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ASCT - autologni transplantace krvetvornych bun¢k (autologous stem cell transplantation)
CGH — komparativni genomova hybridizace

CML — chronick4 myeloidni leukemie

CT — pocitatova tomografie

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EBV — Epstein-Bariv virus

FISH — fluorescenéni in situ hybridizace

FLC — volné lehké tetézce (free light chains)

HDT — vysokodavkovana terapie (high dose therapy)

HRT — technika s vysokou rozlisitelnosti (High-Resolution Technique)
Ig — imunoglobulin

IMIDs — immunomodulatory drugs

ISCN — Mezinarodni systém pro lidskou cytogenetickou nomenklaturu (An International

System of Human Cytogenetic Nomenclature)
ISH — in situ hybridizace
LPS — lipopolysacharid
MBAND — mnohobarevné pruhovani
M-FISH — mnohobarevnéd FISH
MGUS — monoklonalni gamapatie nejistého vyznamu
MLPA — Multilocus Ligase-dependent Probe Amplification
MR — magnetické rezonance
MTX — metotrexat
NOR - organizatory jadérka (nucleolus organizing region)
PCR — polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

PET — pozitronova emisni tomografie
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PHA — phytohaemaglutinin
SCE — vyména sesterskych chromatid
SKY - spektralni karyotypovani (Spectral Karyotyping)

TPA — tetradecanoyl phorbol-13-acetat
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Tato bakalaiska prace se zabyva piinosem stanoveni karyotypu cytogenetickymi
metodami u pacientti s mnohocetnym myelomem. Cilem této prace je zanalyzovat vysledky
cytogenetickych vysetieni pacientd V souboru poskytnutém Ustavem lékaiské genetiky LF
UK a FN Plzen z prabéhu let 2000 az 2020 (Ptiloha 1). Prace je rozdélena na teoretickou a

praktickou ¢ast.

Teoretickd cast je rozclenéna na 4 kapitoly, a to cytogenetiku, cytogenetickou
nomenklaturu ISCN, nadorovou cytogenetiku a charakteristiku mnohoc¢etného myelomu.
Kapitoly cytogenetika a nadorova cytogenetika priblizuji tato témata jakozto védni obory,
cytogeneticka nomenklatura ISCN vysvétluje zékladni principy pro zapis chromosomovych
abnormalit a kapitola o mnohocetném myelomu se zabyva charakteristikou tohoto

onemocnéni, jeho diagnostikou a 1écbou.

V praktické ¢asti se nachazi vlastni analyza. Pti ni byla ziskana data nejprve sefazena
a dale interpretovana na zakladé cytogenetické nomenklatury ISCN. Jsou zde posuzovany
nejcastéj$i chromosomalni zmény v karyotypech pacientli, které jsou spojené s timto
onemocnénim, vék pacientll, uspésnost cytogenetickych vysetfeni a pocet pacientll s nove
se objevujicim onemocnénim. Vysledky jsou srovnavany s jinymi publikacemi zamétujicimi

se na problematiku mnohocetného myelomu.
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1 CYTOGENETIKA

Cytogenetika je védni obor, ktery se zabyva chromosomy, jejich morfologii a funkci.
Nazev vychazi zteckého cyton — bunka a gennao — plodim, rodim (Kocarek, Panek

a Novotna 2010).
1.1 CHROMOSOMY

Chromosomy jsou nukleoproteinové komplexy v bunééném jadie. Sestavaji se
z vladkna DNA a proteint (histond a nehistonovych proteinti). Deoxyribonukleova kyselina
a né¢které histony tvofi nukleohistonové vlakno, které spolu s oktamerem histonit davaji
vzniknout nukleosomim. Ty se staceji do solenoidl, znichz je vytvofeno samotné
chromatinové vldkno (Kocarek, Panek a Novotna 2010). Nehistonové proteiny se uplatiiuji
predevsim pii uréovani usporadani vldkna.

V bunce se vyskytuji dvé formy chromatinového vldkna. Prvnim je euchromatin,
ktery se vyznacuje mensi barvitelnosti a tim, ze je despiralizovany. Tvofi oblasti s vysokou
transkripcni aktivitou a obsahuje vétSinu genti. Druhym pfipadem je heterochromatin, ktery
se oproti euchromatinu barvi vyraznéji, je kondenzovany a nachézi se v ném spise repetitivni
useky. Heterochromatin mizeme rozliSovat na konstitutivni a fakultativni. Prvni typ se
nachazi okolo centromery a je velmi variabilni, druhy zminény vzniké naptiklad inaktivaci

kazdého dal§iho chromosomu X kromé prvniho a oznacuje se jako Barrovo télisko (Otova

a kol. 2019).
1.1.1 STAVBA CHROMOSOMU

Chromosomové vlakno se miize kondenzaci béhem profaze bunééného déleni skladat
do dobie pozorovatelného utvaru, ktery je tvofen dvéma raménky (Obr. 1). Kratké raménko
se znadi p a dlouhé raménko se znaci g, na konci kazdého z nich je telomera. Obé raménka
jsou spojena centromerou a dohromady tvoii chromatidu. Chromosom muze v S fazi
bunééného cyklu pfechdzet z jednochromatidové formy na formu se dvéma chromatidami,

které jsou ale geneticky identické.

Podle poméru ramének mizeme roziadit chromosomy na metacentrické se stejné
dlouhymi raménky, submetacentrické s jednim raménkem znacné delSim neZz druhym,
akrocentrické Sjednim raménkem castecné redukovanym a telocentrické S jednim
raménkem uplné redukovanym. Posledni typ se u clovéka nevyskytuje (Kocéarek, Panek

a Novotna 2010).
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Telomery jsou vyznamné pii branéni spojovani rtznych chromosomi k sobé
arozkladani chromatid enzymy. Objevuje se u nich typicka struktura opakujicich se
sekvenci nukleotidd TTAGGG. Pii kazdé replikaci buiiky dochazi K jejich zkraceni, a diky
tomu omezuji zivotnost bunky. V buiikach se nachazi telomerazy, enzymy schopné opét
prodlouzit telomery, ale v béznych lidskych bunkach jsou neaktivni. K navozeni jejich
aktivity mize dojit pfi nddorovych onemocnénich, diky ¢emuz se bunky mohou d¢lit

neomezene.

U nékterych chromosomt je mozné se setkat kromé centromery i se sekundarnimi
konstrikcemi. Nazyvaji se tzv. organizatory jadérka (NOR — nucleolus organizing region).
Podileji se na utvafeni jadérka, obsahuji geny pro ribosomalni DNA a zna¢né mnoZzstvi

repetic (Otova a kol. 2019).

telomery

(

kratké (p-) raménko
centromera
chromatida<

dlouhé (q-) raménko

\.

telomery

Obr. 1: Schéma dvouchromatidového
chromosomu (Kocarek, Panek a Novotna 2010)

1.1.2 KARYOTYP CLOVEKA

Kazdy organismus ma specificky pocet chromosomt, souboru chromoSomu celé
buiky fikame karyotyp. Chromosomy spiralizované béhem metatize bunécného cyklu
muizeme pozorovat a uspofadavat do karyograml, kde je fadime podle velikosti, pruhovani

a typu (Kocarek, Panek a Novotna 2010).

Lidska bunika mé celkem 23 pari chromosomu, ztoho 22 para autosomu
(chromosomy €. 1 az ¢. 22) a 1 par gonosomu (chromosomy X a Y). Lze je roziadit do 7

podskupin (A—G). Béhem vysetieni karyotypu se chromosomy nejprve specificky barvi
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akazdy par ma své typické pruhovani (Obr. 2). Vysledky jsou vyhodnoceny pomoci
nomenklatury ISCN a lze tak pozorovat chromosomalni odchylky (Otova a kol. 2019).
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Obr. 2: Normalni karyotyp Zeny (fotografie pofizena na ULG LF UK a FN Plzeii)

1.1.3 CHROMOSOMOVE ABERACE

Chromosomové zmény neboli aberace mohou v mnohych piipadech zplsobovat
rizna zdravotni postizeni a syndromy. Proto jsou dulezita cytogeneticka vySetteni, ktera
¢asto mohou tento typ poruch odhalit (Obr. 3). Abnormality chromosoma muzeme délit na

numerické a strukturdlni (Kocarek, Panek a Novotna 2010).

Numerické aberace vznikaji pfi naruSeni poétu chromosomti béhem bunécného
déleni. MiiZzeme se setkat napf. s aneuploidii, kdy dochdzi ke zméné poctu jednotlivych
chromosomii. Pti ztraté chromoSsomu jde o monosomii, pii ptebyvani o polysomii (trisomie,
tetrasomie...). Tyto zmény vétSinou vznikaji v disledku chybného rozchodu chromosomu
¢i chromatid pfi jaderném d¢leni. Piikladem syndromi zptuisobenych témito aberacemi jsou
Downim syndrom (trisomie 21. chromosomu) nebo Turneriiv syndrom (monosomie

chromosomu X). V jinych ptipadech mtze dojit ke zmnozeni poctu celé chromosomové
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sady, takova mutace se nazyva polyploidie. Vznikaji tak napftiklad triploidie (3n) ¢i

tetraploidie (4n).

Pti strukturalnich aberacich se narusuje struktura chromosomu a lame se jeho urcita
Cast, ktera je nestabilni a ma tendenci se opét napojit. Rozdélit je 1ze do dvou skupin. Prvni
jsou aberace balancované, pfi nichz nedochdzi ke ztraté ani ptebyvani genetického materialu,
zatimco u nebalancovaného typu dochdzi ke zméné mnozstvi DNA. Ke strukturdlnim
odchylkam mtize dochazet vlivem mutagent, ale i samovolné. Pfi téchto mutacich muze
dochazet k n¢kolika typim zmén ve struktutfe. Jednou z moznosti je delece, kdy se tsek
chromosomu uplné ztraci. V jinych ptipadech dochazi k inverzi, tedy ke dvojitému zlomu,
a opacnému pripojeni vylomeného useku. Béhem translokace se piesouva usek mezi
riznymi chromoSomy a béhem inzerce je vlozen usek z ciziho chromosomu. Kromé

uvedenych aberaci existuje 1 mnoho dalSich typi (Otova a kol. 2019).
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Obr. 3: Hyperdiploidni karyotyp pacienta s MM s pocetnimi i strukturnimi zménami chromosoma
(fotografie porizena na ULG LF UK a FN Plzen)
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1.2 CYTOGENETICKE LABORATORNI METODY

Pro cytogeneticka vySetteni je tfeba ziskat preparat, ve kterém jsou chromosomy ve
spiralizovaném stadiu misto dlouhych rozvolnénych vlédken. V tomto stavu je pak mozné je

pozorovat v optickém mikroskopu (Otova a kol. 2019).

Zakladni laboratorni metodou v cytogenetice je pruhovani chromoSomu, béhem
kterého dochazi ke vzniku typickych pruhu, jez jsou dale vyhodnocovany. Blize se tomuto
tématu vénuje kapitola 1.2.2. Vyznamna je také hybridizace in situ, pfi niz se vyuziva
znaceni chromosomtit DNA-sondami. Tento postup umoznil pozorovat ned¢lici se bunky
a hledat slozité chromosomové mutace, které se Casto objevuji u malignich onemocnéni.
Postupné byly objevovany rizné modifikace hybridizace in situ, napt. komparativni

genomova hybridizace nebo vicebarevna FISH (fluorescenéni hybridizace in situ).

Kromé hybridizace in situ l1ze pouzivat polymerazové fetézové reakce (PCR). Dnes
se pouzivaji jeji modifikace, naptiklad fluorescenéni kvantitativni PCR nebo MLPA

(Multilocus Ligase-dependent Probe Amplification) (Kocarek, Panek a Novotna 2010).
1.2.1 PRIPRAVA PREPARATU

Pro tvorbu cytogenetickych preparati je nutné najit vhodnou tkan, u které vétsi
mnozstvi bunék prochazi mitézou (naptiklad buniky kostni dfené, lymfocyty periferni krve
nebo bunky choriovych klkll). K takovym bunkam se po kultivaci ptidava kolchicin, ktery
poskozuje délici vieténko. Tim se zabrani napojeni spiralizovanych chromosom k vieténku
arozchodu chromatid. Déle se piidava hypotonicky roztok (obvykle roztok KCl), diky jemuz
se obsah jadra lépe rozprostie a oddali se od sebe jednotlivé chromoSomy. Preparat

s chromosomy rozprostienymi po celém jadie se fixuje.

Pokud je tfeba ziskat velmi ptesné vysledky, vyuziva se technika s vysokou
rozliSovaci schopnosti neboli HRT (High-Resolution Technique), béhem které se provadi

synchronizace déleni buné€k a aplikuje se mensi mnozstvi kolchicinu (Otova a kol. 2019).
1.2.2 BARVENI PREPARATU

Chromosomy se barvi riznymi barvivy pro jejich snazsi rozeznavani a porovnavani.
Pii klasickém barveni (solid stainning) se pouziva Giemsa-romanowskiho barvivo, diky
jemuz je mozné snadno odlisit jednotlivé chromoSomy, zjistit jejich pocet a ptipadné zmény

Vv jejich struktute (Kocarek, Panek a Novotna 2010).

10
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Pouzitim klasického barveni se v§echny chromoSsomy barvi stejnomérné, pokud ale
chceme dosdhnout odliSeni chromosomti od sebe, vyuziva se jind metoda, a to pruhovani
(banding). Piislusnymi barvivy béhem ni dochazi ke zbarveni svétlymi a tmavymi pruhy po

celém chromosomu (Otova a kol. 2019).

G-pruhovani (Giemsa) vyuziva ptsobeni enzymd, piedevSim trypsinu. Dale jsou
preparaty barveny Giemsovym barvivem. Tmavé pruhy znaci oblasti S malym poctem genil,
zatimco svétlé pruhy obsahuji znaéné mnozstvi gentd. Tyto pruhy jsou u kazdého
chromosomu jedine¢né a umoziuji tak hledat mutace. Vyhodou G-pruhovani je moznost
pozorovani vysledkli ve svételném mikroskopu, jde tak o nejméné financné néarocnou

techniku.

R-pruhovani (reverse) vyuziva proces Castecné denaturace DNA za specifickych
podminek (pH, teplota). Po obarveni Giemsovym barvivem vznikd opacny obraz nez
u G-pruhovani. Tato metoda se v Ceské republice nepouziva (Ko&arek, Panek a Novotna

2010).

Q-pruhovani (giunacrine) vyuziva barvivo chinakrin. Podle afinity pouzitého
fluorochromu k paru nukleovych bazi mizeme ziskat rozdilné obrazy. Pokud se barvivo
vaze k AT param, vysledek se podobd G-pruhovani, v ptipadé afinity k CG parim se
pruhovani podoba spiSe obrazu R-pruhovani (Kuglik 2000). Jde ale o metodu dnes jiz

nepouzivanou a financné€ nakladnou.

C-pruhovani (Constitutive heterochromatine banding) se ziska pouZzitim Giemsova
barviva v zasaditém prostiedi, docili se tak pfedev§im vybarveni Kkonstitutivniho
heterochromatinu. Diky velké variabilit¢ ve velikosti vzniklych pruhii se diive metoda

C-pruhovani pouzivala pfi testech otcovstvi.

Ag-NOR barveni (silver staining) vyuziva jako barvivo roztok dusi¢nanu stiibrného
a zvyraznuje oblasti NOR (organizatort jadérka), takZe se obarvuji hlavné kratka raménka

akrocentrickych chromosomu (Koc¢arek, Panek a Novotna 2010).

Pii N-pruhovani se extrahuje DNA a obarvuje se roztokem Giemsova barviva.
Vznikajici pruhy znaci organizatory jadérka, od Ag-NOR barveni se ale 1i8i intenzitou

(Kuglik 2000).

Pro zjistovani pisobeni mutagenii se voli metoda vymény sesterskych chromatid

(SCE). Dochazi zde k vymeéné useku DNA mezi chromatidami t¢hoz chromosomu. Béhem
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tohoto vySetfeni se mezi bunéénym délenim pifiddva bromdeoxyuridin do nové vzniklé
chromatidy, kterd se diky tomu barvi roztokem Giemsova barviva méné nez chromatida

puvodni (Otova a kol. 2019).
1.2.3 METODA FISH

Fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH) je zaloZena na denaturaci vySetfované
DNA, ke které se pridava sonda. Jako sonda se vyuziva jednovladknova DNA s navazanym
fluorochromem. Pfislusné dvé molekuly DNA se nasledné béhem hybridizace spoji na
zaklad¢ komplementarity vldken a vysledek je pozorovan ve fluorescencnim mikroskopu.
Vyhodou oproti klasickym pruhovacim metodam je, Ze FISH 1ze provadeét i u nedélicich se

bunék.

Jako sonda se oznaCuje uméle vytvofeny usek DNA komplementarni
Kk vySetfovanému useku chromosomu. Existuje né€kolik typi sond vhodnych pro tuto metodu,
konkrétni typ se voli dle potieby. Sondy miZeme délit na centromerické, lokus-specifické
a malovaci. Prvni typ pouziva repetitivni sekvence z oblasti priméarni konstrikce. Jsou
schopné rychle a pomérné snadno odhalit numerické aberace, a proto se ¢asto pouzivaji pti
prenatalnich vySetienich plodu k odhaleni nejéastéjsich postizeni zptisobenych aneuploidii.
Lokus-specifické sondy se navazuji k jednomu ur¢itému lokusu na chromosomu a odhaluji
naopak aberace strukturalni. Podle oblasti navazani je mozné tento typ sond dale d¢lit na
telomerické, které se vaZzou ke vSem telomeram, a subtelomerické piipojujici se jen k urcité
subtelomerické oblasti. Poslednim typem jsou sondy malovaci. Ty jsou tvofeny smeési
ulomkti DNA specifického chromosomu. Smés sond oznacuje cely chromosom a Ize tak
odhalit napftiklad translokacni nebo inzeréni mutace. Malovaci sondy jako jediné nelze

pouzit na jakékoli chromoSomy, ale pouze na metatazické (Otova a kol. 2019).
1.2.4 M-FISH

Mnohobarevna FISH (M-FISH, multicolour FISH) je modifikaci metody FISH,
beéhem které se vySetituje cely genom zaroven pomoci 5 riznych fluorochromil na ptitomnost
slozitych strukturdlnich piestaveb. Diky kombinaci ridznych fluorochromi vznika
dostate¢ny pocet sond pro odliSeni vSech chromosomi. Fluorescencni mikroskop musi byt
vybaven tizkopasmymi filtry pro kazdou sondu. Vysledny obraz vytvaii pocitacovy program

v

slozenim vSech snimkll a vyhodnocenim obrazli. Nejpiinosné&j$i je tato metoda pro
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onkocytogenetiku pifi vysetfovani nddort, nebot v nich dochazi k velkému mnozstvi

ptestaveb soucasn¢ (Kocarek, Panek a Novotna 2010).

Tato metoda se pouziva i pfi mnohobarevném pruhovani mBAND (multicolour
banding), u které podrobné sledujeme barevné pruhovany jeden chromosom. Malovaci
sondy pro toto vySetieni jsou komplementarni jen k ur¢itému useku na chromosomu (Otova

akol. 2019),

Metoda SKY (Spectral Karyotyping) je také modifikaci metody M-FISH. Vyuziva
stejny princip sond, rozdil je ovSem v mikroskopu, ktery snima vysledky (Kocarek, Panek
a Novotna 2010). Pocitacovy program méii spektra jednotlivych chromosomovych part

a pridéluje jim stanovené barvy, tento vysledek lze pak analyzovat (Michalova 1999).
1.2.5 METODA CGH

Komparativni genomova hybridizace (CGH, Comparative genome hybridisation)
slouzi ke srovnani genomi a odhalovani nebalancovanych odchylek u v§ech chromosomu
zaroven. Nejvetsi uplatnéni nachazi pti vySetiovani nddort, ale 1ze ji pouZit i pii prenatalnich
vySetfenich (Otova a kol. 2019).

I tato metoda funguje na bazi hybridizace, ale ke kontrolnim metafazickym
chromosomim ptidavame dvé DNA opatiené odlisnymi fluorochromy ve stejném poméru.
Jako sondy se zde vyuzivaji DNA vySetiovaného vzorku a DNA zdravého jedince
S fluorochromy. Béhem hybridizace sledujeme zménu poméru zbarveni u vSech
chromosomii. Pokud ptevlada hybridizace s nadorovou DNA, je v oblasti zmnoZeni,
a naopak pokud se objevuje vice komplementarity s kontrolni DNA, v oblastech se vyskytuji

delece (Kocarek, Panek a Novotna 2010).
1.2.6 ARrRAYCGH

Array CGH je ¢ipova metoda odvozend od chromosomové CGH. Misto hybridizace
s normalnimi chromosomy jako u CGH se zde sondy ptidavaji k velkému mnozstvi kratkych

usekli DNA na mifizce. Metoda umoznuje piesnéjsi identifikaci deleci a amplifikaci

u velkého mnozstvi genomu zaroven (Otova a kol. 2019).
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2 CYTOGENETICKA NOMENKLATURA ISCN

Mezinarodni systém pro lidskou cytogenetickou nomenklaturu (ISCN, An
International System for Human Cytogenetic Nomenclature) je celosvétové uznavany
zpisob popisu a vyhodnocovani chromosomi na zakladé jejich pruhovani. Poprvé byl
sestaven v Patizi v roce 1971, ale od t¢ doby prosel mnoha upravami. Nejnov¢jsi verze

pochazi z roku 2020.

Chromosomy se tadi dle velikosti od nejvétsiho po nejmensi. Pokud jde o autosomy,
jsou jim pfifazovana ¢isla od 1 do 22, jako posledni se uvadi par gonosomu a znaci se XX

u zeny, XY v piipadé muze (Obr. 4).

Na zaklade¢ velikosti se chromosomy daji délit do 7 skupin znacenych pismeny A—-G.
Skupina A zahrnuje tfi nejvétsi metacentrické pary (1.-3. par). Ve skupiné B nachézime dva
nejvetsi submetacentrické pary (4. a 5. par). Do skupiny C se tadi stfedné¢ velké
submetacentrické nebo metacentrické chromosomy (6.—12. par) a chromosom X. Skupina D
se sestava z akrocentrickych chromosomu se satelity (13.—15. par). Ve skupiné E jsou
pomérné kratké metacentrické a submetacentrické pary (16.—18. par). Ve skupiné F se
nachazi dva pary kratkych metacentrickych chromosomd (19. a 20. par). Skupina G obsahuje
kratké akrocentricke pary se satelity (21. a 22. par) a chromosom Y (Kuglik 2000).
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Obr. 4: G-pruhovani lidského karyotypu (Shaffer a Tommerup 2005)
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2.1 PRAVIDLA ZAPISU CHROMOSOMU

Kazdé z ramen chromosomu (p i q) se déli na oblasti, ty se dale rozdéluji na pruhy
odliSené intenzitou zbarveni. Diky metodé¢ HRT bylo mozné dalsi rozliSeni pruhii na
subpruhy. VSechny ¢asti jsou popisovany fimskymi ¢islicemi ve sméru od centromery
k telomeram (Obr. 5).
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Obr. 5: Idiogram G-pruhovani normalniho lidského chromosomu
v riznych stupnich rozliseni (300, 400, 550, 700 a 850 pruhti) (Shaffer
a Tommerup 2005)

Pokud oznacujeme konkrétni pruh, musime uvést 4 informace. Jako prvni zapiSeme

¢islo piislusného chromosomu, dale pismeno raménka, ¢islo oblasti, a nakonec ¢islo pruhu.
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Pfi znaceni subpruhu se jeho ¢islo uvadi za desetinnou tecku. Napiiklad 1. subpruh 4. pruhu

Vv oblasti 3 na q raménku autosomu 7 se zapise jako 7q34.1 (Kuglik 2000).
2.1.1 METODA HRT

V roce 1981 byla cytogenetickd nomenklatura speciadlné upravena pro potieby
metody HRT (High-Resolution Technique), ktera se aplikuje na profazni a prometafazni

chromosomy, oproti standardnim metodam pouzivanych na metafaznich chromosomech.

Metoda HRT se da pouzit na chromosomy v riznych stadiich bunécného cyklu
(profazni, prometafazni nebo interfazni). Diky raznému stddiu kondenzace téchto

chromosomit miizeme ziskat odlisné mnozstvi pruht, obvykle je mozné rozlisit 300, 400,

550, 700 nebo 850 pruhi (Shaffer a Tommerup 2005).
2.1.2 7ZKRATKY

Pro snaz$i zapis abnormalit a mutaci byl sestaven mezinarodni systém zkratek,
z nichz nékteré jsou zde uvedeny (Kuglik 2000). Pokud se v zapisu objevuje vic nez jen
jedna abnormalita, zapisuji se zkratky za sebou a jsou oddéleny pouze mezerou (Shaffer

a Tommerup 2005).
add — nadbyte¢ny material neznamého ptivodu
b —zlom
<> —zavorky oznacujici ploidii
[ 1 zavorky oznacujici pocet bun¢k
cen — centromera
chr — chromosom
cht — chromatida
() — misto zlomu
(::) — misto zlomu a spojeni
del —delece
de novo (dn) — nezdédéna chromoSomova aberace
der — odvozeny chromosom

dic — dicentrik
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dup — duplikace

e — vyména

fra — fragilni misto

h — heterochromatin, konstitutivni
hsr — homogenné¢ se barvici oblast
I — izochromosomy

inc — nekompletni karyotyp

ins — inzerce

inv — inverze

mar — markerovy chromosom

mat — mateiského piivodu

min — drobny acentricky fragment
(-) — ztrata

(%) — mnohonasobné kopie pozménéného chromosomu
or — alternativni vysvétleni

p — kratké raménko chromosomu
pat — otcovského ptivodu

Ph — Filadelfsky chromosom

(+) — prirdstek, ziskani

g — dlouhé raménko chromosomu
(?) — sporna identifikace

I — kruhovy chromosom

rea — znovuspojeni

rec — rekombinantni chromosom

s — satelit

sce — sesterska chromatidova vyména
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sct — sekundarni konstrikce
t — translokace
tel — telomera
ter — terminalni
2.1.3 0zZNACOVANIi ABERACI

Pti zapisu karyotypu uvadime celkovy pocet chromosomt a za ¢arku bez mezery
piSeme typ gonosomalniho péru. Zapis u zdravého jedince je pak 46,XY u muze a 46,XX
u zeny (Kuglik 2000).

2.1.3.1 Obecna pravidla

V piipad€ mutaci na jednom chromosomu se jeho Cislo uvadi v kulatych zavorkach
za zkratkou dané aberace. Pti zapisu vicerych chromoSomovych aberaci nejprve uvadime
zmény gonosomu (X ma piednost pfed Y chromosomem), poté¢ zmény autoSomalnich
chromosomii v jejich vzestupném potadi a oddélené carkou. Numerické aberace maji
pfednost pred strukturnimi. Pokud se objevi vice strukturnich aberaci zaroven, uvadime je

V abecednim potadi. Kruhové a markerové chromosomy se zapisuji jako posledni.

Pokud se zména tyka vice chromosomd, odd€luji se jejich Cisla v zavorce stitednikem
(naptiklad t(3;8)). Vyjimku z tohoto pravidla tvofi pfipad, kdy odlomena cast jednoho
chromosomu je inzertovana v misté zlomu druhého chromosomu. V takovém piipadé se

jako prvni uvadi ten chromoSom, ke kterému se zlom pfipojil (napt. ins(8;6)).

U ptipadd sporné identifikace se pouziva otaznik (?) ptfed nejistym udajem. Ve
spojitosti s timto se muzZe objevovat i ,,0r, pokud je uvedena alternativni interpretace.
Symbol ptiblizné (~) oznacuje urcity interval a pouziva se, pokud nelze uréit pfesnou polohu
zlomu, ale jen pfibliZznou oblast jeho vyskytu. Pokud kviili $patné kvalit€ chromoSomil neni
mozné vytvofit kompletni karyotyp, pouziva se zkratka ,,inc* oddélend ¢arkou na konci
Zapisu.

Zmeéna délky heterochromatinu nebo satelitu se vyjadiuje znaménkem plus (+) nebo
minus (—) za symbolem heterochromatinu (h) nebo satelitu (s), aby se tak tyto ptipady daly

odlisit od zmén v délce raménka chromosomul.
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Pokud je zndm ptiivod mutovaného chromoSomu, pfipisuje se bez mezery za popis
aberace znacka mat (matetského ptivodu) nebo pat (otcovského plivodu). Zmény nezdédéné

od rodi¢i se oznacuji (dn) ,,de novo* (Shaffer a Tommerup 2005).
2.1.3.2 Zapis numerickych aberaci

U numerickych aberaci se ztrdta autoSomu oznacuje znaménkem minus (—)
a prebyvajici autosom znaménkem plus (+) pted jeho ¢islem. Pokud je plus nebo minus za
symbolem raménka, zna¢i zménu jeho délky (napf. 6p+) (Shaffer a Tommerup 2005).
U vrozenych pocetnich zmén gonosomu se mutace vyjadiuje piipsanim daného X nebo Y,
popf. jejich vynechanim (Kuglik 2000). U nadorovych karyotypt se uzivd znaménka (+) ¢i

(—) v souvislosti s gononsomy pro odliseni ptipadi ziskanych nadorovych zmén.

Znaménko krat (X) oznaCuje mnohonasobné kopie u chromosomu s aberacemi,

nepouziva se ovsem pro zmnozené normalni chromosomy.

Ploidie se zapisuje do $picatych zavorek (< >) za pocet chromosomu. VSechny
pocetni zmény se dale vyjadiuji ve vztahu k urcité ploidii (napft. u diploidie ke 46) (Shaffer

a Tommerup 2005).
2.1.3.3 Zapis strukturnich aberaci

Strukturni chromoSomové abnormality se zapisuji pomoci vySe uvedenych zkratek.
Cislo chromosomu, na kterém se mutace objevuje, se uvadi v zavorce za piislusnou
zkratkou. V piipadé mutaci zahrnujicich vice chromosomu se jejich ¢isla oddéluji
sttednikem a ve vzestupném potadi, gonosomy se uvadi jako prvni. Pokud je normalni
chromosom nahrazen zmutovanym, ztrata normalniho chromoSomu se nezapisuje zvlast

a do karyotypu se promitne pouze pozménény chromosom (Shaffer a Tommerup 2005).

Misto vzniku abnormality se zapisuje do dalsi kulaté zavorky pomoci ¢isla pruhu.
| v tomto ptipad¢ se dvé mista zlomu oddéluji sttednikem a pokud v zdpisu stfednik chybi,
ob¢ piestavby se nachédzeji na tomtéz chromosomu (Kuglik 2000). Jako prvni se uvadi zlom
na krat$im raménku, aZ poté se zapisuje zména na del$im raménku. V situaci, kdy oba zlomy

jsou na stejném raménku, jsou pruhy zapsany ve vzestupném potadi.

Derivovany chromosom (der) vznika strukturni pfestavbou zahrnujici vice
chromosomii nebo vice aberaci v ramci jednoho chromoSomu, ale centromera musi byt bez

zmén. Oproti tomu rekombinantni chromoSom (rec) vznika crossing-overem pii meiotickém
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déleni. Oznaceni Filadelfsky chromosom je vyhrazeno pro popisovani derivovaného

chromosomu 22, ktery vznika translokaci t(9;22)(q34;q11.2).

Markerové chromosomy (mar) jsou strukturné pozménéné chromosomy, u kterych
neni mozné identifikovat zadnou ¢ast (pokud by bylo mozné identifikovat néjakou ¢ast, jde
o derivovany chromosom, ne markerovy). Pfi zapisu karyotypu se pted zkratku umistuje
plus (+). Pokud se objevuje vice markerovych chromosomd, rozlisuji se pfipsanim ¢isla za
znacku (napf. marl a mar2). Mnohocetné kopie markerového chromosomu se znaci

symbolem pro nasobeni (napi. marl x 3 atd.).

Vyskyt dvou a vice kopii aberovaného chromosomu se zapisuje znaménkem krat (x)
a Cislem oznacujici pfislusny pocet kopii za zapisem abnormalit. Toto znaceni se ale

nepouziva pro zmnoZzeni po¢tu normdlnich chromosomu (Shaffer a Tommerup 2005).
2.1.3.4 Systémy pro zapisovani strukturnich aberaci

Pro zéapis karyotypu u strukturnich aberaci je mozné pouzivat dva systémy, a to

kratky a detailni.

U kratkého systému se zapisuje typ piestavby a v zavorkach jsou specifikovana mista
zlomt (oblasti a pruhy). Tento zplsob zépisu poskytuje informace o vSech pruzich, které
protoze kratky systém nemuize dostatecné popsat zmény. Je mozné pouzit kombinaci obou

zpusobi.

Detailni systém nejenze popisuje typ zmeény, ale i definuje sloZeni pruhl v dané
aberaci. V tomto systému se vyuzivaji dalsi znacky umoziujici pfesnéjsi popis. Dvojtecka
(:) znaci zlom na chromosomu a dvojita dvojtecka (::) znamena zlom a spojeni. Pro
znazornéni od—do se pouzivaji Sipky (— nebo —>). Konec raménka zapisujeme pomoci
pismene piislusného raménka a znackou ter (napf. qter), pro centromeru se pouziva znacka

(13

,»cen‘.

Zapis karyotypu pomoci kratkého systému mize vypadat napiiklad takto
46,XX,ins(3)(p15g21q32) a zapis stejného karyotypu pomoci detailniho systému by vypadal
takto 46,XX,ins(3)(pter—p15::q32—q21::p15—q21::q32—qter) (Shaffer a Tommerup
2005).
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2.2 ZAPIS VYSLEDKU METODY IN SITU HYBRIDIZACE

Pro hybridizaci in situ byla zavedena specialni cytogeneticka nomenklatura

specificka pro jeji vysledky. Mlzeme se setkat s témito zkratkami (Shaffer a Tommerup

2005).

2.2.1

(+) — ptitomny signal

(=) — chybgjici signal

++ — zdvojeny signal

. —oddéluje vysledky cytogenetickych pozorovani od vysledku hybridizace in situ
; — odd€luje sondy na rtiznych chromosomech

amp — amplifikovany signal

con — spojené signaly

dim — snizena intenzita signalu

enh — zvysena intenzita signalu

ish — in situ hybridizace (u profaznich nebo prometafaznich chromosomu délicich se

bunc¢k)
fish — fluorescencni in situ hybridizace
mv — pfemistény signal
nuc/nucish — jaderna nebo interfazni ISH
sep — oddélené signaly
subtel — subtelomericky
wcp — celochromosomova malba
ZAPIS IN SITU HYBRIDIZACE U PROFAZNICH A METAFAZNICH CHROMOSOMU

Pokud je vzorek vySetfovan klasickymi cytogenetickymi metodami a in situ

hybridizaci (ISH) zarovei, uvadi se vysledky ISH jako druhé a za zkratkou ish, oddélenou

mezerou a teckou (Kuglik 2000).

U strukturné zménénych chromosomii se za ,,ish* zapisuje znacka strukturni aberace,

Vv zavorce Cislo chromosomu, v dalsi zavorce mista zlomt a v nasledujici zdvorce se uvadi
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lokusy, na kterych byly sondy pouzity. Lokus se oznacuje velkymi pismeny, je nasledovan
symbolem (+), pokud je pfitomen nebo symbolem (—), pokud chybi. Jednotlivé zdznamy 0

lokusech se oddéluji ¢arkou.

V piipadé, ze byl vySetfovan normalni chromosom, za zkratkou ish se bez zavorek
zapise Cislo chromoSomu, oblasti, pruhu a pifipadné subpruhu, ktery byl testovan.
V nasledujici zavorce se uvadi zkoumany lokus, znaménko nasobeni (x) a pocet

zaznamenanych signalt (Shaffer a Tommerup 2005).
2.2.2 7ZAPIS SUBTELOMERICKE IN SITU HYBRIDIZACE U METAFAZNICH CHROMOSOMU

U subtelomerické FISH dochazi zaroven k hybridizaci vSech 41 unikatnich konct

chromosomi. Pro zapis je dostacujici kratky systém (Shaffer a Tommerup 2005).
2.2.3 ZAPIS JADERNE IN SITU HYBRIDIZACE A HYBRIDIZACE INTERFAZNICH CHROMOSOMU

Vysledky jsou zapisovany za zkratkou nuc ish a do zavorky se uvadi oznaceni lokusu,
jednotlivé lokusy se odd€luji ¢arkou. Znaménkem krat (x) a Cislem znazornujeme pocet

zaznamenanych signali.

V piipadé pouziti vice sond na stejném chromoSomu se jejich potadi uvadi od konce
p raménka po konec q raménka. Pokud je testovano vice lokust na riznych chromosomech,
nejprve se zapisuji vysledky gonosomi a za nimi vysledky autosomu ve vzestupném potadi.
U vySetteni nadorti se na konci zapisu v hranatych zavorkach uvadi i pocet testovanych
bunék. V pfipadé, Ze se provadi metafazni i interfazni FISH zaroven, se jejich vysledky piSou

kazdy na vlastni fadek (Shaffer a Tommerup 2005).
2.2.4 KOMPARATIVNI GENOMOVA HYBRIDIZACE (CGH)

Béhem komparativni genomové hybridizace (CGH) dochazi zaroven k hybridizaci
DNA testovanych chromosom a kontrolni DNA z buiiky, u niz zndme karyotyp. Kazdy ze
vzorkli se oznaci odlisSn€ a je hybridizovan s normalnimi referenénimi metafaznimi
chromosomy. Touto metodou je mozné zjistit poCetni a nebalancované zmény (Shaffer

a Tommerup 2005).
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3 NADOROVA CYTOGENETIKA

Nadorova cytogenetika neboli onkocytogenetika je podoborem cytogenetiky, ktery
studuje chromosomové aberace u nadort. V nddorovych buiikach se jednd predevsim
0 odchylky ziskané, nikoliv vrozené. Nador je tvofen vétSinou riznorodymi bunikami i ptes
to, Zze primarné pochézeji ze stejné pocatecni bunky, a déje se tak v disledku nestability
nadorovych bunék. Cely karyotyp tak i nadale neni béhem jednotlivych déleni bunck

stabilni.

Prilomovy pro nddorovou cytogenetiku byl objev filadelfského (Ph) chromosomu
U pacientti s chronickou myeloidni leukemii (CML). Tento aberantni chromosom se
vyskytuje specificky u CML a vznika reciprokou translokaci mezi 9. a 22. chromosomem
(Obr. 6). Na zakladé tohoto objevu se zintenzivnil vyzkum malignich bun¢k a ptedpokladalo
se, ze kazdé nadorové onemocnéni ma néjaky typicky cytogeneticky marker. Ackoli pak
byla objevena fada chromosomovych zmén typickych pro urCité typy nadort, tento

predpoklad se ale zcela nepotvrdil.

46.XX.1(9:22)(q34:q11)
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Obr. 6: Karyotyp pacienta s chronickou myeloidni leukemii a typickym filadelfskym chromosomem -
derivovanym chromosomem 22 (fotografie potizena na ULG LF UK a FN Plzen)

Velmi vyznamny pro onkocytogenetiku byl dale rozvoj metod hybridizace in situ
(napt. metoda FISH) a kultivace bungk in vitro, diky kterym je dnes mozné pozorovat zmény

az na molekularni trovni (Michalovéa 1999).
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Sledovani genetickych zmén na riznych urovnich u pacientt s nadory je klic¢ové pro
uréeni typu onemocnéni a jeho ptivodu (Kocarek, Panek a Novotna 2010). Podrobné znalosti
jednotlivych nadorovych onemocnéni dale slouzi jako podklad pro zvoleni nejvhodnéjsiho

typu terapie a stanoveni prognozy (Kolar 2003).
3.1 NADOROVE BUNKY

Nadorové buiikky se vyznacuji nekontrolovanym dé€lenim (Michalova 1999).
Nadmérné bunécné déleni je béznym procesem v organismu, ktery ale podléha regulacnim
mechanismiim. Néador vznikd poruchou téchto mechanismi (Kolaf a kol. 2003).
K nadorovému bujeni dochazi v dusledku genetické zmény v urcité oblasti gend, a to bud’

u onkogentl nebo antionkogenti (Michalova 1999).

Pokud se buiiky nedostavaji do jinych organt a nevznikaji metastdzy, jde o nador
nezhoubny (benigni). V piipade, ze nddorové bunky proristaji do okolnich organti a vytvari

dalsi loziska, vznika nador zhoubny (maligni) (Kolar a kol. 2003).
3.1.1 ONKOGENY A ANTIONKOGENY

Onkogeny, nebo také protoonkogeny, jsou bézné geny, které se ptirozené vyskytuji
Vv buiikach a koduji proteiny podilejici se na fizeni bunééného ristu. Nadorové bujeni je
spusténo v momenté, kdy dojde k mutaci téchto genti. Tato mutace mtize zpusobit ztratu
schopnosti regulovat rist a dochazi pak k nekontrolovanému déleni (Michalova 1999).
Zminéné geny maji tendenci piisobit dominantné, sta¢i tedy mutace jednoho chromosomu
V homolognim paru (Kuglik 2000). U pacientti s CML pfi translokaci mezi chromosomy 9
a 22 dochazi k dobie popsané mutaci geni BCR a ABL a u akutni lymfatické leukemie je
pozménén onkogen MYC. DalSimi ¢astymi onkogeny mohou byt napiiklad geny ERBB,
PIM, MOS nebo MYB.

Antionkogeny, dnes ptfesnéji oznacované jako nadorové supresorové geny, jsou také
béZné pfitomny v buiikdch. Ke spusténi bujeni ale vétSinou nedochdzi v diisledku mutace,
nybrz ztraty (delece) téchto genti (Michalova 1999). Vzhledem k tomu, Ze antionkogeny
byvaji spise recesivni, musi dojit ke ztrat€ u obou chromosomu daného paru (Kuglik 2000).

Casto postizenymi geny byvaji napiiklad gen RB1, WT1 nebo APC (Kolaf a kol. 2003).
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3.1.2 KARCINOGENY

Karcinogeny jsou latky, které mohou vyvolavat mutace, a tim padem zpusobovat
nadorové bujeni. Jde o latky vyskytujici se v prostiedi vice ¢i méné bézn¢. Lze je d€lit na
chemické (rizné chemické slouceniny, napt. metylnitrosmocovina, dimetylbenzantracen
nebo aflatoxin B1), fyzikalni (ionizujici zafeni jako napt. Céstice zafeni a, B, v a X, UV
zareni) a biologické (viry, napi. Epstein-Barav virus, lidsky herpeticky virus 8, papovaviry
nebo virus hepatitidy B) (Kolat a kol. 2003).

3.2 VYSETROVANi CHROMOSOMU MALIGNiCH NADORU

Vysetiované vzorky by mély obsahovat nadorové (neoplastické) bunky. Obvykle se
provadi odbéry kostni dfen¢ u hematologickych onemocnéni nebo periferni krve
Vv piipadech, kdy je vzorek kostni dfené pfili§ sloZité ziskat. VySetfovani solidnich tumort

vvvvvv

vzorek tkané tumoru (Michalova 1999).
3.2.1 VYSETRENi KOSTNI DRENE

Odbéry kostni diené se nejéastéji provadeéji ze sterna (kosti hrudni), pro vlastni
vysetieni je podminkou piedevsim obsah déleni se schopnych bundk ve vzorku. Usp&snost

u tohoto vySetieni je vysokd, udava se okolo 80 %.

Jednim ze zplisobt ziskdvani cytologickych preparati je pfima sklizent chromosom1l,
kdy se Cerstvé odebrané bunky pievedou do rustového media. Dale se pfida heparin
a kolcemid a po par hodinach se vzorek zpracuje. Tato metoda se ukazala jako malo GispéSna

(asi 50 %) a pro nékteré typy onemocnéni nevhodna.

U leukemickych bun¢k se casto pouziva kratkodoba kultivace, kterd trva 2448
hodin. Pouziva se zde odlisné kultiva¢ni medium (nejCastéji RPMI 1640) a je nutné piidat

fetalni teleci sérum a antibiotika.

Pokud chceme ziskat vét§i pocCet prometafaznich a metafaznich chromosomi, je
mozné pouzit nékolik latek blokujicich bunéény cyklus, ¢imZ docilime synchronizace
bunécéného déleni. Jednou z téchto latek je metotrexat (MTX), ktery blokuje bunéény cyklus
v S fazi, jeho ucinky lze vyrusit mediem bohatym na thymidin. U nékterych typt leukemii
byl ale zjistén nezadouci uc€inek metotrexatu, pouzivaji se proto i jiné metody synchronizace,

naptiklad pouzitim chladu (4 °C) (Michalova 1999).
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3.2.2 VYSETRENI PERIFERNI KRVE

Vysetteni periferni krve se pouzivd u onemocnéni, béhem kterych se vyplavuji
postizené bunky do krve. Pak je mozné aplikovat kratkodobou kultivaci v ristovém mediu
a s antibiotiky a telecim sérem. Mnozstvi krve pro kultivaci se odviji od poctu piitomnych

leukocytu.

Pro stimulaci dé¢leni B lymfocytd se pouzivaji rizné mitogeny, napf.
12-0-tetradecanoyl phorbol-13-acetat (TPA), Epstein-Bartv virus (EBV), lipopolysacharid
(LPS) a protein A. Pokud chceme kultivovat T lymfocyty, pouziva se mitogen PHA
(phytohaemaglutinin) (Michalova 1999).

3.2.2.1 Solidni tumory

U solidnich tumorti je mozné pouzit rtizné metody s odliSnym zpracovanim
I zptisobem odbéru preparatu.

Jednou z moznosti je vySetieni tzv. vypotku, coZ je tekutina vznikajici pii nadorovém
rustu. Zpracovani preparatu je snadné, komplikace vznikaji az pfi vyhodnoceni, protoze

nékteré chromosomové aberace vznikaji pii pozdé¢jsich délenich a nelze z toho urcit ptivodni

karyotyp nadoru.

DalSi moznosti je ptima sklizen bun¢k tumoru. V takovém ptipad¢ je nutné odebrat
vzorek, ktery se upravi kolagendzou a trypsinem. Poté se preparat zpracuje stejné jako bunky

kostni dfen¢ (Michalova 1999).
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4 MNOHOCETNY MYELOM

Mnohocetny myelom (angl. multiple myeloma) je maligni onemocnéni postihujici
kostni dieni a proces krvetvorby. Nazev vznika odvozenim od feckého vyrazu pro kostni dien
(myelé) a pridanim -om. Vzhledem k tomu, ze se pii onemocnéni vyskytuje vice lozisek,
pouziva se termin mnohocetny (Adam, Krej¢i, Vorlicek a kol. 2008).

ey ee

mnohocetny myelom byl zaveden az v roce 1873. Na pielomu 19. a 20. stoleti se zacalo
nemoci vénovat vice pozornosti a byl prokazdn vztah s plasmatickymi buitkami
(plasmocyty). V pribéhu 20. stoleti byly zlepSovany diagnostické metody a zpusoby 1é¢by
(Spicka et al. 2005).

Mnohocetny myelom je druhé nejcastéjsi zhoubné hematologické onemocnéni
a objevuje se u 3—4 osob na 100 000 (Adam, Krej¢i, Vorlicek a kol. 2008). Onemocnéni se
typicky vyskytuje u pacienti vy$siho véku, pramémy vék pii diagnoze je 60 let. Castéji se
objevuje u muzl nez u Zen, asi v poméru 3 : 2. Vyssi vyskyt onemocnéni je u Afroameric¢ant,
v ramci Evropy je vy$si procento nemocnych v zemich severni Evropy. V Ceské republice

se pocet pacientl postupné zvysuje.

Konkrétni pfi¢ina vzniku onemocnéni neni znama, ale riziko propuknuti
mnohocetného myelomu pravdépodobné zvySuje rizikové prostfedi (chemické, fyzikalni

i biologické karcinogeny) i genetické predispozice (Spicka et al. 2005).
4.1 VZNIK ONEMOCNEN]

Mnohocetny myelom vznikd genetickou aberaci lymfocytu, ktery se dale mnoZi.
Takto vzniklé buniky se méni na buiiky plasmatické produkujici cytokiny. Kromé cytokinti
jsou produkovany i monoklonalni imunoglobuliny (Ig). Ty se mohou vazat na rlizna mista

V Organismu a zpusobovat mnohé problémy (Adam, Krej¢i, Vorli¢ek a kol. 2008).
4.1.1 BLYMFOCYTY

B lymfocyty vznikaji diferenciaci z kmenové bunky v kostni dfeni, ¢asem se
dostavaji do krve a nakonec se usidluji v lymfatickych organech, kde dozravaji. Prvotni
vyvoj téchto lymfocytl probiha bez jakékoli navaznosti na antigeny a je typicky pfesunem
gentl kodujicich produkei imunoglobulint. Cely proces je kontrolovan a nefunkéni buiky

jsou likvidovany apoptozou. Dal§i vyvoj v lymfatickych organech je stimulovan az
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ptitomnosti antigenu. V takovém piipadé se B lymfocyt méni bud’ na plasmatické bunky

syntetizujici imunoglobuliny nebo na pamét'ové bunky.

Nadorové premény vznikaji obvykle v pozdéjsich fazich vyvoje B lymfocytu
a nejcastéji se setkavame s malignimi zralymi plasmocyty. Oproti funk¢nim plasmatickym
bunkdm maji nizsi sekreci imunoglobulind, dlouhou Zivotnost, netypické umisténi v kostni

dfeni a schopnost nahrazovat zdravé plasmocyty (Spicka et al. 2005).

Maligni plasmocyty se vyznacuji bazofilni cytoplasmou a n¢kdy také vyS$im poctem
jader. V nékterych piipadech je mozno pozorovat Rousselova téliska, ktera se barvi ¢ervené.
Celkovy pocet téchto plasmocyti mize byt v odebraném vzorku kostni dien¢ vyssi, nez by

byl pocet normdlnich plasmatickych bun¢k u zdravého ¢lovéka (Lexova a kol. 2000).
4.1.2 IMUNOGLOBULINY

Imunoglobuliny syntetizované B lymfocyty se skladaji z n€kolika lehkych a tézkych
fetézcl. Na jejich povrchu jsou vazebnd mista pro antigeny (tzv. idiotypy), podle jejichz

struktury je mizeme fadit do nasledujicich skupin — IgA, IgD, IgE, 1gG a IgM.

IgM je produkovéan pfi primarnim setkani s antigenem, hraje dtlezitou roli pfi
aktivaci komplementu a vzniku zanétu, je zakomponovan jako receptor v membrané
B lymfocytl. IgG je velmi podobny IgM, ale lisi se afinitou. IgA je dileZity pro ochranu

sliznic a IgE se podili na aktivaci zirnych bun¢k a ochrané proti parazitim.

Funkéni plasmocyty produkuji polyklonalni imunoglobuliny s odlisSnymi idiotypy.
Zmutované plasmatické bunky ale syntetizuji Ig jen s jedenim typem vazebného mista, tzv.
monoklonalni imunoglobuliny. Tyto dysfunkéni plasmocyty postupné nahrazuji v kostni
dieni buiiky funkéni a do krve se vyplavuji pouze monoklondlni imunoglobuliny (Spi¢ka
et al. 2005).

4.1.3 CYTOKINY

Cytokiny jsou produkovany lymfocyty a tvoii sit, kterd umoziuje vzajemnou
interakci lymfocytl. DileZzité jsou také pfi vzniku mnohocetného myelomu, nebot’ ovliviiuji
bunécnou proliferaci a odumirani bunék. Mohou zaroven zpisobovat n€které komplikace

jako naptiklad ubytek hmotnosti nebo zvyseni teploty (Spicka et al. 2005).
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4.2 PRIZNAKY ONEMOCNEN{

Jednim z nejcastéjSich piiznakii mnohocetného myelomu jsou bolesti kosti, obvykle
Vv oblasti zad, které trvaji delsi dobu a zvySuji svou intenzitu. Miize dochazet i k riznym
zlomeninam bez jakékoliv vnéjsi pfiCiny (Adam, Krej¢i, Vorlicek a kol. 2008). To je
zpusobeno nahromadénim malignich plasmocytd v kostni dieni. Jejich pfitomnost v dané
oblasti zvySuje aktivitu osteoklasti, a tim 1 intenzitu odbouravani kostni tkdn¢ a vyplaveni
vapenatych iontli do krve. Pokud dochazi ke zlomenindm obratlli, miize se pacientova vyska

zmengovat (Maisnar, Popkova a Stork 2022).

Vznik monoklonalnich imunoglobulini a jejich ¢asti miize také zptisobovat selhani
ledvin. Pfi filtraci krve se zvySenym obsahem téchto latek v ledvinach dochazi k ucpavani
kanalkt a k ptetizeni resorpce latek. Imunoglobuliny se poté dostavaji do moci. Disledkem

této dysfunkce je zadrzovani dusikatych latek v ledvinach.

U pacientl s mnohocetnym myelomem mtize dochazet ke snizeni imunity. Snizuje
se produkce a omezuje se funkce B i T lymfocytl. To se projevuje zhorSenym pribéhem

a Cast¢jSim vyskytem infekénich onemocnéni, pfedevsim bakteridlnich.

Zna¢né mnozstvi pacientd trpi anémii, coz lze pozorovat jako unavu, krvaceni
a poruchu srazlivosti krve. V organismu se snizuje pocet krevnich desticek, v nékterych
ptipadech dochdzi ke sniZeni poctu vSech krevnich bun€k. Jde o disledek produkce
cytokint, rozsifeni nadoru v kostni dieni, a tim omezeni krvetvorby (Adam, Krej¢i, Vorlicek
a kol. 2008).

V neposledni fadé mize byt postiZzena i nervova soustava. Pacient nékdy pocit'uje
brnéni koncetin, sniZenou citlivost nebo oslabeni svéracich svalii (Maisnar, Popkova a Stork

2022).
4.3 DALSI FORMY MYELOMU

Rozvinuti vlastniho mnohocetného myelomu pfedchézi faze MGUS (monoklonalni
gamapatie nejisttho vyznamu). MGUS se vyznacuje piitomnosti monoklondlniho
imunoglobulinu v krvi nebo mo¢i u pacientii bez nadorového onemocnéni (Spicka et al.
2005). Tento stav ale obvykle nema Z4adné projevy typické pro mnohocetny myelom

a nezpusobuje pacientovi potize. Jeho diagndza je proto obtizna a vétSinou jen ndhodna.
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Pokud se MGUS rozvine v mnohocetny myelom, muze nastat faze doutnajiciho
myelomu (smoldering myeloma). Tento stav lze jednozna¢né diagnostikovat vySetfenim
kostni dfené¢ nebo moci a krve. Onemocnéni je ale stadle asymptomatické a byva obvykle

pozorovano bez 1éCby.

Plasmocelularni leukémie je vzacnéjsi a zaroven agresivnéjs$i formou mnohocetného
myelomu. Typické je vyplavovani malignich plasmatickych bun¢k do periferni krve.
Projevuje se stejné jako mnohocetny myelom a také jako leukémie (Maisnar, Prokopova

a Stork 2022).

Jako solitarni plasmocytom se oznacuje stav, kdy je v téle pouze jedno maligni
lozisko. V n¢kterych ptipadech se lozisko muze vyskytovat i mimo kostru, nejcastéji

v dychaci soustavé. Chybi zde typické projevy mnohoéetného myelomu (Spicka et al. 2005).
4.4 DIAGNOSTIKA

Pro stanoveni diagndzy mnohocetného myelomu se musi u pacienta objevovat tyto
tf1 typické projevy — naruSeni kostni dfen¢ malignimi butikami, pfitomnost monoklonélniho
imunoglobulinu a zvySena troven odbouravani kostni tkané. V nékterych postupech se jako
tieti projev uvadi postizeni jinych organii souvisejici s mnohocetnym myelomem (zvysena
hladina vapenatych iontdi v krvi, selhdvéani ledvin, anemie nebo osteolyza) (Spicka et al.
2005).

4.4.1 STANOVENI MONOKLONALNiCH IMUNOGLOBULINU

Elektroforéza krevniho séra nebo moc¢i slouzi k uréeni mnozstvi monoklonalnich
imunoglobulind. S narGstajicim mnozstvi téchto imunoglobulini je pravdépodobné, ze

nartistd i mnoZzstvi malignich plasmatickych bunék (Maisnar, Popkova a Stork 2022).

Nove¢ pouzivanou metodou s vysokou citlivosti je stanoveni volnych lehkych fetézct
(FLC) v krevnim séru. Nejde tedy piimo o diikaz imunoglobulinti, ale jen jejich ¢asti. Toto
vySetieni je schopné zaznamenat zménu v jejich poméru a mnozstvi diive nez ostatni metody

a umoznuje identifikovat mnohocetny myelom v ranych stadiich (Adam a kol. 2007).
4.4.2 RADIOLOGICKE VYSETRENI

Jedna z nejbéznéjsich metod je skiagrafie, ktera vyuziva rentgenové zafeni. Aby bylo
mozné s jistotou identifikovat mnohocetny myelom, musi byt kostni tkai poSkozena alesponi

z 50 % a lozisko musi mit v priméru 2 a vice cm.
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Magneticka rezonance (MR) je nejpiesnéjsi radiodiagnostickou metodou, ktera je
zaloZené na zobrazeni mnoZstvi a poméru vody a tuku v jednotlivych organech téla (Spicka
et al. 2005). Na snimcich MR lze rozeznat zdravou a maligni kostni dien jesté pied vznikem
osteolytickych lozisek. Pro lepSi zobrazeni se pouzivaji kontrastni latky (Adam, Krejci,
Vorlicek a kol. 2008). Nevyhodou je slozity vyklad vysledkil a moznost vySetfit jen urCitou

¢ast téla, ne vSak celé télo.

Pocitacova tomografie (CT) a ultrasonografie se uzivaji pro stanoveni postizeni
Vv t€lni dutin€. Postizenymi orgéany byvaji ledviny a slezina, viditelna mohou byt i loziska

v kostech, predev§im v panvi a obratlich (Spicka et al. 2005).

Pozitronova emisni tomografie (PET) vyuzivd radioaktivné znacenou latku pro
zvyraznéni metabolicky aktivnich oblasti v téle, kterymi Casto byvaji nadory (Maisnar,
Popkova a Stork 2022). Umozituje odhalovat loZiska v kosti a zaroven i piipadné postizeni

dal$ich organti (Adam, Krej¢i, Vorlicek a kol. 2008).
4.4.3 CYTOGENETICKE VYSETRENI

U pacientli s mnohocetnym myelomem se bézné¢ provadi cytogenetické vysSetieni
kostni dfené, které je ale az v 60 % ptipadi neuspésné nebo necitelné. Asi u poloviny
usp&$nych vysetieni se objevuji chromosomové aberace. Pti pouziti metody FISH se ¢etnost

chromosomovych odchylek ukazuje jako mnohem vyssi (az 90 %).

V karyotypech nemocnych s mnohocCetnym myelomem se objevujyi pocetni
I strukturni aberace. U zna¢ného mnoZstvi pacientli se miZzeme setkat se ztratou nékterého
Z chromosomli anebo naopak piebyvajicim chromosomem. Zmnozeni je nejcastéji
pozorovano u lichych chromosomt (3, 5, 7 atd.). Co se strukturnich pfestaveb tyce, nejvice
se vyskytuji translokace a delece. Jedny z nejbéznéji zasazenych oblasti béhem translokace
jsou 14932 a 22q11. U tietiny az poloviny vySetieni mtizeme najit deleci na chromosomu 13
(del(13)q) (Spicka et al. 2005). Jednou z nejcastéjsich piestaveb je translokace
t(11,14)(q13;932) (Lexova a kol. 2000). Mezi nejbéznéji postizené onkogeny patii naptiklad
geny rodiny RAS, C-MYC nebo gen retinoblastomu (Spicka a Straub 2013).

S horsi progndzou jsou spojovany nékteré translokace, napiiklad t(14;16), t(14;20)
nebo t(4;14) (Spicka a Straub 2013). Kromé translokaci mohou byt rizikové delece na

chromosomu 17 (gen p53 lezi v pruhu p13) nebo amplifikace pruhu g21 na 1. chromosomu
(Zaoralova a kol. 2007).
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Pritomnost nékterych typickych chromosomovych odchylek je dtlezitym
diagnostickym hlediskem, mize zaroven pfispét k uréeni pribéhu onemocnéni a vybrani

nejucinngjsi 16¢by (Spicka et al. 2005).
4.5 LECBA

Mnohocetny myelom zac¢ind byt léen v momenté, kdy se zvySuje hladina
monoklonélniho imunoglobulinu nebo se objevuji typické projevy tohoto onemocnéni (viz
kap. 1.2 Ptiznaky onemocnéni). Pokud je u pacienta diagnostikovan MGUS nebo doutnajici
mnohocetny myelom, obvykle je jejich zdravotni stav jen sledovan bez jiné 1écby. Volba

nejvhodnéjsi 1écebné metody se odviji od celkového zdravotniho stavu pacienta.

Lécebnou odpoveéd’ 1ze hodnotit dle nékolika typd kritérii, nejCastéji se pouzivaji
kritéria CLMTF nebo SWOG. Tyto dva typy od sebe odliSuje mnozstvi klesajiciho
monoklonalniho imunoglobulinu, kdy v ptipadé CLMTF musi klesnout hladina o polovinu,

ale u SWOG az o tii étvrtiny piivodni hodnoty v krevnim séru (Spicka et al. 2005).

P11 terapii mnohocetného myelomu je lécba zamétena na dva cile zaroven. Jednak je
tteba snizovat mnozstvi malignich bunék v kostni dfeni, coz umoziniuje navraceni funkénich
drenovych bun¢k a zmirnéni odbouravani kosti, druhou c¢asti 1éCby je tlumeni ptiznakt

nemoci (Maisnar, Popkova a Stork 2022).
4.5.1 KONVENCNi LECBA

Zakladem konven¢ni 1é¢by jsou cytostatické 1éky a je vhodna pro pacienty, u kterych
z n¢jakého ditvodu neni mozné pouzit jiné metody. Nejbéznéji se pouziva kombinace 1¢kl
melfalanu a prednisonu (MP). Tato 1é¢ba byva Gisp&sna u 50-70 % pacienti (Spicka et al.
2005).

U nemocnych s agresivnéj§Simi formami mnohocetného myelomu se ukézalo jako
pfinosné kombinovat vice cytostatickych 1€k, nebot’ jejich ucinek se pak dostavuje rychleji.
Takovou kombinaci je napiiklad VAD (vinkristin, adriamycin a dexametazon) spolu

s metylprednisolonem a cyklfosfamidem, zde se Gi¢innost uvadi asi 60—-80 %.

Dalsi alternativou je nahrazeni prednisonu dexametazonem a jeho pouziti
v kombinaci s melfalanem (MD). Tato kombinace ma vyssi u¢innost nez klasicka MP, ale
u starSich pacientil je spojovéna s CastéjSimi vedlejSimi ucinky (Adam, Krej¢i, Vorlicek

a kol. 2008).
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Kromeé cytostatik jsou pro 1é¢bu mnohocetného myelomu podstatné i kortikosteroidy.
Jejich hlavnim Uc¢inkem je snizeni mnozeni malignich bunék a zvySeni miry jejich
odumirani. Pii takovém postupu je mozné pouzit napiiklad thalidomid v kombinaci

s dexametazonem (Spic¢ka et al. 2005).
4.5.2 VYSOKODAVKOVANA TERAPIE

Vysokodéavkovana terapie (HDT) je typem chemoterapie, kterd pouziva pouze jeden
typ léku ve vysokych davkach. Nejbéznéji pouzivanym byva melfalan v mnozstvi
200 mg/m?. Pro vyrovnani toxickych G¢inki této terapie byva soucasné provadéna autologni
transplantace krvetvornych bunék (ASCT) (Spicka et al. 2005). Vysoka davka cytostatik
totiz odstrafiuje vSechny buiiky kostni dfen€, nejen ty maligni, a nésledna transplantace
krvetvornych bunék umozituje rychlé znovuobnoveni krvetvorby (Maisnar, Popkova a Stork
2022).

4.5.3 AUTOLOGNIi TRANSPLANTACE

Pfi autologni transplantaci jsou pacientovi vpravovany do téla vlastni krvetvorné
burniky. Ty mohou byt ziskavany bud’ z kostni dfené anebo z periferni krve. Krom¢ nich se
do téla opét dostavaji i myelomové bunky, které mohou piipadné zpusobit relaps
onemocnéni. Proto byly zkoumény riizné postupy cisténi, diky jimz by bylo mozné snizit
pocet t&chto malignich bunék. Zadna ze studii ale neprokazala velky pfinos takovéhoto

¢iSténi a nadale se pouzivaji neupravené bunky.

Transplantace se voli spiSe u mladSich pacientli, obvykle do 60 nebo 65 let veku.
U nékterych starSich pacientl je také mozné transplantaci provést, ale je nutné pouZit nizsi
mnozstvi 1éku pfi soubézné chemoterapii a je tfeba piihlédnout k ostatnim zdravotnim

komplikacim (Spicka et al. 2005).
4.5.4 ALOGENNI TRANSPLANTACE

Transplantace alogenni se od autologni li§i pivodem krvetvornych bunék. U prvni
zminéné se totiz pouzivaji buriky od jiné¢ho darce, ktery ale musi byt kompatibilni — obvykle
jde o ptibuznou osobu, nej¢astéji sourozence. U autologni transplantace, jak jiz bylo popsano

vyse, jsou transplantovany pacientovi vlastni bunky.

Tato metoda se prokédzala jako nejucinnéjSi pii dosahovani uplného vyléceni

mnohocetného myelomu. Na druhou stranu je zde vyssi riziko imrti po transplantaci nez

4

U pacientll po autologni transplantaci. Nejpfiznivéjsi podminky pro provedeni alogenni
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transplantace jsou lé¢ba beéhem pocate¢niho stddia mnohocetného myelomu a ptredchozi

1é¢ba jen jednou lé¢ebnou metodou (Spicka et al. 2005).
4.5.5 NECYTOSTATICKA LECBA

Thalidomid a 1éky od né&j odvozené se oznacuji jako IMIDs (immunomodulatory
drugs). Jejich podani vyvolava odumirani malignich bunék, které nereaguji na konven¢ni
1é¢bu, a zvy$eni imunitni odpovédi vlastniho organismu na nador (Spicka et al. 2005).
V kombinaci thalidomidu s dexametazonem je G¢innost 1écby asi 50-70 %. U pacientd, ktefi
nemohou podstoupit vysokodavkovanou terapii s ASCT je mozné pouzit kombinaci
thalidomidu s MP. Problém této metody ale spociva v komplikacich spojenych s uzivanim
IMIDs jako napiiklad zacpy nebo oslabeni svalii (Adam, Krejéi, Vorli¢ek a kol. 2008).
Thalidomid zvySuje riziko trombdzy a embolie, proto byva soucasti 1é¢by 1 podavani 1€k

na snizovani srazlivosti krve (Spicka et al. 2005).

Jednou z alternativ k thalidomidu je napiiklad lenalidomid. Jde o latku odvozenou
od thalidomidu, ale s mensimi vedlej$imi a lepSimi 1é¢ivymi ¢inky. Pisobi totiz na bunécny
cyklus myelomovych bunék tim, Zze aktivuje supresorové geny, a vyvola tak jejich
odumirani. Zaroven napomahd zvySeni pfirozené imunity, pfedevSim T lymfocytl, které
za¢nou likvidovat maligni buiiky. Dobré vysledky vykazuje v kombinaci s dexametazonem

(Dimopoulos, Terpos a Niesvizky 2014).

Dal$im velmi a¢innym lékem se ukézal bortezomib, ktery funguje jako inhibitor
proteazomu. Jeho inhibic¢ni Gi€inky narusuji funkeci proteinti, které kontroluji bunéény cyklus
a tizenou smrt bun¢k (Adam, Krejci, Vorli¢ek a kol. 2008). Pro svijj rychly u€inek se nejvice
pouziva u pacientil s relapsem onemocnéni a u pacientli ve vyS$im veku, kteti nemohou

podstoupit transplantaci (Spic¢ka a Straub 2013).
4.5.6 RADIOTERAPIE

Ozatovani narusuje DNA bunék, ¢imz dochdazi k jejich odumirani. ObzvIlast G¢inné
je to pro rychle mnozici se buiiky, ovlivnény jsou ale vSechny buiiky (Maisnar, Popkova
a Stork 2022).

Ozatovani muze byt pouzito jak pro jednotliva loziska, tak pro celé télo. Lécba
zaméfend na jedno konkrétni misto je pfinosnd pii likvidaci solitarnich a mimokostnich

plasmocytomil nebo pii zmirnovani bolesti pacienta v jednotlivych kostech. Radioterapie

celého téla mize byt soucasti piipravy pacienta pro transplantaci (Spicka et al. 2005).
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4.5.7 CHIRURGICKA TERAPIE

U pacientt, kteti z n¢jakého diivodu (veék, zdravotni stav apod.) nemohou podstoupit
operaci zajistujici zpevnéni skeletu, je mozné pouzit vnéjsi zpevnéni. K tomuto ucelu se

nejcastéji pouzivaji kréni limce, korzety, hrudni vesty a dalsi ortézy.

Dalsi moznosti je vertebroplastika. Jde o metodu, pii které se do téla obratle pod
tlakem vpravi kostni cement. Ten vyplni vzniklé dutiny v kostech, a zvySuje tak jejich
pevnost (Spi¢ka et al. 2005). Obdobné funguje i kyfoplastika, ale pii té se do postizeného
obratle nejprve vlozi balonek, jehoz nafouknutim se vytvoifi dutina. Ta se poté naplni

kostnim cementem (Adam, Krej¢i, Vorli¢ek a kol. 2008).

U pacienttl, kteti jsou schopni podstoupit chirurgicky zékrok, je moZnosti zavést

kovovy implantat, kostni §t&p nebo dlahu (Spicka et al. 2005).
4.5.8 UDRZOVACI TERAPIE

Cilem udrzovaci terapie je prodlouzeni remise (bezptiznakového obdobi) a preziti.
Pouziti interferonu o umoznuje relaps oddalit asi o 7 mésicti. U bisfosfonatti byl prokdzan

efekt snizujici odbouravani kostni tkané a Gitlum déleni malignich bun&k (Spicka et al. 2005).
4.5.9 IMUNOTERAPIE

Imunoterapie je zaloZzend na aktivaci vlastni imunity, kterd kromé nové vzniklé
infekce likviduje 1 nadorové bunky. Tohoto efektu je mozZné docilit stimulaci pasivni
i aktivni imunity.

Pasivni imunita je zaloZena na tvorbé protilatek, které se v organismu vaZou na
antigeny, coZz vede k jejich likvidaci. Pacientovi jsou podavany specifické protilatky
reagujici s nadorovymi antigeny. Problémem této metody je, ze ne vSichni pacienti
s mnohocetnym myelomem maji nddorové buiiky s témito antigeny, tudiZ je nelze 1é¢€it touto

cestou.

Neustale jsou zkoumany i protinadorové vakciny. Pro jejich tvorbu je nutné odebrat
od pacienta vzorek obsahujici peptidy, které hraji roli pfi rozeznavani nadorovych bunék
T lymfocyty. Tyto peptidy jsou dale pfipravovany a vakcinovany zpét pacientovi, aby

ovlivitovali imunitni reakci T lymfocytli v t&le (Spicka et al. 2005).
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5 PRAKTICKA CAST

Hlavnim cilem praktické casti predkladané bakalarské prace bylo zpracovat

nesourody soubor laboratornich a klinickych dat pacienti S mnohocetnym myelomem

(MM),

jejichz vzorky byly zaslany k cytogenetické analyze do Ustavu lékaiské genetiky

Fakultni nemocnice v Plzni mezi lety 2000 a 2020. Analyzou zpracovanych dat jsem se

snazila odpoveédét na nasledujici otazky, které ptinaseji zékladni charakteristiku souboru

a moznost jeho porovnani se soubory jinych pracovist.

5.1 VYZKUMNE OTAZKY

10.

11.

Kolik pacienti s mnohoc¢etnym myelomem bylo celkové zahrnuto do tohoto

souboru?

U kolika ze vSech pacienti se jednalo o nové zachycené onemocnéni, tzv.

prvozachyt?

Jak se vyvijel median véku pacientli pfi prvozachytu onemocnéni v zavislosti na

hodnocenych letech?
U jakého procenta pacientil bylo vysetfeni karyotypu povazovano za neuspésné?
Kolik pacientti s prvozachytem mélo normalni a kolik abnormalni karyotyp?

Lze na zdklad¢ poctu chromosoml v abnormalnich karyotypech vy¢€lenit néjaké

podskupiny pacient s MM?
Jaké byly nejcast&jsi pocty chromosomt v téchto podskupinach?

Které chromosomy nejcastéji figurovaly pii pocetnich zménach v karyotypu

V jednotlivych podskupinach?

Které chromosomy se nejcastéji Ucastnily strukturnich zmén v karyotypu

Vv jednotlivych podskupinach?

U jakého procenta pacientl v jednotlivych podskupinach bylo zachyceno soucasné

vice patologickych klont?

Které rozdily na chromosomalni urovni tyto podskupiny charakterizuji?
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5.2 METODIKA

Prvnim krokem bylo sestaveni tabulky, do které jsem piechlednym zplisobem
zaznamenala klinicka a laboratorni data pacienti s MM. Tato prace se zam¢tila na vysledky
vysetfeni klasické cytogenetiky, tj. stanoveni karyotypu nadorovych bunék metodou
G-pruhovani. Vysledky molekularné cytogenetickych metod (metoda FISH) do této prace
zahrnuty nebyly. Na zdklad¢ sestavené tabulky vznikly nasledujici analyzy zpracovanych

dat.
5.3 VYSLEDKY

5.3.1 POCET A VEK PACIENTU V SOUBORU

Vysetieni karyotypu bunék z kostni diené pacienti s MM byla hodnocena u 770 po
sobé jdoucich pacienti, jejichz vzorky byly zaslany do laboratofe Ustavu lékai'ské genetiky
v rozmezi let 2000 az 2020. Z toho u 673 pacientl se jednalo o tzv. prvozachyt, tj. prvni
vySetieni pacienta pro dané onemocnéni z divodu stanoveni spravné diagnozy a prognozy,
jesté pred zahdjenim piipadné lécby. Pocet i medidn v€ku pacientd pii prvozachytu
onemocnéni v naSem souboru postupné rostl od 11 prvozachyt s medidnem 57 let v roce

2000 po 40 prvozachytt s medianem 68 let v roce 2020 (Obr. 7).

Vék pacientl v roce zachytu onemocnéni
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Obr. 7: Graf znazornujici vék pacientli s prvozachytem MM v souboru 673 pacienti

5.3.2 USPESNOST VYSETRENI KARYOTYPU U PACIENTO s MM

U 66 pacientl z celkového poctu 770 vySetfenych pacientt (tj. ptiblizné v 9 %)

nebylo vySetieni karyotypu Gspésné, tj. nebyl nalezen dostate¢ny pocet hodnotitelnych mitéz
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W

pro validni vysledek vySetieni. U 544 pacienti mame v nasem souboru jedno uspé$né
vySetfeni karyotypu, u 123 pacientli dvé a u 37 pacientd tfi a vice uspéSnych vySetfeni

délanych v prubéhu vyvoje onemocnéni mnohocetnym myelomem (Obr. 8).

Pocet Uspésnych vysetreni karyotypu na 1 pacienta

|

a0 m] w2 m3 w4 u5 m6 =7
Obr. 8: Graf s prehledem tspésnosti vySetfeni karyotypu u pacienti s MM

5.3.3 ANALYZA CYTOGENETICKYCH ZMEN V KARYOTYPU PACIENTU S PRVOZACHYTEM MM

Ze 704 Uspésné vySetfenych pacientli bylo 616 prvozachytl. U téchto pacientil
s prvozachytem MM byl nalezen abnormalni karyotyp v 160 ptipadech (26 %) a normalni
karyotyp ve zbyvajicich 456 pfipadech (Obr. 9).

Pocet normalnich versus abnormalnich karyotypt
mezi pacienty s prvozachytem MM

= Normalni karyotyp = Abnormalni karyotyp

Obr. 9: Graf poc¢tu normalnich versus abnormalnich karyotypti u prvozachyti MM
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Pocet chromosomu v hlavnich patologickych klonech je zaznamenan na Obr. 10,
Vv pripadech slozeného (kompozitniho) karyotypu se jedné o minimalni pocet chromosomd.
Graf je rozdélen na skupiny s hypodiploidnim karyotypem, tj. dle definice 35-45
chromosomil, diploidnim ¢i pseudo-diploidnim karyotypem (46 chromosomi),
hyperdiploidnim karyotypem (47-57 chromosomt), triploidnim nebo i tetraploidnim

karyotypem (>58 chromosomil) a nezafazené karyotypy.

Pocet chromosom v hlavnich patologickych

klonech
90 20
80
= 10
= 60 53
2
i 50
— 40
B
S 30
20 13 12
: o 2
. ] .
35-45 16 47-57 =58 Nezafazeno

Pocet chromosom

Obr. 10: Graf po¢tu chromosomi v hlavnich patologickych klonech
s abnormalnim karyotypem

Hypodiploidni karyotyp byl pozorovan v 53 piipadech (33 % ze vSech pacientl

s nalezenym abnormalnim  Kkaryotypem). Nejcast&j$imi pocty chromosomi v této
podskupiné byly 45 (31 ptipadd) a 44 (7 ptipadd). Mezi nejcastéjsi pocetni zméeny
chromosomil patfily kromé ztraty pohlavnich chromosomti X a Y pfedev§im monosomie 13,
14,8, 10, 22 a 16 (Obr. 11).

Profil poéetnich zmén v podskupiné s hypodiploidnim karyotypem

Obr. 11: Nejcastéjsi pocetni zmény chromosomd u pacienti s MM
a hypodiploidnim karyotypem
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Mezi chromosomy nejcastéji se u€astnici strukturnich zmén v této podskupiné pattily

1,14, 16,17 a8 (Obr. 12). U 17 % pacientt (9) se zjistilo vice patologickych klond.

Profil strukturnich zmén v podskupiné s hypodiploidnim karyotypem

SN

Obr. 12: Chromosomy nejcastéji se castnici strukturnich zmén u pacienti s MM
a hypodiploidnim karyotypem

Diploidni nebo tzv. pseudo-diploidni karyotyp byl nalezen v 13 ptipadech (8 %).

Z poCetnich zmén se nejvice vyskytla ztrata chromosomu 13 a 20, strukturnich zmén se
nejvice ucastnily chromosomy 14, 11 a 1 (Obr. 13). U 15 % pacientt (2) se zjistilo vice
patologickych klont.

Profil strukturnich zmén v podskupiné s diploidnim
karyotypem

$\\|
v

Obr. 13: Chromosomy nej¢astéji se ¢astnici strukturnich zmén u pacientti s MM
a diploidnim karyotypem
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Hyperdiploidni karyotyp byl detekovan u 80 pacienti (50 %). Nejcastéji se
vyskytoval pocet chromosomti 51 (12 ptipadd), 52 (11 ptipadd), 47 (11 ptipadd) a 50

(10 ptipadl). Mezi nejcastéjsi pocetni zmény patfily trisomie 11, 5, 9, 19, 3, 15, 7 a 21
a monosomie 13 (Obr. 14).

Profil pocetnich zmén v podskupiné s hyperdiploidnim karyotypem

\\\\\\\\\\“

/

2y

Obr. 14: Nejcastéjsi poCetni zmény chromosomi u pacienti s MM a hyperdiploidnim
karyotypem

Strukturni zmény se nejvice tykaly chromosomi 1, 11, 14, 6, 12, 17, 22, 16 a 7
(Obr. 15). U 15 % pacientt (12) se zjistilo vice patologickych klont.

Profil strukturnich zmén v podskupiné s hyperdiploidnim karyotypem

Obr. 15: Chromosomy, kterych se nejvice tykaly strukturni zmény u pacientt s MM a
hyperdiploidnim karyotypem
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Dvanact pacientd (8 %) vykazovalo abnormdlni karyotyp s triploidnim ¢i

tetraploidnim poctem chromosomu. Strukturni zmény u této skupiny zasahovaly predevSim

chromosom 1, vice rozliSitelnych patologickych subklont bylo u 33 % pacientt (4).

Porovndni procenta pacientli sjednoznacné rozliSitelnymi vice patologickymi

subklony v jednotlivych podskupinach je vidét na Obr. 16.

Zastoupeni rozlisitelnych subklon( v ramci
abnormalnich karyotypl
35
30
25
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- I I

35-45 46 47-57 258
Potet chromosomt

%
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Obr. 16: Procentualni zastoupeni rozlisitelnych subklont v rdmci abnormalnich
karyotypt

Dva pacienti s kompozitnim karyotypem a rozsahem poc¢tu chromosomit od 40 do 50

nebyly zafazeni do zadné z predchozich podskupin.
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ZAVER

Hodnotila jsem vysledky cytogenetickych vySetfeni u souboru 673 poprvé
zachycenych pacientl s diagndzou mnohocetného myelomu. Median véku téchto pacientt
byl 65 let a v jednotlivych letech se median postupné zvySoval. V Ceské literatute je median
65 let uvadén napt. v pracich Stork a kol. (2017) nebo Novakova a Radocha (2021),
Szeligova a kol. (2017) uvadi median 70 let. U tohoto typu nadoru jsme tedy nepozorovali
snizovani primérného veéku pacienti, které je uvadéno u jinych typt nador jako napf.

nadory prsu, zaludku ¢i slinivky bfisni (Hamilton a kol. 2022).

U pacientil s prvozachytem MM byl s vyuzitim klasického karyotypovani
G-pruhovanim nalezen abnormalni karyotyp ve 26 %. Patologické plasmocyty se
Vv laboratornich podminkach déli malo, a proto je vytéznost pfi pouziti pouze této metody
pomérné nizkd. V literatufe je obvykle uvadéno 30-40 % nalezenych abnormadlnich
karyotypt, coZ je o néco vice nez v nasem piipad¢ (Sawyer 2011). Presto je jeji pouzivani
v ramci diferencidlni diagnostiky MM stale doporucovano, a to zejména pro jeji komplexni

ptehled o rozsahu patologickych zmén u jednotlivych pacientti (Barila a kol. 2020).

Zakladni rozdéleni abnormalnich karyotypi u MM na hyperdiploidni
a nehyperdiploidni bylo zfetelné patrné i v mnou hodnoceném souboru. Hyperdiploidnich
karyotypt bylo detekovano 50 %, coz zcela odpovida publikovanym datim (Sawyer 2011;
Saxe a kol. 2018).

Také na Grovni jednotlivych chromosomovych zmén je hodnoceny soubor pacienti
srovnatelny s podobnymi, 1 kdyZ vétSinou méné pocetnymi, soubory publikovanymi
V literatuie. Mezi nejcastéjsi pocetni zmény u hyperdiploidnich karyotyptl patfily trisomie
chromosomi s lichymi ¢isly (11, 5, 9, 19, 3, 15, 7 a 21) a monosomie 13. Mezi nejcastéjsi
pocetni zmény u hypodiploidnich karyotypii patfily kromé ztraty pohlavnich chromosomu
X a'Y ptedevsim monosomie 13, 14, 8, 10, 22 a 16. AZ na monosomii 10 u hypodiploidnich
karyotypu se jedna o dobie definované zmény (Sawyer 2011; Saxe a kol. 2018; Smadja a kol.
2001). Odhaleni monosomie 10 by mohlo souviset s rozsahlosti hodnoceného souboru a stoji

za bliz8i prozkoumani.

Zaveérem bych si dovolila konstatovat, ze cile vytycené pro tuto bakalaiskou praci

byly realizovany. Na zakladni charakterizaci rozsahlého souboru pacienti s MM, kterou
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jsem v ramci své bakalaiské prace provadéla, mohou vyzkumnici v Ustavu 1ékai'ské genetiky

LF UK a FN Plzei déle navazat podrobn¢jSimi analyzami.
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RESUME

Tato bakalarska prace je zaméfena na piinos stanoveni karyotypu cytogenetickymi
metodami u pacientti s mnohocetnym myelomem. Mnohocetny myelom je hematologické
maligni onemocnéni vychazejici z abnormalnich plasmocyti. Z pohledu cytogenetiky se
vSak vice blizi heterogennim vySetfenim u solidnich nadorti. V praci bylo vyhodnoceno
vysetieni karyotypu u 673 pacientli postizenych timto onemocnénim. Data byla poskytnuta
Ustavem lékaiské genetiky LF UK a FN Plzen z obdobi mezi lety 2000 az 2020. Cilem
analyzy bylo vyhodnoceni chromosomovych abnormalit objevujicich se u mnohocetného
myelomu a nékteré dalsi faktory spojené s timto onemocnénim, jako naptiklad primérny
vek pfi diagndze. Prace je rozdélena na ¢ast teoretickou a praktickou, tyto celky se dale déli

do péti kapitol.

V teoretické ¢asti jsou priblizeny obory cytogenetika a nadorova cytogenetika,
cytogeneticka nomenklatura pouzivana pro zapis abnormalnich karyotypt a charakteristika
samotné¢ho onemocnéni. Praktické ¢ast je zaméfena na analyzu dat a odpovidé na stanovené
vyzkumné otazky. Z prace je mozné vyvodit, které chromosomy jsou pfi mnohocetném
myelomu nejcastéji postihovany pocetnimi a strukturnimi zménami, median véku pacientt

pii diagnodze a procentudlni uspésnost cytogenetickych vysetfeni.

RESUME

This bachelor’s thesis is focused on the contribution of karyotype determination by
cytogenetic methods in patients with multiple myeloma. Multiple myeloma is hematologic
malignant illness caused by abnormal plasmacytes. Although from the cytogenetics
perspective it is more like heterogenous examinations of solid tumours. During the research
a file of 673 karyotypes of patients with this illness were analysed. The data was provided
by Ustav lékatské genetiky LF UK a FN Plzeii and collected between the years 2000 and
2020. The main goal of this analysis was to evaluate chromosomal abnormalities most
common in patients with multiple myeloma and some other factors related to this malady,
such as average age of patients at the time of the diagnosis. The work is divided into

theoretical part and results which are composed of five chapters.

The theoretical part talks about cytogenetics and oncocytogenetics as scientific
fields, cytogenetic nomenclature used for recording abnormalities in karyotypes and the

characteristics of multiple myeloma. The results are focused on analysing the data collected
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and answering research questions. It is possible to conclude which chromosomes are most
often affected by structural and numerical changes during this illness, the average age at the

time of the diagnosis and the percentage with which the examinations are efficient.
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Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen

Na zakladé Vasi zadosti Vam jménem Utvaru naméstkyné pro vnéjsi vztahy a spolupraci s Iékarskou
fakultou FN Plzen udéluji souhlas se ziskavanim / zpracovanim anonymizovanych informaci o
laboratornich metodéch, pouZivanych na pracovisti Ustavu lékafské genetiky (ULG) FN Plzeri. Tento
souhlas je vydavan, pfi spinéni nize uvedenych podminek, v souvislosti s vypracovani Va$i bakalarské
prace s nazvem ,Prinos stanoveni karyotypu cytogenetickymi metodami u pacientdi s mnohocetnym

myelomem*,

Podminky, za kterych Vam bude umozZnéna realizace Vaseho Setfeni ve FN Plzeh:

e Vedouci zdravotni laborantka ULG souhlasi s Vagim postupem.

Va$e Setfeni nenarusi chod pracovisté ve smyslu provozniho zajisténi dle platnych smérnic FN
Plzen, ochrany dat pacientd a dodrzovani Hygienického planu FN Plzeri. Vase Setrfeni bude
provedeno za dodrzeni vsech legislativnich norem, zejména s ohledem na platnost
zakona ¢&. 372/2011 Sh., o zdravotnich sluzbach a podminkach jejich poskytovani, v platném
znéni.

PFistup do laboratornich / zdravotnickych provozd FNP Vam neni povolen.

Udaje ze zdravotnické dokumentace pacient(, které budou uvedeny ve Vas$i bakalarské praci,
musi byt zcela anonymizovany.

Sbér informaci budete provadét pod pfimym vedenim opravnéného zdravotnického pracovnika,
kterym je pan doc. RNDr. Pavel Dvorak, Ph.D., odborny pracovnik v laboratornich

metodéch a pfipravé lééivych pripravki ULG FN Plzer.

Po zpracovani Vami zjisténych udaji poskytnete zdravotnickému oddéleni / klinice &i organizanimu
celku FN Plzen zavéry VaSeho Setfeni, pokud o né projevi opravnény pracovnik ZOK / OC zajem a
budete se aktivné podilet na pfipadné prezentaci vysledkl Vaseho Setfeni na vzdélavacich akcich

pofadanych FN Plzen.

Toto povoleni nezaklada povinnost zdravotnickych pracovnikd s Vami spolupracovat, pokud by
spoluprace s Vami narusovala plnéni pracovnich povinnosti zaméstnanc(. Spoluprace zaméstnancl
FN Plzef na Vasdem Setfeni je dobrovolna.

PFeji Vam hodné uspéchl pfi studiu.

Mgr. Bc. Svétluse Chabrova
Manazerka pro vzdélavani nelekari
Utvar naméstkyné pro vnéjsi vztahy a spolupraci s LF

Fakultni nemocnice Plzen

alej Svobody 80, 304 60 Plzer — Lochotin
Tel: 377 103 204 / 377 402 207

E-mail: chabrovas@fnplzen.cz
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