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Capitulo 1
Valor prondstico de las anomalias genéticas en mieloma multiple.
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Resumen

El mieloma mdltiple (MM) es una neoplasia B post centro germinal
caracterizada por la proliferacion clonal de células plasmaticas en la médula 6sea
y la deteccion de una inmunoglobulina monoclonal en suero u orina, la proteina
M. Se origina a partir de un proceso de transformacion de mdltiples pasos con
acumulacion progresiva de eventos genéticos que favorecen la proliferacion y
expansion del clon maligno. A nivel citogenético, se observan anomalias primarias
directamente relacionadas con la patogénesis de la enfermedad, y secundarias,
gue incluyen ganancias y pérdidas de material genético que aportan informacién
de valor prondéstico adicional. Las anomalias primarias permiten dividir a los
pacientes en dos grandes grupos: hiperdiploides, con ganancia de cromosomas,
considerados de buen pronéstico, y no-hiperdiploides, con numero modal
variable, asociados a mala evolucidn clinica. Las anomalias secundarias incluyen:
delecion 13gl4/monosomia del cromosoma 13, delecion de 17p13, alteraciones
del cromosoma 1, especificamente amplificaciones del brazo largo (1q) y
deleciones del brazo corto (1p), asi como también rearreglos del gen MYC y
deleciones de 12p. Un nuevo subgrupo lo constituyen los MM doble hit que
incluyen pacientes con: a) inactivacion bialélica de TP53 (delecion en un alelo y
mutacion en el otro) y, b) estadio clinico ISS Il con amplificacién de 1921 (=4
copias), asociados a muy mal prondstico. Asimismo, resulta importante
mencionar la presencia de mutaciones recurrentes que impactan en diferentes
caminos de sefializacion, sustentando la alta heterogeneidad genética y clinica
presente en la patologia. Sin duda, la profundizacion de la caracterizacién biologica
del MM resulta de fundamental importancia en el marco de una medicina
traslacional, contribuyendo a un mejor diagndéstico y/o prondstico, y aportando

informacion para nuevos abordajes terapéuticos.



Introduccién

Los desoérdenes de células plasmaticas incluyen un amplio espectro de
patologias que abarcan desde una fase premaligna, denominada gammapatia
monoclonal de significado incierto (MGUS), el mieloma mudltiple indolente o
asintomatico (MMI), el mieloma multiple (MM) sintomético y la leucemia de células
plasmaticas (LCP) (1, 2). Particularmente, el MM se caracteriza por laproliferacion
clonal de células plasmaticas en la médula 6sea (MO) (210%), la deteccion de una
inmunoglobulina monoclonal en suero u orina, la proteina M, y dafio de érgano
blanco, incluyendo la presencia de anemia, lesiones 6seas, hipercalcemia o
insuficiencia renal (3). En la mayoria de los casos se encuentra precedido por el
MGUS, caracterizado por la presencia de una poblacién clonal de células
plasméticas en la MO menor al 10%, con niveles de secrecion de proteina M
inferiores a 3 g/dL en suero o <1 g/dL en orina, sin otra manifestacion clinica, y
cuya incidencia es superior al 3% en individuos mayores de 50 afios, con una
progresion a MM del 1% por afio (4, 5). Dada su condicion asintomatica, mas del
50% de los individuos con MGUS presentan este desorden desde mas de 10
aflos previos al diagnéstico clinico (6). EI MGUS puede evolucionar
posteriormente a un MMI, sin manifestaciones clinicas, pero con plasmocitosis en
MO >10% y niveles de proteina M =23 g/dL, y finalmente a MM (5). El MMI progresa
a MM sintomatico a una tasa de aproximadamente 10% por afio durante los
primeros 5 afios posteriores al diagndstico, 3% por afio en los siguientes 5 afios, y
de 1,5% por afio posteriormente (4).

El MM es la segunda neoplasia hematolégica mas frecuente en adultos en
el mundo occidental, con una incidencia de 6,6/100000 habitantes (7). Afecta mas
comunmente a individuos mayores, con una edad media al diagnostico de 65-70
afos, es mas frecuente en hombres que en mujeres y presenta diferencias en su
incidencia entre regiones geograficas y grupos étnicos (8). Es una enfermedad
heterogénea en cuanto a su presentacion clinica, respuesta a la terapia y tiempo
de sobrevida (SV) (2). A nivel genético, es una patologia compleja que sufre un

proceso de transformacién de mdltiples pasos con acumulacion progresiva de



eventos genéticos que favorecen la proliferacion y expansion del clon maligno (1,
2, 9, 10). El estudio de las alteraciones genéticas ha permitido la definicion de
subgrupos especificos, y provisto las bases para la identificacion de genes
involucrados en la iniciacion y progresion de esta entidad, siendo primordiales al
momento del diagndstico, en la progresidn/recaida de la enfermedad, asi como

en la evaluacién de la respuesta al tratamiento (1, 11).

Caracteristicas citogenéticas

El andlisis citogenético en MM presenta limitaciones debido al bajo indice
de proliferacion de las células plasmaticas, permitiendo detectar alteraciones
cromosomicas en el 30-40% de los casos (1). No obstante, un trabajo reciente (12)
muestra el valor prondéstico independiente del cariotipo convencional en la
deteccién de pacientes con MM de alto riesgo, rescatando la importancia de esta
técnica en el estudio de esta patologia. La introduccion de la técnica de FISH
(fluorescence in situ hybridization) permiti6 aumentar considerablemente el nivel
de deteccion de alteraciones, llegando aproximadamente al 80% de los casos,
siendo de particular importancia dada la presencia de numerosas anomalias
cripticas en el MM. Las alteraciones cromosOmicas en esta patologia incluyen
anomalias primarias, directamente relacionadas con la patogénesis de la
enfermedad, y secundarias, particularmente ganancias y pérdidas de material
genético, que aportan informacion prondstica adicional (11, 13) y que, en conjunto,

han permitido establecer diferentes grupos de riesgo.

Anomalias cromosdémicas primarias

Estas alteraciones permiten identificar diferentes caminos moleculares en
la patogénesis del MM. En este contexto, los pacientes pueden ser divididos en
dos grandes grupos: aquellos que tienen cariotipos hiperdiploides
(aproximadamente el 42-45% de los casos) y los no-hiplerdiploides que presentan
translocaciones que involucran al gen de la cadena pesada de las
inmunoglobulinas (IGH) ubicado a nivel de 14932 (35-40% de los pacientes).

Asimismo, se observa un 10-15% de casos con alteraciones combinadas



(hiperdiploidia y t14932) y un 5-10% que presenta anomalias variables, cuyo
comportamiento clinico es heterogéneo (14). Mas recientemente, se ha
identificado un nuevo subgrupo de pacientes con cariotipo tetraploide (4n) de muy
mal prondstico (6% de los MM al diagndstico), asociados a mayor infiltracion de
células plasmaticas en la MO y aumento de anomalias de alto riesgo por FISH
(15).

Los MM hiperdiploides presentan entre 48 y 74 cromosomas y se
caracterizan por mostrar multiples trisomias, preferencialmente de los
cromosomas impares 3, 5, 9, 11, 15, 19 y/o 21 (1, 16). Se los observa en
individuos de mayor edad y se asocian a lesiones 0seas y prondstico favorable.
Al presente, no resulta claro el mecanismo subyacente en el desarrollo del MM
hiperdiploide. Este subgrupo de pacientes presenta alta heterogeneidad
biolégica, con casos que tienen elevados niveles de expresion de genes
asociados a proliferacion, en tanto que otros muestran expresion aberrante de
genes relacionados con el camino de sefalizacion de NF-kB (Nuclear factor
kappa B) o sobreexpresion de HGF (Hepatocyte Growth Factor) e IL-6
(Interleukin-6) (17). Asimismo, resulta de interés mencionar que no todas las
trisomias se observan con la misma frecuencia, siendo la mas comuin la trisomia
9 seguida por los cromosomas 15 y 19, y en menor frecuencia la trisomia
17 (18). Kumar et al. (19) reportan que la presencia de trisomias puede
atenuar el impacto adverso de las alteraciones de alto riesgo. Simultdneamente,
Chretien et al. (18) encuentran que las trisomias 3 y 5 mejoran significativamente
el pronéstico de los pacientes, presentando un rol protector en casos con
alteraciones de alto riesgo como t(4;14) y del(17)(p13), en tanto que la trisomia
21 lo empeora. También observaron diferencias en el comportamiento clinico
entre los pacientes que tienen trisomias entre 47-50 cromosomas respecto de
aguellos con hiperdiploidias superiores a los 50 cromosomas, con mejor
prondstico para estas ultimas. Por el contrario, otros trabajos (20, 21) indican que
la presencia de alteraciones de alto riesgo en pacientes con MM hiperdiploide

impacta negativamente en el pronostico de los mismos.



Por su parte, los MM no-hiperdiploides presentan un namero modal
variable, desde hipodiploide hasta pseudotetraploides. Constituyen también un
grupo heterogéneo, con numerosos subtipos moleculares asociados a
translocaciones recurrentes que involucran el locus IGH y cinco diferentes
oncogenes: FGFR3-MMSET (4p16), CCND3 (6p21), CCND1 (11913), MAF
(16923) y MAFB (20g12), presentando distintas implicancias en el prondstico de
la enfermedad (14, 22) (Tabla 1.1). En menor frecuencia se observan otras
translocaciones del cromosoma 14, entre ellas: (6;14)(p25;932) vy
t(12;14)(p13;932) que involucran los genes IRF4 (Interferon Regulatory Factor 4)
y CCND2, respectivamente. Todas ellas determinan la desregulacion de ciclinas
D, llevando a la activacion del ciclo celular y aportando ventajas selectivas a los

subclones que las presentan (23).

Tabla 1.1: Subgrupos de alteraciones citogenéticas en MM no-hiperdiploide

Subgrupo Genes Frecuencia
involucrados (%)

Rearreglos de ciclinas

t(11,14)(q13;932) CCND1/IGH 15-20

t(6,14)(p21;q32) CCND3/IGH 3-6

t(12;14)(p13;932) CCND2/IGH <1

t(4;14)(p16;q32) FGFR3- 6-15
MMSET/IGH

Rearreglos de MAF

t(14;16)(g32;923) IGH/MAF 4-5

t(14;20)(932;q11) IGH/MAFB 1-2

t(8;14)(g24.3;q32) MAFA/IGH <1

CCND: ciclina D; IGH: immunoglobulin heavy chain; FGFR3:
fibroblast growth factor receptor 3; MMSET: multiple myeloma
SET domain; MAF: musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene

En lo que respecta a las translocaciones que involucran a los genes de
ciclinas D (CCND), la mas frecuente es la t(11;14)(q13;932) que lleva a la
sobreexpresion de CCND1, observada en el 15-20% de los pacientes al

diagnéstico (1, 14). La expresion desregulada de ciclinas es considerada un



fendbmeno generalizado ligado a los mecanismos patogénicos y el prondstico de
esta enfermedad (23). Puede ser observada en MGUS y presenta alta incidencia
en LCP tanto primaria como secundaria (50-60% de los casos) (24, 25). Tiene
caracteristicas bioldgicas y clinicas distintivas, esta asociada con enfermedad
hipo-secretoria 0 no-secretoria, IgD o IgM, morfologia linfoplasmocitica o de
pequefias células plasmaticas maduras, cadena liviana lambda, expresion
aumentada de CD20 y pérdida de expresion de CD56 (26-30). Asimismo, estos
pacientes muestran aumento de la expresion de la proteina antiapoptotica BCL-
2 y disminucién de las proapoptéticas MCL-1/BCL-XL (31), lo que los hace
susceptibles al tratamiento con Venetoclax, un inhibidor de BCL-2 (32). Si bien
originalmente esta translocacion ha sido asociada con un riesgo estandar,
estudios mas recientes en la era de los nuevos agentes muestran peor evolucion
respecto de los casos con cariotipo y FISH normal y mejor respuesta que los
pacientes con alteraciones de alto riesgo (33, 34). Un estudio de An et al. (24)
encuentra que los pacientes con t(11,14) que sobreexpresan CD20 muestran una
mejor sobrevida libre de progresion y sobrevida global que aquellos sin expresion.
Las otras dos translocaciones que involucran genes de ciclinas son
t1(6;14)(p21;932) (CCND3) y t(12;14)(p13;932) (CCND2), de muy baja frecuencia

(2% y <1%, respectivamente), y con escasa informacion clinica (23).

Lat(4;14)(p16.3;032) es la segunda translocacion reciproca en frecuencia
en los pacientes con MM (Figura 1.1), observada en aproximadamente el 15% de
los casos (35), asociada a IgA y cadena liviana lambda. Es una translocacién
criptica que debe ser evaluada mediante FISH o RT-PCR. La t(4;14) determina la
yuxtaposicion de dos potenciales oncogenes: MMSET (multiple myeloma SET
domain) y FGFR3 (fibroblast growth factor receptor 3), ubicados en 4p16.3, con
el gen IGH. MMSET permanece en el derivado 4 y se encuentra sobreexpresado
en el total de casos, en tanto que la expresion del receptor de tirosina quinasa
FGFR3 se observa en el 75% de los pacientes debido a la pérdida del derivado
14, observada en el 25% de los casos con esta alteracion (36-38). MMSET
codifica para una histona metiltransferasa con un rol central en la patogénesis del

MM, asociada a progresion tumoral e inestabilidad genomica, cuya
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sobreexpresion determina la demetilacion de H3K36 (38-41). Por el contrario,
diferentes estudios demostraron que la expresion de FGFR3 no tiene impacto
significativo en la sobrevida de los pacientes (37, 39, 40), en tanto que un analisis
mas reciente de expresion génica revela que los casos sin t(4;14) pero con un
perfil de expresién génica MMSET tienen un prondstico similar a aquellos que
presentan la translocacion (42). Asimismo, los pacientes con esta alteracion
constituyen un grupo heterogéneo en cuanto a su evolucion clinica (43), lo cual
estaria relacionado a la presencia de diferentes puntos de ruptura sobre el
cromosoma 4 que determinan distintos transcriptos de MMSET (37, 38), que
impactarian de manera diferencial en el pronéstico de la enfermedad (44), asi
como a la coexistencia de otras anomalias capaces de modular el pronéstico de
esta translocacion (45). Particularmente, el nuevo indice prondstico establecido
por Perrot et al. [45], muestra que sbélo el 29% de los pacientes con t(4;14)
presentan alto riesgo citogenético, asociado a la coexistencia de alteraciones del
cromosoma 1 y/o trisomia 21. Por otra parte, esta translocacion tiene baja
frecuencia en MGUS y en el MMI, pudiendo permanecer estable durante afios
antes de la progresion de la enfermedad, y se encuentra asociada con algunas

anomalias secundarias como la delecion de 13q, desarrollada méas adelante (46).

Figura 1.1: Ndcleos interfasico de un paciente con MM hibridado con la sonda oncoldgica
doble fusion ODF4pl4q FGFR3-IGH (Live-Lexel, Buenos Aires, Argentina)
mostrando las dos sefiales de fusion (rojo-verde), una sefial roja correspondiente al
cromosoma 4 normal y una sefial verde correspondiente al cromosoma 14 normal.
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Otro grupo de translocaciones lo constituyen las que involucran a los
genes MAF (musculoaponeurotic fibrosarcoma). Las mismas son menos
frecuentes, estan asociadas al isotipo IgA y se encuentran relacionadas a
pronéstico adverso en MM (14). Ellas incluyen la t(14;16)(g32;923) (5% de los
casos) y la t(14;20)(q32;911) (2%) que yuxtaponen IGH con los oncogenes MAF
y MAFB, respectivamente (1, 14); ambas son translocaciones cripticas que deben
detectarse con la técnica de FISH. Dichos genes son factores de transcripcion de
la familia bZIP (basic leucine zipper), que proviene de la superfamilia AP-1, y tienen
funciones de transactivacion (47-49), activandose a partir del rearreglo con el gen
IGH (50). Estas translocaciones determinan el aumento de expresion de los
genes MAF, lo que lleva a una sobre-expresion de CCND2, promoviendo la
proliferacion celular y afectando la regulaciéon de la transicion G1/S del ciclo celular.
Asimismo, generan aumento de la expresion de la integrina 87 que promueve la
adhesién de las células de MM con las células estromales de la MO, fenémeno que
se asocia con el aumento de la secrecién de VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor), importante en la sobrevida de las células mielomatosas (51), y relacionado
a resistencia a la apoptosis (52). Estudios de microarrays muestran un perfil de
expresion génica similar para los genes MAF y MAFB, sustentando un camino de
sefalizacion comun para ambos (53). Los puntos de ruptura de la t(14;16) se
producen en el dltimo intron del gen WWOX (WW domain containing
oxidoreductase), un conocido supresor tumoral centromérico a MAF, y donde se
encuentra el sitio fragil FRA16D, generando su disrupcion y la activaciéon de MAF
por parte del enhancer de IGH (54, 55). Estos pacientes presentan baja expresion
de CD56, aumento de la expresion de CD20 y alteraciones cromosoémicas en el
cariotipo (56). Un trabajo reciente (45) no observa diferencias en la media de SV
entre los pacientes que presentaban la t(14;16) y aquellos que no tenian esta
alteracion, sefialando un interrogante sobre su significado prondstico. Con
respecto a la t(14,20), resulta interesante mencionar que su presencia en MGUS
y MMI se asocia a enfermedad estable, por lo que se sugiere que la misma no
seria responsable del mal prondstico observado en los pacientes con MM,

requiriendo eventos adicionales para la progresion de la enfermedad (14, 22, 46).
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Alteraciones secundarias

Ademas de las anomalias primarias mencionadas, los desoérdenes de células
plasmaticas presentan alteraciones secundarias, asociadas a progresion tumoral.
Entre las mismas se hallan la delecion de 13q14 (del13ql14), lugar donde mapea
el gen RB1 (Retinoblastoma), la delecion de 17p13 (del17p13) que involucra al
gen TP53 (Tumor Protein P53) (10%), la ganancia/amplificacion del brazo largo del
cromosoma 1, fundamentalmente la banda 1921, y la delecion de 1p32, asi como
las translocaciones que involucran al oncogén MYC (Myelocytomatosis) (8924) y las
deleciones de 12p (1, 14, 22).

La del13q14 es una de las anomalias mas comunes en pacientes con MM
(45-50% de los casos) (57, 58); involucra al gen supresor de tumor RB1,
regulador negativo del ciclo celular. Se la detecta también en MGUS, lo que
sugeriria un rol primario en la oncogénesis temprana de la enfermedad (57, 59).
Aproximadamente el 85% de los pacientes presenta monosomia 13, mientras que
en el 15% restante se producen deleciones intersticiales (57, 58, 60, 61). La
dell3gl4 presenta un alto nivel de asociacién con las translocaciones que
involucran IGH (84%)), llegando al 90% de los casos que tienen la t(4;14)(p16;932)
(1). Si bien durante mucho tiempo se la consider6 un marcador de prondstico
adverso, actualmente se sabe que su deteccién es indicativa de la presencia de
hipodiploidia o translocaciones que involucran a IGH, siendo por lo tanto un
marcador molecular de MM no-hiperdiploide (22). SimultAineamente, su deteccién
en metafase tiene valor pronostico, asociandose a un clon més proliferativo y
mayor masa tumoral (57, 60, 62). Un trabajo reciente (63) encuentra efectos
diferentes sobre la SV global y la progresién al analizar por separado los
pacientes con dell3ql4 y aquellos que presentan monosomia 13, con efecto
protector para la delecion y adverso para la monosomia, siendo necesarios mas
estudios para validar la implicancia de esta alteracion en MM. Asimismo, andlisis
de expresion génica (64) muestran un peor prondéstico en los pacientes con
inactivacion bialélica de RB1, presentando valor prondstico independiente en la

recaida de la enfermedad.
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La del17p13 es considerada como el mas importante factor de prondstico
adverso en MM (16, 65-68), y como una anomalia cromosémica de alto riesgo en
el R-ISS (Revised International Staging System) (69). Se la observa en
aproximadamente el 10% de los pacientes al diagndstico y su frecuencia llega al
80% en los ultimos estadios de la enfermedad, y se asocia con resistencia al
tratamiento. El gen TP53 funciona como un regulador transcripcional que
participa en el control del ciclo celular, reparacion y respuesta al dafio del ADN y
promocién de la apoptosis, siendo uno de los genes mas frecuentemente
mutados en canceres humanos. Su pérdida se relaciona a enfermedad agresiva,
corta sobrevida, enfermedad extramedular, hipercalcemia y compromiso del
sistema nervioso central (16, 61, 65, 66, 70, 71). Se la observa en la mayoria de
los casos con LCP tanto primaria como secundaria y es muy infrecuente en
MGUS (65, 66, 72).

Las anomalias del cromosoma 1, especificamente ganancias de 1q,
presentes en el 35-40% de los pacientes (73, 74) y pérdidas de 1p observadas
en el 30% de los casos (75, 76), se encuentran entre las alteraciones
estructurales més frecuentes en el MM, cominmente asociadas con progresion
de la enfermedad (1, 13, 14, 16, 61). En cuanto a la ganancia/amplificacion de
1qg, se ha descripto una regiéon minimamente involucrada ubicada entre 1g21.1y
1923.3 que contiene 679 genes e incluye entre otros a CKS1B, ANP32E, BCL9 y
PDZK1 (61). El gen mas involucrado es CKS1B (CDC28 protein kinase regulatory
subunit 1B) que mapea a nivel de 1g21.3; codifica para un regulador positivo del
ciclo celular que activa las quinasas dependientes de ciclinas, promoviendo la
proliferacion celular, y también se une a SKP2 (S-Phase Kinase Associated
Protein 2) promoviendo la ubiquitinaciéon y degradacién proteasomal de p27X/P1
(77). La sobreexpresion de CKS1B en MM se encuentra asociada a alto nivel de
proliferacion y prondéstico adverso (73, 78-80). Asimismo, Stella et al. (78)
detectaron mayor expresion de CKS1B en MM respecto de MGUS, sugiriendo un
rol de este gen en la progresion de MGUS a MM. Diferentes autores evaluaron
la asociacion entre la expresion de CKS1B y el nimero de copias con la evolucién

clinica de los pacientes detectando mayor valor prondstico en el aumento del
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namero de copias (78, 79) (Figura 1.2). En concordancia con estos hallazgos,
trabajos recientes (81, 82) muestran peor evolucion clinica de los pacientes en
relacion al nimerode copias de 1921 y al tamafio del clon con esta anomalia. Las
alteraciones de 1921 presentan un alto grado de asociacion con otras anomalias
recurrentes en MM como translocaciones de IGH, del13g14 y dell7pl3, cuya
presencia claramente empeora el prondstico de los pacientes con dicha alteraciéon
(83). Simultaneamente, las anomalias de 1q han sido asociadas con la presencia
de translocaciones jumping y un mayor nivel de inestabilidad gendmica (84). Otro
de los genes de posible interés en esta region es ANP32E (Acidic Nuclear P
hosphoprotein 32 Family Member E) ubicado en 1g21.2, un inhibidor de la
fosfatasa 2A involucrado en el remodelamiento de la cromatina y la regulacion
transcripcional, que ha sido asociado a prondéstico adverso independiente en MM
(61). Mas recientemente, otros genes como ADARL1 (Adenosine Deaminase RNA
Specific) (1921.3) y MCL1 (MCL1 Apoptosis Regulator, BCL2 Family Member)
(1921.2) han sido propuestos como marcadores de mal pronostico, siendo

necesarios mas estudios para confirmar estos datos (85, 86).

Figura 1.2: Metafase y nucleos interfasicos de un paciente con MM hibridados con la sonda
OLE1p32g21 (CDKN2C-CKS1B) (Live-Lexel, Buenos Aires, Argentina) mostrando
una metafase normal (dos sefiales verdes correspondientes a CDKN2C [1p32] y dos
sefales rojas correspondientes a CKS1B [1g21]) y nucleos con ganancia de 1921
(3 copias rojas).
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En cuanto aladelecidon de 1p, encontramos dos regiones de importancia, 1p12
y 1p32.3. La primera contiene al gen supresor tumoral FAM46C (Family With
Sequence Similarity 46 Member C), cuya funcion es de importancia en la sintesis
proteica (87) encontrandose asociado a mala evolucion clinica (76). En cuanto a
1p32.3, tiene mayor frecuencia de deleciones y dos genes involucrados: CDKN2C
(Cyclin dependent Kinase Inhibitor 2C) y FAF1 (Fas Associated Factor 1). El
primero es un inhibidor de CDK6 (Cyclin D dependent kinase 6), involucrado en la
regulacion negativa del ciclo celular (88), en tanto que FAF1 codifica para una
proteina que participa en la iniciacion de la apoptosis a través de su union al
antigeno FAS (61). La pérdida de 1p ha sido asociada con prondstico adverso en
MM, siendo mas frecuente y de peor prondostico la delecién 1p32 (89, 90). Si bien
no es un evento frecuente, diferentes autores han detectado deleciones
homocigotas de los genes involucrados en 1p, cuya presencia se asocia a
prondstico adverso (76, 91). El analisis conjunto de estas anomalias permitid
establecer grupos de riesgo citogenético que se detallan en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2: Grupos de riesgo citogenético

Alto riesgo (20-25%)

t(4;14)(p16;932) (FISH)
t(14;16)(932;923) (FISH)
t(14;20)(932;q11) (FISH)
del(17)(p13) (FISH)
del(1p) (citogenética o FISH)
Ganancia de 19 (citogenética o FISH)
Cariotipo complejo

Riesqgo estandar (75-80%)

Hiperdiploidia
t(11;14)(g13;932) (citogenética o FISH)
1(6;14)(p21;932) (FISH)

Modificado de Rajkumar (14)
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Ademas de las translocaciones previamente mencionadas, los pacientes
con MM pueden presentar rearreglos del gen MYC (8g24), observados en,
aproximadamente, el 15% de los casos recién diagnosticados, llegando al 45%
durante la progresion de la enfermedad (92, 93). SimultAineamente, su
sobrexpresion se asocia con formas mas agresivas de la enfermedad, LCP y
enfermedad extramedular (94-97). Dicho gen tiene un rol central en el crecimiento
y proliferacion celular, replicacién del ADN, sintesis proteica y metabolismo
energético (98). El mecanismo de activacion se origina principalmente a través
de translocaciones que involucran a los genes de las cadenas pesada y livianas
de las inmunoglobulinas (50% de los casos) asi como a FAM46C, FOXO3, BMP6,
entre otros, en el 50% restante (99, 100). Diferentes estudios mostraron su
activacion durante la transicion de MGUS a MM, indicando su implicancia en la
progresion de la enfermedad, y sustentando la dependencia de las células de MM
a dicho oncogén para su supervivencia (92, 93, 96, 101). Asimismo, su presencia
en pacientes con cariotipos hiperdiploides constituye un factor de prondstico
adverso para este subgrupo (21). Un trabajo reciente de nuestro laboratorio (102)
muestra rearrreglos de MYC en el 11,5% de los pacientes, significativamente

asociado a la presencia de falla renal.

Otra anomalia de interés, es la delecion 12p13 (del12p13) observada en el
8-15% de los casos al diagnéstico, llegando al 24% en los pacientes con LCP (103,
104). Lamismainvolucra particularmente al gen CD27 (cluster of differentiation 27),
ubicado a nivel de 12p13.31. CD27 es miembro de la familia TNFR (tumor necrosis
factor receptor) y como otros integrantes de la misma, participa en la activacion
de la quinasa JUN (Jun N- Terminal Kinase) y de NF-kB, siendo de importancia
en la produccion de anticuerpos y la diferenciacién de células plasméaticas (105).
En MM, los niveles de CD27 son heterogéneos, pudiendo detectarse una
disminucion de su expresion como consecuencia de la desregulacion de la
transcripcion a nivel del ARN mensajero o debido a la delecion de 12p (106, 107).
Escasos estudios evaluaron el valor pronéstico del estatus de CD27 en MM, y sus
resultados son contradictorios: mientras que diferentes autores lo asociaron a un

prondéstico adverso y una corta sobrevida (106-108), Jiang et al. (104) sostienen
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que CD27 podria no ser un marcador pronostico por si solo sino un indicador de
inestabilidad cromosémica en MM. Estudios mas recientes de perfiles de
expresion génica asociaron la baja expresion de CD27 con recaida de la
enfermedad (109), en tanto que Alaterre et al. (110) detectaron que la alta
expresion de cuatro genes: CD24, CD27, CD36 y CD302, se encontraba asociada
a mas larga sobrevida, pudiendo establecer un score de riesgo de genes CD, que
podria representar una herramienta util en la prediccion de la evolucién clinica de

los pacientes con MM.

Asimismo, sabemos que hay un 5-10% de los casos con alteraciones
variables que involucran a los diferentes pares cromosémicos, con un
comportamiento clinico heterogéneo. Un trabajo reciente (111) observa que la
delecion de la region variable del gen IGH y la amplificacion de su region
constante evaluadas por FISH, se encuentran asociadas a peor prondstico y corta
SV libre de progresion. Otro aspecto de importancia es la presencia de cariotipos
complejos, originados a partir de la acumulacion de cambios secuenciales
capaces de desregular mecanismos genéticos relacionados al desarrollo y/o
progresion de la enfermedad (13, 112). Los mismos se encuentran
significativamente asociados a prondstico adverso, constituyendo un factor
prondstico independiente y resaltando el valor del estudio citogenético en el MM
(113). Estudios de nuestro Laboratorio muestran una amplia distribucion de
anomalias citogenéticas en los pacientes con esta patologia, que involucran a

todos los pares cromosomicos. Las mismas se detallan en la Figura 1.3.
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Figura 1.3: Histograma mostrando la distribucion a anomalias cromosémicas en
pacientes con MM de nuestro Laboratorio.

Asimismo, diferentes analisis muestran la presencia de alta heterogeneidad
clonal, aun en estadios iniciales de la enfermedad, reflejando la alta complejidad
genética de la patologia. Esta caracteristica puede seguir diferentes patrones que
van desde la estabilidad clonal en algunos pacientes a la presencia de
multiclonalidad en otros (9, 10, 16). Esta situacion resulta de importancia dada sus
implicancias a nivel del tratamiento, en el marco de una medicina adaptada al
riesgo, ya que la competencia entre las diferentes poblaciones celulares podria
influir en el resultado del mismo, siendo por lo tanto de sumo interés su evaluacion.
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MM doble hit

Un trabajo reciente (114) ha permitido identificar un nuevo subgrupo de
pacientes con MM de alto riesgo y enfermedad muy agresiva, con caracteristicas
biolégicas y clinicas especificas y muy corta SV libre de progresion y global a pesar
de los nuevos tratamientos, denominado MM doble hit. Este subgrupo
corresponde a aproximadamente el 6% del total de los casos e incluye pacientes
con: a) inactivacion bialélica de TP53 (delecién en un alelo y mutacion en el otro)
y, b) estadio clinico ISS Il con amplificacion de CKS1B (=4 copias). Mas
recientemente, se incluyo entre los MM doble hit a los pacientes con cariotipo
hiperhaploide, una alteracion numérica rara, que presenta entre 24 y 34
cromosomas, corresponde al 0,25% de los casos con MM al diagnostico (115), y
afecta mayormente a individuos jovenes (116). La presencia de cariotipos
hiperhaploides es un evento muy poco frecuente en MM (117, 118), pero es
observado en leucemias agudas y algunos tumores soélidos (119). En MM, el clon
hiperhaploide se caracteriza por presentar monosomia de numerosos
cromosomas en tanto que los cromosomas impares, asociados a trisomias en los
casos hiperdiploides, permanecen disdmicos. Este subgrupo de pacientes
muestra con frecuencia monosomia del cromosoma 17, usualmente asociada a
mutacion de TP53 en el alelo restante, llevando a inactivacion bialélica de dicho
gen, quedando por lo tanto incluido en el grupo de MM doble hit de muy alto riesgo
(114). Si bien no se conoce exactamente el mecanismo de origen de estos
cariotipos, diferentes autores sugieren en base a estudios secuenciales, que el
cariotipo hiperhaploide se originaria por la pérdida de cromosomas a partir de un
cariotipo diploide, como consecuencia de defectos en el huso mitético y/o en los
centrosomas que llevarian a una segregacion anormal (114, 115).

Mutaciones

Finalmente, la introduccion de la técnica de secuenciacion masiva paralela
(NGS; next generation sequencing) permitio detectar numerosas mutaciones en

los pacientes con MM, que impactan en diferentes caminos de sefalizacion
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(Tabla 1.3). Entre ellos cabe destacar las mutaciones de los genes RAS (KRAS,
NRAS y BRAF) (40% de los casos) que afectan la via de MAPK asociada a
crecimiento y sobrevida celular. En segundo lugar en frecuencia se encuentran
las mutaciones de los genes que participan en la desregulacion de NF-kB, tales
como TRAF3, CYLD, LTB, IKBKB, BIRC2, BIRC3, CARD11 y TRAF3IP1, que
ocurren en alrededor del 20% de los casos. Ambos grupos no impactan en la

progresion y SV de los pacientes.

Tabla 1.3: Mutaciones mas frecuentes en MM

Gen Frecuencia Vias de sefalizacion/
(%) Funcidn

KRAS 20-25 MAPK/Crecimiento y sobrevida
cellular

NRAS 23-25 MAPK/Crecimiento y sobrevida
cellular

TP53 8-15 Respuesta al dafio al ADN y
apoptosis/gen supresor de tumor

DIS3 11 Endoribonucleasa exosomal

FAM46C 11 No definida

BRAF 6-15 MAPK/Crecimiento y sobrevida
cellular

TRAF3 3-6 NF-kB/Sobrevida y proliferacion
celular

ROBO1 2-5 Receptor de transmembrana/
Desarrollo celular

CYLD 2-3 NF-kB/Sobrevida y proliferacion
celular

EGR1 4-6 Factor de transcripcion

SP140 5-7 Respuesta antigénica en células
B

FAT3 4-7 Cadherina/Adhesion celular

CCND1 3 Progression del ciclo celular

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinases; NF-KB: nuclear factor kappa B.
Modificado de Kumar & Rajkumar, 2018 (11)

Asimismo, resultan de interés las mutaciones en los genes que participan
en el mecanismo de reparacién del dafio al ADN (TP53, ATM y ATR) (15% de los

casos), asociadas a un pronéstico desfavorable, y las de los genes DIS3 y
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FAM46C, potenciales supresores tumorales, cuyo rol en la oncogénesis del MM
no esta aun completamente dilucidado (11, 16, 120). Estas mutaciones son
consideradas actualmente alteraciones secundarias, de aparicion tardia y
contribuyen en conjunto a la evolucién tumoral. Ademas, existe una asociacion
entre dichos cambios y las alteraciones recurrentes en MM, entre ellas, las
mutaciones de los genes: FGFR3, DIS3 y PRKD2 con la t(4;14), de CCND1 e IRF4
con la t(11;14), de MAF, BRAF, DIS3 y ATM con la t(14;16), de MAFB con la
t(14;20) y de los cariotipos hiperdiploides con mutaciones de FAM46C (121).
En cuanto al valor prondstico, las mutaciones de CCND1 en los casos con
t(11;14)se asocian a mala evolucion clinica, presentando mas corta SV libre de
progresion y global (100). Por el contrario, no se detectd asociacion pronostica
para los genes FGFR3, MAF y MAFB. Resulta asimismo interesante destacar la
asociacion significativa de la t(11;14) con la presencia del alelo G de la variante

rs9344 del primer exdn de CCND1, que afecta su patrén de splicing (100).

Estos datos ponen de manifiesto la importancia de las alteraciones
genéticas en la compleja heterogeneidad que caracteriza al MM y su implicancia
en la presentacion clinica y respuesta al tratamiento. Dicha complejidad aumenta
considerablemente durante la progresion de la enfermedad con la adquisicién de
anomalias citogenéticas secundarias y mutaciones que se suman a las
alteraciones primarias de cada subtipo, modificando el fenotipo clinico. Sin duda,
la profundizacién de la caracterizacion biologica del MM resulta de fundamental
importancia en el marco de una medicina adaptada al riesgo, contribuyendo a un
mejor diagnastico y/o prondéstico, y aportando informacion para nuevos abordajes

terapéuticos.
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Resumen

La inestabilidad gendmica es una caracteristica observada en casi todos
los tipos de cancer y se define como una tendencia aumentada del genoma a
adquirir diferentes tipos de cambios. El mieloma multiple (MM) se caracteriza por
una importante heterogeneidad genética evidenciada por las numerosas
alteraciones citogenéticas numeéricas y estructurales recurrentes primarias y
secundarias presentes al diagnéstico o adquiridas durante la evolucion de la
enfermedad, que sustentan una importante inestabilidad gendémica en la
patologia. En el presente capitulo analizamos diferentes mecanismos de
inestabilidad gendmica y sus implicancias en la progresion de los desérdenes de
células plasmaticas y la resistencia al tratamiento. Entre ellos, inestabilidad
cromosomica, disfuncién telomérica, asincronia de replicacion, inestabilidad de
microsatélites, eventos mutacionales asociados a inestabilidad gendomica y
alteraciones epigenéticas. Sin duda, la participacion de estos mecanismos en el
desarrollo y progresion del MM permitirA ahondar en el conocimiento de las
caracteristicas biologicas de la patologia, constituyendo un aporte a la

generacion de nuevas estrategias terapéuticas.
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Inestabilidad gendmica

La inestabilidad gendmica es una caracteristica observada en casi todos
los tipos de cancer y se define como una tendencia aumentada del genoma a
adquirir cambios (1, 2). Incluye diversos cambios genéticos capaces de causar
alteraciones de naturaleza temporaria 0 permanente en el genoma, cuya
frecuencia, causas subyacentes y relevancia en la enfermedad varian
significativamente entre los distintos tipos de neoplasias (2-4). Existen diferentes
formas de inestabilidad gendmica que abarcan: inestabilidad cromosémica (CIN;
chromosome instability), de microsatélites y nucleotidica. CIN constituye la forma
mas comun en cancer humano y se caracteriza por la existencia de una tasa
acelerada de alteraciones cromosomicas que resultan en: ganancias o pérdidas
de cromosomas enteros 0 la presencia de aberraciones estructurales no
balanceadas, durante las sucesivas divisiones celulares. La primera es numérica
y varia dentro y entre las poblaciones de células tumorales, en tanto que la
segunda es estructural y se define como variaciones en el nimero de copias de
regiones subcromosémicas (5, 6). Si bien ambos tipos de alteraciones se
originan a través de diferentes mecanismos celulares, los mismos se encuentran
relacionados entre si de manera tal que la presencia de CIN numérica puede
inducir o acelerar CIN estructural y viceversa (7, 8). Al presente, diferentes
estudios han relacionado el fenotipo CIN a defectos en diferentes procesos:
reparacion del ADN, control del ciclo celular, duplicacion de los centrosomas,
unién de los cromosomas a los microtubulos, replicacion, estabilidad de la
telomerasa y modificaciones epigenéticas entre otros (9). Asimismo, la CIN
contribuye a la transformacion maligna mediante la alteracion del niamero de
copias geénicas, ya sea generando amplificacion de oncogenes o pérdida de
genes supresores de tumor, favoreciendo la progresiéon tumoral, la recaida y

resistencia al tratamiento (10, 11).

Inestabilidad en mieloma multiple

Como vimos en el capitulo anterior, el mieloma mdultiple (MM) se caracteriza
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por una importante heterogeneidad genética evidenciada por las numerosas
alteraciones citogenéticas numéricas y estructurales recurrentes primarias y
secundarias presentes al diagndéstico o adquiridas durante la evoluciéon de la
enfermedad, que sustentan una importante inestabilidad gendémica en la
patologia (12-14). Diferentes estudios han demostrado alteraciones
citogenéticas similares en la entidad predisponente, la gammapatia monoclonal
de significado incierto (MGUS) y el MM sintomatico, sugiriendo un modelo para
la evolucion de MGUS a MM basado en la inestabilidad gendmica manifestada
por aneuploidia como un evento de origen de alteraciones cromosomicas (15,
16). Asimismo, la acumulacion de estas anomalias durante la progresion tumoral
permite la expansion de clones resistentes y contribuye al desarrollo de
enfermedad de alto riesgo (17, 18). En este contexto, Shammas et al. (19)
reportan una elevada recombinacion homéloga en lineas celulares y células de
pacientes con MM, asociada a un aumento de la tasa de mutaciones y a la
acumulacion progresiva de eventos genéticos, determinantes de inestabilidad

gendmica.

Uno de los mecanismos relacionados con el desarrollo de CIN en MM es la
presencia de rupturas de ADN a nivel de 1912, que se asocian a la presencia
de translocaciones “jumping”, capaces de inducir un alto nimero de rearreglos
transitorios y clonales, particularmente ganancias de 1921 (20-23). Dicha region
corresponde a la ubicacién de la heterocromatina pericentromérica del brazo
largo del cromosoma 1 que evidencia una importante habilidad para duplicarse
a si mismay a regiones adyacentes generando alteraciones desbalanceadas con
diferentes cromosomas receptores. Una posible causa de estas duplicaciones
directas o inversas y de translocaciones “jumping” ha sido atribuida a una
descondensacion de dicha heterocromatina pericentromérica (secuencias
Satll/Ill) ubicada en 1912, que permitiria mediante ciclos de ruptura y fusion
(BFB; breakage-fusion-bridges) la recombinacion y formacion de trirradiales,
isocromosomas, translocaciones desbalanceadas y micronucleos conteniendo
1qg. Si bien no se conoce la causa de este fenotipo citogenético, se especula que

podria estar asociado a una hipometilacion region-especifica de 1ql12 (22, 23),
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region que contiene un sitio fragil y se asocia a expansiones de repeticiones de
ADN satélite en diferentes neoplasias (24). En las células normales esta region
permanece altamente condensada, pero en las células tumorales se
descondensa y resulta propensa a rupturas y translocaciones “jumping”. Una
situacion similar se observa en el sindrome ICF (immunodeficiency, centromeric
instability, facial anomalies) que tiene una mutacién en el gen DNMT3B (DNA
methyltransferase 3B) que se considera responsable de la hipometilacién de la
heterocromatina pericentromérica de 1q12 y de la inestabilidad de esta region
(25). Si bien, en MM esta mutacién no ha sido detectada, si es conocida la
presencia de un patron de metilacion aberrante asociado a progresion de la
enfermedad (26, 27). Mé&s recientemente se han sugerido otras modificaciones
de la regién 112, entre ellas una reprogramacion epigenética del dominio de
ADN satélite, que coincide con una demetilacion global inducida por la inhibicion
de DNMT (28). Otra causa posible de esta inestabilidad se relaciona con la
sobreexpresion de la enzima modificadora de la cromatina KDM4A (Lysine
Demethylase 4a), una histona demetilasa que se une al locus BCL9, causando
replicacion y aumento del nimero de copias de 1gl2 y 1921, alterando la
expresion de microRNAs y la presion selectiva (29-31). Otros estudios han
relacionado esta inestabilidad con alteraciones en el procesamiento del ARN a
través de la amplificacion y sobreexpresion del gen ILF2 (Interleukin Enhancer
Binding Factor 2) que promueve tolerancia a la inestabilidad genomica y la
estabilizacion de transcriptos involucrados en recombinacion homéloga,
determinando un aumento de puentes nucleoplasmicos y la formacién de
microndcleos (19, 32) asi como el aumento de expresion del gen ADAR1
(Adenosine Deaminase RNA Specific) que actia sobre 1g21 promoviendo

progresion del MM y corta sobrevida (SV) (33).

Otros mecanismos de CIN relativamente nuevos detectados en pacientes
con MM son cromotripsis, cromoplexiay ciclos de inserciones con cambio
de templado (2). Cromotripsis (del griego Chomo: cromosoma y Thripsis:
romperse en pedazos) se define como el fendbmeno en el cual se producen

decenas e incluso cientos de reordenamientos cromosémicos que ocurren en un
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solo evento catastrofico (34) (Figura 2.1a). Este proceso ha sido relacionado con
la formacion de cromosomas doble diminutos observados en diferentes tipos de
neoplasias, que representan amplificacion oncogénica y se manifiestan como
cientos de copias en una misma célula. También puede ocurrir como resultado
de una segregacion erronea de cromosomas dicéntricos originados a partir de
fusiones telomérica (35). El fenbmeno de cromotripsis se observa en el 2%-3%
de los tumores primarios, y constituye un modelo alternativo en el desarrollo
tumoral frente a la adquisicion progresiva de mutaciones. Empleando la técnica
de array de SPN (single nucleotide polimorphism) se observé la presencia de
cromotripsis en el 1,3% de los pacientes con MM, los que representarian una
entidad biolégica diferente de alto riesgo (36), probablemente relacionada con la
desregulacion de un gran numero de genes. Estudios posteriores, efectuando el
analisis secuencial del genoma mediante NGS (next generation sequencing) (37)
permitieron observar la presencia de cromotripsis en el 36% de los genomas
analizados, siendo un evento temprano en la patogénesis del MM. No obstante,
en algunos casos se encontraron evidencias de cromotripsis tardia, asociada a
progresion de la enfermedad. Un estudio reciente (38) asocia por primera vez la
presencia de cromotripsis con prondstico adverso, observando una significativa
corta sobrevida libre de progresion y global en los pacientes con MM con esta
variante gendmica estructural respecto de aquellos que no la presentan. Por su
parte, cromoplexia es un evento genético catastréfico que lleva a rearreglos de
segmentos desordenados de mdultiples cromosomas (Figura 2.1b). ElI mismo
resulta de la ocurrencia simultanea de DSB (doble strand breaks) en numerosos
cromosomas, que se reordenan incorrectamente, originando una cadena de
rearreglos balanceados (2). La cromoplexia se observa en el 10% de los MMy
constituye un evento tardio asociado a progresion de la enfermedad (37). En
cuanto a los ciclos de inserciones con cambio de templado, es un mecanismo
de reparacion de la replicacion del ADN en el que la ADN-polimerasa
repetidamente cambia su cadena molde de replicaciébn obstaculizando la
progresion de la horquilla de replicacion, determinando multiples translocaciones

concatenadas que originan alteraciones en el nUmero de copias en numerosos
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cromosomas (2). Este mecanismo determinaria que las diferentes copias sean
ubicadas juntas en el ADN de uno de los cromosomas involucrados, originando
ordenamientos génicos defectuosos y con deleciones en los puntos de fusion.
Este mecanismo ha sido observado en el 20% de los genomas de MM analizados
(37).

Cromotripsis
E T ) — G ETT )
osoo

Segmentos
delecionados

Cromoplexia

p) —— I )
{ ) ( 1 )

0oc30o0 oo

Segmentos delecionados

Figura 2.1: Representacion esquematica de los rearreglos cromosomicos que ocurren como
consecuencia de: a) cromotripsis y, b) cromoplexia. Modificado de Shen (39).

Disfuncion telomérica

Los telémeros son regiones de ADN no codificante ubicadas en los
extremos de los cromosomas eucarioticos. Estan constituidos por secuencias de
ADN altamente conservadas, repetidas en tAindem (TTAGGG) y asociadas a

proteinas especificas. Cumplen un rol fundamental en la proteccion del ADN de
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la accion de enzimas degradativas y de las fusiones terminales, preservando la
estabilidad e integridad cromosémica. Por otra parte, determinan importantes
interacciones entre los cromosomas y la matriz nuclear, influyendo en la
localizacion de los mismos en el nucleo, el apareamiento de los cromosomas
homologos y su movimiento durante la division celular. Asimismo, ejercen
efectos sobre la transcripcién de genes situados en regiones subtelomeéricas e

interactian con los mecanismos regulatorios del ciclo celular (40).

Los telébmeros disfuncionales, criticamente acortados, determinan la
activacion de los mecanismos de respuesta del dafio al ADN, siendo considerados
una de las causas de inestabilidad gendmica (41). Diferentes estudios han
demostrado que el acortamiento telomérico contribuye directamente a la
presencia de alteraciones cromosOmicas usualmente encontradas en diversos
tipos de cancer. Datos de la literatura identifican numerosos factores que
aumentan la probabilidad de que los telomeros cortos se fusionen o asocien a
otros extremos cromosOmicos, incluyendo la reduccion critica en el nimero de
repeticiones teloméricas y la presencia de mutaciones en los genes que codifican
para proteinas que regulan la longitud telomérica (LT) (42-44). Precisamente,
esta reduccion telomérica conduciria a la formacién de fusiones entre
cromosomas mediante ciclos de BFB (breakage-fusion-bridge) que finalmente
resultaran en nuevos rearreglos genéticos caracteristicos de las células

neoplasicas (45, 46).

En este contexto, el mantenimiento de la LT es de suma importancia en la
tumorigénesis y la inmortalizacion celular y se encuentra fuertemente implicado
en el origen de CIN. El mismo depende de la interaccién entre la enzima
telomerasa y la maquinaria de replicacion del ADN. La telomerasa es un
complejo ribonucleoproteico que se encuentra constituido por dos subunidades:
TERT (Telomerase Reverse Transcriptase) que presenta actividad catalitica de
transcriptasa reversa y TERC (Telomerase RNA Component) que provee el
molde para la adicion de nuevas repeticiones teloméricas al extremo 3"de simple

cadena (47, 48). En humanos, la telomerasa se encuentra ausente en la mayoria
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de las células somaticas normales, presenta bajos niveles en poblaciones
celulares con alto potencial proliferativo como linfocitos activados, células de las
criptas intestinales, entre otras, y muestra altos niveles de expresion en células
germinales, stem y tumorales, asi como en lineas celulares inmortalizadas (49).
La estabilizacién de la LT por activacion de la telomerasa se observa en el 85%
de todas las formas de cancer humano, sugiriendo un rol para esta enzima
durante la progresion tumoral. No obstante, existen células tumorales telomerasa
deficientes que presentan un mecanismo alternativo de alargamiento telomeérico,
denominado ALT (alternative lengthening of telomeres) basado en
recombinacién homologa (50, 51). Recientemente, el hallazgo de mutaciones en
la region promotora del gen TERT en tejidos tumorales con bajo indice de
replicacion, provee un nuevo mecanismo de reactivacion de la telomerasa en
cancer. Se cree que estas mutaciones generan un sitio de unién para el factor
de transcripcién ETS (E- twenty-six), causando un aumento en la expresion de
TERT y afectando a la LT (52).

Diferentes trabajos han evaluado la LT y la actividad de telomerasa en
pacientes con MM (53-58). Distintos autores (55, 56) muestran la presencia de
acortamiento telomérico en MM y su asociacion significativa con la presencia de
cariotipos anormales. Cotliar et al. (55) también detectan asociacion significativa
con la presencia de asociaciones teloméricas en tanto que Wu et al. (56)
encuentran correlacion entre el aumento de la actividad de telomerasa, la
reduccion del tamafio telomérico y la presencia de anomalias cromosémicas,
particularmente alteraciones del cromosoma 13 y duplicacién del cromosoma 3
(en cuyo brazo largo mapea el gen TERC: 3g26.2). Estos reportes sugieren que
la combinacion de telédmeros cortos y aumento de la actividad de telomerasa
definiria a un subgrupo de pacientes con mal pronostico. En este contexto, la
asociacion de cariotipos anormales con reduccion telomérica sustenta la
importancia de este mecanismo en el desarrollo y progresion de la enfermedad
(56, 58). En concordancia con estos datos, Hyatt et al. (57) demostraron, a través
de un modelo multivariado, que la LT y la edad serian factores prondstico

importantes a incluir en el ISS (International Staging System) para una mejor
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estadificacion del MM, considerando a la LT como un critico determinante de la
SV en esta patologia. Datos de nuestro grupo muestran también asociacion entre
acortamiento telomérico e integrantes de los complejos protector (shelterin) y no
protector (no- shelterin) de los teldmeros. Particularmente, Panero et al. (59, 60)
encuentran asociacion inversa entre la expresion de TRF2 (Telomeric Repeat
Binding Factor 2), TANK1 (Tankyrase) y DKC1 (Dyskerin 1) conla LT, sustentando
la participacion de otros mecanismos, ademas de la telomerasa, en el
mantenimiento del tamafo e integridad telomérica en MM, y sus implicancias en

el desarrollo de inestabilidad gendmica.

Asincronia de replicaciéon (AR)

Como sabemos, la replicacion del genoma es un proceso esencial que
garantiza la copia precisa de la informacion genética antes de la division celular.
Cada ciclo de replicacion representa una oportunidad de error que conduce a la
adquisicion de mutaciones y de alteraciones del nimero de copias (61). La
sincronizacion del programa de replicacion del ADN es un proceso altamente
organizado con algunos locus de replicacion temprana y otros de replicacion
tardia durante la fase S del ciclo celular (62). Asimismo, existe una estrecha
asociacion entre el intervalo especifico de tiempo durante la fase S en el cual
una secuencia particular de ADN se replica en un determinado tejido y su
actividad transcripcional, considerandose de replicacién temprana los loci que se
estan expresando en ese tejido y de replicacion tardia los que no se expresan
(63). Diferentes estudios muestran que las neoplasias estan acompafiadas de
una disrupcién del orden temporal de la replicacion alélica, observandose que
algunos genes implicados en el desarrollo maligno replican sincronicamente en
células diploides normales, en tanto que evidencian un marcado grado de
asincronia de replicacion (AR) en células neoplasicas (64, 65). Dicha AR,
entendida como la pérdida temporal del control de la replicacién puede generar
cambios genéticos como aneuploidias y epigenéticos, como inactivacién alélica,
equivalente a la pérdida de heterocigosidad, que llevarian al silenciamiento de
genes supresores de tumor o0 a la activacion oncogénica (64-66). La AR puede
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ser detectada mediante la técnica de FISH (Fluorescence in situ hybridization),
constituyendo una herramienta sensible para evaluar el momento de replicacion
de segmentos especificos del genoma. Por lo tanto, es factible distinguir una
secuencia de ADN no replicada en un nucleo interfasico como una Unica sefial
fluorescente (S) mientras que la secuencia replicada se visualiza como una sefal
doble (D). De esta manera, en una poblacion de células en division, una alta
frecuencia de nucleos con dos sefiales de hibridacion similares indicaria que el
par de alelos replica sincronicamente, en tanto que aquellos nucleos que
contienen dos diferentes sefiales de hibridacion (SD) muestran la presencia de
AR (Figura 2.2). Esta metodologia permite estimar la sincronizacion de la

replicacion de un alelo respecto de su contraparte en una misma célula.

Figura 2.2: Ndcleos interfasicos hibridados con la sonda RB1 13q14 (Live-Lexel, Buenos
Aires, Argentina) mostrando asincronia de replicacion: a) replicacién sincrénica
temprana: dos sefiales simples (SS); b) replicacion asincrénica: una sefial simple y
una doble (SD); c) replicacion sincrénica tardia: dos sefiales dobles (DD).

Existe poca informacién en la literatura respecto de la presencia de AR en
pacientes con desordenes de células plasmaticas. Amiel et al. (67) evaluaron AR
en los loci TP53 (17p13), RB1 (13914) y 21922 en pacientes con MM y MGUS
encontrando un aumento significativo del porcentaje de células asincrénicas en

MM respecto de controles, con valores intermedios para el MGUS, indicando un
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rol para la AR en la progresion de MGUS a MM. Un trabajo reciente de nuestro

grupo (68), analiza la AR en los loci TP53 y RB1 en pacientes con MM con

cariotipo y FISH normal respecto de aquellos con delecion de estos genes y de

pacientes con cariotipo anormal. Este analisis permitid detectar un aumento

significativo del porcentaje de células asincronicas en los casos con delecion de

TP53 y RB1 respecto de pacientes con cariotipo y FISH normal, asi como en

aguellos con cariotipo anormal respecto de controles (Figura 2.3a y 2.3b),

sustentando una estrecha asociacion entre las modificaciones en la AR y la

adquisicion de alteraciones genéticas e inestabilidad gendmica en esta

patologia.
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Figura 2.3: Histogramas mostrando la distribucién de células con asincronia de replicacion
(AR) en pacientes con MM con y sin alteraciones citogenéticas y/o citomoleculares
y controles. a) Andlisis de AR del gen TP53. Diferencias significativas entre: *
Pacientes con delecion de TP53 (delTP53) respecto de controles (p<0,001); **
Pacientes con cariotipo anormal (CA) respecto de controles (p<0,005), *** pacientes
con delTP53 respecto de aquellos con cariotipo y FISH normal (CN-FN) (p<0,0015).
b) Andlisis de AR del gen RBL1. Diferencias significativas entre: * Pacientes con CA
respecto de aquellos con CN-FN (p<0,0025); ** Pacientes con delecion de RB1
(delRB1) respecto de controles (p<0,002); ** Pacientes con CA respecto de
controles (p<0,002); *** Pacientes con delRB1 respecto de aquellos con CN-FN

(p<0,00025).




Inestabilidad de microsatélites

Otra forma de inestabilidad gendémica es la denominada inestabilidad de
microsatélites (MSI). Los microsatélites son secuencias cortas de ADN, de uno
a seis pares de bases, repetidas en tandem a lo largo del genoma eucariota. La
MSI se caracteriza por una disminucion o aumento en la longitud de los
microsatélites en el ADN tumoral, en comparacién con el ADN normal. y se
asocia a un incremento en la frecuencia de mutaciones puntuales (69, 70). Esta
alteracion puede ser corregida por las enzimas codificadas por los genes de
reparacion del ADN (MMR: mismatch repair), por lo que la deteccién de MSI es
considerada un desorden de los genes MMR, que impide que los errores de
replicacion cometidos por la ADN-polimerasa sean reparados, lo que determina
una mayor tasa de mutacion, particularmente en las regiones de microsatélites,

y la aparicién de un fenotipo mutador.

MSI ha sido relativamente poco estudiado en MM. Un primer reporte de
Velangi et al. (71) detectd la presencia de MSI en el 7,7% de los casos con
MGUS/MM asintomatico, en el 20,7% en aquellos con MM sintomético/leucemia
de células plasmaticas y en el 12,5% de los pacientes en recaida, indicando un
incremento de la inestabilidad genémica durante la progresion de la enfermedad.
Por su parte, Timuragaoglu et al. (72) observaron MSI en el 54% de los pacientes
con MM al momento del diagnéstico, aunque sin encontrar asociacion con factores

pronéstico de la patologia. Un trabajo mas reciente (73) empleando la técnica

HRFMA (high resolution fluorescent microsatellite analysis), detecta una
frecuencia mucho menor (10%) en pacientes con MM, siendo en todos los casos
alteraciones de Tipo A (con cambios de hasta 6 pares de bases) (74). Si bien, el
namero de casos evaluados al presente es limitado, los resultados obtenidos
confirman que el fenotipo mutador esta presente en el MM, siendo necesario mas

estudios para confirmar estos hallazgos.

Eventos mutacionales asociados a inestabilidad genémica

Ademas de los mecanismos previamente expuestos, en MM también
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resulta de importancia la inestabilidad genomica a nivel nucleotidico,
caracterizada por sustituciones de base y pequefias inserciones/deleciones
(indels) que involucran tanto el genoma codificante como el no-codificante (75).
En algunos casos estas mutaciones generan firmas mutacionales distintivas que
pueden afectar diferentes caminos de sefalizacion, cuyo desarrollo lleva a
progresion de la enfermedad y promueve la resistencia al tratamiento. El
desarrollo de las técnicas de NGS junto con la aplicacién de modernos algoritmos
computacionales ha permitido ahondar en el conocimiento de las firmas
mutacionales del MM, habiéndose identificado al menos 17 firmas, algunas de
las cuales resultan de particular importancia en relacion al desarrollo de
inestabilidad gendémica: 1) la desaminacion de metilcitosinas en el contexto de
dinucleétidos CpG; 2) un patron localizado de hipermutaciones en regiones
adyacentes a rearreglos genomicos, denominado kataegis; 3) mutaciones
relacionadas a la actividad aberrante de APOBEC (apolipoprotein B mRNA
editing, catalytic polypeptide-like); 4) mutaciones relacionadas a la actividad

aberrante de AID (activation-induced cytidine deaminases) (76-78).

La primera firma mutacional mencionada es frecuente en numerosos tipos
de neoplasias y se encuentra enriquecida en transiciones C>T en el contexto de
dinucledtidos CpG, que ocurren como resultado de la desaminacion de citosinas
metiladas a timinas, y es observada con alta frecuencia en los pacientes con MM
(76, 79, 80).

Kataegis se define como un patrén de hipermutacién localizado en una
determinada region de rearreglo genémico, y se caracteriza por la presencia de
clusteres de transiciones C>T yl/o transversiones C>G en el contexto de
trinucledtidos TpCpN, que se producen sobre la misma cadena de ADN (76). Los
focos pueden ser desde unos pocos a varios miles y se localizan en la vecindad
de rearreglos gendmicos. Si bien no esta totalmente clarificado, se considera que
uno de los miembros de la familia APOBEC estaria involucrada en la generacién
de kataegis. En MM se observd una asociacién con las translocaciones que

involucran principalmente al oncogén MYC, pero también se detectdé en
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rearreglos de los cromosomas 1, 10, 11, 16 y 17 (80). En las translocaciones que
involucran MYC, se observd kataegis en los dos loci participantes,
particularmente los correspondientes a las cadenas pesada y livianas de las
inmunoglobulinas (lgs), sustentando la co-ocurrencia del rearreglo y la
participacion de este mecanismo en su desarrollo. Se considera un evento
temprano en el desarrollo del MM, asociado a la actividad de las vias canoénicay
no canodnica de AID, lo que sugeriria un rol causal de la actividad aberrante de esta

enzima en el mecanismo de kataegis (81, 82).

APOBEC es una familia de enzimas de edicion del ADN que
fundamentalmente actian sobre el ADN simple cadena a través de la
desaminacion de citosina a uracilo (83), llevando a mutaciones que pueden ser
oncogénicas. Esta firma molecular tiene un patron caracteristico que resulta en
el enriquecimiento de sustituciones C>T y C>G en un contexto de trinucleétidos
TpCpA, y ha sido descripta en numerosos tumores sélidos y neoplasias
hematoldgicas, entre ellas la leucemia linfocitica crénica (76, 84). En MM, el 3,8%
de los pacientes presenta esta caracteristica, asociada a las translocaciones que
involucran a los genes MAF: 1(14;16)(g32;923) y t(14;20)(q32;911), con
sobreexpresion de las isoformas APOBEC3A y APOBEC3B, respectivamente, y
a una alta carga mutacional (80). Esta firma mutacional es de adquisicion tardia
(81, 82), y se asocia a prondstico adverso con corta sobrevida libre de progresién
y global, en concordancia con lo observado para los casos con las
translocaciones t(14;16) y t(14;20) (85). Un trabajo reciente (86), observa un
incremento de la actividad de APOBEC durante la progresion de las diferentes
fases de los desordenes de células plasmaticas, desde el MGUS/MM indolente
al MM sintomaético y la leucemia de células plasmaticas primaria, y encuentra un
valor pronéstico adverso independiente para esta firma mutacional. Asimismo,
estos autores detectaron un 23% de casos con aumento de actividad de
APOBEC, particularmente APOBEC3B, que no presentaban translocaciones que
involucraran a los genes MAF, indicando la participacion de otros factores en la
modulacién de este proceso aberrante. Estos hallazgos sugieren que el analisis

de la actividad de APOBEC al momento del diagnostico podria ayudar a identificar
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pacientes de alto riesgo que se beneficiarian con tratamientos mas especificos.

En cuanto a AID, miembro de la familia de ADN deaminasas APOBEC, es
una enzima esencial en la activacion de los linfocitos B a nivel del centro
germinal, responsable de los procesos de SHM (somatic hypermutation) y CSR
(class switch recombination) de los genes de Igs, generando cambios de citosina
a uracilo en la regién variable de la cadena pesada (IGHV) y cambio de isotipo
de IgM a IgG o IgE (87). AID también puede producir mutaciones en otros
genes y su activacion aberrante es capaz de generar activacion oncogénica,
rupturas del ADN de doble cadena, translocaciones e inestabilidad gendmica
(88). Particularmente en MM, est4d involucrada en la translocacion
t(11;14)(q13;932) que determina la yuxtaposicion de los genes CCNDL1 (ciclina
D1) e IGH (80), teniendo un rol importante en la adquisicion temprana de
mutaciones driver en esta patologia (78, 81, 82). Bolli et al. (81) detectaron un
importante rol de AID en la progresion de MM indolente a MM sintomatico, asi
como la presencia de una nueva firma mutacional que involucra la participacion
de la via no candnica de AID observada en el 28% de los genomas analizados,
mas prevalente en las regiones no codificantes, y también de adquisicion
temprana. Estos datos resultan de importancia en la patogénesis del MM, asi

como también en la toma de decisiones terapéuticas.

Alteraciones epigenéticas

Ademas de las alteraciones genéticas caracteristicas del MM, las
modificaciones epigenéticas juegan también un rol importante en el desarrollo y
progresion de la enfermedad. Dichas modificaciones epigenéticas constituyen
cambios heredables en la expresion génica que se producen sin modificaciones
en la secuencia de ADN (89). Los mecanismos mas comunes de regulacion
epigenética son la metilacion del ADN, las modificaciones post-traduccionales de
las histonas y la expresion de ARNs no codificantes. La metilacion del ADN

consiste en una modificacién covalente postreplicativa que agrega un grupo
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metilo al anillo de citosina formando 5-metil citosina. La misma se produce solo
en las citosinas que preceden a guaninas, formando el dinucle6tido CpG, que se
agrupa en regiones pequefas de 0,5-4 Kb, denominadas islas CpG que, a
menudo, involucran a los promotores génicos, usualmente no metilados. La falta
de metilacién en las islas CpG permite la expresién del gen. La metilacion
aberrante del ADN es caracteristica de las células tumorales humanas,
particularmente la hipermetilacion de los promotores de los genes supresores de
tumor que determina el silenciamiento génico, y la hipometilacion del ADN
asociada a inestabilidad gendémica. Diferentes estudios han mostrado que el MM
se caracteriza por alteraciones en la metilacion del ADN que son especificas en
diferentes estadios de la enfermedad (99, 91). Concretamente, se observé una
hipometilacién global en MGUS y una progresiva hipermetilacion en el MM
sintomatico y en los pacientes en recaida, sugiriendo que las modificaciones en
el patrén de metilacion contribuirian a la patogénesis de esta enfermedad (92-
94). En este aspecto, resulta de interés el rol del gen MAFB, involucrado en la
t(14;20), en la oncogénesis del MM. Estudios en ratones transgénicos mostraron
el desarrollo de una neoplasia de células plasmaticas asociada a alta expresion
de MAFB. El analisis molecular de estos ratones mostré una reprogramacion del
perfil de metilacion de las células stem hematopoyéticas/progenitoras, que se
mantenia en las células plasmaticas tumorales, demostrando un nuevo
mecanismo molecular de la carcinogénesis (95). Por otra parte, Walker et al. (90)
reportaron una alta hipermetilacion en los pacientes que presentaban la t(4;14)
respecto de los otros grupos citogenéticos. Como se menciond en el capitulo
anterior, estos pacientes sobreexpresan MMSET, que tiene actividad de histona
metiltransferasa e interacta con co-represores tipo HDACs (histone
deacetylases) regulando la transcripcién génica (96). La sobreexpresion MMSET
lleva a la metilacién de H3K36 y H3K27 y regula el ensamblaje de 53BP1 (p53-
binding protein 1) a los sitios de lesiones del ADN (97). De esta manera, la
sobreexpresion debida a la t(4;14) determina modificaciones de histonas que
promueven la sobrevida celular, la progresién del ciclo celular y causan una

respuesta aberrante al dafio al ADN, alterando la maquinaria de reparacion del
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ADN y promoviendo la inestabilidad gendmica, lo cual podria explicar el
prondstico adverso de los pacientes con esta translocacion. Asimismo, Walker et
al. (90) observa un aumento de metilacion a nivel de los promotores de diferentes
genes en la transicion de MM a leucemia de células plasmaticas, sustentando la

participacion de este mecanismo en la progresion de la enfermedad.

Sin duda, el estudio de la participacion de estos mecanismos de
inestabilidad gendmica en el desarrollo y progresiéon del MM permitira ahondar
en el conocimiento de las caracteristicas biolégicas de la patologia, pudiendo

constituir un aporte a la generacién de nuevas estrategias terapéuticas.
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Resumen:

La Macroglobulinemia de Waldenstrom (MW) es un linfoma
linfoplasmocitico con compromiso de la médula 6sea (MO) y presencia de una
gammapatia monoclonal IgM. La alteracion citogenética mas frecuente es la
delecién de parte del brazo largo del cromosoma 6 observada en el 30-54% de
los casos, asociada a factores de prondstico adverso en la patologia. Los estudios
de secuenciacion masiva permitieron detectar la presencia de mutaciones de los
genes MYD88 y CXCR4, de valor diagnostico y prondstico en la patologia. La
mutacion activante del gen MYD88, que determina el cambio del aminoécido
leucina por prolina en la posicién 265 de la proteina (MYD8825F), se observa en
el 93-97% de los pacientes con MW y en el 40-60% de los casos de MGUS-IgM,
en tanto que las mutaciones de CXCR4 se encuentran en el 30-40% de los
pacientes con MW, siendo menos frecuentes en el MGUS-IgM (4-20%).
CXCR4S338X gs |a variante mas comun (50%de las mutaciones); genera un codon
stop que determina la pérdida de 15 aminoacidos en el dominio C-regulador,
conduce a una proteina truncada en el aminoacido 338, y a la pérdida de 15
aminoéacidos en el dominio C-regulador. Algunos pacientes presentan multiples
mutaciones en distintos subclones. Los casos con MYD88WT/CXCR4WHIMWT
tienen el peor prondstico con corta sobrevida libre de progresiéon y global. Los
pacientes con MYD88265P/CXCR4WHIMMWT tienen buena respuesta al tratamiento,
en tanto que aquellos con ambos genes mutados presentan un prondéstico
intermedio. Sin duda, el andlisis de estas mutaciones ha permitido profundizar la
caracterizacion bioldgica de la MW permitiendo en un futuro ampliar la posibilidad

de disponer de nuevos blancos terapéuticos.
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Introduccién

La Organizacion Mundial de la Salud define a la Macroglobulinemia de
Waldenstrém (MW) como un linfoma linfoplasmocitico (LPL) con compromiso de
la médula 6sea (MO) y la presencia de una gammapatia monoclonal IgM de
cualquier concentracion (1, 2). La MW corresponde al 95% de los LPL (<5% son
secretores delgG, IgA o0 no secretores) y presenta un patrén de infiltracion de la
MO predominantemente intratrabecular con un incremento en el ndmero de
mastocitos. Es una enfermedad rara, que representa aproximadamente el 1-2%
de las neoplasias hematoldgicas, con una incidencia aproximada de 0,57/100000
personas por afo (3, 4), siendo mayor en caucasicos (0,41/100000 por afio) que
en afrodescendientes (0,18/100000 por afio) (5). La edad media de presentacion
es 63-68 afios con predominio del sexo masculino. Los pacientes menores de 70
afos tienen una media de sobrevida (SV) mayor de 10 afos, aquellos entre 70 y
79 afnos de aproximadamente 7 afios y los mayores de 80 afios de alrededor de
4 afos (6). La mayoria de los casos se originarian a partir de una célula B de
memoria caracterizada por un fenotipo CD27*, IgM*, IgD, CD25* CD22*°ow,
arrestada después de sufrir hipermutacién somatica en el centro germinal y antes

de alcanzar la diferenciacion a célula plasmatica (7-10).

El principal factor de riesgo de desarrollo de una MW es la preexistencia de
MGUS (monoclonal gammapatia of undetermined signficance) IgM, seguido de
la presencia de una historia familiar de MW u otra neoplasia linfoide a células B 'y
factores inmunoldgicos. En particular, el MGUS-IgM confiere un riesgo relativo 46
veces mas alto que el de la poblacion general de desarrollar MW (11). Si bien en
la mayoria de los casos es una enfermedad esporadica, diferentes trabajos
refieren agregacion familiar, con un riesgo hasta 20 veces superior en los familiares
de primer grado de presentar MW u otro desorden linfoproliferativo respecto de
la poblacién general (12, 13), sugiriendo una susceptibilidad genética en el
desarrollo de esta entidad. Asimismo, diferentes reportes detectan menor edad
de comienzo de la enfermedad, mayor nivel de infiltracion de la MO y menos
sobrevida en los casos con historia familiar de MW o de algun proceso
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linfoproliferativo (14, 15).

Los sintomas clinicos mas comunes son debilidad y fatiga, generalmente
secundarios aanemia, y sintomas B (pérdida de peso, sudoracion excesivay fiebre
baja), y afectan a una cuarta parte de los pacientes. En el 15-30% de los casos
se observa hepatomegalia, esplenomegalia y linfadenopatia (4, 16-18). Asimismo,
los niveles elevados de IgM circulante producen manifestaciones clinicas
vinculadas a las propiedades fisicoquimicas de la proteina monoclonal IgM, como
hiperviscosidad, neuropatia periférica, crioglobulinemia o enfermedad de
aglutininas frias (4, 19). El depdsito de agregados amorfos de IgM se asocia a
disfuncion orgénica, particularmente a nivel gastrointestinal y renal, asi como a
alteraciones en la piel. En cuanto al inmunofenotipo, las células de la MW expresan
CD19, CD20, CD22"*v, CD25, CD27, CD79b, CD81, FMC7, IgMs, son CD5, CD10,
CD11cy CD103 negativas (1, 10), y presentan restriccion de cadena liviana Kk o A
con una relacion 5:1 (20), siendo de importancia para distinguir una MW de otras

neoplasias linfoides.

En referencia al gen IGHV (immunoglobulin heavy chain variable region), el
mismo se encuentra fuertemente mutado en la mayoria de los casos de MW y
MGUS IgM, con un rango de desviacion de la linea germinal de 2,1% a 16,2%. La
comparacion con el repertorio de genes presentes en células B normales,
evidencia una sobre-representacion de la familia VH3, baja frecuencia de VH1 y
VH4, asociado a un uso sesgado de genes IGHV, con aumento de expresion de
IGHV3-23, IGHV3-64, IGHV3-7 y IGHV3-74, y disminucion de IGHV4-39. Estos
datos, en concordancia con el inmunofenotipo, sustentan la hipétesis que los
eventos transformantes ocurren por presion selectiva en células de memoria post
centro germinal (21-23). En cuanto al andlisis de la secuencia de aminoacidos en
la region VH CDR3, a diferencia de lo encontrado en leucemia linfocitica cronica
(LLC), la MW no evidencia la presencia de subsets o grupos de homologia que

permitan identificar receptores estereotipados (22, 24).
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Alteraciones citogenéticas

Al presente, y en comparacion con otros desérdenes linfoproliferativos, es
poca la informacion existente respecto de las anomalias cromosdmicas presentes
en la MW debido fundamentalmente, al bajo indice mitotico de las células
tumorales in vitro. No obstante, si bien esta patologia no presenta alteraciones
especificas, la frecuencia de las anomalias encontradas difiere de lo observado
en otras neoplasias linfoides. Asimismo, el analisis de CNA (copy number
aberrations) muestra una media de 4 alteraciones por caso, similar a lo observado
en LLC o linfomas de la zona marginal, pero mucho menor que lo detectado en
el linfoma de células del manto o el mieloma multiple (25, 26).

En particular, la alteracion méas frecuente es la delecion (del) de parte del
brazo largo del cromosoma 6 (del6g) observada en el 30-54% de los casos,
seguida por: trisomia 18 (15-23%), del13q (13-15%), dell7p (8-23%), trisomia 4
(8-12%), delllq (7%) y trisomia 12 (<5%) (26-31). Nguyen-Khac et al. (31)
observaron una asociacion significativa entre las trisomias 4 y 18.
Simultdneamente, son muy poco frecuentes las translocaciones que involucran el
gen de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (IGH) (3%) (31, 32). En cuanto
a su significado clinico, las deleciones 6qy 11q, asi como la trisomia 4 se asocian
a factores de prondstico adverso en la patologia, pero no presentan impacto sobre
su evolucién clinica (31, 33, 34), en tanto que la dell7p y la trisomia 12 se

relacionan a una corta sobrevida libre de progresion (SLP) (31).

En referencia a la del6q, se han descripto dos regiones de minima delecion
(MDR): 6021 y 6423, que determinan la pérdida de genes con importantes
funciones regulatorias que modulan la actividad de NF-kB (TNFAIP3, HIVEP2),
apoptosis (FOXO3), proteinas de la familia BCL2 (BCLAF1), BTK (IBTK) y
diferenciacion plasmocitica (PRDM1, ARID1B) (26, 35-37). Un trabajo reciente
(38) compara los perfiles de expresion de pacientes con y sin del6q, observando
gue los casos con la delecién presentan aumento de la expresion de los genes

de la via de sefializacion del receptor de células B (BCR; B-cell receptor) (CD79a,
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SYK, BLNK, PLC»2, CARD11) y de IL-2 (interleukin 2). Los autores postulan que
la activacion del BCR estaria posiblemente asociada a la pérdida de BLIMP-1 (B-
lymphocyte-induced maturation protein 1) (6g21) cuya funcion en condiciones
normales se encuentra relacionada con la inhibicion de la proliferacion y activacion
de los linfocitos B, incluyendo el camino de sefalizacion del BCR, asi como con
la diferenciacion de las células plasmaticas (39). Por su parte, en MW IL-2
contribuye a la secrecion de IgM y a la proliferacion celular via la activacion del
camino se sefializacion JAK/STAT (40).

Rearreglos moleculares

Mutaciones de MYD88 (myeloid differentiation primary response 88)

Estudios de secuenciacibn masiva de dUltima generacion (NGS; next
generation sequencing) permitieron detectar una mutacion activante en el gen
MYD88, ubicado a nivel de 3p22.2, que determina el cambio del aminoacido leucina
por prolina en la posicion 265 de la proteina (L265P) (MYD88-265P) (41). La misma
se observa en aproximadamente el 93-97% de los pacientes con MW y en el 40-
60% de los casos de MGUS-IgM, dependiendo de la metodologia empleada para
su deteccidn (35, 41). El gen MYD88 codifica una proteina adaptadora citosélica
gue desempeiia un papel central en larespuesta inmune innata y adaptativa. Dicha
proteina funciona como un transductor de sefal esencial en las vias de
sefializacion de los receptores de interleuquina-1 y de tipo Toll (41). MYD88-265F
induce la activacion de las quinasas IRAK (interleukin-1 receptor—associated
kinase) y BTK (Bruton’s tyrosine kinase), llevando a la activacion de NF-kB
(nuclear factor- kB) y al desarrollo neoplasico (42, 43) (Figura 3.1). El
reclutamiento y activacion de las moléculas IRAK y BTK puede ser bloqueado por
inhibicion de MYD88, llevando a la apoptosis de las células MW con MYD88
mutado. La ausencia de mutacién (MYD88WT) se asocia a mayor edad, menor
infiltracion de la MO y compromiso extramedular, un curso clinico mas agresivo
con menor SV, asi como un riesgo de muerte diez veces mas alto que los casos
portadores de MYD88265F (36, 44, 45). Asimismo, los pacientes con MYD88WT
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pueden presentar mutaciones somaticas recurrentes que impactan en la via de
sefalizacion de NF-kB, en reguladores epigendmicos y en los genes DDR (DNA
damage responsive) asi como una alta incidencia de linfoma difuso de grandes
células B (LDGCB) (37, 46). Las mutaciones mas comunes afectan la via de
sefalizacion de NF-kB e incluyen los genes TBL1XR1, NFKBIB, NFKBIZ, NFKB2,
MALT1, BCL10 y UDRLIF, y el complejo de genes CBM (CARD11-BCL10-
MALT1). Adicionalmente, se han identificado mutaciones diferentes de la L265P,
que incluyen S219C, M232T y S243N, aunque sus frecuencias son mucho mas
bajas (1-2%) (45).
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Figura 3.1: Vias metabdlicas de MYD88 y de CXCR4 en Macroglobulinemia de
Waldenstrom. Se detallan las mutaciones somaticas encontradas con mayor
frecuencia en el extremo c-terminal de CXCR4. fs: frameshift. Modificada de
Castillo et al. (43).
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En cuanto a la metodologia, en los pacientes con sospecha de MW, el
andlisis por ASO-PCR (PCR-alelo especifica) en MO representa el ensayo de
eleccion para la deteccion de la mutacion MYD88265P (22, 47, 48). No obstante,
la misma puede también detectarse por ASO-PCR en sangre periférica de
pacientes sin tratamiento previo (49). Como la sensibilidad disminuye en los
pacientes tratados, en estos casos se recomienda usar solo muestras de MO
para identificar de manera confiable la mutacion (13, 36). En pacientes con
MGUS-IgM, Varettoni et al. (36) observaron resultados discordantes en la
identificacion de la mutacion MYD88L265P entre las técnicas de secuenciacion
masiva paralela de ultima generacion (NGS: next generation sequencing) y PCR
en tiempo real alelo especifica (Tagman Allele-Specific Genotyping Assay),
detectandose la mutacion sélo con la ultima metodologia, que tendria mayor

sensibilidad diagnostica cuando el clon de células B es pequefio (36).

Simultdneamente, en MW no se observaron diferencias en el porcentaje de
casos mutados efectuando el andlisis en células mononucleares totales de MO
respecto de células CD19+ seleccionadas (36, 50). Otra alternativa para la
deteccion confiable de la mutacion MYD882%5P y el monitoreo de enfermedad
minima residual es el método de ddPCR (droplet digital PCR), de sensibilidad
superior a la ASO-PCR, especialmente (til para el estudio de muestras con bajo
porcentaje de infiltracidn, tales como MO no seleccionadas o sangre periférica.
La PCR digital podria utilizarse también para la deteccién de la mutacion

MYD88265F en ADN tumoral circulante en plasma (51).

Resulta interesante destacar que las alteraciones estructurales del brazo
corto del cromosoma 3 pueden modificar la carga alélica de MYD88-265P debido
a la delecion del alelo WT (WT: wild type o no mutado), amplificacion del alelo
mutado o disomia uniparental adquirida resultando en homocigocidad (35, 41).
Esta mutacion también se ha observado, aunque con frecuencias mas bajas, en
otras neoplasias hematoldgicas, como LDGCB, linfoma de tejido linfoide asociado
a la mucosa (MALT) y LLC (41, 47, 52, 53), pero esta ausente en el mieloma
multiple (41).

67



Asimismo, se ha encontrado asociacion entre la presencia de MYD88265P y
la del6q, sugiriendo roles compartidos de ambos eventos genémicos. En este
aspecto, los casos con las dos alteraciones muestran con mayor frecuencia pérdida
del gen BCLAF1 (BCL2 Associated Transcription Factor 1), seguido por TNFAIP3,
HIVEP2, IBTK, y FOXO3. Simultaneamente, el analisis de la region comprendida
entre las bandas 6q14 y 627 muestra dos patrones diferentes de delecion, el 40%
de los casos presenta pérdidas clonales y contiguas abarcando todos los genes
involucrados en la region, en tanto que el 60% restante tiene deleciones mas

focales y subclonales (37).

Por otra parte, sabemos que el riesgo de progresion de MGUS-IgM a MW u
otros desérdenes linfoproliferativos es de 1,5% por afio (54) y que tanto la
presencia de la mutacion MYD88L265P como su nivel de expresion estan
asociadas a b transformacion maligna (53, 55). Considerando que la progresion
de MGUS-IgM (condicion premaligna) a MW (neoplasia) ocurre en un proceso de
multiples pasos, la alta prevalencia de MYD88265F en MGUS-IgM confirma que
esta mutacidn es un evento oncogénico temprano. Por su parte, la presencia de
otras mutaciones y/o CNA (Copy number aberrations) determinaria una expresion

génica anormal que promoveria la progresion de la enfermedad (35).

Mutaciones de CXCR4 (C-X-C Motif Chemokine Receptor 4)

Ademas de la mutacién del gen MYD88, estudios de NGS mostraron la
presencia de mutaciones en el gen CXCR4, localizado a nivel de 2922, en el 30-
40% de los pacientes con MW, siendo menos frecuentes en MGUS-IgM (4-20%)
(35, 36, 42, 56, 57). Las mutaciones de CXCR4 son esencialmente exclusivas de
la MW, ya que no se han descrito hasta ahora en otras enfermedades, con la
excepcion de unos pocos linfomas de células B de zona marginal y casos de
LDGCB subtipo ABC (Activated B-cells). La ubicacion de las mutaciones
somaticas en el dominio C terminal en pacientes con MW es similar a lo

observado en la linea germinal de pacientes con sindrome de WHIM (Warts,
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Hypogammaglobulinaemia, Infections and Myelokathexis), una
inmunodeficiencia congénita caracterizada por neutropenia crénica no ciclica
(58).

CXCR4 es un receptor de guemoquinas que promueve la sobrevida,
migracion y adhesion de las células tumorales al estroma de la MO a través de
interacciones con el ligando CXCL12 (59). En condiciones normales, después de
la union a su ligando, CXCR4 se activa, se une a proteinas G y se producen una
serie de eventos que activan la tirosina quinasa de la familia Src, seguido de PI3K
(phosphatidylinositol-3-kinase), la via JAK/STAT independientemente de las
proteinas G, seguido de ERK (extracellular signal-regulated kinases) por B-
arrestinas, causando la migracion, adhesion y transcripcion de genes. Después
de su unién a CXCL12, CXCR4 se internaliza rapidamente, es ubiquitinado y
degradado (60). Se han descripto méas de 40 tipos diferentes de mutaciones
somaticas en CXCR4 en pacientes con MW, incluyendo las variaciones con
corrimiento del marco de lectura (CXCR4WHIMFS) que comprometen una regiéon
de més de 40 aminoacidos del dominio C-terminal y mutaciones sin sentido
(CXCR4WHIMINS) que truncan 15-20aminoacidos delaregiéndistal (35, 44) (Figura
3.1). Aligual que enelsindrome de WHIM, dichasmutaciones dejanintactaslas
siete hélices de transmembrana involucradas en la sefializacién y union del ligando,
pero resultan en el truncamiento de la cola citosélica de la proteina que contiene
las fosfoserinas regulatorias, alterando la internalizacion y produciendo una
activacion prolongada (61). La variante mas comuin es CXCRA4S338X que
representa mas del 50% de las mutaciones de este gen en pacientes con MW.
Consiste en una transversion C>A o C>G en el nucleétido 1013 de CXCRA4,
gue da como resultado la generacion de un codén stop que conduce a una
proteinatruncadaen el aminoéacido 338, y la pérdida de 15 aminoacidos en el
dominio C-regulador. Asimismo, entrelasmutaciones CXCR45338X C>Gesmas
frecuenteque C>A(42). Ambas variantes sin sentido (CXCR4S338X C>A y C>G)
se asocian con formas mas agresivas de la enfermedad al diagnostico. Los
pacientes con MYD88L265P/CX CR4WHIMINS tienen mayor compromiso de la MO

y altos niveles séricos de IgM, mas riesgo de hiperviscosidad, mayor
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requerimiento de tratamiento, y son mas propensos a padecer enfermedad
de Von Willebrand adquirido. Los casos con MYD88265P/CXCR4WHIMIFS g
MYDB88-5F/CXCRAVHMWT presentan compromiso de la MO y niveles séricos de
IgM intermedios, mientras que aquellos con MYD88WT/CXCR4WHIMWT (504-
10% de los casos) tienen el peor prondstico con baja infiltracion de la MO y corta
sobrevida libre de progresion y SV global. Los pacientes con
MYD88L265P/CXCR4WHIMINS o FS  tienen pocas adenopatias y menores niveles

séricos de B2 microglobulina  respecto de aquellos con

MYDB88-265P/CXCRAWHMWT (44, 62-65). Las mutaciones del gen CXCR4 acortan
la sobrevida libre de tratamiento (SLT) de los pacientes con MW asintomética
pero no tienen efecto en la SV global. Por su parte, la mutacion MYD88255F no
influencia la SLT (44, 65).

Las técnicas de secuenciacion de Sanger o NGS son la mejor opcion para
el analisis del gen CXCR4 debido a la variedad de mutaciones reportadas en el
mismo; sin embargo, en pacientes con baja carga tumoral en MO pueden
obtenerse falsos-negativos. Dado que la mutacion CXCR45338Xes |a mas frecuente,
su busqueda con la técnica de ASO-PCR mejora la sensibilidad diagnostica (56),
para esta mutacién en particular (56), pero debe combinarse con la secuenciacion
de Sanger que permite detectar las otras mutaciones posibles de encontrar en un
mismo paciente (66). Hasta el presente, el método de deteccion de mutaciones
de CXCR4 no ha sido estandarizado, sin embargo, en todos los casos la
condicion ideal incluye pacientes no tratados, uso de células mononucleares de
MO y seleccion de células CD19+ (42). Asimismo, la mutacion CXCR45338X se ha
detectado con alta eficiencia por ASO-PCR en tiempo real en DNA tumoral
circulante (67). Hunter et al. (68) han demostrado que CXCR4WHM disminuye la

expresion de genes que se transcriben en respuesta a la mutacion de MYD88.

El estudio de las mutaciones del gen CXCR4 por clonado y secuenciacion
en pacientes con MW reveld que la mutacion es subclonal, en tanto que el analisis
de la frecuencia alélica mostré que en la mayoria de los casos estarian presentes

en el clon dominante. Asimismo, se observl la existencia de pacientes con
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multiples mutaciones en subclones distintos y se detectd también la presencia de
doble heterocigotas. Se observaron ademdas clones homocigotas para una
mutacion determinada. La presencia de mutaciones subclonales en MW y su baja
frecuencia en el MGUS-IgM revelan que las mismas ocurririan después de la
mutacion MYD88L265P  durante la oncogénesis de la patologia, aunque por su
presencia en MGUS seguiria siendo un evento temprano (36, 55).
Simultaneamente, la deteccion de multiples mutaciones de CXCR4 en un mismo
paciente seria indicativa de inestabilidad genémica (36, 42, 66). Es importante
destacar que, aunque usualmente los pacientes que tienen mutaciones del gen
CXCR4 también portan la mutacion MYD88255P| pueden observarse pocos casos
con MYD88WT y CXCR4 mutado (5%) (69).

Otras mutaciones:

Ademas de las ya descriptas, se han detectado otras mutaciones en la MW,
entre ellas las mutaciones somaticas en ARID1A (AT-rich interactive domain 1A)
estan presentes en 17% de los casos e incluyen mutaciones puntuales que
producen una proteina truncada o mutaciones con corrimiento del marco de
lectura. Este gen puede modular TP53 y actuaria como un gen supresor
epigenético (70). Asimismo, se observaron mutaciones de CD79Ay CD79B en el
8% a 12% de los pacientes con MW, preferentemente en casos con MYD88MUT,
aunque mutaciones en CD79B se encontraron también en pacientes con
MYD88WT. CD79A y CD79B son componentes de la via del BCR, ambos forman
un heterodimero que se asocia con IGHV, proceso necesario para la expresion
de superficie del BCR (71). Ademas, la pérdida del nUmero de copias de LYN
(LYN proto-oncogene) esta presente en el 60% de los casos y puede favorecer
la respuesta del BCR. Si bien las células B clonales de la MW exhiben factores
funcionales de activacion cronica del BCR (72), la contribucion de las mutaciones
de CD79Ay CD79By las deleciones de LYN a la presentacion clinica y respuesta

al tratamiento debe ser evaluada en detalle.
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Nuestra experiencia

En cuanto a nuestra experiencia, al presente efectuamos el andlisis de
mutaciones de los genes MYD88 y CXCR4 en una cohorte de 31 pacientes con
MW: 22 al momento del diagndstico, 4 en recaida, 5 durante el control post-
tratamiento (13 varones; edad media 67,5 afios, rango: 52-85) y 12 con MGUS-
IgM (5 varones; edad media 76,9 afios, rango: 68-88). En el 60% de los casos
se efectud la evaluacién en muestras de MO, en tanto que en los restantes se
empleo6 sangre periférica. Para el andlisis de la mutacion MYD881265F se uso la
técnica de ASO-PCR acorde a lo previamente descripto (47). Se realizaron dos
reacciones de PCR que comparten el mismo primer sentido MYD88s, en una se
amplificé la banda control de 160 pares de base (pb) que contiene el sitio L265P
de la mutacion empleando el primer antisentido MYD88as y en la otra se amplifico
el alelo mutado de 122pb con el primer antisentido MYD88as-mut (Figura 3.2).

MYD88-ASO-PCR
1 2 3 4 5 6

160pb

Figura 3.2: ASO-PCR de MYD88. Gel de agarosa al 2% mostrando una banda control de
160pb (Calles 1, 3y 5) y una banda de 122pb que amplifica el alelo con la mutacién
MYD88-%%*" (Callles 4 y 6). Calle 2: control negativo; Calles 3 y 4: paciente con la
mutacion MYD88%%%"; Calles 5 y 6: control positivo para la mutacion MYD88-2%%",

Por otra parte, se efectlo la busqueda de la mutacién CXCR4S338X en 22
pacientes con MW y 11 con MGUS-IgM mediante ASO-PCR segun lo previamente
reportado (42). Se realizaron tres reacciones de PCR que comparten el mismo
primer sentido CXCR4s. En la primera se amplifico el alelo normal con el primer

antisentido CXCR4as, en la segunda se amplificd la mutacion CXCR45338X C>G
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con el primer antisentido CXCR4as C>G, y en la tercera se amplifico el alelo
CXCRA4S338X C>A con el primer antisentido CXCR4as C>A. En los tres casos se
amplificaron fragmentos de 162pb (Figura 3.3l). Para la deteccién de otras
mutaciones del gen se utilizé la secuenciacion bidireccional de Sanger (35). Los
pacientes con MGUS-IgM evaluados resultaron negativos, dos pacientescon MW
presentaron mutaciones de CXCR4: CXCR4S338X C>G y R334X, ¢.1000C<T
(Figura 3.3lI).

CXCR4
) ASO-PCR

Mutacién R334X, ¢.1000C<T

Figura 3.3. Andlisis mutacional de CXCR4. 1) ASO-PCR para la mutacién CXCR4S338X
Gel de agarosa al 2%. Calles 1, 2 y 3: paciente negativo para las mutaciones C>G
y C>A, se observa sélo la banda WT (wild type) (Calle 1); Calles 4, 5y 6: paciente
portador de la mutacion C>G (Calle 4: alelo WT, Calle 5: alelo C>G positivo; Calle
6: alelo C>A negativo). Il) Secuenciacion de Sanger mostrando la mutacion
R334X, ¢.1000C<T del gen CXCRA4.

En la Tabla 3.1 se detallan los resultados obtenidos en el analisis de las
mutaciones de MYD88 y CXCR4 en pacientes con MGUS-IgM y MW en

diferentes momentos de la enfermedad.
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Tabla.3.1: Mutacién de MYD88"***FY CXCR4

Grupo MYD8s2%" CXCR4

MW 2122 (9%)
-Al diagnostico 81.8% 1/17 (5.9%)
-En recaida 100% 1/4 (25%)
-Control postratamiento 0% 0/1 (0%)

MGUS-IgM 41.6% 0/11 (0%)

El analisis de los datos mostr6 la siguiente distribucion:
MYD88MUT/CXCRA4WT (85,7%), MYD88MUT/CXCR4MUT (9,5%) y
MYD88WT/CXCRA4WT (4,8%). Nuestra cohorte mostré positividad para MYD88
dentro de los valores reportados, en cambio encontramos una baja frecuencia de
mutaciones en CXCR4. A nuestro conocimiento, este es el primer analisis de

ambas mutaciones en pacientes con WM y MGUS-IgM de nuestro pais.

Al presente existen distintos esquemas de tratamiento, siendo de destacar
la utilizacién de nuevos agentes tales como inhibidores de BTK, PI3K, BCL2 y del
proteasoma (56, 63, 73). Diferentes estudios muestran que el Ibrutinib (inhibidor
de BTK) resulta eficaz en el tratamiento de MW sintomética en pacientes
MY D881265P/CXCR4WHIMWT 'No obstante, se observa resistencia en los casos con
mutaciones de CXCR4 particularmente en aquellos con CXCR4WHIMINS (46, 74-77),
mientras que los pacientes con CXCR4WHIMFS ng presentan diferencias respecto
de aquellos con CXCR4WHIMWT (77), Estos datos muestran la importancia del
analisis de la presencia de mutaciones en MW, tendiente a refinar el diagndstico
y pronostico de esta patologia, y profundizar la caracterizacion biolégica de la
enfermedad. La busqueda de nuevas mutaciones permitira ampliar en un futuro la

posibilidad de disponer de nuevos blancos terapéuticos.
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