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MOLEKULARNI DEFINICE RIZIKA JAKO NOVY PROGNOSTICKY NASTROJ
PRO MNOHOCETNY MYELOM

MOLECULAR DEFINITION OF RISK AS A NEW PROGNOSTIC TOOL FOR
MULTIPLE MYELOMA
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Souhrn

Heterogenni podstata mnohocetného myelomu a nedostate¢nost soucasnych klasifikacnich systému a laboratornich parametrii neu-
moziuje piesné stanoveni vysoce rizikovych ptipadii s MM (high-risk, HR). Potieba novych prognostickych nastroji vedla k vytvo-
feni fady klasifika¢nich schémat definujicich jednotlivé varianty MM na zakladé genetickych/cytogenetickych markerd ziskanych
analyzou expresnich profilti a pomoci cytogenetickych technik.

Klic¢ova slova: mnohocetny myelom, microarrays, profilovani genetické exprese.

Summary

Heterogeneity of multiple myeloma and insufficiency of current classification systems and laboratory parameters do not facilitate
definition of patients with high-risk outcome. The need of new prognostic tools lead to the range (in creation of plenty) of clas-
sification scheme describing variants of MM based on detection of genetics/cytogenetics markers by gene expression profiling and

cytogenetics.

Keywords: multiple myeloma, microarrays, gene expression profiling.

Uvod

Nastup ,,high-density* oligonukleotidovych DNA mik-
roarrays umoznil simultanni analyzu exprese tisice rtiz-
nych gent, jez jsou vztazeny k rozlicnym biologickym
funkcim. Kombinaci GEP a cytogenetickych technik
(FISH, aCGH) bylo mozné identifikovat skupiny gend,
jejichz aktivita miuze predpoveédét vysoce rizikové pii-
pady s variabilnim klinickym vystupem, ktery lze pou-
ze obtizné predpovédét pomoci soucasnych laborator-
nich parametrd. Ohodnoceni hladiny exprese téchto
genlti mize potencialné poskytnou jednoduchy a pfitom
efektivni molekularné-prognosticky test. Na zakladé
molekularni definice rizika bude mozné zptesnit vybér
nejvhodnéjsiho terapeutického zasahu, napt. u 85% pa-
cient s nizkym rizikem (low-risk; LR) MM mtze byt
zvolena méné intenzivni terapie, naopak u pacientl
s vysokym rizikem (high-risk; HR) MM zajistime vcas-
né zahajeni vhodné 1é¢by (5, 4).

Pomoci GEP a ,,unsupervised™ hierarchického shlukova-
ni byl vytvofen 70-genovy klasifika¢ni model, ktery pro-
kazal existenci 7 molekularnich podskupin MM se silnou
korelaci s hyperdiploidii a opakujicimi se translokacemi

(6).
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Metodika a soubor nemocnych

Microarray analyzy byly provedeny pomoci Affymet-
rix U133Plus2.0 microarrays na CD 138" myelomovych
buiikéch ziskanych separaci mononukledrni frakce kostni
dfen¢ (viz. metodika) Buriky pochazely ze 414 nové dia-
gnostikovanych pacienti s MM 1é¢enych dle dvou samo-
statnych protokolt (6).

Vysledky

Analyza vice nez 54 000 gend odhalila 70 genti spoje-
nych s ¢asnym umrtim, z nichz 30 % bylo lokalizovdno na
chromozomu 1 (Tabulka ¢.1). VéEtSina gent se zvySenou
expresi se vyskytovala na chromozomu 1q. Amplifikace
1q gent byla pozorovana ptedevsim u high-risk PR (pro-
liferative) a MS (MMSET) skupiny (Tabulka ¢.2). Geny
se snizenou expresi byly lokalizovany na 1p (5). Na za-
kladé molekularni klasifikace bylo popsano 7 podskupin,
které korelovaly se znamymi aktiva¢nimi translokacemi —
c-MAF, MAFB, CCND1 a CCND2 a hyperdiploidii. (Ta-
bulka ¢€.3) (6).

Nadmérna aktivace CCNDI/CCND2 byla pozorova-
na v 95% ptipadd, zvySena exprese CCND2 byla patrna
u PR, LB (low bone disease) a MS skupiny, nizka expre-
se CCNDI1 byla v HY (hyperdiploid). Exprese CCND1/
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CCND3 byla typickd pro CD-1 a CD-2 tfidu. Skupiny
PR, MS a MF (MAF/MAFB) charakterizovaly nemocné
s nepiiznivou progndzou, ale s delSim celkovym pfezitim
(overall survival; OS), skupiny HY, CD-1, CD-2, LB vy-
kazovaly delsi dobu pfeziti bez vyznamné udalosti (event-
Dalsi validaéni analyzy zredukovaly pocet genid na 17. Ve
srovnani se 70-genovym modelem byl 17-genovy model
schopny pfedpovidat high-risk s 97,7 % presnosti (Tabulka
c.4)(5).

1q geny

1bol genu

mozomu 1q a 1p. Tabulka byla pfevzata a upravena z citace Zhan et al.
(2006).

Tabulka ¢&. 2: Vyskyt 1q a 1p genu se zvySenou expresi v 7 moleku-
larnich podskupinach. Tabulka byla pfevzata a upravena z citace Zhan
et al. (2006).

ek
Tabulka €. 3: Molekularni klasifikace MM definujici 7 molekular-
nich 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)

Lokalizace na

70-genovy

Symbol genu 3
’ = kvartil

‘.']l romozomu
1g32.1
219223
1921.2
8q23.1
10g23.31
12q22
1p36.21
3p21.3
Tpl4-pl13
1922
1q43
131
1p13.2
1p22
1p13.3
2p22-p21
6p21
Tabulka ¢. 4: 17-genovy model odvozeny ze 70-genové UAMS Kkla-

sifikace.
Tabulka byla pfevzata a upravena z citace Shaughnessy ez al. (2007).
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Graf ¢. 1: Kaplan-Meierovy k¥ivky preZivani nemocnych s mnoho-
¢etnym myelomem (MM)

(A) Kaplan-Meierovy kiivky EFS a OS v 7 skupinach prokéazal pravdépo-
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; tiilety odhad EFS
byl 44% u PR, 39% u MS a 50% u MF. Pravdépodobnost 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 ptevzat a upraven z citace Zhan et al. (2006).

B
| 1
1.0 1.0+
R
1 R 1™
os L 0.8 b ;
4 \ i "Ny, --
5 0.6 l‘-.I S 0.6 "1___. P,
o H,; - oy
- Pegl | .
0.4 LY 04—
& 1 Y, ;
0.2 i R - 0.2 ]
g [l 1 mm l:l-ll::
o MR S 0.0
'r—w-—rﬁ"—r—l—j'—"r—-r ¥ - v -
Monita from Stad of Thersgy Monihas from Sari of Therapy

Graf ¢. 2: Kaplan-Meierovy kiivky prezivani nemocnych s mnoho-
¢etnym myelomem (MM).

(B) EFS a OS analyza LR (low-risk) v HY, CD1, CD2, LB a HR (high-
risk) v PR, MF, MS skupinach. Graf byl pfevzat a upraven z citace Zhan
et al. (2006).
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Diskuze

High-risk onemocnéni definované na zakladé tohoto mo-
delu predstavuje nezavislou a vyznamnou prognostickou
proménou, kterd vSak vyzaduje ohodnoceni ve spojeni
s dalsimi 1écebnymi pristupy. Klinicky potencial, ktery
tento model ma4, je ve schopnosti kvantitativné analyzovat
riziko. Pomoci tohoto modelu bylo mozné rozpoznat high-
risk onemocnéni u 13 % pacientl, u nemocnych v relapsu
toto Cislo vzrostlo na 76 % a jasné identifikovalo pacienty
s kratkym klidovym obdobim. Agresivnéj$i myelomovy fe-
notyp, vznikajici de novo nebo druhotné ziskany a charak-
terizovany zvysSenou expresi proliferacnich genti, je prav-
dépodobné vyzadovan pro piechod do vice agresivnéjsich
stadii. Snahou je vyvinout nova léciva cilené¢ zamétena na
signalni drahy typické pro tuto rizikovou skupinu, a pro-
dlouzit tak preziti nemocnych s high-risk MM (5, 6).
Dalsim klinicky vyznamnym rysem vyplyvajicim z toho-
to modelu je, ze zisk/amplifikace 1q21 mtze byt klicovou
genetickou udalosti v patogenezi a progresi MM (6). Ze 70
definovanych gent spojenych s ¢asnym tmrtim bylo 30%
lokalizovano na chromozomu 1. Vét§ina genti se zvySenou
expresi se vyskytovala na dlouhém rameni 1q. Podobné
poznatky byly ziskany i pomoci high-resolution aCGH
(array comperative genomic hybridisation). Na zakladé
této analyzy byla identifikovana skupina pacientd s hyper-
diploidnim MM, ktera vykazovala zvySenou expresi gent
lokalizovanych na 1q21-q23 a horsi prognézu (2, 5). Na-
vic se potvrdilo, Ze progrese onemocnéni neni zavisla pou-
ze na zvySeném poctu kopii, ale také na procentu bunck
nesoucich 1g21 amplifikaci (3).

Kombinaci microarray analyz a high resolution aCGH bylo
identifikovano 47 ,minimal common regions®“ (MCRs)
a bylo zjisténo, Ze pouze geny na MCRs v mistech 121,
1922 a 1q43-g44 mély vyznamné zvySenou expresi u HR
MM (2, 5).

Ackoliv UAMS Kklasifikace definuje geny lokalizované na
chromozomu 1 jako klicové v progresi onemocnéni, vyskyt

dalSich 4 gend, FABP5, YWHAZ, EXOSC4 a EIFC2 na
8q21-8q24 predpoklada, ze zisk 8q také prispiva k vyvoji
HR MM. Tyto geny zahrnuji nedavno popsané zisky/ampli-
fikace v 8q24.12-8q24.13 a 8q24.2-8q24.3 na MCRs (2; 5).
S horsi progndézou u MM byla spojena i ztrata jediné kopie
genu lokalizovaného na chromozomu 13q14, RFP2, ktery
byl jiz dfive popsan jako kandidatni nadorové-supresoro-
vy gen u B-CLL (B-cell chronic lymphocytic leukemia)
s vyznamnou homologii k BRCA1. RFP2 také vykazuje
v MM expresi citlivou na poctu kopii (copy number-sensi-
tive expression) (3).

Prognosticky vyznam castych zmén na chromozomu 1
podporuje jejich vyskyt 1 v dal§ich typech nadord, jako
je napt. 1q21 amplifikace v non-Hodgkinském lymfomu,
Wilmsoveé nadoru, Ewingové sarkomu a u rakoviny prsou
a vajecnika (5).

Zavér

Prestoze je malo pravdépodobné, ze bude UAMS Kklasifi-
kace v blizké dob¢ vyuzita v klinické praxi, mize slouzit
jako vhodny ,,orientacni bod“ v klinickych studiich, kte-
ré srovnavaji vysoce rizikové piipady (7). Predpoklada se
také vytvoreni a ovéreni kvantitativni RT-PCR assay, ktera
bude kombinovat geny spojené se stadiem/ rizikem a geny
spojené s molekularnimi subtypy/etiologii, odvozené
z tohoto modelu. Hodnoceni hladiny exprese téchto genti
muze slouzit jako jednoduchy, ale citlivy molekularné-pro-
gnosticky test. Test bude eliminovat potfebu hodnotit fadu
v soucasnosti pouzivanych standardnich prognostickych
proménnych s limitovanym vlivem na pieziti. Pouziti PCR
metodiky umoznuje také dramatické snizeni Casu a Usili
vynakladaného ve FISH analyzach a navic i vyznamné sni-
zeni mnozstvi materialu potfebného pro analyzu (5).
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