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Souhrn

Biocipové technologie se zaCaly rozvijet zhruba pied 10 lety a jejich pouZiti stalé vzriistd a roz§ifuje se mnoZstvi
jejich aplikaci. Od zdkladni aplikace na problematiku molekularné genetickou, kdy analyzovanou substanci byly
nukleové kyseliny, se postupné jejich pouZivéni rozsifilo i na bilkoviny, cukry a alespoii co se tyka pouzivaného
oznaceni i na butiky a tkdn€. Vyvoj se ubiral v zdsad€ dvéma sméry, smérem k neustdlému zvétSovani potu sou-
Casné provadénych detekci a smérem k ¢iplim specializovanym na feSeni urcitych specifickych otazek.

Klicova slova: Nové technologie v molekuldrni diagnostice, aktivni a pasivni DNA Cipy, mikroarraye a makro-
arraye, genomové nanoprocesory.

Abstract

Biochip technologies have arisen and expanded during the last decade and the scope of them is now very broad.
At the very beginning the analyzed substance was nucleic acid, but also proteins and carbohydrates (sugars) beca-
me the targets and the same term covers also cells and tissues now. The technology evolved by increasing the
number of detections made simultaneously on one chip and reached the possibility to test all human genes at once,
the other way led to specific sets with limited number of probes e.g. all known mutations of one gene, or genes
participating in one pathway or function.

Keywords: New technologies in molecular diagnostics, active and passive DNA chips, microarrays and macro-

arrays, genomic nanoprocessors.

Od ptivodnich za¢atkt konstrukce biocipt, kterym dominova-
ly otazky technické, které byly a jsou neustale feSeny prede-
v§im diky riznym patentovym ochrandm (http://www.bio-
chipnet.com/patents), nabyly na diileZitosti otdzky vyhodnoceni
a interpretace.

Budume-li se pokladat za pozorovatele a do jisté miry i za
ucastniky rozvoje této technologické revoluce od samého jeji-
ho zac¢étku, pfisvojime si i pravo kritického pohledu a odha-
du jejiho dalSiho sméfovéni. Prehistorické zaCatky jsou kla-
deny do rtizné€ vzdalené minulosti a zaleZi na tom, zda budeme
brét v tivahu spiSe stranku technickou — pak patrné se zmini-
me o reversnim dot blotingu pouZivaném napf. firmou Innoli-
pa k piivodné velice skromnému urcovani alel systému HLA.
Nebo k mnohocetné imunologické reakci, kterd mohla zna-
menat jakousi ideologickou pfipravu (1). Spokojime-li se v§ak
se vzpominkou na skute¢né ,,prototypy‘ dnesnich ,,bio¢ipt®,
nebudeme se muset vracet do piili§ vzdalené minulosti a bude-
me ndm na to stacit prakticky jen jedno desetileti. Béhem toho-
to névratu zjistime, Ze nékteré realizacni piistupy jsou pouZi-
vany stéle.

Neni bez zajimavosti, Ze n€které principy se ukazaly jako dlou-
hodobé€ nosné a jsou pouzivany dodnes. Na prvnim misté je tfe-
ba jmenovat firmu Affymetrix a jeji technologii vyroby mikroci-
pt pomoci fotolitografické metody, pii niZ jsou reagujici
oligonukleotidy syntetizovany pifmo na misté (in situ). Jeji pfi-
stup charakterizuje tzv. pasivni ipy tj. takové, kde pracovni pod-
minky pro vSechny ,,sensory* — pracovni plosky Cipu jsou stej-

né. Druhou firmou, kterd se uspéSné uplatiiuje na trhu je firma
Nanogen. Jeji Cip je typickym zastupcem tzv. aktivnich Cipi,
u nichZ je moZné ovliviiovat pracovni podminky kazdého senso-
ru individudlng. Rozdil obou technickych feSeni je mnohostran-
ny, zatimco pasivni ¢ipy, k nimz miZeme pfifadit i membranové
Siky (arraye), nebo arraye mikrotecek (mikrospotll) nanaSenych
na mikroskopickd podloZni sklicka, jsou schopny rozsitit pocet
sensor( jednoho ¢ipu do deseti- aZ statisictl, aktivni ¢ipy od svych
pocétkt obsahovaly jen desitky sensort a dnes se propracovaly
ke stovkdm. PGvodni prototyp komer¢né vyrabény firmou Nano-
gen, jehoZ obrézek by byl jist€ vhodny jako vzor na ddmskeé Saty
(obr.1) obsahoval jen 25 pracovnich plosek, které byly vodivé
spojeny s periferii ¢ipu tak, aby na nich mohlo byt upravovino
napéti a polarita. Vedle téchto vlajkono§t obou smérl existuje
celd fada dalSich firem a vyrobct a stile vznikaji nové a nové.
Neékteré firmy piindSeji i nova technickd feSeni. Na jejich prehled
jen odkaZeme - ( http://www.biochipnet.com/companies), pro-
toZe se jejich pocet, z ptivodnich cca 10 v poloviné minulého dese-
tileti, nékolikanasobné rozrostl. Geograficky je vznik a rozmach
biocCipovych technologii spojen s Kalifornii. Z ptivodnich cca 10
firem prakticky vSechny vznikly pravé tam. Dnes jsou sice roz-
trouSeny po celém svét€ — dokonce i u nds vzniklo na akademic-
ké ptid€ pracovisté vyrabejici sklickové arraye (www.geneage-
tech.com) a lze ofekdvat, Ze do prostoru vyrobcll se vSemi
diisledky vstoupi i Cina. Dlouho se nedaiilo ukojit zvédavou tou-
hu najit néjaké vysvétleni existence kalifornského inkubatoru bio-
Cipovych firem, aZ jeden americky kolega nabidl celkem plausi-
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bilni vysvétleni. Ponechdme stranou fakt, Ze v Kalifornii je pii-
jemné podnebi, mnoho pfirodnich krés a snad i vhodné ekono-
mické prostfedi. Podle jeho vysvétleni doSlo ke koincidencinéko-
lika priznivych faktord. Jednak v dobé vzniku spolecnosti
zabyvajicich se vyvojem a vyrobou bioCipt doslo k uvolnéni
mnoha vysoce kvalifikovanych pracovnikl fady vyzkumnych
vojenskych zafizeni, v Kalifornii byl v t€ dobé jiZ také k dispozi-
ciznacny potencidl specialistl z oblasti vyroby pocitac a dosta-
tek odborniki pracujicich na universitich v oblasti molekularni
genetiky. Co jiného je nezbytnou podminkou pro rozvinuti tako-
vé vyroby neZ vysoce kvalifikovany persondl disponujici potieb-
nymi znalostmi. Nesmime také zapomenout na skute¢nost, Ze
v USA je, na rozdil od nés, zcela béZné propojeni universitniho
vyzkumu s vyrobou.

DA Tkt Sie

Obrazek 1: Piivodni typ
aktivniho Cipu vyrdbé-
ného firmou Nanogen
s 25 sensory

i -

Co je principem ,,néstroje*, ktery bio¢ipova technika nabizi —
nékdy se také mluvi o laboratofi na dlani. Pfedevsim je to moz-
nost provadét mnoho analyz jednoho vzorku soucasné — sou-
Casné Cipy firmy Affymetrix maji na ploSe zhruba 1.25 x 1.25
cm cca 500 000 sensort a jsou tedy schopny bez problémi
obsdhnout vSechny geny, kterymi lidsky genom disponuje.
Tomu se bliZi i sklickové nebo membrinové arraye s dnes b&z-
nymi 10 000 - 30 000 tecek. Z hlediska pouZiti se nejvice hodi
pro situaci, kdy nevime co hleddme. Vedle téchto vSeobsahu-
jicich ,,universdlnich* Cipl pak existuji Cipy s omezenou, ale
specializovanou vybavou sond.

Jsou pouzivany pro feSeni jiz konkrétnéjSich otizek a pokry-
vaji napt. alely (mutace) urcitého genu napt. P53, CYP450,
geny souvisejici s néjakou funkci — apoptdza, nebo onemoc-
nénim. Zmény probihajici v somatickych burikdch napt. béhem
onkogenézy jsou jednim z nejcastéji zkoumanych otazek (2,3).
Kromé zmén, které odliSuji nddorovou tkain od zdravé, ale
i zmény v tkédnich, v nichZ neprobihd nddorové bujeni jsou
pfedmétem mnoha vyzkumnych praci.

PouZivaji se tedy k identifikaci urcitych struktur a to vcet-
né urCovani sekvence. Jsou také velice uZite¢né i pfi sledo-
vani aktivity gent jak za fyziologickych podminek, tak pfi
nemoci, nebo pod vlivem 1é¢by (4). Vsuneme-li na toto mis-
to vlastni zkuSenosti, pak pouZiti bioCipt ukazalo, Ze inter-
indivividudlni variabilita genové aktivity je znacnd a to jak
ve zdravi tak v nemoci (5). Existuji zna¢né ontogenetické
rozdily - a zd4 se, Ze existuji rozdily nejen mezi tkdnémi,
coZ neprekvapuje, ale patrné€ i mezi buiikami. K analyze
genové aktivity na jednobunécné trovni zatim naSe moZz-
nosti bio¢ipovych technik nestaci, ale i timto smérem se nové
technologie rozvijeji.

Nélezy ziskané bio¢ipovymi technikami byvaji podrobovéany
kritice z hlediska jejich vérohodnosti a ¢asto je vyZadovano
jejich ovéfeni jinou metodou. U kvantifikace genové aktivity
pak predevs§im RT-PCR a ukazuje se, Ze nékdy davaji oba
postupy vysledky shodné, jindy protichtidné ¢i spiSe nesou-
hlasné. Je nepochybné, Ze citlivost RT-PCR je mnohem vétsi,
nicméné kazd4 z metod zkouma genovou aktivitu trochu jinym
zpusobem a za jinych podminek.

Dnes je valna vétSina Cipti vyrdbéna komercné a ani by to jinak
nebylo ekonomické, s pfedem danym souborem sond, ale exi-
stujiitzv. zdkaznické Cipy, kdy si zdkaznik miZe vybrat jaky-
mi sondami ma byt ¢ip osazen. Dokonce existuji firmy, které
¢ipové analyzy provadéji jako sluzbu s tim, Ze zakaznik pou-
ze doda vzorek a je mu pfedan vysledek na trovni datového
zpracovani a statistického vyhodnoceni. Kupodivu je cena
takové sluzby jen asi dvojndsobnd ve srovndni s cenou Cipu.

JestliZze obecné vzrlistd mnoZstvi informaci exponencionalné
av podstaté prekracuje nasi kapacitu je zpracovévat, natoZ vyu-
Zit, plati to v jeSté vétsi mife o rozvoji technologii v naSem pfi-
padg ,.bioCipovych®. Jako vZdy produkce informaci je nejdfi-
ve predstavovéna abstrakty prednédsek (jejich sborniky) pak
Casopiseckymi ¢lanky a teprve pozdé€ji monografiemi. I téch
je v8ak dnes jiZ pomérné bohaté nabidka, a proto se omezime
na uzky vybér téch, které zndme (6,7,8,9,10).
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