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Souhrn
Uvádíme příklad využití techniky klasické komparativní hybridizace (CGH) a komparativní hybridizace s vyšším rozlišením (HR-
CGH) u pěti pacientů s diagnózou mnohočetného myelomu. Cílem experimentů bylo doplnit výsledky cytogenetických analýz prová-
děných pomocí techniky FISH o další nebalancované abnormality chromozómů a porovnat účinnost obou metod při vyšetření kostní 
dřeně s rozdílným stupněm infi ltrace nádorovými plazmocyty.
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Summary
We show an example of the use classic CGH (comparative genomic hybridization) and HR-CGH (comparative genomic hybridiza-
tion with higher resolution) in fi ve multiple myeloma patients. The aim of the experiments was to combine the results of FISH with 
the analysis of imbalanced chromosomal abnormalities by CGH. Our other aim was to compare the use of these methods to detect 
chromosomal changes in samples with different infi ltration by malignant plasma cells.
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Úvod
Molekulárně cytogenetické vyšetření pomocí techniky 
komparativní genomové hybridizace (CGH) patří k me-
todám komplexního genomového screeningu genetických 
abnormalit nádorových buněk. Tato metoda nevyžaduje 
metafázní chromozómy, a proto je vhodná zejména k vy-
šetřování solidních nádorů nebo hematologických malignit 
s nízkou mitotickou aktivitou nádorových buněk. Technika 
CGH umožňuje odhalit nebalancované přestavby vedoucí 
ke ztrátě nebo zmnožení genetického materiálu a je proto 
často využívaná k diagnostice a prognostické klasifi kaci 
jednotlivých maligních onemocnění či jejich subtypů. Také 
celkové počty zisků a ztrát DNA sekvencí lze použít jako 
prediktivní a prognostický marker vývoje nádorů (1).
Využití techniky CGH je omezeno svou relativně nízkou 
citlivostí. Dosavadní výsledky ukazují, že minimální délka 
sekvence DNA, jejíž deleci či amplifi kaci lze pomocí kla-
sické CGH zachytit, je přibližně 5 až 10 Mb, v nádorovém 
materiálu musí být přítomno alespoň 50 % buněk s danou 
aberací. V roce 1997 byla na pracovišti dr. Kirchhoffové 
proto vyvinuta metoda CGH s vysokým rozlišením (tzv. 
HR-CGH), která je již schopna zachytit drobné delece či 
zisky DNA sekvencí o velikosti 3 Mb (5). V našich před-
chozích experimentech jsme využili techniku HR-CGH 

při detekci chromozómových abnormalit u dětí s akutní 
leukémií (7) a prokázali jsme, že tato metoda umožňuje 
zachytit přítomnost aberantních klonů již s 20 až 30 % za-
stoupením nádorových buněk v analyzovaném vzorku (6)
V této práci uvádíme příklad využití techniky klasické 
CGH a HR-CGH u 5 pacientů s diagnózou mnohočetného 
myelomu. Cílem experimentů bylo doplnit výsledky cyto-
genetických analýz prováděných pomocí techniky FISH o 
další nebalancované abnormality chromozómů a porovnat 
účinnost obou metod při vyšetření kostní dřeně s rozdíl-
ným stupněm infi ltrace nádorovými plazmocyty.

Metodika a soubor nemocných
K vyšetření byly použity vzorky kostní dřeně od 5 pacientů 
s MM, u kterých byla naměřena infi ltrace myelomových bu-
něk v kostní dřeni v rozsahu 18,4 - 81 % (Tabulka č.1). V naší 
práci byla jako sonda použita DNA (3 μg) izolovaná ze za-
mražené plné kostní dřeně metodou chloroformové extrakce. 
Techniku CGH/HR-CGH jsme prováděli dle dříve publiko-
vaného protokolu (6). Fluorescenční signály byly snímány 
pomocí fl uorescenčního mikroskopu Olympus BX61 vyba-
veného digitální kamerou Vosskuhler 1300D a analyzovány 
pomocí počítačové analýzy obrazu LUCIA-CGH ADVAN-
CED STATISTICS (Laboratory Imaging, s. r.o. Praha ).
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Výsledky
Pomocí klasické CGH bylo u 5 pacientů s MM nalezeno 
celkově 13 různých chromozómových změn (medián 3; 
rozptyl 0-6 v každém vzorku), zatímco technika HR-CGH 
zachytila u těchto pacientů 22 chromozómových změn 
(2-7 na vzorek, medián 4, rozptyl 2-7 v každém vzorku). 
Počet nalezených ztrát genetického materiálu (CGH- 8, 
HR-CGH -12) byl mírně vyšší než počet zisků (CGH 5, 
HR-CGH 10) - viz Tabulka č.1. Nejčastější chromozómo-
vou změnou byl zisk v oblasti dlouhého raménka chromo-
zómu 1 (1q). Celkově technika HR-CGH u nemocných 
s MM odhalila v genomu nádorových buněk o 40 % víc 
chromozómových abnormalit než klasická CGH.
Diskuze a závěr
Pomocí metod CGH/HR-CGH jsme ve vzorcích kostní 
dřeně nemocných s MM nejen potvrdili přítomnost chro-
mozómových abnormalit nalezených dříve metodou FISH 
(delece 13q, duplikace 1q), u ale navíc jsme zachytili i dal-
ší nebalancované chromozómové abnormality (např. zisky 
9q, 19p), které bývají opakovaně popisovány v karyotypu 
těchto nemocných (2).

Prokázali jsme, že technika HR-CGH je mnohem citlivější 
než metoda CGH. Ve vybrané skupině vzorků byly naměře-
ny hodnoty infi ltrace kostní dřeně myelomovými buňkami 
ve velmi širokém rozsahu. Z Tabulky č.1 je patrné, že za-
tímco záchyt chromozómových abnormalit u vzorků kostní 
dřeně s infi ltrací nádorovými plazmocyty nižší než 30 % 
klasickou CGH je velmi obtížný, technika HR-CGH za-
chytila spolehlivě přítomné chromozómové abnormality ve 
vzorcích s infi ltrací nádorovými buňkami již kolem 20 %.
Na základě těchto výsledků lze usuzovat, že techniky CGH 
a zejména HR-CGH představují vhodné technologie, které 
umožňují blíže analyzovat v rámci jediné hybridizační re-
akce celý genom a odhalovat další prognosticky významné 
chromozómové abnormality u nemocných s MM. Se za-
vedením analýzy genomu pomocí array-CGH se citlivost 
těchto vyšetření dále výrazně zvýší.
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Tabulka č. 1: Souhrn cytogenetických abnormalit zachycenýchu pacientů s MM pomocí techniky FISH, CGH a HR-CGH
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