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DESCRIPCION

Identificacion basada en establecimiento de perfiles de expresion génica de firmas gendémicas de mieloma multiple
de alto riesgo

Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general al campo de la investigacion del cancer. Mas especificamente, la
presente invencion se refiere a la utilizacion de perfiles de expresion génica para identificar firmas gendmicas
especificas para el mieloma multiple de alto riesgo util para predecir el resultado clinico y la supervivencia.

Descripcion de la técnica relacionada

El mieloma multiple (MM), una neoplasia maligna de las células plasmaticas diferenciadas terminalmente que anidan
en y se expanden a la médula ésea, se caracteriza por una gran heterogeneidad en los resultados siguientes a las
terapias convencionales de dosis elevadas. Si bien, se conocen muchas de las lesiones genéticas y moleculares
asociadas con el inicio de la enfermedad, las lesiones que promueven un curso clinico agresivo no se han podido
concretar.

Todos los mielomas pueden dividirse a grandes rasgos en enfermedad hiperdiploide y no hiperdiploide [1-4]. La
hiperploidia, tipicamente asociada con las trisomias de los cromosomas 3, 5, 9, 11, 15, 19 y 21, esta presente en
aproximadamente 60% de los pacientes [5]. El agrupamiento no supervisado y la factorizacién de una matriz no
negativa de datos de hibridacion genémica comparativa de una matriz de oligonucleétidos de alta resolucién (aCGH)
han revelado que el mieloma hiperdiploide puede ser segregado adicionalmente en dos grupos, uno que exhibe
trisomias de los cromosomas impares descritos anteriormente y otro que exhibe, ademas, las ganancias de los
cromosomas 1q y 7, la delecién del cromosoma 13 y la ausencia de la trisomia 11 [6]. El mieloma no hiperdiploide
también se puede dividir en dos grupos, uno que se caracteriza por la amplificacion de alto nivel del cromosoma 1q y
las deleciones de los cromosomas 1p y 13, y otro que se caracteriza por la ausencia de anomalias en el cromosoma
1 pero que alberga deleciones de los cromosomas 8 y 13 [6]. Ademas, la activacion transcripcional de CCND1,
CCND3, MAF, MAFB, o FGFR3/MMSET (como resultado de las translocaciones que afectan al locus de la cadena
pesada de inmunoglobulina en el cromosoma 14q32) es tipica del mieloma no hiperdiploide y esta presente en
aproximadamente 40% de los casos [5,7,8].

Utilizando un agrupamiento jerarquico sin supervision de los patrones de expresion génica global, se definieron
recientemente subgrupos que presentaban fuertes correlaciones con la hiperdiploidia y las translocaciones
recurrentes y se valido la existencia de siete mielomas [9]. Se identificaron dos entidades de alto riesgo, una que
revelaba la expresion en exceso de genes de proliferacion y derivada de casos que evolucionaban desde las otras
seis clases, mientras que la otra estaba definida por t(4;14)(p16;932) [9].

Las ganancias del brazo largo del cromosoma 1 (1q) son una de las anomalias genéticas mas comunes en el
mieloma [10]. Las duplicaciones en tandem y las duplicaciones segmentarias de salto de banda del cromosoma 1q,
resultantes de la descondensacion de la heterocromatina pericentromérica, estan frecuentemente asociadas con el
progreso de la enfermedad [11-13]. Utilizando la aCGH sobre ADN aislado de células plasmaticas derivadas de
pacientes con mieloma latente, Rosinol y sus colegas demostraron que el riesgo de conversion en enfermedad
manifiesta estaba vinculado con las ganancias de 1921 y la pérdida del cromosoma 13 [14]. Estos descubrimientos
fueron confirmados mediante el uso del analisis de hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) de la interfase.
Ademas, se demostré que las ganancias de 1921 obtenidas en el mieloma sintomatico estaban vinculadas a una
supervivencia inferior y se amplificaban adicionalmente en la recaida de la enfermedad [15].

El documento WO 2005/116259 describe una lista de 70 genes cuya expresion puede ser analizada para determinar
un prondstico de supervivencia después del tratamiento para el cancer.

Shaughnessy et al. [Biology of Blood and Marrow Transplantation 12:77-80 (2006)] describen que la expresion de
CKS 1B esta vinculada con el resultado de supervivencia tras el tratamiento con bortezomib y talidomida.

Zhan et al. [Blood 2006 108:6 2020-2028] describen el uso de analisis de perfiles de genes utilizando un pequefio
numero de genes para predecir la supervivencia en el mieloma multiple en pacientes tratados con melfalan [9].

Compendio de la invencion

La presente invencion esta dirigida a un método de establecimiento de perfiles de la expresidon génica para identificar
firmas gendmicas vinculadas a un prondstico de supervivencia en un sujeto con mieloma multiple sintomatico o
mieloma multiple, que comprende la determinacién de los niveles de expresion de genes que consisten en KIF14,
SLC19A1, CKS1B, YWHAZ, MPHOSPH1, TMPO, NADK, LARS2, TBRG4, AIM2, ASPM, AHCYL1, CTBS, MCLC,
LTBP1 y genes detectables con acidos nucleicos que tienen los numeros de referencia de Affymetrix 242488 _at y
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1557277-9_at en una micromatriz Affymetrix U133PLW2.0 en una muestra de acido nucleico de células plasmaticas
aisladas del sujeto, y la determinacion de la presencia de niveles anormales de expresion, realizando de ese modo
un pronostico del sujeto.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1A-1D muestran patrones de expresion de genes que distinguen los grupos de riesgo en la cohorte de
formacion. La Figura 1A muestra los mapas de calor de los 70 genes que ilustran patrones de expresion
notablemente similares entre los 351 pacientes recién diagnosticados utilizados para identificar los 70 genes. Las
barras de color rojo por encima de las columnas de pacientes denotan casos con muertes relacionadas con la
enfermedad. Los 51 genes en las filas designadas por la barra de color rojo a la izquierda (filas superiores, regulados
al alza), identifican los pacientes en el cuartil superior de expresién con alto riesgo de muerte temprana relacionada
con la enfermedad. Las lineas de los 19 genes designados por la barra de color verde (regulados a la baja),
identifican los pacientes en el cuartil inferior de expresiéon con alto riesgo de muerte temprana relacionada con la
enfermedad. La Figura 1B muestra las frecuencias de la cohorte de formacion para las diferencias de muestras
entre las razones de la media de la expresion en log, de los 51 genes regulados al alza/19 genes regulados a la
baja. Esta razdn de la expresion auto-normalizadora tiene una marcada distribucion bimodal, en consonancia con el
analisis de expresion diferencial de rangos del cuartil superior/inferior, que fue disefiado para detectar los genes que
definen un unico grupo de alto riesgo (13,1%) con una distribucion de la expresién extrema. Interpretada como una
razon de la regulacion al alza/a la baja en la escala log», los valores mas altos se asocian con un peor resultado. La
linea vertical muestra el punto de corte de alto riesgo vs. bajo riesgo para la proporcién a escala log, determinada
por el agrupamiento de K-medias: también se muestra el porcentaje de muestras por debajo y por encima del punto
de corte. Las Figuras 1C-1D demuestran que las estimaciones de Kaplan-Meier de la supervivencia libre de eventos
(Figura 1C) y global (Figura 1D) en el mieloma de bajo riesgo (color azul) y el mieloma de alto riesgo (color rojo)
mostraron probabilidades de supervivencia actuarial inferiores a los 5 afos libre de eventos (18% v 60%, P <,0001;
HR = 4,51) y supervivencia global (28% v 78%, P <,0001, HR = 5,16) en 13,1% de pacientes con la firma de alto
riesgo.

La Figura 2 muestra el analisis de agrupamiento ("Clustergram") de la expresion génica de 70 genes de alto riesgo
en las células plasmaticas de 22 sujetos sanos (NPC), 14 sujetos con gammapatia monoclonal de significado incierto
("MGUS por sus siglas en inglés"), 351 pacientes con mieloma recién diagnosticado (MM) y 42 lineas celulares de
mieloma multiple humano ("HMCL por sus siglas en inglés"). Cada fila representa un gen y cada columna una
muestra. Los genes se ordenan de arriba a abajo basandose en el rango de la Tabla 1. El color rojo para un gen
indica la expresion por encima de la mediana y el color azul por debajo de la mediana. Las muestras dentro de los
grupos de riesgo de mieloma fueron ordenadas de manera que el riesgo pronosticado aumenta continuamente de
izquierda a derecha.

Las Figuras 3A-3C muestran la distribucion de grupos de riesgo y los analisis de supervivencia en la cohorte de
ensayo. La Figura 3A muestra las frecuencias de las cohortes de ensayo para la razén de la media del log, de los
genes regulados al alza/a la baja. El punto de corte para el alto riesgo se determind por el agrupamiento
independiente de la razén del logz. Los conjuntos de formacion y validacion tienen una distribucién similar para este
resumen de expresion de los 70 genes, incluyendo puntos de corte similares para el alto riesgo y proporciones
similares agrupadas en el grupo de alto riesgo. Las Figuras 3B-3C muestran las estimaciones de Kaplan-Meier de la
supervivencia libre de eventos (Figuras 3B) y global (Figuras 3C) entre los grupos de riesgo molecular en la cohorte
de ensayo.

Las Figuras 4A-4B muestran que la puntuacion de riesgo de 70 genes en el momento del diagndstico y la recaida
pronostica la supervivencia después de la recaida. La Figura 4A muestra la puntuacion de riesgo de 70 genes en
muestras pareadas de diagndstico (color azul) y recaida (color rojo) de 51 casos de la cohorte de formacion. La
puntuacion de riesgo de la expresion génica se indica a la izquierda. Los pares de muestras, se ordenan de
izquierda a derecha, basandose en la puntuacion de referencia mas baja. La Figura 4B muestra graficos de Kaplan-
Meier de la supervivencia después de la recaida de los tres grupos definidos por un bajo riesgo, tanto en el
diagndstico como en la recaida (Bajo-Bajo), bajo riesgo en el momento del diagndstico y alto riesgo en la recaida
(Bajo-Alto) y alto riesgo en ambos puntos temporales (Alto-Alto).

Las Figuras 5A-5B muestran la supervivencia libre de eventos y global en grupos de riesgo definidos por el modelo
de 17 genes en el conjunto de ensayo. Los 181 casos de MM recién diagnosticado fueron pronosticados en los
grupos de alto riesgo (16,6%) y de bajo riesgo (83,4%). Las estimaciones de Kaplan-Meier de supervivencia en el
mieloma de bajo riesgo y de alto riesgo mostraron probabilidades de supervivencia actuarial a los 2 afios libre de
eventos (Figura 5A) de 88% para el alto riesgo (color rojo) frente a 50% para la supervivencia de bajo riesgo (color
azul) (P <,0001) y global (Figura 5B) de 91% para el alto riesgo (color rojo) frente a 54% para el bajo riesgo (color
azul) (P <,0001).

La Figura 6 muestra la relacion entre el alto y el bajo riesgo definida por el modelo supervisado de 70 genes y el
clasificador no supervisado del subgrupo 7 (9). Los datos se presentan como una vista de diagrama de barras
apiladas del nimero de casos de alto riesgo (color rojo) y de bajo riesgo (color azul) en cada uno de los 7 subtipos,
incluyendo el grupo de casos con la denominada firma mieloide (MY (extremo izquierdo).
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Las Figuras 7A-7C relacionaban el alto riesgo definido por el modelo de 70 genes con las caracteristicas
moleculares. La Figura 7A muestra un grafico de dispersion del indice de proliferacion basado en la expresion
génica (eje x) por la puntuacion de riesgo de 70 genes en 351 casos de la cohorte de formacion. Se indican los
casos de bajo riesgo (color azul) y los casos de alto riesgo (color rojo) definidos por el modelo de 70 genes (véase el
texto). Las dos variables muestran un alto grado de correlacion (r = 0,73; P <0,001). Para evaluar la influencia de las
dos variables en el resultado, la poblacion se dividid en 4 subgrupos utilizando un IP del punto de corte de 5 y un
punto de corte de alto riesgo de ,66. Los grupos estan definidos por la interseccion de las dos lineas de color verde.
El cuadrante superior izquierdo contiene los casos con un IP alto/bajo riesgo, el cuadrante superior derecho los
casos con un IP alto/alto riesgo, el cuadrante inferior izquierdo contiene los casos con IP bajo/bajo riesgo y el
cuadrante inferior derecho contiene los casos con IP bajo/alto riesgo. La linea representa la tendencia lineal en los
datos. La Figura 7B muestra graficos de Kaplan-Meier de las estimaciones de supervivencia global de los cuatro
grupos definidos en la Figura 7A, que no revelan ningin impacto de IP dentro de los grupos de riesgo. La Figura 7C
muestra los graficos de Kaplan-Meier de las estimaciones de supervivencia global de mieloma positivo para t(4;14)
en relacion con la designacion de la puntuacion de alto riesgo de 70 genes de la muestra dada, que muestra el
profundo impacto de las puntuaciones de alto y bajo riesgo.

Las Figuras 8A-8D muestran que el modelo de expresion de 17 genes se puede utilizar para pronosticar el resultado
de recaida de la enfermedad tratada con un tnico agente Bortezomib. La Figura 8 A muestra la prediccion de grupos
de riesgo a partir de datos de U2 y U4 y los modelos de 17 genes y 16 genes. El analisis de prediccion del grupo de
riesgo se realizé en 144 casos recién diagnosticados de mieloma. Hubo un alto grado de correlacion entre los dos
modelos. La Figura 8B muestra el analisis de supervivencia de Kaplan-Meier en el conjunto de datos Millenium. El
modelo de 16 genes se aplicé a 156 pacientes con recaida de mieloma tratados en la prueba APEX [31]. Se
pronosticaron 13,5% y 86,5% como de alto riesgo y de bajo riesgo, respectivamente. Las estimaciones de
supervivencia global de probabilidades actuariales al afio fueron de 74% para la enfermedad de bajo riesgo (color
azul) frente a 32% para la de alto riesgo (color rojo) (P = 0,0014; HR = 2,52). La Figura 8C muestra la supervivencia
global en la cohorte con bortezomib. Las estimaciones de Kaplan-Meier de la supervivencia en el mieloma de bajo
riesgo y de alto riesgo mostraron probabilidades actuariales al afio de SG de 79% para la enfermedad de bajo riesgo
frente a 36% para la de alto riesgo (P= 0,0495; HR = 2,34). La Figura 8D muestra la supervivencia global en la
cohorte con dexametasona. Las estimaciones de Kaplan-Meier de la supervivencia en el mieloma de bajo riesgo y
de alto riesgo mostraron probabilidades actuariales al afio de SG de 64% para la enfermedad de bajo riesgo en
comparacion con 23% para la de alto riesgo (p = 0,0174; HR = 2,55). Los analisis de la prueba APEX completa (669
pacientes) revelaron una SG superior con bortezomib frente a dex, a pesar del cruce de pacientes (30 frente a 20
meses; P = 0,027; seguimiento de la mediana de 22 meses, se produjeron 44% de eventos) [32].

Las Figuras 9A-9B muestran el analisis de supervivencia global en los 144 casos recién diagnosticados tanto con
UA como con U2. La Figura 9A muestra el modelo derivado de U2 de 17 genes aplicado a 144 pacientes recién
diagnosticados con mieloma. Las estimaciones de Kaplan-Meier de la supervivencia global revelaron diferencias
significativas en las probabilidades de supervivencia actuarial a los 5 afios (50% vs 68%, P = 0,0046; HR = 2,40) en
el mieloma de bajo riesgo color (azul) y el mieloma de alto riesgo (color rojo), respectivamente. La Figura 9B
muestra las estimaciones de Kaplan-Meier de SG en los 144 pacientes basandose en el riesgo definido por el
modelo derivado de UA de 16 genes. Este revelé probabilidades de supervivencia actuarial a los 5 afios en 46 vs
70%, P=0,0026; HZ = 2,58 en el riesgo alto frente al riesgo bajo, respectivamente.

Descripcion detallada de la invenciéon

La variabilidad de la supervivencia de los pacientes con mieloma multiple no esta bien representada con los
parametros de laboratorio actuales, tales como los niveles de beta-2-microglobulina y albumina empleados en el
sistema de estadificacion ISS [23]. La enfermedad de alto riesgo de novo puede ser fundamentalmente diferente del
mieloma con resistencia adquirida a farmacos y un curso clinico agresivo después de recaidas recurrentes.

El marcado aumento en la frecuencia de designacion de alto riesgo de 13% en el momento del diagndstico con
respecto a 76% en la recaida proporciona una evidencia molecular de la evolucién de la enfermedad que influye en
el resultado después de la recaida. Se puede desarrollar un fenotipo de mieloma agresivo, ya sea de novo o
adquirido, a través de un mecanismo similar. Con el perfeccionamiento adicional de este modelo comentado en la
presente memoria, la presente invencién contempla el desarrollo de herramientas para la evaluaciéon cuantitativa de
los riesgos durante todo el curso de la gestion terapéutica.

Ademas de su relevancia clinica, los descubrimientos presentados en la presente memoria también pueden arrojar
luz sobre los mecanismos moleculares subyacentes que impulsan la progresion de la enfermedad.
Una caracteristica notable de la firma de alto riesgo fue la significativa representacion en exceso de los genes del
cromosoma 1: casi 50% de los 19 genes poco expresados y 30% de los 51 genes expresados en exceso derivaban
del cromosoma 1p y 1q, respectivamente. El predominio de los genes derivados del cromosoma 1q en la puntuacion
de alto riesgo esta de acuerdo con un informe reciente que muestra que la progresion de la enfermedad esta
asociada no so6lo con un aumento en el numero de copias, sino también con el porcentaje de células con
amplificacion de 1g21 [15]. La firma de alto riesgo basada en la expresion de genes definida en la presente memoria
también es notablemente compatible con una clase de enfermedad definida por un perfil de aCGH de alta resolucion,
que se caracteriza por la amplificacion de alto nivel de 121 y la supresion de 1p13 [6]. Tomados en conjunto, estos
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datos sugieren que las alteraciones en este cromosoma, a través de modificaciones genéticas y/o epigenéticas,
pueden jugar un papel importante en la evolucién de la enfermedad, proporcionando una ventaja en el crecimiento
y/o la supervivencia.

Utilizando una combinacion de aCGH de alta resolucion y establecimiento de perfiles de micromatrices, se
identificaron 47 regiones minimas comunes (MCR) de ganancia gendmica en todo el genoma de mieloma y 207
genes que se cartografian en estas MCR cuya expresion aumenta con el aumento en el nimero de copias [6].
Cuando la expresion de estos genes sensibles al numero de copias se compardé entre las clases de alto y bajo riesgo
definidas por el modelo de 70 genes, se encontré que los genes que se cartografiaban en las MCR en 1921, 1g22 y
1943-g44 eran significativamente expresados en exceso en la enfermedad de alto riesgo.

Aunque los genes del cromosoma 1 estan implicados como actores clave en la progresion de la enfermedad, la
residencia de los otros 4 genes, FABP5, YWHAZ EXOSC4, y EIFC2, en la region 8921-8g24 significa que las
ganancias de 8q también pueden contribuir a la enfermedad de alto riesgo. Estos genes, abarcan las MCR
recientemente definidas de ganancia/amplificaciéon en 8q24.12-8q24.13 y 8q24.2-89q24.3 [6]. Curiosamente, la
expresion de MYC, que se cartografia en una MCR en 8924, no estaba ligada a la supervivencia en el estudio actual.

La delecion en el cromosoma 13g14 es un importante predictor de la supervivencia en pacientes con mieloma
tratados en pruebas de trasplante en tandem [24]. Es de destacar que la pérdida de expresion de un unico gen
cartografiado en el cromosoma 13q14, RFP2, previamente identificado como un gen supresor tumoral candidato en
B-LLC con una homologia significativa con BRCA1 [25] fue una vez mas vinculada a la escasa supervivencia en este
analisis. También se encontré que RFP2 mostraba una expresion sensible al nimero de copias en el mieloma [6]. La
amplificacion frecuente del cromosoma 1 en muchos tipos de cancer en etapas avanzadas, incluyendo 1921 en el
linfoma no Hodgkiniano, tumor de Wilms, sarcoma de Ewing, cancer de mama y de ovario [12,26-30] garantiza
estudios para determinar que el modelo de expresion del gen descrito aqui tiene relevancia prondstica en otros tipos
de cancer. Aunque la presente invencion ha utilizado el establecimiento de perfiles de expresidon génica para
identificar firmas gendémicas de mieloma multiple, el método y el kit proporcionados en la presente memoria pueden
ser utilizados para identificar los mismos genes o diferentes genes que son predictivos de los resultados en otros
tipos de cancer. Por la misma razén, los genes identificados en la presente memoria pueden ser predictivos de los
resultados en otros tipos de cancer.

A través del analisis discriminante multivariante, de los 70 genes originales, se pudieron utilizar 17 conjuntos de
sondas para detectar el mieloma de alto riesgo. Por lo tanto, la presente invencion contempla el desarrollo y la
validacion de un analisis basado en RT-PCR cuantitativa que combina estos genes asociados con la
estadificacion/riesgo con genes vinculados con el subtipo molecular/etiologia identificados en la clasificacion
molecular sin supervision. La evaluacion de los niveles de expresion de estos genes puede proporcionar un ensayo
de prondstico de base molecular simple y poderoso que eliminaria la necesidad de someter a ensayo muchas de las
variables convencionales actualmente en uso con implicaciones prondsticas limitadas desprovistas también de
dianas idéneas para farmacos. El uso de una metodologia basada en la PCR no solamente reduciria drasticamente
el tiempo y el esfuerzo invertidos en los analisis basados en la hibridacion de fluorescencia in situ sino que también
reducirian notablemente la cantidad de tejido necesaria para el analisis. Si estas firmas de genes son Unicas para las
células tumorales de mieloma, semejante ensayo puede ser util después del tratamiento para evaluar la enfermedad
residual minima, posiblemente utilizando sangre periférica como fuente de muestra.

Ademas, la presente invencion también aplica el modelo de 17 genes para predecir el resultado de recaida de la
enfermedad tratada con agente Unico, Bortezomib. Como este modelo fue desarrollado originalmente para los
pacientes con mieloma tratados con quimioterapia con multiples agentes seguida de HDT apoyada por transplante y
mantenimiento, el resultado discutido en la presente memoria fue algo inesperado. Estos datos sugieren fuertemente
que los patrones de expresion de genes relacionados con los resultados son similares en pacientes con MM en
recaida y recién diagnosticados. El modelo de expresion de genes de alto riesgo también parecia ser independiente
de la modalidad terapéutica especifica, sugiriendo que identifica los pacientes que son generalmente insensibles a
los farmacos o combinaciones de farmacos actualmente utilizados. Esta interpretacion es apoyada por la
observacion de que el clasificador de supervivencia previamente validado desarrollado con un subconjunto de
pacientes con mieloma en recaida tratados con bortezomib [34] también identificaba pacientes de alto riesgo
tratados con Terapia Total 2 (datos no mostrados).

Mas alla de las diferencias en la plataforma de micromatrices, otras varias caracteristicas del disefio del estudio
distinguen estos 2 conjuntos de datos clinicogenémicos de MM. Notablemente, las muestras Millenium se obtuvieron
en multiples centros en oposicién a un solo centro en el estudio UAMS. UAMS purificé células plasmaticas por la
seleccion de esferas inmunomagnéticas basada en CD138, mientras que los 96 centros clinicos participantes en el
estudio Millennium realizaron cada uno un método de seleccién negativa antes de enviar los especimenes de tumor
congelados.

Dos implicaciones importantes se derivan de estas observaciones. En primer lugar, como los patrones de expresion
génica variados a menudo representan diferentes estados biolégicos subyacentes de tejidos normales [35] y
transformados [35, 36, 37], parece probable que la firma de alto riesgo esté relacionada con un fenotipo biolégico de
resistencia a los farmacos y/o rapida recaida en el mieloma mudltiple. Por consiguiente, este fenotipo de mieloma
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merece estudios adicionales con el fin de caracterizar mejor las vias mas relevantes e identificar las oportunidades
terapéuticas. Los conjuntos de datos de expresion génica relativamente grandes empleados aqui proporcionan una
via para definir con mas detalle estos tipos de tumores. En segundo lugar, si bien siguen existiendo algunos
obstaculos para la aplicacion clinica de rutina de la estratificacion de alto riesgo, este trabajo pone de manifiesto que
un subconjunto especifico de pacientes con mieloma continda recibiendo un beneficio minimo de las terapias
actuales. Un método practico para identificar estos pacientes debe mejorar notablemente la atencion al paciente.
Para los pacientes que se pronostica que tienen un resultado favorable, podrian estar indicados los esfuerzos para
minimizar la toxicidad de la terapia convencional, mientras que aquellos que se pronostica que tiene un mal
resultado, independientemente de la terapia actual utilizada, pueden ser considerados para la administracion
temprana de regimenes experimentales. La presente invencion contempla la determinacion de si este modelo GEP
de tumor de alto riesgo podria ser implementado clinicamente y si seria relevante para otros regimenes de primera
linea, incluyendo aquellos que someten a ensayo nuevas combinaciones de inhibidores del proteasoma y/o IMID con
agentes anti-mieloma convencionales y HDT. Por ultimo, los andlisis anteriores de la respuesta a la terapia
sugirieron que un clasificador de la respuesta a bortezomib era especifico para la terapia con bortezomib como
agente unico [34]; se necesitan analisis adicionales de estos 2 conjuntos de datos para aclarar las rutas biolégicas
asociadas a la actividad de las tres terapias, asi como las rutas vinculadas especificamente a la Terapia Total, el
bortezomib como agente Unico o la dexametasona como agente Unico.

En una realizacién de la presente invencion, se proporciona un método de elaboracion de perfiles de la expresion
génica para identificar firmas genoémicas vinculadas a un pronéstico de supervivencia en un sujeto con mieloma
multiple sintomatico o mieloma multiple, que comprende la determinacién de los niveles de expresion de genes que
consisten en KIF14, SLC19A1, CKS1B, YWHAZ, MPHOSPH1, TMPO, NADK, LARS2, TBRG4, AIM2, ASPM,
AHCYL1, CTBS, MCLC, LTBP1 y genes detectables con acidos nucleicos que tienen los nimeros de referencia de
Affymetrix 242488 _at y 1557277-9_at en una micromatriz Affymetrix U133PLW2.0 y una muestra de acido nucleico
de células plasmaticas aisladas del sujeto, y la determinacion de la presencia de niveles anormales de expresion,
elaborando de este modo un prondstico para el sujeto.

Semejante método puede comprender adicionalmente la aplicacion de un analisis discriminante por pasos
multivariante (MSDA) a través de las firmas gendmicas, donde la aplicacion identifica los 17 genes vinculados a al
menos uno de supervivencia o capacidad de discriminacion de enfermedad de alto riesgo y de bajo riesgo.

Adicionalmente, una razén media elevada de expresiéon obtenida utilizando este método puede ser indicativa de una
firma gendmica asociada con la enfermedad de alto riesgo. Semejante firma genémica de la enfermedad de alto
riesgo se puede correlacionar con una menor duracion de las remisiones completas, carencia de eventos, muerte
relacionada con la enfermedad temprana o una combinacion de las mismas. Adicionalmente, un individuo que lleva
la firma gendmica de la enfermedad de alto riesgo puede ser seleccionado para las pruebas de prevencion
secundaria. Alternativamente, una razén media baja de expresién puede ser indicativa de una firma genomica
asociada con una enfermedad de bajo riesgo. Tal firma gendmica de enfermedad de bajo riesgo se puede
correlacionar con una mayor duracion de las remisiones completas, mayor supervivencia, un buen prondstico o una
combinacion de los mismos.

Ademas, el método descrito en la presente memoria puede pronosticar el resultado clinico y la supervivencia de un
individuo, puede ser eficaz en la seleccién del tratamiento para un individuo que padece una enfermedad, puede
pronosticar el riesgo de recaida después del tratamiento y la supervivencia de un individuo, puede correlacionar la
clasificacion molecular de una enfermedad con la firma gendmica que define los grupos de riesgo, o una
combinacion de los mismos. La clasificacion molecular puede ser CD1 y se puede correlacionar con la firma
gendmica de mieloma multiple de alto riesgo. La clasificacion CD1 puede comprender un aumento de la expresion
de las firmas MMSET, MAF/MAFB, PROLIFERATION o una combinacién de las mismas. Por otra parte, la
clasificacion molecular puede ser CD2 y se puede correlacionar con la firma de mieloma multiple de bajo riesgo. La
clasificacion CD2 puede comprender las translocaciones HYPERDIPLOIDY, LOW BONE DISEASE,
CCND1/CCND3, la expresion de CD20 o una combinacion de los mismos. Adicionalmente, el tipo de enfermedad
cuya firma gendmica se identifica utilizando semejante método puede incluir, pero no se limita a mieloma multiple
sintomatico o mieloma muiltiple.

Segun se utiliza en la presente memoria, el término "un”, "una" o "uno" puede significar uno o mas. Segun se utiliza
en la presente memoria en las reivindicaciones, cuando se utilizan junto con la palabra "que comprende”, las
palabras "un", "una" o "uno" pueden significar uno o mas de uno. Segun se utiliza en la presente memoria "otro" u
"otra" pueden significar al menos un segundo o mas del mismo o diferente elemento de la reivindicacion o
componentes de la misma.

Los siguientes ejemplos se proporcionan con el propésito de ilustrar diversas realizaciones de la invencion y no
estan destinados a limitar la presente invencion de ninguna manera.

Ejemplo 1

Pacientes
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Se obtuvieron células plasmaticas purificadas de sujetos sanos normales y de pacientes con gammapatia
monoclonal de significado incierto (MGUS) y con mieloma manifiesto que requeria tratamiento. Las caracteristicas
de los pacientes de los grupos de formacion (n = 351) y de validacion (n = 181) se han descrito anteriormente’. De
351 casos en el grupo de formacion, 51 también tenian muestras tomadas en la recaida. Ambos protocolos utilizaron
regimenes de induccion, seguidos de autotrasplantes en tandem basados en melfalan, quimioterapia de
consolidacion y tratamiento de mantenimiento.

Ejemplo 2
Elaboracioén de perfiles de expresion génica

Las purificaciones de células plasmaticas y GEP, utilizando la micromatriz Affymetrix U133Plus2.0, se llevaron a
cabo como se ha descrito anteriormente [9,16]. Los datos de las micromatrices y los datos de resultados en los 532
pacientes utilizados en este estudio han sido depositados en el NIH Gene Expression Omnibus con el nimero de
acceso GSE2658.

Ejemplo 3
Analisis estadisticos y de micromatrices

Se procesaron previamente micromatrices U133Plus2.0 Affymetrix con el soporte logico GCOS1.1 y se normalizaron
mediante escalamiento GCOS1.1 convencional. Las pruebas de rango logaritmico para la asociacion univariante con
la supervivencia relacionada con la enfermedad se realizaron para cada uno de los 54.675 resumenes "Sefal". En
concreto, se realizaron pruebas de rango logaritmico para el cuartil 1 (Q1) vs. cuartiles 2-4 (Q2-Q4) y el cuartil 4 (Q4)
vs. cuartiles 1-3 (Q1-Q3) con el fin de identificar los genes de prondstico expresados en exceso y poco expresados,
respectivamente. Se aplicé un corte para la tasa de falsos descubrimiento de 2,5% a cada lista de valores P de
rangos logaritmicos [17] obteniéndose 19 conjuntos de sondas poco expresados y 51 expresados en exceso. Los
dendrogramas del mapa de calor de columnas se calcularon con agrupamiento jerarquico utilizando distancias de
correlacion de Pearson entre la expresion en la escala log; de pares de pacientes. Las ramas del dendrograma de
columnas se ordenaron de izquierda a derecha basandose en la diferencia de cada paciente entre el logz promedio
de objetos y obtiene los fines y ventajas mencionados, asi como los objetos, fines y ventajas inherentes a la
presente memoria.

Ejemplo 1
Pacientes

Se obtuvieron células plasmaticas purificadas de sujetos sanos normales y de pacientes con gammapatia
monoclonal de significado incierto (MGUS) y con mieloma manifiesto que requeria tratamiento. Las caracteristicas
de los pacientes de los grupos de formacion (n = 351) y de validacion (n = 181) se han descrito anteriormente®. De
351 casos en el grupo de formacion, 51 también tenian muestras tomadas en la recaida. Ambos protocolos utilizaron
regimenes de induccion, seguido de autotrasplantes en tandem basados en melfalan, quimioterapia de consolidacion
y tratamiento de mantenimiento.

Ejemplo 2
Elaboracién de perfiles de expresion génica

Las purificaciones de células plasmaticas y GEP, utilizando la micromatriz Affymetrix U133Plus2.0, se llevaron a
cabo como se ha descrito anteriormente [9,16]. Los datos de las micromatrices y los datos de resultados en los 532
pacientes utilizados en este estudio han sido depositados en el NIH Gene Expression Omnibus con el nimero de
acceso GSE2658.

Ejemplo 3
Analisis estadisticos y de micromatrices

Se procesaron previamente micromatrices U133Plus2.0 Affymetrix con el soporte logico GCOS1.1 y se normalizaron
mediante escalamiento GCOS1.1 convencional. Las pruebas de rango logaritmico para la asociacion univariante con
la supervivencia relacionada con la enfermedad se realizaron para cada uno de los 54.675 resumenes "Sefal". En
concreto, se realizaron pruebas de rango logaritmico para el cuartil 1 (Q1) vs. cuartiles 2-4 (Q2-Q4) y el cuartil 4 (Q4)
vs. cuartiles 1-3 (Q1-Q3) con el fin de identificar los genes de prondstico expresados en exceso y poco expresados,
respectivamente. Se aplicé un corte para la tasa de falsos descubrimiento de 2,5% a cada lista de valores P de
rangos logaritmicos [17] obteniéndose 19 conjuntos de sondas poco expresadas y 51 expresadas en exceso. Los
dendrogramas del mapa de calor de columnas se calcularon con agrupamiento jerarquico utilizando distancias de
correlacion de Pearson entre la expresion en la escala log; de pares de pacientes. Las ramas del dendrograma de
columnas se ordenaron de izquierda a derecha basandose en la diferencia de cada paciente entre la expresion en la
escala log, promedio de los 51 genes regulados al alza y los 19 regulados a la baja: esta diferencia se interpreta
como una razén media (es decir, la media geométrica) regulada al alza/a la baja en la escala log,. Este resumen
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simple, univariante del perfil de expresion de 70 genes para cada paciente puede mejorar la robustez de los efectos
residuales de la matriz (es decir, después del procesamiento MAS5.0) que aumentan o disminuyen los 70 genes
multiplicativamente, y también es independiente del factor de escala MAS5.0. La ponderacion de la expresion por
razones de riesgo, no normalizadas o normalizadas (es decir, estadistica de Wald), no mejora esta puntuacion, y el
disefio fue utilizar ausencia de supervision de la supervivencia global (SG) o la supervivencia libre de eventos (SLE)
mas alla de las pruebas de rango logaritmico de gen a gen. La razén media regulada al alza/a la baja en log, se
agrupd a continuacion utilizando las K-medias en 3 grupos para separar la pequefia moda del extremo derecho en el
histograma: los dos grupos con razones medias al alza/a la baja inferiores se combinaron. La moda del unico
extremo en la razon de expresion media al alza/a la baja es compatible con las pruebas de rango logaritmico del
cuartil extremo utilizadas en el andlisis de la expresion diferencial, aunque los histogramas y el lado derecho de los
mapas de calor sugieren que el grupo de pacientes extremo es menor de 25%, mas cercano a 13%.

Obsérvese que diferentes algoritmos de agrupamiento y nimeros de grupos generan grupos de alta razén media
entre 12% y 29% de los pacientes: se eligieron K-medias (con K = 3) ya que era mejor (es decir, entre los algoritmos
simples para la razén log, univariante) para separar la pequefia moda del lado derecho de la distribucion mas
grande. Cualquier captacion de corte univariante entre 10% y 30% de los pacientes es significativa para la SG en el
conjunto de formaciéon de 351 pacientes. En el conjunto de validacion de 181 pacientes, se llevd a cabo un
agrupamiento de K-medias independientemente para producir un corte independiente para la razén log, alta versus
baja. La aplicacion del corte del conjunto de formaciéon en el conjunto de validacion proporciona un error de
clasificacion validado independientemente de 1,7% (es decir, 3 pacientes en el conjunto de validacion de bajo riesgo
se clasifican como de alto riesgo). Se presenté una validacion temprana basandose de una cohorte independiente
tratada bajo un nuevo protocolo con el fin de ilustrar y proporcionar fuerte evidencia de apoyo para la asociacion de
la razén media de 70 genes regulados al alza/a la baja con la supervivencia global. El punto de corte de alto riesgo
para la razon media debe estar asociado con la supervivencia en general en pacientes recién diagnosticados,
independientemente del protocolo, por lo que la diferencia de protocolo para el conjunto de validacion refuerza la
evidencia en lugar de debilitarla. La razén media también puede estar asociada con los resultados en pacientes
previamente tratados, se requeririan sin embargo nuevos puntos de corte para la razén para definir un grupo de alto
riesgo. Una advertencia importante es que los 70 genes no son particularmente adecuados para explicar el resultado
entre los dos tercios inferiores de pacientes (clasificados por la razén media): esto es compatible con los escrutinios
de rangos logaritmicos originales que aglutinaron 75% de los pacientes en un solo grupo para las pruebas de rango
logaritmico Q1 y Q4: estos genes identifican las células plasmaticas de mieloma mas agresivas, mediante disefio.

Para determinar la ubicacion exacta del mapa del genoma y el orden de los conjuntos de sondas en la micromatriz
Affymetrix U133Plus2.0, se desarrollé un soporte logico para consultar automaticamente el motor de busqueda NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez) para todos los sitios de inicio y final de los genes. La ubicacidon de cada conjunto
de sondas se compar6 con su correspondiente gen o punto de inicio del transcrito y se alineé del telémero del brazo
p al telémero del brazo g. De esta manera se adjudico una posicion exacta en el cromosoma a mas de 98% (53.581
de 54.675) conjuntos de sondas. El soporte logico utilizado para la cartografia se puede encontrar en
(http://lambertlab.uams.edu/software).

Las distribuciones de la supervivencia libre de eventos, global y la duracion de la remision completa (fecha de inicio
de la respuesta completa) se calcularon utilizando el método de Kaplan-Meier, [18] y se utilizaron estadisticas de
rangos log para probar su igualdad en todos los grupos [19]. Se utilizaron pruebas de la Chi-cuadrado y pruebas
exactas de Fisher para probar la independencia de las categorias. Se calcularon analisis de riesgos proporcionales
multivariantes, ajustados los efectos de los gredictores y las proporciones de heterogeneidad observadas explicadas
por los predictores combinados, es decir, R* [20]. La Tabla 5 resume un analisis de regresion lineal multivariante de
la razon de regulacion al alza/a la baja en la escala log,. Para este analisis se utilizé el paquete estadistico R version
2.0.1 [21].

Se utilizd un analisis discriminante lineal multiple por pasos (MSDA) con el criterio de la lambda de Wilk, [22] para
seleccionar un subconjunto de los 70 genes igualmente capaces de diferenciar MM de alto riesgo y de bajo riesgo. El
MSDA seleccioné la siguiente ecuacion: Puntuacion discriminante = 200 638_s_at x 0,283 - 1 557 277_a_at x 0,296
- 200 850_s_atx 0,208 + 201 897_s_at x 0,314 - 202 729_s_at x 0,287 + 203 432_at x 0,251 + 204 016_at x 0,193 +
205 235_s_at x 0,269 + 206 364_at x 0,375 + 206 513_at x 0,158 +211 576_s_at x 0,316 + 213 607_at x 0,232 - 213
628_at x 0,251 - 218 924 s _at x 0,230 - 219 918_s_at x 0,402 + 220 789 _s at x 0,191 + 242 488 at x 0,148 (en
donde las variables representan el valor de Affymetrix para la sonda concreta). El valor de corte fue de 1,5, de tal
manera que los valores inferiores a 1,5 indicaron que la muestra pertenecia al grupo de bajo riesgo y los valores
superiores a 1,5 indicaron que la muestra pertenecia al grupo de MM de alto riesgo. Se llevaron a cabo ambas
selecciones de variables de avance y retroceso. La eleccion para introducir o eliminar variables se basé en la
minimizacion de la variabilidad dentro del grupo con respecto a la variabilidad total a través de todas las muestras.

Ejemplo 4
Los patrones de expresion génica son un predictor independiente de supervivencia en el mieloma

Para identificar una firma molecular distintiva de mieloma de alto riesgo, la muerte relacionada con la enfermedad
temprana se correlacion6 con los extremos de la expresion génica. Los niveles de expresion génica a partir de los
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datos de las micromatrices sobre las células plasmaticas seleccionadas con CD138 de 351 pacientes recién
diagnosticados se dividieron en cuartiles, y se utilizaron pruebas de rango log para identificar 70 genes que estaban
vinculados a la corta supervivencia: 51 tenian alta expresion (cuartil 4, Q4) y 19 tenian baja expresion (cuartil 1, Q1)
(Tabla 1), cuyos niveles de expresion se representan en un colorgrama (Figura 1A). Cabe destacar la regulacion al
alza de los 51 genes y regulacion a la baja de los 19 genes simultaneas entre los pacientes en el lado derecho. Se
calculd la diferencia entre el promedio de la expresion a escala log; de Q4 y Q1 para cada paciente. Este resumen
de expresion no supervisada es interpretable como una razén de expresion media regulada al alza vs. a la baja a
escala logy (referida como una puntuacion de riesgo). Su distribucion de frecuencias revela un grupo distinto que
tiene elevadas razones de regulacion al alza/a la baja en log; (Figura 1B). Este es precisamente el tipo de grupo de
expresion extrema para cuyo escrutinio fueron disefiadas las pruebas de rango logaritmico Q1 y Q4, aunque tanto el
grafico de frecuencia como el mapa de calor sugieren que el tamafio del grupo es menor de 25%. El agrupamiento
de K-medias sin supervision de la razon log; estimé su proporcion en 13,4%. Este grupo mostré supervivencia libre
de eventos significativamente mas pobre (Figura 1C, P <0,001) con una razén de riesgo no ajustada (HR) de 4,51y
también supervivencia global inferior (Figura 1D, P <0,001), con una HR ajustada de 5,16. Se esperan asociaciones
significativas para la cohorte de formacion, en las que se descubrieron los 70 genes, y son referidas con fines
ilustrativos.

El resultado de muerte temprana relacionada con enfermedad se escogioé especificamente con el propédsito de
identificar los genes diana en el mieloma agresivo y, por consiguiente, sélo estuvieron disponibles 24 muertes para
las pruebas de rangos logaritmicos utilizadas para el descubrimiento de genes en la cohorte original de 351
pacientes. El agrupamiento supervisado con los 70 genes se aplico a las células plasmaticas de 22 donantes sanos,
14 casos de MGUS, 351 pacientes de la cohorte de formacion y 38 lineas celulares de mieloma humano. Los
resultados revelaron que el grupo de bajo riesgo de mieloma tenia un patron similar al de MGUS vy las células
plasmaticas normales, mientras que el grupo de alto riesgo exhibe un patréon similar al de lineas celulares de
mieloma humano (Figura 2).

A continuacion, se examinoé la asociacion de la firma de expresion con la supervivencia global en una cohorte de
ensayo independiente de 181 pacientes. De hecho, un agrupamiento no supervisado, independiente de la razon de
expresion regulada al alza/a la baja a escala log, identificé un subconjunto proporcionalmente similar de pacientes
que mostraban una desregulacion extrema (12,2%, Figura 3A). Un resultado similar de distribucion de supervivencia
y razén de riesgo se encontrd tanto en la supervivencia libre de eventos (HR = 3,41, P = 0,002, Figura 3B) como en
la supervivencia global (HR = 4,75, P <0,001, Figura 3C) como se observa en la cohorte de formacioén. La ausencia
de una puntuacién de alto riesgo identificé un subconjunto favorable de pacientes con una remision completa
continua a los 5 afios de 60%, frente a una tasa a los 3 afios de s6lo 20% en aquellos con una puntuacion de alto
riesgo (datos no mostrados).

Para evaluar adicionalmente la validez de los agrupamientos con respecto a las caracteristicas clinicas, se
analizaron las correlaciones de varios parametros clinicos entre los subgrupos de bajo y de alto riesgo en los
conjuntos tanto de formacion (Tabla 2) como de ensayo (Tabla 3). Se observé una notable similitud de la
distribucion del rasgo clinico en los grupos de riesgo en las cohortes de formacién y de ensayo: los mayores niveles
séricos de Bz-microglobulina, proteina C reactiva, creatinina y lactato deshidrogenasa (LDH), asi como la delecién
del cromosoma 13 definida mediante FISH y las anomalias citogenéticas en metafase fueron todos
significativamente mas frecuentes en el grupo de alto riesgo de los conjuntos de formacién y de ensayo (P <0,05).
Del mismo modo, el subgrupo CCND1 clinicamente mas benigno predominé en el subgrupo de bajo riesgo y el
subgrupo MMSET/FGFR3 de la cohorte de alto riesgo, como se representa para el conjunto de formacién en la
Tabla 2 y para el conjunto de ensayo en la Tabla 3.

En un analisis multivariante de las variables asociadas con la supervivencia global y libre de eventos, el predictor de
la razén de regulacion al alza/a la baja alto (puntuacion de alto riesgo) conservo su significacion después del ajuste
de las variables genéticas y clinicas competitivas (incluso incluyendo el Sistema Internacional de Estadificacion)
tanto en el conjunto de formacién (Tabla 4: HR = 4,1; P <0,001) como en el conjunto de ensayo (datos no
mostrados, P = 0,025). Es importante destacar que la puntuacién de alto riesgo también fue el Unico parametro de
referencia independiente que afectd negativamente a la duracion de respuesta completa (razén de riesgo, 3,07; P
<0,001). Este fuerte resultado prondstico de la puntuacion de riesgo derivada de GEP puede explicarse en parte por
su fuerte asociacion con las variables de prondstico clinico conocidas, como lo demuestra un analisis multivariante
con la razén de regulacion al alza/a la baja como resultado (Tabla 5). Si bien las variables de la Tabla 5 pueden
servir como sustitutos temporales, parciales para un ensayo de GEP ampliamente disponible, la Tabla 4 sugiere que
un analisis de este tipo, combinado con translocaciones de alto riesgo (también cuantificables a través de GEP),
tiene el potencial de proporcionar un ensayo de prondstico sencillo poderoso para el mieloma.
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Tahla 2: Correlacion de parametros clinicos con grupos de riesgo en la cohorte de
formacion (n= 351}
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Tabla 3

Curreiar:mn de parametrus l:llml:l]S con los grupos de riesgo en la cohorte de formacion (n=181)
0692
0,163

=

ﬁ.nnmllascrtugenetocas . .é? o -T.T o ﬂ_.ﬂlﬂ'l}

e, o o . ;
h‘ﬂﬁﬂg@i&:ﬂea basadas en GEP -
CONDI 14 0

Tabla 4: Analisis multivariante de supervivencia libre de eventos y global en la cohorte de formacion

N=325' Supervivencia libre eventos Superuiuencia

e

i ] SR

LDH> 190 UL A

e R S
Translocaciones de arm nesgu deﬁmdas par GE 118 1,97 . D001 1, 35 0,0120
S ——
ii 138
0,324

26 de 351 pacientes perdian del13 definida por FISH.
* Predictores con P > 0,05 para ambos resultados: Edad > 65, anomalias citogenéticas en la metafase,

albumina < 3,5 g/dL y proteina C reactiva > 4. Los guiones indican la ausencia de significacion para uno u otro
resultado.

* logz promedio (expresion) de los 51 genes Q4 menos el log, promedio (expresion) de los 19 genes Q1 (es decir la
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razon de la escala log, de la media geométrica de los genes regulados al alza versus regulados a la baja). El alto
riesgo por el agrupamiento de K-medias es > 0,66 (es decir, una razéon de 1,58). Se combinan picos de
MMSET/FGFR3 (14,1%) con picos de MAF/MAFB (3,7%). El bajo riesgo incluye picos de CCND1 (16,9%) y
ausencia de picos (65,3%). Las categorias cerradas funcionan mejor como categorias de prondstico debido a la
similitud en la distribucion de resultados para los subgrupos dentro de las categorias de Alto y Bajo riesgo y el
pequefio tamario del subgrupo MAF/MAFB.

Tabla 5: Analisis multivariante de multiplicidad de cambio en la razon de expresion
regulada al alza/a la baja H=250 t Multiplicidad

IPredic’tures signiﬁcat-i-ﬁas_ﬁ’;;_m ki 11 1;5- LR C
R v T e i TR o e b

amp1g21 definido por FISH eninterfase
s cogendiicas T H0 T 038 e

Gimenio Covor o Cong. 0 0 o
Aumento MAFRMAFE 4 0,430 0,030
oo IRTSE TGRS ﬂ%s?'_ ‘flﬂ,%"

LDH > 190 UIL 3 0332 <0000

Elh:u!m:rn'é'hsgxm_ T . m ) “49 MM
R 0,324

98 de los 351 pacientes habian perdido amp1g21 por medio de FISH y 3 mas habian perdido albumina.

* Predictores con P > 0,05 para ambos resultados: Edad >65, Beta-2-microglobulina (> 3,5, > 5,5), Proteina C
reactiva (>4).

Ejemplo 5
El modelo de expresién génica pronostica el riesgo posterior de recaida y supervivencia

Cuando se aplico el modelo de riesgo de 70 genes a muestras de recaida de 51 de los 351 pacientes del conjunto
de formacion, 39 (76%) mostraron una puntuacion de alto riesgo (Figura 4A). En un analisis pareado de muestras de
referencia y de recaida, los 25 pacientes con denominacion de bajo riesgo, tanto en el diagndstico como en la
recaida tuvieron una supervivencia post-recaida superior, seguido de 11 pacientes con designaciéon de bajo riesgo
en el momento del diagnoéstico y de alto riesgo en la recaida y 13 pacientes que mostraron una designacion de alto
riesgo en ambos tiempos de observacion (Figura 4B). Hubo sélo 2 casos con alto riesgo en el momento del
diagndstico y bajo riesgo en la recaida.

Ejemplo 6
Los genes del cromosoma 1 estan representados en exceso en el modelo de alto riesgo

Para determinar si la firma de alto riesgo de 70 genes puede reflejar ganancias o pérdidas especificas de ADN
gendmico en el MM de alto riesgo, se compararon las posiciones en el mapa de los 70 genes que comprendian la
firma de riesgo de expresion génica (Tabla 6). Si bien representaban so6lo 10% de los genes en la micromatriz, 21
(30%) de los 70 genes de alto riesgo se cartografiaron en el cromosoma 1 (P <,0001): 9 de 19 (47%) genes del
cuartil 1 se cartografiaron en 1p cartografiandose 5 en 1p13; 12 de 51 (24%) genes del cuartil 4 se cartografiaron en
el cromosoma 1, 9 residian en 1q mientras que los 4 de 1p se cartografiaron en el extremo telomérico y las regiones
centroméricas del brazo p. Estos datos sugieren que la ganancia de material de ADN en 1q y la pérdida de 1p son
determinantes significativos de alto riesgo en el MM.
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Tabla B: Distribucion en el cromosoma de todos los conjuntos de sondas cartografiados sobre la
micromatriz M33Plus2.0 ylos 70 genes de la firma de alto rieggo

U133 Combi-
Flus2.0 gl Q4 nados
| EpAE, L sy ;—-“—‘."'; .—'“'-""—"i;,“.‘_"';_ aen |f
Cromo’ F;J'Il.l'n. e am, | ' am, | Ham, |
Soma frbenes Hl % 1'53"35' % |I'Genes |’ u | Genes, g
m IS J U T | st N | ICL RS ARG | S | AR | i
1 5379 10 o 474 12 B\s 2 30
. i ir‘_ T | T V| W | T T | s
ek |l e | L S S R R
3 3275 ﬁ,i l] 0 7 13,7 7 10
i“t—Jlr‘stﬁ' ! CEF ﬂ_ldﬂ_, T i_..ﬂ_}‘
L At | el el ._..___s_.._..... IR - N | I AP I | S
5 2615 48 0 0 2 39 2 29
= e TR T o
T R RS LT R R R R R
7 2769 51 0 0o 2 9 2 29
| 2ioTa I| ﬁ“'-«' o) A T8 ][4 \
| el L I | T S | IS | LIS ) | NSNS | S |
9 2.139 4 2 1045 ] 0 2 29
TR 7 1 vl '
e R | O
1 2889 54
13 1.250 2,3

; 4393 i' 3,3

bl

15 1805 33

Ew X 7 3,=_;_§ RIS R RGPS TR

17 2.343 53

2339 53
'!1

Desconacido 612
Total 54,675

* Se utilizé una prueba exacta para las proporciones binomiales para comparar la proporcion de los conjuntos de sondas retenidos
que se cartografian en el cromosoma 1 con la proporcion para la matriz completa.

Ejemplo 7
Un modelo de 17 genes puede sustituir el modelo de 70 genes

Habiendo demostrado que el alto riesgo estd probablemente relacionado con alteraciones genémicas del
15
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cromosoma 1, se determiné un conjunto minimo de genes capaces de discriminar el mieloma de alto riesgo y de
bajo riesgo. Aplicando un analisis discriminante por pasos multivariante ("MSDA por sus siglas en inglés") de los 70
genes de alto riesgo asociados a través de los casos de alto riesgo (N = 46) y de bajo riesgo (N = 305) definidos por
el modelo de 70 genes en el conjunto de formacion, 17 genes fueron identificados en la funcién discriminante lineal
5 resultante (Tabla 7). Cabe destacar que 3 de los 5 (60%) genes Q1 y 5 de los 12 (45%) genes Q4 en el modelo se
cartografian en 1p y 1q, respectivamente. A continuacion, el modelo de 17 genes se aplicé al grupo de formacion y
se pronostico, con 97,7% de precision, basandose la clase correcta en la clasificacion de alto/bajo riesgo del modelo
de 70 genes (Tabla 8A). Se realiz6 un analisis de validacion cruzada donde las muestras se eliminaron de una en
una del conjunto de muestras, y se volvié a calcular el modelo predictivo sin esa muestra. A continuacion, se utilizd
10 el modelo para clasificar la observacién eliminada. En este enfoque de validacion cruzada, la precision de la
prediccion fue de 96,9%. A continuacion, se aplico el modelo de 17 genes al conjunto de ensayo de 181 pacientes
recién diagnosticados que recibian el segundo protocolo UARK 03-033. El modelo MSDA clasific6 de nuevo
correctamente 150 de 159 (94,3%) muestras de bajo riesgo y 21 de 22 (95,5%) de alto riesgo (Tabla 8B). Las
estimaciones de Kaplan-Meier de la supervivencia global de los grupos de alto riesgo y de bajo riesgo fueron

15 similares ya fueran definidas por el modelo de 17 genes (Figura 5) o el modelo de 70 genes (Figura 3D).

Tabla 7: 17 Genes definidos pnr MSDA ordenados por su puntuacion
%Dmurﬁn}s‘mqa{l' §|mbl:||_ ! .analizacil:un i‘ < Purtuscion | Suartl g
} -

A Ffymetric
Rk

i | I i
I cromosoma- ji- MSDA if 70 genes |

.__M...._...;.. A= PPN RPN | e ST T SER PR | SR . SRR . |

KIFl4 1g32.1 0,38 4
b D R R W TP R RE T
CKSIB 1421.2 0,31 Q4
I S —
: “..Eqﬂl S U‘EE g
qus 31 0,27 Q4
: 12qzz g
il RO, | ol i A ettt | Nl ¥ |
0,23 Q4
i) G T T
220789 5_at TBRG4 “7pld- p|3 0,19 Q4
S A SRR ET
f_t‘_“._.r,_,,,". il L it v i o i i b el T
242488 _at NA lga3 0,15 Q4
15 PR T Rl e N S|
EE LT ..:.:. S S Pl M T S S i T2
zﬂusm s _al AHCYLI piaz 0,21 Qr
|; TN e LT hﬂz R TR
I T TR NN MR L. S} LSS | Ty S — |
213628 _at MCLC 1p133 0,23 Q1
, B -Mrﬂm | E]JEE pzl @ I,F ToAEe T EE
T DR e | e ST | S MECT | TR YO N | SRR L A |
1557277_a_at NA 621 0,30 Q!

Tabla 8A: Matriz de confusién de prediccion del riesgo en el
conjunto de formacién utilizando el modelo de 17 genes

Grupo de Riesgo Grupo de Riesgo de
de 70 Genes 17 Genes
Total Bajo Alto
Bajo 305 298 7
Alto 46 1 45
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Tabla. 8B Matriz de confusion de prediccion del riesgo en el conjunto
de formacion utilizando el modelo de 17 genes

Grupo de Riesgo Grupo de Riesgo de
de 70 Genes 17 Genes
Total Bajo Alto

Riesgo Riesgo
Bajo 159 150 9

Alto 22 1 21

Ejemplo 8

Mieloma de alto riesgo definido por modelo de 70 genes relacionado con subgrupos moleculares definidos mediante
analisis de agrupamiento jerarquico no supervisado

El modelo de alto riesgo identificado fue examinado en el contexto de una clasificacion molecular definida
previamente [9]. La designacion de enfermedad de alto riesgo se referia a todas las clases de mieloma a excepcion
de tipo CD-2 caracterizado por picos CCND1 o CCND3 y expresion de CD20 y VPREBS3 (Figura 6). A pesar de una
fuerte correlacion entre la firma de alto riesgo y el subgrupo de Proliferacion (PR) (Figura 6), la presencia de casos
atipicos sugiere que la firma de alto riesgo no sélo refleja la proliferacion de células tumorales, sino que puede
abarcar también otras caracteristicas de la enfermedad que confieren corta supervivencia tal como resistencia a los
farmacos. El analisis de los 351 casos de formacion de acuerdo con un punto de corte de alto riesgo de 70 genes de
,66 y un indice de proliferacion (IP) de 5 (Figura 7A) revelaron que las designaciones de alto y bajo IP no lograron
identificar subgrupos con diferente supervivencia entre los grupos de bajo riesgo y de alto riesgo (Figura 7B).
Cuando se aplico a los 50 pacientes con t(4;14)(p16;g32), la puntuacién de riesgo de 70 genes separé de nuevo
subgrupos de bajo y alto riesgo (P <0,001) (Figura 7C).

Ejemplo 9

Aplicacion del modelo de 17 genes para pronosticar el resultado de recaida de la enfermedad tratada con agente
Unico, Bortezomib

Para investigar si el modelo de 17 genes podria pronosticar el alto riesgo en el conjunto de datos Millenium, se
reconstruy6 el modelo de 17 genes (U-2) derivado de U133Plus2.0 utilizando los datos U133AB (U-AB). En pocas
palabras, se ha descrito la micromatriz Affymetrix U133Plus2.0 (U2) (Affymetrix, Santa Clara, CA) en células
plasmaticas seleccionadas mediante CD138 a partir de 351 casos nuevos diagnosticados de mieloma tratados con
la terapia de alta dosis y apoyo de células madre (acceso GEO GSE2658) [33]. También se analizé exactamente la
misma muestra de ARN de las primeras 144 de las 351 descritas anteriormente en la micromatriz U133A/B (UA)
(Affymetrix, Santa Clara, CA) y estos datos se han depositado en GEO (GSE8991). Se han descrito los datos de UA
sobre 156 pacientes con mieloma multiple recurrente tratados con bortezomib o dexametasona en una prueba en
fase III** (Pendiente del nimero de acceso GEO).

Se utilizé un analisis discriminante lineal multiple por pasos (MSDA) con el criterio lambda de Wilks utilizando datos
derivados de U2 para definir el modelo de 17 genes predictivo de la enfermedad de alto y bajo riesgo [33]. Las
distribuciones de supervivencia se presentaron con el uso del método de Kaplan-Meier y se compararon con la
prueba de rango logaritmico. Las pruebas estadisticas se realizaron con el paquete estadistico SPSS 12.0 (SPSS,
Chicago, IL).

De los 17 genes identificados utilizando la plataforma U2, 16 estaban en la micromatriz UA (Tabla 9). El modelo de
analisis discriminante por pasos multivariante (MSDA) que se utiliza para desarrollar el modelo basado en U2 de 17
genes se aplicé a continuacion a la intensidad de la sefial de los 16 genes de UA en los 144 casos que tienen datos
de ambos tipos de matriz. Mediante la correlacion de las puntuaciones de riesgo resultantes derivadas de los
modelos derivados de U2 y UA, este analisis reveld una fuerte correlacion (Figura 8A; r = 0,89; P <0,001) y
demostré que una puntuacion superior a 1,6 era de alto riesgo en ambos modelos. Utilizando 1,6 como punto de
corte en ambos modelos, una matriz de confusién mostré una concordancia de 96,5% entre el alto y bajo riesgo
definidos en U2 y UA (Tabla 10) de modo que sélo 5 pacientes difirieron en su analisis de supervivencia de Kaplan-
Meier de asignacion de riesgo (la version UA del clasificador reasigné 2 pacientes de alto riesgo y 3 de bajo riesgo)
de los grupos de alto y bajo riesgo definidos por el modelo U2 revelando una diferencia significativa en la
supervivencia general entre los dos grupos con una razoén de riesgo no ajustada (HR) de 2,49. (Figura 9A). Del
mismo modo, el analisis de Kaplan-Meier de los grupos de riesgo definidos por UA revelé una diferencia significativa
en la supervivencia entre los dos grupos (P = 0,0026) con un alto riesgo (HR) asociado de 2,58 (Figura 9B). Estos
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resultados indican la capacidad de reconstruir el modelo de riesgo utilizando la plataforma UA.

Después, la version UA se aplicé a continuacion al conjunto de datos Millenium de 156 casos de recaida de
enfermedad tratados con bortezomib o dexametasona. El modelo de alto riesgo definié 13,5% de los 156 pacientes
APEX como de alto riesgo mediante el uso del modelo de 16 genes. Estos pacientes tenian tiempos de
5 supervivencia significativamente mas cortos que el resto de pacientes (Figura 8B, P = 0,0014, HR = 2,5). Este
resultado indica que el modelo de alto riesgo fue relevante en el mieloma multiple de recaida, asi como en la
enfermedad recién diagnosticada. Este resultado también sugiere que el modelo es relevante para los pacientes
tratados con terapias de un solo agente, tales como bortezomib y dexametasona. Por lo tanto, cada uno de los
brazos de tratamiento APEX (80 y 76 pacientes tratados con bortezomib y dexametasona, respectivamente) se
10 examind por separado para determinar si el modelo se veia afectado de manera significativa por el agente
terapéutico especifico. Como se muestra en las Figuras 8C y 8D, el modelo de alto riesgo identificd con éxito los
pacientes con alto riesgo de muerte en ambos grupos (P = 0,049, HR = 2,3y P = 0,017, HR = 2,5, respectivamente).

Tabla 9

Lista de genes que comprenden la firma de alto
riesgo de 16 genes.

Cromosoma Conjunto de Simbolo del
Sondas Affymetrix Gen
1922 206513 _at AIM2
21922.3 211576_s_at SLC19A1
3p21.3 204016_at LARS?2
1931 219918_s_at ASPM
1p36.33- 213607_x_at FLJ13052
p36.21
1921.2 201897_s_at CKS1B
7p14-p13 220789 _s_at TBRG4
1943 242488 _at NA
1pter-g31.3 206364 _at KIF14
12922 203432_at TMPO
8923.1 200638_s_at YWHAZ
10923.31 205235_s_at MPHOSPH1
1p13.2 200850_s_at AHCYL1
1p13.3 213628 _at MCLC
1p22 218924 s at CTBS
2p22-p21 202729 s _at LTBP1
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Tabla 10

Matriz de confusion de designaciones de subgrupos mediante los
modelos de 17 y 16 genes en los 144 casos.

Modelo 17 Genes |Alto Riesgo | Bajoriesgo | Exactitud (%)
(N = 26) (N=118)

Alto riesgo 24 3

16 Genes |Riesgo bajo 2 115 96,5
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REIVINDICACIONES

1. Un método de elaboracion de perfiles de expresion génica para identificar firmas gendmicas vinculadas a un
prondstico de supervivencia en un sujeto con mieloma multiple sintomatico o mieloma multiple, que comprende:

determinar los niveles de expresion de genes que consisten en KIF14, SLC19A1, CKS1B, YWHAZ, MPHOSPH1,
TMPO, NADK, LARS2, TBRG4, AIM2, ASPM, AHCYL1, CTBS, MCLC, LTBP1 y genes detectables con acidos
nucleicos que tienen los ndmeros de referencia de Affymetrix 242488 at y 1557277_a_at en una micromatriz
Affymetrix U133Plus2.0, en una muestra de acido nucleico a partir de células plasmaticas aisladas del sujeto; y

determinar la presencia de niveles de expresion anormales, llevando a cabo de este modo la prognosis del sujeto.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde el perfil de expresién anormal es evaluado mediante una puntuaciéon
discriminante a partir del analisis discriminante por pasos multivariante (MSDA).

3. El método de la reivindicacién 2, en donde la puntuaciéon discriminante se calcula con la férmula: 200638_s_at x
0,283 - 1557277_a_at x 0,296-200850_s_at x 0,208 + 201897_s_at x 0,314 - 202729 _s_at x 0,287 + 203432_at x
0,251 + 204016_at x 0,193 + 205235_s_at x 0,269 + 206364 _at x 0,375 + 206513_at x 0,158 + 211576_s_at x 0,316
+ 213607_at x 0,232 - 213628_at x 0,251 - 218924 _s_at x 0,230-219918 s_at x 0,402 + 220789_s_at x 0,191 +
242488 _at x 0,148, donde los conjuntos de sondas 1557277_a_at y 242488 at son parte de una micromatriz
Affymetrix U133Plus2.0, y, en donde las variables representan el valor para la sonda concreta y una puntuacion por
encima de un umbral predeterminado indica una prognosis de alto riesgo.

4. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque una alta razén
media de expresion es indicativa de una firma gendmica asociada con enfermedad de alto riesgo y un baja razén
media de expresion es indicativa de una firma genémica asociada con una enfermedad de bajo riesgo.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, caracterizado porque la firma gendmica de la enfermedad de alto
riesgo se correlaciona con la menor duracion de la remisién completa, la ausencia de eventos, la muerte temprana
relacionada con la enfermedad o una de sus combinaciones y dicha firma genémica de enfermedad de bajo riesgo
se correlaciona con una mayor duracion de la remision completa, una supervivencia mas larga, un buen pronoéstico o
una de sus combinaciones.

6. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque el método pronostica
el resultado clinico y la supervivencia de un individuo, es eficaz en la seleccién de tratamiento para un individuo que
padece una enfermedad, pronostica el riesgo de recaida después del tratamiento y la supervivencia de un individuo,
correlaciona la clasificacion molecular de una enfermedad con la firma gendmica que define los grupos de riesgo, o
una de sus combinaciones.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 6, caracterizado porque la clasificacion molecular es CD1 y se
correlaciona con la firma gendémica de alto riesgo de mieloma multiple.

8. El método de acuerdo con la reivindicacién 7, caracterizado porque la clasificacion CD1 comprende el aumento de
expresion de firmas MMSET, MAF/MAFB, PROLIFERATION o una de sus combinaciones.

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 6, caracterizado porque la clasificacion molecular es CD2 y se
correlaciona con la firma gendémica de bajo riesgo de mieloma multiple.

10. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 9, caracterizado porque la clasificacion CD2 comprende
translocaciones HYPERDIPLOIDY, LOW BONE DISEASE, CCND1/CCND3, expresion de CD20 o una de sus
combinaciones.
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