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Souhrn

Rodina lidskych MAGE genu, které patii mezi tzv. nadorové testikularni antigeny (CTA), kdduje produkty, které mohou byt roz-
poznavany autolognimi cytotoxickymi T lymfocyty. Pro skupinu CTA je charakteristickd exprese u mnoha typt nadori, v normalni
zdravé tkani exprese téchto antigenti popsana nebyla s vyjimkou varlete a placenty. CT antigeny jsou hojné exprimovany u mnoho-
¢etného myelomu a tim reprezentuji vhodné kandidaty pro nadorové specifickou imunoterapii MM. Korelace mezi expresi téchto
gent a stadiem onemocnéni je jiz znama. Analyzovali jsme expresi geni MAGE-A1 a MAGE-A3 v kostni dieni u souboru pacienti
s monoklonalni gamapatii (MGUS) a u pacienti ¢asného a pokrocilého stadia mnohocetného myelomu.

Klic¢ova slova: mnohocetny myelom, monoklonalni gamapatie, nadorové testikularni 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- specific 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.

Uvod

Prvni nadorovy testikularni antigen (CTA), konkrétné
MAGE-A1 (gen pro melanomovy antigen Al), byl iden-
tifikovan v roce 1991 (23). Termin ,,cancer/testis antigen
(CTA)" byl zaveden Chenem et al. (3), kteti objevili spo-
le¢ny expresni profil této skupiny genti. Fyziologicka role
CT genovych produkti nebyla zatim zcela objasnéna,
ackoliv je role téchto antigenti v gametogenezi, regulaci
bunééného cyklu a apoptdze intenzivné studovana (16, 10,
26, 13). Nadorové testikularni antigeny, respektive tzv.
onkospermatogonalni antigeny (7), nebo antigeny oznaco-
vané také jako nadorové zarode¢né antigeny (CGA), re-
prezentuji skupinu, kterd se zda velmi slibnou pro indukci
imunitni odpovédi pii naddorové specifické imunoterapii
(20). Do roku 2005 bylo popsano 89 jednotlivych CTA
genl nebo izoforem, které byly uspofadany do 44 rodin.
Exprese CT gentt v malignich nadorech je reaktivovana
hypometylaci promotorovych oblasti. Jejich pfitomnost

u nadord je vysledkem epigenetickych zmén spojenych
s maligni transformaci (5). Bylo zjisténo, ze exprese CT
genil uzce souvisi s pokrocilym onemocnénim a se Spat-
nou prognoézou u ruznych typl nadord (8). Nékolik vy-
zkumnych skupin jiz popsalo expresi CT genti v myelo-
movych bunkach (22, 18, 6, 19, 25, 9, 11, 24). Dhodapkar
et al. (6) povrdili, ze exprese MAGE-Al, MAGE-A3,
MAGE-A4, MAGE-C1 (CT-7) a NY-ESO-1 u monoklo-
nalnich gamapatii (MGUS) koreluje s rizikem onemocnéni
myelomem a jeho stadiem. Atanackovic et al. (2) testovali
expresi 11 riznych CTA, predevsim ¢lenti rodin MAGE
a SSX, a to na panelu myelomovych linii a vzorcich pa-
cienti s MM. Nejvyssi expresi zaznamenali u MAGE-A3
(55%), MAGE-C2/CT10 (56%). Jedna z poslednich praci
(1) ptinasi vysledky studia exprese 14-ti vybranych CTA
na MM (MAGE rodina, BAGE, GAGE, LAGE, SSX ad.).
Z vysledku této prace vyplyva, ze nevhodnéjsi CTA pro
imunoterapii MM jsou MAGE-C1/CT7, LAGE-1 a MA-
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GE-A3/6, pticemz jejich exprese byla prokazana u 77%,
49% a 41% vzorkl pacienti s MM a dohromady jejich
exprese pokryva 85% vsech zkoumanych vzorkd. VétSina
CTA je u ruznych typt nadort koexprimovana. Tato jejich
koordinovana exprese mize byt dulezita pro jejich funkci
a pro moznou roli v tumorigenezi. Podle Andrade et al. (1)
patii antigeny MAGE-A3 a MAGE-AG6 k tietim nejCastéji
exprimovanym u myelomovych vzorkt (41%). Jungbluth
et al.(9) pomoci RT-PCR demonstrovali, z2 MAGE-A ro-
dina je exprimovana u 100% MM pacientii. Exprese MA-
GE-A3/A6 byla imunohistochemicky prokazana u 70%
MM vzorkt stadia III. Navic, van Baren et al. (22) pro-
kazali expresi MAGE-A3 u 29% a v pfipadé MAGE-A6
u 33%, vzork pokrocilého stadia MM metodou RT-PCR.
Vzhledem k takto vysokym relativnim cetnostem expre-
se u pokrocilych stadii MM pacientl je mozné, Ze rodina
MAGE se ucastni biologie této fatalni malignity B bunék.

Metodika a soubor nemocnych

Na zakladé vysledkti zahrani¢nich publikaci byly pro
sledovani exprese vybrany 2 CT geny, konkrétné MA-
GE-Al a MAGE-A3. Podrobny princip metody real-ti-
me PCR je popsan v metodické ¢asti tohoto supplementa
(str. 220). VSechny vzorky kostni difené (KD) a periferni
krve (PK) byly ziskany od pacientl Interni hematoon-
kologické kliniky, Fakultni nemocnice Brno s informo-
vanym souhlasem jako ¢ast diagnostického odbéru. Cel-
kova RNA z KD a PK byla izolovana metodou TRIzol®
(Invitrogen) podle manualu. Cistota a kvalita RNA byla
sledovana spektrofotometricky (Biophotometr 6131, Ep-
pendorf). VSechny vzorky RNA byly az do faze reverz-
ni transkripce uchovany pii -70°C. Pro RT-PCR bylo ve
vSech piipadech pouzito stejné mnozstvi celkové RNA
(1pg). Vsechna RT-PCR byla provddéna s pouzitim
Transcriptor® reverzni transkriptazy (Roche Diagnos-
tics) v celkovém objemu 20ul. Jako housekeepingovy
gen byl na zakladé srovnani vysledkt analyzy 5-ti gent
ze selekéniho kitu (Housekeeping Gene Selection Kkit,
Roche Diagnostics) zvolen gen pro Glukdza-6-fosfat
dehydrogenazu (G6PDH), k jehoz expresi byla vztazena
exprese hledanych gent pii relativni kvantifikaci. Prime-
ry pro oba geny byly pievzaty z publikace Park et al.
(17) a design reakce a syntéza FRET sond (Fluorescence
Resonance Energy Transfer) byla navrzena ve spolupraci
s firmou TibMolBiol, Germany. V real-time PCR mas-
termixu byla pouzita Uracil-DNA-glykozylaza (Roche
Diagnostics) k prevenci kontaminace amplikony. Ana-
Iyzy exprese byly provadény na ptistroji LightCycler®
1.5 Instrument (Roche Diagnostics). Jako pozitivni kon-
trola byla v experimentech pouzita linie U266, u kter¢ je
znama exprese MAGE-A gent. Charakteristika souboru
vysetfenych nemocnych je obsazena v tabulce €. 1.

Vysledky

Z celkového poctu 153 vzorkd kostni diené (KD) bylo
analyzovano: 40 vzorkt MGUS, 12 vzorki od pacientd
¢asného stadia MM, ktefi nebyli dosud 1é¢eni (doutnaji-
ci MM 4x, stadium [.A 8x), 86 vzorkl pokrocilého mye-
lomu a 15 vzorkd KD zdravych darct, ktefi slouzili jako
kontrolni skupina. U 15-ti ndhodné vybranych pacien-

224  KLINICKA ONKOLOGIE 21 SUPPLEMENT 1/2008

ti s pokroé¢ilym MM byla soucasné odebrana i periferni
krev (PK) a analyzovana stejn¢ jako vzorek KD. Pouze
u 5-ti % (2/40) vzorkt MGUS byla nalezena pozitivni
exprese MAGE-A1 nebo MAGE-A3. Padesat procent
(6/12) pacientd s casnym stadiem MM (I.A a doutna-
jici) bylo pozitivnich pro MAGE-A1 nebo MAGE-A3.
U vice nez jedné tietiny vzorkl pacientd s pokroCilym
MM byla zjisténa exprese alespon jednoho genu 37,2%
(32/86) nebo obou gent soucasn¢ 23.2% (20/86).
V kontrolni skupiné 15-ti zdravych darcti byly vSechny
vzorky negativni. Ackoliv z 15-ti vzorki pokrocilého
MM byla exprese pozitivni u 53,3% (8/15) KD, ex-
prese u zadného vzorku PK nebyla zjisténa. Absolutni
pocty vzorkl od pacientd jednotlivych stadii, u kterych
byla nalezena exprese jednotlivych gent, jsou uvedeny
v tabulce ¢. 2.

Pocet 15 40 8 4 86
pacienti

Rozmezi 31-84 39-81 47-79 56-83 30-84
véku (roky)

Pohlavi

Muz 8 22 4 3] 58
Zena 7 18 4 1 28
Izotyp

IgG 27 4 2) 50
IgA 9 4 1 29
IgM 3 = 1
& 6 1 6
Typ lehkého

Fetézce

Kappa - 18 5 4 55
Lambda - 15 8 - 28
& - 7 - - 3
Infiltrace KD

0%-50% - 40 8 4 85

51%-100% - - - - 1

Tabulka €. 1: Charakteristika analyzovaného souboru pacientti (ZK-
zdrava kontrolni skupina, MGUS- monoklonalni gamapatie, MM
I.A- mnohocetny myelom stadia I.A, SMM- doutnajici myelom, MM-
pokroc€ily myelom, KD- kostni dfen, * data nebyla k dispozici)

Exprese genu MAGE-Al a
Analyzovany soubor MAGE-A1 MAGE-A3 MAGE-A3
ZK (n=15) 0 (0%) 0(0%) 0(0%)
MGUS (n=40) 1(2,5%) 2 (5%) 1(2,5%)
Casné stadium  SMM (n—4) 2 (50%) 2 (50%) 2 (50%)
(n=12) LA (n=8) 4(50%) 2 (25%) 2 (25%)
MM (n=86) 29 (33,7%) 23 (26,7%) 20 (23,2%)
MM (n=15) KD (n=15) 7 (46,6%) 3 (20%) 2 (13.3%)
PK (n=15) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Tabulka ¢. 2: Vysledky exprese gent MAGE-A1 a MAGE-A3

u jednotlivych skupin pacientil (ZK- zdrava kontrolni skupina, MGUS-
monoklonalni gamapatie, MM [.A- mnohocetny myelom stadia I.A,
SMM- doutnajici myelom, MM- pokro¢ily myelom, KD- kostni difen,
PK- periferni krev)

Diskuze a Zavér

Cilem této studie bylo zjistit moznost vyuziti expre-
se téchto genll jako molekularnich markerti progrese
MGUS do MM a detekce casného relapsu MM. Ana-
Iyzou 15-ti vzorkti KD zdravych darct jsme potvrdili,
ze ve zdravé tkani MAGE geny nejsou exprimovany.
Nase vysledky potvrzuji detekci nizkych hladin exprese
mRNA MAGE-typu v KD pacientit MGUS a ¢asnych
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stadii MM, coz by u téchto pacientdi mohlo svedcit
0 vyvoji onemocnéni. Soucasnym testovanim exprese
ve vzorku KD i PK u nahodné vybranych 15-ti paci-
enttl jsme dospéli k vysledku, Ze ackoliv exprese v KD
je pozitivni, v PK nebyla prokazana. Ackoli se metoda
real-time PCR pouziva k detekci cirkulujicich nadoro-
vych bunék napf. u neuroblastomu na zékladé expre-
se vybranych markert (MAGE ¢i tyrozinhydroxylazy;
15, 14), v ptipadé myelomu ziejmé nebude mozné de-
tekovat myelomové bunky v PK pfedevsim proto, ze
k jejich vyplavovani témét nedochazi. Exprese riznych
CT antigenti v nadorech je v pozitivni korelaci, coz
naznacuje, ze tyto geny mohou byt aktivovany spolec-
nymi mechanismy, napi. demetylace (5). Z vysledkt
mnoha studii vyplyva nékolik vhodnych kandidatnich
CTA pro imunoterapii MM. Mezi né patii predevsSim
MAGE-C1(CT7), MAGE-A3/A6 a LAGE-1, nebot
jsou soucasné exprimovany u 85% pacientd (7), dale
rodina SSX a MAGE-C2/CT10 (2). Protein MAGE-A3
byl identifikovan vétSinou ve vzorcich pokrodcilych sta-
dii MM (70%). Monitorovani MAGE antigeni maze
predpovédét progresi onemocnéni (22, 6), vzhledem
vSak k nutnosti analyzy vzorkii KD tato metoda neni
vhodna pro rutinni sledovani minimalni zbytkové ne-
moci (MRD) u pacienti s MM, nebot’ pilroc¢ni inter-

val mezi odbéry kostni dfené¢ pro monitorovaci ucely
je vemi dlouhy. Doposud byla vétSina praci zalozena
na sledovani exprese CTA v separovanych myelomo-
vych buiikach KD a jen pouze nékteré prace pouzily
jako vychozi material plnou KD (7/). Definice nejvhod-
n¢j$i metody a nasledného klinického vyuziti sledovani
minimalni choroby u MM je stéle ,,tvrdym ofiSkem®.
Sledovani MRD metodou ASO kvantitativni PCR na
prestavbach IgH genu sice prokazalo prognosticky vy-
znam u pacientll po autologni a alogenni transplantaci
kmenovych bunék, ale pouziti techniky ma néekolik za-
sadnich uskali (4, /2). Opravdu slibnym pfistupem pro
sledovani MRD je multiparametricka flowcytometrie,
kterd kromé poctu plazmatickych bun¢k umoziuje mo-
nitorovat a rozliSovat myelomatézni a normalni plaz-
matické bunky.
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UNIVERZITNI VYZKUMNE CENTRUM-CESKA MYELOMOVA SKUPINA
a UNIVERZITNI CENTRUM BUNECNE IMUNOTERAPIE
srdecné zvou vSechny zdjemce na mezindrodni

3*2 MYELOMA WORKSHOP A
BT IMMUNOTHERAPY WORKSHOP

které se uskutecni

15.-16. 10. 2008

v Univerzitnim kampusu Brno, budova A3, Kamenice 5.
Témata workshopu:

detekce chromozomdlnich aberaci u mnohocetného myelomu
nejcastéji pouzivané metody separace myelomovych bunék
zamraZovdani a bankovani myelomovych vzorkii

nddorovd imunoterapie
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Pro vice informaci piste na: petrovicwmed.muni.cz

Prof. MUDr. Roman Hadjek, CSc. Prof. MUDy. Jaroslav Michalek, PhD.
CMG a URC-CMG vedouci UCBI

Let us inform you that UNIVERSITY RESEARCH CENTER - CZECH MYELOMA GROUP
and UNIVERSITY CELL IMMUNOTHERAPY CENTER at the Masaryk University, Brno,
Czech Republic is organising

3% MYELOMA WORKSHOP AND
T IMMUNOTHERAPY WORKSHOP

at the University Campus Brno, building A3, Kamenice 5, on

October 15" and 16" , 2008
Topics:

% detection of chromosomal aberrations in Multiple Myeloma
s frequently used separation methods of the myeloma cells
«  cryopreservation and banking of the myeloma cells

R/

< cancer immunotherapy — from bench to bedside

For more information write to: petrovic@med.muni.cz

Professor Roman Hajek, MD PhD Professor Jaroslav Michalek, MD PhD
Chairman of CMG and URC-CMG Chairman of UCIC
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