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Souhrn
V předkládané práci uvádíme příklad využití imunofl uorescenčního značení nádorových plazmatických buněk a techniky tříbarevné 
interfázní fl uorescenční in situ hybridizace se specifi ckými DNA sondami pro chromozómy 5, 9 a 15 k detekci hyperdiploidních 
karyotypů u nemocných s mnohočetným myelomem.
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Summary
We focus on the applications of immunofl uorescence labeling of tumor plasma cells and three-color interphase in situ hybridization 
with specifi c DNA probes for chromosome 5, 9, and 15 for the detection of hyperdiploidy in multiple myeloma. 
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Úvod
U mnoha nádorových onemocnění se setkáváme s počet-
ními změnami chromozómů. Tyto změny mohou postiho-
vat jednotlivé chromozómy v buňce (aneuploidie), nebo se 
mohou týkat zmnožení celých sad chromozómů (polyploi-
die). Také u nemocných s mnohočetným myelomem (MM) 
jsou početní odchylky chromozómů velmi častým nálezem 
vyskytujícím se až u 2/3 pacientů (3). U MM jsou podle 
počtu chromozómů zjednodušeně rozlišovány dvě hlavní 
genetické podskupiny; hyperdiploidní varianta (H-MM), 
kam jsou zařazováni nemocní s výskytem 47 až 74 chro-
mozómů v karyotypu a non-hyperdiploidní varianta (NH-
MM) zahrnující nemocné s hypodiploidními (méně než 44 
chromozómů), pseudodiploidními (45 až 46 chromozómů) 
a téměř tetraploidními (více než 75 chromozómů) cytoge-
netickými nálezy (1, 6). Zatímco nález hyperdiploidního 
buněčného klonu je obvykle spojen s lepší prognózou, kdy 
průměrně 33 % pacientů přežívá dobu 5 let od prvotního 
stanovení diagnózy, u nemocných s nonhyperdiploidními 
karyotypy průměrně pouze 10 % pacientů přežívá 5 let (1). 
Základní metodou stanovení hyperdiploidie je hodnocení 
metafázních chromozómů pomocí klasické cytogenetiky 
(Obrázek č.1). Vzhledem k nízké výtěžnosti této techniky 
jsou využívány pro stanovení početních změn chromozó-

mů i metody průtokové cytometrie založené na stanovení 
DNA indexu a techniky interfázní FISH (6). 

V naší laboratoři je detekce H/NH karyotypů u pacientů 
s MM prováděna pomocí simultánního imunofl uorescenč-
ního značení klonálních plazmatických buněk a techniky 

Obrázek č. 1: Ukázka hyperdiploidního karyotypu u pacienta s mno-
hočetným myelomem detekovaným metodou G-pruhování (53,XX,+3,
+5,+11,-13,+14,+15,+19,+21, +mar). (OLG FN Brno, 2007)
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tříbarevné interfázní FISH se specifi ckými sondami pro 
chromozómy 5, 9 a 15, které bývají nejčastěji zmnože-
né u nemocných s hyperdiploidním karyotypem (1, 2). 
V předkládané práci prezentujeme výsledky stanovení hy-
perdiploidie pomocí této techniky ve vzorcích kostní dře-
ně u souboru 74 pacientů s mnohočetným myelomem.

Soubor pacientů a metodika
Metodou tříbarevné interfázní techniky FISH bylo vyšet-
řeno celkově 74 pacientů zařazených do studie Velcade/
Thalidomd (37 žen, 37 mužů, průměrný věk 64,9 let, me-
dián 65,1 let). 
K identifi kaci nádorových plazmocytů a stanovení hyper-
diploidie byla využívána technika cIg-FISH založená na 
imunofl uorescenčním značení lehkých řetězců cytoplaz-
matických imunoglobulínů (5) s využitím kitu DNA sond 
fi rmy Abbot-VysisTM (LSI D5S23/D5S721, CEP 9, CEP 15 
Multi-Color Probe Panel). Tento kit je tvořen specifi cký-
mi DNA sondami pro chromozómy 5, 9 a 15, které jsou 
označeny třemi odlišnými fl uorochromy – Spectrum Green, 
Spectrum Orange a Spectrum Aqua (Obr.2). Jednotlivé pre-
paráty byly hodnoceny pomocí fl uorescenčního mikroskopu 

Olympus BX61 vybaveného digitální kamerou Vosskuhler 
1300D a systémem analýzy obrazu LUCIA-KARYO/FISH/
CGH (Laboratory Imaging, s.r.o, Praha). Na každém prepa-
rátu bylo hodnoceno minimálně 100 myelomových buněk. 
Jako hyperdiploidní byla klasifi kována buňka, u které byly 
zmnožené alespoň dva ze tří studovaných chromozómů ve 
více než 20 % hodnocených buněk (6).

Výsledky 
Pomocí techniky cIg-FISH s sondami pro chromozómy 5, 
9 a 15 byla prokázána přítomnost hyperdiploidie celkově 
u 48 % pacientů (35 z 74), non-hyperdiplodní karyotypy 
byly nalezeny u 52 % pacientů (39 ze 74). V naší studii 
jsme zároveň potvrdili, že nemocní s hyperdiploidním ka-
ryotypem mají výrazně nižší výskyt translokace t(4;14) 
oproti nemocným s non-hyperdiploidním karyotypem 
(15 % oproti 49 %). Incidence dalších strukturních aberací 
typických pro MM (delece 13q14/monozomie 13 a delece 
genu p53) byla u H-MM pacientů také výrazně nižší (23 % 
oproti 56 %).
Analýza vztahů mezi H/NH karyotypy a dalšími klinický-
mi parametry, zejména přežíváním pacientů u sledovaného 
souboru nemocných s MM, je součástí probíhající studie.

Diskuse a závěr
Zavedení techniky tříbarevné interfázní FISH a vyšetřo-
vání hyperdiploidie u nemocných s MM doplňuje infor-
mace o genetické nestabilitě nádorových buněk, má pří-
mý vztah k prognóze onemocnění i zásadní význam pro 
správné hodnocení dalších klíčových chromozómových 
aberací. Z literatury je známo, že hyperdiploidní karyo-
typ může u nemocných s MM maskovat přítomnost delece 
13q14 a delece genu p53 stanovovanou v interfázních ná-
dorových buňkách metodou FISH až u jedné třetiny pa-
cientů (4). Proto by měl být kladen důraz na vyšetřování 
hyperdiploidie jako důležité součásti panelu prognosticky 
významných chromozómových abnormalit sledovaných 
u pacientů s MM. 
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Obrázek č. 2: Ukázka vyšetření chromozómových aberací u nádo-
rové plazmatické buňky mnohočetného myelomu pomocí imuno-
fl uorescenčního barvení cytoplazmatických imunoglobulinů a techniky 
tříbarevné interfázní FISH. Plazmatická buňka vykazuje trisomii chro-
mosomu 5, 9 a 15 (3 kopie chromosomu 5 - zelený signál, 3 kopie chro-
mosomu 9 - modrý signál a 3 kopie chromosomu15 - červený signál). 
(Smetana, 2007)
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