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Resumen

El mieloma mdltiple (MM) es una neoplasia caracterizada por una infiltracion atipica de células plasmaticas en la médula
6sea y la secrecion de una proteina monoclonal en suero y/u orina. Los teldmeros son regiones repetitivas en tdndem de
ADN no codificante TTAGGG, localizadas en los extremos de los cromosomas eucariéticos. Se encuentran regulados por pro-
teinas que integran diferentes complejos, que participan en el mantenimiento de su integridad, preservando a la célula de
la inestabilidad gendmica. Entre ellos encontramos el complejo ribonucleoproteico (RNP), conformado por cuatro proteinas
evolutivamente conservadas GAR1, NHP2, NOP10y DKC1, y las subunidades TERC y TERT de la telomerasa. Una alteracion
en los niveles de expresion de estos genes puede resultar en disfuncion telomérica y desarrollo de diferentes patologias. Un
evento primario importante en la patogénesis del MM lo constituye la inestabilidad gendmica, evidenciada por las numerosas
alteraciones citogenéticas numéricas y estructurales recurrentes presentes ya desde estadios asintomaticos, y observadas
al diagndstico o0 adquiridas durante la evolucion de la enfermedad, probablemente relacionadas al acortamiento telomérico,
asociado a la aparicion de cambios secundarios que promueven la carcinogénesis. En este trabajo se analizaron 40 pacientes
con desdrdenes de células plasmaticas: 32 con MM y 8 con gammapatia monoclonal de significado incierto (MGUS). Se
efectud estudio citogenético y citomolecular de muestras de médula dsea y evaluacion de la expresion de los genes del com-
plejo RNP mediante RT-qPCR. En MM, el 26% de los casos mostraron alteraciones citogenéticas, 50% de los cuales pre-
sentaron cariotipos complejos. La técnica de FISH (fluorescence in situ hybridization) incrementd al 63% el porcentaje de
casos patologicos. El analisis molecular mostrd una disminucion de los niveles de expresion de los genes NOP10, GARI y
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NHP2 en MM respecto de MGUS (p<0,04). Se evidencid una fuerte correlacion entre los niveles de expresion de los genes
NOP10, GARI y NHPZ2, y de TERC con estos mismos genes (p<<0,0001), indicando una estrecha interaccion entre los mis-
mos. La correlacion con los pardmetros clinicos en MM, permiti observar una disminucion de los niveles de expresion de
TERC en pacientes con valores altos de creatinina (p=0,025), asi como un aumento de los niveles de TERT en pacientes
con niveles elevados de B2 microglobulina (p=0,017). Los resultados obtenidos constituyen un aporte a la caracterizacion
bioldgica del MM, contribuyendo a la comprension de los mecanismos patogénicos involucrados en el desarrollo de la pa-
tologa.

Palabras clave: mieloma mltiple; telémeros; complejo ribonucleoproteico; telomerasa.

Abstract

Multiple myeloma (MM) is a B-cell neoplasia characterized by the accumulation of malignant plasma cells within the
bone marrow and the presence of a monoclonal immunoglobulin in the serum and/or urine. Telomeres are repetitive
TTAGGG sequences that cap chromosome ends and prevent them from being recognized as DNA damage. They are regu-
lated by different protein complexes. Among them, the ribonucleoprotein (RNP) complex is composed of four evolutionary
conserved proteins, NOP10, NHP2, GARI and DKC1. In this study, we have evaluated the expression profile of the RNP
complex genes as well as the telomerase subunits TERT and TERC, in patients with MM and MGUS (monoclonal gammo-
pathy of undetermined significance). Cytogenetic and FISH (fluorescence in situ hybridization) analysis were performed;
RT-gPCR was used to analyze mRNA expression of the RNP complex genes. In MM, 26% of cases showed cytogenetic al-
terations, 50% of them with complex karyotypes. FISH analysis increased to 63% the percentage of patients with genetic
abnormalities. Molecular analysis showed a decrease in the expression levels of NOP10, NHP2 and GARI genes in MM
with respect to MGUS (p<0.04). A strong correlation among NOP10, NHP2 and GAR1 genes, as well as of TERC with
these genes (p<0.0001) was observed. The association with clinical parameters in MM showed a decrease of TERC
mRNA expression in patients with high creatinine values (p=0.025) and an increase of TERT level in cases with high B2
microglobuline values (p=0.017). Our results contribute to the biologic characterization of MM patients as well as to the
understanding of the pathogenic mechanisms involved in the development of this pathology.
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INTRODUCCION

El mieloma maltiple (MM) es una neoplasia a células B ma-
duras 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 (Rajkumar, 2020). Representa aproximadamente el
10% de las neoplasias hematoldgicas y se encuentra aso-
ciado a alta heterogeneidad clinica y complejidad genética.
En la mayoria de los casos esta precedido por una fase pre-
maligna, la gammapatia monoclonal de significado incierto

(MGUS). Diferentes estudios han demostrado el valor pro-
ndstico de las alteraciones citogenéticas y citomoleculares
en esta patologia, pudiendo identificarse anomalias prima-
rias especificas, presentes ya en estadios asintomaticos, y
alteraciones secundarias asociadas a la progresion tumoral
(Rajan & Rajkumar, 2015; Stella et al, 2015).

Los telémeros son estructuras de ADN altamente repetitivo
(TTAGGG) asociado a proteinas multiméricas, que se en-
cuentran en ambos extremos de los cromosomas eucaridti-
cos. Cumplen un rol fundamental en la proteccion del ADN
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de la accion de enzimas degradativas y de las fusiones ter-
minales, preservando la estabilidad e integridad cromoso-
mica (Shammas, 2011). A nivel estructural, el ADN
telomérico posee 9 a 15 kb de repeticiones TTAGGG doble
cadena seguida de una protrusion simple cadena 3" de 50 a
300 kb rica en G (0’Sullivan & Karlseder, 2010). Durante las
sucesivas divisiones celulares, los extremos de los telomeros
se van acortando debido a la incapacidad de la ADN poli-
merasa de realizar la sintesis completa del extremo 3’ de la
hebra discontinua (Bonetti et al, 2014). Dicho acortamiento
se encuentra regulado por la enzima telomerasa, una ribo-
nucleoproteina constituida por dos subunidades: catalitica
(TERT; Telomerase Reverse Transcriptase) y nucleotidica
(TERC; Telomerase RNA Component) (Chang et al, 2002),
con capacidad de afadir repeticiones TTAGGG en los extre-
mos de los teldmeros, y por las proteinas de unién al ADN
telomérico.

Dichas proteinas de unidn al ADN telomérico integran dife-
rentes complejos: protector (shelterin complex), no protector
(non-shelterin complex) y ribonucleoproteico (RNP). El pri-
mero contribuye al control del tamafio telomérico regulando
el acceso de la telomerasa a los teldmeros, permite a las cé-

Complejo protector

lulas distinguir el extremo de los teldmeros de sitios de ADN
danado, previniendo la activacion de la respuesta celular
ante roturas de doble cadena (DSB: Double Strand Break)
(De Lange, 2005; Doksani, 2019). En cuanto al complejo no
protector, el mismo se encuentra conformado por proteinas
que previenen la degradacion telomérica y facilitan la elon-
gacion dependiente de telomerasa (Gilson & Géli, 2007). El
complejo RNP o complejo telomerasa (Fig. 1), se encuentra
compuesto por cuatro proteinas conservadas, DKC1 (Dyske-
rin Pseudouridine Synthase 1), NHP2 (NHP2 Ribonucleo-
protein), NOP10 (NOP10 Ribonucleoprotein) y GAR1 (GARI
Ribonucleoprotein), y un ARN no codificante (Meier, 2006;
Lin et al, 2015). Este ARN se caracteriza por presentar en
su extremo 3’ una region H/ACA por la que tienen afinidad
estas proteinas, mientras que en su extremo 5’ se encuentra
la secuencia que funcionara como templado para la sintesis
telomérica dentro de la subunidad TERT. Todos los ARN
H/ACA se asocian con un conjunto frecuente de proteinas.
Los H/ACA RNP son esenciales para tres procesos celulares
fundamentales: sintesis de proteinas, empalme de ARNm y
mantenimiento de la integridad del genoma. Las proteinas
DKC1, NHP2 y NOP10 conforman un trimero, interdepen-

Complejo telomerasa

©
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3
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Figura 1. Complejo ribonucleoproteico. El complejo telomerasa se encuentra constituido por 4 proteinas (diskerina,
NOP10, NHPZ2 y GAR1), de un molde de ARN (TERC) y de la subunidad catalitica (TERT) (Modificado de Townsley et al,
2014). TCABI (Telomerase Cajal Body Protein 1)
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diente entre si, que se une de forma directa a la region H/ACA
contribuyendo al ensamblaje y estabilizacion del ARN (Groz-
danov et al, 2009). GAR1 se une (inicamente a DKC1, siendo
necesaria para el correcto funcionamiento del complejo RNP
H/ACA; su ausencia no afecta |a estabilidad y los niveles de
TERC (Darzacq et al, 2006; Vulliamy et al, 2008). Una alte-
racion en cualquiera de las proteinas que conforman el tri-
mero reduce la estabilidad de TERC disminuyendo la
actividad de la telomerasa, llevando a un acortamiento
mayor de los teldmeros (Lin et al., 2015). Por su parte, DKC1
acta en varios procesos celulares, tales como biosintesis
de RNAy proteinas (Filipowicz, 2002), en el mantenimiento
telomérico a través del correcto procesamiento de TERC y su
estabilizacion dentro del complejo telomerasa (Chang et al,
2002; Alawi & Lin, 2011), asi como en la regulacion de la
apoptosis (Yoon et al, 2006).

Al presente existe muy poca informacion respecto de los
genes asociados a H/ACA en MM (Diaz De la Guardia et al,
2012; Ronchetti et al, 2012; Lopez-Corral et al, 2012). Nues-
tro grupo ha efectuado el analisis de genes de los complejos
protector y no protector de los teldmeros en pacientes con

MMy MGUS (Panero et al, 2010; 2014; 2015), siendo el ob-
jetivo del presente trabajo analizar los niveles de expresion
de los genes del complejo RNP en desérdenes de células
plasmaticas, establecer la interaccion entre los mismos y
correlacionar los resultados moleculares con las caracteris-
ticas genéticas y clinicas de los pacientes.

MATERIALES Y METODOS

En el presente estudio se evaluaron 40 pacientes: 32 MM y
8 MGUS. En la Tabla 1 se detallan edad, sexo, estadios cli-
nicos, asi como caracteristicas de laboratorio y clinicas de
los pacientes estudiados. Las muestras de MO fueron obte-
nidas por el médico hematdlogo previa conformidad y con-
sentimiento informado de los pacientes. Los estudios
efectuados en este trabajo fueron evaluados y aprobados por
el Comité de Docencia del Instituto de Medicina Experimen-
tal, CONICET-Academia Nacional de Medicina. y por los Co-
mités de Bioseguridad y Ftica de los Institutos de la
Academia Nacional de Medicina. Los estadios clinicos fueron
definidos acorde a los criterios establecidos por el ISS (/n-
ternational Staging System) (Greipp et al, 2005).

Tabla I: Caracteristicas clinicas de los pacientes estudiados.

Caracteristicas clinicas MM MGUS
N° de casos 32 8
Sexo (F/M) 10/22 6/2
Edad media (aios) (rango) 64,29 (26-90) 65,3 (59-83)
Isotipo (%)
gG 64,5 714
IgA 16,1 -
IgM 32 28,6
Otro 16,1 -
Cadena liviana (%)
Kappa 54,8 50
Lambda 38,7 50
Otro 6,5
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Estadio ISS (%)

I 34,6 -
Il 34,6 -
1l 30,8 -
IMO (%)
<30 429 100
30-60 35,7 0
>60 214 0
Lesiones o0seas (%) 66,7 0
Falla renal (%) 26,9 0
Media (rango) Media (rango)

B,M (ug/mL)

LDH (U/L)
Hemoglobina (g/dL)
Albimina (g/dL)
Creatinina (g/dL)
Calcemia (mg/dL)
Paraproteina M (g)

4,94 (1,7-16,5)
234,5 (84-429)
10,99 (6,7-16,1)
3,56 (2,39-4,78)
1,56 (0,7-7,26)
9,81 (7,5-14)
3,11(0-7,52)

2,21 (1,3-4,5) *
308 (175-471)
13 (11,8-13,6) **
4,22 (3,69-4,5)
0,92 (0,6-1,5)
9,54 (8,9-10,1)
1,14(0,5-1,9) #

F: Femenino; M: Masculino; ISS: International Staging System; IMO: infiltracidn de la médula ésea; B2M:
B2 microglobulina; LDH: lactato dehidrogenasa. *p=0,0058; ** p=0,0042; #p=0,0134

Estudios citogenéticos

Se efectud cultivo directo de MO y de 72 hs. sin estimular,
en medio RPMI suplementado con 20% de suero fetal bovino
y antibidticos. Luego de la incubacion se adiciond Colchicina
0,1 mg/ml durante 30-45 minutos (m), se centrifugd, se des-
cartd el sobrenadante y se agregaron 10 ml de solucion hi-
potonica KCI 0,075 M durante 30 m a 37°C. Se centrifugd
nuevamente, se descartd el sobrenadante y se procedid a
los lavados con fijador alcohol metilico:acido acético (3:1).
El material fijado se extendid sobre portaobjetos para su pos-
terior analisis. Se empled la técnica de bandeo G para la
identificacion cromosdmica y se utilizd la nomenclatura es-
tablecida en el International System of Human Cytogenomic
Nomenclature (ISCN, 2020). Se analizaron al menos 20 me-
tafases por paciente.

Andlisis citomolecular

Se empled la técnica de FISH (fluorescence in situ hybridi-
Zzation) seg(n los protocolos estipulados por los fabricantes.
Se utilizd el siguiente panel de sondas: locus especifica OLE
13q14 RB1, OLE 17pl13.1 TP53, OBA14q32 IGH,
OLE1p32q21 CKS1B/CDKN2C (Live-Lexel, Buenos Aires, Ar-
gentina). Se analizaron 200 niicleos interfasicos para cada
sonda. Los puntos de corte (media del control normal mas 3
desvios estandar; X + 3DS), determinados en base al ana-
lisis de 10 controles normales fueron: 3%, 5%, 3%y 2%
para deleciones de RB1, TP53, amplificacion/delecion de la
sonda CKS1B/CDKN2C y rearreglos de IGH, respectivamente.

Estudios moleculares
Extraccion de ARN y obtencién de los respectivos ADNc. Se
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efectud extraccion de ARN total a partir de muestras de MO
utilizando el método de trizol-cloroformo, seguido de una pre-
cipitacion con isopropanol. La concentracion, pureza y cali-
dad de las muestras se evalud utilizando un espectro-
fotdmetro en las regiones de UV de 230, 260 y 280 nm. La
sintesis de los ADNc total se efectud por RT-PCR usando ran-
dom-primers

PCR en tiempo real (RT-qPCR). Se efectud el analisis de la
expresion de los genes del complejo RNP: GARI, NHP2,
NOP10y DKCI, asi como de TERT y TERC mediante PCR en
tiempo real , a partir de los ADNc previamente obtenidos.
Como gen de referencia se empled B-actina. En la Tabla 2
se detallan los primers empleados (Biéche et al, 2000; Dos
Santos et al, 2017). La reaccion de PCR se llevo a cabo en
un volumen final de 20 pl, empleando 2 pl de ADNc de pa-
cientes, 10 pl de 2X SYBR Selected Master Mix, y 1 pl de
cada primer para cada gen de interés, incluyendo al gen de

referencia, y 6 pl de agua. Como control negativo se empled
agua libre de nucleasas. Las condiciones de ciclado fueron:
desnaturalizacion inicial a 50°C por 2 m seguido de 95°C
durante 2 m, y 45 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 20
segundos y annealing y extension a 60°C por 1 m, finalizando
con una curva de melting de 50 a 99°C. Para el gen TERC
se empled un annealing y extension a 56°C por 1 m. Los ni-
veles de expresion de los genes fueron analizados con el mé-
todo de Pfaffl (2001), que permite considerar en el calculo
|as eficiencias tanto del gen control como del gen en estudio
en forma independiente, siendo de utilidad cuando se trabaja
con diferencias significativas en las eficiencias de los pri-
mers de los genes en analisis con respecto al gen control.
La expresion relativa (R) del gen de interés se calculd ba-
sandose en la eficiencia (E), como factor de amplificacion,
y el CT (cycle threshold) de una muestra desconocida res-
pecto al gen de referencia.

Tabla Il: Secuencia de primers

Primers Secuencia Referencias

B-Actina PF: 5" - CCAGAGGCGTACAGGGATAG -3~ Dos Santos et al., 2017
PR: 5"~ CCAACCGCGAGAAGATGA -3

DKC1 PF: 5 - TGAAGAGAGAGATTGGGGACT -3~ Dos Santos et al., 2017
PR: 5 - ATGGGAAGAGGGGTTAGAGG -3~

NHP2 PF: 5~ CTTCTGTCCATCAGTGCCAT -3~ (Dos Santos et al., 2017)
PR: 5"~ AGCATTTACTTTCCCCACCC -3~

GAR1 PF: 5" - CGGAGGTCGTGGAGGCTTT -3~ Dos Santos et al., 2017
PR: 5"~ CTCGGAAGTGGTTGCTGCTG -3~

NOP10 PF: 5" - TTCGGACTGTGAGCCCTGATGCCTTT -3~ Dos Santos et al., 2017
PR: 5"~ TCAATCGCCACGAGAGACTGGATGCC -3~

TERT PF: 5”- TGACACCTCACCTCACCCAC -3~ Biéche et al., 2000
PR: 5"~ CACTGTCTTCCGCAAGTTCAC -3°

TERC PF: 5 - TAACTGAGAAGGGCGTAGGC -3 Presente trahajo
PR: 5 - AGAATGAACGGTGGAAGGCG -3°
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Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se empled el programa GraphPad
Prism 6.01. El estudio comparativo de la distribucion de las
variables clinicas y los parametros de laboratorio se efectud
mediante el test de Mann-Whitney, regresion lineal y coefi-
ciente de correlacion de Spearman. En todas las evaluacio-
nes se tomd un p<0.05 como estadisticamente significativo.

RESULTADOS

Se efectud anélisis citogenético en 23 pacientes con MM,
observandose alteraciones cromosémicas en 6 de ellos
(26%) (Tabla 3). El analisis por FISH permitio detectar ano-
malias en 19/30 (63%) pacientes analizados.

La cuantificacion de la expresion génica se llevd a cabo en
muestras de MO de 40 pacientes con desérdenes a células
plasmaticas: 32 con MM al diagndstico y 8 con MGUS.

En todos ellos se efectud el analisis de los perfiles de expre-
sién de cuatro genes del complejo RNP: GARI, NHP2, NOP10
y DKC1, asi como de TERC y TERT, correspondientes a las
subunidades nucleotidica y catalitica de la telomerasa, res-
pectivamente, tomandose como referencia el gen de expresion
constitutiva B-Actina. Esta evaluacion permitio evidenciar
una disminucion en los niveles de expresion en MM respecto
de MGUS en los genes NOP10, GAR1, NHPZ y TERC, con di-
ferencias significativas para NOP10 (p=0,0107), GAR!I
(p=0,0427) y NHP2 (p=0,0388) (Fig. 2). Por su parte,

Tabla lll: Caracteristicas citogenéticas y citomoleculares de los pacientes con MM y alteraciones citogenéticas.

Caso N° Edad/Sexo Cariotipo FISH (%)
del del G-A 1q21/
IGH TP53 RBI del1p32

17 86/F 46 XX add(4)(p16)[3]1/46,XX[22] - 6,5 - -

18 80/F 48 XXX, +i(3)(q10)[161/46,XX[4] 7,8*% - 41 -

19 8I/M 45 X,-Y[101/46,XY[10] 0 58 - -

20 51/M 50,XY.del(1)(p13),+2,add(2)(q37),+3,+6, - 8,6 - G:6,9-A: 6
+7,+mar[cp51/46 XY[15]

21 36/M 25-34, XY+ 1,+2,+3,+del(6)(q25),+7,+9, - 88 - G:7-A: 4.2
-10,13,+15,+16,+18,+19,+20,+21,+22
[cp61/34-44.Y-X del(6)(q25),-7,-8,-17
[cp141/46, XY[8]

22 75/M 54 XY,dup(3)(q21g25),+7,del(8)(q11),der(8) 2,5 2,7 7,7 G:2,8-A: 0,8/
t(8;17)(p21:921),+9,+11,der(11)t(8;11) 1,7 (dellp)
(q11;p11),der(12)t(12;21)(p11;q11),del(13)

(q12q22),+del(14)(q24),der(16)t(16;17)
(p13;021-¢25),+ 18,der(21)t(10;21) (q11;p11)
[11] (M-FISH)

Del: delecidn; G-A: ganancia-amplificacion; * copia extra del gen IGH.
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Figura 2. Perfiles de expresion de los genes DKC1, GAR1, NHP2, NOP10, TERT y TERC en pacientes con MM y
MGUS. *Diferencias significativas para: * GARI (p=0,0427), ** NHPZ (p=0,0388) y *** NOP10 (p=0,0107).

DKC1 mostrd un incremento no significativo, y TERT presentd
similares niveles de expresion en ambas patologias.

El analisis de la expresion de los distintos genes mostrd co-
rrelacion positiva entre los niveles de transcripto de: GARI-
NHPZ (r=0,68), GARI-NOPI0 (r=0,68), y NOP10-NHP2
(r=0,84) (p<0,0001) (Fig. 3), indicando una estrecha in-
teraccion entre los mismos.

Asimismo, se observd una fuerte correlacion entre TERC y
los genes GARI (r=0,88), NHP2 (r=0,84) y NOPIO
(r=0,74) (Fig. 4).

En cuanto a la asociacion con las alteraciones citogenéticas,
observamos que aquellos pacientes con 2 0 mas anomalias
citogenéticas presentaban una mayor expresion de los genes
GARI, TERTy TERC, aunque sin alcanzar niveles significa-
tivos, asi como también un incremento no significativo de
los genes TERT y TERC en los pacientes con 2 0 mas altera-
ciones por FISH respecto de los casos sin anomalias.
Finalmente efectuamos el anlisis de la expresion génica en
funcion de las caracteristicas clinico-bioldgicas de los pa-
cientes. Se evalud la distribucion de los niveles de expresion
en funcion del sexo, isotipo, cadena liviana, estadios ISS, in-
filtracion de células plasmaticas en médula sea (ICPMO),
B2M, LDH, albiimina, creatinina, hemoglobina, calcemia y

lesiones liticas. Si bien no se detectaron diferencias signifi-
cativas, observamos que todos los genes presentaron me-
nores niveles de expresion en hombres respecto de las
mujeres. Con respecto al isotipo los genes NHPZ, NOPI0'y
TERC mostraron menor expresion en pacientes con IgA en
comparacion a aquellos con IgG; en el analisis de cadenas
livianas encontramos que todos los genes excepto DKCI y
TERT presentan mayor nivel de expresion en pacientes con
cadenas livianas k. En cuanto a los otros parametros, se
encontrd una disminucion significativa en el nivel de expre-
sion de TERC (p=0,025) en los casos con altos valores de
creatinina, 60% de los cuales presentaron falla renal (Fig.
5a), y un aumento significativo de TERT (p=0,017) en los
casos con niveles elevados de oM (Fig. 5b).

DISCUSION

En el presente trabajo se efectud la caracterizacion citoge-
nética y citomolecular de pacientes con MMy MGUS y se es-
tudiaron los niveles de expresion de diferentes genes
involucrados en la regulacion telomérica. En nuestra serie
detectamos alteraciones citogenéticas en el 26% de los
casos, valores compatibles con datos de la literatura que
muestran la presencia de cariotipos patoldgicos en alrededor
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Figura 3. Correlacion entre los perfiles de expresion de los genes NHP2, GAR1 y NOP10.

del 30%-40% de los pacientes (Fonseca et al, 2009; Saxe
etal, 2019). Asimismo, la conjuncion de datos citogenéticos
y de FISH mostrd un 63% de casos patoldgicos, valor cer-
cano al 70%-80% descripto en la literatura (Stella et al,
2015; Kumar & Rajkumar, 2018).

A nivel molecular, el analisis de nuestros resultados muestra
desregulacion global de los genes evaluados, con una dis-
minucion estadisticamente significativa en la expresion de
GARI, NHP2 y NOP10 en MM respecto de MGUS. La litera-
tura presenta escasa informacion sobre el comportamiento
de estos genes en neoplasias hematoldgicas. Los datos de
nuestra serie son concordantes con lo observado por nuestro
grupo para GAR1 y NOP10 en pacientes con leucemia linfo-
citica cronica (LLC) (Dos Santos et al, 2017) pero contrarios

a lo detectado en un estudio de microarrays en pacientes
espafoles con desdrdenes de células plasmaticas y lineas
celulares de MM, en el que se encontrd aumento de expre-
sion de GAR1, NHP2, NOP10'y DKCI desde MGUS a leuce-
mia de células plasmaticas (Diaz De la Guardia et al, 2012).
Simultdneamente, estudios efectuados en neuroblastoma
sugieren que en estadios iniciales del tumor la baja expresion
de DKCI, NHP2 y GARI podria propender a la aparicion de
alteraciones genéticas e inestabilidad asociadas a la disfun-
cion telomérica (von Stedingk et al, 2013).

El analisis de los niveles de expresion de estos genes mostrd
correlacion positiva entre GARI, NHP2 y NOP10,y a su vez
de TERC con estos mismos genes, indicando una estrecha
interaccion entre los mismos. Esta correlacion entre GARI,
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NHP2 y NOP10 ha sido también evidenciada en LLC (Dos
Santos et al., 2017), sustentando el rol de estas proteinas
en el ensamblaje y estabilizacion de la telomerasa asi como
en el procesamiento post-transcripcional del RNA ribosémico
y del espliceosoma (Lin et al, 2015). Particularmente, NHP2
es una proteina de union al ARN, cuya especificidad por el
sitio de unién H/ACA snoRNAs proviene de su asociacion a
disquerina a través de la pequefia proteina NOP10, en tanto
que disquerina es estabilizada por GAR1, una proteina que
no interactda con el ARN. En este contexto, NHP2, NOP10'y
DKC1I forman un core que se une directamente al complejo
RNP H/ACA, siendo interdependientes para mantener su es-
tabilidad y la union al RNA (Grozdanov et al, 2009). El silen-
ciamiento de los genes DKCI, NHP2, NOP10y GARI en
lineas celulares humanas utilizando ARN de interferencia,
mostr6 una disminucion en los niveles de TERC asociado al
silenciamiento de los tres primeros genes, pero no de GAR1
(Montanaro et al, 2006; Vulliamy et al, 2008; Walne et al,
2007), indicando que una alteracion en los niveles de DKCI,
NOP10 y NHP2 conduce a una desestabilizacion de TERC
disminuyendo sus niveles, siendo estas proteinas necesarias
para su acumulacion. Después de la union de GARL, el com-
plejo H/ACA maduro se mueve desde el nicleo al nucléolo y
los cuerpos de Cajal, lugares en los que cumpliria sus pri-
meras funciones, considerandose que el mismo podria re-
gular numerosos procesos biolégicos (Meier, 2006; Jady et
al, 2012). Un estudio en lineas celulares (Lin et al, 2015)
encuentra una expresion diferencial en células normales y
transformadas, asi como en respuesta a distintos agentes
genotoxicos y particularmente al dafio al ADN, sugiriendo que
modificaciones en la expresion de los componentes del com-
plejo RNP podrian ser responsables, al menos en parte, de
la supervivencia y la proliferacion de las células tumorales,
factores de importancia en la progresion tumoral.

En cuanto a DKC1, es una proteina que se asocia a familias
especificas de H/ACA snoRNAs, algunas de las cuales po-
drian estar desreguladas en desérdenes hematoldgicos al-
terando la hematopoyesis (Bellodi et al, 2013). El anélisis
de nuestra serie muestra mayores niveles de expresion del
gen DKC1 en MM respecto de MGUS, pero sin alcanzar dife-
rencias estadisticamente significativas, posiblemente aso-
ciado a la dispersion de los datos y el limitado nimero de
casos. No obstante, este incremento resulta concordante con

datos previos de la literatura (Diaz De la Guardia et al, 2012;
Panero et al, 2015), habiéndose propuesto que en MM el au-
mento de expresion de DKCI no solo participaria en mante-
ner la actividad de la telomerasa sino que ademas
colaboraria en aumentar los niveles de biosintesis de pro-
teinas que requieren las CPs malignas, manteniendo los pro-
cesos requeridos para el crecimiento de las células
neoplasicas (Panero et al, 2015). Por el contrario, en LLC se
observd una disminucion en la expresion de DKCI con res-
pecto al grupo control (Poncet et al, 2008; Dos Santos et al,
2017), considerandose que en esta patologia los bajos ni-
veles de DKCI conducirian a un desbalance de proteinas ri-
bosomales que podrian influenciar la respuesta de las
células leucémicas al microambiente, y tener ademas un im-
pacto general en la maquinaria traduccional que contribuiria
ala oncogénesis al alterar el splicing de determinados mRNA
0 modulando los niveles de ciertos snoRNAs (Angrisani et al,
2014, Sharrato et al, 2016).

El componente nucleotidico de la telomerasa, TERC, se ex-
presa en todas las células con actividad telomerasa positiva,
incluyendo células madre y la mayoria de las células neo-
plasicas (Avilion et al, 1996; Morrison et al, 1996). Asi-
mismo, se encuentra también ampliamente expresado en la
mayoria de las células terminalmente diferenciadas que no
presentan actividad telomerasa, que no expresan TERT,
siendo su funcion en las mismas atin desconocida (Liu et al,
2019). En las células TERT positivas los niveles de TERC
suelen ser mayores a los requeridos para formar unidades
TERT actividad telomerasa (Xi & Cech, 2014). En el presente
trabajo se observd una disminucion no significativa de los
niveles de TERC en MM, concordante con lo detectado en
pacientes con LLC (Dos Santos et al, 2017). Simultanea-
mente, diferentes autores observaron sobreexpresion de
TERC en cancer de prostata y de pulmon (Penzo et al, 2015;
Baena-Del Valle et al, 2018).

Por su parte, la subunidad proteica de la telomerasa, TERT,
es la encargada de elongar los telémeros, junto con TERC.
Se encuentra constitutivamente activada en células germi-
nales hematopoyéticas, células madre y células normales
con alta tasa de renovacion como ser: células sanguineas
normales, proliferativas basales de la piel, tejido endometrial
(durante el ciclo menstrual), células de las crestas intesti-
nales y foliculos pilosos (Broccoli et al, 1995; Counter et al,
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1995; Harle-Bachor & Boukamp, 1996; Ramirez et al, 1997).
Por el contrario, en las células somaticas sus niveles de ex-
presion se encuentran estrictamente regulados siendo mi-
nimos o nulos, resultando esta ausencia de actividad de
telomerasa en un acortamiento telomérico que limita la pro-
liferacion a un nimero finito de divisiones (Greenberg, 2005;
Cifuentes-Rojas & Shippen, 2012). Por lo tanto, la expresion
de TERT constituye un factor limitante en la activacion del
complejo telomerasa (Avilion et al, 1996; Kyo & Inoug, 2002).
En el presente trabajo observamos valores similares en los
niveles de expresion de ambas patologias. La literatura
muestra aumento de TERT en MM respecto de MGUS (Xu et
al, 2001; Panero et al, 2010), aunque sin diferencias signi-
ficativas debido a la amplia variabilidad entre pacientes. En
LLC se han reportado resultados contradictorios, existen tra-
bajos donde se ha observado un aumento de la expresion de
este gen, incluido un estudio previo realizado por nuestro
grupo (Bechter 1998; Hoxha et al, 2014; Dos Santos et al,
2017), en tanto que Poncet et al (2008) observaron una dis-
minucion de la misma. Algo similar se observd en linfoma
de células del manto donde nuestro grupo encontrd sobre-
expresion (Panero et al, 2016) mientras que otros autores
reportaron lo contrario (Klapper et al, 2003).

Completando nuestro estudio, nos interesd ver si existia aso-
ciacion entre los niveles de expresion de los genes analizados
y las alteraciones genéticas, observando mayor expresion en
los genes GARI, TERTy TERC en pacientes con 2 0 mas al-
teraciones citogenéticas y un incremento de TERT y TERC en
los casos con alteraciones por FISH. Estos datos son con-
cordantes con lo detectado por nuestro grupo en pacientes
con LLC, donde observamos un aumento significativo de ex-
presion de GARI, NHP2, NOP10 y DKCI en los casos con
dos 0 mas alteraciones (Dos Santos et al, 2017), asi como
con un estudio en neuroblastoma por microarrays (von Ste-
dingk et al, 2013) en el que detectaron sobreexpresion de
DKCI, NHP2 y GAR1 asociado a complejidad gendmica.
Por otra parte, evaluamos la asociacion entre la expresion
génica y los parametros clinicos, observando una disminu-
cion significativa de la expresion de TERC en los pacientes
con creatinina elevada. Asimismo, detectamos un aumento
significativo de TERT en los pacientes con 32M aumentada,
confirmando datos previos de nuestro grupo que evidencia-
ron parametros clinicos asociados a progresion con mayores

niveles de expresion de TERT (Panero et al, 2010). En este
aspecto cabe mencionar el efecto inhibidor sobre la actividad
de telomerasa de los inhibidores del proteasoma, farmacos
ampliamente usados en el tratamiento del MM. Este efecto
se produce tanto a nivel transcripcional como post-trans-
cripcional, permitiendo ubicar a la telomerasa como un
blanco general para estos compuestos. Las células mielo-
matosas muestran diferente sensibilidad a los inhibidores
del proteasoma, que podria relacionarse con la resistencia
al tratamiento en algunos pacientes, sugiriendo su impor-
tancia a nivel clinico (Shalem-Cohauvi et al, 2019).
Concluyendo, nuestro estudio muestra disfuncion en los ni-
veles de expresion de los genes que codifican para las pro-
teinas del complejo RNP en MM y MGUS, y evaliia por
primera vez, a nuestro conocimiento, su comportamiento en
relacion a alteraciones genéticas y los parametros clinicos.
Los resultados obtenidos constituyen un aporte a la carac-
terizacion biologica del MM y sustentan un rol del complejo
H/ACA en el mantenimiento de la capacidad proliferativa de
las células mielomatosas, contribuyendo a la comprension
de los mecanismos patogénicos involucrados en el desarrollo
de la patologia, permitiendo sugerir a estos genes como po-
tenciales blancos para futuros tratamientos en estas enti-
dades.
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