m.

(i
/4

I

E

——

Instituto de Investigacion
Sanitaria La Fe

DECLARACION DE INTERES
PROGRAMA FORMATIVO BANKIA PARA TECNICOS FP-Il
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Proyecto de investigacion en vigor al que se adscribira el contratado (indique referencia y
resumen)

Titulo: Estudio integrado de la enfermedad residual minima en mieloma muiltiple.
Referencia: 2016/0489.

El valor pronéstico de la enfermedad residual minima (ERM) en el mieloma multiple (MM) esta
ampliamente reconocido. Pese a ello, en la actualidad no existen estudios que integren y comparen
la informacién obtenida mediante las nuevas técnicas de ERM por imagen vy las realizadas en
meédula 6sea.

Este estudio pretende analizar de forma integrada la ERM en pacientes con MM que van a recibir
tratamiento con intencion curativa, mediante las técnicas cuantitativas mas novedosas: citometria
de flujo de ultima generacién (next generation flow, NGF), biologia molecular (next generation
sequencing, NGS) e imagen (positron emission tomography, PET; y resonancia magnética, RM).

A todos los pacientes se les realizaran al diagndstico un estudio basal mediante las pruebas en
médula ésea y las técnicas de imagen. Los sujetos que alcancen al menos una muy buena
respuesta parcial (MBRP) se les efectuara el estudio de ERM por NGF, NGS e imagen. Por ultimo,
en los casos con ERM detectable mediante las técnicas de imagen e indetectable en las de médula
o6sea (NGF y NGS), se les realizara una biopsia 6sea dirigida para descartar afectacion parcheada
del MM.

Posteriormente, se integraran los resultados para valorar la aportacién en conjunto e individual de
cada técnica, para obtener la secuencia de estudio de la ERM en el MM mas eficiente.

(Se podran presentar dos declaraciones de interés, como maximo por grupo y en
formularios separados)

IIS La Fe | Avenida Fernando Abril Martorell, n°® 106, Torre A, 72. 46026 Valencia
Tel.: (+34) 96 124 66 01 | Fax. (+34) 96 124 66 20 | fundacion_lafe@gva.es | www.iislafe.es




Il

)1/

w

—_ !

Instituto de Investigacion
Sanitaria La Fe

[
|

PROGRAMA FORMATIVO A REALIZAR POR EL CONTRATADO

Describir el proyecto de investigacion, haciendo especial énfasis en los aspectos formativos y las
tareas a realizar por el contratado FP-Il (Este apartado se publicara junto con las bases de la convocatoria
con el fin de que el candidato FP-II pueda seleccionar el proyecto que mas le interese)

Introduccion

El mieloma multiple (MM) es una neoplasia hematolégica de células B en la que las células plasmaticas
tumorales se acumulan en la médula dsea y en otros tejidos produciendo cantidades excesivas de proteina
monoclonal (componente monoclonal, CM). EI MM representa el 1% de todas las neoplasias y alrededor del
10% de las neoplasias hematoldgicas.() El tratamiento del MM ha avanzado notablemente en los Ultimos
afos gracias al desarrollo de nuevos farmacos y, aunque se sigue considerando una enfermedad incurable,
ha aumentado la tasa y duracién de las respuestas completas con mejoria de la expectativa de vida.?® No
obstante, muchos pacientes siguen recayendo debido probablemente a células tumorales residuales no
detectadas con las técnicas convencionales. En este sentido, la evaluacion de la enfermedad residual
minima (ERM) en el MM tiene cada vez mayor importancia debido a su demostrado valor predictivo de la
supervivencia libre de progresién y de la supervivencia global.3% Esta informacién podria ayudar a
individualizar la terapia, evitando el sobretratamiento en los casos de ERM no detectable o intensificando los
esquemas de tratamiento farmacolégico en los grupos con carga tumoral residual. La ERM puede abordarse
fundamentalmente con tres métodos cuantitativos: citometria de flujo multiparamétrica (CFM), biologia
molecular (ambas realizadas en médula 6sea) y las técnicas de imagen basadas en la tomografia por
emision de positrones (PET) y en la resonancia magnética (RM). La sensibilidad de cada técnica es
diferente y, hasta ahora, no existen estudios que hayan integrado y comparado estos tres tipos de analisis.

La CFM constituye el método mas utilizado para el analisis de la ERM en MM. La deteccion de células
tumorales con CFM ha demostrado ser un factor de mal pronédstico,® que ha permitido la estratificacion de
los pacientes en grupos de riesgo, como se refiere en los estudios del Grupo Esparfiol de Mieloma Multiple
(GEM2000, GEM2005 y GEM2010mas65). Con las técnicas de CFM de tercera generaciéon o next
generation flow (NGF), el limite de la deteccién de la técnica es cercano a 10% (1 célula mielomatosa por
cada 1.000.000 de células).®

La experiencia con los estudios moleculares es mas limitada. Técnicas cuantitativas basadas en la RT-PCR
(real-time polymerase chain reaction), como las ASO-PCR (allele-specific oligonucleotide PCR), necesitan
ser individualizadas para cada paciente por lo que la aplicabilidad es baja, aunque presentan una
sensibilidad similar a la CFM. El desarrollo de nuevas técnicas moleculares como las NGS (next generation
sequencing) o HTS (high-throughput sequencing) muestran una mayor sensibilidad que la CFM actual,
superando los inconvenientes de la ASO-PCR y alcanzando un nivel de sensibilidad de 10, aunque es
necesaria mayor estandarizacién de la metodologia y el desarrollo de estudios prospectivos para confirmar
su valor clinico.(7-19)

Mas recientemente, se ha propuesto la aplicacion de las técnicas de imagen tomograficas para el estudio de
la ERM del MM. La RM y la PET-TC se consideran las mas sensibles para la deteccion de la afectacién
Osea y extradsea, y tienen un papel mas importante en la estadificacién inicial y en el seguimiento de la
enfermedad. Ademas, han demostrado tener una alta relevancia en la prediccion de la supervivencia de los
pacientes con MM por lo que algunos grupos recomiendan su inclusion en el seguimiento,(''-13) modificando
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su clasico papel “cualitativo” o “semicuantitativo” en “cuantitativo”. Esto debe permitir la deteccion y
evaluacion de la carga tumoral de ERM de localizacion 6sea y extradsea, integrando la informacién con la
del resto de estudios.®10. 14 La estimacién del SUVmax (standardized uptake value) hace que la PET-TC se
considere una técnica cuantitativa que posibilita, en comparacioén con la RM, una evaluacion mas precoz de
la carga tumoral tras el tratamiento, asi como la deteccion de recaida o progresién. Sin embargo, existen
nuevas aplicaciones de RM integradas dentro del concepto de imagenes cuantitativas de biomarcadores
que tratan de evaluar caracteristicas in vivo en funcién de las propiedades de los tejidos y las lesiones
observadas por imagen.('")

Aunque trabajos recientes han comparado las técnicas de NGF y NGS,® en nuestro conocimiento no existe
ningun estudio que evalue los tres métodos simultaneamente.

En la actualidad en el Hospital Universitario y Politécnico La Fe, el Servicio de Hematologia y Hemoterapia y
el Area de Imagen Médica (englobando a los Servicios de Radiologia y Medicina Nuclear) han iniciado
conjuntamente la validacion de estas tres pruebas.

Bibliografia:

1. Rajkumar SV. Multiple myeloma: 2014 update on diagnosis, risk-stratification, and management. Am
J Hematol. 2014;89(10):999-1009.

2. Bladé J, Rosifiol L, Fernandez de Larrea C. How | treat relapsed myeloma. Blood.
2015;125(10):1532-40.

3. Rawstron AC, Child JA, de Tute RM, et al. Minimal residual disease assessed by multiparameter
flow cytometry in multiple myeloma: impact and outcomes in the Medical Research Council Myeloma
IX Study. J Clin Oncol. 2013;31(20):2540-7.

4. Martinez-Lopez J, Lahuerta JJ, Pepin F, et al. Prognostic value of deep sequencing method for
minimal residual disease detection in multiple myeloma. Blood. 2014;123(20):3073-9.

5. Rawstron AC, Gregory WM, De Tute RM, et al. Minimal residual disease in myeloma by flow
cytometry: independent prediction of survival benefit per log reduction. Blood 2015;125(12):1932-5.

6. Flores-Montero J, Sanoja-Flores, Paiva B, et al. Next generation flow for highly sensitive and
standardized detection of minimal residual disease in multiple myeloma. Leukemia. 2017 Mar;10.
doi: 10.1038/leu.2017.29 [Epub ahead of print].

7. Paiva B, Cedena MT, Puig N, et al. Minimal residual disease monitoring and immune profiling using
second generation flow cytometry in elderly multiple myeloma. Blood. 2016;127(25):3165-74.

8. Rawstron AC, Paiva B, Stetler-Stevenson M. Assessment of minimal residual disease in myeloma
and the need for a consensus approach. Cytometry Part B. 2015;90(1):21-5.

9. Nishihori T, Song J, Shain KH. Minimal residual disease assessment in the context of multiple
myeloma treatment. Curr Hematol Malig Rep. 2016;11(2):118-26.

10. Sherrod AM, Hari P, Mosse CA, et al. Minimal residual disease testing after stem cell transplantation
for multiple myeloma. Bone Marrow Transplant. 2016;51(1):2-12.

11. Marti-Bonmati L, Ramirez-Fuentes C, Alberich-Bayarri A, et al. State-of-the-art of bone marrow
imaging in multiple myeloma. Curr Opin Oncol. 2015;27(6):540-50.

12. Dammacco F, Rubini G, Ferrari C, et al. F-FDG PET/CT: a review of diagnostic and prognostic
features in multiple myeloma and related disorders. Clin Exp Med. 2015 Feb;15(1):1-18.

IIS La Fe | Avenida Fernando Abril Martorell, n°® 106, Torre A, 72. 46026 Valencia
Tel.: (+34) 96 124 66 01 | Fax. (+34) 96 124 66 20 | fundacion_lafe@gva.es | www.iislafe.es




Il

)1/

14

——

Instituto de Investigacion
Sanitaria La Fe

[
|

13. Sachpekidis C, Mai EK, Goldschmidt H, et al. F-FDG dynamic PET/CT in patients with multiple
myeloma: patterns of tracer uptake and correlation with bone marrow plasma cell infiltration rate. Clin
Nucl Med. 2015 Jun;40(6):e300-7.

14. Paiva B, Van Dongen JJM, Orfao A. New criteria for response assessment: role of minimal residual
disease in multiple myeloma. Blood. 2015 May;125(20):3059-68.

Objetivos

Objetivo principal: correlacionar la ERM determinada mediante NGF, NGS y técnicas de imagen.

Objetivos secundarios:

o Establecer el papel de cada metodologia en el estudio de la ERM: uso eficiente de las técnicas en la
ERM del MM.

o Evaluar la aplicabilidad y rentabilidad de la biopsia ¢sea dirigida en los casos de ERM indetectable
mediante las técnicas NGF y NGS, pero detectable por imagen.

e Establecer la secuencia mas eficiente de estudio de la ERM en MM.

Metodologia
Pacientes

Criterios de inclusion:

Edad > 18 afios.

Pacientes con diagnéstico de MM segun los criterios del International Myeloma Working Group.
Pacientes que se encuentren en cualquier linea terapéutica con intencién de obtener una respuesta
de calidad.

Pacientes que alcancen al menos una muy buena respuesta parcial (MBRP) durante el periodo de
tratamiento.

Criterios de exclusion:
e Pacientes refractarios al tratamiento convencional.

o Pacientes en tratamiento paliativo.
e Pacientes que no alcance una MBRP.

Se incluiran de forma prospectiva aproximadamente un minimo de 50 pacientes. El proyecto se desarrollara
de acuerdo con las directrices de la Declaracion de Helsinki y los requisitos establecidos en la legislacion
espafiola en el ambito de la investigacion biomédica, proteccidon de datos y bioética. Para la inclusion del
paciente sera necesario la firma del consentimiento informado por parte del paciente, familiar o
representante legal si estuviera indicado. Dado que este estudio no contempla la administracién de ningun
farmaco no se remitira a la Agencia Espafiola del Medicamento. El trabajo ha sido remitido y aprobado por el
Comité de Etica del Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe.
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Circuito de estudio del paciente

A todos los pacientes con diagndstico de MM se les realizara, a parte de los estudios de rutina en sangre
periférica, orina y médula ésea, (incluido el estudio de NGF y NGS) las dos pruebas de imagen (PET-TC y
RM), como estudio basal para poder compararlo con la evaluacién post-tratamiento. Las pruebas deberan
hacerse antes de completar la primera semana de tratamiento. El tiempo entre la realizacién de la puncion
de médula 6sea y las técnicas de imagen no podra ser superior a una semana.

Los pacientes que durante el seguimiento obtengan al menos una MBRP al tratamiento administrado seran
subsidiarios del estudio de ERM vy, por tanto, se incluiran en el analisis posterior del proyecto. Se define
como MBRP:

¢ Reduccion del CM en sangre >90% o detectable solo por inmunofijacion.

e CM en orina <100 mg/24h o detectable solo por inmunofijacion.

¢ Reduccion >90% de la cadena ligera libre implicada en casos de MM de cadenas ligeras.

e Reduccion >90% de los plasmocitomas, en caso de existir al diagnodstico.

En los pacientes que cumplan los criterios de respuesta previamente descritos, se procedera al examen
citolégico de médula 6sea. A diferencia del estudio al diagnéstico o recaida, en este caso se solicitara el
aspirado de médula 6sea y las pruebas de imagen al mismo tiempo. Se extraeran un minimo de 5 mL de
material medular distribuidos en 2 tubos anticoagulados con etildiaminotetraacético (EDTA) con al menos 2
mL por tubo y en un tercer tubo anticoagulado con heparina de litio con al menos 1 mL de volumen. Se
realizara el estudio citomorfolégico habitual y, en caso de presentar <5% de células plasmaticas, se
procedera a la deteccion de ERM mediante NGF, NGS y pruebas de imagen. Al igual que sucede al
diagndstico, no podra superarse un periodo de una semana entre la puncion de médula 6sea y las técnicas
radiologicas.

Por ultimo, en los casos en que la ERM determinada en médula 6sea sea indetectable por NGF y NGS, pero
exista positividad en las pruebas de imagen, se efectuara una biopsia dsea dirigida sobre la lesién, siempre
que sea accesible y el riesgo del procedimiento sea bajo. Se informara adecuadamente al paciente sobre el
procedimiento a realizar, asi como los riesgos y beneficios esperados.
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Figura 1. Resumen del circuito de estudio del paciente.

Técnicas para la determinacién de la ERM

Metodologia NGF

El estudio inmunofenotipico se realizara siguiendo las recomendaciones del Grupo de estandarizacion
EuroFlow, utilizando 2 combinaciones de 8 anticuerpos monoclonales (AcMo) conjugados con fluorocromos
(Tabla 1) con las modificaciones adaptadas por el GEM. Las células se procesaran en tres citdmetros
FASCCanto-ll (Becton Dickinson) disponibles en el Laboratorio de Citometria de Flujo. Asumiendo que la
media de debris en las muestras procesadas es del 12%, se adquiriran un minimo de 11 millones de eventos
para los estudios de ERM, de tal forma que sean analizables 10 millones de células nucleadas, lo que
permitird alcanzar una sensibilidad cercana a 10 (limite de sensibilidad 20 células patologicas en 10
millones de células nucleadas). Para ello, se extraerd al menos 2 mL de material medular anticoagulado con
EDTA en el primer tubo del aspirado y, en el caso en que no se pueda obtenerse una cantidad suficiente de
eventos, se intentara recuperar parte de la muestra remitida a biologia molecular y/o biobanco, si existiera
material sobrante. La muestra se procesara en las primeras 24 horas (excepcionalmente 36 horas) tras la
extraccion siguiendo el protocolo de bulk lysis del Grupo EuroFlow, pasado este tiempo, se considerara
inviable y la muestra no sera subsidiaria de estudio. Posteriormente, se realizara el analisis de los datos
mediante el programa Infinicyt™ version 1.8, utilizando una estrategia de seleccion secuencial. Los
resultados se expresaran en porcentaje de células plasmaticas sobre celularidad nucleada total y porcentaje
de expresion de cada uno de los antigenos analizados. Se valorara la calidad de la muestra mediante el
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analisis de las diferentes poblaciones celulares de médula 6sea, segun las recomendaciones del Grupo
EuroFlow (serie roja nucleada, mastocitos, precursores mieloides CD117+ y linfoides B tanto CD27+ como
CD27-). En caso de que la muestra no cumpla las caracteristicas de calidad necesarias para la evaluacion
de la ERM, se debera efectuar una nueva puncién.

Tabla 1. Tubos propuesto por el GEM (modificado de EuroFlow) para el estudio de ERM en MM.

Fluorocromo BV- PerCP- PE-

BV-421 510 FITC PE Cy5.5 cy7 APC APC-C750
Tubo 1 CD138 | CD27 CD38 CD56 CD45 CD19 CD117 CD81
Tubo 2 CD138 | CD27 CD38 CD56 CD45 CD19 | cylgKappa | cylgLambda

BV: Brilliant Violet, FITC: Fluorescein Isothiocyanate, PE: R-Phycoerythrin, PerCP-Cy5.5: Peridin Clorophyll
protein-cyanine 5.5, PE-Cy7: tdndem R-Phycoerythrin-Cyanine7, APC: Allophycocyanin, APC-C750: tandem
Allophycocyanin-C750.

Metodologia NGS

La secuenciacion masiva dirigida del gen de las inmunoglobulinas se realizara siguiendo el método de
Sequenta LymphoSIGHT™. En primer lugar se extraera el DNA de la médula ésea y serd ampliado usando
sets de primers locus-especificos para el locus completo de la inmunoglobulina de cadena pesada (IgH-
VDJH) e incompleto (IgH-DJn) y para el locus de la inmunoglobulina kappa (IgK). Posteriormente, el producto
amplificado sera secuenciado y se obtendran las secuencias y frecuencias de los diferentes clonotipos. Los
reordenamientos de los genes del MM seran identificados usando el método de Fahan M, et al. Los
pacientes en los cuales no se identificara una alta frecuencia de clonas mielomatosas (>5%) serian
excluidos del analisis. En el resto, la ERM se obtendra usando los métodos de IgH-VDJH e IgK o IgH-VDJH,
IgH-DJn e IgK. Una vez determinado el niumero absoluto de moléculas derivadas de la neoplasia en la
muestra, la ERM final sera calculada, en funcién del numero de células mielomatosas por millon de células
equivalentes. En el caso de existir 2 0 mas clonas, la de mayor valor de ERM sera la reportada.

Estudios de imagen

En la Plataforma de Radiologia Experimental se realizara el estudio de cuerpo completo de RM incluyendo
las secuencias IVIM-DW (6 estaciones, 5 valores b: 0-50-200-500-1000) y TSE-T2 en el plano transversal; y
las potenciaciones convencionales T1 (Eco de Gradiente con desplazamiento quimico) y T2 (TSE-STIR) en
el plano coronal (cuerpo entero) y sagital (columna cérvico-téraco-lumbar). En el Servicio de Medicina
Nuclear se realizara la exploracion de PET-TC de cuerpo entero con 18F-FDG. Ambas exploraciones se
analizaran por facultativos especialistas de cada técnica con al menos 3 anos de experiencia.
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Aspectos formativos y tareas a realizar por el contratado FP-II

El técnico FP-Il solicitado se adscribira al proyecto de investigacion en curso descrito anteriormente. Las
funciones del candidato en relacion a este proyecto consistira en la realizacion de los estudios
inmunofenotipicos de ERM en MM mediante NGF, empleando el método de lisis en bloque (bulk lysis),
propuesto por el grupo de estandarizacién EuroFlow, que permite alcanzar una profundidad en la
sensibilidad entre 105 y 106, El método incluye una serie de fases consecutivas de manipulacion de la
muestra con una duracién media estimada de 3 horas desde el inicio del proceso hasta la completa
adquisicién de la muestra en el citdmetro de flujo, lo que hace necesario disponer de un técnico con
formacion especifica para ello. Todos los estudios se realizaran de forma estandarizada siguiendo los
procedimientos operativos recomendados por el Grupo EuroFlow (control de calidad y calibracién de los
equipos, procesamiento y adquisicion de las muestras de los pacientes).

Aspectos formativos fundamentales para el candidato FP-II:
e Adquirir los fundamentos basicos sobre la metodologia de citometria de flujo multiparamétrica.

e Aprender el procedimiento completo de preparacién y procesamiento de muestras para estudio
inmunofenotipico: recepcion, marcaje, adquisicion y analisis preliminar (evaluacion de calidad de la
muestra).

e Obtener habilidad en el manejo del citbmetro de flujo: calibracion y configuraciéon de los citémetros
de flujo para adquisicion y analisis de las muestras.

e Controles de calidad y estandarizacién de la citometria de flujo aplicada al diagnéstico y seguimiento
de las neoplasias hematoldgicas.

Tareas especificas a realizar por el técnico FP-II:

e Controles de calidad diarios internos de los citdmetros de flujo utilizando las microesferas CS&T
para comprobar la linealidad de los equipos.

e Controles de calidad semanales internos empleando las microesferas Rainbow para comprobar la
dispersion de los valores diana obtenidos con respecto a los valores diana establecidos en la
estandarizacion de cada equipo.

e Controles de calidad trimestrales externos en los diferentes citometros de flujo.

e Realizacién de la calibracién especifica de las muestras de MM siguiendo los procedimientos
operativos estandar del Grupo EuroFlow.

e Procesamiento de las muestras al diagndstico y durante el seguimiento de los pacientes mediante la
técnica de lisis en bloque (bulk lysis).

e Adquisicion de las muestras en los citdmetros de flujo con evaluacién preliminar de la calidad de las
poblaciones celulares y el control de los paneles multicolor.

e Estandarizacién de la técnica realizada en el proyecto en todos los equipos disponibles en el
laboratorio (3 citdmetros de flujo FACSCanto-II).
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El proyecto al que se adscribira el candidato FP-Il esta relacionado con diversas ayudas obtenidas por el
Grupo Acreditado de Investigacién en Hematologia en los ultimos afios:

Mieloma Multiple: grupos de riesgo basados en nuevos biomarcadores y evaluacién de
intervenciones terapéuticas con intencién curativa con técnicas de ERM de alta sensibilidad (Ref.
FIS P112/01569, ISCIII)

Estudio de la enfermedad residual minima en pacientes con mieloma multiple en muy buena
respuesta parcial o completa convencional mediante citometria de flujo de alta sensibilidad (Ref.
2015/0052).

Proyecto de desarrollo de entornos tridimensionales biomiméticos para el cultivo de células de
mieloma, BIO3D (Ref. 2015/0426). Proyecto realizado en colaboracién con al Universidad
Politécnica de Valencia (UPV).

Médula o6sea artificial para personalizar el tratamiento de pacientes con canceres de sangre,
TISSUEMieloma (Ref. PROMETEO/2016/063). Proyecto realizado en colaboracién con la UPV.

La realizacion de este proyecto posibilitara la aplicacion de estas técnicas en un futuro inmediato al
diagnostico y seguimiento de la ERM de otras neoplasias hematolégicas, fundamentalmente las leucemias
agudas y los sindromes linfoproliferativos, de los que nuestro hospital es centro de referencia tanto para
pacientes adultos como pediatricos y en la que nos encontramos involucrados en proyectos tanto a de
investigacion traslacional como asistencial.
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