Inestabilidad gendmica en mieloma multiple

Genomic instability in multiple myeloma
Estela Pedrazzini'?, Flavia Stella’*#, Irma Slavutsky'

! Laboratorio de Genética de Neoplasias Linfoides, Instituto de

Medicina Experimental, CONICET-Academia Nacional de Medicina,

Buenos Aires, Argentina.

? Departamento Ciencias Bdsicas y Experimentales, Universidad del Noroeste de
la Provincia de Buenos Aires (UNNOBA), Buenos Aires, Argentina.

3 Area de Genética, Servicio de Anatomia Patolégica, Hospital Posadas, Buenos

* Escuela Superior de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Moron.

islavutsky@hematologia.anm.edu.ar;
islavutsky@hotmail.com

Palabras claves: mieloma multiple,
inestabilidad gendmica,
firmas mutacionales,
epigenética.

Resumen

La inestabilidad genoémica (IG) es una caracteristi-
ca observada en casi todas las neoplasias y se define
como una tendencia aumentada del genoma a adqui-
rir diferentes tipos de cambios. El mieloma multiple
(MM) se caracteriza por una heterogeneidad genética
importante evidenciada por numerosas alteraciones
cromosomicas numeéricas y estructurales recurren-
tes, primarias y secundarias, presentes al diagnostico
o adquiridas durante la evolucion de la enfermedad,
que sustentan una importante IG en la patologia. Exis-
ten diferentes formas de IG que abarcan: inestabilidad
cromosoémica (IC), de microsatélites (IMS) y nucleo-
tidica (IN). La IC constituye la forma mas comtn en
cancer humano y se caracteriza por la existencia de
una tasa acelerada de alteraciones cromosomicas du-
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rante las sucesivas divisiones celulares. Existen dife-
rentes mecanismos relacionados al desarrollo de IC,
entre ellos: rupturas del ADN a nivel de 1q12 asocia-
da a la presencia de translocaciones “jumping”, cro-
motripsis, cromoplexia e inserciones con cambio de
templado. A estas alteraciones corresponde agregar
el acortamiento telomérico y la asincronia de repli-
cacion. La IMS ha sido poco estudiada en MM. En
cuanto a la IN, se caracteriza por sustituciones de base
y pequenas inserciones/deleciones (indels) que invo-
lucran tanto el genoma codificante como el no-codifi-
cante, generando firmas mutacionales distintivas que
pueden afectar diferentes caminos de sefalizacidon.
Entre ellas las mas relevantes son: desaminacion de
metilcitosinas, APOBEC, actividad aberrante de AID
y kataegis. Su presencia se asocia a progresion de la



enfermedad y resistencia al tratamiento. Finalmente,
cabe destacar la importancia de las alteraciones epi-
genéticas: metilacion del ADN, modificaciones de
histonas y expresion de ARNs no-codificantes, que
presentan también un rol importante en el desarrollo
neoplasico. Sin duda, el estudio de estos mecanismos
de IG en el MM permitira ahondar en el conocimien-
to de las caracteristicas bioldgicas de la patologia, pu-
diendo constituir un aporte en la generacion de nue-
vas estrategias terapéuticas.

Abstract

Genomic instability (GI) is a characteristic present
in most types of cancer, defined as an increased ge-
nome trend to acquired different types of changes.
Multiple myeloma (MM) is characterized by an
important genetic heterogeneity manifested by nu-
merous recurrent numerical and structural cytoge-
netic alterations, observed at diagnosis or acquired
during disease evolution, supporting an important
GI in this pathology. There are different forms of
GI: chromosome instability (CIN), microsatellite
instability (MSI) and nucleotide instability (NI).
CIN is the most common form in human cancer. It
is characterized by an accelerated rate of chromo-
some alterations during cellular divisions. There are
different mechanisms related to CIN development,
among them: DNA breakpoints at 1q12 associated
to jumping translocations, chromothripsis, chromo-
plexy and template insertions. In addition, telomere
shortening and replication asynchrony must be con-
sidered. On the contrary, there is few information
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about MSI in MM. In reference to NI, it is charac-
terized by base substitutions and small insertions/
deletion (indels) that involve both the coding and
non-coding genome, originating different mutation-
al signatures that can affect distinct signaling path-
ways. The most relevant are: cytosine deaminases,
APOBEC, AID aberrant activity and kataegis. They
are associated to disease progression and resistance
to treatment. Finally, it is important to point out the
epigenetic alterations: DNA methylation, histone
modifications and non-coding RNA expression,
with an important role in neoplastic development.
The study of GI mechanisms in MM will permit to
deepen into the knowledge of the biologic charac-
teristics of this pathology, making a contribution to
the generation of novel therapies for these patients.

Inestabilidad gendmica

La inestabilidad genémica (IG) es una caracteristica
presente en casi todos los tipos de cancer, definién-
dose como una tendencia aumentada del genoma
a adquirir cambios™?. Incluye diversas modifica-
ciones genéticas capaces de generar alteraciones de
naturaleza temporaria o permanente en el genoma,
cuya frecuencia, causas subyacentes y relevancia en
la enfermedad varian significativamente entre las
diferentes neoplasias®*. Existen distintas formas de
IG que abarcan: inestabilidad cromosdmica (IC), de
microsatélites (IMS) y nucleotidica (IN), asi como
modificaciones epigenéticas que incluyen: metila-
ci6on de ADN, modificaciones de histonas y expre-
sion de ARNs no-codificantes (Tabla 1).

Tabla 1. Mecanismos de inestabilidad genémica

cambio de templado

I1C IMS IN Epigenética
Translocaciones Modificaciones en la Desaminacion de Metilacion del ADN
"jumping” longitud de microsatélites | metilcitosinas
Cromotripsis APOBEC Modificaciones de histonas
Cromoplexia Actividad aberrante de |Expresion de ARNs

AID no- codificantes
Inserciones con Kataegis

Acortamiento
telomérico

Asincronia de
replicacion

IC: inestabilidad cromosOmica; IMS: inestabilidad de microsatélites; IN: inestabilidad nucleotidica;

APOBEC (apolipoprotein B mRNA editing, catalytic polypeptide-like); AID: (activation-induced cytidine
deaminases).
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La IC constituye la forma mds comun en cancer hu-
mano y se caracteriza por la existencia de una tasa
acelerada de alteraciones cromosdmicas durante las
sucesivas divisiones celulares. Las mismas pueden
resultar en ganancias o pérdidas de cromosomas en-
teros que varian dentro y entre las células tumorales
(IC numérica), o en la generacién de aberraciones
estructurales no balanceadas, definidas como varia-
ciones en el nimero de copias de regiones subcro-
mosomicas (IC estructural)®®. Si bien se originan a
través de diferentes mecanismos celulares, los mis-
mos se encuentran relacionados entre si de manera
tal que la presencia de IC numérica puede inducir
o acelerar IC estructural y viceversa”®). El fenotipo
IC se encuentra relacionado a defectos en diferen-
tes procesos como: reparacion del ADN, control del
ciclo celular, duplicacidn de los centrosomas, unién
de los cromosomas a los microtabulos, replicacion,
estabilidad de la telomerasa y modificaciones epige-
néticas, entre otros®. Asimismo, la IC contribuye a
la transformacién maligna, ya sea generando ampli-
ficacién de oncogenes o pérdida de genes supresores
de tumor, favoreciendo la progresion tumoral, recai-
day resistencia al tratamiento!*!V.

IC en mieloma multiple (MM)

El MM es una neoplasia de células B maduras
post-centro germinal. Se caracteriza por una hete-
rogeneidad genética importante evidenciada por
numerosas alteraciones cromosémicas numéricas
y estructurales recurrentes primarias y secundarias,
presentes al diagndstico o adquiridas durante la
evolucion de la enfermedad, que sustentan una im-
portante IG"*'%, La acumulacion de estas anomalias
durante la progresion tumoral permite la expansion
de clones resistentes, contribuyendo al desarrollo de
enfermedad de alto riesgo!>'.

Uno de los mecanismos relacionados con el desarrollo
deICen MM son las rupturas de ADN anivel de 1q12,
que se asocian a la presencia de translocaciones “jum-
ping”, capaces de inducir un alto nimero de rearre-
glos transientes y clonales, particularmente ganancias
de 121172, Esta region corresponde a la ubicacion
de la heterocromatina pericentromérica del brazo
largo del cromosoma 1 que evidencia una habilidad
importante para duplicarse a si misma y a regiones
adyacentes generando alteraciones desbalanceadas
con diferentes cromosomas receptores. Una posible
causa de estas duplicaciones directas o inversas y de
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translocaciones “jumping” es la descondensacién de
la heterocromatina pericentromérica (secuencias
SatII/III) ubicada en 1q12, que permitiria, mediante
ciclos de ruptura y fusién (BFB; breakage-fusion-bri-
dges), la recombinacion y formacién de trirradiales,
isocromosomas, translocaciones desbalanceadas y
microntcleos conteniendo 1q. Si bien no se conoce la
causa de esta alteracion, se especula que podria estar
relacionada a una hipometilacién region-especifica
de 1q12%29, que contiene un sitio fragil y se asocia
a expansiones de repeticiones de ADN satélite en
diferentes neoplasias®’. En las células normales esta
region permanece altamente condensada, pero en las
células tumorales se descondensa, siendo propensa
a rupturas y translocaciones “jumping”. Mas recien-
temente se han sugerido otras modificaciones de la
region 1q12, entre ellas una reprogramacion epigené-
tica del dominio de ADN satélite, que coincide con
una demetilacién global inducida por la inhibicién
de DNMT (DNA Methyltransferase)?®®. Otra causa
posible de esta inestabilidad se relaciona con la sobre-
expresion de la enzima modificadora de la cromatina
KDMA4A (Lysine Demethylase 4a), una histona deme-
tilasa que se une al locus BCL9 (BCL9 Transcription
Coactivator) (1q21.2), causando replicacion y aumen-
to del nimero de copias de 1q12 y 1q21, alterando la
expresion de microRNAs y la presion selectiva®2).
Otros estudios han relacionado esta inestabilidad con
alteraciones en el procesamiento del ARN a través de
la amplificacién y sobreexpresion del gen ILF2 (In-
terleukin Enhancer Binding Factor 2) que promueve
tolerancia a la IG y la estabilizacién de transcriptos
involucrados en recombinacién homoéloga, determi-
nando un aumento de puentes nucleoplasmicos y la
formacion de micronucleos®®?”, asi como el aumento
de expresion del gen ADARI1 (Adenosine Deamina-
se RNA Specific) (1q21.3) que actia promoviendo la
progresion del MM y corta sobrevida (SV)©®.

Otros mecanismos de IC relativamente nuevos de-
tectados en pacientes con MM son cromotripsis,
cromoplexia y ciclos de inserciones con cambio de
templado®. Cromotripsis (del griego Chomo: cro-
mosoma y Thripsis: romperse en pedazos) se define
como el fendmeno en el cual se producen decenas, e
incluso cientos, de reordenamientos cromosémicos
que ocurren en un solo evento catastréfico® (Figu-
ra la). Este proceso ha sido relacionado con la for-
macion de cromosomas dobles diminutos, que re-
presentan amplificacién oncogénica y se manifiestan



como cientos de copias en una misma célula, visuali-
zandose como multiples microcromosomas sin cen-
tromeros. También puede ocurrir como resultado de
una segregacion errénea de cromosomas dicéntricos
originados a partir de fusiones teloméricas®”. El feno-
meno de cromotripsis ocurre como un evento clonal
unico, presente en el 2-3% de los tumores primarios,
y constituye un modelo alternativo en el desarrollo
tumoral frente a la adquisicion progresiva de muta-
ciones. 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®", probablemente relacionada con la des-
regulacion de un gran nimero de genes. Estudios mas
recientes mediante NGS (next generation sequencing)
2 permitieron observar la presencia de cromotripsis
en el 36% de los genomas de MM analizados, siendo
un evento temprano en su patogénesis. No obstante,
en algunos casos se encontraron evidencias de cro-
motripsis tardia, asociada a progresion de la enfer-
medad. Por su parte, cromoplexia (del griego Cho-
mo: cromosoma y pleko: tejer) es también un evento
genético catastrofico que genera rearreglos desorde-
nados de multiples cromosomas (Figura 1b). Se ori-
gina a partir de la ocurrencia simultanea de rupturas
de doble cadena en numerosos cromosomas, que se
reordenan incorrectamente, produciendo una ca-
dena de rearreglos estructurales® y puede ocurrir
mas de una vez durante la evolucién de la patologia.
Implica menos reordenamientos y segmentos dele-
cionados que la cromotripsis. Se observa en el 10%
de los MM vy constituye un evento tardio relaciona-
do a progresion®. En cuanto a los ciclos de inser-
ciones con cambio de templado, es un mecanismo
de reparacion de la replicacion del ADN en el que la
ADN-polimerasa cambia repetidamente de templado
obstaculizando la progresion de la horquilla de repli-
cacion, generando multiples repeticiones concatena-
das que originan alteraciones en el nimero de copias
en numerosos cromosomas?, y determinan que los
diferentes templados se ubiquen juntos en una cade-
na de ADN de uno de los cromosomas involucrados.
Este mecanismo ha sido observado en el 20% de los
genomas de MM analizados®?.

Disfuncidon telomérica
Los teléomeros son regiones de ADN no codifi-
cante ubicadas en los extremos de los cromosomas
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eucaridticos, constituidos por secuencias de ADN
altamente conservadas, repetidas en tindem (TTAG-
GQG) y asociadas a proteinas especificas. Cumplen un
rol fundamental en la proteccién del ADN delaaccion
de enzimas degradativas y de las fusiones terminales,
preservando la estabilidad e integridad cromosdémica.
Por otra parte, determinan interacciones importantes
entre los cromosomas y la matriz nuclear, influyendo
en la localizacion de los mismos en el nicleo, el apa-
reamiento de los cromosomas homdlogos y su movi-
miento durante la division celular. Asimismo, ejercen
efectos sobre la transcripcion de genes situados en
regiones subteloméricas e interactiian con los meca-
nismos regulatorios del ciclo celular®?.

Los telomeros disfuncionales, criticamente acorta-
dos, determinan la activaciéon de los mecanismos
de respuesta del dano al ADN, siendo considerados
una de las causas de IG®¥. Dicho acortamiento te-
lomérico aumenta la probabilidad de fusiones entre
extremos cromosomicos, generando ciclos de BFB
que resultan en rearreglos cromosdmicas usualmen-
te encontrados en diversos tipos de cancer®>®, aso-
ciado en algunos casos a la presencia de mutaciones
en genes que codifican para proteinas que regulan la
longitud telomérica (LT)®73).

En este contexto, el mantenimiento de la LT es de
suma importancia en la tumorigénesis y la inmor-
talizacion celular, y se encuentra fuertemente impli-
cado en el origen de la IC. El mismo depende de la
interaccién entre la enzima telomerasa y la maqui-
naria de replicaciéon del ADN. La telomerasa es un
complejo ribonucleoproteico constituido por dos
subunidades: TERT (Telomerase Reverse Transcrip-
tase) que presenta actividad catalitica de transcrip-
tasa reversa, y TERC (Telomerase RNA Component)
que provee el molde para la adiciéon de nuevas re-
peticiones teloméricas al extremo 3’ simple cade-
na“*). En humanos, la telomerasa se encuentra
ausente en la mayoria de las células somaticas nor-
males, presenta niveles bajos en poblaciones celula-
res con alto potencial proliferativo como linfocitos
activados y células de las criptas intestinales, entre
otras, y muestra altos niveles de expresion en células
germinales, madre y tumorales, asi como en lineas
celulares inmortalizadas“?. La estabilizacion de la
LT por activacion de la telomerasa se observa en el
85% de todas las formas de cancer humano, sugi-
riendo un rol para esta enzima durante la progresion
tumoral. Recientemente, el hallazgo de mutaciones
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Figura 1. Inestabilidad cromosdmica: a) cromotripsis; b) cromoplexia.
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en la region promotora del gen TERT en tejidos tu-
morales 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 transcripcion ETS
(E-twenty-six), causando un aumento en la expre-
sion de TERT 'y afectando a la LT®.

Diferentes trabajos han evaluado la LT y la actividad
de telomerasa en pacientes con MM“), Distintos
autores“®) muestran la presencia de acortamiento
telomérico en MM y su asociacién con cariotipos
anormales, asociaciones teloméricas y aumento de la
actividad de telomerasa, que definiria a un subgrupo
de pacientes con mal prondstico, sustentando la
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importancia de este mecanismo en el desarrollo y
progresion de la enfermedad“*). En concordancia
con estos datos, Hyatt et al*® demostraron, a través
de un modelo multivariado, que la LT y la edad se-
rian factores prondstico importantes a incluir en el
ISS (International Staging System) para una mejor
estadificacion del MM, considerando a la LT como
un determinante critico de la SV en esta patologia.
Datos de nuestro grupo muestran también asocia-
cion entre acortamiento telomérico e integrantes de
los complejos protector (shelterin) y no protector
(no-shelterin) de los teldmeros. Particularmente, Pa-
nero et al®**) encuentran asociacion inversa entre la
expresion de TRF2 (Telomeric Repeat Binding Factor



2), TANKI (Tankyrase) y DKC1 (Dyskerin 1) con la
LT, sustentando la participaciéon de otros mecanis-
mos, ademas de la telomerasa, en el mantenimiento
del tamafio e integridad telomérica en MM, y sus
implicancias en el desarrollo de IG.

Asincronia de replicacion (AR)

Como sabemos, la replicacion del genoma es un pro-
ceso esencial que garantiza la copia precisa de la in-
formacion genética antes de la divisién celular. Cada
ciclo de replicacion representa una oportunidad de
error que conduce a la adquisiciéon de mutaciones
y de alteraciones del niimero de copias®”. La sin-
cronizaciéon del programa de replicacion del ADN
es un proceso altamente organizado con algunos lo-
cus de replicacion temprana y otros de replicacion
tardia durante la fase S del ciclo celular®. Asimis-
mo, existe una asociacion estrecha entre el interva-
lo 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 replicacion temprana los loci que
se estan expresando en ese tejido y de replicacion
tardia los que no se expresan®®. Diferentes estudios
muestran que las neoplasias estain acompanadas de
una disrupcion del orden temporal de la replicacién
alélica, observandose que algunos genes implicados
en el desarrollo maligno replican sincrénicamente
en células diploides normales, en tanto que eviden-
cian un marcado grado de asincronismo en células
neoplasicas®>*. Dicha AR, entendida como la pér-
dida temporal del control de la replicacion, puede
generar cambios genéticos como aneuploidias y
epigenéticos, como inactivacién alélica, equivalen-
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te a la pérdida de heterocigocidad, que llevarian al
silenciamiento de genes supresores de tumor o a la
activacion oncogénica®”). La AR puede ser detec-
tada mediante la técnica de FISH (Fluorescence in
situ hybridization), constituyendo una herramienta
sensible para evaluar el momento de replicacién de
segmentos especificos del genoma, haciendo factible
estimar la sincronizacion de la replicacion de un ale-
lo respecto de su contraparte en una misma célula.
Permite distinguir una secuencia de ADN no repli-
cada en un nucleo interfasico como una sefal fluo-
rescente Unica (S) mientras que la secuencia repli-
cada se visualiza como una sefal doble (D). De esta
manera, en una poblacion de células en division,
una frecuencia alta de nucleos con dos sefales de
hibridacion similares indicaria que el par de alelos
replica sincrénicamente, en tanto que aquellos na-
cleos que contienen dos sefiales de hibridacién di-
ferentes (SD) indican la presencia de AR (Figura 2).
Existe poca informacién en la literatura respecto
de la presencia de AR en pacientes con desérdenes
de células plasmaticas. Amiel et al®® evaluaron AR
en los loci TP53 (17p13), RB1 (13q14) y 21q22 en
pacientes con MM y MGUS (monoclonal gammo-
pathy of undetermined significance) encontrando un
aumento significativo del porcentaje de células asin-
crénicas en MM respecto de controles, con valores
intermedios para el MGUS, indicando un rol para la
AR en la progresion de MGUS a MM. Un trabajo re-
ciente de nuestro laboratorio®, analizé la AR en los
loci TP53 y RB1 en pacientes con MM detectando
un aumento significativo del porcentaje de células
asincronicas en los casos con deleciéon de estos ge-
nesy de pacientes con cariotipo anormal respecto de

Figura 2. Nucleos interfasicos hibridados con la sonda RB1 13q14 (Live-Lexel, Buenos Aires, Argentina)
mostrando asincronia de replicacion: a) replicacion sincrénica temprana: dos sefiales simples (SS); b)
replicacion asincrdnica: una sefal simple y una doble (SD); ¢) replicacién sincrénica tardia: dos senales

dobles (DD).
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aquéllos con cariotipo y FISH normal y de controles,
sustentando una asociacion entre las modificaciones
en la AR y la adquisicion de alteraciones genéticas e
IG en esta patologia.

Inestabilidad de microsatélites (IMS)

La IMS es otra forma de IG, presente en las dife-
rentes neoplasias. Los microsatélites son secuencias
cortas de ADN, de uno a seis pares de bases, repe-
tidas en tandem a lo largo del genoma eucariota. Se
caracteriza por una disminucién o un aumento en la
longitud de los microsatélites en el ADN tumoral en
comparacion con el ADN normal, y se asocia a una
mayor frecuencia de mutaciones puntuales*V. Esta
alteracion puede ser corregida por las enzimas codi-
ficadas por los genes de reparacion del ADN (MMR:
mismatch repair), siendo considerada un desorden
de los genes MMR, que impide que los errores de
replicacion cometidos por la ADN-polimerasa sean
reparados, determinando una mayor tasa de muta-
cion, particularmente en las regiones de microsatéli-
tes, y la aparicion de un fenotipo mutador.

La IMS ha sido relativamente poco estudiado en
MM. Un primer reporte de Velangi et al® detec-
td su presencia en el 7,7% de los casos con MGUS/
MM asintomaético, en el 20,7% en aquéllos con MM
sintomatico/leucemia de células plasmaticas (LCP)
y en el 12,5% de los pacientes en recaida, sugirien-
do un incremento de la IG durante la progresion de
la enfermedad. Por su parte, Timuragaoglu et al®
observaron IMS en el 54% de los pacientes con MM
al momento del diagndstico, aunque sin encontrar
asociacion con factores prondstico de la patologia.
Un trabajo mas reciente® empleando la técnica
HREMA (high resolution fluorescent microsatelli-
te analysis), detectd una frecuencia mucho menor
(10%) en pacientes con MM, siendo en todos los
casos alteraciones de tipo A (con cambios de has-
ta 6 pb)©. Si bien, el numero de pacientes evalua-
dos al presente es limitado, los resultados obtenidos
muestran que el fenotipo mutador estd presente en
el MM, siendo necesario mas estudios para confir-
mar estos hallazgos.

Eventos mutacionales asociados a IG

Ademas de los mecanismos previamente expues-
tos, en MM también resulta de importancia la IN,
caracterizada por sustituciones de base y pequenas
inserciones/deleciones (indels) que involucran tan-
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to el genoma codificante como el no-codificante®®.
En algunos casos estas mutaciones generan firmas
mutacionales distintivas que pueden afectar diferen-
tes caminos de sefalizacion, cuyo desarrollo lleva a
progresion de la enfermedad y promueve la resisten-
cia al tratamiento. La introduccién de las técnicas de
NGS junto con la aplicacién de algoritmos compu-
tacionales modernos ha permitido ahondar en su
conocimiento en el MM, habiéndose identificado al
menos 17 firmas, algunas de las cuales resultan de
particular importancia en relacién al desarrollo de
IG. Entre ellas cabe destacar:

1) Desaminacion de metilcitosinas, caracterizada
por estar enriquecida en transiciones C>T (sustitu-
cién de nucledtidos de la misma naturaleza quimica)
en el contexto de dinucleétidos CpG, que ocurren
como resultado de la desaminacion de citosinas me-
tiladas a timinas. Es frecuente en numerosos tipos
de neoplasias y se la observa con alta frecuencia en
los pacientes con MM 769,

2) APOBEC (apolipoprotein B mRNA editing, ca-
talytic polypeptide-like) es una familia de enzimas
de edicion del ADN que actiian fundamentalmen-
te sobre el ADN simple cadena a través de la des-
aminacion de citosina a uracilo®”, generando mu-
taciones que pueden ser oncogénicas. Esta firma
molecular tiene un patrén caracteristico que resulta
en el enriquecimiento de sustituciones C>T y C>G
en un contexto de trinucledtidos TpCpA, y ha sido
descripta en numerosos tumores sdlidos y neopla-
sias hematoldgicas, entre ellas la leucemia linfocitica
cronica®sV, En MM el 3,8% de los pacientes pre-
senta esta caracteristica, asociada a las transloca-
ciones que involucran a los genes MAF (MAF BZIP
Transcription Factor): t(14;16)(q32;q23) y t(14;20)
(g32;q11), con sobreexpresion de las isoformas
APOBEC3A y APOBEC3B, respectivamente, y a una
carga mutacional alta®. Esta firma mutacional es
de adquisicion tardia”>” y se asocia a prondstico
adverso con SV libre de progresion y global cor-
tas”. Un trabajo reciente” observa un incremento
de la actividad de APOBEC durante la progresion
de las diferentes fases de los desérdenes de células
plasmaticas, desde el MGUS/MM indolente al MM
sintomatico y la LCP primaria, con valor prondsti-
co adverso independiente. Asimismo, estos autores
detectaron un 23% de casos con aumento de activi-
dad de APOBEC, particularmente APOBEC3B, que
no presentaban translocaciones que involucraran a



los genes MAF, indicando la participacion de otros
factores en la modulacion de este proceso aberrante.
Estos hallazgos sugieren que el analisis de la activi-
dad de APOBEC al momento del diagnéstico podria
ayudar a identificar pacientes de riesgo alto que se
beneficiarian con tratamientos mds especificos.

3) Actividad aberrante de AID (activation-induced
cytidine deaminases). AID es miembro de la familia
de ADN deaminasas APOBEC, es una enzima esen-
cial en la activacion de los linfocitos B a nivel del cen-
tro germinal, responsable de los procesos de SHM
(somatic hypermutation) y CSR (class switch recom-
bination) de los genes de Igs, generando cambios de
citosina a uracilo en la regién variable de la cadena
pesada de las Igs y cambio de isotipo de IgM a IgG
o IgE"®. AID también puede producir mutaciones
en otros genes, y su activacion aberrante es capaz de
generar activacién oncogénica, rupturas del ADN
de doble cadena, translocaciones e IG””. Particular-
mente en MM, esta involucrada en la translocacién
t(11;14)(q13;q32) que determina la yuxtaposicién
de los genes CCND1 (ciclina D1) e IGH (Immuno-
globulin Heavy Locus)®), teniendo un rol importan-
te en la adquisicion temprana de mutaciones lideres
en esta patologia”7>7®. Bolli et al” detectaron un
rol importante de AID en la progresion de MM in-
dolente a sintomatico, asi como la presencia de una
nueva firma mutacional que involucra la participa-
cién 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 adquisi-
cién temprana. Estos datos resultan de importancia
en la patogénesis del MM, asi como también en la
toma de decisiones terapéuticas.

4) Kataegis (del griego: katatyig, tempestad), defi-
nida como un patrdn localizado de hipermutaciones
focales en regiones adyacentes a rearreglos gendmi-
cos. Se caracteriza por la presencia de clusteres de
transiciones C>T y/o C>G en el contexto de trinu-
cledtidos TpCpN, que se producen sobre la misma
cadena de ADN®”, Los focos pueden ser unos pocos
a varios miles. Si bien no esta totalmente clarificado,
se considera que uno de los miembros de la familia
APOBEC estaria involucrado en la generaciéon de
este mecanismo. En MM se observé asociacion con
las translocaciones que involucran principalmente
al oncogén MYC, pero también se detect6 en rearre-
glos de los cromosomas 1, 10, 11, 16 y 17¢°). Se con-
sidera un evento temprano asociado a la actividad
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aberrante de las vias candnica y no candnica de
AID7),

Alteraciones epigenéticas

Ademas de las alteraciones genéticas caracteristi-
cas del MM, las modificaciones epigenéticas juegan
también un rol importante en el desarrollo y progre-
sion de la enfermedad. Dichas modificaciones cons-
tituyen cambios heredables en la expresion génica
que se producen sin modificaciones en la secuencia
de ADN"). Los mecanismos mds comunes de regu-
lacién epigenética son la metilacion del ADN, las
modificaciones post-traduccionales de las histonas y
la expresion de ARNs no-codificantes. La metilacién
del ADN consiste en una modificacién covalente
postreplicativa que agrega un grupo metilo al anillo
de citosina formando 5-metil citosina. La misma se
produce sdlo en las citosinas que preceden a guani-
nas, formando el dinucleétido CpG, que se agrupa
en regiones pequenas de 0,5-4 Kb, denominadas is-
las CpG que, a menudo, involucran a los promotores
génicos, usualmente no metilados. La falta de meti-
lacién en las islas CpG permite la expresion del gen.
La metilacién aberrante del ADN es caracteristica
de las células tumorales humanas, particularmente
la hipermetilacién de los promotores de los genes
supresores de tumor, que determina el silenciamien-
to génico, y la hipometilacion del ADN asociada a
IG. 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®®?. Concretamente, se observo una
hipometilaciéon global en MGUS y una progresiva
hipermetilaciéon en el MM sintomatico y en los pa-
cientes en recaida, sugiriendo que las modificacio-
nes en el patrén de metilacion contribuirian a la pa-
togénesis de esta enfermedad®®). En este aspecto,
resulta de interés el rol del gen MAFB, involucrado
en la t(14;20). Estudios en ratones transgénicos con
una neoplasia de células plasmaticas asociada a alta
expresion de MAFB mostraron una reprogramacion
del perfil de metilacion de las células madre hemato-
poyéticas/células progenitoras, que se mantenia en
las células plasmaticas tumorales, demostrando un
nuevo mecanismo molecular de la carcinogénesis®®.
Por otra parte, Walker et al® reportaron una alta
hipermetilacion en los pacientes que presentaban la
t(4;14) respecto de los otros grupos citogenéticos.
Estos casos sobreexpresan MMSET (Multiple Mye-
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loma SET Domain-Containing Protein), que tiene
actividad de histona metiltransferasa e interactia
con co-represores tipo HDACs (histone deacetyla-
ses) regulando la transcripcion génica®. La sobre-
expresion MMSET lleva a la metilaciéon de H3K36
y H3K27 y regula el ensamblaje de 53BP1 (p53-bin-
ding protein 1) a los sitios de lesiones del ADN®®.
De esta manera, la sobreexpresion debida a la t(4;14)
determina modificaciones de histonas que promue-
ven la sobrevida celular, la progresion del ciclo ce-
lular y causan una respuesta aberrante al dafio al
ADN, alterando la maquinaria de reparacion y pro-
moviendo la IG. Asimismo, Walker et al®" observan
un aumento de metilacién a nivel de los promotores
de diferentes genes en la transicion de MM a LCP,
sustentando la participacion de este mecanismo en
la progresion de la enfermedad.

Concluyendo, la IG contribuye a generar diferentes

caracteristicas del MM, como su complejidad ge-
nética, heterogeneidad clonal y subclonal, promo-
viendo resistencia al tratamiento. Muchos de estos
estudios resultan factibles de realizar en nuestro me-
dio siendo importante su desarrollo tendiente a una
mejor caracterizacion bioldgica de la patologia. Sin
duda, el analisis de la participacion de los diferentes
mecanismos de IG en la evoluciéon del MM permi-
tira ahondar en el conocimiento de esta entidad, asi
como constituir un aporte en la generacion de nue-
vas estrategias terapéuticas.
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