Univerzita Palackého v Olomouci
Prirodovédecka fakulta

Katedra bunécné biologie a genetiky

Studium chromozomovych a genovych zmén
U mnohocetného myelomu

Diplomova prace

Bc. Klara Nevimova

Studijni program: Biologie
Studijni obor: Molekuldrni a buné¢na biologie

Forma studia: Prezenc¢ni

Olomouc 2014 Vedouci prace: Prof. RNDr. Marie JaroSova, CSc.



Prohlasuji, ze jsem tuto diplomovou praci vypracovala samostatné¢ v pribéhu
navazujicitho magisterského studia pod vedenim pani prof. RNDr. Marie JaroSové,

CSc. s pouzitim uvedenych literarnich zdroji.

V Olomouci dne




Podékovani:

Na prvnim misté bych rada touto cestou podékovala pani prof. RNDr. Marii JaroSove,
CSc. za odborné vedeni celé diplomové préce, jeji cenné rady, Cas a trpelivost. Rada
bych také podekovala za poskytnuti moznosti pracovat pravé na Hemato-onkologické
klinice Fakultni nemocnice Olomouc. Dale bych rada pod¢kovala pani RNDr. Milen¢
Holzerové, Mgr. Pavle Mickové za seznameni s praci v laboratofi, za cenné rady a
pfipominky a také celému kolektivu laboratote, ktery mé mezi sebe pfijal. Rada bych
také podeékovala panu MUDr. Tomasi Pikovi, za vyhledani klinickych dat pacienti a

své rodin¢ za podporu a zazemi.



Souhrn

Diplomovéa prace se zabyva studiem chromozomalnich a genovych zmén

U mnohocetného myelomu.

V teoretické ¢asti jsem se zabyvala hemopoézou, problematikou mnohocetného
myelomu, stadiem predchdzejici mnohocetny myelom (MGUS), chromozomovymi a
genovymi zménami u mnohocetného myelomu a jejich klinickym vyznamem. Dale

jsem se zabyvala pouzitymi metodami.

Néplni experimentdlni c¢asti byla detailni cytogenetickd analyza souboru
45 pacientll, se zaméfenim na studium genovych zmén souvisejicich s translokaci genu
pro tézky fetézec imunoglobulind. Pro studium chromozémovych a genovych zmén
byly pouzity nésledujici cytogenetické metody — klasickd cytogenetickd analyza,
metoda FICTION, metoda FISH a metoda mFISH. Analyza souboru nemocnych ur¢ila
chromozoémové zmény u 44 (97,7 %) nemocnych. Nejcastéjsi zmeénou byla prestavba
genu IgH, ktera byla urcena u 31 nemocnych, dale pocetni zmény chromozému 15 a
zmnozeni oblasti 1q21 u 20 pacientd, delece genu RB1 u 19 nemocnych, pocetni
zmény chromozomu 17 u 8 pacientli, zmény v poétu kopii oblasti 1p36 a delece genu
TP53 u 5 nemocnych. Prace potvrdila vyznam cytogenetické analyzy u nemocnych

s MM a MGUS.



Summary

This thesis deals with chromosomal and gene changes in multiple myeloma.

The main focus of the theoretical part is haemopoiesis, the issue of multiple
myeloma, the stage preceding multiple myeloma (MGUS), chromosomal and gene
changes in multiple myeloma, prognostic significance and methods which were used

in the experimental part of this thesis.

The content of the experimental part was a detailed classic cytogenetic analysis
of 45 patients, focused on a study of gene changes linked with immunoglobulin heavy-
chain (IgH) translocation. The following methods were used for the cytogenetic study
of chromosomal and gene changes — classic cytogenetic analysis, FICTION analysis,
FISH analysis and mFISH analysis. Analysis of the examined group of patients has
identified the chromosomal changes in 44 patients (97,7 %). The IgH translocation
was the most common and was found in 31 patients, followed by the changes in the
number of chromosome 15 and the amplification of the region 1921 found in 20
patients, the deletion of the gene RB1 in 19 patients, the changes in the number
of chromosome 17 in 8 patients, the changes in the number of copies of the region
1p36 and the deletion of gene TP53 in 5 patients. This thesis confirmed the importance
of cytogenetic analysis in patients of MM and MGUS.
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1 UVOD

Mnohocetny myelom je maligni B bunécné lymfoproliferativni onemocnénti,
které je v soucasné dobé druhym nejcastéj$im hemato-onkologickym onemocnénim a
tvoii asi 1 % vSech onkologickych onemocnéni. Tomuto onemocnéni ptedchazi

stadium zvané MGUS (monoklondlni gamapatie nejasného vyznamu).

Normalni, zdravé plazmatické buiniky podléhaji apoptéze a kontrolnim
mechanismim téla. Jejich zhoubna proména vede k proliferaci klonalnich, dlouho
zijicich plazmatickych buné€k, které nepodléhaji regulacnim mechanismim lidského
téla. Tyto myelomové plazmatické bunky produkuji protilatku (monoklonalni

imunoglobulin — paraprotein), ktera neni schopna ¢lovéka branit proti infekcim.

V téchto plazmatickych buiikéch se zaroven hromadi chromozémové a genové
zmény, které jsou charakteristické pro toto onemocnéni. U pacientll s mnohocetnym
myelomem se vyskytuji primarni a sekundarni genetické zmény. Primarni genetické
zmény jsou pfitomny jiz ve stddiu MGUS a fadime mezi n¢ translokace genu IgH,
trizomii chromozému (3, 5, 7,9, 11, 15, 19 a 21) a deleci chromozému 13. Sekundarni
genetické zmény jsou Casto spojeny s progresi onemocnéni. Patii mezi né delece genu

TPS53 a nadpocetna kopie oblasti 1q21.

vvvvvv

0 progndze pacientl, je cytogenetické vySetfeni. Studie, které byly provadény
vV uplynulych letech, ukazaly, Ze specifické chromozémové aberace piedstavuji
rozhodujici prognosticky faktor. Diky témto vySetfenim muzeme pacienty rozlisit

do tii prognostickych skupin dle genovych a chromozémovych zmén.



2 CIL PRACE

Shromazdéni dostupnych literarnich zdroja

Vypracovani reserSe na téma diplomové prace

Praktické zvladnuti metody FICTION a FISH

Studium genovych zmén souvisejicich s translokaci genu pro tézky fetézec
imunoglobulinu s dirazem na variantni nalezy translokace t(4;14), t(11;14) a t(14;16)
metodou FICTION. Provedeni detailni genové analyzy translokace t(4;14) s pouzitim
komerénich i BAC sond pro geny WHSC1/MMSET a FGFR3 (chromozoém 4p16.3).
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3 LITERARNiI PREHLED

3.1 KRVETVORBA (HEMOPOEZA)

Hemopoéza neboli krvetvorba je proces vyvoje bunéénych Krevnich elementi
Vv krvetvornych orgénech. Zahrnuje jak proliferaci bunék v hemopoetickych organech,
tak jejich vyzravani a dodavani funkéné zralych krevnich bunék do periferni
(obvodové) krve (Faber et al, 2012). Krvetvorba ¢lovéka ma 2 odlisné faze, prenatalni

a postnatalni.

Prenatalni faze se dale déli na zarode¢nou a fetalni (Pecka, 2002). V pribéhu

nitrod¢lozniho Zivota se krvetvorba plodu zna¢né¢ odliSuje od krvetvorby
Vv poporodnim obdobi (Lexova et al, 2000). Prenatalni krvetvorba zacina ve velmi

raném téhotenstvi a déli se na 3 obdobi (Pecka, 2002):

Obdobi mezoblastové — Toto obdobi zac¢ind velmi ¢asné po oplodnéni (Lexova et al,
2000), a to mezi 14. a 19. dnem nitrodélozniho Zivota (Pecka, 2002). Primitivni
hematopoézu lze prokazat ve zloutkovém vaku. Probiha tedy mimo vlastni plod
(extraembryonaln€¢). Vesténé¢ zloutkového vaku se diferencuji  ostrivky
mezenchymalnich elementd — tzv. krevnich ostrivkd a rozliSuji se v nich 3 vrstvy.
Endodermalni — podporujici rist; centralni — vrstva hemopoetickych bunék, které se
nakonec vyvijeji v erytroblasty; endotelidlni — vrstva obklopujici krevni ostriivky
(Lexova, S. et al, 2000). Mimo vlastni zarodek se nejprve vytvaieji pluripotentni
kmenové bunky, znichz se postupné uskuteCiuje tvorba ostatnich bunék.
Mezoblastové obdobi trva od 3. do 10. tydne nitrodélozniho Zivota. V 6. tydnu se tvoti
zaklad brzliku, ktery je rovnéz osidlovan kmenovymi burikami krvetvorby, z nichz se

postupné vyvijeji matetské bunky lymfocytt (Pecka, 2002).

Obdobi hepatolienalni (jaterni) — Tvorba krevnich elementti zacina v jatrech mezi 5. a
6. tydnem vyvoje. Mezi tretim a Sestym meésicem jsou jatra hlavnim mistem
krvetvorby (Lexova et al, 2000). Obdobi hepatolienalni krvetvorby trva az do porodu
(Pecka, 2002).
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€) Obdobi medularni (dfenové) — Od 20. tydne nitrod€lozniho Zivota se krvinky zacinaji
tvofit 1 v kostni dieni (medularni krvetvorba) (Pecka, 2002). Krvetvorba nejprve
zacina V kli¢nich kostech, pozdé&ji i v ostatnich. Vznikaji centralni dutiny vyplnéné
silné prokrvenou pojivovou tkani. Ta zacne brzy obsahovat krvetvorné burky.
Posledni tii mésice je dfefiova krvetvorba hlavnim zdrojem erytrocytii a granulocytu.

Mimo dienova krvetvorba uplné zanika az po narozeni.

Krvetvorba po narozeni

Po narozeni je aktivni Cervend kostni dfefl ve vSech kostech, kterd je postupné
nahrazena tukovou tkani, a to hlavné v dlouhych kostech. Nejdéle se krvetvorba
uchovava v obratlich a hrudni kosti. U zdravého jedince probiha proces tvorby a zrani

krevnich elementti az do konce Zivota v kostech (Lexova et al, 2000). Nejdilezitéjsim

organem postnatalni krvetvorby je kostni dfeii.

3.1.1 Kostni dren (KD)

Kostni dfen je tkan v dutindch kosti - tvofi 3,4-5,6 % télesné hmotnosti
Clovéka. Denné€ kostni dienn produkuje na 1 kg télesné hmotnosti 200 miliard

erytrocytli, 70 miliard bilych krvinek a asi 100 miliard krevnich desticek.

Po narozeni se nachazi aktivni cervena krvetvornd kostni dien ve vSech
kostech. Po 4. roce zivota je Cast krvetvorné tkdn¢ nahrazena tkéani tukovou (inaktivni
tukovou kostni dreni). U dospélého zdravého Cloveka je krvetvorna tkan rozlozena
Vv kostech osového skeletu (v télech obratli, panvi, lebce, zebrech, sternu, kliccich,
lopatkach, proximalni '/4-'/3 humerti a femurt). Mnozstvi aktivni KD v dlouhych
kostech ubyvé s pokracujicim vékem a je nahrazeno tkani tukovou. Nejdéle zlstava
Vv dospélosti aktivni kostni dfeni v obratlich a hrudni kosti. Inaktivni (tukova KD) mtze

byt pii zvySenych narocich na krvetvorbu Castecné¢ aktivovana.
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Kostru kostni dien¢ tvoii neurovaskuldrni sit a ,retikuldrni bunky
mezenchymového ptivodu. Kostni dfenn dale obsahuje krvetvornou tkan, podpiirnou
tkan, cévy, nervova vlakna, lymfatickou a tukovou tkan. Podstatnou ¢ést kostni diené
tvori krvetvorna tkan. Ta se sklada z kmenovych bunék, matefskych (progenitorovych)
bunék jednotlivych fad, z prekurzort jednotlivych tad (Cervené, bilé a destickové

fady) a ze zralych krvinek.

Zralé krevni bunky prostupuji z parenchymu kostni dfené pies tenkou vrstvu
endotelovych bunék — sinusoid. Sinusoidy jsou tenké kapilary, u kterych se sousedni
endotelové buiky ptekryvaji v rizném rozsahu. Pfi pfesunu zralych krevnich bunck
do obvodové krve se tento rozsah mize ménit. Pfechod krvinek do krve se déje

riznymi mechanismy.

Cervené krvinky po vypuzeni jadra (ve stadiu retikulocytu), prochazi diky své
snadné formovatelnosti a pruznosti mezi endotelovymi bunikami do drobnych cév
(kapilar) a poté do nitra cévy, kde opét ziskavaji sviij tvar. Bilé krvinky prochazi
do cév aktivnim pohybem, ktery se nazyva diapedéza. Krvinka vytvoii vybézek
cytoplazmy, ktery se dostane mezi endotelové buiiky a za nim se ,,proplazi* do cévy
jadro. Dozravajici krevni destiCky pomoci vybézkii megakaryocytl prorustaji mezi
endotelovymi buitkami do nitra cév a protékajici krev z nich uvoliuje a odplavuje

trombocyty (Pecka, 2002).

3.1.2 Vyvoj krevnich bunék

Vyvoj krevnich bunék probihé v kostni dfeni od kmenovych bunék ptes bunky
progenitorové, aZ po velmi diferencované buiiky, které se Gcastni transportu kysliku
(erytrocyty), procesit srdzeni krve (trombocyty) a obranyschopnosti organizmu
(lymfocyty, monocyty, granulocyty). V kostni dieni jsou stovky miliard krevnich
bunék, z tohoto poétu jen malou ¢ast tvoii kmenové buriky (Pecka, 2002).

13



3.1.2.1 Kmenova burka krvetvorby

Vychozi bunkou vSech krvinek je bunka mezenchymu, ktera se diferencuje
V retikularni bunku a ta se pak stava zékladem nosného systému pro krvinky. Méni se
v hemocytoblast, ktery se stiva v zarodecném obdobi kmenovou burikou. Béhem
Zivota organizmu probiha v fadé tkani, tedy i v kostni dfeni, neustala obnova jiz
opotfebovanych bunék, které jsou nahrazovany buitkami novymi. Rozsahly proces
obnovy bun¢k zavisi na poCetné malé populaci hemopoetickych kmenovych bunék
(Hemopoetic Stem Cell — HSC). Kmenové butiky jsou schopny dlouhodobé obnovy
krvetvorby a maji dvé zakladni vlastnosti, schopnost sebeobnovy a schopnost

diferencovat do vsech dalsich typt bunék krvetvorby (Pecka, 2002).

Vsechny krvinky v obvodové krvi maji po narozeni i v dospélosti jedince,
jedinou spole¢nou hemopoetickou tzv. pluripotentni kmenovou buriku, ktera se v ramci
hemopoézy muze vyvijet jakymkoli smérem, tj. v matefské buiky (Cervené krvinky,
bilé krvinky a krevni desti¢ky). Totipotentni kmenova bunka je schopna vyvijet se
Vv kteroukoli bunku organizmu. Podle soucasnych studii o diferenciaci kmenovych
bunék je pluripotentni kmenova bunika v porovndni s totipotentni kmenovou buiikou

jiz bunka ¢aste¢n¢ diferencovana (Pecka, 2002).

3.1.2.1.1 Pluripotentni kmenovd burika

Pluripotentni kmenové buiiky jsou mononukledarni buiiky, o velikosti 7-10 um a
maji jemné rozpleteny chromatin. V jadru jsou viditelna 1-3 jadérka (Faber et al,
2012). Napovrchu bunék je navazana fada antigenl, znichz nékteré chybi
na diferencovanych progenitorovych buiikach. Pluripotentni kmenové buiiky nesou
antigen CD34 a postradaji specifické znaky specifické pro jednotlivé krevni fady —
CD38. Z kmenové pluripotentni buniky vznikaji v prubehu nékolika prvnich déleni
bunky, které jsou schopny se mnozit in vitro a dat vzniku dlouhodobé kultute

krvetvornych buné¢k, tzn. LTC-IC (Long-Term Culture-Initiating Cell). Dalsim
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délenim a diferenciaci vznikaji z téchto bunck progenitorové bunky. Pii mitdze se

vétSinou jedna dcefind bunka diferencuje dal, kdezto druha zlstava kmenovou bunkou

(Pecka, 2002).

3.1.2.1.2 Progenitorova kmenova bunka

Progenitorové kmenové buiiky jsou schopny diferenciace do jedné ¢i vice
krevnich tad. Tyto buiiky nemaji schopnost sebeobnovy a jsou citlivé na rustové
faktory. Progenitorové kmenové buiky zna¢ime CFU — Colony Forming Unit.
Progenitorové kmenové bunky jsou jiz urené pro jednu nebo vice krevnich fad,
napi: CFU-E (Erytrocyte) a BFU-E (Burst Forming Unit-Erythroid) pro ¢ervenou
fadu; CFU-GEMM (Granulocyte Erytrocyte Macrophage Megakaryocyte) pro buiiky
myelopoézy; CFU-GM (Granulocyte Macrophage) pro granulocytarni a
makrofdgovou tadu; CFU-N (Neutrophile) pro neutrofilni ftadu; CFU-Eos
(Eosinophile) pro eozinofilni fadu; CFU-Baso (Basophile) pro bazofilni fadu; CFU-M
(Macrophage) pro  monocytarni fadu a CFU-Meg (Megakaryocyte)
pro megakaryocytarni fadu (Faber et al, 2012).
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Obrazek ¢. 1: Zjednodusené schéma hematopoézy (pievzato: http://cs.wikipedia.org/,
2014).
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3.1.2.2 Myelopoéza

Myelopoéza zahrnuje vyvoj c¢asti bilé fady (myeloidni buiky), cervené
(erytroidni fady) a destickové (megakaryocytové fady). Krevni elementy, jako jsou
erytrocyty, granulocyty, monocyty a trombocyty, maji sviij puvod v pluripotentni
kmenové bunice a vevlastni matefské (progenitoreové) buiice CFU-GEMM
(Granulocyte Erytrocyte Macrophage Megakaryocyte). Pfi diferenciaci bunék
myelopoézy dochazi ke zménam v cytoplazmé a v jadie. V cytoplazmé dochazi
ke ztraté bazofilie cytoplazmy a v cytoplazmé granulocyti se nachazi specificka
granula (neutrofilni, eozinofilni a bazofilni). Ke zménam Vv jadie patii vypuzeni jadra
u Cervené tady, u granulocytl se jadro zahusSt'uje a chromatin ztraci jemné uspotradani
a tvar jadra (puvodné kulaty ¢i ovalny) se postupné méni na Clenity (Faber et al,
2012).

16



3.1.2.3 Tvorba a vyvoj éervenych krvinek (ERYTROPOEZA)

Erytropoéza je proces, ve kterém se tvoii a vyvijeji Cervené krvinky v Cervené
(erytroidni) vyvojové fad€. Nejdiive se tvoii z nediferencovanych kmenovych bun¢k
prekurzory, které obsahuji jadro. Vypuzenim nebo fragmentaci jadra vznikaji
retikulocyty, které béhem 2 dnli vyzravaji na erytrocyty. Rizeni Eervené krvetvorby se

déje pomoci hormonu erytropoetinu (Pecka, 2002).

3.1.2.3.1 Normoblastovd vyvojova rada

Béhem nékolika dni vznikaji erytrocyty z erytroidnich kmenovych bunék.
Pocet bunécnych déleni, kterym projde buiika v pribéhu erytropoézy se odhaduje
na5-7. Erytroidni progenitorové kmenové bunky (BFU-E, CFU-E) davaji pak
vzniknout bunéénym vyvojovym formam (prekurzortim), z nichz prvni morfologicky
odlisitelnou buiikou je proerytroblast. Ten pfechazi postupné az do stadia erytrocytu.
Vyvojova fada erytrocytu zacind proerytroblastem, nasleduje bazofilni normoblast,
polychromni normoblast, ortochromni normoblast, retikulocyt a konecnych stadiem je
erytrocyt. Pii vyzravani bunék cervené krevni fady dochazi k fad€ biochemicko —
morfologickym zmén. Retikulocyt je dileZitym mezistddiem mezi jadernym
erytroblastem a zralym erytrocytem. Retikulocyt je vlastné maly erytrocyt o velikosti
7-9 um, u kterého zlstavaji v cytoplazmé po vypuzeni jadra zbytky pivodni struktury
nékterych organel (Pecka, 2002). Erytrocyt je mald bezjaderna krvinka, které ma
bikonkavni tvar. Jeji velikost je 6,7-7,7 um a je bezjadernou bunkou (Faber et al,
2012).
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3.1.2.4 Tvorba a vyvoj bilych krvinek

3.1.2.4.1 Granulomonocytdrni vyvojova rfada

V granulomonocytarni fadé se tvofi granulocyty (neutrofilni, eozinofilni a
bazofilni) a monocyty (makrofagy a histiocyty). Matefskou bunkou této tady je
progenitorova buitka CFU-GM. Od stadia této buiiky je dale odd€luji 4 vyvojové linie
(neutrofilni, eozinofilni, bazofilni a monocytova). Prvni buiikou granulomonocytarni
vyvojové fady je nmyeloblast, dale promyelocyt, myelocyt, metamyelocyt,
nesegmentovany granulocyt a segmentovany granulocyt (neutrofilni, eozinofilni a
bazofilni segment). U vyvojové linie monocytl je prvni buiikkou monoblast, dalsi

burikou promonocyt a monocyt, ktery je poslednim stadiem (Pecka, 2002).

3.1.2.4.2 Lymfopoéza — tvorba lymfocyti

Lymfopoéza zahrnuje produkci lymfoidnich krevnich bunék (Pecka, 2002).
Morfologie lymfoidnich bun¢k pouze v nékterych piipadech umoziiuje jejich
dostatecnou identifikaci, ktera je jednoznaéné¢ dana expresi povrchovych a
intracytoplazmatickych antigent, poptipad¢ expresi nebo pfeskupenim genti. V piesné
diagnostice lymfoidnich malignit je proto funkce imunofenotypizace nddorovych
elementl nezastupitelna. Morfologicky odpovidaji T-lymfocyty, ale i B-lymfocyty
tzv. malym lymfocytim. Lymfoblasty, plazmoblasty a proplazmocyty lze za
normalnich okolnosti zachytit pouze v kostni dieni, a to vyjimecné. V lymfatickych
uzlinach lze mezi pfitomnymi lymfoidnimi elementy zachytit také tzv. centrocyty,

centroblasty a imunoblasty (Faber et al, 2012).

Lymfocyty se tvofi z matefskych lymfoidnich kmenovych bunék, které déavaji
vznik lymfocytim, ale také jinym krevnim elementim. Lymfopoéza probiha
Vv lymfatické tkani (priméarni a sekundéarni). Primarnimi lymfatickymi tkdnémi jsou
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kostni dfen, ve které zraji B-lymfocyty a thymus, ktery umoziuje zrani T-lymfocytu.
Mezi sekundarni lymfatické organy fadime lymfatické uzliny, slezinu, lymfatické
tkané ve sliznicich a tonzily. Celkové mnozstvi lymfatické tkan€é u dospélych tvoiti asi
1 % télesné hmotnosti. V primarni lymfatické tkani se vytvaii progenitorové lymfoidni
bunky, které dale vyzravaji a déavaji vzniknout B-lymfocytim. Prothymocyty
pfestupuji z kostni dfené¢ prostfednictvim cirkulace krve do thymu a zraji
v T-lymfocyty. Tento proces dozravani piecka asi jen 1-2% prothymocytl. Z kostni
difené a thymu pfechdzi B a T-lymfocyty a také NK bunky do krve a nasledn¢
do sekundarnich lymfatickych organt. Po svém vzniku se lymfocyty dostavaji

do cirkulace a odtud do lymfatickych uzlin a tkani (Pecka, 2002).

B-lymfocyty

B-lymfocyty se u c¢lovéka tvofi ve fetdlnim obdobi v jatrech a v dospélosti
v kostni dfeni. Nachazeji se pfedev§im na povrchové vrstvé lymfatickych uzlin a
sleziny, v lymfoidni tkani zazivaciho Wstroji, rozptylené jsou i V kostni dieni a
obvodové krvi. V tkanich (lymfatickych uzlinach, sleziné, mandlich apod.) osidluji
B-lymfocyty tzv. D-dependentni oblasti a vytvaii kulata zarode¢na centra — folikuly.
Vétsina B-lymfocytu pteziva jen 10-20 dni (Pecka, 2002).

Vazba antigenu na specificky receptor B-lymfocytu:

Po aktivaci antigenem prob&hne dalsi vyvoj buriky, ktery vede k terminalni
diferenciaci B-lymfocytl a k produkci specifickych pamétovych a plazmatickych
bunék zajistujicich imunitni ochranu organizmu. B-lymfocyty davaji po dostate¢né
aktivaci specifickym antigenem vznik bunkam, které tvoii v organismu protilatky
(fikame jim plazmocyty — plazmatické buriky). Jednotliva stadia po aktivaci

specifickym antigenem jsou plazmoblast, proplazmocyt a plazmocyt.
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Plazmoblast ma primér 16 um. Jadro je velké, kulaté s 1 nebo vice jadérky.

V cytoplazmé nejsou pfitomna zadna zrna, ani vakuoly.

Proplazmocyt ma primér 20-25 pm. Jadro je ulozené centraln¢ az exentricky.
Chromatin jadra ma vyraznou strukturu s rozeznatelnymi 1-4 jadérky. Cytoplazma je

Sedomodra s vakuolami.

Plazmocyt piedstavuje kone¢né stadium B-lymfocytu do efektorovych bunék.
Po antigenni stimulaci pfechazi nejprve B-lymfocyt do blastického stadia, pak se
vyviji do buniky plazmatické (Lexova et al, 2000). Plazmocyt ma vzhled ovalny nebo
kulaty. Jeho primér je 14-20 pm. Jadro je malé hutné, ulozené exentricky a kolem
jadra je projasnéni. Chromatin jadra je husty a uspofadany do tramct. Cytoplazma je
tmavomodrad aZ modrofialovd. Vakuolizace mlze davat bufice az pénovity vzhled.
Endoplazmatické retikulum muze vytvaiet hroznovité utvary tzv. Russelova téliska.

Zastoupeni v kostni dfeni je 0,01-0,05 (Pecka, 2002).

Plazmatické bunky maji vyznam u humoralni imunity. Produkuji specifické
protilatky na bazi imunoglobulinti. Imunitni systém je schopny pomoci protilatek
rozlisit 10°-10° rozdilnych antigennich determinant. Specifita protilatky odpovida
receptoru, ktery navazal dany antigen. Tyto protilatky se vazi na antigeny, které jejich
tvorbu vyvolaly. Komplex antigen - protilatka je nasledné¢ destruovan fagocyty.
Plazmocyty byvaji uloZzeny okolo vaziva V lymfatickych uzlinaich a tkanich.
V plazmocytech miiZzeme nalézt 1 krystalické utvary. Jsou zndmy i Mottovy burky,
které jsou naplnény Russelovymi télisky a jsou totozné s ,,grape cells®. Plazmocyty
ziji pomérné kratce (3-4 dny). Nékteré plazmatické bunky maji 2-3 jadra. Pouze asi
3 % nezralych lymfocytl, vytvari pamétové buiky, které u clovéka prezivaji az

nékolik desetileti (Pecka, 2002).

T-lymfocyty

T-lymfocyty jsou modifikované thymem. Pfi zrani se lymfocyty pfesunuji

hloubégji do kiiry a poté hloub&ji do diené thymu. Ve dfeni ziskdvaji lymfocyty
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povrchové a cytoplazmatické markery a jejich morfologie a fenotyp jsou pak identické

se zralymi perifernimi T-lymfocyty (Pecka, 2002).

NK bunky

NK buiiky jsou bunky, které nemohou byt identifikované jako T a B-buiky
nebo monocyty. Jsou schopny pusobit cytotoxicky na bunky infikované viry nebo
buniky nadorové a dalSi bunky, které maji na svém povrchu xenoantigeny. Jednim
z tkold je vyhleddvat a nicit bunky s nedospélymi a nedokonalymi povrchovymi

bilkovinami (Pecka, 2002).

3.1.2.5 Tvorba krevnich desti¢ek (megakaryopoéza)

Krevni desticky vznikaji v kostni dfeni fragmentaci nebo odStépovanim

periferni cytoplazmy megakaryocytt (Pecka, 2002).

Megakaryocyty vznikaji z pluripotentni kmenové buiiky, podobné jako ostatni
typy dienovych bunék. Zrani megakaryocytu je stimulovano celou fadou faktort.
Prvni morfologicky rozliSitelnou builkou této fady je megakaryoblast. Je to burnka
nejvySe diploidni a prochazi opakované atypickou mitézou, pii které dochézi
ke zmnozeni jaderného materidlu (polyploidii). Béhem zrani megakaryocytd nove
vytvofena membrana ohranicuje periferni €asti cytoplazmy, které se uvoliiuji v podobée
krevnich desticek. Na obvod¢ zralych megakaryocytl se pak tvoii hnizda oddélujicich

se trombocytil.

Polyploidni megakaryocyty (zhruba od 8 n) mohou tvofit krevni desticky.

Ze zralého megakaryocytu se miiZze vytvofit aZz nékolik tisic krevnich desticek

(2-4 tisice). K tvorbé desti¢ek dochazi v kostni dieni nebo v plicni tkani. Krevni

desticky mohou vznikat z megakaryocyti dvéma zpusoby. Jednim z nich je tvorba

pseudopodii a néasledna fragmentace. Dalsi zpisob je piimy rozpad megakaryocytu.
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Regulace trombopoézy je zavisla na trombopoetinu (TPO) a nékolika dalSich

endogennich faktorech (Pecka, 2002).
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3.2 MNOHOCETNY MYELOM (MM)

Mnohocetny myelom (MM) je maligni B bunééné lymfoproliferativni
onemocnéni charakteristické proliferaci klonalnich, dlouho Zzijicich plazmatickych
bunék v kostni dfeni (Anderson et Carrasco, 2011), osteolytickych 1ézi ve skeletu a
pfitomnosti monoklonalniho imunoglobulinu (M-1g) v séru nebo moc¢i (Hajek et al,
2011). Monoklonalni imunoglobuliny a dalsi cytokiny zptsobuji neobycejné pestré a

rizn¢ intenzivné vyjadiené ptiznaky onemocnéni (Adam et al, 2001).

3.2.1 Epidemiologie

MM tvoii asi 1 % vSech onkologickych onemocnéni, ale 10 % vSech
hematologickych onemocnéni (Hajek et al, 2011). Je druhym nejéastéjSim
hemato-onkologickym onemocnénim po ne-hodgkinskych lymfomech (Bahlis et al,
2006). Median véku onemocnéni U muzi je asi 62 let a u Zen 61. Pouze 2 % pacientl
jsou mladsi 40 let. V USA kazdy rok ptibude 20 000 novych pacienti, u kterych se

potvrdi onemocnéni mnohocetny myelom.

Incidence onemocnéni se pohybuje Vv riizném rozmezi ve svété. V Ciné je 1
nemocny na 100 000 obyvatel, ve vétsiné rozvinutych zemi asi 4 nemocni na 100 000
obyvatel (Raab et al, 2009). V CR je incidence MM u muzii 2,62 a u Zen 2,55/100 000
obyvatel. Jde o nemoc star$ich lidi. Ve v€kové kategorii 75-79 let je incidence tohoto
onemocnéni 15,57/100 000 obyvatel. U mladych lidi (ve véku 20-40 let) se tato
choroba vyskytuje vzacné (Adam et al, 2001). Onemocnéni se Castéji vyskytuje
Umuzi neZ u Zen. Median pfeziti pfi konvencni 1écbé je 3-4 roky. Poté muze
nasledovat autologni transplantace kmenovych buné¢k, ta mize rozsitit median pteziti

na 5-7 let (Raab et al, 2009).
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3.2.2 Patogeneze

Vyvojova fada B-lymfocytu konc¢i plazmatickou buiikou, ktera je kone¢nou
diferenciovanou, nedélici se bunikou, ktera produkuje specifické protilatky. Z pocatku
vytvofené plazmatické builkky nemaji somaticky mutované imunoglobulinové geny.
Tyto bunky ziji kratkou dobu a podléhaji apoptoze. Podstatou MM je maligni mutace
na urovni B-lymfocytu ve folikulu lymfatické tkané (Adam et al, 1999), klonalni
proliferace a akumulace z n¢ho vzniklé populace plazmatickych bun¢k v kostni dieni
(Némec et al, 2008). V patogennich myelomovych bunkach jsou detekovany cetné
genové aberace. Proteiny, které jsou diky témto zménam produkovany burikou,
zplsobuji jeji maligni chovéni - pieziti, migraci, jeji rist a rezistenci k chemoterapii

(Raab et al, 2009).

Naivni zraly B-lymfocyt opousti kostni dien a smétuje do lymfatické uzliny,
kde svij vyvoj dokonéi. Po setkani s antigenem se naivni folikularni B—lymfocyt
a podléhé apoptoze. Tyto bunky se uplatituji v primarni bunééné odpovédi. Po setkani
naivniho B-lymfocytu s antigenem muze dojit k diferenciaci na centroblast.
Centroblast migruje do terminalniho centra lymfatické uzliny. Béhem vyvoje
centroblastu na centrocyt dochazi k somatické hypermutaci a ,.class switch
rekombinaci®, které jsou dal§im zdrojem variability protilatek. Z centrocytu se dale
vyviji pamétové B-buiiky, které se uplatiiuji béhem sekundarni imunitni odpovédi
(Balcéarkova, 2009) nebo post-germinalni plazmoblast, ze kterého se v dalSich stadiich
vyviji myelomova plazmatickd bunka. Plazmoblast migruje zpatky do kostni dfené,
ve které stromalni bunky umozni pomoci IL-6 jeho diferenciaci na dlouho Zzijici
plazmatickou burniku. Sekvence genu imunoglobulini v plazmatickych buikach MM
jsou somaticky hypermutovany a tento stav ztistava konstantni po cely klinicky pribéh
onemocnéni. Z toho vyplyvd, ze plazmatické builky MM vznikaji z post — GC
B-lymfocytd (lymfocyt postgerminalniho centra - Anderson et Carrasco, 2011).

Nadorové buiikky MM produkuji protilatku, nékdy jen jeji Cast, kterd se nazyva
monoklondlni imunoglobulin nebo téZ paraprotein. Imunoglobuliny maji ¢loveka
chranit pted infekci, ale monoklondlni imunoglobulin toho neni schopen. MnoZstvi
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této chorobné protilatky souvisi také s aktivitou onemocnéni. Pacienti s MM maji
ruzn¢ velky nedostatek normalnich funkénich protilatek a je u nich oslabena tvorba
novych protilatek pii setkani sinfekci (Adam et al, 2001). Vyvojova fada
myelomovych bunék se 1i$i od fyziologického procesu maturace plazmoblastii a
plazmocyti nekontrolovatelnou proliferaci a déale dlouhovékosti termindlni
myelomové bunky. Fyziologické plazmocyty se vycCerpaji ptiblizné¢ po dvou dnech
produkci gamaglobulini a podléhaji apoptéze (programované bunécné smrti).
Myelomové buiiky jsou na rozdil od fyziologickych plazmocytl téméf nesmrtelné.
Maligni buiikky maji velice nestabilni genom a v pribéhu nemoci v ném dochézi
k dal$im mutacim a chromozémovym zménam. Tyto zm&ny umoznuji autonomni rist,
ktery je nezavisly na stromatu kostni dfené. Proto piechod ptvodni ¢isté kostni
proliferace do mimokostniho riistu je negativnim prognostickym znamenim (Adam et

al, 1999).

vy

Obrazek ¢. 2: Model vzniku dlouho Zzijicich plazmatickych bun¢k a plivod bunck

mnohoc¢etného myelomu (upraveno dle: Némec et al, 2008).
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3.2.2.1 Molekularni podstata tvorby protilatek na urovni DNA a

patogeneze MM

B buitky béhem svého vyvoje prod€lavaji tfi procesy modifikace DNA v IgH
genu. Jsou to: VDJC rekombinace, somaticka hypermutace a tzv. ,.class switch
rekombinace®. Gen pro tézky fetézec imunoglobulinti se skladd z mnoha genovych
segmentii oznacovanych jako ,,V, D, J a C*. Genovym segmentem se v tomto piipadé¢

mysli kratkd nukleotidova sekvence.

Fab doména je zasadni ve schopnosti protilatky rozpoznavat urcity antigen.
Schopnost B bun¢k rozpoznat jen urcité typy antigent je také zaloZena i na stanoveni
unikatni kombinace téchto V, D a J segmentli. C segmenty koduji konstantni oblasti
tézkych fetézcli a rozhoduji tak, do které z 5 izotypovych tfid (IgM, IgD, IgG, IgA
nebo IgE) bude vznikajici imunoglobulin zatazen. Cely proces modifikace DNA se

oznacuje jako tzv. VDJC rekombinace.

Druhym procesem modifikace DNA v B builkkdch je tzv. somaticka
hypermutace, ktera probiha v termindlnich centrech sekundarnich lymfoidnich
folikula. Pti somatické hypermutaci dochdzi k ndhodnym bodovym mutacim

v nukleotidové sekvenci DNA kodujici variabilni oblast imunoglobulinového fetézce.

V germinalnim centru B buniky podstupuji tieti typ modifikace. Z hlediska
patogeneze MM je nejzésadnéjSim procesem modifikace DNA tzv. ,.class switch
rekombinace®. Ta mlze probéhnout dvojim zplisobem, a to legitimné (fyziologicky) a
nelegitimné (patologicky). Samotna ,,class switch rekombinace* se uskuteciiuje mezi
tzv. switch regiony. Switch regiony jsou 1-3 Kbp dlouhé sekvence DNA, které jsou

tvofeny tandemovymi repeticemi.

Legitimni switch rekombinace je fyziologicka. Uskuteciiuje se mezi dvéma
switch regiony a dochézi pti ni k tvorbé fuzni switch sekvence, kterd se sklada z DNA
od obou zcastnénych switch regionii. Zarovenn dochazi ke ztraté¢ vSech segmentl

pfitomnych mezi obéma switch regiony, které se rekombinace UcCastni. Vznika
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tzv. delecni smycka, vSechny segmenty pfitomné v této smycce jsou z genomu bunky

nenavratné ztraceny.

Nelegitimni switch rekombinace je patologickou rekombinaci. Uskuteciiuje se
mezi jednim samostatnym switch regionem (na jedné strané) a jinou molekulou DNA,
nikoli vSak jinym switch regionem. Jinou molekulou DNA miize byt v tomto ptipadé
kterykoliv chromozom, kromé chromozému 1 (Némec et al, 2008). Pokracovani
nelegitimni switch rekombinace viz kapitola 3.4.5 Primarni a sekundarni IgH

translokace.

3.2.3 Klinické priznaky mnohocetného myelomu (MM)

Mezi nejcastéjsi prvotni piiznaky MM patii Ginava, bolest kosti a opakujici se
infekce (Kyle et Rajkumar, 2004). Hyperkalcémie je pfitomna u mnoha pacientd,
stejné jako zhorSeni funkce ledvin. Postizeni kosti je typické pro dlouhé kosti
(stehenni a pazni), lebku a patet, ve které vznikaji fraktury obratld. Obcas se
U pacientil vyskytuje osteopordza, ktera mize byt znamkou MM. Onemocnéni mize
zacit asymptomaticky a mize byt diagnostikovano na zékladé blizsiho vysetfeni, a to
napf. pii vysoké sedimentaci. Pii symptomatickém MM jsou v kostni dfeni ptfitomny

maligni plazmocyty (Hajek et al, 2011).

Ptiznaky MM muzeme rozdélit do tii skupin. Prvni skupinou piiznakit MM
jsou ty, které jsou vyvolané monoklondlnim imunoglobulinem. Patii sem
napt. myelomova nefropatie, ktera je zptsobena pfevazné lehkymi monoklonalnimi
fetézci. Dale porucha srazeni krve, ktera mize zptsobit vazné komplikace pfi operaci
nebo urazu. Monoklonalni imunoglobulin nemusi naruSovat srazeni krve jen vlivem
na krevni desticky, ale muze zasahovat i do koagula¢ni kaskady. Druha skupina
pfiznakli je zpisobena cytokiny myelomovych bunck. Do této skupiny fadime
ptiznaky jako je bolest kosti, Casté infekce a horecky (vznikajici diky neschopnosti
organizmu tvofit funkéni gamaglobuliny), celkova slabost, nevykonnost a dusnost.
Posledni skupinou jsou mén¢ Casté pfiznaky, kam fadime syndrom zvysené kapilarni
propustnosti, kardidlni pfiznaky pii MM, plazmacelularni pleurdlni vypotek,
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metabolické poruchy (nejCastéjsi metabolickou poruchou je hyperkalcémie a

hyperurikemie) a kozni projevy MM (Adam et al, 2001).

3.2.4 Diagnoza

Diagnéza MM se snadno provadi na zdklad¢ typické morfologie kostni diené
(pfitomnosti vice nez 10% malignich plazmocyti), pfitomnosti monoklondlniho
imunoglobulinu v séru (nejcastéji IgG a IgA) nebo v moci (lehké fetézce) a typickych
osteolytickych 1ézi (Hajek et al, 2011).

Vysetieni pacienta s podezienim na MM by méla zahrnovat screeningové testy
a dalsi testy pro potvrzeni diagnozy (Bird et al, 2011). Mezi prvnimi testy, které se
pfi podezieni na MM provadi je radiografick¢ vySetfeni skeletu (zamétené
na bolestivé oblasti), sedimentace erytrocytl, kompletni krevni obraz, koncentrace
celkové bilkoviny a albuminu v séru, koncentrace urey, kreatininu, elektrolyti véetné
kalcia v séru, standardni gelova elektroforéza bilkovin séra, kvantitativni vySetieni
normalnich imunoglobulinti a vySetieni pfitomnosti lehkych fetézcli v moci. V piipadé
ptitomnosti klinickych pfiznaki a pozitivity nékterého z klicovych laboratornich
parametrl je nutno nemocného odeslat bezprostiedné na specializované hematologické
¢i onkologické pracovisté. Rozsah vySetfeni provadénych na specializovanych
pracoviStich umoznujicich potvrzeni diagnézy mnohocetného myelomu a stanoveni
stadia 1 progndézy nemoci. Mezi specializovand vySetfeni fadime hematologické
vySetieni, zédkladni biochemicka vySetfeni, specidlni vySetfeni bilkovin, zobrazovaci
vySetieni (magnetickd rezonance, pocitacova tomografie), morfologicka a dalsi
specializovand vySetfeni kostni dfené¢ (cytogenetické a molekularné cytogenetické

vySetieni — FISH, multiparametricka pratokova cytometrie) (Masopust et al, 2012).

Diagnostika MM by méla byt provedena za pouZiti kritérii, kterd byla navrZzena

v roce 2003 Mezindrodni myelomovou skupinou. Kritéria se li§i mezi mnohocetnym

myelomem a stadiem, které mnohocetnému myelomu piedchazi - MGUS (Bird et al,

2011). Kvili moznému kontinualnimu piechodu mezi MGUS a MM bylo nutno

vytvofit kritéria, jejichZ cilem je rozlisit MGUS od MM a dalsich stavi. V minulosti
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byla nejpouzivanéjsi kritéria dle Durieho a Salmona (viz tabulka ¢. 1) z roku 1975.
Rozdéleni stadii na I — III odrazi rozsah nadorové masy v organizmu a pokrocilost
onemocnéni, ale nema zadny vztah k progndéze onemocnéni. V roce 2003 byla
nahrazena kritérii International Myeloma Working Group — IMWG (viz tabulka ¢. 2).
Tato kritéria jiz pouzivaji nejen celkovy pocet plazmocytt, ale vyzaduji pro stanoveni
pfislusné diagnézy i prikaz jejich klonality na zédkladé kappa nebo lambda restrikce

(Masopust et al, 2012).

Dulezit¢ je 1 odliSeni asymptomatického a symptomatického stadia
onemocnéni. Rozdéleni ma zasadni prakticky vyznam pro praxi. Pii stanoveni
diagnozy ,,asymptomaticky MM* 1¢kat jasn¢ tikd, Zze se nemocny nebude 1écCit.

Oznaceni ,,symptomaticky MM naopak znamend nutnost zahajeni 1écby.
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Tabulka ¢. 1: Stadia dle Durieho a Salmona a podminky pro jejich splnéni (pievzato:

www.myeloma.org, 2014).

stadium MM I. stadium II. stadium II1. stadium
koncentrace > 100 g/l <85¢/l
hemoglobinu
koncentrace Ca do 3 mmol/l nad 3 mmol/|
normalni kostni
struktura nebo
kostni loziska solitarni kostni vice nez 3
loZisko osteolyticka loziska
plazmocytomu nejsou splnény
— podminky I. ani -
Relativné nizka 1L stadia Vysoka koncentrace
koncentrace M-Ig: M-1g:
koncentrace M-
Ig - M-IgG <50 - M-IgG >
g/l 70 g/l
- M-IgA < - M-IgA >
30 g/l 50 g/l
- exkrece - vylouceni
lehkych vicenez 12 g
fetézcl lehkych
v moci do 4 fetézcl moce
9/24 hod za 24 hodin

Tabulka €. 2: Mezinarodni prognosticky index pro MM a podminky pro splnéni
jednotlivych stadii (Greipp, 2005; Masopust et al, 2012).

Klinické stadium | Beta,-mikroglobulin (mg/l) Albumin (g/)
I <35 >35
I <3,5nebo35-55 <35 nebo > 35
I >5,5
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3.2.5 Lécba

V souCasné dob¢ neexistuje zadny dikaz, ktery by potvrzoval, ze lécba
pacientd s asymptomatickym MM prodluzuje pfeziti ve srovnani s lécbou v dobé
symptomatického MM. Nové¢ klinické studie se zabyvaji tim, zda novéjsi latky dokazi

zpomalit progresi onemocnéni (Kyle et Rajkumar, 2004).

Obrazek ¢. 3: Schéma 1éEby MM (pievzato: Masopust et al, 2012).

Klonalni Casny Pozdni Plasmacelularni
—| MGUS |/ — o ;
expenze myelom myelom leukemie
Asymptomaticky Symptomaticky REFRAKTORNI
RELAPSE

100
2. RELAPS

MGUS nebo
~| Asymptomaticky
myelom

M-protein (g/L)
o
=]

Plato
remise

N
o

Prvni linie 16éby Druha linie Treti linie

P1i 1é¢be je délka remisi zavisla na mife agresivity nemoci, ale také na zvolené
lécbé. Relaps onemocnéni béhem kratSiho intervalu neZz 12 mésicli je povaZovan

za vysoce nepriznivy prognosticky faktor (Masopust et al, 2012).

V soucastné dob¢ existuje nékolik moznosti 1écby pro pacienty s MM. Jednou
Z moznosti je autologni transplantace (ASCT), ktera je povazovana za zlaty standard
pro vSechny vhodné pacienty (od 60 do 70 let). V naSich podminkach je nejvice
uzivana pro vékovou hranici do 65 let, s pfihlédnutim k biologickému véku pacienta.
Lécba obvykle obsahuje vysokou myeloablativni davku melfalanu 200 mg/mz,
nejcastéji bez dalsi alkylacni latky a bez radioterapie. Kmenové bunky jsou z periferni

krve sbirany po tzv. stimula¢ni nebo téZ mobiliza¢ni chemoterapii a nasledném podani
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leukocytarnich rastovych faktort. Tento typ lécby ma lepsi vysledky nez lécba
konvenéni. Lécba trva krat$i dobu ve srovnani s konvenéni 1é¢bou, ktera probiha 8-

12 mésica (Masopust et al, 2012).

Dalsi variantou autologni transplantace je tandemova autologni transplantace.
Jeji vysledky jsou stale diskutované. Ve 3 studiich z 5 se prokazalo, ze tandemova

transplantace ma lepsi vysledky v ptipadé 1é¢ebné odpovédi (Masopust et al, 2012).

Druhou variantou transplantace je alogenni transplantace krvetvornych bunék,
ktera méa vyhodu, jelikoz Stép darce neni kontaminovan néadorovymi buitkami
(Balcarkova, 2009). Tento typ transplantace 1ze nabidnout pouze malému mnozstvi
pacienti (mlad$im nez 55 let) s HLA identickym sourozencem. Alogenni
transplantace u MM nepatii ke standardni lé¢ebné indikaci. Méla by byt provadéna
vramci klinickych studii. Za mozné kandidaty lze povazovat nemocné ve véku

do 55 let s HLA identickym sourozencem stejného pohlavi (Masopust et al, 2012).

Pii 16cbé MM se vyuziva vysoce ucinny lék thalidomid, ktery je indikovan
V primolécb¢ i relapsu onemocnéni. Kombinované rezimy na bazi thalidomidu jsou
ucinnéjs$i neZ monoterapie. Optimalni je vyuziti reZiml s kombinaci alkyla¢ni latky a
glukokortikoidu, piipadné bortezomibu. Thalidomid mize byt prvnim lékem volby
U MM s rendlnim selhanim. Tento 1ék neni schopen pfekonat negativni prognosticky

vliv a nemél by byt 1ékem prvni volby (Masopust et al, 2012).

Bortezomib je vysoce ucinny 1€k u MM, ktery je indikovan jiz v primolécbé
i relapsu onemocnéni. Kombinovany rezim je opét ucinnéj§i nez monoterapie.
Bortezomib ma rychly néastup lécebnych ucinki, je doporucen jako 1€k prvni volby
s renalnim selhanim. Céste¢né pfekondva negativni prognosticky vliv (Masopust et al,

2012).

Lenalidomid je dalsim vysoce u¢innym lékem u MM. Je indikovan k 1é¢bé

relapsu onemocnéni. Obvykle se kombinuje s dexametazonem (Masopust et al, 2012).

Pti 1é€bé MM se vyuziva i tzv. podplrnd 1écba. Jednou z jejich slozek je
radioterapie a komplexni podplrna 1écba bisfosfondty. NejcastéjSi indikace
pro radioterapii je bolestiva 1éze. VétSina pacientli dosahne vyrazné tlevy od bolesti.

Radioterapie se pouziva i pfi hrozici nebo skutecné zlomeniné€ obratlii. Pii radioterapii
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je tieba opatrnosti, protoze to mé za nasledek trvalé¢ poskozeni kostni diené¢
v ozafenych oblastech (Yeh et Berenson, 2006). Podavani bisfosfatu je doporuceno
Ipro nemocné sMM vasymptomatické fazi nemoci. Neoddali ptechod
v symptomaticky mnohocetny myelom, ale vdobé diagnézy a piechodu
do symptomatického myelomu se u pacientd vyskytuji mensi projevy kostniho
postizeni (Masopust et al, 2012). Bisfosfaty tlumi ve stromatu kostni dfené tvorbu
interleukinu-6 a dalSich cytokint, které stimuluji proliferaci myelomovych bunék.
Nejcastéji pouzivanym bisfosfatem u nas je klodronat. Symptomatickym ucfinkem je
zmenSeni poctu novych osteolytickych lozisek, patologickych fraktur a sniZzena

spotieba analgetik, ktera je spojena s mensi kostni bolesti (Adam et al, 2001).
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3.3 MONOKLONALNI GAMAPATIE NEJASNEHO VYZNAMU

(monoclonal gammopathy of undetermined significance - MGUS)

Na rozdil od jinych hematologickych malignit mnohocetnému myelomu
predchazi stadium zvané MGUS (monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu).
Studie, kterd byla provedena na vice nez 77 000 nemocnych, prokazala, ze u vSech
pacientd, u kterych se vyvinul MM, byl jiz pfedtim diagnostikovana MGUS
(Anderson et Carrasco, 2011). Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS)
je asymptomaticka forma onemocnéni, zvané mnohocetny myelom (MM). U MGUS
nejsou pritomny lytické kostni 1éze, chudokrevnost, hyperkalcémie a selhani ledvin.
U vétSiny pacientd je diagnostikovano zcela ndhodné, jako nalez M proteinu
pii diagnostice nesouvisejiciho onemocnéni nebo pii preventivni prohlidce. MGUS je
charakteristicky proliferaci monoklonalnich plazmatickych bunék z kostni diené.
V krevnim séru je pfitomno malé mnozstvi monoklonalniho M proteinu (méné
nez 30 g/l), méné nez 10 % klont plazmatickych bunék v kostni dieni (Madan et
Rajkuma, 2010) a mnozstvi monoklonalniho imunoglobulinu v moc¢i obvykle
nepiesahuje 1 g za 24 hodin (Adam et al, 1999).

Kyle (1982) doporuéil pro tuto jednotku nazev ,,monoclonal gammopathy of
undetermined significance”, do cestiny pielozeno jako monoklonalni gamapatie
nejasného vyznamu (Adam et al, 1999). V soucasné dob¢ je znamo, ze témé&f vSechny
ptipady mnohocetného myelomu (MM) piedchazelo nemaligni stadium onemocnéni

zvané MGUS (Madan et Rajkuma, 2010).

Pti sledovéani souboru pacientll s monoklonalni gamapatii nejasného vyznamu
byla stanovena nasledujici pravdépodobnost vzniku maligniho lymfoproliferativniho
onemocnéni: 6,1 % po 5 letech, 15,4 % po 10 letech a 31,3 % po dvaceti letech (Adam
et al, 1999). Dalsi studie, ktera byla provadéna na Mayo Clinic (USA) hodnotila
soubor 241 pacientt, u kterych byla stanovena diagn6za MGUS a nedochazelo
K projevim onemocnéni mnohocetného myelomu. Tento stav upozoriiuje na riziko
potencialniho maligniho onemocnéni (Madan et Rajkuma, 2010). Délka sledovani

byla 24-38 let. Pravdépodobnost pifechodu MGUS v maligni onemocnéni byla
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stanovena na 16 % po 10 letech, 33 % po 20 letech a 40 % po 25 letech (Adam et al,
1999).

Tabulka ¢. 3: Kritéria MGUS, SMM a MM (ptevzato: Anderson et Carrasco, 2011).

Table 1 Diagnostic criteria for MGUS, SMM, and MM?

MGUS

Serum M protein: 3 g per 100 ml

Bone marrow plasma cells: <10%

No clinical manifestations or other laboratory abnormalities attributable to monoclonal gammopathy

SMM

Serum M protein: =3 g per 100 ml

Bone marrow plasma cells: =10%

No clinical manifestations or other laboratory abnormalities attributable to monoclonal gammopathy

MM

Serum M protein: 3 g per 100 ml

Bone marrow plasma cells: >10%

Urine light-chain protein: =1 g per day

*Abbreviations: MGUS, monoclonal gammopathy of undetermined significance; SMM, smoldering multiple myeloma;
MM, multiple myeloma.

Cytogenetické zmény, které jsou pfitomny u mnohocetného myelomu
(imunoglobulinové translokace, aneuploidie, abnormality chromozému 13) jsou také
pfitomny v  MGUS. Témeét u vSech pacienti s MGUS se vyskytuji primérni
translokace (v 45 % ptipadti) nebo hyperploidie (asi u 40-50 % piipadi). Primarni
translokace se vztahuji Kk po¢atku patogenetickych udalosti, které zahrnuji tézky
fetézec imunoglobulinového (IgH) genu na chromozomu 14q32, zatimco sekundarni
translokace jsou spojeny s progresi onemocnéni. Primarni translokace jsou vétSinou
spojeny s chybami pii VDJ rekombinaci. Jsou pozorovany ptiblizné€ u 60 % pacientd
s MM a 45 % pacientd s MGUS. Tfemi nejbéznéj$imi translokacemi IgH jsou t(11;14)
v 25 %, t(4;14) v9 % a t(14;16) v 5 % MGUS pacienti. Tyto translokace zptusobuji
deregulaci fady onkogentl, které jsou pfitomny na partnerském chromozému. Ptiblizné
40-50 % pacientt, u kterych se nevyskytuje IgH translokace, se vyskytuje
hyperdiploidie (obvykle jednoho nebo vice chromozémi, s vyjimkou chromozému
13). Delece chromozomu 13 znamena pro pacienty Spatnou prognézu. Ztrata tumor

supresorového genu RB1 na chromozému 13 souvisi s progresi onemocnéni MGUS.

35



Delece chromozomu 17p je spojena s kratSim piezitim u MM a u MGUS se vyskytuje
vzacné (Madan et Rajkuma, 2010).
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3.4 Chromozomové a genové zmény u MM

U MM se vyskytuji primarni a sekundarni genetické zmény. Primdarni
genetické zmény jsou pfitomny jiz ve stddiu MGUS a fadime mezi né translokace
genu IgH, trizomii chromozomu 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 a 21 a deleci chromozému 13
(pojem delece chromozomu 13 v praci znamena deleci oblasti 13q14, ktera zahrnuje
gen RB1 a byla ur¢ena metodou FISH nebo FICTION). Sekundéarni genetické zmény
Jsou casto spojeny S progresi onemocnéni. Mezi sekundarni genetické zmény fadime
deleci genu TP53 a nadpocetné kopie oblasti 1q21. Mnohocetny myelom se geneticky
déli do dvou podtypt. Hyperdiploidni MM (h-MM) a non-hyperdiploidni MM (nh-
MM). Non-hyperdiploidni typ MM je charakterizovan prestavbou tézkého fetézce
imunoglobulinii a obecné je spojovan s Vice agresivnim typem onemocnéni a krat§im
pfezitim pacientl. Zatimco pro hyperdiploidni typ je charakteristickd trizomie, ma
ptfiznivéjsi progndzu, tato forma je Castéj$i u muzd, starSich osob a je spojovana

s vyssim vyskytem kostni formy onemocnéni (www.myeloma.org, 2014).

Obrazek ¢. 4: Vyvoj genetickych zmén spojenych s MM (ptevzato: Chng et al, 2007).
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3.4.1 Aneuploidie

Obrazek ¢. 5: Ukazka tetrazomie chromozému 15 (zelena fluorescence).

je Castym nalezem u MM (Chng, 2010)

Kdetekci  chromozomu se  pouzivaji
centromerické sondy. V nasem ptipad¢
naobrazku ¢ 5 vidime centromeru
chromozém 15 (tetrazomii), vizualizovany
sondou CEP 15 (znaenou zelenou barvou)
od firmy Abbott Molecular. Detailni popis
sondy viz kapitola 4.3.2 Metoda FICTION.

Aneuploidie (pocetni chromozémové zmény)

. Analyza chromozomalnich zmén poskytuje

cennou prognostickou informaci. Pacienti s normalnim karyotypem maji vyrazné delsi

median preziti (na rozdil od pacientli, ktefi maji abnormalni cytogenetické vysetieni)

(Liebisch et Déhner, 2006). Nejcastéjsi trizomie se vyskytuji u chromozomu 3, 5, 7, 9,

11, 15, 19 a 21. Naopak nej¢astéjsi monozomie se vyskytuji u chromozému 13, 14, 16

a 22. Pacienti mohou byt rozdéleni do kategorii na zaklad¢ ploidii (Chng, 2010).

Hypodiploidie (v karyotypu pfitomno méné nez 44 chromozoémi)

Pseudodiploidie (od 45 do 46 chromozoémit)

Téméf tetraploidie (75 a vice chromozomil)

Hyperdiploidie (od 47 do 74 chromozom)
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3.4.2 Abnormality chromozému 13

Obrazek ¢. 6: Ukazka delece genu RB1 (Cervené spektrum).

K detekci delece genu RB1 se pouziva
sonda LSI 13 (RB1) od firmy Abbott
Molecular (znacena cervenym
fluorochromem). Detailni popis této sondy
viz kapitola 4.3.2 Metoda FICTION.

Delece oblasti chromozému 13 se
vyskytuje v 50 % ptipada MM a 40-50 %

pfipadd MGUS. Tato delece je pifitomna
ve vétsiné nadorovych bunck, coz naznacuje, ze se jednd o primarni udalost
V patogenezi. Ve veétSiné piipadi se jedna o ztratu chromozému 13, coz zpisobi
monozomii, ale v n¢kterych piipadech dojde k deleci oblasti 13q14. V oblasti 13q14
se nachazi gen RB1 (retinoblastovy gen), ktery je deletovan. Haploinsuficience
pro gen RB1 muize byt moznym mechanismem pro vznik této delece. 13914 lokus
obsahuje kromé RB1 genu i geny kodujici mikro RNA (miRNA). Studie ukazuji, ze
miRNA-15 a miRNA-16a, lokalizované na 13q14, maji funkéni vyznam u MM (Chng,
2010). Delece chromozému 13 je vétSinou spojena s krat§im prezitim pacientli a

snizenou reakci na 1é¢bu (Terpos et al, 2006).
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3.4.3 Abnormality chromozému 1

Obrazek ¢. 7: Ukézka nadpocetné kopie oblasti 121 (zelené spektrum).

Pro detekci chromozému 1 (oblasti 1g21 a
oblasti 1p36) se pouziva sonda od firmy
Kreatech [ON MM 1g21/SRD (1p36)].
Detailni popis této sondy viz kapitola 4.3.2
Metoda FICTION.

Aberace chromozomu 1 je nejcastéjsi

strukturdlni aberaci u MM, ktera vétSinou

zahrnuje deleci nakratkém rameni (1p) a
amplifikaci dlouhého ramene (1q). Delece kratkého ramene (1p) jsou prevazné
intersticialni delece, které jsou definovany jako variantni intersticialni delece oblasti
1p13~1p31. Delece kratkého ramene chromozému 1 (1p) se vykytuje u 7-40 %
pacientti s MM. Oblast 1p32 je deletovana u 15 % pacientli s MM, coz vede ke sniZeni
exprese genu CDKN2C. CDKN2C je cyklin-dependentni kinazovy inhibitor a funguje
jako regulator buné¢ného rastu a fidi prubéh bunééného cyklu v G1 fazi. Pacienti
s deleci maji horsi progndzu nez pacienti bez delece (Nahi et al, 2010). Oblast 1p12 je
dalsi béZné deletovanou oblasti na chromozému 1p, vyskytuje se na ni gen FAM46C
(Kuehl et Bergsagel, 2012). Nahi et al (2010) udava, ze delece této oblasti neni
spojena se Spatnou progndzou pacienta, zatimco Kuehl et Bergsagel (2012) udava

spojeni se §patnou progndzou.

Zmnozeni dlouhého ramene chromozému 1 (1q) bylo poprvé zaznamenano
konven¢ni cytogenetikou (Sawyer, 2011). Abnormality 1q jsou vétSinou spojeny
s pokrocilou fazi onemocnéni, jeho progresi a stejné tak s kratSim piezitim pacientl

(Liebisch et Déhner, 2006).

Zmnozeni genetického materialnu 1q se muze vyskytovat jako isochromozom,
duplikace (zahrnuty do vzniku nebalancovanych derivovanych chromozémi),
segmentarni duplikace nebo jumping translokace (Balcarkova, 2009; Sawyer, 2011).

Zmnozeni kopii oblasti 121 je diagnostikovana u 40 % nové diagnostikovanych
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pacientd a 70 % pacientd s relapsem. Oblast kolem 1g21 obsahuje velké mnozstvi
genl zahrnuté do patogeneze MM, které jsou deregulovany pravé zmnozenim této
oblasti (Sawyer, 2011). V této oblasti se rovnéz nachazi gen CKSB1, ktery se podili
na kontrole buné¢ného cyklu (Liebisch et Déhner, 2006).

3.4.4 Delece TP53 na chromozomu 17

Obrazek €. 8: Ukézka delece genu TP53 (Cervené spektrum).

Pro detekci genu TP53 se pouziva sonda
kombinovana s centromerickou  sondou
pro chromozém 17  (LSI  TP53/cl7)
od firmy Abbott Molecular.

Delece oblasti 17p13 vede pravdépodobné
ke ztraté heterozygozity genu TP53. Delece

chromozému 17 je detekovana bud’

konvenéni cytogenetickou metodou nebo
metodou FISH. Pacienti sdeleci TP53 dosahuji kratSiho pteziti, bez ohledu
na konvencni chemoterapii nebo vysokodavkovou chemoterapii s ASCT. U pacientli
s deleci p53 se objevila i rezistence na chemoterapii. Ztrata genu TP53 je negativnim

prognostickym faktorem u MM (Terpos et al, 2006).

Inaktivace tumor supresorového genu TP53 (monoalelicka mutace nebo
mutace spojena S progresi onemocnéni) se vyskytuje u mnoha malignit. Delece TP53
se vyskytuje u 5-10 % nové diagnostikovanych pacienttl, ale funkéni ztrata genu je
pfitomna az u 40 % pacientl s pokroc¢ilym MM. V tomto ptfipad¢ je bun&cna linie
myelomovych bunck postiZzena ve vice nez 60 % bunék, takZze p53 miZeme brat jako
marker nadorové progrese (Liebisch et Dohner, 2006). Dulezité je zjiSténi, zda se
jednd o monoalelickou deleci 17p nebo jestli je mutace TP53 disledkem

haploinsuficience (Kuehl et Bergsagel, 2012).
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Protein p53 hraje dulezitou roli v bunééném cyklu (Nahi et al, 2010). Je
transkripnim faktorem fady gend, které kontroluji rist bunék, starnuti bunécnych
populaci, opravy DNA, apoptézu a angiogenezi (Mickova et al, 2014). Normalni
bunky vykazuji nizkou expresi proteinu p53. Aktivace p53 vyvola zastavu bunééného

cyklu a naslednou apoptozu (Nahi et al, 2010).

3.4.5 Primarni a sekundarni IgH translokace

Jiz v kapitole 3.2.2.1 Molekularni podstata tvorby protilatek na urovni DNA a
patogeneze MM jsme se setkali se tfemi procesy modifikace DNA v IgH genu.
Na zacatku této kapitoly se jeSté znovu vratime k legitimnim a nelegitimnim class

switch rekombinacim.

Legitimni class switch rekombinace je fyziologickym procesem.
Pti fyziologické deleci Vi se nenasel zadny funkcni gen, ktery by se tohoto procesu
ucastnil (Wlodarska et al, 2007). Nelegitimni class switch rekombinace je
patologickym procesem. Tohoto procesu se netcastni 2 samostatné switch regiony, ale
pouze jeden a dalSi molekula DNA (jiny chromozom). Nejprve vznikne delecni
smycka, poté dojde k dvouretézcovym zlomiim DNA. Volné konce DNA jsou vysoce
reaktivni a nespojuji se vzajemne, ale spojuji se s jinym chromozémem, ktery pied tim
prodé€lal také dvou fetézcovy zlom DNA. Mechanismus obou typt switch
rekombinace je zndzornén na obrazku ¢&. 9. Timto mechanismem tedy vznikaji
chromozémové translokace. Lokus IgH kromé segmenti DNA obsahuje nejméné 3
zesilovace transkripce (enhancers), které reguluji transkripci IgH genu ve vSech
vyvojovych stadiich B bunék. Prvnim zesilova¢em je Ep a dalsi dva jsou Eq; a Eay.
Dojde-li k nelegitimni rekombinaci, dostavaji se vedle sebe segmenty ¢asti IgH genu
obsahujici zesilova¢ transkripce a onkogeny na jiném chromozému ucastnicim se
nelegitimni switch rekombinace (napt. gen CCND1, FGFR3,...). U onkogent (vlivem
pfitomnosti zesilovacli transkripce v jejich blizkosti) dochdzi vétSinou k zvySeni

exprese (Némec et al, 2008).
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Obrazek ¢. 9: Molekularni mechanismus legitimni a nelegitimni class switch

rekombinace (upraveno dle: Némec et al, 2008).
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Obrazek ¢. 10: Ukazka typického obrazu pro translokaci IgH.

Pro detekci translokace IgH se pouziva
sonda ON IGH (14g32) Break od firmy
Kreatech. Detailni popis sondy viz
kapitola 4.3.2 Metoda FICTION.

K primarni  translokaci  dochéazi jiz
Vv Casnych stadiich patogeneze, sekundarni

translokace zahrnuje napf. gen Myc

umistény Vv oblasti 8924 (Liebisch et

Doéhner, 2006). Touto translokaci dochazi k zvySené expresi c-Myc, kterd mlZze byt

zodpovédna za ptechod onemocnéni z faze MGUS do MM (Bergsagel et Chesi, 2013).

Sekundarni translokace jsou konstrukéné slozité a souvisi s progresi onemocnéni.

Pro detekci translokaci se pouziva metoda FISH s DNA sondou, ktera zahrnuje IgH

lokus v oblasti 14g32. Piestavby IgH jsou detekovany u vétSiny nemocnych s MM.
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postizenych onkogenti (Liebisch et Déhner, 2006).

Tabulka €. 4: Pfehled primarnich translokaci.

Lokus | Incidence Onkogen zapojeny do Funkce onkogenu
translokace
11913 | 15-20% Cyklin D1 Regulace bunééného cyklu
4p16.3 | 15-20 % FGFR3 a MMSET Regulace rustu a diferenciace
bun¢k

16023 | 2-10% c-maf bZIP transkripcni faktor
6p21 3-5% Cyklin D3 Regulace bunééného cyklu
20q11 2% mamb bZIP transkripcni faktor

Hlavnimi skupinami onkogeni, které se zapojuji do primarni translokace, jsou
cyklin D (CCND), MAF a Wolf-Hirschhorn obsahujici (MMSET/FGFR3) geny.
V nékterych vzacnych ptipadech mohou mit nddory translokaci vyvolanou dvéma
primarnimi transloka¢nimi skupinami. Translokace zahrnujici CCND reguluje expresi
genu CCND; translokace MAF reguluje expresi MAF transkripéniho faktoru, ktery
zpusobuje zvySenou expresi fady gent, véetné CCND2 a adheznich molekul, diky
kterym se zvysi schopnost nadorové buriky interagovat s mikroprostredim (Kuehl et
Bergsagel, 2012).

Primarni translokace se vyskytuji zhruba stejné¢ casto u MGUS a MM
(~40-60 %). Sekundarni IgH translokace chybi u pacientt s MGUS a doutnajicim
mnohocetnym MM. Incidence Ig\ translokace je castéjsi, v HMCLs (human myeloma
cell lines) je v rozsahu 20 %, zatimco piestavby Igk jsou pomérné vzacné (Liebisch et
Dohner, 2006). Translokace, které zahrnuji gen IgH jsou zjistény u vice nez 50 %
nové diagnostikovanych pacientd. Nejbéznéjsi IgH translokace je t(4;14) a t(11;14).
Vyskytuji se asi u 30 % pacientt. Translokace t(14;16) se vyskytuje asi u 5 %
pacientd. Mén¢ cCastymi translokacemi jsou t(6;14), t(8;14) a t(14;20) (Nahi et al,
2010).
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3.4.5.1 Translokace t(11;14)

Obrazek ¢. 11: Ukazka typického obrazu pro translokaci t(11;14), ale i t(4;14) a
t(14;16).

Pro detekci translokace t(11;14) se pouziva
sonda ON MYEOV/IGH t(11;14) Fusion,
od firmy Kreatech. Detailni popis sondy
viz. kapitola 4.3.2 Metoda FICTION.

Pomoci metody FISH, je identifikovana
translokace t(11;14) asi u 15-20 %
pacienti s MGUS a u 15-30 % pacientt
s MM (Liebisch et Dohner, 2006). Tato

translokace ~ zahrnuje = chromozomadlni

oblasti 11g13 a 14932 (Terpos et al, 2006) a je nejcastéjsi translokaci u MM.

Pii translokaci dochazi k fuzi regionu genu pro tézky fetézec imunoglobulinu
(IgH) na chromozému 14 a nekodujici ¢asti genu BCL-1 (CCND1) na chromozému 11
(Walker et al, 2012). V blizkosti genu CCND1 se nachazi i gen MYEOV, ktery je
lokalizovan v oblasti 11q13 a miZe se podilet na translokaci t(11;14). Tento gen
predstavuje domnély onkogen, ktery se nachazi na chromozému 11 (Janssen et al,
2000). Pfi translokaci t(11;14) jsou zlomy rozptyleny v rozmezi 360 kb, v oblasti mezi
CCND1 a MYEOV (Kreatech Diagnostics, 2014 - www.kreatech.com).

Je znamo, Ze cyklin D fosforyluje RB1 protein, a tak hraje dileZitou roli
vV bunécném cyklu (pii piechodu z G do S faze). Spole¢né s RB proteinem a p16MNKaA
reguluji G1 fazi (Terpos et al, 2006). Uroveti exprese cyklinu D1, D2 a D3 v MM a
vV MGUS je vyrazné vys$i nez V normalnich plazmatickych bunkach (Hideshima et al,

2004).
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3.4.5.2 Translokace t(4;14)

Translokace t(4;14) se vyskytuje asi u 20 % pacienti s MM (Ronchetti et al,
2001). Tito pacienti maji nepiiznivou prognozu, ktera je ¢aste¢né zmirnéna pouzitim
novych 1éku (jako je bortezomib a lenalidomid). V preklinickych studiich se provadi
testy inhibitort FGFR3, které se ukazuji byt slibné pro pacienty s touto translokaci a
vedly k zahajeni klinickych zkousek, které pomohou ur€it klinickou prospésnost

téchto inhibitoru (Kalff et Spencer, 2012).

Translokace t(4;14) vede k deregulaci 2 gent, které jsou umistény v oblasti
4p16.3 (fibroblastovy rastovy faktor pro receptor 3 — FGFR3 a transkripéni faktor -
WHSC1/MMSET) (Ronchetti et al, 2001). Translokace onkogend v této oblasti mize
vést K jejich zvySené expresi, coz vede k propuknuti onemocnéni, jeho progresi a
terapeutické rezistenci (Kalff et Spencer, 2012). Pti translokaci vznika v oblasti 4p16.3
misto zlomu asi 50-120 kb centromericky od FGFR3 a v 5" oblasti transkripéniho
faktoru WHSC1/MMSET, coz vede k nadmérné expresi 2 genti a tvorbé IGH/MMSET.
Pritomnost mutaci v bunécnych liniich MM naznacuje, ze mize hrat roli v nddorové

progresi u pacienti s MM a s translokaci t(4;14) (Ronchetti et al, 2001).

Fibroblastovy rastovy faktor pro receptor 3 (FGFR3) patii do skupiny
transmembranovych receptort tyrosin kinazy. Podileji se na regulaci buné¢ného cyklu
a diferenciaci bunék v mnoha typech tkani. FGFR3 obsahuje tfi glykosylované
extracelularni imunoglobulinové domény, transmembranovou doménu a odstépenou
tyrozin kinazovou doménu (Ronchetti et al, 2001). Aktivace ligandu zpusobi
fosforylaci v kinazové doméné, ktera vyvola aktivaci dalSich receptord a pienos
signalu do jadra bunky (Balcarkova, 2009; Ronchetti et al, 2001). Nadmérna exprese
proteinu FGFR3 se vyskytuje pfiblizné u 70 % pacientu s t(4;14), MMSET je
nadmérné exprimovan ve vSech piipadech (Kalff et Spencer, 2012). Nadmérna exprese
genu MMSET na derivovaném chromozému 4 je zpusobena pfitomnosti zesilovace

transkripce Epn (Némec et al, 2008).

MMSET je chromatin remodelac¢ni faktor, ktery je nadmérné exprimovan

v fadé tumord s translokaci t(4;14) (Kuehl et Bergsagel, 2012), zatimco asi v 25 %
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dojde ke ztrat¢ derivovaného chromozomu 14, coz je spojeno se ztratou exprese
FGFR3 (Fonseca et al, 2009). Béhem progrese onemocnéni se muze vyskytnout
FGFR3 aktivacni mutace, kterd potvrzuje roli FGFR3 v patogenezi MM. Aktivovany
mutant FGFR3 muze byt onkogenni. V posledni dobé se ukézalo, ze piirozené se
vyskytujici FGFR3 (ktery byl nalezen ve vétsing t(4;14) tumoril), mize také prispét
k onkogenezi B-bungk. Zbyva urcit, zda gen FGFR3 je rozhodujici v ¢asné patogenezi
a stava se postradatelnym b&hem progrese t(4;14) MM (Kuehl et Bergsagel, 2012).

WHSC1/MMSET gen kéduje izoformy (MMSET I, MMSET Il a RE-1IBP),
které jsou zapojeny do regulace transkripce. Pfiblizn€ u jedné tfetiny MM, u kterych
se vyskytuje t(4;14), se neprojevuje gen FGFR3, coz naznacuje, ze MMSET hraje vice
dulezitou roli jako cilovy translokacni gen. Biologicka role genu MMSET je vétsinou
neznama, ale bylo navrzeno zapojeni genu do regulace transkripce na zékladé
ptitomnosti specifickych domén (nalezenych v proteinech), o kterych je znamo, Ze
pusobi jako korepresory nebo koaktivatory v transkripénich mechanismech (Todoerti
et al, 2005). Zbyva jesté urcit, jak MMSET pfispiva k patogenezi MM. MMSET je
histon methyltransferaza pro H4K20. Pokud je nadmérné exprimovan, vede to
k celkovému zvySeni H3K36 methylace a snizeni H3K27 methylace, coz by mohlo
vysvétlit nékteré z mnoha zmén v genové expresi spojené s t(4;14). V posledni dobé
bylo zjisténo, ze MMSET hraje tlohu v DNA opravach (Kuehl et Bergsagel, 2012).
Moznosti pro 1é¢bu jsou tedy inhibitory receptori tyrosin kinaz (Nahi et al, 2010).

Obrazek ¢. 12: Translokace t(4;14) a ulozeni geni FGFR3 a MMSET (Walker et al,
2010).
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Translokace t(4;14) byla prvnim piikladem IgH translokaci, ktera soucasné méni
regulaci 2 genti s onkogennim potencialem. Po translokaci je gen FGFR3 lokalizovany
na derivovaném chromozému 14 a MMSET na derivovaném chromozomu 4 (Kalff et

Spencer, 2012).

3.4.5.3 Translokace t(14;16)

Translokace t(14;16) se vyskytuje asi u 5 % pacienti (Fonseca et al, 2003).
Konvenéni cytogenetika neni schopna identifikovat tuto translokaci diky
telomerickému umisténi obou lokusti. Zahrnuje chromozomalni oblasti 14q32 a
16923. Vysledkem translokace je rozsdhld exprese genu c-MAF a zméné regulace
nov¢ charakterizovanym genem (WWOX). C-MAF je transkrip¢ni faktor, ktery se
podili na bunééné diferenciaci, proliferaci a na reakci IL-6. WWOX je ptedpokladany
tumor supresorovy gen u karcinomu prsu, ale jeho role v MM musi byt jest¢ dofesena

(Terpos et al, 2006).

3.4.5.4 Translokace t(6;14)

Existuji 2 rizné vzory, podle kterych probiha t(6;14), a to t(6;14)(p21;932) a
t(6;14)(p25;932). Translokace 1(6;14)(p21;9q32) byla puvodné identifikovana
konvenéni cytogenetikou v nadorovych bunéénych liniich. Tato translokace je
pfitomna zhruba u 3-4 % MM. Translokace zahrnuje chromozomalni oblasti 6p21 a
14q32. Vysledkem translokace je $patna regulace genu pro Cyklin D3. Cyklin D3 je
regulatorem bunécného cyklu a kandidatni onkogen, ktery se nachazi v oblasti 6p21

(Terpos et al, 2006).

Translokace t(6;14)(p25;932) byla popsana v myelomovych bunéénych liniich.
Chromozomalni oblasti podilejici se na translokaci jsou 6p25 a 14932. Tato
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translokace vede k nadmérné expresi MUM/IRF4, interferonu (IRF). Role téchto

translokaci neni pfilis jasna (Terpos et al, 2006).
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3.5 Klinicky vyznam genetickych zmén

vvvvvv

informaci o prognéze pacientl. Studie provadéné béhem uplynulych let prokézaly, ze
pritomnost specifickych chromozomovych aberaci u pacienti s MM predstavuji
rozhodujici prognosticky faktor, jak pti 1é€bé autologni transplantaci, tak pii uziti
vysokodavkové chemoterapie. Intenzivné se sleduje vyznam cytogenetickych zmén
pii lécbé nékterymi typy I€kt, napf. imunomodula¢nimi 1éky nebo inhibitory
proteazomu (Masopust et al, 2012).

Na rozdil od vétSiny hematologickych malignit se u MM casto jedna o slozité
komplexni zmény karyotypu. Jejich prognosticky vyznam je postupné upiesnovan.
Neptiznivym prognostickym faktorem je delece chromozému 13 (mlzZe byt prokdzana
1 konven¢ni cytogenetickou analyzou) soucastné s dal§imi nepfiznivymi zménami jako
je IgH translokace (4p16.3 — FGFR3/MMSET nebo 160923 — MAF) a delece lokusu
17p13 — TP53 (Kalff et Spencer, 2012). Delece dlouhého ramene chromozému 13
v kombinaci s deleci 17p13 a translokaci t(4;14) je povazovana za Spatny prognosticky
ukazatel. Pfi ztratach na 13q pravdépodobné dochazi k inaktivaci kandidatniho tumor-
supresorového genu (Kuglik et al, 2006). Dale bylo zjisténo, ze prukaz translokace
t(4;14), t1(14;16), t(14;20), t(8;14), delece TP53, zmnozeni kopii oblasti 1g21, delece
12p a hypodiploidie vySettené metodou FISH vyznamné snizuji medidn celkového
preziti a slouzi k vy€lenéni vysoce rizikovych nemocnych s agresivnim pribéhem a
s kratkym celkovym prezitim, vyZadujicim intenzivni a individualn€ pojatou lécbu.
Naopak nalez translokace t(11;14) nebo hyperdiploidie jsou spojeny s relativné
pfiznivym prognostickym vyhledem (Masopust et al, 2012). Pacienti snon-
hyperdiploidii maji horsi prognézu v porovnani s pacienty s hyperdiploidii (Kalff et
Spencer, 2012).

Dle Rajkumara (2012) 1ze nemocné s aktivni formou mnohocetného myelomu
rozdélit do tii prognosticky odliSnych skupin. Toto zafazeni se odviji
od chromozémovych a genetickych zmén, kterymi jSou pacienti postizeni. Pacienti
s nasledujicimi zménami [delece 17p, t(14;16) a t(14;20)] se fadi do skupiny ,,high-
risk®. Pacienti s t(4;14), deleci chromozému 13 a hypodiploidii (<46) jsou fazeni

50



do skupiny ,,intermediate-risk“ a vSechny ostatni zmény jsou fazeny do skupiny

,,Standard-risk* viz tabulka ¢&. 5.

Tabulka €. 5: Rozdéleni pacienti do 3 prognostickych skupin, dle chromozdémovych a

genovych zmén (Rajkumar, 2012).

Prognoéza Standard-risk Intermediate-risk High-risk
hyperdiploidie t(4;14) delece 17 p
Chromozémové t(11;14) delece chromozomu t(14;16)
a genové aberace 13
t(6;14) Hypodiploidie t(14;20)

Pacienti, ktefi jsou fazeni do skupiny ,standard risk” dosahuji medidnu
celkového preziti 6-7 let, zatimco pacienti s ,,high risk“dosahuji medianu celkového
preziti 2-3 roky, a to i pfes tandemovou transplantaci (ASCT). Pteziti pacientd s MM
se vyrazn¢ zlep$ilo V poslednich deseti letech, diky pouzivani thalidomidu,

bortezomibu a lenalidomidu (Rajkumar, 2012).

Studie prokazaly, ze 1é¢ba lenalidomem dokaze piekonat negativni vliv t(4;14),
ale nedokaze piekonat vliv delece TP53 a amplifikaci 1g21. Inhibitor proteazomu
bortezomib je ucinny u pacientl s deleci RB1. Byl prokazéan vliv na prodlouZeni preziti
pro nové diagnostikované pacienty s t(4;14), ale nemél vliv u pacientd s deleci TP53 a
pravdépodobné ani se ziskem 1g21. Obecné plati, ze u nemocnych s nizkym rizikem
by lé€ba méla byt intenzivni, jelikoz se zde mulze dosdhnout nejlepSich vysledka

(Masopust et al, 2012).

Progn6za u MM zévisi také na véku pacienta, jeho celkovém zdravotnim stavu,
fazi a agresivit¢ onemocnéni a jeho reakci na lécbu. Pro rozd€leni stadii
mnohoc¢etného myelomu pouzivame rozd€leni dle Durieho a Salmona (viz tabulka
¢. 1) nebo dle Mezinarodniho prognostického indexu pro mnohocetny myelom (viz

tabulka ¢. 2) viz kapitola 3.2.4 Diagnoza (Rajkumar, 2012).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Kultivace bunék kostni drené (KD) pro cytogenetické a

molekuldrné cytogenetické vysetieni

Biologicky material

Pro cytogenetické vySetfeni nemocnych s mnohocetnym myelomem se
pouzivaji bunky kostni diené¢ (KD). Pii vySetfeni, kterd jsem provadéla, jsem

pouzivala jako biologicky material KD.

Od kazdého pacienta jsou vzdy odebrany 2 vzorky do dvou 3ml odbérovych
zkumavek, ve kterych se nachazi heparin. Do kazdé zkumavky se odebira 1-2 ml
vzorku. Poté je vzorek ptecistén od heparinu — pfenesenim cca 1 ml vzorku z odbérové
zkumavky do zkumavky s15 ml RPMI-1640 média. Vzorek je promichan a
zcentrifugovan (1000 rpm pii 37 °C, 10 minut). Po centrifugaci se médium odsaje a

supernatant je pienesen do 2 kultiva¢nich médii.

Pristroje a pomucky

Flowbox HERAsafe® (Heraeus Holding, Hanau, Némecko); inkubator na cca 37 °C
Function Line (oboji Heracus Holding, Hanau, Némecko); centrifuga Rotina 420R
(Hettich, Beverly, MA, USA); mrazni¢ka; ledni¢ka; stolni minicentrifuga Labnet
(Labnet International, Edison, NJ, USA); tfepacka Heidolph Real top (Heidolph,

Schwabach, Némecko); laboratorni sklo
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Spotiebni material

Plastové kultiva¢ni nadoby 40 ml (Nunclon TM A Surface); centrifuga¢ni zkumavky
15 ml (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA); Pasteurovy pipety (10 ml)
(Biosigma, Benatky, Italie); sterilni injek¢ni jehly (B. Braun, Melsungen, Némecko)

Reagencie

Kolcemid; teleci sérum; Giemsovo barvivo (vSe Gibco®, Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA); heparin (Zentiva, Praha, CR); BM médium (Bone marrow karyotyping
medium) (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Izrael); RPMI — 1640 médium
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Pracovni postup

Pro kazdého pacienta se pii odbéru KD piipravuji 2 kultivace. Jedna je
oznacovana jako K a druha jako K24col. Kultivace probihd po dobu 24 hodin. Prvni
vzorek (s oznacenim K24col) je kultivovan in vitro v kultivaénim médiu pii teploté
37 °C. Do tohoto vzorku je kolcemid pfidam ihned po smiseni média se vzorkem. Oba
vzorky jsou inkubovany pii 37 °C po dobu cca 24 hod. Nasledujici den se do kultivace
K pridaji 2 kapky kolcemidu, a to 30 minut pfed ukoncenim kultivace, aby doslo
k zastaveni délicich se bun¢k v metafazi. Poté jsou zpracovany oba dva vzorky — viz
kapitola 4.2 Zpracovani materidlu pro cytogenetické a molekularné-cytogenetické
vySetieni. Cilem kultivace je ziskdni co nejvétsi mnozstvi dé€licich se bunék

pro nésledujici cytogenetické a molekularné cytogenetické vysetieni.

Po zpracovani materidlu nasleduje cytogenetické barveni Giemsovym
barvivem a tentyz den se hodnoti vysledek kultivace vyhodnocenim poctu mitdz

na preparatu. Pokud neni nalezen dostatecny pocet mitdéz (alespoit 5 mitéz na 1
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preparatu), pifidame do média pro 24-hodinovou kultivaci 2 kapky kolcemidu,

abychom zvysili pocet mitdz ve vzorku.

Kontrola kvality

Kvalita kultivace je hodnocena podle poctu nalezenych mit6z a cytogenetické
barveni Giemsovym barvivem. Pii uspé$né kultivaci jsou nalezeny hodnotitelné
mitdézy, pii neuspésné kultivaci nejsou nalezeny hodnotitelné mitdzy, ale pouze
interfazni bunky, tato kultura je vSak vhodna pro interfazni FISH. Pokud dojde
K netspésnému odbéru, ve vzorku nejsou nelezeny ani mitdzy ani interfazni bunky a
nelze tedy provést cytogenetické ani molekularni vySetieni, je nutné provést odbér

ZNnovu.

4.2 Zpracovani materialu pro cytogenetické a molekularné-

cytogenetické vysSetreni

Buiikky kostni dfen€ jsou podrobeny kratkodobé kultivaci, pfi niz se
cytogenetickymi metodami ziskavaji 1 bunky, které prochazeji bunéénym delenim.
Ve fazi bunétného dé¢leni, oznacované jako metafdize, je geneticka informace
uspofddand do dvouchromatidovych chromozémi, které lze po obarveni hodnotit
ve svételném mikroskopu. U kazdého nemocného musi byt pii standardnim
cytogenetickém vysetieni vyhodnoceno nejméné 30 metafazi, z 15-20 metafazi se
sestavi karyotyp, kterym se rozumi vyhodnoceni mikrofotografie nebo digitalni
fotografie chromozoému a jejich uspofadani podle mezindrodné platné nomenklatury,

oznacené jako ISCN 2005 (JaroSova et al, 2007).

Nezbytnym krokem celého postupu pii zpracovani a piipravé materidlu je
vyuziti schopnosti ptsobeni kolchicinu na funkci déliciho vieténka, tj. zastaveni

procesu bunécného déleni v metafazi. Nasleduje pfidani hypotonického roztoku (0,075
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M KCI na 10-20 minut), ktery umozni nabobtnani buiky, zvétSeni jejiho objemu a
rozlozeni chromozému v ekvatorialni rovin€. Proces fixace zahrnuje 3-4x opakované
ptidavani fixa¢niho roztoku (methanol : kyselina octova — 3 : 1). Nakapanim buné¢né
suspenze na piedem odmasténé a dikladné omyté podlozni sklo ziskame

cytogenetické preparaty vhodné pro dalsi pouziti (Kuglik et al, 2008).

Pristroje a pomucky

Inkubator 37 °C Function Line (Heraeus Holding, Hanau, Némecko); mraznicka;
lednicka (oboji Labnet International, Edison, NJ, USA); centrifuga Rotina 420R
(Hettich, Beverly, MA, USA); tiepacka Heidolph Real top (Heidolph, Schwabach,

Némecko); laboratorni sklo

Spotiebni material

Pasteurovy pipety (Biosigma, Benatky, Italie); plastové zkumavky Falcon 15, 50 ml
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA; TPP®, Trasadingen, §v3’/carsko)

Reagencie

Chlorid draselny (Iékarna FNOL); methanol; kyselina octova ledova (oboji Lach-Ner,
Neratovice, CR)
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Pracovni postup

Zpracovani materialu pro cytogeneticka vySetieni provadi laborantky dle

pracovniho postupu.

Ptipravi se fixa¢ni roztok (Carnoye) smisenim methanolu a kyseliny octové
vpoméru 3 : 1. Obsah kultivacnich nadob se prelije do fadn€¢ oznacenych 15ml
zkumavek. Ty se centrifuguji po dobu 10 minut pfi 1000 rpm a 37 °C. Poté se odstrani
supernatant a ptida se 10 ml 0,075M roztoku KCIl vytemperovaného na 37 °C.
Inkubace materialu se provadi po dobu 25 minut ve 37 °C. Poté se piidaji 3 kapky
fixacniho roztoku Carnoye, obsah se promicha a provede se centrifugace po dobu
10 minut pii 1000 rpm a 37 °C. Po centrifugaci se odstrani supernatant a piida se
10 ml fixac¢niho roztoku Carnoye vychlazené¢ho v mraznicce (-20 °C). Prvni mililitr se
ptidava pomalu po kapkéch a obsah zkumavky promichdme pomoci vortexu. Inkubace
materialu trva po dobu 30 minut pfi pokojové teploté. Nasledné provedeme
centrifugaci po dobu 10 minut pfi 1000 rpm a 4 °C. Poté odstranime supernatant a
pfiddme 10 ml fixacniho roztoku Carnoye, promichdme pomoci vortexu. Zopakujeme
centrifugaci a odstranime supernatant. Vyslednad buné¢na suspenze musi mit mlécné
opaleskujici zbarveni. Takto zpracovana suspenze bunck je uchovana v lednicce

k dalsimu pouziti po dobu nékolika tydnd az mésich.

Vvhodnoceni vysledku

Bunéénou suspenzi nakapeme na podlozni sklo, obarvime pomoci roztoku

Giemsy a zkontrolujeme, zda se na preparatu nachazeji mitozy.
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4.3 MOLEKULARNI CYTOGENETICKE METODY

Zakladni metodou molekularni cytogenetiky je hybridizace in situ, ktera
umoziuje zviditelnit sekvence nukleovych kyselin pfimo na mikroskopickych
preparatech obsahujicich fixované a morfologicky zachované chromozémy nebo

interfazni jadra.

Molekularni hybridizace in situ je zaloZena na pouziti zna¢ené jednoietézcové
hybridizacni sondy, tj. kratkého useku DNA. Tato sonda se v duasledku
komplementarity bazi muze po denaturaci vazat k cilové sekvenci DNA bunck
nachdzejicich se na mikroskopickém skle a umoznit tak detekci defektnich gent ¢i
chromozému v genomu nadorovych bunék. Studované fragmenty DNA jsou pfiblizné
velké 200 — 300 kb. Na zadkladé konjugace DNA sondy s fluorochromem mizeme
potom mista hybridizace detekovat prostfednictvim fluorescencniho mikroskopu.
Fluorescen¢ni signaly jsou snimany CCD kamerou napojenou na pocita¢ se

specialnimi programy.

Vyhodou metody FISH je, Ze pfi pouZziti vhodnych DNA sond umoziiuji detekci
pocetnich i strukturnich chromozomovych abnormalit, a to nejen v mitdzach, ale

I v nedélicich se interfaznich jadrech (Kuglik et al, 2008).

METODA FISH - FISH (fluorescen¢ni in-situ hybridizace) pracuje na principu
schopnosti sondy (jednofetézcové DNA) navazat se na komplementarni usek
vySetiované DNA pacienta — interfazni jadra nebo mitézy. VySetteni FISH se provadi
na plné kostni dfeni (procento hodnocenych bunc¢k neodpovida tedy jen procentu

plazmatickych bunék — jako u metody FICTION).

METODA FICTION - Spoc¢iva ve znaeni plazmatickych bun€k pomoci protilatek
proti lehkym fetézcim kappa/lambda. Protilatky jsou specificky navazany
na plazmatické bunky. Hodnotime pouze bunky specificky znafené, tzn. pouze

plazmatické bunky.
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METODA mFISH — Pfi metodé¢ mFISH se pouziva 24 rozdilnych DNA sond, které
jsou znaceny péti spektralné odliSnymi fluorochromy a jejich vzajemnou kombinaci.
Diky tomu je mozné oznacit kazdy chromozomovy par jinou barvou (Berankova,
2007). Tato metoda je uspe€sna pii studiu komplexnich zmén karyotypu. Umoziuje
odhalit razné kryptické translokace a inzerce, které nelze odhalit klasickymi

metodami.

4.3.1 Molekularné cytogenetické vysetieni FISH s lokusové

specifickymi (LSI) a centromerickymi sondami (CEP)

Biologicky material

Bunééna suspenze KD (K24 nebo N) od 9 pacientii (5 zen a 4 muzt). VySetieni FISH
bylo provedeno k rozliseni dvou genu (FGFR3 a MMSET), umisténych

na chromozoému 4 a vstupujici do translokace t(4;14).

Pristroje a pomucky

Mraznicka; lednicka; centrifuga Rotina 420R (Hettich, Beverly, MA, USA); pH metr
Beckman (Beckman Instruments, Fullerton, CA, USA); sklenéné kopliny (25-30 ml);
pipety (Gilson, Middleton, WI, USA); vodni lazen Thermomix BM (B. Braun Biotech
International); hybridiza¢ni komurka Grant Boeckel 1S020 (Boeckel Grant, Shepreth,
UK); plotynka Medax (Nagel, Kiel, Némecko); vortex Heidolph Reax top (Heidolph,
Schwabach, Némecko); stolni centrifuga Labnet (Labnet International, Edison, NJ, USA);
svetelny mikroskop Olympus BX41 (Olympus, Tokyo, Japonsko); fluorescencni lampa
U-RFL-T (Olympus, Tokyo, Japonsko); CCD kamera; software ISIS (oboji

MetaSystems, Altlussheim, Némecko); pocitac
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Spotiebni material

Plastové uzaviratelné falkony 15 ml a 50 ml Falcon (TPPe, Trasadingen, Svycarsko);
plastové Eppendortky 1,5 ml a 2 ml (Eppendorf, Hamburg, Némecko); Pasteurovy
pipety (Biosigma, Benatky, Italie); skla SuperFrost (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA); kryci skla (18x18 mm, 22x22 mm, 24x24 mm) (Menzel-Gliser,
Braunschweig, Némecko); Spi¢ky (Gilson, Middleton, WI, USA); rubber cement
(Marabu, Tamm, Némecko); parafilm (Bemis Company, Neenah, WI, USA); imerzni olej

(Olympus, Tokyo, Japonsko)

Reagencie

Deionizovana H,O (vyrabi si HOK); methanol (Lach-Ner, Neratovice, CR); Kyselina
octova (Lach-Ner, Neratovice, CR); 20xSSC (Abbott Molecular, Des Plaines, IL,
USA); Tween20 (Serva, Heidelberg, Némecko); ultrapure formamid (Qbiogene,
Montreal, QC, Kanada); 70%, 80%, 90% a 96% etanol (Fagron, Nieuwerkerk a/d IJssel,
Nizozemi); fluorescen¢né znacené sondy [MD Wolf-Hirschhorn WHSC1 (4p16) / SE4
(Kreatech); XCE 4 green (MetaSystems)] (Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA;
Kreatech, Amsterdam, Nizozemi); BAC sonda (RP11-241P10); DAPI; NP40 (oboji
Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA)
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Pracovni postup

Priprava preparatu

Ptfed nakapanim vzorku na sklo musime promyt biologicky materidl pomoci
Carnoy (kyselina octova: methanol). Vzorek nejprve centrifugujeme pii 1000
otaCkach/10 minut. Poté odsajeme supernatant pomoci vyvévy. Zkumavku opét
doplnime cerstvym fixaénim roztokem a opét vzorek zcentifugujeme pii 1000
otackach/10 minut. Po centrifugaci znovu odsajeme supernatant a k usazené bunécné
suspenzi ptrikapeme nékolik kapek fixaéniho roztoku, az dojde k mléénému zbarveni
roztoku. Preparat pripravime nakapanim 2-3 kapek bunééné suspenze na podlozni
sklo, které popiSeme inicidly pacienta, nadychneme ho a pfipraveny preparat poté
nechdme volné€ uschnout. Pod svételnym mikroskopem zkontrolujeme mnozstvi bunék
na preparatu. V ptipad€é nedostatku bunck a mitdz na podloznim skle dokapeme dalsi
kapky bunécné suspenze. V piipadé nadbytku bunék na preparatu nafedime bunécnou

suspenzi vétsim mnozstvim fixa¢niho roztoku a nakapeme novy preparat.

Do 50ml plastové falkony pfipravime roztok 2xSSC (nafedénim zasobniho
roztoku 20xSSC s injekéni vodou). Pfipraveny roztok ptelijeme do kopliny, do které
vlozime pfipraveny preparat a inkubujeme ho po dobu 20 minut. Poté provedeme
odvodnéni skla promyvanim ve vzestupné fadé¢ ledovych alkoholli (uchovavanych
v -20 °C), preparaty inkubujeme po dobu 2 minut v 70%, 80%, 90% a 96% ethanolu.
Sklo preneseme na plotynku vytemperovanou na 45 °C a nechame ho uschnout.
Poaplném vysuseni skla provedeme denaturaci Vv denaturaénim roztoku
vytemperovaném na 73 °C. Poté provedeme odvodnéni skla ve vzestupné tadé
ledovych alkoholt. Sklo inkubujeme po dobu 2 minut. Sklo pfeneseme na plotynku

vytemperovanou na 45 °C a nechame ho uschnout.
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Priprava sond

Pro metodu FISH jsme pftipravili sondy dle ndvodu vyrobce - viz tabulka €. 6.

Tabulka &. 6: Redéni pouzitych sond od firmy BlueGnome a MetaSystems.

4p16.3/CE4 (BlueGnome/MetaSystems)
Nazev sondy RP11-241P10 (4p16.3) - XCE 4 - Metasystems
BlueGnome
Reagencie — Fedéna - 5
sonda [p]
Reagencie — pufr 5 -
LSI [p]
Reagencie — sonda 0,5 -
[m]
Vysledny objem [p] 5,5 5

Denaturace sondy RP11-241P10 od firmy BlueGnome probiha prvnich 5 minut
v termoblocku pii1 75 °C. Na dalSich 5 minut sondu vloZzime do ledu. Poté sondu
vlozime do vyhtaté lazné na 37 °C. Sondu XCE 4 od firmy MetaSystems
denaturujeme 5 minut pii 73 °C. Po denaturaci obé dvé sondy smichame dohromady.
MD Wolf-Hirschhorn WHSC1 (4p16) / SE4 sonda od firmy Kreatech je pfedem
nafedéna. Pro pfipravu jednoho vzorku pouzijeme 8 pl pfedem nafedéné sondy a

denaturujeme ji pi1 90 °C po dobu 10 minut.
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Pouzité sondy

e FIRMA KREATECH

MD Wolf-Hirschhorn WHSC1 (4p16) / SE4

Obrazek ¢. 13: Ideogram chromozoému 4 a vizualizace oblasti, na kterou se sonda vaze

(Kreatech Diagnostics, 2014 — www.kreatech.com).

4p16

RH18137 —

D4S114
WHSC1
RH18137

D4S166 —

120 KB

Sonda MD Wolf-Hirschhorn WHSC1 (4p16) / SE4 je specifickou sondou
pro lokus 4p16.3. Sonda je optimalizovana pro detekci poctu kopii Wolf-Hirschhorn
Vv oblasti 4p16. Sonda detekuje oblast o velikosti 120 KB, ktera obsahuje gen WHSC1.

Je znacena ¢ervenou barvou.
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FIRMA METASYSTEMS

XCE 4

Obrazek ¢. 14: Ukazka navazani sondy XCE4 (MetaSystems USA Website, 2014 -

www.metasystems-international.com).

XCE sondy hybridizuji na oblasti lidské vysoce repetitivni sekvence (nazyvané
satelitni DNA), které jsou umistény na centromerickych oblastech chromozémii. XCE
sondy poskytuji ostré a jasné signaly, které umoziiuji rychlou a pfesnou identifikaci a
stanoveni poc¢tu lidskych chromozémii v metafdzi a interfaznich builkach

(MetaSystems USA Website, 2014 - www.metasystems-international.com).
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FIRMA BlueGnome

Sonda RP11-241P10 (4p16.3) je BAC sonda pokryvajici oblast (4p16.3). Jedna se
o komerc¢ni sondu, jejiz znaceni je mozné podle potfeby vybrat. Pracovali jsme se

sondou znacéenou ¢ervenym fluorochromem.

Hybridizace

Zdenaturovanou sondu napipetujeme na denaturovany preparat a prekryjeme
krycim skli¢kem. Okraje kryciho sklicka oblepime rubber-cementem, ktery zabraiuje
vysychani sondy béhem hybridizace a sklo vloZime do hybridizacni komurky s 37 °C

na 24 hodin.

Po skonéeni hybridizace sloupneme rubber-cement a odmyjeme zbytek
nenavazané sondy v mycich roztocich. 0,4xSSC/0,3% NP40 ve vodni 1azni pfi teploté
73 °C po dobu 2 minut a 2xSSC/0,1% NP40 pti laboratorni teploté po dobu 2 minut.
Po omyti skla preparat zamontujeme a podbarvime interfazni jadra a mitézy na skle.

Na sklo pipetujeme 10 pul DAPI a ptekryjeme krycim sklickem.

Hodnoceni

Preparat hodnotime ve fluorescencnim mikroskopu za pouziti ptisluSnych
fluorescenénich filtri. Hodnotime vzdy minimélné 300 jader interfaznich bunék a
obraz snimame za pomoci CCD kamery a ukladame v softwaru ISIS (MetaSystems).
Hodnoceni a popis vysledki probiha podle platnych pravidel cytogenetické
nomenklatury ISCN 2013. Vysledek podléha kontrole vedouciho laboratote.
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4.3.2 Metoda FICTION

Biologicky material

Bunécna suspenze (K nebo K24col) 45 pacientii — S nové diagnostikovanym MM nebo

opakovan¢ kontrolni vysetieni.

Pristroje a pomucky

Mraznicka; lednicka; centrifuga Rotina 420R (Hettich, Beverly, MA, USA); pH metr
Beckman (Beckman Instruments, Fullerton, CA, USA); sklenéné kopliny 25-30 ml;
pipety (Gilson, Middleton, WI, USA); vodni lazen Thermomix BM (B. Braun Biotech
International, Melsungen, Némecko); inkubator Grant Boeckel 1S020 (Boeckel Grant,
Shepreth, UK); inkubator Grant Boeckel 1S020 (Boeckel Grant, Shepreth, UK);
plotynka Medax (Nagel, Kiel, Némecko); tiepacka Heidolph Reax top (Heidolph,
Schwabach, Némecko); stolni centrifuga Labnet (Labnet International, Edison, NJ,
USA); svételny mikroskop Olympus BX41; fluorescenéni lampa U-RFL-T (oboji
Olympus, Tokyo, Japonsko); CCD kamera (Metasystems, Altlussheim, Némecko);

pocitaé; software ISIS (Metasystems, Altlussheim, Némecko)

Spotiebni material

Plastové Eppendorfky 1,5 a 2 ml (Eppendorf, Hamburg, Némecko); Pasteurovy pipety
(Biosigma, Benatky, Italie); podlozni skla SuperFrost® (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA); kryci skla (18x18 mm, 22x22 mm, 24x24 mm) (Menzel-Glaser,
Braunschweig, Némecko); $picky (Gilson, Middleton, WI, USA); rubber cement
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(Marabu, Tamm, Némecko); 15ml plastové zkumavky (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA)

Reagencie

Amca Anti-Human kappa-chain; Amca Anti-Human lambda-chain; Amca Anti-goat
IgG (Vector Laboratories, Burlingame, USA); 10PBS pufr (I¢karna FNOL); 0,1 M
kyselina citronova (Lach-Ner, Neratovice, CR); 0,1 M citronan sodny; 10 mM
citratovy pufr (Lach-Ner, CR); dH,O (vyrabi si HOK); methanol; kyselina octova
(oboji Lach-Ner, Neratovice, CR); 20xSSC (Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA);
70%, 80%, 90% a 96% etanol (Fagron, Nieuwerkerk a/d IJssel, Nizozemi);
fluorescenéné znacené sondy [14q32 — ON/IgH (Kreatech); 1921/1p36 (Kreatech);
LS| TP53/CEP 17 (Abbott); LSI 13 (RB1) 13gl4 (Abbott), CEP 15 (Abbott); LSI
IGH/FGFR3 - t(4;14) (Abbott); ON MYEOV/IGH - t(11;14) (Kreatech); MAF/IGH —
t(14;16) (Kreatech)] (Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA; Kreatech, Amsterdam,
Nizozemi); antifade (Kreatech, Amsterdam, Nizozemi); NP40 (Abbott Molecular, Des
Plaines, IL, USA)

Priprava roztoku:

10 mM citratového pufru: citratovy pufr pfipravime smisenim — cca 9 ml 0,1 M

kyseliny citronové + cca 41 ml 0,1 M citronanu sodného + cca 450 ml destilované

vody.

Ptiprava 0,1 M kyseliny citronové — cca 2,101 g kyseliny citronové + cca 100 ml

destilované vody

Ptiprava 0,1 M citronanu sodné¢ho — cca 4,941 g citronanu sodné¢ho + cca 100 ml

destilované vody
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1xPBS pufru: cca 5 ml 10xPBS + cca 45 ml destilované vody

Redéni protilatek pomoci 1xPBS:

Amca Anti-Human kappa-chain 1: 10
Amca Anti-Human lambda-chain 1 : 10

Amca Anti-goat 19G 1:20

Fixacni roztok: metanol : kyselina octova (v poméru 3 : 1)

Pracovni postup

Priprava biologického materialu

Buné¢nou suspenzi KD ve fixacnim roztoku sto¢ime v centrifuze
pii cca 1000 ot/10 min. Poté odstranime supernatant a suspenzi pievrstvime cca 10 ml
96% ethanolu. Roztok protiepeme a inkubujeme cca 15 min pii pokojové teploté. Poté
vzorek opét zcentrifugujeme piicca 1000 ot/10 min a opakujeme piedchozi krok.
Po 15 min inkubace vzorek opét zcentrifugujeme. Po centrifugaci odsajeme
supernatant a buné¢nou suspenzi doplnime malym mnoZstvim cca 1 ml 96% ethanolu
(pt1 vétsSim mnozstvi vzorku musime pouzit i vétsi mnozstvi etanolu). Po ukonceni
vySetieni pacienta metodou FICTION pievedeme bunéfnou suspenzi z ethanolu

zpatky do fixa¢niho roztoku (opacnym postupem).
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Priprava preparatu:

Preparat ptipravime nakapanim 2-3 kapek bunécné suspenze na podlozni sklo,
které popiSeme Cislem pacienta a poté ho nechame voln¢ uschnout. Pod svételnym
mikroskopem zkontrolujeme mnozstvi bunék. V ptipadé nedostate¢né hustoty bunék
na skle, ptikapeme dal$i kapky bunécné suspenze dle potieby. V piipadé nadbytku
bunck na preparitu nafedime bunéfnou suspenzi 96% etanolem a nakapeme novy

preparat.

Do vodni 1azné, ktera je vyhiata na 95 °C vlozime koplinu s roztokem 10mM
citratového pufru a po jejim vytemperovani do ni vlozime pfipraveny preparat.
Nakapané sklo inkubujeme cca 10 min. Poté vyjmeme koplinku se sklem z vodni
lazné¢ a nechdme ji chladnout pii pokojové teplot€¢ cca 30 minut. Mezi tim si
pfipravime roztok 1xPBS pufru. Nakapané sklo opldchneme 2x po cca 2 minutach
v 1xPBS pufru. Na vlhké sklo naneseme cca 60 pl nafedéné Amca Anti-Human kappa
chain nebo Amca Anti-Human lambda-chain, piekryjeme sklo parafilmem a
inkubujeme cca 1 hodinu pfi cca 37 °C ve vlhké komirce ve vodni lazni. Opatrné
odstranime parafilm a 2x po cca 2 minutach ptipraveny preparat oplachneme v 1XPBS
pufru. Poté naneseme cca 60 pl nafedéné Amca Anti-goat IgG a inkubujeme
cca 1 hodinu pfi cca 37 °C ve vlhké komiirce ve vodni 14zni. Poté opatrné odstranime
parafilm a 2x po cca 2 minutach oplachneme v 1xPBS pufru. Provedeme odvodnéni
skla promytim v vzestupné fadé ledovych alkoholti (uchovanych pii cca -20 °C). Skla
inkubujeme po dobu cca 2 minut v 70%, 80%, 90% a 96% etanolu. Sklo pfeneseme

na plotynku vytemperovanou na cca 45 °C a nechdme uschnout.

Priprava sondy

Pacienti s diagnozou MM nebo MGUS, jsou metodou FICTION vysetieni
rutinné panelem sond. Tento panel obsahuje fluorescenéné znacené sondy pro detekci

zmén genu IgH, RB1, TP53, centromerické sondy pro uréeni pocetnich zmén
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chromozému 15 a 17 a sondu pro zmény oblasti 1q21/1p36. Pii zjisténi piestavby
genu IgH vysetifujeme u pacientl dal$imi sondami tyto translokace — t(4;14); t(11;14)
at(14;16).

Pti vySetfeni metodou FISH nebo FICTION pouzivdime sondy od firmy
Kreatech a Abbott Molecular. Sondy pfipravujeme dle doporuceni firmy (dle
piibalového letaku). Jsou dodavany bud’ nafedéné nebo nefedéné. Netfedéné sondy
(od firmy Abbott Molecular) musime pfed pouzitim natedit nasledujicim zplisobem

(viz tabulka €. 7). Sondy od firmy Kreatech jsou dodavany nafedéné. Pouziva se 8 pl.

Tabulka &. 7: Redéni sond (LSI, CEP) od firmy Abbott Molecular.

LSI 13914/CEP 15
Nazev sondy LSI TP53/c17; LSI 13 (RB1) CEP 15
LSl IGH/FGFR3 13q14
Reagencie —
hybridiza¢ni
pufr [ul] 7 3,5 3,5
Reagencie —
injekéni H,O
(1] 2 L 1
Reagencie — 0,8 0,4 0,4
sonda [pl]
Vysledny objem 9,8 4,9 49
[ud]

Sondy a pufry jsou skladovany v mrazaku. Pfed jejich pouzitim je nutné je
rozmrazit, zvortexovat a poté zcentrifugovat. Sondy si nafedime a pfipravime
k nasledné denaturaci. Sondy od firmy Abbott Molecular denaturujeme 5 minut pfi
73 °C a sondy od firmy Kreatech denaturujeme 10 minut pii 90 °C. Po denaturaci sond
(LSI 13 a CEP 15) sondy smichame dohromady.

69



PANEL PRO VYSETRENI MM

Tabulka ¢. 8: Zakladni panel pro vysetieni MM.

NAZEV SONDY

NALEZ

LSl ON/IGH
(14932) Break

Normalni nélez x translokace IgH

LSI TP53/CEP17

Normalni nalez x delece TP53; normalni nalez x trizomie,
tetrazomie, pentazomie chromozému 17

LSI RB1/CEP 15

Normalni nalez x delece RB1; normalni nalez x trizomie,
tetrazomie, pentazomie chromozému 15

LSI 1g21/1p36

Normadlni ndlez x zmény poctu kopii v oblasti 121 a
1p36

Pti potvrzeni translokace IgH se déle hled4 translokacni partner — viz. tabulka €. 9.

Tabulka €. 9: Panel pro nalez translokac¢niho partnera.

NAZEV SONDY

NALEZ

LSI IGH/FGFR3

Normalni nélez x translokace t(4;14)

LSI MYEOV/IGH

Normalni néalez x translokace t(11;14)

LSI MAF/IGH

Normalni nalez x translokace t(14;16)

Tabulka €. 10 Panel pro stanoveni vysoce rizikovych nemocnych s MM.

NAZEV SONDY

NALEZ

LSI IGH/FGFR3

Normalni nélez x translokace t(4;14)

LSI MAF/IGH

Normalni nélez x translokace t(14;16)

LSI TP53/CEP17

Normalni nalez x delece TP53

LSI 1921/1p36

Normalni nalez x zmnozeni oblasti 1921
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Pouzité sondy

FIRMA KREATECH

ON IGH (14932) Break

Obrazek ¢. 15: Ideogram chromozému 14 a vizualizace oblasti, na kterou se vaze

sonda 14932 (Kreatech Diagnostics, 2014 — www.kreatech.com).
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LSI sonda 14932 je konstruovana pro detekci translokace zahrnujici gen IgH
Vv oblasti 14q32. Zelené emisni spektrum detekuje oblast o velikosti 400 KB a Cervené
emisni spektrum detekuje oblast o velikosti 600 KB. V ptipadé normélniho nalezu a
Vv ptitomnosti obou chromozéma v mikroskopu pozorujeme 2 fuze (2F) - jak
na chromozoémech tak na interfaznich jadrech. Pti translokaci IgH, pozorujeme obraz
jedné fuze, jeden Cerveny a jeden zeleny signdl (1F1R1G). Obraz s jednou fuzi a
jednim Cervenym signalem (1F1R) pozorujeme casto, jedna-li se o fyziologickou
deleci 5° konce genu IgH, ktera je znaCena zelenym fluorochromem, ale tento nélez

neznamena jednoznacn€ vylouceni pfitomnosti translokace (Kreatech Diagnostics,

2014 - www.kreatech.com).
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ON MM 1921/SRD (1p36)

Obrazek ¢. 16: Ideogram chromozému 1 a vizualizace oblasti, na které se vaze sonda

1921/1p36 (Kreatech Diagnostics, 2014 - www.kreatech.com).
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LSI sonda 1g21/1p36 je konstruovana pro detekci poctu kopii na 1q v oblasti
1921 a na 1p v oblasti 1p36. Zelené emisni spektrum zahrnuje oblast o velikosti
330 KB, obsahuje gen S100A10 a lokusy D1S1953E, SHGC-144740. Cervené emisni
spekrum zahrnuje oblast o velikosti 530 KB, obsahuje gen CHD5 a 4 lokusy
(D1S2795, SHGC-149299, DI1S286E a DI1S253). Normalni nalez vidime
v mikroskopu jako 2 zelené a 2 Cervené signaly (2G2R). Vétsi mnozsvi signalt sveédci
o zmnozeni nebo amplifikaci urcité oblasti, naopak 1 cerveny signdl poukazuje

na deleci 1p (Kreatech Diagnostics, 2014 - www.kreatech.com).

72



ON MYEOV/IGH t(11;14) Fusion

Obrazek ¢. 17: Ideogram chromozomii 11, 14 a vizualizace oblasti, na které¢ se vaze

sonda ON MYEOV/IGH (Kreatech Diagnostics, 2014 - www.kreatech.com).
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LSI sonda ON MYEOV/IGH je konstruovéana pro detekci translokace t(11;14).
Zelené emisni spektrum obsahuje 2 &asti o velikosti 500 KB a 510 KB. Cast
0 velikosti 500 KB obsahuje lokusy (D11S1138, RH69373). Zlomy jsou pozorovany
v oblasti o velikosti 360 KB mezi geny MYEOV a CCND1. Cervené emisni spektrum
obsahuje také 2 c¢asti, obé o velikost 600 KB. Jedna oblast obsahuje geny (JAG2,
IGHC, IGHJ a cast genu IGHD) a lokus (D14S683E). Druhd oblast zahrnuje gen
IGHV a lokus D14S308. Pii translokaci zGstava jeden chromozém 11 normalni (1G
signal), zatimco druhy chromozom 11 je prestavény, kdy ¢ast o velikosti 500 KB
zUstava pfitomna na chromozomu 11 a druhd ¢ast o velikosti 510 KB je translokovana
na chromozom 14. Z chromozému 14 je translokovana 5” oblast genu IgH o velikosti
600 KB na chromozom 11. Tim dojde k fuzi obou genti, které v mikroskopu vidime
jako 2 fuze (2F), jeden normalni signal pro IgH normalniho chromozému 14 a jeden
signal pro normdlni oblast 11q13.2 (1R1G). BéZnym obrazem translokace je tedy
obraz, kde vidime dvé fuze, jeden signal Cerveny a jeden zeleny (2F1RIG).
Normalnim nalezem jsou 2R2G signdly (Kreatech Diagnostics, 2014 -

www.kreatech.com).
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ON MAF/IGH t(14;16) Fusion

Obrazek ¢. 18: Ideogram chromozomii 14, 16 a vizualizace oblasti, na které¢ se vaze

sonda MAF/IGH (Kreatech Diagnostics, 2014 - www.kreatech.com).
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LSI sonda MAF/IGH je konstruovana jako dvoubarevna fuzni sonda. Zelené
emisni spektrum obsahuje 2 &asti o velikosti 500 KB. Cervené emisni spektrum se
skladé ze 2 ¢asti o velikosti 600 KB. Prvni ¢ervené emisni spektrum obsahuje nékolik
gentt (JAG2, IGHC, IGHJ a cast genu IGHD) a lokus D14S683E. Druhé cervené
emisni spektrum obsahaje IGHV a lokus D14S308. Béznym obrazem translokace
t(14;16) jsou 2F1R1G stejné jak je popsanou translokace t(11;14). Normalnim
obrazem jsou 2R2G signaly (Kreatech Diagnostics, 2014 - www.kreatech.com).
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FIRMA ABBOTT MOLECULAR

LSI TP53/CEP 17

Obrazek ¢. 19: Ideogram chromozému 17 a vizualizace oblasti, na které se vaze sonda

LSI TP53 / CEP 17 (Abbott Molecular, 2014 - www.abbottmolecular.com).
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Obrazek ¢. 20: Vizualizace oblasti 17p13.1, na kterou se vaze sonda LSI TP53 (Abbott
Molecular, 2014 - www.abbottmolecular.com).
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Sonda LSI TP53 / CEP 17 je konstruovana pro detekci genu TP53 (moznou
deleci genu) a centromerické oblasti chromozému 17. Oranzové emisni spektrum
obsahuje nekolik genii (SAT2, TP53 a EFNB3), zaroven obsahuje 2 lokusy (D17S812E

a D175655). Zelené emisni spektrum oznacuje oblast centromery 17. Normalnim
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obrazem v mikroskopu jsou 2R2G signaly. Deleci genu TP53 vidime v mikroskopu

jako 1R2G signaly (Abbott Molecular, 2014 - www.abbottmolecular.com).

LSI 13 (RB1) 13g14

Obrazek ¢. 21: Ideogram chromozomu 13 a vizualizace oblasti, na kterou se vaze

sonda LSI 13 (RB1) 13q14 (Abbott Molecular, 2014 - www.abbottmolecular.com).
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Obrézek ¢. 22: Vizualizace oblasti 13ql4, na kterou se vaze sonda LSI 13 (RB1)
13q14 (Abbott Molecular, 2014 - www.abbottmolecular.com).
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Sonda LSI 13 (RB1) 13q14 je konstruovana pro detekci genu RB1, ktery lezi
v oblasti 13ql14. Oranzové spektrum obsahuje gen RB1. Tato sonda se pouziva
v kombinaci s centromerickymi sondami (v nasem pfiipadé sondou pro detekci
centromery 15 nebo 9). V kombinaci s CEP 15 nebo CEP 9, které jsou znaceny
zelenou barvou, v mikroskopu vidime jako normalni obraz 2R2G signaly. V piipadé

delece RB1 vidime 1R2G (Abbott Molecular, 2014 - www.abbottmolecular.com).
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Vysis IGH/FGFR3 DF FISH Probe Kit

Obrézek ¢. 23: Ideogram chromozému 4, 14 a vizualizace oblasti, na které se vaze

sonda IGH/FGFR3 (Abbott Molecular, 2014 - www.abbottmolecular.com).
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Obrazek ¢. 24: Vizualizace oblasti 4p16, na kterou se vaze sonda pro detekci genu

FGFR3 (Abbott Molecular, 2014 - www.abbottmolecular.com).
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Obrazek €. 25: Vizualizace oblasti 14q32, na kterou se vaze sonda pro detekci lokusu
tézkého imunoglobulinového  fetézce (Abbott  Molecular, 2014 -

www.abbottmolecular.com).
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Sonda IGH/FGFR3 je konstruovana pro detekci translokace t(4;14). Oranzové
znacena Cast sondy pokryva oblast o velikosti 1 MB, kterd je rozdélena na 3 casti.
Jedna ¢ast zahrnuje n¢kolik gent, mezi kterymi jsou obsazeny geny FGFR3, WHSC1 a
WHSC2 (MMSET). V teoretické casti - viz. kapitola 3.4.5.2 jsem se jiz zminila
o0 funkci téchto genl. Oba dva tyto geny jsou zapojeny vV translokaci t(4;14).
Pfi pouziti této sondy nemiizeme rozliSit, ktery gen je do translokace zahrnut.
Pro odliseni téchto genid v translokaci jsme vybrali nésledujici sondy [MD Wolf-
Hirschhorn WHSC1 (4pl16)/SE4 — Kreatech; RP11-241P10 (4p16.3)/XCE4 (BAC
Clone BlueGnome/MetaSystems)], se kterymi jsem provedla vySetfeni pomoci metody
FISH. Oblast 14q32 je znacena zelenou barvou a sonda pokryva oblast o velikosti 1,6
MB. PfibéZzném obrazu translokace v mikroskopu vidime 2F1GIR signaly. Pii
normdlnim ndlezu vidime 2G2R signidly (Abbott Molecular, 2014 -

www.abbottmolecular.com).

Hybridizace

Zdenaturovanou sondu napipetujeme na pfipraveny prepardt a prekryjeme
krycim sklickem o velikosti (22x22). Okraje kryciho sklicka oblepime rubber-
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cementem, ktery zabrani vyschnuti sondy béhem hybridizace a sklo vlozime

do hybridiza¢ni komurky s 37 °C po dobu 24 hodin.

Druhy den odstranime rubber-cement, kryci sklicko a poté¢ musime odmyt
zbytek nenavdzané sondy pomoci inkubace skla v mycich roztocich
(0,4xSSC/0,3% NP40) ve vodni lazni pii teplot¢ 73 °C po dobu 2 minut a
(2xSSC/0,1% NP40) pii laboratorni teploté po dobu 2 minut. Po odmyti skla preparat
zamontujeme pomoci Antifade. Na sklo napipetujeme cca 10 ul Antifade a piekryjeme
ho krycim sklickem o velikosti (24x24).

Hodnoceni

Preparat hodnotime ve fluorescencnim mikroskopu za pouziti piisluSnych
fluorescencnich filtri. Hodnotime 100 plazmatickych bunék, které jsou obarveny
modie, diky G¢inkim specifickych protilatek Amca Anti-Human kappa-chain nebo
Amca Anti-Human lambda-chain. Obraz snimame pomoci CD kamery a ukladame je
v softwaru ISIS (MetaSystems). Hodnoceni a popis vysledku probiha podle platnych
pravidel cytogenetické nomenklatury ISCN 2013. Vysledek podléhd kontrole

vedouciho laboratore.

4.3.3 Mnohobarevna fluorescenc¢ni in situ hybridizace (mFISH)

Priprava roztoku

20xSSC: navazime 132 g 20xSSC, rozpustime v 500 ml deionizované H,O a pH

upravime na 7,0. Roztok uchovavame pfti laboratorni teploté.
1IN NaOH: 40 g NaOH rozpustime v 1 1 deionizované H,O

0,07 N NaOH: 14 ml 1 N NaOH + 186 ml deionizované vody
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2xSSC: 50 ml 20xSSC + 450 ml neionizované vody, pH 7,0 — 7,5

0,1xSSC: 2,5 ml 20xSSC + 497,5 ml deionizované vody

Priprava preparatu

Preparat ptipravime nakapanim 2-3 kapek bunécné suspenze na podlozni sklo,
které¢ si predtim popiSeme inicidly pacienta. Nakapany preparat nechame volné
uschnout. Pod svételnym mikroskopem zkontrolujeme mnozstvi mitéz na preparatu a
v piipad¢ jejich nedostatku na sklo prikapeme dalsi kapky bunééné suspenze dle
potteby. V ptipad¢ nadbytku bunck a mit6z na preparatu, nafedime bunéénou suspenzi
fixacnim roztokem Carnoye a nakapeme novy preparat. Suché sklo inkubujeme cca 20
minut v termostatu pii cca 37 °C. Pfed skoncenim inkubacni doby si pfipravime
roztoky do sklenénych koplinek a vytemperujeme je v lazni (0,07 N NaOH —
laboratorni teplota; 2xSSC — cca 4 °C a cca 70 °C; 0,I1xSSC — cca 4 °C a laboratorni
teplota). Sklo vyjmeme ztermostatu a provedeme odvodnéni skla promytim
ve vzestupné fad¢ ledovych alkoholi (uchovavame pii -20 °C), inkubace trva po dobu
cca 1 minuty v 70%, 80%, 90% a 96% ethanolu. Sklo pieneseme do koplinky s
0,1xSSC na cca 1 minutu pfi laboratorni teploté. Inkubaci skla ve 2xSSC provedeme
ve vodni lazni pfi cca 70 °C po dobu cca 30 minut. Po uplynul¢ dobé vyjmeme
koplinku z 1azné a chladime ji cca 20 minut ve vodni lazni p#i cca 37 °C. Sklo
pieneseme do 0,1xSSC pfi laboratorni teplot¢ cca 1 minutu. Sklo denaturujeme
v roztoku 0,07N NaOH po dobu cca 1 minuty pii laboratorni teploté. Sklo pfeneseme
do 0,1xSSC na cca 1 minutu pfi cca 4 °C a poté do 0,2xSSC na cca 1 minutu pii 4 °C.
Poté provedeme odvodnéni skla promytim ve vzestupné tadé¢ ledovych alkoholl
(uchovavanych pii -20 °C). Inkubace trva cca 1 minutu v 70%, 80%, 90% a 96%
ethanolu. Sklo pfeneseme na plotynku vytemperovanou na 45 °C a nechame

ho uschnout.
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Priprava sond

Na kryci sklo o velikosti 22x22 mm pouzijeme cca 8 upl sondy
(24XCyteDNAProbe — MetaSystems), kterou odpipetujeme do 0,2 ml ependorfky.
Sondu denaturujeme v termocycleru (program MFISH) pii teplot¢ 75 °C po dobu
5 minut, ve druhém kroku sondu zchladime na 10 °C na 30 sekund. Na konec se sonda

uchovava 30 minut pii 37 °C.

Hydridizace

Na denaturovany preparat napipetujeme denaturovanou sondu a prekryjeme ji
krycim skli¢kem. Okraje kryciho sklicka oblepime rubber-cementem, ktery zabraiuje
vysychani sondy béhem hybridizace. Hybridizaci provadime 48-72 hodin
pii cca 37 °C. Zbytek nenavazané sondy je po ukonceni hybridizace tfeba odmyt
v mycich roztocich (0,4xSSC ve vodni lazni pfi teploté cca 72 °C po dobu cca 2
minuty; 2xSSC/0,05% Tween20 pfi laboratorni teploté po dobu cca 30 sekund).
Po omyti skla preparat zamontujeme a podbarvime interfazni jadra a mitézy na skle.

Na sklo pipetujeme cca 10 pul DAPI a prekryjeme ho krycim skli¢kem 24x24 mm.

Hodnoceni

Preparat hodnotime ve fluorescencnim mikroskopu za pouziti ptisluSnych
fluorescenénich filtri, mitézy bud’ vyhleddvdme manualné nebo pomoci
automatického vyhledavace metafazi Metafer4. Reprezentativni po€et mitdz je sniman
za pomoci CCD kamery a uklddadn v systému ISIS (MetaSystems). Nasnimané
metafaze zkaryotypujeme a hodnotime za pomoci programu M-FISH (MetaSystems).
Hodnoceni a popis vysledku probihd podle platnych pravidel cytogenetické
nomenklatury ISCN 2013. Vysledek podléha kontrole vedouciho laboratote.
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5 SOUBOR ANALYZOVANYCH NEMOCNYCH

Praktickd c¢ast diplomové prace je zaméfena na studium genovych zmén
souvisejicich s translokaci genu pro tézky fetézec imunoglobulinu s dirazem

na variantni nalezy metodou FICTION u translokace t(4;14), t(11;14) a t(14;16).

Analyzovany soubor nemocnych tvofilo 45 pacientl, které¢ jsem vysetiila
V obdobi od ¢ervna roku 2012 do fijna roku 2013. Soubor tvofilo 25 zen a 20 muza

(graf €. 1).

Graf ¢. 1: Pomér pohlavi v analyzovaném souboru.

B MALE
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Vék v dobé diagndzy se pohyboval od 34 do 88 let s medianem véku 65 let
(graf €. 2).
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Graf ¢. 2: Vék v dobé diagndzy pacientli v analyzovaném souboru.
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Tito pacienti byli sledovani na III. interni klinice FN a LF UP v Olomouci a

vySetfeni v Cytogenetické a molekularné cytogenetické laboratoti HOK FN Olomouc.

Do souboru byli zafazeni nové diagnostikovani pacienti (29), pacienti v relapsu
(3) nebo progresi MM (11), pacient s MGUS (1) a pacient s asymptomatickym MM
(1) (graf¢. 3).

Graf ¢. 3: Pomér zastoupeni jednotlivych fazi onemocnéni v analyzovaném souboru

pacientd.
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Stadia pacienti byla hodnocena podle Durie a Salmona (graf ¢. 4).
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Graf €. 4: Pomér stadii onemocnéni MM dle klasifikace Durie a Salmona.

H MGUS
EstlA
mstilA
EstlllA
HstllB

mstill B

NejcasttéjSim typem MM byl IgG (24/53,3 %) (graf €. 5).

Graf ¢. 5: Pomér typtt MM.
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U vSech pacientil byla vySetfena KD. Procento plazmatickych bunck bylo
ur¢eno morfologicky z natéru KD. Median zastoupeni plazmatickych bun¢k v KD byl
30,4 %.
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5.1 Detailni analyza pacientit s MGUS a asymptomatickym MM

V souboru jsem hodnotila 1 pacienta s MGUS a jednoho pacienta
s asymptomatickym MM. Klasickou cytogenetickou analyzou se u téchto pacientii
nenaSly Zadné zmény v karyotypu. Metodou FICTION byla u obou nemocnych
nalezena piestavba genu IgH. U nemocného se MGUS se nepodafilo nalézt
translokac¢niho partnera. Vylouceny byly geny CCND1, FGFR3 a c-MAF. U pacienta
s asymptomatickym MM byla potvrzena translokace t(11;14).

5.2 Detailni analyza pacientit s MM

Celkové bylo vysetfeno 43 pacienti s MM (graf ¢. 6). Pacienti byli vySetieni
klasickou cytogenetikou a metodou FICTION dle zékladniho panelu pro vySetieni
MM (viz kapitola 4.3.2 Metoda FICTION, tabulka ¢. 8, 9).

Graf ¢. 6: Pomé&r zastoupeni jednotlivych diagn6z v analyzovaném souboru pacienti.
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Klasicka cytogeneticka analyza

U 5/43 (11,6 %) pacienti byly nalezeny zmény pomoci klasické cytogenetické
analyzy, z toho u dvou pacientt se jednalo o komplexni karyotyp (tabulka ¢. 11).

Tabulka €. 11: Zmény karyotypu zjisténé pomoci klasické cytogenetické analyzy.

Pacient Zmény Komplexni karyotyp
¢islo:
1 45,X,-Y[10]/ 46,XY[22] -
2 46,XX,der(4),der(16)[6]/46,XX[1] -

44,XY, ?add(1q),der(2),-2, der(3),
add(11p),13,add(14q),-15,-16,-17,

3 -
-19,+4mar[cp4]/46,XY[9]
4 45,X,-Y[5] / 46,XY[24] -
5 - 45-49,XX,der(1),+der(1),der(2),
?+6,?der(11), 15,+2mar[cp7]/
46,XX[13]
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Metoda FICTION

Metodou FICTION bylo vysetieno vSech 43 pacienti s MM. U 42 pacientl
byly touto metodou nalezeny genetické zmény. Pocet nalezenych zmén je zndzornén

v grafu €. 7. Tyto zmény byly hodnoceny pouze Vv interfdznich jadrech.

Graf ¢. 7: Pomér zastoupeni pocetnich zmén nalezenych pomoci metody FICTION

U pacient s MM.

M zadné zmeny
H1lzména

2 zmény
H3:zmeény

W 4:zmeény
H5zmeén
m6zmeén

m7zmeén

Pouze u jednoho pacienta nebyly nalezeny zZadné zmény. U 10 pacienti byla
nalezena pouze 1 zména — u 6 pacientil se jednalo 0 piestavbu genu IgH, u 3 pacientti
byly nalezeny pocetni zmény chromozému 15 a u jednoho pocetni zmény oblasti

1g21.

U 7 pacientli byly nalezeny 2 zmény. U 3 pacientli se vyskytovala pfestavba
genu IgH spole¢né s deleci RB1. U jednoho pacienta se vyskytovala také ptestavba
genu IgH spolecné s trizomii chromozému 15 a u druhého pacienta piestavba IgH
s amplifikaci oblasti 1g21. V jednom ptipadé¢ se vyskytla delece genu RB1, spolecné
S trizomii chromozému 15. U posledniho pacienta byly nalezeny pouze pocetni

zmeény, a to trizomie chromozému 15 a 17.
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U 14 pacienti se vyskytovaly 3 genetické zmény. U 7 pacienti se jednalo
0 prestavbu genu IgH, spole¢né s deleci RB1 a amplifikaci oblasti 1q21. U dalSich 7

pacientii byly chromozémové zmény ndhodné kombinovany.

U dalsich pacientl, u kterych bylo nalezeno 4 — 7 zmén (strukturnich nebo
pocetnich), nelze urcit jejich spolecny vyskyt. Vyskyt 3 a vice zmén hodnotime jako

nalez komplexnich zmén a ty se v souboru vyskytovaly u 25 nemocnych.

Celkovy vyskyt genetickych a chromozémovych zmén u pacientd s MM je

shrnut v grafu ¢. 8.

Graf ¢. 8: Zastoupeni genetickych a chromozdémovych zmén u pacientli s MM.
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chromozdmové a genové zmény

Prestavba genu IgH byla detekovdna u 31 pacientd. Konkrétni zastoupeni
prestaveb IgH je zobrazeno v grafu ¢. 9. Z téchto 31 pacienti mélo 16 pacienti
spole¢né s touto prestavbou deleci genu RB1, 10 pacientl mélo pocetni zmény
chromozémt 15, 4 pacienti méli prestavbu genu IgH spoleéné s tetrazomii
chromozému 17. Trizomie chromozému 17 se vyskytovala spolecné s piestavbou

genu IgH u jednoho pacienta.
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Pocetni zmény chromozomu 15 a 17 se vyskytovaly v riznych kombinacich.
U9 pacientt byla  detekovana  pouze  trizomie  chromozému 15,
v kombinaci s tetrazomii chromozomu 15 se vyskytovala u 8 pacientli a v kombinaci
S tetrazomii a pentazomii chromozému 15 pouze u 2 pacientli. Kombinace tetrazomie
a pentazomie chromozomu 15 byla nalezena pouze u 1 pacienta. Trizomie
chromozému 17 se vyskytovala u 3 pacientll, spole¢né s tetrazomii chromozomu 17
byla detekovana u 1 pacienta. Samostatna tetrazomie chromozému 17 se vyskytovala

u 4 pacientq.

Pocetni zmény chromozému 15 se vyskytovaly spolecné s prestavbou genu
IgH u 10 pacient. Trizomie chromozému 17 se vyskytovala spole¢né s piestavbou
genu IgH u 2 pacientd, tetrazomie chromozému 17 byla prokdzana spolecné

S pretavbou genu IgH u 4 pacienti.

Zmnozeni oblasti 1q21 byla detekovana u 20 pacientl, spole¢né se zménou
poctu kopii 1p36 se vyskytovala u 5 pacientd. Zmnozeni oblasti 1921 se vyskytovala

spole¢né s piestavbou genu IgH u 15 pacient.

U 5 pacientl byla detekovana delece genu TP53. U 4 pacientl se delece genu
TP53 vyskytovala spole¢né s prestavbou genu IgH.

10 pacienti s MM bylo vySetieno opakované, a to v diagndze a poté v dobé
relapsu nebo progrese onemocnéni. U vétSiny pacientl se v dobé progrese zvySoval
pocet kopii oblasti 1g21 (ze 3 — na 4 a vice), zdroven se zvySovalo procento
plazmatickych bunék s danou zménou. Pouze u 1 pacienta doslo ke klondlnimu vyvoji
a byla nalezena trizomie spolecn€ s tetrazomii chromozému 17 a 5-6 kopii

chromozomu 15, které nebyly nalezeny v dobé diagnozy.
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5.2.1 Pirestavba genu IgH u pacientii s MM

Ptestavba genu IgH byla detekovédna u 31 pacientd s MM. Pomér zastoupeni

jednotlivych typt prestavby genu IgH je zobrazen v grafu €. 9.

Graf ¢. 9: Pomér zastoupeni jednotlivych typl ptfestavby genu IgH.

| fyziologicka delece

B delece 3" konce genu IgH

m delece 1 kopie genu IgH

H nadpocetna kopie genu IgH
M translokacet(4;14)

M translokacet(11;14)

W translokacet(14;16)

U 6 pacientd byla detekovana delece 5 konce IgH genu (fyziologicka delece).
V mikroskopu vidime klasicky obraz pro fyziologickou deleci 1FIR [pro vylouceni
translokace jsem vzdy provedla kontrolu nasazenim sondy pro translokaci t(4;14)].
U jednoho pacienta byla detekovéana delece 3" konce IgH genu (1F1G), u 3 pacientl
byla detekovana delece jedné kopie genu IgH (1F). U 1 pacienta byla detekovana

nadpocetna kopie genu IgH.

U 9 pacientli byla prokazana translokace t(4;14), translokace t(11;14) byla

prokdzana u 7 pacienti a t(14;16) byla detekovéana u 4 pacientl.
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5.2.1.1 Translokace t(4;14) u pacientli s MM

Translokace t(4;14) byla prokazana u 9 pacientd (klinickd data téchto pacientd

viz tabulka ¢. 12), u kterych se dale provedla detailni analyza genu FGFR3 a MMSET.

Tabulka ¢. 12: Klinicka data pacientt s translokaci t(4;14).

Pacient | Pohlavi Vék Stadium % Typ | IgK/L
¢islo M/F v obdobi onemocnéni | plazmatickych | MM
dg. bunék
1 M 48 stil A 18,8 19G K
2 F 61 st B 16 BJ L
3 F 82 st A 23,6 IgA K
4 M 65 st B 33 BJ L
5 M 61 st A 14,4 19G K
6 F 66 st A 38,6 [o]€ L
7 M 58 st A 96,4 IgA K
8 F 72 st A 33 [o]€ L
9 F 52 st A 72,8 19G K

V tabulce ¢. 13 jsou zobrazeny vysledky analyzy metodou FICTION. V tabulce
¢. 14 jsou vysledky analyzy gentt FGFR3 a MMSET. V tabulce jsou uvedeny rtizné
varianty signalt, které byly detekovany u pacientl a jejich procentudlni zastoupeni.
U pacientti 5, 6, 7 a 8 jsem nalezla vice kloni plazmatickych bunck s odliSnym

procentudlnim zastoupenim.
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Detailni analyza genu FGFR3 a MMSET ukézala, Ze u pacientii s translokaci
t(4;14) mizeme metodou FICTON casto pozorovat variantni nalezy signalt, které
naznacuji pfitomnost dalSich subklondlnich populaci s pocetnimi zménami

chromozomu vstupujicich do translokace.

Potencionalni umisténi geni FGFR3 a MMSET je zobrazeno ve schématech

t(4;14) u jednotlivych pacientd.
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Tabulka ¢. 13: Variantni nalezy piestavby genu IgH a translokaci t(4;14).

PACIENT | PRESTAVBA GENU TRANSLOKACE VARIANTNI
CiSLoO: IgH t(4;14) NALEZ
FICTION
(METODA FICTION) | (METODA FICTION)
1 1F1R1G (84%) 2F1R1G (82 %) X
2 1R1G (81%) 2F1R (78 %) variantni
3 1F1R1G (93%) 2F1R1G (90 %) X
4 2G1R (83%) 3F1R (74 %) variantni
5 1F1R1G; 1F2R1G 2F1R1G (70 %); variantni
3F1R1G (16 %)
1F1R1G (64 %); 2F1R1G (44 %);
1F3R2G (16 %); 4F2R2G (12 %); _
6 variantni
1F3R1G (13 %) 4F1R1G (10 %)
7 1R2G (84 %) 3F1R (85 %); 2F1R variantni
(15 %)
8 1F1R2G:; 1F1R; 1F1R3G (53 %); variantni
1F1R1G 1F1R2G (41,6 %)
9 1F1R1G 2F1R1G (93 %) X

93




Tabulka ¢. 14: Vysledek analyzy genu FGFR3 a MMSET.

PACIENT FGFR3/c4 MMSET/SE4 (METODA FISH)
CiSLo: (METODA FISH)

1 2G2R — 100 % 2G2R — 100 %

2 2G2R - 88 %; 2GIR — 12 % 2G2R — 89 %; 2G1R — 11 %
3 2G2R — 100 % 2G2R — 100 %

4 2G2R — 83 %, 3G3R - 17 % 2G2R — 79 %; 3G3R — 21 %

5 2G2R —82 %; 2G3R—18% | 2G2R —86,8 %; 2G3R — 13,2 %
6 2G2R — 82 %; 2G3R — 9 %, 2G2R — 91 %; 2G3R — 9 %

2G4R -9 %

7 2G2R — 85 %; 1G2R — 15 % 2G2R — 85 %; 1G2R — 15 %

8 2G2R - 86 %; 2G3R—-14% | 2G2R -87,2 %; 2G3R - 12,8 %
9 2G2R — 100 % 2G2R — 100 %
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U pacienta €. 1 byl prokazan bézny obraz ptestavby genu IgH (viz obrazek ¢.
26). Dale byla prokazéana translokace t(4;14), u které byl detekovan také bézny obraz
pro translokaci (viz obr ¢. 27). Na obrazku ¢. 27 je zobrazeno potencionalni uloZeni
genu FGFR3 a MMSET a jejich celkovy pocet, ktery byl potvrzen metodou FISH.

Obrazek €. 26: Bézny obraz piestavby genu IgH na chromozdémech a v interfaznim

jadru.

PRESTAVBA GENU IgH

UV

der(4) 4 14 der(14)
IFIR1G INTERFAZNI JADRO

M —gen MMSET a F — gen FGFR3, e Cerveny signal, » zeleny signal, » fuze
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Obrazek ¢. 27: Bézny obraz pro translokaci t(4;14) na chromozdémech a v interfaznim

jéadru.
TRANSLOKACE t(4:14)

F

F
4 der(d) der(14) 14

2F1R1G INTERFAZNI JADRO

M —gen MMSET a F — gen FGFR3, e Cerveny signal, « zeleny signal, « fuze

Obrazek ¢. 28: Ukédzka bézného obrazu pro translokaci t(4;14) (2F1R1G)

V interfaznim jadru.

F — fuze, R — Cerveny signal, G — zeleny signal
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U pacienta €. 2 byl prokazan variantni nalez pro translokaci t(4;14). Pti detekci
genu IgH jsem v mikroskopu detekovala pouze obraz 1R1G. To naznaCuje ztratu
nepiestavéného chromozomu 14. To se potvrdilo pifi detekci t(4;14), jelikoz doslo
ke ztraté zeleného signalu, coz znamena ztratu chromozomu 14. Na obrazku ¢. 29 je
zobrazena translokace t(4;14) a znazornéno potenciondlni umisténi genu FGFR3 a

MMSET a jejich pocet.

Obrazek €. 29: Schéma translokace t(4;14) na chromozomech a v interfaznim jadru.
TRANSLOKACE t(4:14)

F
M M

U U W

4 der(d) der(14)

2F1IR INTERFAZNI JADRO

M —gen MMSET a F — gen FGFR3, e Cerveny signdl, » zeleny signal, » fuze
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Obrazek ¢. 30: Ukazka obrazu pro translokaci t(4;14) (2F1R) v interfaznim jadru.

F — faze, R — Cerveny signal

U pacienta ¢. 3 byl opét prokdzan bézny obraz ptestavby genu IgH a

translokace t(4;14) — viz schémata u pacienta ¢. 1.

U pacienta ¢. 4 byl prokazan variantni nalez. Pfi translokaci t(4;14) jsem
detekovala 3F1R. Zeleny signal lezi na chromozému 14, z toho vyplyva, ze doslo
ke ztraté chromozoému 14 a zaroven K trizomii chromozému 4, ktera byla potvrzena
na mitoze (viz obrazek ¢. 33). V urcitém klonu, pomoci metody FISH, pfi detekci genu
FGFR3 a MMSET v kombinaci s detekci centromery 4, byly prokdzany 3 zelené

signaly, které opét potvrzuji trizomii chromozomu 4.
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Obrazek ¢. 31: Schéma translokace t(4;14) na chromozomech a v interfaznim jadru.

TRANSLOKACE t(4:14)

F
der(4) der(d) 4  der(14)

3F1IR INTERFAZNI JADRO

M —gen MMSET a F — gen FGFR3, e Cerveny signal, » zeleny signal, » fuze

Obrazek ¢. 32: Ukazka obrazu pro translokaci t(4;14) (3F1R) v interfaznim jadru.

F — fuze, R — cerveny signal
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Obrazek ¢. 33: Potvrzeni trizomie chromozoému 4.

CEP 4 — oznaceni centromery 4, FGFR3 — oznaceni genu FGFR3

U pacienta ¢. 5 byl opét prokazan variantni nalez. Pfi translokaci t(4;14) byl
ve vétsim klonu prokazan normalni obraz pro translokaci (viz obrazek ¢. 27), v niz§im
zastoupeni byly detekovany 3F1R1G (viz obrazek ¢ 34). Tento nalez miZe odpovidat
trizomii derivovaného chromozoému 14, stejné jako muize odpovidat i trizomii

derivovaného chromozomu 4, na kterych lezi fuzni signdly.
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Obrazek €. 34: Schéma translokace t(4;14) na chromozomech a v interfaznim jadru.

TRANSLOKACE t(4;14)
F
v AM
F WF

4 der(d) der(14) der(14) 14

3FIR1G INTERFAZNI JADRO

M —gen MMSET a F — gen FGFR3, e Cerveny signdl, » zeleny signal, » fuze

U pacienta ¢. 6 byl prokazan variantni nalez. V mensim klonu byl nalezen obraz
4F2R2G (viz obrazek €. 35) — tento obraz mize odpovidat tetraploidizaci, zmnoZeni

diploidniho poctu na tetraploidni.
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Obrazek ¢. 35: Schéma translokace t(4;14) na chromozomech a v interfaznim jadru.

TRANSLOKACE t(4:14)

F F
4 4 der(d) der(d) der(14) der(14) 14 14

4F2R2G INTERFAZNI JADRO

M —gen MMSET a F — gen FGFR3, e Cerveny signal, » zeleny signal, » fuze

U pacienta ¢. 7 byl také prokdzan variantni nalez. Pii detekci translokace
t(4;14) jsem nasla 2 klony. Ve vétSim zastoupeni klon (3F1R) — viz obrazek ¢. 36.
Zeleny signal lezi na chromozému 14, tudiz v tomto piipadé doSlo k jeho ztraté a
k mozné duplikaci derivovaného chromozomu 4 nebo 14. Druhy klon jsem detekovala
ve vyrazné¢ menSim procentudlnim zastoupeni (2F1R) — viz obrazek ¢. 37, obraz

odpovida ztraté chromozému 14.
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Obrazek €. 36: Schéma translokace t(4;14) na chromozomech a v interfaznim jadru.

TRANSLOKACE t(4:14)
F
M AM Ay

F

der(4) der(4) 4 der(14)
3F1IR INTERFAZNI JADRO

M —gen MMSET a F — gen FGFR3, e Cerveny signal, » zeleny signal, » fuze

Obrézek €. 37: Schéma translokace t(4;14) na chromozémech a v interfaznim jadru.

TRANSLOKACE t(4:14)
F
M M

V U b

4 der(4) der(14)
2F1IR INTERFAZNI JADRO

M —gen MMSET a F — gen FGFR3, e Cerveny signal, « zeleny signal, » fuze
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v

U pacienta ¢. 8 byl prokazan variantni nalez. Pii detekci translokace jsem
detekovala 2 klony (1F1R3G Vv procentualni pievaze a 1F1R2G). Zeleny signal lezi
na chromozému 14, tudiz v klonu 1F1R3G (viz obrazek ¢. 40) doslo Kk pocetni zméné
chromozomu 14 a pravdépodobné ke ztraté derivovaného chromozému 4 nebo 14.
Ztrata derivovaného chromozému 4 nebo 14 nebyla déle vySetfovana. V menSim
procentualnim zastoupeni se vyskytoval klon 1F1IR2G (viz obrazek ¢. 38). Klon

1F1R3G miize odpovidat dalSimu klondlnimu vyvoji se zmnozenim chromozému 14.

Obrazek ¢. 38: Schéma translokace t(4;14) na chromozdémech a v interfaznim jadru

(D).

TRANSLOKACE t(4:14)

| Y
4 def(ld) 13 14

1F1R2G INTERFAZNI JADRO

M —gen MMSET a F — gen FGFR3, e Cerveny signal, » zeleny signal, » fuze
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Obrazek ¢. 39: Ukazka obrazu pro translokaci t(4;14) (1F1R2G) v interfaznim jadru.

F — fuze, R — Cerveny signal, G — zeleny signal

Obrazek ¢. 40: Schéma translokace t(4;14) na chromozdémech a v interfaznim jadru

(2).
TRANSLOKACE t(4;14)

F
M

F
$  de(ld) 13 13 14

1F1R3G INTERFAZNI JADRO

M —gen MMSET a F — gen FGFR3, e Cerveny signal, « zeleny signal, » fuze

105



Obrazek ¢. 41: Ukazka obrazu pro translokaci t(4;14) (1F1R3G) v interfaznim jadru.

F — fuze, R — Cerveny signal, G — zeleny signal

U pacienta Cislo 9 nebyl prokdzan variantni ndlez. Nalez byl stejny jako
u pacienta ¢. 1 a 3. U piestavby genu IgH jsem detekovala 1F1R1G — viz obrazek ¢. 26
a pfti translokaci t(4;14) jsem nalezla pouze 1 klon (2F1R1G) — viz obrazek ¢. 27.

U tohoto pacienta byl klasickou cytogenetickou analyzou prokazan komplexni
karyotyp, proto byl pacient dale vySetfen metodou mFISH. Tento pacient byl vySetfen

jak v dobé¢ diagnozy, tak v dob¢& progrese onemocnéni.

106



Obrazek ¢. 42: Karyotyp v dobé diagnozy

88 88 8as HE e &8s
3

1 2

Ho %% vhed Hm ) £ ed “é
7

[ e & LX) » B € o & g

13 14 15 16 17 18
L A1) 728 LR .'

19 20 21 22 Y mar

48,XX,+3,+77,-13,+19,der(22)[10]

V tomto karyotypu byla nalezena trizomie chromozému 3, 7 a 19, monozomie

chromozému 13 a derivovany chromozom 22. U pacienta bylo provedeno vysetieni
metodou mFISH.
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Obrazek €. 43: Vysledek vysetfeni mFISH v dob¢ diagnézy pacienta

mFISH Kkaryotyp: 48,XX,der(2)t(2;X)(q?23;9?26),+3,+7,-13,+19,
der(22)t(1;22)(9?12;?q13)

Pacienta €. 9 jsem vySetiila v dobé progrese metodou FICTION a byl soucastné

vySetien metodou mFISH.
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Obrazek ¢. 44: Karyotyp v dobé& progrese

g8 B8 s &8 &8 &9
1 2 3 4 5 X
B8 838 af 83 Bs B2 5,
(5] 7 8 9 10 11 12
@ o% &N 8 &8 Sd
13 14 15 16 17 18

aks e FYS .’
19 20 21 22 N mar

48,XX,?der(1),der(2),?der(3),+7,der(14),+19,der(?22)[7]
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Obrazek €. 45: Vysledek mFISH v dob¢ progrese (1. klon)

mFISH Kkaryotyp:48,XX,der(2)t(X;2)(q?26;q?23),der(3)t(3;14)(?;?),del(5)(?q),+7,
150(8)(q10),der(14)t(1;14)(q?11;p?13),?dic(15;18)(p?13;p?11.2),+19,
der(22)t(1;22)(9?12;9?13)

chybéni chromozomu 18 a 20 je ndhodnou ztratou a nejedna se o klonalni zménu.

Metodou mFISH byl prokdzdn dal§i abnormalni klon s poctem 48

chromozomi, s obéma derivovanymi chromozomy 14, trizomii chromozému 16.
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Obrazek €. 46: Vysledek mFISH v dob¢ progrese (2. klon).

mFISH Kkaryotyp: 48,XX,der(2)t(X;2)(q?26;9?23),+7,-10,del(13)(q?14q?),
der(14)t(1;14)(9?11;p?13),der(14)t(8;14)(?;9?),+16,+19,der(22)t(1;22)(q?12;9?13)

Dva pacienti z vysetfovaného souboru translokace t(4;14) byli v dob¢& vySetfeni
V progresi onemocnéni, zbylych 7 pacientd bylo vySetfeno v dobé diagndzy.
Z 9 pacientt bylo vySetfeno 5 zen a 4 muzi, median preziti byl 18,2 mésici. Z tohoto
souboru k datu 18.12.2013 zilo celkem 7 pacientii s medianem pteziti 17,8 mésica.
Dva nemocni zemfeli, jeden za 25,8 a druhy za 11,7 mésici od data diagndzy.
Vzhledem ke kratké dobé sledovani nelze hodnotit klinicky vyznam normalniho a

variantniho nalezu translokace t(4;14).
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5.2.1.2 Translokace t(11;14) u pacienti s MM

Translokace t(11;14) byla prokazana u 7 pacientii. V tabulce ¢. 15 (strana 113)
je zobrazena pfestavba genu IgH a translokace t(11;14) pro jednotlivé pacienty.
V tabulce jsou uvedeny rtzné varianty signall, které byly detekovany u pacientli a
jejich procentudlni zastoupeni. U pacienti 1, 3, 4, 5 a 7 jsem nalezla vice klonl
plazmatickych bunék, ztoho byl jeden klon vétSinou ve vyrazné mensim

procentualnim zastoupeni. U vSech pacientl byl prokézan variantni nalez translokace.
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Tabulka ¢. 15: Varianty pfestavby genu IgH a translokaci t(11;14).

PACIENT | PRESTAVBA GENU TRANSLOKACE VARIANTNI
CiSLO: IgH t(11;14) NALEZ
FICTION

(METODA FICTION) | (METODA FICTION)

1 1F1R1G (83 %) 1F1R2G (39 %); variantni
1F1R1G (47 %)

2 2R1G (87%) 1F1R2G (76 %) variantni
3 1R1G (77 %); 2F1R (79 %); variantni
1F1R1G (17 %) 2F1R1G (21 %)

2F2G2R (31 %);

2F1G2R (24 %): ,
4 1F3R (70 %); variantni

PR (1304 1F1G2R (19 %);
(13%) 2F1R2G (15 %)

S nehodnoceno 1F1R2G (91 %); variantni
1F1R1G (9 %)

6 1F1R (87 %) 1F1R2G (85%) variantni
7 1F1R1G (72 %); 2F1R1G (52 %); variantni
2R2G (19 %) 2F2R1G (28 %)
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Celkem 6 pacienti s translokaci t(11;14) bylo vySetfeno v dobé¢ diagnézy,
jedna pacientka byla vySetiena v dobé refrakterni faze onemocnéni, a to 13 let
od diagnézy MM. Ze 7 pacientli byli vySetfeni 3 muzi a 4 zeny. Median preziti
souboru s translokaci t(11;14) byl 36,9 mésicu. Dva pacienti z tohoto souboru zemfeli.

Jeden 8,9 mésict od data diagndzy a druhy 7 mésict od diagndzy.

5.2.1.3 Translokace t(14;16) u pacienti s MM

Translokace t(14;16) byla prokazana u 4 pacientd. V tabulce ¢. 16 (strana 115)
je zobrazena piestavba genu IgH a translokace t(14;16) pro jednotlivé pacienty.
V tabulce jsou uvedeny rizné varianty signall, které byly detekovany u pacientll a
jejich procentualni zastoupeni. V nékterych ptipadech neni procentudlni zastoupeni

uvedeno, a to z divodu Spatné hybridizace sondy na geneticky material pacientd.

U vSech pacientii byl prokdzan variantni nalez translokace.
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Tabulka ¢. 16: Varianty piestavby genu IgH a translokaci t(14;16).

2F2R2G (22 %)

(19 %); 2F1G (15 %)

PACIENT | PRESTAVBA GENU TRANSLOKACE VARIANTNI
CiSLO: IgH t(14;16) NALEZ
FICTION
(METODA FICTION) | (METODA FICTION)
1 2R2G (98 %) 3F1G (86 %) variantni
2 piestavba obou kopii 3F1R3G; 4F2G variantni
IgH
3 1F1R1G; 2F1R1G 2F2G (85 %); variantni
2F1G (15 %)

4 1F1R1G (52 %); 2F2G (58 %); 4F2G variantni

3 pacienti z vySetfeného souboru s translokaci t(14;16) byli vySetieni v dobé
diagnézy a 1 v dob¢ progrese onemocnéni. Ze 4 pacientl byli vySetfeni 2 muzi a 2

Zeny. Jeden pacient z tohoto souboru t(14;16) zemiel, a to 5,6 mésici od data

diagnozy. Median pieziti souboru pacientt s translokaci t(14;16) byl 28,8 mésicu.
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6 DISKUZE

Mnohocetny myelom je maligni B lymfoproliferativni onemocnéni (Anderson
et Carrasco, 2011), které tvoii asi 1 % vSech onkologickych onemocnéni, 10 % vSech
hematologickych onemocnéni (Hajek et al, 2011) a je druhym nejcastéjSim hemato-
onkologickym onemocnénim (Bahlis et al, 2006). Je charakteristicky proliferaci
klonalnich, dlouho Zijicich plazmatickych bun¢k v kostni dieni (Anderson et Carrasco,
2011). Mnohocetny myelom ma velice rozmanité piiznaky (Adam et al, 2001).
Na rozdil od jinych hemato-onkologickych onemocnéni mnohocetnému myelomu
predchazi stddium zvané MGUS (monoklondlni gamapatie nejasného vyznamu)

(Anderson et Carrasco, 2011). MGUS je asymptomaticka forma tohoto onemocnéni
(Madan et Rajkuma, 2010).

Praktickd c¢ast diplomové prace byla zaméfena na translokace genu IgH.
Provedla jsem detailni analyzu souboru metodou FICTION, u pacientil s translokaci
t(4;14) jsem provedla i cytogenetickou analyzu gent FGFR3 a MMSET metodou
FISH. U vSech pacienti bylo provedeno klasické cytogenetické vySetfeni a
u nékterych pacientd na zakladé klasického cytogenetického vysetieni byla provedena
I metoda mFISH.

Klasickou cytogenetickou analyzou nelze rozpoznat kryptické aberace.
Pokrokem bylo zavedeni metody FISH, kterd detekuje tyto zmény pomoci lokusové
specifickych sond a u mnohoc¢etného myelomu se stala prilomovou metodou metoda
FICTION. U mnohocetného myelomu je velkym problémem nizka infiltrace kostni
dfené¢ nadorovymi myelomovymi buiikami. Abychom tyto nadorové plazmatické
bunky rozpoznali mezi ostatnimi buiikami kostni diené, pouZivame fluorescenéné
znaCené protilateky proti lehkym fetézcim cytoplazmatickych imunoglobulint.
Pfi pozorovani v mikroskopu rozliSujeme jednotlivé nadorové buiky v kostni dieni
na zaklad¢ syté modrého zbarveni cytoplazmy a pouze v téchto buitkach vysetiujeme
chromozomalni aberace. Stejné jako u jinych hemato-onkologickych malignit se
I Umnohocetného myelomu setkavame se specifickymi klonalnimi - pocetnimi
I strukturnimi abnormalitami chromozoémi, ¢asto se jedna o slozité komplexni zmény
(Kuglik et al, 2008).
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Cytogenetické vysSetieni u mnohocetného myelomu (stejné¢ jako u jinych
hemato-onkologickych onemocnéni) je dulezitym prognostickym faktorem. Rajkumar
(2012) uvadi rozdeleni pacientt do tii prognostickych skupin, dle chromozomalnich a

genovych zmén.

U mnohocetného myelomu se vyskytuji primarni genetické zmeény, které se
chromozému 13. Sekundédrni genetické zmény jsou vétSinou spojeny s progresi
onemocnéni. Mezi sekundarni genetické zmény patii delece genu TP53 a nadpocetné

kopie oblasti 1g21 (Chng et al, 2007).

Vysetfovany soubor tvofilo 45 pacienti — u 43 pacienti byla potvrzena
diagn6za mnohocetného myelomu, u 1 pacienta diagn6za MGUS a u 1 pacienta
asymptomatickd forma onemocnéni. U vSech pacienti byla provedena klasicka
cytogeneticka analyza. Zmény byly nalezeny pouze u 5 pacientil, z toho u 2 pacienti

byl nalezen komplexni karyotyp.

Translokace t(4;14) byla nelezena u 9 (20 %) pacientd. U 3 pacienti byl
pozorovan béZzny obraz pro translokaci t(4;14) a u dalSich 6 pacienti jsme pozorovali
variantni nalez metodou FICTION. Tato frekvence vyskytu je stejna jako uvadi prace
Ronchettiho et al (2001) - translokace t(4;14) se vyskytuje asi u 20 % nemocnych a je
obvykle provazena velmi agresivnim prubéhem onemocnéni. Medidn pieziti pacientl
s translokaci t(4;14) se pohybuje v rozmezi mezi 3-4 roky, pacienti, ktefi podstoupi
autologni transplantaci kmenovych bunék maji median pteziti 5-7 let (Kalff et
Spencer, 2012). Median pieZiti pacientl s translokaci t(4;14) v analyzovaném souboru
byl 18,2 mésict (1 rok a 6 mésici). V nasem piipadé se jedna o velmi maly pocet

pacientt, a proto délku preZiti nelze porovnavat.

Autofi Hébraud et al (2013) udavaji, Ze translokace t(4;14) by méla byt
primarni patogenni udalosti, ale zjistili, Ze translokace t(4;14) je u n€kterych pacientt
pozorovana az v progresi onemocnéni. Pfi diagnéze translokace t(4;14) nebyla
prokazana. Vyskyt translokace pouze v progresi naznacuje, Ze translokace t(4;14)
nemusi byt zménou primarni a tedy je otdzkou, zda existuji pouze subklony nesouci
translokaci t(4;14), které jsou pozorovatelné pouze v dob¢ relapsu. Autoii ¢lanku se

domnivaji, Ze progrese onemocnéni mize byt zplisobena subklony, které se castecné
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lisi odtéch, které byly pozorovany pii diagnéze. To naznaCuje existenci
,,ancestralniho — pavodniho klonu, a to znamend, ze vSechny subklony spolu
geneticky souvisi (Hébraud et al, 2013). Data Hébrauda et al (2008) ukazuji, ze
translokace t(4;14) neni primarni genetickou udalosti a jeji spojeni s nepiiznivou

progndzou neni zatim objasnéno.

Nase variantni nalezy u pacientii s translokacemi t(4;14), t(11;14) a t(14;16)

souvisi s neddvnymi pozorovanimi tykajici se klonalni a subklonalni heterogenity.

Puvodni pfedstava klonalniho vyvoje u MM se shodovala s obecnym modelem,
ktery publikoval v roce 1976 Peter Nowell (1976). Tento model ptedpokladal, ze
vSechny klony, které v pribéhu onemocnéni vznikaji, maji navzajem linearni vztah.
Tato pifedstava je v soucasnosti doplnéna na zaklad¢ celogenomového sekvenovani
pozorovanim, ze kromé linedrnitho vyvoje, existuje tzv.“Darwin-like”, tedy
rozvétveného (branching) klonalniho vyvoje, kde bylo popsano, Ze existuje nejen
interklonalni heterogenita, ale byla potvrzena i intraklondlni heterogenita. Tato
intraklonalni heterogenita byla pozorovana i u translokace t(4;14) a t(11;14) (Walker
et al, 2012). Nase vysledky variantnich nalezd u translokace t(4;14), t(11;14) a
t(14;16) jsou pravé ve shod¢ stimto literdrnim pozorovanim. Intraklonalni
heterogenita predstavuje u nasich vysledkll ztraty a zmnozeni jak normalnich, tak
derivovanych chromozémil a variantni nalezy jsou obrazem existence heterogenity

Vv daném klonu.

Walker et al (2010) udava, ze na chromozému 4 je nejcastéji deletovana
telomericka ¢ast kratkého ramene, a to v disledku nevyvazené translokace t(4;14),
ktera rusi expresi FGFR3 na chromozému 4. Casto dochazi ke ztraté derivovaného
chromozému 14 a tim i ke ztraté exprese FGFR3 (Walker et al, 2010). V nasem
souboru doslo ke ztrat¢ normalniho chromozému 14, zmnoZeni chromozému 4 a
derivovaného chromozému 14. V jednom piipadé doSlo ke ztrat¢ derivovaného

chromozomu 4 nebo 14.

Dva pacienti z mého vysetieného souboru byli v dobé vySetfeni v progresi
onemocnéni. U téchto pacientl byla translokace t(4;14) prokdzéna jiz v dobé diagnozy
a nedoslo ani K jeji ztraté v prubéhu onemocnéni, jak pozoroval ve své praci Hébraud

et al (2013). Ztratu translokace pozorovali v pribéhu onemocnéni u 11 pacientii z 268
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vysetienych nemocnych. Toto pozorovani vedlo autory k navrzeni modelu onkogeneze

u MM (obrazek ¢. 47).

Obrazek ¢. 47: Model onkogeneze mnohocetného myelomu (Hébraud et al, 2013).

Germinal
e | MGUs | Myeloma [>| Relapse || EXTneculany

clonal |
mmn;:mm: E -‘E
« Ancestral | B 5
Clone = U=l E

V tomto modelu dochazi ke zméndm jiz v germinalnim centru, kde vznika
nancestralni klon“. Tento klon se vyviji do rGznych subklonli. Zakladem je vyvoj
spojeny jednak s translokaci zahrnujici gen IgH a se zmnozenim chromozomiti vedouci
k hyperdiploidii. U pacientl, ktefi maji translokaci zahrnujici gen IgH, nejsou
pfitomny pocetni chromozdémové zmény. Tento model miiZze byt aplikovan 1 u naseho
vySetfené¢ho souboru. U 33 pacientli jsme pozorovali translokace zahrnujici gen IgH,
u 10 pacientt doslo k zisku chromozému (vétSinou chromozému 15 a 17), u 1 pacienta
doslo k amplifikaci oblasti 1g21 a u 1 pacienta nebyly nalezeny zadné genetické

zmeny.

Nejnovejsi studie Mirabella et al (2013) ukazuji, ze gen FGFR3 vykazuje
pouze slabou transformacni aktivitu a ze neni hlavnim onkogennim faktorem.
Nadmeérna exprese genu FGFR3 se vyskytuje asi u 70 % pacienti s translokaci t(4;14),
nicméné gen MMSET je nadmérné exprimovan ve vSech piipadech. Mala ¢ast pacientli
s translokaci t(4;14) méla mutace v genu FGFR3, tyto mutace jsou ale vzacné a
vyskytuji se zhruba v5 % pfipadi. V tvahu mohou pfipadat i dalsi mechanismy,
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kterymi je gen FGFR3 regulovan a jsou nezavislé na translokaci t(4;14). Vzacné byla
pozorovana amplifikace genu FGFR3 v bunéénych liniich mnohocetného myelomu.
V nasem analyzovaném souboru nebyla exprese gend studovana, ale nepozorovali
jsme zmény poctu kopii metodou FISH. V mensim klonu se vyskytoval nadmérny
pocet kopii genu FGFR3 (u 4 pacientll), coZz odpovida 44 %. Pti nadmérném poctu
kopii dané¢ho genu se da predpokladat i jeho zvySena exprese. Gen MMSET byl
nalezen opét vV menSim klonu ve 3 kopiich u 4 pacientd (44 %), i zde se da
predpokladat zvySena exprese genu. V jednom piipad¢ byla v menSim klonu
detekovana pouze jedna kopie genu FGFR3 a MMSET. U zbylych 4 pacienti byly
nalezeny normalni pocty kopii genu FGFR3 a MMSET.

Translokace t(11;14) se vyskytuje asi u 15-20 % pacienti s MM (Liebisch et
Doéhner, 2006). V analyzovaném souboru se translokace t(11;14) vyskytovala
v 15,5 %. Obecné jsou piestavby IgH povazovany za neptiznivy prognosticky faktor,
nejCastejs$i prestavbou zahrnujici IgH lokus patii pravé translokace t(11;14). Podle
nékterych autorti je provazena delSim celkovym pfezitim nemocnych na rozdil
od ostatnich pfestaveb je povazovana spiSe za priznivy prognosticky ukazatel (Kuglik
et al, 2008). Autoti Walker et al (2010) udavaji, Ze pii translokaci t(11;14) nedochazi
pfestavbam ve srovnani s oblasti, ve které dochazi k translokaci t(4;14) (Walker et al,
2010). Variantni nalez metodou FICTION svéd¢i o existenci subklonti se ztratou a

zmnoZenim derivovanych 1 normalnich chromoz6ému zahrnutych do translokace.

Translokace t(14;16) se vyskytuje asi u 5 % pacientt (Fonseca et al, 2003).
V analyzovaném souboru se translokace t(14;16) vyskytovala v 8,9 %. Klicova studie
0 prognoze translokace t(14;16) pochazi z Mayo Clinic, kde byla spojena se Spatnou
prognozou. Dalsi zprava z univerzity z Arkansasu navrhla, ze nadmérna exprese genu
MAF, byla spojena s krat$im pfezitim, a to i 1éCenych pacientti (Avet-Loiseau et al,
2011). Nepftizniva progndza pacientli byla v naSem analyzovaném souboru prokézéna,

median pfeZziti nemocnych byl 28,8 mésici.
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7 Zavér

Cytogenetickd analyza souboru 45 pacientt s MGUS/MM ukazala, ze
chromozémové zmény jsou integralni soucasti nadorového procesu. Genetické zmény
byly uréeny u 44 (97,7%) nemocnych. Detailni studium genovych zmén souvisejicich
s translokaci genu pro tézky fetézec imunoglobulinii potvrdilo, ve shod¢ s literaturou,
existenci inter a intraklonalni heterogenity, ndlezem variantnich signalG pfi urceni
translokaci metodou FICTION. Tyto néalezy budou soucasti dalSich analyz, pfedevsim

hodnoceni klondlniho vyvoje a jeho klinickych disledk.

121



8 Seznam pouzitych zkratek

ASCT — autologni transplantace kostni dien¢

BAC — bacterial arteficial chromosome

CCNDL1 - cyklin D1

CCND3 - cyklin D3

CEP — centromericka sonda

DNA — deoxyribonukleova kyselina

F - faze

FGFR3 - receptor fibroblastového ristového faktoru 3
FICTION - imunofluorescencni detekce myelomovych bunék a nasledna FISH
FISH - fluorescencni in situ hybridizace

G — zeleny signal

GC — germinalni centrum

Ig - imunoglobulin

IgH - gen pro téZky fetézec imunoglobulinu

IL-6 - interleukin 6

K - kappa

KD — kostni dfen

L - lambda

LSI — lokusové specificka sonda

mMFISH - mnohobarevna fluorescenéni in situ hybridizace
MGUS - monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu
MM - mnohocetny myelom

MMSET - Multiple Myeloma Set Domain

R — Cerveny signal

RB1 - retinoblastomovy gen

TP53 — tumor supresorovy gen p53

VDJ rekombinace - pteskupovani subgent pro tézké fetézce imunoglobulint
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