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Souhrn

Diplomova prace se zabyva analyzou cytogenetickych zmén pomoci metody
komparativni genomové hybridizace na ¢ipu (aCGH) u pacientd s mnohocetnym

myelomem.

V teoretické Casti jsou zminény vSeobecné informace o tvorbé krevnich bunck
a vyvoji B lymfocytt. Jsou zde popsany nejéastéji se vyskytujici monoklonalni gamapatie
se zaméfenim na mnohocetny myelom. U mnohocetného myelomu jsou shrnuty piiznaky,
moznosti vySetieni, kritéria pro diagnozu, dale pak nejcastéji se vyskytujici cytogenetické

zmény a metody jejich detekce.

V praktické casti je analyzovan soubor 51 pacientli s diagndézou mnohocetny
myelom, u kterého byly metodou aCGH vysetiovany chromozomové abnormality. Zmény
byly detekovany u 50 pacientti. Nejéastéji detekovanymi zménami bylo zmnozeni celych
chromozomu (30 pacientti), zmnozeni dlouhych ramen chromozomu 1 (29 pacienti) a ztraty
celych chromozomii (27 pacienti). Celkem 30 pacienti nalezelo do skupiny
S hyperdiploidnim myelomem a 20 pacient do skupiny S nonhyperdiploidnim myelomem.
Pro doplnéni IGH translokaci byly pouzity vysledky zanalyzy metodou FICTION

(fluorescence immunophenotyping and fluorescence in situ hybridization).

Diplomovéa prace potvrdila vyznam metody aCGH pro analyzu cytogenetickych
aberaci, jeji dulezitost v kombinaci smetodou FISH a prokazala vyskyt vysoce
heterogennich zmén u pacienti s mnohocetnym myelomem, které mohou slouzit k rozdéleni

pacientil do prognostickych skupin a ovlivnit volbu 1é¢by.



Summary

This thesis deals with the analysis of cytogenetic changes using aCGH method in

patients with multiple myeloma.

Theoretical part summarizes basic information about blood cells formation and B cell
development. Furthermore there are described the most common monoclonal
gammopathies, especially multiple myeloma. In multiple myeloma symptoms, examinations
options, criteria for diagnosis, the most frequently occurring cytogenetics changes and

methods for their detection are summarized.

The experimental part contains group of 51 patients. All of them where examined by
aCGH method. Chromosomal aberrations were detected in 50 patients. The most frequently
detected changes were gain of whole chromosomes (30 cases), multiplication of 1q
(29 cases) and loss of whole chromosomes (27 cases). Total of 30 patients belonged to
hyperdiploid myeloma and 20 patients belonged to nonhyperdiploid group. IGH
translocations were analyzed using FICTION (fluorescence immunophenotyping and

interphase cytogenetic as a tool for the investigation of neoplasm) method.

The thesis confirmed the importance of aCGH method for analysis of cytogenetic
aberrations in multiple myeloma, especially in combination with FISH method showed the
occurrence of highly heterogeneous changes in multiple myeloma patients, which can divide

patients into prognostic groups and may also influence the treatment approach.
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MYC
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SMM

TP53
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magnetic activated cell sorting (magneticky aktivovana

separace bun¢k)

Mitogen activated protein kinase (mitogeny aktivovana

protein kinaza)
multicolor FISH (mnohobarevna FISH)
Monoklonalni gamapatie

monoclonal gammopathy of undetermined signifikance

(monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu)
multiple myeloma (mnohocetny myelom)

myelocytomatosis oncogene (protoonkogenil kddujici jaderné

transkripcni faktory)

nonhyperdiploid multiple myeloma (nonhyperdiploidni

mnohocetny myelom)

plazmaticka buiika

RB1 retinoblastoma 1 gene

smouldering myeloma (doutnajici mnohocetny myelom)
TP53 tumor protein pS3 gene (nadorovy supresorovy gen)

Waldenstromova magroglobulinemie
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1. Uvod

Monoklonalni gamapatie jsou heterogenni skupinou hematologickych onemocnéni
charakterizovanou pfitomnosti monoklonalniho imunoglobulinu detekovatelného v séru ¢i v
moci. Nejcastéji se vyskytujici monoklonalni gamapatii je benigni monoklonalni gamapatie
nejasného vyznamu (MGUS), u které je trvale zvysené riziko prechodu do maligniho stadia
— mnohoc¢etného myelomu (MM). (Mikulasova et al., 2012), (Maisnar, 2013). Mnohoc¢etny
myelom ptedstavuje 1 % vSech nadort a je druhou nejéastéjsi hematologickou malignitou.

Median véku pii diagnoze se pohybuje od 66 do 70 let (Kazandjian, 2016).

Cytogenetické mény se vyskytuji u 80-85 % pacientt s MM a hraji klicovou roli
V urcovani prognézy onemocnéni. Dle detekovanych zmén se daji pacienti rozdélit do
skupiny s hyperdiploidnim a nonhyperdiploidnim typem MM. (Kjeldsen, 2016; Grzasko
etal., 2017).

V soucasné dobé se k detekci zmén pouzivaji hlavné techniky molekulérni
cytogenetiky jako FISH (Fluorescen¢ni in situ hybridizace) a aCGH (komparativni
genomova hybridizace na ¢ipu). Kombinaci obou metod I1ze dosahnout velkého zachytu jak

IGH translokaci, tak po¢etnich zmén chromozomu (Rack et al., 2016).



2. Cile prace:
1. Zpracovani literarni reserSe na téma mnohocetny myelom a metoda arrayCGH

2. Zvladnuti technik izolace DNA z riznych materialt (kostni dfen, fixované bunky pro

cytogenetickou analyzu, separované CD 138+ buiiky)
3. VySetfeni souboru pacienti s MM metodou arrayCGH

4. Ovéteni vysledklit metody arrayCGH metodou FICTION a porovnani vysledkii obou

metod



3. Teoreticka ¢ast

3.1. Uvod do hematologie

Krvetvorba (hematopoéza) je proces tvorby krevnich elementid Vv Krvetvornych
organech a skladda se z faze prenatalni a postnatalni. Prenatalni faze se déli na zarodecnou
a fetalni. Prenatalni krvetvorba zafina vraném stadiu t€hotenstvi a zahrnuje obdobi
mezoblastové, hepatoliendlni a medularni. Jednotlivé faze se navzijem prolinaji.
Mezoblastové obdobi zac¢ind mezi 14 a 19. dnem t&hotenstvi, kdy zafind krvetvorba
v krevnich ostriveich zloutkového vaku a je prakticky pouze erytroidni povahy. Obdobi
mezoblastové trva od 3. do 10. tydne nitrodé€lozniho vyvoje. Hepatolienalni (jaterni) obdobi
nastava po 6. tydnu zarode¢ného Zzivota. Krvetvorba se piesouva hlavné do jater. Od
12. tydne téhotenstvi Se vV mensi mife zacina podilet i slezina. V tomto obdobi vznikaji
I matetské bunky bilych krvinek a krevnich desticek. Obdobi hepatolienarni krvetvorby trva
az do porodu. Od 20. tydne zafind meduldrni obdobi, kdy se vSechny druhy krvinek zacinaji
tvofit i v kostni dieni (KD). Nejprve se krvetvorba objevuje v kli¢nich kostech, pozdé&ji i ve
vSech ostatnich (Pecka, 2002). Mimodienova krvetvorba piestava fungovat ve 2-3. tydnu po
narozeni a za normalnich okolnosti pretrvava krvetvorba pouze v KD. U patologickych stavi
se muze obnovit i v jinych organech (slezina, jatra...). Po narozeni produkuje krevni bunky
KD v celém téle. Takovou KD nazyvame Cervend. S postupem Zivota této dien¢ ubyva
ameéni se na KD tukovou (inaktivni). Nejdéle byva krvetvorba zachovana v obratlich,

zebrech, hrudni kosti, panvi a koncich stehennich kosti (Pecka, 2002).

Krevni bunky vznikaji z pluripotentnich hematopoetickych kmenovych bun¢k. Jako
kmenové bunky se oznacuji nediferencované krevni bunky, které maji schopnost

sebeobnovy a dale se diferencuji do bunéc¢nych linii jednotlivych krevnich fad.

Pluripotentni matei'ska bunka je oznacovana jako HSC (hematopoetic stem cell), ma
vysokou schopnost sebeobnovy a dale se diferencuje na bunku progenitorovu, ktera je
predurcena pro diferenciaci do jedné ¢i vice krevnich fad. Progenitorové buniky maji malou
schopnost sebeobnovy a vysokou schopnost diferenciace, ktera ma za nasledek vznik bunék
prekurzorovych. Jejich dalsi diferenciace a zrani v konkrétni krevni bunky ma
charakteristické spole¢né rysy, jako je kondenzace chromatinové struktury jadra a snizovani

aktivity jadérka (Andél et al., 2001).

V prubéhu hematopoézy dava progenitorova kmenova buiika vznik bunkam

myeloidni a lymfoidni fady. Z myeloidniho prekurzoru vznikaji monocyty, granulocyty,
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trombocyty a erytrocyty. Granulocyty se dale déli dle ptitomnosti granuli na neutrofilni,
eozinofilni a bazofilni. Z lymfoidniho progenitoru se vyvijeji T a B lymfocyty a NK buiky.
Hematopoéza je zjednoduSené znazornéna na Obrazku 1. Lymfocyty v lymfatické tadé
nazyvame bunkami imunokompetentnimi, jelikoz maji schopnost podilet se na vyvoji
imunitni reakce (Krahulcova et al., 1996; Hofejsi et Bartinkova, 2009). Lymfocyty vznikaji
hlavné v lymfatickych organech, které se déli na primarni (brzlik a KD) a sekundéarni
(slezina, lymfatické uzliny, tonsily). V periferni krvi koluji B i T lymfocyty v klidovém
stavu, po aktivaci se méni na lymfoblasty (Pecka, 2002).

Obrazek 1: Hematopoéza (upraveno dle Hotejsi et Barttiiikova, 2009)

I Kmenova bunka

\ l Lymfoidni progenitor
Erytrocyt / \

NK burika B-lymfocyt T-lymfocyt

Myeloidni prekurzor

llo

Trom bocyty

e
/

Monocyt Neutrofil Eoslnoﬂl Ba zo‘fll

3.1.1. B lymfocyty a jejich vyvoj

B lymfocyty predstavuji asi 25 % lymfocyti cirkulujicich v periferni krvi, s kratkou
Zivotnosti asi 10 az 20 dni. Jejich typickou charakteristikou je pfitomnost imunoglobulinti
na povrchu (Ande¢l et al., 2001). Geny, které koduji fetézce imunoglobulini se skladaji
z n¢kolika raznych usektt — genovych segmentd. Pii vyvoji lymfocytu dochazi k jejich
pieskupovani. Geny pro tézké (H) fetézce se nachazeji v genovém komplexu na
chromozomu 14. Komplex obsahuje sekvenéné podobné useky V, useky D, J a C. Geny pro
lehké (L) fetézce kappa a lambda se také nachazeji v genovych komplexech, které
neobsahuji segmenty D. Geny pro kappa L fetézce lezi na chromozomu 2, zatimco geny pro

lambda L fetézce jsou lokalizovany na chromozomu 22.

Pii vyvoji B lymfocytu dochazi v progenitorech B lymfocytd k vyStépovani

genovych komplexi mezi ndhodnym D segmentem a nékterym J segmentem (D-J
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pteskupeni). Poté nasleduje vysStépeni iseku mezi nahodnym V segmentem a DJ segmentem
(V-D pteskupeni). Po VDJ rekombinaci vznika pre-B lymfocyt a za¢ind preskupovani
subgent pro L fetézce — alelicka exkluze. Nejprve probiha preskupovani subgeni fetézce
kappa, neni-li uspé$né, zadina pieskupovani geni lambda. Neni-li ani toto pfeskupovani
uspésné, pre-B lymfocyt hyne. Pokud probéhlo pieskupovani tspé$né, vznika B lymfocyt

produkujici kompletni povrchovy imunoglobulin IgM.

Vétsina B lymfocyti se po setkani s antigenem Vv sekundarnich lymfoidnich organech
(slezina, lymfatické uzliny) pomnozi, diferencuje na plazmatické buiky, které jsou
kone¢nym vyvojovym stadiem a sekretuji protilatky. Protilatky produkované plazmatickymi
buiikami jsou prevazné charakteru IgM a maji nizkou afinitu k antigenu. Cast bunék se po
setkani s antigenem pifeméni na pamét'ové bunky, které jsou zodpovédné za imunologickou
pamét’, tedy po opakovaném setkani s antigenem spoustéji sekundarni odpoveéd’. Sekundarni
odpovéd’ je iniciovana pomoci Th lymfocytu a folikularnich dendritickych bun¢k, které
stimuluji B lymfocyt k dalsi diferenciaci a déleni. Dochazi k intenzivnim mutacim ve
V segmentech (somaticka hypermutace) a pro H a L fetézce imunoglobulinti. Dalsi fazi je
izotopovy presmyk, po kterém se za¢nou tvofit misto ptivodnich IgM i jiné izotypy protilatek
jako 1gG, IgA, IgE. Dochazi pii ném k vystépovani usekt pro H fetézce. Vysledkem vSech
téchto d&ja je vznik protilatek, které maji vyssi afinitu k antigenu (Hofejsi et Barttinkova,
2002; Hoftejsi et Bartiinkova, 2009).

3.2. Monoklonalni gapamatie (MG)

Jednd se heterogenni skupinu onemocnéni charakterizovanou maligni nebo
potencidlné¢ maligni klondlni proliferaci diferencovanych B lymfocytd produkujicich
monoklonalni imunoglobulin (M-protein, paraprotein) nebo jeho ¢asti (lehké fetézce), ktery

Ize detekovat v séru nebo v moci (Maisnar, 2013; S¢udla et al., 2017).

V soucasné dobé se MG rozdéluji dle progndézy a moznosti 1€cby na zhoubné
a nezhoubné. Mezi maligni onemocnéni patii skupina plazmocelularnich proliferaci, které
tvofi hlavné jednotlivé typy mnohocetného myelomu. Druhou skupinou malignich
onemocnéni jsou lymfoproliferativni stavy, mezi které patii napiiklad Waldenstromova
makroglobulinemie. Do skupiny nezhoubnych onemocnéni nalezi MGUS a MG s depozici

fragmenttl jako je AL amyloidoza (Séudla et al., 2017). MG se v mladsich vékovych



skupinach pfili§ nevyskytuji a jejich vyskyt roste s vékem. Po 85 roce zivota se jejich
incidence pohybuje mezi 10-15 % (Maisnar, 2013).

Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS) je nejcastéjsi formou MG
tvotici cca 50 % vSech gamapatii. Jednd se asymptomatické onemocnéni s proliferaci
plazmocyti spojené s produkci M proteinu, U kterého zaroven nejsou splnéna diagnosticka
kritéria MM,  Waldenstromovy  makroglobulinemie  ani  jiného  zhoubného
lymfoproliferativniho onemocnéni. MGUS je charakterizovana pfitomnosti méné nez 30 g/l
M proteinu v séru/moci, méné nez 10 % plazmatickych bunék v KD a nepiitomnosti
organového poskozeni (Klincova et al., 2011). Stejné jako u ostatnich MG — incidence
MGUS roste s vékem. U pacientl pod 50 let se téméef nevyskytuje (0,2 %), zatimco
u pacientl nad 70 let jeji vyskyt vzristd na 3 %. Incidence MGUS je odli$na u riznych
etnickych skupin, nejcastéji se vyskytuje u Afroameri¢and, naopak nejmén¢ u Japonct. Je
prokézano, ze MGUS vzdy pfedchézi malignimu onemocnéni MM, kdy riziko progrese

stoupa s kazdym rokem o 1 % (Klincova et al., 2011; Maisnar, 2013).

Doutnajici myelom (SMM) je pfechodné stadium mezi MGUS a MM. Jedna se
0 bezptiznakové onemocnéni se stejnymi kritérii pro diagnézu jako MGUS, ale vys§im
zastoupenim PB v KD (>10 %). Podstatnym rozdilem je az 10% pravdépodobnost progrese
do maligniho stavu. Pravdépodobnost progrese s postupem let klesa, po 10 letech ¢ini 1 %.
Pacienty s SMM lIze rozdé¢lit do n¢kolika rizikovych skupin. Jako dobry ukazatel rizika se
ukdzala stabilita @ mnoZstvi M-proteinu v ¢ase. Medidn véku pacientl se nelisi od ostatnich

MG, pohybuje se mezi 65-70 lety.

Pacienti s MGUS i SMM nepodstupuji zadnou 1é¢bu, je vSak nutné jejich pravidelné
sledovani. Lécba je zahajena az pii prechodu do MM (Machalkova et Maisnar, 2014).

Waldenstromova magroglobulinemie (WM) je maligni onemocnéni, jehoz
podstatou je maligni mutace B-lymfocytu, proliferace a diferenciace na lymfoplazmocytarni
buiiky. Diferenciace nepokracuje az na plazmatické bunky jako je tomu u MM. Maligni
bunky produkuji nejcastéji imunoglobulin IgM. Median zachytu onemocnéni je 63 let.
Vyskyt se stejn€ jako u dalsi MG zvysuje s vékem. Je dvakrat ¢astéjs$i u muzii nez u Zen a je

celkové mnohem vzacné&jsi nez MM (Adam et al., 1999).

AL amyloidéza patii mezi skupinu amyloid6z. Amyloiddzy jsou vzacnou skupinou

onemocnéni, pii niz dochdzi k ukladani nerozpustnych amyloidnich proteini do télnich
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organt, coz nakonec vede k naruseni jejich funkce a ke smrti. AL amyloiddza je nejcastéji
se vyskytujici amyloiddzou, pfi které klonalni plazmatické bunky produkuji amyloidni lehké
fetézce imunoglobulinu, které se ukladaji do ruznych organt (zejména srdce a ledviny)
a zpusobuji jejich poskozeni. Toto onemocnéni ¢asto doprovazi onemocnéni jako je MM,

WM, ¢i Hodgkintiv lymfom. Vyskytuje se vice u muzt nez u zen (Baker et Rice, 2012).
3.3. Mnohoc¢etny myelom

Jedna se o zhoubné onemocnéni zpusobené maligni transformaci B lymfocyti
ajejich naslednou klondlni proliferaci a akumulaci pozménénych plazmocytl
(myelomovych buné€k). Tyto bunky jsou charakteristické svoji dlouhovékosti a produkeci
monoklonalnich protilatek (Adam et al., 1999; Adam et al., 2001). Monoklonalni protilatky
maji nejcastéji podobu kompletni molekuly imunoglobulinu, méné ¢asto je monoklonalni
imunoglobulin tvofen jen lehkymi fetézci, ve vyjimeénych piipadech se objevuji pouze

spojovaci J fetézce imunoglobulinti (Adam et al., 2001).

Mnohocetny myelom piedstavuje 1% vSech nadori a je druhou nejéastéjsi
hematologickou malignitou. Median véku pfti diagnéze se pohybuje od 66 do 70 let s tim,
7e 37 % pacientti je mladsich 65 let. U pacientd mladSich 30 let se téméf nevyskytuje
a postihuje vice muzskou ¢ast populace. MM neni povazovan za genetické onemocnéni
(Kazandjian, 2016). V soucasné dob¢ nové diagnostikovani pacienti piezivaji vice nez 10 let
(Landgren et Rajkumar, 2016). Piedpoklada se, ze symptomatickému MM piedchazi ve
vétsing pripadi asymptomatické, premaligni stadium MGUS (Rajkumar, 2016).

3.3.1. Pfiznaky

NejcastejSim  pfiznakem jsou bolesti kosti, které jsou zplsobené cytokiny
produkovanymi myelomovymi buiikami. Bolesti vznikaji v dasledku difuzni ¢i loziskové
osteolyzy, ktera miize vést k patologické kompresivni fraktufe. Velmi castym
anamnestickym projevem jsou bolesti bederni patete zpisobené frakturami obratlt. Dal§imi
ptiznaky zptisobenymi cytokiny jsou metabolické poruchy (hyperkalcemie a hyperurikemie)
a infekce zplisobené imunosupresi. Porucha imunity nastava v dasledku poruchy B bunééné
a pozd¢ji i T bunécéné imunity. Cytokiny dale zpisobuji anémii.

Dalsi ptiznaky jsou zptisobené monoklonalnim imunoglobulinem. Mezi né patii
motoricka a senzitivni polyneuropatie projevujici se diftizni bolesti koncetin a myelomova
nefropatie zplisobena pievazné monoklonalnimi lehkymi fetézci. Poruchy hemostazy jako

7



je trombocytopatie, se vyskytuji hlavné u pacientt s produkci lehkych fetézcti. Dochazi zde
k navazani lehkych fetézcli na trombocyty a naruseni jejich funkce. Hyperviskozita,
projevujici se purpurou, krevnimi vyrony a krvacenim do traviciho ustroji, je ptiznakem

zejména IgM gamapatii.

K méné castym piiznaklim patii syndrom zvySené kapildrni propustnosti, kardidlni

ptiznaky a plazmocelularni pleuralni vypotek (Adam et al., 2001).

3.3.2. VySetreni

Pii podezieni na MM se provadi né€kolik zakladnich vysetfeni, kterd potvrdi
pritomnost onemocnéni. Prvni volbou je provedeni laboratorniho vysetieni krevniho obrazu
a moci (po 24. hodinovém sbéru). Pro zachyceni monoklondlniho imunoglobulinu, ktery je
pfitomny u 99 % pacientli, jsou urCeny tfi zakladni testy: elektroforéza proteind,

imunofixa¢ni elektroforéza a stanoveni volnych lehkych fetézct v séru (Salek, 2008).

Dalsim krokem jsou zobrazovaci metody. Mezi né patii RTG celého skeletu pro
zjiSténi pritomnosti osteolytickych loZisek. Jako doplnék RTG vySetieni se pouziva CT
vySetieni s presnéjsi rozliSovaci schopnosti pro zaméfeni konkrétnich ¢asti téla. Nejpiesné)si
a nejcitlivéj$i metodou pro zjiSténi rozsahu infiltrace kosti myelomem je magneticka

rezonance (MRI), ktera umoziuje detekovat loziska i mimo skelet.

Pro stanoveni diagnozy je nezbytné vySetieni kostni dfené, kterd se ziska pomoci

punkce ¢i trepanobiopsie (Adam et al., 2009).

3.3.3. Kritéria pro urceni diagnozy a stadia MM

V roce 2014 vydala myelomova mezinarodni pracovni skupina (IMWG) upravena
kritéria pro stanoveni diagnézy mnohocetného myelomu z roku 2003. Tato uprava byla
nutna predev§im z divodu novych moznosti 1é¢by (Maisnar, 2016). V novych kritériich
IMWG byla pozménéna definice MM z nemoci definované symptomy na nemoc
definovanou biomarkery (Landgren et Rajkumar, 2016). Diive byly hlavnimi kritérii pro
stanoveni diagnézy MM pocet plazmatickych bun¢k v KD >10 %, piipadné piitomnost
plazmocytomu, nalez monoklonalniho imunoglobulinu v séru ¢i v moc¢i a pfitomnost
organového poskozeni. Organové poSkozeni odliSuje SMM od MM (Kyle et Rajkumar,

2009). Je shrnovano pod zkratkou CRAB (hyperkalcémie, selhani ledvin, anémie, kostni



zmény) a bylo nyni rozsifeno o pfitomnost vice nez 60 % klonalnich plazmatickych bun¢k
Vv kostni dfeni, pomé&r postizenych/nepostizenych volnych fetézcl v séru >100 a vice jak
jedno osteolytické lozisko na skeletu vétsi nez 5 mm pii vySetfeni pomoci MRI. Kazdy
z ptidanych biomarkeril je spojen s 80% pravdépodobnosti progrese do symptomatického
onemocnéni s organovym poskozenim. To umoznuje vcasnou diagnézu pied vznikem
samotného organového poskozeni (Rajkumar, 2016). Rozsitena kritéria z roku 2014 pro

diagn6zu MM jsou shrnuta v Tabulce 1.

Tabulka 1: Definice mnohocetného myelomu dle upravenych kritérii IMWG z roku 2014 (Upraveno

dle imwg.myeloma.org)

1 | Pfitomnost plazmatickych bunék > 10 %/plazmocytom

Doplnéno ptitomnosti jednoho nebo vice druhii organového poskozeni a biomarkert

2 | CRAB o Hyperkalcémie — Kalcium >2,75 mmol/l, nebo o 0,25 nad horni hranici
normalniho rozmezi.

o  Selhani ledvin — Kreatin >177 umol/l, nebo clearance kreatinu <40 ml/min.

o Anémie — Hemoglobin <100 g/l nebo 20 g/l pod dolni hranici normalniho
rozmezi.

o Kostni zmény — Lyticka kostni loziska, nebo osteopordza s kompresivnimi

frakturami.

Biomarkery o Ptitomnost vice nez 60 % klonalnich plazmatickych bun¢k v kostni dreni.
o Pomér postizenych/nepostizenych volnych fetézct v séru >100.

o Vice jak jedno lozisko na skeletu vétsi nez 5 mm pfi vysetfeni pomoci MRI.

Stadia MM se uréuji na zékladé systému Durieho a Salmona a International staging
systému (ISS). Durie-Salmon systém byl vytvofen roku 1975 a je zaloZzen na méfeni
mnozstvi myelomovych bunék a velikosti nddorové néloze, ktera koreluje s klinickymi,
laboratornimi a rentgenovymi rysy. Na zakladé tohoto odvozeni je mozné ur¢it I, Il a 1ll
stadium MM v zavislosti na stupni anemie, hyperkalcémie, hladin M proteinu v séru ¢i
vmoci a kostnich Ilézich. Pacienti jsou dale déleni do skupiny A, B dle
ptitomnosti/nepfitomnosti kreatinu v séru v koncentraci 2 mg/100 ml a vice. Velkou
nevyhodou tohoto systému je uréovani stadii na zaklad¢ ptitomnosti kostnich 1ézi, jejichz

detekce je velmi individualni.

Systém ISS je zalozen na urCeni mnozstvi B2-mikroglobulinu a hladin sérového
albuminu. V roce 2015 byl (pod nazvem R-ISS) revidovan a rozsifen o koncentraci laktat

dehydrogenazy (LDH) v séru a pritomnost rizikovych cytogenetickych zmén. Na zaklad¢
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téchto hodnot jsou urcend 3 stddia onemocnéni. Velkd nevyhoda systému spociva
V nemoznosti pouziti na pacienty s MGUS ¢i SMM. Systém je mozno aplikovat pouze
u symptomatického MM. Nemtze byt pouzit pro urceni nddorového zatizeni ani pro urceni
terapeutické rizikové stratifikace. R-ISS systém a Durie Salmon systém je uveden

v Tabulce 2.
Jelikoz maji oba systémy své nevyhody, je doporucovana jejich kombinace (Kyle
et Rajkumar, 2009; Palumbo et al., 2015).

Tabulka 2: Systém Durie-Salmon a R-ISS pro urceni stadia MM (upraveno dle Leukemia and

lymphoma society)

Stadium Durie - Salmon systém R-ISS systém
1 Vsechny néasledujici kritéria splnéna: o Sérum B2-microglobulin
<3.5 mg/l

o Hodnota hemoglobinu <100 g/I

o Mnozstvi Kalcia v séru <3 mmol/l o Albumin >3.5¢/100 mi

. (1. B fit ti

o Kostni struktura normalni, nebo © ¢z pritomnosti vysoce
o . izikovych cyt tickych
pritomnost solytarniho plazmocytomu TZIXOVYCh cytogenetickyc
o Nizka produkce M komponentt (IgG <50 Zmen

g/l 1gA <30 g/l) o  Optimalni hodnoty sérové

o Produkce lehkych fetézci do LDH
modi >4g/24hodin
2 Kritéria nezapadajici do stadia 1 a 3 Kritéria nezapadajici do stadia 1 a 3
A — hodnota kreatinu v mo¢i <2 mg/100ml
B — hodnota kreatinu v mo¢i >2 mg/100ml
3 Jedna nebo vice podminek splnénych o Sérum B2-microglobulin
>5.5 mg/l

o Hodnota hemoglobinu <85 g/l

., . , o Pritomnost vysoce
o Mnozstvi Kalcia v séru >3 mmol/l y

. N — 14 izikovych cyt tickych
o Vice nez 3 osteolytické kostni 1éze rizikovych cytogenetickye

o  Vysoka produkce M komponentt Zmen

(IgG >70 g/l, IgA >50 g/l) o Zvysené hodnoty LDH

o Produkce lehkych fetézci do vseru

mo¢i >12 g/24hodin

Legenda: VVysoce rizikové cytogenetické zmény: pfitomnost delece 17p a/nebo translokace t(4;14) nebo t(14;16)
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3.3.4. Lécba

.....

rozvijejicich odvétvi hematologie. Od 90. let 20. stoleti, kdy se zacala pouzivat k 1é¢bé
chemoterapie, dosahoval median ve€ku preziti pacienti 30 mésict. Po zafazeni
vysokodavkové chemoterapie s autologni transplantaci KD se median pteziti prodlouZzil

o dalgich 20 mésica (Stork et al., 2017).

Zavedeni bortezomibu, thalidomidu a lenalidomidu piedstavovalo dal$i posun
Vv 1é¢bé jak mladSich, tak starSich pacientt, ktefi nemohou podstoupit autologni transplantaci
KD (Stork et al., 2017). Bortezomib je proteasomovy inhibitor, ktery je povazovan za
vyznamny 1€k podavany pacientiim s vysoce rizikovym MM. Thalidomid nalezi do skupiny
imunomodulacnich 1€kt (IMiD), ktery se pouzivéa hlavné u pacientd s rendlni insuficienci.
Pacientiim resistentnim na lenalidomid mtze byt podavan imunomodula¢ni pomalidomid,
ktery se zda byt vice potentni (Dingli et al., 2017). U relabovanych pacientt se jako velmi
efektivni zda novy 1ék — carfilzomib, inhibitor podjednotky 20S proteazomu. Velkou
nevyhodou by mohlo byt podezieni na kardiotoxicitu. Mezi zcela nové preparaty patii

inhibitor histondeacetylaz — panobinostat (Stork et al., 2017).

Novou vyznamnou skupinu latek se specifickym mechanizmem ucinku tvofi
monoklonélni protilatky. Vykazuji minimalni kratkodobou i dlouhodobou toxicitu, coz dava
Piikladem jsou daratumumab a elotuzumab, protilatky proti antigenu CD38, ktery je
exprimovan téméf na vSech malignich plazmatickych bunkach, zatimco u zdravych bunék

se nevyskytuje (Jelinek et al., 2015).

Navzdory vyvoji novych 1€k, které vyznamné prodluzuji dobu remise, ziistdiva MM

nevyléCitelnym onemocnénim (Dingli et al., 2017).

3.4. Cytogenetické zmény u MM

Cytogenetické zmény se vyskytuji u 80-85 % pacientd (Grzasko et al., 2017).
Hraji kli¢ovou roli v ur€ovani prognézy onemocnéni a nové jsou zahrnuty i do staZzovaciho
systému R-ISS. Genetické zmény u MM se daji rozd¢lit do 2 hlavnich skupin: hyperdiploidie
a nonhyperdiploidie. Nonhyperdiploidni MM (NH-MM) se dale rozd€luje do 3 podskupin:

hypodiploidni (44 chromozomi a méng), pseudodiploidni (45-46 chromozomi)
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a hypetriploidni (75 chromozomu a vice). U NH-MM je vysoka frekvence vyskytu
translokaci IGH genu. Pro hyperdiploidni pacienty (H-MM) je charakteristické zmnozeni
lichych chromozomii. Nej¢astéji se jedna o chromozomy 3,5, 7,9, 11, 15, 19 a 21 (Kjeldsen,
2016). Recentni studie ukazuji, ze H-MM se da povazovat za brzkou udalost v Klonalni
expanzi PC a lze ji proto detekovat jiz u pacient s MGUS. H-MM je spojovan s piiznivejsi
progn6zou (Barillé-Nion et al., 2003). Prestoze nejsou cytogenetické zmény zahrnuté
v diagnostickych kritériich pro MM, hraji dalezitou roli v urCovani odpovédi na
chemoterapii, odhadu trvani remise a uréeni doby pieziti (Kjeldsen, 2016). Vyskyt

chromozomalnich zmén v raznych stadiich MM je zobrazen na Obrazku 2.

Obrazek 2: Vyskyt chromozomalnich abnormalit v pribéhu vyvoje MM (Upraveno dle Roy et al.,
2018)

* Primarni IGH translokace * Sekundarni IGH translokace
* Delece (17p, 1p)
= Trizomie

= ZmnoZeni 1qg

* Monozomie 13 * Specifické mutace (TP53, MYC, RAS)

Normalni
Mnohodetny

myelom

Doutnajici myelom
MGUS

plazmatické
bunky

3.4.1. Pocéetni zmény chromozomii

Pocdetni zmény zahrnuji jak zmnoZzeni (trizomie), tak ztratu chromozomu
(monozomie). Monozomie postihuje nejcastéji chromozom 13. Monozomie 13, respektive
delece 13q je brzkou udalosti v patogenezi MM a je popisovana az u 50 % pacientd ve
stadiu MGUS (Mohty et Harousseau, 2015; Rajan et Rajkumar, 2015). Delece genu RB1
(13q14) je povazovana za marker monozomie chromozomu 13, protoze u 90 % pacientd
s deleci RB1 je potvrzena ztrata celého chromozomu. Delece 13q patfi mezi nejcastéji
detekovanou zménu u pacienti s MM. Pti klasickém cytogenetickém vySetfeni je
detekovana u 15-20 %, pfi pouziti metody FISH az u poloviny nové diagnostikovanych
pacientt (Kuglik et al., 2008). Celkov¢ jsou delece chromozomu 13 povazovany za Spatny
prognosticky faktor, pokud jsou detekovany klasickou cytogenetickou analyzou (Barillé-

Nion et al., 2003). Dalsi ¢astou monozomii je monozomie chromozomu 17, ktera je
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povazovana za Spatny prognosticky faktor ve vyvoji MM (Mohty et Harousseau, 2015),
(Rajan et Rajkumar, 2015). U Zen je Casto detekovana i monozomie chromozomu X, ktera
se U muzské populace nevyskytuje z diivodu nezivotnosti bunék s absenci chromozomu X

(Sticca et al., 2016).

Pocetni zmény V podobé& trizomii postihuji hlavné liché chromozomy. Takové
trizomie jsou pro MM typické, u zadného jiného maligniho onemocnéni se nevyskytuji

(Mohty et Harousseau, 2015).

3.4.2. Primarni IGH Translokace

Translokace zahrnujici gen IGH (14932) se vyskytuji u 30-40 % pacienti. Tyto
translokace vznikaji diky nehomologni rekombinaci IGH genu a jsou povazovany za ¢asnou
udalost. Translokace ma za nasledek deregulaci exprese partnerskych gent, diky jejich
piemisténi do blizkosti zesilovact transkripce IGH genu (Balcarkova et al., 2016), (Sawyer,
2011). Mezi nejcastéjsi partnerské geny patii proto-onkogeny, jako napiiklad geny pro
proteiny rodiny cyklini D (cyklin D1, D2 a D3), pro fibroblastovy rastovy faktor (gen
FGFR3) a gen MAF (Kjeldsen, 2016). Vyskyt IGH translokaci se béhem progrese MGUS
do MM zvysuje z 50 % na 90 %. Translokace zahrnujici lehké fetézce imunoglobulinu maji
¢etnost mnohonasobné nizsi s 10% vyskytem u MGUS a 20% vyskytem u MM (Sawyer,
2011).

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

U 15-20 % nemocnych se vyskytuje t(4;14) a je spojena se stfedné nepiiznivou
prognozou. Tato translokace ma za vysledek deregulaci dvou geni — MMSET na
derivovaném chromozomu 4 a FGFR3 na derivovaném chromozomu 14. Protein MMSET
je chromatin remodelujici protein s histon methylatransferazovou aktivitou. Bunky
s translokaci zahrnujici MMSET maji snizenou schopnost adheze, maji zpomaleny bunéény
rust a snizenou schopnost navodit apoptozu. Produkt genu FGFR3 je zapojen do pfenosu
signalu regulujiciho rist a diferenciaci bunék. Jeho role v patogenezi je vSak zatim neznama
(Balcarkova et al., 2016). Gen FGFR je v translokacich t(4;14) postizen pouze v 70 %
ptipadi, diky ztrat¢ derivovaného chromozomu 14. Z tohoto zjisténi vyplyva, ze hlavnim

molekularnim cilem translokace je spiSe gen MMSET. (Corre et al., 2015).
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Translokace 1(11:14)(q13:032)

Tato translokace byva detekovana u 20 % pacientl (Kuglik et al., 2008). Je spojena
s dobrou prognézou a zahrnuje gen CCND1 (Barillé-Nion et al., 2003). Tento gen koduje
protein cyklin D1, ktery spole¢né s dalsimi cykliny reguluje pribéh bunééného cyklu a vstup
do apoptozy. Za normalnich okolnosti je cyklin D1 pfitomen pouze u proliferujicich
progenitord B bun¢k. Pti t(11;14) dochazi k jeho overexpresi. Nepiimo muze dochazet
k deregulaci cyklinu D1 prostiednictvim t(14;16) a t(14;20) (Kubiczkova et al., 2013).
Translokace t(11;14) a t(4;14) se spolecné nevyskytuji (Rajan et Rajkumar, 2015). U 2 %
nemocnych byva detekovana piibuzna t(6;14) zahrnujici gen pro cyklin D3 (CCND3), ktery

je lokalizovan na chromozomu 6 (Zhan et al., 2006).

Translokace 1(14:16)(q32:023)

Vysledkem t(14;16) je deregulace c-MAF proto-onkogenu. Gen c-MAF nalezi do
rodiny MAF transkripénich faktori. Tato translokace je spojovana s agresivnéj$im prubéhem
nemoci a kratsi dobou preziti. Vyskytuje se pfiblizné u 6-7 % pacientti. Translokaci t(14;16)
je podobna translokace t(14;20), ktera dereguluje ptibuzny gen MAFB. Je také spojena se
Spatnou progndzou a vyskytuje se u 2 % pacientt s MM (Barillé-Nion et al., 2003; Sawyer,
2011).

3.4.3. Delece genu TP53

Gen TP53 je lokalizovan na chromozomu 17 (v pruhu pl3) Protein p53 hraje
je monoalelicka delece kratkého ramene chromozomu 17, ktera je Casto doprovazena mutaci
druhé alely genu TP53. Metodou FISH byva detekovéana u 5-34 % ptipadd s nove
diagnostikovanym MM a u 40 % pacient v pokroc¢ilém stadiu onemocnéni (Mickova et al.,

2014). Delece 17p je spojovana se Spatnou prognozou (Lentzch, 2013).
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3.4.4. Abnormality chromosomu 1

Abnormality chromozomu 1 se fadi mezi sekundarni cytogenetické zmény u MM
a jsou spojovany S negativni prognézou. Zahrnuji delece kratkého ramene (1p) a zmnozeni
dlouhého ramene (1q) (Rajan et Rajkumar, 2015). V pfipad¢ kratkého ramene 1p se jedna
konkrétn¢ o variabilni intersticialni delece v oblasti regionu 1p13 az 1q31. Zmnozeni 1q se
U pacienti s MGUS téméf nevyskytuje, byva nalezeno u 40 % pacientl s novou diagn6zou
a az 70 % pacienta v progresi nebo relapsu MM (Sawyer, 2011). Z nizkého vyskytu
uMGUS vyplyva, ze tato zména muze hrat roli v progresi MGUS do MM (Rajan
et Rajkumar, 2015). Zmnozeni 1q konstitutivné zahrnuje oblast 1g21. V této oblasti se
nachazi gen CKS1B kodujici protein ucastnici se ubiquitinace proteintl. Jeho overexprese
byva spojovana s rezistenci na 1éky jako napf. bortezomib (Némec et al., 2010). Abnormality
ramene 1q se vyskytuji nejcastéji jako nebalancované translokace, amplifikace a jumping
translokace. Mnoho studii prokazalo spole¢ny vyskyt zmnozeni 1q spoleéné s deleci 13q
a 17p (Gunjan et al., 2017).

3.4.5. Sekundarni translokace

Na rozdil od primarnich translokaci pfedstavuji sekundarni translokace udalosti, ke
kterym dochazi v pozdéjsich stadiich onemocnéni. Nejcastejsi translokaci je t(8;14), ktera
ve 40 % nezahrnuje gen IGH umistény na 14q32 (Dib et al., 2008). Tato translokace
vykazuje stejny vyskyt jak u hyperdiploidniho, tak nonhyperdiplidniho MM (Sawyer, 2011).

Typicky upregulovanym genem je MYC (8g24). Tento gen koduje transkripéni faktor
s klicovou roli v regulaci ristu bun¢k, jejich proliferaci, translaci proteind, metabolizmu,
apoptdze a tumorogenezi. Jeho zvysena exprese je mnohdy spojend s vysokym mnozstvim
sérového B2-mikroglobulinu, ktery je indikatorem Spatné prognozy. Deregulace genu MYC
je spojena s progresi onemocnéni. U pacient s MGUS se prakticky nevyskytuje, zatimco
u MM az v 15 % (Prideaux et al., 2014; Mlynar¢ikova et al., 2016).

Kromé IGH mohou byt transloka¢nimi partnery genu MYC i geny pro lehké fetézce
imunoglobulini IGK (2p11) a IGL (22q11). V téchto ptipadech mluvime o0 t(2;8) a t(8;22)
(Walker et al., 2014). Nasledky deregulace genu MYC nejsou zcela objasnény, ale jsou

spojeny s nadmérnou bunécnou proliferaci (Sawyer, 2011).
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3.4.6. Chromotripse

Chromotripse (CTH) je jednostupiiova genova udalost postihujici jeden ¢i nékolik
malo chromozomu, piipadné pouze rameno jednoho chromozomu (Fontana et al., 2018).
Klicovym rysem chromotripse je fragmentace chromozomil, utvoteni kratkych tisekiit DNA,
jejich preskupovani a opétovné spojovani mechanizmem nehomologniho spojovani konci,
pricemz muze dochazet ke ztratam nékterych usekt. V nékterych ptipadech mize dochazet
k tvorbé malych kruhovych chromozomum, ptipadné ke ztraté heterozygozity (LOH).
V disledku masivnich zmén DNA vykazuji chromozomy postizené chromotripsi
charakteristicky vétsinou 2-3 kopie opakujicich se ur€itych usekt (Korbel et Campbell,
2013; Berry et al., 2017; Smetana et al., 2018). Chromotripse se vyskytuje u rozli¢nych
druhii malignit od akutni myeloidni leukemie, vrozenych poruch aZz po hematologické
malignity véetné MM (Fontana et al., 2018). Studiemi bylo prokazano, ze tato udalost je
spojena s extrémné Spatnou prognézou u vétSiny nadord. U MM je CTH uvadéna jako
vzacna chromozomalni aberace s frekvenci vyskytu 1 % a je spojena s kratkym pfezivanim
u nov¢ diagnostikovanych pacientti (Smetana et al., 2018). Princip chromotripse je zobrazen
na Obrazku 3.

Obrazek 3: Princip chromotripse (upraveno dle Korbel et Campbell, 2013)
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3.4.7. Ztrata heterozygozity (LOH)

Jedna se o Castou abnormalitu vyskytujici se u mnoha typia nadort, kdy dochazi ke
zméné Z heterozygotni konstituce alel do konstituce zdanlivé homozygotni. Obecné LOH
zahrnuje dv¢ udalosti — copy number losses LOH (CNL-LOH), pii které dochazi ke ztraté
genetického materialu a copy number neutral LOH (CNN-LOH), pfi které ke ztraté
genetického materialu nedochazi. CNN-LOH se vyskytuje nejcastéji jako uniparentalni
diozomie pii déleni bunék, kdy dojde k duplikaci chromozomu od jednoho z rodi¢u a druhy
chromozom je ztracen. Druhou ¢asto se vyskytujici moznosti je vznik diky genové konverzi.
LOH byva spojovana se ztratami funkce urcitého genu (naptiklad nadorového supresoru).
Dle Knudsonova modelu je tento jev tzv. druhy geneticky zasah, pii kterém je ztracena
funk¢ni alela a zastava pouze duplikovana mutovana alela dan¢ho genu, kterd neprodukuje
funkéni produkt. CNN-LOH je povazovdna za mozny mechanizmus inaktivace tumor

supresorovych genti u pacientd s MM (Walker et Morgan, 2006; Ryland et al, 2015).

3.4.8. Specifické genové mutace (geny RAS, MYC, TP53, BRAF)

U pacienti s MM se vyskytuje malo opakujicich se mutaci konkrétnich gent

S potencialné patologickym vyznamem. Mezi nejbéznéjsi patii mutace genu RAS, MYC,

TP53 a BRAF (Bolli et al., 2014).

Rodina proto-onkogent RAS zahrnuje geny KRAS, NRAS, HRAS a dalsi jim podobné
geny. Tyto geny kdoduji Ras proteiny, které jsou klicovymi komponenty signdlnich drah
vedoucich k regulaci bunécné proliferace, diferenciace a bunécné smrti (McCormick, 1996;
Wittinghofer, 1998). Aktivacni mutace geni RAS se vyskytuji u 40 % pacientd. Mutace se
nachazeji v zejména v genech NRAS a KRAS. Zatimco mutace KRAS jsou spojené s kratsim
prezivanim, mutace NRAS souvisi s progresi do agresivniho stadia MM a pravdépodobné
I ptechodem MGUS do MM (Barillé-Nion et al., 2003). Mutace v RAS genech se vétSinou
vyskytuji u pacient s MM, u pacient s MGUS se vyskytuji pouze v 5 % ptipad (Provan
et Gribben, 2010).

Aktivace genu MYC mutaci je pozorovana u nové diagnostikovanych pacientti s MM,
zatimco u pacientli s MGUS se nevyskytuje. Je tedy povazovana za mozny spoustec
ptechodu z MGUS do MM. Aktivace genu MYC je Casto provazena mutaci RAS genil
(Provan et Gribben, 2010).
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Ptitomnost mutace TP53 je spojena s vyvojem a progresi onemocnéni. Bylo zjisténo,
ze mutace genu TP53 se u MM vyskytuje u méné nez 20 % pacientli v pokroc¢ilém stadiu
onemocnéni. Pfedpoklada se, ze mutace tohoto genu jsou spise pozdni udélost ve vyvoji

onemocnéni a pro prognoézu maji malym vyznam (Drach et al., 1998).

Do rodin serin threoninovych kinaz patii geny ARAF, BRAF a CRAF, které se tcastni
pfenosu signdlu v MAPK draze. Protein BRAF patii mezi nejcastéji mutované kinazy
U nadorii. Mutace se vyskytuje u 6 % onkologickych pacienti, u pacientll s melanomem az
ve 40-50 % (Dankner et al., 2018). U pacientd s MM se tato aktiva¢ni mutace vyskytuje
u 4 % pacientt, pri¢emz nejcastejsi zasahuje BRAF V600E, ktera je spojovana s agresivngjsi

formou MM a kratsim ptezivanim (Andrulis et al., 2013).

3.5. Metody detekce zmén u MM

Vysetteni genetickych zmén u MM je podobné jako u jinych hematoonkologickych
malignit zalozeno na klasické analyze karyotypu, nejcastéji pomoci G-pruhovani. Mluvime
o konvencni cytogenetice metafdznich chromozomill. Druhou moZnosti je vyuziti

molekularné cytogenetickych technik jako je FISH nebo aCGH (Kuglik et al., 2008).

3.5.1. G-pruhovani

Jedna se o techniku barveni metafaznich chromozomti, kterd umoznuje identifikaci
jednotlivych chromozomii v genomu, piipadnych strukturnich a pocetnich zmén. G-
pruhovani je nejcastéji pouzivanou metodou pruhovani v klinické cytogenetice (Schreck et
Disteche, 2001). Postup zahrnuje oSetfeni chromozomi trypsinem, ktery uvolni strukturu
chromatinu a jejich nasledné obarveni Giemsovym barvivem. Oblasti heterochromatinu
bohat¢ na AT baze se v mikroskopu jevi jako tmavé pruhy na chromozomech. Mén¢
kondenzovany chromatin (bohaty na GC oblasti) vytvaii svétlé pruhy. Po obarveni dochézi
k vytvoteni karyogramu, kdy sestava pruhu je typicka pro kazdy chromozom. Takto lze
rozlisit zmény o velikosti ne€kolik Mb. G-pruhovanim Ize jednoduse detekovat napf.
aneuploidie ¢i translokace (O'Connor, 2008). G-pruhovani ma stejné jako dal$i metody
konvenéni genetiky zna¢na omezeni. VySetieni u MM je limitovano nizkou infiltraci KD
nadorovymi plazmatickymi buiikami spolecné s nizkym mitotickym indexem a Spatnou

morfologii chromozomi (Kuglik et al., 2008).
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3.5.2. Molekularné cytogeneticka analyza

Molekularné cytogenetické metody umoziuji citlivéjsi detekci chromozomalnich
zmen, a to jak na Grovni chromozomi, tak na rovni gent. Zaklad vsech metod piedstavuje
in situ hybridizace, ktera umoznuje detekovat ur¢ité genové oblasti pfimo na cytogenetickém
preparatu pomoci specificky zna¢enych DNA sond. Techniky zaloZené na in situ hybridizaci
jako mnohobarevna FISH (mFISH) a array komparativni genova hybridizace (aCGH) pak
umoziuji rychlou analyzu celého genomu (Kocarek et al., 2010). Kombinaci metod FISH
aaCGH lze dosdhnout velkého zachytu jak IGH translokaci, tak pocetnich zmén
chromozomu u pacient s MM (Rack et al., 2016).

3.5.2.1. FISH

Metoda vyuzivajici pro znaceni sond fluorescen¢ni barvivo. Takto znacend sonda
(fluorofor) se navaZze na cilenou komplementarni DNA a je detekovana fluorescenénim
mikroskopem. Sonda byva znaCena pifimo inkorporaci znaceného nukleotidového
prekurzoru (Strachan et Read, 2011). Metoda umoznuje detekovat zmény ¢asti chromozom1,
ke kterému je sonda komplementarni. Pii jedné FISH lze pouZit maximalné 2-3 rtzné
znacené sondy (Kocarek et al., 2010). Analyza pomoci metody FISH zajistuje zachyt
aberaci az u 90 % pacientd s MM (Rack et al., 2016). FISH mtze byt provadéna i na
interfaznich jadrech (i-FISH). Tato modifikace fesi ptipadny problém s malym po¢tem mitoz
(Uhrig et al., 1999), (Kuglik et al., 2008).

3.5.2.2. Mnohobarevna FISH (m-FISH)

Umoznuje detekci zmén bez nutného zacileni sondy na konkrétni misto v genomu.
K detekci jsou uzivany rozdiln¢ znacené malovaci sondy. Rozdilné sondy, spolu s jejich
kombinacemi umoziuji rozlisit vsech 24 lidskych chromozomu (Kocarek et al., 2010).
K detekci navazanych sond (vyrobenych z cyaninovych barviv) se vyuziva fluorescennéniho
mikroskopu, sad specifickych fluorescencnich filtrii a specidlniho pocitacového softwaru.
Software pfifazuje kazdému chromozomu pseudobarvu dle poméru navazanych sond
zahrnujici vét§i pocet chromozomi. Podminkou pro jeji provedeni je ptitomnost

metafaznich chromozomu a ziskani dobfe pozorovatelnych mitéz (Kocarek et al., 2010).

19



3.5.23. FICTION

Metoda FICTION (Ilcg-FISH) je modifikaci metody FISH, ktera umoziuje
vizualizaci pouze malignich plazmatickych bunék a tim zvySuje zachyt chromozomovych
aberaci u pacientt s MM. Nejprve dochazi ke znaéeni cytoplazmy malignich PB pomoci
specifickych fluorescenéné znacenych protilatek proti lehkému cytoplazmatickému
imunoglobulinu  (kappa/lambda). Nasleduje bézna analyza FISH. Pfi analyze
cytogenetickych zmén u MM se jedna o vyhodnou metodu, jelikoz pocet patologickych PB
U pacienti mize byt velmi nizky. U téchto pacienti nemusi byt chromozomové zmény

pomoci klasické FISH odhaleny (Kuglik et al., 2006; Leung et al., 2012; Gole et al., 2014).

3.5.2.4. Array comparativni genomova hybridizace (aCGH)

Zakladem metody je komparativni genomova hybridizace, ktera umoziuje analyzu
chromozomu bez nutnosti kultivace. (Koc¢arek et al., 2010). aCGH se pak fadi mezi ¢ipové
techniky — mikroarraye (Kocarek et al., 2010). Dva rtizn¢ znac¢ené vzorky (testovana DNA
a kontrolni) jsou hybridizovany na ¢ip, ktery obsahuje navazané oligonukleotidy
predstavujici useky genomu. Metoda dokaZe detekovat ztratu ¢i zmnoZeni genetického
materialu o velikosti cca 1 kb (Garcia-Acero et al., 2018). Pro tspésnou aplikaci této metody
je podminkou vysoka Cistota a dostatecné mnozstvi DNA (Kuglik et al., 2008), Pomoci
aCGH jsou nalezeny zmény az u 98 % pacienti s MM (Rack et al., 2016).

3.5.3. MACS

Magneticky bunéény sorter (Magnetically actuated cell sorter, MACS) je
mikrofluidni technika, pracujici na principu magnetické separace bunék. Umoziuje izolaci
konkrétni populace bun¢k z heterogenni suspenze. Buiiky jsou kultivovany s magnetickymi
kuli¢kami s navazanou protilatkou proti konkrétnimu bunéénému antigenu. Magnetické
kuli¢ky s navazanymi buiikami jsou poté zachyceny v koloné. Po odstranéni kolony

z magnetického pole miiZze byt analyzovan konkrétni typ bunck.

U MM umoznuje metoda MACS izolovat bunky s ur¢itym povrchovym CD znakem
pomoci monoklonalni protilatky navazané na paramagnetické partikuly (Fiserova et al.,
2001). Prvni moznost vyuzivad navazani protilatky na povrchové antigeny bunék, které

nejsou zadouci (negativni selekce). Tim dojde k vychytdni vSech bunék kromé bunck
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plazmatickych. Druhou moznosti je pozitivni selekce, pii které se protilatky vazi
s povrchovymi antigeny zddoucich PB a tim dojde k jejich vychytavani. Pii pozitivni selekci
se vyuziva ptitomnosti syndekanu-1 (CD138+), ktery je pfitomen na vSech PB. Jedna se
0 transmembranovy heparansulfatovy proteoglykan, ktery je bézn€ exprimovan jak
normalnimi, tak malignimi PB v KD, pfipadné v periferni krvi v pozdnich stadiich MM nebo

pfi plazmocelularni leukémii. (Cumova et al., 2010), (BureSova et al., 2011).

Protilatka nemusi byt navazana pouze na magnetickou castici. V pfipadé metody
FACS (fluorescence-activated cell sorting) se vyuziva i navazani na fluorescenéni molekulu.
Znacené bunky jsou nasledné sortovany pomoci prutokového cytometru (Bhagat et al.,
2010).
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4. Prakticka ¢éast

Pro molekuldrné cytogenetickou analyzu metodou byla pouzita kostni dfein (KD),
ktera byla odebrana od pacienti s MM na Hemato-onkologické klinice (HOK) Fakultni
nemocnice Olomouc (FNOL). Vsechny vzorky KD byly dodavany do Laboratoie
cytogenetiky a molekularni cytogenetiky HOK FNOL s protisrazlivym c¢inidlem (lithium
heparin), byly kultivovany a zpracovany dle standartnich postupi. Takto zpracované vzorky
jsem pouzila pro izolaci DNA z fixovanych bun€k pomoci fenol-chloroformové metody.
Druhym materidlem byla nezpracovand KD, u které jsem provedla magnetickou separaci
a ziskala tak CD138+ plazmatické bunky. Separace CD138+ bun¢k byla provedena na
39 vzorcich, 12 vzorkl bylo vysetieno z plné kostni diené. Souhrnné schéma vySetieni KD
v Laboratofi cytogenetiky a molekularni cytogenetiky HOK FNOL je uvedeno na Obrazku
4.

Obrazek 4: Souhmné schéma vyseteni KD pacientti s MM na HOK FNOL Olomouc
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4.1. Material a metody

4.1.1. Magneticka separace CD138+ bunék pomoci Whole Blood Column Kitu
Ptistroje:

Pipetovaci nastavec Pipette Controller PHO1 (Accumax, Gujatar, Indie), Manualni separator
MidiMACS (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Némecko), mrazni¢ka, ledni¢ka (oboji

Labnet International, Edison, NJ, USA), Centrifuga Jouan CR4.22 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), mikropipety (Gilson, Middleton, W1, USA)

Spotiebni material:

Kolona MS Column (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Némecko), filtry MACSsmart
strainers a MACSsmart filters (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Némecko), pasteurovy
pipety (Biosigma, Benatky, Italie), centrifugaéni zkumavky 15ml (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA), centrifugaéni zkumavky 50ml (TPP, Trasadingen, Svycarsko), 1,5ml
plastové mikrozkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko), Sérologické pipety 10ml (TPP,
Trasadingen, Svycarsko), $picky (Gilson, Middleton, WI, USA)

Chemikdlie a roztoky:

IMDM meédium (Gibco®, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), magnetické kulicky
MACSprep™ Multiple myeloma CD138 (MicroBreads Miltenyi Biotech, Bergisch
Gladbach, Némecko) separa¢ni pufr (100 ml 10x PBS, 50 ml 10% BSA, 4 ml 0,5 M EDTA
a 846 ml H20), Whole Blood Column elu¢ni pufr (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach,

Némecko)

Priprava bunék kostni diené

Postup:

1. KD byla zfedéna IMDM médiem v poméru 1:1.

2. KD byla prefiltrovana ptes filtr (velikost filtru 100 pm) pfedem navlhceny
separa¢nim pufrem do 50ml centrifuga¢ni zkumavky.

3. Obsah zkumavky byl centrifugovan pii 440 g, 10 minut pii 20 °C bez brzdy.

4. Supernatant byl odstranén a pelet resuspendovan v separacnim pufru do 2x objemu
puvodni KD.

5. KD byla ptefiltrovana ptes nylonovy filtr (30 um) do 15ml zkumavky.
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Magnetické znaceni

Postup:
1. Ke KD byly pfidany magnetické kulicky v mnozstvi cca 50 pl na 1 ml ptivodni KD.
2. Obsah zkumavky byl promichan a inkubovan 15 minut pti 2-8 °C.
3. Po inkubaci byla zkumavka doplnéna separacnim pufrem do plného objemu
a centrifugovana pii 440 g, 10 minut pti 20 °C bez brzdy.
4. Po centrifugaci byl odstranén supernatant a pelet resuspendovan v separacnim pufru

do celkového objemu cca 3 ml.

Magneticka separace

Postup:

1. Do magnetického pole separatoru byla umisténa kolona. Pod kolonu byla umisténa
50ml zkumavka. Kolona byla proplachnuta 3 ml separa¢niho pufru.

2. Na takto pfipravenou kolonu byla nanesena KD a nasledné¢ byla kolona
2X proplachnuta 2 ml separa¢niho pufru.

3. Kolona byla pfemisténa do 15ml zkumavky a byla proplachnuta 4 ml elu¢niho pufru.
Okamzité po naneseni byl pufr protlacen pistem pies kolonu.

4. Kolona byla pfemisténa do ¢isté 15ml zkumavky a byl opakovan krok ¢.3.

4.1.2. Priprava skel s buiikami CD138+ pro analyzu metodou FISH

Ptistroje:

Cytocentrifuga CytoFuge 2 M801-22 (StatSpin, Westwood, MA, USA), mikropipety
(Gilson, Middleton, WI, USA)

Spotiebni material:

podlozni skla SuperFrost® (Thermo Fisher Scientific, Walthman, MA, USA), pfisluSenstvi
k cytocentrifuze, Spicky (Gilson, Middleton, WI, USA)

Chemikalie a roztoky:

Methanol:kyselina octova, 3:1 (pfiprava), pepsin, HCI, deionizovana H,O (HOK), 10x PBS
pufr (1ékarna FNOL), postfixaéni roztok (Iékarna FNOL)
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Postup

1. Zizolované frakce CD138+ bunc¢k bylo odebrano 100 pl a bylo nakapano na
piipravené sklo do cytospinu.

2. Po vyndani z cytospinu bylo na sklo nakapano par kapek metanol:kyselina octova

(3:1) a ponechano cca 10 minut. Postup byl opakovan.

Sklo bylo ususeno pti pokojové teploté.

Koplina obsahujici 1 ml 1M HCI a 99 ml H2O byla vyhtata na 37 °C.

Do kopliny bylo ptidano 500 ul pepsinu.

Sklo bylo vlozeno do kopliny a inkubovano po dobu 7 minut.

Sklo bylo oplachnuto v PBS po dobu 3 minut.

O N o g b~ W

Na sklo bylo nakapano 50 ul postfixa¢niho roztoku, byl pfiloZen parafilm a 10 minut

bylo inkubovano pii pokojové teploté.

9. Parafilm byl sundén a sklo bylo inkubovano 3 minuty v PBS.

10. Sklo bylo oplachnuto v ethanolové tfadé¢ (70%, 80%, 96%) po dvou minutich
v kazdém alkoholu.

11. Sklo bylo ususeno pii pokojové teploté.

12. Byla ptidana specificka sonda a sklo bylo se sondou kodenaturovano dle navodu

pfiloZzeného vyrobcem konkrétni sondy.

4.1.3. 1zolace DNA z CD138+ frakce pomoci Kkitu

Izolace byla provedena pomoci kitu Gentra Puregene Blood Kit (Qiagen, Germany).
Postup byl v nékterych krocich upraven dle mnozstvi a kvality vzorku. Izolace byla

provadéna v laboratoii Molekularni genetiky FNOL.
Pfistroje:
Stolni centrifuga Centrifuge 5424 R (Eppendorf, Hamburg, Némecko), centrifuga Megafuge

1.0 R (Heraeus Sepatech, Hanau, Némecko), mikropipety (Gilson, Middleton, WI, USA),
kyvacka MIX 30 (Tool, Praha, CR)

Spotiebni material:

pasteurovy pipety (Biosigma, Benatky, Italie), Sérologické pipety 10ml (TPP, Trasadingen,
Svycarsko), 2ml plastové mikrozkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko), 3picky
(Gilson, Middleton, WI, USA)
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Chemikélie a roztoky:

Glycerol (Invitrogen, Waltham, MA, USA), Izopropanol, 70% ethanol, 10 mM TRIS (vse
1ékarna FNOL)

Postup:

1.

o B~ W N

10.
11.

12.

13.

14.
15.

Ob¢ zkumavky obsahujici bunnky CD138+ byly stoceny na 3500 rpm, 5 minut, pti 4-
8 °C.

Supernatant byl odstranén a pelet resuspendovan v malém mnozstvi supernatantu.
Obsah obou zkumavek byl piepipetovan do 2ml mikrozkumavky.

Mikrozkumavka byla centrifugovana pii 1000 rpm, 2 minuty.

Supernatant byl odstranén a bylo ptidano cca 150 ul Cell Lysis Solution dle mnozstvi
sedimentu. Pomoci pasteurovy pipety byl obsah zkumavky homogenizovan.

Bylo pfidano cca 50 pl Protein Precipitation Solution a obsah zkumavky byl 20
sekund vortexovan a nasledn¢ stoc¢en pti 14 000 rpm, 5 minut.

Do nové mikrozkumavky byl napipetovan isopropanol v mnozstvi stejném jako Cell
Lysis Solution. K izopropanolu byl pfidan supernatant pro vysrazeni DNA.

Pokud nedoslo ke srazeni DNA, byl pfidan 1 pl glycerolu a zkumavka byla umisténa
pies noc do lednice.

Zkumavka s vysrazenou DNA byla centrifugovana pii 14 000 rpm, 2 minuty.
Supernatant byl odstranén a byl pfidan 1 ml vychlazeného 70% ethanolu.
Zkumavka byla centrifugovana pii 10 000 rpm, 2 minuty. Tento krok byl jednou
zopakovan.

Supernatant byl odstranén a zkumavka 15 sekund centrifugovana pii pokojové
teploté. Pfipadné zbytky alkoholu byly odstranény Pasteurovou pipetou.

Pelet DNA byl susen pfi pokojové teploté cca 60 minut.

K vysusenému peletu byl pfidan 10 mM TRIS (mnozstvi dle velikosti peletu).

Pelet DNA byl rozpustén pii pokojové teploté.
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4.1.4. 1zolace DNA z fixovanych bunék fenol-chloroformovou metodou

Ptistroje:

centrifuga Biofuge 22R (Heraeus Sepatech, Hanau, Némecko), kyvacka MIX 30
(Tool, Praha, CR), mrazak, Termoblok Dry Block Thermostat Bio TDB-100 (BioSan, Riga,
Lotyssko), mikropipety (Gilson, Middleton, W1, USA)

Spotiebni material:

2ml plastové mikrozkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko), pasteurovy pipety
(Biosigma, Benatky, Italie), Spicky (Gilson, Middleton, WI, USA)

Chemikélie a roztoky:

10x PBS pufr, STE pufr, 10% SDS, Proteinaza K, Fenol + 10mM TRIS, chloroform-
izoamylalkohol (24:1), izopropanol, 70%ethanol, 10mM TRIS (vse 1ékarna FNOL)

Postup:

1.
2.

10.
11.
12.
13.

14.

Fixovana smés bunék byla centrifugovana 3 minuty pti 10 000 otackach.
Supernatant byl odstranén, sediment resuspendovan v 1 ml 1x PBS a centrifugovan
pii 10 000 rpm, 3 minuty.

Supernatant byl odstranén a sediment resuspendovan v 0,5 ml STE pufr chlazeném
na 4-8 °C.

Bylo ptidano 30 pl 10% SDS a 30 ul Proteinazy K.

Obsah byl inkubovan do druhého dne pti 37 °C.

Druhy den bylo pfidéno 0,5 ml fenolu syceného 10 mM TRIS, pH 8 o teploté€ 4-8 °C
a obsah byl protfepan a dan na kyvacku na 10 minut pii pokojove teplote.
Zkumavka byla centrifugovana pii 13 000 rpm, 10 minut (4-8 °C).

2/3 az cely objem horni vrstvy byl pfenesen do ¢isté mikrozkumavky.

Bylo pfidano 0,5 ml smési chloroform-izoamylalkoholu (24:1) a obsah byl
promichan.

Zkumavka byla dana na kyvacku na 10 minut pii pokojové teplote.

Zkumavka byla centrifugovana pti 13000 rpm, 10 minut (4-8 °C).

2/3 az cely objem horni vrstvy byl pfenesen do ¢isté mikrozkumavky.

Bylo pfidano 0,5 ml chlazeného izopropanolu a obsah se nechal precipitovat cca 10
minut v mrazaku.

Zkumavka byla centrifugovana pti 14000 rpm, 5 minut (pti 4-8 °C).
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15. Supernatant byl odstranén a pelet 2x proplachnut 70% vychlazenym ethanolem.
16. Zkumavka byla centrifugovana pii 14 000 rpm, 5 minut (pii 4-8 °C).

17. Supernatant byl odstranén a zbytek alkoholu odsan pasteurovou pipetou.

18. Pelet DNA byl susen pti pokojové teploté (cca 30 minut).

19. K vysuSenému peletu bylo piidano 50 ul 10mM TRIS.

20. Pelet DNA byl rozpoustén do druhého dne pii pokojové teploté.

4.1.5. Kontrola kvality DNA

Po izolaci DNA a pted ptipravou vzorkll pro analyzu aCGH je nutné zméfit
koncentraci ziskané DNA. K tomu se pouziva nejcastéji piistroj QUBIT, Nanodrop a gelova

elektroforéza. VSechny tyto metody jsem v prib&hu své prace vyuZila.

Meéfteni pomoci Qubitu

Ptistroj Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Waltham, MA, USA) pracuje na principu
fluorimetrie. Snimanim fluorescence barviv, které se specificky navazi na DNA, se snizuje
vliv kontaminantli na urceni koncentrace, a t0 umoziuje velice pfesné¢ meéteni. Pfistroj
umoziiuje pouziti vzorku o objemu 1 pul ve velmi vysokém ziedéni. (pfirucka Thermo
Scientific, Qubit). Qubit méfi pouze koncentraci dvouvlaknové dsDNA. Je nutné uziti

standardi. Méfeni pomoci Qubitu jsem provadéla dle navodu ptilozeného vyrobcem.

Meéreni pomoci NanoDropu

Na principu spektrometrie pracuje piistroj NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA), ktery spojuje kombinaci optickych vlaken
a povrchového napéti, coz umoznuje métreni koncentrace vzorku bez pouziti kyvet nebo
kapilar. Umoziuje provadét méteni ve velkych koncentracnich rozmezich (do 3700 ng/ul)
bez nutnosti fedéni, S velmi malym mnozstvim vzorku (1-2 ul) (Desjardins et Conklin, 2010;
ptirucka Thermo Scientific, NanoDrop). NanoDrop je schopen métit koncentraci
fragmentované DNA a dokaze identifikovat kontaminaci RNA a bilkovinami. Hodnota
nekontaminované DNA dosahuje hodnot 1,8-2 pii poméru vinovych délek A260/280.
Ptiprava vzorkt i samotné méteni probéhlo vzdy dle navodi vyrobce. Koncentrace DNA by

Vv idealnim ptipadé neméla klesnou pod 50 ng/pl.
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Kontrola celistvosti DNA pomoci gelové elektroforézy

Gelova elektroforéza je zakladni metodou pro analyzu DNA. Princip metody je
zalozen na migraci DNA v gelové matrici. Pohyb molekul je zajistén elektrickym proudem,
kdy hybnost molekuly smérem k anodé probiha diky zapornému naboji této molekuly.
Separace molekul DNA je pak zavisla na velikosti DNA. Separované fragmenty jsou

nasledn¢ vizualizovany, nejcastéji pomoci ethidium bromidu. (Magdeldin, 2012).

Kontrolu kvality mnou izolované DNA jsem standartné provadéla pomoci gelové
elektroforézy na 1% agar6zovém gelu. Ovéfovala jsem mnozstvi DNA a miru fragmentace.
Samotna elektroforéza byla provadéna dle standartnich postupi Laboratofe cytogenetiky

a molekularni cytogenetiky.

4.1.6. Komparativni genomova hybridizace na ¢ipu

DNA vsech pacient byla vySetfena na pfitomnost chromozomovych aberaci

metodou aCGH pomoci ¢ipu Agilent 4X180K SNP.

Piistroje:

cycler ProFlex™ 96-well PCR Systém (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornie, USA),
hybridizaéni pec Hybridization Oven 1012 (Shel Lab, Oregon, USA), vyhiivana vodni lazen
GFL 1012 (GFL, Burgwedel, Némecko), scanner SureScan Dx Microarray Scanner (Agilent
Technologies, Kalifornie, USA, stolni centrifuga Eppendorf 5424 (Eppendorf, Hamburk,

Némecko), Termoblok Dry Block Thermostat Bio TDB-100 (BioSan, Riga, LotySsko),
mikropipety (Gilson, Middleton, W1, USA)

Spotiebni material:

2ml plastové mikrozkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko), purifikaéni kolony
(Agilent Technologies, Kalifornie, USA), $picky (Gilson, Middleton, WI, USA, laboratorni

sklo

Chemikélie a roztoky:

Hybridizacni kit Agilent Microarray Hybridization Chamber Kit (Agilent Technologies,
Kalifornie, USA), Agilent Oligo aCGH/ChIP-on-Chip WASH BUFFER 1 a 2(Agilent
Technologies, Kalifornie, USA), SureTaq DNA labeling Kit — Cyanine-5-dUTP, Cyanine-
3-dUTP, male and female reference DNA, Exo(-) Klenow, 5x gDNA Reaction Buffer, 10x
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dNTP MIX, Random Primers, Nuclease-Free voda, 10x Restriction Enzyme Buffer, BSA,
Alu | Restriction Digest Enzyme, Rsa | Restriction Digest Enzyme (Agilent Technologies,
Kalifornie, USA), Human Cot-1 DNA (Invitrogen, Waltham, MA, USA), Agilent Oligo
aCGH/ChlIP-on-Chip Hybridization Kit — 2X -Hi-RPM-hybridization Buffer, 10x Oligo
aCGH/ChlIP-on-Chip Blocking Agent (Agilent Technologies, Kalifornie, USA), 1x TE pufr

Piiprava DNA

1. Dle koncentrace DNA byl vzorek zfedén beznukleazovou vodou (nuclease free) tak,
aby ve vysledném objemu 20,2 ul bylo 1000 ng DNA.

2. Byla ptipravena muzska a zZenska kontrolni DNA dle poctu a pohlavi pacientti. Vzdy
smichanim 5 pl kontrolni DNA (200 ng/ul) a 15,2 ul vody.

Restrikéni Stépeni DNA
1. Byl pfipraven MIX 1 dle schématu v Tabulce 3.

Tabulka 3: Piiprava MIXU 1 pro restrikéni $t€peni DNA

Slozka Mnozstvi [pl]
H20 18
10x Restrikéni pufr 23,4
BSA 1,8
Alu 4,5
Rsa 4,5

2. K ptipravené DNA bylo ptidano 5,8 ul MIXU 1.
3. Zkumavky byly umistény do cykleru s nastavenym programem Restriction Agilent

dle schématu v Tabulce 4.

Tabulka 4: Nastaveni cykleru

7

Teplota Cas
37°C 2 hodiny
65 °C 20 minut
4°C 0
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Fluorescen¢ni zna¢eni DNA

1.

Ke vzorkiim bylo ptidano 5 pl Random Primers a nasledné byly zkumavky vlozeny
do termobloku vyhiatého na 98 °C na 3 minuty.

Vzorky byly ochlazeny na ledu po dobu 5 minut.

Byly ptipraveny 2 zkumavky MIXU 2 dle schématu v tabulce 5. Do jedné zkumavky
byly pfidany Cyanine 3 — dUTP (Cy3), do druhé Cyanine 5 — dUTP (Cy5).

Tabulka 5: Piiprava MIXU 2 pro fluorescen¢ni znaéeni DNA

Slozka Mnozstvi [pl]
5x gDNA restrik¢ni pufr 42,5
10x dNTP 21,25
Cy3/Cy5 dUTP 12,75
Exo Klenow 4,25

Do kazdé zkumavky byl piidan MIX 2 v mnozstvi 19 pl. K DNA pacientt byl piidan
MIX 2 obsahujici barvu Cy5 a ke kontrolni DNA Cy3.
Zkumavky byly umistény do cykleru s nastavenym programem dle schématu

v Tabulce 6.

Tabulka 6: Nastaveni cykleru pro fluorescenéni znac¢eni DNA

Teplota Cas
37 °C 2 hodiny
65 °C 10 minut
4°C o0

Purifikace znaéené DNA

1.

K DNA bylo ptfidano 430 pl TE pufru a cely obsah zkumavky byl pfenesen do filtru
a filtr umistén do zkumavky (vSe soucasti SureTaq DNA labeling Kitu).

Zkumavky byly centrifugovany pti 14 000 g, 10 minut.

Prefiltrovany roztok byl odstranén a do filtru bylo pfidano 480 ul TE pufru.
Zkumavky byly centrifugovany pti 14 000 g, 10 minut.

31



5. Prefiltrovany roztok byl odstranén a filtr byl otocen do nové zkumavky.

6.

Zkumavky byly centrifugovany 1 minutu pii 1000 g.

Priprava sond na ¢ip

1.

Specificka aktivita ziskané DNA byla zjiSténa pomoci méfeni na NanoDropu. Ze

zjisténych  hodnot byla vypocitana  specifickd  aktivita dle vzorce

pmol

koncentrace Cy3 (Cy5)( ) . o
. Specifickd aktivita pro vzorky znalené Cy3 se

koncentrace DNA (%lol)

A=

pohybuje Vvrozmezi 25-40 a pro vzorky sCy5 20-35. Na zéklad¢ zjisténych
specifickych aktivit a pohlavi, byla pfifazena kontrolni DNA ke vzorku DNA
pacienta.

DNA pacienta a kontrolni DNA byly smichany a bylo pfidano 71 pl hybridiza¢niho
mixu, ktery byl nachystan dle schématu v Tabulce 7.

Tabulka 7: Piiprava hybridiza¢niho mixu

Slozka Mnozstvi [pl]
Cot1 21,8
10 x Blokovaci roztok 48
2x-Hi-RPM- 240
Hybridiza¢ni pufr

Obsah zkumavek byl stoen a zkumavky byly vloZeny na 3 minuty do termobloku
(98 °C).
Zkumavky byly vlozeny na 30 minut do vodni 14zn€ vyhtaté na 37 °C.

Zkumavky byly centrifugovany 1 minutu pti 6000 g.

Naneseni vzorku na CIP

K analyze byly pouZzivany Cipy platformy 4x 180K + SNP

1.

100 ul ptipravené sondy (smeés kontrolni DNA a DNA pacienta) bylo naneseno na
kryci sklo mikro€ipu, na sklo byl pfiloZzen mikrocip (kédem dol).
Ptipraveny mikrocip byl v drzaku umistén do hybridiza¢ni pece.

Cipy byly inkubovany Vv otagivém inkubatoru po dobu 24 hodin pfi 67 °C.
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Odmyti ¢ipu

1. Po inkubaci byl ¢ip vyjmut z drzdku a v misce naplnéné pufrem ¢.1 oddélen od
kryciho skla.

2. Cip byl umistén do stojanku a prenesen do nové misky s pufrem ¢.1 a ponechan
v pufru 5 minut.

3. Stojanek s ¢ipem byl pfenesen do misky naplnéné pufrem ¢.2 vytemperované na

37 °C inkubovéan 1,5 minuty.
Skenovani ¢ipu

1. Cip byl upevnén do drzaku a umistén do skeneru
2. Po naskenovani byl obrazek ¢ipu dale zpracovavan a hodnocen pomoci programu

Cytogenomics v5.0 (Agilent)

4.2. Analyza obrazu a hodnoceni

Pii samotné analyze obrazu skener snimad nejprve intenzitu kazdé barvy
(fluorochromu) zvlast’ a poté dojde k jejich prekryti. Obecné plati, ze pokud neni v genomu
pacient zadna zména, je pomér intenzit obou fluorochromt roven hodnoté 1. Pokud doslo ke
zmnozeni Gseku, na ¢ipu bude prevladat intenzita flurochromu navazaného na DNA pacienta
a pom¢r bude vétsi nez 1. Pokud doslo ke ztraté useku, bude prevladat flurochrom navazany

na kontrolni DNA a pomér bude mensi nez 1.

Timto zplsobem je hodnocen kazdy spot na Cipu (kazdy spot ptfedstavuje urcitou
pozici v genomu). Minimalni hodnota poméru intenzit fluorochrom, kterou pfistroj eviduje
jako zmnozeni je 0,58, pro deleci pak -1. Pomér intenzit (Cy3 a Cy5) je pro lepsi hodnoceni
logaritmovan. Hodnota Log2 (vzorek/kontrola) se v pfipad¢ zmnozeni pohybuje v kladnych
hodnotach, pti deleci v hodnotach zapornych a v situacich, kdyz nedoslo k Zadnym zménam,
osciluje hodnota Log2 kolem 0. Analyza je tak zaloZena na nalezeni hodnot Log2, které se
vyznamné odchyluji od hodnoty 0. Program pro analyzu a vyhodnoceni obrazu normalizuje

vysledky na diploidni genom.

Priklady vystupii z programu Agilent Cytogenomics pii hodnoceni vysledkl jsou

zobrazeny na Obrazcich 5,6 a 7.
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Obrazek 5: Normalni nalez chromozomu 6
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Legenda: Zelena cara (oznaena Sipkou) osciluje okolo hodnoty Log2 = 0. Intenzita detekovanych
fluorochromtl je v rovnovaze, coz signalizuje, Ze na chromozomu nedoslo k zadné deleci ani zmnoZeni

Obrazek 6: Zmnozeni chromozomu 15
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Legenda: Zelena Cara osciluje okolo hodnoty Log2 = 0,58. Intenzita detekovanych fluorochroml neni
v rovnovaze. Fluorochrom Cy3 je v nadbytku coz signalizuje, Ze na chromozomu doslo ke zmnozeni jeho ¢asti.

Obrazek 7: Delece (monozomie) chromozomu 13
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Legenda: Zelena ¢ara osciluje okolo hodnoty Log2 = -1. Intenzita detekovanych fluorochromu neni
v rovnovaze. Fluorochrom Cy3 je v nadbytku coZ signalizuje, Ze na chromozomu doslo k deleci jeho
Casti.

Pfi analyze byla z hodnoceni vyloucena oblast kodujici gen IGH, jelikoz aCGH
nedokaze detekovat balancované translokace, které se genu IGH Casto tykaji. Déle bylo tfeba
zohlednovat, Ze v oblastech okolo centromer a na koncich chromozomt (véetné genu IGH)

dochazi k nepfesnym detekcim zmén v disledku problémového nasedani sond.

Analyza byla provadéna pomoci Cipu Agilent 4X180K SNP, ktery umoZiiuje
I detekci SNP a tim detekci CNN-LOH. Systém tedy pouziva jak sondy pro detekci deleci
a zmnozenti, tak i specialni sondy pro detekci SNP. Jako oblast s CNN-LOH byl povazovan
usek s absenci alelické konstituce AB o velikosti alespont 3 Mb. Priklad vystupu z programu

Agilent Cytogenomic pii nalezu CNN-LOH je zobrazen na Obréazku 9.
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Obrazek 9: Ztrata heterozygozity postihujici kratky usek chromozomu 4
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Legenda: Tmavé modfe zbarvena oblast ohrani¢uje tsek s dlouhodobou neptitomnosti alely od
druhého z rodict, coz signalizuje pfitomnost CNN-LOH v daném tseku chromozomu
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5. Vysledky

Vysettovany soubor tvofilo 51 pacienti s MM, ktefi byli vySetieni v letech 2017-
2018 v Laboratofi cytogenetiky a molekularni cytogenetiky HOK FNOL. V premalignim
stadiu MGUS byli 2 pacienti, ve stadiu SMM 4 pacienti a 45 pacientd mélo aktivni MM.
Median véku byl 71 let (rozsah 48-89 let). Imunologicky typ paraproteinu byl nejc¢astéji 1I9G
(28 pacientu), dale IgA (15 pacientt), BJ (6 pacientti) a IgD (2 pacienti). U 26 pacientt byl
zjistén typ lehkého fetézce kappa a u 25 pacienti pak fetézec lambda. Zékladni

charakteristika souboru je shrnuta v Tabulce 8.

Tabulka 8: Charakteristika analyzovaného souboru pacienti

.. Pocetni
Charakteristika souboru pacienti
zastoupeni

Muzi 19
Pohlavi

Zeny 32

[o]€] 28

IgA 15
Imunologicky subtyp

BJ 6

IgD 2

Kappa 26
Typ lehkého fetézce

Lambda 25

MGUS 2
Stadium onemocnéni SMM 4

MM 45

Vzorky pacientl byly analyzovany pomoci metody aCGH a nasledné byly vysledky
porovnavany s vysledky ziskanymi metodou FICTION. Vysledky metody FICTION jsem
ptevzala z Laboratofe cytogenetiky a molekularni cytogenetiky HOK FNOL.

Vysetfovand DNA byla ziskana z bun€k KD fixovanych pro cytogenetickou analyzu
(9 pacientti) nebo z CD138+ bun¢k separovanych metodou MACS (42 pacientt). U kazdého
vzorku KD, ktery byl pouzit pro separaci metodou MACS bylo zméfeno zastoupeni

plazmatickych buné€k v Laboratofi krevnich obrazt cytomorfologie a v Laboratofi priutokové
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cytometrie HOK FNOL. Median zastoupeni PB v KD byl 18 % a pohyboval se v rozmezi
od 0,9 % do 90 %. Median cistoty separované populace bun¢k byla stanoven na hodnotu
81 % (28-98,6).

Podrobny zapis vysledkii arrayCGH jednotlivych pacienti podle mezinarodniho

systému pro cytogenetickou nomenklaturu (ISCN) z roku 2016 je uveden v Ptiloze 1.

Chromozomové zmény byly nalezeny u 50/51 (98 %) pacienti. U 1 pacienta nebyly
detekovany zadné zmény. Klasickému rozdéleni na zaklad¢ ptitomnosti trizomii lichych
chromozomu a translokaci/monozomii (do skupin NH-MM a H-MM) odpovidalo vSech
50 pacientt, u kterych byly detekovan chromozomové zmény. Tyto zmény jsou rozepsany

v dal$ich kapitolach.

5.1. Zmény v celkovém souboru pacientii

Pfi analyze zmén v celém souboru 51 pacientd jsem se zaméfila na nejcastéji se
vyskytujici zmény u pacientd s MM. Jednalo se 0 zmény poctu chromozomd, delece
azmozeni Casti chromozomil. VSechny abnormality byly detekovany metodou aCGH,
a nasledné ovéfeny metodou FICTION s vyjimkou zmén a translokaci genu IGH, které byly
metodou FICTION doplnény. Ptiklady kompletnich aCGH profilt pro H-MM a NH-MM
z analyzovaného souboru pacientti (pofizené v programu Agilent Cytogenomics) jsou

zobrazeny na Obréazcich 10 a 11.
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Obrazek 10: Vystup z programu Agilent Cytogenomics zobrazujici cely genovy profil pacienta s H-
MM
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Legenda: Trizomie chromozomu 3, 5, 7, 9, 11, 15, 17, 19, 21; monozomie chromozomu 13

Obrazek 11: Vystup z programu Agilent Cytogenomics zobrazujici cely genovy profil pacienta s
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Legenda: Delece chromozomu 1, 6 a 16; monozomie chromozomu 13, 22 a X
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V programu Progenetix (www.progenetix.org) byly pro ilustraci pofizeny dva
grafické vystupy. Graf 1 zobrazuje zmény u celého souboru pacientti s vyjimkou 1 pacienta,
u kterého nebyla detekovand zadna zména. Graf 2 pak zobrazuje zmény u jednotlivych

pacientt.

Graf 1: Souhrnny graf zobrazujici chromozomové zmény v celém souboru 50 pacienti s MM
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Legenda: V hornim tadkou jsou zobrazeny chromozomy, v levé &asti pak % zastoupeni zmén v konkrétni
chromozomové oblasti. Zluté oblasti signalizuji zmnozZeni dané casti a modré ztraty urcitych usekl
chromozom.

© 2013 progenetx.org

Graf 2: Vyskyt chromozomalnich zmén u jednotlivych pacientd
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Legenda: V hornim fadkou jsou zobrazeny chromozomy, v levé ¢asti grafu jsou ¢iselné oznaceni pacienti.
Zluté oblasti signalizuji zmnoZeni dané ¢asti a modré ztraty urcitych tsekti chromozomd.
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Pocetni zmény chromozomt byly nalezeny u 46 pacientii. Monozomie jednoho nebo
vice chromozomi byla nalezena u 32 pacientti (64 %). Nejéastéji chyb&jicim chromozomem
byl chromozom 13 a to u 26 pacienti (52 %). Dalsi detekovanou zménou byla monozomie
chromozomu X, ktera byla nalezena u 16 pacientll (31 %). U 3 pacienti doslo ke ztraté
chromozomu Y. U jednoho z nich se jednalo o jedinou detekovanou chromozomovou

zmeénu.

Trizomie alespon jednoho z chromozomu byla zjisténa u 30 pacient. VétSinou se
jednalo o zmnozZeni vice chromozomd, které bylo v nékterych piipadech provazeno
tetrazomiemi. Trizomie chromozomu 17 byla nalezena u 4 pacientti (8 %), trizomie 15 u 19

(37 %) a trizomie 11 u 22 (43 %) pacientul.

Delece 1p byla nalezena u 15 pacientti (30 %), zmnoZeni 1q bylo nalezeno u 29
pacientt (58 %) a v 5 ptipadech doprovazelo deleci 1p. ZmnoZeni Xq bylo nalezeno u 8
pacientl (16%). Delece 6q byla nalezena u 10 pacientt (20 %), delece 139 u 5 pacientt
(10 %), pouze ve 2 ptipadech tato delece nezahrnovala gen RB1. Delece 16q byla nalezena
u 16 pacientt (31 %), Delece 17p byla nalezena u 3 pacientl (6 %) a ani v jenom piipadé
nezahrnovala gen TP53. Vysledky z analyzy chromozomovych zmén Vv souboru pacientd

jsou shrnuty v Tabulce 9.

Tabulka 9: Chromozomové zmény v souboru pacientl

Analyzovana zména Pocet pacienti

Zmnozeni celych lichych chromozomi | 30

Monozomie 13/delece 139 26/5

Zmnozeni lq 29

Zmnozeni celych sudych chromozomu | 15

Monozomie X 16
Zmnozeni Xq 8
Delece 16q 14
Delece 6q 10
Delece 1p 15
Ztrata chromozomu Y 3
Delece 17p 3
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U 2 pacientl byla detekovana chromotripse. V prvnim ptipadé postihla chromozom
8 u pacienta s H-MM (viz Obrazek 10). V druhém piipadé postihla chromozom 20
u pacienta s NH-MM.

Obrazek 12: Chromotripse na chromozomu 8 detekovana u jednoho z pacienti

Gene View ( chr8:123377745-146126800, Size=22.7 Mb )
125.0 Mb 130.0 Mb 135.0 Mb

iz BkEriET 2 7 A5 = 1 GCo0 _ TMEASY OC 10/

LoliMd27857  CAsC21

5375734  FBX032 MIR1208

Neutralni ztrata heterozygozity (CNN-LOH) byla detekovana celkem u 13 pacientt
(26 %). Velikosti useku s CNN-LOH se pohybovaly mezi 2,3 Mb a 146 Mb s medianem
8,55 Mb. | pies pocate¢ni stanoveni hranice velikosti na 3 Mb byly u dvou pacientt zafazeny
1 oblasti o mensi velikosti z diivodu jednozna¢ného urceni danych usekii. Celkovy pocet
detekovanych CNN-LOH byl 51 smedianem 2 zmény na pacienta. CNN-LOH byla
nejcastéji detekovana na chromozomu 5 (6x), 1 (5X) a na chromozomech 6, 7 a 2 (vzdy 3x).
U 5 pacientt se tisek s CNN-LOH vyskytl pouze 1. U jednoho pacienta byla detekovana
CNN-LOH zahrnujici cely chromozom 2 a jednalo se o jedinou CNN-LOH v celém genomu.

5.2. Hyperdiploidni typ MM

Do skupiny nemocnych s H-MM bylo zafazeno celkem 30 pacientt (60 %). Trizomie
lichych chromozomd, které jsou pro skupinu H-MM typické, byly detekovany u vSech
pacientli. Nejcastéji postihovala trizomie chromozomy 9 (70 %), 11 (73 %) a 19 (70 %).
U 15 pacientt (50 %) se vyskytly trizomie lichych chromozomi spoleéné s trizomiemi
sudych chromozomii. Nejcastéji se jednalo o chromozom 2, 6 a 18. U 9 pacientt (30 %) byly
detekovany i tetrazomie, nejcastéji chromozomu 9 a 15. Trizomie chromozomu 1 se vyskytla

pouze v 1 ptipadeé.

Trizomie lichych chromozomi byly casto provazeny delecemi 1p, které byly
detekovany u 10 pacientll (33%). U 40 % (12/30) pacienti S H-MM byla prokazana
monosomie chromozomu 13. Delece 13q byla nalezena pouze u 1 pacienta a zahrnovala gen
RB1. Delece 17p byla nalezena u 1 pacienta ale nezahrnula gen TP53. Zmnozeni 1q se
vyskytlo u 16 pacientt (53 %). Oba pacienti s premalignim stadiem MGUS a 2 pacienti se
SMM vykazovali geneticky subtyp H-MM. U 1 pacienta se spolecné s trizomiemi vyskytla
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1 prestavba IGH genu, kterd neni pro pacienty s H-MM typicka. Translokacni partner nebyl

u této prestavby uréen. Zmeéna je popsana v kapitole zabyvajici se zménami IGH genu.

5.3. Nonhyperdiploidni typ MM

Do skupiny NH-MM bylo zatfazeno celkem 20 pacientt (40 %). Pro typ NH-MM je
typicka pritomnost translokaci zahrnujici IGH gen (14932). Pritomnost téchto translokaci
byla ur¢ena metodou FICTION. Jejich analyza a konkrétni typy jsou rozepsany v kapitole
zmén IGH genu nize, jelikoz detekce translokaci IGH metodou aCGH neni mozna.

U 4 pacient (20 %) ve skupin¢ NH-MM nebyla IGH translokace detekovana.

Nejcastéji se u téchto pacienti vyskytuje monozomie chromozomu 13, ktera byla
prokazana u 70 % (14/20) pacientd. U 7 pacientd byla monozomie 13 doprovazena
I monozomii jiného chromozomu, nejcastéji chromozomu 14. U jednoho pacienta byla
detekovana pouze ztrata chromozomu Y. Nejednalo se ale o jednou zménu, byla
doprovazena zmnozenim 1q a deleci 16q. ZmnozZeni 1q, bylo zjisténo u 13 pacientt (65 %).
Delece 16q, ktera se objevila u 9 pacientii (45 %). Delece 17p byla detekovana u 2 pacient,
ale ani v jednom ptipadé nezahrnovala gen TP53. 2 pacienti s SMM vykazovali typ NH-
MM.

5.4. Zmény IGH genu

Pro detekci translokaci byla pouzita metoda FICTION. Zmény zahrnujici gen IGH
byly detekovany u 23 pacientd (46 %). Piestavby IGH genu byly zjistény u 16 pacientt
(32 %). Piestavba IGH genu bez dalSich zmén v tomto genu byla nalezena u 11 pacient.
U 4 pacientt se jednalo o t(4;14) u 7 pak o t(11;14). Piestavba IGH genu spojena s deleci
druhé alely se vyskytla u dvou pacienti, z nichz jednomu byla detekovana t(14;20).
U druhého pacienta nebyl uren translokacni partner z ditvodu nedostatku biologického
materialu. Pfestavba s duplikaci 3" nebo 5'konce se vyskytla u dvou pacientii. U jednoho se
jednalo o t(14;16) u druhého o t(11;14). Samostatna delece 3’konce byla nalezena u 1
pacienta. Fyziologicka delece 5 konce byla nalezena u 4 pacientt. V jednom piipadé byla u
pacienta detekovana delece 3 konce IGH genu a dale pak variantni t(4;14). U jednoho
pacienta byla detekovana delece 1 kopie genu IGH a metodou aCGH byla potvrzena

monozomie celého chromozomu 14.
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U pacienta, ktery patiil do skupiny H-MM byla nalezena piestavba obou alel IGH
genu. Konkrétné se jednalo o parcialni bialelickou delece 5’konce spojenou S piestavbou
obou alel a parcialni bialelickou deleci 5konce spojenou s deleci 3 'konce. Shrnuti zmén

v genu IGH jsou shrnuty v Tabulce 10.

Tabulka 10: Shrnuti zmén postihujici gen IGH

Typ zmény Pocet pacientu
Ptestavba IGH 11
Prestavba + delece 1 alely 2

Prestavba + duplikace 3°/5" konce | 2

Delece 3°/5konce, delece 1 kopie | 7

Jiné zmény 1

5.5. Opakovana vySetieni

U 4 pacienti bylo provedeno opakované vysetfeni v progresi/relapsu onemocnéni.
Ve dvou ptipadech bylo prvni vySetieni provedeno v roce 2015, u jednoho pacienta v roce
2016 a nasledné u vSech pacientti v roce 2018. Jeden pacient byl vysetien v roce 2015
anasledné¢ dvakrat v roce 2018. U vSech pacientli byly zaznamendny rozdily v nélezu
chromozomovych aberaci. Pfehled zmén u kazdého pacienta je uveden v Tabulkach 11-12.
U vSech pacientd byly prokdzany dalS$i nové zmény, pficemz plvodni zmény byly

zachovany.

U prvniho pacienta doslo k rapidnimu nartisti zmnoZzeni urcitych tiseki chromozomu

(celkem 8) a u jednoho chromozomu byla zjisténa trizomie (viz tabulka 11).
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Tabulka 11: Chromozomové aberace detekované u pacienta ¢.4 v relapsu

Typ zmény Prvni vysetieni | Druhé vySetieni
Zmnozeni 1p a 1q NE ANO
Zmnozeni 3p22 NE ANO
Zmnozeni 3ql1 ANO ANO
Zmnozeni 4p NE ANO
Trizomiechr.5a7 | ANO ANO
Delece 8p NE ANO
Trizomie 11 a 15 ANO ANO
Zmnozeni 16q a 17q | NE ANO
Trizomie chr. 19 ANO ANO
Trizomie chr. 22 NE ANO
Monozomie chr. X | ANO ANO

U druhého pacienta doslo ke zmnozeni terminalniho useku chromozomu X (Xq28).

U tietiho pak piibyla delece na chromozomu 13, ktera zahrnovala gen RB1.

Posledni pacient byl vySetfovan celkem 3x. Prvni vySetfeni bylo provedeno jiz v roce
2015, kdy byly detekovany pouze 2 zmény: delece 16q a zmnoZeni X. Pfi dalSich dvou
vySetienich byl zjistén rapidni nartst aberaci (celkem 8), ve vétsin€ ptipadt se jednalo 0
delece na riznych chromozomech. Pfi poslednich dvou vySetfenich byly nalezeny shodné

aberace (viz Tabulka 12).

Tabulka 12: Chromozomové aberace detekované u pacienta ¢. 48 v relapsu

Typ zmény Prvni vySetieni | Druhé vySetieni | Treti vySetieni
Zmnozeni 1q | NE ANO ANO
Delece 13q NE ANO ANO
Zmnozeni 14q | NE ANO ANO
Delece 16q ANO ANO ANO
Delece 17q NE ANO ANO
Zmnozeni X ANO ANO ANO
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5.6. VySetreni bunék z periferni krve

U 4 pacientii bylo vySetieni provedeno i na vzorcich z periferni krve (PK) z divodu
pritomnosti cirkulujicich PB. Pouze u jednoho pacienta byly nalezeny rozdily
Vv cytogenetickych zménach v bunkach KD a v cirkulujicich PB. Ve vzorku KD byla
nalezena delece 6q, ktera ve vzorku PB nebyla detekovana. U tohoto pacienta bylo dale
prokazané rozdilné zastoupeni jednotlivych zmén (delece 16q, zmnozeni 1q, X) v KD a PK.
Ptesné zastoupeni jednotlivych zmén bylo ovéfeno metodou FICTION se specifickymi

sondami pro 1921 a 6qg21.

Jeden pacient byl vysetfen ze vzorku KD a nasledné v progresi vysetien pouze z PK
(velmi pokro¢ilé stadium, v PK se vyskytovalo 90 % PB). Tento piiklad je zde uveden pro
znazornéni kumulace genetickych zmén v pribéhu onemocnéni. Genetické zmény nalezené
v PB PK byly stejné jako v piredchozim odbéru KD a dale byly prokazany dalsi nové zmény

souvisejici s progresi MM. Tyto zmény jsou uvedeny v Tabulce 13.

Tabulka 13: Porovnani chromozomovych zmén v PB ve vzorku KD u jednoho pacienta.

Typ zmény VySetieni Vysetteni PK (V pozdnim
KD stadiu onemocnéni)

zmnozeni 30 NE ANO

Zmnozeni 6p24 NE ANO

Zmnozeni 8q NE ANO

Delece 17p NE ANO

Delece 17q NE ANO

Monozomie chromozomu 17 ANO NE

Vicecetna zmnoZzeni na 229 NE ANO

5.7. Analyza metodou FICTION

S pouzitim metody FICTION byly analyzovany aberace, které se tykaji konkrétnich
lokusti na chromozomech. Jednalo se primdrné€ o abnormality oblasti 1q21, 1p32 a genu RB1.
Analyza byla provadéna i na pfitomnost delece genu TP53, kterd se vSak u zadného

z pacientt nevyskytla.
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Ztrata lokusu 1p32 byla detekovana u 5 pacientii (2x H-MM, 3x NH-MM). Zmnozeni
lokusu 1921 bylo nalezeno ve 25 ptipadech (14x H-MM, 11x NH-MM). Jednalo se pfevazné
0 jeho duplikace a triplikace, v jednom piipadé o vyskyt 4-5 kopii, kdy mluvime
o amplifikaci. Delece genu RB1 byla detekovana u 24 pacienti (47 %). Ve 21 ptipadech se

pak jednalo o ztratu genu v dusledku ztraty celého chromozomu 13.

U pacientl v relapsu a progresi byl zakladni panel vySetieni doplnén o vySetfeni

abnormalit genu MYC.

Stru¢né shrnuti abnormalit lokustu 1g21, 1p32, genu RB1 a genu MYC je shrnuto

v Tabulce v Pfiloze 2.
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6. Diskuze

Mnohocetny myelom je maligni onemocnéni charakterizované nekontrolovanym
mnozenim klonalnich plazmatickych bunék v KD, které zplsobuji tfadu komplikaci
vedoucich k orgdnovému poskozeni. MM je onemocnéni charakteristické vyskytem

heterogennich chromozomovych aberaci a mutaci v mnoha genech. (Fairfield et al., 2016).

Detekce takovych chromozomovych abnormalit patii v dneSni dobé
dokazi odhalit abnormality v necelych 30 % ptipadl, nové techniky jako i-FISH a aCGH
zachyti zmény az u 90 % pacienti (Smetana et al., 2014b).

Pro analyzu pomoci aCGH je jednim z hlavnich limitujicich faktori zastoupeni
malignich plazmatickych buné€k. Pro detekci chromozomovych zmén je nutné jejich vice nez
20% zastoupeni (Rack et al., 2016). K vys$s§imu zachytu aberaci metodami aCGH a FISH
dochazi pti uziti CD138+ separace (MACS, FACS), kterd selektuje PB a usnadnuje tim
detekci chromozomalnich zmén i u vzorki s jejich velmi malym zastoupenim (Cumova
et al., 2010). Dalsi moznosti analyzy jen PB je metoda FICTION. V diplomové praci byla
pouzita metoda FICTION a separace PB metodou MACS.

VySetfovany soubor tvofilo celkem 51 pacienti. Chromozomové zmény jsem
pomoci metody aCGH detekovala u 50 pacientt (98 %). Vyskyt chromozomovych zmén se
shoduje s vysledky publikovanymi mnoha autory vcetné Rack et al. (2016) a Kjeldsen
(2016). Pacienti s MM se daji tradi¢né rozdélit do dvou hlavnich skupin, a to hyperdiploidni
a nonhyperdiploidni. V souboru bylo celkem 30 pacienti (60 %) s typem H-MM a 20
(40 %) s NH-MM. Gupta et al. (2017) uvadi vyskyt hyperdiplidniho typu v 47 %
a nonhyperdiplidniho typu v 53 %. Obdobné vysledky publikoval i Smetana et al. (2014b).
Z vysledkt téchto autorti se zda byt vyskyt obou typl rovnomérny. Mirn¢€ vyssi vyskyt H-

MM miiZe byt ovlivnén velikosti vySettovaného souboru.

V souboru hyperdiploidnich pacienti je typicky vyskyt trizomii lichych
chromozomu. Nej¢astéji zmnozenym chromozomem byl chromozom 11 (73 %), 9 (70 %)
a 19 (70 %). Smetana et al. (2014b) uvadi jako nejcastéjsi trizomie chromozomu 9 a 15
s vyskytem 38 %. Stejné vysledky uvidi i Smetana et al. (2014a), ktefi detekovali jako
nejcastéjsi trizomie pravé 9 a 15 a to v 50 %. V mém souboru se trizomie chromozomu 15

vyskytovala v 30 % ptipadu.
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Monozomie alesponi jednoho chromozomu byla prokazana u 32 pacientt (64 %),
nejcastéji postihovala chromozom X (31 %) a chromozom 13 (52 %). Kjeldsen (2016)
zaznamenal nejcastéjsi vyskyt monozomie chromozomu 13 (43 %) a X (26 %). Smetana
etal. (2014a) uvadéji vyskyt monozomie 13 u 25 % pacientt a monozomii X u 38 %
pacientd. Smetana et al. (2014b) uvadi vyskyt monozomie 13 ve velmi vysokém procentu a
to v 51 % pripadu. Scitta et al. (2016) také uvadi chromozomy 13 a X jako nejcastéji
zasazené monozomii a uvadi i chromozom 22, u kterého se v mém souboru monozomie

vyskytovala v mensim mife.

Gutiérez et al. (2004) uvadi, ze oblasti nejéastéji postihnuté deleci jsou 13q (39 %),
16q (18 %), 6q (10 %) a 8p (10 %). Dale uvadi, ze vSichni pacienti s deleci 13q vykazovali
deleci genu RB1. Smetana et al. (2014a) také uvadi jako nejéastéjsi oblast s deleci 13q
(43 %). V mém souboru byla nejéastéjsi deleci delece 1p a to u 15 pacientt (30 %). Deleci
16q jsem zaznamenala u 16 pacientd (31 %), 6 u 10 pacientd (20 %). Deleci 13g jsem
detekovala pouze u 5 pacientt (10 %) a ve 3 piipadech zahrnovala gen RB1. Smetana et al.
(2014b) uvadi obdobny vyskyt delece na 16q (25 %). Dale uvadi vyskyt delece na 17q ve
14 % piipadi. V mém souboru byl vyskyt lehce nizsi, deleci na 17p jsem identifikovala u 3
pacientl (6 %) a nezahrnovala gen TP53. Dale Smetana uvadi zmnozeni 1q v 71 %, deleci
1p ve 46 % ptipadt. Guti¢rez et al. (2004) uvadi vyskyt zmnozeni 1q u45 % pacientd
a jedna se o oblast nejcastéji zmnozenou. Oblast 1q byla nejéastéji zmnozena (50 %)
I v souboru pacienti Smetana et al. (2014a). Tato oblast byla nejvice zmnozena i v mém

souboru (58 %).

Analyza zmén zahrnujici gen IGH byla provedena metodou FICTION, protoze tyto
zmény jsou metodou aCGH nedetekovatelné. Je to zpiisobeno minimalnimi ztrdtami
genetického materialu, ke kterym dochazi ptfi balancovanych translokacich (pfipadné
inverzich) a VDJ rekombinacich. Takové ztraty o zanedbatelném rozsahu metoda aCGH
nedokaze rozpoznat. Zmény IGH genu byly detekovany u 23 (47 %) pacientii. U 16 pacientt
(32 %) byla detekovana translokace IGH genu. Zbytek zmén ptedstavovaly delece 3 nebo
5’konce IGH genu, piipadné delece celé jedné alely. Nejcastéjsi translokace byly t(11;14)
(8 pacientit) a t(4;14) (5 pacienttr). Kjeldsen (2016) uvadi vyskyt translokaci v 52 % a také
jako nejcastéjsi uvadi translokace t(11;14) a t(4;14). Rack et al. (2016) zaznamenal podobny
vyskyt IGH translokaci (34 %). Jako nej¢astéjsi translokaci uvadi t(11;14), dale t(4;14) a
t(14;16). V mém souboru se translokace t(14;16) prokazala pouze v jednom ptipad¢. Dale
byla v 1 ptipadé prokazana i t(14;20).
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Chromotripse pfedstavuje mnohondsobnou fragmentaci ramene nebo celého
chromozomu, pteskupeni vzniklych tusekt a jejich nasledné spojeni. Jedna se
0 chromozomovou katastrofu, ktera je spojend s kratkym piezivanim. Chromotripse je
povazovana za vysoce rizikovy faktor u nemocnych s MM a jeji vyskyt neptesahuje 1 %.
V mém souboru pacienti se vyskytla ve 2 pfipadech. V jednom piipadé se jednalo
0 chromozom 8 a v druhém o chromozom 20. Berry et al. (2017) detekoval tuto aberaci ve
2 piipadech (3 %). Chromotripse zasahovala chromozom 1 a 16. Chromotripse se vyskytla
jak u pacienta s H-MM, tak s NH-MM.

Pomoci SNP analyzy byla analyzovana i ptitomnost CNN-LOH u vsech
chromozomu. Celkem byla CNN-LOH prokazana u 13 pacientd (26 %). Tento vysledek se
shoduje s vysledky publikovanymi Lopez-Corral et al. (2012) a Walker et al. (2010), ktefti
uvadi vyskyt u38 % a 37 % pacienti. Lopez-Corral et al. (2012) zaznamenal celkem
65 CNN-LOH s medidnem velikosti 33 MB. V mém souboru byl median nizsi a to 8,55 MB,
pocet zmén vsak dosahoval podobné hodnoty (51). Median poctu 2 zmén na pacienta Se
shodoval jak s vysledky Lopez-Corral et al. (2012), tak s Walker et al. (2006), kteti uvadéji
2, respektive 3 CNN-LOH na pacienta. V mém piipadé byla CNN-LOH nejcastéji
detekovana na chromozomu 5, 1 a dale na chromozomech 6, 7 a 2. Walker et al. (2010)
uvadi naopak nejcastéjsi vyskyt na chromozomu X a dale na chromozomech 16 a 1. U 5
(38 %) pacientt se vyskytl pouze 1 CNN-LOH v celém genomu. Obdobny vysledek uvadi i
Lopez-Corral et al. (2012). V mém souboru jsem detekovala pouze v jednom piipadé CNN-
LOH celého chromozomu a jednalo se o chromozom 2. Toto zji§téni se shoduje s vysledkem
publikovanym Walker et al. (2006), Lopez-Corral et al. (2012) za to detekoval
7 chromozomu s celochromozomovou CNN-LOH. Kim et al. (2014) naopak nedetekoval

zadny CNN-LOH postihujici cely chromozom.

Pti opakovanych vySetienich 4 pacienti byl ve vSech pfipadech zaznamendn narist
chromozomovych aberaci. Prvotni vySetieni bylo provedeno v dob¢ diagndzy, opakovana
vySetieni vV relapsu nebo progresi onemocnéni. Zatimco u dvou piipadi se jednalo pouze
0 nepatrny narust aberaci (1 zména), u dalSich dvou pacientd byl markantni narist zmén na
riznych chromozomech. Nartst chromozomovych zmén se shoduje s udaji v literatuie, ktera
uvadi kumulaci aberaci jako znamku nestability genomu a progerese onemocnéni (Lopez-

Corral et al., 2012)
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Ve vzacnych piipadech MM jsou nalezeny patologické PB i v PK. Jedna se
0 agresivni formu nebo pokrocilé stddium MM, kdy PB ztraci zavislost na mikroprostiedi
KD. Ptitomnost PB v PK je spojena se zna¢nym rizikem progrese a celkové niz§im
prezivanim pacientii. Déle koreluje s vysSim stadiem onemocnéni a odpovédi na zvolenou
lécbu (Bezdekova et al., 2017). Pii porovnani vysledku ziskanych z vysSetfeni bunék KD
a z cirkulujicich bunék v PK ve stejném ¢asovém obdobi byl detekovan rozdil v nalezu zmén
pouze u 1 pacienta ze 4. V bunkach KD byla detekovana delece 6q, ktera se v bunikach PK
nevyskytovala. U dalsiho pacienta byla vySetiena KD i PK, ale v ¢asovém odstupu. Analyza
PK byla provedena ve vysoce pokro¢ilém stadiu onemocnéni, pii 90% vyskytu PB v Krvi.
V PK byl detekovan rapidni nartist zmén, byly detekovany jak zmény ptivodné nalezené
v KD, tak 1 nové zmény jako disledek rapidni progrese onemocnéni. U tohoto pacienta byla
metodou FICTION v PK nalezena i piestavba genu MYC spojena s duplikaci 5 konce genu,
ktera je V literatufe uvadéna jako zména spojena s progresi onemocnéni (Prideaux et al.,

2014).

Cely soubor pacientii byl analyzovan na pfitomnost chromozomalnich aberaci
metodou aCGH. Ziskané vysledky jsem porovnala s daty ziskanymi metodou FICTION.
Vétsina vysledkd vykazovala shodu. Nejvétsi odlisnost jsem zaznamenala u pocetnich zmén
chromozomu. Odlisnost byla nalezena v pifipadé trizomie chromozomu 15, kde aCGH
odhalila trizomii u 2 dalsich pacienti oproti FICTION. Tato odlisnost je zplisobena
skute¢nosti, ze analyza pomoci FISH vyuzivad sondy specifické pro centromerickou ¢ast
chromozomu, zatimco aCGH analyzuje celé chromozomy, ale centromerické oblasti jsou
vylou€eny. Pokud je na chromozomu zmnoZeno vSe kromé centromery (pf. nebalancovana
translokace akrocentrickych chromozomu), metoda FISH nedetekuje trizomii. U dalsich
3 pacienti metoda FICTION odhalila trizomie a tetrazomie chromozomu 15, ackoliv
u aCGH vysila cista tetrazomie. Tato odliSnost byla zptsobena pfitomnosti malého subklonu

bunék s trizomiemi.

V 7 ptipadech metoda FICTION odhalila trizomie chromozomu 15 ¢i 17, ale
metodou aCGH nebyl vysledek potvrzen. Tato odlisnost je zpisobena malym subklonem
bunék s abnormalnim poctem chromozomii. Obdobny vysledek byl detekovan u monozomie

chromozomu 17 u dvou pacientu v piipadé FICTION, ale nikoliv u aCGH.

Abnormality genu MYC (8g24) jsou spojeny s progresi MM a jsou povazovany za
neptiznivy prognosticky faktor. Metodou aCGH byla nalezena delece 5° konce genu MYC
u jednoho pacienta, u dalsiho pak duplikace celého genu. Obé¢ tyto zmény byly detekovany
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i metodou FICTION. U dalsich 6 pacientd byla pomoci FICTION detekovana i piestavba
tohoto genu, ktera se neda detekovat metodou aCGH, protoze nedochazi ke ztratdm nebo
zmnozeni genetického materialu. U jednoho z pacienti metoda FICTION odhalila ve 23 %
PB zmnozeni celého genu MYC, které nebylo metodou aCGH potvrzeno pravdépodobné
v disledku malého zastoupeni bunck s touto zménou. U toho pacienta bylo vysSetfeni
metodou aCGH provedeno na buikach fixované KD, nikoli z CD138+ separovanych bun¢k,
kde by byla vétsi pravdépodobnost odhaleni zmény v mens$im klonu. V souboru se tedy
nachazelo 9 pacientt (18 %) se zménou zahrnujici gen MYC. Smetana et al. (2014b) uvadi

vyskyt aberaci zasahujici gen MYC v 32 % zahrnujici jak delece, zmnozeni i translokace.

Vysoké procento detekovanych zmén diky kombinaci metod FICTION a aCGH
umoznuje spolehlivé analyzovat chromozomalni aberace u nemocnych s MM. Na zékladé
vysledkt analyz genetickych zmén bylo zjisténo, Zze MM je vysoce heterogenni onemocnéni.
| pfesto je mozné pacienty rozdélit do né€kolika prognostickych skupin. Nalezené
chromozomové aberace mohou nasledné ovlivnit i volbu 1é¢by, ktera se v dnesni dobé
znacn¢ zdokonalila. Mezi cCasto pouzivana IléCiva patii v souCasné dobé hlavné
imunomodulacni 1é¢iva (IMiDs) jako lenalidomid, déale protedzomové inhibitory jako
bortezomib, monoklonalni protilatky jako daratumumab a inhibitory histon deacetylaz
(panobinostat) (Dingli et al., 2017).
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1. Zavér

Cilem teoretick¢ casti diplomové prace bylo shrnuti obecnych informaci
0 monoklonalnich gapamatiich se zaméfenim na MM. Byly popsany jeho ptiznaky, kritéria
pro ureni diagnézy a stadia, pritomnost cytogenetickych zmén, metody jejich detekce

a kratce také moznosti 1écby.

Cilem praktické c¢asti bylo analyzovat metodou aCGH soubor 51 pacientt
s diagndozou MM, piipadn¢ MGUS a SMM a zjistit pfitomnost cytogenetickych zmén.
Zjisténé zmeény byly doplnény o vysledky z analyzy metodou FICTION a to hlavné z divodu
doplnéni IGH translokaci. Chromozomové aberace byly detekovany u 50 pacientd.
Nejcastéji detekovanou zménou bylo zmnoZeni celych chromozomi (30 pacientil),
nasledované zmnozenim oblasti chromozomu 1gq (29 pacientl) a ztratami celych
chromozomu (32 pacientt). Pacienti byly dale rozdéleni do skupiny s H-MM (30 pacientd),
NH-MM (20 pacienti) a pacienti bez zatazeni. U kazdé skupiny byly podrobn¢ analyzovany
jednotlivé zmény.

Diplomova prace prokazala vyznam metody aCGH v detekci chromozomovych
abnormalit, zejména v kombinaci s metodou FICTION. Spojeni obou metod umoziuje

vysoky zachyt jak IGH translokaci, tak pocetnich zmén chromozomii a tim presnéjsi

rozdéleni pacientl s MM do prognostickych skupin.
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9. Prilohy
Ptiloha 1: Zapis genetickych zmén dle nomenklatury ISCN celého souboru 51 pacientii

Pacient 1

arr[GRCh37]
1p35.3p35.1(29047498_32816261)x1,1p34.1p11.2(44179590_121330906)x1,?2024.1q37.
2(156446379_236905092)x1,9p13.1p11.2(40322535_43841603)x1,(13)x1,(22)x1,(Y)x0

Pacient 2

arr[GRCh37]
1p33p12(48840116_120520278)x1,(5)x3,6022.31927(124165678_170884575)x1,(9)x3,
(11)x3,(15)x3,18912.2923(34070321_78012829)x3,(19)x3,(21)x3,(X)x1

Pacient 3

arr[GRCh37]
13914.11914.3(40665385_53399029)x1,Yq11.223911.23(25296950_26435098)x0

Pacient 4

arrfGRCh37]
1p36.33p32.3(1040513_55848004)x3,1032.1(200932892_204664839)x3,3p22.1p21.1(422
62765_52657626)x3,3011.1929(93538467_197861598)x3,4p16.2p16.1(4865225_ 1040371
3)x3,(5)x3,(7)x3,8p23.3p11.21(1920901_42359829)x1,8024.23024.3(139229011 146280
020)x3,9p24.3p11.2(115981_46933102)x3,9912034.3(65632517_141006466)x4,(11)x3,
(15)x4,16023.3024.3(83972303_90059332)x3,17025.1925.3(71211006_80914321)x3,(19)
x3,(22)x3,(X)x1

Pacient 5
arr[GRCh37] 1p22.2p12(89757314 118765307)x1,(5)x3,(9)x3,(11)x3,(15)x3,(19)x3
Pacient 6

arr[GRCh37]
1p36.22p34.2(11776333_42214880)x1,10921.1925.1(146646319_174037265)x3,1925.1925
.3(174080193_185342150)x1,1025.3941(185746131_215402244)x3,1041(221782735_22
2540546)x1,1042.13943(230483994 243095932)x3,6011.1927(62236595 170911240)x1,
(13)x1,16q11.20924.3(46441545 _90148393)x1,(22)x1,(X)x1
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Pacient 7
arr[GRCh37] (3)x3,(5)x3,(7)x3,(9)x3,(11)x3,(13)x1,(15)x3,(17)x3,(19)x3,(21)x3
Pacient 8

arr[GRCh37]

1024.2931.3(170282953 195932360)x3,1032.1(201139287_201958352)x1,1032.1q42.2
(203892416 _232605805)x3,1042.2(232675035_233167357)x1,1042.3(234747397_23547
6995)x3,1943(237707050_240571037)x3,1043(242332337_243063428)x3,1943(2407846
75_242300843)x1,1043044(243288228 243880158)x1,1044(245544133_249123865)x3,
(3)x3,5p15.33p11(22149 46365277)x3,50911.1912.3(49638923 65506109)x3,5012.3935.3
(65120054 180614665)x2 hmz,5035.2935.3(173175787_178917594)x1,6025.125.2(151
896095 _155043925)x1,(8)x3,(9)x4,(11)x3,12p12.2p12.1(20687805_21860299)x1,14q32.
11032.12(91162751_93723598)x1,(15)x3,16q12.1924.3(51326642_90115921)x2 hmz,
(19)x3,X(q23028(110398005_155198481)x2

Pacient 9

arrf[GRCh37]
1021.1944(143730352_249212668)x3,(3)x3,5p15.33p14.3(22149_22582893)x3,6q15021
(91755854 112351032)x1,7933036.3(137661280_159124131)x3,8024.21924.3(12838241
2_146280020)x3,10p15.3p14(102539_8001869)x1,(13)x1,(15)x1,(X)x1

Pacient 10
arr[GRCh37] (3)x3,(4)x3,(9)x3,(11)x3,(13)x1,(15)x3,(19)x3,(X)x1
Pacient 11

arr[GRCh37]

1021.1944(144071959 249212668)x4,(3)x3,(6)x3,(7)x3,8p23.3p11.23(191530_38033251)
x1,9p24.3p22.2(146188_17880067)x3,90912034.3(65632517_141089296)x3,11q14.1023.3
(82872416 _116935056)x1,(13)x1,14021.3932.33(49696577_107287505)x1,(15)x3,17921.
33025.3(47423234 81039514)x3,(18)x3,19p13.3p11(259395 24507409)x3,19911912(277
64285 31139543)x3



Pacient 12

arr[GRCh37]

1p31.3p12(66372237_118846476)x1,1021.1944(144071959 249212668)x3,2p24.3p24.2
(16080720_17683343)x3,78p23.1(7053186_7691960)x3,(13)x1,16021924.3(59008626_90
094484)x1,19911q13.43(27962582_59091182)x1,(22)x1,(X)x1

Pacient 13

1q21.1q44(142617943_249212668)x4,6022.33927(128345254_170890108)x1,16q11.2q24
3(46615096_90115921)x2 hmz,222q11.22(22780968_23012072)x0,222¢11.22(23056562
~23228483)x0,(X)x1

Pacient 14

arrfGRCh37]
1021.1944(143730352_249212668)x3,(3)x4,(5)x4,6p25.3p12.2(206749_52879298)x3,(9)x
4,(11)x4,(15)x4,16p13.3p11.2(96766_29592842)x3,(17)x4,(19)x4,Xq27.3928(142311950
_155232907)x3

Pacient 15

arrfGRCh37]
1021.1944(145415190 249212668)x3,(3)x3,(5)x3,(7)x3,8p23.3p11.21(311957_41658036)
x1,(9)x3,(11)x3,(13)x1,(15)x3,(19)x3,20p13p12.2(60747_11518047)x1,(21)x3

Pacient 16

arrfGRCh37]

1p36.12p35.3(21782667 _30054671)x1,1021.1q44(143730352_249212668)x4,40912913.2
(58132736_68236525)x1,4021.3022.1(86972445 90705410)x1,8p23.3p12(240269 31141
343)x1,(13)x1,(14)x1,15915.2026.3(42830424_102465355)x4,20p13p11.21(65043_22840
889)x1



Pacient 17

arr[GRCh37]

1021.1944(142824780_249212668)x3,3p26.3p21.1(62199 53378986)x3,3p12.3p11.1(785
80760_90458199)x3,3011.1929(93538467_197861598)x3,5034(35.3(163780787_180696
806)x3,6p25.3p12.3(213630_48346293)x3,6022.31027(124868787_170881704)x1,7p22.3
p15.3(101528 21038056)x1,7p15.3p14.3(21071112_29756845)x4,7p14.3p14.2(29800160
_36491899)x3,7q11.22011.23(68700261_73096487)x3,70911.23921.12(74133273_876393
14)x3,7921.12021.13(87667646_88512733)x1,7921.13021.3(88555184 94678527)x4,772
2.1022.3(95515297 111179569)x3,7021.12921.13(87667646_88512733)x1,7931.31.936.3
(116702041 162226409)x3,8p23.3p21.1(191530 28235633)x1,8p21.1p11.21(28285903
41140580)x3,(9)x3,(11)x3,13911912.11(19024748_22196241)x3,130912.11913.1(2317310
3 33956420)x1,13q13.3914.2(36667248_47577906)x3,13014.2034(47627779_114998620
)x1,(15)x3,19p13.3p11(686653 24474254)x3,20p13p11.22(65043_22010779)x1,20p11.22
p11.1(22145571 26312663)x3,20011.21(29842786_30118643)x1,20911.21(30197621_30
889974)x3,20011.21911.22(30921700_32180653)x1,20011.22(32224505_32682043)x3,
20011.22(32714133_33579620)x1,20011.22(33610447_33928284)x3,20011.22(33933400
~34013626)x1,20011.22911.23(34017929 34426453)x3,20011.23913.2(34450946 50730
774)x1,(21)x3,Xp22.33p11.1(192689_58297997)x1,Xq11.1024(61998756_118946727)x1

Pacient 18

arrfGRCh37]

1p36.31p11.2(6978623_121306168)x2 hmz,1021.1q44(144674799 249212668)x3,4p15.3
3(11366016_15191532)x2 hmz,4p15.1p12(31354139_47557485)x2 hmz,4q13.1935.2(602
54101 _190449761)x2 hmz,(5)x3,6025.1027(151924555 170884575)x1,7p22.3p14.3(8847
43 31302123)x2 hmz,7p14.3p11.2(31359084 57923933)x3,7q11.21036.3(61798988_164
576836)x3,70931.1(107651361_113266379)x2 hmz,8024.13024.21(126349400_128484268
)x1,(9)x3,(10)x3,(11)x3,(13)x1,(15)x3,17p13.3p11.2(72083_20819895)x2 hmz,17q11.2q92
5.3(30916752_80958632)x2 hmz,17921.31025.3(42036525_81021692)x3,(19)x3,(20)x3,
Xp22.33p11.1(305449 58543823)x1,Xq11.1026.3(61998756_136750682)x1



Pacient 19

arr[GRCh37]

1p36.13p35.2(18962095 31825818)x2 hmz,1p32.2p13.1(58227195 117783727)x2 hmz,
1021.1944(142617943 249212668)x3,(2)x3,(3)x3,5p15.31p14.2(9246599_24160482)x

2 hmz,5p14.2p12(24108367_44576159)x3,5011.1035.3(49478288 180696806)x3,6022.31
022.33(124621369_129612624)x2 hmz,(7)x3,8p23.3p11.1(194617_43364903)x1,(9)x3,10
p15.3p15.2(307807_3682523)x2 hmz,10p15.1p13(4328523_13494594)x2 hmz,10p13p11.
22(14738106_33324516)x2 hmz,100911.21926.3(43087295_135331097)x2 hmz,(11)x3,
(15)x3,16p13.3(96766_4694952)x1,16011.2912.2(46615096 53054491)x2 hmz,60219243
(58845680 90115921)x2 hmz,(18)x1,19p13.3p11(259395 24507409)x4,19012q13.43(277
64285 59095418)x2~3,(21)x3,Xq27.2028(141626269 155226944)x3

Pacient 20

arr[GRCh37]

1021.1944(142617943 249212668)x4,(2)x3,(3)x3,(5)x3,(6)x3,(7)x3,(9)x3,(11)x3,(12)x3,
(14)x3,(15)x4,16p13.3p11.1(96766_35137025)x3,(17)x3,(19)x3,(20)x3,(21)x3,(22)x3,Xp2
2.33p11.1(547419_58463503)x1,Xq11.1921.32(62021965_91801550)x1

Pacient 21

arr[GRCh37]

1021.1944(144071959 249212668)x4,6011.1927(63085396_170921089)x1,10026.3(1319
62981 135434178)x1,13012.11931.1(19590141 82019403)x1,14024.1932.33(69277445 _
107284531)x1,15011.1026.3(20055137_102383473)x3,16p13.3p13.13(96766_12017813)
x1,16011.2024.3(46467474_90148393)x1,X(27.3028(145238203_155226944)x3

Pacient 22

arrffGRCh37]
1021.1944(143730352_249212668)x4,6p25.3p21.33(206749_30844216)x3,(13)x1,14924.
1032.33(69260718 106304840)x1,715011.1913.1(20055137_29641211)x2~3,(X)x1



Pacient 23

arr[GRCh37] 1p36.33p12(1492371_120378436)x1~2,2p16.3p16.2(49454482_53685611)x
2~3,2p12p11.2(79562513_83911001)x2~3,5p14.3p13.3(20160410_31463067)x2~3,6q11.
1027(61971892_170896033)x1,9p24.3p13.2(291349_36442254)x1,(13)x1,Xq21.31¢28(87
093771_155115969)x3

Pacient 24

arrf[GRCh37]
1021.1944(144009907_249212668)x3,10p15.3p12.31(136361_19931149)x1,13911934(19
024748 115092648)x1,15026.1026.3(91522536_102399819)x1,Xp22.33p11.23(3156766
47474931)x1, Xq11.1025(62021965_128352406)x1

Pacient 25

arr[GRCh37] (1-7)x3,(9)x3,(11)x3,(13)x1,(15)x3,18p11.21(14537508_15362169)x3,
(17)x3,(21)x3,Xp22.33(316344_2685674)x1,(Y)x0

Pacient 26
arr[GRCh37] 1921.1944(143730352_249212668)x3,(13)x1,(X)x1
Pacient 27

arr[GRCh37]

1021.1944(143730352_249212668)x3,3p12.2p11.1(83189043 88863758)x3,3q11.1929
(93538467_197837049)x3,5p15.33p11(22149 46365277)x4,5011.1912.1(49478288_5894
0654)x3,5023.3035.3(128193954 180696806)x3,(6)x3,(7)x3,7022.3936.3(106558181_15
9124131)x4,8p23.3p11.1(240269 43708292)x1,8011.1912.1(46924418 61347925)x1,8q1
2.3(63004285_64554525)x1,12024.13024.33(112790820_133743506)x3,(13)x1,(15)x4,19
p13.3p11(259395 24526398)x3,(22)x1,(X)x1



Pacient 28

arr[GRCh37]

1p35.1p32.1(34284034_60918049)x1,1p31.1p12(81004954 118983652)x1,1q21.1944(14
2617943_249212668)x3,2033.1(197429746_200845677)x3 hmz,(3)x3,(5)x3,5p15.33p15.1
(2855305_16295283)x3 hmz,5p15.1p14.1(16664240 25616251)x3 hmz,5p13.3p12(30961
417_44163404)x3 hmz,5023.3q31.1(129847498_135249843)x3 hmz,9p24.3p11.2(115981
_46933102)x4,9912034.3(65632517_141089296)x3,(11)x3,150911.2913.1(23889686_2960
3988)x3,16p13.3(2722049_3227952)x1,16011.20924.3(46467474_90148393)x1,(19)x3,
(21)x3,Y(q11.21g11.23(13943336_26344878)x0

Pacient 29

arrf[GRCh37]
1921.1g44(143730352_249212668)x3,(3)x3,4p16.3p16.1(64577_9371067)x1,(5)x3,5023.
3031.1(128132323_131675408)x3 hmz,(7)x3,(9)x4,(11)x3,(15)x4,17q22924.1(57533489 _
63314560)x2 hmz ,(19)x3,(21)x3

Pacient 30

arrfGRCh37]
1p22.3p11.2(86196620_121330906)x1,20935(216920347_219120986)x1,2036.1936.3(222
464063_226427293)x1,(3)x3,4p16.3p16.2(4249253_4564372)x1,4p16.1p15.33(10337237
_12011753)x1,4p15.31(19771968_20318195)x1,40913.3921.1(76296652_76817943)x1,4q
21.22(22.1(83264080_89272748)x1,4022.3923(97055515_99127274)x1,4026027(120742
607_123773918)x1,4q31.1931.21(139685358 142357016)x1,5p15.33p11(22149 4621571
0)x3,5q11.1q13.1(49831223_67571258)x3,5031.135.3(134410377_180567613)x3,8q24.
13024.21(126511236_130044981)x1,(9)x3,(11)x3,12912q13.13(38613385_52048654)x1,
14022.1931.1(52440809_82140662)x1,(15)x3,16p12.3(19532805_20564716)x1,17922(50
920907_53382447)x1,(18)x3,19p13.3p11(259395 24507409)x3,19p12(20140470_243771
12)x4,19912913.2(29690044_42373546)x4,19013.31q13.43(44094526_59042705)x3,
(21)x4

Pacient 31

arrffGRCh37]
1021.1944(144009907_249212668)x3,16011.2024.3(46467474_90148393)x1,Xp22.33(60
701_2685674)x1,(Y)x0



Pacient 32
arr[GRCh37]16p13.3p13.2(1065592_9493376)x1,16q11.2024.3(46441545 90099677)x1
Pacient 33

arr[GRCh37]
(5)x3,(7)x3,(9)x3,(13)x1,(15)x3,16011.2924.3(46500741_90078143)x1,18p11.32(1167292
_2682098)x1,(19)x3

Pacient 34

arrf[GRCh37]
(5)x3,6p25.3p12.1(362231_56634993)x3,(9)x3,(11)x3,(15)x4,16022.20924.3(71254066_90
148393)x1,18p11.31p11.23(3453241 8108366)x2~3,18012.1923(30009423 78012829)x3
,(19)x3,(21)x4

Pacient 35

arr[GRCh37]

1p35.2(30715478 31307311)x1,1p34.3(38207165_38802448)x1,1p21.1(102785376_1062
36501)x1,1p13.2p12(115646217_118185607)x1,2p13.3p13.2(71418725_72706925)x1,
(3)x3,4026(117011241_119641941)x2 hmz,5p13.3p13.2(32067166_34811080)x2 hmz,6p
22.2p22.1(26410524_29702709)x2 hmz,6q13(72240225_72710237)x1,8p23.3p22(191530
_17145542)x1,8024.13¢24.21(126328459_128698737)x1,(9)x3,(11)x3,(15)x4,17G21.31(4
1877134_43236752)x1~2,19p13.3p11(259395_24507409)x3,19p13.11p12(19547226 242
59542)x3,19912(13.11(28651480_35302088)x2 hmz,19q13.11q13.32(35465897_4539347
3)x2 hmz,19913.12913.13(36214910_38425745)x1,19913.41913.43(52837937_58258120
)X2 hmz,21911.2921.1(14389029_19767592)x3,21(22.12(22.3(37399448 48090317)x3,
(X)x1

Pacient 36

arr[GRCh37] 4p16.3(72447_1850806)x1,(13)x1,(14)x1,(X)x1



Pacient 37

arr[GRCh37]
1p31.3p12(68489408_120520278)x1,(5)x3,6011.1912(61971892_63824175)x1,(7)x3,8p2
3.3p11.21(191530_41831254)x1,(9)x3,(11)x3,(13)x1,(15)x3,16011.2924.3(46441545 901
48393)x1,17p11.2(20702553 21813712)x1,17911.1921.31(25343175_42278429)x1,17q2
3.2024.1(60845129 62850691)x1,(19)x3,(20)x3,(22)x1,(X)x1

Pacient 38

arrf[GRCh37]

3p24.1p22.3(29405895 34796940)x3,(4)x1,6p24.3(7882687_10384798)x3,6p22.1p21.32
(28666453 33111420)x3,6016.3021(104108330_109329111)x3,6022.1022.31(117577315
_122668721)x3,7032.1033(128065447_133809767)x3,8024.13024.21(126671345_129261
416)x3,9033.30934.12(128008166_133547020)x3,11g12.3q13.2(63032987_67574402)x3,
(13)x1,16p13.3p12.3(99417_18306854)x1,16p12.3p11.2(19032873_34427859)x3,16011.2
024.3(46467474_90148393)x1,(17)x1,19p13.3(259395 5106054)x3,20013.33(60727816 _
62904501)x3,22011.21g13.1(19749830_39675915)x3

Pacient 39

arr[GRCh37]

1021.1944(142617943 249212668)x4,1043q44(237516073_249166593)x2 hmz,(2)x3,(3)
x3,(5)x3,(6)x3,(7)x3,(9)x3,(11)x3,(15)x3,(17)x3,(18)x3,(19)x3,Yp11.2(6592868_9901780
)x0,Y(q11.21911.223(13872502_25767784)x0

Pacient 40

arr[GRCh37]

1p22.2p21.2(90331564_101846441)x1,(3)x3,5p15.33p11(22149 46365277)x3,5011.1934
(49478288 _165782441)x3,8012.1924.3(60026663_146280020)x3,(9)x3,(11)x4,(15)x4,16p
13.3p11.1(134248_35194100)x3,(18)x3,(19)x4,20p13p11.1(60747_26312663)x3,20p11.
22p11.1(22087853 26312663)x4,20011.21911.23(29462044 35504355)x3,20011.23¢13.2
(35842306 _54927939)x1,20q13.2913.33(54958300_62899267)x4,(21)x3,Xq21.2921.31
(85352334_86600708)x2,X(21.31028(89199234 154560375)x2,Yp11.2(3509579_ 689340
2)x2



Pacient 41

arr[GRCh37]
1g21.3(152640479_154841595)x3,3p25.2p25.1(12187872_14453219)x3,3926.2026.31(16
8719118 171149080)x3,6p21.31p21.2(35740121 37849852)x3,6016.3921(105421649 10
7619402)x3,8024.21(128648487_129425474)x1,7922.1(101126335_103132441)x3(13)x1,
(14)x1,140912(30449092_32846531)x2,(16)x1,17p11.2(16720871_18921097)x3,17q12(32
496384 _34424748)x3,17922025.3(52485705_81044553)x3,17023.2924.1(59367029_6349
0719)x4,19913.33(48968402_50950680)x3,(22)x1,22012.3913(36464372_38580773)x2,
(X)x1

Pacient 42

arrf[GRCh37]
1p36.33p36.23(807685_7871366)x3,1p32.3(50865787_51878355)x0,1p32.3p31.3(535108
22 61445088)x2 hmz,1p31.3p22.3(61996692_ 85342748)x3,1p22.3p21.1(85365635 1022
07462)x1,1p21.1p11.2(102273604 121330906)x3,1021.1944(142824780_249212668)x3,
3024029(147915914 193017233)x3,3p26.1(4070291 4134283)x3,3026.1(162594594 16
5891343)x3,4024(106111275 106744912)x1,8p22p11.21(18438465_39792807)x1,(9)x3,
11022.1925(100173136_134934196)x3,14023.1931.3(60530055 88407784)x1,17921.31
(41759364 43441457)x1,(19)x3

Pacient 43

arrfGRCh37]

1p31.1p11.2(74726455 121330906)x1,1p21.1(102990985 103318451)x0,5935.1(172660
775_172661204)x1,6022.33q26(127544157_162267815)x1,11p11.2p11.12(46024843 506
20548)x1,(13)x1,(14)x1,16p11.2p11.1(32335047_35113730)x3,16012.1912.2(47814219
54856294)x3,16021(60925857_65998519)x3,16023.2024.2(80751188 _87905291)x3,17¢2
3.2(58829418 59652660)x1,(X)x1

Pacient 44

arr[GRCh37]
1021.2025.2(149275080_176892340)x3~4,1025.3931.2(185240459 191717311)x3~4,1q93
2.1032.2(203305026_209685703)x4,1032.2041(209742722_218811390)x3,1041044(2188
38601 249212668)x4,3024029(146305030_197861598)x3,4024035.2(105634312_190790
881)x1,6026027(161564505_170906796)x1,8p23.3p11.21(191530_40616460)x1,8723.2q
24.13(111447022_125587953)x3,8024.13(125617565 125993681)x1,8024.13(126051397



_126302428)x3,8024.13024.21(126328459 _127439221)x1,8024.21(127481731_13132226
8)x3,8024.21(129446649 129841304)x1,8¢24.21q24.3(131353493_146280020)x1,8¢24.2
2(131884693_132023313)x3~4,8q24.22(133790625_134143656)x3,824.22(134873947 _
135644786)x3,8024.22024.3(135670195_140946683)x1,8¢24.3(140980052_141447833)
x3,8024.3(141580927_146123865)x1,9p13.1p12(40802800 42372691)x1,(13)x1,16p13.3
p13.2(3708012_10124105)x1,16p12.3(16933627_17929552)x1,16p12.3p11.2(19498295
28881340)x1,16p11.2(30442107_33773134)x1,16p11.2p11.1(34202088_35177478)x1,16
p11.1(35024449 35033409)x0,17p13.3p11.2(24457_22183006)x1,17q11.2(29217814 31
379356)x1,17q21.2921.31(39288443_43570427)x1,(X)x1

Pacient 45

arrf[GRCh37]

1021.1944(142617943 249212668)x3,3p26.3p11.1(117735_90458199)x3,3913.2913.31(1
11999819 114314402)x3,3013.33(119695946 120515873)x3,3021.3(126878557_128569
154)x3,3022.1(129972848 130720974)x3,(4)x3,5p15.33p11(22149 46365277)x3,5011.2q
13.3(56798441_76865969)x2 hmz,5014.2q14.3(81471638_89584850)x2 hmz,5021.1923.1
(101658000_119456935)x2 hmz,5023.2023.3(124631575_130005745)x2 hmz,5933.2935.
3(155086996 179392075)x2 hmz,6p25.3p11.1(209457 58774324)x3,6q11.1q12(6197189
2_69420159)x3,6q13q14.1(74118940 76789152)x1,6q14.1(80142984 80976509)x3,6q14
.3015(87862808_88537093)x3,6015027(88557963_170890108)x1,7931.31032.1(1208171
19 127775349)x2 hmz,7933934(134725826_140727688)x2 hmz,(11)x3,(13)x1,(15)x4,
(18)x3,18012.1012.2(29841532_34504970)x2 hmz,(19)x3,20q12(38481400_39633087)x1
(21)x3

Pacient 46

arrffGRCh37]
3p26.3p11.1(267116_90458199)x3,3011.1929(93538467_197861598)x3,73726.1(1609814
78 166246101)x4,5p15.33p11(57640 46365277)x3,5011.1931.3(49478288 140044841)
x3,6p25.3p11.1(794273_58774324)x3,6025.2027(153880888 170911240)x3,(9)x4,10911.
22(46949255 48124262)x0~1,10024.31025.1(101953972_106972462)x1,(11)x3,(15)x4,
19p13.3p11(259395_24507409)x4,19911q13.11(27764285_33640341)x4,19913.11g13.43
(33351581 59095418)x3



Pacient 47

arr[GRCh37]
(13)x1,16023.2024.3(81142875_90118285)x1,17911.2(27217713_29672302)x1,(22)x1,
Y(ql1.21911.221(14571576_16529847)x0

Pacient 48

arr[GRCh37]

1025.2(178044910_179202233)x3,1031.1931.2(187722751_191218677)x2 hmz,1942.12
(225462314 226703865)x3,2p21p16.3(47632824 52031269)x2 hmz,3022.1q22.2(132737
851 133825556)x3,74032.1(159382764 160477594)x3,74035.1(184717878_185787268)
x3,5023.3931.3(129950008_143703870)x1,76p21.2(36619837_37728170)x3,7p21.1p15.3
(19522027_21861028)x2 hmz,8p23.1(7169490_7752586)x1,78022.3(103106336_1042418
68)x3,10023.31024.1(92361911_97260248)x2 hmz,11923.3(116462497_117614522)x3,
12012(38545033_41842288)x2 hmz,12q15(68343398_69466401)x3,12015(68343398_69
466401)x3,712024.31(122944206_123952153)x3,13014.2034(49614224 115092648)x1,
14g11.2(19376762_20421677)x1,14q12(26011725 29204879)x1,14g23.1932.12(6091618
2_94410646)x1,15015.3(43694658 44799689)x3,16p13.2(8431116 9598226)x1,16p13.1
3(11378227_12422603)x3,16011.2024.3(46467474 90148393)x1,17p13.3p11.2(36617_2
2032763)x1,170q11.121.31(25343175_43154544)x1,17¢25.3(75684939_76588515)x3,21
022.3(44445340_45452620)x3,22q11.21(20279766_20659606)x1,22011.23912.1(256725
85 25903543)x1,22013.1913.33(40291318 51224252)x1,X(27.1928(139584651 154931
043x2,154931044 155208244)x3

Pacient 49

arrffGRCh37]

1p34.1p32.3(46426944 51542904)x1,1921.1944(143730352_249212668)x4,3021.2026.32
(124792224 178056954)x3,5p15.33p11(22149_46365277)x3,5011.1912.1(49478288_601
80834)x3,7p21.3p21.2(9475776_15481779)x1,7911.21936.3(63249850 159128556)x3,8q
11.21q11.23(50166541 53921485)x2 hmz,(9)x3,11p15.5p15.4(196966_8700302)x1,11p1
5.4p15.2(8742062_14515506)x3,(13)x1,16p11.2(32279544 33563699)x1,16q11.2024.3
(46500741 90148393)x1,18p11.32p11.21(64847_15362169)x3,18011.1022.1(18542074 _
64984466)x3,(19)x3,X028(147445303_154931043x2,154931044 155198481)x4



Pacient 50

arr[GRCh37]

1p31.1p21.1(84861644 106956990)x1,(2)x2 hmz,(5)x3,(7)x3,(9)x3,14911.1932.31(19043
189 101939750)x2~3,14032.31g32.33(102340541_107270326)x1,(18)x3,(19)x3,20p13p1l
1.1(65043 25721248)x1,200911.21q13.33(29462044_62908674)x3,(21)x3

Pacient 51

arr[GRCh37] (1-22,X)x2 normal female



Ptiloha 2: Tabulka se stru¢nym shrnutim zmén detekovanych metodou FICTION

Cislo ZmnoZeni Delece Delece Abnorm{:lrlifa Zmény

pacienta 1921 1p32 genu RB1 z;el:]rvycc:l genu IGH Cep 15 Cep 17
1 v v ND v
2 v ND v
3 v v
4 v v
5 v v
6 v v ND
7 v ND v v
8 ND v
9 v v v v
10 v ND v
11 v v
12 v v v
13 v ND v
14 v ND v v
15 v v ND v
16 v v ND v
17 v v v v
18 v v ND v
19 v ND v
20 v v v v
21 v v ND v
22 v v ND v v
23 v v ND v
24 v v
25 v v v
26 v v ND v
27 v v v
28 v v ND v
29 v v v
30 v
31 v ND v
32 ND v
33 v
34 ND v
35 v v
36 v ND v
37 v v
38 v v
39 v ND v v
40 ND
41 v ND v
42 v
43 v ND v
44 v ND v
45 v v ND v
46 ND
47 v v v ND v v
48 v
49 v v ND
50 ND v

Legenda: Cep 15,17 — FISH sondy pro centromerické oblasti, které potvrdily trizomii (pfip. tetrazomii) daného chromozomu, ND:
vysetfeni nebylo provedeno



