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Souhrn
Rodina lidských MAGE genů, které patří mezi tzv. nádorové testikulární antigeny (CTA), kóduje produkty, které mohou být roz-
poznávány autologními cytotoxickými T lymfocyty. Pro skupinu CTA je charakteristická exprese u mnoha typů nádorů, v normální 
zdravé tkáni exprese těchto antigenů popsána nebyla s výjimkou varlete a placenty. CT antigeny jsou hojně exprimovány u mnoho-
četného myelomu a tím reprezentují vhodné kandidáty pro nádorově specifi ckou imunoterapii MM. Korelace mezi expresí těchto 
genů a stádiem onemocnění je již známá. Analyzovali jsme expresi genů MAGE-A1 a MAGE-A3 v kostní dřeni u souboru pacientů 
s monoklonální gamapatií (MGUS) a u pacientů časného a pokročilého stádia mnohočetného myelomu. 

Klíčová slova: mnohočetný myelom, monoklonální gamapatie, nádorové testikulární antigeny, antigeny asociované s tumorem, imu-
noterapie.

Summary
The human MAGE gene family which is a group of „cancer/testis antigens“ (CTA) encodes products that can be recognized by 
autologous cytotoxic T cells. CT antigens are expressed in several malignant tumors, but not in normal tissues except for testis and 
placenta. CT antigens are frequently expressed in MM and represents promising candidates for cancer- specifi c immunotherapy in 
multiple myeloma. An obvious correlation between the expression of these genes and the stage of the disease has been observed. We 
examined the expression of MAGE-A1 and MAGE-A3 in bone marrow in a group of patiens with monoclonal gammapathy and in 
patients with early and advanced stage of the multiple myeloma. 

Keywords: multiple myeloma, monoclonal gammapathy, cancer/testis antigens, cancer germline antigens, tumor associated antigens, 
immunotherapy.

Úvod
První nádorový testikulární antigen (CTA), konkrétně 
MAGE-A1 (gen pro melanomový antigen A1), byl iden-
tifi kován v roce 1991 (23). Termín „cancer/testis antigen 
(CTA)“ byl zaveden Chenem et al. (3), kteří objevili spo-
lečný expresní profi l této skupiny genů. Fyziologická role 
CT genových produktů nebyla zatím zcela objasněna, 
ačkoliv je role těchto antigenů v gametogenezi, regulaci 
buněčného cyklu a apoptóze intenzivně studována (16, 10, 
26, 13). Nádorové testikulární antigeny, respektive tzv. 
onkospermatogonální antigeny (7), nebo antigeny označo-
vané také jako nádorové zárodečné antigeny (CGA), re-
prezentují skupinu, která se zdá velmi slibnou pro indukci 
imunitní odpovědi při nádorově specifi cké imunoterapii 
(20). Do roku 2005 bylo popsáno 89 jednotlivých CTA 
genů nebo izoforem, které byly uspořádány do 44 rodin. 
Exprese CT genů v maligních nádorech je reaktivována 
hypometylací promotorových oblastí. Jejich přítomnost 

u nádorů je výsledkem epigenetických změn spojených 
s maligní transformací (5). Bylo zjištěno, že exprese CT 
genů úzce souvisí s pokročilým onemocněním a se špat-
nou prognózou u různých typů nádorů (8). Několik vý-
zkumných skupin již popsalo expresi CT genů v myelo-
mových buňkách (22, 18, 6, 19, 25, 9, 11, 24). Dhodapkar 
et al. (6) povrdili, že exprese MAGE-A1, MAGE-A3, 
MAGE-A4, MAGE-C1 (CT-7) a NY-ESO-1 u monoklo-
nálních gamapatií (MGUS) koreluje s rizikem onemocnění 
myelomem a jeho stádiem. Atanackovic et al. (2) testovali 
expresi 11 různých CTA, především členů rodin MAGE 
a SSX, a to na panelu myelomových linií a vzorcích pa-
cientů s MM. Nejvyšší expresi zaznamenali u MAGE-A3 
(55%), MAGE-C2/CT10 (56%). Jedna z posledních prací 
(1) přináší výsledky studia exprese 14-ti vybraných CTA 
na MM (MAGE rodina, BAGE, GAGE, LAGE, SSX ad.). 
Z výsledků této práce vyplývá, že nevhodnější CTA pro 
imunoterapii MM jsou MAGE-C1/CT7, LAGE-1 a MA-
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GE-A3/6, přičemž jejich exprese byla prokázána u 77%, 
49% a 41% vzorků pacientů s MM a dohromady jejich 
exprese pokrývá 85% všech zkoumaných vzorků. Většina 
CTA je u různých typů nádorů koexprimována. Tato jejich 
koordinovaná exprese může být důležitá pro jejich funkci 
a pro možnou roli v tumorigenezi. Podle Andrade et al. (1) 
patří antigeny MAGE-A3 a MAGE-A6 k třetím nejčastěji 
exprimovaným u myelomových vzorků (41%). Jungbluth 
et al.(9) pomocí RT-PCR demonstrovali, že MAGE-A ro-
dina je exprimována u 100% MM pacientů. Exprese MA-
GE-A3/A6 byla imunohistochemicky prokázána u 70% 
MM vzorků stádia III. Navíc, van Baren et al. (22) pro-
kázali expresi MAGE-A3 u 29% a v případě MAGE-A6 
u 33%, vzorků pokročilého stádia MM metodou RT-PCR. 
Vzhledem k takto vysokým relativním četnostem expre-
se u pokročilých stádií MM pacientů je možné, že rodina 
MAGE se účastní biologie této fatální malignity B buněk. 

Metodika a soubor nemocných
Na základě výsledků zahraničních publikací byly pro 
sledování exprese vybrány 2 CT geny, konkrétně MA-
GE-A1 a MAGE-A3. Podrobný princip metody real-ti-
me PCR je popsán v metodické části tohoto supplementa 
(str. 220). Všechny vzorky kostní dřeně (KD) a periferní 
krve (PK) byly získány od pacientů Interní hematoon-
kologické kliniky, Fakultní nemocnice Brno s informo-
vaným souhlasem jako část diagnostického odběru. Cel-
ková RNA z KD a PK byla izolována metodou TRIzol® 

(Invitrogen) podle manuálu. Čistota a kvalita RNA byla 
sledována spektrofotometricky (Biophotometr 6131, Ep-
pendorf). Všechny vzorky RNA byly až do fáze reverz-
ní transkripce uchovány při -70ºC. Pro RT-PCR bylo ve 
všech případech použito stejné množství celkové RNA 
(1μg). Všechna RT-PCR byla prováděna s použitím 
Transcriptor® reverzní transkriptázy (Roche Diagnos-
tics) v celkovém objemu 20μl. Jako housekeepingový 
gen byl na základě srovnání výsledků analýzy 5-ti genů 
ze selekčního kitu (Housekeeping Gene Selection kit, 
Roche Diagnostics) zvolen gen pro Glukóza-6-fosfát 
dehydrogenázu (G6PDH), k jehož expresi byla vztažena 
exprese hledaných genů při relativní kvantifi kaci. Prime-
ry pro oba geny byly převzaty z publikace Park et al. 
(17) a design reakce a syntéza FRET sond (Fluorescence 
Resonance Energy Transfer) byla navržena ve spolupráci 
s fi rmou TibMolBiol, Germany. V real-time PCR mas-
termixu byla použita Uracil-DNA-glykozyláza (Roche 
Diagnostics) k prevenci kontaminace amplikony. Ana-
lýzy exprese byly prováděny na přístroji LightCycler® 
1.5 Instrument (Roche Diagnostics). Jako pozitivní kon-
trola byla v experimentech použita linie U266, u které je 
známá exprese MAGE-A genů. Charakteristika souboru 
vyšetřených nemocných je obsažena v tabulce č. 1.

Výsledky 
Z celkového počtu 153 vzorků kostní dřeně (KD) bylo 
analyzováno: 40 vzorků MGUS, 12 vzorků od pacientů 
časného stádia MM, kteří nebyli dosud léčeni (doutnají-
cí MM 4x, stádium I.A 8x), 86 vzorků pokročilého mye-
lomu a 15 vzorků KD zdravých dárců, kteří sloužili jako 
kontrolní skupina. U 15-ti náhodně vybraných pacien-

tů s pokročilým MM byla současně odebrána i periferní 
krev (PK) a analyzována stejně jako vzorek KD. Pouze 
u 5-ti % (2/40) vzorků MGUS byla nalezena pozitivní 
exprese MAGE-A1 nebo MAGE-A3. Padesát procent 
(6/12) pacientů s časným stádiem MM (I.A a doutna-
jící) bylo pozitivních pro MAGE-A1 nebo MAGE-A3. 
U více než jedné třetiny vzorků pacientů s pokročilým 
MM byla zjištěna exprese alespoň jednoho genu 37,2 % 
(32/86) nebo obou genů současně 23,2% (20/86). 
V kontrolní skupině 15-ti zdravých dárců byly všechny 
vzorky negativní. Ačkoliv z 15-ti vzorků pokročilého 
MM byla exprese pozitivní u 53,3% (8/15) KD, ex-
prese u žádného vzorku PK nebyla zjištěna. Absolutní 
počty vzorků od pacientů jednotlivých stádií, u kterých 
byla nalezena exprese jednotlivých genů, jsou uvedeny 
v tabulce č. 2. 

Diskuze a Závěr 
Cílem této studie bylo zjistit možnost využití expre-
se těchto genů jako molekulárních markerů progrese 
MGUS do MM a detekce časného relapsu MM. Ana-
lýzou 15-ti vzorků KD zdravých dárců jsme potvrdili, 
že ve zdravé tkáni MAGE geny nejsou exprimovány. 
Naše výsledky potvrzují detekci nízkých hladin exprese 
mRNA MAGE-typu v KD pacientů MGUS a časných 
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Tabulka č. 2: Výsledky exprese genů MAGE-A1 a MAGE-A3 
u jednotlivých skupin pacientů (ZK- zdravá kontrolní skupina, MGUS- 
monoklonální gamapatie, MM I.A- mnohočetný myelom stádia I.A, 
SMM- doutnající myelom, MM- pokročilý myelom, KD- kostní dřeň, 
PK- periferní krev)

Tabulka č. 1: Charakteristika analyzovaného souboru pacientů (ZK- 
zdravá kontrolní skupina, MGUS- monoklonální gamapatie, MM 
I.A- mnohočetný myelom stádia I.A, SMM- doutnající myelom, MM- 
pokročilý myelom, KD- kostní dřeň, * data nebyla k dispozici)
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stádií MM, což by u těchto pacientů mohlo svědčit 
o vývoji onemocnění. Současným testováním exprese 
ve vzorku KD i PK u náhodně vybraných 15-ti paci-
entů jsme dospěli k výsledku, že ačkoliv exprese v KD 
je pozitivní, v PK nebyla prokázána. Ačkoli se metoda 
real-time PCR používá k detekci cirkulujících nádoro-
vých buněk např. u neuroblastomu na základě expre-
se vybraných markerů (MAGE či tyrozinhydroxylázy; 
15, 14), v případě myelomu zřejmě nebude možné de-
tekovat myelomové buňky v PK především proto, že 
k jejich vyplavování téměř nedochází. Exprese různých 
CT antigenů v nádorech je v pozitivní korelaci, což 
naznačuje, že tyto geny mohou být aktivovány společ-
nými mechanismy, např. demetylace (5). Z výsledků 
mnoha studií vyplývá několik vhodných kandidátních 
CTA pro imunoterapii MM. Mezi ně patří především 
MAGE-C1(CT7), MAGE-A3/A6 a LAGE-1, neboť 
jsou současně exprimovány u 85% pacientů (1), dále 
rodina SSX a MAGE-C2/CT10 (2). Protein MAGE-A3 
byl identifi kován většinou ve vzorcích pokročilých stá-
dií MM (70%). Monitorování MAGE antigenů může 
předpovědět progresi onemocnění (22, 6), vzhledem 
však k nutnosti analýzy vzorků KD tato metoda není 
vhodná pro rutinní sledování minimální zbytkové ne-
moci (MRD) u pacientů s MM, neboť půlroční inter-

val mezi odběry kostní dřeně pro monitorovací účely 
je vemi dlouhý. Doposud byla většina prací založena 
na sledování exprese CTA v separovaných myelomo-
vých buňkách KD a jen pouze některé práce použily 
jako výchozí materiál plnou KD (11). Defi nice nejvhod-
nější metody a následného klinického využití sledování 
minimální choroby u MM je stále „tvrdým oříškem“. 
Sledování MRD metodou ASO kvantitativní PCR na 
přestavbách IgH genu sice prokázalo prognostický vý-
znam u pacientů po autologní a alogenní transplantací 
kmenových buněk, ale použití techniky má několik zá-
sadních úskalí (4, 12). Opravdu slibným přístupem pro 
sledování MRD je multiparametrická fl owcytometrie, 
která kromě počtu plazmatických buněk umožňuje mo-
nitorovat a rozlišovat myelomatózní a normální plaz-
matické buňky. 
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