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MOLEKULMOLEKULÁÁRNRNĚĚ--CYTOGENETICKCYTOGENETICKÁÁ
 

ANALÝZA    ZNAANALÝZA    ZNAČČENÝCH ENÝCH 
PLASMATICKÝCH BUNPLASMATICKÝCH BUNĚĚK A PROGNOSTICKÝ VÝZNAM K A PROGNOSTICKÝ VÝZNAM 
KLONKLONÁÁLNLNÍÍCH CHROMOSOMOVÝCH ABERACCH CHROMOSOMOVÝCH ABERACÍÍ

 
U MM.U MM.

MulticentrickMulticentrickáá
 

studie studie 

SjednocenSjednoceníí
 

a standardizace metodik v cytogenetických a standardizace metodik v cytogenetických
 

 
centrech centrech 

Analýza imunofluorescenAnalýza imunofluorescenččnněě
 

znaznaččených plasmatických bunených plasmatických buněěk k 
metodou Imetodou I--FISHFISH

Detekce nejDetekce nejččastastěějjšíších a prognosticky nejvýznamnch a prognosticky nejvýznamněějjšíších ch 
chromosomových zmchromosomových změěn n --

 
tj. aberactj. aberacíí

 
13q1413q14

 
a a 14q3214q32, , 

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



Počet
pacientů

v CMG 2002

Vzorek
ano

% Vzorek 
ne

% neuvedeno %

2002-2003 188 79 42,0 55 29,3 54 28,7

2004-2005 244 172 70,5 69 28,3 3 1,2

2006 98 73 74,5 21 21,4 4 4,1

celkem 530 324 61,1 145 27,4 61 11,5

PoPoččet vzorket vzorkůů
 

odeslaných na cytogenetickodeslaných na cytogenetickéé
 

vyvyššetetřřeneníí
 (podle data registrace)(podle data registrace)



leden 2004 leden 2004 ––
 

prosinec 2006prosinec 2006
Pracoviště Počet

pacientů
Vzorek
ano

% Vzorek 
ne

%

Bratislava 27 17 63.0 10 37.0

Brno 84 63 75.0 21 25.0

Hradec Králové 31 17 54.8 14 45.2

Košice 28 18 64.3 10 35.7

Olomouc 37 32 86.5 5 13.5

Plzeň 43 37 86.0 6 14.0

Praha FNKV 31 23 74.2 8 25.8

Praha VFN 50 38 76.0 12 24.0

ostatní 11 0 0.0 11 100.0

celkem 342 245 71.6 97 28.4



MOLEKULMOLEKULÁÁRNRNĚĚ
 

CYTOGENETICKCYTOGENETICKÁÁ
 

ANALÝZAANALÝZA

Do konce roku 2006 byla molekulDo konce roku 2006 byla molekuláárnrněě
 

cytogenetickcytogenetickáá
 

analýza provedena celkemanalýza provedena celkem
 

u u 312 pacient312 pacientůů
 

s MM s MM 
zazařřazených do studie CMG 2002 (59.0%).azených do studie CMG 2002 (59.0%).

plnplnáá
 

ddřřeeňň: : 34x (10,9%)34x (10,9%)

plasmocytyplasmocyty: : 278x (89,1%)278x (89,1%)

imunoimuno
 

267x267x

macsmacs
 

11x11x



METODYMETODY
••

 
KonvenKonvenččnníí

 
cytogenetickcytogenetickáá

 
analýza (a/nebo mFISH)analýza (a/nebo mFISH)

••
 

InterfInterfáázickzickáá
 

FISH FISH ((II--FISH)FISH)
vzorky kostnvzorky kostníí

 
ddřřeneněě

imunoimunoflorescenflorescenččnněě
 

znaznaččenenéé
 

plasmatickplasmatickéé
 

bubuňňkyky

monomonokklonlonáállnníí
 

protilprotiláátkytky
 

(VECTOR Laboratories(VECTOR LaboratoriesTM))
AMCA AntiAMCA Anti--Human kappa chain Human kappa chain 
AMCA AntiAMCA Anti--Human lambda chain Human lambda chain 

DNA DNA sondy (sondy (AbottAbott
 

VysisVysisTM)): : 
LSI 13q14LSI 13q14

 
(Rb1)(Rb1)

 
/ / LSI 13q34 LSI 13q34 

LSI IgHLSI IgH
LSI t(11;14)LSI t(11;14)(q13;q32), atd.(q13;q32), atd.



nemocnnemocníí
 

s MMs MM 13q14 / 13q3413q14 / 13q34

IgHIgH

1q211q21

p53p53

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

KlasickKlasickéé
 

cytogenetickcytogenetickéé
 

vyvyššetetřřeneníí

t(4;14)(p16;q32)t(4;14)(p16;q32)

pozitivn
pozitivníí

negativnnegativníí

retrospektivnretrospektivníí
 

studiestudie

prospektivní
 

studie



SOUBOR NEMOCNÝCH S MMSOUBOR NEMOCNÝCH S MM

267267
 

papaccientientůů

prprůůmměěrný vrný věěk:k:
 

556.26.2
 

let let 

medimediáán 57.0 letn 57.0 let

rozmezrozmezíí: 33: 33--8822
 

letlet

IsotypIsotyp
kkappaappa

 
116677

llambdaambda
 

8888
kappa/lambda                 2kappa/lambda                 2
nneureurččenýený

 
1010



KlinickKlinickéé  parametryparametry

věk % PB albumin β2

 

microglobulin hemoglobin LD

N platné 226 195 202 191 205 199

N nedefinováno 1 32 25 36 22 28

průměr 56,20 27,95 36,49 5,77 108,23 5,9

medián 57,00 23,60 36,45 3,89 109,00 5,50

sm.odchylka 7,06 20,02 6,82 6,19 19,26 2,95

minimum 33 ,00 15,50 1,18 63,00 1,00

maximum 82 100,00 50,30 54,95 161,00 23,43

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:  eno:  267267
 

pacientpacientůů

ÚÚspspěěššnnéé
 

vyvyššetetřřeneníí: 217x (81.3%):: 217x (81.3%):
--

 
normnormáálnlníí

 
nnáález: 170 nemocných (78.3%)lez: 170 nemocných (78.3%)

--
 

patologický npatologický náález: 47 nemocných (21.7%)lez: 47 nemocných (21.7%)

ChromosomovChromosomovéé
 

aberace:aberace:
aneuploidie: 15x aneuploidie: 15x 
jedoduchjedoducháá

 
strukturnstrukturníí

 
ppřřestavba: 1xestavba: 1x

komplexní
 

aberace: 31x

NeNeúúspspěěššnnéé
 

vyvyššetetřřeneníí
 

(0 mitos / nehodnotiteln(0 mitos / nehodnotitelnéé): 46x (17.2%)): 46x (17.2%)
NedokonNedokonččenenéé

 
vyvyššetetřřeneníí: 4x (1.5%): 4x (1.5%)



60483624120

Doba do události (m)
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cytogenetika

Survival Functions

CytogenetickCytogenetickéé
 

nnáálezy lezy ––
 

analýza EFSanalýza EFS

Normální

 

nález
Aneuploidie

Komplexní

 

ab.
Strukturní

 

ab.

p=0,002p=0,002



13q14 (RB-1)
SpectrumOrange

13q34
SpectrumGreen

LSI 13q14(RB-1)/13q34
 ABBOTT-VYSISTM

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

Monosomie 13Monosomie 13

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



Celkem vyCelkem vyššetetřřeno:          eno:          264264
 

pacientů

ÚÚspspěěššnnéé
 

vyvyššetetřřeneníí
 

253x (95,8%) / ne253x (95,8%) / neúúspspěěššnnéé
 

vyvyššetetřřeneníí
 

7x (2,7%)7x (2,7%)
NedokonNedokonččenenéé

 
vyvyššetetřřeneníí

 
4x 4x 

NormNormáálnlníí
 

nnáález:     120x (47,4%)lez:     120x (47,4%)

Patologický nPatologický náález:  133x (52,6%)lez:  133x (52,6%)
--

 
del(13)(q14):         61x (45,9%)del(13)(q14):         61x (45,9%)

--
 

monosomie 13:       65x (48,9%)monosomie 13:       65x (48,9%)
--

 
del(13)(q14) / del(13)(q14) / --13:  3x (2,2%)13:  3x (2,2%)

--
 

jinjinéé::
 

4x (3,0%)4x (3,0%)

II--FISH: 13q14/13q34FISH: 13q14/13q34
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Survival Functions  p = N.S.

p=0,713p=0,713

Normální

 

nnáálezlez

aberace 13q14 aberace 13q14 ––
 

analýza EFSanalýza EFS

-13/del(13)(q14)
Jiný nález

monosomie 13monosomie 13
a/neboa/nebo

del(13)(q14)del(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 ––
 

ppřřestavby IgH genuestavby IgH genu

Celkem vyšetřeno:
 

250 pacientů

Úspěšné
 

vyšetření:
 

238x (95,2%)
Neúspěšné

 
vyšetření:

 
8x (3,2%)

Neuzavřené
 

vyšetření:            4x 

Normální
 

nález:
 

110 pacientů
 

(46,2%)
Prokázaná

 
aberace IgH:

 
128

 
pacientů

 
(53,8%)

Přestava
 

IgH genu
 

73x
Delece IgH genu (celková/parciální)

 
44x

Kombinovaný nález (zlom IgH/delece IgH)
 
7x

Jiný nález
 

4x



PPřřestavby IgH genuestavby IgH genu
PPřřestavba celkem prokestavba celkem prokáázzáána u 80 nemocných (33,6%)na u 80 nemocných (33,6%)

SamostatnSamostatnáá
 

ppřřestavba IgH genuestavba IgH genu
 

73x73x
Kombinovaný nKombinovaný náález (plez (přřestavba/delece IgH)           7xestavba/delece IgH)           7x

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

31x31x
t(4;14)(p16;q32)t(4;14)(p16;q32)

 
24x24x

t(14;16)(q32;q23)   1xt(14;16)(q32;q23)   1x
ostatnostatníí

 
24x24x

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



RRůůznznéé
 

varianty pvarianty přřestaveb IgH genuestaveb IgH genu

zlom obou zlom obou alelalel
 

IgH genuIgH genu ppřřestavba IgH + hyperdiploidieestavba IgH + hyperdiploidie

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



Delece IgH genuDelece IgH genu

SamostatnSamostatnáá
 

delece IgH genu celkem prokdelece IgH genu celkem prokáázzáána u na u 
4444

 
nemocnýchnemocných

--IgH (monosomie 14/delece 14q32)IgH (monosomie 14/delece 14q32)
 

22x22x
Delece V segmentu IgH genuDelece V segmentu IgH genu

 
19x19x

Delece 3Delece 3´́konce IgH genu    konce IgH genu    3x3x

Kombinovaný nKombinovaný náález plez přřestavba/delece IgHestavba/delece IgH
 

7x7x



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

RRůůznznéé
 

varianty delecvarianty delecíí
 

IgH genuIgH genu

LSI IgH Dual Color Break Apart Rearrangement
 

Probe
 ABBOTT-VYSISTM
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Survival Functions  p = 0,1

p=0,1p=0,1

aberace IgH aberace IgH ––
 

analýza EFSanalýza EFS

normální

 

nález
přestavba IgH
t(11;14)

delece IgH

delece IgHdelece IgH

ppřřestavby IgHestavby IgH

t(4;14)t(11;14)t(11;14)

t(4;14)t(4;14)



Amplifikace 1q21Amplifikace 1q21
Celkem vyCelkem vyššetetřřenoeno

 
6161

 
papacientcientůů

(Praha 57x, Brno 4x)(Praha 57x, Brno 4x)

normnormáálnlníí
 

nnáálezlez
 

21 (35,6%)21 (35,6%)
aberace 1q21aberace 1q21

 
30 (64,4%)30 (64,4%)

amplifikace 1q21
 

30x (50,1%)x (50,1%)
vvěěttššinou v kombinaci s dalinou v kombinaci s dalšíšími aberacemi (87%)mi aberacemi (87%)

jiné
 

nálezy 8x

neneúúspspěěššnnáá
 

hybridizacehybridizace
 

2x2x



Delece p53Delece p53
Celkem vyCelkem vyššetetřřenoeno

 
127127

 
papacientcientůů

(Praha 59x, Slovensko 38x, Brno 24x, Hradec Kr(Praha 59x, Slovensko 38x, Brno 24x, Hradec Kráálovlovéé
 

6x)6x)

normnormáálnlníí
 

nnáálezlez
 

74 (58,7%)74 (58,7%)

aberace 17paberace 17p
 

52 (41.3%)52 (41.3%)
delece p53

 
30x (23,8%)x (23,8%)

vvžždy jen v kombinaci s daldy jen v kombinaci s dalšíšími aberacemimi aberacemi

jiné
 

nálezy 22x

neneúúspspěěššnnáá
 

hybridizacehybridizace
 

1x1x



ZZÁÁVVĚĚRYRY
Metodou konvenMetodou konvenččnníí cytogenetickcytogenetickéé analýzy jsme detekovali analýzy jsme detekovali 
chromosomovchromosomovéé aberace celkem u aberace celkem u 21,7%21,7% nemocných s MM nemocných s MM 

Metodou IMetodou I--FISH jsme prokFISH jsme prokáázali pzali přříítomnost chromosomových tomnost chromosomových 
aberacaberacíí u u 77,3%77,3% nemocných s MM. nemocných s MM. 

Aberace 13qAberace 13q byly detekovbyly detekováány celkem u ny celkem u 52,6%52,6% nemocných. nemocných. 

Aberace IgH genuAberace IgH genu byly prokbyly prokáázzáány celkem u ny celkem u 53,8%53,8% nemocných; nemocných; 
kromkroměě translokactranslokacíí byly detekovbyly detekováány ny rrůůznznéé varianty delecvarianty delecíí IgH IgH 
genu.genu.

ChromosomovChromosomovéé
 

aberace v plasmatických buaberace v plasmatických buňňkkáách jsou  ch jsou  
ččasto kumulovanasto kumulovanéé

 
→→

 
vliv na prognvliv na prognóózuzu



HEMATOLOGICKHEMATOLOGICKÁÁ
 

CENTRA:CENTRA:

I. internI. interníí
 

klinika VFN a 1.LF UK Praha klinika VFN a 1.LF UK Praha 
I. I. ŠŠpipiččkaka

OKH FN KrOKH FN Kráálovsklovskéé
 

Vinohrady, Praha Vinohrady, Praha 
E. GregoraE. Gregora

InternInterníí
 

hematoonkologickhematoonkologickáá
 

klinika FN Brno klinika FN Brno 
Z. AdamZ. Adam

LLéékakařřskskáá
 

fakulta UP Olomoucfakulta UP Olomouc
V. V. ŠŠččudlaudla

HematologickoHematologicko--onkologickonkologickéé
 

oddodděělenleníí
 

FN PlzeFN Plzeňň
M. M. SchSchüützovtzováá

OddOdděělenleníí
 

klinickklinickéé
 

hematologie FN Hradec Krhematologie FN Hradec Kráálovlovéé
V. V. MaisnarMaisnar

Slovensko: Slovensko: KHaOKHaO
 

KoKoššice, KHTK Bratislavaice, KHTK Bratislava



CYTOGENETICKCYTOGENETICKÁÁ
 

CENTRA:CENTRA:

Centrum nCentrum náádorovdorovéé
 

cytogenetiky cytogenetiky ÚÚKBLD, VFN a 1.LF UK PrahaKBLD, VFN a 1.LF UK Praha
Z. ZemanovZ. Zemanováá, K. Michalov, K. Michalováá, L. , L. PavliPavlišštovtováá, J. , J. TajtlovTajtlováá

OddOdděělenleníí
 

lléékakařřskskéé
 

genetiky FN Brnogenetiky FN Brno
A. A. OltovOltováá, P. , P. KuglKuglííkk

LLéékakařřskskáá
 

fakulta UP Olomoucfakulta UP Olomouc
M. M. HolzerovHolzerováá, M. Jaro, M. Jaroššovováá

ÚÚstav lstav léékakařřskskéé
 

genetiky LF UK a FN Plzegenetiky LF UK a FN Plzeňň
M. HrubM. Hrubáá

OddOdděělenleníí
 

lléékakařřskskéé
 

genetiky FN Hradec Krgenetiky FN Hradec Kráálovlovéé
J. J. RabasovRabasováá

Slovensko: Slovensko: D. D. IlenIlenččííkovkováá
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