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Souhrn

Mnohocetny myelom (MM) je zhoubné onemocnéni terminalnich vyvojovych stadii B-lymfocyta, tj. plazmatickych bunek. V téchto
bunkach se v pribéhu progrese nemoci kumuluji genetické zmény, které jsou ptic¢inou jejich pln¢ zhoubného fenotypu. Postizeni
plazmatickych bunék je charakterizovano piitomnosti rozmanitych pocetnich a strukturnich chromozomovych aberaci. Castym
cytogenetickym nalezem je prfitomnost reciprokych translokaci, vznikajicich procesem tzv. ,nelegitimni switch rekombinace®,
postihujicich gen pro tézké fetézce imunoglobulinit (IgH) v oblasti chromozomu 14q32. Diisledkem této rekombinace se dostavaji
onkogeny na derivovanych chromozomech pod kontrolu molekularnich zesilovact lokusu IgH. Tato prace shrnuje soucasné poznatky
o mechanizmu vzniku chromozomovych translokaci u MM a mistech jejich vzniku, zminuje se také o zptisobu jejich detekce. V praci
jsou prezentovany nejcastéjsi typy chromozomovych translokaci postihujicich oblast chromozomu 14q32 v karyotypu nemocnych
s MM, vcetné Cetnosti jejich vyskytu a prognostického vyznamu pro pacienty.

Kli¢ova slova: mnohocetny myelom, chromozomalni aberace, translokace, tézky fetézec B-lymfocytl, cytogenetické vysettent,
fluorescencni in situ hybridizace.

Summary

Multiple myeloma is a malignant disease of terminal developmental stages of B-lymphocytes, i.e. plasma cells. During the progress of the
disease genetic changes are cumulated in these cells which are the cause of their fully malignant phenotype. The affection of plasma cells is
characterized by the presence of various numerical and structural chromosomal aberrations. A frequent cytogenetic finding is the presence
of reciprocal translocations originating within the process of the so-called illegitimate switch recombination, affecting the gene for heavy
chains of immunoglobulins (IgH) in the 14q32 chromosome area. As a result of this recombination the oncogenes on derived chromosomes
get under control of the molecular enhancers of the IgH locus. This paper summarizes the current knowledge concerning the formation
mechanism of chromosomal translocations in multiple myeloma and the areas of their formation; it also mentions the way of their detection.
The paper presents the most frequent types of chromosomal translocations affecting the area of chromosome 14q32 in the karyotype of
people diseased with multiple myeloma, including the frequency of their detection and the prognostic significance for the patients.

Keywords: multiple myeloma, chromosome aberrations, B-lymphocyte heavy chain gene rearrangement ,chromosomal translocation,
cytogenetic analysis, fluorescent in situ hybridization.

Uvod

Mnohocetny myelom (MM), je zhoubné onemocnéni zpi-
sobené maligni transformaci B-buriky, jeji klonalni pro-
liferaci a akumulaci z ni vzniklé populace plazmatickych
bunék v kostni dfeni. Tyto nadorové buiky tvoii mono-
klonalni imunoglobulin a fadu cytokint, které zptsobuji
velmi pestré a rizné intenzivné vyjadiené ptiznaky nemo-
ci. Onemocnéni piedstavuje 10% krevnich nadorovych
onemocnéni. V Ceské republice je incidence nemoci asi
4,0/100 000 obyvatel (1). I pfes pokroky v moznostech
1é¢by je mnohocetny myelom stale povazovan za nevylé-
¢itelné onemocnéni, median celkového prezivani pacientd
se pohybuje kolem 4 az 5 let. Obdobné jako u jinych krev-
nich naddorovych onemocnéni i u mnohocetného myelomu

se casto setkavame se specifickymi abnormalitami chro-
mozomu. Karyotypova nestabilita nadorovych plazmatic-
kych bunék je ¢asnym rysem onemocnéni. U nemocnych
s MM byly popsany jak pocéetni chromozomové odchylky
(tzv. aneuploidie), tak i strukturni prestavby. Pomérn¢ cas-
to se jedna o slozité komplexni zmény karyotypu. V po-
slednich letech je vyskyt chromozomovych zmén v mye-
prognostickych parametrti ovliviiujicich stratifikaci paci-
entll do jednotlivych podskupin a vlastni 1é¢ebny postup
(2). Nejcastejsimi strukturnimi pfestavbami u MM jsou
chromozomové translokace zahrnujici lokus pro tézky
fetézec imunoglobulinu (IgH) v oblasti 14932, které jsou
popisovany u 10-60% nemocnych pii pouziti konvencni
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Obrazek ¢. 2:
Schématické znazornéni VDJC rekombinace a obou typu class switch rekombinace. (DSB - dvouietézcovy zlom DNA; E - zesilova¢ transkripce;
V, D, J, C - segmenty DNA; S - switch regiony; o - sigma sekvence)
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cytogenetické analyzy a az u 75% nemocnych pfi pouziti
I-FISH (3-6). Mén¢ casto se mohou vyskytovat i pfestav-
by zahrnujici IgL lokus v oblasti 22q11 (asi u 17% MM).
IgH translokace jsou obvykle pfitomny az v 95% ptipada
a pravdépodobné vznikaji jako primarni zména (asi 50%
MM) (7,8).

Molekularni podstata tvorby protilitek na irovni DNA
a patogeneze myelomu

B bunky prodélavaji béhem svého vyvoje tfi procesy mo-
difikace DNA v IgH genu. Jsou to: VDJC rekombinace,
somatickd hypermutace (SHM) a tzv. ,,class switch rekom-
binace* (CSR) (9,10). Gen pro tézké fetézce imunoglobu-
lind se skladd z mnoha genovych segmentti oznacovanych
LV, DY, L) a ,,C* Segmentem se v tomto piipadé ro-
zumi uréita kratka nukleotidova sekvence DNA, kodujici
specifickou oblast molekuly imunoglobulinu s uréitym po-
fadim aminokyselin. Specificka aminokyselinova sekven-
ce antigen rozpoznavajici domény molekuly imunoglo-
bulinu (Fab doména) je urcujici ve schopnosti protilatky
rozpoznavat konkrétni antigeny nebo skupiny antigend.
Schopnost B bunék rozpoznat jen uréité typy antigendi je
zalozena mimo jiné na sestavovani unikatnich kombinaci
téchto V, D a J segmentt. C segmenty koduji konstantni
oblasti tézkych fetézci a rozhoduji tak i o tom, do které z 5
isotypovych tfid (IgM, IgD, IgG, IgA ¢i IgE) bude vznika-
jici imunoglobulin zafazen. Cely proces modifikace DNA
se oznacuje jako tzv. VDJC rekombinace (VDJC rearran-
gement). Druhym procesem modifikace DNA v B buikach
je tzv. somaticka hypermutace, probihajici v germinalnich
centrech sekundérnich lymfoidnich folikuld. Pfi somatic-
ké hypermutaci dochazi k ndhodnym bodovym mutacim
v nukleotidové sekvenci DNA kodujici variabilni oblast
imunoglobulinového fetézce (11-13). Z evoluéniho hle-
diska je cilem této mutace zvysSeni schopnosti protilatek
rozpoznavat antigen, ktery imunitni reakci vyvolal. Mye-
lomové bunky se odvozuji z post-germinalnich plazmab-
lastti a z nich vznikajicich plazmatickych bunck (5,14).
Analyza DNA sekvenci IgH lokusu myelomovych bunék
potvrzuje, Ze tyto bunky jiz prodélaly somatickou hyper-
mutaci, prosly tedy i germinalnimi centry, nebot’ sekvence
DNA kodujici variabilni oblast imunoglobulinového fe-
tézce (VDIJ segment) je v porovnani s ostatnimi zralymi
B buiikami zna¢n€ mutovana. Myelomové buiiky vzajem-
né mezi sebou vsak vykazuji minimalni heterogenitu mu-
taci v IgH genu, coz také svéd¢i o post-germinalnim pivo-
du tohoto klonu (10,13,15). Ve svétlé zoné germinalnich
center podstupuji B buiky tieti, z hlediska patogeneze
myelomu nejzasadnéjsi proces modifikace DNA, kterou je
tzv. class switch rekombinace (CSR) (13). Rekombinace
vSak mlize prob&hnout dvojim zptisobem: legitimné (fyzi-
ologicky), kdy je vysledkem piesmyk isotypu vznikajiciho
imunoglobulinu z jedné tfidy do druhé (napt. z IgM do
IgA) nebo nelegitimné (patologicky), kdy je vysledkem
chromozomalni translokace a s tim souvisejici narusena
regulace pfitomnych onkogenti na derivovanych chromo-
zomech, vedouci piimo nebo postupné k maligni transfor-
maci B bunky (16,17). Souhrnny pohled na vyvoj plaz-
matické/myelomové buiky podava obrazek ¢. 1. VDJC
rekombinace je zobrazena na obrazku ¢. 2.

Legitimni a nelegitimni class switch rekombinace
Kazda imunoglobulinova tiida je charakterizovana spe-
cifickou konstantni oblasti té¢zkého fetézce. Jednotlive C
segmenty jsou uspoiadany linearné v subtelomerické ob-
lasti dlouhého raménka chromozomu 14 (lokus 14q32).
Poradi C segmentii u germinalni B bunééné linie ve smé-
ru od telomery k centromete je nasledujici: Cy, C9, Cy,,
Cy,, Ca,, Cy,, Cy,, Ce a Ca,. Tato germindlni konfigurace
C segmenti je schématicky znazornéna na obrazku ¢. 2.
Samotna ,,class switch rekombinace* se uskuteciiuje mezi
tzv. switch regiony. Switch regiony jsou 1-3Kbp dlouhé
sekvence DNA, které jsou tvofeny tandemovymi repeti-
cemi a jsou umistény postupné vzdy u 5° konce vsech C
segmenttl vyjma Cd. Class switch rekombinace mezi seg-
menty Cp a Cd se uskutecituje mezi duplikovanymi 442bp
dlouhymi sigma sekvencemi op a 69, které jsou umistény
pied switch regionem Sy a pfed prvnim exonem segmen-
tu C3 (9,16). Legitimni switch rekombinace (legitimate
switch recombination) je fyziologicka, uskuteciuje se
mezi dvéma switch regiony a dochazi pfi ni k tvorbé fuz-
ni switch sekvence, ktera se sklada z DNA od obou dvou
zuCastnénych switch regionti. Zaroven dochazi ke ztraté
vSech segmentt pfitomnych mezi obéma switch regiony
zlcastiujicimi se rekombinace. Vznika tzv. dele¢ni smy¢-
ka, kde vSechny segmenty pfitomné v této smycce jsou
z genomu builky nenavratné ztraceny. Pii rekombinaci
zustava zachovana konfigurace VDJ segmentu kodujici
variabilni oblast tézkého fetézce, avSak je k nému pfifa-
zen novy C segment, jiny nez je ten, ktery tam byl pred
rekombinaci pivodné pfitomen. Novy C segment zodpo-
vida za prislusnost vznikajiciho imunoglobulinu k nové
isotypové tfidé. Cely tento proces je obecné znam jako
isotypovy piesmyk imunoglobulinovych tfid (9). Definice
tika, ze tzv. nelegitimni rekombinace je rekombinace mezi
dvéma nehomologickymi useky dvou jinak homologic-
kych informac¢nich makromolekul. Proto je mozné chapat
nelegitimni switch rekombinaci (ilegitimate switch re-
combination) jako rekombinaci, ktera se uskuteciiuje mezi
jednim samostatnym switch regionem (popi. vice switch
regiony) na stran¢ jedné a jinou molekulou DNA, nikoliv
vSak jinym dal§im switch regionem, na strané druhé. Pod-
statné je, ze pii nelegitimni switch rekombinaci nedochazi
ke tvorbé spole¢né flizni switch sekvence pochazejici od
obou zucastnénych switch regionti! Za téchto predpokla-
di miizeme povazovat za jinou molekulu DNA kterykoliv
chromozom (jako molekulu DNA) mimo chromozom 14
(IgH lokus) (16,17).

Zpocatku cely proces probiha obdobné jako u legitimni
switch rekombinace, tzn. vznika nejprve dele¢ni smycka
obsahujici rizny pocet vystépovanych C segmentll pii-
tomnych v iseku DNA vymezeném obéma switch regiony
ucastnicimi se rekombinace. Pak dochazi k dvoufetézcovym
zlomiim DNA (double strand break, zkr. DSB) nejcastéji
v obou switch regionech, ale narozdil od legitimni switch
rekombinace se vzniklé volné vysoce reaktivni konce DNA
nespojuji vzajemné za tvorby fuzni switch sekvence, ale
spojuji se s jinym chromozomem, ktery pfedtim prodelal
taktéz dvoufetézcovy zlom DNA (17). U myelomu se nej-
Castéji jedna o chromozom 11 nebo chromozom 4. Mecha-
nizmus obou typt switch rekombinace znazoriuje obrazek
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¢. 2. Je zfejmé, ze timto mechanizmem vznikaji chromozo-
mové translokace. Lokus IgH kromé segmenti DNA obsa-
huje dalsi regulacni sekvence DNA — nejméné tfi zesilovace
transkripce (enhancers), které reguluji transkripci IgH genu
ve vSech vyvojovych stadiich B bunék. Prvnim z nich je ze-
silova¢ (Ep) umistény v intronu mezi poslednim segmentem
J a prvnim switch regionem Sy, a pak dalsi dva zesilovace
Ea, a Eo, umisténé centromericky na 3 konci segmentii Co,,
a Coa, (16,17). Dojde-li k nelegitimni rekombinaci, dostavaji
se vedle sebe segmenty ¢asti [gH genu obsahujici zesilovac
transkripce a onkogeny na jiném chromozomu ucastnicim
se nelegitimni switch rekombinace, napt. gen pro cyklin D1
(CCND1) nebo gen pro receptor fibroblastového rustové-
ho faktoru (FGFR3). Onkogeny jsou vlivem pfitomnosti
zesilovact transkripce v jejich blizkosti upregulovany, tzn.
dochazi zpravidla k jejich zvySené expresi. Tak je tomu
i v pfipad¢ dvou nejbéznéjsich translokaci detekovanych
u mnohocetného myelomu. Translokaci t(11;14) vznikaji
derivované chromozomy der(11) a der(14). Na der(14) do-
chazi ke zvysené expresi genu pro cyklin D1 a na der(11)
dochazi podobné k upregulaci genu myeov (myeloma over-
expressed gene) (16,18,19). Translokaci t(4;14) dochazi
k upregulaci onkogenu FGFR3 (fibroblast growth factor 3
receptor) na der(14) a genu MMSET (histon-methyltransfe-
raza) na der(4) (7,20,21). Pomoci modernich molekularné-
cytogenetickych metod, zalozenych na pouziti DNA sond
hybridizujicich k vysSe uvedenym geniim a fluorescencni in
situ hybridizaci (FISH), je dnes mozné ptitomnost transloka-
ci postihujicich IgH lokus v plazmatickych bunkach snadno
a rychle detekovat. Pfitomnost chromozomové translokace
v bunkach ovliviiuje 1é¢ebné intervaly (celkové piezivani,
doba do progrese/relapsu atd.), ptipadn¢ lé¢ebnou odpoveéd’
pacienta. Rozhodujici v tomto ohledu je predevsim to, jaka
konkrétni translokace je v bunkach ptitomna a kolik procent
plazmatickych bunék je touto translokaci postizeno. Ukaz-
ka translokace t(4;14) v interfaznim jadfe nadorové bunky
detekované metodou FISH je znazornéna na obrazku ¢. 3.

Translokace postihujici IgH lokus

Translokace postihujici IgH lokus jsou charakterizovany
jako primarni, jsou reciproké a vznikaji popsanym proce-
sem nelegitimni switch rekombinace v germinalnich cen-
trech sekundarniho lymfoidniho folikulu. Jejich incidence
za vyuziti FISH analyzy vzrista od 50% u MGUS po 90%
u lidskych myelomovych linii (7,8). Pomoci spektralniho
karyotypovani bylo dosud popsano vice nez 20 riznych
partnerskych chromozomi, které jsou translokovany
k IgH (22,23). Nejcastéji detekované ¢i prognosticky nej-
vyznamng&jsi translokace jsou: t(11;14)(q13;q32), t(4;14)
(p16:932), t(6;14)(p25:932), t(6;14)(p21;q32) a t(14;16)
(932;923) (24).

Translokace t(11;14)(q13;q32) je detekovana s Cetnosti
15-20% za pouziti FISH (8,25,26). Dvouretézcovy zlom
DNA vznika na chromozomu 11 v nekédujici oblasti od-
délujici od sebe gen pro cyklin D1 (CCND1) a gen myeov.
Zesilovac transkripce Ea, v oblasti 14932 je translokovéan
do blizkosti genu pro cyklin DI v oblasti 11q13 (16,18).
To muze vést ke zvySené expresi cyklinu D1 a zvySovani
prolifera¢ni aktivity postizené B bunky (19). Na der(11) je

56 KLINICKA ONKOLOGIE 21 2/2008

pak pfemistén Ep zesilovac transkripce IgH lokusu, ktery
upreguluje expresi genu myeov, ktery ma pravdépodob-
né také onkogenni vlastnosti (27). Ackoliv se translokace
t(11;14) vyskytuje u myelomu ze vSech zndmych translo-
kaci nejéastéji, je v soucasné dobé jeji vyznam povazovan
spiSe za prognosticky nevyznamny az sporny. Transloka-
ce statisticky vyznamné neovliviiuje prezivani pacientd
(28,29).

Obrazek ¢. 3:

Ukazka translokace t(4;14) v interfaznim jadfe nadorové bunky vizua-
lizovana metodou FISH. Zluty fazni signal tvofeny spojenim zeleného
a Cerveného signalu vznika v disledku translokace oblasti 14q32 a 4p16.
Zeleny signal reprezentuje druhy translokaci nepostizeny chromozom 14
(lokus 14q32), Cerveny signal charakterizuje druhy translokaci neposti-
zeny chromozom 4 (lokus 4p16).

Translokace t(4;14)(p16;q32) je pomoci FISH detekova-
na az ve 20% ptipadi (6,20,28). Na chromozomu 4pl6
vznika zlom mezi genem MMSET a genem pro FGFR3.
Na der(4) dochazi vlivem ptitomnosti zesilovace tran-
skripce Ep ke zvysené expresi genu MMSET. Hybrid-
ni mRNA transkripty jsou tvofeny pfepisem cCasti IgH a
MMSET. Podobné z der(14) dochazi vlivem pfitomnosti
zesilovace Ea ke zvySené expresi FGFR3 (20,21). FGFR3
patii do rodiny tyrozin-kindzovych receptorti pro ligandy
typu fibroblastovych rastovych faktort, které jsou expri-
movany vSemi buitkami mezodermalniho pivodu. Akti-
vované receptory reguluji rizné bunééné procesy a v pii-
pad¢ upregulace se ucastni nadorového bujeni a procest
angiogeneze (30). Translokace t(4;14) je zobrazena na
obrazku ¢. 2. Pro pacienty nové diagnostikované, 1écené
autologni transplantaci kostni dfené¢ je nalez translokace
t(4;14) velmi nepfiznivym prognostickym faktorem (28).
Nejnovéjsi studie ukazuji, ze median celkového preziti pa-
cientl s translokaci t(4;14) je az o 2 roky kratsi ve srovnani
s pacienty bez translokace (29). Navic je tato translokace
velmi Casto asociovana s pfitomnosti dalSich prognosticky
nepiiznivych chromozomalnich aberaci (del13q14) a jeji
negativni vliv na piezivani je tak umocnén efektem piidru-
zenych chromozomalnich aberaci (8,31).
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Translokace t(14;16)(q32;p23) se objevuje u 5-10% pa-
cientti s mnohocetnym myelomem a neni ji mozné deteko-
vat klasickymi cytogenetickymi metodami (7,8). Dochazi
pfi ni k upregulaci c-maf onkogenu. Zlomy detekované
v oblasti 16p23 vznikaji uvnitf rozsahlého genu pro oxido-
reduktazu WWOX/FOR, nachazejicim se ve vzdalenosti
800-1000Kb centromericky od genu pro c-maf. I pfes po-
mérn¢ zna¢nou vzdalenost mezi zesilova¢em transkripce
a c-maf po translokaci je tento transkripéni faktor vysoce
upregulovany, coz jen potvrzuje silu zesilovact transkrip-
ce v oblasti IgH (32). V jedné studii byla tato translokace
spojena s krat§im pfezivanim u pacientl lécenych kon-
vencni chemoterapii (7).

Sekundéarni translokace

V plazmatickych buiikach se velmi ziidka vyskytu-
ji translokace oznaCované jako sekudarni. Sekundarni
translokace jsou komplexni a obvykle nepostihuji IgH
lokus. Popsany byly translokace, které upreguluji c-myc
onkogen (23,33). Sekundarni translokace nejsou zjistitel-
né klasickymi cytogenetickymi metodami, ale je mozné
je zachytit spektralnim karyotypovanim. Mechanizmus
vzniku sekundarnich translokaci a jejich vliv na progno-
zu neni zném.

Zavér

Z vyse uvedeného prehledu vyplyva, ze ptitomnost chro-
mozomovych translokaci v myelomovych bunkach je
Casto detekovanou genetickou zménou, ktera se vyskytu-
je v Casné fazi onemocnéni, a zejména u pacientli s non-
hyperdiploidii je povazovana za genetickou zménu kau-
zalni. Avsak jsou i ptipady myelomu, kdy lokus IgH neni
translokaci zasazen a na vzniku onemocnéni museji tedy
mit vliv jiné faktory. V této souvislosti se hovofii naptiklad
o ztraté tumor supresorového genu RB/ v oblasti 13q14.
Ta je také obvykla u lymfoproliferativnich krevnich nado-
rovych onemocnéni. Pfesto je vyskyt specifickych chro-
mozomovych translokaci v myelomovych buikach dile-
zitym prognostickym faktorem, ktery se podili na vybéru
nejvhodnéjsiho 1é¢ebného postupu u kazdého pacienta.
Vysetfovani chromozomovych translokaci proto tvofi ne-
zanedbatelnou soucast diagnostiky MM.
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