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DNA ãipy u mnohoãetného myelomu.
Profilování genové exprese fyziologické a maligní 
plasmatické buÀky.
Genová exprese je urãována nejenom faktory prostfiedí, ale
rovnûÏ genetick˘m pozadím. Proto byla metoda DNA ãipÛ
pouÏita pfii srovnání profilÛ genové exprese (PGE) CD138+
bunûk získan˘ch z kostní dfienû pacienta s MM a CD138+ plaz-
matick˘ch bunûk geneticky identického dvojãete. V CD138+
buÀkách MM byla zji‰tûna zv˘‰ená exprese u 296 genÛ, nao-
pak sníÏená hladina transkriptÛ byla detekována u 103 genÛ,
ve srovnání s fyziologick˘mi plazmatick˘mi buÀkami (FPB)
dvojãete (1). 
Davies a kolektiv vyuÏili DNA ãipovou anal˘zu k identifika-
ci procesÛ úãastnících se pfii transformaci FPB na buÀky
monoklonální gamapatie nejasného v˘znamu (MGUS) a mno-
hoãetnému myelomu. Sledováním genÛ, které vykazovaly vel-
kou variabilitu mezi vzorky byly definovány dvû skupiny paci-
entÛ: kontrolní a MGUS/MM. Anal˘za prokázala 263 genÛ
odli‰nû exprimovan˘ch mezi buÀkami MGUS a FPB, a 380
genÛ s odli‰nou expresí mezi buÀkami MM a FPB, ze kter˘ch
bylo 197 genÛ spoleãn˘ch s první skupinou. Pouze u 74 genÛ
byla zji‰tûna odli‰ná míra transkripce mezi buÀkami MGUS
a MM. Tato zji‰tûní naznaãují, Ïe mezi MGUS a MM jsou men-
‰í rozdíly neÏ mezi fyziologick˘m protûj‰kem a MM nebo
MGUS. Mezi geny s rozdílnou expresí pfievládaly: onkogeny,
tumor supresorové geny, geny podílející se na signální trans-
dukci, geny kódující vazebné proteiny a transkripãní faktory
DNA a geny podílející se na diferenciaci buÀky (2). Profilo-
vání genové exprese tak nám pomáhá odhalovat genetické

zmûny probíhající v prÛbûhu transformace FPB na buÀku
MGUS a MM (2-5). Sekvenování variabilní oblasti genÛ pro
imunoglobuliny prokázalo, Ïe plazmatické buÀky od jednot-
liv˘ch pacientÛ s MGUS vykazují intraklonální variabilitu,
která ov‰em není pozorována u myelomov˘ch bunûk (6). Tato
data jsou v souladu se zji‰tûním, Ïe plazmatické buÀky MGUS
kontinuálnû podléhají somatick˘m hypermutacím, zatímco
u MM je jeden klon plazmatick˘ch bunûk dominantní a expan-
duje v kostní dfieni. 
Dal‰í studie prokázala celkem 156 genÛ se zv˘‰enou expresí
v souvislosti s v˘skytem translokací t(4;14)(p16;q32), nebo
t(11;14)(q13;q32). Získaná data umoÏÀují rozdûlit MM do ãtyfi
odli‰n˘ch podskupin: MM1, MM2, MM3 a MM4. Skupina
MM4 má molekulární znaky jako buÀky rychle proliferujících
bunûãn˘ch linií MM. Skupina MM1 nese znaky MGUS. Nej-
v˘znamnûj‰í rozdíly v expresi mezi MM1 a MM4 byly nale-
zeny u genÛ, jejichÏ produkty se podílí na bunûãném cyklu
a metabolizmu DNA. Jejich vysoká exprese byla detekována
právû ve skupinû MM4, u které je ãastûji detekován abnor-
mální karyotyp a zv˘‰ená hladina sérového _2-microglobuli-
nu. Tyto parametry jsou v klinické praxi spojovány se ‰patnou
prognózou (7).

Molekulární klasifikace MM na základû profilování 
genové exprese.
Plazmatické buÀky byly donedávna povaÏovány za homogenní
populaci terminálních stadií B-lymfocytÛ. Nûktefií autofii sou-
dí, Ïe MM buÀky pfiedstavují terminálnû diferenciované
potomstvo transformovaného B-lymfocytu. Poslední fenoty-
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Souhrn
V na‰em sdûlení chceme informovat o pouÏití dvou metodik ke studiu molekulárnû genetické problematiky mno-
hoãetného myelomu (MM). Prvnû zmíníme vyuÏití DNA ãipÛ (microarrays) a ve druhé ãásti se zamûfiíme na chro-
matinovou imunoprecipitaci v anal˘zách epigenetick˘ch zmûn genÛ. Obû metodiky ná‰ v˘zkumn˘ t˘m pouÏívá,
a proto pfiedstavíme i první v˘stupy. VyuÏití obou metodik je u MM stejné jako u v‰ech ostatních nádorÛ. Pfied-
stavují moÏnost studia patogeneze maligních onemocnûní na molekulární úrovni, klasifikaci jinak neodli‰iteln˘ch
prognostick˘ch skupin choroby, predikci léãebné odpovûdi na dan˘ terapeutick˘ zásah a identifikaci moÏn˘ch
molekulárních cílÛ protinádorové terapie.
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Summary
This review informs about utilization of two methods used in molecular examination in multiple myeloma on
genomic level: DNA microarrays and chromatin immunoprecipitation. The profit of both methods is very simi-
lar in myeloma as well as in other cancers. They allow to study disease pathogenesis, generate new disease clas-
sification, and try to predict effect of therapy. Also, they are used to find the new potential target of therapy in
multiple myeloma. 
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pové anal˘zy a profily genové exprese prokázaly, Ïe plazma-
tické buÀky izolované z urãit˘ch orgánÛ mohou patfiit k odli‰-
n˘m stádiím svého v˘voje (8,9). Mnohoãetn˘ myelom by tak
pfiedstavoval spektrum onemocnûní s molekulárními otisky,
které ukazují na jejich pÛvod v odli‰n˘ch stadiích v˘voje pozd-
ního B-lymfocytu. Alizadeh a kolektiv prokázali podobnou
situaci u difuzního velkobunûãného B-lymfocytárního lymfo-
mu (DLBCL), kter˘ v histopatologickém obraze pfiedstavuje
jednu diagnostickou jednotku, pfiiãemÏ na molekulární úrov-
ni mÛÏe b˘t rozdûlen na dva základní podtypy: DLBCL vychá-
zející z B-lymfocytÛ zárodeãného centra (Germinal-centre B-
cell like DLBCL) a z antigenem aktivovan˘ch mitoticky
aktivních B-lymfocytÛ 
Activated B-cell like DLBCL) (10). Profilování genové expre-
se bylo pouÏito rovnûÏ pro odli‰ení pozdních stadií diferenci-
ace B-lymfocytÛ, kdy byly identifikovány geny regulující ãas-
nou fázi bunûãné diferenciace (early-stage differentiation
genes, EDG), kdy dochází k pfiechodu nezral˘ch B-lymfocy-
tÛ do tzv. „tonsillar B-cells“, a geny pozdní fáze diferenciace
(late-stage differentiation genes, LDG), které charekterizují
pfiemûnu „tonsillar B-cells“ na plazmatické buÀky kostní dfie-
nû (11, 12). BuÀky MM vykazovaly variabilní expresi fiady
EDG a LDG genÛ. Na základû variability exprese EDG a LDG
genÛ bylo stanoveno, Ïe jiÏ dfiíve definované podtypy MM1
aÏ MM4 mohou b˘t pfiifiazeny k nûkteré z „v˘vojov˘ch“ fiad
plasmatické buÀky. Podtyp MM4 je z bunûk podobn˘ch „ton-
sillar B-cells“. Podtyp MM3 je rovnûÏ spojen s „tonsillar B-
cells“, ale naopak MM2 sdílí podobnost s plazmatick˘mi buÀ-
kami kostní dfienû. Tato data potvrzují hypotézu, Ïe MM mÛÏe
b˘t odvozen z bunûk malignû transformovan˘ch v rÛzn˘ch sta-
diích v˘voje. Funkãní spektrum genÛ ze skupiny EDG bylo
‰ir‰í, neÏ v pfiípadû LDG, a zahrnovalo geny, jejichÏ proteiny
se úãastní v procesech adheze, transkripce, vnitrobunûãné sig-
nální transdukce a metabolizmu. Pouze nûkolik málo genÛ bylo
spojeno s bunûãnou proliferací. 

Vliv chromosomálních aberací na genovou expresi
V souvislosti s tzv. „genomov˘m chaosem“ myelomové buÀ-
ky Shaughnessy a kolektiv sledovali ploiditu u MM bunûk
s abnormálními karyotypy (11). U 10% pacientÛ byla naleze-
na trizomie chromosomÛ 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 a 21, zatímco
monozomie a delece pfieváÏnû q raménka postihovaly pfied-
nostnû chromosom 6 (6%), 13 (13%), 16 (10%) a 22 (6%). Aby
autofii urãili, zda existuje souvislost mezi profilem genové
exprese a chromosomálními aberacemi, pomocí DNA ãipÛ
srovnávali profily genové exprese plazmatick˘ch bunûk zís-
kan˘ch od pacientÛ s MM a od zdrav˘ch dárcÛ. Pro analyzo-
vané geny byla stanovena chromozomální pozice a dále poãty
abnormálnû exprimovan˘ch genÛ na jednotliv˘ch chromoso-
mech. Autofii zjistili pozitivní korelaci mezi chromosomální
aberací a genovou expresí. Vût‰ina genÛ leÏících na chromo-
somech 3, 5, 7, 9, 15 a 19 mûla zv˘‰enou expresi, zatímco geny
na chromosomech 10, 13, 14, 16 a 22 mûly sníÏenou expresi,
pfiiãemÏ nejmarkantnûj‰í rozdíl byl u chromosomu 13. Poãet
kopií chromosomÛ se tak promítá do úrovnû transkripce. 
Podobnû jako dal‰í nádory z B-lymfocytÛ, i MM vykazuje pfií-
tomnost alterací v oblasti 14q32, kde se nachází geny tûÏkého
fietûzce imunoglobulinu (IGH). DNA ãipy byly proto pouÏity
ke sledování expresních hladin postiÏen˘ch genÛ, s cílem sta-
novení moÏn˘ch translokaãních partnerÛ. Autofii se zamûfiili
na geny, které nejsou exprimovány normálními plazmatick˘-
mi buÀkami, ale ve vy‰‰ích hladinách jsou detekovány u paci-
entÛ s MM. Zv˘‰ená exprese receptoru-3 fibroblastového
rÛstového faktoru (FGFR3), cyklinu D1 a D3 (CCND1,
CCND3) byla ve shodû s pfiítomností t(4;14)(p16;q32),
t(11;14)(q13;q32) nebo t(6;14)(p21;q32) (7, 13-16). Pfii ana-
l˘ze novû diagnostikovan˘ch pfiípadÛ MM byla zji‰tûna pfií-
tomnost CCND1 a FGFR3 exprese u 13%, homolog muscu-
loaponeurotického fibrosarkomového onkogenu (c-MAF)
u 7,5% a CCND3 u 4,1%. U 34% myelomÛ byla nalezena zv˘-

‰ená exprese jednozo ze ãtyfi partnerÛ IGH translokace. Tato
procenta v‰ak naznaãují, Ïe musí existovat i jiné vysvûtlení pro
sledované jevy, napfiíklad pfiítomnost bialelické 14q32 trans-
lokace uvnitfi jedné buÀky, ãi biklonální nádor, nebo moÏnost,
Ïe zmûna hladiny zmínûn˘ch genÛ vznikla mechanizmem
nesouvisejícím s translokací. Mnohoãetn˘ myelom podtypu
MM3 úplnû postrádá translokace zahrnující v˘‰e uvedené
geny. Autofii rovnû zmiÀují paralelní expresi FGFR3 a MMSET
u podtypÛ MM1 a MM2. MMSET exprese bez pfiítomnosti
FGFR3 byla zji‰tûna pouze u podtypu MM4. Ve více neÏ 90%
pfiípadÛ klonotypick˘ch plazmatick˘ch bunûk do‰lo ke ztrátû
FGFR3, coÏ naznaãuje, Ïe tak muselo dojít v ãasné fázi v˘vo-
je onemocnûní. Aktivace MMSET mÛÏe b˘t rozhodující udá-
lostí pfii vzniku t(4;14)(p16;q32). Její pfiítomnost vede k cha-
rakteristické expresi 21 genÛ vãetnû 4 znám˘ch translokaãních
partnerÛ, z nichÏ nûkteré mohou pfiedstavovat moÏné partne-
ry u 14q32 translokace (17).
Monosomie chromosomu 13 je detekována u 50-60% pacien-
tÛ s MM s deleãním místem v oblasti 13q14. Pro stanovení, jest-
li zmûny v genové expresi ganÛ lokalizovan˘ch v dané oblasti
chromosomu predikují jeho deleci, byla pouÏita fluorescenãní
hybridizace (FISH) a profilování genové exprese (18, 19). Ze
souboru vzorkÛ s prokázanou delecí chromosomu 13 (FISH13-
) a vzorkÛ bez delece (FISH13+) bylo identifikováno 36 kan-
didátních genÛ. Pûtatfiicet genÛ, z nichÏ 32 leÏelo na chromo-
somu 13, vãetnû genÛ v oblasti 13q14 (GTF2F2, TSC22 a RB1),
mûlo sníÏenou hladinu exprese. Pouze 1 gen, IGF1R (receptor
pro inzulinu podobn˘ rÛstov˘ faktor 1) vykazoval vy‰‰í hladi-
nu transkripce. Deset genÛ, vãetnû genu retinoblastomu 1 (RB1),
bylo pouÏito s 85% úspû‰ností ke stanovení delece u pacientÛ
s MM bez známého stavu genu urãeného pomocí metody FISH.
Data z této studie naznaãují, Ïe moÏn˘ dÛsledek delece chro-
mosomu 13 je vznik haploinsuficience tumor supresorového
genu RB1, a právû sníÏení hladiny jeho transkriptÛ se mÛÏe
podílet na vzniku nádoru. Normální plazmatické buÀky kostní
dfienû i myelomové buÀky exprimují IGF1, zatímco u ostatních
typÛ vyzrál˘ch B-lymfocytÛ nebyla jeho exprese nalezena (8).
Autofii naznaãují, Ïe aktivace IGF1R u pacientÛ s delecí chro-
mosomu 13 mÛÏe vytváfiet autokrinní rÛstov˘ signál, coÏ potvr-
zují studie, ve kter˘ch jsou hladiny sérového IGF1R spojeny
s pfieÏíváním pacientÛ s MM (20).
Statistickou anal˘zou profilÛ genové exprese ze vzorkÛ MM
bez pfiítomnosti delece chromosomu 13 a bez dal‰ích karyo-
typov˘ch abnormalit (CA) a vzorkÛ s delecí chromosomu 13
a s pfiítomností CA, bylo nalezeno 157 genÛ se zmûnûnou
expresí RNA. Vût‰ina genÛ (91%) mûla vy‰‰í expresi ve sku-
pinû s chromosomálními aberacemi, pouze 14 genÛ (8 z nich
na chromosomu 13) mûlo v dané skupinû expresi men‰í. Nej-
více genÛ kódovalo proteiny, které se podílí na proliferaci,
regulaci pfiechodu mezi G1/S fází bunûãného cyklu, segrega-
ci chromosomÛ a na replikaci DNA (18, 21).
Dal‰í otázka byla, zda hladiny exprese sledovan˘ch genÛ
mohou rozdûlit MM na ãtyfii cytogenetické skupiny
(FISH13+/CA-, FISH13+/CA+, FISH13-/CA-, a FISH13-
/CA+). Za tímto úãelem bylo sledováno tfiicet genÛ: dvacet
rozdílnû exprimovan˘ch mezi FISH13-/CA+ a FISH13+/CA-
a deset genÛ odli‰ujících FISH13- od FISH13+ (22). Autofii
analyzovali 45 pacientÛ s MM FISH13-/CA-, u kter˘ch zjisti-
li nízkou expresi genÛ regulujících bunûãn˘ cyklus a genÛ na
chromosomu 13. Naopak 30 pacientÛ ve skupinû FISH13+
/CA+ mûlo relativnû zv˘‰enou expresi tûchto genÛ. Tfietí sku-
pina, 37 pacientÛ FISH13+/CA-, exprimovala geny na chro-
mosomu 13 souãasnû se sníÏenou expresí genÛ regulujících
bunûãn˘ cyklus. U 34 pacientÛ s MM FISH13-/CA+ byly geny
bunûãného cyklu byly vysoce exprimované (více neÏ u MM
FISH13+/CA+), naopak geny lokalizované na chromosomu
13 mûly nízkou expresi (ménû neÏ u skupiny FISH13-/CA-). 
Stanovením ploidie na základû profilu genové exprese hypo-
diploidních a hyperdiploidních vzorkÛ, Shaughnessy a kolek-
tiv identifikovali 14 genÛ, jejichÏ odli‰ná exprese mÛÏe pre-
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dikovat ploidii s více neÏ 95% pfiesností u vzorkÛ se znám˘m
karyotypem a s více neÏ 83% pfiesností u neinformativních pfií-
padÛ (18, 22).

Prediktivní a prognostické profily genové exprese 
u mnohoãetného myelomu
V pfiípadû MM jiÏ byly identifikovány profily genové expre-
se charakterizující klinick˘ prÛbûh onemocnûní, s rozdíly v pfie-
Ïití od 2 po více neÏ 80 mûsícÛ od stanovení diagnózy. Podob-
nû byly stanoveny i prediktivní profily genové exprese, a to
v souvislosti s úãinností léãby zaloÏené na thalidomidu a vyso-
kodávkované chemoterapii. RovnûÏ byly objeveny profily pre-
dikující odpovûì na kombinovanou protinádorovou léãbu reÏi-
mem VAD (vinkristin, adriamycin, dexamethazon), kde byli
pacienti rozdûleni na dvû skupiny podle hladiny exprese 11
genÛ regulujících bunûãn˘ cyklus. Sedmdesát procent paci-
entÛ s vy‰‰í expresí minimálnû 8 z 11 genÛ, dospûlo po apli-
kaci v˘‰e uvedené chemoterapie do ãásteãné, nebo kompletní
remise. Naopak, pouze u 30% pacientÛ s expresí men‰í neÏ
medián u 8 z 11 tûchto genÛ, byla zji‰tûna odpovûì na léãbu.
Podobnû, i v pfiípadû inhibitoru proteazomu PS-341 bylo nale-
zeno 44 genÛ, jejichÏ exprese predikvoala odpovûì na uvede-
nou látku. Tyto studie naznaãují moÏnosti vyuÏití profilování
genové exprese k identifikaci rizikov˘ch pacientÛ a k predik-
ci odpovûdi na cílenou léãbu (23,25,26).
Souãasné chemoterapeutické postupy vyuÏívají kombinace nûko-
lika léãiv, které interferují s vícero molekulárními mechanismy
nezbytn˘mi pro Ïivotaschopnost nádorové buÀky. Pomocí DNA
ãipÛ lze identifikovat geny, jejichÏ exprese je cílenû regulována
nádorovou buÀkou právû po specifickém terapeutickém zásahu.
Napfiíklad po o‰etfiení bunûk MM dexamethazonem vykazoval
gen pro adhezní molekulu destiãek/endotheliálních bunûk
(PECAM1) sníÏenou expresi u 20 z 20 sledovan˘ch pfiípadÛ
a pfiedstavoval nejvût‰í odchylku vgenové expresi vÛbec. Témûfi
u v‰ech pacientÛ léãen˘ch dexamethazonem byla zji‰tûna sníÏe-
ná exprese proangiogenního genu vaskulárního endoteliálního
faktoru (VEGF) a sekvence 1 genu leukémie myeloidních bunûk
(MCL1), kter˘ má antiapoptotickou funkcí.
PS-341 (bortezomib) vyvolával zmûny v expresi pouze 9 genÛ
(2 se zv˘‰enou a 7 se sníÏenou expresí). SníÏená exprese genu
Cockaynova syndromu 1 (CKN1) pfiedstavovala nejvût‰í zmû-
nu. CKN1 kóduje protein, kter˘ reaguje mimo jiné s podjednot-
kou transkripãního faktoru IIH RNA polymerázy II a jeho muta-
ce jsou spojeny s defektní opravou transkripãnû aktivních genÛ
(24). SníÏená transkripce CKN1 úãinkem PS-341 mÛÏe mít nega-
tivní vliv na transkripci RNA polymerázou II a vysvûtluje nízk˘
poãet genÛ se zmûnûnou expresí v porovnání s úãinky dexamet-
hazonu, thalidomidu a IMiD. IMiD a CC-5013 thalidomidov˘
analog vyvolávaly zmûny v expresi u 98 genÛ (41 genÛ se zv˘-
‰enou a 57 genÛ se sníÏenou hladinou), zatímco thalidomid zpÛ-
sobil zmûny u 57 genÛ (29 zv˘‰ená a 28 sníÏená hladina). ·est
genÛ bylo ovlivnûno souãasnû IMiD i thalidomidem (25).
Metodu DNA ãipÛ lze vyuÏít rovnûÏ pro identifikaci nov˘ch tera-
peutick˘ch cílÛ jiÏ existujících léãiv a roz‰ífiit tak spektrum jejich
indikace. Po aplikaci léãiv mÛÏeme identifikovat pfiítomnost spe-
cifick˘ch transkriptÛ azjistit spoleãné rysy profilÛ genové expre-
se unádorov˘ch bunûk vsouvislosti sodli‰nou odpovûdí na podá-
ní urãité látky. Napfiíklad v maligních plazmatick˘ch buÀkách
byla zji‰tûna vysoká transkripce farnezyltransferázy (FNTA)
a onkogenu krysího sarkomu (RAS) (7). FNTA posttranskripã-
nû modifikuje RAS tak, aby se RAS protein mohl vázat na plaz-
matickou membránu, kde je schopen vykonávat svou funkci. Pro-
to mohou mít inhibitory FNTA velk˘ v˘znam u pacientÛ s MM
s vysokou expresí RAS a/nebo FNT (26).

Profily genové exprese charakteristické pro 
mikroprostfiedí u MGUS a MM
RÛst MM a stejnû tak i jin˘ch nádorov˘ch bunûk je ãásteãnû
závisl˘ na svém mikroprostfiedí, a to zejména na stromálních
buÀkách v okolí, které produkují rÛstové faktory a rÛzné sig-

nální molekuly. Mimo jiné tím poskytují cytoprotektivní úãi-
nek nádorov˘m buÀkám, vãetnû ochrany pfied úãinky chemo-
terapie (35). Zmûny v expresních profilech stromálních sloÏek
mikroprostfiedí kostní dfienû mohou b˘t i v pfiípadû MM spo-
jeny s predikcí progrese onemocnûní. Jedna ze studií genové
exprese z biopsií kostní dfienû pacientÛ s MGUS, MM a zdra-
v˘ch dárcÛ odhalila 146 genÛ se sníÏenou a 86 genÛ se zv˘‰e-
nou expresí u MM. Srovnání profilÛ genové exprese mezi vzor-
ky z biopsií MM a purifikovan˘mi plazmatick˘mi buÀkami
téhoÏ pacienta prokázalo 75 genÛ s rozdílnou expresí. Tyto
geny byly funkãnû spjaty s mikroprostfiedím MM (microenvi-
ronment-associated genes, MAG). Celkem 54 MAG mûlo sní-
Ïenou a 21 MAG zv˘‰enou expresi, pfiiãemÏ dva z pûti genÛ
s nejvy‰‰í odchylkou exprese, UMAG1 a UMAG2, kódují
adhezní proteiny, které se podílejí na vzájemn˘ch interakcích
myelomov˘ch a stromálních bunûk. Oba geny byly exprimo-
vány více neÏ desetinásobnû u MM biopsií s vysok˘m pro-
centem plazmatick˘ch bunûk (80%) v porovnání se vzorky
s nízk˘m procentem (20%), nebo biopsiemi od zdrav˘ch dár-
cÛ. Jejich exprese pfiitom nebyla zv˘‰ena ani ve vzorcíh MGUS
(11). U obou genÛ byla prokázána v˘znamná role v nádoro-
vém rÛst a rezistenci na léky (27, 28). Dal‰í MAG, UMAG3,
je ãlen rodiny matrixov˘ch metalloproteináz (MMP). Vzorky
MGUS biopsií vykazovaly variabilní expresi tohoto genu,
v purifikovan˘ch plazmatick˘ch buÀkách nebyl detekovatel-
n˘. Zv˘‰ená exprese UMAG3 naznaãuje pÛsobení MMP
v odli‰n˘ch oblastech patologie MM vãetnû angiogeneze nebo
resorpce kostí (29, 30).

VyuÏití chromatinové imunoprecipitace pfii studiu 
epigenetick˘ch zmûn genÛ v˘znamn˘ch pro diagnostiku
mnohoãetného myelomu
Chromatinová imunoprecipitace, kombinovaná s polymerázo-
vou fietûzovou reakcí (ChIP-PCR), pfiedstavuje v˘znamnou
molekulárnû-biologickou metodu, která slouÏí ke studiu epige-
netick˘ch modifikací chromatinu. Touto metodou je moÏné veli-
ce detailnû analyzovat vazbu transkripãních faktorÛ na vybrané
úseky DNA a nebo studovat zmûny v acetylacích, methylacích,
fosforylacích a ubikvitinacích histonÛ. Histony H2A, H2B, H3
a H4, pfiestavující hlavní sloÏku chromatinu, jsou souãástí takz-
van˘ch nukleosomÛ, které tvofií dva základní typy chromatinu,
tj. euchromatin (transkripãnû aktivní DNA) a heterochromatin
(kondenzované, transkripãnû neaktivní chromosomální oblas-
ti). Ty se od sebe odli‰ují nejenom mnoÏstvím GC párÛ bazí,
mírou kondenzace, ale právû i specifick˘mi modifikacemi his-
tonÛ. Typick˘m markerem heterochromatinu je napfiíklad dea-
cetylace a nebo methylace histonu H3 v pozici lysinu 9, která je
u lidsk˘ch bunûk zprostfiedkována enzymem zvan˘m histon met-
hyl transferáza Suv39H1 (31). Na druhou stranu, pro euchro-
matin je velmi typická acetylace a také methylace histonu H3
v pozici lysinu 4. Za v‰echny tyto modifikace N-terminálních
koncÛ histonÛ jsou opût zodpovûdné pfiíslu‰né enzymy jako jsou
napfiíklad histon acetylázy adeacetylázy (HATs, HDACs) anovû
objeven˘ demethylující enzym LSD1 (32).
Epigenetick˘ stav pfiíslu‰né kódující oblasti a hlavnû promo-
toru, jako místa iniciace transkripce, je zásadní právû pro regu-
laci transkripãní aktivity genÛ. To v‰e, spoleãnû s transkripã-
ními faktory, rozhoduje o optimální expresi genÛ. Je obecnû
známo, Ïe nádorové buÀky jsou charakteristické mnoha gene-
tick˘mi abnormalitami, vãetnû genov˘ch amplifikací, delecí
nebo translokací chromosomÛ. Tyto genetické pfiestavby vedou
k nekontrolované expresi nûkter˘ch genÛ a tudíÏ jsou dopro-
vázeny rozsáhl˘mi zmûnami v epigenetick˘ch profilech chro-
matinu (33, 34). Z tohoto dÛvodu se studium epigenetické regu-
lace exprese genÛ zdá b˘t velmi zásadní z hlediska pochopení
maligní transformace bunûk. Chromatinová imunoprecipita-
ce, kombinovaná s PCR metodologií, pfiedstavuje slibn˘ krok
v tûchto studiích. S vyuÏitím ChIP-PCR metody je moÏné pfies-
nû stanovit míru methylace a acetylace promotoru nebo kódu-
jící sekvence prognosticky v˘znamn˘ch genÛ.
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ChIP-PCR metodologie zahrnuje nûkolik krokÛ vedoucích
k optimálnímu stanovení epigenetick˘ch zmûn ve vybran˘ch
lokusech. Prvním krokem je vytvofiení vazby mezi DNA
a histony, takzvan˘ „cross link“, pomocí fixace bunûk ve
formaldehydu. Po lyzaci bunûk je tfieba DNA vázanou na
histony fragmentovat na men‰ích úseky, zhruba o velikosti
do 200-1000 párÛ bazí. K tomuto úãelu se pouÏívá pfiístroj
zvan˘ sonikátor. Jako dal‰í krok následuje imunoprecipita-
ce DNA-proteinového komplexu s pfiíslu‰nou protilátkou,
která má schopnost rozpoznat studovanou modifikaci histo-
nÛ. Po odmytí pfiebyteãné protilátky je pfii teplotû 65oC pfie-
ru‰ena vazba mezi DNA a histony a pomocí DNA izolaã-
ních a purifikaãních technik je získáno optimální mnoÏství
DNA. Ta je dále pouÏita v klasické PCR reakci navrÏené
k detekci vybran˘ch genov˘ch lokusÛ, které jsou zásadní
v maligní transformaci studovan˘ch nádorov˘ch bunûk. Vel-
mi slibnou metodou se v souãasné dobû jeví i kombinace
ChIP metody s DNA mikroãipy, tak zvaná „ChIP-on-chip“
technologie, která slouÏí ke stanovení epigenetick˘ch zmûn
napfiíklad v promotorov˘ch oblastech nûkolika stovek genÛ
(GeneChips, Affymetrix). V tomto pfiípadû metoda pfiiná‰í
velké mnoÏství dat o zmûnách v epigenetick˘ch profilech
nádorov˘ch bunûk. To v‰e poskytuje cenné informace o cel-
kov˘ch rozdílech mezi normální a malignû transformova-
nou buÀkou.
V na‰í laboratofii jsme se zamûfiili na studium zmûn v methy-
lacích a acetylací histonu H3 v pozici lysinu 9 u genÛ c-myc
a CCND1, které hrají dÛleÏitou úlohu v patogenezi mnohoãet-
ného myelomu. V souãasné dobû se zamûfiujeme na optimali-

zaci metody pro vzorky získané po magnetické separaci CD138-
a CD138+ bunûk mnohoãetného myelomu. Provedli jsme jiÏ
nûkolik pilotních studií, které budou dále rozpracovány. Rov-
nûÏ se zamûfiujeme na studium zmûn v epigenetick˘ch stavech
myelomov˘ch bunûãn˘ch linií ovlivnûn˘ch látkami, jako je
napfiíklad dexamethason, melfalan nebo Velcade, které mají
nezastupiteln˘ v˘znam pfii léãbû mnohoãetného myelomu.

Závûr:
I pfies pokroky v léãbû mnohoãetného myelomu, vãetnû vyso-
kodávkované chemoterapie, autologní transplantace a zave-
dením nov˘ch lékÛ do léãby relapsu onemocnûní, toto one-
mocnûní zÛstává stále nevyléãitelné. V˘‰e uvedené metody
umoÏÀují sledovat zmûny v celkové expresi genÛ i zmûny v epi-
genetickém uspofiádání chromatinu s cílem identifikovat mole-
kulární profily spojené se vznikem a v˘vojem maligního one-
mocnûní. Uplatnûní pfiístupu anal˘zy vícekrokové patogeneze
myelomu umoÏní lépe pochopit jak se mûní exprese genÛ a epi-
genetické uspofiádání chromatinu bûhem rÛzn˘ch stadií one-
mocnûní a popsat terapeutické cíle na molekulární úrovni u jed-
notliv˘ch pacientÛ. Charakterizace genetick˘ch jevÛ a jejich
dÛsledkÛ dÛleÏit˘ch v rÛstu a pfieÏití myelomov˘ch bunûk spo-
lu s porozumûním mechanizmu citlivosti a rezistence na apli-
kovanou léãbu, mÛÏe pomoci odhalit pacienty, ktefií budou
odpovídat na danou léãbu a stanovit dal‰í cíle nov˘ch terape-
utick˘ch postupÛ.

Podûkování:
Práce byla podpofiena : VC M·MT âR LC06027
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