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Souhrn

Uvadime piiklad vyuziti techniky klasické komparativni hybridizace (CGH) a komparativni hybridizace s vys$§im rozliSenim (HR-
CGH) u péti pacientt s diagnézou mnohocetného myelomu. Cilem experimentt bylo doplnit vysledky cytogenetickych analyz prova-
dénych pomoci techniky FISH o dalsi nebalancované abnormality chromozémitl a porovnat u¢innost obou metod pii vySetfeni kostni
drené s rozdilnym stupném infiltrace nddorovymi 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 five 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 infiltration by malignant plasma cells.
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Uvod

Molekularné cytogenetické vySetfeni pomoci techniky
komparativni genomové hybridizace (CGH) patfi k me-
todam komplexniho genomového screeningu genetickych
abnormalit nadorovych bunék. Tato metoda nevyzaduje
metafazni chromozémy, a proto je vhodna zejména k vy-
Setfovani solidnich nadord nebo hematologickych malignit
s nizkou mitotickou aktivitou nadorovych bun¢k. Technika
CGH umoznuje odhalit nebalancované ptestavby vedouci
ke ztraté nebo zmnozeni genetického materialu a je proto
casto vyuzivana k diagnostice a prognostické klasifikaci
jednotlivych malignich onemocnéni ¢i jejich subtypt. Také
celkové pocty ziski a ztrat DNA sekvenci lze pouzit jako
prediktivni a prognosticky marker vyvoje nadort (/).
Vyuziti techniky CGH je omezeno svou relativné nizkou
citlivosti. Dosavadni vysledky ukazuji, ze minimalni délka
sekvence DNA, jejiz deleci ¢i amplifikaci 1ze pomoci kla-
sické CGH zachytit, je pfiblizné 5 az 10 Mb, v nadorovém
materidlu musi byt pfitomno alespont 50 % bunék s danou
aberaci. V roce 1997 byla na pracovisti dr. Kirchhoffové
proto vyvinuta metoda CGH s vysokym rozliSenim (tzv.
HR-CGH), ktera je jiz schopna zachytit drobné delece ¢i
zisky DNA sekvenci o velikosti 3 Mb (5). V nasich pred-
chozich experimentech jsme vyuzili techniku HR-CGH
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pii detekci chromozémovych abnormalit u déti s akutni
leukémii (7) a prokazali jsme, Zze tato metoda umozinuje
zachytit pfitomnost aberantnich klont jiz s 20 az 30 % za-
stoupenim nadorovych bunék v analyzovaném vzorku (6)
V této praci uvadime piiklad vyuziti techniky klasické
CGH a HR-CGH u 5 pacientl s diagn6zou mnohocetného
myelomu. Cilem experimentl bylo doplnit vysledky cyto-
genetickych analyz provadénych pomoci techniky FISH o
dalsi nebalancované abnormality chromozomu a porovnat
ucinnost obou metod pfi vySetfeni kostni dfené s rozdil-
nym stupném infiltrace nadorovymi plazmocyty.

Metodika a soubor nemocnych

K vysetieni byly pouzity vzorky kostni dfen¢ od 5 pacientt
s MM, u kterych byla naméfena infiltrace myelomovych bu-
nék v kostni dieni v rozsahu 18,4 - 81 % (Tabulka ¢.1). V nasi
praci byla jako sonda pouzita DNA (3 pg) izolovana ze za-
mrazené plné kostni diené metodou chloroformové extrakce.
Techniku CGH/HR-CGH jsme provadéli dle dtive publiko-
vaného protokolu (6). Fluorescen¢ni signaly byly snimany
pomoci fluorescenc¢niho mikroskopu Olympus BX61 vyba-
veného digitalni kamerou Vosskuhler 1300D a analyzovany
pomoci pocitacové analyzy obrazu LUCIA-CGH ADVAN-
CED STATISTICS (Laboratory Imaging, s. r.o. Praha ).
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Pacient €. | v€k | pohlavi | infiltrace KD FISH CGH HR-CGH
zisky ztraty zisky ztraty
monozomie 13: 71 %

1 57 M 20 t(4:14)(p16:932): 100 % 0 0 9q34-qter, 19/13q21-q32

1p36.1-pter| 1p13-p31
1ql12-qter
1q12-q42 3p21 3p21-p24
2 82 F 37,8 nehodnoceno 16q22-qter]  14q24 16q13-qter 14q22-q24
17q23-qter
X X
monozomie 13: 98 %

3 60 M 81 zlom IgH: 100 % 1q 11q14-qter 1q 11ql4-qter
delece p53: 23 % 6p21-pter 13 6p21-pter 13
zisk 1g21: 100 %

4 50 M 18,4 delece 14q32 (IgH) 0 0 19p13-pter |13921-q23

. 1p36.1-pteq
monozomie 13: 80 %

5 67 M 26,4 zlom IgH: 100 % | 1q12-q42 121;361‘21:1’::; ‘l‘qg:qgé 2 21(2)‘_1 o
zisk 1g21: 99 % ‘=9 ale-q aleq

susp. 17p

Tabulka €. 1: Souhrn cytogenetickych abnormalit zachycenychu pacienti s MM pomoci techniky FISH, CGH a HR-CGH

Vysledky

Pomoci klasické CGH bylo u 5 pacientd s MM nalezeno
celkové 13 riznych chromozomovych zmén (median 3;
rozptyl 0-6 v kazdém vzorku), zatimco technika HR-CGH
zachytila u téchto pacienti 22 chromozémovych zmén
(2-7 na vzorek, median 4, rozptyl 2-7 v kazdém vzorku).
Pocet nalezenych ztrat genetického materialu (CGH- 8,
HR-CGH -12) byl mirné vyssi nez pocet ziskit (CGH 5,
HR-CGH 10) - viz Tabulka ¢.1. Nej€astéjsi chromozdémo-
vou zménou byl zisk v oblasti dlouhého raménka chromo-
zomu 1 (1q). Celkové technika HR-CGH u nemocnych
s MM odhalila v genomu nadorovych bunék o 40 % vic
chromozoémovych abnormalit nez klasicka CGH.

Diskuze a zavér

Pomoci metod CGH/HR-CGH jsme ve vzorcich kostni
dfené¢ nemocnych s MM nejen potvrdili pfitomnost chro-
mozomovych abnormalit nalezenych dfive metodou FISH
(delece 13q, duplikace 1q), u ale navic jsme zachytili i dal-
si nebalancované chromozomové abnormality (napf. zisky
9q, 19p), které byvaji opakované popisovany v karyotypu
téchto nemocnych (2).

Prokazali jsme, ze technika HR-CGH je mnohem citlivéjsi
nez metoda CGH. Ve vybrané skupiné vzorki byly nameéte-
ny hodnoty infiltrace kostni diené myelomovymi burikami
ve velmi Sirokém rozsahu. Z Tabulky ¢.1 je patrné, Ze za-
timco zachyt chromozémovych abnormalit u vzorkd kostni
dien¢ s infiltraci nddorovymi plazmocyty nizsi nez 30 %
klasickou CGH je velmi obtizny, technika HR-CGH za-
chytila spolehlivé ptitomné chromozémové abnormality ve
vzorcich s infiltraci nddorovymi bunikami jiz kolem 20 %.
Na zakladé téchto vysledku lze usuzovat, ze techniky CGH
a zejména HR-CGH predstavuji vhodné technologie, které
umoziuji blize analyzovat v rameci jediné hybridiza¢ni re-
akce cely genom a odhalovat dalsi prognosticky vyznamné
chromozémové abnormality u nemocnych s MM. Se za-
vedenim analyzy genomu pomoci array-CGH se citlivost
téchto vysetieni dale vyrazné zvysi.
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