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Mnohopocetny myelom (MM) je lymfoproliferativne ochorenie zasahujuce plazmatické B-lymfocyty. Je zaradeny
medzi monoklonalne gamapatie, pretoze medzi jeho hlavné priznaky patri produkcia monoklonalnych protilatok,
ktoré znacne znizuju variabilitu imunitného systému. Charakteristické symptomy tiez zahffiaja osteolytické 1ézie,
najméd Vv oblasti axialneho skeletu, hyperkalciémiu a postupné zlyhavanie renalneho systému. Priebeh ochorenia
je variabilny, méze sa zacat ako indolentnd monoklonalna gamapatia nejasného vyznamu (MGUS, monoclonal
gammopathy of undetermined significance), ktora sa postupne transformuje do plne rozvinutého patologického
stavu. Podobnou hematoonkologickou malignitou je Waldenstromova makroglobulinémia (WM), ktora tiez patri
medzi monoklonalne gamapatie a tvori podskupinu non-Hodgkinovych lymféomov. Symptomy a vysledky labora-
tornych vysetreni sa v oboch pripadoch takmer identické. Pre zacatie vhodnej lie¢by je nevyhnutna diferencial-
na diagnostika na molekulovej urovni.
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Differential molecular diagnostics of multiple myeloma and Waldenstrém 's macroglobulinemia

Multiple myeloma (MM) is a lymphoproliferative disease affecting plasma B-cells. It ranks to monoclonal gam-
mopathies with the typical presence of monoclonal antibodies which significantly reduce the variability of the
immune system. Typical symptoms also include osteolytic bone lesions mainly in the axial skeleton, hypercalce-
mia and progressive renal failure. The approach to the disease is variable, may start as indolent monoclonal gam-
mopathy of undetermined significance (MGUS), which progresses into fully developed condition. Similar hema-
to-oncological malignity is Waldenstrom’s macroglobulinemia (WM). As well as MM, WM is also monoclonal
gammopathy and is one of the subtypes of non-Hodgkin’s lymphomas. Symptoms and results of laboratory ex-
aminations are relatively similar in both cases. For initiation of appropriate the treatment differential diagnos-

tic at a molecular level is needed.
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Uvod

Mnohopoc¢ety myelom (MM) patri medzi hematoonkolo-
gické ochorenia plazmatickych B-buniek. Vo vag&sine pripa-
dov prevlada vyskyt nadorovych buniek typu zrelych plazmo-
cytov s nizkou proliferaénou aktivitou. Lokalizacia uvedenych
patologickych foriem je striktne viazana na mikroprostredie
kostnej drene, kde prebieha ich proliferacia a diferenciacia®.
MM sa radi do skupiny monoklonalnych gamapatii, pretoze
jednym z jeho zakladnych znakov je produkcia monoklonal-
nych protilatok. Za fyziologickych podmienok sa v sére zdra-
vého jedinca vyskytuju polyklonalne imunoglobuliny, ktoré
st schopné podliehat rekombinacidm a vytvarat' tak Siroké
spektrum vazbovych miest pre rozne antigény. Pri monoklo-
nalnych gamapatiach vratane MM dochadza v organizme
k produkcii jedného antigénne i Struktirne konzistentného
antigénu, pripadne jeho fragmentu, ¢im je znacne znizena
efektivita imunitného systému. Monoklonalne imunoglobuli-
ny postupne infiltruji kostnu dren, kde nahradzaju funkéné
plazmocyty®.

Patogenéza MM

MM prebieha ako viacuroviiovy proces, ktory sa zacina
ako premaligne §tadium, resp. monoklonalna gamapatia ne-
jasného vyznamu (MGUS) s variabilnou dizkou trvania. Od
plne rozvinutého patologického stavu sa lisi nizSou hodno-
tou paraproteinu M, kostna drefi obsahuje menej ako 10 %
mononuklearnych buniek a nie su pritomné d’alsie sympto-
my a poSkodenia organov®. , Smoldering* myelom (SMM) je
heterogénna prechodna forma medzi MGUS a plne rozvinu-
tym ochorenim. Odlisenie SMM a MGUS je mozné len na za-
klade hodnotenia laboratornych vysledkov. Hlavnym diferen-
cia¢nym faktorom je pritomnost’ vy$sej hladiny paraproteinu
(nad 30 g/l) a plazmatickych buniek (nad 10 %) v kostnej dre-
ni, ale zaroven nesmu byt u pacienta pritomné ziadne d’al-
Sie priznaky ako hyperkalciémia, poskodenie oblic¢ick alebo
anémia®. Désledkom progresie nadorovej masy je tiez potla-
Cenie hostitel'skej imunity, preto pocas transformacie SMM
na myelom dochadza k vzniku pridavnych deficiencii celu-
larnych aj humoralnych zloziek imunity. Nastava postupné
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zhorSenie organovych funkcii s moznost'ou rozsirenia tumo-
rovych buniek do extramedularnych oblasti, naj¢astejSie do
pecene a sleziny®).

Molekulova cytogenetika MM

Ako primarne mutacie sa pri MM oznacuju translokacie
zahinajuce lokus pre tazky (IgH) imunoglobulinovy retazec
alebo jeden z lokusov pre Tahky Ig retazec (IgL — kappa/lam-
bda).

Uvedené mutacie su pritomné u viac ako polovice pacien-
tov. Vznikaju ako dosledok nespravnej ,,cross-switch® rekom-
binacie a somatickej hypermutéacie protilatok. IgH transloka-
cie zahfiaju pri MM tri cielové skupiny onkogénov, uvedené
V tabul’ke 1. Zvycajne ide 0 vyvazené translokacie, pocas kto-
rych sa onkogény dostanti pod kontrolu silného Ig intronové-
ho enhaceru Emu a/alebo IgH alfa®. V ramci sekundarnych
aberacii dochadza pri MM najcastejSie kK mutaciam zahfha-
jucim chromozémy 1, 13, 17 a vynimkou nie su ani transloka-
cie chromozémov 4, 11 a 14. Tumory plazmatickych buniek
s 1(11;14)(g13;g32) st pri MM a MGUS asociované s nad-
produkciou cyklinu D1 (CCND1), ale paradoxne su pri zave-
deni vhodnej lieéby spojené s dlh§im prezivanim pacientov(®.

Waldenstromova makroglobulinémia a gén MYD88

Waldenstrémova makroglobulinémia (WM) je lymfopro-
liferativne ochorenie B-lymfocytov a zaroven jeden z podty-
pov non-Hodgkinovych lymfomov. Primarnou ¢értou je infiltra-
cia kostnej drene patologickymi plazmocytarnymi bunkami
a pritomnost’ Ig monoklonalnej gamapatie. K najcastejSim
sprievodnym javom patri anémia, hyperviskézny syndrom,
hepatosplenomegalia ¢i lymfadenopatie. Histologicka trans-
formacia buniek byva pri¢inou progresie ochorenia do §ta-
dia difuznej B-bunkovej leukémie (DLBCL), ked” dochadza ku
komplexnému zhorseniu Symptémov s extramedularnym po-
stihnutim®. Kandidatnym génom pri WM je MYD88 (myelo-
id differentiation primary response 88) lokalizovany na chro-
mozome 3p22. Koduje 31 — 33 kDa adaptorovy protein, ktory
obsahuje N-terminalnu ,,death® doménu (DD) a C-terminalnu
TIR doménu (Toll/interleukin-1 receptor). Funkciou protei-
nu je ukotvenie signalnych molekal na TIR doménu a na re-
ceptory pre interferén-y (IFN-y) na zabezpeéenie spravneho
fungovania vrodenych imunitnych reakcii. Deregulacia génu
MYD88 ma v prevaznej vac¢sine pripadov negativny dosledok
na signalne drahy NF-kB, PI3K/Akt/mTOR ¢i JAK/STAT®,

Tabul’ka 1. Cielové skupiny onkogénov pri MM (reprodukované
podla Chesi M, Bergsagel PL,2011)

skupiny cielovych onkogénov lokalizacia  vyskyt
CCND1 11913 15 %
1. cyklin CCND2 12p13 <1%
CCND3 6p21 2%
2. MAF MAF 16023 5%
MAFA 20qg12 2%
MAFB 8q24.3 <1%
3. MMSET/FGFR3 4q16 15%

CCND — cyklin D; MAF — muskuloaponeuroticky fibrosarkomovy
onkogénny homolog; MMSET — chromatin remodelacny faktor;
FGFR — receptor fibroblastovéio rastového faktora

Somaticka mutacia L265P

Somaticky variant (T—C) v chromozomovej oblasti 3p22.2
je jednozna¢nym diagnostickym markerom WM. Mutéacia za-
v géne MYD88, ¢oho nasledkom je abnormalne vysoka ak-
tivita uvedenych signalnych drah. Vysledkom komplexného
patologického procesu je tak maligna proliferacia a supresia
apoptézy B-lymfocytovoid,

Diferencialna diagnostika monoklonalnych gamapatii

Potvrdenie diagnézy monoklonalnych gamapatii zahtia
sériu biochemickych vysetreni, predovsetkym elektroforézu
sérovych bielkovin (SPEP) a elektroforézu bielkovin v mo¢i
(UPEP). Separacia na klasickej agaréze v kombindcii s imu-
nofixaciousa vyuziva ako skriningova metéda na detekciu
pritomnosti M-proteinu a jeho tazkych Ig retazcov a deter-
minaciu fahkych Ig ret'azcov. Pretoze uvedené metody su
relativne neinvazivne, je vhodné vykonat’ ich u vsetkych pa-
cientov. Pri UPEP je nevyhnutny 24-hodinovy odber mocu,
pretoze mnozstvo M-proteinu v ilom je nepriamym merad-
lom rozsahu tumorovej masy“?. Metody fluorescencnej in
situ hybridizacie (FISH) sa rutinne vyuzivaju na analyzu chro-
mozémovych aberacii, najéastejsie t(11,14), ktora priamo
stvisi S0 zvySenou expresiou CCNDL1 a je typicka prave pre
MM. Vyznamnym markerom monoklonalnych gamapatii sa
tiez prestavby IgH lokusu a ¢asté su aj delécie 17p13 (TP53)
a 13q14 (RB1). Na molekulovej Grovni mozno potvrdit pri-
tomnost’ najfrekventovanejsich genomickych delécii a du-
plikacii metodou MLPA (multiple ligation-dependent probe
amplification). Vyuzitim kvantitativnej real-time PCR mozno
sledovat’ hladinu expresie CCND1, ktora u pacientov koreluje
s mierou lie¢ebnej odpovede.

Problémom v rutinnej praxi je skuto¢nost’, ze vysledky uve-
denych laboratornych testov sa pri WM a MM do znaénej
miery rovnaké, ¢o moze viest k nepresnej diagnostike dané-
ho ochorenia, a tym aj k podaniu nespecifickej liecby. U pa-
cientov s MM sa vyuziva kombinacia cytostatik a kortikos-
teroidov, pripadne imunomodulaéné latky. Medzi najnovsie
lie¢iva z oblasti cielenej terapie MM patri talidomid, inhibi-
tory VEGF (vascular endothelial growth factor) alebo protea-
z6moVvé inhibitory®. U pacientov s WM je pomerne Zasty vy-
skyt neuropatii a hemolytickej anémie. V danom pripade je
prvou vol'bou rituximab, ktory zabezpecuje eliminaciu malig-
nych B-lymfocytov prezentujucich povrchovy antigén CD20.
Pri progresii ochorenia sa vyuziva trojkombinacia DRC (dexa-
metazon, rituximab, cyklofosfamid)®®. Pre aplikaciu vhod-
ného lieGebného algoritmu je teda nevyhnutna spolahliva
diferencialna diagnostika, ktorou mozno odlisit’ uvedené mo-
noklonalne gamapatie na molekulovej arovni.

Material a metodika

Vzorky

Do stiboru pacientov s podozrenim na Waldenstromovu
makroglobulinémiu boli zahrnuté vzorky kostnej drene spra-
cované na oddeleni lekarskej genetiky v Medirexe, a. s., v ¢a-
sovom rozmedzi od oktébra 2015 do marca 2016. Subor bol
zostaveny z 29 vzoriek. DNA na analyzy bola izolovana kitom
QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) pod-
I'a prilozeného protokolu. Koncentracia a kvalita vzoriek bola
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merana na Implen nanofotometri (Implen GmbH, Munchen,
Germany). Ako negativne kontroly boli pouzité vzorky od pa-
cientov bez onkologickych diagnéz.

Alelovo Specifickd PCR (AS-PCR)

Pri optimalizacii vhodnej AS-PCR boli pouzité komer¢-
ne dostupné primery od firmy Sigma-Aldrich pre wild-type
a mutovany typ alel. Reakéné mixy boli pripravené s viacery-
mi druhmi polymeraz vratane Pfu Turbo Cx Hotstart, Ampli-
Taq Gold a Phu. Idealny priebeh reakcie bol dosiahnuty iba
v pripade poslednej Phu polymerazy. Genomicka DNA bola
nariedena na 10 ng a teplotny program bol nastaveny podla
¢lanku Varettoni et al., 2013@?. Velkost ziskanych PCR pro-
duktov bola priblizne 300 bp.

Obrdzok 1. Genotypy WM

A GAAGCGA:cafcc B GAAGCGATCC
G TGRTCCCCA
e L s o
A) mutovany typ alely, tranzicia T > C; B) Wt typ alely — bez tranzi-
cie T >C; C) D) — heterozygotny typ alel

Sekvenovanie a MLPA analyza

Ziskané PCR produkty boli enzymaticky purifikované po-
mocou Exo Sap (Applied Biosystems, Foster City, USA), kto-
ry zo zmesi odstrani nezainkorporované primery a dNTP. Na
pripravu sekvenac¢nej reakcie bol pouzity BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster Ci-
ty, USA) a na finalnu purifikaciu DyeEx 2.0 Spin Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) so zivicovymi kolonkami. Vzorky sme sek-
venovali na genetickom analyzatore ABI 3500 (Applied Bio-
systems, Foster City, USA) a vyhodnotili pomocou softvé-
ru SeqScape. Vysledky sme overili vlozenim sekvencii do
BLAST-u a tiez pomocou MLPA analyzy (MRC Holland, Am-
sterdam, The Netherlands). Pouzity probemix SALA MLPA
P038 B1 obsahuje 51 specifickych prob pre B-bunkové abe-
racie vratane somatickej mutacie L265P v géne MYD88.

Vysledky

Kombinaciou komeréne dostupnych primerov, Phu
polymerazy a protokolu podla Varettoni et al., 2013 sme
zostavili vhodnti AS-PCR, ktorej produkty mozno pouzit' na
d’alsie sekvenovanie a detekciu mutacie v géne MYD88.
V naSom subore analyzovanych pacientov sme pozitivitu vy-
sledkov hodnotili na zaklade zameny tyminu za cytozin na
978 nukleotide (obrdzok 1). Ziskané vysledky sme potvrdili
aj MLPA analyzou (obrdzok 2). Uvedenymi metodami sa nam
podarilo zostavit diagnosticky algoritmus vhodny na detek-
ciu pacientovs WM a odlisit’ ich tak od ostatnych pripadov
MM ¢i inych monoklonalnych gamapatii. Po¢as analyzy pa-
cientov sme detegovali aj d’alsich 11 polymorfizmov v géne
MYD88, ktoré vsak nemali ziadny fenotypovy prejav.

Obrdzok 2. Vysledok MLPA analyzy, pritomnost mutacie L265P v géne MYD88
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Diskusia

Waldenstréomova makroglobulinémia rovnako ako mye-
l6m patri medzi lymfoproliferativne ochorenia B-buniek s vy-
skytom monoklonalnych protilatok. Ked’ze je pomerne tazké
odlisit MM od WM na zaklade klinického obrazu a vysledkov
laboratornych testov, bolo nasim cielom zaviest do rutinnej
diagnostiky molekulovi metodu, ktora by spolahlivo identifi-
kovala konkrétny typ ochorenia. Publikacie z poslednych ro-
kov uvadzaja somaticki mutaciu L265P v géne MYD88 ako
diagnosticky marker jedine¢ny pre WM, pretoze pri MM sa
nenachadza. WM je relativne zriedkavé ochorenie v ramci
hematoonkologickych malignit. Globalne je zaznamenanych
priblizne 5 pacientov na 1 milion pripadov. Pocas diagnostiky
novych pacientov sme zaznamenali ¢asty vyskyt bodovych
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polymorfizmov, najmd 2856 A > R. Vo vicsine pripadov vsak
islo o silent mutacie a v ziadnom z pripadov sme nedetego-
vali fenotypovy prejav.

Zaver
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telny vyznam, pretoze prispievajuk presnej a relativne rych-
lej diagnostike mnohych ochoreni. Pomocou vhodne zvole-
ného algoritmu je mozny spolahlivy manazment pacientov ¢i
samotné sledovanie liecebnej odpovede.
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