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Resumen

Los desdrdenes de células plasmaticas son neoplasias de células B, ampliamente heterogéneas. Los estudios genéticos
han permitido identificar genes involucrados en la iniciacion y progresion de estos desdrdenes. Entre ellos, encontramos los
rearreglos del gen MYC'y la delecion de CD27. El objetivo del presente estudio fue evaluar ambos genes a nivel citogenético
y citomolecular en pacientes con desdrdenes de células plasmaticas. Se estudiaron un total de 100 casos, 82 con mieloma
miltiple y 18 con gammapatia monoclonal de significado incierto. Los resultados se compararon con un grupo control
de 55 pacientes con mieloma midltiple sin alteraciones genéticas. Todos los pacientes con gammapatia monoclonal
mostraron cariotipo normal sin anomalias por FISH, en tanto que 87,1% de los casos con mieloma mdiltiple presentaron
alteraciones. Adicionalmente, detectamos rearreglos del gen MYC y delecion de CD27 en el 22,9% y el 28,1% de los
pacientes, respectivamente. Los casos con MYC alterado mostraron valores elevados de calcemia y creatinina respecto de
los casos sin anomalias de MYC 'y del grupo control. En tanto que los pacientes con delecion de CD27 presentaron valores
elevados de lactato de hidrogenasa respecto de aquellos sin esta anomalia y del grupo control. Cabe destacar que ningin
paciente con gammapatia monoclonal mostrd alteraciones en los genes MYCy CD27, reforzando su rol en la transformacion
a mieloma mltiple. Nuestros resultados sugieren la importancia de poder incluir el analisis de ambos genes en el panel de
estudios genéticos de mieloma midltiple al momento del diagndstico tendiente a una mejor delineacion clinico-bioldgica de
esta entidad, contribuyendo a la caracterizacion genética de la misma.
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Abstract
Plasma cell disorders are widely heterogeneous B-cell neoplasms. The study of genetic alterations has allowed the
definition of specific subgroups, and provided the basis for the identification of genes involved in the initiation and
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progression of these entities. Among them, are the rearrangements of the MYC gene and the deletion of CD2/. The
objective of the present study was to evaluate MYC and CD27 alterations in patients with plasma cell disorders. The
results were correlated with the prognostic factors and the clinical evolution of patients. A total of 100 patients, 82 with
multiple myeloma and 18 with monoclonal gammopathy of uncertain significance were studied. Results were compared
with a control group of 55 patients with multiple myeloma without genetic alterations. Among multiple myeloma cases,
87.1% showed chromosomal and/or cytomolecular alterations. Additionally, we detected rearrangements of MYC and
deletion of CD27 gene in 22.9% and 28.1% of patients, respectively. Cases with MYC rearrangements showed increased
levels of calcemia and creatinine with respect to patients without MYC abnormalities and the control group. Patients with
CD27 deletion had increased lactate dehidrogenase values compared to those without this abnormality and the control
group. It should be noted that both MYC rearrangements and CDZ27 deletion were not found in patients with monoclonal
gammopathy, reinforcing their role in the transformation process to multiple myeloma. Qur results suggest the importance
to include the analysis of MYC and CD27 genes in the panel of genetic studies of multiple myeloma at diagnosis, in order

to a better clinical-biological delineation of this entity, contributing to its genetic characterization.
Keywords: multiple myeloma;monoclonal gammopathy; MYC; CD27

Introduccion

El mieloma miiltiple (MM) es una neoplasia de células B
maduras caracterizada por una infiltracion atipica de células
plasmaticas (CP) en la médula 6sea (MO) y la secrecion de
una proteina monoclonal, el componente M, en suero y/u
orina, asociada a alta heterogeneidad clinica. 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 (Fonseca et al.,
2009; Rajkumar, 2020). EI MM se encuentra generalmente
precedido por una entidad precursora, la gammapatia
monoclonal de significado incierto (MGUS), presente en mas
del 3% de la poblacion general mayor de 50 afios y con un riesgo
medio de progresion a MM del 1% anual (Kyle et al., 2010;
Korde et al., 2011). 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 estas entidades (Gonzalez-Calle &
Fonseca, 2017).

Diferentes estudios han demostrado que el analisis
citogenético convencional en MM permite detectar alteraciones
cromosomicas enel 30-40% delos casos, valores que alcanzan
el 80% cuando se emplea la técnica de FISH (Fluorescence In
Situ Hybridization) (Fonseca et al., 2009). En este contexto, a
nivel cromosdmico podemos distinguir anomalias primarias
especificas, asociadas al desarrollo de la patologia, presentes
inclusive en estadios asintomaticos, y anomalias secundarias
relacionadas a la progresion de la enfermedad (Fonseca et al.,

2009; Rajkumar, 2020). Las anomalias primarias permiten
dividir a los pacientes en dos grandes grupos: hiperdiploides
(42-45% de los casos) con ganancia de cromosomas,
considerados de buen prondstico, y no hiperdiploides (35-
40%), con niimero modal variable, desde hipodiploide hasta
pseudotetraploides, asociados a peor evolucion clinica. Estos
datos sustentan la existencia de dos caminos diferentes en
la patogénesis del MM, habiéndose detectado asimismo, alta
heterogeneidad en cada grupo de riesgo. Dentro del primer
grupo, la ganancia de cromosomas no es al azar, siendo
mas frecuentes las trisomias de los pares 3, 5, 9, 11, 15,
19y 21, con baja incidencia de alteraciones estructurales.
En contraposicion, los MM no hiperdiploides estan asociados
a translocaciones recurrentes que involucran el locus /GH
(Immunoglobulin Heavy Locus) a nivel de 14932 y cinco
diferentes oncogenes: FGFR3/MMSET (Fibroblast Growth
Factor Receptor 3/Multiple myeloma SET Domain)(4p16),
CCND3 (Cyclin D3) (6p21), CCNDI (Cyclin DI) (11q13), MAF
(Musculoaponeurotic Fibrosarcoma Oncogene) (16g23) y
MAFB (20q12) (Rajan & Rajkumar, 2015; Rajkumar 2016).
Asimismo, existe un subgrupo de pacientes con cariotipos
combinados (hiperploide con translocaciones 14g32) (10-
15%), cuyo comportamiento a nivel clinico es heterogéneo.

En cuanto a las anomalias secundarias, las mismas se
encuentran en baja frecuencia en las entidades indolentes y
estan relacionadas con progresion de la enfermedad (Fonseca
et al., 2009; Rajkumar, 2020). Entre ellas encontramos
la delecion/monosomia del cromosoma 13 (45% de los

Ciencias Exactas, Naturales, Experimentales y de la Salud




Guasch, Zurita, Lannutti, Pantuso, Slavutsky, Stella

pacientes), la delecion del brazo corto del cromosoma 17
a nivel de 17p13, lugar donde se ubica el gen TP53 (Tumor
Protein P53) (8-10%), las alteraciones del cromosoma
1: ganancia/amplificacion del brazo largo involucrando
fundamentalmente a la banda 1921 (45-60%) y pérdida de
parte del brazo corto particularmente a nivel de 1p32 (30-
40%) (Chng et al, 2011; Stella et a/, 2014; Rajkumar, 2016),
y mas recientemente la desregulacion del oncogén MYC
(Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog)(8q24)
(15%) (Chiecchio et al, 2009; Billecke et al. 2013; Walker
et al, 2014) y las deleciones a nivel de 12p13.31, lugar
donde mapea el gen CD27 (CD27 Molecule)(Xie et al, 2008).
Diferentes estudios han mostrado la participacion del oncogén
MYC en el desarrollo neoplasico. En la célula normal este gen
participa activamente en diferentes procesos, entre ellos:
supervivencia y proliferacion celular, replicacion del ADN
(4cido desoxirribonucleico), sintesis proteica, metabolismo
energético (Dang, 2012). En MM se pensd inicialmente que
la activacion de este gen era un evento tardio, no obstante,
estudios posteriores observaron un aumento de su actividad
asociada a la transicion de MGUS a MM (Chiecchio et al,
2009; Chng et al, 2011). Su desregulacion se observa
en aproximadamente el 15% de los casos con MM al
diagndstico, llegando al 45% en los estadios avanzados, y se
origina debido a translocaciones secundarias entre MYC'y el
locus /GH (50% de los casos) o rearreglos que implican otros
genes (Dib et al, 2008). Estudios recientes en lineas celulares
de MM mostraron la presencia de rearreglos complejos que
ubicaban a MYC en la proximidad de super-enhancers que
determinan su sobreexpresion (Affer et al., 2014; Walker et
al., 2014). La correlacion con la evolucion clinica muestra que
los pacientes con activacion de MYC presentan enfermedad
mas agresiva y corta sobrevida (SV) (Chiecchio et af, 2009;
Chnget al, 2011), siendo esta asociacion mas evidente en los
pacientes con cariotipos hiperdiploides (Weinhold et al, 2016).
En cuanto a las alteraciones a nivel de 12p13.31 lugar donde
mapea el gen CD2/, las primeras evidencias de alteraciones
en este cromosoma surgen a partir del empleo de la técnica de
microarrays que permitio evidenciar desbalances gendmicos
(ganancias y pérdidas de material cromosémico) en el 98% de
los pacientes (Avet-Loiseau et al., 2009). Dicho gen pertenece
a la superfamilia de receptores de necrosis tumoral y como
otros miembros de esta familia, activa a la quinasa JUN (Jun
Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor Subunit) y a NF-

kB (nuclear factor kappa B) (Xie et al., 2008). CD27 se expresa
en un subgrupo de células B y puede mediar la apoptosis de
células hematopoyéticas (Guikema et al., 2003). En MM, los
niveles de CD27 son heterogéneos, pudiendo detectarse una
disminucion de su expresion génica como consecuencia de
la desregulacion de la transcripcion a nivel del ARNm (acido
ribonucleico mensajero) de CD27 o debido a la delecion de
12p (Morgan et al. 2006). Escasos estudios evaluaron el
valor prondstico del estatus de CD27 en pacientes con MM,
y sus resultados son contradictorios: mientras que diferentes
autores lo asociaron a un prondstico adverso y una corta
sobrevida (Zhan et al, 2002; Guikema et al., 2003; Morgan et
al, 2006; Alaterre et al., 2017), Jiang et al. (2012) sostienen
que CD27 podria no ser un marcador prondstico por si solo
sino un indicador de inestabilidad cromosémica en MM.

En este contexto, en el presente trabajo se evaluaron a
nivel citogenético y citomolecular los desbalances de 8q24,
donde se ubica el gen MYC, y las deleciones del brazo corto
del cromosoma 12, en pacientes con desérdenes de células
plasmaticas, tanto indolentes como sintomaticos. Cabe
destacar que no existen estudios alin en nuestro medio
focalizados en el andlisis especifico de estos genes y sus
alteraciones. Los resultados fueron correlacionados con los
factores prondstico y la evolucion clinica de los pacientes,
tendiente a delinear sus caracteristicas especificas y lograr
una mayor comprension de los mecanismos patogénicos
implicados en el desarrollo de estas entidades.

Materiales y Métodos

1. Poblacion estudiada

En el presente estudio se evaluaron 100 pacientes, 82 con MM
y 18 con MGUS. Las muestras de MO fueron obtenidas por el
médico hematdlogo previa conformidad y consentimiento
informado de los pacientes. Los estudios efectuados en
este trabajo fueron evaluados y aprobados por el Comité de
Docencia del Instituto de Medicina Experimental CONICET-
Academia Nacional de Medicina (Resolucion N° 20190322
CDBL), y por los Comités de Bioseguridad y Etica de los
Institutos de la Academia Nacional de Medicina (Resolucion:
TIN°13000/19/x). Para los estadios clinicos se tuvo en cuenta
la clasificacion de Durie & Salmon (1975) y los criterios
establecidos por el ISS (International Staging System) (Greipp
et al., 2005).
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2. Estudios citogenéticos y citomoleculares

Cultivo de médula dsea y analisis cromosémico: Se efectud
cultivo directo de MO y de 72 hs. sin estimular, en medio F-12
suplementado con 15% de suero fetal bovino y antibidticos. En
todos los casos, luego de la incubacion se adiciond Colchicina
0,Img/ml durante 30-45 minutos (min), se centrifugd, se
descartd el sobrenadante y se agregaron 10 ml de solucion
hipotdnica CIK 0,075 M durante 30 min a 37°C. Se centrifugd
nuevamente, se descartd el sobrenadante y se procedio a los
lavados con fijador alcohol metilico: cido acético (3:1). El
material fijado se extendid sobre portaobjetos, efectuédndose el
analisis con microscopio de luz directa.

Técnica de bandeo G: los extendidos citogenéticos se
incubaron a 37°C en una solucion de tripsina al 1% en buffer
fosfato durante un tiempo relacionado al envejecimiento del
preparado, se colorearon con Wright y se procedid al anlisis al
microscopio. La interpretacion del cariotipo se efectud acorde a
lo establecido en el International System of Human Cytogenetic
Nomenclature (ISCN, 2016). Se analizaron al menos 20
metafases por paciente.

Hibridacion in situ por fluorescencia (FISH): Se realizd segiin los
protocolos estipulados por los fabricantes. Luegodelahibridacion
se efectdian diferentes lavados acordes a la sonda utilizada y se
contracolorea con 10 wl de DAPI(4’,6-diamidino 2-fenylindol).
Se coloca cubreobjeto, se sella y se observa al microscopio de
fluorescencia con filtros apropiados. Se utilizd el siguiente panel
de sondas: locus especifica OLE 13q14 RB1, OLE 17p13.1 TP53
e IGH 14q32 (LIVE-LEXEL, Buenos Aires, Argentina). Para la
deteccion de rearreglos del gen MYC se empled la sonda Break
apart 0BA8q24 MYC (LIVE-LEXEL, Buenos Aires, Argentina), en
tanto que para las deleciones del brazo corto del cromosoma
12 se empled la sonda OLE12p13 CD27 (LiVE-LEXEL, Buenos
Aires, Argentina). Para las sondas de secuencia especifica se
evaluaron al menos 200 nicleos interfasicos. El punto de corte
de las mismas se establecid mediante el analisis de 10 controles
que correspondieron a pacientes con diagndstico de MGUS.
Los puntos de corte obtenidos fueron: 3% para RB1, 5% para
TP53, 2% para IGH, 3,8% para CD27'y 3,9% para MYC. Las
alteraciones estructurales de dificil interpretacion se analizaron
empleando sondas de todo el cromosoma, solas o combinadas
(LIVE-LEXEL, Buenos Aires, Argentina), analizandose al menos
10 metafases con buena dispersion cromosémica.

3. Estudios moleculares
Se realizd la extraccion de ADN a partir de muestras de MO

anticoaguladas con EDTA (4cido etilendiaminotetraacético)
utilizando el siguiente protocolo: Las muestras se lavaron
con RCLB (red cell lysis buffer) hasta obtener un pellet de
globulos blancos. Luego se agregaron entre 200 y 500 ul de
buffer PK (Proteinasa K) y enzima PK (10 a 25 ul), seguido de
centrifugacion a 12000 revoluciones por minuto (rpm) durante
10-20 min. Al sobrenadante se le afiadid 1 volumen de fenol:
IAC (cloroformo e isopropanol en proporcion 24:1), mezclando
durante 5 min. La muestra se centrifugd nuevamente a 12000
rpm durante 10 min. El sobrenadante se volvid a mezclar con
IAC en proporcion 1:1y se centrifugd a 3000 rpm durante 10
min. Al sobrenadante se le afiadio CINa 3 M (1:10) en solucion
de alcohol etilico y 1y %2 volumen de alcohol etilico absoluto
frio. La muestra se refrigeré a -20°C durante un periodo de
30 min a 24 hs. Luego se centrifugd a 10000 rpm durante 5
min, se elimind el sobrenadante y se agregd 1,5 volumen de
alcohol etilico al 70%, se resuspendid y se volvid a centrifugar
a 1000 rpm durante 5 min. El sobrenadante se descartd y la
muestra de ADN se secd durante 30-35 min para evaporar el
etanol. Por Gltimo, las muestras se resuspendieron en buffer
TE (Tris-EDTA) o agua destilada estéril.Se evalud la calidad
y la concentracion de todas las muestras de ADN extraidas
mediante |a utilizacion de un nanodrop.

Con el objetivo de evaluar la secuencia nucleotidica del gen
CD27, se disefaron primers que amplifiquen el promotor de
dicho geny los exones 1, 2y 3. Para ello se obtuvo acceso a la
secuencia de ADN (NC_000012.12) y ARNm (NM_001242.4)
del  repositorio  NCBI  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
gene/939). Se empled el programa Primer3 para la biisqueda
de primers (https://primer3plus.com/). La temperatura de
melting dptima se fijo en un rango de entre 53-62°C y se
establecio una longitud del producto de PCR deseado entre
200-500pb. La secuencia de los primers fue la siguiente:

Forward 5" -TAATACTCTCCCCAGCACACGGA-3 “; Reverse
5" -CTTTCTGTGCCCAGTTGCTGATG-3"

Se trabajo con el siguiente programa de PCR (polymerase
chain reaction): 3 min a 95 °C (desnaturalizacion) seguida
por un hotstart y un touchdown (para favorecer un pegado
selectivo de primers de —1 °C por ciclo desde 60 a 53 °C; 28
ciclos de 45 segundos a 63 °C (hibridacion de los primers), 1
min a 72 °C (extension) y una extension final de 5 mina 72 °C.
La mix de reaccion fue la siguiente: Buffer 5x: 5ul, dNTPS 10
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mM: 0,5 ul, Tag polimerasa 5 U/ul: 0,16 ul, primer forward
y reverse 10 uM: 1,5 ul, H20: 14,3 wl, ADN 50 ng/ul: 2ul.
Luego de efectuar la PCR, los productos se corrieron en gel de
agarosa al 1%.

4, Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron correlacionados con las
caracteristicas clinicas de la patologia tendiente a establecer su
valor prondstico. El anlisis estadistico se efectud utilizando el
programa GraphPadPrism version 6.0. El estudio comparativo
de la distribucion de las variables clinicas y los parametros de
laboratorio se efectud mediante el test de Matt-Whitney y el
test de t para las variables cuantitativas, y el test x? 0 exacto

de Fisher para las variables categdricas. Se considerd como
estadisticamente significativo un p<0,05.

Resultados

Analisis citogenético y citomolecular

El analisis citogenético fue efectuado en un total de 18 pacientes
con MGUS, mostrando todos ellos un cariotipo y FISH normal. De
los 47 pacientes con MM estudiados mediante citogenética, 33
casos (70,2%) presentaron cariotipo normal (CN) en tanto que
los 14 restantes (29,8%) mostraron anomalias cromosomicas, 8
de ellos con un cariotipo patoldgico simple (CS) (1 0 2 anomalias
cromosdmicas), en tanto que el resto presentaron cariotipo
complejo (CC) (=3 alteraciones cromosdmicas) (Tabla I).

Tabla I: Caracteristicas citogenéticas y citomoleculares de los pacientes con cariotipo simple (CS) y complejo (CC)

0 °
'::ag: Edad/ Sexo Cariotipo IGH | FITSII’15(3/°|) RB1
Cariotipos simples
32 67/F 46.XX,del(6)(q21q23)[71/46,XX[13] 0,3 - 1,2
33 62/F 46 XX,del(17)(p172)[21/46 XX[25] 2,0 9,3 44
34 56/M 46, XY.del(6)(q23q25)[4]1/46XY[16] 0,5 3,1 3,6
46,XY,del(6)(q15q21),del(20)(p13)[cp4l/
35 M ey 44 pLa/lep 33 29 43
36 80/M 46,XY,del(20)(q11)[8]/46 XY[12] 6,0 - 1,4
37 84/M 46 XY[16]/ tetraploidia [5] 39 3,7 42
38 85/M 44-45X,-Y-21[cp171/46,XY[5] - 6,3 12,6
39 80/F 46 XX,del(6)(q23q25)[31/46 XX [17] - 6,7 -
Cariotipos complejos

47-52 X,der(X)t(X;1)(q28;925),der(1)t(1;21)
40 12/F (q44;q11),+del(1)(p13),+3,+5,+7,+11,+15, 1,2 43 -
der(16)t(16;17)(q24;921), +19,-20 [cp 51/46 XX [38]

85-86,XXYY, +X, +Y,del(1)(q32),del(1)(p11)x2,
41 82/ -2,+dic(3;1)(q27;p22),-5,-6,-7,-8,-13,-14,-15, 16,7 9,6 1,8
-17,-18,-19,-20,-21,+marx2[cp71/46 XY[14]

39-41 X,-X,der(5)t(5;7)(p11;7),del(6)(q21),

+18,+21,+mar[cp81/46 XX[17]

42 59/F der(8;12)(q10;q10),der(10)t(10:7)(q26;7),-13,-14,-16,- 3,1 17,4 .
17,+19,-20[cp6] /46 XX[12]
28-30X +1,42+4,+7,4+8 +10,+14,+15 +16,+19,

4 e +21,+22[cpAl/45 XX,-13[31/46 XX[7] i 36 2,3
46-47 XX, der(5)(t(1;5)(q21:q35),del(17)(p11), ]

H BF | 4 add20)q13)cp13] /46 X113 2] 93

" 19 54-56 XX, +del(1)(p13),+5, +7,+del(8)(p11),+ 10, ] 01 ]
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El analisis citogenético de los pacientes con CS permitio
observar como anomalia mas frecuente las deleciones en
el brazo largo del cromosoma 6(6q) con diferentes puntos
de ruptura. Dentro de los casos con CC encontramos dos
pacientes con cariotipo hiperdiploide (casos 40 y 45), uno
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hipodiploide (caso 42), uno pseudodiploide (caso 44),
uno hipotetraploide (caso 41) y un paciente con cariotipo
hiperhaploide (24-34 cromosomas)(caso 43). En la Fig. 1
se muestra el cariotipo hiperdiploide complejo con bandeo G
de nuestra serie con anomalias estructurales y numéricas.
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Figura 1. Cariotipo con bandeo G del caso 40 mostrando los marcadores: der(X)t(X:1) (q28;q25),der(1)t(1;21)
(q44:q11),+del(1)(p13),der(16)t(16:17)(q24:q21), y miiltiples trisomias involucrando a los cromosomas 3,5,7,11,15y 19.

Ademas del estudio citogenético, se efectud en las muestras
de los pacientes con MM, el analisis citomolecular mediante
FISH utilizando el panel de sondas previamente mencionado.
De los casos con CN, se analizaron por FISH 31 pacientes:
4 de ellos (12,9%) no presentaron alteraciones en tanto que
los restantes (27/31; 87,1%) mostraron alguna anomalia
con las sondas utilizadas: 10/18 casos (55,5%) presentaron
rearreglo de /GH (14q32), 18/30 pacientes (60%) mostraron
delecion de TP53 (17p13), en tanto que 6/21 casos (28,6%)
tuvieron delecion de RBI (13q14).

Rearreglos del gen MYC

El andlisis citomolecular de los rearreglos del gen MYC se
efectud en 61 pacientes con MM de los cuales 14 (22,9%)
resultaron patoldgicos (Fig. 2a); es importante destacar que
ningln paciente con MGUS mostr6 rearreglos en el locus
MYC. En la Fig.2b se muestra la distribucion general de las
alteraciones encontradas: 77% de los casos presentaron
patron normal de sefales, 7 (11,5%) Split, 3 (4,9%) ganancia

del ndmero de copias de MYC, 3 (4,9%) amplificacion (amp)
(1 caso con ambas alteraciones: gananciay amp) y 1 (1,6%)
dos sefiales de fusion mas una sefal extra verde.

El 46% de los casos con anomalias de MYC mostraron
alteraciones cromosomicas, en tanto que solo se observaron
en el 23% de los pacientes con MYC normal (Fig. 3a).
Asimismo, detectamos una mayor proporcién de pacientes
con cariotipo complejo en aquellos que mostraban anomalias
del gen MYC (46%) (Fig.3b).

Analisis citomolecular y molecular de CD27 (12p13)
Simultaneamente se analizaron las deleciones del brazo corto
del cromosoma 12, empleando la sonda locus especifica
CD27 (12p13). Este estudio se efectud en 32 casos de los
cuales 9 (28,1%) mostraron delecion y un paciente presentd
ganancia/amplificacion del niimero de copias de dicho gen
(3,1%). Es importante destacar que sélo detectamos delecion
en dicho locus en los pacientes con MM, no encontrando
dicha anomalia en pacientes con MGUS.
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Figura 2. Evaluacion de los pacientes con la sonda MYC. a) Niicleos interfasicos de pacientes con MM mostrando: i) patrén

de hibridacién normal: ii) Sefial de break apart: iii) miltiples sefiales de fusidn; b) Distribucidn de los pacientes analizados, con

sonda del gen MYC, segtin la presencia de split, ganancia, amplificacion (amp) y 2 sefiales de fusién mas una sefial verde extra
(2F+1V).

Simultdneamente, se efectud el analisis molecular del
promotor de CDZ27 en 30 pacientes: 26 MM y 4 MGUS. En
todos los casos se observd identidad con la secuencia de
referencia del geny ninguna presentd cambios nucleotidicos.

Comparacion con los parametros clinicos

Ademas, se realizd la comparacion de los hallazgos
citomoleculares con los parametros clinicos de los pacientes
estudiados. Para hacer este analisis se considerd también
un grupo de 55 pacientes sin alteraciones considerado como
el grupo control (GC) y 18 casos con MGUS del archivo del

Laboratorio de Genética de Neoplasias Linfoides, IMEX-
CONICET-Academia Nacional de Medicina y del Servicio
de Genética del Hospital Posadas. En las Tablas Il y Ill se
detallan edad, sexo, isotipo, caracteristicas clinicas y de
laboratorio de los pacientes estudiados.

Se observaron valores elevados de calcemia y creatinina
en los pacientes con alteraciones de MYC (10,1+0,5 g/
dL; 2,4+1,3 g/dL respectivamente), respecto de aquellos
sin alteraciones en dicho locus (9,5+0,5 g/dL; 1,8+0,4
g/dL, respectivamente) y del GC (9,2+0,2 g/dL; 1,9+0,3
g/dL, respectivamente), pero sin diferencias significativas
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Figura 3.Distribucion de casos con cariotipo. a) Distribucion de casos con cariotipo normal y anormal en los
pacientes con y sin alteraciones del gen MYC; b) Distribucion de casos con cariotipo complejo (CC) y simple (CS) acorde a la
presencia o ausencia de anomalias de MYC. NN: Normal

(Tabla 11). Asimismo, los pacientes con alteracion de MYC
mostraron mayor frecuencia de falla renal que aquellos con
cariotipo y FISH normal (p=0,0001), con un riesgo relativo
de 3,9 para los primeros (Fig.4).

La evaluacion de los parametros clinicos mostré que los
pacientes con delecion de 12p13 resultaron en promedio
mas jovenes (51,9 afos), respecto de aquellos sin delecion
(66,2 afios) y el GC (62,4 afos), mostraron valores
aumentados de beta2 microglobulina (11,86+8,94 ug/ul),
respecto de ambos grupos (3,88+0,65 ug/ul y 4,04+0,56
ug/ul, respectivamente) y de creatinina (4,55+2,2 mg/
dl) respecto de los otros dos grupos (1,33+0,3 mg/dl
y 1,8+0,4, respectivamente). Se observd un aumento
significativo de lactato dehidrogenasa (LDH) en los casos

con delecion de CD27 (338,5+48,19 U/I) respecto del
grupo control (326 44,4 U/1) (p=0,04) (Tabla Ill).

Discusion y Conclusiones

Los estudios citogenéticos en las neoplasias linfoides
han demostrado ser una herramienta de relevancia en la
caracterizacion biologica de estas entidades, permitiendo
identificar alteraciones cromosémicas que son consideradas
importantes marcadores prondstico. En este trabajo
analizamos marcadores genéticos asociados a pacientes
con MMy MGUS efectuando la caracterizacion citogenética
y citomolecular, con particular atencién en los rearreglos
del gen MYC y la presencia de deleciones y variantes
nucleotidicas en el brazo corto del cromosoma 12, anomalias
poco estudiadas en esta patologia. Los resultados obtenidos
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Tabla Il: Caracteristicas clinicas de los pacientes evaluados con y sin alteracién de MYC, MGUS y GC.

Grupos estudiados
Caracteristicas MYC normal MYC anormal MGUS Pacientes GC
clinicas
N ° de casos 47 14 18 55
Sexo (F/M) 21/20 6/8 10/8 33/22
Rango de edad media(anos) 64,3 (40-86) 66,1 (46-84) 59,8 (37-80) 62,4 (24-86)
Isotipo (%)
IgG 75,7 77,8 60 58,2
Igh 12,1 11,1 20 18,2
Cadena liviana 9,1 - - 16,3
Otro (IgD-IgM) 3,0 11,1 20 78
Cadena liviana (%)
K 66,7 50 40 68
L 333 50 60 32
Estadio DS (%)
| 14,3 40 - 18,2
Il 333 20 - 15,9
1] 52,4 40 - 65,9
ISS (%)
| 36 428 - 289
Il 12 14,3 - 35,5
1] 52 42,8 - 355
B2M (ug/mL) 4,6(1 -10,5) 4,2 (1,5- 10,5) 2,7(1,7-5,5) | 4,6(1,06-19,5)
LDH (UI/L) 336 (108-1265) | 293,1(140-509) | 448(367-507) | 236 (101-810)
Albumina (g/dL) 3,6 (1,8-4,8) 3,6 (2,8-4,4) 4,4 (4-5,1) 3,4 (2-4,7)
Creatinina (g/dL) 1,8 (0,4-13,5) 2,4(0,7-12,9) 1,0 (0,6-1,8) 1,9 (0,4-11,8)
Calcemia (g/dL) 9,5 (4-13,9) 10,1 (8,8-13,3) 9,3(6,4-10,2) | 9,2(1,2-13,8)
Proteina M (g) 6(21-372) 59 (2,3-14,22) 084(03-14) | 47(23-94)
Hb (g/dL) 11,4 (7,6-16,1) 11,2 (7,7-14,6) 12,6 (9-15,8) | 11,3 (6,6-15,3)
%IMO 58,9 (12-100) 46,7 (12-100) 8,6 (8-9) 47,9 (12 -90)
Sin falla renal/Con falla renal (%) 30,7/ 69,2 12,5/ 81,5* 0/100 16/ 24

b2M: b2-microglobulina;LDH: lactato deshidrogenasa; Hb: hemoglobina; *p=0,0001
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Tabla Ill: Caracteristicas clinicas del grupo control y de los pacientes evaluados con y sin delecion de CD27

Parametros clinicos Control CD27 normal del CD27
Edad (afios) 62,4+2,01 66,2+3,5 51,9+3.4
32 microglobulina (mg/ml) 4,07+0,56 3,88+0,65 11,86+8,9
LDH (U/1) 326+44 4* 301+308 338,5+ 48,19*
Alblimina mg/dl 3,6+0,08 3,8+0,15 3,8+0,23
Creatinina mg/d| 1,.8+0,42 1,33+0,3 455+27
Calcemia g/dl 9,48+0,3 10,605 9,54+0,51
Proteina M g 3,11+0,39 3,5+0,64 297+1,12
Hemoglobina g/d| 11,14+0,4 11,19+0,58 10,26+1,49
% IMO 51+5.77 37,03+8,66 47,8+20,95

(Media = ES)  * p=0,04

fueron correlacionados con las caracteristicas clinicas de
los pacientes.

El andlisis citogenético permitid observar que todos
los pacientes con MGUS no presentaron anomalias
cromosdmicas ni citomoleculares, en tanto que en los

casos con MM detectamos un 29,8% de pacientes con
anomalias cromosomicas. La incorporacion de técnicas
mas sensibles, como FISH, hizo factible realizar un estudio
mas especifico, pudiendo detectar alteraciones cripticas o
regiones cromosdmicas no observadas mediante el analisis

p=0,0001
1004

80+
604
404

207

\ Ausente

~

Pacientes GC
MYC alterado

Presente /

Figura 4. Diferencias significativas en pacientes con MYC patoldgico y el grupo control (GC) en funcion de la presencia/
ausencia de falla renal.

citogenético convencional, lo cual hizo factible aumentar el
nimero de casos patoldgicos al 87,1%. Estos resultados
concuerdan con datos previos de la literatura, sustentando
laimportancia de las técnicas citomoleculares en el estudio,
clasificacion y estimacion de riesgo del MM (Klein et al.,
2011; Boyd et al,, 2011; Palumbo et al., 2015; Rajkumar,
2018).

El andlisis citogenético de nuestros pacientes con MM
permitid identificar a las deleciones en 6q con diferentes

puntos de ruptura como la anomalia mas frecuente (8,5%),
en su mayoria en el marco de un cariotipo simple, siendo
6023/6925 los puntos de ruptura mas frecuentemente
observados. Estudios de CNA (copy number aberrations)
muestran esta alteracion en una frecuencia del 26%-33% de
los casos, siendo los puntos de ruptura 6g23 y 6q25.3 los
mas involucrados (Walker et al,, 2010; Kim et al., 2015). Esta
region contiene miltiples genes; el andlisis de expresion de
los mismos detectd menores niveles de transcripto de /GF2R
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(Insulin Like Growth Factor 2 Receptor), TFBIM (Transcription
Factor BI, Mitochondrial) y WTAP (WT1 Associated
Protein) (Walker et al., 2010), siendo necesario profundizar
estos estudios a fin de definir su rol en esta patologia.
Asimismo, un estudio reciente de nuestro Laboratorio,
Stella y colaboradores (2019), muestra mayor inestabilidad
gendmica, medida por asincronia de replicacion, en los
pacientes con delbq respecto de aquellos sin alteraciones
por FISH, asi como asociacion con factores de prondstico
adverso, sustentando la importancia de evaluar esta region
en pacientes con MM.

El andlisis citogenético y citomolecular de los rearreglos del
genMYCy las deleciones en el brazo corto del cromosoma 12
no forman parte actualmente de las practicas de rutina en
pacientes al diagndstico y en el seguimiento de los mismos,
siendo considerados muy recientemente entre las anomalias
secundarias asociadas al MM. Nuestro estudio mostrd
una frecuencia de rearreglos de MYC (especificamente
translocaciones) del 11,5%, valor similar al 15% descripto
enla bibliografia en pacientes con MM al diagnéstico (Chnget
al,, 2011; Avet-Loiseau et al., 2012; Holien & Sundan, 2012).
Ademas de la translocacion de dicho locus evidenciamos
otros patrones anémalos de hibridacion y sefiales de fusion
miltiples. Diferentes estudios encuentran rearreglos inter-
cromosoma en las translocaciones que involucran al gen
MYC, con alteraciones en el niimero de copias y secuencias
duplicadas en ambos puntos de ruptura (Walker et al., 2014,
Demchenko et al, 2016; Mikulasova et al, 2020), que
podrian explicar estos hallazgos. En concordancia con datos
de la literatura, no hallamos rearreglos de MYC en nuestros
pacientes con MGUS, sustentando que la activacion de este
gen puede ser un evento importante en la transformacion de
MGUS a MM (Chng et al., 2011). En cuanto a la correlacion
con los parametros clinicos, se compararon los datos de
nuestra serie con un GC de pacientes sin alteraciones y
casos con MGUS. Dicho anélisis mostrd valores elevados
de calcemia y creatinina en los pacientes con alteraciones
de MYC, respecto de aquellos sin alteraciones en dicho
locus y del GC. Asimismo, detectamos que los casos con
MYC patolégico presentaban un aumento significativo de
falla renal (87,5%) respecto de los pacientes sin anomalias
en dicho locus (69,2%) y del GC (24%). Simultaneamente
evidenciamos una mayor proporcion de alteraciones

cromosdmicas y CC, asociados a prondstico adverso, en los
casos con anomalias de MYC. Chng et al. (2011) asociaron
la activacion de dicho gen con un curso mas agresivo de
la enfermedad y una supervivencia mas corta. Asi como
también, trabajos descriptos por Moller et al. (2018) indican
que la sobreexpresion de MYC es una caracteristica de
progresion de la enfermedad y mal prondstico, demostrando
su activacion en etapas avanzadas, correspondiéndose con
un evento secundario en MM.

Simultdneamente, el estudio de nuestros pacientes se
complementd con la evaluacion de las deleciones del brazo
corto del cromosoma 12, que involucran al gen CDZ7,
encontrandose delecion en el 28,1% de los casos. Estudios
previos muestran una amplia heterogeneidad en la expresion
de CD27 en pacientes al diagndstico (Guikema et al., 2003).
Se ha descripto que la disminucion de su expresion puede
deberse a la desregulacion de la transcripcion a nivel del
ARNm debido a la delecion de 12p (Morgan et a., 2006).
Asimismo, estos autores sostienen que la baja expresion
de CD27 mediante inmunohistoquimica se correlaciona con
un alto riesgo de progresion de la enfermedad. Resultados
similares fueron observados por otros autores utilizando
microarrays y citometria de flujo (Guikema et al,, 2003;
Moreau et al., 2006). Estudios mas recientes de perfiles de
expresion génica asociaron la baja expresion de este gen
con recaida de la enfermedad (Krzeminski et al., 2016),
en tanto que Alaterre et al (2017) detectaron que la alta
expresion de cuatro genes: CD24, CD27, CD36'y CD302, se
encontraba asociada a méas larga SV, pudiendo establecer
un score de riesgo de genes CD, que podria representar una
herramienta (til en la prediccion de la evolucion clinica de
los pacientes con MM.

La evaluacion de los parametros clinicos respecto del
estatus de CD27 mostré que los pacientes con delecion
presentaron valores significativamente elevados de
LDH respecto del GC. En pacientes con MM, los niveles
aumentados de LDH no confieren un impacto en el pronstico
en forma independiente, sin embargo, su cuantificacion
fue incorporada en el R-ISS (revised-ISS), en el cual los
pacientes con LDH elevado constituyen un grupo de alto
riesgo (R-ISS II) (Palumbo A et al,, 2015). Asimismo, cabe
sefalar que ninguno de nuestros casos con MGUS presentd
delecion de CD27, sustentando el caracter secundario de
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estas alteraciones y su asociacion con enfermedad activa/
sintomatica. Un estudio reciente empleando citometria de
flujo evidencid que los casos con MM con baja expresion de
CDZ27 se asociaban con un mayor porcentaje de infiltracion
de CP en la MO, niveles elevados de B2microglobulina y
calcio, estadios avanzados de la enfermedad, cariotipos
complejos y una menor respuesta a la terapia que aquellos
casos con niveles altos de expresion de CD27, proponiéndolo
como un marcador de mal prondstico en MM (Chu et al.,
2020).

En el presente trabajo se realizaron también estudios
moleculares de pacientes sintomaticos y asintomaticos,
efectuandose el disefio de los primers especificos para CD27.
Particularmente se logré amplificar la region promotora del
gen CD27'y secuenciar los fragmentos obtenidos en un total
de 30 pacientes, no evidenciandose variantes nucleotidicas
con el gen de referencia. Diferentes autores asociaron la
presencia de variantes de nucledtido simple en CD27 a
cuadros clinicos tales como la inmunodeficiencia congénita
combinada severa (van Montfrans et al., 2012) y sindromes
linfoproliferativos (Alkiary et al., 2015), entre otros. Si bien
ninguna de las 91 variantes con probable impacto clinico
publicadas se focaliza en el estudio de pacientes con MM
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation), sin duda,
resulta de importancia aumentar el nimero de casos
analizados a fin de corroborar nuestros resultados.
Concluyendo, el presente estudio constituye, a nuestro
conocimiento, la primera evaluacion del status citogenético,
molecular y citomolecular de los genes CD2/7 y MYC en
nuestro medio. Dicho anélisis permite confirmar el caracter
secundario de los rearreglos de MYCy de la del12p, ausentes
en estadios asintomaticos, y reafirma la importancia de su
estudio en pacientes con MM al diagndstico. Su inclusion
en el panel de estudios genéticos de pacientes con MM
permitird lograr una mejor delineacion clinico-bioldgica
de esta entidad, asi como también delimitar subgrupos
de respuesta al tratamiento en estadios iniciales de la
enfermedad, permitiendo una mayor certeza en la evaluacion
prondstica asi como en la toma de decisiones terapéuticas.
Sin duda, la continuidad de estos estudios ampliando el
nimero de pacientes podra en un futuro préximo definir en
forma mas especifica la importancia en estas alteraciones.
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