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Souhrn

V naSem sdéleni chceme informovat o pouZiti dvou metodik ke studiu molekuldrné genetické problematiky mno-
hocetného myelomu (MM). Prvné zminime vyuZiti DNA Cipt (microarrays) a ve druhé ¢asti se zaméfime na chro-
matinovou imunoprecipitaci v analyzach epigenetickych zmén genti. Ob& metodiky na§ vyzkumny tym pouziva,
a proto predstavime i prvni vystupy. VyuZiti obou metodik je u MM stejné jako u vSech ostatnich nadora. Pred-
stavuji moZnost studia patogeneze malignich onemocnéni na molekuldrni urovni, klasifikaci jinak neodliSitelnych
prognostickych skupin choroby, predikci 1é¢ebné odpovédi na dany terapeuticky zdsah a identifikaci moZnych
molekuldrnich cila protinddorové terapie.
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Summary

This review informs about utilization of two methods used in molecular examination in multiple myeloma on
genomic level: DNA microarrays and chromatin immunoprecipitation. The profit of both methods is very simi-
lar in myeloma as well as in other cancers. They allow to study disease pathogenesis, generate new disease clas-
sification, and try to predict effect of therapy. Also, they are used to find the new potential target of therapy in

multiple myeloma.
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DNA ¢ipy u mnohocetného myelomu.

Profilovani genové exprese fyziologické a maligni
plasmatické bunky.

Genova exprese je urCovana nejenom faktory prostiedi, ale
rovnéZ genetickym pozadim. Proto byla metoda DNA cipt
pouZita pfi srovnani profilli genové exprese (PGE) CD138+
bunék ziskanych z kostni dfené pacientas MM a CD138+ plaz-
matickych bunék geneticky identického dvojcete. V CD138+
butikdch MM byla zji$t€na zvySend exprese u 296 genil, nao-
pak sniZend hladina transkriptl byla detekovédna u 103 gent,
ve srovndni s fyziologickymi plazmatickymi butikami (FPB)
dvojcete (1).

Davies a kolektiv vyuZili DNA ¢ipovou analyzu k identifika-
ci procest uCastnicich se pfi transformaci FPB na buiiky
monoklondlni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS) a mno-
ho¢etnému myelomu. Sledovanim gend, které vykazovaly vel-
kou variabilitu mezi vzorky byly definovany dvé skupiny paci-
entl: kontrolni a MGUS/MM. Analyza prokézala 263 genl
odliSné exprimovanych mezi butikami MGUS a FPB, a 380
gent s odliSnou expresi mezi butikkami MM a FPB, ze kterych
bylo 197 genti spole¢nych s prvni skupinou. Pouze u 74 gent
byla zjiSténa odliSnd mira transkripce mezi buiikami MGUS
aMM. Tato zjiSténi naznacuji, Ze mezi MGUS a MM jsou men-
81 rozdily neZ mezi fyziologickym protéjSkem a MM nebo
MGUS. Mezi geny s rozdilnou expresi pfevladaly: onkogeny,
tumor supresorové geny, geny podilejici se na signalni trans-
dukci, geny kodujici vazebné proteiny a transkripéni faktory
DNA a geny podilejici se na diferenciaci buiiky (2). Profilo-
vani genové exprese tak nim pomahd odhalovat genetické

zmény probihajici v prib&hu transformace FPB na buiiku
MGUS a MM (2-5). Sekvenovani variabilni oblasti genti pro
imunoglobuliny prokézalo, Ze plazmatické buiiky od jednot-
livych pacientli s MGUS vykazuji intraklondlni variabilitu,
kterd ov§em neni pozorovina u myelomovych bunék (6). Tato
data jsou v souladu se zjisténim, Ze plazmatické buiiky MGUS
kontinudlné podléhaji somatickym hypermutacim, zatimco
uMM je jeden klon plazmatickych bunék dominantni a expan-
duje v kostn{ dfeni.

Dalsi studie prokazala celkem 156 genil se zvySenou expresi
v souvislosti s vyskytem translokaci t(4;14)(p16;q32), nebo
t(11;14)(q13;q932). Ziskané data umoZiiuji rozdélit MM do Ctyt
odli$nych podskupin: MM1, MM2, MM3 a MM4. Skupina
MM4 mé molekularni znaky jako buiiky rychle proliferujicich
bunécnych linii MM. Skupina MM 1 nese znaky MGUS. Nej-
vyznamnéjsi rozdily v expresi mezi MM1 a MM4 byly nale-
zeny u geni, jejichZ produkty se podili na bunécném cyklu
a metabolizmu DNA. Jejich vysoké exprese byla detekovédna
pravé ve skupiné MM4, u které je Casté&ji detekovan abnor-
malni karyotyp a zvySend hladina sérového _2-microglobuli-
nu. Tyto parametry jsou v klinické praxi spojovany se Spatnou
prognozou (7).

Molekularni klasifikace MM na zakladé profilovani
genové exprese.

Plazmatické butiky byly doneddvna povaZovany za homogenni
populaci termindlnich stadii B-lymfocytd. Nékteti autofi sou-
di, Ze MM buiiky predstavuji termindlné diferenciované
potomstvo transformovaného B-lymfocytu. Posledni fenoty-
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pové analyzy a profily genové exprese prokdzaly, Ze plazma-
tické buiiky izolované z urcitych orgdnt mohou patfit k odlis-
nym stadiim svého vyvoje (8,9). Mnohocetny myelom by tak
predstavoval spektrum onemocnéni s molekuldrnimi otisky,
které ukazuji najejich ptivod v odli$nych stadiich vyvoje pozd-
niho B-lymfocytu. Alizadeh a kolektiv prokazali podobnou
situaci u difuzniho velkobunééného B-lymfocytarniho lymfo-
mu (DLBCL), ktery v histopatologickém obraze pfedstavuje
jednu diagnostickou jednotku, pfi¢emZ na molekuldrni drov-
ni miiZe byt rozdélen na dva zédkladni podtypy: DLBCL vycha-
zejici z B-lymfocytt zdrode¢ného centra (Germinal-centre B-
cell like DLBCL) a z antigenem aktivovanych mitoticky
aktivnich B-lymfocytd

Activated B-cell like DLBCL) (10). Profilovéani genové expre-
se bylo pouZito rovnéZ pro odliSeni pozdnich stadii diferenci-
ace B-lymfocyti, kdy byly identifikovany geny regulujici as-
nou fazi bunécné diferenciace (early-stage differentiation
genes, EDG), kdy dochézi k pfechodu nezralych B-lymfocy-
ta do tzv. ,tonsillar B-cells®, a geny pozdni fize diferenciace
(late-stage differentiation genes, LDG), které charekterizuji
pfeménu ,tonsillar B-cells* na plazmatické butiky kostni die-
né (11, 12). Butkky MM vykazovaly variabilni expresi fady
EDG aLDG gent. Na zékladég variability exprese EDG a LDG
genil bylo stanoveno, Ze jiZ diive definované podtypy MM1
az MM4 mohou byt pfifazeny k nékteré z ,,vyvojovych* fad
plasmatické buriky. Podtyp MM4 je z bun€¢k podobnych ,,ton-
sillar B-cells*“. Podtyp MM3 je rovnéZ spojen s ,,tonsillar B-
cells*, ale naopak MM2 sdili podobnost s plazmatickymi buii-
kami kostni dfené. Tato data potvrzuji hypotézu, Ze MM muzZe
bytodvozen z buné€k maligné transformovanych v riznych sta-
diich vyvoje. Funk¢ni spektrum genil ze skupiny EDG bylo
$irsi, neZ v pfipad€ LDG, a zahrnovalo geny, jejichZ proteiny
se ucastni v procesech adheze, transkripce, vnitrobunécné sig-
ndlni transdukce a metabolizmu. Pouze nékolik malo genii bylo
spojeno s buné¢nou proliferaci.

Vliv chromosomalnich aberaci na genovou expresi

V souvislosti s tzv. ,,genomovym chaosem® myelomové buii-
ky Shaughnessy a kolektiv sledovali ploiditu u MM buné&k
s abnorméalnimi karyotypy (11). U 10% pacientil byla naleze-
na trizomie chromosomu 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 a 21, zatimco
monozomie a delece prevazné q raménka postihovaly pfed-
nostné chromosom 6 (6%), 13 (13%), 16 (10%) a22 (6%). Aby
autofi urcili, zda existuje souvislost mezi profilem genové
exprese a chromosomalnimi aberacemi, pomoci DNA ¢ipt
srovndvali profily genové exprese plazmatickych bunék zis-
kanych od pacientd s MM a od zdravych darcii. Pro analyzo-
vané geny byla stanovena chromozomalni pozice a dile pocty
abnormalné exprimovanych geni na jednotlivych chromoso-
mech. Autofi zjistili pozitivni korelaci mezi chromosomalni
aberaci a genovou expresi. VéEtSina gent leZicich na chromo-
somech 3,5,7,9, 15 a 19 méla zvySenou expresi, zatimco geny
na chromosomech 10, 13, 14, 16 a 22 mély sniZenou expresi,
pfi¢emz nejmarkantnéjsi rozdil byl u chromosomu 13. Pocet
kopii chromosomil se tak promit4 do drovné transkripce.
Podobné jako dalSi nddory z B-lymfocyti, i MM vykazuje pii-
tomnost alteraci v oblasti 14q32, kde se nachazi geny tézkého
fetézce imunoglobulinu (/GH). DNA Cipy byly proto pouZity
ke sledovani expresnich hladin postiZenych gend, s cilem sta-
noveni moznych translokacnich partnerti. Autofi se zaméfili
na geny, které nejsou exprimovany normalnimi plazmaticky-
mi buiikami, ale ve vysSich hladinéch jsou detekovény u paci-
entd s MM. ZvySend exprese receptoru-3 fibroblastového
rustového faktoru (FGFR3), cyklinu D1 a D3 (CCNDI,
CCND3) byla ve shodé s ptitomnosti t(4;14)(p16;q32),
t(11;14)(q13;q32) nebo t(6;14)(p21;q32) (7, 13-16). Pti ana-
lyze nové diagnostikovanych pfipadi MM byla zjisténa pfi-
tomnost CCNDI a FGFR3 exprese u 13%, homolog muscu-
loaponeurotického fibrosarkomového onkogenu (c-MAF)
u7,5% aCCND3u4,1%.U 34% myelomu byla nalezena zvy-
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Send exprese jednozo ze Ctyf partnerti /GH translokace. Tato
procenta v§ak naznacuji, Ze musi existovatijiné vysvétleni pro
sledované jevy, napiiklad pfitomnost bialelické 14q32 trans-
lokace uvnitf jedné buiiky, ¢i biklonalni nddor, nebo moZnost,
Ze zména hladiny zminénych gend vznikla mechanizmem
nesouvisejicim s translokaci. Mnohocetny myelom podtypu
MM3 uplné postrada translokace zahrnujici vySe uvedené
geny. Autofirovné zmifiuji paralelni expresi FGFR3 a MMSET
u podtypi MM1 a MM2. MMSET exprese bez pfitomnosti
FGFR3 bylazji$téna pouze u podtypu MM4. Ve vice neZ 90%
pfipadi klonotypickych plazmatickych bunék doslo ke ztraté
FGFR3, coz naznacuje, Ze tak muselo dojit v ¢asné fazi vyvo-
je onemocnéni. Aktivace MMSET muZe byt rozhodujici uda-
losti pfi vzniku t(4;14)(p16;q32). Jeji ptitomnost vede k cha-
rakteristické expresi 21 genil véetné 4 zndmych translokacnich
partnerd, z nichZ nékteré mohou piedstavovat moZzné partne-
ry u 14q32 translokace (17).

Monosomie chromosomu 13 je detekovéana u 50-60% pacien-
t s MM s dele¢nim mistem v oblasti 13q14. Pro stanovent, jest-
li zmény v genové expresi gant lokalizovanych v dané oblasti
chromosomu predikuji jeho deleci, byla pouZita fluorescencni
hybridizace (FISH) a profilovéani genové exprese (18, 19). Ze
souboru vzorki s prokdzanou deleci chromosomu 13 (FISH13-
) a vzorkl bez delece (FISH13+) bylo identifikovano 36 kan-
didatnich gent. Pétatficet gentl, z nichZ 32 leZelo na chromo-
somu 13, v€etné genti v oblasti 13q14 (GTF2F2,TSC22 aRB1),
meélo sniZenou hladinu exprese. Pouze 1 gen, IGFIR (receptor
pro inzulinu podobny ristovy faktor 1) vykazoval vyssi hladi-
nu transkripce. Deset gentl, véetné genu retinoblastomu 1 (RB1),
bylo pouZito s 85% uspéSnosti ke stanoveni delece u pacientt
s MM bez zndmého stavu genu ur¢eného pomoci metody FISH.
Data z této studie naznacuji, Ze mozny disledek delece chro-
mosomu 13 je vznik haploinsuficience tumor supresorového
genu RBI, a pravé sniZeni hladiny jeho transkripti se miZe
podilet na vzniku nddoru. Normélni plazmatické buiiky kostni
dfené i myelomové buriky exprimuji /GF1, zatimco u ostatnich
typt vyzralych B-lymfocytii nebyla jeho exprese nalezena (8).
Autofi naznacuji, Ze aktivace /IGFIR u pacientt s deleci chro-
mosomu 13 miiZe vytvafet autokrinni rastovy signdl, COZ potvr-
zuji studie, ve kterych jsou hladiny sérového IGFIR spojeny
s preZivanim pacientd s MM (20).

Statistickou analyzou profili genové exprese ze vzorki MM
bez pritomnosti delece chromosomu 13 a bez dalSich karyo-
typovych abnormalit (CA) a vzorkl s deleci chromosomu 13
a s pfitomnosti CA, bylo nalezeno 157 genl se zménénou
expresi RNA. VétSina genil (91%) méla vyssi expresi ve sku-
piné s chromosomélnimi aberacemi, pouze 14 gend (8 z nich
na chromosomu 13) mélo v dané skupiné expresi mensi. Nej-
vice genl kodovalo proteiny, které se podili na proliferaci,
regulaci prechodu mezi G1/S fazi bunécného cyklu, segrega-
ci chromosomil a na replikaci DNA (18, 21).

Dalsi otdzka byla, zda hladiny exprese sledovanych gent
mohou rozdélit MM na Ctyfi cytogenetické skupiny
(FISH13+/CA-, FISH13+/CA+, FISH13-/CA-, a FISH13-
/CA+). Za timto ucelem bylo sledovéno tficet genti: dvacet
rozdiln€ exprimovanych mezi FISH13-/CA+ a FISH13+/CA-
a deset gent odliSujicich FISH13- od FISH13+ (22). Autofi
analyzovali 45 pacientti s MM FISH13-/CA-, u kterych zjisti-
li nizkou expresi gent regulujicich buné¢ny cyklus a genti na
chromosomu 13. Naopak 30 pacientti ve skupin¢ FISH13+
/CA+ mélo relativné zvySenou expresi téchto geni. Treti sku-
pina, 37 pacientd FISH13+/CA-, exprimovala geny na chro-
mosomu 13 soucasn€ se sniZenou expresi genil regulujicich
bunécny cyklus. U 34 pacientd s MM FISH13-/CA+ byly geny
bunécéného cyklu byly vysoce exprimované (vice neZ u MM
FISH13+/CA+), naopak geny lokalizované na chromosomu
13 mély nizkou expresi (méné neZ u skupiny FISH13-/CA-).
Stanovenim ploidie na zdkladé€ profilu genové exprese hypo-
diploidnich a hyperdiploidnich vzorkl, Shaughnessy a kolek-
tiv identifikovali 14 geni, jejichZ odli$na exprese miZe pre-



dikovat ploidii s vice nezZ 95% presnosti u vzorkil se znaimym
karyotypem a s vice neZ 83% ptesnosti u neinformativnich pii-
padi (18, 22).

Prediktivni a prognostické profily genové exprese

u mnohocetného myelomu

V ptipadé MM jiz byly identifikovany profily genové expre-
se charakterizujici klinicky pribéh onemocnéni, s rozdily v pte-
Ziti od 2 po vice nez 80 mésicti od stanoveni diagndzy. Podob-
né byly stanoveny i prediktivni profily genové exprese, a to
v souvislosti s i¢innosti 1é¢by zaloZené na thalidomidu a vyso-
kodavkované chemoterapii. RovnéZ byly objeveny profily pre-
dikujici odpovéd na kombinovanou protinddorovou 1é¢bu reZi-
mem VAD (vinkristin, adriamycin, dexamethazon), kde byli
pacienti rozdéleni na dvé& skupiny podle hladiny exprese 11
genl regulujicich bunécény cyklus. Sedmdesét procent paci-
entll s vySsi expresi minimalné 8 z 11 gent, dospélo po apli-
kaci vySe uvedené chemoterapie do ¢aste¢né, nebo kompletni
remise. Naopak, pouze u 30% pacientll s expresi mensi nez
medidn u 8 z 11 téchto gend, byla zjisténa odpovéd na 1écbu.
Podobné, i v pripadé inhibitoru proteazomu PS-341 bylo nale-
zeno 44 gent, jejichZ exprese predikvoala odpovéd na uvede-
nou latku. Tyto studie naznacuji moZnosti vyuZiti profilovéani
genové exprese k identifikaci rizikovych pacientt a k predik-
ci odpovédi na cilenou lécbu (23,25,26).

Soucasné chemoterapeutické postupy vyuZivaji kombinace néko-
lika 1éCiv, které interferuji s vicero molekuldrnimi mechanismy
nezbytnymi pro Zivotaschopnost nddorové buriky. Pomoci DNA
Cipl 1ze identifikovat geny, jejichZ exprese je cilené regulovana
nédorovou butikou pravé po specifickém terapeutickém zésahu.
Naptiklad po oSetfeni bunék MM dexamethazonem vykazoval
gen pro adhezni molekulu desticek/endothelidlnich bunék
(PECAM1) sniZenou expresi u 20 z 20 sledovanych piipadil
apredstavoval nejvétsi odchylku v genové expresi vilbec. TéEmér
u vSech pacientt lé¢enych dexamethazonem byla zji$téna sniZe-
né exprese proangiogenniho genu vaskuldrniho endotelidlniho
faktoru (VEGF) asekvence 1 genu leukémie myeloidnich bun¢k
(MCLI), ktery mé antiapoptotickou funkci.

PS-341 (bortezomib) vyvoldval zmény v expresi pouze 9 gent
(2 se zvySenou a 7 se sniZenou expresi). SniZend exprese genu
Cockaynova syndromu 1 (CKN1) predstavovala nejveétsi zmé-
nu. CKN1 kéduje protein, ktery reaguje mimo jiné s podjednot-
kou transkripéniho faktoru IIH RNA polymerazy II a jeho muta-
ce jsou spojeny s defektni opravou transkripéné aktivnich gent
(24). SniZen4 transkripce CKN u€inkem PS-341 miZe mit nega-
tivni vliv na transkripci RNA polymerazou II a vysvétluje nizky
pocet genll se zménénou expresi v porovnani s i¢inky dexamet-
hazonu, thalidomidu a IMiD. IMiD a CC-5013 thalidomidovy
analog vyvoldvaly zmény v expresi u 98 geni (41 genil se zvy-
Senou a 57 gent se sniZzenou hladinou), zatimco thalidomid zpQ-
sobil zmény u 57 gend (29 zvySend a 28 sniZend hladina). Sest
genl bylo ovlivnéno soucasné IMiD i thalidomidem (25).
Metodu DNA ¢ipii 1ze vyuZitrovnéZ pro identifikaci novych tera-
peutickych cilli jiZ existujicich 1é¢iv arozs§ifit tak spektrum jejich
indikace. Po aplikaci 1é¢iv miiZeme identifikovat pfitomnost spe-
cifickych transkriptl a zjistit spolec¢né rysy profill genové expre-
se unadorovych bunék v souvislosti s odlisnou odpovédi na poda-
ni urcité latky. Napiiklad v malignich plazmatickych butikich
byla zjiSt€na vysoka transkripce farnezyltransferdzy (FNTA)
a onkogenu krysiho sarkomu (RAS) (7). FNTA posttranskripc-
né modifikuje RAS tak, aby se RAS protein mohl vazat na plaz-
matickou membranu, kde je schopen vykondvat svou funkci. Pro-
to mohou mit inhibitory FNTA velky vyznam u pacientti s MM
s vysokou expresi RAS a/nebo FNT (26).

Profily genové exprese charakteristické pro
mikroprostiedi u MGUS a MM

Rist MM a stejné tak i jinych nddorovych bunék je ¢4stecné
zavisly na svém mikroprostfedi, a to zejména na stromalnich
burikdch v okoli, které produkuji riistové faktory a rizné sig-

nalni molekuly. Mimo jiné tim poskytuji cytoprotektivni Gci-
nek nddorovym buiikdm, v€etné ochrany pied tcinky chemo-
terapie (35). Zmény v expresnich profilech stromélnich sloZek
mikroprostfedi kostni dfen¢ mohou byt i v pfipadé MM spo-
jeny s predikci progrese onemocnéni. Jedna ze studii genové
exprese z biopsii kostni dfené pacienti s MGUS, MM a zdra-
vych darct odhalila 146 gent se sniZenou a 86 genti se zvySe-
nou expresi u MM. Srovnéni profilil genové exprese mezi vzor-
ky z biopsii MM a purifikovanymi plazmatickymi butikami
téhoZ pacienta prokazalo 75 gent s rozdilnou expresi. Tyto
geny byly funkcné spjaty s mikroprostfedim MM (microenvi-
ronment-associated genes, MAG). Celkem 54 MAG mélo sni-
Zenou a 21 MAG zvySenou expresi, pfi¢emzZ dva z péti genil
s nejvyssi odchylkou exprese, UMAGI a UMAG2, kéduji
adhezni proteiny, které se podileji na vzajemnych interakcich
myelomovych a stromélnich bun€k. Oba geny byly exprimo-
vany vice neZ desetindsobné u MM biopsii s vysokym pro-
centem plazmatickych bunék (80%) v porovnéni se vzorky
s nizkym procentem (20%), nebo biopsiemi od zdravych dar-
cl. Jejich exprese pfitom nebyla zvySena ani ve vzorcih MGUS
(11). U obou gent byla prokdzéna vyznamni role v nddoro-
vém rist a rezistenci na 1éky (27, 28). Dalsi MAG, UMAG?3,
je €len rodiny matrixovych metalloproteinaz (MMP). Vzorky
MGUS biopsii vykazovaly variabilni expresi tohoto genu,
v purifikovanych plazmatickych buiikdch nebyl detekovatel-
ny. ZvySend exprese UMAG3 naznaluje plsobeni MMP
v odli$nych oblastech patologie MM vcetné angiogeneze nebo
resorpce kosti (29, 30).

Vyufziti chromatinové imunoprecipitace pri studiu
epigenetickych zmén gendi vyznamnych pro diagnostiku
mnohocetného myelomu

Chromatinové imunoprecipitace, kombinovana s polymerazo-
vou fetézovou reakci (ChIP-PCR), pfedstavuje vyznamnou
molekuldrné-biologickou metodu, kterd slouzi ke studiu epige-
netickych modifikaci chromatinu. Touto metodou je moZné veli-
ce detailné analyzovat vazbu transkripénich faktorti na vybrané
useky DNA anebo studovat zmény v acetylacich, methylacich,
fosforylacich a ubikvitinacich histont. Histony H2A, H2B, H3
a H4, ptestavujici hlavni slozku chromatinu, jsou soucasti takz-
vanych nukleosom, které tvoti dva zékladni typy chromatinu,
tj. euchromatin (transkripéné€ aktivni DNA) a heterochromatin
(kondenzované, transkripéné neaktivni chromosomélni oblas-
ti). Ty se od sebe odliSuji nejenom mnoZstvim GC part bazi,
mirou kondenzace, ale pravé i specifickymi modifikacemi his-
tontl. Typickym markerem heterochromatinu je napiiklad dea-
cetylace a nebo methylace histonu H3 v pozici lysinu 9, ktera je
ulidskych bunék zprostiedkovdna enzymem zvanym histon met-
hyl transferaza Suv39H1 (31). Na druhou stranu, pro euchro-
matin je velmi typickd acetylace a také methylace histonu H3
v pozici lysinu 4. Za vSechny tyto modifikace N-terminalnich
konct histont jsou opét zodpovédné prislusné enzymy jako jsou
napiiklad histon acetylazy a deacetyldzy (HATs, HDACs) anové
objeveny demethylujici enzym LSD1 (32).

Epigeneticky stav pfislu$né kodujici oblasti a hlavné promo-
toru, jako mista iniciace transkripce, je zdsadni pravé pro regu-
laci transkrip¢ni aktivity gend. To vSe, spole¢né s transkripc-
nimi faktory, rozhoduje o optimalni expresi gent. Je obecné
znadmo, Ze nadorové butiky jsou charakteristické mnoha gene-
tickymi abnormalitami, v¢etn€ genovych amplifikaci, deleci
nebo translokaci chromosomi. Tyto genetické pfestavby vedou
k nekontrolované expresi nékterych genti a tudiZ jsou dopro-
vazeny rozsahlymi zménami v epigenetickych profilech chro-
matinu (33, 34). Z tohoto diivodu se studium epigenetické regu-
lace exprese genil zdd byt velmi zdsadni z hlediska pochopeni
maligni transformace bunék. Chromatinovéd imunoprecipita-
ce, kombinovand s PCR metodologii, pfedstavuje slibny krok
v téchto studiich. S vyuZitim ChIP-PCR metody je moZné pies-
né stanovit miru methylace a acetylace promotoru nebo kédu-
jici sekvence prognosticky vyznamnych gent.

399

KLINICKA ONKOLOGIE 19 SUPPLEMENT 2006



ChIP-PCR metodologie zahrnuje né€kolik krokt vedoucich

k optimédlnimu stanoveni epigenetickych zmén ve vybranych
lokusech. Prvnim krokem je vytvofeni vazby mezi DNA
a histony, takzvany ,,cross link“, pomoci fixace bunék ve
formaldehydu. Po lyzaci bunék je tfeba DNA véizanou na
histony fragmentovat na menS$ich aseky, zhruba o velikosti
do 200-1000 pért bazi. K tomuto tcelu se pouZiva pristroj
zvany sonikétor. Jako dalsi krok nésleduje imunoprecipita-
ce DNA-proteinového komplexu s pfislu§nou protildtkou,
kterd ma schopnost rozpoznat studovanou modifikaci histo-
nu. Po odmyti pfebytecné protilétky je pfti teploté 650C pie-
ruSena vazba mezi DNA a histony a pomoci DNA izolac-
nich a purifikac¢nich technik je ziskdno optimalni mnoZstvi
DNA. Ta je dale pouZzita v klasické PCR reakci navrZzené
k detekci vybranych genovych lokust, které jsou zasadni
v maligni transformaci studovanych nddorovych bunék. Vel-
mi slibnou metodou se v soucasné dobé jevi i kombinace
ChIP metody s DNA mikrocipy, tak zvand ,,ChIP-on-chip*
technologie, ktera slouZi ke stanoveni epigenetickych zmén
napiiklad v promotorovych oblastech n€kolika stovek genti
(GeneChips, Affymetrix). V tomto pfipad€ metoda prinasi
velké mnoZstvi dat o zménéch v epigenetickych profilech
nadorovych bunék. To v§e poskytuje cenné informace o cel-
kovych rozdilech mezi normélni a maligné transformova-
nou buiikou.

V nasi laboratofi jsme se zaméfili na studium zmén v methy-
lacich a acetylaci histonu H3 v pozici lysinu 9 u gend c-myc
a CCND, které hraji dileZitou tilohu v patogenezi mnohocet-
ného myelomu. V soucasné dobé se zaméfujeme na optimali-

zacimetody pro vzorky ziskané po magnetické separaci CD138-
a CD138+ bun€k mnohocetného myelomu. Provedli jsme jiz
nékolik pilotnich studii, které budou déle rozpracovany. Rov-
néZ se zaméfujeme na studium zmén v epigenetickych stavech
myelomovych bunécnych linii ovlivnénych latkami, jako je
napiiklad dexamethason, melfalan nebo Velcade, které maji
nezastupitelny vyznam pfi lé¢bé mnohocetného myelomu.

Zavér:

I ptes pokroky v 1é€bé mnohocetného myelomu, véetné vyso-
kodavkované chemoterapie, autologni transplantace a zave-
denim novych 1ékt do 1écby relapsu onemocnéni, toto one-
mocnéni zstava stile nevylécitelné. VySe uvedené metody
umoZiuji sledovat zmény v celkové expresi genti i zmény v epi-
genetickém uspofadani chromatinu s cilem identifikovat mole-
kularni profily spojené se vznikem a vyvojem maligniho one-
mocnéni. Uplatnéni pfistupu analyzy vicekrokové patogeneze
myelomu umozni 1épe pochopit jak se méni exprese genti a epi-
genetické uspofddani chromatinu béhem rtznych stadii one-
mocnéni a popsat terapeutické cile na molekularni drovni u jed-
notlivych pacientil. Charakterizace genetickych jevl a jejich
dasledki daleZitych v ristu a pfeZiti myelomovych bunék spo-
lu s porozuménim mechanizmu citlivosti a rezistence na apli-
kovanou 1é¢bu, miZe pomoci odhalit pacienty, ktefi budou
odpovidat na danou 1écbu a stanovit dalsi cile novych terape-
utickych postupd.

Podékovani: 3 3
Préce byla podpotena : VC MSMT CR LC06027
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