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Souhrn

V této praci uvadime piiklad detekce specifickych chromozomovych aberaci (delece 13q14, delece genu p53, translokace t(4;14) a
zisk chromozdémového materidlu v oblasti 1q21) pomoci imunofluorescenéniho znaceni nadorovych plazmatickych bunék a techniky
interfazni fluorescencni in situ hybridizace s naslednym sledovanim vlivu genetickych aberaci na uspésnost 1écby pacientli s mnoho-
¢etnym myelomem (MM) 1é¢enych novymi typy l1éki. Ve skupiné 74 pacientl 1é¢enych terapii s bortezomibem (Velcade) nebo tha-
lidomidem (Myrin) jsme pozorovali statisticky vyznamné horsi ¢as do progrese pouze u pacientl 1é¢enych thalidomidem, u kterych
byl nalezen zisk 121 (p=0,015). Tyto vysledky naznacuji, ze nové 1éky piekonavaji vliv cytogenetickych negativnich prognostickych
markert s vyjimkou zisku 1q21 u pacientt 1écenych thalidomidem.
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Summary

In this paper we show an example of use the detection of chromosomal abnormalities using modified fluorescence 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
significantly 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.

Keywords: Multiple myeloma, cytogenetics, FISH, Velcade, bortezomib, thalidomide.

Uvod

Myelomové builky se vyznacuji vyraznou genetickou
nestabilitou. Zhodnoceni prognostickych faktort pfi
diagndéze mnohocetného myelomu (MM) je nezbytné
pro stanoveni progndzy, nové pak i pro vybér typu a in-
tenzity lécebné strategie. Stanoveni chromozémovych
aberaci ma zasadni prognosticky vyznam u nemocnych
1é€enych konvencnimi a myeloablativnimi rezimy (2).
Zcela neujasnéna je situace pii pouziti novych 1éceb-
nych strategii.

V této studii jsme se zaméfili na ¢tyfi nejvyznamnéjsi chro-
mozémové aberace studované u MM: del(13)(ql14) (gen
RB-1), t(4;14), del(17)(p13) (gen p53), a gain(1)(g21)
(gen CKS1B).

Cilem studie bylo zjistit, zda tyto chromozémové abe-
race pusobi jako negativni prognostické faktory u pa-
cienti lé¢enych bortezomibem nebo thalidomidem
v kombinované terapii s dalSimi latkami (alkylacni cy-

tostatika, antracykliny, kortikoidy). Zaméfili jsme se na
sledovani vlivu uvedenych cytogenetickych zmén na
1é¢ebnou odpoveéd’ pacientli s relapsem MM.

Soubor pacientii a metodika

Celkem jsme analyzovali 74 nemocnych, 40 lécenych
bortezomibem a 34 lécenych thalidomidem. Medidn
doby sledovani pacientli od zahajeni 1é¢by byl ke dni
zpracovani analyzy 12,8 mésict (95% IS = 12,6 - 17,1).
Soubor nemocnych mél nasledujici popisné parametry:
primérny vek pacientit byl 64,9+9,6 let, 50% (37/74)
pacienttl byli muzi. Celkem 65 % (48/74) pacientli mélo
klinické stadium III podle Durie Salmona a 82 % (61/74)
pacientd mélo stadium A (bez poskozeni ledvin). Pacien-
ti 1é¢eni kombinaci 1€kt s bortezomibem byli vice pred-
Ié¢eni (median poctu predchozich linii = 2, rozsah 0-3)
nez pacienti podstupujici 1é¢bu s thalidomidem (median
poctu ptedchozich linii = 1, rozsah 0-4).
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Cytogenetické zmény byly studovany metodou inter-
fazni FISH (I-FISH) provadénou na myelomovych bun-
kéch separovanych pomoci imunomagnetické separace
(MACS). U vzorkti, u kterych nebylo mozné provést
separaci, byla vyuzivana technika cIg-FISH zalozena
na imunofluorescenénim znaceni lehkych fetézci cyto-
plazmatickych imunoglobulinti (7). Pfi naSich studiich
byly pouzivany DNA sondy firmy Abbot-Vysis™ [LSI
IGH/FGFR3 t(4;14)(p16;q32), LSI p53 (17pl13.1) +
CEP 17, LSI 13 (RB-1 locus, 13q14) + LSI 13q34] pro
detekci translokace t(4;14), delece p53 a delece RB-1
a sonda vlastni vyroby pro chromozémovou oblast
1921 (gen CKS1B).

Jednotlivé preparaty byly hodnoceny pomoci fluores-
cen¢niho mikroskopu Olympus BX61 vybaveného
digitalni kamerou Vosskuhler 1300D a systémem ana-
lyzy obrazu LUCIA-KARYO/FISH/CGH (Laboratory
Imaging, s. r. 0., Praha). Na kazdém preparatu bylo
hodnoceno minimalné¢ 100 myelomovych buné¢k. Jako
aberantni byl hodnocen preparat s pritomnosti chro-
mozdémové abnormality u vice nez 20% hodnocenych
bunék.

Lécebna odpoveéd’ a 1écebné intervaly byly hodnoceny
dle doporuceni IMWG (3). Vyhodnoceny byly korelace
celkové lécebné odpovédi (ORR), celkové doby preziti
(0S), ¢asu do progrese (PFS, TTP) a trvani 1écebné od-
poveédi (DOR) s ptitomnosti sledovanych cytogenetic-
kych zmén i spolecny vyskyt téchto zmén mezi sebou.
Pro hodnoceni parametri délky trvani odpovédi jsme
pouzili Kaplan-Mayerovu analyzu kiivek pfezivani.

Vysledky

Vyskyt cytogenetickych abnormalit u souboru pacientii
s relapsem MM lécenych novymi typy lékii:

V celé skupiné pacientd se delece 13ql4/monozomie
13 vyskytovala u 55 % (45/74) pacientd, delece genu
p 53 u 16% (11/68) pacientt, translokace t(4;14) byla
nalezena v 37 % (22/60) ptipadt a zisk chromozémo-
vého materidlu v oblasti 1q21 mélo 61 % (36/59) paci-
entll. Delece genu p53 se ¢asto vyskytovala soucasné
s deleci 13q14 (p=0,002), u pacientu se ziskem v ob-
lasti 1q21 jsme zachytili Castéji i translokaci t(4;14)
(p=0,053).

Viiv cytogenetickych zmén na uspésnost lecby novymi
léky:

Celkova 1é¢ebna odpoveéd’ (ORR) byla dosazena u 61 %
(45/74) pripada. Pfi hodnoceni dosazené 1é¢ebné od-
povédi jsme nepozorovali statisticky vyznamny rozdil
u zadné z provedenych analyz. U celé skupiny vSech pa-
cientll 1é€enych novymi léky jsme statisticky vyznamné
prokézali krat$i dobu do progrese (TTP) u pacientt se
ziskem 1g21 (median pieziti 11,9 mésic vs. 9 mési-
ct, p=0,033, Obrazek ¢.1). Pacienti podstupujici 1écbu
s thalidomidem méli pfi pritomnosti zisku 1q21 kratsi
TTP i PFS (median nedosazen vs. 8,1 mésict, p=0,015,
Obrazek ¢.2). U pacientd 1éCenych bortezomibem jsme
nepozorovali vliv zisku chromozémového materialu
v oblasti 121 na délku sledovanych intervald a nepro-
kazali jsme ani vliv ostatnich sledovanych zmén.
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Obrazek €. 1: Vliv piitomnosti zisku chromozomového materialu v oblasti
1921 na ¢as do progrese (TTP) u pacientl 1é¢enych thalidomidem
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Obrazek €. 2: Vliv pfitomnosti zisku chromozomového materialu v oblasti
1921 na ¢as do progrese (TTP) u pacientl 1éenych bortezomibem

Diskuze

Zhodnotili jsme pfitomnost cytogenetickych abnormalit
u 74 pacientt 1éCenych bortezomibem nebo thalidomi-
dem. Pozorované Cetnosti chromozémovych aberaci se
shoduji s udaji v literatute (4, 2, 6) s vyjimkou vyssiho
zachytu t(4;14) u obou skupin.

Podle ziskanych vysledkl zadna ze sledovanych abera-
ci nema vliv na uroven 1é¢ebné odpovedi. Ve sledované
skupiné 74 pacientt jsme pozorovali rozdil v délce TTP
mezi pacienty lécenymi terapii zalozenou na bortezomi-
bu vs. thalidomidu, pokud byli rozdé€leni do dvou skupin
podle pritomnosti zisku v oblasti 1q21 (gen CKSI1B).
U pacientl 1é¢enych thalidomidem se tato zména jevila
jako negativni prognosticky faktor, u pacientii 1é¢enych
bortezomibem vliv zmény nebyl pozorovan. Vliv kom-
binované terapie s bortezomibem na ptekonani vlivu
cytogenetickych negativnich prognostickych faktort
pozorovala napt. Mateos et al. (8).

Prokazani vlivu zisku 1g21 na prognoézu jiz u malé-
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ho poctu pacientii 1é€enych thalidomidem ukazuje, ze
velikost souboru je dostate¢nd pro zachyceni silného
negativniho prognostického faktoru. Ziskana data na-
znacuji, ze kombinovana terapie s bortezomibem nebo
thalidomidem pfekonava potencialni negativni vliv vét-
Siny sledovanych cytogenetickych aberaci. V piipadé
thalidomidu se tento vysledek neshoduje s publikaci
Attal et al. 2006 (1), ktery pozoroval vyrazné horsi EFS
u pacientt s deleci v oblasti chromozému 13. Tento roz-
dil v pozorovani muze byt zptsoben bud’ malym vzor-
kem v naSem experimentu, nebo odliSnym nastavenim
1é¢ebné strategie.

Pii analyze spolec¢ného vyskytu aberaci jsme statisticky
vyznamné neprokézali rozdil mezi souasnym vysky-
tem aberaci u pacienti lé¢enych bortezomibem a tha-
lidomidem: miizeme tedy predpokladat, ze v nasem
souboru nedoslo ke kumulaci vlivu zisku 1q21 a dalsi
zmény.

Pfimé srovnani vlivu bortezomibu a thalidomidu na
lécbu pacientli nelze na zakladé naseho souboru dat
provést, protoze pacienti 1é¢eni bortezomibem jsou
vice predléceni nez pacienti 1é¢eni thalidomidem, tedy

u nich lze ptfedpokladat horsi 1écebné vysledky nez
u thalidomidu. Toto omezeni se nevztahuje na predcho-
zi porovnani pacientd uvnitf téchto skupin.

Zavér

Ve vétsing analyz, které jsme provedli, jsme nepozorova-
li rozdil v reakci na 1écbu u pacientti s pritomnosti sledo-
vané chromozémové zmény a bez ni. Vzhledem k tomu,
ze jsme sledovali cytogenetické zmény prokazané jako
negativni prognostické faktory pii konvencni 1écbé -
t(4;14), deleci p53, zisk 1q21 - Ize fici, ze bortezomib
a thalidomid pfekonavaji potencialni negativni vliv téch-
to cytogenetickych zmeén s vyjimkou zisku 1q21, ktery
je ptekonavan pouze kombinovanymi rezimy s bortezo-
mibem. Potvrzeni takového vysledku randomizovanou
klinickou studii nebo analyzou randomizované klinické
studie by pfineslo zasadni potvrzeni tohoto nalezu.
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