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KLONKLONÁÁLNLNÍÍ CHROMOSOMOVCHROMOSOMOVÉÉ ABERACEABERACE
U MNOHOU MNOHOČČETNETNÉÉHO MYELOMU (MM).HO MYELOMU (MM).

KlasickKlasickéé GG--pruhovacpruhovacíí technikytechniky →→ patologický npatologický náález alez ažž 40% 40% 
nemocnýchnemocných

Cca 60% pCca 60% přříípadpadůů →→ klasickklasickéé cytogenetickcytogenetickéé vyvyššetetřřeneníí

neinformativnneinformativníí →→ v kultivaci pouze hematopoetickv kultivaci pouze hematopoetickéé bubuňňky s ky s 
normnormáálnlníím karyotypem.m karyotypem.

InterfInterfáázickzickáá FISH (IFISH (I--FISH)FISH) →→ patologický npatologický náález alez ažž u 90% u 90% 
nemocnýchnemocných

MolekulMolekuláárnrněě--cytogenetickcytogenetickáá analýza plasmatických bunanalýza plasmatických buněěk k 
(imunofluorescen(imunofluorescenččnníí znaznaččeneníí, separace), separace)



KLONKLONÁÁLNLNÍÍ CHROMOSOMOVCHROMOSOMOVÉÉ ABERACEABERACE
U MNOHOU MNOHOČČETNETNÉÉHO MYELOMU (MM).HO MYELOMU (MM).

�� popoččetnetníí chromosomovchromosomovéé odchylkyodchylky

�� strukturnstrukturníí ppřřestavbyestavby

�� slosložžititéé komplexnkomplexníí zmzměěny karyotypuny karyotypu



NumerickNumerickéé zmzměěny u MMny u MM-- aneuploidie:aneuploidie:

HypodiploidieHypodiploidie -- nejnejččastastěěji monosomie 8 (pji monosomie 8 (přříípadnpadněě ččáástesteččnnáá
ztrztrááta 8p21), 13, 14 a X; chybta 8p21), 13, 14 a X; chyběět mt můžůže i     e i     
kterýkoliv  dalkterýkoliv  dalšíší chromosomchromosom

-- ššpatnpatnáá prognprognóózaza

Hyperdiploidie Hyperdiploidie -- trisomie 3, 5, 7, 9, 11, 15 a 19trisomie 3, 5, 7, 9, 11, 15 a 19

-- leplepšíší prognprognóózaza

VyskytujVyskytujíí se asi u 2/3 pacientse asi u 2/3 pacientůů

ModModáálnlníí popoččet chromosomet chromosomůů je jeden z nejdje jeden z nejdůůleležžititěějjšíších ch 
prognostických faktorprognostických faktorůů u novu nověě diagnostikovaných pacientdiagnostikovaných pacientůů s MM.s MM.



t(11;14)(11q13;14q32) t(11;14)(11q13;14q32) -- 1313--20% nemocných; 20% nemocných; ppřřííznivzniváá prognprognóózaza
t(4;14)(p16;q32)t(4;14)(p16;q32) -- 1010--13% nemocných 13% nemocných 

t(14;16)(q32;q23)t(14;16)(q32;q23) –– 5% nemocných5% nemocných nepnepřřííznivzniváá prognprognóózaza

t(6;14)(p21;q32)t(6;14)(p21;q32) –– 5% nemocných5% nemocných

DalDalšíší ččastastéé partnerskpartnerskéé chromosomovchromosomovéé oblasti:oblasti: 1p13, 1q21, 3p11, 6p25, 1p13, 1q21, 3p11, 6p25, 
7q11, 7q32, 8q24, 11q13, 11q23, 12q24, 13q22, 16q24, 18q21, 21q27q11, 7q32, 8q24, 11q13, 11q23, 12q24, 13q22, 16q24, 18q21, 21q22, 2, 
22q11, atd. 22q11, atd. –– nepnepřřííznivzniváá prognprognóózaza

Obvykle kryptickObvykle kryptickéé ppřřestavby estavby -- nelze je detekovat klasickou metodounelze je detekovat klasickou metodou

StrukturnStrukturníí ppřřestavby u MMestavby u MM-- translokace:translokace:

nejnejččastastěěji zahrnujji zahrnujíí IgHIgH lokus v oblasti 14q32; mlokus v oblasti 14q32; méénněě ččasto asto 
IgLIgL lokus v oblasti 22q11lokus v oblasti 22q11



StrukturnStrukturníí ppřřestavby u MM estavby u MM -- delece:delece:
del(13)(q14)del(13)(q14)
3838--54%54% novnověě diagnostikovaných pacientdiagnostikovaných pacientůů ss MM pMM přři i II--FISHFISH

významný prognostický ukazatel významný prognostický ukazatel →→ horhoršíší aažž ststřřednedníí prognprognóózaza

RRůůzný rozsah delecezný rozsah delece, , ččasto rozsasto rozsááhlhláá ztrztrááta v oblasti ta v oblasti 13q1413q14--
13qter13qter →→ pravdpravděěpodobnpodobněě inaktivaceinaktivace kandidkandidáátntníího tumorho tumor--
supresorovsupresorovéého genuho genu

U vU věěttššiny nemocných (iny nemocných (aažž 90%90%) pravd) pravděěpodobnpodobněě dochdocháázzíí ke ke 
ztrztrááttáám celm celéého chromosomu 13 (ho chromosomu 13 (monosomie 13monosomie 13). ). 

q14q14

qterqter

delece genu delece genu p53 (17p13)p53 (17p13)
asi 10% nemocných sasi 10% nemocných s MM MM 

ššpatnpatnáá prognprognóóza onemocnza onemocněěnníí

ččasnasnáá klonklonáálnlníí evoluce; mevoluce; můžůže být detekove být detekováána i pna i přři dg, ale  i dg, ale  nnáález lez 
vvžždy svdy svěěddččíí oo progresi patologickprogresi patologickéého klonuho klonu..

1717

p13.1p13.1



amplifikace  genu amplifikace  genu CKS1BCKS1B v oblasti 1q21v oblasti 1q21
asi 30% asi 30% nemocných snemocných s MM MM 

kratkratšíší OS a EFS OS a EFS →→→→→→→→ ššpatnpatnáá prognprognóóza onemocnza onemocněěnníí

duplikace x duplikace x amplifikaxeamplifikaxe

↑↑↑↑↑↑↑↑ indexindex aampmp(1)(q21) (1)(q21) ↓↓↓↓↓↓↓↓ prognprognóózaza

StrukturnStrukturníí ppřřestavby u MM estavby u MM -- amplifikace:amplifikace:

DalDalšíší popisovanpopisovanéé chromosomovchromosomovéé aberace u MM:aberace u MM:
ppřřestavby cestavby c--myc genumyc genu (asi u 15% nemocných s(asi u 15% nemocných s MM)MM)

ppřřestavby 11q13estavby 11q13
monosomie 8 nebo delece 8p21monosomie 8 nebo delece 8p21

ppřřestavby 1p, estavby 1p, atd.atd.

�� Frekvence tFrekvence těěchto aberacchto aberacíí relativnrelativněě nníízkzkáá →→ prognostický význam nenprognostický význam neníí zcela zcela 
jasný.jasný.

�� ČČasto se jednasto se jednáá o sekundo sekundáárnrníí zmzměěny vznikajny vznikajííccíí vv pozdpozděějjšíších stch stáádidiíích ch 
onemocnonemocněěnníí bběěhem progrese patologickhem progrese patologickéého klonu.ho klonu.



METODYMETODY
�� KKlasiclasickkáá cytogeneticcytogenetickkáá analanalýzaýza

�� FluorescenFluorescenččnníí in situ in situ hybridizahybridizacece ((II--FISH)FISH)

�� mFISHmFISH:  :  24XCyte color kit (MetaSystems24XCyte color kit (MetaSystemsTMTM))

•• imunoimunofluorescenfluorescenččnníí znaznaččeneníí plasmaplasmatickýchtických bunbuněěkk →→

monoklonmonoklonáálnlníí protilprotiláátky tky AMCA AntiAMCA Anti--Human kappa chainHuman kappa chain nebonebo
AMCA AntiAMCA Anti--Human lambda chainHuman lambda chain (VECTOR Laboratories (VECTOR Laboratories TMTM))

•• DNA DNA sondysondy:: Abbott VYSISAbbott VYSISTMTM

→→ detekce pdetekce přřestaveb estaveb IgHIgH genu genu →→ tt(11;14)(q13;q32)(11;14)(q13;q32)
t(4;14)(p16;q32)t(4;14)(p16;q32)

→→ detekce aberacdetekce aberacíí 13q1413q14
→→ detekce amplifikacdetekce amplifikacíí 1q211q21 ((CKS1B)CKS1B)



SOUBOR NEMOCNÝCH S MMSOUBOR NEMOCNÝCH S MM

128128 papaccientientůů

7474 ♂♂ 5454 ♀♀
prprůůmměěrný vrný věěkk:: 5588,,99 letlet

rozmezrozmezíí: : 2727--8899 letlet

IsotypIsotyp
kkappaappa 6677
llambdaambda 4949
kappa/lambda                 1kappa/lambda                 1
nneureurččenýený 1111

CMG 2002:CMG 2002: 42 nemocných42 nemocných
jinjinéé:: 86 nemocných86 nemocných



KlinickKlinickéé parametryparametry

91988397109128N platné

38314632201N nedefinováno

18,60154,0050,2650,8094,0089maximum

2,6010,701,3914,00,0027minimum

3,30328,0276,8567,66320,3129610,579sm.odchylka

5,800100,5003,44034,70018,60059,00medián

6,877100,7035,49635,27322,68158,89průměr

LDhemoglobinβ2microglobulinalbumin% PBvěk

Pearson χ2 test, nonparametric Mann-Whitney rank-sum test, Kaplan Meier test, Mantel-Cox test

PB - plasmatické buňky,   LD - laktát dehydrogenáza



KONVENKONVENČČNNÍÍ CYTOGENETICKCYTOGENETICKÁÁ ANALÝZA:ANALÝZA:

Celkem vyCelkem vyššetetřřeno:  128eno:  128

ÚÚspspěěššnnéé vyvyššetetřřeneníí 116x (90,6%):116x (90,6%):
-- normnormáálnlníí nnáález u 87 nemocných (75,0%)lez u 87 nemocných (75,0%)

-- patologický npatologický náález u 29 nemocných (25,0%)lez u 29 nemocných (25,0%)

ChromosomovChromosomovéé aberace:aberace:
strukturnstrukturníí nebo  komplexnnebo  komplexníí ppřřestavby: estavby: 2222xx
AneuploidieAneuploidie: : 7x7x

NeNeúúspspěěššnnéé vyvyššetetřřeneníí (0 mitos / nehodnotiteln(0 mitos / nehodnotitelnéé): 12x (9,4%)): 12x (9,4%)



monosomie 13monosomie 13

monosomie 14monosomie 14
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CytogenetickCytogenetickéé nnáálezy lezy –– analýza OSanalýza OS

Normální nález
Aneuploidie

Komolexní ab.
Strukturní ab.

KomplexnKomplexníí aberaceaberace

p=0,087p=0,087



LSI 13q14(RBLSI 13q14(RB--1)/13q341)/13q34
ABBOTTABBOTT--VYSISVYSISTMTM

del(13)(q14) / monosomie 13del(13)(q14) / monosomie 13

Monosomie 13Monosomie 13

del(13)(q14)del(13)(q14)

13q14 (RB-1)

SpectrumOrange

13q34

SpectrumGreen



Celkem vyCelkem vyššetetřřeno:          eno:          128128 papacientcientůů

ProkProkáázanzanáá aberace aberace 13q13q:: 8484 pacientpacientůů ((65,665,6%)%)
NormNormáálnlníí nnáález:lez: 44 pacient44 pacientůů

del(13)(q14):del(13)(q14): 114x4x
MonosomMonosomieie 13:13: 51x51x (6(60,70,7%)%)
del(13)(q14del(13)(q14))//monosomonosomiemie 13:13: 10x10x
Jiný nJiný náález:lez: 9x9x

II--FISH: 13q14/13q34FISH: 13q14/13q34



101101272733114040992121celkemcelkem

1010660000111122jinjinéé

59591717221128284477pozitivnpozitivníí

32324411001111441212negativnnegativníí
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7373191925252929celkemcelkem

22110011jinjinéé

4747171715151515pozitivnpozitivníí
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MezinMezináárodnrodníí prognostický index prognostický index -- ISSISS

SystSystéém m DurieDurie--SalmonaSalmona
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deldel(13)(q14)(13)(q14)



Detekce aberacDetekce aberacíí IgH genuIgH genu

LSI IgH Dual Color Break Apart Rearrangement Probe
ABBOTT-VYSISTM

IgH IgH –– normnormáálnlníí nnáálezlez PPřřestavba IgHestavba IgH



II--FISH FISH –– aberace IgH genuaberace IgH genu

Celkem vyCelkem vyššetetřřeno:eno: 118 pacient118 pacientůů

ProkProkáázanzanáá aberace IgH:aberace IgH: 8282 pacientpacientůů (69,5%)(69,5%)

translokace translokace IgHIgH genugenu 33x33x
delece delece IgHIgH genu (rgenu (růůznznéé varianty)varianty) 28x28x
kombinovaný nkombinovaný náález: plez: přřestavba/delece estavba/delece IgHIgH 9x9x
jiný njiný náálezlez 12x12x



Translokace Translokace IgHIgH genugenu
Translokace celkem prokTranslokace celkem prokáázzáána u 42 nemocnýchna u 42 nemocných

SamostatnSamostatnáá translokace IgH genutranslokace IgH genu 33x33x
Kombinovaný nKombinovaný náález (translokace/delece lez (translokace/delece IgHIgH)) 9x9x

t(11;14)(q13;q32)t(11;14)(q13;q32) 14x14x
t(4;14)(p16;q32)t(4;14)(p16;q32) 4x4x
ostatnostatníí 24x24x

t(11;14)(q13;q32)t(11;14)(q13;q32)



RRůůznznéé varianty pvarianty přřestaveb estaveb IgHIgH genugenu

zlom obou zlom obou alelalel IgHIgH genugenu ppřřestavba estavba IgHIgH + + hyperdiploidiehyperdiploidie

t(11;14)(q13;q32), ztráta 
druhého fúzního signálu



Delece IgH genuDelece IgH genu

Delece Delece IgHIgH genu celkem prokgenu celkem prokáázzáána u 37 na u 37 
nemocnýchnemocných

--IgHIgH (delece 14q32/(delece 14q32/monosomiemonosomie 14)14) 11x11x
delece V segmentu IgH genudelece V segmentu IgH genu 16x16x
delece 3delece 3´́konce IgH genu    konce IgH genu    1x1x
kombinovaný nkombinovaný náález: plez: přřestavba/delece estavba/delece IgHIgH 9x9x



delece V segmentu IgHdelece celého genu IgH delece 3´konce genu IgH

RRůůznznéé varianty varianty delecdelecíí IgHIgH genugenu

LSI IgH Dual Color Break Apart Rearrangement Probe
ABBOTT-VYSISTM
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ZZÁÁVVĚĚRYRY
�� Metodou konvenMetodou konvenččnníí cytogenetickcytogenetickéé analýzy jsme detekovali analýzy jsme detekovali 

chromosomovchromosomovéé aberace celkem u aberace celkem u 25%25% nemocných s MM nemocných s MM 

�� Metodou IMetodou I--FISH jsme prokFISH jsme prokáázali pzali přříítomnost chromosomových tomnost chromosomových 
aberacaberacíí u u 82,8%82,8% nemocných s MM. nemocných s MM. 

�� Aberace 13qAberace 13q byly detekovbyly detekováány celkem u ny celkem u 65,6%65,6% nemocných; nemocných; 
statistickstatistickáá analýza potvrdila souvislost s pokroanalýza potvrdila souvislost s pokroččilým stadiem ilým stadiem 
onemocnonemocněěnníí a krata kratšíší dobou pdobou přřeežžititíí do do relapsurelapsu (p=0,042).(p=0,042).

�� Aberace Aberace IgHIgH genugenu byly prokbyly prokáázzáány celkem u ny celkem u 69,5%69,5% nemocných; nemocných; 
kromkroměě translokactranslokacíí byly detekovbyly detekováány ny rrůůznznéé varianty varianty delecdelecíí IgHIgH
genugenu; statistick; statistickáá analýza potvrdila u nemocných s aberacemi analýza potvrdila u nemocných s aberacemi 
IgHIgH genu (translokace/delece) kratgenu (translokace/delece) kratšíší dobou pdobou přřeežžititíí do do relapsurelapsu
(p=0,007).(p=0,007).
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