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Souhrn

Real-time PCR je metoda, kterd se pouziva pro sledovani hromadéni produktti polymerazové fetézové reakce v realném case. Je
schopna detekovat jiz minimalni mnozstvi nukleovych kyselin s vysokou ptesnosti a citlivosti. Tato technika se v laboratofi uplatiuje
jak pfi stanoveni diagndzy, tak ve vyzkumu. V diagnostice umoziuje kvantitativni PCR detekci gend, které se hraji roli v rozvoji
infekéniho onemocnéni, nadorti a genetickych abnormalit. Ve vyzkumu umoziiuje metoda vysoce citlivé kvantitativni méfeni genové
transkripce. V laboratofi mize byt pouzita pro stanoveni zmén genové exprese uréitého genu v ¢ase jako odpoveéd’ bunék po podani
1éku, v diferenciaci bunék nebo jako reakce na zménu podminek prostiedi. Tato prace se zamétuje na vyuziti real-time PCR pfi studiu
mnohocetného myelomu.

Klicova slova: real-time PCR, kvantitativni PCR, mnohocetny myelom, genova exprese.

Summary

Real-time PCR is a method used to monitor the amplification of polymerase chain reaction products in real time. It is able to
detect minimal amounts of nucleic acid with high specificity and sensitivity. This technique is used both for diagnostic and research
applications. Diagnostic real-time PCR enables the detection of genes involved in infectious diseases, cancer and genetic abnormalities.
In the research setting, real-time PCR is used to provide highly sensitive quantitative measurements of gene transcription. The
technique may be used to determine the genetic expression of a particular gene and its changes over time, e.g. in the analysis of

cellular response to a therapeutic agent or to changes in the microenvironment, or to assess the progression of cell differentiation.
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Minimélni rezidualni onemocnéni

V klinické onkologii se metoda real-time PCR pouziva pro
monitorovani minimalni zbytkové choroby (MRD minimal
residual disease) zodpovédné za relaps onemocnéni, coz
umoziuje predpoveédét progresi onemocnéni. Pro detek-
ci MRD v hematologii je vyuzivano nejcastéji preskupeni
imunoglubulinovych gent a genidl pro T-lymfocytarni re-
ceptor TCR.

U myelomovych plazmatickych bunék vznika v pribéhu
ptreskupovani genovych segmentii imunoglobulinového
tézkého fetézee (IgH) jedinecny klonotypicky marker — ob-
last urcujici komplementaritu (CDR3). Kvantifikace rezi-
dualnich myelomovych bun¢k mize byt pouzita jako pro-
gnosticky faktor a marker €innosti 1é¢by (16, 17, 15).

Po allogenni transplantaci kmenovych bunék mohou nastat
komplikace zptisobené akutni reakci Stépu proti hostiteli
(GVHD). Znalost sekvence B-fetézce TCR receptoru jed-
notlivych T-bunéénych kloni umoziuje sledovat pritom-
nost klonti specifickych pro reakci Stépu proti hostiteli a
reakci Stépu proti leukémii od pacientl po allogenni trans-
plantaci kmenovych bunék (71, 12). Alloreaktivni klony
T-lymfocytd zptisobujici GVHD mohou byt pted transplan-

taci identifikovany a kvantitativné monitorovany pro casné
zahajeni imunosupresivni 1é¢by pied propuknutim GVHD.
Také dalsi prace potvrdily roli odlisnych klont T-lymfocyth
uGVHD a GVM (reakce $tépu viici myelomu) u mnohocet-
ného myelomu (MM) (4).

Voena a kolektiv sledovali souvislost mezi onemocnénim
reakce $tépu proti hostiteli a odpovédi pacienta na onemoc-
néni. S pouzitim kvantitativni PCR prokazali, Ze perzistent-
ni molekularni onemocnéni se s ¢asem dynamicky méni.
(25).

Stanoveni prognézy

V souvislosti se zménami v karyotypu u pacienti s MM,
jako jsou naptiklad delece chromozomu 1 a 13 nebo reci-
proké translokace lokusu pro tézky tetézec (IgH) zahrnuji-
ci chromozomy 4, 11, 14 a 16, dochazi ke zméné exprese
gent, které jsou umistény ve zminovanych oblastech (/4).
Pro nadorové burniky je typicka zvysena exprese transkripti
podporujicich proliferaci buniky a tak mohou pfispivat k ne-
kontrolovatelnému mnozeni malignich bunék. Nizsi hladina
RNA byva zjisténa u antiapoptickych genti, naopak zvysena
u proapoptickych. Kvantitativni PCR je metoda vhodna pro
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zjisténi pacientl s lepsi ¢i horsi prognézou na zakladé po-
rovnani exprese vybranych gend.

Pro stanoveni prognoézy pacientd s MM se v soucasnosti
pouziva tzv. stazovaci systém ISS (International Staging
System), ktery nahradil stazovaci systém Durie-Salmon.
Jako moznost predikce rizika MM se také nabizi cytoge-
netické hodnoceni translokaci chromozomu 14, delece 13
a stupen ploidie. Stejné informace podava také molekular-
n¢ biologické vySetieni aktivity vybranych genti. Shaugh-
nessy et al., v USA pomoci cDNA mikrocipti zavedli tzv.
70-genovy model, pozdé¢ji omezili soubor ze 70 na 17 gent
vyznamnych pro predikci rizika (27, 18). Exprese gent sou-
visejicich s prezitim pacienta jsou podobné jak u nové dia-
gnostikovanych pacientti s MM, tak i u pacientii v relapsu,
bez zavislosti na zptsobu lécby. Vyuziti expresnich profilti
umoznuje odliit pacienty rezistentni na souc¢asné¢ pouziva-
né Iéky nebo 1é¢ebné kombinace (27). Zménéna regulace
transkripce genli muze ovliviiovat vyvoj onemocnéni. Sle-
dovani exprese pomoci real-time PCR tak pfispiva k identi-
fikaci pacientil s vysokym rizikem progrese onemocnéni.
Jednim z genty, které jsou davany do souvislosti se stanove-
nim prognoézy u MM je cyklin D1 (CCND1 gen). Pti sledo-
vani pacienti s MM pomoci cytogenetickych metod a sta-
novenim exprese RNA byla zjisténa vyssi hladina CCNDI1
mRNA u téch pacientt, ktefi méli t(11;14) nebo trizomii 11
nez u pacientli bez abnormalit jedenactého chromozomu. V
italské studii z roku 2003 ze 74 pacienti s nove diagnosti-
kovanym MM jich 43% vykazovalo vySsi expresi cyklinu
D1. U téchto pacientl byla zjisténa delsi doba remise a del-
$i doba piezivani bez piriznakt choroby (EFS — event-free
survival). Nebyl nalezen rozdil u pacienttl Iécenych jedno-
duchou nebo dvojitou autologni transplantaci (27). Tajima
a kolektiv publikovali v roce 2005 vysledky své prace, ve
které se zaméfili na stanoveni exprese Sesti protoonkoge-
ni (CCNDI, FGFR3, ¢c-MAF, MAFB, MUMI1/IRF4, and
c-MYC), které jsou spojovany s translokaci 14q32. Exprese
genit CCND1, FGFR3, c-MAF, MAFB byla vyssi u myelo-
movych bunéénych linii, které obsahuji translokace zahrnu-
jici tyto lokusy, nez u vzorki kostni diené. U dalSich dvou
genti, MUM1 a c-MYC, byla hladina RNA vyssi u linii nez
u myelomovych bunék kostni den€, a to bez ohledu na stav
chromozomalnich translokaci (22).

Enzym spojeny se zanétlivou odpovédi, cyklooxygenaza 2
(COX-2) byla zjisténa u 11% MGUS, 31% MM v dobe¢ di-
agnozy a 47% relapsti/refrakterniho onemocnéni. Pozitivita
COX-2 je spojena s horsi prognozou (§).

Kvantitativni PCR se uplatiiuje také pii studiu mikropro-
stiedi kostni dfené. Heparanaza je enzym, ktery $tépi hep-
aran sulfat proteoglykan (syndecan-1). Vyssi exprese hep-
aranazy v mikroprostedi kostni dien€ je spojena s kratSim
prezitim pacientt (9).

Geny rezistence

Existuji geny determinujici rezistenci bunek na lécbu, u kte-
rych bylapopsana zménéna exprese urtiznych typtimalignich
onemocnéni. Pfikladem jsou mnohocetné 1¢kové rezistence,
které vznikaji na celou skupinu Ié¢iv s odliSnou strukturou
a mechanizmem uc¢inku. Stézejnim faktorem této skupiny
genu je gen pro mnohocetnou lékovou rezistence (MDRI,
ABCBI), ktery koduje P-glykoprotein (p-gp) s funkei trans-
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portniho proteinu. Pacienti s MM, ktefi neodpovidaji na che-
moterapii ¢asto maji zvySenou hladinu MDR1 RNA (13).
Také u pripravenych chemorezistentnich linii byla zjisténa
vyssi exprese tohoto genu na rozdil od senzitivnich bun¢k
(24). Substratem P-gp jsou néktera protinadorova léciva
(antracykliny, vinca alkaloidy, kolchicin, actinomycin D).
Exprese P-gp koreluje s resistenci viici taxanim a doxorubi-
cinu in vitro (10). V ptipad¢ zvysené exprese MDR1 mohou
byt 1é¢iva, ktera jsou substraty P-gp, pred¢asné vylucovana
z nadorovych buné€k, coz muze vést k poklesu ucinku 1écby.
Sledovani exprese genu MDR1 tak muze slouzit k predikci
uspésnosti chemoterapie. Vysoka exprese MDRI1 je Casto
pozorovana u pacientl jiz dfive lé¢enych cytostatiky, coz
podporuje nazor, ze tento gen je indukovan selektivnim pro-
cesem behem opakovaného vystaveni 1ékiim (5). Také proti-
nadorové agens mohou aktivovat transkripci P-gp (3,7).
Dalsi z gent davany do souvislosti s rezistenci na chemote-
rapii a kratSim prezitim u pacienti s MM je LRP (lung re-
sistance protein), ktery zabezpecuje intercelularni a nukleo-
cytoplazmaticky transport (13). MRP (multidrug-resistance
associated protein) gen lezi na chromozomu 16 a funguje
jako transportér. Podobné jako P-gp pfispiva k rezisten-
ci k anthracyklinim (6, 79, 20). Na rezistenci MM bun¢k
se podili také gen ABCG2 (BCRP, breast cancer resistan-
ce protein). Exprese tohoto genu v MM liniich je zvysSena
po vystaveni bunék chemoterapeutickym agens, které jsou
substraty ABCG2 (23).

Nadorové antigeny

Real-time PCR slouzi také ke stanoveni a potvrzeni hladiny
exprese nadorové specifickych antigenti. Nadorové testiku-
larni antigeny (CT), které jsou exprimovany pouze v malig-
nich bunkach a testes, predstavuji atraktivni cil pro imuno-
terapeutické pristupy. Imunitni systém mutze byt aktivovan
specifickymi nadorovymi antigeny, zpravidla prostiednic-
tvim dendritickych bunék (DB), které jsou naloZzeny spe-
cifickym nadorovym antigenem. Prostfednictvim aktivace
protinadorovych T-lymfocyt dochazi k cilenému zabijeni
nadorovych bunék.

Condomines a kolektiv (2) sledovali expresi 46 CT anti-
gend. Z nich 35 bylo exprimovano u purifikovanych MM
bunék alesponl u jednoho pacienta. Exprese 6 CT gent je
spojena s krats$i dobou pfezivani bez pfiznakti choroby
(EFS, event-free survival). VSechny tyto geny (CTAGIB,
CTAG2, MAGE-A1, MAGE-A2, MAGE-A3, and MA-
GE-A6) lezi na chromozomu X. Myelomové buiky 98%
pacientt exprimuji alespon jeden CT gen, 86% sledova-
nych pacientli exprimovalo dva a 70% minimalné tfi CT
antigeny. Skupina autorti z Brazilie sledovala 14 vybra-
nych CT antigentl u vzorkl zdravych tkani, kostni dfené,
vzorki MGUS, solitarniho plazmacytomu, MM vzorki a
bunécné linie. Jako kandidaty pro imunoterapii nalezli tfi
geny — MAGECI1/CT7, MAGEA3/6 a LAGE-1, které jsou
nachazeny u 85% vSech MM vzork. Potvrdili, Ze vliv na
prognézu MM pacientti ma exprese gent rodiny GAGE, >
6 CT antigentt a MAGECI1/CT7 (1).

Podékovani: )
Prace byla podpotena projekty MSMT LC06027 a
MSM0021622434.
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