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Souhrn

V predkladané praci uvadime priklad vyuziti imunofluorescenc¢niho znaceni nadorovych plazmatickych bun¢k a techniky tiibarevné
interfazni fluorescencni in situ hybridizace se specifickymi DNA sondami pro chromozémy 5, 9 a 15 k detekci hyperdiploidnich

karyotypt u nemocnych s mnohocetnym myelomem.
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Summary

We focus on the applications of immunofluorescence labeling of tumor plasma cells and three-color interphase in situ hybridization
with specific DNA probes for chromosome 5, 9, and 15 for the detection of hyperdiploidy in multiple myeloma.

Keywords: multiple myeloma, cytogenetics, FISH, hyperdiploidy.

Uvod

U mnoha nadorovych onemocnéni se setkavame s pocet-
nimi zménami chromozoému. Tyto zmény mohou postiho-
vat jednotlivé chromozdmy v bunice (aneuploidie), nebo se
mohou tykat zmnozeni celych sad chromozému (polyploi-
die). Také u nemocnych s mnohocetnym myelomem (MM)
jsou pocetni odchylky chromozomt velmi ¢astym nalezem
vyskytujicim se az u 2/3 pacientti (3). U MM jsou podle
poctu chromozému zjednodusen¢ rozliSovany dvé hlavni
genetické podskupiny; hyperdiploidni varianta (H-MM),
kam jsou zatazovani nemocni s vyskytem 47 az 74 chro-
mozomu v karyotypu a non-hyperdiploidni varianta (NH-
MM) zahrnujici nemocné s hypodiploidnimi (méné nez 44
chromozomtl), pseudodiploidnimi (45 az 46 chromozomu)
a téméf tetraploidnimi (vice nez 75 chromozoému) cytoge-
netickymi nalezy (I, 6). Zatimco nalez hyperdiploidniho
bunééného klonu je obvykle spojen s lepsi prognozou, kdy
pramérné 33 % pacientl preziva dobu 5 let od prvotniho
stanoveni diagnézy, u nemocnych s nonhyperdiploidnimi
karyotypy pramérné pouze 10 % pacientti pieziva 5 let (1).
Zakladni metodou stanoveni hyperdiploidie je hodnoceni
metafaznich chromozéma pomoci klasické cytogenetiky
(Obrazek €.1). Vzhledem k nizké vytéznosti této techniky
jsou vyuzivany pro stanoveni pocetnich zmén chromozé-
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mu i metody priitokové cytometrie zalozené na stanoveni
DNA indexu a techniky interfazni FISH (6).
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Obrazek ¢. 1: Ukazka hyperdiploidniho karyotypu u pacienta s mno-
hoc¢etnym myelomem detekovanym metodou G-pruhovani (53,XX,+3,
+5,4+11,-13,+14,+15,+19,+21, +mar). (OLG FN Brno, 2007)

V nasi laboratofi je detekce H/NH karyotypu u pacient
s MM provadéna pomoci simultanniho imunofluorescenc-
niho znaceni klonalnich plazmatickych buné¢k a techniky
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tiibarevné interfazni FISH se specifickymi sondami pro
chromozomy 5, 9 a 15, které byvaji nejcastéji zmnoze-
né u nemocnych s hyperdiploidnim karyotypem (1, 2).
V piredkladané praci prezentujeme vysledky stanoveni hy-
perdiploidie pomoci této techniky ve vzorcich kostni die-
n¢ u souboru 74 pacientti s mnohocetnym myelomem.

Obrazek ¢. 2: Ukazka vySetieni chromozomovych aberaci u nado-
rové plazmatické bunky mnohocetného myelomu pomoci imuno-
fluorescen¢niho barveni cytoplazmatickych imunoglobulinti a techniky
tiibarevné interfazni FISH. Plazmaticka burika vykazuje trisomii chro-
mosomu 5, 9 a 15 (3 kopie chromosomu 5 - zeleny signal, 3 kopie chro-
mosomu 9 - modry signal a 3 kopie chromosomul5 - Cerveny signal).
(Smetana, 2007)

Soubor pacientii a metodika

Metodou tiibarevné interfazni techniky FISH bylo vyset-
feno celkové 74 pacientl zatfazenych do studie Velcade/
Thalidomd (37 zen, 37 muZzQ, pramérny vek 64,9 let, me-
dian 65,1 let).

K identifikaci nadorovych plazmocyti a stanoveni hyper-
diploidie byla vyuzivana technika clg-FISH zalozena na
imunofluorescencnim znaceni lehkych fetézct cytoplaz-
matickych imunoglobulintl (5) s vyuzitim kitu DNA sond
firmy Abbot-Vysis™ (LSI D5S23/D5S721, CEP 9, CEP 15
Multi-Color Probe Panel). Tento kit je tvofen specificky-
mi DNA sondami pro chromozémy 5, 9 a 15, které jsou
oznaceny tfemi odlisnymi fluorochromy — Spectrum Green,
Spectrum Orange a Spectrum Aqua (Obr.2). Jednotlivé pre-
paraty byly hodnoceny pomoci fluorescencniho mikroskopu

Olympus BX61 vybaveného digitalni kamerou Vosskuhler
1300D a systémem analyzy obrazu LUCIA-KARYO/FISH/
CGH (Laboratory Imaging, s.r.0, Praha). Na kazdém prepa-
ratu bylo hodnoceno minimalné 100 myelomovych bungk.
Jako hyperdiploidni byla klasifikovana bunka, u které byly
zmnozené alesponi dva ze tii studovanych chromozomi ve
vice nez 20 % hodnocenych bunek (6).

Vysledky

Pomoci techniky clg-FISH s sondami pro chromozémy 5,
9 a 15 byla prokazana ptitomnost hyperdiploidie celkové
u 48% pacientt (35 z 74), non-hyperdiplodni karyotypy
byly nalezeny u 52 % pacientl (39 ze 74). V nasi studii
jsme zéarovei potvrdili, Ze nemocni s hyperdiploidnim ka-
ryotypem maji vyrazné nizs$i vyskyt translokace t(4;14)
oproti nemocnym s non-hyperdiploidnim karyotypem
(15 % oproti 49 %). Incidence dalsich strukturnich aberaci
typickych pro MM (delece 13q14/monozomie 13 a delece
genu p53) byla u H-MM pacienti také vyrazné nizsi (23 %
oproti 56 %).

Analyza vztaht mezi H/NH karyotypy a dal$imi klinicky-
mi parametry, zejména prezivanim pacientti u sledovaného
souboru nemocnych s MM, je soucasti probihajici studie.

Diskuse a zavér

Zavedeni techniky tiibarevné interfdzni FISH a vySetfo-
vani hyperdiploidie u nemocnych s MM dopliluje infor-
mace o genetické nestabilit¢ nadorovych bunék, ma pii-
my vztah k prognéze onemocnéni i zdsadni vyznam pro
spravné hodnoceni dalSich klicovych chromozémovych
aberaci. Z literatury je zndmo, Ze hyperdiploidni karyo-
typ mize u nemocnych s MM maskovat ptfitomnost delece
13q14 a delece genu p53 stanovovanou v interfaznich né-
dorovych bunkach metodou FISH az u jedné tietiny pa-
cientli (4). Proto by m¢l byt kladen diraz na vysetfovani
hyperdiploidie jako dulezité soucasti panelu prognosticky
vyznamnych chromozémovych abnormalit sledovanych
u pacientii s MM.
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