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Gen MYC a jeho abnormality se zaméfenim
na agresivni B-bunécné lymfomy

MYC gene and its abnormalities with a focus on aggressive B-cell
lymphomas

Vatolikova M., Urbankova H.
Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

SOUHRN: Gen MYC kdéduje protein Myc, ktery je jednim z nejdilezitéjsich transkrip¢nich faktord. Reguluje Siroké spektrum bunécnych funkci,
v¢. proliferace, diferenciace bunék a apoptézy. K deregulaci genu MYC dochazi na rliznych urovnich a jeho zvysena exprese je asociovana s celou
fadou nadorovych onemocnéni. Deregulace genu prostiednictvim chromozomové prestavby je typickd predevsim pro B-bunécné lymfomy a je
obvykle doprovazena agresivnéjsim charakterem onemocnéni vétsinou s nepfiznivou prognézou. B-bunécné lymfomy s prokdzanou prestavbou
genu MYC vykazuji zna¢nou variabilitu v lokalizaci zZlomovych mist v lokusu 8g24. Do prestavby se zapojuji rGizni translokac¢ni partneti, jak z fad
imunoglobulinovych (IG) gen(, tak i neimunoglobulinovych (non-IG) gend. Zapojeni IG gen( jako translokacnich partnerd MYC je povazovano
za negativni prognosticky faktor. Vyznamny vliv na prognézu pacientud s prestavbou genu MYC maji soucasné se vyskytujici aberace dalsich
onkogen(. Pfitomnost ¢i nepfitomnost prestaveb gent MYC, BCL2 a BCL6 je soucasné s morfologickym posouzenim definujicim kritériem pro
klasifikaci agresivnich B-bunéc¢nych lymfom( podle 5. revidované WHO klasifikace (2022). Nejvhodnéjsim zplisobem detekce prestaveb je
metoda fluorescen¢ni insitu hybridizace (FISH), kterou Ize pouzit jak na nativnim materialu, tak i na tkanovych fezech z parafinovych bloka.
V nasem piehledu se zamérujeme na fyziologickou funkci genu MYC, zpUsoby jeho deregulace, typy chromozomovych aberaci zahrnujicich gen
MYC a jejich roli v patogenezi nadorovych onemocnéni se zamérenim na B-bunécné lymfomy.

KLICOVA SLOVA: Gen MYC - Burkittdv lymfom - difuzni velkobunéény B-lymfom - high-grade B-bunéény lymfom - fluorescenéni in situ hybridizace

SUMMARY: The MYC gene encodes the Myc protein, which is one of the most important transcription factors. It regulates a wide spectrum
of cellular functions, including proliferation, cellular differentiation, and apoptosis. Deregulation of the MYC gene occurs at various levels, and
its overexpression is associated with a range of malignancies. Deregulation of the gene through chromosomal rearrangements is particularly
characteristic of B-cell ymphomas and is usually accompanied by a more aggressive disease course, often with an unfavourable prognosis.
B-cell ymphomas harbouring confirmed MYC gene rearrangements exhibit considerable variability in the breakpoints within the 8q24 locus.
Various translocation partners are involved in these rearrangements, including both immunoglobulin (IG) genes and non-immunoglobulin
(non-1G) genes. The involvement of IG genes as translocation partners of MYC is considered a negative prognostic factor. The prognosis of
patients with MYC gene rearrangements is also significantly influenced by concurrent aberrations in other oncogenes. The presence or absence
of rearrangements in the MYC, BCL2, and BCL6 genes, combined with morphological assessment, constitutes a defining criterion for the
classification of aggressive B-cell ymphomas according to the 5th revised edition of the WHO Classification (2022). The most appropriate method
for detecting these rearrangements is fluorescence in situ hybridisation (FISH), which can be performed on both fresh samples and formalin-fixed
paraffin-embedded tissue sections. This review focuses on the physiological function of the MYC gene, mechanisms of its deregulation, types of
chromosomal aberrations involving the MYC gene, and their role in the pathogenesis of malignancies, with an emphasis on B-cell ymphomas.

KEY WORDS: MYC gene - Burkitt lymphoma - diffuse large-cell B-lymphoma - high-grade B-cell lymphoma - fluorescence insitu hybridisation

UvVOD

Protoonkogen c-MYC (dale jen gen MYC)
kéduje jeden z nejdllezitéjsich tran-
skrip¢nich faktord, ktery ma klicovou
ulohu v regulaci Sirokého spektra efekto-
rovych gen(. Bylo prokazano jeho zapo-

jeni do regulace proliferace, diferenciace
a metabolizmu bunék, do buné¢ného
cyklu, apoptézy, biogeneze ribozom
i funkce mitochondrii. Odhaduje se, ze
ovliviuje transkripci az 15 % vsech lid-
skych gent [1,2]. Diky centralni pozici

v systému bunécné signalizace je MYC
jednim z gent s nejvyssim onkogennim
potencialem. Béhem vyvoje B-lymfocytli
je exprese MYC udrzovana na bazalni
hladiné. Deregulace jeho exprese za
soucasného prekondni seberegulacnich
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Obr. 1. Struktura genu MYC a proteinu Myc. V horni ¢asti obrazku je zndzornén
lokus genu MYC na chromozomu 8. Ve stfedni ¢asti je schematicky zndzornéna
organizace genu: FUSE, NHE IlI1 — sekvence regulujici transkripci MYC formou
nekanonickych struktur DNA; PO, P1, P2, P3 — promotory. V dolni ¢asti je
zobrazeno uspofadani domén hlavniho proteinového produktu Myc o délce

439 aminokyselin. S témito doménami interaguje fada protein(, které reguluji
aktivitu a stabilitu Myc: TAD - N-terminaIni transkripni doména; DBD - DNA
vazebna doména; MBI, MBII, MBIII, MBIV — Myc boxy, slouzi k regulaci transkripce,
degradace Myc a apoptdézy; PEST - centrdlni segment bohaty na zbytky prolinu,
kyseliny glutamové, serinu a treoninu, nezbytny pro rychlou degradaci Myc;
CAPN - misto pro $tépeni calpainem, slouZi k inaktivaci Myc; NLS - jadernd
lokaliza¢ni sekvence; bHLHZL — domény C-termindlni vazebné oblasti: basic, helix-
loop-helix, leucine zipper. Pfevzato z Lavinia A, et al. Int J Mol Sci. 2018;20:120; uziti
v souladu s CCL 4.0: https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/; na obrazku

nebyly provedeny Zadné zmény.

mechanizmi je pravdépodobné klico-
vym okamzikem ve vyvoji jak B-bunéc-
nych lymfomd, tak fady dalsich nadoro-
vych onemocnéni.

STRUKTURA

A FYZIOLOGICKA FUNKCE
GENU MYC

Gen MYC je lokalizovan na dlouhém ra-
meni chromozomu 8 v pruhu q24.21 a je
tvoren tfemi exony. Exon 1 je nekoédujici,
exony 2 a 3 kéduji protein Myc (obr. 1).
K zahajeni transkripce slouzi 4 rizné pro-
motory, pfevazna vétSina MYC mRNA je
ve fyziologickych burikach pfepisovana
z promotoru P2. Hlavnim produktem je

protein Myc o velikosti 64kDa s motivem
zdkladniho helix-loop-helix leucinového
zipu, ktery vytvéfi heterodimer s protei-
nem Max a spole¢né formuji DNA va-
zebnou doménu se selekéni aktivitou
pro DNA sekvenci CACGTG (tzv. E-box;
obr. 2), kterd aktivuje transkripci cilovych
genl [3]. Myc se vaze narliznd mistav ge-
nomu se Sirokou skalou afinity. K sekven-
cim obsahujim E-box se vaze s vysokou
afinitou, s nizsi afinitou k nekanonickym
sekvencim i mimo vazebnou doménu
[4]. Myc funguje jako univerzalni zesilo-
vac v burikdch jiz exprimovanych gen,
kde zvysuje vykon viech aktivnich pro-
motord, spisSe nez aby pfimo aktivo-

(CACGTE)

Obr. 2. Prostorova struktura Myc

a Max v komplexu s DNA. Prevzato

ze Seyed EA, et al. J Hematol Oncol.
2021;14:121; uziti v souladu s CCL 4.0:
https://creativecommons.org/licenses/
by/4.0/; na obrazku nebyly provedeny
zadné zmény.

val transkripci novych gent [5]. Zasadni
pozice genu MYC v plnéni mnoha bu-
nécnych funkci vyzaduje jeho disled-
nou regulaci jak na transkrip¢ni, tak na
translacni drovni [6]. Jak MYC mRNA,
tak Myc protein maji v normalnich bun-
kach velmi kratké polocasy rozpadu, pfi-
blizné 20-30 min. Hladina proteinu Myc
je rychle redukovana pomoci ubiqutin-
-proteazomové degradace [7].
Vzhledem k funkci proteinu Myc jako
transkrip¢niho faktoru, je jeho lokalizace
soustfedéna predevsim do jadra bunék.
Miru jeho exprese Ize sledovat pomoci
standardniho imunohistochemického
(IHC) barveni. Ve fyziologické lymfoidni
tkani (lymfatické uzliny, tonzily, thymus,
slezina) se obvykle pohybuje v rozmezi
od 1 % do 25 % pozitivnich B-lymfocyt(.
Distribuce Myc pozitivnich bunék v tako-
véto tkani nesouvisi s Zadnym specific-
kym kompartmentem nebo strukturou
organu, jsou rozptyleny mezi burikami
germinalniho centra, stejné jako v inter-
folikularnich oblastech [8].
Fyziologickou funkci proteinu Myc
je koordinace a regulace rliznych vni-
trobunéénych i mimobunéénych pro-
graml potfebnych pro spravny rlst
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a expanzi somatickych bunék, je ne-
zbytny i pro vyvoj hematopoetickych
kmenovych bunék [9]. Protein Myc plni
za normalnich okolnosti také proapo-
ptickou funkci a predstavuje tak ucin-
nou bunéc¢nou autonomni bariéru proti
vzniku nadord navzdory mitogenni sig-
nalizaci [10]. Myc spousti fadu vniti-
nich nadorovych supresorovych pro-
gramd, které slouzi k omezeni vlastniho
onkogenniho potencialu (fenomén tzv.
vnitifni nddorové suprese). Prahova hla-
dina Myc potiebna k aktivaci apoptozy
je nastavena vyse nez hladina potfebnd
k zahdjeni bunéc¢né proliferace, coz
umozniuje zdravym burnkdm prolifero-
vat v reakci na fyziologickou signalizaci
a zadroven udrzuje Ucinnou bariéru proti
zvysené (tj. onkogenni) expresi [11]. Na-
ruseni rovnovahy mezi udrzovanim fy-
ziologické hladiny Myc a geny regu-
lujicimi odpovéd buriky na poskozeni
a apoptoézu je pravdépodobné kli¢o-
vym faktorem pfti vyvoji MYC-asociova-
nych nadorovych onemocnéni. Nado-
rové bunky se v dasledku deregulace
signdlnich drah (napf. v dlsledku zvy-
sené exprese antiapoptoticky pusobi-
ciho proteinu Bcl2) mohou vymknout
z vnitrobunécéné kontroly a ani pfes zvy-
$ené hladiny proteinu Myc u nich k apo-
ptéze nedochazi. Deregulace genu MYC
spojend se zvysenou expresi proteinu
Myc byla prokazéna u celé fady nadoro-
vych onemocnéni [12].

DEREGULACE MYC
UNADOROVYCH
ONEMOCNENI

Aktivujici mutace v kédujici sekvenci
genu MYC jsou popsany jen vzacné.
K deregulaci dochazi prostfednic-
tvim nadmérné konstitutivni exprese
intaktniho proteinu Myc, kterd je na-
vozena jednim ze tfi hlavnich mecha-
nizmd: inzeréni mutagenezi, geno-
vou amplifikaci a chromozomovou
translokaci/prestavbou.

Inzeréni mutageneze
Deregulace genu MYC prostfednictvim
inzer¢ni mutace virového zesilovace

(enhancer) je mechanizmem vedoucim
k nadorovym zménam u aviarni leu-
koézy. Aviarni leukdza je nddorové one-
mocnéni postihujici zejména ptaky a je
zpUsobena aviarnim leukéznim virem
(z rodiny retrovir(), ktery integruje sv(j
geneticky materidl do hostitelské DNA.
Virova DNA obsahuje specificky enhan-
cer, ktery je schopen se inzertovat do
blizkosti genu MYC a navodit jeho nad-
mérnou expresi, jez vyvold abnormalni
proliferaci bunék a indukuje jejich leu-
kemickou transformaci. Prace zaby-
vajici se touto tematikou se staly v 80.
letech 20. stoleti viibec prvnimi publika-
cemi popisujicimi souvislost deregulace
MYC se vznikem nadorového onemoc-
néni [13-15]. Aktivace MYC prostied-
nictvim virového zesilovace je silné on-
kogenni a predstavuje hlavni pficinu
vzniku nddorového onemocnéni. Pfima
inzerce virového zesilovace do blizkosti
genu MYC u ¢lovéka neni obvykld, ackoli
mechanizmus aktivace MYC virovymi
sekvencemi nebo onkogennimi mecha-
nizmy v disledku virové integrace do
lidského genomu je popsany. Napt. inte-
grace sekvenci DNA lidského papiloma-
viru (HPV) do oblasti lokusu 8q24 byla
prokadzana az u 10 % nadord pohlav-
nich orgdnt asociovanych s HPV. Ve vét-
siné takovych pfipadd dochazi k aktivaci
MYC, kterd se projevi podporou rlstu
nadoru [16].

Genova amplifikace

Deregulace navozena amplifikaci (pocet
kopii genu = 5) je typicka predevsim pro
agresivni formy solidnich nddord, méné
¢asto se nachdazi u B-bunécnych lym-
foproliferativnich onemocnéni. Vysky-
tuje se nejcastéji u serézniho karcinomu
vajec¢nikd, karcinomu jicnu, spinocelu-
larniho karcinomu plic, karcinomu dé-
lohy, adenokarcinomu Zaludku a plic
a daldich [17]. Ackoli je genova am-
plifikace MYC povazovana za zjevnou
znamku deregulace MYC v bunce, me-
chanizmus, kterym tato alterace Fidi on-
kogenezi, neni zcela jasny. Nejjednodus-
$im vysvétlenim je, ze amplifikace MYC
vede ke zvyseni hladiny mRNA a pro-
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teinu Myc a tato zvysend hladina je do-
state¢na ke spusténi proliferacniho
a onkogenniho programu buriky. Ampli-
fikace genu MYC vsak nemusi vzdy kore-
lovat se zvySenou hladinou mRNA nebo
proteinu Myc. Napt. u B-bunécénych lym-
fom( zvyseni poctu kopii genu MYC jed-
noznacné ovliviiuje hladinu proteinu
Myc pouze v pfipadech, kdy je pocet
kopii genu hodnocen jako mimofadné
vysoky (nepocitatelné mnozstvi) [18,19].

Chromozomové translokace/
prestavby lokusu MYC
Deregulace exprese MYC prostiednic-
tvim chromozomovych translokaci
pozorujeme u nékolika typl hema-
tologickych malignit, a to zejména B-bu-
néc¢ného puvodu. Translokace MYC s jed-
nim z imunoglobulinovych (IG) genu je
diagnostickym kritériem pro Burkitt(iv
lymfom (BL). Pfestavba genu MYC se vy-
skytuje také u 10-15 % pfipadd mnoho-
cetného myelomu a 8-14 % pfipadud di-
fuzniho velkobunééného B-lymfomu
(DLBCL) / high-grade B-buné¢ného lym-
fomu (HGBL) a definuje pacienty s vyso-
kym rizikem [20,21]. Vzacné je pfitomna
u chronické lymfocytarni leukéemie
a muze doprovazet vznik Richterovy
transformace [22], velmi vyjimecné se
vyskytuje i u T-bunécnych malignit [23].
Pfestavby genu MYC vznikaji pro-
stfednictvim aberantni aktivity fyzio-
logickych mechanizmid zodpovédnych
za vytvéreni protilatkové diverzity a afi-
nity v germinalnim centru lymfatické
uzliny [24,25]. Translokace jsou ob-
vykle reciproké, k vyméné materidlu do-
chazi po vzniku dvouretézcovych zloml
na chromozomech vyvolanych enzy-
mem AID (aktivaci indukovana cytidin
deamindza) [25]. Mista zlomu v oblasti
8024 jsou velmi variabilni [24,26,27]. N&-
sleduje ligace Usekl nejcastéji prostred-
nictvim nehomologniho spojeni koncd.
Do translokaci se zapojuje celé spekt-
rum raznych partnerskych genti [27-29].
Mezi rekurentni translokacni partnery
genu MYC patfi IG geny, a to jak gen pro
tézké 1G retézce (IGH), tak geny kédu-
jici lehké |G fetézce kappa (/GK) a lam-
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Obr. 3. Translokacni partnefi genu MYC a jejich pozice v genomu. Sila ¢ary, ktera
spojuje translokacni partnery, zndzoruje ¢etnost jejich vyskytu. Upraveno dle [24].

bda (/GL). Tyto translokace spojuji celou
kédujici sekvenci genu MYC se sekven-
cemi zesilovace transkripce IG gen(. Ar-
chitektura prestavby genu MYC s geny
pro lehké a tézké 1G fetézce se znacné
liSi v zavislosti na postaveni regulac-
nich oblasti a zesilovacl transkripce
IG genl. Zlom na chromozomu 8 ty-
picky pro t(8;14)(q24;932) nejcastéji
vznikd v oblasti od 5’konce MYC smé-
rem k centromefe, asi ~1,5kb pred mis-
tem zacatku transkripce az po konec in-
tronu 1. Celd kédujici oblast genu MYC
se tak dostava pod kontrolu regula¢nich
sekvenci IGH na chromozomu 14. Na-
opak v pfipadé t(2;8)(p12;q24) a t(8;22)
(924;q11) dochazi ke zZlomu v mistech az
600 kb od 3'oblasti MYC smérem k telo-
mefe a regula¢ni sekvence IGK, respek-
tive IGL, jsou pfemistény do blizkosti
genu MYC na chromozomu 8. Vétsina
zlomU v oblasti 824 leZi relativné blizko
genu MYC, nicméné byly identifikovany

i zZlomy vzdélené az nékolik Mb od 5’
nebo 3’ MYC [24,27]. Translokace t(8;14)
(924;932) zahrnujici gen tézkého imuno-
globulinového fetézce (IGH) a gen MYC
byla poprvé pozorovana u BL [30]. IGH
je nejcastéjSim translokacnim partne-
rem genu MYC pozorovanym v pfiblizné
70-80 % pfipadech BL, ve zbyvajicich
pfipadech vstupuji do translokace geny
pro lehké imunoglobulinové fetézce IGK
nebe IGL [31].

U ostatnich agresivnich B-bunéc¢-
nych lymfomd s prestavbou MYC
(DLBCL/HGBL) vstupuje do translokace
s genem MYC v poloviné pfipadud 1G
partner, druhou polovinu pfedstavuji
translokace s non-IG geny [24,29,32].
Mezi né patfi cela rada gent a regulac-
nich oblasti napfi¢ celym genomem,
napf. geny BCL6, PAX5, IRAG2, RFTN1,
ZCCHC7, SOCS1, C€D9%6, BCL11, IKAROS
a dalsi (obr. 3) [24,27,29]. Zlomy v oblasti
8024 se v pfipadé translokace MYC s té-
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mito non-IG partnery nachdzeji ¢astéji
v mistech pfiléhajicich k 3’konci genu
MYC, méné Casto v mistech priléhajicich
k 5'MYC.

Mira deregulace exprese prostrednic-
tvim translokace genu MYC a vyslednd
hladina proteinu Myc vyznamné zavi-
seji na typu transloka¢niho partnera
a jeho transkrip¢ni aktivité. Vysoka mira
exprese Myc byla prokazatelné castéji
pozorovana u B-bunéénych lymfomd
s translokaci MYC/IG [27,33]. Na pfi-
kladu BL lze pozorovat silnou korelaci
mezi pfestavbou MYC s IG geny a pro-
dukci proteinu Myc, coz se typicky pro-
jevuje intenzivnim Myc IHC barvenim
vétsiny nadorovych bunék [8]. Blizkost
IG lokusu s vysokou transkrip¢ni aktivi-
tou v B-lymfocytech navodi silnou ex-
presi proteinu Myc. U B-bunécénych lym-
fomu s prestavbou MYC/non-IG dosahuje
Uroven exprese Myc proteinu u konkrét-
nich transloka¢nich partnerd rdznych
hladin. Napf. v pfipadech s translokaci
MYC/BCL6 a MYC/PAX5 jsou hladiny Myc
proteinu stejné vysoké jako v pfipadech
s translokaci MYC/IG [29]. U ostatnich
translokaci MYC/non-IG byla zazname-
nand vyrazné nizsi mira exprese. Dlvo-
dem mUze byt to, ze regula¢ni oblasti né-
kterych non-IG genl pravdépodobné
nemaji tak vysoky transkripcni poten-
cial [27,29]. Vysledné mnozstvi proteinu
Myc proto nepfesdhne nebo jen slabé
presahne hranici, od které je vzorek pova-
Zovan dle imunohistochemie za pozitivni.

Pfestavba genu MYC je u DLBCL spo-
jend s vyznamné krat$im prezivanim
pacientll a agresivnéjsi formou one-
mocnéni [21,32,33]. Deregulace MYC pro-
stfednictvim nékterého z IG-gen( je nega-
tivnim prognostickym faktorem, zatimco
deregulace navozena prostfednictvim
non-IG genll obecné neni indikdtorem
nepfiznivé progndézy [32,33]. Vliv kon-
krétnich non-IG gent na délku preziti ale
zatim vyhodnocen nebyl, zejména kvl
malym poc¢tdim jednotlivych pripada.

Diagnosticky vyznam prestavby genu
MYC u B-bunécénych lymfom byl defi-
novén v 5. revizi WHO klasifikace lym-
foidnich neoplazii z roku 2022 (WHO-
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-HAEMD5). V rdmci klasifikace agresivnich
B-bunécnych lymfom0 byl navrzen al-
goritmus, ktery definuje jednotlivé ka-
tegorie na zakladé kombinace morfo-
logickych znak( a genetickych zmén
(obr. 4) [34].

Prestavba genu MYC byla identifiko-
vana jak u lymfom0 s pdvodem z bunék
germinalniho centra, tak u lymfoma
vzniklych z postgermindlnich bunék. Ve
skupiné B-bunécnych lymfom( s DLBCL
morfologii se dle buné¢ného plvodu
rozlisuji tfi subtypy: GCB-DLBCL (vy-
chazejici z bunék germinalniho centra),
ABC-DLBCL (vznikajici z aktivovanych B-
-lymfocytdl) [35] a tfeti malou skupinu
tvofi pripady, které nesplniuji kritéria
zafazeni ani do jedné ze skupin a jsou
oznacovany jako neklasifikovatelné [36].
V podskupiné GCB-DLBCL jsou témér
vyhradné zastoupeny pfipady s prestav-
bou MYCa BCL2, zatimco prestavba genu
MYC a BCL6 je ve vétsi mife popisovana
u ABC-DLBCL [37]. Navic v podskupiné
ABC-DLBCL byla vyrazné c¢astéji pozoro-
véna zvysena exprese MYC, kterd nebyla
asociovana s zadnou strukturni varian-
tou genu, a naznacuje tedy pfitomnost
alternativnich mechanizmd, které fidi
expresi MYC u tohoto subtypu [18].

B-bunécné lymfomy s pfestavbou
genu MYC a BCL2 jsou znamé také jako
lymfomy s dvojim zasahem (double hit -
DH), popfipadé s trojim zasahem (tri-
ple hit, TH), pokud je souc¢asné pfitomna
i pfestavba genu BCL6. Predstavuji asi
3-8 % pfipadu vsech DLBCL/HGBL. Kom-
binace antiapoptotického pusobeni
genu BCL2 spolec¢né s proliferacnim pa-
sobenim genu MYC se ve vysledku vy-
znacuje zvlasté agresivnim pribéhem
choroby. Navzdory variabilni morfologii
tvofi tyto pfipady relativné homogenni
skupinu se shodnymi biologickymi
znaky a genovou expresi, a byly proto vy-
¢lenény do samostatné klasifika¢ni pod-
jednotky DLBCL/HGBL-MYC/BCL2 [34].

Alternativni zpUsoby

deregulace MYC

U nékterych nadord byla zazname-
ndna nadmérnd exprese proteinu Myc

Morphology Genetic changes Diagnosis
e BCL2-R or o, BOLE-R or
Ciftfune barge B-cell Diffuse lange B-cell
hyripahesera 170, BOLB=R or i prphoima, W05
MYC-R
BCLZ-R BCLER ' C 1y ey sBL-mMyEBoL2
R MYC-R IG::MYE, BCL2-G, BOLG-G
| .G, BELE-R or G
phym iz S BELA-R or G BOLE-R or &
AL
| 11q gadnNoad, BOL2-GACLE-G HEBL-11

Obr. 4. Algoritmus pro klasifikaci agresivnich B-bunéénych lymfom podle
WHO-HAEMS5. Prestavba genu MYC s jednim s IG genl( je diagnostickym kritériem
BL, a to na pozadi bunék rizné morfologie. Dalsi klasifika¢ni podjednotkou, ktera
je také definovana pritomnosti prestavby genu MYC je DLBCL/HGBL s pfestavbou
genl MYC a BCL2. Na rozdil od BL neni pfestavba genu MYC spojovana

s konkrétnim transloka¢nim partnerem, kterym maze byt jak IG gen, tak non-IG
partner. Podminkou pro zafazeni této skupiny je soucasna pfitomnost pfestavby
genu BCL2, pfipadné piestavby BCL2 i BCL6. Prestavba genu MYC se mUize
vyskytnout i ve skupindch DLBCL NOS nebo HGBL NOS. Jde o pfipady prestavby
genu MYC s 1G i non-IG geny, anebo pfipady s pfestavbou genu MYC a zaroven
prestavbou genu BCL6. Pievzato z [34]; uziti v souladu s CCL 4.0:
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/; na obrazku nebyly provedeny
7adné zmény. R - prestavba; G — germindlni usporadani; IG::MYC - translokace
genu MYC k lokusu genu pro imunoglobulinovy fetézec; DLBCL, NOS - difuzni
velkobunécny B-lymfom, blize nespecifikovany; HGBL, NOS - high-grade
B-bunécny lymfom, blize nespecifikovany; HGBL-11q - high-grade B-bunécny

lymfom s aberacemi 11q.

i pfi absenci pfimého zdsahu samot-
ného genu MYC. Tu mUze navodit abe-
rantni aktivace signalnich drah, jako je
napt. Wnt/B-Catenin u kolorektdlniho
karcinomu [38], aktivace NOTCH1 sig-
nalizace a ztrata funkce PTEN u akutni T-
-lymfoblastické leukémie [39,40] nebo
aktivace JAK/STAT u chronické myeloidni
leukémie [41,42]. Na zvyseni hladiny
Myc v burice se mohou podilet i zmény
v posttranskripénich mechanizmech,
napf. mutace v komponentach ubikvitin
ligdzy spojend se snizenim degradace
proteinu Myc [43] nebo zvy3end aktivita
Ras-drahy, ktera vede k fosforylaci pro-
teinu Myg, a tim umoznuje jeho stabili-
zaci a akumulaci [44]. Navozeni vysoké
exprese Myc také souvisi s dlouhym ne-
koédujicim RNA genem PVTI, ktery se na-
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chazi v tésné blizkosti genu MYC. Gen
PVT1, ktery je az v 98 % pfipadd amplifi-
kovéan spole¢né s MYC, zprostfedkovava
pomoci pozitivni zpétné vazby vysokou
expresi MYC mRNA [45]. Vy33i hladiny
MYC mRNA byly popsany i v souvislosti
s mutaci genu TP53, kterd velmi ¢asto
doprovazi amplifikaci genu MYC [46].
Soucasné zvyseni exprese Myc a Bcl2,
které nesouvisi s chromozomovymi
pfestavbami, je popsdno u priblizné
20-30 % DLBCL/HGBL [47]. Tyto pfipady
se nazyvaji double expressor (DE) lym-
fomy, ale vzhledem k heterogenité je-
jich molekuldrniho pozadi a mechani-
zmU navozujicich zvysenou expresi Myc
a Bcl2 netvofi zadnou konkrétni klasifi-
kacni podjednotku [47,48]. Vyznam roz-
liseni DE lymfomu spociva predevsim




v odhaleni pacientl s vy$sim rizikem,
prestoze nevykazuji tak vyznamné ag-
resivni prlbéh onemocnéni jako DH
lymfomy [48-50].

Vzacné mize byt gen MYC deregulo-
van také prostiednictvim somatickych
hypermutaci, které nasledné mohou
ovliviiovat hladinu proteinu Myc. So-
matické hypermutace jsou fyziologic-
kym jevem zajiStujicim zvyseni afinity
imunoglobulinu k danému antigenu.
Frekvence a charakter mutaci se u BL
a DLBCL lisi. Mutace zvysujici aktivitu
MYC (tzv. gain-of-function) jsou bézné
u BL (mutace T58, F138). U DLBCL jsou
vsak identifikovany v méné nez 2 %, a to
v pfipadech s prestavbou genu MYC,
u nichz jsou asociované s podstatné hor-
$im prezitim pacient(l. Pfrevazna vétsina
ostatnich mutaci nalezenych u DLBCL
se podili na snizeni exprese proteinu
Myc a souvisi naopak s lepsi prognézou
onemocnéni [51].

U priblizné 8 % pfipadl DLBCL se
v sekvenci genu MYC mUze vyskytovat
jednonukleotidovy polymorfizmus MYC-
-N11S, ktery silné koreluje s negativitou
IHC barveni Myc pomoci protildtky Y69.
Tato varianta pravdépodobné narusuje
vazebné misto pro protilatku Y69 a mlze
byt jednou z pfi¢in Myc negativity dle
IHC barveni i pfes prokazanou pritom-
nost translokace genu MYC [18].

Celkové lze fici, Ze mutace MYC
u DLBCL jsou doprovodné, tedy nejedna
se o kauzdlni mutace, které by se vy-
znamné podilely na vyvoji lymfomu.

DETEKCE EXPRESE
PROTEINU MYC

Nejbéznéjsi metodou uzivanou v rutinni
praxi je IHC vysetfeni s pouzitim mono-
klondlnich protilatek (napf. Y69). Disku-
tovanym problémem pfi tomto vysetieni
je variabilita v prahovych hodnotach,
od kterych je vzorek povazovan za po-
zitivni. Ta se mize u jednotlivych praco-
vist lisit. Vzorek je obvykle povazovan za
pozitivni pfi nalezu 40~50 % Myc pozitiv-
nich bunék. Posuzuje se vyznam sledo-
vani i jinych hodnot, napf. exprese Myc
muUze byt jiz od 10 % pozitivnich bunék

povazovéna za indikator rizikovych pa-
cientl [19]. Exprese zaznamenana ve
vice nez 70 % bunék muze znacit pre-
stavbu genu MYC [49]. Pro klinickou
praxi by bylo vhodné sjednotit hodno-
ceni IHC exprese Myc a standardizovat
prahové hodnoty mezi pracovisti. Dle-
zitym faktorem, ktery mize mit vliv na
Uspésnost IHC barveni vzorku a miru za-
chytu pozitivnich bunék, je fixa¢ni ¢as
bioptovaného materidlu a jeho reprezen-
tativnost vzhledem k danému onemoc-
néni. Expresi |ze také sledovat na trovni
mRNA pomoci kvantitativni PCR, expres-
nich mikrocipd, RNA-Seq nebo pfimo di-
gitalnim pocitdnim jednotlivych molekul
mMRNA s vyuzitim platformy nCounter.

DETEKCE PRESTAVEB

GENU MYC

Detekce chromozomovych translokaci
zahrnujicich gen MYC je zasadni v kli-
nické diagnostice agresivnich B-bunéc-
nych lymfoma. VysSetfovéani prestavby
genu MYC pomoci molekuldrné-bio-
logickych metod zaloZzenych na PCR se
bézné nepouziva. Vzhledem k velké va-
riabilité zlomovych mist a translokac-
nich partnerd je technicky néro¢né na-
vrzeni vhodnych primerd pro pokryti
vsech moznych variant a vysetfeni ma
timto jen omezenou senzitivitu. Cenné
informace maze ptinést stanovenikaryo-
typu lymfomovych bunék, které dokaze
urlit partnersky chromozom translo-
kace MYC, ale disponuje jen nizkou roz-
liSovaci schopnosti (5-10 Mb). DalSimi
nevyhodami je nutnost kultivace na-
tivniho materidlu, kterého je v pfipadé
punkénich biopsii velmi malé mnozstvi,
a také potreba ziskat délici se nadorové
burky. V praxi se viak nejcastéji setka-
vame s pozadavkem na vysetfeni pre-
staveb genu az po potvrzeni histopato-
logického nalezu lymfomu. Optimalnim
a také nejvyuzivanéjsim zplsobem je
metoda fluorescenéni in-situ hybri-
dizace (FISH), kterd umoznuje detekci
translokace jak na nativnim materialu,
tak na vzorcich parafinovych fez(i tkané
fixované ve formalinu (FFPE). FISH pfed-
stavuje robustni a dobre reprodukova-

Abnormality genu MYC -

telnou metodu s vysokou citlivosti, po-
moci které lze urcit jak prestavby, tak
pocetni abnormality genu.

Pro detekci prestavby genu MYC jsou
bézné komercné dostupné dva typy flu-
orescencnich sond, tzv. break-apart (zlo-
mové) a fuzni (translokacni) sondy. Break-
-apart sondy jsou smési dvou odlisné
fluorescencné znacenych sekvenci DNA,
které hybridizuji k mistim nejcastéjsich
zlom{ ze strany 5’ MYC a ze strany 3'MYC.
Druhou moznost predstavuji fizni sondy
znacené systémem dual color dual fusion,
které se vyuzivaji k detekci vzdjemné
translokace dvou konkrétnich gend. Ob-
last kazdého ze sledovanych gen( je zna-
¢ena jinym fluorochromem a zahrnuje
sekvence pred i za nejcastéjsimi misty
zlomu. Fluorescencni sondy pro de-
tekci prestavby genu MYC nabizi Siroké
spektrum vyrobcU, nicméné pouze né-
které z nich jsou optimalni pro pouziti na
FFPE vzorcich, u kterych je vyZzadovano
pouziti sond se silnéjsimi fluorescenc-
nimi signaly. Sondy mohou mit rozlisné
pokryti sekvenci v blizkostech zlomd,
a tudiz jinou Uspésnost pfi zachytu pozi-
tivnich vzork(. Problematické mohou byt
zejména pripady prestavby genu MYC
s non-IG translokacnimi partnery a se
zlomy v blizkosti 3'oblasti nebo se zlomy
ve vétsi vzdalenosti od 5'MYC [24]. Break-
-apart sondy spolehlivé detekuji pre-
stavby genu MYC pfiblizné v 95 % pfi-
padu [29,37,52]. Selhdvaji ale v pfipadé
tzv. kryptickych translokaci, u kterych ne-
dochdzi k rozsahlym chromozomovym
prestavbam a k oddaleni plvodné spo-
jenych lokusu, ale pouze k inzerci velmi
malych usekl obsahujicich regulacni
sekvence/zesilovace transkripce do bliz-
kosti onkogenu. Kryptické translokace je
vétsinou mozné odhalit pouzitim fazni
sondy (napt. MYC/IGH), proto se jako op-
timalni pristup pro zachyceni nejvétsiho
mnozstvi pfipadd jevi pouziti obou typu
sond [37,52].

FFPE preparaty vykazuji vétsi variabi-
litu v kvalité hybridizace a ve fluorescenci
pozadi nez bézné cytogenetické prepa-
raty. Béhem pfipravy ultratenkého fezu
dochazi k sefiznuti bunék na hranici fezu
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vzorku, a tim k mozné ztraté signall
v téchto oblastech, jinde se vrstvy bunék
naopak mohou prekryvat [53]. Z to-
hoto ddvodu je vyhodnoceni nékterych
sond na FFPE vzorcich problematicté;si.
Uspésnost FISH na FFPE vzorcich je také
ovlivnéna nekrézami tkané a podmin-
kami fixace materialu. Bioptovany mate-
ridl by mél byt idedIné okamzité fixovan
formalinem, aby se zabrénilo degradaci
tkané, a doba fixace by méla byt radné
kontrolovéna podle velikosti vzorku. Jak
hypo-, tak hyperfixace ovliviuji inten-
zitu signald FISH sond, ¢asto jsou signaly
slabé nebo Uplné chybi. Vzorky obsahu-
jici kostni material prochazeji procesem
odvéapnéni, ktery vyrazné ovliviiuje na-
vazani FISH sond a zplsobuje, ze v od-
vapnéném materialu obvykle nelze de-
tekovat zadné signaly [54].

ZAVER

Regulace aktivity genu MYC se lisi jak
mezi normalnimi a nadorovymi tkdnémi,
tak i mezi rGznymi nadory navzajem. Po-
chopeni fyziologické funkce genu, stejné
jako jeho role v patogenezi nadord, jsou
klicovymi predpoklady pro presné stano-
veni prognézy onemocnéni a volbu nej-
vhodnéjsi 1écebné strategie. Deregulace
MYC je vysledkem rdznych genovych
aberaci nebo alternativnich zplsobU ak-
tivace genu. Deregulace prostfednictvim
prestavby genu MYC je specificky spjata
zejména s vyvojem agresivnich typl B-
-bunécnych lymfom@, méa vyznamny
dopad na pribéh onemocnéni a mlize
mit vliv na vysledek |é¢by pacient(i. Ru-
tinni laboratorni diagnostika by méla
zahrnovat jak IHC zhodnoceni proteinu
Myc, tak vysetieni prestavby genu MYC
pomoci FISH. Jako idedIni se jevi kombi-
nace obou téchto metodik.
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