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Estudi Genetic Mieloma Multiple

El mieloma multiple (MM) és un tipus de neoplasia que implica I'expansié clonal de les cél-lules
plasmatiques, un tipus de cél-lula que prové del limfocit B i és responsable de la produccié
d'anticossos. Aquestes cel-lules, quan es desenvolupen de manera anormal i incontrolada en la
medul-la 0ssia, causen un conjunt de simptomes que inclouen dolor ossi, fatiga, infeccions
recurrents i nivells elevats de calci a la sang.

Es tracta de la tercera malaltia hematologica maligna en ordre de freqiéncia, i cada any es
diagnostiquen a Espanya al voltant de 3000-3500 nous casos. Representa un 2% de les morts
per cancer i un 20% de les morts per malalties hematologiques malignes[1].

Hi ha quatre categories principals de mieloma:

e Mieloma Asimptomatic: Pacients amb simptomes inespecifics que poden ser atribuits
a altres malalties.

e Mieloma quiescent: es caracteritza per presentar només un pic de proteina
monoclonal estable.

e Mieloma indolent: Acumulacié lenta de cel-lules plasmatiques aberrants a moll d’os
pero sense dany immediat o greu.

e Mieloma Multiple: El diagnostic es basa en la deteccid de cél-lules plasmatiques
aberrants (210% moll d’os) que interfereixen amb la formaciéd normal de cél-lules
sanguinies al moll d’os, donant lloc a I'aparicié d’anémia i leucopénia; la preséncia de
paraproteines i les complicacions associades com lesions Ossies, insuficiencia renal i
hipercalcemia.
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Kumar et al., Nature Reviews Disease Primers, Vol. 3, art. 17046 (2017)

Normalment el Mieloma ve precedit per una Gammapatia Monoclonal de Significat Incert
(GMSI). Durant la progressid, es van acumulant alteracions genétiques.
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Importancia clinica de les alteracions cromosomiques en Mieloma Multiple

Les alteracions cromosomiques tenen una gran importancia clinica, ja que influeixen en el
diagnostic, pronostic, estratificacié de risc i resposta al tractament[2]. A continuacié es
descriuen els punts clau de la seva rellevancia:

Diagnostic i patogenesi:

Les alteracions cromosomiques son fonamentals en el desenvolupament del MM. Es divideixen
en esdeveniments primaris i secundaris. Els esdeveniments primaris contribueixen a la
immortalitzacié de les cel-lules plasmatiques, i els esdeveniments secundaris a la progressié de
la malaltia.

Anomalies genétiques primaries:

A la fase primaria de la malaltia, les anomalies genétiques es poden dividir en dos grans grups:

Mieloma no hiperdiploide: implica reordenaments del gen IGH (14934) amb diversos
oncogens, incloent FGFR3, CCND3,CCND1, MAF i MAFB en els cromosomes 4, 6, 11,16 i
20, respectivament. Aquests reordenaments primaris juxtaposen aquests oncogens a
la regio potenciadora de IGH.

Mieloma hiperdiploide: implica trisomies dels cromosomes 3, 5,7, 9, 11, 15, 19i 21,
junt amb una baixa prevalenca de reordenaments /GH.

En una minoria de pacients, es troben reordenaments de /IGH i trisomies multiples.

Anomalies genétiques secundaries:
Les cél-lules plasmatiques aberrants experimenten diferents etapes d’evolucié al llarg del
temps. Les anomalies genétiques que reflecteixen aquesta progressioé son:

Delecié de TP53 (17p13): Es el factor citogenetic més important pel pronostic, amb
efecte molt negatiu en la supervivencia, malaltia més agressiva, major prevalenga de
malaltia extramedul-lar.

Anomalies del cromosoma 1 (Pérdua de 1p i/o guany de 1q). Les anomalies en ambdds
bragos del cromosoma 1 s’associen amb supervivéncia més curta.

Alteracions gen MYC (8q24). Alteracié tardana o secundaria en la genesi del MM,
associada a pronostic advers.

Estratificacio del risc:
L'Estratificacié de risc citogenetic mMSMART desenvolupada per la Clinica Mayo

(www.msmart.org)[3], classifica per grup de risc les diferents anomalies cromosomiques.

Mayo Clinic Risk Stratification for Multiple Myeloma (mSMART)

Risk Group Percentage of newly diagnosed patients with the abnormality

Standard Risk 60%
Trisomies
t(11:14)
t(6:14)
High Risk 40%
t(4:14)
1(14:16)
t(14:20)
del(17p)
gain(lq)

Double-Hit myeloma:
Any 2 high risk factors

Triple-Hit myeloma:
Any 3 or more high risk factors
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Pronostic:

Els pacients amb alteracions d'alt risc solen tenir una supervivéncia més curta i una progressio
més rapida de la malaltia.

Les alteracions d'estandard o baix risc tenen una millor resposta als tractaments estandard,
com els inhibidors del proteasoma o els agents immunomoduladors.

Per calcular el pronostic es consideren diversos factors com les caracteristiques del pacient
(comorbilitats), la carrega tumoral (estadi), la biologia de la malaltia (alteracions
citogenetiques, augment de la lactat deshidrogenasa(LDH) i presencia de cel-lules
plasmatiques a la sang).i la resposta al tractament.

La carrega tumoral es valora mitjancant I'estadiatge Durie-Salmon (DSS) i el Sistema
Internacional d'estadiatge (ISS), basats en els valors de B2-microglobulina i albimina seriques.

La biologia de la malaltia s’avalua segons la presencia o absencia de les anomalies
citogenetiques considerades d’alt risc: t(4;14),t(14;16) i del(17p), I'augment de la lactat
deshidrogenasa(LDH) i la presencia de cél-lules plasmatiques a la sang.

Al 2015, el Grup de Treball Internacional sobre Mieloma (IMWG), va publicar una revisid del
ISS (R-ISS)[4], combinant la carrega tumoral i la biologia de la malaltia, per tal d’aconseguir un
valor pronostic personalitzat per pacient.

Table 1. Standard Risk Factors for MM and the R-ISS

Prognosatic Factor Criteria
ISS stage
Sarum
alb = e
i Not | stage 1 or Il

" Serum f-microglobuin = 5.5 mal.

Serum LDH =< the upper limit of normal

Serum LDH > the upger limit of normal

~-risk CA by iIFISH

Palumbo et al.(2015)

Al 2022, la xarxa Europea de Mieloma (European Myeloma Network) va realitzar una segona
revisié de I'ISS (R2-1SS)[5] on es va crear i validar un sistema de puntuacid de risc basat en els
diferents factors d’estratificacid ja establerts en el R-ISS i va afegir com a anomalia d’alt risc el
guany de 1q.

Per garantir una harmonitzacid de criteris uniforme en I'estadiatge, en el R2-ISS només
s'utilitzen 4 marcadors citogenetics ampliament disponibles i considerats d’ alt risc
[t(4;14),t(14;16), del(17p), i guany de 1q].

Les guies internacionals, pero, recomanen l'estudi d’altres anomalies citogenetiques per
contribuir a un pronostic i estrategia terapeutica personalitzada[1,2,6,7].
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Planificacié del tractament:

L'estratificacié basada en les alteracions cromosomiques ajuda a seleccionar tractaments
personalitzats[7]:

*Els pacients d'alt risc poden beneficiar-se de terapies més intensives o combinades.

*L'ds d'inhibidors del proteasoma com el Bortezomib és especialment beneficiés per als
pacients amb del(17p) o t(4;14).

*Els pacients amb t(11;14) responen millor a Venetoclax, un inhibidor de BCL-2.

Seguiment de la malaltia minima residual (MRD):

La monitoritzacié d'alteracions cromosomiques amb técniques com la FISH (hibridacié in situ
fluorescent) és crucial per valorar la persisténcia de cél-lules tumorals després del tractament,
en combinacié amb I'estudi per citometria de flux.

Impacte en investigacid i desenvolupament de noves terapies:
L'estudi de les alteracions cromosomiques condueix al desenvolupament de nous farmacs
dirigits a alteracions moleculars especifiques.

Hibridacio in situ fluorescent (FISH) en I’estudi citogenétic de mieloma multiple

L’analisi citogenetica convencional (cariotip), degut, tant a un grau variable d’infiltracié de les
cél-lules plasmatiques al moll d’'os, com al baix index de proliferacié de les cel-lules
plasmatiques aberrants, subestima enormement les potencials anomalies cromosomiques que
es poden trobar en MM.

En aquestes condicions, les guies internacionals recomanen un métode d’enriquiment de la
mostra en cél-lules plasmatiques (CD138+), seguit de la técnica d’hibridacio in situ fluorescent
(FISH), per I'analisi d’ alteracions cromosomiques en nuclis en interfase.

A Catlab, seguint aquestes recomanacions, realitzem el seglient procediment:

Mostres i Purificacio:

e Estreballa a partir de mostres d’aspirat de medul-la 0ssia amb comptatge per citologia
de més del 10% de cél-lules plasmatiques.

e Les cel-lules plasmatiques (CD138+) es purifiquen per seleccié negativa utilitzant
anticossos monoclonals que s’uneixen a les cél-lules no desitjades.

o Les cel-lules CD138+, lliures i viables es recullen mitjangant centrifugacié en gradient
de densitat.

Cultiu i extraccio:

e Les CP es cultiven durant 72 hores i es realitza extraccié per procediment citogenetic,
obtenint cél-lules en suspensid.
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Hibridacio:

e Els nuclis en suspensid s’estenen sobre un portaobjectes i es realitza la técnica de FISH:
es marca el material amb sondes fluorescents especifiques que emeten llum quan
s’uneixen a les regions del genoma d’interés.

e Sutilitza un panell MultiFISH, que permet analitzar, en un Unic portaobjectes, les
alteracions cromosomiques més rellevants pel diagnostic i pronostic de MM:

Hiperdiploidia (cromosomes 5, 9i 15)

Reordenament gen MYC
Deleci6 de TP53.
t(14;20) reordenament IGH::MAFB | &l | i |
t(4;14) reordenament IGH::FGFR3 f ‘ : |
t(11;14) reordenament IGH::CCND1
(14;16) reordenament IGH::MAF Portaobjectes MultiFISH (CytoCell)
t(6;14) reordenament IGH::CCND3
Guany 1q/ pérdua 1p.

Analisi i interpretacié:

Amb microscopi de fluorescéncia es visualitzen les senyals de fluorescencia i s’interpreten els
patrons d’hibridacié obtinguts.

® %

.’

Imatges de senyals fluorescents en nuclis interfasics
Conclusio

En resum, el mieloma multiple és una malaltia hematologica complexa amb una gran varietat
d'alteracions genétiques implicades en el seu desenvolupament. La técnica de FISH és una eina
crucial per identificar aquestes alteracions, i la realitzacié de la técnica MultiFISH de manera
rutinaria contribueix a un diagnostic més precis i a una millor estratégia terapeutica. Gracies a
I'avencg en les técniques genetiques, com la FISH, els clinics poden oferir tractaments més
personalitzats i millorar els resultats per als pacients amb Mieloma Multiple
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