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Úvod
Mapování genové exprese v nádorech pomocí DNA mikroãipÛ pfiineslo v˘znamn˘ pfielom v na‰ich znalostech o molekulár-

ní biologii a taxonomii karcinomu mléãné Ïlázy. Byly identifikovány genové expresní profily spojené s pfiítomností hormonál-

ních receptorÛ, uzlinov˘ch metastáz a vysok˘m rizikem disseminace onemocnûní. Existuje snaha vyuÏít DNA mikroãipy rovnûÏ

k predikci odpovûdi onemocnûní na specifickou hormonoterapii a chemoterapii. Expresní profily cDNA v‰ak neposkytují infor-

maci o posttranslaãních zmûnách na úrovni bílkovin a nemohou zachytit celou biologickou sloÏitost procesÛ, ke kter˘m v nádo-

rech dochází. Metodick˘m pfiístupem, kter˘ mÛÏe roz‰ífiit na‰e moÏnosti v tomto smûru, je vysokokapacitní proteomické profi-

lování. Dosud nejrozvinutûj‰í takovou metodou je paralelní imunohistochemická anal˘za mnoha markerÛ na sloÏen˘ch tkáÀo-

v˘ch blocích („tissue microarrays“). Její v˘sledky potvrdily informace získané shlukováním profilÛ cDNA exprese, tj. zejména

klasifikaci mammárního karcinomu do nûkolika subtypÛ (luminální A+B, bazální, Her-2). Hierarchické shlukování takto získa-

n˘ch proteinov˘ch profilÛ mÛÏe mít rovnûÏ prognostick˘ v˘znam. Neodstranitelnou nev˘hodou imunohistologického pfiístupu

je v‰ak omezení detekce jen na známé proteiny, proti kter˘m jsou k dispozici protilátky. Pokud chceme zachytit také bílkoviny,

o kter˘ch se dosud v této souvislosti neuvaÏuje, musíme zvolit jinou metodu. Tou mÛÏe b˘t napfiíklad SELDI-TOF MS (Surface

Enhanced Laser Desorption/Ionisation Time of Flight Mass Spectrometry). Tato technologie je zaloÏena na hmotnostní spektro-

metrii proteinÛ navázan˘ch na selektivní povrchy chromatografick˘ch ãipÛ a umoÏÀuje simultánní pofiízení hmotnostních profi-

lÛ desítek aÏ stovek vzorkÛ. Profily pak mohou b˘t dale analyzovány bioinformatick˘mi metodami. V na‰í práci jsme se poku-

sili o takové zpracování tkáÀov˘ch vzorkÛ karcinomu prsu.

Materiál a metody
Lyzáty ze 105 pfiípadÛ mammárního karcinomu (byly pouÏity nativní tkánû uchovávané hlubok˘m zmrazením) byly analy-

zovány SELDI-TOF na ãipech IMAC 30 (BioRad) pomocí pfiístroje ProteinChip Reader Model PBS IIc (Bio-Rad) a software

Ciphergen ProteinChip. Z paralelních formolem fixovan˘ch parafinov˘ch blokÛ byly zpracovány sloÏené bloky (TMA), na kte-

r˘ch byla provedena imunohistologická a hybridizaãní stanovení. Základní klinicko-patologické parametry byly získány ze zdra-

votnické dokumentace. Proteinová spektra byla zpracována nefiízen˘m hierarchick˘m shlukováním Wardovou metodou se vzdá-

lenostmi odvozen˘mi ze Spearmannov˘ch korelaãních koeficientÛ.

V˘sledky
V˘stupem nefiízeného hierarchického shlukování 130 peakÛ detekovan˘ch v proteinov˘ch spektrech bylo 6 shlukÛ peakÛ

a 3-5 shlukÛ pacientek (Obr. 1).
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Obr. 1. 
V˘sledek hierarchického shlukování. ¤ádky pfied-

stavují jednotlivé pfiípady, sloupce pak 130 peakÛ pou-

Ïit˘ch pro anal˘zu. Intenzita ‰edé odráÏí hodnotu peaku.

Pfiípady se sdruÏují do 3 (A, B., C), pfiípadnû pûti (zna-

ãeno I aÏ V) skupin.

Klinicko-patologické parametry jsou ve shlucích

pacientek nerovnomûrnû rozloÏeny (Obr.2). Nádory star-

‰ích pacientek s pozitivním estrogenov˘m receptorem,

expresí MUC1 a nízk˘m jadern˘m gradem se koncent-

rují ve shlucích I aÏ III. Ve shluku I pfiitom pfievaÏují

lobulární karcinomy. Shluk II obsahuje nádory s vy‰‰í

jadernou polymorfií a koncentrují se v nûm pfiípady

s Her-2 amplifikací. Nádory mlad‰ích pacientek s vyso-

k˘m gradem, pfiípadnû „triple negativní“ a/nebo s expre-

sí bazálních cytokeratinÛ jsou ãastûji ve shlucích IV

a zejména V. Pokud bychom toto rozloÏení srovnávali

s v˘sledky studií klasifikujících cDNA expresní profily,

pak by I a III by mohly odpovídat luminálním karcino-

mÛm typu A, skupina II luminálním karcinomÛm B, sku-

pina IV pak subtypu Her-2 a skupina V karcinomÛm

bazálního typu.

Obr. 2.
RozloÏení vybran˘ch klinicko-patologick˘ch parametrÛ 

proti shlukování pacientek. 

âtvereãky znamenají jednotlivé pfiípady. * p<0.01

Závûr
Ná‰ pfiístup klasifikoval karcinom prsu obdobn˘m zpÛsobem jako shlukování expresních profilÛ cDNA. Tento fakt svûdãí pro

to, Ïe proteomick˘ pfiístup pomocí SELDI-TOF je v principu pro obdobné úãely pouÏiteln˘, mÛÏe roz‰ífiit na‰e znalosti o karci-

nomu prsu a pfiípadnû vyhledat nové biomarkery.
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