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SOUHRN

Uvod: Vysetieni hladin volnych lehkych fetézct x/A (FLC-x/A) a novéji i paru tézkych/lehkych retézc imunoglobulinu
(HLC) rozsitilo tradi¢ni algoritmus laboratornich testd u mnohoc¢etného myelomu (MM). Cilem studie bylo zhodnocenf
vztahu zavedenych prognostickych faktort MM, standardniho poméru FLC-k/A (sFLC-r), modifikovaného poméru, tj.
involved/uninvolved” FLC (mFLC-r), rozdilu ,,involved - uninvolved” FLC (FLC-dif), standardniho poméru HLC-1k/A
(*HLC-r), modifikovaného poméru HLC, tj. poméru ,involved/uninvolved” HLC ("HLC-r) a rozdilu ,involved - unin-
volved“HLC (HLC -dif.) k vysledkdim cytogenetického vysetieni pri diagndze MM.

Soubor a metody: V sestavé 97 nemocnych s MM byly vysSetfeny metodou Freelite™ hladiny FLC a vypocteny indexy
SELC-r, "FLC-r a FLC-dif metodou Hevylite™ byly stanoveny hladiny part HLC a vypocteny indexy SHLC-r, "HLC-r
a HLC-dif. Cytogenetické vysetfeni myelomovych plazmocytl bylo provedeno pomoci fluorescenéniin situ hybridizace
s imunofluorescenénim znacenim plazmatickych bunék (metoda FICTION, “Fluorescence Immunophenotyping and
Interphase Cytogenetics as a Tool for the Investigation of Neoplasms*).

Vysledky: Byl prokdzan vyznamny vztah komplexnich zmén, del(13)(q14) a zmnozeni chromozomové oblasti 1921
K tizi poklesu Hb < 100 g/, del(13)(q14) k trombocytopenii <150 x 10%/I a zvysenym hodnotam kreatininu, v pfipadé
translokace t(14;16)(032;023) rovnéz i k B,-mikroglobulinu (B,-M) > 5,5 ma/I, del(17)(p13) (TP53) k zvysenym hodnotdm
B,-M a trizomie chromozom( 15 a 17 k vyskytu monoklonalniho imunoglobulinu (Mlg) > 25 g/l. Hodnoty indexu sFLC-r
byly signifikantné vyssi pouze v pripadé prikazu del(13)(q14), avsak pri vyclenéni souboru s hodnotami indexu sSFLC-r
< 0,01 a > 100 se vynoril navic signifikatni vztah k del(17)(p13) a k nalezu komplexnich zmén. Pfitomnost zmnozenf
oblasti1g21, del(17)(p13), komplexnich zmén a trizomie 17 se vyznacovala vyznamneé vyssi hodnotou ™FLC-r a v pfipadé
vyclenéni souboru nemocnych s cut-off > 79,6 s prikazem del(13)(g14), zmnozenim v oblasti 1921 a s nalezem
komplexnich zmen. V souboru s hodnotou FLC-dif s cut-off > 185 byly vyznamneé castéjsi del(13)(q14), del(17)(p13)
a komplexni zmeny karyotypu. Vztah mezi sHLC-r a ostatnimi vySetfenymi cytogenetickymi markery vyznél az na
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statisticky vyznamny vztah k t(4;14)(p16;032) nesignifikantné. Originadlnim zjisténim je prikaz vyznamné zvysenych
hodnot indexu "HLC-r v pfipadé zmnozeni oblasti 1921, komplexnich zmén karyotypu a trizomie chromozomu 17, ale i
translokace t(4;14)(p16;032) potvrzené souhlasnym vysledkem analyzy HLC-dif. V souboru s hodnotou cut-off "HLC-r
> 31,6. Vyznamné vyssi koncentrace Mlg v séru byla zjisténa pouze v pfipadé trizomie chromozomu 15.

Zavér: Studie prokdzala statisticky vyznamny vztah cytogenetickych zmén typu ,high risk”, tj. t(14;16)(932;023), del(13)
(g14), del(17)(p13), zmnozeni oblasti 1921 a komplexnich zmén k zavedenym standardnim prognostickym faktordim
vyznacujicich se vztahem k rozsahu a biologickym vlastnostem MM. Prispévkem k hlubsimu pochopenf patobiologie
MM je prikaz vyznamného vztahu "FLC-r k del(13)(014), zmnozeni oblasti 1921 a k del(17)(p13), zejména ale originaini
nalez signifikantniho vztahu ™"HLC-r, ¢astecné i HLC-dif k prognosticky rizikovym aberacim t(4;14)(p16;032), zmnozeni
oblasti 1921 a komplexnim zménam karyotypu.

KLICOVA SLOVA
mnohocetny myelom - prognostické faktory - volné lehké retézce imunoglobulinu - par tézkych/lehkych retézcl
imunoglobulinu - fluorescenéni in situ hybridizace

SUMMARY

Sc¢udla V., Balcirkova J., Lochman P., Mlynaréikova M., Pika T., Minafik J., Zapletalova J., Jarosova M.

Analysis of the relationship of cytogenetic results with serum free light chain ratio /A (FLC-r, Freelite™), hea-
vy/light chain pairs of immunoglobulin ratio (HLC-r, Hevylite™), and selected prognostic factors assessed at
diagnosis of multiple myeloma

Introduction: Assessment of serum levels of free light chains x/A (FLC-k/A) and recently of heavy/light chain im-
munoglobulin pairs (HLC) has extended the traditional algorithm of laboratory tests in multiple myeloma (MM). The
aim of the study was to evaluate the relationship between standard prognostic MM factors, FLC-k/A ratio CCFLC-r),
modified ,involved/uninvolved” FLC ratio ("FLC-r), the difference ,involved - uninvolved“ FLC (FLC-dif), standard
HLC-x/A ratio CHLC-r), modified ,involved/uninvolved” HLC ratio ("HLC-r), and the difference ,involved-uninvolved*
HLC (HLC-dif) with the results of cytogenetic analysis at the time of MM diagnosis.

Patients and methods: In a group of 97 patients with MM, we assessed serum levels of FLC using the FreeliteTM
method and calculated the following indices: sSFLC-r, "FLC-r and FLC- dif. Using the Hevylite™ method, we assessed
serum levels of HLC pairs and calculated the following indices: *HLC-r, "HLC-r and HLC-dif. For cytogenetic analy-
sis of myeloma plasmocytes, we used fluorescent in situ hybridization with immunofluorescent staining of plasma
cells (FICTION, “Fluorescence Immunophenotyping and Interphase Cytogenetics as a Tool for the Investigation of
Neoplasms").

Results: We confirmed a significant relationship between complex karyotype, del(13)(g14) and chromosome 1921
gain with a decrease of Hb <100 g/I; del(13)(q14) with thrombocytopenia < 150 x 10%/I and increased creatinine le-
vels; and in the case of t(14;16)(032,q23) also a relationship with B,-microglobulin (8,-M) > 5.5 mag/I; deletion del(17)
(p13) (TP53) with increased B2-M and trisomy of chromosomes 15 and 17 with Mlg > 25 g/L. sFLC-r index levels were
significantly elevated only in the case of del(13g14). However, after focusing on the group with sFLC-r < 0.01 and
>100, we found a significant relationship with del(13)(g14), del(17)(p13) and complex karyotype. The presence of 1921
gain, del (17)(p13), complex karyotype and trisomy 17 had significantly higher levels of mFLC-r and in patients with
cut off > 79.6 we found del(13)(q14), chromosome 1921 gain and complex karyotype. In the cohort with FLC-dif > 185
there was an association with del(13)(q14), del(17)(p13) and complex karyotype. The relationship between *HLC-r and
other assessed cytogenetic markers was insignificant except for the relationship with t(4;14)(p16;g32). One original
contribution is the discovery of significantly increased "HLC-r levels in the case of 1921 gain, complex karyotype and
trisomy of chromosome 17 as well as t(4;14)(p16;032) translocation. This finding was confirmed by the corresponding
results of HLC-dif analysis in the group with "HLC-r >31.6. Significantly higher serum Mlg concentration was found
only in the case of chromosome 15 trisomy.

Conclusion: The study confirmed a statistically significant relationship between ,high-risk” structural changes, i.e.
t(14;16)(032;023), del(13)(g14), del(17)(p13), 1921 gain and complex karyotype with standard prognostic factors cha-
racterized by their relationship with the extent and biological features of MM. Our contribution towards a deeper
understanding of MM pathobiology is the uncovered significant relationship between ™FLC-r and del(13)(q14), 1921
gain and del(17)(p13), as well as our original discovery of the significant relationship between ™HLC-r and also partly
HLC-dif. with prognostically unfavourable aberrations t(4;14)(p16;032), chromosome 1921 gain and complex karyotype.

KEY WORDS

multiple myeloma - prognostic factors - free light chains of immunoglobulin - heavy/light chain pairs of immuno-
globulin - fluorescent in situ hybridization
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FLC, HLC A VYBRANE PROGNOSTICKE FAKTORY U MYELOMU

uvob

Mnohocetny myelom (MM) je zna¢né heterogenni
onemocnéni podminéné nekontrolovanou proliferaci
a akumulaci neoplastickych elementti plazmocelularni
linie, vyznacujici se znacnou genetickou nestabilitou
a pritomnosti komplexnich genetickych zmén charak-
teru chromozomovych translokaci, deleci, duplikaci
a genetickych mutaci, uplatriujicich se nejen v patoge-
nezi, ale i v proménlivosti klinického obrazu, 1écebné
odezvy a progndzy [1-6]. Geneticka riznorodost MM se
projevuje chromozomovymi zménami provazenymi
zmnozenim genetického materidlu formou trizomii,
vedouci k hyperploidii (50-60 % zmén) provazené obvyk-
le ptiznivou prognézou a strukturnimi chromozomo-
vymi zménami oznacovanymi jako “nonhyperploidni
zmény” (40-50 %), predstavujici pfedevsim prestavby
genu pro tézky fetézec imunoglobulinu (IgH) s riznymi
onkogeny umisténymi v zlomovych oblastech chromo-
zomu 4, 16 nebo 20 jako vysledek reciprokych translo-
kaci t(11;14)(q13;@32), t(4;14)(p16;q32), t(14;16)(q32;923),
t(14;20)(q32;q12) (7-9). Tyto translokace spolu s aberace-
mi typu deleci kratkych ramen chromozomu 17 del(17)
(p13) zahrnujici ztratu genu TP53, zmnoZeni genetického
materidlu dlouhych ramen chromozomu 1, ale i mo-
nozomii chromozomu 13 ¢i intersticidlni deleci 13q14
zahrnujici Rbl gen, jsou nejvyznamnéj$imi markery
rizikové formy MM a zkraceného celkového prezivani
(0S) 12, 3, 8, 10, 11]. MM neni jednolitym onemocné-
nim, ale skupinou cytogeneticky, genotypicky a klinic-
ky odlisnych podtypt nemoci [10]. Podstatné zlepSeni
progndzy s bezmdala dvojnasobnym prodlouzenim délky
OS je vysledkem hlubsiho poznani patogeneze myelo-
mu a stale sofistikovanéjsich vySetfovacich a prede-
v8im lécebnych metod. Tradi¢ni oporou diagnostiky,
monitorovani pribéhu a hodnoceni vysledka 1écby
je vySetfeni izotypu a koncentrace monoklonalniho
imunoglobulinu (MIg) standardni (SPE) a imunofixac¢ni
(IFE) elektroforézou séra, normalnich imunoglobulind
pomoci nefelometrie a hladin volnych lehkych fetézcti
imunoglobulinu (FLC) véetné jejich pomeéru /A (FLC-1)
pomoci Freelite™ techniky [12, 13]. Nizkou senzitivitu
a nespolehlivost SPE u oligosekrecni a IgA formy MM,
zkreslujici vliv vykyvil hematoKkritu a objemu plazmy
[14] i odlisny katabolismus jednotlivych tfid MIg [15]
potlacila turbidimetricka technika Hevylite™, umoz-
nujici pfesné separatni stanoveni hladin part tézkych/
lehkych fetézcti Ig (HLC-k a HLC- \) v séru, tj. ,involved“
-HLC (i-HLC, MIg vytvafeny myelomovymi burikami)
a ,uninvolved“ -HLC (u-HLC, normalni Ig stejného izoty-
pu produkovany normalnimi plazmocyty) s vypoctem
jejich vzajemného poméru (HLC-r) a nové i jejich vza-
jemné diference (HLC-dif) [16-20]. VySetfeni HLC-T se

osvédcilo pfi monitorovani vysledku 1é¢by zejména
u hyposekre¢ni formy MM, a to véetné hodnoceni mi-
nimalni rezidualni nemoci [13, 21].

Vzhledem k tomu, Ze vztah mezi vysledky cyto-
genetické analyzy a ukazateli sekrece Ig normalnich
a myelomovych plazmocytil, tj. index FLC-r a FLC-dif,
zejména ale HLC-r a HLC-dif nebyl doposud analyzovan
a pouze v omezené mife hodnocen vztah k standardnim
prognostickym faktoriim MM [22, 23], zaméfila se pred-
loZzend analyza na tuto problematiku. Naplni studie
bylo rovnéz ovéreni pracovni hypotézy, Ze hodnoty
indexu FLC-r, HLC-t a rozdilu jejich hodnot (FLC-dif
a HLC-dif) by se mély v pripadé pritomnosti vs. ne-
pritomnosti chromozomovych zmén podstatné liSit.
Pripadny pozitivni vysledek Setfeni by mohl vést k obo-
haceni dosavadnich znalosti molekularné-cytogenetic-
ké patogeneze MM a vztahu cytogenetickych markert
k standardnim laboratornim ukazatelim s potencialni
moznosti vyuziti v klinické praxi.

SOUBOR NEMOCNYCH A METODY

Studie vychazi z analyzy 97¢lenného souboru s IgG
(73,2 %) a IgA typem MM (26,8 %) vySetfeného pfi
rozpoznani nemoci, spliujici diagnosticka kritéria
International Myeloma Working Group (IMWG) - ta-
bulka 1 (24, 25].

K cytogenetické analyze byla pouzita metoda fluo-
rescencni in situ hybridizace (FISH) s imunofluorescenc-
nim znacenim plazmatickych bunék (metoda FICTION,
tj. ,Fluorescence Immunophenotyping and Interphase Cytogenetics
as a Tool for the Investigation of Neoplasms*). Bunécna sus-
penze kostni dfené zpracovand pro klasické cytoge-
netické vySetfeni z 24hodinové kultivace bunék bez
stimulace a fixovana v metanoloctové kyseliné (3 : 1),
byla pfevedena do fixace s 96% etanolem. Etanolem
fixovana suspenze byla nakapana na skla, obarvena
pomoci protilatky proti lehkym fetézctim MIg (anti-hu-
man kappa nebo lambda chain) konjugované s 7-amino-
-4-metalkumarin-3-octovou kyselinou (AMCA) (Vector
Laboratories Burlingame, CA). Fluorescencni signal byl
zesilen protilatkou (anti-goat) konjugovanou s AMCA
(Vector Laboratories Burlingame, CA) pro snadnéjsi
identifikaci populace klonalnich plazmatickych bunék
[26]. Pro metodu FICTION byl pouzit panel komercéné
dodavanych sond pro urceni delece a zmnozeni v ob-
lasti 1p/1q, del(13)(q14), del(17)(p13), prestavby genu IgH
a jeho nejcastéjsi translokace (sondy XL 1p32/1g21, LSI
RB1(13q14), LSI TP53/CEP17, LSI IGH/CCNDI1 Dual Color
Dual fusion, IGH/FGFR3 Dual Color Dual Fusion, LSI
IGH/MAF Dual Color Dual Fusion, XL t(6;14), XL t(14;16),
XL IGH plus) (Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA;
Dako, Glostrup, Denmark; Kreatech, Amsterdam, The
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Netherlands; MetaSystems, Altlusheim, Germany).
K urceni nejcastéjSich pocetnich zmén chromozomu
byly pouzity centromerické sondy pro chromozomy 15
a 17 (Abbott Molecular). Hybridizace byla provedena
podle navodu vyrobce sondy. Vysledek hybridizace
byl hodnocen pomoci fluorescené¢niho mikroskopu
a programu ISIS (MetaSystems). Hodnoceno bylo 100
plazmatickych bunék; hodnota cut-off pro genové sondy
byla 10 %, pro centromerické sondy 20 %. Komplexni
zmeény byly hodnoceny jako nalez > 3 zmén v karyotypu
nebo urcené metodou FICTION.

Séra zmrazend na -78 °C byla deponovana v biobance
Oddéleni klinické biochemie a Hemato-onkologické
kliniky FN v Olomouci, koncentrace MIg byla vySetfena
SPE pristrojem Sebia Hydrasy pomoci skeneru Epson
1680, IFE soupravou Hydragel 4 IF. Hladiny FLC byly
vySetfeny soupravami Freelite SPA Plus k free (rozmezi
3,3-19,4 mg/1) a Freelite SPA Plus A free (5,7-26,3 mg/1)
svypoctem indexu FLC-1, tj. poméru FLC-k/ FLC-A (0,26 aZ
1,65) [1, 3, 6]. Koncentrace HLC v séru byla vySetfena
turbidimetrem SPA Plus (The Binding Site) soupravami
Hevylite Human: IgG-k (3,84-12,07 g/1), 1gG-A (1,91-6,74
g/1), index IgG HLC-1 z poméru IgG-k/IgG-A (1,12-3,21);
hodnoty IgA-x (0,57-2,08 g/1), IgA-A (0,44-2,04 g/1), in-
dex IgA HLC-t z poméru IgA-k/IgA-A (0,78-1,94) [13, 16].
Na rozdil od standardnich kritérii, zalozenych stabilné
na vypoctu indexdi FLC-r (FLC-1) a HLC-r (HLC-T) z po-
meéru FLC-k/FLC-A, respektive HLC-k /HLC-A, vedouci
u nemocnych s lehkym fetézcem A k ziskani nizkych
obtizné interpretovatelnych hodnot, byl pouZit pro
vypocet ,modifikovanych“ indexti "FLC-r a ™HLC-T
(vZdy pomér i-FLC/u-FLC nebo i-HLC/u-HLC) tj. hodnota
LHinvolved” typu pouZzita v ¢itateli zlomku (napft. v pfipadé
i-HLC-A pomér i-HLC-Mu-HLC-x). Jde o analogii princi-
pu, pouzitého v pripadé FLC-t v nékterych predchozich
studiich [22, 27, 28, 29] a zejména recentnich IMWG
(International Myeloma Working Group) revidovanych
diagnostickych kritériich MM (biomarker malignity
FLC-t =i-FLC/u-FLC > 100) [29, 30]. Vypocet rozdilu hod-
not FLC (FLC-dif) a HLC (HLC-dif) byl proveden prostym
odectem hodnoty ,uninvolved“ od hodnoty ,involved“ FLC
a HLC (20). Hodnoty B,-mikroglobulinu (B,-M) byly
vySetfeny metodou ELISA (< 2,3 mg/l), hodnoty he-
moglobinu (HDb), trombocyth, albuminu, kreatininu
a laktatdehydrogendzy (LDH) standardnimi postupy.
Ke stratifikaci MM byl pouzit stazovaci systém podle
Durieho-Salmona (D-S), International Staging System
(ISS) [24, 25, 31]. Zatazeni do studie bylo vazano na
podpis informovaného souhlasu, design studie byl
schvalen etickou komisi FN v Olomouci.

Ziskana data byla analyzovana pomoci statistic-
kého software IBM SPSS Statistics 22, normalita dat
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byla posouzena pomoci Shapiro-Wilkova testu. Ke
statistické analyze byly pouzity testy podle Pearsona,
Kruskala-Wallise, U-test podle Manna-Whitneye
a Fischeriv pfesny test s Bonferroniho korekci sig-
nifikance. VSechny testy byly provadény na hladiné
vyznamnosti p < 0,05.

VYSLEDKY

vztah vysledkui chromozomové analyzy
K prognostickym faktorim

Vysledky vysetfeni zakladnich klinicko-labora-
tornich charakteristik v sestavé 97 nemocnych pri
diagnéze MM jsou uvedeny v tabulce 1. Vyskyt ab-
normalnich cytogenetickych ukazatelii, vySetfenych

Tab. 1 Zakladni charakteristiky souboru mnohocetného myelomu
vysSetreného pfi diagndze nemoci

Analyzovany soubor

N 97

Veék (roky)

Muzi/Zeny

65 (39-88)
44 (45 %)/53 (55 %), pomér - 0,83

FLC:
- FLC-x (mg/1) 55,0 (0,4-39721)
- FLC-A (mg/1) 9,0 (0,5-35038)

- sFLC-r (k/A)
- MFLC-r (i/u-FLC)

9,7 (0,0002-41376)
79,6 (1,1-41376)

HLC:
- HLC-x (9/D) 15,6 (0,018-89,6)
- HLC-A (9/D) 0,7 (0,017-66,6)

23,9 (0,0003-3465)
88,5 (1,1-3466)

- *HLC-r (x/A-1gG HLC)
- MHLC-r (i/u -IgG HLC)

MIg-I9G/IgA (n, %)
- koncentrace (g/1)

71/26 (73,2/26,8 %)
25,4 (3,5-90,1)

- pomér k/A 63/34 (64,9/35,1 %)
Hb (g/1) 102 (67-150)
Trombocyty (x10%/1) 191 (42-485)

Albumin (g/1) 36,1 (14,6-47,6)

B,-M (mg/1) 4,4 (1,4-43,4)
Kreatinin (umol/I) 90 (30-1666)

LDH (umol/I) 2,8 (1,0-10,8)

D-S:

stadium: 1/11/111 1 (11,3 %)/33 (34 %)/53 (54,7 %)
podstadium: A/B 82 (84,5 %)/15 (15,5 %)
ISS:

stadium: 1/2/3 29 (29,9 %)/32 (33,0 %)/36 (37,1 %)

Vysvétlivky: FLC - volné lehké fetézce imunoglobulinu v séru (,free light chain of immuno-
globulin®), sFLC-r - ,,standardni“ pomér FLC-x/A, "FLC-r - ,modifikovany* pomér i-FLC/u-
-FLC (,involved/uninvolved FLC ratio*), HLC - par tézkych/lehkych Fetézct imunoglobulinu
(.immunoglobulin heavy/light chain pair), sHLC-r - ,,standardni* pomér HLC-kx/HLC-,
M™HLC-r - ,modifikovany“ pomér i-HLC/u-HLC (,involved/uninvolved HLC ratio®), Mlg -
monoklonalni imunoglobulin, Hb - hemoglobin, B,-M - ,-mikroglobulin, D-S - stazovaci
systém podle Durieho-Salmona, ISS - mezinarodni staZzovaci systém




Tab. 2 VVysledky cytogenetické analyzy pfi diagndze mnohocetného myelomu

Vysledky studie

Cytogenetické zmény

Avet-Loiseau [2] Kumar [11]

del(13)(q14) 49/97 (50,5 %) (48 %) (47 %)
IgH prestavba 35/97 (36,1 %) (46 %)
t(1,14)(a13,032) 11/97 (1,3 %) 21 %) (18 %)
t(4;14)(p16;032) 17/97 (7,5 %) (14 %) (10 %)
t(14;16)(032;023) 3/97 (31 %) (5B %)
Trizomie chromozomu 15 54/97 (55,6 %) (37 %)
Trizomie chromozomu 17 15/97 (15,7 %)

Zmnozeni oblasti 1921 45/97 (46,4 %) (30 %)

Del(17)(p13) 8/97 (8,2 %) M%) (10 %)
Komplexni zmény 63/97 (64,9 %)

Cytogenetické abnormality 88/97 (90,7 %) (90 %) (97 %)

Vysvétlivky: /gH -gen pro tézky retézec imunoglobulinu, Del - delece, t - translokace

metodou FICTION je shrnut v tabulce 2. Cytogenetické
zmény byly zjistény v 90,7 %, velmi casty byl nalez
komplexnich zmén (64,9 %), del(13)(q1l4) (50,5 %),
trizomie chromozomu 15 (55,6 %) a zmnozeni oblasti
chromozomu 1q21 (46,4 %). Komplexni zmény karyoty-
pu se vyznacovaly vyznamné niz§imi hodnotami Hb,
coz potvrdil signifikantné vyssi vyskyt komplexnich
zmén v souboru s Hb < 100 g/1. V pfipadé translokace
t(14;16)(q32;g23) byla vyznamné castéjsi trombocyto-
penie (<150 x 10°/1) a zvySeny kreatinin (> 104 (pmol/1)
iB,-M (> 5,5mg/1) - tabulka 3. Trizomie chromozomu
15 a 17 se vyznacovala vyznamné vy$$im zastoupenim
nemocnych s MIg > 25 g/1, zatimco pfitomnost del(13)
(ql4) se vyskytovala vyznamné castéji u nemocnych
s Hb < 100 g/1 a trombocytopenii < 150 x 10%/1. Del(17)
(p13) zahrnujici gen TP53 byla vyznamné castéji pro-
vazena vysokou hodnotou B,-M, zatimco zmnoZeni
oblasti chromozomu 1g21 se vyznacovalo vysoce vy-
znamnym vztahem k nizkym hodnotam Hb, vietné
nemocnych s Hb <100 g/1. V pfipadé hodnoceni vztahu
IgH prestavby typu translokace t(11;14)(q13;q32) a t(4;14)
(p16;g32) k standardnim PF MM, tj. Hb, albuminu,
kreatininu, B,-M a LDH, nebyl zjiStén statisticky vy-
znamny vzajemny vztah (viz tab. 3).

Analyza vztahu cytogenetickych zmén a FLC-r

S vyjimkou vyznamné vysSich hodnot standard-
niho indexu SFLC-r v pfipadé del(13)(ql4) nebyl zjis-
tén vztah k ostatnim analyzovanym cytogenetickym
zménam (tab. 4). Kromé statisticky vyznamného
vztahu del(13)(q14) (p = 0,025), del(17)(p13) (p = 0,025)
a komplexnich zmén karyotypu (p = 0,008) k podsou-
boru s vysoce abnormélnim indexem SFLC-Tt (cut-off <
0,01 a > 100) [29, 32] vyznéla analyza vztahu SFLC-r

k prestavbé IgH, trizomii 15 a 17 i zmnozeni oblasti
chromozomu 1q21 nevyznamné. V pfipadé modifi-
kovaného indexu ™FLC-r byly prokazany s vyjimkou
IgH prestavby a trizomie 15 vyznamné vyssi hodnoty
v rdmci zmén del(13)(ql4), trizomie 17, zmnoZeni
oblasti 1g21, del(17)(p13) a nalezu komplexnich zmén
(viz tab. 4). Vyznamneé castéjsi vyskyt del(13)(ql4) byl
zjiStén i v podsouboru s hodnotou indexu ™FLC-t >100
[podle 29] (p = 0,025).

Analyza vztahu cytogenetickych zmén a HLC-r

S vyjimkou t(4;14)(p16;932) (p = 0,031), proviazené
signifikantné a bezmala 10krat vy$simi hodnotami
standardniho indexu sHLC-1, nebyl prokazan vyznam-
ny vztah k ostatnim analyzovanym chromozomovym
zménam, a to ani v pfipadé hlubsi analyzy podsouborti
s nizce (0,022 a < 45) vs. vysoce abnormalnimi hod-
notami (< 0,022 a > 45) roz¢lenénymi podle Ludwiga
[33]. V pfipadé modifikovaného indexu ™HLC-r byly
zjisStény vyznamné vyssi hodnoty pouze v pripadé pfti-
tomnosti trizomie 17, zmnozeni oblasti 1g21 a nalezu
komplexnich zmén. Cilena analyza zaméfena na abe-
race chromozomu 14 prokazala vyznamné vyssi hod-
noty ™"HLC-t u nemocnych s pritomnosti translokace
t(4;14)(p16;g32)(p = 0,047), nikoliv ale t(11;14)(q13;q32)
at(14;16)(q32;q23). S vyjimkou trizomie 15, vyznacujici
se signifikantné vyssimi hodnotami koncentrace MIg
nebyla zjiSténa v pripadé ostatnich analyzovanych cy-
togenetickych zmeén statisticky vyznamna souvislost
(viz tab. 4).

Vysledky hlubsi analyzy zamérené na analyzu pod-
soubor® s vysokymi vs. nizkymi hodnotami ™FLC-r
nebo ™HLC-t jsou shrnuty v tabulce 5. V podsouboru
mFLC-r s hodnotami > 79,6 (median souboru) byl zjis-
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Tab. 3 Asociace cytogenetickych zmén s klinicko-laboratornimi parametry

Cytogenetické
zZmény

Vlastni studie
parametr

Signifikantni vztah (predchozi studie)

parametr

autor (odkaz)

Abnormalni karyotyp - Hb <100 (g/1) Jekarl [22]
Thr <150 (x10%/1)
B,-M (mg/1)
Pc v KD (> 40 %)
Komplexni zmény Hb <100 (g/1) 0,003 Hb <100 (g/1) Jekarl [22]
poz./neg. Hb: M-94/108 (g/1) 0,036 Thr <150 (x 10%/1)
B,-M (mg/1)
Pc v KD (%)
IgH prestavba Albumin < 35 (g/1) Jekarl [22]
- Mlg (g/1) Fonseca [50]
t(11;14)(q13;932) LPtyp
t(4;14)(p16;032) - B,-M (mg/1) Avet-Loiseau [1]
t(14;16)(a32;q23) Thr <150 (x10%/1) 0,016 CRP (mg/1) Gertz [40]
Kreatinin >104 (umol/1) 0,048 Pc-KD (%) Avet-Loiseau [1]
B,-M>55 (mg/1) 0,044 IgA izotyp
Pc-KD (%) Avet-Loiseau [1]
B,-M (mg/1)
Trizomie 15 Mlg > 25 (g/) 0,049 -
Trizomie 17 Mlg > 25 (g/1) 0,041 =
del(13)(q14) Hb <100 (g/h) 0,008 Hb <100 (g/1) Jekarl [22], Facon [43]
Thr <150 (x 10%/1) 0,020 Pc v KD (%) Jekarl [22], Zojer [42]
B,-M (ma/1) Zojer [42], Facon [43]
LDH (ukat/1) Facon [43]
del(17)(p13) poz./neg. B, M: M- 9,9/4,1 (mg/1) 0,045 Hb <100 (g/1) Jekarl [22]
Thr <150 x10%/1)
B,-M (mg/1) Avet-Loiseau [1]
Kreatinin (umol/1) Jekarl [22]
Zmnozeni oblasti 1q21 Hb <100 (g/1) 0,0001 B,-M (ma/1) Jekarl [22]
-poz./neg. Hb: M- 93/110 (g/1) 0,0005 Hanamura [23]
Ca (mmol/l) Hanamura [23]
IgA izotyp
Hb <10 (g/1)
BJ-urie
Pc v KD (%) Jekarl [22],
Hanamura [23]

Vysvétlivky: Hb - hemoglobin, Thr - trombocyty, B, M- ﬁz—mikroglobulin, Pc-KD (%) - plazmocyty v kostni dieni, Mlg - monoklonalni imunoglobulin, LP typ - lymfoplazmocytovy typ my-
elomu, CRP - C-reaktivni protein, IgA - imunoglobulin-A, LDH - laktadtdehydrogenaza, Ca - vapnik, BJ-urie - Bence-Jonesova bilkovina v moci, p - index statistické vyznamnosti

tén vyznamné vyssi vyskyt del(13)(q14), zmnoZeni ob-
lasti 121 a nalez komplexnich zmén. Tento nilez byl
potvrzen i analyzou souborl s pouzitim cut-off > 277,
pouzity s ispéchem v predchozi studii [22] (viz tab. 5).
V pripadé FLC-dif byl pfi pouziti cut-off = 185 zazna-
menan vyznamny vztah k del(13)(ql4), komplexnim
zménam karyotypu a del(17)(pl3). Analyza vénovana
modifikovanému indexu ™HLC-t prokazala v podsou-
boru s hodnotou > 89,2 (medidn souboru) signifikantné
Castéjsi vyskyt pouze zmmnozeni oblasti 1g21 a nalez
komplexnich zmén, v pripadé cut-off = 94,5, zvoleného
na podkladé doporuceni nasi predchozi studie [28] byl
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zjistén vyznamny vztah k zmnoZeni oblasti 1g21 (p =
0,002) a navic i k pritomnosti komplexnich zmén ka-
ryotypu (p = 0,031). Samostatna analyza vyclenéného
podsouboru tridy IgG zachytila v pripadé hodnot >
94,5 vedle vyznamneé castéjsSiho zmnoZeni oblasti 121
(p = 0,013) i Castéjsi nalez trizomie chromozomu 17
(p=0,029), analyza nemocnych s izotypem IgA vyznéla
nepfiznac¢né. V pfipadé analyzy podsoubort rozdéle-
nych podle hodnoty medianu HLC-dif v nasem souboru
(cut-off = 31,6) byl zjistén vyznamny vztah pouze k vy-
skytu translokace t(4;14)(pl16;q32) a zmnoZeni oblasti
1g21 (viz tab. 5).
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DISKUSE

MM je plazmocelularni neoplazie s komplexni, ne-
uplné vyfeSenou molekularni patogenezi a se slozitou
subklonalni strukturou. V diisledku klinicko-laborator-
ni, genetické, molekularné-biologické a intraklonalni
rtiznorodosti MM se vétSina recentnich studii zamérila
s pouzitim vysoce sofistikovanych molekularné-gene-
tickych metod na odhaleni biologické podstaty nemoci
[34, 35]. Hlubsi poznani vnitinich biologickych vlastnosti
myelomovych bunék a jejich vztahu k mikroprostredi
kostni dfené, ale i ke standardnim klinicko-laboratornim
ukazatel@im vedlo k sestaveni novych stratifikacnich sys-
téml zaloZenych na metodé iFISH, tj. mSMART (Mayo
Stratification of Myeloma and Risk-Adapted Therapy)
[36] a R-ISS (Revised International Staging System) [37]
jako vychodiska specificky orientované terapie [7, 11, 36,
37]. V 97¢lenném souboru MM vySetfeném pfi diagnéze
metodou FICTION byl zaznamenan obdobny vyskyt chro-
mozomovych aberaci jako v pfedchozich studiich, tj.
v analyze Aveta-Loiseaua [38] a Kumara [7, 11], v nasem
souboru bylo ale niz§i zastoupeni t(11;14)(q13;g32) a poné-

Vv

kud vyssi vyskyt t(4;14)(pl6;q32) - viz tab. 2.

Vztah vysledkii chromozomové analyzy
Kk prognostickym faktorim

V souladu s dosavadnimi prameny byly v nasi studii
zjistény cytogenetické zmény u naprosté vétsiny (90,7 %)

nemocnych [11, 38]. V pfedchozich studiich byl zjiStén
vztah abnormalniho karyotypu k standardnim pro-
gnostickym faktoriim se vztahem k naloZi myelomové
tkané (viz tab. 3). U nemocnych s pfitomnosti kom-
plexnich zmén jsme v souladu s pfedchozi analyzou
zaznamenali pouze signifikantni vztah k tiZi anémie,
nikoliv k albuminu, B,-M, kreatininu Ca a LDH, zatim-
co predchozi studie popsala vedle vztahu k poklesu Hb
rovnéz vyznamny vztah k trombocytopenii, zvySenym
hodnotam B,-M a po¢tu plazmocyti v kostni dfeni [22].
Pfes pomérné Sirokou $kilu parametril, u nichz byl
v predchozich studiich popsan vztah k pfitomnosti
prognosticky ,inertni“ translokace t(11;14)(q13;q32) - viz
tab. 3, véetné vyskytu lymfoplazmocytové morfologie
myelomovych bunék u 20 % nemocnych, pritomnosti
hyposekre¢niho a/nebo B-J typu MM, vyznéla nase
studie, a to pravdépodobné i v dlisledku pouze 11,3%
zastoupeni nepriznacné [1, 4, 11, 22, 38, 50]. Rovnéz
u primarni, pro MM specifické a prognosticky pomeérné
nepiiznivé translokace t(4;14)(p16;q32) jsme na rozdil od
predchozich autorti nezaznamenali zadny vztah k ana-
lyzovanym standardnim prognostickym faktorim (viz
tab. 3) [2, 39]. V pfedchozich studiich byl zaznamenan
vyznamny vztah t(4;14)(pl6;q32) k tak prognosticky
vyznamnym parametram, jakymi jsou B,-M, mnoz-
stvi plazmocyt v kostni dfeni a IgA izotyp MM [1, 2,
40]. U pomérné vzacné t(14;16)(q32;g23), spojované

Tab. 4. Souborna analyza vztahu vybranych prognostickych laboratornich ukazatel( k vysledkdm cytogenetické analyzy v sestavé 97 nemocnych
s mnohocetnym myelomem vysetfenym pfi diagndze nemoci

del(13g) neg/poz 1,8/48,4 0,007 31,3/141,4 0,002 | 9,8/30,0 ns 93,3/89,2 ns 25,4/25,4 ns

Zmény IgH neg/poz 9,8/7,5 ns 63,9/116,5 ns 22,9/36,5 ns 63,3/118 ns 27,1/25,4 ns

t(11,14)(013;032)

t(4;14)(p16;032) 0,69/19,5 ns 79,2/90,2 ns 0,021/24,7 ns 87,9/98,7 ns 26,4/25,4 ns

t(14.16) 8,35/70,8 ns 74,7/106 ns 22,0/226,9 | 0.031 | 76,8/500,3 | 0,047 25,9/251 ns
8.3/764,4 ns 79,2/764,4 ns 22,4/135.1 ns 86,4/135,1 ns 25,4/34.,4 ns

Trizomie 15 4,5/20,9 ns 70,6/80,7 ns 17,/26,4 ns 84,6/95,5 ns 23,0/34,9 0,007

neg/poz

Trizomie 17 7.2/98,1 ns 70,7/202 0,044 | 22,6/689 ns 68,9/378 0,047 | 24,7/337 ns

neg/poz

Zmnozeni oblasti 1921 6,9/20,1 ns 47,9/10 0,033 | 22,3/40,9 ns 52,2/182 0,009 | 236/334 ns

neg/poz

del (17p13) neg/pos 9,1/89,6 ns 69,6/241 0,026 | 22,9/38,4 ns 88,5/79,1 ns 26,4/24,3 ns

Komplexni zmény neg/poz 6,4/24,7 ns 42,8/132,4 | 0,007 | 21,6/46,7 ns 57,9/131,2 | 0,043 | 23,7/30,4 ns

Vysvétlivky: sFLC-r - ,standardni“ pomér volnych lehkych fetézc imunoglobulinu - /A, "FLC-r - ,,modifikovany“ pomér i-FLC/u-FLC (,involved/uninvolved FLC ratio“), HLC - par tézkych/
lehkych Fetézcl imunoglobulinu (,immunoglobulin heavy/light chain pair), *HLC-r - ,,standardni* pomér péru tézkych/lehkych Fetézcl imunoglobulinu k/A (HLC-k/HLC-1), "HLC-r - ,modi-
fikovany“ pomér i-HLC/u-HLC (,involved/uninvolved HLC ratio®), Mig - monoklonalni imunoglobulin, M - medidn naméfenych hodnot, p - index statistické vyznamnosti, ns - nesignifikantni

vztah
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Tab. 5. Soubornd analyza vztahu skupin s vysokou vs. nizkou hodnotou modifikovaného pomeéru ("FLC-r) a rozdilu (FLC-dif) hladin volnych
lehkych fetézcl imunoglobulinu a modifikovaného poméru ("HLC-r) a rozdilu (HLC-dif) hodnot part tézkych/lehkych fetézcl k vysledkiim
cytogenetické analyzy v souboru 97 nemocnych s mnohocetnym myelomem vysetfenych pfi diagndze nemoci

,» Cut-off* FLC-dif HLC-dif
> 366,1 > 31,6
P P
del(13)(q14) 0,041 0,005 0,038 ns ns ns
IgH translokace:
t(11;14)(q13;932) ns ns ns ns ns ns
t(4;14)(p16;932) ns ns ns ns ns 0,031
t(14;16)(q32;923) ns ns ns ns ns ns
Trizomie 15 ns ns ns ns ns ns
Trizomie 17 ns ns ns ns ns ns
Zmnozeni oblasti 1q21 0,042 0,01 ns ns 0,001 0,015
Del(17)(p13) ns ns 0,019 ns ns ns
Komplexni zmény 0,019 0,030 0,003 ns 0,017 ns
Abnormalni karyotyp 0,031 ns ns 0,031 ns ns

Vysvétlivky: "FLC-r - ,modifikovany“ pomér volnych lehkych fetézcd imunoglobulinu i-FLC/u-FLC (,involved/uninvolved FLC ratio®), FLC dif - rozdil hladin volnych lehkych fetézct (rozdil
mezi iFLC-UFLC), "HLC-r - ,modifikovany* pomér i-HLC/u-HLC (,involved/uninvolved HLC ratio”), HLC-dif - rozdil sérovych hladin iHLC-uHLC, ns - nesignifikantni vztah, p - index statistic-

ké vyznamnosti, /gH - gen pro tézky fetézec imunoglobulinu, t - translokace, Del - delece

s vyskytem plazmocelularni leukemie a nepfiznivou
progndzou jsme zaznamenali vyznamny vztah k trom-
bocytopenii, kvzestupu kreatininu a vsouladu s Avetem-
-Loiseauem i k vy$§im hodnotdm B,-M (viz tab. 3)
[1, 41]. Trizomie chromozomu 15 a 17 byla v nasi studii
provazena vyznacné zvysenou koncentraci MIg > 25 g/1,
coz nebylo doposud popsano a pro coz nemame dopo-
sud vérohodné vysvétleni. Del(13)(q14) méla v nasem
souboru vztah k anémii a trombocytopenii, zatimco
v predchozich studiich navic k mnozstvi plazmocy-
tl v kostni dfeni a zvySenym hodnotam B,-M i LDH
(viztab. 3) [22, 42, 43]. Je zndmo, Ze zejména kompletni,
aleiparcialni delece chromozomu 13, pfipadné translo-
kace 13q zjiSténa pomoci konvencni chromozomové
analyzy se vyznacuje nepfiznivou prognézou, zatimco
odezva a krats$i OS vazany na soucasny vyskyt t(4;14)
(p16;q32) a del(17)(p13) 2, 42]. U nemocnych s pfitom-
nosti del(17)(p13) s deleci TP53, tj. aberace s nartistajicim
vyskytem v priibéhu MM a spojené v dusledku ztraty
fady genti a mutace TP53 s chemorezistenci a nepfizni-
vou prognézou, jsme zaznamenali na rozdil od jinych
autorl pouze vztah k vy$§im hodnotdm B,-M (viz tab. 3)
(1,2, 22, 44]. Bylo zjisténo, Ze v piipadé t(4;14)(p16;q32),
t(14;16)(q32;923), t(14;20)(q32;q12) a del(17)(p13) dochézi
z€asti ke snizeni negativniho prognostického naboje
v pripadé soucasné trizomie [11, 45]. Dosti frekventni
aberace typu zmnozeni oblasti 1g21 byla na rozdil od
jinych autorti, prokazujicich vztah k mnoha negativ-
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nim prognostickym faktorim (B,-M, hyperkalcemie,
vysoka BJ-urie, infiltrace kostni dfené myelomovymi
plazmocyty, IgA izotyp) v nasi i v dalSich analyzach
vysoce vyznamné sdruzena s vyskytem anémie (viz
tab. 3) [22, 23]. Popsany vztah mezi Hb a zmnoZenim
oblasti 1g21 odpovida zjisténi, Ze alterace transkripc-
ni regulace gent lokalizovanych na chromozomu 1q
prispiva k progresi nemoci a kratké délce zivota, tedy
Casto k pribéhu MM s jiz prvotné nizkou hodnotou Hb
[8]. Bylo odhaleno, Ze dalsi oblast chromozomu 1, tj.
oblast 1p36 je Casto deletovana, a tato deletovana oblast
nese nadorovy supresor, gen p73 s izkym vztahem Kk p53
[46]. Vyskyt amplifikace chromozomu 1q narista s po-
krocilosti MM a zejména ve spojeni s del(13)(q14), jde
0 nezavisly neptiznivy prognosticky faktor s kratkym
PFSa OS [47, 48, 49]. Z pfedloZenych vysledkl vyplyva,
Ze chromozomové aberace mély pfevazné vztah k vy-
znamnym prognostickym faktorGm MM se vztahem
k rozsahu a biologickym vlastnostem nadorové tkané,
tj. k hodnotam Hb, trombocytil, B,-M a k zastoupeni
plazmocytd v kostni dfeni, zatimco asociace s jiny-
mi laboratornimi ukazateli byla dosti proménliva. Za
pfinos pro klinickou praxi lze povazovat mj. spojeni
trombocytopenie s abnormalnim karyotypem [22], nizsi
hodnoty albuminu i MIg a vysoky vyskyt lymfoplazmo-
cytového typu MM u t(11;14)(q13;g32) (22, 50, 51), Castéjsi
zastoupeni IgA izotypu MM v pripadé t(4;14)(pl6;q32)
[1, 52], zvySené hodnoty LDH v pfipadé del(13)(q14) (43)
aj. (viz tab. 3).



FLC, HLC A VYBRANE PROGNOSTICKE FAKTORY U MYELOMU

Analyza vztahu cytogenetickych zmén k FLC-r

Z analyzy vyplynulo, Ze hodnoty standardniho inde-
xu monoklonality, tj.sFLC-1 byly statisticky vyznamné
zvySeny pouze u nemocnych s aberaci del(13)(ql4).
Hlubsi analyza vénovana podsouborim s vysokym vs.
nizkym indexem SFLC-r (cut-off < 0,01 a > 100) [29, 32]
potvrdila vedle relace k del(13)(q14) taktéZ signifikant-
ni vztah k del(17)(p13) (TP53) a komplexnim zménam
karyotypu. ZjiSténé vztahy dokladaji zavislost vyse
indexu SFLC-1 k témto karyotypovym aspektiim pato-
biologie MM. Analyza modifikovaného indexu ™FLC-r
odhalila s vyjimkou prestavby IgH a trizomie chromo-
zomu 15 vyznamneé vyssi hodnoty v pfipadé del(13)(q14),
trizomie 17, zmnoZeni oblasti 121, del(17)(p13) a kom-
plexnich zmén karyotypu. Delece 13q14 se vyznamné
Castéji vyskytovala u nemocnych s indexem ™FLC-t
> 100. Popsané vztahy neodkryvaji pouze vztah mezi
sekre¢nim nabojem myelomového klonu v produk-
ci monoklondlniho/,involved” FLC vs. snizZeni vyskytu
a suprese funkce normalnich plazmocytli projevujici
se snizenim tvorby normalnich/,uninvolved“ FLC k §i-
roké Skale primarnich a sekundarnich karyotypovych
zmén, ale i pfednosti modifikovaného indexu ™FLC-r
pred formou standardni (FLC-1). NaSe pozorovani, ze
hodnoty indexu SFLC-r a ™FLC-1 se v pfipadé pfestavby
IgH lisily pouze nevyznamné, neodpovida predchozim
zkusenostem, kdy nemocni s ,high-risk“ IgH transloka-
cemi, zejména t(14;16)(q32;g23), méli vyznamné vyssi
median hodnot FLC a FLC-t [10, 45]. Soucasny vyskyt
t(14;16)(q32;q23) a rendlni insuficience vedly na rozdil
od samotné translokace bez renalni insuficience ke
zkraceni OS, takZe negativni vztah t(14;16)(q32;923)
k prognoze je ziejmeé podminén vyssi prevalenci renalni
insuficience nezli biologickou agresivitou choroby [10].
Klinicky pfinos iFISH analyzy umocnuje zjisténi, ze
nebyla nalezena vyznamna rozdilnost mezi hodnotami
FLC a FLC-1 pri diagnoze a v relapsu MM v pripadé , high-
-risk“ IgH translokaci charakteru t(4;14)(p16;q32), t(14;16)
(g32;q23) a t(14;20)(g32;q12) oproti nemocnym bez jejich
prikazu [35]. NaSe, obdobné jako nékteré predchozi
studie osvédcila dobrou zkuSenost s vypoctem modifi-
kovaného indexu ™FLC-t z pomeéru ,involved/uninvolved“
FLC [22, 27, 29, 30]. V pomérné piinosném svétle se
rovnéz jevilo pouziti vypoctu indexu FLC-dif, nebot pri
analyze vztahu cytogenetickych zmén k podskupinam
s nizkou vs. vysokou hodnotou FLC-dif byl ve skupiné
s cut-off = 185 vyjadren statisticky vyznamny vztah
k pritomnosti del(13)(ql4), del(17)(p13) a komplexnim
zmeénam karyotypu. S vyjimkou zmnozeni 1g21 byly pti
pouziti FLC-dif zjiStény obdobné vztahy, jako v ptipadé
mFLC-1, coz signalizuje urcitou informacni ekvivalenci
obou indexi.

Analyza vztahu cytogenetickych zmén k HLC-r

Korela¢ni analyza neshledala vyznamny vztah mezi
zvySenim hodnot SHLC-t a pfitomnosti nékteré z ana-
lyzovanych cytogenetickych zmén, a to ani v pripadé
hlubsi analyzy s vy¢lenénim podsoubort s nizkou vs.
vysokou hodnotou SHLC-T (cut-off < 0,022 a > 45 podle
doporuceni Ludwiga) [19, 33]. Jedinou vyjimkou byla
vyznamna, desetindsobné zvysena hodnota media-
nu SHLC-r nemocnych s t(4;14)(p16;q32), podchycena
i v pripadé modifikovaného indexu ™HLC-t a indexu
HLC-dif. Pfitomnost t(4;14)(p16;q32) pii diagnéze MM
se tedy vyznacovala statisticky vyznamnym vztahem
nejen k standardnimu poméru HLC-k/HLC-A ((HLC-1),
k modifikovanému pomeéru ,involved/uninvolved“ HLC
(MHLC-1), ale i k rozdilu hodnot obou izotypt HLC (,,in-
volved - uninvolved“ HLC) (HLC-dif), tedy parametri vyja-
dfujicich soucasny stav produkce monoklondlniho Ig
(MIg) myelomovymi plazmocyty a suprimované syntézy
normalniho/polyklonalniho Ig (PIg) téhoZ izotypu rezi-
dualnimi normalnimi, tj. polyklondlnimi plazmocyty.
Této problematice se doposud pouze okrajoveé vénovala
studie Ludwiga, jeZ popsala vyznamnou korelaci mezi
supresi paru HLC a cytogenetickym ,high risk“ obrazem,
nikoliv stupném infiltrace kostni dfené myelomovymi
plazmocyty [33].

Znalezu vyznamného vztahu mezi zvySenymi hod-
notami ™HLC-r a trizomie 17, zmnoZeni oblasti 1g21
a nalezu komplexnich zmén karyotypu vyplyva, Ze
jde o tcelné pojaty ukazatel se statisticky Sir§im a vy-
znamnéjs$im korela¢nim potencidlem nezli standardni
index sHLC-t [16, 18], zatiZeny vyznacnym rozptylem
neobycejné rozdilnych hodnot ztézujicich klinickou
interpretaci [28]. Analyza vyskytu cytogenetickych
zmén v souborech nemocnych s nizkou vs. vysokou
hodnotou ™HLC-r odhalila v pfipadé cut-off = 89,2 (me-
dian souboru) vyznamneé ¢astéjsi pfitomnost zmnoZeni
oblasti 1g21 a komplexnich zmén. Separatni analyza
nemocnych s IgG izotypem MM rozpoznala na rozdil
od IgA tfidy vztah ™HLC-r nejen k zmnozeni oblasti
1g21, ale i k trizomii 17. Ve skupiné nemocnych s cut-
-off indexu HLC-dif > 31,6 byla vedle opét vyznamné
Castéjsiho zmnozeni oblasti 121 a navic i translokace
t(4;14)(p16;q32). Originalné odhaleny vyznamny vztah
vysokych hodnot indexu ™HLC-t k fadé riznych chro-
mozomovych zmén nasvédcuje urcité provazanosti
cytogenetickych aberaci s nalozi a funkci myelomového
klonu a zprostfedkovaneé i s velikosti kompartmentu
normalnich plazmocytli, zejména s prognosticky rizi-
kovymi typy karyotypu. VySe indexu "HLC-t, pfipadné
i HLC-dif nema tedy vztah pouze k objemu nadorové
masy a redukci normalnich plazmocytii, ale i k dopo-
sud nedostatecné poznanym vnitinim biologickym
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vlastnostem myelomovych plazmocyti a druhotnym
zménam ,niche” mikroprostfedi kostni dfené. Slozitost
vzajemného vztahu cytogenetickych zmeén, hodnot
indexu HLC-t a prognostickych faktori MM demon-
struji i vysledky multivariac¢ni analyzy Bradwella [53]
prokazujici, Ze hodnoty HLC-1 a 3,-M mély k preziti
bez progrese vyznamnéjsi vztah, nezli albumin, FLC-r
a prekvapivé i cytogenetické zmeény typu parcidlni de-
lece nebo monozomie chromozomu 13 (51), translokace
t(4;14)(p16;q32) (54) a pfitomnosti monoalelické del(17)
(p13) (40, 53). Stadium 3, vyclenéné s pomoci stratifi-
kac¢niho modelu zaloZeného na hodnotach HLC-ra 3,-M
se vyznacovalo vyznamné krat§im prezitim do progrese
nezli pfi stanoveni s pomoci ISS [53].

Analyza vztahu cytogenetickych zmén k MIg

Za prekvapivy nutno povazovat nalez, Ze na rozdil od
standardnich i modifikovanych indexti FLC-r a HLC-T,
pripadné i FLC-dif a HLC-dif byla zjiSténa vyznamné
vyssi koncentrace MIg v séru pouze v pripadé trizomie
chromozomu 15. Pfi¢inou mnohem ptinosnéjsich vy-
sledk® v pripadé FLC-r a zejména HLC-r ve srovnani
s koncentraci MIg je nepochybné komplexnéjsi podsta-
ta indexti FLC-r a HLC-r. Stanoveni poméru ,involved vs.
uninvolved“ sekre¢nich produktt plazmocyti, tj. FLC
a HLC se vyznacuje mnohem komplexnéjsim vztahem
ke zménam v kostni dfeni provazejicich rozvoj MM,
tj. nejen k prolifera¢nim a dal§im vnitinim zménam
nadorového klonu, ale i k hloubce Gtlumu populace
normalnich plazmocytd. Bylo zjisténo, Ze k HLC izo-
typové-specifické supresi polyklonalnich Ig dochazi
v dlisledku selektivni zmény ,niche mikroprostiedi
kostni dfené vyvolané proliferujicimi neoplastickymi
plazmocyty IgG ptfipadné i IgA typu [53]. Podle zjisténi
Katzmanna suprimuji v pfipadé IgC typu monoklonalni
gamapatie nejistého vyznamu monoklonalni IgG plaz-
mocyty IgG populaci s opa¢nym typem lehkého fetézce,
takZe stupen suprese téchto neklonalnich plazmocyt
je pfedpovédnim ukazatelem vysokého rizika maligni
transformace monoklonalni gamapatie nejistého vy-
znamu v MM [55].

ZAVER

Studie potvrdila, Ze cytogenetické vySetfeni MM
metodou FICTION je pfirozenou soucasti ,,dobré Kkli-
nické praxe“, nebot vyznamné prohlubuje moznosti
individualniho poznéni biologickych vlastnosti této ge-
neticky velmi heterogenni nemoci. Zejména v ptipadé
strukturdlnich aberaci vy¢leniujicich skupinu se ,,stfed-
nim*, tj. t(4;14)(p16;q32) a ,,vysokym* prognostickym
rizikem, tj. del(13)(ql4), del(17)(p13), zmnoZzenim oblasti
1g21 a pritomnosti komplexnich zmén byl prokazan
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vyznamny, i kdyZ proménlivy vztah k ukazateliim
rozsahu (Hb, trombocyty) i biologickym vlastnostem
myelomové tkané (B,-M), zatimco v pfipadé trizomie
chromozomu 15 a 17 ke zvySené koncentraci M-proteinu
v séru. Byl rovnéz ovéren prakticky pfinos vypoctu mo-
difikovanych indexti "FLC-r a "HLC-1, pfipadné stano-
veni indexti FLC-dif a HLC-dif s origindlnim odhalenim
statisticky vyznamného vztahu zejména modifikova-
ného indexu ™HLC-r, vybérové i indexu HLC-dif ke sté-
Zejnim, prognosticky vyznamnym strukturalnim abe-
racim, pfedevsim k t(4;14)(p16;q32), zmnoZeni oblasti
1g21 a nalezu komplexnich zmén. Je zfejmé, Ze k ziskani
Sirsich a vSeobecné platnych poznatkl prohlubujicich
poznani patobiologie MM je nezbytnd, zejména v pti-
padé chromozovych zmén s nizkou incidenci, analyza
podstatné rozsahlejsich souborti.

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BJ - Bence-Jones

B,-M - B,-mikroglobulin

Ca -vapnik

Del  -delece

D-S  -stazovaci systém podle Durieho-Salmona
FISH - fluorescencni insitu hybridizace

iFISH -interfazni fluorescencni in situ hybridizace

FLC - volné lehké fetézce imunoglobulinu (,freelight
chains of immunoglobulin“)

FLC-dif - rozdil volnych lehkych fetézchh imunoglobu-

linu (,involved - uninvolved“ FLC)

FLC-r -pomeér lehkych fetézcti imunoglobulinu séra
K/A (,immunoglobulin free light chain ratio“)

mFLC-r - modifikovany pomér ,involved/uninvolved” FLC

SFLC-t - standardni pomeér , involved/uninvolved“ FLC

IFE  -imunofixacni elektroforéza

Ig -imunoglobulin

IgA  -imunoglobulin-A
IgG  -imunoglobulin-G
IgH - pfestavba genu pro tézky fetézec imunoglobu-

linu
IMWG - International Myeloma Working Group

ISS - mezinarodni staZovaci systém
HDb - hemoglobin
HLC - partézkych/lehkych fetézch imunoglobulinu

(,immunoglobulin heavy/light chain pairs“)
HLC-dif - rozdil ,involved - uninvolved“ HLC
HLC-r - pomeér parQ tézkych/lehkych fetézcli imuno-
globulinu (,imunoglobulin heavy/light chain ratio)
mHLC-r - modifikovany pomér ,involved/uninvolved“ HLC
SHLC-t - standardni pomeér , involved/uninvolved“ HLC
i-HLC -, involved-heavy/light chain immunoglobulin®
IMWG - International Myeloma Working Group
LDH -laktatdehydrogenaza
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LP typ - lymfoplazmocytovy typ

M - median

MGUS - monoklonalni gamapatie nejistého ptivodu
(,monoclonal gammopathy of undetermined
significance®)

MIg -monoklonalni imunoglobulin

MM -mnohocetny myelom

mSMART -, Mayo Stratification of Myeloma and Risk-
-Adapted Therapy*“

ns - nesignifikantni

oS - celkové prezivani (,overal survival®)

Plg - polyklonalni imunoglobulin

Pc - plazmocyt

PFS -doba od diagnézy do progrese nebo umrti,
(,,progression free survival“)

R-ISS -revidovany mezinarodni stdzovaci systém

SPE - elekroforéza proteinti séra

T - translokace

Thr - trombocyty

u-HLC - ,uninvolved heavy/light chain immunoglobulin*
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Podékovani e
Podpora grantové studie IGA MZ CR NT /12451-5 prof. MUDr. Viastimil Scudla, CSc.
a NT/1440-3. 3. interni klinika NRE a Hemato-onkologicka innikq
LF UP a FN v Olomouci
. e . . I. P. Pavlova 6
Cestné prohlaseni autorti 772 00 Olomouc
Autofi prace prohlasuji, Ze v souvislosti s tématem, e-mail: vlastimil.scudla@fnol.cz
vznikem a publikaci tohoto ¢lanku neshledavaji zadny

Nasim cilem je zménit priibéh onkologickych
onemocnéni, aby se stala vylécitelnymi nebo
alespon chronickymi. Snazime se o naplnéni nasi
vize — predchézet onkologickym onemocnénim.

Uzce spolupracujeme s nejuznavané&jsimi
odborniky z oblasti onkologie, akademickymi

a vladnimi institucemi stejné jako s odborniky

z oblasti poskytovani zdravotni péce a s pacienty.

Nase sili spojuje spole¢ny cil: zménit negativni
dopady onkologickych onemocnéni na pacienta
ajeho blizké.

Prinasime moderni diagnostické a terapeutické
postupy, které prodluzuji Zivot nebo zlepsuji
kvalitu Zivota pacienta.

Spole¢nost Janssen vyuziva védecké poznatky
k pomoci pacientm na celém svété.
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Spolecné ménime pohled
na onkologicka onemocnéni.

Janssen-Cilag s.r.o.
Karla Englise 3201/6, 150 00 Praha 5

Pouzitd fotografie ma pouze ilustraéni charakter.
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