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Souhrn

V letech 2004-2006 jsme u 208 nemocnych s mnohocetnym myelomem (MM) zatazenych do studie CMG 2002 vysettili imunofluo-
rescencné znacené plasmatické buniky metodou cIg-FISH. Sledovali jsme frekvenci a prognosticky vyznam specifickych chromoso-
movych aberaci. U 52,9% pacientti jsme detekovali aberace chromosomu 13, ptestavby /gH genu jsme prokazali u 58,6% nemocnych.
Deleci genu p53 a zisk chromosomového materialu v oblasti 1g21 mélo 21,6%, respektive 37,7% nemocnych. Na zéklad¢ vysledkt
statistické analyzy jsme prokazali, ze ptestavby /gH genu, zisk chromosomového materialu v oblasti 1g21 a soucasny vyskyt vice
nez dvou genetickych aberaci jsou spojeny s agresivnéjsim prubéhem a horsi prognézou onemocnéni. Naopak jsme ve studii CMG
2002 neprokazali prognosticky vyznam aberaci chromosomu 13 a ptiznivy vliv t(11;14)(q13;q32). Potvrdili jsme, ze chromosomové
aberace v plasmatickych buikach jsou velmi heterogenni a ¢asto dochézi k jejich kumulaci. Pfi stanoveni progndzy nemocnych je
proto vzdy nutné posuzovat souc¢asné vsechny zmény prokazané v karyotypu.

Kli¢ova slova: mnohocetny myelom, cytogenetika, FISH, chromosomové abarace.

Summary

From 2004 to 2006 we have used clg-FISH method to analyze immunofluorescence-labeled plasma cells from 208 patients with
multiple myeloma (MM) enrolled in the CMG 2002 clinical trial. The aim of our study was to evaluate the frequency and prognostic
impact of selected chromosomal aberrations. Chromosome 13 aberrations were found in 52,9% of patients, /gH gene translocations in
58,6% of patients, pS3 gene deletions in 21,6% of patients, and 1q21 gains in 37,7% patients. Statistical analysis has shown that IgH
translocations, 1g21 gain, and simultaneous presence of more than two different genetic aberrations were associated with aggressive
course of the disease and poor prognosis. We have not confirmed the putative negative prognostic impact of chromosome 13 aberrati-
ons and the favorable prognosis associated with t(11;14)(q13;q32). There was a high degree of heterogeneity of genetic abnormalities
in plasma cells and a high prevalence of multiple aberrations. Complex analysis of all detected chromosomal abnormalities is neces-
sary for the evaluation of their impact on prognosis.

Keywords: multiple myeloma, cytogenetics, FISH, chromosomal aberration.
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Uvod

mocnych s MM povazovan nalez klondlnich chromosomo-
vych aberaci v plasmatickych buiikach v dobé stanoveni di-
agnozy (4). K nejcastéjsim cytogenetickym nalezim u MM
patii delece RBI genu v oblasti 13q14 a/nebo ztrata celého
chromosomu 13 a translokace /gH genu v oblasti 14q32 (3,
5). IgH vstupuje do translokaci s riznymi partnerskymi geny
a tyto piestavby jsou vetsinou spojeny se Spatnou prognézou
(4). Vyjimku tvoii translokace t(11;14)(q13;q32), kterd je
nékterymi autory povazovana za ptiznivy prognosticky uka-
zatel (6). V novéjsich studiich vSak pfiznivy prognosticky
vyznam této translokace nebyl potvrzen (2) a proto je v sou-
casnosti povazovana za prognosticky ,,neutralni*. K nepftiz-
nivym prognostickym faktortim patii dale nalez amplifikace
oblasti 121 a delece tumor supresorového genu p353.

Soubor pacientii a metodika

Konven¢ni cytogenetickou analyzou a metodou clg-FISH
jsme vySetiili imunofluorescencné znacené plasmatické
buiky u celkem 208 pacientli s MM, ktefi byli v letech
2003-2006 zatazeni do studie CMG 2002 (125 muzi, 83
zen; prumérny veék 56 let, median 57 let). Median sle-
dovani je 30,4 mésica. Klinicka charakteristika souboru je
shrnuta v Tabulce ¢. 1.

Stav 1 12 (5.8%)

(l;(':'r'."cfy.sm) Stav 11 50 (24,0%)
Stav 11 146 (70,2%)
1eG 124 (64,3%)
IgA 48 (24,9%)
Typ paraproteinu lehké fetézce 7 (3.6%)
(n=193) volné fetézce 6 (3,1%)
B-J 5 (2,6%)
1eM 2 (1,0%)
IgD 1(0,5%)
1SS 1 66 (35,1%)
ISS (n=188) 1SS 2 65 (34,6%)
ISS 3 57 (30,3%)
ORR 77 (88,5%)
CR 10 (11,5%)
S . VGPR 28 (32.2%)
v R B
P MR 5 (5.8%)
SD 1(1,1%)
PG 4 (4,6%)

Tabulka ¢. 1: Klinicka charakteristika souboru

ORR (overall response rate) ¢etnost objektivni odpovédi; CR (complete
response) celkova odpovéd’; VGPR (very good partial response) velmi
dobra castecna odpoveéd’; PR (partial response) ¢aste¢na odpoveéd’; MR
(minimal response) minimalni odpovéd’; SD (stable disease) stabilni one-
mocnéni; PG (progression) progrese.

K analyze znacenych plasmatickych bunék ve stadiu in-
terfaze jsme pouzili I-FISH s lokus-specifickymi sondami
(Abbott-VYSIS™, Kreatech Biotechnology™), pfi jejich
aplikaci jsme postupovali podle navodi doporucenych vy-
robei. U kazdého vzorku jsme hodnotili alespont 50 plas-
matickych bunék. Hladina ,,cut-off value* byla stanovena
na 20% pro detekcei deleci 13q14 a p53 a na 10% pro de-
tekei translokaci /gH genu a amplifikace 1q21 (Workshop
of the European Myeloma Network, 22. 1. 2007, Nantes,
Francie — dosud nepublikovadno).

U vSech nemocnych zafazenych do studie jsme provedli
clg-FISH se sondami pro detekci del(13)(q14) a piestaveb
14g23. U nemocnych s prokdzanym zlomem v IgH genu
jsme dale pokracovali v hybridizaci se sondou pro detekci
translokace t(11;14)(q13;q32). Kromé toho jsme u vybra-

nych pacientdl retrospektivné vySettili archivovany mate-
ridl se sondami pro detekci translokace t(4;14)(p16;q32),
zisku chromosomového materialu v oblasti 121 a deleci
tumor supresorového genu p53 (17p13).

Vysledky a diskuze

Metodou konvenéni cytogenetické analyzy jsme deteko-
vali chromosomové aberace celkem u 19,2% nemocnych
s MM. Nejcastéji se jednalo o strukturni aberace a/nebo
komplexni prestavby karyotypu (26x), u 14 pacientl jsme
detekovali aneuploidie. Normalni kariotyp mélo 64,9 %
nemocnych a u 15,9% nemocnych bylo cytogenetické
vySetfeni neinformativni. Analyza délky pieziti prokaza-
la statisticky vyznamné krat§i dobu pieziti (OS, p=0,002
a PFS, p=0,001) u pacienti s komplexnim karyotypem.
Metodou clg-FISH jsme prokézali ptitomnost chromo-
somovych aberaci u 83,7% nemocnych s MM. Aberace
chromosomu 13 jsme detekovali celkem u 52,9% pacien-
tt. Prognosticky vliv monosomie/delece 13q na délku pte-
ziti nemocnych nebyl v této studii prokazan (OS, p=0,955
a PFS, p=0,315). Predpokladame, ze prognozu pacienti
bez prokazanych aberaci chromosomu 13 negativné ovliv-
nuji jiné genetické aberace, které mohou byt pfitomny
v genomu plasmatickych bunék.

Prestavby IgH genu jsme ve sledovaném souboru prokaza-
li celkem u 58,6% nemocnych. Statistickd analyza potvr-
dila u pacienti s aberacemi /gH signifikantné krat$i dobu
preziti bez progrese (PES, p=0,040), coz odpovida idajim
v odborné literatufe (5) (Graf ¢. 1).
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Graf €. 1: Analyza délky preZiti bez progrese (PFS) u nemocnych
rozdélenych do skupin podle vysledku cIg-FISH se sondou pro de-
tekei prestaveb IgH genu. Statisticka analyza prokazala signifikantné
kratsi PFS ve skupiné nemocnych s prokazanymi aberacemi /gH genu
kromé¢ translokace t(11;14)(q13;q32) ve srovnani s ostatnimi pacienty
(p=0,040).

Translokace t(11;14)(q13;q32) byla prokazana u 18,5%
nemocnych z této skupiny. Vysledky analyzy délky preziti
nepotvrdily ve studii CMG 2002 pfiznivy prognosticky
vyznam této translokace (OS, p=0,707 a PFS, p=0,702).
Pouze u tii pacientd vSak byla t(11;14)(q13;q32) dete-
kovana jako samostatnd zména v karyotypu, ve vsech
ostatnich ptipadech se vyskytovala v kombinaci s dalsimi
chromosomovymi aberacemi, které mohly mit neptiznivy
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vliv na pribéh a progndézu onemocnéni. Translokaci
t(4;14)(p16;q32) jsme detekovali u 15,8% nemocnych.
Z vysledku statistické analyzy je patrnd tendence ke
krat§imu ptezivani u pacientd s prokdzanou translokaci ve
srovnani s ostatnimi skupinami, rozdil je vSak pod hladi-
nou statistické vyznamnosti (p=0,180). Deleci genu p53
jsme prokazali u 21,6% pacientii ve studii CMG 2002,
nepotvrdili jsme nepfiznivy prognosticky vyznam této
aberace pii stanovené hladiné cut off 20% (OS, p=0,796
a PFS, p=0,601). Podle neddvno publikovanych udaja
ma vSak tato aberace negativni prognosticky vyznam, az
pokud je pritomna ve vice nez 60% plasmatickych bunék
(1). Zisk chromosomového materialu v oblasti 121 jsme
detekovali celkem u 37,7% vySetienych nemocnych. Stati-
sticka analyza prokazala ve studii CMG 2002 vyznamné
kratsi dobu pfeziti u pacientd s touto aberaci (OS, p=0,020
a PFS p=0,039; Graf ¢. 2).

Hodnotili jsme rovnéz prognosticky vyznam kumulova-
nych aberaci. Ve sledovaném souboru jsme pouze u 22,4%
nemocnych detekovali nékterou z aberaci jako samostat-
nou zménu v karyotypu, u dalSich 77,6% ptipadi jsme
prokézali soucasny vyskyt dvou a vice chromosomovych
zmén. Statisticka analyza prokazala u pacientl s vice
nez dvéma aberacemi vyznamné krat$i dobu preziti (OS,
p=0,007 a PFS, p=0,001).

Zavér

Komplexni molekuldrné cytogeneticka analyza znacenych
plasmatickych bunék podstatné zvySuje zachyt chromoso-
movych aberaci u nemocnych s MM. Ve studii CMG 2002
jsme jednoznac¢né prokazali, Zze piestavby IgH genu, zisk
chromosomového materialu v oblasti 1q21 a soucasny vy-
skyt vice nez dvou aberaci jsou spojeny s agresivnéjSim
pribéhem a horsi prognézou onemocnéni. Naopak jsme

v této skupiné neprokazali prognosticky vyznam dele-
ce/monosomie chromosomu 13 a ptiznivy vliv t(11;14)
(q13:;932). Potvrdili jsme, ze chromosomové zmény
v plasmatickych buiikach jsou velmi heterogenni a Casto
dochazi k jejich kumulaci. Pro pfesné stanoveni prognozy
nemocnych je proto vzdy nutné hodnotit soucasné vsech-
ny aberace pfitomné v karyotypu.
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Graf ¢. 2: Analyza PFS u nemocnych s prokazanym ziskem chro-
mosomového materidlu v oblasti 1q21. Statistickd analyza prokazala
vyznamné krats$i dobu pteziti ve skupiné pacienti s touto aberaci ve srov-
nani s ostatnimi skupinami (PFS p=0,039)
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