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1 UVOD

Neoplazie je nové vytvoreny shluk bunek, ktery roste odlisné od normalnich bun€k, protoze
se vymyka kontrolnim mechanismim. Takové buriky reaguji jen na vlastni ristové faktory
a ignoruji signaly okolnich bun¢k a tkani. Mezi nadory z plazmatickych bunék patfi
i mnohocetny myelom (MM) (Macak er Macakova, 2022). U MM dochazi k maligni zméné
B-lymfocytu a vznika patologicka plazmaticka burika. Naslednym vyvojem se méni na zralé
myelomové buriky, které jsou téméf nesmrtelné. Tento vyvoj probihd v germinalnim centru

uzliny, a nasledné v kostni dieni (Adam et al., 1999).

MM tvoii asi 1 % nadort a 10 % vSech hematologickych malignit. Onemocnéni ma lehce
vys$$i vyskyt u muzi nez u zen. Zaroven se vyskytuje Castéji u afroamerické nez u bélosské

populace (Rajkumar, 2022).

Pro MM jsou typické mnohé cytogenetické zmény souvisejici se vznikem a progresi nemoci.
Jedna se napriklad o deleci 17p, kterd je vysoce rizikova a o zisk 1q (Rajkumar, 2016).
Podstatnym prognostickym faktorem jsou také abnormality genu MYC, které jsou spojeny
s horsi prognozou onemocnéni (Abdallah ef al., 2020). Gen MYC je u pacientd s MM Casto
pozménén v ramci sekundarnich zmén v prubéhu progrese MM. Mezi zmény v tomto genu

patfi zmnozeni, amplifikace, delece, mutace a translokace (Sharma et al., 2021).

V soucasné dobé se k cytogenetickému vysetieni abnormalit genu MYC u pacienti s MM
vyuziva predevs§im metody FICTION, ktera hodnoti jen myelomové buriky. Pomoci FICTION
je mozné odhalit vice aberaci nez pomoci konvencni metody FISH, ktera hodnoti vSechny

bunky (Abaza et al., 2015).



2 CILE PRACE

1.

Seznameni se s chodem laboratofe a zakladnimi principy vySetfeni cytogenetickych
zmén metodami FISH a FICTION.

Vypracovani literarniho prehledu o MM a cytogenetickych zménach se zaméfenim
na abnormality genu MYC.

Retrospektivni a prospektivni vySetfeni genu MYC metodou FICTION v souboru
pacientt s MM diagnostikovanych a léCenych na Hemato-onkologické klinice FNOL.

Zhodnoceni nalezenych zmén genu MYC v souboru pacientd s MM.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Hematopoéza

Hematopoéza (krvetvorba) je proces vyvoje diferencovanych krevnich bunék
z hematopoetické kmenové bunky. V dospélosti probihd hematopoéza v kostni dfeni.
Z pluripotentni hematopoetické kmenové butiky vznikd lymfoidni a myeloidni progenitor.
Pii lymfopoéze se Ilymfoidni progenitor diferencuje do B-lymfocytt, T-lymfocyta
a NK-bunék. Pifi myelopoéze z myeloidniho progenitoru vznikaji erytrocyty, monocyty,

trombocyty a granulocyty (Pospisilova et al., 2013).
3.1.1 Vyvoj B-lymfocytu

Z pluripotentni kmenové bunky vznika pro-B-lymfocyt. Z n€j vznikd pre-B-lymfocyt
a dale naivni B-lymfocyt, ktery opousti kostni dfefi (KD) a dokoncuje vyvoj v lymfatické
uzliné (Boyle et al., 2014). Po stimulaci antigenem (aktivaci) se B-lymfocyt zvétSuje
a proliferuje v plazmablast. Proliferujici buiiky oznaCované jako plazmablasty mohou
produkovat monoklonalni protilatky. Z plazmablastd vznikaji kratce zijici a dlouhodobé Zijici
plazmatické buiky (plazmocyty) (Oracki et al., 2010). Myelomové buriky se od zdravych

plazmocytti li§i nekontrolovatelnym mnozenim a dlouhym zivotem KD nemocného

(Adam et al., 1999).

V ranych stadiich vyvoje B-lymfocytu dochazi u pro-B-lymfocytu ke komplexnimu
preskupovani subgent (genovych segmentt) pro tézké fetézce, a poté v pre-B-lymfocytu
k preskupeni gent pro lehké fetézce k a L. Kdyby preskupeni neprobéhlo uspésné, B-lymfocyt
by zahynul. Ve zralém B-lymfocytu dochazi k pfesmyku imunoglobulinovych tfid
(Barajas-Mora et Feeney, 2023). Tyto procesy jsou zdrojem variability protilatek.

Diferenciace normalni burky je kontrolovana koordinovanou regulaci transkripcnich faktora.
Kli¢ovou vlastnosti fyziologické plazmatické buiky je apoptdza ve chvili, kdy jiz neni

v organismu potiebna (Boyle et al., 2014).
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Obrizek 1: Vyvoj B-lymfocytu (Vytvoreno v Biorender.com)
3.1.2 Monoklonalni protilatka

Monoklonalni imunoglobuliny (Ig) jsou glykoproteiny produkované jednim klonem
patologickych plazmatickych bunék (Wootla er al., 2014). Monoklonalni protilatka se stejné
jako fyziologické protilatky sklada ze Ctyt polypeptidickych fetézci. Je slozena ze dvou
dlouhych tézkych tetézca IgH typu o, J, €,y a u a ze dvou kratkych lehkych fetézct IgL typu
K (IgK) a\ (IgL).

Existuji oddélené geny pro tézké a lehké tetézce imunoglobulinu, které jsou prestavovany
béhem diferenciace B-buriky. Pfi V(D)J rekombinaci dochazi k seskupovani za vzniku
funk¢niho lidského genu. Lehké fetézce x a A obsahuji 3 genové segmenty V (variable),
J (joining) a C (constant), které jsou oddéleny nekodujicimi regiony. Tézké fetézce obsahuji
4 genové segmenty V (variable), D (diversity), J (joining) a C (constant) (Barajas-Mora
et Feeney, 2023).
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Obrazek 2: Schématické zobrazeni monoklonailni protilatky (Vytvoreno v Biorender.com)
3.2 Kancerogeneze

Ke kancerogenezi (karcinogenezi) dochazi na zakladé pliisobeni vnitfnich a vnéjsich faktora.
VngjSimi faktory jsou napfiklad ionizujici zafeni, viry nebo karcinogenni latky. Vnitfnimi
faktory jsou dédi¢nost a vznik mutace v ramci bunéného cyklu (Petruzelka er Konopasek,

2003).
3.2.1 Vznik nadorové bunky

Zmeény v tumor supresorovych genech, protoonkogenech a genech regulujicich apoptozu
prispivaji ke vzniku nadorové transformace. Protoonkogeny reguluji bunécnou proliferaci.
Jejich aktivaci (nejCastéji mutaci) vznikaji onkogeny, které vyvolavaji vznik narodové buiky.
Pro vytvoreni aktivniho onkogenu staci pouze aktivace jedné ze dvou alel genu. Tumor
supresorové geny maji schopnost inhibovat nadorovou transformaci a k jejich inaktivaci
je potieba ztrata funkce obou kopii genu. NejCastéji se jedna o kombinaci delece

jedné a mutace druhé alely (Petruzelka et Konopasek, 2003).
3.3 Mnohocetny myelom

Mnohocetny myelom (MM) je nemoc charakteristicka proliferaci plazmatickych bungk, jejich

nahromadénim v KD a produkci monoklonalnich protilatek (Petruzelka et Konopasek, 2003).

Patfi do skupiny monoklonalnich gamapatii, do které také fadime monoklonalni gamapatii

nejasného vyznamu (MGUS), doutnajici myelom (SMM) a dalsi méné casté choroby.
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Predpoklada se, ze MM u vSech pacientd predchazi bezptiznakové nemaligni stadium

MGUS a nékdy i SMM (Soliman et al., 2021).

V soucasné dobé je MM povazovan za nevyléCitelné onemocnéni, ale pfi transplantaci
kmenovych bun€k a uzivani novych 1ékti je median preziti od diagnozy 8-10 let (Rohori

et al., 2016).
3.3.1 Epidemiologie

MM je druhou nejCastéj§i hematologickou malignitou. Jeho incidence se pohybuje
kolem 4-5/100 000 obyvatel na rok. Pfi zjisténi nemoci je median vé€ku u pacientd 63 let,

pficemz prevazuji muzi (Rohot et al., 2016).
3.3.2 Symptomy

Myelomové buriky tvofi monoklonalni imunoglobuliny, které mohou tvofit rizné priznaky
onemocnéni, jako jsou neuropatie, nefropatie ¢i poruchy koagulace. Dalsi symptomy MM
jsou zpusobeny cytokiny myelomovych bunék. K nim lze zatadit bolesti kosti, frekventované
infekce, horecky a celkovou slabost organismu. Za méné Casté symptomy lze povazovat
zvySenou kapilarni propustnost, kardidlni pfiznaky, plazmocelularni pleuralni vypotek,

metabolické poruchy a kozni projevy (Adam et al., 1999).
3.3.3 Diagnostika a stadia MM

Pacienti s aktivnim onemocnénim MM maji pfiznaky organového postizeni oznaCovaného
,,CRAB*“. Zkratka v prekladu oznacuje hyperkalcémii, rendlni selhani, anémii a kostni léze.
Pokud nejsou piitomny tyto Ctyfi ptiznaky, je diagnostickym faktorem pro diagnézu MM
60 % a vice klonalnich plazmocyti v KD, pomér dominantniho a nedominantniho volného
lehkého tetézce v séru 100 a vice a také 1 nebo vice kostnich 1ézi nad 5 mm zjisténych

pomoci vySetfeni magnetickou rezonanci (Minafik, 2021).

Revidovany mezinarodni systém (R-ISS) dé€li MM do tfech stadii na zakladé kombinace
biochemickych markeri v séru a cytogenetickych zmén. Z biochemickych markera se jedna
o hladinu laktatdehydrogenazy (LDH), beta-2 mikroglobulinu (f.m, a albuminu. Jednotliva
stadia a hladiny biochemickych markerti a cytogenetické zmény jsou uvedeny v Tabulce 1

(Rajkumar, 2022).



Tabulka 1: Faktory k urceni stidia MM pomoci R-ISS

normalni hladina LDH v séru, hladina sérového albuminu > 3,5 g/I, hladina
Stadium I
sérového Bom < 3,5 mg/l
Stadium II hodnoty mezi stadiem I a III
zvySena hladina LDH v séru, hladina sérové Bom > 5,5 mg/l, vyskyt
Stadium I1T o ‘
rizikovych cytogenetickych zmén: t(4;14), t(14;16), del(17p)

3.3.4 Lécbha

Pacienty s MM lze podle 1é¢by rozdélit do dvou hlavnich skupin. Prvni je transplantabilni,
coz je skupina pacientt, ktefi jsou schopni podstoupit vysokodavkovou terapii a autologni
transplantaci krvetvornych bunék. Druhou skupinou jsou pacienti netransplantabilni, kteti
maji obvykle pfidruzené jiné onemocnéni nebo zhorSeny celkovy zdravotni stav. Tito
pacienti jsou léCeni kombinovanymi rezimy konvencnich a novych 1ékt. Aktualné lze
MM I[éCit 7 skupinami 1ékt, které se davkuji v trojkombinaci ¢i dvojkombinaci (Minafik,

2021).

K 1ékiim konvencni terapie jsou fazeny zejména alkylacni latky (melfalan, cyklofosdamid)
a kortikosteroidy (dexametazon, prednison). Mezi nové léky vyuzivané v 1écbé MM patii
zejména inhibitory proteasomu (bortezomib, carfilzomib), dale imunomodula¢ni latky
(thalidomid, lenalidomid) a monoklonalni protilatky (daratumumab, elotuzumab) (Jelinek
et al., 2015). Dale se vyuzivaji malé molekuly jako inhibitory histonové deacetylazy
(panobinostat) a selektivni inhibitory jaderné membrany (selinexor). Po prvni intenzivni 1é¢bé
nasleduje 1éc¢ba udrzovaci, ke které se v soucasnosti nejvice pouziva novy lék lenalidomid.
Pacienti, u kterych se po vyléCeni projevi relaps, by méli byt 1éCeni jinymi léky nez v prvni
linii 1écby. Budoucnosti 1écby MM je cilena aktivace vlastniho imunitniho systému pacienta

se zacilenim na rakovinné buriky (Minatik, 2021).
3.4. Cytogenetické zmény u MM

MM je charakteristicky komplexnimi cytogenetickymi zménami a molekularné

cytogenetickymi aberacemi (Turkmen et al., 2014).

Pacienti s MM jsou rozdéleni podle primarnich cytogenetickych zmén vyskytujicich se v dobé

diagnozy (DD) do dvou zékladnich skupin. Prvni skupinou je hyperdiploidie, ktera




je charakteristicka trizomiemi lichych chromozomu, nejcastéji chromozomu 3, 5, 7, 9, 11, 15,
19 a 21. Objevuyje se priblizné u 50 % pacientd s MM v DD a je spojena s lepsi progndzou
a odpovédi pacientd na 1écbu (Shokripour e al., 2024). Ke vzniku trizomii chromozomu
pravdépodobné dochazi nasledkem chybné segregace chromozomi béhem dé€leni plazmatické

burky.

Do druhé skupiny zmén patii chromozomalni translokace zahrnujici /gH gen na chromozomu
14, které se vyskytuji az u 50 % pacienti s MM. Mezi nej¢astéjsi translokace patii translokace
t(11;14)(q13;q32), t(4;14)(p16:;232), t(14;16)(q32;923) a méné casté t(14;20)(q32ql12)
a t(6;14)(p21;q32) (Turkmen, et al., 2014). Zminéné translokace zahrnujici chromozom
14 jsou zobrazeny na Obrazku 3. Primarni zmeény a jejich prognosticky vyznam jsou shrnuty

v Tabulce 2.

U pacientd s MM se vyskytuji také sekundarni zmény spojené s progresi onemocnéni.
Mezi né tfadime zmnozeni/amplifikaci 1q, deleci 1p, deleci/monozomii chromozomu 13,
deleci 17p, translokaci genu MYC a prestavbu/deleci lehkych fetézca IgK (2pll)
a IgL (22q11) (Clarke et al., 2024). Prestavba IgL je u pacientt s MM cast€jsi nez prestavba
IgK, ktera se vyskytuje méné Casto (Turkmen et al., 2014).
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Obrizek 3: Cytogenetické zmény u MM (Upraveno dle Soliman ef al., 2021)



Tabulka 2: Genetické abnormality u MM (Castaneda et Baz, 2019)

Abnormalita Specifikace Frekvence Prognodza

trizomie chromozomu 3, 5, '
Hyperdiploidie 45 % pfizniva
7,9, 11,15, 19, 21

t(11;14) gen CCNDI (11q13) 15 % ptizniva
geny FGFR3 a NSD2 '
t(4;14) 15 % nepfizniva
(4pl6)
IgH translokace .
t(14;16) gen MAF (16923) 5 % nepfizniva
(14q32)
t(14;20) gen MAFB (20q12) 1 % nepfizniva
t(6;14) gen CCND3 (6p21) 2 % ptizniva

3.4.1 Monozomie/delece chromozomu 13

Delece dlouhych ramen nebo castéji monozomie chromozomu 13 se vyskytuje
asi u 50 % pacientd snoveé diagnostikovanym MM. Delece vétSinou zahrnuje oblast
13q14, kde se nachazi gen RBI, ktery se podili na regulaci buné€ného cyklu (Walker, 2020).
Abnormality chromozomu 13 jsou spojeny s neutralni progndzou, ale Casto se vyskytuji
spoleCné se zménami s nepiiznivou prognozou, napiiklad s abnormalitami chromozomu

1 nebo t(4;14) (Iorgulescu et al., 2024).
3.4.2 Abnormality chromozomu 1

Zmeény dlouhého ramene u chromozomu 1 (1q) jsou pfitomny u poloviny nove
diagnostikovanych pacientt s MM. K narastu vyskytu dochazi v progresi nebo relapsu
onemocnéni. Casto dochazi ke zmnoZeni (3-4 kopie) nebo amplifikaci (5 a vice kopii)
celého 1q. Tim dochazi ke zméné genové exprese fady genu, z nichz je za nejvyznamnéjsi
povazovan gen CKSIB (1g21). Dal§i zménou na chromozomu 1 je delece kratkého
ramene (1p), ktera se vyskytuje asi u 30 % nové diagnostikovanych pacientt. NejCastéji
deletované oblasti byvaji 1p32 (gen CDKN2C) a 1pl2 (gen FAM46C)
(Iorgulescu et al., 2024). Obé zmény chromozomy 1 jsou spojeny s nepfiznivou progndézou

(Boyle et al., 2023).



3.4.3 Delece kratkych ramen chromozomu 17

Na 17. chromozomu v oblasti 17p13.1 se nachazi gen TP53, ktery je nadorovy
supresor a inhibuje karcinogenezi. Jim koédovany protein TPS53 je nezbytny pro stabilitu
genomu a odpovédi na poskozeni DNA (lorgulescu et al., 2024). Ztrata genu TP53
se vyskytuje u 14 % diagnostikovanych pacientti (Mickova et al., 2014). Delece je vysoce
rizikova a je spojena s hor§i progndzou a kratSim piezitim (Rajkumar, 2016). Incidence této

zmeény roste v prubéhu onemocnéni (Popek-Marciniec et al., 2023).
3.5 Onkogen MYC

Onkogen MYC nebo také c-MYC je soucasti rodiny regulacnich gent, které koduji
transkripcni faktory a reguluji pfimo a nepfimo tisice gent. K aktivaci genu MYC
dochazi u veétSiny nadort genetickymi, epigenetickymi a posttranslacnimi mechanismy.
Aktivace genu se muze podilet na proliferaci bun€k, jejich dobé preziti, genomové
nestabilit¢ a na uniku myelomovych bunék imunitnimu systému. Samotna aktivace
genu ke vzniku neoplastické transformace u zdravé buiiky nestaci a jsou tieba 1 dalsi pfihodné
podminky jako zastava bunéného cyklu ¢i apoptdézy. Gen MYC méni metabolismus

bunék tak, aby byl podpoten rychly rist a proliferace (Dhanasekaran ez al., 2022).
3.6 Abnormality genu MYC

Zmeény genu MYC jsou u MM casté, ale jejich presny vyznam v prognoze nebyl prozatim plné
oveéfen. Byla zjisténa souvislost mezi pfitomnosti strukturnich variant genu MYC a jeho
zvySenou expresi a hors§i progndézou nemoci. Gen MYC muze byt deregulovan raznymi
mechanismy, napfiklad chromozomovymi piestavbami, zmnozenim/amplifikaci, deleci

a mutaci (Sharma et al., 2021).

Ke zménam genu MYC dochazi predevsim sekundarné v ramci progrese ¢i relapsu nemoci
(Yamamoto et al., 2009). Jen ptiblizné 15 % pacientl ma pfitomny abnormality genu MYC
v pocatku onemocnéni MM. V prubéhu vyvoje nemoci, a naslednych pokrocilejsich stadiich
jsou tyto abnormality pfitomny az u 55 % pripada (Avet-Loiseau et al., 2001). Celkova doba
preziti pacientd s MM, u kterych byla zjisténa prestavba genu MYC je kratsi nez doba preziti
pacienttl bez piestavby (Abdallah et al., 2020). Na Obrazku 4 je normalni vzorec signalu pro
gen MYC v PB identifikované metodou FICTION.
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Obrazek 4: Normalni nalez pro gen MYC v PB (2 fiizni signaly)
3.6.1 Translokace

Pti vzniku translokaci dochazi nejdiive ke vzniku zloma a poté ke Spatnému spojeni. Aktivace
genu MYC je Casto zpusobena sekundarnimi translokacemi, které maji za nasledek premisténi
genu MYC k silnym zesilovacum transkripce. Tim dochazi k overexpresi tohoto onkogenu.
Na rozdil od primarnich translokaci, pfi kterych se jednd o reciprokou vyménu
chromozomovych C¢asti, translokace genu MYC jsou casto komplexni, nebalancované
a zahrnuji rizné partnerské geny. Vétsina translokaci nezahrnuje Ig geny, prestoze translokace

s témito geny jsou nejznaméjsi (Walker ez al., 2014).

Vétsina zlomd na chromozomu 8 se nachazi v IMb velké oblasti v pruhu 8q24. Mize
dojit ke zlomim ve vzdalenéjSich oblastech (az do vzdalenosti 3 Mb) od genu MYC.
Centromericky od tohoto genu se nachazi gen POUSFIB a telomericky od n¢j gen PVTI.
Gen POUSFIB koduje transkripéni faktor, ktery se ucCastni procesi kancerogeneze.
Gen PVTI je dlouha nekodujici RNA, kterd je povazovana za potencialni onkogen (Walker
et al., 2014). K deregulaci genu MYC Ig lokusy muze dojit do vzdalenosti az pftiblizné
350 kbp (Zeidler et al., 1994).

Translokace t(8;14)(q24.21;q32.3) je nejCastéjsi translokaci genu MYC, kterd je znama
predevSim u Burkittova lymfomu, u kterého se vyskytuje jako primarni zména. Tato
translokace vede k deregulaci onkogenu MYC premisténim k silnému promotoru genu IgH.
Tim dochazi k jeho aktivaci a vyssi transkripéni aktivité (Avet-Loiseau et al., 2001). Na rozdil
od translokaci s geny pro lehké fetézce Ig dochazi ke zlomim na chromozomu
8 centromericky od genu MYC a tim aktivace genu MYC vznika na derivovaném chromozomu
14 (Angi et al., 2017). Na Obrazku 5 je vyobrazena t(8;14), kde je PB vySetiena metodou
FICTION.
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Obrizek 5: PB s translokaci t(8;14) (2 fizni signaly, zeleny signil pro gen IgH, Eerveny pro gen MYC)
U translokace t(8;22)(q24.21;q11.22) dochazi k fuzi gend MYC a IgL. Je spojovana
s negativni prognozou. Predpokladd se asociace s transkripcnim faktorem IKZF1 a nizsi
citlivost k 1écbé (Sharma er al., 2021). Vyskytuje se u asi 10 % pacientt (Soliman et al.,
2021).

Translokace t(2;8)(p11.2;q24.21) zahrnuje gen MYC a gen IgK. Tato translokace je nejméné

Casta (Yamamoto et al., 2009).

U translokaci s geny IgL a IgK dochazi ke zlomim telomericky od genu MYC. To zpisobuje
aktivaci genu MYC zesilovaci transkripce na derivovaném chromozomu 8 (Angi et al., 2017).

Prestavba genu MYC vySetfovana metodou FICTION je zobrazena na Obrazku 6.

Obrazek 6: PB s prrestavbou genu MYC (oddéleny Cerveny a zeleny signal)
3.6.2 Zmnozeni
Pacienti se 3 nebo 4 kopiemi genu MYC maji lepSi reakci na lécbu a delsi dobu
preziti nez pacienti se 4 a vice kopiemi tohoto genu, amplifikaci ¢i translokaci. Byla odhalena

negativni korelace mezi poCtem kopii genu MYC a dobou preziti. Délku
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preziti u pacienti s MM se 4 a vice kopiemi genu MYC lze zvysit velmi intenzivni 1écbou
(Schieppati et al., 2020). Zmnozeni genu MYC muze byt také spojeno s trizomii chromozomu

8, ktera je ovSem méné Casta nez trizomie lichych chromozomut (Mlynarc¢ikova et al., 2016).
3.6.3 Amplifikace

Pri amplifikaci dochazi k vyraznému zmnozeni genl nad 5 kopii. K amplifikaci muze
dochazet chromotripsi, ktera je pfi¢inou rozpadu chromozomi a znovuseskupenim s velkym
mnozstvim prestaveb. Druhym mechanismem vzniku mize byt aneuploidni zisk
chromozoma. U pacientd s amplifikaci byla zjisténa vyrazné vyssi exprese genu MYC.
Amplifikace nad 7 kopii ma ze vSech zmén genu MYC nejhorsi prognozu. Pacienti, u kterych
byla identifikovana, maji dobu pfeziti pouze 8 az 8,5 mesict (Schieppati er al., 2020).
U pacientt, u kterych nebyly abnormality genu MYC zjistény, byla prokazana nizsi exprese
tohoto genu 1 delsi doba preziti (Sharma et al., 2021). Amplifikaci genu Ize ve fluorescenénim

mikroskopu rozeznat zvySenym poctem kopii genu (Obrazek 7).

Obrazek 7: Amplifikace genu MYC v PB (6 fuznich signilu)

3.6.4 Delece

Proximalni ¢i terminalni delece genu MYC vznikaji jednou strukturni zménou a naslednym
spojenim dvou zlomi DNA, kdy dochazi k vynechani segmentu s genem MYC nebo jeho Casti

(Sharma er al., 2021).
3.6.5 Mutace

Mutace v genu MYC pfispivaji k progresi onemocnéni. Jedina mutace v genu MYC

je dostacuyjici ke zvySeni jeho exprese. ZvySena exprese MYC proteinu v butice je spojena
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s mutaci v C-T oblasti DNA genu. Tato mutace byla pozorovana u 42 % pacienti s MM

(Chappell et al., 2000).
3.7 Cytogenetika

Cytogenetika je metodou pouzivanou v klinickych laboratofich. Poskytuje informace

pro identifikaci chromozomalnich abnormalit v bunécnych kulturach (Bates et al., 2014).
3.7.1 Zaklady cytogenetiky

Zakladnimi ukony provadénymi vramci analyzy vzorki je stanoveni poctu
somatickych a pohlavnich chromozomu, jejich pocetni zmény ¢i prestavby. Typickym
postupem stanoveni zmén v genomu je priprava preparatu, ve kterém je u bun¢k bunénym
jedem zastaven bunécny cyklus v metafazi mitoézy. Poté se provadi barveni chromozomu
Giemsou a trypsinem, tzv. G-pruhovani. Vysledkem je sestaveny karyotyp z G-pruhovanych
mitodz, pficemz jsou jednotlivé chromozomy sefazeny dle velikosti, pruhii a lokalizace
centromery (Bates et al., 2014). Lidsky karyotyp je v normalni situaci slozen u Zeny
ze 46 chromozomi a dvou pohlavnich X chromozomi. U muze je karyotyp slozen
ze 46 chromozomu a jednoho pohlavniho X a jednoho pohlavniho Y chromozomu (Roth,
2020). Pomoci karyotypovani je mozné odhalit prestavby jako inverze, translokace, delece

nebo pocetni zmény jednotlivych chromozomu (Bates et al., 2014).

veew

diferencovanych bunék (plazmocytt), které se obtizn¢ déli v bunécnych kulturach. Vétsina
nalezenych metafazi pochéazi z normalnich hematopoetickych bunek. Z tohoto divodu
se pro cytogenetické vySetieni MM vyuziva vice specializovanych analyz, kterymi jsou

napiiklad FISH a FICTION (Tchinda et al., 2004).
3.7.2 FISH

Fluorescencni in situ hybridizace je metoda vyuzivana pro lokalizaci specifické sekvence
nukleové kyseliny. Lze pomoci ni detekovat chromozomalni zmény. Principem je schopnost
jednovlaknové DNA za odpovidajicich podminek hybridizovat (tvofit duplex)
s komplementarnim vlaknem DNA. Sondy, které jsou casto cDNA nebo fragmenty
genomické DNA jsou znaceny fluorescenéné (Raimondi, 2009). Fluorescen¢ni signaly jsou
obvykle pozorovany pod fluorescencnim mikroskopem za pouziti imerzniho oleje
a odpovidajicich fluorescen¢nich filtri. Muzeme hodnotit nejen metafazni chromozomy,

ale 1 interfazni jadra bunék (Fu et al,. 2021).
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U MM je potieba identifikovat plazmatické buriky, protoze diagnostika MM je zalozena
na nizké infiltraci KD patologickym klonem (10 % a vice) a metoda FISH je obtizné

hodnotitelna. Aktualné pouzivanymi metodami detekce plazmatickych bunék jsou MACS,

FACS a FICTION (Kuru et al., 2024).

® Priprava vzorku

e
sy,

Fixace vzorku ——— Permeabilizace ——— DNA denaturace

@ Hybridizace @ Hodnoceni

Fluorescencné
znacena sonda

S 3

Obrazek 8: Schéma metody FISH (Vytvoreno v Biorender.com)

3.7.3 MACS

Magneticky aktivované tfidéni bunek (MACS; Magnetic-activated cell sorting) je separacni
metoda, ktera vyuziva vysoce specifickych protilatek k separaci pozadovanych bunék z KD.
Ptii provedeni MACS dochazi k selekci a separaci myelomovych bunék ze smési na zaklade
jejich povrchového CD znaku detekovaného monoklonalni protilatkou navazanou
na magnetickou Castici. Plazmatické bunky jsou charakteristické tim, ze vyrazné exprimuji
CD138. Pozitivni selekce CD138+ bunék probiha tak, Ze je smés ruznych bunék z KD
pacienta nejprve oznacCena protilaitkou anti-CD138. Poté dochéazi k promyti, inkubaci
a aplikaci promyté KD do kolony v magnetickém poli separatoru. Vysledkem separace bunék
je pruchod negativnich bunék kolonou a zisk Cisté pozitivnich bun€k po odstranéni kolony

z magnetu (Fiserova et al., 2001).
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3.7.4 FACS

Fluorescencné aktivované tfidéni bunek (FACS; Fluorescence-activated cell sorting)
je specialni separatni metoda prutokové cytometrie, ktera umozfiuje tiidéni
bunek na zaklad¢ jejich rozptylu svétla a fluorescencnich vlastnosti. Separator generuje proud
kapiCek se smési bunék z KD. Poté elektrostaticky nabiji a odklani cilové buiky a oddéluje

je tak od zbytku bunék. Znaceni probiha fluorescencnimi protilatkami (Bonner et al., 1972).
3.7.5 FICTION

FICTION (fluorescence immunophenotyping and interphase hybridisation as a tool for the
investigation of neoplasms) je metoda, kterd kombinuje béznou FISH s fluorescenénim
imunofenotypovanim plazmatickych bunék. Metoda je zalozena na detekci lehkych fetézct
monoklonalniho imunoglobulinu (kappa nebo lambda) v cytoplazmé myelomovych bunék.

To jsou jediné burky, které jsou ve vzorku touto metodou hodnoceny (Fu et al., 2021).

Na rozdil od metod FACS a MACS, u kterych je nutna analyza Cerstvé odebrané KD, lze
pomoci FICTION identifikovat strukturni nebo numerické zmény i ve vzorcich, které byly

archivovany. Pomoci metody FICTION je vyrazné vyssi zachyt chromozomovych abnormalit

u pacienti s MM (32 %) nez standardni metodou FISH (12 %) (Abaza et al., 2015).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Zpracovani vzorki pro cytogenetické a molekularné cytogenetické
vySetieni

Vysetfeni kostni diené (KD) pacientd s diagnézou mnohocetného myelomu bylo provedeno
v Laboratofi cytogenomiky Hemato-onkologické kliniky Fakultni nemocnice a Lékarské
Fakulty UP Olomouc. Vzorky KD jsou do Laboratofe cytogenomiky dodavany
ve zkumavkach s protisrazlivym ¢inidlem heparinem litnym. Nékteré analyzy byly provedeny
retrospektivné ze zpracovanych zamrazenych vzorki KD, cast vzorkd byla analyzovana
prospektivné.
4.1.1 Biologicky material
o kostni dfen pacientd s MM
4.1.2 Pouzité chemikalie a roztoky
Pouzité chemikalie
o 0,075M chlorid draselny (Iékarna FNOL)
o 96% etanol (Fagron, kat. ¢. 605455)
o BIO-MARROW Karyotyping Medium (Sartorius Stedim Biotech GmbH,
kat. €. 223900412)
o colcemid (Thermo Fisher Scientific, Gibco™ KaryoMAXTM Colcemide™
Solution in HBSS, kat. ¢. 15210040)
o injek¢ni voda (ArdeaPharma a.s., kat. ¢. 76/926/95-C)
o kyselina octova ledova (Penta, kat. ¢. 19990-11000)

o metanol (Sigma Aldrich spol. s.r.0., kat. ¢. R8758)
o RPMI-1640 médium (EuroClone S.p A., kat. ¢. ECM2001L)

Pouzité roztoky a jejich priprava
o Carnoyuv fixacni roztok

Smichat metanol a kyselinu octovou v poméru 3:1. Do odmérné bariky o objemu 100 ml,
napipetovat 25 ml kyseliny octové a doplnit 75 ml metanolu.
4.1.3 Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

o CCD kamera (CoolTube 1, MetaSystems)

o CO; inkubator s tepelnou sterilizaci (PHCbi, MCO-170AICD)
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o

digitalni laboratorni vahy (Scaltec, SPO 51)

laboratorni digestot (MERCI s.r.o, N/900 M2)

lednicka (Liebherr MediLine)

mraznicka (Liebherr Comfort)

stolni centrifuga, vykyvny rotor (Hettich Universal, 320 R)
vortex (Heidolpf, Relax top)

4.1.4 Pracovni postup

Kultivace bunék kostni drené

1.

KD byla omyta od heparinu a byla pfelita do centrifugacni zkumavky a doplnéna
do objemu 15 ml RPMI-1640 médiem.

Poté byl obsah zkumavky promichan a centrifugovan 10 minut pti 1000 otacek.

3. Byl odebran supernatant.

5.
6.

Sediment byl opatrné prenesen do kultivaéni nadoby s 10 ml BIO-MARROW (BM)
média.

Byly pfidany 2 kapky colcemidu.

Vzorek byl inkubovan pii 37 °C do druhého dne.

Zpracovani biologického materialu nemocnych dospélych

1.

Byl ptipraven Carnoyiv fixacni roztok smisenim metanolu a ledové kyseliny octové
v pomeéru 3:1.
Obsah kultiva¢ni nadoby byl pfelit do oznacené centrifugacni zkumavky o objemu

15 ml.

3. Byla provedena centrifugace 10 minut pii 1000 otacek a 37 °C.

© N W

0.

Poté byl odstranén supernatant a bylo pfidano 10 ml 0,075M roztoku KCI
o laboratorni teploté.

Material byl poté inkubovan 20 minut pti 37 °C.

Byla pfidana 1 kapka fixa¢niho roztoku Carnoye vychlazeného v lednici.

Byla provedena centrifugace 10 minut pii 1000 otacek a 37 °C.

Supernatant byl odstranén a bylo pfidano 10 ml Carnoyova fixacniho roztoku. Z toho
byl pfidan prvni mililitr po kapkach, a bylo promichano pomoci vortexu.

Material byl inkubovan 30 minut pfi pokojové teploté.

10. Byla provedena centrifugace 10 minut pii 1000 otacek a 37 °C.
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11. Byl odstranén supernatant a bylo pfidano 10 ml Carnoyova fixaéniho roztoku
a promichano pomoci vortexu.

12. Kroky 7-11 byly opakovany do té doby, nez vysledna suspenze ziskala mlécné
opaleskujici zabarveni.

13. Takto pfipravena suspenze bunek byla uchovana v lednici k dal§imu pouziti po dobu
nékolika tydna.

14. Nésledné byl zbyly material archivovan zamrazenim cca 2 ml bunécné suspenze

v plastovych zkumavkach znacky Eppendorf pti -20 °C.
4.2 Metoda FISH

4.2.1 Biologicky material
o bunécné suspenze pacientd s MM
4.2.2 Pouzité chemikalie a roztoky
Pouzité chemikalie
o 20x SSC (Abbott Molecularr Inc., kat. ¢. 02J10-032)
o 96% etanol (Fagron, kat. ¢. 605455)
o DAPI/DuraTect-Solution (ZytoVision, kat. ¢. MT-0007-0.8)
o fluorescecné znacena sonda MYC BA (MetaSystems. kat. ¢. D-6023-100-OG)
o injek¢ni voda (ArdeaPharma, kat. ¢. 76/926/95-C)
Pouzité roztoky a jejich priprava
o 20xSSC, pH 7,2-7.4
Na zasobni roztok navazit 132 g 20xSSC a rozpustit v 500 ml injekéni vody. Upravit pH
pomoci 1M NaOH na 7,2-7,4, ktery pfipravit rozpusténim 40 g NaOH v 1 litru injekcni vody.
o 0,4x SSC + 0,3% NP40

Zasobni myci roztok pfipravit do odmérné baiky o objemu 1 litru. Nejprve do odmérné bariky
nalit 20 ml 20x SSC, poté pfidat 3 ml NP40 a nakonec doplnit po rysku injekcni

vodou a promichat.
o 2x SSC + 1% NP40

Zasobni myci roztok pfipravit do odmérné baiky o objemu 1 litru. Nejprve do odmérné bariky
nalit 100 ml 20x SSC, poté ptidat 1 ml NP40 a nakonec doplnit po rysku injekcni

vodou a promichat.
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o

fada ledovych alkohold (pfiprava 70% a 80% etanolu z 96% etanolu)

Do prvni nadoby ptipravit 70% ethanol odmétenim 73 ml 96% etanolu a 27 ml injekEni vody.

Poté piipravit do druhé nadoby 80% etanol smisenim odmétenych 83 ml 96% etanolu a 17 ml

injekéni vody. Do tfeti nadoby nalit 100 ml 96% etanolu.

4.2.3 Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

o

o

CCD kamera (CoolTube 1, MetaSystems)

denaturaéni plotynka ThermoBrite™ StatSpin® (Abbott Molecular)
hybridiza¢ni komurka (Boekel Scientific, 241000)

automatické mikropipety s rozsahy od 0,5 ul do 1000 pl (Eppendorf, Gilson)
kapaci systém Chromosome Metaphase Spreader Hanabi (ADSTEC)
laboratorni digestot (MERCI s.r.o, N/900 M2)

lednicka (Liebherr MediLine)

minicentrifuga (Phoenix Instrument, CD-1008)

mraznicka (Liebherr Comfort)

pocitac se softwarem Neon (IKAROS/ISIS, MetaSystems)

stolni centrifuga, vykyvny rotor (Hettich Universal, 320 R)

svételny, fluorescencni mikroskop (Olympus, BX51)

vortex (Heidolpf, Relax top)

vyhifevna plotynka 12801 (Medax Nagel GmbH Kiel)

vyhiivana vodni lazeft GFL 101 (GFL)

4.2.4 Pracovni postup

Priprava a denaturace preparatu

1.

Byl pfipraven preparat nakapanim 2-3 kapek bunécné suspenze na podlozni sklo.
To bylo ponechéno volné uschnout.

Pod svételnym mikroskopem bylo zkontrolovdno mnozstvi bunék a v pfipadé
nedostatku bunék byly nakapany dalsi 2-3 kapky bunécné suspenze.

Do kopliny s 2x SSC byl vlozen preparat a bylo inkubovano 10 minut pfi laboratorni
teploté.

Poté bylo provedeno promyti v fad€ ledovych alkoholti uchované pii - 20 °C (70%,
80%, 96% etanol) vzdy po dobu 2 minut.

Sklo bylo po inkubaci pfeneseno na plotynku vytemperovanou na 45 °C a ponechano

uschnout.
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Kodenaturace
6. Na preparat bylo napipetovano 5 pl pfipravené sondy a bylo pfikryto krycim
sklem o velikosti 18x18 cm. Okraje kryciho skla byly oblepeny Rubber

cementem, ktery zabranuje vysychani sondy béhem denaturace a hybridizace.

7. Sklo se sondou bylo zdenaturovano v komirce ThermoBrite pti 75 °C 2 minuty.
Hybridizace

8. Preparat byl hybridizovan ve vlhké hybridizac¢ni komurce pti 37 °C do druhého dne.
Odmyvani

9. Dalsi den bylo provedeno odmyti zbytku nenavazané sondy inkubaci skla v mycich
roztocich.

10. Nejprve byl preparat omyt v 0,4x SSC/0,3 % NP40 ve vodni lazni pfi teploté 73 °C
po dobu 2 minut.

11. Poté byl preparat omyt ve 2x SSC/0,1% NP40 pii laboratorni teploté po dobu 2 minut.

12. Po omyti skla na n& bylo pipetovano 10 ul DAPI a bylo pfekryto krycim sklem

o velikosti 22x22 mm.
4.2.5 Vyhodnoceni

Preparat byl vyhodnocen fluorescencnim mikroskopem Olympus BXS51 s prislusnou sadou
fluorescencnich filtrd. Pro danou sondu bylo hodnoceno 300 bunék. U kazdého pacienta byl

pofizen zaznam hodnocenych bunék v programu Neon (IKAROS/ISIS, MetaSystems).
4.3 Metoda FICTION

4.3.1 Biologicky material
o bunécné suspenze pacientd s diagné6zou MM
4.3.2 Pouzité chemikalie a roztoky
Pouzité chemikalie
o 96% etanol (Fagron, kat. ¢. 605455)
o AMCA Anti-Human IgG (H+L) (Vector Laboratories, kat. ¢. CI-3000)
o AMCA Anti-Human Kappa chain (Vector Laboratories, kat. ¢. CI-3060)
o AMCA Anti-Human Lambda chain (Vector Laboratories, kat. ¢. CI-3070)

o Antifade Counterstain Diluent (Kreatech™™, kat. & LK-097A)
o citronan sodny dihydrat p.a. (Lach-Ner, kat. ¢. 30009)
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fluorescencné znacené sondy (CytoCell): CytoCell myProbes IGL/cMYC Dual Fusion
FISH Probe (kat. ¢. MPD4480), CytoCell myProbes IGK/c-MYC Dual Fusion FISH
probe (kat. ¢. MPD4490)

fluorescencné znacené sondy (MetaSystems): XL MYC BA (MetaSystems,
kat. ¢. D-6023-100-OG), MYC AMP (MetaSystems, kat. ¢. D-6008-100-OG), MYC
BA Triple-color (MetaSystems, kat. ¢. D-6030-100-TC)

fluorescenén& znadené sondy (Zytovision): ZytoLight ® SPEC IGK Dual Color Break
Apart Probe (Zytovision, kat. &. Z-2288-50), ZytoLight ® SPEC IGL Dual Color Break
Apart Probe (Zytovision, kat. & Z-2099-20), ZytoLight ® SPEC MYC Dual Color
Break Apart Probe (Zytovision, kat. & Z-2090-50), ZytoLight ® SPEC MYC/IGH
Dual Color Dual Fusion Probe (Zytovision, kat. ¢. Z-2105-50)

injek¢ni voda (ArdeaPharma, kat. ¢. 76/926/95-C)

kyselina citronova monohydrat p.a. (Lach-Ner, kat. ¢. 10020)

kyselina octova ledova (Penta, kat. ¢. 19990-11000)

metanol (Sigma Aldrich spol. s.r.o., kat. ¢. R8758)

NP40 (Abbott Molecular, kat. ¢. 07J05-001)

postfixacni roztok (Lékarna FNOL)

10x PBS pufr (Lékarna FNOL)

20x SSC (Abbott Molecularr Inc., kat. ¢. 02J10-032)

Pouzité roztoky a jejich priprava

10mM citratovy pufr

Nejprve pfipravit roztok 0,1M kyseliny citronové navazenim 2,101 g kyseliny citronové

do odmérné bariky o objemu 100 ml, doplnit po rysku injek¢ni vodou a promichat.

Dale ptipravit roztok 0,1M citronanu sodného navazenim 4,941 g citronanu sodného

do odmérné bariky o objemu 100 ml, doplnit po rysku injek¢ni vodou a promichat.

Do 500ml odmérné banky napipetovat 9 ml 0,IM kyseliny citronové, pfidat 41 ml

0,1M citronanu sodného, doplnit pfiblizné 450 ml injekéni vody po rysku odmérné barky

a promichat.

1x PBS pufr

Do 50ml odmérné baiiky napipetovat 5 ml 10x PBS, a poté doplnit do asi 45 ml injek¢ni vody

po rysku a obsah batiky promichat.
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o

fedéni protilitek AMCA Anti-Human Kappa chain a AMCA Anti-Human Lambda

chain

Redit v poméru 1:10, tedy smisenim 100 ul zasobniho roztoku protilatky a 1000 pl 1x PBS

pufru.

o

fedéni protilatky AMCA Anti-Human IgG (H+L)

Redit v poméru 1:20 smisenim 50 pl zasobniho roztoku protilatky a 1000 pl 1x PBS puftu.

4.3.3 Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

o

o

hybridiza¢ni komurka (Boekel Scientific, 241000)
inkubac¢ni vodni lazeti (Schoeller Instruments, s.r.0.)
laboratorni digestoi (MERCI s.r.0, N/900 M2)

lednicka (Liebherr MediLine)

minicentrifuga (Phoenix Instrument, CD-1008)

mraznicka (Liebherr Comfort)

pocitac se softwarem Neon (IKAROS/ISIS, MetaSystems)
stolni centrifuga, vykyvny rotor (Hettich Universal, 320 R)

svételny, fluorescencni mikroskop (Olympus, BX51)

4.3.4 Pracovni postup

Priprava biologického materialu

1.

e

® 2 ok

Do zkumavky bylo napipetovano 500 pl ze suspenze KD pacienta (Cerstva KD nebo
archivovana KD z mrazaku).

Zkumavka byla doplnéna 96% etanolem do objemu 10 ml.

Takto pfipravena bunécna suspenze byla po dobu 10 minut inkubovana pfi pokojové
teploté.

Byla provedena centrifugace 10 minut pii 1000 otacek pii 4° C.

Poté byl odstranén supernatant a byl pridan 96% etanol do objemu 10 ml.

Nasledné byla suspenze po dobu 10 minut inkubovana pii pokojové teploté.

Po inkubaci byla opét provedena centrifugace 10 minut pii 1000 otacek pii 4° C.

Ze zkumavky byl odebran supernatant a byl pfidan cca 1 ml 96% etanolu na nafedéni
peletu.

Obsah zkumavky byl promichan a tim byl pfipraven pro dalsi pfipravu preparatu.
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Priprava preparatu

10. Na orosené podlozni sklo byly zvysSky nakapany 3 kapky pfipravené bunécné
suspenze. Sklo bylo ponechano volné uschnout.

11. Pod svételnym mikroskopem bylo zkontrolovano mnozstvi bunék na preparatu.
V piipadé nedostatku buné€k byly stejnym zpisobem na podlozni sklo prikapnuty
dalsi 2-3 kapky.

12. Do vyhraté vodni lazné na 95 °C byla vlozena kyveta s roztokem 10 mM citratového
pufru, a po jejim vytemperovani byl vlozen pfipraveny preparat na podloznim skle.
Byla provedena inkubace po dobu 10 minut.

13. Kyveta se sklem byla vyjmuta z vodni 1azné a byla ponechana chladnout pii pokojové
teploté po dobu 30 minut.

14. Nasledné bylo sklo omyto 2x po 2 minutach v 1x PBS pufru.

15. Na vlhké sklo bylo naneseno 60 ul nafedéné protilatky AMCA Anti-Human Kappa
chain nebo AMCA Anti-Human Lambda chain. Poté bylo piekryto parafilmem
a inkubovano 1 hodinu pfi 37 °C ve vlhké komdrce.

16. Po inkubaci byl odstranén parafilm a 2x po 2 minutach byl preparat omyt v 1x PBS
pufru.

17. Nésledné bylo na sklo naneseno 60 pl nafedéné AMCA Anti-Human IgG a bylo
inkubovano 1 hodinu pii 37 °C ve vlhké komurce.

18. Parafilm byl odstranén a preparat byl omyt 2x po dobu 2 minut v 1x PBS pufru.

19. Poté bylo provedeno odvodnéni skla promyvanim ve vzestupné fadé ledovych
alkoholti (uchovavanych pii -20 °C). Postupné byla provedena inkubace po dobu
2 minut v 70%, 80% a 96% etanolu.

20. Sklo bylo pfeneseno na vytemperovanou plotynku na 45 °C do uschnuti.
Priprava sondy

21. Do mikrozkumavky typu Eppendorf bylo napipetovano 5 ul sondy, ktera byla
zdenaturovana podle pokyna v pfibalovém letaku vyrobce. Sondy, Cas a teplota
denaturace jednotlivych vyrobct jsou uvedeny v Tabulce 3.

22. Denaturovana sonda byla napipetovana na sklo, pfikryta krycim sklem 18x18 mm
a byla zamontovana Rubber cementem.

23. Takto pfipraveny preparat byl hybridizovan v hybridiza¢ni komtrce do druhého dne.
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Tabulka 3: Souhrn pouzitych genovych sond pro vySetieni abnormalit genu MYC

Nazev Lokalizace Vyrobce Katalogové cislo Denaturace
XL MYC BA 8q24.21 MetaSystems | D-6023-100-OG 73 °C, 5 minut
XL MYC AMP 8q24.21 MetaSystems | D-6008-100-OG 73 °C, 5 minut
XL MYC BA
) ¢ 8q24.21 MetaSystems | D-6030-100-TC 73 °C, 5 minut
Triple-color
ZytoLight * SPEC
IGK Dual Color 2pll1.2 Zytovision Z-2288-50 73 °C, 10 minut
Break Apart Probe
ZytoLight * SPEC
IGL Dual Color 22ql11.22 Zytovision Z-2099-20 73 °C, 10 minut
Break Apart Probe
ZytoLight * SPEC
MY C Dual Color 8q24.21 Zytovision Z-2090-50 73 °C, 10 minut
Break Apart Probe
ZytoLight * SPEC
MYC/IGH Dual 8q24.21, .. .
Zyt 7Z-2105-50 73 °C, 10 t
Color Dual Fusion | 14q32.33 ylovision > 10
Probe
CytoCell myProbes
8q24.21,
IGL/cMYC Dual
22q11.21- 1 MPD44 ° i
Fusion FISH Probe q Cytoce 80 73 °C, 5 minut
qll.23
CytoCell myProbes
IGK/c-MYC Dual 2pl1.2, . ‘
Fusion FISH pI‘Obe 8q2421 Cytoceﬂ MPD4490 73 C, 5 minut

Pouzité sondy

o XLMYCBA

Sonda je dvoubarevna a sklada se z oranzové Casti hybridizujici k sekvencim pted 5'koncem
genu MYC a ze zelené barvy hybridizujici k sekvencim za 3 'koncem genu MYC. U normalni
bunky je mozné pozorovat dva fuzni signaly oranzové a zelené barvy. V pfipadé translokace
dochazi k rozdeleni fuzniho signalu na oranzovy a zeleny. Genova mapa je na Obrazku 4

oznacena jako A.
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o XLMYC AMP

Jedna se o sondu, ktera je slozend z oranzové cCasti hybridizujici k oblasti genu MYC
a prilehlym sekvencim a dale ze zelené znaCené Casti, ktera hybridizuje k centromete
chromozomu 8. U zdravého Clovéka jsou pozorovany dva zelené a dva oranzové signaly.
V piipadé zmnozeni/amplifikace genu MYC je u aberantni buiky pfitomno vice oranzovych

a dva zelené signaly. Genova mapa je na Obrazku 4 oznacena jako B.
o XL MYC BA Triple-color

Jedna se o tfibarevnou sondu, kdy je oblast pfed 5'koncem genu MYC znaCena oranzovou
sondou. Modrou sondou je znacCena oblast genu MYC a zelenou v oblasti za 3 koncem genu
MYC. Tato sonda umoziiuje presnéji stanovit mista zlomu u translokaci genu MYC
V normélnim piipadé se vyskytuji 2 fuzni signaly (obsahujici oranzovou, modrou a zelenou).
U aberantnich bun€k se mize vyskytnout flize pouze 2 barev a 1 barva je odd€lena v disledku
probéhlého zlomu chromozomu. V pfipadé delece dochazi ke ztrat€é jednoho nebo vice

barevnych signalti. Genova mapa je na Obrazku 4 oznacena jako C.
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Obrazek 9: Genové mapy zobrazujici vySetiovanou oblast genu MYC sondami XL MYC BA (A), XL MYC AMP (B) a
XL MYC BA Triple-color (C) (Upraveno podle: MetaSystems Probes, 2024)

o ZytoLight ® SPEC MYC Dual Color Break Apart Probe
Jedna se o dvoubarevnou sondu, pfiemz oranzova barva hybridizuje k sekvencim blize
k centromefe a 5'konci genu a zelena barva smérem ke 3 konci genu MYC a k telomete. Tato

sonda slouzi k detekci prestaveb v oblasti genu MYC. Genova mapa genu MYC je uvedena

jako prvni zleva na Obrazku 5.
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o ZytoLight ¥ SPEC IGK Dual Color Break Apart Probe

Dvoubarevna sonda se pouziva pro identifikaci translokaci zahrnujicich IgK lokus. Zelena
barva znaci oblast 770 kb od IgK smérem k telomefe a oranzova dvé oblasti /gK lokusu
smérem k centromefe. U normalni butiky jsou pfitomny dva fuzni signaly, u aberantni butiky

je oddélen zeleny a oranzovy signal. Genova mapa genu /gK je na Obrazku 5 druha zleva.
o ZytoLight ¥ SPEC IGL Dual Color Break Apart Probe

Dvoubarevna sonda se pouziva pro urceni translokaci, které zahrnuji /gL lokus. Zelena barva
zna¢i oblast 1 Mb smérem k centromefe a oranzova oblast 355 kb smérem k telomete.
U normalni buiiky 1ze pozorovat dva fizni signaly a u aberantni je oddélen zeleny a oranzovy

signal. Genova mapa genu /gL je na Obrazku 5 tfeti zleva.
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Obrizek 10: Genova mapa zobrazujici vySetfovanou oblast genu MYC, IgK a IgL (Upraveno podle: Zytovision
Molecular diagnostics simplified, 2024)

o ZytoLight ® SPEC MYC/IGH Dual Color Dual Fusion Probe

Jedna se o sondu ke kvantitativni detekci translokace t(8;14), kterd zahrnuje geny MYC
(8924.21) a IgH (14932.33). K oblast genu MYC hybridizuje sonda s oranzovym znacenim,
na IgH gen se zelenym. V normalnich interfiznich jadrech jsou dva oddélené zelené a dva
oddélené oranzové signaly. V abnormalnich jadrech, kde prob&hl zlom a reciproka
translokace je mozné pozorovat dva fuzni signaly (slozené z oranzové a zelené barvy) a jeden

samostatny oranzovy a jeden samostatny zeleny signal.
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Obrizek 11: Genova mapa zobrazujici vySetfovanou oblast genu MYC a IgH (Upraveno podle: Zytovision Molecular
diagnostics simplified, 2024)
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o CytoCell myProbes IGL/cMY C Dual Fusion FISH Probe

Dvoubarevna sonda pro detekci t(8;22) se sklad4d z Cervené oblasti genu MYC na lokusu
8924.21 a zelené Casti genu IgL v oblasti 22q11.21-q11.23. Pfi cytogenetickych zménach
muze dojit k prestavbam /gL, kdy MYC zistava na chromozomu 8 a IgL se pfipoji z 22q11.
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Obrizek 12: Genova mapa zobrazujici vySetfovanou oblast genu MYC a IgL (Pievzato z: A Sysmex Group Company,
2024)

o CytoCell myProbes IGK/c-MYC Dual Fusion FISH probe
Sonda pouzivana pro detekci t(2;8) je dvoubarevnd, oznaCena oranzovou a zelenou barvou.

Pouziva se k vySetteni prestaveb lehkého fetézce IgK, ktery je umistén v normalni situaci na

2p11.2 s genem MYC, ktery je v normalni situaci na 8q24.21.
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Obrizek 13: Genova mapa zobrazujici vySetfovanou oblast genu MYC a IgK (Pievzato z: A Sysmex Group Company,
2024)

Odmyvani
24. Druhy den byl odstranén Rubber cement a kryci sklo. Podlozni sklo s preparatem bylo
odmyvano 0,4x SSC/0,3% NP40 pti 73 °C po dobu 2 minut.
25. Nasledné bylo odmyvano v 2xSSC/0,1% NP40 pii pokojové teploté po dobu 1 minuty.
26. Po omyti skla byl preparat zamontovan pomoci Antifade Counterstain Diluent. Na
sklo bylo pipetovano 10 pl Antifade Counterstain Diluent a bylo pifekryto krycim

sklem.
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4.3.5 Vyhodnoceni

Preparat byl vyhodnocen fluorescenénim mikroskopem Olympus BX51 s prislusnou sadou
fluorescencnich filtri. Pro danou sondu bylo hodnoceno 50 plazmatickych bunék. U kazdého
pacienta byl pofizen zaznam hodnocenych bunék v programu Neon (IKAROS/ISIS,
MetaSystems).

4.4 Separace CD 138+ bunék u MM

Pracovnici v Laboratofi cytogenomiky Hemato-onkologické kliniky separuji z dodané
KD pacientd s MM CD 138+ (patologické) plazmatické bunky na principu MACS. Pomoci
navazané protilatky v koloné umisténé v magnetickém poli separatoru jsou zadrzeny CD138+
bunky. Po odstranéni kolony z magnetického pole jsou CD 138+ burky z kolony vymyty
a vyuzity k pfipravé cytospinového preparatu pro FISH a izolaci DNA. Jedna se o alternativni

pristup ptipravy bunék, které jsou poté hodnoceny jako u FICTION.
4.4.1 Biologicky material

o cytospinova skla se separovanymi CD 138+ bunkami pacienti s MM
Priprava preparatu pro FISH

1. Byla provedena fixace skla 2x po 10 minutach v Carnoyoveé roztoku.
Kyveta s 1 ml 1M HCI a 99 ml destilované vody byla vyhtata na 37 °C.
Do kyvety bylo pfidano 500 pl pepsinu.

Sklo bylo vlozeno do kyvety a inkubovano 7 minut.

Sklo bylo oplachnuto v 1x PBS po dobu 3 minut.

AN L

Na sklo bylo nakapano 50 pl postfixatniho roztoku, byl pfilozen parafilm a bylo

inkubovano 10 minut pfi pokojové teploté.

7. Parafilm byl sejmut a sklo bylo inkubovano 3 minuty v PBS.

8. Sklo bylo oplachnuto v ledové etanolové tfadeé (70%, 80%, 96%) po 2 minutach
v kazdém alkoholu.

9. Sklo bylo ususeno pfi pokojové teplote.

10. Byla pridana specifickd sonda a sklo se sondou bylo zdenaturovano podle navodu

vyrobce pouzité sondy z Tabulky 3.
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4.4.2 Vyhodnoceni

Preparat byl vyhodnocen fluorescencnim mikroskopem Olympus BX51 s prislusnou sadou
fluorescencnich filtri. Pro danou sondu bylo hodnoceno 50 bunék. U kazdého pacienta byl

pofizen zaznam hodnocenych bunék v programu Neon (IKAROS/ISIS, Metasystems).
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5 VYSLEDKY

5.1 Retrospektivni a prospektivni vysetieni genu MYC

V ramci bakalaiské prace bylo vySetfeno 35 pacientt s diagnézou MM diagnostikovanych
a lécenych v letech 2005-2023 na Hemato-onkologické klinice FNOL, na které se standardné
vySetfuji abnormality genu MYC pii druhém a dalSich naslednych odbérech KD (v relapsu
nebo progresi MM). U prospektivné vySetfenych pacientti byly vySetfeny abnormality genu
MYC jiz pii prvnim odbéru KD. Postup vySetfeni genu MYC u pacientd s MM probihal dle

schématu na Obrazku 13.

ve 2. odbéru prokizana
abnormalita genu MYC

dovysetiit 1. odbér

7B

duplikace/delece . b duplikace/delece v
celého genu MIC prestavba casti sondy MTC BA

£ @ N

vysetfit se sondou \1":

vysetiit sondou MYC TRP
amp s CEntromeron vysetiit samostatng JeH, Jekl 5 E j

nebo t(8;14), 1(8:22), 1(2:8)

Obriazek 14: Postup retrospektivniho vysetieni pacientu s abnormalitami genu MYC
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Soubor tvofilo 35 pacientt, u kterych byla prokazana abnormalita genu MYC v nasledujicim
odbéru. Proto byly zpétné vySetfeny na pfitomnost genu MYC piedchozi odbéry KD. Vétsina

pacientt podstoupila odbéry KD opakovan€, coz je uvedeno v Grafu 1.

Vysetfeni KD pacientt s MM bylo provedeno u 31 pacienti pomoci metody FICTION,
u 2 pacienti kombinované¢ pomoci MACS a FICTION, u 1 pacienta pomoci MACS

au 1 pacienta pomoci FISH.

Tabulka 4 popisuje poCet muzii a Zen v souboru, dale zastoupeni typu lehkych fetézca

Ig a median a rozmezi véku diagndézy MM u zen a muzi.

Tabulka 4: Souhrnna tabulka pacientu s abnormalitami genu MYC

Soubor pacientu s MM Hodnota
Muzi 16
Pohlavi _
Zeny 19
Kappa 23
Typ lehkého retézce
Lambda 12
Muzi 68 let (40-77 let)
Median véku (rozmezi) _
Zeny 67 let (43-78 let)
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Pocet vySetieni

Pocet pacienti

Graf 1: Pocet vySetieni odbéra KD provedenych u pacienti s abnormalitami genu MYC
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5.2 Piehled abnormalit genu MYC v souboru pacienti

U 35 pacientd byly urCeny abnormality genu MYC. Piestavba genu MYC byla nalezena
u 15 (42 %) pacienti. U 4 (11 %) pacienti byla nalezena trizomie chromozomu 8,
au 3 (9 %) trizomie chromozomu 8 s dal§imi pridatnymi zménami. U 3 (9 %) pacienti byla
nalezena monozomie 8. Duplikace celé kopie genu MYC byla nalezena u 3 (9 %) pacientu,
a parcialni duplikace u 2 (6 %) pacienti. Delece celé kopie genu MYC byla nalezena u 1 (3 %)
pacienti a parcialni delece u 4 (11 %) pacientd. Prehled abnormalit genu MYC

je uveden v Grafu 2.

3%

B Piestavba

B Trizomie 8

® Parcialni delece

B Duplikace celé kopie

B Trizomie 8 + dalsi
zmény

® Monozomie 8

m Parcidlni duplikace

m Delece celé kopie

Graf 2: Abnormality genu MYC u souboru pacientii s MM

5.3 Translokace zahrnujici gen MYC

U 15 ze souboru 35 pacienti byla zjisténa prestavba genu MYC. Z toho byla u 5 (34 %)
pacientt diagnostikovana t(8;14), u 2 (13 %) pacientt t(2;8), u 2 (13 %) pacientd (8;22).
Z toho u 1 pacienta (29 v Tabulce 4) doslo k prestavbé genu MYC a jeho translokaci na
chromozom 22 (prokazano jinymi molekularné genetickymi metodami v Cytogenomické
laboratori), ale nebyla prokazana prestavba genu IgL ani fuze gent IgL a MYC pii pouziti
specifické sondy pro t(8;22). U 6 (40 %) pacientd doslo k translokaci s neznamym
partnerskym genem. Vysledky jsou zobrazeny v Grafu 3.

33



m(8;14)
mt(2;8)
m(8;22)

B Nezndmy partnersky gen

Graf 3: Piehled transloka¢nich partneru genu MYC

Translokace t(8;14) byla identifikovana u celkové 11 (46 %) z 35 pacientt. U 5 pacientt byla
zjiSténa prestavba genu MYC, u 2 pacientd parcialni duplikace, u 2 pacienti trizomie
chromozomu 8 s pfestavbou genu MYC. U 1 pacienta byla prokazana duplikace celé kopie
genu a u 1 pacienta parcialni delece genu MYC. Tyto nalezené abnormality jsou vyobrazeny

v Grafu 4.

H Prestavba

B Parcidlni duplikace

" Trizomie 8 + piestavba
B Duplikace celé kopie

® Parcialni delece

Graf 4: Abnormality genu MYC u pacientu s t(8;14)
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5.4 Retrospektivni analyza primarnich a sekundarnich abnormalit genu

MYC

Retrospektivné bylo vysetfeno zastoupeni zmén v genu MYC v souboru 31 pacienti s MM.
Primarni zména genu MYC byla nalezena u 23 (66 %) pacienti. U 14 z 23 pacienti byla
pocetni zmeéna v retrospektivné vySetfeném starSim odbéru v niz§im zastoupeni v PB
(13 az 66 %), nez v jakém byla u dalSich odbérd, kde doslo k vyraznému zvyS$eni patologicky
zménénych PB (30 az 100 %). U 5 pacientu (1, 28, 29, 30, 34 v Tabulce 5) bylo nalezeno
témer stejné a velmi vysoké zastoupeni (70 az 100 %) abnormality genu MYC jak v DD,
tak i pti druhém, Ci pripadné dalSim vySetfeni. U 4 pacienta (18, 25, 26 a 32 v Tabulce 5) byla

prokazana abnormalita genu MYC jiz v prvnim odbéru v DD.

U 11 (31 %) pacientt byla nalezena zména genu MYC az v dalSich odbérech, tudiz se u nich
jednalo o sekundarni zménu spojenou s progresi nebo relapsem MM. U pacienta 20 (Tabulka
5) bylo nizké zastoupeni abnormalit genu MYC po dobu onemocnéni, kdezto u pacienta 27
(Tabulka 5) byla zjiSténa maximalni 100 % hodnota zménénych PB ve druhém odbéru

a na této hladin€ zistala po celou dobu onemocnéni.

Kvili malému mnozstvi materialu ziskaného z odbéru KD v DD nebylo mozné vysetfit

u 1 (3 %) pacienta (17 v Tabulce 5) primarni nebo sekundarni pivod zmény v genu MYC.

Procentualni zastoupeni abnormalit genu MYC v riznych odbérech je zaznamenano v Tabulce
5. Modie oznaceni jsou pacienti s primarni zménou. Cervené oznaleni jsou pacienti se
sekundarni zménou a zelené je oznaCen pacient, u kterého nebylo mozné urcit pivod zmény

genu MYC. Zastoupeni primarnich a sekundarnich zmén genu MYC je v Grafu 5.
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Tabulka 5: Procentuailni zastoupeni abnormalit genu MYC u pacientu s MM (v 1. az 4. odbéru )

Pacient Odbér 1 Odbér 2 Odbér 3 Odbér 4
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B Sekundarni

™ Nelze urcit

Graf 5: Zastoupeni primarnich a sekundarnich zmén u genu MYC

5.5 Korelace dalSich cytogenetickych abnormalit se zménami v genu MYC

Laboratof cytogenomiky provadi vramci rutinnich wvySetfeni také vySetfeni dalSich
cytogenetickych abnormalit u pacienti s MM. Vysledky prezentované v Grafu 6 a 7 byly pro

posouzeni komplexniho obrazu genetickych zmén v souboru prevzaty.

Celkem 20 (57 %) pacientl bylo hyperdiploidnich, 8 (23 %) pacientt s translokaci /gH genu:
5x t(11;14), 2x t(4;14) a 1x t(14;20). U 4 (11 %) pacienti byla prokazana jina zména (3x
hypodiploidie a 1x diploidie) a 3 (9 %) pacientli s kombinovanou zménou (hyperdiploidie
s t(11;14), diploidie s deleci /gH). Popsana data jsou zobrazena v Grafu 6.

B Hyperdiploidni
u S translokaci IgH
= S jinou zménou

(hypodiploidie, diploidie)

® S kombinovanou zménou

Graf 6: Zastoupeni dalSich genetickych aberaci u souboru pacientu s abnormalitou MYC
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Dale byla hodnocena pfitomnost vice kopii 121, coz je u pacienti s MM spojeno
s nepfiznivou prognozou. Celkem byla abnormalita identifikovana u 21 pacientd z 35.
Zmnozeni 1q21 bylo prokazano u 19 pacientd, u 1 pacienta byla prokazana amplifikace
(7 kopii) a u 1 pacienta byla prokdzana trizomie chromozomu 1. Tato data jsou zobrazena

v Grafu 7.

B Zmnozeni 1q21
B Amplifikace 121

¥ Trizomie chromozomu 1

Graf 7: Zastoupeni abnormalit 1q21 u souboru pacientu s abnormalitou MYC

5.6 Srovnani ruznych sond u pacientu s deleci/duplikaci genu MYC

Pro vySetfeni 4 pacienti s deleci v oblasti genu MYC bylo pouzito vice sond od riznych
vyrobcu. Pii pouziti sondy od firmy Zytovision SPEC MYC Dual Color BA byla prokazana
u 3 pacientu celkova delece sekvenci prilehlych k 5'konci genu MYC (Cerveny signal).
U 2 pacientti byla pomoci sondy XL MYC BA a XL MYC BA Triple-color od MetaSystems
pozorovan velmi maly Cerveny signal, ktery ukazoval na parcialni deleci. U 1 pacienta byla
prokéazana pomoci sondy XL MYC BA Triple-color od MetaSystems delece jak sekvenci
prilehlych k 5konci genu MYC, tak i samotného genu MYC. Zachovana zlstala oblast
sekvenci prilehlych k 5'konci genu MYC (zelena cast sondy). U posledniho pacienta byla
pomoci sondy SPEC MYC Dual Color BA prokazana parcialni delece Cervené naznacené
casti sondy (oblasti prilehlé 5’konci genu MYC). Pii pouziti sond XL MYC BA
a XL MYC BA Triple-color od MetaSystems byly pozorovany Cervené signaly standardni

velikosti.

Bylo prokazano, ze sondy od riznych vyrobct zahrnuji jinak velkou Cervené znacenou oblast

sekvenci pfilehlych k 5'konci genu MYC. Sonda od firmy Zytovision nezahrnuje gen
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POUF5BI, ktery lezi v bezprostfedni blizkosti 5'konce genu MYC. Na zakladé téchto
vysledkti je mozné odvodit, ze u pacientd doslo k deleci ve vzdalenéjSich oblastech pred

5'koncem genu MYC. Zjisténé zmény u pacientd 6, 12, 13 a 15 z Tabulky 5 se srovnanim

sond od vyrobct Zytovision a MetaSystems jsou uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 6: Srovnani vysledku zjisténych sondami od vyrobcu Zytovision a MetaSystems u pacientu s abnormalitou

genu MYC
Pacient | Sonda Zytovision | Abnormalita | Sonda MetaSystems | Abnormalita
celkova delece XL MYC BA, ‘
SPEC MYC Dual parcialni delece
6 sekvenci u XL MYC BA Triple-
Color BA genu MYC
5'konce MYC color
celkova delece XL MYC BA, ‘
SPEC MYC Dual parcialni delece
12 sekvenci u XL MYC BA Triple-
Color BA genu MYC
5'konce MYC color
delece sekvenci
celkova delece
SPEC MYC Dual XL MYC BA Triple- | u 5’konce MYC
13 sekvenci u
Color BA color a delece genu
5'konce MYC
MYC
parcialni
XL MYC BA,
SPEC MYC Dual | delece oblasti
15 XL MYC Triple- neprokazana
Color BA u 5’konce
color
MYC
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6 DISKUZE

MM je choroba plazmatickych bunék, kterd patii mezi monoklonalni gamapatie. Tvori
1 % vSech nadort a jedna se o druhé nejCastéj$i hemato-onkologické onemocnéni. Vyskytuje
se Cast€ji u muzi nez u Zen (Rajkumar, 2016). V soucasnosti je MM nevylécitelnou nemoci

s dobou preziti 8-10 let od diagndzy (Minarik, 2021).

U MM se vyskytuji Cetné cytogenetické abnormality, které maji Casto komplexni charakter.
Podle primarnich cytogenetickych zmén se MM rozdéluje na dvé zakladni skupiny. Prvni
skupinou jsou hyperdiploidie charakteristické trizomiemi lichych chromozomu 3, 5, 7, 9, 11,
15, 19 a 21 (Shokripour et al., 2024). Druhou skupinou jsou chromozomalni translokace
zahrnujici IgH gen na chromozomu 14. Obé skupiny se mohou prekryvat (Tirkmen
et al., 2014). Sekundarnimi zménami spojenymi s progresi onemocnéni jsou napriklad
abnormality chromozomu 13, 1q, 1p, 17p, translokace genu MYC a prestavba/delece lehkych
fetézcl IgK a IgL (Clarke et al., 2024).

Zmény genu MYC jsou povazovany u pacienti s MM za sekundarni (Yamamoto et al., 2009).
U 15 % pacientd jsou piitomny abnormality genu MYC jiz v DD, v relapsu a progresi jsou
nalezeny az u 55 % ptipadu (Avet-Loiseau et al., 2001). Abnormality genu MYC jsou bud
strukturni (pfestavba, mutace) nebo pocetni (zmnozeni, amplifikace, delece), ptipadné jejich

kombinace (Sharma er al., 2021).

Mezi metody vyuzivané pro identifikaci genetickych abnormalit u MM patii prosta FISH,
metody separace PB (MACS a FACS) a néasledna FISH nebo metoda FICTION. MM patfi
mezi onemocnéni s nizkym zastoupenim patologické populace bunek, proto je pomoci FISH
prokazan nizsi zachyt abnormalit a metoda byla pouzita jen ve vyjimecnych piipadech.
Vétsina pacientd byla vySetfena metodou FICTION, ktera umoziuje presngjsi identifikaci
abnormalit. FICTION lze zaroven vyuzit jak u recentnich, tak u archivovanych vzorka KD
(Abaza et al., 2015). U recentnich odbéra KD byla pouzita i metoda MACS s naslednou
FISH.

Tato bakalaiska prace se zaméfuje na analyzu souboru 35 pacienti s MM, u kterych byla
prokazana abnormalita genu MYC. Vétsina pacientt (31/35) byla vySetifena opakované s cilem
zjistit, zda dochazi ke klonalnimu vyvoji zjiSténych abnormalit genu MYC jiz v DD
nebo se jedna o sekundarni zménu spojenou s progresi onemocnéni, kterda nebyla v DD

nalezena.
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Z 35 pacientt v souboru mélo 23 (66 %) pacientti pfitomnou abnormalitu genu MYC jiz v DD,
ale u vétsiny z nich pouze v mensim subklonu PB. V prub&éhu onemocnéni doslo k vyraznému
narastu myelomovych bunék s abnormalnim genem MYC. Pouze u 11 (31 %) pacientd
vznikla abnormalita genu MYC nové az sekundarné v progresi €i relapsu onemocnéni.
U 1 (3 %) pacienta nebylo mozné pivod zmény identifikovat. Uvadi se, ze 23 az 32 %
pacienti ma pfitomny abnormality genu MYC v pocatku nemoci, zatimco v progresi jsou
pfitomny az u 55 % ptipada (Barwick et al., 2019). Zastoupeni v naS§em souboru pacientl je
vyrazné vyssi nez v literatufe, coz muze byt zplisobeno malou velikosti souboru

a vybérem pacientt s jiz identifikovanou abnormalitou v genu MYC.

Mezi nejcastéji zjisténé abnormality patii prestavba genu MYC, trizomie chromozomu 8,
duplikace celé kopie genu MYC a parcialni duplikace genu MYC. Casta je také delece celé

kopie genu MYC, parcialni delece genu MYC, a monozomie chromozomu 8.

Prestavba genu MYC byla zjisténa u 15 pacientd (42 %). Translokace t(8;14) tvorila 34 %
ze vSech nalezenych translokaci, a zaroven 14 % abnormalit u pacienti ze souboru.
Translokace zahrnujici IgH lokus a gen MYC se u pacienti s MM vyskytuji ve 30 % ptipada
(Rajkumar, 2016). U souboru pacienti byla hodnota vyrazné niz§i nez v literatufe.
Translokace t(8;14) nebyla nalezena jen u pacientd s piestavbou MYC, ale i u pacientu
sjinymi zménami (parcialni delece/duplikace), coz svéd¢i o heterogenité prestaveb
a sekundarnim pavodu aberaci genu MYC. Translokace je spojena s progresi onemocnéni MM

(Angi et al., 2017).

Méné Casto byla identifikovana translokace t(2;8) s IgK. Ta byla zjisténa u 13 % pacientu
s prestavbou a u 6 % pacientt z celého souboru. Translokace s IgK jako partnerskym genem
byly nalezeny u 5,5 % pacientd ze souboru (Sharma et al., 2021). Zjisténa hodnota byla

odpovidajici literature.

Translokace t(8;22) s genem IgL byla zjisténa u 13 % pacientt s piestavbou a celkové u 6 %
pacient z celého souboru. Bézné se t(8;22) vyskytuje u 10 % pacientt (Soliman et al., 2021),
coz je mirné vys§i vyskyt nez vtomto souboru. U 1 pacienta se nejednalo o klasickou
translokaci s IgL, protoze k samotné prestavbé IgL nedoslo. Pfesto vSak mohlo dojit
k deregulaci genu MYC silnymi zesilovaci transkripce, které pusobi i na velkou vzdalenost.
Pacienti s translokaci t(8;22) maji vyrazné horsi prognozu oproti pacientim bez této strukturni

abnormality (Barwick et al., 2019).
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Translokace sneznamym partnerskym genem byla identifikovana u 40 % pacientt
s prestavbou a u 17 % pacientil z celého souboru. Translokace s jinymi partnery nez IgH, IgK
a IgL byla popisovana u 55,7 % pacientt (Sharma et al., 2021). Zjisténa hodnota byla vyrazné

niz$i nez hodnota uvedena v literatufe.

Trizomie chromozomu 8 byla zjiS§téna u 7 (20 %) pacientt, ztoho u 3 (9 %) pacientu
s pfidatnymi zménami. V pribéhu onemocnéni se u 2 pacientl s trizomii chromozomu
8 vyvinula t(8;14). Trizomie chromozomu 8 pfispiva k nepfiznivému vyvoji onemocnéni MM
(Garcia et al., 2018), coz bylo prokazano i v tomto souboru. U 1 pacienta doslo k dalSimu
narastu poctu kopii chromozomu 8 a vyvoji raznych subklont, coz svéd¢i o nestabilité
genomu. Trizomie chromozomu 8 nepatii mezi nejCastéjsi trizomie a byva detekovana

asi u 4 % pacientt (Sharma et al., 2021). Zjisténa hodnota byla mirn€ vyssi nez v literatufe.

Dalsi identifikovanou zménou byla duplikace celé kopie genu MYC nebo Casti genu MYC
u 5 (15 %) pacienti. U 2 pacientt byla nasledné prokazana t(8;14), kdy doslo k translokaci
celého nebo casti genu MYC na chromozom 14 do blizkosti genu IgH, coz svédci

o sekundarnim puvodu t(8;14) (Schieppati et al., 2020).

Delece celého nebo Casti genu MYC byla identifikovana u 5 (14 %) pacienti. U téchto
pacientt byly pouzity sondy od riznych vyrobcl a bylo prokazano, Ze se tyto sondy lisi
v délce znaCené oblasti pred 5 koncem genu MYC, kterd byva nejcastéji deletovana. V této
oblasti se nachazi gen POUSFIB, ktery koduje transkripéni faktor zapojeny do procesu
kancerogeneze (Walker et al., 2014).

Monozomie chromozomu 8 byla prokazana u 3 (9 %) pacienti. Monozomie spojena
s hypodiploidii postihuje nejCastéji chromozomy 13, 14, 16 a 8. Hypodiploidni pacienti
vykazuji Spatny klinicky vysledek (Yoshida et al., 2019).

Je znama asociace abnormalit genu MYC s hyperdiploidii jako primarni zménou, coz bylo
prokazano i vtomto souboru pacientt, kde byla identifikovana hyperdiploidie u 57 %
pacientt s abnormalitou genu MYC. Hyperdiploidie je obecné spojovana s lepsi prognézou a
dobrou odpoveédi pacientd na 1écbu (Shokripour er al., 2024), ale i v této skupiné pacientt

existuje podskupina s abnormalitami genu MYC a horsi prognézou.

Zmnozeni nebo amplifikace oblasti 1q21 je dalsi abnormalita, ktera byva spojena se zménami
v genu MYC. Narust kopii oblasti 1q21 se vyskytuje jako sekundarni zména a jeji zastoupeni
roste v progresi nebo relapsu onemocnéni. Je spojovano s nepfiznivou prognozou (Boyle

et al., 2023). Zmnozeni 1q21 bylo prokazano u 19 (54 %) pacientl, coz je vyrazné vyssi
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hodnota nez v literatute, kde je nalez zmnozeni 1q21 u nové diagnostikovanych pfipada

uvadeén s 10% vyskytem (Rajkumar, 2016).

Zmény genu MYC jsou relativné Casté i jako primarni v DD. Jejich analyza proto muze byt
vyznamna v prognostickém rozdéleni pacientd. K diagnostice abnormalit genu MYC
u pacientt s MM je tfeba vyuzit vSech dostupnych metod vCetné molekularnich (sekvenovani

nové generace), aby bylo s velkou presnosti identifikovano co nejvice zmén.
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7 ZAVER
Cilem této bakalarské prace bylo sestaveni literarniho pfehledu o mnohocetném myelomu,

cytogenetickych abnormalitdch a vyznamu aberaci genu MYC u tohoto onemocnéni.

V ramci praktické ¢asti byly vySetfeny abnormality genu MYC v souboru 35 pacientt s MM
v dobé diagnozy a v relapsu/progresi onemocnéni. Nasledné byly srovnany nalezené aberace.
Mezi nejcastéji identifikované abnormality patfila prestavba genu MYC. Dale byly nalezeny
také delece a duplikace Casti nebo celého genu MYC a pocetni zmény chromozomu 8.
Z translokaci byla nejvice zastoupena t(8;14). Ta byla zjisténa nejen u pacientt s prestavbou,
ale i u pacientd s duplikaci nebo deleci genu MYC. Abnormality genu MYC byly spojeny také

s dal$imi cytogenetickymi zménami, napiiklad s hyperdiploidii a zmnozenim oblasti 1q21.

U 66 % pacientt byla abnormalita genu MYC prokazana jiz v dobé diagnozy jako primarni
zména. U vétSiny pacientt vSak byla prokazana pouze v men§im zastoupeni a az prabéhu

onemocnéni doslo k nartistu patologickych bunék s abnormalitou genu MYC.

Bakalarska prace prokazala vyznam vySetfovani aberaci genu MYC jiz v dobé diagnoézy, coz

by mohlo vést k presnéjsi identifikaci prognosticky neptiznivych zmén u pacientti s MM.
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