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Souhrn

Bakalaiskd prace se =zabyvd studiem chromozomovych zmén u pacientl
s monoklondlnimi gamapatiemi, konkrétn¢ s diagnézou monoklonalni gamapatie nejasného

vyznamu (MGUS) a mnohocetny myelom (MM).

V teoretické ¢asti prace jsou shrnuty zdkladni informace o hematopoéze, leukopoéze
a vzniku myelomové buiiky. Dale jsou v teoretické Casti rozebrany nejcastéji se vyskytujici
monoklonalni gamapatie (MGUS a MM), metody cytogenetiky a molekularni cytogenetiky,
cytogenetické zmény u MGUS a MM a jejich klinicky vyznam.

Prakticka ¢ast obsahuje soubor 20 pacienti s diagnézou MGUS ¢i MM, u nichz byla
provedena cytogenetickd analyza metodou FICTION. Cytogenetické zmény byly
identifikovany celkem u 18 pacientll. Nejcastéj$i chromozomalni aberaci v souboru pacientil

byla piestavba IGH genu a trizomie chromozomu 15.

Bakalafska prace potvrdila vyznam molekularné cytogenetické analyzy metodou

FICTION a poukazuje na vysoky vyskyt chromozomovych zmén u pacienta s MGUS a MM.



Summary

This thesis is focused on chromosomal abnormalities in patients with monoclonal
gammopathies, especially with diagnosis of monoclonal gammopathy of undetermined
significance (MGUS) and multiple myeloma (MM).

Theoretical part summarizes basic information about hematopoiesis, leucopoiesis and
origin of myeloma cells. Furthermore, theoretical part describes the most frequent monoclonal
gammopathies eg. MGUS and MM, cytogenetic and molecular cytogenetic methods,

cytogenetic abnormalities in MGUS/MM and its clinical implications.

The practical part contains a cohort of 20 MGUS and MM patients examinated using
FICTION method. Cytogenetic changes were identified in 18 patients. The most common

chromosomal aberrations were rearrangement of IGH gene and trisomy of chromosome 15.

This thesis confirmed the importance of molecular cytogenetic analysis using FICTION
method and showed high frequency of chromosomal abnormalities in patients with MGUS and
MM.
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1. Cile prace

1. Vypracovani reSerSe na téma Cytogenetickd analyza chromozomovych zmén u pacienta

s monoklonalnimi gamapatiemi.
2. Stanoveni genetickych zmén v souboru nemocnych s MGUS/MM pomoci metody FICTION.

3. Seznameni se s chodem laboratofe cytogenetiky a molekularni cytogenetiky na HOK FN

Olomouc.
4. Kultivace bunék a cytogenetické zpracovani materialu.

5. Vyhodnocovéani vysledkti pod fluorescenénim mikroskopem, statisticka analyza vysledkii.



2. Uvod

Monoklonalni gamapatie jsou heterogenni skupinou onemocnéni charakterizovanou
ptitomnosti monoklonalniho imunoglobulinu v mo¢i ¢i v séru. U jedinct mladsich 50 let je
jejich vyskyt ojedinély (1 %), ve vysSich vékovych skupindch stoupd a po presahnuti 85 let se
vyskytuje u 8-15 % populace. Nejcastéji se vyskytujici monoklonalni gamapatii je
monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS), bezpiiznakové onemocnéni (Maisnar,
2013). Jedinci s MGUS se vyznacuji trvale vys$Sim rizikem piechodu do nadorového stavu,
nejéastéji do mnohocetného myelomu (MM). Z tohoto duvodu jsou pacienti s MGUS

dlouhodobé monitorovani. V soucasné dobe¢ je jasné, ze MGUS piedchéazi vsem piipadiim MM

(Mikulagova et al, 2012).

MM je druha nejéastéjsi hemoto-onkologicka malignita, ktera predstavuje 10-15 %
vSech hemato-onkoligickych onemocnéni. Postihuje ¢astéji muze nez Zeny a je pozorovana az
dvakrat vétsi vyskyt tohoto onemocnéni u ¢ernos$ské populace oproti bélosské. Median veku
v dobé diagndzy je vice nez 60 let, v soucasné dobé vSak dochazi ke snizovani vékové hranice
(Brown et al, 2008; Spicka, 2006; Mickova et al, 2014). MM je v sou¢asné dobé nevylégitelné

eey

onemocnéni s medianem preziji 5-6 let (Pospisilova et al, 2013).

Dilezitym prognostickym faktorem u monoklondlnich gamapatii je nalez
chromozomovych zmén v nadorovych plazmatickych buikach. K jejich detekci jsou uzivany
cytogenetické a molekularné cytogenetické metody jako napiiklad G-pruhovani, metoda FISH
a jeji modifikace a dals§i (MikulaSova, 2012).



3. Teoreticka ¢ast

3.1. Hematopoéza

Tvorba bunéénych soucasti krve v krvetvornych organech se nazyva hematopoéza
(krvetvorba). Hematopoéza je v prubéhu vyvoje organizmu rozdélena do 3 obdobi. Prvnim je
obdobi mezoblastové, které zacind ¢asné po oplozeni, kdy tvorba krevnich elementli probiha
v oblasti zloutkového vaku. V hepatolinearnim (fetalnim) obdobi dochazi ke tvorbé krevnich
bunck pievazné v jatrech a ve sleziné. Toto obdobi zacind mezi 5. a 6. tydnem vyvoje
a pokracuje az do porodu. Od 20. tydne vyvoje vznikaji v kli¢nich kostech a pozdé&ji i
v ostatnich kostech, dutiny vyplnéné prokrvenou pojivou tkani, ve kterych se zacinaji tvofit
krvetvorné buniky. Toto obdobi se nazyva medularni a krvetvorba tedy probiha hlavné v kostni
dreni.

Jednotliva obdobi na sebe navazuji a Casto se prekryvaji, Cisté¢ dienova krvetvorba

zacina az ve 2-3 tydnu po narozeni. Zatimco po narozeni probihé aktivni krvetvorba ve vSech

kostech, postupem ¢asu zustava jen v hrudnich kostech a obratlich.

Zakladem pro tvorbu krevnich bun¢k je hemopoeticka kmenova bunka (HSC), ktera je
pluripotetntni, ma schopnost obnovy a v ramci hemopoézy se miize vyvijet jakymkoli smérem.
(Lexova, 2000). Z kmenové bunky pak vznikaji dvé zékladni linie — myeloidni a lymfoidni.
Z myeloidni linie se dale diferencuji erytrocyty, trombocyty, granulocyty a monocyty.
Z lymfoidni linie vznikaji lymfoblasty, ze kterych pak diferenciaci vznikaji T a B — lymfocyty
nebo NK (natural Killer cells) bunky. (Hofejsi et Barunkova, 2009). Stru¢né schéma

hematopoézy je uvedeno na obrazku 1.



Obrazek 1: Schéma hematopoézy (upraveno podle www.cikgurozaini.blogspot.cz)

Pluripotentni kménova

. buiika (v kostni dfeni)
Lymfoidni linie A Myeloidni linie

Basofily

.'.}:

T bunky

e p >
Hee %2
2"

¢

Lymfocyty

‘-.'v.'-
S

Eosinofily

Entrocyty O N &
roc Di :

Neutrofily

Krevni Monocyty
desticky

3.2. Lymfopoéza

B-lymfocyty béhem svého vyvoje prochazi nékolika procesy modifikace DNA v genech

pro jednotlivé fetézce imunoglobulinti. Geny kodujici fetézce imunoglobulini se nachazeji

v genovych komplexech a v pribehu vyvoje lymfocytu probiha jejich pieskupovani.

Gen pro tézky fetézec se nachazi na chromozomu 14 a sklada se ze subgent V, D a J.

V pro-B lymfocytu, ktery se vyvinul z lymfoidni kmenové buiiky, probiha nejprve vystépeni

useku mezi nahodnym D a J segmentem (D-J pieskupeni), a poté vyStépeni tseku mezi jiz

vzniklym DJ segmentem a nékterym ze segmenti V (V-D preskupeni). Pro probéhlé

VDJ rekombinaci vznika pre-B lymfocyt, ve kterém dochazi k preskupovani gent pro lehké
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fetézce (kappa nebo lambda) stejnym principem, jako u tézkého fetézce. Gen pro fetézec kappa
je umistény na chromozomu 2 a gen pro fetézec lambda se nachdzi na chromozomu 22.
Nejdiive dochazi k preskupovani usekt fetézce kappa. Neni-li uspésné, dochazi k preskupovani
useku fetézce lambda. Pokud dojde k aspésnému pieskupenti, je lehky fetézec schopen vytvofit
s t¢zkym kompletni povrchovy IgM. Po téchto procesech vzniké naivni zraly B-lymfocyt, ktery
putuje do lymfatickych uzlin. V sekundarnich lymfoidnich orgénech se zraly B-lymfocyt
setkava s antigenem a diferencuje se na kratkodobé zijici plazmatickou buniku sekretujici
hlavné IgM nebo se piesune do germinalniho centra lymfatické uzliny, kde podstupuje
somatickou  hypermutaci (mutace jiz pfeskupenych V segmenti) a presmyk
imunoglobulinovych tiid, které jsou zdrojem variability protilatek. Z buiiky, po probéhlé
somatické hypermutaci a izotypovém ptresmyku, mtize vzniknout dlouho Zijici plazmaticka
bunka, ktera migruje do kostni dfené nebo pamétova plazmaticka burika, ktera se uplatiiuje pii
sekundarni imunitni odpovédi v lymfatické uzlin¢. Plazmatické bunky jsou kone¢nym stadiem
vyvoje B-lymfocytt (Hofejsi et Bartankova, 2009; Balcarkova et al, 2007; Peakman et Vergani,
2010; Hallek et al, 1998). Vyvoj B-lymfocytu je zobrazen na obrazku 2.

Obrazek 2: Vyvoj B - lymfocytu (upraveno podle Chng et al 2005)
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3.3. Vznik myelomové buiiky

Maligni mutace B-lymfocytd probihd jiz ve folikulu lymfatické tkané nebo
Vv pamétovych plazmatickych buinikdch. Myelomova buitkka vznikd z bunck germinalniho
centra, které jiz dokoncily somatickou hypermutaci a izotypovy piesmyk, nebo z dlouho
zijicich plazmatickych bunék v kostni dieni (Chng et al, 2005). Vyvojova fada myelomovych
bunék se 1isi od fyziologického procesu vyvoje nekontrolovatelnou proliferaci a dlouhovékosti
myelomové bunky (Adam et al, 1999). Jedna se o jeden klon plazmatickych bunék, které
produkuji monoklonalni imunoglobulin (paraprotein). Tyto protildtky maji jednu specifitu
a jsou jednoho izotypu (Hoiejsi et Bartinkova, 2009). Nejcast&ji jsou paraproteiny tvofeny
kompletni molekulou imunoglobulinu, zejména typu IgG, v mens$i mife IgA, popfipadé

z volnych lehkych fetézct (Peakman et Vergani, 2010).

3.4. Monoklonalni gamapatie

Monoklonalni gamapatie jsou heterogenni skupinou onemocnéni, kterd je
charakterizovana proliferaci jednoho nebo vice klonti plazmatickych bunék produkujicich
monoklonalni imunoglobulin (paraprotein, M-protein), ktery je detekovatelny v séru, ¢i mo¢i.
Monoklonalni protein se mize skladat z intaktni imunoglobulinové molekuly, z jednoho druhu

lehkého fetézce, nebo velmi vzacné pouze z tézkych fetézct (Tichy et Maisnar, 2006).

3.4.1. Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu

Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS) je asymptomatické onemocnéni
charakterizované ptitomnosti monoklonalniho imunoglobulinu v séru (< 30 g/1) a pfitomnosti
mén¢é nez 10 % plazmatickych buné€k v kostni dieni (Adam et al, 1999). Podrobnéjsi kritéria

pro stanoveni MGUS jsou uvedena v tabulce 1.

MGUS se vyskytuje u 1 % populace starsi 50 let a frekvence se zvySuje az
na 10 % u osob starSich 75 let (Peakman et Vergani, 2010). U pacientt s MGUS byva
zaznamenan piechod do maligniho stadia — MM. Piesny mechanismus piechodu MGUS
do MM neni znamy, ale predpoklada se klicova interakce mezi plasmatickymi buitkami (PB)

a mikroprosttedim KD (Adam et al, 2014). U plazmatickych bun¢k se jiz v tomto stadiu
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vyskytuji genetické zmény, které vedou k pozménénym interakcim mezi PB a mikroprostiedim

KD a zvySené proliferacni schopnosti bun¢k.

3.4.2. Doutnajici myelom

Doutnajici myelom (SMM) je  premaligni onemocnéni plazmatickych bunck
charakterizované vyssim zastoupenim PB v KD (10-60 %) a zvySenou koncentraci M-Ig
(>30 g/l). Jedna se prakticky o mezistadium mezi MGUS a MM s vy$§im rizikem progrese.
Riziko progerese dosahuje prvnich 5 let 10 % a poté klesa, na rozdil od MGUS, kdy je riziko
progrese po letech konstantni. Jedna se o bezpiiznakové onemocnéni S absenci organového
poskozeni (Rajkumar, 2015; Van de Donk et al, 2016). Podrobng;jsi kritéria pro stanoveni SMM

jsou uvedena v tabulce 1.

3.4.3. Mnohocetny myelom

MM je onemocnéni charakteristické pfitomnosti monoklondlniho imunoglobulinu
Vv séru a/mebo v moci, bez urCeni koncentrace. V kostni dfeni jsou pfitomny klondlni

plazmocyty, popiipadé€ je plazmocytom prokazan biopsii tkané.

MM se odlisuje od MGUS a SMM ptitomnosti organového poSkozeni. Mezi nejcastéjsi
projevy onemocnéni patii osteolytické kostni zmény a patologické fraktury. DalSim projevem
muze byt anémie, zplisobena latkami, které mohou produkovat myelomové bunky. V disledku
masivni produkce lehkych fetézci, které produkuji myelomové bunky, mize dojit k poskozeni
ledvin a tim k naruseni renalni funkce. B€Znym pfiznakem je hyperkalcémie, hyperviskozita aj.

(Adam et al, 2002). Kritéria poskozeni organt a tkani ,,CRAB®, jsou shrnuta v tabulce 2.
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Tabulka 1: Srovnani kritérii MGUS, SMM, MM (pfevzato od Hajek et al, 2012)

MGUS

Doutnajici myelom

Mnohocetny myelom

Koncentrace monoklonalniho

imunoglobulinu < 30 g/l

Koncentrace monoklonalniho
imunoglobulinu > 30 g/l a/nebo pocet

klonalnich plazmocyti v kostni dfeni

Je pfitomen monoklonalni
imunoglobulin v séru a/nebo v moci

(bez specifikace koncentrace)

>10%

Pocet klonalnich plazmocytti v kostni
dreni < 10 % pfi cytologickém
a event.. 1 histologickém vysetieni

(pokud bylo provedeno)

V kostni dfeni jsou pfitomny klonalni
plazmocyty a nebo je plazmcytom

prokézan biopsii tkané

Neni poskozeni organi ¢i tkani
myelomem (kostni loziska) a nejsou

dalsi symptomy)

Neni pfitomno poskozeni organi ¢i
tkani myelomem (v¢etné kostnich

lozisek) a nejsou jiné symptomy

Je pfitomno poskozeni organii a tkani
myelomem tak, jak je definovano

V kritériich ,,CRAB*

Neni jina B-lymfoproliferativni
choroba. Neni pfitomna AL-
amyloidéza, nebo choroba z ukladani
lehkych ¢i tézkych fetézcti anebo jiny

typ poskozeni organismu

monoklonalnim Ig.

Symptomaticky nesekre¢ni myelom
Prokazana infiltrace kostni diené
klonalnimi plazmocyty, bez prukazu
monoklonalniho imunoglobulinu, ale

pfitomny znamky poskozeni organtd

Tabulka 2: CRAB - Kritéria poskozeni organti ¢i tkdni mnohocetnym myelomem (pfevzato

od Hajek et al, 2012)

Kritérium dysfunkce organi

wewr

Podrobnéjsi definice symptomu

C - Hyperkalcémie

Kalcium > 2,75 mmol/l, nebo 0 0,25 nad

horni hranici normalniho rozmezi

R - Selhani ledvin

Kreatin > 177 umol/l

A - Anémie

Hemoglobin < 100 g/l nebo 20 g/I pod dolni

hranici normalniho rozmezi

B - Kostni zmény

Lyticka kostni loZiska, nebo osteoporoza

S kompresivnimi frakturami

Dalsi s myelomem a gamapatii souvisejici

nalezy

Symptomaticka hyperviskozita, amyloidoza,

opakujici se bakteridlni infekce
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3.4.3.1. Diagn6za MM

UrCeni diagnézy MM je zaloZzeno na stanoveni pfitomnosti minimalné
10 % plazmatickych bunék v KD, zachytu monoklonalniho imunoglobulinu v séru nebo v moci

a pritomnosti kostnich 1ézi.

U pacientti s podezienim na MM se obvykle provadi nékolik skriningovych vysetieni.
Mezi nejcastéjsi vySetieni patii krevni obraz, sedimentace erytrocytll, obsah iontd, kreatinu,
kyseliny mocové, albuminu, celkové bilkoviny, dale elektroforéza séra a moci, kvantifikace

polyklonalnich imunoglobulini a rentgenovy snimek skeletu se zaméfenim na bolestiva mista.

Pti diagndze MM jsou pouzivana i specificka vysetfeni jako je prutokova cytometrie
a cytogenetické vySetfeni. Pomoci pratokové cytometrie je mozné zjistit zastoupeni
plazmatickych bun¢k v KD, stanovit jejich klonalitu a urcit typ exprimovaného lehkého fetézce.
Pratokovou cytometrii je mozné pouzit k detekci minimalni rezidualni nemoci. Cytogenetické

vySetieni je dulezité pro ureni progndzy a mize pomoci zvolit vhodny 1éebny postup.

Pro rozliSeni stadii MM jSou uzivany nejcastéji dva systémy. Prvni byl vytvofen roku 1975
Duriem a Salmonem a je zalozen na stanoveni koncentrace vapniku, hemoglobinu, mnozZstvi
exkretovanych lehkych fetézcti v moci a mnozstvi imunoglobulinii. Z téchto udaj se da dale
odvodit celkové mnozstvi myelomovych bun¢k. Druhy, vroce 2005 vytvoieny systém:
The international staging system (ISS), je zaloZen na uréeni mnozstvi Betax-mikroglobulinu
asérového albuminu. Tento zplsob vSak nepodava informaci a celkovém mnoZstvi
myelomovych bunék (Hajek et al, 2012). V roce 2015 byl tento systém revidovan a byl doplnén
0 nepiiznivé cytogenetické zmeény jako t(4;14), t1(14;16), del(17p) (Palumbo et al, 2015).

3.4.3.2. Lééba MM

V soucasné dobé se nedoporucuje 1é¢ba pacientdt s MGUS nebo asymptomatickym
myelomem, ale je vhodné sledovani pacientll v pravidelnych intervalech. Lécba je zahajena pti

progresi do symptomatického onemocnéni.

Diive byla 1é¢ba zaloZzena na podani alkylaénich cytostatik s kortikoidy. Béhem
poslednich 10 let doslo k objevu novych 1éki a pouziti jejich riznych kombinaci v terapii.
Standardné jsou v l1écbé pouzivany inhibitory proteazomu (bortezomib, carfilzomib),
imunomodula¢ni 1éky (thalidomid, lenalidomid, pomalidomid). U vhodnych pacienti se

pristupuje k autologni transplantaci hematopoetickych bunék (ASCT). Kombinace novych
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1kt a ASCT je povazovana za zlaty standart v 1écbé MM. Dalsi moznosti 1éCby je pouziti
monoklonélnich protilatek proti receptorim na povrchu myelomovych bunék napf.
daratumumab (anti CD38), ktera se vyuziva zejména v lIéCbé pacientli s relabujicim

a refrakternim mnoho¢etnym myelomem. (Pospisilova et al, 2013; Jelinek et al, 2015).

Navzdory veskeré dostupné terapii dochazi Krelapsim a MM zistava stale

nevyléCitelnym onemocnénim s medianem pieziti 5-6 let (Pospisilova et al, 2013).

Mezi monoklonalni gamapatie jsou dale fazeny méné Casté choroby jako napiiklad
Waldentromova makroglobulinemie, AL-amyloidéza a choroba z ukladani lehkych fetézcu
(Adam et al, 1999).

3.5. Cytogenetické zmény u MM/MGUS

Jednou z vlastnosti nadorové buriky je jeji chromozomova nestabilita, ktera se projevuje
zménami poctu a struktury chromozomu. Mezi strukturni zmény fadime translokace, delece,
inverze a duplikace. Vsechny tyto zmény vedou v kone¢ném disledku ke zméné exprese
uritych gent, ke zméné funkce bunky a nasledné¢ v jeji nadorovou transformaci.
U monoklonalnich gamapatii je proto analyza cytogenetickych zmén vyznamna a to hlavné

z prognostického hlediska (Mikulasova et al, 2012).

Genetické zmény miZeme rozdélit na primarni a sekunddrni. Primarni zmény jsou
detekovatelné jiz ve stadiu MGUS. Mezi tyto zmény patii: translokace genu IGH, trizomie
chromozomu 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19, 21 a delece chromozomu 13 (Kuglik et al, 2006).
Procentudlni zastoupeni geneticky abnormalnich bunék je vSak u pacientd s MGUS celkové
niz8i nez u pacienti s MM (MikulaSova et al, 2012). Sekundarni zmény jsou ¢asto spojeny
S progresi onemocnéni. Mezi sekundarni zmény fadime deleci genu TP53 a nadpocetné kopie
oblasti 1921 a deleci 1p32. Genetické zmény muzeme rozdé€lit do dvou hlavnich skupin:
hyperdiploidie, které se vyskytuji pfiblizné u 50 % pacienti a jsou charakteristické trizomiemi
lichych chromozomt a niz§im vyskytem translokace zahrnujici IGH gen a nonhyperdiploidie
s Castym vyskytem translokaci IGH genu lokalizovaném na chromozomu 14 (Mickova et al,
2014; Kuglik et al, 2008; Balcarkova et al, 2007). Vznik cytogenetickych zmén u MGUS a MM

je zobrazen na obrazku 3.
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Obrazek 3: Vznik cytogenetickych zmén u MGUS/MM (upraveno podle Rajan et Rajkumar
2015)

Primdrni cytogenetické
abnormality
t(11;14)

£(4;14)
t(6;14)
(14;16)
{14;20)

Sekundarni cytogenetické
abnormality

Sekundarni cytogenetické
abnormality

Amplifikace 1q MYC translokace

Del 17

Del 17

Trizomie

o J ° Refrakterni MM
o i o Leukémie
o _’ plazmatickych bunék
o Extrameduldrni
=T Cetel 2N

Normalni plazmatické bufiky MGUS/SMM

Myelom

Se vznikem klonu jsou asociovdny Sekundarni cytogenetické abnormality | Sekundarni genetické abnormality

trizomie, kterdkoliv IGH spojené s progresi; Del 17p, spojené s progresi; Del 17p,
transokace, nebo kombinace amplifikace 1q, a t(4;14) asociovana t(14;16) a t(14;20) asociované
trizomii s IGH translokacemi s vyssim rizikem progrese do SMM s nepfiznivou prognézou u MM

3.5.1. Translokace genu IGH

Translokace zahrnujici gen IGH (14q32) piedstavuji nejcastéjsi chromozomovou
piestavbu jak u MM, tak u MGUS (Mickova et al, 2014). Partnerské geny v téchto translokacich
nejsou nahodné, zahrnuji hlavné lokusy 11q13 (CCND1), 4p16 (geny pro FGFR3 a MMSET),
16023 (MAF), 6p21 (CCND3) a 20gl2 (MAFB). Tyto partnerské geny jsou v dusledku

translokace premistény Kk blizkosti zesilovacu transkripce IGH genu a to vede Kk jejich
deregulaci (Balcarkova et al, 2007).
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Obrazek 4: Fotografie plazmatické bunky s fyziologickym nalezem (vlevo - 2F)

a s detekovanou piestavbou genu IGH (vpravo — 1F, 1C, 12) (pfevzato z HOK FNOL)

Translokace t(11;14)(q13;932)

Mezi primarni translokace nalezi t(11;14)(q13;932), ktera patii k nejéastéjsim
prestavbam IGH lokusu (Kuglik et al, 2008). U pacienti s MGUS se vyskytuje pfiblizné
v 13 % ptipadii a u MM v 16 % piipadi (Mikulasova et al, 2012). Dusledkem je up-regulace
cyklinu D1, ktery neni v normalnich plazmatickych buiikach exprimovan a vede k progresi
bunééného cyklu tim, ze dochazi k rychlejsimu piechodu z G1 faze do S faze (Fonseca et al,
2002). Jako jedina z translokaci je t(11;14) spojena s piiznivou prognézou (Mikhael et al,
2013).

Translokace t(4;14)(p16;932)

Translokace t(4;14)(p16;932) je u osob s MGUS popisovana v méné¢ nez 10 %.
U pacienti s MM se vyskytuje ve 14 % ptipadl a je spojovana se stiedné nepfiznivou
progndzou (Mickova et al, 2014). U této translokace dochazi k deregulaci dvou genti: genu
MMSET (multiple myeloma SET domain) na derivovaném chromozomu 4 a FGFR3 (gen
pro receptor fibroblastového riistového faktoru 3) - na derivovaném chromozomu 14. Protein
MMSET je chromatin remodelujici protein s histon methyltranferazovou aktivitou. Ztrata

exprese proteinu MMSET u buné&¢nych linii s t(4;14) vede ke snizené adhezi bunék, zpomaleni
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bunécného ristu a k indukci apoptoézy. Nasledkem translokace dochéazi k ektopické expresi
tyrozin kinazového receptoru (FGFR3) zapojeného do pienosu signalu regulujiciho rast
a diferenciaci bunék v mnoha tkanich, ale jeho role v patogenezi MM zustava zatim neznama

(Balcarkova et al, 2016).

Obrazek 5: Fotografie plazmatické buiiky s detekovanou translokaci t(4;14) (2F, 1Z, 1C)
(ptevzato z HOK FNOL)

Translokace t(14;16)(q32;923)

Translokace t(14;16)(932;923) je u pacienti s MGUS vzacna a u pacienti S MM se
vyskytuje zhruba v5 %. Zatimco u MM je spojovana s agresivnim prubéhem nemoci,

v progresi z MGUS do MM nebyl zatim prokazan zadny vyznam.

Nasledkem této translokace je deregulovany c-MAF proto-onkogen. Protein c-MAF je
transkripéni faktor, ktery ovliviiuje zakladni buné¢né pochody vcetné téch, které zahrnuji IL-6,
cytokiny a cyklin D2, ktery dereguluje ptimou vazbou na promotor tohoto genu (Mickova et al,
2014).
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Translokace t(14;20)(q32;912)

Translokace t(14;20) se vyskytuje u 2 % pacienti s MM a je spojena se Spatnou
progndzou. Pokud je t(14;20) zjisténa u MGUS, tak je spojena s dlouhodobou stabilitou MGUS
a nasledné pozdnim pfechodem do MM. Tato translokace dereguluje onkogen MAFB, jehoz
produktem je transkripéni faktor MAFB, ktery dereguluje stejné geny jako transkripéni faktor
C-MAF zahrnuty v t(14;16) (Ross et al, 2010; Sonneveld et al, 2017).

Sekundarni translokace

Sekundarni translokace mohou byt piitomny jen v né€kterych nadorovych bunkach a jsou
Casto doprovazeny komplexnimi ptestavbami a nebalancovanymi zménami jako jsou

duplikace, delece apod.

Translokace t(8;14)(q24;32)

Mezi nejcastéjsi sekundarni zmény patii translokace t(8;14) zahrnujici gen IGH a pro-
onkogen MYC, ktery je umistén v oblasti 8q24. Gen MYC koduje transkripéni faktor, ktery ma
dulezitou roli v regulaci bunééného ristu, proliferaci, translaci proteinli tumorogeneze aj.
Nadmérna exprese onkogenu MYC je spojovana s agresivnim pribéhem MM a jeho horsi
odpovédi na 1écbu. U MM se tento typ translokace vyskytuje az u 15 % pacienti, zatimco
u pacientd s MGUS se nevyskytuje (Mickova et al, 2014; Balcarkova et al, 2016).

3.5.2. Abnormality chromozomu 13

U pacientd s MM ¢i MGUS muze dochazet k delecim nebo monozomiim chromozomu
13. Nejvyznamnéj$im mistem zasazenym deleci je oblast zahrnujici nddorovy supresorovy gen
RB1 (13g14) (Mickova et al, 2014). Produkt genu RB1, je protein pRB je znamy jako regulator
bunééného cyklu, ktery je schopny zastavit buniku v G1 fazi (Goodrich, 2006). Protein pRB
také snizuje genovou expresi interleukinu 6 (IL-6), ktery pfispiva k autonomnimu ristu
myelomovych bunék. Nepfitomnost pRB tedy podporuje rist myelomovych bun¢k (Juge-
Morineau et al, 1996). U MGUS je vyskyt delece RB1 shodny jako u pacientd s MM, kde je

popisovan vyskyt az v 50 % pacientd. Pokud se vyskytuje samostatné, byva spojovana
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se stiedné piiznivou prognézou, pokud se vyskytuje v kombinaci s translokacemi IGH genu, je

povazovana za faktor zhorSujici prognozu. (Balcarkova et al, 2007; Mickova et al, 2014).

Obrazek 6: Fotografie plazmatické buiiky s fyziologickym nalezem (vlevo — 2C, 2Z)

a s detekovanou deleci genu RBI a trizomii chromozomu 15 (vpravo — 1C, 3Z) (pievzato
z HOK FNOL)

3.5.3. Delece genu TP53 na chromozomu 17

Gen TP53 lezi na kratkych ramenech chromozomu 17 v oblasti 17p13. Jeho produktem
je protein, ktery je znamy jako transkripéni regulator mnoha gent kontrolujici rist bunék
a jejich starnuti. Podili se na opravach DNA a fizeni apoptozy (Mickova et al, 2014). Delece
TP53 je u MM povazovana za rizikovy faktor a je spojovana s agresivnéj$im pribéhem nemoci
a celkovou kratsi dobou preziti (Prideaux et al, 2014). Pomoci metody FISH byva delece
detekovana u 0 — 3 % pacientti s MGUS a u 5-34 % pacientii s MM. Cetnost delece se zvysuje
s pokro¢ilym stadiem MM, kde byva detekovana az u 40 % pacienti (Mickova et al, 2014).
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Obrazek 7: Fotografie plazmatické buiiky s fyziologickym nalezem (vlevo — 2C, 2Z)
a s detekovanou deleci genu TP53 (vpravo —1C, 27) (pievzato z HOK FNOL)

3.5.4. Abnormality chromozomu 1

Abnormality chromozomu 1 jsou jednou z nejcastéjSich cytogenetickych zmén
vyskytujicich se hlavné u MM. Dosud publikované vysledky ukazuji, Ze kratké rameno (1p)
postihuji spiSe delece, zatimco dlouhé rameno (1q) byva zmnozeno (Marzin et al, 2006). Zisk
19 Kkonstitutivné zahrnuje oblast 1q21, kde je lokalizovan gen CKS1B, ktery podporuje
degradaci proteinu p27. Protein p27 je inhibitor bunécného cyklu. Zisk oblasti 1g21 je
spojovany se $patnou progndzou. Abnormality 1q se jiz objevuji u 15-20 % pacientti s MGUS,
u nové diagnostikovanych pacientt s MM asi ve 43 % a u pacienti v relapsu se vyskytuji
az v 73 %. Predpoklada se, ze tato zména je klicova pii progresi MGUS do MM (Munshi et
Anderson, 2013; Mikulasova et al, 2012).

Delece 1p32 zahrnuje dva geny - FAF1 a CDKN2C. Protein CDKN2C je cyklin-
dependentni kinaza zapojena do negativni regulace buné¢ného cyklu. Gen FAF1 koduje protein
podilejici se indukci apoptozy. Delece 1p32 je spojovana se Spatnou prognézou (Prideaux et al,
2014). U pacientti s MM se vyskytuje az ve 40 % piipadi. U MGUS je jeji vyskyt mnohem
niz$i (Leone et al, 2008).
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3.6. Cytogenetika a molekularni cytogenetika

3.6.1. Klasicka cytogeneticka analyza

Poprvé byla cytogeneticka analyza pouzita pii urCeni spravného poctu chromozomi
v lidské bunce. O tento objev se zaslouzili Tjio a Levan roku 1956, kdyz zjistili, ze spravny
pocet lidskych chromozomu je 46 (Durmaz et al, 2015). Velky zlom v cytogenetice znamenalo
zavedeni pruhovaci techniky chromozomu mezi roky 1969 a 1970. Cassperson a Zech uzili
quinakrin (Q — pruhovani) pro vytvofeni svétlych a tmavych pruhti na chromozomech
viditelnych pod fluorescenénim mikroskopem. Nasledovaly dalsi techniky jako R-, C-, NOR

a G-pruhovani.

G-pruhovani se stalo nejpouzivanéjsi pruhovaci metodou klasické cytogenetiky, diky
némuz je mozné detekovat jak strukturni, tak numerické chromozomové aberace (Kennan et
Zilfalil, 2009; Ferguson-Smith, 2015). Je zalozeno na barveni Giemsovym barvivem
v kombinaci s trypsinem (Kuglik et al, 2006; Kuglik et al, 2008). Analyza je provadéna
na mitotickych chromozomech. Chromozomy jsou vizualizované pomoci mikroskopu
s digitalni kamerou a pocitacovou analyzou obrazu. Vysledkem G-pruhovani je sestaveni

karyotypu. Normalni karyotyp muze je 46,XY a Zeny 46, XX.

Vychozim materidlem je kratkodobé kultivovana kostni dien (24 h), déle se vySetfeni
provadi z periferni krve, lymfatickych uzlin a dal§ich materialt vhodnych ke kultivaci. (Kuglik
et al, 2006).

Prestoze klasicka cytogenetickd vysetieni pomoci G-pruhovani, dosahla znaceného
rozvoje pii vySetiovani hematologickych malignit, maji pfi vySetfeni MM a monoklonalnich
gamapatii vyrazna omezeni. Vysledky jsou zna¢né€ limitované nizkou infiltraci kostni dfené
nadorovymi bunikami, jejich malou mitotickou aktivitou a Spatnou morfologii chromozomu
(Kuglik et al, 2008).

3.6.2. Molekularné cytogeneticka analyza

Mnoho chromozomovych aberaci je velmi obtizné detekovat pomoci metod klasické
cytogenetiky, proto se v dnesni dobé uzivaji metody molekularni cytogenetiky. Zakladem

téchto technik je in situ hybridizace, ktera se pouziva v riznych obménach v zavislosti na typu
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DNA sond. Od poloviny 80. let minulého stoleti se nejcastéji vyuzivaji fluorescenéné znacené
sondy pro metodu FISH a jeji modifikace jako je CGH, arrayCGH a M-FISH (Kuglik et al,
2006).

3.6.2.1. Fluorescenc¢ni in situ hybridizace

Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH) je zakladni metodou molekularni
cytogenetiky, ktera umoznuje zviditelnit jednotlivé sekvence aminokyselin umisténych

na chromozomech nebo v interfaznich jadrech buné¢k fixovanych na mikroskopickych sklech.

Metoda FISH je zaloZena na pouZiti fluorescen¢né znacené jednotetézcové hybridizacni
sondy, tj. kratkého useku DNA. Sonda se na zékladé komplementarity bazi vaze k cilové
sekvenci DNA bun¢k, které se nachazeji na mikroskopickém preparatu. Existuje nékolik typt
sond specifickych pro jednotlivé chromozomy, jejich ramena, telomery, centromery, ¢i
jednotlivé geny. Misto navazani sondy muzeme pozorovat pomoci fluorescen¢éniho
mikroskopu. Dle poc¢tu a poloh fluorescencnich signalt Ize zjistit pocetni 1 strukturni zmény

chromozomnu.

Vyhodou metody FISH je moZnost pozorovat strukturni i pocetni chromozomové
abnormality nejen na mitézach, ale i na interfaznich jadrech. Tato modifikace klasické FISH se
nazyva i-FISH. Pfi pouziti této metody neni vysetfeni omezeno poctem mitéz v bunkach,

jelikoz postacuji interfazni jadra (Kuglik et al, 2008).

3.6.2.2. Mnohobarevna FISH

K identifikaci slozitych nebo vicecetnych prestaveb chromozomii se pouziva technika
mnohobarevné FISH (M-FISH). Pro hybridizaci je pouzita sada celochromozomovych sond,
které jsou znaCeny kombinaci péti fluorochromfi. Pomoci fluorescen¢niho mikroskopu
a specialniho programu jsou ndsledné¢ chromozomy hodnoceny. Pro snadnéjsi detekci jsou
jednotlivym chromozomovym parim pocitaCem, na zékladé nasnimanych fluorescencnich

signald, pfirazeny pseudobarvy.

Pro podrobnou analyzu jednotlivych chromozomu se pouziva metoda mBAND
(mnohobarevné pruhovani). Kombinaci fluorochroml jsou naznaCeny jednotlivé ¢asti

chromozomu daného chromozomového paru (Michalova 2002; Michalova 2005).
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3.6.2.3. FICTION (syn. clg-FISH)

Metoda FICTION (fluorescence immunophenotyping and interphase cytogenetic as a
tool for the investigation of neoplasm) je modifikovana metoda FISH, ktera je spojena
s imunofluorescen¢ni detekci myelomovych plazmatickych bunék. Uziva se pro vyssi zachyt
chromozomovych aberaci U monoklonalnich gamapatii tim, Ze jsou hodnoceny jen barevné
odliSené myelomové bunky (Kuglik et al, 2006). Vyuziva se imunofluorescenéni znaceni
cytoplazmy nadorovych bun€k pomoci protilatek proti lehkym fetézcim imunoglobulint

a nasledné interfazni FISH. Technika FISH se provadi klasickym zptsobem (Leung et al, 2012).

Obrazek 8: Fotografie imunofluorescenéné znac¢enych plazmatickych nadorovych bunék.

Nadorové plazmatické buriky maji svétle modie zafici cytoplazmu (pfevzato z HOK FNOL)

3.6.2.4. CGH a arrayCGH

Techniky komparativni genomové hybridizace (CGH) a array-CGH dovoluji studovat
cely genom a jeho nebalancované zmény. Tyto techniky jsou zaloZeny na srovnéni testované
(nadorové) a normalni (referencni) DNA. Testovana DNA je znac¢ena jednim fluorochromem
a kontrolni DNA jinym fluorochromem. Ze smési obou DNA je vytvofena sonda, ktera je
nahybridizovana na sklo s metafaznimi chromozomy (CGH) nebo na ¢ip s imobilizovanymi

oligonukleotidy (60 bp) o znamé sekvenci.

Pomoci pocitacového programu je nasledné analyzovan pomér fluorescence podél

chromozomu nebo oligonukleotidi. Technologie CGH je ma citlivost 5-10 Mb a je v soucasné
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dobé nahrazovana citlivéjsi metodou arrayCGH, kterd je schopna odhalit zmény vétsi nez

50 kb. (Smetana et al, 2011).
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4. Prakticka ¢ast

4.1. Material a metody

4.1.1. Odbér a kultivace KD:

Pro molekularné cytogenetickou analyzu byla pouzita kostni dienn (KD) odebrana od pacienti
s MGUS/MM na Hemato-onkologické klinice Fakultni nemocnice Olomouc a Lékatské fakulty
Univerzity Palackého v Olomouci. Vzorky KD byly dodavany do cytogenetické laboratoie

ve zkumavkéch s protisrazlivym ¢inidlem (lithium heparin).

Piistroje:

centrifuga Rotina 420R (Hettich, Beverly, MA, USA), Flowbox HERAsafe® (Heraeus
Holding, Hanau, Némecko), inkubator na cca 37 °C Function Line (Heraeus Holding, Hanau,
Némecko), stolni minicentrifuga Labnet (Labnet International, Edison, NJ, USA), tfepacka

Heidolph Real top (Heidolph, Schwabach, Némecko), ledni¢ka, mraznicka

Spoti‘ebni material:

pasteurovy pipety (Biosigma, Benatky, Italie), centrifugaéni zkumavky 15ml (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), plastové kultivacni nddoby 40ml (Nunclon TM A Surface)

Chemikalie a roztoky:

heparin (Zentiva, Praha, CR), BM médium (Bone marrow karyotyping medium) (Biological
Industries, Kibbutz Beit Haemek, Izrael), RPMI medium (Sigma-Aldrich) kolcemid (Gibco®,
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
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Pracovni postup:

1. KD (1-2 ml) byla promyta RPMI médiem a nasledné centrifugovana po dobu 10 minut,
pfi 1000 rpm a 37 °C.

2. KD byla ptenesena do kultiva¢ni nadobky s 10 ml BM média (bone marrow medium)

3. Byly pfidany 2 kapky kolcemidu.

4. Sm¢s byla kultivovana po dobu 24 hodin v inkubatoru pii 37 °C a 5% koncentraci CO..

4.1.2. Zpracovani KD

Chemikalie a roztoky:

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

Piistroje:

trepacka Heidolph Real top (Heidolph, Schwabach, Némecko), mraznicka, ledni¢ka (oboji
Labnet International, Edison, NJ, USA), centrifuga Rotina 420R (Hettich, Beverly, MA, USA),

inkubator Function Line (Heraeus Holding, Hanau, Némecko), laboratorni sklo

Spoti‘ebni material:

centrifugaéni zkumavky Falcon 15 ml (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA),
pasteurovy pipety (Biosigma, Benatky, Italie)

Pracovni postup:

1. Po uspésné kultivaci byl obsah kultivaéni nadobky prelit do 15ml centrifugacni
zkumavky.

2. Obsah zkumavky byl centrifugovan po dobu 10 minut, pii 1000 rpm a 37 °C.

3. Byl odstranén supernatant a k peletu bylo za stdlého vortexovani pfidano 10 ml1 0,075 M

roztoku KCI vytemperovaného na 37 °C.
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4. Obsah zkumavky byl inkubovén 25 minut pti 37 °C.

5. Po inkubaci byla pfidana 1 kapka fixa¢niho roztoku Carnoye (methanol:ledovéa kyselina
octova v poméru 3:1) a obsah zkumavky byl promichan.

6. Cely obsah zkumavky byl centrifugovan po dobu 10 minut pi 1000 rpm a 37 °C.

7. Supernatant byl odstranén a k peletu bylo pfiddano 10 ml fixacniho roztoku Carnoye
ptedem vychlazeného v lednici. Prvni ml byl pfidavan po kapkach.

8. Obsah zkumavky byl inkubovan 30 minut pfi pokojové teploté.

9. Po inkubaci byl obsah zkumavky centrifugovan po dobu 10 minut pii 1000 rpm a 4 °C.

10. Po centrifugaci byl odsan supernatant a k peletu bylo pfidano 10 ml fixacniho roztoku
Carnoye a cela zkumavka byla zvrotexovana.

11. Postup (centrifugace, odsati supernatantu a ptidani 10 ml fixacniho roztoku Carnoye)

byl opakovan, dokud bunécné suspenze neméla mlécné opaleskujici zbarveni.

Takto zpracovanou suspenzi je mozno uchovavat né€kolik tydnu v lednici pro potfeby raznych

cytogenetickych vysetfeni. Nasledné je zmraZena k archivaci pii — 20 °C v 2ml zkumavkach.

4.1.3. Pfevedeni suspenze fixovanych bunék do alkoholu

Chemikalie:

ethanol (Iékarna FNOL)

Piistroje:

centrifuga Rotina 420R (Hettich, Baverly, MA, USA)

Spotiebni material:

centrifuga¢ni zkumavky Falcon 15 ml (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA),
pasteurovy pipety (Biosigma, Benatky, Italie)
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Pracovni postup:

1. Bunécna suspenze ve fixacnim roztoku byla stocena Vv centrifuze pti 1000 rpm po dobu
10 minut.

Byl odstranén supernatant a pelet byl ptevrstven 10 ml 96% ethanolu.

Obsah zkumavky byl protiepan a inkubovan po dobu 15 minut pii pokojové teplote.
Kroky 1,2 a 3 byly opakovany 2x.

a ~ D

Ethanol byl opatrné odsan tak, aby ve zkumavce zbyly piiblizné 1-2 ml, ve kterych byl

nasledné pelet resuspendovan.

Takto pfipravend suspenze bunék je pripraven k nakapani na podloZzni sklo.

4.1.4.FICTION

Chemikalie a roztoky:

Ethanol (Iékarna FNOL), 10mM citratovy pufr (pfiprava), 10x PBS pufr (Iékarna FNOL),
AMCA Anti-Human kappa-chain (Vector Laboratories, Burlingame, USA), AMCA
AntiHuman lambda-chain (Vector Laboratories, Burlingame, USA), AMCA Anti-goat IGG
(Vector Laboratories, Burlingame, USA), deionizovana H2O (HOK), etanol 70%, 80% a 96%
(Iékarna FNOL)

Piistroje:

centrifuga Rotina 420R (Hettich, Baverly, MA, USA), tfepacka Heidolph Reax top (Heidolph,
Schwabach, Némecko), vodni lazen Thermomix BM (B. Braun Biotech International,

Melsungen, Némecko)

Spoti‘ebni material:

Centrifugaéni zkumavky Falcon 15ml (Thermo Fisher Scientific, Walthman, MA, USA),
sklenéné koplinky 25-30 ml, pasteurovy pipety (Biosigma, Benatky, Italie), podlozni skla
SuperFrost® (Thermo Fisher Scientific, Walthman, MA, USA), Spicky (Gilson, Middleton, WI,
USA), parafilm (Bemis Company, Neenah, W1, USA)
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Pracovni postup:

1.

Na nadychnuté podlozni sklo byly kapnuty 2-3 kapky bunétné suspenze v 96%
ethanolu, které se nechaly uschnout.

Pod mikroskopem byla zkontrolovana bunécnost.

Podlozni sklo bylo vlozeno do koplinky s 10mM citratovym pufrem vyhiaté na 95 °C
ve vodni lazni po dobu 10 minut.

Po vyndani z 1azn¢ byla koplinka inkubovana pii pokojové teploté po dobu 30 minut.
Po inkubaci bylo sklicko oplachnuto 2x po 2 minutach v 1x PBS pufru.

Na vlhké sklo bylo naneseno 70 upl nafedéné protilatky Amca Anti-Human
kappa/lambda chain a sklo bylo piekryto parafilmem a inkubovano 1 hodinu pii 37 °C
ve vlhké komirce ve vodni lazni.

Nasledné byl odstranén parafilm a sklo bylo 2x po 2 minutach oplachnuto v 1x PBS
pufru.

Na sklo bylo naneseno 70 pl nafedéné Amca Anti-goat IGG a sklo bylo inkubovano
1 hodinu pii 37 °C ve vlhké komiirce ve vodni lazni.

Po inkubaci byl odstranén parafilm a sklo bylo oplachnuto 2x po 2 minutach v 1x PBS

pufru.

10. Bylo provedeno odvodnéni skla promyvanim ve vzestupné fadé ledovych alkoholt

(70%, 80%, 96% ethanol) po dobu 2 minut v kazdé kopliné.

4.1.5.1-FISH

Pouzité sondy:

LSI RB1, TP53, CEP 17, CEP 15 (vSe Abbott Molecular, Des Palines, IL, USA)

XL 1¢21/1p32, IGH, t(4,14), t(11,14), t(6,14), t(14,16) (vie MetaSystems, Althusheim,

Némecko)

Sondy byly fedény a nasledné denaturovany dle navody ptiloZeného vyrobcem.
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Chemikalie a roztoky:

deionizovana H.O (HOK), zasobni roztok 20x SSC (Abbott Molecular, Des Palines, IL, USA)
NP-40 (Abbott Molecular, Des Palines, IL, USA), Counterstain Diluent (Kreatech, Amsterdam,

Nizozemi)

Piistroje:

Plotynka Medax (Nagel, Kiel, Némecko), vortex Heidolph Reax top (Heidoplh, Schwabach,
Némecko), hybridiza¢ni komtrka Grand Boeckel IS020 (Boeckel Grant, Shepreth, UK), stolni
centrifuga Labnet (Labnet Intrnational, Edison, NJ, USA), vodni lazeit Thermomix BM (B.
Braun Biotech International), svételny mikroskop Olympus BX41 (Olympus, Tokio, Japonsko),
Fluorescen¢ni lampa U-RFL-T (Olympus, Tokio, Japonsko), pocitaé, CCD kamera
(MetaSystems Althusheim, Némecko), pocitacovy software ISIS (Metasystems Althusheim,

Némecko)

Spoti‘ebni material:

Kryci skla 22x22 (Menzel-Glaser, Braunschweig, Némecko), rubber cement (Marabu, Tamm,
Némecko), Spicky (Gilson, Middleton, WI, USA), 1,5ml plastové mikrozkumavky (Eppendorf,
Hamburg, Némecko)

Pracovni postup:

1. Sondy byly denaturovany dle navodu vyrobce.

2. Denaturované sondy byly naneseny na podlozni sklo se znacenymi buiikami a prekryty
krycim sklem.

3. Okraje kryciho skla byly oblepeny rubber cementem.

4. Sklo bylo inkubovano Vv hybridiza¢ni komdirce pii 37 °C po dobu cca 20 hodin.

5. Po inkubaci bylo odstranéno kryci sklo a podlozni sklo s buiikami bylo promyto
v roztoku 0,4x SSC/0,3% NP-40 ptedehiatém na 73 °C po dobu 2 min a znovu promyto
2 minuty v 2x SSC/0,1% NP-40 pii laboratorni teplot¢.

6. Na suché kryci sklo bylo naneseno 10 pl Counterstain Diluent pro zbarveni jader bunék

byla piekryta krycim sklem (24 x 24 mm).
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4.2. Vyhodnoceni preparati

Preparaty byly hodnoceny ve fluorescenénim mikroskopu za pouziti vhodnych
fluorescencnich filtrii. Cytoplazma plazmatickych bun¢k sviti syté modie. Kazda z pouzitych
sond vytvaii specificky barevny vzorec signalti. Celkem bylo hodnoceno 100 PB pro kazdou
pouzitou sondu. U pacienti S malym zastoupenim PB v KD, bylo pocitino minimalné
50 bun¢k. Oblast v mikroskopu s vyskytem PB byla zaznamenana pomoci filtri a digitalni

kamery a zpracovana na pocitaci pomoci softwaru ISIS (MetaSystems) pro analyzu obrazu.
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5. Vysledky

V praktické ¢asti bakalatské prace byla provedena cytogeneticka analyza PB pomoci
metody FICTION u 20 pacientt s MGUS/MM, ktefi byly vySetfeni mezi roky 2015-2017.
V souboru pacientli bylo celkem 11 muzii a 9 Zen (graf 1). Vékovy median souboru pacient

byl 68 let, pii¢emz ve€k se pohyboval v rozmezi 48-82 let.

Graf 1: Zastoupeni pohlavi ve vySetfovaném souboru pacient

Nejcastéjsim imunoglobulinovym typem u pacientt s MM/MGUS byl IgG, ktery se
nachazel u 13 pacientt. Zastoupeni jednotlivych typti imunoglobulinovych tfid je znazornéno

v grafu 2.

Graf 2: Zastoupeni imunoglobulinovych subtypt MM/MGUS
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U kazdého pacienta bylo provedeno klasické vstupni vySetireni na detekci

chromozomovych zmén. Zakladni panel vySetfeni je znazornén v tabulce 3.

Tabulka 3: Zakladni panel vySetfeni chromozomovych zmén u pacientd s MM/MGUS

Normalni Patologicky nalez - signaly
Nazev sondy Vyrobce sondy
nalez - signaly
Translokace IGH: 1 fuze,
IGH METASYSTEMS 2 fuze
1 zeleny, 1 Cerveny
Delece genu RB1: 1 ¢erveny,
2 Cervené, L
RB1/CEP15 ABBOTT trizomie chromozomu 15:
2 zelené
3 zelené
Zmény v poctu kopii 1q21/1p32:
2 Cerveneé,
1921/1p32 METASYSTEMS vice nez 2 Cervené/ méné nez 2
2 zelené
zelené
Trizomie chromozomu 17:
2 Cervene, '
TP53/CEP17 ABBOTT 3 zelené a 3 Cervené signaly
2 zelené
Delece TP53: 2 zelené, 1 Cerveny

Pti vyhodnoceni vysledki byli pacienti rozdéleni do dvou skupin. Prvni skupinu tvofili
pacienti ve stddiu MGUS a pacienti S asymptomatickym myelomem. Druhou skupinu tvoftili

pacienti s nové diagnostikovanym MM a pacienti v progresi MGUS do MM.

5.1. Soubor pacientii s MGUS a asymptomatickym myelomem

V tomto souboru se nachazelo 8 pacienti s diagnozou MGUS a 2 pacienti
s asymptomatickym myelomem. Medidn véku pacientii byl 68 let a vék se pohyboval v rozmezi

48 — 81 let. Nejcastéji se vyskytujicim imunoglobulinovym subtypem byl 19G.

Celkovy ptehled chromozomovych zmén u pacientd je znazornén v grafu 3.

U 9 pacientl z 10 byly zjistény genetické zmény.
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Graf 3: Celkovy piehled vyskytu chromozomovych zmén a jejich Cetnost u pacienttl

s MGUS/asymptomatickym myelomem
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Delece genu RB1 byla zjisténa u 3 pacientd. Samotna delece genu RB1 byla zjisténa
u 1l pacienta, u dalSiho byla zjist€éna delece RB1 genu spole¢né s trizomii chromozomu

15 a u posledniho pacienta byla delece RB1 genu spojena s trizomii chromozomu 17.
U 1 pacienta byla detekovana trizomie chromozomu 15 spole¢né s trizomii 17.

U 4 pacienti byly zjistény zmény v genu IGH. U 2 pacientii byla zji$téna prestavba genu
IGH —u 1 byla prokazana translokace t(11;14), u druhého pacienta byla prokazana translokace
t(14;16). U tietiho pacienta byly zjistény 3 kopie genu IGH a nasledné byla potvrzena i trizomie
chromozomu 14 a soucasn¢ i trizomie chromozomu 15. U posledniho pacienta byla zjisténa

pouze parcialni delece 5 'konce IGH genu a nasledné potvrzena translokace t(11;14).

U jednoho pacienta bylo zjisténo zmnozeni oblasti 121 (3 kopie). U toho pacienta se

jednalo o jedinou zjisténou cytogenetickou abnormalitu.
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5.2. Soubor pacientii s novou diagn6zou MM a pacientii v progresi

V tomto souboru se nachazelo celkem 10 pacientl. Vékovy median byl 69 let a vék
se pohyboval v rozmezi 49-82 let. Nejcastéji se vyskytujicim imunoglobulinovym subtypem
byl 1gG.

Celkovy piehled chromozomovych zmén u pacienti je znazornén v grafu 4.

U 9 pacientt z 10 byly zjistény genetické zmény.

Graf 4: Celkovy ptehled vyskytu chromozomovych zmén a jejich ¢etnost u pacientd s NOVOU

diagn6zou MM a pacientil v progresi
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Delece RB1 genu byla detekovana u 2 pacientd, u 1 byla spojena s trizomii chromozomu
15 a vyskytem pouze 1 kopie genu IGH. Monozomie chromozomu 14 nebyla prokazana.

U druhého pacienta byla delece RB1 genu zjisténa spolecné s translokaci t(11;14).

U 2 pacientll byla zjisténa samotna trizomie chromozomu 15. U 1 pacienta byly
pozorovany pouze 3 kopie 1g21. U 1 pacienta bylo zmnozeni oblasti 1g21 spojeno s deleci genu
TP53.

U 3 pacientl byla zjisténa pouze piestavba genu IGH — u 1 pacienta byla prokazana
translokace t(14;16), u druhého se jednalo o translokaci t(11;14), u posledniho pacienta byla

detekovana piestavba genu IGH s variantni translokaci t(11;14).
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6. Diskuze

Monoklonalni gamapatie jsou riznorodou skupinou onemocnéni, pro kterou je typicka
pfitomnost jednoho nebo vice klont plazmatickych bunék produkujicich imunoglobulin, ktery
je detekovatelny v séru nebo v moci (Tichy et Maisnar, 2006). Mezi nejcastéjs$i monoklonalni
gamapatie patii MGUS a MM. Zatimco MGUS je asymptomatické onemocnéni, MM je
hemato-onkologicka malignita charakteristicka ptitomnosti organového poskozeni (Adam et al,

1999, Adam et al 2002).

U monoklonalnich gamapatii je pfitomnost chromozomovych zmén ¢asta a povazuje se
za dulezity prognosticky faktor. Spektrum chromozomalnich zmén u MGUS je pak velmi
podobné zménam vyskytujicich se u MM, pfesny mechanizmus pfechodu MGUS do MM je
vsak dodnes nejasny. (Mikulasova et al, 2012).

Vysetteny soubor  tvofilo celkem 20 pacientt (10 pacientd s diagnozou
MGUS/asymptomaticky myelom, 10 pacientd s novou diagnézou a v progresi MGUS do MM).
Vysetiovanym materidlem byly od vSech pacientii buitky KD. VSichni pacienti byli vySetieni
metodou FICTION pro detekci chromozomovych zmén. U vsech jedinci byly sledovany
zmény zahrnujici deleci genu RB1, delece genu TP53, pocetni zmény chromozomu 15 a 17,
zmnozeni oblasti 1q21, deleci oblasti 1p32 a zmény v genu IGH. Chromozomové zmény byly
detekovany u 18 pacienti (90 %). V souboru pacient s MGUS/asymptomatickym myelomem
byly zmény detekovany u 9 z 10 (90 % pacienti). V ptipadé souboru pacientd s novou
diagnozou a progresi MGUS do MM u 9 z 10 (90 % pacientit). Vyskyt zmén u MM se shoduje
s vysledky publikovanymi Kumarou et al (2012) a Schmith-Hieberem et al (2013). Schmidt-
Hieber vSak uvadi chromozomalni zmény u MGUS v niz§im pocétu (77 %), to muze byt

zpiisobeno malym poc¢tem zkoumanych pacientt.

Delece genu RB1 se vyskytovala celkem u 5 pacient (25 %). Jako samostatna zména
se vyskytovala u 1 pacienta. Ve dvou ptipadech byla doprovazena trizomii chromozomu 15,
pficemz u jednoho z pacientli jesté s deleci genu IGH. U jednoho pacienta byla spole¢né
sdeleci RB1 genu prokazana translokace t(11;14). Pokud se delece RB1 genu vyskytuje
samostatné, neni povazovana za negativni prognosticky faktor (Bergsagel et al, 2013).
Mikulasova et al (2012) uvadi, ze u pacienti s MGUS je vyskyt delece RB1 sporny, v nasem
ptipad¢ vSak byla delece detekovéana u 3 pacientli s MGUS/asymptomatickym myelomem. Dale
uvadi vyskyt delece RB1 genu celkem u 50 % pacientl, v naSem piipad¢ se jednalo jen o0 25 %

jedinctd. Tato neshoda je pravdépodobné zptisobena malym souborem pacientd.
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Ve vySetifovaném souboru byly pozorovany zmény zahrnujici gen IGH u 9 (45 %)
pacientd. Z toho u 4 pacienti s MGUS/asymptomatickym myelomem a 5 pacientii v nové

diagnoze/ v progresi.

Piestavba genu IGH byla prokazana u 6 pacientl (30 %). Vyskyt translokaci odpovida
frekvenci translokaci uvedené V literatuie (Bergsagel et Kuehl, 2011). U 2 pacientl byla
prokazana translokace t(14;16), ktera byva popisovana u 5 % pacientl a je spojovana
s negativni progndzou a agresivnim pribéhem nemoci (Kuglik et al, 2006). U 4 pacientl byla
nalezena translokace t(11;14), z toho se v 1 ptipad¢ jednalo o variantni nalez této translokace.
Literatura uvadi vyskyt t(11;14) ve 13-16 % ptipadd, coz odpovida nasim vysledkim. Tato
translokace je povazovana za ptiznivy prognosticky faktor (Mikulasova et al, 2012). V nasem
souboru nebyla nalezena translokace t(4;14), ktera patii mezi nejcastéji se vyskytujici (Kalff et
al, 2012).

U 2 z pacientd v souboru byla prokazana delece v IGH genu (delece 5” konce a delece
celé jedné kopie IGH genu). Vyskyt deleci v IGH genu je u MM pomérné Casty (Balcarkova et
al, 2016). Delece 5" konce byva povazovana za fyziologickou (dusledek VVDJ rekombinace),
ale v n¢kterych piipadech, jako u naseho pacienta, mohou byt delece spojeny s translokacemi,
zejména s jejich variantnimi nalezy. Delece jedné kopie genu IGH se ¢asto vyskytuje spolecné
s deleci RB1 genu, delece obou genii byvaji spojeny s monozomiemi chromozomi 13 a 14 a
hypodiploidii (mén¢ jak 46 chromozomu) a krat$si dobou prezivani (Kuglik et al, 2006;
Wilodarska et al, 2007; He et al, 2015). Trizomie chromozomu 14 byla detekovana u 1 pacienta
a byla doprovéazena trizomii chromozomu 15, coZ naznacuje vyskyt hyperdiploidniho typu MM,

ktery je charakteristicky ¢etnymi trizomiemi chromozomi (Bergsagel et al, 2013).

Pocetni zména chromozomu 15 a 17 se vyskytovaly u 7 (35 %) pacientt. V piipadé
pacienti s MGUS/asymptomatomatickym myelomem byly zaznamenédny trizomie téchto
chromozomu U 4 pacientd, u pacientd v nové diagndze a progresi pak ve 3 ptipadech. Trizomie
lichych chromozom jsou typické pro MM a MGUS a nejcastéji zahrnuji chromozomy 3, 5, 7,
9, 11, 15, 19 a 21. Celkové jsou trizomie spojovany s lepsi prognozou (Bergsagel et al, 2013).

Pouze u 1 pacienta (5 %) z celého souboru byla nalezena delece genu TP53 a to
u pacienta v progresi do symptomatického myelomu. Chang et al (2005) uvadi vyskyt delece
TP53 genu ziidka a to v rozmezi 9-34 %. N4&s vysledek je lehce odlisny, coz je pravdépodobné
zpusobeno malym poctem pacienti vV souboru. Chang dale uvadi, ze delece TP53 se vyskytuje

spise v pokrocilych stadiich MM. Toto tvrzeni odpovidd nami zjisténym vysledkim.
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Dalsi zkoumanou chromozomovou zménou bylo zmnozeni oblasti 1g21. Zmnozeni této
oblasti je spojovano se zhorSenou prognézou (Yu et al, 2016). Tti kopie oblasti 1921 byly
detekovany pouze u 3 (15 %) pacientl, pfiCemz ve 2 piipadech u pacientd s novou
diagnozou/v progresi do MM a u 1 pacienta s MGUS/asymptomatickym myelomem. Yu et al
(2016) uvadi vyskyt 3 kopii 1g21 v 33,7 % ptipadt. Nase vysledky se neshoduji pravdépodobné
z diivodu malého souboru zkoumanych pacientti. Delece 1p32, kterd miize byt asociovana se
zmnozenim 1g21 nebyla detekovana u zadného pacienta. Delece 1p byvaji spojeny Se

zhorsenou progndzou a pokrocilym stadiem MM (Rajan et Rajkumar, 2015).
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1. Zavér

Cilem teoretick¢é casti bakaldfce prace bylo shrnuti zékladnich poznatka
0 monoklonalnich gamapatiich, chromozomélnich zménach, které je provazeji a

diagnostickych metodach umoziujicich tyto zmény detekovat.

Cilem praktické casti byla detekce cytogenetickych zmén metodou FICTION u pacientt
s monoklondlnimi gamapatiemi, konkrétné s MM a MGUS. Analyza zmén byla provedena
u 20 pacienttl, Z nichz 10 mé¢lo diagn6zu MGUS/asymptomaticky myelom a 10 novou diagnézu
MM/progrese MGUS do MM. Cytogenetické zmény byly nalezeny u 18 pacientl. Nejcastéjsi
zménou byla prestavba genu IGH, kterd se vyskytovala u 9 pacientli. Druhou nejcastéjsi
zménou byla trizomie chromozomu 15, vyskytujici se u 6 jedincti. U 5 pacientii byla detekovana
delece genu RB1. U 3 pacientt se vyskytovalo zmnoZeni oblasti 121, pii¢emz delece 1p32 se
nevyskytovala u zadného pacienta. Trizomie chromozomu 17 se vyskytovala u 2 pacientl

a delece TP53 u 1 pacienta.

Molekularné cytogenetickd analyza metodou FICTION je dualezitd pro urceni

prognosticky vyznamnych chromozomovych zmén vyskytujicich se u pacientii s MM a MGUS.
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9. Seznam zkratek

arrayCGH
AMCA
ASCT

BJ

BM médium
CCND1
CCND3
CDKN2C
CGH
clg-FISH
CKS1B
FAF1

FGFR3

FICTION

FISH

FNOL

HSC

IL-6

array komparativni genomova hybridizace
7-amino-4 methycoumarin-3-acetic acid
autologni transplantace hematopoetickych bunék
Bence Jonce protein

bone marrow medium

cyklin D1

cyklin D3

Cyklin dependent kinase inhibitor 2B
komparativni genomova hybridizace
cytoplazmic immunoglobulin FISH

cyklin dependent kinases regulatory subunit 1

Fas associated factor 1

fibroblast growth factor receptor 3 (receptor fibroblastového

rustového faktoru 3)

fluorescence immunophenotyping and interphase cytogenetic as

a tool for the investigation of neoplasm

fluorescence in situ hybridization (fluorescenéni in situ

hybridizace)

Fakultni nemocnice Olomouc
hemopoeticka kmenova burka
imunoglobulin

imunoglobulin A

imunoglobulin G

gen pro tézky fetézec imunoglobulinu
imunoglobulin M

interleukin 6
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in situ
ISS

KCI

KD
MAF
MAFB
mBAND
M-FISH

MGUS

MM
MMSET
MYC
NK
NP-40
PB
PBS
RB1
SMM
SSC
TP53

VDJ rekombinace

,,na miste*

The international staging system
chlorid sodny

kostni dfeii

MAF bZIP transkrip¢ni faktor
transkrip¢ni faktor MAFB
vicebarevné pruhovani
multicolor FISH

monoclonal gammopathy of undetermined significance

(Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu)

multiple myeloma, mnohocetny myelom

multiple myeloma set domain

myelocytomatosis oncogene (gen kodujici c-myc protein)
natural killer cells

nonyl phenoxypolyethoxylethanol

plazmaticka buiika

phosphate buffer saline (fosfatovy pufr)

retinoblastoma (retinoblastomovy protein)

smouldering myeloma (doutnajici mnohocetny myelom)
saline-sodium citrate buffer

gen kodujici p53 protein

pfeskupovani subgenii pro tézké fetézce imunoglobulint

50



