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Souhrn

Waldenstromova makroglobulinemie (WM) je vzacné lymfoproliferativni onemocnéni ze skupiny monoklonélnich
gamapatii, s incidenci 3 ptipady na 1 milion obyvatel. Toto onemocnéni je charakterizovano infiltraci kostni diené
klonalnimi B-lymfocyty a pfitomnosti monoklonalniho imunoglobulinu tfidy IgM v séru. Nejcastéji se jedna o indo-
lentni onemocnéni s medidnem preziti 6 let. Molekuldrni podstata neni zcela objasnéng, ale delece, trizomie chro-
mozom 4 a 8 a delece 13q se zdaji byt typické pro WM. Mutace MYD88"*" a CXCR4"™ se u WM vyskytuji velice
¢asto a maji vliv na rlist a preziti nddorovych bunék. Tato prace se zaméfuje na soucasné poznatky o chromozomo-
vych aberacich a genovych mutacich spojenych s patofyziologii WM.
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Gene mutations connected to Waldenstom macroglobulinemia

Summary

Waldenstom macroglobulinemia (WM) is a rare lymphoproliferative disorder, currently classified as a monoclonal
gammopathy, with incidence rate of 3 per million. The disease is characterized by presence of clonal B lymphocytes
in the bone marrow and by presence of monoclonal immunoglobulin IgM in serum. It is mostly an indolent disor-
der, with median overall survival 6 years. Molecular pathogenesis of WM remains unclear, but deletion of 6q and
13q, trisomy of chromosomes 4 and 8 seem to be typical. Mutations of MYD88%* and CXCR4""™ are very common
for WM and affect growth and survival of malignant cells. This work is aimed at the current knowledge of chromo-

somal aberrations and gene mutations connected to the pathophysiology of WM.
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Uvod

Waldenstromova makroglobulinemie (WM) je vzacné
lymfoproliferativni onemocnéni charakterizované aku-
mulaci malignich lymfoplazmatickych bunék v kostni
dreni, lymfatickych uzlinach, sleziné a nadbytec¢nou pro-
dukci sérového IgM [1-3]. Patogeneze WM neni dosud
dostatecné objasnéna. Nicméné v soucasnosti se pozor-
nost upird predevsim na mutace genli MYD88 a CXCRA4.
Mutace MYD88 byla pozorovana az u 90 % pacientt
s WM a ma potencial stat se diagnostickym ndstrojem
pro odliseni WM od ostatnich IgM monoklonélnich ga-
mapatii, pfipadné predikovat vyvoj WM. Z klinického
hlediska mudze byt pfitomnost téchto mutaci potenci-
alné velmi dulezita i pro lé¢bu WM.

V tomto cisle ¢asopisu vychazi prehledovy c¢lanek
Adama et al, ktery se zabyva klinickou podstatou WM.
Tento doprovodny ¢lanek se proto zaméfi pouze na ge-
netické zmény u této choroby.

Chromozomové aberace u WM

Karyotypovani malignich bunék WM odhalilo pestrou
paletu cytogenetickych aberaci, oviem Zzadna z nich
neni jedine¢na a typickd pro tuto chorobu. Nej¢astéji
(az v 50 % pfipadd) je nalezena delece chromozomu 6q,
kterd je spojena s negativnimi klinickymi a laborator-
nimi parametry. Oviem efekt na preziti z(stava nejasny.
Typicky dochazi k delecim v oblasti 6q21-23, a to pfi-
blizné u40-60 % pacientt [3], pficemz 41 % z nich mélo
soucasné inzerce v oblasti 6p [5].

V lokusu 6q se nachdzi nékolik genli potenciilné
Ucinkujicich v patogenezi WM. Mezi vyznamné patii
PRDMT1 a TNFAIP3. PRDM]1 slouzi jako represor bunéc¢né
proliferace a pres represi PAX5 a nasledné XBP1 hraje
roli v diferenciaci bunék B lymfocytérni linie a sekreci
imunoglobulind. U WM byla zvy3ena hladina XBP1 pro-
kdzéna u 61 % pacientd. TNFAIP3 je nddorovym supre-
sorem, pfi jehoz inaktivaci dochazi k trvalé aktivaci
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signalni drahy NF-kB, ktera ovliviiuje celou fadu biolo-
gickych procest vcetné inhibice apoptézy a bunéc¢né
proliferace [6].

V pokrocilejsich stadiich nemoci se objevuji i dalsi
delece - oblasti 13q14, obsahujici geny pro mikroRNA
miR15a a miR-16-1 (obé negativné reguluji expresi
genu BCL2 kédujici antiapoptoticky protein) a delece
oblasti 17p13 s genem TP53 [7,8].

Pro odliseni WM od jinych nemoci, zvlasté pak od
mnohocetného myelomu (MM), je vyznamnda nepfi-
tomnost translokaci zahrnujicich gen pro tézky imuno-
globulinovy fetézec na chromozomu 14g32 [9]. V této
oblasti jsou nicméné detekovany delece zasahujici gen
TRAF3, ktery kéduje dulezity negativni reguldtor neka-
nonické drahy NF-kB [4]. Pro WM je typickou chromozo-
movou aberaci trisomie chromozomu 4, jelikoz u jinych
malignit se nachazi jen zfidka [10]. Dale byly u WM za-
znamenany zisky v chromozomech 3q, 18, 8q a Xq27-
28 a ztraty u 7g22, 8p, 11g22-24, 13q14 a 17p11-13 [4].
Nejcastéji pozorované aberace a geny jimi zasazené
jsou shrnuty v tab. 1.

Somatické mutace

MYD88

MYD88 (Myeloid differentiation primary response gene
88) slouzi jako adaptorova molekula pro toll-like receptory
(TLR) a receptor pro IL1 (interleukin 1). Poté, co se k recep-
toru navaze pfislusny ligand, MYD88 dimerizuje a v tomto
stavu spousti autofosforylaci IRAK4 a IRAK1 (kindzy aso-
ciované s receptorem pro IL1). Fosforylovand IRAK1 uvol-
nuje TRAF6 (s receptorem pro TNF asociovany faktor 6),
ktery nasledné vede k aktivaci komplexu IKK, kindzy zod-
povédné za spusténi drahy NF-kB [11].

Pfi celogenomovém sekvenovani patologickych
bunék byla u WM objevena jednonukleotidova zdména
tyminu za cytosin na pozici 38182641 v oblasti chromo-
zomu 3p22.2. Naslednou zaménou aminokyselin leu-
cinu za prolin vznikd mutantni protein MYD88%5% [10].
Tato substituce tvoiiaktivnéjsi protein, ktery napomaha
preziti malignich bunék tim, ze spontanné sestavuje
komplex s IRAK1 a IRAK4 [12]. Zaroven pti alternativnim

sestiihu vznikaji dalsi 2 izoformy, jejichz vyznam nebyl
dosud objasnén [13]. Tato mutace MYD88%55 se rovnéz
casto vyskytuje soucasné s deleci 6q, ktera je typicka
pro WM, jak jiz bylo zminéno dfive [14,15].

Pacienti s MYD88%55" oproti MYD88"T (wild type, ne-
mutovany) maji ve vétsiné pfipadl vysokou infiltraci
lymfocytll do kostni diené, a to az 80 % vsech bunék
[14], a rovnéz vyssi hodnoty sérového IgM [14]. Mutace
MYD88%5% byla prokazana u vice nez 90 % pfipadt WM.
U nékterych pacientd dokonce v homozygotni podobé.
Avsak tito pacienti se klinickym obrazem nijak nelisili
od pacientll heterozygotnich [11].

V bunkach zdravych osob se tato mutace nenachazi.
Nebyla nalezena ani u MM, a to vcetné IgM sekretuji-
ciho typu. V malé mife (asi 7 %) se mlize nachazet u MZL
(lymfomu margindini zény), u p¥ipadd, jejichz klinické
projevy se castecné prekryvaji s WM [11]. Déle se na-
chazi u 29 % difuznich velkobuné¢nych B lymfoml
(subtypu aktivovanych B-bunék), 9 % MALT lymfoma
(lymfomy odvozené od slizni¢ni tkané) [12] a 3 % chro-
nickych lymfatickych leukemii [16]. Mutace MYD88-255P
by se mohla stat potenciadlnim diagnostickym nastro-
jem pro odliseni WM od ostatnich monoklondlnich
gamapatii, predevsim IgM sekretujiciho typu, coz miize
byt jinak obtizné. Na druhou stranu, u pacientd s lymfo-
plazmocytarnim lymfomem bez sekrece IgM se mutace
MYD88%5*P nachazela stejné ¢asto jako u pacienti s WM
[111.

MYD88 %55 se nachazi i u pacientd s IgM MGUS (mo-
noklondlni gamapatie nejasného vyznamu), ale hod-
noty pozorované v jednotlivych studiich se vyznamné
lisi —od 10 % [17] az po 80 % [18], podle citlivosti pouzité
metody. Pfi pouziti kvantitativni AS-PCR (alelové speci-
fické PCR) je mutace odhalena i pfi nizkych koncentra-
cich klonalnich bunék. Xu et al v roce 2013 pozorovali, ze
pacienti lgM MGUS s vysokou expresi MYD882%5" progre-
dovali do WM. K tomuto vyvoji onemocnéni dochazi ve
vétsiné piipadl, nicméné ne ve viech. Je tedy tieba dal-
sich rozséahlejsich studii, které by mohly pomoci objasnit,
zda pfitomnost mutace MYD88'%5" dokaze predikovat
vyvoj WM. Hladina exprese mutantniho MYD88 analy-

Tab. 1. Nejcastéji pozorované aberace a geny jimi zasazené

aberace dulezité geny

+3 dosud neznamé
+4 dosud neznamé
+6p dosud neznamé
-6g21 PRDM1

-6q23 TNFAIP3

-13q14.3 MIRN15A, MIRNT6-1
-14932 TRAF3

-17p13.1 TP53

+18 MALT1, BCL2

prevalence biologicka funkce
10 %
12-20 %
17 %
38-50 % zastavuje bunécnou proliferaci
38-50 negativné reguluje drahu NF-kB
10 % negativné reguluje BCL2
6 % negativné reguluje drahu NF-kB
7-10 % zahajuje opravu poskozené DNA,

reguluje apoptdzu aj.

17 % blokuje apoptézu
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zovana pomoci qPCR tak ma potencial stat se dllezi-
tym prognostickym markerem. MYD88%%" u IgM MGUS
by mohla byt zasadni mutaci, kterd dava casné nadorové
burice rdstovou vyhodu oproti ostatnim klonlim, a po-
tencidlné umozni dal$i mutace vedouci k progresi do
symptomatické WM [15].

CXCR4

CXCR4 je chemokinovy receptor sprazeny s G protei-
nem. Po navéazani ligandu SDFT (také oznacovaného jako
CXCL12) se spousti nékolik signélnich drah, vedoucich
k riznym odezvam: aktivaci G proteinu mudze inhibovat
adenylatcyklazu, aktivovat Src tyrozinové kinazy, fosfoli-
pazu C-B (PLC-B) a PI3K, coz vede k regulaci pochodu jako
je transkripce, migrace a adheze bunék. CXCR4 ovliviiuje
i drdhy na G proteinu nezavislé, napr. JAK/STAT [19].

Pfi pokusech na mysich s chybé&jicimi CXCR4 nebo
SDF1 byla pozorovana pozdni gestacni letalita s poru-
chami lymfopoézy B bunék, kolonizace kostni diené
a tvorby srdec¢niho septa, coz naznacuje, ze kromé funkce
klasického chemokinového receptoru u dospélych ma
i dalsi funkce pfi vyvoji [20,21].

WM je prvni onkologické onemocnéni, u kterého
byla prokdzdna mutace CXCR4 [13], ackoli jeho dysre-
gulace je pozorovana pomérné casto [22]. Tyto mutace
jsou nalézény u vzacné vrozené poruchy imunity, tzv.
WHIM syndromu (warts, hypogammaglobulinemia, in-
fections, and myelokathexis syndrome - syndrom bra-
davic, hypogamaglobulinemie, infekci a myelokatexie),
a proto byvaji nazyvany WHIM-like. Jde o mutace ovliv-
fujici C konec proteinu. Tato oblast se vyznacuje pfi-
tomnosti vétsiho poctu serin, jejichz fosforylace vede
ke spusténi signaliza¢ni kaskady buriky.

Rozeznavame 2 typy mutaci: tzv. nonsense mutace
(NS; ztrata 15-20 aminokyselin v dGsledku pfedc¢asného
ukonceni translace) a mutace majici za nasledek posun
Cteciho ramce (frameshift, FS; ovliviuji fetézec o délce
pfiblizné 40 aminokyselin). NS a FS mutace se obje-
vuji s takrka stejnou cetnosti [13]. Nejcastéjsi z WHIM-
like mutaci nalézanych u WM, tedy CXCR4%33%, brani in-
ternalizaci receptoru, kterd by méla nastat po stimulaci
SDF1. Déle trvajici stimulace signalnich drah (za pomoci
kindz AKT, ERK a BTK) vede k prezivani nadorovych
bunék a také k rezistenci k nékterym léc¢ivaim [23].

Ve studii Treona et al bylo pozorovéano, ze 30 % pa-
cientll vykazovalo mutace v genu pro CXCR4. U 98 %
z nich se soucasné vyskytovala forma MYD88'%%, za-
timco 94 % pacientd s MYD88"T bylo také CXCR4"". Po-
rovnanim se subpopulacemi zdravych bunék bylo po-
tvrzeno, Ze se jedna o somatické mutace [17].

Klinické projevy jednotlivych kombinaci zminénych
mutaci se vyrazné lisi. Pacienti s MYD88-25PCXCR4NS vy-
kazovali vyrazné vyssi hladiny IgM, ¢asnéjsi sympto-
matické onemocnéni a velkou infiltraci kostni diené,
zatimco s MYD88"TCXCR4"" se projevy objevovaly ve
vyssim véku a infiltrace kostni diené byla mala. Kombi-
nace MYD88'5PCXCR4VT a MYD8825P CXCR4™ vykazo-
valy shodné stfedni miru infiltrace. Pfestoze jsou pro-
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jevy nemoci u CXCR4™ agresivnéjsi, nema tato mutace
vliv na délku pfreziti. Pacienti s mutovanym CXCR4 vy-
kazovali méné casto adenopatie, coz je nejspise zpU-
sobené zvysenym tropizmem nadorovych bunék ke
stromatu kostni diené. Zvysena adheze napomaha pre-
ziti malignich bunék a vétsi tvorbé IgM, ktera je zvlasté
patrna u CXCR4Ns [171].

Z klinického hlediska muze byt pfitomnost téchto
mutaci potencialné velmi dalezita i pro 1écbu WM. Urceni
stavu mutace MYD88 a CXCR4 m{ize pomoci identifikovat
nové podskupiny WM, které se lisi s ohledem na klinicky
vyvoj onemocnéni a prognézu. Pfitomnost somatickych
mutaci MYD88 a CXCR4 ma vliv rovnéz na Ucinek novych
Iékd, které by mohly zménit dalsi vyvoj této choroby.
Prikladem je ibrutinib, inhibitor BTK kinazy, tedy enzymu
pulsobiciho ve spolupraci s proteinem MYD88, ktery je
ucinny pro lé¢bu WM pacientli s MYD882%%", Na druhou
stranu, bylo prokazano, ze buriky s CXCR4""M jsou v(ci
ibrutinibu vyrazné odolnéjsi nez CXCR4"T [23].

Dalsi mutace

Celogenomové sekvenovani odhalilo i dal$i mutované
geny, ovéem jejich mutace nebyly rekurentni. Soma-
tickd varianta ARID1A (AT-rich interactive domain 1A)
byla pozorovana u 17 % pacientd. Ve vsech pfipadech
se vyskytovala spole¢né s MYD88%55", Tito pacienti méli
vétsi invazi do kostni diené (90 % vs 50 %), nizsi hema-
tokrit a méné krevnich desticek [11].

P¥i patrani po mutacich, které by byly exkluzivni pro
pacienty bez mutovaného MYD88, objevili Treon et al
u 2 ze 3 pacientl mutaci v genu MLL2 (leukemie smise-
ného plvodu 2). Oba pacienti méli zvyseny pocet cir-
kulujicich klonalnich B-lymfocytl se zvysenou expresi
CD23, coz pro WM neni pfilis typické [10]. MLL2 kéduje
histonovou metyltransferazu, kterd kontroluje genovou
transkripci modifikaci ¢tvrtého lyzinu na histonu 3 [24].

Copy number variations (CNV)

CNV jsou kratké segmenty DNA, jejich pocet je mezi
jednotlivymi jedinci variabilni. Tyto variabilni regiony
tvofi 12 % genomu a jsou tak dllezitou slozkou ge-
netické diverzity. Je obtizné rozlisit, jestli je dany CNV
pouze polymorfizmem, nebo uz je patogenni a podili
se na onemocnéni [25]. U WM byly nalezeny ve vétsi
mife na chromozomu 6, ale vétsina jich byla roztrou-
$ena po ostatnich chromozomech. Nejcastéjsi z deleci
se nachdazely v genech HIVEP2, ARID1B a BCLAF1, pozoro-
vané u pacient0 s i bez viditelnych deleci 6q [13].

Zaver

| kdyz WM zistava indolentnim onemocnénim, nové po-
znatky o aberacich spojenych s touto nemoci zlepsuiji
nase poznani patofyziologie WM, kterd neni doposud
dostate¢né objasnéna. Vyznamnou roli hraji chromozo-
mové aberace, zvlasté delece dlouhého raménka chro-
mozomu 6. Geny z deletovanych oblasti (napt. PRMD],
TNFAIP3, TRAF3) se podileji na kontrole buné¢ného cyklu
a proliferace a jejich ztrata podporuje prezivani malig-
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nich bunék. Prdlomovym objevem ve vyzkumu WM je
ndlez vysoce rekurentni mutace genu MYD88 a CXCRA4.
Mutovany MYD88 byl pozorovan az u 90 % pacient(.
Tato mutace mUze v budoucnu napomahat v diagnos-
tice, pfi niz by mohla odlisit WM od nemoci s prekry-
vajicim se klinickym obrazem, ale je také potencialnim
ter¢em pro cilenou terapii. Kontrola pfitomnosti mutace
v genu MYD88 by mohla slouzit jako jednoduchy neza-
visly rizikovy faktor pro progresi do WM predevsim u pa-
cientd s IgM MGUS. Mutace CXCR4 neni tak ¢astd, zato se
jedna o zcela novou, u nddorovych onemocnéni dopo-
sud nepozorovanou mutaci, ktera se rovnéz nabizi jako
cil pro lécbu.

Tato prdce byla podpofena grantem MZ CR IGA NT14575.
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