IMUNOMAGNETICKA SEPARACE BUNEK Z KOSTNI DRENE U PACIENTU
S MNOHOCETNYM MYELOMEM - STANOVENI DELECE 13q14 POUZITIM
INTERFAZNI FLUORESCENCNI IN SITU HYBRIDIZACE

IMMUNOMAGNETIC SEPARATION OF BONE MARROW CELLS
IN MULTIPLE MYELOMA PATIENTS - DETECTION OF 13q14 DELETION
USING INTERPHASE FLUORESCENCE IN SITU HYBRIDIZATION

SMEJKALOVA J.!, VRANOVA V.4, KOVAROVA L.I, KUGLIK P.%, FILKOVA H.3, HEINIGOVA ]J.!, ADAM Z.2,
KREJCI M.2, BUCHLER T.12, KALABOVA V.2, OLTOVA A.3, VORLICEK J.2, PENKA M.1, HAJEK R.!:2

'LABORATOR EXPERIMENTALNI HEMATOLOGIE A BUNECNE IMUNOTERAPIE, ODDELENI KLINICKE
HEMATOLOGIE, FAKULTNI NEMOCNICE BRNO BOHUNICE

2INTERNI HEMATOONKOLOGICKA KLINIKA, FAKULTNI NEMOCNICE BRNO BOHUNICE

3 ODDELENI LEKARSKE GENETIKY, FAKULTNI NEMOCNICE BRNO BOHUNICE

4KATEDRA GENETIKY A MOLEKULARNI BIOLOGIE, PRIRODOVEDECKA FAKULTA MU, BRNO

Souhrn: Vychodisko: Chromosomalni aberace jako je delece 13q14 jsou dileZitym prognostickym faktorem u mnohocetné-
ho myelomu. Nizka mitoticka aktivita malignich plazmatickych bunék a jejich slaby rust v bunécnych kulturach snizuje dostup-
nost cytogenetickych informaci. K ziskéni co nejpiesnéjsiho cytogenetického nalezu u myelomovych bunék se pouZivaji meto-
dy, které umoziiuji selekci této bunécné populace z bunék kostni diené. Jedna se o imunomagnetickou separaci v kombinaci
s interfazni fluorescencni in situ hybridizaci. Typ studie a soubor: Pfedkladame vysledky cytogenetického vySetieni u 40 paci-
entti s mnohocetnym myelomem. Metody a vysledky: Pro hodnoceni vzorki kostni dfené bylo pouZzito G-pruhovani chromo-
somt a interfazni fluorescencni in sifu hybridizace na neseparovanych buiikach a na butikach separovanych metodou imuno-
magnetické separace pomoci CD 138 specifické protilatky. Metodou interfazni fluorescencni in sifu hybridizace byla sledovana
delece v oblasti q14 na chromosomu ¢. 13. U neseparovanych vzorkt byla delece 13q14 nalezena u 10 pacienti ze 40 (25%),
u obohacené bunécné suspenze byla tato delece nalezena u 25 pacientii ze 40 (62.5%). Zdvéry: NaSe vysledky potvrzuji, Ze
pouZitim interfazni fluorescencni in situ hybridizace u imunomagneticky separovanych bunék lze zvysit zachyt delece 13q14
v malignich plazmatickych buiikich mnohocetného myelomu.

Klicova slova: Mnohocetny myelom, imunomagnetickd separace, interfazni fluorescencni in situ hybridizace, delece 13q14

Summary: Background: Chromosomal abnormalities, such as 13q deletion, are emerging as important prognostic factors in
multiple myeloma. The availability of cytogenetic information has long been hampered by the low mitotic activity of the plas-
ma cells. To obtain a direct assessment of the myeloma cells pathology in high purity cell population, we have used magnetics-
activated cell sorting in combination with intephase fluorescence in situ hybridization. Design and subject: The study inclu-
ded 40 patients with multiple myeloma. Methods and results: We used chromosomal G-banding and interphase in situ
hybridization on CD138+ and CD138- cells after selection by magnetic-activated cell separation. Hybridization was perfor-
med to detect the 13q14 deletion in unselected bone marrow cells and, in parallel, in CD138+ enriched samples. The 13q14
deletion was found in 10 of 40 (25%) of bone marrow samples without cell selection and in 25 of 40 (62.5%) of samples with
CD138+ enriched myeloma cells. Conclusions: Our results confirm that immunomagnetic selection of CD138+ cells increa-
ses the probability of detection of the 13q14 deletion in bone marrow samples.
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Uvod

Cytogenetickd analyza u mnohocetného myelomu je velice
naro¢nd. Ditvodem je nizky pocet plazmatickych bunék v kost-
ni dfeni a jejich nizky mitoticky index. Cytogenetické nalezy
jsou pfitomny ve 20 — 60% a jsou komplexni (1,2).

Mezi specifické strukturni a numerické aberace patii translo-
kace zahrnujici téZky imunoglobulinovy fetézec na chromo-
somu 1432 amonosomie nebo delece chromosomu €. 13. Tyto
aberace byly zjiStény jak konven¢nim cytogenetickym vySet-
fenim, tak interfazni fluorescencni in situ hybridizaci [FISH]
(3,4,5). Abnormality chromosomu €. 13 jsou spojovany se Spat-
nou prognozou (6,7,8,9,10).

Intersticilni delece oblasti 13q14 a monosomie chromosomu
¢. 13 jsou asociovany s agnogeni myeloidni metaplazii (AMM),
mnohocetnym myelomem (MM), chronickou lymfatickou leu-
kémii (CLL), polycytemii vera (PV) a s dal§imi hematologic-
kymi malignitami (4). Gen RB1 je tumor supresorovy gen ama
daleZitou tlohu v patogenezi solidnich nadortl, avSak jehorole

v onkohematologickych onemocnénich neni doposud zcela
objasnéna. Nicméné jsou sekvence tohoto genu vyuZivany jako
DNA sonda pfi interfdzni FISH k urCeni ztraty ¢asti nebo celé-
ho chromosomu €. 13.

Studie, které srovnavaji zachyt chromosoméalnich abnormalit
pfi pouZiti klasické cytogenetické metody a metody FISH uka-
zuji, Ze metoda FISH detekuje abnormality, které nejsou kon-
ven¢ni metodou zachytitelné (7,11,12).

Nizké mitotickd aktivita plazmatickych bunék a jejich slaby
rast v bunécénych kulturdch sniZuje dostupnost cytogenetic-
kych informaci. Podle Pérez-Simén 1ze zvySit zachyt patolo-
gickych karyotypt tehdy, kdyZ jsou buiiky kostni dfené inku-
bovény v pfitomnosti interleukinu-3 a interleukinu-6 (7).

K ziskédni co nejptesnéjsiho karyotypu myelomovych bunék
se pouZivaji metody, které umoZiiuji selekci této bunécné popu-
lace z buné€k z kostni diené. Jednd se o imunomagnetickou
separaci (MACS), fluorescencni imunomagnetickou separaci
(FACS) v kombinaci s interfazni FISH (13).
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Cilem této studie bylo ur€it, zda metoda interfazni FISH dete-
kujici deleci RB1 genu na separovanych myelomovych buii-
kéch je vice pfinosné&jsi neZ na buiikdch neseparovanych. Jed-
nd se o roz§ifeny soubor pacientil v ndvaznosti na pilotni praci

FiSerovi a kol. (13).

Pacienti a metody

Soubor pacienti a protokol studie

Kostni dieii byla ziskdna od 40 pacient s mnohocetnym mye-

lomem. Dvacet Sest pacientii bylo nové diagnostikovanych, 10

bylo v relapsu onemocnéni, 1 pacient vykazoval maximalni
lécebnou odpovéd a 3 pacienti

Tabulka ¢. 1: Charakteristika méli doutnajici myelom_ Cha-

pacientu. rakteristika pacienti je uvedena
Potet pacientit 40 v tabulce €. 1. VSichni pacienti
- podepsali informovany souhlas.
Zeny 19 Jeden ml kostni dieng& byl zpra-
Muzi 2 covan standardnim postupem
IgA 9 pro genetické vySetfeni, nasle-
IeG 26 dovalo G-pruhovani chromoso-
}SgM 1 mu a vySetfeni metodou inter-
ence-Jones 2 L
nesekre¢ni 2 fazni FISH.
- — Soucasné bylo odebrdno 60-
Vek primér ;‘7‘ (315) 80ml kostni dfen& pro imuno-
rozpty _ magnetickou separaci myelo-
Stadium I 3 movych bunék. Takto ziskané
EI 23 myelomové buiiky byly vySet-
nezafazeno 4 ﬁggf metodou interfizni FISH

IgA, IgG, IgM, Bence-Jones —
typy monoklondlniho paraprote-
inu, stadium — stadium dle Durie-
Salmon.

Imunomagneticka selekce
Odebrana kostni dfeii byla pre-
nesena do Iscova Modified Dul-
beccova média (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), dopl-
néna 100 Ul/ml heparinem a 100 UI/ml DNAse (Boehringer
Mannheim, Indianopolis, IN, USA). Myelomové buiiky byly
separovany imunomagnetickou separaci podle vyrobce (Mil-
tenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Mononukledrni
buiiky kostni dfené byly ziskidny densitni gradientovou cent-
rifugaci na Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich) pfi 400g, 35
min. Buriky byly 2x promyty v PBS dplnéném 2mM EDTA.
Po poslednim promyti bylo ptiddno 20 ul MACS CD 138 (Syn-
decan-1) MicroBeads (Miltenyi Biotec) na celkovy pocet 107
bunék. Takto oznacend bunécna suspenze byla prefiltrovana
pfes 30um filtr v LS koloné (Miltenyi Biotec) umisténé v mag-
netickém poli separdtoru Vario MACS (Miltenyi Biotec).
Negativni buiiky prosly kolonou, positivni buiiky byly eluo-
vény po odstranéni kolony z magnetického pole. Byl stanoven
pocet bunék, jejich morfologie a imunofenotypizace.

Morfologické hodnoceni

Z natéru kostni dfené obarveného metodou May-Griinwald-
Giemsa bylo stanoveno procento myelomovych bunék. Ze
separovanych bun€k metodou MACS byly pfipraveny cyto-
spinové preparity a obarveny May-Griinwald-Giemsa. Bylo
stanoveno procento plazmatickych bunék z 250 jadernych
bunék.

cytometrickd (FC) analyza byla provedena na pfistroji Cyto-
mics FC500 (Beckman-Coulter, Fullerton, CA). Analyzova-
nabyla populace CD38++ CD45-CD45%mCD45*, znak CD138
byl hodnocen bud samostatné nebo na této populaci (13).

Bunécna kultivace a priprava skel pro genetické vySetieni
Vzorky byly pfipraveny podle stavajicich cytogenetickych
metod. Vzorky byly kultivovany v médiu RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich) doplnénym 20% inaktivovanym fetdlnim sérem 24
hodin pfi teploté 37 °C s 5% CO,.

G-pruhovani chromosomu

Sklicka byla oSetfena trypsinem (Sigma-Aldrich) a obarvena
Giemsou (G-pruhovéni). Chromosomy byly sestaveny v kary-
otyp podle nomenklatury ISCN 1995 (14). Za abnormadlni klon
byl oznacen ndlez dvou a vice metafazi se stejnou struktural-
ni abnormalitou nebo se stejnymi chromosomy navic a nilez
tif metafazi s chybéjicim stejnym chromosomem.

Interfazni fluorescenéni in situ hybridizace

Pro vySetfeni pomoci FISH metody byla pouzita sonda LSI
13/RB-1 Spectrum Orange Probe (Vysis - Abbott), ktera spe-
cificky hybridizuje k sekvencim RB1 genu v oblasti 13q14
chromosomu 13 a referen¢ni sonda LSI 13q34 Spectrum Gre-
en Probe (Vysis - Abbott). Obé sondy byly kodenaturovany
pfi 75 °C po dobu 2 minut a hybridizovéany pti 37 °C pies noc
ve vlhké komiurce. Poté byla sklicka odmyta roztokem
0.4xSSC/0.3 NP-40 pfi 72 °C po dobu 4 minut, poté jednou
v 2xSSC/0,1% NP-40 pti pokojové teplote. Sklicka byla pod-
barvena DAPI II Counterstain (Vysis) a zhodnocena pomoci
fluorescencniho mikroskopu vybaveného pfislu§nymi filtry.
Obraz byl snimdn CCD kamerou Cohu 9410 a analyzovéan
pomoci software LUCIA G4.61-FISH (Laboratory Imaging,
Prague, Czech Rep.). V experimentech bylo hodnoceno 50 az
100 interfaznich jader.

Statisticka analyza

Byla provedena popisna analyza (primeér, rozptyl). Hodnoty
urcujici Cistotu frakei pfi imunomagnetické separaci a etnos-
ti bun€k s chromosomalnimi abnormalitami zjiSténymi meto-
dou FISH jsou vyjadfené v procentech.

Vysledky

Imunomagneticka separace

Cistota ziskanych frakci je hodnocena morfologicky a flowcy-
tometricky (FS). Vysledky jsou uvedeny v tabulce €. 2. Pri-
mérnd hodnota Cistoty frakce 138+ je 98,5% (0,0 —100,0%) hod-
nocena morfologicky z cytospinovych prepardtii. Hodnota z FC
méfeni je 26,3% (rozmezi 0,1 — 99,1%), zde byly nalezeny dvé
populace, které znak CD138 exprimovaly bud slabé ¢i silné.

G-pruhovani a interfazni FISH

Vysledky G-pruhovéni a interfdzni FISH specifickou sondou
pro 13q14.3 LSID13S319 na neseparovanych a separovanych
myelomovych buiikéch jsou uvedeny v tabulce ¢. 3. Hrani¢ni
hodnota pro pozitivitu interfazni FISH (cut off level) byla sta-
novena na 9% (13).

Imunofenotypizace Tabulka & 2. Vsledky i (ké
Vstupni vzorky MBKD  (mononukledrni abulka €. 2. Vysledky imunomagnetické separace.
buiiky kostni dfené) stejn€ jako vzorky pozi- | eisota
tivni a negativni frakce (v mnoZstvi 0,5 x 100 - -
bunék na zkumavku) byly inkubovany s fluo- Flowcytometrie Morfologie
rescencné znaCenymi monoklondlnimi proti- | Vzorek CD138+ [%] CD38++/45+/138+ [%] | Plazmatické buiiky [%]
latkami (Ab) v nasledujicich kombinacich: pramér (rozmezi) pramér (rozmezi) pramér (rozmezi)
gﬁ%%g%%%léé’gg%l&?g a CD3§- Frakce CD138+ | 26,3 (0,1 —99,1) 23,5(0,0-97,1) 98,5 (0,0 — 100,0)

- - mmunotech,
Marseille, Francie). Po 15. minutach pii poko- Frakee CD138- | 28(00-299) 2300-272) 115 0.0-750

jové teploté byly resuspendovany v PBS obsa-

hujicim 1% paraformaldehyd pro fixaci. Flow- noceni.
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Tabulka ¢. 3. Vysledky cytogenetického vySetieni.

e Dg. del ll\gzﬁts(% ) S;%: | el 1315111)4 (%) S;%? ' Karyotyp
1 novéa dg. 3,0 n 4,0 n 46,XY(16)
2 novéa dg. 40,0 a 10,0 a nehodnotitelné
3 nova dg. 13,0 a negat. n 46,XX(19)
4 nova dg. 6,0 n negat. n nehodnotitelné
5 nova dg. 4,0 n negat. n 46,XY(4)
6 nova dg. 47,0 a 18,0 a 46,XY(6)
7 novéa dg. 11,0 a negat. n 46,XY(3)
8 max.od. 10,5 a negat. n 46,XY(7)
9 nova dg. 89,0 a 30,0 a 46,XX(16)
10 novadg. 15,0 a 7,5 n nehodnotitelné
11 relaps 32,0 a negat. n 46,XX(18)
12 relaps 36,0 a 6,0 n nehodnotitelné
13 novéa dg. 11,0 a negat. n 46,XY(20)
14 relaps 10,0 a negat. n 46,XY(15)
15 nova dg. negat n negat n 46,XY(20)
16 nova dg. 61,0 a negat n 46,XX(10)
17 relaps 57,0 a negat n 46,XY(19)
18 relaps 22,5 a 10,0 a 43,XY,-1,-10,der(11),-13,del(14q)(3)/46,XY (4)
19 novéa dg. 56,0 a negat. n 46,XY(14)
20 relaps negat n negat n nehodnotitelné
21 relaps 73,0 a 60,0 a 41,XX,-X,der(1),-4,der(5),-6,der(6),der(9), der(13),der(15),-22,-22
22 relaps 60,0 a 3,5 n 46,XY(5)
23 nova dg. 5,1 n 2,0 n 46,XY(5)
24 nova dg. 6,0 n 3,0 n 46,XX(5)
25 novéa dg. 90,0 a 15,5 a 46,XX(7)
26 nova dg. 55,0 a 21,0 a 45,XX,+3,del(6q),del(10q),-13,-16(3)/46,XX(4)
27 doutn. m. 2,5 n 4,0 n 46,XX(4)
28 nova dg. 7,0 n 1,0 n 46,XX, del(13q)(2)/46,XX(3)
29 nova dg. 80,0 a 7,0 n 46,XX(14)
30 nova dg. 100,0 a 3,5 n 49,XY ,+der(1),+der(4),+9,-13,+20(3)/46,XY(13)
31 nova dg. 7,0 n 1,0 n 46,XX(19)
32 relaps 17,0 a 5,0 n 46,XY(3)
33 nova dg. 2,0 n 0,0 n 46,XY(8)
34 doutn. m. 1,0 n 2,0 n 46,XX(9)
35 doutn. m. negat. n negat. n 46,XX (6), nekl. ztraty (4)
36 novadg. negat. n negat. n 46,XX, t(11;14) (2), 46,XX nekl.ztraty
37 relaps negat. n negat. n 46,XY (15)
38 novéa dg. 34,0 a 11,0 a 46,XY (20)
39 nova dg. 61,0 a 23,0 a 46,XX (16)
40 nova dg. 22,0 a 11,0 a 46,XY (20)

Doutn. m. — doutnajici myelom, MACS del 13q14, KD del 13q14 — interfdzni FISH na separovanych mononuklearnich butikdch (MACS del 13q14)
a neseparovanych mononuklearnich buiikdch (KD del 13q14), Sign. ano/ne — signifikace vysledkt ziskanych metodou interfazni FISH, karyotyp —

vysledky G-pruhovani.

Z celkového poctu 55 vySetfenych pacientit metodou interfazni
FISH mélo 40 pacienti reprodukovatelné vysledky.
Analyzou G-pruhovani byly zji§tény numerické a stukturni
aberace, predevsim se jednd o aneuploidii respektive o deri-
vované a deletované chromosomy.

Interfazni FISH provddénd na neseparovanych buiikach byla
pozitivni v 10 pfipadech, coZ predstavuje 25,0%. V pripadé
separovanych myelomovych bunék byla pozitivita v 25 pfipa-

dech, coz je 62,5%. U pacientt ¢. 3,7, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 16,
17,19, 22,29, 30, 32 bylo vySetfeni na separovanych burikidch
hodnoceno jako pozitivni oproti vySetieni provedenym na nese-
parovanych buiikdch. U pacienti €. 2, 6, 9, 18, 21, 25, 26, 38,
39, 40 byla pozitivita stanovena jak na neseparovanych, tak na
separovanych buiikach. U ostatnich pacientl bylo vySetfeni
negativni jak u separované, tak u neseparované kostni dfen¢.
Z 26 nové diagnostikovanych pacientti bylo 16 pozitivnich
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v pfipadé€ separovanych bunék a 8 v pfipad€ neseparovanych
bunék. U 10 pacientil v relapsu bylo pozitivnich 8 v piipadé
separovanych buné€k a 2 v pfipadé neseparovanych bunék.
Jeden pacient ve stddiu maximdlni lécebné odpovédi byl pozi-
tivni pro deleci 13q pouze v pfipadé€ separovanych bunék. Tti
pacienti s diagnézou doutnajici myelom byli negativni v obou
pfipadech.

U pacientt €. 18, 21, 26 se ve vySetieni karyotypu vyskytla
zména na chromosomu €. 13, coz koreluje s vysledky FISH na
separovanych i neseparovanych buiikdch. Pacient ¢. 30 mél
v karyotypu nalezenu mimo jiné monozomii chromosomu ¢.
13, metodou FISH byla potvrzena pouze u separovanych
bunék. U pacienta €. 28 se v karyotypu vyskytla delece chro-
mosomu €. 13, avSak ve vySetieni FISH tato zména byla zazna-
mendna v niZ§im procentu neZ stanovend 9% hranice. Pacient
¢. 30 mél v karyotypu nalezenu delece chromosomu ¢.13, kte-
rd byla ve 100% potvrzena metodou FISH na separovanych
buiikéch, ale na neseparovanych buiikdch se vyskytla pod hra-
nici 9%.

Diskuse

Cistota pozitivni CD138+ frakce byla pfi FC hodnocen{ nizsi
neZ pfi hodnoceni cytospinu. Domnivame se, Ze existuje néko-
lik moZnych vysvétleni tohoto rozdilu: a) vazebnd mista pro
anti CD138 Ab jsou jiZ obsazena magneticky zna¢enou Ab
atudiZ fluorescencné znacend Ab se nemliZe navazat; b) v pra-
béhu zpracovani vzorku dochdzi k vymizeni znaku CD138,
pfi¢emz Jourdan potvrdil, Ze apoptotické myelomové buiiky
ztraceji CD138 (15). Dale Aref zjistil, Ze hodnoty solubilnfho
sérového sydecanu-1 negativné koreluji s jeho buné¢nou for-
mou ajejich hladiny v dobé diagnézy souvisi s prognézou paci-
entl (16). A také Yang zmifiuje, Ze ,,ztraceny ,, syndecan-1
mizZe byt odStépen prostiednictvim sekretdz a uvolnén do
extracelularniho prostoru (17). Bayer-Garner et al. popisuje,
Ze slabd exprese CD138 prindleZela vzorkiim, jejichZ buriky
meély poruSenou membrinu a nachazely se pfevazné v mistech
fibrozy (18).

U 40 pacientl s mnohocetnym myelomem jsme vySetfovali
metodou interfazni FISH pfitomnost monosomie nebo delece
chromosomu €. 13. Predpokléddali jsme, Ze obohacené vzorky
kostni dfené¢ mohou poskytnout vice informaci o danych cyto-
genetickych zménach, neZ vzorky pfipravované klasickym
postupem.

U vzorkt ptipravenych klasickou technikou jsme deleci chro-
mosomu €. 13 nasli ve 25% pripadech a v 62.5% u separova-
nych vzorki. V porovnani s pilotni studii FiSerové (13) je zachyt
patologie nizsi (38,5% respektive 69,2%). Tento rozdil muze
byt zpisoben v naSem pfipad¢ v&t§im souborem pacientd.

Ve vétSiné publikacich se delece 13q14 vyskytuje kolem 40%
(6,12).

Tyto cytogenetické abnormality a abnormality zahrnujici chro-
mosom 11 jsou asociovdny se zkrdcenou dobou pfezivani
u pacientd, ktefi podstoupili autologni transplantaci. Zatim
vSak neni zndm prognosticky vyznam chromosomovych abe-
raci detekovanych FISH u pacientil 1é¢enych konvencni che-
moterapii (7).

Zaznamenali jsme rozdily mezi vyskytem delece 13q14 u paci-
entd v dobé stanoveni diagndzy a ve stidiu relapsu, kdy paci-
enti s novou diagn6zou méli mensi zachyt sledované delece
(61,5% resp. 80,0%). Podobné vysledky zaznamenal i Zojer,
ktery publikoval zéchyt této delece pouZitim sondy pro lokus
rb-1 v 13q14 u 46,2% pacientt s novou diagnézou a u 73,3%
pacientt v relapsu (19).

Nejvétsi zachyt delece 13q14 méli pacienti ve stadiu II. Zojer
uvadi vyskyt delece 13q14 rovnéZ u pacientt ve stadiu I. Jiné
studie potvrzuji vyskyt této delce v plazmatickych buiikdch
u pacientll s monoklondlni gamapatii nejasného pivodu.
Chromosomdlni abnormality jsou pozorovatelné uz v ¢asné
patogenezi malignich chorob postihujici plazmatické butiky
(19).

Metodou G-pruhovéni byly nalezeny patologické karyotypy
v 6 ptipadech, coZ pfedstavuje 15% sledovanych pacientt. Jed-
nalo se o strukturni a numerické aberace. Sawyer v souboru
200 pacientt zachytil abnormélni klony v 32% piipadi (20).
Obecné se u MM abnormadlni karyotypy zachyti u 40% paci-
entd. Toto procento je ovlivnéno mnoha faktory, zaleZi na sta-
diu onemocnéni v dobé€ diagnézy a zda byl pacient 1écen pred
odbérem kostni dfené pro cytogenetické vysetfeni. Nélez hypo-
diploidie je povazovan za dileZity prognosticky faktor, ktery
je provézen Spatnou odpovédi na terapii a kratkym celkovym
prezitim. Hyperdiploidie je spojovana s lepSi progn6zou, av§ak
muZe byt asociovana s dal§imi strukturnimi zménami, €asto se
zménami chromosomu ¢.13, coZ vede ke zhorSeni progndzy
(21). Strukturni pfestavby byvaji spojovany se Spatnou pro-
gnézou (22).

Delece 13q14 je povaZovéna za nejsilnéjsi prognosticky para-
metr. Pro detekci chromosomélnich abnormalit se pouZivaji
ruzné techniky, pfi pouZiti G-pruhovani je zachyceno 10 a vice
numerickych a strukturnich aberaci u 40% pacienti s MM.
Vzhledem k nizké proliferaci myelomovych bunék jsou zmé-
ny v karyotypu touto metodou zachyceny pouze v 30-40% pii-
padt (12). Proto se interfazni FISH jevi jako vhodna metoda
pro detekci urcitych chromosomélnich abnormalit. Pfi pouZi-
ti selektovanych myelomovych bunék vrista citlivost této
metody.

Zavér

Cytogenetickd analyza u mnohocetného myelomu je velice
naro¢nd pro nizky pocet plazmatickych bun€k v kostni dieni
a jejich nizky mitoticky index. Cytogenetické nalezy jsou pii-
tomny ve 20— 60%. Po zavedeni modernich molekuldrné-cyto-
genetickych metod a zejména interfazni fluorescencni in situ
hybridizace se ukazuje, Ze frekvence chromosomovych abe-
raci unemocnych s MM je ve skute¢nosti mnohem vyssi. Dele-
ce 13q14 je povaZovéna za nejsilnéjsi prognosticky parametr.
Nase vysledky potvrzuji, Ze pouZitim interfazni fluorescenc-
ni in situ hybridizace u imunomagneticky separovanych bunék
vzrista zachyt delece 13q14.

Podékovdni. 3
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