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Souhrn

Mnohocetny myelom (MM) je zhoubné B-bunécné onemocnéni charakterizované proliferaci a akumulaci klonalné
zménénych plazmatickych (myelomovych) bunék predevsim v kostni dfeni. Presto, Ze prifiny vzniku a vyvoje MM
nejsou zcela jasné, genetické studie ukazaly, Ze chromozomové aberace hraji v patogenezi a prognoéze pacienta s MM
klicovou roli. Prace ukazuje vysledky cytogenetické a molekularné cytogenetické analyzy souboru 100 pacient
s MM. Pomoci klasického cytogenetického vySetreni byly odhaleny zmény u 23 (23 %) pacienti, z toho u 8 pacien-
ta byl nalezen komplexni karyotyp. Doplnéni klasické cytogenetiky metodou FICTION odhalilo genetické zmény
u 97 (97 %) pacientii. Nejcastéji byla pozorovana delece RB1 genu nalezena u 53 (53 %) pacientu, translokace zahr-
nujici IgH gen byla zjisténa u 30 (30 %) pacienta a trizomie byly prokazany u 25 (25 %) pacienti. Trizomie posti-
hovaly nejcastéji chromozomy 15 a 9. Cytogeneticka a molekularné cytogeneticka analyza souboru 100 pacienta
s MM potvrdila vysoky vyskyt chromozomovych zmén a jejich vztah k vyssim stadiim onemocnéni. Prognosticky
vyznam jednotlivych genetickych zmén pro celkové preziti zatim nelze hodnotit vzhledem ke kratké dobé sledovani
souboru, ale byla prokazina neptizniva prognéza pacientii s komplexnim karyotypem.
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Summary .

Balcarkova J., Prochazkova K., S¢udla V., Holzerova M., Bacovsky J., Zemanova M., PospiSi-
lova H., Hanzlikova J., Kropackova J., Prekopova I., Pika T., Minaftik J., Indrak K., JaroSo-
va M.: Molecular cytogenic analysis of plasma cells in patients with multiple myeloma

Multiple myeloma (MM) is a B-cell neoplasia characterized by the proliferation and accumulation of clonal plasma
cells (myeloma cells) in bone marrow. Although the cause of the origin and development of MM are not well under-
stood, genetic studies revealed that chromosomal aberrations play central role in pathogenesis and prognosis of pati-
ents with MM. We present the results of conventional cytogenetic and molecular cytogenetic analysis of 100 patients
with MM. Using conventional cytogenetics chromosomal changes were detected in 23 (23 %) patients, in 8 patients
complex karyotype was found. Using FICTION method cytogenetic changes were identified in 97 (97 %) patients.
Deletion of RB1 gene was the most common aberration detected in 53 (53 %) patients, translocations involving IgH
gene were identified in 25 (25 %) patients. The most common trisomy involved chromosomes 15 and 9. Cytogenetic
and molecular cytogenetic analysis of 100 patient with MM confirmed high frequency of chromosomal abnormali-
ties in advanced stages of the disease. Prognostic relevance of particular chromosomal abnormalities for overall sur-
vival cannot be evaluated due to short time of follow-up. In our study, the presence of complex karyotype was asso-
ciated with a significantly shorter overall survival rate.
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Plazmatické buriky jsou buriky imunitntho systému,
které produkuji znacné mnoZzstvi protildtek. Diferencujf se

z B lymfocytl, které v germindlnim centru podstupuji

Mnohocetny myelom (MM) je zhoubné onemocnéni
zralych B-lymfocytl charakterizované akumulaci neoplas-
ticky transformovanych plazmatickych (myelomovych)
bunék s prevahou v kostni dieni. Proliferace a akumulace
myelomovych bunék v kostni dfeni je provazena produkci
monoklondlnich imunoglobulini a mnoha cytokind, které
se podileji na velké variabilit¢ onemocnéni. V soucasné
dobé zGstavda MM nemoci se Sirokym spektrem klinickych
pifznaki, odli§nych 1é¢ebnych odpovédi a s riznou délkou
celkového preziti pacientd.

modifikaci DNA imunoglobulinovych genl (Ig) cestou
somatické hypermutace, antigenové selekce a rekombinaci
v genech pro t€zké fetézce imunoglobulind (IgH). Buriky
postgermindlniho centra pak mohou tvofit plazmoblasty,
které maji dokoncenou somatickou hypermutaci a IgH
rekombinaci jeSté pied migraci do kostni dfené, kde stro-
malni buniky umoznuji terminalni diferenciaci do dlouho
zZijicich plazmatickych bunék (1).

Akumulace transformovanych plazmoblastlii a plazma-
tickych bunék na mnoha mistech kostni dfené necharakte-
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rizuje jen MM, ale také monoklonalni gamapatii nejistého
vyznamu (MGUS), kterd je povaZovana za benigni one-
mocnéni, ale muze transformovat do MM (2). U vice nez
jedné tietiny pacientii dochdzi k rozvoji MM z MGUS (3).

Témét u vSech pacienti s MM jsou dnes pozorovany
chromozomalni abnormality, prestoze klasickd cytogene-
tickd analyza byv4 mdlokdy tispéSnd vzhledem k nizkému
poctu myelomovych bun€k v kostni dfeni, jejich nizké
mitotické aktivité a mikroskopicky nehodnotitelné morfo-
logii chromozomi v metafzich. Usp&na klasickd cytoge-
neticka analyza karyotypu byva spojena s agresivnim pri-
béhem nebo pokrocilej$im stadiem onemocnéni a je pozo-
rovana az u 40 % pacientl (4, 5).

Pokrok ve studiu chromozomovych zmén pfinesl rozvoj
molekuldrné cytogenetickych metod, zejména fluorescenc-
ni in situ hybridizace (FISH) a jeji kombinace s metodou
imunofluorescencni detekce lehkych fetézcti monoklonal-
nich imunoglobulinti v cytoplazmé myelomovych bunék,
kterou oznacujeme jako metodu FICTION (6). Kombinace
téchto metod umoziiuje cilenou detekci chromozomovych
zmén v myelomovych burikach (6, 7).

Na zdkladé recentnich poznatki, ziskanych z cytogene-
tickych a molekuldrné genetickych studii vcetné studif
exprese gent ¢ipovymi technologiemi, se dnes predpokla-
dé existence dvou hlavnich patogenetickych cest vyvoje
tohoto onemocnéni: jedna je spojena s hyperdiploidii,
druha je charakterizovana translokacemi zahrnujicimi gen
pro tézky fetézec imunoglobulinu (/gH). Hyperdiploidie se
vyskytuji asi u 50 % pacienti s MM a jsou nejéastéji spo-
jeny s trizomiemi chromozomu 3, 5,7,9, 11, 15,19 a 21,
pfi¢emz nebyva pozorovéana trizomie chromozomu 13 (8).
U hyperdiploidnich pacienti se méné Casto vyskytuji IgH
translokace a delece RBI genu nebo monozomie chromo-
zomu 13. Trizomie stejnych chromozomi se vyskytuji
iu premaligni MGUS (9).

Translokace zahrnujici IgH gen se vyskytuji az u 60 %
pacientt, pricemz partnerské geny v translokacich nejsou
ndhodné a zahrnujici lokusy: 11q13 (gen pro cyklin DI)
v 15 %, 4p16 (geny pro receptor fibroblastového riistové-
ho faktoru 3-FGFR3 a Multiple Myeloma Set Domain-
MMSET) v 15 %, 16923 (gen pro c-maf) v 5 % a 6p2l
(gen pro cyklin D3) ve 3 % (10). Tyto translokace jsou vét-
Sinou zpusobeny chybami pfi VDJ rekombinaci (vytvore-
ni jedine¢né kombinace subgenl je jednim ze zdroji
variability protildtek) béhem vyzravani B bun¢k v germi-
ndlnich centrech a vedou k deregulované expresi partner-
ského genu tim, Ze partnersky gen je premistén do bliz-
kosti zesilovact transkripce IgH genu (10, 11, 12). Obec-
né jsou translokace zahrnujici IgH lokus na chromozomu
14932 povaZovany za nepiiznivy prognosticky faktor
(13). Vyjimkou je t(11;14)(q13;q32), kterd je v posledni
dobé povazovana za zménu spojenou s piiznivou progné-
zou, zejména u pacientl lé¢enych vysokodavkovanou
chemoterapii (14). Delece RBI genu vyskytujici se aZ u 63
% nemocnych (15), byva spojena se stiedné pfiznivou
prognézou, pokud se vyskytuje samostatné, vyskyt dalsi
chromozomové zmény, zejména translokace zahrnujicich
IgH gen, prognézu zhorSuje (14, 16). Hyperdiploidni vari-

anta MM byva spojena s piiznivéjsi prognézou a delsi
dobou preziti (6).
Cilem predlozZené prace bylo urcit:
1. frekvenci a typ chromozomovych zmén metodou
klasické cytogenetické analyzy a metodou FICTION
2. vztah mezi ndmi nalezenymi zménami, klinickym
stadiem onemocnéni a délkou prezivani pacientl
s jednotlivymi typy zmén.

Material a metody

Soubor pacientii

Analyzovany soubor tvorilo 100 pacientti z obdobi let
2003 az 2006, kteti byli sledovéni na III. intern{ klinice FIN
a LF UP v Olomouci a cytogeneticky vySetfeni v cytoge-
netické laboratoii Hemato-onkologické kliniky FN a LF
UP v Olomouci. Do souboru byli zafazeni jen pacienti
s nov¢ diagnostikovanym onemocnénim a jednalo se o 58
muzl a 42 7en ve véku od 44 do 82 let s medidanem véku
61 let. Klinickd stadia byla stanovena podle Durie a Sal-
mona. U vSech pacienti byla vySetiena kostni dien. U paci-
entd v klinickém stadiu I bylo v kostni dfeni nalezeno
1,2-16 % plazmatickych bunék (medidn 8 %), u pacientt
ve stadiu IT 4,4 — 58 % (medidn 22 %), u pacientd ve sta-
diu IIT 3,6-82 % (median 31,3 %). Charakteristika soubo-
ru pacientt je uvedena v tabulce 1.

Tab. 1. Klinickd charakteristika souboru 100 pacienti s MM.

Pocet pacienti 100

Zeny 42 (42 %)
Muzi 58 (58 %)
IgG 61 (61 %)
IgA 26 (26 %)
BJ 10 (10 %)
Nesekre¢ni 2 (2 %)
IgM 1(1%)

Typ lehkého fetézce M-Ig Kappa 65 (65 %)

Lambda 35 (35 %)

Vék (roky) Medidn 61
Rozptyl 44-82
Stadium (Durie-Salmon) I. 14 (14 %)
II. 40 (40 %)
I 46 (46 %)
Material

Odebrané 2 ml kostni dfené¢ do RPMI media s 20 %
inaktivniho bovinniho fetalniho séra byly rozdéleny na 2
poloviny: pro pfimé zpracovani a pro 24hodinovou kul-
tivaci pii teploté 37 °C v prostredi 5% CO,. Kultury byly
dale zpracovany podle standardnich cytogenetickych
postupt (17).

Klasickd cytogenetickad analyza

Bylo hodnoceno nejméné 20 metafazi, z toho 10 karyo-
typovdno. Chromozomy byly hodnoceny podle kritérii
ISCN 2005 (18). Za abnormalni klon byl oznacen nélez
dvou a vice metafazi se stejnou strukturni abnormalitou
nebo se stejnymi nadpocetnymi chromozomy a nalez tif
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a vice metafazi s deleci nebo chybénim stejného chro-
mozomu.

Metoda FICTION

Bunécna suspenze kostni diené fixovand v metanol:
octové kyseliné (3:1) byla prevedena do fixace 96% eta-
nolu nésledujicim postupem. Suspenze byla centrifugo-
vana, supernatant byl odstranén, pelet byl pfevrstven
96% etanolem a nasledné fixovan 15 minut pri pokojové
teploté. Suspenze bunék byla znovu centrifugovana a byl
zopakovan postup fixace. Takto upravené suspenze
bunék byly nakapdny na skla, kterd byla ndsledné obar-
vena za Ucelem rozliSeni populace klondlnich plazmatic-
kych bunék pomoci protildtky proti lehkym fetézclim
monoklondlniho imunoglobulinu (anti-human kappa
nebo lambda chain) konjugované s 7-amino-4-metalku-
marin-3-octovou kyselinou (AMCA) (Vector Laboratori-
es Burlingame, CA). Fluorescen¢ni signdl byl zesilen
protilatkou (anti-goat) konjugovanou s AMCA (Vector
Laboratories Burlingame, CA). Preparéty byly nésledné
omyty v PBS pufru (fosfitovy balancovany roztok)
a dehydratovany vzestupnou alkoholovou fadou (70 %,
80 %, 90 %, 96 % etanol) (4, 7).

Pro vysetreni metodou FISH byly pouzity centrome-
rické a genové sondy (Abbot-Vysis Inc. Downers Grove,
IL, USA). Pro urceni delece v oblasti 13q14, kde je loka-
lizovan RBI gen, byla pouZzita sonda LSI D13S25 SO
(SO = sonda znacena fluorochromem SpectrumOrange).
Prestavby IgH genu byly vySetfeny sondou LSI IgH
Dual Color, Break Apart Rearrangement a po zjiSténi
prestavby byly pro identifikaci partnerskych genti pouzi-
ty nasledujici sondy: LSI I[gH/CCND1 Dual Color Dual
fusion, IgH/FGFR3 Dual Color Dual Fusion, LSI
IgH/MAF Dual Color Dual Fusion. K uréeni nejcastéj-
§ich trisomif byly pouZity centromerické sondy: Cep 7
SO, Cep 9 SG, (SG = sonda znacend fluorochromem
SpectrumGreen), Cep 11 SG, Cep 15(satelite III) SG
a Cep 17 SG.

Hybridizace byla provedena podle ndvodu vyrobce
sondy a prepardty byly hybridizovany pfi 37 °C pres noc.
Po omyti skel v sérii mycich roztokl byla suchd skla
zamontovana do roztoku Antifade (QBiogene, MP Bio-
medicals, CA) a ndsledné hodnocena pomoci fluores-
cencniho mikroskopu vybaveného prislusnymi fluores-
cen¢nimi filtry a CCD kamerou a analyzovdna pomoci
softwaru ISIS (MetaSystems Althusheim, Némecko).
U kazdého pacienta bylo hodnoceno 50 imunofluores-
cencné znacenych plazmatickych bunék. Hrani¢ni hod-
nota pozitivity pouzitych sond (cut-off level) byla stano-
vena na 20 %.

Metoda mnohobarevné FISH (M-FISH)

Metoda M-FISH (18) byla pouZita pro presné urceni
chromozomovych zmén u nemocnych s komplexnim
karyotypem. Preparaty byly hybridizovdny 72 hodin
s kitem 24XCyte DNA Probe (MetaSystems Althusheim,
Némecko) podle ndvodu vyrobce.

Cytogenetickd a molekularné cytogeneticka vySetieni

byla provddéna na zdkladé vySetiovaciho algoritmu,
uvedeného na obrazku 1.

Vysledky

Klasickd cytogenetickd analyza

Klasickou cytogenetickou analyzou pomoci G-pruho-
vani byly odhaleny zmény u 23 pacientt (23 %). Hyper-
diploidie a polyploidie byly nalezeny u 4 pacientt, kom-
plexni prestavby u 8 pacient a u 11 pacientl byly zjis-
tény jiné zmény v karyotypu, nejc¢astéji se jednalo o ztra-
tu ¢dsti nebo celého chromozomu. Vysledky klasické
cytogenetické analyzy pacientti s komplexnimi piestav-
bami jsou uvedeny v tabulce 2. Zmény v karyotypu byly
nalezeny pouze u pacienti ve stadiu II a III. Normaln{
karyotyp byl nalezen u 48 pacienttl (48 %). U 29 pacien-
ti (29 %) nebyla klasickd cytogenetickd analyza tGspés-
nd. Hodnoceni prognostického vyznamu ukdzalo neptiz-
nivou prognézu pacientli s komplexnim karyotypem,
jejichZ medidn prezivani je 9,5 mésice. Graf 1 zobrazu-
je statisticky vyznamny rozdil v celkovém preZivani sou-
boru pacientd s normalnim a komplexnim karyotypem.

Metoda M-FISH
Vysledky metody M-FISH u pacientl s komplexnim
karyotypem jsou uvedeny v tabulce 2.

Metoda FICTION
Delece RBI genu (13q14)

Delece 13q14 byla nalezena u 53 pacienti (53 %).
U 18 pacientl byla nalezena tato delece jako samostatna
zména. U 16 pacientd byla nalezena delece RBI genu
spole¢né s parcidlni deleci nebo deleci celé jedné kopie
IgH genu. Pacienti s delecemi téchto gent byli ve vSech
stadiich: ve stadiu III — 7 pacient(, ve stadiu Il — 5 a ve
stadiu I — 4 pacienti.

U 19 pacientti byla nalezena delece RBI genu spolec-
né s prestavbou nebo s prestavbou a dal$imi zménami
v IgH genu. Podrobnéji se o této skupiné pacienti zmi-
nime v ¢asti vénované popisu zmén v IgH genu.

Procentudlné byla delece RB/ genu zastoupena v mye-
lomovych buikdch v rozmezi 20-100 % (medidn 83 %).

Zmeény IgH genu (14¢32)

Zmény v IgH genu byly zjiStény u 53 pacientd (53 %).
U 18 pacientl byly zjistény pouze zmény v IgH genu
a u 35 pacienti byly zmény v IgH genu nalezeny sou-
Casné s deleci RBI genu. Prestavba IgH genu byla zjisté-
na u 30 pacientd. U nékterych pacienti byly nalezeny
i dal$i zmény v tomto genu, které jsou uvedeny v tabul-
ce 3. Procentudlné byla delece /gH genu zastoupena
v myelomovych bunikdch v rozmezi 20-100 % (medidn
83 %).

Pacienti s prestavbou /gH genu byli dédle vySetfovani
s cilem identifikovat partnersky gen zahrnuty do translo-
kace. U 13 pacientti byla zjisténa t(11;14), t(4;14) byla
nalezena u 12 a t(14;16) u 4 pacientd. U 1 pacienta se
nepodafilo partnersky gen urcit. Mezi pacienty s t(11;14)
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Tab. 2. Vysledky klasické cytogenetické analyzy a metody M-FISH u pacient s komplexnim karyotypem.

Klasickd cytogenetika-karyotyp M-FISH karyotyp
1.
49-51 XX 4der(1),-2,43,+9,2der(11), 49 XX der(2)t(1;2)(q?12;q7?32) 43 +7 +der(9)t(9;19)(p?13:q?13) +15,
+2-4mar[cp3]/52,X -X +der(1) +1p-,-2.4+3,247 49, der(18)t(1;18)(q?12;q?22) +der(19)t(9;19)(p?13;q?13),-22[3]/52 X - X,
-11,-13,-14 415 421 +4mar[cp3]/46, XX [2] der(2)t(1;2)(q?12;q?32) 43 47 +der(9)t(9;19)(p?13;q?13) +15,+15 der(18)
t(1;18)(q?12;q722) #+der(19) t(9;19)(p?13;q?13) 4+21[2]/46 XX[2]
2.
47 XY A+mar[2]/57-58 XY A2 46,47 -8,-11,14 +15, neprovedena
-16,418 419,419 422+2-3mar[cp3]/46, X Y[23]
3.
43-46 XX -13,-14+1-3mar [cp6] / 46,XX[2] 44 XX der(Dt(1;7)(7;q722),-13 -14[3]
4.
68-82,XY komplex.prestavby, TOXYAX A1 A2 43444546 +7 48 49 +10 411 +12 +15+15+16,+17 +17,
3-5mar[cp9]/46.XY[13] der(18)t(1;18)(q?12;q722) der(18)t(1;18)(q?12;q722)t(18;19)(p?;q?),
+der(18) t(1;18)(q?12;q?22)t(18;19)(p?;q?) +20,+21[3]/46, X Y[2]
5.
53-55+15+16,+18 +20,+21 422, neprovedena
+1-3M[3]/46 XY[12]
6.
55-58 XX komplex.piestavby,+mar[cp11]/60-120 [6]/46,XX[14] | neprovedena
7.
46-55.XX, + 3-4mar[cp4]/46, XX[4] neprovedena
8.
54-55 XX der(3) +der(3) ,+5+6,+7 +8+9, 55, XX der(3)t(3;X)(q?26:q?) +der(3)t(3;X),
-10,24der(11) +der(14) +der(16)+17, (q726;97),+5,4+6,+7,49+11 415 der(16)t(4;16)(?q;?q) ,+17 der(18)t(11;18)
-18[7]/46,XX[13] (q?722;p?11) +19[3]/46 XX[4]
Zékladnf vysetreni Identifikace zmén  SloZit&jsi pFestavby véni. Parcidlni delece byla zji§téna u pacientd ve vSech

FISH
trisomie

bez
prestavby
prestavba

Obr. 1. Schéma postupu vysetfeni kostni dfené u pacienti s MM.

FISH k
uréeni
translokace

Vysvétlivky k obrazku 1

CG - klasickd cytogenetickd analyza,

FISH - fluorescen¢ni in situ hybridizace

M-FISH — Mnohobarevna fluorescen¢ni in situ hybridizace

byli 4 pacienti, u kterych jsme tuto translokaci nalezli
spolecné s deleci RB1 genu. Tito pacienti byli ve stadiich
[-IIT dle Durie-Salmona. Pacienti s t(4;14) byli prevdzné
ve vys§im stadiu choroby (stadium II — 3 pacienti a sta-
dium III — 8 pacientd a 1 pacient byl ve stadiu I). U 9 ze
12 pacientd byla tato translokace nalezena soucasné
s deleci RBI genu. U 4 pacientt byla nalezena t(14; 16).
Tito pacienti byli ve stadiich III (3 pacienti) a IT (1 paci-
ent). U vSech byla t(14; 16) nalezena spolecné s deleci
RBI genu.

U 10 nemocnych byly zjistény parcidlni delece IgH
genu (3" konce u 7 a 5" konce u 3 pacienti). U 7 pacien-
ti byla zjisténa parcidlni delece IgH genu v kombinaci
s deleci RB1 genu. Tito pacienti jiz nebyli dile vySetio-

stadiich MM.

Poletni zmény IgH genu byly nalezeny u 12 pacienti
(12 %). U 10 pacientl byla zjisténa delece celé jedné
kopie IgH genu a ve 2 pripadech byl naopak prokdzan
vyskyt 3 kopii IgH genu. U 9 z 10 pacienti s deleci celé
jedné kopie IgH genu byla soucasné nalezena také dele-
ce RBI genu. Pocetni zmény IgH genu byly nalezeny
u pacienttl ve vSech stadiich MM.

Trisomie

U 28 (28 %) pacientl jsme nenalezli deleci RB/ genu
ani zmény v IgH genu. Tyto pacienty a dalSi 2 pacienty
se 3 kopiemi IgH genu jsme dale vySetfovali na pfitom-
nost trizomii chromozomd 7, 9, 11, 15 a 17. Alespon
jeden trizomicky chromozom jsme nalezli u 25 pacientd.
Nejcastéji byly nalezeny trizomie chromozomi 15 a 9,
méné Casto trizomie chromozomd 7, 11 a 17. Nejvice
pacientd mé&lo trizomii dvou chromozomti. Zastoupeni
jednotlivych trizomif je vyobrazeno v grafu 2 a 3. U 2
pacientil byla nalezena monozomie jednoho z vySetfova-
nych chromozomti (chromozom 15, resp. 17). U 3 paci-
entl nebyla nalezena trizomie Z4dného chromozomu

Tab. 3. Vysledky metody FICTION se specifickou LSI IGH sondou.

Typ zmény v IgH genu Pocet pacientti
Pfestavba 20
Prestavba + parcidlni delece

Prestavba + parcidlni duplikace

Prestavba + pocetni zmény
Prestavba obou alel

W W W [ —
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Graf 1. Kaplan-Mayerova kfivka prezivani pacientd s normdlnim a
komplexnim karyotypem.
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Graf 2. Zastoupeni nejastéjSich trizomii chromozomi v souboru 100
pacientli s MM.
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Graf 3. Zastoupeni poctu chromozomt s trizomii v souboru 100 pa-
cienti s MM.

a u téchto pacientli se nepodafilo prokdzat ani vyskyt
zadné jiné z vySetfovanych zmén. Z té€chto pacientl byli
2 ve stadiu IIT a 1 ve stadiu II.

Hodnoceni chromozomovych zmén a klinickych dat
Nalezené chromozomové zmény jsme hodnotili z hle-
diska stadia onemocnéni a typu secernovaného M-Ig.
Vysledky ukdzaly, Ze nejvice zmén bylo nalezeno
u nemocnych ve vyssich stadiich, kdy byly odhaleny
i chromozomové zmény pomoci klasické cytogenetické
analyzy. U pacienti ve stadiu II byly nalezeny zmény

Tab. 4. Zastoupeni studovanych chromozomovych zmén v jednotli-
vych stadiich onemocnéni MM.

Stadia nemoci (Durie a Salmon) | I. (n = 14) | II. (n = 35)| III. (n = 46)
G-pruhovani-zmény 0 10 14
Delece RB 1 0 12 7
Zména v IgH 4 3 9
RB1+IgH 6 12 18
TRISOMIE 4 10 9
MONOSOMIE 0 1 1
BEZE ZMEN 0 1 2

u 34 (94 %) ze 36 pacientti. U pacientd ve stadiu III byly
nalezeny zmény u 44 (96 %) ze 46 pacientt. Vysledky ve
vztahu ke stadiu choroby jsou shrnuty v tabulce 4.
Zastoupeni zmén podle typu secernovaného M-Ig bylo
rovnomérné. Zmény byly nalezeny i u pacienta s IgM
typem M-Ig a u pacient s B-J proteinem a nesekrecn{
formou MM. U pacientt s IgG proteinem byly zmény
prokdzany u 58 (97 %) z 60 pacientl a u jedinct s IgA
proteinem byly zmény nalezeny u 24 (96 %) z 25 paci-
entd.

Prognosticky vyznam jednotlivych genetickych zmén
pro celkové preziti zatim hodnotit nelze, vzhledem ke
kratké dobé sledovani souboru. Jednoznacné byl potvr-
zen vysoce prognosticky nepfiznivy vyznam ndlezu
komplexniho karyotypu.

Diskuse

Cytogenetickd a molekuldrné cytogenetickd analyza
souboru 100 pacientii s MM odhalila u 97 % nemocnych
vyskyt chromozomovych zmén. Vysledky uvedené
v této praci jsou shodné s vysledky dalSich autort, ktef{
se vénuji studiu chromozomovych zmén u nemocnych
s MM (6, 10, 19).

Klasickou cytogenetickou analyzou byly zmény nale-
zeny u 23 % pacienti. Literatura uvadi, Ze klasickou
cytogenetickou analyzou je mozné detekovat zmény
v karyotypu u 30-50 % pacienti s MM (14). Debes-
Marun et al. (6) dokonce uvadi dspésnost klasické cyto-
genetické analyzy u pacientd s MM jesté nizsi a to v roz-
mezi od 18 do 35 %.

MM patii do skupiny lymfoproliferativnich nemoct,
u kterych je velmi obtizné ziskat dostatecny pocet kva-
litnich metafdzi pro cytogenetickou analyzu pomoci G-
pruhovédni. Pomoci G-pruhovéni jsou nejvice detekova-
telné aneuploidie, z translokaci zahrnujicich /gH lokus je
mozné rozpoznat pouze t(11;14). Ostatni translokace
jsou pomoci klasické cytogenetické analyzy nepoznatel-
né predevsim proto, Ze zahrnuji telomerické oblasti obou
partnerskych chromozom (20, 21).

K presnéjsi analyze cytogenetickych zmén u pacientt
s MM jsme pouZili FISH v kombinaci s imunofluores-
cenénim znacenim myelomovych bunék (FICTION).
Touto metodou jsme analyzovali vyskyt nejcastéjSich
chromozomovych zmén jen v myelomovych burikach
(delece RBI genu, zmény v IgH genu a trizomie).
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Delece RB1 genu jako samostatnd zména byla pozoro-
vana u 18 % nemocnych, celkové byla metodou
FICTION uréena delece RBI v 53 % piipadd. Tyto nale-
zy jsou ve shod€ s ndlezy dalSich autorti, ktefi urcili tuto
deleci u 42 % (22) a 38 % pacientt (19). Byl ale pozoro-
van 1 vyS$§i vyskyt této chromozomové zmény, napf.
nélez delece RBI genu u 63 % pacientt (14). Delece RB1
genu je spojena se stfedné priznivou prognézou, pokud
se vyskytuje samostatné, vyskyt dal§si chromozomové
zmény, zejména translokaci zahrnujicich IgH gen pro-
gndzu zhorsuje (15, 16).

Literatura uvadi, Ze delece RBI genu ma stfedné priz-
nivy prognosticky vyznam, pokud se vyskytuje jako
samostatnd zména. Naopak, ndlez dalsi zmény zhorSuje
prognézu pacient (14, 16). V nasem souboru Zije 12
z 18 pacienttl, u kterych byla nalezena pouze delece RB1
genu a pouze polovina pacientd (8/16), u kterych byla
nalezena delece RBI genu spolecné s deleci IgH genu.

ProtoZe metoda FICTION dovoluje urcit zmény piimo
v plazmatickych buiikdch, vyuzili jsme ji i k hodnocen{
procentudlniho zastoupeni delece RB/genu v myelomo-
vych buiikdch. To se pohybovalo v rozmezi mezi
20-100 % s medidnem 83 %. Podobné vysledky hodno-
ceni zastoupeni delece RBI genu v myelomovych buii-
kach uvadi i dalsi autori (22) a to v rozmezi 34-99 %
(median 82 %).

Dalsi chromozomové zmény, které byly cilem naSich
analyz, byly zmény /gH genu. Nejcastéjsi zmeénou jsou
chromozomové translokace, které vedou k deregulaci
partnerského genu premisténého do blizkosti zesilovaci
transkripce (11). Do translokace s IgH lokusem vstupuje
fada partnerskych chromozomii, av§ak u MM mezi nej-
vice zastoupené partnerské geny patii: CCNDI (11ql13),
FGFR3 a MMSET (4p16), C-MAF (16q23) a CCND3
(6p21)(22). Obecné jsou tyto translokace zahrnujici IgH
gen povazovany za nepiiznivy prognosticky faktor (13).
Vyjimku tvofi t(11;14)(q13;q32), kterd je v posledni
dobé spojovana s pfiznivou prognézou piredevs§im u paci-
enttl léCenych vysokodavkovanou chemoterapii (15, 16).
Translokace t(11;14), jejiz vysledkem je fize gent
IgH/CCND1 byla v naSem souboru nalezena u 13 (13 %)
pacientl, z toho u 4 pacientli v kombinaci s deleci RB/
genu. Spojeni t(11;14) s deleci RBI je v literatuie udava-
no jako madlo Casté. Uvadi se, Ze mezi pacienty s deleci
nebo monozomii chromozomu 13 je 19 % pacienti
s t(11;14) (9). Z 13 pacientd, u kterych byla prokdzana
t(11;14), Zije v dobé analyzy souboru 10 pacientd. Mezi
pacienty s t(11;14) byli 4 pacienti, ktefi méli t(11;14)
dohromady s deleci RBI genu, vSichni tito pacienti Ziji.

Druhou nejCastéjsi translokaci je t(4;14), kterd byla
potvrzena lokus specifickou sondou u 12 (12 %) pacien-
ti, u 9 (9 %) pacientti byla také zjiSténa pritomnost dele-
ce RBI genu. Koexistence t(4;14) a delece RBI genu se
uvadi téméf u vSech pacientl s t(4;14) (3), coz souhlas{
s ndlezem v nasSem souboru. Déle jsme potvrdili nepfiz-
nivou progndzu této translokace: v naSem souboru Zije
jen polovina z 12 pacientid. Posledni studovand translo-
kace t(14;16) byla nalezena u 4 (4 %) nemocnych, ve

vSech pripadech s koexistenci delece RBI genu. Tento
ndlez potvrzuje i studie dalSich autorti (7). Vysledky
vyskytu poslednich dvou translokaci v naSem souboru
jsou ve shodé s dal$imi pracemi (16), které potvrdily
vyskyt téchto translokaci vZdy spolecné s deleci RBI
genu. U 1 (1 %) pacienta se ndm nepodarilo urcit part-
nersky gen zahrnuty v IgH translokaci, av§ak prestavba
IgH genu metodou FICTION byla nalezena.

U IgH genu jsme neidentifikovali jen prestavby tohoto
genu, ale i rizné rozsahlé delece a pocetni zmény. Parcidl-
ni delece 5" konce IgH genu byla zjisténa u 3 (3 %) paci-
entd. Obecné je tato delece povazovédna za fyziologicky
jev, ktery mtze vzniknout béhem preskupovani subgend.
Parcidlni delece 3" konce byla nalezena v 7 (7 %) pfipa-
dech. Vyznam této delece je stdle nejasny (24).

U pacientt, u nichz byl nalezen pouze jeden signal pro
IgH gen se muZe jednat o monozomii chromozomu 14.
Tato zména byla nalezena u 10 (10 %) pacienti. Casto
byva monozomie chromozomu 14 spojena s monozomifi
chromozomu 13. Obé monozomie pak byvaji asociovany
s hypodiploidnim MM. Hypodiploidni MM je spojovéan
s monozomiemi vice chromozomi a také s krat$i dobou
preziti. Uvadi se az 28% Cetnost monozomie chromozo-
mu 14 (6). V naSem souboru se u vSech pacientti vysky-
tovala delece celé jedné kopie IgH genu vzdy s deleci
RBI genu, z ¢ehoZz mlZeme usuzovat i mozny vyskyt
monozomie obou chromozomd.

U 2 (2 %) pacientd byly nalezeny 3 kopie IgH genu,
coZ miZe znamenat i trizomii chromozomu 14, jejiz 3%
Cetnost je uvadéna v literatuie (6).

Pacienti, u kterych nebyla nalezena zména v IgH genu
ani delece RB1 a dal$i 2 pacienti se 3 kopiemi IgH genu,
byli déle vySetfovani na pfitomnost trizomii chromozo-
mu 7,9, 11, 15 a 17. Tyto chromozomy jsou v literatufe
nejcasteji povazovany za trizomické (9, 23). Jejich trizo-
mie jsou spojovdny s hyperdiploidni variantou MM,
kterd je charakterizovdna mnoZstvim trizomi{ a nizkym
vyskytem IgH translokaci a deleci RBI genu (6, 10). Tri-
zomie jsme nalezli u 25 (25 %) pacientll, coZ je mirné
nizsi vyskyt nez v jinych studiich. Dal$i autofi uvadi
nélez trizomii u 31 % (6) a 39 % pacientl (25). Byl v§ak
také pozorovan vyskyt trizomii t€méf u poloviny pacien-
ti (23).

Cytogenetické a molekuldrné cytogenetické vySetieni
souboru 100 nemocnych s MM potvrdilo vysoky vyskyt
chromozomovych zmén nalezenych u 97 % pacientd.
V souboru pacienti byl pozorovan vysoky vyskyt chro-
mozomovych zmén zejména ve vyssich stadiich one-
mocnéni. Prognosticky vyznam jednotlivych genetic-
kych zmén pro celkové preziti zatim nelze hodnotit
vzhledem ke kratké dobé sledovani souboru. Jednoznac-
né byl potvrzen vysoce prognosticky nepfiznivy vyznam
komplexniho karyotypu.

Vysledky nasi cytogenetické a molekuldrné cytogene-
tické analyzy souboru 100 pacientd stdle vice naznacuji,
Ze cytogenetické abnormality u MM by mohly slouZit
k bliz§i charakterizaci jednotlivych subtypi MM
a mohly by byt vyuzity i pfi rozhodovéni o volbé vhod-
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ného 1é¢ebného postupu zejména pii vyuziti novych 1€k
s biologickym tucinkem jako je bortezomib nebo talido-
mid. Pro takové vyuZiti jsou nutné dal$i komplexni stu-

die,

které by ukdzaly jak klinicky vyznam sledovéni

vyznamnych prognostickych faktort (26, 27), tak nejno-
véjSi data cytogenetickych a molekuldrné cytogenetic-
kych studii, véetné vysledkt analyz ¢ipovymi technolo-
giemi.

Prdce je podporovdna grantem NR-8183-4,
MSM 6198959205
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