
KLINICKÁ ONKOLOGIE  21  SUPPLEMENT  1/2008   237

přehled
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USE  OF  SINGLE  NUCLEOTIDE  POLYMORPHISMS  IN  MULTIPLE  
MYELOMA  ANALYSIS.
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Souhrn
Klasifi kace nádorových onemocnění a identifi kace terapeutických cílů pro jejich léčbu vyžaduje důkladnou znalost a popis genetických 
změn. Analýza single nukleotidových polymorfi zmů je cenným nástrojem pro detekci a charakterizaci genetických variací u 
nádorových onemocnění. Účelem této práce je podat souhrnný přehled o metodách detekce SNP aplikovatelných na výzkum MM.

Klíčová slova: genomika, jedno-nukleotidové polymorfi zmy, signální dráhy, mnohočetný myelom.

Summary
Tumor classifi cation and identifi cation of targets for therapeutic applications requires very good knowledge and description of genetic 
changes connected to an illness. SNP analysis seems to be a valuable tool for detection and characterisation of genetic variations in 
cancer. The aim of this review is to summarise methods usable for SNP detection and its applicabillity for MM research.

Keywords: genomics, single nucleotide polymorphisms, signalling pathways, multiple myeloma.

Úvod
Vznik nádorového onemocnění je složitý, mnohastupňový 
proces. Pro vznik onemocnění je nutné aby buňka prošla 
procesem maligní transformace za účasti mnoha faktorů. 
Nádorová buňka se oproti normální liší především nekon-
trolovanou schopností dělit se. Na regulaci buněčného 
cyklu se podílí velké množství genů. Narušení určitých 
genů může “odblokovat” kontrolní mechanizmy buněč-
ného cyklu a způsobit nekontrolované dělení dané buňky. 
V nádorových buňkách tudíž nacházíme mutace v určitých 
genech. Dalším charakteristickým znakem nádorové buň-
ky je přítomnost různých chromozómových aberací (21, 
12, 27), přičemž některé mohou být úspěšně využity jako 
prognostické znaky u nádorových onemocnění jako je 
Chronická myeloidní leukémie nebo Mnohočetný myelom 
(8, 25). Genetické změny probíhající v nádorové buňce za-
hrnují různé změny jako je bodová mutace, malé delece/
inzerce, delece části chromozómů, translokace, změny po-
čtu kopií genů nebo ztráta heterozygozity (LOH). Jednou 
z možných aplikací metod molekulární biologie pro studi-
um genetických změn u nádorových onemocnění je detek-
ce jednobodových nukleotidových polymorfi zmů (SNP). 
SNP analýza je nástroj, který byl primárně zamýšlen vy-
užívat pro detekci genetických polymorfi zmů asociova-
ných s nemocí (14). S rozvojem čipových technologií se 
SNP analýza začala používat jako alternativní technika 
ke komparativní genomové hybridizaci (CGH) pro defi no-

vání LOH a počtu změn kopií genů (7, 30). Široká aplika-
ce CGH na téměř všechny typy nádorů nám v posledních 
letech poskytla detailní znalost chromozómální přestavby 
u rozmanitých nádorových onemocnění (2, 1, 26). S defi -
nicí LOH a změn počtu kopií genů byla SNP analýza za-
hrnuta do oblasti patologie nádorových onemocnění jako 
jsou chronická myeloidní leukémie (CML) nebo mnoho-
četný myelom (MM) (18, 30). Možnost Použití polymor-
fi zmů specifi ckých genů jako prognostických znaků pro 
predikci léčebné odpovědí v oblasti farmakogenomiky je 
další možností jak tuto oblast aplikovat do klinické pra-
xe (22, 29, 5). Účelem této práce je poskytnout souhrnný 
přehled metod SNP detekce a možnost jejich aplikace na 
studium MM.

Teoretické základy SNP
SNP je sekvenční variace vyskytující se při záměně ně-
kterého z nukleotidů (A,T,C nebo G) v primární sekvenci 
DNA za nukleotid jiný. Jako SNP je považovaná taková 
nukleotidová záměna, která se v populaci vyskytuje s čet-
ností vetší než 1%, jinak se jedná o jednobodovou muta-
ci (4). Téměř 90 % variability lidského genomu je právě 
způsobeno SNP. Jako nejčastější záměna byla popsána vý-
měna cytosinu (C) za thymin (T), což lze vysvětlit velmi 
vysokou incidencí deaminace 5-metylcytosinu na tymin 
v dinukleotidech CpG. SNP se může vyskytnout jak na kó-
dující (gen) tak nekódující oblasti genomu. Více jak 99 % 
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genomové DNA je v lidské populaci shodné. Ovšem, i tak 
malá variabilita DNA hraje významnou roli v celkové cha-
rakteristice lidského organismu, jak odpovídá na nemoci, 
léčbu nebo vliv prostředí. Právě tato skutečnost dělá SNP 
cennými pro biomedicíncký výzkum, vývoj farmaceutic-
kých produktů nebo diagnostiku. 
Genetický fond každého člověka obsahuje jedinečné SNP 
vzory tvořené různými genetickými variacemi. Bylo zjiš-
těno, že většina SNP není odpovědná za vlastní onemoc-
nění. Namísto toho slouží jako biologické markery pro 
specifi kaci místa na lidské genomové mapě asociované-
ho s nemocí, neboť jsou zpravidla umístěny blízko genu 
identifi kovaného jako původce onemocnění. Tento postup, 
často používaný v nepřímé diagnostice dědičných chorob, 
je založen na analýze vazebné nerovnováhy genů. Příleži-
tostně může být přítomnost SNP vlastním původcem one-
mocnění, což nám umožní vyhledat a izolovat odpovědný 

gen. V případě onemocnění, u kterého byl identifi kován 
defektní gen, lze prověřit DNA izolovanou ze souboru 
zdravých a postižených pacientů na přítomnost různých 
SNP vzorů a pomocí asociační studie identifi kovat SNP 
vzor charakteristický pro přítomnost nemoci. Většina SNP 
nemá vliv na funkci buňky, ale některé mohou způsobit 
predispozici člověka k nemoci nebo ovlivnit jeho odpověď 
na podaný lék. Pro přehlednější charakterizaci polymor-
fi zmů v lidském genomu byla SNP konsorciem vytvořena 
podrobná mapa (http://snp.cshl.org). 
 
Metody detekce SNP
Pro detekci polymorfi zmů jsou dostupné různé metodiky. 
Většina technik pro detekci polymorfi zmů je variací hyb-
ridizačních nebo enzymatických technologií. V literatuře 
lze nalézt několik souhrnných prací popisujících tyto me-
tody (19, 16). Klasickou metodou využívanou v různých 
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Tabulka č. 1: Srovnání používaných technik pro identifi kaci známých mutací a polymorfi zmů

Tabulka č. 2:  Srovnání používaných technik pro identifi kaci neznámých mutací a polymorfi zmů
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obměnách je polymerázová řetězová reakce (PCR), při-
čemž nejčastěji používanou modifi kací pro klinickou apli-
kaci je Real-Time PCR využívající fl uorescenčně značené 
sondy. V dnešní době se biomedicíncký výzkum v oblasti 
klinických aplikací preferenčně zaměřuje na kvantitativní 
analýzu SNP pomocí čipových technologií. Použití SNP 
čipů umožňuje v jednom běhu analyzovat vzorek na velké 
množství polymorfi zmů umístěných na různých pozicích 
v genomu, což sníží spotřebu vstupního materiálu a dobu 
analýzy. Nevýhodou jsou technické nároky na přípravu 
matrice čipů, drahé přístrojové vybavení a hlavně možnost 
analyzovat pouze identifi kované polymorfi zmy. Další me-
tody použitelné pro analýzu známých polymorfi zmů jsou 
uvedeny v Tabulce č.1. Identifi kace nových polymorfi zmů 
je možná pomocí klasicky používaných metodik moleku-
lární biologie (viz. tabulka č.2). 

Specifi cké nastavení u MM
Genomická analýza nám zatím v klinické praxi neumož-
ňuje předpovědět vývoj nemoci nebo reakci pacienta na 
specifi ckou léčbu. Právě Aplikace SNP čipových techno-
logií by mohla být jednou z možností, jak vyřešit problém 
nevhodné léčby u MM. Hlavními kritérii pro výběr vhod-
né metody pro detekci SNP jsou citlivost, specifi ta, poža-
davky metody na vzorek a cena. Pro klinické aplikace je 
také dalším kritériem rychlost metody. Jako vstupní mate-
riál pro klinickou analýzu polymorfi zmů se používá geno-
mová DNA izolovaná z periferní krve, kostní dřeně nebo 
specifi cky separovaných CD138+ buněk. Vůdčím projek-
tem zaměřeným na charakterizací polymorfi zmů u MM 
je Bank on a cure (http://myeloma.org/). SNP analýza 
v tomto projektu je zaměřena na identifi kaci predispozice 
k MM, predikci léčebné nebo toxické odpovědi u stávají-
cích léků (Velcade, Thalidomid) a výběr vhodných léků 
a jejich kombinací pro léčbu MM. 

Specifi cké problémy u MM
Využití SNP analýzy u MM má dozajista uplatnění v ob-
lasti studia nádorových onemocnění. Právě přítomnost po-
lymorfi zmu na genomu člověka je jedním z faktorů, který 
způsobuje odlišnost lidských jedinců. V dnešní době je 
jistá oblast genomické analýzy MM zaměřena na měření 
hladiny exprese vytypovaných genů, aby bylo možno sta-
novit obecný model pro předpověď výsledného efektu po 
podání nějakého léčebného přípravku. Z tohoto pohledu je 
nutné vzít v potaz vliv polymorfi zmů při studiu MM. Právě 
přítomnost polymorfi zmu v genu podílejícím se na meta-

bolické nebo signální dráze podaného léku může způsobit 
rozdílný efekt u jedinců zařazených do stejné analytické 
skupiny. Hlavním omezením pro úspěšnou aplikaci SNP 
do klinické praxe je zatím nedostatečná znalost interakcí 
v genech asociovaných s MM.

Význam metody u MM stávající
Charakteristické nastavení analýzy SNP u MM závisí na 
požadavcích a stavbě studie. Obecně lze říci, že čipovou 
platformu je výhodnější použit pro genomickou analýzu 
u již známých polymorfi zmů asociovaných s onemocně-
ním. Tento přístup přispívá ke snížení množství vstupního 
materiálu pro analýzu, což je pro klinické aplikace pod-
statné. Je nutné si ovšem uvědomit, že zatím není stanove-
no obecné schéma sloužící k predikci rozvoje nemoci a lé-
čebné odpovědi. Je nutné vybrat skupinu polymorfi zmů 
s prediktivními vlastnostmi, něž dojde k jejich aplikaci na 
čipovou platformu. K tomuto procesu nám poslouží prá-
vě nízko kapacitní metody pro detekci SNP jako je sek-
venace nebo Real-time PCR. Stávající nastavení detekce 
polymorfi zmů u MM je prozatím na experimentální úrov-
ni. Současné práce jsou zaměřeny na validaci SNP jako 
prognostických znaků u vybraných kandidátních genů. 
V Tabulce č.3. jsou uvedeny vybrané geny, u kterých byla 
popsána asociace polymorfi zmu s MM. 

Závěr
Právě studium DNA polymorfi zmů nám pomůže v bu-
doucnu pochopit rozdíl mezi jednotlivci ve schopnosti ab-
sorbovat nebo odstranit specifi cký lék, či specifi kovat vliv 
genetické predispozice na vedlejší efekty léčby. Z tohoto 
důvodu se další studium SNP jeví, také jako schůdná cesta 
pro vývoj různých systémů aplikovatelných do preventiv-
ní a léčebné medicíny. Hlavní snahou je proto charakte-
rizovat dostatečné množství genů s klinicky významnou 
výpovědní hodnotou u MM.
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Tabulka č. 3: Polymorfi zmy v genech asociovaných s prognózou u 
MM. Vybraný soubor genů u kterých byla popsána asociace s MM.
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