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Defi nice a incidence
Mnoho etný myelom (MM) je maligní klonální B-lym-
foproliferativní onemocn ní, charakterizované v typic-
kých p ípadech infi ltrací kostní d en  patologickými 
plazmocyty, osteolytickými ložisky skeletu a p ítomnos-
tí monoklonálního imunoglobulinu (MIG) v séru a/nebo 
v mo i. MM tvo í zhruba 1 % všech nádorových onemoc-
n ní, p edstavuje však p es 10 % ze všech krevních nádo-
rových onemocn ní. V eské republice je incidence MM 
4/100 000. V Evrop  je diagnostikováno více než 40 000 
nových p ípad  ro n . Jde o onemocn ní, jehož incidence 
stoupá s v kem. Medián v ku p i stanovení diagnózy je 
65 let (1).

Etiologie a patogeneze
Etiologie MM je nejasná. Patogeneze MM je složitý mul-
tifaktoriální proces. Série genetických zm n v bu ce vede 
k její nádorové transformaci. Je známé, že dochází k roz-
voji zm n v mikroprost edí kostní d en  podporujících 
nádorový r st. Roli m že mít i sou asné omezení funkce 
imunitního systému (2). Monoklonální gamapatie nejasné-
ho významu (MGUS) je prekancerózou MM, z níž se MM 
b hem r zn  dlouhé doby ( m síce až desítky let) m že
vyvinout. V ad  p ípad  však diagnostikujeme MM „de 
novo“. Translokace oblasti imunoglobulinových (Ig) gen
jsou p ítomny u v tšiny pacient  s MM, translokace ob-
lastí t žkých et zc  jsou popisovány až u 70 %, lehkých 
et zc  u 20 %. U pacient  s MM je typická instabilita ge-

nomu. Cytogenetická analýza myelomových bun k frek-
ventn  prokazuje etné mutace a chromosomální aberace. 
P i progresi nemoci dochází k nár stu chromozomálních 
zm n. N které z translokací jako t(4;14), t(14;16) a další 
chromozomální aberace (amplifi kace chromozomu 1, de-

lece i monosomie chromozomu 13) mají negativní pro-
gnostický význam (3). Sekrece n kterých cytokin , jako 
interleukinu-6, inzulinového r stového faktoru 1, vasku-
lárního endoteliálního r stového faktoru a tumor-nekroti-
zujícího faktoru, rovn ž p ímo i nep ímo ovliv uje nádo-
rový bun ný r st a p ežití myelomových bun k (2).

Klinický obraz a diagnostika
Stanovení diagnózy mnoho etného myelomu je velmi 
dob e možné na základ  typického morfologického nále-
zu v kostní d eni (p ítomnost více než 10 % klonálních 
nádorových plazmocyt ), pr kazu monoklonálního imu-
noglobulinu v séru (nej ast ji typ IgG nebo IgA) a/nebo 
v mo i (lehké et zce) a typického postižení skeletu os-
teolytickými ložisky. Klasický imunofenyp nádorového 
plazmocytu je CD19-56+38+138+. Klinické projevy jsou 
nespecifi cké, nej ast jší symptomy jsou kostní bolesti, 
p edevším bolesti páte e, dále projevy oslabené imunity 
– recidivující a komplikovan  probíhající infekce, dále 
projevy vyplývající z infi ltrace kostní d en  – únava, 
slabost, krvácivé projevy. U n kterých pacient  s MM 
m že být p ítomna hyperkalcémie nebo výrazn  zhoršené 
funkce ledvin. Typické bývá kostní postižení, nej ast ji
jsou postiženy dlouhé kosti – stehenní a pažní, dále leb-
ka a páte , kde dochází k závažnému poškození ve form
více etných kompresívních fraktur obratl . N kdy m že
být p íznakem kostního postižení i difúzní osteoporóza. 
U nemocných s MM bývá zvýšená celková bílkovina 
v séru, dále zvýšená sedimentace, snížené hodnoty fyzi-
ologických imunoglobulin . V n kterých p ípadech m že
mít onemocn ní zpo átku asymptomatický pr b h a je 
zjišt no náhodn  v rámci celkového vyšet ení k objasn ní
p í iny vysoké sedimentace. 
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Souhrn
Práce p edstavuje úvod do problematiky mnoho etného myelomu, je zde stru n  uvedena defi nice a incidence mnoho etného
myelomu, jeho etiologie a patogeneze, dále diagnostika, terapie a prognóza tohoto onemocn ní.
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Summary
This manuscript is introduction to the topic of multiple myeloma. Defi nition, incidence, etiology, pathogenesis and principles of 
diagnostics and treatment of multitple myeloma are described briefl y in this work.
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Pro stanovení diagnózy MM a ur ení klinického stádia 
onemocn ní se používají r zná klasifi ka ní schémata 
a systémy. Dosud nejvíce používaný a rozší ený v klinické 
praxi byl Durieho-Salmon v systém (4). Podle nov jších
diagnostických kriterií z roku 2003 (5), která jsou uvedena 
v Tabulce . 1, je jasn  defi nované rozlišení mezi MGUS, 
asymptomatickým a symptomatickým mnoho etným mye-
lomem. Pro symptomatický MM je nutná p ítomnost klo-
nálních nádorových plazmocyt  v kostní d eni, dále pr -
kaz monoklonálního imunoglobulinu v séru a/nebo v mo i
a dále p ítomnost n kterého z kritérií poškození tkání i
orgán  myelomem: hyperkalcémie (C), renální insufi ci-
ence (R), anémie (A), kostní postižení (B). Tato kritéria 
jsou ozna ována zkratkou CRAB a jsou blíže specifi ková-
na v Tabulce . 2. Napln ní n kterého z kritérií CRAB je 
pro léka e jasným d vodem pro zahájení lé by.

Lé ba
Mnoho etný myelom pat í i v sou asné dob  k nevylé-
itelným onemocn ním. Lé ba je indikována u pacient

se symtomatickým MM s p ítomností n kterého z krite-
rií CRAB. Pokud je nemoc citlivá na lé bu, je obvykle 
dosaženo remise, jejíž délka je variabilní, pak v tšinou
následují opakované relapsy i progrese onemocn ní, kte-
ré reagují na terapii stále mén  ochotn . V lé b  MM je 
používána p edevším kombinovaná chemoterapie. D leži-
tou roli hraje rovn ž autologní transplantace krvetvorných 
bun k (její provedení je indikováno u symptomatických 
pacient  s MM bez p ítomnosti jiného závažného onemoc-
n ní do 65 let v ku v rámci první lé ebné linie). Radio-
terapie má význam p edevším paliativní a velmi d ležitá
je podp rná lé ba – analgetika, bisfosfonáty. U n kterých
pacient  MM dochází ke vzniku patologických fraktur, 
dále m že dojít k útlaku míchy p i kompresívní fraktu e

obratle s propagací kostních úlomk  do páte ního kanálu. 
V takovém p ípad  je nutný ortopedický opera ní výkon.
Od devadesátých letech 20. století bylo prokázáno n koli-
ka randomizovanými klinickými studiemi, že vysokodáv-
kovaná chemoterapie s podporou autologní transplantace 
hematopoetických bun k u nemocných s MM významn
zvyšuje po et kompletních remisí a prodlužuje pr m rné
p ežití ve srovnání se standardní chemoterapií (6-8). Ne-
mocní s MM lé ení konven ní chemoterapií mají medián 
p ežití kolem 4 let, pacienti lé ení autologní transplantací 
mají medián p ežití 5-6 let. Nejedná se o kurativní lé ebný
postup, nebo  u v tšiny nemocných dochází k relapsu one-
mocn ní. Tato lé ebná možnost však nabízí více než 20 % 
pacient  s MM p ežití delší než 10 let (9). 
V posledních letech pronikly do klinické praxe v hemato-
onkologii n které nové léky. Mechanismus ú inku t chto
lék  je odlišný od mechanismu ú inku aplikace klasických 
cytostatik. Na rozdíl od cytostatik je cílená terapie (tar-
get therapy) zam ena na molekuly i procesy typické pro 
nádorové bu ky a tím vzniká nová generace lé iv, jejímž 
cílem je zasažení nádorové bu ky na úrovni regula ních
a signálních protein . Tím se zvyšuje efekt terapie a snižu-
je se riziko vzniku závažných nežádoucích ú ink . V tera-
pii MM jsou využívány p edevším tyto t i nové léky: tha-
lidomid, jeho derivát lenalidomid a dále bortezomib. Tyto 
preparáty jsou podávány v tšinou v kombinaci s kortikoi-
dem a p ípadn  i s alkyla ním cytostatikem (melfalan, cyk-
lofosfamid), což vede k zvýšení ú innosti. Klinické studie 
jednozna n  prokázaly ú innost thalidomidu, lenalidomi-
du a bortezomibu v lé b  relapsu i progrese MM. V sou-
asné dob  jsou tyto nové léky testovány a optimalizovány 

v rámci terapie první linie u pacient  s nov  diagnostiko-
vaným MM. Pro kombinované režimy s thalidomidem je 
p ínos v primolé b  nemocných, kte í nemohou postoupit 
autologní transplantaci prokázán t emi randomizovanými 
studiemi (10, 11, 12) a podobn  byla úsp šná jedna ran-
domizovaná studie u bortezomibu (13). U lenalidomidu 
studie probíhají a myelomová centra v eské republice se 
jí rovn ž ú astní. Pro za azení nových lék  do lé ebných
režim  je spole né a typické zvýšení po tu celkových lé-
ebných odpov dí s vysokým podílem kompletní remisí 

a následné prodloužení doby do relapsu a celkového p e-
žití. Je pravd podobné, že rozší ení nových lék  v primo-
lé b  dále zlepší celkové výsledky lé by.

Prognóza
Pr m rná délka života nelé ených pacient  je 14 m síc ,
medián p ežití p i standardní lé b  je 3-4 roky od stanove-
ní diagnózy, p i transplanta ní lé b  6-7 let.
Pr b h onemocn ní je velmi variabilní, n kte í nemocní 
žijí jen n kolik m síc , jiní naproti tomu 10 a více let. 
U MM existuje celá ada prognostických faktor , jako 
prognosticky p íznivé faktory jsou uvád ny nap íklad tyto: 
nižší v k, typ paraproteinu IgG, nep ítomnost renální in-
sufi cience, dosažení kompletní remise, normální karyotyp 
i p ítomnost hyperdiploidity, nep ítomnost zbytkového 

nádorového onemocn ní. Kombinace hodnot beta2mikro-
globulinu a albuminu tvo í základ tzv. mezinárodního stá-
žovacího systému (ISS) dle Greippa (14), pacienti s MM 
jsou dle hodnoty ISS rozd leni do 3 klinických stádií, kte-
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Tabulka . 2: Kritéria poškození orgán i tkání myelomem (Interna-
tional Myeloma Working Group, 2003)

Tabulka . 1: Kritéria monoklonální gamapatie nejasného významu 
(MGUS), asymptomatického a symptomatického myelomu (Interna-
tional Myeloma Working Group, 2003)
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rá se signifi kantn  liší v délce p ežití, nejdelší p ežití mají 
pacienti ve stádiu I (medián 62 m síc ), nejkratší ve stá-
diu III (medián 29 m síc ). Tato data jsou však platná pro 
konve ní lé bu a transplanta ní lé bu. Jeho platnost v é e
nových lék  musí být teprve ov ena.
Rozhodující pro p ežití se zdá za azení autologní transplan-
tace do lé ebných strategií v devadesátých letech minulého 
století a následn  nových lék  výše uvedených v novém 
tisíciletí. P ínos autologní transplantace pro skupinu ne-
mocných pod 60 let je již znám. Nap íklad podle dlouho-
dobého sledování klinické studie Total Therapy I v Arkans-
asu žije p i mediánu sledování 12 let stále 27 % (62/231) 
za azených nemocných, z nichž žije 31 stále bez relapsu 
a 51 % (16/31) z nich je v kompletní remisi. Srovnatelné 
a d ležité údaje pro 10-ti leté p ežití jsou: doba do relap-
su – 15 % nemocných, celkové p ežití 33 % (9). Tyto mi-
mo ádn  optimistické výsledky m žeme áste n  potvrdit. 
V brn nském centru používáme autologní transplantaci od 
roku 1996. S mediánem sledování 141 nemocných 8,4 roku 
po provedené autologní transplantace v období 1996-2002 
žije doposud 42 % nemocných (60/141) a 23 % (27/141) 
nemocných žije bez relapsu onemocn ní. V souboru je 
celkem 26 % (35/134) nemocných, kte í dosáhli kompletní 
remise. Medián celkového p ežití pro celý soubor je 72,6 
m síce a bude se dále zlepšovat. Jako nejvýznamn jší fak-
tor pro dlouhodobé p ežití bez relapsu MM jsme potvrdi-
li dosažení kompletní remise po transplantaci (p < 0,001) 
(15). Je zcela zjevné, že 10-leté p ežití nemocných se p i
použití autologní transplantace zásadn  zlepší oproti kon-

ven ní lé b  (5 %) a dosáhne u nemocných mladších 65 
let nejmén  20 %. Dále pak bude v budoucnu z ejm  ješt
umocn no použitím režim  s novými léky a optimalizací 
lé by. Zdá se, že je reálné o ekávat díky mimo ádn  ú in-
ným kombinacím dlouhodobé p ežití 30-40 % nemocných. 

Záv r
V úvodním lánku k suplementu v novanému p edstavení
diagnózy mnoho etný myelom je nastín na velmi stru n
p edevším problematika diagnostiky a lé by terapie MM. 
Diagnostická kritéria pro MM, vyšet ení nutná ke stano-
vení diagnózy MM a terapeutická doporu ení u MM byla 
opakovan  podrobn  publikována v naší i zahrani ní lite-
ratu e, zde lze najít další podrobnosti (1, 16, 17). Prognóza 
nemocných s MM se díky zavedení autologní transplantace 
a nových lék  neuv iteln  a zásadn  zm nila. Rozdíl mezi 
šancí na dlouhodobé p ežití v devadesátých letech a nyní 
(5 % vs. 30-40 %) je neuv itelným klinickým pokrokem. 
Bylo ho dosaženo díky intenzivnímu výzkumu na poli 
mnoho etného myelomu. P ínos v decko-výzkumného po-
znání s následnou rychlou aplikací v reálné praxi je v p í-
pad  mnoho etného myelomu ukázkový. O to více d razu
musí být v nováno rozvoji klinicky aplikovaného výzku-
mu. Proto je mu i v nované suplementum asopisu Klinic-
ké onkologie, jehož úvodem má toto sd lení est být. 

Pod kování:
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Souhrn
V našich laborato ích jsou plazmatické bu ky (PB) ze vzork  aspira ních biopsií kostních d ení pacient  nemocných mnoho etným
myelomem (MM) separovány magneticky aktivovanou separací bun k (MACS) a/nebo fl uorescen n  aktivovanou separací bun k
(FACS). Pro selekce se používají protilátky CD138 MACS MicroBeads nebo fl uorescen n  zna ené, které jsou namí eny proti povr-
chovému antigenu CD138 plazmatických bun k, známému jako syndecan-1. Izolované PB jsou využity pro molekulárn  biologické 
studie k PCR analýze, ke komparativní genomické hybridizaci (CGH), fl uorescen ní in situ hybridizaci (FISH), k proteinovým ana-
lýzám nebo k analýzám povrchových bun ných marker i intracelulárních antigen .

Klí ová slova: Mnoho etný myelom, Separace, MACS, FACS, CD138

Summary
We have used magnetic-activated cell sorting (MACS) and/or fl uorescence-activated cell sorting (FACS) for the separation of plasma 
cells (PC) from bone marrow aspirates from patients with multiple myeloma (MM) using human antibodies CD138 MACS Micro-
Beads or CD138-PE antibodies that recognize the plasma cell surface antigen CD138 (syndecan-1). Isolated PC can be used for mo-
lecular biology studies of MM such as PCR analysis, comparative genomic hybridization (CGH), fl uorescence in situ hybridization 
(FISH), protein analysis, analysis of cell surface markers, and/or intracellular antigens.

Keywords: Multiple myeloma, Separation, MACS, FACS, CD138

Úvod
Ve sv t  bylo v posledních n kolika desetiletích vyvinuto 
mnoho princip  separa ní metod, kterými je možné získat 
vysoce isté populace plazmatických bun k (PB) separo-
vaných ze vzork  kostní d en  (KD) a periferní krve (PK) 
pacient  nemocných mnoho etným myelomem (MM). 
Nej ast ji se využívá mikrofl uidních separa ních technik 
(9), které umož ují selekci bun k na principu imunolo-
gické reakce povrchového markeru cílové (p ístup pozi-
tivní selekce) nebo nežádoucí (deple ní p ístup, negativ-
ní selekce) bu ky s monoklonální protilátkou, která m že
být fl uorescen n  zna ená nebo konjugovaná s magnetic-
kou mikro/nano ásticí. Separace plazmatických bun k
je provád na 1) v magnetickém poli v separa ní kolon
(technologie MACS , http://www.miltenyibiotec.com/, 
Dynal , http://www.invitrogen.com/, StemSep , http://
www.stemcell.com/) nebo ve zkumavce (technologie 
EasySep , http://www.stemcell.com/) 2) imunodenzitní 
centrifugací (nap . technologie RosetteSep , http://www.
stemcell.com/). Na našich pracovištích URC-CMG a 
OKH-LEHABI využíváme pro separace plazmatických 
bun k metody MACS (magnetic-activated cell sorting, 
magneticky aktivovaná separace bun k) a/nebo FACS 
(fl uorescence-activated cell sorting, fl uorescen n  akti-

vovaná separace bun k), jejichž principy jsou detailn
popsány níže. 

Principy separa ních metod
MACS (magnetic-activated cell sorting, magneticky akti-
vovaná separace bun k)
Metoda MACS (fi rma Miltenyi Biotec, Bergisch Glad-
bach, Germany) (10) je založena na imunomagnetickém 
zna ení cílových bun k podle jejich povrchových anti-
gen  monoklonální protilátkou, která je konjugována se 
superparamagnetickou partikulí (MACS MicroBeads). 
Firma Miltenyi do sou asné doby vyvinula n kolik se-
parátor  MACS (nap . MiniMACS, VarioMACS, Super-
MACS, autoMACSTM), které mohou být využity pro 2 
základní typy separa ních strategií. Pokud pro separaci cí-
lové bu ky existuje p ímá monoklonální protilátka konju-
govaná se superparamagnetickou partikulí (MicroBeads), 
volíme separa ní p ístup pozitivní selekce. Cílové bu ky, 
které jsou magneticky zna eny p ímou MACS MicroBe-
ads, jsou zachyceny v separa ní kolon , která je umíst na
v magnetickém poli separátoru. Neozna ené bu ky proté-
kají separa ní kolonou do negativní frakce a po odstran ní
separa ní kolony z magnetického pole jsou cílové bu ky
pak separovány do pozitivní frakce (Obrázek .1A).
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Pokud nejsou dostupné p ímé MicroBeads pro cílové 
bu ky, volíme deple ní p ístup, kdy jsou nežádoucí 
bu ky magneticky ozna eny primární protilátkou (bi-
otinylovanou, fl uorescen n -zna enou aj.). Ve druhém 
kroku jsou nežádoucí bu ky magneticky zna eny se-
kundární polyklonální protilátkou namí enou proti pri-
mární protilátce (nap . Anti-Immunoglobulin, Anti-Bi-
otin, Streptavidin nebo Anti-Fluorochrom MicroBeads). 
Ozna ené (nežádoucí bu ky) jsou zachyceny v kolon  a 
jsou odd leny od neozna ených (cílových bun k), které 
procházejí kolonou do negativní frakce. Po odstran ní
kolony z magnetického pole separátoru jsou zna ené
bu ky separovány do pozitivní frakce (Obrázek .1B).
Je také možné využít kombinace t chto dvou separa -
ních p ístup  pro zisk vysoce isté populace vzácn  za-
stoupených bun k, kdy jsou v prvním kroku odstran ny
z bun né suspenze nežádoucí bu ky a následnou pozi-
tivní selekcí je získána populace vysoce istých cílových 
bun k (Obrázek . 2A). Firma také vyvinula separa ní
strategii, kterou nazvala MultiSort strategií. Tento p í-
stup je vhodný pro separace cílových bun k, které mají 
na svém povrchu n kolik CD antigen  a v i kterým je 
možné využít dostupné p ímé MicroBeads. Tímto p ístu-
pem je možné získat r zné subpopulace cílových bun k.
V prvním separa ním kroku jsou cílové bu ky, které nás 
zajímají, magneticky zna eny MultiSort MicroBeads a 
po odstran ní magnetického pole jsou separovány do 
pozitivní frakce. Inkubací s MultiSort Release Reagen-
cií jsou z bun k enzymaticky odstran ny mikropartikule 
a v druhém separa ním kroku je subpopulace cílových 
bun k magneticky zna ena p ímou MicroBeads namí e-
nou proti jinému povrchovému markeru na cílové bu ce
(Obrázek .2B).

FACS (fl uorescence-activated cell sorting, fl uorescen n
aktivovaná separace bun k)
Bun né sortery jsou za ízení, ve kterých na ást odpo-
vídající pr tokovému cytometru navazuje ást umož u-
jící t íd ní bun k. Stejn  jako každý pr tokový cytometr 
pracují pouze s bun nými suspenzemi a k identifi kaci 
bun k využívají zna ení monoklonálními protilátkami 
konjugovanými s r znými fl uorochromy, tedy látkami, 
které po ozá ení laserovým sv tlem emitují sv tlo ur ité
vlnové délky (6). Zahrnují vždy systém vedení kapalin, 
který bun nou suspenzi soust e uje do úzkého prou-
du obaleného proudem nosné kapaliny (tzv. hydrodyna-
mická fokuzace) – v této form  jsou bu ky „jedna po 
druhé“ vystavovány sv telnému paprsku z laseru (v tzv. 
interrogation point), který excituje fl uorochromy na na-
vázaných protilátkách. Sv tlo emitované fl uorochromem 
pak slouží jako signál k aktivaci sortovacího mechanis-
mu. Základním principem elektrostatického sorteru je 
rozechv ní (pomocí piezoelektrického krystalu) proudu 
nosné kapaliny s proudem vzorku, které vede k rozd le-
ní proudu na malé kapi ky. T m m že být v okamžiku 
odd lení od souvislého proudu ud len elektrický náboj a 
nabité kapi ky pak mohou být v elektrickém poli, tvo e-
ném dv ma bo ními elektrodami, vychýleny z p vodní
dráhy sm rem k t mto elektrodám. Tyto p ístroje pracují 
s asovým intervalem (tzv. time delay - v ádu mikrose-
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Obrázek . 1: Separa ní p ístup (A) pozitivní selekce (B) deplece nežá-
doucích bun k. P evzato a upraveno od výrobce technologie MACS .
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kund), který uplyne, než se bu ka dostane z místa ozá-
ení laserem (z interrogation point) na konec souvislého 

proudu nosné kapaliny. Pokud byla detekována jako cí-
lová bu ka, dojde t sn  p ed odd lením kapi ky s touto 
bu kou k nabití proudu nosné kapaliny, nabitá kapi ka
je vychýlena k p íslušné elektrod  a nasm rována do p i-
pravené sb rné nádobky. V okamžiku odd lení kapi ky
se souvislý proud kapaliny vybije a celý systém je p i-
praven k novému cyklu nabití a vybití. 
Na našem pracovišti máme možnost pracovat s vysoko-
rychlostním pr tokovým sorterem bun k FACSAria fi r-
my BD Biosciences. Jde o sorter využívající elektrosta-
tický princip sortování; proti jiným podobným za ízením
má n kolik zajímavých inovací. Vzorek prochází speci-
áln  navrženou pr tokovou komorou, která minimalizu-
je sv telné ztráty p i pr chodu sv telným rozhraním a 
zajiš uje tak velkou citlivost m ení i p i použití lase-
r  s nižším výkonem a vyšší životností nevyžadujících 
p ídatná chladicí za ízení. K detektor m je sv tlo p ivá-
d no optickými kabely, takže jsou minimalizovány jeho 

ztráty, ke kterým m že docházet p i pr chodu klasickou 
optickou lavicí. Speciální design cesty vzorku zajiš u-
je, že vzorek prochází pr tokovou komorou relativn
pomalu, což zajiš uje dostate n  dlouhý osvit laserem; 
pak se dostává do úzké trysky, tzv. nozzle, kde dojde 
k urychlení proudu nosné tekutiny a zárove  jeho roze-
chv ní a následn  roztrhání na jednotlivé kapi ky. Sorter 
je také vybaven systémem vedení kapalin zajiš ujícím
velmi stabilní rychlost pr toku, která je naprosto zásadní 
pro stálý time delay (viz výše) a dále velmi p esným a 
vysoce lineárním systémem sb ru a zpracování dat na 
digitální bázi. Umož uje t íd ní jedné až ty  r zných
populací, a to do zkumavek r zných velikostí, do mik-
rotitra ních desti ek nebo p ímo na sklí ka. Po speciál-
ní p íprav  lze provád t t íd ní za aseptických podmí-
nek – pokud je zájem vyt íd né bu ky dále kultivovat. 
FACSAria je v sou asnosti osazena dv ma lasery a 
umož uje analyzovat najednou až dev t parametr  (2 
optické a 7 fl uorescen ních). Tuto konfi guraci lze do bu-
doucna rozší it na 3 lasery a 11 parametr .

Obrázek . 2: Separa ní p ístup (A) kombinace deplece a následné positivní selekce (B) MultiSort strategie. P evzato a upraveno od výrobce tech-
nologie MACS .
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Specifi cká nastavení u MM
Separace PB z mononukleárních bun k kostní d en i
periferní krve pacient  je nej ast ji provád na pomo-
cí komer n  dostupné monoklonální protilátky CD138 
(11), která je namí ena proti povrchovému antigenu 
CD138 (syndecanu-1). Jde o membránový glykoprotein 
bohatý na heparan sulfát – proteoglykany. Syndecany se 
obecn  ú astní interakcí s proteiny extracelulární matrix, 
s rozpustnými proteiny typu cytokin  a s povrchov  vá-
zanými molekulami. Exprese syndecanu-1 byla popsána 
na normálních i nádorových plazmatických bu kách KD 
a PK pacient  s mnoho etným myelomem, ale také na 
neuronových a endoteliálních bu kách (1,2). Plazmatic-
ké bu ky, které vstupují do apoptózy, pak antigen CD138 
ztrácejí (8). Diferenciace B bun k na plazmatické bu ky
je také provázena ztrátou exprese CD45 antigenu. Této 
ztráty exprese lze využít p i separacích plazmatických 
bun k v dvoukrokové procedu e v kombinaci deplece 
CD45+ bun k s pozitivní selekcí CD138+ bun k frak-
ce CD45- (4). Nej ast ji se však využívá jednokrokové 
procedury pozitivní selekce plazmatických bun k ozna-
ených p ímou protilátkou CD138-PE i CD138 MACS 

MicroBeads. P ed vlastní separací PB je nutné provést 
izolaci mononukleárních bun k. Kostní d e  (20-60 
ml) pacienta je odebrána do heparinu a ihned smíchá-
na s transportním médiem v pom ru 1:1 obsahujícím 
IMDM médium (Iscove’s Modifi ed Dulbecco’s Medi-
um, Sigma No: I-2510) s DNázou o koncentraci 0,1 mg/
ml (Roche, No.1 284 932). Mononukleární bu ky kostní 
d en  jsou získány denzitní gradientovou centrifugací na 
Histopaque – 1077 (Sigma, No:H-8809), centrifugace 
400g, 35 min, 4 °C. Po dvojím promytí mononukleárních 

bun k v PBS pufru obsahujícím 2mM EDTA (centrifu-
gace 300g, 10 min, 4°C) je provedeno vlastní zna ení
PB podle standardních protokol  separace bun k pomocí 
MACS nebo FACS metody. Na Obrázku .3 je p íklad
obrazu KD v pr tokovém cytometru p ed a po t íd ní
s vyzna enou populací plazmatických bun k CD138+ 
CD38+.

Specifi cké problémy u MM
Pro veškeré výzkumné analýzy v oblasti MM, které na 
našem pracovišti provádíme, je nutné získat separace-
mi dostate ný po et PB o velmi vysoké istot . isto-
ta bun k je p i separaci metodou MACS vždy závislá 
na vstupní infi ltraci patologických bun k v odebraném 
vzorku KD. Proto je nutné pro každou MACS separaci 
zvolit vhodný separa ní program. P ístroj autoMACSTM

má p ednastavených 9 separa ních program  v závis-
losti na separa ní strategii, frekvenci cílových bun k a 
expresi cílového antigenu. Pro selekci málo zastoupe-
ných bun k z velkého množství bun k je doporu ován
program posseld2, který umož uje pozitivní separaci a 
p e išt ní cílových bun k ve 2 separa ních kolonách. 
Tento program jsme zvolili pro separace plazmatických 
bun k z kostní d en  pacient , u kterých bylo stanove-
né procento PB ve frakci mononukleárních bun k kostní 
d en  10% (analýza pr tokovou cytometrií, popula-
ce plazmatických bun k CD38+ CD138+). Pro ostatní 
vzorky aspira ních biopsií kostních d ení se procentem 
PB > 10% jsme zvolili program possels. Tento program 
umož uje zvýšení výt žku separovaných bun k za cenu 
mírného snížení istoty bun k. Separace t chto bun k
probíhá p es 1 kolonu.
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Obrázek . 3: Obraz KD v pr tokovém cytometru p ed a po t íd ní bun k s vyzna enou populací plazmatických bun k (CD138+ CD38+).
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Význam metod u MM stávající a o ekávaný
Purifi kace PB od pacient  nemocných mnoho etným mye-
lomem je nezbytná pro uplatn ní ady studií, u kterých mu-
síme pracovat s vysoce istou populací nádorových bun k
(3, 5, 7). Možností, jak docílit tohoto obohacení plazma-
tických bun k ze vzork  aspira ních biopsií kostních d ení
s nízkou infi ltrací patologických bun k, je použití vysoce 
specifi ckých a senzitivních separa ních metod MACS a/
nebo FACS (Tabulka . 1). Vitalita separovaných bun k
t mito procedurami není významn  ovlivn na, ehož m -
žeme využít v experimentech vyžadujících kultivaci t ch-
to bun k (cytogenetické studie, produkce imunoglobulin ,
produkce cytokin  aj.). Výhodou selekce bun k na prin-
cipu FACS je možnost využít více znak , a sortovat tak 
i r zné typy plazmatických bun k podle fenotypu (nap .
CD19+ CD56- x CD19- CD56+), podle klonality stanove-
né intracelulárním barvením lehkých et zc  imunoglobu-
lin  aj. V budoucnu plánujeme zahájit selekce PB u mono-

klonálních gamapatií s nízkou vstupní infi ltrací. K t mto
separacím bude využit bun ný sorter FACSAria.

Záv r
MACS a FACS separa ní systémy umož ují rychlou, 
ú innou a levnou separaci vysoce isté populace plazma-
tických bun k ze vzork  kostní d en  a periferní krve paci-
enta s mnoho etným myelomem. Kvalita istoty a výt žku
separovaných bun k v p ípad  použití technologie MACS 
je vždy závislá na vstupní infi ltraci plazmatických bun k
ve frakci mononukleárních bun k. Proto je nutné vždy 
zvážit volbu vhodného separa ního programu MACS pro 
r zné vstupní infi ltrace plazmatických bun k ve frakci 
mononukleárních bun k.

Pod kování
Práce byla podpo ena projekty MŠMT LC06027, 
MSM0021622434 a IGF . 3/05.
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p íklad

SROVNÁNÍ  SELEKCE  PLAZMATICKÝCH  BUN K  METODAMI  MACS  A  FACS

ISOLATION  OF  PLASMA  CELLS  USING  MACS  AND  FACS  –  RESULTS
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MORAVCOVÁ J.1, RYCOVÁ M.1, PENKA M.2, HÁJEK R.1,2,3

1 UNIVERZITNÍ VÝZKUMNÉ CENTRUM- ESKÁ MYELOMOVÁ SKUPINA (URC-CMG), LF MU BRNO
2 LABORATO  EXPERIMENTÁLNÍ HEMATOLOGIE A BUN NÉ IMUNOTERAPIE (LEHABI), OKH, FN BRNO, PMDV
3 INTERNÍ HEMATOONKOLOGICKÁ KLINIKA, FN BRNO A LF MU BRNO, PMDV 

Souhrn
V této studii jsme srovnali dv  metodiky separace plazmatických bun k z kostní d en  dostupné v sou asné dob  na našem pracovišti. 
Práce srovnává úsp šnost obou metodik v závislosti na vstupní infi ltraci a hodnotí i další aspekty separace bun k, jako je fi nan ní a 
asová náro nost.

Klí ová slova: Mnoho etný myelom, Separace, MACS, FACS, CD138+.

Summary
We have compared two different methods used for the isolation of plasma cells from the bone marrow. Our analysis focuses on the
effi cacy of either method for different plasma cell percentages in the bone marrow as well and on fi nancial and time requirements.

Keywords: Multiple myeloma, Separation, MACS, FACS, CD138+.

Úvod
Vysoká istota plazmatických bun k je základním p ed-
pokladem pro uplatn ní cytogenetických, molekulárn
biologických a proteomických aplikací ve výzkumu mno-
ho etného myelomu (MM) a monoklonálních gamapatií 
nejasného významu. Zatímco technika magnetické selek-
ce byla na našem pracovišti zavedena již d íve (3), nov
máme k dispozici také techniku fl uorescen ního t íd ní
bun k (viz Metodická ást), která je pro selekci plazmatic-
kých bun k z kostní d en  také využívána (7,4). Rozhodli 
jsme se provést srovnání obou metodik, abychom prov ili
jejich možnosti a limity v reálné praxi, tedy na vzorcích 
odebraných od pacient  s MM. Sou asn  m la tato studie 
posloužit k optimalizaci metodiky p ípravy bun k pro fl u-
orescen ní t íd ní.

Soubor nemocných
Bylo zpracováno paraleln  celkem 20 vzork  kostní d en
od 6 pacient  s MGUS a 14 pacient  s nov  diagnosti-
kovaným mnoho etným myelomem (3 x stadium I, 1 x 
stadium 2 a 10 x stadium III). Jednalo se o 9 muž  a 11 
žen s mediánem v ku 67,5 let, v rozmezí od 53 do 85 let. 
Jedenáct pacient  m lo isotyp IgG. 

Metodiky
Heparinizované vzorky kostní d en  byly odebrány do 
Iscova média (IMDM, Sigma, No: I-2510) s p ídavkem
DNázy (Roche, No: 1284932). Vzorek byl d kladn  pro-
míchán a bylo odd leno 10 ml pro zpracování na sorteru 
(FACSAria, BD Biosciences). Zbytek KD byl zpracován 

cestou imunomagnetické separace MACS. Mononukle-
ární bu ky kostní d en  (MNKD) byly získány denzitní 
gradientovou centrifugací na Histopaque- 1077 (Sigma, 
No: H-8809, centrifugace 400g, 35 min, 4 °C). Po dvo-
jím promytí v PBS + 2mM EDTA (centrifugace 300g, 10 
min, 4 °C) bylo provedeno magnetické zna ení protilátkou 
CD138 MicroBeads (Miltenyi, No: 130-051-301) v dávce 
20 l s 80 l pufru (PBS+ 2mM EDTA+ 0,5% lidský al-
bumin)/ 107 bun k. Vlastní separace plazmatických bun k
byla provedena na automatickém separátoru AutoMACSTM

s využitím programu possels (viz. metodická ást).
Vzorek pro sorter FACSAria byl rozd len na dv ásti.
Z jedné ásti byly izolovány mononukleární bu ky kostní 
d en  denzitní gradientovou centrifugací (postup zpraco-
vání viz. výše). Druhá ást KD byla lyzována roztokem 
NH4Cl (8,3 g/1000 ml H2O). V obou frakcích byla sta-
novena bun nost (Bürkerova kom rka), aby mohlo být 
ur eno množství protilátky CD138, pot ebné k ozna ení
bun k. Na n kolika vzorcích s vyšší bun ností byla od-
zkoušena spot eba protilátky – jako dosta ující množství 
bylo stanoveno 8 l protilátky (anti CD138 fi rmy BD Bi-
osciences)/ 106 bun k. P i nižším množství bylo obarvení 
nedostate né a byla špatn  odd lena negativní a pozitivní 
populace. P i vyšším množství docházelo k nespecifi cké 
vazb  protilátky se stejným výsledkem. Inkubace probíha-
la p i 4°C minimáln  30 minut.
Po inkubaci s protilátkou byl vzorek promyt studeným 
PBS a na ed n na koncentraci 5 -10 x 106/ml studeným 
roztokem PBS + 1% telecího fetálního albuminu (BoFeS - 
Sigma, No: F-2442).
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Vlastní t íd ní bun k probíhalo obvykle p i rychlosti 3-8 
x 103/ s; p i této rychlosti byla ú innost t íd ní v roz-
mezí 90 – 95%. Bu ky byly t íd ny do vrstvy RPMI 
1460 média (Sigma, No: R-8758) + 10% BoFeS a ihned 
po ukon ení t íd ní byly sto eny a dopln ny erstvým
istým médiem. Byla sbírána jak tzv. pozitivní frakce 

(CD138+), tak negativní frakce (CD138-, ostatní bu -
ky). istota t chto frakcí byla vyhodnocena morfologic-
ky (cytospin a prohlédnutí po panoptickém nabarvení) 
jako % plazmatických bun k. Výsledky byly zhodnoce-
ny statisticky (neparametrický Kruskall-Wallis ANOVA 
test a Mann-Whitney test).

Výsledky
Mediány istoty pozitivních frakcí všech vzork  byly 
74,8% (8,6% – 98,8%) pro magneticky separované bu -
ky, 97,6% (50,0% – 100,0%) pro t íd né lyzované bu ky
a 99,2% (83,3 % – 100,0%) pro t íd né bu ky p ipravené
gradientovou centrifugací. Jak je vid t z rozmezí mini-
málních a maximálních hodnot, rozdíly v rámci jedné 
metodiky byly až 90%, proto bylo hodnocení provedeno 
odd len  ve t ech skupinách vzork  podle % CD138+ 
bun k, stanoveného na pr tokovém cytometru bezpro-
st edn  p ed selekcí: u první skupiny byla vstupní infi l-
trace do 5% (skupina I – 9 vzork ), u druhé v rozmezí 5 
až 10% (skupina II – 5 vzork ) a u t etí nad 10% (sku-
pina III – 7 vzork ). Mediány istoty pozitivních frakcí 
magneticky separovaných bun k vykazovaly vzestup 
v závislosti na vstupní infi ltraci: od 64,8% (skupina I) 
po 97,3 % (skupina III); u fl uorescen n  t íd ných bu-
n k tento trend pozorován nebyl (viz Tabulka .1, Graf 
.1). P i statistickém zhodnocení jednotlivých metodik 

u všech vzork  byl nalezen statisticky významný rozdíl 
mezi istotami pozitivních frakcí (p=0,003), a to mezi 
magnetickou selekcí a fl uorescen n  t íd nými bu kami,
jak lyzovanými (p = 0,044), tak p ipravenými gradien-
tovou centrifugací (p<0,001). Mezi r zn  p ipravenými

fl uorescen n  t íd nými bu kami rozdíl nalezen nebyl 
(p=0,119). V rámci jednotlivých skupin byly statisticky 
významné rozdíly zachovány jen ve skupin  I (do 5% 
CD138+ bun k); v ostatních skupinách statisticky vý-
znamné rozdíly nalezeny nebyly. 

istota negativních frakcí byla posuzována podle procen-
ta reziduálních plazmatických bun k: p i hodnocení všech 
vzork  byl medián istoty 2,4% (0,2% - 25,0%) pro mag-
neticky separované bu ky, 0,5% (0,0% – 3,2%) pro t íd -
né lyzované bu ky a 1,2% (0,0% - 4,0%) pro t íd né bu -
ky p ipravené gradientovou centrifugací. P i statistickém 
zhodnocení jednotlivých metodik u všech vzork  byl mezi 
istotami negativních frakcí nalezen statisticky význam-

ný rozdíl (p=0,002), a to mezi lyzovanými fl uorescen n
t íd nými bu kami a magneticky separovanými bu kami
(p<0,001) a mezi lyzovanými t íd nými bu kami a bu ka-
mi t íd nými po gradientové centrifugaci (p=0,007). Stej-
n  jako u pozitivních frakcí byly statisticky významné roz-
díly zachovány jen ve skupin  I (do 5% CD138+ bun k).

Diskuse
V naší práci jsme srovnávali r zné metody selekce plaz-
matických bun k, a to p edevším z hlediska istoty sepa-
rované populace. Zajímaly nás také ztráty bun k b hem
selekce (zastoupení myelomových bun k v negativní frak-
ci), náklady na jednotlivé metodiky a asová náro nost.
Z našich výsledk  je z ejmé, že úsp šnost magnetické se-
lekce, posuzovaná podle istoty získaných myelomových 
bun k, je ve srovnání s fl uorescen ním t íd ním více zá-
vislá na zastoupení plazmatických bun k ve vstupním ma-
teriálu (viz Graf .1).
Hodnota vstupní infi ltrace 5% CD138+ bun k byla v naší 
práci vyhodnocena jako cut-off hodnota, nad kterou jsou 
všechny metodiky schopny poskytnout srovnatelné vý-
sledky. Ur itá závislost na vstupní infi ltraci se ale proje-
vuje nap í  všemi metodikami. Se stoupající vstupní infi l-
trací se zužuje interval mezi minimálními a maximálními 
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Tabulka . 2: istota negativních frakcí stanovená morfologicky – medián % plazmatických bun k (min-max)
Skupina I – vzorky se vstupní infi ltrací do 5% CD138+ bb, Skupina II – vzorky se vstupní infi ltrací 5 - 10% CD138+ bb, Skupina III – vzorky se 
vstupní infi ltrací nad 10% CD138+ bb

Tabulka . 1: istota pozitivních frakcí stanovená morfologicky – medián % plazmatických bun k (min-max)
Skupina I – vzorky se vstupní infi ltrací do 5% CD138+ bb, Skupina II – vzorky se vstupní infi ltrací 5 - 10% CD138+ bb, Skupina III – vzorky se 
vstupní infi ltrací nad 10% CD138+ bb
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hodnotami istoty, dosažené v rámci výše uvedených sku-
pin. Vyšší vstupní infi ltrace tak vždy p inese vyšší jistotu 
úsp šného výsledku, ale na druhou stranu poroste možnost 
úniku plazmatických bun k do negativní frakce (viz Ta-
bulka .2).
Vzhledem k tomu, že existuje velká skupina vzork , které 
je možno zpracovat všemi testovanými metodami se sta-
tisticky stejným výsledkem, je nutné zvažovat i další para-
metry, jako je cenová a asová náro nost.

Náklady na zpracování kostní d en  p ed a po selekci jsou 
velmi podobné, ádov  jde o náklady asi 1000 K  na jednu 
d e . Zásadní rozdíl je v cen  zna ení vzorku p ed selek-
cí. U obou metodik se nákladnost zna ení bude odvíjet od 
po tu zpracovávaných bun k, který bývá velmi individu-
ální; v našem souboru 20 srovnávaných vzork  byl me-
dián po tu zpracovávaných bun k 37x106 (5 x106 - 225 
x106). Náklady na zpracování 37x106 bun k magnetickou 
selekcí byly 740 K  + 50 K  na separa ní kolony; pro fl uo-
rescen ní vyt íd ní stejného množství bun k bylo pot eba
protilátky za 2747 K . Tyto náklady se ale dají redukovat 
– v sou asné dob  pracujeme s protilátkou jiné fi rmy, se 

kterou by tyto náklady byly 1013 K , ili z 2,5 násobku 
ceny jsme schopni se dostat na 1,3 násobek.
Jednozna nou obrovskou výhodou magnetické selekce 
proti fl uorescen nímu t íd ní je její asová nenáro nost.
Když pomineme fázi p ípravy a zpracování separovaných 
bun k, která bude p ibližn  stejná pro všechny meto-
dy a bude p edstavovat asi 2,5 – 3 hod, vlastní selekce 
je v p ípad  MACS otázkou asi 10 minut v etn  promy-
tí p ístroje, bez ohledu na po et zpracovávaných bun k.
Fluorescen ní t íd ní je asov  nesrovnateln  náro n jší
a bude vždy záviset na po tu bun k. P i nízkých infi ltra-
cích m žeme pracovat s rychlostí do 5x103 bun k/s (po-
kud chceme dosáhnout vysoké istoty bez v tších ztrát 
bun k) ili zpracování 37x106 bun k by zabralo asi 2 hod. 
P i vysoce bun ných vzorcích se ovšem m žeme dostat 
na asy až 12 hod. 
Prodloužená doba separace m že mít zásadní dopad na 
sledování hladiny gen i protein . Na rozdíl od geno-
mu je exprese RNA vysoce dynamická a rychle se m ní
v odpov di na odchylky prost edí i b hem normálních 
bun ných proces  jako jsou replikace nebo d lení bu ky
(8,5). Bylo prokázáno, že zpožd ná izolace mononukle-
árních bun k z plné periferní krve o t i hodiny vede k vý-
znamným systematickým zm nám v genové expresi (1,6).
Také skladování vede ke zm nám v aktivit  gen  závislé 
na bun ném typu. Pro expresní studie je nutné snížit as
nezbytný do izolace RNA (2)

Záv r
V rámci provedené studie se poda ilo optimalizovat dva 
použitelné postupy zpracování kostní d en  p ed t íd ním
a zvládnout vlastní metodiku t íd ní a práci s náro ným
p ístrojem. Získané zkušenosti budou využity pro rozho-
dování o využití konkrétních metodik v konkrétních p í-
padech. Fluorescen ní t íd ní plazmatických bun k se zdá 
být dobrým p íslibem pro zpracování vzork  kostní d en
s nízkou vstupní infi ltrací.

Pod kování
Práce byla podpo ena projekty MŠMT LC06027 
a MSM0021622434.
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Graf . 1: Mediány istot pozitivních frakcí stanovené morfologicky 
(% plazmatických bun k)
Skupina I – vzorky se vstupní infi ltrací do 5% CD138+ bb
Skupina II – vzorky se vstupní infi ltrací 5 - 10% CD138+ bb
Skupina III – vzorky se vstupní infi ltrací nad 10% CD138+ bb
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ROLE  OF  CLASSICAL  AND  MOLECULAR  CYTOGENETICS  FOR  DIAGNOSIS  
OF  MULTIPLE  MYELOMA
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Souhrn
Jedním z nejd ležit jších nezávislých prognostických faktor  u nemocných s mnoho etným myelomem je nález specifi ckých aberací. 
Klasická cytogenetická analýza založená na analýze mitotických preparát  je u nemocných s mnoho etným myelomem limitovaná 
nízkou prolifera ní aktivitou plazmatických bun k. Molekulárn  cytogenetické metody, zejména technika interfázní fl uorescen ní
hybridizace in situ (FISH), je relativn  rychlá, citlivá a vysoce specifi cká metoda, která p i použití vhodných centromerických i
lokusov  specifi ckých DNA sond umož uje detekovat po etní a strukturní chromozómové odchylky v ned lících se jádrech interfázních 
bun k. Na rozdíl od leukémií je u mnoho etného myelomu správné využití techniky FISH podmín no separací nádorových bun k
i identifi kací plazmatických bun k v kostní d eni. Práce shrnuje principy, výhody i omezení klasické a molekulární cytogenetiky 

a jejich modifi kací používaných p i vyšet ování cytogenetických zm n u mnoho etného myelomu. Jsou prezentovány nej ast jší
typy po etních a strukturních chromozómových zm n vyskytujících se v karyotypu nemocných s mnoho etným myelomem a jejich 
prognostický význam. 

Klí ová slova: Chromozómové aberace, cytogenetika, FISH, mnoho etný myelom, prognostické faktory.

Summary
The presence and type of chromosomal abnormalities belong among the most important independent prognostic factors in patients with
multiple myeloma. Classical cytogenetics based on the analysis of mitotic fi gures is often diffi cult due to the low proliferative index of 
malignant plasma cells. In order to circumvent this pitfall, molecular cytogenetics methods especially interphase fl uorescence in situ 
hybridization (FISH) with centromeric or locus specifi c DNA probes have been developed to study the most frequent numerical and 
structural chromosomal abnormalities observed in myeloma. The main difference to leukemias is that interphase FISH in myeloma 
needs to be coupled with plasma cell identifi cation in the bone marrow specimens. The aim of this article is to summarize the 
principles, impact and limits of classical and molecular cytogenetic methods and their modifi cations used for the routine identifi cation 
of cytogenetic abnormalities in multiple myeloma. We discuss the most common types of chromosomal aberrations in multiple 
myeloma and their prognostic importance.

Keywords: chromosomal aberration, cytogenetics, FISH, multiple myeloma, prognostic factors.

Úvod
Sou asný rozvoj nových technologií založených na po-
znatcích genetiky a molekulární biologie umož uje zlep-
šení diagnostiky a prognostiky v onkologii. Molekulárn
genetická vyšet ení používaná v onkologii se rozr stají
s pokrokem znalostí o lidském genomu každým dnem. 
Význam t chto disciplín stále roste i s ohledem na stále 
ú inn jší protinádorovou lé bu i zavád ní nových lé eb-
ných protokol . Z tohoto hlediska se genetické abnorma-
lity charakterizující nádorovou bu ku stávají prioritními 
z hlediska jejich využitelnosti v klinické praxi. U nádoro-
vých bun k m žeme pozorovat velmi pestrou a po etnou
škálu abnormalit. astými genetickými zm nami, které se 
v pr b hu vzniku a vývoje nádoru objevují, jsou chromo-
zómové aberace p edstavující ztráty, zmožení i p emíst -
ní genetického materiálu. 

Základním kamenem moderní nádorové cytogenetiky byl 
objev první specifi cké chromozómové odchylky u chro-
nické myeloidní leukémie (CML) tzv. fi ladelfského (Ph) 
chromozómu. Tento chromozóm popsali Nowell a Hun-
gerford v roce 1960 a nazvali jej podle m sta, kde byl 
objeven (24). V roce 1973 popsala Rowleyová vznik Ph 
chromozómu jako výsledek reciproké translokace mezi 
chromozómy 9 a 22 a tímto zjišt ním položila základ dal-
šímu rozvoji onkocytognetiky (27).
Od objevu fi ladelfského chromozómu bylo postupn  na-
shromážd no mnoho poznatk  dokazujících, že získané 
chromozómové zm ny, které se vyskytují u onkologic-
kých onemocn ní, jsou integrální sou ástí procesu maligní 
transformace bun k (14 ).
Doposud bylo evidováno v Mitelmanov  databázi na 
53 000 r zných typ  abnormalit, které byly popsány 
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u r zných hematologických malignit a solidních nádor
(22). Dnes jsou proto cytogenetické diagnostické metody 
spolu s adou dalších vyšet ení nedílnou sou ástí vstupní 
diagnostiky u mnoha onkologických onemocn ní. Cyto-
genetická vyšet ení nádorových bun k tak spolu s dalšími 
molekulárními technikami výrazn  napomáhají charakte-
rizaci biologických a klinických vlastnosti nádor  pro ú e-
ly up esn ní diagnózy, stanovení prognózy, volby zp sobu
terapie i kontrole ú innosti lé by.

Cytogenetické zm ny u mnoho etného myelomu a je-
jich význam
Obdobn  jako u jiných hematologických malignit i u MM 
se asto setkáváme se specifi ckými klonálními po etními
i strukturními abnormalitami chromozóm , pom rn asto
se jedná o složité komplexní zm ny karyotypu. Z t chto
d vod  je v posledních letech u nemocných s MM asto
považován za rozhodující prognostický faktor jejich úvod-
ní cytogenetický nález. Na základ  cytogenetických nález
m žeme nemocné s MM rozd lit do r zných genetických 
podskupin, které se liší v odpov di na lé bu a v prognó-
ze onemocn ní. Studie provád né b hem uplynulých let 
prokázaly, že p ítomnost specifi ckých aberací u pacient
s MM p edstavuje rozhodující prognostický faktor jak p i
lé b  autologní transplantací, tak p i užití vysokodávko-
vané chemoterapie (5, 23, 26, 10). Prognostická stratifi -
kace slouží i pro odlišení nemocných s vysokým rizikem 
náhlé transformace choroby, u nichž by m la být bezpro-
st edn  zahájena lé ba. Intenzivn  se též studuje význam 
cytogenetických zm n p i lé b  n kterými novými typy 
lék , jako jsou inhibitory angiogeneze i proteáz (32, 15).
P esné ur ení karyotypu myelomových bun k a v asná
detekce prognosticky významných aberací 
Podle literatury existují dv  hlavní cytogenetické podsku-
piny MM; hyperdiploidní varianta (H-MM) asociovaná 
s astým nálezem po etních odchylek, zejména trizomií 
chromozóm  3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 a 21, a non-hyperdiplo-
idní varianta (NH-MM) typická vysokou etností struk-
turních abnormalit chromozóm , zejména translokací po-
stihujících IgH lokus lokalizovaný na chromozómu 14 (7,
9, 37).
Za nej ast jší chromozómovou zm nu u MM je považo-
vána delece dlouhých ramen chromozómu 13 – del(13)
(q14), která se p i klasickém cytogenetickém vyšet ení
objevuje u 15-20 % a p i použití FISH více než u poloviny 
nov  diagnostikovaných pacient  s MM (7, 36). V tšina
autor  považuje tuto aberaci za špatný prognostický uka-
zatel, zejména pokud je nalezena v metafázních analýzách 
nebo pokud se vyskytuje v kombinaci s dalšími chromo-
zómovými abnormalitami, jako je delece 17p13 a translo-
kace t(4;14) (10). Rozsah delece m že být r zný, u v tšiny
nemocných (až 90 %) pravd podobn  dochází ke ztrátám 
celého 13. chromozómu (monosomie 13). Druhou nej as-
t jší abnormalitou v karyotypu je nález hyperdiploidní-
ho bun ného klonu (47 – 74 chromozóm ), který bývá 
p ítomen asi u 50 % pacient  s MM a je obvykle spojen 
s lepší prognózou než p ítomnost hypodiploidie (mén
než 46 chromozóm ) nebo diploidie (7, 37, 35). astým
nálezem v karyotypu MM bývají strukturní p estavby
postihující IgH lokus. K nej ast jším p estavbám zahr-

nujícím IgH lokus pat í translokace t(11;14)(q13;q32), 
která se vyskytuje asi u 20 % nemocných s MM. Podle 
n kterých autor  je provázena delším celkovým p ežitím
nemocných a na rozdíl od ostatních p estaveb 14q32 je 
považována spíše za p íznivý prognostický ukazatel (7,
35, 8). Další specifi ckou strukturní aberací postihující IgH 
lokus je t(4;14)(p16;q32), která je popisována u asi 15 % 
nemocných s MM. Tato translokace je obvykle provázena 
velmi agresivním pr b hem onemocn ní. Nep íznivou
prognózu pro nemocné znamená rovn ž nález translokace 
t(14;16)(q32;q23), která se vyskytuje asi u 5 % p ípad
s primárním MM a je též spojena s kratším p ežitím a agre-
sivním pr b hem onemocn ní (2, 10, 7, 35).
Za další klí ové genetické abnormality související s horší 
prognózou je považována delece oblasti 17p13 (gen p53), 
se kterou se setkáváme asi u 10 % nemocných a v poslední 
dob  též zisk úseku 1q21 (gen CKS1B), který bývá popi-
sován až u 40-70 % pacient  (16, 12).

Konven ní cytogenetická analýza u mnoho etného
myelomu
Z hlediska metodického je vyšet ení zm n u MM stejn
jako u jiných hematologických malignit založeno bu to
na klasické analýze karyotypu prost ednictvím pruhova-
cích technik (tzv. konven ní cytogenetika založená na Gi-
emsa pruhování metafázních chromozóm ), nebo na vyu-
žití molekulárn  cytogenetických metod. 

Vstupní materiál
V p ípad  konven ních cytogenetických vyšet ení u MM 
je vstupním materiálem ke stanovení karyotypu malig-
ních linií kostní d e  (KD) pacient . Základní podmínkou 
úsp šného cytogenetického vyšet ení je v každém p ípa-
d  dostate né množství biologického materiálu. Odb r
materiálu (1-3ml KD) je provád n steriln  do p ipravené
zkumavky s obsahem malého množství (0,5 ml) heparinu. 
D ležitou podmínkou úsp šného cytogenetického vyšet-
ení je, aby se jednalo o první frakci odb ru kostní d en .

Kultivace probíhá v r zných kultiva ních mediích, nej as-
t ji RPMI v termostatu p i 37°C (m že to být i Panserin,
Cytogen plus atd. dle nabídky jednotlivých fi rem, ale se 
stejnou nutri ní hodnotou). Po 24hodinové kultivaci (tzv. 
krátkodobá kultivace) nastává proces zpracování materiálu 
a p íprava preparát . Nezbytným krokem celého postupu je 
využití schopnosti p sobení kolchicinu na funkci d lícího
v eténka, tj. zastavení procesu bun ného d lení v metafá-
zi. Následuje p idání hypotonického roztoku (0,075 M KCl 
na 10-20 minut), který umožní nabobtnání bu ky, zv tšení
jejího objemu a rozložení chromozóm  v ekvatoriální ro-
vin . Proces fi xace bun k zahrnuje 3-4x opakované p i-
dávání fi xa ního roztoku (metanol-kys. octová v pom ru
3:1) vždy po odst ed ní a odsátí supernatantu. Vykapáním 
bun né suspenze na p edem odmašt ná a d kladn  omytá 
podložní skla získáme cytogenetické preparáty vhodné pro 
další použití, tj. aplikaci barvicích metod cytogenetických 
nebo technik molekulárn  cytogenetických.
I když metody metafázní cytogenetiky dosáhly v uplynu-
lých letech zna ného rozvoje a jejich rezolu ní možnosti 
se výrazn  zvýšily, p esto má konven ní cytogenetická 
analýza zvlášt  u MM výrazná omezení. Výsledky cyto-
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genetického vyšet ení u MM jsou asto limitovány nízkou 
infi ltrací kostní d en  nádorovými plazmatickými bu ka-
mi a s tím souvisejícím nízkým mitotickým indexem. Pro-
blémem m že být i špatná morfologie chromozóm , která 
asto nedovoluje p esn jší lokalizaci zlomových míst.

Klonální chromozómové aberace podle údaj  v literatu-
e nalézáme p i konven ní cytogenetické analýze asi jen 

u 30 % nemocných s mnoho etným myelomem (4, 31).
U mnoha pacient  je však klasické cytogenetické vyšet-
ení neúsp šné nebo neinformativní. V kultivaci tak na-

lézáme pouze bu ky s normálním karyotypem. P es tuto 
skute nost má konven ní cytogenetika u MM stále velký 
význam. Tak nap . p ípadný abnormální cytogenetický 
nález delece13q/monosomie 13 pozorovaný na mitózách 
p ináší informaci nejen o strukturní abnormalit  chromo-
zóm , ale sv d í i o zvýšené proliferaci patologických bu-
n k, což samo o sob  již pro pacienta znamená špatnou 
prognózu (25).

Molekulární cytogenetika u mnoho etného myelomu
Nové možnosti v této oblasti p inesl rozvoj molekulárn
cytogenetických metod, které pomohly p ekonat ur itá
metodologická omezení klasické cytogenetiky. Jedná se 
hlavn  o techniku fl uorescen ní in situ hybridizace (FISH) 
a její modifi kace, která se za ala intenzivn ji používat 
v cytogenetických laborato ích od poloviny 80. let minu-
lého století. 
Základní metodou molekulární cytogeneticky je hybridi-
zace in situ, která umož uje zviditelnit sekvence nukleo-
vých kyselin p ímo na mikroskopických preparátech obsa-
hujících fi xované a morfologicky zachovalé chromozómy 
nebo interfázní jádra. Molekulární hybridizace in situ je 
založena na použití zna ené jedno et zcové hybridiza ní
sondy, tj. krátkého úseku DNA. Tato sonda se v d sledku
komplementarity bazí m že po denaturaci vázat k cílové 
sekvenci DNA bun k nacházejících se na mikroskopickém 
skle a umožnit tak detekci defektních gen i chromozó-
m  v genomu nádorových bun k. Molekulárními metoda-
mi studované fragmenty DNA jsou p ibližn  200 – 300 
kilobází velké. Na základ  konjugace DNA sondy s fl uo-
rochromem m žeme potom místa hybridizace detegovat 
prost ednictvím fl uorescen ního mikroskopu. V naprosté 
v tšin  p ípad  jsou fl uorescen ní signály snímány velmi 
výkonnou CCD kamerou napojenou na po íta  se speciál-
ními programy pro FISH, citlivost metody se tak zvyšuje 
o n kolik ád . Diagnostické postupy založené na meto-
dách molekulární cytogenetiky dovolují rozlišit tak malé 
zm ny na chromozómech, které nebylo možno d íve v ka-
ryotypu prokázat. Další výhodou je, že metody FISH p i
použití vhodných DNA sond umož ují detegovat po etní
i strukturní chromozómové abnormality nejen v mitózách, 
ale i v ned lících se interfázních jádrech (tzv. interfázní 
I-FISH). Tato skute nost je zvlášt  významná p i moleku-
lárn  cytogenetickém vyšet ení MM, kde se jako vstupní 
materiál op t používá suspenze fi xovaných bun k kostní 
d en , které jsou vykapány na mikroskopická skla. Zde už 
nevadí nízké hodnoty mitotického indexu, pro vyšet ení
je dosta ující samotná p ítomnost interfázních myelomo-
vých bun k ve vzorku. 

Specifi cké problémy molekulárn  cytogenetických vy-
šet ení u nemocných s MM
I v p ípad  molekulárn  cytogenetických vyšet ení vzork
MM ovšem n kdy narážíme na problém nízké infi ltrace 
kostní d en  nádorovými myelomovými bu kami. U n -
kterých pacient  m že být zastoupení plazmocyt  mezi 
ostatními bu kami kostní d en  menší než 5 %. Ke správ-
nému molekulárn  cytogenetickému vyšet ení myelomo-
vých bun k se proto používají následující p ístupy:

a) morfologická identifi kace nádorových plazmocyt
v kostní d eni v kombinaci s technikou I-FISH 

V n kterých sv tových laborato ích jsou používány auto-
matizované mikroskopické stanice, které umož ují prová-
d t sou asn  morfologické i genetické vyšet ení jednotli-
vých bun k. Prvním krokem je morfologická identifi kace 
nádorových myelomových bun k v nát rech kostní d en
za využití sv telného mikroskopu na základ  May Grun-
wald Giemsova barvení. Následn  probíhá naskenování 
a zaznamenání sou adnic t chto bun k pomocí CCD ka-
mery, mikroskopického stolku s automatizovaným posu-
nem a po íta e. Druhý krok spo ívá v hybridizaci t chto
preparát  se specifi ckými DNA sondami. Chromozómové 
abnormality jsou potom v celém vzorku kostní d en  cíle-
n  studovány pomocí fl uorescen ního mikroskopu pouze 
u bun k, jejichž poloha na mikroskopickém preparátu od-
povídá poloze morfologicky identifi kovaných nádorových 
bun k. Citlivost této metody je srovnatelná s metodou 
RT-PCR, (10-3-10-4), záchyt aberací je podstatn  vyšší než 
u b žné FISH provád né na plné kostní d eni (13) .

b) separace nádorových plazmocyt  v kombinaci 
s technikou I-FISH
Separa ní metody umož ují získat populaci nádorových 
plazmocyt  z bun k kostní d en  o vysoké istot , na 
nichž provádíme následné molekulárn  cytogenetické vy-
šet ení. V laboratorní praxi se setkáváme nej ast ji s imu-
nomagnetickou separací myelomových bun k pomocí 
CD 138+ specifi cké protilátky (AutoMacs) nebo s fl uo-
rescen ní imunomagnetickou separací (FACSAria). P ed
vlastním cytogenetickým vyšet ením musí být separované 
bu ky získány v dostate ném množství a vysoké istot
a op t fi xovány a vykapány na mikroskopická skla (6).
Pro n které pokro ilé molekulárn  cytogenetické techni-
ky (CGH, array-CGH) používáme separované bu ky i pro 
izolaci DNA.

c) imunofl uorescen ní zna ení nádorových plazma-
tických bun k v kombinaci s metodou FISH (tzv. cIg-
FISH)
Vyšší záchyt aberací umož uje rovn ž simultánní imu-
nofl uorescen ní zna ení a molekulárn  cytogenetické vy-
šet ení klonálních plazmatických bun k provád né p ímo
na mikroskopických preparátech s vykapanými bu kami
kostní d en . Preparáty hybridizujeme s p íslušnými DNA 
sondami a myelomové plazmocyty identifi kujeme mezi 
ostatními bu kami kostní d en  pomocí fl uorescen n
zna ených protilátek proti lehkým et zc m cytoplazma-
tických imunoglobulín , které jsou konjugované s fl uoro-
chromem AMCA. P i pozorování ve fl uorescen ním mi-
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kroskopu rozlišujeme jednotlivé nádorové bu ky v kost-
ní d eni na základ  syt  modrého zbarvení cytoplazmy 
a pouze v t chto zna ených bu kách následn  vyšet ujeme
aberace chromozóm  metodou I-FISH (1, 19).
Zejména poslední dva zp soby cytogenetického vyšet ení
myelomových bun k jsou ve sv tových laborato ích rutin-
n  využívány, v eské republice v tšina cytogenetických 
laborato í používá metodu imunofl uorescen ního zna ení
plazmatických bun k, která je u nás dob e standardizova-
ná a fi nan n  mén  nákladná.

Modifi kace metody FISH
Další nevýhodou je, že techniky FISH používané k detekci 
aberací p edpokládají p esnou znalost a charakterizaci po-
stižených gen , a jsou proto vhodné pouze pro sledování 
omezeného po tu specifi ckých p estaveb. Z t chto d vo-
d  jsou v dnešní dob  neustále vyvíjeny a zdokonalovány 
nové postupy a modifi kace techniky FISH, které umož ují
analyzovat celý nádorový genom a hledat zm ny v po tu
a lokalizaci gen i DNA sekvencí v jednom hybridiza -
ním pokusu (tzv. metody celogenomového screeningu). 
K t mto metodám pat í zejména technika chromozómové 
komparativní genomové hybridizace (CGH), která umož-
uje detegovat a mapovat relativní po et kopií jednotli-

vých sekvencí mezi r znými genomy (18). P i této tech-
nice nevyšet ujeme chromozómy, ale DNA testovaných 
bun k i tkání. Tato DNA z testovaného vzorku je spolu 
s kontrolní DNA z bun k s normálním karyotypem fl uo-
rescen n  ozna ená, a to tak, že pro jejich ozna ení jsou 
použity spektráln  odlišné fl uorochromy (nap . ervená
a zelená fl uorescence). Ob  DNA jsou následn  smíchá-
ny v ekvimolárním pom ru a hybridizovány na normální 
metafázní chromozómy. Po n kolikahodinové hybridiza-
ci, odmytí nenavázané a nespecifi cky navázané sondy jsou 
chromozómy podbarvené pomocí fl uorochromu DAPI, 
které umož uje sestavení karyotypu. Následn  je pomocí 
citlivé kamery registrován fl uorescen ní signál a použitím 
po íta ového programu analyzovaný pom r fl uorescen-
ce podél jednotlivých chromozóm . V p ípad , že DNA 
z testovaného vzorku neobsahuje žádné zm ny, všechny 
chromozómy se barví jednotn  (pom r fl uorescence tes-
tované a kontrolní DNA je 1). V p ípad , že vyšet ovaný
vzorek obsahuje nadbyte ný materiál nebo mu naopak ur-
ité oblasti scházejí, dochází v t chto oblastech ke zm n

pom ru fl uorescence. Odchylky < 0,8 jsou pak hodnoceny 
jako ztráty DNA sekvencí (delece i monozomie chromo-
zóm ), odchylky > 1,2 jako zisky genetického materiálu 
(duplikace, trisomie, amplifi kace chromozóm ). Rozli-
šovací schopnost CGH je asi 5-10 Mb. Technika CGH je 
nesmírn  ú inná p i vyšet ování nebalancovaných zm n,
jako jsou delece, zisky nebo amplifi kace n kterých gen ,
avšak nelze je využít p i vyšet ování n kterých typ  abe-
rací, jako jsou reciproké translokace, inverze a inzerce, 
p i kterých se nem ní pom r po tu kopií sekvencí DNA. 
Další podmínkou pro úsp šnou aplikaci této metody je 
istota (nad 50 % nádorových bun k ve vzorku) a dosta-

te né množství DNA. U pacient  s MM jsou proto tato 
vyšet ení provád na výhradn  p i vysoké infi ltraci kost-
ní d en  myelomovými bu kami, pop . na separovaných 
myelomových bu kách s vysokou istotou. Použití meto-

dy CGH u nemocných s MM umožnilo odhalit etné reku-
rentní nebalancované zm ny v nádorovém genomu jako 
jsou zisky 1q, 5q, 9q, 11q, 19p nebo ztráty 6q, 8p a 16q, 
jejichž prognostický význam je stále studován (11).
Na stejném principu jako CGH je založeno vyšet ení ne-
mocných s MM pomocí mnohem citliv jší metody array-
CGH, která se liší tím, že jako podklad pro hybridizaci 
slouží tzv. DNA mikro ipy, tj. klonované sekvence DNA 
nebo um le syntetizované oligonukleotidy pokrývající ob-
lasti vybraných gen  nebo celý genom (3, 20 ).
Mezi pokro ilé metody molekulární cytogenetiky pat-
í i techniky mnohobarevných metafázních analýz, které 

dovolují barevn  odlišit každý chromozómový pár v lid-
ském karyotypu (mnohobarevná fl uorescen ní hybridi-
zace in situ - mFISH, spektrální karyotypování – SKY), 
event. barevn  odlišit jednotlivé pruhy na chromozómech 
(mBAND – mnohobarevné pruhování). Tyto nové metody 
umož ují mnohem detailn jší analýzy jednotlivých struk-
turních zm n typu delecí, amplifi kací, translokací, inverzí 
a inzercí a z t chto d vod  jsou používány zejména p i
vyšet ení složitých karyotyp  (33, 34, 21). Jako u klasic-
kých cytogenetických vyšet ení je i u t chto moderních 
technik nezbytnou podmínkou dostate ný po et dob e roz-
prost ených mitóz. Z t chto d vod  jsou u pacient  s MM 
metody mFISH i spektrálního karyotypování používány 
jako dopln k klasické cytogenetiky zejména pro up esn ní
míst zlom i identifi kaci drobných kryptických transloka-
cí a dalších p estaveb chromozóm  (30, 29, 28).
Souhrnn  lze íci, že po zavedení moderních molekulárn
cytogenetických metod a zejména interfázní fl uorescen ní
in situ hybridizace provád né na separovaných i selek-
tivn  zna ených bu kách se ukázalo, že specifi cké chro-
mozómové abnormality nacházíme v genomu nádorových 
bun k až u 90 % nemocných s MM (2, 17). V p ípad  celo-
genomového screeningu abnormalit provád ného pomocí 
technologie array-CGH a oligonukleotidových DNA mi-
kro ip  uvád jí n kte í auto i záchyt dokonce 100 % (20).

Záv r
Nález specifi ckých aberací je jedním z nejd ležit jších ne-
závislých prognostických faktor  u nemocných s mnoho-
etným myelomem.

Cytogenetické vyšet ení pacient  s MM pomocí konven -
ní cytogenetiky i techniky FISH je velmi náro né. Nízký 
po et plazmatických bun k v kostní d eni a jejich nízký 
mitotický index, p ítomnost paraproteinu v cytoplazm
nádorových bun k a kone n  i nezbytnost používat r zné
separa ní i simultánní barvicí techniky pro identifi kaci 
myelomových bun k výrazn  znesnad ují rutinní cytoge-
netickou diagnostiku. P es tyto skute nosti jsou metody 
molekulární cytogenetiky, zejména interfázní FISH, za-
tím nejú inn jším p ístupem k odhalování zm n u tohoto 
onemocn ní. V roce 2005 prob hlo v Londýn  pracovní 
setkání Evropské myelomové skupiny, na kterém byly p i-
jaty spole né záv ry a doporu ení týkající se sjednocení 
metodiky a standardizace molekulárn  cytogenetického 
vyšet ování pacient  s MM (26). Hlavní d raz je kladen na 
požadavek používat n kterou z metod identifi kace nádo-
rových plazmocyt  a vyšet ovat u pacient  s MM zejmé-
na všechny klí ové chromozómové aberace s již známým 
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negativním prognostickým významem (delece 13q, delece 
17p13, translokace t(4;14), translokace t(14;16). 
Cytogenetická a molekulárn  cytogenetická vyšet ení
tvo í nedílnou a d ležitou sou ást diagnostických metod 
využívaných u pacient  s MM. Lze o ekávat, že v sou-
vislosti s rozvojem dalších genetických poznatk  a stále 
v tším využíváním nových typ  lé iv u pacient  s MM 
bude význam cytogenetických vyšet ení i v budoucnu stá-
le v tší.
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ZNA ENÝCH  PLASMATICKÝCH  BUN K  U  PACIENT   S  MNOHO ETNÝM
MYELOMEM  ZA AZENÝCH  VE  STUDII  CMG  2002

MOLECULAR  CYTOGENETIC  ANALYSIS  OF  IMMUNOFLUORESCENCE-LABELED
PLASMA  CELLS  OF  PATIENTS  WITH  MULTIPLE  MYELOMA  ENROLLED  
IN  CMG  2002  CLINICAL  TRIAL 
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Souhrn
V letech 2004-2006 jsme u 208 nemocných s mnoho etným myelomem (MM) za azených do studie CMG 2002 vyšet ili imunofl uo-
rescen n  zna ené plasmatické bu ky metodou cIg-FISH. Sledovali jsme frekvenci a prognostický význam specifi ckých chromoso-
mových aberací. U 52,9% pacient  jsme detekovali aberace chromosomu 13, p estavby IgH genu jsme prokázali u 58,6% nemocných. 
Deleci genu p53 a zisk chromosomového materiálu v oblasti 1q21 m lo 21,6%, respektive 37,7% nemocných. Na základ  výsledk
statistické analýzy jsme prokázali, že p estavby IgH genu, zisk chromosomového materiálu v oblasti 1q21 a sou asný výskyt více 
než dvou genetických aberací jsou spojeny s agresivn jším pr b hem a horší prognózou onemocn ní. Naopak jsme ve studii CMG 
2002 neprokázali prognostický význam aberací chromosomu 13 a p íznivý vliv t(11;14)(q13;q32). Potvrdili jsme, že chromosomové 
aberace v plasmatických bu kách jsou velmi heterogenní a asto dochází k jejich kumulaci. P i stanovení prognózy nemocných je 
proto vždy nutné posuzovat sou asn  všechny zm ny prokázané v karyotypu.

Klí ová slova: mnoho etný myelom, cytogenetika, FISH, chromosomové abarace.

Summary
From 2004 to 2006 we have used cIg-FISH method to analyze immunofl uorescence-labeled plasma cells from 208 patients with 
multiple myeloma (MM) enrolled in the CMG 2002 clinical trial. The aim of our study was to evaluate the frequency and prognostic
impact of selected chromosomal aberrations. Chromosome 13 aberrations were found in 52,9% of patients, IgH gene translocations in 
58,6% of patients, p53 gene deletions in 21,6% of patients, and 1q21 gains in 37,7% patients. Statistical analysis has shown that IgH
translocations, 1q21 gain, and simultaneous presence of more than two different genetic aberrations were associated with aggressive
course of the disease and poor prognosis. We have not confi rmed the putative negative prognostic impact of chromosome 13 aberrati-
ons and the favorable prognosis associated with t(11;14)(q13;q32). There was a high degree of heterogeneity of genetic abnormalities
in plasma cells and a high prevalence of multiple aberrations. Complex analysis of all detected chromosomal abnormalities is neces-
sary for the evaluation of their impact on prognosis.

Keywords: multiple myeloma, cytogenetics, FISH, chromosomal aberration.
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Úvod
Za jeden z nejd ležit jších prognostických faktor  je u ne-
mocných s MM považován nález klonálních chromosomo-
vých aberací v plasmatických bu kách v dob  stanovení di-
agnózy (4). K nej ast jším cytogenetickým nález m u MM 
pat í delece RB1 genu v oblasti 13q14 a/nebo ztráta celého 
chromosomu 13 a translokace IgH genu v oblasti 14q32 (3, 
5). IgH vstupuje do translokací s r znými partnerskými geny 
a tyto p estavby jsou v tšinou spojeny se špatnou prognózou 
(4). Výjimku tvo í translokace t(11;14)(q13;q32), která je 
n kterými autory považována za p íznivý prognostický uka-
zatel (6). V nov jších studiích však p íznivý prognostický 
význam této translokace nebyl potvrzen (2) a proto je v sou-
asnosti považována za prognosticky ,,neutrální‘‘. K nep íz-

nivým prognostickým faktor m pat í dále nález amplifi kace 
oblasti 1q21 a delece tumor supresorového genu p53.

Soubor pacient  a metodika
Konven ní cytogenetickou analýzou a metodou cIg-FISH 
jsme vyšet ili imunofl uorescen n  zna ené plasmatické 
bu ky u celkem 208 pacient  s MM, kte í byli v letech 
2003-2006 za azeni do studie CMG 2002 (125 muž , 83 
žen; pr m rný v k 56 let, medián 57 let). Medián sle-
dování je 30,4 m síc . Klinická charakteristika souboru je 
shrnuta v Tabulce . 1. 

K analýze zna ených plasmatických bun k ve stádiu in-
terfáze jsme použili I-FISH s lokus-specifi ckými sondami 
(Abbott-VYSIS™, Kreatech Biotechnology™), p i jejich 
aplikaci jsme postupovali podle návod  doporu ených vý-
robci. U každého vzorku jsme hodnotili alespo  50 plas-
matických bun k. Hladina „cut-off value“ byla stanovena 
na 20% pro detekci delecí 13q14 a p53 a na 10% pro de-
tekci translokací IgH genu a amplifi kace 1q21 (Workshop 
of the European Myeloma Network, 22. 1. 2007, Nantes, 
Francie – dosud nepublikováno).
U všech nemocných za azených do studie jsme provedli 
cIg-FISH se sondami pro detekci del(13)(q14) a p estaveb
14q23. U nemocných s prokázaným zlomem v IgH genu 
jsme dále pokra ovali v hybridizaci se sondou pro detekci 
translokace t(11;14)(q13;q32). Krom  toho jsme u vybra-

ných pacient  retrospektivn  vyšet ili archivovaný mate-
riál se sondami pro detekci translokace t(4;14)(p16;q32), 
zisku chromosomového materiálu v oblasti 1q21 a delecí 
tumor supresorového genu p53 (17p13).

Výsledky a diskuze
Metodou konven ní cytogenetické analýzy jsme deteko-
vali chromosomové aberace celkem u 19,2% nemocných 
s MM. Nej ast ji se jednalo o strukturní aberace a/nebo 
komplexní p estavby karyotypu (26x), u 14 pacient  jsme 
detekovali aneuploidie. Normální kariotyp m lo 64,9 % 
nemocných a u 15,9% nemocných bylo cytogenetické 
vyšet ení neinformativní. Analýza délky p ežití prokáza-
la statisticky významn  kratší dobu p ežití (OS, p=0,002 
a PFS, p=0,001) u pacient  s komplexním karyotypem.
Metodou cIg-FISH jsme prokázali p ítomnost chromo-
somových aberací u 83,7% nemocných s MM. Aberace 
chromosomu 13 jsme detekovali celkem u 52,9% pacien-
t . Prognostický vliv monosomie/delece 13q na délku p e-
žití nemocných nebyl v této studii prokázán (OS, p=0,955 
a PFS, p=0,315). P edpokládáme, že prognózu pacient
bez prokázaných aberací chromosomu 13 negativn  ovliv-
ují jiné genetické aberace, které mohou být p ítomny

v genomu plasmatických bun k.
P estavby IgH genu jsme ve sledovaném souboru prokáza-
li celkem u 58,6% nemocných. Statistická analýza potvr-
dila u pacient  s aberacemi IgH signifi kantn  kratší dobu 
p ežití bez progrese (PFS, p=0,040), což odpovídá údaj m
v odborné literatu e (5) (Graf . 1). 

Translokace t(11;14)(q13;q32) byla prokázána u 18,5% 
nemocných z této skupiny. Výsledky analýzy délky p ežití
nepotvrdily ve studii CMG 2002 p íznivý prognostický 
význam této translokace (OS, p=0,707 a PFS, p=0,702). 
Pouze u t í pacient  však byla t(11;14)(q13;q32) dete-
kována jako samostatná zm na v karyotypu, ve všech 
ostatních p ípadech se vyskytovala v kombinaci s dalšími 
chromosomovými aberacemi, které mohly mít nep íznivý
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Tabulka . 1: Klinická charakteristika souboru
ORR (overall response rate) etnost objektivní odpov di; CR (complete 
response) celková odpov ; VGPR (very good partial response) velmi 
dobrá áste ná odpov ; PR (partial response) áste ná odpov ; MR 
(minimal response) minimální odpov ; SD (stable disease) stabilní one-
mocn ní; PG (progression) progrese.

Graf . 1: Analýza délky p ežití bez progrese (PFS) u nemocných 
rozd lených do skupin podle výsledk  cIg-FISH se sondou pro de-
tekci p estaveb IgH genu. Statistická analýza prokázala signifi kantn
kratší PFS ve skupin  nemocných s prokázanými aberacemi IgH genu 
krom  translokace t(11;14)(q13;q32) ve srovnání s ostatními pacienty 
(p=0,040).
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vliv na pr b h a prognózu onemocn ní. Translokaci 
t(4;14)(p16;q32) jsme detekovali u 15,8% nemocných. 
Z výsledk  statistické analýzy je patrná tendence ke 
kratšímu p ežívání u pacient  s prokázanou translokací ve 
srovnání s ostatními skupinami, rozdíl je však pod hladi-
nou statistické významnosti (p=0,180). Deleci genu p53
jsme prokázali u 21,6% pacient  ve studii CMG 2002, 
nepotvrdili jsme nep íznivý prognostický význam této 
aberace p i stanovené hladin  cut off 20% (OS, p=0,796 
a PFS, p=0,601). Podle nedávno publikovaných údaj
má však tato aberace negativní prognostický význam, až 
pokud je p ítomna ve více než 60% plasmatických bun k
(1). Zisk chromosomového materiálu v oblasti 1q21 jsme 
detekovali celkem u 37,7% vyšet ených nemocných. Stati-
stická analýza prokázala ve studii CMG 2002 významn
kratší dobu p ežití u pacient  s touto aberací (OS, p=0,020 
a PFS p=0,039; Graf . 2).
Hodnotili jsme rovn ž prognostický význam kumulova-
ných aberací. Ve sledovaném souboru jsme pouze u 22,4% 
nemocných detekovali n kterou z aberací jako samostat-
nou zm nu v karyotypu, u dalších 77,6% p ípad  jsme 
prokázali sou asný výskyt dvou a více chromosomových 
zm n. Statistická analýza prokázala u pacient  s více 
než dv ma aberacemi významn  kratší dobu p ežití (OS, 
p=0,007 a PFS, p=0,001).

Záv r
Komplexní molekulárn  cytogenetická analýza zna ených
plasmatických bun k podstatn  zvyšuje záchyt chromoso-
mových aberací u nemocných s MM. Ve studii CMG 2002 
jsme jednozna n  prokázali, že p estavby IgH genu, zisk 
chromosomového materiálu v oblasti 1q21 a sou asný vý-
skyt více než dvou aberací jsou spojeny s agresivn jším
pr b hem a horší prognózou onemocn ní. Naopak jsme 

v této skupin  neprokázali prognostický význam dele-
ce/monosomie chromosomu 13 a p íznivý vliv t(11;14)
(q13;q32). Potvrdili jsme, že chromosomové zm ny
v plasmatických bu kách jsou velmi heterogenní a asto
dochází k jejich kumulaci. Pro p esné stanovení prognózy 
nemocných je proto vždy nutné hodnotit sou asn  všech-
ny aberace p ítomné v karyotypu.
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Graf . 2: Analýza PFS u nemocných s prokázaným ziskem chro-
mosomového materiálu v oblasti 1q21. Statistická analýza prokázala 
významn  kratší dobu p ežití ve skupin  pacient  s touto aberací ve srov-
nání s ostatními skupinami (PFS p=0,039)
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Souhrn
V této práci uvádíme p íklad detekce specifi ckých chromozómových aberací (delece 13q14, delece genu p53, translokace t(4;14) a 
zisk chromozómového materiálu v oblasti 1q21) pomocí imunofl uorescen ního zna ení nádorových plazmatických bun k a techniky 
interfázní fl uorescen ní in situ hybridizace s následným sledováním vlivu genetických aberací na úsp šnost lé by pacient  s mnoho-
etným myelomem (MM) lé ených novými typy lék . Ve skupin  74 pacient  lé ených terapií s bortezomibem (Velcade) nebo tha-

lidomidem (Myrin) jsme pozorovali statisticky významn  horší as do progrese pouze u pacient  lé ených thalidomidem, u kterých 
byl nalezen zisk 1q21 (p=0,015). Tyto výsledky nazna ují, že nové léky p ekonávají vliv cytogenetických negativních prognostických
marker  s výjimkou zisku 1q21 u pacient  lé ených thalidomidem.

Klí ová slova: mnoho etný myelom, cytogenetika, FISH, Velcade, bortezomib, thalidomid.

Summary
In this paper we show an example of use the detection of chromosomal abnormalities using modifi ed fl uorescence in situ hybrid-
ization (FISH) and following searching for the impact of chromosomal abnormalities to successful treatment of multiple myeloma 
patients. In our group of 74 patients treated either by thalidomide (Myrin) or by bortezomib (Velcade) was only observed statistically
signifi cantly worse TTP in patients treated by thalidomide and having gain of CKS1B. According to our data the new drugs overcome 
the impact of negative cytogenetic prognostic markers with exception of patients with gain 1q21 treated by thalidomide. 

Keywords: Multiple myeloma, cytogenetics, FISH, Velcade, bortezomib, thalidomide.

Úvod
Myelomové bu ky se vyzna ují výraznou genetickou 
nestabilitou. Zhodnocení prognostických faktor  p i
diagnóze mnoho etného myelomu (MM) je nezbytné 
pro stanovení prognózy, nov  pak i pro výb r typu a in-
tenzity lé ebné strategie. Stanovení chromozómových 
aberací má zásadní prognostický význam u nemocných 
lé ených konven ními a myeloablativními režimy (2).
Zcela neujasn ná je situace p i použití nových lé eb-
ných strategií.
V této studii jsme se zam ili na ty i nejvýznamn jší chro-
mozómové aberace studované u MM: del(13)(q14) (gen 
RB-1), t(4;14), del(17)(p13) (gen p53), a gain(1)(q21)
(gen CKS1B).
Cílem studie bylo zjistit, zda tyto chromozómové abe-
race p sobí jako negativní prognostické faktory u pa-
cient  lé ených bortezomibem nebo thalidomidem 
v kombinované terapii s dalšími látkami (alkyla ní cy-

tostatika, antracykliny, kortikoidy). Zam ili jsme se na 
sledování vlivu uvedených cytogenetických zm n na 
lé ebnou odpov  pacient  s relapsem MM.

Soubor pacient  a metodika 
Celkem jsme analyzovali 74 nemocných, 40 lé ených
bortezomibem a 34 lé ených thalidomidem. Medián 
doby sledování pacient  od zahájení lé by byl ke dni 
zpracování analýzy 12,8 m síc  (95% IS = 12,6 - 17,1). 
Soubor nemocných m l následující popisné parametry: 
pr m rný v k pacient  byl 64,9±9,6 let, 50 % (37/74) 
pacient  byli muži. Celkem 65 % (48/74) pacient  m lo
klinické stádium III podle Durie Salmona a 82 % (61/74) 
pacient  m lo stádium A (bez poškození ledvin). Pacien-
ti lé ení kombinací lék  s bortezomibem byli více p ed-
lé ení (medián po tu p edchozích linií = 2, rozsah 0-3) 
než pacienti podstupující lé bu s thalidomidem (medián 
po tu p edchozích linií = 1, rozsah 0-4).
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Cytogenetické zm ny byly studovány metodou inter-
fázní FISH (I-FISH) provád nou na myelomových bu -
kách separovaných pomocí imunomagnetické separace 
(MACS). U vzork , u kterých nebylo možné provést 
separaci, byla využívána technika cIg-FISH založená 
na imunofl uorescen ním zna ení lehkých et zc  cyto-
plazmatických imunoglobulin  (7). P i našich studiích 
byly používány DNA sondy fi rmy Abbot-VysisTM [LSI 
IGH/FGFR3 t(4;14)(p16;q32), LSI p53 (17p13.1) + 
CEP 17, LSI 13 (RB-1 locus, 13q14) + LSI 13q34] pro 
detekci translokace t(4;14), delece p53 a delece RB-1 
a sonda vlastní výroby pro chromozómovou oblast 
1q21 (gen CKS1B).
Jednotlivé preparáty byly hodnoceny pomocí fl uores-
cen ního mikroskopu Olympus BX61 vybaveného 
digitální kamerou Vosskuhler 1300D a systémem ana-
lýzy obrazu LUCIA-KARYO/FISH/CGH (Laboratory 
Imaging, s. r. o., Praha). Na každém preparátu bylo 
hodnoceno minimáln  100 myelomových bun k. Jako 
aberantní byl hodnocen preparát s p ítomností chro-
mozómové abnormality u více než 20 % hodnocených 
bun k.
Lé ebná odpov  a lé ebné intervaly byly hodnoceny 
dle doporu ení IMWG (3). Vyhodnoceny byly korelace 
celkové lé ebné odpov di (ORR), celkové doby p ežití
(OS), asu do progrese (PFS, TTP) a trvání lé ebné od-
pov di (DOR) s p ítomností sledovaných cytogenetic-
kých zm n i spole ný výskyt t chto zm n mezi sebou. 
Pro hodnocení parametr  délky trvání odpov di jsme 
použili Kaplan-Mayerovu analýzu k ivek p ežívání.

Výsledky
Výskyt cytogenetických abnormalit u souboru pacient
s relapsem MM lé ených novými typy lék :
V celé skupin  pacient  se delece 13q14/monozomie 
13 vyskytovala u 55 % (45/74) pacient , delece genu 
p 53 u 16 % (11/68) pacient , translokace t(4;14) byla 
nalezena v 37 % (22/60) p ípad  a zisk chromozómo-
vého materiálu v oblasti 1q21 m lo 61 % (36/59) paci-
ent . Delece genu p53 se asto vyskytovala sou asn
s delecí 13q14 (p=0,002), u pacient  se ziskem v ob-
lasti 1q21 jsme zachytili ast ji i translokaci t(4;14) 
(p=0,053).

Vliv cytogenetických zm n na úsp šnost lé by novými 
léky:
Celková lé ebná odpov  (ORR) byla dosažena u 61 % 
(45/74) p ípad . P i hodnocení dosažené lé ebné od-
pov di jsme nepozorovali statisticky významný rozdíl 
u žádné z provedených analýz. U celé skupiny všech pa-
cient  lé ených novými léky jsme statisticky významn
prokázali kratší dobu do progrese (TTP) u pacient  se 
ziskem 1q21 (medián p ežití 11,9 m síc  vs. 9 m sí-
c , p=0,033, Obrázek .1). Pacienti podstupující lé bu
s thalidomidem m li p i p ítomnosti zisku 1q21 kratší 
TTP i PFS (medián nedosažen vs. 8,1 m síc , p=0,015, 
Obrázek .2). U pacient  lé ených bortezomibem jsme 
nepozorovali vliv zisku chromozómového materiálu 
v oblasti 1q21 na délku sledovaných interval  a nepro-
kázali jsme ani vliv ostatních sledovaných zm n.

Diskuze
Zhodnotili jsme p ítomnost cytogenetických abnormalit 
u 74 pacient  lé ených bortezomibem nebo thalidomi-
dem. Pozorované etnosti chromozómových aberací se 
shodují s údaji v literatu e (4, 2, 6) s výjimkou vyššího 
záchytu t(4;14) u obou skupin.
Podle získaných výsledk  žádná ze sledovaných abera-
cí nemá vliv na úrove  lé ebné odpov di. Ve sledované 
skupin  74 pacient  jsme pozorovali rozdíl v délce TTP 
mezi pacienty lé enými terapií založenou na bortezomi-
bu vs. thalidomidu, pokud byli rozd leni do dvou skupin 
podle p ítomnosti zisku v oblasti 1q21 (gen CKS1B). 
U pacient  lé ených thalidomidem se tato zm na jevila 
jako negativní prognostický faktor, u pacient  lé ených
bortezomibem vliv zm ny nebyl pozorován. Vliv kom-
binované terapie s bortezomibem na p ekonání vlivu 
cytogenetických negativních prognostických faktor
pozorovala nap . Mateos et al. (8).
Prokázání vlivu zisku 1q21 na prognózu již u malé-
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Obrázek . 1: Vliv p ítomnosti zisku chromozomového materiálu v oblasti 
1q21 na as do progrese (TTP) u pacient  lé ených thalidomidem

Obrázek . 2: Vliv p ítomnosti zisku chromozomového materiálu v oblasti 
1q21 na as do progrese (TTP) u pacient  lé ených bortezomibem
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ho po tu pacient  lé ených thalidomidem ukazuje, že 
velikost souboru je dostate ná pro zachycení silného 
negativního prognostického faktoru. Získaná data na-
zna ují, že kombinovaná terapie s bortezomibem nebo 
thalidomidem p ekonává potenciální negativní vliv v t-
šiny sledovaných cytogenetických aberací. V p ípad
thalidomidu se tento výsledek neshoduje s publikací 
Attal et al. 2006 (1), který pozoroval výrazn  horší EFS 
u pacient  s delecí v oblasti chromozómu 13. Tento roz-
díl v pozorování m že být zp soben bu  malým vzor-
kem v našem experimentu, nebo odlišným nastavením 
lé ebné strategie.
P i analýze spole ného výskytu aberací jsme statisticky 
významn  neprokázali rozdíl mezi sou asným výsky-
tem aberací u pacient  lé ených bortezomibem a tha-
lidomidem: m žeme tedy p edpokládat, že v našem 
souboru nedošlo ke kumulaci vlivu zisku 1q21 a další 
zm ny.
P ímé srovnání vlivu bortezomibu a thalidomidu na 
lé bu pacient  nelze na základ  našeho souboru dat 
provést, protože pacienti lé ení bortezomibem jsou 
více p edlé ení než pacienti lé ení thalidomidem, tedy 

u nich lze p edpokládat horší lé ebné výsledky než 
u thalidomidu. Toto omezení se nevztahuje na p edcho-
zí porovnání pacient  uvnit  t chto skupin. 

Záv r
Ve v tšin  analýz, které jsme provedli, jsme nepozorova-
li rozdíl v reakci na lé bu u pacient  s p ítomností sledo-
vané chromozómové zm ny a bez ní. Vzhledem k tomu, 
že jsme sledovali cytogenetické zm ny prokázané jako 
negativní prognostické faktory p i konven ní lé b  - 
t(4;14), deleci p53, zisk 1q21 - lze íci, že bortezomib 
a thalidomid p ekonávají potenciální negativní vliv t ch-
to cytogenetických zm n s výjimkou zisku 1q21, který 
je p ekonáván pouze kombinovanými režimy s bortezo-
mibem. Potvrzení takového výsledku randomizovanou 
klinickou studií nebo analýzou randomizované klinické 
studie by p ineslo zásadní potvrzení tohoto nálezu.

Pod kování
Práce byla podpo ena projekty MŠMT LC06027, 
MSM0021622434 a MSM0021622415 a IGA 
NR9317.
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POMOCÍ  IMUNOFLUORESCEN NÍHO  ZNA ENÍ  PLAZMATICKÝCH  BUN K
A  TECHNIKY  T ÍBAREVNÉ  INTERFÁZNÍ  FISH

DETECTION  OF  HYPERDIPLOIDY  IN  PATIENTS  WITH  MULTIPLE  MYELOMA 
USING  IMMUNOFLUORESCENT  STAINING  OF  PLASMA  CELLS AND  
THREE-COLOR  INTERPHASE  FISH  TECHNIQUE
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Souhrn
V p edkládané práci uvádíme p íklad využití imunofl uorescen ního zna ení nádorových plazmatických bun k a techniky t íbarevné
interfázní fl uorescen ní in situ hybridizace se specifi ckými DNA sondami pro chromozómy 5, 9 a 15 k detekci hyperdiploidních 
karyotyp  u nemocných s mnoho etným myelomem.

Klí ová slova: mnoho etný myelom, cytogenetika, FISH, hyperdiploidie. 

Summary
We focus on the applications of immunofl uorescence labeling of tumor plasma cells and three-color interphase in situ hybridization 
with specifi c DNA probes for chromosome 5, 9, and 15 for the detection of hyperdiploidy in multiple myeloma. 

Keywords: multiple myeloma, cytogenetics, FISH, hyperdiploidy.

Úvod
U mnoha nádorových onemocn ní se setkáváme s po et-
ními zm nami chromozóm . Tyto zm ny mohou postiho-
vat jednotlivé chromozómy v bu ce (aneuploidie), nebo se 
mohou týkat zmnožení celých sad chromozóm  (polyploi-
die). Také u nemocných s mnoho etným myelomem (MM) 
jsou po etní odchylky chromozóm  velmi astým nálezem 
vyskytujícím se až u 2/3 pacient  (3). U MM jsou podle 
po tu chromozóm  zjednodušen  rozlišovány dv  hlavní 
genetické podskupiny; hyperdiploidní varianta (H-MM), 
kam jsou za azováni nemocní s výskytem 47 až 74 chro-
mozóm  v karyotypu a non-hyperdiploidní varianta (NH-
MM) zahrnující nemocné s hypodiploidními (mén  než 44 
chromozóm ), pseudodiploidními (45 až 46 chromozóm )
a tém  tetraploidními (více než 75 chromozóm ) cytoge-
netickými nálezy (1, 6). Zatímco nález hyperdiploidního 
bun ného klonu je obvykle spojen s lepší prognózou, kdy 
pr m rn  33 % pacient  p ežívá dobu 5 let od prvotního 
stanovení diagnózy, u nemocných s nonhyperdiploidními 
karyotypy pr m rn  pouze 10 % pacient  p ežívá 5 let (1).
Základní metodou stanovení hyperdiploidie je hodnocení 
metafázních chromozóm  pomocí klasické cytogenetiky 
(Obrázek .1). Vzhledem k nízké výt žnosti této techniky 
jsou využívány pro stanovení po etních zm n chromozó-

m  i metody pr tokové cytometrie založené na stanovení 
DNA indexu a techniky interfázní FISH (6).

V naší laborato i je detekce H/NH karyotyp  u pacient
s MM provád na pomocí simultánního imunofl uorescen -
ního zna ení klonálních plazmatických bun k a techniky 

Obrázek . 1: Ukázka hyperdiploidního karyotypu u pacienta s mno-
ho etným myelomem detekovaným metodou G-pruhování (53,XX,+3,
+5,+11,-13,+14,+15,+19,+21, +mar). (OLG FN Brno, 2007)
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t íbarevné interfázní FISH se specifi ckými sondami pro 
chromozómy 5, 9 a 15, které bývají nej ast ji zmnože-
né u nemocných s hyperdiploidním karyotypem (1, 2).
V p edkládané práci prezentujeme výsledky stanovení hy-
perdiploidie pomocí této techniky ve vzorcích kostní d e-
n  u souboru 74 pacient  s mnoho etným myelomem.

Soubor pacient  a metodika
Metodou t íbarevné interfázní techniky FISH bylo vyšet-
eno celkov  74 pacient  za azených do studie Velcade/

Thalidomd (37 žen, 37 muž , pr m rný v k 64,9 let, me-
dián 65,1 let). 
K identifi kaci nádorových plazmocyt  a stanovení hyper-
diploidie byla využívána technika cIg-FISH založená na 
imunofl uorescen ním zna ení lehkých et zc  cytoplaz-
matických imunoglobulín (5) s využitím kitu DNA sond 
fi rmy Abbot-VysisTM (LSI D5S23/D5S721, CEP 9, CEP 15 
Multi-Color Probe Panel). Tento kit je tvo en specifi cký-
mi DNA sondami pro chromozómy 5, 9 a 15, které jsou 
ozna eny t emi odlišnými fl uorochromy – Spectrum Green, 
Spectrum Orange a Spectrum Aqua (Obr.2). Jednotlivé pre-
paráty byly hodnoceny pomocí fl uorescen ního mikroskopu 

Olympus BX61 vybaveného digitální kamerou Vosskuhler 
1300D a systémem analýzy obrazu LUCIA-KARYO/FISH/
CGH (Laboratory Imaging, s.r.o, Praha). Na každém prepa-
rátu bylo hodnoceno minimáln  100 myelomových bun k.
Jako hyperdiploidní byla klasifi kována bu ka, u které byly 
zmnožené alespo  dva ze t í studovaných chromozóm  ve 
více než 20 % hodnocených bun k (6).

Výsledky
Pomocí techniky cIg-FISH s sondami pro chromozómy 5, 
9 a 15 byla prokázána p ítomnost hyperdiploidie celkov
u 48 % pacient  (35 z 74), non-hyperdiplodní karyotypy 
byly nalezeny u 52 % pacient  (39 ze 74). V naší studii 
jsme zárove  potvrdili, že nemocní s hyperdiploidním ka-
ryotypem mají výrazn  nižší výskyt translokace t(4;14) 
oproti nemocným s non-hyperdiploidním karyotypem 
(15 % oproti 49 %). Incidence dalších strukturních aberací 
typických pro MM (delece 13q14/monozomie 13 a delece 
genu p53) byla u H-MM pacient  také výrazn  nižší (23 % 
oproti 56 %).
Analýza vztah  mezi H/NH karyotypy a dalšími klinický-
mi parametry, zejména p ežíváním pacient  u sledovaného 
souboru nemocných s MM, je sou ástí probíhající studie.

Diskuse a záv r
Zavedení techniky t íbarevné interfázní FISH a vyšet o-
vání hyperdiploidie u nemocných s MM dopl uje infor-
mace o genetické nestabilit  nádorových bun k, má p í-
mý vztah k prognóze onemocn ní i zásadní význam pro 
správné hodnocení dalších klí ových chromozómových 
aberací. Z literatury je známo, že hyperdiploidní karyo-
typ m že u nemocných s MM maskovat p ítomnost delece 
13q14 a delece genu p53 stanovovanou v interfázních ná-
dorových bu kách metodou FISH až u jedné t etiny pa-
cient (4). Proto by m l být kladen d raz na vyšet ování
hyperdiploidie jako d ležité sou ásti panelu prognosticky 
významných chromozómových abnormalit sledovaných 
u pacient  s MM. 

Pod kování
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Obrázek . 2: Ukázka vyšet ení chromozómových aberací u nádo-
rové plazmatické bu ky mnoho etného myelomu pomocí imuno-
fl uorescen ního barvení cytoplazmatických imunoglobulin  a techniky 
t íbarevné interfázní FISH. Plazmatická bu ka vykazuje trisomii chro-
mosomu 5, 9 a 15 (3 kopie chromosomu 5 - zelený signál, 3 kopie chro-
mosomu 9 - modrý signál a 3 kopie chromosomu15 - ervený signál). 
(Smetana, 2007)
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p íklady využití

DETEKCE  NEBALANCOVANÝCH  CHROMOZÓMOVÝCH  ZM N  U  PACIENT
S  MNOHO ETNÝM  MYELOMEM  POMOCÍ  TECHNIKY  KOMPARATIVNÍ  
GENOMOVÉ  HYBRIDIZACE 

DETECTION  OF  IMBALANCED  CHROMOZÓMAL  CHANGES  IN  MULTIPLE 
MYELOMA  PATIENTS  USING  COMPARATIVE  GENOMIC  HYBRIDIZATION  (CGH)
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Souhrn
Uvádíme p íklad využití techniky klasické komparativní hybridizace (CGH) a komparativní hybridizace s vyšším rozlišením (HR-
CGH) u p ti pacient  s diagnózou mnoho etného myelomu. Cílem experiment  bylo doplnit výsledky cytogenetických analýz prová-
d ných pomocí techniky FISH o další nebalancované abnormality chromozóm  a porovnat ú innost obou metod p i vyšet ení kostní 
d en  s rozdílným stupn m infi ltrace nádorovými plazmocyty.

Klí ová slova: Mnoho etný myelom, cytogenetika, chromozómové aberace, FISH, komparativní genomová hybridizace.

Summary
We show an example of the use classic CGH (comparative genomic hybridization) and HR-CGH (comparative genomic hybridiza-
tion with higher resolution) in fi ve multiple myeloma patients. The aim of the experiments was to combine the results of FISH with 
the analysis of imbalanced chromosomal abnormalities by CGH. Our other aim was to compare the use of these methods to detect 
chromosomal changes in samples with different infi ltration by malignant plasma cells.

Keywords: Multiple myeloma, cytogenetics, chromosomal aberrations, FISH, comparative genomic hybridization.

Úvod
Molekulárn  cytogenetické vyšet ení pomocí techniky 
komparativní genomové hybridizace (CGH) pat í k me-
todám komplexního genomového screeningu genetických 
abnormalit nádorových bun k. Tato metoda nevyžaduje 
metafázní chromozómy, a proto je vhodná zejména k vy-
šet ování solidních nádor  nebo hematologických malignit 
s nízkou mitotickou aktivitou nádorových bun k. Technika 
CGH umož uje odhalit nebalancované p estavby vedoucí 
ke ztrát  nebo zmnožení genetického materiálu a je proto 
asto využívaná k diagnostice a prognostické klasifi kaci 

jednotlivých maligních onemocn ní i jejich subtyp . Také 
celkové po ty zisk  a ztrát DNA sekvencí lze použít jako 
prediktivní a prognostický marker vývoje nádor  (1).
Využití techniky CGH je omezeno svou relativn  nízkou 
citlivostí. Dosavadní výsledky ukazují, že minimální délka 
sekvence DNA, jejíž deleci i amplifi kaci lze pomocí kla-
sické CGH zachytit, je p ibližn  5 až 10 Mb, v nádorovém 
materiálu musí být p ítomno alespo  50 % bun k s danou 
aberací. V roce 1997 byla na pracovišti dr. Kirchhoffové 
proto vyvinuta metoda CGH s vysokým rozlišením (tzv. 
HR-CGH), která je již schopna zachytit drobné delece i
zisky DNA sekvencí o velikosti 3 Mb (5). V našich p ed-
chozích experimentech jsme využili techniku HR-CGH 

p i detekci chromozómových abnormalit u d tí s akutní 
leukémií (7) a prokázali jsme, že tato metoda umož uje
zachytit p ítomnost aberantních klon  již s 20 až 30 % za-
stoupením nádorových bun k v analyzovaném vzorku (6)
V této práci uvádíme p íklad využití techniky klasické 
CGH a HR-CGH u 5 pacient  s diagnózou mnoho etného
myelomu. Cílem experiment  bylo doplnit výsledky cyto-
genetických analýz provád ných pomocí techniky FISH o 
další nebalancované abnormality chromozóm  a porovnat 
ú innost obou metod p i vyšet ení kostní d en  s rozdíl-
ným stupn m infi ltrace nádorovými plazmocyty.

Metodika a soubor nemocných
K vyšet ení byly použity vzorky kostní d en  od 5 pacient
s MM, u kterých byla nam ena infi ltrace myelomových bu-
n k v kostní d eni v rozsahu 18,4 - 81 % (Tabulka .1). V naší 
práci byla jako sonda použita DNA (3 g) izolovaná ze za-
mražené plné kostní d en  metodou chloroformové extrakce. 
Techniku CGH/HR-CGH jsme provád li dle d íve publiko-
vaného protokolu (6). Fluorescen ní signály byly snímány 
pomocí fl uorescen ního mikroskopu Olympus BX61 vyba-
veného digitální kamerou Vosskuhler 1300D a analyzovány 
pomocí po íta ové analýzy obrazu LUCIA-CGH ADVAN-
CED STATISTICS (Laboratory Imaging, s. r.o. Praha ).
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Výsledky
Pomocí klasické CGH bylo u 5 pacient  s MM nalezeno 
celkov  13 r zných chromozómových zm n (medián 3; 
rozptyl 0-6 v každém vzorku), zatímco technika HR-CGH 
zachytila u t chto pacient  22 chromozómových zm n
(2-7 na vzorek, medián 4, rozptyl 2-7 v každém vzorku). 
Po et nalezených ztrát genetického materiálu (CGH- 8, 
HR-CGH -12) byl mírn  vyšší než po et zisk  (CGH 5, 
HR-CGH 10) - viz Tabulka .1. Nej ast jší chromozómo-
vou zm nou byl zisk v oblasti dlouhého raménka chromo-
zómu 1 (1q). Celkov  technika HR-CGH u nemocných 
s MM odhalila v genomu nádorových bun k o 40 % víc 
chromozómových abnormalit než klasická CGH.
Diskuze a záv r
Pomocí metod CGH/HR-CGH jsme ve vzorcích kostní 
d en  nemocných s MM nejen potvrdili p ítomnost chro-
mozómových abnormalit nalezených d íve metodou FISH 
(delece 13q, duplikace 1q), u ale navíc jsme zachytili i dal-
ší nebalancované chromozómové abnormality (nap . zisky 
9q, 19p), které bývají opakovan  popisovány v karyotypu 
t chto nemocných (2).

Prokázali jsme, že technika HR-CGH je mnohem citliv jší
než metoda CGH. Ve vybrané skupin  vzork  byly nam e-
ny hodnoty infi ltrace kostní d en  myelomovými bu kami
ve velmi širokém rozsahu. Z Tabulky .1 je patrné, že za-
tímco záchyt chromozómových abnormalit u vzork  kostní 
d en  s infi ltrací nádorovými plazmocyty nižší než 30 % 
klasickou CGH je velmi obtížný, technika HR-CGH za-
chytila spolehliv  p ítomné chromozómové abnormality ve 
vzorcích s infi ltrací nádorovými bu kami již kolem 20 %.
Na základ  t chto výsledk  lze usuzovat, že techniky CGH 
a zejména HR-CGH p edstavují vhodné technologie, které 
umož ují blíže analyzovat v rámci jediné hybridiza ní re-
akce celý genom a odhalovat další prognosticky významné 
chromozómové abnormality u nemocných s MM. Se za-
vedením analýzy genomu pomocí array-CGH se citlivost 
t chto vyšet ení dále výrazn  zvýší.

Pod kování
Práce byla podpo ena projekty MŠMT LC06027, 
MSM0021622434, VZ MŠM002162245 a IGA MZ R
(NR9317).
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Tabulka . 1: Souhrn cytogenetických abnormalit zachycenýchu pacient  s MM pomocí techniky FISH, CGH a HR-CGH
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PRINCIP A VÝZNAM STUDIA EPIGENETIKY U MNOHO ETNÉHO MYELOMU
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Souhrn
Specifi cké p estavby chromozóm  p edstavují významné cytogenetické charakteristiky nádorových bun k a mnoho etný myelom 
(MM) není výjimkou. Zm ny v karyotypu jsou asto doprovázeny adou epigenetických modifi kací, jak na úrovni DNA, tak i his-
ton . Mnoho zm n v methylacích DNA nebo methyla ních a acetyla ních profi lech histon  bylo popsáno pro geny zodpov dné za 
nádorovou transformaci bun k. Ve sd lení uvádíme p ehled námi používaných metod p i studiu epigenetiky u mnoho etného mye-
lomu.

Klí ová slova: mnoho etný myelom, genom, epigenom, chromatinová imunoprecipitace, exprese gen .

Summary
Chromosomal rearrangements can be frequently observed in tumor cells and multiple myeloma is not an exception. Karyotypic abnor-
malities of MM are accompanied by changes in the epigenome, including aberrant DNA/histone methylation and histone acetylation.
Changes in DNA and/or histone methylation and histone acetylation were described for genes responsible for tumor cell transforma-
tion. Here we present methods used to study multiple myeloma epigenetics.

Keywords: multiple myeloma, genome, epigenome, chromatin immunoprecipitation, gene expression.

Úvod
Základní principy výzkumu epigenetiky
Genetické zm ny v nádorových bu kách jsou asto do-
provázeny r znými epigenetickými modifi kacemi kandi-
dátních gen , které jsou asociovány s nádorovou trans-
formací (7, 12). Epigenetika p edstavuje d di né zm ny
ve fenotypu, které probíhají bez ohledu na zm ny v DNA 
sekvencích. Za hlavní epigenetický znak, asto asocio-
vaný s tumorigenezí, je považována methylace na úrovni 
DNA (3). ada experiment  zabývajících se rozdíly v epi-
genetice normálních a nádorových bun k byla v minulosti 
sm ována práv  na studium DNA methylace (4,7). Velký 
význam v terapii n kterých solidních nádor , ale p ede-
vším myelodysplatického syndromu (MDS) a n kterých
typ  leukemií mají práv  inhibitory enzym  zprost edku-
jících DNA methylaci (Dnmts). V tomto sm ru pat í n -
které eské laborato e k nejvýznamn jším sv tovým v -
deckým pracovištím, které se v nují zejména syntéze a la-
boratornímu testování nových derivát  inhibitor  Dnmts, 
jako jsou deriváty 5-azacytidinu a 5-aza-2‘-deoxycytidinu 
(1, 2). Paraleln  s DNA methylací se v genomu vyskytují 
r zné typy modifi kací histon , kdy jako nejvýznamn jší
se jeví methylace N-terminálních konc  histonu H3, a to 
p edevším na jeho lysinových (K) reziduích (Obrázek 
. 1). R zné typy methylace histon  jsou považovány za 

d ležitý epigenetický znak, který je zodpov dný jak za 
transkrip ní aktivitu, tak i utlumení exprese gen . Disba-

lance v epigenetických procesech vede k nádorové trans-
formaci bun k. Je známo, že chromatin, který obsahuje 
velké množství transkrip n  aktivních gen , je charakte-
ristický vysokou mírou acetylace histon  a dále p ítom-
ností methylací typu H3K4, H3K36, H3K79. Na druhou 
stranu, transkrip n  neaktivní lokusy nesou epigenetické 
znaky typu H3K9, H3K27 a H4K20 methylací, které se 
vyskytují ve form  mono-, di- a nebo tri-methylací (5).
Utlumení genové exprese je spojeno s funkcí r zných en-
zym , které se uplat ují p i formování epigenomu. Za je-
den z t chto d ležitých protein  je považována histonová 
methyltransferáza (HMT), zvaná Suv39H1 (9). Tento en-
zym je zodpov dný za H3K9 methylaci, která p edstavuje
vazebné místo pro d ležitý protein asociovaný s hetero-
chromatinem (HP1). Zmín ný komplex se nap íklad uplat-
uje v represivní funkci retinoblastomového proteinu pRb, 

který je zodpov dný za regulaci transkripce n kterých lo-
kus (8). Velký význam z hlediska protinádorové terapie 
mají inhibitory histonových deacetyláz (HDAC), které 
vedle histonových acetyltransferáz (HAT) zprost edkují
procesy acetylace histon . Navíc bylo zjišt no, že zm ny
v mnoha jaderných funkcích mohou být indukovány ne-
standardní aktivitou DNA methyltransferáz. Nap íklad ex-
prese nádorov  supresorového TP53 genu m že být ovliv-
n na zmín nými epigenetickými procesy (3), kdy po pou-
žití inhibitoru Dnmts zebularinu bylo zjišt no, že p vodní
transkripce TP53 genu byla obnovena. Z výše uvedených 
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poznatk  plyne, že studium epigenetických jev  je žádou-
cí p edevším z hlediska pochopení nádorové transformace 
bun k a rovn ž i z hlediska nádorové terapie.

Výskyt epigenetických modifi kací histon  m že být stu-
dován r znými metodami. Jako nejvýznamn jší se jeví 
chromatinová imunoprecipitace (ChIP), která v kombina-
ci s PCR poskytuje informace o epigenetických zm nách
ve vybraných lokusech. Daleko rozsáhlejší poznatky jsou 
získány p i použití ChIP-on-chip microarray technologie, 
která slouží k mapování epigenetických proces  v roz-
sahu celého genomu. Zmín né metody jsou založeny na 
selekci specifi cky modifi kovaných histon , a to pomocí 
monokonálních protilátek, kdy experimentáln  vytvo ený
DNA-histon-imunokomplex je zpracován tak, aby získaná 
ChIP-DNA mohla být použita bu  pro PCR analýzy vy-
braných gen  a nebo pro DNA microarrays (chip). Detek-
ce zm n v DNA methylaci m že být nap íklad provedena 
pomocí r zných methyla n  senzitivních enzym  a PCR 
nebo s využitím DNA methyla ních microarrays. Uvedené 
metody zatím nemají p ímé klinické uplatn ní, ale v bu-
doucnu by m ly vést k pochopení rozdíl  mezi genomem 
a epigenomem normálních a nádorov  transformovaných 
bun k. Rovn ž by tyto metody m ly p isp t k ov ení
ú innosti inhibitor  Dnmts, HDAC nebo nov  ihibitor
HMTs v klinické praxi. Dále tyto techniky p edstavují
slibný nástroj k posouzení cílených zásah  cytostatik do 

lokus , které jsou d ležité z hlediska nádorové transfor-
mace nebo naopak nádorové suprese. 

Metodiky
Konven ní chromatinová imunoprecipitace (ChIP) 
kombinovaná s PCR
Vazba mezi histony a DNA byla vytvo ena pomocí fi xa-
ce bun k paraformaldehydem po dobu deseti minut, p i
37 oC. Finální koncentrace formaldehydu byla 1%. Po od-
stran ní kultiva ního media byly bu ky dvakrát oplách-
nuty studeným PBS pufrem, který obsahoval inhibitory 
proteáz (1mM phenylmethylsulfonyl fl uoride, 1 g/ml
aprotinin and 1 g/ml peptastatin A). Další experimentální 
postup byl provád n podle protokolu k ChIP assay kitu 
(Upstate, USA, #17-295). Podle zmín ného protokolu 
byly bu ky lyzovány a sonikovány tak, abychom získali 
fragmenty DNA o délce 200 až 1000 pb. Úsp šnost so-
nikace byla ov ena na 1% agarózovém gelu. Takto p i-
pravený vzorek, obsahující DNA-histonový komplex, 
byl immunoprecipitován. V našem p ípad  jsme použili 
následující protilátky: anti-acetyl H3K9 (Upstate, USA, 
#06-942) a anti-dimethyl H3K9 (Upstate, USA, #07-212). 
Po promytí DNA-histon-immunokomplexu následovalo 
zah átí vzorku na 65 oC, což uvolnilo vazbu mezi histony 
a DNA, která byla dále izolována pomocí QIAamp DNA 
Mini Kitu (QIAGEN #51304). Po stanovení koncentrace 
a istoty DNA byly vzorky použity v klasické PCR re-
akci. PCR produkty byly vizualizovány pomocí 2% aga-
rózového gelu. Množství imunoprecipitované DNA bylo 
normalizováno na množství vstupní DNA (tzv. input), 
která p edstavuje 2% bun ného lyzátu, který byl získán 
p ed imunoprecipitací. V popsaných experimentech byly 
studovány H3K9 acetylace a H3K9 dimethylace u myelo-
mových CD138-/CD138+ linií ARH-77 a MOLP-8 ovliv-
n ných cytostatiky a gama zá ením a v CD138-/CD138+

bun né frakci získané z kostní d en  p ti pacient  s dia-
gnostikovaným MM. 

ChIP-on-chip experimenty a analýzy
Acetylace histonu H3 v pozici lysinu 9 (K9) byla stu-
dována pro stovky promotor  vybraných gen  pomocí 
RefSeq Promoters Array (NimbleGen, Systems, Inc., USA), 
s využitím RefSeq databáze. Použili jsme následující typ 
microarray: 2006-07-18_HG18_RefSeq_promoter a pro níže 
uvedené ú ely byla porovnána ChIP-DNA a vstupní DNA, 
která byla izolována pomocí QIAamp DNA Mini Kitu (QI-
AGEN #51304). DNA amplifi kace byla provedena pomocí 
“Ligation mediated PCR” (LM-PCR). V tomto p ípad  jsme 
použili “GenomePlex Complete Whole Genome Amplifi ca-
tion (WGA) kit” (Sigma, Missouri, USA, #WGA2). Prvním 
krokem LM-PCR bylo p idání 2 l 1x “Library Preparation 
Buffer” ke každému vzorku (10ng DNA), dále byl použit 1 

l “Library Stabilization Solution”. Pak byly vzorky cent-
rifugovány a umíst ny na termální blok, který byl zah átý
na teplotu 95 oC po dobu 2 min a pak byly vzorky rychle 
chlazeny na ledu. Na záv r 1 l “Library Preparation Enzy-
me” byl p idán ke vzork m a prob hla inkubace p i 16 oC,
24 oC, 37 oC (20 min každý krok) a potom p i 75 oC po dobu
5 min. Vzore ky byly uchovány p i 4 oC a skladovány p i -20 
oC, dokud neprob hla amplifi kace v doporu eném pufru, za 
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Obrázek . 1: Základní stavební jednotkou chromatinu je nukleosom, 
který se skládá z oktameru histon  H2A, H2B, H3 a H4 a dvou et zcové
DNA o velikosti 146 pár  bazí. Obrázek nukleosomu znázor uje N-ter-
minální konce jednotlivých histon , které vy nívají z každého nukleoso-
mu. V obrázku jsou uvedeny p íklady nej ast jších epigenetických modi-
fi kací histon  transkrip n  aktivního a neaktivního chromatinu a d ležité
proteiny regulující modifi kace histon  a genovou expresi. V obrázku jsou 
použity zkratky  H3K9Ac (acetylace); H3K4Me a H3K9Me (methylace 
histon ); HAT (histonové acetyltransferázy), HDAC (histonové deacety-
lázy); HMTs (histonové methyltransferazy); HP1 (heterochromatinový 
protein 1); pRb (retinoblastomový protein) a Me v erném kole ku zna-
mená DNA methylace. Obrázek nukleosomu byl upraven podle http://
chemistry.gsu.edu/faculty/Zheng/.
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následujících podmínek: úvodní denaturace byla p i 95 oC,
3 min. (14 cykl ), pak p i 94 oC po dobu 15 sec. Annealing/
extenze probíhaly p i 65 oC po dobu 5 min. Vzore ky byly 
purifi kovány pomocí “PCR purifi cation” kitu (QIAGEN 
#28104) a získaná ChIP-DNA byla rozpušt na v deionizo-
vané vod . Pak byla stanovena koncentrace DNA pomocí 
UV absorpce. Pom r OD260/280 musel být nejmén  1,7 
a pom r OD260/230 nejmén  1,5. Kvalita DNA byla rov-
n ž ov ena pomocí agarózového gelu a takto p ipravené
vzorky byly analyzovány pomocí RefSeq Promoters array 
(NimbleGen, Systems, Inc., USA). Statistická analýza byla 
provedena pomocí SignalMap softwaru, který byl poskyt-
nut fi rmou NimbleGen, Systems, Inc., USA. Parametr log2-
ratio p edstavuje pom r vstupních signál  a signál  získa-
ných z testovaného vzorku, který je hybridizován spole n
se vstupní DNA. Analýzy z laborato í NimbleGen poskytují 
statistické zpracování dat, významnosti jsou uvedeny pro 
hodnoty tzv. “false discovery rate (FDR) score”  0,05; 
0,1 a > 0,2, což p edstavuje jednotlivé úrovn  statistické 
významnosti výsledk .

Význam metody u MM stávající a o ekávaný
Úrove  stanovení epigenetických zm n u mnoho etného
myelomu, ale i jiných nádorových onemocn ní je stále 
experimentální. ChIP on chip, cDNA microarrays a DNA 
methyla ní microarrays by mohly v budoucnu rozší it po-
znání klinického výzkumu, který testuje vliv cytostatik 
na expresi d ležitých protoonkogen  a nádorov -supre-
sorových gen . V rámci klinických studií jsou jedním ze 
zkoumaných typ  lék  rovn ž r zné inhibitory methylace 
DNA, i acetylace histon . Lze tedy o ekávat, že zmín né
metody budou užite ným nástrojem pro hodnocení efektu  
vybraných inhibitor  nebo predikci citlivosti pacienta na 
podaná lé iva.

Na druhou stranu zmín né molekulárn -biologické me-
tody vyžadují dostate né množství klinického materiálu, 
což v p ípad  separovaných CD138+ bun k MM p edsta-
vuje náro né zpracování klinického materiálu. Rovn ž ne 
u všech pacient  se poda í získat dostate né množství bu-
n ného materiálu pro p íslušnou analýzu. 

Diskuse a záv r
Z uvedených skute ností je z ejmé, že studium epigene-
tických zm n u nádorových bun k je v sou astné dob
otázkou základního výzkumu. Naše výsledky však uka-
zují originální výstupy z ChIP-PCR a ChIP-on-chip ana-
lýz u klinických vzork  a dále poskytují užite ný návod, 
jak testovat a posoudit terapeutický potenciál cytostatik, 
které významn  ovliv ují histonový kód. Pomocí ChIP-
PCR a ChIP-on-chip analýz jsme došli k záv ru, že ada
cytostatik zvýšuje acetylaci v promotorech mnoha gen ,
které v našem p ípad  byly studovány u vybrané myelo-
mové bun né linie a pacient . Naše výsledky významn
korelují se záv ry experiment  autor  Turner et al. 2006 
(11), kte í ukázali, že exprese genu kódujícího “breast 
cancer resistance protein” u pacient  s MM je regulována 
DNA methylacemi v promotoru daného lokusu. Podobné 
mechanismy z ejm  platí pro H3K9 acetylaci, která regu-
luje expresi CCND1 genu u bun k MM. Na druhou stranu 
u bun k MM bylo zjišt no, že exprese CCND1 genu je re-
gulována procesy, které nejsou závislé na DNA methylaci 
a H4 acetylaci (6), avšak zvýšená CCND1 exprese je vý-
znamn  asociována s translokací t(11;14), která zahrnuje 
lokusy CCND1 a IgH (10).

Pod kování
Práce byla podpo ena projekty MŠMT LC06027, 
MSM0021622434, AVOZ50040507 a AVOZ50040702.
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P ÍKLADY  VÝZKUMU  EPIGENETICKÝCH  ZM N  U  MNOHO ETNÉHO
MYELOMU

SELECTED  EPIGENETIC  CHANGES  IN  MULTIPLE  MYELOMA 
KREJ Í J.1, BÁRTOVÁ E.1, HARNI AROVÁ A.1, HÁJEK R.2,3,4
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Souhrn
V našich experimentech jsme se zam ili na studium CD138+ a CD138- bun k izolovaných z kostní d en  pacient  s diagnostikova-
ným mnoho etným myelomem (MM). Studovali jsme epigenetické modifi kace u myelomových bun ných linií, které byly ovlivn ny
klinicky využívanými cytostatiky. Chromatinová imunoprecipitace (ChIP) v kombinaci s polymerázovou et zovou reakcí (PCR) 
nám umožnila studovat epigenetické profi ly, jako je H3K9 acetylace a H3K9 dimethylace v promotorech a exonech gen , které jsou 
zodpov dné za patogenezi MM. Epigenetické modifi kace t chto lokus  byly rovn ž analyzovány u myelomových bun ných linií 
po ovlivn ní vybranými cytostatiky. Pomocí ChIP-on-chip microarray analýzy jsme studovali v promotorech stovek gen  zastoupení 
H3K9 acetylace, která je spojována se zvýšenou genovou expresí. Studium epigenetických zm n u nádorových bun k je v sou asné
dob  otázkou základního výzkumu. Naše výsledky ukazují originální výstupy z ChIP-PCR a ChIP-on-chip analýz u bun k pacient
s diagnostikovaným MM a bun ných linií ovlivn ných cytostatiky. Naše experimenty poskytují užite ný návod, jak testovat a po-
soudit terapeutický potenciál cytostatik, které významn  ovliv ují histonový kód. 

Klí ová slova: mnoho etný myelom, genom, epigenom, chromatinová imunoprecipitace, exprese gen

Summary
Epigenetic changes such as histone acetylation and di-methylation at promoters and coding regions of genes which play an important
role in the pathogenesis of multiple myeloma (MM) can be analyzed using methods such as chromatin immunoprecipitation (ChIP) in
combination with polymerase chain reaction (PCR). We have studied epigenetic changes in MM cells treated by selected cytostatics
that are used in MM therapy. ChIP-on-chip or with microarrays (chip) analyses of histone acetylation enabled us to study epigenetic
status of hundreds of genes after cytostatic treatment. This type of epigenetic modifi cation is associated with increased gene expres-
sion. We have applied the ChIP-PCR and ChIP-on-chip methods to study epigenetics in MM cell lines as well as in clinical samples.
Our experiments have led to the development of a useful method of assessing the therapeutic potential of cytostatic agents which have 
a signifi cant impact on the histone code. 

Keywords: multiple myeloma, genome, epigenome, chromatin immunoprecipitation, gene expression

Metodika a soubor pacient
Epigenetické zm ny byly studovány pomocí ChIP-PCR 
a ChIP-on-chip metodologií. Pro analýzy se nám poda i-
lo získat 4 vzorky CD138+ a CD138- frakce separované 
z kostní d en  pacient  s diagnostikovaným MM a dva 
vzorky lymfocyt  zdravých dárc . Pro ChIP-on-chip analý-
zy jsme použili myelomovou bun nou linii ARH77, která 
byla ovlivn na 20 M Melphalanem. V tomto p ípad  byly 
studovány zm ny v H3K9 acetylaci v promotorech stovek 
gen  mapovaných na všech lidských chromozómech. 

Výsledky epigenetických analýz
A) Zm ny v epigenetických modifi kacích histon  u pa-
cient  s diagnostikovaným MM
U bun k vybraných pacient , s infi ltrací CD138+ bun k
v kostní d eni vyšší než 80 %, byla provedena chromati-
nová imunoprecipitace (ChIP). Zm ny v epigenetických 
profi lech CD138+ bun k byly porovnávány s CD138-

frakcí bun k každého pacienta a s ChIP-DNA získanou 
z lymfocyt  periferní krve zdravých dárc . U n kterých
pacient  jsme zjistili zvýšenou H3K9 dimethylaci v c-myc 
a CCND1 lokusech, obzvlášt  v CD138+ frakci. Ve v tšin
p ípad  CD138- frakce a u lymfocyt  periferní krve ne-
byla zjišt na H3K9 dimethylace ve vybraných lokusech, 
které jsou prognosticky významné z hlediska MM. U ty
pacient  jsme pozorovali r zné zm ny v H3K9 acetyla-
ci a dimethylaci a tyto zm ny byly velmi heterogenní, 
pravd podobn  ovlivn né terapií. CD138+ frakce, získaná 
z kostní d en  pacient , byla navíc asto H3K9 acetylo-
vána, zatímco CD138- bu ky a lymfocyty byly deacety-
lovány v promotorech a vybraných exonech gen  c-myc 
a CCND1. Zvýšená acetylace, p edevším v promotorech 
gen , je obecn  spojována se zvýšenou expresí gen .
V našem p ípad  to byly geny zodpov dné za regulaci bu-
n ného cyklu, tudíž za bun nou proliferaci. P ítomnost
H3K9 dimethylace, zodpov dné za utlumení transkripce, 
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Obrázek . 2: P íklad ChIP-on-chip analýzy (NimbleGen, Systems, Inc., USA) podle RefSeq database (2006-07-18_HG18_RefSeq_promoter) stano-
vující H3K9 acetylaci v promotoru genu CASC1. Tento lokus nebyl významn  acetylován v kontrolních bu kách myelomové linie, zatímco melphalan 
indukoval rozsáhlou H3K9 acetylaci v této oblasti genomu. ádky 1-3 p edstavují log2pom r pro srovnání kontrolní ChIP-DNA a vstupní DNA (1), 
dále srovnání melphalan ChIP-DNA a vstupní DNA (2) a jako další ov ení byly spole n  hybridizovány vzorky kontrolní ChIP-DNA a melphalan 
ChIP-DNA (3). ádky 4-6 vyjad ují tzv. “false discovery rate (FDR) score” pro ádky 1-3; ervený sloupec ukazuje FDR 0,05, ili statisticky význam-
ný rozdíl. ádek 7 ukazuje primární transkript podle RefSeq databáze a ádek 8 ukazuje oblasti blízké promotoru studovaného genu CASC1.

Obrázek . 1: ChIP-PCR analýza H3K9 acetylace a H3K9 dimethylace u CD138+ a CD138- bun k získaných z kostní d en  pacienta s diagnosti-
kovaným MM. Analýza byla provedena v ase diagnózy MM (A) a po lé b  thalidomidem a po relapsu onemocn ní (B). Zvýšená H3K9 acetylace 
p edevším v oblasti CCND1 upozor uje na zvýšenou expresi CCND1 genu, která je asto spojována s nep íznivou prognózou MM.
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ve vybraných oblastech gen  u pacient  s MM p edstavu-
je zajímavý epigenetický znak, jehož význam by m l být 
dále studován.

B) Vliv cytostatik na epigenom pacienta s diagnostiko-
vaným MM
Pro naše analýzy se nám poda ilo získat vzorky pacienta 
v dob  diagnózy MM, po následné terapii thalidomidem 
a po relapsu onemocn ní. V druhém p ípad  jsme zjistili 
zvýšený výskyt acetylace H3K9 ve vybraných sekvencích 
genu c-myc a CCND1 (Obrázek . 1). Obzvlášt  exon 
3 c-myc genu a promotor CCND1 genu byly významn
H3K9 acetylovány po p sobení cytostatik a po relapsu. 
H3K9 dimethylace se vyskytovala v exonu 3 c-myc genu 
a exonu 1 CCND1 lokusu v ase diagnózy, ale thalidomid 
a relaps nezm nil profi l této epigenetické modifi kace (Ob-
rázek .1). U zmín ného pacienta nebyla zjišt na p ítom-
nost asto se objevujících translokací asociovaných s MM, 
a to t(11;14) a t(4;14), tudíž zmín né epigenetické zm -
ny nejsou pravd podobn  spojené s t mito p estavbami
chromozóm . Zvýšená acetylace v daném lokusu pravd -
podobn  ukazuje na zvýšenou transkrip ní aktivitu obou 
studovaných gen , p edevším CCND1 u MM pacienta po 
lé b  thalidomidem a b hem relapsu. 

C) Melphalan zvyšuje H3K9 acetylaci n kterých gen
u myelomových bun ných linií
ChIP-on-chip analýza, cílená na promotory stovek gen ,
nám umožnila studovat H3K9 acetylaci u myelomových 
bun k ovlivn ných melphalanem, který se používá v lé -
b  mnoho etného myelomu. V našich experimentech mel-
phalan významn  modifi koval prolifera ní charakteristi-
ky bun k. V t chto analýzách jsme se zam ili na lokusy 
významné z hlediska diagnózy a prognózy MM. Zam ili
jsme se na lokus 1q21, jehož amplifi kace je asto asociová-
na s nep íznivou prognózou (2, 4). Dále jsme analyzovali 
acetyla ní status gen  RAN (6p22.3), ZHX-2 (8q24.13), 
CHC1L (13q14.2), jejichž nestandardní exprese byla spo-
jována s rychlým relapsem onemocn ní (3). Dále jsme 
studovali H3K9 acetylaci u lokus  CCND1, c-myc, Rb1 
a TP53. Velmi nízká H3K9 acetylace byla zjišt na pro ob-
last 1q21 zahrnující lokusy BCL-9, MCL-1, JTB a IL6R. 
Na druhou stranu AF1Q gen, rovn ž mapován v této oblas-
ti, byl siln  acetylován, ale melphalan nem nil acetyla ní

profi l tohoto genu. Nízká H3K9 acetylace byla pozorová-
na u gen  RAN, ZHX-2, CCND1, Rb1, avšak TP53 ná-
dorov  supresorový gen byl charakteristický vysokou mí-
rou H3K9 acetylace. V mnoha lokusech bylo zjišt no, že 
melphalan zvyšuje studovanou epigenetickou modifi kaci, 
takovým p íkladem je CASC1 gen (cancer susceptibility 
candidate 1), jehož zvýšená H3K9 acetylace po p sobení
melphalanu je uvedená v Obrázku .2.

Diskuze a záv r:
V uvedených p íkladech jsme analyzovali zm ny v epi-
genetických profi lech pacient  s diagnostikovaným MM. 
Zam ili jsme se p edevším na hlavní znak transkrip n
aktivních lokus , a to na H3K9 acetylaci a znak hetero-
chromatinu H3K9 dimethylaci. U ty  pacient , jejichž 
vzorky byly vhodné pro ChIP analýzy, jsme zjistili ne-
jednotný profi l epigenetických modifi kací v promotorech 
a exonech c-myc a CCND1 gen . Pomocí ChIP-on-chip 
analýz jsme došli k záv ru, že melphalan zvyšuje acetylaci 
v promotorech mnoha gen , které byly studovány u vybra-
né myelomové bun né linie. Zvýšenou H3K9 acetylaci 
v c-myc a CCND1 genech jsme rovn ž pozorovali u paci-
enta, který byl lé en thalidomidem.
V experimentech, které byly publikovány Wachtersem 
et al. 2005 (5), bylo ukázáno, že melphalan, používaný 
v lé b  MM, má schopnost indukovat vazby mezi et zci
DNA, stejn  tak jako to bylo popsáno nap íklad pro cis-
platinu. V práci Bártová et al. 2003 (1) jsme studovali 
vliv cis-platiny na numerické aberace a strukturu TP53 
a Rb1 gen . V tomto p ípad  jsme zjistili významné 
zm ny v jaderném uspo ádání vybraných lokus . Z to-
hoto d vodu byl testován melphalan a jeho vliv na ge-
nom a epigenom u myelomových bun ných linií. Jak již 
bylo uvedeno, melphalan u MM linií a pravd podobn
i thalidomid u pacienta zvyšují H3K9 acetylaci, tudíž 
transkrip ní aktivitu n kterých lokus . Výsledky t chto
experiment  tedy nazna ují, že ChIP analýzy by mohly 
v budoucnu rozší it poznání klinického výzkum, který 
testuje vliv cytostatik na expresi r zných klinicky vý-
znamných gen .
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VYUŽITÍ  METODY  REAL-TIME  PCR  (KVANTITATIVNÍ  PCR,  PCR  
V  REÁLNÉM  ASE)  V  HEMATOLOGII  A  STUDIU  MNOHO ETNÉHO  MYELOMU

APPLICATIONS  OF  REAL-TIME  PCR  IN  HEMATOLOGY  WITH  SPECIAL  FOCUS 
ON  MULTIPLE  MYELOMA
DUDOVÁ S. 1, HÁJEK R. 1,2,3

1 UNIVERZITNÍ VÝZKUMNÉ CENTRUM – ESKÁ MYELOMOVÁ SKUPINA (URC-CMG), LF MU BRNO
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Souhrn
Real-time PCR je citlivá metoda pro analýzu RNA založená na základ  m ení fl uorescence. Je využívána v základním výzkumu, 
molekulární medicín  a v biotechnologiích. Kvantitativní PCR je jednoduchá, s vysokou citlivostí a spolehlivostí. Tato technika se 
rychle rozvíjí s objevem nových enzym , chemikálií a p ístroj  a slouží mimo jiné k potvrzení dat získaných pomocí sledování geno-
vé exprese mikro ipovou analýzou. Tato práce seznamuje s principem real-time PCR a popisuje její využití ve studiu mnoho etného
myelomu a celkov  v hematologii.

Klí ová slova: real-time PCR, kvantitativní PCR, mnoho etný myelom

Summary
Real-time PCR is a sensitive method for RNA analysis based on fl uorescence measurement. It is used in basic research, applied 
molecular medicine, and biotechnology. Real-time PCR assays are easy to perform and combine high sensitivity with reliability. 
The technology is evolving rapidly with the introduction of new reagents and instrumentation. It can be used for the confi rmation of 
data acquired by microarray analysis of gene expression. We review basic principles of real-time PCR and describe its application in 
hematology and especially in multiple myeloma research.
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Úvod
Každý typ bu ky vytvá í sv j soubor molekul mediá-
torové RNA (mRNA), tzv. transkriptom. Jako odpov
na stimul jsou bu ky schopny zvyšovat nebo snižovat 
hladinu mRNA, které jsou poté p ekládány do protein .
Použití cDNA mikro ip  umož uje detekovat v jednom 
experimentu zm nu exprese až u 30 000 gen . S rozvo-
jem nových metodik detekce genové exprese se objevuje 
pot eba jednoduchého a rychlého stanovení hladiny vy-
braných transkript . Toto spl uje metoda real-time PCR 
(kvantitativní PCR). Detekce pomocí kvantitativní PCR 
je charakteristická vysokou specifi tou a citlivostí. Hla-
dina mRNA byla d íve stanovována pomocí Northern 
blottu. Tato metoda bývá ozna ována jako zlatý standard 
v m ení genové exprese/hladiny mRNA. Používá radi-
oaktivn  zna enou sondu komplementární k p íslušné
testované RNA. Po separaci transkript  na elektroforéze 
a jejich p enesení na membránu, je reakce s radioaktivní 
sondou detekována na fi lmu. Tato technika je spolehlivá, 
její nevýhodou je však nižší citlivost, nutnost práce s ra-
dioaktivním materiálem a dostate né vstupní množství 
RNA. V posledních letech byl Northern blot nahrazen 
metodou real-time PCR, která eliminuje zmi ované ne-
výhody.

Co je to real-time PCR?
Real-time PCR (kvantitativní PCR) je metodika založená 
na polymerázové et zové reakci (PCR), objevené Kary 
Mullisem v roce 1983. V klasické PCR je amplifi kovaný 
produkt (amplikon) detekován po skon ení reakce elektro-
foreticky. Naproti tomu real-time PCR umož uje m ení
zmnoženého produktu v pr b hu reakce, tzn. v reálném 
ase (real time). Detekce produkt  reakce je umožn na

využíváním fl uorescen ních molekul, které odpovídají 
množství amplifi kované DNA v každém cyklu. Tyto fl u-
orescen ní chemikálie mohou být barviva vázající se na 
DNA a nebo sekven n  specifi cké primery i sondy. Pro-
tože hledaná sekvence DNA m že být stanovena jak kvali-
tativn , tak i kvantitativn  (po et kopií DNA), je real-time 
PCR ozna ována také jako kvantitativní PCR (qPCR). Vý-
hodou této metody je široký rozsah kvantifi kace v ádu 7-8 
logaritmických dekád, vysoká senzitivita (< 5 kopií) a vy-
soká p esnost (< 2% standardní odchylka) (3, 8). Vysoká 
specifi ta reakce je zajišt na t emi oligonukleotidy: dv ma
primery a jednou sondou. První zmínka o real-time PCR 
se objevuje v roce 1992 (7). Reakce byla založena na in-
terkalaci barviva ethidium bromid a amplifi kaci zajiš oval
upravený termální cykler pro oza ování vzork  ultrafi alo-
vým sv tlem a detekci fl uorescence CCD kamerou. 
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V sou asné dob  jsou pro detekci produkt  vyžívány p e-
vážn ty i r zné metody. Nejjednodušší a nejlevn jší va-
rianta je založena na interkalaci fl uorescen ních látek, kte-
ré se váží na dvou et zcovou DNA. Interkalární barvivo 
SYBR Green I se váže do malého žlábku dvou et zcové
DNA. B hem PCR amplifi kace se zvyšuje po et dsDNA 
produkt  exponenciáln  a tím se zvyšuje i množství barviva, 
které se na n  váže. Fluorescen ní signál je nejvyšší na kon-
ci každé exponenciální fáze, v následující denatura ní fázi 
je minimální. Detekce PCR produkt  pomocí SYBR Green 
I není sekven n  specifi cká, b hem reakce mohou vznikat 
nespecifi cké PCR produkty a nebo produkty vzniklé reakcí 
samotných primer  (primer-dimery). Zbývající t i p ístupy
vychází z vazby fl uorescen n  zna ených oligonukleotid .
V sou asnosti jsou nejvíce rozší eny hydrolyza ní sondy, 
tzv. Taqman systému. Krátká oligonukleotidová sonda kom-
plementární k jednomu z et zc  obsahuje na jednom konci 
fl uorescen ní látku (tzv. reportér, nap . FAM, VIC nebo JOE) 
a na druhém konci zháše fl uorochromu (nap . TAMRA). 
Protože je v intaktní form  zháše  v blízkosti fl uorochromu, 
je fl uorescence vyzá ená reportérem „absorbována“ zháše-
em a není tak m itelná (10). P i syntéze komplementár-

ních vláken dochází 5´ 3´ aktivitou Taq DNA polymerázy 
k hydrolýze sondy, separaci reportérové molekuly a zháše e
a tím k nár stu fl uorescence. B hem dalších cykl  se fl uo-
rescence dále zvyšuje z d vodu exponenciáln  se zvyšují-
cích volných molekul fl uorochromu. V zavislosti na po tu
cykl , p ipadn  z kalibra ni k ivky paraleln  amplifi kova-
neho standardu, je pak možno stanovit koncentraci mRNA 
studovaného genu v neznamém vzorku (6, 5). Existují také 
další typy sond, nap íklad molekulární majáky (19), škorpi-
ony nebo hybridiza ní sondy (21).
Existují dv  kvantifi ka ní strategie – absolutní a relativní. 
P i absolutní kvantifi kaci je stanovován p esný po et ko-
pií templátu ve vzorku, zatímco relativní stanovení sleduje 
zm ny množství templátu mezi vzorky vzhledem k interní 
kontrole. Jako interní kontrola (tzv. housekeeping gen) se 
používá gen, který má podobnou hladinou exprese v jednot-
livých testovaných vzorcích, beze vztahu k bun nému cyk-
lu nebo aktivaci bun k (13). Nej ast ji se využívá gen pro 
albumin, -aktin, -globin nebo GAPDH (20, 16, 14, 9).
Hladiny RNA neodpovídají vždy hladin  protein  pro-
dukovaných bu kou z d vodu posttranskrip ních úprav 
a regulace translace. I když kvantitativní PCR je citlivou 
a p esnou metodou, relevantní záv ry o studovaných d jích
vyžadují další informace o proteinové hladin  a aktivit .

Specifi cké problémy a nastavení u mnoho etného
myelomu
Pro stanovení genové exprese v testovaném vzorku je nutné 
zajistit v dostate ném množství a istot  CD138 pozitivní 
bu ky. Pro tento ú el lze využít magnetické nebo fl owcy-
tometrické separace (MACS, FACS). istota pot ebná pro 
analýzu (  90% MM bun k) je stanovována morfologicky 
a s využitím pr tokové cytometrie (1).
Pro sledování genových expresních profi l  je d ležité
rychlé zpracování a izolace RNA po separaci CD138 po-
zitivních bun k. Exprese gen  se rychle m ní nejen v pr -
b hu r stu a diferenciace bun k, ale také jako reakce na 
zm ny prost edí. Zpožd ní zpracování vzork  již o t i ho-

diny vede k podstatným zm nám v genové expresi (2, 15). 
Pro expresní studie je nutné snížit as nezbytný do izolace 
RNA (4).

Ukázka reprezentativního výsledku
Amplifi ka ní graf je zobrazení fl uorescen ního signálu 
v závislosti na po tu cykl  (Obrázek .1). V po áte ních
cyklech PCR je detekován pouze malý fl uorescen ní sig-
nál. Zvýšení signálu nad tzv. prahovou hodnotu zna í po-
átek detekce hromadícího se produktu. Pro každý sledo-

vaný gen je stanovena tzv. Ct hodnota (threshold cycle). 
Parametr Ct udává íslo cyklu, ve kterém fl uorescence 
dosáhla nad prahovou hodnotu. ím vyšší je po áte ní
množství vzorku, tím d íve je detekována zvyšující se fl u-
orescence produktu a tím nižší je hodnota Ct. Výhodou 
parametru Ct je jeho dobrá reprodukovatelnost.
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Obrázek . 1: Detekce produktu real-time PCR a stanovení Ct 
hodnoty. P evzato z http://www.rt-pcr.com/. Osa y p edstavuje po et
kopií genu, osa x po et cykl  amplifi kace. Parametr Ct (threshold cycle) 
je defi nován jako íslo cyklu, ve kterém emise fl uorescence p ekro í
prahovou hodnotu (threashold). ím nižší hodnota Ct, tím více kopií 
sledovaného genu je p ítomno ve vzorku. Amplifi ka ní graf vykazuje 
sigmoidální pr b h s exponenciální, lineární a plató fází.

Obrázek . 2: Stanovení fl uorescence b hem 40 amplifi ka ních cykl
u vzork  se snižujícíc se koncentrací DNA ( ervená až zelená k ivka)
a kontroly bez DNA templátu (hn dá k ivka). P evzato u http://www.
biotecnologie.unibo.it/capranicolab/realtime.php
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Aplikace real-time PCR u mnoho etného myelomu
Metoda real-time PCR se ve studiu mnoho etného myelo-
mu používá pro monitorování minimální zbytkové choroby 
(MRD minimal residua disease) a umož uje tak p edpov -
d t relaps onemocn ní (12). Spolu s mikro ipovou analý-
zou slouží ke stanovení exprese gen , které jsou spojová-

ny s p ežitím pacient i rezistencí na lé bu (17). Metoda 
umož uje také stanovit míru exprese nádorových antigen
u myelomových bun k a tak posoudit vhodnost jejich po-
užití v imunoterapii (18). V laborato ích Univerzitního vý-
zkumného centra – CMG byl p ipraven panel gen  význam-
ných u mnoho etného myelomu, jejichž exprese je sledo-
vána pomocí real-time PCR. Tyto geny podávají informaci 
o prognóze pacient  a jejich p ípadné rezistenci na lé bu.

Záv r
Analýza hladiny genové exprese pomocí kvantitativní 
amplifi kace mRNA nalézá sv j význam v základním vý-
zkumu, farmakogenomice a molekulární diagnostice. P i
plánování designu experimentu je t eba provést rozhod-
nutí, zda expresi stanovovat pomocí absolutní nebo rela-
tivní kvantifi kace a provést výb r vhodné interní kontroly. 
I když kvantitativní PCR je citlivá a p esná metoda v kli-
nické diagnostice, musí být použita vhodn  s v domím
ur itých omezení. 

Pod kování
Práce byla podpo ena projekty MŠMT LC06027 
a MSM0021622434.

Schéma 1: Metody real-time PCR:

Literatura

  1. Agnelli L, Bicciato S, Mattioli M et al. Molecular classifi cation of 
multiple myeloma: a distinct transcriptional profi le characterizes pa-
tients expressing CCND1 and negative for 14q32 translocations. J 
Clin Oncol. 2005; 23(29):7296-306

  2. Baechler EC, Batliwalla FM, Karypis G et al. Expression levels for 
many genes in human peripheral blood cells are highly sensitive to 
ex vivo incubation. Genes Immun. 2004; 5(5):347-53

  3. Bustin SA. Absolute quantifi cation of mRNA using real-time reverse 
transcription polymerase chain reaction assays. J Mol Endocrinol. 
2000; 25(2):169-93

  4. Debey S, Schoenbeck U, Hellmich M, Gathof BS, Pillai R, Zander T, 
Schultze JL. Comparison of different isolation techniques prior gene 
expression profi ling of blood derived cells: impact on physiological 
responses, on overall expression and the role of different cell types. 
Pharmacogenomics J. 2004;4(3):193-207

  5. Gibson UE, Heid CA, Williams PM. A novel method for real time 
quantitative RT-PCR. Genome Res. 1996;6(10):995-1001

  6. Heid CA, Stevens J, Livak KJ, Williams PM. Real time quantitative 
PCR. Genome Res. 1996; 6(10):986-94

  7. Higuchi, R., Dollinger, G., Walsh, P. S., Griffi th, R. Simultaneous 
amplifi cation and detection of specifi c DNA sequences. Biotechno-
logy. 1992; 10:413–417

  8. Klein D, Leutenegger CM, Bahula C, Gold P et al. Infl uence of pre-
assay and sequence variations on viral load determination by a mul-
tiplex real-time reverse transcriptase-polymerase chain reaction for 
feline immunodefi ciency virus. J Acquir Immune Defi c Syndr. 2001; 
26(1):8-20

  9. Ladetto M, Omedè P, Sametti S et al. Real-time polymerase chain 
reaction in multiple myeloma: quantitative analysis of tumor conta-
mination of stem cell harvests. Exp Hematol. 2002 ;30(6):529-36

10. Livak KJ, Flood SJ, Marmaro J et al. Oligonucleotides with fl uores-
cent dyes at opposite ends provide a quenched probe system useful 
for detecting PCR product and nucleic acid hybridization. PCR Me-
thods Appl. 1995 Jun;4(6):357-62

11. Mahtouk K, Hose D, Raynaud P et al. Heparanase infl uences ex-

pression and shedding of syndecan-1, and its expression by the bone 
marrow environment is a bad prognostic factor in multiple myeloma. 
Blood. 2007; 109(11):4914-23

12. Martinez-Lopez J, Martinez-Sanchez P, Garcia-Sanz R et al. Appli-
cation of self-quenched JH consensus primers for real-time quanti-
tative PCR of IGH gene to minimal residual disease evaluation in 
multiple myeloma. J Mol Diagn. 2006; (3):364-70

13. Nakamura H, Dan S, Akashi T et al.. Absolute quantifi cation of four 
isoforms of the class I phosphoinositide-3-kinase catalytic subunit 
by real-time RT-PCR. Biol Pharm Bull. 2007;30(6):1181-4

14. Pfi tzner T, Reiser M, Barth S et al. Quantitative molecular monito-
ring of residual tumor cells in chronic lymphocytic leukemia. Ann 
Hematol. 2002 ;81(5):258-66

15. Radich JP, Mao M, Stepaniants S et al. Individual-specifi c variation 
of gene expression in peripheral blood leukocytes. Genomics. 2004; 
83(6):980-8

16. Rasmussen T, Poulsen TS, Honoré L, Johnsen HE. Quantitation of 
minimal residual disease in multiple myeloma using an allele-speci-
fi c real-time PCR assay. Exp Hematol. 2000; 28(9):1039-45

17. Shaughnessy JD Jr, Zhan F, Burington BE, et al. A validated gene 
expression model of high-risk multiple myeloma is defi ned by de-
regulated expression of genes mapping to chromosome 1. Blood. 
2007;109:2276-2284

18. Taylor BJ, Reiman T, Pittman JA et al. SSX cancer testis antigens 
are expressed in most multiple myeloma patients: co-expression of 
SSX1, 2, 4, and 5 correlates with adverse prognosis and high fre-
quencies of SSX-positive PCs. J Immunother. 2005; 28(6):564-75

19. Tyagi S, Kramer FR. Molecular beacons: probes that fl uoresce upon 
hybridization. Nat Biotechnol. 1996;14(3):303-8 

20. van der Velden VH, Joosten SA, Willemse MJ, van Wering ER et 
al. Real-time quantitative PCR for detection of minimal residual 
disease before allogeneic stem cell transplantation predicts out-
come in children with acute lymphoblastic leukemia. Leukemia. 
2001;15(9):1485-7

21. Wittwer CT, Herrmann MG, Moss AA, Rasmussen RP. Continuous 
fl uorescence monitoring of rapid cycle DNA amplifi cation. Biotech-
niques. 1997;22(1):130-1, 134-8



KLINICKÁ ONKOLOGIE  21  SUPPLEMENT  1/2008   223

p íklady využití

VÝZNAM  SLEDOVÁNÍ  EXPRESE  NÁDOROVÝCH  TESTIKULÁRNÍCH  ANTIGEN
U  MNOHO ETNÉHO  MYELOMU  A  MONOKLONÁLNÍCH  GAMAPATIÍ 

IMPACT  OF  CANCER/TESTIS  ANTIGENS  (CTA)  EXPRESSION  IN  MULTIPLE  
MYELOMA  (MM)  AND  MONOCLONAL  GAMMAPATHY  (MGUS)
NE ASOVÁ J. 1,2,3 , KADLECOVÁ J. 4, SP ŠNÁ R. 4, PENKA M. 5, HÁJEK R. 1,3,6

1 UNIVERZITNÍ VÝZKUMNÉ CENTRUM – ESKÁ MYELOMOVÁ SKUPINA (URC-CMG), LF MU BRNO
2 ODD LENÍ GENETIKY A MOLEKULÁRNÍ BIOLOGIE, ÚSTAV EXPERIMENTÁLNÍ BIOLOGIE, P F MU BRNO 
3 LABORATO  EXPERIMENTÁLNÍ HEMATOLOGIE A BUN NÉ IMUNOTERAPIE (LEHABI), OKH, FN BRNO, PMDV
4 LABORATO  MOLEKULÁRNÍ GENETIKY, ODD LENÍ LÉKA SKÉ GENETIKY, FN BRNO, PDM
5 ODD LENÍ KLINICKÉ HEMATOLOGIE, FN BRNO, PMDV
6 INTERNÍ HEMATOONKOLOGICKÁ KLINIKA, FN BRNO A LF MU BRNO, PMDV 

Souhrn
Rodina lidských MAGE gen , které pat í mezi tzv. nádorové testikulární antigeny (CTA), kóduje produkty, které mohou být roz-
poznávány autologními cytotoxickými T lymfocyty. Pro skupinu CTA je charakteristická exprese u mnoha typ  nádor , v normální 
zdravé tkáni exprese t chto antigen  popsána nebyla s výjimkou varlete a placenty. CT antigeny jsou hojn  exprimovány u mnoho-
etného myelomu a tím reprezentují vhodné kandidáty pro nádorov  specifi ckou imunoterapii MM. Korelace mezi expresí t chto

gen  a stádiem onemocn ní je již známá. Analyzovali jsme expresi gen  MAGE-A1 a MAGE-A3 v kostní d eni u souboru pacient
s monoklonální gamapatií (MGUS) a u pacient asného a pokro ilého stádia mnoho etného myelomu. 

Klí ová slova: mnoho etný myelom, monoklonální gamapatie, nádorové testikulární antigeny, antigeny asociované s tumorem, imu-
noterapie.

Summary
The human MAGE gene family which is a group of „cancer/testis antigens“ (CTA) encodes products that can be recognized by 
autologous cytotoxic T cells. CT antigens are expressed in several malignant tumors, but not in normal tissues except for testis and 
placenta. CT antigens are frequently expressed in MM and represents promising candidates for cancer- specifi c immunotherapy in 
multiple myeloma. An obvious correlation between the expression of these genes and the stage of the disease has been observed. We 
examined the expression of MAGE-A1 and MAGE-A3 in bone marrow in a group of patiens with monoclonal gammapathy and in 
patients with early and advanced stage of the multiple myeloma. 

Keywords: multiple myeloma, monoclonal gammapathy, cancer/testis antigens, cancer germline antigens, tumor associated antigens, 
immunotherapy.

Úvod
První nádorový testikulární antigen (CTA), konkrétn
MAGE-A1 (gen pro melanomový antigen A1), byl iden-
tifi kován v roce 1991 (23). Termín „cancer/testis antigen 
(CTA)“ byl zaveden Chenem et al. (3), kte í objevili spo-
le ný expresní profi l této skupiny gen . Fyziologická role 
CT genových produkt  nebyla zatím zcela objasn na,
a koliv je role t chto antigen  v gametogenezi, regulaci 
bun ného cyklu a apoptóze intenzivn  studována (16, 10, 
26, 13). Nádorové testikulární antigeny, respektive tzv. 
onkospermatogonální antigeny (7), nebo antigeny ozna o-
vané také jako nádorové zárode né antigeny (CGA), re-
prezentují skupinu, která se zdá velmi slibnou pro indukci 
imunitní odpov di p i nádorov  specifi cké imunoterapii 
(20). Do roku 2005 bylo popsáno 89 jednotlivých CTA 
gen  nebo izoforem, které byly uspo ádány do 44 rodin. 
Exprese CT gen  v maligních nádorech je reaktivována 
hypometylací promotorových oblastí. Jejich p ítomnost

u nádor  je výsledkem epigenetických zm n spojených 
s maligní transformací (5). Bylo zjišt no, že exprese CT 
gen  úzce souvisí s pokro ilým onemocn ním a se špat-
nou prognózou u r zných typ  nádor (8). N kolik vý-
zkumných skupin již popsalo expresi CT gen  v myelo-
mových bu kách (22, 18, 6, 19, 25, 9, 11, 24). Dhodapkar 
et al. (6) povrdili, že exprese MAGE-A1, MAGE-A3, 
MAGE-A4, MAGE-C1 (CT-7) a NY-ESO-1 u monoklo-
nálních gamapatií (MGUS) koreluje s rizikem onemocn ní
myelomem a jeho stádiem. Atanackovic et al. (2) testovali 
expresi 11 r zných CTA, p edevším len  rodin MAGE 
a SSX, a to na panelu myelomových linií a vzorcích pa-
cient  s MM. Nejvyšší expresi zaznamenali u MAGE-A3 
(55%), MAGE-C2/CT10 (56%). Jedna z posledních prací 
(1) p ináší výsledky studia exprese 14-ti vybraných CTA 
na MM (MAGE rodina, BAGE, GAGE, LAGE, SSX ad.). 
Z výsledk  této práce vyplývá, že nevhodn jší CTA pro 
imunoterapii MM jsou MAGE-C1/CT7, LAGE-1 a MA-
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GE-A3/6, p i emž jejich exprese byla prokázána u 77%, 
49% a 41% vzork  pacient  s MM a dohromady jejich 
exprese pokrývá 85% všech zkoumaných vzork . V tšina
CTA je u r zných typ  nádor  koexprimována. Tato jejich 
koordinovaná exprese m že být d ležitá pro jejich funkci 
a pro možnou roli v tumorigenezi. Podle Andrade et al. (1)
pat í antigeny MAGE-A3 a MAGE-A6 k t etím nej ast ji
exprimovaným u myelomových vzork  (41%). Jungbluth 
et al.(9) pomocí RT-PCR demonstrovali, že MAGE-A ro-
dina je exprimována u 100% MM pacient . Exprese MA-
GE-A3/A6 byla imunohistochemicky prokázána u 70% 
MM vzork  stádia III. Navíc, van Baren et al. (22) pro-
kázali expresi MAGE-A3 u 29% a v p ípad  MAGE-A6 
u 33%, vzork  pokro ilého stádia MM metodou RT-PCR. 
Vzhledem k takto vysokým relativním etnostem expre-
se u pokro ilých stádií MM pacient  je možné, že rodina 
MAGE se ú astní biologie této fatální malignity B bun k.

Metodika a soubor nemocných
Na základ  výsledk  zahrani ních publikací byly pro 
sledování exprese vybrány 2 CT geny, konkrétn  MA-
GE-A1 a MAGE-A3. Podrobný princip metody real-ti-
me PCR je popsán v metodické ásti tohoto supplementa 
(str. 220). Všechny vzorky kostní d en  (KD) a periferní 
krve (PK) byly získány od pacient  Interní hematoon-
kologické kliniky, Fakultní nemocnice Brno s informo-
vaným souhlasem jako ást diagnostického odb ru. Cel-
ková RNA z KD a PK byla izolována metodou TRIzol®

(Invitrogen) podle manuálu. istota a kvalita RNA byla 
sledována spektrofotometricky (Biophotometr 6131, Ep-
pendorf). Všechny vzorky RNA byly až do fáze reverz-
ní transkripce uchovány p i -70ºC. Pro RT-PCR bylo ve 
všech p ípadech použito stejné množství celkové RNA 
(1 g). Všechna RT-PCR byla provád na s použitím 
Transcriptor® reverzní transkriptázy (Roche Diagnos-
tics) v celkovém objemu 20 l. Jako housekeepingový 
gen byl na základ  srovnání výsledk  analýzy 5-ti gen
ze selek ního kitu (Housekeeping Gene Selection kit, 
Roche Diagnostics) zvolen gen pro Glukóza-6-fosfát 
dehydrogenázu (G6PDH), k jehož expresi byla vztažena 
exprese hledaných gen  p i relativní kvantifi kaci. Prime-
ry pro oba geny byly p evzaty z publikace Park et al.
(17) a design reakce a syntéza FRET sond (Fluorescence 
Resonance Energy Transfer) byla navržena ve spolupráci 
s fi rmou TibMolBiol, Germany. V real-time PCR mas-
termixu byla použita Uracil-DNA-glykozyláza (Roche 
Diagnostics) k prevenci kontaminace amplikony. Ana-
lýzy exprese byly provád ny na p ístroji LightCycler®

1.5 Instrument (Roche Diagnostics). Jako pozitivní kon-
trola byla v experimentech použita linie U266, u které je 
známá exprese MAGE-A gen . Charakteristika souboru 
vyšet ených nemocných je obsažena v tabulce . 1.

Výsledky
Z celkového po tu 153 vzork  kostní d en  (KD) bylo 
analyzováno: 40 vzork  MGUS, 12 vzork  od pacient
asného stádia MM, kte í nebyli dosud lé eni (doutnají-

cí MM 4x, stádium I.A 8x), 86 vzork  pokro ilého mye-
lomu a 15 vzork  KD zdravých dárc , kte í sloužili jako 
kontrolní skupina. U 15-ti náhodn  vybraných pacien-

t  s pokro ilým MM byla sou asn  odebrána i periferní 
krev (PK) a analyzována stejn  jako vzorek KD. Pouze 
u 5-ti % (2/40) vzork  MGUS byla nalezena pozitivní 
exprese MAGE-A1 nebo MAGE-A3. Padesát procent 
(6/12) pacient  s asným stádiem MM (I.A a doutna-
jící) bylo pozitivních pro MAGE-A1 nebo MAGE-A3. 
U více než jedné t etiny vzork  pacient  s pokro ilým
MM byla zjišt na exprese alespo  jednoho genu 37,2 % 
(32/86) nebo obou gen  sou asn  23,2% (20/86). 
V kontrolní skupin  15-ti zdravých dárc  byly všechny 
vzorky negativní. A koliv z 15-ti vzork  pokro ilého
MM byla exprese pozitivní u 53,3% (8/15) KD, ex-
prese u žádného vzorku PK nebyla zjišt na. Absolutní 
po ty vzork  od pacient  jednotlivých stádií, u kterých 
byla nalezena exprese jednotlivých gen , jsou uvedeny 
v tabulce . 2. 

Diskuze a Záv r
Cílem této studie bylo zjistit možnost využití expre-
se t chto gen  jako molekulárních marker  progrese 
MGUS do MM a detekce asného relapsu MM. Ana-
lýzou 15-ti vzork  KD zdravých dárc  jsme potvrdili, 
že ve zdravé tkáni MAGE geny nejsou exprimovány. 
Naše výsledky potvrzují detekci nízkých hladin exprese 
mRNA MAGE-typu v KD pacient  MGUS a asných
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Tabulka . 2: Výsledky exprese gen  MAGE-A1 a MAGE-A3 
u jednotlivých skupin pacient  (ZK- zdravá kontrolní skupina, MGUS- 
monoklonální gamapatie, MM I.A- mnoho etný myelom stádia I.A, 
SMM- doutnající myelom, MM- pokro ilý myelom, KD- kostní d e ,
PK- periferní krev)

Tabulka . 1: Charakteristika analyzovaného souboru pacient  (ZK- 
zdravá kontrolní skupina, MGUS- monoklonální gamapatie, MM 
I.A- mnoho etný myelom stádia I.A, SMM- doutnající myelom, MM- 
pokro ilý myelom, KD- kostní d e , * data nebyla k dispozici)
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stádií MM, což by u t chto pacient  mohlo sv d it
o vývoji onemocn ní. Sou asným testováním exprese 
ve vzorku KD i PK u náhodn  vybraných 15-ti paci-
ent  jsme dosp li k výsledku, že a koliv exprese v KD 
je pozitivní, v PK nebyla prokázána. A koli se metoda 
real-time PCR používá k detekci cirkulujících nádoro-
vých bun k nap . u neuroblastomu na základ  expre-
se vybraných marker  (MAGE i tyrozinhydroxylázy; 
15, 14), v p ípad  myelomu z ejm  nebude možné de-
tekovat myelomové bu ky v PK p edevším proto, že 
k jejich vyplavování tém  nedochází. Exprese r zných
CT antigen  v nádorech je v pozitivní korelaci, což 
nazna uje, že tyto geny mohou být aktivovány spole -
nými mechanismy, nap . demetylace (5). Z výsledk
mnoha studií vyplývá n kolik vhodných kandidátních 
CTA pro imunoterapii MM. Mezi n  pat í p edevším
MAGE-C1(CT7), MAGE-A3/A6 a LAGE-1, nebo
jsou sou asn  exprimovány u 85% pacient (1), dále 
rodina SSX a MAGE-C2/CT10 (2). Protein MAGE-A3 
byl identifi kován v tšinou ve vzorcích pokro ilých stá-
dií MM (70%). Monitorování MAGE antigen  m že
p edpov d t progresi onemocn ní (22, 6), vzhledem 
však k nutnosti analýzy vzork  KD tato metoda není 
vhodná pro rutinní sledování minimální zbytkové ne-
moci (MRD) u pacient  s MM, nebo  p lro ní inter-

val mezi odb ry kostní d en  pro monitorovací ú ely
je vemi dlouhý. Doposud byla v tšina prací založena 
na sledování exprese CTA v separovaných myelomo-
vých bu kách KD a jen pouze n které práce použily 
jako výchozí materiál plnou KD (11). Defi nice nejvhod-
n jší metody a následného klinického využití sledování 
minimální choroby u MM je stále „tvrdým o íškem“.
Sledování MRD metodou ASO kvantitativní PCR na 
p estavbách IgH genu sice prokázalo prognostický vý-
znam u pacient  po autologní a alogenní transplantací 
kmenových bun k, ale použití techniky má n kolik zá-
sadních úskalí (4, 12). Opravdu slibným p ístupem pro 
sledování MRD je multiparametrická fl owcytometrie, 
která krom  po tu plazmatických bun k umož uje mo-
nitorovat a rozlišovat myelomatózní a normální plaz-
matické bu ky.
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p íklady využití

VYUŽITÍ  METODY  REAL-TIME  PCR  VYBRANÝCH  GEN
U  MNOHO ETNÉHO  MYELOMU 

REAL-TIME  PCR  FOR  QUANTIFICATION  OF  EXPRESSION  OF  CRIITICAL  
GENES  IN  MULTIPLE  MYELOMA
DUDOVÁ S. 1, HÁJEK R. 1,2,3

1 UNIVERZITNÍ VÝZKUMNÉ CENTRUM – ESKÁ MYELOMOVÁ SKUPINA (URC-CMG), LF MU BRNO
2 LABORATO  EXPERIMENTÁLNÍ HEMATOLOGIE A BUN NÉ IMUNOTERAPIE (LEHABI), OKH, FN BRNO, PMDV
3 INTERNÍ HEMATOONKOLOGICKÁ KLINIKA, FN BRNO A LF MU BRNO, PMDV 

Souhrn
Real-time PCR je metoda, která se používá pro sledování hromad ní produkt  polymerázové et zové reakce v reálném ase. Je 
schopna detekovat již minimální množství nukleových kyselin s vysokou p esností a citlivostí. Tato technika se v laborato i uplat uje
jak p i stanovení diagnózy, tak ve výzkumu. V diagnostice umož uje kvantitativní PCR detekci gen , které se hrají roli v rozvoji 
infek ního onemocn ní, nádor  a genetických abnormalit. Ve výzkumu umož uje metoda vysoce citlivé kvantitativní m ení genové 
transkripce. V laborato i m že být použita pro stanovení zm n genové exprese ur itého genu v ase jako odpov  bun k po podání 
léku, v diferenciaci bun k nebo jako reakce na zm nu podmínek prost edí. Tato práce se zam uje na využití real-time PCR p i studiu 
mnoho etného myelomu.

Klí ová slova: real-time PCR, kvantitativní PCR, mnoho etný myelom, genová exprese.

Summary
Real-time PCR is a method used to monitor the amplifi cation of polymerase chain reaction products in real time. It is able to 
detect minimal amounts of nucleic acid with high specifi city and sensitivity. This technique is used both for diagnostic and research 
applications. Diagnostic real-time PCR enables the detection of genes involved in infectious diseases, cancer and genetic abnormalities.
In the research setting, real-time PCR is used to provide highly sensitive quantitative measurements of gene transcription. The
technique may be used to determine the genetic expression of a particular gene and its changes over time, e.g. in the analysis of
cellular response to a therapeutic agent or to changes in the microenvironment, or to assess the progression of cell differentiation.

Keywords: real-time PCR, quantitative PCR, multiple myeloma, gene expression.

Minimální reziduální onemocn ní
V klinické onkologii se metoda real-time PCR používá pro 
monitorování minimální zbytkové choroby (MRD minimal 
residual disease) zodpov dné za relaps onemocn ní, což 
umož uje p edpov d t progresi onemocn ní. Pro detek-
ci MRD v hematologii je využíváno nej ast ji p eskupení
imunoglubulinových gen  a gen  pro T-lymfocytární re-
ceptor TCR.
U myelomových plazmatických bun k vzniká v pr b hu
p eskupování genových segment  imunoglobulinového 
t žkého et zce (IgH) jedine ný klonotypický marker – ob-
last ur ující komplementaritu (CDR3). Kvantifi kace rezi-
duálních myelomových bun k m že být použita jako pro-
gnostický faktor a marker ú innosti lé by (16, 17, 15).
Po allogenní transplantaci kmenových bun k mohou nastat 
komplikace zp sobené akutní reakcí št pu proti hostiteli 
(GVHD). Znalost sekvence - et zce TCR receptoru jed-
notlivých T-bun ných klon  umož uje sledovat p ítom-
nost klon  specifi ckých pro reakci št pu proti hostiteli a 
reakci št pu proti leukémii od pacient  po allogenní trans-
plantaci kmenových bun k (11, 12). Alloreaktivní klony 
T-lymfocyt  zp sobující GVHD mohou být p ed transplan-

tací identifi kovány a kvantitativn  monitorovány pro asné
zahájení imunosupresivní lé by p ed propuknutím GVHD. 
Také další práce potvrdily roli odlišných klon  T-lymfocyt
u GVHD a GVM (reakce št pu v i myelomu) u mnoho et-
ného myelomu (MM) (4).
Voena a kolektiv sledovali souvislost mezi onemocn ním
reakce št pu proti hostiteli a odpov dí pacienta na onemoc-
n ní. S použitím kvantitativní PCR prokázali, že perzistent-
ní molekulární onemocn ní se s asem dynamicky m ní.
(25).

Stanovení prognózy 
V souvislosti se zm nami v karyotypu u pacient  s MM, 
jako jsou nap íklad delece chromozomu 1 a 13 nebo reci-
proké translokace lokusu pro t žký et zec (IgH) zahrnují-
cí chromozomy 4, 11, 14 a 16, dochází ke zm n  exprese 
gen , které jsou umíst ny ve zmi ovaných oblastech (14).
Pro nádorové bu ky je typická zvýšená exprese transkript
podporujících proliferaci bu ky a tak mohou p ispívat k ne-
kontrolovatelnému množení maligních bun k. Nižší hladina 
RNA bývá zjišt na u antiapoptických gen , naopak zvýšená 
u proapoptických. Kvantitativní PCR je metoda vhodná pro 
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zjišt ní pacient  s lepší i horší prognózou na základ  po-
rovnání exprese vybraných gen .
Pro stanovení prognózy pacient  s MM se v sou asnosti
používá tzv. stážovací systém ISS (International Staging 
System), který nahradil stážovací systém Durie-Salmon. 
Jako možnost predikce rizika MM se také nabízí cytoge-
netické hodnocení translokací chromozomu 14, delece 13 
a stupe  ploidie. Stejné informace podává také molekulár-
n  biologické vyšet ení aktivity vybraných gen . Shaugh-
nessy et al., v USA pomocí cDNA mikro ip  zavedli tzv. 
70-genový model, pozd ji omezili soubor ze 70 na 17 gen
významných pro predikci rizika (27, 18). Exprese gen  sou-
visejících s p ežitím pacienta jsou podobné jak u nov  dia-
gnostikovaných pacient  s MM, tak i u pacient  v relapsu, 
bez závislosti na zp sobu lé by. Využití expresních profi l
umož uje odlišit pacienty rezistentní na sou asn  používa-
né léky nebo lé ebné kombinace (27). Zm n ná regulace 
transkripce gen  m že ovliv ovat vývoj onemocn ní. Sle-
dování exprese pomocí real-time PCR tak p ispívá k identi-
fi kaci pacient  s vysokým rizikem progrese onemocn ní.
Jedním z gen , které jsou dávány do souvislosti se stanove-
ním prognózy u MM je cyklin D1 (CCND1 gen). P i sledo-
vání pacient  s MM pomocí cytogenetických metod a sta-
novením exprese RNA byla zjišt na vyšší hladina CCND1 
mRNA u t ch pacient , kte í m li t(11;14) nebo trizomii 11 
než u pacient  bez abnormalit jedenáctého chromozomu. V 
italské studii z roku 2003 ze 74 pacient  s nov  diagnosti-
kovaným MM jich 43% vykazovalo vyšší expresi cyklinu 
D1. U t chto pacient  byla zjišt na delší doba remise a del-
ší doba p ežívání bez p íznak  choroby (EFS – event-free 
survival). Nebyl nalezen rozdíl u pacient  lé ených jedno-
duchou nebo dvojitou autologní transplantací (21). Tajima 
a kolektiv publikovali v roce 2005 výsledky své práce, ve 
které se zam ili na stanovení exprese šesti protoonkoge-
n  (CCND1, FGFR3, c-MAF, MAFB, MUM1/IRF4, and 
c-MYC), které jsou spojovány s translokací 14q32. Exprese 
gen  CCND1, FGFR3, c-MAF, MAFB byla vyšší u myelo-
mových bun ných linií, které obsahují translokace zahrnu-
jící tyto lokusy, než u vzork  kostní d en . U dalších dvou 
gen , MUM1 a c-MYC, byla hladina RNA vyšší u linií než 
u myelomových bun k kostní d en , a to bez ohledu na stav 
chromozomálních translokací (22).
Enzym spojený se zán tlivou odpov dí, cyklooxygenáza 2 
(COX-2) byla zjišt na u 11% MGUS, 31% MM v dob  di-
agnózy a 47% relaps /refrakterního onemocn ní. Pozitivita 
COX-2 je spojena s horší prognózou (8).
Kvantitativní PCR se uplat uje také p i studiu mikropro-
st edí kostní d en . Heparanáza je enzym, který št pí hep-
aran sulfát proteoglykan (syndecan-1). Vyšší exprese hep-
aranázy v mikroprost edí kostní d en  je spojena s kratším 
p ežitím pacient  (9).

Geny rezistence 
Existují geny determinující rezistenci bun k na lé bu, u kte-
rých byla popsána zm n ná exprese u r zných typ  maligních 
onemocn ní. P íkladem jsou mnoho etné lékové rezistence, 
které vznikají na celou skupinu lé iv s odlišnou strukturou 
a mechanizmem ú inku. St žejním faktorem této skupiny 
gen  je gen pro mnoho etnou lékovou rezistence (MDR1, 
ABCB1), který kóduje P-glykoprotein (p-gp) s funkcí trans-

portního proteinu. Pacienti s MM, kte í neodpovídají na che-
moterapii asto mají zvýšenou hladinu MDR1 RNA (13). 
Také u p ipravených chemorezistentních linií byla zjišt na
vyšší exprese tohoto genu na rozdíl od senzitivních bun k
(24). Substrátem P-gp jsou n která protinádorová lé iva
(antracykliny, vinca alkaloidy, kolchicin, actinomycin D). 
Exprese P-gp koreluje s resistencí v i taxan m a doxorubi-
cinu in vitro (10). V p ípad  zvýšené exprese MDR1 mohou 
být lé iva, která jsou substráty P-gp, p ed asn  vylu ována
z nádorových bun k, což m že vést k poklesu ú inku lé by. 
Sledování exprese genu MDR1 tak m že sloužit k predikci 
úsp šnosti chemoterapie. Vysoká exprese MDR1 je asto
pozorována u pacient  již d íve lé ených cytostatiky, což 
podporuje názor, že tento gen je indukován selektivním pro-
cesem b hem opakovaného vystavení lék m (5). Také proti-
nádorové agens mohou aktivovat transkripci P-gp (3,7).
Další z gen  dávaný do souvislosti s rezistencí na chemote-
rapii a kratším p ežitím u pacient  s MM je LRP (lung re-
sistance protein), který zabezpe uje intercelulární a nukleo-
cytoplazmatický transport (13). MRP (multidrug-resistance 
associated protein) gen leží na chromozomu 16 a funguje 
jako transportér. Podobn  jako P-gp p ispívá k rezisten-
ci k anthracyklin m (6, 19, 20). Na rezistenci MM bun k
se podílí také gen ABCG2 (BCRP, breast cancer resistan-
ce protein). Exprese tohoto genu v MM liniích je zvýšena 
po vystavení bun k chemoterapeutickým agens, které jsou 
substráty ABCG2 (23).

Nádorové antigeny
Real-time PCR slouží také ke stanovení a potvrzení hladiny 
exprese nádorov  specifi ckých antigen . Nádorové testiku-
lární antigeny (CT), které jsou exprimovány pouze v malig-
ních bu kách a testes, p edstavují atraktivní cíl pro imuno-
terapeutické p ístupy. Imunitní systém m že být aktivován 
specifi ckými nádorovými antigeny, zpravidla prost ednic-
tvím dendritických bun k (DB), které jsou naloženy spe-
cifi ckým nádorovým antigenem. Prost ednictvím aktivace 
protinádorových T-lymfocyt  dochází k cílenému zabíjení 
nádorových bun k.
Condomines a kolektiv (2) sledovali expresi 46 CT anti-
gen . Z nich 35 bylo exprimováno u purifi kovaných MM 
bun k alespo  u jednoho pacienta. Exprese 6 CT gen  je 
spojena s kratší dobou p ežívání bez p íznak  choroby 
(EFS, event-free survival). Všechny tyto geny (CTAG1B, 
CTAG2, MAGE-A1, MAGE-A2, MAGE-A3, and MA-
GE-A6) leží na chromozomu X. Myelomové bu ky 98% 
pacient  exprimují alespo  jeden CT gen, 86% sledova-
ných pacient  exprimovalo dva a 70% minimáln  t i CT 
antigeny. Skupina autor  z Brazílie sledovala 14 vybra-
ných CT antigen  u vzork  zdravých tkání, kostní d en ,
vzork  MGUS, solitárního plazmacytomu, MM vzork  a 
bun né linie. Jako kandidáty pro imunoterapii nalezli t i
geny – MAGEC1/CT7, MAGEA3/6 a LAGE-1, které jsou 
nacházeny u 85% všech MM vzork . Potvrdili, že vliv na 
prognózu MM pacient  má exprese gen  rodiny GAGE, > 
6 CT antigen  a MAGEC1/CT7 (1).

Pod kování:
Práce byla podpo ena projekty MŠMT LC06027 a 
MSM0021622434.
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p ehled

ANALÝZA  PROFIL   GENOVÉ  EXPRESE  U  MNOHO ETNÉHO  MYELOMU
A  JEJÍ  VÝZNAM  V  KLINICKÉ  ONKOLOGII

ANALYSE  OF  GENE  EXPRESSION  PROFILES  OF  MULTIPLE  MYELOMA  
AND  ITS  SIGNIFICANCY  FOR  CLINICAL  ONCOLOGY
ŠVÁCHOVÁ H.1,2, HÁJEK R.1,3,4

1 UNIVERZITNÍ VÝZKUMNÉ CENTRUM – ESKÁ MYELOMOVÁ SKUPINA (URC-CMG), LF MU BRNO
2 ODD LENÍ GENETIKY A MOLEKULÁRNÍ BIOLOGIE, ÚSTAV EXPERIMENTÁLNÍ BIOLOGIE, P F MU BRNO 
3 LABORATO  EXPERIMENTÁLNÍ HEMATOLOGIE A BUN NÉ IMUNOTERAPIE (LEHABI), OKH, FN BRNO, PMDV
4 INTERNÍ HEMATOONKOLOGICKÁ KLINIKA, FN BRNO A LF MU BRNO, PMDV

Souhrn
Klinická a genetická heterogenita je charakteristickým rysem mnoho etného myelomu (MM) a navzdory intenzivnímu úsilí o poro-
zum ní patogenezi MM, z stává ada proces  zahrnutá ve vývoji MM neobjasn na. Nové metodologické p ístupy, jako je studium 
profi l  genové exprese (GEP), jsou vhodným nástrojem spojujícím klinické výstupy (odpov  na lé bu a p ežití) s molekulární 
a genetickou variabilitou onemocn ní. Hlavním úkolem je nyní defi novat diagnostický a prognostický význam GEP technologie 
v klinickém praxi.

Klí ová slova: mnoho etný myelom, microarrays, ipy, profi lování genetické exprese (GEP), individualizovaná lé ebná strategie.

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 
profi ling (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 defi ne diagnostic and prognostic relevance of GEP 
technologies in a clinical management.

Keywords: multiple myeloma, microarrays, chips, gene expression profi ling (GEP), individual therapy.

Úvod: Historie microarray profi lování MM
Patofyziologie MM je ovlivn na mikroprost edím kostní 
d en  a škálou molekulárních signál , podílejících se na 
procesech diferenciace B-lymfocyt  a plazmatických bu-
n k. Microarray technologie spolu s analýzou profi l  ge-
netické exprese nabízí cenný nástroj pro studium t chto
proces  a p ináší nový pohled na základní molekulární 
d je postihující vývoj MM (18).
První DNA ip byl vyvinut roku 1989 týmem S. P. A. 
Fodora spojením fotolitografi cké technologie, používané 
p i výrob  polovodi , a syntézy oligonukleotid in situ.
Na principu „Fodorova“ ipu založila fi rma Affymetrix 
v roce 1994 výrobu komer ních ip  pod zna kou „Ge-
neChip“ (9).
V roce 1995 Mark Schena ze Stanford University, USA 
p edstavil jiný typ ipu, tzv. komplementární DNA ip ne-
boli zkrácen  cDNA ip. V tomto p ípad  byly fragmenty 
komplementární DNA na sklí ko umíst ny pomocí vyso-
korychlostního robotického tisku (19).
Pro studium MM byly ipové technologie poprvé použi-

ty v deckým týmem De Vose (6). V této práci použili lid-
ské myelomové linie a cDNA mikro ipy o nízké hustot
k identifi kaci klí ových intracelulárních signálních gen
exprimovaných v maligních plazmatických bu kách (PC). 

Claudio a kolegové (2002) použili kombinaci „high-throu-
ghput“ DNA sekvenování a microarray analýzy plazmatic-
kých bun k pocházejících z r zných typ  leukémií. Cílem 
bylo vytvo it komplexní seznam gen  exprimovaných 
u MM. D ležitým mezníkem pro studium GEP bylo zave-
dení automatizované imunomagnetické separace PC z plné 
kostní d en  pomocí monoklonálních protilátek (BB4 – an-
ti-syndecan-1/CD138) a objev metody pro in vitro diferen-
ciaci B-lymfocyt  periferní krve (23, 21). Od roku 1997 
za ali tyto „high-throughput“ technologie využívat i Shau-
ghnessy a jeho kolegové (Myeloma Institut for Research 
and Therapy, Arkansas) pro studium biologie a terapie 
tohoto geneticky velmi komplexního onemocn ní. V roce 
2000 zahájili analýzu CD138+ PC z kostní d en  zdravých 
dárc , nov  diagnostikovaných a kone ných stadií MM, 
dále MGUS, SMM (Smoldering multiple myeloma) a paci-
ent  s Waldenströmovou makroglobulinémií. Do dnešních 
dn  prostudovali více než 5000 p ípad (17).

Princip metody 
Microarray technologie vychází z p edpokladu, že množ-
ství mRNA pro každý gen v dané bu ce odráží, ve v tšin
p ípad , množství proteinu a tím i biologickou charakte-
ristiku genu (5).
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Princip microarrays spo ívá v tom, že RNA extrahovaná 
z tkán  našeho zájmu je p epsaná pomocí reversní-tran-
skripce do cDNA. V protokolech používaných p edevším
pro tišt né cDNA mikro ipy jsou v tomto kroku do cDNA 
inkorporovány fl uorescen n  zna ené oligonukleotidy; 
v protokolech pro oDNA mikro ipy je zna ena cRNA, 
která vzniká in vitro transkripcí z cDNA pomocí T7 RNA 
polymerázy. V obou p ípadech se zna ená cDNA nebo 
cRNA nechává hybridizovat na desti ku a intenzita hybri-
dizace k individuálním cDNA fragment m nebo oligonuk-
leotid m na desti ce je zachycena skenerem s vysokým 
rozlišením. Hybridiza ní signál je pak použit pro stano-
vení hladiny exprese každého genu representovaného na 
desti ce (www.medscape.com).
Po detekci, kvantifi kaci a normalizaci intenzit signál  po-
mocí specializovaného softwaru je vytvo en tzv. „gene ex-
pression profi le“ (GEP) analyzovaného vzorku, který pak 
lze srovnávat s expresními profi ly dalších vzork (13).

Typy arrays 
Rozlišujeme n kolik typ  microarrays v závislosti na tech-
nologii výroby a použitém materiálu. Obecn  lze ipy roz-
d lit na komplementární DNA (cDNA) ipy a „high-den-
sity“ oligonukleotidové arrays – oligonukleotidové ipy
o vysoké hustot  (oDNA). 
První typ ip  je vyráb n pomocí vysokorychlostního 
robotického tisku cDNA fragment  na neporézní nosi .
Každý gen je zde reprezentován dlouhou dvou et zcovou
DNA sondou nebo EST (expressed sequence tags), která 
je generována pomocí PCR (polymerase chain reaction) 
(Schena et al., 1995).
cDNA ipy mají adu výhod i nevýhod. Pozitivem je, že 
není nutná primární znalost cDNA sekvence, nár st inten-
zity signálu pozitivn  koreluje s délkou sondy, delší sonda 
navíc umož uje nastavit p ísn jší podmínky a tím snížit 
intenzitu pozadí, je také cenov  výhodn jší.
Nevýhoda spo ívá v nutnosti udržovat DNA knihovny, 
m že docházet ke cross-hybridizacím a ke kontaminacím 
cDNA klon /PCR produkt (11, 13).
Kombinací fotolitografi cké technologie a „in situ“ syntézy 
DNA jsou vyráb ny vysokohustotní oligonukleotidové mi-
kro ipy ozna ované jako oDNA mikro ipy. Tato technolo-
gie byla vyvinuta fi rmou Affymetrix. Hustota nejnov jších
Affymetrix mikro ip  je až 1 300 000 oligonukleotid  / 
l,25 cm2 a jsou schopny detekovat expresi více než 47 000 
transkript . Ve srovnání s cDNA ipy je zde každý gen re-
prezentován 25 bp oligonukleotidy, což umož uje navrh-
nout oligonukleotidové sondy, které budou hybridizovat se 
specifi ckým exonem daného genu (www.affymetrix.com). 
Další typ ip  vyrábí fi rma Agilent Technologies, Santa 
Clara, Californie. Tyto ipy obsahují, na rozdíl od ip
Affymetrix, 60-merní sondy, což zvyšuje citlivost i pro 
nízká množství transkript . Technologie Agilent využívá 
mnohonásobný skenovací systém, který dále zvyšuje sen-
zitivitu detekce (www.agilent.com).
Ú inné a cenov  výhodné mikro ipy nabízí NimbleGen
Systems, Madison, Wisconsin. Jejich ipy jsou vyráb ny
metodou modifi kované fotolitografi e s využitím dynamic-
kého mikrosklí ka namísto sv telné masky (Affymetrix). 
Nejnov jší ipy NimbleGen obsahují více než dva milióny 

sond. Výhodou t chto ip  je, že kombinují vysokou hus-
totu a dlouhé 60-merní sondy (8).

Analýza dat
Microarray experiment vytvá í velké množství dat, která 
vyžadují složitou analýzu pomocí sofi stikovaných biosta-
tistických nástroj . Tyto metody lze rozd lit do t í velkých 
skupin: shlukovací metody, metody pro identifi kaci roz-
díln  exprimovaných gen  a klasifi ka ní metody. Cílem 
shlukovacích metod m že být nalezení skupin gen , které 
vykazují v pr b hu experimentu podobné chování, nebo 
skupin pacient  s podobným expresní profi lem. Do dru-
hé skupiny pat í metody, jejichž úkolem je vytipovat geny 
zodpov dné za r zné vlastnosti biologických vzork  (t-
test a jeho modifi kace). Úkolem klasifi ka ních metod je na 
základ  intenzit genové exprese získaných z experimentu 
za adit zkoumaný vzorek do n které z defi novaných t íd
(16).

Vstupní materiál
Výchozím materiálem jsou plazmatické CD138+ bu ky, 
které jsou získávány imunomagnetickou seperací mono-
nukleární frakce bun k z aspirát  kostní d en . Microarray 
vyžaduje 85 – 95% istotu. istota se hodnotí morfologicky 
a fl owcytometricky na základ  exprese CD38+ a CD45 /dim

(24). Po separaci následuje extrakce RNA, která je v tši-
nou provád na pomocí komer n  dodávaných kit . Vstupní 
množství RNA se pohybuje v rozmezí 5 – 40 g, ale vzhle-
dem k tomu, že jde o klinický materiál, jehož množství 
je omezeno, je možné vycházet již z množství 1 – 15 g
celkové RNA (0,2 ug – 2 ug mRNA). Malá vstupní množ-
ství RNA vyžadují lineární amplifi kaci cDNA, která nám 
umožní „namnožení“ cDNA. Za azením dvoukolové line-
ární amplifi kace nám umož uje snížit vstupním množství 
celkové RNA až na 10 – 100 ng [www.affymetrix.com].

Specifi cká nastavení u MM
Použití ipové technologie p i studiu MM nevyžaduje žád-
né specifi cké modifi kace postupu, je pot eba pouze splnit 
již zmín né požadavky na vstupní materiál a použít vhod-
né statistické metody pro analýzu dat. 

Specifi cké problémy u MM
P estože je z ejmé, že microarrays a GEP se stávají vý-
znamným diagnostickým a prognostickým nástrojem 
v klinické pé i krevních nádorových chorob, je nutné si 
uv domit, že metoda má stále svá technologická omezení 
– neexistuje žádná univerzální microarray, odlišnosti vzni-
kají již p i výrob  a v laborato ích, dalším omezením je 
i vysoká cena. 
Rizikovým místem je odb r a zpracování vzorku vyžadu-
jící separaci CD138+ plazmatických bun k, kvalifi kovaný 
personál a as. Otázkou z stává, do jaké míry ovliv uje
separace bun né interakce a expresi gen  a zda separace 
eliminuje subpopulaci CD138 negativních bun k. Variabi-
lita m že být zp sobena i velkým asovým odstupem mezi 
odb rem a zpracováním vzorku. I po separaci však m že
být detekována vnitronádorová heterogenita a lze pak t ž-
ko ur it, zda je daný gen aktivní ve všech bu kách nebo 
pouze v subpopulaci (17).
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Potenciálním problémem je „unsupervised“ hierarchická 
shlukovací metoda používaná pro statistickou analýzu 
GEP. Tato metoda využívá informace poskytované všemi 
geny, které jsou v dané tkáni exprimované. Její nevýhodou 
je, že vykazuje nízký, ale významný stupe  plasticity, tzn. 
po za azení dalšího vzorku i genu do analýzy m že dojít 
k p esunu vzork  z jedné defi nované podskupiny/klastru 
do jiné (13).
GEP analýzy jsou limitovány velkou komplikovaností lid-
ského genomu, kterou navíc zvyšuje alternativní sest ih
a alelické variace (17).

Studium genové exprese poskytuje užite né informace pro 
klinický i základní výzkum, p esto však p edkládá do jisté 
míry zkreslený pohled na genovou expresi a vyžaduje vali-
daci pomocí standardních laboratorních technik (real-time 
PCR, ELISA) (17).

Ukázka reprezentativního výsledku
Interpretace velkého množství dat z DNA ip  vyžaduje 
pokro ilé statistické nástroje, které jsou schopny podchytit 
složitost genetických zm n v dané tkáni. Jedním z p ístu-
p  je „unsupervised“ analýza, která vyhledává podobnosti 
v expresních profi lech mezi jednotlivými vzorky. P íkla-
dem metody, která testuje a vyhledává podobnosti mezi 
GEP, je „unsupervised“ shlukovací analýza, která posky-
tuje dendorgramy podobné evolu ním strom m (13). Tato 
metoda byla použita i pro analýzu GEP nov  diagnosti-
kovaných pacient  s MM. Výsledkem byl dendrogram se 
dv mi hlavními v tvemi a 7 podv tv mi, na jehož základ
bylo identifi kováno 7 molekulárních podskupin MM (Ob-
rázek .1). V tve dendrogramu byly významn  ovlivn -
ny siln  exprimovanými geny. Geny jsou reprezentovány 
jednotlivými te kami, kterým jsou b hem skenování po-
íta ov  p i azovány pseudobarvy. Intenzita signálu pak 

odpovídá velikosti exprese daného genu (24).

Význam metody u MM stávající
ipové technologie nám nabízí nebývalou p íležitost pro 

lepší pochopení deregulací genové exprese a molekulární 
podstaty vývoje MM (viz. význam GEP u MM). V sou as-
né dob  byly použity v t chto oblastech výzkumu (http://
myeloma.uams.edu/lambertlab/)

rozpoznání kritických genetických zm n, které odlišují 
normální a myelomové bu ky
korelace genetické exprese s klinickým výstupem – de-
fi nice genetických podskupin
stanovení genetických zm n v nenádorových bu kách
kostní d en
sledování zm n v genové expresi v nádorových a nená-
dorových bu kách kostní d en  v odpov di na lé bu
identifi kace zm n v genové expresi asociovaných s vý-
vojem lékové rezistence
nalezení genetických a biochemických drah, které mo-
hou být cílem nových chemoterapeutik
porozum ní mechanizmu vzniku kostních lézí 

Význam metody u MM o ekávaný
V poslední dob  jsme sv dky nástupu farmakogeno-
mických metod, mezi n ž pat í práv  microarrays, kte-
ré umož ují sledovat efekt podávané látky na úrovni 
celého genomu, tedy transkriptomu (20). S rostoucím 
po tem nových lék  pro lé bu MM nar stá i pot eba
p esn  defi novat jejich optimální užívání dle farmako-
genomických zásad, tedy individualizovat lé bu tak, 
aby u pacient  s lepší prognózou byla minimalizová-
na toxicita, u pacient  s horší prognózou to znamená 
v asné zahájení specifi cké vysokodávkové (high dose) 
terapie (25). Sou asné klinické prognostické parametry 
však nejsou dosta ující pro rozpoznání nejrizikov jších
skupin pacient . P edpokládá se, že genomika s GEP 
by mohla být novým prognostickým a prediktivním ná-
strojem pro klinickou odpov  a toxicitu asociovanou 
s novými léky (bortezomib, lenalidomid, melphalan, 
thalidomid a další imunomodulátory) (3, 14). Zhan et 
al. (2008) vytvo ili na základ  GEP nový stratifi ka ní
model rozd lující pacienty v relapsu po lé b  bortezo-
mibem nebo high dose dexametazonem do rizikových 
skupin. Ukázalo se, že tento model je schopný identifi -
kovat nejrizikov jší skupiny i u nov  diagnostikovaných 
pacient  lé ených následn  high dose terapií a zdá se být 
nezávislý na r zných formách lé by. P edpokládá se, že 
tento model je schopný identifi kovat pacienty, kte í jsou 
obecn  necitliví k sou asn  používaným lék m nebo je-
jich kombinacím.
Výstupy ze sou asných klinických studií nám umož ují
vytvo it seznamy gen , které by mohly sloužit jako poten-
ciální prediktory rezistence a odpov di na lé bu, a dokon-
ce by mohly vést k vytvo ení zákaznických arrays, které 
by sloužily jako základ pro optimální lé ebnou strategii 
u pacient  s MM (10).

Záv r
Microarray technologie jsou velmi cenným nástrojem 
poskytujícím d kladný pohled na mechanismy zahrnuté 
ve vývoji B-lymfocyt  a plazmatických bun k a jejich 
fyziologické interakce s dalšími bun nými populacemi, 

232 KLINICKÁ ONKOLOGIE  21  SUPPLEMENT  1/2008

Obrázek . 1: Dendrogram shlukové analýzy 
Exprese gen  je v dendrogramu kódovaná barevn . Pr m rným hodnotám 
genové exprese byly po normalizaci intenzit fl uorescence p i azeny
pseudobarvy.  Zelená barva zna í nízkou, ervená barva vysokou a erná
barva pr m rnou expresi gen  v daném vzorku. Dendrogram vzork
naho e a dendrogram gen  vlevo odráží vztah mezi vzorky. V tve
dendrogramu jsou ovlivn ny výraznými shluky siln  expriovaných gen .
Dendrogram byl p evzat a upraven z citace Zhan et al. (2006).
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obzvlášt  v mikroprost edí kostní d en (7). Je patrné, 
že genomika hraje významnou roli v základním a pre-
klinickém výzkumu a její význam roste i v klinickém 
výzkumu, mén  jasné je, kdy a jak se ipové technologie 
za nou uplat ovat i v rutinní diagnostice. Vše bude závi-
set na cen , uživatelské nenáro nosti technologie a také 

na existenci vhodných statistických nástroj  pro zpraco-
vání dat.

Pod kování
Práce byla podpo ena projekty MŠMT LC06027 
a MSM0021622434.
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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
ŠVÁCHOVÁ H. 1,2, HÁJEK R. 1,3

1 UNIVERZITNÍ VÝZKUMNÉ CENTRUM – ESKÁ MYELOMOVÁ SKUPINA (URC-CMG), LF MU BRNO
2 ODD LENÍ GENETIKY A MOLEKULÁRNÍ BIOLOGIE, ÚSTAV EXPERIMENTÁLNÍ BIOLOGIE, P F MU BRNO 
3 LABORATO  EXPERIMENTÁLNÍ HEMATOLOGIE A BUN NÉ IMUNOTERAPIE (LEHABI), OKH, FN BRNO
4 INTERNÍ HEMATOONKOLOGICKÁ KLINIKA, FN BRNO A LF MU BRNO, PMDV 

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).
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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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POUŽITÍ  JEDNO-NUKLEOTIDOVÝCH  POLYMORFIZM   U  ANALÝZY  
MNOHO ETNÉHO  MYELOMU

USE  OF  SINGLE  NUCLEOTIDE  POLYMORPHISMS  IN  MULTIPLE  
MYELOMA  ANALYSIS.
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Souhrn
Klasifi kace nádorových onemocn ní a identifi kace terapeutických cíl  pro jejich lé bu vyžaduje d kladnou znalost a popis genetických 
zm n. Analýza single nukleotidových polymorfi zm  je cenným nástrojem pro detekci a charakterizaci genetických variací u 
nádorových onemocn ní. Ú elem této práce je podat souhrnný p ehled o metodách detekce SNP aplikovatelných na výzkum MM.

Klí ová slova: genomika, jedno-nukleotidové polymorfi zmy, signální dráhy, mnoho etný 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 onemocn ní je složitý, mnohastup ový
proces. Pro vznik onemocn ní je nutné aby bu ka prošla 
procesem maligní transformace za ú asti mnoha faktor .
Nádorová bu ka se oproti normální liší p edevším nekon-
trolovanou schopností d lit se. Na regulaci bun ného
cyklu se podílí velké množství gen . Narušení ur itých
gen  m že “odblokovat” kontrolní mechanizmy bun -
ného cyklu a zp sobit nekontrolované d lení dané bu ky. 
V nádorových bu kách tudíž nacházíme mutace v ur itých
genech. Dalším charakteristickým znakem nádorové bu -
ky je p ítomnost r zných chromozómových aberací (21,
12, 27), p i emž n které mohou být úsp šn  využity jako 
prognostické znaky u nádorových onemocn ní jako je 
Chronická myeloidní leukémie nebo Mnoho etný myelom 
(8, 25). Genetické zm ny probíhající v nádorové bu ce za-
hrnují r zné zm ny jako je bodová mutace, malé delece/
inzerce, delece ásti chromozóm , translokace, zm ny po-
tu kopií gen  nebo ztráta heterozygozity (LOH). Jednou 

z možných aplikací metod molekulární biologie pro studi-
um genetických zm n u nádorových onemocn ní je detek-
ce jednobodových nukleotidových polymorfi zm  (SNP). 
SNP analýza je nástroj, který byl primárn  zamýšlen vy-
užívat pro detekci genetických polymorfi zm  asociova-
ných s nemocí (14). S rozvojem ipových technologií se 
SNP analýza za ala používat jako alternativní technika 
ke komparativní genomové hybridizaci (CGH) pro defi no-

vání LOH a po tu zm n kopií gen (7, 30). Široká aplika-
ce CGH na tém  všechny typy nádor  nám v posledních 
letech poskytla detailní znalost chromozómální p estavby
u rozmanitých nádorových onemocn ní (2, 1, 26). S defi -
nicí LOH a zm n po tu kopií gen  byla SNP analýza za-
hrnuta do oblasti patologie nádorových onemocn ní jako 
jsou chronická myeloidní leukémie (CML) nebo mnoho-
etný myelom (MM) (18, 30). Možnost Použití polymor-

fi zm  specifi ckých gen  jako prognostických znak  pro 
predikci lé ebné odpov dí v oblasti farmakogenomiky je 
další možností jak tuto oblast aplikovat do klinické pra-
xe (22, 29, 5). Ú elem této práce je poskytnout souhrnný 
p ehled metod SNP detekce a možnost jejich aplikace na 
studium MM.

Teoretické základy SNP
SNP je sekven ní variace vyskytující se p i zám n  n -
kterého z nukleotid  (A,T,C nebo G) v primární sekvenci 
DNA za nukleotid jiný. Jako SNP je považovaná taková 
nukleotidová zám na, která se v populaci vyskytuje s et-
ností vetší než 1%, jinak se jedná o jednobodovou muta-
ci (4). Tém  90 % variability lidského genomu je práv
zp sobeno SNP. Jako nej ast jší zám na byla popsána vý-
m na cytosinu (C) za thymin (T), což lze vysv tlit velmi 
vysokou incidencí deaminace 5-metylcytosinu na tymin 
v dinukleotidech CpG. SNP se m že 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, 
lé bu nebo vliv prost edí. Práv  tato skute nost d lá SNP 
cennými pro biomedicíncký výzkum, vývoj farmaceutic-
kých produkt  nebo diagnostiku. 
Genetický fond každého lov ka obsahuje jedine né SNP 
vzory tvo ené r znými genetickými variacemi. Bylo zjiš-
t no, že v tšina SNP není odpov dná za vlastní onemoc-
n ní. Namísto toho slouží jako biologické markery pro 
specifi kaci místa na lidské genomové map  asociované-
ho s nemocí, nebo  jsou zpravidla umíst ny blízko genu 
identifi kovaného jako p vodce onemocn ní. Tento postup, 
asto používaný v nep ímé diagnostice d di ných chorob, 

je založen na analýze vazebné nerovnováhy gen . P íleži-
tostn  m že být p ítomnost SNP vlastním p vodcem one-
mocn ní, což nám umožní vyhledat a izolovat odpov dný

gen. V p ípad  onemocn ní, u kterého byl identifi kován 
defektní gen, lze prov it DNA izolovanou ze souboru 
zdravých a postižených pacient  na p ítomnost r zných
SNP vzor  a pomocí asocia ní studie identifi kovat SNP 
vzor charakteristický pro p ítomnost nemoci. V tšina SNP 
nemá vliv na funkci bu ky, ale n které mohou zp sobit
predispozici lov ka k nemoci nebo ovlivnit jeho odpov
na podaný lék. Pro p ehledn jší charakterizaci polymor-
fi zm  v lidském genomu byla SNP konsorciem vytvo ena
podrobná mapa (http://snp.cshl.org). 

Metody detekce SNP
Pro detekci polymorfi zm  jsou dostupné r zné metodiky. 
V tšina technik pro detekci polymorfi zm  je variací hyb-
ridiza ních nebo enzymatických technologií. V literatu e
lze nalézt n kolik souhrnných prací popisujících tyto me-
tody (19, 16). Klasickou metodou využívanou v r zných
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Tabulka . 1: Srovnání používaných technik pro identifi kaci známých mutací a polymorfi zm

Tabulka . 2:  Srovnání používaných technik pro identifi kaci neznámých mutací a polymorfi zm
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obm nách je polymerázová et zová reakce (PCR), p i-
emž nej ast ji používanou modifi kací pro klinickou apli-

kaci je Real-Time PCR využívající fl uorescen n  zna ené
sondy. V dnešní dob  se biomedicíncký výzkum v oblasti 
klinických aplikací preferen n  zam uje na kvantitativní 
analýzu SNP pomocí ipových technologií. Použití SNP 
ip  umož uje v jednom b hu analyzovat vzorek na velké 

množství polymorfi zm  umíst ných na r zných pozicích 
v genomu, což sníží spot ebu vstupního materiálu a dobu 
analýzy. Nevýhodou jsou technické nároky na p ípravu
matrice ip , drahé p ístrojové vybavení a hlavn  možnost 
analyzovat pouze identifi kované polymorfi zmy. Další me-
tody použitelné pro analýzu známých polymorfi zm  jsou 
uvedeny v Tabulce .1. Identifi kace nových polymorfi zm
je možná pomocí klasicky používaných metodik moleku-
lární biologie (viz. tabulka .2).

Specifi cké nastavení u MM
Genomická analýza nám zatím v klinické praxi neumož-
uje p edpov d t vývoj nemoci nebo reakci pacienta na 

specifi ckou lé bu. Práv  Aplikace SNP ipových techno-
logií by mohla být jednou z možností, jak vy ešit problém 
nevhodné lé by u MM. Hlavními kritérii pro výb r 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 zm  se používá geno-
mová DNA izolovaná z periferní krve, kostní d en  nebo 
specifi cky separovaných CD138+ bun k. V d ím projek-
tem zam eným na charakterizací polymorfi zm  u MM 
je Bank on a cure (http://myeloma.org/). SNP analýza 
v tomto projektu je zam ena na identifi kaci predispozice 
k MM, predikci lé ebné nebo toxické odpov di u stávají-
cích lék  (Velcade, Thalidomid) a výb r vhodných lék
a jejich kombinací pro lé bu MM. 

Specifi cké problémy u MM
Využití SNP analýzy u MM má dozajista uplatn ní v ob-
lasti studia nádorových onemocn ní. Práv  p ítomnost po-
lymorfi zmu na genomu lov ka je jedním z faktor , který 
zp sobuje odlišnost lidských jedinc . V dnešní dob  je 
jistá oblast genomické analýzy MM zam ena na m ení
hladiny exprese vytypovaných gen , aby bylo možno sta-
novit obecný model pro p edpov  výsledného efektu po 
podání n jakého lé ebného p ípravku. Z tohoto pohledu je 
nutné vzít v potaz vliv polymorfi zm  p i studiu MM. Práv
p ítomnost polymorfi zmu v genu podílejícím se na meta-

bolické nebo signální dráze podaného léku m že zp sobit
rozdílný efekt u jedinc  za azených do stejné analytické 
skupiny. Hlavním omezením pro úsp šnou aplikaci SNP 
do klinické praxe je zatím nedostate ná znalost interakcí 
v genech asociovaných s MM.

Význam metody u MM stávající
Charakteristické nastavení analýzy SNP u MM závisí na 
požadavcích a stavb  studie. Obecn  lze íci, že ipovou
platformu je výhodn jší použit pro genomickou analýzu 
u již známých polymorfi zm  asociovaných s onemocn -
ním. Tento p ístup p ispívá ke snížení množství vstupního 
materiálu pro analýzu, což je pro klinické aplikace pod-
statné. Je nutné si ovšem uv domit, že zatím není stanove-
no obecné schéma sloužící k predikci rozvoje nemoci a lé-
ebné odpov di. Je nutné vybrat skupinu polymorfi zm

s prediktivními vlastnostmi, n ž dojde k jejich aplikaci na 
ipovou platformu. K tomuto procesu nám poslouží prá-

v  nízko kapacitní metody pro detekci SNP jako je sek-
venace nebo Real-time PCR. Stávající nastavení detekce 
polymorfi zm  u MM je prozatím na experimentální úrov-
ni. Sou asné práce jsou zam eny na validaci SNP jako 
prognostických znak  u vybraných kandidátních gen .
V Tabulce .3. jsou uvedeny vybrané geny, u kterých byla 
popsána asociace polymorfi zmu s MM. 

Záv r
Práv  studium DNA polymorfi zm  nám pom že v bu-
doucnu pochopit rozdíl mezi jednotlivci ve schopnosti ab-
sorbovat nebo odstranit specifi cký lék, i specifi kovat vliv 
genetické predispozice na vedlejší efekty lé by. Z tohoto 
d vodu se další studium SNP jeví, také jako sch dná cesta 
pro vývoj r zných systém  aplikovatelných do preventiv-
ní a lé ebné medicíny. Hlavní snahou je proto charakte-
rizovat dostate né množství gen  s klinicky významnou 
výpov dní hodnotou u MM.
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Tabulka . 3: Polymorfi zmy v genech asociovaných s prognózou u 
MM. Vybraný soubor gen  u kterých byla popsána asociace s MM.
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Souhrn
Studium polymorfi zm  v genech asociovaných s mnoho etným myelomem (MM) je atraktivní oblastí výzkumu, který m že p isp t
k celkovému pochopení této nemoci. Výzkumy v oblasti polymorfi zm  u MM jsou zatím na experimentální úrovní. Cílem této práce 
je demonstrovat na vybraných zahrani ních prácích možnost klinického využití polymorfi zm  v oblasti MM.

Klí ová slova: genomika, jedno-nukleotidové polymorfi zmy, signální dráhy, mnoho etný myelom.

Summary
Study of polymorphisms in genes associated with multiple myeloma (MM) is promising fi eld of research. Study of this fi eld could 
bring important piece to a global understanding of this illness. Research of polymorphisms associated with MM still remain at 
experimental stage. The aim of this work is to demonstrate a possible clinical utilization of polymorphisms in MM fi eld.

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

Úvod
Jednou z možných aplikací metod molekulární biologie 
pro studium genetických zm n u MM je detekce jedno-
bodových nukleotidových polymorfi zm  (SNP). Studi-
um asociace SNP s nádorovými onemocn ními zažilo 
v posledním desetiletí nebývalého rozmachu. Tato oblast 
se zdá být nad jnou pro farmakogenomické aplikace. 
V tšina prací je zatím pouze na experimentální úrovni, 
nebo  stále probíhá testování kandidátních polymor-
fi zm  na jejích klinickou relevanci. Jelikož se ale jedná 
o komplikovanou oblast výzkumu MM byly v literatu e
zatím popsány pouze ojedin lé práce s klinicky význam-
ným výstupem. 

Praktická aplikace SNP technologií
Možnou klinickou aplikovatelnost SNP analýzy MM 
je možno demonstrovat na studii vlivu polymorfi zmu 
u gen  DNA opravy (ERCC1, ERCC2, XRCC3) a apop-
tických gen  (PPP1R13L, CD3EAP) na ú innost che-
moterapie (Melphalan) u 348 pacient  s MM (2). Ana-
lýza polymorfi zm  byla provedena pomocí Real-time 
PCR za použití TaqMan sond. Bylo zjišt no, že p ítom-
nost polymorfi zm ERCC2 K751Q, CD3EAP G-21A
a XRCC3 T241M je spojená s prodloužením intervalu 
pro ú innou dobu lé by (TTF) pomocí Melphalanu (Ta-
bulka .1). P ítomnost polymorfních forem gen  vede 
k nižší kapacit  opravy DNA, a proto je daleko pravd -

podobn jší usmrcení maligních bun k. Vlivem vysoké 
koncentrace alkyla ního inidla dochází k poškození 
DNA plazmatických bun k, což p i nedostate né opra-
v  DNA u jedinc  s indikovanými polymorfi zmy vede 
k indukci apoptózy. 
Dalším p íkladem pro možnost aplikovat detekci poly-
morfi zm  do oblasti studia MM je práce Nebena a spol. 
z roku 2002 (1). Byla provedena studie vlivu polymor-
fi zmu promotoru genu pro Tumor nekrotizující faktor 

 (TNF- ) na ú innost thalidomidové lé by u pacient
s MM. Thalidomid má antiangiogenní a imunomodula -
ní vlastnosti a inhibuje tvorbu TNF- in vitro. Studie 
prov ila polymorfi zmy na promotoru TNF-  v po-
zicích -308 G/A a -238 G/A. Typizace odpovídajících 
polymorfních variant byla provedena pomocí sekven n
specifi cké PCR. Soub žn  byly imunochemicky m eny
hladiny TNF-  u pacient  s MM (relabovaní nebo s per-
zistentním MM). Bylo zjišt no, že alela -238A je asocio-
vána s vyšší hladinou TNF  p ed lé bou. Vysoký medián 
p ežití byl pozorován ve skupin  pacient  majících alelu 
-238G (viz. obrázek .1).

Záv r
Využití SNP analýzy u MM má dozajista uplatn ní v ob-
lasti studia nádorových onemocn ní. Práv  p ítomnost po-
lymorfi zmu na genomu lov ka je jedním z faktor , který 
zp sobuje odlišnost lidských jedinc . Nap íklad p ítom-
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nost polymorfi zmu v genu podílejícím se na metabolické 
nebo signální dráze podaného léku m že zp sobit rozdílný 
efekt u jedinc  za azených do stejné analytické skupiny. 
Hlavním omezením pro úsp šnou aplikaci SNP do klinic-
ké praxe je zatím nedostate ná znalost interakcí v genech 
asociovaných s MM. D kladná znalost klinicky relevant-
ních polymorfi zm  pom že p i diagnostice onemocn ní,
stanovení prognózy nebo pro výb r efektivní lé ebné stra-
tegie.

Pod kování
Práce byla podpo ena projekty MŠMT LC06027 
a MSM0021622434.
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Tabulka . 1: Univariantní analýza vlivu kombinací polymorfi zn
na TTF a medián p ežití u pacient  s MM lé enými Melfalanem.
1homozygotní nositel wild type alely, 2nezahrnuto do analýzy, 
3heterozygotní nebo homozygotní nositel alely (P evzato Vangsted at al., 
2007)

Obrázek . 1: Charakterizace bezp íznakového období (PFS) a mediánu p ežití (OS) u 81 pacient   s relabovaným a perzistentním MM 
pomocí polymorfi zm  TNF- 308A/G a TNF- 238A/G. PFS byl po ítán od za átku lé by thalidomidem do progrese onemocn ní nebo smrti. 
Lé ba thalidomidem byla zahájena dávkou 100 mg/den, poté byla každý týden dávka navýšena o 100 mg. Finální koncentrace thalidomidu 400 mg 
byla podána 22 týden po zahájení lé by (P evzato Neben et al., 2002).
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MNOHO ETNÉHO  MYELOMU
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Souhrn
Základní metodou pro studium exprese protein  je kombinace dvourozm rné elektroforézy s hmotnostní spektrometrií. Pro analý-
zu proteomu u pacient  s mnoho etným myelomem je možno využít plazmatické bu ky i plazmu pacient  p ed lé bou, po lé b
a v pr b hu onemocn ní, což umožní monitorování lé ebných odpov dí a možnost objevení nových biomarker  zodpov dných za 
rezistenci i senzitivitu k podávanému lé ivu.

Klí ová slova: proteomika, identifi kace protein , dvourozm rná elektroforéza, mnoho etný myelom, plazma.

Summary
Two-dimensional gel electrophoresis combined with mass spectrometry has become a fundamental technique for the study of protein
expression. Proteomic analysis of plasma cells or plasmatic proteins can be done before and after treatment. Proteomics offers the
possibility of identifi cation of disease-associated protein markers for prognostic evaluation and for the selection of targets for specifi c 
drug therapy. 

Keywords: proteomics, two-dimensional gel electrophoresis, protein identifi cation, multiple myeloma, plasma.

Úvod
Proteomika je v dní odv tví, pomocí n hož je možné ana-
lýzou všech protein  p ítomných v plazm i bu kách
charakterizovat strukturu a funkce celého proteomu za de-
fi novaných podmínek v daném okamžiku. Jejím cílem je 
separovat, identifi kovat a charakterizovat proteiny a ur it
jejich vzájemné interakce. Proteomická analýza m že být 
využita pro r zné druhy vzork  jako jsou sérum a plazma, 
sliny, exudáty, bu ky a jiné. Základní metodou pro studi-
um exprese protein  je kombinace dvourozm rné elektro-
forézy v polyakrylamidovém gelu (2D-PAGE) s hmotnost-
ní spektrometrií (MS), pomocí níž je možné identifi kovat 
separované proteiny (Obrázek . 1).

Metoda 2D-PAGE byla poprvé popsána v roce 1975 O’-
Farrellem (10). Další vývoj vedl ke kombinaci elektrofo-
retických technik s chromatografi í i hmotnostní spektro-
metrií, ímž bylo umožn no separovat a identifi kovat pro-
teiny i ze složitých komplexních vzork , jako je nap íklad
lidská plazma.

Vstupní materiál, požadavek na kvantitu, 
kvalitu a istotu
Aby byla proteomická analýza využitelná v klinické praxi, 
je nutno vyšet it co nejv tší soubor pacient , což umožní 
monitorování lé ebných odpov dí a možnost objevení no-
vých biomarker  zodpov dných za rezistenci i senzitivi-
tu k podávanému lé ivu. Pro analýzu proteinového profi lu 
u pacient  s mnoho etným myelomem je možno využít 
plazmatické bu ky vyseparované z kostní d en , plazmu, 
pop ípad  sérum.
Platná norma pro zpracování vzorku pro proteomickou 
analýzu neexistuje. Obecné doporu ení pro 2D-PAGE je 
provést separaci vzork  ihned, to však z hlediska sb ru bi-
ologického materiálu a technické náro nosti není možné, 
a proto se doporu uje veškerý materiál okamžit  po odb ru
zamrazit ve vzduchot sných kryotubách a uchovávat v te-
kutém dusíku nebo v hlubokomrazících boxech s konstant-
ní teplotou minimáln  -80°C. Tyto vzorky zpracovat ihned 
po rozmražení a opakovan  nezamrazovat (13, 12, 9).
P ed separací pomocí 2D-PAGE musí být proteiny ve Obrázek . 1: Schéma návaznosti jednotlivých krok  proteomické 

analýzy (2D-PAGE/MS)
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vzorku solubilizovány, denaturovány, redukovány a al-
kylovány, aby byly narušeny veškeré mezimolekulové 
interakce, a aby každý výsledný proteinový spot repre-
zentoval jen jeden samostatný polypeptid. K solubili-
zaci vzorku se používají pufry obsahující chaotropní 
látky (urea, thiourea), detergenty (dodecylsíran sod-
ný, Triton X-100, CHAPS) a reduk ní inidla (dithi-
othreitol). Sm s urea/thiourea je nezbytná pro ú inné
rozrušení vodíkových m stk  a hydrofobních interakcí 
(3, 4). Detergenty se používají preventivn , aby bráni-
ly interakcím mezi hydrofobními doménami protein
a reduk ní inidla proti zp tné oxidaci disulfi dických 
vazeb. Pomocí t chto pufr  lze dosáhnout kompletního 
rozvoln ní protein  ve sm si.

Princip metody
2D-elektroforéza
2D-PAGE je založena na rozd lení proteinové sm si podle 
izoelektrických bod  a molekulových hmotností jednot-
livých protein . Vzorek je nejprve separován v tenkém 
proužku akrylamidového gelu s imobilizovaným gradien-
tem pH (IPG strip). V tomto kroku se bílkoviny rozd lí
podle jejich okamžitého náboje, ten je nulový v oblasti pH 
odpovídající izoelektrickému bodu. Bílkoviny v izoelek-
trickém bod  tak ztrácejí mobilitu a nemohou již z tohoto 
místa migrovat dále. Poté je proužek gelu s rozd lenými
bílkovinami p eveden na horní okraj polyakrylamidového 
gelu. V elektrickém poli, kolmém na p vodní sm r d lení,
migrují proteiny k anod  v prost edí SDS a separují se pod-
le svých molekulových hmotností. Výsledkem je dvouroz-
m rná mapa, v níž každý protein zaujímá charakteristickou 
pozici. V závislosti na zvoleném pH gradientu stripu pro 
izoelektrickou fokusaci a na použité velikosti gelu je tato 
technika schopna rozd lit velká množství protein  s mole-
kulovou hmotností 6-300 kDa. Pomocí vysokokapacitních 
elektroforetických aparatur probíhá proteomická analýza 
u 12 vzork  sou asn , ímž se zvyšuje reprodukovatelnost 
vytvo ených proteinových map. Nevýhodou této techniky je 
vysoká náro nost na kvalitu a kvantitu vstupního materiálu, 
nemožnost úplného kvantitativního vyhodnocení v celém 
rozsahu koncentrací, jelikož se hladiny protein  pohybují 
v širokém dynamickém rozmezí až 10 ád . Další limitací 
je stále velice obtížná analýza hydrofobních protein , velmi 
malých a extrémn  velkých protein (5, 11, 14, 7).

Vizualizace protein
Po 2D-elektroforéze je t eba separované proteiny na gelu 
zafi xovat a poté vizualizovat. Fixace probíhá n kolik hodin 
v roztoku ethanolu/kyseliny octové a vody a poté je možno 
barvit proteiny vybranou technikou. Jednotlivé typy zna-
ení protein  mají své p ednosti, ale i své nevýhody. Nej-

b žn ji používanými jsou barvení Coomasie brilliant blue 
a st íbrem. Barvení Coomasie blue je jednoduché, je však 
limitováno detek ním limitem (0,2 g proteinu na spot), 
a umožní tak detekovat pouze majoritní složky proteino-
vé sm si (3). Naproti tomu st íb ení je mnohem vhodn jší
nástroj pro detekci protein  s nízkými koncentracemi ve 
vzorku, nebo  je až 100 krát senzitivn jší než Coomasie 
blue. Ob  tyto techniky však vykazují pom rn  malé dy-
namické rozmezí, tendenci k negativnímu barvení jistých 

protein  a malou reprodukovatelnost, která je u barvení 
Coomasie o n co vyšší, jelikož se jedná se o end-point 
techniku barvení, zatímco st íb ení je založeno na subjek-
tivním vyhodnocení intenzity barvení, což snižuje využi-
telnost pro další kvantitativní vyhodnocování. Zavedením 
fl uorescen ních barvících technik se na trhu objevila alter-
nativa k st íb ení. Barvení protein  pomocí Sypro Oran-
ge, Sypro Red a Cy2, 3 a 5 má srovnatelnou senzitivitu 
se st íb ením, což umož uje detekovat i nízkoabundantní 
proteiny ve sm si a navíc disponují tyto techniky širokým 
dynamickým rozmezím, a tudíž jsou mnohem efektivn jší
(5). Pro kvalitativní i kvantitativní vyhodnocení proteo-
mických map nabízí n kolik fi rem hardwarové vybavení 
(scannery, fl uorescen ní scannery) a softwarové vybave-
ní, nap íklad Bio-Rad (PDQuest), Amersham Biosciences 
(ImageMaster).

Hmotnostní spektrometrie
P ed vlastní analýzou na hmotnostním spektrometru je 
nutné vybrané spoty z gelu vy ezat, p evést do roztoku 
a bílkoviny enzymaticky našt pit na sm s menších pepti-
d . Nej ast ji je používán trypsin, který až na výjimky št -
pí za argininem a lyzinem, a generuje tak peptidy o délce 
cca 10-30 aminokyselin (11).
Pro identifi kaci protein  (z jednotlivých spot , vy eza-
ných z gelu) se využívá hmotnostní spektrometrie, která 
na základ  analýzy našt pených peptid  poskytuje vedle 
vlastní identifi kace i informaci o aminokyselinové sek-
venci proteinu i o druhu a lokalizaci modifi kací. MS je 
založena na rozd lení iont  analyzovaných látek podle je-
jich pom ru hmotností a náboje (m/z) v elektrickém/mag-
netickém poli. K analýze protein  se nap íklad používá 
ionizace laserem za p ítomnosti matrice (MALDI, matrix 
assisted laser desorption/ionization) v kombinaci s analy-
zátorem doby letu (TOF, time-of-fl ight). Po ionizaci jsou 
látky urychleny silným elektrickým polem (25–30 kV) 
a vstupují do trubice analyzátoru doby letu, kde jsou se-
parovány, následn  dopadají do detektoru. Z doby pr letu
je pak zjišt n jejich m/z, resp. molekulová hmotnost. Jako 
komplementární ioniza ní technika k MALDI pro ana-
lýzu peptid  a protein  se používá elektrosprej, schopný 
produkovat vícenásobn  nabité ionty, které jsou pak ana-
lyzovány hmotnostními analyzátory r zného typu (nap .
iontová past). V proteomické analýze se obvykle používá 
ve spojení on-line s vysokoú innou kapalinovou chro-
matografi í (HPLC). Tato kombinace umož uje snadn jší
analýzu sm sí, p íp. odlišení analytu od kontaminujících 
složek. Vyšší specifi tu a podrobn jší informace je mož-
né získat pomocí tandemové hmotnostní spektrometrie 
(MSn). Vybraný iont je fragmentován (nap . za p ítomnosti
helia, methanu) a poskytuje MS/MS spektrum. Sou asné
spektrometry automaticky produkují MS/MS spektra na 
základ  r zn  nastavených parametr , nap . intenzity p í-
tomných iont , p ítomnosti vybraného iontu, jednoho ze 
seznamu vyprodukovaných iont  apod. Další možné mo-
difi kace MS technik jsou podrobn ji pospány v láncích
Zelená (14), Petrák (11).
Získaná MS, resp. MS/MS data jsou pak použita k vy-
hledávání a identifi kaci proteinu pomocí databázového 
prohledávání. Na internetu je dostupných n kolik data-
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bází zam ených na identifi kaci protein , nap . NCBI 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. K dispozici jsou i vzorové 
2D-proteinové mapy pro jednotlivé typy vzork  (Obrázek 
. 2), viz ExPASy Molecular Biology Server http://www.

expasy.ch/ (7).

Specifi cká nastavení a problémy u MM
Proteomická analýza výše zmín ných biologických mate-
riál  však naráží na ur ité limitace. Klí ovou podmínkou 
pro vytvo ení proteinového profi lu myelomových bun k
pomocí 2D-PAGE je jejich dostate né množství a vysoká 
istota. Proto je nutno p ed vlastní analýzou získat nap í-

klad imunomagnetickou separací (MACS) alespo  jeden 
milion plazmatických bun k s istotou vyšší než 90 %. 
Základním problémem p i proteomické analýze plazmy i
séra je detekovat minoritní proteiny s malou molekulovou 
hmotností v p ítomnosti vysokoabundantních protein (5),
kterých je v plazm  85-90 % z celkového množství pro-
tein . U t chto vzork  se doporu uje selektivn  odstranit 
tyto majoritní proteiny a provád t 2D separaci pouze z mi-
noritn  zastoupených protein  (viz níže).

2-DE analýza lidské plazmy
Plazma, základní a nejdostupn jší klinický vzorek, obsa-
huje zna né množství (60-80 mg/ml) a široké spektrum 
protein . Mnohých z nich je již po dlouhá léta využívá-
no jako ukazatel  fyziologických funkcí a biomarker
patofyziologických proces . Studium proteomu plazmy 
slibuje pokrok v oblasti biologického a klinického výzku-
mu mnoha onemocn ní, což se sebou p ináší nad ji na ob-
jevení nových biomarker  použitelných pro diagnostiku 
onemocn ní, p edpov  odezvy na terapii a monitorování 
progrese onemocn ní (1, 6, 8).
Pro proteomickou analýzu se obecn  doporu uje plazma 
sbíraná do EDTA nebo citrátu zpracovaná co nejrychleji 
od odb ru. Lidská plazma obsahuje kolem 10 000 r zných
protein  a disponuje velice širokým kvalitativním i kvan-

titativním dynamickým rozmezím, p i emž rozdíly mezi 
hladinami majoritních a minoritních protein  se pohybují 
v rozmezí 10 ád (1). V tšina z nich jsou proteiny s velmi 
nízkým zastoupením. Nejpo etn ji zastoupenými protei-
ny v plazm  jsou albumin (50 – 70 %) a imunoglobulin 
G (8 – 26 %). B hem separace na gelu vysoké koncen-
trace t chto protein  maskují p ítomnost protein , které 
mají stejný izoelektrický bod i podobnou molekulovou 
hmotnost. Aby bylo možno detekovat minoritní proteiny, 
je t eba nejd íve odstranit v tšinov  zastoupené proteiny. 
Toho je možno docílit pomocí afi nitní kolony i za použití 
specifi ckých protilátek. K tomuto ú elu je na trhu dostup-
ných n kolik analytických metod využívajících r zných
deple ních princip (2).
Na našem pracovišti jsou využívány dv  metody:
1) ProteoPrep Blue Albumin and IgG Depletion Kit od 
Sigmy-Aldrich, pomocí n hož lze ze séra i plazmy od-
stranit albumin a IgG
2) High Capacity Multiple Affi nity Removal System od 
Agilent Technologies (MARS). Jedná se o separaci po-
mocí vysoko ú inné kapalinové chromatografi e za použití 
speciální afi nitní kolony pro vysoce specifi ckou imuno-
separaci šesti v plazm  majoritn  zastoupených protein :
albuminu, IgG, IgA, haptoglobinu, antitrypsinu a transfe-
rinu.

Stávající význam a o ekávaný p ínos 2D-PAGE u MM
Uplatn ní proteomiky v problematice MM je doposud mi-
nimální. Proteomika by m la navázat tam, kde již geno-
mický p ístup nesta í. O rozvoji a dynamice onemocn ní
rozhodují krom  vlastností myelomových plazmatických 
bun k i jejich vzájemné interakce s prost edím kostní d e-
n (6). Cytokinové interakce mezi plazmatickými bu ka-
mi a bu kami kostní d en  umož ují r st, p ežívání a mi-
grace myelomových bun k a p edpokládá se, že áste n
odpovídají za p echod monoklonální gamapatie do MM. 
Analýzou proteomu m žeme získat hlubší a komplexn jší
vysv tlení p í in progrese monoklonální gamapatie ne-
jasného významu do MM, p í in rezistence a senzitivity 
pacient  s MM na lé bu. Pomocí proteomické analýzy by 
mohl být nalezen nové panel biologických marker  zod-
pov dných za rezistenci i citlivost na danou lé bu, i na 
testované nové látky, což by umožnilo v klinické praxi 
p edem specifi kovat optimální lé ebnou strategii pro kon-
krétního pacienta, a tak lé it MM maximáln  efektivn .

KLINICKÁ ONKOLOGIE  21  SUPPLEMENT  1/2008   245

Obrázek . 2: Ukázka 2D mapy proteinového profi lu lidské plazmy. 
P evzato a dopln no z http://www.expasy.ch

Tabulka . 1: Porovnání ProteoPrep Blue Albumin and IgG De-
pletion Kit s MARS kapalinovou chromatografi í
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Záv r
A  se jedná o asov  a instrumentáln  velice náro nou
metodiku, která má stále mnoho omezení p evážn  v ob-
lasti reprodukovatelného kvantitativního vyhodnocení, 
p edstavuje rozvoj proteomiky novou a vzrušující cestu 
k bližšímu poznání patologických proces  na molekulární 
úrovni. Informuje nás o expresi specifi ckých proteinových 
profi l  a o jejich zm nách významných pro r zné patolo-
gické stavy. P edpokládá se, že dalším rozvojem proteo-

mických metod a v kombinaci s výsledky z gemonických 
analýz budeme moci složit úplný a vy erpávající obraz 
v tšiny patologických stav  a najít nové biomarkery, které 
by sloužily pro diagnostiku onemocn ní, p edpov  ode-
zvy na terapii a monitorování progrese onemocn ní.

Pod kování
Práce byla podpo ena projekty MŠMT LC06027 
a MSM0021622434.
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APLIKACE PROTEOMIKY U MNOHO ETNÉHO MYELOMU

APPLICATIONS OF PROTEOMICS IN MULTIPLE MYELOMA
POTÁ OVÁ A.1, UMOVÁ J.1,2, HÁJEK R.1,2,3

1 UNIVERZITNÍ VÝZKUMNÉ CENTRUM- ESKÁ MYELOMOVÁ SKUPINA (URC-CMG), LF MU BRNO
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Souhrn
Dokonalé poznání klí ových molekul signálních drah je atraktivní strategií pro vývoj a volbu nových mnohem efektivn jších lék .
Tato práce se zam uje na využití proteomických metod p i studiu mnoho etného myelomu a p edkládá stru ný p ehled doposud 
publikovaných zahrani ních prací zam ených na toto téma.

Klí ová slova: proteomika, identifi kace protein , signální dráhy, mnoho etný myelom.

Summary
Comprehensive knowledge of signaling pathways in cancer should lead to the development of novel and more effective treatment 
strategies. This review focuses on applications of proteomics in multiple myeloma and includes a brief literature survey of this to-
pic.

Keywords: proteomics, protein identifi cation, signaling pathways, multiple myeloma.

Úvod
Zavedením nových technik genomické a proteomické 
analýzy došlo k dramatickému nár stu nových informací 
o molekulární podstat  rozvoje mnoha krevních nádoro-
vých onemocn ní i proteinových zm n vzniklých ná-
sledkem lé by. Proteomické studie pat í mezi nejnov jší
a také neobtížn jší. Jsou mimo ádn  metodicky náro né.
Doposud lze ve sv tové odborné literatu e nalézt jen ojedi-
n lé práce z oblasti proteomiky zam ené na mnoho etný
myelom (MM) a monoklonální gamapatie nejasného vý-
znamu. Níže uvádíme stru ný p ehled doposud publikova-
ných zahrani ních prací zam ených na toto téma. 

Proteinový profi l myelomových bun k
Genetické aberace a interakce mezi myelomovými bu -
kami a mikroprost edím kostní d en  jsou klí ovými jevy 
v patofyziologii maligního r stu MM (1). V tomto prost e-
dí dochází k vyplavování d ležitých cytokin  v etn  IL-6, 
vaskulárního endotelového r stového faktoru (VEGF), 
TNF , které podporují vlastní nádorový r st a mohou 
chránit myelomovou bu ku p ed léky indukovanou apo-
ptózou. Doposud byly tradi ními proteinovými analýzami 
(ELISA, western blot) a oligonukleotidovými microarrays 
studovány jednotlivé dráhy a markery r stu a p ežívá-
ní myelomových bun k nap .: proteinkináza aktivovaná 
mitogenem (MAPK), kináza související s tyrozin-protein-
kinázou fokální adheze (RAFTK= related adhesion focal 
tyroxine kinase), fosfatidylinositol 3-kináza/Akt (PI3K/
Akt), nukleární faktor- B (NF- B) a Notch signalizace 
a heat shock proteiny (2, 4). 
Mezi sou asné metody v proteomické analýze pat í i kom-

binace proteinových ip  umož ujících p edseparaci
vzork  s hmotnostní spektrometrií (SELDI-TOF MS). Pro 
kultivaci byly použity myelomové plazmatické bu ky izo-
lované z kostní d en  50 pacient  s MM metodou imuno-
magnetické separace (autoMACS). P i analýze interakcí 
mezi myelomovými plazmatickými bu kami a osteoklas-
ty (7) byla nalezena zvýšená hladina chondroitin syntázy 
1 (CHSY1). P edpokládá se, že tento enzym p ímo ovliv-
uje Notch signalizaci, a to jak vazbu, tak i post-transla -

ní modifi kaci, a tím zasahuje do interak ních d j  mezi 
myelomovými bu kami a mikroprost edím kostní d en .
Aktivace Notch1 chrání bu ky p ed lé ivem navozenou 
apoptózou. CHSY1 stimuluje Notch2 a inhibuje Notch1 
signalizaci a tím zna n  ovliv uje senzitivitu myelomo-
vých bun k na chemoterapii (7).
Pomocí kombinace kapilární kapalinové chromatografi e 
a tandemové hmotnostní spektrometrie (nano-LC-MS/
MS) byly v proteomu izolovaných plazmatických bun k
pacient  s MM zaznamenány abnormální exprese protei-
n , které p ímo souvisejí se zm nami vedoucími k jevu 
nazývanému stres endoplazmatického retikula (3). Tyto 
zm ny zahrnovaly proteiny ú astnící se oxidace mastných 
kyselin (Very Long Chain Acyl-CoA Dehydrogenase, 
VLCAD), vzniku oxida ního stresu (ste20/oxidant stress 
responsive kinase 1), modifi kace DNA (transforming pro-
tein ERG, methyltransferase-like protein 7A), apoptózy 
a p ežívání (hsp75, apoptosis-inducing factor1), syntézy 
bílkovin (ribosome-binding protein, Unc-13D), adhezních 
protein  a signálních drah (sts-1, stem cell growth factor, 
small inducible cytokine B7). 
V roce 2007 byla vydána publikace, v níž auto i popisují 
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zm ny v proteomu plazmatických bun k in vitro na bun -
ných liniích senzitivních a rezistentních na dexamethason 
(6). Po kultivaci senzitivní linie MM.1S s dexamethaso-
nem byly vzorky analyzovány pomocí 2D-elektroforézy 
kombinované s hmotnostní spektrometrií. Krom  reduk-
ce mitochondriálního membránového potenciálu a sníže-
ní exprese NF- B, jednoho z centrálních transkrip ních
faktor  myelomových bun k, bylo zjišt no, že v tšina
identifi kovaných protein  s významn  sníženou hladinou 
je zahrnuta v procesech proliferace a p ežívání bun k.
Z identifi kovaných protein  jmenujme nap íklad kofaktor 
DNA polymerázy (PCNA = proliferating cell nuclear anti-
gen),  podjednotku eukaryotického transla ního elonga -
ního faktoru 1, která je odpov dná za enzymatický p enos
aminoacylu tRNA na ribozom, SUMO-1 aktivující enzym, 
jenž kontroluje degradaci protein  v bu ce, fortilin – pro-
tein regulující apoptózu. Dále byla pozorována zvýšená 
exprese FK506 vazebného proteinu 5 (FKBP5), RAFTK 
a prolyl 4-hydroxylázy -1. FKBP5 je lenem komplexu 
Hsp90 steroidních receptor , který je d ležitý p i udržová-
ní konformace glukokortikoid  ve stavu schopném vázat 
steroidy. Hsp90 je jedním z nejvíce zastoupených chapero-
nových protein  bu ky. Chrání p ed agregací protein , po-
máhá stabilizaci protein  spole n  s usnadn ním aktivace 
mnoha jeho vazebných protein . Hladina FKBP5 byla 
u senzitivní linie nam ena po expozici dexamethasonem 
signifi kantn  vyšší ve srovnání s rezistentní linií, u níž do-
šlo pouze k minimální indukci (6). Lze tedy p edpokládat,

že m ení hladin FKBP5 by mohlo být užite né p i scre-
eningu klinické rezistence/senzitivity pacienta na terapii 
dexamethasonem.

Záv r
Hledání klí ových molekul signálních drah je atraktivní 
strategií pro vývoj nových lék  nejen v onkologii. Jde 
p edevším o dráhy p sobící na r st, množení, diferen-
ciaci nebo apoptózu nádorových bun k. Proteomická 
analýza by m la být dopln ním a klí ovým vyúst ním
analýzy genomu, obzvlášt  když regulace proteinové 
exprese na transla ní a post-transla ní úrovni m že tlu-
mit zm ny dané na úrovni transkripce genu a informace 
získané studiem mRNA nevypovídají o kone ném množ-
ství, struktu e a aktivit  protein . Doposud publikované 
práce zabývající se studiem proteomu myelomových bu-
n k poskytují zatím neucelené a kusé informace o funk-
cích jednotlivých signálních drah p i rozvoji onemocn ní
a o možné odpov di na konkrétní lé bu. Otev enou otáz-
kou stále z stává, jak získané poznatky uplatnit v klinické 
praxi. D kladná znalost proteinového profi lu a vzájem-
ných interakcí klí ových protein  pom že p i diagnostice 
onemocn ní, k stanovení prognózy a p i výb ru efektivní 
cílené lé ebné strategie. 
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FLOWCYTOMETRICKÁ  ANALÝZA  PLAZMATICKÝCH  BUN K
U  MNOHO ETNÉHO  MYELOMU

FLOW  CYTOMETRIC  ANALYSIS  OF  PLASMA  CELLS  IN  MULTIPLE  MYELOMA
KOVÁ OVÁ L.1,2, HÁJEK R.1,2,3

1 UNIVERZITNÍ VÝZKUMNÉ CENTRUM – ESKÁ MYELOMOVÁ SKUPINA (URC-CMG), LF MU BRNO
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Souhrn
Imunofenotypizace myelomových bun k p ináší dostatek informací k charakterizaci a odlišení t chto heterogenních neoplastických 
plazmocyt  od jejich normálních prot jšk  a své uplatn ní tedy nalézá v diferenciální diagnostice. Stanovení antigenního profi lu 
PC m že též napomoci identifi kaci prognostických marker , které by vedly jednak k jednozna nému stanovení diagnózy a ur ení
pravd podobnosti progrese u asymptomatických monoklonálních gamapatií, ale také k p ípadnému hodnocení minimální reziduální 
choroby i ú innosti lé by u mnoho etného myelomu. Je snahou Evropské myelomové sít  (European Myeloma Network), EMN,  
sjednotit a standardizovat fl owcytometrické vyšet ení plazmocyt  v rámci monoklonálních gamapatií.

Klí ová slova: monoklonální gamapatie, mmoho etný myelom, plazmatické bu ky, fl owcytometrie.

Summary
Immunophenotyping of myeloma cells is used to characterize the malignant plasma cells and to distinguish them from their normal
counterparts. Flow cytometry is mostly used for the diagnosis of plasma cell proliferations but a detailed analysis of plasma cell
immunophenotype can identify disease markers that are associated with the progression of monoclonal gammopathy of unknown 
signifi cance to multiple myeloma (MM), the prognosis of MM, the response to treatment, and the presence of minimal residual dis-
ease. The aim of the European Myeloma Network (EMN) is to unify and standardize immunophenotyping methods for the analysis 
of plasma cells in monoclonal gammopathies. 

Keywords: monoclonal gammopathy, multiple myeloma, plasma cells, fl ow cytometry.

Úvod
Pr toková cytometrie se v diagnostice mnoho etného
myelomu (MM) uplat uje od 90. let 20. století, p estože se 
nejprve u plazmatických bun k (PC) v novala spíše DNA 
analýze (15, 3). Postupn , s vývojem monoklonálních pro-
tilátek, se objevovaly údaje o fenotypu PC, které se dále 
zp es ovaly (2, 33, 12, 36). Studovány byly také rozdí-
ly ve fenotypu normálních a maligních PC (38, 9). Jako
zásadní se jeví objev protilátky B-B4 proti znaku CD138 
(Syndecan-1), který významn  dopl uje identifi kaci PC 
(39). asem bylo vymezeno spektrum povrchových a in-
tracelulárních marker , které jsou i nadále využívány 
v analýzách fenotypu PC a jeho vztahu k diferenciální di-
agnostice onemocn ní, nicmén  v sou asnosti je stále více 
pozornosti v nováno také možnostem stanovení prognózy 
pacient  a detekci minimální reziduální choroby (MRN) 
(24, 4, 30).
Lidské plazmocyty tvo í heterogenní populaci bun k a mo-
hou být rozd leny do n kolika podtyp . V lymfoidních 
tkáních se nacházejí proliferující plazmablasty s krátkou 
dobou života, v periferní krvi (PK) p echodné plazmatic-
ké bu ky a v kostní d eni (KD) se nalézají v tšinou ne-
proliferující plazmocyty s dlouhou dobou života (20). Pro 
identifi kaci všech typ  PC je zásadní znak CD38, který je 

na PC siln  exprimován, p estože není jejich specifi ckým 
markerem (10). Je známo, že zralé neoplastické PC mohou 
CD38 exprimovat s nižší intenzitou než fyziologické PC 
(16). Naopak CD138 je exprimován pouze na PC, normál-
ních i patologických, a to již ve stádiu prekurzor (11).
Ztráta exprese CD138 a jeho uvoln ní do plazmy vede 
k apoptóze PC, což vypovídá o regula ní funkci tohoto 
proteoglykanu (6). Další informaci p ináší exprese znaku 
CD45, který mizí v pr b hu diferenciace a na zralých PC 
již nebývá exprimován, avšak u cirkulujících i reaktiv-
ních nemaligních PC m že být exprese zachována (27).
Bylo zjišt no, že také v KD pacient  s MM existuje sub-
populace CD45+ PC tvo ící proliferující složku PC (32).
Z hlediska posuzování „normality“ PC je d ležitá exprese 
B lymfocytárního markeru CD19, tento m že být využit 
pro identifi kaci potencionáln  fyziologických reziduálních 
PC, které vykazují polyklonální charakter, zatímco ex-
prese znaku CD56 je významn ast jší u patologických 
monoklonálních PC (4, 22). Pro fyziologické PC je také 
charakteristická exprese znaku CD27, jehož exprese na PC 
se pojí s lepší prognózou pacient (8). Naopak mezi abe-
rantn  exprimované markery neoplastických PC jsou u pa-
cient  s MM azeny B-lymfocytární marker CD20, kosti-
mula ní molekula T lymfocyt  CD28 a CD117 (c-KIT), 
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p i emž pro tyto znaky byl prokázán vztah mezi antigen-
ním profi lem PC, DNA ploidií a specifi ckými genetickými 
zm nami (18).

Princip metody a její r zné podtypy
Každá bu ka je charakterizována systémem povrchových 
a intracelulárních antigen , které mohou být využity k její 
identifi kaci. Tzv. CD klasifi kace (clusters of differenciati-
on, CD) byla ustanovena v r. 1982 v Pa íži, p i emž nejpr-
ve obsahovala pouze leukocytární antigeny, posléze byly 
zahrnuty i znaky dalších bun ných populací a v sou asné
dob  už obsahuje 350 znak (40).
Pr toková cytometrie využívá k identifi kaci subtyp  bu-
n k jejich funk ních i strukturálních vlastností. Bu ky
v suspenzi jsou unášené nosnou kapalinou a jedna po dru-
hé se potkávají s paprskem laseru o ur ité vlnové délce, 
p i emž dochází jednak k rozptylu sv tla na bu kách, ale 
také k excitaci fl uorochrom  konjugovaných s protilátka-
mi navázanými na bu kách. Pohlcená energie je následn
emitována formou fl uorescence, která je v p ístroji dále 
zpracovávána. Všechy parametry získané p evodem sv -
telného signálu na elektronický na pat i ných detektorech 
p ístroje jsou zaznamenávány a uchovány. Výhodou opro-
ti fl uorescen nímu mikroskopu je jednak vyšší množství 
sou asn  použitých fl uorochrom  defi nujících jednotlivé 
antigeny, ale také podstatn  vyšší množství analyzova-
ných ástic. Klasická imnufenotypizace tedy využívá, kro-
m  znalosti velikosti a granularity analyzovaných bun k,
elektronickou „vizualizaci“ vazby protilátka-antigen, p i-
emž nej ast ji je využíváno komer ních monoklonálních 

protilátek. P i DNA analýze je „vizualizován“ obsah DNA 
v bu kách, a to prost ednictvím stechiometrické interkala-
ce propidium jodidu (PI) mezi báze DNA analyzovaných 
bun k, které mohou být sou asn  ozna eny navázanou 
protilátkou.
V sou asnosti je v imunofenotypických analýzách stále 
více využíváno nejen mnohobarevné (multicolor, multipa-
rametric) pr tokové cytometrie, ale také tzv. polychoma-
tické pr tokové cytometrie, která pracuje s kombinacemi 
5-18 fl uorescencí (17). Takovéto pr tokové cytometry vy-
užívají k excitaci fl uorochrom  1-4 laser , ašak zatím se 
jedná spíše o experimentální p ístup.

Vstupní materiál, požadavek na kvantitu a kvalitu, 
istotu

K imunofenotypické analýze PC m že být využita jednak 
KD, ale sv j diagnostický význam má také analýza PK, 
kde se mohou nacházet cirkulující PC. Obecn  nejsou 
dány žádné požadavky na kvantitu, kvalitu a istotu ma-
teriálu, p estože je z ejmé, že v p ípad  KD by analýza 
m la být provedena nejlépe z 1. aspirátu. Vzorky PK i KD, 
odebrané do EDTA, by m ly být zpracovány pokud možno 
do 24h od odb ru.

Odkaz na platnou normu i závazné doporu ení
Za základ  dvou uskute n ných workshop  po ádaných
Evropskou myelomovou sítí (European Myeloma Ne-
twork, EMN) byl vytvo en „manuál“ pro analýzu PC, kte-
rý obsahuje n kolik doporu ení (30).

Specifi cká nastavení u MM
Všeobecn  se soudí, že pr toková cytometrie není zásad-
ním vyšet ením u MM, a to zejména proto, že existují další 
parametry a kritéria, která jednozna n  stanoví diagnózu 
(7). Na ad  pracoviš  se tedy fenotypizace PC omezuje 
pouze na analýzu znak  CD38, CD138 a CD45 a stano-
vení zastoupení PC v PK i KD, p i emž nejsou provád na
p ídavná vyšet ení pro up esn ní fenotypu i klonality PC 
a jejich vztahu k prognóze pacient .
P i studiu cirkulujících PC v PK bylo zjišt no, že jejich 
množství je u nových pacient  s MM nezávislý prognostic-
ký faktor, kdy byla nalezena inverzní korelace mezi po tem
cirkulujících PC a celkovým p ežitím (23). Po ty cirkulují-
cích PC také reagují na lé bu (31), což umož uje studovat 
souvislost mezi jejich množstvím a minimální reziduální 
chorobou (1; 13). P edpokládáme, že cirkulující PC paci-
ent  s MM, p evážn  fenotypu CD38+/++CD138+/++CD45-

CD19-CD56-/+, jsou známkou pokro ilého stádia onemoc-
n ní a prognostický význam jejich po tu, p ípadn  i feno-
typu, by m l být dále ov en (14).
Jak morfologické, tak fl owcytometrické stanovení infi ltra-
ce KD plazmocyty m že vést k odlišení MGUS od MM, 
ale p edpokládá se, že % PC stanovené pomocí fl owcyto-
metrie má v tší prognostický význam nežli morfologicky 
stanovená infi ltrace (19). P i využití kombinace marker
CD38, CD138 a CD45 je sice možno stanovit infi ltraci 
PC v KD, avšak nem že tak být získána informace o cha-
rakteru PC, což je d ležité zejména z hlediska hodnocení 
reziduálních normálních PC u MGUS i p ípadn  u stu-
dia MRN lé ených pacient  s MM. Jsou známy markery, 
které jsou s vysokou pravd podobností exprimovány na 
normálních PC (CD19, CD27, CD81) a dále markery, je-
jichž exprese je naopak omezena p edevším na maligní PC 
(CD56, CD117, CD20, CD28, CD200). N které z t chto
znak  zatím nejsou detailn  prostudovány (nap . CD81, 
CD200) a lze o ekávat, že do budoucna se mohou objevit 
další markery hrající úlohu patofyziologii maligních PC 
(30, 4).
Pro potvrzení klonality PC je nutno analyzovat cytoplaz-
matickou expresi lehkých et zc  kappa a lambda, p i-
emž zde se uplat uje 5-barevná analýza (CD38, CD138, 

CD45, , ), obdobn  jako u studia „normality“ PC (CD38, 
CD138, CD45, CD19, CD56). 
V p ípad  DNA analýzy, využívané ke stanovení % pro-
liferujících PC a jejich ploidie, se p i využívá silné exprese 
CD38 na PC, jelikož intenzita exprese znaku CD138 není 
ve v tšin  p ípad  dostate ná pro odlišení plazmocyt  od 
ostatních leukocyt (37). DNA aneuploidie je u MM po-
važována za genetický marker malignity, aneuploidní PC 
i klonální B lymfocyty lze nalézt v PK, KD a též v sepa-
rátu krevních kmenových bun k (peripheral blood stem 
cells, PBSC) (35). Bylo taktéž prokázáno, že ke zm nám
v obsahu DNA dochází v ase od stanovení diagnózy do 
progrese onemocn ní velmi z ídka (5).
Rozší ená imunofenotypizace PC je nej ast ji provád na
na výzkumných pracovištích i v p ípad  nejasné diagnó-
zy, nicmén  sjednocení postup , kombinací použitých zna-
k  a také nastavení p ístroj  v rámci r zných pracovních 
skupin je nezbytné a v sou asnosti se jím zabývá EMN 
(30). Standardizace vyšet ení plazmocyt  u monoklonál-
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ních gamapatií a nalezení významu stavajících i nov  iden-
tifi kovaných znak  exprimovaných na PC pat í tak mezi 
hlavní cíle EMN.

Specifi cké problémy u MM
1. Morfologicky zjišt né množství PC v kostní d eni neod-
povídá zcela fl owcytometrickému nálezu, avšak je známo, 
že první aspirát kostní d en  - ur ený pro morfologické 
hodnocení - je vždy bohatší na plazmocyty, jelikož se zvy-
šujícím se objemem odb ru KD dochází k jejímu postup-
nému ed ní periferní krví a ztrát  obsahu PC. D vodem
mohou být také chyby v po ítání bun k a exprese n kte-
rých adhezivních molekul (30). Snaha získat pokud mož-
no první mililitry KD m že kolidovat s požadavky na jiná 
vyšet ení (genetika, angiogeneze, genomika aj.). Výhodou 
fl owcytometrie je relativní nezávislost exprese marker  na 
infi ltraci KD, což je zaru eno vymezením a hodnocením 
pouze populace PC. DNA analýza je však p i nízké infi l-
traci KD nevypovídající. 
2. Jelikož infi ltrace KD m že být v rámci pacient  s MGUS 
i MM nízká, je pro dosažení dostate né citlivosti fl owcyto-
metrie pot ebné analyzovat vyšší po ty leukocyt  tak, aby 
bylo pro danou zkumavku získáno alespo  100 plazmo-
cyt (30). P i infi ltraci 0,05% PC to m že znamenat sb r
min. 0,2 miliónu bun k a zisk objemného datového sou-
boru. Proto lze využít i tzv. 2-krokového systému získává-
ní bun k, kdy je nejprve analyzováno n kolik tisíc bun k
plné KD a poté je pomocí elektronického gate vymezena 
požadovaná populace PC (nap . CD38+CD138+ bb), na 
které je dále provád na samotná analýza (34, 28).
3. Ve vybraných p ípadech m že být odb r KD neinfor-
mativní, a to jednak z d vodu problematického odb ru
(nap . suchá punkce, vznik koagula v odebraném vzorku), 
s následným zkresleným % infi ltrace PC. Z ejm  též m že
nastat situace, kdy p i odb ru nemusí být zam eno ložis-
ko PC, a je tak získána informace o nízké infi ltraci v KD 
s normálním fenotypem PC, která neodpovídá stavu paci-
enta (14). 

Ukázka reprezentativního výsledku
Získaná data, matice zaznamenaných parametr  (velikost, 
granularita, fl uorescence) ve form  tzv. listmode, m žeme
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Obrázek . 2: DNA analýza u pacienta s MM. Znázorn ny jsou dv
populace bun k s rozdílným obsahem DNA. (A) Na dotplotu jsou 
erven  zvýrazn ny CD38++ PC, které tvo í odd lenou populaci s vyšším 

obsahem DNA (hyperdiploidní bu ky) než má populace zbylých 
leukocyt  (diploidní bu ky). (B) Normálním diploidním bu kám na 
histogramu odpovídá peak G0/G1 fáze bun ného cyklu umíst ný vlevo, 
zatímco populace hyperdiploidních PC s vyšším obsahem DNA, tvo í
peak G0/G1 umíst ný vpravo.

Obrázek . 1: Fenotyp fyziologických pam ových PC. Na dotplotech jsou erven  zvýrazn ny CD38++ PC. (A) Fyziologické PC jsou siln
pozitivní na znak CD38. (B) Exprese znak  CD19 a CD27 v rámci leukocyt . (C) Exprese znak  CD19 a CD27 na CD38++ PC. 
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zobrazit ve form  1-parametrového histogramu i p ípadn
2-parametrového dotplotu. Nejprve však musíme vymezit 
populaci bun k, kterou máme v úmyslu analyzovat, a to 
tvorbou tzv. gate, kterým ohrani íme požadovanou popu-
laci bun k (nap . plazmocytární gate nám ze všech ana-
lyzovaných bun k vymezí pouze populaci plazmocyt ).
Výstupem z analýz je pak informace o relativním (%) i
absolutním (po et bb/ul) po tu bun k, které vykazují pozi-
tivitu/negativitu pro zvolený znak (viz Obrázek .1 a .2).

Význam metody u MM stávající 
Flowcytometrické vyšet ení PC, zejména stanovení nor-
málního/aberantního fenotypu a pr kaz restrikce lehkého 
et zce i , je doporu ováno pro odlišení reaktivní a ne-

oplastické plazmocytózy (30). Také v diagnostice mono-
klonálních gamapatií mohou existovat hrani ní p ípady, 
nap . doutnající mnoho etný myelom (smouldering multi-
ple myeloma, SMM) i monoklonální gamapatie nejasné-
ho významu (monoclonal gammopathy of undetermined 
signifi cance, MGUS), kdy pr toková cytometrie m že
identifi kací zastoupení a fenotypu PC napomoci diferen-
ciální diagnostice i p ípadn  stanovit pravd podobnost
progrese onemocn ní (28). Flowcytometrie se také uplat-

uje v hodnocení minimální reziduální nemoci s obdob-
nou senzitivitou jako PCR a navíc s menší fi nan ní i a-
sovou náro ností. Zna nou výhodou p i studiu minimální 
reziduální nemoci je také univerzálnost použitých marker
pro stanovení zastoupení normálních CD19+ a abnormál-
ních CD56+ PC, p i emž, až na výjimky, není nutno znát 
p vodní fenotyp PC pacienta p ed lé bou (34, 29, 30).
S rozvojem molekulárn -genetických technik se áste n
ztratil význam DNA analýzy PC, p esto však je % prolife-
rujících PC stále považováno za významný prognostický 
faktor a byl prokázán vztah mezi ploidií PC a specifi ckými 
chromozomálními zm nami (18).

Význam metody u MM o ekávaný
Flowcytometrické odlišení klonálních plazmocyt  na 
základ  stanovení povrchových znak  je významným 
p ínosem pro rutinní laborato e. Odpadlo by tak náro né
stanovení cytoplazmatických lehkých et zc , které navíc 
není vhodné pro vzorky s nízkou infi ltrací. Mnohá praco-
višt  již publikovala získané výsledky týkající se studia 
vybraných parametr  souvisejících s progresí MGUS i
SMM do pokro ilejších stadií onemocn ní (28). Také byl 
ov ován význam fl owcytometrické analýzy p i studiu 
minimální reziduální nemoci u lé ených pacient  s MM
(29, 34, 26). Potvrzení vztahu dalších povrchových znak
k normálním/maligním plazmocyt m m že dále ujasnit 
procesy zodpovídající za maligní transformaci plazmo-
cyt .

Záv r
Flowcytometrie je ú inný nástroj k analýze heterogenní 
populace plazmocyt  a je z ejmé, že podrobn jší analý-
za fenotypu je uplatnitelná na úrovni klinické i výzkum-
né. Je známa ást marker  majících vztah k patofyzio-
logii plazmocyt  a jejich chování, nicmén  stále jsou 
hledány další parametry s prediktivní i prognostickou 
hodnotou.
Lze p edpokládat, že p ídavným stanovením klonality 
plazmocyt  prost ednictvím lehkých et zc  a  bude 
jednozna n  ov en p ínos exprese znak  CD19 a CD56 
pro ur ení normality/abnormality plazmocyt . Taktéž 
analýza vybraných znak  (CD20, CD27, CD28, CD81, 
CD117), s možnou aberantní expresí na plazmocytech, by 
m la vést k zisku informací o jejich charakteru a vztahu 
k typu onemocn ní.

Pod kování
Podpo eno projekty: MŠMT LC06027 a MSM0021622434.
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p íklady využití

ROZLIŠENÍ  NÁDOROVÝCH  KLONÁLNÍCH  A  FYZIOLOGICKÝCH  
POLYKLONÁLNÍCH  PLAZMATICKÝCH  BUN K  POMOCÍ  FLOWCYTOMETRIE

FLOW  CYTOMETRIC  DISCRIMINATION  BETWEEN  NEOPLASTIC  CLONAL 
AND  PHYSIOLOGICAL  POLYCLONAL  PLASMA  CELLS 
KOVÁ OVÁ L.1,2,5, BUREŠOVÁ I.1,2, SUSKÁ R.1,2, PERUTKA T.1, PENKA M.4, MICHÁLEK J. 2,5,6, HÁJEK R.1,2,3,5

1 UNIVERZITNÍ VÝZKUMNÉ CENTRUM – ESKÁ MYELOMOVÁ SKUPINA (URC-CMG), LF MU BRNO
2 LABORATO  EXPERIMENTÁLNÍ HEMATOLOGIE A BUN NÉ IMUNOTERAPIE (LEHABI), OKH, FN BRNO, PMDV
3 INTERNÍ HEMATOONKOLOGICKÁ KLINIKA, FN BRNO A LF MU BRNO, PMDV 
4 ODD LENÍ KLINICKÉ HEMATOLOGIE, FN BRNO, PMDV
5 UNIVERZITNÍ CENTRUM BUN NÉ IMUNOTERAPIE (UCBI), LF MU BRNO
6 I. D TSKÁ INTERNÍ KLINIKA, FN BRNO, PDM

Souhrn
Východiska: Vícebarevná pr toková cytometrie je užite ným nástrojem k analýze plazmatických bun k, jelikož s dostate nou sen-
zitivitou dovoluje stanovení jejich po tu a zejména rozlišení na fyziologické a patologické. Typ studie a soubor: V této studii jsme 
sledovali zastoupení plazmocyt  na souboru 25 pacient  s monoklonální gamapatií nejasného významu a 78 osob s mnoho etným
myelomem, s cílem nalézt rozdíly v po tu a fenotypu jejich plazmocyt  a p ípadn  také defi novat potenciální parametr, který by 
ob  nemoci od sebe odlišil. Metody a výsledky: Flowcytometrická analýza plazmocyt  byla provád na ve vzorcích kostních d ení
s využitím povrchových marker  CD38, CD138, CD45, CD56 a CD19. P i srovnání s mnoho etným myelomem je pro monoklonální 
gamapatii nejasného významu p ízna né vyšší zastoupení reziduálních CD19+ plazmocyt  (p<0,001) a nižší zastoupení patologic-
kých CD56+ plazmocyt  (p=0,004) v kostní d eni. Záv ry: Relativní po et CD19+ plazmocyt  se jeví jako jednozna ný parametr pro 
odlišení monoklonální gamapatie nejasného významu od všech klinických stádií mnoho etného myelomu. Analýzou plazmocyt
a jejich fenotypového profi lu m žeme napomoci p i diferenciální diagnostice onemocn ní. Do budoucna p edpokládáme také možný 
význam analýzy plazmocyt  v kostní d eni pro prognózu hodnocených osob a pro studium minimální reziduální choroby.

Klí ová slova: plazmatické bu ky, mnoho etný myelom, monoklonální gamapatie nejasného významu, fl owcytometrie.

Summary
Backgrounds: Multicolor fl ow cytometry is a sensitive tool for the analysis of plasma cell population. It can differentiate between 
normal and malignant plasma cells and enables their quantifi cation. Design and Subjects: We have used fl ow cytometry for quanti-
fi cation and immunophenotyping of plasma cells from 25 patients with monoclonal gammopathy of undetermined signifi cance and 
78 those with multiple myeloma aiming to identify and characterize markers that distinguish between the two conditions. Methods
and Results: The expression of surface antigens CD38, CD138, CD45, CD56 and CD19 was analysed on bone marrow plasma cells. 
As compared to MM patients, MGUS patients had higher proportion of residual CD19+ plasma cells (p<0,001) and lower counts of 
pathologic CD56+ plasma cells (p=0,004) in the bone marrow. Conclusions: The number of CD19+ plasma cells appeared to be an 
unequivocal marker that distinguishes monoclonal gammopathy of unknown signifi cance from all stages of multiple myeloma. Im-
munophenotyping of plasma cell can thus contribute to the differential diagnosis of both diseases. It has also been suggested that fl ow 
cytometric analysis should be useful for prognostic evaluation and for the study of minimal residual disease. 

Key words: plasma cells, multiple myeloma, monoclonal gammopathy of undetermined signifi cance, fl ow cytometry.

Úvod
V pr b hu studia plazmocyt  (PC) bylo zjišt no, že 
fyziologické PC vykazují ast ji pozitivitu na znak 
CD19 a u naopak maligních PC je nalézán znak CD56
(11, 10, 7). V literatu e je uvád no, že kostní d e  pa-
cient  s monoklonální gamapatií nejasného významu 
(MGUS) obsahuje v tšinu normálních polyklonálních PC 
(CD19+CD56-), ale také ást klonálních PC s aberantním 
fenotypem (CD19+CD56+, CD19-CD56+, CD19-CD56-),
zatímco u mnoho etného myelomu (MM) je nalézá-
na naprostá p evaha CD56+ aberantních PC (5, 14, 13). 
U pacient  s MM se však mohou též vyskytovat PC, které 

neexprimují znak CD56 (20-30%), jejich p ítomnost se 
pojí s horší prognózou p i lé b  konven ní chemoterapií, 
avšak p i podstoupení autologní transplantace nebyl nale-
zen rozdíl v celkovém p ežití mezi CD56 pozitivními i
CD56 negativními myelomy (1). 
Jelikož populace plazmatických bun k v periferní krvi 
(PK) i kostní d eni (KD) je pom rn  heterogenní a m že
obsahovat i mén  zralé formy B lymfocyt , p edpoklá-
dá se, že sledování její prom nlivosti m že p inést další 
informace o charakteru PC jednotlivých osob (13). Ana-
lýzou znak  CD38 a CD138, spolu s dalšími znaky, tak 
m žeme identifi kovat množství a typ PC v PK i KD a na-
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pomoci ur ení diagnózy hodnocené osoby, navíc ze získa-
ných hodnot usuzovat na její prognózu i vývoj onemoc-
n ní a p ípadn  též sledovat minimální reziduální nemoc 
po lé b (9).

Soubor nemocných a metody 
Soubor vzork : Celkem bylo v období leden 2006 - í-
jen 2007, v rámci pravidelných kontrol, zhodnoceno 25 
pacient  s MGUS a 78 nov  diagnostikovaných nelé e-
ných pacient  s MM. Všechny hodnocené osoby pochá-
zely z ambulance i z odd lení Interní hematoonkologické 
kliniky FN Brno a jejich onemocn ní bylo klasifi kováno 
dle kritérií Durie-Salmon. Skupina pacient  s MM dále 
zahrnovala 19 pacient  v I. klinickém stádiu onemocn ní
(MM I), 14 pacient  v II. klinickém stádiu onemocn ní
(MM II) a 45 pacient  v III. klinickém stádiu onemocn ní
(MM III). Kostní d e  byla, s informovaným souhlasem 
pacient , odebrána do EDTA a tentýž den zpracována pro 
analýzu na pr tokovém cytometru.
Metodika: KD byla inkubována s následujícími monoklo-
nálními protilátkami (MoAb): CD38-FITC, CD138-PE, 
CD45-ECD, CD56-PC5, CD19-PC7 a lyzována pomocí 
Verzalyse (vše Immunotech, Marseille, France) i chloridu 
amonného. Vzorky byly analyzovány na pr tokovém cy-
tometru FC500 Cytomics (Beckman Coulter, Hialeah, FL, 
USA). Po et analyzovaných bun k KD se pohyboval mezi 
250-500 tisíci, p i emž minimální po et analyzovaných 
plazmocyt  p ekra oval 100 událostí. Hodnoceno bylo 
procentuální zastoupení CD38+CD138+ a CD38+CD45-

PC a navíc byla na populaci CD38+/++CD45+/- nebo 
CD38+/++CD138+ dále sledována exprese znak  CD19 
a CD56. Výsledek zastoupení PC v KD je, v souladu s do-
poru ením European Myeloma Network (EMN), udáván 
jako pom r normálních i abnormálních plazmatických 
bun k ku všem plazmatickým bu kám, a tedy jako procen-
tuální zastoupení CD19+ (N-PC) a CD56+ (A-PC) bun k
v rámci všech PC. Pro hodnocení jsme také použili a sle-
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Obrázek . 1: Stanovení plazmatických bun k. (A) Identifi kace PC jako 
CD38++CD45-/+/++ bun k. (B) Identifi kace PC jako CD38+/++CD138+/++ bun k.

Obrázek . 2: Srovnání fenotypu vzork  KD. (A, B, C) Osoba s MGUS s patrnými 2 populacemi plazmocyt , které se liší intenzitou exprese znak
CD38, CD45 a CD138. Mod e jsou vyzna eny CD19+ PC, které m žeme považovat za potenciáln  fyziologické polyklonální PC, naopak erven
vyzna ené CD56+ PC jsou patologické klonální PC. (D, E, F) Osoba s MM, u které jsou patrné subpopulace PC lišící se expresí znaku CD45, celkov
naprosto p evažují aberantní CD38+/++CD45-CD56+ PC.

Obrázek . 3: Grafi cké znázorn ní rozdílu v expresi znak  CD19 a 
CD56 na PC u jednotlivých diagnóz a jejich klinických stádií. Zná-
zorn ny jsou mediány exprese s vybranými decily a kvartily: (A) pro 
znak CD19, (B) pro znak CD56.
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dovali bezrozm rný parametr n/a, který p edstavuje pom r
normálních a abnormálních PC (N-PC/A-PC).
Statistika: P i analýze rozdíl  mezi jednotlivými diagnóza-
mi byl využit neparametrický Mann-Whitney test pro tes-
tování hypotézy, že mezi 2 skupinami není rozdíl v hodno-
tách sledovaných parametr . Hypotézu je možné zamítnou 
na hladin  významnosti 0,05 pro p-hodnoty nižší než 0,05. 
Kruskal-Wallis ANOVA byla použita pouze pro otestování 
hypotézy nerozdílnosti parametr  mezi 3 skupinami. 

Výsledky:
Množství plazmocyt  v kostní d eni
V p ípad  MGUS bylo fl owcytometricky stanovené zastou-
pení populace PC (medián 0,4%; rozsah 0,0-4,2) významn
nižší (p<0,001) než u osob s MM (3%; 0,0-47,7), a to v etn
jednotlivých klinických stádií, což odpovídá diagnostickým 
kritériím t chto onemocn ní (viz Tabulka .1, .2 a .3).
Srovnáním jednotlivých stádií MM mezi sebou byl nalezen 
významný rozdíl v po tu CD38+CD138+ PC pouze mezi MM 
I a MM III (p=0,014). Sledováním populace CD38+CD45- je 
také možno odhalit p ítomné zralé plazmocyty, p i emž tyto 
jsou nalézány ve významn  vyšší etnosti (p<0,001) u všech 
osob s MM (2,2%; 0,0-47,1) nežli u osob s MGUS (0,2%; 
0,0-3,8).

Analýza plazmocyt  dle exprese CD19 a CD56
Pro odhalení „normálních a klonálních“ PC byly zvoleny 
znaky CD19 a CD56. Studiem jejich exprese na populaci 
CD38+CD138+ PC bylo zjišt no, že reziduální CD19+ PC 
v KD jsou statisticky významn ast ji (p<0,001) nalézá-
ny u osob s MGUS (15%; 1,9-75,6) nežli u celé skupi-
ny osob s MM (1,2%; 0,0-79,4), což platí i pro srovnání 
MGUS s jednotlivými klinickými stádii MM. P estože u 9 
osob s MGUS m ly CD19+ PC jednozna nou p evahu nad 
populací CD56+ PC, celkov  u námi hodnocených osob 
s MGUS p evažovaly CD56+ PC (23,6% ; 6,3-91,8). 
U celé skupiny osob s MM byly v tšinou nalézány CD56+

PC (88,3%; 0,1-99,8), a to ve významn  vyšším množství 
(p=0,04) než u osob s MGUS, což je v souladu s literatu-
rou (Greipp et al., 2005). P i statistické analýze bylo dále 
zjišt no, že množství CD56+ PC není významn  rozdílné 
p i srovnání jednotlivých klinických stádií MM a také p i
porovnání MGUS s MM II. P i analýze n/a pom ru je statis-
ticky významný rozdíl mezi MGUS (0,5%; 0,0-9,4) a MM 
II (0,0%; 0,0-11,0) nalezen (p=0,003). Zastoupení reziduál-
ních CD19+ PC je u MM nízké a dle p edpokladu je nejvyšší 
u MM I (4,7%; 0,2-54,8) (p=0,048), avšak mezi klinickými 
stádii MM II a MM III se významn  neliší. V p ípad  nálezu 
CD19+ PC u 2 pacient  s MM, byly tyto PC také CD45+,
a tedy se z ejm  jednalo o nezralé aberantní PC, které dosud 
neztratily povrchový marker B lymfocyt .

U osob s MGUS vždy alespo ást PC vykazovala pozi-
tivitu na znak CD19 nebo CD56, avšak u 12 osob s MM 
byly nalezeny též CD19-CD56- PC, p i emž po et osob 
s CD19-CD56- PC rostl se stoupajícím klinickým stádiem 
onemocn ní (1x MM I, 2x MM II, 9x MM III). U t chto
osob byly také v 11 p ípadech nalezeny cirkulující PC.

Diskuze
V této studii jsme se pokusili zhodnotit množství a feno-
typ plazmocyt  u osob s MGUS a MM. Zefektivnili jsme 
fl owcytometrickou analýzu pro zisk maximálního množ-
ství informací z jediné zkumavky a ov ili jsme senzitivitu 
vybraného p ístupu p i analýze PC u osob s nízkou infi ltra-
cí KD. Povedlo se nám také identifi kovat možné parame-
try využitelné v diferenciální diagnostice monoklonálních 
gamapatií.
Dle našeho o ekávání bylo zastoupení PC nižší u pacient
s MGUS ve srovnání se zastoupením PC pacient  s MM. 
U vyšších klinických stádií MM (II, III) bylo zjišt no nej-
vyšší zastoupení po tu CD38+CD45- PC, což sv d í o tom, 
že zna ná ást jejich PC je již v terminálním stupni zralos-
ti. Intenzita exprese znaku CD38 je na CD45- PC r zná
(CD38+-CD38++). Nezralé plazmocyty CD45+-CD45++

jsou zárove  CD38++, avšak bez analýzy dalších marke-
r  nelze zjistit, zda-li se jedná o normální i patologické 
plazmocyty.
V kostní d eni osob s MGUS jsme nalezli 2 populace PC 
lišící se jednak intenzitou exprese znak  CD38, CD45 
a CD138, ale zejména rozdílnou expresí znak  CD19 
a CD56. Normální PC si zachovávají expresi CD19, což 
je B lymfocytární marker exprimovaný již ve stádiu ra-
ných pre-B lymfocyt  a mizející ve stádiu termináln
diferencovaných PC (15). P estože fyziologický význam 
chyb ní CD19 na myelomových bu kách nebyl dosud 
objasn n, existuje p edpoklad, že jeho ztráta se m že
podílet na vzniku proliferativní výhody klonu maligních 
PC (3). Jak bylo prokázáno, je práv  pom r imunofeno-
typicky normálních CD19+ PC ku všem PC jedine ným
parametrem umož ujícím rozlišení MGUS od MM, což 
na základ  získaných výsledk  m žeme potvrdit (5; 14).
Tento parametr má uplatn ní též p i hodnocení popula-
ce PC po prod lané lé b (13). Další kolektiv autor  se 
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Tabulka . 3: Statistická analýza vybraných marker  p i srovnání 
klinických stadií MM (tu n  jsou znázorn ny statisticky významné roz-
díly, n.s. – statisticky nevýznamný rozdíl).

Tabulka . 1: Flowcytometrické hodnocení po tu plazmocyt  v kost-
ní d eni, uvedeny jsou mediány a rozsahy získaných hodnot. Pacienti 
s MM jsou zhodnoceni jednak jako celek, ale také dle klinických stádií 
MM I-III.

Tabulka . 2: Statistická analýza vybraných marker  p i srovnání 
MGUS s klinickými stádii MM (tu n  jsou znázorn ny statisticky vý-
znamné rozdíly, n.s. – statisticky nevýznamný rozdíl).
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zabýval analýzou aberantních CD56+ PC, kdy stanovení 
cut-off hodnoty 95% dovoluje u osob s MGUS a doutna-
jícím myelomem jejich rozd lení na 2 skupiny s r zným
rizikem progrese do MM (6). V našem p ípad  parametr 
CD56+ PC dovoluje jednozna né rozlišení mezi MGUS 
a I. klinickým stádiem MM, zatímco II. klinické stádium 
MM od MGUS již pomocí tohoto parametru nelze odli-
šit. Síla parametru n/a se projevila pouze p i porovnávání 
MGUS s jednotlivými stádii MM, v rámci mnoho etného
myelomu samotného neposkytuje možnost rozlišení kli-
nických stádií, obdobn  jako parametr CD56+ PC. D je
se tak z ejm  z d vodu možné absence CD56 na ásti PC. 
Význam chyb ní znaku CD56 na PC m že být objasn n
až po delším sledování souboru pacient , p estože v lite-
ratu e m žeme nalézt údaje o agresivn jší form  onemoc-
n ní spojeného s absencí znaku CD56 (12). Prozatím lze 
jen p edb žn  usuzovat, že vysoká exprese CD56 u osob 
s MGUS m že znamenat riziko p echodu do MM, p í-
padnou cut off hodnotu pro stanovení možnosti p echodu
do vyšších klinických stádií MM budeme schopni získat 
až po delším sledování souboru.
Získaná data a metodické postupy p i analýze plazmocyt
hodláme uplatnit pro stanovení prognózy pacient  a tak-
též p i studiu minimální reziduální choroby u pacient  po 

konven ní lé b i po prod lané autologní transplantaci 
kmenových bun k. Bylo totiž prokázáno, že p ítomnost
aberantních PC je spojena s horším p ežíváním pacient ,
a po jejich nalezení tedy m že být v as zahájena bu  pri-
mární i následná lé ba (13, 8, 4, 6). 

Záv r
V naší studii jsme potvrdili, že patologické plazmocyty 
jsou ve zvýšené mí e nalézány již u pacient  s MGUS, 
avšak v p ípad  MM tvo í naprostou v tšinu plazmocyt
infi ltrujících kostní d e . Prost ednictvím exprese CD19 
a CD56 na PC je možno odlišit MGUS od MM. Je z ej-
mé, že studium všech t í parametr : CD19+ PC, CD56+ PC
a n/a je nezbytné v diferenciální diagnostice myelomatóz-
ních onemocn ní.

Pod kování
Pod kování pat í jednak personálu Laborato e fl owcyto-
metrie p i OKH-LEHABI, dále manažerce myelomových 
vzork  a také sestrám a léka m eské myelomové skupi-
ny p i IHOK.

Podpo eno projekty: MŠMT LC06027 
a MSM0021622434.
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p íklady využití

STANOVENÍ  DIAGNÓZY  PLAZMOCELULÁRNÍ  LEUKÉMIE  V  PRAXI 

DIAGNOSTICS  OF  PLASMA  CELL LEUKEMIA

KOVÁ OVÁ L.1,3, ZAHRADOVÁ L.2, KISSOVÁ J.4, POUR L.2,3, HÁJEK R.1,2,3

1 LABORATO  EXPERIMENTÁLNÍ HEMATOLOGIE A BUN NÉ IMUNOTERAPIE (LEHABI), OKH, FN BRNO, PMDV
2 INTERNÍ HEMATOONKOLOGICKÁ KLINIKA, FN BRNO A LF MU BRNO, PMDV
3 UNIVERZITNÍ VÝZKUMNÉ CENTRUM – ESKÁ MYELOMOVÁ SKUPINA (URC-CMG), LF MU BRNO
4 ODD LENÍ KLINICKÉ HEMATOLOGIE, FN BRNO, PMDV

Souhrn
Plazmocelulární leukémie je vzácnou chorobou defi novanou po tem plazmatických bun k v periferní krvi.  Na Interní 
hematoonkologické klinice FN Brno byli b hem posledních dvou let diagnostikováni t i pacienti s plazmocelulární leukémií. Na 
p ípadech 2 pacient  ukazujeme zásadní roli pr tokové cytometrie v diagnostice tohoto onemocn ní.

Klí ová slova: plazmatické bu ky, leukémie, pr toková cytometrie.

Summary
Plasma  cell leukemia is a rare disease defi ned by the presence of circulating malignant plasma cells in the peripheral blood. Three 
patients were diagnosed with plasma cell leukemia in our center from 2005 to 2007 . Here we report two cases of plasma cell leukemia
to demonstrate the use of fl ow cytometry as an important tool in the diagnostic assessment of the disease.

Keywords: plasma cells, leukemia, fl ow cytometry.

Úvod
Plazmocelulární leukémie (plasma cell leukemia, PCL) je 
vzácné krevní nádorové onemocn ní vycházející z plaz-
matických bun k (11). Incidence PCL je 2-4% ze všech 
mnoho etných myelom  (MM). Jsou rozlišovány 2 for-
my tohoto onemocn ní, jednak primární „de novo“ PCL  
s akutní a rychle progredující leukemickou fází (60% ze 
všech PCL) a dále sekundární PCL, která se vyvíjí leu-
kemickou transformací z mnoho etného myelomu (MM) 
a zpravidla jde o fatální kone nou fázi u pacient  s refrak-
terním MM (16). Diagnostickým kritériem PCL je absolut-
ní (více než 2x109/l) nebo relativní (více než 20%) po et
maligních plazmocyt  v periferní krvi (11). 
Literární údaje o charakteru leukemizovaných plazmocyt
nejsou etné, spíše se jedná o jednotlivé kazuistiky (2, 12, 
4, 7). Zatím není zcela jasné jakým mechanismem je PCL 
spoušt na, p estože je známo, že nalézané plazmatické 
bu ky vycházejí z kostní d en , p i emž jejich morfolo-
gie je r zná - od zralých forem plazmocyt  až po formy 
blastické (9).
U pacient  s PCL je v tšinou nalézána vyšší nádorová 
nálož s p ítomnou anémií, trombocytopenií, vysokými 
hodnotami laktátdehydrogenázy (LDH), sérového vápní-
ku (Ca) a 2-mikroglobulinu (3). Symptomaticky se PCL 
projevuje obdobn  jako vyšší stádia MM (11). Odpov
na lé bu je obecn  u primární PCL lepší než u sekundární 
PCL, kde v tšinou pacienti nereagují na lé bu a medián 
p ežití je nižší než 2 m síce. P edpokládá se, že pPCL 
i sPCL tvo í rozdílné typy onemocn ní, s možným odliš-

ným fenotypovým profi lem, vyžadující cílenou lé bu na 
bázi transplantace a použití nových lé iv (8, 1, 10, 21).
P i diagnostice PCL se s úsp chem využívá fl owcytomet-
rie, pomocí které lze velmi rychle stanovit množství i typ 
plazmocyt . Z hlediska fenotypizace jsou jedine nými
markery plazmatických bun k, podobn  jako u MM, zna-
ky CD38 a CD138. Není známa informace, že by fenotyp 
plazmablast i plazmocyt  u PCL souvisel s dobou p eži-
tí pacient . Flowcytometrie slouží prozatím pouze k rych-
lému stanovení jejich po tu v periferní krvi.

Kazuistika . 1 
Žena, 66 let, s mnoho etným myelomem IgG lambda, dg. 
stanovena v srpnu 2004, vstupn  klinické stádium podle 
Durieho-Salmona III.A. Pacientka byla lé ena chemote-
rapií VID (vinkristin, idarubicin, dexametazon) a vysoko-
dávkovanou chemoterapii s podporou autologního št pu
periferních kmenových bun k s komplikovaným pr b -
hem. Lé ebná odpov  po autologní transplantaci byla 
parciální remise. Byly podány 2 cykly konsolida ní lé by
CED (cyklofosfamid, etoposid, dexametazon) dle proto-
kolu klinické studie CMG 2002. P ed t etím cyklem CED, 
11 m síc  po autologní transplantaci, byl zjišt n agresiv-
ní relaps onemocn ní s nár stem paraproteinu z 3g/l na 
47 g/l b hem jednoho m síce. Z laboratorních výsledk
(02/2006): celková bílkovina 124,9 g/l; kreatinin 66 umol/l; 
LDH 21,93 ukat/l; Ca 2,2 mmol/l a 2-mikroglobulin
8,3 ug/l; hemoglobin (Hb) 110g/l; leukocyty (WBC) 
15,1x109/l; trombocyty (PLT) 18,8x109/l. Mikroskopická 
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analýza nát ru periferní krve potvrdila p ítomnost 23% 
plasmacytoidních element , n které byly mladšího vzhle-
du. Dle fl owcytometrie v periferní krvi nález 55% plazmo-
cyt  fenotypu CD45-CD138+ se st ední intenzitou exprese 
znaku CD38 (CD38dim+), což m že odpovídat mladším 
formám plazmocyt . Kostní d e  dle morfologického vy-
šet ení se sekundární redukcí ostatních krvetvorných ad,
s p ítomností 90% plazmatických bun k charakteru pro-
plazmocyt , áste n  i plazmablast . Dle fl owcytometric-
kého vyšet ení kostní d e obsahovala 45% plazmocyt
CD45+CD138+CD19-CD20-CD56- op t s CD38dim+ expre-
sí. P i analýze proliferativního indexu zjišt no v periferní 
krvi 3,1% a v kostní d eni 7,6% proliferujících plazmocy-
t  diploidního charakteru, p i emž experimentáln  ur ená
norma proliferace plazmocyt  v kostní d eni je do 3% (20;
13). Nález byl uzav en jako sekundární PCL. 
Vzhledem k hematologickým parametr m, které neumož-
ovaly podání standardní lé by, a agresivit  relapsu byl 

podán vysokodávkovaný melfalan v redukované dávce 
(100mg/m2) s podporou autologního št pu, následovala 
konsolidace režimem CTD (cyklofosfamid, thalidomid, 
dexametazon) s efektem velmi dobré parciální remise 
(M-Ig 0 g/l, pozitivní imunofi xace). Poté byla po podá-
vána udržovací lé ba thalidomidem v monoterapii, která 
musela být p erušena po 2 m sících pro nežádoucí ú inky
ve smyslu kožní reakce a polyneuropatie. 
Po 3 m sících od ukon ení udržovací lé by a 15 m síc  po 
2. autologní transplantaci byl zjišt n 2. relaps onemocn ní
(7/2007) na základ  nár stu hodnoty paraproteinu na 22 g/l 
a nálezu extramedulárního ložiska v oblasti bederní páte e.
Byla provedena 3. autologní transplantace, p ípravný re-
žim melfalan v redukované dávce 100mg/m2 a bortezomib 
(Velcade) s efektem velmi dobré parciální remise (M-Ig 0 
g/l, pozitivní imunofi xace). Po uchycení št pu byla zahá-
jena chemoterapie Velcadem v režimu CVD (cyklofosfa-
mid, Velcade, dexametazon), která musela být v pr b hu
5. cyklu p erušena pro bolestivou polyneuropatii.
Za 8 m síc  po 3. autologní transplantaci pacientka p i-
chází z d vodu zhoršení bolestí zad. Zobrazovacími vyšet-
eními bylo zjišt no extramedulární ložisko v obratli S3, 

tedy 4. extramedulární relaps onemocn ní, který byl ešen
radioterapií na uvedenou oblast.
V sou asné dob  (03/2008) fl owcytometricky stanove-
no nízké zastoupení (0,1%) cirkulujících CD45+ plaz-
mocyt  v periferní krvi. Morfologicky kostní d e  bez 
p esv d ivých známek základního onemocn ní, fl owcy-
tometricky nález nízkého zastoupení p evážn  CD19+ PC 
(0,1%), a tedy pravd podobn  fyziologických PC.

Kazuistika . 2 
Jedná se o ženu ve v ku 54 let, diagnóza mnoho etného
myelomu IgA kappa byla stanovena v listopadu 2006, 
vstupn  klinické stádium podle Durieho-Salmona III.A. 
Pacientka absolvovala induk ní lé bu VAD (vinkristin, 
doxorubicin, dexametazon) a vysokodávkovanou chemo-
terapii s podporou autologního št pu periferních kmeno-
vých bun k s komplikovaným pr b hem. Lé ebná odpo-
v  po autologní transplantaci byla parciální remise. Šest 
m síc  po transplantaci (10/2007) byl konstatován relaps 
onemocn ní na podklad  nálezu extramedulárního ložis-

ka v pánvi a morfologického vyšet ení kostní d en . Ve 
d eni zjišt na redukce ostatních krvetvorných ad a výraz-
né zmnožení plazmatických bun k s nálezem také jejich 
mladších forem (celkem 35% plazmocyt ). Flowcytomet-
ricky v kostní d eni nalezeno 8,1% CD56+ PC; v periferní 
krvi 1,3% cirkulujících plazmocyt . Hodnota paraproteinu 
v séru 0g/l; v mo i nár st na 1,3 g/l; celková bílkovina 
63,4 g/l; kreatinin 122 umol/l; LDH 12,86 ukat/l; Ca 2,11 
mmol/l a 2-mikroglobulin 5,58 ug/l. V krevním obraze: 
Hb 89g/l; WBC 4,8x109/l; PLT 221,0x109/l. Byla zahájena 
kombinovaná lé ba s  Velcade v režimu CVD (cyklofos-
famid, Velcade, dexametazon), zárove  radioterapie na 
extramedulární ložisko. Lé ba byla ztížena infek ními
komplikacemi s nutností redukce dávek.
V pr b hu druhého cyklu lé by (11/2007) dochází k další-
mu klinickému zhoršení stavu, laboratorn  zhoršení renál-
ních funkcí: (kreatinin 281 umol/l); LDH 13,81 ukat/l; Ca 
2,6 mmol/l; celková bílkovina 80,1 g/l; 2-mikroglobulin
4,43 ug/l. V krevním obraze: Hb 81,4g/l; WBC 8,97x109/l;
PLT 56,8x109/l a dle analyzátoru nález blast . Flowcyto-
metricky došlo v periferní krvi ke zvýšení po tu cirku-
lujících plazmocyt  z 8,1% na 21% s fenotypem CD45-

CD138+kappa+CD19-CD56- s velmi nízkou expresí CD38, 
pravd podobn  se tedy jednalo mladší formy plazmocyt .
Stav byl na základ fl owcytometrického nálezu hodnocen 
jako sPCL. Byla podána kombinovaná lé ba s Velcade, 
kortikosteriody a nízce dávkovaným melfalanem s podpo-
rou autologního št pu, op t s komplikovaným pr b hem.
Krátce po propušt ní z hospitalizace se však pacientka 
vrací pro op tovné zhoršení klinického stavu s dominu-
jícími bolestmi, laboratorn  dominuje zhoršení renálních 
parametr  (kreatinin 481 umol/l) a po n kolika dnech pa-
cientka umírá a to m síc od stanovení diagnózy sekundár-
ní PCL.

Diskuze
Vzácnost výskytu plazmocelulární leukémie znemož uje
její detailn jší studium, a není proto zcela z ejmé, které 
mechanismy stojí za jejím vznikem. Morfologicky jsou 
nalézány plazmocyty spíše mladšího charakteru, ale ne-
lze takto odlišit plazmocyty odpovídající pPCL od sPCL 
i MM. Nález CD138- plazmablast  jsme u našich pa-

cient fl owcytometricky nepotvrdili, avšak snížená ex-
prese CD38 pravd podobn  odpovídá mladším formám 
plazmocyt . P estože ur ité množství cirkulujících plaz-
mocyt  je možno nalézt také u MM, teprve p ekro ení
uvedené hranice pro jejich absolutní (více než 2x109/l)
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Obrázek .1: Fenotypizace plazmocyt  v periferní krvi. Zvýrazn ny
jsou CD138+ plazmocyty, intenzita exprese znaku CD38 je u PCL 
snížená ve srovnání se zdravými osobami, které vykazují vysokou  
intenzitu exprese CD38 (CD38++, CD38high). (A) St ední exprese CD38 
(CD38+, CD38dim+). (B) Nízká exprese CD38 (CD38+/-, CD38low). (C) 
Plazmatické bu ky CD138+ neexprimují znaky CD19 ani CD56.
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i relativní po ty (více než 20%) je spojováno s termínem 
PCL. Je pravd podobné, že klonálním plazmocyt m je 
umožn no vycestovat z kostní d en  v d sledku ztráty 
exprese adhezívní molekuly CD56, která ve v tšin  p í-
pad  exprimována na maligních plazmocytech (19, 17).
Tuto skute nost potvrzujeme i našimi nálezy. Je proza-
tím nezodpov zenou otázkou, zda-li ztráta exprese CD56 
v kostní d eni m že p edpovídat vznik PCL, zejména 
tedy vznik sPCL u pacient  s MM. Krom  znaku CD56, 
zodpovídajícího za interakce plazmocyt   s mikroprost e-
dím KD, byly v p ípad  PCL studovány také další znaky 
(CD86, CD126, CD40, solubilní CD95) s nálezem zm -
n né exprese na klonálních plazmocytech ve srovnání 
s monoklonální gamapatií nejasného významu (MGUS) 
a MM (18). Co se tý e analýz fenotypu plazmocyt , lze 
narazit na rozporuplné informace, kdy bylo zjišt no, že 
znak CD27 je u pPCL exprimován více než u MM, p i-
emž signalizace pomocí jeho ligandu CD70 inhibovala 

apoptózu takovýchto CD27+ plazmocyt (6). Opa ná in-
formace pak byla získána v p ípad  imunohistochemic-
kého hodnocení znaku CD27,  kdy tento u pPCL tém
nebyl exprimován a v p ípad  sPCL byla jeho exprese 
nižší než u MM (15). Nicmén  je známo, že ztráta genu 
pro CD27 je nalézána u progrese MM, tudíž lze p edpo-
kládat, že znak CD27 by nem l být u sPCL exprimován 

(14). Skupina ze Salamancy nalezla v p ípad  pPCL - ve 
srovnání s MM - ast jší expresi znaku CD20 (50% pa-
cient  s pPCL a 17% MM) a nižší expresi znaku CD56 
(70% u MM a 45% u pPCL). U pacient  s pPCL byly 
také, ve srovnání s plazmocyty u MM, nalezeny v tši-
nou diploidní plazmocyty s vyšším stupn m proliferace 
(5). Nedávno byl též prokázán rozdíl v expresi HLA-DR 
a CD117 v rámci MM, pPCL a sPCL (1).
Z uvedených dat je z ejmé, že prov ení fenotypového 
profi lu u pacient  s PCL m že p isp t k poznání charak-
teru plazmocyt  a p ípadn  i ke stanovení míry agresivity 
onemocn ní.

Záv r
Flowcytometrické vyšet ení umož uje jednozna né stano-
vení cirkulujících plazmocyt  v periferní krvi a stanovení 
diagnózy plazmocelulární leukémie. Lze p edpokládat, že 
studium exprese dalších znak  plazmocyt  (CD20, CD27, 
CD28, CD117 aj.) by, obdobn  jako u MM, mohlo p inést
nové poznatky v charakterizaci plazmocelulárních leuké-
mií.

Pod kování
Práce byla podpo ena projekty MŠMT LC06027 
a MSM0021622434.
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imunologické metody

IDENTIFIKACE  INDIVIDUÁLNÍCH  MYELOM-SPECIFICKÝCH  KLON
T  LYMFOCYT   NA  ZÁKLAD   MOLEKULÁRNÍ  ANALÝZY  T  LYMFOCYTÁRNÍHO 
RECEPTORU  BETA

IDENTIFICATION  OF  INDIVIDUAL  MYELOMA-SPECIFIC  T  CELL  CLONES  
BY  MOLECULAR  ANALYSIS  OF  THE  T  CELL  RECEPTOR  BETA 
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Souhrn
Identifi kace individuálních myelom-specifi ckých klon  T lymfocyt  pomocí molekulárn  biologické analýzy T lymfocytárního 
receptoru beta (TCRB) je dosud nejcitliv jší metodou pro sledování protinádorové imunitní odpov di u mnoho etného myelomu. 
Tento postup (tzv. klonotypový esej), využívá skute nosti, že sekvence TCRB je pro jednotlivé klony T lymfocyt  vždy zcela 
jedine ná a je tudíž ideálním znakem pro jejich charakterizaci. Na p íkladu pacient  s myelomem jsme ukázali, že imunitní odpov
na nádorový antigen byla oligoklonální, tj. došlo k aktivaci pouze n kolika imunodominatních klon  T lymfocyt . To potvrzuje 
p epoklad výskytu omezeného množství antigen  na povrchu myelomových bun k, které jsou schopny stimulovat myelom-specifi cké 
T lymfocyty. Detailní studium protinádorové imunitní odpov di založené na p esné identifi kaci individuálních myelom-specifi ckých 
T lymfocyt  a jejich p ípadném sledování in vivo nachází využití p edevším v adoptivní imunoterapii jako sou ásti lé ebného postupu 
u mnoho etného myelomu.

Klí ová slova: mnoho etný myelom, T lymfocyt, T lymfocytární receptor beta, klonotyp, imunomonitoring.

Summary
Identifi cation of individual myeloma-specifi c T cell clones by molecular analysis of the T cell receptor beta (TCRB) is the most 
sensitive method for the anti-tumor immune response monitoring not only in multiple myeloma. This novel approach called clonotypic
assay is based on the fact, that the TCRB sequence is unique for every T lymphocyte clone and thus can serve as an ideal candidate for 
the individual T cell clone monitoring. As an example, the immune response against myeloma antigens was tested and demonstrated
an oligoclonal myeloma-specifi c response, ie. only a few immunodominant myeloma-specifi c T cell clones were activated. This 
fi nding corresponds with the assumption of limited antigenicity of myeloma cells. A detailed study of anti-tumor immune response
based on exact myeloma-specifi c T lymphocytes idenfi cation and their in vivo monitoring can be useful tool for precise and highly 
sensitive immunomonitoring in adoptive immunotherapy protocols recently used in multiple myeloma. 

Keywords: multiple myeloma, T lymphocyte, T cell receptor beta, clonotype, immune monitoring.

Úvod
Identifi kace individuálních antigen-specifi ckých klon
T lymfocyt  byla donedávna považována za nemožnou. 
V roce 2003 jsme však ukázali, že detailní molekulární 
analýza jedine né sekvence variabilní (V) a hypervaria-
bilní (DJ) oblasti T lymfocytárního receptoru beta (TCR-
B-VDJ) ze sortovaných bun k aktivovaných p íslušným
antigenem tuto identifi kaci umož uje, nebo  jednotli-
vé klony T lymfocyt  nesou vždy pouze jednu variantu 
TCRB (3, 4). Tento publikovaný postup nazýváme klono-
typovým esejem. Na p íkladu opakované specifi cké stimu-
lace T lymfocyt  nádorovým antigenem (apoptotickými 

t lísky myelomové linie ARH77), selekci aktivovaných 
bun k pomocí pr tokového cytometru a molekulární ana-
lýze TCRB ukazujeme možnosti využití klonotypového 
eseje jako p íklad nové a dosud nejcitliv jší diagnostické 
metody pro sledování, by  i velmi ídce se vyskytujících 
antigen-specifi ckých T lymfocyt (3, 5).

Materiál a metody
1.1. P íprava myelom-specifi ckých T lymfocyt
Podrobný postup p ípravy myelom-specifi ckých T lymfo-
cyt  jsme již publikovali (6). Ve stru nosti: mononukleární 
bu ky (MN) byly po podepsání informovaného souhla-
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su izolovány z nesrážlivé periferní krve zdravých dárc
z transfuzní stanice ve FN Brno a kultivovány v komplet-
ním médiu. První den kultivace byl p idán antigen – mye-
lomové bu ky (MB) linie ARH 77 ozá ené dávkou 60 Gy 
v pom ru MN:MB = 20:1, 8. den byly op t p idány MB 
v pom ru MN:MB = 2.1. T lymfocyty aktivované antige-
nem byly imunomagneticky separovány na základ  pro-
dukce IFN- . Kvantita a istota pozitivní a negativní frak-
ce T lymfocyt  byla hodnocena na pr tokovém cytometru. 
IFN-  pozitivní T lymfocyty byly expandovány in vitro
v kompletním médiu obohaceném o interleukin 2.

1.2. Klonotypový esej
1.2.1. Izolace mRNA, reverzní transkripce
Z expandovaných INF-  pozitivních myelom-reaktivních 
T lymfocyt  byla izolována poly(A) mRNA (QIAGEN Oli-
gotex® Direct mRNA Kit; QIAGEN, Hilden, N mecko), kte-
rá byla technologií 5‘-RACE (SMARTTM RACE cDNA Am-
plifi cation Kit; Clontech Laboratories, Mountain View, CA, 
USA) p epsána reverzní transkripcí do cDNA. B hem reverz-
ní transkripce se díky terminál-transferázové aktivit  reverzní 
transkriptázy p ipojuje 3 až 5 nukleotid  (dC) na 3‘-konec 
syntetizované cDNA. Na tento dC-bohatý konec se pak váže 
oligonukleotid s tzv. kotvou pomocí svého dG terminálního 
konce. To umož uje reverzní transkriptáze pokra ovat v syn-
téze cDNA a za lenit na její 3‘-konec sekvenci kotvy. 
1.2.2. PCR
K amplifi kaci cDNA byl použit tzv. anchor primer, jenž 
nasedá na sekvenci kotvy za len né b hem reverzní tran-
skripce, a primer MBCII, jenž je genov  specifi cký pro 
konstantní (C) oblast TCRB (4). Sm s produkt  o délce 
p ibližn  ~550 bp p edstavuje soubor všech variant TCRB 
sekvencí exprimovaných v bu kách. PCR produkt byl zvi-
diteln n pomocí gelové elektroforézy (viz Obrázek . 1). 
Extrakce produktu z gelu byla provedena pomocí QIAquick 
Gel Extraction Kitu (QIAGEN, Hilden, N mecko).
1.2.3. Klonování, sekvenování
Ke klonování PCR produktu do bakterií E.coli byl použit 
TA Cloning® Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Kolo-
nie byly vysety na selek ní LB agarové médium obsahující 
IPTG (isopropyl- -D-thiogalaktosid), Ampicilin a X-gal. 
P ítomnost inzertu v bakteriálním plazmidu byla ov ena
PCR. Z pozitivních kolonií byl izolován plazmid pomocí 
QIAprep® Spin Miniprep Kitu (QIAGEN, Hilden, N mec-
ko). Plazmidy byly sekvenovány na p ístroji 3130 Genetic 
Analyzer pomocí BigDye Terminator Cycle Sequencing 
Kitu (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Získané 
sekvence byly poté vyhodnoceny pomocí ve ejn  dostup-
ných bioinformatických nástroj  a databází (http://imgt.ci-
nes.fr/ (2) a http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi). 

Výsledky
Pomocí molekulární analýzy hypervariabilní sekvence 
TCRB receptoru jsme identifi kovali aktivované myelom-
specifi cké klony T lymfocyt  u dvou reprezentativních 
vzork  pacient .
Aminokyselinové sekvence TCRB-VDJ a zastoupení indi-
viduálních klon  v rámci aktivovaných T lymfocyt  jsou 
uvedeny v Tabulce .1. Odpov  myelom-specifi ckých 
klon  T lymfocyt  byla v obou p ípadech oligoklonální, tj. 
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bylo identifi kováno pouze n kolik individuálních imuno-
dominantních klon  T lymfocyt . U prvního pacienta byly 
pozorovány 3 imunodominantní klonotypy, p i emž jeden 
se vyskytoval s výrazn  nejvyšší frekvencí. U druhého pa-
cienta jsme detekovali 4 imunodominantní klonotypy. 

Tabulka .2: Geny TCRB V a TCRB J
Typ subgenu variabilní (V) a spojovací (joint = J) oblasti TCRB klasifi -
kované podle nomenklatury IMGT.

Obrázek . 1: Gelová elektroforéza PCR produkt  obsahujících sek-
venci TCRB-VDJ  
mRNA izolovaná z aktivovaných myelom-specifi ckých T lymfocyt  byla 
reverzní transkripcí p epsána do cDNA. Klí ový úsek cDNA byl amplifi -
kován anchor PCR a PCR produkty o délce 550 bp byly zviditeln ny na 
2% agarózovém gelu. 
Popis drah: 1 a 5 - Velikostní standard; 2 - Pacient 1.; 3 - Pacient 2.; 4 - 
Negativní kontrola.

Tabulka . 1: Aminokyselinová sekvence TCRB receptoru u jednot-
livých klon
Klí ový úsek cDNA hypervariabilní VDJ oblasti TCRB p ipravené po-
mocí RT-PCR z T lymfocyt  aktivovaných myelom-specifi ckým antige-
nem byl amplifi kován pomocí PCR. PCR produkty byly naklonovány do 
bakterií a pro každý PCR produkt bylo sekvenováno více než 50 bakte-
riálních kolonií. Jednotlivý klon je defi nován p ítomností alespo  dvou 
identických DNA sekvencí.
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Tabulka .2 shrnuje klasifi kaci TCRB-V a -J subgen  pod-
le nomenklatury IMGT. Nej ast ji zastoupený TCRB-V 
subgen byl V7, nej ast ji zastoupený TCRB-J subgen byl 
J2-1.

Diskuze a záv r
Analýza sekvencí hypervariabilní VDJ oblasti TCRB 
genu prokázala oligoklonalitu u obou aktivovaných mye-
lom-specifi ckých T lymfocyt , což je v souladu s d íve
publikovanými výsledky u pacient  s hematologickými 
malignitami (3) i u pacient  s melanomem (5). Toto zjiš-
t ní potvrzuje existenci n kolika málo vybraných klon  T 
lymfocyt , které jsou stimulovány myelom-specifi ckými 
antigeny. Myelom-specifi cké klony mohou být dále ex-
pandovány in vitro, p i emž jejich protinádorový potenci-
ál z stává zachován. 
Znalost jedine né DNA sekvence TCRB-VDJ u nejfrek-
ventovan ji zastoupených klon  T lymfocyt  umož uje
zkonstruovat klonov  specifi cké primery a fl uorescen -
n  zna enou DNA sondu. Každý T lymfocyt nese práv

jeden fi náln  p estav ný genový lokus TCRB-VDJ. Po-
et detekovaných genových kopií je tedy p ímo úm rný

po tu individuálních T lymfocytárních klon  ve vzorku, 
což umož uje sledovat individuální klony in vivo pomocí 
kvantitativní real-time PCR s citlivostí detekce jedné bu -
ky na 106 bun k (3;4).
Identifi kace a charakterizace myelom-specifi ckých T lym-
focyt  má význam p edevším p i studiu protinádorové 
imunitní odpov di. Jedná se o dosud nejcitliv jší metodu 
detekce individuálních imunodominantních klon  T lym-
focyt . Klonotypový esej umož uje identifi kaci jednoho 
antigen-specifi ckého T lymfocytu mezi 106 bun k, a vý-
znamn  tak p evyšuje jiné metody dosud používané pro 
detekci antigen specifi ckých T lymfocyt , jako nap íklad
využití tetramer nebo metody Elispot, které mají citlivost 
detekce pouze 1:104 (1).

Pod kování
Práce byla podpo ena projekty MŠMT LC06027 
a MSM0021622434 a IGA 1A/8709-5.
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imunologické metody

VYUŽITÍ  DETEKCE  CYTOKIN   P I  P ÍPRAV   VAKCÍN  PROTI  
MNOHO ETNÉMU  MYELOMU 

ROLE  OF  CYTOKINE  QUANTIFICATION  IN  PREPARATION  OF  CELLULAR 
VACCINE  AGAINST  MULTIPLE  MYELOMA
JELÍNEK J.1, O ADLÍKOVÁ D.1,2, HROTEKOVÁ Z.1,2,5, HÁJEK R.2,4,6, MICHÁLEK J.1,3,4,7
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Souhrn
Cytokiny zprost edkují bun né interakce a jejich kvantifi kace p edstavuje d ležitý nástroj moderní imunologie a bun né biologie 
p i sledování mezibun né komunikace v etn  imunitní odpov di. Na p íkladu p ípravy protinádorové vakcíny pro pacienty 
s mnoho etným myelomem na bázi dendritických bun k ukazujeme dva p ístupy m ení heterodimerické podjednotky p70 interleukinu 
12 (IL-12p70) a IL-10 pomocí klasické metody ELISA a nové citliv jší metody Cytometric Bead Array. 

Klí ová slova: dendritické bu ky, mnoho etný myelom, interleukin 12, interleukin 10, ELISA, Cytometric Bead Array.

Summary
Cytokines mediate intercellular interactions and their quantifi cation represents an important instrument of modern immunology and 
cell biology used for studies of cell-to-cell communication, including an immune response. This study demonstrates two ways of 
heterodimeric p70 interleukin 12 (IL-12p70) and IL-10 measurement using conventional ELISA and the novel and highly sensitive 
Cytometric Bead Array method during the preparation of clinical grade dendritic cell-based vaccine for patients with multiple 
myeloma.

Keywords: dendritic cells, multiple myeloma, interleukine 12, interleukine 10, ELISA, Cytometric Bead Array.

Úvod
Jednou z možností imunoterapie mnoho etného myelomu 
(MM) je vakcinace pomocí dendritických bun k (DB) pa-
cienta, které jsou naloženy nádorovými antigeny (5, 8, 4, 7, 
3). DB jsou zpravidla p ipravovány z monocyt  z periferní 
krve v pr b hu krátkodobé kultivace in vitro v p ítomnos-
ti r stových faktor  (interleukin 4 a granulocyte-macro-
phage colony-stimulating factor [GM-CSF]). Vznikají 
tak nezralé DB se schopností pohltit a zpracovat antigen. 
Ú inkem matura ních stimul  (tumory nekrotizující fak-
tor alfa, prostaglandin E2, lipopolysacharid, ligand recep-
toru CD40, interleukin 1 beta, interferon gama, toll like 
receptor) se nezralé DB diferencují ve zralé DB s vysokou 
schopností prezentovat antigen klidovým T lymfocyt m,
které by m ly navodit intenzívní protinádorovou imunit-
ní odpov  proti myelomovým bu kám (1). DB p itom
produkují cytokiny, p i emž klí ovou roli sehrává hete-
rodimerická podjenotka p70 interleukinu 12 (IL-12p70). 
Jejím p sobením dochází k polarizaci imunitní odpov di
ve prosp ch Th1 s produkcí interferonu gama (IFN-g) a 
dalších aktiva ních cytokin . DB však produkují rovn ž
ur ité množství interleukinu 10 (IL-10), který p sobí imu-

nosupresívn . Pom r mezi IL-12p70 a IL-10 tak hraje 
klí ovou roli p i kone ném efektu DB naložených antige-
nem a je rozhodující pro aktivaci i supresi T lymfocyt
(2). Produkci cytokin  lze kvantifi kovat metodou ELISA 
(Enzyme-linked immunosorbent assay). V poslední dob
je používána také vysoce citlivá metoda Cytometric Bead 
Array (CBA) založená na fl uorescenci a m ení pomocí 
pr tokového cytometru. Následující p íklad ukazuje srov-
nání obou metod p i m ení produkce IL-12p70 a IL-10, 
které jsou produkovány zralými DB používanými klinicky 
p i vakcinaci pacient  s MM.

Materiál a metody
Schéma vlastní studie
Pro porovnání citlivosti metody ELISA a CBA byla m -
ena produkce IL-12p70 a IL-10 v supernatantu odebíra-

ném v den D0 a v den D9 v pr b hu in vitro kultivace DB 
(6). Ve stru nosti, prekurzory DB byly nasazeny do kom-
pletního kultiva ního média v D0, po 5 dnech byl p idán
nádorový antigen (Id protein) a v D6 matura ní koktejl 
cytokin . Pro detekci IL-10 byl použit ELISA kit Bender 
MedSystem human IL-10 BMS215INSTCE a pro detekci 
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IL-12p70 byl použit ELISA kit Bender MedSystem human 
IL-12 BMS238CE. Pro analýzu IL-10 a IL-12p70 pomocí 
CBA byl použit BDTM (Becton Dickinson) CBA  Human 
IL-12p70 Flex Set a BDTM CBA  Human IL-10 Flex Set. 
Princip této metody je založen na vzniku komplex  primár-
ní protilátka - cytokin - sekundární protilátka konjugovaná 
s fl uorochromem na fl uorescen n  zna ených mikroparti-
kulích v analyzovaném roztoku. Mikropartikule se stejnou 
„capture“ protilátkou mají shodnou intenzitu fl uorescence 
odlišnou od ostatních mikropartikulí, což umož uje analý-
zu více cytokin  najednou v jednom vzorku. 

Výsledky
Produkce IL-12 a IL-10 u dendritických bun k v pr b hu
p ípravy vakcín proti MM  
Produkce IL-12 a IL-10 byla m ena v kultiva ním mediu 
v den nasazení DB (D0) a 3 dny po p idání nádorového 
antigenu Id proteinu (D9). Tabulka .1 znázor uje koncen-
traci IL-10 u všech p ti vakcín pacienta v den D0 a D9 
m ené metodou ELISA a CBA. U všech vzork  m e-
ných metodou ELISA z stala hladina IL-10 pod detek -
ní hranicí této metody. Na rozdíl od metody ELISA byly 

všechny vzorky m ené metodou CBA v detek ních me-
zích. V žádném ze vzork  nebylo zjišt no zvýšení hladiny 
IL-10 ve dni D9 oproti D0. Podobn  pak Tabulka .2. uka-
zuje koncentraci IL-12p70 nam enou ve stejných vzor-
cích. Získané hodnoty ukazují, že u obou metod nebyla ani 
u jednoho vzorku detekována prokazateln  vyšší hladina 
IL-12p70 v den 9 oproti dnu 0. I zde pomocí metody CBA 
byla ve všech vzorcích detekována m itelná koncentrace 
IL-12p70, zatímco u metody ELISA bylo 5 vzork  pod 
detek ní hladinou. 

Záv r
Pro p ípravu protinádorových vakcín založených na DB 
naložených specifi ckým nádorovým antigenem se v po-
slední dob  zdá být velice d ležitý pom r produkce  IL-
12p70 a IL-10 u použitých DB (2). Tato práce se pokusila 
zmapovat produkci t chto dvou cytokin  u DB p i p í-
prav  vakcín proti MM pomocí metody ELISA a CBA. 
Z výsledk  je patrné, že sice ani u jednoho ze vzork  ne-
byl zaznamenán prokazatelný nár st produkce IL-10, ale 
zárove  také ani u jednoho z vzork  nebyl zaznamenán 
žádoucí vzestup produkce IL-12p70. Tyto výsledky nazna-
ují nutnost optimalizace postupu p ípravy a maturace DB 

užívaných k p íprav  vakcín proti MM, aby bylo dosaže-
no zvýšené produkce IL-12p70 u DB v pr b hu kultivace. 
Zárove  tato studie potvrzuje nesporné výhody metody 
CBA v  citlivosti m ení p i nízkých koncentracích sta-
novovaných cytokin  oproti standardn  užívané metod
ELISA.

Pod kovaní
Práce byla podpo ena projekty MŠMT NPVII 2B06058, 
MŠMT LC06027 a MSM0021622434.
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Tabulka . 1: Koncentrace IL-10 (pg/ml) v jednotlivých vzorcích. < st. = 
pod detek ní hranicí metody

Tabulka . 2: Koncentrace IL-12p70 (pg/ml) v jednotlivých vzorcích. < 
st. = pod detek ní hranicí metody
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angiogeneze

METODY  POUŽÍVANÉ  V  HODNOCENÍ  ANGIOGENEZE  A  JEJICH  VÝZNAM 
U  MNOHO ETNÉHO  MYELOMU

METHODS  USED  FOR  EVALUATION  OF  ANGIOGENESIS  AND  THEIR 
SIGNIFICANCY  FOR  MULTIPLE  MYELOMA
POUR L.1,2, ŠVÁCHOVÁ H.2,3, SLANÝ M.2,3, HÁJEK R.1,2,4
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Souhrn
Je již jednozna n  prokázáno, že míra angiogeneze (novotvorba cév) je zvýšena i u krevních nádorových onemocn ní. Jedná se 
o velmi složitý proces, ve kterém je zapojeno obrovské množství gen  a produkt  t chto gen  z nádorových i normálních tkání. 
Angiogeneze z ejm  v patogenezi a progresi myelomu hraje dv  role: 1) zajiš uje adekvátní zásobení myelomových bun k kyslíkem 
a živinami, 2) angiogenní cytokiny, stimulují migraci a proliferaci myelomových bun k. Mnoho etný myelom je prvním krevním 
nádorovým onemocn ním, u kterého byl prokázán prognostický význam angiogeneze v kostní d eni, a to dv ma metodami: 1) 
m ením mikrovaskulární denzity v kostní d eni  2) stanovením koncentrací proangiogenních cytokin .

Klí ová slova: mnoho etný myelom, angiogeneze, MVD, ELISA, cytokiny, HGF. 

Summary
It is confi rmed that angiogenesis is increased not only in solid tumor but in hemtological malignancies too. Angiogenesis is complicated 
procedure, where lot of factor s are infl uenced. Probably, angiogenesis plays two roles in myeloma developement new born vessels 1st. 
provide adequate nutrition of tumor cells, 2nd. Angiogenic cytokines stimulace migration and growth of myeloma cells. Measurement
of angiogenesis degree is possible according to MVD and by measurement of cytokine levels developed in angiogenesis.

Keywords: multiple myeloma, angiogenesis, MVD, ELISA, cytokines, HGF.

Úvod
Angiogeneze je novotvorba cév fyziologicky se vyskytu-
jící p i embryogenezi, v ovariích a endometriu v pr b hu
menstrua ního cyklu  a p i repara ních procesech   v orga-
nismu. Souvislost nádorového bujení a angiogeneze byla 
popsána Folkmanem et al. v roce 1971. Za další tvrtsto-
letí  byla hodnocena angiogeneze u krevních nádorových 
onemocn ní a u v tšiny z nich byla potvrzena zvýšená 
angiogenní aktivita (4). Mnoho etný myelom je prvním 
krevním nádorovým onemocn ním, u kterého byl pro-
kázán prognostický význam angiogeneze v kostní d eni,
a to dv ma metodami: 1) stanovením koncentrací proan-
giogenních cytokin  2) m ením mikrovaskulární denzity 
(MVD) v kostní d eni (30).
Angiogeneze u MM je složitý d j,  ve kterém je zapojeno 
zna né množství bun k  i humorálních faktor , které se 
uplat ují jak angiogenním, tak i antiangiogenním p so-
bením. Porozum ní mechanism m angiogeneze a jejich 
ovlivn ní bude pravd podobn  jedním z pilí  tzv. „tar-
geted therapy“ (cílené lé by). K ú elnému zapojení an-
tiangiogenní lé by do terapeutických algoritm  v onko-
logii je klí ové zm it míru angiogeneze a její ovlivn ní
lé bou.

MVD-historie
Jako první použil tuto imunocytochemickou metodu Sri-
vastava et al. pro hodnocení vaskularity u primárních 
melanom (25). V roce 1991, Weidner et al. použil pro 
zna ení endoteliálních bun k nádoru prsu fVIII-RA/vWF 
(factor WIII-related antigen/von Willebrand factor) s vy-
užitích standardní imunoperoxidázové techniky. Potvrdil 
tém  lineární vztah mezi po tem cév a oblastí nejrozsáh-
lejší vaskularizace – „hot spots“ – a tím i metastatický po-
tenciál každého nádoru. Pozd ji bylo zjišt no, že faktor 
VIII-RA není univerzálním angiogenním markerem, pro-
tože je exprimován p evážn  na velkých krevních cévách 
a také cévách lymfatických. Nezávislé patologické studie 
prokázaly, že monoklonální protilátka CD-31 je schopna 
zna it mnohem v tší po et cév než faktor VIII-RA (16,
32, 6). Další studie u difúzního velkobun ného lymfo-
mu a myelodysplastického syndromu zjistily, že zna ení
pomocí monoklonální protilátky CD-34 vykazuje mno-
hem v tší citlivost ve srovnání s VIII-RA a CD-31 (23).
V souladu s t mito výsledky byla i další práce, která hod-
notila angiogenezi u pacient  s MM. Výsledky potvrdily 
vysokou citlivost markeru CD-34 pro endoteliální bu ky
a schopnost morfologického rozlišení malých cév (23).
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Standardní imunohistochemické metody pro hodnocení 
MVD u MM využívají v sou asnosti p evážn  monoklo-
nální protilátku CD-34  a vWF (12).
První prací, která potvrdila významné zvýšení MVD 
u MM vzhledem k MGUS, byla publikována v roce 1994 
(31). Auto i p edložili hypotézu, že progrese z MGUS do 
MM je spojena se zvýšením MVD. Rajkumar et al. dále 
potvrdil, že progresivní zvýšení MVD se vyskytuje v ce-
lém spektru onemocn ní postihujících plazmatické bu ky
(primární amyloidóza, MGUS, doutnající i aktivní MM) 
(21)

Princip hodnocení MVD 
Nej ast ji se používá hodnocení pomocí protilátky anti 
CD34 (29) Hodnocení probíhá z vále ku spongiosní kosti 
získaného trepanobiopsií. Získané bioptické vzorky kostní 
d en  v délce 5-20 mm jsou fi xovány v Löwyho fi xa ním
a dekalcifi ka ním roztoku na 20-24 hodin. Po odvápn ní
a promytí v 70% alkoholu následuje odvodn ní a zalití do 
parafínu. Posléze je zhotovena sada sériových preparát
zahrnující barvení: hematoxylin-eozin, May-Grünwald-
Giemsa (MGG), PAS, pr kaz chloracetátesterázy, Perl-
sovo barvení na pr kaz trojmocného železa a impregnace 
retikulinových vláken dle Gömöriho. Následuje deparafi -
nace ez  a tepelné demaskování antigen . Následn  apli-
kace primární protilátky antiCD34
P i vyšet ování mikrovaskulární denzity používáme optické 
hodnocení ve sv telném mikroskopu. Preparáty s imuno-
histochemickým pr kazem anti CD34 jsou nejprve celkov
zhodnoceny p i p ehledném zv tšení 100x nebo 200x a po-
kud možno, jsou vybrány t i oblasti s nejvyšším po tem patr-
ných cév, tzv. „hot spots“. Celkov  je tedy v každém vzorku 
hustota cév zjiš ována v 9 zorných polích. Jsou hodnoceny 
vždy jen cévy, jejichž st na je tvo ena pouze jednou vrstvou 
endotelií a neobsahovaly ve st n  hladkou svalovinu.

ELISA - historie
Jednoduchou metodou pro hodnocení koncentrace cirku-
lujících angiogenních faktor  v kostní d eni a v periferní 
krvi se stala ELISA (enzym-linked immunosorbent essay). 
ELISA je jednou z nejpoužívan jších biochemických me-
tod sloužící k detekci protilátek nebo antigen  ve vzorku. 
Metoda je vysoce citlivá a díky její jednoduchosti a rych-
losti se stala celosv tov  používaným rutinním nástrojem 
ve zdravotnictví pro hodnocení celé ady analyt  v t lních
tekutinách. Princip ELISA metody spolu s EIA (enzyme-
immunoassay) byly poprvé publikován v roce 1971 dv ma
nezávislými skupinami, skupina Petera Perlmanna a Evy 
Engvallové ze Stockholmské university ve Švédsku a sku-
pina Antona Schurse a Baude van Weemena z Nizozemí. 
Tyto metody nahradily zdraví ohrožující radioassay (RIA) 
(10).

Princip ELISA
ELISA test je založen na schopnosti protein  (antigenu; 
Ag/protilátky; Ab) vázat se na pevný povrch (obvykle 
96-jamková polystyrenová mikrodesti ka) bu  nespeci-
fi cky adsorpcí na povrch, nebo specifi cky uchycením po-
mocí další protilátky specifi cké k antigenu – sandwichová 
ELISA. Po navázání antigenu je p idán roztok (sérum, 

supernatant) obsahující specifi ckou protilátku. Protilátka 
ozna ená enzymem (alkalická fosfatáza, k enová peroxi-
dáza) se váže k antigenu a v kone né kroku se p idává
substrát, který p em uje enzym na ur itý detekovatelný 
signál. Na základ  intenzity signálu lze pak stanovit množ-
ství antigenu ve vzorku (13, 27).
Pro m ení koncentrace antigenu existují dv  základní me-
tody: sendvi ová ELISA a kompetitivní ELISA. Sendvi-
ová ELISA je rychlá a p esná metoda a za použití istého

standardního antigenu m že test prokázat absolutní množ-
ství antigenu v neznámém vzorku. Toto hodnocení pou-
žívá dv  protilátky, které se vážnou na povrch antigenu. 
Jedna z protilátek se váže na povrch desti ky a sou asn
k Ag; druhá Ab se váže k Ag a k sekundární protilátce zna-
ené enzymem Po p idání substrátu  dojde k chromogenní 

reakci, která se projeví vznikem barevného produktu.
Kompetitivní ELISA je použita v p ípad , když nejsou do-
stupné dv  protilátky vázající se na cílový Ag. Další výho-
dou je, že metoda nevyžaduje purifi kovanou primární proti-
látku. Metoda má r zné modifi kace, ale základní princip je 
založen na tom, že Ab se naváže na povrch desti ky, p idá
se sm s Ag a Ab dochází ke kompetici (k sout žení) mezi 
Ab volnou v roztoku a Ab vázanou na desti ce o vazbu na 
Ag. Následuje promytí desti ky a p idání sekundární pro-
tilátky zna ené enzymem. V p ípade kompetitivní metody 
platí nep ímá úm ra, tzn. ím vyšší je koncentrace Ag v ne-
známém vzorku, tím slabší je chromogenní signál (13).

Vstupní materiál
MVD
Vstupním materiálem jsou vále ky spongiosní kosti získa-
né z trepanobiopsie lopaty kosti ky elní. Bioptické vzorky 
jsou následn  uzav eny do parafínových blo k  (viz. Prin-
cip metody).

ELISA
Vstupní materiál pro hodnocení cirkulujících angiogeních 
a anti-angiogenních faktor  je sérum z periferní krve nebo 
plazma kostní d en . Sérum a EDTA plazmu lze skladovat 24 
hod p i +2°C do +8°C a n kolik m síc  p i -18°C do -20°C. 
Vzorky séra a plazmy by nem ly být opakovan  zamraženy 
a rozmraženy. Vzorky by m ly být chrán ny p ed sv tlem.
Specifi cká nastavení u MM
MVD
Vzhledem k prokázané nižší citlivosti monoklonálních 
protilátek CD-31 a vWF, je doporu eno používat pro hod-
nocení MVD u MM  anti-CD-34  (23). Dále se nedopo-
ru ujeme standardní provád ní m ení MVD  po lé b .
Doporu ení vyplývá  ze záv r  rozsáhlé práce, která na 
velkém souboru pacient  neprokázala rozdíl v MVD p ed
lé bou a po lé b  a to ani po agresivní lé b  vysokodávko-
vaným melfalanem a autologní transplantací (1, 9).

ELISA
Je p esn jší hodnotit koncentrace  cytokin  v plazm
než v séru, nebo  trombocyty  obsahují pom rn  zna né
množství t chto faktor  a p i procesu srážení dochází k je-
jich uvoln ní a zkreslení výsledk (7). V p ípad  hodno-
cení angiogenních aktivátor  je nezbytné provád t m ení
vždy v prvním prvního mililitru odebrané kostní d en .
Jak prokázaly naše výsledky, m ení provád né v r zných
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fázích odb ru kostí d en  se projevilo významným rozdí-
lem v hladinách HGF a trombospondinu (17).

Specifi cké problémy
MVD
Nevýhoda této metody spo ívá v její malé objektivnosti, kte-
rá je závislá na zkušenostech patologa hodnotícího daný his-
tologický preparát. Omezující je také asová a technická ná-
ro nost p ípravy preparátu, která snižuje její rutinní využití. 
Metoda nem že být zatím použita ani k hodnocení ú innosti
lé by. P edpokládá se, že MVD není odrazem závislosti ná-
doru na angiogenezi i odrazem angiogenní aktivity, ale spí-
še odrazem metabolické aktivity nádorových bun k a jejich 
vztahu k bu kám mikroprost edí kostní d en  (6; 8).

ELISA
Nevýhodou této metody je její relativn  vysoká cena, 
velká spot eba substrátu a dalších složek. Potenciálním 
problémem m že být dlouhý vyvíjecí as a, p edevším
u malých molekul, nízký lineární dynamický rozsah. Na-
víc ú innost ELISA testu m že být ovlivn na nízkou spe-
cifi kou protilátek, což se projeví zvýšeným pozadím i
falešnou pozitivitou. Vysoké koncentrace vzorku m žou
vyvolávat „hook efekt“ a ovlivnit tak stanovené hodno-
ty. Nevýhodu sendvi ové metody je omezené množství 
vhodných monoklonálních protilátek, které se vážou 
k vhodnému epitopu Ag, aniž by došlo ke sterickému 
efektu (13).

Ukázka reprezentativního výsledku (viz Obrázek 
MVD)
V naší studii jsme na základ  semikvantitativního hodno-
cení MVD rozd lili pacienty s MM do t í skupin.  MVD 
hodnocena jako nízká, když je nalezeno 10 kapilár v zor-
ném poli, st ední 10-20 kapilár v zorném poli a vysoká, 
kdy je p ítomno více než 20 kapilár v zorném poli. Ty-
pický p íklad histologického obrazu jednotlivých stup
mikrovaskulární denzity je uveden na Obrázku .1, .2
a .3. Bylo opakovan  prokázáno, že pacienti s vysokým 
stupn m mikrovaskulární denzity mají zásadn  horší pro-
gnozu onemocn ní než pacienti se st ední a nizkou husto-
tou kapilární sít  v kostní d eni (20).
Význam metody u MM stávající
Hodnocení míry angiogeneze u pacient  s mnoho etným
myelomem je v sou asné dob  pomocným faktorem v hod-
nocení agresivity onemocn ní a jeho prognózy.  Avšak ze-
jména hodnocení mikrovaskulární density v spongiosní 
kosti získané z trepanobioptického vyšet ení je vhodným 
dopln ním histopatologického vyšet ení. A umožní pato-
logovi vyjád it se o mnoho lépe k prognoze onemocn -
ní, protože tak nepopíše jenom samotné plasmocyty, ale 
i vlastnosti mikroprost edí kostní d en , které je v patoge-
neze myelomu zcela klí ové.
Hodnocení hladin jednotlivých faktor  je zatím pouze ex-
perimentální metodou.  V tšina prací hodnotících koncent-
race angiogenních faktor  pomocí ELISA se zabývá VEGF 
(vascular endothelial growth factor, r stový faktor pro cévy 
a endotelie), bFGF (basic fi broblast growth factor, zásaditý 
r stový faktor pro fi broblasty), HGF (hepatocyte growth 
factor, hepatocytární r stový faktor) a to jak v plasm  pe-
riferní krve tak plasm  kostní d en (15, 26).  Vliv vyso-

kých hladin všech t chto aktivátor  na agresivitu choroby 
byl opakovan  popsán (2, 7, 22). Naše výsledky v souladu 
s citovanou literaturou prokázaly, že klí ovým aktiváto-
rem angiogeneze je u mnoho etného myelomu HGF, kde 
jsou výsledky nejjednozna n jší (9, 20, 31). 

Význam metody u MM o ekávaný
MVD
Zvýšená mikrovaskulární denzita v kostní d eni je u MM 
významným negativním prognostickým faktorem (9, 14, 
20, 28). Na základ  zmín ných prací lze konstatovat, že 
ím více se vytvo í nových cév, tím je onemocn ní agre-

sivn jší. Hodnocení angiogeneze m ením mikrovasku-
lární denzity je významným prognostickým faktorem a se 
zavád ním nových antiangiogenních lék  se m že stát 
i významným faktorem prediktivním. 
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Obrázek . 3: Mikroskopický obraz kostní d en  u pacienta s vysokou MVD.

Obrázek . 1: Mikroskopický obraz kostní d en  u pacienta s nízkou MVD.

Obrázek . 2: Mikroskopický obraz kostní d en  u pacienta se st ední MVD.
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ELISA
Potenciální význam ELISA metody spo ívá v rychlém sta-
novení prognózy a odpov di na anti-angiogenní lé bu na 
základ  hodnocení angiogenních cytokin  v periferní krvi, 
resp. séru i plazm . Metoda nevyžaduje biopsie kostní 
d en , separaci CD138+ bun k, ani adu asov  i fi nan n
nákladných metod. Jako nejvhodn jší faktor ze skupiny 
aktivátor  pro monitoring angiogeneze se jeví HGF, pro-
tože jeho hladiny jsou p i stanovení diagnosy u  pacient ,
kte í dosáhli nejmén  velmi dobré parciální remise, statis-
ticky nižší než u pacient  s horší lé ebnou odpov dí a to 
jak v plasm  periferní krve, tak v plasm  kostní d en .
U ostatních faktor  výsledky nejsou zcela jednozna né
a není zcela z ejmé, který z uvedených faktor  má jedno-
zna n  nejv tší vliv na patogenezu a prognózu u mnoho-
etného myelomu (9, 18, 20, 31).

Záv r
Angiogeneze je  velmi složitý proces, ve kterém je 
zapojeno obrovské množství gen  a produkt  t chto
gen  z nádorových i normálních tkání. Podle výsledné 
p evahy jednotlivých zapojených faktor  je angioge-
neze tlumena nebo aktivována (3). Hlavním cílem je 
defi novat diagnostický a prognostický potenciál jed-
notlivých faktor  v patogenezi MM a na základ  jed-
noduchých laboratorních test  zvolit vhodnou lé bu.
Pochopení mechanismu angiogeneze a jeho ovlivn ní
se tak v budoucnu stane základem cílené individuali-
zované lé by.

Pod kování
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p íklady využití

MOŽNOST  PREDIKCE  LÉ EBNÉ  ODPOV DI  NA  AUTOLOGNÍ  TRANSPLANTACI 
POMOCÍ  STANOVENÍ  VYBRANÝCH  AKTIVÁTOR   A  INHIBITOR
ANGIOGENEZE

DETECTION  OF  ANGIOGENESIS  ACTIVATORS  AND  INHIBITORS  AS  
A  PREDICTOR  OF  RESPONSE  TO  THERAPY  WITH  AUTOLOGOUS  
TRANSPLANTATION
POUR L.1,3, ŠVÁCHOVÁ H. 2,3, SLANÝ M.3, K EN L. 5, HÁJEK R.1,3,4
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Souhrn
Význam inhibitor  angiogeneze na rozdíl od aktivátor  není u mnoho etného myelomu doposud zcela jasn  defi nován. Naší hy-
potézou, kterou jsme ov ovali v této práci, bylo zvýšení hladiny inhibitor  u pacient  s dobrou lé ebnou odpov dí, tedy zvýšená 
inhibice angiogeneze u t chto pacient . ELISA metodou byly m eny hladiny aktivátor  a inhibitor  angiogeneze v periferní plazm
u celkem 88 pacient  a plazm  kostní d en  u celkem 95 pacient . Pacienti  byli rozd leni na skupiny podle dosažené lé ebné od-
pov di na t i skupiny: 1. alespo  velmi dobrá parciální remise (VGPR), 2. parciální remise (PR), 3. nedostate ná lé ebná odpov .
Bylo porovnáno, zda se liší hladiny jednotlivých faktor  m ených v dob  stanovení diagnozy mezi pacienty s rozdílnou lé ebnou
odpov dí. Výsledky u skupiny 41 pacient  s VGPR, byly zaznamenány  signifi kantn  nižší hodnoty HGF než u skupiny 33 pacient
s dosaženou PR a u 14 pacient  s nedostate nou lé ebnou odpov dí. Stejn  tak v plazm  kostní d en  byla hodnota HGF nižší u pa-
cient  s dosažena VGPR oproti ostatním. U parametru thrombospondin byl v kostní d eni prokázán statisticky signifi kantní rozdíl 
mezi jednotlivými skupinami. U 14 pacient  s nedostate nou odpov dí byla v porovnání s 36 pacienty s dosaženou, PR statisticky 
signifi kantn  nižší hodnota trombospondinu; p=0,036. Rovn ž tak pacienti s dosaženou VGPR vykazovali statisticky signifi kantn
vyšší hodnotu trombospondinu oproti pacient m s nedostate nou lé ebnou odpov dí (p=0,001) a skupin  pacient  s PR (p=0,049).  
Hodnoty VEGF, FGF, angiostatinu a endostatinu se v jednotlivých skupinách nelišily v PP ani PKD. Záv r: Vysoká hladina thrombo-
spondinu u pacient  dob e reagujících na transplanta ní lé bu, je novým, dosud nepublikovaným prognostickým markerem. Spole n
s prokázanou nižší hladinou aktivátoru  HGF u pacient   s dobrou lé ebnou odpov dí je potvrzením snížení angiogeneze u pacient
reagujících na lé bu.

Klí ová slova: mnoho etný myelom, angiogeneze, ELISA, inhibitory angiogeneze, HGF.

Summary
Angiogenesis is involved in the development and progression of multiple myeloma (MM.) Role of angiogenesis activators in my-
eloma seems to be confi rmen but role of angiogenesis inhibitors in MM remains very unclear.. The aim of this study was to evaluate 
the role of VEGF, HGF, bFGF, thrombospondin, endostatin, and angiostatin peripheral plasma (PP) and bone marrow plasma (BM) 
levels in a group of patients with MM who underwent autologous stem cell transplant (ASCT) and their infl uence on treatment 
response.
 Patients were divided into three groups according to treatment response: group A) 43 patients who achieved at least very good par-
tial response (VGPR); group B) 35 patients who achieved  partial response (PR) ; group C) 14 patients who did not achieved even
PR. HGF concentration at the time of diagnosis in both PP and BM is signifi cantly lower at group A (PP-median=472 pg/L; 95%IS 
417-823pg/L. BM-median= 886 pg/L; 95%IS 928-2111pg/L) than at group B (PP-median=623 pg/L; 95%IS 493-990pg/L;/p= 0,025/.
BM-median= 1165 pg/L; 95%IS 1140-2656pg/L/;p= 0,001/ ) and group C (PP-median=1870 pg/L; 95%IS 522-4971pg/L;/p= 0,001/.
BM-median= 2605 pg/L; 95%IS 1328-5355pg/L/;p= 0,001/ ). Thrombospondin concentration  at the time of diagnosis  only in  BM 
not in PP is signifi cantly lower at group C (BM-median= 188 pg/L; 95%IS 38-678pg/L) than at group B (BM-median= 303 pg/L; 
95%IS 249-705p/L/;p= 0,036) and group A (BM-median= 351pg/L; 95%IS 437-916pg/L/;p= 0,001/. VEGF, bFGF, endostatin and 
angiostatin concentrations at diagnosis time did not differ signifi cantly in PP and BM in patiensts with VGPR, PR and no response.  
Our results confi rmed that key angiogenesis activators in MM is HGF. If the treatment is successful low levels of HGF occurs only. 
There is important fi nding that thrombospondin in BM is higher in patients with successful treatment. It means, that angiogenesis is 
more inhibited in patients with VGPR than in other. 

Key words: multiple myeloma, angiogenesis, ELISA, inhibitors of angiogenesis, HGF.
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Úvod
Jedním z nových prognostických faktor  u pacient  s mno-
ho etným myelomem lé ených autologní transplantací by 
mohlo být i hodnocení angiogeneze. Opakovan  bylo pro-
kázáno, že vyšší vstupní hladiny aktivátor  angiogeneze, 
zejména HGF korelují s horší prognozou onemocn ní (3,
6).  Hladiny inhibitor  a jejich vliv na stanovení prognozy 
nebyl zatím publikován na rozsáhlém souboru pacient .
Naše výsledky jsou navíc podpo eny metodickou prací 
(4). Cílem naší práce bylo ur ení, zda se hladiny vybra-
ných aktivátor  a inhibitor  liší v dob  stanovení diagnosy 
u pacient , kte í dosáhli dobré lé ebné odpov di oproti 
pacient m, kte í ji nedosáhli. 

Soubor pacient , metodika a výsledky
Hodnoceny byly inhibitory thrombospondin, angiosta-
tin, endostatin a aktivátory, dále  hepatocytární r sto-
vý faktor (HGF), vaskulární endotelový r stový faktor 
(VEGF), bazický fi broblastový r stový faktor (bFGF). 
Hodnocení probíhalo ze vstupního vzorku plazmy kostní 
d en  a plasmy periferní krve. Pacienti byli rozd leni na 
skupiny podle dosažené lé ebné odpov di (Durie2006). 
V našem souboru pacient  bylo prokázáno, že pacienti 
s dosaženou alespo  VGPR (velmi dobrá parciální remi-
se)  mají v úvodu diagnozy nižší hodnoty HGF v peri-
ferní plazm  i v plazm  kostní d en  a zárove  pacienti 
s dosaženou VGPR mají vyšší vstupní hodnoty trombo-
spondinu v plazm  kostní d en   oproti ostatním pacien-
t m. Viz tabulky .1,2,3. V ostatních parametrech nebylo 
dosaženo statisticky signifi kantního rozdílu mezi jednot-
livými skupinami pacient  rozd lených podle lé ebné
odpov di.

Záv r
Výsledky HGF jsou v souladu s citovanou literaturou (2, 5, 
8). Vzhledem k provedené standardizaci metodiky m ení
jednotlivých faktor  má rovn ž negativní výsledek týkají-
cí se korelace hladin VEGF a bFGF  s lé ebnou odpov dí
velkou výpov dní hodnotu. Naše výsledky nazna ují, že 

nízká vstupní hladina HGF a vysoká hladina trombospon-
dinu v kostní d eni úzce souvisí s dobrou prognózou. Jed-
ná se o první rozsáhlejší soubor pacient , kde byly hodno-
ceny inhibitory angiogeneze. Zjišt ní, že u pacient  s MM 
a dobrou lé ebnou odpov dí je angiogeneze inhibována 
více než u pacient  ostatních, m že mít významný dopad 
nejen prognostický, ale i terapeutický. 

Pod kování
Práce byla podpo ena projekty MŠMT LC06027 
a MSM0021622434.
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Tabulka . 3: Po et pacient  v jednotlivých skupinách dle lé ebné
odpov di a základní popis dat, hodnoty trombospondinu v plazm  kostní 
d en  jsou v pg/ml.

Tabulka . 1: Po et pacient  v jednotlivých skupinách dle lé ebné odpov di
a základní popis dat, hodnoty HGF v periferní krvi jsou v pg/ml.

Tabulka . 2: Po et pacient  v jednotlivých skupinách dle lé ebné
odpov di a základní popis dat, hodnoty HGF v plazm  kostní d en  jsou 
v pg/ml.
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DETERMINATION  OF  PROGNOSIS  BASED  ON  BONE  MARROW  
MICROVASCULAR  DENSITY
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Souhrn
M ení mikrovaskulární density (MVD) je první metodou hodnocení angiogeneze u mnoho etného myelomu. Hlavním cílem této 
práce bylo zavedení standardní metodiky a získání údaj  o silném prognostickém znaku v našich podmínkách. Hodnoceno bylo cel-
kem 59 vzork  kostní d en  pacient  s mnoho etným myelomem, le ených podle jednotného schématu. Pacienti byli rozd leni na 
skupiny s nízkou, st ední a vysokou MVD. Zastoupení v jednotlivých skupinách bylo následující : 17 pacient  s nízkým stupn m, 28 
se st edním a 14 pacient  s vysokým stupn m MVD. Byla provedena korelace s dobou p ežití pacient   a stupn m mikrovaskulární 
denzity a bylo statisticky signifi kantn  prokázáno (p = 0,002), že vysoká mikrovaskulární denzita (medián p ežití 31 m síc ) úzce 
koreluje se špatnou prognózou mnoho etného myelomu. U pacient  s nízkým stupn m MVD je naopak medián p ežití více než 
dvojnásobný (78 m síc ).

Klí ová slova: mnoho etný myelom, angiogeneze, MVD, mikrovaskulární denzita.

Summary
Bone marrow microvascular density evaluation is a confi rmed prognostic factor in myeloma patients. We described our primary re-
sults and experiencies with this Metod. We evaluated together 59 patients bone marrow samples, who were treated according to same
protocol. Patients were diveded into  three groups. Patients with low degree of MVD 29% (17/59) , 47% (28/59) patients with midle
degree of MVD and 24% (14/59) patients with high degree of MVD. Patients with high degree of MVD had statisticaly signifi cantly 
(p=0,002) decreased median of overall survival (31month) comparable to patients with low degree of MVD (78 month).

Key words: multiple myeloma, angiogenesis, MVD, microvascular density.

Úvod
M ení mikrovaskulární density (MVD) je první metodou 
hodnocení angiogeneze u mnoho etného myelomu. Opa-
kovan  byl prokázán vliv na prognózu myelomu (2). Bylo 
použito m ení mikrovaskulární density, jak je popsáno 
ve stati metody hodnocení angiogeneze u mnoho etného
myelomu. I na našem souboru pacient  jsme prokázali zá-
sadní vliv mikrovaskulární density na prognózu onemoc-
n ní.

Soubor pacient  a výsledky
Hodnoceno bylo celkem 59 vzork  kostní d en  pacien-
t  s mnoho etným myelomem, le ených dle jednotného 
schématu zakon eného autologní transplantací perifer-
ních kmenových bun k. Vzorky byly odebrány v rámci 
vstupního vyšet ení kostní d en . Jednalo se o pacienty 
za azené do klinické studie 4W nebo CMG. Pokoušeli 
jsme se hodnotit mikrovaskulární densitu z koagula kost-
ní d en , ale prokázali jsme, že to není vhodná metoda 
a je nutno použít vále ek spongiosní kosti. Hodnocení 

bylo semikvantitativní. Pacienti byli rozd leni na skupi-
ny s nízkou, st ední a vysokou mikrovaskulární denzitou 
podle výše uvedené metodiky. Nejvíce pacient  bylo za-
azeno do skupiny se st ední MVD, po et pacient  s níz-

kým a vysokým stupn m MVD byl podobný, podrobn
viz. Tabulka .1.
Byla rovn ž provedena korelace s dobou p ežití pacient
a stupn m mikrovaskulární denzity a bylo statisticky sig-
nifi kantn  prokázáno (p = 0,002), že vysoká mikrovasku-
lární denzita úzce koreluje se špatnou prognózou mnoho-
etného myelomu. U pacient  s nízkým stupn m MVD je 

naopak medián p ežití více než dvojnásobný. Podrobn ji
viz. Tabulka .2.

Záv r
Ve shod  s citovanou literaturou, jsme prokázali zásad-
ní vliv MVD na prognosu myelomu (1, 3, 4, 5). Rovn ž
v našem souboru pacient  byla zvýšená mikrovaskularita 
kostní d en  asociována s kratším p ežitím pacient  oproti 
pacient m s nízkým stupn m mikrovaskulární density. 
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 Mikrovaskulární denzita Po et pacient
 Nízká 17
 St ední 28
 Vysoká 14
 Celkem 59

 Mikrovaskulární denzita Medián p ežití
 Nízká 78 m síc
 St ední 62 m síc
 Vysoká 31 m síc
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P EDSTAVENÍ  PRACOVIŠT   URC-CMG
(UNIVERSITY RESEARCH CENTRE - CZECH MYELOMA GROUP) 

UNIVERZITNÍ VÝZKUMNÉ CENTRUM – ESKÁ MYELOMOVÁ SKUPINA
Kolektiv autor

Bártová E., Burešová I., umová J., Dudová S., Foltánková V., Jelínek J., Ková ová L., Krej í J., Krej í M., Ne asová J., Potá ová A., 
Pour L., Slaný M., Smetana J., Šváchová H., Zaoralová R., Zemanová Z., Kuglík P., Michálek J., Hájek R.

B hem posledních p ti let došlo ve sv t  k nebývalému zvýšení zá-
jmu o oblast výzkumu monoklonálních gamapatií a mnoho etného
myelomu. Nepochybn  to souvisí s významnými pokroky v lé b  to-
hoto onemocn ní. Tato situace vedla ke vzniku etných, kvalitních, 
avšak malých a nekoordinovaných výzkumných projekt  na národní 
i mezinárodní úrovni. Konkurenceschopnost EU zvlášt  ve srov-
nání s USA zaostávala za o ekáváním díky rozt íšt nosti projekt .
O dlouhodobou koordinaci v rámci EU se snaží v roce 2004 vzniklá 
European Myeloma Network (www.eummne.org). Jednou z klí o-
vých aktivit pro akceleraci výzkumu v daném regionu se ukazuje 
p ítomnost silného technologicky špi kov  vybaveného centra, které 
své v decké úsilí zam uje cílen  na tuto problematiku. 

eská myelomová skupina (CMG, www.myeloma.cz) byla založena 
v roce 1996 a dlouhodob  v regionu koordinuje klinické aktivity v ob-
lasti monoklonálních gamapatií. V roce 2001 byla posílena o Nada -
ní fond CMG, který svoji innost zam uje na problematiku pacient
a rovn ž podporu výzkumu. K posílení významu p isp lo i založení 
Klubu pacient  s mnoho etným myelomem v roce 2005.  V té dob
vznikl rovn ž plán pro zvýšení konkurenceschopnosti CMG v rámci 
EU. Jeho hlavním cílem bylo vybudovat významné nadregionální 
v decké pracovišt  zajiš ující akceleraci a integraci výzkumu mno-
ho etného myelomu v centrální Evrop , jež se zam í na ešení klí-
ových otázek z oblasti cytomiky, genomiky, proteomiky, mikropro-

st edí myelomu a angiogenezi v oblasti monoklonálních gamapatií. 
Deset let systematické výzkumné a organiza ní práce vedlo v roce 
2008  ke vzniku nadregionálního centra pro výzkum monoklonálních 
gamapatií v Brn  (viz. Tabulka .1). Nejprve bylo založeno v roce 
2006 Centrum základního výzkumu pro monoklonální gamapatie 
a mnoho etný myelom v Brn  díky pozitivnímu p ístupu a za podpo-
ry projektem LC06027 MŠMT. Nový název pracovišt  Univerzitní 
výzkumné centrum – eská myelomová skupina (URC-CMG) byl 
schválen 1.1.2008 vedením a akademickým senátem LF MU Brno. 
Zm nu názvu centra odsouhlasilo také MŠMT.
Prost ednictvím supplementa Klinické onkologie vám jej m žeme
poprvé p edstavit v etn  rozsahu výzkumného záb ru. Pod kování
pat í i sp áteleným pracovištím v R, jejichž pracovníci se na p í-
prav  supplementa podíleli.
Preklinický výzkum byl p vodn  zam en na imunoterapii a vý-
voj protinádorových vakcín (1998-2002). Mnohem komplexn jší
výzkum odstartoval v roce 2002 a vedl ke vzniku Centra základ-
ního výzkumu pro MGUS a MM v Brn  (2006). Mezi iniciátory 
založení výzkumného centra pat í výzkumná skupina LEHABI FN 
Brno prof. Hájka a prof. Michálka ve spolupráci s týmem laborato e
molekulární cytogenetiky, který vede doc. Kuglík. Po dlouhodobé 
kvalitní spolupráci se k centru p idružila i skupina laborato e mo-
lekulární cytologie a cytometrie v ele s RNDr. Bártovou. Všechny 
týmy ú astnící se projektu jsou aktivn  zapojeny do výzkumu v ob-
lasti mnoho etného myelomu a monoklonálních gamapatií. Základ-
nu pro spolupráci s klinickými týmy p edstavuje vytvo ená myelo-
mová banka vzork  na Odd lení klinické hematologie ve FN Brno, 
ve které dochází ke vstupnímu zpracování materiálu od nemocných 
z brn nského pracovišt  (Interní hematoonkologická klinika FN 
a LF Brno), ale také z ady center v R, SR, z Polska a Ma arska.
Na vstupní  zpracování materiálu  navazuje molekulárn -biologické,
proteomické, angiogenetické a imunologické vyhodnocování v rám-
ci výzkumných projekt . V sou asné dob  tvo í tým 46 pracovní-

k , který pracuje na 9 aktivních projektech (6 grant  a 3 výzkumná 
centra) s ro ním rozpo tem  15 mil. K . V ad  projekt  již došlo 
ke spolupráci s výzkumnými centry v EU a USA. V rozsáhlých a re-
prezentativních prostorách ILBIT (Integrovaných laborato í biome-
dicínských technologií), kde naše centrum sídlí, došlo k mimo ádné
koncentraci nezbytných technologií. Výjime nou záležitostí jsou 
isté prostory pro výrobu vakcín, schválené Státním ústavem pro 

výrobu lé iv. Z dlouhodobých grantových projekt  byly zakoupeny 
esenciálního nástroje výzkumu a vybaveny laborato e (FACSAria 
sorter bun k, real-time PCR, inkubátory a p ístroje pro kultivace bu-
n k, špi kové mikroskopické vybavení,  mrazící boxy ad.). Snahou 
je koordinace výzkumných aktivit v oblasti centrální Evropy, odkud 
je díky návaznosti na klinické programy u mnoho etného myelomu 
v rámci aktivit eské myelomové skupiny zajišt n p ísun dostate -
ného množství výzkumného materiálu. Centrum tak využívá mi-
mo ádných odborných, personálních, prostorových a organiza ních
podmínek vzniklých v Brn  a v regionu centrální Evropy na za átku
nového tisíciletí. 
Vzniklé URC-CMG  je dlouhodob ji zapojeno do spole ného me-
zinárodního výzkumu v oblasti mnoho etného myelomu v rámci 
n kolika projekt , zvlášt  pak v rámci European Myeloma Network 
EMN). Lze zd raznit spole né projekty s AKH Vienna v oblasti 
standardizace FISH a cytogenetiky, standardizace fl owcytometrie 
v rámci EMN, projekt  imunoterapie v rámci 6 RP a projekt  mye-
lomu v rámci International Myeloma Foundation (nap íklad projek-
t  „Bank on a Cure“). Pracovníci centra jsou již n kolik let aktivní 
v procesu standardizace metodik pro výzkumné projekty tak, aby 
byla umožn na plná koordinace a kompatibilita v rámci EU a v rám-
ci centrální Evropy.

Základní údaje o URC-CMG:
Masarykova univerzita, Léka ská fakulta, ILBIT
Univerzitní výzkumné centrum - eská myelomová skupina 
Kamenice 5/A3
625 00 Brno
tel.: +420 549 494 129

Pracovišt  URC-CMG: 
Léka ská fakulta Masarykovy univerzity (LF MU)
Laborato  experimentální hematologie a bun né imunoterapie (LE-
HABI) OKH FN Brno
Univerzitní centrum bun né imunoterapie (UCBI) LF MU
Laborato  molekulární cytogenetiky pro MM a MGUS (LMC) 
P F MU

Tabulka 1: Historie výzkumu mnoho etného myelomu v Brn
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Array system 2100 Bioanalyser od fi rmy Agilent

AutoMACS

BD FACSCanto II LEHABI

Laborato  FISH

Vchod do istých prostor


