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Souhrn

Klinick4 a geneticka heterogenita je charakteristickym rysem mnohoc¢etného myelomu (MM) a navzdory intenzivnimu usili o poro-
zuméni patogenezi MM, zistava fada procesi zahrnuta ve vyvoji MM neobjasnéna. Nové metodologické pfistupy, jako je studium
profili genové exprese (GEP), jsou vhodnym néstrojem spojujicim klinické vystupy (odpovéd’ na 1é¢bu a pieziti) s molekularni
a genetickou variabilitou onemocnéni. Hlavnim ukolem je nyni definovat diagnosticky a prognosticky vyznam GEP technologie
v klinickém praxi.
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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
profiling (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 define diagnostic and prognostic relevance of GEP

technologies in a clinical management.
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Uvod: Historie microarray profilovani MM
Patofyziologie MM je ovlivnéna mikroprostredim kostni
dien¢ a Skalou molekularnich signald, podilejicich se na
procesech diferenciace B-lymfocytt a plazmatickych bu-
nék. Microarray technologie spolu s analyzou profila ge-
netické exprese nabizi cenny nastroj pro studium téchto
procesu a prindsi novy pohled na zakladni molekularni
déje postihujici vyvoj MM (18).

Prvni DNA ¢ip byl vyvinut roku 1989 tymem S. P. A.
Fodora spojenim fotolitografické technologie, pouzivané
pii vyrobé polovodici, a syntézy oligonukleotidu in situ.
Na principu ,,Fodorova® ¢ipu zalozila firma Affymetrix
v roce 1994 vyrobu komer¢nich ¢ipd pod znackou ,,Ge-
neChip* (9).

V roce 1995 Mark Schena ze Stanford University, USA
predstavil jiny typ Cipu, tzv. komplementarni DNA ¢ip ne-
boli zkracené cDNA ¢ip. V tomto ptipadé byly fragmenty
komplementarni DNA na skli¢ko umistény pomoci vyso-
korychlostniho robotického tisku (79).

Pro studium MM byly ¢ipové technologie poprvé pouzi-
ty védeckym tymem De Vose (6). V této praci pouzili lid-
ské myelomové linie a cDNA mikro€ipy o nizké hustoté
k identifikaci klicovych intracelularnich signalnich gent
exprimovanych v malignich plazmatickych buikach (PC).
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Claudio a kolegové (2002) pouzili kombinaci ,,high-throu-
ghput* DNA sekvenovani a microarray analyzy plazmatic-
kych bunék pochazejicich z riznych typa leukémii. Cilem
bylo vytvofit komplexni seznam genl exprimovanych
u MM. Diulezitym meznikem pro studium GEP bylo zave-
deni automatizované imunomagnetické separace PC z plné
kostni dené pomoci monoklonalnich protilatek (BB4 — an-
ti-syndecan-1/CD138) a objev metody pro in vitro diferen-
ciaci B-lymfocytu periferni krve (23, 27). Od roku 1997
zacali tyto ,,high-throughput® technologie vyuzivat i Shau-
ghnessy a jeho kolegové (Myeloma Institut for Research
and Therapy, Arkansas) pro studium biologie a terapie
tohoto geneticky velmi komplexniho onemocnéni. V roce
2000 zahajili analyzu CD138% PC z kostni dfeng zdravych
darct, nové diagnostikovanych a konecnych stadii MM,
dale MGUS, SMM (Smoldering multiple myeloma) a paci-
entll s Waldenstromovou makroglobulinémii. Do dnesnich
dnt prostudovali vice nez 5000 piipada (17).

Princip metody
Microarray technologie vychazi z pifedpokladu, Zze mnoz-
stvi mRNA pro kazdy gen v dané bunce odrazi, ve vétsing
ptipadii, mnozstvi proteinu a tim i biologickou charakte-
ristiku genu (5).
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Princip microarrays spociva v tom, ze RNA extrahovana
z tkané naseho zajmu je piepsana pomoci reversni-tran-
skripce do cDNA. V protokolech pouzivanych predev§im
pro tisténé cDNA mikroc€ipy jsou v tomto kroku do cDNA
inkorporovany fluorescenéné znacené oligonukleotidy;
v protokolech pro oDNA mikroCipy je znacena cRNA,
ktera vznika in vitro transkripci z cDNA pomoci T7 RNA
polymerazy. V obou piipadech se znacend cDNA nebo
cRNA nechava hybridizovat na desti¢ku a intenzita hybri-
dizace k individualnim cDNA fragmentim nebo oligonuk-
leotidlim na destiCce je zachycena skenerem s vysokym
rozliSenim. Hybridiza¢ni signal je pak pouzit pro stano-
veni hladiny exprese kazdého genu representovaného na
desticce (www.medscape.com,).

Po detekei, kvantifikaci a normalizaci intenzit signald po-
moci specializovaného softwaru je vytvoren tzv. ,,gene ex-
pression profile* (GEP) analyzovaného vzorku, ktery pak
lze srovnavat s expresnimi profily dalSich vzorki (73).

Typy arrays

Rozlisujeme nékolik typt microarrays v zavislosti na tech-
nologii vyroby a pouzitém materialu. Obecné 1ze Cipy roz-
délit na komplementarni DNA (cDNA) ¢ipy a ,,high-den-
sity oligonukleotidové arrays — oligonukleotidové Cipy
o0 vysoké hustoté (0DNA).

Prvni typ Cipl je vyrdbén pomoci vysokorychlostniho
robotického tisku cDNA fragmentd na neporézni nosic.
Kazdy gen je zde reprezentovan dlouhou dvouietézcovou
DNA sondou nebo EST (expressed sequence tags), ktera
je generovana pomoci PCR (polymerase chain reaction)
(Schena et al., 1995).

cDNA ¢ipy maji fadu vyhod i nevyhod. Pozitivem je, Ze
neni nutnd primarni znalost cDNA sekvence, nartst inten-
zity signalu pozitivné koreluje s délkou sondy, delsi sonda
navic umoznuje nastavit pfisnéjsi podminky a tim snizit
intenzitu pozadi, je také cenoveé vyhodnéjsi.

Nevyhoda spoc¢iva v nutnosti udrzovat DNA knihovny,
muze dochézet ke cross-hybridizacim a ke kontaminacim
cDNA klon/PCR produktt (71, 13).

Kombinaci fotolitografické technologie a ,,in situ syntézy
DNA jsou vyrabény vysokohustotni oligonukleotidové mi-
kro€ipy oznacované jako oDNA mikrocipy. Tato technolo-
gie byla vyvinuta firmou Affymetrix. Hustota nejnovéjsich
Affymetrix mikrocipt je az 1 300 000 oligonukleotidt /
1,25 cm?a jsou schopny detekovat expresi vice nez 47 000
transkriptl. Ve srovnani s cDNA ¢ipy je zde kazdy gen re-
prezentovan 25 bp oligonukleotidy, coz umoznuje navrh-
nout oligonukleotidové sondy, které budou hybridizovat se
specifickym exonem daného genu (www.affymetrix.com).
Dalsi typ ¢ipt vyrabi firma Agilent Technologies, Santa
Clara, Californie. Tyto Cipy obsahuji, na rozdil od ¢ipt
Affymetrix, 60-merni sondy, coZ zvysuje citlivost i pro
nizka mnozstvi transkripti. Technologie Agilent vyuziva
mnohonasobny skenovaci systém, ktery dale zvysuje sen-
zitivitu detekce (www.agilent.com).

Uginné a cenové vyhodné mikrodipy nabizi NimbleGen
Systems, Madison, Wisconsin. Jejich €ipy jsou vyrabény
metodou modifikované fotolitografie s vyuzitim dynamic-
kého mikrosklicka namisto svételné masky (Affymetrix).
Nejnovéjsi ¢ipy NimbleGen obsahuji vice nez dva miliony

sond. Vyhodou téchto ¢ipti je, ze kombinuji vysokou hus-
totu a dlouhé 60-merni sondy (8).

Analyza dat

Microarray experiment vytvaii velké mnozstvi dat, ktera
vyzaduji slozitou analyzu pomoci sofistikovanych biosta-
tistickych nastrojii. Tyto metody lze rozdélit do tii velkych
skupin: shlukovaci metody, metody pro identifikaci roz-
diln¢ exprimovanych genu a klasifikacni metody. Cilem
shlukovacich metod miize byt nalezeni skupin gent, které
vykazuji v pribéhu experimentu podobné chovani, nebo
skupin pacientll s podobnym expresni profilem. Do dru-
hé skupiny patfi metody, jejichz tikolem je vytipovat geny
zodpovédné za rizné vlastnosti biologickych vzorki (t-
test a jeho modifikace). Ukolem klasifikaénich metod je na
zaklad¢ intenzit genové exprese ziskanych z experimentu
zaradit zkoumany vzorek do nékteré z definovanych tiid

(16).

Vstupni material

Vychozim materialem jsou plazmatické CD138" burky,
které jsou ziskavany imunomagnetickou seperaci mono-
nuklearni frakce bunék z aspiratti kostni dfené. Microarray
vyzaduje 85 — 95% &istotu. Cistota se hodnoti morfologicky
a flowcytometricky na zakladé exprese CD38" a CD45 /dim
(24). Po separaci nasleduje extrakce RNA, kterd je vétsi-
nou provadéna pomoci komeréné dodavanych kitt. Vstupni
mnozstvi RNA se pohybuje v rozmezi 5 — 40 pg, ale vzhle-
dem k tomu, ze jde o klinicky material, jehoz mnozstvi
je omezeno, je mozné vychazet jiz z mnozstvi 1 — 15 pg
celkové RNA (0,2 ug — 2 ug mRNA). Mala vstupni mnoz-
stvi RNA vyzaduji linearni amplifikaci cDNA, kterd ndm
umozni ,namnozeni“ cDNA. Zafazenim dvoukolové line-
arni amplifikace ndm umoznuje snizit vstupnim mnozstvi
celkové RNA azna 10 — 100 ng [www.affymetrix.com].

Specificka nastaveni u MM

Pouziti ¢ipové technologie pti studiu MM nevyzaduje zad-
né specifické modifikace postupu, je potfeba pouze splnit
jiz zminéné pozadavky na vstupni material a pouzit vhod-
né statistické metody pro analyzu dat.

Specifické problémy u MM

Piestoze je zfejmé, ze microarrays a GEP se stavaji vy-
znamnym diagnostickym a prognostickym nastrojem
v klinické péc¢i krevnich nadorovych chorob, je nutné si
uvedomit, ze metoda ma stale sva technologickd omezeni
— neexistuje zadna univerzalni microarray, odlisnosti vzni-
i vysoka cena.

Rizikovym mistem je odbér a zpracovani vzorku vyzadu-
jici separaci CD138" plazmatickych bunék, kvalifikovany
personal a Cas. Otazkou zlstava, do jaké miry ovliviuje
separace bunécné interakce a expresi geni a zda separace
eliminuje subpopulaci CD138 negativnich bunék. Variabi-
lita miiZze byt zptisobena i velkym Casovym odstupem mezi
odbérem a zpracovanim vzorku. I po separaci vSak muze
byt detekovana vnitronadorova heterogenita a lze pak téz-
ko urcit, zda je dany gen aktivni ve vSech bunkach nebo
pouze v subpopulaci (17).
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Potencialnim problémem je ,,unsupervised* hierarchicka
shlukovaci metoda pouzivand pro statistickou analyzu
GEP. Tato metoda vyuziva informace poskytované vSemi
geny, které jsou v dané tkdni exprimované. Jeji nevyhodou
je, ze vykazuje nizky, ale vyznamny stupen plasticity, tzn.
po zafazeni dalsiho vzorku ¢i genu do analyzy mutze dojit
k presunu vzorkid z jedné definované podskupiny/klastru
do jiné (13).

GEP analyzy jsou limitovany velkou komplikovanosti lid-
ského genomu, kterou navic zvySuje alternativni sestiih
a alelické variace (17).

Studium genové exprese poskytuje uzitecné informace pro
klinicky i zakladni vyzkum, pfesto vSak predklada do jisté
miry zkresleny pohled na genovou expresi a vyzaduje vali-
daci pomoci standardnich laboratornich technik (real-time
PCR, ELISA) (17).

Ukazka reprezentativniho vysledku

Interpretace velkého mnozstvi dat z DNA ¢ipti vyzaduje
pokrocilé statistické nastroje, které jsou schopny podchytit
slozitost genetickych zmén v dané tkdni. Jednim z ptistu-
pu je ,,unsupervised* analyza, ktera vyhledava podobnosti
v expresnich profilech mezi jednotlivymi vzorky. Pfikla-
dem metody, ktera testuje a vyhledava podobnosti mezi
GEP, je ,,unsupervised* shlukovaci analyza, ktera posky-
tuje dendorgramy podobné evolu¢nim stromtim (13). Tato
metoda byla pouzita i pro analyzu GEP nové¢ diagnosti-
kovanych pacientt s MM. Vysledkem byl dendrogram se
dvémi hlavnimi vétvemi a 7 podvétvémi, na jehoz zakladeé
bylo identifikovano 7 molekularnich podskupin MM (Ob-
razek ¢.1). Vétve dendrogramu byly vyznamné ovlivné-
ny silné exprimovanymi geny. Geny jsou reprezentovany
jednotlivymi teckami, kterym jsou beéhem skenovani po-
CitaCove prifazovany pseudobarvy. Intenzita signalu pak
odpovida velikosti exprese daného genu (24).

Obrazek ¢. 1: Dendrogram shlukové analyzy

Exprese genti je v dendrogramu kddovana barevné. Primérnym hodnotam
genové exprese byly po normalizaci intenzit fluorescence ptifazeny
pseudobarvy. Zelena barva znaci nizkou, ¢ervena barva vysokou a ¢erna
barva prumérmou expresi gentt v daném vzorku. Dendrogram vzorki
nahofe a dendrogram gent vlevo odrazi vztah mezi vzorky. Vétve
dendrogramu jsou ovlivnény vyraznymi shluky siln¢ expriovanych gent.
Dendrogram byl ptevzat a upraven z citace Zhan et al. (2006).
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Vyznam metody u MM stavajici

Cipové technologie nam nabizi nebyvalou piileZitost pro

lepsi pochopeni deregulaci genové exprese a molekularni

podstaty vyvoje MM (viz. vyznam GEP u MM). V soucas-

né dobé byly pouzity v téchto oblastech vyzkumu (http.//

myeloma.uams.edu/lambertlab/)

= rozpoznani kritickych genetickych zmén, které odlisuji
normalni a myelomové bunky

= korelace genetické exprese s klinickym vystupem — de-
finice genetickych podskupin

= stanoveni genetickych zmén v nenddorovych bunkach
kostni diené

= sledovani zmén v genové expresi v nadorovych a nena-
dorovych bunkach kostni dfené v odpovédi na 1écbu

= identifikace zmén v genové expresi asociovanych s vy-
vojem lékové rezistence

= nalezeni genetickych a biochemickych drah, které mo-
hou byt cilem novych chemoterapeutik

= porozuméni mechanizmu vzniku kostnich 1ézi

Vyznam metody u MM ocekavany

V posledni dobé jsme svédky nastupu farmakogeno-
mickych metod, mezi néz patii pravé microarrays, kte-
ré umoznuji sledovat efekt podavané latky na urovni
celého genomu, tedy transkriptomu (20). S rostoucim
poctem novych 1ékt pro 1ébu MM nartista i potieba
presné definovat jejich optimalni uzivani dle farmako-
genomickych zasad, tedy individualizovat 1écbu tak,
aby u pacientti s lepsi prognézou byla minimalizova-
na toxicita, u pacientll s horsi progndézou to znamena
vCasné zahajeni specifické vysokodavkové (high dose)
terapie (25). Soucasné klinické prognostické parametry
vsak nejsou dostacujici pro rozpoznani nejrizikovéjsich
skupin pacientll. Pfedpoklada se, ze genomika s GEP
by mohla byt novym prognostickym a prediktivnim na-
strojem pro klinickou odpovéd’ a toxicitu asociovanou
s novymi léky (bortezomib, lenalidomid, melphalan,
thalidomid a dal$i imunomodulatory) (3, /4). Zhan et
al. (2008) vytvorili na zakladé GEP novy stratifikac¢ni
model rozdé€lujici pacienty v relapsu po 1é¢bé bortezo-
mibem nebo high dose dexametazonem do rizikovych
skupin. Ukdazalo se, ze tento model je schopny identifi-
kovat nejrizikovéjsi skupiny i u nové diagnostikovanych
pacientu 1é¢enych nasledné high dose terapii a zda se byt
nezavisly na rdznych formach 1écby. Predpoklada se, ze
tento model je schopny identifikovat pacienty, ktefi jsou
obecné necitlivi k souc¢asné pouzivanym léktim nebo je-
jich kombinacim.

Vystupy ze soucasnych klinickych studii ndm umoziuji
vytvofit seznamy geni, které by mohly slouzit jako poten-
cialni prediktory rezistence a odpovédi na 1écbu, a dokon-
ce by mohly vést k vytvoreni zakaznickych arrays, které
by slouzily jako zaklad pro optimalni lécebnou strategii
u pacient s MM (10).

Zavér

Microarray technologie jsou velmi cennym nastrojem
poskytujicim dikladny pohled na mechanismy zahrnuté
ve vyvoji B-lymfocytl a plazmatickych bunék a jejich
fyziologické interakce s dal§imi bunéénymi populacemi,
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obzvlasté¢ v mikroprostiedi kostni dien¢ (7). Je patrné,
ze genomika hraje vyznamnou roli v zakladnim a pre-
klinickém vyzkumu a jeji vyznam roste i v klinickém
vyzkumu, méné jasné je, kdy a jak se ¢ipové technologie
zaénou uplatiovat i v rutinni diagnostice. Vse bude zavi-
set na cen¢, uzivatelské nenarocnosti technologie a také

na existenci vhodnych statistickych nastroja pro zpraco-
vani dat.

Podékovani 5
Prace byla podpoiena projekty MSMT LC06027
a MSMO0021622434.
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