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RESUMEN

Objetivos: Los telémeros son estructuras esenciales para
el mantenimiento de la integridad cromosémica y la capaci-

dad replicativa de la célula, En este trabajo se evalu6 la lon-
gitud telomérica (LT) y la presencia de asociaciones
teloméricas (TAs) en médula dsea (MO) de MM y MGUS.

Material y métodos: Se estudiaron 31 pacientes (pts) con
MM: 12 al diagndstico (D), 11 en recaida (R), 8 en remisidn
(RE) y 2 con MGUS. La LT se evalué mediante el anilisis
de los fragmentos de restriccién terminal (TRF),

Resultados: En MM, la media de TRF resulté menor
(5,2010,35Kb) que en controles (8,50+0,50Kb) (p<0,001). Los
TRF al D y en R fueron mis cortos que en RE (p<0,001). Se
observé una correlacién negativa entre TRF y el j
de células plasmiticas en MO (rK= -0,540; p=0,002). Los
pacientes con anomalias cromosdmicas tuvieron TRFs
significativamente mis cortos (p<0,05). Los MGUS no di-
firieron de los controles. Se observé un incremento de TAs
en MM (19,46+1,98%) respecto de MGUS (6,12+1,87%) y MO
normal (2,00+£0,93%) (p<0,001)

Conclusiones: Nuestros hallazgos indican que los TRFs
podrian ser marcadores tumorales y sustentan que la dis-
minucidn de la LT incrementa la frecuencia de TAs e ines-
tabilidad cromosémica, sugiriendo su participacién en el
desarrollo de MM.

Palabras clave: Mieloma Miltiple; MGUS; telémeros; lon-
gitud telomérica; asociaciones teloméricas.

INTRODUCCION

El Mieloma Miuiltiple (MM) es una neoplasia
clonal caracterizada por una infiltracién atipica de
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células plasmiticas en la médula Gsea (MO) y la pre-
sencia de una proteina monoclonal en suero y/u ori-
na. Se origina a partir de un proceso de transforma-
cidn neopldsica de multiples pasos que conduce a la
acumulacidn progresiva de eventos genéticos que fa-
vorecen la proliferacion y expansion clonal'. La
Gamapatia Monoclonal de Significado Incierto
(MGUS) se caracteriza por presentar una proteina
monoclonal en suero u orina sin otra caracteristica cli-
nica de MM. A nivel clinico, los pacientes con MCUS
tienen un curso benigno, con un seguimiento de 25
afios, existe una probabilidad actuarial del 30% de
desarrollar una neoplasia de células plasmiticas®.

Los telémeros son estructuras especializadas ubi-
cadas en los extremos de los cromosomas eucaridGticos,
constituidos por secuencias de ADN (TTAGGG), repe-
tidas en tandem y proteinas asociadas. Cumplen un
rol esencial en el mantenimiento de la integridad y es-
tabilidad cromosémica, que les permiten una correcta
segregacion en mitosis e impiden las fusiones termi-
nales con otros cromosomas, conslituyendo un factor
critico en la sobrevida celular. Interacthian con los me-
canismos regulatorios del ciclo celular, y su acorta-
miento progresivo refleja una reduccién en la capaci-
dad replicativa de la célula, llevindola a la senes-
cencia’.

En los tiltimos afios se ha generado un interés con-
siderable en torno al rol de los telémeros en los com-
plejos mecanismos de envejecimiento y carcinogénesis.



ACORTAMIENTO TELOMERICO

La integridad y funcionalidad de los mismos son fac-
tores crilicos en la vida de las células humanas, consi-
derindose que se requiere un minimo de longitud
telomérica para mantener su funcién. Durante la sin-
tesis de ADN se produce una replicacién incompleta
en la cadena que se sintetiza en forma discontinua,
generando pérdidas progresivas de secuencias telo-
méricas con cada ronda de replicacién del ADN, du-
rante las sucesivas divisiones celulares, lo que deter-
mina el acortamiento telomérico*. Este proceso puede
ser compensado por una sintesis telomérica de novo por
parte de la telomerasa®“, que permitiria mantener la
longitud telomérica en equilibrio, de modo que la cé-
lula pueda seguir proliferando’. Se sabe que esta en-
zima se encuentra ausente en células somaticas huma-
nas normales, detectindose su actividad en células
germinales, células stem y en la mayoria de las células
tumorales in vivo o inmortalizadas in vifro, sugiriendo
que tanto la telomerasa, como el mantenimiento
telomérico son requeridos para una proliferacién celu-
lar ilimitada y para la tumorigénesis®®,

En estudios previos se ha encontrado que el acor-
tamiento telomérico estd asociado a una senescencia
replicativa y a la presencia de inestabilidad cromo-
somica™ ", mecanismos que contribuyen directamente
a la aparicién de las anomalias cromosdmicas usual-
mente observadas en diversos tipos de cancer. De he-
cho, se ha demostrado una reduccidén telomérica en
diferentes neoplasias hematoldgicas'* y tumores sé-
lidos, asi como en lineas celulares®. Esta reduccién de
la longitud de los telomeros llevaria a la formacion de
asociaciones teloméricas (T As), que aumentaria la pro-
babilidad de producir errores capaces de generar cam-
bios genéticos de importancia para el proceso de de-
sarrollo neopldsico, los que ocurririan como resultado
de ciclos de ruptura y fusién que llevarian a disbalan-
ces de material genético. Estudios recientes han mos-
trado una correlacién positiva entre la presencia de
anomalias cromosdmicas y el acortamiento telomé-
rico”, habiéndose detectado que aquellos cromosomas
con telémeros criticamente acortados se encontraban
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preferentemente involucrados en rearreglos estructu-
rales en neoplasias™.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la longitud
telomérica, medida a través del anilisis de los frag-
mentos de restriccién terminal (TRF), y la presencia de
TAs en células de MO de pacientes con MM y MGUS.
Dicho andlisis permitié detectar un acortamiento telo-
mérico significativo y frecuencias incrementadas de
TAs en los pacientes con MM, observandose una fuer-
te correlacidn entre la LT y el porcentaje de infiltracidn
de células plasmaticas (CP) en MO. Asimismo, se ob-
servaron TRFs significativamente mds cortos en pa-
cientes con MM con cariotipos anormales.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes

Se estudiaron 31 pacientes con MM (17 mujeres) y
dos casos con MGUS (1 mujer) (Tabla 1). El estudio de
la enfermedad fue definido de acuerdo a los criterios
propuestos por Durie y Salmon". Doce pts fueron es-
tudiados al diagndstico (D) antes de comenzar algtin
tipo de tratamiento, 11 fueron evaluados en la recai-
da (R) después de al menos, dos regimenes de quimio-
terapia, y 8 fueron examinados durante la remisidn
(RE): 6 en remisién parcial (RP) y 2 en remisidn com-
pleta (RC). El valor medio de p,M al diagndstico en
nuestra serie de pts con MM fue 8,98£1,61 pg/ml (va-
lores normales: <2,3 pg/ml hasta 60 afios; <3,0 pg/ml
para mayores de 60 afios), mostrando el 92% de los
casos niveles aumentados de f,M.

La informacion referente a los diferentes factores
prondstico, incluyendo CP en MO, el andlisis cito-
genético y de hibridizacidn in sifu con fluorescencia
(FISH) fue comparada con los parametros evaluados.
El valor medio de CP en MO fue de 38%: 36% de los
casos se presentaron con <30% de CP, 36% con 30%-
60%, y 28% con valores superiores al 60% (Tabla 1).
Los pacientes con MGUS mostraron un valor medio
de CP en MO del 9%.

TABLA 1
Datos clinicos de los pacientes con MM y MGUS:
Grapos Sexo Edad mediana Momenin del Estadic CP en MO (%)
F M {afins) estudio Clinico <30 30-60 =60
{Rango) D R RE I I m
M 17 14 64 (42-78) 12 n 8 1 3 7 11 (36) 11 (36) 9 (28)
MGLS 1 1 61 2 0 (1] = - - 2 0 0

MM miedoma miltiple; MGUS: gamapatias monoclonales de significado incierto; CP en MO: células plasmaticas en

médula dsea; [ Diagnéstico; R: Recaida; RE: Remision.
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Estudios Citogenéticos y de FISH

Se cultivaron las muestras de MO durante 19-24
horas a 37°C en medio F-12 suplementado con 15% de
suero fetal bovino y durante 96 hs con la estimulacién
del mitogeno Pockeweed. Para el andlisis cromosémico
se utilizé la téenica de bandeo G. El andlisis de TAs
fue llevado a cabo en 50 metafases por individuo, pro-
venienles de cultivos de MO. Seis muestras de MO
normales fueron utilizadas como controles (mediana
de edad 35 afios, rango 24-40 afios). Se efectud el and-
lisis de FISH con la sonda de secuencia tinica del gen
RB1 (Retinoblastoma), localizado a nivel de 13q14 (LSI
RB1, VYSIS), procesada siguiendo los protocolos esta-
blecidos. Se analizaron 400 niicleos interfasicos de cada
muestra. El punto de corte para la presencia de
monosomia de RB1 (media control normal + 3 desvios
estandar, DS) fue de 12%.

Evaluacidn de Longitud Telomérica

Para el andlisis de TRF, se extrajo ADN gendmico
de células de MO. Se efectud doble digestién de 10
pg de ADN con las enzimas de restriccién Hinfl y
Rsal -ambas cortan fuera del motivo de la repeticién
telomérica- a 37°C durante una noche. Los produc-
tos digeridos fueron separados por electroforesis en
geles de agarosa al 0,8% durante 20 hs a 35V. Los
geles fueron depurinados, desnaturalizados y neutra-
lizados y luego transferidos a membranas de nylon
por Southern blot, usando 10XSSC como buffer de
transferencia. Los fragmentos teloméricos fueron de-
tectados en las membranas de nylon hibridando con
una sonda telomérica (TTAGGG), marcada por ‘5’
end-labelling” y purificada usando columnas de
Sephadex G-50. Las membranas hibridadas fueron
expuestas a peliculas radiograficas a -70°C durante 3-
10 dias antes de revelar. Las senales de hibridacién
fueron evaluadas a partir de las autorradiogralias,
mediante escaneo densitométrico de cada calle res-
pecto del marcador de peso molecular A/Hindlll, y
analizadas utilizando el software Image Master 1D
Prime (Pharmacia-Biotech). La longitud telomérica
media de cada muestra fue calculada considerando
los picos observados y evaluando dentro del rango
de 2-23 Kb. Los picos teloméricos se midieron por es-
timacién del tamafio de banda correspondiente al
punto con mayor intensidad. Para un andlisis com-
parativo, se estudiaron células de sangre periférica de
7 dadores sanos como controles normales (CN) (4
mujeres, mediana edad 52 afios, rango 33-54). Ade-
mas, se utilizaron dos controles internos de acorta-
miento telomérico: la linea celular K-562 (control po-
sitivo), que posee telémeros cortos debido a su esta-
do de inmortalizacion, y células de sangre de cordén
umbilical (CU) (control negativo) que por ser un te-
jido muy joven, no presenta acortamiento telomérico.
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Evaluacién estadistica

La comparacion de los datos obtenidos de los
pacientes y controles fue efectuada empleando el test
t' de Student. El coeficiente de Kendall fue utilizado
para correlacionar el porcentaje de CP en MO vy los
valores de TRE.

RESULTADOS

En el presente estudio se efectud la evaluacion de
la LT, mediante el andlisis de TRF. en células de MO de
31 pacientes con MM y 2 con MGUS. El anilisis de la
LT en el total de pacientes con MM revelé un TRF me-
dio significativamente mas corto que el observado en
los controles (p<0,001) (Tabla 2). Pese a que la edad
media de los controles normales fue menor que la de
la poblacidn con MM, cuando se compard pacientes y
controles de edades similares, los valores de TRF de los
pacientes fueron significativamente mds cortos que los
normales (p<0,01). Por otro lado, los valores medios de
TRF en K-562 y CU fueron 5,20£0,10 y 14,50+1,10Kb,
respectivamente. Dado que en la MO de los pacientes
con MM coexislen dos componenles, uno tumoral y otro
de células normales, se traté de evaluar la presencia de
las mismas en nuestros pacientes. Dieciocho de los 31
pacientes con MM mostraron dos picos de alta intensi-
dad con valores medios de TRF de: 9,0720,43Kb v
5,03+0,38Kb, correspondiendo el peso molecular de
mayor tamafio a los TRF de las células normales y el
pico menor al componente tumoral®. En este aspecto,
en MGUS, el andlisis de TRF mostré un solo pico de
TRF similar a los valores normales en uno de los pa-
cientes (11,92Kb), en tanto que el otro, con 10% de CP
en MO, presenté dos picos (9,36Kb y 3,8Kb), probable-
mente representando a ambas poblaciones celulares,
normal y patoldgica, respectivamente.

Asimismo, realizamos el analisis de TRF en cada
grupo de pacientes con MM de acuerdo al momenlo
de la enfermedad: D, R y RE (Tabla 2), Los casos en
RP y RC fueron incluidos en el tltimo grupo debido
al pequefio niimero de pacientes y a la similitud en
los valores de TRE El anilisis estadistico mostré un
acortamiento telomérico significativoal D y en R res-
pecto de los controles. Ademds, ambaos grupos pre-
sentaron valores mds bajos que en RE (p<0,001), no
encontrandose diferencias entre los grupos D y R.
Contrariamente, los pacientes en RE no mostraron
diferencias esladisticas respecto a los controles (Figu-
ra 1). Es interesante remarcar que en dos pacienles
fue posible analizar muestras de MO al D y en RP,
observiandose una restitucién de la LT en la remisidon
(datos no mostrados).

Por otro lado, se correlacionaron los valores de
TRF con el porcentaje de CP en MO teniendo en cuen-
ta los tres grupos en los cuales fueron subdivididos
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TABLA 2
Valores medios de TRF de acuerdo al momento de la
enfermedad, cariotipo y porcentaje de CP en MO en
pacientes con MM y controles.

Grupos Niimero TRFs (Kb) (X+5E)
de casos {rango)
=, 7 8,50 =+ 0,50 (7,3-11,8)
MM total 31 520 = 035" (2,69-9,44)
MM D 12 442 + 0,57*F (2,69-8,80)
MM R 11 525 + 0,62*% (3,40-944)
MM RE 8 6,32 + 042 (4,87-8,44)
CPen MO
<3:0% 11 6,54 + 047 (3,63-9.44)
30-60% 11 521 + 0,63 (2,69-8,80)
>60% 9 356 £ 0,14+ (2,87-4,15)
CaN 14 577 = 0,61 (2,87-8,80)
CaA 6 4,15 = 0,67= (2,69-6,57)

CN: Controles Normales; D: Diagndstico; R: Recaida; RE:
Remision; CaN: Cariotipo Normal; CaA: Carioti
Anormal; CP en MO: celulas plasmdticas en mé Osea

* Diferencias estadisticas respecto a CN y #RE (p< 0.001)
= Diferencias estadisticas respecto a <30% (p< 0.001) ¥
30-60% (p< 0.025)

» Daferencias estadisticas respecto a CaN: p< 0.05
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£ 1 Distribucin de TRF en pacientes con MM al diagndstico, recai-
os y remision.

~ Jos pacientes con MM: <30%, 30-60% y >60% de CP

e MO. En la Figura 2a se muestra la distribucién de
Jo= picos de TRF de acuerdo a dichos porcentajes. Se
pudo observar que el 64% de los casos del grupo con
30%-50% de CP en MO correspondieron a pacientes
2l D, en tanto que el 87% de los pacientes en RE
mostraron valores de CP en MO inferiores al 30%. En
los pacientes con mas del 60% de CP en MO se de-
f=cto un acortamiento estadisticamente significativo
respecto de los otros grupos (p<0,001 y p<0.025 para
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Fig. 2: a) Distribucion de los valores de TRF de acuerdo al porcentaye
de CP en MO; b) Correlacitn entre el porcentaje de CP en MO y los
ralores de TRE en MM (rk= -0,540; p=0,002)

<30% y 30-60%, respectivamente) (Tabla 2). Asimis-
mo, se encontrd una fuerte correlacién negativa en-
tre los valores de TRF y el porcentaje de CF en MO
(1K= -0,540; p=0,002) (Figura 2b).

Ademis, se efectuaron estudios citogenéticos en 20
pacientes, 6 de ellos (30%) mostraron la presencia de
anomalias cromosémicas clonales: del(6)(ql15), 1(2;3)
(933:q21), 13;14) (q27:932), +3, =13 ¥ un paciente pre-

sentd un cariotipo muy complejo. Este grupo mostro
un valor medio de TRF que resultd significativamente

mas corto que el observado para pacientes con MM
con cariotipos normales (p<0,05). Conjuntamente, se
realizé el andlisis de RB1 por FISH en 25 casos, 7 de
los cuales (28%) mostraron monosomia de dicho gen.
El porcentaje medio de células con delecién monoa-
lélica de 13q14 fue del 21% (rango: 13%-50,9%). En
total, utilizando las dos técnicas, se detectd un 44,4%
de pacientes con MM portadores de rearreglos geno-
micos. S6lo un paciente mostrd simultineamente la
presencia de un cariotipo anormal junto con la de-
lecién 13q14. No se encontraron diferencias significa-
tivas entre los valores de TRF de pacientes con mono-



Fig. 3: Frecuencias de TAs en MM, MGUS y controles. Distribucidn
de acuerdo ol momento de In enfermedad. cariotipo w porcentaje de CP
en MO en pacientes con MM,

MOMN: medula dsea normal; D: diagndstice; R: recaida; RE: remision;
CaA: Cariotipos Anormales; CaMN: Cartwotipos Nermales; CP en MO:
células plasmiticns en médula dsea,

* Diferencias estadfsticas respecto de MO normal (p<0,001),

somia y aquellos sin rearreglos gendmicos. Ambos
casos con MGUS mostraron cariotipos normales y no
presentaron pérdida de RBI.

Asimismo, se efectud el anilisis de TAs en 18 pa-
cienles con MM, detectindose un incremento en el por-
centaje de las mismas (19,46x1,98%) respecto de los
controles normales de MO (2,00+0,93%), (p=<0,001). Es
interesante puntualizar que de los 4 pacientes que tu-
vieron mas de una TAs por célula, 3 (75%) mostraron
cariotipos anormales. No se detectaron diferencias es-
tadisticas al comparar las frecuencias de TAs con el
porcentaje de CP en MO, la presencia de delecidn de
13q14 y el cariotipo predominante. No obstante, hemos
detectado frecuencias aumentadas de TAs en el grupo
con anomalias cromosdmicas (27,0626 40%) respecto del
que presentaba cariotipos normales (17,0721,62%) asi
como en los pacientes al D y en R (19,56=278% ¥y
21,02+4,26%, respectivamente) respecto de los de RE
(16,05+2,21%) y los pacientes con >60% de CF en MO
(23,10+4,11%) en comparacién con los otros grupos (Fi-
gura 3). Todas estas observaciones podrian estar indi-
cando una tendencia a mostrar altas frecuencias de TAs
al producirse una reduccion telomérica evidenciada por
valores bajos de TRE. Ademas, en MGUS el porcentaje
de TAs observado (6,12£1,87%) resultd signifi-
cativamente diferente de los valores de pacientes con
MM y de los controles (p<0,001).

DISCUSION

Diferentes estudios han relacionado el acorta-
miento telomérico con la presencia de anomalias
cromosomicas v la progresion neoplisica, asi como
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con un incremento en la proliferacién y apoptosis'
1.3.2 En este trabajo, se ha estudiado la LT medida
por TRF en pacientes con MM y MGUS, detectindo-
se una reduccidn de la misma, particularmente en pa-
cientes al diagndstico y durante la recaida, con una
restitucion de los valores de TRF durante la remision,
similar a lo observado en otras neoplasias
hematoldgicas™ =, Resulta interesante remarcar que
el valor medio de TRF encontrado en este trabajo
(5,20Kb; rango 2,69-9,44 Kb), es similar al detectado
recientemente por Wu y col.” (5,3 Kb; rango 3-15 Kb),
estudiando células CD138+ aisladas de MO de pa-
cientes con MM. Este hecho sustenta la estrecha re-
lacién existente entre las LT de las diferentes mues-
tras hematopoyéticas™. En cuanto a los pacientes con
MGUS, en uno de ellos no se observé acortamiento
telomérico, mientras que en el otro se detectaron dos
picos de TRE La frecuente ocurrencia de MGUS y su
posible evolucién a MM, determina la importancia de
correlacionar diferentes variables con el riesgo de
transformacién maligna® =, Si bien se estudiaron sélo
dos pacientes con MGUS, la presencia de un pico de
TRF de bajo peso molecular en un caso estaria indi-
cando la posibilidad de detectar una poblacién celu-
lar patoldgica con acortamiento telomérico en pacien-
tes con esta patologia.

Por otro lado, encontramos un aumento significa-
tivo de TAs en células de MO de pacientes con MM
respecto de células de MO de controles normales,
reflejando la presencia de inestabilidad cromosémica
en estos pacientes. Estos hallazgos estin en concor-
dancia con los resultados de acortamiento telomérico
ya descriptos y apoyan la idea de que una reduccién
en la LT se encontrarfa asociada a frecuencias aumen-
tadas de TAs e inestabilidad gendmica™ ", la cual es-
tarfa relacionada con un incremento en la probabili-
dad de producir errores capaces de generar cambios
genéticos de importancia para el proceso de desarro-
llo neoplésico. Ademds, observamos un incremento
de TAs en pacientes con MGUS respecto de los con-
troles, con valores intermedios entre células de MO
normal y de MM. De esta manera, nuestros resulta-
dos sustentarian la hipétesis que los procesos que
llevan a inestabilidad cariotipica empezarian en
MGUS* y sugeririan la importancia de estudiar la LT
y evaluar las TAs en un niimero mayor de pacientes
con esta patologia, a fin de determinar si estos
parametros pueden estar relacionados con la evolu-
cién a MM.

Estudios previos han sugerido que el aumento de
actividad de telomerasa y el acortamiento telomérico
estarian relacionados con la progresién de la enfer-
medad™. Particularmente, un estudio reciente en
MM encontré una correlacién entre la actividad de
telomerasa, la capacidad proliferativa y la masa
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tumoral. En este aspecto, en nuestros pacientes con
MM se observd una fuerte correlacién negativa en-
tre la presencia de telémeros cortos y el porcentaje
de CP en MO, uno de los factores que refleja masa
tumoral, sustentando una probable asociacién con la
evolucion clinica.

Ademas, se sabe que el acortamiento telomérico
conimibuye directamente a la presencia de las anoma-
%= comosomicas usualmente encontradas en distintos
Spos de cancer'™ "%, De esta manera, es importante
puntualizar que si bien el grupo de pacientes estudia-
4o no fue numeroso, el valor medio de picos de TRF
=n nuesiros casos con anomalias cromosdmicas clonales,
fue significativamente menor que el observado para
pacientes con MM con cariolipos normales. Estos hallaz-
gos acuerdan con resultados recientemente publicados
que muestran una correlacion negativa entre anomalias
citogenéticas y LT en células CD138+%, La literatura
muestra que los estudios cromosémicos en pacientes
con MM se encuentran limitados por las dificultades
existentes en la obtencion de metafases tiles para ser
analizadas. En nuestro estudio hemos encontrado un
30% de los casos con alleraciones clonales, resullado que
concuerda con datos de la literatura (20%-60% por and-
lisis cromosdmico convencional ¥, Asimismo, pacien-
tes con cariotipos anormales mosiraron peor prondsti-
co que aquellos con un patrén diploide® . De hecho,
todos nuestros casos con MM y cariotipos anormales se
encontraban dentro del grupo con mis del 60% de CP
en MO, reflejando la presencia de ventajas proliferativas
asociadas a cambios cromosdmicos™ De esta forma, la
asociacion de cariolipo anormal con reduccién telo-
mérica, encontrada en este trabajo, estaria indicando el
probable valor prondstico de este tiltimo pardmetro en
MM, particularmente en casos en los cuales es imposi-
ble obtener células para el analisis citogenético.

En nuestro trabajo observamos pérdida de RB1 en
l 28% de los pacientes con MM, valores que concuer-
dan con estudios previos que muestran esta altera-
cion asociada a prondstico adverso y corta sobrevida,
en el 30%-50% de los casos™ *. No se encontrd rela-
o6n de este parametro con los valores de TRF, pro-
Sablemente debido al pequeno porcentaje de células
monosomicas presente en la mayoria de nuestros
pacientes.

En conclusién, los pacientes con MM mostraron
== significativa reduccién de la LT, particularmente
relacionada a porcentajes mayores al 60% de CF en
MO ¥ 2 cariotipos anormales, sugiriendo una proba-
Sle asociacion con la evolucién clfnica. Asimismo,
mu=stros hallazgos sustentan la idea de que la dismi-
muoon de la LT lleva a incrementos de las frecuencias
o= TAs e inestabilidad cromosémica. De esta forma,
=l acortamiento telomérico presente en células con
g=nomas inestables combinado con la desregulacion
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de la proliferacién y los factores responsables de la
sobrevida celular podrian contribuir al desarrollo y la
progresion del MM.
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SUMMARY

Objectives: Telomeres are essential for maintaining
chromosomal integrity and slability. In this work we studied
telomere length (TL) on bone marrow (BM) cells from
patients with multiple myeloma (MM) and monoclonal
gammopathies of undetermined significance (MGUS),

Material and methoeds: Thirty-one MM patients (pls):
12 at diagnosis (D), 11 at relapse (R) and 8 at remission (RE)
and 2 MgUS were studied. TL was evaluated using termi-
nal restriction fragment (TRF) assay. Cytogenetic and FISH
analyses were performed. Telomeric associations (TAs)
were also studied.

Results: TRF analysis in MM showed a mean value
(5.20+0.35Kh) shorter than controls (8.5+0.5Kb) (p<0.001).
Moreover, D and R pls showed telomere shorlening
(p=0.001}, with TL restored at RE. A strong correlation with
the percentage of BM plasma cells (BMPC) (rK= -0.540;
p=0.002) was found. Patients with abnormal karyotypes
(AK) had shorter TRFs than those normal ones (p<0.05).
TRFs in MGUS patients did not differ respect to controls.
TAs were increased in MM pis (19.4621.98%) as compared
to MGUS (6.12+1.87%) and normal BM (2.00+0.93%)
(p=0.001},

Conclusions: MM patients showed TL reduction,
particularly related to >60% of BMPC and AK, suggesting
an association with clinical outcome. Moreover, our findings
support the fact that telomere shortening might lead to an
increased frequency of TAs and chromosome instability.

Key words: Multiple myveloma; MGUS; telomeres;
telomere length: telomeric associations.
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