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Souhrn
Klinická a genetická heterogenita je charakteristickým rysem mnohočetného myelomu (MM) a navzdory intenzivnímu úsilí o poro-
zumění patogenezi MM, zůstává řada procesů zahrnutá ve vývoji MM neobjasněna. Nové metodologické přístupy, jako je studium 
profi lů genové exprese (GEP), jsou vhodným nástrojem spojujícím klinické výstupy (odpověď na léčbu a přežití) s molekulární 
a genetickou variabilitou onemocnění. Hlavním úkolem je nyní defi novat diagnostický a prognostický význam GEP technologie 
v klinickém praxi.

Klíčová slova: mnohočetný myelom, microarrays, čipy, profi lování genetické exprese (GEP), individualizovaná léčebná strategie.

Summary
Clinical and genetic heterogeneity is a characteristic feature of multiple myeloma (MM). Despite intensive efforts to clarify the pa-
thogenesis of MM, mechanisms of MM development remain enigmatic. Novel methodological approaches, such as gene expression 
profi ling (GEP), are valuable tools in order to link clinical endpoints, such as response to treatment and surfoval, with th molecular 
and genetic heterogenity of the disease. The main challenge of current studies is to defi ne diagnostic and prognostic relevance of GEP 
technologies in a clinical management.
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Úvod: Historie microarray profi lování MM
Patofyziologie MM je ovlivněna mikroprostředím kostní 
dřeně a škálou molekulárních signálů, podílejících se na 
procesech diferenciace B-lymfocytů a plazmatických bu-
něk. Microarray technologie spolu s analýzou profi lů ge-
netické exprese nabízí cenný nástroj pro studium těchto 
procesů a přináší nový pohled na základní molekulární 
děje postihující vývoj MM (18). 
První DNA čip byl vyvinut roku 1989 týmem S. P. A. 
Fodora spojením fotolitografi cké technologie, používané 
při výrobě polovodičů, a syntézy oligonukleotidů in situ. 
Na principu „Fodorova“ čipu založila fi rma Affymetrix 
v roce 1994 výrobu komerčních čipů pod značkou „Ge-
neChip“ (9).
V roce 1995 Mark Schena ze Stanford University, USA 
představil jiný typ čipu, tzv. komplementární DNA čip ne-
boli zkráceně cDNA čip. V tomto případě byly fragmenty 
komplementární DNA na sklíčko umístěny pomocí vyso-
korychlostního robotického tisku (19).
 Pro studium MM byly čipové technologie poprvé použi-
ty vědeckým týmem De Vose (6). V této práci použili lid-
ské myelomové linie a cDNA mikročipy o nízké hustotě 
k identifi kaci klíčových intracelulárních signálních genů 
exprimovaných v maligních plazmatických buňkách (PC). 

Claudio a kolegové (2002) použili kombinaci „high-throu-
ghput“ DNA sekvenování a microarray analýzy plazmatic-
kých buněk pocházejících z různých typů leukémií. Cílem 
bylo vytvořit komplexní seznam genů exprimovaných 
u MM. Důležitým mezníkem pro studium GEP bylo zave-
dení automatizované imunomagnetické separace PC z plné 
kostní dřeně pomocí monoklonálních protilátek (BB4 – an-
ti-syndecan-1/CD138) a objev metody pro in vitro diferen-
ciaci B-lymfocytů periferní krve (23, 21). Od roku 1997 
začali tyto „high-throughput“ technologie využívat i Shau-
ghnessy a jeho kolegové (Myeloma Institut for Research 
and Therapy, Arkansas) pro studium biologie a terapie 
tohoto geneticky velmi komplexního onemocnění. V roce 
2000 zahájili analýzu CD138+ PC z kostní dřeně zdravých 
dárců, nově diagnostikovaných a konečných stadií MM, 
dále MGUS, SMM (Smoldering multiple myeloma) a paci-
entů s Waldenströmovou makroglobulinémií. Do dnešních 
dnů prostudovali více než 5000 případů (17).

Princip metody 
Microarray technologie vychází z předpokladu, že množ-
ství mRNA pro každý gen v dané buňce odráží, ve většině 
případů, množství proteinu a tím i biologickou charakte-
ristiku genu (5).
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Princip microarrays spočívá v tom, že RNA extrahovaná 
z tkáně našeho zájmu je přepsaná pomocí reversní-tran-
skripce do cDNA. V protokolech používaných především 
pro tištěné cDNA mikročipy jsou v tomto kroku do cDNA 
inkorporovány fl uorescenčně značené oligonukleotidy; 
v protokolech pro oDNA mikročipy je značena cRNA, 
která vzniká in vitro transkripcí z cDNA pomocí T7 RNA 
polymerázy. V obou případech se značená cDNA nebo 
cRNA nechává hybridizovat na destičku a intenzita hybri-
dizace k individuálním cDNA fragmentům nebo oligonuk-
leotidům na destičce je zachycena skenerem s vysokým 
rozlišením. Hybridizační signál je pak použit pro stano-
vení hladiny exprese každého genu representovaného na 
destičce (www.medscape.com). 
Po detekci, kvantifi kaci a normalizaci intenzit signálů po-
mocí specializovaného softwaru je vytvořen tzv. „gene ex-
pression profi le“ (GEP) analyzovaného vzorku, který pak 
lze srovnávat s expresními profi ly dalších vzorků (13).

Typy arrays 
Rozlišujeme několik typů microarrays v závislosti na tech-
nologii výroby a použitém materiálu. Obecně lze čipy roz-
dělit na komplementární DNA (cDNA) čipy a „high-den-
sity“ oligonukleotidové arrays – oligonukleotidové čipy 
o vysoké hustotě (oDNA). 
První typ čipů je vyráběn pomocí vysokorychlostního 
robotického tisku cDNA fragmentů na neporézní nosič. 
Každý gen je zde reprezentován dlouhou dvouřetězcovou 
DNA sondou nebo EST (expressed sequence tags), která 
je generována pomocí PCR (polymerase chain reaction) 
(Schena et al., 1995). 
cDNA čipy mají řadu výhod i nevýhod. Pozitivem je, že 
není nutná primární znalost cDNA sekvence, nárůst inten-
zity signálu pozitivně koreluje s délkou sondy, delší sonda 
navíc umožňuje nastavit přísnější podmínky a tím snížit 
intenzitu pozadí, je také cenově výhodnější.
Nevýhoda spočívá v nutnosti udržovat DNA knihovny, 
může docházet ke cross-hybridizacím a ke kontaminacím 
cDNA klonů/PCR produktů (11, 13).
Kombinací fotolitografi cké technologie a „in situ“ syntézy 
DNA jsou vyráběny vysokohustotní oligonukleotidové mi-
kročipy označované jako oDNA mikročipy. Tato technolo-
gie byla vyvinuta fi rmou Affymetrix. Hustota nejnovějších 
Affymetrix mikročipů je až 1 300 000 oligonukleotidů / 
l,25 cm2 a jsou schopny detekovat expresi více než 47 000 
transkriptů. Ve srovnání s cDNA čipy je zde každý gen re-
prezentován 25 bp oligonukleotidy, což umožňuje navrh-
nout oligonukleotidové sondy, které budou hybridizovat se 
specifi ckým exonem daného genu (www.affymetrix.com). 
Další typ čipů vyrábí fi rma Agilent Technologies, Santa 
Clara, Californie. Tyto čipy obsahují, na rozdíl od čipů 
Affymetrix, 60-merní sondy, což zvyšuje citlivost i pro 
nízká množství transkriptů. Technologie Agilent využívá 
mnohonásobný skenovací systém, který dále zvyšuje sen-
zitivitu detekce (www.agilent.com).
Účinné a cenově výhodné mikročipy nabízí NimbleGen 
Systems, Madison, Wisconsin. Jejich čipy jsou vyráběny 
metodou modifi kované fotolitografi e s využitím dynamic-
kého mikrosklíčka namísto světelné masky (Affymetrix). 
Nejnovější čipy NimbleGen obsahují více než dva milióny 

sond. Výhodou těchto čipů je, že kombinují vysokou hus-
totu a dlouhé 60-merní sondy (8).

Analýza dat
Microarray experiment vytváří velké množství dat, která 
vyžadují složitou analýzu pomocí sofi stikovaných biosta-
tistických nástrojů. Tyto metody lze rozdělit do tří velkých 
skupin: shlukovací metody, metody pro identifi kaci roz-
dílně exprimovaných genů a klasifi kační metody. Cílem 
shlukovacích metod může být nalezení skupin genů, které 
vykazují v průběhu experimentu podobné chování, nebo 
skupin pacientů s podobným expresní profi lem. Do dru-
hé skupiny patří metody, jejichž úkolem je vytipovat geny 
zodpovědné za různé vlastnosti biologických vzorků (t-
test a jeho modifi kace). Úkolem klasifi kačních metod je na 
základě intenzit genové exprese získaných z experimentu 
zařadit zkoumaný vzorek do některé z defi novaných tříd 
(16).

Vstupní materiál
Výchozím materiálem jsou plazmatické CD138+ buňky, 
které jsou získávány imunomagnetickou seperací mono-
nukleární frakce buněk z aspirátů kostní dřeně. Microarray 
vyžaduje 85 – 95% čistotu. Čistota se hodnotí morfologicky 
a fl owcytometricky na základě exprese CD38+ a CD45 /dim 
(24). Po separaci následuje extrakce RNA, která je větši-
nou prováděna pomocí komerčně dodávaných kitů. Vstupní 
množství RNA se pohybuje v rozmezí 5 – 40 μg, ale vzhle-
dem k tomu, že jde o klinický materiál, jehož množství 
je omezeno, je možné vycházet již z množství 1 – 15 μg 
celkové RNA (0,2 ug – 2 ug mRNA). Malá vstupní množ-
ství RNA vyžadují lineární amplifi kaci cDNA, která nám 
umožní „namnožení“ cDNA. Zařazením dvoukolové line-
ární amplifi kace nám umožňuje snížit vstupním množství 
celkové RNA až na 10 – 100 ng [www.affymetrix.com].

Specifi cká nastavení u MM
Použití čipové technologie při studiu MM nevyžaduje žád-
né specifi cké modifi kace postupu, je potřeba pouze splnit 
již zmíněné požadavky na vstupní materiál a použít vhod-
né statistické metody pro analýzu dat. 

Specifi cké problémy u MM
Přestože je zřejmé, že microarrays a GEP se stávají vý-
znamným diagnostickým a prognostickým nástrojem 
v klinické péči krevních nádorových chorob, je nutné si 
uvědomit, že metoda má stále svá technologická omezení 
– neexistuje žádná univerzální microarray, odlišnosti vzni-
kají již při výrobě a v laboratořích, dalším omezením je 
i vysoká cena. 
Rizikovým místem je odběr a zpracování vzorku vyžadu-
jící separaci CD138+ plazmatických buněk, kvalifi kovaný 
personál a čas. Otázkou zůstává, do jaké míry ovlivňuje 
separace buněčné interakce a expresi genů a zda separace 
eliminuje subpopulaci CD138 negativních buněk. Variabi-
lita může být způsobena i velkým časovým odstupem mezi 
odběrem a zpracováním vzorku. I po separaci však může 
být detekována vnitronádorová heterogenita a lze pak těž-
ko určit, zda je daný gen aktivní ve všech buňkách nebo 
pouze v subpopulaci (17).
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Potenciálním problémem je „unsupervised“ hierarchická 
shlukovací metoda používaná pro statistickou analýzu 
GEP. Tato metoda využívá informace poskytované všemi 
geny, které jsou v dané tkáni exprimované. Její nevýhodou 
je, že vykazuje nízký, ale významný stupeň plasticity, tzn. 
po zařazení dalšího vzorku či genu do analýzy může dojít 
k přesunu vzorků z jedné defi nované podskupiny/klastru 
do jiné (13).
GEP analýzy jsou limitovány velkou komplikovaností lid-
ského genomu, kterou navíc zvyšuje alternativní sestřih 
a alelické variace (17).

Studium genové exprese poskytuje užitečné informace pro 
klinický i základní výzkum, přesto však předkládá do jisté 
míry zkreslený pohled na genovou expresi a vyžaduje vali-
daci pomocí standardních laboratorních technik (real-time 
PCR, ELISA) (17).

Ukázka reprezentativního výsledku
Interpretace velkého množství dat z DNA čipů vyžaduje 
pokročilé statistické nástroje, které jsou schopny podchytit 
složitost genetických změn v dané tkáni. Jedním z přístu-
pů je „unsupervised“ analýza, která vyhledává podobnosti 
v expresních profi lech mezi jednotlivými vzorky. Příkla-
dem metody, která testuje a vyhledává podobnosti mezi 
GEP, je „unsupervised“ shlukovací analýza, která posky-
tuje dendorgramy podobné evolučním stromům (13). Tato 
metoda byla použita i pro analýzu GEP nově diagnosti-
kovaných pacientů s MM. Výsledkem byl dendrogram se 
dvěmi hlavními větvemi a 7 podvětvěmi, na jehož základě 
bylo identifi kováno 7 molekulárních podskupin MM (Ob-
rázek č.1). Větve dendrogramu byly významně ovlivně-
ny silně exprimovanými geny. Geny jsou reprezentovány 
jednotlivými tečkami, kterým jsou během skenování po-
čítačově přiřazovány pseudobarvy. Intenzita signálu pak 
odpovídá velikosti exprese daného genu (24).

Význam metody u MM stávající
Čipové technologie nám nabízí nebývalou příležitost pro 
lepší pochopení deregulací genové exprese a molekulární 
podstaty vývoje MM (viz. význam GEP u MM). V součas-
né době byly použity v těchto oblastech výzkumu (http://
myeloma.uams.edu/lambertlab/)
� rozpoznání kritických genetických změn, které odlišují 

normální a myelomové buňky
� korelace genetické exprese s klinickým výstupem – de-
fi nice genetických podskupin

� stanovení genetických změn v nenádorových buňkách 
kostní dřeně

� sledování změn v genové expresi v nádorových a nená-
dorových buňkách kostní dřeně v odpovědi na léčbu

� identifi kace změn v genové expresi asociovaných s vý-
vojem lékové rezistence

� nalezení genetických a biochemických drah, které mo-
hou být cílem nových chemoterapeutik

� porozumění mechanizmu vzniku kostních lézí 

Význam metody u MM očekávaný
V poslední době jsme svědky nástupu farmakogeno-
mických metod, mezi něž patří právě microarrays, kte-
ré umožňují sledovat efekt podávané látky na úrovni 
celého genomu, tedy transkriptomu (20). S rostoucím 
počtem nových léků pro léčbu MM narůstá i potřeba 
přesně defi novat jejich optimální užívání dle farmako-
genomických zásad, tedy individualizovat léčbu tak, 
aby u pacientů s lepší prognózou byla minimalizová-
na toxicita, u pacientů s horší prognózou to znamená 
včasné zahájení specifi cké vysokodávkové (high dose) 
terapie (25). Současné klinické prognostické parametry 
však nejsou dostačující pro rozpoznání nejrizikovějších 
skupin pacientů. Předpokládá se, že genomika s GEP 
by mohla být novým prognostickým a prediktivním ná-
strojem pro klinickou odpověď a toxicitu asociovanou 
s novými léky (bortezomib, lenalidomid, melphalan, 
thalidomid a další imunomodulátory) (3, 14). Zhan et 
al. (2008) vytvořili na základě GEP nový stratifi kační 
model rozdělující pacienty v relapsu po léčbě bortezo-
mibem nebo high dose dexametazonem do rizikových 
skupin. Ukázalo se, že tento model je schopný identifi -
kovat nejrizikovější skupiny i u nově diagnostikovaných 
pacientů léčených následně high dose terapií a zdá se být 
nezávislý na různých formách léčby. Předpokládá se, že 
tento model je schopný identifi kovat pacienty, kteří jsou 
obecně necitliví k současně používaným lékům nebo je-
jich kombinacím.
Výstupy ze současných klinických studií nám umožňují 
vytvořit seznamy genů, které by mohly sloužit jako poten-
ciální prediktory rezistence a odpovědi na léčbu, a dokon-
ce by mohly vést k vytvoření zákaznických arrays, které 
by sloužily jako základ pro optimální léčebnou strategii 
u pacientů s MM (10).

Závěr
Microarray technologie jsou velmi cenným nástrojem 
poskytujícím důkladný pohled na mechanismy zahrnuté 
ve vývoji B-lymfocytů a plazmatických buněk a jejich 
fyziologické interakce s dalšími buněčnými populacemi, 
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Obrázek č. 1: Dendrogram shlukové analýzy 
Exprese genů je v dendrogramu kódovaná barevně. Průměrným hodnotám 
genové exprese byly po normalizaci intenzit fl uorescence přiřazeny 
pseudobarvy.  Zelená barva značí nízkou, červená barva vysokou a černá 
barva průměrnou expresi genů v daném vzorku. Dendrogram vzorků 
nahoře a dendrogram genů vlevo odráží vztah mezi vzorky. Větve 
dendrogramu jsou ovlivněny výraznými shluky silně expriovaných genů. 
Dendrogram byl převzat a upraven z citace Zhan et al. (2006).
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obzvláště v mikroprostředí kostní dřeně (7). Je patrné, 
že genomika hraje významnou roli v základním a pre-
klinickém výzkumu a její význam roste i v klinickém 
výzkumu, méně jasné je, kdy a jak se čipové technologie 
začnou uplatňovat i v rutinní diagnostice. Vše bude závi-
set na ceně, uživatelské nenáročnosti technologie a také 

na existenci vhodných statistických nástrojů pro zpraco-
vání dat.
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