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SOUHRN

V patogenezi mnohocetného myelomu (MM) hraji vyznamnou Ulohu primarni i sekundarni genetické zmény. Do skupiny
sekundarnich zmén patfi delece genu 7P53. Tvori skupinu vysoce rizikovych zmén, které jsou asociovany s vyrazné
kratSim obdobim preziti bez progrese onemocnéni i celkovym prezitim.

Cilem nasi studie bylo urcit frekvenci a typ delece genu 7P53 (17p13) v souboru 84 nemocnych s MM nebo monoklo-
nalni gamapatii nejistého vyznamu (MGUS), ktery tvorilo 41 muzl a 43 Zen s medidnem véku 61 let. U 45 nemocnych,
u kterych jsme méli k dispozici dva vzorky kostni diené, byly porovnany vysledky ze dvou odbérd. Vzorky kostni direné
vSech nemocnych byly vySetfeny metodami konvenéni a molekuldrni cytogenetiky. K detekci delece genu TP53 byla
vyuzita metoda FICTION se sondou LSI TP53/CEP 17 (Abbott Molecular). Hodnota cutt-off byla stanovena na 20 %.
Vysledky analyzy delece TP53 v souboru 84 nemocnych odhalily deleci u 12 (14 %) nemocnych, u 1 nemocné byla
prokdzana monozomie chromozomu 17. Delece genu TP53 nebyla pozorovana u zadného ze Sesti jedinct s MGUS.
Nejcastéji byla delece pozorovana v pokrocilych stadiich mnohoc¢etného myelomu a u 10 z 12 nemocnych byla delece
genu TP53 soucasti komplexniho karyotypu. VSechny delece v nasem souboru byly monoalelické. V této studii jsme
rovnéz potvrdili korelaci vyskytu delece genu 7TP53 s deleci genu RBI1. Nase vysledky podporuji doporuceni Evropské
myelomoveé sité (EMN), kterym je rutinni vySetrovani delece genu 7P53 u nemocnych s MM.
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SUMMARY
Mickova P, Balcarkova J, Pika T, S¢udla V, Bacovsky J, Minafik J, Nevimova K, Jarosova M

TP53 deletion in patients with multiple myeloma and monoclonal gammopathy
of undetermined significance - molecular cytogenetic analysis of 84 patients

In the pathogenesis of multiple myeloma (MM), both primary and secondary genetic changes play an important role. The
latter includes deletion of TP53 gene, which belongs among a group of high-risk changes associated with significantly
shorter progression-free survival as well as overall survival.

Our objective was to determine the frequency and type of deletion of 7P53 gene (17p13) in a group of 84 patients with
MM or monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS), comprising 41 males and 43 females with a me-
dian age of 61 years. In 45 patients, two distinct bone marrow samples were available, therefore we compared the results
from these two collections, too. Bone marrow samples obtained from all patients were analysed using both conventional
and molecular cytogenetic methods. To detect deletion of the TP53 gene, the FICTION technique with the LS| TP53/CEP
17 probe (Abbott Molecular) was used. The cut-off was set at 20%.

The analysis of 84 patients with MM revealed deletion of 7TP53 gene in 12 (14%) patients; one patient had chromosome
17 monosomy. Deletion of 7P53 gene was not observed in any of the six individuals with MGUS. Most frequently, the dele-
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tion was observed in more advanced stages of multiple myeloma. In 10 out 12 patients, the deletion of 7TP53 gene was
a part of a complex karyotype changes. All deletions in our cohort were monoallelic. The study also confirmed a correlation
between the deletion of 7TP53 gene and the deletion of RB7 gene. Our results support the recommendations of the European
Myeloma Network supporting the role of routine examination of MM patients for 7P53 gene deletion.
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uvop

Mnohocetny myelom (MM) je druha nejcastéjsi
hemato-onkologicka malignita vyznacujici se nadmeér-
nym zmnozenim klonalnich plazmocytl (nejcastéji
izotyp IgG), akumulaci téchto plazmocytt predevsim
v kostni dfeni nemocnych a produkci monoklonalniho
imunoglobulinu.

Za prvotni pfi¢inu vzniku MM jsou povazovany
genetické zmény postihujici B-lymfocyty v jejich termi-
nalnim vyvojovém stadiu - plazmoblasty germinalnich
center lymfatickych uzlin ¢i plazmocyty kostni dfené.
Takto pozménénym plazmatickym burikam je za pod-
pory stromalnich bunék kostni dfené (KD) umoznéna
nekontrolovana proliferace na tkor ostatnich slozek
krvetvorné tkané a soucasna inhibice apoptézy zpiiso-
bujici jejich dlouhodobé prezivani. V diisledku destabi-
lizace genomu a naslednych sekundarnich genetickych
zmeén pak dochazi k progresi do pokrocilejsich stadii
onemocnéni (1).

Pritomnost chromozomovych abnormalit odhale-
nych pomoci konvenéni a molekularni cytogenetiky
predurcuje 1é¢ebnou odpovéd a prognézu nemocnych.
Mezi rekurentni vysoce rizikové chromozomové aberace
prognostického vyznamu byly na zakladé predchozich
studii zafazeny hypodiploidie, translokace t(4;14),
t(14;16), t(14;20) a delece genu TP53(2).

K inaktivujicim mutacim genu TP53 zptisobujicim
ztratu schopnosti bunék reagovat na bunécény stres
dochazi priblizné u 50 % solidnich nadort (3). Zmény
tohoto vyznamného tumor supresorového genu jsou
detekovany i u nemocnych s hematologickymi malig-
nitami, s vySsi frekvenci v pokrocilych a agresivnich
stadiich onemocnéni (4).

Protein p53 je transkrip¢éni faktor fady gend kont-
rolujicich rést bunék, starnuti bunécnych populaci,
opravy DNA, apoptdzu i angiogenezi. Nizka hladina
proteinu p53 v burice je za fyziologickych okolnosti udr-
Zovana jeho interakci s MDM2 proteinem, jehoZ syntézu
protein p53 sam indukuje. V pripadé bunécného stresu
dochézi k naruseni této interakce v diisledku stabilizace

P53 posttranslacnimi Gpravami. ZvysSené hladiny p53
pak vedou k transkripci pro-apoptotickych gent (napft.
PUMA, BAX, BAK) nebo k zastaveni bunécného cyklu
prostfednictvi inhibitoru cyklin dependentnich kinaz
(CDK) - proteinu p21WAFVCIPL - zabranujicimu replikaci
poskozené DNA a nasledné destabilizaci genomu (5).

Nejcastéjsi pri¢inou inaktivace genu TP53 u ne-
mocnych s MM je intersticidlni monoalelicka delece
kratkého ramene chromozomu 17. Metodou FISH byva
delece detekovana u 0-3 % jedincti s monoklonalni
gamapatii nejistého vyznamu (MGUS) (6-8), u 5-34 %
nemocnych s nové dg MM a u ptiblizné 40 % nemocnych
v pokrocilém stadiu onemocnéni (9-16). Nejcastéji je
delece pozorovana u nemocnych s primarni i sekun-
darni plazmocelularni leukemii (PCL; 56 % vs. 83 %
nemocnych) (17).

Ve srovnani s deleci, 1ze mutace tohoto genu deteko-
vat u nemocnych s MM s nizsi frekvenci vyskytu. Prace
Lodé a kolektivu (4) odhalila vyskyt mutace genu TP53
vyhradné u nemocnych s deleci druhé alely. Spole¢ny
vyskyt delece/mutace genu TP53 je Casto pozorovan
unemocnych s extramedularni propagaci onemocnéni,
postiZzenim centralniho nervového systému ¢i renalni
insuficienci a hyperkalcemii, coz potvrzuje asociaci
téchto zmén s progresi a pokrocilymi stadii onemoc-
néni (18-20).

U nemocnych s deleci genu TP53 pozorovanou ve
> 60 % plazmocyti KD byla prokdzana vyrazné kratsi
doba preziti bez znamek choroby (EFS) i celkové preziti
(0S) (21).

Cilem této studie bylo vyhodnoceni frekvence vysky-
tu a typu delece v souboru nemocnych s MCUS a MM
nebo plazmocelularni leukemii (PCL) a soucasné porov-
nani cytogenetickych a molekularné cytogenetickych
nalezli v KD ze dvou po sobé nasledujicich vysetfeni.

SOUBOR NEMOCNYCH A METODIKA

Soubor 84 nemocnych tvofilo 41 muzd a 43 Zen ve
vékovém rozmezi od 35 do 81 let, median véku byl 61
let. Nejcastéjsimi typy tézkého fetézce monoklonalniho
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imunoglobulinu byly fetézce IgG (45 nemocnych, 54 %)
a IgA (29 nemocnych, 35 %). U 8 nemocnych (10 %) se
jednalo o Bence-Johnsontiv typ onemocnéni (BJ), 2 ne-
mocni méli nesekre¢ni formu MM. Celkem 52 (61,9 %)
nemocnych mélo uréeny lehky fetézec kappa. Median
OSDbyl7,8let.

Dle Durie-Salmon stazovaciho systému bylo 18
nemocnych v dobé odbéru KD v klinickém stadiu I,
23 nemocnych v klinickém stadiu II, 37 nemocnych ve
stadiu III. Dle mezindrodniho prognostického indexu
(IPI/ISS) bylo 34 nemocnych ve stadiu I, 21 nemocnych
ve stadiu II a 23 nemocnych ve stadiu III. Navic byla
kostni dfenl odebrana u 6 nemocnych s monoklonalni
gamapatii nejistého vyznamu (MGUS).

Vsichni nemocni byli diagnostikovani na IIl. Interni
Kklinice-NRE, u nemocnych se symptomatickou formou
mnohocetného myelomu probihala 1é¢ba na IIl. Interni
klinice-NRE a Hemato-onkologické klinice FN a LF UP
v Olomouci v letech 2000-2012.

VySetfeni pritomnosti delece genu TP53 bylo prove-
deno u 6 nemocnych v dobé diagnézy MGUS, u 46 ne-
mocnych vdobé diagnézy MM (5 nemocnych v asympto-
matickém stadiu MM), u 31 nemocnych v dobé progrese
nebo relapsu MM a v 1 pfipadé v dobé diagnézy PCL.

Z celkovych 84 nemocnych bylo u 45 nemocnych
provedeno cytogenetické a molekularneé cytogenetické
vySetfeni dvou vzorkl kostni dfené odebranych v riz-
nych fazich onemocnéni. 4 jedinci méli odbéry KD
v dobé diagnézy MGCUS a nasledné v dobé transformace
do MM, 34 nemocnych v dobé diagnézy MM a v obdobi
progrese nebo relapsu MM (21x1.,9x2.,3x4.a1x5.
relaps/progrese), u 6 nemocnych byly srovnany vysled-
ky ze vzork{ KD odebrané v obdobi dvou progresi/relap-
stt onemocnéni (4 x 1. vs. 2. relaps, 1x 2. vs. 3. relaps
alx1.vs. 4, relaps/progrese)av piipadé 1 nemocné byly
srovnany vysledky z doby diagnézy MGUS a 1. relapsu
MM (grafl1).

1nemocny 4 nemocni

6 nemocnych

=MGUS — dgMM

HdgMM -
progrese/relapsMM

progrese/relapsMM -
progrese/relapsMM

B MGUS - relaps MM

Graf 1 Rozdéleni nemocnych s 2 porovnavanymi vysledky
z odbérl KD podle stavu onemocnéni (napf. MGUS — dg MM =
nemocny vysetien ve stadiu MGUS a v dobé diagnézy MM).
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Cytogenetické vySetfeni bylo provedeno klasickym
zplisobem na nestimulovanych burikach kostni dfené
(22). K urceni delece TP53 (17p13) a jeji frekvence byla
u vSech nemocnych provedena metoda fluorescencni
in situ hybridizace s imunobarvenim lehkych fetéz-
ca (FICTION) (22) se sondou LSI TP53/CEP 17 (Abbott
Molecular, Des Plaines, IL, USA). Hodnota cut-off pro
deleci byla na podkladé doporuceni Evropské myelomo-
vé skupiny (EMN) pro FISH u MM stanovena na 20 %.
Ddle byly touto metodou vySetfeni v§ichni nemocni
pro urceni delece genu RBI, pfestavbu genu IgH, pocetni
zmény chromozomu 15 a zmény v poctu kopii oblasti
1921 a 1p36 se sondami LSI RB1, LSI IgH, CEP 15, ON
1921/1p36 (Abbott Molecular; Kreatech Diagnostics,
Amsterdam, Netherlands). V pifipadé nalezené prestav-
by genu IgH byly vyuZzity i sondy pro detekci transloka-
ci t(11;14)(q13;q32), t(4;14)(pl6;q32) a t(14;16)(q32;923)
(LSI CCND1/IgH, LSI FGFR3/IgH, LSI MAF/IgH) (Abbott
Molecular).

Hodnota cut-off pro detekci translokaci, duplikaci,
popif. amplifikaci lokusoveé specifickymi sondami byla
10 %, pro hodnoceni deleci nebo monozomii s lokusové
specifickymi nebo centromerickymi sondami pak 20%.
Hybridizace byla provedena podle doporuceni vyrobce
sond. Hodnoceno bylo nejméné 100 jader plazmatic-
kych bunék.

VYSLEDKY

Delece genu TP53 byla prokdzana v KD 12 (14 %) z cel-
kem 84 vysSetfenych nemocnych. U 5 nemocnych byla
delece prokazana v dobé diagnézy MM, u jednoho ne-
mocného v dobé relapsu MM a v 6 pfipadech se jednalo
o deleci detekovanou v dobé progrese onemocnéni.
U jedné nemocné byla prokazana monozomie chro-
mozomu 17.

Soucasné s deleci genu TP53 byla nejcastéji pozo-
rovana delece genu RBI (6 nemocnych) a pfitomnost
nadpocetné kopie oblasti 1g21 (7 nemocnych). Pfestavba
genu IgH byla detekovana pouze u tff nemocnych, z to-
ho u jednoho nemocného byla prokazana translokace
t(4;14), ujednoho translokace t(14;16) a u jedné nemoc-
né se nepodarilo urcit translokacniho partnera. Delece
genu TP53 nebyla pozorovana u zadného nemocného
s translokaci t(11;14). Z 12 nemocnych s deleci genu TPS3
byly u 10 nemocnych detekovany komplexni zmény
karyotypu. VSechny uréené delece byly monoalelické.

Z Klinického hlediska byla delece asociovana s po-
kroc¢ilymi stadii onemocnéni: u 6 nemocnych byla
delece odhalena ve stadiu III dle Durie-Salmona (DSS)
au 4 nemocnych ve stadiu II. Z tézkych fetézc mono-
Klonalniho imunoglobulinu byl nejcastéji zastoupen
fetézec IgG (5 nemocnych), u 3 nemocnych fetézec IgA
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Tab. 1 Klinicka data a vysledky cytogenetickych a molekuldrné cytogenetickych vysetfeni nemocnych s deleci TP53 a monozomii chromozomu 17.
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dg I, f nehodnotitelné - N o IN |88% [N |[ND [ND [ND O |38% [ND
2 |F/57 |ne [e1€] IPI nenalezeny mitdzy
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Vysvétlivky: N - normalini ndlez; ND - nehodnoceno; KD - vySetfeni provedeno z plné kostni dfené.
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Tab. 2 Vysledky opakovanych vysetteni v rliznych stadiich MM.

Stav onemocnéni Pocet Nalez delece 7P53 Celkem
MGUS / MM 4 MGUS 0 MM1 1

Dg MM /progrese MM 27 Dg MM 3 progrese MM 4 6*
Relaps MM / relaps MM 13 Relaps | O Relaps II'1 1
MGUS/relaps MM 1 MGUS 0 Relaps MM O 0

*u 1 nemocného prokazana delece TP53 v dobé diagndzy i relapsu MM

a 4 nemocni vykazovali Bence-Johnesovu bilkovinu.
S prihlédnutim k zastoupeni jednotlivych typt téz-
kych fetézcli v celém souboru nemocnych byla delece
nejcastéji detekovana ve skupiné nemocnych s BJ bil-
kovinou (50 % nemocnych s BJ; 11 % nemocnych s IgG,
10 % nemocnych s IgA). Pomér sekrece lehkého retézce
kappa:lambda byl 7:5. Klinicka data a dalsi nalezené
cytogenetické a molekularné cytogenetické zmény
nemocnych s deleci TP53a monozomii chromozomu 17
ukazuje tabulka 1.

U 45 nemocnych bylo provedeno cytogenetické a mo-
lekularné cytogenetické vySetfeni dvou vzorki kostnidre-
né odebranych v riznych stadiich onemocnéni (graf1).
Z nich byla delece nalezena u 8 nemocnych, u jedné
byla nalezena monozomie chromozomu 17.

Delece byla nalezena u dvou nemocnych v dobé
diagnézy MM (21 % PB s deleci TPS3; 31 % PB s deleci
TP53) bez jejiho priikazu v nasledujicim odbéru z doby
relapsu onemocnéni. V1 ptipadé byla delece prokazana
v dobé diagnézy MM s negativnim nalezem ve vzorku
KD z obdobi nemaligniho stadia onemocnéni - MGUS
au 3nemocnych se vzorky KD odebranych pti diagnéze
a progresi MM meély pozitivni nalez s deleci TP53 pouze
vzorky ziskané v dobé progrese onemocnéni. U 2 ne-
mocnych byla delece genu TP53 pozorovana jak v dobé
diagnézy MM, tak v dobé relapsu, ale ujednoho znich
jako vysledek monozomie chromozomu 17. Ze 13 nemoc-
nych vysetfenych v obdobi dvou po sobé nasledujicich
relapsti byla pouze u jednoho nemocného uréena delece
a to ve druhém relapsu onemocnéni (tab. 2).

Nebyla nalezena korelace delece TP53 a typu leh-
kého fetézce imunoglobulinu. Casté&ji byla delece de-
tekovana u nemocnych s BJ bilkovinou. Podle nasich
vysledkli opakované vySetfeni nemocnych v po sobé
nasledujicich dvou relapsech neukazuje tendenci vys-
§iho vyskytu této zmény. Hodnoceni klinickych dat
pouze potvrzuje, Ze delece se vyskytuje castéji v po-
krocilej$im stadiu onemocnéni a srovnani celkového
pfezivani nemocnych s deleci a bez delece ukazalo,
Ze delece tohoto genu je spojena s tendenci ke kratsi
dobé prezivani - s cut-off 50 % bylo primérné preziti

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 20, 2014

nemocnych s deleci 5,4 let a primérné preziti nemoc-
nych bez delece bylo 7,9 let.

DISKUSE

Mutace/delece/sniZené exprese genu TP53 detekova-
né nejen v oblasti solidnich nadorti, ale i u nemocnych
s hematologickymi malignitami jsou povazovany za
genetické aberace nezavislého negativniho prognostic-
kého vyznamu, spojované s ¢asnou progresi onemoc-
néni, rezistenci k chemoterapii a kratkym piezivanim
nemocnych.

V nasem souboru 84 nemocnych s MM jsme de-
tekovali vyskyt monoalelické delece genu TP53 u 14 %
nemocnych, coz je v souladu s frekvenci vyskytu dele-
ce udavané v publikovanych vysledcich jinych studii
(9-16). U téchto nemocnych bylo ve srovnani s nemoc-
nymi bez delece TP53 pozorovano kratsi OS. Potvrdili
jsme i v nékterych studiich uvadénou tendenci ke
korelaci vyskytu delece genu TP53 s vyskytem delece
genu RBI (6, 23).

Vzhledem k recesivnimu charakteru mutaci v tumor
supresorovych genech se v pfipadé monoalelické delece
genu TP53 nabizi otdzka inaktivace druhé alely tohoto
genu. V praci Lodé L. et al. (4) byla podobné jako u ne-
mocnych s CLL (24) pozorovana korelace vyskytu mutace
jedné alely genu TP53 s vyskytem delece alely druhé.
Jinym mechanismem vedoucim k umlceni genu TP53
je hypermetylace CpG ostriivki jeho promotoru (25).

KnaruSeni signalni drahy p53 miiZe kromé inhibice
transkripce genu TP53 dojit i jinymi mechanismy jako
napiiklad , overexpresi“ proteinu MDM2, mutaci gent
p14(ARF), CHKI, CHK2, ATM nebo ATR, poptipadé metyla-
ci promotorti microRNA miR-192, 194 a 215 ovliviujici
vzajemnou interakci mezi MDM2 a p53 (26).

Cytogenetické a molekularné cytogenetické zmé-
ny v KD nemocnych s MM patii mezi hlavni faktory
rozhodujici pfi vybéru 1écby. Je znadmo, Ze negativni
prognosticky dopad nékterych genetickych zmén jako
napiiklad t(4;14) mize byt prekonan ,novymi*“ 1é¢i-
vy jako je bortezomib. U nemocnych s detekovanou
inaktivaci genu TP53 tento efekt nebyl prokazan. Pouze
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v ptipadé volby lenalidomidu bylo u téchto nemocnych
pozorovano delsi preziti bez progrese onemocnéni (PES)
(27). Jiné studie vSak tento efekt lenalidomidu u nemoc-
nych s deleci TP53 vyvraceji (28, 29).

Vzhledem k epigenetickym zménam podilejicim se
na patogenezi mnohocetného myelomu a hyperme-
tylaci fady gent vCetné TP53 je potencialni 1écebnou
moznosti i regulace metylace histon (30).

Detekce delece/mutace genu TP53 miiZe byt pfinosna
iz divodu potencidlniho budouciho vyuziti takovych
1é¢ebnych pripravki jako je nutlin nebo RITA u nemoc-
nych s mnohocetnym myelomem (31-35).

Delece TP53 v nasem souboru byly u vSech nemoc-
nych monoalelické a Castéji pozorované ve spojeni
s progresi onemocnéni nebo relapsem. Delece nebyla
pozorovana u zadného nemocného jako jedini zména,
ale naopak u 12/14 nemocnych byla soucasti komplex-
nich zmén. Delece byla nalezena u dvou nemocnych
v dobé diagnézy MM, ale vySetfeni z doby relapsu one-
mocnéni bylo negativni i po opakované kontrolni hyb-
ridizaci. Tento nalez miiZe souviset s rozdilnym poc¢tem
plazmatickych bunék ve vySetfovaném vzorku. Zatimco
v dobé diagnézy pacienta ¢. 9 byl vySetfen vzorek s 12 %
plazmocytli, v dobé relapsu bylo ve vySetfovaném vzor-
ku pouze 2,5 % plazmocytil. Stejné tak u nemocné ¢. 1,
mél vySetfeny vzorek kostni dfené v dobé diagnézy 35 %
plazmocytii, zatimco v dobé relapsu jsme vySetfili vzo-
rek s 13 % plazmocyta.

Opakované vysetfeni delece TP53 v rliznych stadi-
ich onemocnéni provedené u 45 nemocnych ukazalo,
Ze vyvoj onemocnéni byl spojen se vznikem delece
u 5 nemocnych.

Identifikace delece genu TP53 u nemocnych s mno-
hocetnym myelomem by s ohledem k jejimu prognos-
tickému vyznamu a v souladu s doporucenim Evropské
myelomové skupiny (EMN) z roku 2012 méla byt spolec-
né s translokacemi t(4;14) a t(14;16) integralni soucasti
rutinniho screeningu genetickych zmén metodou FISH
respektive FICTION. NaSe vysledky toto doporuceni
podporuji a vySetfeni delece genu TP53 se stala soucasti
diagnostického screeningu v laboratofich HOK FN a LF
UP Olomouc.
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