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p íklady využití

MOLEKULÁRNÍ  DEFINICE  RIZIKA  JAKO  NOVÝ  PROGNOSTICKÝ  NÁSTROJ  
PRO  MNOHO ETNÝ  MYELOM

MOLECULAR  DEFINITION  OF  RISK  AS  A  NEW  PROGNOSTIC  TOOL  FOR 
MULTIPLE  MYELOMA
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Souhrn
Heterogenní podstata mnoho etného myelomu a nedostate nost sou asných klasifi ka ních systém  a laboratorních parametr  neu-
mož uje p esné stanovení vysoce rizikových p ípad  s MM (high-risk, HR). Pot eba nových prognostických nástroj  vedla k vytvo-
ení ady klasifi ka ních schémat defi nujících jednotlivé varianty MM na základ  genetických/cytogenetických marker  získaných 

analýzou expresních profi l  a pomocí cytogenetických technik.

Klí ová slova: mnoho etný myelom, microarrays, profi lování genetické exprese. 

Summary
Heterogeneity of multiple myeloma and insuffi ciency of current classifi cation systems and laboratory parameters do not facilitate 
defi nition of patients with high-risk outcome. The need of new prognostic tools lead to the range (in creation of plenty) of clas-
sifi cation scheme describing variants of MM based on detection of genetics/cytogenetics markers by gene expression profi ling and 
cytogenetics.

Keywords: multiple myeloma, microarrays, gene expression profi ling.

Úvod
Nástup „high-density“ oligonukleotidových DNA mik-
roarrays umožnil simultánní analýzu exprese tisíce r z-
ných gen , jež jsou vztaženy k rozli ným biologickým 
funkcím. Kombinací GEP a cytogenetických technik 
(FISH, aCGH) bylo možné identifi kovat skupiny gen ,
jejichž aktivita m že p edpov d t vysoce rizikové p í-
pady s variabilním klinickým výstupem, který lze pou-
ze obtížn  p edpov d t pomocí sou asných laborator-
ních parametr . Ohodnocení hladiny exprese t chto
gen  m že potenciáln  poskytnou jednoduchý a p itom
efektivní molekulárn -prognostický test. Na základ
molekulární defi nice rizika bude možné zp esnit výb r
nejvhodn jšího terapeutického zásahu, nap . u 85% pa-
cient  s nízkým rizikem (low-risk; LR) MM m že být 
zvolena mén  intenzivní terapie, naopak u pacient
s vysokým rizikem (high-risk; HR) MM zajistíme v as-
né zahájení vhodné lé by (5, 4).

Pomocí GEP a „unsupervised“ hierarchického shluková-
ní byl vytvo en 70-genový klasifi ka ní model, který pro-
kázal existenci 7 molekulárních podskupin MM se silnou 
korelací s hyperdiploidií a opakujícími se translokacemi 
(6).

Metodika a soubor nemocných
Microarray analýzy byly provedeny pomocí Affymet-
rix U133Plus2.0 microarrays na CD 138+ myelomových 
bu kách získaných separací mononukleární frakce kostní 
d en  (viz. metodika) Bu ky pocházely ze 414 nov  dia-
gnostikovaných pacient  s MM lé ených dle dvou samo-
statných protokol (6).

Výsledky
Analýza více než 54 000 gen  odhalila 70 gen  spoje-
ných s asným úmrtím, z nichž 30 % bylo lokalizováno na 
chromozomu 1 (Tabulka .1). V tšina gen  se zvýšenou 
expresí se vyskytovala na chromozomu 1q. Amplifi kace 
1q gen  byla pozorována p edevším u high-risk PR (pro-
liferative) a MS (MMSET) skupiny (Tabulka .2). Geny 
se sníženou expresí byly lokalizovány na 1p (5). Na zá-
klad  molekulární klasifi kace bylo popsáno 7 podskupin, 
které korelovaly se známými aktiva ními translokacemi – 
c-MAF, MAFB, CCND1 a CCND2 a hyperdiploidií. (Ta-
bulka .3) (6).
Nadm rná aktivace CCND1/CCND2 byla pozorová-
na v 95% p ípad , zvýšená exprese CCND2 byla patrná 
u PR, LB (low bone disease) a MS skupiny, nízká expre-
se CCND1 byla v HY (hyperdiploid). Exprese CCND1/
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CCND3 byla typická pro CD-1 a CD-2 t ídu. Skupiny 
PR, MS a MF (MAF/MAFB) charakterizovaly nemocné 
s nep íznivou prognózou, ale s delším celkovým p ežitím
(overall survival; OS), skupiny HY, CD-1, CD-2, LB vy-
kazovaly delší dobu p ežití bez významné události (event-
free survival; EFS) a p ízniv jší prognózu (Graf .1) (6).
Další valida ní analýzy zredukovaly po et gen  na 17. Ve 
srovnání se 70-genovým modelem byl 17-genový model 
schopný p edpovídat high-risk s 97,7 % p esností (Tabulka 
. 4) (5).

KLINICKÁ ONKOLOGIE  21  SUPPLEMENT  1/2008   235

Graf . 2: Kaplan-Meierovy k ivky p ežívání nemocných s mnoho-
etným myelomem (MM). 

(B) EFS a OS analýza LR (low-risk) v HY, CD1, CD2, LB a HR (high-
risk) v  PR, MF, MS skupinách. Graf byl p evzat a upraven z citace Zhan 
et al. (2006).

Tabulka . 1: Geny spojené s asným úmrtím lokalizované na chro-
mozomu 1q a 1p. Tabulka byla p evzata a upravena z citace Zhan et al. 
(2006).

Tabulka . 2: Výskyt 1q a 1p gen  se zvýšenou expresí v 7 moleku-
lárních podskupinách. Tabulka byla p evzata a upravena z citace Zhan
et al. (2006).

Tabulka . 3: Molekulární klasifi kace MM defi nující 7 molekulár-
ních podskupin (Zhan et. al., 2006).
PR (proliferation); LB (low bone disease); MS (MMSET); HY (hyper-
diploid); CD1 (CCND1/CCND3); CD2 (CCND1/CCND3); MF (MAF/
MAFB)

Tabulka . 4: 17-genový model odvozený ze 70-genové UAMS kla-
sifi kace.
Tabulka byla p evzata a upravena z citace Shaughnessy et al. (2007).

Graf . 1: Kaplan-Meierovy k ivky p ežívání nemocných s mnoho-
etným myelomem (MM) 

(A) Kaplan-Meierovy k ivky EFS a OS v 7 skupinách prokázal pravd po-
dobnost 3-letého EFS v  84% LB; 72% HY; 82% v CD-1; a 86% v CD-2. 
Vysoké riziko bylo spojené s PR, MS a MF skupinou; t íletý odhad EFS 
byl 44% u PR, 39% u MS a 50% u MF. Pravd podobnost 3-letého OS byla 
55% v PR, 69% v MS, 71% v MF, 81% v CD1, 84% v HY, 87% v LB 
a 88% v CD2. Graf byl p evzat a upraven z citace Zhan et al. (2006).
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Diskuze
High-risk onemocn ní defi nované na základ  tohoto mo-
delu p edstavuje nezávislou a významnou prognostickou 
prom nou, která však vyžaduje ohodnocení ve spojení 
s dalšími lé ebnými p ístupy. Klinický potenciál, který 
tento model má, je ve schopnosti kvantitativn  analyzovat 
riziko. Pomocí tohoto modelu bylo možné rozpoznat high-
risk onemocn ní u 13 % pacient , u nemocných v relapsu 
toto íslo vzrostlo na 76 % a jasn  identifi kovalo pacienty 
s krátkým klidovým obdobím. Agresivn jší myelomový fe-
notyp, vznikající de novo nebo druhotn  získaný a charak-
terizovaný zvýšenou expresí prolifera ních gen , je prav-
d podobn  vyžadován pro p echod do více agresivn jších
stadií. Snahou je vyvinout nová lé iva cílen  zam ená na 
signální dráhy typické pro tuto rizikovou skupinu, a pro-
dloužit tak p ežití nemocných s high-risk MM (5, 6). 
Dalším klinicky významným rysem vyplývajícím z toho-
to modelu je, že zisk/amplifi kace 1q21 m že být klí ovou
genetickou událostí v patogenezi a progresi MM (6). Ze 70 
defi novaných gen  spojených s asným úmrtím bylo 30 % 
lokalizováno na chromozomu 1. V tšina gen  se zvýšenou 
expresí se vyskytovala na dlouhém rameni 1q. Podobné 
poznatky byly získány i pomocí high-resolution aCGH 
(array comperative genomic hybridisation). Na základ
této analýzy byla identifi kována skupina pacient  s hyper-
diploidním MM, která vykazovala zvýšenou expresi gen
lokalizovaných na 1q21-q23 a horší prognózu (2, 5). Na-
víc se potvrdilo, že progrese onemocn ní není závislá pou-
ze na zvýšeném po tu kopií, ale také na procentu bun k
nesoucích 1q21 amplifi kaci (3).
Kombinací microarray analýz a high resolution aCGH bylo 
identifi kováno 47 „minimal common regions“ (MCRs) 
a bylo zjišt no, že pouze geny na MCRs v místech 1q21, 
1q22 a 1q43-q44 m ly významn  zvýšenou expresi u HR 
MM (2, 5).
A koliv UAMS klasifi kace defi nuje geny lokalizované na 
chromozomu 1 jako klí ové v progresi onemocn ní, výskyt 

dalších 4 gen , FABP5, YWHAZ, EXOSC4 a EIFC2 na 
8q21-8q24 p edpokládá, že zisk 8q také p ispívá k vývoji 
HR MM. Tyto geny zahrnují nedávno popsané zisky/ampli-
fi kace v 8q24.12-8q24.13 a 8q24.2-8q24.3 na MCRs (2; 5).
S horší prognózou u MM byla spojena i ztráta jediné kopie 
genu lokalizovaného na chromozomu 13q14, RFP2, který 
byl již d íve popsán jako kandidátní nádorov -supresoro-
vý gen u B-CLL (B-cell chronic lymphocytic leukemia) 
s významnou homologií k BRCA1. RFP2 také vykazuje 
v MM expresi citlivou na po tu kopií (copy number-sensi-
tive expression) (5).
Prognostický význam astých zm n na chromozomu 1 
podporuje jejich výskyt i v dalších typech nádor , jako 
je nap . 1q21 amplifi kace v non-Hodgkinském lymfomu, 
Wilmsov  nádoru, Ewingov  sarkomu a u rakoviny prsou 
a vaje ník (5).

Záv r
P estože je málo pravd podobné, že bude UAMS klasifi -
kace v blízké dob  využita v klinické praxi, m že sloužit 
jako vhodný „orienta ní bod“ v klinických studiích, kte-
ré srovnávají vysoce rizikové p ípady (1). P edpokládá se 
také vytvo ení a ov ení kvantitativní RT-PCR assay, která 
bude kombinovat geny spojené se stadiem/ rizikem a geny 
spojené s molekulárními subtypy/etiologií, odvozené 
z tohoto modelu. Hodnocení hladiny exprese t chto gen
m že sloužit jako jednoduchý, ale citlivý molekulárn -pro-
gnostický test. Test bude eliminovat pot ebu hodnotit adu
v sou asnosti používaných standardních prognostických 
prom nných s limitovaným vlivem na p ežití. Použití PCR 
metodiky umož uje také dramatické snížení asu a úsilí 
vynakládaného ve FISH analýzách a navíc i významné sní-
žení množství materiálu pot ebného pro analýzu (5).
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