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I. PREHLED POUZITYCH ZKRATEK

AMCA - 7-amino-4-methylkumarin-3-octova kyselina
arrayCGH - array komparativni genomova hybridizace
ASCT - autologni transplantace kostni dien¢

BAC- bacterial arteficial chromosome
B2m - B2 mikroglobulin

B-CLL - B chronicka lymfatick4 leukemie
CCND1 - cyklin D1

CCND?3 - cyklin D3
CG - klasicka cytogeneticka analyza
CGH - komparativni genomova hybridizace

CKSIB - gen kddujici podjednotku proteinu Cks1
CML - chronicka myeloidni leukemie

DLBCL - difuzni velkobunéény lymfom

DNA - deoxyrubonukleova kyselina

FACS - fluorescencn¢ aktivovand separace bunck
FGFR3 - receptor fibroblastového ristového faktoru 3
FICTION - imunofluorescen¢ni detekce myelomovych bunék a néslednd FISH
FISH - fluorescencni in situ hybridizace

GDP - guanosindifosfat

GM-CSF - granulocyto makrofagovy ristovy faktor
GTP - guanosintrifosfat

HD - vysocedavkovana chemoterapie

HDC - nemoc tézkych fetézci

CHCIL - chromosome condensation 1-like gene

Ig - imunoglobulin

IgH - gen pro tézky fetézec imunoglobulinu

IxB - inhibitor NFkB

IL-2 - interleukin 2

IL-4 - interleukin 4



IL-6 - interleukin 6

ImiDs - 1éky s imunomodula¢nim G¢inkem

INFy - interferon y

ISS - mezinarodni staZovaci systém

JAK - Janusova kinaza

KD - kostni dfent

KT - konven¢ni chemoterapie

MACS - magneticky aktivovana separace bunck
MAPK - mitogenem aktivovana proteinkiniza

MCL - lymfom plastové zony

M-FISH - mnohobarevna fluorescen¢ni in situ hybridizace
MGUS - monoklonalni gamapatie nejistého vyznamu
M-Ig - monoklondlni imunoglobulin

MIP-1a - macrophage inflamatory protein

MM - mnohocetny myelom

MMSET - Multiple Myeloma Set Domain

mRNA - medidtorova ribonukleova kyselina

MTC - major translocation cluster

MUMI/IRF4 - mnohocetny myelomovy onkogen 1/interferon regula¢nimu faktor 4
MYEOV - myeloma overexpressed

NF-xB - Nuclear factor-kappaB

NIK - NF-«B - inducing kinase

OPG - osteoprotegerin

PCL - leukemie plazmatickych bunék

PCLI - plasma cell labelling index

RANKL - receptor activator of NF-xB ligand, ligand osteoprotegerinu
RBI - retinoblastomovy gen

RCCI1 - regulator of chromosome condensation 1
SG - Spectrum Green

SLL - lymfom z malych lymfocytt

SO - Spectrum Orange

STAT - prenasece signalu a aktivatory transkripce
SWOG - South West Oncology group

TC - tranlokace a cyklin



TNFa -tumor nekrotizujici faktor alfa

UAMS - University of Arkansas for Medical Science

VAD - vinkristin, adriamycin, dexametazon

VCAM-1 - vascular cell adhesion molecule-1

VDJ rekombinace - pfeskupovani subgent pro tézké fetézce imunoglobulinti
VEGEF - vaskuldrng-endotelialni ristovy faktor

WM - Waldenstromova makroglobulinémie

WWOX/FOR - oxidoreduktazovy gen



II. UVOD

Mnohocetny myelom (MM) je druhé nejcastéj$i hemato-onkologické onemocnéni a
tvoii 1 % viech nadorovych onemocnéni. Incidence MM v CR je 4/100 000 obyvatel. Median
veéku pii stanoveni diagndzy je 60 — 65 let. Méné nez 2 % vSech pacientd tvofi pacienti ve
veku do 40 let (Adam et al., 2003). Toto onemocnéni postihuje terminalni vyvojova stadia B-
lymfocytl - plazmatické buniky a dochazi k akumulaci pozménénych plazmatickych bunck
(myelomovych bun¢k) piedevs§im v kostni dieni (KD). Proliferace a akumulace myelomovych
bunék v KD je provdzena produkci monoklonalnich imunoglobulini (M-Ig) a mnoha

cytokint, které se podileji na velké variabilité onemocnéni.

1. Vyvoj B-Lymfocytu

B-lymfocyty se u ¢lovéka prenatalné tvofi v jatrech a postnatalné v KD. Predkem vSech
krevnich bunék je pluripotentni hematopoetickd kmenova bunka, ktera se diferencuje na
myeloidni a lymfoidni kmenovou buiiku. Lymfoidni kmenova butika se déle diferencuje na
proB-lymfocyt, ve kterém dochéazi k pieskupovani subgent téZkych imunoglobulinovych
fetézcl (VDJ rekombinace), coz vede vytvofeni jedine¢né kombinace subgent, kterd je
jednim ze zdrojii variability protilatek. V dalSim vyvojovém stadiu (preB-lymfocyt) dochazi
k obdobnému preskupovani subgenti v genech pro lehké fetézce. Vysledkem téchto procesi je
naivni zraly B-lymfocyt, ktery opousti KD a sméfuje do lymfatické uzliny, kde dokonéi sviyj
Vyvoj.

Pokud se v lymfatické uzlin€ naivni zraly B-lymfocyt setk4 s antigenem, dochazi k jeho
aktivaci a diferenciaci, nezavislé na T-lymfocytech, na kratkodobé¢ zijici plazmatickou bunku,
ktera se uplatituje v primarni imunitni odpovédi. Druhou moznosti po setkani s antigenem je
diferenciace naivniho zralého B-lymfocytu na centroblast. Tento proces je zavisly na T-
lymfocytech a je spojeny s migraci centroblastu do germinalniho centra lymfatické uzliny.
Béhem vyvoje centroblastu na centrocyt dochazi k somatické hypermutaci a presmyku
imunoglobulinovych tfid, coz jsou dal$i zdroje variability protilatek. Z centrocytu se dale
vyviji pamétovd B-builka, kterd se uplatiiuje béhem sekunddrni imunitni odpovédi, a
plazmablast, ktery migruje zpatky do kostni difené, kde stromalni buiiky umozni jeho
diferenciaci na dlouho zijici plazmatickou bunku (Kuehl a Bergsagel, 2002, Chng et al.,
2005). Vyvoj B-lymfocytu je schematicky zndzornén na obrazku 1.



Myelomové bunky vznikaji z plazmablastii germinalniho centra, které uz dokoncily
somatickou hypermutaci a pfesmyk imunoglobulinovych tifid nebo jiz =z terminédlné

diferencovanych dlouho Zijicich plazmatickych bun¢k kostni dfené (Kuehl a Bergsagel, 2002,
Chng et al., 2005).

Obrazek 1: Vyvoj B-lymfocytu (upraveno podle Chng et al., 2005)

Kostni dfen YyDydy rekombinace Rekombinace lehkych fetézcl kih
Dlouho Zijici plazmaticka bufika Pre-B lymfocyt

v

Geminalni centrum o
o Maivni zraly B-lymfocyt [ghd+, 1gD+
Flazmablast At
ntigen.
Somaticka hypsermutace L l colekce
< ) Cdpovéd zavisla na T-lymfocytech
Presmyl izotyp . tFid -
centrocyt centroblast

Antigenem aktivovany B-lymfocyt

Odpoved nezavisla na T—Iymfocytechl

Famétova B-bufika o

Lymfaticka uzlina Kratkodobé Zijici plazmaticka burika

2. Onemocnéni plazmatickych bunék

Do skupiny onemocnéni plazmatickych bun€k jsou fazeny nemoci charakterizované
akumulaci plazmatickych bunék a produkci M-Ig. Pro vsSechna onemocnéni je
charakteristicky nalez zvySené koncentrace M-Ig nebo jejich fragmentii v séru. Monoklonalita
proteind je zptisobena nadmérnym zmnoZenim jediné¢ho klonu plazmocyti. Podle typu bunék
jsou syntetizovany Uplné imunoglobuliny (Ig) nebo jen lehké piipadné tézké fetézce.
Ptitomnost M-Ig se zjistuje pfi elektroforéze proteinti krevniho séra. Pokud se syntetizuji
pouze lehké fetézce imunoglobulind, které pronikaji glomerularni membranou do moci, kde
mohou byt detekovany jako tzv. Bence-Jonesova bilkovina. Tato bilkovina neni zjistitelna

béznymi testovacimi prouzky - pro zachyt je nutnd elektroforéza moci nebo jeji zahtati
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(denaturace proteinu). Bence-Jonesova bilkovina mize zpusobovat poskozeni ledvin. V
distalnich tubulech se mohou vytvéfet valce a zplsobovat nefropatii nebo muize tvorba
krystalii v cytoplazmé bun€k proximalnich tubull zptisobovat Fanconiho syndrom (poruseni
zpétného vstiebavani nckterych dilezitych latek a nasledné jejich vylucovani do moci).
Koncentrace M-Ig v krvi odrazi rozsah a aktivitu patologického klonu bunék. Pii znacné
koncentraci zpusobuje tzv. hyperviskozni syndrom (porucha zraku, trombozy, neurologické
pfiznaky). Mé-1i M-Ig charakter kryoglobulinii (imunoglobuliny, které reverzibilné precipitu;ji
pfi teplotach nizSich nez 37 °C), vznikaji specifické poruchy mikrocirkulace, Raynaudav
syndrom (kryoglobuliny precipituji v chladnych akralnich castech téla a dochazi
k vasokonstrikci cév). Tvorba M-Ig je zaroven provazena snizenim tvorby normalnich Ig a
jejich zvySenou degradaci. Typicky je snizend odolnost vici infekcim. Tvorba M-Ig je
charakteristickd pro tyto lymfoproliferativni nemoci: monoklonalni gamapatie nejistého
vyznamu (MGUS), doutnajici myelom, mnohocetny myelom (MM), leukemie plazmatickych
bun¢k (PCL), Waldenstromovu makroglobulinémii (WM), solitarni plazmocytom, AL
amyloidézu, POEMS syndrom a nemoc tézkych fetézcti (HCD).

2.1. Waldenstromova makroglobulinémie (WM)

WM je chronické lymfoproliferativni onemocnéni lymfocytidl, plazmatickych bunék
nebo bunék intermedidlni morfologie, které produkuji M-Ig typu IgM. Ptredpoklada se, Ze
klonalni buniky vychazeji z pozménéné pamétové bunky, kterd jiz podstoupila somatickou
hypermutaci ale nedoslo u ni k antigenni selekci. U vétSiny pacientd s [gM typem M-Ig se
jedna o WM, ale existuji i pacienti s [gM MM, ktery je velmi vzacny. Projevem WM je
hyperviskozita krevniho séra zplsobend velkym nadbytkem M-Ig. Byva piitomna
hepatomegalie, splenomegalie, lymfadenopatie. Neni narusen kostni metabolismus, nebyva
nalezena proteinurie. WM je spojena s pfitomnosti kryglobulini, Raynaudova syndromu,

anémii (Owen, 2003).

2.2. POEMS syndrom

POEMS syndrom je velmi vzacny syndrom, ktery je charakterizovan polyneuropatii,
organomegalii (lymfadenopatie, hepatosplenomegalie), endokrinni dysfunkci (diabetes
mellitus, amenorea), monoklondlni gamapatii a koznimi zménami (skin; pigmentace,

hypertrich6za, hemangiomy)(Dispenzieri et al., 2003).

2.3. AL amyloidoza
Pro AL amyloid6zu je typické ukladani AL-amyloidu (lehkych fetézct M-Ig a jejich
fragmentl, nejCastéji lambda) do mezibunéénych prostor a okoli cév riznych organti, coz
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zpusobuje jejich poskozeni. Pfi¢inou miize byt tendence lehkych fetézcti vytvaret v plazmé
polymery, jejichZ proteolytickd degradace je nedokonald, takZze vznikd nerozpustny fibrilarni
amyloid, ktery se deponuje v extracelularnim prostoru. Nejcastéji postihuje srdce, ledviny a
nervovy systém. Klinické projevy byvaji z pocatku nespecifické (inava, vahovy ubytek), dalsi
symptomy vyplyvaji z postizeni jednotlivych organli. Amyloid6za je progresivni onemocnéni
faktorem je postizeni srdce a ledvin, dal$im faktorem vyrazné snizujici pfeziti je postiZeni

traviciho traktu.

2.4. Nemoc tézkych retézci (HCD)

HCD je spojena sprodukci razné zkracenych tézkych fetézcli imunoglobulinu.
Z pocatku je HCD rozpoznéana jako gamapatie, coz je zpisobeno pfitomnosti M-Ig v krevnim
séru a moci pacientd. Podle typu tézkého tetézce M-Ig se rozdéluje HCD na gama, alfa a
mi. Nemoc tézkych fetézci gama (Franklinova nemoc) se opira o elektroforeticky nalez
fetézcli gama, které nemohou vazat lehké fetézce imunoglobulinti. Postizeny byvaji uzliny,
Waldeyertv okruh, KD s vyplavovanim tézkych fetézch gama do periferni krve, jatra a
slezina. Klinicky mivda HDC systémové symptomy a projevy autoimunity. Nemoc tézkych
fetézc mi morfologicky odpovida B chronické lymfatické leukemii (B-CLL)/lymfomu
zmalych lymfocytd (SLL), provdzena byvad vyrazngj$i hepatosplenomegalii bez
lymfadenopatie. Nemoc z tézkych fetézch alfa se vyskytuje zpravidla pifi nddorovém
lymfoplazmocytoidnim procesu tenkého stfeva, ktery muze progredovat do difuzniho
velkobunééného lymfomu (DLBCL). Izolované produkované tézké fetézce alfa jsou defektni

(Rajkumar et al., 2006).

2.5. Leukemie plazmatickych bunék (PCL)

Pro PCL je charakteristické pfitomnost klonalnich plazmatickych bunék v periferni krvi
(> 20 % z obsahu leukocytt nebo absolutni mnozstvi plazmatickych bunék > 2 x 10°/1). Jedna
se o vzacné onemocnéni, které tvofi 1-2 % onemocnéni plazmatickych buné€k. Prognoza
téchto pacientil je velmi nepfiznivd, medidn pteziti se pocitd v mésicich. PCL miiZeme
rozd¢lit na primarni PCL vzniklou de novo (asi 60 % pfipadil) a sekundarni vzniklou z MM
(asi 40 % pripadt). Sekundarni PCL vznika leukemickou transformaci jiz diagnostikovaného
MM, jedna se o terminalni stadium relabujici nebo refrakterni nemoci, ktera jiz neodpovidaji

na zadnou formu lé€by (Saccaro et al., 2005).
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2.6. Monoklonalni gamapatie nejistého vyznamu (MGUS)
U MGUS dochazi ke vyskytu expanze monoklonalni populace plazmatickych bunék,

kterd nepfesahuje 10 % mononuklearnich bunék kostni diené a v krvi je pfitomen M-Ig do
koncentrace 30 g/l. Dale nejsou pfitomna lytickd loziska v kostech, anémie, hyperkalcémie a
selhani ledvin (Kyle a Rajkumar, 2009, Zojer et al., 2003). U vétSiny pacienti s MGUS
nejsou pritomny zadné klinické projevy nemoci. U vice nez jedné tfetiny pacienti mize dojit

k rozvoji MM z MGUS (Kyle et al., 2002).

2.7. Solitarni plazmocytom

Solitarni plazmocytom muzeme rozdé€lit do dvou skupin: extramedularni plazmocytom
je charakterizovan loziskem klonalnich plazmatickych bun¢k v mékkych tkéanich, ale KD
postizena neni. Naopak pii solitdrnim kostnim plazmocytomu je ptitomno lozisko
plazmatickych bunék v KD (celkové je v KD méné nez 5 % plazmatickych bun¢k) (Di Micco
et al.,2005).

2.8. Doutnajici myelom

Vétsina pacientd s MM ma klinicky vyjadiené projevy onemocnéni jako jsou anémie,
hyperviskozita, hyperkacemie, lytické postiZzeni skeletu, rendlni insuficience, existuje vSak
skupina pacientti, kterd splituje diagnosticka kritéria MM, ale neprojevuji se u nich klinické
pfiznaky onemocnéni. Tento stav je oznaCovan jako doutnajici (asymptomaticky) myelom.
Doutnajici myelom mulze byt charakterizovan jako intermedialni stav mezi MGUS a MM,
ktery je spojen s mirnou proliferaci klonalnich plazmatickych bunék a s vice jak 10%
zastoupenim téchto bun¢k v KD a koncentrace M-Ig v krevnim séru piekracuje hodnotu 30 g/l

(Rositiol, 2003).

Hlavim cilem této prace bylo analyzovat soubor pacienti s MM a mensi skupinu

pacientii s MGUS, proto bude v nasledujicim textu MM popséan podrobné;ji.

3. Mnohocetny myelom

3.1. Molekularni podstata vzniku mnohocetného myelomu

3.1.1. Interakce mezi myelomovymi buiikami a kostni dfeni
Myelomova bunka v KD interaguje pomoci integrini s VCAM-1 (vascular cell adhesion

molecule-1) bun€k stromatu KD. Tyto interakce jsou spojeny s produkci mnoha faktorh

ovliviiyjicich mikroprostiedi KD. Mezi tyto faktory patii pfevazné cytokiny, MIP-1a
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(macrophage inflamatory protein), osteoprotegerin (OPG) a RANKL (receptor activator of
NF-kB ligand — OPGL). Cytokiny produkované zejména stromalnimi buiikami KD umoziuji
rust, prezivani a migraci myelomovych bun¢k v mikroprostiedi KD, coz ma za nasledek
postupny vyvoj chemorezistence myelomovych bunék. Mezi nejvyznamnéjsi cytokiny patii
IL-6 (interleukin-6), ktery je prevazné produkovan stromalnimi bunkami. Vazba
myelomovych bun¢k na builky stromatu mé za nasledek zvySenou produkci IL-6, ktery
aktivuje signalni kaskadu JAK (Janusova kindza)/STAT(pfenase¢ signalu a aktivator
transkripce) v myelomovych bunkach, coz vede k proliferaci a inhibici apoptozy. IL-6
zvySuje produkci a sekreci VEGF (vaskularné — endotelialni ristovy faktor) v myelomovych
bunkach, coz vede k stimulaci angiogeneze, riistu a migraci myelomovych bun¢k. Dale IL-6
zvySuje produkci TNFa (faktor nekrotizujici tumory a), ktery posiluje adhezi myelomovych

bunék ke stromalnim bunikam.

MIP-1a je chemokin produkovany myelomovymi buiikami a indukujici tvorbu
osteoklastii nezavisle na RANKL. Jeho dalsi funkci je, ze =zesiluje vazbu integrint
myelomovych bunék na VCAM-1 stromdlnich bun&k a tim posiluje produkei IL-.6, VEGF,
TNFa a dochazi k posileni ristu myelomovych bunék, angiogeneze a dalsi destrukci kosti.
Expresni profilovani ukézalo, Ze zvySena produkce MIP-1a koreluje s vyskytem t(4;14) a tim

1 se nepfiznivou progndzou pacientli (Masih-Khan et al., 2006).

3.1.2. Molekularni podstata kostnich 1ézi
Osteolytické 1éze jsou jednim z klinickych ptiznaki MM. Tyto 1éze jsou disledkem

zvysené aktivity osteoklastii. Recentni poznatky ukazuji, Ze zvySena aktivita osteoklastl je
nasledek nerovnovahy mezi molekulami OPG a ligandu osteoprotegerinu - RANKL. Signalni
draha RANK/RANKL je jednou z nejdilezitéjSich slozek procesti remodelace kosti. RANK je
transmembranovy receptor, ktery je ¢lenem rodiny TNF receptori. Je exprimovan na povrchu
prekurzorii osteoklasti. RANKL je membranové véazany protein stromdlnich bunék a
osteoblastii a je sekretovan aktivovanymi lymfocyty. Exprese RANKL je indukovana
cytokiny, které stimuluji resorbci kosti (naptf. prostaglandiny, parathyreoidni hormon).
Signalni drdha RANK/RANKL je propojena se signalni dradhou NF-kB a jejim nasledkem
dochazi ke zvysené resorbci kosti pomoci osteoklastii. OPG je solubilni receptor, ktery slouzi
jako antagonista RANKL a je také ¢lenem rodiny TNF receptorti. Je produkovéan osteoblasty a
dal§imi bunikami. Jeho hlavni funkci je zablokovéani vazby mezi RANK a RANKL a tim brani
osteoklastiim resorbovat kost. Cetné studie ukazuji, Ze u pacientl s MM dochazi ke zvysené
expresi RANKL a naopak exprese OPG je potlacena. Dale se ukazuje, ze hladiny
cirkulujiciho OPG a RANKL koreluji s klinickym stavem pacienta, mirou kostniho postizeni
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a jsou spojeny s nepiiznivou progndzou. Jednou z moznosti 1écby kostnich 1ézi je zablokovani
RANKL bud’ jeho solubilni formou nebo OPG (Terpos et al., 2003). Myelomové buiiky a T-
lymfocyty zpisobuji nerovnovahu v poméru OPG/RANKL tim, Ze zvysuji produkci proteinu
RANKL a snizuji hladinu OPG, pfirozen¢ho inhibitoru RANKL. Tim dochazi ke zvySené
aktivité osteoklasti a vzniku kostnich 1ézi (obrazek 2). Aktivita osteoklastii je velmi dobie

blokovéna pouzitim bisfosfonatt (Seidl et al/, 2003).

Obrazek 2: Vznik nerovnovahy mezi RANKL a OPG (upraveno podle Roodman, 2009)

osteoblasty E:j E:j/ %

Podil na destrukci kosti ma 1 snizeny vyskyt osteoblastli. Ke zvySené apoptoze
osteoblastii ptispiva vysoka hladina cytokini a interakce myelomovych bunék s osteoblasty.
U pacientd s MM byvaji ¢asto zaznamenany snizené hodnoty markera tvorby kosti (alkalicka
fosfatdza a osteokalcin). Diferenciace osteoblastl z mezenchymadlnich bunék je spojena
s aktivitou transkripniho faktoru Runx2/Cbfal. In vitro bylo prokazano, ze myelomové
bunky inhibuji aktivitu transkripéniho faktoru Runx2/Cbfal v osteoprogenitorovych burkéch,
coz ma pravdépodobné za ndsledek zvySenou destrukci kosti osteoklasty (Giuliani et al.,

2005).



3.2. Klinické rysy MM

Hlavnim znakem MM je zachyt M-Ig v krevnim séru v koncentraci 30g/l a vyssi.
Existuje pét hlavnich tfid M-Ig, které produkuji myelomové bunky: IgG (55 - 60%), IgA (20-
25 %), IgD (1 — 2 %), IgM (0,5 — 1%) a IgE (méné néz 0,01 %). Krom¢ kompletnich molekul
imunoglobulinu produkuji myelomové buiky také volné lehké fetézce kappa nebo lambda,
které¢ nejsou vazany v molekule M-Ig a jejichz produkce je asi o 40 % vys$i nez produkce
fetézcli vazanych. Tyto volné fetézce mohou byt detekovany v krevnim séru a v moci.
Produkci M-Ig dochdzi ke sniZeni produkce polyklondlnich Ig, coz ma za nasledek casté
infekce. U nékterych pacient nedochazi k produkci zadného M-Ig a tento typ MM se

oznacuje jako nesekre¢ni (Dierlamm 2002).

Klinické projevy MM jsou zavislé na stadiu choroby, které¢ se doposud ur¢ovalo podle
Durie a Salmona — DS I, DS II, DS III. Tento stdZovaci systém je zaloZen na klinickych
parametrech jako jsou mnozstvi hemoglobinu, mnozstvi M-Ig, hladina vapniku v krevnim
séru a pocet osteolytickych 1ézi. Noveé byly zavedeny stdzovaci systémy zalozené na
hodnotach albuminu a 3, mikroglobulinu (B,m) v krevnim séru (ISS — mezinarodni staZzovaci
systém, SWOG systém — South West Oncology group). ISS systém se v soucasnosti prosazuje
jako nejpouzivangjii stazovaci systém v ramci prognostické stratifikace MM (S¢udla a Hajek,

2006).

Osteolytické 1éze patii mezi jeden z charakteristickych rysi MM a jsou pfitomny asi u
70 % pacientl. Nejcastéji jsou nalezeny na patefi a Zebrech, dlisledkem téchto 1ézi je bolest
kosti, patologické fraktury a muze dojit i ke kompresi michy. Osteolytické léze jsou
zpusobeny nerovnovahou mezi buiikami, které resorbuji kost (osteoklasty) a buitkami, které
vytvateni kost (osteoblasty). Dal§im znakem MM je anémie, kterd se muze projevovat
unavou. Anémie je diisledkem infiltrace KD myelomovymi buiitkami, které potla¢uji normalni
hematopoezu. Vyskyt rendlni insuficience je neptfizniva komplikace a je duasledkem
hromadéni M-Ig v ledvindch, coz vede k obstrukci tubulli a zanétu. MM byva casto
doprovazen neurologickymi symptomy, které jsou umérné velikosti nddorové masy (Adam et

al., 2003).

3.3. Lécba mnohocetného myelomu
V soucasné dob¢ zustavda MM nemoci se Sirokym spektrem klinickych ptiznakd, odlisSnych

1éCebnych odpovedi a s riznou délkou celkového preziti pacientii. Pacienti 1€ceni konvencni
chemoterapii maji median ptezivani 30-40 mésict. Delsi doba piezivani pacientl je dosazena
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vysoce davkovanou chemoterapii (HD- high dose) a naslednou autologni transplantaci kostni
dfen¢ (ASCT).
U pacient bez osteolytickych lozisek s doutnajici nebo indolentni formou MM (Casto
stadium I podle Durie-Salmona) se doporucuje odlozeni 1écby do doby, nez dojde k progresi
choroby. Tito pacienti by méli byt peclivé sledovani.

Lécba konvencni chemoterapii (KT) je zaloZena na bazi melfalanu a prednisonu. Tato
1écba se doporucuje u starSich pacienti (nad 65 let véku) s pozvolnym priibéhem nemoci,
zatimco pii agresivngjSim prubéhu nemoci a u mlads$ich pacienti pod 65 let véku se

doporucuje HD chemoterapie.

Chemoterapie HD zakonfena ASCT je vhodna pro nové diagnostikované pacienty ve
veéku do 65 let. Tato 1écba byla piivodné zaloZena na kombinaci 1é¢iv vinkristinu, adriamycinu
a dexametazonu (VAD) nebo rezimech podobnych rezimu VAD. Optimélnim
pfedtransplantacnim reZimem je podavani vysokych davek melfalanu (Adam et al., 2003).
Dnes do vyskodavkované 1écby prvni linie jsou zatazovany latky s biologickym uc¢inkem
(talidomid, bortezomib, lenalidomid). Celosvétové vysledky ukazuji, ze pacienti léceni HD
chemoterapii a ASCT maji signifikantné delsi dobu piezivani nez pacienti 1é€eni konvencné

(Chng et al., 2005, Harousseau, 2008).

Dalsiho zintenzivnéni lécby je moZzné dosahnout provedenim dvou autolognich
transplantaci v intervalu 6 mésicti (tandemova transplantace) nebo zintenzivnénim lécebnych
postuptl pred provedenim jedné transplantace. Bezpiiznakové a také celkové prezivani je
statisticky vyznamné del$i u pacientli s tandemovou transplantaci ve srovnani s pacienty, kteti
podstoupili v pribéhu nemoci pouze jednu autologni transplantaci. V soucasné dobé se
tandemové transplantace vyuziva u pacientl, kteti nedosahli alespont velmi dobré parcialni

remise.

Alogenni transplantace kostni difené¢ u pacienti s MM je spojena s vysokou
peritransplantaéni mortalitou. Soucasné klinické studie jsou zaméfeny na sniZeni
peritrasplanta¢ni mortality a ukazuji velmi pfiznivy efekt ,,graft versus myeloma“. Ke snizeni
peritransplanta¢ni mortality jsou zkouSeny nemyeloablativni (minialogenni) rezimy. Pacienti
s relabujici nebo perzistujici chorobou po alogenni transplantaci mohou byt dale 1éCeni inflizi
darcovskych lymfocytl, coz mize vyrazné podpofit ,graft versus myeloma® efekt

(Harousseau et al., 2004).

Radioterapie je vhodnou IéCbou pro pacienty s osteolytickym loziskem v nosném

skeletu. Ozafeni zabrani progresi loziska a tim i1 patologickym frakturam, které by omezovaly
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pohyblivost pacienta. Déle se doporucuje u pacientli s osteolytickymi lozisky podani
bisfosfonati. Symptomaticky Uc¢inek bisfosfonatl (zmenSeni poctu novych osteolytickych
lozisek a patologickych fraktur, sniZend spotfeba analgetik a méné Casté bolesti kosti) byl

prokéazéan ve vSech studiich zkoumajicich vliv bisfosfonatl na priibéh MM.

Klinickymi zkouskami dnes prochazi denosumab. Denosumab je plné humanizovana
monoklonélni protilatka proti RANKL, ktera inhibuje signdlni drdhu RANKL/RANK, a tim
brani destrukci kosti osteoklasty (Roodman, 2009).

V poslednich nékolika letech se zacala pouzivat nova léciva s biologickym ucinkem.
Tato 1éCiva plisobi nejen na myelomové buiiky, ale také na mikroprosttedi KD a ovliviuji
jejich vzajemné interakce a jsou Casto vyuzivany pii selhani diivejsi 1€cby.

Jednim z prvnich pouzitych 1€kt je talidomid (derivat kyseliny glutamové), ktery
inhibuje produkci TNFa tim, Ze snizuje hladiny jeho mRNA (medidtorova ribonukleova
kyselina), stimuluje aktivaci T-lymfocyti (funguje jako kostimulacni signal), zvySuje pocet
NK bun¢k (zvysuje sekreci interleukinu 2- IL-2 a interferonu y - INFy), brani vazbé NF-kB na
DNA (deoxyribonukleova kyselina) a ovliviiuje angiogenezi tim, Ze blokuje angiogenni
rustové faktory (napt. VEGF). Klinickd odpovéd’ byla pozorovana téméf u jedné tietiny
pacientll v relapsu MM nebo u pacientii s refrakterni chorobou nereagujici na konvencni
chemoterapii. Nevyhodou talidomidu je tada vedlejSich ucinkil. Z téchto divodi byly
vyvinuty léky s imunomodula¢nim u¢inkem (ImiDs). ImiDs jsou derivaty talidomidu s nizsi
toxicitou a jsou to: CC-5013 (Lenalidomid) a CC-4047 (Actimid) (Hideshima a Anderson,
2002, Chng et al., 2005, Harousseau et al., 2004). Dale bylo prokazano, ze ImiDs ma;ji dalsi
priznivé Ucinky, zejména na blokovani osteoklastli a tim 1 snizeni destrukce kosti (Roodman,

2009).

DalSim léc¢ivem s biologickym tc¢inkem je bortezomib (PS-431), ktery inhibuje aktivitu
proteazomu, ovliviluje cykliny a inhibitory cyklin dependentnich kinaz a tim 1 regulaci
bunéémého cyklu a proliferaci myelomovych bunck. Soucasné studie ukazuji, Ze bortezomib
blokuje aktivaci NF-kB, kterd je spojena s rezistenci myelomovych bun¢k k chemoterapii.
Bortezomib brani degradaci inhibitoru NF-kB (IkB) proteazomem, ¢imz je stabilizovan
komplex NF-kB s IkB v cytoplazmé a nedochazi k translokaci NF-xB do jadra, kde NF-xB
spousti expresi cilovych gentll, které se podileji na proliferaci, adhezi a snizené apoptdze
myelomovych bun¢k. Schéma plisobeni bortezomibu je zndzornéno na obrazku 3 (Hideshima
a Anderson 2002, Chng et al., 2005, Harousseau et al., 2004). Mezi dal$i funkce bortezomibu
patii inhibice apoptdzy, inhibice oprav DNA, aktivace proteinu p53 a inhibice TNFa (Kuehl a
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Bergsagel, 2002). In vitro bylo dokazano, ze bortezomib ptisobi pii kultivaci prekurzort
osteoblastil tim, ze zvySuje produkci transkripénich faktorti zapojenych do diferenciace
osteoblasti. U pacientii 1é€enych bortezomibem byly prokazany zvySené hladiny alkalické

fosfatazy a osteokalcinu, markert aktivity osteoblastii (Giuliani et al., 2007).

Obrazek 3: Schema piisobeni bortezomibu (upraveno podle Chng et al., 2005)
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4. Cytogenetické zmény u MM

V poslednich desetiletich zaznamenala cytogenetika hematologickych malignit zna¢ny
rozvoj, zejména v oblasti akutnich leukemii a myelodysplastického syndromu. Byly
identifikovany chromosomalni abnormality, které jsou dnes povazovany za vyznamné
prognostické faktory. Méné€ informaci je vSak znamo o chromosomalnich abnormalitach

pacienti s MM, navzdory tomu, Ze incidence MM je srovnatelna s incidenci akutnich
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leukemii. Mensi mnozstvi identifikovanych cytogenetickych zmén u MM je dano nizSim
mitotickym potencidlem myelomovych bun¢k, jejich niz§im zastoupeni v KD a sniZenou
kvalitou chromosomti v metafazich. U pacientii s MM byva Casto nalezen normalni karyotyp,
protoze vétSina metafadzi pochazi z normalnich hematopoetickych bunék KD. Pokud jsou u
pacientl s MM nalezeny zmény v karyotypu, jedna se ¢asto o komplexni piestavby spojené
s agresivitou choroby a nepfiznivou progndézou (Nilsson et al., 2002, Campbell 2005).
K presnéjsi analyze cytogenetickych zmén u pacienti s MM pomohlo zavedeni metody
interfazni FISH a dale kombinace této metody s metodami identifikace myelomovych bunék:
s imunofluorescenénim znaCenim myelomovych bunék (FICTION) nebo separaci
myelomovych bun¢k na zékladé exprese povrchového antigenu CD 138 (Syndekan-1). Dalsi
rozvoj cytogenetiky u MM je spojen se zavedenim technik komparativni genomové
hybridizace (CGH), array komparativni genomové hybridizace (arrayCGH) a expresniho
profilovani. Vyuzitim téchto molekularné cytogenetickych metod bylo identifikovano velké
mnozstvi genti zahrnutych do patogeneze vzniku a rozvoje MM. Na zakladé identifikovanych

genl byly uréeny prognosticky pfiznivé a neptiznivé kategorie cytogenetickych zmén u MM.

Jak jiz bylo popsano dfive, k primarnim genetickym zménam vedoucim ke vzniku
myelomové buiikky dochazi jiz v germindlnich centrech lymfatickych uzlin. Za primarni
genetické zmény jsou dnes povazovany translokace zahrnujici gen pro tézky fetézec
imunoglobulinu  (/gH) a hyperdiploidie (Casté trisomie chromosomi) a delece
retiblastomového genu (RBI). Tyto zmény vedou k imortalizaci plazmablastd nebo
dlouhozijicich plazmatickych bun¢k a vytvari maligni klon myelomovych bunék. Dalsi
genetické zmény zpusobuji postupné hromadéni zmén v karyotypu a nasledné i klinickou
progresi choroby, kterd mtiZze byt spojena s progresi MGUS do symptomatického MM. Mezi
genetické zmény spojené s progresi MM jsou fazeny sekundarni /gH translokace, pfestavby

genu c-myc, mutace a delece genu p53, mutace RAS protoonkogenu a hypermetylace genu

p16. Genetické zmény spojené s vyvojem MM jsou znazornény na obrazku 4.

4.1. PoCetni zmény chromosomiui
MM je spojen s Castym vyskytem aneuploidii (pocetni chromosomové zmény). Asi u

50 % pacienti se vyskytuji hyperdiploidie, které jsou nejcastéji spojeny s trisomiemi
chromosomi 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 a 21. Nebyly témé&f pozorovany trisomie chromosomu 12 a
13. Monosomie chromosoma 8, 13, 14, 16, 17 a 22 jsou obvyklé a jsou spojeny s
hypodiploidii, naopak monosomie chromosomu 1 a 9 byly pozorovany jen velmi zfidka.

Podle poc¢tu chromosomti mtizeme odlisit ¢tyii kategorie:
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» Hypodiploidie — pfitomnost méné nez 44 chromosomil
* Pseudodiploidie — od 45 do 46 chromosomu
* Hyperdiploidie — od 47 do 74 chromosomu

= Témér tetraploidie — pfitomnost vice jak 75 chromosomi

Obrazek 4: Genetické zmény spojené s vyvojem MM (upraveno podle Chng et al., 2007)
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Protoze dochdzi ke shodnym cytogenetickym zménam u hypodiploidnich,

pseudodiploidnich a téméf tetraploidnich karyotypt, které vznikly duplikaci diploidniho nebo

pseudodiploidniho poctu chromosomt, Fonseca et al. (2003a) oznacili souhrnné tyto

karyotypy jako nonhyperdiploidni (méné nez 47 a vice nez 74 chromosoml).

U nonhyperdiplodidnich MM je velmi vysoky vyskyt translokaci zahrnujich /gH gen a
delece oblasti 13q14 (RBI gen) nebo monosomie chromosomu 13 a dalSich monosomii.
Hyperdiploidni MM jsou charakterizovany mnozstvim trisomii a niz§im vyskytem IgH
translokaci. Delece RBI genu je popisovana jak u hyperdiploidnich tak nonhyperdiploidnich
MM (Hideshima et al., 2004).
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Nalez IgH translokace u hyperdiploidnich pacientli je spojen s nepiiznivou prognozou,
zejména pokud se jednd o t(4;14), t(14;16). Velmi Casto byvaji nalezeny translokace
zahrnujici IgH gen a neznamy partnersky gen. Chng et al. (2006) prokéazali nepiiznivou
prognézu u pacienti s hyperdiploidii a /gH translokaci s nezndmym partnerskym genem.
Wuilleme et al. (2005) prokézali vyskyt t(11;14) spolecné s pseudodiploidii a mirnou
hyperdiploidii spojenou s trisomiemi neobvyklych chromosomil. Déle prokdzali u 48 %

hyperdiploidnich pacientl vyskyt delece RB1 genu.

Z hlediska klinického a prognostického dopadu je nonhyperdiploidni MM spojen s horsi
odpovédi na chemoterapii a snizenou délkou celkového preziti. Jako marker hypodiploidie je
povazovana monosomie chromosomu 13. Pokud maji pacienti pouze abnormality
chromosomu 13 bez pfitomnosti /gH translokaci, jsou fazeni do skupiny se stfedni prognézou.

Hyperdiplodidni varianta MM ma pfiznivejsi progndzu a delsi dobou preziti (Debes-Marun et

al., 2003).

Nejnovéjsi  studie zalozené na expresnim profilovani a arrayCGH prokazaly
heterogenitu skupiny hyperdiploidnich pacienti. Hyperdiploidni pacienti byli déale rozdéleni

v

na pacienty s pfizniv€jsi a méné pfiznivou prognézou. Pro hyperdiploidni pacienty
11q a absence delece oblasti 13q a zmnozeni 1q. Zatimco u hyperdiploidnich pacientii s méné

pfiznivou progndzou byva nalezena delece oblasti 13q a zmnozeni 1q (Carrasco ef al., 2006)

4.1.1. Delece / monosomie chromosomu 13
Monoalelickd delece 13q patii mezi nejCastcjSi abnormality zjiSténé pomoci metody

FISH (asi 50 %). Bud’ se jednd o monosomii chromosomu 13 nebo dochazi k intersticialni
deleci na 13q. Minimalni deletované oblast zahrnuje pruh 13q14 (Kuehl a Bergsagel 2002,
Avet-Loiseau et al.,2000). V oblasti 13q14 se nachdzi RBI gen. Funkci RBI genu je fizeni
prechodu G1 do S faze bunécéného cyklu. Fosforylaci RB1 proteinu dochazi k uvolnéni

transkripcnich faktort dtlezitych pro ptechod buiiky do S faze.

Nejnovejsi studie, zejména expresni profilovani, ukazuji, ze v oblasti 13ql4 jsou
lokalizovéany dal$i vyznamné geny. Mezi potenciondlni tumor supresorové geny zapojené do
patogeneze MM je povazovan gen CHCIL (chromosome condensation 1-like gene). Pfesna
funkce tohoto genu neni znamad, ale pfedpoklada se, Zze se jednd o homolog genu RCCI
(regulator of chromosome condensation 1), ktery je zapojen do vymeény

GTP(guanosintrifosfat) za GDP(guanosindifosfat) u RAS proteinti (Harousseau et a/.,2004).
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Pomoci klasické cytogenetické analyzy jsou abnormality 13q nalezeny asi u 15 %
pacienttl, pfi pouziti metody FISH dochazi k zachytu této zmény az u 50 % pacienti. Delece
13q se vyskytuje jak u nonhyperdiploidnich tak hyperdiploidnich MM. V piipadé
nonhyperdiplidinich MM je Casto nalezena spole¢né s IgH translokacemi, zejména t(4;14) a
t(14;16). Soucasné¢ poznatky ukazuji, Ze prognosticky vyznam delece 13q neni zcela
jednozna¢ny a jako vyznamny prognosticky faktor je povazovan nalez delece 13g/

monosomie chromosomu 13 pomoci klasické cytogenetické analyzy (Stewart et al., 2007).

4.2. Primarni IgH translokace
Translokace zahrnujici /gH gen se vyskytuji az u 60 % pacientli, pficemz partnerské

geny v translokacich nejsou nahodné a nejcastéji zahrnuji lokusy: 11q13 (gen pro cyklin DI —
CCNDI) v 15 %, 4pl6 (geny pro receptor fibroblastového riistového faktoru 3-FGFR3 a
Multiple Myeloma Set Domain - MMSET) v 15 %, 16q23 ( gen pro c-maf) v 5 % a 6p21 (gen
pro cyklin D3-CCND3) ve 3 %. Tyto translokace jsou vétSinou zpisobeny chybami pii VDIJ
rekombinaci (vytvoieni jedinecné kombinace subgenii je jednim ze zdroji variability
protilatek) béhem vyzrdvani B lymfocytu v germinalnich centrech a vedou k deregulované
expresi partnerského genu tim, ze partnersky gen je premistén do blizkosti zesilovaci
transkripce IgH genu (Fonseca ef al., 2003a, Bergsagel a Kuehl, 2005, Hideshima et al., 2004,
Shaughnessy et al., 2001). Velmi casto dochdzi ke zlomim v J segmentech a v oblastech
zahrnutych do pfesmyku imunoglobulinovych tfid nebo v jejich bezprostiedni blizkosti

(Janssen ef al.,2000).
IgH lokus obsahuje dva hlavni typy zesilovact transkripce:

= 5’-IgH intronicky p zesilovac, ktery je lokalizovan mezi JH subgeny a pfeskupovanou
u sekvenci.

» 3’ zesilovac transkripce lokalizovany po sméru transkripce kazdé konstantni oblasti o,
Eal a Ea2.

Jako nasledek translokace na pteskupujici se oblast jsou geny partnerského
chromosomu pteneseny do blizkosti 3" Ea zesilovact transkripce na IgH lokusu a tim je
nasledné zvysena jejich regulace. ProtoZe jsou zesilovace 5" IgH p a 3" IgH Ea oddéleny
translokaci, muze teoreticky dojit k soucasné aktivaci dvou riznych genli na obou
chromosomech zahrnutych do translokace. V piipad¢ translokace t(4;14) jsou soucasné
deregulovany dva geny FGFR a MMSET zesilovac¢i Ea na derivovaném chromosomu 14 a Ep
zesilovatem na derivovaném chromosomu 4 (Janssen et al., 2000, Specht et al., 2004).

Schéma vzniku translokace t(4;14) je zndzornéno na obrazku 5.
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4.2.1. Translokace t(11;14)(q13:32)

Tato translokace neni charakteristickd jen pro MM, ale vyskytuje se i u dalSich B-

bunécénych malignit jako jsou lymfom plastové zony (Mantle cell lymphoma-MCL) a B-CLL.

Obrazek 5: Schéma vzniku t(4;14) (upraveno podle Bergsagel a Kuehl, 2001)
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Nasledkem t(11;14) dochazi k deregulaci genu CCNDI, ktery je vyznamnym
regulatorem bunécéného cyklu. Cyklin D1 v komplexu s cyklin dependenti kindzou CDK4/6
fosforyluje RB1 protein a tim umoznuje ptechod z G1 do S faze bunécného cyklu. Cyklin D1
neni za normalnich podminek exprimovan plazmatickymi builkami (normdlni plazmatické
bunky exprimuji pouze cykliny D2 a D3) (Hideshima et al., 2004, Splecht et al., 2004).
Pritomnost t(11;14) koreluje s lymfoplazmatickou morfologii myelomovych bunck a expresi
antigenu CD20 na povrchu téchto bun¢k (Gertz et al., 2005).

Nedavno bylo zjisténo, ze do t(11;14)(q13;q32) muize byt zahrnut i dalSi gen myeov
(myeloma overexpressed), ktery se nachazi v blizkosti genu CCND1. Gen myeov je vzdalen

asi 350 kb od genu CCNDI. Nasledkem translokace mtze dojit k deregulaci obou genti

pfenesenych k zesilova¢lim transkripce. Zahrnuti genu myeov do translokace je zplisobeno
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pozici mista zlomu, ktery je lokalizovan oblasti mezi geny CCNDI a myeov, mimo tzv.
Major Translocation Cluster (MTC) popsan¢ho u MCL. Produktem genu myeov jsou dva
proteiny o ruzné délce, protoze tento gen obsahuje dva oteviené Cteci ramce. U téchto
proteini nebyla nalezena sekven¢ni homologie s proteiny v databazich. Protein myeov ma
transmembranové domény, na jejichz zaklad¢ se predpoklada, ze je spojen s cytoplazmatickou

membranou nebo s membranami endoplazmatického retikula (Janssen et al., 2000).

Translokace t(11;14), je v posledni dobé povaZzovana za zménu spojenou intermedidlni az
pfiznivou prognodzou, zejména u pacientll lécenych vysokodavkovanou chemoterapii (Fonseca

et al., 2003a).

4.2.2. Translokace t(4;14)(p16.3;q32)
FGFR3 gen koduje fibroblastovy rastovy faktor pro receptor 3 (FGFR3), ktery je

Clenem tyrosin protein kindzovych receptorti zahrnutych v pienosu signala regulujici rist a
diferenciaci bun€k v mnoha tkénich. Tento receptor je tvofen tfemi glykosilovanymi
extracelularnimi doménami podobnymi imunoglobulinim, transmembranovou doménou a
odstépenou tyrosin kinazovou intraceluldrni doménou. Aktivace ligandem zpisobuje
dimerizaci receptoru, a tim fosforylaci tyrosin kindzové domény, coz zplsobuje aktivaci
dalsich receptorti, ztejmé MAPK (mitogenem aktivovana proteinkiniaza) kindz a nasledny

prenos signalu do jadra buiky.

Pokud dojde k mutaci vtomto genu, tak tato mutace spousti nepietrzitou aktivaci
receptoru bez pfitomnosti ligandu, coz je kriticky krok v kontrole endochondrélni osifikace.
Pokud je FGFR3 receptor mutovany, tak dochazi k onemocnéni skeletu jako je
achondroplazie, hypochondroplazie, tanatochorickd  dysplazie typu I a 1I

(Ronchetti et al., 2001).

Misto zlomu v oblasti 4p16 vznika ptiblizn€ 70-100 kb centromericky od FGFR3 genu
a v 5’oblasti nového domnélého transkripniho faktoru MMSET, ktery je exprimovan
pfednostné u rychle rostoucich embryonalnich tkani, ale i n¢kterych tkani dospélého ¢cloveéka.
Touto translokaci dochazi k nadmérné expresi obou genti. Pfedpoklada se, ze gen MMSET
zpusobuje Wolf-Hirchorntiv syndrom spojeny s hemizygotni deleci oblasti 4pl6. Tii ze
zmapovanych mist zlomu lezi v tomto genu: dv€ mista v intronu 4, jedno misto v intronu 5.
Ostatni mista zlomu jsou lokalizovana 10 az 30 kb proti sméru transkripce a mohou zahrnovat

regulacni oblast transkripce genu MMSET.

FGFR3 gen je exprimovan ve zvySené mife v builkach st(4;14) a je nepatrné

detekovatelny v bunéénych liniich bez translokace. MMSET gen je exprimovan v nizkych
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koncentracich v myelomovych buiikdch bez translokace, ale vysoce exprimovan v buitkach

s translokaci (Finelli ef al., 1999).

Nedavno bylo zjisténo, ze pfiblizné u 30 % pacienti s t(4;14) dochazi ke ztraté exprese
genu FGFR3. Ztrata exprese FGFR3 genu je spojena s ruzné velkymi delecemi, které vznikaji
na derivovaném chromosomu 14, piipadné se ztratou celého derivovaného chromosomu 14.
Tyto poznatky ukazuji, Ze zahrnuti genu MMSET miiZe mit vétsi podil na malignim fenotypu

pacientil s t(4;14) nez gen FGFR 3 (Santra et al., 2003, Keats et al., 2003).

Pacienti, u kterych byla nalezena t(4;14) a nebyla prokazana ztrata exprese genu
FGFR3, by mohli byt v budoucnosti 1éceni specifickymi inhibitory tyrozin kindz (CHIR258S,
PD173074, SU5202), stejné jako jsou léceni pacienti s chronickou myeloidni leukemii (CML)
imatinibem a dal$imi inhibitory kindzy BCR/ABL. In vitro studie pfedpokladaji, ze exprese
FGFR3 genu mé podil na chemorezistenci, tato domnénka je podporovana klinickymi
vysledky, kdy pacienti s t(4;14) maji krat$i dobu celkového piezivani (Trudel et al., 2005,
Jaksic et al., 2005, Masih-Khan et al., 2006).

4.2.3. Translokace t(14;16)(q32.3;q23)

Tato translokace vede k deregulaci c-maf protoonkogenu. C-maf protein je zakladni
transkripéni faktor, ktery ovliviiuje zékladni bunééné pochody vcetné téch, které zahrnuji
IL-6, cytokiny a hraje centralni roli ve vzniku MM. Také funguje jako transkripcni faktor pro
T-lymfocyty. Jeho virovy analog v-maf je klasicky onkogen identifikovany jako ptaci

transformujici virus.

Mista zlomu nalezend v oblasti 16923 lezi 550 — 1350 kb centromericky od genu c-maf.
Tato asi 800 kb oblast lezi v intronu oxidoreduktdzového genu WWOX/FOR. Tato oblast je
znamym fragilnim mistem, translokace inaktivuje jednu alelu genu WWOX/FOR, ktery je
zahrnut jako tumor supresorovy gen v mnoha solidnich nadorech (zejména

adenokarcinomech).

Orientace transkripce genu WWOX/FOR je od centromery k telomefe, z ¢ehoZ vyplyva,
zZe tato translokace netvoii hybridni mRNA ve spojeni s /gH lokusem a predpoklada se, ze
t(14;16) inaktivuje jednu alelu genu WWOX/FOR. Mutace druhé alely genu WWOX/FOR
zatim nebyla u MM popsana (Bergsagel a Kuehl, 2001).

Pravdépodobné dvoutetézcové zlomy, které vznikaji ve fragilnim misté pfispivaji ke
vzniku t(14;16), kterd navzdory velké vzdalenosti mezi genem c-maf a IgH zesilovaci

transkripce dereguluje tento gen v buiikach s t(14;16)(Pratt, 2002).
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4.2.4. Translokace t(6;14)(p21:;q32)

Dusledkem této translokace je deregulace genu CCND3. Zlomové misto je lokalizovano
asi 60 kb centromericky od lokusu pro gen CCND3 a piestavba je spojena az se Sestindsobné
zvySenou expresi cyklinu D3. Zatim neni zcela pfesné znam prognosticky vyznam této
pfestavby a ani zda je pfitomna u MGUS (Shaughnessy et al., 2001), ale pfedpoklada se, Ze je

spiSe spojena s piiznivou prognézou. (Bergsagel a Kuehl, 2001).

4.2.5. Translokace t(6;14)(p25;q32)

Translokace t(6;14) zahrnuje vedle IgH lokusu gen pro mnohocetny myelomovy onkogen
1/interferon regulacni faktor 4 (MUM1/IRF4). Vysledkem této translokace je zvySena exprese
proteinu, ktery je zapojen v kontrole bunécné proliferace a diferenciace B-lymfocyti.

Skute¢ny vyskyt t(6;14) a jeji vyznam v patogenezi MM je dosud neznamy (Pratt, 2002).

4.3. Genetické zmény spojené s progresi MM
4.3.1. Abnormality chromosomu 1

Abnormality chromosomu 1 se nachazi az u 45 % pacientl (Hanamura et al., 2006).
Dlouhé rameno chromosomu 1(1q) byva ¢asto zmnoZeno, zatimco na kratkém rameni (1p) se
vyskytuji delece. Zmnozeni genetického materidlu na 1q se muize vyskytovat jako
isochromosom, duplikace zahrnuté do vzniku nebalancovanych derivovanych chromosomii,
jumping translokace nebo prosta segmentalni duplikace (Sawyer et al., 2005, Fonseca et al.,
2006). Predchozi genetické studie ukazuji, Ze zmnoZeni 1q je spojeno s komplexnim
karyotypem a cytogenetickymi zmé&nami spojenymi s neptiznivou progndzou jako je soucasny

vyskyt delece RBI genu a t(4;14) (Fonseca et al., 2004, Fabris et al., 2007).

Studie zalozené na CGH ukazuji, Ze zmnoZeni 1q konstitutivné zahrnuje oblast 1q21. V
této oblasti se nachdzi gen CKSIB (gen kodujici podjednotku proteinu Cksl), ktery zapojen
do kontroly bunééného cyklu tim, Ze zprostfedkovava degradaci proteinu p27 a tim umoziuje
buiice pfechod z G1 do S faze bunécného cyklu (Zhan et al., 2007). Ptedpoklada se, ze v
oblasti kolem 1g21 je lokalizovano velké mnozstvi gent napi. BCLY, PDZKI, IRTAI, IRTA2,
které jsou deregulovany zmnozenim 1q. Kriticka oblast a cilové geny zahrnuté do patogeneze

MM nejsou zatim znamé (Inoue et al., 2004).

Zmnozeni 1q nebyva nalezeno u MGUS, vyskyt této zmény u nové diagnostikovanych
pacientd je spojen s nepfiznivou prognézou a kratSim prezivanim po relapsu MM a
predpoklada se, Ze tato zména muze hrat centralni roli v progresi MM (Shaughnessy et al.,

2007)
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4.3.2. Mutace RAS onkogenii

Proteiny RAS jsou membranové asociované proteiny zapojené do signalnich drah
reagujicich na rastové signaly. Mutace v genech pro RAS proteiny zptsobuji nezavislost na
IL-6 a blokuji procesy apoptdzy. Aktivujici bodové mutace genli N-RAS a K-RAS se vyskytuji
u 30 - 40 % nové diagnostikovanych pacientl a t¢émé&f u 50 % pacientt v relapsu MM. Mutace
v téchto genech se vyskytuji vzacné u MGUS, méné nez 5 % pacientii s MGUS ma mutaci
v RAS genech, coz podporuje hypotézu, ze RAS mutace mohou naznacovat nebo zpiisobovat
pirechod MGUS do MM. Posledni studie ukazaly, ze mutace RAS genti se Castéji vyskytuji u
MM vykazujicich nadmérnou expresi cyklinu D1ve srovnani s nadmérnou expresi cyklinu D2

u pacientt s t(4;14)(Chng et al., 2007, Pratt, 2002).

4.3.3. Sekundarni translokace
Sekundarni translokace jsou soucasti progrese nemoci a nevyskytuji se u MGUS. Ne

vzdy zahrnuji IgH gen a pokud ano, tak nedochéazi ke zlomiim v J segmentech, které jsou
charakteristické pro primarni translokace. VétSina abnormalit jsou komplexni zmény, coZz
znamend, ze dochdzi ke zménam vice jak dvou chromosomi. Komplexni karyotyp byva

spojen s delecemi, inverzemi, duplikacemi a amplifikacemi. (Bergsagel a Kuehl, 2001).

Translokace t(8;14)(q24:;q32)

Tato translokace zahrnuje protoonkogen c-myc. Klasicka translokace zahrnujici IgH gen
je znama jako primarni udalost ve vzniku Burkittova lymfomu, u MM vSak reprezentuje
translokaci sekundarni, z ¢ehoz vyplyva, ze tento protoonkogen muze byt deregulovan jinym

mechanismem. Tato translokace se vyskytuje u méné nez 10 % pacientli s MM (Chng et al.,

2007).

Mista zlomu v této translokaci téméf nevznikaji v JH oblasti, pokud dojde k jejich
vzniku, tak vSechny tii zesilovace transkripce zlstavaji na derivovaném chromosomu
14.Tento jev dokazuje, ze se nejednd o reciprokou translokaci, protoze pii reciproké

translokaci jsou zesilovace transkripce umisténé na obou derivovanych chromosomech.

4.3.4. Delece genu 7P 53 na chromosomu 17

Intersticialni delece oblasti 17p13 se nachazi ziidka u nové diagnostikovanych pacientt,
je spiSe spojena s relapsem a progresi nemoci a celkove s krat$i dobou pteziti (Avet-Loiseau
et al., 1999). V této oblasti se nachazi tumor supresorovy gen 7P53, ktery byva oznaCovan
jako strazce genomu, protoze funkce tohoto genu je spojena se fizenim procesii proliferace,
diferenciace a apoptozy. Celkové byva delece genu 7P53 metodou FISH nalezena u 9 — 34 %
pacientll (Chang et al., 2005).
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Bylo zjisténo, Zze delece 17pl3 je u vétSiny nemocnych MM monoalelicka, je spojena
s pozdnimi stddii MM, coz je protikladem solidnich tumort, kde inaktivace genu 7P53 vznika
bodovou mutaci v jedné alele a néaslednou deleci alely druhé v ¢asném stadiu vzniku nemoci

(Drach et al., 1998).

Hlavnim divodem kratsi doby pieziti je nedostatecna odpovéd’ na chemoterapii.
Vétsina cytotoxickych 1é¢iv totiZ navozuje procesy apoptozy, pii kterych je nutny funkcéni
protein p53. Proto se pfedpokladd, ze nadorové buiiky s poruchou funkce p53 jsou rezistentni
k chemoterapii. Poskozeny gen TP53 ztraci svoji funkci strdzce genomu, coz mize vést
k vyvoji komplexu cytogenetickych abnormalit. Tyto chromosomové zmény mohou byt dalsi

moznou piic¢inou rezistence k chemoterapii (Drach et al., 1998).

4.4. Aktivace signalni drahy NF-xB

Predpoklada se, ze aktivace signalni drahy NF-kB (nuclear factor xB) je vyznamnou
udalosti v patogenezi MM. Zatim neni zcela presné znamy mechanismus aktivace této drahy u
MM. K aktivaci signalni drahy NF-xB dochazi pti zanétlivych procesech a procesech
kancerogeneze. Konstitutivni aktivace této drahy je popisovand jak u hematologickych
malignit (nejcastéji MM, akutni myeloidni a lymfatickd leukemie) tak u solidnich tumort
(nédory prsu a prostaty). U MM v mikroprostiedi KD dochazi k aktivaci signalni drahy NF-
kB u stromalnich bunék, coz vede k produkci IL-6 a dalSich cytokini dulezitych pro rust

pozménénych plazmatickych bunék (Aggarwal, 2004).

K aktivaci signalni drahy NF-kB miize dochézet klasickou (kanonickou) nebo alternativni
(non-kanonickou) cestou (obrazek 6). Pomoci arrayCGH byly identifikovany bialelické
delece v oblasti 14q32, kde se nachazi gen TRAF3, ktery ovliviluje degradaci proteinu NIK
(NF-kB —inducing kinase), coz je kli¢ovy faktor pro aktivaci alternativni drahy NF-xB. Déle
byly také popsany bialelické delece dalSich negativnich regulatord NF-xB: cIAP1/2 a CYDL
(Keats et al., 2007). Dalsi moZnosti aktivace alternativni drdhy NF-kB je overexprese NIK
proteinu, coz muze byt disledkem amplifikace genu pro NIK (2qll), chromosomalni
translokace nebo postranskripéni stabibilizaci NIK proteinu. Overexpresi receptoru CD40
muze byt aktivovand jak klasicka, tak alternativni draha NF-kB. K overexpresi receptoru
CD40 pravdépodobné dochédzi vlivem chromosomové translokace nebo je receptor

konstitutivné aktivovan i za nepfitomnosti ligandu (Annunziata et al., 2007).
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Obrazek 6: Klasicka a alternativni signalni draha (upraveno podle Annunziata et al., 2007)

@ \®
—MLN @ o
klasicka alternativni
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o

draha

4.5. Deregulace cyklini D

Predpoklada se, Zze deregulace cyklini D je jedna z prvnich udalosti v patogenezi MM a
MGUS. V normélnich plazmatickych bunikach nedochdzi k expresi cyklinu D1, ale v malé
mife jsou exprimovany cykliny D2 a D3. ZvySena exprese jednoho z cyklini D vede k vyssi
aktivité¢ komplexu cyklinD/CDK4/6, coz mé za nasledek fosforylaci RB1 proteinu a ptechod
bunééného cyklu z Gl do S faze. Tato interakce je regulovdna CDK inhibitory, které
pravdépodobné udrzuji nizkou proliferacni aktivitu myelomovych bunék. Predpoklada se, ze
zvySena proliferacni aktivita nekterych myelomovych bunék je disledkem dalsi deregulace
prechodu G1 faze do S faze bunééného cyklu a je povazovana za pozdni zménu v patogenezi
MM (Bergsagel a Kuehl, 2005).

Proteiny p15INK4B a p16INK4A, inhibitory CDK, byvaji u 20 -30 % ptipadii metylovany.
Metylace genli p/5 a pl6 ma za nasledek epigenetické umlceni exprese téchto gend.
Inaktivace proteinu p18INK4C, ktery je dulezity pro normalni vyvoj plazmatickych bunégk,
byva zplisobena bialelickou deleci genu p/8 (Chng et al., 2008).

Translokace zahrnujici /gH gen dereguluji pfimo cykliny D (cyklin D1 a D3) je
rozpoznana asi u 20 % ptipadl. Translokace zahrnujici MAF geny (7 % ptipadii) dereguluji
cykliny D tim, ze dochédzi k nadprodukci transkripéniho faktoru, ktery reguluje expresi
cyklini D. V piipadé t(4;14) byla zjisténa zvySend exprese cyklinu D2, ale zatim nebyl
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popsan mechanismus deregulace tohoto cyklinu (Bergsagel a Kuehl, 2005, Chng et al., 2008).
Mechanismus deregulace cyklinli D a jejich interakce s CDK inhibitory jsou znazornény na

obrazku 7.

Obrazek 7: Mechanismus deregulace cyklini D (upraveno podle Bergsagel a Kuehl,2005)

bez IgH
translokace E rc}r];]j_“ DI.:] cyklin D3

vipnuto

spusteno

4.6. Genetické systémy klasifikace MM

Moznosti analyzy genetickych zmén jak na urovni DNA tak i na Grovni RNA vedly

k vytvoteni genetickych systému klasifikace MM.

4.6.1. TC Kklasifikace

TC (translokace a cyklin D) klasifikace je zalozena na zvySené expresi jednoho
z cyklind D a na vyskytu translokaci zahrnujicich IgH gen. Tato klasifikace urcuje osm skupin
zalozenych na vyskytu primérnich IgH translokaci: t(4;14), t(6;14), t(11;14), t(14;16), na
zvySené expresi cyklini D (D1, D1 + D2, D2) a posledni skupinu vzacnych piipadt, kde

nedochazi ke zvySené expresi zddného cyklinu. TC klasifikace je shrnuta v tabulce 1.

Vyhodou tohoto klasifikaCniho systému je to, Ze je zalozen na rozdilnych

mechanismech deregulace cyklinu D, klicové udélosti v patogenezi MM. Porozuméni
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zpusoblim deregulace cyklini D mtize vést k vyvoji novych terapeutickych latek vyuzitelnych
k 1é¢bé MM.

Nevyhodou této klasifikace je, ze urcuje skupinu hyperdiploidnich pacientl jen nepiimo
a vetSina pacientll je fazena do skupiny D1 nebo DI1+D2, pficemz pro skupinu D2 je
charakteristicka vyssi proliferacni aktivita myelomovych bunék (Chng et al., 2007, Bergsagel
a Kuehl, 2005).

Tabulka 1: TC klasifikace MM

skupina | primarni translokace | typ cyklinu D ploidie frekvence progndza
11q13 t(11;14) D1 D, NH 16% dobra
6p21 t(6;14) D3 NH 3% ? dobra
4pl6 t(4;14) D2 NH >H 15% Spatna
16923 t(14;16) D2 NH 5% Spatna
D1 zadna D1 H 34% dobra
D2 zadna D2 H, NH 17% ?
D1 +D2 zadna D1 + D2 H 6% ? Spatna
bez TC zadna zadny NH 2% ? dobra

D=diploidni, H=hyperdiploidni, NH=nonhyperdiploidni

4.6.2. UAMS Klasifikace
Tato klasifikace pochazi od skupiny UAMS (University of Arkansas for Medical

Science) a je zaloZena na expresnim profilovani. RozliSuje 7 skupin MM podle exprese
specifickych genti (Zhan et al., 2006). Caste¢né se UAMS Kklasifikace piekryva s TC
klasifikaci. Zakladni poznatky a srovnani s TC klasifikaci jsou uvedeny v tabulce 2. Vyhodou
této klasifikace oproti TC klasifikaci je, Ze jasné¢ vymezuje skupinu hyperdiploidnich
pacientd. Dale dochazi k rozliSeni pacientt s t(11;14) a t(6;14) na zékladé exprese CD20, coz
ukazuje, ze pacienti s t(6;14) a t(11;14) maji témei stejny expresni a klinicky profil a stejné

reaguji na 1écbu. Skupina PR zahrnuje nejen pacienty s t(4;14), t(11;14), ale i hyperdiploidni
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pacienty. VSichni pacienti maji spoleCny znak: agresivnéjsi pribéh MM spojeny s vyssi

proliferacni aktivitou myelomovych bun¢k (Chng et al., 2007).

Tabulka 2: Srovnani UAMS a TC klasifikace

skupina | charakteristika translokace/ploidie prognéza | srovnani s TC
Texprese gend pro bunécny cyklus Mix vsech

PR a proliferaci ? Spatna skupin TC
Texprese endotelinu,

LB Lvyskyt kostnich 1ézi ? dobra D2

MS texprese FGFR3 a MMSET t(4;14) Spatna 4pl6
Texprese genl z chromosomu 3, 5,

HY 7,9,11,15,19,21 hyperdiploidie dobra D1, D1 +D2

CDh1 texprese CCND1, CCND3 t(11;14), t(6;14) dobra 11923, 6p21
texprese CD20, ostatni znaky

CD2 skupina jako CD 1 t(11;14) dobra 11923
Texprese MAF, |exprese TNF-

MF indukovanych genti t(14;16), t(16;20) Spatna 16923

4.7. Prognosticky vyznam cytogenetickych zmén u MM

Urceni cytogenetickych zmén u MM nejen umoziiuje ¢asteCny pohled na patogenezi

tohoto onemocnéni, ale také slouzi jako nezavisly prognosticky faktor. Nedavno byla

definovana vysoce rizikova skupina pacientli na zakladé kombinace cytogenetickych zmén a

klinickych parametra (tabulka 3) (Stewart et al., 2007).

Cytogenetické zmény spojené s nizkym rizikem jsou vyskyt t(11;14), t(6;14) a

hyperdiploidie. Vysoce rizikovy MM je charakterizovany vyskytem t(4;14), t(14;16), deleci

17p13, deleci / monosomii chromosomu 13 nebo nalezem aneuploidie v karyotypu (Stewart et

al., 2007, Drach, 2006). Dale se za rizikovou zménu povazuje vyskyt vice kopii oblasti

1g21/zmozeni 1q a nalez jakékoliv dalSi zmény spojené s progresi onemocnéni (sekundarni

translokace, mutace genti N-RAS a K-RAS).
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Tabulka 3: Vysoce rizikové skupiny pacienti s MM (upraveno podle Steward et al., 2007)

Vysoké riziko (25 %)

Standardni riziko *(75 %)

Jakakoliv z

nasledujicich zmén:

® t(4;14) zjisténa FISH
* t(14;16), t(14;20) zjisténa FISH
* delece 17p13 zjisténa FISH

* delece 13 nebo aneuploidie v
karyotypu
* PCLI>3,0

Nepritomnost rizikovych zmén,

jakakoliv z nasledujicich zmén:

* hyperdiploidie
*t(11;14) zjisténa FISH
* t(6;14) zjisténa FISH
* B2m < 5,5 mg/1
*PCLI< 1,0

genetickymi zménami

* Hladina B,m < 3,5 mg/l miiZe zlepSit prognézu pacientii s rizikovymi

PCLI- plasma cell labelling index (charakteristika proliferace bunék MM)
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III. CILE DISERTACNI PRACE

Cilem diserta¢ni prace bylo:

1. Vysetfeni souboru pacientt s MM, stanoveni frekvence a typu
chromosomovych zmén metodami klasické a molekularni cytogenetiky
Podrobnéjsi analyza pacientli s komplexnimi zménami v karyotypu pomoci

metody M-FISH

2. Analyza zajimavych pacientl pomoci metod CGH a arrayCGH

3. Analyza rozsahu zmnoZzeni dlouhych ramen chromosomu 1 v souboru

relabovanych a progredujicich pacientii

4. RozliSeni zmén v IgH genu a jejich molekularné cytogeneticka analyza

5. Statistické vyhodnoceni klinického vyznamu nalezenych genetickych zmén
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IV. SOUBOR PACIENTU A METODY

1. Soubor pacientii

Analyzovany soubor tvofilo 200 pacient z obdobi let 2003 az 2008, kteii byli sledovani na
III. interni klinice FN a LF UP v Olomouci a cytogeneticky vySetieni v cytogenetické
laboratoti Hemato-onkologické kliniky FN a LF UP v Olomouci. Do souboru byli zatazeni
pacienti s nové diagnostikovanym MM, pacienti v relapsu nebo progresi MM a pacienti s
MGUS. Celkové bylo vysetieno 84 zen a 116 muza ve véku od 29 do 86 let s medianem véku
63 let. Klinicka stadia pacientll byla vyhodnocena podle Durie a Salmona. U vSech pacientil
byla vySetfena KD. Procentualni zastoupeni plazmatickych bunék v KD bylo urceno
morfologicky z natéru KD. U pacientli s MGUS bylo v KD nalezeno 2 — 16 % plazmatickych
bunck (median 4 %), u pacientii s MM ve stadiu I 1,6 — 24 % (median 9,6 %), u pacientl ve
stadiu 11 1,2 — 85 % (median 18 %) a u pacienti ve stadiu III 2 — 87 % (median 28,5 %).
Opakované bylo vySetfeno 23 pacientl, 15 pacientll bylo vySetieno pii stanoveni diagnozy
MM 1 v relapsu MM, 4 pacienti v stadiu MGUS a pti pfechodu MGUS v MM, 3 pacienti pii
diagnoze MM a v progresi MM a 2 pacienti opakovan¢ v relapsech MM. Charakteristika

souboru pacientil je uvedena v tabulce 4.

2. Metody

Materidlem pro cytogenetické a molekuldrné cytogenetické vySetfeni byly nestimulované
bunky kostni dien¢.
Celkem 2 ml punktitu kostni diené byly vlozeny do RPMI media s 20 % inaktivniho
bovinniho fetalniho séra a nasledné rozd€leny na 2 poloviny: pro piimé zpracovani a pro 24
hodinovou kultivaci pfi teploté 37 °C v prostfedi 5% CO,. Kultury byly dale zpracovany
podle standardnich cytogenetickych postupt (Jarosova et al., 2003).

Cytogenetickd a molekularné cytogenetickd vySetfeni byla provadéna na zéklade

vysetrovaciho algoritmu uvedeného na obrazku 8.
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Tabulka 4: Charakteristika souboru 200 pacientti

Pocet pacientil 200
Zeny 84 (42 %)
Muzi 116 (58 %)
Vék (roky) Median 63
Rozmezi 29 - 86
IgG 126 (63 %)
IgA 44 (22 %)
BJ 24 (12 %)
Nesekrecni 2(1%)
IgD 2 (1 %)
IgM 1 (0,5 %)
Typ lehkého fetézce M-Ig Kappa 131 (65,5)
Lambda 68 ( 34 %)

Cisté nesekreéni 1 (0,5 %)

Stadium (Durie Salmon)

MGUS 16 ( 8 %)
1.30 (15 %)
IL 71 (35,5 %)
1L 83 (41,5 %)

Stav nemoci v dobé vySetieni

Diagnéza MGUS 16 (8 %)
Diagnoza MM 152 (76 %)
Progrese MGUS—MM 4 (2 %)
Progrese MM 10 (5 %)
Relaps MM 18 (9 %)

Obrazek 8: Schema postupu vysetieni pacienti s MM

Zakladni vysetfeni

FISH bez
RB1 +c15 5P {prestavby =
g

-7
SH

pirestavba *

Identifikace zmén

SlozZitdjsi prestavby

() Com

FISH k
urceni

translokace

CG=klasicka cytogeneticka analyza
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2.1. Klasicka cytogeneticka analyza
Bylo hodnoceno nejméné 20 metafazi, z toho 10 karyotypovano pomoci softwaru IKAROS

(MetaSystems Althusheim, Némecko). Chromosomy byly hodnoceny podle kritérii ISCN
2005 (Shaffer et al., 2005). Za abnormalni klon byl oznacen nalez dvou a vice metafazi se
stejnou strukturni abnormalitou nebo se stejnymi nadpocetnymi chromosomy a nalez tii a vice

metafazi s deleci nebo chybénim stejného chromosomu.

2.2. Metoda FICTION

Bunécné suspenze kostni diené fixovana v metanol:octové kyseliné (3:1) byla pievedena do
fixace 96% etanolu nésledujicim postupem. Suspenze byla centrifugovéana, supernatant byl
odstranén, pelet byl pfevrstven 96% etanolem a nésledné fixovan 15 min pii pokojové teplotc.
Suspenze bunék byla znovu centrifugovana a byl zopakovan postup fixace etanolem. Takto
upravené¢ suspenze bunc¢k byly nakapany na skla, ktera byla nésledn¢ obarvena za
ucelem rozliSeni populace klonédlnich plazmatickych buné€k pomoci protilatky proti lehkym
fetézcim M-Ig (anti-human kappa nebo lambda chain) konjugované s 7-amino-4-
metylkumarin-3-octovou kyselinou (AMCA) (Vector Laboratories Burlingame, USA).
Fluorescencni signal byl zesilen protilatkou (anti-goat) konjugovanou s AMCA (Vector
Laboratories Burlingame, CA). Preparaty byly nasledn¢ omyty v PBS pufru (fosfatovy
balancovany roztok) a dehydratovany vzestupnou alkoholovou fadou (70%, 80%, 90%, 96%
etanol) (Ahmann et al., 1998, Fonseca et al., 2002).

Pro vySetfeni metodou FICTION byly pouZity centromerické a genové sondy (Abbott
Molecular, Des Plaines, IL, USA). Pro urceni delece v oblasti 13q14, kde je lokalizovan RBI
gen, byla pouzita sonda LSI RB1 SO (SO = sonda znacend fluorochromem SpectrumOrange).
Prestavby IgH genu byly vySetfeny sondou LSI IgH Dual Color, Break Apart Rearrangement
a po zjisténi prestavby byly pro identifikaci partnerskych genti pouzity nasledujici sondy: LSI
IgH/CCNDI1 Dual Color Dual fusion, IgH/FGFR3 Dual Color Dual Fusion, LSI IgH/MAF
Dual Color Dual Fusion. K uréeni nejcastéjSich trisomii byly pouzity centromerické sondy:
Cep 7 SO, Cep 9 SO, (SG = sonda znacena fluorochromem SpectrumGreen), Cep 11 SG,
Cep 15(satelite III) SG a Cep 17 SG. Pro podrobnéjsi analyzu vybranych zmén byly déle
pouzity sondy: ON 1q21/1p36 (Kreatech, Amsterdam, Nizozemsko), 1qTEL, 13q34, 14qTEL
(Abbott Molecular) a TCR A/D (Dako, Stockholm, Svédsko).

Hybridizace byla provedena podle ndvodu vyrobce sondy a preparaty byly hybridizovany pii
37 °C ptes noc. Po omyti skel v sérii mycich roztokti byla sucha skla zamontovéana do roztoku
Antifade (Kreatech, MP Biomedicals, CA) a nasledn¢é analyzovana pomoci fluorescen¢niho

mikroskopu a programu ISIS (viz kapitola 2.8.)
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2.3. Priprava BAC sond

Pro mapovani chromosomové oblasti 1q byly pouZzity BAC (bacterial arteficial chromosome)
sondy piipravené na pracovisti kultivaci BAC klonti. BAC klony byly ziskany z BAC
knihovny od prof. M. Rocchi z University v Bari, Italie.

BAC klony byly kultivovany za standardnich podminek pii 37 °C a ptitomnosti selekéniho
¢inidla (antibiotikum chloramfenikol ve vysledné koncentraci 12,5 ug/ml kultivacniho
media). Transportni kultury byly vysety na agar6zové plotny a kultivovany ptes noc. Jedna
kolonie byla odebrana a pteoCkovana do 4 ml tekut¢ého LB media a kultivovana 6 hodin.
700 pl této kultury bylo pieneseno do 300 ml glycerolu za ucelem vytvoieni zasobni kultury,
ktera je dlouhodobé¢ uchovana pfi teplote -78 °C. Ze 4 ml kultury bylo piteo¢kovano 100 pl do
25 ml tekutého LB media a kultivovano pies noc (celkem 3 x 25 ml kultury). Vysledny objem
(75 ml) kultury byl centrifugovan a pelet byl pouzit pro izolaci plazmidové DNA.

Plazmidova DNA byla izolovana kitem QIAGEN plasmid midi kit (QIAGEN Hilden,
Némecko). Kvalita DNA byla ovéfena gelovou elektroforézou a koncentrace DNA byla
zjiSténa pristrojem Nanodropl1000. DNA byla pomoci metody random priming (BioPrime
Array CGH Genomic Labeling Module; Invitrogen) znacena fluorochromy SpectrumGreen a
SpectrumOrange (Abbott Molecular). Specifita takto pfipravenych sond byla ovéfena na

normalnich metafaznich chromosomech.

2.4. Metoda FICTION s BAC sondami

Ptipravené BAC sondy byly pouzity k mapovani rozsahu zmnoZeni genetického materialu na
dlouhych ramenech chromosomu 1 u pacientli v relapsu a progresi MM, u kterych bylo
pomoci komeréné dodavané sondy ON 1q21/1p36 (Kreatech) zjisténo vice kopii oblasti 1q21.
Na zaklad¢ vysledki metod CGH/arrayCGH bylo vybrano 6 kloni z BAC knihovny
pokryvajici geny: SF3B4, MCLI, IRTAI, ASPM, ARFI. Stru¢na charakteristika a lokalizace
téchto genti na chromosomu 1 je uvedena v tabulce 5.

Skla s buné€nou suspenzi KD pacienti s MM byla pfipravena standardnim zplisobem
pro metodu FICTION. BAC sondy byly denaturovany pfi teploté 80 °C po dobu 8 minut.
Vzdy pfi hybridizaci byla kombinovédna sonda znac¢ena fluorochromem SG a sonda znacena
fluorochromem SO. Stejn¢ jako metody FICTION bylo u kazdého pacienta hodnoceno

minimdlné 50 imunofluorescencné znacenych plazmatickych bune¢k.
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Tabulka 5: Stru¢né charakteristika vybranych gent

Gen lokalizace | Stru¢na charakteristika

SF3B4 1q21.2 | Uast na sestiihu RNA

MCLI 1g21.2 | Antiapoptoticky protein ptibuzny BCL2

IRTA 1 1g23.1 Imunoglobulin-like receptor exprimovany na povrchu B-lymfocyt

ASPM 1q31.1 Gen odpovédny za spravnou funkci mitotického vieténka

ARF' 1 1q42.2 | Gen dulezity pro vezikularni transport a aktivaci fosfolipazy D

2.5. Metoda FISH

Klasicka metoda FISH byla pouzita u pacienti s chromosomovou zménou v karyotypu
(v€etné pacientil s komplexnimi zménami) k ovéteni a blizsi charakterizaci nalezené zmény.
Byly pouzity genové a centromerické sondy (Abbott Molecular) a celochromosomové sondy
(MetaSystems a Cambio, Cambridge, Velka Britanie). Z bunééné suspenze fixované
v metanol:octové kyseliné (3:1) byly pfipraveny preparaty, které¢ byly vystaveny plsobeni
RNazy. Hybridizace byla provedena podle navodu vyrobce sondy a preparaty byly
hybridizovany pti 37 °C pies noc. Po omyti skel v sérii mycich roztok byla sucha skla
zamontovana do roztoku DAPI (Abbott Molecular) a néasledné analyzovdna pomoci

fluorescenéniho mikroskopu a programu ISIS (viz kapitola 2.8.)

2.6. Metoda mnohobarevné FISH (M-FISH)

Metoda M-FISH byla pouzita pro ptfesné uréeni chromosomovych zmén u pacientl
s komplexnim karyotypem (Jarosova et al., 2003) . Preparaty byly hybridizovany 72 hodin
s kitem 24XCyte DNA Probe (MetaSystems) podle navodu vyrobce. Vysledek hybridizace

byl vyhodnocen pomoci fluorescen¢niho mikroskopu a programu ISIS (viz kapitola 2.8.)

2.7. Metoda komparativni genomové hybrodizace (CGH)

Metoda CGH byla provedena u vybranych pacientl s vyS$im zastoupenim klonélnich
plazmatickych bun¢k v kostni dieni a dostupnou DNA (ziskanou izolaci z KD nebo z bunééné
suspenze fixované v metanol:octové kyseling¢). Metoda CGH byla provedena podle navodu

vyrobce. Hranice normalniho nélezu byly stanoveny na 0,75 (dolni hranice) pro ztraty
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genetického materialu a 1,25 (horni hranice) pro zmnozeni genetického materidlu.
Chromosomy a chromosomové oblasti mimo hranice normalniho nélezu byly povazovéany za
nebalancované zmény v nddorovém genomu. Oblasti telomer a heterochromatinové oblasti

byly z analyzy vylouceny (Jarosova et al., 2001).

2.8. Hodnoceni vSech fluorescen¢nich metod
Vsechny metody byly hodnoceny pomoci fluorescenéniho mikroskopu vybaveného

pfislusnymi fluorescenénimi filtry a CCD kamerou a analyzovany pomoci softwaru ISIS
(MetaSystems). U metody FICTION bylo u kazdého pacienta hodnoceno minimaln¢ 50
imunofluorescenéné znacenych plazmatickych bunék. Hrani¢ni hodnota pozitivity pouzitych
sond (cut-off level) byla stanovena na 20 %.

U metody FISH s centromerickymi a genovymi sondami bylo hodnoceno 300 bungk.
Hrani¢ni hodnota pozitivity pouzitych sond (cut-off level) byla shodnéd s hodnotou falesné

pozitivity uvadéné vyrobcem dané sondy.

2.9. Metoda array komparativni genomové hybridizace
(arrayCGH)

U pacientii s vy$§im zastoupenim klondlnich plazmatickych bunék v KD a dostupnou DNA
byla provedena metoda arrayCGH. Byly pouZity Cipy obsahujici ~3,500 BAC klond
pochazejici z Welcome Trust Sanger Institute. Cipy byly vyrobeny v Leiden University
Medical Center (LUMC) Nizozemi mapujici lidsky genom s rozliSenim pfiblizné¢ 1 Mb
(Knijnenburg et al., 2006). Testovana a referencni DNA byly nazna¢eny pomoci random
prime labeling system (BioPrime Array CGH Genomic Labeling Module; Invitrogen) za
pouziti Cy3- and Cy5-znacenych dCTPs (Amersham Biosciences). Ptiprava fluorescencéné
znacené sondy a prehybridiza¢ni uprava skel byly provedeny standardnimi postupy s mirnou
modifikaci (Fiegler et al., 2003). Hybridizace a posthybridiza¢ni promyti bylo provedeno
pomoci pristroje Tecan HS 400 Pro Hybridization Station (Tecan, Mannedorf, Switzerland).

Vysledek byl hodnocen pomoci softwaru GenePix Pro 6.1 (Axon Instruments). Z intenzit
signalt byl vytvotfen primér, ktery byl nasledné¢ hodnocen programem Microsoft Excel 2000
a body s primérnymi hodnotami mimo 20 % interval spolehlivosti byly z analyzy vylouceny.
Nebalancované zmény genomu byly urceny na zakladé log2 pomérid pramérnych hodnot
signal. Chromosomy nebo jejich ¢asti byly povazovany za zmnoZené nebo deletované,

pokud se vyskytovaly mimo + 0.3 interval log2 pomért.
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2.10. Statisticka analyza

Statisticka analyza byla provedena s cilem porovnat celkové pfeziti souboru pacientl
podle rozdéleni do prognostickych skupin. Jako udalost je brdno umrti z jakékoli pficiny.
V analyze byl bran ohled na typ 1écby, zda byl pacient 1é¢en HD chemoterapii a nasledné

ASCT nebo rezimy KT. Do analyzy byli zafazeni jen nové diagnostikovani a 1é€eni pacienti.

Statisticka analyza byla provedena pomoci programu MedCalc verze 10

(http://www.medcalc.be/). Vysledkem statistické analyzy jsou Kaplan-Maierovy kiivky

pfeziti. Za statisticky vyznamny byl bran rozdil na hladin¢ vyznamnosti nizsi nez 0,5.
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V. VYSLEDKY

1. Vysledky cytogenetickych analyz u pacienti s MGUS

1.1. Klasicka cytogeneticka analyza
Celkové bylo vysetfeno 16 pacientt s MGUS, ztoho 4 pacienti opakované v pfi

pirechodu MGUS v MM. Pomoci G - pruhovani nebyly prokazany zmény u zadného pacienta,

u 2 pacientli nebyla klasicka cytogenetickd analyza uspésna.

1.2. Metoda FICTION

1.2.1. Delece RB1I genu (13q14)
Delece RBI genu byla nalezena u 6 pacienti (37,5 %). U 4 pacientl byla delece RBI

genu nalezena v kombinaci s trisomii alespont jednoho z vySetfovanych chromosomu. U 1
pacienta byla prokazana delece RBI spolecné s parcialni deleci 3’konce IgH genu. U 1

pacienta byla prokazéana tato delece spolecné s vyskytem 3 kopii oblasti 1g21.

1.2.2. Zmény v IgH genu
Zmény v IgH genu byly nalezeny u 3 pacientt (18,8 %). Piestavba IgH genu spole¢né

s trisomii chromosomil 7, 9 a 15 byla nalezena u 1 pacienta. U tohoto pacienta se nepodafilo
identifikovat partnersky gen zahrnuty do translokace s IgH genem (jako partnerské geny byly
vylouceny geny CCNDI, FGFR3, c-maf). U 1 pacienta byla prokdzana parcialni delece
5'konce IgH genu a u dalSiho pacienta byla prokdzana parcialni delece 3" konce IgH genu

spole¢né s deleci RBI genu.

1.2.3. Trisomie chromosomii
Trisomie alespon jednoho z 5 vySetfovanych chromosomil byla nalezena u 10 pacientl

(62,5 %), z toho u 4 pacientl byla soucasné nalezena delece RB/ genu. U 1 pacienta byla
nalezena trisomie chromosomi 7, 9 a 15 spolecné s ptestavbou IgH genu. Trisomie dvou
chromosomil byly nalezeny u 6 pacientti, u 3 pacientli byla nalezena trisomie tfi chromosomu
a jednoho pacienta byla nalezena jen trisomie jednoho chromosomu. Nejcastéji byla nalezena
trisomie chromosomu 7 (8 pacientil). Méné Casto byla nalezena trisomie chromosomii 9, 11 a

15 (4 pacienti). Trisomie chromosomu 17 byla prokdzana u jednoho pacienta.
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1.2.4. Vyskyt vice kopii oblasti 1q21

Na pfitomnost vice kopii oblasti 1q21 bylo vySetfeno 7 pacientl (z toho 4 pacienti, u nichz
doslo k vyvoji MM z MGUS). U 2 pacientii byl prokazan vyskyt 3 kopii oblasti 1q21. U
jednoho pacienta byla prokazana trisomie chromosomu 1 a pfi opakovaném vysetfeni jiz byly
nalezeny jen 3 kopie oblasti 1g21. U vSech pacientd, u kterych byla nalezena zména v poctu

kopii oblasti 121 nebo trisomie chromosomu 1, doslo k vyvoji MM z MGUS.

1.2.5. Pacienti bez nalezenych zmén
U 3 (18,8 %) pacientli nebyla nalezena trisomie Zadného chromosomu a u téchto

pacientl se nepodafilo prokazat ani vyskyt zadné jiné vySetfované zmény.

1.2.6. Opakované vysetieni pacienti s MGUS

Ctyfi nemocni s MGUS byly vySetfeni opakované i pii vyvoji MGUS do MM. U Zadného
pacienta nebyla nalezena zména v karyotypu ani pfi vyvoji MM z MGUS. U 3 pacienti byly
zjisténé stejné zmény v obou vySetfenich, z toho u 2 pacientii doslo k vyraznému zvySeni
poctu patologickych bun¢k s nalezenou zménou. U jednoho pacienta byla nalezena trisomie
chromosomu 1 v prvnim vySetieni a pfi opakovaném vySetfeni byly nalezeny jen 3 kopie

oblasti 1g21. Vysledky opakovanych vysetieni 4 pacientii jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Zastoupeni chromosomovych zmén u opakovan¢ vysetfenych pacienta

Zména Pacient 1 Pacient 2 Pacient 3 Pacient 4
MGUS | MM MGUS MM MGUS MM MGUS | MM
RBI1 NP NP 26 % 90 % 94 % 98 % 96 % 96 %
IgH 70 % 78 % NP NP NP NP NP NP
trisomie | 32 % 64% 30 % 90 % 94 % 98 % NP NP
(+15) (+15) | (+9,+11) | (+9,+11) | (+7,+15) | (+7,+15)
1921 +1 3 kopie | 3kopie | 3 kopie NP NP 3 kopie | 3 kopie

NP= neprokazano
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2. Vysledky cytogenetickych analyz u pacienti vySetfenych v dobé
diagnozy MM

V dobé diagnézy MM bylo vySetieno 156 pacientli, z toho u 4 pacientli byl zaznamenan
pfechod z MGUS do MM a u 1 pacienta vznik MM z doutnajiciho myelomu.

2.1. Klasicka cytogeneticka analyza

Pomoci G-pruhovani byly zmény odhaleny u 33 pacientd (22 %). Hyperdiploidie a
polyploidie byly nalezeny u 10 pacienta (6,6 %), komplexni piestavby byly nalezeny u 12
pacientil (8 %). Vysledky klasické cytogenetické analyzy pacientli s komplexnim karyotypem
jsou uvedeny v tabulce 7. U 11 pacienti (7,3 %) byla nalezena jina jednoduch4a zména
v karyotypu. Jednotlivé zmény jsou uvedeny v tabulce 8. Normalni karyotyp byl nalezen u

127 pacientii (57 %) a u 52 pacientl (23 %) nebyla klasicka cytogenetickd analyza uspésna.

Zmény v karyotypu byly nalezeny u pacienti ve vSech stadiich, u pacientti ve stadiu 1.
byly nalezeny hyperdiploidie a jednoduché zmény v karyotypu. Komplexni zmény byly

nalezeny u pacientl ve vyssich stadiich (II a III).

2.2. Metoda M-FISH
Metoda M-FISH byla provedena u 8 pacientti s komplexnim karyotypem. Vysledky

metody M-FISH u pacienti s komplexnim karyotypem jsou uvedeny v tabulce 8 a ukazka
vysledku metody M-FISH na obrazku 9. U 5 pacientl byla prokazana zména chromosomu 1
(nebalancovana translokace zahrnujici dlouh4 ramena chromosomu 1), z toho u 4 pacientti byl
nalezen derivovany chromosom 18 der(18)t(1;18). U dalSich 2 pacientli byla prokazéna také

zména chromosomu 1, kterd vSak nezasahovala pruhy 1921 ani 1p36.
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Tabulka 7: Ptehled nalezenych zmén metodami klasické cytogenetiky a M-FISH

piiiselr‘l’ta Klaswk:az:ii;nmka ) M-FISH + FISH karyotyp

24. 47,XY,+mar[2]/57-58,XY, neprovedena
+2,46,+7,-8,-11,14,+15,-16,
+18,+19,+19,+22,
+2-3mar[cp3]/46,XY[23]

30. 43-46,XX,-13,-14,+1-3mar 44, XX, der(7)t(1;7)(7;9722),-13,-14[3]

[cp6]/46,XX[2]

51. 53-55,+15,+16,+18,+20,+21, +22, | Neprovedena
+4mar[3]/46,XY[12]

56. 55-58,XX.komplex.zmény [cpll]/ | neprovedena
60-120 [6]/46,XX[14]

73. 46-55,XX, +5 mar[cp4]/ neprovedena

46,XX[4]

83. 54-55,XX,der(3),+der(3),+5, 55,XX,der(3)t(3;X)(q?26;q?),+der(3)t(3;X),(q?26;q?),
IgetZJ%zr(ig)?ﬁ?r(; ; ’)[’7] / +5,46,4749,11,+15,der(16)t(4;16)(2q:2q),+17,

46,XX[3] der(18)t(11;18)(q?22;p?11),+19[31/46,XX[4]

104. 68-82,XY komplex.zmény, 70, XY, +X,+1,+2,+2,+3,+3,t(4;14)(p16;q32)+4,+5,+6,+7,+8,+9,+10,+11,
3-5mar[cp9]/46,XY[13] +12,+15,+15,+16,+17,+17,der(18)t(1;18)(q?12;q?22),der(18)t(1;18)

(9?12;q722)t(18;19)(p?;q?),+der(18)t(1;18)(q?12;q?22)
t(18;19)(p?;q?),+20,+20,+21[31/46,XY[2]

124. 49-51,XX,+der(1),-2,+3,+9, 49,XX,der(2)t(1;2)(q?12;q?32),+3,+7,+der(9)t(9;19)
?der(11),+2-4mar[cp3])/ 52,X,- (p?13;q?13),+15,der(18)t(1;18)(q?12;q?22),+der(19)
X,+der(1),-2,+3,747,+9,-11,-13, - t(9;19)(p?13;q?13),-22[31/52,X,-X,der(2)t(1;2)
14,+15,+21, (9?12;q?32),+3,+7,+der(9)t(9;19)(p?13;q?13),+15,
+4mar[cp3]/ 46,XX[2] +15,der(18)t(1;18)(q?12;q?22),+der(19) t(9;19)

(p?13;9?13),+21[2]/46,XX[2]

161. 50-52,XY komplexni 51,XY,der(1)t(1;8)(p?13;q?),der(2)t(1;2)(q?21;q?31),+5,
Zmény[cpl4)/46,XY[1] der(8)(1;8)(q?21:p?21),49,+11,-13,+15,del(17)(p13),+19,

+21,der(22)t(7;22)(?q;p?13)[3]

183. 46,XX[201/47,XX,?der(1),- 47 XX ,-1,-4,+5,4+7,1(8;22)(q?24;q?13),+9,-13,der(16)
‘l‘g;d;g;z)lgqfeﬁg)’ﬂﬂ 5. | 10516)0@?12:2).der(18)t(1518)(q?12:q223), +19[3)
18,-22,+4mar  [11/50,XX,der(4),? | 49, XX der(4)t(4;11)(p?12;q?),+5,+7,1(8;22)(q?24;q?13)
*7.-8,2del(13),+14,-18 +4marl 1] +9,-13,der(16)t(1;16)(q?12;q?),der(18)t(1;18)(q?12;q?23),+19[3}/

49,XX,+5,+7,1(8;22)(q?724;q?13),+9,-13,der(16)t(1;16)
(9?12;q?),der(18)t(1;18)(q?12;q?723),+19[3]/46,XX][3]

197. 53,XX,der(1),?+3,der(6),?+9, 54,XX,der(1)ins(1;10)(q?31;2q),+3,t(4;8)(p?14;q?24),der(6)ins(6;7)
24+10,+11,+15,2+19,2+20, (2q21;2q),+der(7)del(7)(p?),der(8)t(8;19)(p?21;q?12),+9,+der(10)
+mar{4]46,XX[2] 1(5;10)(p?;p?),2dic(11;20)(p11;p11),+11,+15,der(16)t(11;16)

(7p;q?24)der(18)t(10;18)(?q;q?),+19,+21[3]46,XX[5]

200. 46-49,X,-Y,-1,+7,-10,2+19, 49.X,-Y,der(1)t(1;16)(q?12;q?)ins(1;8)(q?12;q?),

+3-6mar|cp4]/46,XY[4]

der(3)t(3;17)(p?:;q?),+der(3)t(3;19)(p?12;q?),+der(5)t(5;10)
(q?21;q?),der(MHt(X;7)(?q;p?12),-8,+der(9)t(9;16)(p?;q?),-10,+11,
13,+15,-16,+18,+19,+21,der(22)t(1;22)(q?12:q?13)[31/46,XY[5]
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Tabulka 8: Piehled jednoduchych zmén v karyotypu

Typ zmény Pocet pacientil
Ztrata chromosomu Y u muzi 6
Delece 6q 1
Delece 1q 1
22ps+ 1
Add(1p) 1
1 — 2 marker chromosomy 1

Obrazek 9: Ukazka vysledku metody M-FISH (pacient 104)
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2.3. Metoda FICTION

2.3.1. Delece RB1 genu (13q14)
Delece RBI genu byla celkem nalezena u 88 pacientt (56,5 %). U 57 (36,5 %) pacientl

byla delece RBI genu nalezena spolecné se zménou v IgH genu (delece, duplikace nebo
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piestavba IgH genu). Podrobné¢ bude tato skupina pacientli popsdna v ¢asti vénované zménam
IgH genu. U 31 (20 %) pacientl byla nalezena delece RB1, ale nebyla prokazana zména v IgH
genu. U 27 ztéchto pacientli byla prokdzéna trisomie jednoho nebo vice chromosomi a
podrobnéji bude tato skupina zminéna v ¢asti vénované trisomiim chromosomt. U 4 pacientl
byla prokdzéna jen delece RBI genu bez piitomnosti zmény v /I[gH genu a trisomii

vySetfovanych chromosomti.
Procentualné byla delece RB/ genu zastoupena v myelomovych bunikdch v rozmezi

34- 100 % (median 92 %).

2.3.2. Zmény v IgH genu

Za zmény v IgH genu jsou povazovany translokace, delece (parcialni nebo celé kopie
IgH genu), duplikace casti a vyskyt 3 kopii /gH genu. Zmény v IgH genu byly zjiStény u 87
pacientil (56 %). Pfestavba IgH genu byla celkové zjiSténa u 46 (30 %) pacientli. U n¢kterych
pacientl s prestavbou /gH genu byly soucasné zjistény jest¢ dalSi zmény v IgH genu, které
jsou uvedeny v tabulce 9. U 32 (20,5 %) pacientil byly zjistény pouze zmény v IgH genu jako
jedind zména v genomu a u 55 (35 %) pacientli byly zmény v IgH genu nalezeny spole¢né
s deleci RB1 genu. Procentudlné byly zmény v IgH genu zastoupeny v myelomovych buiikach
v rozmezi 40 -100 % (median 90 %). Typ zmény v IgH genu a vyskyt delece RBI genu jsou

uvedeny v tabulce 10.

Tabulka 9: Typy zmén v IgH genu

Typ zmény v IgH genu Pocet pacient
Prestavba bez dalSich zmén 36

Prestavba + parcialni delece 3

Prestavba + parcialni duplikace 3

Ptestavba + pocetni zmény 3

Prestavba obou alel 1

48



Tabulka 10: Spole¢ny vyskyt zmén v /gH genu a delece RB1 genu

Delece RBI genu Delece RBIgenu neprokazana
Typ zmény v IgH genu
Pocet pacientt Pocet pacientli
Ptestavba 29 17
Parcialni delece 3 konce 7 3
Parcialni delece 5 konce 6 4
Delece cel¢ jedné kopie 11 2
Parcialni duplikace 3 konce 2 3
Parciélni duplikace 5'konce 0 1
3 kopie 0 2

Pacienti s piestavbou /gH genu byli dale vySetfovani s cilem identifikovat partnersky
gen zahrnuty do translokace s IgH genem. U 16 (10,3 %) pacientli byla prokdzana t(11;14).
Mezi pacienty s t(11;14) bylo 7 pacientt, u kterych byla nalezena t(11;14) spole¢né s deleci
RBI genu. U 1 pacienta byla t(11;14) soucasti komplexnich piestaveb karyotypu a u tohoto
pacienta byla zjiSténa piestavba IgH genu soucasné s dalSimi po¢etnimi zménami tohoto genu.
Prestavba IgH genu a soucasné pocetni zmény tohoto genu byly nalezeny u 1 pacienta. U 8

pacientil byla t(11;14) nalezena jako jedind zména.

U 20 (12,8 %) pacientti byla zjisténa t(4;14). U 15 z 20 pacientd byla souc¢asné nalezena
delece RBI genu. Mezi témito pacienty byli 4 pacienti s piestavbou IgH genu a dalSimi
zménami v tomto genu (3 s prestavbou a parcialni duplikaci a 1 s pfestavbou a pocetnimi
zménami IgH genu) a 5 pacientl, u kterych byla jesté zjisténa trisomie chromosomu 15 (z
toho u 3 pacientli byla prokdzana delece RBI genu). U 2 pacientl st(4;14) a trisomii

chromosomu 15 (z toho u jednoho jeste s deleci RBI genu) byl prokazan komplexni karyotyp.

U 4 (2,6 %) pacientli byla prokdzana t(14;16), u jednoho pacienta byla prokazana
pfestavba obou alel IgH genu. U 3 pacientll byla prokdzana t(14;16) spolecné s deleci RBI

genu (a jesté u 1 pacienta spolecné s trisomii chromosomu 15).

U 6 (4 %) nebyla prokazana zadnad z vySe uvedenych translokaci, coz znamend, ze

partnersky gen zahrnuty v translokaci s IgH genem nebyl urcen. U 4 pacientd byla pfestavba
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IgH genu nalezena spolecné s deleci RB/ genu a jesSté¢ u 1 pacienta byla zjiSténa parcialni
delece 5'konce IgH genu. U 2 pacientd, u kterych nebyla nalezena delece RBI genu byly
prokdzany trisomie chromosomt 9, 11 a 15. U 2 pacientl s prokdzanou deleci RB/ genu byla
jeste prokazana delece MAF genu (16q23), ktery je jinak zahrnut v t(14;16), z toho u jednoho
pacienta byl prokazan komplexni karyotyp.

U 34 (22 %) pacientl byla zjiSténa delece v IgH genu. Delece celé jedné kopie IgH genu byla
prokdzana u 12 pacientd, z toho u 10 pacientli spolecné s deleci RB/ genu. U 8 z 10 pacientli
s deleci IgH a RBI genu byly prokdzdny monosomie chromosomii 13 a 14. U zbyvajicich
dvou pacientl byla prokédzdna monosomie chromosomu 13 a delece chromosomu 14, ktera
vSak nezahrnovala gen TCR A/D (14ql1). U jednoho pacienta, u kterého nebyla prokazana
delece RB1 genu, byla prokdzidna monosomie chromosomu 14 a u druhého pacienta byla

prokézana delece chromosomu 14, kterd nezahrnovala gen TCR A/D.

U 10 pacientli byla nalezena delece sekvenci pfilehlych k 3°¢asti /gH genu a u 7 z téchto
pacientll byla nalezena delece RBI genu. VSichni pacienti byli vySetfeni na piitomnost
t(4;14), t(11;14), t(14;16). U péti pacientli byla prokdzana translokace: u 3 pacientii t(4;14) au
2 pacienti t(11;14). U jednoho pacienta s t(11;14) byl zjistén komplexni karyotyp. Na
obrazku 10 je ukazan ptihlad delece sekvenci ptilehlych k 3'¢asti IgH genu a t(4;14) zjisténé
metodou FICTION, ktera ma atypicky vzorec signala.

U 10 pacientli byla nalezena delece zahrnujici 5 oblast (telomerickou) genu IgH, z toho u 6
pacientll v kombinaci s deleci RB/ genu. Tito pacienti byli vySetieni na pfitomnost trisomii
(kromé jednoho pacienta, ktery nebyl vySetfen kvili nedostatku materidlu). Jen u 2 pacientt
nebyla prokdzana trisomie Zadného z vySetiovanych chromosomd, ale jednalo se o pacienty

s prokazanou deleci RBI genu.

2.3.3. Trisomie chromosomu
Vysetfeni na pfitomnost trisomii chromosomt 7, 9, 11, 17 bylo provedeno u pacientd, u

kterych nebyla nalezena delece RBI genu ani zmény v IgH genu jiné nez delece 5 konce
tohoto genu, u pacientd s deleci RBI genu beze zmén v IgH genu dale u pacientl, u kterych
byla v zakladnim vySetfeni nalezena trisomie chromosomu 15 nebo 3 signaly pro /gH gen,

ptipadné vice kopii signélii pti vySetfovani translokaci.

Celkové byla nalezena trisomie alespoil jednoho chromosomu u 77 pacientii (49 %). Jen u 26
pacientd vSak byly trisomie zjistény jako samostatna zména. V tabulce 11 jsou uvedeny dalsi

zmény zjisténé u pacientd s trisomiemi.
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Obrazek 10: Ukazka delece sekvenci prilehlych k 3°¢asti IgH genu a t(4;14) s deleci sekvenci

ptilehlych k 3°¢asti IgH genu

Tabulka 11: Piehled vyskytu dalSich zmén u pacientl s trisomiemi

Dalsi zmény

Pocet pacientl

Bez dalSich zmén 26
Delece RB1 22
Komplexni ptestavby 10
Parcidlni duplikace 3" konce IgH genu 2
Parcialni duplikace 3" konce IgH genu a delece RBI genu 2
Parcialni duplikace 5" konce IgH genu 1
Parcidlni delece 5" konce IgH genu 4
Parcialni delece 5" konce IgH genu a delece RB1 genu 4
3 kopie IgH genu 2
Prestavba IgH genu bez urceni partnerského genu 2
t(4;14) a delece RB1 genu 1
3 kopie RBI genu 1

Nejcasteji byla nalezena trisomie chromosomtl 9 a 15, méné Casto trisomie chromosomtl

7 a 11 a ve velmi malé mife trisomie chromosomu 17. Nejvice pacientii mélo trisomie 2 a 3

z 5 vySetfovanych chromosomil. Zastoupeni jednotlivych trisomii je vyobrazeno v grafech 1 a
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2. U 1 pacienta byla nalezena monosomie jednoho z vySetfovanych chromosomu (chromosom
17). U 3 (2 %) pacientli nebyla nalezena trisomie zddného chromosomu a u téchto pacientii se
nepodafilo prokéazat ani vyskyt zadné jiné z vySetfovanych zmén.

wevr

Graf 1: Zastoupeni nej€astéjSich trisomii chromosomti
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3.3.4. Zmény v poctu kopii 1q21

V dobé¢ diagnézy MM bylo na ptitomnost vice kopii oblasti 1g21 vySetfeno 53 pacienti.
Vice kopii oblasti 121 (3-5 kopii) bylo nalezeno u 23 pacienti (43 %). U 3 pacientii byla
prokazana trisomie chromosomu 1 a u 1 pacienta tetrasomie chromosomu 1. U 1 pacienta byla
nalezena delece oblasti 1q21. U vSech pacientil s vice kopiemi oblasti 1q21 byly nalezeny

dalsi chromosomové zmény, které jsou uvedeny v tabulce 12.

Tabulka 12: Piehled vyskytu dalSich chromosomovych zmén u pacienti s vice kopiemi

oblasti 1q21

Chromosomova zména Pocet pacientl
Komplexni prestavby 5

Polyploidie 12

t(4;14) 2

t(4;14) + delece RBI genu 1

t(11;14) + delece RBI genu 1

Monosomie chromosomi 13 a 14 1

Delece RBI genu 1

2.3.5. Ztrata chromosomu Y

U 6 pacientil v dob¢ stanoveni diagnézy MM byla prokazéana v klasické cytogenetické
analyze ztrita chromosomu Y. Tito pacienti byli vySetfeni metodou FICTION
s centromerickymi sondami pro chromosomy X a Y s cilem zjistit, zda ztrata chromosomu Y
bude nalezena pouze v myelomovych buitkach. Celkem bylo hodnoceno 250 bunék, z toho 50

bun¢k myelomovych. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 13.

2.4 Vysledky metody CGH a arrayCGH
V dobé stanoveni diagn6zy MM bylo metodou CGH vySetfeno 5 pacientll a 2 pacienti byli

vySetfeni metodou arrayCGH. Ob¢é metody odhalily mnozstvi nebalancovanych zmén
v genomu pacientll s MM, zejména opakujici se trisomie chromosomi 5, 7, 9, 11 a 15, dale
zmozeni dlouhych ramen chromosomu 1 a monosomii chromosomu 13. Ukézka CGH profilu

je uvedena na obrazku 11. Vysledky vySetienych pacientl jsou uvedeny v tabulce 14.
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Tabulka 13: Ztrata chromosomu Y u muzl zjisténd metodou FICTION

Cislo Myelomové bunky Ostatni bunky

pacienta XY (%) X0 (%) XY (%) XO (%)
8 100 0 71 29

32 16 84 45 55
74 100 0 63 37
109 0 100 67 33
166 100 0 88 12
186 87 13 82 18

Obrazek 11: Ukazka CGH profilu (pacientka 14)
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Tabulka 14: Vysledky vySetfeni metodou CGH a arrayCGH

Cislo Metoda Vysledek
pacienta

14 CGH rev ish enh(1ql1qter,6p21.1pter,9,14,15,21)

33 CGH rev ish enh(5,7,9,11,15), rev ish dim(13,16q11.2qter,X)

36 CGH rev ish enh(4q13.3q28,6q12q23.3,9p12p13,9q21.1¢22.1)
rev ish dim(11q12q22.3,12p11pter,14q23qter,15q22.3qter, 22q1 1.2qter)

41 CGH rev ish enh(1q12qter,3,7,9,18)
rev ish dim(1p34.2pter,2p22pter,8p11.1pter)

52 CGH rev ish enh(1q21.3qter,3,5,7,9,15)
rev ish dim(1p33pter,4pl6pter)

127 arrayCGH arr cgh 13(127BAC)x1,14(213BAC)x1,16q121q24.1(RP11-283C7-RP11-418M13)
x1,20p13p11.21(CTB-10611-RP11-234M6)x1

200 arrayCGH Arr  cgh 1p32.3p31.3(RP4-631H13—RP4-662P1)x1,1p31.3p31.1(RP4-700A9

—RP5-1006B11)x3,1p13.2p12(RP4-663N10—RP11-418117)x1,1¢21.1q21.1
(RP11-315120—>RP11-258G5)x1,1q24.2q25.2(RP4-702J19—RP11-12H5)x1,
1925.3931.2(RP11-293B7—RP11-239J11)x1,3p26q13.12(PAC1186B18—RP11-
25F15)x3,3q24q25.31(RP11-34502—RP11-117L15)x3,3q26.126.1(RP11-
198G24—RP11-12N13)x1,3¢26.31¢26.33(RP11-163H6—RP11-45124)x1,
3927.3q29(RP11-119E13—RP11-23M2)x1,5p15.3q23.1(CTD-2265D9—RP11-
567A12)x3,5923.2931.1(RP11-14L4—RP1-66P19)x3,8p23.2q21.1 I(RP3-461F17
—RP11-3N13)x1,8q21.13(RP11-48B3—RP11-51M18)x1,8q21.2q21.3(RP11-
120121—RP5-1098020)x3,8q21.3¢22.3(RP11-3]21—>RP11-150P21)x1,
8q22.3¢23.3(RP11-310H18—RP11-11A18)x3,8q23.3q24.21(RP11-2K18—>RP11-
2812)x1,8q24.21(RP11-3020—RP11-17E16)x3,8q24.22q24.23(RP11-269124
—RP11-172M18)x1,8q24.3(RP11-65A5—CTC-489D14)x3,9p24.3p13.1(RP11-
147111—RP11-808114)x3,9¢21.11933.3(RP11-265B8—RP11-101K 10)x3,9934.3
(RP11-417A4—GS1-135117)x3,10p15p11.23(CTC-306F7—RP11-207K8)x1,
11(169 BAC)x3,13(106 BAC)x1,15(99 BAC)x3,16q11.2q12.1(RP11-5L1—RP11-
283C7)x1,16q22.3q23.3(RP11-285K4—RP11-483P21)x1,17p13.1(RP11-144K9
—RP11-40109)x1,18(102 BAC)x3,19(74 BAC)x4,21(35 BAC)x3
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3. Vysledky u pacienti v relapsu nebo progresi MM

V dobé¢ relapsu nebo v progresi MM bylo vySetfeno 50 pacientll, z toho 22 pacientii bylo
vysetieno v dob¢ stanoveni diagnozy MM a nasledné v relapsu nebo progresi onemocnéni, 2

pacienti byli vySetieni opakované v relapsech onemocnéni.

3.1. Klasicka cytogeneticka analyza
Klasickou cytogenetickou analyzou byli vySetfeni vSichni pacienti, 4 pacienti byli

vySetfeni opakované (2 pouze v relapsech a 2 v dobé diagnézy a opakované v relapsech).
Vysledky téchto pacientii jsou uvedeny v tabulce 15. Normalni karyotyp byl nalezen u 28
pacientt (56 %) a u 8 pacientli (16 %) nebyla klasick4 cytogeneticka analyza Gsp&$na. U 10
(20 %) pacientil byla nalezena zména v karyotypu: u 4 pacientl se jednalo o polyploidie, u 3
pacientti byl zjiS§tén komplexni karyotyp (vysledky jsou uvedeny v tabulce 16 a ukazka
komplexniho karyotypu je na obrazku 12), u 1 pacienta byla prokdzéna t(11;14) a der(4), u 1
pacienta del(6)(q?) a u jednoho pacienta der(2) a der(11). Pomoci metody FISH byla
prokdzana u tohoto pacienta reciproka translokace t(2;11), kterd nezahrnuje gen CCNDI

(11q13) a gen pro lehky retézec imunoglobulinu kappa (2p12).

Tabulka 15: Vysledky klasické cytogenetické analyzy u pacientd vySetienych opakované

v relapsu MM

Cislo VysSetieni v dobé diagnézy | 1. vySetfeni v | 2. vySetfeni v | 3. vySetfeni v

pacienta relapsu relapsu relapsu

37 neprovedeno 46,XX polyploidie neprovedeno

40 46,XX nehodnotitelné | nehodnotitelné | neprovedeno

52 46,XY polyploidie 46,XY 46,XY

141 neprovedeno nehodnotitelné | Komplexni neprovedeno
zmény

Metoda M-FISH byla provedena u 3 pacienti s komplexnim karyotypem. Vysledky metody

M-FISH u pacientli s komplexnim karyotypem jsou uvedeny v tabulce 16. U vSech pacientl
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byla prokazana nebalancovana translokace zahrnujici dlouhd ramena chromosomu 1. U 2

pacientil byla prokdzana monosomie chromosomu 13.

Tabulka 16: Vysledky klasické cytogenetiky a metody M-FISH u pacienti s komplexnim

karyotypem
Cislo Klasické cytogenetika- M-FISH + FISH karyotyp
pacienta karyotyp
19. 47,XX,?del(4q),?del(6q), 47,XX,der(9)t(1;9)(?;q?31),t(11;14)(q13;q932),+18[3]/

der(9),4(11;14), +18[cp10]

47,XX,der(6)t(6;7)(q?16;?7),der(9)t(1;9)(?;q?31),
t(11;14) (q13;q32),+18[3]

38. 40-46,X,-X,der(1),?-10, 41,X,-X,-10,-13,der(14)t(1;14)(q?11;p?11),-14,-22[ 5]
der(12),-13,-14,-22,+1-5mar
[cp5]

71. 45-46,XY der(1),+6,+9,-12,- | Neprovedena
13,-15, -20,+mar/46,XY

141. 41-44 XY +der(1),-2,-4,-5,- | 43,X,-Y,dup(1)(q21),t(2,11)(p?21;q?21),t(4;14)

6,-8,7der(9),der(11),-12,-13,-
14,-17,-19,+3-5mar
[cp17]/46,XY[3]

(p16;q,32),der(5)t(1;5)(q?12;q?31),der(6)t(6;20)
(p?11;q?11),+der(6)t(6;20)(p?11;q?11),?dic(8;12)
(p11;p11),-13,+18,-20,-22[3]/43,X,Y,dup(1)(q21),
t(2;11)(p?21;q721),t(4;14)(p16;q32),der(5)ins(1;5)
(9?12;q?31)t(5;7)(q?31;q?),der(6)t(6;20)(p?11;q?11),
+der(6)t(6;20)(p?11;9?11),2dic(8;12)(p11;pl1),-
13,+18,-20,-22[3]/ 46,XY[4]
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Obrazek 12: Ukéazka komplexniho karyotypu ( pacientka 19)

SO0 I L I

2 3 4 ) K

®

* 33 |
0 3 e § 1 i

6 7 8 9 10

- |

-
i,
(o8]

TR T i 20 8aé

13 14 17
Ae (] ] “p rs
19 20 21 22 ¥ mar
3.3. Metoda FICTION

3.3.1. Delece RB1I genu (13q14)
Delece RBI genu byla celkem nalezena u 22 z 50 vySetienych pacienta (44 %). U 19

(38 %) pacientil byla delece RBI genu nalezena spole¢né se zménou v /gH genu (delece,
duplikace nebo ptestavba IgH genu). Podrobné bude tato skupina pacientli popsana v €asti
vénované zménam IgH genu. U 3 (6 %) pacientll byla nalezena delece RBI, ale nebyla
prokdzédna zména v IgH genu. U 2 ztéchto pacienti byla prokazana trisomie 3 resp. 4
chromosomii a podrobnéji bude tato skupina zminéna v ¢asti vénované trisomiim

chromosomnl.

Procentualné byla delece RBI genu zastoupena v myelomovych bunkach v rozmezi 21-

100 % (median 92 %),).

3.3.2. Zmény v IgH genu

Za zmény v IgH genu jsou povazovany translokace, delece (parcidlni nebo celé kopie
IgH genu), duplikace a vyskyt 3 kopii IgH genu. Zmény v IgH genu byly zjistény u 33
pacientl (66 %). U 13 (26 %) pacientil byly zjiStény pouze zmény v IgH genu a u 20 (40 %)

pacientd byly zmény v IgH genu nalezeny spole¢né¢ s deleci RBI genu. Procentudlné byly
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zmény v IgH genu zastoupeny v myelomovych buiikdch v rozmezi 21 -100 % (median 90 %).

Typ zmény v IgH genu a vyskyt delece RBI genu jsou uvedeny v tabulce 17

Tabulka 17: Spole¢ny vyskyt zmén v IgH genu a delece RB1

Delece RBI genu Delece RBIgenu neprokazana
Typ zmény v IgH genu
Pocet pacient Pocet pacienti

Prestavba 10 7
Parcialni delece 3 'konce 3 1
Parcialni delece 5konce 3 1
Delece cel¢ jedné kopie 4 0
Parcialni duplikace 3 konce 0 2
3 kopie 0 1

2 normalni kopie IgH a
t(8;14) 0 1

Ptestavba IgH genu byla celkove zjisténa u 17 (34 %) pacienti. U nekterych pacientii
s prestavbou IgH genu byly soucasné zjiStény jest¢ dal$si zmény v IgH genu, které jsou

uvedeny v tabulce 18.

Pacienti s pfestavbou IgH genu byli déle vySetfovani s cilem identifikovat partnersky
gen zahrnuty do translokace s IgH genem. U 4 (8 %) pacientd byla prokazéana t(11;14). Mezi
pacienty s t(11;14) byl 1 pacient, u kterého byla nalezena t(11;14) spole¢né s deleci RBI genu
a duplikaci 3 oblasti /gH genu. U 1 pacienta byla t(11;14) soucéasti komplexnich pifestaveb
karyotypu a u tohoto pacienta byla zjiSténa piestavba /gH genu soucasné s prestavbou obou
alel tohoto genu. Pfestavba jedné alely IgH genu a soucasné delece druhé alely tohoto genu

byly nalezeny u 2 pacientd.

U 7 (14 %) pacientl byla zjisténa t(4;14). U 6 z 7 pacientll byla souc¢asné nalezena
delece RBI genu. Mezi témito pacienty byli 2 pacienti s pfestavbou IgH genu a dal§imi

zménami v tomto genu (1 s pfestavbou a parcialni duplikaci a 1 s pfestavbou jedné alely a
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Tabulka 18: Typy zmén v IgH genu

Typ zmény v IgH genu Pocet pacientii
Prestavba bez dalSich zmén 8
Prestavba + parcialni delece 5
Ptestavba + parcialni duplikace 2
Ptestavba + pocetni zmény 1
Ptestavba obou alel 1

parcialni deleci druh¢ alely /gH genu). U 1 pacienta s t(4;14) a s deleci RBI genu byl
prokazan komplexni karyotyp.

U Zadného pacienta nebyla prokézana t(14;16), u jednoho pacienta byla prokazana

delece genu MAF (16q23).

U 5 (10 %) nebyla prokdzdna zadnd z vySe uvedenych translokaci a partnersky gen
zahrnuty v translokaci s IgH genem nebyl uréen. U 2 pacientll byla pfestavba IgH genu
nalezena spolecné s deleci RBI genu, u jednoho pacienta déle s piestavbou jedné alely a
deleci druhé alely IgH genu a u druhého s trisomiii chromosomti 7, 11 a 15 a deleci genu
MAF (16g23). U 1 pacienta, u kterého nebyla nalezena delece RBI genu, byly prokazany
trisomie chromosomt 9, 11 a 15. U jednoho pacienta byla zjiSténa jen pfestavba jedné alely a

delece druh¢ alely IgH genu.

U 12 (24 %) pacientli byla zjisténa delece v IgH genu. Delece celé jedné kopie IgH
genu byla prokazana u 4 pacientd spolecné s deleci RB1 genu. U 3 ze 4 pacientl s deleci IgH
a RBI genu byly prokdzdny monosomie chromosomil 13 a 14. U jednoho pacienta nebylo

mozné provést dalsi vySetfeni z divodu nedostatku materialu.

U 4 pacientli byla nalezena delece sekvenci pfilehlych k 3’¢asti /gH genu a u 3 z téchto
pacientd byla nalezena delece RBI genu. VSichni pacienti byli vySetfeni na pfitomnost
t(4;14), t(11;14). U 2 pacientli byla prokazana translokace t(4;14) a u 2 pacientli nebyla

prokazéana zadna z vyse uvedenych translokaci.
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U 3 pacientt byla nalezena delece zahrnujici 5” oblast (telomerickou) genu /gH, z toho
u 2 pacienti v kombinaci s deleci RB/ genu. Tito pacienti byli vySetieni na pfitomnost

trisomii. Trisomie alesponi jednoho chromosomu byla nalezena u vSech pacientd.

3.3.3. Trisomie chromosomiu

Vysetfeni na pfitomnost trisomii chromosomi 7, 9, 11, 17 bylo provedeno u pacientl, u
kterych nebyla nalezena delece RBI genu ani zmény v I[gH genu jiné nez delece 5'konce
tohoto genu, u pacientd s deleci RB/ genu beze zmén v [gH genu dale u pacientt, u kterych
byla v zakladnim vySetfeni nalezena trisomie chromosomu 15 nebo 3 signaly pro IgH gen,

pfipadné vice kopii signalli pti vySetfovani translokaci.

Celkove byla nalezena trisomie alespont jednoho chromosomu u 27 z 50 vySetfenych
pacientli (54 %). Jen u 12 pacienti vSak byly trisomie zjiStény jako samostatnd zmeéna.

V tabulce 19 jsou uvedeny dalsi zmény zjisténé u pacient s trisomiemi.

Nejcastéji byla nalezena trisomie chromosomli 9 a 15, méné Ccasto trisomie
chromosomu 11 a 7 a ve velmi malé mife trisomie chromosomu 17. Nejvice pacientli mélo
trisomie ti, Ctyf a dvou z péti vySetfovanych chromosomt. Zastoupeni jednotlivych trisomii

je vyobrazeno v grafech 3 a 4.

Tabulka 19: Dal§i zmény u pacientl s trisomiemi

Dalsi zmény Pocet pacientii
Bez dalSich zmén 12
Delece RB1 4
Parciélni duplikace 3 konce IgH genu 2
Parcialni delece 5 konce IgH genu 1
Parcidlni delece 5 konce IgH genu a delece RBI genu 2
3 kopie IgH genu 1
Prestavba /gH genu bez urceni partnerského genu 1
Prestavba IgH genu bez urceni partnerského genu a delece RB/ genu 2
t(4;14) a delece RBI genu 1
2 normalni kopie IgH a t(8;14) 1
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Graf 3: Zastoupeni nejcastéjSich trisomii chromosomil
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3.3.4. Zmény v poctu kopii 1q21

Vsech 50 pacientt v relapsu nebo v progresi onemocnéni bylo vySetfeno na pfitomnost
vice kopii oblasti 1g21. Vice kopii oblasti 1q21 (3-5 kopii) bylo nalezeno u 28 pacienta
(56 %). U 2 pacienti byla prokdzana trisomie chromosomu 1 a u 2 pacienti tetrasomie

chromosomu 1. U vSech pacienti svice kopiemi oblasti 1q21 byly nalezeny dalsi
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chromosomové zmény, které jsou uvedeny v tabulce 20. U nékterych pacientli se zjiSténou
polyploidii, t(4;14) a translokaci zahrnujici IgH gen bez urceného partnerského genu byla také
prokdzana delece RBI genu. Pouze u 2 z 15 pacientdl, ktefi byli vySetfeni na pfitomnost vice
kopii oblasti 1g21 opakované bylo zjisténo vice kopii oblasti 1g21 jen v relapsu MM a nikoli
pii diagnoze MM. U jednoho pacienta bylo zjisténo vice kopii oblasti 121 uz v dobé

diagnozy, ale v relapsu doslo k nérustu poctu kopii této oblasti.

3.3.5. Ztrata chromosomu Y
U 1 pacienta v dob¢ relapsu MM byla prokazana v klasické cytogenetické analyze ztrata

chromosomu Y spolecné s hyperdiploidii. Tento pacient byl vySetfen metodou FICTION
s centromerickymi sondami pro chromosomy X a Y s cilem zjistit, zda ztrata chromosomu Y
bude nalezena v myelomovych bunkach nebo v ostatnich buiikkach KD. Celkem bylo
hodnoceno 50 myelomovych bun¢k a 200 ostatnich bun¢k. Vysledky jsou uvedeny v tabulce
21.

Tabulka 20: Dalsi chromosomové zmény u pacientil s vice kopiemi oblasti 1q21

Chromosomova zména Pocet pacientil
polyploidie 10

t(11;14) 2

t(4;14) 4

Komplexni pfestavby 3

t(?;14) 1

t(?;14) + polyploidie 3

Delece RBI + delece IgH genu 3

Delece RB1 + delece 5'IgH + polyploidie 2

t(?;14) — translokace zahrnujici /gH gen bez urc¢eného partnerského genu
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Tabulka 21: Ztrata chromosomu Y u muzl zjisténd metodou FICTION

Cislo Myelomové buniky Ostatni bunky
pacienta XXYY (%) X0 (%) XY (%) XO (%)
66 100 0 18 82
3.4. CGH a arravCGH

V dobé relapsu nebo progrese MM byli metodou CGH vySetfeni 2 pacienti a 2 pacienti byli

vySetfeni metodou arrayCGH. Obé metody odhalily mnozstvi nebalancovanych zmén

v genomu pacientll s MM, zejména opakujici se trisomie chromosomii 5, 7, 9, 11 a 15, dale

zmozeni dlouhych ramen chromosomu 1 a monosomii chromosomu 13. Vysledky

vySetfenych pacientl jsou uvedeny v tabulce 22. Ukazka vysledku arrayCGH je uvedena na

obrazku 13.

Tablulka 22: Vysledky metody arrayCGH

Cislo
. Metoda Vysledek

pacienta

19. CGH rev ish enh(1g21.1qter,7922,qq32q33,7q36q,18)
rev ish dim(4q21.2q23,6p22.1p23,6q24qter)

38. CGH rev ish enh(1q12qter)
rev ish dim(X,1p21p31.1.,8p12p21.3,10,13,14q12q32.1,17p12pter)

52. arrayCGH | arr cgh 1p22.3p12(RP5-1043L3-RP11-418J17)x1,1q21.11q44(RP3-
365119-GS-167K11)x4,3(246BAC)x3,5(198BAC)x3, 7(201BAC)x3,
9(149BAC)x4,14q24.1q32.2(RP11-204K16-RP11-543C4)x1,
15(89BAC)x3,19p13.3p13.11(RG-129F16-CTD-3149D2)x3

141. arrayCGH | arr cgh 1921.1q44(RP11-326G21-GS-167-K11)x4,6p25p11.2(GS-

19615-RP11-199A24)x3,6q11q27(RP11-506N21-RP5-
1086L22)x1,8p23.3p12(GS-77-L23-RP11-197P20)x 1,
9931.1933.1(RP11-185E13-RP11-404K23)x1,
12p13.33p13.32(RP11-28313-RP11-
543P15)x1,12p13.2p11.22(RP11-144023-RP11-
310124)x1,18(98BAC)x3, 20p13q1 1(RP5-852M4-RP1 1-
348114)x1,20q11.21q13.33(RP3-324017-RP13-152015)x3
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3.5. Mapovani rozsahu zmnoZeni 1q
Ve vybraném souboru 30 relabujicich a progredujicich pacienti s MM byl mapovan

rozsah zmnozeni postihujici dlouhd ramena chromosomu 1. K mapovani byla pouzita metoda

FICTION s BAC sondami, metoda CGH nebo arrayCGH ( vysledky viz kapitola 3.4).

Metodou FICTION s lokus specifickou sondou 1q21/1p36 (Kreatech) bylo zjisténo vice kopii
oblasti 1g21 u 15 (50 %) ze 30 pacienti. U vSech pacientil s vice kopiemi oblasti 1g21 byl
rozsah zmnozeni 1q ur¢en metodou FICTION s BAC sondami pokryvajicimi geny BCL9
(1g21.1), SF3B4 (1g21.2), MCL1 (1g21.2), IRTA1(1g23.1), ASPM (1q31.3) a ARFI
(1g42.1) a dale spouzitim specifické sondy 1qTEL (Abbott Molecular). Vysledky jsou

uvedeny v tabulce 23.

Obrazek 13: Ukazka arrayCGH (pacient 141)

arrayCGH
21

1.8
15
ti2
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03 =
0 S
03
-06
-09
-1.2
-15
-18
221

1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18 19 02112 XY

Prazdné Sipky ukazuji zmnozeni a plné Sipky ztraty genetického materialu

Tabulka 23: Rozsah zmnozeni 1q

Rozsah zmnoZeni 1q Pocet pacienti
Cela oblast 1q 11
Segmentélni duplikace 1q21-1923 1
Segment. duplikace 1g21-1g23+cela oblast 1q 2
Trisomie chrom. 1 + cela oblast 1q 1
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4. Statisticka analyza

4.1 Klasicka cytogeneticka analyza
Do hodnoceni bylo zafazeno 90 pacienti vySetfenych v dobé diagnézy MM

rozdélenych do 3 skupin: pacienti s komplexnim karyotypem (vzhledem k poctu pacienta
nebyl zohlediovan typ 1éCby), pacienti s normalnim karyotypem léceni bud’ HD terapii a
nasledn¢ ASCT nebo 1éceni KT. Jednotlivé skupiny pacientli a jejich median pieziti jsou

uvedeny v tabulce 24 a vyobrazeny v grafu 5.

Tabulka 24: Prezivani souboru pacientl s normalnim a komplexnim karyotypem

HD-normalni Kkomplexni karvot KT- normalni
karyotyp P Tyop karyotyp
Pocet pacientt 32 12 46
Median preziti 54 9 25
4.2. Metoda FICTION

Do statistického zhodnoceni vysledkii metody FICTION se sondami pro jednotlivé
zmény byl pro kazdou zménu zafazen riizny pocet pacienti vysetienych v dob¢ diagnézy MM
podle typu nalezenych zmén. Vzdy byli analyzovédni pacienti s jednou konkrétni zménou
vzhledem k pacientiim s jinou zménou. V analyze byl dale zohlediiovan zpiisob 1écby (KT

nebo HD s ASCT).

4.2.1. t(11;14)
Do hodnoceni bylo zatazeno 155 pacientli rozdélenych do 4 skupin: pacienti s t(11;14)

1éceni bud’ HD terapii a nasledné ASCT nebo 1é¢eni KT a pacienti s jinou zménou 1é¢eni bud’
HD terapii a nasledn¢ ASCT nebo 1é¢eni KT. Jednotlivé skupiny pacientll a jejich medidn

preziti jsou uvedeny v tabulce 25 a vyobrazeny v grafu 6.
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Graf 5: Kaplan-Mayerovy kiivky piezivani pacientli s normalnim a komplexnim karyotypem
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Tabulka 25: Ptezivani souboru pacientil s t(11;14) a jinymi zménami

HD- jind zména | HD-t(11;14) KT-t(11;14) KT-jind zména
Pocet. 46 6 1 92
pacientu
Mve ql.afl nebyl dosazen 61 34 25
preziti
4.2.2. t(4;14)

Do hodnoceni bylo zafazeno 152 pacientii rozdélenych do 4 skupin: pacienti s t(4;14)

1é¢eni bud’ HD terapii a nasledné ASCT nebo 1é¢eni KT a pacienti s jinou zménou lé¢eni bud’

HD terapii a nasledné ASCT nebo 1éceni KT. Jednotlivé skupiny pacienti a jejich median

pteziti jsou uvedeny v tabulce 26 a vyobrazeny v grafu 7.
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Graf 6: Kaplan-Mayerovy kiivky piezivani pacienti s t(11;14) a pacientd s jinou zménou
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Tabulka 26: Pfezivani souboru pacienti s t(4;14) a jinymi zménami
HD- jind zména HD-t(4;14) KT- jina zména KT-t(4;14)
Pocet. 45 9 85 13
pacientli
Mve ql.afl Nebyl dosazen 54 26 17
preziti
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Graf 7: Kaplan-Mayerovy kiivky piezivani pacientl s t(4;14) a pacientl s jinou zménou
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4.2.3. delece RB1 genu a jiné zmény

Do hodnoceni bylo zatfazeno 151 pacientli rozdélenych do 4 skupin: pacienti s deleci

80 100
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mésice

RBI genu a jinymi zménami léceni bud’ HD terapii a nasledn¢ ASCT nebo 1éceni KT a

pacienti s jinou zménou 1é€eni bud’ HD terapii a nasledné¢ ASCT nebo 1é¢eni KT. Vzhledem

k nizkému poctu pacientd, u kterych byla delece RB/ genu nalezena jako samostatnd zmeéna,

nebyla provedena statisticka analyza pro samostanou deleci RB/ genu. Jednotlivé skupiny

pacientil a jejich medidn pfeZiti jsou uvedeny v tabulce 27 a vyobrazeny v grafu 8.

Tabulka 27: Ptezivani souboru pacientil s deleci RB/ genu a jinymi zménami

HD- jina zména HD-del RB1 KT- jind zména KT-del RBI
Pocet. 25 27 57
pacientli
Mf: dvl.afl Nebyl dosazen 61 26
preziti
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Graf 8: Kaplan-Mayerovy kiivky pfezivani pacienti s deleci RB1 genu a pacientl s jinou

zmeénou
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4.2.4. Polyploidie

Do hodnoceni bylo zafazeno 149 pacienti rozdélenych do 4 skupin: pacienti
s polyploidii 1éceni bud’ HD terapii a nasledn¢ ASCT nebo léceni KT a pacienti s jinou
zménou léceni bud’ HD terapii a nasledné ASCT nebo 1é¢eni KT. Jednotlivé skupiny pacienti

a jejich median preZiti jsou uvedeny v tabulce 28 a vyobrazeny v grafu 9.

Tabulka 28: Piezivani souboru pacientil s polyploidii a jinymi zmé&nami

HD- jind zména | HD- polyploidie | KT- jind zména | KT- polyploidie
Pocet. 25 26 46 52
pacientu
Mve (11‘af1 54 Nebyl dosazen 25 25
preziti
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Graf 9: Kaplan-Mayerovy kiivky piezivani pacientti s polyploidii a pacientl s jinou zménou
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VI. DISKUSE

Mnohocetny myelom (MM) je maligni hematologické onemocnéni, které je zptisobeno
proliferaci neoplasticky pozménéného klonu plazmatickych bunck, ktery infiltruje KD.
Pozménéné plazmatické bunky produkuji M-Ig a dalsi cytokiny, které zpisobuji ptiznaky

tohoto onemocnéni.

V soucasnosti je MM nevylécitelny. Zavedeni novych 1€kl s biologickym Uc¢inkem
(thalidomid, bortezomib a lenalidomid), HD chemoterapii a ASCT u pacientii mladsich 65 let
doslo k prodlouzeni prezivani pacientli s MM z ptivodnich 2,5 az 3 let pti pouziti KT na 4,5
roku. Asi Ctvrtina pacientli ma Sanci dozit se 10 let od stanoveni diagnézy MM (Maisnar a

Hijek, 2008, Scudla et al., 2003).

V soucasné dobé dochdzi k zavadéni novych metod do diagnostiky MM a stanoveni
prognozy pro pacienty s MM. Vedle zavedeni novych zobrazovacich vySetfeni hraje stale
vetsi roli cytogenetické vySetfeni, které je provadéno nejen v dobé stanoveni diagnézy MM,

ale nésledné i v dobé relapsu nebo v progresi MM.

U vsech pacientd byla provedena klasicka cytogeneticka analyza jako vstupni vysetfeni.
MM patii do skupiny lymfoproliferativnich nemoci, u kterych je velmi obtizné ziskat
dostate¢ny pocet kvalitnich metafdzi pro cytogenetickou analyzu pomoci G-pruhovani.
Pomoci G-pruhovani jsou nejvice detekovatelné aneuploidie, z translokaci zahrnujicich IgH
lokus je mozné rozpoznat pouze t(11;14). Ostatni translokace jsou pomoci klasické
cytogenetické analyzy nepoznatelné predevSim proto, ze zahrnuji telomerické oblasti obou

partnerskych chromosomu (Finelli ef al., 1999, Chesi et al., 1998 ).

Materidlem pro cytogenetické a molekularné cytogenetické vySetfeni byly
nestimulované buniky KD. Suspenze bunék KD byla ziskdna pfimym zpracovanim nebo
zpracovanim po 24 hodinové kultivaci. Klasickou cytogenetickou analyzou nebyly nalezeny
zmény u pacient s MGUS, u nové diagnostikovanych pacientii byly nalezeny zmény u 22 %
pacientii a u 20 % pacientil v relapsu nebo progresi MM. Literatura uvadi, Ze klasickou
cytogenetickou analyzou je mozné detekovat zmény v karyotypu u 30-50 % pacienti s MM
(Fonseca et al., 2003a). Debes-Marun et al. dokonce uvadi uspésnost klasické cytogenetické

analyzy u pacientll s MM jesté nizsi a to v rozmezi od 18 do 35 %.

Nalezeni zmény v karyotypu je ovlivnéno mnoha faktory. Zastoupeni myelomovych
bun¢k v KD patfi mezi jeden znejvyznamnéjSich faktorti. Campbell (2005) uvadi, Zze u

pacientd se 30% a vysSim zastoupenim myelomovych bunék v KD roste pravdépodobnost
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nalezeni abnormalnich metafazi a uspéSnost klasické cytogenetické analyzy dosahuje az
48 %. Dale uvadi, ze median zastoupeni plasmatickych bunc¢k u pacienti se zménou
v karyotypu je 48 % oproti 25 % u pacientli s normalnim karyotypem. Tyto zavéry takeé
potvrzuji nase vysledky. U pacienti s MGUS nebyly nalezeny zmény v karyotypu (median
poctu plazmatickych bun¢k v KD 4,4 %). Medidn zastoupeni plazmatickych bunék v KD u
pacientii s MM se zménou v karyotypu (po vylouceni muzi se ztratou Y chromosomu jako

jedinou zménou), byl v naS§em souboru 60 %.

Ztrata Y chromosomu u muzi jako jedind zména v karyotypu miize souviset s vékem
pacientli nez s onemocnénim. V nasem souboru byl medidn véku téchto muzl 63 let. Novéjsi
publikace presentuji opacny nézor: ztrata chromosomu Y je signifikantné vyssi u pacientd
s hematologickou malignitou neZ u vékové odpovidajici muzské kontrolni populace (Zhang et
al., 2007). Po provedeni metody FICTION s centromerickymi sondami pro chromosomy X/Y
u 7 pacientli s nalezenou ztratou Y chromosomu v karyotypu ( 6 pacientl v dob¢ diagnozy a 1
pacient v relapsu MM), byla zjiSténa ztrdta chromosomu Y u 4 pacientl jen v buiikach, které
nepochazely z linie bun¢k MM a 3 pacientl byla zjiSténa ztrata chromosomu Y jak v buiikach
MM, tak v ostatnich buiikdch KD. V nasem souboru pacientl byla klinicka odpovéd’ na 1écbu
stejnd u pacientll se ztratou chromosomu Y jako u pacientli, u nichz ztrata chromosomu Y
nebyla prokazana. Vzhledem k nizkému poctu pacienti se ztratou chromosomu Y neni mozné

provést statistickou analyzu vlivu této zmény na celkové pieziti pacientd.

Jednou z moznosti, jak zlepsit vysledky klasické cytogenetické analyzy je piidani
stimula¢nich latek do bunécéné kultury a to napf. mitogenti a ristovych faktor nebo
prodlouzit dobu kultivace KD pacienti s MM. Je doporucovano vytvorit 2 kultury,
nestimulovanou 24 hodinovou a 72 hodinovou kultivaci s pfidanim interleukinu-4 (IL-4)
(Campbell, 2005). Jini autofi doporucuji jako stimulacni latku pouzit IL-6 a GM-CSF
(granulocyte-monocyte colony stimulating factor) (Nilsson et al.,2002). V podminkéach nasi

laboratofe byly bunky kostni difené kultivovany bez ptidanych stimula¢nich latek.

K piesnéjsi analyze cytogenetickych zmén u pacienti s MM se rutinné pouziva metoda
FISH, zejména v kombinaci s imunofluorescencnim znaenim myelomovych buné¢k
(FICTION) nebo separaci myelomovych bun€k na zdklad€ exprese povrchového antigenu
CD138 (Syndekan-1). Syndekan-1 je transmembranovy proteoglykan, ktery se ucastni
interakci mezi bunikami a buiikou a extracelularni matrix. Jednou z moznosti je magneticky
aktivovana separace bunék (MACS), kterd vyuziva monoklonalni protilatku konjugovanou

s magnetickou castici (Draube ef al., 2001). Druhou moznosti je fluorescencné aktivovana
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bunécna separace (FACS), kdy je k identifikaci myelomovych bunék pouzita monoklonalni
protilatka konjugovana s fluorochromem (Cumové et al., 2008). Hlavni nevyhodou téchto
separacnich technik je finan¢ni naro¢nost a velké mnozstvi vstupniho materidlu, zejména u
MACS (min. 20 ml kostni dfen¢). Méné narocné technika na mnozstvi materialu je metoda
FICTION, ktera spojuje imunofluorescen¢ni znaceni myelomovych bunék a metodu FISH. Na
tuto metodu je mozné pouzit ¢ast suspenze bunck piipravené pro klasickou cytogenetickou

analyzu.

Metodou FICTION byl vysetfen soubor 200 pacientl (16 pacienti s MGUS, 156 nové
diagnostikovanych pacientd s MM a 28 pacientil v relapsu nebo v progresi MM) a byly
sledovany nésledujici chromosomové zmény: delece RBI genu, zmény v IgH genu, trisomie
chromosomil 7, 9, 11, 15 a 17 a vyskyt vice kopii oblasti 1q21. Celkové byly chromosomové
zmény zjiStény u 81 % pacientd s MGUS a u 98 % pacienti s MM, coz je v souladu

s literaturou (Ahmann et al., 1998, Debes-Marun et al., 2003)

Delece RBI genu jako samostatna zména byla pozorovana u 2,5 % nové
diagnostikovanych pacienti. U pacientl s MGUS a pacientli v relapsu nebo progresi MM
nebyla delece RBI genu zjisténa jako samostatna zména. Celkové byla metodou FICTION
urCena delece RBI v46 % ptipadi (37,5 % u pacientd s MGUS, 56,5 % u nové
diagnostikovanych s MM a 44 % u pacientl v relapsu nebo progresi). Tyto nalezy jsou ve
shod¢ s nalezy dalSich autor(, kteti urcili tuto deleci u 42 % (Avet-Loiseau et al., 2000) nebo
38% pacientli (Facon et al., 2001). Byl ale pozorovan i vyssi vyskyt této chromosomové
zmény, napft. nalez delece RBI genu u 63 % pacientil (Fonseca et al., 2003a). Delece RBI
genu je spojena se stiedné piiznivou progndzou, pokud se vyskytuje samostatné, vyskyt dalsi
chromosomové zmény, zejména translokaci zahrnujicich IgH gen prognézu zhorSuje (Nilsson

et al., 2004, Dewald et al., 2005).

Protoze metoda FICTION dovoluje urcit zmény piimo v plazmatickych buikéch,
vyuzili jsme ji 1 k hodnoceni procentudlniho zastoupeni delece RBI genu v myelomovych
bunkach. To se pohybovalo v rozmezi mezi 20 - 100 % s medidnem 83 %. Podobné vysledky
hodnoceni zastoupeni delece RB/ genu v myelomovych buitkdch uvadi i dalsi autofi (Avet-

Loiseau ef al., 2000) a to v rozmezi 34 — 99 % (median 82 %).

Dalsi studovanou zménou v naSem souboru pacientll jsou zmény na chromosomu 14,
zejména zmeény v IgH genu, za které povazujeme piestavbu, delece nebo duplikace ¢asti nebo
celého genu. Celkoveé byly zmény v IgH genu zjistény u 18,8 % pacienti s MGUS, 57 %

pacientil s nové diagnostikovanym MM a 66 % pacientll v relapsu nebo progresi MM.
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Nejcastéjsi zménou chromosomu 14 u MM jsou chromosomové translokace, které vedou k
deregulaci partnerského genu piemisténé¢ho do blizkosti zesilovach transkripce (Janssen et al.,
2000). Do translokace s IgH genem vstupuje fada partnerskych chromosomt, av§ak u MM
mezi nejvice zastoupené partnerské geny patii: CCNDI (11q13), FGFR3 a MMSET (4p16),
C-MAF (16923) a CCND3 (6p21) (Avet-Loiseau et al., 2000). Obecné jsou tyto translokace
zahrnujici IgH gen povazovany za nepfiznivy prognosticky faktor (Smadja et al., 2001).
Vyjimku tvofi t(11;14)(q13;q32), kterd je v posledni dobé spojovana s ptiznivou progndzou
pfedevsim u pacientt 1é¢enych HD chemoterapii (Nilsson ef al., 2004, Dewald et al., 2005).
Translokace t(11;14), jejiz vysledkem je fuze genti IgH/CCNDI byla v nasem souboru
nalezena u 20 (9,2 %) pacientt (u 10,3 % nové diagnostikovanych pacientii a 8 % u pacientl
v relapsu nebo progresi MM), z toho u 8 pacientli v kombinaci s deleci RBI genu. Spojeni
t(11;14) s deleci RBI je v literatufe udavano jako malo ¢asté. Uvadi se, Ze mezi pacienty s

deleci nebo monosomii chromosomu 13 je 19 % pacient s t(11;14) (Fonseca et al., 2003b).

Druhou nejcastéjsi translokaci zahrnujici chromosom 14 je t(4;14), ktera byla potvrzena
v nasem souboru lokus specifickou sondou u 27 (13,4 %) pacientd (12,8 % u nové
diagnostikovanych pacientd a 14 % u pacientl v relapsu a progresi), u 21 pacientd byla také
zjisténa spolecné s deleci RB1 genu. Koexistence t(4;14) a delece RBI genu se uvadi téméf u

vSech pacientt s t(4;14) (Avet-Loiseau et al., 2002), coz souhlasi s ndlezem v naSem souboru.

Posledni studovana translokace t(14;16) byla nalezena u 4 (2 %) pacient, ve 3
pripadech s koexistenci delece RBI genu. Tento nalez potvrzuje i studie dal§ich autord
(Fonseca et al., 2002). Vysledky vyskytu poslednich dvou translokaci v naSem souboru jsou
ve shodé s dalsimi pracemi (Dewald et al., 2005), které potvrdily vyskyt této translokace

spole¢né s deleci RBI genu.

U 3 pacientdl (u 2 v dobé diagndzy a nasledné i v relapsu MM) byla prokézana delece
genu MAF (16923), ktery je partnerskym genem /gH genu v translokaci t(14;16). Gen MAF
neni soucasti zlomového mista na chromosomu 16, toto misto se nachazi centromericky od
genu MAF v intronu oxidoreduktazového genu WWOX/FOR. Orientace transkripce genu
WWOX/FOR je od centromery k telomete, z ¢ehoz vyplyva, Ze tato translokace netvori
hybridni mRNA ve spojeni s IgH genem a predpoklada se, ze t(14;16) inaktivuje jednu alelu
genu WIWOX/FOR. Pokud je u pacientii s MM nalezena delece v oblasti 16923, tak dochazi
také k inaktivaci genu WWOX/FOR, coz ma za nasledek ztratu exprese tohoto genu obdobné
jako pii t(14;16) (Bergsagel a Kuehl, 2001). Analyza exprese genu WWOX/FOR nebyla

v nasem souboru pacientil provedena.
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U 11 pacientd (6 pacientid v dob& diagnézy a 5 v relapsu nebo progresi MM) (5,5 %)
s prestavbou /gH genu nebyla prokazéna zadna z vySetfovanych translokaci, coz znamena, ze
partnersky gen v translokaci s IgH genem nebyl urcen. U téchto pacienti bud’ byla prokazana

delece RB1 genu nebo vyskyt trisomii vySetfovanych chromosomu.

V souboru nasich pacientil jsme nenalezli jen prestavbu IgH genu, ale i rizné velké
delece. Tyto delece v IgH genu mohou byt rozdéleny do 3 skupin: delece zahrnujici cely IgH
gen, delece zahrnujici /GVH oblast (telomerické) a delece oblasti prilehlych k 3’konci IgH
genu (centromerické). Celkem byly delece IgH genu nalezeny u 44 (22 %) pacientll. Delece
celé jedné kopie IgH genu byla nalezena u 17 pacientti (u 14 pacientli spolecné s deleci RB/
genu). U vSech pacientii s deleci RB/ genu byla prokédzana monosomie chromosomu 13. U 13
pacientl byla zjiSt€éna monosomie chromosomu 14. U 4 pacientl byla zjisténa delece /4qTEL
a pravdépodobné se jednd o termindlni deleci 14q. Delece zahrnujici cely /gH gen mohou byt
markerem monosomie chromosomu 14, kterd se uvadi jako druhd nejcastéj$i monosomie po
monosomii chromosomu 13. Monosomie chromosomtl 13 a 14 velmi Casto spolu koexistuji a
jsou asociovany s hypodiplodinim MM, ktery je spojovan s monosomiemi vice chromosomil
a s krat$i dobou pfezivani pacientti (Debes-Marun et al., 2003). U 13 pacientii byla prokadzana
delece oblasti ptilehlych k 3 konci IgH genu (z toho u 9 pacientli spole¢né s deleci RBI genu),
u 4 z téchto pacientii byla prokazana t(4;14) au 2 t(11;14). Predpoklada se, ze delece sekvenci
v blizkosti 3 ’konce IgH genu mohou byt vysledkem ztraty celého derivovaného chromosomu
14. Pravdépodobné ke ztraté dochédzi velmi brzy po vzniku translokace zahrnujici IgH gen,
nejcastéji se uvadi translokace t(4;14). Ke ztrat¢ miize dojit 1 v souvislosti s intersticialni
deleci 14q (Santra et al., 2003, Keats et al., 2003). U 14 pacientl byla nalezena delece IGVH
(u 3 pacienti byla spolecné s deleci RBI genu). Tito pacienti byli vySetfeni na pfitomnost
trisomii chromosomi 7, 9, 11 a 17. U 10 z téchto pacientli byla nalezena trisomie alespon
jednoho z vySetfovanych chromosomil. Delece telomerickych ¢asti [gH genu jsou povaZovany
za fyziologické a vznikaji v disledku VDJ rekombinace v pribéhu vyvoje B-lymfocytu
(Wlodarska et al., 2007). Delece IgH genu byly nalezeny u pacientd s MGUS, nové

diagnostikovanym MM a pacientll v progresi nebo relapsu MM.

Dalsi nalezenou zménou v IgH genu byla parcialni duplikace (triplikace) 3 'nebo
5’konce IgH genu. Parcidlni duplikace 3'konce /gH genu byla nalezena u 5 pacientd (3
pacienti v dob¢é diagnézy a 2 pacienti v relapsu nebo progresi MM). Triplikace 5 konce IgH
genu byla nalezena u jednoho pacienta v dobé¢ diagnézy MM. U zadného pacienta nebyla

prokdzana delece RBI genu, ale byla nalezena trisomie alespoii jednoho z vySetfovanych
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chromosomil. Mechanismus vzniku parcidlnich duplikaci v IgH genu dosud nebyl popsan a

prognoza téchto zmén také nebyla stanovena.

Posledni nalezenou zménou v IgH genu byl vyskyt 3 kopii tohoto genu u 2 pacientl
(1 %). Tento nalez mize znamenat 1 trisomii chromosomu 14, ktera je v literatuie popisovana
u 3 % pacientll (Debes-Marun ef al., 2003). Oba pacienti byli vySetfeni jak v dobé diagnozy,
tak nasledné v relapsu MM a u obou byla prokdzéana trisomie 14 a alespon jednoho dalsiho
chromosomu. U jednoho pacienta byla v relapsu zjiSténa prestavba jedné ze 3 nalezenych
kopii IgH genu, ktera nebyla nalezena v dobé diagnozy a nasledné byla prokdzana translokace
t(8;14). Nalez t(8;14) u pacienti s MM je povazovan za sekundarni zménu a je spojen s velmi
Spatnou progndzou (Chng ef al., 2007). Charakter sekundarni zmény t(8;14) u MM dokazuje i

pfipad naseho pacienta.

Vysetieni na ptitomnost trisomii chromosomu 7, 9, 11, 17 bylo provedeno u pacienti, u
kterych nebyla nalezena delece RBI genu ani zmény v IgH genu, u pacientl s deleci RBI
genu beze zmén v IgH genu dale u pacientl, u kterych byla v zakladnim vySetfeni nalezena
trisomie chromosomu 15 nebo 3 signaly pro IgH gen, piipadné vice kopii signall pfi
vySetfovani translokaci. U téchto chromosomil je v literatufe nejcastéji popisovan vyskyt
trisomii (Fonseca et al., 2003a, Debes-Marun et al., 2003). Trisomie jsou spojovany
s hyperdiploidni variantou MM, kterd je dale charakterizovana vyskytem delece RB/ genu a

niz§im vyskytem /gH translokaci (Hideshima et al., 2004, Chng et al., 2006 ).

Trisomie alespon jednoho z vySetfovanych chromosomu byla nalezena u 10 pacientl
(62,5 %) s MGUS. V dobé¢ stanoveni diagnézy MM byly trisomie nalezeny u 77 pacient
(49 %). V relapsu nebo v progresi MM byly trisomie nalezeny u 27 pacientd (54 %). Celkovée
byly trisomie nalezeny u 51 % pacientll, coz je mirn¢ vys§i vyskyt nez v jinych studiich.
Nektefi autofi uvadi nalez trisomii u 31 % (Debes-Marun et al., 2003) a 39 % pacientli
(Nilsson et al., 2003). Byl vSak také pozorovan vyskyt trisomii téméef u poloviny pacientl

(Bergsagel et al.,2005).

Velmi zajimavou a v soucasnosti velmi diskutovanou zménou u MM jsou aberace
chromosomu 1. Tyto zmény patii mezi dalsi ¢asté zmeény u pacientti s MM. Nejcastéji dochazi
ke zmnozeni dlouhych ramen chromosomu 1, které zahrnuje zejména oblast 121 a vyskytuje
se jako isochromosom, duplikace, nebalancované translokace a jumping translokace (Sawyer

et al., 2005, Fonseca et al., 2006).

V nasem souboru pacienti jsme nasli vice kopii oblasti 1g21 u 43 % nové

diagnostikovanych pacienti s MM a u 56 % pacientl v relapsu a progresi MM. NaSe vysledky
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jsou shodné s vysledky jinych autort, kteti také potvrdili vyssi vyskyt zmnozeni 1q u pacientii
v relapsu nebo progresi MM. Napiiklad Chang et al. nalezli tuto zménu u 36 % nové
diagnostikovanych a 52 % relabovanych pacientl. Pfestoze nebyva zmnoZeni 1q popisovano
u pacientii s MGUS, nalezli jsme u 2 pacientek 3 kopie oblasti 1g21. U jedné pacientky byla
v diferencialni diagnostice zvazovana MGUS a asymptomaticka forma MM. Za 20 mésicii u
ni dosSlo k plnému rozvoji MM. Druhd pacientka v dobé& vySetieni byla jiz 2 roky sledovéana
pro MGUS a za 12 mésict po prvnim cytogenetickém vySetfeni u ni doSlo k plnému rozvoji

MM.

Déle jsme potvrdili, stejné jako jini autofi, asociaci vice kopii 1q21 s dalSimi
cytogenetickymi zménami, zejména nepfiznivymi, jako jsou komplexni karyotyp a t(4;14)
(Hanamura et al., 2006). V nasem souboru jsme také prokdzali asociaci vice kopii oblasti
1921 s polyploidii, coz nebyva v literatufe jako velmi Casto uvadéno. Gutierezz et al (2004)
potvrdili pomoci CGH asociaci zmnozeni 1q se zmnozenim genetického materialu 3q, 5q, 9q
a 11q nikoli s trisomiemi téchto chromosomti. Je mozné, Ze v nasem souboru pacientl se také
jednalo o parcidlni trisomie dlouhych ramen uvedenych chromosomi, coz nemizeme
vyloucit, protoze jsme pouzivali ke zjisténi trisomii metodu FICTION s centromerickymi
sondami. Na druhou stranu mame u jednoho pacienta potvrzeny vyskyt trisomii celych

chromosomil pomoci CGH a arrayCGH (pacient ¢. 52).

Dale jsme metodou FICTON s BAC sondami prokazali, ze u 93 % pacientl v relapsu
nebo progresi MM se zjisténou zménou v poctu kopii oblasti 1gq21 se jednd o zmnozeni
celého ramene 1q (v€etné 2 pacientll se zmnozenim 1q a segmentalni duplikaci 1q21.1 —23.1
a jednoho pacienta se zmnoZenim 1q a trisomii chromosomu 1). V souboru nasich pacientl se
zlomové misto nachdzi mezi centromerou a pruhem 1q21.1, coz je pravdépodobné zplisobeno
nestabilni heterochromatinovou oblasti. Pouze u 1 pacienta jsme prokazali segmentalni
duplikaci 1g21.1 — 23.1, kterd zahrnuje oblast 10,6 Mb. NaSe poznatky jsou ve shodé se
zjisténimi dalSich autor (Rudolph ef al., 2006, Inoue et al., 2004).

U nov¢ diagnostikovanych pacientll byla provedena statistickd analyza jejich ptezivani
podle typu 1é¢by: KT nebo HD terapie a ASCT a typu cytogenetickych zmén.

Jednoznacéné byl potvrzen vysoce prognosticky nepiiznivy vyznam nalezu komplexniho
karyotypu (vzhledem k nizkému poctu pacientli nebyl zohledilovan zptisob 1éCby), tak jak je

popisovano vV literatuie (Dewald et al., 2005). Medidn pteziti pacienti s komplexnim

karyotypem byl v naSem souboru pacienti 9 mésict. Pacienti, u kterych nebyla nalezena
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zména v karyotypu a byli 1é¢eni HD terapii a ASCT méli vyrazné del§i dobu ptezivani nez

pacienti [éeni KT (54 versus 25 mésici).

U pacientd s t(11;14) 1é€enych HD a ASCT byl median pieziti 61 mésicl (v souboru
pacienti s jinou zménou nebyl median preziti dosazen), u pacientl s t(11;14) lé€enych KT byl
median pieziti 34 mésicti (v souboru pacientii s jinou zménou 25 mésictl). U téchto pacientd
byl prokdzan pfiznivy prognosticky vyznam t(11;14), tak jak je popisovano v literatuie

(Fonseca et al., 2003a).

Translokace t(4;14) u pacienti 1é¢enych HD a ASCT byla spojena s medidnem pieziti
56 mésict (v souboru pacientii s jinou zménou nebyl median pfeziti dosaZzen) a u pacientl
léCenych KT 17 mésicii (v souboru pacientl s jinou zménou 26 mésict). I zde byl prokazan
nepfiznivy prognosticky vyznam t(4;14). Stejné preziti pacientl s t(4;14) popisuji 1 dalsi

autoti (Fonseca et al., 2003a, Gertz et al., 2005, Avet-Loiseau et al., 2007).

U pacientti s deleci RBI genu lécenych HD a ASCT byl median pieziti 61 mésich (v
souboru pacientil s jinou zménou nebyl median pieziti dosazen). U pacientti 1éCenych KT byl
median preziti 26 mésicl (v souboru pacientil s jinou zménou 23 mésict). U téchto pacientl
je tézké urcit, zda jde o prognosticky vyznamny rozdil v piezivani pacientl, protoze delece
RBI genu je velmi Casto spojena s vyskytem dalSich chromosomovych zmén (polyploidie,
zmény v IgH genu). Samostatna delece RB/ genu byla v dobé diagnézy MM nalezena jen u

2,5 % pacientd, proto nebyla jako samostatnd zména statisticky hodnocena .

Naopak u pacientii s polyploidii byl prokazan ptiznivy prognosticky dopad této zmény:
median pfeziti pacienti léenych HD a ASCT nebyl v naSem souboru dosaZzen (v souboru
pacientil s jinou zménou byl median pteziti 54). Stejny prognosticky vyznam polyploidii byl
prokazan i v jinych studiich (Debes-Marun et al., 2003). U pacienti [é¢enych KT byl median

preziti shodny pro pacienty s polyploidii a s jinou zménou (25 mésicit).

Celkov¢ lze fici, ze statistickd analyza naSeho souboru pacientii byla ve vétSing piipadi
obdobna jako nalezy jinych autorti. K mirnému zkresleni mohlo dojit v disledku kratké doby
sledovani souboru pacientli. Nebylo mozné hodnotit prognosticky vyznam nékterych
cytogenetickych zmén z diivodu malého poctu pacientii s danou zménou, jako t(14;16) nebo
z diivodu vySetfeni malého poctu pacientli na ptitomnost této zmény (vice kopii oblasti 1q21)

v dobé stanoveni diagn6zy MM.
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VII. SOUHRN

Mnohocetny myelom (MM) je zhoubné B-bunééné  nadorové onemocnéni
charakterizované proliferaci a akumulaci klonaln€ zménénych plazmatickych (myelomovych)
bunék predevsim v kostni dfeni. Piesto, ze pfi¢iny vzniku a vyvoje MM nejsou zcela jasné,
genetické studie ukazaly, ze chromosomové aberace hraji v patogenezi a progndze pacientd s
MM klicovou roli.

Prace ukazuje vysledky cytogenetické a molekularné cytogenetické analyzy souboru
200 pacientti s MGUS, nové diagnostikovanym MM a pacientti v relapsu nebo progresi MM.
Klasickou cytogenetickou analyzou nebyly nalezeny zmény u pacienti s MGUS, u nové
diagnostikovanych pacienti s MM byly nalezeny zmény u 22 % pacienti. U 20 % pacientii
v relapsu nebo progresi MM byly nalezeny zmény v karyotypu pomoci klasické cytogenetické
analyzy, ztoho u 15 pacienti byl nalezen komplexni karyotyp. Doplnéni klasické
cytogenetiky metodou FICTION odhalilo genetické zmény u 81 % pacienti s MGUS, 98 %
nove¢ diagnostikovanych pacientii a pacientii v relapsu a progresi MM. Delece RBI genu jako
samostatnd zména byla pozorovana pouze u 2,5 % nové diagnostikovanych pacientd. U
pacienti s MGUS a pacientli v relapsu nebo progresi MM nebyla delece RBI genu zjisténa
jako samostatna zména. Celkové byla metodou FICTION urcena delece RBI v 46 % ptipadu
(37,5 % u pacienti s MGUS, 56,5 % u nové diagnostikovanych s MM a 44 % u pacientli
v relapsu nebo progresi).

Zmény v IgH genu (nejvyznamnéjsi jsou translokace a delece) byly nalezeny u 47,3 %
pacienttl (18,8 % pacienti s MGUS, 57 % nové diagnostikovanych a 66 % pacientl v relapsu
nebo progresi).Translokace t(11;14) byla v nasSem souboru nalezena u 20 (9,2 %) pacientli
(10,3 % u novée diagnostikovanych pacienti a 8 % u pacientl v relapsu nebo progresi MM),
z toho u 8 pacientli spolecné s deleci RB/ genu. Dalsi nalezenou translokaci byla t(4;14), ktera
byla potvrzena lokus specifickou sondou u 27 (13,4 %) pacientd (12,8 % u nové
diagnostikovanych pacientii a 14 % u pacientl v relapsu a progresi), u 21 pacientl byla také
zjisténa pritomnost delece RB/ genu. Posledni studovana translokace t(14;16) byla nalezena u
4 (2 %) pacientli, ve 3 ptipadech s spolecné s deleci RB/ genu. U 11 pacientl s piestavbou
IgH genu (6 pacientii v dob& diagnoézy a 5 v relapsu nebo progresi MM) (5,5 %) nebyla
prokdzana zadna z vySetiovanych translokaci, coZ znamend, Ze partnersky gen v translokaci

s IgH genem nebyl urcen.
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Delece IgH genu byly nalezeny u 44 (22 %) pacientl (pacienti ve vSech stadiich), u 31
(70 %) byla delece IgH genu nalezena spole¢né s deleci RBI genu. Delece celé jedné kopie
IgH genu byla nalezena u 17 pacientli (u 14 pacienti spole¢né s deleci RBI genu) a u 13
pacienti byla prokdzana monosomie chromosomt 13 a 14. U 13 pacientl byla prokazana
delece oblasti ptilehlych k 3 konci IgH genu (z toho u 9 pacientl spolecné s deleci RBI genu),
u 4 ztéchto pacientl byla prokdzdna t(4;14) a u 2 t(11;14). U 14 pacientll byla nalezena
delece /IGVH (u 3 pacientil byla spolecné s deleci RBI genu), u 10 z téchto pacientd byla
nalezena trisomie alespon jednoho z vySetfovanych chromosomu. Trisomie alesponi jednoho
z vySetfovanych chromosomili byla nalezena u 62,5 % pacienti s MGUS, 49 % nové
diagnostikovanych pacientli a u 54 % v relapsu nebo progresi. Velmi Casto byly nalezeny
trisomie spole¢né s deleci RB1 genu.
V naSem souboru pacientll jsme nasli vice kopii oblasti 121 u 43 % nov¢ diagnostikovanych
pacientti s MM a u 56 % pacientl v relapsu a progresi MM. Déle jsme potvrdili asociaci vice
kopii 1g21 s dalSimi cytogenetickymi zménami jako jsou komplexni karyotyp a t(4;14), ale 1
trisomie vySetfovanych chromosomi. Déle jsme metodou FICTON s BAC sondami prokazali,
ze u 93 % pacientil v relapsu nebo progresi MM se zjisténou zménou v poctu kopii oblasti
1921 se jedna o zmnoZeni celého ramene 1q.
U nové diagnostikovanych pacientil byla provedena statisticka analyza jejich prezivani
podle typu 1écby: konvencni terapie (KT) nebo vysokodavkovana terapie (HD) a autologni

transplantace perifernich kmenovych bun¢k (ASCT) a typu cytogenetickych zmén.

Jednoznacné byl potvrzen vysoce prognosticky nepiiznivy vyznam nalezu komplexniho
karyotypu. Dale jsme potvrdili pfiznivy prognosticky vyznam t(11;14) a polyploidii,

nepiiznivy prognosticky vyznam t(4;14).

Cytogenetické a molekularné cytogenetické analyzy naSeho souboru pacientii potvrzuji
vyznam vySetfovani cytogenetickych abnormalit u MM, které slouzi k blizSi charakterizaci
jednotlivych subtypii MM a mohou byt vyuzity i pfi rozhodovani o volbé vhodného
1é¢ebného postupu zejména pii vyuziti novych 1€ki s biologickym u¢inkem. Pro takové
vyuziti jsou nutné dalsi studie, které by ukazaly jak klinicky vyznam sledovani vyznamnych
prognostickych faktorti, tak nejnovéjsi data cytogenetickych a molekularné cytogenetickych

studii, v¢etné vysledki analyz ¢ipovymi technologiemi.
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VIII. SUMMARY

Multiple myeloma (MM) is a B-cell neoplasia characterized by proliferation and
accumulation of clonal plasma cells (myeloma cells) in the bone marrow. Although the cause
of the origin and development of MM are not well understood, genetic studies revealed that
chromosomal aberrations play central role in pathogenesis and prognosis of patients with

MM.

We present the results of conventional cytogenetic and molecular cytogenetic analysis
of 200 patients with MGUS, patients at the time of diagnosis, in progression and relapse of
MM. Using conventional cytogenetics chromosomal changes were not detected in patients
with MGUS, chromosomal changes were detected in 22 % newly diagnosed patients and in

20 % patients in relapse or progression of MM, in 15 patients complex karyotype was found.

Using FICTION method cytogenetic changes were identified in 81 % MGUS patients,

98 % newly diagnosed and patients in relapse or in progression.

Deletion of RBI gene as a sole abnormality was found in 2,5 % newly diagnosed
patients. In MGUS patients and patients in relapse or in progression RB/ deletion as a sole
abnormality was not found. Using FICTION method this deletion was found in 46 % patients
(37,5 % MGUS, 56,5 % newly diagnosed patients and 44 % patients in relapse or

progression).

Chromosomal abnormalities involving IgH gene (deletions and translocations) were
identified in 47,3 % patients (18,8 % MGUS, 57 % newly diagnosed patients, 66 % patients in
relapse or in progression). Translocation t(11;14) was found in 20 (9,2) % patients (10,3 %
newly diagnosed patients and 8 % patients in relapse or in progression), including 8 patients
with coexisting RB1 deletion. Translocation t(4;14) was found in 27 (13,4 %) patients (12,8 %
newly diagnosed patients, 14 % patients in relapse or progression), including 8 patients with
coexisting RBI deletion. Translocation t(14;16) was found in 4 (2 %) patients (only newly
diagnosed patients), including 3 patients with coexisting RB/ deletion. In 11 patients (5,5 %)
(6 newly diagnosed patients and 5 patients in relapse or in progression) was not proved any of

examinated translocation.

Using FICTION method we detected deletion of /gH gene in 44 (20 %) patients,
deletion of IgH gene was found in patients in all stages of disease. In 31(70 %) out of 44
patients with deletion of /gH gene was found deletion of RB/ gene. Whole IgH deletion was

found in 17 patients, including 14 patients with coexisting RBI deletion. In 13 patients
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monosomy of chromosomes 13 and 14 were proved. In 13 patients was found deletion of 3’
IgH flanking sequence (includind 9 patients with coexisting RBI deletion), in 4 out of 13
patients was t(4;14) proved and in 2 t(11;14). In 14 patients IGHV deletion (including 3
patients with coexisting RB1 deletion) was found, in 10 out of 14 patietnsts was found trisomy
of at least one of examinated chromosomes.

Trisomy of at least one of examinated chromosomes was found in 62,5 % patients with
MGUS, 49 % newly diagnosed and 54 % patients in relapse or in progression of MM, most
often coexisting with RB/ deletion.

Copy number changes of 1q21 gas found in 43 % newly diagnosed patients and 56 %
patients in relapse or in progression of MM. All patients with copy number changes of 1g21
had additional cytogenetic abnormalities. We found, that in our cohort of patients copy
number changes of 121 are associated with other chromosomal abnormalities such as
trisomies of chromosomes 7, 9, 11, 15, 17, deletion of RBI gene and changes in IgH gene,
t(4;14) and complex karyotype. Using FICTION method with BAC derived probes we proved
in 93 % patients in relapse or in progression with copy number changes of 121 display gain

of whole 1q arm.

Prognostic relevance of chromosomal abnormalities for overall survival of newly
dignosed patients was evaluated. Patients were dividet into subgroups acording to the therapy
(conventional or high dose therapy folowing autologous stem cell transplantation). In our
study, the presence of complex karyotype and t(4;14) was associated with a significantly
shorter overall survival rate. The presence of t(11;14) and polyploidy was associated with

longer overall survival rate.
The further analysis completed by gene expression study can provide important

information in understanding of pathogenetic mechanisms of progression in MM patients.
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Kapitoly v knihach
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2.4.8 Mnohocetny myelom

Prednasky

Dny diagnostické ,prediktivni a experimentalni onkologie

Olomouc, 9. — 10. 12. 2006

Studie chromosomovych zmén u nemocnych s mnohoc¢etnym myelomem

Strasilova J., Holzerova M., Chludova K., S¢udla V., Zemanova M., Pospisilova H., Lakoma

L., Prekopova 1., Hanzlikova J., Kropackova J., Indrak K., JaroSova M.

XX. Olomoucké hematologické dny s mezinarodni icasti

Olomouc, 31. 5. - 3. 6. 2006

Studie chromosomovych zmén u nemocnych s mnohocetnym myelomem

Strasilova J., Holzerova M., Prochazkova K., S¢udla V., Zemanova M., Pospisilova H.,

Lakoma I., Prekopova 1., Hanzlikova J., Kropackova J., Dusek L.,Indrdk K., JaroSova M

39. vyro¢ni konference Cytogenetické sekce Cs. Biologické spole¢nosti

Ceské Budgjovice, 14. 15. 9. 2006

Cytogenetika, molekularni cytogenetika a molekularni genetika Burkitt-like lymfomu —
kazuistika.

Balcarkova J., Holzerova M., Pospisilovd H., Plachy R., Hanzlikova J., Kropackova J.,

Prekopova 1., Novosadova A., Papajik T., Kuc¢erova L., Indrak K., JaroSova M.
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I1. Dny diagnostické, prediktivni a experimentalni onkologie

Olomouc, 7. -9. 12. 2006

Cytogenetika, molekularni cytogenetika Burkitt-like lymfomu — kazuistika.

Balcarkova J., Holzerova M., Pospisilova H., Plachy R., Hanzlikova J., Kropackova J.,

Prekopova 1., Novosadova A., Papajik T., Kucerova L., Indrak K., JaroSova M.

XXI. Olomoucké hematologické dny

Olomouc, 16. —19. 6. 2007

Analyza zmén poctu kopii 1¢q21 u relabujicich a progredujicich pacientii s mnohocetnym
myelomem.

Balcarkova J., S¢udla V.,Holzerova M., Pospisilova H., Hanzlikova J., Kropackova 1J.,

Prekopova 1., Zemanovéa M., BaCovsky J., Indrak K., JaroSova M.

Celostatni sjezd spole¢nosti 1ékai'ské genetiky CLS JEP a 40. vyro¢ni cytogeneticka
konference

Praha 19. -21. 9. 2007

Analyza komplexniho karyotypu u pacientii s mnohoc¢etnym myelomem

Balcarkova J., Holzerova M., Pospisilova H. , S¢udla V., Zemanova M., Hanzlikova J.,

Kropackova J., Prekopova 1., Indrak K., JaroSova M.

XXII. Olomoucké hematologické dny s mezinarodni u¢asti

Olomouc, 28. —31. 5. 2008

Molekularné cytogenetické mapovani oblasti 1q u relabujicich a progredujicich
pacientii s mnohoc¢etnym myelomem

Balcarkova J., Urbankova H., S¢udla V., Holzerovd M., Zemanova M., Bacovsky J. ,
Hanzlikova J., Kropackova J., Prekopova 1., Indrak K., JaroSova M.

41. vyroc¢ni cytogeneticka konference

11.-12. zafi 2008

Amplifikace 1q u relabujicich a progredujicich pacientii s mnoho¢etnym myelomem
Balcarkova J., Urbankova H., S¢udla V., Holzerovd M., Zemanova M., Bacovsky J. ,

Hanzlikova J., Kropackova J., Prekopova I., Indrak K., JaroSova M.
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Postery:

12™ Congress of the Europian Hematology Association (EHA)

Viden, Rakousko, 7. -10. 6. 2007

Analysis of 1¢q21 copy number changes in patients in relapse and progression of multiple
myeloma

Balcarkova J .1, S¢udla V.z, Holzerova M.l, Pospisilova H.],Hanzlikové J .1,

Kropackova J .I,Prekopové I.l, Zemanova M.Z, Bacovsky J. 2, Indrak K.l, JaroSova M.!

13™ Congress of the Europian Hematology Association (EHA)

Kodan, Dansko 12. -15. 6. 2008

Gains of chromosome 1q in patients in relapse and progression of multiple myeloma
Balcarkova J., Urbankova H., S¢udla V., Holzerova M., Zemanova M., Bacovsky J. , Indrak

K., JaroSova M.

14™ Congress of the Europian Hematology Association (EHA)

Berlin, Némecko, 4.- 7. ¢ervna 2009.

Deletion of 14q involving IGH gene in patients with multiple myeloma

Balcarkova J., Pika T., Urbankova H., Holzerova M., S¢udla V., Badovsky J. , Indrak K.,

JaroSova M.

XXIII. Olomoucké hematologické dny s mezinarodni ucasti
Olomouc, 24. -27. ¢ervna 2009
Delece 14q zahrnujici /GH gen u pacientii s mnoho¢etnym myelomem

Balcarkova J., Urbankova H., Pika T., Holzerova M., S¢udla V., Bacovsky J., Indrak K.,
JaroSova M.
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