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Souhrn

Jednim z nejdilezitéjsich nezavislych prognostickych faktora u nemocnych s mnohocetnym myelomem je nalez specifickych aberaci.
Klasicka cytogeneticka analyza zalozena na analyze mitotickych preparatii je u nemocnych s mnohocetnym myelomem limitovana
nizkou proliferacni aktivitou plazmatickych bunc¢k. Molekularné cytogenetické metody, zejména technika interfazni fluorescencni
hybridizace in situ (FISH), je relativné rychla, citliva a vysoce specificka metoda, ktera pfi pouziti vhodnych centromerickych ¢&i
lokusové specifickych DNA sond umoziiuje detekovat pocetni a strukturni chromozémové odchylky v nedélicich se jadrech interfaznich
bunek. Na rozdil od leukémii je u mnohocetného myelomu spravné vyuziti techniky FISH podminéno separaci nddorovych bunék
¢i identifikaci plazmatickych bun€k v kostni dieni. Prace shrnuje principy, vyhody i omezeni klasické a molekularni cytogenetiky
a jejich modifikaci pouzivanych pii vySetfovani cytogenetickych zmén u mnohocetného myelomu. Jsou prezentovany nejcastéjsi
typy pocetnich a strukturnich chromozémovych zmén vyskytujicich se v karyotypu nemocnych s mnohocetnym myelomem a jejich
prognosticky vyznam.
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Summary

The presence and type of chromosomal abnormalities belong among the most important independent prognostic factors in patients with
multiple myeloma. Classical cytogenetics based on the analysis of mitotic figures is often difficult due to the low proliferative index of
malignant plasma cells. In order to circumvent this pitfall, molecular cytogenetics methods especially interphase fluorescence in situ
hybridization (FISH) with centromeric or locus specific DNA probes have been developed to study the most frequent numerical and
structural chromosomal abnormalities observed in myeloma. The main difference to leukemias is that interphase FISH in myeloma
needs to be coupled with plasma cell identification in the bone marrow specimens. The aim of this article is to summarize the
principles, impact and limits of classical and molecular cytogenetic methods and their modifications used for the routine identification
of cytogenetic abnormalities in multiple myeloma. We discuss the most common types of chromosomal aberrations in multiple
myeloma and their prognostic importance.

Keywords: chromosomal aberration, cytogenetics, FISH, multiple myeloma, prognostic factors.

Uvod

Soucasny rozvoj novych technologii zalozenych na po-
znatcich genetiky a molekularni biologie umoziuje zlep-
Seni diagnostiky a prognostiky v onkologii. Molekularné
geneticka vySetfeni pouzivand v onkologii se rozrustaji
s pokrokem znalosti o lidském genomu kazdym dnem.
Vyznam téchto disciplin stale roste i s ohledem na stale
ucinnéjsi protinadorovou 1écbu ¢i zavadéni novych léceb-
nych protokold. Z tohoto hlediska se genetické abnorma-
lity charakterizujici nddorovou buiku stavaji prioritnimi
z hlediska jejich vyuzitelnosti v klinické praxi. U nadoro-
vych buné¢k miizeme pozorovat velmi pestrou a pocetnou
$kalu abnormalit. Castymi genetickymi zmé&nami, které se
v prib¢hu vzniku a vyvoje nadoru objevuji, jsou chromo-
zomove aberace predstavujici ztraty, zmozeni ¢i pfemiste-
ni genetického materialu.
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Zakladnim kamenem moderni nadorové cytogenetiky byl
objev prvni specifické chromozémové odchylky u chro-
nické myeloidni leukémie (CML) tzv. filadelfského (Ph)
chromozomu. Tento chromozoém popsali Nowell a Hun-
gerford v roce 1960 a nazvali jej podle mésta, kde byl
objeven (24). V roce 1973 popsala Rowleyova vznik Ph
chromozomu jako vysledek reciproké translokace mezi
chromozomy 9 a 22 a timto zjiSténim polozila zéklad dal-
$imu rozvoji onkocytognetiky (27).

Od objevu filadelfského chromozému bylo postupné na-
shromazdéno mnoho poznatkti dokazujicich, ze ziskané
chromozomové zmény, které se vyskytuji u onkologic-
kych onemocnéni, jsou integralni soucasti procesu maligni
transformace bun¢k (/4 ).

Doposud bylo evidovano v Mitelmanové databazi na
53 000 ruznych typt abnormalit, které byly popsany
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u riznych hematologickych malignit a solidnich nadort
(22). Dnes jsou proto cytogenetické diagnostické metody
spolu s fadou dalSich vySetieni nedilnou soucasti vstupni
diagnostiky u mnoha onkologickych onemocnéni. Cyto-
geneticka vysetieni nadorovych bunék tak spolu s dalsimi
molekuldrnimi technikami vyrazné napomahaji charakte-
rizaci biologickych a klinickych vlastnosti nddori pro tce-
ly uptesnéni diagndzy, stanoveni prognozy, volby zplisobu
terapie ¢i kontrole u€innosti 1€cby.

Cytogenetické zmény u mnohocetného myelomu a je-
jich vyznam

Obdobné jako u jinych hematologickych malignit i u MM
se Casto setkavame se specifickymi klonalnimi pocetnimi
i strukturnimi abnormalitami chromozémti, pomérné ¢asto
se jedna o slozité komplexni zmény karyotypu. Z téchto
divodu je v poslednich letech u nemocnych s MM casto
povazovan za rozhodujici prognosticky faktor jejich uvod-
ni cytogeneticky ndlez. Na zakladé cytogenetickych nalezti
muzeme nemocné s MM rozdélit do riznych genetickych
podskupin, které se 1i§i v odpovédi na 1é¢bu a v progno-
ze onemocnéni. Studie provadéné béhem uplynulych let
prokazaly, ze pfitomnost specifickych aberaci u pacientt
s MM priedstavuje rozhodujici prognosticky faktor jak pii
1écbé autologni transplantaci, tak pii uziti vysokodavko-
vané chemoterapie (5, 23, 26, 10). Prognostickd stratifi-
kace slouZi i pro odliseni nemocnych s vysokym rizikem
nahlé transformace choroby, u nichz by méla byt bezpro-
stfedné zah4jena 1écba. Intenzivné se téz studuje vyznam
cytogenetickych zmén pii 1é¢bé nékterymi novymi typy
1€k, jako jsou inhibitory angiogeneze i proteaz (32, 15).
Presné urceni karyotypu myelomovych bunék a vcasna
detekce prognosticky vyznamnych aberaci

Podle literatury existuji dvé hlavni cytogenetické podsku-
piny MM; hyperdiploidni varianta (H-MM) asociovana
s Castym nalezem pocetnich odchylek, zejména trizomii
chromozomt 3, 5, 7,9, 11, 15, 19 a 21, a non-hyperdiplo-
idni varianta (NH-MM) typickd vysokou cetnosti struk-
turnich abnormalit chromozdmii, zejména translokaci po-
stihujicich IgH lokus lokalizovany na chromozému 14 (7,
9, 37).

Za nejcastéjsi chromozémovou zménu u MM je povazo-
vana delece dlouhych ramen chromozomu 13 — del(13)
(ql4), kterd se pri klasickém cytogenetickém vysetfeni
objevuje u 15-20% a pii pouziti FISH vice nez u poloviny
nov¢ diagnostikovanych pacientd s MM (7, 36). Vétsina
autorll povazuje tuto aberaci za Spatny prognosticky uka-
zatel, zejména pokud je nalezena v metafaznich analyzach
nebo pokud se vyskytuje v kombinaci s dal§imi chromo-
zoémovymi abnormalitami, jako je delece 17p13 a translo-
kace t(4;14) (10). Rozsah delece muze byt riizny, u vétsiny
nemocnych (az 90 %) pravdépodobné dochazi ke ztratam
celého 13. chromozému (monosomie 13). Druhou nejcas-
t&jsi abnormalitou v karyotypu je nalez hyperdiploidni-
ho bunééného klonu (47 — 74 chromozdémil), ktery byva
pfitomen asi u 50% pacientli s MM a je obvykle spojen
s lepsi prognozou nez piitomnost hypodiploidie (méné
neZ 46 chromozoémi) nebo diploidie (7, 37, 35). Castym
nalezem v karyotypu MM byvaji strukturni piestavby
postihujici IgH lokus. K nejcastéjsim piestavbam zahr-

nujicim IgH lokus patii translokace t(11;14)(ql13;q32),
kterd se vyskytuje asi u 20% nemocnych s MM. Podle
nékterych autoru je provazena delSim celkovym piezitim
nemocnych a na rozdil od ostatnich ptestaveb 14q32 je
povazovana spiSe za piiznivy prognosticky ukazatel (7,
35, 8). Dalsi specifickou strukturni aberaci postihujici IgH
lokus je t(4;14)(p16;q32), ktera je popisovana u asi 15%
nemocnych s MM. Tato translokace je obvykle provdzena
velmi agresivnim priubéhem onemocnéni. Nepiiznivou
prognozu pro nemocné znamena rovnéz nalez translokace
t(14;16)(q32;923), ktera se vyskytuje asi u 5% piipadt
s primarnim MM a je téZ spojena s krat$im prezitim a agre-
sivnim prubéhem onemocnéni (2, 10, 7, 35).

Za dalsi klicové genetické abnormality souvisejici s horsi
progndzou je povazovana delece oblasti 17p13 (gen p53),
se kterou se setkavame asi u 10 % nemocnych a v posledni
dobe téz zisk useku 1921 (gen CKS1B), ktery byva popi-
sovan az u 40-70 % pacientt (16, 12).

Konvenc¢ni cytogeneticka analyza u mnohocetného
myelomu

Z hlediska metodického je vySetieni zmén u MM stejné
jako u jinych hematologickych malignit zalozeno bud’to
na klasické analyze karyotypu prostfednictvim pruhova-
cich technik (tzv. konvenc¢ni cytogenetika zalozené na Gi-
emsa pruhovani metafdznich chromozdémi), nebo na vyu-
ziti molekularné cytogenetickych metod.

Vstupni material

V ptipadé konvencnich cytogenetickych vySetfeni u MM
je vstupnim materidlem ke stanoveni karyotypu malig-
nich linii kostni dfent (KD) pacient. Zakladni podminkou
uspésného cytogenetického vysetteni je v kazdém pripa-
dé dostatecné mnozstvi biologického materialu. Odbér
materialu (1-3ml KD) je provadén sterilné do pfipravené
zkumavky s obsahem malého mnozstvi (0,5 ml) heparinu.
Dtlezitou podminkou uspésného cytogenetického vyset-
feni je, aby se jednalo o prvni frakci odbéru kostni diené.
Kultivace probiha v riznych kultiva¢nich mediich, nejcas-
té&ji RPMI v termostatu pii 37°C (mizZe to byt i Panserin,
Cytogen plus atd. dle nabidky jednotlivych firem, ale se
stejnou nutri¢ni hodnotou). Po 24hodinové kultivaci (tzv.
kratkodoba kultivace) nastava proces zpracovani materialu
apiiprava preparatii. Nezbytnym krokem celého postupu je
vyuziti schopnosti ptisobeni kolchicinu na funkci déliciho
vieténka, tj. zastaveni procesu bunééného déleni v metafa-
zi. Nasleduje pfidani hypotonického roztoku (0,075 M KCl
na 10-20 minut), ktery umozni nabobtnani burnky, zvétseni
jejiho objemu a rozlozeni chromozémi v ekvatorialni ro-
ving. Proces fixace bun¢k zahrnuje 3-4x opakované pfi-
davani fixa¢niho roztoku (metanol-kys. octova v poméru
3:1) vzdy po odstfedéni a odsati supernatantu. Vykapanim
bunééné suspenze na predem odmasténa a dikladné omyta
podlozni skla ziskdme cytogenetické preparaty vhodné pro
dalsi pouziti, tj. aplikaci barvicich metod cytogenetickych
nebo technik molekularné cytogenetickych.

I kdyz metody metafazni cytogenetiky dosahly v uplynu-
Iych letech znaéného rozvoje a jejich rezoluéni moznosti
se vyrazné zvysily, pfesto ma konvenéni cytogeneticka
analyza zvlasté u MM vyraznd omezeni. Vysledky cyto-
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genetického vysetfeni u MM jsou Casto limitovany nizkou
infiltraci kostni dfen¢ nadorovymi plazmatickymi bunka-
mi a s tim souvisejicim nizkym mitotickym indexem. Pro-
blémem mize byt i Spatna morfologie chromozomu, ktera
¢asto nedovoluje presnéjsi lokalizaci zlomovych mist.

Klonalni chromozémové aberace podle udaji v literatu-
fe nalézame pii konvencni cytogenetické analyze asi jen
u 30% nemocnych s mnohocetnym myelomem (4, 31).
U mnoha pacientt je vSak klasické cytogenetické vyset-
feni netispésné nebo neinformativni. V kultivaci tak na-
lézame pouze bunky s normalnim karyotypem. Pfes tuto
skute¢nost ma konvenc¢ni cytogenetika u MM stale velky
vyznam. Tak napf. pfipadny abnormalni cytogeneticky
nalez delecel3g/monosomie 13 pozorovany na mitézach
pfinasi informaci nejen o strukturni abnormalité chromo-
zomu, ale svédci i o zvysené proliferaci patologickych bu-
nék, coz samo o sobé jiz pro pacienta znamena Spatnou
prognézu (25).

Molekularni cytogenetika u mnohocetného myelomu
Nové moznosti v této oblasti pfinesl rozvoj molekuldrné
cytogenetickych metod, které pomohly pfekonat urdita
metodologicka omezeni klasické cytogenetiky. Jedna se
hlavné o techniku fluorescenéni in situ hybridizace (FISH)
a jeji modifikace, kterd se zacala intenzivn&ji pouzivat
v cytogenetickych laboratofich od poloviny 80. let minu-
1ého stoleti.

Zakladni metodou molekularni cytogeneticky je hybridi-
zace in situ, ktera umoznuje zviditelnit sekvence nukleo-
vych kyselin ptimo na mikroskopickych preparatech obsa-
hujicich fixované a morfologicky zachovalé chromozomy
nebo interfazni jadra. Molekularni hybridizace in situ je
zalozena na pouziti znacené jednoretézcové hybridizacni
sondy, tj. kratkého useku DNA. Tato sonda se v dusledku
komplementarity bazi miize po denaturaci vazat k cilové
sekvenci DNA bunc¢k nachazejicich se na mikroskopickém
skle a umoznit tak detekci defektnich genti ¢i chromozo-
mu v genomu nadorovych bunék. Molekularnimi metoda-
mi studované fragmenty DNA jsou pfiblizné¢ 200 — 300
kilobazi velké. Na zaklad¢ konjugace DNA sondy s fluo-
rochromem muzeme potom mista hybridizace detegovat
prostfednictvim fluorescen¢niho mikroskopu. V naprosté
veétsing pripadt jsou fluorescencni signaly snimany velmi
vykonnou CCD kamerou napojenou na pocita¢ se special-
nimi programy pro FISH, citlivost metody se tak zvySuje
o n¢kolik tada. Diagnostické postupy zalozené na meto-
dach molekularni cytogenetiky dovoluji rozlisit tak malé
zmény na chromozoémech, které nebylo mozno drive v ka-
ryotypu prokazat. Dalsi vyhodou je, ze metody FISH pfi
pouziti vhodnych DNA sond umoziiuji detegovat pocetni
i strukturni chromozémové abnormality nejen v mitézach,
ale 1 v nedé€licich se interfaznich jadrech (tzv. interfazni
I-FISH). Tato skutecnost je zvlasté vyznamna pii moleku-
larn€ cytogenetickém vySetieni MM, kde se jako vstupni
materidl opét pouziva suspenze fixovanych bun¢k kostni
drené, které jsou vykapany na mikroskopicka skla. Zde uz
nevadi nizké hodnoty mitotického indexu, pro vysetfeni
je dostacujici samotna pfitomnost interfaznich myelomo-
vych bunék ve vzorku.
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Specifické problémy molekularné cytogenetickych vy-
Seti‘eni u nemocnych s MM

I v ptipadé molekularné cytogenetickych vyseteni vzorka
MM ovsem n¢kdy nardzime na problém nizké infiltrace
kostni diené nddorovymi myelomovymi buitkami. U né-
kterych pacienti mtze byt zastoupeni plazmocyti mezi
ostatnimi buitkami kostni dfené mensi nez 5 %. Ke sprav-
nému molekularné cytogenetickému vySetieni myelomo-
vych bunék se proto pouzivaji nasledujici pfistupy:

a) morfologicka identifikace nadorovych plazmocyti
v kostni dieni v kombinaci s technikou I-FISH

V nékterych svétovych laboratofich jsou pouzivany auto-
matizované mikroskopické stanice, které umoziuji prova-
dét soucasné morfologické i genetické vysetieni jednotli-
vych bunék. Prvnim krokem je morfologicka identifikace
nadorovych myelomovych bun¢k v natérech kostni dfené
za vyuziti svételného mikroskopu na zdkladé May Grun-
wald Giemsova barveni. Nasledn¢ probiha naskenovani
a zaznamenani soufadnic téchto bunék pomoci CCD ka-
mery, mikroskopického stolku s automatizovanym posu-
nem a pocita¢e. Druhy krok spociva v hybridizaci téchto
preparatt se specifickymi DNA sondami. Chromozémové
abnormality jsou potom v celém vzorku kostni dfen¢ cile-
né studovany pomoci fluorescen¢niho mikroskopu pouze
u bungk, jejichz poloha na mikroskopickém preparatu od-
povida poloze morfologicky identifikovanych nadorovych
bunék. Citlivost této metody je srovnatelnd s metodou
RT-PCR, (103-10*), zachyt aberaci je podstatné vyssi nez
u bézné FISH provadéné na plné kostni dieni (/3) .

b) separace nadorovych plazmocyti v kombinaci
s technikou I-FISH

Separacni metody umoznuji ziskat populaci nadorovych
plazmocyti z bun¢k kostni diené o vysoké cistoté, na
nichz provadime nasledné molekularné cytogenetické vy-
Setfeni. V laboratorni praxi se setkavame nejcastéji s imu-
nomagnetickou separaci myelomovych bun¢k pomoci
CD 138+ specifické protilatky (AutoMacs) nebo s fluo-
rescenc¢ni imunomagnetickou separaci (FACSAria). Pred
vlastnim cytogenetickym vySetfenim musi byt separované
bunky ziskdny v dostatecném mnozstvi a vysoké Cistoté
a opét fixovany a vykapany na mikroskopicka skla (6).
Pro nékteré pokrocilé molekularné cytogenetické techni-
ky (CGH, array-CGH) pouzivame separované bunky i pro
izolaci DNA.

¢) imunofluorescencéni znaceni nadorovych plazma-
tickych bunék v kombinaci s metodou FISH (tzv. clg-
FISH)

Vyssi zachyt aberaci umoznuje rovnéz simultanni imu-
nofluorescencni znaceni a molekularné cytogenetické vy-
Setfeni klonalnich plazmatickych bunék provadéné ptimo
na mikroskopickych preparatech s vykapanymi buitkami
kostni dien€. Preparaty hybridizujeme s pfislusnymi DNA
sondami a myelomové plazmocyty identifikujeme mezi
ostatnimi bunikami kostni dfené pomoci fluorescenéné
znacenych protilatek proti lehkym fetézctim cytoplazma-
tickych imunoglobulini, které jsou konjugované s fluoro-
chromem AMCA. Pfi pozorovani ve fluorescenénim mi-
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kroskopu rozlisujeme jednotlivé nadorové buiky v kost-
ni dfeni na zakladé syt¢ modrého zbarveni cytoplazmy
apouze v téchto znacenych bunkach nasledné vysetiujeme
aberace chromozému metodou I-FISH (/, 19).

Zejména posledni dva zplsoby cytogenetického vysetieni
myelomovych bunék jsou ve svétovych laboratofich rutin-
né vyuzivany, v Ceské republice vétsina cytogenetickych
laboratofi pouziva metodu imunofluorescencniho znaceni
plazmatickych bungk, ktera je u nas dobie standardizova-
na a finanéné méné nakladna.

Modifikace metody FISH

Dalsi nevyhodou je, ze techniky FISH pouzivané k detekci
aberaci predpokladaji pfesnou znalost a charakterizaci po-
stizenych gent, a jsou proto vhodné pouze pro sledovani
omezeného poctu specifickych piestaveb. Z téchto divo-
dii jsou v dnesni dob¢ neustale vyvijeny a zdokonalovany
nové postupy a modifikace techniky FISH, které¢ umoznuji
analyzovat cely nadorovy genom a hledat zmény v poctu
a lokalizaci gent ¢i DNA sekvenci v jednom hybridizac-
nim pokusu (tzv. metody celogenomového screeningu).
K témto metodam patfi zejména technika chromozémové
komparativni genomové hybridizace (CGH), ktera umoz-
fluje detegovat a mapovat relativni pocet kopii jednotli-
vych sekvenci mezi riznymi genomy (/8). Pfi této tech-
nice nevySetfujeme chromozémy, ale DNA testovanych
bunék ¢i tkani. Tato DNA z testovaného vzorku je spolu
s kontrolni DNA z bunék s normalnim karyotypem fluo-
rescencné oznacena, a to tak, ze pro jejich oznaceni jsou
pouzity spektralné odlisné fluorochromy (napf. Cervena
a zelena fluorescence). Obé DNA jsou nasledné smicha-
ny v ekvimolarnim poméru a hybridizovany na normalni
metafazni chromozomy. Po nékolikahodinové hybridiza-
ci, odmyti nenavazané a nespecificky navazané sondy jsou
chromozomy podbarvené pomoci fluorochromu DAPI,
které umoziuje sestaveni karyotypu. Nasledné je pomoci
citlivé kamery registrovan fluorescenc¢ni signal a pouzitim
pocitacového programu analyzovany pomér fluorescen-
ce podél jednotlivych chromozémi. V piipadé, Zze DNA
z testovaného vzorku neobsahuje zadné zmeény, vSechny
chromozomy se barvi jednotné (pomér fluorescence tes-
tované a kontrolni DNA je 1). V piipadé, Ze vySetfovany
vzorek obsahuje nadbyte¢ny material nebo mu naopak ur-
Cité oblasti schazeji, dochazi v téchto oblastech ke zméné
poméru fluorescence. Odchylky < 0,8 jsou pak hodnoceny
jako ztraty DNA sekvenci (delece ¢i monozomie chromo-
zomu), odchylky > 1,2 jako zisky genetického materialu
(duplikace, trisomie, amplifikace chromozomt). Rozli-
Sovaci schopnost CGH je asi 5-10 Mb. Technika CGH je
nesmirné U€innd pii vysetfovani nebalancovanych zmén,
jako jsou delece, zisky nebo amplifikace n€kterych gend,
avsak nelze je vyuzit pii vySetiovani nékterych typu abe-
raci, jako jsou reciproké translokace, inverze a inzerce,
pfi kterych se neméni pomér poctu kopii sekvenci DNA.
Dalsi podminkou pro uspéSnou aplikaci této metody je
Cistota (nad 50% nadorovych bun¢k ve vzorku) a dosta-
te¢né mnozstvi DNA. U pacienti s MM jsou proto tato
vySetieni provadéna vyhradné pii vysoké infiltraci kost-
ni dfené¢ myelomovymi bunkami, popf. na separovanych
myelomovych buiikach s vysokou cistotou. Pouziti meto-

dy CGH u nemocnych s MM umoznilo odhalit ¢etné reku-
rentni nebalancované zmény v naddorovém genomu jako
jsou zisky 1q, 5q, 9q, 11q, 19p nebo ztraty 6q, 8p a 16q,
jejichz prognosticky vyznam je stale studovan (/7).

Na stejném principu jako CGH je zalozeno vysetfeni ne-
mocnych s MM pomoci mnohem citlivéjsi metody array-
CGH, ktera se lisi tim, ze jako podklad pro hybridizaci
slouzi tzv. DNA mikro€ipy, tj. klonované sekvence DNA
nebo uméle syntetizované oligonukleotidy pokryvajici ob-
lasti vybranych genti nebo cely genom (3, 20 ).

Mezi pokrocilé metody molekularni cytogenetiky pat-
fi i techniky mnohobarevnych metafaznich analyz, které
dovoluji barevné odlisit kazdy chromozémovy par v lid-
ském karyotypu (mnohobarevnd fluorescencni hybridi-
zace in situ - mFISH, spektralni karyotypovani — SKY),
event. barevné odlisit jednotlivé pruhy na chromozémech
(mBAND — mnohobarevné pruhovani). Tyto nové metody
umoznuji mnohem detailnéjsi analyzy jednotlivych struk-
turnich zmén typu deleci, amplifikaci, translokaci, inverzi
a inzerci a z té€chto divodl jsou pouzivany zejména pii
vySetieni slozitych karyotypt (33, 34, 21). Jako u klasic-
kych cytogenetickych vySetfeni je i u téchto modernich
technik nezbytnou podminkou dostatecny pocet dobte roz-
prostfenych mitoz. Z téchto diivodl jsou u pacienti s MM
metody mFISH ¢i spektralniho karyotypovani pouzivany
jako dopln¢k klasické cytogenetiky zejména pro upiesnéni
mist zlomu ¢i identifikaci drobnych kryptickych transloka-
ci a dalsich piestaveb chromozomu (30, 29, 28).
Souhrnné 1ze fici, ze po zavedeni modernich molekularné
cytogenetickych metod a zejména interfazni fluorescencni
in situ hybridizace provadéné na separovanych ¢i selek-
tivné znacenych builkdch se ukazalo, ze specifické chro-
mozomové abnormality nachazime v genomu nadorovych
bunék azu 90 % nemocnych s MM (2, /7). V piipad¢ celo-
genomového screeningu abnormalit provadéného pomoci
technologie array-CGH a oligonukleotidovych DNA mi-
krocipt uvadéji nekteti autofi zachyt dokonce 100 % (20).

Zavér

zavislych prognostickych faktort u nemocnych s mnoho-
cetnym myelomem.

Cytogenetické vysetfeni pacient s MM pomoci konvenc-
ni cytogenetiky i techniky FISH je velmi naro¢né. Nizky
pocet plazmatickych bunék v kostni dieni a jejich nizky
mitoticky index, pfitomnost paraproteinu v cytoplazmé
nadorovych bungk a koneéné i nezbytnost pouzivat rizné
separacni ¢i simultanni barvici techniky pro identifikaci
myelomovych bun¢k vyrazné znesnadnuji rutinni cytoge-
netickou diagnostiku. Pies tyto skutecnosti jsou metody
molekularni cytogenetiky, zejména interfazni FISH, za-
tim nejucinnéj$im piistupem k odhalovani zmén u tohoto
onemocnéni. V roce 2005 probchlo v Londyné pracovni
setkani Evropské myelomové skupiny, na kterém byly pfi-
jaty spolec¢né zavéry a doporuceni tykajici se sjednoceni
metodiky a standardizace molekuldrné cytogenetického
vySetfovani pacienti s MM (26). Hlavni diraz je kladen na
pozadavek pouzivat nékterou z metod identifikace nado-
rovych plazmocyti a vySetiovat u pacienti s MM zejmé-
na vSechny kli¢ové chromozémové aberace s jiz znamym
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negativnim prognostickym vyznamem (delece 13q, delece
17p13, translokace t(4;14), translokace t(14;16).
Cytogeneticka a molekularné cytogenetickd vySetfeni
tvoti nedilnou a dilezitou soucast diagnostickych metod
vyuzivanych u pacienti s MM. Lze ocekavat, ze v sou-
vislosti s rozvojem dalSich genetickych poznatkl a stale
veétsim vyuzivanim novych typl lé¢iv u pacientt s MM
bude vyznam cytogenetickych vysetfeni i v budoucnu sta-
le vetsi.

Podékovani 5
Prace byla podporena projekty MSMT LC06027,
MSMO0021622434 a MSM002162245.

Ukazka reprezentativniho vysledku
cytogenetickych vySetieni
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Obrazek €. 1: Ukazka vySetieni chromozémovych abnormalit u
pacienta s mnohocetnym myelomem metodou G-pruhovani (43, XY,
der(1), +2, -4, -5, -10, -13, der(14)del(14q), -15, +mar) (OLG FN Brno,
2007)

. —1(4;14)

Obriazek €. 2: Ukazka vySetfeni aberaci u nadorové plazmatické
buiiky mnohocetného myelomu pomoci imunofluorescen¢niho
barveni cytoplazmatickych imunoglobulini a techniky FISH.
Plazmaticka burika vykazuje translokaci t(4;14) (dva fazni signaly).

Typ zmény Geny Prognéza
hyperdiploidie 47-74 chromozémi pfizniva
t(11;14)(q13;932) IGH/CCND1 piizniva
monozomiel3/delecel3ql4 RBI1, D13S25 stfedné pfizniva
delece 17p13 pS3 nepiizniva
zisk/amplifikace 121 CKS1B nepiizniva
(4;14)(p16;q32) IGH/FGFR3 nepfizniva
1(14,16)(q32;q923) IGH/MAF nepfizniva

M

Tabulka ¢. 1: Piehled nékterych prognosticky dulezitych aberaci
chromozémii u mnohocetného myelomu vysSetfovanych pomoci DNA
sond a metody FISH
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