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Souhrn
V této práci uvádíme příklad detekce specifi ckých chromozómových aberací (delece 13q14, delece genu p53, translokace t(4;14) a 
zisk chromozómového materiálu v oblasti 1q21) pomocí imunofl uorescenčního značení nádorových plazmatických buněk a techniky 
interfázní fl uorescenční in situ hybridizace s následným sledováním vlivu genetických aberací na úspěšnost léčby pacientů s mnoho-
četným myelomem (MM) léčených novými typy léků. Ve skupině 74 pacientů léčených terapií s bortezomibem (Velcade) nebo tha-
lidomidem (Myrin) jsme pozorovali statisticky významně horší čas do progrese pouze u pacientů léčených thalidomidem, u kterých 
byl nalezen zisk 1q21 (p=0,015). Tyto výsledky naznačují, že nové léky překonávají vliv cytogenetických negativních prognostických 
markerů s výjimkou zisku 1q21 u pacientů léčených thalidomidem.

Klíčová slova: mnohočetný myelom, cytogenetika, FISH, Velcade, bortezomib, thalidomid.

Summary
In this paper we show an example of use the detection of chromosomal abnormalities using modifi ed fl uorescence in situ hybrid-
ization (FISH) and following searching for the impact of chromosomal abnormalities to successful treatment of multiple myeloma 
patients. In our group of 74 patients treated either by thalidomide (Myrin) or by bortezomib (Velcade) was only observed statistically 
signifi cantly worse TTP in patients treated by thalidomide and having gain of CKS1B. According to our data the new drugs overcome 
the impact of negative cytogenetic prognostic markers with exception of patients with gain 1q21 treated by thalidomide. 
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Úvod
Myelomové buňky se vyznačují výraznou genetickou 
nestabilitou. Zhodnocení prognostických faktorů při 
diagnóze mnohočetného myelomu (MM) je nezbytné 
pro stanovení prognózy, nově pak i pro výběr typu a in-
tenzity léčebné strategie. Stanovení chromozómových 
aberací má zásadní prognostický význam u nemocných 
léčených konvenčními a myeloablativními režimy (2). 
Zcela neujasněná je situace při použití nových léčeb-
ných strategií.
V této studii jsme se zaměřili na čtyři nejvýznamnější chro-
mozómové aberace studované u MM: del(13)(q14) (gen 
RB-1), t(4;14), del(17)(p13) (gen p53), a gain(1)(q21) 
(gen CKS1B).
Cílem studie bylo zjistit, zda tyto chromozómové abe-
race působí jako negativní prognostické faktory u pa-
cientů léčených bortezomibem nebo thalidomidem 
v kombinované terapii s dalšími látkami (alkylační cy-

tostatika, antracykliny, kortikoidy). Zaměřili jsme se na 
sledování vlivu uvedených cytogenetických změn na 
léčebnou odpověď pacientů s relapsem MM.

Soubor pacientů a metodika 
Celkem jsme analyzovali 74 nemocných, 40 léčených 
bortezomibem a 34 léčených thalidomidem. Medián 
doby sledování pacientů od zahájení léčby byl ke dni 
zpracování analýzy 12,8 měsíců (95% IS = 12,6 - 17,1). 
Soubor nemocných měl následující popisné parametry: 
průměrný věk pacientů byl 64,9±9,6 let, 50 % (37/74) 
pacientů byli muži. Celkem 65 % (48/74) pacientů mělo 
klinické stádium III podle Durie Salmona a 82 % (61/74) 
pacientů mělo stádium A (bez poškození ledvin). Pacien-
ti léčení kombinací léků s bortezomibem byli více před-
léčení (medián počtu předchozích linií = 2, rozsah 0-3) 
než pacienti podstupující léčbu s thalidomidem (medián 
počtu předchozích linií = 1, rozsah 0-4).
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Cytogenetické změny byly studovány metodou inter-
fázní FISH (I-FISH) prováděnou na myelomových buň-
kách separovaných pomocí imunomagnetické separace 
(MACS). U vzorků, u kterých nebylo možné provést 
separaci, byla využívána technika cIg-FISH založená 
na imunofl uorescenčním značení lehkých řetězců cyto-
plazmatických imunoglobulinů (7). Při našich studiích 
byly používány DNA sondy fi rmy Abbot-VysisTM [LSI 
IGH/FGFR3 t(4;14)(p16;q32), LSI p53 (17p13.1) + 
CEP 17, LSI 13 (RB-1 locus, 13q14) + LSI 13q34] pro 
detekci translokace t(4;14), delece p53 a delece RB-1 
a sonda vlastní výroby pro chromozómovou oblast 
1q21 (gen CKS1B).
Jednotlivé preparáty byly hodnoceny pomocí fl uores-
cenčního mikroskopu Olympus BX61 vybaveného 
digitální kamerou Vosskuhler 1300D a systémem ana-
lýzy obrazu LUCIA-KARYO/FISH/CGH (Laboratory 
Imaging, s. r. o., Praha). Na každém preparátu bylo 
hodnoceno minimálně 100 myelomových buněk. Jako 
aberantní byl hodnocen preparát s přítomností chro-
mozómové abnormality u více než 20 % hodnocených 
buněk.
Léčebná odpověď a léčebné intervaly byly hodnoceny 
dle doporučení IMWG (3). Vyhodnoceny byly korelace 
celkové léčebné odpovědi (ORR), celkové doby přežití 
(OS), času do progrese (PFS, TTP) a trvání léčebné od-
povědi (DOR) s přítomností sledovaných cytogenetic-
kých změn i společný výskyt těchto změn mezi sebou. 
Pro hodnocení parametrů délky trvání odpovědi jsme 
použili Kaplan-Mayerovu analýzu křivek přežívání.

Výsledky
Výskyt cytogenetických abnormalit u souboru pacientů 
s relapsem MM léčených novými typy léků:
V celé skupině pacientů se delece 13q14/monozomie 
13 vyskytovala u 55 % (45/74) pacientů, delece genu 
p 53 u 16 % (11/68) pacientů, translokace t(4;14) byla 
nalezena v 37 % (22/60) případů a zisk chromozómo-
vého materiálu v oblasti 1q21 mělo 61 % (36/59) paci-
entů. Delece genu p53 se často vyskytovala současně 
s delecí 13q14 (p=0,002), u pacientů se ziskem v ob-
lasti 1q21 jsme zachytili častěji i translokaci t(4;14) 
(p=0,053).

Vliv cytogenetických změn na úspěšnost léčby novými 
léky:
Celková léčebná odpověď (ORR) byla dosažena u 61 % 
(45/74) případů. Při hodnocení dosažené léčebné od-
povědi jsme nepozorovali statisticky významný rozdíl 
u žádné z provedených analýz. U celé skupiny všech pa-
cientů léčených novými léky jsme statisticky významně 
prokázali kratší dobu do progrese (TTP) u pacientů se 
ziskem 1q21 (medián přežití 11,9 měsíců vs. 9 měsí-
ců, p=0,033, Obrázek č.1). Pacienti podstupující léčbu 
s thalidomidem měli při přítomnosti zisku 1q21 kratší 
TTP i PFS (medián nedosažen vs. 8,1 měsíců, p=0,015, 
Obrázek č.2). U pacientů léčených bortezomibem jsme 
nepozorovali vliv zisku chromozómového materiálu 
v oblasti 1q21 na délku sledovaných intervalů a nepro-
kázali jsme ani vliv ostatních sledovaných změn.

Diskuze
Zhodnotili jsme přítomnost cytogenetických abnormalit 
u 74 pacientů léčených bortezomibem nebo thalidomi-
dem. Pozorované četnosti chromozómových aberací se 
shodují s údaji v literatuře (4, 2, 6) s výjimkou vyššího 
záchytu t(4;14) u obou skupin.
Podle získaných výsledků žádná ze sledovaných abera-
cí nemá vliv na úroveň léčebné odpovědi. Ve sledované 
skupině 74 pacientů jsme pozorovali rozdíl v délce TTP 
mezi pacienty léčenými terapií založenou na bortezomi-
bu vs. thalidomidu, pokud byli rozděleni do dvou skupin 
podle přítomnosti zisku v oblasti 1q21 (gen CKS1B). 
U pacientů léčených thalidomidem se tato změna jevila 
jako negativní prognostický faktor, u pacientů léčených 
bortezomibem vliv změny nebyl pozorován. Vliv kom-
binované terapie s bortezomibem na překonání vlivu 
cytogenetických negativních prognostických faktorů 
pozorovala např. Mateos et al. (8).
Prokázání vlivu zisku 1q21 na prognózu již u malé-
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Obrázek č. 1: Vliv přítomnosti zisku chromozomového materiálu v oblasti 
1q21 na čas do progrese (TTP) u pacientů léčených thalidomidem

Obrázek č. 2: Vliv přítomnosti zisku chromozomového materiálu v oblasti 
1q21 na čas do progrese (TTP) u pacientů léčených bortezomibem
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ho počtu pacientů léčených thalidomidem ukazuje, že 
velikost souboru je dostatečná pro zachycení silného 
negativního prognostického faktoru. Získaná data na-
značují, že kombinovaná terapie s bortezomibem nebo 
thalidomidem překonává potenciální negativní vliv vět-
šiny sledovaných cytogenetických aberací. V případě 
thalidomidu se tento výsledek neshoduje s publikací 
Attal et al. 2006 (1), který pozoroval výrazně horší EFS 
u pacientů s delecí v oblasti chromozómu 13. Tento roz-
díl v pozorování může být způsoben buď malým vzor-
kem v našem experimentu, nebo odlišným nastavením 
léčebné strategie.
Při analýze společného výskytu aberací jsme statisticky 
významně neprokázali rozdíl mezi současným výsky-
tem aberací u pacientů léčených bortezomibem a tha-
lidomidem: můžeme tedy předpokládat, že v našem 
souboru nedošlo ke kumulaci vlivu zisku 1q21 a další 
změny.
Přímé srovnání vlivu bortezomibu a thalidomidu na 
léčbu pacientů nelze na základě našeho souboru dat 
provést, protože pacienti léčení bortezomibem jsou 
více předléčení než pacienti léčení thalidomidem, tedy 

u nich lze předpokládat horší léčebné výsledky než 
u thalidomidu. Toto omezení se nevztahuje na předcho-
zí porovnání pacientů uvnitř těchto skupin. 

Závěr
Ve většině analýz, které jsme provedli, jsme nepozorova-
li rozdíl v reakci na léčbu u pacientů s přítomností sledo-
vané chromozómové změny a bez ní. Vzhledem k tomu, 
že jsme sledovali cytogenetické změny prokázané jako 
negativní prognostické faktory při konvenční léčbě - 
t(4;14), deleci p53, zisk 1q21 - lze říci, že bortezomib 
a thalidomid překonávají potenciální negativní vliv těch-
to cytogenetických změn s výjimkou zisku 1q21, který 
je překonáván pouze kombinovanými režimy s bortezo-
mibem. Potvrzení takového výsledku randomizovanou 
klinickou studií nebo analýzou randomizované klinické 
studie by přineslo zásadní potvrzení tohoto nálezu.
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