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Resumen

La macroglobulinemia de Waldenstrom (MW) es
un linfoma linfoplasmocitico con compromiso de
la médula ésea (MO) y presencia de una gammapa-
tia monoclonal IgM. La alteracién citogenética mas
frecuente es la delecion de parte del brazo largo del
cromosoma 6 observada en el 30-54% de los casos,
asociada a factores de prondstico adverso en esta
patologia. Los estudios de secuenciaciéon masiva
permitieron detectar la presencia de mutaciones de
los genes MYD88 y CXCR4, de valor diagndstico y
prondstico en esta entidad. La mutacion activante
del gen MYD88, que determina el cambio del ami-
noacido leucina por prolina en la posiciéon 265 de la
proteina (MYD88"F), se observa en el 93-97% de
los pacientes con MW y en el 40-60% de los casos
de gammapatia monoclonal de significado incier-
to (MGUS) IgM, en tanto que las mutaciones de
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CXCR4 se encuentran en el 30-40% de los pacien-
tes con MW, siendo menos frecuentes en el MGUS-
IgM (4-20%). CXCR45%*% es la variante mas comun
(50% de las mutaciones); genera un coddn stop que
conduce a una proteina truncada en el aminoacido
338, yala pérdida de 15 aminodcidos en el dominio
C-regulador. Algunos pacientes presentan mutacio-
nes multiples en distintos subclones. Los casos con
MYD88"T/CXCR4WHMWT tienen prondstico adver-
so con corta sobrevida libre de progresion y global.
Los pacientes con MYD88%***/CXCR4"VH™MWT tienen
buena respuesta al tratamiento, en tanto que aqué-
llos con ambos genes mutados presentan un pronds-
tico intermedio. Sin duda, el andlisis de estas muta-
ciones ha permitido profundizar la caracterizacién
bioldgica de la MW haciendo factible en un futuro
ampliar la posibilidad de disponer de nuevos blan-
cos terapéuticos.

21



Abstract

Waldenstrom macroglobulinemia (WM) is a
lymphoplasmacytic lymphoma with bone marrow
(BM) involvement and the presence of a monoclo-
nal IgM gammopathy. The most frequent cytoge-
netic alteration is the deletion of part of the long
arm of chromosome 6 observed in 30-54% of cases,
associated with adverse prognostic factors in WM.
The introduction of next generation sequencing al-
lowed the detection of mutations in the MYD88 and
CXCR4 genes, with diagnostic and prognostic val-
ue in this pathology. The activating mutation of the
MYD88 gene determines the change of the amino
acid leucine to proline at position 265 of the pro-
tein (MYD88!%657) that was observed in 93-97% of
patients with WM and in 40-60% of cases of mono-
clonal gammopathy of undetermined significance
(MGUS) IgM. CXCR4 mutations were found in
30-40% of patients with WM, being less frequent in
MGUS-IgM (4-20%). The most common variant,
CXCR4%% (50% of mutations), generates a stop
codon leading to a truncated protein at amino acid
338 and to the loss of 15 amino acids in the C-reg-
ulatory domain. Some patients have multiple muta-
tions in different subclones. Cases with MYD88"/
CXCR4"HIMWT have the worst prognosis with short
overall and progression-free survival. Patients with
MYD88"5F/CXCR4" ™M/WT have a good response to
treatment, whereas those with both mutated genes
have an intermediate prognosis. Undoubtedly, the
analysis of these mutations has allowed the increase
of the biological characterization of WM, making
possible in the future to expand the probability of
having new therapeutic targets.

Introduccion

La Organizaciéon Mundial de la Salud define a la
macroglobulinemia de Waldenstrom (MW) como
un linfoma linfoplasmocitico (LPL) con compro-
miso de la médula 6sea (MO) y la presencia de una
gammapatia monoclonal IgM de cualquier concen-
tracion?. La MW corresponde al 95% de los LPL
(<5% son secretores de IgG, IgA o no secretores) y
presenta un patrén de infiltracién de la MO predo-
minantemente intratrabecular con un incremento
en el nimero de mastocitos. Es una enfermedad
rara, que representa aproximadamente el 1-2% de las
neoplasias hematolégicas, con una incidencia apro-
ximada de 0,57/100000 personas por ano®?, siendo
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mayor en caucasicos (0,41/100000 por ano) que en
afrodescendientes (0,18/100000 por afio)®. La edad
media de presentacion es 63-68 anos con predomi-
nio del sexo masculino. Los pacientes menores de 70
anos tienen una media de sobrevida (SV) mayor de
10 afos, aquéllos entre 70 y 79 afos de aproximada-
mente 7 afos y los mayores de 80 afos de alrededor
de 4 afios®. La mayoria de los casos se originarian a
partir de una célula B de memoria caracterizada por
un fenotipo CD27+, IgM*, IgD", CD25" CD22*,
arrestada después de sufrir hipermutacidén somédtica
en el centro germinal y antes de alcanzar la diferen-
ciacion a célula plasmatica”1?,

El principal factor de riesgo de desarrollo de una
MW es la preexistencia de MGUS (monoclonal gam-
mopathy of undetermined signficance) IgM, seguido
de la presencia de una historia familiar de MW u
otra neoplasia linfoide a células B y factores inmu-
nolégicos. En particular, el MGUS-IgM confiere
un riesgo relativo 46 veces mas alto que el de la po-
blacion general de desarrollar MW"V, Si bien en la
mayoria de los casos es una enfermedad esporadica,
diferentes trabajos refieren agregacion familiar, con
un riesgo hasta 20 veces superior en los familiares de
primer grado de presentar MW u otro desorden lin-
foproliferativo respecto de la poblacién general®>!?,
sugiriendo una susceptibilidad genética en el desa-
rrollo de esta entidad. Asimismo, diferentes reportes
detectan menor edad de comienzo de la enferme-
dad, mayor nivel de infiltracién de la MO y menos
sobrevida en los casos con historia familiar de MW
o de algun proceso linfoproliferativo*!?.

Los sintomas clinicos mas comunes son debilidad y
fatiga, generalmente secundarios a anemia, y sinto-
mas B (pérdida de peso, sudoracion excesiva y fiebre
baja), y afectan a una cuarta parte de los pacientes.
En el 15-30% de los casos se observa hepatomega-
lia, esplenomegalia y linfadenopatia®'®'®. Asimis-
mo, los niveles elevados de IgM circulante producen
manifestaciones clinicas vinculadas a las propieda-
des fisicoquimicas de la proteina monoclonal IgM,
como hiperviscosidad, neuropatia periférica, crio-
globulinemia o enfermedad de aglutininas frias*'".
El depdsito de agregados amorfos de IgM se asocia
a disfuncion orgdnica, particularmente a nivel gas-
trointestinal y renal, asi como a alteraciones en la
piel. En cuanto al inmunofenotipo, las células de la
MW expresan CD19, CD20, CD22"v, CD25, CD27,
CD79, CD81, FMC7, IgMs, son CD5, CDI10,
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CDl1c y CD103 negativas™!?), y presentan restric-
cion de cadena liviana x o A con una relacion 5:1%,
siendo de importancia para distinguir una MW de
otras neoplasias linfoides.

En referencia al gen IGHV (immunoglobulin heavy
chain variable region), el mismo se encuentra fuerte-
mente mutado en la mayoria de los casos de MW y
MGUS-IgM, con un rango de desviacion de la linea
germinal de 2,1% a 16,2%. La comparacion con el
repertorio de genes presentes en células B norma-
les, evidencia una sobre-representacion de la fami-
lia VH3, baja frecuencia de VHI y VH4, asociado
a un uso sesgado de genes IGHV, con aumento de
expresion de IGHV3-23, IGHV3-64, IGHV3-7 y
IGHV3-74, y disminucién de IGHV4-39. Estos da-
tos, en concordancia con el inmunofenotipo, susten-
tan la hipdtesis de que los eventos transformantes
ocurren por presion selectiva en células de memoria
post centro germinal®*. En cuanto al analisis de la
secuencia de aminodacidos en la region VH CDR3, a
diferencia de lo encontrado en leucemia linfocitica
crénica (LLC), la MW no evidencia la presencia de
subsets o grupos de homologia que permitan identi-
ficar receptores estereotipados®>2Y.

Alteraciones citogenéticas

Al presente, y en comparacion con otros desérdenes
linfoproliferativos, es poca la informacién existente
respecto de las anomalias cromosdmicas observadas
en la MW debido, fundamentalmente, al bajo indice
mitdtico de las células tumorales in vitro. No obstan-
te, si bien esta patologia no presenta alteraciones es-
pecificas, la frecuencia de las anomalias encontradas
difiere de lo observado en otras neoplasias linfoides.
Asimismo, el analisis de CNA (copy number aberra-
tions) muestra una media de 4 alteraciones por caso,
similar a lo observado en LLC o linfomas de la zona
marginal, pero mucho menor que lo detectado en el
linfoma de células del manto o en el mieloma mul-
tiple>2),

En particular, la alteraciéon mas frecuente es la dele-
cion (del) de parte del brazo largo del cromosoma 6
(del6q) observada en el 30-54% de los casos, seguida
por: trisomia 18 (15-23%), del13q (13-15%), del17p
(8-23%), trisomia 4 (8-12%), dell11q (7%) y trisomia
12 (<5%)@3). Nguyen-Khac y col®” observaron
una asociacion significativa entre las trisomias 4 y
18. Simultaneamente, son muy poco frecuentes las
translocaciones que involucran el gen de la cadena
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pesada de las inmunoglobulinas (IGH) (3%)¢"*?. En
cuanto a su significado clinico, las deleciones 6q y
11q, asi como la trisomia 4 se asocian a factores de
prondstico adverso en la patologia, pero no presen-
tan impacto sobre su evolucién clinica®***¥, en tan-
to que la del17p y la trisomia 12 se relacionan a una
corta sobrevida libre de progresion (SLP)®V.

En referencia a la del6q, se han descripto dos regio-
nes de minima delecién: 6q21 y 6q23, que determi-
nan la pérdida de genes con importantes funciones
regulatorias que modulan la actividad de NF-kB
(TNFAIP3, HIVEP2), apoptosis (FOX03), proteinas
de la familia BCL2 (BCLAFI), BTK (IBTK) y dife-
renciacion plasmocitica (PRDM1, ARIDI1B)®%%37,
Un trabajo reciente® compara los perfiles de expre-
sién de pacientes con y sin del6q, observando que
los casos con la delecién presentan aumento de la
expresion de los genes de la via de sefnalizacién del
receptor de células B (BCR; B-cell receptor) (CD79a,
SYK, BLNK, PLCy2, CARDII) y de IL-2 (interleu-
kin 2). Los autores postulan que la activacion del
BCR estaria posiblemente asociada a la pérdida de
BLIMP-1 (B-lymphocyte-induced maturation protein
1) (6g21) cuya funcién en condiciones normales se
encuentra relacionada con la inhibicién de la proli-
feracion y activacion de los linfocitos B, incluyendo
el camino de senalizacién del BCR, asi como con la
diferenciacion de las células plasmaticas®. Por su
parte, en MW, IL-2 contribuye a la secrecién de IgM
y ala proliferacion celular via la activacion del cami-
no de sefalizacion JAK/STAT (Janus kinasa/Signal
transducer and activator of transcription proteins)“).

Rearreglos moleculares

Mutaciones de MYD88 (myeloid differentiation pri-
mary response 88)

Estudios de secuenciaciéon masiva de ultima genera-
cion (NGS; next generation sequencing) permitieron
detectar una mutacion activante en el gen MYDSS,
ubicado a nivel de 3p22.2, que determina el cambio
del aminoacido leucina por prolina en la posicién
265 de la proteina (L265P) (MYD88:%%P)“D, La mis-
ma se observa en aproximadamente el 93-97% de los
pacientes con MW y en el 40-60% de los casos de
MGUS-IgM, dependiendo de la metodologia em-
pleada para su deteccion®>*V. El gen MYD88 codifi-
ca una proteina adaptadora citosolica que desempe-
fia un papel central en la respuesta inmune innata y
adaptativa. Dicha proteina funciona como un trans-
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ductor de sefal esencial en las vias de sefalizacion
de los receptores de interleuquina-1 y de tipo Toll“V.
MYD88"%" induce la activacion de las kinasas IRAK
(interleukin-1 receptor-associated kinase) y BTK
(Bruton’s tyrosine kinase), llevando a la activacion de
NF-kB (nuclear factor-kB) y al desarrollo neoplasi-
co***) (Figura 1). El reclutamiento y activacién de
las moléculas IRAK y BTK puede ser bloqueado por
inhibiciéon de MYD88, llevando a la apoptosis de las
células neoplasicas con MYD88 mutado. La ausen-
cia de mutaciéon (MYD88"") se asocia a mayor edad,
menor infiltracién de la MO y compromiso extra-
medular, un curso clinico més agresivo con menor
SV, asi como un riesgo de muerte diez veces mas alto
que los casos portadores de MYD88 265 (64449 Agj-
mismo, los pacientes con MYD88"" pueden presen-
tar mutaciones somaticas recurrentes que impactan
en la via de sefializaciéon de NF-kB, en reguladores
epigendémicos y en los genes DDR (DNA damage
responsive) asi como una alta incidencia de linfoma
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difuso de grandes células B (LDGCB)®). Las mu-
taciones mas comunes afectan la via de senalizacién
de NF-kB e incluyen los genes TBLIXRI, NFKBIB,
NFKBIZ, NFKB2, MALTI1, BCL10 y UDRLIF, y el
complejo de genes CBM (CARD11-BCL10-MALT1I).
Adicionalmente, se han identificado mutaciones di-
ferentes de la L265P, que incluyen S219C, M232T y
S243N, aunque sus frecuencias son mucho mas ba-
jas (1-2%)@).

En cuanto ala metodologia, en los pacientes con sos-
pecha de MW, el andlisis por ASO-PCR (PCR-alelo
especifica) en MO representa el ensayo de eleccién
para la deteccion de la mutacion MYD88L26F (2247:48),
No obstante, la misma puede también detectarse
por ASO-PCR en sangre periférica de pacientes sin
tratamiento previo®). Como la sensibilidad dismi-
nuye en los pacientes tratados, en estos casos se re-
comienda usar s6lo muestras de MO para identificar
de manera confiable la mutacién®**®. En pacientes
con MGUS-IgM, Varettoni y col.®® observaron re-
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Figura 1. Vias metabolicas de MYD88 y de CXCR4 en macroglobulinemia de Waldenstrom. Se detallan
las mutaciones somaticas encontradas con mayor frecuencia en el extremo c-terminal de CXCR4. fs:
frameshift. Modificada de Castillo et al*?).
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sultados discordantes en la identificaciéon de la mu-
tacion MYD88"**" entre las técnicas de NGS y PCR
en tiempo real alelo especifica (Tagman Allele-Spe-
cific Genotyping Assay), detectandose la mutacion
so6lo con la ultima metodologia, que tendria mayor
sensibilidad diagndstica cuando el clon de células B
es pequeino®®,

Simultdneamente, en MW no se observaron diferen-
cias en el porcentaje de casos mutados efectuando
el analisis en células mononucleares totales de MO
respecto de células CD19+ seleccionadas®>*?. Otra
alternativa para la deteccidon confiable de la muta-
cion MYD88"*F y el monitoreo de enfermedad mi-
nima residual es el método de ddPCR (droplet di-
gital PCR), de sensibilidad superior a la ASO-PCR,
especialmente util para el estudio de muestras con
bajo porcentaje de infiltracién, tales como MO no
seleccionadas o sangre periférica. La PCR digital po-
dria utilizarse también para la deteccidon de la mu-
tacion MYD88'** en ADN tumoral circulante en
plasma®b,

Resulta interesante destacar que las alteraciones es-
tructurales del brazo corto del cromosoma 3 pueden
modificar la carga alélica de MYD88"*", debido a la
delecion del alelo WT (WT: wild type o no mutado),
amplificacién del alelo mutado o disomia unipa-
rental adquirida resultando en homocigocidad®>#V.
Esta mutacion también se ha observado, aunque con
frecuencias mas bajas, en otras neoplasias hematolo-
gicas, como LDGCB, linfoma de tejido linfoide aso-
ciado a la mucosa (MALT) y LLC“#"#72%3) pero estd
ausente en el mieloma multiple™V.

Asimismo, se ha encontrado asociacion entre la pre-
sencia de MYD88"%* y la del6q, sugiriendo roles
compartidos de ambos eventos genémicos. En este
aspecto, los casos con las dos alteraciones mues-
tran con mayor frecuencia pérdida del gen BCLAFI
(BCL2 Associated Transcription Factor 1), seguido
por TNFAIP3, HIVEP2, IBTK, y FOXO3. Simulta-
neamente, el analisis de la regién comprendida entre
las bandas 6q14 y 627 muestra dos patrones dife-
rentes de delecion: el 40% de los casos presenta pér-
didas clonales y contiguas abarcando todos los genes
involucrados en la regién, en tanto que el 60% res-
tante tiene deleciones més focales y subclonales®”.
Por otra parte, sabemos que el riesgo de progresion
de MGUS-IgM a MW u otros desérdenes linfopro-
liferativos es de 1,5% por afio® y que tanto la pre-
sencia de la mutacién MYD88"*" como su nivel
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de expresidn estdn asociadas a la transformaciéon
maligna®**). Considerando que la progresion de
MGUS-IgM (condicién premaligna) a MW (neo-
plasia) ocurre en un proceso de multiples pasos,
la alta prevalencia de MYD88*" en MGUS-IgM
confirma que esta mutacién es un evento oncogé-
nico temprano. Por su parte, la presencia de otras
mutaciones y/o CNA determinaria una expresién
génica anormal que promoveria la progresion de la
enfermedad®.

Mutaciones de CXCR4 (C-X-C Motif Chemokine Re-
ceptor 4)

Ademas de la mutacién del gen MYDS88, estudios
de NGS mostraron la presencia de mutaciones en
el gen CXCR4, localizado en 2q22, en el 30-40% de
los pacientes con MW, siendo menos frecuentes en
MGUS-IgM (4-20%)©>3¢42%657) Las mutaciones de
CXCR4 son esencialmente exclusivas de la MW, ya
que no se han descrito hasta ahora en otras enfer-
medades, con la excepcién de unos pocos linfomas
de células B de zona marginal y casos de LDGCB
subtipo ABC (Activated B-cells). La ubicacién de las
mutaciones somaticas en el dominio C terminal en
pacientes con MW es similar a lo observado en la
linea germinal de pacientes con sindrome de WHIM
(Warts, Hypogammaglobulinaemia, Infections and
Myelokathexis), una inmunodeficiencia congénita
caracterizada por neutropenia crénica no ciclica®.

CXCR4 es un receptor de quimioquinas que pro-
mueve la sobrevida, migracion y adhesion de las cé-
lulas tumorales al estroma de la MO a través de inte-
racciones con el ligando CXCL12%”. En condiciones
normales, después de la unién a su ligando, CXCR4
se activa, se une a proteinas G y se producen una
serie de eventos que activan la tirosina quinasa de
la familia Src, seguido de PI3K (phosphatidylinosi-
tol-3-kinase), la via JAK/STAT independientemente
de las proteinas G, seguido de ERK (extracellular sig-
nal-regulated kinases) por P-arrestinas, causando la
migracion, adhesion y transcripcion de genes. Des-
pués de su unién a CXCL12, CXCR4 se internaliza
répidamente, es ubiquitinado y degradado®”. Se han
descripto més de 40 tipos diferentes de mutaciones
somaticas en CXCR4 en pacientes con MW, inclu-
yendo las variaciones con corrimiento del marco de
lectura (CXCR4"H™M¥S) que comprometen una re-
gioén de mads de 40 aminoacidos del dominio C-ter-
minal y mutaciones sin sentido (CXCR4"#M™5) que
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truncan 15-20 aminodcidos de la regién distal®>*¥

(Figura 1). Al igual que en el sindrome de WHIM,
dichas mutaciones dejan intactas las siete hélices de
transmembrana involucradas en la sefializacion y
unioén del ligando, pero resultan en el truncamiento
de la cola citosolica de la proteina que contiene las
fosfoserinas regulatorias, alterando la internalizacién
y produciendo una activacion prolongada®”. La va-
riante mas comtn es CXCR4%*¥X que representa mds
del 50% de las mutaciones de este gen en pacientes
con MW. Consiste en una transversion C>A o C>G
en el nucledtido 1013 de CXCR4, que da como re-
sultado la generacién de un codon stop que conduce
a una proteina truncada en el aminodcido 338, y la
pérdida de 15 aminodcidos en el dominio C-regu-
lador. Asimismo, entre las mutaciones CXCR4%3,
C>G es més frecuente que C>A“?, Ambas variantes
sin sentido (CXCR4%** C>A y C>G) se asocian con
formas mas agresivas de la enfermedad al diagnds-
tico. Los pacientes con MYD88***/CXCR4"WHMNS
tienen mayor compromiso de la MO y altos niveles
séricos de IgM, mas riesgo de hiperviscosidad, ma-
yor requerimiento de tratamiento, y son mas pro-
pensos a padecer enfermedad de von Willebrand
adquirida. Los casos con MYD88"***/CXCR4"HIMES
0 MYD88"F/CXCR4"WH™MWT presentan compromiso
dela MO y niveles séricos de IgM intermedios, mien-
tras que aquéllos con MYD8SWT/CXCR4WHIM/
WT (5-10% de los pacientes) tienen el peor pro-
nodstico con baja infiltraciéon de la MO y corta SLP
y global. Los pacientes con MYD88°*/CXCR4" 1™
NS oIS tienen pocas adenopatias y menores niveles sé-
ricos de 32 microglobulina respecto de aquéllos con
MYD88°F/CXCR4WHIM/WT (446265 a5 mutaciones
del gen CXCR4 acortan la sobrevida libre de trata-
miento (SLT) de los pacientes con MW asintomatica,
pero no tienen efecto en la SV global. Por su parte, la
mutacion MYD88"*F no influencia la ST+,

Las técnicas de secuenciacion de Sanger o NGS son
la mejor opcion para el andlisis del gen CXCR4 debi-
do ala variedad de mutaciones reportadas en el mis-
mo; sin embargo, en pacientes con baja carga tumo-
ral en MO pueden obtenerse falsos-negativos. Dado
que la mutacion CXCR45*** es la mds frecuente, su
busqueda con la técnica de ASO-PCR mejora la sen-
sibilidad diagnostica para esta mutacion en particu-
lar®, pero debe combinarse con la secuenciacion
de Sanger que permite detectar las otras mutaciones
posibles de encontrar en un mismo paciente®. Has-
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ta el presente, el método de deteccion de mutaciones
de CXCR4 no ha sido estandarizado, sin embargo, en
todos los casos la condicién ideal incluye pacientes
no tratados, uso de células mononucleares de MO
y seleccién de células CD19+%?. Asimismo, la mu-
tacion CXCR45%* se ha detectado con alta eficien-
cia por ASO-PCR en tiempo real en DNA tumoral
circulante®”). Hunter y col®® han demostrado que
CXCR4"H"™ disminuye la expresion de genes que se
transcriben en respuesta a la mutacion de MYDS88.
El estudio de las mutaciones del gen CXCR4 por clo-
nado y secuenciacion en pacientes con MW revel6
que la mutacién es subclonal, en tanto que el anali-
sis de la frecuencia alélica mostr6 que en la mayoria
de los casos estarian presentes en el clon dominan-
te. Asimismo, se observo la existencia de pacientes
con multiples mutaciones en subclones distintos y
se detect6 también la presencia de doble heterocigo-
tas. Se observaron ademas clones homocigotas para
una mutacién determinada. La presencia de muta-
ciones subclonales en MW y su baja frecuencia en el
MGUS-IgM revelan que las mismas ocurririan des-
pués de la mutaciéon MYD88"%F, durante la onco-
génesis de la patologia, aunque por su presencia en
MGUS seguiria siendo un evento temprano®®*?. Si-
multineamente, la deteccion de multiples mutacio-
nes de CXCR4 en un mismo paciente seria indica-
tiva de inestabilidad genomica®*#%%). Es importante
destacar que, aunque usualmente los pacientes que
tienen mutaciones del gen CXCR4 también portan
la mutacion MYD88%*, pueden observarse pocos
casos con MYD88"Ty CXCR4 mutado (5%).

Otras mutaciones

Ademas de las ya descriptas, se han detectado otras
mutaciones en la MW, entre ellas las mutaciones
somaticas en ARIDIA (AT-rich interactive domain
1A) estan presentes en el 17% de los casos e inclu-
yen mutaciones puntuales que producen una protei-
na truncada o cambios con corrimiento del marco
de lectura. Este gen puede modular TP53 y actuaria
como un gen supresor epigenético”. Asimismo,
se observaron mutaciones de CD79A y CD79B en
el 8% a 12% de los pacientes con MW, preferente-
mente en casos con MYD88M'T, aunque mutaciones
en CD79B se encontraron también en pacientes con
MYD88"'. CD79A y CD79B son componentes de la
via del BCR, ambos forman un heterodimero que se
asocia con IGHYV, proceso necesario para la expre-
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sion de superficie del BCR7Y. Ademads, la pérdida del
numero de copias de LYN (LYN proto-oncogene) esta
presente en el 60% de los casos y puede favorecer
la respuesta del BCR. Si bien las células B clonales
de la MW exhiben figuras funcionales de activacion
crénica del BCR"?, la contribucién de las mutacio-
nes de CD79A y CD79B y las deleciones de LYN a la
presentacion clinica y respuesta al tratamiento debe
ser evaluada en detalle.

Nuestra experiencia

En cuanto a nuestra experiencia, al presente efectua-
mos el andlisis de mutaciones de los genes MYD88
y CXCR4 en una cohorte de 31 pacientes con MW:
22 al momento del diagnoéstico, 4 en recaida y 5

durante el control post-tratamiento (13 varones;
edad media 67,5 afos, rango: 52-85 aflos) y 12 con
MGUS-IgM (5 varones; edad media 76,9 afos, ran-
go: 68-88 anos). En el 60% de los casos se efectud la
evaluacion en muestras de MO, en tanto que en los
restantes se empled sangre periférica. Para el analisis
de la mutacion MYD88"%" se us6 la técnica de ASO-
PCR acorde a lo previamente descripto”. Se reali-
zaron dos reacciones de PCR que comparten el mis-
mo primer sentido MYD88s, en una se amplifico la
banda control de 160 pb que contiene el sitio L265P
de la mutaciéon empleando el primer antisentido
MYD88as y en la otra se amplific6 el alelo mutado
de 122pb con el primer antisentido MYD88as-mut
(Figura 2).

MYDS88-ASO-PCR
1 2 3

160pb

4 5 6

w— 122pb

Figura 2. ASO-PCR de MYD88. Gel de agarosa al 2% mostrando una banda control de 160 pb (calles 1, 3
y 5) y una banda de 122 pb que amplifica al alelo mutado (calles 4 y 6). Calle 2: control negativo; calles 3 y
4: paciente con la mutacion MYD88"%*; calles 5y 6: control positivo para la mutacion MYD88"%".

La busqueda de la mutacion CXCR4%%* se efecttio
en 22 pacientes con MW y 11 con MGUS-IgM me-
diante ASO-PCR segun lo previamente reportado®?.
Se utilizaron tres reacciones de PCR que comparten
el mismo primer sentido CXCR4s. En la primera se
amplifico el alelo normal con el primer antisentido
CXCR4as, en la segunda se amplificé la mutacién
CXCR*S¥8 C>G con el primer antisentido CXCR4as
C>G, y en la tercera se amplifico el alelo CXCR45%%*
C>A con el primer antisentido CXCR4as C>A. En
los tres casos se amplificaron fragmentos de 162 pb
(Figura 3a). Para la detecciéon de otras mutaciones
del gen se utilizé la secuenciacion bidireccional de
Sanger®. Los pacientes con MGUS evaluados re-
sultaron negativos, 1 paciente con MW presentd la
mutacion CXCR4*** C>G, y en un caso se detect6
la mutacién R334X, c.1000C<T (Figura 3b).

En la Tabla 1 se detallan los resultados obteni-
dos en los pacientes con MW en distintos esta-
dios de la enfermedad y MGUS-IgM. El anili-

HEMATOLOGIA « Volumen 25 N° 1: 21-32, 2020

sis de los datos mostrd la siguiente distribucion:
MYDS8SMUT/CXCR4™T (85,7% de los casos),
MYD88MUT/CXCR4MYT(9,5%) y MYD88™'/CXCR4™™
(4,8%). No se encontraron mutaciones de CXCR4
en los pacientes con MGUS-IgM. Nuestra cohorte
mostr6 positividad para MYD88 dentro de los va-
lores reportados, en cambio encontramos una baja
frecuencia de mutaciones en CXCR4. A nuestro en-
tender, éste es el primer analisis de ambas mutacio-
nes en pacientes con WM e MGUS-IgM de nuestro
pais.

Al presente existen distintos esquemas de tratamien-
to, siendo de destacar la utilizacién de nuevos agen-
tes tales como inhibidores de BTK, PI3K, BCL2 y
del proteasoma®**>7). Diferentes estudios muestran
que el ibrutinib (inhibidor de BTK) resulta eficaz
en el tratamiento de MW sintomadtica en pacientes
MYDS88V%P/CXCR4VHMWT No obstante, se observa
resistencia en los casos con mutaciones de CXCR4,
particularmente en aquéllos con CXCR4WHIM/NS (4674
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), mientras que los pacientes con CXCR4WHIMES
no presentan diferencias respecto de los casos con
CXCR4WHMWT (77) Estos datos muestran la impor-
tancia del andlisis de la presencia de mutaciones en
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de esta patologia, y profundizar la caracterizacion
biologica de la enfermedad. La busqueda de nuevas
mutaciones permitira ampliar en un futuro la posi-
bilidad de disponer de nuevos blancos terapéuticos.

MW, tendiente a refinar el diagnéstico y prondstico

CXCR4
a) ASO-PCR
1 2 3 4 5 6

162pb —-_

b) Secuenciacion de Sanger

= = ® ® ® § . | . . = s ® ®F B @ s §F & = = = F N ©®
A @ & A A a @ g P ¢ @ 1 A T I € a 7 ¢

g : " 1 i ’. i ) [ A
Whoaar AR Aafall, A A

| 1 4 .l ‘ | I|lI \ { | ] ': g I | .

BYEY, 11 ITRIEYRIRTAVEY Y VY

Mutacion R334 ¢.1000C<T

Figura 3. Analisis mutacional de CXCR4. a) ASO-PCR para la mutacion CXCR453%%, Gel de agarosa
al 2%. Calles 1, 2 y 3: paciente negativo para las mutaciones C>G y C>A, se observa s6lo la banda WT
(wild type) (calle 1); calles 4, 5 y 6: paciente portador de la mutaciéon C>G (calle 4: alelo WT, calle 5: alelo
C>G positivo; calle 6: alelo C>A negativo). b) Secuenciacion de Sanger mostrando la mutacién R334X,
¢.1000C<T del gen CXCR4.

Tabla 1. Distribuciéon de mutaciones de MYD88"*** y CXCR4.

Pacientes MYDS8S8P(%) CXCR4 (%)
MW 2/22 (9)
- Al diagnéstico 81,8 1/17 (5,9)
- En recaida 100 1/4 (25)
- Control postratamiento 0 0/1 (0)
MGUS-IgM 41,6 0/11 (0)
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