierto (idiopatica)

Gammapatias monoclonales secundarias?!

Gammapatias monoclonales malignas

Mieloma multiple sintomatico

Mieloma multiple quiescente o asintomatico

Leucemia de células plasmaticas

Sindrome POEMS (mieloma osteoesclerotico)

Plasmocitoma localizado (6seo o extramedular)

Macroglobulinemia de Waldenstrém

Enfermedades de cadenas pesada

Amiloidosis primaria

(1) GMSI reactivas a enfermedades autoinmunes (procesos reumatolégicos, aglutininas frias,
crioglobulinemia, sd Sjogren), cirrosis, sarcoidosis, trasplante de érganos y tratamiento
inmunosupresor, infecciones o neoplasias malignas (tumores sélidos o sindromes
linfoproliferativos).

La GMSI es una entidad muy frecuente con una prevalencia del 3-4% en las personas
mayores de 50 aflos y que va incrementandose con la edad (3,4). La tasa de
progresion de GMSI a MM es del 0.5-1% anual, y se sefialan como factores
predictivos de progresion el tipo y nivel de proteina monoclonal, la ratio de cadenas
ligeras libres en suero, el porcentaje de CP en la médula 6sea (MO), la proporcion de
células plasmaticas con inmunofenotipo aberrante y la presencia de inmunoparesia
(5-11)

El Grupo International de Mieloma (IMWG, International Myeloma Working Group)
publicé en el afio 2014 un documento de consenso donde se revisaron los criterios
diagnosticos de las diferentes gammapatias monoclonales (12). De acuerdo con
estos criterios, la GMSI se define por la presencia de un componente M sérico < 30
g/L y una infiltracion medular por CP < 10%, en ausencia de sintomatologia
atribuible a la gammapatia monoclonal. Por el contrario, los pacientes con
diagnostico de MM presentan una plasmocitosis clonal en médula 6sea = 10% o
plasmocitoma demostrado por biopsia tisular.
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En el caso de MM quiescente (MQ) el CM en suero es >30g/L y/o CM en orina >0,5
g/24h (orina) en ausencia de afectacion organica (acrénimo CRAB) o eventos
definitorios de MM (biomarcadores) y en el caso de MM los valores umbral de
componente M y del grado de infiltracion medular son arbitrarios siempre que
exista afectacion organica (acréonimo CRAB) o eventos definitorios de MM
(biomarcadores) (tabla 2).

Tabla 2. Criterios diagnosticos de GMSI y MM (IMWG 2014)

GMSI MM quiescente MM
Componente <30g/L ensueroy >30g/L en suero CM en suero y/o
Monoclonal <500mg en orina y/o >500mg en orina 24h
24h orina 24h
CP en Medula <10% >10% 10%
O0sea <60%
Sintomas CRAB NO NO SI
0
Biomarcadores NO NO SI
CRAB BIOMARCADORES
Calcio sérico corregido - >60% cel. Plasmaticas en M.O
>11mg/dL - Ratio de cadenas ligeras libres en suero
- Insuf. Renal: Cr >2 mg/dL (afecta/no afecta) = 100
- Anemia: Hb <10g/dL - Presencia de > 1 lesién focal en RMN (20,5
- Lesiones 6seas liticas cm)
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1.2. MIELOMA MULTIPLE
1.2.1 Epidemiologia

EL MM es una proliferaciéon neoplasica de células plasmaticas caracterizada por la
infiltracién clonal de células plasmaticas en la médula 6sea y/o en tejido linfoide u
otros tejidos blandos. Las células tumorales secretan inmunoglobulinas completas
o cadenas ligeras de caracter monoclonal que pueden ser detectadas en suero y/o
en orina por electroforesis, inmunofijaciéon o cuantificaciéon de las cadenas libres
séricas. Las principales manifestaciones derivan de la afectaciéon del microambiente
medular (destruccién éseay supresion de la hemopoyesis) o de alteraciones debidas
a la proteina monoclonal.

Es la segunda neoplasia hematolégica mas frecuente (10-20% de todas las
neoplasias hematolodgicas) tras el linfoma y corresponde al 1% de todas las
neoplasias malignas. Su incidencia se estima en torno a 5-8 casos por cada 100.000
habitantes/afio (13,14). Presenta una mayor incidencia en la poblacién de edad
avanzada con una mediana de edad de los pacientes en el momento del diagndstico
de aproximadamente 66-70 afios, un 37% de los pacientes son menores de 65 afios
(15,16). Es un poco mas frecuente en hombres (17) y por grupos étnicos la
prevalencia en individuos afroamericanos es el doble que la observada a los de raza
blanca; en cambio las personas de origen asiatico tienen una menor incidencia
(18,19).

A pesar de mejorar significativamente la supervivencia de los pacientes en los
ultimos 20 afios, la enfermedad continua siendo incurable debido a las continuas
recaidas a lo largo de su evolucion clinica hasta llegar a una fase final de la
enfermedad de resistencia a los tratamientos (20); s6lo el 10%-15% de los pacientes
logran o superan la supervivencia esperada en comparaciéon con la poblacién
general.

1.2.2. Etiopatogenia

1.2.2.1. Origen

Las células tumorales del MM se originan a partir de células B clonales post-
germinales que migran a la médula 6sea donde se diferencian a CP de larga vida
(21). La ascendencia postgerminal se apoya principalmente en que la mayoria de las
translocaciones cromos6micas recurrentes que involucran al gen de la cadena
pesada de la Ig (IGH) tienen lugar durante el proceso de cambio de clase y en menor
medida durante el de mutacién somatica. Sin embargo, en el caso del MM IgM parece
surgir de una célula plasmatica del centro pregerminal con translocaciones
caracterizadas por puntos de ruptura inducidos por la recombinacién VD] (22).
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Aunque la etiologia no es bien conocida se han identificado diversos factores de
riesgo para desarrollar la enfermedad. Estudios epidemiolégicos sugieren una
predisposicion genética al detectarse mayor incidencia en los individuos de raza
negra y por algunos casos de agregacion familiar. Mediante técnicas de asociaciéon
del genoma completo en grupos familiares se ha observado evidencia directa de la
predisposicion genética a desarrollar MM identificandose alelos de alto riesgo
(23,24). La estimacion es de 3 casos familiares por cada 1.000 pacientes con MM.
Otros factores de riesgo son los ambientales por exposicion a radiaciones ionizantes
o sustancias quimicas (benceno o pesticidas) (25,26) y recientemente se ha incluido
como factor de riesgo la obesidad al observarse correlaciéon entre la cantidad de
grasa corporal y un aumento del riesgo de MM (27,28).

El inicio del mieloma estaria mediado por la interaccion de factores ambientales y
variantes genéticas heredadas que cuando se combinan con los procesos fisiol6gicos
normales que son necesarios para generar diversidad de anticuerpos, darian como
resultado alteraciones genéticas que facilitan la supervivencia de las CP. En la
médula 6sea la CP se establecen como células inmortalizadas donde encontraran su
nicho perfecto para la transformacién y la progresion de la enfermedad. Aunque no
hay un evento concreto determinadas alteraciones cromosoémicas facilitan la
transicion de GMSI o MQ a MM. Estas anomalias se conocen como eventos
citogenéticos primarios y ocurren en fases tempranas de la enfermedad (29).

1.2.2.2. Eventos oncogénicos

El MM es una neoplasia genéticamente compleja y heterogénea. Es compleja porque
su desarrollo y progresiéon son inducidos por multiples eventos oncogénicos y
porque los diferentes subclones presentes durante la progresion de la enfermedad
evolucionan de manera diferente dentro del mismo individuo (figura 1). Esta
heterogeneidad clonal comporta que cada uno de los clones puede responder de
forma distinta al tratamiento e interaccionar de forma diferente con el
microambiente medular favoreciendo en muchas ocasiones las recidivas de la
enfermedad y la aparicidn progresiva de resistencias al tratamiento (30).

El panorama genético complejo del MM ya esta presente en fases tempranas de la
enfermedad, en la GMSI y en el MQ. En lineas generales tanto la GMSI como el MQ
reproducen el espectro de las alteraciones citogenéticas y mutaciones presentes en
el MM. Inicialmente tienen lugar eventos oncogénicos primarios que determinaran
un estado de inestabilidad genética. Los eventos primarios mas frecuentes son
categorizados en dos subtipos (31-33):

-Los no-hiperdiploide (35-40%): constituyen un grupo heterogéneo, con numerosos
subtipos moleculares asociados a translocaciones recurrentes que involucran al gen
de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (IGH), ubicado en 14q32, y diferentes
oncogenes: FGFR3-MMSET (4p16), CCND3 (6p21), CCND1 (11q13), MAF (16q23) y
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MAFB (20q12). En menor frecuencia se observan otras translocaciones del
cromosoma 14, entre ellas la t(6;14) (p25;932) que involucra al gen IRF4. Todas
ellas determinan la desregulacion de ciclinas D, que lleva a la activacion del ciclo
celular y aporta ventajas selectivas a los subclones que las presentan.

-Los hiperdiploides (42-45% de los casos): se caracterizan por mostrar multiples
trisomias, preferencialmente de los cromosomas impares 3,5,7,9,11,15,19y 21y
producen habitualmente desregulacion del oncogén MYC

A medida que avanza la enfermedad las CP sufren una serie de eventos citogenéticos
secundarios que seran los que permitiran la progresion de la enfermedad. Entre
ellos los mas frecuentes son las mutaciones adquiridas en determinados oncogenes
de la ruta MAPK/ERK, como KRAS, NRAS, BRAF, EGR1 y FGFR3 y de genes
implicados en la reparacién del DNA como TP53, ATR, ATM y ZFHX4. La activacién
de ruta de NF-kB también esta afectada por mutaciones en multiples genes como
TRAF3, CYLD, NIK incrementandose la expresion de proteinas antiapoptoticas y la
desregulacion del gen MYC. También se han observado mutaciones de la via PI3K y
otras implicadas en el ciclo celular. Ademas de las mutaciones adquiridas también
aparecen translocaciones secundarias, variaciones en el numero de copias y
pérdidas de heterozigosidad. Entre ellas destacar la deleccién del brazo corto del
cromosoma 17 que implicaria la eliminacion del gen supresor de tumores TP53; la
translocacion de MYC y APOBEC (34-37).

Figura 1. Progresiéon de GMSI, MQ a MM

Post-GC B cell ~  MGUS . SMM . MM

Primary genetic events Secondary genetic events

Hyperdiploidy NRAS, KRAS, BRAF, FAMA6C, EGR1, CYL mutations
Trisomies of chromosomes 3, MYC transiocation

5,7,9,11,15, 19 and/ or 21

del(17p): TPS3
Monosomy of chromosome 13/
del(13q) FGFR3, DIS3, PRKD2, PRDM1, KRAS mutations
del(12p)
IGH translocations gain(1q)
t(4;14)
t(14;16) NRAS, KRAS, CCND1, IRF& mutations
t(11;14)
t(6;14)
t(14;20)
MAF/MAFB mutations

Cardona-Benavides I] et al. Cells 2021 Feb 5;10(2):336 (537
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Las alteraciones epigenéticas también forma parte del mecanismo de progresion del
MM. Las alteraciones epigenéticas son alteraciones covalentes del DNA o de las
histonas que no afectan a la secuencia de nucledtidos del DNA pero que inciden en
el silenciamiento o expresion de genes. El MM tiene un patrén reconocido de
hipometilacién global del ADN, por otro lado, también se ha observado
hipermetilacién de regiones promotoras y regiones ricas en islas CpG que inactiva
genes que afectan la adhesion celular, la proliferacion, la relacién estroma-clon y la
transcripcion. Este hecho es predominante en los pacientes con la t(4;14), lo que da
lugar a la sobreexpresion del gen MMSET (multiple mieloma SET domain) cuyos
transcritos interactiian con metilasas de histonas produciéndose sobrexpresion de
algunos oncogenes. Este es uno de los mecanismos por los cuales se activa con
frecuencia la via de NF-kB en el MM (38,39). También ha cobrado interés los RNA
no codificantes como los microRNA (miR), son pequefias moléculas de ARN que
pueden funcionar como oncogenes 0 como genes supresores tumorales
dependiendo del RNAm complementario que interfieran. Estudios de expresion de
microRNAs han puesto de manifiesto como la desregulacién de los microRNAs
contribuye al comportamiento biologico de la enfermedad y hacen referencia a su
potencial como dianas terapéuticas (40,41).

La patogenia de la enfermedad 6sea es consecuencia del desequilibrio entre la
formacién y la reabsorcion 6sea debido a que se produce una mayor actividad
osteoclastica asi como una marcada supresion de la actividad osteoblastica. La
interaccion de la CP con el estroma favorece la produccién de factores de activacion
osteoclastica al producirse un incremento de los niveles plasmaticos de IL-6 y
RANKL (ligando del receptor activador de NFkB) acompafiado por una reduccion de
los niveles de OPG (osteoprogeterina) que acttia como inhibidor de RANKL. También
se inhibe la via de osteoblastogénesis por la produccion de la citoquina DDK-1
(factor Dickkopt-1) y de esclerostin. Este proceso da lugar a las lesiones osteoliticas
tan caracteristica de los pacientes con MM e impulsa atin mas la proliferacién de CP
y la supresion inmunitaria, como resultado de la liberacion de IGF1 y TGF-8 durante
la resorcidn 6sea (42).

1.2.2.3. Microambiente medula ésea

El microambiente de la médula dsea esta constituido por la matriz celular, las células
hematopoyéticas y las células no hematopoyéticas; ademas de componentes no
celulares como son las proteinas de la matriz extracelular y factores solubles. El
compartimiento de células no hematopoyéticas incluye células estromales, células
vasculares endoteliales, fibroblastos, adipocitos, osteoblastos y osteoclastos entre
otros. La interaccién entre la CP y el microambiente de la médula ésea es
fundamental para supervivencia de la CP y la progresion de GMSI/MQ a MM.
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La adhesion de las CP a las células estromales y a las proteinas de la matriz
extracelular dan lugar a numerosos cambios siendo los mas destacados la induccién
de angiogénesis, desregulaciéon inmune y secrecién de factores paracrinos y
autocrinos (citoquinas y factores de crecimiento).

La adhesion de las células de mieloma al estroma de la MO, esta mediada por la unién
de varios tipos de receptores de membrana; los mas relevantes son CD44, VLA-4,
VLA-5, LFA-1, CD, syndecan-1 y MPC-1 que median la migracién de las CP
transformadas ala médula dsea y sus uniones con células del estroma y con la matriz
extracelular. En general, estas uniones también estimulan la secrecién de citoquinas
como IL-6, VEGF, IL-1b, IL-10, TNF- a, TGF-3, MMP-1 y MIP-1a que aumentan el
crecimiento tumoral, la supervivencia y la resistencia a drogas a través de vias
metabolicas como MAPK, PI13-K/Akt, Jak/STAT y NF-kf3 (43).

Es una compleja regulaciéon autocrina, paracrina y de adhesién intercelular que
activa mecanismos de proliferacién celular, inhibicion de la apoptosis y
angiogénesis favoreciendo su crecimiento, supervivencia, migracién y resistencia a
farmacos (44,45).

1.2.3. Manifestaciones clinicas

La presentacion clinica es muy variable, aproximadamente un 20% de los pacientes
al diagnostico estan asintomaticos presentando Unicamente una paraproteina
monoclonal detectada en una analitica de rutina. En el resto de los pacientes, el 80%
de los casos, los sintomas derivan de la afectacion organica. Las manifestaciones
clinicas mas frecuentes son las siguientes (15,46):

- El dolor 6seo esta presente en el 75% de los pacientes, constituyendo el sintoma
mas frecuente al diagnostico. Tipicamente el dolor se desencadena con el
movimiento y los huesos que suelen afectarse son el craneo, las vértebras, las
costillas, la pelvis y la regiéon proximal de huesos largos. También son frecuentes la
osteoporosis generalizada y las fracturas patologicas.

- La anemia es otro hallazgo frecuente (65% de los pacientes) por lo que
habitualmente el paciente refiere astenia y debilidad.

- Un 25-30% presentaran insuficiencia renal (IR) que puede acompafarse de sed,
poliuria, edemas y la mayoria muestran proteinuria de cadenas ligeras (Bence-
Jones) y/o hipercalcemia.

- La hipercalcemia estd presente en el 25% y se manifiesta con sintomas como
poliuria, polidipsia, nauseas, vomitos, astenia, estrefiimiento o alteracion del nivel
de consciencia.

- Las infecciones bacterianas recurrentes como consecuencia del descenso en la
sintesis de inmunoglobulinas, aumento del catabolismo de las Igs normales y
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supresion de la linfopoyesis. Un 75% de los pacientes en algin momento de la
enfermedad presentara un episodio infeccioso sobretodo pulmonar o urinario.

Otros sintomas menos frecuentes a la presentacion son la hiperviscosidad
sintomatica (bradipsiquia, cefalea, vértigo, pérdida visual, insuficiencia cardiaca,
purpura, hemorragia), las alteraciones neuroldgicas por compresiéon canal medular
o raices nerviosas y un sindrome general de pérdida de peso, fiebre o anorexia.
Alrededor del 10% de pacientes presentan plamocitomas extramedulares en el
momento del diagnoéstico. La hepatomegalia puede estar presente en el 15% de los
casos y la esplenomegalia en el 5%. Alrededor del 5% tiene amiloidosis asociada,
que puede manifestarse como sindrome nefrotico, insuficiencia cardiaca congestiva,
sindrome del tinel carpiano, polineuropatias e hipotensién ortostatica.

1.2.4 Criterios diagnésticos

El componente monoclonal caracteristico del MM es IgG, IgA o cadenas ligeras
aisladas (MM Bence Jones) en el 52%, 21% y 16% de los casos, respectivamente. Los
MM IgD son infrecuentes y los IgE e IgM, excepcionales (<1%). En el 93% de
pacientes, el CM se puede detectar en suero por electroforesis o inmunofijacién, y
en el 70% en orina. Dos terceras partes del 3% de pacientes aparentemente no
secretores de CM son, en realidad, oligosecretores y se pueden identificar y seguir
evolutivamente mediante la prueba de las cadenas ligeras libres (CLL) en suero.

El estudio inicial de la enfermedad y su diagnostico diferencial se basa en la
presencia de células plasmaticas clonales en la médula dsea, la cuantificacion y
tipificacion del componente monoclonal en sangre y orina de 24h; y el estudio de las
lesiones en los oOrganos dianas (anemia, insuficiencia renal, lesiones Oseas e
hipercalcemia) (12,47).

Las pruebas diagnoésticas recomendadas incluyen las siguientes:

- Estudio del componente monoclonal: Cuantificacion de las Igs (IgA, IgG, IgM, IgD)
en suero mediante nefelometria. Detecciéon y cuantificacion del componente
monoclonal mediante electroforesis de proteinas en suero y en orina de 24 horas.
Tipificacion de la Ig y cadena ligera implicada mediante inmunofijacién en suero y
en orina de 24 horas. Medicion de las cadenas ligeras libres y su cociente en suero
(CLL-Kappa, CLL-Lambda y ratio CLL-K/CLL-L).

- Estudio de la médula 6sea en biopsia o aspirado: cuantificar el porcentaje de CP y
las caracteristicas morfologicas. Inmunofenotipo de la CP determinado por
citometria de flujo multiparamétrica para demostrar la clonalidad de las CP
presentes en la médula ésea. Las CP en el MM y en otras gammapatias monoclonales
expresan un fenotipo caracteristico que facilita establecer el diagnostico diferencial
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con otras entidades. El estudio citogenético/ FISH (Fluorescence in situ
hybridization) es fundamental para la estratificacion prondstica del MM. Se requiere
la purificacién de las CP y debe incluir las alteraciones t(4;14), t(14;16), t(14;20),
del(17p), del(1p) y ganancia 1q. Los paneles de expresidon genética o paneles
mutacionales pueden proporcionar informaciéon prondstica, pero no estan
disponibles como técnicas de rutina en la gran mayoria de centros.

- Estudio de la enfermedad 6sea: las técnicas de imagen de eleccion son la tomografia
computarizada (TC) de cuerpo entero a bajas dosis o la resonancia magnética (RMN)
de cuerpo entero o la tomografia por emision de positrones combinada con la TC
(PET-TC). En 2019 el IWMG publicé un documento de consenso en relaciéon a las
técnicas de imagen recomendadas en la diferentes gammapatias (48) La RMN de
cuerpo entero estd indicada en el diagnostico de plasmocitomas paravertebrales o
enfermedad oculta, en particular en pacientes con plasmocitoma solitario. También
permite evaluar el tipo de infiltracion de médula ésea (difuso, abigarrado o con
lesiones focales) y la presencia de lesiones focales, que es relevante en el mieloma
quiescente. El PET-TC es la técnica de eleccion para evidenciar la enfermedad
extramedular oculta o identificar lesiones liticas dificiles de evaluar o no visibles por
radiologia convencional permitiendo ademas valorar la respuesta tras el
tratamiento. En caso de sospecha de compresion medular la RMN de columna
vertebral es la técnica de eleccion.

- Hemograma y frotis de sangre periférica, determinacién de la creatinina en suero
y su aclaramiento y los niveles de calcio; como marcadores de lesion organica
(criterios CRAB). El estadiaje de la enfermedad requiere la cuantificaciéon de la
albumina, la 32 microglobulina y la LDH. La $2 microglobulina es el marcador mas
fiable de cuantificacién indirecta de masa tumoral y la LDH se asocia a enfermedad
agresiva.

Antes del 2014 los criterios diagndsticos definitorios de MM se basaban
exclusivamente en la cantidad de CP clonales en la médula 6sea, cantidad de
componente monoclonal y la presencia de dafio organico o CRAB. En el 2014 el
IMWG actualizé los criterios diagnosticos de MM incorporando 3 biomarcadores de
malignidad: CP clonales a la médula 6sea = 60%, ratio de cadenas ligeras libres en
suero (afecta/no afecta) = 100 y la deteccion de >1 lesién focal (tamafio > 5 mm) por
RMN. Cada uno de estos biomarcadores se asocia con un riesgo de progresiéon a MM
a los 2 afos superior al 80%; por lo que se estan identificando MQs de alto riesgo
inminente de desarrollar MM y por ello su presencia determina iniciar tratamiento
aun en ausencia de dafio organico. Asi se establecié el concepto evento definitorio
de MM que incluye tanto a la presencia de algun criterio CRAB como a uno de estos
nuevos biomarcadores (12).
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- Criterios diagnosticos de MM (IMWG 2014):

1. Plasmocitosis clonal en médula 6sea = 10% o plasmocitoma demostrado por
biopsia tisular junto con:

2. Evento definitorio de mieloma:
2.1. Dafio organico (CRAB):
e Hipercalcemia > 2,75 mmol/l (> 11 mg/dl)
¢ |R: CrCl < 40 ml/min o creatinina sérica > 2 mg/dl (> 177 umol/I)

e Anemia: Hb <10 g/dl o > 2 g/dl por debajo del limite inferior de la
normalidad

e Lesiones 6seas: 1 o mas lesiones osteoliticas en RC, RM, TC o PET-TC
2.2. Biomarcador de malignidad:

 Plasmocitosis clonal medular = 60 %

e Ratio CLLs (i/ni) 2 100

e > 1 lesion focal (= 5 mm) en RMN

1.2.5 Escalas de estadificacion

El estadiaje nos permite una valoracion categdrica de la masa tumoral y tiene interés
pronédstico. En 1975 se introdujo el primer sistema de estratificaciéon de la
enfermedad con la escala de estadiaje de Durie y Salmon (49) (tabla 3), pero a causa
de sus limitaciones, especialmente por la subjetividad a la hora de categorizar las
lesiones 6seas, en el 2005 el IMWG propuso una nueva clasificaciéon basada en los
niveles de BZmicroglobulina y albimina con valor prondstico independiente
llamada ISS (International Staging System) (50) (tabla 4). Este indice se generaliz6
por su simplicidad y facil aplicacién permitiendo mejorar la estimaciéon de la
supervivencia de los pacientes en el momento del diagnostico.
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Tabla 3. Estadios de Durie y Salmon

Introduccion

- Hemoglobina > 100 g/1
- Calcio sérico corregido < 12 mg/dl
I Todos los siguientes: - RX seriada 6sea normal o deteccién de plasmocitoma
solitario
- Componente M: IgG <50 g/1,IgA <30 g/1, B] <4 g/24 h.
11 Sin criterios I ni Il
- Hemoglobina < 85 g/1
- Calcio sérico corregido >12 mg/dl
111 Cualquiera de los siguientes: - Lesiones liticas en > 2 dreas Oseas
- Componente monoclonal: IgG > 70 g/, IgA > 50 g/1, B] >
12 g/24 h.
e . A: Creatinina sérica < 2 mg/dl
Subclasificacion B: Creatinina sérica > 2 mg/dl

RX: radiografia; BJ: proteina de Bence-Jones

Tabla 4. Estadios del International Staging System (ISS)

Mediana de
supervivencia (meses)

ISS 1 B2M < 3.5 mg/l y albimina > 3.5 g/dl 62

ISS II B2M < 3.5 mg/L y albimina < 3.5 g/dL, o B2M 3.5-5.5 44
mg/L independientemente de la albimina

ISS III B2micoglobulinaz 5.5 mg/L 29

B2M: B2-microglobulina

El estudio citogenético constituye uno de los factores pronostico mas importante en

los pacientes con mieloma multiple. Es por ello que el IMWG desarrollé en el 2015

el modelo pronéstico denominado ISS revisado (R-ISS, Revised-International Staging

System) que incorpora el estudio FISH y la determinaciéon de LDH. Este modelo

permite la identificacién de 3 grupos prondsticos con supervivencia global a 5 afios
del 82%, 62% y 40%, respectivamente (51)(tabla 5). La principal limitacién de este
sistema se debe a que un 62% de los pacientes fueron clasificados como riesgo

intermedio (R-ISS II), incluyéndose posiblemente pacientes con diferente riesgo de

progresion.
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Tabla 5. Estadios del Revised International Staging System (R-1SS)

Estadio

| ISS T+ LDH normal + citogenética de riesgo estandar *
I1 No cumple criterios de R-ISS I ni R-ISS III

[11 ISS III + citogenética de alto riesgo ** y/o LDH alta

*Citogenética de riesgo estdndar: ausencia de del (17) i/o t(4;14) i/o t(14;16).
**Citogenética de alto riesgo: presencia de del (17p) i/o t(4;14) i/o t(14,16).
LDH alta: LDH sérica superior al [imite de la normalidad

Recientemente, D’Agostino et al. validé el nuevo R2-ISS basado en datos del proyecto
HARMONY donde se identificaron 4 grupos de riesgo: R2-ISS I (19.2%), II (30.8%),
Il (41.2%) y IV (8.8%), redirigiendo el grupo de riesgo intermedio R-ISS II en dos
estadios diferentes consiguiendo ser mas preciso pronodsticamente. Las variables
con mayor impacto en la PFS y OS fueron el ISS, del(17p), LDH, t(4;14) y 1g+, a cada
variable de riesgo se le asigné un valor en funcién de su impacto en la OS (ISS-III 1.5,
ISS-111, del(17p) 1, LDH elevada 1; t(4;14) 1,y 1q+ 0.5 puntos) (52).

1.2.6 Factores prondsticos

El MM es una enfermedad muy heterogénea tanto en su biologia como en su
comportamiento clinico, por lo que son numerosos los factores que impactan en el
pronostico de la enfermedad. Aunque se han definido factores clinicos prondsticos
que dependen del paciente (edad, comorbilidades, fragilidad) y otros de la
enfermedad (estadios que cuantifican la cantidad de tumor, la hipercalcemia, la
insuficiencia renal, la hipoalbuminemia, el tipo de componente monoclonal, la
morfologia plasmablastica, la B2Zmicroblobulina, la LDH y aumento de la PCR), en la
actualidad los que son considerados de mayor importancia son los factores
pronosticos relacionados con la biologia de la enfermedad, en especial al perfil
citogenético y molecular de la CP. Destacar que otro de los factores fundamentales
relacionados con el prondstico de los pacientes con MM es la respuesta alcanzada al
tratamiento.

El consenso del IMGW clasifica como citogenética de alto riesgo la delecion de 17p
o las translocaciones del gen IgH con los genes MMSET/FGF3 o MAF en la t(4;14) y
la t(14;16) respectivamente; posteriormente se incluyeron las anomalias del
cromosoma 1 (53) (tabla 6). Walker et at. mediante el analisis del genoma identificé
un MM de muy alto riesgo, los llamado doble hit, que incluyen la inactivacion
bialélica de TP53 o el ISS III junto con amplificacion de CKS1B (1q21) (54).
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Tabla 6. Principales alteraciones citogenéticas y su impacto prondstico

Alto riesgo Prevalencia | Riesgo estandar | Prevalencia
t(14;16) 2-3% t(11;14) 15%
t(14;20) 1% t(6;14) 5%
t(4;14) 15% Hiperploidia 50%
del(17/17p) 10%

Ganancia (1q) 35-40%

Pérdida (1p) 10%

Respecto al andlisis del perfil de expresion génica (GEP), esta técnica se ha
implementado como una potente herramienta de estratificaciéon prondstica aunque
tiene una serie de inconvenientes que dificulta su incorporaciéon en la practica
clinica como el hecho de que no existe un GEP estandar y su reproductibilidad es
limitada por su dificultad logistica y técnica (55).

La respuesta al tratamiento constituye otro de los factores pronodsticos mas
relevantes en el MM. Los enfermos que alcanzan la repuesta completa (RC) o
estricta, definida por los criterios del IMWG (56,57) logran las mejores
supervivencias libres de progresion y globales (58,59). El desarrollo de técnicas con
mayor sensibilidad para detectar enfermedad minima residual (EMR) permiten
discriminar poblaciones de pacientes con comportamiento clinico y prondstico
diferente. La EMR puede determinarse mediante citometria de flujo (CMF), la
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa basada en la secuencia de
oligonucleotidos alelo-especifica de la Ig (ASO-PCR) y la secuenciacion masiva (NGS)
del reordenamiento VDJ. Diferentes estudios demostraron con gran evidencia que
alcanzar una EMR negativa se asocia a una mayor supervivencia libre de progresion
y supervivencia global con independencia de haber recibido un trasplante o del
riesgo citogenético (59-61).

Aunque todavia no hay consenso sobre el mejor momento para su monitorizaciéon y
con qué frecuencia se ha de determinar, probablemente la EMR negativa mantenida
en el tiempo (= 12 meses ) es el mejor criterio indirecto de supervivencia de larga
duracién (57,62). No obstante, la monitorizacion de la EMR en la médula 6sea puede
fallar para detectar enfermedad extramedular y puede ser falsamente negativa por
infiltracién parcheada de la médula é6sea (63). El PET/TC con F18-FDG es una
técnica de imagen sensible que permite determinar la actividad metabdlica de las
lesiones focales extramedulares y en MO. Diversos estudios confirman que el
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PET/TC al diagnostico y en la evaluacidon posterior al tratamiento proporciona
informacién prondstica (64,65).

En base a los resultados de estos estudios, el IMWG en el afio 2011 incorpora los
criterios de RC inmunofenotipica o molecular; y en 2016 se incluye los criterios de
EMR negativa mediante CFM y técnicas de secuenciacion (57,66) y como novedad se
incorpora el uso de técnicas de imagen para evaluar el grado de enfermedad residual
mediante PET-TAC (65).

1.3. EL SISTEMA INMUNE EN EL MIELOMA MULTIPLE

El MM se caracteriza por un estado de inmunosupresiéon progresivo en el cual
destaca la inmunodeficiencia humoral y celular, el incremento de células T y B
reguladores y células mieloides supresoras de la médula 6sea. Esta condicién
contribuye a crear un ambiente inmunosupresor que proporciona una ventaja
proliferativa a las CP (68,69). Para una mejor comprension de estos mecanismos a
continuacion se detalla el funcionamiento de la respuesta inmunitaria y como actiia
frente a los tumores incluido el MM.

1.3.1. Respuesta inmunitaria innata y adaptativa

El sistema inmunitario (SI) lo constituye un conjunto de estructuras y procesos cuya
funcién es mantener la integridad del organismo y defenderlo de las amenazas
externas causadas por agentes infecciosos exdgenos asi como de eliminar células
tumorales y senescentes (70). Una caracteristica distintiva del SI es la capacidad que
tiene para discriminar entre lo propio y lo extrafio, de mantener la tolerancia frente
a antigenos propios, asi como de generar una respuesta inmune eficaz contra
patégenos y células malignas. La tolerancia y la inmunidad es dinamica y la pérdida
de dicha tolerancia desencadena eventos adversos tales como infecciones, tumores
malignos o enfermedades autoinmunes (71).

El SI se ha clasificado tradicionalmente en SI innato y SI adaptativo. El sistema
inmunitario innato es la primera linea de defensa contra los microorganismos
invasores y el cancer. Hay una serie de células que componen el sistema inmunitario
innato, como son los neutrofilos, macréfagos, células NK (natural Killer) que
eliminan directamente a otras células y las células dendriticas que captan antigenos
y presentan los péptidos antigénicos a las células del SI adaptativo, iniciando el
segundo componente del SI (figura 2).
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Figura 2. Sistema inmunitario innato y adaptativo
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Adaptado de Akira S. Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci. 2011 Oct 12;366(1579):2748-55 (68), Este
esquema muestra como el sistema inmunitario puede combatir a un invasor extrario. Inicialmente, los
marcadores del patégeno son reconocidos por las células del sistema inmunitario: los macréfagos, las
células NK, los neutrdfilos. Los antigenos liberados por estos patégenos destruidos son recogidos por las
células dendriticas, que presentan estos antigenos en los ganglios linfdticos y otros tejidos linfoides a las
células del SI adaptativo, que es el segundo componente del SI.

1.3.2. Inmunidad innata

Los mediadores de la respuesta innata representan la primera linea de defensa
frente a cualquier agresidn, se caracteriza por carecer de memoria inmunoldgica y
por poseer mecanismos de reconocimiento de diversidad limitada (72). Lo
conforman las barreras fisicas, como la piel y mucosas, células con funcidn fagocitica
(polimorfonucleares y macroéfagos) o citotoxica (células NK y linfocitos CD8+) y
factores solubles como el sistema del complemento, citoquinas y reactantes de fase
aguda.

La respuesta innata es constitutiva, los mecanismos de defensa estdn presentes
antes de la exposicion al microorganismo por lo que es una respuesta rapida y
eficiente. Este tipo de respuesta implica por lo general un proceso inflamatorio
citotoxico. Destacar el papel de las células NK que pueden discriminar entre células
infectadas o tumorales y células sanas sin necesidad del antigeno y las células
dendriticas que captan antigenos y presentan péptidos antigénicos a otras células
del sistema inmunitario. Estas células reconocen patrones moleculares conservados
en microorganismos invasores para desencadenar una respuesta inmune.
Destruyen a los patdgenos y presentan los antigenos a las células del SI adaptativo
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para iniciar el segundo componente del sistema inmunitario llamado sistema
inmunitario adaptativo (70).

1.3.3. Inmunidad adaptativa

El ST adaptativo es el componente de memoria especializado del sistema inmunitario
y se compone de linfocitos T (LT) y linfocitos B (LB). A diferencia de la RI innata,
existe una gran especificidad antigénica generada a partir del receptor de células T
(TCR, T cell receptor) y el receptor de las células B (BCR, B cell receptor) que
reconocen péptidos antigénicos muy especificos. La respuesta inmune adaptativa
presenta memoria inmunolégica lo que garantiza una respuesta rapida y efectiva y
con mayor capacidad defensiva frente a exposiciones sucesivas. La inmunidad
adaptativa posee dos tipos de respuesta inmunes: inmunidad humoral e inmunidad
celular (73).

La inmunidad humoral es un proceso donde el LB maduro después del
reconocimiento del antigeno a través de su receptor de membrana (BCR) se
diferencia en células B de memoria y células plasmaticas para generar los
anticuerpos (las Igs). Cada célula plasmatica estd programada para producir Igs de
una sola especificidad.

Para que la respuesta inmune adaptativa sea eficaz es muy importante que el LT se
active y diferencie a una célula efectora (LT CD4+). La activacién del LT tiene lugar
en la llamada sinapsis inmunolégica y consta de 2 pasos:

El primer paso o también llamada sefial 1 comienza con la presentacion del antigeno
por parte de una célula presentadora de antigenos (CPA) que ofrece un péptido
anclado a una molécula de histocompatibilidad (HLA) interaccionando con el
receptor TCR del LT.

El segundo paso o sefial 2 es independiente del receptor antigénico y procede de
moléculas de membrana coestimuladoras cuyos ligandos se encuentran en la
membrana de los LT. Concretamente por la interaccién entre la molécula CD28
presente en la superficie de los LT con las moléculas CD80 (B7-1) o CD86 (B7-2)
presentes en las CPA. La segunda sefial es esencial para que el LT se active y pueda
diferenciarse a LT efector dando lugar a la respuesta inmune.

La identificacion de vias adicionales de coestimulacion como CD154-CD40, CD11A-
CD54, CD18-CD54 y CD2-CD58 ha validado y extendido el modelo de dos sefiales de
activacion de las células T (74) (figura 3A). Una vez activado el LT, como
consecuencia de la sefial 1 y sefial 2, se desencadena la produccion de interleucina 2
(IL-2). La producciéon simultanea de la IL-2 y un componente de su receptor de alta
afinidad (IL-2R-alfa o CD25) inicia un ciclo de retroalimentacién positiva que es
importante para la proliferacién de LT.
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Como consecuencia de este fendmeno de amplificacion de la respuesta se reclutan
mas células efectoras que activaran la produccion de anticuerpos por parte de los
linfocitos B. Una vez activados los LT tiene lugar la fase efectora en los tejidos
tumorales donde los LT citotoxicos activados interaccionan con las células
cancerosas (75).

Tras eliminarse el antigeno se produce una fase de contraccidon de la respuesta
inmune en donde la mayor parte de los LT efectores mueren por apoptosis. Los LT
supervivientes denominados LT memoria permanecen con la misma especificidad
antigénica de los LT de los que proceden y son de larga vida media. Estas células de
memoria tienen una mayor densidad de moléculas de adhesién y consiguen adquirir
funciones efectoras en poco tiempo lo que le permite responder rapidamente a
patégenos previamente expuestos. No obstante, puede que no se produzca la
respuesta inmune y el LT se inactive o se elimine dando lugar a la tolerancia (75).

Una vez activado el LT expresa en su membrana receptores inhibidores que inician
la transmisidn intracelular de sefiales negativas para frenar la respuesta inmune
como mecanismo de regulacién y asfi evitar que se produzca el dafio de tejidos sanos
o fenémenos autoinmunes por sobreactivacion de la respuesta inmune. El SI
mantiene un preciso equilibrio entre activacion y tolerancia. A las pocas horas de la
activacion del LT se inician sefiales coinhibidoras a través de la molécula CTLA-4
(Cytotoxic T-lymphocyte antigen-4) expresada en la membrana del LT activado,
alcanzando su pico de produccién a los 2 o 3 dias.

La inhibicion de las sefiales coestimuladoras se produce porque la molécula CTLA-4
tiene una afinidad mucho mayor por CD80 que la molécula CD28. De forma que
CTLA-4 compite con ventaja por los ligandos CD80/CD86 desplazando a la molécula
co-estimuladora CD28. Ademas, CTLA-4 tiene la capacidad de secuestrar los
ligandos B7 de las células presentadoras de antigenos a través del mecanismo de
transendocitosis evitando que se encuentren disponibles en la sinapsis inmunitaria,
atenuando la activacion de las células T.

No conocemos completamente el mecanismo de transduccion de sefiales de CTLA-
4, aunque algunos estudios sugieren que la cascada de sefalizacion podria iniciarse
con la desfosforilacion de quinasas o sustratos asociados al TCR (76). La
consecuencia de esta sefial se traduce en limitacién de la produccién de IL-2,
reduccion de la proliferacion y supervivencia de la célula T (figura 3B) (77).
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Figura 3A. Activacion del linfocito T. Figura 3B. Sefial coinhibidora del linfocito
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Bluestone JA. N Engl ] Med 2020.; 383:1156-66 (73)

El equilibrio entre sefiales de coestimulaciéon y de inhibicién determinaran la
funcionalidad de las células T durante la respuesta inmune y la tolerancia. En este
sentido, tan importante son las moléculas inhibidoras como las moléculas
coestimuladoras (figura 4) en el control de la respuesta inmune. El bloqueo de los
puntos de control inmunoldgico constituye una estrategia eficaz para mejorar la
actividad efectora de los LT antitumorales.

Figura 4. Vias de coestimulacién y de inhibicién del linfocito T
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1.3.4. Inmunovigilancia y inmunotolerancia frente a los tumores

El sistema inmunitario estd preparado para identificar y eliminar células dafiadas
que han escapado a los mecanismos supresores de tumores antes de que puedan
desarrollar un cancer, es lo que se conoce como inmunovigilancia. Alrededor de este
fenémeno se desarrolld la hipotesis de la inmunoedicién del cAncer que propone que
los eventos patogénicos originados de forma temprana por células pre-cancerosas
pueden ser eliminados por el sistema inmune a no ser que esas células evolucionen
para tener la habilidad de escapar de él (78,79) (figura 5). Es la llamada teoria de las
tres “E” que propone tres etapas: eliminacidn, equilibrio y escape.

1. Eliminacidén o lo que es lo mismo inmunovigilancia: En esta etapa inicial, el
sistema inmunolégico innato y adaptativo, identifican y eliminan de forma
satisfactoria a las células neoplasicas. Un tumor sumamente inmunogénico
en un individuo inmunocompetente conduce a una 6ptima estimulacién del
sistema inmunitario innato, con una elevada produccién de citosinas
inmunoestimulantes, inflamacién aguda, y activacién de gran nimero de
linfocitos T y B, eliminando al tumor que emerge.

2. Equilibrio: Es un equilibrio dinamico. El SI no puede eliminar por completo a
todas las células neoplasicas, pero si puede controlar hasta cierto punto su
crecimiento. En esta etapa, se produce la edicién inmune del tumor como
resultado de las interacciones entre tumor-sistema inmunitario ya que
durante un periodo largo de latencia se puede crear tolerancia inmunolégica
frente a antigenos tumorales o nuevas modificaciones en la célula tumoral
que permitan su adaptacion.

3. Escape: como resultado de la presion selectiva del SI se produce seleccion de
células menos inmunogénicas y con capacidad para inducir mecanismos
inmunosupresores que favorecen la expansion de las células tumorales y su
escape del SI. En esta fase el SI ya no es capaz de controlar la proliferacion de
las células neoplasicas.

Figura 5. Proceso de inmunoedicion del cancer
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Adaptado de Dunn GP et al. Nat Immnunol 2002 (78 y Screiber R et al Science 2011 (79
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Los LT al reconocer a la célula tumoral, a través del complejo HLA-TCR, se activan y
se produce la destrucciéon de las células cancerosas. Este proceso se conoce como
ciclo inmune frente al cancer y puede dividirse en 7 pasos (80) (figura 6):

Paso 1: las células tumorales liberan los neoantigenos fabricados durante la
oncogénesis.

Paso 2: Las CPA capturan los antigenos tumorales y los presentan a los LT que estan
en los ganglios linfaticos.

Paso 3: Los LT se activan por la presentacion del antigeno.

Paso 4: Los LT activados viajan desde los ganglios hasta la localizacién del tumor a
través de los vasos sanguineos.

Paso 5: infiltracion de los LT activados en el tumor.

Paso 6: Reconocimiento de las células tumorales por el LT que ha sido activado por
los antigenos que han liberado estas mismas.

Paso 7: Los LT destruyen las células tumorales.

Figura 6. Ciclo inmune contra el cancer
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Chen DS et al. Immunity 2013 July 25;39 (76)

La eliminacion de las células tumorales es solamente uno de los pasos del ciclo
inmune, el cual gestiona un delicado equilibrio entre el reconocimiento de lo extrafio
y la prevencion de la autoinmunidad. Las células tumorales utilizan diversos
mecanismos supresores capaces de evadir la inmunovigilancia al impedir el
reconocimiento inmune o discapacitando a las células T efectoras. Entre estos
mecanismos estan las alteraciones de los componentes implicados en el
reconocimiento del antigeno, los defectos de sefializaciéon proximal del TCR,
secrecion de factores inmunosupresores y proapoptéticos, activacion de vias de
regulacion inhibitorias y reclutamiento especifico de células reguladoras (80) (81).
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Destacar el papel de las moléculas reguladoras de los puntos de control inmunitario,
en especial las que tienen un efecto inhibitorio (ICIs) por su aplicabilidad para el
tratamiento de los tumores. En condiciones normales las moléculas inhibitorias
previenen la hiperreaccion del SI evitando el dafio de los tejidos sanos y los
fenémenos autoinmunes. Desafortunadamente, también las células tumorales
pueden sobrexpresarlas para escaparse de la inmunovigilancia. En este sentido
bloquear con anticuerpos los puntos de control de la respuesta inmune conllevaria
revertir el estado de agotamiento de las células T efectoras y de esta manera
revitalizar su funciéon antitumoral. Esta es la base de la inmunoterapia que ha
revolucionado en los ultimos afios el tratamiento de un gran namero de canceres.
Son varias las moléculas reguladoras de los puntos de control inmunitario que estan
anormalmente expresadas en los tumores, las mas conocidas son CTLA-4 y PD-
1/PD-L1 (programmed death 1y programmed death-ligand 1) aunque también estan
identificadas otras moléculas como LAG-3 (lymphocyte activation 3), TIM-3 (T cell
immunoglobulin and mucin domain-containing protein 3), TIGIT (T cell
immunoglobulin and ITIM domain) y BTLA (B and T lymphocyte attenuator) (81,82)
(figura 7).

Figura 7. Moléculas reguladoras de los puntos de control inmunolégico y sus
ligandos
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Qin, S. et al. Mol Cancer 18, 155 (2019) (83)
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1.3.5. Inmunidad antitumoral en el mieloma multiple

Como anteriormente hemos descrito el escape inmunoldgico y la alteracion de la
vigilancia inmune son caracteristicas identificativas del cancer. El mieloma multiple
representa un ejemplo claro de vigilancia inmunolégica disfuncional caracterizada
por la alteracion de la produccién de anticuerpos, desregulacién del compartimento
de las células T y células NK, interrupcién de la maquinaria de presentacion de
antigenos, regulacion positiva de ligandos de superficie inhibidores y reclutamiento
de células inmunosupresoras (84).

Son multiples los mecanismos por los cuales las células del MM se escapan de la
inmunovigilancia durante el ciclo inmune contra el tumor, como a continuacién se
describen (85) :

1. Linfocitos B: Disminucién cuantitativa de los linfocitos B, en particular los
linfocitos naive y transicionales a diferencia de los linfocitos B de memoria
que estan aumentados. La poblacidn de células B esta muy comprometida con
el equilibrio desplazado hacia una alta proliferaciéon de células plasmaticas
tumorales. Como resultado de la disminucién de los linfocitos B la produccién
de inmunoglobulinas estd reducida es lo que conocemos como
inmunoparesia (86).

2. Compartimento de las células T: La respuesta inmune del LT es defectuosa
debido a alteraciones cuantitativas y funcionales. Hay una disminucién de los
LT CD4+ con inversién de la ratio CD4+/CD8+. El perfil fenotipico de los LT
colaboradores Th1/Th2 esta alterado a favor de una respuesta inmune de
Th2 por lo que aumenta la produccion de las citoquina IL-10 y IL-4 (87,88).
La produccion de TGF-f y IL-6 por las células MM y células estromales de la
médula 6sea induce la diferenciacion de LT naive a linfocito T helper17
(Th17). Los linfocitos Th17 son un subtipo de LT CD4+ que secretan
citoquina IL-17 y IL-22. La expansion de linfocitos Th17 junto con los niveles
elevados de IL-17 producen supresion de la respuesta inmune protegiendo a
la célula MM del ataque de los linfocitos citotéxicos y promoviendo su
crecimiento y supervivencia (89).

3. Células NK: estan inhibidas por disminucién de la expresién de receptores
activadores y en paralelo por la sobrexpresion de PD-1 (90,91).

4. Reclutamiento de células reguladoras inmunosupresoras:

- Las células Tregs: Son un subtipo de LT CD4+ que expresa el fenotipo
CD25+/CD127bajo/FoxP3+. En el MM estan cuantitativamente
aumentadas contribuyendo al estado de inmunosupresiéon. Su
proliferacion y su supervivencia depende de concentraciones
elevadas de APRIL e IDO secretadas principalmente por las células
mieloides activadas y los osteoclastos (92) en la médula dsea. Los
linfocitos Tregs secretan IL-10 y TGF-f3 conduciendo al LT a un estado
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de anergia. El crecimiento de la célula mielomatosa es favorecido por
IL-17A derivada de las células Th17 y por la produccion paracrina IL-
6 (93).

- Las células supresoras de estirpe mieloide (MDSCs): Estan
aumentadas, a través de la liberacién de citoquinas inflamatorias
también son reclutadas potenciando el microambiente permisivo y
favoreciendo la evasion de la célula tumoral del control inmune. Son
funcionalmente y fenotipicamente diferentes en pacientes con MM
comparado con pacientes con GMSI o individuos sanos. Las células
MDSCs de estirpe granulocitica son las que méas predominan tanto en
sangre periférica como en médula 6sea y su accién inmunosupresora
se ejerce mayoritariamente sobre el LT y células NK (94,95).

- Linfocitos B reguladores: son linfocitos B que expresan el fenotipo
CD19+/CD24 alto/CD38 alto. Se ha observado que aumentan en la
transicion de MGUS a MM. Son linfocitos B reguladores que pueden
suprimir la lisis tumoral mediada por células NK por mecanismos de
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y pueden
producir IL-10 (96).

5. La presentaciéon de antigenos y la activacién de los LT contra las células
tumorales también esta alterada. Las células dendriticas son disfuncionales
especialmente en su funcion de célula presentadora de antigenos y en su
relacion con los LT (97). Hay una disminucién del nimero de precursores de
las células dendriticas mieloides y plasmocitoides en sangre. La interacciéon
con el LT permite a estas células secretar IL-6 y el enzima inmunosupresor
indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO) que provoca la anergia de las células T
activadas y la diferenciacion hacia Treg supresora CD4+/CD25 alto/ FOXP3+
(43). Ademas, hay menor expresion del complejo HLA tipo II y una
disminucién de las moléculas coestimuladoras CD40 y CD80 reduciendo su
capacidad para presentar antigenos (98).

6. Sobrexpresion de las moléculas inhibidoras de los puntos de control
inmunitarios (ICIs). Lo cual deriva en anergia y agotamiento de las células T.
A continuacién, se desarrolla con mas profundidad este mecanismo de
inmunoevasion.

1.3.6. Moléculas inhibidoras de los puntos de control inmunitario en el
mieloma miiltiple

La respuesta inmune mediada por células T esta regulada por un equilibrio entre
sefiales estimuladoras e inhibidoras. Los puntos de control inmunitario son las vias
inhibitorias que equilibran fisiol6gicamente las vias coestimuladoras, en el cual
participan receptores inhibidores y sus respectivos ligandos. Las células
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plasmaticas del MM pueden potenciar la expresién de moléculas ICIs para evitar el
reconocimiento inmunitario y su eliminacion.

Las moléculas ICIs mas relevantes y conocidas en el MM son CTLA-4 y PD-1. Son dos
receptores expresados en las células T activadas que desencadenaran vias
inhibidoras de la funcién del LT, LB y células NK. CTLA-4 se expresa en las células T
durante las primeras etapas de su activacion. La molécula CTLA-4 interacciona con
las moléculas coestimuladoras CD80/CD86 que estan expresadas en la CPA
inhibiendo la produccion de linfocitos T efectores. Por otro lado, PD-1 se expresa en
el LT inmediatamente después de la activacién de la via del TCR silenciando sefales
de activacion y proliferacion (99) (figura 8).

Figura 8. CTLA-4 y PD-1 inhibidores de la respuesta inmune antitumor
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Topalian SL et al. Nat Rev Cancer. 2016 May;16(5) (100)

En referencia al MM y la via PD-1/PD-1-L, se ha descrito que las células plasmaticas
del MM expresan anormalmente PD-L1 a diferencia de los individuos sanos, siendo
la expresién mas intensa en el MM recaido/refractario. Niveles elevados de PD-L1
soluble se asocian con peor pronostico (101,102) y parece que las células tumorales
muestran mayor resistencia a los farmacos (103) ademas de mayores niveles de
proteinas antiapoptoticas (104). Las células dendriticas plasmocitoides también
expresan en su superficie altos niveles de PD-L1 manteniendo el microambiente
inmunosupresor del MM. Por otro lado, también se observa sobrexpresion de PD-1
en las células T en comparacion con los individuos sanos (91,105). Lo mismo sucede
con las células NK que también expresan altos niveles de PD-1 (88,89).
Paralelamente, CTLA-4 es expresado anormalmente en las CP del MM y se ha
asociada con progresion de la enfermedad ya que la intensidad de expresion es
mayor en el MM activo comparado con las GMSI. Se ha descrito que la sobrexpresion
de CTLA-4 en la médula 6sea es un signo de acumulacion LT regs y producciéon de
citoquinas inmunosupresoras (106,107).
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Otra molécula ICIs de interés en el MM es LAG-3, también llamada CD223. Es una
proteina estructuralmente homéloga a CD4 presente en los LT CD4+, LT CD8+ y
células NK. El ligando de LAG-3 es HLA-II, que a su vez es el ligando canénico de CD4,
en este sentido LAG-3 compite con CD4 y lo hace con mayor afinidad. Su mecanismo
de accién es muy similar a otros ICls ya que se expresa una vez activado el linfocito
T. La interaccion de LAG-3 con HLA-II produce inhibicién de las sefiales de
proliferacion, produccién de citoquinas e induce activaciéon de los LT reg
estimulando su funcién inmunosupresora. En el MM, la expresion de LAG-3 esta
aumentada en el LT y ademas se ha observado que las CP del MM expresan la
molécula galectin-3 (GAL-3), otro ligando de LAG-3, contribuyendo mas a la
inmunosupresion (108,109).

TIGIT es otra molécula ICIs, es un receptor coinhibidor expresado en el LT que
compite con CD226 (DNAM-1) en la unién con los ligandos CD155 y CD112 ubicados
en la superficie de las CP tumorales. La interaccion de TIGIT con sus ligandos activa
sefales intracelulares coinhibidoras suprimiendo directamente la sefial TCR y la
funcién del LT efector. TIGIT es frecuentemente sobrexpresado en las células T
CD8+ de la médula 6sea de pacientes con MM en comparacion con individuos sanos.
Los LT que expresan esta molécula se asocian a fenotipos de LT agotado. Este
proceso es parcialmente mediado por células dendriticas tolerogénicas al
interaccionar con TIGIT y secretan anormalmente IL-10. (110,111).

TIM-3 es otra molécula expresada en los LT y que actia como ICIs regulando
negativamente la actividad de las células NK a través de la via de sefializacién de NF-
kB con lo cual se regula positivamente la supervivencia de la CP mieloma. Los LT
CD8+ con expresion de TIM-3 presentan una marcada pérdida de funcién y con
frecuencia también presentan co-expresion de PD-1 (112,113).

La molécula CD200 junto con su receptor CD200R cumplen multiples funciones
regulando la inflamacion y promoviendo las actividades inhibidoras del sistema
inmune. Juegan un papel importante en el control de la autoinmunidad, la
inflamacion, las actividades inhibidoras y la hipersensibilidad. CD200 se expresa en
superficie en células de extirpe mieloide como macroéfagos, células dendriticas,
neutrofilos, mastocitos y eosinéfilos, y también en linfocitos B y linfocitos T
activados (114). La interaccion CD200-CD200R inhibe la activacion de la respuesta
inmune con el reclutamiento de RasGAP y contribuye a la inhibicién de las células
efectoras. La activacion de CD200R estimula la diferenciacion de los linfocitos T a
linfocitos Treg, aumenta la actividad de la indoleamina 2,3-dioxigenasa, modula el
entorno de citocinas de un patréon Thl a uno Th2 y facilita la sintesis de las IL-10 y
TGF-b antiinflamatorias. Es una molécula inmunosupresora que se requiere para
mantener la auto-tolerancia, su uniéon con CD200R conduce a la secrecion
inadecuada de citoquinas por parte de algunos macréfagos como IL-13, TNFa, INFa
e IL-17; regulando negativamente a los LT citotoxicos (115,116). En el MM, niveles
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altos de expresion de CD200 en la CP se han asociado con peor prondstico, y se ha
descrito que inducen la generacidon de células dendriticas tolerogénicas y como
consecuencia la induccion de LT regs que inhiben a los LT citotéxicos (117-119).

1.3.7. Polimorfismos de genes reguladores de los puntos de control
inmunitario en el mieloma miiltiple

Las variables genéticas mas frecuentes en la poblacién general son los
polimorfismos genéticos, presentes en al menos el 1% de los individuos de una
poblacién. Son caracteres estables que se transmiten por herencia mendeliana
simple y constituyen una expresion de la diversidad genética entre individuos de la
misma raza.

Los polimorfismos de un solo nucleétido (single nucleotide polimorphism SNPs)
consisten en la sustitucion de un nucledtido por otro y pueden dar lugar a
variaciones en la secuencia del ADN. Se localizan por todo el genoma y tipicamente
son bialélicos. Algunos SNP pueden afectar a regiones codificantes o funcionales del
genoma, lo que se traduce en alteraciones funcionales y/o en la expresién del gen,
que podrian influir en la predisposicion a desarrollar una enfermedad, la
agresividad clinica de la enfermedad y la respuesta al tratamiento farmacolégico.

Gran parte de los trabajos publicados hasta ahora hacen referencia a estudios
poblacionales que describen la susceptibilidad a mieloma multiple en relaciéon a la
variabilidad genética del sistema inmunitario. Son muy pocos los estudios en
pacientes con MM que analizan el impacto clinico de los polimorfismos de los genes
reguladores de la respuesta inmune. Por otro lado, la mayoria de estos estudios
tienen como principal limitaciéon el pequefio tamafio de la muestra o bien son
estudios realizados en poblacién no caucasica lo cual dificulta la valoracion de los
resultados y su reproductibilidad en poblacién caucasica dadas las diferencias de las
frecuencias alélicas que existen entre las razas.

Karabon y colaboradores (120) genotiparon pacientes con MM e individuos sanos
como control para diferentes polimorfismos de CTLA-4 en poblacién caucasica. El
analisis demostréo que los alelos CTLA-4c.49A>G[G], CT60[G], y Jo31[G] se
observaron con mayor frecuencia en los pacientes con MM en comparacién con el
control sano. Ademas, el haplotipo CTLA-4c.49A>G[G], CTLA-4g.319C>T[C], CTLA-
4g*642AT(8_33), CT60[G], Jo31[G] aumenta el riesgo de MM.

Zheng y colaboradores (121) analizaron polimorfismos microsatélite en el exén 3
del gen CTLA-4 en pacientes con MM y GMSI, y en individuos sanos como control en
poblacién caucasica. Los resultados mostraron que la frecuencia del genotipo 86/86
y del alelo 86 estaban significativamente disminuida en los pacientes con MM y
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MGUS comparada con el control sano indicando que polimorfismo microsatélite de
CTLA-4 puede suponer una mayor susceptibilidad genética para MM y GMSI.

Tan solo se ha publicado un estudio en poblaciéon asidtica que correlacione
polimorfismos de CTLA-4 con respuesta al tratamiento y supervivencia, Qin y
colaboradores (122) estudiaron en individuos chinos los polimorfismos
-1772(rs733618),-1661 (rs4553808), -318 (rs5742909), CT60(rs3087243) y +49
(rs231775) en pacientes con MM. En este estudio los pacientes con genotipo
rs733618 GG que han recibido tratamiento con esquemas basados en bortezomib
presentan una peor supervivencia libre de progresion y supervivencia global.

Lee y colaboradores (123) describen en poblaciéon caucasica como diversos
polimorfismos del gen LAG-3 (rs2365094) y de CD4(rs11064392) se han asociado
a una mayor susceptibilidad a desarrollar MM.

WoszczyK y colaboradores (124) analizaron en poblacién caucasica la
susceptibilidad a MM en relacion a diferentes polimorfismos genéticos de ICOS. Para
ello compararon un grupo control de individuos sanos con pacientes afectos de MM
que habian recibido tratamiento para su enfermedad. También se analiz6 la
evolucion clinica de los pacientes con MM en funcién de los genotipos expresados.
Aunque no observaron mayor riesgo de desarrollar MM con ninguno de los
polimorfismos estudiados si que observaron como la presencia del alelo C para
1COSc.2373(rs4675379) se asociaba a peor supervivencia global en los pacientes
con MM.

Kasamatsu y colaboradores (125) investigaron en poblaciéon asiatica el papel de los
polimorfismos genéticos de PD-1(rs36084323, rs41386349 y rs2227982) y PD-L1
(rs2297136 y rs4143815) como factores de riesgo para el desarrollo de MM y su
impacto en las caracteristicas clinicas de la enfermedad . En este estudio observaron
que los pacientes con MM presentaban con mas frecuencia el haplotipo PD-1
GCC/GCC (rs36084323/rs41386349/rs2227982) en comparaciéon con el grupo
contol de individuos sanos. También observaron que los polimorfismos PD-
1rs2227982 y PD-L1rs2297136 influian en las caracteristicas clinicas de los
pacientes con MM en relacion a la presencia de lesiones dseas y niveles bajos de
albumina en suero. No se observaron diferencias en supervivencia global.

Por tltimo, no se han encontrado publicaciones que hayan analizado polimorfismos
genéticos de BTLA, CD28 o CD200 en pacientes con MM.
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2. HIPOTESIS

El MM continda siendo una enfermedad incurable a pesar de la incorporacion de
nuevas terapias. La historia natural del MM es la recaida después de los sucesivos
tratamientos debido a la reaparicion del tumor a partir de la enfermedad residual
que no ha podido ser erradicada viendo reducida su esperanza de vida de forma
significativa.

El progresivo deterioro inmunoldgico que se produce a lo largo de la enfermedad es
una caracteristica distintiva del MM. Los defectos de la inmunidad celular y humoral
contribuyen a la inmunosupresion profunda de estos pacientes facilitando el escape
de la célula tumoral del control inmune natural, promoviendo el crecimiento de la
enfermedad y la resistencia a la terapia.

Son multiples los mecanismos por los cuales las células del MM se escapan de la
inmunovigilancia. El aumento de la expresion de moléculas inhibidoras de los
puntos de control inmunitario, que regulan negativamente la funcién de las células
T, es un mecanismo de inmunoevasion al cual se le ha atribuido un papel importante.

Los polimorfismos genéticos de genes implicados en la respuesta inmunitaria, los
llamados inhibidores de los puntos de control inmunitario, como son CTLA-4, BTLA,
CD28, PD-1 y CD200 podrian modular el control o la recidiva tumoral, la duracién
de la remisién y la supervivencia global. Es probable que la presencia de un
polimorfismo genético especifico determine unas células T mas tolerantes
inmunolégicamente y esto podria conducir al fallo del sistema inmune y causar las
recaidas sucesivas en los pacientes con mieloma multiple que han recibido
tratamiento.

Esta hipoétesis nos permitiria identificar polimorfismos genéticos de alto riesgo para
la recaida y una menor supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global. Si
esto se confirma, seria interesante la busqueda de mecanismos que puedan
aumentar la activacion y proliferacion de células T, para mejorar la respuesta
inmune antitumoral.
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3. OBJETIVOS

- Objetivo principal:

Determinar retrospectivamente si las variaciones genéticas de los genes
moduladores de la respuesta inmune impactan en la supervivencia de los pacientes
con MM de nuevo diagnéstico que han recibido tratamiento sistémico para su
enfermedad. Para dar respuesta a la hipétesis se plantearon los siguientes objetivos:

- Objetivos secundarios:
a. Describir las frecuencias genotipicas de los polimorfismos CTLA-4, BTLA,
CD28, PD-1, LAG-3 y CD200 en una cohorte homogénea de pacientes afectos
de mieloma multiple.

b. Identificar aquellos polimorfismos genéticos de CTLA-4, BTLA, CD28, PD-1,
LAG-3 y CD200 relacionados con supervivencia libre de enfermedad y
supervivencia global.
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4. METODOLOGIA

4.1. DISENO DEL ESTUDIO Y PACIENTES

Se disefid un estudio retrospectivo multicéntrico que engloba a cuatro centros
hospitalarios: Hospital Duran y Reynals Instituto Catalan de Oncologia (L'Hospitalet
de LLobregat, Barcelona), Hospital Germans Trias y Pujol Instituto Catalan de
Oncologia (Badalona, Barcelona), Hospital Joan XXIII Instituto Catalan de Oncologia
(Tarragona) y el Hospital Universitari Josep Trueta Instituto Catalan de Oncologia
(Girona).

Se seleccion6 una cohorte de pacientes adultos con MM de nuevo diagnostico, entre
enero de 1995 y diciembre de 2018, elegibles para tratamiento de primera linea y
con seguimiento en los centros participantes. Adicionalmente se analizé una
segunda cohorte de pacientes con diagndstico de MM quiescente para analizar la
relacion entre genotipo expresado y tiempo de progresion a MM sintomatico.

Se excluyeron los pacientes de nuevo diagnéstico que no eran elegibles para
tratamiento de primera linea o que no se dispusiera de la informacién basica
suficiente.

Todos los participantes dieron su consentimiento informado por escrito de acuerdo
con la declaracién de Helsinki. E1 comité ético del Hospital Universitario Dr. Josep
Trueta, Girona, aprob¢ el estudio. El ADN para el genotipado de los polimorfismos
se obtuvo de muestras de médula 6sea o de sangre periférica. Las muestras fueron
proporcionadas por el Biobanco IDIBGI (Biobanc IDIBGI, B.0000872) integrado en
la red de Biobancos Nacionales Espafioles.

Para este proyecto de tesis se disefid una base de datos donde se registraron las
siguientes variables:

- Datos demograficos

- Caracteristicas de la enfermedad al diagnéstico

- Presencia de GMSI o MQ previos

- Estadiaje segun ISS

- Citogenética (riesgo estandar vs alto riesgo)

- Tratamiento de primera linea.

Para registrar la respuesta alcanzada al tratamiento y el criterio de progresion se
utilizaron las definiciones de consenso del IMWG del 2006 (anexo 1).

Las variables de supervivencia, que son uno de los objetivos principales de este
proyecto, se definieron de la siguiente forma:
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- SLP: tiempo que trascurre desde inicio de tratamiento hasta que ocurre una
recidiva, progresion o muerte (lo primero que suceda).

- SG: tiempo que trascurre desde el diagnostico de la enfermedad hasta la dltima
fecha de la que se tiene constancia (fecha de muerte o fecha de la ultima visita).

La seleccion de los polimorfismos a estudiar se realizé mediante la revision de la
bibliografia existente y de las principales bases de datos de polimorfismos para
determinar los SNPs con mayor grado de evidencia en relacion a su influencia en la
modulaciéon de la respuesta inmune en pacientes con MM y otras neoplasias
hematoldgicas malignas.

Para dar respuesta a la hipétesis de la tesis se disefiaron dos trabajos. Los objetivos
del primer trabajo fueron describir las frecuencias genotipicas de los polimorfismos
CTLA-4, BTLA, CD28, LAG-3 y PD-1; e identificar aquellos polimorfismos genéticos
que estan relacionados con supervivencia libre de enfermedad y supervivencia
global. El segundo trabajo los objetivos fueron describir las frecuencias genotipicas
de los polimorfismos genéticos de CD200 e identificar aquellos polimorfismos
genéticos que estan relacionados con supervivencia libre de enfermedad y
supervivencia global. Dado que la expresién de CD200 en la célula plasmatica de
pacientes con MM se ha correlacionado con un peor prondstico exploramos si el
genotipo CD200 podia influir en la intensidad de expresion de CD200 en la célula
plasmatica.

La descripcion de los pacientes y los resultados se realizardn de forma separada
para cada trabajo.

4.2. DETECCION DE POLIMORFISMOS EN CTLA-4, BTLA-4, CD28, PD-1 y
LAG-3

La extraccion de ADN se llevo a cabo a partir de 200 pl de sangre completa utilizando
un kit QIAamp DNA Blood Mini (Qiagen, GmbH, Hilden, Alemania) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante y se almaceno6 a -80 2C hasta su uso.

Analizamos polimorfismos de los genes CTLA4 (rs231775 y rs733618), BTLA
(rs9288953), CD28 (rs3116496), PD-1 (rs36084323 y rs11568821) y LAG3
(rs870849). El genotipado para estos polimorfismos se determindé mediante
graficos de discriminacion alélica en el sistema de PCR en tiempo real QuantStudio™
7 Flex, usando sondas y cebadores de PCR en tiempo real TagMan® seguin las
instrucciones del fabricante, obtenidos como reactivos AB “Assay on demand”
comercialmente disponibles (Applied Biosystems™).
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4.3. DETECCION DE POLIMORFISMOS EN CD200

Al igual que los anteriores polimorfismos genéticos la extracciéon de ADN se llevo a
cabo a partir de 200 pl de sangre completa utilizando un kit QIAamp DNA Blood Mini
(Qiagen, GmbH, Hilden, Alemania) segun las instrucciones del fabricante y se
almaceno a -80 2C hasta su uso.

Analizamos dos polimorfismos del gen CD200: rs1131199 y rs2272022. El
genotipado para estos polimorfismos se determind mediante graficos de
discriminacién alélica en el sistema de PCR en tiempo real QuantStudio™ 7 Flex,
usando sondas y cebadores de PCR en tiempo real TagMan® segtin las instrucciones
del fabricante, obtenidos como reactivos AB “Assay on demand” comercialmente
disponibles (Applied Biosystems™).

4.4. EXPRESION DE CD200 EN LA CELULA PLASMATICA

El estudio inmunofenotipico se realiz6 utilizando muestras frescas de médula 6sea
anticoaguladas con EDTA procedentes del aspirado de médula 6sea de pacientes con
MM de nuevo diagnoéstico. Se utilizé un protocolo estandar de tincidn, lisis y lavado
utilizando BC Versalyse™ y fijado con paraformaldehido, tefiido con el siguiente
panel de 9 fluorescencias: CD38 PB- CD45-Kr0O, CD81-FITC, CD27-PE, CD117-ECD,
CD19-PC5.5, CD200-PC7 (clone OX-104: IGgl against Human 0X2CD4d3+4 soluble
fusion protein), CD138-APC, CD56-APC-AF750. La adquisicién se realizé con el
citometro Navios Flow Cytometer (Beckman Coulter ™), calibrado diariamente con
particulas BC Flowset Pro particles ™ con un minino de adquisiciéon de 100.000
eventos. El analisis del FCS se realiz6 usando un proceso en bloque (Batch process)
con el software BC Kaluza con una plantilla predisefiada para estandarizar medidas.
El porcentaje de expresidon positiva, la intensidad media de la fluorescencia, el
coeficiente de variacién y el patron de expresion se evaluaron en diferentes
poblaciones: compartimento de células plasmaticas normales y anormales,
linfocitos B maduros CD27-, linfocitos B maduros CD27+, linfocitos T CD27+CD19-
CD56-, linfocitos NK. Ademas, se determiné la ratio de la intensidad media de la
fluorescencia de CD200 (MFIR) calculada entre las células plasmaticas anormales y
los linfocitos B CD27 negativos.

4.5. ANALISIS ESTADISTICO

Las frecuencias y los genotipos se formularon mediante contaje directo. La
homogeneidad entre grupos fue evaluada utilizando el test de Chi-square o el test
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exacto de Fisher para variables cualitativas y el test de Student para variables
continuas.

La grafica de SG y SLP se realiz6 mediante el método de Kaplan-Meier. Las
diferencias entre curvas se analizaron mediante el test log-rank. El analisis
multivariante se realizé mediante el modelo de regresion de Cox. Todas las variables
con un valor de p igual o inferior a 0,2 en el andlisis univariante se incluyeron en el
analisis multivariante.

Se utilizaron estimaciones de incidencia acumulada considerando riesgos
competitivos para determinar la relacién entre los grupos genéticos y la
probabilidad de recidiva o de mortalidad en los pacientes con MM que reciben
tratamiento de primera linea. La comparacion de las curvas se determin6 con el test
de Gray.
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5. RESULTADOS

Presentaremos en primer lugar los resultados obtenidos al analizar el impacto de
los genotipos de las variantes genéticas de los genes CTLA-4, BTLA, CD28, PD-1y
LAG-3, seguidos de los resultados al analizar el impacto del genotipo de CD200 y del
analisis de la expresion de la molécula CD200 en la célula plasmatica MM.

5.1. POLIMORFISMOS GENETICOS CTLA4, BTLA, CD28, PD-1y LAG3

Tal como se ha explicado en el apartado “Disefio del estudio y Pacientes” se
analizaron los polimorfismos de los genes CTLA4 (rs231775 y rs733618), BTLA
(rs9288953), CD28 (rs3116496), PD-1 (rs36084323 y rs11568821) y LAG3
(rs870849).

5.1.1. Caracteristicas de la cohorte analizada
Analizamos 239 pacientes adultos con MM de nuevo diagnoéstico elegibles para
tratamiento de primera linea y en seguimiento, en 4 centros hospitalarios

pertenecientes al Instituto Catalan de Oncologia desde el afio 1995 hasta el afio
2018.

Las caracteristicas clinico-bioldgicas de la cohorte analizada se pueden ver en la
tabla 7.
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TABLE 7. Caracteristicas clinicas de la cohorte analizada

Caracteristicas (N=239) Total
%
Edad (anos)
Mediana (rango) 68 (61-76)
Sexo
Hombre 56.5
Mujer 43.5
Tipo de proteina monoclonal
IgG 53.1
IgA 27.2
Cadenas ligeras 13.4
Otras 6.3
Historia de GMSI 8.1
Estadio ISS
[-11 70.4
I11 29.6
LDH
Alta 8.5
Normal 91.5
! Insuficiencia renal
No 77.6
Si 22.4
Auto-TPH
Si 40.9
No 59.1
Tratamiento primera linea
Agentes alquilantes 20.5
Inhibidores proteosoma 53.1
Inmunomoduladores 5.4
Inhibidores proteosoma mas 20.5
Inmunomoduladores
Daratumumab monoterapia 0.4

GMSI: Gammapatia monoclonal de significado incierto; LDH: lactato deshidrogenasa;
Insuficiencia renal: creatinina > 2 mg/dl; Auto-TPH: Trasplante autélogo de progenitores
hematopoyéticos.

Adicionalmente se analizé una segunda cohorte de 62 pacientes con diagndstico de
MM quiescente para analizar la relacion entre genotipo expresado y tiempo de
progresion a MM sintomatico. Las caracteristicas clinicas de este grupo de pacientes
no estan disponibles.
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5.1.2. Distribucion de genotipos en la cohorte analizada

La distribucion de los genotipos en los polimorfismos estudiados se puede observar
en la tabla 8.

TABLA 8. Distribucion de los genotipos en los pacientes estudiados

_ (%)
Genes Genotipo MM MQ
CTLA4 rs231775 AA 46.6 56.4
GG 9.5 51
AG 44.0 385
CTLA4 rs733618 cc 0.0 0.0
TT 92.5 95.2
CT 7.5 4.8
BTLA rs9288953 cC 62.2 63.2
TT 5.2 7.9
CT 32.6 28.9
PD-1rs36084323 cC 93.2 94.6
TT 0.0 2.7
CT 6.8 2.7
PD-1rs11568821 cc 82.3 73.0
TT 1.3 0.0
CT 16.4 27.0
LAG3 rs870849 cc 35.7 351
TT 49.3 43.2
CT 14.9 21.6

MM: Mieloma multiple; MQ: Mieloma quiescente

Las frecuencias de los genotipos fueron similares a las descritas previamente en la
literatura en poblacién caucasica.

5.1.3. Homogeneidad entre grupos genéticos para los polimorfismos CTLA4,
BTLA, CD28, PD-1 and LAG3

La comparacion de los factores pronosticos clinicos al diagnoéstico entre los grupos
genéticos para cada polimorfismo estudiado mostr6 una distribucién equilibrada
para la edad, sexo, tipo de proteina monoclonal, historia previa de GMSI, estadiaje
ISS, citogenética, niveles de LDH en suero o insuficiencia renal. Ademas, la
proporcidon de pacientes que recibieron un auto-TPH de sangre periférica fue
comparable entre los grupos genéticos.
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La tabla 9 y 10 respectivamente muestran el analisis de homogeneidad entre
genotipos para BTLA (rs9288953), CD28 (rs3116496), PD-1 (rs36084323 y
rs11568821), LAG3 (rs870849) y para CTLA4 (rs231775 y rs733618).
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Tabla 9. Caracteristicas de los pacientes segin genotipos BTLA rs9288953, CD28 rs3116496, PD-1 rs36084323, PD-1rs11568821 y LAG3rs870849

LAG3
Total BTLA rs9288953 CD28 rs3116496 PD-1rs36084323 PD-1rs11568821
rs870849
% CC+CT T P TT+CT cc P CC+CT T CC+CT T P TT+CT cc P
Total 239 (100.0) 94.8 5.2 67.5 325 100.0 0.0 98.7 13 64.3 35.7
Edad (afios)
Mediana (rango) 68 (61-76) 69 (61-76) 66.5(59-71.8)  0.720 68 (60-75) 68.5 (62-76) 0.539 68 (61-76) 68(61-75.8)  66(63-72.5)  0.907 67 (62-75) 69(58.8-76.3)  0.787
Sexo
56.5
Hombre 57.9 33.3 0.094 54.4 59.2 0.490 56.2 0.0 56.8 66.7 0.731 59.9 49.4 0.132
X 435
Mujer 421 66.7 45.6 40.8 43.8 432 33.3 40.1 50.6
Tipo proteina
monoclonal
53.1 0.0
1gG 54.3 41.7 0.488 56.5 51.4 0.626 52.8 53.7 33.3 <0.001 535 49.4 0.839
27.2 0.0
IgA 25.8 41.7 27.9 26.4 27.2 27.1 0.0 26.1 30.4
X 13.4 0.0
Cadenas ligeras 13.1 16.7 11.4 17.1 13.6 13.6 0.0 12.6 15.2
6.3 0.0
Otras 6.8 0.0 7.0 5.2 6.4 5.7 66.7 7.7 5.1
Historia GMSI
8.1 7.3 16.7 0.481 7.1 10.5 0.671 8.2 0.0 8.0 0.0 0.865 9.2 13 0.079
Estadio ISS
70.4
1/n 70.2 70.0 0.989 69.5 74.6 0.448 71.5 0.0 70.4 0.0 0.125 70.9 69.0 0.780
29.6
n 29.8 30.0 30.5 25.4 28.5 29.6 100.0 29.1 31.0
Riesgo citogenético
(N=166)
*Alto 8.6 9.4 0.0 0.396 6.5 11.1 0.343 8.7 0.0 9.0 0.0 10.1 4.1 0.215
Estandar 91.4 90.6 100.0 93.5 88.9 91.3 91.0 89.9 95.9
LDH
8.5
Alta 8.4 125 0.690 5.6 14.3 0.060 8.6 0.0 8.9 0.0 0.588 8.2 9.3 0.823
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Normal

T Insuficiencia renal

No

Si

Auto-TPH

Si

No

91.5

77.6

224

409

59.1

91.6

773

22.7

41.0

59.0

87.5

75.0

25.0

41.7

58.3

94.4 85.7

0.857 81.2 714 0.102
18.8 28.6

0.964 43.6 36.5 0.307
56.4 63.5

91.4

78.1

21.9

40.7

59.3

91.1 100.0

0.0 - 76.6 100.0 0.339
234 0.0

0.0 - 413 333 0.780
58.7 66.7

91.8

79.3

20.7

42.0

58.0

90.7

78.7

21.3

39.2

60.8

0.919

0.688

GMSI: Gammapatia monoclonal significado incierto; *FISH alto riesgo: del (17p), t(4;14), t(14;16); LDH: lactato deshidrogenasa; T Insuficiencia renal: creatinina > 2 mg/dl; Auto-TPH: trasplante autélogo de progenitores

hematopoyéticos

Tabla 10. Caracteristicas de los pacientes segtin genotipos CTLA4 rs2311775 y CTLA4 rs733618

Total CTLA4 rs2311775 CTLA4rs733618
% AA+AG GG P CC+CT TT P
Total 239 (100.0) 90.5 9.5 7.5 92.5
Edad (afios)
Mediana (rango) 68 (61-76) 68.0 (61-75.5) 70.0 (64-75.3) 0.480 68.0 (61-73) 69.0 (61.5-76) 0.426
Sexo
Hombre 56.5 55.2 54.5 0.950 50.0 57.0 0.564
Mujer 43.5 44.8 45.5 50.0 43.0
Edad agrupada
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< 69 afos 53.0 54.1 455 0.439 64.7 52.1 0.314

> 69 afios 47.0 45.9 54.5 35.3 47.9
Tipo de proteina monoclonal
IgG 53.1 54.8 455 0.284 66.7 52.0 0.678
IgA 27.2 26.7 22.8 16.7 28.0
Cadenas ligeras 134 12.4 227 11.1 13.6
Otros 6.3 6.2 9.0 5.6 6.3
Historia de GMSI 8.1 8.7 4.8 0.701 111 7.8 0.206
Estadio ISS
I/11 70.4 70.9 64.7 0.590 53.3 71.8 0.131
Il 29.6 29.1 35.3 46.7 28.2
Riesgo citogenético
* Alto 8.6 9.6 0.0 0.282 0.0 9.3 0.290
Estandar 91.4 90.4 100.0 100.0 90.7
LDH
Alta 8.5 8.7 83 0.968 0.0 9.2 0.253
Normal 915 91.3 91.7 100.0 90.8
T Insuficiencia renal
No 77.6 78.3 70.0 0.394 61.1 79.0 0.080
Si 224 21.7 30.0 38.9 21.0
Auto-TPH
Si 40.9 411 38.1 0.792 52.9 39.9 0.292
No 59.1 58.9 61.9 47.1 60.1

GMSI: Gammapatia monoclonal significado incierto; *FISH alto riesgo: del (17p), t(4;14), t(14;16); LDH: lactato deshidrogenasa; T Insuficiencia renal: creatinina = 2 mg/dl;
Auto-TPH: trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos
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5.1.4. Impacto clinico de las variantes genéticas de CTLA-4

Seleccionamos la cohorte adicional de 62 pacientes que habian estado
diagnosticados de MQ y analizamos la correlacién entre los polimorfismos BTLA
(rs9288953), CD28 (rs3116496), PD-1 (rs36084323 y rs11568821), LAG3
(rs870849) 0 CTLA4 (rs733618yrs231775) yla progresion a MM. No se observaron
diferencias significativas entre los genotipos estudiados y tiempo trascurrido a
inicio de tratamiento de primera linea.

En esta cohorte, la mediana de tiempo a recibir tratamiento fue de 22.8 meses para
pacientes con genotipo CTLA4 rs231775 GG versus 102 meses para el genotipo
AA+AG (p: 0.7). Resultados similares se obtuvieron cuando analizamos el impacto
de CTLA4 rs733618 (CC+CT: 174.5 meses vs. TT: 65.2 meses; p: 0.4), BTLA
rs9288953 (CC+CT: 65.2 meses vs. TT 135.1 meses; p: 0.6), CD28 rs3116496
(CC+CT: 61.6 meses vs. TT: 135.1 meses; p: 0.7), PD-1 rs36084323 (CC+CT: 102
meses vs. TT: no alcanzada; p: 0.6) y LAG3 rs870849 (TT+CT: 61.6 meses vs. CC:
122.6 meses; p: 0.3).

En la cohorte de 239 pacientes con nuevo MM de nuevo diagndstico que iniciaron
tratamiento de primera linea analizamos el impacto clinico de los polimorfismos
BTLA (rs9288953), CD28 (rs3116496), PD-1 (rs36084323 y rs11568821), LAG3
(rs870849) o CTLA4 (rs733618 y rs231775) y la progresion a MM. En esta cohorte,
no encontramos ninguna correlacion significativa entre polimorfismos genéticos de
BTLA (rs9288953), CD28 (rs3116496), PD-1 (rs36084323 y rs11568821), LAG3
(rs870849) o CTLA4 (rs733618) y SLP o SG (tabla 11).
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Tabla 11. Supervivencia global y supervivencia libre de progresidn segin polimorfismos genéticos

SG (95% IC) SLP (95% IC)
Genes
5-anos 10-afios P 5-anos 10-afios P
CTLA4 rs231775
AA+AG 65.8 (59.6-73.0) 37.0 (29.1-47.2) 0.9 25.0 (19.0-33.0) 10.5 (5.2-21.1) 0.008
GG 69.2 (51.0-93.9) 43.2 (20.7-90.2) 55.4 (34.3-89.3) 36.9 (14.5-93.7)
CTLA4 rs733618
CC+CT 72.9 (53.1-100.0) 39.1 (17.5-87.0) 0.9 42.6 (21.4-84.6) -
TT 65.4 (59.1-72.4) 38.1 (30.3-48.0) 27.6 (21.4-35.5) 13.6 (7.8-23.6)
BTLA rs9288953
CC+CT 0.4
65.9 (59.5-72.9) 36.4 (28.4-46.7) 29.2 (22.9-37.3) 15.1 (8.9-25.5) 1.0
T 79.5 (57.7-100) 56.8 (32.2-100) 21.2 (6.3-71.6) 10.6 (1.7-67.1)
CD28rs3116496
CC+CT 71.4 (64.3-79.2) 39.4 (30.6-50.7) 0.2 30.1 (20.3-44.4) 14.2 (6.9-28.9) 0.3
TT 56.8 (45.2-71.5) 37.5 (21.3-66.0) 28-1(20.7-38-2) 14.1 (5.6-35.2)
PDCD1 rs36084323
CC+CT 66.4 (60.2-73.1) 38.0 (30.3-47.7) 0.1 28.5 (22.4-36.3) 13.7 (7.9-23.7) .
TT 100.0 (100.0-100.0) 100.0 (100.0-100.0) ; )
PDCD1rs11568821
CC+CT 66.1 (59.9-73.0) 38.0 (30.3-47.6) 0.4 27.9 (21.8-35.8) 13.6 (7.8-23.5) 0.8
TT 100.0 (100.0-100.0) 100.0 (100.0-100.0) - )
LAG3 rs870849
TT+CT 67.4(59.7-76.1) 38.9 (29.3-51.8) 0.2 26.8 (19.4-37.0) 11.5 (5.3-24.7) 0.3
cC 60.1 (49.6 -72.9) 29.9 (20.0-44.8)

31.3 (20.1-48.6)

11.9 (2.7-52.2)

SG: Supervivencia global; SLP: Supervivencia libre de progresion; 95% IC: 95% intervalo confianza
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No obstante, el analisis del polimorfismo genético CTLA4 rs231775 reveld que la
presencia del genotipo agrupado AA+AG se asocia a una mediana de SLP
significativamente mds corta que el genotipo GG: 32.3 meses (95% intervalo de
confianza (95% IC): 26.4 - 36.1) y 96.8 meses (95% IC: 44.5 - no alcanzada)
respectivamente (p: 0.008) (Figura 9A y Figura 9B). Ademas, la mediana tiempo
hasta el siguiente tratamiento fue significativamente menor en el genotipo CTLA4
rs231775 AA+AG (36.3 meses; 95% IC: 33.5-43) comparado con los pacientes con
genotipo GG (no alcanzada; 95% IC 44.6-no alcanzada) (p: 0.01).

100%

75% 1

GG

AA+AG

25% 1

p =0.008

OD/Q T T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
Time (months)

== 205147 112 67 35 25 18 14 10 7 <

Figura 9A. Supervivencia libre de progresion segiin genotipos agrupados CTLA4
rs231775
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Figura 9B. Supervivencia libre de progresion segin genotipos independientes
CTLA4 rs231775

La SLP alos 5 anos fue del 25% para los pacientes con el genotipo agrupado AA+AG
vs 55% para los pacientes con el genotipo GG. También fueron factores de riesgo
para una peor SLP el sexo hombre (30.8 vs 36.4 meses; p: 0.03), edad = 69 afios (30.2
vs 36.8 meses; p: 0.02), alto riesgo citogenético (18.6 vs 33.5 meses; p: 0.01), ISS alto
(24.2 vs 38.5 meses; p: 0.02) y no haber recibido una auto-TPH (39.6 vs 26.6 meses;
p <0.001).

En el andlisis multivariante, el polimorfismo CTLA4 rs231775 permanecié como
factor independiente para la SLP (Hazard Ratio (HR): 2.05; 95% CI: 1.0-6.2; p:
0.047). La tabla 12 muestra los resultados del analisis multivariante.
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Tabla 12. Analisis univariante y multivariante de la SG y SLP de los pacientes con MM

Analisis univariante Analisis multivariante
SG SLP SG SLP

HR (95% IC) P HR (95% IC) P HR (95% IC) P HR (95% IC) P
Sexo
Hombre 1.5 (1.0-2.1) 0.04  14(1.0-2.0) 0.031 17(11-2.6) 0.013 1.5 (1.0-2.2) 0.027
Edad por grupos
> 69 aflos 2.3(1.5-3.3) <0.001 1.5 (1.1-2.0) 0.020 0.9 (0.5-1.6) 0.741 0.6 (0.3-1.0) 0.050
Estadio ISS
il 1.7 (1.1-2.7) 002  15(1.1-23) 0.021 1.8(1.1-28)  0.022 1.4 (1.0-2.1) 0.071
Auto-TPH
No auto-TPH 2.5 (1.6-3.9) <0.001 1.9(1.3-2.6) <0.001 2.9 (1.6-5.5) <0.001 2.9 (1.6-5.0) <0.001
Genotipo CTLA4
rs231775
AA+AG 1.0 (0.5-2.0 0.924 2.6 (1.2-5.3 0.008 0.684 2.5(1.0-6.2 0.047

( ) ( ) 0.8 (0.4-1.9) ( )

Auto-TPH: trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos; SG: supervivencia global; SLP: supervivencia libre de progresion; HR:
hazard ratio; IC: intervalo de confianza
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Durante el analisis de subgrupos en los pacientes con ISS 1 y ISS 2 se observaron
diferencias mas evidentes segin el genotipo expresado CTLA4 rs231775.
Detectamos que los pacientes con el genotipo GG presentaban una supervivencia
mucho mas larga (mediana no alcanzada) que los pacientes con genotipo AA+AG
quienes alcanzaron una mediana de SLP de 43.3 meses ((95%CI: 31.4 - 39.8; p:
0.0062) (Figura 10).

100% 1

75% 1 GG

50% 1

PFS

AA+AG

——
p = 0.0062 Lﬂ—"‘—

0% T T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

Time (months)

25% 1

== 127101 80 48 26 19 12 10 8 S) 2

Figura 10. Supervivencia libre de progresion en pacientes ISS 1+ ISS 2 segtin
genotipos CTLA4 rs231775

Por otro lado, en el subgrupo de pacientes que habian recibido un auto-TPH la
presencia del genotipo agrupado AA+AG se asoci6 con una SLP significativamente
peor comparado con los pacientes con el genotipo GG: 35.9 meses (95% CI: 32.6 -
53.7) y no alcanzada, respectivamente (p 0.02) (Figura 11). En contraste con estos
resultados no se observaron diferencias significativas en la SLP en los pacientes que
no habian recibido un auto-TPH.
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Figura 11. Supervivencia libre de progresion para pacientes que han recibido
auto-TPH segun el genotipo. CTLA4 rs231775

No encontramos ninguna asociacion significativa entre los polimorfismos CTLA4
rs733618, BTLA 1rs9288953, CD28 rs3116496, PD-1 rs36084323 y PD-
1rs11568821, LAG3 rs870849 y la SG o SLP.

5.2. POLIMORFISMOS GENETICOS CD200

Tal como se ha explicado en el apartado “Disefio del estudio y Pacientes” se
analizaron los polimorfismos del gen CD200 (rs1131199 and rs2272022).

5.2.1. Caracteristicas de la cohorte analizada

Analizamos 291 pacientes adultos con MM de nuevo diagnéstico elegibles para
tratamiento de primera linea y en seguimiento, en 4 centros hospitalarios
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pertenecientes al Instituto Catalan de Oncologia desde el afio 1995 hasta el afio
2018. Las caracteristicas clinico-biologicas de la cohorte analizada se pueden ver en
la tabla 13.

Tabla 13. Caracteristicas clinicas de la cohorte analizada

Caracteristicas (N=291) Total
%
Edad (afos)
Mediana (rango) 66 (59-73)
Sexo
Hombre 56.0
Mujer 44.0
Tipo de proteina monoclonal
IgG 52.4
IgA 27.8
Cadenas ligeras 14.5
Otras 5.2
Historia de GMSI 9.4
Estadio ISS
[-11 70.0
I11 30.0
LDH
Alta 12.0
Normal 88.0
" Insuficiencia renal
No 76.5
Yes 23.5
Auto-TPH
Si 42.5
No 57.5
Tratamiento primera linea
Agentes alquilantes 18.6
Inhibidores proteosoma 48.9
Inmunomoduladores 5.6
Inhibidores proteosoma + 265
Inmunomoduladores
Daratumumab monoterapia 0.4

GMSI: Gammapatia monoclonal de significado incierto; LDH: lactato deshidrogenasa;
'Insuficiencia renal: creatinina > 2 mg/dl; Auto-TPH: Trasplante autélogo de progenitores
hematopoyéticos
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Adicionalmente se analizé una segunda cohorte de 67 pacientes con diagndstico de
MM quiescente para analizar la relaciéon entre genotipo expresado y tiempo de
progresion a MM sintomatico. Las caracteristicas clinicas de este grupo de pacientes
no estan disponibles.

5.2.2. Distribucion de genotipos en la cohorte analizada

La distribucion de genotipos en los polimorfismos estudiados se puede observar en
la tabla 14.

El genotipo CD200 rs1131199 pudo ser analizado con éxito en 289 pacientes. El
alelo G fue el mayoritario, siendo detectado en el 78.9% de los casos mientras que el
alelo C fue identificado en el 69.9% de los casos estudiados. La distribucion de los
genotipos mostro6 87 patients (30.1%) homozigotos para el alelo G, 61 homozigotos
para el alelo C (21.1%) y 141 heterozigotos CG (48.8%).

El genotipo CD200 rs2272022 pudo ser analizado con éxito en 279 pacientes. El
alelo C alelo fue el mayoritario, siendo detectado en el 82.4% de los casos mientras
que el alelo A fue identificado en el 63.8% de los casos estudiados. La distribuciéon
de los genotipos mostré 101 pacientes (36.2%) homozigotos para el alelo C, 49
homozigotos para el alelo A (17.6%) y 129 heterozigotos AC (46.2%).

Tabla 14. Distribucion de los polimorfismos en los pacientes analizados

Genes Genotipo %
CD200rs1131199 CC 211
GG 30.1
CG 48.8
CD2001rs2272022 AA 17.6
CC 36.2
AC 46.2

Las frecuencias de los genotipos fueron similares a las descritas previamente en la
literatura en poblacién caucasica.

-102 -



5.2.3. Homogeneidad entre grupos genéticos para los polimorfismos CD200

La comparacidn de los factores prondsticos clinicos al diagnéstico entre los grupos
genéticos para cada polimorfismo estudiado mostr6 una distribucién equilibrada
para la edad, sexo, tipo de proteina monoclonal, historia previa de GMSI, estadiaje
ISS, citogenética, niveles de LDH en suero o insuficiencia renal. Ademas, la
proporcién de pacientes que recibieron un auto-TPH de sangre periférica fue
comparable entre los grupos genéticos.

La tabla 15 muestran la comparacién de las caracteristicas clinicas de los pacientes
con MM entre los genotipos de CD200.
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Tabla 15. Caracteristicas clinicas de los pacientes segtin genotipos CD200 rs1131199 y CD200 rs2272022

Total CD200rs1131199 CD200rs2272022
Caracteristicas
% CC+CG GG P AA+AC CC P
Total 291 (100.0) 202 (69.9) 87 (30.1) 178 (63.8) 101 (36.2)
Edad (afios)
Mediana (rango) 66 (59-73) 65 (59-72) 67 (60-76) 0.169 65 (59-72) 67 (60-76) 0.739
Sexo
Hombre 56.0 56.9 54.0 0.648 55.6 58.4 0.650
Mujer 44.0 43.1 46.0 44.4 41.6
Edad agrupada
< 66 afios 49.5 51.0 45.9 0.429 47.8 51.5 0.548
>= 66 afios 50.5 49.0 54.1 52.2 48.5
Tipo de proteina monoclonal
IgG 52.4 55.7 43.5 0.156 55.1 49.0 0.333
IgA 27.8 25.8 33.0 26.2 30.0
Cadenas ligeras 14.5 14.0 16.5 13.6 16.0
Otras 5.2 4.5 7.1 51 5.0
Historia de GMSI 9.4 10.1 8.2 0.923 9.7 10.1 0.687
Estadio ISS (N= 229)
I/1 70.0 71.4 66.2 0.413 72.5 67.4 0.398
I11 30.0 28.6 33.8 27.5 32.6
Riesgo citogenético(N=182)
* Alto 8.8 9.9 6.1 0.563 8.8 10.3 0.737
Estandar 91.2 90.1 93.9 91.2 89.7
LDH
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Alta 12.0
Normal 88.0
t Insuficiencia renal
No 76.5
Si 23.5
Auto-TPH
Si 42.5 (auto)
No 57.5

14.1
85.9

77.2
22.8

43.1
56.9

7.7
92.3

74.4
25.6

41.9
58.1

0.190

0.616

0.841

16.0
84.0

76.3
23.7

42.2
57.8

7.3
92.7

77.1
22.9

45.0
55.0

0.068

0.889

0.652

GMSI: Gammapatia monoclonal significado incierto; *FISH alto riesgo: del (17p), t(4;14), t(14;16); LDH: lactato deshidrogenasa; t Insuficiencia
renal: creatinina = 2 mg/dl; Auto-TPH: trasplante aut6logo de progenitores hematopoyéticos
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5.2.4. Impacto clinico de las variantes genéticas de CD200

Seleccionamos la cohorte adicional de 67 pacientes que habian estado
diagnosticados de MQ y analizamos la correlacién entre los polimorfismos CD200
rs1131199 y CD200 rs2272022 y la progresion a MM. No se observaron diferencias
significativas entre los genotipos estudiados y tiempo trascurrido a inicio de
tratamiento de primera linea.

En esta cohorte, la mediana de tiempo a recibir tratamiento fue de 14.1 meses para
los pacientes con genotipo GG CD200 rs1131199 versus 30 meses para los patients
con el genotipo CC+GG (p: 0.4). Se obtuvieron resultados similares cuando
analizamos el impacto de CD200 rs2272022 (AA+AC: 35.6 meses vs. CC: 19.1 meses;
p: 0.3).

En una cohorte de 47 pacientes con MM fue posible disponer de muestra para el
analisis de la expresion de CD200 mediante citometria de flujo, como se ha referido
en el aparatado “Disefio del estudio y Pacientes “. Dado que la expresion de CD200
en la célula plasmatica de pacientes con MM se ha correlacionado con un peor
prondstico exploramos si el genotipo CD200 podia influir en la intensidad de
expresion de CD200 en la célula plasmatica. La intensidad media de fluorescencia
de CD200 (IMF) no fue diferente entre los grupos genéticos: 2.03 (intercuartil rango
(ICR) 8.27) para pacientes con genotipos CD200 rs1131199 CC o CG y 3.31 (ICR
12.81) para pacientes con genotipo CD200 rs1131199 GG (p: 0.541). La ratio de
expresion de CD200 (RIMF) entre células plasmaticas neoplasicas y linfocitos B
normales fue 1.17 (ICR: 3) vs. 3.16 (ICR: 3) (p: 0.109).

En la cohorte de los 291 pacientes con MM de nuevo diagnoéstico que iniciaron
tratamiento de primera linea analizamos el impacto clinico de los genotipos
expresado en los polimorfismos CD200 rs1131199 y CD200 rs2272022. En esta
cohorte, los pacientes con genotipo GG CD200 rs1131199 mostraron una mediana
de SG mas corta en comparacion a los que expresaban el genotipo CC o CG: 67.8
meses (95% intervalo confianza (IC): 53.2 - 99.0) y 94.4 meses (95% IC: 77.5 - 125)
respectivamente; p: 0.022) (Figura 12). La SG a los 5 afios fue del 53.0% para los
pacientes con genotipo GG vs 68% para los pacientes con genotipo agrupado CC+CG.
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También fueron factores de riesgo para una peor SG la edad = 66 afios (67.1 vs 124.6
meses; p < 0.001), alto riesgo citogenético (29.2 vs 98.6 meses; p < 0.001), ISS alto
(55.2 vs 94.4 meses; p: 0.001) y no haber recibido un auto-TPH (66.0 vs 142.0 meses;
p <0.001).

En el andlisis multivariante, el polimorfismo CD200 rs1131199 permanecié como
un factor de riesgo independiente para la SG (Hazard Ratio (HR): 1.8; 95% IC: 1.1-
3.2; p: 0.03). La tabla 16 muestra los resultados del analisis multivariante.

Cuando se analizaron las causas de muerte segun los genotipos CD200 rs1131199
se detect6 que la principal razén fue la progresién en ambos grupos genéticos (GG:
61.2% vs agrupados juntos CC y CG: 55.2%), seguido de la infecciéon (GG: 16.3% vs
CC+CG: 15.6%) sin detectarse diferencias estadisticamente significativas entre estos
grupos (p: 0.914).
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Tabla 16. Andlisis univariante y multivariante de los pacientes con diagnéstico de MM

Anadlisis univariante

Analisis multivariante

SG p SLP p SG P SLP P

HR (95% IC) HR (95% IC) HR (95% IC) HR (95% IC)
Sexo
Hombre 1.3 (1.0-1.9) 0.09 1.4 (1.1-1.9) 0.01 1.1 (0.7-1.9) 0.660 1.5 (1.0-2.3) 0.070
Edad agrupada
>= 66 afos 2.4 (1.7-3.4) <0.001 1.8 (1.4-2.4) <0.001 1.4 (0.63-3.2) 0.417 1.1 (0.5-2.1) 0.900
Riesgo
citogenético
* Alto 3.3(1.6-6.8) <0.001 2.0 (1.1-3.7) 0.03 3.4 (1.6-7.4) 0.002 1.9 (1.0-3.7) 0.006
Estadio ISS
I11 1.9 (1.3-2.8) 0.001 1.8 (1.3-2.4) <0.001 2.1 (1.2-3.5) 0.007 1.8 (1.2-2.9) 0.007
Auto-TPH
No auto-TPH 2.4 (1.7-3.5) <0.001 2.0 (1.5-2.7) <0.001 1.8 (0.8-4.1) 0.185 1.8 (0.9-3.5) 0.110
Genotipo CD200
rs1131199
GG 1.5 (1.1-2.2) 0.02 1.1 (0.8-1.5) 0.42 1.8 (1.1-3.2) 0.030 1.0 (0.6-1.5) 0.820

*Riesgo alto: del (17p), t(4;14), t(14;16); Auto-TPH: trasplante aut6logo de progenitores hematopoyéticos; SG: supervivencia global; SLP: supervivencia libre
de progresion; HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianza
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El analisis de subgrupos mostrd que el efecto negativo sobre la SG de el genotipo
CD200 rs1131199 GG fue abolido en los pacientes que habian recibido una auto-
TPH: la SG a los 5 afios fue del 80.8% para los pacientes con el genotipo CD200
rs1131199 GG y 81.7% para los otros genotipos (p: 0.6). Sin embargo, el genotipo
GG fue asociado con una mediana de SG significativamente menor en comparacién
con el genotipo CC+CG cuando solo se considera los pacientes que no han recibido
un auto-TPH: 24.8 meses (95% IC: 16.6 - 67.1) vs. 77.5 meses (95% IC: 65.9-111.7),
respectivamente (p < 0.001) (Figure 13).
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Figura 13A. Supervivencia global segin genotipo CD200 rs1131199 en los
pacientes que han recibido una auto-TPH
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Figura 13B. Supervivencia global segun genotipo CD200 rs1131199 en los
pacientes que no han recibido una auto-TPH

Cuando consideramos la cohorte global, destacar que la incidencia acumulada de
progresion después de la primera linea de tratamiento no fue diferente entre los
grupos genéticos (43.1% para pacientes con el genotipo CD200 rs1131199 GG y
45.4% para pacientes con el genotipo CC o CG; p: 0.399) (Figura 14).
Consecuentemente, la SLP a los 5 afios tampoco fue estadisticamente diferente entre
los pacientes homozigotos para el alelo G y para aquellos con el genotipors1131199
CC o CG genotype (23.0% vs 27.9%; p: 0.42). Esta pérdida de correlacion se mantuvo
cuando se considerd solamente a los pacientes que no habian recibido un auto-TPH,
tanto para la incidencia acumulada de progresion (p: 0.27) como para la SLP (p:
0.063).
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Figura 14. Incidencia acumulada de progresion segiin genotipo CD200 rs1131199
en los pacientes con diagndstico de MM

Nuestro objetivo fue determinar las razones asociadas a la peor SG observada en los
pacientes que no habian recibido un auto-TPH con el genotipo CD200 rs1131199
GG, para ello se definieron dos situaciones diferentes: a) pacientes que murieron
después de documentarse la progresiéon del MM (muerte asociada con la progresiéon
de la enfermedad) o b) pacientes sin progresion del MM antes de la muerte.

Al considerar a los pacientes que no habian recibido un auto-TPH y que presentaron
progresion de la enfermedad, se observd una mayor incidencia acumulada de
mortalidad en los pacientes con el genotipo CD200 rs1131199GG en comparacién
con los genotipos CC o CG, pero esta diferencia no alcanzd la significancia estadistica
(p=0.06) (Figure 15A). Sin embargo, en el analisis multivariante el genotipo CD200
rs1131199GG se mostré como un factor de riesgo independiente para una mayor
mortalidad después de la progresion del MM (p = 0.007; HR: 2.1; 95% IC 1.25-3.52).
También fueron factores de riesgo para una mayor mortalidad después de
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detectarse la progresion de la enfermedad; el alto riesgo citogenético (p = 0.036; HR:
3.7;95% IC 1.5-9.2) y un ISS alto (p < 0.001; HR: 2.8; 95% IC 1.2-6.4).

Por otro lado, cuando exploramos la incidencia acumulada de mortalidad en los
pacientes que no habian recibido un auto-TPH y sin progresién del MM previamente
documentada, las diferencias entre grupos genéticos fueron mas evidentes: 21.2%
de los pacientes con genotipo CD200 rs1131199 GG vs. 10.5% para los pacientes
agrupados con genotipos CC o CG (p: 0.02) (Figure 15B). Como la progresiéon no
estaba presente en este grupo de pacientes, la mayoria de ellos murieron a causa de
la infeccidn, toxicidad o fallo organico. Cuando analizamos las causas de muerte en
este grupo encontramos que el 71.4% de los pacientes con genotipo GG murieron de
infeccion (5 de los 12 pacientes), mientras que la infeccion fue el evento final en solo
el 28.6% de los pacientes con el genotipo CG+GG (2 de los 14 pacientes).
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Figura 15. Incidencia acumulada de mortalidad en pacientes que no habian recibido
un auto-TPH segun genotipo CD200 rs1131199; para aquellos que murieron
después de documentar la progresion del MM (15A) o para aquellos sin progresion
del MM antes de la muerte (15B)

No encontramos ninguna asociacion significativa entre el polimorfismo CD200
rs2272022 y la SG (AA+AC: 94.4 meses vs CC: 72.8 meses; p: 0.27) o SLP (AA+AC:
29.9 meses vs CC: 33.4 meses; p: 0.97).

-113 -



-114 -



6. DISCUSION
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Discusion

6. DISCUSION

El MM se caracteriza por un estado de inmunosupresion donde el sistema inmune
juega un papel primordial tanto en el desarrollo como en el control de la
enfermedad. La sobreexpresion de moléculas reguladoras de los puntos de control
inmunolégico que modulan negativamente la funcién de los LT se ha reconocido
como un mecanismo importante de inmunoevasion de la célula tumoral.

Varios estudios han demostrado una relacion entre los polimorfismos genéticos en
moléculas coestimuladoras/inhibidoras y la susceptibilidad al desarrollo de MM, sin
embargo son pocos los datos disponibles que relacionan polimorfismos de genes
reguladores de la respuesta inmune con el pronéstico de estos pacientes.

Un mayor conocimiento de los factores genéticos junto con los factores clinicos
posibilita una evaluacién mas ajustada del riesgo prondstico de los pacientes con
MM de nuevo diagnéstico tras un tratamiento de primera linea. El andlisis de las
variaciones alélicas de los genes implicados en la regulacion de la respuesta inmune
permite identificar pacientes con alto riesgo prondstico. El tratamiento
individualizado podria revertir este efecto negativo y aumentar la supervivencia de
estos pacientes. Finalmente, en un futuro podria ayudar al desarrollo de un indice
pronéstico para el MM.

En el presente trabajo nos planteamos analizar el impacto prondstico de los
polimorfismos en la molécula CTLA-4, BTLA, CD28, PD-1 y CD200.en el marco del
MM de nuevo diagnostico elegible para tratamiento de primera linea. A
continuacidn, seran discutidos el conjunto de resultados obtenidos en los diferentes
objetivos planteados y seran revisados de acuerdo con la bibliografia publicada
hasta la fecha.

6.1. IMPACTO PRONOSTICO DEL POLIMORFISMO CTLA4 rs231775

CTLA-4 es una molécula que regula la intensidad y duracion de la respuesta inmune
adaptativa mediada por linfocitos T. CTLA-4 juega un papel importante en la
regulacion negativa de la proliferacion y activacion de los linfocitos T. La molécula
CTLA-4 interacciona con el ligando B7 en la superficie de las células presentadoras
de antigenos, provocando una parada del ciclo celular del linfocito T y una inhibicién
de la produccion de citoquinas y por consiguiente elimina la fase de proliferacion de
linfocitos T que es fundamental como respuesta antitumoral.
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El gen de CTLA-4 se encuentra en el cromosoma 2q33 y dentro de este gen se han
identificado varios polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs), y algunos de ellos
se han relacionado con la capacidad de CTLA-4 para inhibir respuestas inmunes,
desempefiando un papel importante en el desarrollo de enfermedades autoinmunes
(126) o cancer (127). Los polimorfismos del gen del CTLA-4 se han asociado con un
incremento del riesgo de desarrollar MM en comparacion con controles sanos
emparejados (120,121).

En nuestro estudio hemos detectado una asociaciéon entre el genotipo CTLA4
rs231775 y la SLP. El polimorfismo CTLA4 rs231775 es un SNP no-sinémino que se
encuentra en la regién del péptido sefial de CTLA-4 y se caracteriza por la
sustitucién de una treonina a una alanina en el codén 17. Los resultados de nuestro
estudio muestran que la presencia del genotipo agrupado CTLA4 rs231775 AA+AG
se asocia a una mediana de SLP significativamente mas corta que el genotipo GG.
Ademads, la mediana tiempo hasta el siguiente tratamiento fue significativamente
menor en el genotipo CTLA4 rs231775 AA+AG. Estos hallazgos pueden ser
explicados por el efecto del alelo G, que se asocia a una reduccion de la funcién
inhibidora de CTLA en las células T, una menor inhibicién de la células T activadas
que da lugar a un respuesta inmune mas intensa y una inmunovigilancia mas fuerte
(128,129). Estos resultados necesitan ser confirmados en otras cohortes, debido a
la baja incidencia del genotipo rs231775 GG.

Hasta la fecha, solo un estudio realizado en una pequefia cohorte de 82 pacientes de
China ha correlacionado variantes genéticas de CTLA-4 con respuesta al tratamiento
y supervivencia. Qin X-Y y colaboradores (122) analizaron los polimorfismos
-1772(rs733618),-1661 (rs4553808), -318 (rs5742909), CT60(rs3087243) y +49
(rs231775) en 86 pacientes con MM. En este estudio los pacientes con genotipo
rs733618 GG que habian recibido tratamiento con esquemas basados en bortezomib
presentaban una peor supervivencia libre de progresion y supervivencia global. Este
hallazgo se diferencia de nuestros resultados ya que en nuestra cohorte el
polimorfismo genético rs733618 no impactaba en la SLP y SG de los pacientes. Esta
discrepancia se explicaria por las diferencias genéticas que existen entre la
poblacién asiatica y la caucasica. La poblacién estudiada en nuestro trabajo
corresponde en su mayoria a caucasica los cuales raramente expresan el genotipo
CCCTLA-4rs733618 mientras que en la poblacidon china el alelo C es muy prevalente.

Por otro lado, destacar los resultados obtenidos en el subgrupo de pacientes que
habian recibido un auto-TPH en los cuales la presencia del genotipo agrupado
AA+AG se asocid con una SLP significativamente peor comparado con los pacientes
con el genotipo GG: 35.9 meses (95% CI: 32.6 - 53.7) y no alcanzada,
respectivamente (p 0.02). Por el contrario, no se observaron diferencias
significativas en la SLP en los pacientes que no habian recibido un auto-TPH.
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Existe una creciente evidencia de que el beneficio clinico del trasplante autdlogo de
progenitores hematopoyéticos es una consecuencia. de la citorreduccién con la
quimioterapia combinada con los cambios inmunolégicos que se producen durante
este proceso. Estudios recientes sugieren que el auto-TPH produce efectos
inmunomoduladores que incluyen reconstitucién inmune, produccién de citoquinas
inflamatorias, linfopenia, potenciacidon de la muerte celular inmunogénica, mejor
presentacion de antigenos e interrupcion del microambiente tumoral (130,131).
Estos sucesos estimulan el control inmune anti-mieloma y parece que restauran el
equilibrio inmunolégico. La expansion de clones de células T después del trasplante
autologo y la recuperacion temprana de los linfocitos se ha asociado con una mejor
SLP sugiriendo que la reconstituciéon inmune precoz contribuye al control de la
progresion de la enfermedad en el MM (131,132).

Consistente con esta observacidn, en nuestra serie los pacientes con genotipo CTLA4
rs231775 AA/AG mostraron una media de SLP significativamente menor que los
pacientes portadores del genotipo GG, siendo mas evidente este efecto negativo en
los pacientes que han recibido una auto-TPH.

En base a lo referido anteriormente, el estado de enfermedad minima residual y la
linfopenia después del auto-TPH proporcionaria una excelente plataforma para
promover la incorporacién de terapias basadas en la inmunidad durante el periodo
post- trasplante, con el objetivo de inducir o restaurar la repuesta inmune anti-
tumor. A pesar de que en el MM las agencias reguladoras de medicamentos no han
aprobado el uso de farmacos inhibidores de los puntos de control inmunitario (ICI),
los resultados de nuestro estudio sugieren que terapias basadas en el bloqueo de
puntos de control inmunolégico podria beneficiar a un subgrupo de pacientes con
MM.

En consecuencia, los pacientes con genotipo AA/AG CTLA-4 rs231775 serian
candidatos ideales para participar en ensayos clinicos que analicen el impacto
clinico de seleccionadas combinaciones de terapias basadas en la inmunidad.

6.2. IMPACTO PRONOSTICO DEL POLIMORFISMO CD200
rs1131199

CD200 juega un papel importante en el control de la autoinmunidad, la inflamacién
y las respuestas inmunes. Es una proteina con funciones inmunosupresoras, la union
con su receptor conduce a la secrecién inadecuada de citoquinas, incrementa la
produccion de células supresoras de estirpe mieloide y LT reguladores
contribuyendo a la inhibicién de las células T efectoras. Es conocido que la proteina
CD200 actuia promoviendo las actividades inhibidoras del sistema inmunitario lo
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que genera una respuesta inmunosupresora en el microambiente tumoral
favoreciendo el crecimiento de algunos canceres incluido el MM (115,133).

La expresion de CD200 en las células tumorales de algunas enfermedades
hematoldgicas se ha asociado a una peor supervivencia; concretamente en el MM
varios estudios han correlacionado niveles altos de expresion de CD200 en las
células plasmaticas con un peor prondstico de la enfermedad. A continuacidn, se
detallan los estudios publicados hasta la actualidad:

Moreaux y colaboradores (118) analizaron la expresion de CD200 en pacientes con
MM que habian recibido un auto-TPH y observaron una mejor SLP en los pacientes
con CD200 ausente (24 meses) comparado con los pacientes con CD200 presente
(14 meses) con independencia del estadio ISS y del valor de beta2-microglobulina.
Sugieren que esta mejor SLP podria ser explicada por el efecto inmunosupresor de
CD200 y acaban concluyendo que la expresion de CD200 en las células plasmaticas
es un factor prondstico independiente.

Arefy colaboradores (134) analizaron la expresién de CD200 en pacientes de nuevo
diagnoéstico observando que la expresion de CD200 era significativamente superior
en MM con estadio ISSIII y que la expresién de CD200 se correlacionaba con mayor
porcentaje de células Treg. Ademads, detectaron que los pacientes con CD200
positivo y mayores niveles de Treg presentaban peor SG y SLP.

Por ultimo, Shi y colaboradores (135) analizaron la expresion de CD200 en
pacientes de nuevo diagnostico que recibieron tratamiento de primera linea
detectando una mediana de SG significativamente peor en pacientes con CD200
presente (41 meses) comparado con CD200 ausente (no alcanzada). También
analizaron los cambios de expresion de CD200 durante el tratamiento describiendo
una mejor supervivencia en los pacientes que se convirtieron a CD200 negativo
durante el tratamiento. Como conclusién refieren que la expresion de CD200 es un
marcador pronostico independiente.

En base a estos estudios previos, exploramos la expresion de CD200 en las células
plasmaticas tumorales obtenidas al diagnéstico de la enfermedad en una pequefia
cohorte de pacientes elegibles para tratamiento. No observamos diferencias
significativas en la expresion de CD200 en funciéon del genotipo CD200. Por lo que
podemos especular que en nuestra cohorte global las diferencias observadas en la
supervivencia global no estarian interferidas por el factor prondstico asociado al
nivel de expresion de CD200.

A pesar de que estudios previos han descrito la correlacién entre la expresion de
CD200 en las células MM y supervivencia, actualmente no existen estudios que
analicen el potencial impacto prondstico de los polimorfismos en el gen CD200. Este
es el primer estudio que muestra una asociacién entre el genotipo CD200 y
supervivencia global en pacientes con MM.
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El gen de CD200 se encuentra en el brazo largo del cromosoma 3 (3q13.2) muy cerca
de los genes que codifican CD80/CD86. Este gen codifica una glicoproteina de
membrana de tipo 1 que contiene dos dominios extracelulares de inmunoglobulinas,
una transmembrana y un dominio citoplasmatico tnico.

En nuestro estudio hemos detectado una asociacién entre el genotipo CD200
rs1131199 y SG en pacientes con MM de nuevo diagndstico. Este polimorfismo se
caracteriza por la sustituciéon de una serina a una cisteina en el codén 11 del péptido
sefal. El efecto bioldgico de esta sustitucion actualmente es desconocido.

Los resultados de nuestro estudio muestran que la presencia del genotipo
rs1131199 CD200 GG se asocia a una mediana de SG significativamente mas corta
que el genotipo agrupado CC+GG y esta diferencia en mas evidente en el grupo de
pacientes que no habian recibido un auto-TPH. El andlisis de subgrupos mostro6 que
el efecto negativo sobre la SG del genotipo CD200 rs1131199 GG fue abolido en los
pacientes que habian recibido una auto-TPH.

Es de interés remarcar que en nuestra serie no encontramos diferencias
significativas en la incidencia acumulada de progresién y consecuentemente
tampoco en la SLP a diferencia de los resultados obtenidos con el analisis del
genotipo de CTLA-4, tal como hemos descritos en el apartado anterior. Estos
hallazgos nos hacen suponer que el genotipo estudiado rs1131199 CD200 no esta
relacionado con el mecanismo de escape de la célula tumoral de la vigilancia inmune.

Sorprendentemente, el genotipo rs1131199 CD200 impact6é negativamente en la
mortalidad no relacionada con la progresion del MM. Cuando exploramos las
posibles causas de la peor SG en el subgrupo de pacientes no trasplantados con el
genotipo CD200 rs1131199 GG, observamos que las diferencias de SG fueron mas
evidentes en el grupo que no habia progresado antes de la muerte en comparaciéon
con el grupo de pacientes que habian progresado antes de la muerte.

Esta observacion sugiere que el genotipo GG resulta en una inadecuada respuesta
inmune permitiendo un riesgo aumentado de infecciéon o peor evolucion clinica.

En concordancia con nuestra hipétesis, algunos autores hacen referencia al
concepto inmunidad pulmonar correlacionando la expresiéon de CD200 en los
macrofagos alveolares con mayor susceptibilidad a las infecciones bacterianas
secundarias (136-138). La interaccién CD200-CD200R regula negativamente la
sefializacion de los receptores de tipo Toll y reduce la produccién de citoquinas pro-
inflamatorias en los macréfagos alveolares, esenciales para mantener la
homeostasis inmune. Destacan la importancia de este hecho debido a que durante
la infeccién esta interaccién puede conducir a la desensibilizacién de los ligandos de
los receptores de tipo Toll bacterianos, reduciendo la produccién de citoquinas pro-
inflamatorias y la activacion de NF-kf3 en los macréfagos alveolares, contribuyendo
asf a una mayor susceptibilidad bacteriana secundaria.
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Nuestros resultados sugieren que los pacientes con genotipo rs1131199 GG podrian
mejorar su supervivencia aplicando una estricta vigilancia de la infeccidn.
Desconocemos si bloquear CD200 seria suficiente para restaurar o estimular la
respuesta inmune y potencialmente reducir la mortalidad no relacionada con la
progresion de la enfermedad. No disponemos de datos previos para dar soporte a
esta hipotesis.

Identificar marcadores genéticos de alto riesgo de mortalidad como es el caso del
polimorfismo CD200 rs1131199 permitiria instaurar estrategias de tratamiento
individualizadas para mejorar el pronoéstico de estos pacientes. Acorde con nuestros
resultados los pacientes con genotipo rs1131199 GG serian candidatos ideales para
participar en ensayos clinicos que analicen el impacto clinico de inmunoterapias
combinadas con el objetivo de reducir la mortalidad debido a las infecciones y a la
progresion de la enfermedad.

6.3. RESULTADOS DE LOS ENSAYOS CLINICOS CON FARMACOS
INHIBIDORES DE LOS PUNTOS DE CONTROL INMUNITARIO

En relacién con el MM, las terapias basadas en la inmunidad ofrecen un creciente
potencial para el control de la célula tumoral y revertir la pérdida de respuesta de
las células T anti-tumor. Sin embargo, la experiencia inicial con terapias basadas en
el bloqueo de puntos de control inmunolégico ha demostrado escasa eficacia,
toxicidad y efectos secundarios importantes.

Los resultados preliminares obtenidos en los ensayos clinicos con nivolumab
(anticuerpo monoclonal anti-PD1) en MM recaido/refractario fueron muy
desalentadores (139). La inmunoterapia con pembrolizumab (anticuerpo
monoclonal anti-PD1) no mostré ninguna actividad en los pacientes con MM
recaido/refractario, y su combinacién con inmumoduladores, lenalidomida o
pomalidomida, se asoci6 a una elevada toxicidad por los efectos adversos
relacionados con el sistema inmunitario y mortalidad (140,141). Del mismo modo,
en un ensayo fase [ en pacientes con enfermedades hematologicas en
recaida/refractaria el uso de nivolumab en combinacién con ipilimumab
(anticuerpo monoclonal anti-CTLA-4) tampoco demostré resultados favorables en
los pacientes con MM (139).

Varios estudios en el MM han investigado el beneficio clinico de los anticuerpos
monoclonales ICIs como consolidaciéon después del auto-TPH. Datos preliminares de
un ensayo clinico fase I/Il con nivolumab en pacientes que habian obtenido una
respuesta subdptima después del auto-TPH, describen un 56% de mejoria de la
respuesta y una aceptable toxicidad (142). Un estudio fase 2, con pembrolizumab en
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monoterapia en pacientes que no alcanzaron la respuesta completa después del
auto-TPH se dio por terminado anticipadamente al no cumplir con su objetivo
provisional de detectar una diferencia del 20% en la tasa de conversion a respuesta
completa al final del tratamiento (143). La combinacion de ICIs como consolidaciéon
después del auto-TPH, con nivolumab mas ipilimumab, fue analizada en un ensayo
fase Ib-1IA en pacientes hematoldgicos. Se incluy6 una cohorte de pacientes con MM
de nuevo diagnostico de alto riesgo citogenético; la SLP fue del 57.1% y la SG 87% a
los 18 meses. Otra cohorte incluia pacientes que recayeron durante los 3 primeros
afios del primer auto-TPH pero que habian respondido a la terapia de rescate, la SLP
fue del 40% y la SG del 100%. El tratamiento fue bien tolerado sin toxicidad
significativa inesperada (144).

En referencia a CD200, algunos estudios en modelos pre-clinicos in vitro han
proporcionado evidencia que con el bloqueo de la proteina CD200 se obtiene
mejoria de la respuesta inmune anti-tumor en neoplasias sélidas y hematoldgicas
(145-147). En cuanto a ensayos clinicos en MM, solamente esta publicada la
informacién de un ensayo clinico fase I con samalizumab, un anticuerpo monoclonal
recombinante humano dirigido contra CD200, que incluy6 pacientes con LLC-B en
recaida o refractaria y pacientes con MM. El estudio mostré cierta eficacia en la
mayoria de los pacientes con LLC-B avanzada (64% del total LLC-B), pero todos los
pacientes con MM presentaron enfermedad progresiva. La dosis maxima tolerada
no fue determinada y la severidad de los efectos adversos por samalizumab fueron
de moderados a severos. Aunque el ensayo clinico terminé antes de su
complementacion por causas administrativas, los datos preliminares demuestran la
relativa seguridad del farmaco y su potencial para reducir la carga tumoral en
pacientes con LLC (148).

Recientemente, Shao A y colaboladores (149) publicaron una revisién sobre la
expresion y funcion de CD200 en el microambiente tumoral, asi como estrategias
alternativas para la posible neutralizacion de CD200 en canceres humanos. Estos
autores indican que una probable explicacién para el fallo de samalizumab en el
ensayo fase | podrian ser los mecanismos alternativos de la actividad protumoral de
CD200; haciendo referencia a la via del CD200/CD200R, mecanismos
transcripcionales en relaciéon a la escision de la cola citoplasmatica y al
desprendimiento del ectodominio. En base a estas observaciones, sugieren que el
bloqueo combinado con otras moléculas ICIs, como CTLA-4 y PD-1 y CD200, podria
ser una opcidn para mejorar sinérgicamente la actividad anti-tumoral y mejorar los
resultados.

Por ultimo, TIGIT ha emergido como una atractiva diana para la inmunoterapia en
el MM. Estudios recientes en modelos preclinicos han demostrado que el bloqueo de
TIGIT con anticuerpos monoclonales incrementa la funcion efectora de los LT CD8+
y prolonga la supervivencia en pacientes con MM (111,130).
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En vista de todo lo anterior, necesitamos de biomarcadores en la practica clinica
diaria que identifiquen aquellos pacientes que podrian beneficiarse del uso de
terapias basadas en el bloqueo de puntos de control inmunolégico.

Es preciso confirmar el valor de estos biomarcadores con estudios prospectivos que
incorporen como objetivo explorar la importancia de los polimorfismos de genes
inmunorreguladores y finalmente, determinar si estos datos genéticos podrian ser
marcadores predictivos de supervivencia para futuras intervenciones clinicas en los
pacientes con MM.

-124 -



-125-



7. CONCLUSIONES

-126 -



-127 -



Conclusiones

7. CONCLUSIONES

1. Hemos descrito la frecuencia de los genotipos relacionados con los polimorfismos
CTLA4 (rs231775 y rs733618), BTLA (rs9288953), CD28 (rs3116496), PD-1
(rs36084323 y rs11568821), LAG3 (rs870849), CD200 (rs1131199 y rs2272022)
en una cohorte de pacientes con mieloma multiple de nuevo diagndstico que inician
tratamiento de primera linea. La distribucién de genotipos no difiere de la
previamente descrita en poblacién caucasica.

2. No se pudo establecer ninguna correlacion significativa entre los polimorfismos
estudiados y la progresion de mieloma multiple quiescente a mieloma multiple.

3. El genotipo CTLA4 rs231775 se asocié a una menor supervivencia libre de
progresion siendo mas evidente esta correlacion en los pacientes con mieloma
multiple que habian recibido un trasplante aut6logo. Este hecho sugiere su efecto
inmune en el control de la enfermedad.

4. El genotipo CD200 rs1131199 se asoci6é a una menor supervivencia global siendo
mas evidente esta correlacion en los pacientes con mieloma multiple que no habian
recibido un trasplante autélogo. El genotipo CD200 impacta negativamente en la
mortalidad no relacionada con la progresion del MM siendo la infeccion la causa mas
frecuente. Este hecho sugiere que su efecto inmune no esta relacionado con el
control de la enfermedad sino con una respuesta inadecuada a la infeccidn.

5. La determinacion de los genotipos de CTLA-4 y CD200 podrian considerarse
nuevos biomarcadores de riesgo si se validan los resultados en estudios
prospectivos.
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I. Anexo
Criterios de respuesta IMWG (2006)(56)

1- Respuesta completa (RC)

Se requieren las 3 condiciones:

- Inmunofijacién negativa en suero y orina.

- Desaparicion de todos los plasmocitomas de partes blandas.
- < 5% de células plasmaticas en médula 6sea.

En pacientes en los que la enfermedad s6lo sea medible por las cadenas libres en
suero hay que considerar la RC si se alcanza un cociente normal en dos
determinaciones consecutivas, ademas del resto de criterios.

2- Respuesta completa rigurosa (RCr) (Stringent complete response [sCR])
Cumplir los criterios de RC mas:

- Cociente de cadenas ligeras libres normal y

- Ausencia de células plasmaticas fenotipicamente aberrantes en la médula 6sea

por determinacion con citometria de flujo multiparamétrica (= 4 colores).

3- Muy buena respuesta parcial (MBRP) (Very good partial response [VGPR])

- Proteina M en suero y orina detectable por inmunofijacién pero no por
electroforesis, o bien

- Reduccion de la proteina M en suero =2 90% y una cantidad de proteina M en
orina menor de 100 mg en 24 horas (0,1 g/24 h).

En pacientes en los que la enfermedad s6lo puede medirse mediante las cadenas
libres en suero, hay que considerar la MBRP si se consigue una disminucion >
90% de la diferencia de niveles entre la cadena afecta y la no afecta con ratio
persistentemente anormal.

4- Respuesta parcial (RP)

- Reduccion de la proteina M en suero 2 50% y reduccion de proteina M en orina
> 90% o menor de 200 mg en 24 horas (0,2 g/24 h).

Si la proteina M no es medible en suero ni orina, es necesaria una reduccion 2
50% de la diferencia de niveles entre la cadena ligera afecta y la cadena no afecta,
y si las cadenas ligeras libres en suero tampoco son medibles es necesaria una
disminucién = 50% del porcentaje de células plasmaticas en la médula 6sea
siempre que el nivel basal sea = 30%.
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-Ademas del criterio previo, si en el momento basal habia plasmocitomas
medibles de partes blandas, estos tienen que haberse reducido a menos del 50%
del tamario basal.

5- Enfermedad estable (EE) (Stable disease [SD])
No cumple criterios de RC, MBRP o RP, pero tampoco de progresion.

6- Progresion o enfermedad progresiva (EP) (Progressive disease [PD])
- Aumento = 25% respecto al nivel mas bajo alcanzado de cualquiera de los
siguientes parametros:
- Proteina M en suero (con aumento absoluto = 0,5 g/dl).
- Proteina M en orina (con aumento absoluto = 200 mg/24 h).
- Para pacientes sin componente M medible ni en suero ni en orina, aumento
absoluto = 10 mg/1 en la diferencia entre los niveles de cadena ligera afecta y la
cadena no afecta.
- Porcentaje de células plasmaticas en médula 6sea (con incremento absoluto =
10%).
- Nuevas lesiones 6seas o plasmocitomas de partes blandas o aumento de
tamafio de los presentes en el momento basal.
- Aparicion de hipercalcemia (calcio sérico corregido > 11,5 mg/dl) atribuible
Unicamente al mieloma.

Todas las categorias de respuesta tienen que ser confirmadas en dos evaluaciones
consecutivas. Para el criterio de MBRP y RC se requieren estudios de suero y/o orina
independientemente de si la enfermedad al diagnoéstico se podia detectar en suero
y/o orina.
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