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1.1.1. Mieloma multiple

El mieloma multiple (MM) es una neoplasia hematoldgica
caracterizada por la proliferacion clonal de células plasmaticas
patoldgicas (CPP) en la médula ésea (MO) o, con menos frecuencia,
en localizaciones extramedulares. El MM se caracteriza desde el
punto de vista bioldgico por la produccion de una inmunoglobulina
(Ig) o componente monoclonal, (CM) habitualmente de tipo IgG, IgA,
IgD, y/o de cadenas ligeras libres (CLL) kappa o lambda (k/A), en
suero, orina o ambos. Este CM se utiliza, ademas, como marcador
de enfermedad para monitorizar la respuesta al tratamiento.
Clinicamente, el MM suele cursar con anemia, lesiones Oéseas,
hipercalcemia, insuficiencia renal de gravedad variable y aumento

del riesgo infeccioso.

Segun la Asociacion Espafiola Contra el Cancer, en Espafia
se diagnostica anualmente de 3 a 5 casos por cada 100.000

habitantes.
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1.1.2. Enfermedad residual minima en mieloma multiple. Nuevos

criterios de respuesta y métodos de valoracion

Tradicionalmente, la evaluacion de la respuesta al
tratamiento en el MM se ha medido por la cuantificacion del CM en

suero (CMs) o en orina (CMo) mediante diferentes técnicas:

- Nefelometria o cuantificacién de las Ig (IgG, IgA, IgM) y de

las cadenas ligeras libres en suero (CLLs).

- Proteinograma o electroforesis (EF) en suero u orina con

la cuantificacidon del CM (expresado en g/dL o g/L).

- Inmunofijacién (IF) en suero u orina con la caracterizaciéon

del CM y confirmacién de su clonalidad.

La relacion entre la reduccién del CM tras el tratamiento y
la supervivencia libre de progresién (SLP), asi como, la supervivencia
global (SG) se ha ido consolidando con los avances terapéuticos de
las ultimas décadas y el aumento de las tasas de respuestas, [1, 2]
por lo que actualmente el objetivo inicial del tratamiento es
conseguir respuestas de calidad y especialmente obtener una
repuesta completa (RC). Esta se define como la desaparicién de las
CPP de la MO evaluadas por citologia convencional, la ausencia de
deteccién del CM en suero y orina mediante IF y la desaparicién de

los sintomas clinicos relacionados con la presencia del CM.

Hasta hace una década el esquema clasico del tratamiento
inicial del MM fue la combinacién de agentes alquilantes (melfalan)

con corticoides que incluso se podian administrar via oral. También

3
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se empleaban pautas de poliquimioterapia intravenosa como el
esquema VAD (vincristina, doxorrubicina y dexametasona) o
alternantes como VBCMP (vincristina, carmustina (BCNU),
ciclofosfamida, melfaldn y prednidsona)/VBAD (vincristina, BCNU,
adriamicina y dexametasona). Con estos tratamientos la tasa de RC
era inferior al 15% [3]. Actualmente, gracias a la disponibilidad de
nuevos farmacos con una elevada actividad anti MM, como los
inmunomoduladores  (IMIDs) (talidomida, lenalidomida vy
pomalidomida), los inhibidores del proteasoma (bortezomib,
carfilzomib e ixazomib) y los anticuerpos monoclonales (AcMo)
(daratumumab, elotuzumab), alrededor del 60% de los pacientes
alcanzan respuestas profundas. Los farmacos mas comunmente
empleados actualmente en los pacientes con MM se muestran en la

Tabla 1.
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Tabla 1. Fdrmacos empleados actualmente en pacientes con
mieloma mdultiple

Clase Farmacos

Agentes alquilantes Melfalan, ciclofosfamida,
bendamustina

Corticoesteroides Dexametasona, prednisona

Inmunomoduladores (IMiDs) Talidomida, lenalidomida,
pomalidomida

Inhibidores del proteasoma Bortezomib, carfilzomib,
ixazomib

Anticuerpos monoclonales Daratumumab, isatuximab
(anti-CD38), elotuzumab (anti-
SLAMEF7)

Tabla adaptada de Liedtke y cols, [4].

Sin embargo, se sabe que el concepto clasico de RC como
se ha definido previamente no refleja la realidad de la cantidad de
enfermedad residual presente en el paciente, ya que a pesar de esta
elevada tasa de respuesta la mayoria de los pacientes siguen
sufriendo recaidas. Esta persistencia de recaidas incluso en
pacientes en RC refleja la existencia, como en otras neoplasias
hematoldgicas, de una pequefia poblacién de células tumorales
residuales localizadas fuera o dentro de la MO, denominada
enfermedad residual minima (ERM) [5] o, mas recientemente,
enfermedad residual medible [6]. Asi, se hace evidente la necesidad
de métodos mas sensibles que permitan la deteccidn de estas bajas

concentraciones de enfermedad. Dichos procedimientos se pueden
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dividir en aquellos que identifican la enfermedad extramedular
como la PET/TC (Positron emission tomography/Tomografia
computarizada) o en MO como la citometria de flujo (CMF)
multiparamétrica de nueva generacion o next-generation flow (NGF)
y las técnicas moleculares, inicialmente con la ASO-CPR (allele-
specific oligonucleotide-polimerase chain reaction) que ha dado
paso mas recientemente a la next-generation sequencing (NGS).
Estas nuevas técnicas de ERM en MM han evolucionado mucho en
estos ultimos anos y sus caracteristicas, ventajas e inconvenientes
se muestran en la Tabla 2. Recientemente se han mostrado
resultados prometedores en la determinacion de la ERM en sangre
periférica mediante NGS y NGF [7, 8] facilitando en un futuro su
evaluacion periddica al evitar la prueba invasiva del aspirado de

médula dsea (AMO).
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Tabla 2. Técnicas de valoracion de la ERM en el mieloma multiple

Disponibilidad

Aplicabilidad
Muestra necesaria al
diagndstico
Procesamiento de la
muestra

Estandarizacion

Control de calidad de la
muestra

Sensibilidad

Tiempo para el resultado

Coste

NGS

Limitada

90-92%

Si. Debe identificarse el
clon predominante

Puede congelarse
Si

No

1x10°-10°

> 7 dias

++

NGF Imagen (PET/TC)
Amplia Amplia
Alrededor del 100% Alrededor del 100%
Si. Debe identificarse la presencia
NO . N
de lesiones al diagndstico
Dentro de las 24-48 horas No aplica
Si En proceso
Si (resto de celularidad .
No aplica
medular)
1x10°-10° Resolucidn limitada a lesiones de 5
mm
3-4 horas 2 horas
+ ++

NGS, next-generation sequencing; NGF, next-generation flow; PET, positron emission tomography; TC, tomografia computarizada. Tabla

adaptada de Minay cols, [9].
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Paralelamente al desarrollo de nuevas técnicas de
deteccién de la ERM en MM, los criterios de respuesta también han
ido variando en el tiempo con el fin de lograr una correlacién con la
respuesta clinica alcanzada. Asi, puesto que la tasa de RC es cada vez
mayor, los objetivos de la mayoria de las terapias actuales para los
pacientes con MM de nuevo diagndstico se centran en conseguir
una ERM indetectable medida con metodologias mas sensibles [10-
13]. La importancia de la determinacién de la ERM como valor
prondstico en el MM se reflejé en los nuevos criterios de respuesta
para esta enfermedad revisado en el 2016 por el Grupo
Internacional de Mieloma (International Myeloma Working Group,
IMWG), que se resume en la Tabla 3 [13]. En esta nueva version se
anadieron a los criterios convencionales de respuesta otros tres que
identificaban respuestas mas profundas mediante el empleo de tres
técnicas: la negatividad de la ERM mediante NGF, definida por la
ausencia de deteccién de CPP con una sensibilidad mayor de 107, la
negatividad de la ERM mediante técnicas moleculares (NGS), que
precisa de la ausencia de secuencias clonales (<2 iguales) mediante
plataforma Lymphosight (o método equivalente) con una
sensibilidad mayor de 10° y la ERM negativa con imagen negativa
por PET/TC, que requiere una ERM negativa en MO (por CMF o
secuenciaciéon) mds la ausencia de enfermedad por técnica de
imagen (PET/TC). Ademas, cuando esta respuesta medida por ERM
e imagen se confirma en dos determinaciones con un afio de

separacion, se habla de ERM negativa mantenida [13].
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Tabla 3. Nuevos criterios de repuesta revisados para el mieloma

multiple del IMGW (2016)

Criterios de ERM del IMWG (requiere de respuesta completa)

Respuesta * ERM negativa por NGF: ausencia de CP anormales por CMF de
completa ultima generacién en AMO procesados siguiendo los criterios de
con EuroFlow o método equivalente validado con una sensibilidad
enfermedad minima de 1 en 10° células nucleadas o superior.

o ERM negativa por NGS: ausencia de CP clonales por NGS en

residual S . :

minima AMO. La definicién de clonalidad requiere dos lecturas de
secuencia idénticas utilizando una plataforma LymphoSIGHT o

(ERM) X ) . )

negativa método equivalente validado para la deteccion de ERM y con una

sensibilidad minima de 1 en 10° células nucleadas o superior.

e Pruebas de imagen y ERM negativas: ERM negativa definida en
los apartados anteriores mas supresion de todas las areas de
captacion de radio trazador objetivadas en una PET/TC basal o
previa o descenso de la captacién SUV respecto al tejido normal
de partes blandas adyacente.

o ERM negativa mantenida: criterios de negatividad por imagen y
NGF, NGS o ambas, confirmada con al menos un afio de
diferencia. Las reevaluaciones consecutivas deben especificar la
duracién de la negatividad (p.ej. ERM negativa a los 5 afios).

Criterios de respuesta estandar del IMWG

Respuesta ¢ Inmunofijacién en suero y orina negativas.
completa ® < 5% de células plasmaticas en MO.
(RC) ¢ Desaparicion de los plasmocitomas.

Si enfermedad solo medible por CLLs, cociente CLLs normal.

Respuesta e Lo anterior mas:

completa e Cociente CLLs normal.
estricta e Ausencia de CP clonales en MO (inmunohistoquimica). La
(RCs) presencia de clonalidad se basa en el cociente k/A<4:1 02

1:2 para K y A, respectivamente y se requiere un contaje
minimo de 100 CP.
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Tabla 3. Continuacion

Criterios de respuesta estandar del IMWG(continuacidn)

Muy buena e CM en suero y orina no cuantificable, pero persistencia de
respuesta inmunofijacidn positiva en suero y/o orina, o
parcial

e Disminucion de = 90% del CM en suero y CM en orina < 100
(MBRP)

mg/24 h.
e En pacientes cuya enfermedad solo sea medible por CLLs,

disminucion = 90% en la diferencia del valor absoluto de las CLLs

involucrada menos no involucrada con cociente CLLs
persistentemente anormal.

e Reduccion de 2 50% y < 90% del CM en suero y de 2 90% del
CM en orina 0 < 200 mg/24 h.

o Si la enfermedad solo es medible por CLLs, se requiere la
disminucion del 2 50% en la diferencia del valor absoluto de las
CLLs involucrada menos las no involucradas con cociente
persistentemente anormal.

e Reduccion de 2 50% el tamafio de los plasmocitomas.

e Si el CM en suero y/o orina y las CLLs no son medibles, se
requerird una disminucion 2 50% de las CP, suponiendo que el
porcentaje basal de CP es > 30%.

Respuesta
parcial (RP)

e Reduccidn entre un 25 y un 49% del CM en suero.

* Reduccion entre un 50 y un 89% del CM en orina (> 200 mg/24
h).

e Reduccidn entre un 25y un 49% del tamafio de los
plasmocitomas.

Respuesta
minima
(RM)

Enfermedad ¢ No cumple criterios de RCs, RC, MBRP, RP, RM o EP.
estable (EE)

10
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Tabla 3. Continuacion

Criterios de respuesta estandar del IMWG(continuacion)

Progresién e Sj existe > 1 de los siguientes supuestos:

(EP) e Incremento > 25% desde los valores basales de:
e CM en suero (con incremento absoluto = 0,5 g/dL). Si el CM
en suero inicial era 2 5 g/dL, son suficientes incrementos de > 1
g/dL.
e CM en orina (con incremento absoluto = 200 mg/24h).
e En pacientes sin enfermedad medible en suero u orina:
incremento > 100 mg/L en la diferencia entre los niveles de
CLLs involucrada y no involucrada.
® Solo en pacientes sin enfermedad medible en suero ni en
orina ni por CLLs: Incremento en el porcentaje de CP medulares
> 10%.
e Aparicién de nuevas lesiones dseas o plasmocitomas de
partes blandas o incremento del tamafio de los previamente

existentes.
Recaida e Requiere uno o mds de los siguientes:
clinica e Los indicadores directos de incremento de la enfermedad y/o

disfuncién de érganos (criterios CRAB)?.

e Desarrollo de nuevas lesiones dseas o plasmocitomas de
partes blandas. Las fracturas osteoporoticas no son criterios de
progresion.

e Incremento de lesiones éseas o plasmocitomas de partes
blandas ya conocidos. Este incremento se define como del 50%
(al menos de 1 cm), medido de forma seriada por la suma de los
productos de los didmetros cruzados de las lesiones medibles.
e Hipercalcemia (>11 mg/dL).

e Descenso de la cifra de hemoglobina de > 2g/dL.

e Creatinina sérica de 2 mg/dL o mas.

e Sindrome de hiperviscosidad atribuido al CM.

Recaida e Se requiere uno o mas de los siguientes (util para medir la SLP):
desde la e Reaparicién de CM sérico o urinario por inmunofijacién o
RC electroforesis.

o Aparicién de 25% CP en MO.
e Aparicién de cualquier signo de progresion clinica.

11
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Tabla 3. Continuacion

Criterios de respuesta estandar del IMWG (continuacion)

Recaida desde e Se requiere uno o mas de los siguientes (Util para medir la SLP):
la ERM e Pérdida de la ERM negativa por NGF o NGS.
negativa ® Reaparicién de CM sérico o urinario por inmunofijacién o
electroforesis.
e Aparicion de = 5% CP en MO.
e Aparicion de cualquier signo de progresion clinica (nuevos
plasmocitomas, lesiones liticas o hipercalcemia).

IMWG, Internationa Myeloma Working Group; AMO, aspirado de médula 6sea; MO,
médula ésea; CP, células plasmaticas; CM, componente monoclonal; h, horas; NGF,
next generation flow; NGS, next generation sequencing; PET/TC, positron emission
tomography/tomografia computarizada; CLLs, cadenas ligeras libres en suero; SLP,
supervivencia libre de progresion; CRAB, calcium elevation, renal failure, anemia,
bone abnormalities. Tabla adaptada de Kumar y cols, [13].

IDefinicién de criterios CRAB: Hipercalcemia: calcio sérico > 0,25 mmol/L (>1mg/dL)
del limite superior de la normalidad o >2,75 mmol/L (> 11 mg/dL). Insuficiencia
renal: aclaramiento de creatinina < 40 mL/min o creatinina sérica > 177 pol/L (> 2
mg/dL). Anemia: descenso de Hb > 2g/dL por debajo del limite inferior de la
normalidad o Hb < 10g/dL. Lesiones éseas: lesiones osteoliticas por radiologia
convencional con TC de baja dosis de cuerpo entero o PET/TC.

12
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1.1.3. Citometria de flujo

La CMF es una técnica de analisis celular multiparamétrica
basada en hacer pasar una suspension de células alineadas de una
en una por delante de un haz de luz de laser. Esta metodologia
permite el estudio individual de las células mediante, el analisis de
la dispersién de luz y la emisién de fluorescencia. La fluorescencia
aparece cuando el AcMo conjugado a un fluorocromo esta a su vez
unido a un antigeno presente en la célula. La CMF permite distinguir
las células plasmaticas (CP), de otros grupos celulares nucleados en
la MO y detectar los antigenos expresado de forma aberrante,
refiriendo su porcentaje de forma individualizada del resto de

poblaciones nucleadas de la MO.
1.1.4. Citometria de flujo multiparamétrica

Las ventajas de la CMF multiparamétrica incluyen la
caracterizacion e identificacién simultanea de multiples parametros
celulares, tanto antigenos de superficie como intracitoplasmaticos
permitiendo el andlisis de un gran numero de células en poco
tiempo. Cada AcMo se encuentra conjugado a un fluorocromo que
cuando interacciona con el laser se excitard a una longitud de onda
emitiendo a su vez, luz en una longitud de onda superior. En la Tabla
4, se muestran algunos de los fluorocromos mas utilizados. El
numero de antigenos que se van a poder estudiar simultdaneamente
depende del nimero de laseres distintos que integra el citdbmetro.
El desarrollo de nuevos citdmetros provistos de mas laseres ha

permitido el empleo de combinaciones con un mayor nimero de
13
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anticuerpos, facilitando la inclusién de paneles de 8 a 12 marcadores
obteniéndose, de este modo, informaciéon de mds antigenos. Hasta
hace relativamente poco tiempo, la mayoria de laboratorios
disponian de citdmetros para el analisis de cuatro fluorocromos o
colores, pero actualmente cada vez mds hospitales cuentan con
equipos que pueden evaluar de 8 a 10 fluorocromos distintos,
pudiendo detectar entre 10 y 12 antigenos simultaneamente en una

célula.

Tabla 4. Fluorocromos mds frecuentemente empleados en

citometria de flujo

Fluorocromo Pico de Excitacion Pico de Emision

(nm) (nm)
FITC 495 520
PE 565 575
Per-CP 490 670
PE-Cy7 565 770
BV 405 421
Pacific Blue 405 455
Amcyan 405 490
Pacific Orange 405 550
APC 650 660
APC-Cy7 650 770

FITC, isocianato de fluoresceina; PE, ficoeritrina; PerCP, proteina de clorofila de
peridinina; Cy, cianina; BV, brilliant violet; APC, aloficocianina. Tabla adaptada
de N Puig [14].

14
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1.1.5. Citometria de flujo de nueva generacidn de alta sensibilidad y

su estandarizacion

La NGF es una estrategia propuesta por el consorcio

internacional EuroFlow concebida principalmente para:

- Aumentar la sensibilidad de la técnica hasta rangos
similares a los métodos moleculares de aproximadamente 1x10°,
mediante el andlisis de grandes volimenes celulares (10° células o
mas).

- Eliminar toda la subjetividad posible asociada a las
caracteristicas de los reactivos, parametros de identificacion de las
células o a las herramientas de andlisis, apostando por un enfoque
altamente sensible y estandarizado del procesamiento de la

muestra y del analisis de datos.

La NGF abarcan todos los aspectos metodoldgicos de la

técnica entre los que se incluyen:

e La eleccion del panel de AcMo (clon, fluorocromo,
titulacion...).

e La preparacion de la muestra.

e La estrategia de analisis.

¢ Informe de resultados.

e El uso de bases de datos automatizadas.

e La realizacion de controles de calidad.

15
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1.2.1. Citometria de flujo en el analisis de células plasmaticas

El papel de la CMF en el estudio de las enfermedades de las

CP abarca tres objetivos:

e Diagnostico primario basado en caracterizar y cuantificar
las CP y determinar la proporcién de CPP o clonales.

e |dentificacion de factores prondsticos, en particular el
riesgo de progresion de la gammapatia monoclonal de
significado incierto (GMSI) y el MM asintomatico basado en
el porcentaje de células plasmaticas normales (CPN)/CPP.

e Cuantificacion de la ERM utilizada para evaluar la eficacia
del tratamiento y el prondstico en cuanto al estado de la

enfermedad.

1.2.2. Inmunofenotipo para el diagndstico de las discrasias de células

plasmaticas

La Red Europea de Mieloma (European Myeloma Network,
EMN), publicé en 2008 un informe de consenso basado en una
revision de la literatura y en la opinidon de expertos, en el que se
abarcaba todos los problemas derivados de la evaluacién de las

enfermedades de las CP [15].

La primera aportacién fue establecer los grupos de
diferenciacion (CD, cluster diferentiation) o marcadores, CD38,

CD138 y CD45 que mejor diferencian a la CP del resto de
16
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poblaciones celulares nucleadas. Una vez identificadas las CP, el
segundo objetivo era discriminar las CPP de las CPN, por una parte,
mediante la expresidn de marcadores aberrantes de superficie vy,
por otra, demostrando la clonalidad con el andlisis de las cadenas
ligeras intracitoplasmaticas k/A. Respecto a los marcadores
aberrantes de superficie se concluyd que un solo antigeno no podia
discriminar las CPP de las CPN, proponiendo finalmente la expresién
de un perfil antigénico que incluia: CD19-, CD56++, CD117+, CD20+,
CD28++, CD27-, CD81-, CD200++ como los marcadores mas utiles.
La expresion intensa de CD56 y la ausencia de CD19 se consideré un
inmunofenotipo (IFE) atipico caracteristico de la CPP (aplicable en
mas del 90% de los pacientes) que junto al analisis de CD20, CD117,
CD28 y CD27 podria abarcar el 95% de los pacientes.

El mayor inconveniente de la aplicabilidad de la CMF en
muchos laboratorios era que la mayoria de paneles de consenso de
anticuerpos para enfermedades hematoldgicas, se habian basado
en la opinidn y experiencia individualizada de expertos hasta que el
consorcio EuroFlow en 2012, [16] publicé los paneles de cribado de
ocho colores que habian sido validados para el diagndstico de las
principales neoplasias hematoldgicas, estos, habian sido probados
en multiples combinaciones y en varios laboratorios diferentes,
testando muestras de pacientes y de voluntarios sanos. En la
validacién de dichos paneles se evalud de forma exhaustiva el clon

y fluorocromo de cada AcMo asi como el volumen de marcaje.

17
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Los pilares principales en el disefio de los paneles de
anticuerpos eran dos: (I) inclusién de marcadores comunes que
identificaba la poblacién a estudio y (II) empleo de AcMo para la
caracterizacion de la poblacion diana y la identificacion de todos los

subtipos celulares relevantes en la muestra.

Ademads, hasta este momento todas las guias de consenso
carecian de informacién sobre los clones de anticuerpos de
referencia para los marcadores de CD propuestos. En este
documento también se indicaba para cada reactivo el clon y su
fluorocromo conjugado, de forma que fueron seleccionados
aquellos con niveles de fluorescencias mas optimos no soélo
individualmente, sino también en el conjunto del tubo multicolor de

nuevo diseino.

En el caso del panel de las enfermedades de las CP, cabe
destacar que fue el Unico en el que la seleccién de marcadores
iniciales se mantuvo hasta el final, evidenciando la consistencia de
lo ya referido en la literatura. Se seleccionaron 12 marcadores que
se distribuyeron en dos combinaciones (tubos): CD38, CD138
(marcador especifico de CP), CD45, CD19, CD56, B2 microglobulina,
CD27,CD28, CD81, CD117 y las Ig intracitoplasmaticas (Ig(c)) k/A (Ig
K(c)/Ig A(c)). El tubo 1 demostro ser suficiente para la identificacion
y discriminacién entre CPP/CPN, dejando el tubo 2 como opcional
solo en casos dudosos. Los problemas técnicos mas relevantes
incluyeron los niveles altos de autofluorescencia de las CP para

CD38 y B2-microglobulina, escogiendo fluorocromos para estos

18
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marcadores con menor perfil de intensidad, FITC, (isocianato de
fluoresceina) y PerCP-Cy5.5 (proteina de clorofila de peridinina—
cyanina 5.5), respectivamente y mezcldndolos con un reactivo no
conjugado. El clon de Ig A(c)-FITC también resultd ser demasiado
intenso en positividad por lo que se cambid por Ig A(c)-ACPH 7
(aloficocianina-Hilite 7) y el CD45 se prefirié en PacB (Pacific Blue).

El panel final se muestra en la Tabla 5.
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Tabla 5. Panel de consenso del consorcio EuroFlow para el diagndstico del mieloma mdultiple

Tubo PacB PacO FITC PE PerCPCy 5.5 PECy7 APC APCH7
1 CD45 CD138 CD38 CD56 B2micro CD19 Ig K(c) Ig A(c)
2 CD45 CD138 CD38 CD28 CcD27 CD19 CD117 CcD81
Marcador Fluorocromo Clon Casa comercial N¢ catalogo ul/Test
CD19 PECy7 J3-119 BC IM3628 5
CD27 PerCPCy5.5 L128 BD 649805 10
CD28 PE L293 BD 348047 20
CD38 FITC LD38 Cytognos CYT-38F 3
CD38 Pure LD38 Cytognos CYT-38P1 2
CD45 PacB T29/33 Dako PB986 5
CD56 PE C5.9 Cytognos CYT-56PE 5
CD81 APCH7 JS-81 BD 646791 5
CD117 APC 104D2 BD 333233 5
CD138 PacO B-A38 Exbio PO-520 4
B2micro PerCPCy5.5 TG99 BD 646781 4,75
B2micro Pure TG99 BD 555550 0,25
Ig k(c) APC Polyclonal rabbit Dako C0222 2.5
serum
Ig A(c) APCH7 1-155-2 BD 646792 4

BD, Becton Dickinson, San José, California, EE. UU; BC, Beckman Coulter, Miami, Florida, EE. UU; PE, ficoeritrina; Cy7, cianina7;
PerCP, peridinina clorofila proteina; Cy5.5, cianina 5.5; FITC, isotiocianato de fluoresceina; PacB, pacific blue; APC, aloficocianina;
H7 hilite 7; PacO, pacific orange ; Ig(c), inmunoglobulina intracitoplasmatica. Tabla adaptada de Van Dongen y cols, [16].
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1.3.1. Evolucidon de la determinacion de la enfermedad residual

minima en mieloma multiple por citometria de flujo

Inicialmente, las combinaciones de anticuerpos para la
determinacion de la ERM en el MM se construyeron tipicamente con
paneles adaptados a las alteraciones observadas en el IFE del
diagndstico de cada paciente [17, 18]. Dicho enfoque requeria la
disponibilidad de una muestra de diagndstico en la que se habia
probado un nimero relativamente grande de marcadores aplicables
a la ERM de mieloma por paciente. Posteriormente, se propusieron,
basandose en los fenotipos aberrantes encontrados en el momento
del diagndstico, paneles de anticuerpos de cuatro a seis colores fijos
que cubrian los fenotipos alterados comunes a la mayoria de los
casos de MM (> 90%) sin el requisito de una muestra de diagndstico
inicial [19, 20]. De esta manera, se disefiaron y validaron por
diferentes grupos, multiples paneles de anticuerpos (Tabla 6), en los
que se usaban entre cuatro y seis colores por tubo, adquiriendo
entre 100.000 y 500.000 células (sensibilidad de 10#), sin ninguna
estandarizacién consensuada en la forma de procesar la muestra,

analizarla y redactar el informe de resultados.
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Tabla 6. Paneles iniciales de CMF para la enfermedad residual minima en mieloma mdultiple

1. CD38-FITC/CD56-PE/CD19-PerCCPy5.5/CD45-APC Sarasquete y cols. Haematologia

2. CD138-FITC/CD28-PE/CD33-PerCCPy5.5/CD38-APC 2005[21]

3. CD20-FITC/CD117-PE/CD138-PerCCPy5.5/CD38-APC

1. Ig A(c)-FITC/CD19-PE/Ig k(c)-PECy5/CD38-PECy7/CD138-APC/CD45-APC Cy7 De Tute y cols. Leukemia
2007[22]

1. CD19-FITC/CD56-PE/CD38-PerCP Cy5.5/CD138-APC Guptay cols. Am J Clin Pathol

2. CD45-FITC/CD52-PE/CD38-PerCCPy5.5/CD138-APC 2009[23]

3. CD20-FITC/CD117-PE/CD38-PerCP Cy5.5/CD138-APC

1. CD38-FITC/CD56-PE/CD19-PerCCPy5.5/CD45-APC Paiva y cols. J Clin Oncol

2. CD38-FITC/CD27-PE/CD45-PerCCPy5.5/CD28-APC 2011[19]

3. B2 micro-FITC/CD81-PE/CD38-PerCP Cy5.5/CD117-APC

1. CD27-FITC/CD56-PE/CD19-PerCCPy5.5/CD38-PE Cy7/CD138-ACP/CD45-APCCy7 Rawstron y cols. J Clin Oncol

2. CD81-FITC/CD117-PECD52-FITC/CD200-PE* 2013[24]

1. CD38-HV450/Ig k(c)-FITC/CD561CD28-PE/CD138-PE Cy5/CD19-PECy7/Ig A(c)- Robillard y cols. Blood Cancer )

ACP/CD45-APC H7 2013[25]

CMF, citometria de flujo; ERM enfermedad residual minima; MM, mieloma multiple; FITC, isotiocianato de fluoresceina; PE, ficoeritrina; PerCP,
peridinina clorofila proteina; Cy5.5, cianina 5.5; APC, aloficocianina; Cy7, cianina7; H7 hilite 7; Ig(c), inmunoglobulina intracitoplasmatica; * en
algunos casos dudosos. Tabla adaptada de Flores-Montero y cols,[26].
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Respecto a establecer la clonalidad celular mediante el
estudio de las cadenas ligeras, en el seguimiento con ERM,
inicialmente se dudé de su utilidad porque en la evaluacién de k/A
por si sola, la restriccién de la cadena ligera, sélo se hace evidente
cuando la poblacidon monoclonal representa mas del 30% del fondo
policlonal. No obstante, este problema podia resolverse
combinando las cadenas ligeras con el IFE de superficie
incorporando el andlisis con seis colores. Dos paneles propuesto por
los grupos de Salamanca vy Leeds, [15, 22]: lg «k(c)/Ig
A(c)/CD19/CD56/CD38/CD45 e Ig A(c)/CD19/1g
K(c)/CD138/CD38/CD45, respectivamente, fueron ampliamente
aceptados, pudiendo detectar CPP con un limite de deteccién del
0,01%, es decir, 20 CPP por cada 200.000 leucocitos o una
sensibilidad de 104. Esto constituye lo que hoy se ha considerado la

CMF de primera generacion.

Como consecuencia del abundante arsenal terapéutico
disponible frente a la enfermedad que esta surgiendo en los Ultimos
afios y al importante aumento de pacientes en RC, la obtencién de
una ERM indetectable se ha propuesto como un biomarcador de la
eficacia del tratamiento en MM. Para que esto sea aceptado por
todos los grupos implicados en el manejo de pacientes con MM seria
necesario cumplir las siguientes condiciones: (1) la determinacion
de la ERM deberia reemplazar el valor prondstico de la RC; (2) los
resultados del analisis tendrian que ser reproducibles; (3) deberia

ser aplicable a todos los pacientes [6]. Sin embargo, un estudio
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realizado comparando varios laboratorios reveld importantes
niveles de variabilidad entre los centros, tanto en la combinacion de
marcadores y anticuerpos empleada como en el nimero de células
analizadas, lo que condicioné una sensibilidad diferente. Todos
estos factores harian imposible la comparacién y reproducibilidad

de resultados entre los centros evaluados [27].

Atendiendo a la necesidad imperiosa de utilizar la ERM
como un biomarcador del tratamiento del MM, en enero de 2016 se
publican en un solo volumen [28], varios articulos con pautas de
consenso en las que se ofrecen unas recomendaciones practicas
basadas en el trabajo de expertos reconocidos internacionalmente
en el campo de la citometria y miembros de las sociedades
internacionales como la International Clinical Cytometry Society
(ICCS) y europeas como la European Society for Clinical Cell Analysis
(ESCCA) de citometria. Asi, Landgren y cols, respaldan el impacto
prondstico de la ERM en MM [29], Rawstron y cols, propugnan la
necesidad de dar solidez a la prueba [30], Stelter-Stevenson y cols,
debaten el marcaje mds éptimo proponiendo un panel de 8
fluorocromos que ya habia sido usado en estudios previos por el
consorcio EuroFlow y PETHEMA (Programa para el Estudio de la
Terapéutica en Hemopatias Malignas) con el fin de poder detectar
20 células tumorales en la adquisicidn de dos millones de células,
alcanzando la técnica una sensibilidad de 1x10° que posteriormente
se ha considerado la CMF de segunda generacién [31] [32]. Arroz y

cols, orientan sobre cédmo se debe analizar los resultados y realizar
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el informe [33], Oldaker y cols, establecen los requisitos minimos de
calidad para realizar tales pruebas [34], Wood y cols, plantean los
principios de la ERM por CMF en la neoplasia hematopoyética [35] y
Flores-Montero y cols, ofrecen una exhaustiva revision sobre Ia
seleccion de anticuerpos necesarios en el panel del estudio
requeridos para diferenciar las CPP de las normales [26]. Como
conclusién a todo lo anterior Rawstron y cols, [36] describen vy
resumen la informacion de las lecciones aprendidas durante 20 afios
de los estudios de ERM en MM, destacando los puntos practicos a
considerar al configurar la prueba de ERM de mieloma y los expertos
de la Food and Drug Administration (FDA) proporcionan su
perspectiva reguladora sobre las técnicas de deteccion de ERM en el
mieloma [37]. Finalmente se plantean los problemas que surgirdn
en el futuro por las nuevas terapias con farmacos con dianas
antigénicas como el anti-CD38 (daratumumab) que dificultan la
deteccién de la molécula CD38 en la superficie celular de las CP
dejando de ser este AcMo util para la identificacion de CP en

aquellos pacientes tratados con estos farmacos [38, 39].

A continuacién, se resume los aspectos mas importantes
abordados en esta guia de consenso agrupados en los siguientes

apartados:

1.3.1.1. Resumen de los anticuerpos utilizados para
discriminar las CPP en la deteccidon de la ERM y panel

recomendado para el marcaje de la muestra.
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1.3.1.2. Recomendaciones para el marcaje, preparacion y

adquisicion de las células.

1.3.1.3. Disefio de una estrategia adecuada para el andlisis

de la muestra.

1.3.1.4. Recomendaciones de requisitos minimos de

calidad que se deben establecer.

1.3.1.5. Condiciones necesarias en el informe de

resultados.

1.3.1.6. Validacion del ensayo de valoracién de la
enfermedad residual minima por citometria de flujo en
mieloma multiple. Controles de calidad externos e

internos.

1.3.1.7. Descripcién y valoracion de la informacion

generada en los ultimos 20 afios.
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1.3.1.1. Resumen de los anticuerpos utilizados para discriminar las
CPP en la deteccion de la ERM y panel recomendado para el

marcaje de la muestra

Flores-Montero y cols, [26] ofrecen en este documento de
consenso una revisidon de la literatura y una descripcién exhaustiva
de los AcMo mas informativos que se han establecido en diferentes
estudios, a lo largo del tiempo, para la determinacién de la ERM en

MM y que se resumen a continuacion:

CD38: es una ectoenzima multifuncional que participa en la
adhesion celular, la transduccion de sefiales y la sefalizacion del
calcio. Se expresa en células precursoras CD34+ tanto mieloides
como linfoides B, en los linfocitos maduros T y B activados, en las
células NK y en los monocitos. Las CPN expresan el CD38 con una
intensidad mucho mayor que el resto de células de la MO, por lo que
se ha convertido en un marcador de referencia para la identificacidon
de las CP, siendo ademas util en la discriminacién de las CPN y CPP
por ser frecuentemente mas débil en estas Ultimas [15, 17, 40-43].
A este respecto, se ha observado que la presencia de CD38 con
intensidad de expresién baja, confiere peor prondstico [44]. En un
reciente articulo se ha relacionado con la osteoclastogénesis, por

estar también presente en los osteoclastos inmaduros [44].

CD138: o molécula (Syndecan 1), [45] ha demostrado ser
particularmente Util en la deteccidn de CP pues dentro del sistema

hematopoyético estd restringido a ellas, por lo que es un marcador
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especifico de esta poblacién celular. La introduccién de reactivos
anti-CD138 conjugados con colorantes muy brillantes (como BV421,
Brilliant Violet 421) reveld expresion tenue también en otras
poblaciones de células (p. €j., linfocitos). A su vez, algunas células
mieloides pueden mostrar autofluorescencia basal inespecifica para
CD138. Por otra parte, en muestras de CP envejecidas se puede
observar una baja expresién de CD138, [46] asi como en CP de
muestras anticoaguladas con heparina debido a la redistribucion de
CD138 en la superficie celular después de la exposicidn a la heparina
gue puede afectar la disponibilidad del epitopo para su union a los

anticuerpos [47].

CD19: es un antigeno pan B que se expresa de forma
heterogénea en la CP [15]. Esta presente en dos tercios de las CPN y
un 33% no lo expresan. Esto se debe a que las CP presentes en MO
normales, van perdiendo expresion del antigeno CD19 en su
maduracién, siendo negativo en la etapa terminal de la célula. Por
el contrario, no se expresa en la mayoria de CPP de las GMSI ni en
las del MM [48-51]. Se ha demostrado en poblacidn sana que el eje
de expresién de CD19-CD81 identifica tres subgrupos de CP de MO
que son las CD19+/CD81+, CD19-/CD81+y CD19-/CD81-, y que estos
presentan una distribucién diferente dentro del global de las CPN
segun la edad del individuo, observando que mientras que las
poblaciones CD19-/CD81+ y CD19-/CD81- estd practicamente
ausentes en personas sanas entre 10 y 20 afios de edad, su

proporcion va progresivamente aumentado en persona mads

28



INTRODUCCION

mayores. A este respecto también se ha observado que las CPP de
los pacientes con MM que presentaban el perfil fenotipico

CD19+/CD81+ parecen tener un peor prondstico [52, 53].

CD20: antigeno pan B que estd ausente en las CPN y que se
expresa de forma variable en las CPP. En las CP clonales varia del 2
al 90%, por lo que es un antigeno poco eficiente para distinguir las
CPP de las normales [2] [51, 54]. La expresion de CD20 en CCP estd
asociada a lat(11; 14) [49, 55-57].

CD27: antigeno involucrado en la apoptosis celular, se
observa uniformemente en las CPN, asi como en las CP de pacientes
con GMSI y su pérdida se ha correlacionado con la progresion de la
enfermedad en estos casos [15, 58, 59]. También se ha relacionado
la pérdida evolutiva de CD27 con progresion del MM vy la falta de
expresion de CD27 en el momento del diagndstico se ha asociado
con una supervivencia general mas corta [60]. La informacién
obtenida de la expresidon genética ha demostrado que el grupo de
MM con la mayor prevalencia de factores de mal prondstico tenia

los niveles mas bajos de acido ribonucleico de CD27 [55].

CD28: molécula que se expresa aberrantemente en las CPP
[15, 61, 62]. Puede regular la transcripcién del gen de la interleucina-
8, una quimiocina que promueve la angiogénesis, contribuyendo asi
potencialmente a la progresion de la enfermedad. Esta relacidon ha

sido observada en varios estudios [63, 64].

CD33: antigeno mieloide que las CP pueden expresar

aberrantemente y se ha asociado con una enfermedad mas agresiva
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y con citogenética adversa con t (4; 14) [65, 66]. Se ha sugerido su

expresidon como marcador de resistencia a farmacos [67, 68].

CD45: proteina tirosina fosfatasa, expresada en la
superficie de todos los leucocitos. Durante el desarrollo vy
diferenciacidon normales de la CP, hay una disminucidn progresiva in
vivo en la expresion de CD45, siendo positivo en las CPN inmaduras,
pero perdiendo expresion en las en CPN maduras de la MO. Asi
también, en la MO de pacientes con MM existen dos poblaciones de
CPP distintas: CD45- y CD45+. Su papel en la biologia de MM sigue
siendo controvertido. En un estudio de 95 pacientes con mieloma
sometidos a terapia intensiva, se observd una supervivencia mas
corta para los pacientes que carecian de la expresion de CD45 en las
CP [69]. Sin embargo estos resultados no se confirman en todas las
series, dos trabajos mas recientes prueban que la presencia de >20%
de CPP en la MO que expresan CD45 tiene un valor prondstico

negativo en pacientes de nuevo diagndstico de MM [70, 71].

CD54: molécula de adhesion (ICAM-1) que se expresa
ampliamente en leucocitos y células endoteliales [72]. En lo que
respecta a las CP, CD54 se expresa tanto en CP de voluntarios sanos,
como en lineas celulares de MM, como en pacientes con MM. Se ha
propuesto como alternativa para la identificacién de CP a

CD138/CD38 en los pacientes en tratamiento con anti-CD38 [39].

CD56: La expresion de CD56 (NCAM-molécula de adhesién
de células neurales) se usa comunmente para identificar CPP, ya que
su expresidon en CPN es muy baja respecto a las células clonales [55],
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sin embargo se ha postulado que la expresidon de CD56 puede ser
artificialmente baja en el analisis de CMF, pues actuando como un
ancla, las CP que expresen CD56 podria ser mas resistente a la
aspiracion de MO [49]. A este respecto se ha observado que la falta
o débil expresidon de CD56 es un rasgo caracteristico de la leucemia
de CP, pero también define al diagndstico un subtipo especial de
MM, caracterizado principalmente por un potencial osteolitico mas
bajo y una tendencia a la circulacién de las CP clonales en la sangre
periférica [73]. Aunque no existe consenso, muchos estudios
encuentran que la expresion de CD56 se asocia con mal prondstico

en MM [56][74].

CD81: es una tetraspanina ampliamente expresada en
células B, incluidas las CP maduras, en un principio se observé que
el CD81 no se detectaba en el 50% de CPP y en el resto la expresion
era en su mayoria heterogénea y parecia que tenia un impacto
negativo en la SLP y en la SG [75]. Como ya hemos mencionado los
pacientes con MM cuyas CP presentan la combinacién
CD19+/CD81+ tienen peor prondstico [52]. También se ha descrito
que su detecciéon en mds del > 25% de las células de la ERM de

pacientes tratados con MM, presentan una SLP inferior [44].

CD117: marcador que nunca esta presente en las CPN, por
lo que es muy eficaz para distinguirlas de las CPP que lo pueden
expresar. Se ha demostrado que la expresién de CD117 disminuye

durante la progresién de GMSI a la etapa avanzada de MM [76]. En
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un estudio reciente, se encontrd una relacion entre la positividad de

CD117 y una mayor supervivencia general [74].

CD200: glucoproteina de la superficie celular expresada en
células B normales y algunas subpoblaciones de linfocitos T. Las CPN
carecen de la expresién de CD200, [51] y se ha demostrado
positividad en CP de MM hasta en el 78% en algunas publicaciones
[77]. Las células positivas para CD200 presentan una
inmunogenicidad reducida en comparacion con los linfocitos [78].
Existe informacién contradictoria sobre su prondstico, hay estudios
qgue correlacionan su ausencia con un mejor prondstico en
comparacion con la expresion en MM [77, 79] otros autores refieren
lo contrario [80] o sugieren que no hay diferencia [81]y finalmente

en algunos trabajos se indica que no esta claro su papel [49].

CD307: antigeno de diferenciacion expresado en células de
estirpe B. Es un marcador que no se expresa en las CPN y por tanto
su presencia es indicador de CPP. También se ha estudiado su
expresion como marcador de malignidad en otras patologias

linfoides B [82].
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Continuando con la revisién del articulo de Flores-Montero
y cols, [26], los autores destacan la importancia en la eleccidn de los
fluorocromos conjugados con los AcMo seleccionados para un
panel, asi, se prefieren aquellos de alta intensidad (BV4210, PE o
ficoeritrina, PECy7 o ficoeritrina-cianina 7 y APC) para marcadores
de expresién débil en la CP, tales como CD56, CD138 y CD117 y en
contraste, los fluorocromos de baja intensidad (FITC) se asignan
para los antigenos altamente expresados en CP como el CD38.
Finalmente proponen que la mejor combinacién de marcadores
para la realizacion de ERM en MM es CD38, CD138 y CD45 para la
identificacion de las CP y CD19, CD56, CD27, CD81, CD117 para una

mejor discriminacién entre CPN y CPP.

1.3.1.2. Recomendaciones para el marcaje, preparacion vy

adquisicion de las células

Continuado con las guias de consenso, es interesante, el
documento que elaboraron Stetler-Stevenson junto a un grupo de
ocho especialista en CMF en MM, en el que se explica los puntos
mas importantes para establecer un panel de AcMo para la
deteccién de la ERM en esta patologia [32]. Para ello, a la hora de
elaborar el panel para ERM, uno de los factores mas importantes
que tuvieron en cuenta era la capacidad de discriminaciéon del
marcador entre normal y patolégico. De todos los AcMo descritos
previamente en la revisién de Flores-Montero y cols, Unicamente el
CD117 esta exclusivamente en CPP, el resto se expresan en

porcentajes distintos, también en CPN. Por tanto, la definicion de

33



INTRODUCCION

fenotipos de CPP no deberia basarse en el andlisis aislado de uno o
algunos (por ejemplo, dos) marcadores, porque esto puede no
proporcionar la sensibilidad requerida para la deteccién de ERM por
CMF, debido a la presencia de muchos subtipos de CPN y/o reactivas
fenotipicamente distintas que pueden encontrarse en la muestra.
Por este mismo motivo, la valoracion debe ser multiparamétrica
analizando el perfil inmunofenotipico de todos los marcadores de la
combinacion a la vez para asegurar que la CP es clonal, y si es
necesario evaluar de forma conjunta el IFE atipico con las cadenas

intracitoplasmaticas k/A.

De hecho, el CD56 y CD19 han sido considerados
tradicionalmente como suficientes para distinguir una CPP de una
CPN, sin embargo, ahora esta bien establecido que un subgrupo de
CPN puede ser CD19- y/o CD56 + e incluso presentar baja o ausente
expresion de CD45, por lo que hay una fuerte evidencia que indica
que es necesario el andlisis conjunto con CD27, CD81 y CD117 para
diferenciar con seguridad una CPP de un CPN. Otra diferencia es que
las CPN suelen mostrar expresion heterogénea o bimodal para
CD19, CD56 y CD45, mientras que las CP neopldsicas de pacientes
con MM generalmente tienen expresion antigénica mas
homogénea. Las CPP a menudo muestran anomalias adicionales,
como la expresion CD117, mas débil expresion de CD38 y en
ocasione parametros de dispersién de luz aumentados, frontales o
FSC (forward scatter) y/o laterales SSC (sideward scatter). Cabe

destacar que tales alteraciones inmunofenotipicas se presentan en
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la misma poblacion celular, mientras que las variaciones en las CPN
tienden a ser heterogéneas y/o distribuirse entre los diferentes
subtipos bien definidos de este compartimento celular [33]. Con
respecto a la valoracidn de las cadenas ligeras intracitoplasmaticas
k/A, en situaciones en donde la proporcidon de CP es escasa como
sucede en la ERM, un pequefio porcentaje de CP clonales, podrian
no alterar la relacion k/A. Por esto, deberia valorarse junto con los
marcadores de la poblacién sospechosa y poder comparar con las
CPN en los casos dudosos. En resumen, el perfil inmunofenotipico
alterado de las CP clonales se definiria en general por: CD38
infraexpresado, CD45 negativo o positivo débil y CD19 negativo en
practicamente todos los casos de MM y un CD56 positivo intenso en
alrededor del 60-75% de todos los pacientes con expresion
anormalmente bajas de CD27 y CD81 vy positividad para CD117,
CD28 y CD200. Este perfil antigénico junto con la evaluacion
simultanea de las cadenas ligeras intracitoplasmaticas k/A dentro de
pequefias poblaciones de CP sospechosas, definirian un panel de
ERM para MM altamente sensible. Asi, quedé nuevamente de
manifiesto que los marcadores CD38, CD45 y CD138 son junto con
los parametros de dispersion de luz, la mejor combinacion para
identificar las CP. Finalmente Stetler-Stevenson y cols, establecen
que el panel que habia sido disefiado por el consorcio EuroFlow
(AcMo, flourocromos conjugados, clon y marca comercial), validado
con concordancia entre laboratorios y que habia demostrado
utilidad prondstica en ensayos clinicos, era el mas adecuado para el

estudio de la ERM en MM. En la Tabla 7 se muestra este panel
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propuesto por el consorcio EuroFlow y adaptado por el grupo
PETHEMA para el seguimiento de ERM en los protocolos de
tratamiento. Ademads, estos mismos autores sefialan que otra
ventaja que ofrece este panel, es que sirve también para evaluar la
calidad general del AMO, lo que permite validar la muestra. Esto se
realiza mediante la identificacién y cuantificacion de las diferentes
poblaciones celulares normales que se encuentran de forma
habitual en la MO. Asi, se puede discriminar las células B precursoras
y maduras mediante CD19, CD45, CD38, CD27 y CD81, los
precursores mieloides y los mastocitos por la diferente intensidad
para CD117 vy la serie eritroide con CD45. Ademads, estas
combinaciones proporcionan controles internos positivos (ej: CD56
expresado en células NK) o negativos (ej: eritroblastos para todos
los marcadores) que permiten evaluar los AcMo del panel. También

se recomienda utilizar el mismo panel en la muestra pretratamiento.
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Tabla 7. Panel de ocho colores para la ERM en MM, validado por el consorcio EuroFlow y adaptado por el grupo PETHEMA

Fluorocromo FITC PE PerCP PECy7 APC APCC750 V450 BV510
Cy5.5

Tubo 1

Marcador CD38 CD56 CD45 CD19 CD117 CD81 CD138 CD27

Clon L38 C5.9 HI30 J3-119 104D2 M38 MI15 0323

Empresa Cytognos Cytognos  EBioscience BC BD Cytognos BD Biolegend
Biosciences Biosciences

Tubo 2

Marcador CD38 CD56 CD45 CD19 Ig k(c) Ig A(c) CD138 CD27

Clon L38 C5.9 HI30 J3-119 policlonal policlonal  MI15 0323

Empresa Cytognos Cytognos  EBioscience BC Dako Cytognos BD Biolegend

Biosciences

ERM, enfermedad residual minima; MM, mieloma multiple; PETHEMA, Programa para el Estudio de la Terapéutica en Hemopatias Malignas;
FITC, isotiocianato de fluoresceina; PE, ficoeritrina; PerCP, peridinina clorofila proteina; APC, aloficocianina; Cy, cianina; V, violeta; BV, Brilliant
Violet; BD, Becton Dickinson, San José, California, EE. UU; BC, Beckman Coulter, Miami, Florida, EE. UU. Tabla adaptada de Stetler-Stevenson y
cols, [32].
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Cémo ultimas recomendaciones recogidas por Stetler-
Stevenson y cols, [32] se resumen a continuacion los puntos mas

importantes sobre la preparacidn y adquisicion de la muestra:

El procedimiento de marcaje de las células para el estudio
de ERM en MM en los laboratorios clinicos esta actualmente

restringido a MO.

La muestra debe estar preferiblemente anticoagulada con
EDTA (acido etilendiaminotetraacético), aunque se acepta la
heparina (CD138, un heparan proteglicano sulfato, puede mostrar
disminucién de la intensidad de fluorescencia) mientras que el ACD
(acido citrico, citrato de sodio y dextrosa) no debe usarse porque

altera el pH de la muestra vy la viabilidad de las células.

El espécimen puede mantenerse a temperatura ambiente
y debe procesarse lo antes posible, idealmente antes de las 24 horas
y nunca después de las 48 horas de la extraccién. En el caso de
muestras insustituibles, si se realiza la técnica, se debe anotar en el

informe final esta informacion.

En lo que respecta a la extraccion de la muestra de MO,
grandes volumenes de aspirado presentan riesgo de hemodilucién.
Para minimizar este problema se aconseja aspirar sélo 1-2 mL de
médula en cada tubo. Se debe evaluar la presencia de coagulos y la
temperatura de la muestra: muy fria o excesivamente caliente al
tacto. Posteriormente, durante o después de la adquisicién de la

muestra en el citdmetro, se puede valorar la presencia de CP
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apoptodticas y/o estimar la viabilidad celular (mas de un 85% con
muy bajo SSCy FSC sugieren un estado subdptimo de la celularidad).
En el caso de ERM, debido a que las CP pueden estar presentes en
cantidades bajas en los AMO post tratamiento, se recomienda el
método de pre-lisis (paso previo de concentracion de la muestra
utilizando solucidn lisante de eritrocitos) para asi obtener el marcaje
de un mayor niumero de células por tubo con menor cantidad de

AcMo.

La adquisiciéon de muestras en el citdmetro es similar a la
de otros estudios, aunque a menudo requiere tiempos mas largos
debido al mayor nimero de células necesarias para el analisis. Para
minimizar la contaminacion, de un tubo a otro se recomienda
realizar una limpieza de la aguja de aspiraciéon entre muestra y

muestra evitando el arrastre.
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1.3.1.3. Diseiio de una estrategia adecuada para el analisis de la

muestra

Arroz y cols, [33] establecen las recomendaciones de
consenso sobre el andlisis de la muestra. En éstas, se insiste en que
todos los estudios inmunofenotipicos en neoplasias hematolégicas
para la deteccion ERM se basan en el reconocimiento de
caracteristicas de las células tumorales, que difieren de las células
normales de similar linaje y nivel de maduracion. Para ello, es
necesario el adecuado conocimiento del IFE y del grado de
diferenciacion de la celularidad normal por parte del especialista en
citometria. La informacién de los fenotipos aberrantes observados
al diagnéstico de la enfermedad puede servir de guia para buscar
ERM, ya que el cambio del IFE en el MM no parece ser un fendmeno
frecuente y por tanto no supone un problema. Cuando estos
cambios suceden, parecen estar relacionados posiblemente con una
seleccion clonal de varias poblaciones de CPP del diagnéstico. El
numero total de eventos incluye todas las células nucleadas
(leucocitos y eritroblastos) y por tanto, las plaquetas, fragmentos de
glébulos rojos o restos de tejido se deben desechar. No parece que

los hemolizantes con fijador alteren el nimero de eritroblastos.
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Posteriormente se detallan los pasos de seleccién
recomendados, incluyendo una estrategia de analisis con diferentes

diagramas biparamétricos y etapas de evaluacion:

Primero se seleccionaran las células plasmaticas totales
(CPT) estableciendo una serie de diagramas biparamétricos de la

siguiente manera (Figura 1):

I) Diagrama de CD38 vs tiempo para evaluar la calidad y la

continuidad de los datos adquiridos.

Il) Diagrama de los parametros de dispersion de luz,
frontales FSC-H/FSC-A (forward scatter, Height/forward scatter,
Area) y laterales SSC-H/SSC-A (sideward scatter Height/sideward
scatter Area), para excluir dobletes y SSC-A/FSC-A para eliminar
particulas inespecificas (color azul) con precaucién de no eliminar CP
hiperploides o tetraploides que presentan altos niveles de FSC-A y

SSC-A pero bajo FSC-H.

II1) Seleccién generosa CPT enfrentando CD38/CD138 vy
CD38/CD45 (color fucsia).
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Figura 1. Diagrama utilizado para la seleccion de células plasmdticas totales.
Adaptado de Arroz y cols, [33]. CD38 vs tiempo (A). Enfrentar los pardmetros de
dispersién de luz, frontales FSC-H/FSC-A y laterales SSC-H/SSC-A (B y C) y SSC-A/
FSC-A (D). Seleccion células plasmaticas totales, enfrentando CD38/CD138 vy
CD38/CD45 (E y F).
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IV) A continuacidn, se procedera a la diferenciacién de las
CPN vs CPP con el resto de marcadores (CD19, CD27, CD81, CD56,
CD117, Ig k(c), Ig A(c)) usando controles internos para evaluar
positividad (células B para CD19 y CD81, células NK para CD56,
progenitores mieloides y mastocitos para CD117) y negatividad

(eritroblastos para CD45) (Figura 2).
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Figura 2. Diagramas para la identificacion de las células plasmdticas patoldgicas.
Adaptado de Arroz y cols, [33]. Células plasmaticas normales (en color fucsia) y
patoldgicas (color verde), con los diferentes diagramas, se pone de manifiesto la
expresion anormal de las células plasmaticas patoldgicas con, expresion en parte
de CD56 y expresion mas débil de CD38 (A), ausencia de expresién de CD19 y CD45
(B), expresion mas débil de CD38 y CD27 (C), expresion de CD117 (D) y restriccidn

de las células plasmaticas patoldgicas de cadena Ig k(c) (E).
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V) El IFE mas comun de CPN, podria describirse como
CD38+++, CD138++, CD19+, CD45+, CD20-, CD27+, CD28-, CD56-,
CD81+, CD117-, CD200-/+, con una relacion de, Ig «(c)/lg A(c)

policlonal.

VI) Algunas subpoblaciones de CPN (generalmente menos
del 30% del total de CP) pueden mostrar patrones fenotipicos
"atipicos" tales como: CD19-, CD45-/+ débil, CD20+, CD27+ débil,
CD28+, CD56+ y CD200+ intenso.

VII) En contraste, las CP neopldsicas muestran fenotipos
aberrantes: CD38 positivo débil (menor expresiéon que las CPN),
CD19-, CD45-, CD20+, CD27-/+ débil, CD28+, CD56+ intenso, CD81-
/+,CD117+, CD200 positivo intenso, en asociacidon con una relacion,

Ig k(c)/1g A(c) monoclonal.

VIII) Aunque el cambio antigénico tras el tratamiento no es
imposible, variaciones en cuanto a la expresién en estos marcadores
de consenso, estan generalmente ausentes en grandes cohortes de
pacientes estudiados. Sin embargo, es importante tener en cuenta
que el clon tumoral del diagndstico puede mostrar diferentes
subclones fenotipicos que deberian ser monitorizados durante toda
la terapia. De hecho, se ha demostrado que la distribucién de tales
subclones puede fluctuar desde el diagnéstico y durante el
seguimiento de las muestras de ERM, pero esto debe interpretarse
como una seleccidon clonal en lugar de un cambio fenotipico
secundario al tratamiento. La disponibilidad del IFE del diagndstico
especifico del paciente puede representar una valiosa ayuda
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durante la monitorizacion de la ERM por CMF, aunque no es

imprescindible para la evaluacion.

IX) También se recomienda, particularmente en el contexto
de ensayos multicéntricos, la disponibilidad de un archivo de casos
de referencia con un numero minimo de veinte muestras de CPN y
CPP inmunofenotipadas usando exactamente el mismo panel de

AcMo y el mismo procedimiento de preparacion de muestras.

X) La discriminacién entre CPN y CPP deben ser
multiparamétrica, es decir, la identificacion de una poblacién de CP
neopldsicas nunca debe estar basado en la desviacion aislada de un

solo marcador.

Xl) Se recomienda usar las nuevas herramientas que
poseen los programas de analisis que permiten la separacion
automatica de las subpoblaciones existentes como los diagramas

APS (separacidon automatica de poblaciones).

1.3.1.4. Recomendaciones de requisitos minimos de calidad que se

deben establecer

Otro aspecto del que nos alertan en las recomendaciones
de consenso sobre el estudio de la ERM en MM [28], es la
importancia de la calidad del aspirado medular. Arroz y cols, [33] y
Oldaker vy cols, [34] describen el limite inferior de deteccién (LOD) y
el limite inferior de cuantificacion (LOQ) como parametros mads
informativos de la calidad de la muestra como habia propuesto

inicialmente el Colegio de Patdlogos de Estados Unidos [83].
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Limite inferior de deteccién (LOD) y limite inferior de

cuantificacion (LOQ)

La sensibilidad en CMF depende del nimero de células
patolégicas detectadas y del numero total de células analizadas. La
sensibilidad del 0,01% o de 1 x 10 consiste en la capacidad de
detectar una célula neopldsica entre 10.000 células normales
analizadas. En el consenso de 2008 [15], se establecié Ila
identificacion de un minimo de 100 CPP para considerar una ERM
positiva, esto se baso en la necesidad de conseguir un coeficiente de
variacion (CV) <10%, deseable para la precision de un ensayo. El
numero de eventos necesarios para que un resultado sea
reproducible se calcula por la estadistica de Poisson, en la que el
grado de variabilidad se expresa como el CV que puede calcularse
como 100/VN donde N es el nimero de eventos de la poblacion
patoldgica que se pretende identificar. Por lo tanto, una poblaciéon
patoldgica que consiste en 100 eventos tendra un CV del 10% [84].
Para el analisis de eventos que representan una proporcion muy
escasa de la muestra como sucede en los estudios de ERM en MM,
se admite un CV de <30%. Con los avances en el analisis por CMF, es
posible detectar pequefas poblaciones anormales, con
sensibilidades tan bajas como 0,005%. Basado en la distribucion de
Poisson, para obtener una sensibilidad de 0,005%, se requiere la
adquisicion de al menos 2.000.000 de eventos valorables con un
minimo de 100 CPP que corresponden a un CV de £30%. Finalmente,

Arroz y cols, establecen el LOD o valor minimo en la que una
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poblacidn homogénea en un archivo de CMF puede ser identificado
por un analista experimentado como (30/numero total de células
analizadas) x 100%. Y el LOQ o umbral suficiente para la
cuantificacién de una poblacién celular por un especialista como
(50/numero total de células analizadas) x 100%. Por lo tanto, el LOD
y LOQ dependerdn del numero total de células analizadas en la

muestra, como se muestra en la Tabla 8.
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Tabla 8. Valores del LOD y LOQ segun el numero de células

analizadas

Numero total de LOD (%) LOQ (%)
células analizadas

100.000 0,03 0,05
200.000 0,015 0,025
500.000 0,006 0,01
1.000.000 0,003 0,005
2.000.000 0,0015 0,0025
3.000.000 0,001 0,0017
5.000.000 0,0006 0,001

LOD=(30/Células totales)x100%; LOQ=(50/Células totales)x100%
LOD, limit of detection; LOQ, limit of quantification. Adaptada de Arroz y cols, [33].

1.3.1.5. Condiciones necesarias en el informe de resultados

Una parte fundamental del resultado de un estudio es la
forma de realizar el informe. En este sentido Arroz y cols, [33]
continlan su aportacion al documento de consenso [28], detallando

varias recomendaciones:

Se propone indicar para cada antigeno el patrén de
expresion como reducido, normal o aumentado, tras compararlo
con el que presentan las CPN procesadas con los mismos protocolos
y utilizando el mismo anticuerpo, combinaciones de reactivos,
equipos y similares condiciones de la muestra, incluyendo ademads
el porcentaje de células positivas para cada marcador, esto se ha

denominado la firma inmunofenotipica.
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El porcentaje de ERM se debe calcular respecto al total de
células nucleadas de la muestra analizada. Asi, el resultado de la
ERM que debemos informar se obtendra multiplicando, el nimero
de CPP por 100 vy dividiéndolo por el total de células
hematopoyéticas nucleadas. Algunos hemolizantes (con cloruro de
amonio o con fijadores), pueden afectar a la serie eritroide nucleada
y por lo tanto al resultado por lo que se recomienda incluir en el

informe el método de hemolizante utilizado.

En el informe debe constar, el nimero de eventos
neoplasicos (CPP) y el niUmero total de células nucleadas analizadas
(eliminando dobletes e inespecificidad). Un LOD de 0,001%
(adquisicion de al menos 3 millones de células) tiene un demostrado
valor prondstico. Las nuevas metodologias han permitido obtener
limites mas sensibles, mejorando la capacidad de prediccién de los
resultados para la valoracién de la calidad de la respuesta.
Actualmente un LOD de 0,0006% supone una adquisicion de 5 x 10°
células nucleadas, actualmente esta cantidad es la recomendada
para el estudio de ERM. Si la deteccion de CPP es negativa (<20 CPP)
se debe informa del LOD de la muestra incluyendo el nimero total
de células evaluadas. Ej: CPP <0,0004% (CPP <20 eventos, total de
células analizadas: 5.000.000). Si la deteccién de CPP es mayor de
50, se debe informar el LOQ. Ej: CPP: 0,05% de las células (LOQ
0,0025%; CPP= 1000 eventos, total de células analizadas:
2.000.000). Si la deteccién de CPP esta entre 20 y 50, no se puede

informar el valor cuantitativo de ERM por lo que se debe indicar
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ambos limites (LOD y LOQ). Ej: CPP: 0,004-0,001%, CPP: 35 eventos,
total de células analizadas: 2.000.000). Otro resultado que debe ser
incluido en el informe es la proporcidon de CPP respecto del total de
CP, este dato proporciona informacién sobre la calidad de la
muestra analizada y puede tener valor prondstico. También debe
constar en el informe, los pardmetros que permiten valorar la
calidad de la muestra como son los porcentajes sobre celularidad
nucleada total de eritroblastos, precursores de células B,

progenitores mieloides y mastocitos.
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1.3.1.6. Validacion del ensayo de valoracién de la enfermedad
residual minima por citometria de flujo en mieloma multiple.

Controles de calidad externos e internos

Oldakery cols, [34] y Wood y cols, [35], proporcionan unas
guias para estandarizar el ensayo de la valoracion de la ERM por CMF
en los que por una parte cada laboratorio deberia tener un sistema
auditable de control de calidad interno (/QC, Internal Quality
Control) y externo (EQA, External Quality Assessment) y analizar la
especificidad, exactitud y estabilidad de su método como se detalla

a continuacion:

Especificidad

La especificidad analitica se define en funcidon de que las
CPP presentan un IFE diferente a las CPN. Una serie de factores
influyen en la especificidad analitica del ensayo; los marcadores
utilizados para definir la poblacion de interés, la interacciones entre
reactivos y la estrategia de analisis. Para establecer la especificidad
de la prueba de ERM en MM, se debe evaluar un material que
contiene la enfermedad (idealmente cerca del LOD) y muestras que
no tienen la enfermedad. Los resultados se comparan y deben estar
de acuerdo con los valores esperados. Especificidad analitica =
VN/VN + FP donde VN = verdadero negativo y FP = falso positivo.
Para establecer la especificidad analitica debe analizarse un minimo
de 20 muestras de MO de pacientes sin enfermedad hematoldgica y
los resultados deben ser negativos o al menos caer por debajo del
LOD.
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Exactitud

La exactitud corresponde a la cercania entre los valores
promedio obtenidos de una gran serie de pruebas y un estandar de
referencia aceptado. En la CMF no existe un estandar conocido, por
lo tanto, se requiere un enfoque alternativo para determinar si el
ensayo esta detectando el valor apropiado. El proceso de validacion
debe poder detectar la medicidn a un nivel del LOD. Las estrategias
para garantizar la exactitud y el LOD para el ensayo ERM en MM
pueden ser desarrollados mediante la elaboracion de muestras
control, diluyendo la MO de un paciente con CPP en cantidades
conocidas en una muestra de MO normal de manera que el nivel
mas bajo de deteccion estd por debajo del nivel de deteccidn
esperado del ensayo. Luego se realizan un minimo de cinco ensayos
en cada punto de dilucidon y se traza la variabilidad en cada uno
obteniendo el coeficiente de variacion. La dificultad de este proceso
es obtener una muestra que contenga una cantidad significativa de
CPP que se pueden utilizar en los experimentos y asegurar un calculo

preciso de la concentracion final de dichas células.
Estabilidad

Las CP son fragiles y pueden deteriorarse rdapidamente
después de la extraccidn de la muestra. Si es probable que haya un
retraso en el proceso de marcaje de las muestras de diagndstico o
de ERM de mas de 24 horas en material recogido en EDTA o de 48
horas para muestras anticoaguladas con heparina de sodio, como
podria suceder en laboratorios de referencia, se debe verificar que
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los resultados del ensayo (tanto cualitativos como cuantitativos) no
se modifican con el tiempo. Esto puede comprobarse analizando las
mismas muestras para determinar ERM en diferentes tiempos tras
la extraccidn. Se puede validar preferiblemente el LOD dentro las
primeras 6 h de la extraccion y luego posteriormente cada 6 a 12
horas. La equivalencia cualitativa de cada marcador, asi como la
capacidad de detectar positividad en el LOD determinara la
estabilidad de la muestra. Es muy recomendable y en algunos
ensayos es un requisito que cuando la muestra se analiza después
de las 24 horas de la extraccion incluya una evaluacion de la
viabilidad celular. Asi, las muestras con viabilidades de menos del 85
al 90% no son adecuadas y no deben informarse. Una excepcion, es
cuando se trata de muestras dificiles de obtener e irremplazables,
como un AMO. Si se informa una muestra con estas caracteristicas,
se debe indicar que la viabilidad estaba por debajo del estandar
aceptable del laboratorio. Esto es porque la baja viabilidad de la
celularidad estda asociada con (a) la unidn inespecifica de
anticuerpos a células muertas, lo que puede dificultar la
interpretacion de patrones de tincidn y restar precision a la
cuantificacion de las poblaciones, (b) la reduccién de la expresién de
CD138 en CPP y (c) la disminucién de la frecuencia de poblaciones
de células fragiles que incluyen tanto las CPN como las CPP.
Alternativamente, se puede emplear un estabilizador celular, sin
embargo, se debe demostrar que el reactivo tiene capacidad para
conservar las células sin afectar la integridad del antigeno durante

el periodo en que las muestras estaran en transito.
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El uso de cécteles de anticuerpos premezclados en el
estudio de ERM en MM puede simplificar y estandarizar la
configuracion de la prueba y minimizar los posibles errores en el
pipeteo. Si se decide utilizar cdcteles de anticuerpos, se recomienda
validar que los resultados son equivalentes a si la adicién de reactivo
se realiza de uno en uno. Esto se puede hacer comparando los
resultados de una muestra en el LOD, mientras se usa el coctel o
cuando se emplean anticuerpos pipeteados de forma individual. La
concordancia en la comparacién de resultados definira la estabilidad

del cActel en el tiempo.

Evaluacion de calidad externa e interna

Se debe tener un sistema auditable /QC mediante el cual
todos los aspectos del procedimiento se controlan para facilitar la
identificacion inmediata de problemas. Un objetivo deseable seria
lograr la acreditacién adecuada de las normas nacionales e
internacionales siempre que sea posible (por ejemplo, ISO 15189).
Un material comun de /QC para citometros de flujo es el uso de
microparticulas para monitorizar compensaciones, fluidos, laser y
voltajes del tubo fotomultiplicador del citémetro, en los que se
establecen limites de aceptabilidad. También es importante el uso
de microparticulas para estabilizar el citémetro después del
mantenimiento del instrumento, restableciendo la configuracion
6ptima. En la actualidad, no existen controles de calidad internos
diarios para evaluar la calidad de la ERM en MM, por lo tanto, se

debe usar otros controles como el de poblaciones linfocitarias que
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de forma indirecta permite establecer la idoneidad del equipo. Otra
forma de controlar la técnica es mediante la revision de las
poblaciones definidas como controles internos positivos y negativos
dentro de cada muestra de paciente analizada. Por ejemplo, la
intensidad de fluorescencia de CD45 en los linfocitos deberia ser al
menos 10 veces mas brillante que en las células eritroides que no
expresan CD45; CD19 en células B al menos 10 veces mas brillante
que las células NK usado como control negativo pues no expresan
CD19; a la inversa la intensidad de CD56 en las células NK al menos
10 veces mayor que en las células B, usadas como control negativo.
La expresion CD 138 en las CP debe compararse con la expresion en
células progenitoras CD19/CD81 brillantes como controles
negativos. La expresion de CD117 en mieloblastos se puede
comparar con linfocitos que son negativos, etc. Esto puede
establecer una valoracién del marcaje aceptable para cada
anticuerpo. Del mismo modo, cada lote de anticuerpos debe
validarse  completamente  comparando las intensidades
fluorescentes en paralelo entre el lote nuevo y el que estaba en uso.
Esto puede no ser siempre posible con muestras normales para
reactivos como CD117 y CD138, por lo que dichos AcMo deberian

ser comparados en muestras de pacientes.

Actualmente existe un control de calidad externo en
Espana para los especialistas en CMF de analisis del analisis de ERM

en MM de la Sociedad Espafiola de Hematologia y Hemoterapia
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(SEHH). A nivel internacional, organizaciones como UK NEQAS esta

examinando posibles enfoques.

En definitiva, una prueba de ERM en MM fiable debe
optimizarse y demostrar reproducibilidad y concordancia intra y
entre laboratorios. Una alternativa al uso de controles externos es
el intercambio periédico (cada 3 a 4 meses) de muestras entre
laboratorios que permite evaluar y comparar resultados y discutir
cualquier discordancia para determinar la causa de las
discrepancias. La situacion ideal es tener una técnica clinicamente
validada a la que se adhiera cada centro, en el que cada laboratorio
debe demostrar la concordancia utilizando su equipo de laboratorio,
reactivos y personal técnico. Esta validacién analitica es el proceso
para probar que el procedimiento clinicamente validado funciona
como debe y logra de manera consistente el resultado esperado

para el uso previsto del estudio.

1.3.1.7. Descripcion y valoracion de la informacién generada en los

ultimos 20 anos

Como conclusidn a las guias de consenso [28], Rawstron y
cols, [36] con amplia experiencia en la determinacién de la ERM en
MM en Leeds desde 1994, comentan en este documento los
diferentes problemas que han ido surgiendo a lo largo de este largo

periodo, aconsejando sobre algunos aspectos:

Utilidad de conocer el fenotipo de la enfermedad al

diagndstico:
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El panel de anticuerpos consensuado para el estudio de
ERM en MM que se ha mostrado en Tabla 7, es suficiente para
discriminar las CPP de CPN en el 95% de los casos de MM. Sin
embargo, existe una considerable heterogeneidad en el fenotipo de
las neoplasias de CP y en alrededor un 5-10% de los casos puede ser
dificil de interpretar si no se conoce el fenotipo de la enfermedad al
diagndstico, sobre todo cuando la cantidad de CP estdn en el limite
de deteccién o presentan un fenotipo muy similar al de la CPN. La
informacién fenotipica al diagndstico puede ayudar en |la
identificacion y confirmacién de una pequefia poblacién de CP
neoplasicas y acelerar el analisis de la ERM. Por lo que la realizacion
del panel de anticuerpos en una muestra de MO del diagndstico se

recomienda, aunque no es imprescindible.

Importancia de la calidad del aspirado en ensayos clinicos

multicentro:

En el andlisis de la calidad de la muestra, observaron, que
existia mucha variabilidad entre centros que atribuyeron a las
diferencias en la metodologia del aspirado medular, asi como a la
distribucion del material extraido. El primer volumen de extraccion
era el de mayor calidad y generalmente se utilizaba para el estudio
morfoldgico. Posteriormente, para solucionar este problema, se
explicé al personal de los distintos hospitales la necesidad de que el
material de la primera extraccidn se destinara al estudio de la ERM,
mejorando notablemente la calidad de las muestras lo que permitié

que los resultados fueran comparables. Se considerd necesaria la
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extraccion de un volumen suficiente de MO que incluya de 10 a 20
millones de células. Considerando las pérdidas de celularidad por los
procedimientos de marcaje, el objetivo es disponer, tras el proceso
de la muestra, de un volumen final que incluya unos 5.000.000 de
células para obtener un limite de cuantificacion del 0,001%. Sin
embargo, en muestras de MO post tratamiento en ocasiones es
complicado obtener tanta celularidad. Tras evaluar un total de 880
estudio de ERM, en el 55% de ellos la cuantificacién de la ERM fue
>0,01% por lo que parece que en la mayoria de muestras no es
necesaria tanta celularidad, este estudio propone una primer
analisis tras una adquisiciéon de con 2.000.000 y si la ERM no es
detectable una segunda determinacién aumentando la adquisicion
a 5.000.000 de células y recomiendan estrategias para centros en
donde se realiza muchos estudios de ERM. En laboratorios en donde
se analizan un niumero limitado de ERM se podria adquirir 5.000.000
de células en todos los casos. Se vuelve a insistir en una valoracién
post adquisicion de la calidad de la muestra mediante un analisis de
las poblaciones medulares que se pueden identificar con los

anticuerpos utilizados en el panel.

1.3.2. Perspectiva reguladora de FDA sobre las pruebas de ERM en el

mieloma

Prosiguiendo con los articulos de esta revisién [28],
Gormley y cols, [37] informan sobre la situacidn de la aprobacién de
la determinacion de ERM en MM como biomarcador por la FDA y los

obstaculos que se deben superar para coseguirlo. En Estados
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Unidos, la FDA es la agencia encargada de examinar la evidencia
necesaria para la aprobacién de un uso seguro y efectivo de un
medicamento. Esta aprobacién se basa en la demostracién de un
beneficio clinico directo (SG) o indirecto (mejoria funcional del
paciente). Con el fin de permitir la rapida aprobacion de
medicamentos se puso en marcha, el Programa de Aprobacidn
Acelerada (Fast-Track) que fue iniciado en 1922. Dentro de este
programa, la conformidad mas rapida se basa en el uso de
resultados sustitutivos, como datos de laboratorio, pruebas de
imagen o un signo fisico u otra medida que pueda predecir un
beneficio clinico. Los farmacos con aprobacion acelerada pueden ser
inicialmente utilizados en ensayos clinicos que usen este resultado
como objetivo principal ya que, generalmente, requieren menos
tiempo de seguimiento para demostrar diferencias que la SG.
Dependiendo del entorno de la enfermedad oncoldgica, la
subrogacidn de puntos finales que se han utilizado para obtener la
aprobacion acelerada incluye: SLP, tasa de respuesta global y tiempo
hasta la progresion, entre otros. Los medicamentos aprobados en el
marco del Programa de la Aprobacion Acelerada FDA deben ser
valorados en ensayos clinicos y deben demostrar un beneficio
clinico; si posteriormente el medicamento no demuestra un
beneficio clinico para los pacientes, la FDA podra retirar la

autorizacion.

ElI CDER (Centro de Evaluacion e Investigacion de Farmacos)

desarrolld6 un proceso de calificaciéon formal para posibles
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biomarcadores que pudieran ser considerados resultados
sustitutivos llamado “Drug Development Tool (DDT) Qualification
Programs”. La calificacién de biomarcador requiere evidencia
cientifica solida y debe ser independiente del dispositivo especifico
que realice la medicién. La via DDT no otorga autorizacién para
comercializar el dispositivo como productos sanitarios para
diagndstico in vitro (/VD) y a la inversa. Los dispositivos de /VD son
cualquier producto sanitario "reactivos, instrumentos y sistemas”
destinados a ser utilizados en el diagndstico de enfermedades u
otras condiciones, incluida una determinacion del estado de salud,
para curar, mitigar, tratar o prevenir enfermedad o sus secuelas”.
Un desafio para las pruebas de ERM en MM es que a pesar de haber
un panel de ERM estandarizado para MM con dispositivos /VD, no
esta siendo utilizado en la practica clinica habitual en este momento
en los Estados Unidos o Europa. Ademas, el estudio para ERM por
CMF también requiere una validacion clinica y analitica. La
validacién analitica consiste en estudios de precision y
reproducibilidad de la prueba para cuantificar los resultados
analiticos previstos tanto intra como entre laboratorio. Esto limita
las comparaciones directas entre los estudios realizados en
diferentes centros y la capacidad de extraer conclusiones entre
estudios y por tanto poder lograr que sea calificado como

biomarcador.
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1.3.3. Citometria de flujo de nueva generacién de alta sensibilidad y
estandarizada para la deteccidon de enfermedad residual minima en

mieloma multiple

En un esfuerzo internacional para poder equiparar la
sensibilidad de la ERM por CMF a los métodos moleculares (10°-10°
®) y alcanzar una estandarizacién que permitiera la reproducibilidad
de los resultados y la aplicabilidad de estas técnicas al estudio de
diferentes neoplasias hematolégicas, el Grupo de Estandarizacion
EuroFlow dirigid su trabajo de investigacién a las técnicas de CMF
[85], dando lugar a la CMF de nueva generacioén, implementado la

siguiente metodologia:

En lo que respecta a la eleccién de los AcMo para la ERM en
MM, se investigd el panel utilizado para el diagndstico de las
discrasias de CP del consorcio EuroFlow que consta de 12 AcMo
diferentes, CD45, CD138, CD38, CD56, CD27, CD28, CD19, CD117,
CD81, Ig «k(c) y lg Alc) y y PB2-microglobulina, (Tabla 5).
Posteriormente se realizaron cinco ciclos de disefio-evaluacion-
redisefio usando una base de datos de referencia con 31 muestras
con CPN. En primer lugar, se eligieron ocho de los 12 AcMo (CD19,
CD45, CD56, CD81, CD27, CD117, Ig k(c) y IgL A(c)) como los que
mejor distinguian las CPN de CPP y en ultimo lugar se seleccionaron
los flurocromos conjugados éptimos para cada AcMo, el panel final
de anticuerpos se muestra en la Tabla 9. El CD38-FITC de multiples
epitopos mostrd un rendimiento equivalente en las muestras de

diagndstico de MM a la observada con el clon del anticuerpo CD38
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original, pero una resolucién mucho mejor en muestras de MO de
pacientes con MM que habian recibido tratamiento con el AcMo

anti-CD38 daratumumab.

Tabla 9. Panel final de anticuerpos propuestos por el Grupo

EuroFlow para el estudio de ERM en mieloma multiple

BV BV FTC PE PerCP PECy7 APC  APC
421 510 Cy5.5 H7
1 CD138 CD27 (D38 (D56 CD45 CD19 (D117 (D81
(ME)
2 CD138 CD27 (D38 (D56 CD45 CD19  |gk(c) lgA(c)
(ME)

FITC, isotiocianato de fluoresceina; PE, ficoeritrina; PerCP, peridinina clorofila
proteina; APC, aloficocianina; Cy, cianina; BV, Brilliant violet; H7, Hilite 7; ME (multi-
epitopo); ¢, citoplasmatica. . Tabla adaptada de Flores-Montero y cols, [85].

En un intento de obtener un mayor niumero de células para
el analisis, se probaron cinco protocolos diferentes para la
preparacion y el marcaje de la muestra. El primero fue el estandar
de EuroFlow y el resto cuatro procedimientos diferentes de lisis en
masa empleando cloruro de amonio. El protocolo final, consistié en
el procedimiento de bulk lysis que incluia una etapa de fijaciéon de
lisis con FACS-lyse y albumina de suero bovino al 0,5% con la
adquisicion de mas de 10 millones de eventos, mostrando una

proporcién significativamente menor de residuos y células muertas.

Posteriormente, se compararon los andlisis de ERM de

muestras realizadas con el método convencional, descrito en
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articulos previos [31] y por NGF, ambas con 8 colores y se observd
una correlacion general bastante buena entre los casos de muy
buena respuesta parcial (MBRP) y RC o respuesta completa estricta
(RCs) (Tabla 10). Se detectaron aproximadamente un cuarto de
casos discrepantes (18/73) en los pacientes que presentaron ERM
positiva por NGF y fueron ERM negativa por CMF convencional. Es
de destacar que estos casos discrepantes, mostraron niveles de ERM
mas bajos con medianas de 0,001% (0,001-0,03%) y los casos de
ERM positiva por ambos métodos, presentaron niveles de ERM mas
altos con medianas de 0,02% (0,0008-1,79%). En el analisis
estadistico del impacto en la supervivencia, los pacientes con ERM
negativos realizada por NGF tuvieron una SLP mds larga frente a los

pacientes ERM positivos.

Tabla 10. Resultados de las ERM por CMF convencional vs NGF

Total pacientes (110) CMF convencional CMF convencional
Positiva negativa
NGF negativa 3(3%) 55(50%)
NGF positiva 34 (31%) 18(16%)

NGF, next generation flow; CMF, citometria de flujo. Tabla adaptada de Flores-
Montero y cols,[85].

Se realizé la estandarizacion con el uso de herramientas
informaticas con selecciones automaticas, disminuyendo asi el peso

de la experiencia del analizador. La identificacién y cuantificacion
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automaticas de CPP mostraron una excelente correlaciéon con la
seleccion realizada por expertos, también en casos MBRP y RC o RCs.
Sin embargo, debido a la cantidad minima de eventos requeridos
por el algoritmo del programa, no se identificé CPP en 3/110 casos
(2,7%) que habian mostrado niveles bajos de ERM positiva por NGF

y ERM negativa por CMF convencional por parte de los expertos.

En el analisis de 16 muestras de MO normales, se
establecieron los rangos de los valores de las poblaciones celulares
de la MO que deben ser analizadas para validar la calidad de la
muestra: mastocitos CD117+++; eritroblastos CD45-,SSC/FSC
disminuido; precursores mieloides CD117+; precursores linfoides B
CD19+/CD38++/CD45+ débil; linfocitos B maduros CD19+/CD38+-
/CD45++; linfocitos B virgenes CD19 +/CD38 -/CD27 - ; linfocitos B
de memoria CD19+/CD38-/CD27+ y CPN; CD19+/CD56-, CD19-
/CD56- y CD19-/CD56 débil, ademas de CPP, el esquema de las
poblaciones se muestra en la Tabla 11. El andlisis de estas
poblaciones en 117 muestras de valoracién de ERM en pacientes
con MM proporcioné una evaluacion global de la calidad de la MO,
en la que una disminucion significativa de estas células indicaba una
muestra contaminada por sangre periférica y por tanto inadecuada,
los resultados de los porcentajes de muestras con niveles bajos en
las MO con resultado ERM negativo o ERM positivo se muestra en la
Tabla 12. Es de destacar que el nimero reducido de mastocitos en
17/117 muestras, 11 con ERM negativa (incluidos los dos Unicos

pacientes que mostraron progresion de la enfermedad) y 6 con ERM
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positivas, hacia que la disminucién de esta poblacién en el andlisis
de la calidad, fuese la mas representativa de una muestra de MO

hemodiluida (contaminada con sangre periférica).
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Tabla 11. Porcentaje de poblaciones medulares normales

Poblacion medular (fenotipo asociado) Porcentajes
normales en MO
sobre CNT
% Mastocitos (CD117+++, CD45+, CD81+d, CD38+, 0,006%
SSC/FSC++) (0,002-0,03%)
% Eritroblastos (SSC/FSC +/-, todos los marcadores 6,4%
negativos) (2-11,5%)
% CPN, CD19- (CD38+++, CD138+, CD45-/+, CD56+/-, 0,05%
CD81+/-, CD27+, FSC/SSC++) (0,003-0,2%)
% Células B precursoras CD27+ (CD19+, CD38++, 0,08%
CD45+d, CD81++, CD27+, Ig(c)-, FSC/SSC +) (0,004-0,4%)
% Células B precursoras CD27- (CD19+; CD38++, 0,4%
CD45+d, CD81++, CD27-, Ig(c)-, FSC/SSC +) (0,05-2,2%)
% Linfocitos B maduros (CD19+; CD38+, CD45+d/+, 1,6%
CD81+, CD27-/+, Ig(c) +, FSC/SSC +) (0,6—3,5%)
% Precursores mieloides (CD117+, CD45+d, 1,8%
CD38+d/+; CD81+, SSC/FSC++) (0,2-3,6%)
% Células endoteliales y mesenquimales (CD81+++, 0,01%
CDA45-, SSC/FSC+++) (0,0005-
0,08%)

MO, médula dsea; CNT, celularidad nucleada total; FSC, forward scatter; SSC, sideward
scatter; CPN, células plasmaticas normales. Tabla adaptada de Flores-Montero y cols,
[85].
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Tabla 12. Porcentajes de casos con niveles bajos de poblaciones
medulares normales en muestras con ERM negativas y ERM

positivas

POBLACION DE MO % DE CASOS CON NIVELES BAJOS

ERM negativa ERM positiva

Mastocitos 10% 5%
Eritroblastos 3% 1%
Células B precursoras 12% 11%
CD27 positivas

Células B precursoras 11% 13%
CD27 negativas

Linfocitos B maduros 26% 23%
Precursores mieloides 8% 8%

ERM, enfermedad residual minima; MO, médula dsea. Tabla adaptada de Flores-

Montero y cols, [85].

El enfoque de ERM por NGF proporciond resultados
similares y reproducibles en diferentes centros, no observandose
diferencias significativas en la fase de validacién entre los
laboratorios participantes con respecto a la tasa y casos
discrepantes de ERM, confirmando el alto nivel de estandarizacién

del método utilizado.

1.3.4. Evolucion de la demostraciéon del impacto prondstico de la

enfermedad residual minima en mieloma multiple

Antes de iniciar esta tesis, en la mayoria de los estudios
publicados en los que se demostraba el impacto prondstico de la
ERM en MM, los esquemas terapéuticos no incluian los nuevos

farmacos de mayor eficacia para el MM disponibles en la actualidad,
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por lo que las respuestas al tratamiento no eran muy profundasy las
técnicas de CMF utilizadas para valoracién de la ERM eran menos
sensibles. Asi, desde los primeros protocolos del Grupo Espafiol De
Mieloma (GEM) ya se mostrd un interés en la determinacion de la
ERM por CMF. En el analisis de ERM de 87 pacientes del protocolo
PETHEMA94 tratados con induccidn y autotrasplante de sangre
periférica (TASP), la mejor calidad en la respuesta se relaciond ya
con una mayor SLP [17]. Otro estudio coetdneo de Rawstron y cols,
[86] presentd resultados similares. En un analisis del Grupo
PETHEMA/GEM 2000 [87] se evalud la ERM por CMF de primera
generacion en 295 pacientes de menos de 65 afios tratados con
inducciéon y TASP, en el dia 100 post trasplante. Los paneles
utilizados fueron de cuatro fluorocromos y la adquisicion de 300.000
células (sensibilidad 10%), los pacientes que alcanzaban ERM
negativa tenian una SLP de casi el doble de los que no (71 vs 37
meses; p<0,001) y también una mayor SG (no alcanzada vs 89
meses, p=0,002) tanto en aquellos que obtenian RC con IF negativa
como en aquellos en los que sélo persistia una IF positiva sin CM
medible. Esta ventaja se observaba también en pacientes de alto
riesgo citogenético. Un estudio posterior [88], confirmd estos
resultados en 241 pacientes jovenes de los protocolos GEM2000 y
GEM?2005<65 (en este andlisis ya se incluyeron pacientes en
tratamiento con nuevos farmacos) con sensibilidades de entre 107-
10° mostrando que la ERM positiva en el dia +100 y el tener una
citogenética de alto riesgo al diagndstico, eran dos factores

independientes para predecir una peor SLP y SG. Estos datos fueron
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refrendados por el grupo britanico en un estudio de 397 pacientes
con MM en el que se analizé la ERM en el dia +100 tras el TASP
mediante CMF de primera generacion con combinaciones de seis
fluorocromos y 500.000 eventos adquiridos (sensibilidad de 10#)
[24]. Este mismo grupo, posteriormente afiadia como novedad la
relaciéon entre la profundidad de la respuesta y la mejoria del
pronéstico, de forma que se ganaba 1 afno de supervivencia por cada
logaritmo de reduccién de la ERM [89]. El grupo francés obtuvo
resultados incluso mejores utilizando una CMF de segunda
generacion (siete fluorocromos y 2.000.000 de células de
adquisicién) [90]. En el protocolo PETHEMA/GEM2010MAS65 en
pacientes no candidatos a TASP, el andlisis de ERM por CMF de
mayor sensibilidad (cercana a 10™) confirmdé también que los
pacientes con ERM negativa tras los 18 ciclos de tratamiento con
nuevos farmacos presentaban mejor SLP y SG [31]. En este trabajo,
ademas, se observd que al analizar las poblaciones linfocitarias B, los
pacientes con mejor recuperacion se relacionaba con una mejor SG

[31]. El resumen de estos estudios se muestra en la Tabla 13.

Durante el periodo de realizacion de esta tesis se han
realizado varios metaandlisis que confirman lo ya publicado. Uno es
el efectuado por Lahuerta y cols, que incluye 797 pacientes en dos
ensayos del GEM (GEM2000/GEM2005<65) [91] en el que se
aplicaron diferentes tratamientos y se utilizd una sensibilidad para
ERM (104-10). Primero se demostré que los pacientes en RC tenian

una SLP y SG mayor que aquellos con £ MBRP, y que al separar los
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pacientes en RC que eran ERM negativos y positivos, se observé que
los casos con RC y ERM positiva tenian el mismo resultado en SLP y
SG que los pacientes en < MBRP (SLP de 27 y 29 mesesy SG de 59 y
65 meses, respectivamente). Asi se confirmé el impacto superior de
la ERM negativa vs la respuesta seroldgica en SG y SLP tanto en
pacientes candidatos como no candidatos a TASP e
independientemente del estadio de la enfermedad y del resultado
del analisis citogenético al diagndstico. Aqui también se vislumbré
el beneficio de alcanzar ERM negativa mantenida en el tiempo. Mas
recientemente dos metaanalisis, han corroborado la importancia de
la ERM negativa en la SLP y SG en pacientes con MM [92-94] y
también se ha confirmado el valor prondstico de la ERM por CMF en

pacientes en segunda linea de tratamiento [95].

Actualmente se esta explorando qué sucede con la ERM por
CMF de aquellos pacientes que mantienen la RC durante tiempos
prolongados (al menos dos afios) pero finalmente recaen, abriendo
el debate de la necesidad de monitorizar la ERM en estos casos. En
conclusiéon los estudios mencionados parecen indicar que la
importancia de la RC radica en alcanzar una ERM negativa
mantenida [96, 97], definida, segun los criterios de respuesta del
IMWG de 2016 (Tabla 3), como una ERM negativa en dos

determinaciones separadas al menos un afio.
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Tabla 13. Resumen de los estudios realizados evaluando el impacto de la ERM por CMF en pacientes con MM sobre

laSLPy la SG
Momento n? de SLP (ERM SG (ERM
pacientes negativa vs negativa
ERM vs ERM
positiva) positiva)
CMF 4 10* Induccién 87 60 vs 34 0,02 ND
fluorocromos y TASP meses
CMF 3 103-10* TASP 45 35vs 20 0,03 76% vs
fluorocromos meses 64% a los 5
afnos
CMF 4 10* TASP 295 71vs 37 0,001 NA vs 89m
fluorocromos meses
CMF4 104-10° TASP 241 86% vs 0,001 94% vs
fluorocromos 58% alos 3 80% a los
afnos tres afos

0,28

0,002

0,001

Referencia

San Miguel
y cols, [17]

Rawstron y
cols, [86]

Paivay
cols, [87]

Paivay
cols, [88]

CMF; citometria de flujo; LOD, limit of detection; ERM, enfermedad residual minima; TASP trasplante autélogo de sangre periférica,

SLP, supervivencia libre de progresion; SG, supervivencia global. Tabla adaptada de B Paiva y cols, [98].
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Método
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SG (ERM
neg vs ERM

pos)

Referencia

CMF 6 10*
fluorocromos

CMF 7 10°
fluorocromos

CMF 8 10°-10°°

fluorocromos

Momento N2 de SLP (ERM
pacientes neg vs
ERM pos)
TASP 397 29vs 16
meses
TASP 31 100% vs
30% a los
tres afios
Mayores 162 NA vs 70%
alos 3 afos

0,001

ND

0,007

81vs 59
meses

ND

63% vs 55%
a los 3 afios

0,02 Rawstron y
cols, [24]

Roussel y

cols, [90]

0,04 Paivay
cols,[31]
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1.3.5. La enfermedad residual minima en mieloma multiple por Next

Generation Flow en la practica clinica

En conclusion, en la actualidad existe una evidencia
creciente que demuestra que la ERM por CMF en MM predice de
forma independiente tanto la SLP como la SG de los pacientes.
Hemos visto que la aplicabilidad de la ERM por CMF tiene sobre todo
valor en pacientes en RC, momento en el que el CM no es suficiente
para monitorizar la respuesta a la terapia y por tanto no disponemos
de herramientas suficientemente fiables que nos permitan predecir
si el paciente va a recaer. Por este motivo el momento mas
adecuado para realizar la ERM seria cuando el pacientes alcanza la

RC seroldgica.

Otro aspecto a considerar en pacientes en RC mantenida
seria la periodicidad en el tiempo para realizar la determinacién de
la ERM por NGF durante el seguimiento de la enfermedad
(procedimiento habitual en otras neoplasias hematoldgicas). La
monitorizacion de la ERM podria ayudar a predecir grupos de
pacientes con diferente evolucién: con ERM negativa mantenida y
con supervivencia mas larga, con ERM negativa que se convierte a
positiva y recaida inmediata a la conversién y finalmente pacientes
con RC mantenida y ERM que permanece positiva en niveles muy
bajos (clones benignos) que presentan una reconstitucion inmune

muy activa capaz de controlar la enfermedad [96].

Actualmente hay numerosos ensayos clinicos en curso que

estan aplicando la ERM por NGF para evaluar la eficacia del
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tratamiento y guiar el manejo terapéutico del paciente [6]. El dltimo
paso seria la toma de decisiones terapéuticas seguin estos
resultados, lo que permitiria consolidar el uso habitual de la ERM

por CMF demostrando su utilidad en la practica clinica.
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Como ya se ha mencionado, desde la incorporacién de los
nuevos farmacos para el tratamiento del MM alrededor del 60% de
los pacientes alcanzan MBRP o mejor, a pesar de lo cual, muchos
siguen recayendo. Por este motivo, ademas de mejorar la
sensibilidad de las técnicas ya disponibles para la realizacion de la
ERM, se estan buscando otras nuevas que puedan completar o
aportar mayor sensibilidad. En este sentido, en los nuevos criterios
de respuesta del IMWG [13] la determinacion del CM mediante el
inmunoensayo Hevylite® (HLC, Heavy + Light Chain) se considerd
como una técnica futura a explorar. Las HLC estan basadas en la
cuantificacion de los pares especificos de cadenas pesaday ligera de
Ig, mediante el reconocimiento de epitopos de unidn uUnicos entre
las regiones de la cadena pesada y la cadena ligera, pudiendo
identificar por separado los diferentes tipos de cadena ligera de
cada clase de lIg (lgGk, IgGA, IgAk, IgAA, IgMk y IgMA). Esta
caracteristica del ensayo ha permitido identificar con elevada
precision las Ig intactas y los valores de normalidad para los
cocientes Igk/Ig\. Por lo que mide tanto la Ig intacta involucrada
clonal (HLCi) como la intacta no involucrada o no clonal (HLCni) y el
cociente entre cada par, considerandose positivo la alteracién del
cociente HLCi/HLCni (rHLC) a favor de la cadena involucrada. Esta
técnica es sobre todo util en los pacientes con MM IgA que no

pueden monitorizarse correctamente por la migraciéon conjuntay las
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bandas borrosas/difusas en el estudio de EF e IF, o cuando la
proteina monoclonal es <10 g/L (p. ej. MM oligosecretor).
Actualmente la HLC ha demostrado ser mas precisas que la EF e IF
en situaciones de MBRP, mostrando también mayor correlacion que
éstas, con la determinacién de la ERM por CMF [99, 100]. Sin
embargo, en una reciente publicaciéon del grupo PETHEMA/GEM
donde se investigd el valor prondstico de las HLC de forma
retrospectiva en 89 pacientes de los ensayos GEM2005 (>65 y <65
anos) y GEM 2010 no se encontré asociacién estadisticamente
significativa entre la SLP y la normalizacién del rHLC después del

tratamiento [101].
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2 HIPOTESIS
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Segun lo expuesto previamente, la relacion entre la
intensidad de la respuesta al tratamiento y los resultados a largo
plazo ha sido un tema muy debatido en MM, especialmente antes
de la incorporacién de los nuevos farmacos debido posiblemente a
la falta de respuestas profundas. Esto hizo que nos plantedramos
nuestra primera hipétesis enfocada a evaluar si la diferencia en la
profundidad de la respuesta de nuestros pacientes con MBRP o con

RC se traduciria en cambios en la SLP.

Como ya se ha dicho, con la incorporacién de nuevos
farmacos mucho mas eficaces para el MM, la valoracion de la ERM
con los métodos de CMF utilizados desde hace una década ha sido
insuficientes, por lo que paralelamente en los Ultimos afios se han
desarrollado procedimientos mas sensibles como la NGF. El
aumento de la sensibilidad conseguido con esta metodologia se
demuestra con un mayor impacto en predecir la SLP y la SG en los
pacientes con MM comparado con la valoracidon de la respuesta
mediante técnicas convencionales. De hecho se ha demostrado que
el verdadero factor prondstico de la desaparicion del CM esta
intimamente relacionado con la evaluacién de la ERM. Si el paciente
en RC presenta una ERM negativa, tendrd una mayor SLP y SG,
independientemente de la edad del paciente, del estadio de la
enfermedad y del resultado del analisis citogenético [91]. Por tanto,
como segunda hipdtesis nos planteamos si los estudios de ERM
realizados mediante NGF en nuestros pacientes, tratados con el
mismo esquema terapéutico y con respuestas profundas al

tratamiento (XMBRP), tendrian mayor impacto en la prediccién de

78



HIPOTESIS

la SLP que el obtenido con la valoracion de la respuesta

convencional.

Ademads, en el momento de iniciar esta tesis se empezaba
a barajar la posibilidad de la monitorizacién mediante la
determinacioén de la ERM por las nuevas metodologias a lo largo del
seguimiento de los pacientes para ayudar a la toma de decisiones en
el manejo clinico. Asi, nuestra tercera hipdtesis fue si la
monitorizacion de nuestros pacientes mediante ERM por NGF
durante aproximadamente dos afios tras el TASP aportaria
informacién prondstica adicional de relevancia que podria

contribuir en el futuro a la toma de decisiones clinicas.

En el area del laboratorio, en muestras de suero, también
se esta investigando nuevas pruebas a parte de la EF, como el
inmunoensayo Hewylite® o HLC que permitan mejorar la
monitorizacion de pacientes con MM. Al principio de iniciar esta
tesis se acababa de incorporar esta técnica en el Laboratorio de
Bioquimica del Hospital Clinico de Valencia por lo que planteamos la
cuarta hipétesis de si la monitorizaciéon de la mediciéon de las

Hevylite® tendria algun impacto prondstico en nuestros pacientes.

Por otra parte, también en el momento de comenzar esta
tesis en 2015 todavia no estaba publicado el método de NGF para la
deteccién de ERM en MM con alta sensibilidad y estandarizacién y
su aplicacién se limitaba a laboratorios de referencia dentro de
ensayos clinicos. Asi nuestra quinta y ultima hipétesis fue ver si era
posible la implantacién de esta estrategia de la ERM por NGF [85]

ampliamente estandarizada y recomendada en las guias de
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consenso [28] en la prdactica habitual de los laboratorios de
citometria de tres hospitales publicos de la ciudad de Valencia,
demostrando también la importancia del andlisis de la calidad de la
muestra en los controles de ERM realizados para asi evaluar los

posibles fallos en el estudio de ERM por NGF.
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OBJETIVOS

1. Analizar de forma prospectiva el impacto del resultado de la
profundidad de la respuesta medida con métodos convencionales,
en la SLP de un grupo homogéneo de pacientes con MM de nuevo

diagndstico candidatos a TASP.

2. Evaluar de forma prospectiva si el resultado de la ERM
realizada por NGF, tiene impacto prondstico en la SLP de un grupo
homogéneo de pacientes con MM de nuevo diagndstico candidatos
a TASP, y si estos resultados son aplicables para decidir el manejo de

los pacientes en un futuro.

3. Analizar de forma prospectiva el valor de la monitorizacién de
la ERM por NGF en el seguimiento de un grupo homogéneo de
pacientes con MM de nuevo diagndéstico candidatos a TASP, durante

al menos dos afios de evolucion.

4. Valorar de forma prospectiva el impacto del resultado del
inmunoensayo Hevylite® en la SLP de un grupo homogéneo de

paciente con MM de nuevo diagndstico y candidatos a TASP.

5.Evaluar la capacidad de implementar la metodologia
estandarizada de NGF en el analisis de la ERM en pacientes con MM

candidatos a TASP en tres hospitales de la Comunidad Valenciana

82



OBIJETIVOS
dentro de la practica diaria habitual valorando el andlisis de la

calidad de la muestra en los controles de ERM.
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4.MATERIALES Y METODOS
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En marzo de 2015 se realizé una primera reunién entre
miembros del Grupo de Estudio de Mieloma de la Comunidad
Valenciana (GREMI) y del Grupo Valenciano de Citometria de Flujo
(GVCF) donde se hizo una primera toma de contacto y se planted

este proyecto comun.

En abril de 2015 se organizé una segunda reunidon de
trabajo de ambos grupos para decidir el tipo de pacientes
candidatos al estudio y establecer los criterios de inclusion, el
momento y la forma de recogida de muestras y los hospitales

encargados de la realizacion del andlisis de la ERM por NGF.

4.1.1. Pacientes candidatos a entrar en el estudio y criterios de

inclusion

- Pacientes con un primer diagndéstico de MM candidatos a

TASP que:
- Tuvieran sintomas relacionados con la enfermedad.
- Fueran a recibir tratamiento activo de primera linea.
- No participaran en ningun ensayo clinico.

- Los pacientes debian de disponer de muestras procesadas

de diagndstico en los centros seleccionados para el andlisis.
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- Tras el tratamiento debian alcanzar el siguiente nivel de
respuesta, valorado segln los nuevos criterios de respuesta en MM

revisado en el 2016 por el IMWG[13]:
- Muy buena respuesta parcial o
- Respuesta completa o

- Respuesta completa estricta

4.1.2. Protocolo de recogida de muestras y procesamiento de la
médula ésea para estudio de la enfermedad residual minima

mediante Next Generation Flow

Se establecieron tres laboratorios de hospitales terciarios
de Valencia para la realizaciéon de la ERM que procesarian las
muestras de sus propios pacientes y las remitidas por hospitales
comarcales de los que son centro de referencia dentro de la practica
diaria:

- Hospital Universitario y Politécnico La Fe.

- Hospital Clinico Universitario.

- Hospital Universitario Doctor Peset.

La muestra de MO de los pacientes candidatos al estudio se
debia mandar para andlisis inmunofenotipico mediante CMF al
diagndstico de la enfermedad y si finalmente era incluido en el
estudio, se debia remitir muestra para deteccién de ERM en los

siguientes momentos:
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A) Si se alcanzaba MBRP o mejor antes de |a realizaciéon del

TASP:

- Nada mds alcanzar la primera MBRP o mejor.

- Inmediatamente antes del TASP.

- A'los 100 dias del TASP.

- A'los 12 meses del TASP.

- A'los 24 meses del TASP.

B) Si se alcanzaba MBRP o mejor tras la realizacién del
TASP:

- Nada mas alcanzar la primera MBRP o mejor.
- Allos 12 meses del TASP.
- Allos 24 meses del TASP.

Los estudios de diagndstico y ERM se realizaron en MO. Las
muestras se debian extraer en el momento del diagndstico en un
tubo de EDTA de 3 mL para posteriormente proceder al marcaje
inmunofenotipico con los AcMo vy las dosis descritas en las Tablas 14
y 15 y finalmente adquirir un total de 250.000 células para su
posterior analisis. Para la obtencién de la muestra de MO para la
determinacion de las ERM, se siguieron los criterios de consenso de
Stetler-Stevensony cols, [32], se extrajeron tres tubos de EDTA de 2
mL, de MO del primer aspirado y el procesamiento se hizo dentro de
las primeras 24 horas después de su recoleccién. De acuerdo con los
protocolos del Grupo EuroFlow [85], previo al procesamiento de la

muestra, se realizaba un recuento celular para alcanzar 10 x 10°
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células por tubo y posteriormente se realizaba el procedimiento de
bulk lysis, marcando dos tubos con los AcMo y las dosis descritos en

las Tablas 16 y 17 para finalmente adquirir 5.000.000 de células.

Dentro del grupo GVCF se realizaron tres reuniones mas,
para asegurar la estandarizacion en la practica de la ERM segun las
publicaciones que iban surgiendo como las de las sociedades /ICCS y
la ESCCA [28] y el Grupo EuroFlow [85] con la elaboracion de los

siguientes documentos:

Procedimiento normalizado de trabajo (PNT) del marcajey
procesamiento de la muestra segun los estandares EuroFlow

(https://euroflow.org/protocols) (Anexo 1).

PNT del formato del informe final (Anexo 2).

Realizacion de un video que se compartido con todos los
especialistas en citometria implicados en el que se explicaba el

procedimiento de analisis de la muestra.

La adquisicién de células se llevé a cabo mediante un
citometro FACSCanto Il (BD Bioscience, San Jose, California, EE. UU)
y Cytoflex (Beckman Coulter, Miami, Florida, EE. UU) el analisis de
datos se realizé utilizando el software Infinicyt versién 2.0 (Cytognos
S.L., Salamanca, Espaia). Se consideré ERM positiva la presencia de
> 0,00001 o 1 x10° células plasmaticas aberrantes o 50 de

5.000.000.
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Tabla 14. Tubo 1: utilizado para el diagndstico MM

MUESTRA BVvV421 BV510 FITC PE PerCPCy5.5 PECy7 APC APCC750
CD138 CD27 CD38 CD56 CD45 CD19 CD117 CD81
Empresa BD BiolLegend Cytognos Cytognos BioLegend BC BD Cytognos
MO 100 pL 2 UL 5 ML MO FITC3 UL+ 5HL 5ML 5uL 5L 10 L
PURO 2 uL
REFERENCIA 562935 302836 CYT-38F + CYT-56PE 304028 IM3628 333233 CYT-
CYT-38P1 81AC750

FITC, isotiocianato de fluoresceina; PE, ficoeritrina; PerCP, peridinina clorofila proteina; APC, aloficocianina; Cy, cianina; BV, brilliant violet; BD,
Becton Dickinson, San José, California, EE. UU; BC, Beckman Coulter, Miami, Florida, EE. UU.

Tabla 15. Tubo 2: utilizado para el diagndstico MM.

MUESTRA BVvV421 BV510 FITC PE PerCPCy5.5 PECy7 APC APCC750
CD138 CD27 CD38 CD56 CD45 CD19 g K(c) Ig A(c)
Empresa BD BioLegend  Cytognos Cytognos  BiolLegend BC Dako Cytognos
MO 100 uL 2 L SULMO  FITC3uL+ 5 L 5 uL 5 UL 5 uL 3L
PURO 2pL
REFERENCIA 562935 302836 CYT-38F + CYT-56PE 304028 IM3628 C0222 CYT-
CYT-38P1 LAC750

FITC, isotiocianato de fluoresceina; PE, ficoeritrina; PerCP, peridinina clorofila proteina; APC, aloficocianina; Cy, cianina; BV, brilliant violet; BD,
Becton Dickinson, San José, California, EE. UU; BC, Beckman Coulter, Miami, Florida, EE. UU.
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Tabla 16. Tubo 1: utilizado para ERM MM

MUESTRA Bv421 BV510 PerCPCy5.5 PECy7 APCC750
CD138 CD27 CD38 CD56 CD45 CD19 CD117 CD81
Empresa BD BiolLegend Cytognos Cytognos BioLegend BC BD Cytognos
MO 100 pL 12 uL 10 yL MO FITC6 UL + 2 UL 10 uL 5uL 5L 10 L
PURO 4 uL
REFERENCIA 562935 302836 CYT-38F + CYT-56PE 304028 IM3628 333233 CYT-
CYT-38P1 81AC750

ERM, enfermedad residual minima; MM, mieloma multiple; FITC, isotiocianato de fluoresceina; PE, ficoeritrina; PerCP, peridinina clorofila proteina;
APC, aloficocianina; Cy, cianina; BV, brilliant violet; BD, Becton Dickinson, San José, California, EE. UU; BC, Beckman Coulter, Miami, Florida, EE.
uu.

Tabla 17. Tubo 2: utilizado para ERM MM

MUESTRA BvV421 BV510 PerCPCy5.5 PECy7 APCC750
CD138  CD27 CD38 CD56 CD45 CD19 lg K(c) lg A(c)
Empresa BD BioLegend Cytognos Cytognos BioLegend  BC Dako Cytognos
MO100uL  12pL  10pLMO  FITC6uL+ 2pL 10 L 5 UL 5 uL 3L
PURO 4 uL
REFERENCIA 562935 302836 CYT-38F+ CYT-56PE 304028 IM3628 C0222 CYT-
CYT-38P1 LAC750

ERM, enfermedad residual minima; MM, mieloma multiple; FITC, isotiocianato de fluoresceina; PE, ficoeritrina; PerCP, peridinina clorofila
proteina; APC, aloficocianina; Cy, cianina; BV, brilliant violet; BD: BD, Becton Dickinson, San José, California, EE. UU; BC, Beckman Coulter, Miami,
Florida, EE. UU.
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4.1.3. Protocolo de recogida de muestras de suero para el estudio

Hevylite®

En octubre de 2015 se realiz6 una tercera reunién del
GREMI en la que se decidié incluir en el proyecto el estudio de las
cadenas pesadas mediante el inmunoensayo Hevylite® en todos los
pacientes, excepto en aquellos que tuvieran un MM de cadenas
ligeras. Estos andlisis se centralizaron en el Laboratorio de
Bioquimica del Hospital Clinico de Valencia. Las muestras de suero
para este estudio se extrajeron en los mismos tiempos que se
realizaron los AMO y se congelaron para su posterior andlisis.
También se realizé el documento “Protocolo de recogida de
muestras para ensayo Hevylite®” (Anexo 4) y se subid a la pagina de

internet del GREMI (https://www.gremicv.es).

4.1.4. Procedimiento de recogida de datos

Se disefié una base de datos especifica para la introduccion
de toda la informacién necesaria de los pacientes incluidos en el
proyecto que se integré en la pagina web del GREMI y a la que tenian
acceso los investigadores de los hospitales involucrados en el

proyecto.
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Siguiendo las recomendaciones de consenso de Oldaker y
cols, [34] la calibracion de los citdbmetros para su correcto ajuste y
compensacién, se realizé mensualmente mediante los protocolos
especificos recomendados para los dos equipos de citometria
utilizados en el estudio (FACSCanto Il y Cytoflex): ensayo BD ONE
FLOW y Kit Duraclone BC y diariamente mediante las CS&T research
beads y CytoFlex Daily QC respectivamente. Estos procedimientos,
basados en el trabajo de investigacién y validacion del consorcio
EuroFlow permiten maximizar la eficiencia del laboratorio y
conseguir la fiabilidad y la precision de los resultados. Los controles
de calidad externo para el funcionamiento de los citdmetros fueron
los controles de calidad UKNQAS CD34 y controles de calidad de
poblaciones linfocitarias del programa de Garantia Externa de
Calidad para Laboratorios de Inmunologia Diagndstica (GECLID). Los
controles de calidad externos para andlisis de las muestras de ERM
en MM fueron los del programa de evaluacidn externa de calidad de
la SEHH que consiste en 12 ficheros de andlisis por CMF,
correspondientes a muestras de ERM de MM preparadas mediante
técnicas de NGF en el que cada participante informara los resultados
incluyendo; presencia de ERM y su cuantificacién e IFE, LOD, LOQ vy

distribucidn de otras poblaciones tipicas medulares.
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En un primer lugar se seleccionaba la poblacién de CP segln
las directrices de Arroz y cols, [33], procedimiento ya descrito en
este trabajo (Figuras 1y 2). Posteriormente se analizaba la calidad
de la muestra mediante la presencia de poblaciones exclusivamente
medulares basado en Flores Montero y cols, [85], Tabla 11.
Finalmente se calculé el LOD y LOQ de cada muestra segun también

Arroz y cols, [33], Tabla 8.

A continuaciéon, mostramos la seleccion de cada poblacion

medular con los marcadores y su representacion grafica:

Eritroblastos: SSC/FSC bajos, resto de marcadores

negativos (Figura 3).

Mastocitos:  CD117++, CD45+, CD81+d, CD38+,
SSC/FS++/+++ (Figura 4).

Células B precursoras CD27+: CD19+; CD38++, CD45 débil,
CD81++, CD27+, Ig(c) —, FSC/SSC bajo (Figura 5).

Células B precursoras CD27-: CD19+; CD38++, CD45débil,
CD81++, CD27-, Ig(c) —, FSC/SSC bajo (Figura 5).

Lifocitos B maduros: CD19+; CD38+, CD45 débil/+, CD81+,
CD27-/+, Ig(c)+, FSC/SSC bajo (Figura 5).

Precursores mieloides: CD117+, CD45 débil, CD38 débil/+;
CD81+, FSC/SSC intermedio (Figura 6).
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Figura 3. Identificacién de eritroblastos (color rojo).

Pasos para la identificacion de eritroblastos; A, dispersion de luz, frontales (FSC)
y laterales (SSC) bajos, ausencia de expresion de, B, CD45, C, CD38, D, CD138, E,
CD19, F, CD56, G, CD117, H, CD27 |, CD 81.Fuente de Flores-Montero y cols, [85].
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Figura 4. Seleccion de mastocitos (color amarillo). Pasos para la seleccién de
mastocitos; A, dispersion de luz, frontales (FSC) y laterales (SSC) altos, B, intensa
expresion de CD117, C, expresion de CD45, D, expresion débil de CD38 d, ausencia
de expresion de E, CD138, F, CD19 y G, CD56, H , expresion débil de CD81 vy |

ausencia de expresion de CD27. Fuente de Flores-Montero y cols, [85].

95



MATERIALES Y METODOS

SSOA Exp-S50 Low

o
SSC-A Expe550 Low

0 162 163

Ig K (e)

B

LTS El‘ o
:!2 i
H H
i |
g.-m._‘"‘,“.‘. i.-

[: 0000 200000

FSCA LINEAL cods
5 ; E 33
si: flf
0 £
1 i
- -
§ g
i :

SSCA ExpeSS5C Lew

130000

SSCA Exp-35C Lew
B0000

SSCA Expe550 Low
BO000

o
o e
-
8

co

Figura 5. Seleccidon de poblaciones linfoides B, células B precursoras CD27

negativo (color azul), células B precursoras CD27 positivo (color fucsia), linfocitos

B maduros (color rosa).

A: dispersion de luz, frontales (FSC) y laterales (SSC)bajos; B: células B precursoras

CD45 positivo débil, linfocitos B maduros CD45 positivo; C: expresion de CD19, D:

expresion de CD38 de las células B precursoras; E: expresion de CD27 en las

células B precursoras B CD27 positivas; F: expresiéon de CD81, G,H,I: ausencia de

expresion de CD56, CD138 y CD117, J: ausencia de expresion de las células B

precursoras de Igk(c) e IgL A(c) y expresidn por los linfocitos maduros. Fuente de

Flores-Montero y cols, [85].
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Figura 6. Seleccion de progenitores mieloides (color verde).

Pasos para la seleccidn; A: dispersion de luz, frontales (FSC) y laterales (SSC) alto;
B: expresion de CD117; C: expresidn débil de CD45; D: expresion débil de CD38; E:
ausencia de expresion de CD138; F: CD56 y G: CD19; H: expresion débil de CD81;

I: ausencia de expresion de CD27. Fuente de Flores-Montero y cols, [85].
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La evaluacion del componente monoclonal se realizé en el
laboratorio de Bioquimica de cada hospital participante. La EF se
realizé utilizando el sistema capilar de Sebia Capillarys™ 3 (Sebia,
Inc. Norcross, GA) y las concentraciones de CLL por nefelometria en
el analizador BN-II (Siemens, Liederbach, Alemania). De acuerdo con
los protocolos del fabricante, las Ig se cuantificaron mediante un
ensayo inmunoturbidimétrico en el sistema Olympus AU5400
(Olympus Diagnostics). La IF de muestras séricas se realizoé utilizando
kits de Sebia Hydragel en el sistema de electroforesis en gel Sebia

Hydrasys 2 scan (Sebia, Inc).

La evaluacién de las Hevylite® se realizd6 de forma
centralizada en Laboratorio de Bioquimica del Hospital Clinico de
Valencia. Se evalué mediante los ensayos de isotipos cadena pesada
y cadena ligera Hevylite® de Binding Site Group Ltd, Birmingham, UK.
El resultado obtenido permitia la identificacion y cuantificacion
individual de los diferentes tipos de cadena ligera de cada clase de
Ig; es decir, IgGk, IgGA, I1gAk, IgAA, IgMk e IgMA. Los antisueros se
unen a los epitopos nodales Unicos que contiene la Ig intacta entre
las regiones constantes de cadenas pesadas y cadenas ligeras. Se
media tanto la Ig involucrada clonal (HLCi) como la no involucrada o
no clonal (HLCni) en la proteina intacta. En el informe se incluia la
cantidad de cadena IgGk, IgGA, IgAk, IgAA, IgMk e IgMA y el cociente

entre cada par cuya normalidad de cada parametro se muestra en
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la Tabla 18. Se consideraba positivo la alteracién del cociente

HLCi/HLCni (rHLC) a favor de la cadena involucrada.

Tabla 18.Valores normales de las Hevylite®

TIPO DE HEVYLITE® VALOR (g/L)

Hevylite® IgG k 4,03 -9,78
Hevylite® IgG A 1,97 -5,71
Cociente Hevylite® 1gG k/A 0,98 - 2,75
Hevylite® IgM k 0,29-1,82
Hevylite® IgM A 0,17 -0,94
Cociente Hevylite® IgM k/A 0,96 - 2,30
Hevylite® IgA « 0,48 - 2,82
Hevylite® IgA A 0,36-1,98
Cociente Hevylite® IgA k/A 0,80 - 2,04

Ig, inmunoglobulina; k, kappa; A, lambda.
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Se realizé en cada laboratorio de citogenética de cada
hospital participante, mediante la hibridacion fluorescente in situ
(FISH) en células purificadas positivas para CD138 obtenidas de MO
en el momento del diagndstico, segun el procedimiento estandar.
Los pacientes fueron divididos en dos grupos segun su perfil de FISH:
pacientes de alto riesgo citogenético con al menos 1 de las
siguientes alteraciones, delecién del17p13 o una translocacion t (4;
14) o t(14; 16) y pacientes de riesgo estandar si no presentaba
ninguna de estas alteraciones. Si la citogenética no se habia
realizado, los pacientes fueron incluidos en la categoria de no

disponible.

El tratamiento de induccidon consisti6 en todos los
pacientes en seis ciclos de la combinacidn de talidomida
50->100->200 mg via oral, dias 1-4->15-28->29 y siguientes de
forma continua, dexametasona 40 mg via oral, dias1ad4y9al2y
bortezomib 1,3 mg/m2 via subcutanea, dias 1, 4, 8,11 del ciclo, cada
28 dias o esquema VTD. Posteriormente, 43 pacientes recibieron
tratamiento de intensificacién con melfalan 200 seguido de TASP (el

paciente restante recayo justo antes del TASP).

Para el analisis estadistico se utilizé el paquete estadistico
IBM® SPSS® Statistics v23. La SLP se calculd desde el diagnodstico

hasta la fecha de progresién o ultima visita utilizandose el método
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Kaplan-Meier. La prueba log-rank se utilizd para estimar el

significado estadistico de las diferencias entre las curvas.

El estudio fue aprobado por el Comité Etico para la
Investigacién Clinica de cada uno de los hospitales participantes y
todos los pacientes firmaron un consentimiento informado en
concordancia con las recomendaciones de la Declaraciéon de los
Derechos Humanos, la conferencia de Helsinki y las regulaciones

institucionales.
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5. RESULTADOS
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En el periodo comprendido entre septiembre de 2015 vy
mayo del 2018 se reclutaron de forma prospectiva 44 pacientes con
MM de nuevo diagndstico. La mediana de edad fue de 60 afios
(extremos, 45-68). Siete pacientes (16%) presentaban enfermedad
en estadio Ill de ISS y siete (16%) tenian alto riesgo citogenético
(Tabla 19). Durante el periodo de seguimiento, se realizd un total de
128 AMO para la evaluacién de ERM por NGF. A un paciente se le
efectud un unico control por recaida precoz, a 12 dos aspirados, a
21 tres y a diez pacientes cuatro controles. Los momentos de
extracciéon durante el seguimiento fueron pre TASP, a los 100 dias,

al afio y a los 2 afios post TASP.
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Tabla 19. Caracteristicas de los pacientes al diagndstico

CARACTERISTICA NUMERO DE PACIENTES (%)

Edad (afios) mediana 60 (45-68)
(extremos)
Hombres/mujeres 26 (59)/18 (41)
Estadio ISS

| 18 (41)

Il 19 (43)

I 7 (16)
Estadio R-ISS*

I 10 (23)

Il 23 (52)

1l 2 (5)
Creatinina (mg/dL)

<2 38 (86)

>2 6 (14)
LDH elevada 3(7)
Citogenética

Dell17p 1(3)

t(4;14) 5(14)

t(14;16) 1(3)

Otras 28 (80)
Tipo de Inmunoglobulina

IgG 20 (45)

IgA 17 (39)

Cadena ligera 4(9)

Oligosecretor 3(7)

ISS, International staging system; R-ISS, Revised-international staging system;
Del, delecidn; t, translocacién; Ig, inmunoblogulina. * Citogenética disponible
en 35 pacientes.
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RESULTADOS

5.2. Supervivencia global y supervivencia libre de progresion

de todos los pacientes
Con una mediana de seguimiento desde el diagndstico de
38 meses (22-54 meses), han fallecido 4/44 pacientes mostrando

una SG del 91%, Figura 7.
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Figura 7. Supervivencia global de todos los pacientes
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La mediana de seguimiento desde el diagndstico a fecha de
recaida o ultima visita fue de 33 meses (extremos, 8-51 meses).
Después del inicio del tratamiento se objetivé la recaida de 18/44
pacientes de la serie global (41%), presentado una mediana de SLP

estimada de 41 meses, Figura 8.
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Supervivencia libre de progresion
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Figura 8. Supervivencia libre de progresion de todos los pacientes
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De los 44 pacientes, 29 (66%) alcanzaron RC y 15 (34%)
MBRP. En conjunto, 27 pacientes (61%) consiguieron la mejor
respuesta antes del TASP y 17 (39%) después del trasplante. La
situacion de respuesta del paciente y el resultado de las ERM de
todos controles de MO realizados en los pacientes pre TASP, a los
100 dias, al afio y a los dos afios del TASP se muestran en la Figura
9. Cuando se analizé la SLP segun los criterios habituales de
respuesta, habia recaido 9 de los 29 pacientes en RC frente a 9 de
15 que se encontraban con una MBRP. Con una mediana de
seguimiento de 33 meses, la SLP de los paciente en RC no se habia
alcanzado y era de 31 meses en los pacientes con MBRP (p=0,03),

Figura 10.
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AMO preTASP

AMO +12 m post TASP

AMO +24 m post TASP

|

AMO+100d postTase T
I
|
I

Numero de pacientes

B MBRP ERM positiva ® MBRP ERM negativa " RC ERM positiva ® RC ERM negativa

Figura 9. Esquema de los resultados de los controles de ERM en MO
realizados durante el estudio.

ERM, enfermedad residual minima; MBRP, muy buena respuesta
parcial; RC, respuesta completa;, AMO, aspirado de médula dsea;
TASP, trasplante autdlogo de sangre periférica; d, dias; m, meses.
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Figura 10. Andlisis de la supervivencia libre de progresion (SLP)
segun la respuesta alcanzada por los pacientes (MBRP, muy buena

respuesta parcial vs RC, respuesta completa).
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Con una mediana de seguimiento de 33 meses (extremos
8-51), analizamos en todos los pacientes el resultado positivo o
negativo de los controles de ERM realizados pre TASP, a los 100 dias
y al afio del TASP. En aquellos pacientes en los que no tenian
valoracién de la ERM pre TASP, ésta se considerd positiva y si no
tenian evaluacion de la ERM a los 100 dias o al afio post TASP, bien
por recaida o por no realizada, se valord el resultado de la ERM
inmediatamente anterior. En la Tabla 20 se muestran los resultados
de la deteccién de ERM realizada en los pacientes en cada uno de
los tres momentos evolutivos. Al final del estudio habian recaido 18
de los 44 (41%) pacientes. De éstos, 13 (72%) tuvieron el ultimo
control de ERM positivo y fue negativo en los 5 (28%) restantes.
Cuando realizamos el andlisis estadistico del impacto de la ERM
positiva o negativa en la SLP de todos los pacientes en cada uno de
los tres momentos (pre TASP, a los 100 dias del TASP y al aio del
TASP) los resultados mostraron una ventaja estadisticamente
significativa para los pacientes con ERM negativa efectuada a los 100
dias del TASP (no alcanzado vs 33 meses, p=0,02) y al aifio post TASP
(no alcanzada vs 30 meses, p= 0,0004), las curvas de los tres analisis

se representan en las Figuras 11, 12 y 13.
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Tabla 20. Evolucion del nimero de pacientes con ERM positiva o

negativa por NGF en cada determinacion

Pre 100 dias 12 meses Recaida
TASP post TASP post TASP

ERM positiva
Ndmero de 36(82)  21(48) 17 (39) 13 (30)
pacientes (%)

ERM negativa

Numero de 8(18) 23 (52) 27 (61) 5(11)
pacientes (%)

ERM, enfermedad residual minima; TASP, trasplante autdlogo de sangre
periférica.
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l
0,5 |‘|
05— L
0,47 _— ERM negativa
=7 ERM positiva
0,2
p=0,2

0,0—

I ] I T T | |

0 10 20 30 40 S0 G0

Meses

Figura 11. Resultado de SLP en todos los pacientes segun ERM

negativa o positiva realizada pre TASP.

SLP, supervivencia libre de progresion; ERM, enfermedad minima

residual; TASP, trasplante autdlogo de sangre periférica.

112




SLP

RESULTADOS

1,07
087
067
047
_— ERM negativa
—1ERM positiva
0.25
p=0,02
0,0+
T T T T i T T
D 10 20 30 40 50 60

Meseas

Figura 12. Resultado de SLP en todos los pacientes segun ERM
negativa o positiva realizada a los 100 dias post TASP.
SLP, supervivencia libre de progresion; ERM, enfermedad minima

residual; TASP, trasplante autdlogo de sangre periférica.
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Figura 13. Resultado SLP en todos los pacientes segun ERM negativa
o positiva realizada al afio post TASP.
SLP, supervivencia libre de progresion; ERM, enfermedad minima

residual; TASP, trasplante autdlogo de sangre periférica.
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En nuestro estudio, 15 (34%) de los 44 pacientes
presentaban una MBRP vy siete de ellos (46%) alcanzaron una ERM
negativa. Las caracteristicas de estos pacientes se muestran en la
Tabla 21. Con una mediana de seguimiento de 30 meses (extremos,
8-41) solo uno de los siete pacientes con ERM negativa habia recaido
frente a los ocho que presentaban ERM positiva, con una SLP no
alcanzada en el primer grupo frente 21 meses en el segundo

(p=0,0004) (Figura 14).

Por ultimo, de los siete pacientes con citogenética de alto
riesgo, uno alcanzé RC con ERM negativa, tres RC con ERM positiva

y los tres restantes consiguieron una MBRP con ERM positiva.
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Tabla 21. Caracteristicas de los pacientes en MBRP

CARACTERISTICA ERM POSITIVA  ERM NEGATIVA
Numero 8 7
Edad, mediana y extremos 59(45-68) 60(47-67)
(afos)

Hombres/mujeres 7/1 5/2
Estadio ISS

| 1 2

Il 4 4

1 3 1
Estadio R-ISS

I 1 2

Il 5 4

1 2 0
Citogenética alto riesgo 3 0
Dell7p 0 0
t(4;14) 2 0
t(14;16) 1 0
Citogenética no disponible 0 1
Creatinina > 2 mg/dL 2 0
LDH elevada 1 1
Tipo de Inmunoglogulina
I1gG 3 4
IgA 2 3
Cadenas ligeras 3 0

ISS, International staging system; R-ISS revised International staging system; Ig,
inmunoglobulina.
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Figura 14. SLP de los pacientes en MBRP segun presentaban ERM
positiva o negativa a los 12 meses post TASP.
SLP, supervivencia libre de progresion; ERM: enfermedad minima

residual; TASP, trasplante autdlogo de sangre periférica.
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5.5. Analisis de los pacientes con respuesta completa

mantenida

De los 44 pacientes, 17 (40%) han mantenidos en el
momento de finalizar el estudio una RC mas de 24 meses (33 meses
de mediana y extremos 25-47 meses). Dos de estos pacientes han

recaido, ambos a los 40 meses del inicio del tratamiento (Figura 15).
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Figura 15. SLP de los pacientes en respuesta completa mantenida
durante 24 meses.

SLP, supervivencia libre de progresion.
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Finalmente con una mediana de seguimiento de 37 meses
al finalizar el estudio, diez pacientes (22%) tuvieron una RC con ERM
negativa mantenida y solo uno de ellos ha recaido a los 41 meses del

diagndstico.

En 18 de 44 pacientes se dispuso de muestras de suero para el
analisis de HLC y valoracién de ERM a los 100 dias post TASP. La
distribucion del tipo de cadena pesada fue de IgG 9 pacientes e IgA
9 pacientes. En total cuatro de ellos presentaban una ratio HLCi/
HLCni (rHLC) alterada. De estos cuatro pacientes, 3 estaban en
MBRP y 1 en RC. Los pacientes que presentaron ambos resultados
positivos (rHLC alterada a favor de la cadena involucrada con ERM
positiva) y ambos resultados negativos (rHLC no alterada con ERM
negativa) fueron 13/18 (72%) (Tabla 22). En los 18 pacientes, con
una mediana de seguimiento de 37 meses, 2/11 (18%) con ERM
negativa han recaido (SLP no alcanzada) frente a 5/7 (71%) con ERM
positiva (SLP: 32 meses) (p= 0,01). Sin embargo, 5/14 (35%)
pacientes con rHLC no alteraday 2/4 (50%) de los pacientes con rHLC
alterada han recaido respectivamente, sin encontrar diferencias en

términos de SLP.
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Tabla 22. Relacion de los resultados de la valoracion de la ERM por
NGF vs rHLC a los 100 dias del TASP

Tipo de respuesta e
ERM por NGF rHLC Ig (nim. pacientes)

MBRP RC

IgG IgA I1gG IgA

NEGATIVA NO ALTERADA 4 0 0 6
POSITIVA ALTERADA 1 2 0 0
NEGATIVA ALTERADA 0 0 1 0
POSITIVA NO ALTERADA 2 0 1 1

ERM, enfermedad residual minima; rHLC, ratio Heavy + Light Chain; NGF, next
generation flow; TASP, trasplante autélogo de sangre periférica; MBRP, muy
buena respuesta parcial; RC, respuesta completa; Ig, inmunoglobulina.
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En 123 de los controles de MO realizados para deteccion de
ERM se pudo efectuar el estudio de la calidad de la muestra. En el
momento del analisis, en 45 muestras los pacientes estaban en
MBRP y en 78 en RC. De las 45 muestras que los pacientes estaban
en MBRP, 12 (26%) fueron negativas y en 33 (73%) positivas. De las
muestras de los 78 pacientes que estaban en RC, 49 (62%)

presentaron una ERM negativa y 29 (38%) positivas.

Respecto a la celularidad adquirida y el LOD de todas las
muestras, calculado segun recomendaciones de Arroz y cols, 18
muestras (15%) contaban con menos de 3 x 10 células (LOD > 0,001,
107), 10 (8%) tuvieron mdas de 3 y menos de 5 x 10° células
evaluables (LOD <0,001, 10° y > 0,0006, 10°®), en 50 (41%) se alcanzd
> 5y <10 x 10° de células (LOD < 0,0006,10° y > 0,0003, 10°°) y 45
(36%) tuvieron mas de 10x10° células de adquisicién (LOD < 0,0003,
10°°) (Tabla 8).

Posteriormente se valord la calidad de las 78 muestras de
MO de los pacientes que estaban en ese momento en RC (49 con
ERM negativa y 29 con ERM positiva). Para ello, se analizd la
presencia o no de las poblaciones normales de MO segun
recomendaciones de Flores-Montero y cols, [85] (mastocitos,
eritroblastos, células B precursoras CD27 positivas y CD27 negativas,
linfocitos B maduros y precursores mieloides) en las muestras tanto
con ERM positiva como negativa (Tabla 23). El analisis reveld que el
porcentaje de muestra de MO con poblaciones disminuidas, era

similar en los pacientes con ERM positiva y ERM negativa. De hecho,
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incluso se identificé un mayor niumero de muestras de MO con ERM
positiva que tienen un bajo titulo de mastocitos que constituye la
poblacidn mas representativa en lo que se refiere a la calidad de la
muestra. Al analizar los porcentajes de las poblaciones medulares
en la dltima muestra de MO de los cuatro pacientes en RC con ERM
negativa que recayeron, tres de ellas mostraron una muestra de
mala calidad, dos por la baja adquisicidon final de células para el
analisis (< 3.000.000) y la restante por la ausencia de mastocitos a
pesar de una adecuada adquisicién celular (5.576.874 eventos
celulares) por lo que probablemente los resultados pudieron ser

falsos negativos (Tabla 24).
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Tabla 23. Porcentaje de poblaciones medulares bajas en muestras con resultado ERM negativo y ERM positivo

en pacientes en remision completa

% de muestras con niveles bajos
Poblaciones en MO Medianas de ERM ERM

valores normales (extremos, % de CNT) Negativa Positiva

Mastocitos 0,006 12 21
(0002-0,03) (6 de 49) (6 de 29)

Eritroblastos 6,4 (2-11,5) 0 10
(3de 29)

Células B precursoras CD27+ 0,08 24 24
(0,004-0,4) (12 de 49) (7 de 29)

Células B precursoras CD27- 0,4 14 10
(0,05-2,2) (7 de 49) (3de 29)

Linfocitos B maduros 16 24 34
(0,6-3,5) (12 de 49) (10 de 29)

Precursores mieloides 18 10 10
(0,2-3,6) (5 de 49) (3 de 29)

MO, médula 6sea; ERM, enfermedad residual minima; CNT, celularidad nucleada total.
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Tabla 24. Distribucion de las poblaciones medulares en pacientes en

RC con ERM negativa en recaida

PACIENTE PACIENTE PACIENTE PACIENTE

1 2 3 4

Celularidad
adquirida total 9.875.964  5.576.874  2.219.750  738.879
(tubo 1y tubo 2) T R B :
Poblaciones MO  PACIENTE  PACIENTE  PACIENTE  PACIENTE
% valores 1 2 3 4
normalesde CNT, (% deCNT) (% deCNT) (% deCNT) (% de CNT)

mediana
(extremos)

Mastocitos 0,02 0 0,05 0,01
0,006
(0,002-0,03)

Eritroblastos 3,6 2,7 5,8 9,12
6,4 (2-11,5)

Células B 0,003 0,003 0,4 0,03
precursoras

CD27+

0,08 (0,004-0,4)

Células B 0,02 0,13 0,3 0,05
precursoras

CD27-

0,4 (0,05-2,2)

Linfocitos B 1,6 2,34 1,1 1,53
maduros
1,6 (0,6-3,5)

Precursores 0,5 0,6 1,5 0,65
mieloides
1,8 (0,2-3,6)

CNT, celularidad nucleada total; MO, médula dsea.
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Numerosas publicaciones en MM han confirmada la
relacion entre la profundidad de la respuesta y la SLP tanto en los
pacientes candidatos como en los no candidatos a TASP [1, 91, 102-
116]. Por este motivo, actualmente alcanzar una RC mantenida es el
objetivo prioritario de todo tratamiento, especialmente en

pacientes en fases precoces de la enfermedad [117-119].

De los 44 pacientes de nuestra serie, 29 alcanzaron RCy 15
MBRP. Con una mediana de seguimiento desde el inicio del
tratamiento de 33 meses (extremos, 8-51), la SLP de los pacientes
con MBRP fue significativamente menor que la de los pacientes que
consiguieron RC (31 meses vs no alcanzada; p=0,03), datos que

coinciden con lo publicado en la literatura [111].

Respecto a la valoracion de la ERM por NGF en los pacientes
en tratamiento con los nuevos farmacos, existen varias
publicaciones recientes que han demostrado su impacto prondstico
tanto en la SLP como en la SG en pacientes con MM candidatos a
TASP. Asi, en el protocolo GEM2012MENQOS65 que incluyé 458
pacientes, se estudidé la ERM después de la de induccidn, a los 100
dias del TASP y tras la consolidacion. Los resultados mostraron una
SLP a los 3 afios del 87% frente al 50% y una SG del 96% vs 88% en
los pacientes con ERM indetectable vs persistente después de la
consolidacién [120]. Mas recientemente, en el estudio
internacional, multicéntrico CASSIOPEA se compard cuatro ciclos de
induccion con VTd frente a un esquema cuddruple con
daratumumab mas VTd (Dara-VTd) seguido de TASP y dos ciclos de

consolidacién con el mismo régimen que en la induccién. Los
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resultados, demostraron que Dara-VTd mejoraba la profundidad de
la respuesta tanto antes como después del TASP con mayor nimero
de pacientes que alcanzaban ERM negativa tras el TASP y una SLP
mas prolongada [121]. En otro andlisis de 79 pacientes con MM de
nuevo diagndstico incluidos en los ensayos clinicos fase 3,
NCT01091831 y NCT01208766 (EMN02/HO95MM), la evaluacién de
la ERM por CMF con sensibilidades de 10%-10° tras la
intensificacidn/consolidacion fue el mas potente predictor de SLP
[122]. Este resultado se confirmd posteriormente tras una mediana
de seguimiento de 60 meses, mostrando un riesgo mas reducido de
progresion o muerte de los pacientes que alcanzaban ERM negativa,
antes de empezar el mantenimiento respecto a los pacientes que
mantuvieron la ERM positiva [123]. Nuestro estudio concuerda con
lo referido, en el sentido de que los pacientes que presentan una
ERM negativa vs ERM positiva a los 100 dias y al afio del TASP, tienen
una mayor SLP, no alcanzada vs 33 meses (p=0,02) y no alcanzada vs

30 meses (p=0,0004) respectivamente.

Con respecto a los pacientes en MBRP, los resultados
conjuntos de pacientes incluidos en los ensayos clinicos
GEM2005MENOS65 y GEM2010MAS65, demostraron que los
pacientes en RC con ERM positiva después del tratamiento tienen
un prondstico similar al de los pacientes en MBRP o menos [91]. De
estos datos se podria deducir que todos los pacientes con una MBRP
o peor deberian tener la ERM positiva, sin embargo, esto no
siempre es asi. La eliminacion tumoral y el aclaramiento del CM en

el suero tras un tratamiento efectivo puede seguir diferentes
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dindmicas, ya que la vida media de las IgA e IgG es relativamente
alta (~3-4 semanas) [124] y por lo tanto, la deteccién del CM no
necesariamente refleja la persistencia de CPP en la MO. De hecho,
muchos de estos casos de MBRP con ERM negativa pasan pronto a
RC, por lo que algunos autores sugieren en la literatura que la
evaluacioén de la ERM deberia realizarse en el contexto de RC dado
que el momento de alcanzar una ERM negativa no parece
especialmente relevante desde el punto de vista prondstico [120].
En nuestro estudio, cuando comparamos la SLP de los pacientes en
MBRP con ERM negativa (n=7) o positiva (n=8), y a pesar del bajo
numero de casos, ésta fue significativamente mas larga en los
primeros (no alcanzadas vs 21 meses; p=0,0004) y similar a la
observada en el grupo de pacientes en RC. Es llamativo que
probablemente por la mayor sensibilidad de la valoracion de la ERM
por NGF los pacientes con MBRP que presentaban ERM
persistentemente positiva, el porcentaje de CPP encontradas en las
muestras de MO era muy elevado (101-102) con una mediana de
0,44% (0,01-0,8%). Por otra parte, de los siete pacientes en MBRP y
ERM negativa, uno ha recaido y seis permanecen en respuesta
(cinco han pasado a RC y uno sigue en MBRP). Estos resultados
concuerdan con lo publicado y podrian sugerir que los pacientes con
MBRP con ERM negativa por NGF realmente son y se comportan
como pacientes en RC con ERM negativa [91]. Asi, la evaluacién de
la ERM por NGF a parte de tener un impacto prondstico en pacientes
en MBRP también podria ayudar a discriminar pacientes con MBRP

“reales”, es decir, los que presentaran una ERM positiva mantenida
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de pacientes con MBRP “que van a evolucionar a RC” que serian

aquellos con ERM negativa.

Otro aspecto muy debatido en la literatura es el impacto de
la ERM negativa en los pacientes con MM con citogenética de alto
riesgo. Se ha demostrado que estos paciente alcanzan ERM negativa
con menos frecuencia que los pacientes de riesgo citogenético
estandar (alrededor de un 10%) [125, 126]. Sin embargo, se ha
comprobado que una vez alcanzada ésta, la SLP es similar a la de los
pacientes con citogenética de riesgo estandar [31, 91, 120].
Nuestros resultados, aunque en un reducido numero de pacientes,
parecen coincidir con lo descrito en la literatura. Asi, de los siete
pacientes con citogenética de alto riesgo, seis tenian ERM positiva,
(tres en MBRP y tres en RC) y uno ERM negativa (en RC). Los seis
pacientes con ERM positiva han recaido entre 4 y 43 meses,
mientras que el paciente con ERM negativa sigue en respuesta a los

41 meses del diagnéstico.

Las estrategias del tratamiento de MM han cambiado
mucho en los ultimos afios y en este momento se propugna el uso
de tres fases en los pacientes candidatos a TASP, induccién y TASP,
consolidaciéon y mantenimiento. Para la induccidn y consolidacion se
deben seleccionar fdirmacos que consigan una respuesta profunda y
rapida con el fin de alcanzar la RC. Sin embargo, para la fase de
mantenimiento, se deben considerar medicamentos poco téxicos y
con actividad inmunomoduladora para obtener y mantener una
ERM negativa. De hecho, publicaciones previas han demostrado que

un numero significativo de pacientes con ERM positiva pueden pasar
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a ERM negativa con el tratamiento de mantenimiento con
lenalidomida [126, 127]. Actualmente esta en debate sialcanzar una
ERM negativa y mantenerla en el tiempo (ERM negativa mantenida)
tiene un valor prondstico favorable. En los criterios de consenso del
IMWG del 2016 ya se recomendd la monitorizacion de la ERM
durante el curso de la enfermedad [13]. Desde entonces se ha hecho
evidente que aunque la negatividad de ERM en el momento de
alcanzar la RC claramente predice una supervivencia mas larga, la
estratificacidon del riesgo es significativamente mejor cuando este
resultado se reproduce entre los 6 a 12 meses [128]. Ademas, se
plantea si la monitorizacion de la ERM puede ser util para guiar las
decisiones de tratamiento para adaptar el tipo y duracion del
tratamiento hasta alcanzar su negatividad [121, 126, 127, 129-131]
o para decidir cudndo comenzar el retratamiento en pacientes en
los que una vez alcanzada la ERM negativa, ésta se vuelve positiva
[132]. Recientemente se ha publicado un consenso internacional
para intentar protocolizar la ejecucién y presentacion de informes
en la evaluacidn de la ERM en MM dentro de ensayos clinicos. En
este documento se realizan declaraciones de consenso en sintonia
con nuestro trabajo [133] y aconsejan su realizacidn en las distintas
fases del tratamiento, es decir, al final de la induccidn, post TASP y
antes del inicio del mantenimiento, con monitorizacion a partir de
entonces para orientar las decisiones terapéuticas. También cada
vez mas estan surgiendo publicaciones [6] [9, 134] que apoyan la
aplicacién de la ERM en la practica clinica y en el seguimiento de los
pacientes, proponiendo que un resultado ERM negativo todavia

tiene un cierto grado de incertidumbre por la posibilidad de ser un
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falso negativo, sin embargo la persistencia de ERM positiva es un
indicador claro de pronéstico adverso, incluso entre pacientes en
RC. En consecuencia, parece mas seguro tomar decisiones clinicas
basadas en ERM persistentemente positiva que en ERM negativa.
Actualmente se estan llevando a cabo numerosos ensayos clinicos
con diferentes estrategias terapéuticas guiados a controlar vy

mantener silente la enfermedad a largo plazo [6, 135].

En nuestra serie, con una mediana de seguimiento de 33
meses (extremos, 8-51), 36 (82%) de los 44 pacientes tuvieron una
primera ERM pre TASP positiva, persistiendo al final del seguimiento
17 (39%) con la ultima ERM realizada positiva, 13 de los cuales han
recaido (76%). De los ocho pacientes con ERM negativa en la
valoracién pre TASP, solo dos de ellos ha pasado a ERM positiva. En
conjunto, al final del seguimiento 27 (61%) pacientes estaban con
ERM negativa, cinco de los cuales han recaido. Es decir, al final del
seguimiento hay 5/44 (11%) pacientes con ERM negativa que han
recaido y 4/44 (9%) de pacientes con ERM positiva que contindian en
repuesta. Por otra parte, observamos que los cambios en el
resultado de la ERM de los pacientes durante el tratamiento
muestran todas las combinaciones, aunque la mas frecuente es en
aquellos pacientes que empezaron con ERM positiva y pasaron a
negativa, 21/44 (47%). También se observa que, de los 18 pacientes
en recaida, 12 (66%) presentaban una ERM persistentemente
positiva. En conjunto, nuestros resultados confirman la necesidad
de realizar estudios de ERM durante el seguimiento de la

enfermedad como se aconseja en la literatura, debido al importante
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porcentaje de pacientes que negativizan la ERM durante el

tratamiento y al mal pronédstico de mantener un ERM positiva.

Por ultimo, como ya hemos comentado en los resultados,
de los 17 pacientes (40%) que presentan una RC mantenida (24
meses 0 mas) solo han recaido dos (11%) en el momento de finalizar
este estudio, y de los 10 (22%) que presentan una RC con ERM
negativa mantenida (diferencia minima entre los controles de ERM
de un ano) solo ha recaido uno tras una mediana de seguimiento de
37 meses. Estos datos, al igual que lo publicado en la literatura[96],
parecen confirmar que los pacientes con RC y ERM negativa
mantenida tienen menos riesgo de recaida. En conclusion, lo que
parece obvio y asi lo sugieren nuestros resultados es que la
monitorizacion de la ERM en el MM ayudard a conocer las distintas
cinéticas de la enfermedad permitiendo adaptar el tratamiento para
intentar prolongar la duracion de la respuesta y, quiza, la

supervivencia de los pacientes.

Con respecto a la comparacion de los resultados de la ERM por
NGF (positiva/negativa) con la presencia de un resultado
normal/anormal del rHLC, se observé concordancia en 13 de 18
pacientes (72%). Cuando analizamos en estos 18 pacientes la SLP
segln el resultado de la ERM, se observd un beneficio de los
pacientes con un resultado negativo (no alcanzada vs 32 meses). Sin
embargo, no se objetivd que el resultado del rHLC influyese en la

SLP, quiza por el bajo nimero de pacientes en este subanalisis.

Desde el punto de vista metodoldgico, la adaptacidon de una

técnica de ERM por CMF altamente estandarizada y sensible en la
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rutina de un laboratorio de CMF dentro de la asistencia diaria no
esta exento de dificultades. Tras la encuesta realizada en 2013
[27]en los Estados Unidos en la que se mostraba una gran
variabilidad en la determinacién de la ERM por CMF en un grupo de
laboratorios, se realizd una segunda encuesta mas reciente [136]
gue mostréo una mejoria sustancial en la estandarizacion de la
técnica pero todavia casi la mitad de los laboratorios adquirian
menos celularidad y por tanto conseguian menos sensibilidad del
estandar requerido por el IMWG [13] sin realizar pre lisis en la
preparacion de la muestra como recomienda el método ya descrito

de EuroFlow [85].

Varios son los motivos que pueden hacer que una prueba
de ERM realizada por NGF no sea un fiel reflejo de la enfermedad
existente en el paciente. En primer lugar, esto puede ser debido a
qgue el MM es sobre todo una enfermedad de la MO, los analisis de
ERM se centran principalmente en muestras medulares con la
imposibilidad de poder detectar la enfermedad extramedular. En
segundo lugar, ya desde la realizacion del AMO se debe tener mucho
cuidado en obtener un muestra de calidad que debe ser el del
primer aspirado y de no mds de 2 mL para no producir una
hemodilucién y la consiguiente reduccion de, al menos, 20 veces la
proporcién de células plasmaticas que en muestras no hemodiluidas
[36, 137]. Otra dificultad afladida a la implementacién de la técnica
de la ERM por NGF en la rutina de la mayoria de hospitales, es el
hecho de la necesidad de usar dos tubos que comparten seis AcMo

e incluyen diez AcMo, con un aumento de los costes econémicos.
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Asi, hay publicaciones con alternativas de un solo tubo de 10 colores
[138] e incluso comparaciones con un solo tubo de ocho
colores[139, 140]. También hay que sumar la necesidad de invertir
mayor tiempo en la preparacién y adquisicién de las muestras
(alrededor de 4 horas) debido al método bulk lysis y al cada vez
mayor numero de células necesarias (hasta 5 millones por tubo), con
el consiguiente aumento de mano de obra. Si se tiene en cuenta que
en un laboratorio de citometria como los de los servicios que han
participado en este estudio, se reciben una media de 30 o mas
muestras por dia con sus necesidades minimas de preparacion de
media hora y adquisiciones de entre uno y cinco minutos por
muestra, se calcula que el tiempo invertido durante el
procedimientos es de aproximadamente seis horas con muestras

rutinarias.

Otro inconveniente es que a la hora del analisis se necesitan
ordenadores con suficiente capacidad y un software actualizado
para optimizar el tiempo y la interpretacién de la muestra adquirida,
sin olvidarse de la importancia de la experiencia del especialista que
analiza la muestra. Todo lo anterior, por tanto, conlleva una
sobrecarga de trabajo y encarecimiento de la prueba y puede
plantear barreras para una amplia adopcién en todos los
laboratorios y limitar su aplicabilidad a centros con unidades de
ensayos clinicos, lo que le restaria la utilidad clinica deseada. Asi,
aun hoy en dia su practica no esta generalizada en laboratorios de

CMF en los que se realizan ERM a los pacientes con MM.
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Nuestro trabajo se ha adelantado a estas publicaciones
poniendo en practica la implementacion de la realizacién de la ERM
por NGF en la rutina de tres laboratorios de la vida real y cuyos
resultados se muestran consistentes, primero por el impacto
estadisticamente significativo en la SLP y segundo por la buena
calidad de las muestras. Asi, de las 123 muestras analizadas, la gran
mayoria cumplia con el primer requisito de calidad que es el nimero
de células adquiridas, teniendo el 85% de ellas un aceptable LOD
<0,001% e idealmente el 77% un LOQ <0,001%. Consecuentemente
con esto, cuando analizamos la calidad de las muestras segun el
numero de poblaciones medulares encontradas, vemos que el
porcentaje de aquellas muestras con ERM negativo que no alcanzan
los niveles establecidos (hasta un 24% segun poblaciones) es bajo y
concordante con lo referido en la literatura [85]. Cuando hacemos
la comparativa de las muestras con resultado ERM positivo vs las
que han obtenido un resultado negativo, observamos que no hay
diferencias entre las poblaciones medulares y que, al contrario de lo
que se esperaria, las muestras con resultado ERM negativo
presentan un porcentaje mas alto de mastocitos. Al analizar estas
poblaciones medulares en aquellos pacientes con ERM negativa que
han recaido, reparamos que en dos de ellas la celularidad adquirida
no alcanza los estandares ideales establecidos (< 3.000.000 de
células) y otra no tenia mastocitos, indicativos ambos de una
muestra de mala calidad y, probablemente, sugestivas de falsos

negativos.
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En conclusién, nuestro estudio muestra que la aplicabilidad
del andlisis de ERM por NGF en pacientes con MM en la rutina de un
laboratorio clinico es posible y necesario, aunque es cierto que
qgueda camino por recorrer. Un asunto importante es el que
respecta al principal punto de partida que es el nimero de células
obtenidas para analizar y que pueden ser insuficientes por varias
circunstancias, desde la falta de comunicacién entre el médico que
realiza el AMOy el laboratorio, obteniendo la muestra como si fuera
un diagndstico y no una ERM, la mala extraccién con muestras de
mucho volumen o que no sean de la primera embolada vy la
consecuente hemodilucion o la errénea distribucion de los tubos no
reservando el de mejor calidad a la CMF. Otros aspectos como la
incorporacion de nuevos citdmetros, programas de analisis,
ordenadores de suficiente capacidad y mas personal, son cuestiones
gue van mas alla de nuestras posibilidades actuales y para las que se
requeriria una colaboracidn mas estrecha entre las diferentes

instituciones.
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Esta Tesis Doctoral se ha centrado en la valoracion

prospectiva del impacto de la respuesta al tratamiento, medida con

los métodos de valoracion de respuesta tradicionales y con algunas

de las ultimas tecnologias como la cuantificacion de la ERM por NGF

o las HLC, en la SLP de pacientes con MM de nuevo diagndstico y

candidatos a TASP tratados con un esquema estandar, dentro de la

practica diaria de un grupo de hospitales de la Comunidad

Valenciana, obteniéndose las siguientes conclusiones:

1.

Los pacientes en MBRP tienen una SLP significativamente
mas reducida que los pacientes que alcanzan RC tras el

tratamiento inicial.

Los pacientes que alcanzan ERM negativa medida por NGF
a los 100 dias post TASP y al afio post TASP, tienen una SLP
significativamente mayor que los pacientes con ERM

positiva.

Nuestro estudio sugiere que el grupo de pacientes con
mejor prondstico es el que alcanza una RC con ERM

negativa mantenida.

En nuestro estudio no se ha observado que el resultado de

la ERM medida por la técnica de Hevylite® influyese en la

SLP, quiza debido al bajo nimero de pacientes disponibles.
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Nuestro estudio muestra que es posible implementar la
monitorizacion de los pacientes con MM mediante la
realizacién de la ERM por NGF en la practica rutinaria de
los laboratorios clinicos de CMF, obteniendo muestras de

buena calidad.
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ANEXOS

PROCEDIMIENTO DE ESTUDIO DE MUESTRAS DEL
PROYECTO CLINICO GREMI PARA DETECCION DE ERM EN MM.
PROCEDIMIENTO DE ESTUDIO DE ENFERMEDAD RESIDUAL
MINIMA EN MIELOMA MULTIPLE

1. OBJETO:

Este procedimiento tiene como objeto describir el
procesamiento de las muestras para estudio de enfermedad
residual minima (ERM) en pacientes incluidos en el proyecto GREMI

ERM MM
2. ALCANCE:

El procedimiento se aplica a las muestras de médula dsea
de los pacientes con MM para estudio de ERM que alcancen MBRP
o mejor y se le haya hecho el fenotipo del diagndstico dentro del
ensayo GREMI. Las muestras son remitidas al laboratorio de CMF en
tres tubos con 2 mL de MO cada uno con anticoagulante EDTA y de
la primera embolada de la extraccidn. Previo al procedimiento
realizaremos un recuento leucocitario en la muestra a estudio que
debe contener al menos 10x10° células nucleadas por cada tubo de

ERM que se vaya a marcar.

3. DESCRIPCION:
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El marcaje de la muestra se realiza siguiendo el panel de

ERM.

Para el estudio de ERM en médula ésea se procesaran dos
tubos, un primer tubo en el cual solo marcaremos las células con
anticuerpos monoclonales de superficie de membrana, y otro
segundo tubo en el que marcaremos las células con anticuerpos
monoclonales de superficie de membrana y citoplasmaticos. Con el
primer tubo seguiremos el procedimiento del apartado A, y con el

segundo tubo seguiremos el procedimiento del apartado B.
Para el procesamiento de la muestra los pasos a seguir son:

1. Marcaje de los monoclonales (AcMos) de superficie de

membrana.

O Poner 2 mL de médula dsea en tanto tubos Falcon de 50
mL que sea posible en funcién del volumen de médula 6sea

remitido.

0 Llenar los tubo Falcon de 50 mL (tantos como permita el
volumen de muestra de médula dsea remitido) con solucion
hemolizante PharmLyse de Becton Dickinson, San Jose, CA, hasta

alcanzar un volumen de 50 mL.

0 Mezclar bien por inversién e incubar a temperatura

ambiente durante 15 minutos en agitador.

o Centrifugar a 800g (2200 rpm) durante 10 minutos y
eliminar el sobrenadante por decantacién, secando con papel el
borde del tubo (una decantacidn y secar la gota con un papel)

Normalmente quedan 300 pL de la suspensidn celular en el tubo.
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O Resuspender vigorosamente el botén celular en vértex y
golpeado el tubo afiadir 2 mL de PBS + 0,09% de NaN3 (azida de
sodio) + 0,5% de BSA (Stainning Buffer Solution de e-Bioscience
Waltham, Massachusetts, o Pharmingen Stain Buffer BSA de Becton

Dickinson, San Jose, CA), para conservar la celularidad.

0 Completar el tubo hasta un volumen final de 50 mL con

PBS + 0,09% de NaN3 + 0,5% de BSA
0 Mezclar manualmente invirtiendo el tubo varias veces.
o Centrifugar a 800g (2.200 rpm) durante 5 minutos.

O Eliminar el sobrenadante por decantacién, secando con

papel el borde del tubo.

O Resuspender enérgicamente con vortex el botdn celular
en 2 mL de PBS + 0,09% de NaN3 + 0,5% de BSA y golpear tubo para

que no quede grumo.

0 Mezclary transferir todas las muestras de MO a otro tubo
Falcon de 15 mL (mejor con pipeta y recoger la espuma con pipeta

que se produce por el BSA).

O Afiadir a los tubos Falcon iniciales ahora vacios, 2 mL de
PBS + 0,09% de NaN3 + 0,5% de BSA para recuperar las células que
hayan podido quedar adheridas en el tubo (si el tubo de 15 mL de
Falcon esta muy lleno puedo ser un mL), agitar bieny golpear el tubo
para recuperar lo que haya podido quedar en las paredes y
recogerlo con pipeta grande y afadirlo al tubo Falcon de 15 mL.
Recoger bien la muestra y la espuma con pipeta. Con los Falcon de

50 ya no vamos a trabajar y se desechan.
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O En el Falcon de 15mL, habrd unos 7,5 mL de mezcla y

entonces centrifugar a 540g (1.800 rpm) durante 5 minutos.

O Eliminar el sobrenadante con una pipeta Pasteur
(apurando) si el volumen celular es menor de 300 uL (que lo serd
porgue sélo queda el pellet) afiadir 400 uL de PBS + 0,09% de NaN3
+ 0,5% de BSA. Ajustar la concentracidon celular final a 1x10°

células/pL.

O Agitar en vortex enérgicamente o golpeando el tubo
hasta deshacer grumos. Se puede hacer raking, coger gradilla y

rascar. Aqui insistir en que no quede grumo.

0 Rotular los dos tubo de citometria con el nombre de los
AcMo que quieran identificarse y afadir en orden los AcMo
correspondientes en el tubo en las cantidades recomendadas segln
el panel de estudio de ERM (esto se puede preparar antes siempre
que se guarden en oscuridad) excepto los citoplasmaticos del

segundo tubo.

0O Afadir a cada tubo con los monoclonales 200 uL de MO.

0 Agitar en vortex unos segundos.

O Incubar 30 minutos a temperatura ambiente en

oscuridad.

A PARTIR DE AQUI SEGUIREMOS DOS RUTAS DISTINTAS
SEGUN SE TRATE DE LOS ANTIGENOS DE SUPERFICIE O LOS

CITOPLASMATICOS.
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A) MARCAR ANTIGENOS DE SUPERFICIE

O Afadir 2 mL de solucién de lisis FACS Lysing Solution

(Becton Dickinson, San Jose, CA).
o0 Mezclar en vortex.

O Incubar 10 minutos a temperatura ambiente en

oscuridad.
o. Centrifugar 5 minutos a 540g (1.800 rpm).

O Eliminar el sobrenadante utilizando una pipeta Pasteur
con cuidado de no arrastrar el botdn celular y resuspenderlo en 2

mL de PBS + 0,09% de NaN3 + 0,5% de BSA.
o Centrifugar 5 minutos a 540g (1.800 rpm).

O Eliminar el sobrenadante con pipeta Pasteur con cuidado
de no arrastrar el botén celular y resuspenderlo en 500 pL de BD

FACS flow solution (Becton Dickinson, San Jose, CA).

O Agitar en vértex o mediante racking hasta que la muestra
qguede homogénea y no se observen agregados celulares que

podrian obstruir el citdmetro. Si los hay se filtrara la muestra.
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O Realizar la adquisicién por el citdmetro de flujo
FACSCanto inmediatamente de 5.000.000 de eventos. Se pone justo
antes de la adquisicion el Brilliant Stain Buffer 50 pl (va con el 138).
Si el citdmetro no estd disponible, conservar el tubo en nevera a 2-

8° C en oscuridad durante un tiempo maximo de 1 hora.

MARCAIJE DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

CITOPLASMATICOS.

o Afiadir 2 mL de PBS + 0,5% BSA + 0,09% NaN3 a la

muestra.

O Mezclar en vortex.

o Centrifugar 5 minutos a 540g (1800rpm).

O Eliminar el sobrenadante con una pipeta Pasteur, con
cuidado de no arrastrar el botdn celular. El volumen residual del

tubo es aproximadamente 200uL.

O Resuspender el botdn celular por agitacion.

o Afadir 100 uL de reactivo A (o solucién fijadora) BD

IntraSure Kit (Becton Dickinson, San Jose, CA) y agitar en vortex.
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O Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente en

oscuridad.

O Afadir 2 mL de solucién de lisis FACS Lysing Solution

(Becton Dickinson, San Jose, CA).

O Mezclar en vortex. Incubar 10 minutos en oscuridad a

temperatura ambiente.

o Centrifugar durante 5 minutos a 800g (2.200rpm).

o Eliminar el sobrenadante con pipeta Pasteur, dejando un

volumen residual de 200 plL aproximadamente.
O Resuspender el botdn celular agitando en vortex.

O Afadir 100 plL de reactivo B (solucidon permeabilizante)

de BD IntraSure Kit (Becton Dickinson, San Jose, CA).
0 Mezclar en vortex.

o Anadir el volumen apropiado de AcMo citoplasmaticos

(Ig k/A) recomendadas segun el panel de estudio.
0 Mezclar en vértex.

O Incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos en

oscuridad.
o Afiadir 2 mL de PBS + 0,5% BSA + 0,09% NaN3.
O Mezclar en vortex.

o Centrifugar durante 5 minutos a 540g (1.800rpm).
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O Eliminar el sobrenadante usando una pipeta Pasteur,

dejando un volumen residual de 200 pL aproximadamente.

0 Resuspender el botdn celular en 500 pL de BD FACS flow

solution (Becton Dickinson, San Jose, CA).

O Realizar la adquisicion por el citdmetro de flujo
FACSCanto inmediatamente de 5.000.000 de eventos. Se pone justo
antes de la adquisicion el Brilliant Stain Buffer 50 uL (va con el 138)
Si el citdmetro no estd disponible, conservar el tubo en nevera a 2-

8° C en oscuridad durante un tiempo maximo de 1 hora.
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INFORMES DEL ESTUDIO DE ERM EN MM

Comentarios internos (no visible para el médico clinico, no se
imprime):

Paciente CODIGO GREMI

MOMENTO ESTUDIO
Datos no visibles para el médico solicitante de la prueba:

Calidad de la muestra:

Celularidad total (CT) o CT adquirida (CTA) (sin residuo con FSC/SSC
bajo): numero de eventos celulares adquiridos incluyendo

eritroblastos.
LOD, (30/CTA) x100:
LOQ, (50/CTA) x100:

% de células respecto a la CTA:

% Eritroblastos (CD117-, CD38-, CD45-/+débil, SSC bajo)

% Progenitores mieloides (CD117+/CD38+/CD45+débil/SSC

intermedio)

% Células B precursoras CD27- (CD19+/CD45+d/CD38++/CD27-)
% Células B precursoras CD27+ (CD19+/CD45+d/CD38++, CD27+)
% Linfocito B maduro (CD19+/CD45+/CD38+d/Ig(c)

% Mastocitos. (CD117+++/CD45+d)
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Células plasmaticas

Estudio realizado sobre la poblacion CD138/CD38 positiva de

médula dsea (CTA).

Células plasmaticas %

Un % de las CP son normales y policlonales (k y A).

Un % de las CP son atipicas con monoclonalidad (k o A).

Marcadores de células plasmaticas

% Células plasmaticas con marcadores de identificacion e intensidad
de expresion segun valoracidn respecto a controles internos del

resto de la celularidad:

CD38: intensidad
CD138:

CD 117:

CD 56:

CD 81:

CD 27:

CD 19:

CD 45:

Datos visibles para el médico solicitante:
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Conclusién:

ERM: Se observa un __ % de células plasmaticas sobre celularidad

nucleada total.

Un _ % son células plasmaticas aparentemente normales y
policlonales, mientras que un __ % son células plasmaticas atipicas

con un predominio de K 0 A.
Conclusion:

ERM POSITIVA/NEGATIVA (se considerara ERM positiva la presencia
de > 0,00001% o 1x107° de células plasmaticas aberrantes: 50 de
5.000.000 de células).
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RECOGIDA DE MUESTRAS PARA ESTUDIO MEDULAR POR
INMUNOFENOTIPO

PROCEDIMIENTO

El procedimiento de recogida de muestras para este
estudio sera el establecido en el estudio de la enfermedad residual
minima (ERM) mediante citometria de flujo (CMF) de alta
sensibilidad en pacientes con mieloma multiple (MM) en muy buena

respuesta parcial (MBRP) o completa (Cédigo: GREMI--ERM--001).

El objetivo del presente estudio es analizar el valor
prondstico de la ERM medida por CFM y diez AcMo conjugados con
ocho diferentes fluorocromos en pacientes con MM que alcancen
MBRP o mejor, después del tratamiento segun los esquemas
terapéuticos usados en la practica clinica habitual y comparar la
utilidad de la medicién de la ERM por CFM con las técnicas de
laboratorio seroldgicas, habitualmente empleadas y con las mas
novedosas mediante la determinacion de cadenas ligeras con el
ensayo Hevylite®, para evaluar la respuesta de la enfermedad al
tratamiento. Para ello se recogeran muestras de suero en los
mismos tiempos establecidos para la recogida de muestra de

médula dsea.
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Existen DOS MOMENTOS de envio de muestras:

PACIENTES CANDIDATOS A ENTRAR EN EL ESTUDIO: (pacientes que

en algin momento puede alcanzar una MBRP o mejor) que seran:
Pacientes con primer diagndstico de mieloma multiple que
sean sintomaticos y vayan a
recibir tratamiento activo de primera lineay
no vayan a entrar en ningun ensayo clinico

INCLUSION DEL PACIENTE EN EL ESTUDIO DEL GREMI ERM-MM
(Cédigo: GREMI--ERM--001):

Pacientes que se haya remitido muestra para el estudio al

diagndstico y que
Tras el tratamiento alcancen una:
Muy buena respuesta parcial o
Respuesta completa o
Respuesta completa estricta

Los momentos establecidos en el estudio para la recogida

de muestras para ERM son:

A) Si alcanza MBRP o mejor antes del TASP, se mandaran 5

muestras:

Nada mas alcanzar la primera MBRP o mejor. *
Justo antes del TASP. *

Alos 100 dias del TASP. *
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Alos 12 meses del TASP. *
A los 24 meses del TASP. *

* En cada uno de estos momentos también se congelaran
muestras de suero del paciente, para un posterior estudio de las
cadenas Hevylite® (estudio centralizado en el Hospital Clinico
Universitario de Valencia) como se describe en el documento

correspondiente.

B) Si alcanza MBRP o mejor tras el TASP, las muestras se

mandaran:
Nada mas alcanzar la primera MBRP o mejor. *
A'los 12 meses del TASP. *
A'los 24 meses del TASP. *

* En cada uno de estos momentos también se congelaran
muestras de suero del paciente, para un posterior estudio de las
cadenas Hevylite® (estudio centralizado en el Hospital Clinico
Universitario de Valencia) como se describe en el documento

correspondiente

SI EN ALGUN MOMENTO DEL SEGUIMIENTO PIERDE LA
MBRP SALE DEL ESTUDIO

Asi, una vez constatado en cada uno de los momentos
descritos, con una determinaciéon en muestra de suero y orina de 24
horas, la situacion de MBRP o mejor (SIEMPRE CONFIRMADA LA
RESPUESTA ANTES DEL ESTUDIO DE MEDULA OSEA), se seguiré el
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siguiente PROCEDIMIENTO DE ENVIO DE MUESTRAS EN PACIENTES
INCLUIDOS EN EL ESTUDIO:

Se rellenaran los datos del seguimiento del paciente en un
formulario especialmente disefiado para este estudio, de la pagina
web del GREMI, con el nombre ERM-CRD y se imprimird la hoja

cumplimentada

Se AVISARA AL CENTRO RECEPTOR DEL ESTUDIO DEL
INMUNOFENOTIPO con 24 horas de antelacion.

Las muestras deberan ir correctamente identificadas: se
utilizard la hoja habitual de cada centro de solicitud de IFE en
médula ésea INDICANDO PACIENTE CANDIDATO AL ESTUDIO DE
GREMI ERM-MM, con EL NUMERO DEL GREMI DEL PACIENTE y

nombre del hospital y de la persona que envia las muestras.

Se mandara de 5a 6 mL de médula 6sea en varios tubos de
EDTA (los tubos del primer tirén con mejor grumo) para el estudio
inmunofenotipico con la hoja impresa del ERM-CRD y nombre del

hospital y de la persona que envia las muestras.

PROCEDIMIENTO

El procedimiento de recogida de muestras para este ensayo sera el
establecido en el estudio de la enfermedad residual minima (ERM)

mediante citometria de flujo (CMF) de alta sensibilidad en pacientes
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con mieloma mdultiple (MM) en muy buena respuesta parcial o

completa (Codigo: GREMI--ERM--001).

Las muestras se enviaran al Hospital Clinico Universitario de Valencia

de forma centralizada.
Existen DOS MOMENTOS de envio de muestras:
PACIENTES CANDIDATOS A ENTRAR EN EL ESTUDIO:

Pacientes que en algin momento puede alcanzar una MBRP o

mejor que seran:

Pacientes con primer diagndstico de mieloma multiple jovenes

candidatos a TASP que:
Sean sintomaticos y vayan a recibir tratamiento.

Asi, una vez constatado que el paciente cumple con los criterios para
ser candidato a entrar en el estudio se debera recoger antes de

empezar el tratamiento:

Una muestra de suero que se hardn tres alicuotas de 0,5 mL que se
almacenaran y congelardn en los racks de Wilmut (ver anexo)

entregados a los centros participantes.

Rellenar los datos del paciente en la pagina web del GREMI en el
Registro de pacientes con mieloma multiple y amiloidosis primaria

de nuevo diagndstico
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2. INCLUSION DEL PACIENTE EN EL ESTUDIO DEL GREMI ERM-MM
(Cédigo: GREMI--ERM--001):

Pacientes que se haya mandado muestra para el estudio al
Diagndstico y que:

Tras el tratamiento de primera o segunda linea, alcancen una:
Muy buena respuesta parcial o

Respuesta completa o

Respuesta completa estricta

Los momentos establecidos en el estudio para la recogida de

muestras para ERM son:

A) Si alcanza MBRP o mejor antes del TASP, se congelardn 5 muestras:

Nada mas alcanzar la primera MBRP o mejor. *
Justo antes del TASP. *

A'los 100 dias del TASP. *

A'los 12 meses del TASP. *

Alos 24 meses del TASP. *

* En cada uno de estos momentos se congelaran muestras de suero
del paciente, para un posterior estudio de las cadenas Hevylite®

(estudio centralizado en el Hospital Clinico Universitario de Valencia).
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B) Si alcanza MBRP o mejor tras el TASP, se congelaran tres muestras:

Nada mas alcanzar la primera MBRP o mejor. *

A los 12 meses del TASP. *

A los 24 meses del TASP. *

* En cada uno de estos momentos se congelardan muestras de suero
del paciente, para un posterior estudio de las cadenas Hevylite®
(estudio centralizado en el Hospital Clinico Universitario de Valencia).

SI EN ALGUN MOMENTO DEL SEGUIMIENTO PIERDE LA MBRP SALE
DEL ESTUDIO.

IDENTIFICACION DE LAS MUESTRAS

Las muestras deberan ir correctamente identificadas con el nimero
del paciente: se utilizara el mismo nimero que el paciente tiene en

el Registro del GREMI (ver anexo).

A este numero se le anadira una cifra mds separada por un guion

que indicara el momento de la recogida de la muestra:
0: En el momento del diagndstico.*

1: Nada mds alcanzar la primera MBRP o mejor.

2: Justo antes del TASP. *

3: A los 100 dias del TASP. *

12: A los 12 meses del TASP. *

24: A los 24 meses del TASP. *
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No olvidar que en todos los momentos que esté indicado mandar
una muestra de médula dsea, se congelard un tubo de suero
(repartido en tres alicuotas de 0,5 mL) del paciente para la

determinacion de cadenas pesadas mediante el ensayo Hevylite®.

Estas muestras de suero se mandardn con posterioridad de forma

centralizada al hospital Clinico Universitario de Valencia.
SISTEMAS DE ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS

Se proporcionara a cada centro un rack W-Rack 96 de Wilmut Nirco,
el cual consta de 96 tubos de 0,5 mL. Tanto el rack como los tubos
estadn identificados con cddigos especiales que va a permitir la

completa trazabilidad automatica de los mismos.

Como se ha mencionado, cada vez que se recoja muestra de suero,
se realizaran tres alicuotas de 0,5 mL que ocuparan tres posiciones

consecutivas en el rack.

La identificacion de las muestras y asignaciones de sus
correspondientes posiciones en el rack, se reflejaran en una hoja de
calculo tipo Excel, individualizada para cada rack y que se descargara
de la web de Wilmut introduciendo el cédigo de barras del rack en

cuestion.

A través del menu “Trazabilidad Wilmut” situado en la esquina
superior derecha de la web de la casa comercial accederemos a una
pantalla en la que podremos introducir el codigo de barras del rack
y solicitar la trazabilidad, una vez leidas y aceptadas las condiciones

de uso.
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Automaticamente se abrird una ventana con la hoja Excel que ya
podremos guardar en nuestro ordenador y que iremos rellenando

conforme vayamos recogiendo las muestras.

Este rack, se enviara una vez finalizado el estudio (en funcién de la
disponibilidad del laboratorio, una vez puesto en marcha el estudio
las fechas de envio de muestras podran sufrir modificaciones que se
informaran con la antelacién conveniente) al Hospital Clinico
Universitario a la direccidn ya indicada. En el sobre se introducird
también una copia impresa del archivo Excel con la identificacidon de
las muestras. Es fundamental asegurar que no se rompe la cadena

de frio durante el transporte del rack.

La hoja de calculo asociada al rack también se enviara via mail al
responsable del Laboratorio de Bioquimica del Hospital Clinico de

Valencia.

En el apartado “asunto” se escribird la palabra “Hevylite” seguida

del nombre del hospital de procedencia.
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