CHROMOSOMOVE ABERACE U
MNOHOCETNEHO MYELOMU

- Molekularné cytogeneticka analyza
plasmatickych bunék

Zuzana Zemanova!, Lenka Pavlistova!, Jana Tajtlova!,
Ivan Spicka?, Evzen Gregora?, Kyr'a Michalova!

ICentrum nddorové cytogenetiky UKBLD, VFN. 1LF UK, Praha
2T interni klintka VFN a 1.LF UK, Praha
SO0ddeleni klinické hematologie, FIN Krdlovské Vinohrady, Praha

I6A MZ CR NR 8183-4




KLONALNI CHROMOSOMOVE ABERACE
U MNOHOCETNEHO MYELOMU (MM).

Klasické G-pruhovaci techniky — patologicky ndlez az 40%
nemocnych

Cca 60% pripadt —> Klasické cytogenetické vysetreni
neinformativni — v kultivaci pouze hematopoetické bunky s
normdlnim karyotypem.

Interfazicka FISH (I-FISH) — patologicky ndlez az u 90%
nemocnych

Molekularné-cytogeneticka analyza plasmatickych bunék
(imunofluorescencni znaceni, separace)




KLONALNI CHROMOSOMOVE ABERACE
U MNOHOCETNEHO MYELOMU (MM).

v' poletni chromosomové odchylky
v' strukturni prestavby

v’ slozité komplexni zmény karyotypu




Numerické zmény u MM- aneuploidie:

B Vyskytuji se asi u 2/3 pacient

Modadlni pocet chromosomu je jeden 2z nejdulezitéjsich
prognostickych faktorl u nové diagnostikovanych pacientt s MM.

Hypodiploidie - nejcastéji monosomie 8 (pripadné ¢dstecna
ztrdta 8p21), 13, 14 a X; chybét mize i
kterykoliv dalsi chromosom

- Spatna prognoza

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

- lepsi prognoza




Strukturni prestavby u MM- translokace:

‘ nejcastéji zahrnuji Zg/f lokus v oblasti 14q32; méné casto
ZIgl lokus v oblasti 22q11

1(11:;14)(11q13:14932) - 13-20% nemocnych; prizniva prognoza
1(4;14)(p16:;932) - 10-13% nemocnych

1(14;16)(q32:923) - 5% nemocnych b neprizniva prognoza
1(6:14)(p21;932) - 5% nemocnych

DalSi casté partnerské chromosomové oblasti: 1p13, 1921, 3p11, 6p25,
7q11, 7932, 8q24, 11q13, 11923, 12924, 13q22, 16q24, 18q21, 21q22,
22ql1, atd. - neprizniva progndza

Obvykle kryptické prestavby - nelze je detekovat klasickou metodou




Strukturni prestavby u MM - delece:

del(13)(q14)
38-54% noveé diagnostikovanych pacientt s MM pri I-FISH
vyznamny prognosticky ukazatel — horsi az stredni prognéza

Ruzny rozsah delece, ¢asto rozsdhld ztrata v oblasti 13q14-
13gter — pravdépodobné inaktivace kandiddtniho tumor-
supresorového genu

U vétsiny nemocnych (az 90%) pravdépodobné dochdzi ke
ztratam celého chromosomu 13 (monosomie 13).

delece genu p53 (1/p13)
asi 10% nemocnych s MM

Spatnd prognéza onemochneéni

¢asna klondlni evoluce; muZze byt detekovdna i pri dg, ale ndlez
vzdy svédci o progresi patologického klonu.




Strukturni prestavby u MM - amplifikace:

amplifikace genu €KS1B v oblasti 1921
asi 30% nemocnych s MM

kratsi OS a EFS — Spatnd prognéza onemocneéni
duplikace x amplifikaxe
T index amp(1)(q21) | prognéza

Dalsi popisované chromosomové aberace u MM:
prestavby c-myc genu (asi u 15% nemocnych s MM)

prestavby 11q13
monosomie 8 nebo delece 8p21
prestavby 1p, atd.

v' Frekvence téchto aberaci relativné nizka — prognosticky vyznam neni zcela
jasny.

v Casto se jednd o sekunddrni zmény vznikajici v pozdéjsich stddiich
onemochéni béhem progrese patologického klonu.




METODY

v' Klasicka cytogeneticka analyza

v' Fluorescencni in situ hybridizace (I-FISH)

* imunofluorescencni  znaceni plasmatickych  bunéek —
monoklondlni protilatky AMCA Anti-Human kappa chain nebo
AMCA Anti-Human lambda chain (VECTOR Laboratories ™)

DNA sondy: Abbott VYSIS™

— detekce prestaveb Ig// genu — t(11;14)(q13;q32)
1(4;14)(p16:932)

— detekce aberaci 13q14

— detekce amplifikaci 1921 (CKS1B)

v mFISH: 24XCyte color kit (MetaSystems™)




SOUBOR NEMOCNYCH S MM

/ 128 pacientu \

74 3

54 ¢

primérny vék: 58,9 let

rozmezi: 27-89 let

CMG 2002: 42 nemochych
jiné: 86 nemocnych

Isotyp
kappa
lambda
kappa/lambda
neurceny




Klinické parametry

albumin | B,microglobulin | hemoglobin

N platné 97 83 98

N nedefinovano 20 32 46 31

prumér 22,681 | 35,273 100,703

median 18,600 | 34,700 1{0[0)8510]0

sm.odchylka 20,31296 | 7,663 28,027

minimum 27 ,00 14,00 10,70

maximum 89 94,00 50,80 154,00

PB - plasmatické buriky, LD - laktat dehydrogendza

Pearson x?2 test, nonparametric Mann-Whitney rank-sum test, Kaplan Meier test, Mantel-Cox test




KONVENCNI CYTOGENETICKA ANALYZA:

Celkem vysetreno: 128

Uspésné vySetieni 116x (90,6%):

- hormdlni nalez u 87 nemocnych (75,0%)

- patologicky ndlez u 29 nemocnych (25,0%)
Chromosomoveé aberace:
strukturni nebo komplexni prestavby: 22x
Aneuploidie: 7x

Nedspésné vysetreni (O mitos / nehodnotitelné): 12x (9,4%)




monosomie 13

monosomie 14




Cytogenetické nalezy - analyza OS

Komplexni aberace
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cytogenetika
_['T 1 Normdini ndlez
_['] 2 Aneuploidie
3 Strukturni ab.
_['1 4 Komolexni ab.
-+ 1-censored
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del(13)(q14) / monosomie 13

< 13q14 (RB-1)
SpectrumQrange

13q34
<€ SpectrumGreen

13

LST 13q14(RB-1)/13q34
ABBOTT-VYSIS™

Monosomie 13

del(13)(q14)




I-FISH: 13q14/13q34

Celkem vysetreno: 128 pacientu

Prokazana aberace 13q: 84 pacientu (65,6%)
Normadlni ndlez: 44 pacientu

del(13)(q14): 14x
Monosomie 13: 51x (60,7%)
del(13)(q14)/monosomie 13: 10x
Jiny ndlez: 9x




aberace 13q14 - klinické stadium
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aberace 13q14 - analyza EFS

FISH 13q14
J_| 1 Normadlni nélez

12 -13/del(13)(q14)
3 Jiny ndlez

-+ 1-censored

~+ 2-censored
3-censored
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Detekce aberaci IgH genu

14932 LSHIGH
SpectrumQOrange

SpectrumGreen IgH - normdlni ndlez Prestavba IgH

Ceantromera 14g32 ragion Telomere
Immunaglobulin Heawy Chain Locus
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LST IgH Dual Color Break Apart Rearrangement Probe
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I-FISH - aberace IgH genu

Celkem vysetreno: 118 pacientu

Prokdzand aberace IgH: 82 pacienti (69,5%)

translokace IgH genu 33x
delece IgH genu (rizné varianty) 28x
kombinovany nalez: prestavba/delece IgH 9x
jiny nadlez 12x




Translokace IgH genu

Translokace celkem prokazana u 42 nemocnych

Samostatna translokace IgH genu
Kombinovany ndlez (translokace/delece IgH)

1(11:;14)(q13:.q32) 14x
1(4:14)(p16:q32) 4x
ostatni 24 x

1(11:14)(q13;932)




Ruzné varianty prestaveb IgH genu

zlom obou alel IgH genu prestavba IgH + hyperdiploidie

1(11;14)(q13;932), ztrata
druhéhoqfdzﬂiho signalu




Delece IgH genu

Delece IgH genu celkem prokazana u 37

nemocnych

-IgH (delece 14932/monosomie 14) 11x
delece V segmentu IgH genu 16x

delece 3" konce IgH genu 1x
kombinovany nalez: prestavba/delece IgH 9x




Ruzné varianty deleci IgH genu

delece celého genu IgH delece V segmentu IgH = delece 3" konce genu IgH

Ceantromearns 14932 region
Immunoglobulin Heawvy Chain Locus

Constant genes aagrment
LS IGH 3 Flanking Probe LS1 IGHY Probea

f— _2EQ kb ——] - 0Ok —
LS1 IGH Dual Color, Break Apart

LST IgH Dual Color Break Apart Rearrangement Probe
ABBOTT-VYSIS™
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aberace IgH - analyza EFS

FISH 14932
_[] 1 normdlni ndlez

_[] 2 prestavba IgH
3 1(11:14)

_[] 4 delece IgH
5 kombinace

_[] 6 Jiny ndlez

-+ 1-censored

- 2-censored
3-censored
~+ 4-censored
5-censored
-+ 6-censored

delece IgH T

prestavby IgH
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Analyza EFS
- kombinované aberace 13q a IgH

FISH kombinace
_[] 1 normélni ndlez
[12-13q
3 prestavby IgH
[14 1(11:14)
5 t(IgH) /-13q
[161(11:14)/-13q
7 del(IgH)/-13q
-+ 1-censored
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ZAVERY
Metodou konvencni cytogenetické analyzy jsme detekovali
chromosomové aberace celkem u 25% nemocnych s MM

Metodou I-FISH jsme prokazali pritomnost chromosomovych
aberaci u 82,8% nemocnych s MM.

Aberace 13q byly detekovany celkem u 65,67% nemocnych;
statistickd analyza potvrdila souvislost s pokrocilym stadiem
onemocnéni a kratsSi dobou preziti do relapsu (p=0,042).

Aberace IgH genu byly prokdzany celkem u 69,5% nemocnych:;
kromé translokaci byly detekovany ruzné varianty deleci IgH
genu; statisticka analyza potvrdila u nemocnych s aberacemi

IgH genu (translokace/delece) kratsi dobou preziti do relapsu
(p=0,007).
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