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SOUHRN

Bakalafska prace se zabyva studiem chromosomovych zmén u pacientl
s mnohocetnym myelomem (MM) a klonalnim vyvojem téchto aberaci u patologickych
plasmatickych bun¢k.

V teoretické Casti bakalatské prace jsou shrnuty zakladni poznatky a informace
0 hematopoéze, problematice mnohocéetného myelomu, souc¢asnych metodach cytogenetiky
a molekularni cytogenetiky, cytogenetickych zméndch u MM a o jejich klinickém
vyznamu.

Prakticka ¢ast obsahuje soubor 25 pacientd, u kterych byla provedena molekularné
cytogeneticka analyza FICTION. Celkovy soubor nemocnych byl rozdélen na pacienty
nové diagnostikované S MM/monoklonalni gamapatii nejasného piavodu (MGUS)
(15 pacientt) a pacienty v relapsu/progresi s MM (10 pacienti). Chromosomové zmény
byly nalezeny u24 pacienti, z toho u 14 nové diagnostikovanych a 10 pacientd
vySetienych v relapsu/progresi onemocnéni. Zmnozeni poctu Kkopii oblasti 1q21
(8 pacientl) a numerické zmény pocCtu chromosomu 15 (8 pacientil) byly nejcastéji
detekovanymi zménami u nov€é diagnostikovanych pacienti. U 10 pacientl
v relapsu/progresi byla vyhodnocena piitomnost klonalniho vyvoje, potvrzena byla
U 6 z nich. Nejcastéjsi zmeénou v klonalnim vyvoji bylo zmnoZzeni oblasti 1q21.

Bakalatska prace potvrdila vyznam molekularn€ cytogenetické analyzy metodou

FICTION u nemocnych s MM a MGUS.



SUMMARY

This thesis deals with chromosomal changes in patients with multiple myeloma and
also deals with clonal evolution of these changes in pathological plasma cells.

The theoretical part of thesis summarizes principal knowledge about hematopoiesis,
the issue of multiple myeloma, contemporary methods of cytogenetic and molecular
cytogenetic, cytogenetic changes in MM and its clinical meaning.

The experimental part contains group of 25 patients who were examined by
molecular cytogenetic analysis FICTION. This group was divided into the patients newly
diagnosed with MM/monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS)
(15 patients) and the patients in relapse/progression of MM (10 patients). Chromosomal
aberrations were detected in 24 patients, in 14 patients examined at diagnosis and in
10 patients examined at relapse/progression. The most frequently detected changes in the
newly diagnosed patients with MM/MGUS are multiplication of region 1g21 (8 patients)
and numerical changes of chromosome 15 (8 patients). The presence of clonal evolution
was confirmed in 6 out of 10 examined patients in relapse/progression of MM. The most
frequent aberration in clonal evolution were gains 1g21.

This thesis confirmed important of molecular cytogenetic method FICTION in the
patients with MM and MGUS.
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1. CILE PRACE

1. Vypracovani reSerSe bakaldiské prace na téma molekularné cytogeneticka
analyza znaCenych plasmatickych bunék a sledovani klonalniho vyvoje

chromosomovych aberaci u mnohocetného myelomu (MM).

2. Shrnuti zakladnich informaci o MM, molekularné cytogenetickych metodach

a cytogenetickych zménach u pacientd s MM.

3. Monitorovani chromosomovych aberaci a klondlniho vyvoje pomoci metody

FICTION na souboru pacienti s MM.



2. UVOD

Vice nez 50 let uplynulo od pfesného urceni poctu lidskych chromosomt v roce
1956 (Thio et Levan, 1956). Od této doby se cytogenetika rozvijela od pocate¢niho
konvenc¢niho barveni, pies pruhovani az po nejnovéjsi molekularné cytogenetické metody,
jakou je napt. array komparativni genomova hybridizace. Kombinaci téchto metod se
cytogenetika stala nepostradatelnym ndastrojem pro diagnostiku riznych vrozenych
a ziskanych chromosomovych zmén (Kannan et Zilfalil, 2009). Cytogenetické studie
ptispély vyznamnym dilem k identifikaci opakujicich se chromosomovych abnormalit
u riznych typt nadort (leukémie, lymfomy, solidni nadory). Tyto urcené genetické zmény
se staly dualezitym kritériem v klinické diagnostice a pii urceni progndzy tady nadort
(Sandberg et al., 2010).

Mnohocetny myelom (MM) je geneticky komplexni onemocnéni, které je jako
kazdy nador spojeno s vicestupfiovym procesem kumulace genetickych zmén v pribehu
¢asu. Tento vicestupnovy proces umoziuje u MM diagnostikovat klinické faze, které se
béhem vyvoje lisi biologickymi parametry. Prvni z téchto fazi se nazyva monoklonalni
gamapatie nejasného vyznamu (MGUS). Toto premaligni stddium je asymptomatické
a vyznacuje se malou klonalni populaci plasmatickych bunék v kostni dfeni. (Prideaux
etal., 2014). Z MGUS se vyviji doutnajici mnohocetny myelom (SMM), ktery je dalsi
asymptomatickou fazi a od MGUS se liSim vétSim poctem dienovych nadorovych
plasmatickych bun¢k > 10 % (Kyle et Rajkumar, 2009). Nasledujici fazi je samotny
symptomaticky mnohocetny myelom (MM), kdy maligni klony zpusobuji organové
postizeni véetné hyperkalcémie, renalni dysfunkce, anémie a onemocnéni kosti. Kone¢nou
fazi vyvoje je plasmacelularni leukémie (PCL), agresivni faze, ktera je charakterizovana
existenci extramedularni klon a rychlou progresi onemocnéni koncici smrti (Prideaux

etal., 2014).
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3. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1. Hematopoéza

Béhem zivota jedince probihd krvetvorba ve dvou odlisnych fazich. Jedna se
0 prenatalni (pfedporodni) fazi a postnatalni (poporodni), ktera trva az do smrti. Jednotliva
obdobi se od sebe 1isi mistem krvetvorby a odlisSnym zpusobem vzniku krvinek (Pecka,
2002). Vytvoreni a udrzovani krevniho systému v homeostaze zavisi na sebe obnovujicich
se krvetvornych kmenovych bunikach (HSC), které jsou za normalnich okolnosti umistény
v malém mnozstvi v kostni dieni dospélych jedinct (Orkin, 2008). Vzhledem k tomu, ze
zralé krvinky jsou ptevazné kratko zijici, kmenové buiiky po celou dobu Zivota dopliuji
progenitory a prekurzory jednotlivych hematopoetickych linii. Z progenitorti nasledné
vznikaji diferenciaci zralé krevni bunky (obr. 1), kterymi jsou napf. erytrocyty,
megakaryocyty, myeloidni buiiky (monocyty, makrofagové a neutrofily) a lymfocyty
(Orkin, 2000).

Tvorba lymfoidnich krevnich bunék (rizné typy lymfocytd, plasmocyty, bunky
podpurnych tkani) se nazyva lymfopoéza. Kostni dien a brzlik (thymus) jsou primarni
lymfatické organy, kde lymfocyty vznikaji a vyviji se z matefskych lymfoidnich
kmenovych bunék. Vzniklé lymfoidni krevni elementy jsou transportovany v periferni krvi
do sekundarnich lymfatickych organi (slezina, lymfatické uzliny, tonzily, lymfaticka tkan
sliznic), kde dozravaji a dostavaji se do kontaktu s antigeny (Bulikova, 2000; Pecka, 2002).

Z B-lymfocyti vznikaji po setkani s antigenem pamétové a plasmatické bunky.
Plasmocyty (plasmatické bunky) produkuji protilatky a maji velmi dilezitou roli
V humorélni imunité. Vyvojovd stddia aktivovanych B-lymfocytl antigenem jsou

plasmoblast, proplasmocyt a plasmocyt (Pecka, 2002).
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Obr. 1: Zjednodusené schéma hematopoézy (upraveno podle Winslow, 2008)

3.2.  Mnohocetny myelom

Mnohoéetny myelom (MM) je klonalni onemocnéni plasmatick}'/ch bun¢k a tvori
B-lymfocyti ve folikulu lymfatické tkané a nekontrolovatelnou klonalni proliferaci
malignich plasmablasti a plasmatickych bun¢k v kostni dieni. Mikroprostiedi kostni diené
ma také klicovou ulohu v patogenezi myelomovych nadorovych bunék (Raab et al., 2009;
Adam et al., 1999). Vznik MM je vétSinou podminény vznikem pre-maligniho nadorového
onemocnéni zvaného monoklonalni gamapatie nejasného pavodu (MGUS) (Kyle et al.,
2003). Monoklondlni gamapatie jsou obvykle bez ptiznaki, ale mohou nékdy zpiisobovat
primarni amyloidozy v disledku patologické kumulace monoklonalnich imunoglobulinti
(Ig) v postizenych tkanich (Abraham et al., 2003). MGUS je stabilni onemocnéni, pfi¢emz

Sance na pfeménu v MM kazdy rok stoupd o 0,6 az 3 % v zavislosti na typu

12



monoklonalniho imunoglobulinu (Ig) a u 1/3 nemocnych dojde k vyvoji MM (Kyle et al.,
2002). Soucasné poznatky o patogenezi MM ukazuji, Ze vzniku MM predchézi stddium
MGUS (Prideaux et al., 2014).

Primérny veék pifi diagnose MM je pfiblizné 62 let u muza a 61 let u zen. Pouze 2 %
pacientli jsou mladsich 40 let. Onemocnéni Castéji postihuje muze nez Zeny a jeho vyskyt
je dvakrat Cast€j$i u negroidni rasy nez u europoidni. Pfi¢ina nerovnomérného vyskytu
mezi rasami a pohlavim je zatim neznama (Raab et al., 2009). Median pieziti pii aplikaci
konvencni 1écby se pohybuje v rozmezi 3 - 4 let, pii 1é€bé a nasledné autologni
transplantaci kmenovych bunék muze median pieziti stoupnout az na 5 - 7 let (Munshi,
2008). Pies vyznamné pokroky v 1é¢b€ nemocnych s MM, zlistdva zatim toto onemocnéni

nevylécitelné (Dispenzieri et Kyle, 2005; Kyle et al., 2003).

3.2.1. Patogeneze MM

Vznik a vyvoj MM je charakterizovan kumulaci fady ziskanych genetickych zmén.
Tyto zmény mulzeme rozd€lit do dvou, vice ¢i méné vzijemné se vylucujicich
onkologickych udalosti. Pfiblizn€ v poloving ptipadl dochazi k translokacim lokust
tézkého imunoglobulinového fetézce (IGH) s riiznymi partnerskymi geny, kterymi mohou
byt napt. cyklin D1 (CCND1), cyklin D3(CCND3) nebo gen FGFR3. Druha polovina
pfipadl je charakterizovana zmnozenim poctu chromosomu - hyperdiploidii s nejcastéji
duplikovanymi chromosomy 5, 7, 9, 11, 15, 19, a 21 (Liebisch et Dohner, 2006).

B-lymfocyty béhem svého vyvoje prodé€lavaji tfi procesy modifikace DNA v genu
IGH (obr. 2). Jedna se o: VDJC rekombinaci, somatickou hypermutaci (SHM) a tzv. ,,class
switch rekombinaci (CSR) (Némec et al., 2008). Nezralé¢ B-lymfocyty s funkénimi IgM
receptory, které byly vytvofeny VDJC rekombinaci, opousti kostni dienn a vstupuji do
sekundarni lymfatické tkané jako zralé B-buniky. Pfi interakci s antigenem ¢ast lymfoblasth
proliferuje a diferencuje na plasmatické bunky s kratkym polo¢asem zivota. Tyto kratkou
dobu zijici plasmatické bunky exprimuji IgM protilatky. V ramci primarni imunitni
odpovédi, lymfoblasty stimulované antigenem prochéazeji somatickou hypermutaci a CSR
v germindlnich centrech lymfatickych tkani. Bunky, které neexprimuji imunoglobulinové

receptory podstoupi apoptozu, zatimco zbyvajici bunky, které exprimuji imunoglobulinové
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receptory na svém povrchu se diferencuji do pamétovych B-bunék nebo do post-
germinalnich plasmablasti (Hallek et al., 1998; Kuehl et Bergsagel, 2002).

Vysoky vyskyt nddorti vzniklych z post-germinalnich B-lymfocytli naznacuje, Ze
chybna prestavba DNA je zasadni udalost ve vyvoji lymfoproliferativnich onemocnéni
(Kiippers et al., 2001; Willis et Dyer, 2000).

Byly provedeny analyzy sekvenci DNA genu IGH myelomovych buné¢k, které
potvrdily somatickou hypermutaci v téchto bunkach, coz znamena, ze buitkky MM prosly
germindlnimi centry, nebot’ sekvence DNA kddujici variabilni oblast imunoglobulinového
fetézce (VDJ segment) je v porovnani s ostatnimi zralymi B-bunkami zna¢né¢ mutovana.
Myelomové buiiky jednoho pacienta vykazuji mezi sebou minimalni heterogenitu mutaci
v IGH genu.

Z hlediska patogeneze myelomu je nejzasadnéjSim procesem tzv. class switch
rekombinace (CSR) DNA. Tato rekombinace muze probéhnout dvéma zpusoby: legitimné
(fyziologicky), kdy dochézi k presmyku isotypu vznikajiciho imunoglobulinu z jedné tiidy
do druh¢ (napf. z IgM do IgA) nebo nelegitimné (patologicky), jejimz vysledkem mohou
byt chromosomové translokace. Tyto translokace zplsobuji naruSeni regulace ptitomnych
onkogenll na derivovanych chromosomech a vedou pfimo nebo postupné k malignim
transformacim B-bun¢k. (Némec et al., 2008).

Buniky MM tedy vznikaji z post-germinalnich plasmablastl, které prosly vsemi
procesy modifikace DNA v IGH genu. Tyto buniky migruji do prostfedi kostni dfené, kde
se vlivem prostiedi mohou pfeménit na dlouho zijici plasmatické bunky (Shapiro-Shelef
et al., 2005). Maligni plasmablastické bufiky maji zachovanou schopnost migrace a déleni,
avSak zrala plasmaticka burika, ktera je terminalnim stadiem, dale jiz neproliferuje a pouze
sekretuje monoklondlni imunoglobuliny. Hlavnim rozdilem mezi fyziologickym
a myelomovym procesem maturace plasmablasti je nekontrolovatelna proliferace
a dlouhovekost u myelomové vyvojové fady bunck, které jsou témeét nesmrtelné (Adam
etal., 1999).

Zasadni roli ve vyvoji a progresi MM mé mikroprostfedi kostni dfené. Piimé
spojeni mezi butkami MM a bunkami stromatu kostni diené (KD), nebo extracelularnimi
matrix proteiny je uskute¢iovdno pomoci bunécnych receptorti, kterymi jsou napf.
integriny, kadheriny, selektiny a imunoglobulinové rodiny molekul bunééné adheze. Oba
typy interakci pifimo zvySuji rist, pfeziti, migraci, odolnost myelomovych bunék proti
1ékiim a moduluji funkci bunék stromatu kostni dfené, napt. zvySenim sekrece cytokinti

(Raab et al., 2009).
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Adheze myelomovych bunék k extracelularnim matrix proteinim kostni diené,
mezi které fadime napt. kolagen, fibronektin, laminin a vitronektin, zpisobuje produkci
a sekreci cytokint a rustovych faktort. Nejvyznamnéj$imi jsou interleukin 6 (IL-6), VEGF
a IGF (Podar et al., 2005).

Kostni Kmenova buiika ), IgM  Dlouhodobé Zijici plazmatickd burika

dien
0 —

Sekundarni

IgM
lymfaticky y £
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; y burka
Zrald B-bunka
Antigen l IEM
/=
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/ -
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l ’
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=)
/a
o))) .
Kratkodobé Zijici plazmaticka burika

Obr. 2: Vyvoj plasmatické bunky (upraveno podle Kuehl et Bergsagel, 2002)

Centroblast

3.2.2. Diagnostika

Diagnosa MM je laboratorné zaloZena na ureni abnormalnich monoklonalnich
plasmatickych bunék v kostni dfeni a na zachytu M-proteinu v séru nebo v moci (Kyle
et Rajkumar, 2009).

Mezi typické klinické ptiznaky MM patii Gnava z divodu anémie, opakujici
se infekce a bolesti kosti, které jsou vysledkem osteolytickych 1ézi nebo zlomenin.
Osteolytické 1éze patii mezi jeden s charakteristickych rysi MM a jsou pfitomny asi

u 70 % pacientl. U 15 az 30 % pacientll je zjiSténa hyperkalcemie a renalni nedostate¢nost,
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kterd je zplsobena srazenim monoklondlnich lehkych fetézcti ve sbérnych kanalcich.
U 10 % pacient se mohou vyskytnout dal$i méné casté ptiznaky, kterymi jsou napf.
periferni neuropatie, krvaceni, dusnost a hyperviskozni syndrom (Kyle et al., 2003).

Obvykle je provadéno né€kolik vstupnich screeningovych vysetieni u pacientl
S podezienim na MM. Mezi tyto vySetfeni patii radiografické vysetfeni skeletu (zamétené
na bolestivé oblasti), kompletni krevni obraz, sedimentace erytrocytd, test viskosity krevni
plasmy, elektroforéza krevniho séra, obsah elektrolytdi, koncentrace moc¢oviny, kreatinu,
vapniku, albumint, kyseliny mocCové v séru nebo plasmé, kvantitativni vySetieni
normalnich imunoglobulintl a vySetfeni pfitomnosti lehkych fetézcti v moci (Bradwell et
al., 2003).

Pro rozliSeni klinickych stadii MM existuji dva zékladni systémy, které rozdéluji
MM dle urcitych kritérii. V minulosti byl pouzivan diagnosticky systém podle Durie-
Salmona, ktery byl vyvinut pfiblizn¢ pired 30 lety a vychéazi z teorie, Ze je mozné
matematicky odvodit celkovy pocet myelomovych bun¢k a objem nddoru podle mnozstvi
imunoglobulinti, ktery vytvoii kazda plasmaticka bunka, a podle polocasu rozpadu
cirkulujicich  imunoglobulini. Takto vypocfteny objem néadoru je korelovan
s individudlnimi klinickymi testy k definovani klinického stadia. Pacienti jsou dle vysledki
rozdéleni do stadii I — III. Neddvno International Myeloma Working Group (IMWG)
zavedla novy systém klasifikace MM, International staging system (ISS), ktery je zalozen
na méfeni mnozstvi B2 mikro-globulini a sérovych albumint. Tento zplsob klasifikace
MM vsak neposkytuje informace o rozsahu nadorové masy v organismu (Kyle
et Rajkumar, 2009).

Pratokova cytometrie aspirdtu kostni diené¢ nam slouzi k zjisténi fenotypu
plasmatickych bunék a potvrzeni klonality (Smith et al., 2005). Odlisit normalni fenotyp
plasmatické bunky od myelomového mizeme diky identifikaci exprimovanych antigend na
povrchu cytoplasmatické membrany. Klasicky exprimovanymi antigeny u B-lymfocyta
jsou CD19-24, CD40, CD72 a CD79. Myelomové bunky exprimuji odlisné antigeny nez
normalni plasmatické bunky. Plasmatické bunky MM typicky exprimuji CD138, CD38
a cytoplasmatické lehké fetézce imunoglobulind. Zfidka exprimuji antigen CD19, ¢imz se
1i8i od ostatnich lymfomti (Mahindra et al., 2010;LeBien et Tedder, 2008).

Obdobn¢ jako u jinych hematologickych onemocnéni maji cytogenetické
a molekularné cytogenetické analyzy prognosticky vyznam pro pacienty s MM. Zlepseni
znalosti v biologii MM ma zasadni vliv na zlepSeni 1é€by, napt. pfi vybéru optimalni 1écby

pro kazdého pacienta, nebo pii vyvoji novych 1éka (Avet-Loiseau, 2007).
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Chromosomalni zmény u pacientd s MM jsou nejcastéji detekovany fluorescenéni
in situ hybridizaci v interfaznich bunkach (i-FISH), protoze prolifera¢ni aktivita
myelomovych bunék in vitro je nizka, tudiz ziskat metafaze nadorovych plasmocyti je
obtizné. Specialni metoda i-FISH pro detekovani chromosomalni zmény u pacientii s MM
se oznacuje FICTION (fluorescen¢ni imunofenotypizace a interfazni in situ hybridizace)
(Avet-Loiseau, 2007; Weber-Matthiesen et al., 1992).

Soucasna molekularni cytogenetika MM vyuziva také microarray technologie,
které dovoluji analyzu celého genomu, avSak urcuji pouze zmény v poctu kopii genii nebo

chromosomi (Avet-Loiseau, 2007).

3.2.3. Lécba

Prvni G¢innd 1é€ba MM byla popséna v 60. letech 19. stoleti a jednalo se
0 kombinaci 1ékti melfalanu a prednisonu. Uéinnost kombinace téchto latek byla zvy3ena
spoleéné se zavedenim autologni transplantace kmenovych bunék (ASCT) (Kyle
et Rajkumar, 2008).

Nicmén¢ 1éEba mnohocetného myelomu se nejrazantnéji zménila v poslednich
deseti letech, kdy doslo k narGistu moznych kombinaci 1éki, které mohou byt pouZity jak
pfi prvni linii 1écby tak 1 pfi relapsu MM. Do konce 90. let 20. stoleti byl median pieZiti
u pacientit s MM cca 3 roky. Zavedenim novych aktivnich latek jako jsou thalidomid,
bortezomib, lenalidomid v kombinaci s autologni transplantaci kmenovych bun¢k (ASCT)
se od té doby medidn preziti zvysil pfiblizné na 5 let (Rajkumar, 2011).

Navzdory v§em pokrokiim v 1é¢b€ dochazi vzdy k relapsu u MM a prozatim je stale
nevyléCitelnou chorobou. Kromé toho 1éky thalidomid, bortezomib a lenalidomid jsou
spojeny s rtuznymi nezadouci vedlejSi ucinky, a proto je naléhavé nutna identifikace
novych terapeutickych cilti a odvozeni silngjSich, ale méné toxickych 1é¢iv (Podar et al.,
2009).
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3.3. Cytogenetika a molekularni cytogenetika

Do 70. let 20. stoleti byly chromosomy rozliSovany pouze na zaklad¢ velikosti
a polohy centromery. Timto zptisobem mohly byt chromosomy rozdéleny do skupin, ale
nemohly byt piesné identifikovany. Jednou z klicovych udalosti v cytogenetice bylo
zavedeni pruhovacich technik, diky kterym mohly byt piesné¢ uréeny jednotlivé
chromosomy. Presnéji také mohly byt zjiStény translokace, chromosomalni delece a dalsi
zmény ve struktufe chromosomu. Celkovy pocet chromosomu v jadie bunky a jejich
konstituce je znazornovan karyotypem. Normdlni karyotyp muZze je 46,XY a zeny 46,XX
(Strachan et Read, 1999). Pro piesné uréeni chromosomovych zmén mélo velky vyznam
zavedeni pruhovacich metod, kterymi jsou G-, R-, Q- nebo C- pruhovani. Prvni pruhovaci
metodu pro urceni chromosomové translokace pouzila J. Rowleyova vroce 1973.
Mechanismus vzniku pruhd neni doposud ptesné objasnén (Snustad et Simmons, 2009).
Tmavé pruhy vznikaji v oblasti s vysokou pfitomnosti adeninu a thyminu. Témto pruhiim
se fika G-pozitivni. RovnéZz se predpoklada, ze se jedna o oblast s vysokym stupném
kondenzace a k jeji replikaci dochézi az v posledni syntetické fazi bunééného cyklu. G-
pruhy obsahuji hodné disulfidovych proteinii. G-negativni pruhy obsahuji sulthydrylové
proteiny (Lexova et al., 2000).

Existuje mnoho chromosomovych aberaci, kter¢ nejsou metodami klasické
cytogenetiky detekovany. Pro rozpoznani takovychto aberaci je nutné pouzit metody
molekularni cytogenetiky. Zakladni technikou molekularni cytogenetiky je fluorescencni
in situ hybridizace (FISH). Princip této metody spociva v detekci specifickych DNA
sekvenci pomoci fluorescenéné znacenych sond. V pribéhu let se vyvinuly metody, které
jsou zaloZeny na zadkladnim principu metody FISH. Mezi tyto metody fadime napf.
vicebarevnou fluorescenéni in situ hybridizaci (mFISH), komparativni genomovou

hybridizaci (CGH) nebo array CGH (aCGH) (Wan, 2010).
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3.3.1. Klasicka cytogenetika

Klasicka cytogenetika se zabyva studiem chromosomovych zmén. Nejcastéji
pouzivanymi bunikami pro hematologicka studia jsou leukocyty (Todd et al., 2000).
Rozdilné techniky pruhovani umoznuji nejen presnou identifikaci kazdého chromosomu,
ale také se pomoci nich detekuji strukturdlni chromosomové prestavby. Kombinaci
nékolika pruhovacich metod ziskdme pfesnéj$i informace, potfebné pro chromosomalni
analyzy. Nejpouzivangj$i metodou v klasické cytogenetice se stalo G-pruhovani, pfi
kterém jsou oblasti na chromosomech barveny Giemsa roztokem (Kannan et Zilfalil, 2009)

Pro provedeni zakladniho cytogenetického vySetfeni se pouzivaji délici se bunky
(nejcastéji v metafazi), ve kterych mizeme vizualizovat chromosomy. Pii zakladani kultur
jak kratkodobych (kostni dieti), tak dlouhodobych je nezbytné pouzit vzorky co nejdiive
po odbéru (Sandberg et al., 2010). Metody klasické cytogenetiky mohou byt provedeny
pouze na mitotickych chromosomech, na rozdil od metod molekuldrni cytogenetiky, které
mohou byt provedeny i na interfaznich jadrech (Vorsanova et al., 2010).

Pro hodnoceni preparati a sestaveni karyotypu (obr. 3) je v soucasnosti pouzivan
mikroskop s digitalni kamerou a pocitaovou analyzou obrazu (Michalova, 1999).

Karyotyp je sestaven podle poctu a struktury pruhti na chromosomech (Todd et al., 2000).
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Obr. 3: Karyotyp muze; 46,XY (pievzato z HOK FNOL)
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3.3.2. Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH)

Fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH) je zalozena na denaturaci a renaturaci
DNA a navazani sond ke komplementarnim tisekim DNA cilového genetického materialu,
kterym mohou byt jak metafazni chromosomy, tak interfazni jadra bunék (Tonnies, 2002).
Nabizi ndm moznost studia jak celého genomu, tak specifickych genomovych oblasti
(Vorsanova et al., 2010). Pomoci FISH muzeme stanovovat a identifikovat numerické
aberace  (aneuploidic), submikroskopické prestavby, derivované chromosomy
a chromosomové zlomy (Carpenter, 2001). Princip této molekularné cytogenetické metody
spociva v denaturaci dvousroubovice DNA teplotou nebo chemickou latkou, kdy dochazi
k zaniku vodikovych mastk (denaturaci) mezi vlakny DNA, které se od sebe oddéluji.
Jestlize pfi postupném snizovani teploty dojde k setkdni znacenych komplementarnich
fetézcl sond s fetézcem DNA, mohou za ptiznivych podminek (teplota, molarita) vytvofit
zpétné¢ dvouvlaknovou DNA na zékladé komplementarity bazi (Michalova, 1999).
Fluorescen¢ni signaly navdzanych sond je mozné pozorovat ve fluorescencnim
mikroskopu s pouzitim odpovidajicich fluorescen¢nich filtra (Tonnies, 2002). Pro klinické
studie jsou pouzivany ¢tyfi zakladni kategorie DNA sond:

e sondy jedinecnych sekvenci DNA detekuji specifické sekvence v cilové
DNA, které jsou pfitomny pouze v jedné kopii a neopakuji se v genomu.
Sondy se mohou skladat z jednotlivych genti nebo DNA fragmentd,
u kterych zname presné umisténi v uréité chromosomové oblasti. Sondy
jsou pouzitelné pii detekci deleci nebo duplikaci konkrétnich oblasti
chromosomi, oblasti zlomt u translokaci a pii amplifikacich gend.

e sondy telomerické se pouzivaji pii studiu kryptickych deleci a translokaci,
které nejsou viditelné klasickymi pruhovacimi metodami. Vazi se na
repetitivni sekvence na koncich chromosomtl.

e sondy satelitnich sekvenci (centromerické) obsahuji repetitivni sekvence
DNA, které se nachazeji predevSim v oblasti centromery. VyZaduji kratsi
dobu hybridizace a vytvafi intenzivni signdly na metafdznich
chromosomech i v interfaznich bunéénych jadrech. Jsou uzitecné zejména
v pfipadech, které vyZzaduji detekci numerickych abnormalit napf.

aneuploidie, pii posouzeni vysledkl transplantace kostni diené v piipadé
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kdy pohlavi u darce a pfijemce neni stejné a pro stanoveni minimalni
rezidudlni nemoci po 1é¢bé u pacientt s leukémii.

e celochromosomové sondy (,,paintingové“ sondy) vznikaji kombinaci
velkého mnozstvi jedineénych a repetitivnich sekvenci DNA, které jsou na
jednom chromosomu. Fluorescen¢ni signal je pozorovatelny po celé délce
chromosomu. Sondy jsou aplikovany na metafazni chromosomy pro
identifikaci nezndmych (marker) chromosomti a komplexnich ptestaveb.

VSechny tyto typy sond jsou komercné dostupné (Carpenter, 2001).

3.3.3. FICTION (fluorescen¢ni imunofenotypizace a interfazni in situ hybridizace)

Metoda FICTION (fluorescence immunophenotyping and interphase cytogenetic as
a tool for the investigation of neoplasm) jako dulezity nastroj pro vySetfovani pacientl
s MM, piedchazi falesnému hodnoceni bunék v KD, které nejsou plasmatickymi buiikami
(Weber-Matthiesen et al., 1992; Wang et al., 2008).

Ve skuteCnosti se jednd o kombinaci metod fluorescenéni imunofenotypizace
ainterfazni FISH (i-FISH), které jsou soucasn¢é provedeny na vSech bunkach KD. Pii
imunofenotypizaci jsou k identifikaci plasmocytll pouzivany ptimé AMCA-konjugované
protilatky proti lidskym « nebo A lehkym imunoglobulinovym fetézctim. Metoda i-FISH je
provadéna dle standardniho postupu. Metoda FICTION je nezbytnym nastrojem
v modernich cytogenetickych laboratofich pro detekci chromosomovych aberaci pfi

diagnostice KD pacientii s MM (Leung et al., 2012).
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3.3.4. Metoda mnohobarevné FISH a mnohobarevného pruhovani

V poslednim desetileti byly zavedeny nové molekularné cytogenetické techniky,
které vychazeji ze zakladnich principt fluorescencni in situ hybridizace. Mezi tyto metody
fadime mnohobarevnou (multiplex) FISH (mFISH), spektralni karyotypizaci (SKY)
a vicebarevné pruhovaci techniky (mBAND). Metody mnohobarevné fluorescencni in situ
hybridizace se staly nepostradatelnymi hlavné pti detekci komplexnich chromosomovych
ptestaveb (Lichr et al., 2004).

SKY a mFISH umoziuji vizualizaci vSech 22 pari autozomil a pohlavnich
chromosomi X a Y lidského karyotypu v jednotlivych barvach béhem jednoho
hybridiza¢niho experimentu (Lichter, 1997). Ob¢& tyto techniky jsou =zalozeny na
kombinatorickém znaceni vSech lidskych chromosomli pomoci celochromosomovych
barvicich sond, které vyuzivaji 5 spektralné odlisnych flourochromi. Celkovy pocet
dosazitelnych barev (N) je dan rovnici N = 2n-1, kde n je pocet spektralné odlisSnych
flourochromii. Chromosomy jsou dale pomoci pocitacového programu vizualizovany
v 24 pseudobarvach (Kearney, 2006).

Metody mFISH a SKY se lisi pouze ve zptsobu zpracovani vysledkt hybridizace
sondy s genetickym materidlem. Pii vyhodnoceni mFISH se mikroskopicky obraz snima
postupné¢ CCD kamerou s vyuzitim Sesti riznych optickych filtri. Po analyze jednotlivych
Sesti obrazll nésleduje komplexni analyza pomoci specifického softwaru (Kearney, 2006).
SKY zaznamenava fluorescenci vSech sond v jeden okamzik spektrdlnim zobrazovacim
systémem, ktery se skladd z interferometru a CCD kamery. Zachycené svétlo se prenasi
pomoci CCD kamery do interferometru, kde je zjiSténo jeho slozeni. Emitované svételné
spektrum je nakonec vyhodnoceno pocitacovym programem (McNeil et Ried, 2000).

Do nedavné doby, byly zlomy a intrachromosomalni pfestavby chromosomi
identifikovany pouze klasickymi barvicimi technikami, kterymi jsou naptiklad G- nebo R-
pruhovani. Nicméné, bylo tézké identifikovat vSechny tyto zmény pomoci pruhit dvou
barev. Diky nizké rozliSovaci schopnosti byly Casto slozité¢j$i chromosomové prestavby
nespravné interpretovany. S pfichodem vicebarevné pruhovaci techniky (MBAND) byla
tato omezeni prekonana (Chudoba et al., 1999).

Mnohobarevné pruhovéani vytvari fadu podélnych barevnych pruht podél osy
chromosomu. Pouzity jsou specifick¢ dil¢i barvy pro danou oblast v kombinaci
s kvantitativni analyzou poméru téchto barev. Kazdy pruh je vytvofen pomoci jedine¢né
kombinace fluorochromi a Casteéné se piekryva se sousednim pruhem, aby dochézelo
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k vytvofeni kontinualniho pfechodu podél osy chromosomu. Pseudobarvy jsou piitazeny
chromosomovym usektim, které maji podobny barevny pomér, a nezavisi na kondenzaci
chromosomil. Pouze jeden chromosomovy par je napruhovan pomoci pruhovani, vSechny
ostatni chromosomy jsou obarvené pomoci DAPI. V zasadé, metoda mBAND je schopna
detekovat jakoukoliv piestavbu vedouci ke ztraté nebo pieskupeni barevnych pruhu,
aproto mBAND muze byt pouzita k analyze inter- a intrachromosomovych aberaci

soucasné (Hada et al., 2011).

3.3.5. CGH (komparativni genomova hybridizace) a aCGH (array komparativni

genomova hybridizace).

Komparativni genomova hybridizace patiti mezi techniky, kterymi mizeme
detekovat nebalancované genetické zmény v celém genomu. Princip této metody spociva
ve srovnani DNA izolované ze vzorku (testované DNA) a DNA z normalnich bunék
(referen¢ni DNA). Pomoci této metody lze identifikovat vSechny chromosomové oblasti,
ve kterych doslo ke ztraté, nebo zmnoZeni genetického materidlu. K provedeni této metody
jsou pouzivany normalni metafazni chromosomy (Nacheva et al., 1998).

Ve snaze piekonat nékteré z omezeni tradicni CGH, byla vyvinuta novéjsi metoda,
ktera kombinuje principy CGH, av§ak chromosomy jsou nahrazeny mikro¢ipem (Schena et
al., 1995). Cipy jsou vytvoieny upevnénim malého mnozstvi DNA (sondy) na pevny nosic,
jako je napft. podlozni skli¢ko, v pfesné uréeném potadi. Velikost pouzitych sond se lisi
a mize se jednat o oligonukleotidy (25 - 85 parti bazi) nebo dokonce i o genomické klony
(80,000 - 200,000 part bazi). Vzhledem k tomu, Ze sondy jsou o né€kolik fadii mensi nez
metafazni chromosomy, je rozliSeni aCGH vyssi. Princip metody je shodny s klasickou
CGH, kdy je rozdiln¢ znacena normalni a nadorovd DNA hybridizovana na mikro€ip.
Podle poméru fluorescence testovanych a referen¢nich hybridizaénich signali miZeme

stanovit pocet kopii ur¢itych sekvenci v genomu (Theisen, 2008).
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3.4. Cytogenetické zmény u MM

U pacientdt s MM se ve vétSiné piipadl, podobné jako u pacientl s ostatnimi
hematologickymi malignitami, setkdvame se specifickymi strukturnimi a pocetnimi
abnormalitami chromosomu (Kuglik et al., 2006). Védecké studie za pouziti molekularné
cytogenetickych metod odhalily, Ze v plasmatickych buiikach mohou byt ptitomny rizné
chromosomové aberace, coz zpusobuje klinickou heterogenitu MM (Rajkumar et Kyle,
2005).

Chromosomové translokace genu pro tézky fetézec imunoglobulinu (IGH), ktery se
nachdzi na 14. chromosomu v oblasti 14q32, jsou nejcastéjsSimi strukturnimi prestavbami.
Ovsem piiblizné u 2/3 pacienti s MM se setkdvame pouze s pocetnimi odchylkami
chromosomii (aneuploidie) (Kuglik et al., 2006).

Podle genetickych zmén, které ovliviiuji patogenezi plasmatickych bunék, mizeme
MM rozdélit na hyperdiploidni a non-hyperdiploidni podtyp. Non-hyperdiploidni typ MM
je charakterizovan pfitomnosti translokaci, které zahrnujicich piestavbu genu pro tézké
fetézce imunoglobulind (IGH) a monosomii chromosomu 13, nebo jen deleci jeho
dlouhého ramene (oblast 13q14). Obecné je tento typ asociovan s kratSi délkou Zivota
pacientt, protoZe se jedna o vice agresivni typ onemocnéni. Pro hyperdiploidni subtyp MM
jsou typické trisomie chromosomu 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19, zatimco jen zfidka jsou

detekovany translokace genu IGH (Hideshima et al., 2004).

ey ee

.....

primarni genetické zmény. Piiblizné v poloviné piipadii primarni translokace vedou
k deregulaci exprese onkogenti. Pozdéji se u pacientt s MM mohou vytvofit sekundarni
zmény, kdy dochazi k dal$im zménam chromosomi, mutacim, nebo epigenetickym
zménam, které vedou k proliferaci a nesmrtelnosti plasmatickych bun¢k. Mezi nejcastéji
detekované sekundarni aberace fadime translokace genu MYC, ktery je lokalizovan na
dlouhém ramenu chromosomu 8, delece, nebo amplifikace oblasti chromosomu 1 a ztraty
oblasti 17p13. U translokaci zahrnujici gen MYC a lokus IG je znamo, Ze se jedna o pozdni
udélosti, kdy se snizuje zavislost nddorovych bun¢k na stromatu KD. Tyto sekundarni
zmény jsou indikdtory progrese onemocnéni a nejsou zplusobeny specifickymi
rekombina¢nimi mechanismy B-bunék v zarodeénych centrech (Kuehl et Bergsagel, 2003;
Hideshima et al., 2004; Prideaux et al., 2014; Sawyer, 2011).
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3.4.1. Translokace genu IGH

Ve vétsing piipada IGH translokace nejsou detekovatelné metodami konvenéni
cytogenetiky (karyotypovanim) z diavodu velmi nizkého mitotického indexu bunék MM
ataké proto, Zze vétSina z nich jsou zmény kryptické. Proto je nejCastéji pouzivanou
metodou pro detekci IGH translokaci interfazni FISH (i-FISH), ktera byva doplnéna
imunofluorescen¢nim znac¢enim plasmatickych bunék (Bergsagel et Kuehl, 2001).

IGH gen je velmi promiskuitni a mize translokovat s odliSnymi partnery (Sawyer,
2011). Mé se za to, Ze vétSina z reciprokych translokaci IGH genu je zpusobena
dvoufretézcovymi zlomy v molekule DNA, které jsou specificky vytvofeny jednim
Zz mechanismii modifikace DNA B-lymfocytti. NejCastéji probéhne tzv. nelegitimni switch
rekombinace (Vanasse et al., 1999; Welzel et al., 2001). U B-bunék translokace zpuisobuji
deregulaci onkogenti, ktera je zptsobena pifemisténim onkogenu do IGH lokusu (14932),
kde se nachazeji uc¢inné enhancery (zesilovace). Méné Casto jsou pozorované translokace
lehkych fetézcu kappa (IGK) na chromosomu 2 (2p11) a lambda (IGL) na chromosomu 22
(22q11) (Dalla-Favera et Gaidano, 2001). Existuji tfi zakladni typy Ig enhancert, které
reguluji expresi IGH v B-buiikéch: intronovy enhancer (Ep) a dva dalsi enhancery za alfa
genem (Eal a Ea2). Zatimco chromosomové translokace u myeloidnich leukémii typicky
vedou k vytvotfeni fizniho proteinu s novou nebo dysregulovanou funkei, vétsina IGH
translokaci v MM bunkach vede k deregulaci exprese onkogeni (Bergsagel et Kuehl,
2001). Translokace genu IGH mohou byt rozdéleny na primarni a sekundarni.

Primarni reciproké translokace IGH jsou pfitomny piiblizné ve stejné mife jak
(Bergsagel et Kuehl, 2001). Mezi 4 nejcastéjsi primarni translokace patii: t(4;14), t(11;14),
t(14;16), t(6;14) (Fonseca et al., 2004). Nazvy jednotlivych primarné translokovanych

onkogent, jejich Cetnost vyskytu a funkce je uvedena v tabulce 1.

25



Tab. 1: Primarni translokace IGH genu (upraveno podle Liebisch, 2006; Fonseca et al.,

2004)
Translokovany onkogen | Lokus |[Incidence Funkce
Cyclin D1t(11;14) 11913 |15-20% regulace bunééného cyklu
FGFR3 MMSET t(4;14) 4p16.3 | 15-20 % | regulace rastu a diferenciace bunék
c-maf t(14;16) 16023 2-10% transkrip¢ni faktorYC
cyclin D3 t(6;14) 6p21 3-5% regulace bunééného cyklu
Mezi sekundarni reciproké translokace IGH se ftadi napf. translokace

t(14;18)(g32;0921) a t(8;14)(g24,;932), pti translokaci genu MYC, ktery se nachazi v oblasti

8024, dochazi ke zvysené expresi proteinu c-myc, coz mize mit za nasledek ptechod z faze

MGUS do faze MM. Tyto translokace se objevuji az v pozd¢jSich fazich onemocnéni

a vetsinou souvisi se zhorSujici se progndzou (Fonseca et. al., 2004; Kuehl et Bergsagel,

2002).

Obr. 4: Fotografie vysledkti pro sondu LSI IGH u plasmocytt (pievzato z HOK FNOL)

A) fyziologicky nélez; B) piestavba IGH genu
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3.4.2. Delece genu RB1 na chromosomu 13

Zmény chromosomu 13 jsou spojeny ¢asto S monosomii a deleci, méné cCasto
dochazi k translokacim. Monoalelicka delece oblasti 13q patii mezi nejcastéjsi a vyskytuje
se pfiblizné¢ u 50 % ptipadi MM a 40 az 50% MGUS. Minimalné¢ deletovana oblast
zahrnuje pruh 13q14, ve kterém lezi gen RB1 (retinoblastoma) (Chng et al., 2007; Fonseca
et al., 2002).

Gen RB1 je zapojen do bunééného ristu a diferenciace. Produkt RB1 (pRb)
potlacuje ptechod z G1 faze do S faze bunécného cyklu inhibici riznych genii zapojenych
do zahajeni DNA syntézy (Drach et al., 1995). pRb také potlacuje transkripci genu pro
interleukin-6, jeden z nejdulezitéjsich cytokint pii vyvoji myelomu. Inaktivace RB1 genu a
ztrata pRb byly popsany u fady dalsich hematologickych malignit. Delece 13q se vyskytuje
jak u hyperdiploidnich tak u non-hyperdiploidnich MM. V ptipadé non-hyperdiploidnich
MM se vyskytuje spolecné s IGH translokacemi, predev§im s t(4;14) at(14;16) (Juge-
Morineau et al., 1997; Hideshima et al., 2004).

Obr. 5: Fotografie vysledku pro sondu LS| RB1/CEP 15 u plasmocytl (pfevzato z HOK
FNOL)
A) fyziologicky nalez; B) delece genu RB1(chybi 1¢erveny signal)
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3.4.3. Zmény chromosomu 1

Zmény chromosomu 1 patii mezi nejcastéjsi cytogenetické nalezy nejen u MM, ale
i u dal$ich hematologickych malignit (Sawyer et al., 1995).

Zmnozeni dlouhého ramene chromosomu 1 (1q) je pozorovano pfiblizn¢ u 35 az
40 % ptipadi MM a casto je asociovano s delecemi kratkého ramene (1p). Zmnozeni
oblasti 1g21 je spojeno s progresi, pokroc¢ilou fazi onemocnéni a se Spatnou progndzou.
Tato zména velmi Casto pfetrvavd, na rozdil od jinych zmén, i u intenzivné lécenych
pacientd (Prideaux et al., 2014).

Predpoklada se, ze zvySend exprese genu CKS1B, ktery se nachdzi ve zmnozené
oblasti 1q21, zptsobuje vétsi proliferaci bunék v nadorech (Zhan et al., 2007). Gen CKS1B
ma podil na ubikvitin-proteasomové kaskad¢ degradace proteint, ktera reguluje bunéény

cyklus. ZvySena ubikvitinace a nasledna degradace proteinu p27Ki'°I

, ktery je inhibitorem
cyklin-dependentnich drah, je zptuisobena zvySenou expresi genu CKS1B. Po degradaci
tohoto proteinu mohou cyklin-dependentni kinazy fosforylovat cilové proteiny. Piechod

Mrwe

cilovych proteinli (Shaughnessy, 2005).

Obr. 6: Fotografie vysledku pro sondu LSI 1921/1p32 u plasmocytu (pfevzato z HOK
FNOL)
A) fyziologicky nalez; B) tii kopie 1q21 (nalez tii Cervenych signald v jadie bunky)
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3.4.4. Delece genu TP53 na chromosomu 17

TP53 je tumor supresorovy gen, ktery lezi v oblasti 17p13. TP53 je transkripéni
faktor, ktery koduje informaci pro protein o molekulové hmotnosti 53 kD a také reguluje
expresi genu zapojenych do riznych bunéénych funkci, vCetné zastavy bunééného cyklu,
opravy DNA a apoptozy. Funkce genu TP53 a signalni drahy, které upravuje v patogenezi
MM, jsou stale pfedmétem védeckych studii.

Intersticialni monoalelickd delece oblasti 17p13 detekovana metodou FISH je
detekovéna u nové diagnostikovanych ptipadd MM v rozmezi od 9 az 34 % a souvisi spiSe
S progresi onemocnéni a celkovou krat$i dobou pteziti. Frekvence vyskytu této zmény se
zvysuje priblizné o 30 % pfi relapsu. Nizkéa exprese genu TP53, kterd tizce souvisi s deleci
17p13, je vyznamny a nezavisly neptiznivy prognosticky faktor u nové diagnostikovanych

MM (Xiong et al., 2008; Chang et al., 2005).

Obr. 7: Fotografie vysledku pro sondu LSI TP53/CEP17 (pfevzato z HOK FNOL)
A) fyziologicky nalez; B) delece TP53 (chybi 1 ¢erveny signal v jadie bunky)
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3.4.5. Zmény poctu chromosomii

V plasmatickych buiikich MM muze dochazet k pocetnim chromosomovym
zménam jednotlivych chromosomii (aneuploidie), nebo v nékterych ptipadech zmnozeni
celych chromosomovych sad (polyploidie) (Chng et al., 2007).

Podle celkového poctu chromosomi lze ploidie u MM rozdélit do 4 zakladnich
skupin: hypodiploidie (35 - 45 chromosomt), pseudodiploidie (46 chromosomu
S pfitomnosti  zmén), hyperdiploidie (47 - 57 chromosomi) a tetraploidie
(92 chromosomtl), nebo téméi-tetraploidie, oznaena jako near-tetraploidy (81 - 103
chromosomil). Nejcastéjs§imi pocetnimi zmeénami jsou monosomie chromosomu 8, 13, 14,
16, 17 a 22, nebo trisomie chromosomu 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 a 21 (Debes-Marun et al.,
2003).

Nélez hypodiploidie je povazovan za negativni prognosticky faktor, ve vétSing
ptipadi je spojovan se Spatnou odpovédi na terapii a kratkym celkovym pfezitim. Zatimco

hyperdiploidie jsou vétSinou asociovany s lepsi progndzou (Kuglik et al., 2006).

Obr. 8: Fotografie vysledku metody FICTION s centromerickou sondou pro chromosom
17 (zeleny signal), chromosom 15 (Cerveny signal) potvrzuje tetrasomii chromosomu 15

a trisomie chromosomu 17 (ptevzato z HOK FNOL)
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3.4.6. Intraklonalni heterogenita u MM

Intraklonalni heterogenita (riznorodost) plasmatickych bun¢k je jednim
z patofyziologickych rysi MM. Ruznorodost plasmocyti se podili na komplexnosti MM
(Chapman et al., 2001; Egan et al., 2012). Heterogenita genetickych zmén nevznika
akumulaci zmén linearnim zpasobem, ale spiSe nelinearnim vétvenim, které je
prirovnavano k Darwinové teorii o evoluci druhil. Intraklonalni model vyvoje genetickych
zmén plasmocytli je zndzornén na obrdzku 9. Tento model je vSak koncipovan
zjednoduSené¢ a jednd se jen o hruby ptehled progrese onemocnéni, protoZze samotny proces
je velmi slozity s vice moznymi cestami progrese. Klony plasmatickych bunék pii svém
vyvoji ziskavaji nahodné ruzné genetické aberace a buniky s ,,nejvyhodné&jsimi* aberacemi
se pak v organismu na zaklad¢ jejich vyhody k pieziti vyskytuji v nejvy$sim mnozstvi
(Anderson et al., 2011; Morgan et al., 2012).

Posouzeni intraklonalni heterogenity jinou metodou nez klasickou cytogenetikou je
dalezité, protoze vysledky cytogenetiky urcuji chromosomové zmény pouze v pievazujici
klonalni populaci. Pro studium intraklonalni heterogenity se vyuzivaji pfedev§im metody
FISH a sekvenovani nové generace (NGS). Lécbou muize dojit k ziskani proliferacni
vyhody klonu, ktery pfed 1é€bou byl minoritni. Tento klon mohou tvofit bunky, které jsou

k pouzité 1é¢bé resistentni (Morgan et al., 2012; Walker et al., 2014).
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Obr. 9: Intraklonalni heterogenita u MM (upraveno podle Prideaux et al., 2014; Morgan
etal., 2012)

31



4. MATERIAL A METODIKA

4.1. Odbér a zpracovani materialu

Pro cytogenetickou a molekularné cytogenetickou analyzu byly pouzity buniky
kostni dfené odebrané u pacienti s MM na Hemato-onkologické klinice Lékaiské fakulty
Univerzity Palackého v Olomouci a Fakultni nemocnice Olomouc. Vzorky KD byly do
laboratoii cytogenetiky a molekularni cytogenetiky doddvany ve zkumavkach
s protisrazlivym ¢inidlem (lithium heparin). Zkumavka s biologickym materialem byla

kultivovana in vitro v kultivaénim médiu pti 37°C po dobu 24 hodin (K24).

Piistroje:

- centrifuga Rotina 420R (Hettich, Beverly, MA, USA), Flowbox HERAsafe®
(Heraeus Holding, Hanau, Némecko), inkubator 37 °C Function Line (Heraeus
Holding, Hanau, Némecko), stolni minicentrifuga Labnet (Labnet International,
Edison, NJ, USA), ttepacka Heidolph Real top (Heidolph, Schwabach, Némecko),

lednicka, mraznicka

Spoti‘ebni material:
- pasteurovy pipety (Biosigma, Benatky, Italie), centrifuga¢ni zkumavky 15ml
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), plastové kultiva¢ni nadoby 40ml
(Nunclon TM A Surface)

Chemikalie a roztoky:
- heparin (Zentiva, Praha, CR), BM médium (Bone marrow karyotyping medium)
(Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Izrael), kolcemid (Gibco®, Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA)
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Pracovni postup kultivace:
1. Do kultivaéni nadobky byl pfenesen obsah zkumavky s KD a bylo pfidano 12 ml
BM média (bone marrow medium).
2. Do kultivacni nddobky byly piidany 2 kapky kolcemidu.
3. Sm¢és byla kultivovana v inkubatoru pii 37 °C a 5% koncentraci CO, po dobu
24 hodin.

4. Po uspésné kultivaci byla provedena fixace bun¢k kostni diené.

4.1.1. Fixace bunék kostni diené

Chemikalie a roztoky:
- methanol (Lach-Ner, Neratovice, CR), ledova kyselina octova (Lach-Ner,
Neratovice, CR), chlorid draselny (Iékarna FNOL)

Piistroje:
- tfepacka Heidolph Real top (Heidolph, Schwabach, Némecko), mraznicka, lednicka
(oboji Labnet International, Edison, NJ, USA), centrifuga Rotina 420R (Hettich,
Beverly, MA, USA), inkubator Function Line (Heraeus Holding, Hanau,

Némecko), laboratorni sklo
Spotiebni material:

- centrifugani zkumavky Falcon 15ml (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

USA), pasteurovy pipety (Biosigma, Benatky, Italie)
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Pracovni postup:

1. Po uspésné kultivaci byl obsah kultivaéni nadobky pielit do oznacené
15ml centrifugac¢ni zkumavky.

2. Obsah zkumavky byl centrifugovan po dobu 10 min. pii rychlosti 1000 rpm
a teploté 37 °C.

3. Po centrifugaci byl ze zkumavky odsan supernatant.

4. Zbyly pelet byl vortexovan a bylo k nému piidano cca 10 ml vytemperovaného
0,075M KClI.

5. Cely obsah zkumavky byl inkubovan v termostatu pii 37°C po dobu 25 min.

6. Po inkubaci byla pfidana 1 kapka ,,Carnoye* fixa¢niho roztoku (methanol:ledova
kyselina octova; v poméru 3:1; - 20 °C).

7. Obsah zkumavky byl centrifugovan v centrifuze po dobu 10 min. pti 1000 rpm
a teplote 37 °C.

8. Po centrifugaci byl odsan supernatant.

9. Zbyly pelet byl zvortexovan a bylo k nému pfidano cca 10 ml ,,Carnoye* fixa¢niho
roztoku. Prvni ml byl pfidavan po kapkach.

10. Cely obsah zkumavky byl inkubovan pii pokojové teploté 30 min.

11. Po inkubaci byl obsah zkumavky centrifugovan po dobu 10 min. pfi rychlosti 1000
rpm a teploté 4 °C.

12. Po centrifugaci byl odsat supernatant.

13. Bylo ptidéano 10 ml fixa¢niho roztoku a celd zkumavka byla vortexovana.

14. Postup (centrifugace, odsati supernatantu a pifidani 10 ml fixacniho roztoku) byl

opakovan 3-6 krat do dosazeni mlécného zbarveni bunééné suspenze.
Vznikla fixovana bunécna suspenze je pripravena pro rizna molekularné cytogeneticka

vySetieni a nasledné zamrazena k archivaci v popsanych 2ml mikrozkumavkach pii teploté
-20°C.
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4.1.2. Prevedeni suspenze fixovanych bunék do alkoholu

Pro provedeni metody FICTION je nutno pievést buitky KD z fixa¢niho roztoku (Carnoye)
do alkoholu (96% ethanol). Bunky jsou diky alkoholu lépe odliSitelné od ostatnich

bunécnych elementi KD.

Chemikalie a roztoky:

- Ethanol (Iékarna FNOL)

Piistroje:

- centrifuga Rotina 420R (Hettich, Beverly, MA, USA)

Spoti'ebni material:
- pasteurovy pipety (Biosigma, Benatky, Italie), 15ml plastové zkumavky (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

Pracovni postup:

1. Vzorek bunécné suspenze kostni dien¢ fixované v roztoku Carnoye byl pfeveden
do fixace 96% etanolu nasledujicim postupem.

2. Suspenze byla centrifugovéana a supernatant byl odstranén.

3. Pelet byl prevrstven 96% etanolem a nasledné inkubovan po dobu 15 min. pfi
pokojové teplote.

4. Kroky 2. a 3. byly opakovany 3x.

5. Pasterovou pipetou byl opatrné odsat ethanol, tak aby zustaly ve zkumavce 2-3 ml,
ve kterych byl pelet resuspendovan.

6. Takto upravena fixovana suspenze bun¢k je pfipravena na nakapnuti na podlozni

skla.
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4.2.

FICTION

4.2.1. Imunofluorescenéni zna¢eni plasmatickych bunék

Pro FICTION byly pouzity buiiky KD, které prosly kultivaci, fixaci a byly pfevedeny do
96% ethanolu.

Chemikalie a roztoky:

10mM citratovy pufr (Lach-Ner, CR), 10M PBS pufr (Iékarna FNOL), AMCA
Anti-Human kappa-chain (Vector Laboratories, Burlingame, USA), AMCA Anti-
Human lambda-chain (Vector Laboratories, Burlingame, USA), AMCA Anti-goat
IgG (Vector Laboratories, Burlingame, USA), deionizovana H,O (lékarna FNOL),
etanol 70%, 85% a 96% (Fagron, Nicuwerkerk a/d 1Jssel, Nizozemi)

Piistroje:

ttepatka Heidolph Reax top (Heidolph, Schwabach, Némecko), vodni lazen
Thermomix BM (B. Braun Biotech International, Melsungen, Némecko), inkubator

Grant Boeckel 1S020 (Boeckel Grant, Shepreth, UK),

Spoti'ebni material:

sklenéné kopliny 25 - 30 ml, pasteurovy pipety (Biosigma, Benatky, Italie),
podlozni skla SuperFrost® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), Spicky
(Gilson, Middleton, WI, USA), kryci skla 22x22 mm (Menzel-Gliser,
Braunschweig, Némecko), rubber cement (Marabu, Tamm, Némecko), parafilm

(Bemis Company, Neenah, WI, USA)
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Pracovni postup:

1.

10.

11.

Na podlozni sklicko byla naképnuta bunécna suspenze v 96% ethanolu, ktera se
nechala zaschnout.

Podlozni sklicko s buiikami bylo vlozeno do kopliny a inkubovano v piedehiatém
10mM citratovém pufru na teplotu 95 °C ve vodni 14zni po dobu 10 min.

Nasledné byla koplina se sklickem vyjmuta z vodni 1lazné¢ a dale inkubovéna 30
min. pii pokojové teplote.

Po inkubaci bylo podlozni sklicko oplachnuto dvakrat po dvou minutach ve dvou
koplinach s 1xPBS pufrem.

Na vlhké sklicko bylo naneseno 70 pl nafedéné protilatky AMCA Anti-Human
kappa-chain nebo AMCA Anti-Human lamda chain.

Podlozni sklicko s nanesenou protilaitkou bylo piekryto kouskem parafilmu
a inkubovano 1 hod pii 37 °C ve vlhké komirce ve vodni lazni.

Po uplynuti inkuba¢ni doby byl odstranén parafilm z podlozniho sklicka a byl
opakovan krok ¢. 4.

Na sklicko bylo naneseno 70 pl natedéné AMCA Anti-1gG.

Podlozni sklicko s nanesenou protilditkou bylo piekryto kouskem parafilmu
a inkubovano 1 hod pti 37 °C ve vlhké komiirce ve vodni lazni.

Po uplynuti inkuba¢ni doby byl odstranén parafilm z podloZniho sklicka a byl
opakovan krok ¢. 4.

Nakonec byla provedena dehydratace ve vzestupné alkoholové tadé (70%, 85%
a 96% ethanol) pod dobu 2 minut v kazdé kopling.
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4.2.2. Interfazni fluorescencni in situ hybridizace (i-FISH)

Metoda i-FISH byla pozita pro ur¢eni chromosomovych zmén ve imunofluorescenc¢né

zna¢enych plasmatickych bunkach.

Pouzité sondy a priprava:
- byly pouzity sondy:
- LSIRB1, LSI TP53, CEP 15, CEP 17, LSI IGH/FGFR3 (vse Abbott)
- LSI1qg21/1p32, XL t(11;14), XL IGH/MAF (vse Metasystems),
- ON IGH (14932) Break Apart (Dako)

Sondy byly pfipraveny (nafedény) a nasledné¢ denaturovany dle piilozenych postupt od
konkrétniho vyrobce.

Chemikalie a roztoky:

- deionizovana H,O (Iékarna FNOL), zasobni roztok 20xSSC (Abbott Molecular,
Des Plaines, IL, USA), NP40 (Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA),

Counterstain Diluent (Kreatech, Amsterdam, Nizozemi)

Piistroje:

- plotynka Medax (Nagel, Kiel, Némecko), vortex Heidolph Reax top (Heidolph,
Schwabach, Némecko), hybridizacni komutrka Grant Boeckel IS020 (Boeckel
Grant, Shepreth, UK), stolni centrifuga Labnet (Labnet International, Edison, NJ,
USA), vodni ldzen Thermomix BM (B. Braun Biotech International), svételny
mikroskop Olympus BX41 (Olympus, Tokyo, Japonsko), fluorescen¢ni lampa U-
RFL-T (Olympus, Tokyo, Japonsko), pocitac, CCD kamera (MetaSystems,

Altlussheim, Némecko), pocitacovy software

Spoti‘ebni material:
- pasteurovy pipety (Biosigma, Benatky, Itilie), 1,5ml plastové mikrozkumavky
(Eppendorf, Hamburg, Némecko), $picky (Gilson, Middleton, WI, USA), rubber
cement (Marabu, Tamm, Némecko), kryci skla 22x22 mm, kryci skla 24x24 mm

(oboji Menzel-Gléser, Braunschweig, Némecko)
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Pracovni postup:

1.

4.3.

Narfedéné sondy byly denaturovany ve vodni lazni pii dané teploté, kterd je
doporuc¢ena vyrobcem sond.

Denaturované sondy byly promichany, vortexovany a naneseny na sucha podlozni
skli¢ka se znac¢enymi plasmatickymi buiikami a piekryty krycim sklickem (22 x 22
mm).

Okraje kryciho sklicka byly oblepeny rubber cementem, aby nedoslo k vyschnuti
sond.

Podlozni skli¢ko s buiikami a sondami bylo inkubovéno v pfedehiaté hybridizacni
komiirce pii 37 °C po dobu 24 hodin.

Po inkubaci bylo odstranéno kryci sklicko a vzorek byl promyvan v predem
predehiatém roztoku 0,4xSSC/0,3% NP40 pii 73°C po dobu 2 min a znovu
promyvano 2 minuty v 2xSSC/0,1% NP40 pti laboratorni teploté.

Na hybridizovanou oblast bylo napipetovano 10ul Counterstain Diluent pro
zbarveni jader bun¢k a byla prekryta krycim sklickem 24x24 mm.

Preparat byl hodnocen ve fluorescenénim mikroskopu.

Vyhodnoceni preparati

Preparaty zpracované metodou FICTION byly vyhodnoceny ve fluorescencnim

mikroskopu. Pfi spravné hybridizaci kazda sonda vytvafi specificky signal (jedno- nebo

dvoubarevny). Jednotlivé fluorescenéni signaly maji podle pouzitého fluorochromu riiznou

vlnovou délku, a proto byly snimdny odpovidajicimi excitacné bariérovymi filtry firmy

Olympus (DAPI, FITC a Spectrum Orange). Pti vyhodnoceni sondy pro uréitou

detekovanou oblast bylo hodnoceno 100 plasmatickych bunék. Obraz z mikroskopu byl

sniman digitalni kamerou a zpracovan pocitacovy softwarem ISIS pro analyzu obrazu.
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5. VYSLEDKY

V praktické casti bakalafské prace byla provedena molekularné cytogeneticka
analyza znaCenych plasmatickych bun¢k (FICTION) na souboru 25 pacientd, ktefi byli
vySetfeni v obdobi od zafi roku 2012 do bfezna roku 2015. Zastoupeni pohlavi v celém

souboru pacientti bylo 14 zen a 11 muzu (graf 1).

Graf 1: Zastoupeni pohlavi v souboru pacientt

H muzi

zeny

Vékovy medidan u celého souboru vysetienych pacienti byl 68 let a vék se

pohyboval v rozmezi 41 - 83 let.

Zastoupeni jednotlivych sekre¢nich subtyptu je znazornéno v grafu 2. Nejcastéji

zastoupenym subtypem MM/MGUS byl 1gG, uréeny u 16 pacientd.
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Graf 2: Zastoupeni jednotlivych sekrecnich subtypd MM/MGUS

Cely soubor pacientl byl pro dals$i vyhodnoceni vysledkt rozdélen do dvou skupin:

e Prvni soubor tvofili pacienti s nové diagnostikovanym MM a pacienti s nové
diagnostikovanym MGUS.

e Druhou skupinu tvofili pacienti vySetfovani v relapsu/progresi MM, u kterych byla
sledovana nejen ptitomnost chromosomovych aberaci, jako u prvniho souboru, ale
byl zde navic vyhodnocen i klonélni vyvoj patologickych plasmatickych bunék,
diky ziskanym vysledkiim vysetieni z doby diagnosy.
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5.1. Soubor nové diagnostikovanych pacientii

Do tohoto souboru bylo zatazeno 10 nové diagnostikovanych pacienti s MM
a 5 pacientt s MGUS. Vékovy median u souboru nové diagnostikovanych pacientii byl
65,8 let a veék se pohyboval v rozmezi 41 - 82 let (graf 3). Nejcastéji zastoupenym
subtypem MM/MGUS byl IgG u 10 pacient.

Graf 3: Vék v dobé diagnosy u nové diagnostikovanych pacienti

B 55 améné
= 56-60
= 61-65
m66-70
m71-75

m 76 avice

U kazdého pacienta z tohoto souboru byl nasazen zékladni vySetfovaci panel pro
nove diagnostikované pacienty s mnohocetnym myelomem (tabulka 2). Celkovy piehled
chromosomovych zmén detekovanych pomoci metody FICTION u souboru nové
diagnostikovanych pacientti a jejich ¢etnost vyskytu je shrnuta v grafu 4. Celkem 14 z 15
pacientl vySetfenych v dobé diagnosy mélo uréené genetické zmény. Hyperdiploidie byla

pozorovana u 9 a non-hyperdiploidie u 5 pacientt.
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Tab. 2: Zakladni panel pro vysetieni nové diagnostikovanych pacientii s MM

Nazev Vyrobce sondy | Normalni nélez Nejcastéjsi zmény
sondy
IGH (14q32) DAKO 2 faze translokace IGH (pouze 1 fuze)
2 ervené a2 trizomie, tetrazomie, pentazomie
TP53/CEP17 ABBOTT f chromosomu 17 (vice nez 2
zelené signaly y .
cervené signaly)
delece RB1 (pouze 1 Cerveny
RB1/CEP 15 ABBOTT 2 Cervené a,2 signdl); tetrazomie, Qentazcjmle
zelené signaly chromosomu 15 (vice nez 2
zelené signaly)
7 Servend a2 zmény poctu kopii v oblasti 1921
1g21/1p32 | METASYSTEMS L, a 1p32 (vice nez 2
zelené signaly y . Lo
cervené/zelené signaly)

Graf 4: Celkovy piehled detekovanych chromosomovych zmén a jejich Cetnost u nové

diagnostikovanych pacientti
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Celkové u 8 pacienti byly nalezeny pocetni chromosomové abnormality
chromosomu 15. Z toho u 6 pacientl se jednalo o trisomie chromosomu 15 a u zbylych
2 pacientl byly nalezeny trisomie i tetrasomie 15.

U 5 pacientt byla nalezena delece genu RB1 (oblast 13q14). Z nich u 4 pacientu se
tato delece vyskytovala spole¢né s prestavbou IGH genu a u 1 pacienta byly s piestavbou
IGH piitomny i tii kopiemi oblasti 1g21. U 1 pacienta se delece RB1 vyskytovala se tfemi
kopiemi oblasti 121 a trisomii a tetrasomii chromosomu 15.

Pouze u 1 pacienta byla nalezena trisomie chromosomu 17 v 80 % plasmatickych
bungk.

V 7 ptipadech byla nalezena abnormalita v oblasti genu IGH. U 5 pacientd se
jednalo o ptestavbu genu IGH (graf 5). Transloka¢nim partnerem IGH genu u 3 pacient
byla oblast 11913 (gen Cyclin D1) na chromosomu 11; translokace t(11;14). U 2 pacientt
byla detekovana translokace t(4,14); oblast 4p16.3 (gen FGFR3 MMSET). U 1 pacienta
byla nalezena bialelicka delece IGH genu ve 100 % plasmatickych bunék. Delece 5” konce

IGH genu (fyziologicka delece) byla nalezena u 1 pacienta v 60 % plasmatickych bungk.

Graf 5: Vyskyt jednotlivych piestaveb genu IGH u nové diagnostikovanych pacientt

mt(4; 14)
t (11; 14)

Delece genu TP53 (oblast 17pl13) nebyla nalezena u zadného nové
diagnostikovaného pacienta.
Celkem 8 pacientt z 15 mélo 3 kopie oblasti 1921. Z toho pouze u 1 pacienta se

tato zména vyskytovala spole¢né s deleci oblasti 1p32.
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5.2

Soubor pacientii v relapsu/progresi (sledovani klonalniho vyvoje)

Do tohoto souboru bylo zatazeno 10 pacienti s MM vysetfovanych v dobé

relapsu/progrese onemocnéni (tab. 3). VSichni nemocni byli vySetfeni v dobé diagnosy

V cytogenetické laboratoti HOK a tyto vysledky byly pouzity pro urceni klonalniho vyvoje

v relapsu/progresi. Celkovy piehled a ¢etnost vyskytu detekovanych chromosomovych

zmén v dob¢ vySetfeni U pacientd v relapsu/progresi je shrnut v grafu 6. U 6 pacientl byl

urcen klonalni vyvoj v nadorovych plasmocytech.

Vékovy median u pacientd v relapsu/progresi byl 68 let a vék se pohyboval

Vv rozmezi 58 - 83 let.

V celém soboru pacientt v relapsu/progresi se vyskytovaly 2 subtypy MM: IgG

a IgA. Castgji zastoupenym subtypem MM byl 1gG u 6 pacienti.

Graf 6: Celkovy pichled detekovanych chromosomovych zmén a jejich ¢etnost u pacientd

v relapsu/ progresi
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Celkové u 8 pacientd byly nalezeny pocetni chromosomové abnormality
chromosomu 15. Ztoho u 4 pacienti se jednalo pouze o trisomie chromosomu 15
a u dalSich 4 pacientii byly nalezeny trisomie i tetrasomie 15.

U 5 pacientt byla nalezena delece genu RB1 (oblast 13q14).

U 8 pacientt byly nalezeny vice nez 2 kopie oblasti 1g21. Z toho u 3 pacientt byly
detekovany 3 kopie a u zbylych 5 byly detekovany 3 a 4 kopie oblasti 1g21. V malém
procentu bun€k (cca 10 %) se u 2 pacientii se 4 kopiemi vyskytovalo vice nez 5 kopii
oblasti 1g21. U zadného pacienta se tato zména nevyskytovala spolec¢né s deleci oblasti
1p32.

Delece genu TP53 (oblast 17p13) byla nalezena u 3 pacientt v relapsu/progresi.

V 5 ptipadech byla nalezena abnormalita v oblasti genu IGH. U 2 pacientl se
jednalo o prestavbu genu IGH. Transloka¢nim partnerem IGH genu u 1 pacienta byla
oblast 11913 (gen Cyclin D1) na chromosomu 11; translokace t(11;14). U druhého
pacienta s translokaci IGH genu byla detekovana translokace t(4,14); oblast 4p16.3 (gen
FGFR3 MMSET). Delece 5 konce IGH genu (fyziologicka delece) byla nalezena u 3

pacientli ve velkém procentu plasmatickych bun¢k (84 a 100 %).
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Celkem u 6 pacientd byly detekovany pomoci FICTION nové vzniklé

chromosomové aberace (tab. 3), které nebyly piitomny pii vySetieni v dob¢ diagnosy, coz

potvrzuje klonalni vyvoj nadorovych plasmatickych bunék.

Tab. 3: Chromosomové aberace u pacientd v relapsu/progresi

Cislo
pacienta

Pohlavi

Rok
narozeni

Subtyp
MM

Zmény v dobé
diagnosy

Nové detekované
chromosomové zmény

Klonalni
VyVoj

N«

1947

IgA

delece 5" konce
IGH, trisomie
a tetrasomie

chromosomu 15,
delece TP53

7adné

ne

N

1956

19G

delece RB1, delece
5" konce IGH

3 kopie 1921, delece
TP53

ano

N

1932

[o[€]

ptestavba IGH

zadné

ne

1930

19G

trisomie
chromosomu 15,
3 kopie 1g21

tetrasomie
chromosomu 15

ano

N«

1939

IgA

delece 5" konce
IGH, delece RB1,
trisomie
chromosomu 15,
3 kopie 1g21

4 -5 kopii 1q21

ano

1953

1gG

delece RB1,
trisomie
chromosomu 15,
3 kopie 1g21

4 kopie 1921

ano

1939

trisomie
chromosomu 15,
3 kopie 1921,
delece TP53

zadné

ne

N«

1941

1gG

delece RB1,
trisomie
chromosomu 15

3 - 6 kopii 1g21

ano

1944

IgA

trisomie
chromosomu 15,
3 kopie 1g21

tetrasomie
chromosomu 15; 4
kopie 1921

ano

10

N«

1950

IgA

delece RB1,
ptestavba IGH,
trisomie a
tetrasomie
chromosomu 15, 3-
4 kopie 1921

zadné

ne
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Pacient ¢. 2 byla Zena, ktera v dob¢ diagnosy méla deleci genu RB1 a fyziologickou
deleci genu IGH. Pti vysetieni, které jsme provedli v dobé progrese, byly nalezeny stejné
zmény jako v dobé¢ diagnosy, ale navic byly detekovany 3 kopie oblasti 121 a delece genu
TP53.

Pacient ¢. 4 byl muz, u kterého v dobé diagnosy byla pfitomna trisomie
chromosomu 15 a 3 kopie oblasti 1g21. Pti vySetfeni, které jsme provedli v dob¢ relapsu,
byly nalezeny stejné zmény jako v dobé diagnosy, ale ve vétSim pocétu plasmatickych
bunék. Navic byla detekovana tetrasomie chromosomu 15.

Pacient ¢. 5 byla Zena, ktera v dob¢ diagnosy méla deleci genu RB1, fyziologickou
deleci genu IGH (oboji ve 100 % plasmatickych bunék), trisomie chromosomu 15 a 3
kopie oblasti 1g21. Pii vySetieni, které jsme provedli v dobé relapsu, byly nalezeny stejné
zmény jako v dobé¢ diagnosy, ale ve vétsim poctu plasmatickych bunék. Navic byly
detekovany 4 kopie oblasti 1q21 a v malém procentu plasmatickych bunék dokonce 5 kopii
oblasti 1g21 (méné nez 10 %).

Pacient ¢. 6 byl muz, u kterého v dobé diagnosy byly piitomny delece genu RB1
(V90 % plasmatickych bungk), trisomie chromosomu 15 a 3 kopie oblasti 1g21. Pti
vySetieni, které jsme provedli v dobé relapsu, byly nalezeny stejné zmény jako v dobé
diagnosy, ale navic byly detekovany 4 kopie oblasti 1g21.

Pacient ¢. 8 byla zena, ktera v dobé diagnosy méla deleci genu RB1 (v 90 %
plasmatickych bunék) a trisomii chromosomu 15. P#i vySetieni, které jsme provedli v dobé
progrese, byly nalezeny stejné zmény jako v dobé diagnosy, ale navic byly detekovany
3 kopie oblasti 1921 a v malém procentu plasmatickych bunék dokonce 5 - 6 kopii oblasti
1921 (méné nez 10 %).

Pacient ¢. 9 byl muz, u kterého v dobé diagnosy byla piitomna trisomie
chromosomu 15 a 3 kopie oblasti 1g21. Pti vySetieni, které jsme provedli v dobé progrese,
byly nalezeny stejné zmény jako v dobé diagnosy, ale navic byla detekovana tetrasomie

chromosomu 15 a 4 kopie oblasti 1921.
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6. DISKUZE

Mnohocetny myelom (MM) je maligni nadorové onemocnéni somaticky
mutovanych plasmatickych bun¢k, které obvykle vznika z asymptomatického nddorového
onemocnéni zvaného monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS) (Bergsagel
et Kuehl, 2001). Diky zavedeni novych Iéki (thalidomid, bortezomib a lenalidomid),
ASCT a chemoterapii doslo u pacientii s MM Kk zvySeni medianu pieziti ptiblizné na 5 let,
av8ak v soucastnosti MM zistava stale nevylééitelnym onemocnénim (Maisnar et Hajek,
2008; Rajkumar, 2011).

Cely soubor 25 pacienti (15 nové diagnostikovanych, 10 pacientl
v relapsu/progresi) byl vySetfen molekularné cytogenetickou metodou FICTION.
Materialem byly buniky KD pacienti s MM/MGUS. U vsech pacientt byly sledovany tyto
zmény: zmény v oblasti IGH genu, pocetni zmény chromosomu 15 a 17, delece RB1 genu,
delece genu TP53, zmnozeni poctu kopii oblasti 1g21 a delece oblasti 1p32. Celkové byly
chromosomové zmény zjistény U 96 % pacientli s MM, coz je ve vétsi mife nez udava
napi. Debes-Marun et al. (2003). Vyssi procento vyskytu téchto zmén u pacienti mize byt
zkresleno velikosti vySetfovaného souboru.

Ve vySetfeném souboru byly pozorovany translokace genu IGH u 7 pacientd.
Z toho u 5 pacienti vySetienych v diagnose a v relapsu/progresi u 2 pacientd. Fonseca
etal. (2003) uvadi, ze translokace IGH genu se nachazeji v myelomovych buikach
ptiblizné u 60 % pacienti s MM, avsak nami detekované translokace IGH genu byly
zjistény pouze u 33 % noveé diagnostikovanych pacienti s MGUS/MM a 20 % pacienti
s MM v relapsu/progresi. Odlisné vysledky mohly byt zptisobeny velikosti naseho souboru
pacientl. V celém souboru byly také nalezeny delece IGH genu u5 (20 %) pacientd.
Delece 5 konce IGH genu (fyziologicka delece) byla nalezena u 4 pacientid ve velkém
procentu plasmatickych bun¢k (60 az 100 %). U 1 pacienta byla nalezena bialelicka delece
IGH genu ve 100 % plasmatickych bunék. Delece telomerickych ¢asti IGH genu vznikaji
v disledku VDJ rekombinace v prubéhu vyvoje B-lymfocytu a jsou povazovany za
fyziologické (Wlodarska et al., 2007).

VSichni pacienti byli vySetfeni na pocetni zmény chromosomtu 15 a 17.
Chromosom 15 patii mezi chromosomy, u kterych je nejcastéji pozorovan vyskyt trisomii
a tetrasomii (Fonseca et al., 2003; Debes-Marun et al., 2003). Trisomie a tetrasomie

chromosomu 15 byly nalezeny celkové u 16 (64 %) pacienti. U 8 nové diagnostikovanych
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pacienti (50 %) byly nalezeny pocetni zmény chromosomu 15, stejné¢ jako u 8 pacientii
v relapsu/progresi MM (50 %). Pouze u 1 pacienta byla nalezena pocetni zmeéna
chromosomu 17. Hyperdiploidni varianta MM je spojovana nejen s trisomii chromosomti,
ale také s vyskytem delece genu RB1 a niz§im vyskytem IGH translokaci (Hideshima
et al., 2004; Chng et al., 2006).

Delece genu RB1 byla metodou FICTION detekovana celkové u 10 pacienti
(40 %), z toho u 5 nové diagnostikovanych a 5 pacientd v relapsu/progresi MM. Tyto
nalezy jsou ve shod¢ s nalezy dalSich autort. Avet-Loiseau et al. (2000) uvadi vyskyt
delece genu RB1 u 42 % pacientu.

Z celkového souboru u 3 pacientit (12 %) v relapsu/progresi byla nalezena delece
genu TP53, zatimco u nové diagnostikovanych pacientl tato zména nebyla nalezena. Tento
vysledek souhlasi s praci Drach et al. (1998), ktery uvadi, ze se delece genu TP53
vyskytuje cCastéji u pacienti v relapsu /progresi MM nez u nové diagnostikovanych
pacientd.

Dalsi pozorovanou zménu u pacienti s MM bylo zmnoZeni oblasti 1q21 a delece
oblasti 1p32, které mohou byt spolu asociovany. Celkové bylo zmnozeni oblasti 1921
nalezeno u 16 pacientt (64 %) s MM/MGUS. Z poctu 15 nové diagnostikovanych pacientti
bylo zmnoZeni oblasti 121 nalezeno u 8 pacientt (53 %) a z toho pouze u 1 pacienta se
tato zména vyskytovala spole¢né s deleci oblasti 1p32. Hanamura et al. (2006) udava, ze
zmnoZzeni oblasti 121 nebylo nalezeno u Zadného pacienta s MGUS, ackoliv v naSem
souboru pacientli byly detekovany 3 kopie oblasti 121 u 3 nové diagnostikovanych
pacientd s MGUS. U pacientt v relapsu/progresi se tato zména vyskytovala u 8 pacienti
(80 %) z 10. Podle Hanamura et al. (2006) bylo nalezeno zmnoZeni oblasti 1g21 u 43 %
nov¢ diagnostikovanych a 72 % pacientt v relapsu/progresi MM, coz odpovida nami
zjisténym vysledkim.

Klondlni vyvoj patologickych plasmatickych bunck byl detekovan a vyhodnocen
u pacienti v relapsu/progresi MM. Z celkového poétu 10 pacienti v relapsu/progresi MM
byl klonalni vyvoj zjiStén u 6 pacientid (60 %). Nejcastéji detekovanou nové vzniklou
klondlni zménou bylo zmnozeni oblasti 121 u 5 pacientl. Z toho u 4 pfipadi doslo
k zvySeni z 3 kopii oblasti 1q21 na 4 a vice kopii oblasti 1g21 a pouze u 1 pacienta vznikly
3 kopie oblasti 1921 v progresi de novo. Dalsimi nalezenymi klonalnimi zménami byly

tetrasomie chromosomu 15 u 2 pacienti a delece genu TP53 u 1 pacienta.
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7. ZAVER

Cilem bakalatské prace bylo shromazdéni literdrnich udaji o mnohocetném
myelomu, cytogenetickych metodach, chromosomovych zménach u pacienti s MM,
identifikovani genetickych zmén u souboru pacientt s MM/MGUS pomoci metody
FICTION, detekovani klondlniho vyvoje patologickych bunék a celkové vyhodnoceni
vysledkd.

Ve vétsing pripadu vysledky molekuldrné cytogenetické analyzy souboru pacient
odpovidaly vysledkiim jinych autori uvedenych v citované literatufe. V nékterych
pripadech mohlo dojit k odlisSnym vysledkiim z divodt analyzy malého poctu pacienti.

V celém souboru pacientd byly detekovany tyto zmény: zmény IGH genu
(12 pacientur), delece genu RB1 (10 pacientll), zmnozeni oblasti 1q21 (16 pacienti), delece
oblasti 1p32 (1 pacient), trisomie a tetrasomie chromosomu 15 (16 pacientl), trisomie
chromosomu 17 (1 pacient) a delece genu TP53 (3 pacienti). Klonalni vyvoj patologickych
plasmatickych bunék byl uréen u 6 pacientt v relapsu/progresi MM.

Urceni chromosomovych zmén je vyznamnym markerem prognostické stratifikace

pacienti s MM/MGUS a vyznamnym zpuisobem piispiva ke studiu patogeneze MM.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

aCGH
AMCA
ASCT

BM medium
CCD kamera

CGH
CKS1B
CSR
DAPI
de novo
DNA
FGFR3

FICTION

IL-6
IMWG

array komparativni genomova hybridizace
7-amino-4-methylkumarin-3-octova kyselina

autologni transplantace kmenovych bun¢k

bone marrow medium; médium pro kostni dfen
charge-coupled device camera; kamera se specidlni
technologii snimani obrazu

komparativni genomova hybridizace

gen kodujici podjednotku proteinu Cks1

class switch recombination

4',6-diamidino-2-fenylindol

od zacatku, nové

deoxyribonukleova kyselina

fibroblast growth factor receptor 3; receptor fibroblastového
rustového faktoru 3

fluorescence immunophenotyping and interphase cytogenetic
as a tool for the investigation of neoplasm;
imunofluorescen¢ni detekce myelomovych bunék a nasledna
i-FISH

fluorescencéni in situ hybridizace

fluorescein isothiocyanate

Fakultni nemocnice Olomouc

Hemato-onkologicka klinika

hematopoetic stem cells ; hematopoetické kmenové bunky
interfazni fluorescencni in situ hybridizace

imunoglobulin

imunoglobulin A

insulin-like growth factor

gen pro tézky fetézec imunoglobulinu

imunoglobulin M

interleukin 6
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in situ
ISS

K24

KCI

KD

kD

LSI
mBAND
mFISH

MGUS
MM
MMSET
MYC
NP40
PBS
PCL
RB1
SKY
SMM
SSC
TP53
VDJ rekombinace
VEGF

,,na miste*

international staging system; mezinarodni staZzovaci systém
kultivace 24 hodin

chlorid sodny

kostni dreii

kiloDalton

oznaceni pro lokusové specifickou sondu

vicebarevné pruhovaci techniky

multicolor FISH; mnohobarevna fluorescen¢ni in situ
hybridizace

monoklonélni gamapatie nejasného vyznamu

mnohocetny myelom

multiple myeloma set domain

myelocytomatosis oncogene; gen kodujici c-myc protein
nonyl phenoxypolyethoxylethanol

phosphate buffered saline; fosfatovy pufr

plasma cell leukemia; plasmacelularni leukémie
retinoblastoma; retinoblastomovy gen

spektralni karyotypizace

doutnajici mnohocetny myelom

saline-sodium citrate buffer; citratovy solny pufr

gen kodujici pS3 protein

preskupovani subgent pro t€zké fetézce imunoglobulint
vascular endothelial factor; vaskularné-endotelialni ristovy

faktor
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