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KD
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SWM

WM

hyperkalcemie, selhani ledvin, anémie, postizeni kosti (calcium, renal failure,

anemia, bone)

imunofluorescen¢ni detekce plazmatickych bunék v kombinaci s fluorescencni
in situ hybridizaci (fluorescence imunophenotyping and fluorescence in situ

hybridization)

volné lehké fetézce (free light chains)
imunoglobulin

kostni dien

monoklonalni gamapatie

monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu (monoclonal gammpathy of

undetermined significance)

mnohocetny myelom

plazmaticka buiika

doutnajici mnohocetny myelom (smoldering multiple myeloma)

doutnajici Waldenstromova makroglobulinemie (smoldering Waldenstrom's

macroglobulinemia)

Waldenstromova makroglobulinemie
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1 UVOD

Amyloidéza je vzacné onemocnéni, pro které je charakteristické extracelularni uklddani
amyloidu do tkani. Amyloid je obtizn¢ vstiebatelnd bilkovina tvofici amyloidni nerozpustné
fibrily, které se pozitivné barvi konzskou Cerveni a v mistech depozice poskozuji tkan¢ a tim
narusuji jejich funkci (Rysava, 2013). AL amyloidoza je nejcastéjSim typem. PFicinou tohoto
typu onemocnéni je ukladani volnych lehkych fetézci (FLC) monoklondlnich imunoglobulint,
které jsou produkovany klonalnimi plazmatickymi bunkami (PB). Incidence tohoto
onemocnéni je 5—12 ptipada na 1 milion obyvatel za rok. Muze postihovat kterykoliv organ,
pricemz mezi nejcastéjsi patii ledviny, srdce, jatra a nervovy systém. Z téchto divodu je véasna
diagnostika a terapie pro dalsi prognozu pacienta zcela zasadni. V 10-20 % piipadt je AL
amyloidoza asociovdna s hematologickymi nddorovymi onemocnénimi jako je mnohocetny
myelom (MM), Waldenstromova makroglobulinémie ¢i monoklonalni gamapatii nejasného
vyznamu (MGUS). Median pteziti od doby diagnozy se pohybuje v rozmezi 6 mésict do 8 let.

Progndza se vyrazné€ odviji od zdvaznosti poskozeni srdce a dalSich organti (Zahradkova, 2016).

Zakladnim vySetfenim pro urCeni diagndzy je prikaz amyloidu v organech, stanoveni
ptitomnosti monoklonéalniho imunoglobulinu v krvi nebo séru a monoklonalni plazmoceluldrni

populace v kostni dieni.

Detekce cytogenetickych zmén v PB je pomérné obtiznd, z tohoto diivodu se vyuziva
metody FICTION (imunofluorescen¢ni detekce plazmatickych bunék v kombinaci
s fluorescenéni in situ hybridizaci), diky které je mozné hodnotit pouze patologické burnky

V kostni dieni.



2 CILE PRACE

Ptedlozena diplomova prace se sklada z teoretické a praktické ¢asti. Cilem teoretické ¢asti
je vypracovat literarni reSerSi o AL amyloiddze a cytogenetickych zménach. Cilem praktické
¢asti je zpracovani, kultivace a vySetfeni bun¢k kostni dfené metodou FICTION, retrospektivni
a prospektivni vySetfeni souboru pacientti s AL amyloidézou diagnostikovanych a 1é¢enych na
Hemato-onkologické klinice FNOL a statistické zhodnoceni nalezenych cytogenetickych zmén

V souboru pacienti s AL amyloidézou.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Hematopoéza

V obdobi prenatalniho a postnatalniho vyvoje dochazi v krvetvornych organech ke tvorbé
krevnich elementii procesem zvanym hematopoéza (krvetvorba). Krvetvorba je lokalizovéana
nejdiive v oblasti Zloutkového vaku, pozdéji tuto funkci piebiraji jatra a slezina, nakonec kostni
dren (KD). K opétovné aktivaci hematopoézy v jatrech a sleziné mtize dojit za patologickych
stavii (hemolyza, myeloproliferativni onemocnéni apod.). V pribéhu vyvoje organismu
prochdzi hematopoéza 3 obdobimi, kterd se vzajemné prolinaji. Mezoblastové obdobi zacina
asi 14.-20. den embryonalniho vyvoje, kdy se v oblasti Zloutkového vaku z embryonalnich
kmenovych buné¢k diferencuji kmenové buinky hematopoézy. Pro toto obdobi je
charakteristickd tvorba ostrivkil z primitivnich hematopoetickych bunék, které jsou ohraniceny
endoteliemi (area vasculosa). Kolem 4. tydne vyvoje dochazi k propojeni primitivnich cév
zloutkového vaku s cévnim systémem embrya. Toto obdobi trva asi do 10. tydne nitrodélozniho
vyvoje, pficemz v 6. tydnu vyvoje se objevuje krvetvorba v mezenchymu mezi hepatocyty
V jatrech a dale v men$i mife ive sleziné — hepatolienalni obdobi. Pocatkem 20. tydne
nitrod¢lozniho vyvoje se krvetvorba piesouvd do kostni diené, ktera je hlavnim
hematopoetickym organem. Toto obdobi se oznacuje jako medularni, kdy se z pluripotentni
hematopoetické kmenové buiiky (HSC), ktera ma vysokou schopnost regenerace a diferenciace,
postupné vyviji progenitory myeloidni a lymfoidni linie (Penka et Slavickova, 2011;
Pospisilova et al., 2013). Kazdé diferenciacni stadium hematopoetickych bunék ma své

specifické povrchové znaky.

Myeloidni fada ma spole¢nou multipotentni kmenovou buriku, ze které se dle diferencuji
morfologicky, fenotypicky i funkéné odlisné bunééné typy: granulocyty (neutrofily, bazofily,
eozinofily), erytrocyty, monocyty/makrofagy a megakaryocyty (Seita et Weissman, 2010).
Fragmentaci cytoplazmy megakaryocyti (fizeno hormonéln¢ trombopoetinem) vznikaji krevni
desticky (Platelets on the Web, 2020). Lymfoidni kmenova burika je spole¢na pro B-lymfocyty,
T-lymfocyty a NK bunky (natural killer), ma zasadni roli v regulaci imunitnich pochodu
(imunokompetentni buiky) a diky tomu pomérné slozity vyvoj (Obrazek ¢. 1). VSechny
kmenové buniky podléhaji tzv. asymetrickému déleni, po kterém je jedna z dcefinych bun€k
identicka s matetskou kmenovou buiikou a druha se déle diferencuje. Hematopoéza je pod
kontrolou fady interleukint, CSF (kolonie stimulujici faktory) a také zde hraji vyznamnou roli

interakce kmenovych bunék se stromatem hematopoetickych organii (Penka et Slavickova,



2011). Interleukin 3 ma vliv na progenitory v§ech vyvojovych fad hematopoézy — stimuluje
proliferaci a diferenciaci vychozich kmenovych bun¢k (Aglietta et al., 1993).

Krvetvorba probih4 za normalnich okolnosti pouze v kostni dfeni, kterd je zdrojem vSech
druhti krvinek ptitomnych v cirkulujici krvi. Po narozeni jsou krevni buiiky produkovéany kostni
dfeni po celém téle, postupné dochazi k inaktivaci hematopoetické diené a pieméné v tukovou.
Krvetvorba je nejdéle zachovana v plochych kostech a epifyzach dlouhych kosti. Po narozeni

se muze ¢ast lymfocytl tvorit nadale v lymfatické tkani (Navratil, 2017).

/ Hematopoeticka
kmenova bufika
@ /Lvmfmdm progenitor

©

T-lymfocyty
B-lymfocyty
NK buiky
\/I) eloidni progemtor
Emrocwy
Trombocy‘tv
(vznik z megakaryocytd)
/ i \
Monocyt

Obrazek €. 1.: Schéma diferenciace matetfské kmenové buiiky do myeloidni a lymfoidni linie pii

hematopoéze (pievzato a upraveno podle Sanganalmath et al., 2011).

Progenitory myeloidni a lymfoidni linie maji nizkou schopnost regenerace a vysokou schopnost

diferenciace do danych typtu bun¢k v rameci linie.



3.2 B-lymfocyty

B-lymfocyty pfedstavuji hlavni slozku specifické imunity, jejiz hlavni funkci je produkce
protilatek, kterd trva po cely zivot. B-lymfocyty se mohou neustale obnovovat diky malému
mnozstvi pluripotentnich kmenovych bunék v kostni dieni. Specificka a nespecifickd imunita

je odvozena od myeloidni a lymfoidni linie vznikajici z kmenové buiiky (Hoftejsi et Barttiikova,

2005).

Ke zrani B-lymfocyti dochéazi v primarnich lymfatickych orgénech, kterymi jsou kostni
dien a brzlik (thymus), jejich vyvoj je dokoncen po setkani s antigenem v sekundarnich
lymfatickych organech — uzliny, slezina, Peyerovy platy (Hoiejsi et al., 2017). Jako naivni jsou
oznaceny B-lymfocyty, které opustily primarni lymfatické organy, ale dosud se nesetkaly
s cilovymi antigeny (infek¢éni agens, tumory, télu vlastni nepatologické antigeny pfi
autoimunitnich onemocnénich). B-lymfocyty, které se jiz setkaly s cilovymi antigeny, podl€haji
apoptdze, kterd eliminuje autoreaktivni klony (mensi ¢ast), nebo se diferencuji v tzv. pamétové
buitky nebo PB. Pamétové bunky cirkuluji v krvi a zodpovidaji za rychlejSi produkci
ptislusnych klont PB, jejichz funkci je produkce protilatek (imunoglobuliny).

Nezralé lymfocyty se oznacuji jako lymfoblasty, pro které je charakteristické kulaté jadro
S hutn¢j$im chromatinem a 1-2 jadérky. Zralé lymfocyty se vyznacuji vyraznou morfologickou

1 funkéni variabilitou, mistem jejich zrani jsou primarni a sekundarni lymfatické organy.

3.2.1 Struktura Imunoglobulinu

Struktura molekuly imunoglobulinu (Ig) pfipomina tvar pismena Y a sestava ze dvou
Casti. Variabilni oblast (Fab fragment) charakterizuje specifitu dané protilatky — pro kazdy
antigen existuje pfedem pfipravena molekula imunoglobulinu navdzana na povrch B-
lymfocytu. Tento komplex se oznaCuje jako BCR (B-Cell Receptor), ktery rozpoznava
obrovské mnoZstvi riznych antigend. Tato oblast podléha vyznamnym mnoZstvim rekombinaci
na genové urovni, coz generuje obrovskou variabilitu. Druhd oblast se oznacuje jako konstantni
(Fc fragment) a podle ni se rozlisuje 5 izotyp imunoglobulinii: IgG, IgM, IgA, IgD, IgE. Buiiky
S prislusnym receptorem (granulocyty, NK buiiky, makrofagy) jsou schopny vazat Fc fragment
imunoglobulinu a podilet se tak na odstranéni cizorodych latek. Molekula imunoglobulinu se
podéln¢ sklada ze dvou tézkych ftetézcii (H), jejichz varianty (p, a, v, o, €) urcuji izotop
protilatky, a dvou fetézct lehkych (L — varianty kappa, lambda). B-lymfocyty, spole¢né s T-

lymfocyty, maji nejvyznamnéjsi podil na regulaci imunitni odpovédi, jedna se o predstavitele
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specifické adaptivni imunity (Penka et Slavickova, 2011; Navratil, 2017; Rheingold et al.,
2003; Akira, 2011).

3.2.2 Preskupovani genovych segmentii

Retézce imunoglobulinti jsou kodovany genovymi segmenty, které se v pribéhu
dozravani B-lymfocytt preskupuji (rearrangement). Tyto genové segmenty se nachazeji ve
trech samostatnych lokusech, pticemz kazdy lokus lezi na jiném chromozomu. Geny kodujici
tézké fetézce imunoglobulinii se nachéazeji v genovém komplexu na chromozomu 14, geny pro

lehké fetézce se nachazeji na chromozomu 2 (kappa) a 22 (lambda) (Obrazek ¢. 2).

Lokus H fetézce (1 250 kb: chromozom 14) o

. . \
(n = ~100) enh | /
Lvyt L Vuﬂ Dy (n =23) Ju | Cy s cC3 G

\I
s /AN A R
—

Lokus L fetézce (x; 1 820 kb; chromozom 2)

{n = ~35)
v -
5 l._.// fua // ~~~~~ B LK

Lokus L fetézce (A; 1 050 kb; chromozom 22)

(n = ~30)
LV1 Lvin ' &1 Gl 52 C2 43 G3 47 CF

I N

Obrazek €. 2.: Organizace zarode¢né linie lidskych imunoglobulinovych lokusi tézkého fetézce a dvou

variant lehkého fetézce (pfevzato a upraveno podle Abbas et al., 2012).

Zobrazeny jsou pouze funkéni geny. Konstantni oblasti H fetézce jsou pro zjednoduseni zobrazeny jako
celek, ackoliv jsou slozeny z jednotlivych exont (C,). L — signalni sekvence (leader), V — variabilni

oblast, D — diverzita, J — joining, enh — enhancer (zesilovac), k — kappa; A — lambda

3.2.3 VDJ rekombinace
Genovy komplex H fetézce obsahuje na 5° konci skupinu n¢kolika set sekvencné
podobnych tsekd V (variabilita), asi 50 usekt D (diverzita) a 9 usekt J (joining). Na 3¢ konci

se nachazeji geny kodujici konstantni oblast té¢Zkého fetézce (C) uspofadané v tandemu, po jeho



stranach se nachazeji tzv. presmykové sekvence, které rozeznavaji enzymy, které provadéji
izotypovy presmyk. Konce V, D, J usekii obsahuji kratké sekvence, které jsou rozezndvany

enzymy zodpoveédnymi za preskupovani genti. Genovy komplex L fetézce neobsahuje useky D.

Proces preskupovéani genovych segmentli pfi diferenciaci B-lymfocytl souvisi se
vznikem klonalné specifickych povrchovych imunoglobulinti. Jako prvni dochazi
v progenitorech B-lymfocytu k tzv. D-J pteskupeni, pii kterém dochazi k vysStépeni useku IgH
genového komplexu mezi ndhodnym D segmentem a n€kterym J segmentem. Tento déj probiha
paraleln¢ na obou chromozomech a miize k nému dochéazet opakované dokud jsou k dispozici
nevystépené D-J segmenty. Nasleduje vystépeni rozsahlého useku mezi segmenty V a D-J

(V-D pieskupeni) (Obrazek ¢. 3).

Poté dochazi k tzv. alelické exkluzi, kdy z ptislusné mRNA kodujici VDJ produkt vznika
H polypeptid, pfi¢emz je zastaven proces preskupovéani na druhém homolognim chromozomu —
tedy H fetézec je kodovan pouze jednim chromozomem a kazdy B-lymfocyt produkuje pouze
jeden H fetézec. V této fazi vznika pre-B-lymfocyt (Obrazek ¢. 4). Geny pro L fetézce podléhaji
stejnému mechanismu — dochazi k pieskupovani gent kappa (vystépeni useku mezi Va J
segmentem), pokud je netispé$né, zacinaji se preskupovat geny lambda. V pfipadé, Ze ani toto
ptreskupeni neni uspésné, pre-B-lymfocyt zanika. K tomuto mechanismu dochéazi opakované
dokud nevznikne produkt poskytujici funkéni L fetézec, ktery je schopen s H fetézcem utvofit
kompletni povrchovy antigen IgM, ¢imz se burika stava nezralym B-lymfocytem. V dal§im
vyvojovém stadiu soucasné probiha exprese IgM a IgD, ¢imZ se B-lymfocyt stava zralym a po
jeho stfetu s antigenem dochdzi k intenzivnim mutacim V segmentli, coz dale zvySuje

variabilitu — tzv. somatické mutace (Hoftejsi et al., 2017; Abbas et al., 2012).
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Obrazek ¢. 3.: Schématicky znazornéné procesy probihajici pii preskupovani genovych komplext pro

tézké fetézce imunoglobulint (pfevzato a upraveno podle Backhaus, 2018).

L — signalni sekvence (leader), V — variabilni oblast, D — diverzita, J — joining
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Obrazek ¢. 4.: Exprese Ig v prubéhu zrani B-lymfocyti (pfevzato a upraveno podle Abbas et al., 2012).

Jednotliva stadia zrani jsou doprovazena zmeénami v produkci imunoglobulinil pro H a L fetézce. [gM
tézky tetézec je zobrazen v Cervené barveé, IgD tézky fetézec je zobrazen modre, lehké fetézce jsou

zelené.

3.3 Monoklonilni gamapatie

Jedna se o heterogenni skupinu onemocnéni, spojenou s nalezem monoklonalniho Ig,
ktery je vysledkem klondlni proliferace termindlnich stadii B-lymfocytli — plazmatickych
bunék. Monoklonalni proteiny se mohou skladat z intaktnich molekul Ig, téZkych (vzacné) nebo

lehkych fetézct.

Zakladem diagnostiky a monitorovani téchto poruch je hodnoceni patologického
monoklonalniho 1g (paraprotein, M-protein) v séru a/nebo moc¢i pomoci metod imunofixace
a elektroforézy (Obrazek ¢. 5). Diky témto metodam je mozné urcit piitomnost monoklonalniho
lg, kvantifikovat jeho hladinu v mo¢i a krvi a identifikovat variantu L a H fetézce Ig. Nové&jsi
metodou zavedenou do rutinni laboratorni praxe je stanoveni volnych lehkych fetézcl v séru
(Adam et al., 2008; Maniatis, 2009). FLC maji polocas v séru  2—6 hodin, protoze jsou rychle
vylucovany glomeruly a metabolizovany v proximalnich tubulech ledvin. Kdyz jsou FLC
produkovany v prebytku, mize byt reabsorpcni kapacita tubulli ochromena, coZ vede
k akumulaci FLC v séru (Bradwell et al., 2003). K tomu muze dojit u fady klinickych stavd,
veetné zanétu, imunologickych poruch (abnormalni pomér lehkych fetézct kappa/lambda),

selhani ledvin a novotvart PB (Davids et al., 2010).

Profesor Kyle z Mayo Clinic navrhl rozdéleni monoklonalnich gamapatii (MG) na

MGUS (monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu) a maligni MG, kde mimo dalsi



onemocnéni patii solitarni plazmocytom, doutnajici mnohocetny myelom, mnohocetny

myelom, AL amyloidéza, Waldenstromova makroglobulinemie (Solcova et al., 2016).

Normalni

B1 P2

a globuliny |

Albuminy
p globuliny
v globuliny

Obrazek ¢. 5.: Elektroforetické profily sérovych proteinti pacienta s MGUS a pacienta s normalnimi

hodnotami (ptfevzato a upraveno podle Janz, 2017).

3.3.1 MGUS

Je premaligni asymptomatickd porucha PB, kterd je spojena s celoZivotnim rizikem
ptechodu do MM (Tabulka €. 1), charakterizovana proliferaci monoklonalnich PB v KD bez
poskozeni organu (Rajkumar, 2005). Progrese MGUS do MM je asi 1 % ro¢né. Toto riziko se
nesnizuje ani u pacientt, jejichz zdravotni stav zustava stabilni po cela desetileti (Kyle et al.,
2004; Kyle et al., 2002). Primarnimi rizikovymi faktory progrese jsou velikost a typ M-proteinu
a pfitomnost patologického poméru FLC v séru pacienta (Rajkumar et al., 2005). MGUS
predstavuje dvé tretiny vSech dysplazii PB a jeji vyskyt roste umérné s vékem (Therneau et al.,
2012). Pacienti starsi 50 let maji prevalenci k této chorobé 3 %, nad 70 let pak vice nez 5 %,
piicemz Castéji se tato porucha vyskytuje u muzi. ZvySené riziko ptechodu do MM spociva
Vv pfitomnosti monoklondlniho Ig jiného typu nez IgD a toto riziko se s koncentraci daného typu

monoklonalniho Ig zvysuje (Obrazek ¢. 6). Pacienti s touto diagn6zou by méli byt sledovani
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Vv Sesti az dvanacti mé&si¢nich intervalech s cilem zachytit ptechod do malignity (Adam et al.,
2008).

Pl )
m;Lsm_p

SWAM WM

Obrazek ¢. 6.: Moznosti pfechodu MGUS do dalSich typi monoklondlnich gamapatii (prevzato

a upraveno podle Janz, 2017).

MGUS — monoklondlni gamapatie nejasného vyznamu; SMM — doutnajici mnohocetny myelom;
SWM - doutnajici Waldenstromova makroglobulinemie; MM — mnohocetny myelom; WM —

Waldenstrémova makroglobulinemie

Tabulka €. 1.: Porovnani diagnostickych kritérii pro MGUS a MM (inspirovano podle Wadhera et
Rajkumar, 2010).

Kritérium MGUS MM

. . , Nalez M-proteinu v séru a/nebo mo¢i
Hladina M-proteinu v séru < 30 g/l

. . , y (mimo pacienty s ,,pravym*
M-protein s expresi intaktniho Ig (napft. IgG, IgA

.. nesekretorickym myelomem)
¢i IgM)

Klonalita PB < 10 % (pokud je

. Klonalita PB > 10 %
Kostni dfen pfitomna), zadné ptidruzené B- °

lymfoprolyferativni nemoci

Klinicky obraz Bez CRAB Ptitomnost CRAB

CRAB - hyperkalcemie, selhani ledvin, anemie, postizeni kosti; MGUS — monoklonélni gamapatie

nejasného vyznamu, MM — mnohocetny myelom
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3.3.2 Solitarni plazmocytom

Jedna se o vzacné onemocnéni charakterizované lokalizovanou proliferaci novotvart
monoklondlnich PB v KD bez znamek systémového onemocnéni typického pro myelom
(Saksena et al, 2014). Déli se podle mista vyskytu na solitarni kostni plazmocytom (kostni 1éze)
a extramedularni plazmocytom (Iéze mékkych tkani). Incidence kostniho plazmocytomu je
0 40 % cast¢jsi a ma vyrazné vyssi riziko prechodu do MM. Medidn pteziti je 5 let, pfiCemz
lepsi progndza je spojena s zenskym pohlavim, niz$Sim vékem a extrameduldrnim typem

plazmocytomu (Dores et al., 2009; Saksena et al., 2014).

3.3.3 Doutnajici mnohocetny myelom (SMM)

Asymptomaticka porucha PB, kterd se 1i§$i od MGUS mnohem vyS$$im rizikem progrese
do MM (10 % oproti 1 % v prvnich 5 letech po stanoveni diagndzy) a ptedstavuje tedy
mezistupen mezi témito dvéma nemocemi. SMM se zatim neléci, protoze existuje obava, ze
Casnd léCba muze zvysit riziko vybéru rezistentnich klont a je tedy pfedmétem dalSich studii
optimalizovat laboratorni metody a hledat nové biomarkery, které umozni spolehlivé rozliseni
a identifikaci pacientli s doutnajicim myelomem, u kterych je nejvétsi riziko progrese
(Rajkumar et al., 2015; Madhira et al., 2020). Poskozeni organi CRAB (hyperkalcinémie,
renalni selhani, anémie a kostni 1éze) neni pfitomno a koncentrace PB je vice nez 10 % oproti
MGUS. Pacienti s timto onemocnénim jsou 1é¢eni az po piechodu do symptomatického stadia

(Machalkova et Maisnar, 2014).

3.3.4 Mnohocetny myelom

Mnohocetny myelom je druhym nej¢astéjSim hematoonkologickym onemocnénim, které
tvofi 10 % vSech hematologickych malignit (1 % vSech onkologickych nemoci). VétSina
pacientll je v dob& diagndzy starsi 65 let (pouze 2 % jsou mladsi 40 let), pfiCemz progndza
pacientl zavisi na v€éasné diagndze. Toto onemocnéni je nevylécitelné, avSak pomérné dobie
reaguje na l1écbu, ¢imz je mozné dosdhnout az roky trvajici remisi. Pravdépodobnost ptechodu
asymptomatického MGUS do symptomatického MM je ovlivnéno mutacni diverzitou,

klonalitou populaci MM bunék a lokalnimi zménami v KD (Obrazek ¢. 7).

Podstatou onemocnéni je malignita B-lymfocytt, ktera je pfimym dasledkem klonalni

proliferace dlouhoveékych PB produkujicich monoklonalni lg (M-protein), coz vede
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k osteolytickym lézim a zlomeninam, porucham krvetvorby a imunitniho systému. JelikoZ je
toto onemocnéni pomérné vzacné a ma &etndj$imi projevy, byl vytvoren Ceskou myelomovou
skupinou program CRAB, ktery cili na v€asné stanoveni diagndzy u téchto pacientd (Straub et
al., 2009; Fairfield et al., 2016). MM patii do skupiny agresivnich lymfomi vychazejicich
Z lymfatické tkané. Patologické PB sekretuji monoklonalni Ig kompletni nebo jen lehké fetézce
(20 % pacientil). Lehké fetézce se mohou nasledné ukladat ve formé& amyloidnich depozit, coz

zpusobuje MM se sekundarni AL amyloidozou (Adam et al., 2008).

Progrese potkozeni
orgami v disledku
konformaénich zmén

Nadorova progrese protefi
zpisobena genetickymm
rmenarmi

) 4

AL amyloidoza,

LCDD, atd.

l Poikozeni orgami

Poikozeni orgam ‘
Selhan srdce, ledvin,
jater, polyneuropatie,

H}'I:::errl-:alc:inémie: GIT potize, potkozeni
renalni _ mékkcych thani
nedostateénost,

anémie, kostni 1éze

Obrazek €. 7.: Podminky pfechodu MGUS do dalSich typd monoklondlnich gamapatii

s charakteristickymi klinickymi projevy (ptevzato a upraveno podle Merlini et Palladini, 2012).

3.3.5 Waldenstromova makroglobulinemie

Klonalni porucha B-lymfocytu charakterizovana lymfoplazmatickou populaci v KD nebo
lymfatické tkané€ s ptitomnosti IgM Vv séru. Toto maligni onemocnéni ptedstavuje 1-2 % vSech
hematologickych nadort. Incidence je nejvyssi u muzii bélocht mezi 6070 lety. Stiedni doba
preziti ¢ini 5 let (Ansell et al., 2010; Swerdlow et al., 2016; Treon et al., 2012). Podstatou

premény B-lymfocytu na lymfoplazmatickou buiku jsou somatické mutace v genech MYD88
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(mutace primarni myeloidni diferenciace) a CXCR4 (mutace chemokinového receptoru)
(Swerdlow et al., 2016). Tyto mutace jsou pfitomny u vice nez 90 % pacientd
s Waldenstromovou makroglobulinemii (WM), pficemz u 30-35 % je prokdzana piima
kauzalita s tumorogenezi. Nejcastéj$i somaticka varianta (91 %) v genu MYD88 (zaména
aminokyseliny leucin za prolin) je potencialné pouzitelnd jako biomarker k rozliseni WM od
jinych patologii, které maji spole¢né morfologicko-klinické rysy (Ngo et al., 2011). Lymfatické
buitky v KD rostou a blokuji normalni buniky, coz znesnadiuje produkci normalniho mnozstvi
cervenych a bilych krvinek. Vysledkem muze byt anemie, neutropenie a trombocytopenie.
Pacienti maji diky vysoké hladiné¢ IgM zvySenou viskozitu krve (Lymphoma Research
Foundation, 2021).

3.3.6 AL amyloidéza

Pro tuto skupinu vzacnych onemocnéni je typické extracelularni ukladani nerozpustnych
amyloidnich protein do tkani, které Ize vizualizovat barvenim konzskou cerveni.
Nahromadénim téchto proteinli dochéazi k postupnému selhavani orgéndi, coz zptisobuje smrt.
AL amyloido6za je nejcastéjSim typem systémovych amyloiddz s odhadovanou incidenci 8,9 na
1 milion obyvatel. Toto onemocnéni se vyskytuje kolem 70.roku zivota, pfi¢emz u lidi
mladgich 40 let je velmi vzacné. Castéji se vyskytuje u muzi. Pfi¢inou je nadmérna produkce
lehkych fetézci Ig, které jsou produkovany patologickymi klony PB. Vysledkem je nej€astéji
poskozeni ledvin (70 % piipadi) a myokardu (az 60 % piipadt) (RySava, 2013).

3.4 Systémové amyloidozy

3.4.1 Patogeneze

Agregace amyloidnich fibril tvofenych volnymi lehkymi fetézci (FLC) vlivem proliferace
monoklonalnich PB CDgs+ a CDiss+ je zékladni p¥i¢inou vzniku onemocnéni (S¢udla et al.,
2014). Amyloidni depozity jsou uspotadany do B-struktury skladaného listu, coz zajist'uje vyssi
konformacni stabilitu a jsou tak rezistentni k degradaci. B&hem naruSeného prostorového
uspofadani proteinu dochazi ke vzniku konformace s B-strukturou, kterd podminuje vznik
amyloidu. Ukladani depozit mize byt urychleno mutacemi v genech proteinovych prekurzoru.

Pro vétSinu amyloiddz je charakteristickd zvySend tvorba prekurzort, diky nimz se amyloidni
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fibrily rychle kumuluji ve tkanich. Nedostate¢nd Cinnost makrofagii, které zodpovidaji za

degradaci amyloidu, mtze ptispivat k jeho hromadéni (Rysava, 2013).

3.4.2 AA amyloidoza

Zatimco AL amyloidoza se nejCastéji vyskytuje ve vyspélych zemich, amyloidoza
amyloid A (AA) je cCastéjsi v rozvojovych zemich a v nékterych evropskych regionech. Je
obvykle spojena s dlouhodobym putsobenim chronickych infekénich procest (vznika
sekundarng). Nejcastéjsi zanétlivé onemocnéni, které se mohou zhorsit vlivem AA amyloidozy
jsou napiiklad revmatickd onemocnéni. Amyloidova loziska v myokardu jsou oproti AL
amyloidéze méné cCastd (Rysava, 2013). Amyloidni depozity AA amyloiddzy se prevazné
skladaji ze sérového amyloidu A (SAA). Existuji dvé izoformy SAA a SAAL, které zodpovidaji
za zvySeni sérové hladiny béhem akutni faze, kdy nedochazi k degradaci SAA v monocytech,

coz vede ke kumulaci a pozdéjsi infiltraci do okolnich tkéni. Trvale abnormalné vysoké hladiny

SAA jsou nezbytné pro rozvoj amyloidozy (Real de Ausa et al., 2014).

3.4.3 Hereditarni amyloidéza

Dé&dicna amyloiddza je systémovy stav souvisejici s poskozenim vice organovych soustav
v disledku ukladani patologickych proteint s B-strukrutou, kde dochazi k mutaci v genu pro
amyloidovy prekurzor. Pfesnd diagndéza daného typu je nezbytnd pro spradvnou terapii
kde je fibrilarnim prekurzorem transthyretin (prealbumin) s modifikovanou primarni strukturou
zpusobenou bodovymi mutacemi v genu pro transthyretin, coz vede k destabilizaci a agregaci
fibril ve tkanich. Jedn4 se o autozomalné¢ dominantni onemocnéni s variabilni penetraci vazané

na konkrétni geografické oblasti (Jercan et al., 2020). U homozygotnich stavi se jedna vétSinou

S 4

3.44 AL amyloidoza

Imunoglobulinovéd amyloidéza lehkého fetézce (AL) je nejcastéjSim typem amyloidozy.
Je zplisobena patologickymi PB, ve kterych se klonalni lehké fetézce Ig (kappa nebo lambda),
chybné¢ skladaji do nerozpustnych amyloidnich fibril a ty se nasledné ukladaji ve tkanich, kde

pusobi organovou toxicitu. Patogeneze AL amyloiddzy se odviji od miry systémové depozice
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do orgéant, kdy je narusSena jejich pfirozena funkce. Pacienti, kteii jsou diagnostikovani
Vv pokrodilejsich stadiich, obzvlasté se srde¢nim postizenim, maji vysokou umrtnost v fadu
nékolika mésict (Hammons et al., 2018, Palladini et al., 2020). AL amyloidéza muze byt
v 10-20 % pfipadii asociovana s dal$im hematoonkologickym onemocnénim (MM, WM,

MGUS) (Zahradkova, 2016).

V ramci této diagnozy se vyskytuji dvé formy. Lokalizovana AL amyloidéza je méné
Castd (7-8 % vSech pripadl). K ukladani amyloidnich depozit dochazi vyhradné v misté
produkce — tzv. jeden organ. U systémové AL amyloidozy jsou lehké fetézce (pfevazné izotypu
lambda) produkovany klonalnimi PB v KD. Cirkulujici lehké fetézce zpusobuji organové
dysfunkce vlivem jejich ukladani v riznych organech, ale také mohou byt cytotoxické samy
0 sobé indukci signalni drahy p38 MAP kinazy (mitogeny aktivovana proteinkindza), coz

vyvola kaskadu oxida¢niho stresu, ktera vede k apoptoze (Cook et al., 2020).

3.4.5 Kilinické projevy a diagnostika

Ptiznaky amyloidézy jsou obtizn¢ definovatelné, jelikoz mtze postihovat kterykoliv
organ. Nejcastéji se vSak jedna o ledviny, srdce, jatra a nervovy systém, miize v§ak poskozovat
i travici soustavu @ mékké tkané. Onemocnéni dale mohou provazet nespecifické pfiznaky jako
unava, ubytek na vaze, dusnost nebo kozni purpura, coz vyznamné komplikuje diagnostiku.
PostiZeni ledvin (charakter nefrotického syndromu) a srdce jsou velmi Casté, pti¢emZ poskozeni
myokardu ma vyznamny vliv na prognézu pacienta (Obrazek ¢. 8), jelikoz loziska amyloidu
vedou K tloustnuti stén srde¢nich komor a nasledné porucham diastoly. Postizeni nervového
systému se muze manifestovat jiz nékolik let pted stanovenim diagnozy (periferni neuropatie,
syndrom karpalniho tunelu). Z dalSich projevt jsou to zvétSena jatra S pozitivnimi jaternimi
testy ¢i zvétSeny jazyk (makroglosie) v dusledku infiltrace amyloidem. Pacienti, ktefi jiz byli
diagnostikovani s MG mohou mit zvySené riziko propuknuti amyloidézy a méli by byt vice
hlidani (Zahradkova, 2016). Pacienti s poskozenim jednoho organu se vyskytuji v 25 %, dva

organy byvaji poskozené v 36 %, tfi a vice v 39 % viech piipadii (S¢udla et al., 2014).
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Obrazek ¢&. 8.: Kiivky celkového pieziti od stanoveni diagnézy (pievzato a upraveno podle Kumar et
al., 2012).

Soucasna prognosticka klasifikace je zaloZena na srde¢nich biomarkerech troponin-T (cTnT) a N-

terminalnim natriuretickému peptidu pro-B-typu (NT-ProBNP).

Amyloid se ve tkani prokazuje nejcastéji pomoci imunohistologickych metod, z nichz
nejprikaznéjsi je pozitivni barveni vzorku Kongo ¢erveni, kde jsou viditelné oranzovo-Gervené
okrsky na fezu, které v polarizovaném svétle vykazuji zeleno-Zluty dichroismus (Obrazek ¢. 9). Toto
vySetieni vSak nemusi byt dostate¢né pro prikkaz AL amyloidozy, kterd vykazuje vysokou
variabilitu lehkych fetézci Ig, a tudiz 1 odliSnou afinitu pro navdzani barviva.
Imunofluorescencni vySetfeni piedstavuje specifickou metodu, pii které je mozné rozlisit
jednotlivé typy amyloidu. Vyuzivaji se nativné zmrazené vzorky se specifickymi protilatkami
proti danym komponentam (FLC kappa i lambda, dany typ amyloidu) nebo celym molekuldam
Ig ¢i slozkam komplementu. Pro spolehlivy prikaz AL amyloidozy je mozné kombinovat tyto
metody, ptipadné déale vyuzit hmotnostni spektrometrii. Také je nutné provést trepanobiopsii
pro vylouceni infiltrace KD amyloidem a vyloudit koincidenci s MM, ktera se obvykle
vyskytuje v 12-20 % piipadt. Dale se provadi prikaz M-proteinu v séru ¢i moci a stanoveni
hladiny FLC nebo klonalni populace PB. Kvantitativni stanoveni sérové hladiny FLC (vcetné
patologického poméru kappa/lambda) spolu s metodou imunofixacni elektroforézy vykazuje

senzitivitu az 99 % a podava informace o mnozstvi prekurzorového proteinu a tim 1 mnozstvi

amyloidu. Tento udaj je diilezitym prognostickym faktorem. Freelite™ test je nejpouzivangjsi
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metoda vyuZivajici polyklonalni protilatky proti FLC kappa/lambda pro stanoveni hladiny FLC,
které cili na jejich epitopy.

Vzorky pro tato vySetieni jsou nejcastéji ziskana biopsii poskozenych organii (odebrani
mensiho tkanového okrsku), pricemz prukaznéjsi jsou odbéry zledvin, jater nebo
endomyokardialni biopsie, kde je vy$8i pravdépodobnost zachytu amyloidu. Biopsie
postizenych organi neni vzdy nutnd — preferovanou méné invazivni nahradou je biopsie
podkozniho tuku ¢i KD, ktera se mimo jiné také provadi za Gi¢elem stanoveni koncentrace

klonalnich PB (Rysava, 2013; Cook et al., 2020; S¢udla et al., 2014).

Obrazek ¢. 9.0 Amyloidova depozita v klizi barvend Kongo cerveni vykazujici dichroismus

(Stuhlmann-Laeisz et al., 2019).

3.4.6 Kiritéria stanoveni diagnozy

Primarnim diagnostickym kritériem je histologicky prukaz amyloidu (Obrazek ¢. 10),
ktery nemusi byt vzdy prukazny zejména jedna-li se o Casnéjsi stadia. Pozitivni nalez amyloidu
v nervovych tkanich signalizuje pokrocilej$i stddium nemoci. Pocatecni stadia jsou casto
detekovana V organech s vétsi mirou prokrveni (typicky ledviny a jatra). Prikaz amyloidu
u systémovych amyloid6z v jednom organu ¢asto indikuje jeho pfitomnost i v dalSich organech
(Rysava, 2013). Presymptomatickda diagnéza detekuje MG, které predchazeji prvnim
symptomiim, a zvySené hladiny biomarkert typické pro organova postizeni u amyloidoz

(Tabulka ¢. 2) (Palladini et al., 2020).

18



Tabulka ¢&. 2.: Klinické a laboratorni varovné ptiznaky (tzv. red flags) indukujici mozny vyskyt AL

amyloidozy (Zahradkova, 2016).

Vyskyt piiznaki
PostiZeny organ L Casné ,red flags"
(%)
NT-proBNP > 332 ng/I
Srdce 70
BNP > 73 ng/l
) Albuminurie > 0,59/24 hod
Ledviny 70 )
eGF <50 ml/min na 1,73 m?
Zvyseni ALP a/nebo GMT pii vylouceni
Jatra 22
jinych pficin
Periferni a autonomni 1 Neuropaticka bolest a ztrata teplotni senzitivity
neuropatie Erektylni dysfunkce
Mékké tkané 13 Syndrom karpalniho tunelu

ALP — alkalicka fosfataza, BNP — mozkovy natriureticky peptid, GF — glomerularni filtrace, GMT —

gama-glutamyltransferaza, NT-proBNP — propeptid mozkového natriuretického peptidu

Diagnostika zaloZena na barveni

tkdané Kongo Cerveni

TKkai — napi. podkoZni tuk z oblasti pupku
Sensitivita 88 % + trepanobiopsie 95 %
Specifita 97 %

Biopsie — napf. slinnych 7laz, jazyka nebo rekta ..

(prikazné v 50 % piipadi, kdy je barveni Kongo

¢erveni podkoZniho tuku negativni)

Cilens biopsie postiZzenych organi

Typizace —uréeni typu amyloidu, volba pfisluiné
terapie

Obrazek ¢. 10.: Diagnosticky postup pii biopsii systémovych amyloidéz (inspirovano

Zahradkova, 2016).

podle
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3.4.7 Terapie

Cilem 1é¢by AL amyloidozy je funkéni zotaveni postizeného organu. Vzhledem
k patofyziologii této nemoci je vymyceni malignich B-lymfocytii nutnym pfedpokladem pro
obnoveni funkce organu. Lécba se odviji od vCasné¢ stanovené diagndzy, je zaméfena na
konkrétni klon a mé€la by byt co nejucinnéjsi, aby ji dany pacient byl schopen tolerovat. Vhodni
pacienti mohou podstoupit autologni transplantaci kmenovych bun¢k. Ostatni pacienti, ktefi
tato kritéria nespliiuji byvaji 1éCeni bortezomibem v kombinaci s dalsimi 1é¢ivy jako jsou
cyklofosmaid, dexametazon a melfalan (Koh, 2020). Bortezomib muze zlepsit intenzitu
odpovédi pacientt, ktefi nejsou vhodni k transplantaci (Palladini et al., 2020). Vysoce rizikovy
pacienti ptedstavuji az 20 % vSech pripadi AL amyloidézy. Vzhledem k pokrocilé srdecni
dysfunkci ¢i zavaznému srdeénimu selhani nemtze zadny lécebny rezim podstatné zménit
progresivni pribéh nemoci. Tyto ptipady maji velmi kratky median pteziti (pfiblizn€ 6 mésicil)
a primarnim cilem 1é¢by je odstranéni amyloidnich lozisek. V tomto sméru se vyvijeji
monoklonélni protilatky, které by cilily na existujici amyloidni depozita véetn¢ sérového
amyloidového P komponentu, ktery je vyznamné zvysSeny u pacientd s AL amyloidozou (Koh,
2020). Bez terapie maji pacienti prumérnou délku pieziti 1-2 roky, jen 20 % pieziva 5 let od
stanoveni diagndzy. Progndza zavisi podle organového poskozeni a je vyrazné zavisld od miry

poskozeni srdce (Adam et al., 2008).

3.5 Cytogenetické abnormality

AL amyloiddza sdili s MM velké mnoZstvi chromozomalnich abnormalit. U obou nemoci
se vyskytuji podobné translokace zahrnujici IgH gen, delece: zejména del(13q), del(17p)
a aneuploidie. Bylo také zjisténo, Ze prognosticky neptiznivé genetické zmény znamé u MM —
t(4;14), del(17p) a del(1p), se mohou vyskytovat i u AL amyloidozy a jsou obvykle spojené se
Spatnou prognézou (Hammons et al., 2018). U AL amyloidozy je nejcastéjsi abnormalitou
translokace t(11;14), ktera se také vyskytuje u pacienti s MM. Ptiblizn¢€ 10-15 % pacientti s AL
amyloidéozou miize mit také MM. Chromozomové abnormality detekované iFISH jsou
klicovym prvkem k definovani biologickych vlastnosti MM, déli se do dvou hlavnich skupin:
hyperdiploidie spojené zejména S trizomiemi lichych chromozomi a nonhyperdiploidie spojené
s prestavbou IgH lokusu. Piestavby IgH jsou povaZzovany za iniciujici udalost ve vyvoji

malignit B-lymfocytti véetn& MGUS a MM.
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Translokace genu pro tézky fetézec imunoglobulinu (IgH), ktery se nachazi v oblasti
14q32, jsou castymi genetickymi zménami u pacientli s AL amyloid6zou a vyskytuji se az
u 52 % pacientd (Bryce et al., 2009). Nejcastéji k translokacim dochazi v dobé rekombinace
izotypového presmyku na neproduktivni alele. Vysledkem téchto translokaci je deregulace
exprese onkogent (CCND1, MYEOV, FGFR3 a MMSET, c-MAF), diky jejich pfesunu do
blizkosti zesilovact transkripce IgH genu. Bunky pred expanzi do KD pravdépodobné prochézi
somatickymi hypermutacemi a dal$i mutace pak vedou k tiniku bunék z mikroprostiedi KD

(Bergsagel et al., 1998; Balcarkova et al., 2016).

Translokace t(11;14)(q13;q32) je nejbé€znéjsi translokaci u pacienti s AL amyloidozou.
Prevalence k této translokaci je vyznamné vyssi u pacientli pouze s AL amyloidozou (56,5 %),
na rozdil od pacientl se soubéznym MM (17,6 %). Ptitomnost t(11;14) je spojena se Spatnou
prognézou bez ohledu na pfitomnost nebo nepifitomnost MM. U pacienti pouze s MM je
ptitomnost této translokace spojena s dobrou prognézou (Kobayashi et al., 2019). Pii této
translokaci dochazi k fuzi spojovaci oblasti (Ju) genu pro IgH na chromozomu 14 a oblasti genu
CCND1 (dtive BCL-1) na chromozomu 11. Diky tomu dochazi k vysoké expresi cyklinu D1
(kodovan genem CCND1 nachazejicim se v lokusu 11ql3), ktery je pfitomen pouze
u proliferujicich progenitort B-lymfocytd a umoziuje progresi bunééného cyklu z G1 do S faze
fosforylaci proteinu Rb (nddorovy supresor retinoblastoma proteinu). Deregulace tohoto
cyklinu vede ke zvySené proliferaci myelomovych bunék v disledku piemisténi genu do
blizkosti zesilovace transkripce IgH genu (Obrazek ¢. 11) (Kubiczkova et al., 2013). Gen
MYEOV se vyskytuje pobliz genu CCDN1 v oblasti 11g13, coz vede k jejich spole¢né
deregulaci diky dalsimu zesilovaci transkripce. Jeho aktivace je vSak nekonzistentni z divodu

inhibice epigenetickym mechanismem (Janssen et al., 2002).
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Obrazek €. 11.: Schématické znazornéni translokace t(11;14)(q13;932) (pfevzato a upraveno podle
Portal ¢eské leukemické skupiny, 2021).

A — organizace genového lokusu CCND1, MTC (major translocation cluster) je bod zlomu
Vv hlavnim transloka¢nim klastru (lokalizovan piiblizné 120 kb od genu CCND1); B — organizace lokusu
IgH, modra Sipka znazorfiuje misto zlomu uvnitt oblasti Ju; C — translokace CCND1/IgH, ¢erna Sipka

oznacuje misto spoje MTC s oblasti J4 uvnit IgH genu

Translokace t(4;14)(p16;932) dereguluje gen FGFR3 (gen pro receptor fibroblastového
rastového faktoru 3) na chromozomu 14 a gen MMSET (multiple myeloma SET domain) na
chromozomu 4. Gen FGFR3 se podili na regulaci buné&né proliferace, diferenciace aktivaci
ptislusnych signalnich drah. Gen MMSET je regulatorem transkripce a je hojné exprimovan

zejména v rychle rostoucich tkanich (Malgeri et al., 2000).

Translokace t(14;16)(g32;923) vede k deregulaci genu c-MAF (c-muskuloaponeuroticky
fibrosarkom) leZicim na chromozomu 16 (oblast 16g23). Jedna se o transkrip¢ni faktor, ktery
reguluje transkripci pomoci cyklického adenosinmonofosfatu (c-AMP), ktery byl identifikovan
jako dullezity onkogen pii vyvoji lymfoidnich malignit. Vysokd hladina proteinu MAF je
U pacienti MM lécenych bortezomibem spojena s rezistenci (Qiang et al., 2016; Narita et al.,
2015).
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Translokace t(4;14) a t(14;16) se vyskytuji pouze v 2-3 % pfipadi pacienti s AL
amyloidozou (Warsame et al., 2015). Translokace t(11;14) a dalsi translokace zahrnujici gen
IgH se neobjevuji spoleéné (Rajan et Rajkumar, 2015). Translokace t(6;14)(p21;q32) zptuisobuje
deregulaci genu CCND3 (6p21), ktery plni obdobnou funkci v bunééném cyklu jako gen
CCNDL1 (Sonoki et al., 2001). K nadmérné expresi genu MAFb (20q12) dochazi pii translokaci
t(14;20)(q32;q12). Tento gen nalezi do rodiny MAF transkripénich faktort, které¢ vyvoléavaji
onkogenni aktivitu (Qiang et al., 2018).

3.5.1 Delece RB1 genu

Delece ¢i monozomie chromozomu 13 jsou casté jak u MM, tak i AL amyloidozy
a vyrazné ovliviuji jejich patogenezi. Kandidatni tumor supresorovy gen pro retinoblastom
(RB1) se nachazi v oblasti 13q14 a hraje roli pfi tvorbé novotvarti B-lymfocyti. Delece genu
RB1 je markerem monozomie chromozomu 13 —az 90 % pacienti s touto deleci ma potvrzenou
také monozomii chromozomu 13 (Brito-Babapulle et al., 2001). Mutace v genu RB1 ma vliv
na funkci bunééného cyklu diky jeho negativni regulaci ptfes protein RBI1, ktery hraje
V bunééném cyklu kli€ovou roli diky jeho interakcim s ostatnimi proteiny a geny skrz
fosforylaci. Ztrata jeho funkce ma vliv na diferenciaci, délku pieziti, senescenci a stabilitu

genomu (Dyson, 2016).

3.5.2 Abnormality chromozomu 1

Patti zde delece kratkého ramene (1p) a zmnoZeni dlouhého ramene (1q). Obé tyto zmény
jsou spojeny se Spatnou prognozou. Studie uvadi, Ze pti¢inou zmnozeni oblasti 1q21 bylo témét
vzdy duplikace celého dlouhého ramene chromozomu 1, ale nikoli v disledku trizomie
chromozomu 1. ZmnoZeni oblasti mé& nepiiznivy prognosticky dopad na pacienty s AL
amyloidozou lé¢enych melfalanem/dexametazonem a nékterymi autory je dokonce tato aberace
povazovana za indikator progrese AL amyloiddzy stejné jako u MM. Tato studie také zjistila
potencialni neptiznivy prognosticky ucinek soubézného vyskytu zmnozeni 1q, delece 14q
a delece 1p (Granzlow et al., 2017). V oblasti 1q21 se nachazi gen CKS1B, jehoz nadmérna
exprese napomaha progresi bunééného cyklu podporou degradace proteinu p27 uvolnénim
CDK avstupem do mitézy coz vede k vice proliferativni maligni PB, kterd souvisi
S nepfiznivym klinickym pribéhem a Spatnou prognoézou. Gen CDKN2C nachazejici se

Vv oblasti 1p32 (protein p18) je tumor supresorovy gen, ktery zodpovida za podporu apoptické
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bunécné smrti a DNA. Delece tohoto genu je spojena s vice proliferativnim onemocnénim.

(Abd EI-Naby et al., 2016).

3.5.3 Delece genu TP53

Deregulace tumor supresoru TP53 (oblast 17p13) hraje klicovou roli v patogenezi mnoha
druhti onkologickych nemoci. U mnoha nadorti byla pozorovana inaktivace proteinu p53, ktery
kontroluje bunécnou proliferaci, apoptdézu a diferenciaci. Nejcastéji dochazi k mutacim ¢i
delecim genu, coz naznacuje souvislost s progresi nadoru. Monoalelicka delece kratkého
ramene chromozomu 17 (17p) je nejéastéj$im typem, ktery je spojen se Spatnou prognozou a je
detekovana u zhruba 10 % pacientti nové diagnostikovanych MM. Bialelicka delece je vzacna
a inaktivace druhé kopie genu TP53 byva zpisobena bodovou mutaci. Duplikace genu TP53

mize naznacovat trizomii chromozomu 17 (Drach et al., 1998; Lakshman et al., 2019).

3.5.4 Hyperdiploidie

Zatimco v patogenezi MM jsou hyperdiploidie a nonhyperdiploidie povazovany za dvé
hlavni cytogenetické drahy, frekvence hyperdiploidie u pacientti s AL amyloid6zou je zhruba
11 % (MGUS 30 %, MM 46 %). Na zéklad¢ onkogenetického modelu zahrnujiciho 6 hlavnich
cytogenetickych aberaci u AL amyloidozy se zjistilo, Ze hyperdiploidie a translokace t(11;14)
se témet vzajemné vylucuji, zatimco zmnoZeni 1q21 zvyhodnuje hyperdiploidii (Bochtler et

al., 2011).

3.6 MozZnosti detekce zmén u AL amyloidoz

3.6.1 FISH

Fluorescencni in situ hybridizace je molekularné cytogeneticka technika, ktera se vyuziva
k detekci genetickych abnormalit jako jsou genové fuze, aneuploidie, ztrata nebo duplikace
¢asti ¢i celého chromozomu. Zakladem metody FISH je jednofetézcova sonda hybridizujici ke
komplementarni DNA sledovaného genu, chromozomu nebo jeho ¢asti. Sonda byva znacena
piimo prostrednictvim fluorescenc¢nich nukleotidii (fluorofor) nebo nepfimo za pomoci
reportérovych molekul, které jsou inkorporovany do sledované DNA a nasledn¢ vizualizovany

diky fluorescen¢né zna¢enym protilatkdm ¢i jinym afinitnim molekulam (Ratan et al., 2017).
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Metoda FISH se standardn€ vyuziva i na interfaznich bunkéch, proto neni nutna
mitotickd aktivita patologickych bun€k potiebna pfi sestaveni karyotypu. U AL amyloidozy
vsak neni pfili§ vhodna kvuli nizkému zastoupeni patologickych bun¢k (Warsame et al., 2015).
Proto se pfi studiu specifickych abnormalit pouziva varianta FISH na selektovanych

interfaznich jadrech (Muchtar et al., 2017).

3.6.2 Metody detekce plazmatickych bunék

Pti vySetfovani novotvari je mozné identifikovat pozadovanou bunécnou populaci
metodou FICTION (clg-FISH), ktera kombinuje FISH s imunofenotypizaci (Giefing et Siebert,
2019). Tato kombinace zajist'uje simultanni detekci imunofenotypovych markerti i genetickych
aberaci, coz je dilezité pro pochopeni patogeneze onemocnéni i klasifikaci malignit (Martinez-
Ramirez et al., 2004). Pii vySetfovani abnormalit PB se vyuziva fluorescen¢niho znaceni
cytoplazmatickych lehkych fetézci monoklonalniho Ig (kappa nebo lambda), coz vede
k analyze abnormalit pouze v patologické populaci (Kim et al., 2016). Existuje také varianta
vicebarevné FICTION (M-FICTION), kterd umoziuje simultanni detekci morfologickych,
imunofenotypovych a genetickych charakteristik jednotlivych bunék (Martin-Subero et al.,
2002).

3.6.3 MACS aFACS

Technika MACS (magneticky aktivovana separace bunék) je Siroce vyuZzivana pro
separaci bunék jednoto typu bunék od ostatnich bunéénych populaci (Pan et Wan, 2020).
Funguje na principu magnetickych kuli¢ek umisténych v magnetickém poli, na které jsou
navazany protilatky (pfipadn€ enzymy, lektiny ¢i streptavidiny), které se vazou na specifické
bunécné proteiny. Magnetické pole polarizuje znacené buniky, které se zachytavaji na koloné
a nasledné jsou eluovany. Takto je mozno obohatit danou frakci bun€k v rtiznych fazich zrani
¢i velikosti (ploidie) s Cistotou az 90 % (Barh et Azevedo, 2019). U AL amyloidézy se vyuZziva
povrchového antigenu PB CDass+ proti némuz je pouzita protilatka anti-CDi3g+ navazana na

povrchu magnetické kulicky (Bochtler et al., 2008).

Dalsi variantou je technika FACS (tfidéni bunék aktivovanych fluorescencné), ktera je
zalozena na znaceni bunék fluorescenéné zna¢enymi protilatkami, diky ¢emuz buniky mohou

byt izolovany v rliznych parametrech (vyuziva vice povrchovych znacek) a izolovat vice

25



subpopulaci o vysoké Cistoté¢ najednou. Metoda je relativné Casové narocnd a pii velkych

poctech bunék vyzaduje nakladné vybaveni (Pan et Wan, 2020).

3.6.4 Array komparativni genomova hybridizace (aCGH)

Tato technika umoznuje analyzu genomu s vysokym rozliSenim vcetné¢ detekce
abnormalit v poctu kopii gent (copy number variation, CNV), které zodpovidaji za dany
fenotyp. Detekuje abnormality ve znamych genech, ale mize také identifikovat nové kandidatni
geny pro dané onemocnéni. VétSina téchto platforem je navrzena k detekci aneuploidii,
mikrodeleci nebo mikroduplikaci, subtelomerickych a podobnych chromozomovych ptestaveb,
které jsou klasickymi cytogenetickymi technikami obtizné rozpoznatelné (Raca et al., 2011).
Princip spociva v odli$né€ znacenych vzorcich genomové DNA (testovand a referencni — odlisné
fluorochromy), které jsou hybridizovany na ¢ip, kde jsou imobilizovany oligonukleotidy
skladajici se z fragmentit DNA daného genomu (Bejjani et Shaffer, 2006). Citlivost pro detekci
zmén piedstavuje délka DNA kolem 1 kb (La Cognata et al., 2018).

3.6.5 Sekvenovani nové generace

Sekvenacni technologie jsou dal$i metodou pro detailngj$i identifikaci pacientd s AL
amyloidézou, a to na urovni sekvence DNA. Cili pfedev§im na potencidlni rozdily mezi
genomickymi profily pacientll s AL amyloidézou a MM. Napoméhaji tak presnéjsi identifikaci
pacienti s monoklonalni gamapatii S vy$$im rizikem vzniku AL amyloidézy na zakladé
presymptomatického poskozeni organti. Provadi se napiiklad celoexomové sekvenovani
(soubor vSech exonli v genomu) vysoce purifikovanych PB v KD scilem hledat

jednonukleotidové polymorfismy a inzer¢ni a dele¢ni zmény (Cuenca et al., 2021).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

K vySetieni pacientti byla pouzita KD od pacienti diagnostikovanych a lécenych na
Hemato-onkologické klinice (HOK) a I1II. interni klinice Fakultni nemocnice a Lékatské fakulty
UP Olomouc v obdobi od kvétna 2005 do fijna 2020. Jedna se o retrospektivni a prospektivni

analyzu. Postup pii vySetfeni KD je uveden na Obrazku €. 12.

SCHEMA VYSETRENI FICTION

Zakladni vyZetfeni Identifikace zmén

FISH
RB1 |mmp | bez
Tz pfestaﬂ:l}"
FISH o/ o
IgH TgH FISH k uréeni | @ |
fﬂ piestavbaldelece ‘ translokace *—
— t(4:14)
| 1q21
.
FISH
TP53

t(11:14)

(XY

L — b "

b

Obrazek ¢. 12.: Schématicky postup vySetfeni vzorkt pacientd s AL amyloidézou S vyuZitim
zékladnich FISH sond.

4.2 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

Kultivace bunék KD pro cytogenetické a molekularné cytogenetické vySetieni:

1. 1-3 ml KD jsou odebrany do odbérové zkumavky s protisrazlivym c¢initelem heparinem
lithnym.

2. KD prelit do centrifuga¢nich zkumavek o objemu 15 ml a doplnit 10 ml media RPMI-
1640 (odstranéni heparinu)
Opatrné promichat a stocit 10 minut pii 1 000 g.

4. Slit supernatant, jemné promichat pipetou a pienést do kultiva¢ni nadoby s BM médiem.
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5.
6.

Ptidat 2 kapky kolcemidu.
Inkubovat v termostatu pfi 37 °C po dobu 24 hodin.

Zpracovani biologického materidlu pro cytogenetické a molekularné cytogenetické

vySetieni:

1.

10.
11.

12.

13.
14.

Ptipravit fixa¢ni roztok Carnoye smichanim methanolu s kyselinou octovou v poméru
3:1.

Obsah kultiva¢nich nadob slit do oznacenych 15ml centrifuga¢nich zkumavek.
Centrifugovat 10 minut pti 1 000 g pii 37 °C.

Slit supernatant a pfidat 10 ml 0,075 mol-I* roztoku KCl vytemperovaného na 37 °C
(Iyza bun¢k).

Inkubovat 20 minut v termostatu pii 37 °C.

Ptidat 1 kapku vychlazeného fixa¢niho roztoku Carnoye a promichat (procisténi od kusi
cytoplazmy).

Centrifugovat 10 minut pti 1 000 g pti 37 °C.

Slit supernatant a ptidat 10 ml vychlazeného fixacniho roztoku Carnoye. Prvni mililitr
ptidat pomalu po kapkach. Obsah zkumavky promichat pomoci vortexu.

Inkubovat 30 minut pii pokojové teploté.

Centrifugovat 10 minut pii 1 000 g pii 4 °C.

Slit supernatant a ptidat 10 ml fixa¢niho roztoku Carnoye. Obsah zkumavky promichat
pomoci vortexu.

Opakovat kroky 10 a 11 dokud nema bunécna suspenze mlééné opaleskujici zbarveni
(zhruba 3x—4x).

Bunéénou suspenzi Ize skladovat v lednici k vySetieni po dobu az n€kolika tydna.
Archivace materialu U starSich vzorki probihd zamrazenim 2 ml buné¢né suspenze ve
fixatnim roztoku v fadn€ oznacenych mikrozkumavkach pii -20 °C. Nové pfichozi
vzorky jsou fadné zpracovany a ndsledné také uchovavany ve fixaénim roztoku pfti

-20 °C.
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FICTION

Priprava biologického materialu:

1.
2.

Buné¢nou suspenzi ve fixacnim roztoku centrifugovat 10 minut pti 1 000 g.
Supernatant slit a prevrstvit cca 10 ml 96% ethanolu, protfepat a inkubovat 10 min pfi
pokojové teplot€.

Centrifugovat 10 min pti 1 000 g, opakovat krok ¢. 2.

Centrifugovat 10 min pfi 1 000 g, nafedit cca 1 ml 96% ethanolu.

Priprava preparatu pro FICTION:

1.

Dychnout na podlozni sklo a nakapat 2—3 kapky bunécné suspenze z vysky cca 30 cm,
pod mikroskopem (obj. 10 nebo 20, sniZzeny kondenzor) zkontrolovat pocet bunék
(v ptipadé potieby piikapat suspenzi, ptipadné natedit) a nechat voln¢ uschnout.

Do vodni 14zné& vlozit koplinu s roztokem 10 mmol-I™? citratového pufru a vyhiat lazen

na 95 °C Po vytemperovani vlozit pfipraveny preparat a inkubovat 10 min.

3. Vyjmout koplinu z vodni 1azné a volné nechat chladnout pti pokojové teploté 30 min.

Preparat oplachnout v 1x PBS pufru 2x po dobu 2 minut.

Na parafilm napipetovat 60 pl natfedéné protilatky Amca Anti-Human kappa/lambda-
chain podle typu lehkého fetézce u vySetfovaného pacienta. Piekryt parafilmem
a inkubovat 1 hodinu pfi 37 °C ve vlhké komtirce.

Odstranit parafilm a oplachnout preparat v 1x PBS pufru 2x po dobu 2 minut.

Na parafilm napipetovat 60 ul nafedéné Amca Anti-goat IgG protilatky. Piekryt
parafilmem a inkubovat cca 1 hodinu pti 37 °C ve vlhké komtirce.

Opatrné odstranit parafilm a oplachnout preparat opét v 1x PBS pufru 2x po dobu 2
minut.

Provést odvodnéni preparatu postupnym promyvanim ve vzestupné fad¢ ledovych
alkoholl (uskladnény pfti -20 °C). Inkubovat po dobu 2 min v 70%, 80% a 96%

ethanolu.

10. Preparat pfenést na vytemperovanou plotynku na 45 °C a nechat uschnout.
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Piiprava sondy (podle pribalového letaku):

1.

Napipetovat 8 ul sondy do 0,5ml mikrozkumavky a denaturovat ve vodni lazni podle
navodu od vyrobce.

Denaturovanou sondu pipetovat na kryci sklo (22 x 22 mm) a piekryt podloznim sklem
S jiZ pfipravenym preparatem.

Okraje kryciho skla pfevrstvit Rubber cementem.

Hybridizovat ve vlhké komurce pies noc.

Piiprava preparatu u pacienti s nedostatkem materialu:

Zpracovani natéru KD:

1.

o~ DN

Skla pfevrstvit fixaci z methanolu a octové kyseliny v poméru 3 : 1 a inkubovat
10 minut.

Slit zbytek fixace a prevrstvit novou fixaci ve stejném poméru, inkubovat 10 minut.
Slit zbytek fixace a nechat skla uschnout.

Ve sklenéné koplin€ smichat 99 ml vody s 1 ml HCI a vyhtat na 37 °C.

Do vyhtaté kopliny ptidat 500 pl rozpusténého pepsinu (odstranéni cytoplazmy) a ihned
vlozit skla a inkubovat 7 minut.

Skla oplachnout v 1% PBS 3 minuty.

Ptidat 50 pl postfixaéniho roztoku (1% formaldehyd v PBS a 50 mmol-It MgCly),
ptikryt parafilmem a nechat inkubovat 10 minut pii pokojové teploté.

Odstranit parafilm a skla oplachnout v 1% PBS 3 minuty.

Skla odvodnit postupnym promyvanim ve vzestupné tadé ledovych alkoholl

(uskladnény pfii -20 °C). Inkubovat po dobu 2 min v 70%, 80% a 96% ethanolu.

10. Nechat skla uschnout.

Rehybridizace odeéteného skla:

1.

Odstranit kryci skla, podlozni skla s biologickym materidlem a navdzanou sondou
inkubovat 10 minut v 96% ethanolu.

Nechat skla uschnout na plotynce vytemperované na 45 °C.

Na nové kryci sklo pipetovat 8 pl pfislusné sondy a okraje kryciho skla ptevrstvit

Rubber cementem.
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4. Provést kodenaturaci a sondy v termobritu podle navodu od vyrobce.

5. Umistit skla do vlhké komiirky a nechat inkubovat pies noc.

Odmyvani:

1. Druhy den odstranit Rubber cement a kryci sklicko.

2. Podlozni sklo s preparatem odmyt ve vodni 14zni vyhtaté na 73 °C v kopliné s 0,4x SSC
+ 0,3% NP40 2 minuty.

3. Poté inkubovat pii pokojové teploté v kopliné s 2x SSC + 0,1% NP40 2 minuty.

4. Nechat schnout na plotynce vytemperované na 45 °C.

5. Na nové kryci sklo (24 x 24 mm) napipetovat 10 ul antifade (bez dapi-counterstrain

diluent) pro vizualizaci bun¢k piekryt podloznim sklem se zaschnutym preparatem.

Hodnoceni preparatu probiha pomoci fluorescenéniho mikroskopu BX-60 (Olympus)
Preparat se hodnoti s vyuzitim ptislusnych fluorescenc¢nich filtri. Hodnoti se 50-100 PB, které
jsou obarveny modie diky specifickym protilatkim Amca Anti-Human-kappa/lambda-chain.
Obraz se snimd CCD kamerou a uklada do systému ISIS (MetaSystems). Vysledek je zapsan
podle platnych pravidel cytogenetické nomenklatury ISCN (An International System for
Human Cytogenomic Nomenclature) (McGowan-Jordan et al., 2020). Pro urceni diagndzy
a hodnoceni AL amyloiddzy se standardné vyuzivaji komeréné dostupné genové sondy, které

jsou uvedené v Tabulce €. 3.
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Tabulka €. 3.: Seznam a charakteristika pouzitych genovych sond.

Katalogové
Nazev sondy Lokalizace Znaceni sondy Vyrobce Cislo
5'konec zeleng, 3'
IgH (14932) Break
14932 konec ¢ervené Kreatech | KBI-10601
ZytoLight SPEC IgH Dual Color Break 5' konec zeleng, 3'
Apart Probe 14932 konec ¢ervené Zytovision | Z-2110-200
) IgH ¢ervené, CCND1
CCNDY/IgH t(11;14) Fusion
18qg21/14q932 zelend Kreatech | KBI-10604
ZytoLight FGFR3/IgH t(4;14) Dual Color IgH zeleng, FGFR3
Dual Fusion Probe 4pl16/14q932 dervené Zytovision | Z-2282-50
13q14 zelen¢, 21q22
RB1 (13914)/RCANL1 (21022)
13q14/21q922 Cervené Kreatech | KBI-40003
CT-
Cytotest RB1/CCP15 FISH Probe Kit RB1 ¢erveng, CCP15 PAC391-
13914.2 zelené Cytotest 10-0OG
1q21/SRD (1p36) 1921 zelene, 1p36
1g21/1p36 Cervené Kreatech | KBI-10507
ZytoLight SPEC CKS1B/CDKN2C Dual 1921 Cervené, 1p32
Color Probe 1921/1p32 zelené Zytovision | Z-2276-200
TP53 zelené, DLEU
DLEU1 (13q14)/TP53 (17p13)
13q14/17p13 Cervené Kreatech | KBI-10113
TP53 zelené, MPO
TP53 (17p13)/MPO (17g22) “ISO 17q”
17p13/17q922 Cervené Kreatech | KBI-10011
ZytoLight SPEC TP53/CEN 17 Dual TP53 ¢erveng, CEN17
Color Probe 17p13/17qg22 zelené Zytovision | Z-2153-200

4.3 Pouzité sondy

® IgH (14932) Break

Sonda je navrzena k detekci translokaci zahrnujicich IgH gen (14g32). Zelené je znacen
5¢, ¢ervene 3° konec IgH genu. Normalni nalez je v mikroskopu zobrazen jako 2 fuzni signaly
zluté barvy. V ptipadé translokace je vidét jeden flzni signdl, jeden Cerveny a jeden zeleny.
Delece 5° konce IgH je zobrazena jako 1 fuzni Zluty signal a 1 ¢erveny signal. Delece 3¢ konce

IgH je zobrazena jako 1 fzni Zluty signal a 1 zeleny signal.
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Obrazek ¢. 13.: Mapa sondy IgH (14932) Break.

e ZytoLight SPEC IgH Dual Color Break Apart Probe

Sonda je navrzena ke kvantitativni detekci translokaci zahrnujicich IgH oblast v 14932

lokusu. Vzorec signali je shodny jako u sondy IgH (140932) Break.

H14A434 RHA9050
H14A1911 RH/70844
| 35 3 5
< }
JAG?2 IGH locus
~615 kb ~580 kb
Cen = 14g32.33 =—————eeeeep Tel

Obrazek ¢. 14.: Mapa sondy ZytoLight SPEC IgH Dual Color Break Apart Probe.

® CCND1/IgH t(11;14) Fusion

Sonda je navrzena k detekci translokaci geni CCND1/IgH pro piestavby na
chromozomech 11 a 14. Normalni nalez je v mikroskopu je zobrazen jako 2 zelené a 2 ¢ervené
signaly. Reciproka translokace t(11;14) je zobrazena jako 2 fuzni Zluté signaly, 1 zeleny a 1
cerveny signal. Variantni translokace pfi deleci 5° konce IgH je zobrazena jako 1 fuzni zluty
signal, 2 zelené signaly a 1 Cerveny signdl. Pokud se jedna o jinou translokaci zobrazi se 2

zelené a 3 Cervené signdly.
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Obrizek &. 15.: Mapa sondy CCND1/IgH t(11;14) Fusion

e ZytoLight FGFR3/IgH t(4;14) Dual Color Dual Fusion Probe

Sonda je navrzena k detekci translokaci geni FGFR3/IgH pro piestavby na

chromozomech 4 a 14. Normalni nalez je zobrazen jako 2 zelené a 2 ¢ervené signaly. Reciproka
translokace je zobrazena jako 2 fuzni signaly, 1 zeleny a 1 ¢erveny

D45865 D4S43
| 53 5 3 |
4 ] - p
FGFR3 NSD2
~855 kb
Tel « 4p16.3 » Cen
BV448316 RH119884
3’5 3 5
«— —’
JAG?2 IGH locus
~1.5 Mb
Cen =

14q32.33

» Tel
Obrazek ¢. 16: Mapa sondy ZytoLight FGFR3/IgH t(4;14) Dual Color Dual Fusion Probe
t(14;16),t(14;20) a t(6;14)

Stejné jsou naznaceny i sondy pro ostatni translokace, které jsou pouzity u prospektivniho souboru
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e RBI (13q14)/RCANL1 (21g22)

Sonda je navrzena k detekci zmnozeni oblasti 2122 a deleci 13q14. Normélni nalez je
Vv mikroskopu zobrazen jako 2 zelené a 2 Cervené signaly a delece RB1 1 zelenym a 2 Cervenymi
signaly. Duplikace v oblasti 21q22 (pfedpokladana trizomie chromozomu 21) je zobrazena jako
2 zelené a 3 Cervené signaly. Dalsi mozna kombinace je duplikace oblasti 2122 a delece RB1

genu, tj. 3 Cervené a 1 zeleny signal.

/_ S
RH 72110 —

21q22.1 RE1 I
1q 360 KB 900 KB
DSCR1 I

D21565 —
RH 92717 = 13

Il

= Rl

D13SB10 —

Obrazek €. 17.: Mapa sondy RB1 (13q14)/RCANL1 (21922).

e Cytotest RB1/CCP15 FISH Probe Kit

Sonda je navrZzena k detekci delece RB1 genu (13q14.2) a sou¢asné detekuje pocet kopii
chromozomu 15 v burice. Normalni nalez je zobrazen jako 2 zelené a 2 Cervené signaly. Delece
RBL1 je zobrazena jako 2 zelené a 1 Cerveny signdl, trizomie chromozomu 15 jako 3 zelené a 2

cervené signaly. Ob¢ zmény soucasné jsou zobrazeny jako 3 zelené a 1 Cerveny signal.

Chr. 13 13q14.2
~650 KB
LSP RB1 FISH Probe
mtlfzs RB1 RC|:BT82 CYS:_TRZ
CCP15 FISH Probe Chr. 15
[ |

(BUETE )

Obrazek ¢. 18.: Mapa sondy Cytotest RB1/CCP15 FISH Probe Kit.
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e 1021/SRD (1p36) (Kreatech)

Sonda je navrzena k detekci poctu kopii v oblastech 1921 a 1p36. Normalni nalez je

v mikroskopu zobrazen jako 2 zelené a 2 Cervené signaly. Duplikace oblasti 1g21 je 3 zelené

a 2 cervené signaly, delece 1p36 jako 2 zelené a 1 Cerveny signal.

D151953E —

530 KB
1q21 S100A10M H33p kg

SHGC-144740—

1 1

Obrazek €. 19.: Mapa sondy 1g21/SRD (1p36).

e ZytoLight SPEC CKS1B/CDKN2C Dual Color Probe

Sonda je navrzena ke kvantitativni detekci zmnozeni zahrnujici CKS1B gen (1921.3-922)

a delece zahrnujici gen CDKN2C (1p32.2). Vzorec u normalniho nalezu je shodny jako u sondy

1921/SRD (1p36), duplikace 1g21 oblasti je zobrazen jako 2 zelené a 3 Cervené signaly.

SHGC-145644 RH49/721
| 53

« : R

CKS1B

~425 kb
Cen tmmee 121 .3.G2 2 Tel

D15427 STSG32509FS
| |
< : >
CDKN2C
~380 kb
Tel = 1p32.2 =———————p Cen

Obrazek ¢. 20.: Mapa sondy ZytoLight SPEC CKS1B/CDKN2C Dual Color Probe.
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e DLEU1 (13q14)/TP53 (17p13)

Sonda je navrzena k detekci delece genu DLEU1 (13q14) oblasti a deleci genu TP53
(17q13). Normalni nalez je v mikroskopu zobrazen jako 2 zelené a 2 Cervené signaly. Delece
TP53 je zobrazena 1 zelenym a 2 ervenymi signaly a delece DLEUL 2 zelenymi a 1 ¢ervenym
signadlem. Duplikace TP53 (pfedpokladana trizomie chromozomu 17) je zobrazena jako

3 zelené a 2 Cervené signdly.

RE1 N 17p13
= 650 KB
D1351477 = D175860—
DLEU1 220 KB 330 KB
0135272 — P53
D175634—
= 450 KB 17 \
D13525 —|

Obrazek ¢&. 21.: Mapa sondy DLEU1 (13q14)/TP53 (17p13).

o LR L RJ

e TP53 (17p13)/MPO (17q22) “ISO 17q”

Sonda je navrzena k detekci pocéetnich zmén oblasti 17p13 a 17q22. Normalni nalez je
v mikroskopu zobrazen jako 2 zelené a 2 ¢ervené signaly. Delece TP53 je zobrazena 1 zelenym
a 2 Cervenymi signaly a delece MPO 2 zelenymi a 1 Cervenym signalem. Duplikace TP53

(ptedpokladana trizomie chromozomu 17) je zobrazena jako 3 zelené a 3 ¢ervené signaly.

17p13

D1752151—
D175960 —

17q22 MPON B 400 KB

_\ 330 KB

SHGC-144222 — P53 Jj

17

D175634—

17

(

Obrazek & 22.: Mapa sondy TP53 (17p13)/MPO (17q22) “ISO 17q”.
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® ZytoLight SPEC TP53/CEN 17 Dual Color Probe

Sonda je navrzena ke kvantitativni detekci deleci genu TP53 a tandemovych repetic

Vv centromerické oblasti chromozomu 17. Normalni nalez je v mikroskopu zobrazen jako

2 zelené a 2 Cervené signaly. Delece TP53 je zobrazena jako 2 zelené a 1 Cerveny signal.

Trizomie chromozomu 17 je zobrazena jako 3 zelené a 3 Cervené signaly.

RH76489 SGC30770
¥ 5
B i »
TP53
~165 kb
Tel = 17p13.1 » Cen

Obrazek €. 23.: Mapa sondy ZytoLight SPEC TP53/CEN 17 Dual Color Probe.

® Vysis CEP 7 (D7Z1) SpectrumOrange Probe, Vysis CEP 9 SpectrumOrange
Probe, Vysis CEP 11 (D11Z1) SpectrumOrange Probe, Vysis CEP 15 (D15Z1)

SpectrumGreen Probe

Sondy jsou navrzeny ke kvantitativni detekci poc¢tu chromozomi, normalni nalez jsou

2 signaly, abnormalni jiny pocet. V ptipadé sondy Vysis CEP 7 (D7Z1) SpectrumOrange Probe

a Vysis CEP 9 SpectrumOrange Probe je normalni nalez zobrazen 2 ¢ervenymi signaly. Sondy
Vysis CEP 11 (D11Z1) SpectrumOrange Probe a Vysis CEP 15 (D15Z1) SpectrumGreen Probe

maji normalni nalez zobrazen 2 zelenymi signaly.

4.4 Seznam pouzitych piistroju a zarizeni

CCD kamera (MetaSystems)

Fluorescen¢ni lampa U-RFL-T (Olympus)
Hybridiza¢ni inkubator ISO20 (Boekel Scientific)
Inkubaéni vodni lazen (Julabo)

Inkubator ThermoBrite (Abbott Molecular)
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Laboratorni centrifuga (Trigon-plus)

Laboratorni digestot (Merci, s. 1. 0.)

Lednicka (Labnet International)

Mrazak (Labnet International)

Pocitac

Software ISIS (MetaSystems)

Stolni minicentrifuga CD1008 (Phoenix Instrument)
Svételny mikroskop BX-60 (Olympus)

Topna a susici deska Medax (Nagel)

Ttepacka Reax top (Heidolph)

Vodni vana BATH 61 (Niive)

4.5 Laboratorni pomicky

Centrifugacni zkumavky Falcon 15 ml (Thermo Fisher Scientific)
Centrifugaéni zkumavky Falcon 50 ml (TPP®)

Fixogum Rubber Cement (Marabu)

Imerzni olej (Olympus)

Kryci skla 22 x 22 mm, 24 x 24 mm (MarienFeld)

Parafilm (Sigma-Aldrich)

Pasteurovy pipety 10 ml (Biosigma)

Plastové mikrozkumavky 1,5 ml a 2 ml (Eppendorf)

Podlozni skla SuperFrost® (Thermo Fisher Scientific)

Pinzeta
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Pipety
Sklenéné kopliny

Spicky (Gilson)

4.6 Pouzité chemikalie a roztoky

Amca Anti-goat 1gG (Vector Laboratories, kat. ¢. CI-5000)

Amca Anti-Human kappa-chain (Vector Laboratories, kat. ¢. CI-3060)
Amca Anti-Human lambda-chain (Vector Laboratories, kat. ¢. CI-3070)
Antifade Counterstain Diluent (Leica, kat. ¢. LK-097A)

BM médium (Biological Industries, kat. ¢. 01-199-1B)

Citronan sodny (Lach-Ner, kat. ¢. 30095)

Deionizovana H>O (HOK)

96% ethanol (Fagron, kat. ¢. 605455)

Fluorescen¢né znacené sondy (Kreatech, kat ¢. Tabulka ¢. 3)
Fluorescencné znacené sondy (Zytovision, kat ¢. Tabulka €. 3)
Fluorescencné znacené sondy (Cytotest, kat ¢. Tabulka €. 3)

KCI (Iékarna FNOL)

Karyomax Colcemid (Gibco®, kat. ¢. 15-210-040)

Kyselina citronova (Lach-Ner, kat. ¢. 10020-AP0)

Kyselina octova (VWR, kat. ¢. 64-19-7)

Methanol (Central Chem, kat. ¢. 67-56-1)

NP40 (Abott Molecular, kat. ¢. 07J05-001)

10x PBS pufr (Lékarna FNOL)
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RPMI-1640 médium (Sigma Aldrich, kat. ¢. R8758)

20x SSC (Abbott molecular, kat. ¢. 02J10-032)

Pfiprava roztoku:

0,1 mol-I" kyselina citrénova:
2,101 g kyseliny citronové

100 ml injekéni H20

0,1 mol-1* citronan sodny:

4,941 g citronanu sodné¢ho

100 ml injekéni H20

10 mmol-1? citratovy pufr:
9 ml 0,1 mol-1? kyseliny citronové
41 ml 0,1 mmol-1? citronanu sodného

450 ml injekéni H20

1x PBS pufr:
5 ml 10x PBS pufru
45 ml injekéni H20

Redéni protilatek pomoci 1x PBS pufru:
Amca Anti-Human kappa-chain 1:10
Amca Anti-Human lambda-chain 1 :10

Amca Anti-goat IgG 1:20
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20x SSC:
132 g 20x SSC

500 ml H20

pH 7,0-7,2; uchovavat pti laboratorni teploté

0,4x SSC/0,3% NP40:
20 ml 20x SSC

950 ml injekéni H20

3 ml NP40

pH 7-7,5

doplnit H20 do 1 1, uchovavat pfi laboratorni teploté

2x SSC/0,1% NP40:
100 ml 20x SSC

850 ml injek¢éni H20
1 ml NP40

pH 7-8

doplnit H20 do 1 1, uchovavat pfi laboratorni teploté

80% ethanol:
83 ml 96% ethanol
17 ml injek¢éni H20

70% ethanol:
73 ml 96% ethanol
27 ml injekéni H20
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4.7 Statisticka analyza dat

Ziskana data byla statisticky zpracovana pomoci programovaciho jazyku R (verze 4.0.5).
Takto byly ziskany Kaplan-Meierovy kiivky pteziti, kde celkové pieziti bylo vypocitano jako
obdobi od stanoveni diagnézy do data posledni navstévy nebo data amrti. Jako statisticky
vyznamna byla povazovana hodnota P < 0,05. Faktorem pfi analyze dat byla pfitomnost nebo

nepiitomnost t(11;14). Vysledna kiivka pteziti je uddvana v mésicich.
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5 VYSLEDKY

Vysetfovany soubor tvofilo 42 vzorki KD pacienti diagnostikovanych jako AL
amyloiddza. VySetfovany soubor zahrnoval 25 muzi (58 %) a 18 Zen (42 %). Retrospektivné
bylo vysetfeno 18 pacienti (43 %), prospektivné 24 pacienti (57 %). VEkovy rozsah se
pohyboval od 46 do 84 let, median veéku byl 68 let. NejcastéjSim imunologickym typem
paraproteinu byl Bence Jones protein (imunoglobulinovy lehky fetézec piitomny v moci
U pacientd s podezfenim na MM nebo WM) (19 pacientti; 45,2 %), dale IgG (15 pacientt;
35,7 %), IgA (7 pacientt; 16,7 %) a IgM (1 pacient; 2,4 %). V souboru pacientii prevladal typ
lehkého fetézce lambda, ktery se vyskytoval u 32 pacientd (76 %), kappa pouze u 10 pacienti
(24 %). Nejcastéji poSkozenym organem byly ledviny (29 pacientti) a srdce (27 pacienttl), méné
Casto byl postizen také nervovy systém (8 pacientll), KD (5 pacientil), jatra (4 pacienti) nebo
GIT (4 pacienti). Postizeni dalSich organti se vyskytovalo minoritné (kiize, svaly, uzliny, mékké
tkang, plice). VéEtsSina pacientli méla poSkozeno vice organt soucasné. Zastoupeni PB v KD
bylo v rozmezi 0,8 % az 69 % s medianem 9,24 %. U 10 pacientt bylo v KD vice nez 10 % PB
a byl jim soucasné diagnostikovan i MM. Ze 42 pacientt zije 23 (55 %), zemielo 19 pacientd
(45 %). Zakladni charakteristiku souboru ptehledné zobrazuje Tabulka ¢. 4.
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Tabulka ¢. 4.: Charakteristika vysSetfované¢ho souboru pacientii s AL amyloidozou.

Charakteristika souboru Pocetni zastoupeni
Muzi 25
Pohlavi -
Zeny 18
BJ 19
Tvo 19G 15
yp g
IgA 7
IgM 1
Lambda 32
Typ L fetézce
Kappa 10
Ledviny 29
Srdce 27
NS 8
KD 5
Jatra 4
GIT 4
Postizené organy .
Zaludek 2
Kize 1
Svaly 1
Uzliny 1
Meékké tkané 1
Plice 2

NS — nervovy systém, GIT — gastro intestinalni trakt, BJ — Bence Jones protein

Pacienti byli rozdéleni na zakladé cytogenetickych zmén, které jsou podrobné rozepsany
V nasledujicich kapitolach. Dale byl soubor rozdélen na pacienty vySetfované retrospektivni
a prospektivni analyzou. Nasledné byli porovnani pacienti s AL amyloidozou, kteti mé&li

soucasné i MM a pacienti pouze s AL amyloidozou.
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5.1 Zmény v celkovém souboru pacientu

Analyza souboru 42 pacientll byla zaméfena na vyskyt nejcastéjSich cytogenetickych
zmén u AL amyloidézy (Graf €. 1). Alespon jedna cytogeneticka zména byla detekovana u 38
ze 42 (90 %) pacientd. U 4 ze 42 pacient nebyly detekovany zadné zmény, z toho 3 pacienti
(7,5 %) byly soucasti retrospektivni analyzy a 1 pacient (2,5 %) byl soucasti prospektivni
analyzy. Hyperdiploidie (trizomie alespon jednoho z vySetfovanych chromozomuti 7,9, 11 a 15)

byly vySetfovany pouze u pacientii analyzovanych prospektivng.

U 81 % pacientl se vyskytovaly 1-3 zmény, jednu zménu mélo 18 pacientt (43 %), dvé
zmény 10 pacientli (24 %), tii zmény 6 pacientl (14 %) a Ctyfi zmény 4 pacienti (9,5 %).
Pacienti se tfemi a vice zménami maji tzv. komplexni ptestavby (10 pacientl, 24 %)

(Tabulka ¢. 5).

Tabulka €. 5.: Pomér pacientl podle poctu cytogenetickych zmén.

Pocet zmén Pocet pacienti

4
18
10
6
4

| W N | O

46



30
25

20
15
10
5 -
. ay g
,{D‘ N \Y N ]
0@\% ‘v&\@ ¢ \q’? 0‘13’ @QS) ‘\\& QO@
I, S
\S@ @“’Q o Q@\@ Nl 5‘“60 &
& x‘?og\3 Q&o o s &
> >
3.Q &0
0‘&0 G}‘b’
s
Q’Q

Graf ¢. 1.: Zastoupeni jednotlivych cytogenetickych zmén v souboru 42 pacienti s AL amyloidozou
vysetfovanych metodou FICTION.

5.11 Zmény IgH genu

Zmény IgH genu byly pfitomny celkem u 31 ze 42 pacientd (74 %). Piestavba IgH se
vyskytla u 22 z 31 pacienti (71 %) (Graf ¢. 2) z toho u 18 pacientti byla klasicka ptestavba
(82 %). Barevné schéma signali u klasické ptestavby IgH viditelné pod fluorescenénim
mikroskopem zobrazuje Obrazek ¢. 24. Nejcastéji se vyskytla t(11;14)(q13;932) (Obrazek
¢.25) — 14 pacientu (77,8 %), 1 pacient mél t(14;20)(932;912) (5,6 %), 1 pacient
t(14;16)(932;923) (5,6 %) a u 2 pacientti (11 %) se nepodafilo urcit transloka¢niho partnera.
Translokace t(6;14)(p21;g32) se v souboru nevyskytla. Prestavba doprovazena deleci IgH byla
pfitomna u 4 pacientd (18 %), z ¢ehoZ 1 pacient mél nasledné potvrzenou t(11;14), 2 pacienti
m¢éli t(4;14) a u 1 pacienta se nepodarilo urcit transloka¢niho partnera. Parcialni delece IgH se
vyskytla u 7 z 31 pacienti (22,6 %). Z toho 6 pacientd mélo deleci 5° konce IgH (85,7 %)
a1 pacient mél deleci 3° konce IgH (14,3 %). U 2 ze 6 pacienti s deleci 5° konce IgH se
potvrdila variantni t(11;14) (33,3 %). U 2 pacientt (6,5 %) byly pfitomny pocetni zmény v IgH
genu — 1 pacient mél 3 kopie genu IgH, 1 pacient m¢l pouze 1 kopii genu IgH.
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Graf ¢. 2: Zastoupeni jednotlivych translokaci u prestavby IgH.

Obrazek ¢. 24.: Vysledek vysetieni metodou FICTION se sondou IgH (14932) Break (Kreatech).

Prestavbu IgH genu znaci 1 fuzni, 1 zeleny a 1 Cerveny signal.



Obrazek ¢. 25.: Vysledek vysetieni metodou FICTION se sondou CCND1/IgH t(11;14) Fusion
(Kreatech).

Translokaci t(11;14) znaci 2 fizni, 1 zeleny a 1 Cerveny signal.

5.1.2 Delece RB1 genu

U 13 pacientl byla detekovana delece genu RB1 (31 %) (Obrazek ¢. 26). U vSech pacientt
s deleci RB1 genu se vyskytla souc¢asn¢ zména v IgH genu. Jeden pacient (7,7 %) ma soucasné
s deleci RB1 také trizomii chromozomu 15. U 1 pacienta (7,7 %) se vyskytla duplikace RB1
genu (3 kopie) spolecné s duplikaci IgH a cetnymi trizomiemi dalSich chromozomd.

U 5 pacienti (38,5 %) je soucasné s deleci RB1 pfitomno také zmnozeni 1g21.
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Obrazek ¢&. 26.: Vysledek vysetieni metodou FICTION se sondou RB1/CCP15 FISH Probe Kit
(Cytotest).

Deleci RB1 genu znaéi 1 Cerveny signal.

5.1.3 Abnormality chromozomu 1
Celkem u 12 pacientt (28,5 %) bylo pfitomno zmnozeni oblasti 1q21 (Obréazek ¢. 27).
Vétsinou se jednalo o 3 nebo 4 kopie (Tabulka €. 6). U 10 pacientii (83,3 %) se zmnoZenim

1921 byla pfitomna také zména v IgH, 2 pacienti (16,7 %) méli trizomie.

Tabulka €. 6.: Pomér pacientli s danym poctem kopii 121 oblasti.

ZmnozZeni

Pocet pacientii
1921

3 kopie
3-4 kopie
3-5 kopii
3-6 kopii

Y TN N NS
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Obrazek ¢. 27.: Vysledek vysetieni metodou FICTION se sondou 1921/SRD (1p36) (Kreatech).

Zmnozeni oblasti 1q21 znaci 3 zelené signaly.

5.1.4 Delece TP53 genu

Delece genu TP53 nebyla prokazana u zadného pacienta. U dvou pacientt (4,8 %) byla
zjisténa duplikace tohoto genu a nasledné prokazana trizomie chromozomu 17. U jednoho
pacienta to bylo v kombinaci s deleci 3° konce IgH genu a u druhého spoleéné s trizomiemi

dal8ich chromozomu.

5.1.5 Celkova doba preziti

Do analyzy bylo celkem zahrnuto 42 pacientli diagnostikovanych jako AL amyloiddza.
Celkova doba preziti byla statisticky hodnocena u 18 pacientl s pfitomnosti t(11;14) a 24
pacientll (s jinou zménou nebo beze zmén). Doba pieziti se pocitd od data stanoveni diagnozy

po datum posledni kontroly nebo data umrti.

Pravdépodobnost pieziti pacientd s t(11;14) nebo sjinou zménou ¢i beze zmén je

zobrazen na Obrazku ¢. 28. Median pieziti pacientt s t(11;14) byl 36 mésicu (3 roky). Median
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pacientl s jinou zménou nebo beze zmén byl 32 mésict (2,7 roku). Rozdil mezi t€mito

skupinami byl 4 mésice. Significance (P hodnota) byla 0,68, coz neni statisticky vyznamné.

Pfitomnost t{11;14)
Kaplan-Meierova kitvka = ang == ne

Log-rank !
p=068 !

Pravdépodobnost prediti (%)

T

Délka pfedm (mésice)

Obrazek €. 28.: Celkové prezivani pacientd s t(11;14) a pacientli s jinou zménou nebo beze zmén.

5.1.6 Retrospektivni analyza

Do této skupiny bylo zahrnuto 18 pacientti (42,9 %), ktefi byli vySetieni klasickym
panelem sond pro geny IgH, RB1, TP53 a oblasti 1921, 21922. Pacienti se zménou v IgH byli
dale vysSetfeni na pifitomnost t(11;14) nebo t(4;14). Sonda 21q22 byla pouzita pro detekci
trizomie chromozomu 21, kterd vSak nebyla prokézana u Zadného pacienta. Jeden pacient mél
jiz vySetfenou trizomii chromozomu 7. U ostatnich pacienti nebyly vySetfeny trizomie

chromozomt 7, 9, 11 a 15 (Graf ¢. 3).

Zmény IgH genu se vyskytly u 14 z 18 pacientt (83,3 %). Nejcasté&ji byla v této skupiné
detekovana klasicka prestavba IgH genu —9 z 14 pacientti (66,7 %), z ¢ehoz 6 jich mélo t(11;14)
(66,7 %), 1pacient mél t(4;14) (11,1 %), u 2 pacientli se nepodafilo urcit translokac¢niho
partnera (22,2 %). Piestavbu s deleci IgH méli 3 z 14 pacientd (21,4 %), z toho 1 pacient mél
deleci 5° konce IgH a nasledné prokazanou t(11;14) (7,1 %), zbyvajici 2 pacienti m¢li prestavbu

bez urceni transloka¢niho partnera a deleci IgH. Parcialni deleci méli 2 pacienti z toho deleci
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5¢ konce IgH mél 1 pacient (5,6 %), deleci 3° konce IgH také 1 pacient (5,6 %). Delece RB1
genu byla detekovana u 5 pacientd (27,8 %), vSech 5 pacientd soucasné melo zménu v IgH
genu. Duplikace TP53 se vyskytla u 1 pacienta (5,6 %). Delece TP53 nebyla detekovana.
Trizomie chromozomu 17 byla detekovana u 1 pacienta (5,6 %). Zmnozeni 1g21 bylo pfitomno

u 3 pacientt (16,7 %), jednou v kombinaci se zménou IgH a u 2 pacientd souc¢asné se zménou

IgH i RB1.
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Graf ¢. 3.: Zastoupeni jednotlivych cytogenetickych zmén u skupiny 18 pacientd vysetfovanych

retrospektivng.

5.1.7 Prospektivni analyza

Skupina zahrnovala 24 pacienti (57,1 %), ktefi byli krom¢ zakladniho panelu (IgH, RB1,
TP53, 1g21) vysetieni bud’ na pfitomnost vSech 5 typu translokaci: t(11;14), t(4;14), t(6;14),
t(14;16), t(14;20) nebo na piitomnost hyperdiplodie (trizomie chromozomu 7, 9, 11, 15 a 17)
(Graf¢. 4).

Zmény IgH genu se vyskytly u 18 z 24 pacienti (75 %). Nejcastéji se v této skupiné
vyskytla piestavba IgH — 15 z 18 pacienti (83,3 %), z toho u 11 z 15 pacientt (73,3 %) byla
piitomna klasicka ptestavba. Nejcastéji se vyskytla t(11;14) — 8 pacientt (72,7 %), t(4;14) se
vyskytla u 1 pacienta (9,1 %), t(14;16) se vyskytla u 1 pacienta (9,1 %), u 1 pacienta (9,1 %) se
nepodatilo ur€it transloka¢niho partnera. Piestavba s deleci IgH genu se vyskytla u 4 z 15
pacientl (26,7 %). Z toho u 2 pacienti se vyskytla variantni t(11;14) (50 %). Parcialni delece
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IgH se vyskytla u 1 z 18 pacientt (5,6 %) — delece 5° konce IgH. Delece 3° konce IgH nebyla
pfitomna. U 2 z 18 pacientt (11,1 %) byly pfitomny pocetni zmény v IgH genu — 1 pacient m¢l
3 kopie genu IgH, 1 pacient mél pouze 1 kopii genu IgH. Delece RB1 genu byla pfitomna u 8
pacientt (33,3 %), U 7 pacientii objevovala soucasné se zménou v IgH genu (87,5 %), pouze
u jednoho pacienta byla ptfitomna delece RB1 samostatné (12,5 %). Duplikace RB1 genu
byla zjisténa u 1 pacienta (4,2 %). Zmnozeni 1921 bylo pfitomno u 7 pacientt (29,2 %). Pouze
u 1 pacienta se tato zména vyskytovala samostatné (14,3 %). U 6 pacientl vyskytlo vzdy s dalsi
zménou bud’ v IgH nebo RB1 genu (85,7 %). U 3 pacienti bylo zmnoZeni 1q21 doprovazeno
zménami v IgH a RB1genu soucasné. Duplikace TP53 se vyskytla u 1 pacienta s trizomii

chromozomu 17. Delece TP53 genu nebyla v této skupiné prokazana.

Trizomie alespon jednoho z vysetfovanych chromozomii byla detekovéana u 11 pacientl
(26 %). Vétsinou se jednalo o trizomii vice chromozomu soucasné, u jednoho pacienta byla
pfitomna soucasné trizomie i tetrazomie chromozomu 7. Nejéastéjsi chromozomy s trizomii
byly chromozomy 15 a 11, tyto trizomie byly detekovany kazd4 zvlast' vzdy u 5 pacienti.
Trizomie chromozomu 9 se vyskytovala u 3 pacientu, trizomie 17 u 2 pacientti. Méné¢ Casta byla

trizomie chromozomu 14, které se vyskytovala pouze u jednoho pacienta.
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Graf &. 4.: Zastoupeni jednotlivych cytogenetickych zmén u skupiny 24 pacientli vySetfovanych

prospektivné.
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5.1.8 Pacienti s AL amyloidozou a sou¢asné s MM

Tato skupina zahrnovala 10 pacientt, kteti kromé¢ AL amyloidéozy méli také
diagnostikovan MM (PB > 10 %). Nejcastéjsi zménou byla prestavba IgH genu — 6 pacientl
(60 %), z toho u 5 pacientti (83 %) byla prokazana t(11;14) a t(14;16) u 1 pacienta (17 %).
Delece 5 konce se objevila pouze u 1 pacienta, delece 3¢ konce nebyla pfitomna viibec. Druhou
nejcastéjsi zmeénou byla delece RB1 genu — 4 pacienti (40 %), ktera se vyskytla vzdy soucasné
se zménou IgH. Zmnozeni 1g21 se vyskytovalo u 3 pacientii (30 %). U 4 pacienti byla
prokédzana hyperdiploidie. Zmény TP53 genu se v této skupiné nevyskytly.
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Graf ¢. 5.: Zastoupeni jednotlivych cytogenetickych zmén u skupiny 10 pacientd se soubéznou MM.
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6 DISKUZE

Amyloidéza lehkého ftetézce (AL amyloiddza) je nejb€znéjsi formou systémové
amyloidozy. Literatura uvadi odhadovany vyskyt mezi 3—12 pfipady na milion obyvatel za rok.
Prevalence se odhaduje na 30 000—45 000 pacienti s AL amyloidézou ve Spojenych statech
a Evropské unii. Tato nemoc je spojena s poruchami plazmatickych bunék (dyskraziemi).
Diagnéza AL amyloidozy je kvili nizké incidenci, Siroké Skale projevii a Casto neurcitym
priznakim casto obtizn€ rozpoznatelnd. Strategie 1éCby se vyvijela v poslednim desetileti a je
zamétena predevsim na prodlouzeni celkové doby preziti a zachovani funkce poskozenych

organt vlivem ukladani lehkych fetézcu (Sanchorawala, 2016; Quock et al., 2018).

Tato diplomova prace se zaméfuje na molekuldrné cytogenetickou analyzu souboru 42

pacientii s AL amyloid6zou.

V souboru ptevazoval typ lehkého fetézce lambda (76 %) proti typu kappa (24 %). Stejné
zastoupeni uvadi studie Sanchorawala, 2016 a Gertz et al., 2002, kde se vyskytoval typ lambda
oproti typu kappa v poméru 3 : 1. Nejcastéji poSkozenymi organy byly ledviny (29 pacientt)
a srdce (28 pacientll), v mensi mife také nervovy systém (8 pacientll). Poskozeni téchto organt

pti AL amyloidéze také uvadi studie Sidiqi et al., 2018.

Vzhledem Kk vysoké heterogenité AL amyloidozy se pii urovani progndézy nemoci

vyuzivaji genetické markery — cytogenetické, molekularni a imunofenotypové.

Cytogenetika AL amyloiddzy je mén¢ studovana nez u MM z diivodu niz$iho zastoupeni
cytogenetickymi metodami i metodou FISH. Z tohoto divodu byla v této praci pouzita metoda
FICTION (clg-FISH). Tato metoda umoznuje detekci genetickych zmén pouze v patologické
populace na =zakladé imunofluorescenéniho znaceni lehkych fetézci monoklonalniho

imunoglobulinu v cytoplazmé PB (Giefing et Siebert, 2019; Kim et al., 2016).

U vSech pacientil byla vySetiena KD pomoci metody FICTION zékladnim panelem sond
pro geny IgH, RB1, TP53 a oblast 1g21. Alespon jedna cytogenetickd zména byla detekovana
u 38 ze 42 (90 %) pacientti. U 4 pacientt (9,5 %) nebyla detekovana zadné z vySetiovanych
zmén. Zachyt abnormalnich zmén je o néco vyssi, nez uvadi studie Warsame et al., 2015, kde
mélo 81 % pacientll abnormalni zmény. Tii pacienti bez detekovanych zmén v retrospektivnim

souboru mohli mit hyperdiploidii, jelikoz nebyli vySetfovani na trizomie.
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Zmény IgH genu se vyskytly u 31 pacientt (74 %) z ¢ehoz se piestavba IgH genu vyskytla
u 52 % (22 pacientti). Nejcast¢jsi translokaci byla t(11;14)(q13;q32), kterou mélo 17 ze 42
pacientt (40,5 %), coz ptiblizné odpovida studii Kobayashi et al., 2018, kde byl podil pacientti
s t(11;14) 40 %. Studie Warsame et al., 2015 méla podil pacient s t(11;14) jesté o néco vyssi
—43 %. Prevalence t(11;14) byla vyznamn¢ vyssi u pacient pouze s AL amyloidozou (28,6 %,
12 ze 42 pacientll) nez U pacientti s AL amyloidozou s MM (11,9 %, 5 ze 42 pacientll), coz také
odpovida vysledkiim studie Kobayashi et al., 2018. Ptitomnost t(11;14) u pacientt s AL
amyloidéozou miize mit negativni vliv na prognézu pacientl, na rozdil od pacientl se
soubéznym MM, kde je tato zmeéna spise neutralnim prognostickym faktorem. Predchozi studie
ukazaly, ze t(11;14) je béznou cytogenetickou zménou u AL amyloidézy a je detekovana
priblizné¢ u 40-60 % pacientt. Pacienti st(11;14) maji castéji poskozené srdce, coz ma
vyznamny vliv na celkovou prognézu nemoci, na rozdil od pacientii s MM, kde tato zména
nema takovy vliv. Literatura se pfili§ nezamétuje na mén¢ Casté translokace t(4;14) t(14;20)
at(14;16) pro své pomérné nizké zastoupeni u AL amyloidozy. V této praci byla t(4;14)
nalezena u 2 pacientu, t(14;16) a t(14;20) byly prokazany kazda u jednoho pacienta.

U 7 pacienti se vyskytla parcidlni delece IgH, z toho deleci 5° konce IgH a nasledné
prokédzanou variantni t(11;14) méli 2 pacienti. Parcidlni delece 5 konce IgH bez variantni
t(11;14) byla ptitomna u 4 pacientt. Tato delece muze byt fyziologicka a je dana
preskupovanim subgent variabilni oblasti IgH genu. Parcialni delece 3 konce IgH u 1 pacienta,
u kterého nebyla prokazana t(11;14) ani t(4;14) mize byt intersticialni (delece stfedni Casti
chromozomu) nebo mize byt disledkem jiné translokace zahrnujici IgH gen, kdy pfti vzniku
translokace doSlo ke ztraté Casti nebo celého chromozomu vstupujiciho do translokace

(Zelenetz et al., 1993).

Pacienti, ktefi méli trizomii alespon jednoho chromozomu (11 pacientil s hyperdiploidit,
26,2 %) by neméli mit soucasné translokaci IgH, jelikoz se tyto dv€ zmény vzajemné vylucuji.
Existuji vSak vyjimky, kdy maji pacienti obé tyto zmény soucasné. Hyperdiploidie je u AL
amyloidozy na rozdil od MM méné Casta — ptiblizné¢ 11 % (Bochtler et al., 2015), vyssi
zastoupeni hyperdiploidii v tomto souboru miize byt dano pfitomnosti 10 pacientl se

soubéZnou diagnézou MM.

Delece RB1 genu byla zjisténa u 31 % pacientd, stejna frekvence vyskytu je popisovana

i vjinych studiich, kde se také delece RB1 genu nevyskytovala jako samostatna zmeéna ale
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v kombinaci s abnormalitami IgH genu a oblasti 1g21 tak jak bylo detekovano i v této praci
(Bochtler et al., 2015, Kim et al., 2016).

Zmnozeni oblasti 1q21 bylo prokazéno u 28,5 % pacientl, coz odpovidd ndlezim
v literatute. Bochtler et al., 2013 uvadi zmnozeni 121 u 23 % pacientd. Zmnozeni oblasti 1g21
u pacientd s MM vede k neptiznivé progndze, jelikoz je znamkou progrese nemoci, podobné je
tomu také u pacienti s AL amyloidozou. U pacienti v této praci nebyla delece genu TP53
prokazana. Deregulace genu TP53 u pacientii s MM je vysoce rizikovym faktorem, stejné¢ jako
u pacientil S AL amyloid6zou, kde byva detekovana zcela v minimalni mife (Bochtler et al.,
2013)

Ve vySetfovaném souboru pacientli nebyl prokazan vliv ptfitomnosti t(11;14) u pacientti
s AL amyloidozou na jejich celkovou dobu pfezivani (medidn pteziti 3 roky) oproti pacientim
S jinou zménou nebo beze zmén (median pieziti 2,7 roku) V literatufe se naopak uvadi
neptiznivy vliv t(11;14) na pieziti pacientd (Bochtler et al., 2015; Muchtar et al., 2017). Tato
diskrepance muze byt dina dlouhym ptezivanim 3 pacientt S translokaci t(11;14) (vice nez 100
mésicti). Dale se v této analyze nehodnotil zpisob 1é¢by jednotlivych pacientt, coz vyznamné
ovliviiuje ptfezivani pacientd. Dalsim faktorem, ktery ovliviiuje statistickou analyzu je mala

velikost souboru vysetfovanych pacientt.
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7 ZAVER

Cilem teoretické casti diplomové prace bylo sestavit literarni ptehled o monoklonalnich
gamapatiich se zaméfenim na AL amyloidézu. Byly shrnuty obecné informace o vzniku této
nemoci, popsany klinické projevy a kritéria pro uréeni diagnézy. Také byly rozebrany
nejcastéjsi cytogenetické zmény a moznosti jejich detekce, kratce byly popsany mozné zptisoby

1éCby.

Cilem praktické casti byla molekularn€¢ cytogenetickd analyza metodou FICTION
Vv souboru 42 pacientl diagnostikovanych jako AL amyloidoza, ptipadné se soubéznou MM.
Byly detekovany a podrobné popsany nejbéznéjsi cytogenetické zmény u AL amyloidozy.
Cytogenetické zmény byly nalezeny u 90 % pacienti. Nejcastéji zjisténou abnormalitou byla
zména v IgH genu (31 pacienti), t(11;14) mélo 17 pacientd, dalsi ¢astou zménou byla delece
RB1genu (13 pacientd) a zmnozeni oblasti 1921 (12 pacienti). Pacienti byli rozdéleni do
retrospektivni (18 pacientll) a prospektivni skupiny (24 pacientl). Déle byli analyzovani
pacienti podle diagnozy: jen AL amyloidoza (32 pacientl) a pacienti s AL amyloidézou i MM
(10 pacientit). U kazdé skupiny byly podrobné rozebrany jednotlivé cytogenetické zmény.

Tato diplomova prace prokdzala vyznam metody FICTION v detekci cytogenetickych
zmén u pacientdi s AL amyloidézou. Metoda umoznuje vysoky zachyt zmén — zejména

V nejcastéji postizeném IgH genu.
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