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GRANT IGA MZ CR NR 8183-4 (2004-2007):

MOLEKULARNE-CYTOGENETICKA ANALYZA ZNACENYCH
PLASMATICKYCH BUNEK A PROGNOSTICKY VYZNAM

KLONALNICH CHROMOSOMOVYCH ABERACLI U MM.
B Multicentrickd studie

B Sjednoceni a standardizace metodik v cytogenetickych
centrech

B Analyza imunofluorescenéné znacenych plasmatickych bunék
metodou I-FISH

B Detekce nejéastéjSich a prognosticky nejvyznamnéjsich
chromosomovych zmén - tj. aberaci 13q14 a 14q32,
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Pocet vzorku odeslanych na cytogenetické vySetreni
(podle data registrace)

Polet Vzorek Vzor'ek neuvedeno
pacient

v CMG 2002
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leden 2004 - prosinec 2006

Pracoviste

Pocet
pacient

Vzorek
ano

Vzorek
he

Bratislava

27

17

10

Brno

84

63

21

Hradec Kralové

31

17

14

Kosice

28

18

10

Olomouc

37

32

5

Plzen

43

37

6

Praha FNKV

31

23

8

Praha VFN

50

38

12

ostatni

11

0

11

celkem

97




MOLEKULARNE CYTOGENETICKA ANALYZA

Do konce roku 2006 byla molekularné cytogeneticka

analyza provedena celkem u 312 pacienti s MM
zarazenych do studie CMG 2002 (59.0%).

pina dren: 34x (10,9%)
plasmocyty: 278x (89,1%)
imuno 267x

macs 11x
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METODY

Konvencni cytogeneticka analyza (a/nebo mFISH)
Interfazicka FISH (I-FISH)

vzorky kostni drené
imunoflorescencné znacené plasmatické burky

monoklonadlni protilatky (VECTOR Laboratories™)
AMCA Anti-Human kappa chain
AMCA Anti-Human lambda chain

DNA sondy (Abott Vysis™):

LST 13q14 (Rb1) / LST 13q34
LSI IgH

LSI t(11:14)(q13:932), atd.
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‘ Klasické cytogenetické vysetreni

nemocnhi s MM >‘ 13q14 / 13q34‘

prospektivni studie inegaﬂvnf

11(4:14)(p16:q32) |

|1q21 |

retrospektivni studie
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SOUBOR NEMOCNYCH S MM

267 pacientu

primérny vék: 56.2 let
medidn 57.0 let

rozmezi: 33-82 let

Isotyp
kappa 167
lambda 88
kappa/lambda 2
neurceny 10




Klinické parametry

vék %PB | albumin | p,microglobulin | hemoglobin LD
N platné 226 195 202 191 205 199
N nedefinovano 1 32 25 36 22 28
pramér 56,20 | 27,95 | 36,49 5,77 108,23 5,9
medidn 5700 | 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

PB - plasmatické buriky, LD - laktat dehydrogendza

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




KONVENCNI CYTOGENETICKA ANALYZA:

Celkem vySetreno: 267 pacienti

Uspésné vySetieni: 217x (81.3%):
- normdlni ndlez: 170 nemocnych (78.3%)
- patologicky ndlez: 47 nemocnych (21.7%)

Chromosomové aberace:
aneuploidie: 15x

jedoducha strukturni prestavba: 1x
komplexni aberace: 31x

Neudspésné vysetreni (O mitos / nehodnotitelné): 46x (17.2%)

Nedokoncené vysetreni: 4x (1.5%)
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Cytogenetické ndlezy - analyza EFS

Survival Functions

cytogenetika

_['1 1 Normélni nélez
2 Aneuploidie
3 Strukturni ab.

14 Komplexni ab.

-+ 1-censored
2-censored
3-censored

-+ 4-censored

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

13914 (RB-1)
SpectrumOrange

Monosomie 13

13934
SpectrumGreen

LST 13q14(RB-1)/13q34
ABBOTT-VYSIS™

del(13)(q14)




I-FISH: 13q14/13q34

Celkem vySetreno: 264 pacient

Uspésné vySetieni 253x (95,8%) / nelispésné vysetieni 7x (2,7%)

Nedokoncené vysetreni 4x

Normalni nalez: 120x (47,4%)

Patologicky ndlez: 133x (52,6%)

- del(13)(q14): 61x (45,9%)
- monosomie 13: 65x (48,9%)
- del(13)(q14) / -13: 3x (2,2%)
- jiné: 4x (3,0%)
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aberace 13q14 - analyza EFS

Survival Functions p =N.S.

FISH 13q14
_['T 1 Normélni nélez
2 -13/del(13)(q14)
3 Jiny ndlez
-+ 1-censored
2-censored
3-censored

monosomie 13
a/nebo
del(13)(q14)
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Detekce aberaci IgH genu
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14q32 LS1IGH
SpectrumQOrange
SpectrumGreen IgH - nhormalni ndlez Prestavba IgH

Cantromearna 14932 ragion
Immunaglobulin Heavy Chain Locus

Constant genes sagrmert

3

LS1 IGH 3 Flanking Probe LS IGHY Probe
p— 250 kb — p—— _ooD kb _— 0w
LS1 IGH Dual Color, Break Apart

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




I-FISH - prestavby IgH genu

Celkem vySetieno: 250 pacientu
Uspé$né vysetreni: 238x (95,2%)
Nedspésné vysetreni: 8x (3,2%)
Neuzavrené vysetreni: 4x

Normadlni nédlez: 110 pacienti (46,2%)

Prokdazana aberace IgH: 128 pacientt (53,8%)

Prestava IgH genu 73x
Delece IgH genu (celkovd/parcidini) 44x
Kombinovany nalez (zlom IgH/delece IgH) 7x
Jiny ndlez 4x
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Prestavby IgH genu

Prestavba celkem prokdzdna u 80 nemocnych (33,6%)

Samostatna prestavba IgH genu 73x
Kombinovany nadlez (prestavba/delece IgH) 7x

(11;14)(q13;932) 31x
1(4:14)(p16:q32) 24x
t(14;16)(q32;q23) 1x i
ostatni 24x B

1(11;14)(q13:932)




Ruzné varianty prestaveb IgH genu

/

zlom obou alel IgH genu prestavba IgH + hyperdiploidie

1(11:14)(q13:932), ztrdta
dr'uhéhoqfdz?\iho signdlu




Delece IgH genu

Samostatna delece IgH genu celkem prokazana u
44 nemocnych

-IgH (monosomie 14/delece 14q32) 22x
Delece V segmentu IgH genu 19x
Delece 3" konce IgH genu 3x

Kombinovany nalez prestavba/delece IgH 7x




Ruzné varianty deleci IgH genu

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

Cantromearna 14932 ragion
Immunoglobulin Heawvy Chain Locus

Constant gens sagmernts & Warigble gene segments

LS1 IGH 3 Flanking Probe LS IGHY Probe
f— 250 kih ——~] f—————— ook
LS1 IGH Dual Color, Break Apart

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




aberace IgH - analyza EFS

Survival Functions p = 0,1

FISH 1432
_[11 normdlni nélez

2 prestavba IgH
3 4(11:14)
114 1(4:14)

5 delece IgH
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Amplifikace 1q21

Celkem vysetreno 61 pacientu

(Praha 57x, Brno 4x)

normalni nalez 21 (35,6%)
aberace 1q21 30 (64,4%)
amplifikace 1q21 30x (50,1%)

vétsinou v kombinaci s dalsimi aberacemi (87 %)
jiné ndlezy 8x

nedspésna hybridizace 2x




Delece p53

Celkem vySetreno 127 pacientt

(Praha 59x, Slovensko 38x, Brno 24x, Hradec Kralové 6x)

normalni néalez 74 (58,7%)
aberace 17p 52 (41.3%)
delece p53 30x (23,8%)

vZdy jen v kombinaci s dalsimi aberacemi

jiné ndlezy 22X

nedspésna hybridizace 1x EQMﬂ
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s v
ZAVERY
V' Metodou konvenéni cytogenetické analyzy jsme detekovali

chromosomové aberace celkem u 21,7% nemocnych s MM

v" Metodou I-FISH jsme prokdzali prFitomnost chromosomovych
aberaci u 77,3% nemocnych s MM.

Aberace 13q byly detekovany celkem u 52,6% nemocnych.

Aberace IgH genu byly prokazany celkem u 53,8% nemocnych;
kromé translokaci byly detekovany rizné varianty deleci IgH
genu.

Chromosomové aberace v plasmatickych bunkach jsou
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casto kumulované — vliv na prognozu
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HEMATOLOGICKA CENTRA:

L. interni Klinika VFN a 1.LF UK Praha
I. Spicka

OKH FN Kralovské Vinohrady, Praha
E. Gregora

Interni hematoonkologicka klinika FN Brno
Z. Adam

LékvaF'skci fakulta UP Olomouc
V. S¢udla

Hematologicko-onkologické oddéleni FN Plzen
M. Schiitzova

Oddéleni klinické hematologie FN Hradec Kralové
V. Maisnar

Slovensko: KHaO Kosice, KHTK Bratislava
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CYTOGENETICKA CENTRA:

Centrum nddorové cytogenetiky UKBLD, VFN a 1.LF UK Praha
Z. Zemanova, K. Michalovg, L. Pavlistovd, J. Tajtlova

Oddéleni lékarské genetiky FN Brno
A. Oltova, P. Kuglik

Lékarska fakulta UP Olomouc
M. Holzerova, M. Jarosova

Ustav lékar'ské genetiky LF UK a FN Plzefi
M. Hruba

Oddéleni lékarské genetiky FN Hradec Krdlové
J. Rabasova

Slovensko: D. Ilendikova
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