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OD  GENOMU  K PROTEOMU  –  VYUÎITÍ  PROTEINOV¯CH  âIPÒ
V ONKOLOGII
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IN  ONCOLOGY
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Souhrn
Rychl˘ rozvoj genomick˘ch technologií v posledních letech napomohl k lep‰ímu pochopení zmûn, které pro-
bíhají v rakovinné buÀce na úrovni genomu. Skuteãn˘mi vykonavateli bunûãn˘ch funkcí jsou v‰ak proteiny
kódované genomem. Pfiímá anal˘za souboru proteinÛ buÀky - proteomu - má proto velk˘ v˘znam pro pocho-
pení procesu karcinogeneze a také v diagnostice. Celkov˘ bunûãn˘ proteom v klinick˘ch vzorcích studuje
klinická proteomika, jejímÏ cílem je identifikovat a charakterizovat proteiny zapojené do vzniku a v˘voje
onemocnûní. V onkologii se tato nová disciplína zamûfiuje na identifikaci proteinÛ, které by mohly slouÏit
jako biomarkery onemocnûní pro vãasnou diagnosu, a také na studium vlivu terapeutik a nalezení nov˘ch
terapeutick˘ch cílÛ. Rakovina je znaãnû heterogenní a promûnlivé onemocnûní a pro její v˘zkum i diagnos-
tiku je zapotfiebí zavedení vysokokapacitních proteomick˘ch pfiístupÛ. Proteinové ãipy tyto poÏadavky splÀu-
jí, neboÈ umoÏÀují paralelní stanovení mnoha parametrÛ v minimálním mnoÏství vzorku v rámci jediného
experimentu. Tato technologie je vyuÏitelná nejen pro identifikaci a kvantifikaci proteinÛ, ale i pro jejich
funkãní anal˘zu.
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Summary
Rapid development of genomic technologies allowed better understanding of changes in cancer cell genome.
However, proteins coded by genes execute biological functions predominantly. Hence, direct analysis of col-
lections of proteins i.e. proteome, is of great importance to understanding of carcinogenesis and also for dia-
gnostics. The entire proteome in biological samples is analysed by clinical proteomics that aims to identify
and characterise the disease related proteins. The purpose of this novel discipline in oncology is to identify
new molecular biomarkers useful in early diagnosis and drug discovery. As cancer being a heterogeneous and
dynamic disease, new high-throughput and large-scale technologies are required. Therefore protein microar-
rays represent a powerful tool in cancer research and diagnosis allowing simultaneous determination of a lar-
ge number of parameters from a minute amount of sample within a single experiment. Assay systems based
on this technology are used for identification and quantification of proteins as well as for the study of prote-
in functions.
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Úvod
Primární pfiíãinou vzniku nádorÛ jsou ve vût‰inû pfiípadÛ zmû-
ny v genomu – genové mutace a chromozómové a genomové
aberace. Genom, jakoÏto soubor v‰ech genÛ buÀky, je v‰ak
pouze matricí, podle níÏ se syntetizují proteiny. Soubor v‰ech
proteinÛ v daném biologickém systému v konkrétním oka-
mÏiku se naz˘vá proteom. Právû proteiny realizují vût‰inu
bunûãn˘ch funkcí. Modifikace v proteomu pozmûÀují signál-
ní dráhy a mohou vést k naru‰ení klíãov˘ch bunûãn˘ch pro-
cesÛ jako jsou proliferace, diferenciace, pfieÏívání, apoptóza,
metabolické a imunitní procesy (1). V pfiípadû, Ïe zmûny v sig-
nálních drahách poskytují buÀce selektivní rÛstovou v˘hodu,
jsou pak vlastní pfiíãinou nádorového bujení (2). Proto identi-
fikace genetick˘ch událostí vedoucích k onemocnûní vyÏadu-
je také následné pochopení zmûn v proteomu. Navíc v protei-
novém sloÏení se dynamicky odráÏí momentální zmûny stavu
bunûk, proto monitorování proteomu v ãase umoÏÀuje urãit
prÛbûh onemocnûní a také reakci na léãbu.
Moderní genomické pfiístupy v ãele s DNA ãipy umoÏÀují
v jediném experimentu analyzovat cel˘ transkriptom, tj. geno-
vou expresi na úrovni mRNA. Mohou tak urãit vztah mezi akti-
vitou genu a maligním onemocnûním. Je v‰ak je známo, Ïe
korelace mezi mRNA expresí a hladinou odpovídajícího pro-
teinu není absolutní (3, 4), a to z dÛvodu rozdílné kontroly
rychlosti syntézy proteinÛ a také odli‰né rychlosti degradace
jak mRNA, tak proteinÛ. Genomické techniky také neumoÏ-
Àují monitorovat, zda je exprimovan˘ protein funkãní. Funk-
ci proteinÛ ovlivÀují interakce s jin˘mi proteiny, ãi dal‰ími
molekulami a také fiada posttranslaãních modifikací: napfiíklad
proces pfienosu signálu v buÀce je pfiednostnû fiízen fosforyla-
cí proteinÛ. Proto v souãasnosti vzniká potfieba zavádûní
nov˘ch pfiístupÛ zamûfien˘ch pfiímo na detekci patologick˘ch
zmûn v proteinovém spektru.
Studium bunûãného proteomu je komplikováno právû jeho
znaãnou komplexitou. Pokud uvaÏujeme, Ïe na‰e genetická
informace obsahuje 40 000 genÛ, pak díky posttranskripã-
ním a posttranslaãním modifikacím mÛÏe buÀka obsahovat
aÏ milion i více proteinÛ a mnoho z nich mÛÏe hrát roli ve
v˘voji onemocnûní. Pro anal˘zu celkov˘ch zmûn v protei-
nové expresi je tedy tfieba zavedení moderních vysokokapa-
citních metod. ¤e‰ení mohou poskytnout proteinové ãipy
(protein arrays), které umoÏÀují paralelní sledování ‰iroké-
ho spektra proteinÛ souãasnû. V souãasné dobû jsou jiÏ vyu-
Ïívány nejen pro identifikaci a kvantifikaci proteinÛ v mini-
málním mnoÏství vzorku, ale také pro studium funkãnosti
proteinÛ na základû jejich interakcí s partnersk˘mi moleku-
lami (5). 

Princip technologie
Zjednodu‰enû fieãeno jsou proteinové ãipy stovky aÏ tisíce
proteinÛ imobilizovan˘ch ve formû mikrospotÛ na pevném
povrchu. Povrchem mohou b˘t membrány (polystyrenové,
PVDF - polyvinyliden fluorid, nitrocelulosové), ov‰em v sou-
ãasné dobû se stále více vyuÏívá standardních mikroskopic-
k˘ch sklíãek – sklenûn˘ch s chemicky modifikovan˘m povr-
chem (poly-lysin, aldehydické skupiny) nebo potaÏen˘ch
membránou. Nejãastûj‰í detekãní metodou je fluorescence,
ale mÛÏe b˘t vyuÏito i chemiluminiscence nebo radioaktivi-
ty (6). Alternativou k tûmto planárním ãipÛm jsou systémy
zaloÏené na mikrosférách pro mûfiení men‰ího mnoÏství ana-
lytÛ. Mikrosféry jsou kulovité ãástice pfiibliÏnû o velikosti
lymfocytu (prÛmûr ~ 10 μm) vyrobené napfi. z polystyrenu
nebo latexu. Tyto ãástice jsou „kódovány“ rozdíln˘mi barva-
mi nebo velikostmi a na nich jsou navázány sondy specifické
pro stanovované proteiny. S pouÏitím napfi. flow cytometrie
jsou rozdílnû kódované mikrosféry rozpoznávány a proteiny
ve vzorku jsou takto identifikovány a kvantifikovány. MnoÏ-
ství stanovovan˘ch proteinÛ je ov‰em limitováno poãtem dru-
hÛ mikrosfér (7).
Základy pro v˘voj proteinov˘ch ãipÛ poloÏil Roger Ekins na

konci 80. let (8). Prokázal, Ïe anal˘za na principu vazby pro-
tilátka-antigen, miniaturizovaná ve formû mikrospotÛ protilá-
tek na pevném povrchu, mÛÏe dosáhnout vysoké citlivosti.
Systém, kter˘ vyuÏívá malého mnoÏství vázané protilátky
a malého objemu vzorku je citlivûj‰í neÏ systém se stonásob-
nû vût‰ím objemem materiálu, neboÈ pfiesto, Ïe mnoÏství navá-
zané molekuly je velmi nízké, v rámci mikrospotu lze dosáh-
nout vysoké hustoty. Pfii stanovení analytÛ jako napfiíklad
thyroidní stimulující hormon (TSH) nebo HBsAg dosáhl Ekins
se sv˘mi spolupracovníky citlivosti fiádovû ve femtomolech
(odpovídá 106 molekulám na ml). ZároveÀ je moÏné stanove-
ní mnoÏství analytu ve vzorku, neboÈ mnoÏství vázaného ana-
lytu pfiímo odráÏí jeho koncentraci. 

Typy proteinov˘ch ãipÛ
Z hlediska pouÏití lze proteinové ãipy rozdûlit na expresní (ana-
lytické) a funkãní. Expresní ãipy jsou pouÏívány pro stanove-
ní pfiítomnosti a koncentrace proteinÛ v komplexních vzorcích
a mají velk˘ potenciál pro tzv. proteinové profilování, tj. moni-
torování proteinové exprese ve velkém mûfiítku (large-scale
pfiístup). Pomocí funkãních proteinov˘ch ãipÛ detekujeme
interakce proteinÛ s jin˘mi proteiny, peptidy, nízkomoleku-
lárními látkami, oligosacharidy ãi DNA. 
V pfiípadû expresních proteinov˘ch ãipÛ existují dva základ-
ní formáty, které se li‰í zpÛsobem aplikace vzorku: pfiím˘
(FPA – forward phase arrays) - na povrchu ãipu jsou imobi-
lizovány sondy, kaÏd˘ spot obsahuje jeden typ sondy. âip je
inkubován se vzorkem a proteiny jsou ze vzorku sondami
vyvazovány. U zpûtného formátu (RPA – reverse phase
arrays) jsou stovky rÛzn˘ch vzorkÛ imobilizovány na povr-
chu ãipu ve formû spotÛ. âip je potom inkubován se znaãe-
n˘mi sondami (6). Nejãastûj‰ím typem sond jsou protilátky,
pokud jsou imobilizovány na ãipu, hovofiíme o protilátko-
v˘ch ãipech. V pfiípadû zpûtného formátu, kdy jsou imobili-
zovány vzorky obsahující proteinové antigeny, jedná se
o antigen ãipy. (Obr. 1)

Expresní ãipy
Protilátkové ãipy (FPA)
NejbûÏnûj‰ím typem pfiím˘ch analytick˘ch ãipÛ jsou protilát-
kové ãipy, kdy je na pevném povrchu vázáno velké mnoÏství
protilátek a tyto jsou potom inkubovány se vzorkem. Proteiny
ve vzorku mohou b˘t znaãeny pfiímo nebo se pro detekci pou-

Obrázek 1.: Typy proteinov˘ch ãipÛ A – expresní ãipy. a – FPA (For-
ward Phase Arrays) u protilátkov˘ch ãipÛ jsou na pevn˘ povrch vázány
protilátky a ty jsou inkubovány se vzorkem. Proteiny mohou b˘t znaãené
pfiímo, nebo se provádí detekce pomocí sekundární znaãené protilátky –
sendviãová technologie. b – RPA (Reverse Phase Arrays) analyzované
proteiny jsou naspotovány na ãip a jsou detekovány pomocí znaãen˘ch
protilátek. B - funkãní ãipy – na ãipu jsou vázány proteiny ve funkãní
konformaci a je tak umoÏnûno studium jejich interakcí s DNA, jin˘mi pro-
teiny ãi dal‰ími molekulami a také studium enzymové aktivity.
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Ïívá tzv. sendviãová metoda – detekce pomocí znaãené sekun-
dární protilátky. PouÏití sekundární protilátky znaãnû zvy‰u-
je citlivost a specifitu anal˘zy, ov‰em vyÏaduje dvû specific-
ké protilátky pro dan˘ protein. 
Pfiímé znaãení proteinÛ ve vzorku sice umoÏÀuje niÏ‰í citlivost
detekce – fiádovû ng/ml, ale jeho v˘hodou je moÏnost dvouba-
revného znaãení (9). Podobnû jako u DNA ãipÛ porovnáváme
expresi mRNA ve dvou vzorcích, mÛÏeme pomocí protilátko-
vách ãipÛ srovnávat hladiny proteinÛ v rÛzn˘ch tkáních (napfi.
zdravá vs. nádorová tkáÀ). Proteiny ze dvou rÛzn˘ch zdrojÛ jsou
barveny dvûma rÛzn˘mi fluorescenãními barvami, smíchány ve
stejném pomûru a inkubovány na ãipu. âip je poté skenován flu-
orescenãním readrem na dvou rÛzn˘ch kanálech se specifickou
vlnovou délku pro dan˘ fluorofor. Pomûr fluorescence dvou flu-
oroforÛ potom odpovídá relativní koncentraci proteinu ve srov-
návan˘ch vzorcích (Obr. 2). Poprvé s touto technikou vystou-
pil Haab se sv˘mi spolupracovníky v roce 2001 (9). Spotovali
115 komerãnû dostupn˘ch protilátek a testovali jejich reaktivi-
tu s pfiíslu‰n˘mi znaãen˘mi antigeny pfiipraven˘mi v rÛzn˘ch
pomûrech koncentrací. Pfii interpretaci v˘sledkÛ je v‰ak tfieba
brát v úvahu, Ïe siln˘ signál mÛÏe vzniknout nejen v dÛsledku
vysoké koncentrace stanovovaného proteinu ve vzorku, ale také
mÛÏe b˘t dÛsledkem vazby multiproteinového komplexu, kte-
r˘ vzniká pouze v jednom z porovnávan˘ch vzorkÛ. Získané
v˘sledky by proto mûly b˘t ovûfieny nezávislou metodou. Pfie-
sto do dne‰ka jiÏ mnoho v˘zkumn˘ch skupin prokázalo obec-
nou vyuÏitelnost tohoto pfiístupu a proteinové ãipy byly pouÏi-
ty i v mnoha pracích zamûfien˘ch na onkologick˘ v˘zkum.
Sreekumar se sv˘mi spolupracovníky (10) pouÏili ãipy se 146
rÛzn˘mi protilátkami ke sledování zmûn proteinov˘ch hladin
u bunûk karcinomu tlustého stfieva po léãbû ionizujícím záfie-
ním a potvrdili radiací indukované zv˘‰ení exprese u nûkolika
regulátorÛ apoptózy. Pro srovnání exprese proteinÛ u maligní
a sousedící normální tkánû u pacientek s primárním nádorem
prsu bylo pouÏito protilátkového ãipu s 378 protilátkami a bylo
nalezeno nûkolik proteinÛ, jejichÏ zmûnûná exprese obû tkánû
odli‰ovala (11). Podobnû byly studovány sérové proteiny u paci-
entÛ s nádory moãového mûch˘fie a zdrav˘ch kontrol (12). Pro-
tilátkové ãipy byly také vyuÏity pro anal˘zu exprese CD anti-
genÛ u rÛzn˘ch leukemick˘ch bunûk. âip s naspotovan˘mi
anti-CD protilátkami byl inkubován pfiímo s bunûãnou suspen-
zí a byly takto odli‰eny normální leukocyty periferní krve abuÀ-
ky rÛzn˘ch leukémií: chronická lymfatická leukémie, vlasato-
bunûãná leukémie, akutní myeloidní leukémie, T-bunûãná
akutní lymfoblastická leukémie a lymfom bunûk plá‰Èové zóny.
V˘hodou tohoto pfiístupu je, Ïe nevyÏaduje barvení, navázané
buÀky jsou detekovány mikroskopicky a navíc mohou b˘t dále
charakterizovány rÛzn˘mi fluorescenãnû znaãen˘mi protilát-
kami (13,14,15). Tento typ ãipÛ, kdy se pouÏívají pfiímo Ïivé
buÀky se nûkdy oznaãuje také jako bunûãné ãipy (viz níÏe). 
Pro zv˘‰ení citlivosti detekce se pouÏívá sendviãové techno-
logie. Tento pfiístup byl napfiíklad vyuÏit pro kvantifikaci 150
rÛzn˘ch cytokinÛ a ostatních sloÏek séra a u více neÏ polovi-
ny takto analyzovan˘ch proteinÛ se podafiilo dosáhnout citli-
vosti fiádovû v pg/ml (16). Huang a spolupracovníci zase dete-
kovali zmûny v expresi cytokinÛ v lidsk˘ch glioblastomov˘ch
buÀkách po léãbû tumor nekrotick˘m faktorem alfa (TNFα)
(17). K detekci men‰ího poãtu komponent, napfi. v séru paci-
entÛ, je vhodné vyuÏití sendviãové technologie v kombinaci
s mikrosférami. Byly jiÏ vyuÏity pro detekci cytokinÛ, proti-
látek, metabolick˘ch markerÛ, kináz, ale i ‰irokého spektra
patogenÛ vãetnû virÛ, toxinÛ a bakteriálních spor (7, 18, 19,
20). V souãasné dobû jsou jiÏ komerãnû dostupné sady aÏ sta
rozdílnû barevnû znaãen˘ch mikrosfér a pfii jejich pouÏití se
dosahuje podobné spolehlivosti, citlivosti a pfiesnosti jako pfii
vyuÏití standardní ELISA techniky.

Antigen ãipy (RPA)
Jin˘m typem proteinov˘ch ãipÛ jsou tzv. reverse-phase arrays
(RPA), ãili antigen ãipy, kdy jsou na ãip imobilizovány pfiímo

studované vzorky (bunûãné nebo tkáÀové lyzáty). Pfiítomnost
jednotliv˘ch proteinÛ (antigenÛ) je stanovována pomocí spe-
cifick˘ch znaãen˘ch protilátek. Takto byly napfiíklad srovná-
vány hladiny proteinÛ u 60 lidsk˘ch nádorov˘ch linií. Lyzáty
z bunûãn˘ch linií byly spotovány vÏdy 10krát v rÛzn˘ch fiedû-
ních a proteiny byly detekovány pomocí 52 my‰ích monoklo-
nálních protilátek. Byly takto nalezeny dva potenciální mar-
kery odli‰ující nádory tlustého stfieva od nádorÛ vajeãníku,
které jsou v nûkter˘ch pfiípadech histologicky ‰patnû rozli‰i-
telné (21). Tato skupina také srovnávala v˘sledky z proteino-
vého profilování s v˘sledky DNA ãipÛ a prokázala pomûrnû
vysokou korelaci mezi hladinou mRNA a bunûãn˘mi struk-
turními proteiny, ov‰em v pfiípadû nestrukturních proteinÛ Ïád-
ná korelace prokázána nebyla (22). Pro studium karcinogene-
ze je velmi vhodná kombinace RPA s laserovou mikrodisekcí
(LCM – laser capture microdisection), protoÏe umoÏÀuje sle-
dovat promûnliv˘ stav bunûãného proteomu ve vybran˘ch
bunûãn˘ch subpopulacích v mikroprostfiedí nádoru a vysledo-
vat takto zmûny v signálních drahách vedoucí ke vzniku a pro-
gresi nádoru. Tuto technologii pouÏil Grubb se sv˘mi spolu-
pracovníky (23) pro studium zmûn pfii progresi karcinomu
prostaty. Srovnávali fosforylaãní status klíãov˘ch regulátorÛ
bunûãné signalizace v ran˘ch epiteliálních lézích, prostatic-
kém stromatu a extracelulární matrix. Popsali zmûny v akti-
vaci drah pfii progresi normálního epitelu do invazivního kar-
cinomu a také rozdíly mezi pacienty.
Nev˘hodou RPA pfiístupu je pomûrnû nízká koncentrace stu-
dovan˘ch proteinÛ (napfi. kináz nebo jin˘ch signálních mole-
kul) v mikrospotu. ¤e‰ením pro zv˘‰ení citlivosti detekce je
pre-frakcionace. Toho bylo vyuÏito pfii studiu autoreaktivity
protilátek v séru pacientÛ proti nádorov˘m proteinÛm. Lyzáty
bunûãn˘ch linií adenokarcinomu tlustého stfieva byly rozdûle-
ny pomocí dvourozmûrné kapalinové chromatografie a teprve
jednotlivé frakce byly spotovány. âipy byly inkubovány se
sérem novû diagnostikovan˘ch pacientÛ s karcinomem tlusté-
ho stfieva, plic a zdrav˘ch kontrol. Mezi tûmito skupinami byly
prokázány rozdíly v autoreaktivitû (24). V˘hodou této metodi-
ky je moÏnost dal‰í anal˘zy a pfiípadné identifikace reaktivních
autoantigenÛ s vyuÏitím hmotnostní spektrometrie.

Dal‰í formáty expresních proteinov˘ch ãipÛ

SELDI
Alternativním pfiístupem zaloÏen˘m na nespecifick˘ch inter-
akcích je technologie SELDI (surface enhanced laser desorp-
tion and ionisation). Spoãívá v inkubaci bunûãn˘ch extraktÛ
na makrospotech adsorpãního povrchu s rÛznou povrchovou
úpravou (hydrofobní, hydrofilní, kation/anion v˘mûnné a dal-
‰í). Nespecificky navázané proteiny jsou potom analyzovány
pomocí hmotnostní spektrometrie (25). Tato metodika má sice
niÏ‰í citlivost, ale je velmi vhodná pro rychlé vyhledávání
neznám˘ch proteinov˘ch biomarkerÛ.

Bunûãné ãipy
V souãasné dobû byly ãipové technologie roz‰ífieny i na celé
buÀky. Bunûãné ãipy mohou b˘t také ve formátu pfiímém nebo
zpûtném. Pfiíkladem pfiímého pfiístupu je napfi. ãip pro detekci
CD antigenÛ na Ïiv˘ch buÀkách - viz v˘‰e (13, 14, 15). Pfii zpût-
ném pfiístupu se napfi. vyuÏívá rÛstu bunûk pfiímo na povrchu
ãipu s naspotovan˘mi rÛzn˘mi cDNA, buÀky jsou schopny
bûhem rÛstu pfiijmout tuto DNA a dostaneme potom ãip se spo-
ty bunûk exprimujících rÛzné cizorodé proteiny, jejichÏ vlast-
nosti mohou b˘t studovány pfiímo v bunûãném kontextu (26). 

TkáÀové ãipy
Na ãipu mohou b˘t také imobilizovány pfiímo vzorky tkání,
napfi. bioptick˘ch. V˘hodou je moÏnost paralelního screenin-
gu velkého mnoÏství tkáÀov˘ch vzorkÛ standardními analy-
tick˘mi metodami jako imunohistochemie nebo fluorescenã-
ní in situ hybridizace souãasnû (27).
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âipy pro funkãní studie
Proteinové ãipy jsou v poslední dobû vyuÏívány také pro stu-
dium funkce proteinÛ, a to prostfiednictvím jejich interakce
s jin˘mi molekulami. Funkãní ãipy jiÏ byly pouÏity pro stu-
dium interakcí s jin˘mi proteiny, DNA, RNA, oligosachari-
dy, nízkomolekulárními látkami vãetnû terapeutik a také ke
studiu enzymatické aktivity. Pro tyto aplikace je nezbytné
uchovat proteiny ve funkãním stavu, ãili ve správné kon-
formaci. V souãasné dobû jsou jiÏ dostupné technologie pro
imobilizaci funkãních proteinÛ. Jedna z prvních ãipov˘ch
funkãních anal˘z byla navrÏena pro studium kvasinkov˘ch
proteinÛ, a to pro urãení substrátové specifity kvasinkov˘ch
kináz (28). Stejná v˘zkumná skupina také vytvofiila funkãní
ãip, obsahující témûfi cel˘ proteom kvasinky (5800 protei-
nÛ) a testovala na nûm interakce s kalmodulinem a také s fos-
folipidy (29). Funkãní ãipy byly také jiÏ vyuÏity pfii studiu
fiady lidsk˘ch proteinÛ. Boutell a spolupracovníci pfiedsta-
vili ãip s naspotovan˘mi 50 variantami nádorového supre-

soru p53. Protein p53 je mutován asi u poloviny maligních
onemocnûní a rÛzné mutace mohou mít na nádorové buÀky
rÛzn˘ vliv. JelikoÏ je p53 transkripãní faktor, je tento ãip
vhodn˘ zejména pro studium vlivu mutací na vazbu k DNA,
ale také k jin˘m proteinÛm, které ovlivÀují jeho aktivitu (30).
K pochopení protein-proteinov˘ch interakcí v signalizaã-
ních procesech pfiispívají data získaná pomocí doménov˘ch
ãipÛ s naspotovan˘mi rÛzn˘mi proteinov˘mi doménami (31,
32). Pomocí ãipÛ lze také stanovovat enzymatickou aktivi-
tu proteinÛ. Klíãov˘mi molekulami v bunûãn˘ch procesech
jsou kinázy, které fosforylují proteiny signálních drah
a ovlivÀují tak jejich funkci. Zmûny v jejich aktivitû jsou
tedy ãasto pfiíãinou nádorového bujení. Pro urãení fosfory-
laãní aktivity rÛzn˘ch kináz a také stanovení vlivu jejich
inhibitorÛ bylo vyuÏito peptidov˘ch ãipÛ (33). âipy s naspo-
tovan˘mi mal˘mi molekulami byly navrÏeny pro identifi-
kaci inhibitorÛ kaspáz, které hrají zásadní úlohu v procesech
spou‰tûní apoptózy (34, 35). Takovéto ãipy s mal˘mi orga-
nick˘mi molekulami („chemické knihovny“) jsou vhodné
pro sledování interakcí ligand-receptor, coÏ má pfiínos pro
vyhledávání vhodn˘ch lékÛ interagujících se specifick˘mi
proteiny. V souãasnosti je terapie vût‰inou zamûfiena na jed-
notlivé molekuly, ov‰em vysokokapacitní proteomické tech-
niky umoÏÀují nalezení nov˘ch terapeutick˘ch cílÛ. A tak
v budoucnosti bude moÏné zamûfiit terapii proti více cílÛm
naru‰ené signální dráhy souãasnû. Pomocí takovéto kombi-
nované terapie lze potenciálnû dosáhnout vy‰‰í úãinnosti za
souãasného sníÏení toxicity léãby (36).

Závûry a budoucnost proteinov˘ch ãipÛ
Hlavní v˘hody proteinov˘ch ãipÛ spoãívají v moÏnosti testo-
vání tisícÛ proteinÛ souãasnû a také v nenároãnosti na mnoÏ-
ství materiálu, coÏ má v˘znam zejména tam, kde je k dispozi-
ci jen mal˘ objem vzorku, napfi. pfii vyhledávání více
nádorov˘ch markerÛ v minimálním mnoÏství bioptického
materiálu. Navíc kromû identifikace a kvantifikace studova-
n˘ch proteinÛ umoÏÀuje i jejich funkãní anal˘zu. Proto tato
technologie najde v budoucnosti vyuÏití nejen v základním
v˘zkumu, ale i v klinické proteomice. Nové proteomické pfií-
stupy se uplatní v individuální péãi o pacienta na nûkolika úrov-
ních: vãasná detekce choroby pomocí expresních proteinov˘ch
profilÛ, diagnóza s vyuÏitím proteinov˘ch markerÛ jako doplÀ-
ku ke standardním vy‰etfiovacím metodám, individualizova-
n˘ v˘bûr léãby na míru jednotliv˘m pacientÛm, sledování úãin-
nosti a toxicity léãby v ãase a eventuální zmûny v léãbû na
základû detekovan˘ch zmûn v proteinovém profilu konkrétní-
ho pacienta. V neposlední fiadû informace o proteinech zapo-
jen˘ch do patogeneze nemoci poskytnou potenciál k nalezení
nov˘ch terapeutick˘ch cílÛ. 

Podûkování: Tato práce je podporována granty IGA MZâR
8448-3/2005, M·MT 1K04017, NF Elpida Nukleus

Obr. 2 Expresní protilátkové ãipy - princip dvoubarevného znaãení
proteinÛ - Ze studovaného vzorku a pfiíslu‰né kontroly jsou vyizolovány
proteiny, ty jsou nabarveny dvûma rozdíln˘mi barviãkami (flourofory),
smíchány ve stejném pomûru a inkubovány na jednom ãipu. Pomocí dvou-
barevné detekce jsou identifikovány pfiímo rozdíly v proteinové expresi
mezi vzorkem a kontrolou.
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Souhrn
Moderní metodiky studia genové exprese na úrovni RNA vyuÏívající DNA ãipy (DNA microarrays) pfiedstavují
úãinn˘ nástroj nejen pro v˘zkum onkologick˘ch onemocnûní, ale mají i velk˘ potenciál stát se základem nov˘ch
diagnostick˘ch postupÛ. Jejich úspû‰ná aplikace v‰ak vyÏaduje zvládnutí problematick˘ch postupÛ jako jsou odbûr
vzorku, izolace RNA nebo znaãení nukleov˘ch kyselin. S ohledem na mnoÏství rÛzn˘ch DNA ãipov˘ch platfo-
rem, neexistuje jeden univerzální návod, kter˘ by mohl b˘t pouÏit ve v‰ech laboratofiích. Protokoly zpracování
DNA ãipÛ se proto, nûkdy velmi v˘raznû li‰í, coÏ má negativní dopad i na moÏnost jejich diagnostického vyuÏití. 

Klíãová slova: RNA, DNA ãip, biopsie, genová exprese

Summary
Gene expression profiling using DNA microarrays represents not only a powerfull tool for oncological research
but have also a big potential to become a standard diagnostic technique. However, successfull microarray appli-
cation needs to overcome some pitfalls such as sample collection, RNA isolation or nucleic acid labeling. Due to
the number of microarray platforms there is no universal guide that can be used by all laboratories. The number
of sometimes very different protocols for DNA microarray processing has a negative impact on their diagnostic
utilization.
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