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UVODNI SLOVO

Klinick4 onkologie a onkohematologie Celi v poslednich nékolika letech stoupajicimu
poctu vysledki plynoucich z molekuldrniho vyzkumu patogeneze malignich onemocné-
ni. Tyto informace jsou implementovany jak v oblasti diagnostické, tak terapeutické.
Objevuji se nova protinddorové 1éCiva principidlné odliSného charakteru nez klasickd
cytostatika. Jejich mechanismus ucinku je pfisné specificky pro urcité typy nadort. Para-
lelné se zavadénim novych 1€Civ na trh se do popfedi zajmu dostavaji biomarkery tcin-
nosti definujici s pfijatelnou pravdépodobnosti skupinu pacienti, ktefi budou z této spe-
cifické 1éCby profitovat, dochazi k individualizaci terapie. Tato individualizace se
nevztahuje jenom na daného pacienta, ale miZe byt specificka pro dany naddor v daném
Case a postihuje tak biologickou podstatu zhoubného bujent, ktera je zejména u solidnich
nadorl zaloZena na mimoiradné heterogenité, prizplisobivosti a genetické nestabilité nado-
rovych populaci.

Individualizovana cilend terapie, zaloZend na komplexnim poznéni biologickych cha-
rakteristik nddoru i jeho nositele, pfedstavuje novy pfistup, ktery byl umoZnén rozvojem
modernich vySetfovacich metod, zvlasté cytogenetickych a molekularné - biologickych.
Na principu cilené 1é¢by se rozviji prediktivni onkologie, kterd se zabyva hledanim pre-
diktivnich znak, pfedpovidajicich uc¢innost urcitého 1é¢ebného postupu (chemoterapie,
imunoterapie, radioterapie).

Komplexni zmény v nddorovém genomu je mozné jen s obtiZemi studovat s pouZitim
tradi¢nich metod, které jsou vhodné k analyze jednoho nebo nékolika mélo geni. Velké
nadéje se pravé proto vkladaji do DNA Cipi a dosavadni publikované prace dokazuji, Ze
molekuldrni taxonomie a prediktivni systémy zaloZené na profilech genové exprese pred-
stavuji spravnou cestu k presnéjSimu poznani biologickych vlastnosti nddoru v daném Case
a k dosazeni lepSich 1é¢ebnych vysledkil.

Toto zvlastni Cislo Klinickeé onkologie si klade za cil podat prehled o pracovistich zaby-
vajicich se touto problematikou v Ceské republice a seznamit Stendfe s nejvyznamnéj-
Simi poznatky, kterych bylo ve studiu biologickych vlastnosti nddorti dosazeno pomoci
technologie DNA Cipu. Pii skladani obsahu jsme se snazili pokryt celou oblast té€to nové
technologie pocinaje od pripravy vzorki, technického provedeni, datové analyzy a zejmé-
na poukdazat na vysledky o kterych jsme presvédceni, Ze maji nebo v dohledné dobé budou
mit zdsadni dopad pro klinickou praxi. Je na Vas, ¢tenétich, abyste posoudili do jaké miry
se nam to podafilo.

Na zavér nezbyva, nez podékovat vSem participujicim autorom.

18. fijna 2006
Brno/Olomouc
MUDr. Marian Hajduch, PhD.
MUDr. Marek Svoboda
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vseobeeny prehled

VZNIK A ROZMACH CIPOVYCH TECHNOLOGII

THE RISE AND EXPANSION OF BIOCHIP TECHNOLOGIES
BRDICKA R., BRUCHOVA H.:
USTAV HEMATOLOGIE A KREVNI TRANSFUZE, PRAHA

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).

Za pouZiti grantovych prostiedki VZ 0002373601 a IGA MZ
CR NR /7989-3

Zdjemce o podrobnéjsi informace odkazujeme na text, ktery
provdzi kurz J.Jondka pro postgradudlni studenty: Bruchovd
H, Brdicka R: Cipové technologie v molekuldrni biologii.
V ., Molekuldrni biologie a genetika XI: sbornik predndsek
Praha : UMG AV CR, 2004 s. 7-20 p¥ipadné na absolvovdni
tydenniho praktického semindre: http://www.uhkt.cz/vyu-
ka_seminare/seminare/kurz_dnadiag
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VYUZITI BIOCIPOVYCH TECHNOLOGII V ONKOLOGII

MICROARRAY TECHNOLOGY APPLICATION IN ONCOLOGY
MERKEROVA M., KRACMAROVA A., BRUCHOVA H., BRDICKA R.
ODDELENI MOLEKULARNI GENETIKY, USTAV HEMATOLOGIE A KREVNI TRANSFUZE, PRAHA

Souhrn

Prudky rozvoj ¢ipovych technologii v poslednich letech umoZnil sériové analyzy exprese nékolika tisic gent zéro-
veil v jediném experimentu a tim urychlil naSe porozuméni komplexnosti buné¢nych procesti. Pomoci mikrocipo-
vého vyzkumu lidského transkriptomu byly odhaleny nové, diive nerozeznatelné subtypy tumord, nové diagnostic-
ké a prognostické markery nebo potenciélni cilové molekuly pro terapii. Aplikace ,,high-throughput* technologii
v klinické onkologii slibuje do budoucna posun ke kazdodennim rutinnim ¢ipovym analyzdm nadori a na jejich
zaklad€ individualizaci léCebného programu. Pfed zavedenim mikrocipi do klinické praxe je vSak jesté potieba vyte-
Sit n€kolik spornych otdzek tykajicich se analyzy dat, reprodukovatelnosti a validace vysledkil, mezilaboratorniho
srovndvani a v neposledni fadé také problém stile pomérné vysokych pofizovacich i provoznich ndklad.

Klicova slova: mikrocipy, expresni analyzy, cDNA, molekularni diagnostika

Summary

During recent few years, rapid progress in microarray technology has facilitated gene expression analyses of thou-
sands of genes performed simultaneously in one experiment. It has revolutionized our understanding of the cellular
processes complexity. Previously subtypes of tumors, new diagnostic and prognostic markers, or potential targets for
therapy has been identified by microarray-based research of human transcriptom. In clinical oncology, high-through-
put technologies implementation promises their routine application in tumor analyses and individualization of treat-
ment. However, several issues relating to data analysis, reproducibility, cross-comparability, validation, and high pur-
chase and operating costs need to be resolved before the technology can be adopted broadly in the clinical practices.

Key words: microarray, gene expression analysis, cDNA, molecular diagnostic

Onkologickd onemocnéni vznikaji v dasledku akumulace
genetickych, ale také fady epigenetickych zmén. Druhou velmi
podstatnou roli v progresi rakoviny hraje interakce nddorovych
bunék s okolnimi stromalnimi, imunitnimi a zané&tlivymi burika-
mi. Pravé tato komplexnost vzniku nadoru, genetickd heteroge-
nita malignich bunék, ale také variabilita mezi pacienty vedou
k identifikaci mnoha naddorovych subtypl (dosud bylo rozliSeno
vice jak 200 riznych typt nddort) (1). Diagnostické a prognos-
tické klasifikace nddorovych onemocnéni se v souc¢asné dobe opi-
raji zejména o klinické a histopatologické nalezy, celou Sifi kli-
nické heterogenity neodrdzeji v§ak zcela dostate¢né. Neddvné
pokroky ve vyzkumu lidského genomu (2,3) a tzv. ,high-through-
put technologie jiZ umoZiuji prostudovat molekuldrni kom-
plexnost malignich tumori a diky tomu zvolit co nejvhodnéjsi
lé¢ebnou strategii pro kazdého pacienta. Pro ucelenou charakte-
rizaci nddorti na molekularni Grovni se oteviraji moZnosti v podo-
bé analyz nukleovych kyselin (RNA, DNA), proteinti a metabo-
litd. Velmi cennd data jsou ziskdvana diky ¢ipovym technologiim,
mezi kterymi ziskaly astfedni postaveni expresni mikrocipy. Ty
dovoluji sou€asné monitorovat aktivitu nékolika tisic gentl vdané
tkéni/bunécném typu (tzv. gene expression profilling, napf. fir-
my Agilent, Affymetrix). BioCipové tehnologie jsou v soucasné
dobé v onkologii nejvice vyuzivany pro tyto tcely:
1. nalezeni molekulédrni podstaty onemocnéni
2. identifikace novych diagnostickych markerti nddorového
procesu
3. klasifikace/definice jednotlivych novych subtypi daného
onemocnéni na molekularni drovni, tzv. molekularni dia-
gnostika
4. identifikace odpovédi pacienta na terapii
5. zlepSeni terapeutickych postupt, zavedeni 1éCby zacilené
na pri¢inu onemocnéni

Princip ¢ipové technologie

DNA c¢ipové technologie jsou zaloZeny na hybridizaci nukleo-
vych kyselin, tj. interakci mezi DNA sondami imobilizovanymi
na pevny povrch Cipu, které reprezentuji zkoumany gen, a mezi
znacenymi, volnymi molekulami nukleovych kyselin odvozeny-
mi z analyzovaného vzorku (Obr. 1). Pro expresni mikrocipy jsou
vychozim materidlem molekuly RNA (celkové ¢i mRNA) izolo-
vané ze vzorku, které jsou prepsany na cDNA pomoci reverzni
transkripce a zaroveri fluorescencné Ciradioaktivné znaceny. Tak-
to pfipravena cDNA je hybridizovana na komplementarni sondy
imobilizované na povrchu Cipu. Signdl generovany na kazdé son-
dé pak odrdzi hladinu exprese mRNA daného genu v analyzova-
ném vzorku. Po detekci, kvantifikaci a normalizaci intenzit sig-
nalli pomoci specializovaného softwaru je vytvoren tzv. ,,gene
expression profile‘* analyzovaného vzorku, ktery pak Ize srovna-
vat s expresnimi profily dalSich vzorki. Existuje nékolik verzi
usporadani, v zavislosti na typu povrchu Cipu (nylonové mem-
brany, plastikové, nebo sklenéné Cipy) nebo na typu znaceni vzor-
ku (radioaktivné, chemiluminiscencné, fluorescencné). Oblibe-
nym pfistupem je semikvantitativni analyza genové exprese
pomoci tzv. dudlniho znaCent, pfi kterém jsou na jeden Cip hyb-
ridizovany dva odli$né€ znacené vzorky, napfiklad vzorek z nado-
rové tkan€ a vzorek z kontrolni, zdravé tkané. Fluorescen¢né zna-
¢ené cDNA (nejcastéji se vyuziva Cy3 a Cy5 ¢i Alexabarev) obou
srovnavanych vzorkd jsou ve stejné koncentraci smichany a hyb-
ridizovany na jeden mikrocCip. Barva spotu vznikla interferenci
signalil obou znacek potom vypovidd o kvantitativnim rozdilu
v expresi daného genu mezi obéma vzorky.

Technologie vyroby mikrocipt
Pro vyrobu ¢ipt jsou nejcastéji pouZivany nylonové membra-
ny, plastikové nebo sklenéné materidly. Plastikové a nylono-

333

KLINICKA ONKOLOGIE 19 SUPPLEMENT 2006



vé Cipy predstavuji tzv. makroc€ipy, nebot maji vétsi rozméry
a menS$i hustotu nanesenych spotd (napiiklad nylonovy cip
Atlas Human cDNA Expression Array of firmy Clontech sle-
duje expresi 588 genli na membrané o rozméru 8 x 12 cm).
NejbéZznéjsim povrchem je pravdépodobné mikroskopické
sklicko o velikosti 7,5 x 2,5 cm s povrchem upravenym pomo-
ci hydrofobnich polymert (poly-L-lysin, modifikovany silan
- aminosilan, epoxysilan apod.) poskytujicich reakéni skupi-
ny jako jsou -NH,, -OH, =0 pro navézéni oligonukleotid.
Nanéseni sond na povrch Cipu 1ze provadét nékolika zptsoby.
Prvni moZnosti je mechanické spotovani jiZ presyntetizova-
nych sond a to bud cDNA klonil ¢i jejich PCR produkti, ane-
bo chemicky pfipravenych oligonukleotidil - vyhody a nevy-
hody obou typt sond jsou shrnuty v Tabulce 1. Jednotlivé
sondy jsou nandSeny na Cip tenkymi ostrymi jehlami (ink-jet
printing) v objemu cca Inl a nati$téné spoty pak maji 100-
150pm v priméru. Dal$i moZnosti vyroby mikrocipi je syn-
téza sondy ve formé oligonukleotidi in sifu na povrchu ipu
(fotolitografie).

Vzorek tkané

Izalace RMA
T RARRAL
T e AAAMAL RMNA
e — AANAA
e BARABR
Reverzni transkripoe
+ znadeni
[Znaiené cDNA
ll—whrldlmce
Detekce
{autoradiografie)
Analyza dat,
srovnani expresnich
profilli

|

Interpretace vyshedki

Obrazek 1: Princip technologie expresnich mikrocipt. Na obrazku je ¢ip
Atlas Human cDNA Expression Array od firmy Clontech s celkovou RNA
z linie K562, z experimentll provadénych v nasi laboratofi.

Metodou fotolitografie, kterou vyvinula firma Affymetrix, jsou
oligonukleotidové sondy syntetizovdny pifimo na povrchu
sklenéného Cipu. Fotolitografickd maska idi spolu se svételnym
paprskem syntézu tak, Ze vazebna mista oligonukleotidil jsou
svétlem aktivovdna a reaguji s novym nukleotidem. Opakové-
nim cykld spolu se stfiddnim masek dochazi k prodluZovani
fetézcll sond vZdy o jeden nukleotid aZ do celkové uniformni
délky 25 nukleotidd. Tento zplisob konstrukce zvySuje vyuZi-
telnost plochy Cipu o 1-2 fady. Kazdy gen na ipu od firmy Affy-
metrix je reprezentovén jedenécti 25-mernimi sondami z rtiz-
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nych oblasti téhoZ genu, ¢imZ je zajiSténo nékolikandsobné
méfeni exprese daného genu v rdmci jednoho mikrocipu béhem
jedné analyzy. Kazda z jedenécti sond je navic doplnéna o son-
du s jednou chybné pérujici bazi umisténou uprostied sondy (tzv.
mismatch), coZ umoZiiuje uZivateli ovéfit specificnost hybridi-
zace. PloSka mikroCipu (1,25 cm) je rozdé€lena do Ctverci o veli-
kosti 11x11 pm, z nichZ nakazdém jsou vazény kopie pouze pro
jediny typ sondy. Nejnovéjsi mikrocip firmy Affymetrix, ktery
umoZiiuje detekovat hladiny az47 000 riznych RNA, nese téch-
to jedinecnych Ctvercti celkem 1,3 miliony (4).

Priprava vzorku pro expresni analyzy

Solidni naddory predstavuji z histologického hlediska heterogen-
ni smés riznych bunécnych typti: maligni buiiky v riizném stup-
ni diferenciace, krevni buiiky, buriky zanétlivé odpovédi atd.
Diky variabilit¢ v buné¢ném sloZeni nddorové tkané je nutné
vénovat zv14Stni pozornost vybéru vzorku. Obvykle je maximalni
snaha soustfedéna na ziskani pouze malignich bunék. K tomuto
ucelu jsou pouzivany riizné mikrodisekéni techniky (napt. Laser
Capture Microdissection - LCM). Ackoli je dnes mozZné ziskat
expresni profil pouze pro maligni slozku nddorové tkané, nelze
opomenout vliv dal§ich buné¢nych komponent nddoru (endote-
lidlni, buriky imunitniho systému) na jeho progresi.

Vychozim materidlem pro analyzu expresnich profill je obvy-
kle vysoce kvalitni celkovd RNA, v mnoZstvi 10-40ug, coZ pii-
bliZné odpovida 100mm? tkané (5). Dalsi moZnost pak predsta-
vuje piimd izolace mRNA. Pokud neni vzorek nadorové tkané
ihned zpracovan a oSetfen inhibitory RN4z, je nutné tkan bez-
prostfedné po resekci (maximalné do 30 minut) zamrazit v teku-
tém dusiku a skladovat alespoti pfi -80°C, ¢imZ je zamezeno
degradaci RNA. Diiraz je dile kladen zejména na Cistotu RNA
(tj. RNA bez ptimési DNA) a jeji integritu, kterou je mozZné jed-
noduse ovéfit pomoci elektroforézy v agarézovém gelu.
Narozdil od Cerstvych ¢i zamrazenych tkaniovych vzorkd, kte-
ré je nutné co nejdiive zpracovat, mohou byt parafinové tka-
fové blocky fixované pomoci formaldehydu (tzv. FFPE vzor-
ky) dlouhodobé skladovéany. Vyhodou takto uchovavanych
preparati je jejich dobra klinickd dokumentace: prubéh one-
mocnéni, odpovéd pacienta na 1écbu a jeji vysledek. Nicmé-
né z FFPE vzork bylo je$té neddvno velmi problematické zis-
kat dostatecné mnozZstvi kvalitni, nedegradované RNA. Nyni
jsou v8ak na trhu k dispozici specidlné pfipravené kity pro izo-
laci RNA z téchto tkafiovych preparat (Arcturus, kit Paradi-
se Reagent System; QIAGEN, Launches RNasy FFPE kit)
a také specialné upravené mikroCipy se sondami, které jsou
odvozené od 3’konclt mRNA (Affymetrix, mikro¢ip Gene-
Chip Human X3P Array).

Pokud jsou vychozim materidlem mélobunécné vzorky (napii-
klad po separaci buné€k na jednotlivé subtypy, po tkaiiové biop-
sii ¢i LCM), je mozZné ziskanou mRNA amplifikovat. Dostup-
né amplifikacni kity jsou zpravidla limitovany 10ng mnoZstvim
celkové RNA, nicméné i 1ng vychoziho materidlu mize byt
postacujici (napf. NuGEN Technologies, Ribo-SPIA techno-
logy). Zékladni schéma amplifikace mRNA ma 3 kroky: pod-
le mRNA je nejprve syntetizovian pomoci reverzni transkrip-
tdzy komplementirni fetézec cDNA, ndsledné je vliakno
mRNA odbourino a nahrazeno 2. fetézcem cDNA, ¢imzZ vzni-
ka dvoufetézcovd cDNA, kterd je amplifikovéana. Posledni fazi
je priprava znaCeného fetézce antisense cCRNA, ktery je syn-
tetizovéan podle kddujiciho (+) cDNA ama tudiZ sekvenci kom-
plementarni k ptivodni bunééné mRNA (Obr. 2).

Variabilita a jeji zdroje

Pfi porovnavani vysledkli experimentd vychdzejicich
z bio¢ipovych analyz je nutno mit na védomi nejen pfirozenou
variabilitu, kterd vychazi z charakteru bunéného materidlu
nebo odliSného bunééného sloZeni nddorové tkan€, ale také
variabilitu technologického procesu. Zdroje této procesni vari-
ability maji ptivod napriklad v povaze a zpracovani biologic-
kého materidlu (zpiisob pripravy vzorku, extrakce RNA).



Pokud je po izolaci RNA kvili malému mnoZstvi vychoziho
materidlu zafazen navic amplifika¢ni krok, miZe predstavo-
vity a aktivity enzymu pouZivanych v amplifikacnich kitech
nebo rozdilné efektivity znaceni. Dale miiZe variabilita ziska-
nych dat vychazet z nespecifické cross-hybridizace ¢i z odli§-
nosti mezi jednotlivymi bioCipy (hybridizace, zpiisob znace-
ni testovaného vzorku, vybér a délka sond pro konkrétni gen
pfi konstrukci bioCipu).

Celkova RNA/mMANA =

Reverzni transkripce

3

Prvnl Fatlzec cDMA (I
Syntéza 2. Fetézce
cDNA
Dvoufatdzoovd cDNA O
|
Ampllrikace]’
[CTTTIEIITIOLE
Amplifikovarsd cONA rannn i

Znadeni |
+ in vitro [lani-ikrlﬂ'tﬂl‘

Znafend antisense cRNA rTTETETY
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Obrazek 2: Obecny princip dvoustupiiové amplifikace mRNA

Deregulované geny, identifikované pomoci ¢ipovych techno-
logii, které by mohly byt vyuZity jako diagnostické Ci pro-
gnostické markery a nebo jako potencidlni cile pro dalsi
vyzkum, musi byt nezévisle validovéany jinou standardni meto-
dou jako je napf. kvantitativni RT-PCR ¢i northern blot.

Analyza dat

Hledéni odlisné exprimovanych genit mezi testovanymi sou-
bory vzorkl byva jednim z hlavnich cili bio¢ipovych analyz.
Pokud chceme porovndvat intenzity signdlti mezi dvéma ana-
lyzovanymi vzorky, je nutno zahrnout do analyzy normaliza-
cidat, protoZe jednotlivé vzorky se mohou navzajem liSit napft.
v koncentraci mRNA, relativni vazebné afinité ¢i koncentraci
vazané znacky. Mezi nejCastéji pouZivané piistupy patii cel-
kové normalizace intenzit, linearni regrese nebo log centering,
pri¢emz normalizace miiZe byt pouZita globalné, tedy na cel-
kovy soubor ziskanych dat, anebo lokdlné, ¢ili na vybranou
sadu dat (6). Zpravidla vychdzime z nulové hypotézy, kterd
fika, Ze pro sledovany gen je mezi porovndvanymi vzorky
pozorovana shodné expresni hladina. Alternativni hypotéza
naopak tvrdi, Ze testované vzorky nemaji v pfisluSném genu
stejnou Uroveni exprese. Pro stanoveni pravdépodobnosti
obou hypotéz je potfeba pouZit napf. parametricky t-test, nebo
neparametricky Mann-Whitney test (6).

ProtoZe DNA Cipy poskytuji az nékolik tisic vyslednych hodnot
zjediného experimentu, jsou analyza, interpretace a uloZeni tak-
to velkého mnozstvi dat ndrocnym problémem. PfestoZe mize-
me pomoci mikro¢ipl nalézt geny, které vykazuji vyrazny roz-
dil v expresi a které 1ze déle vyuZit pro nasledné specifické
analyzy, spociva nejvétsi vyznam bioCipovych ,high-through-
put* analyz v odhalovéani komplexnosti genetickych zmén. Tato
komplexnost je ur€ovana pomoci matematickych soustav podob-
né exprimovanych gend v celém mnoZstvi dat. Existuji dva

zakladni pfistupy k analyze mikrocipovych dat. Prvnim je tak-
zvand ,unsupervised analysis* vyuZivajici informace poskytova-
né vSemi geny, které jsou v dané tkani exprimované. Do spolec-
né kategorie tak 1ze seskupovat napifklad vzorky, které vykazuji
vyraznou podobnost ve svych expresnich profilech, nebo je moz-
né vyhleddvat geny ve vzorku, které se vyznacuji shodnou expres-
ni hladinou (zvySenou/sniZenou transkripéni aktivitou v porov-
nani se zdravou kontrolou). Druhy pfistup zvany ,,supervised
learning” sleduje pouze pfedem vybranou skupinu gent - cha-
rakteristické markery definované pro jednotlivé diagnozy, a tim
zafazuje neznamy vzorek do dfive definované podskupiny one-
mocnéni (7). Obé tyto metody mohou byt aplikovény na stejny
soubor dat za riznym tcelem. Prvni typ je méné ovlivnitelny a je
vhodnéjsi pro odhalovani dosud nezndmych, morfologicky
podobnych subtypli tumortt pouze na zédkladé podobnosti
v expresnich profilech. ,,Supervised* metoda je naopak vhod-
né&jsi k diagnostice tumord, které patfi do jiz definovanych kli-
nicky vyznamnych podskupin. Existuje né€kolik matematickych
ndstrojii pro testovani a zndzortiovani vztahil mezi expresnimi
profily, mimo jiné tzv. klastrovani a,,multidimensional scaling*.
Klastrovaci metoda poskytuje dendrogramy podobné evolucnim
stromtim, ve kterych koncové vétve zobrazuji podobné vzor-
ky/geny. Vysledkem druhé z metod jsou tfidimensiondlni tzv.
,scatter plots*, ve kterych se podobné vzorky (zndzornéné body)
seskupuji v prostoru. Jednim z nejpopularnéjSich klastrovacich
nastrojii je ,hierarchical clustering (8), jiné metody vyuZivaji
,.K-means clustering* a ,,self-organizing maps*.

Aplikace expresnich ¢ipi v klinické onkologii

Nabidka specificky zaméfenych expresnich mikroCipli je
v soucasné dobé¢ velmi pestra. Vedle celogenomovych mikroci-
pl (Affymetrix, Agilent) jsou k dispozici bioCipy, které umoz-
fuji detekovat expresni hladiny pouze vybranych skupin gentl,
jejichz proteinové produkty vykazuji jistou podobnost z hledis-
ka funkce, buné¢né lokalizace, interakci, apod. Napiiklad firmy
Clontech ¢i SupperArray nabizi bioCipy se sondami pro sledo-
véni aktivity genil, u nichZ se predpoklada, Ze participuji na malig-
ni transformaci buriky. Hlavnimi funkénimi kategoriemi (klast-
ry) jsou geny Ucastnici se regulace bunécného cyklu, apoptdzy,
diferenciace, bunécné signalizaci dale pak geny, jejichZ produk-
ty se uplatiiuji jako transkripni faktory, adhezivni molekuly ¢i
povrchové receptory. V souvislosti s hleddnim molekularni pod-
staty vzniku a rozvoje nddorovych onemocnéni se nabizi moz-
nost konstruovat mikro€ipy, které by dovolily monitorovat expre-
si gentl zapojenych do konkrétni signalni dréhy.

Expresni bioCipy jsou v klinické onkologii vyuZivany pro
diagnostiku, zjiSténi rizika progrese onemocnéni nebo pro sta-
noveni pfedpokladané odpovédi na 1écbu.

Diagnostika

Zajem o vyuZiti expresnich bioCipil k onkologické diagnostice
byl vyvolan praci kolektivu Khan et al. (9), podle které expresni
profily rakovinnych bunécnych linii odpovidaly jejich organu
plivodu. Mezi prvnimi klinickymi studiemi vyuZivajicimi mik-
roCipy k diagnostice byly prace zabyvajici se akutnimi leukemi-
emi, u nichZ je pfistup k ¢isté populaci nddorovych bungk rela-
tivné jednoduchy. Golub et al. (10) se zabyval otdzkou, zda je
mozné vyuZit expresni Cipy pro diagnostické rozliSeni akutni
myeloidni leukemie (AML) od akutni lymfoidni leukemie (ALL).
Pomoci,,unsupervised learning*, pouze na zaklad¢ genové expre-
se, dokdzal spravné zaradit 36 z 38 vzorkl kostni dfené pacien-
ti s AML nebo ALL, pficemZ pouze 2 ziistaly nejasné. Tim doka-
zal, Ze akutni leukemie lze klasifikovat pomoci microarrays bez
jakychkoliv pfedchozich klinickych znalosti. Dile zaznamenal
rozdilnost expresnich profili T-ALL a B-ALL, na zéklad¢ kte-
ré je moZné tyto dva subtypy akutni lymfatické leukemie odlisit.
S vyuzitim genovych expresnich profili byly identifikovéany
a charakterizoviny nové subtypy tumord. Alizadeh et al. (11)
identifikoval dva typy difuzniho velkobunécného B lymfomu
odvozené z riznych stadii zrani B-lymfocytii. Armstrong et al.
(12) potvrdil, Ze ALL s chromozomdilni translokaci
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t(4;11)(q21;923), jejiz soucasti je gen MLL (mixed-lineage leu-
kemia), maji charakteristicky expresni profil odliSny od ALL
i AML, ktery odpovidd ranym hematopoetickym progenitoro-
vym buiikdm. Klastrovaci algoritmy tak mohou odlisit ALL
s MLL translokaci od b&Zné akutni leukemie, coZ naznacuje,
Ze MLL piedstavuje odliSné onemocnéni. Z Armstron-
govy Cipové analyzy vyplynulo, Ze nejvice odliSné je exprese
genu FLT3 anajejim zdkladé Ize oddélit MLL od ostatnich typtl
leukemii. Aberace FLT3 byla zaznamendna jiZ difve v nékte-
rych pfipadech AML a mohla by byt leukemogenni (13,14,15).
FLTS3, tyrosin kindzovy receptor, by tedy mohl predstavovat
atraktivni cilovou molekulu pro vyvoj novych specifickych
1é¢iv. Dal§im ptikladem je publikace Sorlie et al. (16), kterd
definuje na podklad€ mikro€ipovych expresnich analyz 5 pod-
tfid karcinomu prsu, véetné nového myeloepithelidlniho a dédle
lumindlniho epithelidlniho typu. Bittner et al. (17) identifiko-
val dvé€ podtiidy koZniho maligniho melanomu vykazujici odlis-
nou agresivitu.

Prognostické studie

Mikrocipy byly vyuZity mimo jiné pro predikci pribéhu rako-
viny prsu (18,19), lymfoma (11,20), rakoviny plic (21) nebo
adenokarcinomu ledvin (22,23). V ptipad€ predikce preZiti
u pacientek s rakovinou prsu se ukazalo, Ze vyuZiti mikroci-
pové technologie preddi stavajici metody zaloZené na klinic-
kych a histologickych kritériich (19).

U rendlniho karcinomu byl pomoci expresnich Cipt a validace
jejich vysledkt kvantitativnim RT-PCR identifikovéan set bio-
markert pro predikci jeho agresivity. Na zéklad€ 34 gen, které
nejvyraznéji vykazovaly rozdily v expresi, bylo pomoci hierar-
chického klastrovéni spravné zarazeno 88% (23 z 26) vzorki do
skupiny agresivnich a metastazujicich karcinomd, 100% do sku-
piny neagresivnich nddord a 100% do skupiny non-neoplastic-
kych vzorkl. Autofinavic poukézali na fakt, Ze na zdklad€ expre-
se jednoho z kandidatnich markerti (survivinu) Ize predikovat
preZiti pacientd s rendlnim karcinomem (23).

Expresni ¢ipy mohou byt také vyuZity pro diagnostikovani
metastaz a identifikaci tkané, ze které ptivodné pochazeji. [ kdyz
jsou tumory casto histologicky identické, urceni jejich povahy
aptvodu je duleZité pro spravnou volbu lé¢ebného postupu. Potie-
ba nalezeni lepSich molekuldrnich markert, které by odhalily
primérni zdroj metastézy, vedla k vyuZiti mikroCipt pii klasifi-
kaci nadort podle jejich ptivodu (24-27). Napitiklad Su et al. (26)
pouZil , supervised learning* metodu k identifikovani skupin gen,
jejiz hladina exprese je charakteristicka pro rizné druhy nidort.
Tyto soubory zahrnovaly geny, jejichZ exprese je typickd pro
danou zdravou tkar, stejné jako ty, jejichz hladina je zvySena
v disledku onemocnéni. Pomoci vytvofeného klasifika¢niho
schématu pak spravné urcily 90% mist ptivodu nadort, véetné 9
z 12 metastaz. Bhattacharjee et al. (27) dokézal, Ze expresni mik-
roCipy jsou schopné rozliSit primarni plicni adenokarcinom od
metastaz extra-pulmondlniho ptivodu. Tyto studie prokazaly, Ze
metastizy si obecné zachovavaji expresni profil tkané, ze které pocha-
zeji, ¢imZ naznacily potencidl ¢ipové technologie pro identifikaci
tkariového piivodu u karcinomt vzniklych z nezndmého zdroje.
Predpovéd odpovédi na lécbu

Jednim z prvnich tspécht vyuziti mikro€ipi pro odhad reakce
pacienta na lécebny program byla identifikace 95 gent, jejichZ
expresni profil u pacienti s ALL poddv4 informaci o citlivosti
bunek k STIS71 (glivec, imatinib) (28). Pro leukemické butiky
rezistentni vii¢i pisobeni STI571 bylo charakteristické zvySeni
exprese v genech pro Bruton’s tyrosin kindzu a dvou ATP syn-
tetdz (ATP5A1 a ATP5CI). Na druhou stranu vykazovaly sig-
nifikatni pokles v aktivité proapoptotického genu BAK a genu
kontrolujictho pribéh bunééného cyklu p15INK4b.

Obdobné byly prokdzany odli$né expresni profily u skupin
pacientek s rakovinou prsu pozitivnég, respektive negativné
reagujicich na pfedoperativni podavéani docetaxelu (29). Cel-
kem bylo definovéno 92 genil, které vykazuji odliSnou aktivi-
tu u chemosenzitivnich/rezistentnich pacientek. Z toho 14 gent
vykazovalo zvySenou expresi u pacientek rezistentnich na 1é¢-
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bu docetaxelem, pficemz tyto geny, pokud je jiZ zndma jejich
funkce, se ucastni pfevazené procest fizeni bunécného cyklu,
RNA transkripce a translace. U pacientek, které odpovidaly na
lé¢bu docetaxelem, bylo identifikovano 78 gent se zvySenou
expresi. Z nich nejvice nileZelo do kategorii gent ucastnicich
se apoptozy, stresovychreakcich, adheze, transportu proteind,
signélni transdukce nebo sestiihu a transportu RNA.

c¢DNA mikro¢ipy

Vyhody

® neni nutnd promdrni znalost
cDNA sekvence

® moznost vlastniho naniSeni

oligounukleotidové mikrocipy

@ uniformni délka (do 80 b)

® automatizace, kontrola kvality

spotil v laboratofi
ndrist intenzity signdlu
pozitivné korelujes délkou sondy

béhem syntézy
® vy specifita, nizs{ pravdépodobnost
cross-hybridizace

® del¥i sonda (=stabiln&;jsi hybridni
molekula) umoZziiuje nastavit vice
stringentni podminky, tim se snizi
signdl pozadi

® cenove vyhodnéjsi

Nevyhody

® moznost cross-hybridizace

® moznost kontaminace cDNA
klont/PCR produktit

Tabulka 1: Srovnani typt sond - klony cDNA/PCR produkty versus
oligonukleotidy

Prisliby do budoucna

Potencial expresnich mikroCipt pro zlepSovani diagnostické-
ho a prognostického testovani nejen v onkologii je stile vice
ziejmy. Z dat poskytovanych ¢ipovymi technologiemi lze
vybrat malé mnoZstvi markeru, jejichZ genovou expresi je moz-
né dale sledovat konven¢nimi, §iroce rozsitenymi technikami
jako jsou imunohistochemie, in situ hybridizace ¢i PCR. Kvi-
li genetické komplexnosti onkologickych onemocnéni by ale
méla byt daleko presnéjsi kombinace molekuldrnich markeri
ziskana obsdhlou analyzou neZ pouZiti jediného markeru.
Z toho vyplyvé dalsi vyuZiti ¢ipovych technologi: komplexni
testovani exprese v nddorové tkani (pomoci mikrocipu vyro-
beného piimo na miru danému onemocnéni) a vyuziti expres-
nich profild jako klinickych testu.

Je zde vSak stale jeSt€ nékolik nevyfeSenych otdzek, na které
bude tfeba nalézt odpovéd pred zavedenim mikrocipd do kaz-
dodenni klinické praxe. Nékteré se tykaji samotné technolo-
gie, jiné klinické vyuZitelnosti ¢ipt. DlleZitym problémem je
standardizace metodiky. V soucasné dobé existuje velké mnoz-
stvirtiznych ¢ipovych platforem, které vyuZivajirozdilné sady
genil, hybridiza¢ni podminky ¢i detek¢ni metody. Na nékte-
rych mikrocipech jsou spotovdny cDNA sondy rozli¢nych
délek, na jinych jsou syntetické délkové uniformni oligonuk-
leotidy; sonda pro tentyZ gen miZe byt reprezentovana na riiz-
nych ¢ipech rliznymi sekvencemi. Bylo pozorovano, Ze délka
sondy, stejné jako jeji poloha v ramci hybridizujiciho tran-
skriptu hraje roli v intenzit€ detekovaného signalu . Sondy krat-
$1 nez 400 nukleotidl poskytuji aZ o polovinu niZi intenzity
signdld neZ sondy o délce 600 - 2000 nukleotid. Obdobné
sondy odvozené od 3’-konce mRNA se jevi z hlediska signa-
lu jako vyhodné&jsi (6). KaZd4 laboratof také miZe mit jiny pii-
stup k ziskdvani vzorkt z nddorové tkané, pouZivat jiné kon-
trolni vzorky, ¢i sady pouZivanych markert - to v§e miZe vést
k rozdilim v intenzité signdlti.. Rutinnimu vyuZit{ této techno-
logie brani v neposledni fadé€ i fakt, Ze komeréné dostupné
mikroCipy a pfistrojové stanice jsou stéle pfili§ drahé.
Technologickarevoluce v poslednich letech zptisobend prudkym
rozvojem ,.high-throughput* technologii skytd nové moZnosti
pro vyzkum na poli molekulérni mediciny a otevird prostor pro
celistvéjsi pochopeni svéta biomolekul. Z onkologického hle-
diska DNA ¢ipy umoZiiuji zcela novy pohled do komplexity
nadort a predstavuji do budoucna veliky potencial pro zlepSeni
1ékat'ské péce o pacienta.
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VYBRANE APLIKACE TECHNOLOGIE ¢cDNA MICROARRAYS
V ONKOLOGICKEM VYZKUMU

SELECTED APPLICATIONS OF ¢cDNA MICROARRAYS
TECHNOLOGY IN ONCOLOGICAL RESEARCH

KOUTNA I., KRONTORAD P., SVOBODA Z., KOZUBEK M.
CENTRUM ANALYZY BIOMEDICINSKEHO OBRAZU, FAKULTA INFORMATIKY MU, BRNO

Souhrn

nové nahledy do procestt maligni transformace. Diky této technologii dnes miZeme sledovat v jeden okamZzik
expresni aktivitu tisicti genfl. S pomoci vhodnych néstroji miZeme naméfené hodnoty davat do souvislosti, kte-
ré byly jesté neddvno prakticky nemyslitelné. V nasi laboratofi jsme vyvinuli nové néstroje a postupy pro analy-
zu microarrays a pro zpracovani vysledkii do podoby pouZitelné v onkologickém vyzkumu. Pro sledovani nékte-
rych charakteristik je nutné pouZit vizualiza¢ni nastroje. Napiiklad pro sledovani aktivity urcitych oblasti
chromosomil jsou velmi vhodné transkripéni mapy (dale TM). Implementovali jsme vlastni software pro gene-
rovani TM a diky kombinaci jeho vystuptl s dosavadnimi znalostmi jsme formulovali zavéry naSich experimen-
t0. Intuitivnim roz§ifenim TM jsme dosdhli mnoha dalSich vizualizaci napf. hustoty aktivnich genti, kumulativni
exprese oblasti atp. Tyto néstroje by mély v budoucnosti pomahat klinikiim pfi diagnostice zhoubnych malignit
a urcovani nésledné 16Cby.

Kli¢ova slova: microarrays, leukémie, karcinom tlustého stfeva, ex vivo diferenciace

Summary

In this paper we bring a scientific review of studies in which cDNA microarrays technology allowed us to create
new insights into malignant transformation processes. We can monitor parallel expression activity of thousands
of genes using this technology. Using appropriate tools we can evaluate biological correlations that were practi-
cally impossible few years ago. We have developed new tools and techniques transforming the data into form sui-
table for oncological research. Special visualizations are necessary for some types of studies. E.g. transcription
maps (TMs) are a proper tool for studying activity of chromosomal regions. We have implemented our own soft-
ware for generating TMs. On the basis of combination of its outputs and knowledge gained so far we have for-
mulated our conclusions. Using intuitive TM extensions we have obtained many useful visualizations, e.g. den-
sity of active genes, cumulative expression etc. These tools are supposed to help clinicians while forming diagnoses

of malignant diseases and while treatment planning.

Keywords: microarrays, leukemia, colorectal carcinoma, ex vivo differentiation

Material a metody

Na zakladé zkuSenosti s riznymi druhy microarrays jsme se
pro nase experimenty rozhodli pouzivat skla SS-H19K (Cli-
nical Genomic Centre GCC, Toronto, Ontario, Canada). Tato
sklanesou celkem 19008 EST. Takto vysoky pocet EST nim
umoziiuje sledovat aktivitu téméf celého genomu v Sirokém
spektru typt vzorki: vzorky odebrané z leukemickych paci-
entll, naddory tlustého stieva atp. Na§ vyzkum se primarné
orientuje na sledovini zmén genové exprese béhem malig-
nich transformaci a diferenciaci [1 —4]. Pracujeme s rizny-
mi druhy stabilizovanych buné¢nych linii a se vzorky ode-
branymi z pacientli. Odebirdme napf. nddorovou tkan
tlustého stfeva, kostni dfeil a krev leukemickych pacientd.
Experimenty vyuZivajici cDNA microarrays sestdvaji
z nésledujicich kroku:

e izolace a purifikace RNA, amplifikace

e reverzni transkripce

e hybridizace

e skenovani

e obrazovd analyza, normalizace a statistické vyhodnoceni.
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Obraz pofizeny skenovdnim skliek analyzujeme pomoci
vlastniho software, ktery jsme v rdmci vyzkumu orientovaném
na analyzu obrazu vyvinuli tak, aby co nejlépe vyhovoval
naSim potfebam. MfiZku nastavujeme poloautomaticky a pro-
vadime velmi peclivou kontrolu adresace (obr.1). Dalsi kroky
jsou jiZ pIn€ automatické, volime pouze pouZité metody. Na§
software obsahuje velmi moderni segmenta¢ni a QC algorit-
my kopirujici vyvoj v této oblasti [5]. Na vystup pro kazdy spot
zapisujeme primérnou intenzitu popiedi, odhad intenzity
lokéIniho pozadi a méfeni kvality obrazového vzorku. Nume-
rické hodnoty ziskané pomoci naSeho software dale normali-
zujeme opét ve vlastnim programu. Implementovali jsme
mnoZstvi modernich normalizacnich algoritm@ a piehledné
ndstroje vizualizace tak, abychom mohli s ohledem na design
experimentu co nejlépe transformovat vstupni data. Nas soft-
ware obsahuje within-slide i between-slide normaliza¢ni meto-
dy (obr. 2) a umoziiuje cely normalizacni proces zapouzdfit
do velmi prehledného a kompaktniho prostfedi. Pokud porov-
ndvame hodnoty pouze jednotlivych skel, pouZivame nejcas-
téji LOWESS [6] within-slide normalizaci mezi jednotlivymi



subgridy, kterd velmi kvalitn€ vyrovnavarozdily v intenzitich
zpusobené pfedevSim riznym zabudovavinim pouZivanych
fluorescencnich barviv. Nékteré experimenty vyZaduji porov-
navani hodnot z nékolika skel mezi sebou. V té€chto pripadech
volime nejcastéji dvoufdzovou normalizaci. Nejprve jednotli-
va skla normalizujeme pomoci vhodné within-slide normali-
zace a poté aplikujeme between-slide normalizaci, nejcasteji
metodu Quantile [7]. Normalizované hodnoty dile podrobu-
jeme statistické analyze pro odhaleni vyzna¢nych gent nebo
oblasti. Pro specifické aplikace ddle implementujeme vizuali-
zaCni nastroje, které nam prehledné zobrazuji pozorované cha-
rakteristiky.
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Obrazek 1.: Ukazka naSeho software pro analyzu obrazu JABS.I. Na
obréazku je vidét prostiedi s definovanou mfiZkou. Pro dalsi informace
o tomto software nds miiZete kontaktovat.
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Obrazek 2.: Priklad definice normaliza¢niho vypoctu v nagem software
JABS.N. Uzivatel definuje vypocet graficky, pomoci schématu. Vypocet
je tak velmi prehledné znazornén.
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Vyzkum v oblasti leukemickych onemocnéni

R4di bychom demonstrovali vhodnost pouZiti technologie
cDNA microarrays pro sledovani ¢asové zavislych procestl,
transkrip¢ni aktivity, diferencia¢nich a jinych transformaci.
Za timto ic¢elem popiSeme nase experimenty spojené s ana-
lyzou diferenciacnich procesii. Studujeme kinetiku a rozdi-
ly mezi vybranymi diferenciacemi. V oblasti stabilizovanych
bunéénych linii provddime intenzivni vyzkum diferenciac-
nich procesit u HL-60 a K562 bunék a také na buiikdch
CD34+[8, 9].

Kinetické studie

Pro hledéni rozdila v ¢asovém pribéhu exprese jednotlivych
genll pouZivime vySe zminénd vysokohustotni microarrays
skla. Pro sledovani zmén genové exprese nam slouzily 3 mode-
lové diferenciace: monocytarni a granulocytarni diferenciace
HL-60 amegakaryocytarni diferenciace bunék K562 [10—13].
Na zéklad€ ziskanych microarrays dat jsme rozdélili geny do
10 skupin (GRG) pro kaZdy druh diferenciace. Kriteriem byla
casové kinetika zmén genové exprese. Tyto skupiny jsme seta-
dili od 1 do 10 podle charakteristického pribéhu podle nésle-
dujiciho klice (obr. 3)
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Obrazek 3.: Charakteristické ¢asové pribéhy genové exprese nalezené
shlukovou analyzou naméfenych hodnot pro vS§echny 3 typy diferenciaci.

e rychla up-regulace

e pomald up-regulace

e up-regulace nasledovana down-regulaci

e pomald down-regulace

e rychla down-regulace

Pocty gentt v GRG se pohybovaly okolo 100. Za i¢elem porov-
ndni t€chto skupin mezi riznymi druhy diferenciace jsme vypo-
¢itali jejich proniky a zanesli je do tabulek. V nich miZeme
pozorovat jisty fad poukazujici na nendhodné rozloZeni gent
ve skupinéch Pro vétsi pfehlednost jsme kaidé poliéko obar-
Vsimneme si Cervenych ,,ostriivki*“ znamenajicich velky pru-
nik vzhledem k podobnému ¢asovému pribéhu. Diagonalni
policka ndm potvrzuji existenci oblasti aktivnich béhem vSech
druht diferenciace (tab.1).

Megakaryocytami diferenciace
iT2ITaTals T

Moncoytarmi diferenciace

Tabulka 1.: Tabulka prinikt jednotlivych shluki (1-10 GRG) pro mega-
karyocytarni a monocytéarni diferenciace. Takovéto tabulky byly vygene-
rovany pro vSechny kombinace diferencia¢nich studii. Intenzita Cervené
barvy napoméhd k lepsi pfehlednosti tabulky.

Na druhou stranu Cervené ostriivky leZici mimo diagonélu jsou
dokladem existence oblasti, které jsou sice aktivni béhem rtz-
nych diferenciaci ale jejich aktivita se v ¢ase pro riizné diferen-
ciace li$i. Implementovali jsme vizualiza¢ni nastroj, ktery zobra-
zuje vypocetrelativni hustoty exprese (weighted area regulation,
WAR) vzhledem k pozici na chromosomu (obr. 4) a néstroj
barevné odliSujici geny jednotlivych deseti skupin. Diky nému
jsme méli moZnost sledovat shlukovéani regulovanych genil
uvniti RIDGE (regions of increased gene expression) oblasti
a periodické zmény kinetiky genové regulace. Ziskali jsme tak
zcelanovy pohled na dynamiku genové regulace azménu struk-
tury chromatinu. Pokud se zaméfime na oblasti husté obsazené
regulovanymi geny, miiZzeme pozorovat ¢asty jev periodického
opakovani genil z oblasti 1-10 na chromosomech (postupny
néstup). Detailni zpracovani hodnot a grafii WAR potvrdilo, Ze
regulované geny se na chromosomech nevyskytuji ndhodné.
Naptiklad shluky genii regulovanych v granulocytech a mono-
cytl nachdzime na prvnich 10Mbp chromosomu 7. Oproti tomu
v této oblasti neni Zadny shluk u megakaryocytt. V oblasti oko-
lo 90Mbp miiZeme na chromosomu 8 vidét 35% gent regulo-
vanych v megakaryocytech oproti 10% v granulocytech. Hus-
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tota vyskytu regulovanych genti obecné nekoreluje s hustotou
genl danou obsazenim sklicka. Naptiklad pouze 5 genl ze 60
je regulovanych u monocytil v oblasti okolo 30Mbp chromoso-
mu 20. Vyskyt regulovanych gent v riznych RIDGE [14, 15]
oblastech neni rovnomérny a jednotlivé diferencia¢ni procesy
maji své individualni aktivni podoblasti uvniti RIDGE.
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Obrazek 4.: Hustota rozloZeni regulovanych genii pro riizné druhy dife-
renciaci. Diky této vizualizaci miZeme sledovat oblasti relativné (vzhle-
dem k celkovému poctu genil v oblasti) bohaté na regulované geny a sou-
Casné i s vysokym poctem (absolutné) gentl. V prvnim az tietim sloupci
jsou data spojend s diferenciaCnimi procesy, ¢tvrty sloupec vyjadiuje hod-
noty pro celé skli¢ko (pocty zkoumanych gent v danych oblastech).

NaSe vysledky potvrdily [16], Ze nejsou pouze oblasti se striktng
zvySenou nebo sniZenou hladinou exprese, ale Ze na nékte-
rych polohdch chromosomu existuji oblasti specifické pro
urcité bunécné procesy. Vysledky poukazujici na pozi¢ni shlu-
kovéni genti béhem riznych druhii diferencia¢niho procesu
predstavuji velky potencidl pro budouci techniky diagnosti-
kovéani onkologickych onemocnéni.

Hledani rezidualnich rozdila v bunéénych populacich
Velmi zajimavé z hlediska uplatnéni microarrays v klinické
diagnostice se také jevi studie hledajici minimalni resp. maxi-
malni shody dvou zkoumanych vzorkt. V prici vénované
tomuto problému [9] jsme porovndvali expresni profily CD34+
pozitivnich bunék, selektovanych z periferni krve stimulova-
nych pacientli s non-Hodgkinovym lymfomem, dvéma zpt-
soby selekce (CD34+ a Lin-). Buiiky jsme porovnavali béhem
ex vivo [17] diferenciace do granulocyti. Nasim cilem bylo
nalezeni stupné shody dvou odli§né ziskanych vzorku. Proka-
zali jsme, Ze ob€ dvé selekéni metody poskytuji srovnatelné
bunécné populace, které neméni sviij expresni status ani béhem
dvoutydenni ex vivo diferenciace do granulocytu.

Pro tuto studii jsme vyvinuli vlastni microarrays metodiku porov-
navéni vzorkl. Jednoduché porovnavani hodnot je piilis zatiZe-
né systematickou chybou, pfedevSim v oblasti niZSich intenzit
(variance se vice projevi). Metoda vyuZivajici z-score [18, 19] je
navrzZena tak, aby vysledek nebyl timto faktem piili§ ovlivnén.
Némi navrZena metodika se sestiva nejprve z within-slide nor-
malizace na kazdém sklicku. Hodnoty ze vzijemné porovniva-
nych sklicek dale normalizujeme between-slide normalizaci. Poté
je mozné jejich hodnoty porovnévat. Z-score metodou nalezne-
me rozdilné hodnoty a na vystup vracime procento zastoupeni
rozdilnych hodnot, ktery reprezentuje rozdilnost (resp. shodu)
vzorkil aplikovanych na porovnavanych sklech (obr. 5).

Vyzkum v oblasti nadoru tlustého stfeva

Experimenty zabyvajici se nddory tlustého stfeva vedeme
pomoci porovnivani zdravé a nadorové tkané€ [20]. Detekuje-
me geny s vyznamnym rozdilem v expresi béhem riiznych sta-
dii onemocnéni. Nase cile jsou jak v identifikaci dileZitych
gen, tak ve vyvijeni moderniho diagnostického pfistupu vyu-
Zivajiciho srovnavaci TM. Identifikovali jsme 195 dileZitych
gend s vyznamnym rozdilem (164 down a 31 up-regulova-
nych) v expresi mezi zdravou anaddorovou tkéni. Pacienty jsme
na zaklad€ naSich studii rozd€lili do dvou skupin podle vysky-
tu metastaz v regiondlnich uzlinich. Provedli jsme funk¢ni
analyzu [21] identifikovanych genil. Tarozdélila geny do kate-
gorii dle jejich funkce a vyznamu. Srovnavaci TM ndm uka-
zaly nékteré spolecné regiony u riznych pacientl a také
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regiony, které se mezi pacienty liSily [22]. Tento pfistup umoz-
fluje relativné detailni analyzu tkdn€ nadoru tlustého stfeva.
Na jejim zakladé je mozné od sebe odliSovat pacienty s riiz-
nymi stadii Duke podle spole¢nych a individudlnich regiont
ve srovndvacich mapéach. Vysledky microarrays analyz pre-
nesené do podoby TM jsme studovali s cilem vyjasnit pozic-
ni vztahy mezi regulovanymi geny. Tyto vztahy mohou objas-
nit vliv remodelace chromatinu na genovou expresi. Uvedené
vysledky mohou dopliiovat soucasnou diagnostiku a pomoci
pfi pldnovéani 1écby [23] (obr. 6).

Nog v Ol 0/ Cuamsedl A

Log2{Chinnel A = Chanssl B} # 2

Obrazek 5.: Ukazka MA grafu pro porovnavéni dvou bunéénych popu-
laci (v tomto pfipad€ populace bunék ziskanych pomoci CD34+ a Lin-
selekce na zaCatku ex vivo diferenciace) . Modré tecky reprezentuji geny
s velmi malym rozdilem v expresi, Cervené tecky naopak geny s vyznam-
nou odchylkou. Shoda pro tento graf ¢ini 98,3%.

I 2 ] 1 2 1
[ : : H
HIE — . g
- : - -
- L - -
a1 z :
[2]l— [i —| & : =
L d e ¥ = - -
:: = i 2 - ;
- = ‘ -
= 11 -
- = | C
= < =
-
- =
o r
L F 3

Obrazek 6.: Transkripni mapy jako diagnosticky néstroj aplikovany na
data pacienttl. V prvnim sloupci je naméfena genova exprese pacientl bez
metastdz, ve druhém sloupci jsou data pacientil s metastdzami. Treti slou-
pec reprezentuje rozdil mezi prvnim a druhym sloupcem.

Zavér

Technologie cDNA microarrays se nim osvédcila jako velmi
silny néstroj pii vyzkumu v oblasti onkologickych onemocné-
ni a to pfedevsim na hled4ni novych vztahl ve zméné vyjadre-
ni gend, ¢i rodin gent v pribéhu maligni transformace. Diky
velkému poctu soucasné zkoumanych gentl jsou studie prova-
déné za pomoci této technologie velmi robustni a malo zatize-
né vybérovou chybou. Za pomoci stejnych druht skel je moz-
né sledovat Siroké spektrum jevil. V této publikaci jsme napf.
zminili studie zabyvajici se leukemickymi butikami a buiika-
mi tkané tlustého stfeva. Diky interdisciplinirni povaze nasi
skupiny jsme vyvinuli nastroje, které nam transformovaly data
do prehledné formy. Pfikladem jsou transkripéni mapy, které
dévaji do souvislosti genovou expresi s pozici genu na chro-
mosomu. Také néstroje funk¢ni analyzy microarrays dat posky-
tuji ¢im dal sofistikovanégjsi vysledky umoZiiujici propojit zmeé-
ny v expresnim statusu s jednotlivymi metabolickymi drahami
[24]. Podobné nastroje je mozné vytvareti pro dalsi studie a tim

Moy

jeste vice rozsifit uZiteCnost cDNA microarrays.
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URCOVANI NEBALANCOVANYCH GENOVYCH ZMEN METODOU ARRAY
KOMPARATIVNI GENOMOVE HYBRIDIZACE (ARRAY CGH) U NADORU.

DETERMINATION OF GENOMIC IMBALANCES USING ARRAY
COMPARATIVE GENOMIC HYBRIDIZATION (ARRAY CGH) IN CANCER
GENOM.

JAROSOVA M1, POSPISILOVA H!., PLACHY R.I, PAPAJIK T.1, KOPTIKOVA J2., INDRAK K.2

'HEMATO-ONKOLOGICKA KLINIKA LF A FN OLOMOUC
2CENTRUM BIOSTATISTIKY A ANALYZ, PRF A LF MU BRNO

Souhrn

Nadory jsou onemocnéni charakterizovand genomovou instabilitou. Zmény v poctu kopii DNA jsou jednou z mno-
ha abnormit, kterymi miZe byt ovlivn€na exprese a funkce gent. Proto ur¢eni nebalancovanych zmén, které pred-
stavuji pfedev§im amplifikace a delece chromosomovych oblasti a genti v nich lokalizovanych, dovoluje urcit kri-
tické geny a signélni drahy zahrnuté do vzniku a vyvoje onemocnéni. Uréeni takovych nebalancovanych zmén
dovoluje molekuldrné cytogenetickd metoda komparativni genomova hybridizace (CGH). CGH se stala zikla-
dem neddvno vyvinuté technologie, metody array komparativni genomové hybridizace (array CGH), kterd dovo-
luje detailni analyzu chromosomovych oblasti, ve kterych doslo ke zméné€ poctu kopii sekvenci DNA. V soucas-
nosti miZeme vyuZit fady array CGH technologii, které vyznamnym zpisobem zvySuji rozliSovaci schopnost
metody CGH a umoZiiuji definovat v genomu oblasti, které maji vztah ke vzniku nddoru a dovoluji rychle odha-
lit geny leZici v téchto oblastech.

Tato prace informuje o principu, vyznamu a vyuZiti metody array CGH pfi urCovani nebalancovanych zmén
v nddorovém genomu.

Klicova slova: CGH, DNA ¢ip, array CGH, nadorovy genom, onkogen, tumor supresorovy gen

Summary

Cancer is a disease characterized by genomic instability. One of the mechanisms that changes gene expression
and gene function is DNA copy number changes. These changes mostly include gains and losses of chromoso-
mal regions, which can be detected by molecular cytogenetic method: comparative genomic hybridization (CGH).
On the basis of CGH a new method has been recently developed called array comparative genomic hybridizati-
on (array CGH). Array CGH improves the resolution of CGH and enables detailed analysis of chromosomal regi-
ons, detecting DNA sequence copy number changes. Modern array CGH technologies posses increased sensiti-
vity and are able to define genomic regions related to cancer, and to identify genes lying within these regions.
Such genes may be involved in critical signaling pathways and may play role in cancer development and pro-
gression. This work informs about the principle, significance and usage of array CGH method in detection of imba-
lanced aberrations of cancer genome.

Key words: CGH, DNA chip, array CGH, tumor genom, oncogene, tumor suppressor gene

Uvod

Molekularné cytogenetické metody predstavuji revolucni
adnes jiZ potvrzeny zpiisob uréovani chromosomovych zmén.
Jednou z takovych technologii, kterd byla vyvinuta pfedevsim
pro vySetfovini nddorovych bunék, je metoda komparativni
genomové hybridizace (CGH). CGH (obr. €. 1) byla vyvinuta
pro méfeni zmén poctu kopii sekvenci DNA v celém genomu
v jednom vySetfeni (1, 2). Principem metody je komparativni
neboli pomérné hybridizace dvou odli§né znacenych geno-
movych DNA s normdlnimi metafizovymi chromosomy.
Genomové DNA jsou izolovéany ze dvou bunéc¢nych popula-
ci, normdlni a naddorové, a jsou znaené rozdilnymi fluoro-
chromy, obvykle ¢ervenym a zelenym. Po skonceni hybridi-
zace jsou méfeny intenzity obou fluorescenci podél kazdého
chromosomu a pomér intenzit Cervené a zelené fluorescence
pak urCuje relativni pomér poctu kopii ve vySetfovaném geno-
mu. Jedna z genomovych DNA je vZdy normadlni, oznacena
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jako referencni, takZe pomér pfimo mapuje zmény poctu kopii
v testovaném genomu. Je duleZité si uvédomit, Ze CGH samot-
na urcuje pouze zmény poctu kopii, ale ne absolutni pocet kopii.
Presné tetraploidni bunécénd populace bude tedy davat kon-
stantni pomér v genomu a bude nerozliSitelna od vysledku zis-
kaného z diploidni testované populace.

Metoda CGH mé své omezené rozliSovaci schopnosti a dovo-
luje urcit nebalancované zmény na chromosomech, které se
pohybuji od 3 megabazi (Mb) pro ztrity genetického materi-
dlu a 7-10 Mb pro urceni pfitomnosti nadbytecného genetic-
kého materidlu (3). Zvysitcitlivost metody, kterd v jediné hyb-
ridiza¢ni reakci dovoluje analyzovat cely nadorovy genom, se
podafilo zavedenim metody array komparativni genomové
hybridizace (array CGH). Cil hybridizace, metafazové chro-
mosomy metody CGH, byly nahrazeny fragmenty klonované
DNA raznych gent. Tyto fragmenty byly specidlni technikou
umistény — tiSt€ny na povrch skla, kde k nim referen¢ni



a zkoumand DNA hybridizuji. Kazdy fragment klonované
genomové DNA zaujimd své pfesné urcené misto na povrchu
skla. Takto pripravené specidlni sklo bylo ozna¢eno microar-
ray neboli ¢ip (obr. 1).
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Obrazek ¢. 1.: A. Komparativni genomova hybridizace (CGH). Princip
metody CGH je zaloZen na hybridizaci dvou rozdilné znacenych geno-
movych DNA, které hybridizuji s normalnimi chromosomy. Pomér fluo-
rescencnich intenzit urCuje oblasti na chromosomu, ve kterych do$lo ke
ztratdm nebo zmnoZeni genetického materidlu. B. Stejnd hybridizace dvou
rozdiln€ znacenych genomovych DNA s DNA ¢ipem. Pocty kopii klont
na Cipu jsou ur¢eny pomérem naméfenych intenzit fluorescence a jejich
urceni zavisi také na velikosti klont a jejich lokalizaci na chromosomu.

Princip metody array CGH

Technologie array CGH, také oznaCovana jako matrix CGH,
byla zpoc¢itku pouZita pro ur€eni segmentdlnich zmén — tj.
zmeén, které se tykaly chromosomovych oblasti o velikosti
nékolika megabazi, (Mb), a které byly lokalizované ve speci-
fickych chromosomovych oblastech spojenych s ur¢itym one-
mocnénim. Salinos-Toldo a spolupracovnici (4) pouZili mic-
roarray technologii k urceni nebalancovanych chromo-
somovych zmén. V metodé¢ CGH nahradili cil hybridizace,
metafdzové chromosomy, microarray neboli ¢ipem, ktery
obsahoval klony s velkymi inzerty (large insert clones — LIC)
pokryvajicimi chromosom 13q14 a dals$i oblasti. Analyzafady
bunécnych linii a nddorového genomu v praci téchto autoril
ukdzala, Ze tento pfistup dovoluje zvysit citlivost metody CGH
z 10 megabézi (Mb) na 75-130 kilobazi (kb).
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Obrazek ¢. 2.: Schematické znazornéni principu array komparativni geno-
mové hybridizace (detailni popis v textu).

Zakladnim principem metody array CGH je hybridizace (Obr.
¢.2). Vzorky normélni a nddorové genomové DNA jsou pomo-
ci molekuldrné genetické metody random priming PCR ozna-

Ceny rozdilnymi fluorochromy a takto rozdiln€ znacené DNA
hybridizuji s ¢ipem obsahujicim fragmenty genomové DNA
vybranych genil. Vysledek hybridizace je hodnocen pomoci
specidlniho pfistroje, umoZiiujici méteni intenzity fluorescen-
ce hybridizované normélni a nddorové DNA. Rozdil v pomé-
ru intenzity Cervené a zelené fluorescence urcuje nebalanco-
vané zmény v nddorovém genomu. Pro vyhodnoceni vysledkt
hybridizace se pouZivaji specidlni programy zabudované pii-
mo v ¢tecim zafizeni a statistické vyhodnoceni je provadéno
pomoci dal§ich samostatnych softwarovych néstroji.

Array CGH slouZzi ke zvySeni pfesnosti, rozliSeni a rozsahu
zmén ve srovndni s klasickou metodou CGH a méfeni miiZze
byt porovnano piimo k pozici na genomové sekvenci (5).
Cip pro array CGH je pripraven z mapovanych BAC (Bacteri-
al Artificial Chromosomes) a dal§ich genomovych klond nebo
jsou na hybridiza¢nim skle umistény fragmenty komplemen-
tarni DNA genti (cDNA) a nebo oligonukleotidy. V piipadé
pouziti BAC array, vyZaduje hybridiza¢ni reakce nékolik sto-
vek nanogrami genomové DNA, ale vice jak jeden mikrogram
DNA je potfebny pro cDNA array a nékteré specifické BAC
Cipy (6, 7). Jednotlivé typy Cipl maji své pfednosti, ale i svd
omezeni. Napiiklad, vyssi rozliSeni je dosaZeno pouZitim oli-
gonukleotidovych ¢ipi, které jsou pfipraveny technikou spo-
tovani na sklo (8) nebo pifimou syntézou na sklo nebo siliko-
nové substraty (9), které obsahuji vice jak 500 000 elementi.
Cipy pro urceni nukleotidového polymorfismu (Single nuc-
leotide polymorfism array-SNP) jsou vysoce citlivé ¢ipy dovo-
lujici urcit i ztradtu heterozygozity jednotlivych nukleotidli
i zmény poctu kopii (10). SNP ¢ipové sondy jsou sestavené
z25-merovych oligonukleotidii a kazdy SNP m4 jak sense tak
antisense fetézec. Intenzita sondy tak odpovid4 dvéma alelam
a umozZiuje tak urcit celkem tfi genotypy — AA, BB nebo AB.
Na rozdil od BAC ¢ipu hybridizuje k SNP ¢ipu pouze jedna
genomova DNA a zmény poctu kopii jsou uréeny na zaklade
srovndni s nezavislou predchozi kontrolni hybridizaci. Pomo-
ci tohoto pfistupu napiiklad Raghavan a spol. (10) ur¢ili vel-
kou oblast vykazujici uniparentdlni disomii u nemocnych s leu-
kémif, ktefi méli normalni karyotyp. Tento nalez mél velky
vliv na pochopeni genovych zmén uleukémii a ukézal, Ze SNP
Cipy budou mit vyznamné misto také pii urovani zmén v nado-
rovém genomu.

Dalsi moZnosti je pouZziti tzv. long oligonucleotide array.
Metoda, kterd je oznacena jako ROMA - representational
oligonucleotide microarray analysis, predstavuje pristup,
ve kterém je genomova DNA roz§t€pena pomoci restrik¢-
niho enzymu, nejcastéji Bglll, ktery je nasledovén linker-
mediated polymerdzovou fetézovou reakci, a vysledkem
jsou fragmenty o délce mensi jak 1,2 kilobaze (kb). Tento
pfistup dovoluje uréeni zmén, které jsou mensi jak jedna
megabdaze (8).

Tiling array

Pfesto, Ze je moZné konstruovat ¢ipy s riznym poctem klo-
novanych DNA v jednotlivych chromosomovych oblastech,
je vybér Cetnosti klont velmi individudlni. MiZe totiZ vést
k tomu, Ze nékteré oblasti zlistanou nepokryté. Pro tiplné
porozuméni vyznamu nebalancovanych zmén v nddorovém
genomu potfebujeme takové Cipy, které skutecné pokryvaji
cely genom.

Ishkanian a spol. (11) dosud jako jedini, sestavili Cip pro array
CGH pokryvajici skute¢né cely genom (Obr. 3). Toto tzv. sub-
megabazové rozliSeni, sestavené ze sady piekryvajicich se klo-
nd, bylo oznaceno ,,SMRT* (Submegabase resolution tiling
set). Tento Cip je tvofen celkem 32 433 prekryvajicimi se BAC
klony, které jsou naspotovany v triplikatech na celkem dvé
hybridizacni skla. Vyznamem téchto citlivych konstrukei tkvi
v tom, Ze takovym Cipem mohou byt detekoviny mikrozmé-
ny, které pfi pouZiti jinych ¢ipt zistanou neodhaleny. AvSak
takové vysoké rozliSeni ma své uskali. Tento Cip, narozdil od
jinych s mens$im rozliSenim, obsahuje i klony, které hybridi-
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zuji s vysoce homolognimi sekvencemi v genomu, a proto je
vyhodnoceni takovych €ipll velmi ndro¢né a vyZaduje znacné
znalosti a zkuSenosti.
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Obrazek €. 3.: Znazornéni moznosti volby klonti pro konstrukci ¢ipu. A —
RozliSeni Cipu je dano poctem a vzdalenosti jednotlivych vybranych klo-
nl v danych oblastech. B — Priklad volby klon pro konstrukci tzv. tiling
array, ve kterém se jednotlivé klony vzdjemné pfekryvaji.

Pozadavky na kvalitu a kvantitu DNA

Pro ziskani kvalitnich a validnich vysledku je pfi pouZiti meto-
dy array CGH zapotiebi dodrZet dnes jiZ pfesné stanovené pod-
minky kazdé hybridizace. Vyznamnym faktorem, ovliviiuji-
cim jiZ na pocatku vysledek hybridizace, je kvalita a kvantita
vySetfované DNA. Problémy se ziskdnim potiebného mnoz-
stvi DNA se mohou objevit pfedevS§im u materidlu ziskaného
z malych biopsii, zatimco problém s kvalitou se miiZe objevit
u formalinem fixovanych tkani nebo u parafinovych fezii. Dnes
jiz vime, Ze tzv. ,large insert, klony s velikosti kolem 150 kb,
jsou pomérné citlivé ahybridizace je ispéSnd i pfi pouZiti méné
kvalitni DNA. To vSak neplati pro oligonukleotidové Cipy
a Cipy tvofené malymi PCR fragmenty. VétSina BAC cipt
vyZaduje pro hybridizaci 200400 ng DNA, zatim co oligo-
nukleotidové a cDNA Cipy vyZaduji aZ 1 mikrogram vysoce
kvalitni DNA.

Dalsilimitaci pro array CGH je heterogenita tkdn€ (12). Nena-
dorové buiiky v nddorovém vzorku vedou k posunu v poméru
signdll spojenych s genetickymi zménami v nddorovych buii-
kéch. Garnis a spol. (13) napodobili tento fenomén experi-
mentalné a potvrdili, stejné jako Davies a spol (14), Ze prav-
dépodobnost ur¢eni zmén urcité velikosti neni zavisla jen na
poctu klond pfitomnych na Cipu, ale také na jejich velikosti.
VEtsi klony jsou identifikovany s vétSi pravdépodobnosti nez
klony malé.

Dulezity je také vhodny vybér referencni DNA. PouZiva se
DNA jak od jedince opacného pohlavi, tak stejného pohlavi.
Referencni DNA je smési DNA raznych jedinci nebo jde
0 DNA pouze jednoho jedince. Vybér zavisi také na zkuSe-
nosti laboratofe.

Analyzy dat ziskanych metodou array CGH

Rychly rozvoj metody array CGH vedl k vyvinuti fady softwa-
rovych systém pro statistické hodnoceni a vizualizaci dat. Prv-
nim krokem vizualizace je konverse obrazovych dat ziskanych
z ptislu§ného Cteciho zafizeni do Ciselného vyjadreni lokus-spe-
cifického pomeéru poctu kopii. Program, ktery to umoZiiuje, je
soucasti softwarového vybaveni fady skenerti. Druhym krokem
je prifazeni elementil naspotovanych na Cipu k jejich pozici
v genomu. Specidlni program dokaZe na zdklad¢ informace
o sekvenci jednotlivych BAC klonil ur€it jejich vztah k lidské-
mu genomu. Kazdy klon zastoupeny na Cipu je pak presné gra-
ficky lokalizovén na své genomové misto (obr. 2).

Urceni nebalancovanych zmén vyZaduje statistické vyhodno-
ceni ziskanych dat. Programy vhodné k tomuto tcelu jsou jak
volné dostupné, tak je mozné je zakoupit od specializovanych
softwarovych firem. AvSak pouZiti softwarovych programi
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vyZaduje v praxi velmi dobrou znalost jejich principu. Nezna-
lost by mohla vést k nespravnému pouZiti a interpretaci vysled-
ka. Pfikladem volné dostupnych programi, které jsou schop-
né hodnotit jednotlivé experimenty, jsou napt. ArrayCyCHt
(genomics.catholic.ac.kr/arrayCGH), Caryoscope (caryosco-
pe.stanford.edu/ a nebo SeeGH (www.ArrayCGH.ca) (15).
Sofistikovanéjsi programy, které dovoluji vyhodnotit vice expe-
riment(, jsou napt. CGHPro (http://www.molgen.mpg.de/~abt
rop/molecular cytogenetics/ArrayCGH/CGHPRO)

Nebo CGHAnalyser (http:/guanine.genomics.upenn.edu/peo-
ple/faculty/weberb/ douwnloads.htm cgh/html/).

Pro vlastni vyhodnoceni vysledku hybridizace je nutné znét
také aktudlni informace o polymorfismech v lidském genomu
a tyto informace vyuZit pti hodnoceni vysledki (15).

Urcovani zmén v nadorovém genomu metodou array CGH
V poslednich 5 letech byla publikovéna fada studii vyuZivaji-
ci metody array CGH pro ur¢ovéni zmén poctu kopii zaméfe-
nych na specifické oblasti, o kterych bylo zndmo, Ze jsou Cas-
to zahrnuté do nebalancovanych aberaci. Naptiklad byl
zkonstruovén ¢ip pro chromosom 3p tvofeny 535 BAC klony
a byl pouzit pro definovani Casto deletovanych a amplifiko-
vanych oblasti u naddorti dutiny dstni (16) a nadort plic (17)
nebo 5p Cip s 491 BAC klony pokryvajicimi 50 Mb na chro-
mosomu 5p (18) a ip pro chromosom 1p s celkem 642 BAC
klony pokryvajici 120 Mb, zase pomohl pfi objevu genil podi-
lejicich se na tumorogenezi plic (19).

Vyznam pouZiti Cipil s vysokym rozliSenim byl potvrzen na
studiich provedenych ulymfomu plastové zony (MCL), kte-
ry je charakterizovan translokaci t(11;14)(q13;q32). Tato
zména je priinou zvySené exprese cyklinu D1. Pro malig-
ni transformaci jsou nutné pridatné genetické zmény. Tyto
zmény a jejich frekvence byly studoviany metodou array
CGH s riznymi typy Cipt. Kohlhammer a spol. (20) pouZi-
li ¢ip s rozliSenim 15 Mb a detekovali primérné 6,7 zmén
najeden vySetfeny pfipad MCL. Ur¢ili tak 0 50 % vice zmén,
neZz bylo ur¢eno klasickou metodou CGH. V této praci bylo
uré¢eno celkem 6 oblasti s kandidatnimi geny, které jsou
cilem dal$ich vyzkuma. Ve studii Schraderse a spol. (21) byl
u MCL pouZit ¢ip s rozliSenim 800 kb a bylo ur¢eno 15,4
zmén na jeden pripad a celkem 15 oblasti s kandidatnimi
geny. DalSi vyznamna data byla ziskdna ze studie de Leeuw
aspol. (22). Analyza bunééné linie MCL s pouZitim SMRT
¢ipu dovolila ur¢it v priméru 35 zmén v genomu se stejnym
mnoZstvim jak ztrat genetického materidlu, tak zmnoZeni,
apotvrdila opakujici se zmény mensi jak 130 kb (22). Acko-
liv byla tato studie provedena na buné¢né linii, kde nékteré
zmény mohou souviset s kultivaénimi artefakty, detekci cel-
kem 35 zmén je moZné povaZovat za velmi vyznamnou.
Navic byly nékteré zmény submegabazové velikosti a zahr-
novaly pouze 1-2 kandidatni geny. PouZitim tohoto velmi
citlivého Cipu se ukdzalo, Ze delece na chromosomu 8p21,
u které urcili Kohlhmmer a spol. (20) velikost 2,4 Mb, je ve
skutecnosti delece o velikosti 730 kb a zahrnuje tfi kandi-
détni tumor supresorové geny, jako napf. TNFRSF10B —gen
tumor necrosis factor.

PouZiti metody array CGH s ¢ipy s vysokym rozliSenim
jsou zahrnuty do patogeneze onemocnéni. Pravé pouZziti
citlivych ¢ipti ddvd moZnost odhalit a ndsledné analyzovat
malé oblasti v genomu. Pfikladem je trisomie chromoso-
mu 12 u MCL. Ve studii de Leeuw a spol. (22) se ukazalo,
Ze nejde o kompletni trisomii chromosomu 12, ale bylo
objeveno 6 oblasti na chromosomu 12, které byly dupliko-
vané na kratkém i dlouhém rameni chromosomu 12, pfi-
¢em? jedna duplikace z nich byla mensi jak 370 kb a obsa-
hovala pouze 2 geny. To je dukaz, Ze se vzrlstajici
rozliSovaci schopnosti array CGH technologii vzriista také
pravdépodobnost snadnéjSiho odhaleni dosud neznamych
nadorovych gent.



Genetické zmény spojené s progresi nadori

Pouziti array CGH technologii pfispélo také k porozuméni
nékterym zméndm, které pozorujeme v dob& progrese one-
mocnéni. Martinez-Climent a spol. (23) pouZili ¢ip s 2400 klo-
ny s rozliSenim 1,4 Mb pro studium zmén bunécné linie foli-
kuldrniho lymfomu (FL) a n€kolika pacientt s transformaci
FL do velkobuné¢ného B lymfomu (DLBCL). Genomovy pro-
fil byl porovnan s jejich expresnim profilem a bylo potvrzeno,
Ze transformace je provdzena vznikem dal§ich genomovych
zmén a zména exprese fady genli odpovidala jejich genomo-
vym zménidm.

Jind studie byla zaméfena na urceni genetickych zmén v sou-
vislosti s progresi premaligniho stiddia nddoru do plné malig-
ni formy. Weiss a spol. (24) studovali metodou array CGH
hyperplastické polypy Zaludku a Zalude¢ni adenomy a vysled-
kem srovnéni bylo zjiSténi, Ze existuji pravdépodobné dvé roz-
dilné patogenetické cesty vzniku nadori Zaludku.

Vysledky prace Nyante a spol. (25) u nadori prsu ukazaly, Ze
na zdkladé nebalancovanych zmén maZeme odliSit podtypy
nédort prsnich s odliSnym klinickym prib&hem.

VSechny tyto studie ukézaly, Ze pozd€js$i nadorova stadia jsou
charakterizovdna vy$§im vyskytem zmén ve srovnani s jejich
predchozimi stadii. Predpoklada se, Ze pravé tyto pridatné zmé-
ny jsou odpovédné za progresi onemocnéni. Tyto ndlezy
mohou také prinést dilleZité prognostické informace o budou-
cim klinickém chovéani onemocnéni. Naptiklad, korelace array
CGH vysledki s klinickym pribéhem onemocnéni u lymfo-
mu plastové zony (MCL) ukézala, Ze delece na chromosomech
8p a 13q14 je vzdy spojena se Spatnou progndzou onemocné-
ni (20).

Cipova technologie pro urceni translokaci

Metoda array CGH dovoluje urcit zmény poctu kopii sekven-
ci DNA. Nedovoluje urcit chromosomové zmény typu inver-
se a balancované translokace, ve kterych nedochazi ke zméné
poctu kopii. Pro urceni balancovanych zmén byla vyvinuta
modifikace metody array CGH a byla oznacena array painting
(26). Array painting vyuZiva priitokové cytometrie k sortova-
ni a separaci abnormélnich chromosomi, které jsou vysled-
kem translokace nebo inverse, pomoci zmény velikosti a pomé-
ru part bazi. Nasleduje izolace DNA z téchto abnormélnich
chromosomu. DNA obou aberantnich chromosomt jsou ozna-
¢eny rozdilnymi fluorochromy a hybridizuji s ¢ipem . V pii-
padé balancované translokace rozdilné znacené DNA dvou
derivovanych chromosom ukazuji sekvence, které jsou pro-

ximalné vzhledem ke zlomu znacené jednou barvou, zatimco
sekvence, které jsou distaln€ ke zlomu, jsou znaceny jinou bar-
vou (Obr. 4). Kombinaci metod array CGH a array painting je
mozné stanovit jak zmény poctu kopii DNA, tak balancované
translokace.
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Obrazek ¢. 4.: Schematické znazornéni principu metody paintig array
(detailni popis v textu).

Zavér

V této praci jsme se zaméfili na molekuldrné cytogenetickou
metodu array CGH dovolujici uréeni zmén poctu kopii sekven-
ci DNA, na jeji princip a vyznam u nadort. Zmény poctu kopii
DNA jsou jednim z mnoha mechanismd, které se mohou podi-
let na zméné exprese gentl, kterd vede ke vzniku nadoru. Vyu-
Ziti této technologie pro studium zmén nddorového genomu je
pfislibem vyznamného pokroku v urceni naddorovych gent.
Jejich nasledné analyza pfinese nové informace o jejich roli
a podilu na vzniku a vyvoji nadort a jejich moZné cilené 1€cbé.

Préce je podporovéana grantem MSM 6198959205.
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OD GENOMU K PROTEOMU - VYUZITI PROTEINOVYCH CIPU

V ONKOLOGII

FROM GENOME TO PROTEOME - USING OF PROTEIN MICROARRAYS

IN ONCOLOGY

MALCIKOVA J., TICHY B., KOTASKOVA J., MAYER J., POSPISILOVA S.

CENTRUM MOLEKULARNI BIOLOGIE A GENOVE TERAPIE, INTERNI HEMATOONKOLOGICKA

KLINIKA, FN BRNO

Souhrn

Rychly rozvoj genomickych technologii v poslednich letech napomohl k lep§imu pochopeni zmén, které pro-
bihaji v rakovinné butice na trovni genomu. Skute¢nymi vykonavateli buné¢nych funkci jsou viak proteiny
kédované genomem. Pfimé analyza souboru proteint butiky - proteomu - ma proto velky vyznam pro pocho-
peni procesu karcinogeneze a také v diagnostice. Celkovy buné¢ny proteom v klinickych vzorcich studuje
klinickd proteomika, jejimZ cilem je identifikovat a charakterizovat proteiny zapojené do vzniku a vyvoje
onemocnéni. V onkologii se tato novd disciplina zaméfuje na identifikaci proteind, které by mohly slouZzit
jako biomarkery onemocnéni pro v€asnou diagnosu, a také na studium vlivu terapeutik a nalezeni novych
terapeutickych cilt. Rakovina je znacné€ heterogenni a proménlivé onemocnéni a pro jeji vyzkum i diagnos-
tiku je zapotfebi zavedeni vysokokapacitnich proteomickych pfistupti. Proteinové Cipy tyto poZadavky spliiu-
ji, nebot umoZiuji paralelni stanoveni mnoha parametri v minimdlnim mnoZstvi vzorku v ramci jediného
experimentu. Tato technologie je vyuZitelnd nejen pro identifikaci a kvantifikaci proteinti, ale i pro jejich

funkéni analyzu.

Kli¢ova slova: proteinové Cipy, proteomika, biomarkery, rakovina

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.

Keywords: protein microarrays, proteomics, biomarkers, cancer
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Uvod

Primarni pfi¢inou vzniku nidort jsou ve vétSin€ piipadt zmé-
ny v genomu — genové mutace a chromozémové a genomoveé
aberace. Genom, jakoZto soubor vSech gent buriky, je vSak
pouze matrici, podle niZ se syntetizuji proteiny. Soubor vSech
proteinli v daném biologickém systému v konkrétnim oka-
mZiku se nazyva proteom. Pravé proteiny realizuji vét§inu
bunécnych funkci. Modifikace v proteomu pozméiiuji signl-
ni drahy a mohou vést k naruseni klicovych bunécnych pro-
cestll jako jsou proliferace, diferenciace, pfeZivani, apoptoza,
metabolické aimunitni procesy (1). V piipad€, Ze zmény v sig-
nélnich drahéach poskytuji butice selektivni ristovou vyhodu,
jsou pak vlastni ptfi¢inou nddorového bujeni (2). Proto identi-
fikace genetickych udélosti vedoucich k onemocnéni vyzadu-
je také nasledné pochopeni zmén v proteomu. Navic v protei-
novém sloZeni se dynamicky odraZi momentalni zmény stavu
bunék, proto monitorovani proteomu v ¢ase umoZziiuje urcit
prabéh onemocnéni a také reakci na 1é¢bu.

Moderni genomické pfistupy v ¢ele s DNA Cipy umoZiiuji
v jediném experimentu analyzovat cely transkriptom, tj. geno-
vou expresi na irovni mRNA. Mohou tak ur€it vztah mezi akti-
vitou genu a malignim onemocnénim. Je vSak je zndmo, Ze
korelace mezi mRNA expres{ a hladinou odpovidajiciho pro-
teinu neni absolutni (3, 4), a to z diivodu rozdilné kontroly
rychlosti syntézy proteint a také odli§né rychlosti degradace
jak mRNA, tak proteinti. Genomické techniky také neumoz-
fiuji monitorovat, zda je exprimovany protein funk¢ni. Funk-
ci proteinli ovliviiuji interakce s jinymi proteiny, ¢i dalSimi
molekulami a také fada posttransla¢nich modifikaci: naptiklad
proces pienosu signalu v butice je pfednostné fizen fosforyla-
ci proteinll. Proto v soucasnosti vznika potifeba zavadéni
novych pfistupli zaméfenych pfimo na detekci patologickych
zmén v proteinovém spektru.

Studium bunécného proteomu je komplikovéno pravé jeho
znacnou komplexitou. Pokud uvazujeme, Ze nasSe geneticka
informace obsahuje 40 000 gend, pak diky posttranskripc-
nim a posttranslaénim modifikacim mtZe butika obsahovat
a7z milion i vice proteinli a mnoho z nich miZe hrat roli ve
vyvoji onemocnéni. Pro analyzu celkovych zmén v protei-
nové expresi je tedy tieba zavedeni modernich vysokokapa-
citnich metod. Re$eni mohou poskytnout proteinové &ipy
(protein arrays), které umoZiiuji paralelni sledovéni Siroké-
ho spektra proteinti souc¢asné. V soucasné dobé jsou jiZ vyu-
Zivany nejen pro identifikaci a kvantifikaci proteini v mini-
malnim mnoZstvi vzorku, ale také pro studium funkcnosti
proteint na zdklad€ jejich interakci s partnerskymi moleku-
lami (5).

Princip technologie

ZjednoduSené feceno jsou proteinové Cipy stovky az tisice
proteinit imobilizovanych ve formé& mikrospotl na pevném
povrchu. Povrchem mohou byt membrany (polystyrenové,
PVDF - polyvinyliden fluorid, nitrocelulosové), ovSem v sou-
Casné dobé¢ se stdle vice vyuZiva standardnich mikroskopic-
kych skli¢ek — sklenénych s chemicky modifikovanym povr-
chem (poly-lysin, aldehydické skupiny) nebo potaZenych
membranou. Nejcastéj$i detekéni metodou je fluorescence,
ale mizZe byt vyuZito i chemiluminiscence nebo radioaktivi-
ty (6). Alternativou k t€émto plandrnim Cipim jsou systémy
zaloZené na mikrosférach pro méfeni menSiho mnoZstvi ana-
lyth. Mikrosféry jsou kulovité ¢éstice pfiblizné o velikosti
lymfocytu (primér ~ 10 wm) vyrobené napt. z polystyrenu
nebo latexu. Tyto Céstice jsou ,,.kédovany“ rozdilnymi barva-
mi nebo velikostmi a na nich jsou navazany sondy specifické
pro stanovované proteiny. S pouZitim napt. flow cytometrie
jsou rozdilné kédované mikrosféry rozpozndvény a proteiny
ve vzorku jsou takto identifikovany a kvantifikovany. Mnoz-
stvi stanovovanych proteini je ov§em limitovano poc¢tem dru-
hti mikrosfér (7).

Ziaklady pro vyvoj proteinovych ¢ipt poloZil Roger Ekins na

konci 80. let (8). Prokézal, Ze analyza na principu vazby pro-
tilatka-antigen, miniaturizovana ve formé mikrospott protila-
tek na pevném povrchu, mize dosahnout vysoké citlivosti.
Systém, ktery vyuZivd malého mnoZstvi vdzané protilatky
a malého objemu vzorku je citlivéj$i neZ systém se stondsob-
né vét§im objemem materiélu, nebot pfesto, Ze mnoZstvi nava-
zané molekuly je velmi nizké, v rimci mikrospotu lze dosdh-
nout vysoké hustoty. Pfi stanoveni analyti jako naptiklad
thyroidni stimulujici hormon (TSH) nebo HBsAg dosahl Ekins
se svymi spolupracovniky citlivosti faddové ve femtomolech
(odpovida 106 molekuldm na ml). Zarovei je moZné stanove-
ni mnoZstvi analytu ve vzorku, nebot mnoZstvi vdzaného ana-

s

lytu pfimo odréZi jeho koncentraci.

Typy proteinovych ¢ipt

Z hlediska pouziti 1ze proteinové Cipy rozdélit na expresni (ana-
lytické) a funk¢ni. Expresni ¢ipy jsou pouZivany pro stanove-
ni pfitomnosti a koncentrace proteini v komplexnich vzorcich
amaji velky potencidl pro tzv. proteinové profilovani, tj. moni-
torovani proteinové exprese ve velkém méfitku (large-scale
pfistup). Pomoci funk¢nich proteinovych Cipti detekujeme
interakce proteint s jinymi proteiny, peptidy, nizkomoleku-
larnimi latkami, oligosacharidy ¢i DNA.

V ptipadé expresnich proteinovych ¢ipl existuji dva zaklad-
ni formaty, které se liSi zplisobem aplikace vzorku: pfimy
(FPA — forward phase arrays) - na povrchu ¢ipu jsou imobi-
lizovany sondy, kaZdy spot obsahuje jeden typ sondy. Cip je
inkubovan se vzorkem a proteiny jsou ze vzorku sondami
vyvazovany. U zpétného formétu (RPA — reverse phase
arrays) jsou stovky riiznych vzorkt imobilizovdny na povr-
chu ¢ipu ve formé spoti.. Cip je potom inkubovén se znace-
nymi sondami (6). Nej¢astéj$im typem sond jsou protilatky,
pokud jsou imobilizovany na ¢ipu, hovoifime o protilatko-
vych Cipech. V pripadé€ zpétného formatu, kdy jsou imobili-
zovany vzorky obsahujici proteinové antigeny, jednd se
o antigen Cipy. (Obr. 1)

A - expresni Cipy

a) FPA - protilatkové Cipy b) RPA - antigen Cipy

5 9

primé znaceni sendvifova
technologie

ade

B - funkcni Cipy

ade  af.

protein - DNA protein - protein

enzym - substrat

Obrazek 1.: Typy proteinovych ¢ipu A — expresni ¢ipy. a — FPA (For-
ward Phase Arrays) u protildtkovych ¢ipl jsou na pevny povrch vazany
protilatky a ty jsou inkubovany se vzorkem. Proteiny mohou byt znacené
pfimo, nebo se provadi detekce pomoci sekundarni znacené protilatky —
sendvi¢ova technologie. b — RPA (Reverse Phase Arrays) analyzované
proteiny jsou naspotovany na Cip a jsou detekovany pomoci znacenych
protilatek. B - funkéni €ipy — na Cipu jsou vazany proteiny ve funkéni
konformaci a je tak umoZnéno studium jejich interakci s DNA, jinymi pro-
teiny ¢i dal§imi molekulami a také studium enzymové aktivity.

Expresni ¢ipy

Protildtkové cipy (FPA)

Nejbéznéjs$im typem piimych analytickych ¢ipl jsou protilat-
kové Cipy, kdy je na pevném povrchu vazano velké mnoZstvi
protilétek a tyto jsou potom inkubovany se vzorkem. Proteiny
ve vzorku mohou byt znaceny pfimo nebo se pro detekci pou-
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Zivatzv. sendvicovd metoda — detekce pomoci znac¢ené sekun-
darni protilatky. Pouziti sekundéarni protilatky zna¢né zvySu-
je citlivost a specifitu analyzy, ov§em vyZaduje dvé specific-
ké protilatky pro dany protein.

Piimé znaceni proteinll ve vzorku sice umoZiuje niZ$i citlivost
detekce — fadové ng/ml, ale jeho vyhodou je moZnost dvouba-
revného znaceni (9). Podobné jako u DNA ¢ipil porovnidvame
expresi mRNA ve dvou vzorcich, miiZzeme pomoci protilatko-
véch Cipt srovndvat hladiny proteintl v riznych tkanich (napf.
zdrava vs. nddorova tka). Proteiny ze dvou riznych zdroji jsou
barveny dvéma riznymi fluorescenénimi barvami, smichdny ve
stejném poméru a inkubovény na ¢ipu. Cip je poté skenovan flu-
orescen¢nim readrem na dvou riznych kandlech se specifickou
vlnovou délku pro dany fluorofor. Pomér fluorescence dvou flu-
oroforll potom odpovida relativni koncentraci proteinu ve srov-
navanych vzorcich (Obr. 2). Poprvé s touto technikou vystou-
pil Haab se svymi spolupracovniky v roce 2001 (9). Spotovali
115 komerc¢né dostupnych protilatek a testovali jejich reaktivi-
tu s prisluSnymi znaenymi antigeny pfipravenymi v riznych
pomérech koncentraci. Pfi interpretaci vysledkt je vSak tfeba
brat v tivahu, Ze silny signdl miZe vzniknout nejen v dasledku
vysoké koncentrace stanovovaného proteinu ve vzorku, ale také
muZe byt disledkem vazby multiproteinového komplexu, kte-
ry vznikd pouze v jednom z porovnavanych vzorki. Ziskané
vysledky by proto mély byt ovéfeny nezdvislou metodou. Pre-
sto do dneska jiZ mnoho vyzkumnych skupin prokézalo obec-
nou vyuZzitelnost tohoto pfistupu a proteinové Cipy byly pouZi-
ty i v mnoha pracich zaméfenych na onkologicky vyzkum.
Sreekumar se svymi spolupracovniky (10) pouZili Cipy se 146
riznymi protilatkami ke sledovéni zmén proteinovych hladin
u bunék karcinomu tlustého stfeva po 1é¢bé ionizujicim zate-
nim a potvrdili radiaci indukované zvySeni exprese u nékolika
regulatort apoptdzy. Pro srovnéni exprese proteinil u maligni
a sousedici normdlni tkdn€ u pacientek s primirnim niadorem
prsu bylo pouZzito protilatkového Cipu s 378 protilatkami a bylo
nalezeno nékolik proteintl, jejichZ zmé&néna exprese obé tkané
odliSovala (11). Podobné byly studovany sérové proteiny u paci-
entll s nddory mocového méchyfte a zdravych kontrol (12). Pro-
tilitkové Cipy byly také vyuZity pro analyzu exprese CD anti-
genll u riznych leukemickych bunék. Cip s naspotovanymi
anti-CD protilatkami byl inkubovén pfimo s buné¢nou suspen-
zi abyly takto odliSeny normdlni leukocyty periferni krve abui-
ky riznych leukémii: chronicka lymfaticka leukémie, vlasato-
bunécénd leukémie, akutni myeloidni leukémie, T-bunécnd
akutni lymfoblastickd leukémie alymfom bunék plaStové zony.
Vyhodou tohoto pfistupu je, Ze nevyZaduje barveni, navizané
buriky jsou detekovany mikroskopicky a navic mohou byt déle
charakterizovany riznymi fluorescen¢né znacenymi protilat-
kami (13,14,15). Tento typ Cipa, kdy se pouZivaji piimo Zivé
buiiky se nékdy oznacuje také jako bunécné Cipy (viz nize).
Pro zvyseni citlivosti detekce se pouZiva sendvicové techno-
logie. Tento piistup byl napfiklad vyuZit pro kvantifikaci 150
rtznych cytokint a ostatnich sloZek séra a u vice neZ polovi-
ny takto analyzovanych proteint se podafilo dosdhnout citli-
vosti fadové v pg/ml (16). Huang a spolupracovnici zase dete-
kovali zmény v expresi cytokinil v lidskych glioblastomovych
burikach po 1écbé tumor nekrotickym faktorem alfa (TNFor)
(17). K detekci mensiho poctu komponent, napt. v séru paci-
entil, je vhodné vyuZiti sendvi¢ové technologie v kombinaci
s mikrosférami. Byly jiZ vyuZity pro detekci cytokinil, proti-
latek, metabolickych markerd, kindz, ale i Sirokého spektra
patogenil v€etné virtl, toxind a bakteridlnich spor (7, 18, 19,
20). V soucasné dobé jsou jiz komercné dostupné sady az sta
rozdiln€ barevné znacenych mikrosfér a pfi jejich pouZiti se
dosahuje podobné spolehlivosti, citlivosti a pfesnosti jako pfi
vyuZiti standardni ELISA techniky.

Antigen cipy (RPA)

Jinym typem proteinovych Cipil jsou tzv. reverse-phase arrays
(RPA), ¢ili antigen Cipy, kdy jsou na ¢ip imobilizovéany pfimo
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studované vzorky (buné¢né nebo tkaniové lyzity). Pritomnost
jednotlivych proteinil (antigenil) je stanovovana pomoci spe-
cifickych znaCenych protilatek. Takto byly napfiklad srovna-
véany hladiny proteint u 60 lidskych nadorovych linii. Lyzaty
z buné¢nych linif byly spotovéany vZdy 10krat v riznych fedé-
nich a proteiny byly detekovany pomoci 52 mySich monoklo-
ndlnich protilitek. Byly takto nalezeny dva potencidlni mar-
kery odliSujici nddory tlustého stfeva od nadord vajecniku,
které jsou v nékterych piipadech histologicky Spatné rozlisi-
telné (21). Tato skupina také srovnavala vysledky z proteino-
vého profilovéni s vysledky DNA c¢ipi a prokdzala pomérné
vysokou korelaci mezi hladinou mRNA a buné¢nymi struk-
turnimi proteiny, ov§em v pfipadé¢ nestrukturnich proteint Zad-
nd korelace prokdzana nebyla (22). Pro studium karcinogene-
ze je velmi vhodnéd kombinace RPA s laserovou mikrodisekci
(LCM - laser capture microdisection), protoZe umoziuje sle-
dovat proménlivy stav bunééného proteomu ve vybranych
bunécnych subpopulacich v mikroprostfedi nddoru a vysledo-
vat takto zmény v signdlnich drahdch vedouci ke vzniku a pro-
gresi naddoru. Tuto technologii pouZil Grubb se svymi spolu-
pracovniky (23) pro studium zmén pfi progresi karcinomu
prostaty. Srovnévali fosforylacni status klicovych regulatori
bunécné signalizace v ranych epitelidlnich 1ézich, prostatic-
kém stromatu a extraceluldrni matrix. Popsali zmény v akti-
vaci drah pti progresi normalniho epitelu do invazivniho kar-
cinomu a také rozdily mezi pacienty.

Nevyhodou RPA pfistupu je pomérné nizka koncentrace stu-
dovanych proteint (napf. kindz nebo jinych signdlnich mole-
kul) v mikrospotu. ReSenim pro zvy3eni citlivosti detekce je
pre-frakcionace. Toho bylo vyuZito pfi studiu autoreaktivity
protilatek v séru pacientl proti naidorovym proteinim. Lyzaty
bunéénych linii adenokarcinomu tlustého stfeva byly rozdéle-
ny pomoci dvourozmérné kapalinové chromatografie a teprve
jednotlivé frakce byly spotovany. Cipy byly inkubovany se
sérem nové diagnostikovanych pacient s karcinomem tlusté-
ho stfeva, plic a zdravych kontrol. Mezi témito skupinami byly
prokazény rozdily v autoreaktivité (24). Vyhodou této metodi-
ky je moZnost dalsi analyzy a pfipadné identifikace reaktivnich
autoantigentl s vyuZitim hmotnostni spektrometrie.

Dalsi formdty expresnich proteinovych éipui

SELDI

Alternativnim pfistupem zaloZenym na nespecifickych inter-
akcich je technologie SELDI (surface enhanced laser desorp-
tion and ionisation). Spoc¢ivd v inkubaci buné¢nych extrakti
na makrospotech adsorp&niho povrchu s riiznou povrchovou
tpravou (hydrofobni, hydrofilni, kation/anion vyménné a dal-
§1). Nespecificky navdzané proteiny jsou potom analyzovany
pomoci hmotnostni spektrometrie (25). Tato metodika mé sice
niz§i citlivost, ale je velmi vhodna pro rychlé vyhledavani
neznidmych proteinovych biomarkert.

Bunécné Cipy

V soucasné dobé byly Cipové technologie rozsiteny i na celé
buiiky. Bunééné ¢ipy mohou byt také ve formétu pfimém nebo
zpétném. Pfikladem pifimého pfistupu je napf. Cip pro detekci
CD antigenti na zZivych butikach - viz vyse (13, 14, 15). Pfi zpét-
ném piistupu se napf. vyuziva rastu bunék pfimo na povrchu
¢ipu s naspotovanymi riznymi cDNA, buiiky jsou schopny
béhem rtistu pfijmout tuto DNA a dostaneme potom €ip se spo-
ty bunék exprimujicich rlizné cizorodé proteiny, jejichz vlast-
nosti mohou byt studovany pifimo v bunééném kontextu (26).

Tkanové Cipy

Na ¢ipu mohou byt také imobilizovany pifimo vzorky tkani,
napt. bioptickych. Vyhodou je moZnost paralelniho screenin-
gu velkého mnoZstvi tkariovych vzorkd standardnimi analy-
tickymi metodami jako imunohistochemie nebo fluorescenc-
ni in situ hybridizace soucasné (27).
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Obr. 2 Expresni protilatkové ¢ipy - princip dvoubarevného znaceni
proteint - Ze studovaného vzorku a pfislu$né kontroly jsou vyizolovany
proteiny, ty jsou nabarveny dvéma rozdilnymi barvickami (flourofory),
smichany ve stejném poméru a inkubovény na jednom ¢ipu. Pomoci dvou-
barevné detekce jsou identifikovdny pfimo rozdily v proteinové expresi
mezi vzorkem a kontrolou.

Cipy pro funkéni studie

Proteinové Cipy jsou v posledni dobé vyuzivany také pro stu-
dium funkce proteint, a to prostfednictvim jejich interakce
s jinymi molekulami. Funk¢ni ¢ipy jiz byly pouZity pro stu-
dium interakci s jinymi proteiny, DNA, RNA, oligosachari-
dy, nizkomolekuldrnimi latkami vCetné terapeutik a také ke
studiu enzymatické aktivity. Pro tyto aplikace je nezbytné
uchovat proteiny ve funk¢nim stavu, Cili ve spradvné kon-
formaci. V soucasné dobé jsou jiz dostupné technologie pro
imobilizaci funk¢nich proteint. Jedna z prvnich ¢ipovych
funk¢nich analyz byla navrZena pro studium kvasinkovych
proteind, a to pro uréeni substratové specifity kvasinkovych
kinéz (28). Stejnd vyzkumna skupina také vytvofila funk¢ni
Cip, obsahujici téméf cely proteom kvasinky (5800 protei-
ntl) a testovala na ném interakce s kalmodulinem a také s fos-
folipidy (29). Funk¢ni Cipy byly také jiz vyuZity pii studiu
fady lidskych proteinti. Boutell a spolupracovnici predsta-
vili ¢ip s naspotovanymi 50 variantami nddorového supre-

soru p53. Protein p53 je mutovan asi u poloviny malignich
onemocnéni a rizné mutace mohou mit na nddorové buiiky
razny vliv. JelikoZ je p53 transkripcni faktor, je tento ¢ip
vhodny zejména pro studium vlivu mutaci na vazbu k DNA,
ale také k jinym proteiniim, které ovliviiuji jeho aktivitu (30).
K pochopeni protein-proteinovych interakci v signalizac-
nich procesech prispivaji data ziskand pomoci doménovych
Cipll s naspotovanymi riznymi proteinovymi doménami (31,
32). Pomoci ¢ipl I1ze také stanovovat enzymatickou aktivi-
tu proteinti. Klicovymi molekulami v buné¢nych procesech
jsou kindzy, které fosforyluji proteiny signdlnich drah
a ovliviiyji tak jejich funkci. Zmény v jejich aktivité jsou
tedy Casto pric¢inou nddorového bujeni. Pro urceni fosfory-
la¢ni aktivity riznych kindz a také stanoveni vlivu jejich
inhibitord bylo vyuZito peptidovych &ipt (33). Cipy s naspo-
tovanymi malymi molekulami byly navrZeny pro identifi-
kaci inhibitort kaspaz, které hraji zdsadni ulohu v procesech
spousténi apoptozy (34, 35). Takovéto Cipy s malymi orga-
nickymi molekulami (,,chemické knihovny*) jsou vhodné
pro sledovéni interakci ligand-receptor, coZ mé pfinos pro
vyhleddvani vhodnych 1€k interagujicich se specifickymi
proteiny. V soucasnosti je terapie vétSinou zaméiena na jed-
notlivé molekuly, ov§em vysokokapacitni proteomické tech-
niky umoZiiuji nalezeni novych terapeutickych cili. A tak
v budoucnosti bude moZné zaméfit terapii proti vice cilim
naruSené signalni drdhy soucasné. Pomoci takovéto kombi-
nované terapie Ize potencidlné dosdhnout vyS$§i ti¢innosti za
soucasného sniZeni toxicity 1é¢by (36).

Zavéry a budoucnost proteinovych cipua

Hlavni vyhody proteinovych ipll spo¢ivaji v moZnosti testo-
stvi materilu, coZ ma vyznam zejména tam, kde je k dispozi-
ci jen maly objem vzorku, napf. pfi vyhleddvani vice
nddorovych markertt v minimédlnim mnoZstvi bioptického
materidlu. Navic kromé identifikace a kvantifikace studova-
nych proteini umoZiiuje i jejich funk¢ni analyzu. Proto tato
technologie najde v budoucnosti vyuZiti nejen v zdkladnim
vyzkumu, ale i v klinické proteomice. Nové proteomické pii-
stupy se uplatni v individudlni péci o pacienta na nékolika Grov-
nich: v€asnd detekce choroby pomoci expresnich proteinovych
profilt, diagndza s vyuZitim proteinovych markert jako doplii-
ku ke standardnim vySetfovacim metod4dm, individualizova-
ny vybér 1écby na miru jednotlivym pacienttim, sledovani i¢in-
nosti a toxicity 1éCby v Case a eventudlni zmény v 16¢b€ na
zadklad€ detekovanych zmén v proteinovém profilu konkrétni-
ho pacienta. V neposledni fad€ informace o proteinech zapo-
jenych do patogeneze nemoci poskytnou potencial k nalezeni
novych terapeutickych cili.

Podékovani: Tato prace je podporovéna granty IGA MZCR
8448-3/2005, MSMT 1K04017, NF Elpida Nukleus
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ODBER A ZPRACOVANI VZORKU PRO EXPRESNI DNA CIPY

SAMPLE TAKING AND PROCESSING FOR EXPRESSION DNA

MICROARRAYS

TICHY B.1, SVOBODA M.2, MAYER J.! A POSPISILOVA §.1

I CENTRUM MOLEKULARNI BIOLOGIE A GENOVE TERAPIE, INTERNI HEMATOONKOLOGICKA

KLINIKA, FAKULTNI NEMOCNICE BRNO

2 LABORATQR PREDIKTIVNI 'ONKOLOGIE, ODD. KLINICKE A EXPERIMENTALNI PATOLOGIE,
MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV V BRNE

Souhrn

Moderni metodiky studia genové exprese na irovni RNA vyuZivajici DNA ¢ipy (DNA microarrays) predstavuji
ucinny néstroj nejen pro vyzkum onkologickych onemocnéni, ale maji i velky potencidl stét se zdkladem novych
diagnostickych postupti. Jejich tspé3nd aplikace vSak vyZaduje zvladnuti problematickych postupti jako jsou odbér
vzorku, izolace RNA nebo znaceni nukleovych kyselin. S ohledem na mnoZstvi riznych DNA c¢ipovych platfo-
rem, neexistuje jeden univerzalni ndvod, ktery by mohl byt pouZit ve vSech laboratotich. Protokoly zpracovéani
DNA ¢ipt se proto, nékdy velmi vyrazné 1iSi, coZ ma negativni dopad i na moZnost jejich diagnostického vyuZiti.

Klicova slova: RNA, DNA Cip, biopsie, genova 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.

Keywords: RNA, microarray, biopsy, gene expression
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Uvod

Rychly rozvoj molekularné-biologickych technik v poslednich
letech s sebou piinasi zcela nové poZadavky i na klinické 1éka-
fe, chirurgy a patology. Odebirany biologicky materidl by mél
i sledovéni genové exprese pomoci DNA ¢ipil. Pro tyto analyzy
je nutné ziskat co nejvétsi mnozstvi velmi kvalitni RNA, tzn. co
nejvetsi, ale zaroven reprezentativni vzorek nadorové tkang, krve
nebo kostni dfené. Asi nejvétsimi problémy, na kterych mize
cely Cipovy experiment ztroskotat, jsou nutnost rychlého odbé-
ru a ,.kontaminace* vzorku ,,normalnimi‘ buitkami. Ani Gspés-
né zvladnuti procesu odbéru vzorku aizolace RNA nevede auto-
maticky ke zdaru celého experimentu. Vzorek RNA jesté pied
hybridizaci prochézi sérii uprav, pfi kterych je naznacen (napf-.
fluorescen¢ni barvou) piipadné i amplifikovan. Tyto kroky stej-
né jako hybridizace vétSinou vyZaduji ¢asové i finan¢né naroc-
nou optimalizaci protokoli a jakakoli, byt na prvni pohled nepa-
trnd zména postupu, miiZze vyznamné ovlivnit jejich vysledek.

Odbér vzorki

Jde o jedno z kritickych mist, které vétSinou vyZaduje tésnou
spolupréci nékolika pracovist (laboratof, chirurgie, ambulan-
ce, patologie ad.). Technickd naro¢nost je zavisla na druhu ode-
biraného vzorku.

a) Odbéry krve a kostni diené.

Pro tcely sledovani profilt genové exprese staci obvykle 2-
10ml nesrazlivé citratové nebo K3EDTA krve nebo 1-5ml
obdobné oSetfené kostni dfené. V nemocnicich jsou b&Zné
dostupné odbérové nddobky piivodné uréené pro stanoveni
krevniho obrazu. Nesméji se v§ak pouZit zkumavky s hepari-
nem, ktery interferuje s PCR. Buiiky si zachovavaji Zivotnost
dlouhou dobu po odbéru a k zaznamenatelné degradaci nedo-
chézi ani nékolik hodin po aspiraci pfi ponechani vzorka pfi
pokojové teploté. Otazkou je zména exprese genil v buiikach
ponechanych del§i dobu mimo organismus. Vyhodou krve jako
zdrojového materidlu je i celkem snadnd separace hlavnich
typl jadernych bunék — granulocytli a mononuklearid na den-
zitnich gradientech. Takto oddélené bunééné populace mohou
byt pouzity jako vychozi materidl pro ziskani raritnich subpo-
pulaci jako jsou napf. leukemické (v prub&hu 1écby) nebo
hematopoetické prekurzorové buiiky pomoci fluorescence acti-
vated (FACS) nebo magnetic cell sortingu (MACS). Mimo to
jsou komeréné€ dostupné sady pro odbér krve na izolaci RNA
pouZivajici princip chemické stabilizace. Jejich zdsadni nevy-
hodou je nemoZnost nasledné separace krevnich bunék a samo-
zfejmé vyssi cena.

b) Odbéry bronchoalveolérni lavaZze (BAL).
BAL se vyznacuji pomérné malym vytéZkem RNA (cca do
1ug) vzhledem k omezenému poctu bunék. Navic prvni 2 frak-
ce obsahuji vedle bunék leukocytarni fady pomérné hodné epi-
telovych bunék (az desitky procent). Buriky leukocytarni fady
jsou vSak zajimavé z hlediska exprese NOS a markert spoje-
nych s alergickymi reakcemi. Pro tyto tGicely se proto odebird
a7 tieti frakce, kterd obsahuje pfevazné leukocytarni fadu.

¢) Odbéry biopsii solidnich naddora.

Existuje nékolik béZnych typt biopsii:

1. Jehlové biopsie. Jejich vyhodou je mald z4téZ pacienta.
K tomuto tcelu se pouZivaji specidlni tzv. tru-cut jehly, kte-
ré z cilové tkdn€ vyfiznou valecek tlouStky do 1mm a dél-
ky cca do 10 - 15mm. PouZivaji se napf. pfi vySetfovani
metastdz nadort v jatrech. Toto mnoZstvi nemusi nékdy sta-
Cit pro pripravu dostateCného mnozstvi celkové RNA a je
pak nutno pouZivat amplifikaci RNA.

2. Malé excize pomoci specidlnich bioptickych klesti a fibro-
skopt. Lze jimi odebrat aZ n€kolik mm cilové tkén&. Pou-

Zivaji se napft. pii vySetfovani rektalnich nddort. Uvedené
mnoZstvi tkdn€ vétSinou umozni piipravu 5 — 50 ug celko-
vé RNA, coZ je dostatecné pro aplikace DNA cipil.

3. Operacni excize. Lze jimi odebrat vétSinou dostatecné
mnoZstvi nddorové tkané pro DNA Cipy.

4. Tenkojehelné aspiracni biopsie. Ty pfedstavuji nejmensi
zatéZ pro pacienta, mnoZstvi takto ziskané tkané€ a tedy
iRNA je ale velmi malé, zdroveil miZe byt negativné ovliv-
néna reprezentativnost vzorku .

Ve vSech ptipadech probihaji odbéry za informovaného sou-
hlasu pacienta a jsou indikovény oSetfujicimi onkology aZ po
konkrétni domluvé s patologem, tak aby odbérem nebyla dotce-
na moZnost patologického zhodnoceni nadoru. Nékdy neni
mozné z diivodu priority patologického vySetfeni provést nativ-
ni biopsii pro experimentalni icely. V takovém piipadé je moz-
né pouZit patologem jiZ zhodnocené parafinové fezy tkani. To
ovSem znamend nejenom maly vytéZek RNA a obvyklou nut-
nost amplifikace RNA, ale i rozpad RNA na mensi fragmen-
ty a nutnost pouZit specidlni metody jak piiizolaci RNA, tak
pfi ndsledném zpracovéini materidlu. ProtoZe tkar je v parafi-
novych fezech obvykle fixovana formaldehydem, ktery mety-
luje DNA, nejsou rutinni parafinové fezy vhodné ke sledova-
ni metylacniho statusu DNA. Existuji vSak i specidlni
histologické fixativa, kterd nemetyluji DNA. S témito fixati-
vy lze parafinové fezy pouZiti pro sledovani metylacnich pro-
fila DNA.

Stabilita RNA

Odbér materialu pro izolaci RNA je vzhledem k degradabili-
t€ RNA pomérné naro¢ny. Samotnd RNA je stabilni, ale je vel-
mi rychle degradovana vSudypfitomnymi enzymy ribonukle-
dzami (RNAsami). Ty pochézi jak z bungk, ze kterych je RNA
izolovdna, tak i z prostfedi tj. z kontaminujicich mikroorga-
nismu - bakterii. Pomineme — li bakterialni kontaminaci, ved-
le RNA je fyziologickou sou¢asti butiky celd fada riiznych ribo-
nukledz, které RNA degraduji. Tyto ribonukledzy jsou soucésti
slozitych buné¢nych regulatnich mechanismii. NaneStésti jsou
jednotlivé RNA degradovény nestejné rychle diky pfitomnos-
ti AU- sekvenci v nékterych genech [1]. Je zndmo, Ze RNA
pro nékteré geny (cykliny) maji polocas rozpadu v rozmezi
minut, zatimco nékteré housekeepingové geny maji polocas
nékolik hodin. Po vyjmuti bunék z téla se rovnovazné hladiny
jednotlivych RNA porusi a,,rovnovéazny expresni profil*“ dané
tkéné se za¢ind ménit v jakysi arteficielni produkt, ktery se tim
vice li§i od piivodniho stavu, ¢im déle trva, neZ se degradace
RNA zastavi. VIiv na genovou expresi maji i dal$i faktory,
napf. hypoxie zapfi¢inéna podvazanim cév zdsobujicich rese-
kovany tumor, kterd mtzZe vést ke zméné exprese celé fady
genll [2]. ProtoZe v klinické praxi je téméf nemoZné zajistit
uplynuti stejné doby od okamZiku odbé&ru vzorku po jeho zpra-
covani, promitaji se rozdilné doby odbéru do expresnich pro-
fili DNA ¢ipil a jsou zfejmé jednou z pficin zndmé variabili-
ty experimentédlnich vysledki DNA Cipl pochézejicich od
riznych vyzkumnych skupin [3].

Predpokladem dspésného odbéru je tedy kromé sterility i co
nejrychlejsi stabilizace vzorku - inhibice ribonukledz. Jednou
z moZnosti je pouZiti chladu, kdy je vzorek tkdné velmi rych-
le zmraZen - vhodnym zptisobem je ponoteni do tekutého dusi-
ku. Druhou moZnosti je chemickd inaktivace RNAs [4]. Pro
tento ucel jsou urceny specidlni stabilizacni roztoky (napf.
RNAlater®). Ty pfinaSeji nesporné vyhody zjednoduSenim
manipulace s materidlem, kdy zptisob odbéru se prili§ neli$i
od odbéru napf. pro histologické vySetieni, jsou vSak podstat-
né fina¢né ndkladnéjsi a pro spravny pribéh fixace je nutné
pouzit vzorek takové velikosti, aby mohl byt roztokem dosta-
te¢né rychle prosycen. Obé metody tedy vyZaduji co nejrych-
lej8i zpracovani tkdn€ po vyjmuti z organismu, nejlépe ptimo
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v odbérové mistnosti nebo na operacnim séle. Za pfijatelnou
dobu mezi odbérem vzorku ajeho stabilizaci se povaZuje max.
15 minut, vétSina studii pouZiva 10 min. interval [5]. Nutnost
rychlé stabilizace komplikuje kontrolu vhodnosti vzorku, pro-
toZe vyZaduje pfitomnost kvalifikované osoby (patologa) pro
inicidlni makroskopické posouzeni bioptitu a jeho rozdéleni
na velikostné vhodné Casti. Na naSem pracovisti (Centrum
molekuldrni biologie a genové terapie, Interni hemato-onko-
logické klinika, FN Brno— CMBGT) se osvédcil zptsob odbé-
ru, pfi kterém je vzorek ihned po resekci zchlazen a transpor-
tovan na ledu k patologovi, ktery jej rozdéli na ¢asti pro
histologické a molekuldrné-biologické vySetfeni. Potom je
zmraZen v tekutém dusiku a dale skladovan pfi -80°C. Takto
uskladnény vzorek je pouZit aZ po histologickém vySetieni ¢4s-
ti oddélené patologem, pokud vyhovi poZadovanym kriteriim
zastoupeni patologickych bunék. Pfi tomto zpisobu nedoché-
zi k vyraznéj$i degradaci RNA (posuzovéno na pfistroji Bio-
Analyzer 2100, obr. 1) a odpadd manipulace s tekutym dusi-
kem na opera¢nim séle. Je tak moZno odebirat i vétsi vzorky
tkéné, které nemohou byt vzhledem k jejich velikost stabili-
zovany chemicky.

2865
18S —_—e e
Marker— — — — — —_— —_— —

Obrizek 1.: Porovnéni vlivu odbéru na stabilitu RNA. a) RNA izolova-
nd z bunécéné linie (1,8/10,0); b) RNA izolovana z bunéc¢né linie (1,8/9,9);
¢) RNA izolovana ze solidni tkdn€ uloZené po odbéru 10min na ledu
(2,1/9,9); d) RNA izolovand ze solidni tkdn€ uloZené po odbéru 20min na
ledu (2,2/9,7); ) RNA izolovana ze solidni tkan€ uloZené po odbéru 10min
pfi pokojové teplot€ (1,3/7,2); f) RNA izolovana ze solidni tkdné uloZené
po odbéru 20min pti pokojové teploté (1,0/6,9); g) Degradovand RNA (-
/2,6); h) Degradovand RNA (-/2,4); v zavorce: 28S:18S rRNA/RIN (,,RNA
integrity number*) Gel-like vystup pfistroje BioAnalyzer 2100

Izolace RNA

V praxi je pouzivano nékolik rozdilnych technologii pro izola-
ci RNA. Nejrychlejsi je izolace na kolonkach (pevné fazi), kdy
po uvolnéni z bunék je RNA navadzana na povrch filtru, neza-
douci komponenty jsou vymyty a ¢istd RNA je nésledné z filt-
ru eluovana. Tato metoda dosahuje velmi dobrych parametrii
Cistoty a oproti nasledujici vynikd jednoduchosti a rychlosti.
Dalsi casto pouZivanou metodou je izolace zaloZend na pouZi-
ti smési fenolu a chaotropnich soli [6]. Vzorek je nejprve lyzo-
van ve smési guanidinium thiokyanéatu a fenolu (Trizol® ad.),
po pfidani chloroformu nebo bromchloropropanolu a centrifu-
gaci dochazi k rozdéleni do nékolika fazi. V horni vodné fazi
je zachycena RNA, v mezivrstvé DNA a v dolni organické fazi
proteiny. Celkov4 (totdlni) RNA je z vodné faze precipitovina
isopropanolem. Postup je technicky i ¢asoveé podstatné néroc-
néjsi, neni pfili§ vhodny pro izolaci z velmi malych vzorka.
Velkou vyhodou je moZnost souc¢asné izolace RNA, DNA i pro-
teind a zachyceni kratSich fragmentli RNA (menSich neZ 200
bazi). Obé metody by mély byt schopny odstranit genomovou
DNA, pfesto je vhodné RNA oSetfit enzymem DNAsou. Nami
pouZivand metoda z4visi na druhu biologického materidlu, ze
kterého ma byt RNA izolovéna. V pfipadé€ leukocytt a tkatio-
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vych linii je to kolonkové metoda, pfi izolaci z pevnych tkédni
dosahujeme v naSich podminkéch lepSich vysledk kombina-
ci obou vySe popsanych metod - po tvodni lyze vzorku v Tri-
zolu® a separaci fazi pokracujeme kolonkovou metodou, kte-
rd zahrnuje i oSetfeni vzorku DNAsou.

Priizolaci z pevnych tkéni je nutné pouZit mechanickou homo-
genizaci tkané. Jednou z moZnych metod je rozdrceni hlubo-
ce zmrazené tkdné€ v tekutém dusiku a nésledna lyza. V labo-
ratofi CMBGT davame piednostrotor-stator homogenizétoru,
kdy je tkarn soucasné homogenizovéana i lyzovana v Trizolu.
Tyto homogeniza¢ni techniky s sebou nesou riziko kiizové
kontaminace vzork, je tedy nutné dikladné ocistit v§echny
opakované pouzivané nastroje.

Vyse uvedené metody predstavuji ty nejCastéji pouZivané, je
dostupnd fada dalSich jak pro izolaci totdlni, tak i medidtorové
RNA ve variantach pro manudlni i pln€ automatizované zpraco-
véni. Stile vétsi rozsifeni ziskdvaji metody magnetické separa-
ce, kdy je RNA navazana na povrch magnetickych Castic, které
jsou pii promyvani ve zkumavce fixovany magnetem. Samo-
zfejmosti je pouZziti ,,RNAse Free* jednordzového plastiku
a dekontaminace pracovniho prostoru pfi veSkeré praci s RNA.

Kontrola kvality RNA

Zakladni podminkou dspéSného Cipového experimentu je, kro-
mé vhodného designu, kvalita vstupniho materidlu. Vzhledem
k tomu, Ze vétSina technik pracuje s reverzni transkripci inicio-
vanou z polyA(3’) konce mRNA je nutné zachovat co nejvetsi
procento transkriptil v jejich plné délce. Existujia déle jsou inten-
zivné rozvijeny metody, které pouZivaji k iniciaci transkripce
nihodné kratké nukleotidy (hexamery, oktamery). Ty nachaze-
ji své uplatnéni predevsim v aplikacich vyuZivajicich degrado-
vanou RNA ziskanou napt. izolaci z parafinovych blocki (FFPE
- Formalin Fixed Parafin Embeded). Problém stability RNA si
dobte uvédomuji i vyrobci oligonukleotidovych DNA ¢ipd, kte-
fi se snazi sniZit ovlivnéni vysledkiit DNA ¢ipil pfizpiisobenim
algoritmil pro navrh sond tak, Ze jsou preferovany sondy leZici
v sekvenci mRNA blizko k polyA(3’) konci — obvykle do vzda-
lenosti 1000 bazi. Pfes toto ulehcenti je v§ak kvalita vstupni RNA
jednim z nejkriti¢t€jSich bodi celého procesu pifpravy DNA Cipt.
Kontrola kvality RNA by tedy méla byt nepostradatelnou sou-
¢asti vSech protokold. Posouzeni kvality RNA vSak neni jedno-
duché a neexistuje pro né&j spolehlivd metoda. Nejzakladnéjsi
a nejméné informativni je spektrofotometrické stanoveni kon-
centrace a Cistoty. Zakladnimi hodnotami jsou v tomto pripadé
absorbance vzorku pfi 260 nm a pfi 280 nm. VInové délce 260
nm odpovid4 absorban¢ni maximum nukleovych kyselin, pomér
absorbanci pti 260 a 280 nm vypovida o kontaminaci RNA, pre-
devsim proteiny. Obecné doporu¢ovanym rozmezim A260/A280
je 1,9 -2,1. Spektrofotometrické méfeni ale neni schopno vypo-
védét nic o integrité vzorku, i naprosto degradovand RNA muize
mit vysokou koncentraci a pomér A260/A280 vySssi neZ 2 (obr.
2). Integrita je nej¢astéji posuzovana pomoci vzajemného pomeé-
ru prouzkll 28S rRNA a 18S rRNA ziskanych pfi denaturujici
gelové elektroforéze. 28S a 18S rRNA jsou zvlastnimi typy RNA,
které nekoduji informaci o primarni struktufe proteind, ale jsou
stavebni sou¢asti ribosoml. Pfi béZné izolaci RNA predstavuji
tyto dvé frakce vétSinu ziskané celkové RNA (asi 85 %), kdez-
to mRNA kdédujici proteiny, v zavislosti na typu bunék, 2-10 %.
Tyto dvadruhy RNA jsou stejné citlivé k degradaci jako mRNA,
¢ehoz se vyuziva pro odhad jejiintegrity. V ptipad¢€ intaktni RNA
byvapodil 28S rRNA : 18S rRNA vétSineZ 2 a postupujici degra-
daci se sniZuje. Tuto metodu lze pouZit i pro rychlé posouzeni
kvality vizudlnim odhadem sily prouzki, presnéjsi je samoziej-
mé vyuZiti specializovaného software uréeného pro analyzu geli,
ktery je schopen vyhodnotit poméry obou prouzkil objektivnéji.
Gelova elektroforeza dovoluje i posouzeni kontaminace geno-
movou DNA, ktera se v nedenaturujicim agarosovém gelu obje-
vi jako velmi pomalu migrujici prouZek (obr. 3). Kontaminace
DNA nejen zkresluje spektrofotometrické stanoveni koncentra-
ce RNA, ale miiZe vést i k zavadgjicim vysledkiim Cipové ana-



lyzy, pokud dojde k prepisu a obarveni genomové DNA. Alter-
nativou gelové elektroforézy je pouZiti pfistroje BioAnalyzer,
ktery kromé poméru 28S a 18S rRNA pouZiva pro hodnoceni
integrity i dal3i regiony gelu. Vysledkem analyzy je tak kromé
poméru 28S5/18S i tzv. RIN (RNA Integrity Number), dévajici
presnéjsi odhad intaktnosti vzorku. Posouzeni kontaminace geno-
movou DNA je v§ak na tomto piistroji obtizné, vzhledem k vel-
mi krdtkému ¢asu, po ktery jsou jednotlivé vzorky analyzovény.
Dalsi moZnosti je zkuSebni PCR amplifikace vzorku. PouZiva se
metodika RT-PCR (reverzni transkripce a ndslednd PCR) s pou-
Zitim oligo-dT primeru pro reverzni transkripci. Pomoci PCR
jsou soucasné amplifikovéiny dva tseky genu, jeden v blizkosti
3’(polyA) konce, druhy v 5° oblasti. Pomér téchto dvou ampli-
koni je u intaktni RNA blizky 1, s postupujici degradaci klesa
zastoupeni fragmentu z 5° konce genu. Nékteré oligonukleoti-
dové Cipy mohou obsahovat podobnou kontrolu, kdy jsou nanich
sondy navrZené pro obakonce transkriptu az poméru jejich inten-
zit Ize zpétn€ odhadnout miru degradace vstupni RNA.
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Obrizek 2.: Spektrofotometrické kiivka a elektroforéza degradované
RNA PrestoZe mé vzorek velmi dobré parametry pii spektrofotemetric-
kém méfeni, mizZe byt integrita RNA nizk4, a) Graf zavislost absorbance
vzorku RNA na vinové délce, data ziskdna pfistrojem Nanodrop ND-1000;
b) Stejny vzorek RNA, gel-like vystup piistroje BioAnalyzer 2100
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Obrazek 3.: Kontaminace RNA genomovou DNA (gDNA), a) Konta-
minovanid RNA; b) Genomova DNA — pozitivni kontrola; 1% nedenatu-
rujici TBE/agarosovy gel, barveni ethidiumbromidem;

,,Cistota‘ vzorku

Pfedevsim v onkologii je nutno brat v potaz i ,,Cistotu* vzor-
ku, tj. miru zastoupeni neZddoucich populaci bunék. VEtsi-
na experimentil je zaméfena na sledovani genové exprese
v nddorovych buiikach. Klinické vzorky vSak nikdy nemil-
Zou dosdhnout stoprocentniho zastoupeni nddorové subpo-
pulace, pfitom i relativné malé pfimés , kontaminujicich®
bunék miZe vyrazné ovlivnit zji§t€nou miru exprese gend

[7]. Proto se nyni vénuje velkd pozornost vyvoji metodik,
které umoZziuji ze ziskaného biologického materidlu separo-
vat Zddanou populaci bunék. Minimem by méla byt histolo-
gickd/cytologickd/flow-cytometrickd kontrola vstupniho
vzorku. Pokud zastoupeni cilové subpopulace dosahuje urci-
tou mez, je mozno postupovat dale bez pouziti dal$ich puri-
fika¢nich technik. Neni-li tato podminka splnéna, mél by byt
cely experiment pfizptisoben a do jeho protokolu zahrnuta
purifikace vzorku. V piipadé vzorku krve/kostni dfen¢ se da
s uspéchem pouZit technik MACS nebo FACS, pfipadné
jejich kombinace. Nevyhodou je samoziejmé prodlouZend
doba zpracovéni, vy$§i finan¢ni ndro¢nost a ztrata, nékdy vel-
mi podstatné ¢asti vzorku. Pro pevné tkané€ je mozné vyuZit
FACS/MACS metody po pfedchozim rozvolnéni bunék
(napf. trypsinaci nebo mechanickou homogenizaci tkang)
nebo mikrodisek¢ni metody. Perspektivni je vyuZiti LCM
(Laser Capture Microdissection) v kombinaci s metodami pro
zpracovéani FFPE vzorkid. To umoZiiuje nejen histologické
posouzeni odebiraného vzorku a vybér cilové subpopulace,
ale zaroveii pfedstavuje metodicky postup pouZitelny pro ana-
lyzu vzorkl uloZenych v patologickych archivech.

Vyuziti separovanych raritnich populaci bunék nebo LCM
vyZaduje nasledné pouZziti amplifikacnich technik, protoZe
ziskané mnoZstvi RNA je velmi malé a pro DNA ¢ipy nedo-
statecné. Typické poZzadované mnoZstvi v piipadé stan-
dardnich metodik pouZivajicich pro hybridizaci znacenou
cDNA je 10 a vice mikrogramu celkové RNA. Tato mnoz-
stvi jsou pfi izolaci z malého poc¢tu bunék napt. po LCM
naprosto neredlnd, tispéchem je ziskani stovek nanograma.
Amplifika¢nich technik bylo a je vyvijeno zna¢né mnoZstvi
[8-12], nejpouzivangjsi se stala ,,Eberwinova‘“ [8] a jeji vari-
ace. Metoda spocivd v reverzni transkripci s inkorporaci pro-
motoru pro RNA polymerdzu, syntéze druhého fetézce
c¢DNA a in vitro transkripci dvoufetézcové DNA do kom-
plementdrni RNA. Mimo technik amplifikujicich vzorek
jsou dostupné metody pro amplifikaci signilu, napt. 3DNA
systém [13], kdy je cDNA oznacena specidlni sekvenci, na
kterou se poté vazi specidlni fluorescenéné znacené struk-
tury (dendrimery). ProtoZe dendrimery mohou nést aZ néko-
lik stovek molekul fluorescenc¢nich barev, je mozné dosah-
nout dostate¢né intenzity signdlu i pfi pouZiti méné neZ 1
mikrogramu totadlni RNA. Jinou moZnosti je chemiluminis-
cencni systém detekce, ktery je nékolikandsobné citlivéjsi
DNA Ccipy s chemiluminiscencni detekci. Ve spojeni
s komer¢né dostupnym kitem na preamplifikaci RNA lze
pouZit jen 50ng vychozi RNA. V extrémnich pfipadech lze
ziskat expresni profily z jedné jediné buiiky. Tyto profily
jsou viak poznamendny velkou variabilitou vysledki.

Znaceni a hybridizace

Zatimco zékladni postupy, jako je izolace RNA, jsou vicemé-
né univerzalni, metodiky znaceni a hybridizace vzorku se vel-
mi lisi. Kazd4 laboratof si vytvafi vlastni protokoly, které nej-
1épe vyhovuji jejich poZadavkim a zohledtiuji typ a velikost
vzorkil i druh pouZitych ¢ipt.

V laboratoifi CMBGT pouZivame linearni amplifikaci RNA
s nepfimym znacenim fluorescen¢nimi barvami. Pfi tomto
postupu je RNA nejdfive enzymaticky pfepsdna do dvou-
vlaknové DNA, béhem této reakce je zainkorporovin pro-
motor pro enzym T7 polymerdzu. V dalSim kroku je dvou-
vladknovd DNA transkribovdna T7 polymerdzou (RNA
polymerdza) do komplementdrni amplifikované RNA
(cRNA). V tomto kroku je do cRNA zabudovan aminoallyl-
UTP. Na zdvér je cRNA preciSténa a zakoncentrovana.
cRNA je poté fluorescencné naznaCena barvami, které jsou
reakc{ s amino skupinou aminoallyl-UTP kovalentné navé-
zény na fetézce RNA. Po odstranéni nenavizanych barev je
vzorek pfipraven k hybridizaci.

Cipy maji format mikroskopického sklitka, na kterém jsou
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imobilizovény oligonukleotidové sondy délky 40-70 bazi.
PouZivame dvoubarevnou metodiku DNA ¢ipd, tj. na ¢ip
jsou soucasné hybridizovany dva vzorky (napf. referencni
a vysetfovany) znacené riznymi fluorescen¢nimi barvami.
Pfi hybridizaci jsou dvé rizné znacené cRNA smichany
s hybridiza¢nim pufrem a naneseny na Cip, kde jsou pone-
chény pfi optiméalni teploté 16-17 hodin. Nakonec je nena-
vazand cRNA odmyta a Cip je moZno naskenovat fluores-
cen¢nim skenerem.

Obrazek 4a): Piiklad stfednéhus- Obrazek 4b): Piiklad nizkohus-
totniho membranového DNA Cipu, totniho membrianového DNA ¢ipu,
chemiluminiscen¢ni detekce chemiluminiscenc¢ni detekce

V Laboratofi prediktivni onkologie a v Laboratofi experimen-
tdlni bunécné biologie Masarykova onkologického ustavu
(MOU) z finan¢nich diivodd pouZivdme tzv. nizkohustotni
DNA Cipy (desitky azZ stovky sond na jednom Cipu). Kvili vys-
§i citlivosti a z dGivoda tspory biologického materidlu a kvili
nendro¢nosti na technické vybaveni pouZivime membranové
¢ipy s chemiluminiscencni detekci. Tyto DNA cipy obsahuji
bud cDNA sondy jako klasické cDNA ¢ipy nebo oligonukleo-
tidové sondy. cDNA nebo RNA znacime biotinyl-16-dUTP

nebo biotinyl-16-UTP. Znaceni je spfaZzeno s amplifikaci cDNA
nebo linedrni amplifikaci cRNA . Po hybridizaci sond se zna-
¢enou cDNA nebo cRNA a po vymyti ptebytecné cDNA nebo
cRNA je tfeba membriny inkubovat s konjugéitem streptavi-
din-alkalicka fosfatdza. Konjugat se navaZe na biotinové zbyt-
ky znacené cDNA nebo RNA na membrané. Obraz je nutno
,,vyvolavat® inkubaci s chemiluminiscen¢nim substratem (napf.
CDPStar), ktery alkalické fosfataza pfeménuje za vzniku vyraz-
né chemiluminiscence. Diky tomu je dosaZeno 5x aZ 10x vy$-
8i citlivosti metody oproti fluorescencnim metodam. Lze pro-
to pouZit pro vySetfeni méné€ vychozi RNA (standardné 500 ng
aZ 6 ng). Na obr. 4a) je vidét chemiluminiscen¢ni obraz stfed-
néhustotniho DNA ¢ipu (512 bodi) pro detekci exprese onko-
genl a tumorovych supresort u naddoru rekta (kleStova biopsie,
zpracovéano cca 3x3x3mm tkang). Intenzita signdlu kazdého
bodu predstavuje ,,intenzitu* exprese jednoho genu nebo ,,inten-
zitu* exprese kontrolnich markert. V soucasné dob€ pouZiva-
me v MOU DNA Cipy pfi vyzkumu prediktivnich faktort rezi-
stence na cytostatika (viz obr. 4b, 288 bodil) a pfi vyzkumu
nédorovych prognostickych faktori.

Zavér

Zajisténi technické stranky odbéru biologického materidlu pro
DNA cipové experimenty vyZaduje tésnou a bezchybné fungu-
jici kooperaci klinickych a laboratornich pracovist. Pfi planova-
ni takového projektu je nutné promyslet viechny moZné kom-
plikace a fesit je jeSt€ pred jeho zahdjenim, zména parametri
v pribéhu experimentu miiZe zcela znehodnotit ziskand data. Pie-
devsim je zapotiebi se seznamit se vSemi technikami, které budou
pouZity a zhodnotit nutnost dalsi purifikace materialu a jejiho
mozného vlivu na vybér vhodnych metodik (izolace RNA, ampli-
fikace RNA). Nutnosti je vypracovéni systému kontroly kvality
od faze odb€ru vzorku aZ po znaceni a hybridizaci RNA.

DNA ¢ipy jsou stdle pomérné€ novou metodou, ale jejich Sirsi
rozsifeni jako diagnosticky ndstroj v onkologii je pravdépo-
dobné v nejbliZsich letech. Klinick4 i laboratorni pracovisté
by proto méla byt pfipravena na uplatnéni této technologie.

Podékovani: .
Préce byla podporovdna grantem IGA MZ CR NR8448-
3/2005, a NR 9076-4.

Literatura:

1. Barreau C, Paillard L, Osborne HB. AU-rich elements and associated
factors: are there unifying principles? Nucleic Acids Res. 2006 Jan
3;33(22):7138-50.

2. Atkin G, Daley FM , Bourne S et al. The effect of surgically induced ischa-
emia on gene expression in a colorectal cancer xenograft model. Br J Can-
cer. 2006 Jan 16;94(1):121-7.

3. Sotiriou C, Khanna C, Jazaeri AA, Petersen D, Liu ET. Core biopsies can
be used to distinguish differences in expression profiling by cDNA micro-
arrays. J Mol Diagn. 2002 Feb;4(1):30-6.

4. Grotzer MA, Patti R, Geoerger B et al. Biological stability of RNA isola-
ted from RNAlater-treated brain tumor and neuroblastoma xenografts. Med
Pediatr Oncol. 2000 Jun;34(6):438-42.

5. Chu TY, Hwang KS, Yu MH, Lee HS, Lai HC, LiuJY. A research-based
tumor tissue bank of gynecologic oncology: characteristics of nucleic acids
extracted from normal and tumor tissues from different sites. Int J Gyne-
col Cancer. 2002 Mar-Apr;12(2):171-6.

6. Chomczynski P, Sacchi N. Single-step method of RNA isolation by acid
guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform extraction. Anal Biochem.
1987 Apr;162(1):156-9.

354 KLINICKA ONKOLOGIE 19 SUPPLEMENT 2006

N

. de Ridder D, van der Linden CE, Schonewille T et al. Purity for clarity: the
need for purification of tumor cells in DNA microarray studies. Leukemia.
2005 Apr;19(4):618-27.

8. Van Gelder RN, von Zastrow ME, Yool A et al. Amplified RNA synthesi-
zed from limited quantities of heterogeneous cDNA. Proc Natl Acad Sci
U S A. 1990 Mar;87(5):1663-7.

. Shearstone JR, Allaire NE, Campos-Rivera J et al. Accurate and precise
transcriptional profiles from 50 pg of total RNA or 100 flow-sorted pri-
mary lymphocytes. Genomics. 2006 Apr 17.

10. Kurn N, Chen P, Heath JD et al. Novel isothermal, linear nucleic acid ampli-
fication systems for highly multiplexed applications. Clin Chem. 2005
Oct;51(10):1973-81.

11. Ohtsuka S, Iwase K, Kato M et al. An mRNA amplification procedure with
directional cDNA cloning and strand-specific cRNA synthesis for com-
prehensive gene expression analysis. Genomics. 2004 Oct;84(4):715-29.

12. Marko NF, Frank B, Quackenbush J, Lee NH. A robust method for the ampli-
fication of RNA in the sense orientation. BMC Genomics. 2005 Mar 1;6(1):27.

13. Stears RL, Getts RC, Gullans SR. A novel, sensitive detection system for

high-density microarrays using dendrimer technology. Physiol Genomics.

2000 Aug 9;3(2):93-9.

O



VYUZITI LASEROVE MIKRODISEKCE PRO PRIPRAVU
KOMPLEXNICH VZORKU Z NADOROVE TKANE PRO UCELY
MIKROGENOMICKYCH ANALYZ

THE UTILIZATION OF LASER CAPTURE MICRODISSECTION FOR
CONSTRUCTION OF SPECIFIC SAMPLES FROM CANCER TISSUE,
IN ORDER TO MICROGENOMIC ANALYSES

DZIECHCIARKOVA M.!, BERKOVCOVA J.!, TROJANEC R.!, SROVNAL P., BOUCHALOVA K.,
HAJDUCH M.1?

ILABORATOR EXPERIMENTALNI MEDICINY PRI DETSKE KLINICE LEKARSKE FAKULTY
UNIVERZITY PALACKEHO A FAKULTNI NEMOCNICE V OLOMOUCI

2ONKOLOGICKA KLINIKA LEKARSKE FAKULTY UNIVERZITY PALACKEHO
A FAKULTNI NEMOCNICE V OLOMOUCI

Souhrn

Laserova zachytnd mikrodisekce (Laser capture microdissection, LCM) je rychld a spolehlivd metoda, kte-
rd umoZiluje izolaci cilovych bunék ze specifického komplexu tkdné pro jejich ndslednou molekularni nebo
proteinovou analyzu. Zidkladem LCM je inverzni mikroskop se zabudovanym nizkovykonnostnim infracer-
venym laserem. Nafezané tkdné€ jsou upevnény na standardni podloZni sklo a termoplastickd membrana (TM)
je umisténa nad dehydratovany preparat. V ohnisku laserového mikroskopu je umistnéna TM, kterou laser
roztavi v poZadovaném misté a navaZe tak cilovou buitiku ¢i strukturu k membranég. V soucasné dobé madme
k dispozici nékolik laserovych mikrodisekénich systémi, které se 1i§i zptisobem zachyceni disekovanych
bunék, v konfiguraci systému i v jednotlivych aplikacich. Laserovou mikrodisekci 1ze pouZit pro izolaci
bunék u fady typ bunéénych i tkdniovych preparatt, véetné zamraZenych vzorki, formalinem fixovanych
parafinizovanych tkani i cytologickych preparatii. V zavislosti na pouZitém materidlu je moZzno z mikrodi-
sekovanych bunék extrahovat DNA, RNA ¢i proteiny v dobré kvalité. Kombinaci s dal§imi technikami, jako
je naptiklad cDNA microarray, LCM pomdhad identifikovat nové diagnostické a prognostické znaky vedou-
ci ke zlepSeni diagnosticko terapeutickych metod v 1é¢bé onkologickych onemocnéni. Na naSem pracovisti
jsme laserovou mikrodisekci izolovali buiiky z cytologickych preparatii adenokarcinomu plic ziskanych
punk¢ni cytologii zmraZenych ¢i parafinizovanych nadort a také buné¢né linie, napf. myeloidni leukemii
K562. V této praci popisujeme nase zkuSenosti se zavedenim LCM s nédslednou mikroizolaci DNA/RNA
alinearni amplifikaci DNA/RNA pro tcely dalSich genetickych analyz jako je napt. komparativni genomicka
hybridizace, expresni studie, ¢i pfimé sekvenovani vySetfovanych gent z biologického materidlu s mini-
malnim obsahem nédorovych bunék, ¢i pro studium nddorové heterogenity na jednobunécné trovni.

Klicova slova: EGFR1, komparativni genomicka hybridizace, laserova mikrodisekce, linearni amplifikace
DNA/RNA, isolace DNA/RNA, K-ras

Summary

Laser capture microdissection (LCM) is a rapid, reliable method to obtain pure populations of targeted cells
from specific microscopic regions of tissue sections for subsequent analysis. LCM is based on the adherence
of visually selected cells to a thermoplastic membrane, which overlies the dehydrated tissue section and is focal-
ly melted by triggering of a low energy infrared laser pulse. Tissue sections are mounted on standard glass sli-
des, and transparent thermoplastic membrane is then placed over the dry section. The laser provides enough
energy to transiently melt this thermoplastic film in to the target cells. Several systems are available for LCM,
and vary in cell-capture method, system configuration and applications. LCM was applied to a wide range of
cell and tissue preparations including frozen samples, formalin-fixed paraffin-embedded tissues or cytology
smears. Depending on the starting material, DNA, good quality mRNA, and proteins can by extracted success-
fully from captured tissue fragments, down to the single cell level. In combination with another techniques like
expression library construction and cDNA array hybridisation, LCM will allow the establishment of new dia-
gnostic and prognostic markers, in order to indicate therapy individually tailored to the molecular profile of
a given tumour.

In this paper we refer our experiences with the LCM isolation of single cells from cytology smears of lung car-
cinomas, frozen and paraffin embedded tumour tissues as well as cell line cytospin preparation. Our ultimate
goal was to introduce LCM technology in combination with DNA/RNA isolation and linear amplification for
subsequent genomic analyses such as comparative genomic hybridisation, RNA expression studies and speci-
fic amplifications of investigated genes from tissue specimens with minority of tumour cells and/or for tumour
heterogeneity studies based on one the single cell level.

Key words: EGFR1, comparative genomic hybridization, laser capture microdissection, linear amplification of
DNA/RNA, RNA/DNA isolation, K-ras
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Uvod:

V soucasné dobé molekularné€ biologické vySetfeni bunék
a tkani na urovni DNA, RNA a proteint pfedstavuje revo-
lucni obrat v diagnostice a charakterizaci biologickych vlast-
nosti nddorovych onemocnéni. Nicméné€, problém proteo-
mickych a genomickych studii v pfipadé analyzy
komplexnich nddorovych vzorki spo¢ivd v ptipravé homo-
genni buné¢né populace. Pratokova cytometrie byla dlou-
hou dobu pouZivana jako vyhradni technologie k ziskani jed-
notlivych bunécnych typt do suspenze, av§ak mozZnost
ziskani Cistych bun€k ze vzork solidni tkdné, jako je biop-
sie, je Casové zdlouhava. Dalsi nevyhodou pritokové cyto-
metrie je, Ze vyZaduje specificky selekéni marker (1). Pro
zlepSeni metody izolace jednotlivych bunék nebo samostat-
nych bunécnych populaci byla proto vyvinuta technika lase-
rové mikrodisekce (LCM) (2, 3, 4). Laserova mikrodisekce
byla pouZita pro izolaci bunék u fady typd buné¢nych i tk-
Hovych preparatl, véetné zamrazenych vzorkd, formalinem
fixovanych a parafinizovanych tkani ¢i cytologickych pre-
paratil. V zavislosti na pouZitém materidlu je moZno z mik-
rodisekovanych bunék extrahovat DNA, RNA ¢i proteiny
v dobré kvalité. Kombinaci s dal§imi technikami, jako napfi-
klad cDNA microarrays, pak LCM pomdha identifikovat
nové diagnostické, prediktivni a prognostické markery,
vedouci ke zlepSeni diagnosticko-terapeutickych metod
v 1é¢bé onkologickych onemocnéni.

Princip a vyvoj laserové mikrodisekce

Laserovd mikrodisekce je rychld a spolehlivd metoda, kterd
umoZziuje izolaci cilovych bunék ze specifického komplexu
tkané pro jejich naslednou molekularni nebo proteinovou ana-
lyzu (5).

Pocatek laserové mikrodisekce se datuje do roku 1970, kdy
byl poprvé poZit laser pro zachyceni a manipulaci s bunécny-
mi populacemi. V poloving 90. let minulého stoleti byl vyvi-
nut prvni prototyp laserového mikrodisek¢niho systému ve
spoluprici nékolika tstavli z National Institutes of Health
(NIH). Pozdéji ze spoluprace NIH a firmy Arcturus (www.arc-
tur.com) vznikl prvni komer¢ni mikrodisek¢ni systém (6). Ten-
to systém vyfezava buiiky pomoci laserovych pulsii cilenych
na okrsky tkdng, které jsou prekryty specidlni membranou, tzv.
fazovéanim tkdn€ a membriny. Po disekci piislu$nych bunék
je termoplasticka folie s adherovanymi buiikami odstranéna
azbytek tkiné, kterd nebyla vybranak disekci, ziistdvd na pod-
loznim sklicku. Butiky na membrané pak mohou byt podro-
beny piisluSnym extrakénim podminkdm pro jejich naslednou
mikrogenomickou analyzu.

Rozdilné LCM technologie

LCM umoziuje disekci nejen jednotlivych bunék ¢i bunéc-
nych kolonii z komplexu tkdn€ uchycené na podloZnim skli¢-
ku, ale také vyfezani jednotlivych chromozémi a v nékterych
pfipadech i disekci Zivych bunék pfimo z kultiva¢ni misky.
V soucasné dob€ méame k dispozici né€kolik mikrodisek¢nich
systémd, které se 1i§i v metod€ odchytdvani bunék, v konfi-
guraci systému i v aplikacich (tab.1) (7). Nékteré systémy
umoziiuji bezdotykové katapultovani oznacenych bunék pri-
mo do sbérnych zkumavek, nebo vyzvednuti vyfezanych
bunék pfimo vickem mikrocentrifuga¢ni zkumavky. LCM
systémy mohou mit zabudovany infracerveny, nizko vykon-
nostni infracerveny, ultrafialovy laser, nebo i jejich kombina-
ce. VSechny mikrodisek¢ni systémy maji laser zabudovany do
standardniho mikroskopu.

Technologie zachytdvani bunék:

Membrdnové (fiizni) technologie

Jedna z moZnosti, jak zachytivat vyfezané buiiky, je tzv. fiz-
ni technologie. Fuzni technologie zachytdvani bunék je zalo-
Zena na selektivni pfilnavosti cilovych bunék a fragmentt tka-
ni k termoplastické membrané, kterd je upevnéna na prisvitné
vi¢ko mikrozkumavky (CapSureTM) (viz. www.arctur.com).
Termoplastickd membréna je aktivovana nizkovykonnostnim
infra¢ervenym laserovym pulsem. Nafezané tkané jsou upev-
nény na standardni podlozni skli¢ko a termoplastickd mem-
bréana je umisténa nad dehydratovany preparat. V ohnisku lase-
rového mikroskopu se aktivuje termoplastickd membréna,
kterd je navdzana k identifikované cilové burice v mikrosko-
pované Cdsti prepardtu. Laser roztavi termoplastickou f6lii
v misté vybrané cilové buriky (1,5,8). ProtoZe termoplasticka
folie absorbuje vétSinu tepelné energie a laserovy puls trva jen
zlomek sekundy, poskozeni biologickych makromolekul je
minimdlni nebo nedetekovatelné. Po disekci pfisluSnych
bunék, je termoplastickd folie s adherovanymi butikami odstra-
néna a zbytek nepouZité tkan€ zastava na podloZnim sklic¢ku.
Tuto technologii vyuziva PixCell II laserovy mikrosektor fir-
my Arcturus. Novéjsi verze laserového mikrodisektoru (Veri-
tas) této spolecnosti mé zabudovany jak nizkovykonnostni
infracerveny laser, tak UV laser. Pro disekci pomoci UV lase-
ru jsou tkaniové preparaty upevnény na tenkou polyetylenovou
folii. Polyetylenova folie s dehydratovanym prepardtem je pie-
vrstvena vickem s termoplastickou membranou (CapSureTM).
Cilové buiiky jsou mikrodisekovéany prostfednictvim ultrafia-
lového laseru, ktery presné obkrouZzi feznou drahu podél obvo-
du disekovanych bunék. Mikrodisekované Casti tkané tak

PR

zustavaji prichyceny na spodni ¢asti vicka.

VYROBCE LCM VLASTNOSTI APLIKACE
SYSTEM
Technologie Technologie | Kompatibilni Typ Fluorescence
zachytavani bunék sbéru bunék mikroskop laseru
ARCTURUS PixCell II Termoplasticka Odstranénim Invertovany IF laser ZamrazZené tkang
VERITAS membrana uchycena na | vicka Olympus IX IFaUV ano Parafinované tkané
sbéma vicka. Laser z preparatu. 50 laser Cytologické
roztavi termoplastickou | Cilové buriky preparaty
folii v daném misté kde | ziistavaji Zivé buiiky
jsou navézany cilové uchyceny na Jedna buitka
buiiky. membrané
vicka.

CELL ROBOTICS Cell Robotics | Tkailové preparaty jsou | Vyfezany Invertovany UV laser ano Zamrazené tkang
uchyceny na skla kousek folie Leica, Nikon, Parafinované tkan&
pokryta polyetylenovou | s butikami je Olympus a Cytologické
f6lii, buriky jsou vtlacen do vicka Zeiss preparaty
laserem obkrouZeny. mikrozkumavky Zivé butiky

elektrostatickou Jedna butika
silou.
MMI Molecular mmi CellCut | Tkafiové preparaty jsou | Vyfezané Invertovany UV laser nevime Zamrazené tkané
Machines mmi SmartCut | uchyceny na skla okrasky tkané Nikon, Parafinované tkané
pokryta polyetylenovou | jsou zachyceny Olympus Cytologické
f6lii, buriky jsou vicky ktera jsou preparaty
laserem obkrouZeny. pokryta Zivé butiky
adhesivni Jedna burika
vrstvou. Mikromanipulace

Tabulka 1.: Srovnani riznych komer¢né dostupnych mikrodisek¢nich systémd.

356 KLINICKA ONKOLOGIE 19 SUPPLEMENT 2006



Cell Robotics (www.cellrobotics.com) vyuZivé tzv. techniku
,,Pick-Up Sticks*, kterd umoZiluje zachyceni disekovanych
bunék. Tento mikrodisek¢ni systém je zaloZen na UV laseru.
Mikroskalpel produkuje fototermdlni reakci v ohniskovém
bodu ¢ocky mikroskopu, kde laserovy paprsek protina cilovy
vzorek. Tkaniové preparaty jsou uchyceny na skla pokryta ten-
kou polyetylenovou f6lii, vyfezdvané buiiky ¢i okrsky tkané
jsou laserem obkrouZeny. Fototermélni reakce v ohniskovém
bodu laseru vypaii nebo odstrani velmi malou ¢ast cilovych
bunék ¢i tkané. Disekované okrsky tkané jsou sméfovany elek-
trostatickou sflou smérem k filmu a film s buiikami je pak vlo-
Zen do mikrocentrifugacni zkumavky a zpracovan.

Podobny systém vyfezdvani bun¢k méa i mikrodisektor mmi-
CellCut firmy MMI Molecular Machines & Industries AG
(www.molecular-machines.com), tento systém se vSak 1iSi od
Cell Robotics ve zplsobu zachytavani bunék po disekci. Buii-
ky jsou vyfezadvany automaticky pomoci velmi pfesného UV
laseru. Vzorky jsou uchyceny na specidlni membrany upev-
néné v ramecku. Takto pripravené vzorky jsou prekryty skle-
nénym podloznim sklickem. Toto pfikryti efektivné ochrani
vzorek pred necistotami z okoli a je rozhodujici pro vSechny
aplikace, u kterych je klicové zabranit zevni kontaminaci.
Vytezané okrsky tkané jsou zachyceny vicky, ktera jsou pokry-
ta adhesivni vrstvou.

Systém Bio-Rad Colonis (viz. www.microscopy.bio-rad.com)
pouZziva rovnéZ film pro zachyceni bunék, ale jinou cestou.
Tento systém umoZiluje i aplikace s Zivymi butikami. Film je
umistén do kultiva¢ni misky a Zivé buiiky jsou na ném piimo
kultivovény. Po vypéstovani kolonii je moZno fezat buriky pfi-
mo v kultufe. Vyfezany film je z kultury odloupnut a poZado-
vané butiky ziistanou na ném uchyceny. Je také moZzZno provést
ablaci nezadoucich kolonii bunék. Ty jsou néisledné odmyty
a zbylé buiiky mohou byt déle kultivovény (7).

Paprskové technologie

Zachytavani bunék pomoci specidlniho filmu neni jedinou ces-
tou jak izolavat disekovany materidl (7). PALM MicroBe-
am’s (www.palm-microlaser.com) vyuZiva tzv. technologii
laserové tlakového katapultovani (Laser Pressure Catapulting,
LPC). Pulzni UV-A laser je zabudovany do standardniho mik-
roskopu. Laser je zaostien ptes objektiv coky do bodu o veli-
kosti 1um. Uvnitf izkého bodu laserového ohniska je vytvo-
fena sila pro ablaci materilu, zatimco okolni tkafi ziistava zcela
neporusena. PouZitim tohoto laserového systému mohou byt
separované builkky nebo vybrané oblasti tkdné vyzvednuty
a zachyceny do sbérného zatizeni. Toto je zcela bezkontaktni
proces zachytdvani bunék, kdy pro transport selektovanych
oblasti do sbérnych systémi je pouZito jenom zaostfené svét-
lo. Vzorek je pfemistén nékolik milimetrt proti gravitaci. Stej-
ny systém je také aplikovan pro ziskdvani Zivych bunék
z buné¢nych kolonii (9, 10, 11). Katapultovany materidl miiZe
byt dale centrifugovan a pouZit pro naslednou molekularni ana-
lyzu, nebo dalsi experimenty jako je rekultivace selektovanych
vitdlnich bunék.

Dalsi Siroce pouZivanou technikou je laserovy mikropaprsko-
vy mikrodisek¢ni systém (12) (viz. www.leica-microsys-
tems.com). Tento systém pouZivé pulzni ultrafialovy laser
s malym paprskem pro vyfezdvani cilovych buné€k prostied-
nictvim fotoablace sousedni tkdng. Tkaniové preparaty jsou
uchyceny na tenkou polyetylenovou f6lii. Cilové butiky jsou
mikrodisekovéany prostfednictvim UV laseru, ktery pfesné
obkrouZi fezanou drdhu podél obvodu disekovanych selekto-
vanych bunék. Touto ,,studenou‘ ablaci neni materidl vysta-
ven pfimému laserovému zéreni. Mikrodisekované ¢asti tkd-
né¢ jsou sbirdny do vicka nanozkumavky bezkontaktné, tzn.
buiikky padaji do vicka zkumavky na zdkladé gravitace,
a mohou byt nésledné pouzity pro molekuldrni analyzu.
Mechanické technologie

Dal$i mozZnosti zachytdvani bunék nabizi napf. spole¢nost
Eppendorf (www. eppendorf.com) prostfednictvim tzv. ,,Pie-
zo power for microdissection® (PPMD) technologie. Tento

systém zahrnuje ultrazvukovy piezo-mikroskalpel s velmi ten-
kou kovovou $pic¢kou, ktery je napojen na standardni mikro-
skop propojeny s pocitac¢em. Disekce je provddéna v kapce
vody, xylenu ¢i jiného média a to tak, Ze na preparat je nane-
sena kapka daného média, a mikroskalpel kmitavymi pohyby
seSkrabdva potiebny tsek tkdné do této kapky. Kapka s izolo-
vanymi buiikami ¢i okrsky tkdné je aspirovana specidlni pipe-
tou a vnesena do sbérné mikrozkumavky.

Aplikace LCM v diagnostice a prognézovani nadorovych
onemocnéni

Na naSem pracovisti pouzivame laserovy mikrodisektor Veri-
tas (Arcturus) (obr.1). Vypracovali jsme rutinni postupy pro
laserovou mikrodisekci z cytologickych preparatl karcinom
plic ziskanych punkéni cytologii barvenych metodou Giem-
sa-Romanovski, zamrazenych ¢i parafinizovanych nddorovych
tkani (barveno hematoxylinem) a také cytospinovych prepa-
ratd z nejriznéjSich bunécnych linii (barveno neutralni cerve-
ni) (obr.2). Metodickym cilem bylo zavést kombinaci LCM
s linedrni amplifikaci DNA i RNA pro ucely dal§ich mikroge-
nomickych analyz z biologického materidlu s minimalnim
obsahem nadorovych bunék, ¢i pro studium nadorové hetero-
genity na jednobunécné urovni. V dal$i ¢asti tohoto sdéleni
referujeme nase odzkousené metodické postupy, které snad
usnadni praci dal§im z4jemctim o piipravu genetického mate-
ridlu technikou LCM spojenou s amplifikaci DNA ¢i RNA
anaslednymi genetickymi analyzami.

Obr. 1: Laserovy mikrodisektor Veritas firmy Arcturus.

Obrazek 2.: Laserova zachytna mikrodisekce nadorovych bunék z cyto-
logického preparitu karcinomu plic ziskaného punk¢ni cytologii (barve-
no metodou Giemsa-Romanowski), zamraZenych ¢i parafinizovanych
nadorovych tkani (barveno hematoxylinem) a stabilni buné¢né linie K562
(barveno neutrélni Cerveni): Na obrazku jsou A) oznaceny nddorové buii-
ky cytologického prepardtu karcinomu plic; B) disekované buiiky karci-
nomu plic; C) oznacené nadorové buiiky z fezu formalinem fixované
a parafinizované nadorové tkané; D) vyfezané butiky z tohoto tkdfiového
fezu; E) cytospin bunécné nadorové linie K562; F) disekované butika
nidorové bunécné linie K562.

Izolace a linedrni amplifikace DNA
Technika linedrni amplifikace DNA byla modifikovana pod-

le diive publikovanych praci (13-16). Buriky ziskané pomoci
LCM (1-1000 bunék) byly v mikropodminkéch lyzovany pro-
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teindzou K. K mikrodisekovanym butikdm bylo priddno Syl PK
pufru [SOmM Tris-HCI (Sigma, USA) pH=8.1, 1 mg/ml pro-
teindzy K (New England Biolabs, USA), | mM EDTA (Serva,
Némecko)] a 5 pl minerédlniho oleje (Sigma, USA). Ve bylo
inkubovéno pfes noc pii 40°C. Druhy den byly zkumavky
s natrdvenymi butikami krétce centrifugovany a inkubovény
10 min. pii teploté 95°C. Pfi této teploté dochézi k inaktivaci
proteindzy K. Poté byla dvouSroubovice DNA rozsStépena
restrikénim enzymem Msel (New England Biolabs, USA).
K 5ul lyzatu bylo pfidéno 0,2 ul One-Phor-All-Buffer—Plus
(Amersham Biosciences, USA), 1 ul Msel (10 jednotek) a 0.8
ul H,0. Smés byla inkubovana 3 hodiny pfi 37°C. Po restrik-
ci byly na roz$tépené konce navdzany adaptéry se specificky-
mi amplifika¢nimi sekvencemi. Pro annealing primera byly
pouzity primery MseLig — 21 merovy (5’-AGT GGG ATT
CCGCAT GCT AGT-3) aMseLig-12 merovy (5’-TAA CTA
GCA TGC-3p) (Generi Bitech, Cesk4 republika), 0.5ul One-
Phor-All-Buffer-Plus a 1.5u1 H,O. Annealing byl zahéjen inak-
tivaci restrikénich enzym pfi 65°C, pak se teplota sniZovala
po 1°C/min az na 15°C. Pti 15°C bylo k reak¢éni smési piida-
no 1 ul T4 DNA ligazy a 1 ul T4 DNA ligdzového pufru (New
England Biolabs, USA), obsahujiciho 10mM ATP. Ligace pro-
bihala pfes noc pii 15°C. Pomoci vySe zmifiovanych sekven-
ci primerd byla DNA nésledn€ amplifikovana v PCR reakci.
Pro primérni amplifikaci bylo k 12 pl ligovaného produktu pii-
dano 40 pl primdrni PCR smési, kterd obsahovala
3 ul Expand Long Template, buffer 1 (Expand Long Templa-
te PCR Systém, Roche, Svycarsko), 2 ul dNTPs (10mM deo-
xynukleotidy, dATP, dCTP, dGTP, dTTP, Sigma, USA), 35
ul H,O. Primérni amplifikace byla zapoCata 4 min. denatura-
ci pi1 68°C. V tomto kroku jsou odstranény piebytecné oligo-
nukleotidy z vazby na DNA fetézec. Po denaturaci bylo do
reak¢ni smési pridano 0.7 pl (3.5 jednotek) DNA polymera-
zové smési Taq a Pwo polymerazy (Expand Long Template
PCR Systém, Roche, Svycarsko). V termocykléru byly nasta-
veny tyto amplifikacni podminky: 14 cykli — 94°C (40s),
57°C (30s), 68°C (1min. 15s); 34 cykla — 94°C (40s),
57°C (30s), 68°C (1min. 45s) a 1 cyklus — 94°C (40s), 57°C,
68°C (5Smin.). Pro kontrolu kvality a senzitivity DNA ampli-
fikace byla pouZita specifickd PCR amplifikace exonu 2 genu
pro lidsky mamaglobin B1 (Obr. 3). NaSe vysledky ukazuji,
Ze linedrni amplifikaci 1ze reprodukovateln€ namnoZit DNA
z jediné disekované buiiky do mnoZstvi postacujictho pro béz-
né genetické analyzy zaloZené na PCR.

il

——

. s 133 bp

Obr. 3: Vysledek genové specifické PCR amplifikace exonu 2 genu pro
lidsky mamaglobin B1 z mikrodisekovanych bunék, jejichz DNA byla
linearn€ amplifikovédna. Produkt selektivni amplifikace exonu 2 genu pro
lidsky mamaglobm B1 se nachdzel v oblasti 133bp. Zleva: 1) DNA lad-
der, 2) templat pripraveny linearni amplifikaci DNA z 1 buiiky, 3) tem-
plat pfipraveny linearni amplifikaci DNA z 10 bunék, 4)templitem byla
kontrolni DNA.
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Komparativni genomickd hybridizace (CGH) jako jedna
z moznosti pouZiti linedrné amplifikované DNA ziskané
z bunék izolovanych LCM.

Principem komparativni genomické hybridizace (CGH; obr.4)
je porovndni referen¢ni a vySetfované DNA. KaZda z obou
DNA je oznacena jinou fluorescencni barvou. Na naSem pra-
covisti konsenzudlné znacime referencni DNA Cervené a vySet-
fovanou DNA zeleng. Obé DNA jsou smichdny v poméru 1:1
a hybridizovany na normalni lidské metafdzni chromozémy.
Interpretace vysledki je zaloZena na zméné poméru intenzity
zelené a Cervené fluorescence u chromozomi, na nichZ obg
DNA byly hybridizovany (17,18,19). Delece (loss) ve vySet-
fované DNA zpisobi barevny posun smérem do Cervena,
amplifikace (gain) posun do zelena. Nevyhodou CGH je fakt,
Ze dokéaze zachytit pouze nebalancované cytogenetické zme-
ny, které jsou pfitomny alespoti u 50% jader, z nichZ byla izo-
lovana DNA. V pfipadé nddorovych preparitl je vzorek vice
¢i méné ,,kontaminovan‘ i nenddorovymi populacemi bunék,
které mohou vysledky CGH ovlivnit nafedénim cytogenetic-
kych alteraci pod detek¢ni limit CGH. Laserova mikrodisek-
ce proto umoZiiuje citlivéjsi zachyceni cytogenetickych zmén,
vybérem poZadovanych niddorovych populaci ¢i pouze jediné
(ne)nadorové buriky.
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Obrazek 4.: Schématicky princip komparativni genomické hybridizace
(CGH)

Ptikladem tohoto tvrzeni je jeden z naSich experimentl, ve kte-
rém jsme technikou u laserové mikrodisekce izolovali jedno-
tlivé butiky z linie myeloidni leukémie K562. Technikou line-
arni amplifikace byla DNA namnoZena a produkt primérni
amplifikace byl pouZit pro CGH. Pomoci CGH jsme porov-
ndvali DNA ziskanou izolaci klasickym zpsobem ze smésné
kultury bun€k a DNA po LCM jediné butiky s naslednou line-
arni amplifikaci. Na obrazku 5 jsou zobrazeny vysledky této
CGH studie, v¢etné idiogramii po LCM a linearni amplifika-
ci DNA zjediné butiky v porovnini se smésnym vzorkem mye-
loidni leukemické linie K562. Z vyslednych idiogram je patr-
né, Ze se nlezy Castecné lisi diky nadorové heterogenité bunék
v tkanové kultufe. U myeloblastu podrobeného LCM je napf.
patrné nova amplifikace v oblasti chromozému 15. Z analyzy
také vyplyva, Ze pii vySetieni DNA ziskané ze smésné popu-
lace bylo detekovano mensi mnoZstvi cytogenetickych zmén,
neZ v piipad€ DNA izolované z jedné butiky. U smésného vzor-
ku tedy nebyly zachyceny aberace méné frekventni, nedosa-
hujici zastoupeni alespoii u 50% bunék v celkové populaci.

Specificka amplifikace vySetfovanych gent pro icely mutac-
nich studii

V soucasné dobé pouzivame techniku laserové mikrodisekce
zejména pii analyze mutaci geni EGFRI a k-ras u pacientd
s nemalobunéénym plicnim karcinomem (20). Oddélenim
nadorové populace od nenddorovych bunék si totiZ vyznam-
né zvySujeme sensitivitu DNA sekvenace. DNA ziskand z 300-
500 mikrodisekovanych bunék je amplifikovana ve dvouko-



lové nested PCR. Dvoukolova nested PCR je zaloZena na 30
cyklech amplifikace s externim pdrem genové specifickych
primerti. Vznikly PCR produkt je vyuZit jako templat pro dru-
hé kolo amplifikace ve 30 cyklech s internim parem primera.
Vysledny amplikon je pak podroben klasické sekvenac¢ni
analyze.

Obrazek 5.: Vysledek komparativni genomické hybridizace: A) Vysled-
ny preparat (mitdza) pii vySetfeni cytogenetickych zmén DNA ziskané ze
smésného vzorku kultury myeloidni leukemické linie K562. B) Vysledny
preparat (mit6za) pfi vySetfeni DNA po LCM a linearni amplifikaci zis-
kané z jedné buiiky myeloidni leukemické linie K562. C) Idiogram zis-
kany stanovenim cytogenetickych zmén u DNA ziskané ze smésného vzor-
ku kultury myeloidni leukemické linie K562. Cytogeneticky nilez: REV
ISH ENH (3q29qter; 5p12-13.3; 5p15.2pter; 6p25.1pter; 12p11.1pter;
16p11.2-12; 18q21.3qter) REV ISH DIM (9q34.1qter; 12q21.1-21.3;
13ql1.1qter; 16q12.1-13; 17p11.1-11.2; 18q11.2-12.1; 19p13.3pter). D)
Idiogram cytogenetickych zm&n DNA po LCM a lineérni amplifikaci zis-
kané z jedné buiikky myeloidni leukemické linie K562. Cytogeneticky
ndlez: REV ISH ENH (1p36.2pter; 3q26.3qter; 4p11.1pter; 4q35qter;
6pl1.1-12.1; 9q13-21; 12pllpter; 15q11.2-24.1; 16pl11.2.-12;
17p12.1pter; 17q22qter; 18q22qter) REV ISH DIM (5q11.2-15; 5q34.0-
35.1; 7q11.2-21.1; 9p12-21; 9g21.3qter; 10q22.1-22.3; 10q26.1qter;
12921.1-21.3; 13q11.1qter; 16q12.1.-22; 19p13.3pter)

Izolace, linearni amplifikace a hodnoceni kvality mikroizolo-
vané RNA po LCM s pouzitim IR nebo UV lasert
Laserovou mikrodisekci byly izolovany butiky kryoprezervo-
vané naddorové tkané karcinomi rekta. Pro srovnédni byly buii-
ky disekovény IR laserem nebo UV laserem a to jednak jako 1)
rozsdhlejsi tiseky tkané ¢itajici >1000 bunék a také jako 2) jed-
notlivé shluky 1-3 nddorovych bunék. RNA byla izolovani
pomoci PicoPureTM RNA Isolation kitu (Arcturus, USA), kte-
ry umoZiuje purifikaci pfes centrifuga¢ni kolonky. Kontrola
degradace ziskané RNA byla provedena pomoci RNA 6000
Pico Kitu na bioanalyzéru Agilent 2100. Na obrazku 6 je zné-
zornén vysledek ziskané RNA po mikrodisekci IR versus UV
laserem. Vidime, Ze pii disekci malych okrski tkané (napf. jed-
notlivé infiltrujici ¢i metastatické buriky) je vhodnéjsi pouZzit
IR laser, protoZe béhem disekce malych tseki tkdné pomoci
UV laseru dochézi ke zna¢né tepelné degradaci RNA.
RiboAmp RNA amplifika¢ni kit (Arcturus, USA) byl pouZit
pro amplifikaci vyizolované RNA. Tento kit umozZiuje ampli-
fikaci jiZ nanogramového mnoZstvi celkové RNA na mikro-
gramové. Linedrni amplifikace RNA byla zapocata pfepisem
jednovlaknové molekuly RNA na cDNA reverzni transkripta-
zou se soucasnou inkorporaci T7 promotoru. Druhé vldkno
cDNA bylo dosyntetizovdno pomoci exogennich primera

snaslednym preciSténim dvouSroubovice cDNA. In vitro tran-
skripce cDNA na antisense RNA byla provedena pomoci T7
RNA polymerdzy. Amplifikace RNA byla ukoncena isolaci
aprecisténim ziskané antisense RNA. Takto pfipravenou RNA
1ze pouZit pro tcely vétSiny expresnich analyz.
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Obr. 6: Analyza kvality RNA ziskané z nddorové tkané karcinomu rekta
po mikrodisekci IR nebo UV laserem na bioanalyzatoru Agilent 2100
kitem RNA 6000 Pico: 1) RNA ziskand po disekci celé tkdn€ pomoci IR
laseru. 2) RNA ziskand po disekci izolovanych nadorovych bunék pomo-
ci IR laseru. 3) RNA ziskana po disekci celé tkan€ pomoci UV laseru. 4)
Degradovand RNA ziskand po disekci izolovanych nadorovych bunék
pomoci UV laseru. L) Specificky selek¢ni marker kontroly kvality arepro-
dukovatelnosti elektroforetické separace.

Zavér:

V soucasnosti existuje celd fada mikrodisek¢nich systémd, kte-
ré se liSi nejen metodou zachytavani bunék, (tzv. membrano-
vé nebo-li fizni technologie, paprskové technologie ¢i mecha-
nické technologie), ale také konfiguraci systému a v naslednych
aplikacich. Pomoci vSech téchto systémti 1ze vySetfovanou tkan
prohlédnout pod mikroskopem pred a po mikrodisekci. Tim je
zkontrolovdna homogenita studovaného materidlu a zachové-
ni morfologie disekované ¢asti tkdné na vicku. Tyto systémy
také umoZiiuji obrazovou dokumentaci po kazdé disekci, coz
poskytuje pfileZitost ke korelaci histopatologickych nalezil
s vysledky molekuldrni analyzy.

Na naSem pracovisti je k dispozici laserovy mikrodisek¢ni
systém Veritas firmy Arcturus, ktery ma zabudovany jak IR
tak UV laser, coZ ndm umozZnilo provedeni riznych aplikaci.
Laserovou mikrodisekci byly isolovany buiiky z cytologic-
kych preparat karcinomi plic, zamraZenych ¢i parafinizova-
nych nddorovych tkani, i ze stabilnich buné¢nych linii. Za tice-
lem ziskani dostatecného mnoZstvi DNA/RNA jsme zavedli
techniku linearni amplifikace DNA/RNA. V soucasné dobg
pouZivame techniku laserové mikrodisekce zejména pfi ana-
lyze mutaci genu EGFRI a k-ras, pro techniku komparativni
genomické hybridizace (CGH) a pro izolaci RNA za tc¢elem
dalsich expresnich analyz. Z naSich zkuSenosti jednozna¢né
vyplyvé nutnost pouZiti LCM pro pfesnou diagnostiku, pre-
dikci terapeutické odpovédi a prognzovani solidnich nadort
vyznacujicich se vysokou tkdilovou i bunéénou heterogenitou.
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MIKROCIPOVA ANALYZA GENOVE EXPRESE

360 KLINICKA ONKOLOGIE

V MIKRODISEKOVANYCH VZORCICH

MICROARRAY ANALYSIS OF GENE EXPRESSIONM
IN MICRODISSECTED SAMPLES

BOUCHAL J., TURASHVILI G., KOLAR Z.
LABORATOR MOLEKULARNI PATOLOGIE, LF UP, OLOMOUC

Souhrn

V posledni dobé€ se v experimentalni praxi stile ve vétsi mife uplatiiuji metody vyuZivajici mikro¢ipové expresni analy-
zy. VétSina expresnich analyz v medicinském vyzkumu vychazi z bioptickych vzorkt, které obsahuji fadu riiznych typt
bunék. Majoritni populace bunék je urcujici pro celkovou informaci o genové expresi a znemoZiiuje tak rozliSeni speci-
fické genové exprese jednotlivych typ bun€k. Mezi metody, které umoziiuji selekci piesné definovanych populaci bunék
patii laserova a mechanick4 mikrodisekce. Soucasné Cipy vyZaduji mikrogramova mnoZstvi znacené nukleové kyseli-
ny, pri¢emz vstupni mnoZstvi RNA ze selektovanych bunék se miize pohybovat pouze v nanogramovém az pikogra-
movém fadu. Tento problém je mozno fesit rtiznymi zpiisoby amplifikace RNA, mezi které patii dvojita linedrni ampli-
fikace RNA nebo metody vyuZzivajici kombinovanou PCR s linearni amplifikaci. V tomto kratkém pfehledu poskytujeme
jednak informace, se kterymi jsme se setkali jednak béhem nasi souCasné analyzy genové exprese v mikrodisekovanych
butikdch mlécné Zlazy, a také nas optimalizovany postup. Cely projekt sestaval z Casove ndroného sbéru Cerstveé zmra-
Zené tkané, optimalizace piipravy kryofezi pro mikrodisekci, izolace a amplifikace RNA, hybridizace na mikrocipy, ana-
lyzy dat a konec¢né verifikace vybranych vysledki pomoci imunohistochemie. V soucasné dobé je vlastni prace v opo-

nentnim fizeni v zahrani¢nim ¢asopise, a nemtiZeme proto poskytnou detailnéjsi informace o ziskanych vysledcich.

Klicova slova: fixace, mikrodisekce, RNA, amplifikace, mikroCipy

Abstract: The DNA microarray is a powerful, high throughput technique for assessing gene expression on a system-
wide genomic scale. Most expression profiling studies of solid tumors have used biopsy samples containing large num-
bers of contaminating stromal and other cell types, thereby complicating any precise delineation of gene expression
in nontumor versus tumor cell types. Combining microdissection, RNA amplification protocols, microarray techno-
logies and our knowledge of the human genome sequence, it is possible to isolate pure populations of cells or even
a single cell and interrogate the expression of thousands of sequences for the purpose of more precisely defining the
biology of the tumor cell. In this short overview, we provide informations on selected problems which we had to sol-
ve during our microarray analysis of microdissected normal and tumour cells of mammary gland. We provide our opti-
mized procedure as well. The whole project consisted of the long-term collection of snap-frozen tissues, optimaliza-
tion of staining of cryosections for laser capture microdissection, isolation and amplification of RNA, hybridization
onto chips, data analysis and finally verification of the results by immunohistochemistry. Our work is currently revie-
wed by an international journal and we can’t provide detailed information on particular achievements yet.

Keywords: fixation, microdissection, RNA, amplification, microarray
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V literatufe existuje velké mnoZstvi informaci tykajici se mik-
rocipové analyzy, mikrodisekce i amplifikace RNA. V tomto
kratkém prehledu poskytujeme informace, se kterymi jsme se
setkali jednak béhem naSi soucasné analyzy genové exprese
v mikrodisekovanych butikdch mlé¢né zlazy, a také v jiZ ukon-
¢eném experimentu s nidorovymi liniemi odvozenymi od kar-
cinomu prostaty (1). VétSina expresnich analyz v medicinském
vyzkumu vychdazi z bioptickych vzorku, které obsahuji fadu
raznych typi bunék. Majoritni populace bunék je pfitom urcu-
jicipro celkovou informaci o genové expresi a znemoZiiuje tak
rozliSeni specifické genové exprese jednotlivych typl bunék
(2). Mezi metody, které umoziiuji selekci presné definovanych
populaci bunék patii laserovd a mechanicka mikrodisekce.
V nasi praci jsme testovali ob&é metody, ale mechanickd mik-
rodisekce pomoci systému Eppendorf se ukdzala byt vhodnd
spiSe pro izolaci vétSich tkafiovych okrskti. Vzhledem k poZa-
davku izolace nejen nddorové tkdné, ale i norméalnich duktal-
nich a lobularnich lumindlnich bunék mlécné Z1azy, jsme pou-
zili systém laserové mikrodisekce od firmy Arcturus. Cely
projekt sestdval z ¢asové naro¢ného sbéru Cerstvé zmrazené
tkéné, optimalizace piipravy kryofezi pro mikrodisekci, izo-
lace a amplifikace RNA, hybridizace na mikrocipy, analyzy
dat a konecné verifikace vybranych vysledkil pomoci imuno-
histochemie. Zkraceny optimalizovany postup poskytujeme
niZe. V soucasné dob€ je naSe price v oponentnim fizeni
v zahrani¢nim ¢asopise, a nemiZeme proto poskytnou detail-
néjsi informace o ziskanych vysledcich.

Vliv fixace a barveni na mikrodisekci a kvalitu nukleovych
kyselin

Optimdlni fixace tkdni musi poskytovat piijatelnou morfolo-
gii, umoZnit samotnou mikrodisekci a stabilizovat mRNA.
Goldsworhty a spolupracovnici testovali G€inky cross-linku-
jicichi precipitujicich fixativ na zmraZenou i do parafinu zali-
tou tkan (3). Precipitujici fixativa jako ethanol a aceton zajis-
tovaly vice RT-PCR produkti nez formalin. Autofi také
pozorovali vétsi vyt€Znost RT-PCR z kryotezli neZ z fezl para-
finovych. Kim a spolupracovnici oznacuji jako optimdlni fixa-
tivum pro stabilizaci RNA v tkédnich zalitych do parafinu met-
hacarn (kombinaci methanolu, chloroformu akyseliny octové)
(4). Takto fixované tkané tispé$né pouZzivali pro mikrodisekci
a nasledné RNA pro analyzu genové exprese taktéZ pomoci
RT-PCR. Dalsi prace srovnavala ethanolovou fixaci a erstveé
mrazenou tkafi pomoci Affymetrix mikrocipt, av§ak bez mik-
rodisekovani jednotlivych bunék (5). Autofi detegovali 26%
préb (ptesnéji probe sets, viz niZe) u mraZenych tkani, oproti
pouhym 4,5% z tkéni fixovanych ethanolem a zalitych do para-
finu. Pfes vyrazny pokles poctu detegovanych transkripti tato
data ukazuji, Ze pokud neni k dispozici Cerstvé zmraZena tkar,
1ze ziskat omezenou informaci o genové expresi i z tkdni zali-
tych do parafinu. TaktéZ dali autofi zjistili, Ze fixace tkani
70% etanolem zvySuje vytéZnost RNA, DNA i proteinil opro-
ti formalinové fixaci a poskytuje srovnatelnou histologickou
kvalitu fezt (6-8). Presto existuje poptavka po analyze geno-
vé exprese z tkani fixovanych formalinem a zalitych do para-
finu. Firmy Arcturus a Affymetrix proto vyvinuly specidlni
¢ipy (GeneChip® X3P Arrays), které obsahuji hybridiza¢ni
préby pouze v blizkosti 3’konce a jsou tak schopné detegovat
vice fragmentovanych transkriptl (vysvétleni viz niZe).
Laserova mikrodisekce a izolace RNA pro analyzu genové
exprese je mozna i z imunohistochemicky barvenych parafi-
novychfezl (9). AutofipouZivali kvalitné imunobarvené fezy
z tkéni fixovanych v acetonu, methanolu nebo ve smési etha-
nolu a acetonu. Specificita i rychlost mikrodisekce byla vyraz-
né zvySena prave diky snazsi identifikaci Zddanych, popiipa-
dé nechténych bunéénych populaci. Pfitom samotné barveni
preparétl trvalo pouze 12-25 minut. Naproti tomu méné uspo-

kojivé vysledky po mikrodisekci imunobarvenych fezl ziska-
li Uneyama a spolupracovnici (10). Tito autofi doporucuji spi-
Se barveni cresylovou violeti, pfipadn€ hematoxylin-eosinem.
PouZiti hematoxylinu-eosinu pro laserovou mikrodisekci
a mikro¢ipovou analyzu doporucuji také Michel a spolupra-
covnici. (11). Ginsberg a Che testovali mikrodisekci a mikro-
¢ipovou analyzu pfi pouZiti nejen hematoxylinu-eosinu a cre-
sylové violeti, ale také po barveni thioninem, akridinovou
oranZ{ a stifbrem (12). N&ktef{ autofi s ispéchem pouZili pro
stabilizaci RNA v analyzovanych vzorcich RNAlater (13).
Chaotropni soli RNAlateru vSak interferuji s mikrodisekci,
a tak museli autofi sniZit jejich koncentraci promytim v 70%
ethanolu a naslednou dehydrataci a vysusenim pomoci abso-
lutniho ethanolu a xylenu. V nasi préci se vyskytl také problém
souvisejici s vysokym obsahem tukil v prsni tkani, které zne-
snadiiuji pfipravu kryotezi. Po ptidavku RN Alateru nebylo jiz
mozné pripravit kvalitni kryofezy ani pfi vychlazeni tkani pfi
-80°C, a proto jsme byli nuceni pouZzivat pouze klasické
kryofezy.

Obdobné jako u dostatecné koncentrovanych vzorki je
optimélni kontrolou kvality RNA sledovdni poméru
28S/18S rRNA. Vzhledem celkovému objemu vzorkl v fadu
mikrolitrd je tato kontrola umoZnéna v podstaté pouze pomo-
ci kapilarni elektroforézy s laserem indukovanou fluorescen-
ci (14). Standardem se v této oblasti stal pristroj Agilent 2100
Bioanalyzer, ktery umoZnuje na specidlnich ¢ipech analyzu
jednoho mikrolitru celkové RNA a poskytuje nejen informa-
ciokvalité¢ RNA, ale zaroven i o koncentraci. Pokud neni uve-
dend technologie k dispozici, je nutné barveni fezi, mikrodi-
sekci bun€k i izolaci RNA ovéfit alespori na testovacich
vzorcich a cely vytéZek obétovat pro kontrolu pomoci klasic-
kych metod jako je agarozové elektroforéza a RT-PCR. Po
optimalizaci celé procedury je nasledné nutné striktné dodr-
Zovat cely postup u analyzovanych vzorkd. Primérny vytéZek
z 1000 mikrodisekovanych bunék je asi 50 ng celkové RNA,
pfi¢emz v naSich laboratofich jsme pozorovali pro agarozo-
vou elektroforézu a barveni Sybr-Gold detek¢ni limit 10 ng pfi
vizualizaci pomoci chlazené CCD kamery (Diana II, Raytest,
Némecko). Pro ovéfeni kvality pomoci RT-PCR jsme testo-
vali primery pro beta-actin (15), které poskytuji jednak rela-
tivné dlouhy amplikon 626 bp a kontaminace genomickou
DNA se projevi odlisnym fragmentem o velikosti 1966 bp. Pi
pouziti Titan One Tube RT-PCR kitu (Roche) jsme vSak nedo-
cilili sniZeni detek¢niho limitu a vzhledem k finan¢ni naroc-
nosti jsme od RT-PCR testovéni upustili. V dobé feSeni nase-
ho projektu nebyl k dispozici zmitiovany systém 2100
Bioanalyzer a pro kvantifikaci RNA jsme pouZivali spektro-
fotometr Nanodrop, ktery umozZiiuje analyzu taktéZ jediného
mikrolitru vzorku. Po optimalizaci postupu byl pfipraven nej-
prve jeden vzorek pouze pro testovaci Cip Test3 Array (viz
niZe) a nasledné byla provedena kompletni analyza vSech tif
bunécnych populaci od jedné pacientky. Po ziskani kvalitnich
vysledkl jsme pfistoupili k dokonceni analyzy vSech ticeti
vzorku. Cely proces amplifikace a znaCeni (viz niZe) byl navic
monitorovan pomoci GeneChip® Eukaryotic Poly-A RNA
Control Kit (Affymetrix), jehoZ definované fedéné kontroly
byly pfidany do vSech vzorkl pied syntézou cDNA a findlné
byly detegovéany na cilovych ¢ipech Human Genome U133
Plus 2.0 Arrays (Affymetrix).

Moznosti amplifikace mRNA pro mikroc¢ipovou analyzu
Eberwine a spolupracovnici vyvinuli dnes jiZ klasickou, tzv.
linedrni amplifikaci RNA (16). Jedn4 se o pfepis mRNA do
cDNA pomoci oligo-dT-T7 primeru, pfi¢emzZ inkorporovany
T7-promotor umoZituje naslednou amplifikaci in vitro tran-
skripci pomoci T7- polymerazy. K dosaZzeni mikrogramovych
mnozstvi RNA pro samotnou mikro¢ipovou analyzu je nékdy
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tento postup tfeba zopakovat. Jenson a spolupracovnici pozo-
rovali pouze malé zmény v expresnim profilu vzorkl amplifi-
kovanych dvojitou linedrni amplifikaci oproti nefedéné RNA
(17). Nejlepsi vysledky byly ziskany pti amplifikaci 500 a vice
nanogrami celkové RNA, pficemz jako kritické faktory se uka-
zaly kvalita vstupni RNA a koncentrace oligo-dT-T7 prime-
ru. Pro zmitlovanou dvojitou linedrni amplifikaci je dostupnd
celdfada komerénich kit (Ambion, Arcturus, Epicentre adal-
§i). Detailni informace o problémech syntézy cDNA a in vit-
ro transkripce poskytuje prace Baugh a spolupracovniki (18).
Z jejich zkuSenosti vychdzi i dal$i kit od firmy Artus-biotech,
jehoZ hlavni odli$nosti je vyuZiti specidlnich trinukleotidovych
primert (sekvence neuvedena) pro syntézu druhého fetézce
cDNA.

Jak jiZ bylo zminéno vySe jednim ze zakladnich pfedpokladi
uspesné mikroCipové analyzy je kvalita RNA. Existuji vSak
pristupy, které umoZziuji ziskat informaci také z degradované
RNA. VétSina pfistupt pro amplifikaci RNA pouZiva oligo-
dT-T7 primer, ktery umoziiuje jednak piepis do cDNA (oligo-
dT primer) a také in vitro transkripci pomoci T7-polymerazy
(T7-promotor). Pfepis do cDNA je tedy moZny pouze pro frag-
menty RNA obsahujici poly-A signdl. Xiang a spolupracov-
nici vyvinuli modifikovanou line4rni amplifikaci pfi pouZiti
alternativniho oligo-N9-T3 primeru (19). Ndhodny deviti-mer
(N9) umoziiuje prepis jakéhokoli fragmentu RNA do cDNA
a k in vitro transkripci slouZi promotor pro T3-polymerazu.
Tento postup vykazoval v degradovanych vzorcich asi o tieti-
nu lepsi zachyt rozdiln€ exprimovanych genii neZ klasicka oli-
go-dT-T7 amplifikace.
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Obrazek 1.: Amplifikace RNA pomoci PCR. Detailni vysvétleni této
metody je k dispozici v textu. Z vysledku agarozové elektroforézy vyply-
vaji optimalni pocty cykld pro druhou PCR (24 cykli pro vzorek A a 27
cykli pro dalsi dva vzorky). Vysledné produkty jsou pouZity pro in vitro
transkripci, kterd je umoznéna inkorporaci T7-promotoru.

In vitro transkripci je moZné kombinovat také s PCR amplifi-
kaci (20-22). Oligo-dT-T7 promotor je navic spojen s PCR pri-
merem, ktery je inkorporovén i pfi syntéze druhého fetézce
cDNA (Obr. 1). Nevyhodou tohoto postupu je nutnost defino-
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vani poc¢tu PCR cykll pro kazdou cDNA tak, aby amplifika-
ce byla ukoncena v exponenciélni fazi PCR. V systému firmy
Roche, ktery jsme pouZili i v nasi praci, se PCR amplifikace
provadi dvakrat, pficemZ béhem prvni reakce se odebiraji ali-
kvoty z cykla 21, 24,27,30 a 33 (Obr. 1). Ty jsou poté analy-
zovény agarozovou elektroforézou a podle intenzity amplifi-
kovanych produktil je vybrdn pocet cykli pro druhou PCR.
Ziskané PCR produkty jsou pouZity pro in vitro trankripci,
béhem které dochazi k dalsi amplifikaci a také ke znaCeni pro
detekci na mikrocipech.

Limitace mikrocipovych analyz

Po naskenovani Cipll ndsleduje obtizna faze analyzy dat. V nasi
praci jsme vyuZzili zkuSenosti pracovisté v anglickém Bir-
minghamu a kromé postupu uvedeného niZe zde zminime pou-
ze nékolik detaill tykajicich se Affymetrix Cipu. [zzary a spo-
lupracovnici modifikovali zptisob hodnoceni fluorescen¢nich
signalii jednotlivych prob na Affymetrix ¢ipech a srovnali jejich
postup s algoritmy programit dChip (www.biostat.harvard.edu/
complab/dchip) akomeréniho programu Affymetrix (23). Cipy
Affymetrix jsou tvofeny oligonukleotidy o délce 25nt, které
jsou organizovény do tzv. probe sets pro jednotlivé geny (pro
vétSinu gend je dostupny veétsi pocet probe sets). Tyto probe
sets sestavaji z 11 az 20 part tzv. perfect match (PM) a mis-
match (MM) oligonukleotiddl, pfi¢emZ uprostfed MM préby
(v pozici 13) je inkorporovany chybny nukleotid. Cilem toho-
to pfistupu je moZnost lepsi kontroly nespecifické hybridizace
a hybridizacni signély z té€chto préb jsou pii klasické analyze
obvykle zohlediiovany. Izzary a spolupracovnici v8ak ukazu-
ji, Ze matematicka korekce probe sets pomoci téchto MM préb
pravdépodobné neodpovida jejimu zamyslenému biologické-
mu vyznamu a v jejich algoritmu hodnoty MM préb ignoruji.
Vedle konzistentnéjSich hodnot tzv. fold change, jejich pouZi-
ti RMA (Robust Multiarray Analysis) vykazovalo oproti Affy-
metrix i dChip algoritm{im vice neZ péti-nadsobné sniZeni vari-
ance mezi replikdty. Tento aspekt je daleZity pro pldnovani
experimentll a vzhledem k niz§imu poZadavku na pocet repli-
kath ma vyznamny ekonomicky dopad.

V nasi pfedchozi praci jsme analyzovali telomerdzovou akti-
vitu v prostatickych buné¢nych liniich po ptisobeni antiand-
rogenu bicalutamidu (1). Pfes vysokou telomerazovou aktivi-
tou v buiikdch LNCaP i DU145 nebyl transkript pro TERT
(proteinova podjednotka telomezédzy) pomoci mikro€ipti dete-
govan. Transkripty TERT pravdépodobné podléhaji postran-
skripéni dpravé, pri které dochazi ke ztraté€ poly-A konce, kte-
ry je nutny pro reverzni transkripci. Expresi TERT v obou
liniich jsme nésledné potvrdili pomoci kvantitativni PCR
v redlném Case, kterd pro reverzni transkripci vyuZiva speci-
fické primery. Stabilita mRNA i jejiho poly-A konce mé pii
mikroCipové analyze zdsadni vyznam a mechanismy jeji regu-
lace jsou v literatufe diskutovéany (24). Z naSeho soucasného
projektu upozoriiujeme na vyznam ovéfeni mRNA signdlii na
jednotlivych mikrocipech (Obr. 2). V rdmci genii, hodnoce-
nych jako statisticky signifikantné rozdiln€ exprimované,
mohou byt zahrnuty taktéZ geny s velmi heterogenni nebo niz-
kou expresi a jejich pouZiti pro interpretaci studovaného pro-
blému muZe byt zavadéjici.

Na zasadni problém analyzy dat upozoriiuji Michiels a spolu-
pracovnici, ktefi znovu analyzovali mikro¢ipova data ze sedmi
velkych studif, které sestivaly alespoii ze 60 pacientll a pouka-
zovaly na vyznam analyzy genové exprese pro prognézu nado-
rového onemocnéni (25). Vzhledem k neadekvatni validaci
vysledkt se publikované zaveéry ukézaly jako pfili§ optimistic-
ké, kdy pét ze sedmi studii neklasifikovaly pacienty 1épe neZ
nihoda. Problém mikrocipovych analyz predstavuje také pou-
Ziti rozdilnych platforem. Van’t Veer a spolupracovnici defi-
novali 70 gen, jejichZ exprese by mohla diferencovat pacient-
ky s dobrou a §patnou prognézou karcinomu prsu (26). Obdobny
profil 76 gent definovali Wang a spolupracovnici (27). Pouze
tfi geny jsou vSak obé€ma profilim spolecné, coZ se vysvétluje



pouZitim odliSnych mikro¢ipt a matematickych algoritmi pro
analyzu dat (28). V této souvislosti Rogojina a spolupracovnici
analyzovali stejné vzorky pomoci dvou rozdilnych mikrocipo-
vych platforem, Clontech a Affymetrix, a jako nezévislé ovére-
ni pouZili g-RT-PCR a ¢aste¢né i western blot analyzu (29).
Pokud byly vzorky hodnoceny opakované pomoci stejnych Cipt,
obé platformy vykazovaly vysokou miru konzistence. Av§ak
pokud byly vysledky ziskané pomoci ¢ipi Clontech Atlas Glass
3.8 a Affymetrix U95A/U133A srovnény mezi sebou, ukdzala
se velmi mald shoda. Vysledky q-RT-PCR lépe korelovaly
s Affymetrix (85%) nez s Clontech (33%) a taktéZ western blot
analyza se shodovala spiSe s Affymetrix platformou.

2a) Gen CDH1 vykazuje vysoké a homogenni hodnoty.
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2b) Statistické hodnoceni diferencidlni exprese genu CPB1 je ovlivnéno jeho
velmi vysokou expresi ve vzorcich 8T a 13T.
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2c) Exprese transkriptu LOC63920 je relativné homogenni, ale celkové niz-
ké exprese nadhodnocuje vyznam tzv. nisobné zmény.
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Obrézek 2.: Vyznam kontroly dat z jednotlivych ¢ipt pro geny hodno-
cené jako rozdilné exprimované. Barevné jsou odliSeny Ctyfi bunécné popu-
lace, pficemZ jsou komentovany tfi geny, které byly statisticky hodnocené
jako rozdiln€ exprimované mezi dvémi populacemi vpravo.

PouZiti mikroCipi umoZziiuje analyzovat genovou expresi celé-
ho genomu, ale potyka se pfitom nejen s jiZ uvedenymi problé-
my. PfedevSim poskytuje informaci na urovni mRNA, kterd
nemusi odpovidat expresi proteind, které jsou zodpovédné za
samotnou biologickou funkci. NemiZe také poskytnout infor-

maci o postranslacnich Gpravach proteind, které do znacné miry
rozhoduji o jejich biologické aktivité. Dal§im problémem inter-
pretace vysledkd je doposud omezend nebo zcela chybéjici
informace o biologické funkcifady gend. Pfes tyto obtiZe je mik-
roCipova analyza ve spojeni s dal§imi metodami, které verifi-
kuji jeji vysledky, velmi vykonnym a naddle slibnym pfistupem
pro studium nejen humdnnich chorob, ale biologie jako celku.

Metodika optimalizovana v nasich a spolupracujicich labo-
ratofich

Priprava kryofezii, laserovd mikrodisekce a izolace RNA.
Nadorova i normalni tkafi byly zhodnoceny erudovanym pato-
logem ihned po operaci, zmraZeny v kapalném dusiku a skla-
dovany prfi -80°C. Kryofezy 7-8 um byly pfipraveny v kryos-
tatu (Leica CM1850), jehoZ pracovni plochy byly ociStény
pomoci RNaseZap (Sigma, USA). Rezy byly ihned fixovany
v acetonu, obarveny hematoxylinem a dehydratovény v alko-
holu a xylenu. Pfed samotnou mikrodisekci byly nabarvené
tezy kratkodobé skladovany v uzavienych zkumavkéch se sili-
cagelem (Sigma). Béhem celého postupu byly pouZiviny
néstroje zbavené RN4z a vSechny roztoky byly pfipraveny
v DEPC-vodé. Priblizné 1500 bunék studovanych bunécnych
populaci bylo mikrodisekovano pomoci VeritasTM Laser Cap-
ture Microdissection System (Arcturus Bioscience, USA;
Laboratof Experimentalni Mediciny, Olomouc) podle stan-
dardniho protokolu. Mikrodisekované butiky na specidlnich
discich byly ihned lyzovany v pufru RNesy Micro kitu (Qla—
gen, Némecko). Uplna lyze bunék byla provedena inkubaci pr1
42°C po dobu 30 minut a nasledovala izolace RNA pomoci
zminéného kitu nebo skladovani pfi -80°C. Pro kvantifikaci
RNA byl pouZit spektrofotometr Nanodrop (Nanodrop Tech-
nologies, USA; Blofy21kaln1 Ustav AV CR, Brno).
Amplifikace RNA, znacent a hybridizace. Padesat nanogramu
celkové RNA bylo pfevedeno do cDNA a nasledn€ amplifiko-
véano pomoci Microarray Target Amplification Kit (Roche Dia-
gnostics, Svycarsko). Presnéji, pro prepis do cDNA byl pouZit
modifikovany oligo-dT primer (TAS-T7 Oligo (dT),,). Speci-
alni sekvence TAS (Target Amplification Sequence), kteranevy-
kazuje homologii k Zddnym zndmym sekvencim a umoZiiuje
néslednou amplifikaci pomoci PCR, je inkorporovana i pfi syn-
téze druhého fetézce cDNA pomoci TAS-(dN),, primeru (Obr.
1). Po purifikaci cDNA pomoci Microarray Target Purification
Kit (Roche) byla provedena PCR s TAS primery opét pomoci
Microarray Target Amplification Kit. Aby nedoslo ke zkresleni
informace o genové expresi béhem pozdnich fazi PCR, byl opti-
malni pocet cyklil uréen v pfedbéZzné PCR a kontrolou produk-
th z cykla 21, 24, 27, 30 a 33 pomoci agarozové elektroforézy.
PCR produkty z druhé, optimalizované PCR byly piecistény
pomoci Microarray Target Purification Kit a pouZity pro in vit-
ro transkripci. Pomoci Microarray RNA Target Synthesis Kit T7
(Roche) byly do findlni cRNA inkorporovany biotin-14-CTP
(Invitrogen, USA) a biotin-16-UTP (Roche). Znacend cRNA
byla purifikovdna pomoci Microarray Target Purification Kit,
spektrofotometricky kvantifikovdna a zkontrolovdana pomoci
agarozové elektroferézy. Monitorovani celého procesu amplifi-
kace a znaceni umozZnil GeneChip® Eukaryotic Poly-A RNA
Control Kit (Affymetrix, USA). Jeho definované fedéné exo-
genni pozitivni kontroly byly pridany do vSech vzorku pied syn-
tézou cDNA abyly detegovany na cilovych ¢ipech Human Geno-
me U133 Plus 2.0 Arrays (Affymetrix). Pfed samotnou
hybridizaci bylo vZdy 25 pg biotinylované cRNA fragmentova-
no a pouzito pro pripravu hybridizacni smési. Proces fragmen-
tace, ktery umoZiiuje efektivni hybridizaci k oligonukleotidovym
probam, byl zkontrolovan pomoci agarozové elektroforézy. Hyb-
ridiza¢ni smés standardné obsahuje biotinylované hybridizacni
kontroly z GeneChipTM Eukaryotic Hybridization Control Kit
(Affymetrix). Synteticky oligonukleotid B2 hybridizuje ke spe-
cifickym mistim na ¢ipu a umoziiuje programu GCOS (Gene
Chip Operating Software, Affymetrix) spravné umistit miizku
oddélujici jednotlivé signély po naskenovéni celého Cipu (Obr.
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3). Dalsi neeukaryotické hybridiza¢ni kontroly (geny syntetické
drahy E. coli pro biotin a gen pro rekombinazu bakteriofaga P1)
umoZiuji kontrolu hybridiza¢niho kroku i kvality vlastniho ¢ipu.
Vzhledem k vysoké cené ¢iptt Human Genome U133 Plus 2.0
Arrays byla provedena nejdiive hybridizace, barveni i skenova-
ni na ¢ipech Test3 Array za ucelem ovéfeni kvality celého pro-
cesu pripravy znacené cRNA. Hybridiza¢ni smés byla ptfitom
pfipravena jiZ pro oba Cipy najednou. Hybridizace probihala 16
hodin pfi 45°C a 60 rpm v hybridiza¢ni peci. Promyvéni, barve-
ni streptavidin-phycoerythrinem i skenovani byly fizeny pro-
gramem GCOS v promyvacim automatu a skeneru.

Obr. 3. Affymetrix Test3 Array. Hybridiza¢ni kontroly vytvafi ram
adefinované rohy ¢ipu a umoziiuji tak spravné pocitacové ptiloZeni m¥iz-
ky, kterd oddé€luje signély pro jednotlivé proby.

Analyza dat. Naskenované Cipy byly analyzoviny pomoci
GCOS se zdkladnim nastavenim, s vyjimkou cilového signilu
definovaného na hodnotu 100. Relativni expresni hladiny
mRNA byly definovany normalizovanymi hodnotami signalu.
Vzijemna podobnost kompletnich expresnich profild vSech
vzorki byla hodnocena pomoci Pearsonovych korela¢nich koe-
ficientd. Jejich korela¢ni matrix byla graficky zobrazena jako
tzv. Heatmap (Obr. 4) pomoci pfislu§né funkce v programova-
cim prostiedi R (http://www.r-project.org/). Podobnost kom-
pletnich expresnich profilt byla hodnocena také metodou PCA
(Principal components analysis) pomoci PLS_Toolbox (Ver-
sion 3.5, Eigenvector Research, USA) v programu Matlab (Ver-
sion 7.1, The MathWorks, USA). Rozdiln€ exprimované geny
mezi jednotlivymi bunécnymi typy byly identifikovany jednak
pomoci analyzacniho algoritmu v GCOS a také pomoci tzv.
Rank Products a RMA (Robust Multiarray analysis) (23, 30).
V ramci GCOS analyzy bylo provedeno nejprve srovnani
bunécnych populaci v rdmci jednotlivych pacientek a nésled-

Xz

né byly filtroviny geny s nejvySsim poctem zmén v rdmci v§ech

deseti pacientek pomoci programti Microsoft Excel a Access.
Rank Products analyza byla provedena pomoci modulu Rank-
Prod v programu Bioconductor http://www.bioconductor.org/),
pri¢emZ mezni procento faleSnych pozitivit bylo stanoveno na
10%. Diferencidln€ exprimované geny mezi jednotlivymi
bunécnymi populacemi byly déle analyzovany pomoci online
databiaze DAVID (Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery, http://david.abcc.ncifcrf.gov). Vzhledem
ke komplikovanému systému Gene Ontology, ktery je stra-
tifikovan do tfi skupin (biologicky proces, molekuldrni
funkce a buné¢né lokalizace) a péti trovni, jsme profunk¢ni
anotaci gent pouZili tzv. Functional Categories (SP_PIR_Key-
words), které umoZnily snazsi orientaci v ziskanych vysled-
cich. Detailnéjsi informace o jednotlivych genech byly ziska-
ny z dal§ich voln€ dostupnych databazi, predev§im z Gene
Cards (www.genecards.org) a NETAFFX Analysis Center
(www.affymetrix.com/analysis).

Obrazek 4.: Analyza podobnosti genovych profili. Vzijemna podob-
nost kompletnich expresnich profil tficeti vzorkd byla hodnocena pomo-
ci Pearsonovych korela¢nich koeficientti azobrazena jako tzv. sample cor-
relation heatmap. Na ose x i y jsou jednotlivé vzorky (jejich ¢islovani
neuvadime) a jednotlivé barevné body odpovidaji korelacnim koeficien-
tlm pro srovéani kaZzdého vzorku s kazdym. Cim vysSi korelace, tim je bar-
va vice Cervend a naopak nizsi korelace odpovida odstinim modré barvy.
Uhlopfiicka reprezentuje absolutni korelaci stejnych vzorki.
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STATISTICAL METHODS FOR ANALYSING GENE EXPRESSION
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Souhrn

Mohutny rozvoj molekuldrné biologickych metod v poslednich deseti letech je charakterizovan produkci velké-
ho mnoZstvi dat. Nejinak je tomu i v pfipadé technologie DNA mikrocipi, kterd umoZiiuje v jednom experimen-
tu sledovat expresi desitek tisic genii najednou. Kvantum ziskanych experimentalnich dat je v§ak pro relevantni
medicinské zavéry nutné vhodné analyzovat a interpretovat.

Tento ¢lanek je vénovan statistickym metodam, které 1ze pro hodnoceni dat ziskanych z DNA mikro¢ipti pouZit.
Tyto metody 1ze rozdélit do tfi velkych skupin: shlukovaci metody, metody pro identifikaci rozdilné exprimova-
nych gent a klasifikacni metody. Shlukovaci metody slouZi k nalezeni homogennich skupin pacientl s podob-
nym expresnim profilem nebo skupin genti s podobnym chovanim, metody pro identifikaci rozdiln€ exprimova-
nych gent hledaji geny specifické svoji aktivitou pro urcitou biologickou tkan, zatimco klasifika¢ni metody slouZi
k nalezeni diskrimina¢niho pravidla pro pfesnou diagnostiku novych pacientil do jedné z definovanych skupin.

Klicova slova: DNA mikrocipy, statistickd analyza, shlukovani, testovani rozdilné exprese, klasifika¢ni metody

Summary

Last decade led to massive progress in the molecular biology methods which was accompanied by the producti-
on of large amount of data. This is also the case of the gene expression microarray technology that makes it fea-
sible to study thousands of genes simultaneously. However, for relevant medical inference there is the need for
appropriate evaluation and interpretation of this large quantity of experimental data.

This paper is dedicated to statistical methods that can be used for the evaluation of gene expression data. These
methods can be split into three main categories: clustering methods, methods for identification of differentially
expressed genes and classification techniques. Clustering methods can be used for finding of homogenous groups
of patients or genes with similar expression profile, methods for identification of differentially expressed genes
find genes specific for activity of certain biological tissue while classification techniques are used for setting up
a discrimination rule for precise diagnostics of newly diagnosed patients to one of the previously defined classes.

Keywords: DNA microarrays, statistical analysis, clustering, testing for differential expression, classification

techniques
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Uvod

Mohutny rozvoj molekularné biologickych metod v posled-
nich deseti letech je charakterizovédn produkci velkého mnoz-
stvi dat. Nejinak je tomu i v pfipadé€ technologie DNA mik-
roCipt [1], kterd umoZiiuje v jednom experimentu sledovat
expresi desitek tisic gent najednou, coz ji fadi mezi nejpou-
Zivanéjsi biologické metody dne$ka. Kvantum ziskanych
experimentalnich dat je vSak pro relevantni medicinské zave-
ry nutné vhodné analyzovat a interpretovat [2]. K tomu slou-
71 biostatistické metody a postupy, mnohdy neobvyklé a zce-
la ptizptisobené charakteru dat z DNA mikro¢ipd. Pomoci
téchto metod 1ze dosdhnout takovych cill jako je naptiklad
identifikace gent specifickych svoji aktivitou pro urcitou bio-
logickou tkéii nebo gent s rozdilnou expresi mezi dvéma sku-
pinami biologickych vzorku, nalezeni homogennich skupin
pacientl s podobnym expresnim profilem nebo skupin genti
s podobnym chovénim ¢i nalezeni diskrimina¢niho pravidla
pro piesnou diagnostiku novych pacientti do jedné z defino-
vanych skupin. Schematické znazornéni zdkladnich cili expe-
rimentd s pouZitim DNA mikroCipli a statistické metody
k jejich dosaZeni jsou uvedeny na obrazku 1.

Statistickd analyza navazuje na faze analyzy obrazu a nor-
malizace dat a je tak posledni ¢4sti microarray experimen-
tu, jeji vysledky jsou vSak na téchto i pfedchozich biologic-
kych fazich experimentu zcela zavislé ve smyslu jejich
kvalitniho provedeni a tudiZ kvalitnich vstupnich dat. Pro-
to se statistické principy promitaji nejen do faze analyzy
obrazu a normalizace dat, ale i do samotné pfipravy experi-
mentu ve formé experimentalniho designu.

Problémy

Kviili podstaté¢ DNA mikrocipti se statistickd analyza tohoto

typu dat potyké s nejriznéjSimi obtiZzemi, které n€kdy nelze

pomoci stavajicich metod uspokojivé vyftesit, coZ nasledné
vede k vyvoji novych biostatistickych postupt specializova-
nych pro analyzu expresnich dat. Zasadni problémy jsou tyto:

1. Velky pocet sledovanych proménnych - genii. Nejvétsi
vyhoda microarray experimentu je zaroveitl i jeho nejvétsi
slabinou, nebot velmi maélo statistickych metod se umi
vyporadat s desitkami tisic proménnych najednou.

2. Mala velikost experimentalniho vzorku — pacienti. Stu-
die jsou limitovany jak finan¢ni ndro¢nosti DNA Cipt tak
omezenym poctem dostupnych pacienti. VétSina publiko-
vanych praci je postavena pouze na vzorku v fadu desitek
pacientd.

3. Chybéjici hodnoty. Chybéjici hodnoty vznikaji na mis-
tech podezielych spoti, které jsou bud manualné nebo auto-
maticky vylouceny z dalsi analyzy. Spoty mohou byt vylou-
Ceny z vice diivodd, napf. kvuli prachu a Skrabanctim na
mikrocipu, deformovanému obrazu nebo §patnému natis-
t€ni. Nejjednodussi doplnéni chybéjicich hodnot je meto-
dou fddkového priméru, kdy je chybéjici hodnota nahra-
zena primérem ostatnich expresnich hodnot daného genu.
Troyanskaya a kol. [3] navrhuji pouZzit pro dopocitani chy-
béjici hodnoty metodu k nejbliZSich sousedu, kdy je chy-
béjici hodnota daného genu urcena jako pramér odpovida-
jicich hodnot u k nejpodobnégjsich genii. Tento pfistup je
vhodnéjsi, nebot bere v tivahu funk¢éni vztahy mezi jedno-
tlivymi geny.

Statistické metody

Metody pouzivané pro statistickou analyzu dat ziskanych
z DNA mikrocipt se daji rozdélit do tf{ velkych skupin: shlu-
kovaci metody, metody pro identifikaci rozdilné exprimova-
nych genil a klasifika¢ni metody. Cilem shlukovacich metod
miiZe byt nalezeni skupin genti, které vykazuji v priibéhu expe-
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rimentu podobné chovéni, nebo skupin pacientd s podobnym
expresnim profilem. Ke shlukovéni se pouZivaji jak klasické
metody (metoda k-primért [2], hierarchické metody [4]), tak
metody pouZivané zejména v informacnich technologiich
(self-organizing maps [5]). Do druhé skupiny patfi metody,
jejichz ukolem je vytipovat podezfelé geny mezi v§emi zkou-
manymi, tedy geny, které by mohly byt zodpovédné za riizné
vlastnosti biologickych vzorkul. Jednd se zejména o metody
ndsobného testovani hypotéz zaloZené na t-statistice a jejich
modifikacich. Ukolem klasifika¢nich metod je na zdkladg
vysledku experimentu, tedy ziskanych intenzit genové expre-
se, zafadit zkoumany vzorek do nékteré z definovanych tfid.
Metod pouZivanych k hodnoceni dat z DNA mikrocipi je vel-
mi mnoho a jsou neustile vylepSovany, ale stejné jako v jinych
oblastech matematiky nelze fici, Ze by néjaka z téchto metod
byla nejlepsi a jeji vysledky ty nejspravnéjsi.

| Condszajima... ||Statisticky pfistup||  Okol analjzy |

Obrazek 1.: Zikladni cile v analyze DNA mikrocipi a statistické meto-
dy k jejich dosaZeni.

Shlukovaci metody

Shlukova analyza je jednou z nejpouzivanéjSich vicerozmér-
nych statistickych metod, a to jak obecné, tak i v pfipadé
expresnich dat. Jedn4 se o explorativni techniku, kterd se pou-
Ziva zejména v piipadech, kdy neméme Zadné a priori znalosti
o struktufe uvnit¥ dat. Ukolem shlukovacich metod je tedy najit
v datech skupiny prvki (shluky) tak, Ze prvky jednotlivych
skupin budou v jistém smyslu vice podobné neZ prvky z riz-
nych skupin, tzn. nalezené skupiny prvki budou co nejvice
homogenni. V pfipad¢ DNA mikrocipt jsou shlukoviny
zejména geny a experimentalni vzorky (pacienti). JednoduSe
feceno, snaZzime se nalézt mezi zkoumanymi geny (resp. bio-
logickymi vzorky) skupinky gena (resp. biologickych vzor-
k), které vykazuji v priibéhu experimentu, tedy za plisobeni
specifickych podminek, podobné chovani.

Mirou podobnosti dvou prvki (at jiZ genti nebo pacienttl) je v tom-
to pripadé matematickd metrika neboli vzdalenost, k nejvhod-
né&jSim patfi euklidovskd vzdélenost, kterd odpovidd ndmi vni-
mané vzdélenosti ve trojrozmérném prostoru, a korelacni
vzdalenost, kterd odraZi zavislost expresnich hodnot dvou prvka.
Volba pouZité vzdalenosti vZdy zavisi na okolnostech daného
experimentu. Pfi pouZiti shlukovacich metod je vSak nutné mit na
paméti, Ze tyto metody jsou urceny k hleddni a nalezeni shluki
v datech, a to i v pfipadé, Ze se v datech Zadna vnitini struktura
nenachdzi. Z toho plyne, Ze vysledky shlukovaci analyzy nelze
brat jako dogma a je nutné je vZdy konzultovat s expertem.



Nékteré metody (napt. niZze zminénd metoda k-primérll) poZa-
duji jako vstupni informaci pocet shlukd, které mé dana pro-
cedura vytvofit, proto je nutné pocet skupin v datech néjakym
zpusobem pfedem odhadnout. Tento odhad miZeme bud zis-
kat od klinického experta nebo pouZitim matematickych algo-

ritm0, jako napf. procedury silhouette width [6].

Pfikladem shlukovacich metod vhodnych pro expresni data

jsou nésledujici procedury:

e Metoda k-prauméri. Podstatou této jednoduché, a proto
oblibené, procedury je rozdéleni prvkt do skupin tak, aby
byla minimalizovana vnitroshlukové variabilita a zaroven
maximalizovdna mezishlukova variabilita .

e Hierarchické metody. Principem hierarchickych metod je
postupné tvorba shluki, kdy v kazdém kroku jsou spojeny dva
nejpodobnéjsi geny nebo skupiny genti. Tento heuristicky pfi-
stup zaji$tuje minimdalni vnitroshlukovou variabilitu.
Self-organizing maps. Jednd se o jeden z mnoha algoritmi
ze skupiny neuronovych siti. Shluky jsou reprezentoviny
jako uzly dvourozmérné miizky, které se iterativné adaptu-
jina data v prostoru. Vyhodou tohoto algoritmu je, Ze sou-
sedni uzly v miiZce odpovidaji podobnym shluktim, vysled-
né usporddani tudiz odrdZi nejen podobnost prvki ve
shlucich, ale i podobnost mezi shluky.

Metody zaloZené na matematickém modelu. Tyto meto-

dy [7] predpokladaji, Ze expresni hodnoty prvki kazdého

shluku lze popsat matematickou funkci, kterd se mezi shlu-
ky 1i8i pouze v nékolika parametrech. Cilem je tedy odhad
téchto parametrt pro jednotlivé shluky a nisledné ptifazeni
genu ke shluku, do né&jZ patii s nejvétsi pravdépodobnosti.

Metody pro identifikaci rozdilné exprimovanych genit
Castym a velmi dileZitym cilem microarray experimenttl je
identifikace rozdiln€ exprimovanych gent, tedy gend, jejichz
hladina exprese se li§i mezi dvéma (nebo vice) biologickymi
vzorky. MlZeme napfiklad zkoumat geny odpovédné za funk-
ci riznych druht tkéni, geny odpovédné za pfeménu zdravé
tkdné v nddorovou nebo geny jednoznacné determinujici jed-
notlivé nddorové tkang. Znalost rozdiln€ exprimovanych gent
je zajimava nejen z hlediska pfimé interpretace, ale také z hle-
diska pouZiti této znalosti ke zpfesnéni klasifika¢nich metod.
Vzhledem k tomu, Ze pfi hodnoceni genové exprese pracujeme
nékdy i s desitkami tisic genti zaroveri, setkdvame se zde s tzv. pro-
blémem ndsobného testovdni hypotéz [8]. Ten spoc¢iva v tom, Ze
s nartstajicim poctem hodnocenych genti ndm enormné roste také
pravdépodobnost toho, Ze se pifi naSem testovani gent zmylime
aoznacime jako vyznamny gen, ktery ve skute¢nosti Zddnou infor-
maci o zkoumanych vzorcich neobsahuje. Kazda metoda se s tim-
to problémem vyporadava po svém, ale v Zddném piipade nelze
fici, Ze by tento problém byl uspokojivé vyfesen. Zde jsou nékte-
ré piiklady metod pro identifikaci vyznamnych genti:

e T-testa jeho modifikace. Principem této skupiny metod [9]
je vypocet Ciselného skore pro kazdy gen, které odrazi roz-
dil v genové expresi mezi sledovanymi podminkami,
a nasledné urceni prahové hodnoty, nad niZ 1ze skére pova-
Zovat za statisticky vyznamné. Jako skore se vétSinou pou-
7iva klasicka t-statistika, néktefi autofi vSak odvodili sva
vlastni skodre, pricemz ve vétSiné pripadi se jedna o modi-
fikace #-statistiky.

e Significance Analysis of Microarrays (SAM). Tato pro-

cedura [10] je také zaloZena na skére odvozeném od z-stati-

stiky, ale vzhledem k jeji popularité je vhodné ji uvést zv1ast.

Jeji vyhodou je, Ze pro urceni prahové hodnoty oddélujici

vyznamné a nevyznamné geny pouZzivd SAM permutace,

které umoZnuji vyhnout se nékterym pfedpokladim méné
propracovanych metod.

Optimal Discovery Procedure. Storey akol. [11] odvodili pro-

ceduru, kterd pfi hodnoceni exprese jednotlivych genil bere do

uvahy také hodnoty exprese ostatnich gent, coZ zlepSuje jeji
srovnavaci schopnost v ramci celé skupiny zkoumanych gend.

e Analyza rozptylu. Nékteti autofi povazuji normalizaci
expresnich hodnot, kterd pfedchazi statistické analyze, za
zbyte¢nou a pouZzivaji pro identifikaci vyznamnych gent
analyzu rozptylu [12], v niZ pomoci parametri modeluji vliv
riznych sloZek experimentu na expresni hodnoty.

Klasifika¢ni metody

Principem klasifika¢nich metod v analyze dat z DNA mikro-
¢ipti je vytvoreni rozhodovaciho pravidla, které by na zdkladé
naméfenych hodnot genové exprese umoZziiovalo pfifazeni
pacienta do jedné z pfedem definovanych tiid (napriklad zdra-
vy, nemocny). Z toho je ziejmé, Ze by se ,,dobré* rozhodova-
ci pravidlo zaloZené na expresnich datech mohlo zatadit po
bok stavajicich diagnostickych metod a vyrazné tak prispét ke
zptesnéni diagnostiky zadvaznych onemocnéni.

Klasifikacni pravidlo je vytvofeno v tzv. trénovaci fazi, kdy dana
metoda studuje dostupna data (tzv. trénovaci data) a uci se pfi-
fazovat pacienty do jednotlivych tfid dle jejich expresniho pro-
filu. Trénovaci data musi byt samoziejmé pfedem validovani
v tom smyslu, Ze u kazdého pacienta musi byt jednozna¢né urce-
no, do které tiidy patfi. Méfitkem kvality klasifika¢nich metod
je tzv. pravdépodobnost misklasifikace, coZ je pravdépodobnost
pfifazeni pacienta do nespravné kategorie, kterou Ize ziskat pou-
Zitim klasifika¢niho pravidla na tzv. valida¢ni data.

Pro klasifikaci se vétSinou pouZiva pouze ¢ast z proménnych
(geni) tvoficich expresni profil pacienta. Je to dano tim, Ze
mnoho genil neméa vzhledem ke sledovanym tfiddm dostatec-
nou diskriminacni schopnost, bud proto, Ze jsou neaktivni,
nebo proto, Ze se u obou skupin pacientii chovaji stejné. Vlast-
nimu pouZiti klasifika¢ni procedury by tedy mél predchazet
vybér k tomuto tc¢elu vhodnych genii pomoci metod pro iden-
tifikaci rozdiln€ exprimovanych geni.

Z klasifika¢nich metod pouZivanych pro hodnoceni expres-
nich dat 1ze vybrat nésledujici ptiklady:

e Linearni diskrimina¢ni analyza a jeji modifikace. Dis-
krimina¢ni metody [13] predpokladaji, Ze data v jednotli-
vych tfid4ch jsou normalné rozdélend. Ukolem t&chto metod
je pak odhadnout z trénovacich dat parametry pro sledova-
né skupiny, coZ nasledné umoziuje zatadit nového pacien-
ta do tfidy dle maximdlni pravdépodobnosti.

Metoda k nejblizsich sousedi (k-NN). Princip této jedno-

duché metody je takovy, Ze z trénovacich dat vybereme

k pacientt, ktefi jsou svymi expresnimi profily nejblizsi (ve

smyslu matematické vzdalenosti) expresnimu profilu nové-

ho pacienta, a nasledné ho pfifadime do té skupiny, kterd ma

mezi témito k pacienty nejpocetnéjsi zastoupeni [14].

Support Vector Machines (SVM). Tato pomérné nova kla-

sifikani metoda se snaZi najit mezi uvaZovanymi tfidami

rovinu, kterd by je co nejlépe vzijemné oddélovala. SVM

[15] jsou proto zejména vhodné pro klasifikaci, kdy uvazu-

jeme pouze dvé rozdilné tfidy.

o Klasifikacni stromy. Jsou zaloZeny na postupném S$t€peni
datového souboru dle jednotlivych proménnych (gent) [16].
Proménné, podle nichZ se soubor §tépi, jsou vybriny tak,
aby mély co nejlepsi schopnost oddélit uvaZzované tfidy.

Zavér

V tomto ¢lanku jsme se zaméfili na statistické metody a postu-
py pouZitelné pro hodnoceni vysledkit DNA microarray expe-
rimentl. Je patrné, Ze spektrum metod vhodnych k dosaZeni
odpovédi na otazky v oblasti vyzkumu genové exprese je vel-
mi §iroké. Otazky, a tedy i statistické metody, 1ze rozd¢lit do
tfi hlavnich kategorii. Na prvni skupinu nejzéakladnéjSich ota-
zek tykajicich se vnitfni struktury dat ndm dévaji odpovéd shlu-
kovaci procedury, jejichZ ikolem je nalezeni co nejpodobné;j-
$ich skupin prvku, at uZ gend nebo pacient. Druhou sadu
otazek zabyvajicich se rozdilnou aktivitou gent ve sledova-
nych biologickych vzorcich ndm mohou pomoci rozlustit
metody pro identifikaci rozdiln€ exprimovanych gent zaloZe-
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né na statistickém testovani hypotéz, kdy pro kazdy gen tes-
tujeme rozdil mezi dvéma (¢i vice) skupinami naméfenych
expresnich hodnot. Tteti skupina statistickych procedur, kla-
sifikaéni metody, fesi problém predikce spjaty s diagnostikou
novych pacientil na zakladg jejich profilu genové exprese.

I kdyZ se na vyvoji statistickych metod pro analyzu dat
z DNA mikrocipt pracuje jiZ pfiblizné 7 let, v Zidném pfi-
padé nelze fici, Ze by §lo o ukonceny proces. Zejména obrov-
sky pocet zkoumanych gent a vici nému pomérné maly
pocet dostupnych pacientl ¢i biologickych vzorkl predsta-

vuji nejvetsi prekazky pro biostatistiky na celém svété. Nic-
mén€, DNA mikroc¢ipy jsou natolik perspektivni technolo-
gii, Ze se vloZené usili nepochybné v budoucnu odrazi jak
ve vyvoji kvalitnich matematickych metod analyzy, tak
nasledné v prohloubeni znalosti o fungovani bunécnych
pochodi i ve zlepSeni diagnostiky a 1écby téch nejzavaz-
néjSich onemocnéni.

Podékovani: 3
Tato prace byla podpofena grantem IGA MZ CR NR/9076 - 4.
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METODY DETEKCE ALTEROVANYCH OBLASTI DNA Z DAT CGH ARRAYS

STATISTICAL APPROACHES FOR IDENTIFICATION OF AREAS OF DNA
ALTERATION ANALYZED BY CGH ARRAYS

BUDINSKA E., JARKOVSKY J.

INSTITUT BIOSTATISTIKY A ANALYZ, PRF A LF, MU BRNO.

Souhrn

CGH arrays se v dne$ni dobé staly vyznamnou technikou v analyze genomu. VyuZivaji se pro detekci zmén v
poctu kopii genli nebo chromozomi, poptipadé jinych chromosomovych pfestaveb. Zdkladni metodou je porov-
navani DNA vzorku a zdravé kontroly pomoci komparativni genomové hybridizace (CGH). Analyza genetické
nestability u nddoru a s ni spojené hledani nddorovych markert se d4 vyuZit jak v diagnostice nadort (klasifika-
ce nadori do jiz existujicich skupin, hledani novych podskupin), tak i v predikci jejich odpovédi na 1é¢bu. Vyho-
dou technologie CGH arrays je moZnost analyzy celého genomu v jediném experimentu. To ov§em znamena, Ze
metoda produkuje velké mnoZstvi dat, které musi byt spravné matematicky vyhodnoceny a zdkladnim cilem ¢l4n-
ku je tak pfedstaveni téchto matematickych metod a jejich softwarové implementace.

Klicova slova: CGH arrays, statisticka analyza, body zlomu, analyza segmentt

Summary

Nowadays, array CGH experiments became a powerful technique for analysing changes in DNA by comparing
control DNA and DNA of interest. This is widely used for example in genome cancer studies. Analysis of the
tumour genome instabilities and the search for tumour markers can be used for the tumour diagnostics (tumour
classification, detection of the new clinical groups of tumours) or for the prediction of the response to therapy.
The method produce huge amount of data and special statistic techniques for detecting of genomic changes are
necessary. The purpose of this paper is to provide brief summary of existing statistical methods used in CGH array

analysis and their software implementation.

Keywords: array CGH, statistical analysis, breakpoints, segment analysis
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1. Uvod

Analyza microarrays je relativn€ nova a v dneSni dob& popu-
larni technologie analyzy genomu a jeho exprese. Jde o meto-
du schopnou analyzovat tisice gent v jediném experimentu
s Sirokym uplatnénim v onkologii. Vyuzivi se ji pro porovna-
nf genomu nddorovych bun€k s genomem bunék zdravych téhoz
typu tkané, coZ umoZiiuje vyhleddvat nddorové markery a ty
déle vyuZit naptiklad pro klasifikaci naddort do jiZ existujicich
skupin, identifikovat nové podskupiny, urcit odpovéd nemoc-
ného na terapii [1], nebo rozliSit primarni nidory od metastiz
[2]. Microarray technologie miiZe byt vyuZita ve vSech tfech
typech analyzy genomu. Tzv. CGH arrays se vyuZivaji pro
detekci alterovanych tsekit v DNA, expresni microarrays se
zabyvaji analyzou miry vyjadieni (exprese) genu (ta je ekvi-
valentni mnoZstvi RNA), a nakonec proteinové microarrays
studuji strukturu jiz vytvofenych proteini. CGH arrays jsou
metoda, kterou 1ze detekovat alterované useky v DNA, tedy
delece nebo amplifikace. ProtoZe né¢které CGH Cipy pokryva-
ji cely genom, jsou tyto microrarrays schopny podat relativné
detailni obraz o zméndach podél v§ech chromozomil.
Zékladnim principem CGH microarray technologie je hybri-
dizace nukleovych kyselin se sondami umisténymi na pod-
loZnim skle (tzv. spoty). ZjednodusSené se na kazdém spotu
nachézi jeden klon. Zdrojem informace je DNA z jedné nebo
dvou tkéni (pfipadn€ bunécnych linif). Hybridizované DNA
jsou pritom obarveny riznymi fluorescen¢nimi barvivy (nej-
Castéji Cervend — tkan, kterou zkoumame, zelena - kontrola),
po jejichZ excitaci laserem o pfislusné vinové délce je ziska-
na intenzita svétla. Tato intenzita je imérnd mnoZstvi DNA
prichycené k sond¢ a tedy prenesené i poctu kopii genu ve zdro-
jové tkani. Takto ziskany obraz ¢ipu je ddle analyzovan pomo-
ci programl pro analyzu obrazu a jednotlivé intenzity fluo-
rescence (ekvivalentni mnoZstvi DNA pfichycené na
odpovidajicich sondéch) jsou pfevedeny do Ciselné podoby,
kterd podstupuje dalSi matematické a statistické zpracovani
vedouci k zavériim a interpretacim.

Podobné jako u expresnich microarrays seiu CGH arrays vyu-
Zivé nejCastéji takzvany ,,referencni* design, ktery je zaloZen
na porovnavani fluorescen¢nich intenzit testované (nddorové)
DNA a referen¢ni (kontrolni, zdravé) DNA. Jedna se vlastné
o komparativni geonomovou hybridizaci (CGH) na microar-
rays Cipech.

Pro néslednou statistickou analyzu jsou v pfipad¢ tohoto desig-
nu zajimavé poméry fluorescen¢ni intenzity nadorové a refe-
renéni DNA pro kaZdy klon na microarray skli¢ku. Tyto po-
méry se nazyvaji ,,CGH ratio®, a obvykle se logaritmuji loga-
ritmem o bazi dva (log2ratio):

intenzita nddorové DNA
intenzita kontrolni DNA

CGH ratio=log,

Takhle upraveny podil se spiSe fidi pfibliZné norméalnim roz-
loZenim (vzhledem k schopnosti logaritmické transformace
ménit asymetrické rozloZeni na vice ¢i méné¢ symetrické) [3],
coZje vyhodné pro fadu statistickych technik. Tyto podily jsou
obvykle vyjadfovany aZ po upravé dat (kterd zahrnuje napfi-
klad odstranéni neZadoucich spotl z analyzy) nebo piipadné
normalizaci (pom&hé odstrafiovat pfipadné systematické
indhodné chyby), coZ je fize spolecna jak pro analyzu expres-
nich tak pro analyzu CGH arrays. Nasledujicim krokem v ana-
lyze dat CGH arrays je potom primérovani hodnot CGH rati-
os technickych replikatd klonu (klon se miZe na sklicku
nachdzet ve vice kopiich) a vykresleni hodnot primérid CGH
ratios vSech klont oproti jejich pozici na genomu (Obr. 1).

Tenhle krok poskytuje prvotni informaci o potencidlnich zmé-
nach a uplatiiuje se zde dalsi vyhoda logaritmovani podila.
JestliZze uvaZujeme ve zdravé burice dvé€ kopie kazdého genu

(od otce a od matky), potom v pfipad€ Ze v nddorové butice
nedoslo u daného genu k Zddné zméné, dostivame pomér 2/2,
coz znamend Ze CGH ratio se rovna nule (log2 2/2 =0). CGH
ratio mensi neZ -1 indikuje deleci nejméné jedné kopie genu
(log2 1/2=-1) avétsinez 0.58 (log2 3/2 = 0.58) naopak ampli-
fikaci klonu v testovacim vzorku. Zjednodusené feceno, vSech-
ny zaporné hodnoty znamenaji potencidlni delece a v§echny
kladné hodnoty potencialni amplifikace.

Na zédkladé vySe uvedenych hodnot by bylo moZno stanovit
dvé délici hranice a ty vyuZit pro detekci zmén; co se tyCe dele-
ci, oznacili by jsme tak v§echny klony s CGH ratio mensi nez
-1 a za amplifikace by jsme pak povaZovali v§echny klony
s CGH ratio vétsi nez 0.58. Z praktického hlediska bohuZel
neni moZné tento zpusob analyzy pouZit a to z diivodu exi-
stence technické i biologické variability. Vzorek nddoru pou-
Zity pro analyzu obvykle nikdy neobsahuje sto procent nddo-
rovych bun€k a nachézeji se v ném i buiiky zdravé, ¢imz7 se
jednotlivé hodnoty CGH ratio pro delece i amplifikace posou-
vaji smérem k nule. Casto je t€Zké pouhym okem rozliSit ten-
to ,,Sum®, ktery predstavuje faleSnou odchylku od skute¢nych
zmeén. Pro feSeni tohoto problému byly vyvinuty specidlni sta-
tistické metody, které jsou schopny s jistou pravdépodobnos-
ti tyto dva stavy odlisit. Zdrojem ,,Sumu‘ (coZ je smés ndhod-
nych vlivil, které ovliviiuji skutecné hodnoty zkoumané
proménné a nelze je od ni uspokojivé oddélit) se kromé pii-
tomnosti zdravych bunék ve vySetfovaném vzorku mohou
potencidlné stat také vSechny ¢asti zpracovavani microarray
sklicka. Naméfené hodnoty tak miiZou byt ovlivnény napii-
klad rdznymi inkorpora¢nimi a excitacnimi vlastnostmi jed-
notlivych fluorescen¢nich barviv nebo pfirozena fluorescen-
ce pozadi apod.

B ¥ body zlomu
§ /|
08 / ll.
0.6
0.4

log2ratio

kb

Obrazek 1: Graf reprezentujici CGH ratio klonu proti jejich pozici na
genomu v kb. Vertikalni pfimky oznacuji body zlomu ohranicujici dete-
kovany region lidského chromozomu 7.

Je zndmo, Ze u nadort jsou obvykle zménami zasaZeny vetsi
regiony DNA [4.], tedy 1ze ocekdvat, Ze tyto zmény jsou na
grafu pozorovatelné v podob€ segmenti amplifikaci/deleci.
Oblasti, které tyto segmenty oddéluji se nazyvaji ,,body zlo-
mu, protoZe se v nich graf ,,Jame* bud do zdpornych nebo do
kladnych hodnot (Obr. 1). VétSina statistickych metod pouZi-
vanych pro analyzu CGH arrays se snaZi detekovat tyto body
zlomu a vymezit tim zminéné tseky co nejpresnéji. Pri hleda-
ni segmentl se vychdzi z predpokladu, Ze geny jsou na geno-
mu usporadany v urcitém pevném potadi a v ptipadg, Ze jsou
deletovany naptiklad geny s potfadim 1,2 a4, je s nejvétsi prav-
dépodobnosti deletovan i gen mezi nimi s pofadovym c¢islem
3. Tyto pfedpoklady poméhaji redukovat Sum a zvysit stati-
stickou priikaznost detekovanych zmén. Statistické metody
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pro hledani alterovanych tisekiit DNA u CGH arrays se lisi od
metod pro hled4ni odli$n€ exprimovanych gentl u expresnich
microarrays pravé témito predpoklady.

Hledani alterovanych vétSich aseku je pouze jednim z tkoll
analyzy CGH arrays. Dal$imi je napfiklad detekce bodovych
mutaci, zmén o velikosti jednoho nebo nékolika malo geni
aurceni poctu amplifikovanych nebo deletovanych kopii gend,
neboli miry zmény.

I1. Metody pro statistickou analyzu CGH arrays

I1.1. Metodika

V soucasnosti existuje fada statistickych metod vyvinutych za
ucelem hledani alterovanych asekt DNA. Jak jiZ bylo zminé-
no, vétsina z nich vyuZziva informaci o potadi gent na geno-
mu a faktu, Ze sousedni geny maji vétSinou obdobné CGH ratio
(tedy patii do stejné alterované nebo nezménéné oblasti).
Kromé nich ovSem existuji i metody, které tyto predpoklady
nevyuZzivaji, jako jsou napiiklad metody pouZivajici dvé pev-
né délici hranice, jednu pro deletované a druhou pro ampli-
fikované regiony, liSici se ve zpiisobu stanoveni téchto hra-
nic. Z nich lze zminit metodu [5], kterd navrhuje stanoveni
hranic na zéklad€ rozloZeni CGH ratio z CGH array experi-
mentd kontrola viic¢i kontrole, nebo metodu [6] vyuZivajici
regresni analyzu pofadi CGH ratios. Tyto metody maji obec-
né nevyhodu, Ze neberou do ivahy vyse uvedené predpokla-
dy a jsou tak mnohem nachylné;j$i k faleSné pozitivnim nebo
faleSné negativnim vysledkiim. MiiZe se napfiklad stat, Ze
gen s poradim Cislo 3 se nachazi ve velkém alterovaném regi-
onu DNA (dejme tomu 0 20 genech), ale diky Sumu jeho CGH
ratio nema dostate¢né vysokou hodnotu pro presahnuti déli-
ci hranice a je tak oznacen jako nealterovany, i kdyZ ve sku-
te¢nosti alterovany je. Kromé toho pouZiti kontrolnich CGH
arrays experimentil pro stanoveni délici hranice mizZe byt
zavadéjici, protoZe takovéto hranice neberou do uvahy pfi-
padné odchylky uredlnych experimentt a vysledky tak nemu-
si upln€ odpovidat realité.

Ostatni metody se snazi CGH data matematicky modelovat
a na zadkladé optimalizace riznych kritérii pomoci nejriz-
néjSich algoritml najit nejlepsi rozdé€leni dat do segmentt.
Obvykle vyuZivaji jeden nebo vice z nésledujicich kroka
(Obr. 2):

1. vyhlazeni dat (pouZivano pro odstranéni Sumu)

2. detekce bodil zlomu (detekce zménénych tsek)

3. odhad optiméalniho poctu zménénych dsekil

4. klasifikace regiont (zafazeni detekovanych regionti do tf
skupin — deletované, nezménéné, amplifikované)

a li$i se pouze statistickymi metodami, které pro tyto kroky
pouZivaji.

Prvni krok, takzvané vyhlazovani dat, ma za cel redukovat
v datech Sum zpisobeny technickou nebo nezédouci biologic-
kou variabilitou (Obr. 2. - 2). Pro vyhlazovéni se pouZivaji riiz-
né metody zaloZené nejcastéji na virtudlnim pohyblivém okné
o urcité velikosti, které se posouva po hodnotach zleva dopra-
va. V tomto okné, naptiklad o velikosti 5 genil, se spocité jeho
statistickd sumarizace, napiiklad medidn (medidnové vyhlazo-
véni), kterou se pak nahradi napiiklad prostfedni hodnota v okné.
Jednotlivé metody se lisi velikosti okna, hodnotou, kterd je nahra-
zovéana a druhem pocitané statistické sumarizace.

Ne vSechny vyhlazovaci metody jsou zaloZeny na pohyblivém
okné. Za vSechny zminime metodu tzv. , kvantilové regrese*
[71, kterd byla specidlné navrhnuta pro analyzu CGH arrays.
Jeji vyhodou je, Ze na rozdil od ostatnich technik netvofi pfi
vyhlazovani dat obloukovité a milo vyrazné pfechody mezi
odliSnymi segmenty. Problémem vyhlazovani je, Ze kromé&
odstranéni Sumu dochazi nékdy i ke ztrat€ skute¢né informa-
ce. V ptipadé dat z CGH arrays tak miiZeme ,,vyhladit* napfi-
klad bodové zmény, nebo zmény o nékolika mélo genech a pro-
to ne vSechny metody tento krok vyuZivaji.
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Dalsim krokem analyzy je detekce bodii zZlomu, kterd je vlast-
né ekvivalentni tloze najit zménéné iseky (segmenty), proto
se tato ¢ast analyzy nazyva také segmentaci. Pro feSeni ulohy
je vyuzivana fada odliSnych metod. Jednu podskupinu tvori
segmentacni metody, které predpokladaji, Ze data pochdzeji
zrozloZeni, jeZ je smési tff normdlnich rozloZeni (pro delece,
pro geny beze zmény, pro amplifikace), které se liSi pouze
sttedni hodnotou (napf. -1, 0, 0.58).

| PR | l 2. Dienicon boal riomu ]

Luggritie

Ly ratis

Obrazek 2.: Schéma metodiky vyhledavani alterovanych segmentu.

Tyto metody se pak snaZi spravné odhadnout pravé para-
metry tohoto rozloZeni (priimér, smérodatna odchylka) a tim
urcit sprdvnou segmentaci. Metody se li$i v optimaliza¢nim
kriteriu (mira kontroly spravnosti modelu) a algoritmem,
kterym tuto optimalizaci provadéji. Z optimalizac¢nich kri-
terii zminime vérohodnostni (likelihood) kriterium [8, 9, 10,
16], kriterium nejmensich ¢tverct [11], parcidlni sumy [12],
edge detection filter [13]. Jako optimaliza¢ni algoritmy pou-
Zivaji genetické algoritmy [8], dynamické programovéani[10,
11], cirkularni bindrni segmentaci [12], adaptive weights
smoothing [9] nebo EM algoritmus [13, 16]. Dal$i metody
vyuZivaji skryté Markovovy fetézce [14] nebo modifikova-
nou metodu hierarchického shlukovani - CLAC [15].
Kroky tfi a Ctyfi, odhad optimédlniho poc¢tu segmenta a kla-
sifikace regiont, pfedstavuji nezbytné zakonceni analyzy,
protoZe v kroku druhém nachéazime pouze nejlepsi rozdéle-
ni dat do urcitého poctu segment. V téchto segmentech vSak
mohou byt bud nékteré zbyte¢né navic (faleSné pozitivni),
a je tfeba je sjednotit, nebo, jako v pfipadé¢ metody CLAC,
musime zpétn€ urcit pocet segmenti, které jsou ze vSech
moZnosti vybrany (pokud to nenf jiZ soucasti kroku 2). Pro
nalezeni optimalniho poctu segmenti je pouZivano shluko-
vani, jako naptiklad metoda k primért [11], nebo nejcasté-
ji rdznd penalizacni kriteria [10, 13, 15]. Je tfeba zdtraznit,
Ze nékteré metody tyto kroky nepotiebuji, a kroky 2-4 se tak
mohou prolinat.

Vysvétlovani principu jednotlivych metod by ptesdhlo rozsah
tohoto ¢lanku, proto zajemce o podrobné;jsi informace odka-
zujeme na literaturu.

11.2. Existujici software pro analyzu dat CGH arrays

Softwarové implementace metod pro analyzu dat CGH arrays
jsou obvykle dobfe dostupné a volné staZitelné, pro nékteré
metody existujei vice implementaci. Kromé samostatnych pro-
graml nebo webovych aplikaci se metody ve vétSiné piipadi
vyskytuji v podobé funkci zndmych matematickych progra-
md, jako jsou R [16] nebo Matlab [17] a pro analyzu je tak nut-



nd znalost price v téchto programech. NiZe jsou shrnuty pifi-
klady implementaci:

= R - baliky:

= GLAD [9]

= cgh_smooth_nakao [7]
s CLAC [14]

= snapCGH [23]

= Matlab:

s GLAD [9]

s M-CGH [18]

= CGH plotter [11]

» CGH_segmentation [10]
= ChARM [13]

= Excel:
m CGH miner for Excel [14]

= Samostatné programy nebo webové aplikace

= ArrayCyGHt — webovd aplikace pro analyzu
a vizualizaci dat CGH arrays [19]

» CGH Explorer — komplexni java nastroj [20]

= VAMP — komplexni webovd aplikace zahrnujici
vizualizaci, analyzu i porovnavani a analyzu profil
vice pacientll najednou [21]

m aCGHSmooth [22]

II. 3. Vyhody a nevyhody jednotlivych metod

KaZzda z vySe uvedenych metod ma v porovnani s ostatnimi
své vyhody a nevyhody. Pro nékteré je nezbytné zndt a mit
k dispozici specidlni matematicky software (R, Matlab), nékte-
ré implementace zase vyZaduji specificky typ formatu dat. To
miZe byt problémem, pokud mdme data z jinych zdroju
anejsme schopni je do daného programu nacist (napi. M-CGH
vyZaduje Gene-pix nebo Quant array format). Nékteré z metod
nejsou ,.komplexni®, a to ve smyslu chybéjici analyzy seg-
mentd (po vyhlazovani vyuZivaji pouze délici hranici, kterou
urcuje sam uZivatel — napft. [7]). Na druhé strané, komplexni
metody mohou vyZadovat nastaveni mnozstvi parametrd, coz
vyZaduje dobrou znalost problematiky a metody samotné
(napt. GLAD, MCGH). Metoda CLAC je komplexni metoda,
ktera se relativné jednoduSe pouZzivé, avSak vyZaduje nékolik
normal-normal arrays, coZ u nékterych experimentli nemusi
byt z finan¢nich divodi mozné. Nékteré implementace posky-
tuji predzpracovani dat zahrnujici kontrolu kvality a normali-
zaci, spolu s grafickymi vizualizacemi a pfipadnymi dalSimi
analyzami. V soucasnosti je z tohoto pohledu nejkomplexnéj-
§im webovym nastrojem ndstroj VAMP [21], vyuZivajici meto-
du GLAD, ktery poskytuje kromé komplexni metody analyzy
zménénychregionil i vSechny ostatni stupné analyzy dat, véet-
né normalizace a nasledné analyzy dat vice pacient. Snad
zatim jedinym ndstrojem, ktery spojuje vice riznych metod
pro analyzu a umoZiiuje srovnani jejich vysledka je balik
snapCGH [23], implementovany v programu R.

Tabulka €. 1 sumarizuje vyhody a nevyhody vybranych metod
ajejich implementaci tak jak je vidi autofi. Matematické porov-
nani vétSiny metod najdeme také v referenci ¢. 24.

II1. Zavér

CGH arrays se v dneSni dob¢ staly vyznamnou technikou
pro analyzu genomu a v jednom experimentu umoZziuji ana-
lyzu tisicti gent. ProtoZe poruchy na trovni genomu obvy-
kle zasahuji Sir§i chromozomalni regiony (coZ je informa-
ce kterou u expresnich microarrays tolik nevyuZijeme), je
uzite¢né pfi jejich hledani tuto informaci pouZit a vyznam-

né tak redukovat Sum v datech. V ¢lanku jsou predstaveny
pouze nékteré, z naSeho pohledu nejlepsi dostupné metody
analyzy CGH arrays, a to prostfednictvim svych zédkladnich
principd.

Tabulka 1: Porovnani implementaci vybranych metod pro analyzu dat
CGH arrays. ,,Komplexnost algoritmu* znamend, Ze v programu je pou-

Zita matematickd metoda pro vyhleddvani zménénych segmentt (tedy ne
pouze stanoveni délici hranice).

Program |Implementace | Predzpracovani | Grafy |Je algoritmus | Hlavninevfhody | Hlavni vihody
dat komplexni
MCGH | Matlab ANO ANO ANO Specidlni vstupni | Komplexnost
formdt dat
(GenePix and
QuantArray)
CGH Matlab NE ANO ANO - Lze pouzitipro
plotter expresni
microarrays
arrayCy | web ANO ANO NE Nekomplexni Jednoduchy,
GHt propojeni
s databdzemi
GLAD R, Matlab NE ANO ANO Neni ,user Komplexnost
friendly”
VAMP web ANO ANO ANO - Komplexni
zpracovdni
CGH arrays dat,
analyza vice
pacientl
chsmooth_ | R NE ANO NE nekomplexni, nen
nakao Jser friendly*
CGH- R, Excel NE ANO ANO VyZadujenormal | Implementace
miner - normal arrays v Excelu

Tyto metody, na rozdil od metod pro expresni arrays, nejsou
doposud natolik unifikovany. Kazda z nich mé své vyhody
inevyhody, mnohdy se musi uZivatel rozhodovat mezi kvali-
tou vysledku a jednoduchosti pouzivani. Metody se obvykle
voli podle preferenci uZivatele, v praxi se v§ak doporucuje
zanalyzovat data vZdy vice zplsoby a vysledky pak porovnat.
V kazdém pfipadé je nutnd alespoii zdkladni znalost matema-
tického pozadi metody vyuZité pro analyzu.

Vzhledem k faktu, Ze mnohé metody pro analyzu pouZivaji
pouze informaci o poradi jednotlivych klonti na genomu a ne
jejich skutecnou polohu, je dileZité nalezené regiony pod-
robit nasledné kontrolni analyze uZivatelem s ohledem na
skutecnou pozici. ZjiSténé aberace je ddle vhodné ovéfit
pomoci jinych pfesnéjsich molekularné biologickych tech-
nik (napf. PCR).

Jako zatim nejkomplexné;jsi ndstroj pro analyzu CGH arrays
se jevi byt webova aplikace VAMP, kterd ale bohuzel imple-
mentuje pouze jednu z metod a neumoziiuje tak porovnani.
Z tohoto hlediska jsme zatim zjistili pouze jedinou aplikaci,
kterd poskytuje porovnidni tfi metod najednou a to balik
snapCGH, implementovany v programu R. V této oblasti
doposud chybi néstroj, ktery by propojoval metody vSech ¢és-
ti analyzy CGH arrays a poskytoval 8ir$i porovnani vysledka.
Z tohoto divodu ztstavame pfi jejich pouzivani doposud odka-
z4ni na znalost price s riznymi software a detailni znalost
matematického pozadi vyuZivanych metod. Zaroven jde
o oblast s dosud neukon¢enym matematickym vyvojem, kde
je mozno ocekdvat rozvoj jak dosavadnich, tak vyvoj zcela
novych metod analyzy dat.

Podékovani
Tato préace byla podpofena grantem IGA MZ CR NR/9076 —4.
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klinicky prehled

MOLEKULARNI TAXONOMIE A PREDIKTIVNI SYSTEMY KARCINOMU
PRSU DEFINOVANE NA ZAKLADE PROFILU GENOVE EXPRESE

BREAST CANCER MOLECULAR TAXONOMY AND PREDICTIVE SYSTEMS
BASED ON GENE EXPRESSION PROFILING

SVOBODA M.!2, GRELL P.!'2, FABIAN P.!, PALACOVA M. !, PETRAKOVA, K. !, NENUTIL R.},
HAJDUCH M.3, VYZULA R.1:

'MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV BRNO
2LEKARSKA FAKULTA MASARYKOVY UNIVERZITY BRNO
3 LABORATOR EXPERIMENTALNI MEDICINY PRI DETSKE KLINICE LF UP A FN OLOMOUC

Souhrn

Karcinomy prsu jsou nej¢astéjSim malignim onemocnénim u Zen. Jejich vysoka incidence a mortalita zptisobuji, Ze
se jedna nejenom o medicinsky, ale i o zdvazny spolecensky problém. I pfes zna¢ny pokrok, ktery za poslednich 25
let nastal v diagnostice a v 16¢bé karcinomu prsu, dochazi pouze k pozvolnému poklesu mortality. Pacientky sdilejici
stejna diagnostickd a prognostickd kritéria stile vykazuji zna¢né rozdily ve vyvoji onemocnéni, ato i ptes jednotnou
protinddorovou 1écbu. Pficina téchto diskrepanci miiZe byt ve stavajici histopatologické klasifikaci a v prognostic-
kych systémech pouZivanych v klinické praxi. V obou pfipadech jsou do stejnych skupin zafazovany karcinomy
s odli$nym molekuldrnim profilem a biologickym chovanim, nebot histopatologicka taxonomie je zaloZena vyhrad-
né na morfologickych parametrech a prognostické systémy zohlediiuji pouze velmi limitovany pocet molekularnich
prediktivnich markert. Plati-li zdkladni dogma biologickych systémil, potom 1ze diverzitu fenotypu nadorovych
bunék sledovat na Grovni jejich genomu. Komplexnost téchto zmén vSak predpoklada analyzu stovek az tisict genti.
Velké nadéje byly proto vloZeny do DNA ¢ipt a dosavadni publikované prace a existence prvni klinické studie vyu-
Zivajici DNA ¢ipy u karcinomu prsu dokazuji, Ze molekuldrni taxonomie a prediktivni systémy zaloZené na profi-
lech genové exprese predstavuji spravnou cestu k dosaZeni lepSich 1é€ebnych vysledkil tohoto onemocnéni.

Klicova slova: karcinom prsu, DNA ¢ipy, taxonomie, predikce a progndza, cilena 1é¢ba

Summary

Breast cancer is the most common malignant disease in women . Because of its high incidence and mortality, bre-
ast cancer is also important community problem. Despite the biologic and clinical advances that have been made
in breast cancer diagnostic and treatment during the last 25 years, there is no corresponding reduction of mortality.
Breast cancer patients with the same stage of disease can have markedly different treatment responses and overall
outcome. It is believed that these discrepances in clinical behavior are due to molecular differences between histo-
logically similar tumors. DNA microarray technology is capable to reveal such molecular differences. Looking
back to DNA microarray studies, that results have been published until now, we can state that all our expectations
put in this technology, were filled up. Mainly, the breast cancer molecular taxonomy and predictive systems based
on gene expression profiling are the most promising results with the direct impact on the clinical practice.

Key words: breast cancer, microarrays, taxonomy, prediction and prognosis, target therapy

1. Uvod

Vysoké incidence a mortalita karcinomi prsu predstavuje
zavazny medicinsky a spolecensky problém (1). Uplynulych
25 let pfineslo znacny pokrok ve vyzkumu karcinomu prsu,
jehoz vysledky se promitly na vSech stupnich diagnostického
i1écebného procesu tohoto onemocnéni. Pro Zeny existuje efek-
tivni program preventivnich prohlidek. V diagnostice 1ze vyu-
Zit digitdlni mammografie, sonografickych piistrojii novych
generaci a magnetické rezonance. Chirurgové jsou schopni pro-
vadét zachovné operace prsu a peroperacné detekovat sentine-
lovou uzlinu. Patologové maji béZné k dispozici imunohisto-
chemické a FISH metody k vySetfovani molekularnich markert.
Klini¢ti onkologové mohou pouZit modernich cytostatik a cile-
nou lécbu na bazi hormonoterapie, imunoterapie a nizkomole-

kularnich inhibitort receptorii ristovych faktort. O to vic je
vSak patrné klinick4 heterogenita pribé¢hu onemocnéni, kdy
pacientky sdilejici stejnd diagnosticka a prognosticka kritéria
a/nebo jednotnou 1é¢bu, vykazuji znacné rozdily v 1é¢ebnych
vysledcich. Pricina téchto diskrepanci miZe byt ve stavajici
histopatologické klasifikaci a v prognostickych systémech pou-
Zivanych v klinické praxi. V obou piipadech jsou do stejnych
skupin zafazovany karcinomy s odliSnym molekuldrnim pro-
filem a biologickym chovanim, nebot histopatologicka taxo-
nomie je stale zaloZena vyhradné na morfologickych paramet-
rech a prognostické systémy zohlediiuji pouze velmi limitovany
pocet molekuldrnich markerd. V disledku toho dochazi pouze
k pomalému poklesu mortality, a naopak je patrné, Ze fada paci-
entek diagnostikovanych v ¢asnych klinickych stadiich v rdm-
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ci screeningu je zbyte¢né poSkozovéana adjuvantni chemotera-
pii. Klinicka heterogenita karcinoma prsu se odviji od genomu
nadorovych bunék a patologické exprese jeho gent. Jednd se
o komplexni zmény, které je moZné jen s obtiZzemi studovat
s pouZzitim tradi¢nich metod, vhodnych spiSe k analyze jedno-
ho nebo nékolika malo gent. Velké nadéje byly proto vloZeny
do DNA ¢ipt. Dosavadni publikované prace a vznik prvni kli-
nické studie vyuZivajici DNA €ipy u karcinomu prsu dokazu-
ji, Ze molekuldrni taxonomie a prediktivni systémy zaloZené na
profilech genové exprese predstavuji spravnou cestu k dosaZe-
ni lepSich 1é¢ebnych vysledkl tohoto onemocnéni. N4&S pre-
hledovy Clanek si klade za cil sezndmit svého Ctenafe s nejvy-
znamné&jSimi poznatky, kterych bylo pfi studiu biologickych
vlastnosti karcinomi prsu dosaZeno pomoci technologie DNA
¢ipt a o kterych jsme presvédCeni, Ze maji zasadni dopad pro
klinickou praxi.

2. Molekularni taxonomie karcinomi prsu zaloZena na
profilu genové exprese

Therese Sérlie, Charles Perou a kolektiv jejich spolupracov-
nikl (déle jen stanfordska skupina) v roce 2000 analyzovali
pomoci DNA ¢ipil vlastni produkce expresi 8102 gent u 65
vzorkil karcinomil prsu ziskanych od 42 pacientek. Spole¢né
s témito primarnimi tumory zkoumali i tkafi ze zdravé prsni
7lazy anadorové bunécné linie, jenZ byly ustaveny z odliSnych
bunécnych komponent tumoru (z bunék bazalniho a lumindl-
niho epitelu, z mezenchymu a endotelu). V prvni fazi zpraco-
vani vysledkd autofi vybrali 496 gent, jejichZ exprese se
vyznamné liSila minimélné u tfi z analyzovanych vzorka.
V dal§im kroku provedli shlukovou analyzu, kterd na zakladé
podobnosti exprese téchto gent rozdélila karcinomy do Ctyt
skupin. Prvni skupina byla charakteristickd pfitomnosti expre-
se estrogenového receptoru-o. (ER+) a cytokeratini bunék
lumindlni epitelu (cytokeratin 8 a 18), a proto byla pojmeno-
vana ,Juminal-like“. Druh4 skupina byla pro vysokou expre-
si genu receptoru Her-2/neu (cErbB2) (dile jen Her-2) ozna-
¢ena,,Her-2+“. Tteti skupina vykazovalanegativni expresi jak
estrogenového receptoru-o. (ER-), tak i progesteronového
a Her-2 receptoru, naopak méla zvySenou hladinu cytokerati-
ni a receptoril adheze typickych pro buiiky bazalniho epitelu
(cytokeratin 5, 6 a 17, integrin 04). Tato skupina byla oznaCen-
a ,,basal-like“. Ctvrté a posledni skupina mamaérnich karcino-
mi byla oznacena ,,normal breast-like*, nebot sdilela podob-
ny profil genové exprese jako vzorky z normalni prsni Zlazy,
v nichZ prevladaly adipocyty (2). O rok pozdé&ji, v roce 2001,
publikovala stanfordské skupina dal$i praci, ve které autofti
potvrdili své pfedchozi vysledky na dvojndsobném souboru
primarnich tumor. Ziejmé vyssi pocet analyzovanych vzorki
umoznil shlukové analyze ,,rozeznat“ ve skupiné karcinomi
,.Juminal-like* tfi podskupiny, které autofi oznacili jako ,,Jumi-
nal-like A%, ,,Juminal-like B“ a ,,Juminal-like C*. Podskupina
»Juminal-like A* pfedstavovala 67% vSech tumort klasifiko-
vanych do skupiny ,,Juminal-like* a vyznacovala se nejvyS$si
koncentraci ER v nadorové tkani (v priméru 111 fmol/mg)
a expresi gentl souvisejicich s jeho signélni drahou. Na rozdil
od podskupiny ,,Juminal-like A*, primérnd koncentrace ER
byla v podskupinéch ,,Juminal-like B a,,Juminal-like C* men-
§1 (60 fmol/mg). Karcinomy podskupiny ,,Juminal-like C*“ byly
velmi heterogenni, exprimovaly ER i nékteré geny charakte-
ristické pro ,,basal-like* a ,,Her-2+*“karcinomy (obréazek ¢ 1/1).
Ve své druhé prici autofi pokro€ili mnohem dale. Na zakladé
korelace s idaji o celkovém preZziti (OS) a Casu do relapsu cho-
roby (RFS) prokézali vyznamnou klinickou odli§nost u péti
z Sesti molekul4rné definovanych skupin karcinomil (p<0,01).
Rozdil nebyl nalezen pouze mezi karcinomy ,,Juminal-like B*
a ,,Jluminal-like C*, a proto byly slouceny do jedné skupiny
,.lJuminal B+C* (3). Podrobné&ji budeme o prognostickém vyzna-
mu molekuldrni taxonomie psat v dalsi kapitole. Findlni podo-
bu molekuldrni toxonomie karcinomi prsu publikovala stan-
fordska skupina vroce 2003, kdy na souboru jiZ 115 primarnich
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tumort zreprodukovala dosavadni vysledky a zavedla defini-
tivni oznaceni skupin: ,,luminal-like A, ,luminal-like B*
(ptvodni ,luminal-like B+C*), ,basal-like”, ,Her-2+%
a posledni skupina ,,normal breast-like*. Profil genové expre-
se na jehoZ zédklad¢ bylo uvedené ¢lenéni dosaZeno sestaval
z 534 gent (4).

Ackoliv findlni podoba molekuldrni taxonomie karcinom prsu
vzeSla z analyz pomérné rozsahlého souboru 115 primarnich
tumord, jednalo se vZdy o prace jednoho autorského tymu, kte-
ry pouzival DNA ¢ipy vlastni produkce. Tohoto ,,hendikepu*
si byli autofi védomi, a proto se rozhodli validovat vlastni
vysledky na nezdvislém souboru, kterym se stala prace skupi-
ny nizozemskych autorti pod vedenim Laury van’t Veer . Nizo-
zemskd skupina analyzovala profil genové exprese u 117
karcinomu prsu pomoci oligonukleotidovych DNA ¢ipi pro-
dukovanych spolecnosti Agillent (5). Stanfordsk4 skupina auto-
r se rozhodla vyuZit téchto vetfejné dostupnych dat a vyzkou-
Set, zda na zdkladé exprese 534 gent jejich klasifikacniho
profilu dosdhnou stejnych vysledki i na nezavislém souboru
pacienti, jejichZ karcinomy byly navic analyzovény odliSnou
platformou DNA ¢ipi. I pfesto, Ze hodnotitelnych bylo 461
z plivodnich 534 gentl, rozdéleni nizozemského souboru bylo
stejné, opet do péti skupin: ,,Juminal-like A%, , Juminal-like B*
,.basal-like*, ,,Her-2+“ a skupina ,,normal breast-like*. P¥i popi-
sované analyze vySla najevo zajimavéa skutecnost. VSech 18
karcinomil nesoucich mutaci BRCA 1 genu bylo na zdkladé pro-
filu genové exprese zafazeno do skupiny ,,basal-like* karcino-
md, a to i presto, Ze dva z nich exprimovaly estrogenové recep-
tory. Karcinomy, u kterych byla detekovana mutace BRCA?2
genu (2 pfipady) byly obsaZeny ve skupiné ,,luminal-like A*.
V tabulce uvadime distribuci karcinomt do jednotlivych mole-
kuldrn€ definovanych skupin ve stanfordském a nizozemském
souboru (tabulka ¢islo 1).

Tabulka £.1. Zastoupeni molekulimé definovanjch ekupin karcinomu prau
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2.1. ,,Basal-like*‘ karcinomy prsu

Otdzkou zistava, pro¢ maji mezi nové definovanymi skupi-
nami ,,basal-like* karcinomy nejhorsi prognézu? Jsou pfici-
nou této skuteCnosti agresivni vlohy ,,basal-like* karcinom
nebo sviij podil nese i dosavadni 1é¢ebny piistup, ktery nezo-
hlediiuje jejich existenci?

Biologické vlastnosti ,,basal-like* karcinomu davaji skutec-
né predpoklad k jejich agresivnimu chovéni. Jak jiZ bylo uve-
deno, na drovni profilu genové exprese sdili vyznamnou
podobnost s karcinomy nesoucimi mutaci supresorového
BRCAI genu. Nejednd se vSak pouze o mutaci, kterd ve svém
dasledku znamend nedostatek funkéniho BRCA1 proteinu.
Jak dokazuje fada praci, ke stejnému stavu dochdzi i v piipa-
dé hypermetylace promotoru nemutovaného BRCA1 genu
(35). Alterace na tirovni BRCA1 genu nebo proteinu v§ak
nejsou jediné mechanismy vedouci k moZnému agresivnimu
chovani. Za podrobnéjsi zminku stoji vy$Si vyskyt mutaci
v genu pro protein p53, které byly u ,,basal-like* karcinomi
zjistény ve 45-82% ptipadu, ve srovnani se 43-71% u ,,Her-
2+“as 13-15% u ,,Juminal-like A*“ karcinomu (3). Rada stu-
dif pfitom jednozna¢né prokdzala, Ze pfitomnost mutace genu
pro p53 je negativnim prognostickym faktorem a je asocio-
véana s hor$i odpovédi na systémovou lécbu (6,7). Podobné
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Obrazek ¢. 1.: (I.) Dendrogram shlukové analyzy, na kterém je patrné rozdéleni 85 karcinomu prsu (sloupce) do péti skupin definovanych na zakladé
podobnosti exprese vybranych genti (fadky): ,,basal-like®, ,,HER- 2+, ,,normal breast-like*, ,,Juminal-like C*, ,,Juminal-like B* (L.L.“B*) , ,,Juminal-
like A*. RovnéZ geny jsou uskupeny do péti funk¢nich skupin ,,A* az,,E*. Obrazek je pouze ilustrativni a nezobrazuje v§ech 476 genti ptivodniho geno-
vé profilu. Exprese genil je v dendrogramu kddovéna barevné. Zelend barva znaci nizkou, Cervend barva vysokou a Cernd barva primérnou expresi
daného genu v daném karcinomu. Seda barva oznacuje gen, jehoZ exprese nebyla vyhodnocena. V levé ¢asti obrdzku se nachdzi grafy prezentujici
Kaplan-Meierovy kfivky pravdépodobnosti celkového preziti - OS (II.) nebo ¢asu do vzdélenostniho relapsu choroby - RFS (III., IV.) pro vySse uve-
dené skupiny karcinomi prsu . Dendrogram a grafy II. a III. byly pfevzaty a upraveny z reference ¢. 3., graf IV. zobrazuje vysledky ze studie van’t

Veer L, akol . (ref. €. 5), a byl pfevzat a upraven z reference €. 4.

vysledky publikoval i Korsching a kol., ktery navic zjistil,
Ze kromé mutovaného proteinu p53 maji ,,basal-like* karci-
nomy i vys§i expresi Her-1 receptoru (EGFR) a prolifera¢ni-
ho markeru Ki-67 (8).

Skupina ,,basal-like* karcinomut predstavuje pfiblizné 6-20%
vSech karcinom prsu. V jeho incidenci jsou v§ak patrné raso-
vé rozdily, kdy zejména v populaci americkych ¢ernochti pie-
sahuje vyskyt 20 % (2,3,9). Z pohledu klinického onkologa jsou
,.basal-like* karcinomy soucasti skupiny karcinomil prsu, pro
kterou je charakteristickd negativni exprese jak estrogenového,
tak i progesteronového a Her-2 receptoru, tzv. , triple-negative*
(trojité negativni) fenotyp, (3, 9). Stratifikace pacientt na zakla-
dé béZné pouzivanych prognostickych indexa (St. Gallen, Nati-
onal Cancer Institute, Nottingham) viibec nezohlediiuje vySe
uvedeny fenotyp. Navic mlZe byt negativni exprese Her-2
receptoru vniménai jako prognosticky pfiznivy nélez. Pti uplat-
néni uvedenych prognostickych indext je zfejmé Ze, za urcitych
okolnosti pacientky s ,,basal- like* karcinomem nemusi byt
viibec indikovany k adjuvantni chemoterapii, coZ miiZe nega-
tivn€ ovlivnit vysledky parametra pieZiti (OS, RFES).

Po precteni vySe uvedeného textu si miZeme souhrné odpo-
védét na otazku v tivodu této kapitoly. Na nepfiznivé progno-
ze ,,basal-like* karcinomd prsu se podili nejenom jejich agre-
sivni vlohy, ale rovnéZ i dosavadni 1é¢ebny pfistup, ktery
nezohlediiuje existenci ani nenabizi cilenou 1é¢bu téchto kar-
cinomi. Proto je redlny predpoklad, Ze v pfipad¢ uplatnéni
individudlniho postupu, muZe nastat zlepSeni lécebnych
vysledki ,,basal-like* karcinoml. JiZ v soucasnosti je mozZné
vici pacientkdm s triple-negativnim fenotypem uplatiiovat
pfedpoklad agresivniho chovani choroby a indikovat adju-
vantni 1é¢bu chemoterapii i v pfipadé I. klinického stadia.
U pacientek ve véku, ktery sdim o sobé neni indikaci k vySet-
feni klinickym genetikem, je vhodné tuto moZnost nabidnout
a testovani na pfitomnost mutace BRCA1 genu provést. Vez-

meme-li v Gvahu molekuldrni alterace zastoupené u ,,basal-
like* karcinomil (nadmérnd exprese Her-1 receptoru, sniZzend
exprese nebo nefunk¢ni mutace BRCA1 proteinu) je vysoce
pravdépodobné, Ze brzy dojde k vyuZiti terapie interferujici
s t€émito zménami. V soucasné dobé probiha klinicka studie IT.
faze, ve které jsou pacientky s ,triple-negative” fenotypem
lécené neoadjuvantni chemoterapii s cisplatinou. Studie vycha-
zi z poznatku o vysoké ucinnosti interkala¢nich cytostatik na
bazi platinovych derivatd u karcinomti s BRCA1 mutaci
(10,31,32). Kromé téchto pfistupti se nabizi i 1écba cilené zame-
fenéd na signalni drdhu Her-1 receptoru, kterou piedstavuje apli-
kace monoklondlnich protilatek (napf. cetuximab) nebo niz-
komolekuldrnich inhibitorti kindzové aktivity Her-1 receptoru
(napf. erlotinib a gefitinib). Posledni skupina 1é¢iv by mohla
byt za ucelem stabilizace onemocnéni poddvéna i dlouhodo-
bé, podobnég jako je tomu s tamoxifen u ER+ karcinomu prsu.
Zékladnim pfedpokladem pro uplatnéni individudlniho pii-
stupu k ,,basal-like* karcinomiim v béZné klinické praxi je sta-
noveni panelii monoklondlnich protilatek, které by je dokéza-
ly s dostatecnou specificitou a senzitivitou identifikovat.
Nekolik praci na toto téma jiZ bylo publikovéano, pfi¢emz nej-
Castéji je urceni ,,basal-like* karcinomu zaloZeno na vysledku
detekce cytokeratinu 5, 6, 17, 19, moesinu, fascinu a c-Kit.,
Her-1, Her-2, ER, PR a p53 (4,9,33,34).

3. Prediktivni a prognostické profily genové exprese u kar-
cinomu prsu

Indikace adjuvantni 1é€by u Casnych stadii karcinomu prsu se
v praxi klinického onkologa opird zejména o existenci néko-
lika prognostickych systémil. Mezi nejrozsifenéjsi bezespo-
ru patii prognostické skérovaci systémy vzeslé z kritérii dopo-
rucenych skupinou experttt NIH (11) a ze zavér konference
v St. Gallen (12). V podobé internetové aplikace je dostupny
systém ,,Adjuvant on-line* (13). Uvedené systémy jsou pra-
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videlné evaluovany, a proto v soucasnosti zahrnuji nejenom
klinické ukazatele (napf. vék pacientky, velikost primarniho
tumoru), ale i histopatologické charakteristiky nadoru (gra-
ding, exprese estrogenovych a progesteronovych receptort),
na zdkladé kterych rozdé€luji pacientky do dvou hlavnich pro-
gnostickych skupin ve vztahu k riziku ¢asného relapsu cho-
roby. Na strané druhé tyto systémy casto selhdvaji a pro pre-
dikci 1é€ebné odpovédi jsou nepouZzitelné. Na jejich zdkladé
je vSak indikovana adjuvantni chemoterapie u 80% pacien-
tek, i kdyZ vime, Ze pouze polovina z nich bude postiZena
relapsem choroby a nésledné podlehne metastatickému one-
mocnéni (14). Nejisty efekt chemoterapie a riziko akutnich
i dlouhodobych neZadoucich ucinkl této 1écby, predstavuji
staly aintenzivni stimul ke hledani prediktivni a prognostikych
faktord.

3.1. Prognosticky vyznam molekularni taxonomie
Stanfordsky tym prokézal, Ze mezi jednotlivymi skupinami
karcinom prsu definovanymi na podkladé ptisluSnosti k urci-
tému profilu genové exprese, existuji statisticky vyznamné
rozdily v parametrech RFS a OS. Tyto rozdily byly reprodu-
kovatelné i na nezéavislém souboru pacientek nizozemskych
autord. Nejhor$i prognézu vykazovala skupina ,,basal-like*
karcinomd, nésledovana ,,Her-2+* karcinomy. V obou pfipa-
dech vice nez 60% pacientek nedosahlo RFS 48 mésict. Nao-
pak nejlepSich vysledki vykazovala skupina karcinomu
,Juminal-like A*, kde osmiletého OS a RFS doséhlo pfibliz-
né 90% a 70% pacientek. Pacientky s karcinomy ,,luminal-
like B, nebo ,,normal breast-like* dosahovaly téchto para-
metrtt mezi 40 - 60 % (3,4,5), (obrazek ¢. 1/11.-1/1V.).
Rouzier a kol. si poloZili otdzku: Souvisi odli§na prognéza
jednotlivych molekuldrnich variant karcinomu prsu vice
s jejich chemosenzitivitou, nebo se jedna spiSe o odraz jejich
metastatického potencidlu? Autofi vybrali 82 pacientek
s karcinomem prsu I. aZ III. klinického stddia, kterym byla
podavéna neoadjuvantni chemoterapie zaloZend na sekvenc-
nim reZimu Paklitaxel+FAC. Pfed zahdjenim 1é¢by byla
pacientkdm provedena tenkojehlova aspirace nddorovych
bunék z tumoru pro Gcel mikroCipové analyzy, na jejimz
zédkladé byl soubor rozdélen na jednotlivé molekularné defi-
nované taxonomické jednotky. Karcinomy typu ,,luminal-
like* byly zastoupeny v 37%, ,,normal breast-like* ve 12%,
»basal-like* ve 27% a ,,Her-2+* ve 24%. Patologicka kom-
pletni remise tumoru (pCR) nastala nejCastéji ve skupiné
,basal-like* a ,,Her-2+“. V obou pfipadech dosidhlo pCR
45% pacientek. Naopak v pfipad¢€ ,luminal- like“ karcino-
mi byla pCR detekovana pouze v 6% piipadi a u ,,normal
breast-like* karcinom nebyla zjiSténa viibec. Autofi nasled-
né identifikovali profil genové exprese, ktery predikoval
pCR v souvislosti s danou 1é¢bou. Multivariabilni analyza
vSak neprokézala jeho nezavislost, nebot stejného rozdéle-
ni bylo dosaZeno i pfi kombinovaném pouZiti klinicko-pato-
logickych parametrii: véku a exprese estrogenového recep-
toru. Tento vysledek byl bezesporu ovlivnén netypickym
zastoupenim jednotlivych skupin karcinomti v pomérné
malém souboru, kdy karcinomy typu ,basal-like* a ,,Her-
2+ tvoftily vice neZ jeho polovinu. Pouze pro skupinu
,.basal-like* karcinomu bylo moZné identifikovat specificky
profil genové exprese, ktery byl nezdvislym prediktorem
pCR (15).

3.2. Prognostické profily nezavislé na molekuldrni taxo-
nomii

V vodu k dal§im kapitoldm musime poznamenat, Ze jsme méli
snahu zachovat pro terminy ,,predikce a ,,prognéza* vyme-
zeni ve smyslu predikce odpovédi nalébu a progndza pro pre-
7iti nebo uddlost spojenou s relapsem/progresi choroby. Rada
publikaci, ze kterych jsme Cerpali, v§ak takovéto vymezeni
nem¢éla, a proto jsou i v naSem textu oba pojmy Casto zastupi-
telné.
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3.2.1. Indikace adjuvantni chemoterapie

I ptesto, Ze na molekularni trovni definovan klasifikace kar-
cinomu prsu obsahuje i prognostické informace, fada vyzkum-
nych tymil se snaZila identifikovat prognostické profily geno-
vé exprese nezdvisle na taxonomickych jednotkach. Z dosud
provedenych analyz vyplyva, Ze v ptipadé karcinomu prsu je
moZné progndzu vyvoje onemocnéni stanovit z profilu geno-
vé exprese primdrniho tumoru jiZ v dobé€ diagnézy choroby
(5).

Laura van’t Veer, Marc J. van de Vijver a Yixin Wang publi-
kovali velmi nadéjné studie, jejichZ vysledkem byly profily
genové exprese, které dokazaly stratifikovat pacientky s kar-
cinomem prsu lokalizovanym pouze na oblast mammy, bez
prokdzaného postiZeni regiondlnich lymfatickych uzlin a vzda-
lenych metastdz (dale jen pT<2pNOMO), do skupiny s nizkym,
nebo s vysokym rizikem vzdéleného relapsu (M1) choroby
v prabéhu péti let od zahajeni 16Cby (déle jen ,,Casny relaps®.
Nizozemska skupina autorti, pod vedenim Laury van’t Veer,
provedla v roce 2001 DNA ¢ipovou analyzu 117 karcinomi
prsu, ve které identifikovala profil genové exprese majici sil-
ny vztah k predikci ¢asného relapsu choroby. Aby bylo moz-
né validovat vysledky pfi omezeném poctu karcinomd, roz-
délili autofi soubor na cvi¢nou (training-set) a kontrolni
(test-set) skupinu. Pomoci specifickych biostatistickych analy-
z identifikovali ve cvi¢eném souboru profil 70 gen, jejichz
hodnoty exprese se liSily mezi karcinomy pochézejicimi od
pacientek s Casnym nebo pozdnim relapsem choroby
(p=0,0018). Tento profil nasledné testovali na kontrolni sku-
piné karcinomi. Senzitivita a specificita profilu pro rozdéleni
pacientek do vySe uvedenych rizikovych skupin doséhla 91%
a 73% a vicerozmérné analyzy prokazaly jeho nezavislost na
dosud pouzivanych klinicko-patologickych parametrech (veli-
kost tumoru, postiZeni lymfatickych uzlin, stav hormonélnich
receptord, angioinvaze, grading) (p<0,001). Identifikace sku-
piny gent, jejichZ profil exprese je zfeteln€ asociovén s Cas-
nym relapsem choroby dokazuje, Ze tyto karcinomy mély jiz
od poc¢étku svého vzniku metastaticky fenotyp a samotny roz-
sev malignich bunék nemusi probihat pouze lymfatickou ces-
tou (5).

O dva roky pozdéji publikoval nizozemsky tym dalsi praci, ve
které autofi testovali ,,svllj* 70-genovy prognosticky profil na
rozsdhlém souboru 295 pacientek, jehoZ charakteristika je
podrobné rozvedena v tabulce €. 2 (Vijver a kol.). Souhrné
muZeme fici, Ze se opét jednalo o pacientky s karcinomem prsu
lokalizovanym na oblast mammy, v tomto pfipadé vSak zcela
zamérné pribliZzné polovina méla prokdzané postiZeni regio-
nélnich lymfatickych uzlin (pN1). Vice neZ dvé tfetiny karci-
nomil exprimovalo estrogenovy receptor. Pacientky byly 1éce-
né chirurgicky, a pokud byla indikovand, nasledovala
zajiStovaci radioterapie . Adjuvantni chemoterapii obdrzelo
37% pacientek. V retrospektivni analyze dokazal 70-genovy
profil spolehlivé urcit riziko relapsu pacientek, a to nezavisle
na stavu postiZeni lymfatickych uzlin a fady dalSich klinickych
parametrii (p<0,001, obrazek ¢. 2A-2D). Ve skupiné 151 paci-
entek s karcinomem lokalizovanym pouze na oblast prsu
(pT<2pNOMO) provedli autofi velmi zajimavé srovnini mezi
udaji o progndze pacientek dosaZenymi na zaklade profilu geno-
vé exprese, nebo kritérii doporucenych skupinou experti NIH,
Ci ze zavért konference v St. Gallen. Vysledky tohoto srovna-
ni jsou shrnuty v tabulce €. 3 a 4. Mezitim co oba klinicko-pato-
logické prognostické systémy identifikovaly v dané skuping
pouze 7-15% pacientek s nizkym rizikem relapsu, na podkla-
dé profilu genové exprese tvofila tato skupina 39%. O pro-
gnostické sile genového profilu vypovida nejlépe skuteCnost,
Ze pouze 13,2% pacientek s predikovanym nizkym rizikem
béhem 10 let zrelabovalo (16). Tyto vysledky podnitily nizo-
zemské autory k realizaci prvni klinické studie, kterd do jed-
notlivych ramen ,,randomizuje pacientky na zdklad€ vyse u-
vedeného profilu genové exprese. Jedna se o prospektivni
multicentrickou studii teti fize organizovanou pod zastitou



EORTC (protokol 10041-BIG-3-04), kterd byla zahajena v roce
2006 a pocita s ndborem 6000 pacientek s casnym karcinomem
prsu, omezenym pouze na oblast mammy (pT<3pNOMO). Jak
nazev klinické studie ,,Microarray In Node negative Disease
may Avoid ChemoTherapy* (zkratka ,, MINDACT*) napovi-
d4, jejim primarnim cilem je srovnat, zda je ve vybéru pacien-
tek pro adjuvantni chemoterapii efektivnéjsi 70-genovy pro-
gnosticky profil, nebo stavajici klinicko-patologicka kritéria.
Schéma studie predstavuje obrdzek €. 3. Na zacdtku studie je
u kazdé pacientky stanoveno riziko ¢asného relapsu nemoci na
zakladé 70-genového profilu exprese a klinicko-patologickych
kritérii (Adjuvant on-line). PakliZe oba prognostické systémy
zaradi pacientku do skupiny s nizkym rizikem ¢asného relapsu,
neni indikovana adjuvantni chemoterapie. V opacené situaci
ano. Pfedpoklada se, Ze ve vétSin€ piipadd dojde k neshodé
vysledkt obou prognostickych systémi, kdy jeden nebo druhy
zatadi pacientku do nizkého nebo vysokého rizika casného
relapsu. Za téchto okolnosti budou pacientky randomizovany
do dvou skupin. V prvni bude o indikaci chemoterapi rozhod-
nuto na zdkladé vysledku klinicko-patologického prognostic-
kého systému, ve druhé na zaklad€ vysledku 70-genového
prognostického systému. U pacientek, které budou indikovany
k aplikaci adjuvantni chemoterapie dojde k dalsi radnomizaci,
kterd je rozdé€li do ramene s chemoterapii zaloZenou na antra-
cyklinu, nebo na kapecitabinu a docetaxelu. Pacientky s tumo-
rem exprimujicim estrogenové receptory budou déle randomi-
zoviny do ramene s dvouletym podavanim tamoxifenu
nasledovanym pétiletou 1écbou letrozolem, nebo do ramene se
samotnym letrozolem aplikovanym po dobu sedmi let. Posled-
ni dvé randomizace vychazeji z druhotnych cilt studie, ve kte-
ré chtéji poradatelé srovnat efektivitu a bezpecnost obou ramen
s chemoterapii a hormonoterapii.

Na nezévislém souboru citajicim 286 pacientek a za pouZiti
jiné mikrocipové technologie publikovali o nékolik let pozdé-
ji podobnou préci i Wang a kol. Podrobnou charakteristiku
jejich souboru udava tabulka ¢. 2. Strucné lIze fici, Ze se jed-
nalo vyhradné o pacientky s karcinomem prsu lokalizovanym
na oblast mammy (pT<4MO0), bez prokdzaného postiZeni regi-
ondlnich lymfatickych uzlin (pNO) a vice neZ dv¢ tfetiny kar-
cinomi exprimovalo estrogenovy receptor. Tumory o velikosti
pT3 apT4 tvotily pouze 3% celého souboru.

Tabulka &£.2. Srovnani vybranych paramatrd DNA Sipovych sludii auton
Vijver a kol., a Wang a kol.
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Pacientky byly 1é¢ené chirurgicky, a pokud byla indikovana,
nasledovala zajiStovaci radioterapie. Adjuvantni chemotera-
pie nebyla poddvéna. Pacientky byly rozdéleny na dvé ¢ésti.
Prvni ¢ast, oznacend jako ,,cviény soubor (,,training set),

zahrnovala 115 pacientek a slouZila k identifikaci prognostic-
kého profilu genové exprese. Druha ¢ast, kontrolni soubor
(,,test set™), slouZila k nezavislému ovéfeni vysledkt ziska-
nych z analyzy cvi¢ného souboru. Oba soubory obsahovaly ve
stejném poméru pacientky s pozitivni a s negativni expresi
estrogenového receptoru. Mikro€ipova analyza cvi¢ného sou-
boru identifikovala u ER+ pacientek 60 genii a u ER- pacien-
tek 16 gent, které dohromady vytvorily profil genové expre-
se schopny rozdélit pacientky do skupiny s nizkym, nebo
s vysokym rizikem ¢asného vzdalenostniho relapsu (obrazek
¢. 2E a 2F). Stejné jako v ptedchozi prici, i zde autofi provedli
srovnani s klinicko-patologickymi prognostickymi systémy
a dospéli k podobnym vysledkim, které jsou shrnuty v tabul-
cec.3a4(10).
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Z obou praci vyplyvé, Ze na zdkladé€ profilu genové expre-
se primarniho tumoru Ize predikovat vyvoj nddorového one-
mocnéni mnohem pfesnéji, neZ pomoci dosavadnich kli-
nicko-patologickych prognostickych systému . Vezmeme-1li
v uvahu, Ze u pacientek s negativnim postiZenim region-
alnich lymfatickych uzlin, které nejsou zajistény adjuvant-
ni chemoterapii nastdva relaps pfiblizné€ v 30-40% pripadi
(10), tak distribuce pacientll do skupiny s nizkym rizikem
je v ptipadé klinicko-patologickych prognostickych systé-
mu jednoznacné poddimenzovana (7-15%). Stanoveni rizi-
ka relapsu na zdklad¢ profilu genové exprese prinasi rozdé-
leni bliZici se vice pfirozenému priabéhu choroby. Tomu
odpovidé jak rozdéleni pacientd do obou prognostickych
skupin (nizké riziko stanoveno v 35-39%), tak i poCty paci-
entll dosahujicich péti a desetiletého pieziti bez vzniku
vzdéalenych metastdz (viz. tabulky €. 3 a 4). I pfesto, Ze véro-
hodnost dosazenych vysledkti mikroc¢ipovych analyz je pod-
loZena klinickym vyvojem onemocnéni u relativné vyso-
kého poctu pacientek (s ohledem na financ¢ni nédklady
spojené s pouZitim DNA Cipové technologie), je nutné zmi-
nit i nékolik nejasnosti, které nim utkvély v paméti pti pro-
¢itani uvedenych praci. Pfekvapujici je, Ze ani jeden z pro-
fili neobsahuje geny, jejichZ prognosticky vyznam byl
u karcinomu prsu jiZ popsdn. Jedna se napfiklad o Her-
2/neu, cyklin D1, ER-alfa, p53, UPA, PAI-1, c-myc a dal-
§i. Vysvétleni se nabizi nékolik. Vyzvednout chceme sku-
te¢nost, Ze vySe uvedené prediktory jsou studoviny
predev§im na drovni proteinil, jejichZ regulace je
ovliviiovédna posttranslacnimi a posttranskrip¢nimi mecha-
nismy. Profily pfitom mohou obsahovat geny hrajici dtle-
Zitou roli pravé v téchto mechanismech, pficemz tato jejich
funkce nemusela byt dosud odhalena.
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Dalsim pfekvapenim je, Ze oba prognostické profily jsou az na
tfi vyjimky tvofeny Uplné€ jinymi geny, a to i pfesto, Ze piivod-
né vznikly analyzou karcinomi s velmi podobnou histopato-
logickou charakteristikou. Rovnéz klinické parametry soubo-
rt jsou si velmi podobné. Vyraznéjsi odliSnosti jsme nalezli
pouze ve vékovém rozloZeni pacientek a v zastoupeni jedno-
tlivych stuptiii gradingu, kdy ve Wangové préci je vétsi zastou-
peni pacientek starSich 55 let a men3i zastoupeni dobfe dife-
rencovanych karcinomt ,,G1* (31% karcinomii ve Wangové
souboru ale nema stanoven grading). Pfitom stupeii gradingu
je v fadé€ klinickych studii nezavislym prognostickym fakto-
rem, a tedy odraZi biologické vlastnosti tumoru majici zdklad
v genovém profilu. Pomineme-li tyto skute¢nosti, odpovéd-
nost za tak z4sadni odliSnost obou prognostickych genovych
profill je moZné ,,svést” rovnéZ na rozdilné mikrocipové te-
chnologie pouZité v obou studiich. Na tento argument se prfi-
tom odvolava autorsky tym Wangovy prace. MikroCipové plat-
formy Affymetrix a Agilent sice detekuji genovou expresi vice
neZ dvou desitek tisic genli, mezi nimi vSak existuje variabili-
ta hybridiza¢nich sekvenci a datové analyzy (37).

Tabulls & 5, Steneven| rizika rolapsu na rikindd profilu gomowd express o pacientek
& karch preu adj & W armch ! -

NEARP B.20

HSABP B-14

Progrosticka RS
akianing

Adrn"

“AS-akire sa pohybuje v inlervali B-100 & jo sEancwdna na Thiaadd hodnoly sxpdass 1
tdh'k Paciantiy & Rercinomeon pemd (pT1-SphOMT} sxprimific im estroganosd mosplory.
| resenis pacienisl, kivnd dowihly desstibeld pheliti beg vaniky voddbrcboich metaat

Zajimavy komentar ke studiim Wanga a van’t Veerové se obje-
vil v ¢asopisu Lancet. Z pohledu biologickych vlastnosti karci-
nomu prsu zde byla ucinéna zasadni ndmitka, kterd upozornila
narozdil v metodikach préce obou autorskych tymil. Mezitim co
Y. Wang vyhodnocoval vysledky mikro€ipovych analyz oddé-
lené u karcinom s pozitivni a s negativni expresi estrogenovych
receptort, pfi¢emZ dva takto detekované prognostické profily ve
findle sloucil dohromady, L. van’t Veerova analyzovala karci-
nomy neseparovan€. Signdlni drdha estrogenového receptoru je
pro naddorovou buriku mimoiddn€ vyznamn4 a pfimo i nepfimo
ovliviiuje expresi mnoha dalSich gend. Identifikace prognostic-
kého profilu je zileZitost biostatistického zpracovani hodnot
genové exprese ve vztahu k vyvoji choroby. Vzhledem k mate-
matickym algorytmim, které tento vztah definuji, vybér prvnich
nékolika ,,nejsignifikantnéji asociovanych® geni miZe mit
vyznamny vliv na selekci t€ch zbyvajicich, pakliZe jsou v sil-
né funk¢ni biologické vazbeé (18). Lze tedy predpokladat, Ze geny
majici vztah k signdlni draze estrogenového receptoru mohly zi-
skat vyznamnéjsi zastoupeni v profilu L. van’t Veerové. Doka-
zat takovou hypotézu, jak jsme jiZ uvedli, je vSak obtiZné, nebot
u fady z nich nemusi byt tento vztah dosud objeven.

Obecnym problémem vétSiny mikrocipovych studii je maly
pocet pacientll ve cvi¢nych souborech, na kterych jsou pro-
gnostické profily generoviny. Limity poctu pacientl vycha-
zeji z finan¢ni naro¢nosti DNA Cipovych analyz. I pfi relativ-
né vysokém poctu pacientek ve cvi¢nych souborech obou
analyz (78 a 115), je pti detekci vice nez 20 000 gent v kaz-
dém karcinomu vysoce pravdépodobné, Ze i na vysoké hladi-
né statistické vyznamnosti (napf. p < 0,001) bude vybrana
desitka gent se silnou, nicméné fale$né pozitivni prediktivni
hodnotou (18).

3.2.2. Predikce 1é¢ebné odpovédi na tamoxifen

Tamoxifen je nejcastéji pouzivany antiestrogen k 1é¢bé karci-
nomi prsu exprimujicich estrogenové receptory. V adjuvant-
ni terapii ¢asnych stadii pfedstavuje podavéni tamoxifenu
vysoce ucinnou 1écbu, ktera snizuje kumulativni riziko relap-
su choroby o 40 aZ 50% pro kazdy rok jejiho podavéni. Pfi-
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blizné u 40% pacientek vSak tato lé¢ba na podkladé primarni
nebo sekundarni rezistence selhdvd a dochazi k relapsu cho-
roby. Hormondlni 1écba se uplatiiuje rovnéZ v terapii
metastatického karcinomu prsu. I v t€chto pfipadech dfive ¢i
pozdéji dochézi k jejimu selhdni.

JiZ jsme uvedli, Ze molekuldrni taxonomie rozliSuje ER+ kar-
cinomy prsu na dvé skupiny ,,Juminal-like A“ a ,,Juminal-like
B*, které maji i pres jednotnou 1écbu vyrazné odliSnou pro-
gnozou (4). V pfipadé nalezeni vhodnych imunohistoche-
micky vySetfitelnych markert, jenZ by obé skupiny spolehli-
vé odliSily, bylo by moZné zahjjit klinické studie vedouci
k optimalizaci 16¢by rizikovych ,,luminal-like B“ karcinom.
RovnéZ podrobnéjsi studium jejich molekularni podstaty mize
prinést vysvétleni pficin selhdni antiestrogenové 1é¢by a pii-
padné odhalit nové terapeutické cile.

Identifikaci profilu genové exprese, na jehoZ podkladé by
bylo mozné spolehlivé urcit pacientky, které budou mit nej-
veétsi benefit z adjuvantni 1écby tamoxifenem, nebo naopak
budou ohroZeny jejim selhdnim, si vzala za cil skupina auto-
i z University of Pittsburgh. V roce 2004 v NEJM publiko-
vali praci, ve které pfedstavili profil sloZeny z 21 gent, jenZ
rozdélil pacientky do tff skupin podle rizika relapsu choro-
by. Tyto geny byly plivodné vybrany ze skupiny 250 kandi-
datnich gent, o nichZ existovaly informace, vCetn€ vysledka
DNA cipovych studii, dokladujici jejich prediktivni
vyznam u karcinomu prsu. Analyzovany soubor tvofilo 668
pacientek s ER+ karcinomem prsu omezenym pouze na oblast
mammy (pT<4pNOMO). VSechny uvedené pacientky byly
v ramci protokolu klinické studie NSABP B-14 adjuvantné
1écené tamoxifenem po dobu péti let a medidn jejich sledo-
vani presdhl 14 let. K analyze byla pouZita RNA izolovana
z karcinomi fixovanych formalinem a archivovanych v para-
finovych bloc¢cich a pomoci multiplexové kvantitativni Real-
Time PCR reakce byla stanovena hodnota exprese 21
vybranych gend, které se staly zdkladem pro vypocet indexu
rizikarelapsu ,,RS-skore* (recurrence score). Na zakladé RS-
skore byly pacientky rozdéleny do tii skupin: 1. s nizkym
(<10%), 2. se stitednim (10-30%) a 3. s vysokym (>30%) rizi-
kem vzdéleného relapsu choroby do 10 let od zah4jeni adju-
vantni 1é¢by tamoxifenem. Mezitim co v celém souboru
dosédhlo uvedenych 10 let 85% pacientek, ve skuping s niz-
kym, stfednim a vysokym rizikem tomu bylo u 93%, 85%
a31% pacientek (p<0,001). Podrobné viz. tabulka €. 5. I pfe-
stoZe pacientky mladsi 50 let (v dobé zahdjeni 1é¢by) vyka-
zovaly Castéjsi vyskyt relapst, v multivariabilni analyze pfi
pouZiti RS-skdre nebyl vék signifikantnim prognostickym
faktorem. Z ostatnich testovanych parametrii (velikost tumo-
ru, Her-2 amplifikace, hladina estrogenového receptoru
v cytozolu bunék, grading tumoru) nabyl prognostického
vyznamu pouze idaj o gradingu. BohuZel, i pfes zavedeni
jednotnych hodnoticich kritérii, stanoveni gradingu tumoru
vykazuje do znacné miry variabilitu zavislou na subjektivnim
usudku patologa. Autofi proto nechali grading vyhodnotit ne-
zavisle ttemi patology, pfi¢emzZ pouze u §patn€ diferencova-
nych tumor® bylo dosaZeno interpersonalni shody. Prekva-
pivym ndlezem bylo, Ze vice neZ tfetina pacientd s primarnim
tumorem nepfesahujicim 1cm byla ve stfednim nebo vyso-
kémriziku s 15-20% vyskytem relapsu ve sledovaném obdo-
bi (23).

Autofi si poloZili otdzku, zda prognosticky vyznam jejich
21-genového profilu bude zachovén i v pfipadech, kdy adju-
vantni hormonoterapii pfedchéazi aplikace chemoterapie.
Pfedmétem jejich zajmu se proto staly pacientky zatazené do
klinické studie NSABP B-20. Jednalo se o soubor 651 paci-
entek s Casnym stddiem ER+ karcinomu prsu (pT<4pNOMO),
které byly lécené adjuvantni hormonoterapii tamoxifenem po
dobu péti let (227 pacientek), a nebo adjuvantni chemotera-
pii zaloZenou na reZimu MF a CMF s nésledujici hormono-
terapii tamoxifenem po dobu 5 let (424 pacientek). Medidn
jejich sledovéani presahl 10 let. Obdobné i zde byly pacient-



ky rozdéleny na zakladé RS-skore do 3 prognostickych sku-
pin (nizké, stfedni a vysoké riziko relapsu). Pacientky s niz-
kym RS-skore dosahovaly nejlepSich 1écebnych vysledkl
v pribéhu desetiletého sledovani. Potvrdil se tak prognos-
ticky vyznam RS-skore, a to nezavisle na skute¢nosti, zda
pacientky absolvuji adjuvantni chemoterapii. Podrobnéjsi
udaje viz. tabulka ¢.5 (24). PouZitd metoda byla nédsledné
patentovand spolec¢nosti Oncotype (25).

3.2.3. Predikce patologické kompletni remise po neoadju-
vantni chemoterapii

Profil genové exprese byl rovnéz pouZit k predikci patolo-
gické kompletni remise (pCR) u pacientek s karcinomem prsu
lé¢enym neoadjuvantni chemoterapii. Retrospektivni analy-
zy tady klinickych studii prokézaly, Ze dosaZeni pCR po neo-
adjuvantni 1é¢be je spojeno s delSim bezptiznakovym a cel-
kovym preZitim pacientek (26,27). Pravdépodobnost dosaZeni
PCR je pti aplikaci soucasnych chemoterapeutickych rezimt
pfiblizné 25-30% (24,28). Pokud by byl objeven prediktivni
test, ktery by dosahl minimaln€ 60% pozitivni prediktivni hod-
noty, takto vybrané pacientky by mély dvojndsobné vy3si
pravdépodobnost dosaZzeni pCR. Ayers a kol. publikovali pra-
ci, ve které podrobili mikroc¢ipové analyze 42 primérnich kar-
cinomt prsu od pacientek, jenZ podstoupily neoadjuvantni
chemoterapii reZimem s paklitaxelem, fluorouracilem,
doxorubicinem a cyklofosfamidem (T-FAC). Ttinéct pacien-
tek (31%) dosdhlo pCR. Autofi z 19813 zkoumanych gent
identifikovali 74 geni, které byly signifikantné spojeny
s vyskytem pCR. I ptestoZe v kontrolnim souboru doséhl ten-
to 74 genovy profil 100% specificity, jeho senzitivita byl-
a nizka - 43% (28). Podobnou Rouzierovu préci jsme pred-
stavili v kapitole 2.1. (15).

Mohlo by se zdat, Ze k hledani prediktivnich markera je
model neoadjuvantnich chemoterapii vice nez idedlni, nebot
1écebnou odpovéd 1ze stanovit v relativné kratké dobé a aci-
nek chemoterapie neni ovlivnén sekundérni rezistenci vznik-
lou na podkladé predchozi aplikace cytostatik. K prekvapi-
vému zdvéru proto dospéla skupina Hannemannové a kol .,
kterd nedokdzala identifikovat Zddny genovy profil, ktery
by predpovédél pCR u pacientek 1é€enych neoadjuvantni
chemoterapii zaloZenou na reZimu AC (doxorubicin, cyklo-
fosfamid) a AD (doxorubicin, docetaxel) (29). Jen tézko véfi-
me vysvétleni autorl, Ze v daném piipadé zfejmé neexistu-
je skupina gend, kterd by dokazala vytvorit silny prediktivni
profil ve ztahu k pCR u uvedenych chemoterapeutickych
reziml. Negativni stanovisko musime zaujmout k praci
Changa a kol. publikované v Journal of Clinical Oncology
v roce 2005, kterd prezentovala profil genové exprese pre-
dikujici rezistenci nebo minimalni odpovéd pro karcinomy
prsu neoadjuvantné lé¢ené docetaxelem. Ponékud zv1astni
se jevi mezni rozdéleni pacientek na docetaxel senzitivni
arezistentni kritériem dosaZeni 75% procentni redukce nado-
rové masy, pakliZze 96% pacientek mélo primérni tumor kla-
sifikovdny jako T3 a u 39% z téchto tumorl pfesihl jeden
zrozmérl 10 cm. Samotny profil genové exprese byl stano-
ven pouze na vzorku Citajicim 7 ,,senzitivnich® a 6 ,,rezi-
stentnich® tumort (30).

4. Piispévek DNA ¢ipu k vyvoji nového modelu metasta-
zovani karcinomu prsu

Metastazovani je povazovéano za posledni a fatilni stupeii
v relativn€ zdlouhavém procesu kancerogeneze solidnich
tumor®. Metastaticky potencidl obnasi schopnost nadorové
buiiky migrovat extracelularni sloZkou tumoru, intravazovat
do lymfatického a krevniho obéhu, ptezit v tomto neptizni-
vém prostiedi, pfestoupit z né€j do jiného organu a zde reali-
zovat svlij maligni potencial. Pfitom pouze méné nez 0,1%
nadorovych bunék, které se dostanou do cirkulace, je schop-
no zaloZit Zivotaschopné metastizy (19). Dosavadni znalos-
ti o procesu metastazovani slouZzily k podloZeni nékolika

hypotéz, které 1ze z nadhledu na jejich zakladni podstatu roz-
délit do dvou sméra. Prvni tvrdi, Ze nabyti metastatického
potencialu vyZaduje fadu postupnych specifickych genetic-
kych zmén, které pod vysokym selekénim tlakem mohou
vzniknout pouze v urcité subpopulaci bunék primarniho
tumoru. Druhy smér tvrdi, Ze ziskani genové vybavy zodpo-
védné za metastdzovani je stochasticky jev, ktery muiZe
postihnout kteroukoliv butiku primarniho tumoru na samot-
ném pocitku jejiho vzniku. Jednotlivé hypotézy pak jiz vice
nebo méné pripousti, Ze metastaticky proces miZe byt ovliv-
novén buné€nou i extraceluldrni slozkou mikroprostiedi, ve
kterém se nddorova buiika nachazi (14,20,21).

PROTOKOL KLINICKE STUDIE , MINDACT
{Microarray In Node negative Disease may Avoid ChemoTherapy)

Pacientky s karcinomem prsu: T1-3NOMO
i do studie, rebiopsie tumoru a
vzorku nativni tkané do centra studie

v

Stanoveni prognézy pacientek (riziko relapsu choroby):
1. “randomizace” pacienta
1. klinick icky pi icky systém (Adj! OnLine)
2. 70-genovy prognosticky profil genové exprese tumoru

— ]

Oba i y 'y y obou Oba prognostické systémy
vyhodnotily nizkeé riziko icky: y vysokeé riziko
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2. randomizace pacienta

Chemoterapie:
NE ANO
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3. randomizace pacienta
Chemoterapie:
A) s antracyklinem
B) s kapecitabinem/docetaxelem

A 4 A ¥

Hormonoterapie l

ANO: ER+

L2

4. randomizace pacienta
Hormonoterapie:
A) 2 roky tamoxifen — 5 let letrozol
B} 7 let letrozol

v v

l Sledovani pacienta I

Vysledky DNA cipovych analyz jednoznacné dokazuji, Ze
genovou vybavu realizujici metastaticky potencidl mohou mit
nédorové buiky aktivovanou jiz od pocatku svého vzniku.
SvédEi o tom dveé skutecnosti. Ta prvni spocivd ve zjisténi, Ze
jiZ u ¢asnych karcinoma prsu (pT<2pNOMO) lze v dobé sta-
noveni diagnézy identifikovat profil genové exprese spjaty
s Casnym vzdélenostnim relapsem choroby (5,16,17). Druha
skute¢nost potvrzuje predchozi. Prace publikované kolektivy
autorek Laury van’t Veer a Britty Weigeltové dokazuji, Ze
genova exprese primdrniho tumoru a jeho metastizy je
sobé vzdjemné podobnd mnohem vice, neZ genova exprese
mezi jednotlivymi primarnimi tumory nebo mezi metastatic-
kymi loZisky. Dosud necitovana prace B. Weigeltové analy-
zovala expresi 18336 genl u osmi parovych vzorkd primar-
nich tumori a jejich vzdalenych metastdz, které vznikly
v intervalu 2 az 15 let od diagn6zy primarniho tumoru. Stej-
nou expresi v primdrnim tumoru a v jeho metastaze vykazo-
valo 17748 az 18271 gent (96,7-99,6%), coZ potvrdilo
domnénku, Ze za metastaticky potencial je zodpovédnd pocet-
né mald skupina gent (5,20).

Karcinom prsu m4 své predilek¢ni mista metastatického roz-
sevu. Dalsi otdzkou zlstava, zda stejné geny, které predurcu-
jimetastaticky potencidl zodpovidajiiza organovy tropismus,
nebo se v tomto pfipadé jedna o selek¢ni tlak na genovou vyba-
vu tumoru vychézejici z mikroprostfedi, ve kterém se nadoro-
vé buriky vyskytuji (sloZeni extraceluldrni matrix, makrofagy,
dendritické butiky, endotelie, pfitomnost tumor infiltrujicich
lymfocytt)?
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Obrazek &. 2.: Sest dil¢ich grafti zobrazuje Kaplan-Meierovy kfivky prav-
dépodobnosti celkového preZiti (OS), nebo pravdépodobnosti preZiti bez
vyskytu vzdaleného relapsu choroby (RFS) v pfislusné skupiné pacientek
s nizkym (pfiznivy profil exprese), nebo s vysokym (nepfiznivy profil
exprese) rizikem ¢asného vzdaleného relapsu choroby. Riziko bylo urce-
no na zdkladé profilu genové exprese. Grafy ,,A* az ,,D“ byly pfevzaty
a upraveny z reference €. 16 a grafy ,E* a ,,F* z reference ¢. 17. V obou
studiich (ref. ¢. 16 a €. 17) byl pouZity nezdvisly prognosticky profil geno-
vé exprese. Pozor: barevné znaceni kiivek neni v obou studiich totoZné.

vvvvv

n4 Minne a kol. v Nature v roce 2005. Autofi pouZili bunéc-
nou linii karcinomu prsu, kterd byla pivodnég izolovana z ple-
urdlniho vypotku pacientky v odstupu fady let od operace
primérniho tumoru. Tyto butiky oznacili za matef'ské a pomo-
ci niZe popsané metodiky mezi matefskymi butikami identifi-
kovali ty, jenZ preferencné metastazovaly do plic. Buii-
ky matetské linie vstfikli do ocasni Zily mySi. Po prikazu
plicnich metastdz mySi usmrtili a z plicnich loZisek vyizolo-
vali jednotlivé nddorové buiiky, které po pomnoZeni opét
vstiikli do ocasni Zily dal§ich mysi. Tento proces dvakrat zopa-
kovali av jeho zavéru ziskaly populaci nddorovych bunék, kte-
rd velmi agresivné zaklddala pouze plicni metastidzy. Mikro-
¢ipovou analyzou nésledné detekovali profil sloZeny z 54 gent,
jejichZ exprese odliSovala nddorové butiky metastazujici do
plic od bunék ptivodni matetfské linie. S ohledem na proces
metastazovani obsahoval profil dvé skupiny genti. Prvni sku-
pinu tvofily geny, jejichZ biologick4 funkce je obecné spjatd
s agresivitou a metastdzovanim nadord. Druhou skupinu pied-
stavovaly geny, jejichZ exprese je v primdrnim tumoru nizka,
ale vyznamné se zvysi v okamZiku, kdy se nddorova buiika
ocitne v misté vhodném pro zaloZeni metastazy. Ze druhé sku-
piny uvedeme nékolik piiklada: epiregulin (ligand receptori
ErbB rodiny), CXCL1 (chemokin), IL13RA2 (receptor pro
interleukin 13), ID1 (inhibitor transkripce), MMP1 a 2 (mat-
rixmetaloproteindzy), SPARC (adhezni molekula), COX2
a VCAMI (receptor adheze). Dokonalost jejich prace tkvéla
pfedevsim ve validaci ziskanych vysledkid. Autoti prokédzali
nejenom, Ze zmény exprese uvedenych deviti gent se odraze-
jiinaproteinové trovni, ale pfedev§im jednoznac¢nou souvis-
lost téchto genil se vznikem plicnich metastdz. Pokud v matet-
skych buiikdch docilili zvySeni jejich exprese, tyto buiiky
zakladaly signifikantn€ vét§i mnoZstvi plicnich metastaz. Nao-
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pak sniZeni exprese uvedenych genil v butikéch, které piivod-
né metastazovaly pouze do plic, zpiisobilo az desetindsobné
sniZeni poctu plicnich metastaz.

Objeveny genovy profil predikujici metastatické postiZeni plic
autofi ndsledné ovérovali na souboru primérnich karcinomu
prsu ziskanych od 82 pacientek. Na jeho zdklad€ rozdélili pa-
cientky na skupinu s nizkym a s vysokym rizikem vzniku
metastatického postiZzeni plic. Desetiletého obdobi bez vzni-
ku plicnich metastiz dosdhlo ve skupin€ s nizkym rizikem 89%
pacientek, mezitim co ve skupin€ s vysokym rizikem pouze
56% (p<0,0018). Autofi vyslovili hypotézu, Ze primarni tumo-
ry, které maji metastaticky potencidl, obsahuji subpopulace
bunék s orgdnové specifickym genovy profilem predurcujicim
misto jejich metastatického rozsevu (22).

Na zédklad€ nejnovéjSich poznatki, které zahrnuji vysledky
mikrocipovych analyz a objev nddorovych kmenovych bunék,
vznikl novy model metastazovani karcinomu prsu. Na jeho
pocatku stoji fyziologickd kmenova buiika mlécné Zlazy, kte-
rd po dobu své existence akumuluje genové mutace do chvi-
le, kdy nabydou transformujiciho potencidlu. V tomto oka-
mziku vznikd nadorovd kmenova burtika, kterd je pfi
neomezeném mnoZstvi bunécného déleni schopna sebeobno-
vy a diferenciace do stadii jednotlivych malignich progenito-
ri. Mezitim co z progenitorll vznika majoritni buné¢nd popu-
lace primérniho nidoru, kterd v§ak nemd potencidl k zaloZeni
vzdilenych metastdz, samotnd kmenova buiika migruje do
krevniho ob€hu a nasledné do jednotlivych organt, kde mtize
i po letech stravenych ve stddiu dormance GspéSné zaloZit
metastatickd loZiska. Genovy program pro specificky orga-
novy tropismus ziskdvd kmenova butika interakci se svym
mikroprostfedim. Tak mohou vzniknout kmenové buiiky
schopné zaloZit metastazy naptiklad pouze v plicich nebo ve
skeletu (14).

5. Zavér

Technologie DNA ¢ipt se stala zakladnim néstrojem vyzkumu
biologické podstaty a chovani karcinom prsu a jeji vysledky
méni nas pohled na toto onemocnéni. Vznikla molekularni taxo-
nomie, kterd definuje pét skupin karcinomti prsu: ,,Juminal-like
A*, luminal-like B* ,basal-like*, ,,Her-2+ a skupinu ,,nor-
mal breast-like®, které se vyrazné li§i svym klinickym prtbeé-
hem. V pripad¢ ,,luminal-like B“a ,,basal-like‘ karcinomil exi-
stuje navic pfedpoklad, Ze individualizace terapeutického
pristupu miiZe vést ke zlepSeni jejich 1é¢ebnych vysledkl. Nové
poznatky pfinesly DNA c¢ipové analyzy rovnéZ do procesu
metastazovani, kde dokazuji, Ze genovou vybavu realizujici
metastaticky potencidl mohou mit nddorové buriky aktivova-
nou jiZ od poc¢atku svého vzniku. To miiZe vysvétlovat skutec-
nost, pro€ stavajici klinicko-patologické prognostické systémy,
na jejichZ podkladé je v soucasnosti indikovéna adjuvantni che-
moterapie, tak Casto selhdvaji. Z tohoto ditvodu byly dal§i DNA
Cipové analyzy zaméfeny na identifikaci prediktivnich
a prognostickych profili genové exprese, které by daleko pres-
néji stanovovaly riziko ¢asného relapsu choroby, nebo odpo-
v&d na podanou lé¢bu. Vysledkem jsou prvni klinické studie,
které za timto icelem DNA Cipy pouZivaji.
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STUDIUM PATOGENEZE KOLOREKTALNICH KARCINOMU POMOCI
PROFILU GENOVE EXPRESE A MOZNOSTI JEJICH VYUZITI
V DIAGNOSTICKE A PREDIKTIVNI ONKOLOGII

STUDIES ON COLORECTAL CANCER PATHOGENESIS BY GENE
EXPRESSION PROFILES AND POSSIBILITIES OF THEIR APPLICATION
TO DIAGNOSTIC AND PREDICTIVE ONCOLOGY

SLABY O.!, GARAJOVA 1.2, SVOBODA M.2, KOCAKOVA 1.2, VYZULA R.?

'MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, ODDELENI KLINICKE A EXPERIMENTALNI PATOLOGIE, BRNO
2MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, KLINIKA KOMPLEXNI ONKOLOGICKE PECE, BRNO

Souhrn

Technologie DNA Cipti je v souc¢asné dob€ nejucinnéjsi a nejrozsitenéjsi metodou studia genové exprese. Pocet pra-
ci vyuZzivajicich tuto technologii v poslednich letech exponencidlné nartistd a moznosti jejiho vyuZiti se vyrazn€ posu-
nuly z oblasti experimentalni do oblasti klinické. Ve vyzkumu kolorektalnich karcinomi bylo za poslednich pét let
vyuZzito DNA ¢ipll ve vice neZ Sedesiti studiich. Tyto prace popisovaly schopnost ¢ipti odlisit nidorovou tkan od
zdravé stfevni sliznice, rozdélit nddory podle histopatologického stadia, anatomické lokalizace, mikrosatelitni nesta-
bility, determinovat znaky regionalnich a vzdalenych metastdz v primérnich nadorech, predikovat 1é¢ebnou odpo-
véd aidentifikovat prognostické skupiny pacientil. Srovnatelnost areprodukovatelnost vysledki DNA ¢ipovych stu-
dii bohuZel vyrazné€ ovliviiuje jejich technologickd rozmanitost. Pfesto jsme nalezli nékolik desitek gentl, potencidlnich
markeri kolorektdlni karcinogeneze, jejichZ pozménénd exprese v nddorové tkani byla pozorovéna ve dvou a vice
nezévislych studiich. Slibné vysledky pfinesly prace zaméfené na vyuZiti profilii genové exprese ke stanoveni pro-
gnézy. Primérnd senzitivita predikce relapsu nddorového onemocnéni, vzdalenostni progrese adélky celkového pre-
Ziti pomoci profili genové exprese byla pro vSechny tfi parametry priblizné 80%. Dobré analytické vlastnosti pro-
kazaly DNA Cipy také v predikci 1écebné odpovédi. Klinické vyuZiti profili genové exprese bude znamenat zasadni
krok vedouci smérem k individualizaci 1écby a dispenzarizace pacienti s kolorektdlnimi karcinomy.

Klicova slova: kolorektalni karcinom, DNA ¢ipova technologie, genova exprese, patogeneze, progndza, predik-
ce 1écebné odpovédi

Summary

DNA microarray technology is currently the most effective and widespread technique used for gene expression stu-
dies. Over the last years the number of reports related to this technology exponentially increases and possibilities of
DNA microarrays usage markedly drifted from basic to clinical research. DNA microarrays were used in more than
sixty studies focused on colorectal cancer during last five years. This reports show efficiency of this technology to
distinguish tumor from normal colonic tissue and classify tumors in order to their pathological grade, anatomic loca-
lization and microsatellite status. Subsequent papers demonstrate abilities of gene expression profiles to determina-
te molecular signature of metastatic disease in primary tumors and predict therapy response and disease prognosis.
However, comparability and reproducibility of studies based on DNA microarrays are notably affected by their tech-
nological diversity. Anyway, we found several genes (potential markers of colorectal carcinogenesis) with altered
expression in tumors identified by two or more independent studies. Promising results were reached by gene expres-
sion profiles in prediction of colorectal cancer prognosis. DNA microarrays showed good analytical ability also in
therapy response prediction. Clinical application of gene expression profiles will be the important advance leading
to individualized therapy and dispensarization of patients with colorectal cancer.

Key words: colorectal cancer, DNA microarray technology, gene expression, pathogenesis, prognosis, predicti-
on of therapy response

1. Uvod

Kolorektalni karcinomy (KRK) patfi v Ceské republice
k nejcetn€jSim niddorovym onemocnénim. Posledni publiko-
vana data udévaji jejich ro¢ni incidenci 78 pfipadt a mortali-
tu 41 pripad na 100.000 obyvatel. To nasi zemi fadi na prv-
ni misto v Evropé€ a jedno z pfednich mist ve svété. V 1écbé
tohoto onemocnéni i pfes vzristajici ndklady neni dosahova-
no uspokojivych vysledkil. Progndza pacientl z4avisi nejen na
pouZitych 1é¢ebnych modalitich, ale i na stavu pokrocilosti
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onemocnéni pfi zahdjeni 1é¢by. Klinicky vyzkum se proto
v soucasné dobé zaméfuje na prevenci, v€asnou detekci, opti-
malni selekci pacientll pro adjuvantni chemoterapii a indivi-
dudlni chemoterapeuticky plan zaloZeny na biologickych vlast-
nostech konkrétniho nadoru.

Technologie DNA ¢ipl umoZiiuje ve velmi kratkém Case para-
leln€ monitorovat expresi tisicti gentl, pfipadné cely lidsky
genom na trovni RNA (tedy transkriptom) [1,2]. Diky vyraz-
nym alteracim v expresnich profilech ,,zblaznéné* nidorové



buiiky je idedlni aplikaci pro tuto technologii pravé onkolo-
gicky vyzkum [3]. Posun z oblasti zdkladniho vyzkumu ke kli-
nickému vyuZiti DNA ¢ipli znamenala prace T. R. Goluba
a kol. (1999) publikovana v Science. Pomoci profilli genové
exprese dokdzal odliSit pacienty s akutni myeloidni a akutni
T- a B-lymfoblastickou leukémii [4]. KliCovou préci z hledis-
ka onkologické prognostiky provedla van’t Veerova a kol.
(2002), ktera analyzovala profily genové exprese primdrnich
nadort pacientek s karcinomem prsu a pomoci 70 gentl byla
schopna predikovat metastdzovani novych pacientek s 89%
presnosti [5]. Tato sada genti je v soucasnosti ovéfovana mul-
ticentrickou klinickou studii a ¢eké na svoje uplatnéni v ru-
tinn{ klinické praxi.

Technologie DNA ¢ipti byla béhem polednich sedmi let opa-
kované vyuZivdna rovnéZ ve vyzkumu kolorektdlnich karci-
nomd. Cilem tohoto pfehledu je shrnout nejen nové poznatky
o karcinogennim procesu, kterych bylo pomoci DNA ¢ipové
technologie dosaZeno, ale také vysledky klinickych studii
zaméfenych na progndzu a predikci 1é¢ebné odpovédi KRK
a zhodnotit moZnosti vyuZiti profilti genové exprese k indivi-
dualizaci 1éCby a dispenzarizace pacientt s kolorektalnimi kar-
cinomy [6].

2. Srovnani expresnich profilii nadorové tkané a normal-
ni stfevni sliznice

Doposud nejvétsi mnozstvi DNA ¢ipovych studii bylo zamé-
feno na srovnavani expresnich profili nddorové tkané a k ni
pfiléhajici normalni stfevni sliznice [7-23, 35]. Vystupem
z téchto studii byla vZdy sada geni s pozménénou expresi, na
zakladég které bylo moZzné s urcitou citlivosti rozliSit nidoro-
vou tkdi od normélniho stfevniho epitelu. Byly takto identifi-
kovany stovky novych gend, potencidlnich marker nidorové
transformace, ale bohuZel pfi minimalnim priiniku nalezenych
genovych sad mezi jednotlivymi studiemi.

KdyZ opomeneme zakladni parametry ovliviiujici vdhu studie
jako je napfiklad pocet zkoumanych vzorki [24], podili se na

variabilit€ vysledkt dalsi faktory jako nehomogenni soubory
pacienti, rozdilna kriteria pro kvalitu vstupnfho materialu, vali-
dace vysledku alternativni metodikou, variabilita statistickych
metod, riznd kriteria statistické vyznamnosti nebo tzv. ische-
mické zdrZeni (€as od podvéazani cév do zamraZeni vzorku)
[25-27]. Diky vySe uvedenym faktorim maZeme z velkého
mnoZstvi doposud identifikovanych genli pouze malé mnoz-
stvi povaZzovat za kandidatni geny nddorové transformace.
Vybrané studie srovnavajici profily genové exprese u nadoro-
vé tkdn¢ a normdlniho stfevniho epitelu jsou shrnuty
a charakterizovany v tabulce ¢.1. I pfes rozmanitost ¢ipovych
platforem a nekonzistentnost metodickych postupti se ndim
podaftilo nalézt nékolik desitek genli s pozménénou expresi
identifikovanou ve dvou a vice nezdvislych studiich [28]. Tyto
geny jsou shrnuty s konkrétnimi citacemi a roz¢lenény podle
biologické funkce v tabulce €. 2. U vétSiny z nalezenych genti
byla jiz dfive pozorovdna pozménénd exprese bud pifimo
u KRK nebo u jinych typl nddorovych onemocnéni.

Velkou skupinu z téchto genti tvoii reguldtory buné¢ného cyk-
lu a apoptézy, onkogeny a niddorové supresory. Typickym
reguldtorem bunécného cyklu je CDC25B, ¢len CDC25 fos-
fatazové rodiny, ktery aktivuje cyklin-dependentni kindzu
CDC2 a je proto klicovy pro indukci M-faze bunécného cyk-
Iu, s ¢imZ souvisi jeho onkogenni vlastnosti. ZvySené hladiny
chemokinu a ristového onkogenu GRO-1 strukturné podob-
ného interleukinu 8, byly jiZ asociovany se ztratou kontroly
bunécného cyklu a angiogenezi u melanomu [29] a karcino-
mu prostaty [30]. ZvySena exprese onkogenu MYC, ktery ma
klicovou tdlohou v kontrole bunécné proliferace a diferenciace,
byla pozorovana ve vice neZ 70% KRK [31]. Nartst hladin
onkogenu MYC byl opakované potvrzen pomoci DNA ¢ip.
Onkogen MYC je jednim z cilovych gent regulovanych [-
kateninovym komplexem. B-katenin je ve zdravé tkani inhi-
bovén produktem APC (adenomatous polyposis coli) genu,
jehoz alterace se vyskytuji u vétSiny KRK. Mutované formy
APC genu ztraci schopnost vazat se na B-katenin, ktery mtize

Tabulka ¢. 1: Vybrané ¢ipové studie zaméfené na molekuldrni charakterizaci kolorektilnich karcinomi

Reference | Rok | Cipové platforma | N sond | N genii +/- | Pocet vzorkii | Validace
Srovnani nadorové tkdné a normalni stevni sliznice

Notterman akol. (10) * 2001 Affymetrix GeneChip 6600 19/47 22NSE, 4 AD, 18 KRK RT-PCR
Takemasa a kol. (13) 2001 cDNA microarray 4608 23/36 16 NSE, 16 KRK

Agrawal a kol. (35) 2002 Affymetrix GeneChip 12000 339 10 NSE, 60 KRK NB, TMA
Birkenkamp-Demtroder a kol. (15) 2002 Affymetrix GeneChip 6800 88/70 6 NSE 21 LKRK RT-PCR
Lin akol. (16) * 2002 cDNA microarray (LCM) 23040 50 20NSE, 11 KRK, 9 AD

Williams a kol. (19) 2003 cDNA microarray 9592 57412058 20 NSE, 20 KRK RT-PCR
Bertucci a kol. (20) 2004 cDNA microarray 8074 130/115 23NSE, 22 KRK TMA
Birkenkamp-Demtroder a kol. (22) 2005 Affymetrix GeneChip 7129 80 20 NSE, 25 KRK RT-PCR
Croner a kol. (7) 2005 Affymetrix GeneChip 22284 168/283 10NSE, 10 KRK

Jansové a kol. (8) 2006 cDNA microarray 19008 31/164 18 NSE, 18 KRK RT-PCR
Kolorektalni karcinomy riizné anatomické lokalizace

Bertucci a kol. (20) 2004 cDNA microarray 8074 46 10 LKRK, 9 PKRK TMA
Birkenkamp-Demtroder a kol. (22) 2005 Affymetrix GeneChip 7129 30 15 LKRK, 10 PKRK RT-PCR
Srovnani kolorektalnich karcinomii vzhledem k mikrosatelitni nestabilité

Mori a kol. (38) 2003 cDNA microarray 8064 20 12 MSIK, 29 MSSK RT-PCR
Banerjea a kol. (39) 2004 Affymetrix GeneChip 22284 542 29 MSIK, 104 MSSK RT-PCR
Primérni nddory ve vztahu k rozvoji regionalni a vzdlenostni progrese

Yanagawa a kol. (42) 2001 cDNA microarray (LCM) 9121 40/7 10KRK, 10 HMKRK RT-PCR
Bertucci a kol. (22) 2004 cDNA microarray 8074 46 6 KRKNO, 13KRKNX TMA
Croner akol. (40) 2005 Affymetrix GeneChip 22284 neuvedeno 41 KRKNO, 25KRKNX

* bylo provedeno také srovnani expresnich profilia adenomu a adenokarcinomu

N sond - odpovidd poctu genii detekovatelnych danym cipem; N genit +/- - pocet nalezenych up/down regulovanych genii; LCM - laserovd mikrodisekce; NB - Nothern Blot; TMA - tkd-
fiové microarrays; RT-PCR - reverzné transkriptdzovd PCR; IHC - imunohistochemické metody; NSE - normdlni strevni epitel; KRK - kolorektdlni karcinom; AD - adenom; LKRK -
levostranny KRK; PKRK - pravostranny KRK; MSIK - KRK s mikrosatelitni nestabilitou; MSSK - KRK bez mikrosatelitni nestability; HMKRK - jaterni metastdze KRK; KRKMH - pri-
mdrni KRK metastazujici do jater; KRKNX — primdrni KRK metasazujici do uzlin; KRKNO - primdrni KRK bez postiZeni uzlin

KLINICKA ONKOLOGIE 19 SUPPLEMENT 2006 383



Tabulka ¢. 2: Geny s rozdilnou expresi v nddorové tkani identifikované minimalné dvémi nezavislymi ¢ipovymi studiemi

GeneBank Symbol Gene Name [dReference
Bunécny cyklus, onkogeny, nadorové supresory, apoptoza

S78187 CDC25B cell division cycle 25B +7,9,10,15,19
X54489 CXCL1 chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (MGSA, GRO-1) +7,9,10,18,19,23
K02276 MYC v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian) +7,10,19,23,35
H74208 BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 (Bcl-2) +19,20
AI800528 BIRCS baculoviral IAP repeat-containing 5 (survivin) +7,19

U33286 CSEIL CSE1 chromosome segregation 1-like (yeast) (CAS) + 10,15

U37518 TNESF10 tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10 (TRAIL) - 9,19

U60519 CASP10 caspase 10, apoptosis-related cysteine peptidase - 9,12
Transkripcni faktory

Ul4134 GTF3A general transcription factor IIIA | +10,15

Riistové faktory, cytokiny

M38449 TGFB1 transforming growth factor, beta 1 (Camurati-Engelmann disease) +7,9,15,22
M77349 TGFBI transforming growth factor, beta-induced, 68kDa (BIGH3) +9,10, 14, 15,35
U88323 GDFI15 growth differentiation factor 15 (PLAB, PDF, PTGFB) +18,19

Bunécna signalizace

AF487339 NME1 non-metastatic cells 1, protein (nm23A) +10,11,20,23
M97496 GUCA2A guanylate cyclase activator 2A (guanylin) - 10,15,17
770295 GUCA2B guanylate cyclase activator 2B (uroguanylin) - 15,35
Metabolické enzymy a transportni proteiny

M61832 AHCY S-adenosylhomocysteine hydrolase +7,10,15

726491 COMT catechol-O-methyltransferase - 10,15,17
M10050 FABP] fatty acid binding protein 1, liver - 7,13,15
M33987 CAl carbonic anhydrase - 7,19,22

103037 CA2 carbonic anhydrase II - 1,8,9,13,19,35
M83670 CA4 carbonic anhydrase IV - 7,10, 15,20, 22,35
X04350 ADHIC alcohol dehydrogenase 1C (class I), gamma polypeptide (ADH3) - 7,9,10,35
K01383 MTIA metallothionein 1A (functional) - 7,11,15,19,21, 35
U29091 SELENBP] selenium binding protein 1 - 7,13,15
U14528 SLC26A2 solute carrier family 26, member 2 - 13,35

L02785 SLC26A3 solute carrier family 26, member 3; colon mucosa-associated (DRA) - 10,15,35

Proteiny extracelularni matrix, adhezivni molekuly, angiogeneze

BC054498 COL1A2 collagen, type I, alpha 2 +7,8,13,17,20,35
103040 SPARC secreted protein, acidic, cysteine-rich (osteonectin) +17,10,19, 20,35
104765 SPP1 secreted phosphoprotein 1 (osteopontin) +10,22,35
M32977 VEGF vascular endothelial growth factor +13,13,40
AJ002550 MMP1 matrix metallopeptidase 1 (interstitial collagenase) +7,14,20,22
AL542407 MMP2 matrix metallopeptidase 2 (gelatinase A, 72kDa gelatinase) +20,22

Al628953 MMP3 matrix metallopeptidase 3 (stromelysin 1, progelatinase) +7,20,22
BC003635 MMP7 matrix metallopeptidase 7 (matrilysin, uterine) +7,20,22,40
AKO075448 MMP11 matrix metallopeptidase 11 (stromelysin 3) +7,20

AA411757 CEACAMI carcinoembryogenic antigen-related molecule I (biliary glycoprotein) - 1015,19

- exprese genu (+ up-regulovany, - down-regulovany) v nddorové tkdni ve srovndni s normdlnim stievnim epitelem

tvotit komplexy s jinymi proteiny, naptiklad TCF (T-cell fac-
tor). TCF/B-kateninovy komplex je spojen s trvalou aktivaci
Whnt signdlni drahy a nasledné zvySenou expresi onkogenu
MYC [31]. DalSim z gent aktivovanych signdlni drahou
TCF/B-katenin je regulator apoptozy a bunééné proliferace
BIRCS (survivin). Survivin je ¢lenem rodiny IAP (inhibitor of
apoptosis protein) a jeho antiapoptoticky icinek je spojen pre-
devsim s vazbou na rizné druhy kaspaz a jejich inhibici [31].
Zvysena hladina antiapoptotického proteinu Bcl-2 zvySuje
u nadorovych bunék schopnost piezivani a jejich rezistenci
vici proapototickym stimul@im, jako je odstranéni rastovych
faktort a glukdzy, hypoxie, antionkogen p53 a chemoterape-
utickd 1écba (je jednim z MDR ,,multi drug resistance* prote-
int) [31]. SniZend exprese byla pozorovana u gend proapo-
ptotickych faktorti jako je TNFSF10 (TRAIL) a kaspaza 10
(CASP10). TRAIL funguje jako induktor apoptdzy specific-
ky v nadorovych buikéach agonizaci receptorit TRAIL-R1
aTRAIL-R2. Jeho sniZend exprese v nadorové tkdni je spojena
s nizsi apoptotickou aktivitou. U kolorektdlnich karcinom-
0 byla zvySena exprese receptoru TRAIL-R1 pozitivné asoci-
ovana s lepSim disease free survival (DFS) a sniZenym rizi-
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kem relapsu onemocnéni [32]. Na skupiné geni spojenych
s buné¢nym cyklem a apopt6zou byl pozorovéan nértist expre-
se predevs§im u gent s antiapoptickym tc¢inkem, naproti tomu
sniZenou expresi vykazovaly geny proapoptotické.

VSechny tfi nalezené geny souvisejici s ristovymi faktory
(TGFBI, TGFBI, GDF15) patfi do proteinové rodiny TGF-f.
Alterace v TGF-f signdlni draze byly u KRK dfive pozorova-
ny predevsim na trovni TGF-[ receptori. Mutace v genu pro
TGF-P receptor II se nachazeji u vétsiny KRK s mikrosatelit-
ni nestabilitou a asi v polovin€ vSech ostatnich. Navic zvySe-
nd hladina proteinu SMADA4, ktery je jednim z intraceluldrnich
transduktorti signdlu TGF- receptort, byla asociovéna se sig-
nifikantné lepsi prognézou KRK, a jeho deficience s neschop-
nosti TGF-f signalni dréhy inhibovat proliferaci v G1-fazi
bunécného cyklu, jiz dfive popsanou u transformovanych
bunék [31].

Gen pro NME1 (nm23), kédujici nukleotid difosfat kindzu,
svlj ndzev ziskal diky sniZené expresi ve vysoce metastatic-
kych nadorovych liniich. Tato inverzni asociace byla potvr-
zena také v klinické studii s KRK nemetastazujicimi a meta-
stazujicimi do jater [32].



Tabulka &. 3: Cipové studie zamé&fené na stanoveni progndzy a predikci 1é¢ebné odpovédi kolorektdlnich karcinomi

Reference | Rok | Cipovi platforma | N sond | N genti +/- | Pocet vzorkii | Validace
Vyuziti mikro¢ipa ke stanoveni prognozy

Wang a kol. (45) Affymetrix GeneChip 22284 23 31 KRKDP, 43 KRKSP

Eschrich a kol. (46) 2005 cDNA microarray 31872 43 30 KRKDP, 45 KRKSP GeneChip
Barrier a kol. (43) 2005 Affymetrix GeneChip 22284 30 9 KRKDP, 9 KRKSP

Arango a kol. (47) 2005 Affymetrix GeneChip 22284 218 15 KRKDP, 10 KRKSP RT-PCR
Vyuiziti mikroCipt k predikci lé¢ebné odpovédi a jeji charakterizaci na molekularni irovni

Mariadason a kol. (48) 2003 cDNA microarray 9216 50 30 KRK bunécnych linii RT-PCR
Inoue a kol. (44) 2004 Affymetrix GeneChip 12000 neuvedeno 12KRK

Arango a kol. (49) 2004 cDNA microarray 9216 neuvedeno 30 KRK bunécnych linif RT-PCR
Ghadimi akol. (51) 2005 cDNA microarray 9984 54 30 KRK RT-PCR
Souza akol. (50) 2005 Affymetrix GeneChip 22284 152/40 bunécnd linie SW-620 RT-PCR
N sond - odpovidd poctu genii detekovatelnych danym cipem; N genii +/- - pocet nalezenych up/down regulovanych genii; RT-PCR - reverzné tran-
skriptdzovd PCR; KRKDP - kolorektdlni karcinomy s dobrou prognozou; KRKSP - kolorektdlni karcinomy se Spatnou prognozou

Dalsi velkou skupinu tvoii geny pro metabolické enzymy
a transportni proteiny. Zmény v metabolickych drahach mast-
nych kyselin a jejich vyznam v karcinogenezi KRK byly vice-
krét popséany [30,33]. U nalezeného genu pro FABP1 byla sni-
Zena exprese jiZ pozorovana a predpoklada se, Ze bude mit
funkci v diferenciaci enterocytd [13]. Ve vétSiné DNA cipo-
vych studii byla pozorovana sniZend exprese alespoii jednoho
metalothioneinu, nejcastéji MT1A. Metalothioneiny (MT) jsou
ubikvitidrni nizkomolekuldrni proteiny s vysokou afinitou
k dvouvaznym kovii. Imunohistochemické studie na KRK pro-
kézaly v souladu s vysledky ¢ipovych analyz signifikantné sni-
Zenou expresi MT, negativné korelujici s klinickym stddiem
onemocnéni a postiZenim lymfatickych uzlin [21]. Casto dis-
kutovanymi markery kolorektalni karcinogeneze jsou karbonat
anhydrazy CA2 a CA4. Karbonat anhydrazy reverzibiln€ hy-
dratuji CO, a jejich sniZen€ hladiny v primarni nddorové tkani
souvisi s mirou aniogeneze, invazivitou KRK (i jinych typl
nadorovych onemocnéni) arozvojem vzdalenych metastaz [34].
Patogeneze nddorové riistu je spojena s prestavbou extracelulér-
ni matrix (ECM), redistribuci adhezivnich molekul a aktivaci
angiogeneze. Pomoci DNA ¢ipové technologie byly nalezeny
pfipadné potvrzeny geny, které s t€mito procesy souvisi. Agra-
wal a kol. (2002) identifikoval na souboru pacienti, ktefi byli
rozdéleni do skupin podle jednotlivych klinickych stidii one-
mocnéni jako hlavni marker progrese kolorekt4lnich karcino-
mil SSP1 (osteopontin). Osteopontin je glykoprotein vazajici
integriny, indukujici antiapoptotické signlni drdhy. Pomér hla-
din osteopontinu v normdlnim stfevnim epitelu (NSE) a KRK
je 1:15, mezi NSE a jaternimi metastdzami KRK je 1:30 [35].
K naristu hladin osteopontinu pravdépodobné dochazi stimu-
laci Wnt signélni drdhy jako u invazivnich mamérnich karci-
nomil, oviem u KRK zpusobené zvysenou hladinou TCF/B-
kateninu nasledkem mutaci v APC genu [32] . Mezi nej¢astéji
prokazané stimulatory nddorové angiogeneze patii VEGF, coz
potvrzujii vysledky n€kterych DNA ¢ipovych studii. Jeho zvy-
Sené hladiny v primdrnim nadoru a v krevnim séru byly opa-
kované pozitivné korelovany s hor$i prognézou nadorovych
onemocnéni véetné KRK. VEGF hraje dileZitou roli pfi tvor-
bé jaternich metastdz, ve kterych uz oviem k jeho zvySené
expresi nedochdzi. Vysvétluje se to hypoxickou indukci expre-
se VEGF v rostoucim primarnim nadoru, kterd v dostatecné
prokrveném jaternim parenchymu neni pfitomna [32]. Matrix
metaloproteindzy (MMP-1,-2,-3,-7,-11) maji komplexni tlohu
v procesu nadorového riistu a metastazovani, jejich zvysené
hladiny byly castokrt nalezeny v souvislosti s invazivitou
ametastatickym potencidlem riznych typti nidort véetné KRK.
Degradaci bazalnich membran kompartmentovych systémi
ovliviiuji nejen invazi nadoru do bezprostiedniho okoli nebo
intra- a extravazaci nddorovych bunék, ale také migraci bunék
v misté tvorby vzdilenych metastdz. Hraji vyznamnou tlohu
Vv procesu angiogeneze, a to vytvarenim prostoru pro nove vzni-
kajici cévy, podporou mobility endotelii a invazi bunék nddo-
ri do cév. ZvySené hladiny matrix metaloproteindz u KRK jsou

v souladu s jejich biologickou funkei [32]. Castokrét popiso-
vany narast v expresi kolagenu typu I. (COL1A?2), jehoZ exprese
je omezena pouze na fibroblasty, potvrzuje pfedchozi pozoro-
véni epitelo-mezenchymadlnich interakci u karcinom prostaty,
kde mély zasadni vliv na chovini nddorovych bunék, predev-
§im jejich vlastnosti spojené s progresi a invazivitou [36].
DNA ¢ipové studie prokdzaly schopnost odliSit nidorovou tkan
od normélniho stfevniho epitelu na zakladé rozdilnych profi-
1 genové exprese. Vysledky téchto studii koreluji se soucas-
nymi znalostmi molekularné biologické podstaty kolorektal-
nich karcinom a obohacuji je o nové poznatky.

3. Kolorektalni karcinomy rizné anatomické lokalizace
Mnoho epidemiologickych, morfologickych a molekularné
biologickych pozorovani svéd¢i pro odliSnosti v karcinogene-
zi sporadickych KRK v zdvislosti na jejich anatomické loka-
lizaci. Karcinomy levého a pravého colon mohou tvofit roz-
dilné skupiny nidori diky svému rozliSnému embryonalnimu
puvodu a diky tomu, Ze jsou vystaveny riznému stievnimu
obsahu. Pravostranné kolorektdlni karcinomy (PKRK) se ¢as-
téji vyskytuji u Zen, zatimco levostranné (LKRK) jsou béz-
néjsi u muzi. PKRK a LKRK se také rozdilné klinicky mani-
festuji a maji rozdilnou prognézu [37]. PfestoZe maji PKRK
vetsi primér a jsou hife diferencované, vyznacuji se pfizni-
vé&jSi progndzou a jsou spojeny se signifikantné lepsi lé¢ebnou
odpovédi na 5-fluorouracil [15].

Studii zaméfenou pouze na porovnani LKRK a PKRK vcetné
pfilehlého stfevniho epitelu (NSE) provedla Birkenkamp-
Demtroderovd akol. (2005). Alterace v genové expresi nalez-
la u 186 gent v levostrannych a 118 genl v pravostrannych
KRK. Levostranné KRK vykazovaly vii¢i pravostrannym sig-
nifikantné niZ8i expresi cytokeratint 8, 19 a 20, vyssi exprese
byla pozorovana u cyklooxygendzy 2 (COX2), caldesmonu 1
a transgelinu 11 [22].

Je ziejmé, Ze rozdily v genové expresi mezi levostrannymi a pr-
avostrannymi KRK existuji, a pravdépodobné budou mit
souvislost s jejich rozdilnym vyvojem a prognézou onemoc-
néni. Nalézt mechanizmus odpovédny za lepsi lé¢ebnou odpo-
véd PKRK na 5-fluorouracil a pfesnéji charakterizovat LKRK
a PKRK a jejich rozdily na molekulédrni trovni sou¢asny stav
znalosti bohuZel neumoziiuje. Lokalizace KRK by se v budouc-
nosti mohla stat dileZitym prognostickym a prediktivnim fak-
torem pii navrhovani individuélniho terapeutického planu.

4. Srovnani kolorektalnich karcinomii vzhledem k mikro-
satelitni nestabilité

Pfiblizn€ 90% hereditarnich nepolypdznich kolorektdlnich
karcinomt (HNPCC) a 20% sporadickych KRK vykazuje tzv.
mikrosatelitni nestabilitu (MSI). Cetné alterace mikrosatelitii
kratkych repetitivnich sekvenci DNA v priibéhu celého geno-
mu jsou zplisobeny replika¢nimi chybami DNA polymerazy,
které vznikaji béhem vyvoje tumoru a nebyly adekvatnim zpt-
sobem opraveny. Nadory vykazujici mikrosatelitni nestabili-
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tu vét§inou nejsou spojeny s mutacemi onkogenu RAS a nado-
rového supresoru p53, maji lepSi prognézu a 1é¢ebnou odpo-
véd a jejich expresni profily jsou odlisné od nadortt MSI-.
Mori a kol. (2003) zjiStoval vliv mikrosatelitni nestability
na profily genové exprese a srovndval jeho vyznamnost s jiny-
mi molekuldrnimi (status p53, mutace k-RAS, MLH1, MSH2)
a klinickymi charakteristikami (lokalizace, grade, v€k, pohla-
vi, klinické stddium) pomoci vicerozmérné statistické analy-
zy PCA (analyza hlavnich komponent). Z nalezenych kom-
ponent korelujicich s molekularnimi a klinickymi vlastnostmi
meéla nejveétsi vliv na variabilitu expresnich profilh kompo-
nenta schopna signifikantn€ odlisit fenotyp MSI+ od MSI- (p <
0,0001). Pomoci této komponenty bylo mozZné statisticky
vyznamné rozliSit také anatomickou lokalizaci nddoru a histo-
lopatologicky grade, které byly jiZ dfive se stavem MSI aso-
ciovany. Néddory s fenotypem MSI+ byly méné diferencova-
né a byly lokalizovany napravo. Nékolik geni tvoficich tuto
komponentu bylo jiZ dfive v souvislosti s MSI zkoumano nebo
potvrzeno. Napfiklad sniZend exprese genu MLHI, ktery je
soucasti systému zodpovédného za opravy chybného parova-
ni bazi, proapoptotického genu BAX nebo zvysena exprese
gent pro glykoproteiny mucin 1 a mucin 5 [38]. Dalsi speci-
fickou vlastnosti MSI+ nddort je Castd infiltrace lymfocyty.
Lymfocyty infiltrujici nddorovy epitel (IELs) jsou pievazné
cytotoxické, aktivované a uvoliuji mediitory bunéné smrti.
Fenotyp apoptotickych MSI+ je spojen se zvySenou apoptic-
kou aktivitou, ale souvislost mezi IELs a apoptdzou zatim
nebyla prokazina. Néktefi se domnivaji, Ze IELs je pouze
sekundérni jev bez jakékoliv biologické relevance. DNA ¢ipo-
vé studie provedend Banerjeem a kol. (2004) spiSe potvrzuje
imunogenni vlastnosti KRK s mikrosatelitni nestabilitou. Zvy-
Send exprese velkého mnoZstvi genli prozanétlivych faktori
(interleukin 8 a 18, granulysin, HSP70, HSP110) a apoptotic-
kych genti (TNF induced protein, TRAIL), svéd¢i pro spojeni
IELs s aktivni imunitni odpovédi [39]. Folow-up analyzy
potvrdily lepsi celkové preZiti u pacienti s timto typem nddo-
ru. Dal3i mozné vysvétleni lepsi prognézy pacientli s KRK
fenotypu MSI+ a jejich zvySené apoptotické aktivity vychazi
zkoncepce tzv. ,,oslabené malignity*, kterd je zaloZena na pied-
pokladu, Ze akumulace chyb zpiisobenych Spatnym péarova-
nim bazi miZe pfekonat sviij karcinogenni potencidl a v dasled-
ku oslabit Zivotaschopnost nddorovych bunék [39]. ZvySend
apoptoticka aktivita naddorit s MSI+ fenotypem bude ovSem
ovlivnéna spiSe obéma vySe uvedenymi mechanizmy nez
vyhradné jednim z nich .

5. Primarni nadory ve vztahu Kk rozvoji regionalni
a vzdalenostni progrese

V soucasné dobg se piedpokladd, Ze schopnost metastizovani
ziskava pouze mald subpopulace bun€k primarniho nadoru
somatickymi mutacemi béhem nadorového riistu, odhadem
méné neZ jedna na 10 milion nddorovych bunék. Tuto pred-
stavu o ojedinélych metastatickych buiikdch v mase primarni-
ho nddoru zpochybnila zdsadni praice Ramaswamy akol. (2002).
Identifikovala skupinu 128 genti asociovanych s metastatickou
tkéni, které ji odliSovaly od tkdné primarniho nddoru. Tento
metastaticky genovy profil byl ov§em pfitomen také v nékte-
rych testovacich primarnich nadorech, které byly chybné iden-
tifikovény jako metastatické loZisko. Na dalSich 279 primérnich
adenokarcinomech riizného pivodu byl metastaticky genovy
profil signifikantné asociovén s niddory, u kterych doslo k roz-
voji metastdz a mély hor$i prognézu. Ramaswamy formulova-
la hypotézu, Ze program genové exprese metastatického one-
mocnéni miZe byt piitomen jiZ v molekuldrni vybavé primarniho
nadoru, a proto identifikovatelny v dobé diagnézy [36].
PostiZeni regionélnich lymfatickych uzlin je jednim z nejdale-
ZitéjSich prognostickych faktorit KRK a kli¢ovym kriteriem
klinickych klasifika¢nich systému. Jejich pfedoperac¢ni dia-
gnostika ma vyznam pro indikaci neoadjuvantni chemoradio-
terapie u rektalnich karcinomi a radikalitu chirurgického zakro-
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ku. Bohuzel citlivost standardnich zobrazovacich metod (CT,
PET) se pohybuje pouze mezi 50 a 60%. Bertucci a kol. (2004)
identifikoval sadu 46 genii se statisticky vyznamné rozdilnou
expresi v priméarnich nidorech spojenych s metastatickym posti-
Zenim regionalnich uzlin. Tato sada genil souvisela také s relap-
sem nadorového onemocnéni [20]. Na klinické vyuZiti ¢ipové
technologie v diagnostice postiZeni regiondlnich uzlin se zamé-
fil Croner akol. (2005) . Srovnéval schopnost pfedoperacni pre-
dikce regionalnich metastdz pomoci expresnich profilil a kon-
venc¢nich zobrazovacich metod. Po doplnéni vysledkt Cipové
studie ke standardnim diagnostickym algoritmiim se jejich sen-
zitivita zvySila piibliZn€ o 12% [40]. Pfitomnost molekuldrni-
ho profilu spojeného s rozvojem jaternich metastdz v priméar-
nich KRK ovéfoval Li a kol. (2004). Identifikoval soubor 429
genil se signifikantné rozdilnou expresi mezi nidory nemeta-
stazujicimi a metastazujicimi do jater [41].

U studii s pokrocilymi kolorektilnimi karcinomy bohuzel neni
moZné rozlisit jestli k alteracim v jejich expresnich profilech
doslo v ¢asnych nebo pozdnich stadiich karcinogeneze. Proto
jejich klinické vyuZiti pro prognézu a predikci diseminace je di-
skutabilni. K relevantnim vysledkiim by bylo moZné dospét pou-
ze pomoci velkého soubor prospektivng sledovanych pacientt.

6. Vyuziti mikroc¢ipt ke stanoveni prognézy

Prognosticky odliSné skupiny pacientid s kolorektalnimi
karcinomy se v sou€asnosti vymezuji na zdkladé¢ histologické
klasifikace, gradingu, klinického rozsahu a ojedinélych mole-
kuldrnich markert. Tyto faktory jsou pro chirurgicky vyléce-
né pacienty rozhodujici z hlediska indikace adjuvantni che-
moterapie. Jejich prediktivni sila ovSem neni dostatecnd
a25-30% pacientd v klinickém stddiu (déle jen stadiu) Dukes
B umira do péti let na relaps nidorového onemocnéni. Racio-
ndlni pfistup k indikaci adjuvantni 1é¢by nabizi molekularni
charakterizace této vysoce rizikové podskupiny pomoci tech-
nologie DNA c¢ipi.

Nadéjné vysledky prinesla studie zaméfend na hled4ni novych
prognostickych markert relapsu onemocnéni vyuZitim
oligonukleotidovych mikro¢ipti Affymetrix U133a. Na sou-
boru 74 pacientl ve stadiu Dukes B byla identifikovana sada
23 geni, kterd na nezavislém valida¢nim souboru 36 pacien-
ti predikovala relaps s presnosti 78% [45].

DNA mikrocipy byly pouZity k vytvofeni molekuldrniho sta-
gingu KRK, ktery mél vyrazn€ vyssi prognosticky potencidl
nez standardni Dukesova klasifikace [46]. Pro 78 vzork kolo-
rektalnich karcinomu byly ziskany expresni profily, z nichZ se
pomociklastrové analyzy podafilo identifikovat sadu 43 gent,
kterd umoZiiovala nezdvisle na klinické klasifikaci rozdélit
pacienty na dvé prognostické skupiny ve vztahu k celkovému
preZiti. Pri cross-validaci byla tato sada gentl, obsahujici mimo
jiné také geny pro osteopontin a neuregulin, schopné predpo-
védét 36 mesicni preZiti s presnosti 90% (p<0,001). Na zakla-
dé molekularni klasifikace byla navic ze skupiny pacientt ve
stadiu Dukes B vyc¢lenéna podskupina, kterd méla hor$i pro-
gnoézu neZ ¢ast pacientd ve stddiu Dukes C. Prognosticka sila
této skupiny gent byla validovdna na nezavislé skupiné 95
pacientli z jiné neZ testovaci populace s vyuZitim rozdilné ¢ipo-
vé platformy. Konverze mezi jednotlivymi technologiemi zna-
menala redukci genové sady z 43 na 26 gent a jeji schopnost
predikce 36 mési¢niho pieZiti byla 78 % [46]. Pro dobrou repro-
dukovatelnost a vysoky prognosticky potencidl tohoto soubo-
ru gent svéd¢i nejen zachovani vysoké predikeni sily pfi vali-
daci na velkém souboru jiné populace pfi pouZiti jiné Cipové
technologie, ale také vyskyt gent jiz diive asociovanych s pro-
gresi onemocnéni v tomto souboru.

Retrospektivni studii zaméfenou na predikci relapsu onemoc-
néni provedl na souboru 25 pacient klinického stddia Dukes
C, u kterych byl jedinou lé¢ebnou modalitou radikalni chirur-
gicky zakrok Arango a kol. (2005). Je to jedind prace, ve kte-
ré byla vstupnim materidlem RNA izolovana z tkani fixova-
nych ve formalinu a uloZenych v parafinovych bloccich



(FFPE). Podminkou studii zaloZenych na FFPE je dtikladna
kontrola kvality vstupniho materidlu (u této studie znamenala
redukci z 91 na 25 vzorki). Ziskany klasifikator tvofeny 17
geny byl schopny pfi cross-validaci spravné zaradit 88% paci-
entd a rozdélit je z hlediska dlouhodobého DFS na hladiné
pravdépodobnosti (p < 0,0001) [47]. Tato prace dokazuje, Ze
je mozné provadeét retrospektivni ¢ipové studie zaloZené na
formalinem fixovanych tkdnich, ale musi byt dodrZena piisna
kriteria pro kontrolu kvality vstupniho materialu.

7. Vyuziti mikro¢ipu k predikci 1é¢ebné odpovédi a jeji
molekularni charakterizaci

Soucasnd klinickd onkologie stavi na vysledcich
randomizovanych klinickych studii a za 1écebny standard je
pfijiman statisticky nejlepsi Iécebny postup. Pfitom se nebere
ohled na skutec¢nost, Ze i chemoterapie dosahujici statisticky
horstho vysledku maZe byt individudlng€ uc¢innéjsi. Soucasné
moZnosti prediktivni onkologie bohuZel nenabizeji dostatec-
né senzitivni testy schopné predikovat 1é¢ebnou odpovéd
v rutinni klinické praxi. Doposud provadéné testovani ojedi-
nélych napf. metabolickych markera cytostatik jako je tymi-
dylat syntdza (TS), tymidin fosforyldza (TP) a dihydropyri-
midin dehydrogenaza (DPD), se ukdzalo jako nedostate¢né
uc¢inné. Hned prvni DNA ¢ipové studie na buné¢nych liniich
kolorektélnich karcinomu potvrdily, Ze mechanizmus nad-
orové rezistence je znacné komplexnéjéi problém, kdyz rizné
cytostatika indukovala expresi fadove aZ stovek genti [48, 49].
Nejcast¢ji zkoumanym cytostatikem je 5-fluorouracil (5-FU),
ktery pfestoZe je spolecné s leukovorinem lécbou prvé volby
pfi adjuvantni chemoterapii kolorektalnich karcinomt, ma
1é¢ebny efekt pouze u piiblizné 20% pacientli. Mariadason
a kol. (2003) identifikoval 50 gent korelujicich s apoptézou
indukovanou ucinkem 5-FU na 30 bunécnych liniich KRK.
Tento soubor genil byl schopny predikovat 1é¢ebnou odpovéd
signifikantné u¢inné&ji neZ pouzivané prediktory jako jsou TS,
TP, DPD, status p53 nebo mikrosatelitni nestabilita [48].
Inhibitor topoizomerazy I, irinotekan se indikuje samostatné
u 5-FU rezistentnich pacientll nebo v kombinaci s 5-FU
aleukovorinem (rezim FOLFIRI) pri 1écbé pokrocilého KRK.
Nové mechanizmy tG¢inku irinotekanu (jeho aktivniho deriva-
tu SN-38) byly studoviny na bunécné linii SW-620. Indukce
vice neZ dvojndsobné zmény exprese byla pozorovana u 192
gent [50].

Dals$im lékem pouZivanym v kombinaci s 5-FU a leukovori-
nem je oxaliplatina (reZim FOLFOX). Vystaveni nddorovych
bunék ucinku oxaliplatiny vede k zablokovani G2/M ptecho-
du bunécného cyklu a indukci apoptézy. Na 30 KRK bunéc-
nych liniich nalezl Arango akol. (2004) soubor gentl, mj. obsa-
hujici geny zapojené do apoptézy a oprav DNA, schopny
predikovat 1é¢ebnou odpovéd na oxaliplatinu s vyS$si senziti-
vitou neZ mutacni status p53. Schopnost predikce pfi cross-
validaci byla statisticky vyznamna na hladiné pravdépodob-
nosti p=0,002 [49].

Doposud jedinou klinickou studii zaméfenou na predikci 1é¢eb-
né odpovédi na neoadjuvantni chemoradioterapii pomoci DNA
¢ipt provedl Ghadimi a kol. (2005) na souboru 30 pacientt
s lokalné pokrocilymi karcinomy rekta. Nalezl 54 genovy pre-
diktor Iécebné odpovédi, ktery ovéfil na valida¢ni skupiné paci-
enttl s citlivosti 78% a specifitou 86% [51]. Vysledky této stu-
die naznaCuji vysoky potencidl technologie DNA cipt
v predikci 1é¢ebné odpovédi u kolorektalnich karcinomi do
budoucna.

8. Souhrn - Kklinické vyuziti mikrocipové technologie
u pacienti s kolorektalnimi karcinomy

DNA ¢ipové studie prokdzaly schopnost odli§it nddorovou tkan
od normélniho stfevniho epitelu na zékladé rozdilnych profi-
1t genové exprese, a vysledky téchto studii koreluji se sou-
¢asnymi znalostmi molekularné biologické podstaty KRK
a obohacuji je o nové poznatky. Profily genové exprese pod-
pofily hypotézu o rozdilném mechanizmu karcinogeneze v levé

a pravé Casti tlustého stfeva a vyznam anatomické lokalizace
nadoru pro prognézu onemocnéni a predikci lé¢ebné odpoveé-
di. KRK byly molekularné charakterizovany z hlediska mik-
rosatelitni nestability. V karcinogennim procesu nadortt MSI-
a MSI+ byly identifikovany rozdily, které koreluji s anato-
mickou lokalizaci nddoru. Nadory MSI+ jsou pfevazné pra-
vostranné a maji leps§i prognézou. V primarnich nadorech se
podaftilo identifikovat znaky regiondlnich a vzdalenych
metastdz. Primérnd senzitivita predikce relapsu nidorového
onemocnéni a délky celkového preziti byla u obou parametril
priblizn€ 80%. Vyzkum predikce 1é¢ebné odpovédi byl dopo-
sud provadén predevsim na buné¢nych liniich a DNA Cipy zde
prokézaly velice dobré analytické vlastnosti.

Obrazek 1.: Navrh doplnéného diagnostického schématu pacientu s kolo-
rektdlnim karcinomem

Makroskopickd diagnostika
Endoskopie, USG, CT,

B10p51e nadorove tkané
MRI PET

N\

Patologicky staging
pTNM, grade, IHC

Serum Molekulérni staging

IV

Nadorové Proteomické Metodika PCR
markery metody Mikrosatelitni nestabili-
CEA, CA19-9 (SELDI ta APC, DCC,
protein Chip) k-RAS, p53

]

Molekularni charakterizace
nadoru KRK mikro¢ipem

INDIVIDUALIZACE LECBY

A DISPENZARIZACE PACIENTA

Vysledky DNA Cipovych studii spolené se souCasnymi poznat-
ky o molekuldrni biologii nddort by v budoucnu mohly slouZit
knavrZeni specifického KRK nizkohustotniho DNA ¢ipu, schop-
ného molekuldrné charakterizovat dany néador a to pfedevsim
zhlediska jeho invazivnich vlastnosti, metastatického potencia-
lu a rezistence na béZné pouZivana cytostatika. Ziskany expres-
ni profil by zapojenim do standardniho diagnostického schéma-
tu(vizobr. ¢. 1) umoZiioval spolecné s proteomickymi metodami
aostatnimi pouZivanymi diagnostickymi kriterii presnéjsi staging
vice korelujici s klinickym stavem pacienta a biologii nadoru,
odhad pravdépodobnosti relapsu onemocnéni a parametru celko-
vého preziti a citlivosti nadorovych bunék k riznym chemotera-
peutickymrezimm. Klinické vyuZiti profili genové exprese bude
znamenat zasadni krok vedouci smérem k individualizaci 1écby
a dispenzarizace pacientt s kolorektalnimi karcinomy.

Podékovani 3
Prace byla podpoiena grantem IGA MZ CR NR/9076 - 4.
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APLIKACE DNA CIPU U LYMFOIDNICH MALIGNIT
DNA MICROARRAYS IN LYMPHOID MALIGNANCIES
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Souhrn

Diagnostika hematologickych malignit je v sou€asnosti zaloZena na morfologickych kritériich, doplnénych o ana-
lyzy nékolika molekularnich markert. Uvnitt fady takto definovanych jednotek vSak pacienti vykazuji hetero-
genni odpovéd na aplikovanou 1é¢bu a odlisny klinicky vyvoj onemocnéni. Vyvstava tedy otazka, co je ptiinou
tohoto stavu? Selhdvaji stidvajici diagnostické metody nebo klasifikacni systémy hematologickych malignit?
Zhoubné novotvary obecné predstavuji chorobu genomu. Z tohoto divodu je nadéje vkladédna do DNA Cipti (DNA
microarrays), nebot se jedna o zafizeni schopné ve velmi kratkém Case paraleln€ detekovat a kvantifikovat expre-
si aZ desitky tisic geni. DNA ¢ipové analyzy ndim umoZiiuji globalni pohled na genovou expresi nddoru a iden-
tifikaci molekularnich markert daleZitych pro diagnostiku, klasifikaci a predikci nddorového onemocnéni, zejmé-
na se zietelem na vyvoj a efektivni pouZiti cilené terapie. V piipadé lymfoidnich malignit DNA Cipy jiZ pfinesly
nékolik vyznamnych objevl s jednozna¢nym klinickym dopadem. Jejich souhrn pfindSime v naSem prehledovém
¢lanku.

Klicova slova: lymfom, leukémie, DNA Cipy, predikce a progndza, cilena 1écba.

Summary

The diagnosis of hematologic malignancies is currently based on morphology and analysis of a few of molecular
markers of cancer cells. Responses to treatment and clinical outcomes of patients within these diagnostic catego-
ries are heterogenous. What is the reason of this situation? The inadequacy of existing diagnostic methods or
diagnostic categories? Cancer is, in essence, a genetic disease. DNA microarrays represents a tool capable of both
detecting and quantifying expression of tens of thousands genes (expression profiling) in a very short period of
time. On this account DNA micrarrays are used to identify new molecular markers important for diagnostic and
clasification of cancer and prediction of treatment outcome. The aim of this review article is to introduce to some

fundamental discoveries provided by microarray technology in lymphoid malignancies.

Key words: lymphoma, leukemia, microarrays, prediction and prognosis, target therapy.

Diagnostika hematologickych malignit je v soucasnosti
zaloZena na morfologickych kritériich, doplnénych o ana-
lyzy nékolika molekuldrnich markerti. Uvnitf fady takto
definovanych jednotek pacienti vykazuji heterogenni odpo-
véd na aplikovanou 1é¢bu a odliSny klinicky vyvoj one-
mocnéni. Vyvstava tedy otdzka, co je pfi¢inou tohoto sta-
vu? Selhdavaji stdvajici diagnostické metody nebo
klasifika¢ni systémy hematologickych malignit? Obecné
1ze konstatovat, Ze zhoubné novotvary piedstavuji choro-
bu genomu, jehoZ patologické alterace (chromozomadlni
aberace nebo genové mutace) vedou k maligni transfor-
maci buiiky a kumulace téchto zmén ovliviiuje vyvoj nado-
rového onemocnéni. Relativné vysoky pocet genl s pri-
marné (onkogeny a supresorové geny), ale zejména se
sekundarné pozménénou expresi je moznou pfi¢inou sta-
vu, kdy na zdkladé€ analyzy jednoho nebo nékolika z nich
nelze vzdy dosdhnout optimélni diagnostické diskrimi-
nanty nebo prediktivniho faktoru daného onemocnéni.
Z tohoto divodu je nadéje vkladdna do DNA cipii (DNA
microarrays), které predstavuji zafizeni schopné ve velmi
kratkém case paralelné detekovat a kvantifikovat expresi
az desitky tisic genil (stanovit profil genové exprese) a nebo

identifikovat variabilitu genetického kddu. DNA c¢ipové
analyzy ndm umoZiuji globélni pohled na genovou expre-
si nddoru a identifikaci molekuldrnich markeri daleZitych
pro diagnostiku, klasifikaci a predikci nddorového one-
mocnéni, zejména se zietelem na vyvoj a efektivni pouZi-
ti cilené terapie (1). V pfipad€ lymfoidnich malignit DNA
Cipy jiz prinesly fadu vyznamnych objevl s jednozna¢nym
klinickym dopadem. Jejich souhrn pfind§ime v naSem pre-
hledovém ¢lanku.

1. DIFUZNI VELKOBUNECNY LYMFOM Z B-LYM-
FOCYTU (DLBCL)

DLBCL ma nejvyssiincidenci z celé skupiny nehodgkinskych
lymfomt (NHL). Jednd se o agresivni onemocnéni, jehoZ
potencidlni kurabilita souvisi zejména se zavedenim kombi-
nované chemoterapie zaloZené na antracyklinech, kterd vede
k vyléc€eni pfiblizné 40% pacientd. Modifikace reZimt che-
moterapie, at uzZ v podobé intenzifikace nebo poctu cytostatik,
nepfinesly presvédCivé zmény v 1é¢ebnych vysledcich. Urci-
t4 nadgje spociva v biologické terapii monoklonalnimi proti-
latkami (2). Klinicka heterogenita onemocnéni proto vede ke
snaze o identifikaci prognostickych markert. Jak se ukizalo
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na zac¢atku osmdesétych let, morfologicka kritéria (definujici
napf. imunoblastickou, centroblastickou, anaplastickou vari-
antu DLBCL) nedosahovala piesvédcivého prognostického
vyznamu (3). S postupnym rozvojem imunohistochemickych
apozdéji zejména molekuldrné genetickych metod, bylo moz-
né studovat expresi jednotlivych markert na proteinové nebo
genové trovni. Ani s touto pomoci v§ak nedoSlo k nalezent sil-
nych prediktor(, nebot u fady z nich existovaly rozporuplné
vysledky (napf. CD10, CD44, BCL-6) (4,5,6). Tyto rozpaky
se staly mnohem znatelnéj$imi ve svétle pozitivnich vysledki
mezindrodniho projektu ,, International Non-Hodgkin’s Lymp-
homa Prognostic Factors Project*, zaloZeného vSak na analy-
ze bézné dostupnych klinickych parametrd a laboratornich
vySetieni. Jeho z4véry byly publikovany v roce 1993, a to
v podobé prognostického indexu ,,IPI* (International Pro-
gnostic Index) (7). Index IPI dosahoval mnohem vy$si pro-
gnostické sily neZ tradi¢n€ pouZivana klinicka st4dia, na dru-
hou stranu nebylo mozné pfehlédnout, Ze mezi pacienty uvnitf
jednotlivych prognostickych skupin stile existovaly vyznam-
né rozdily ve vyvoji choroby. S ohledem na podstatu nadoro-
vého onemocnéni jsou v soucasnosti nadéje vkladany zejmé-
nado komplexnich analyz genové exprese pomoci technologie
DNA ¢ipti (1).

1.1. Molekularni taxonomie DLBCL

Jak jiz bylo uvedeno, subklasifikace DLBCL na zdkladé mor-
fologickych kritérii neméla v klinickém vyvoji onemocnéni
odpovidajici korelat. AZ pouZziti DNA cipt vedlo k odhaleni
novych variant DLBCL, které se vyrazné 1i$i svym biolo-
gickym chovdnim. Prvni praci na toto téma publikoval A.
Alizadeh s kolektivem svych stanfordskych spolupracovni-
kt. Autofi pro tento ucel pouZili DNA Cipy vlastni produk-
ce, tzv. lymfocipy, nesouci na svém povrchu sondy pro vice
neZ 17 000 gent exprimovanych zejména v lymfocytech
a v lymfatické tkani. Ziskané hodnoty genové exprese byly
podrobeny shlukové analyze, kterd na zaklad¢ jejich podob-
nosti identifikovala dvé dosud nerozpoznané varianty DLB-
CL, oznacené jako: ,,Germinal Center B-cell like DLBCL*
(GCBC-like DLBCL; B-lymfocytim zirodec¢ného centra
podobny DLBCL) a ,,Activated B- cell like DLBCL* (ABC-
like DLBCL; aktivovanym B-lymfocytim podobny
DLBCL). Nazvy byly odvozeny z podobnosti profilt geno-
vé exprese obou variant s profily B-lymfocytl vychazejicich
bud ze zarodecného centra (GC-germinal center) lymfatic-
kého folikulu, nebo z antigenem aktivovanych a mitoticky
aktivnich B-lymfocytl periferni krve. Zajimavé zji$téni
nastalo po korelaci uvedené molekularni klasifikace DLBCL
s klinickymi tdaji. Pacienti s GCBC-like DLBCL (21 piipa-
da) méli signifikantné lep$i vysledky Sti-letého pfeZiti, neZ
pacienti s ABC-like DLBLC (22 ptipadt) (76% vs 16% paci-
entd, p<0,01; obrazek ¢. 1C). Multivariabilni analyza potvr-
dila, Ze tato klasifikace je nezdvislym prognostickym fakto-
rem, schopnym stratifikovat i pacienty se stejnou hodnotou
indexu IPI (8). Stanfordsk4 skupina ve svém vyzkumu pokra-
¢ovala a o dva roky pozdéji publikovala praci, ktera obsaho-
vala vysledky analyzy souboru 240 pacientti s DLBLC. Ziej-
mé vyssi pocet lymfomi zptisobil, Ze mezi ptivodné dvéma
zfeteln€ odliSnymi variantami byla nalezena varianta tfeti,
oznacend jednoduse ,,Type-3 DLBCL* (tfeti typ DLBCL).
VSechny tii varianty DLBLC se liSily profilem genové expre-
se (obrazek ¢. 1A), i kdyZ v parametrech pfeZiti pfetrvaly
jednoznacné rozdily jen mezi ABC-like a GCBC-like
DLBCL (5-leté pteZziti ve skupiné GCBC-like DLBCL 60%
pacienti, ABC-like DLBCL 35%, Type-3 DLBCL 39%,
obrazek ¢. 1B) (9). Uvedena molekularni klasifikace byla po-
zdé&ji transformovéna na proteinovou trovei, kde je zaloZe-
na na imunohistochemické detekci (IHC) n€kolika antigent.
GCBC-like DLBCL jsou od ABC-like DLBCL odliSeny nej-
Castéji na zdkladé pozitivni exprese povrchového antigenu
CD10 a/nebo proteinu BCL-6 a negativni exprese proteinu
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MUM1/IRF4 (multiple myeloma-1/interferon regulatory fac-
tor-4) a povrchového antigenu CD138 (10). I naSe vlastni,
dosud nepublikované, vysledky ziskané z hodnoceni soubo-
ru 48 pacientii s DLBCL ukazuji, Ze obé vySe uvedené vari-
anty DLBCL jsou identifikovatelné pomoci IHC a maji roz-
dilnou prognézu (obrazek ¢.2).
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Obrazek ¢. 1.: (A) Dendrogram shlukové analyzy, na kterém je patrné
rozdéleni DLBCL (sloupce) do tfi skupin definovanych na zakladé podob-
nosti exprese vybrané skupiny genii (fddky): 1. Germinal Center B-cell
like DLBCL,; 2. Type-3 DLBCL,; 3. Activated B-cell like DLBCL. Expre-
se gentl je v dendrogramu kédovana barevné. Zelend barva znaci nizkou,
Cervend barva vysokou a Cernd barva primérnou expresi daného genu
v daném DLBCL. Seda barva oznacuje gen, jehoZ exprese nebyla vyhod-
nocena. Na pravé stran¢ dendrogramu jsou uvedeny geny s nejvyssi dis-
krima¢ni hodnotou. Pfevzato a upraveno z ref. ¢. 9, podrobné viz. text.
(B a C) Kaplan-Meierovy kfivky pravdépodobnosti celkového preZiti
u pacienti s jednotlivymi variantami DLBCL, ktefi byli lé¢eni kombino-
vanou chemoterapii zaloZenou na antracyklinech. Hodnoty na ose ,,x*“ jsou
uvedeny v letech. (B) pfevzato a upraveno z reference ¢. 9, podrobné viz.
text. (C) pfevzato a upraveno z reference €. 8, podrobné viz. text. Jak uka-
zujikiivky Type-3 DLBCL a Activated B-cell like DLBCL maji hor3i pro-
gnozu, neZz Germinal Center B-cell like DLBCL. RovnéZ profil genové
exprese vykazuje vétSi podobnost mezi Type-3 DLBCL a Activated B-
cell like DLBCL.

DNA ¢ipové analyzy pfispély rovnéZ k molekuldrni charakte-
ristice dalsi varianty DLBCL, a to primarn€ mediastindlniho B-
lymfocytarniho lymfomu (mediastinal large B-cell lymphoma,
MLBCL). MLBCL neni histopatologickymi metodami jedno-
znacné odliSitelny (11) a jeho diagnostika se proto opird o kore-
laci klinickych adaji s diagnézou DLBCL. Incidence MLBCL
pfevaZuje u mladSich pacienti, Castéji jsou to Zeny (1,8:1),
medidn véku se nachézi v rozmezi 30-35 let. Onemocnéni typic-
ky postihuje zejména mediastinum, ale miiZe i ,,metastazovat*,
nejcastéji do ledvin, CNS a jater (11,12). MLBCL je agresivni
onemocnéni, na druhou stranu relativné dobfe odpovida na pri-
marni 16¢bu. Nékteré studie prokdzaly dosaZeni lepsich 1éceb-
nych vysledki nez u klasického DLBCL, pakliZe byla chemo-
terapie kombinovédna s radioterapii (3-leté preziti v 82%
pripad) (13). Jak jsme jiZ uvedli, z morfologického pohledu
neni MLBCL od DLBCL jednozna¢né odliSitelny. Obé vari-
anty vykazuji difuzni proliferaci velkych B-lymfocytt s bledou
cytoplasmou a ani na trovni jednotlivych molekuldrnich zna-
ki neni patrna vyrazna diference. Jejichimunofenotyp sdili pii-
tomnost povrchovych antigent typickych pro B-lymfocytarni
linii (CD19, CD20, CD22 a CD79a), ale na rozdil od DLBCL,
MLBCL postradaji imunoglobulinovou komponentu BCR
receptoru a pouze vyjimecné nesou translokaci BCL-2 nebo
BCL-6 genu. Naopak nadmérnou sklerotizaci potvrzuje zvy-
Send exprese genu extraceluldrni matrix ve vzorcich MLBCL,
zejména fibronectinu a kolagenu typ Il aIV (11,12). O buné¢-
ném piivodu MLBCL nebyl dosud ucinén definitivni zavér.
Vysledky CGH (comparative genomic hybridization) a DNA



¢ipovych analyz odhalily na drovni genomu podobnost mezi
MLBCL aklasickym Hodgkinovym lymfomem typu nodulér-
ni skler6zy (HL-NS). MLBCL a HL-NS sdileji nékteré chro-
mosomdlni a genové abnormality, naptiklad amplifikaci krat-
kého raménka chromosomu 9 (75% MLBCL) a 2 ( 20%
MLBCL), které zptisobuji zvySenou expresi genit JAK2, PDL2,
PDL1 (9p24) a REL (2p16). Tyto zmény jsou u DLBCL dete-
kovény jen velmi zfidka, stejné€ jako zvySend exprese proteinil
CD30, MAL, STATI1, TRAFI, IL-13R4, CD58 a TARC.
(11,12). Podobnost na molekuldrni drovni z¢asti potvrzuji
ikazuistiky z klinické praxe popisujici pacienty s HL-NS, u kte-
rych dochazi do jednoho roku od ukonceni 1é¢by k relapsu cho-
roby, kterd nese jednozna¢né histopatologické charakteristiky
DLBCL (14). Byly ale zaznamendany i opacné pfipady (12).
Zajimavou préci na toto téma publikoval A. Rosenwald, ktery
se svymi spolupracovniky z NCI (National Cancer Institute,
USA) analyzoval rozséhlou skupinu 274 pacienti s DLBCL.
Autofi identifikovali 46 gen, jejichZ exprese byla statisticky
signifikantné odli§nd (p<0.001) mezi MLBCL (46 pacientl)
a DLBLC (obrazek €. 3). Inicidlné byla diagnéza MLBCL sta-
novena na zdkladé€ klinickych charakteristik, pfi¢emz 76 % téch-
to lymfomi mélo profil genové exprese charakterizujici
MLBCL (35 pacienttl), 15% (7 pacientl) vykazovalo profil
odpovidajici GCBC-like DLBCL a 9% (4 pacienti) profil ABC-
like DLBCL. Pacienti v posledni skupiné méli zna¢né nepiiz-
nivy vyvoj choroby, zemfeli do 2 let od stanoveni diagnézy.
Pokud byli hodnoceni pouze pacienti s MLBCL definovanym
na zakladé profilu genové exprese, pétiletého preZziti dosdhlo
64% pacientl, ve srovnini se 46% DLBCL (11). Z klinického
hlediska mé dosud nejvétsi vyznam aberace chromosomu 2
vedouci ke zvySené expresi genu c-REL a k nasledné aktivaci
signélni drahy NF-xB, kterd je v piipad¢ MLBCL vhodnym
ter¢em k vyvoji cilené terapie (15). V predchazejici ¢asti textu
jsme Cerpali rovnéz z vysledkl prace Savage K. a kol. ktefi
studovali profil genové exprese na souboru 176 pacientil
s DLBLC a 34 pacienti s MLBCL (12).
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Obrazek ¢. 2.: Na podkladé profilu genové exprese je mozné DLBCL
rozdélit na dvé zakladni varianty: Germinal Center B-cell like DLBCL*
(GCBC-like DLBCL; B-lymfocytim zarode¢ného centra podobny
DLBCL) a ,,Activated B-cell like DLBCL* (ABC-like DLBCL; akti-
vovanym B-lymfocytiim podobny DLBCL). Pro obé varianty DLBCL
byl definovan charakteristicky fenotyp, ktery je identifikovatelny
pomoci imunohistochemického vySetieni. Pro lymfocyty zarode¢né-
ho centra je charakteristickd pozitivni exprese CD10 a/nebo Bcl-6,
a naopak negativni exprese MUM1 a CD138, jenZ je typickd pro anti-
genem stimulované mitoticky aktivni plasmatické lymfocyty. Jak uka-

gndzu. Podrobné viz. text.

1.2. Prognostické profily genové exprese DLBCL

Vedle vzniku molekuldrni taxonomie DLBCL, paralelnég pro-
bihd i snaha o identifikaci profild genové exprese, které by
slouzily pouze k prognostickym nebo k prediktivnim ac¢eltim.
V roce 2002 publikovala M. Shipp s kolektivem bostonskych
spolupracovnikul préci, ve které analyzovali genovou expresi
58 DLBCL, pochézejicich od pacientt IéCenych chemoterapii
na bazi CHOP reZimu. V tomto souboru dosdhlo kompletni
remise a minimdlné pétiletého pieZiti bez relapsu onemocné-
ni (RFS) 32 pacientd. Zbyvajicich 23 pacientli zemielo
v disledku progrese choroby a 3 pacienti méli opakovany
relaps onemocnéni, i kdyZ zlstavali na Zivu. Autofi identifi-
kovali profil sloZeny ze 13 gend, jejichZ expresi se liSily lym-
fomy vylécenych pacienti (,,cured®) od pacientt, ktefi neus-
pésné bojovali s chorobou (,.fatal/refractory). V prvnim
pfipadé dosédhlo pétiletého pieZiti 72% pacientl, ve druhém
pipadé 12% (p<0,0001) (16). K sedmi genliim spjatych se Spat-
nou progndzou patily geny kodujici PKCPBII a PDE4B, jejichz
negativni prognosticky vyznam byl pozdé&ji ovéfen i na prote-
inové urovni (17,18).
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Obrazek ¢. 3.: DNA ¢ipové analyzy pfispély rovnéz k molekularni cha-
rakteristice primarné mediastinalniho B-lymfocytarniho lymfomu (medi-
astinal large B-cell lymphoma, MLBCL). Diagnosticky profil MLBCL
tvori46 gent, jejichZ exprese je v dendrogramu kédovéna barevné. Zele-
na barva znaci nizkou, Cervena barva vysokou a ¢ernd barva primérnou
expresi daného genu v daném DLBCL. Sedd barva oznacuje gen, jehoz
exprese nebyla vyhodnocena. Na zaklad€ podobnosti genové exprese
uvedenych 46 gent (fadky) je tedy moZzné odli§it MLBCL od jinych vari-
ant DLBCL (sloupce). Pfevzato a upraveno z reference ¢. 11. Podrobné
viz. text.

Ve stejném roce publikoval A. Rosenwald 17ti-genovy pro-
gnosticky profil, ktery vznikl z analyzy DLBCL 240 pacienti
Iécenych kombinovanou chemoterapii zaloZenou na aplikaci
antracyklinii (nejcastéji reZim CHOP). Uvedenych 17 genil
bylo s ohledem na svou biologickou funkci rozdéleno do 5
kategorii. ZvySend exprese genll v prvnich tfech kategoriich
byla spjata s dobrou progndzou onemocnéni, naopak zvySend
exprese genu Ctvrté a paté kategorie s progndzou nepfiznivou.
Prvni kategorii tvorily geny charakteristické pro B-lymfocyty
zérodecného centra (napf. BCL-6), druhou kategorii geny maji-
ci vztah k MHC komplexu II. tfidy (napt. HLA-DPa), tfeti
kategorii geny kédujici proteiny extracelularni matrix (napf.
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kolagen a fibronectin) nebo spjaté s jejich syntézou (napf.
CTGF). Ctvrtou kategorii pfedstavovaly geny regulujici bunéc-
nou proliferaci (napf. c-myc). Do Zadné z uvedenych funkc-
nich kategorii nebyl zataditelny gen kédujici BMP6 protein,
ktery jako jediny utvoril patou kategorii (9). Pro jednotlivé pii-
pady DLBCL bylo na zdklad€ tdajl o expresi uvedenych 17
genill vypocteno skore, které stratifikovalo pacienty do Ctyf
prognostickych skupin. Mezitim co v prvni a ve druhé skupi-
né dosahovalo 5Sti-letého pteZiti 73% a 71% pacientd, ve zby-
vajicich dvou skupinach 34% a 15% pacientt (p<0,001). Dal-
$i prognosticky genovy profil, tentokrat sloZeny ze 6 gend, byl
publikovan I. Lossosem v roce 2004. Opét se jednalo o stan-
fordsky tym autoril, ktefi nikoliv DNA Cipy, ale tentokrat
pomoci multiplexové kvantitativni Real-Time PCR reakce
validovali expresi 36 gentl, jenZ byly soucasti jiz dfive publi-
kovanych prognostickych profilli nebo se z hlediska progno-
zy apredikce zkoumaly samostatné (8,9,16). Na zdklad€ kore-
lace ddaji o genové expresi a parametrli preZiti bylo
uvedenych 36 genli sefazeno podle jejich prediktivni sily a ze
ziskaného poradi byly vybrédny tii geny s nejvyssi dosaZzenou
kladnou (LMO2, BCL-6, fibronectin) a zipornou hodnotou
(cyklin D2, SCYA3, BCL-2). Vznikla sestava Sesti gend, kte-
rd se stala zdkladem pro vypocet MP-skore (mortality-predic-
tor score), jehoZ hodnota rozdélila pacienty s DLBCL do tfi
prognostickych skupin. Pacienti ve skupiné s nizkym rizikem
(20 pacientil) dosahli pétiletého preZiti v 65% ptipadu, ve sku-
piné se stiedni mirou rizika (18 pacienti) ve 49% a v posled-
ni, vysoce rizikové skupiné (20 pacientil), pouze v 15% pfi-
padt (p<0,004). V multivariabilni analyze prokézali autofi
nezavislost MP-skore na ostatnich béZné€ uZivanych klinicko-
patologickych parametrech, v€etn€ indexu IPI (19). Svij pro-
gnosticky model navic ispé$né verifikovali na dvou nezdvis-
lych souborech DLBCL, a to na souboru 58 lymfom M. Shipp
a 240 lymfomut A. Rosenwalda. Obé prace jiZ byly popsany
vyse (9,16).

2. FOLIKULARNI LYMFOM (FL)

Folikul4rni lymfom se v incidenci NHL fadi na druhé misto.
I prestoZe je obecné povazovan za indolentni onemocnéni, kli-
nicky priibéh jednotlivych piipadu je variabilni a mtZe docha-
zet k transformacim do agresivnich lymfom (2).

Velmi zajimavou preklinickou préci zabyvajici se vyhradné
folikuldrnim lymfomem publikoval Hervé Husson. Pomoci
DNA ¢ipti analyzoval a ndsledné porovnal profil genové expre-
se fyziologickych B-lymfocytt vychézejicich ze zarodecného
centra a lymfocyti folikuldrniho lymfomu. Vysledkem analy-
zy byla identifikace 28 genl s nizkou a 37 gend s vysokou
expresi v lymfocytech FL ve srovnani s fyziologickym
protéjSkem. Nezavisla metoda (kvantitativni Real-Time PCR)
potvrdila vysledek DNA cipt ve 32 pfipadech z vySe uvede-
ného poctu genti. Mezi 24 geny s vysokou expresi byly i dva
geny, jejichZ proteiny patff k vyznamnym negativnim regula-
tortim buné¢ného cyklu: p21€P1 a p16!INK4a, Tento nalez kores-
ponduje s pfirozenym, indolentnim, vyvojem onemocnéni.
K nadmérné exprimovanym gentim patfily ty, jejichZ protei-
ny se Gcastni procestt mezibunécnych interakci (TNF, IL2RG
a IL4RA) nebo slouZi jako transkrip¢ni faktory (PAXS a ID-
2). Naopak nizkou expresi u FL vykazovaly geny MRP8
a MRP14. Jejich proteiny hraji vyznamnou roli v buné¢né
adhezi (20).

Prognosticky profil genové exprese publikovalo nékolik auto-
rskych tymu. Glass AM a kol. analyzovali parové vzorky FL
ziskané v pribéhu indolentni a agresivni fize onemocnéni
ujednotlivych pacientii. Pomoci DNA ¢ipti identifikovali pro-
fil genové exprese sloZeny z 81 gend, ktery v kontrolnim sou-
boru s 94% piesnosti odlisil vzorky pochézejici z indolentni,
nebo z agresivni fize choroby. Geny tohoto profilu bylo moz-
né rozdélit do nékolika funkénich kategorii: a) reguldtory bu-
né¢ného cyklu (CCNE2, CCNA2, CDK2, CHEK1); b) regu-
laitory DNA syntézy (TOP2A, PLOD3A, POLE2); c)
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reguldtory metabolismu (FRSB, RARS, LDHA); d) zastupci
dalSich signalnich cest (PIK4CA a MAPK1) a e) geny jedn-
oznacné souvisejici s tumor infiltrujicimi T-lymfocyty a mak-
rofagy (CD3D, CXCL12 a TM4SFA?2). Kromé posledni kate-
gorie, byly ostatni geny zvySené exprimovany v agresivni fazi
FL (21).
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Obrazek ¢. 4.: (A) Dendrogram shlukové analyzy pfehledné znézorﬁuje
rozdil v genové expresi dvou zdkladnich skupin B-CLL, které se 1i§i mutac-
ni stavem IgV ;. Nejvyssi diskriminacni hodnotu dosédhl gen pro protein
ZAP-70 (1. ra]aek) Exprese genll (radky) jev dendrogramu kédovédna
barevné. Zelena barva znaci nizkou, ¢ervend barva vysokou a ¢erna bar-
va primérnou expresi daného genu v dané B-CLL (sloupce). Kaplan-Mei-
erovy kiivky Znézorﬁuji Casy do progrese choroby (PFS) u pacientt s B-
CLL v zévislosti na pfitomnosti: (B) exprese genu ZAP-70 (pocet molekul
mRNA) nebo (C) mutace IgV; (gen pro IgV byl v daném piipadé pova-
70vén za mutovany tehdy, sdljl-lel li se Zarodecnou buné¢nou linii v nuk-
leotidové sekvenci méné neZ 98% homologii). (D) Imunohistochemicky
pritkaz proteinu ZAP-70 ve skupin€ B-CLL s mutovanym nebo nemuto-
vanymIgVy. (A-D) pfevzatoa upravenoz reference €. 42. (E) priikaz pozi-
tivni exprese protemu ZAP-70 pomoci flowcytometrické analyzy s fluo-
rescentné znaCenou monoklondlni protilitkou u pacienta s B-CLL
s nemutovanym IgVy,. Pfevzato a upraveno z reference €. 44.

Vliv mikroprostfedi na biologické chovani naddoru studovali
Dave S. akol. na souboru 191 pacientti s FL. Vysledkem byly
dva genové profily (,,Profil imunitni odpovédi 1“a ,,Profil imu-
nitni odpovédi 2) zdmérné sloZené z gentl exprimovanych
pouze v tumor infiltrujicich butikach (T-lymfocyty, makrofa-
gy adendritické buriky). ,,Profil imunitni odpovédi 1*“ byl aso-
ciovany s dobrou progn6zou a obsahoval zejména geny cha-
rakteristické pro T-lymfocyty (CD7, CD8BI1, ITK, LEF1)
a makrofagy (ACTN1 a TNFSF13B), naopak ,,profil imunit-
ni odpovédi 2 obsahoval pfevazné geny zvysené exprimova-
né v dendritickych butikdch a/nebo v makrofazich (TLRS,
FCGR1A, SEPT10,LGMN a C3AR1) akorespondoval se Spa-
tnou prognézou vyvoje FL (22). O prognostickém vyznamu
tumor infiltrujicich makrofagt (TIM) u pacientd s FL hovofti
i Farinhova prace, ve které byly TIM detekovany imunohisto-
chemicky na zdklad€ pfitomnosti CD68 antigenu. Pacienti
s vysokym poctem TIM dosahovali del§iho celkového pieZiti
neZ v opacném piipad€ (<15 TIM/high-power zorné pole) .
Multivariabilni analyza prokdzala nezavislost tohoto parametru
na indexu IPI (23). Z obecného pohledu neni prognosticky
vyznam TIM jednoznacny. V piipadé solidnich tumort exis-
tuji prace, které naopak potvrzuji negativni prognosticky
vyznam TIM. Z tohoto rozporu je evidentni, Ze izolovand
detekce TIM nemusi mit jasnou vypovédni hodnotu. Neni totiZ
vylouceno, Ze existuji jednotlivé subpopulace makrofagu, kte-
ré se li§i svou biologickou funkci (podobné jako v piipadé T-
lymfocytit). Na druhé stran€ mtiZe byt biologicka diverzita TIM
indukovana sekundarné, naptiklad T-lymfocyty nebo samot-



nymi niddorovymi buiikami, tzv. ,,parakrinni smycka* (24).
Za zminku stoji i prace, kterd se zabyvala profilem genové
exprese pacientl s FL s rozdilnou odpovédi na terapii mono-
klondlni protilatkou proti CD20 receptoru (rituximab). Dosud
bez podrobnéjsi interpretace stoji zjiSténi autort, Ze FL s nedo-
state¢nou lécebnou odpovédi na rituximab mély profil geno-
vé exprese podobny vice butikdm pochézejicim z fyziologické
lymfatické tkan€ krénich uzlin a sleziny, neZ skupiné FL, kte-
rd velmi dobfe reagovala na cilenou imunoterapii (25).

3. LYMFOM PLASTOVE ZONY / MANTLE CELL
LYMPHOMA (MCL)

Ivptipadé MCL je moZné sledovat klinickou heterogenitu one-
mocnéni. Ackoliv medidn celkového preZziti dosahuje 3 az 4
let, existuji mezi jednotlivymi pacienty vyrazné rozdily. Na
strané jedné stoji ti, ktefi podlehnou progresi MCL do jedno-
ho roku od stanoveni diagnézy, na druhé strané jsou pacienti
preZivajici vice neZ 10 let. Pro MCL je obecné charakteristic-
ka chromozomadlni aberace t(11;14)(q13;q32), jenz vede
k nadmérné expresi cyklinu D1. Rozdily v jeho kvantité vSak
nevysvétluji odliSnosti v klinickém priibé&hu jednotlivych pii-
padi MCL, i kdyzZ existuji ojedinélé prace, které prokazuji
negativni prognosticky vyznam vysoké hladiny cyklinu D1
(26). Analyzou genové exprese MCL pomoci DNA cipt se
mezi prvnimi zabyvala Rosenwaldova prace. Soubor obsaho-
val 92 pacientll s MCL, jehoZ diagnéza byla stanovena na
zdklad€ morfologickych kritérii a pfitomnosti vysoké hladiny
cyklinu D1 (CCNDI1+). V tvodni fazi analyzy bylo identifi-
kovano vice nez 1000 gend, jejichZ expresi se MCL liSily od
ostatnich NHL. Diagnosticky profil MCL nakonec utvofilo 42
gend, pricemZ gen pro CCND1 byl zdmérné vyfazen. Autofi
testovali uvedeny profil na kontrolnim souboru NHL, kde dosa-
hl spravné identifikace MCL v 98% piipada (27).
Zajimavym zjiSt€énim bylo, Ze sedm piipadi NHL s negativni
expresi cyklinu D1 (CCND1-) bylo na podkladé uvedeného
profilu klasifikovano jako CCND1+ MCL. U téchto lymfoma
bylanésledné nalezena nadmérnd exprese cyklinu D2 nebo D3
(27). Existenci CCND1- MCL s prokdzanou expresi cyklinu
D2 nebo D3 potvrdily i dal§i prace, coZ naznacuje
urcitou ,,funk¢ni zastupitelnost* jednotlivych cyklin D v pfi-
padé patogeneze MCL (28). Rosenwaldova prace vedla rov-
néz k identifikaci prognostického genového profilu MCL, kte-
ry obsahoval 48 genil ve vyznamné vazbé k dobé celkového
preziti (p<0,001) (27).

Studiem prognosticky nepfiznivé blastoidni varianty MCL
(BV-BCL) se zabyvala publikace de Vose a kol. Autofi iden-
tifikovali 118 gent, jejichZ expresi se MCL a BV-MCL vza-
jemné odliSovaly. Ke skupiné genti s vyssi expresi u BV-MCL
pattily napfiklad: cyklin-dependentni kindsa 4 (CDK4); onko-
geny: c-myb, c-piml a c-pim2; inhibitory apoptézy: DAD1
a RSK1; a transkripcni faktory: YY1 a CDC25B. V pfipadé
CDK4 a CDC25B pritom existuje ptima spojitost s CCND1.
Vazba CDK4 a CDC25B na CCND1 umoZiiuje iniciaci pte-
chodu pies kontrolni body buné¢ného cyklu G1/S a G2/M. Oba
posledné jmenované geny byly autory oznaceny za potencidlni
kandidaty k cilené terapii, kterd by u BV-MCL mohla dosédhno-
ut lepSiho terapeutického uspéchu, neZ stivajici cytostaticka
1é¢ba (27,29).

4. CHRONICKA LYMFATICKA LEUKEMIE

Z B-LYMFOCYTU (B-CLL)

Dalsi hematologickou malignitou, pfi jejimZ studiu jsou
s uspéchem vyuZivany DNA (ipy, je B-CLL. Onemocnéni
postihuje zejména jedince nad 50 let véku a s incidenci
3:100 000 patii k nejrozsitenéj$imu typu leukémie (pozn.
WHO Kklasifikace fadi B-CLL k hematologickym malignitim
vychézejicich ze zralych forem B-lymfocytt, tedy do stejné
skupiny, jako NHL) (30,31). V histopatologickém obraze je
pro B-CLL charakteristickd akumulace zralych monomorfnich
monoklondlnich B-lymfocytl s typickym imunofenotypem

(32). Klinicky je B-CLL charakterizovana jako lymfoprolife-
rativni onemocnéni relativné nizké malignity, nicméné s vel-
mi variabilnim pribéhem. Mezitim co u vétSi ¢asti pacienti se
jedna o indolentni onemocnéni, se kterym se mohou potykat
ipodesetileti, ve druhé skupiné dochazi k rychlé progresi cho-
roby, které mohu podlehnout béhem nékolika mésicii. Klinic-
ké klasifikace B-CLL navrZené Raiem nebo Binetem maji jen
omezeny prognosticky vyznam, a to zejména u ¢asnych stadii
nemoci (Binet A, Rai 1 a 2), ve kterych je vSak diagnostiko-
véna vétSina pacientl (34,35). Proto nastala potfeba identifi-
kace molekularnich prognostickych markerti. Zpoc¢atku byl
vyzkum zaméten predevsim na hledédni chromosomalnich abe-
raci. Bohuzel, konvencni cytogenetické techniky u pomalu pro-
gredujicich bunécnych populaci selhdvaly, v disledku ¢ehoz
byly chromosomaélni aberace detekovany pouze u 40-50% pii-
padit B-CLL. Vyrazny posun pfineslo aZ zavedeni metody
FISH, ktera prokéizala nejenom vy$si frekvenci (az 85% pii-
padu), ale i vétsi spektrum chromosomalnich zmén u B-CLL.
K prognosticky vyznamnym patii delece 17p13 a 11922-q23,
které jsou spjaty se Spatnou prognézou (medidn preziti 32 a 79
mésici) a s vysSi pokrocilosti choroby v dobé diagndzy, nao-
pak trisomie 12q, normélni karyotyp a delece 13q14 byly Cas-
t&ji detekovany u pacienti s delSim pfeZitim (median 114,111
a 133 mésich) (35). Autofi Haslinger a kol. porovnavali expres-
ni profily B-lymfocyti 11 zdravych darct a 100 B-CLL paci-
entl nesouci nékterou z téchto aberaci. Lokalizace rozdilng
exprimovanych gent u jednotlivych skupin pomérné dobie
korelovala s lokalizaci relevantnich aberaci, je tedy pravdé-
podobné, Ze chromozomadlni aberace hraji roli v patogenezi
B-CLL a jsou jednou z pficin klinické heterogenity onemoc-
néni B-CLL (36).

Dalsi studie prokézaly, Ze rovnéz vyskyt somatickych mutaci
v genech kodujicich variabilni Casti t€Zkého (Vi) fet€zce imu-
noglobulinil (Ig) m4 vztah k predikci klinického vyvoje one-
mocnéni (obrdzek €. 4C). Na zédkladé vyskytu nebo absence
téchto mutaci je moZné B-CLL ¢lenit do dvou skupin. B-CLL
vychdzejici z ,,pamétovych® B-lymfocytd, které jiz prosly zaro-
deCnym centrem a jsou nositely IgV; mutaci (M-B-CLL, muta-
ted B-CLL), a B-CLL z ,,naivnich* B-lymfocyti (pre-GC B-
lymfocyty), které do zarode¢ného centra dosud nevstoupily,
nebo se v ném nesetkaly s antigenem, a proto nenesou Zadnou
somatickou mutaci gen IgV; (UM-B-CLL, unmutated B-
CLL) (37,38). Median celkového preziti (OS) pacienti ve sku-
piné¢ UM-B-CLL se pohybuje v rozmezi 79-119 mésict, mezi-
tim co ve skupiné M-B-CLL je nékolikanasobné delsi a u fady
téchto pacientl onemocnéni vitbec nevyZaduje 1é€bu. Mutac-
ni status IgVH je nezavislym prognostickym faktorem, ktery
pacienty stratifikuje bez ohledu na klinické stddium B-CLL.
Tak napriklad u pacientt klinického stddia ,,.Binet A“ byl ve
skupiné UM-B-CLL medi4n OS 95 mésicii a ve skupiné MB-
CLL 293 mésict (P =0.0008) (37-39).

Vzhledem k tomu, Ze pfitomnost nebo absence somatické
mutace gend pro IgVy, je vazana na odli$né maturacni stadi-
um B-lymfocytd, bylo ptekvapenim, Ze prvni mikroc¢ipové ana-
lyzy genové exprese B-CLL nevedly pfi pouZiti nezavislych
(unsupervised) shlukovych analyz k identifikaci profilu geno-
vé exprese, ktery by obé skupiny B-CLL odlisil. Tato skutec-
nost naopak podporuje hypotézu, Ze B-CLL sdileji spole¢ny
bunécny plvod, ve kterém prochdzeji stejnym mechanismem
maligni transformace (40). Problematickou interpretaci vyvo-
lavaji vysledky dalsi studie, ve které autofi na souboru 100
pacientd vyselektovali genovy profil, na jehoZz zdkladé bylo
moZzné odliSit M-B-CLL od UM-B-CLL. Kuriézni v§ak bylo,
Ze pouze u muzil. Autofi pfitom analyzovali zpocatku cely sou-
bor, nasledné zv14ast muzskou a Zenskou populaci. Jak u muza
(62 pacientn), tak i u Zen (38 pacientek) predstavovala skupi-
na M-CLL pfibliZné 55% piipadt (36). Je snad prislu$nost
k pohlavi determinantou genové exprese leukemickych bunék?
Myslenka to neni tak aplné zavrZeni hodnd, uvédomime-li si,
Ze incidence B-CLL je u muZl priblizné 2x vys$i nez u Zen,
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a 7e v nékolika studiich byla prokdzana jednoznacna souvis-
lost mezi vyskytem UM-B-CLL a muZskym pohlavim. Nap-
fiklad v Damleové praci byl pomér muZi a Zen ve skupiné UM-
B-CLL 11:1 a 1,1:1 ve skupiné M-B-CLL (p<0,003),
v Oscierové souboru 2,4:1 u UM-B-CLL a 1:1,1 u M-B-CLL
(p=0,003) a v Hamblinové souboru 2:1 u UM-B-CLL a 1,1:1
u M-B-CLL (p>0,05) (37-39). Oscier navic prokézal pii-
sluSnost k muzskému pohlavi jako negativni prognosticky fak-
tor, nebot po 10 letech v jeho souboru pfezivalo 64% muZzi
a87% zen (p=0,01) (39). Vzhledem k tomu, Ze incidence hema-
tologickych malignit je obecné€ vy$§i u muZa nezZ u Zen, pfi-
¢emZ v ojedinélych pfipadech se miZe jednat o vyrazné roz-
dily (napt. HCL 5:1, Burkittv lymfom sporadickd forma 2-3:1,
endemickd forma 2:1, MCL 2:1), stoji souvislost pohlavi
a hematologickych malignit za bliZ§i prozkoumani (30,31).
Po ,,selhdni* nezavislych shlukovych analyz byl k identifika-
ci genovych profilii specifickych pro M-B-CLL a UM-B-CLL
pouzity jiny biostatisticky prfistup, pracujici jiZz od pocatku
s informaci, ktery ze vzork je, a nebo neni nositelem mutace
IgVy;. Timto zpisobem byl na pilotnim souboru 28 pacientl
identifikovan prvni genovy profil ¢itajici 175 gend, jejichz
exprese se mezi vzorky UM-B-CLL a M-B-CLL vyrazné lisi-
la. Ke tfem genlim s nejvys$si diskrimina¢ni hodnotou patfil
i ZAP-70, kodujici stejnojmennou proteinkindzu. Gen ZAP-
70 byl exprimovén ve vSech ptipadech UM-B-CLL, a naopak
v Zadném vzorku M-B-CLL (41). O dva roky pozdé&ji publi-
kovali stejni autofi préci, ve které podrobili DNA ¢ipové ana-
lyze celkem 107 pacientti s B-CLL, pficemZ v 74% se jedna-
lo o M-B-CLL (obrazek ¢. 4A). I v tomto ptipadé€ byla exprese
ZAP-70 vyrazné vys$§i u UM-B-CLL neZ u M-B-CLL
(p<0,001) a ze vSech 240 gent v profilu ZAP-70 dosahoval
nejvys§iho diskrimina¢niho potenciélu k odliSeni obou skupin
B-CLL (spravné klasifikoval 93% vzorki, p<0,001) (42).
Podobné vysledky pfinesla i dalsi prace (43).

Objeveni ZAP-70 patfi dosud k nejvyznamnéj$im prispévkim
DNA ¢ipti do klinické praxe v oblasti prediktivni diagnostiky
lymfoidnich malignit. Jeho exprese je silnym a nezavislym
molekuldrnim prediktorem nepfiznivé prognézy (obrizek c.
4B) (42,44). Jako nazorny piiklad uvadime vysledky prace
Orchardové a kol., jenZ studovali expresi ZAP-70 v souboru
167 pacientd s B-CLL. JednoznaCnd mutace IgVy byla
detekovéana u 65% pacientil. Medi4n celkového preZiti ve sku-
piné s negativni expresi ZAP-70 pfesahoval 24 let, zatimco ve
skupiné s pozitivni expresi byl 9,3 roku (p<0,0001) (44). Pro
klinickou praxi je zasadni i skutecnost, Ze genové expresi ZAP-
70 odpovidé vyskyt proteinu, ktery lze velmi jednoduse sta-
novit pomoci flowcytometrie (obrazek ¢. 4E) nebo imunohis-
tochemie (obréazek €. 4D), pfiCemZ senzitivita a specificita
téchto metod se pohybuje nad 95%. Z hlediska technické
variability, ale rovnéZ s ohledem na korelaci s proteinovou
expresi ZAP-70 a s tidaji o klinickém pribéhu choroby, je gen
pro IgV, povaZovan za mutovany tehdy, sdili-li se zérodec-
nou buné¢nou linif v nukleotidové sekvenci méné€ nez 97%
homologii (40,44).

Jako posledni piiklad vyuZiti DNA ¢ipti u B-CLL uvedeme
identifikaci profilu genové exprese predikujiciho odpovéd na
fludarabin. Rosenwald a kol. tak ucinili na souboru 7 pacien-
td. Vétsina genii z tohoto profilu méla funk¢ni vztah k signél-
ni dréze proteinu p53, coZ odpovida situaci v in-vitro systé-
mech, kde kultivace malignich lymfocytt s fludarabinem
vyvolava odpovéd zavislou na stavu signdlni drédhy p53 a vede
k pozitivni selekci bunék s mutovanym proteinem. Timto
mechanismem dochazi k indukci sekundarni rezistence
a k selhdni protinddorové 1écby (45).

5. AKUTNI LYMFOBLASTICKA LEUKEMIE (ALL)

ALL je jednim z nejcastéjSich nddorovych onemocnéni v dét-
ském véku. I prestoZe v poslednich desetiletich bylo dosaZe-
no vynikajicich 1é¢ebnych vysledkd, stale existuje skupina
pacientd, kterd tomuto onemocnéni podlehne. Rizikové paci-
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enty spolehlivé neodhali ani pouZiti stavajicich klinickych,
cytogenetickych a molekuldrnich markert (46). DNA Cipy se
proto nabizi jako vhodna metoda ke hledani novych predik-
tivnich a prognostickych ukazateld. Jedny z prvnich mikroci-
povych analyz, které byly na souborech primérnich lidskych
tumori viibec provedeny, se tykaly praveé pacientl s akutnimi
leukémiemi. V roce 1999 publikovala skupina T. Goluba
v Casopisu Science préci, ve které autofi na zdklad€ profilu
genové exprese dokdzali odliSit ob€ hlavni skupiny akutnich
leukémii (ALL a AML) (47). Optimismus autort tehdy spo-
¢ival zejména v budoucnosti DNA ¢ipi, které povazovali za
hlavni néstroj rozvijejici se prediktivni diagnostiky. Predsta-
vovali si, Ze pro kazdou skupinu niddorovych onemocnéni
budou existovat specifické DNA Cipy, nesouci na svém povr-
chu sondy pouze pro omezeny pocet relevantnich geni, a jejich
pomoci bude moZné stanovit pfesnou diagnézu choroby, urcit
nejvhodnéj$i moznou 1écbu a predpovédét progndzu pacien-
ta. Je pfijemné sledovat, jak se jejich vize postupné napliiuji.
O tfi roky pozdgji publikovali Armstrong a kol. prici, ve kte-
ré identifikovali profil genové exprese specificky pro skupinu
leukémii s chromosomalni aberaci postihujici mixed-lineage
leukemia (MLL) gen. Tato skupina ALL m4 z hlediska svého
biologického chovani nepifiznivou prognézu a pravé odliSny
klinicky prabéh a pritomnost patognomické chromosomalni
aberace vedly k jejimu vyclenéni a ozna¢eni MLL (mixed-
lineage leukemia; nebo Re-MLL-ALL, Rearrangements-MLL-
ALL). Armstrogova prace byla realizovana na souboru 37
pacienti a profil genové exprese dokdzal jednoznacné od sebe
odlisit ALL, MLL a AML. Pfi podrobnéj$i analyze autofi zji-
stili, Ze profil MLL se ndpadné podobd profilu genové expre-
se hematopoetickych progenitort stojicich ve vyvojové fadé
narozcesti myeloidnich a lymfoidnich linii. Tim potvrdili vy-
sledky jinych praci, které poukazovaly na rozporuplny feno-
typ téchto nadorovych bunék (exprese lymfoidnich znaki
CD79B, CD44 a CD19, naopak ztrata exprese lymfocytarni-
ho antigenu CD10, nebo koexprese myeloidnich antigent
CD15 a CD65). Z mikro¢ipové analyzy dale vyplynulo, Ze
MLL, ve srovnani s ALL a AML, ve zvySené mife exprimuji
geny HOXA9, HOXAS a HOX A4, které se podileji na regu-
laci diferenciace pluripotentni hematopoetické buiiky a jejich
progenitort, a ddle FLT3 gen, kddujici stejnojmenny receptor
rustového faktoru, jenZ se vyskytuje vyhradné u hematopoie-
tickych kmenovych bunék (CD34+). Pfitomnost interni tan-
demové mutace FL'T3 genu je detekovana pfiblizn€ u 20-30%
procent pfipadit AML a je jednoznacnym nepfiznivym pre-
diktivnim a prognostickym faktorem (48). Podrobné&j$im stu-
diem expresniho profilu MLL se zabyval i Tsutsumi a kol. (49).
Proteiny vySe popisovanych gentt mohou byt vhodnymi kan-
didaty pro cilenou 1é¢bu. Z tohoto pohledu si nelze pfat nic
jiného, neZ aby i v ptipadé MLL byl objeven dalsi ,,Gleevec®,
jako v pripadé CML s fuznim BCR/ABL genem. V této sou-
vislosti se v sou¢asnosti vkladaji nemalé nadéje do inhibitora
tyrozin-kindzové aktivity FLT3 receptoru (50).

Dalsi rozséahlé préce byla provedena na souboru 360 vzorki
ALL pochézejicich od détskych pacientii. Autofi na zaklade
profilu genové exprese sloZeného z 271 genti rozdélili ALL do
sedmi skupin: 1. BCR-ABL, 2 . E2A-PBX1, 3. TEL-AML1, 4.
MLL, 5. hyperploidni karyotyp, 6. T-ALL a sedmd skupina
s dosud nejasnym vyznamem. Profil genové exprese kla-
sifikoval v8echny analyzované vzorky ALL s mnohem vé&tsi
presnosti, neZ by se stalo pouze s ohledem na vyskyt specific-
kych genovych alteraci. Tak napiiklad ¢tyfi piipady ALL byly
zatazené do skupiny TEL-AMLI1 i pfesto, Ze u nich nebyla RT-
PCR reakci nalezena Zddnd zndmd chimerickd prestavba.
Sekvenacni analyza TEL vSak prokézala jeho mutaci (51). O rok
pozdéji publikoval stejny autorsky tym préci potvrzujic-
iexistenci uvedenych 7 molekuldrné definovanych skupin ALL,
pfiemzZ tentokrat s pouZitim jiné DNA ¢ipové platformy (52).
Zajimavé préace byly publikovény se specifickym zaméfenim
na akutni lymfatické leukémie vychézejici z T-lymfocytarni



fady (T-ALL). Z jejich vysledkil vyplyva, Ze na zdkladé profi-
lu genové exprese je mozné T- ALL rozdélit do ti skupin, pro
které je charakteristickd nadmérna exprese jednoho ze tff tran-
skrip¢nich faktort: LYL1, HOX11, nebo TAL1. Genovy pro-
fil T-ALL s nadmérnou expresi LYL1 a gent podléhajicich jeho
regulaci byl podobny profilu genové exprese pro-T-lymfocy-
td, a podobné v pfipadé T-ALL s nadmérnou expresi HOX11,
nebo TAL1, byla pozorovéna shoda s profilem ¢asnych, nebo
pozdnich kortikalnich T- lymfocyt. Na rozdil od molekularni
klasifikace DLBCL, rozd€leni T-ALL na zaklad€ podobnosti
k jednotlivym vyvojovym staddiim T-lymfocyti jenom potvr-
dilo stavajici imunologické déleni T-ALL (53,54).

Mechanismy chemorezistence a predikce vnimavosti na vybra-
nd cytostatika a kortikoidy se staly ptedmétem nékolika pra-
ci. Holeman a kol. sledovali zmény genové exprese v lym-
foblastech pacientll s ALL, které byly v in-vitro podmink4ch
kultivovény s prednisolonem, vinkristinem, cytosinarabinosi-
dem a daunorubicinem. Pomoci DNA ¢ipt autofi identifikovali
genové profily predikujici chemosenzitivitu k aplikovanym 13-
tkdm a potvrdili zndmou skute¢nost, Ze in-vitro detekovana
chemorezistence jednoznacné koreluje s vysokym rizikem
relapsu choroby (55). PouZiti DNA ¢ipt vedlo rovnéZ k urce-
ni gend, jejichZ exprese se vyznamné liSila mezi ALL s niz-
kou, nebo s vysokou kumulaci metotrexatpolyglutamatt -
metabolity metotrexatu. Toto zji$téni by mohlo v budoucnosti
vést k individualizaci terapeutickych protokoll pacientl
s ALL ve smyslu intenzity divky metotrexatu nebo jeho upl-
né zamény za jiné cytostatikum (56). Cytoprotektivni u¢inek
mikroprostfedi, ve kterém se lymfoblasty nachazeji, miZe byt
dalsi pficinou relapsi leukémii po induk¢ni terapii. Za nor-
maélnich okolnosti jsou hematopoetické buiiky v mikropro-
sttedi kostni dfené v kontaktu se stromdalnimi butikam-
i a s okolnimi sloZkami extracelularni matrix (ECM). Kromé
fady esencidlnich ristovych faktori, které produkuji stromal-
ni buiiky, je pro preZivani hematopoietickych bunék dileZity
JjiZ prosty kontakt s t€mito butikami a s vldknitymi sloZkami
ECM (napt. fibronectin, vimentin, laminin, kolagen) zpro-
sttedkovany pomoci receptorti adheze (napf. integrinové recep-
tory, VCAM-1). A pravé stimulace receptorti adheze mimo
jiné spousti signélni drdhy vedouci k inhibici apoptdzy. Uve-
deny cytoprotektivni i¢inek se stdvd vyznamnym zejména za
nepfiznivych podminek, napiiklad v pfitomnosti cytostatika.
Astier a Svoboda jako prvni publikovali profil genové expre-
se B-lymfoblastil, které po stimulaci integrinovych receptorti
prezivaly i ve stresovych podminkach (bez pfitomnosti rasto-

vych faktorti nebo pfi kultivaci s doxorubicinem). Vysledkem
jejich prace byla identifikace nékolika signdlnich drah rea-
lizujich antiapoptoticky tcinek integrinovych receptort (napf.
signdlni drdha PI3K-Akt a XIAP/Survivin-Caspasa-3/7)
(57,58). O vyznamu receptort adheze svédci existence fady
klinickych studii s monoklonalnimi protildtkami proti integri-
novym receptoriim nebo s inhibitory jednotlivych kinéz inte-
grinovych signalnich drah (obrazek €. 5).

Zaver:

Komplexni analyzy genové exprese pomoci DNA ¢ipli umoz-
fuji realizovat novy pohled na genom nidorovych bunék.
V pfipadé¢ lymfoidnich malignit uvedené analyzy jiZ pfinesly
prvni vysledky pouZitelné v klinické praxi pro diagnostiku,
klasifikaci a predikci vyvoje nddorového onemocnéni.

Obr. £.5
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PROFILOVANI GENOVE EXPRESU U MNOHOCETNEHO MYELOMU.

GENE EXPRESSION PROFILING IN MULTIPLE MYELOMA.
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Souhrn

V naSem sdéleni chceme informovat o pouZiti dvou metodik ke studiu molekuldrné genetické problematiky mno-
hocetného myelomu (MM). Prvné zminime vyuZiti DNA Cipt (microarrays) a ve druhé ¢asti se zaméfime na chro-
matinovou imunoprecipitaci v analyzach epigenetickych zmén genti. Ob& metodiky na§ vyzkumny tym pouziva,
a proto predstavime i prvni vystupy. VyuZiti obou metodik je u MM stejné jako u vSech ostatnich nadora. Pred-
stavuji moZnost studia patogeneze malignich onemocnéni na molekuldrni urovni, klasifikaci jinak neodliSitelnych
prognostickych skupin choroby, predikci 1é¢ebné odpovédi na dany terapeuticky zdsah a identifikaci moZnych
molekuldrnich cila protinddorové terapie.

Klicova slova: DNA Cipy, profil genové exprese, chromatinové imunoprecipitace, mnohocetny myelom.

Summary

This review informs about utilization of two methods used in molecular examination in multiple myeloma on
genomic level: DNA microarrays and chromatin immunoprecipitation. The profit of both methods is very simi-
lar in myeloma as well as in other cancers. They allow to study disease pathogenesis, generate new disease clas-
sification, and try to predict effect of therapy. Also, they are used to find the new potential target of therapy in

multiple myeloma.

Key words: DNA microarray, gene expression profile, chromatin imunoprecipitation, multiple myeloma.

DNA ¢ipy u mnohocetného myelomu.

Profilovani genové exprese fyziologické a maligni
plasmatické bunky.

Genova exprese je urCovana nejenom faktory prostiedi, ale
rovnéZ genetickym pozadim. Proto byla metoda DNA cipt
pouZita pfi srovnani profilli genové exprese (PGE) CD138+
bunék ziskanych z kostni dfené pacientas MM a CD138+ plaz-
matickych bunék geneticky identického dvojcete. V CD138+
butikdch MM byla zji$t€na zvySend exprese u 296 genil, nao-
pak sniZend hladina transkriptl byla detekovédna u 103 gent,
ve srovndni s fyziologickymi plazmatickymi butikami (FPB)
dvojcete (1).

Davies a kolektiv vyuZili DNA ¢ipovou analyzu k identifika-
ci procest uCastnicich se pfi transformaci FPB na buiiky
monoklondlni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS) a mno-
ho¢etnému myelomu. Sledovanim gend, které vykazovaly vel-
kou variabilitu mezi vzorky byly definovany dvé skupiny paci-
entl: kontrolni a MGUS/MM. Analyza prokézala 263 genl
odliSné exprimovanych mezi butikami MGUS a FPB, a 380
gent s odliSnou expresi mezi butikkami MM a FPB, ze kterych
bylo 197 genti spole¢nych s prvni skupinou. Pouze u 74 gent
byla zjiSténa odliSnd mira transkripce mezi buiikami MGUS
aMM. Tato zjiSténi naznacuji, Ze mezi MGUS a MM jsou men-
81 rozdily neZ mezi fyziologickym protéjSkem a MM nebo
MGUS. Mezi geny s rozdilnou expresi pfevladaly: onkogeny,
tumor supresorové geny, geny podilejici se na signalni trans-
dukci, geny kodujici vazebné proteiny a transkripéni faktory
DNA a geny podilejici se na diferenciaci buiiky (2). Profilo-
vani genové exprese tak nim pomahd odhalovat genetické

zmény probihajici v prib&hu transformace FPB na buiiku
MGUS a MM (2-5). Sekvenovani variabilni oblasti genti pro
imunoglobuliny prokézalo, Ze plazmatické buiiky od jednot-
livych pacientli s MGUS vykazuji intraklondlni variabilitu,
kterd ov§em neni pozorovina u myelomovych bunék (6). Tato
data jsou v souladu se zjisténim, Ze plazmatické buiiky MGUS
kontinudlné podléhaji somatickym hypermutacim, zatimco
uMM je jeden klon plazmatickych bunék dominantni a expan-
duje v kostn{ dfeni.

Dalsi studie prokazala celkem 156 genil se zvySenou expresi
v souvislosti s vyskytem translokaci t(4;14)(p16;q32), nebo
t(11;14)(q13;q932). Ziskané data umoZiiuji rozdélit MM do Ctyt
odli$nych podskupin: MM1, MM2, MM3 a MM4. Skupina
MM4 mé molekularni znaky jako buiiky rychle proliferujicich
bunécnych linii MM. Skupina MM 1 nese znaky MGUS. Nej-
vyznamnéjsi rozdily v expresi mezi MM1 a MM4 byly nale-
zeny u geni, jejichZ produkty se podili na bunécném cyklu
a metabolizmu DNA. Jejich vysoké exprese byla detekovédna
pravé ve skupiné MM4, u které je Casté&ji detekovan abnor-
malni karyotyp a zvySend hladina sérového _2-microglobuli-
nu. Tyto parametry jsou v klinické praxi spojovany se Spatnou
prognozou (7).

Molekularni klasifikace MM na zakladé profilovani
genové exprese.

Plazmatické butiky byly doneddvna povaZovany za homogenni
populaci termindlnich stadii B-lymfocytd. Nékteti autofi sou-
di, Ze MM buiiky predstavuji termindlné diferenciované
potomstvo transformovaného B-lymfocytu. Posledni fenoty-
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pové analyzy a profily genové exprese prokdzaly, Ze plazma-
tické buiiky izolované z urcitych orgdnt mohou patfit k odlis-
nym stadiim svého vyvoje (8,9). Mnohocetny myelom by tak
predstavoval spektrum onemocnéni s molekuldrnimi otisky,
které ukazuji najejich ptivod v odli$nych stadiich vyvoje pozd-
niho B-lymfocytu. Alizadeh a kolektiv prokazali podobnou
situaci u difuzniho velkobunééného B-lymfocytarniho lymfo-
mu (DLBCL), ktery v histopatologickém obraze pfedstavuje
jednu diagnostickou jednotku, pfi¢emZ na molekuldrni drov-
ni miiZe byt rozdélen na dva zédkladni podtypy: DLBCL vycha-
zejici z B-lymfocytt zdrode¢ného centra (Germinal-centre B-
cell like DLBCL) a z antigenem aktivovanych mitoticky
aktivnich B-lymfocytd

Activated B-cell like DLBCL) (10). Profilovéani genové expre-
se bylo pouZito rovnéZ pro odliSeni pozdnich stadii diferenci-
ace B-lymfocyti, kdy byly identifikovany geny regulujici as-
nou fazi bunécné diferenciace (early-stage differentiation
genes, EDG), kdy dochézi k pfechodu nezralych B-lymfocy-
ta do tzv. ,tonsillar B-cells®, a geny pozdni fize diferenciace
(late-stage differentiation genes, LDG), které charekterizuji
pfeménu ,tonsillar B-cells* na plazmatické butiky kostni die-
né (11, 12). Butkky MM vykazovaly variabilni expresi fady
EDG aLDG gent. Na zékladég variability exprese EDG a LDG
genil bylo stanoveno, Ze jiZ diive definované podtypy MM1
az MM4 mohou byt pfifazeny k nékteré z ,,vyvojovych* fad
plasmatické buriky. Podtyp MM4 je z bun€¢k podobnych ,,ton-
sillar B-cells*“. Podtyp MM3 je rovnéZ spojen s ,,tonsillar B-
cells*, ale naopak MM2 sdili podobnost s plazmatickymi buii-
kami kostni dfené. Tato data potvrzuji hypotézu, Ze MM muzZe
bytodvozen z buné€k maligné transformovanych v riznych sta-
diich vyvoje. Funk¢ni spektrum genil ze skupiny EDG bylo
$irsi, neZ v pfipad€ LDG, a zahrnovalo geny, jejichZ proteiny
se ucastni v procesech adheze, transkripce, vnitrobunécné sig-
ndlni transdukce a metabolizmu. Pouze nékolik malo genii bylo
spojeno s buné¢nou proliferaci.

Vliv chromosomalnich aberaci na genovou expresi

V souvislosti s tzv. ,,genomovym chaosem® myelomové buii-
ky Shaughnessy a kolektiv sledovali ploiditu u MM buné&k
s abnorméalnimi karyotypy (11). U 10% pacientil byla naleze-
na trizomie chromosomu 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 a 21, zatimco
monozomie a delece prevazné q raménka postihovaly pfed-
nostné chromosom 6 (6%), 13 (13%), 16 (10%) a22 (6%). Aby
autofi urcili, zda existuje souvislost mezi profilem genové
exprese a chromosomalnimi aberacemi, pomoci DNA ¢ipt
srovndvali profily genové exprese plazmatickych bunék zis-
kanych od pacientd s MM a od zdravych darcii. Pro analyzo-
vané geny byla stanovena chromozomalni pozice a dile pocty
abnormalné exprimovanych geni na jednotlivych chromoso-
mech. Autofi zjistili pozitivni korelaci mezi chromosomalni
aberaci a genovou expresi. VéEtSina gent leZicich na chromo-
somech 3,5,7,9, 15 a 19 méla zvySenou expresi, zatimco geny
na chromosomech 10, 13, 14, 16 a 22 mély sniZenou expresi,
pfi¢emz nejmarkantnéjsi rozdil byl u chromosomu 13. Pocet
kopii chromosomil se tak promit4 do drovné transkripce.
Podobné jako dalSi nddory z B-lymfocyti, i MM vykazuje pii-
tomnost alteraci v oblasti 14q32, kde se nachazi geny tézkého
fetézce imunoglobulinu (/GH). DNA Cipy byly proto pouZity
ke sledovani expresnich hladin postiZenych gend, s cilem sta-
noveni moznych translokacnich partnerti. Autofi se zaméfili
na geny, které nejsou exprimovany normalnimi plazmaticky-
mi buiikami, ale ve vysSich hladinéch jsou detekovény u paci-
entd s MM. ZvySend exprese receptoru-3 fibroblastového
rustového faktoru (FGFR3), cyklinu D1 a D3 (CCNDI,
CCND3) byla ve shodé s ptitomnosti t(4;14)(p16;q32),
t(11;14)(q13;q32) nebo t(6;14)(p21;q32) (7, 13-16). Pti ana-
lyze nové diagnostikovanych pfipadi MM byla zjisténa pfi-
tomnost CCNDI a FGFR3 exprese u 13%, homolog muscu-
loaponeurotického fibrosarkomového onkogenu (c-MAF)
u7,5% aCCND3u4,1%.U 34% myelomu byla nalezena zvy-
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Send exprese jednozo ze Ctyf partnerti /GH translokace. Tato
procenta v§ak naznacuji, Ze musi existovatijiné vysvétleni pro
sledované jevy, napiiklad pfitomnost bialelické 14q32 trans-
lokace uvnitf jedné buiiky, ¢i biklonalni nddor, nebo moZnost,
Ze zména hladiny zminénych gend vznikla mechanizmem
nesouvisejicim s translokaci. Mnohocetny myelom podtypu
MM3 uplné postrada translokace zahrnujici vySe uvedené
geny. Autofirovné zmifiuji paralelni expresi FGFR3 a MMSET
u podtypi MM1 a MM2. MMSET exprese bez pfitomnosti
FGFR3 bylazji$téna pouze u podtypu MM4. Ve vice neZ 90%
pfipadi klonotypickych plazmatickych bunék doslo ke ztraté
FGFR3, coz naznacuje, Ze tak muselo dojit v ¢asné fazi vyvo-
je onemocnéni. Aktivace MMSET muZe byt rozhodujici uda-
losti pfi vzniku t(4;14)(p16;q32). Jeji ptitomnost vede k cha-
rakteristické expresi 21 genil véetné 4 zndmych translokacnich
partnerd, z nichZ nékteré mohou piedstavovat moZzné partne-
ry u 14q32 translokace (17).

Monosomie chromosomu 13 je detekovéana u 50-60% pacien-
t s MM s dele¢nim mistem v oblasti 13q14. Pro stanovent, jest-
li zmény v genové expresi gant lokalizovanych v dané oblasti
chromosomu predikuji jeho deleci, byla pouZita fluorescencni
hybridizace (FISH) a profilovéani genové exprese (18, 19). Ze
souboru vzorki s prokdzanou deleci chromosomu 13 (FISH13-
) a vzorkl bez delece (FISH13+) bylo identifikovano 36 kan-
didatnich gent. Pétatficet gentl, z nichZ 32 leZelo na chromo-
somu 13, v€etné genti v oblasti 13q14 (GTF2F2,TSC22 aRB1),
meélo sniZenou hladinu exprese. Pouze 1 gen, IGFIR (receptor
pro inzulinu podobny ristovy faktor 1) vykazoval vyssi hladi-
nu transkripce. Deset gentl, véetné genu retinoblastomu 1 (RB1),
bylo pouZito s 85% uspéSnosti ke stanoveni delece u pacientt
s MM bez zndmého stavu genu ur¢eného pomoci metody FISH.
Data z této studie naznacuji, Ze mozny disledek delece chro-
mosomu 13 je vznik haploinsuficience tumor supresorového
genu RBI, a pravé sniZeni hladiny jeho transkripti se miZe
podilet na vzniku nddoru. Normélni plazmatické buiiky kostni
dfené i myelomové buriky exprimuji /GF1, zatimco u ostatnich
typt vyzralych B-lymfocytii nebyla jeho exprese nalezena (8).
Autofi naznacuji, Ze aktivace /IGFIR u pacientt s deleci chro-
mosomu 13 miiZe vytvafet autokrinni rastovy signdl, COZ potvr-
zuji studie, ve kterych jsou hladiny sérového IGFIR spojeny
s preZivanim pacientd s MM (20).

Statistickou analyzou profili genové exprese ze vzorki MM
bez pritomnosti delece chromosomu 13 a bez dalSich karyo-
typovych abnormalit (CA) a vzorkl s deleci chromosomu 13
a s pfitomnosti CA, bylo nalezeno 157 genl se zménénou
expresi RNA. VétSina genil (91%) méla vyssi expresi ve sku-
piné s chromosomélnimi aberacemi, pouze 14 gend (8 z nich
na chromosomu 13) mélo v dané skupiné expresi mensi. Nej-
vice genl kodovalo proteiny, které se podili na proliferaci,
regulaci prechodu mezi G1/S fazi bunécného cyklu, segrega-
ci chromosomil a na replikaci DNA (18, 21).

Dalsi otdzka byla, zda hladiny exprese sledovanych gent
mohou rozdélit MM na Ctyfi cytogenetické skupiny
(FISH13+/CA-, FISH13+/CA+, FISH13-/CA-, a FISH13-
/CA+). Za timto ucelem bylo sledovéno tficet genti: dvacet
rozdiln€ exprimovanych mezi FISH13-/CA+ a FISH13+/CA-
a deset gent odliSujicich FISH13- od FISH13+ (22). Autofi
analyzovali 45 pacientti s MM FISH13-/CA-, u kterych zjisti-
li nizkou expresi gent regulujicich buné¢ny cyklus a genti na
chromosomu 13. Naopak 30 pacientti ve skupin¢ FISH13+
/CA+ mélo relativné zvySenou expresi téchto geni. Treti sku-
pina, 37 pacientd FISH13+/CA-, exprimovala geny na chro-
mosomu 13 soucasn€ se sniZenou expresi genil regulujicich
bunécny cyklus. U 34 pacientd s MM FISH13-/CA+ byly geny
bunécéného cyklu byly vysoce exprimované (vice neZ u MM
FISH13+/CA+), naopak geny lokalizované na chromosomu
13 mély nizkou expresi (méné neZ u skupiny FISH13-/CA-).
Stanovenim ploidie na zdkladé€ profilu genové exprese hypo-
diploidnich a hyperdiploidnich vzorkl, Shaughnessy a kolek-
tiv identifikovali 14 geni, jejichZ odli$na exprese miZe pre-



dikovat ploidii s vice nezZ 95% presnosti u vzorkil se znaimym
karyotypem a s vice neZ 83% ptesnosti u neinformativnich pii-
padi (18, 22).

Prediktivni a prognostické profily genové exprese

u mnohocetného myelomu

V ptipadé MM jiz byly identifikovany profily genové expre-
se charakterizujici klinicky pribéh onemocnéni, s rozdily v pte-
Ziti od 2 po vice nez 80 mésicti od stanoveni diagndzy. Podob-
né byly stanoveny i prediktivni profily genové exprese, a to
v souvislosti s i¢innosti 1é¢by zaloZené na thalidomidu a vyso-
kodavkované chemoterapii. RovnéZ byly objeveny profily pre-
dikujici odpovéd na kombinovanou protinddorovou 1é¢bu reZi-
mem VAD (vinkristin, adriamycin, dexamethazon), kde byli
pacienti rozdéleni na dvé& skupiny podle hladiny exprese 11
genl regulujicich bunécény cyklus. Sedmdesét procent paci-
entll s vySsi expresi minimalné 8 z 11 gent, dospélo po apli-
kaci vySe uvedené chemoterapie do ¢aste¢né, nebo kompletni
remise. Naopak, pouze u 30% pacientll s expresi mensi nez
medidn u 8 z 11 téchto gend, byla zjisténa odpovéd na 1écbu.
Podobné, i v pripadé inhibitoru proteazomu PS-341 bylo nale-
zeno 44 gent, jejichZ exprese predikvoala odpovéd na uvede-
nou latku. Tyto studie naznacuji moZnosti vyuZiti profilovéani
genové exprese k identifikaci rizikovych pacientt a k predik-
ci odpovédi na cilenou lécbu (23,25,26).

Soucasné chemoterapeutické postupy vyuZivaji kombinace néko-
lika 1éCiv, které interferuji s vicero molekuldrnimi mechanismy
nezbytnymi pro Zivotaschopnost nddorové buriky. Pomoci DNA
Cipl 1ze identifikovat geny, jejichZ exprese je cilené regulovana
nédorovou butikou pravé po specifickém terapeutickém zésahu.
Naptiklad po oSetfeni bunék MM dexamethazonem vykazoval
gen pro adhezni molekulu desticek/endothelidlnich bunék
(PECAM1) sniZenou expresi u 20 z 20 sledovanych piipadil
apredstavoval nejvétsi odchylku v genové expresi vilbec. TéEmér
u vSech pacientt lé¢enych dexamethazonem byla zji$téna sniZe-
né exprese proangiogenniho genu vaskuldrniho endotelidlniho
faktoru (VEGF) asekvence 1 genu leukémie myeloidnich bun¢k
(MCLI), ktery mé antiapoptotickou funkci.

PS-341 (bortezomib) vyvoldval zmény v expresi pouze 9 gent
(2 se zvySenou a 7 se sniZenou expresi). SniZend exprese genu
Cockaynova syndromu 1 (CKN1) predstavovala nejveétsi zmé-
nu. CKN1 kéduje protein, ktery reaguje mimo jiné s podjednot-
kou transkripéniho faktoru IIH RNA polymerazy II a jeho muta-
ce jsou spojeny s defektni opravou transkripéné aktivnich gent
(24). SniZen4 transkripce CKN u€inkem PS-341 miZe mit nega-
tivni vliv na transkripci RNA polymerazou II a vysvétluje nizky
pocet genll se zménénou expresi v porovnani s i¢inky dexamet-
hazonu, thalidomidu a IMiD. IMiD a CC-5013 thalidomidovy
analog vyvoldvaly zmény v expresi u 98 geni (41 genil se zvy-
Senou a 57 gent se sniZzenou hladinou), zatimco thalidomid zpQ-
sobil zmény u 57 gend (29 zvySend a 28 sniZend hladina). Sest
genl bylo ovlivnéno soucasné IMiD i thalidomidem (25).
Metodu DNA ¢ipii 1ze vyuZitrovnéZ pro identifikaci novych tera-
peutickych cilli jiZ existujicich 1é¢iv arozs§ifit tak spektrum jejich
indikace. Po aplikaci 1é¢iv miiZeme identifikovat pfitomnost spe-
cifickych transkriptl a zjistit spolec¢né rysy profill genové expre-
se unadorovych bunék v souvislosti s odlisnou odpovédi na poda-
ni urcité latky. Napiiklad v malignich plazmatickych butikich
byla zjiSt€na vysoka transkripce farnezyltransferdzy (FNTA)
a onkogenu krysiho sarkomu (RAS) (7). FNTA posttranskripc-
né modifikuje RAS tak, aby se RAS protein mohl vazat na plaz-
matickou membranu, kde je schopen vykondvat svou funkci. Pro-
to mohou mit inhibitory FNTA velky vyznam u pacientti s MM
s vysokou expresi RAS a/nebo FNT (26).

Profily genové exprese charakteristické pro
mikroprostiedi u MGUS a MM

Rist MM a stejné tak i jinych nddorovych bunék je ¢4stecné
zavisly na svém mikroprostfedi, a to zejména na stromalnich
burikdch v okoli, které produkuji riistové faktory a rizné sig-

nalni molekuly. Mimo jiné tim poskytuji cytoprotektivni Gci-
nek nddorovym buiikdm, v€etné ochrany pied tcinky chemo-
terapie (35). Zmény v expresnich profilech stromélnich sloZek
mikroprostfedi kostni dfen¢ mohou byt i v pfipadé MM spo-
jeny s predikci progrese onemocnéni. Jedna ze studii genové
exprese z biopsii kostni dfené pacienti s MGUS, MM a zdra-
vych darct odhalila 146 gent se sniZenou a 86 genti se zvySe-
nou expresi u MM. Srovnéni profilil genové exprese mezi vzor-
ky z biopsii MM a purifikovanymi plazmatickymi butikami
téhoZ pacienta prokazalo 75 gent s rozdilnou expresi. Tyto
geny byly funkcné spjaty s mikroprostfedim MM (microenvi-
ronment-associated genes, MAG). Celkem 54 MAG mélo sni-
Zenou a 21 MAG zvySenou expresi, pfi¢emzZ dva z péti genil
s nejvyssi odchylkou exprese, UMAGI a UMAG2, kéduji
adhezni proteiny, které se podileji na vzajemnych interakcich
myelomovych a stromélnich bun€k. Oba geny byly exprimo-
vany vice neZ desetindsobné u MM biopsii s vysokym pro-
centem plazmatickych bunék (80%) v porovnéni se vzorky
s nizkym procentem (20%), nebo biopsiemi od zdravych dar-
cl. Jejich exprese pfitom nebyla zvySena ani ve vzorcih MGUS
(11). U obou gent byla prokdzéna vyznamni role v nddoro-
vém rist a rezistenci na 1éky (27, 28). Dalsi MAG, UMAG?3,
je €len rodiny matrixovych metalloproteinaz (MMP). Vzorky
MGUS biopsii vykazovaly variabilni expresi tohoto genu,
v purifikovanych plazmatickych buiikdch nebyl detekovatel-
ny. ZvySend exprese UMAG3 naznaluje plsobeni MMP
v odli$nych oblastech patologie MM vcetné angiogeneze nebo
resorpce kosti (29, 30).

Vyufziti chromatinové imunoprecipitace pri studiu
epigenetickych zmén gendi vyznamnych pro diagnostiku
mnohocetného myelomu

Chromatinové imunoprecipitace, kombinovana s polymerazo-
vou fetézovou reakci (ChIP-PCR), pfedstavuje vyznamnou
molekuldrné-biologickou metodu, kterd slouzi ke studiu epige-
netickych modifikaci chromatinu. Touto metodou je moZné veli-
ce detailné analyzovat vazbu transkripénich faktorti na vybrané
useky DNA anebo studovat zmény v acetylacich, methylacich,
fosforylacich a ubikvitinacich histont. Histony H2A, H2B, H3
a H4, ptestavujici hlavni slozku chromatinu, jsou soucasti takz-
vanych nukleosom, které tvoti dva zékladni typy chromatinu,
tj. euchromatin (transkripéné€ aktivni DNA) a heterochromatin
(kondenzované, transkripéné neaktivni chromosomélni oblas-
ti). Ty se od sebe odliSuji nejenom mnoZstvim GC part bazi,
mirou kondenzace, ale pravé i specifickymi modifikacemi his-
tontl. Typickym markerem heterochromatinu je napiiklad dea-
cetylace a nebo methylace histonu H3 v pozici lysinu 9, ktera je
ulidskych bunék zprostiedkovdna enzymem zvanym histon met-
hyl transferaza Suv39H1 (31). Na druhou stranu, pro euchro-
matin je velmi typickd acetylace a také methylace histonu H3
v pozici lysinu 4. Za vSechny tyto modifikace N-terminalnich
konct histont jsou opét zodpovédné prislusné enzymy jako jsou
napiiklad histon acetylazy a deacetyldzy (HATs, HDACs) anové
objeveny demethylujici enzym LSD1 (32).

Epigeneticky stav pfislu$né kodujici oblasti a hlavné promo-
toru, jako mista iniciace transkripce, je zdsadni pravé pro regu-
laci transkrip¢ni aktivity gend. To vSe, spole¢né s transkripc-
nimi faktory, rozhoduje o optimalni expresi gent. Je obecné
znadmo, Ze nadorové butiky jsou charakteristické mnoha gene-
tickymi abnormalitami, v¢etn€ genovych amplifikaci, deleci
nebo translokaci chromosomi. Tyto genetické pfestavby vedou
k nekontrolované expresi nékterych genti a tudiZ jsou dopro-
vazeny rozsahlymi zménami v epigenetickych profilech chro-
matinu (33, 34). Z tohoto diivodu se studium epigenetické regu-
lace exprese genil zdd byt velmi zdsadni z hlediska pochopeni
maligni transformace bunék. Chromatinovéd imunoprecipita-
ce, kombinovand s PCR metodologii, pfedstavuje slibny krok
v téchto studiich. S vyuZitim ChIP-PCR metody je moZné pies-
né stanovit miru methylace a acetylace promotoru nebo kédu-
jici sekvence prognosticky vyznamnych gent.
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ChIP-PCR metodologie zahrnuje né€kolik krokt vedoucich

k optimédlnimu stanoveni epigenetickych zmén ve vybranych
lokusech. Prvnim krokem je vytvofeni vazby mezi DNA
a histony, takzvany ,,cross link“, pomoci fixace bunék ve
formaldehydu. Po lyzaci bunék je tfeba DNA véizanou na
histony fragmentovat na menS$ich aseky, zhruba o velikosti
do 200-1000 pért bazi. K tomuto tcelu se pouZiva pristroj
zvany sonikétor. Jako dalsi krok nésleduje imunoprecipita-
ce DNA-proteinového komplexu s pfislu§nou protildtkou,
kterd ma schopnost rozpoznat studovanou modifikaci histo-
nu. Po odmyti pfebytecné protilétky je pfti teploté 650C pie-
ruSena vazba mezi DNA a histony a pomoci DNA izolac-
nich a purifikac¢nich technik je ziskdno optimalni mnoZstvi
DNA. Ta je dale pouZzita v klasické PCR reakci navrZzené
k detekci vybranych genovych lokust, které jsou zasadni
v maligni transformaci studovanych nddorovych bunék. Vel-
mi slibnou metodou se v soucasné dobé jevi i kombinace
ChIP metody s DNA mikrocipy, tak zvand ,,ChIP-on-chip*
technologie, ktera slouZi ke stanoveni epigenetickych zmén
napiiklad v promotorovych oblastech n€kolika stovek genti
(GeneChips, Affymetrix). V tomto pfipad€ metoda prinasi
velké mnoZstvi dat o zménéch v epigenetickych profilech
nadorovych bunék. To v§e poskytuje cenné informace o cel-
kovych rozdilech mezi normélni a maligné transformova-
nou buiikou.

V nasi laboratofi jsme se zaméfili na studium zmén v methy-
lacich a acetylaci histonu H3 v pozici lysinu 9 u gend c-myc
a CCND, které hraji dileZitou tilohu v patogenezi mnohocet-
ného myelomu. V soucasné dobé se zaméfujeme na optimali-

zacimetody pro vzorky ziskané po magnetické separaci CD138-
a CD138+ bun€k mnohocetného myelomu. Provedli jsme jiz
nékolik pilotnich studii, které budou déle rozpracovany. Rov-
néZ se zaméfujeme na studium zmén v epigenetickych stavech
myelomovych bunécnych linii ovlivnénych latkami, jako je
napiiklad dexamethason, melfalan nebo Velcade, které maji
nezastupitelny vyznam pfi lé¢bé mnohocetného myelomu.

Zavér:

I ptes pokroky v 1é€bé mnohocetného myelomu, véetné vyso-
kodavkované chemoterapie, autologni transplantace a zave-
denim novych 1ékt do 1écby relapsu onemocnéni, toto one-
mocnéni zstava stile nevylécitelné. VySe uvedené metody
umoZiuji sledovat zmény v celkové expresi genti i zmény v epi-
genetickém uspofadani chromatinu s cilem identifikovat mole-
kularni profily spojené se vznikem a vyvojem maligniho one-
mocnéni. Uplatnéni pfistupu analyzy vicekrokové patogeneze
myelomu umozni 1épe pochopit jak se méni exprese genti a epi-
genetické uspofddani chromatinu béhem rtznych stadii one-
mocnéni a popsat terapeutické cile na molekularni drovni u jed-
notlivych pacientil. Charakterizace genetickych jevl a jejich
dasledki daleZitych v ristu a pfeZiti myelomovych bunék spo-
lu s porozuménim mechanizmu citlivosti a rezistence na apli-
kovanou 1é¢bu, miZe pomoci odhalit pacienty, ktefi budou
odpovidat na danou 1écbu a stanovit dalsi cile novych terape-
utickych postupd.

Podékovani: 3 3
Préce byla podpotena : VC MSMT CR LC06027
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puvodni prace

PILOTNI STUDIE IDENTIFIKACE PROGNOSTICKYCH MARKERU
U PACIENTU S KOLOREKTALNIM KARCINOMEM ANALYZOU PROFILU
GENOVE EXPRESE

IDENTIFICATION OF COLORECTAL CANCER PROGNOSTIC MARKERS
BY GENE EXPRESSION PROFILES ANALYSIS: PILOT STUDY

SLABY O.!, GARAJOVA 1.2, SVOBODA M.2, FABIAN P. 1, SVOBODA M. !, SROVNAL J.3, SMER-
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Souhrn

Kolorektdlni karcinom je jednim z nejcasté&ji se vyskytujicich nddorovych onemocnéni. BohuZel, vyznam-
nd ¢ast pacientl v klinickych stadiich II a III umira do péti let po radikalnim chirurgickém zdkroku nésled-
kem progrese onemocnéni. Raciondlni pfistup k indikaci adjuvantni 1é€by pro tyto pacienty nabizi mole-
kulérni charakterizace jejich rizika napii¢ obéma klinickymi stddii pomoci technologie DNA ¢ipii. Do studie
byly zatfazeny bioptické vzorky dvandcti pacientl s histologicky potvrzenym kolorektdlnim karcinomem
(KRK) v klinickém stadiu II a III tvofené minim4lné ze 70% malignimi butikami. Sest pacientii mé&lo dobr-
ou progndzu s délkou bezptiznakového pieziti (DFS) delsi nez 36 mésicli, Sest mélo Spatnou progndzu s
DFS krat§im neZ 36 mésict. Pomoci nizkohustotnich oligonukleotidovych makrocipti spole¢nosti Supe-
rArray urcenych k relativni kvantifikaci exprese 128 genl potencidlné zapojenych do procesu metastazo-
vani, byly identifikovany profily genové exprese primarnich KRK vSech 12 pacientli. Analyzou expresnich
profild pomoci t-testu (4=0,01) a metody SAM jsme identifikovali 10 genil rozdilné exprimovanych (9 up-
regulovanych, 1 down-regulovany) v primarnich naddorech pacientil se Spatnou prognézou. NaSe vysledky
nasvédcuji, Ze technologie nizkohustotnich oligonukleotidovych makrocipt je uzite¢nou pomuckou pro lep-
§i pochopeni molekuldrni podstaty progrese nddorového onemocnéni a zlepSeni predikce metastatického
potencidlu primédrnich nddori u pacientl s lokoregiondln€ pokrocilym kolorektdlnim karcinomem.

Kli¢ova slova: kolorektalni karcinom, DNA ¢ipova technologie, profily genové exprese, progndza

Summary

Colorectal cancer (CRC) is one of the most common malignancies. Unfortunately, a significant proportion
of surgically cured patients in the early stage of the disease develop progression and die from the disease.
Twelve patients who had histologically confirmed left-sided colon adenocarcinoma with a volume fraction
showing at least 70% of malignant tumor cells were included. Only stage II-III patients according to IUCC
with no prior chemotherapy or radiotherapy were eligible for the study. Six patients were poor prognosis
cases with disease free survival (DFS) lower then 36 month and six were good prognosis cases with DFS>36
month. Relative gene expression levels of 128 genes potentially involved in cancer progression and disse-
mination were obtained by low-density oligonucleotide microarrays (SuperArray Bioscience Corp., Bet-
hesda, MD) from 12 primary colon cancer samples. Gene expression data analysis based on the SAM and t-
test (4 = 0, 01) methods identified 10 genes with significantly different expression in primary tumors of
patients with poor prognosis. Our preliminary data suggest that oligonucleotide microarray technology should
contribute to a better understanding of the progression of colorectal cancer, and facilitate prediction of the-
ir metastatic potential.

Key words: colorectal cancer, DNA microarray technology, gene expression profiles, pathogenesis, pro-
gnosis
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Uvod

Kolorektdlni karcinomy (KRK) patfi v Ceské republice
k nejcetnéjSim naddorovym onemocnénim. Posledni publikova-
nd data udavaji jejich ro¢ni incidenci 78 ptipadi a mortalitu 41
ptipadt na 100.000 obyvatel. To nasi zemi fadi na prvni misto
v Evropé a jedno z prednich mist ve svété. V 16¢be tohoto one-
mocnéni i pies vzristajici ndklady neni dosahovano uspokoji-
vych vysledkt. Jednim z diivodil je skute¢nost, Ze pacienty v kli-
nickém stadiu II (pT3-pT4, pNO) a III (pT2-pT4, pN+) po
radikdlnim chirurgickém zékroku neni moZné s dostatecnou sen-
zitivitou rozdélit na skupinu s vysokym a nizkym rizikem relap-
su onemocnéni a nasledné pro né vytvoftit individudlni 1é¢ebny
plan. Priblizng 20-30% pacientd v klinickém stadiu IT umird do
péti let na progresi onemocnéni, protoZe nebyli na zdkladé€ sou-
Casné pouZzivanych diagnostickych kriterii (histologicka klasi-
fikace, grade, klinicky rozsah, ojedinélé molekularni markery)
vyhodnoceni jako rizikovi z hlediska progrese onemocnéni
anedostali potfebnou adjuvantni chemoterapii. U pacienti v kli-
nickém stadiu III (k progresi dochézi ptibliZzné€ u 50%) je situa-
ce opacnd. Naprosta vétsina pacientl po chirurgickém zakroku
absolvuje adjuvantni chemoterapii, pfestoze celkové preZiti
vyznamné zlepSuje pouze u 10-20% téchto pacientil a ostatni
prochézi zatéZujici chemoterapeutickou 1écbou bez zietelného
benefitu. Tyto skute¢nosti maji samozfejmé vyznam také z hle-
diska farmakoekonomiky. Je tedy zfejmé, Ze soucasna kriteria
pro stanoveni progndzy u pacientil v klinickém stadiu IT a III ne-
maji z hlediska predikce relapsu a celkového pieziti dostatec-
nou informativni hodnotu. Raciondlni pristup k indikaci adju-
vantni 16¢by nabizi molekuldrni charakterizace vysoce rizikové
podskupiny napiic€ pacienty v obou klinickych stddiich pomoci
technologie DNA ¢ipt [1].

Nadéjné vysledky prinesla studie zaméfena na hledani novych
prognostickych markerti relapsu onemocnéni s vyuZitim
oligonukleotidovych mikro¢iptt Affymetrix U133a. Na sou-
boru 74 pacientl ve stddiu Dukes B (stddium II) byla identifi-
kovana sada 23 geni, kterd na nezavislém valida¢nim soubo-
ru 36 pacientl predikovala relaps s presnosti 78% (p =0,0001)
[2]. DNA mikrocipy byly pouZzity také k vytvofeni moleku-
larniho stagingu kolorektdlnich karcinomu. Pro 78 vzorkl
kolorektalnich karcinomt byly ziskany expresni profily pomo-
ci 32,000 cDNA mikrocipi (TIGR), z nichZ se pomoci klast-
rové analyzy podaftilo identifikovat sadu 43 gent, kterd um-
oziovala nezavisle na klinické klasifikaci rozdélit pacienty na
dvé prognostické skupiny ve vztahu k celkovému preziti. Pti
cross-validaci byla tato sada genti, obsahujici mimo jiné také
geny pro osteopontin a neuregulin, schopnd piedpovédét 36
mésicni preZziti s prfesnosti 90% (p<0,001) [3]. Retrospektivni
studii zaméfenou na predikci relapsu onemocnéni provedl na
souboru 25 pacientil klinického stddia Dukes C (stddium III),
u kterych byl jedinou 1é¢ebnou modalitou radikalni chirurgic-
ky zékrok Arango a kol. (2005). Ziskany klasifikator tvofeny
17 geny byl schopny pfi cross-validaci spravné zaradit 88%
pacientt a rozdélit je z hlediska dlouhodobého DFS na hladi-
né pravdépodobnosti (p < 0,0001) [4].

Studie zaloZené na technologii vysokohustotnich oligo-
nukleotidovych nebo DNA mikrocipt prokazaly velice dobré
analytické vlastnosti, bohuZel s minimalnim prinikem mezi
nalezenymi genovymi sadami. Srovnatelnost a reprodukova-
telnost t&chto studii je nane$tésti vyznamné ovlivnéna jejich
technologickou rozmanitosti a vysledky, kterych bylo pomo-
ci nich dosaZeno nelze povazovat za konkluzivni [5]. Pfedpo-
kladame, Ze pro naSe ucely bude vhodné&jsi zaméfit se na
sledovéni konkrétnich biologickych procesii spojenych s inva-
zivitou a diseminaci charakterizovanych pomoci sady gent jiz
dfive popsanych u jinych typt nddort. Na stejném predpo-
kladu je zaloZena napiiklad prace Nosha a kol. (2005) zamé-
fend na porovnéni expresnich profilt kolorektdlnich adenomil

a Casnych stadii karcinomli pomoci nizkohustotniho cDNA
makrocipu [6]. Pro nasi studii jsme se proto rozhodli pouZit
nizkohustotni oligonukleotidové makrocipy spole¢nosti Supe-
rArray ur€ené k relativni kvantifikaci exprese 128 geni poten-
cidlné zapojenych do procesu metastazovani.

Cilem studie je ziskdni expresnich profil prognosticky
odliSnych skupin pacienti s kolorektidlnim karcinomem v kli-
nickém stadiu II a III pomoci oligonukleotidovych makroci-
pu, jejich porovnani a identifikace gent se signifikantné roz-
dilnou expresi mezi skupinami pacientt s riiznou progndézou.
Tento pfistup je zaloZen na pfedpokladu, Ze pozdé€jsi vysoce
invazivni a metastaticky fenotyp kolorektdlnich karcinomd je
detekovatelny jiZ v primarnich karcinomech pacientt s loko-
regiondlnim postiZenim tj. v klinickém stadiu ITa ITI [7]. Detek-
ce tohoto specifického molekularniho profilu by v budoucnu
mohla slouzit k individualizaci terapie u pacientt s kolorek-
talnim karcinomem [8].

Material a metody

Soubor pacientii

Do studie bylo zatazeno 12 pacienttl ve véku 52-76 let v dobé di-
agnozy s histologicky potvrzenym sporadickym kolorektalnim
adenokarcinomem v klinickém stadiu II a III dle IUCC (pT3-
pT4, pNO nebo pT2-pT4, pN+), ktefi podstoupili chirurgicky
zdkrok v Masarykove onkologickém ustavu v letech 2001 az
2005 (viz. tabulka €. 1). Pacienti byli rozdéleni do dvou skupin
z hlediska progndzy na zéklad€ parametru disease free survival
(DFS). Sest pacienti mé&lo dobrou prognézu (DFS>36 mésicti,
medidn 43), Sest pacientll Spatnou prognézu (DFS<36 mésicil,
median 13).

Izolace a kontrola kvality RNA

Biopticky materiél byl ihned po chirurgickém vyjmuti zamra-
zen a uskladnén pfi -80°C do dal§iho zpracovéni. Celkova RNA
byla izolovana pomoci TriReagentu (MRC, Research, USA)
dle doporuceni vyrobce, v nékterych pripadech preciSténa na
kolonkéch uZitim kitu ArrayGraded (SuperArray Bioscience
Corp.). Cistota byla ovéfena spektrofotometricky a nekonta-
minovand RNA (A260/A280>2; A260/A230 > 1,7) byladale
zpracovéna. Intergrita RNA byla kontrolovdna metodou kapi-
larni gelové elektroforézy pfistorojem Agilent 2100 Bioana-
lyzer (Agilent Technologies). Pouze nefragmentovand RNA
charakterizovand hodnotou RIN (RNA Integrity Number) vy-
$8i neZ 7 byla pouZita pro dal$i analyzy [9].

Zpracovdni oligonukleotidovych makrocipii (Oligo GEArrays)
K ziskani expresnich profild jsme pouZili nizkohustotni
oligonukleotidové makroCipy spolecnosti SuperArray Tumor
Metastasis Oligo GEArray (OHS-028) urcené k relativni kvan-
tifikaci exprese celkem 128 geni potencidlné zapojenych do
procesu nadorové invazivity a metastazovani (geny souviseji-
ci s bunécnou adhezi, extracelularni matrix, angiogenezi, regu-
laci bunécného cyklu, apoptozou). K linedrni amplifikaci ~3
ng intaktni RNA kazdého vzorku a jejimu znaceni biotinem-
16-UTP (Enzo Life Sciences) jsme pouZili kit TrueLabeling-
AMP™ 2.0 (SuperArray Bioscience Corp.). Ziskand cRNA
byla preciSténa pomoci kolonkového kitu ArrayGrade™
cRNA Cleanup Kit (SuperArray Bioscience Corp.). cRNA son-
dy byly nasledn€ denaturovédny a hybridizovany 20 hodin na
nylonovou membranu makrocipu nesouciho oligonukleotido-
vé sondy specifické pro jednotlivé geny. Hybridizovand cRNA
byla detekovana po vazbé biotinu na avidin-fosfatdzovy kon-
jugat chemiluminiscencni reakci s ¢inidlem CDPstar (Tropix,
Inc., Bedford, MA). VSechny postupy byly provedeny dle
doporuceni vyrobce. Chemiluminiscencni obraz byl sniman
12bitovou chlazenou CCD kamerou (Synoptics Ltd .) po dobu
17 minut.
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Analyza obrazu a zpracovdni dat

Analyza obrazu, odecteni pozadi (spot s nejniZsi intenzitou)
a normalizace dat byla provedena pomoci webové aplikace
GEArray Expression Analysis Suite (SuperArray Bioscience
Corp.). Intenzita signdlu jednotlivych spotl byla normalizo-
véana pomoci sady housekeepingovych genit GAPDH, ACTB,
HSPCB a B2M (viz obr. 1 - A16- F16). Statistickd analyza
a vizualizace normalizovanych dat byly provedeny pomoci
softwaru TIGR MultiExperiment Viewer version 3.1 (The
Institute for Genomic Research, 2003, ) [10]. K identifikaci
genii rozdiln€ exprimovanych mezi dvéma skupinami pacien-
th jsme pouZili dvouvybérovy t-test (0. = 0,01) a metodu SAM
(Significance Analysis of Microarrays) [11], podminkou byl
minimalné dvojndsobny rozdil v expresi nalezenych genit mezi
skupinami. Metoda SAM byla pouZita pro studii typu ,,two
class unpaired data“ s poctem permutaci 1000, pro minimalni
hodnotu odhadu FDR (false discovery rate) byla stanovena
hranice A = 1,5. Nejvyznamnéjsi geny ziskané pomoci obou
metod byly pouZity pro shlukovani pacientl s dobrou progno-
zou a pacientl se Spatnou prognézou pomoci metody hierar-
chického shlukovani (HCL) (viz obr. 2). Analogicky byly ana-
lyzovany rovnéZ expresni profily kolorektdlnich karcinomu
dle anatomické lokalizace.

C D E F G H

Lo N A W N e
LT - B - T

5P_4 - Pacient se $patnou progndzou DP_1 - Pacient s dobrou prognézou

Obrazek 1.: Ukazka nizkohustotnich oligonuklotidovych makrocipt dvou
analyzovanych vzorki

Dobrd prognoza DFS»38m  Spatnd progndza DFS<36m

Obrazek 2.: Ukazka klastrogramu vytvofeného na zdkladé 10 genti se sig-
nifikantné rozdilnou expresi mezi skupinami pacientl s rozdilnou pro-
gnézou
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Vysledky

Unifikace zkoumaného souboru, eliminace faktorii ovliviiuji-
cich ¢ipové analyzy

Vzhledem k popsanym vyraznym rozdilim v expresnich pro-
filech nddort vykazujicich mikrosatelitni nestabilitu byla pro-
vedena imunohistochemickd analyza reparacnich proteint
MSH2, MLH1 a PMS2 [12] a do studie byly zafazeny pouze
nadory s nepravdépodobnou mikrosatelitni nestabilitou. Za
ucelem eliminace vlivu anatomické lokalizace na rozdily
v expresnich profilech riznych prognostickych skupin byly
nddory rozdéleny také z hlediska jejich lokalizace vzhledem
ke splenické flexufe (proximdln€ a distaln€, 5 vs . 7) a analy-
zovany samostatné. K vylouceni vyznamné kontaminace jiny-
mi bunéénymi populacemi (lymfocyty, fibroblasty) byly vSe-
chny vzorky ovéfeny patologem z hlediska zastoupeni
nddorovych bunék. Vzorky tvofeny z vice nez 70% nadoro-
vymi butikami byly déle zpracovany [13]. Pouze nekontami-
novand a nefragmentovanid RNA (RIN > 7) byla pouZita k ¢ipo-
vym analyzdm [9]. VySe uvedend kriteria spliiovalo 12
(z testovanych 20) vzorkll nésledné pouzitych ve studii.
Vyhodnoceno bylo rovnéZ rutinné provadéné stanoveni hla-
din nddorového markeru CEA (karcinoembryondlni antigen)
v krevnim séru. Podle ocekavani byla skupina pacientt se Spat-
nou prognézou spojena s vySSi pooperacni sérovou hladinou
CEA neZ skupina s dobrou prognézou (medidn 7,1 vs. 1,9 ug/l).

Analyza expresnich profilii prognosticky rozdilnych pacientit
Pro monitorovéni relativni exprese 128 genii potencidlné
zapojenych do progrese a diseminace nddorového onemocné-
ni bylo pouZito nizkohustotnich oligonukleotidovych makro-
¢ipt spolecnosti SuperArrray (OHS-028). Panel relativni
exprese téchto gentli byl ziskan pro 12 bioptickych vzorki pri-
marnich kolorektalnich karcinomil neptfedlécenych pacient,
klinicky charakterizovanych v tabulce 1 . Pfiklady dvou niz-
kohustotnich oligonukleotidovych makro¢ipt jsou ukazany
naobrazku 1. Geny s expresi nizsi nez 5% mediinu byly pova-
Zovéany za neexprimované. Ve vSech 12 ptipadech byla po-
zorovéana detekovatelnd genova exprese u vice nez 40% (roz-
sah 41- 75%) spott pfitomnych na makrocipu. Pomoci t-testu
(oe=0,01) ametody SAM bylo identifikovano 10 gent (9 up-
regulovanych, 1 down-regulovany) se signifikantnim vice nez
dvojndsobnym rozdilem v expresi mezi dvéma prognosticky-
mi skupinami pacient (viz tabulka 2). Tato sada genti nésled-
né umoznila v klastrové analyze rozdélit pacienty do skupin
dle progndzy (viz obr. 2). Z hlediska biologické funkce jsou
mezi up-regulovanymi geny zastoupeny predevsim onkogeny
(MYC,MYB, KRAS, SRC) dile hepatélni ristovy faktor HGF,
transkrip¢ni faktor ETV4, regulator buné¢ného cyklu PTEN
a molekuly extraceluldrni matrix a bunééné adheze (CDS82,
HPSE). SniZenou expresi vykazoval ve skupiné pacientl se
Spatnou progndzou pouze antiangiogenni inhibitor metalop-
roteindzy 2 (TIMP2).

Profily genové exprese proximdlné a distdlné lokalizovanych
kolorektdlnich karcinomii

Rozdily v profilech genové exprese mezi levostrannymi (leZi-
ci distadlné od splenické flexury) a pravostrannymi (leZici
proximalné od splenické flexury) kolorektdlnimi karcinomy
byly opakované popsany [14]. Abychom vyloucili potencil-
ni interferenci rozdilt v profilech genové exprese souviseji-
cich s prognézou onemocnéni a anatomickou lokalizaci, roz-
délili jsme zkoumany soubor z hlediska anatomické lokalizace
(pravostranné vs. levostranné, 5 vs. 7) a provedli analyzu
expresnich profilti analogickym postupem jako v piipadé pro-
gndzy. Pomoci t-testu (oe=0,01) ametody SAM (A =0,5) byly
identifikovéany 4 geny se signifikantni vice neZ dvojndsobnou
expresi v proximalné leZicich kolorektalnich karcinomech.
Tato mal4 skupina gentl je tvofena dvéma transkripnimi fak-
tory (ETV6, EWSR1), regulatorem bunécného cyklu NF2 a ad-
hezivni molekulou FAT (viz. tabulka ¢. 3).



Tabulka ¢. 1.: Charakteristika zkoumaného souboru pacientt

Pacient Vék Pohlavi  Klinické stadium Lokalizace pTNM Grade  CEA [ug/] Stav pii kontrole  DFS
dpl 73 Zena 1.B C184 (P) pT3NIMO G2 34 remise 58
dp2 73 muz ILA C185 (D) pT3NOMO G2 2,1 remise 54
dp3 61 Zena ILA C182 (P) pT3NOMO Gl 1.9 remise 41
dp4 56 Zena ILA C187 (D) pT3NOMO G2 0,5 remise 44
dp5 62 Zena IILA C190 (D) pT2N1MO G2 0,7 remise 36
dp6 61 muz 1I1.B C186 (D) pT3N1IMO G2 1.9 remise 36
spl 52 muz JIW:N C190 (D) pT3NOMO G2 94 met. v mezenteriu 20
sp2 72 muz ILA C183 (P) pT3NOMO G2 4,8 jaterni metastazy 6
sp3 60 zena II.C C180 (P) pT4N2MO G3 1,4 jaterni metastazy 13
sp4 73 muz ILA C182 (P) pT3NOMO Gl 1,7 kostni metastazy 7
spS 52 muz ILA C190 (D) pT3NOMO Gl 41 lokalni recidiva 18
sp6 76 muz 1I1.B C190 (D) pT3N1IMO Gl 22,6 lokdlni recidiva 12

(P) — proximdlné lokalizované nddory, (D) — distdlné lokalizované nddory, DFS — disease free survival, CEA —karcinoembryondlni antigen (referencni

mez CEA < 4,6 ug/l)

Tabulka ¢. 2.: Skupina gent s vice neZ dvojnasobné rozdilnou expresi u pacientil s nepfiznivou prognézou (p<0,01)

GeneBank Symbol Ndzev A Pozice p-value
NM_005417 SRC V-src sarcoma viral oncogene homolog + HI12 0,004
NM_000314 PTEN Phosphatase and tensin homolog + Cl1 0,001
NM_006665 HPSE Heparanase + D6 0,004
NM_000601 HGF Hepatocyte growth factor (hepapoietin A; scatter factor) + E6 0,003
NM_005375 MYB V-myb myeloblastosis viral oncogene homolog + H9 0,001
NM_004985 KRAS V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog + G7 0,002
NM_002231 CD82 CD82 antigen (KAIl) + E7 <0,001
NM_001986 ETV4 Ets variant gene 4 (E1A enhancer binding protein, EIAF) + E4 0,002
NM_002467 MYC V-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog + All <0,001
NM_003255 TIMP2 TIMP metallopeptidase inhibitor 2 - G13 <0,001
Tabulka ¢. 3.: Skupina gent s vice neZ dvojnasobnou expresi v proximalné leZicich kolorektalnich karcinomech (p<0,01)

GeneBank Symbol Ndzev A Pozice p-value
NM_001987 ETVe6 Ets variant gene 6 (TEL oncogene) + F4 0,001
NM_005243 EWSR1 Ewing sarcoma breakpoint region 1 + G4 <0,001
NM_006665 FAT FAT tumor suppressor homolog 1 (Drosophila) + H4 0,004
NM_000268 NF2 Neurofibromin 2 (bilateral acoustic neuroma) + Cl10 0,003
Diskuze apoptotickym genem Bcl-X na proteinové urovni. Exprese

Cilem této studie bylo ovéfit, zda vysoce invazivni a metasta-
ticky fenotyp kolorektalnich karcinomt (KRK) je detekova-
telny jiZz v primarnich karcinomech pacientt s lokoregional-
nim postiZenim a zda by tento specificky molekuldrni profil
mohl slouZit ke stanoveni jejich prognézy. Zkoumany soubor
byl proto rozdélen do dvou prognostickych skupin na zakladé
délky bezptiznakové pieZiti (DFS). Abychom zjistili zmény
v expresi genl spojenych s invazivitou a diseminaci nadoro-
vého postiZeni analyzovali jsme profily genové exprese pri-
mérnich kolorektalnich karcinomi téchto dvou skupin
pacientd.

Analyzou exprese 128 gent ziskanych pomoci oligonukleoti-
dového makrocipu se ndm t-testem a metodou SAM podaftilo
identifikovat 10 gent (9 up-regulovanych, 1 down-regulova-
ny) s minimaln€ dvojndsobnym rozdilem v expresi u skupiny
pacienti s nepfiznivou prognézou. Nékteré z téchto geni byly
v souvislosti s invazivitou a metastazovdnim kolorektalnich
karcinom jiZ popséany.

Onkogen MYC ma zdsadni vyznam v regulaci bunécné proli-
ferace a diferenciace. Je jednim z cilovych genti regulovanych
B-kateninovym komplexem, jehoZ inhibice produktem APC
genu je u KRK znemoZnéna jeho ¢astymi mutacemi [15, 16].
Zvysend hladina mRNA onkogenu MYC byla u kolorektal-
nich karcinomt asociovédna rovnéZ s vyssi frekvenci relapsi
onemocnéni a niZ§im celkovym pteZitim [17]. Up-regulace
onkogenu MYC spole¢né s onkogenem MYB byla inverzné
korelovédna s mirou apoptdzy v nddorové tkani [18]. Pro tuto
asociaci svédci také popsand ko-exprese onkogenu MYB s anti-

obou gent byla na souboru 91 KRK asociovéna se zvySenym
rizikem progrese nidorového onemocnéni a niZ$im celkovym
prezitim [19]. Nami pozorovana up-regulace onkogenit MYB
a MYC je v souladu se soucasnymi poznatky o jejich dloze
v kolorektalni kancerogenezi. Mutace onkogenu KRAS se
vyskytuji pfiblizné€ v 50% kolorektdlnich karcinomt a adeno-
mu vétSich neZ 1 cm. K mutacim onkogenu KRAS (pfedev§im
v kodonech 12 a 13) dochézi nejCastéji pfi pfechodu ze stadia
¢asného adenomu k pokroc¢ilému adenomu. Tyto mutace byly
opakované asociovany s nepfiznivou prognézou [20]. Rovnéz
zvySené hladiny proteinu RAS byly spojeny s hor§im celko-
vym preZitim nezévisle na stddiu onemocnéni [21, 22]. Onko-
gen SRC patii do rodiny gent kédujicich tyrozinkindzy se
zasadni roli v transdukci rozlicnych bunécnych signélti zod-
povédnych za regulaci procesi jako je bunécné déleni, moti-
lita, bunécnd adheze, angiogeneze a bunécné prezivani. Jeh-
o zvySené hladiny jsou Casté ve vétSin€ epitelidlnich nadora
(vCetné kolorektalniho) a jsou spojeny s vySS§i nddorovou
invazivitou a metastatickym potencidlem [16, 23, 24]. PTEN
je negativni regulator Akt-kindzové signélni drahy, kterd ma
zasadni ulohou v prezivani bunék, a je proto povazovén za
nadorovy supresor. Mutace PTENu byly pozorovany v pfi-
blizn€ 19% sporadickych kolorektdlnich karcinomii [25], nic-
méné jeho sniZené hladiny na urovni RNA a proteinu nebyly
pozorovany a pfesny mechanizmus jeho zapojeni do kolorek-
talni kancerogeneze neni zndm [26]. Hepatalni rustovy faktor
HGF je znimym pro-angiogennim faktorem zvySujicim expre-
si receptoru pro urokinazovy aktivator plazminogenu (uPAR)
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pres Erk signilni drdhu. Jeho zvySené hladiny jsou spojeny se
zvySenou mirou angiogeneze a tedy i nidorovou invazivitou
[24]. Jeho up- regulace byla pozorovéana u kolorektdlnich kar-
cinomu nevykazujicich mikrosatelitni nestabilitu [27]. ETV4
(E1AF) je ¢lenem rodiny transkrip¢nich faktort ets a vyznam-
nym induktorem matrix metaloproteindz (pfedev$im matrily-
zinu MMP7) a podili se tak na nddorové invazivité a disemi-
naci [28]. Jeho zvySend exprese byla identifikovdna v ¢asnych
stadiich KRK rovnéZ ve studii zaloZené na nizkohustotnich
DNA makrocipech [6]. Enzym heparandza (HPSE) naruSuje
ochrannou vrstvu proteoglykani (zejména heparan sulfitu) n-
a cévnim povrchu a pfimo se tak miZe podilet na hematogen-
nim metastazovani. U kolorektalnich karcinom byla jeji up-
regulace asociovéna se signifikantn€ niZ§im pétiletym pieZitim
[29]. Inhibitor metaloproteinazy 2 (gelatindzy) TIMP2 je anti-
angiogennim faktorem a ztrita jeho exprese je spojena se zvy-
Senou aktivitou galatinaz a tedy i zvySenou nddorovou invazi-
vitou. Nami pozorovana sniZen4 exprese TIMP2 byla jiz dfive
pozitivné korelovédna s niz§im celkovym pieZitim u pacientl
s kolorektalnimi karcinomy [30].

Zadny z genti nalezenych v souvislosti s rozdilnou prognézou
neni rozdiln€ exprimovéin mezi skupinami nddort riizné ana-
tomické lokalizace. Malé rozdily v expresnich profilech levo-
strannych a pravostrannych KRK (4 geny) pozorované v nasi
studii jsou pravdépodobné zplisobeny vylouc¢enim nddori
s mikrosatelitni nestabilitou (MSI+) z analyz. Dfive identifi-

kované rozdily mezi riizné lokalizovanymi KRK byly zptiso-
beny pfedevs$im vyznamnym zastoupenim MSI+ nédora v pro-
ximalni oblasti tlustého stieva [14].

Zavérem lze fici, Ze pomoci analyzy profili genové exprese se
ndm podafilo identifikovat 10 gend, jejichZ rozdilnd exprese
umoznila rozdélit sledované pacienty do dvou skupin z hlediska
progndzy. Vétsina z téchto genti byla jiz dfive v souvislosti s pro-
gndzou kolorektdlniho karcinomu studovana. Nase vysledky
potvrzuji pfedchozi pozorovéni a jsou v souladu biologickou pod-
statou nadorové invazivity a metastdzovéani. Alterace v expresi
gent pro hepatélni ristovy faktor HGF a transkripcni faktor ETV4
byly u kolorektdlniho karcinomu s nepfiznivou prognézou
identifikovany poprvé. Po rozsifeni zkoumaného souboru paci-
entl a ovéfeni vysledkti metodou qRT-PCR nebo imunohisto-
chemicky na proteinové Grovni by nalezend sada gendt mohla byt
jednim z kroki vedoucich smérem k individualizaci terapie paci-
entl s lokoregiondlné pokrocilym kolorektdlnim karcinomem.
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STUDIUM VLIVU METHOTREXATU NA EXPRESI GENU P53-SIGNALNI
DRAHY V LEUKEMICKYCH BUNKACH POMOCI ¢cDNA ARRAY.

cDNA ARRAY ANALYSIS OF P53-SIGNALLING PATHWAY GENES
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Souhrn

Vychodiska: Akutni lymfoblastick4 leukémie je nejéasté]i diagnostikovanou malignitou détskych pacientti v Ces-
ké republice. V poslednich desetiletich byl u¢inén nebyvaly pokrok v jeji 1é¢bé, k némuzZ bezesporu napomohla
ifada poznatk tykajici se molekularnich charakteristik onemocnéni. Analyza expresnich profilti pomoci ,,Arrays®
(Cipt) se stala jednou z vyznamnych metod pfi identifikaci potencidlnich markert onemocnéni, které by umoznily
bliZ8i charakterizaci nddorovych buné€k a pfispély k porozuméni procesu vzniku leukémie i stratifikace 1éCby.
Metody a vysledky: V ramci studie byl sledovéan vliv methotrexdtu na expresi genti p53-signdlni driahy umalignich
blastti izolovanych z kostni dfené détskych pacienti s akutni leukémii. Zmény exprese genti byly detekovany pomo-
ci ,,GEArray Q series Human p53 Signalling Pathway Gene Array“. Porovnanim ziskanych expresnich profilt jed-
notlivych pacientl byly pozorovany odli$né hladiny exprese sledovanych genti u kontrolnich bunék, taktéZ zmény
transkrip¢ni aktivity vlivem methotrexdtu byly riznorodé. Kromé jinych doSlo vlivem methotrexatu k vyraznym
zméndm transkripce genil uplatiiujici se pfi apoptdze Ci regulaci bunécného cyklu. Zmeény exprese né€kterych geni
byly nalezeny u vice pacientll, fada ostatnich se vSak projevila individualné, nezavisle na typu onemocnéni.
Zavéry: Byly detekovany zmény v expresi fady genil p53-signdlni drahy u malignich blasti kultivovanych ex vivo
s methotrexatem. Odli$né hladiny exprese genll potvrzuji zna¢nou heterogenitu détskych leukémii, projevujici se
v nasem souboru v expresnich profilech a ve zptisobu bunécné odpovédi na pfitomnost methotrexatu, jejichz disled-
kem miiZe byt rizna mira citlivosti k aplikovana latce a také rtiznd odpovéd pacienta na terapii.

Klicova slova: cDNA array, leukémie, p53, methotrexat

Summary

Backgrounds: Acute lymphoblastic leukemia is the most frequent malignancy diagnosed in children in the Czech
Republic. During last few decades, considerable progress in the treatment had been made and it was similarly con-
tributed by many findings on the molecular basis of the disease. Expression profiling analysis using Macro or Mic-
ro Arrays has become an important technique to identify potential markers of the disorder, which might charac-
terise malignant cells and help in the understanding of development of leukaemia and treatment stratification.
Methods and Results: In the present study, the effect of methotrexate on the expression of p53-signalling path-
way genes was investigated in malignant blasts isolated from the bone marrow of patients with acute leukemia.
Expression variations were detected using ,,GEArray Q series Human p53 Signalling Pathway Gene Array“.
Having drawn a comparison between expression profiles, variable gene expression levels in the control cells; like-
wise various transcription activity alterations were observed. Significant changes in the transcription were found
among genes involved in the of apoptosis or cell cycle regulation. Regarding some genes, changes in expression
were observed in more that one patient. However, the expression levels of most other genes varied individually,
independently on the subtype of the disease. Conclusions: Changes in the expression of p53-signalling pathway
genes were detected in the malignant blasts cultivated ex vivo with methotrexate. Different levels of the transcripti-
onin our series confirm heterogeneity of childhood leukemias, where patients with the same diagnosis do notneed
to share identical gene expression profiles even the manner of cellular response on the presence of methotrexate,
resulting in the various level of perceptiveness to the medication and in the final response to the therapy.

Keywords: cDNAarray, leukemia, p53, methotrexate

Uvod

Leukémie je nejcastéj$im nddorovym onemocnénim déti
v Ceské republice a tvofi asi 30-35 % viech zhoubnych nido-
rl. Leukémii v nasi republice onemocni kazdy rok asi 80 - 90
déti, pficemz u prevazné €asti z nich je diagnostikovana akut-

ni lymfoblastickd leukémie (ALL) (1). Jedna se o nddorové
onemocnéni krvetvorné tkang, které vznika maligni transfor-
maci kmenové buiiky lymfatické fady. Vedle kostni diené
akrve v§ak mohou leukemické butiky pronikat do dalSich tka-
niaorgdnt jako jsou mizni uzliny, slezina, jtra, ledviny, CNS.
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Podle fenotypu je ALL rozliSovana na leukémii z B-prekur-
zoru, kterd tvoii asi 85 % vSech ptipadi a leukémii z T-pre-
kurzori (15 % pripadi) (2).

Stejné jako u solidnich nadort je i pro vznik leukémie nezbyt-
ny vétsi pocet genetickych zmén, které jako dtsledek nestabi-
lity genomu buiice proptjcuji odliSné ,,vyjimecné* nezadouci
vlastnosti, vymykajici se béZnému Zivotu butiky. Zde je moz-
no jmenovat aberantni exprese protoonkogenil, chromozo-
malni translokace davajici vznik fiznim geniim, hyperploidie.
Jejich dasledkem jsou pozménéné vlastnosti kmenovych bunék
vedouci k jejich abnormalni proliferaci, blokované diferenci-
aci a necitlivost k proapoptickym signaliim (3). V 16¢b& akut-
ni lymfoblastické leukémie byl za poslednich nékolik deseti-
leti u¢inén nebyvaly pokrok a ve vyspélych centrech détské
onkologie je dnes dosahovano dlouhodobych remisi u vice nez
80 % déti s ALL (4, 5). K pokroku v 1é¢bé nepochybné pfi-
spélo také intenzivni studium molekuldrnich charakteristik leu-
kemickych buné€k prohlubujici celkové znalosti o0 daném one-
mocnéni.

Biologické chovani buiiky je do jisté miry ddno profilem
exprimovanych gend. Studium buiiky na trovni RNA umoz-
fiuje sledovat jeji aktudlni stav, ktery je vyrazem nescetnych
bunécnych signdlt vedoucich pravé k expresi vybranych genti.
Technologie zaloZené na principu ¢ipli umoZiiuji analyzu
exprese a transkrip¢ni aktivity stovek (makrocipy) az nékoli-
ka tisicti (mikrocipy) genli najednou (6, 7). S jejich pomoci lze
sledovat transkripcni aktivitu skupiny gent v nejriiznéjsich
biologickych systémech a za rizn€ definovanych podminek.
Cipové technologie jsou vyuZivany i pii studiu malignich trans-
formaci a feSeni problematiky nddorovych onemocnéni, leu-
kémie nevyjimaje. Analyza transkripéni aktivity Sirokého
spektra genil a srovndvani expresnich profild je vychozi pfi
odhalovani jednotlivych genti a jimi kddovanych proteini jako
potencidlnich markerd diagnézy ¢i nasledné prognézy one-
mocnéni (8,9). Expresni analyza umoZiiuje odliSit akutni mye-
loblastickou leukémii od akutni lymfoblastické leukémie (10)
¢i blize klasifikovat akutni lymfoblastickou leukémii u déti
(11). Odlisné genetické abnormality malignich bunék v kombi-
naci s typem leukémie a fadou dalSich sledovanych znak
mohou byt spojeny s riznou mirou citlivosti bunék k apliko-
vané 1écbé (12). Na zdkladé identifikace kliC¢ovych gent je
moZzno dale sledovat vyvoj onemocnéni (13), studovat pri-
slusné signdlni drahy vybranych gen, a to vSe s cilem pfispét
k porozuméni procesu vniku leukémie, k vyvoji novych pre-
paratu a tim k efektivnéjsi 16¢bé onemocnéni.

V ramci studie byl pomoci cDNA GEArray sledovan vliv
methotrextu na transkrip¢ni aktivitu genti p53-signélni drahy
u malignich blasti détskych pacientl trpicich akutni leukémii.
Methotrexét je jiZ po nékolik desetileti nej¢astéji pouZivanym
antifolatem pfi 1é¢bé pacientt trpicich akutni leukémii (14, 15).
Pisobi jako silny inhibitor enzymu dihydrofolatreduktizy
a naruSuje tak bunéCny metabolismus folétli, metabolity
methotrexatu pak pfimo blokuji aktivitu dal§ich enzym podi-
lejicich se na syntéze purinll a pyrimidint (16). Kone¢nym
dasledkem je celkovy utlum syntézy DNA v buiice (17). Pti
1é¢bé akutni lymfoblastické leukémie je methotrexat apliko-
véan v davkach 12 a7 36000 mg/m2, pfesné mnoZstvi a interval
davkovani jak methotrexatu, tak leukovorinu je definovdno
specifickymi 1é¢ebnymi protokoly jednotlivych kooperativ-
nich skupin (18). Chemoterapie zahrnujici methotrexat vyka-
zuje vy$si efektivitu predevSim u pacientt trpicich akutni lym-
foblastickou leukémii typu B (19). Buiiky B- ALL prokazuji
vys$si citlivost k methotrexatu neZ T-ALL buriky (20, 21). Roz-
dily mezi nimi byly nalezeny v intenzité transportu methotre-
x4tu do bunék, v aktivit€ metabolizujicich enzymi ¢i v afini-
t&€ metabolith methotrexdtu k cilovym molekuldm (21).
Mechanismus odpovédi leukemickych bunék na terapii
methotrexatem neni doposud zcela objasnén, pfispiva k tomu
i mnozZstvi a variabilita genetickych zmén podilejicich se na
vzniku leukémie.

408 KLINICKA ONKOLOGIE 19 SUPPLEMENT 2006

Material a metody

Od pacientt 1é¢enych na Klinice détské onkologie FN Brno
s diagndzou akutni lymfoblastické leukémie (ALL) a akutni
myeloidni leukémie (AML) byly ziskany vzorky kostni dfe-
né, ze kterych byly izolovany maligni blasty pomoci systému
Lymphoprep (Axis-Shield). Blasty byly pfevedeny do RPMI
média (Sigma) s obsahem 5- methyltetrahydrofolatu o vysled-
né koncentraci 25 nM a nésledné& kultivovany se 40 uM met-
hotrexatem ¢i s DMSO jako kontrola po dobu 24 hod. Buiiky
byly sklizeny a pelety uchovény pfi -80 °C. Z blastt byla izo-
lovana celkovd RNA pomoci RNeasy Mini Kit (Qiagen) nebo
TriReagent (MRC).

Exprese p53-signilnich gent byla sledovdna pomoci GEAr-
ray Q series Human p53 Signalling Pathway Gene Array
(SuperArray Bioscience Corporation). Produkt je navrZen pro
studium panelu 96 geni spojenych se signdlni drdhou protei-
nu p53, podle vztahu k p53 jsou geny rozdéleny do nékolika
funk¢nich skupin (Tabulka 1). Izolovana celkovd RNA byla
naznacena biotinem v procesu reverzni transkripce pomoci
MMLV-reverzni transkriptizy (Promega) a ziskana cDNA
nasledné pouzita jako hybridizacni sonda. Pfi hybridizaci se
sonda specificky vaZe na komplementéarni sekvence jednotli-
vych genli, ukotvené v presné definovanych pozicich na
komer¢né€ doddvané membran€. Pozitivni signdly na mem-
bran€ jsou detekovany na principu chemiluminiscence. Mira
exprese jednotlivych gent byla hodnocena jako intenzita sig-
nald pomoci programu TotalLab 2003 (Nonlinear USA Inc)
anormalizovédna vzhledem k expresi genu GAPDH kodujici-
ho glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendzu. Princip metody
znazorniuje Obrazek 1. Ziskana data byla statisticky analyzo-
vana v programu Statistica Cz7 (StatSoft) za pouZiti Wilco-
xonova testu s hladinou vyznamnosti p < 0,05.

Celkové byla exprese p53-signédlnich genil byla hodnocena
u 12 pacientt trpicich ALL, z toho u 10 pfipadi ALL B-fady
(B1 az 10) a 2 ptipadi T-ALL (T1, 2), a u 2 pacienti trpicich
AML (AMLI, 2).

Tabulka 1.: Geny analyzované z hlediska jejich exprese pomoci
GEArray Q series Human p53 Signalling Pathway Gene Array

p53 rodina: TP53, TP63, TP73

Geny ovliviiujici p53:

Exprese a stabilita p53: BZRP (pBR), CREBBP (CBP), D55346 (DP1),
E2F1 (E2F), EP300 (p300), MDM2, MTBP, NFKBI,
NUMB

Modifikace p53: ATM, ATR, CCNH (cyclin H), CDK7 (CAK), CHEK1
(Chkl), CHEK2 (Chk2), CREBBP (CBP), CSNKI1AI
(CK1), CSNK2A1, CSNK2A2, CSNK2B, EP300 (p300),
HIPK2, KIP2, KIP3, MAP2K4, MAP2K7, MAPKSIP2,
PCAF, PML, PRKCA, PRKCBI, PRKCG, PRKCQ,
PRKDC (DNA-PK), SIRT1

Interakce s p53: APEX (Ref-1), BAP1, BRAP, BRCA1, CDKN2A
(pl4ARF), E1B-AP5 (E1B55K), E2F1, MDM2, MYC,
RASAL1 (Ras), RB1 (pRB), TEAD1 (SV40), WRN, WT1

Geny ovlivnéné p53:

Bunécny cyklus: ABCB1 (MDR1), ACTA1 (actin), AD022, APR-3,
CDC2, CDKNIA (P21Wafl), DAXX, ESRI1, FADD,
FAF1, GADDA45A,GTSE1 (B99), HIF1A, HSPA4 (Hsp70),
LRDD, MAP4, NDRG (RTP), PIG8 (E124), PMP22,
RELA, REPRIMO, SFN (14-3-3), SP1, STAT5A, TBP,
THRA, TNFAIP1, TNFSF6, TP53TGI, TRAF1, TRAF4,
TRAF5, WIG1

Apoptéza: APAF1, BAX, BBC3 (PUMA), BCL2, CASP9 (Caspase-9),
CTSD (Cathepsin D), LRDD (PIDD), P53AIP1, PMAIP1
(NOXA), PMP22 (GAS-3), TNF, TNFRSFI10B
(Killer5/DRS5), TNFSF6 (Fas), TP53BP2 (ASPP2)

Reparace DNA: GADD45A, RRM2B (p53R2)

Angiogeneze a tvorba metastdz: BAI1, SERPINBS5 (Maspin), THBS1
(TSP1)




Tabulka 2.: Exprese vybranych genti p53-signalni drahy u jednotlivych pacientil vyjadfena procentudlné vzhledem k expresi genu GAPDH. K: kon-

trolni blasty kultivované bez methotrexatu, ME: blasty kultivované s methotrexatem.
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Obrizek 1. Princip metody cDNA GEArray. pusobiciho jako inhibitor apoptdzy (23), byla taktéz nizka, pri-
padné poklesla vlivem methotrexatu. Déle byly zaznamenény
= individudlni zmény v expresicproapoptick}’/ch gent PIDD,
e ;J PR é:é é IV\IOXA, APAF- 1, ASPI?Z agend FADD, FAVFVI gHIFlA uplat-
[T ujicich se kromé apoptdzy i pii regulaci bunécného cyklu. Byla
@ —r- —r- pozorovéna pouze bazdlni transkrip&ni aktivita TP53 a vlivem
) mabenibolin-SUTF  natend cONA methotrexatu se vyrazn€ neménila. U nékterych pacientl vSak
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Vysledky a diskuse

Pti porovnani expresnich profila byly zjiStény rozdilné hladi-
ny exprese jednotlivych genil v kontrolnich buiik4ch, taktéz
mira odpovédi bun€k na piisobeni methotrexatu se mezi paci-
enty liSila. U vSech pacientii bylo mozZné sledovat zmény
v expresi genl uplatiiujicich se v procesu apoptdzy. Pacienti
B1, B2, B6, B8 a AMLI1 se vyznacovali statisticky vyznam-
nym narstem exprese proapoptickych gend. Opacny ucinek
methotrexatu u dané skupiny gent byl zji$tén u pacientd B5
a B9. Silna transkrip¢ni aktivita v kontrole i po podani methot-
rexatu byla zaznamendna u genu BBC3, kodujici protein
PUMA, ktery vazbou na BCL2 indukuje uvolnéni cytochro-
mu ¢ z mitochondrii a nasledné apopt6zu (22). Vyrazny nérist
exprese BCL2 vazebného proteinu BAX byl pozorovan u pac-
ienta B1, u ostatnich se hladina exprese po methotrexatu zvysi-
la jen mirn€ a zistavala celkové nizka. Hladina exprese BCL2,

doslo ke zméndm exprese v genu kédujiciho protein MDM2,
ktery je negativnim reguldtorem endogenni hladiny proteinu
p53 (24). Methotrexat taktéZ ovlivnil transkripcni aktivitu gent,
jejichZ produkty se uplatiiuji pii regulaci bunécného cyklu.
U blasti kultivovanych s methotrexatem rostla u nékterych paci-
entii exprese p21Wafl/Cipl kédujiciho inhibitor cyklin- depen-
dentnich kinaz (25, 26) a ARF (p14), jehoZ produkt se vdZe na
MDM?2 a podporuje jeho degradaci (27). U pacienta B1 byl
zaznamendn vyrazny vzestup exprese MTBP, jehoZ produkt
miiZe navodit zastavu bunécného cyklu v G1 fazi nezavisle na
p53 (28). Celkové zvySeni exprese skupiny geni prispivajici
k zastavé bunééného cyklu bylo pozorovano u pacienti B1, B2,
B6, B7 a AMLL1, tutlum exprese naopak u pacientit B4, BS, a B9.
Vysoké hladiny exprese a individudlni zmény byly prokazany
u gent kddujicich produkty spojené s modifikaci p53: INKK?2,
CSNKI1AL, SIRT1 nebo HIPK?2, kédujici kindzu, ktera stabi-
lizaci p53 €i negativni regulaci MDM?2 pfispiva k indukci apo-
ptozy ¢i zastavé bunécného cyklu (29). Individudlni zmény
exprese po vystaveni bunék methotrexatu byly detekovany
i u fady transkripcnich faktort ¢i vazebnych proteinii (SP1,
EP300). Vysledky expresni analyzy vybranych p53-signalnich
genil u jednotlivych pacientii uvadi Tabulka 2.

Vramci vySetfovaném souboru byly nalezeni pacienti (B1, B2,
B6), u nichZ methotrexdt navodil zvySenou expresi genl
indukujicich apopt6zu a zastavu bunécného cyklu. Naopak
u pacientl BS a B9 byl zaznamena opacny efekt vedouci k cel-
kovému poklesu transkrip¢ni aktivity sledovanych gent. Kli-
nické udaje tykajici se prib&hu 1é€by v soucasnosti nebyly
dostupné u vSech sledovanych pacientil a celkové hodnoceni
ziskanych V}’Isledkﬁ v souvislosti s ispéSnosti 1é¢by bude vyZa-

Xz X

dovat delsi Casovy odstup.
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Cilem studie bylo zjistit, zda methotrexdt navozuje zmény
exprese signdlnich gent p53 a poptipadé€ vytipovat geny, kte-
ré by prispély k charakterizaci onemocnéni ¢i sledovéni jeho
prabéhu a odpovédi pacienta na 1é¢bu. Na zdklad€ analyzy
vzorki 15 pacientl v§ak nebyl nalezen gen, jehoZ transkripc-
nf aktivita by byla obdobn4 u viech pacientii. Rada genti byla
exprimovana s vysokou intenzitou, taktéZ zmény exprese vli-
vem methotrexatu byly v nékterych piipadech velmi vyrazné.
Jednotlivi pacienti se v§ak mezi sebou lisili jak ve spektru sil-
né exprimovanych gend, tak i ve spektru zmén exprese a jejich
intenzité. Tato variabilita je potencidlnim dasledkem odli§né-
ho genetického pozadi kaZdého pacienta, které ovliviiuje
i buné¢nou odpovéd na pfitomnost cytostatika.

Technologie cDNA Array pouZzitd v ramci studie je varianta
expresni analyzy finan¢n€ méné€ niroc¢na, ktera taktéZ nevy-
Zaduje specidlni a ndkladné pfistrojové vybaveni. Je koncipo-
véana pro studium uZzsi skupiny gent (96 gentl), presnéji gent
vybrané signdlni drahy a vybér produktu je moZno jednodu-
Seji orientovat v zavislosti na sledovaném problému ¢i studo-
vaném systému. StéZejnim krokem je izolace celkové RNA
jako vychoziho materialu pro syntézu znacené cDNA sondy.
Uspé&tnostizolace v tomto piipadé zdvisela pfedev§im na obje-
mu sedimentu kultivovanych blasti, jejich mnoZstvi izolova-
né ze vzorku kostni dfené vSak nebyla vZdy dostacujici, coz
bylo jedenim z faktort limitujici pocet doposud vySetienych
pacientil. S koncem roku 2005 firma SuperArray Bioscience
Corporation ukoncila vyrobu doposud pouZzivaného produktu
,.GEArray Q series Human p53 Signalling Pathway Gene Ar-
ray“ a nahradila jej distribuci produktu ,,0ligo GEArray
Human p53 Signalling Pathway Microarray“. Pocet analyzo-
vanych vzorki, roz$ifujici stavajici vysledky (30), byl ome-
zen poctem dostupnych membran ptivodniho produktu. Expre-

si genil pS3-signdlni drahy bude dile moZno studovat pomoci
OligoGEAray, zaloZeného na obdobném principu.

Zavér

Z vysledki studie vyplyv4, Ze u malignich blastd kultivova-
nych s methotrexdtem skute¢né dochézi ke zméndm exprese
nékterych genti p53-signalni drahy. Heterogenni expresni pro-
fily kontrolnich bunék a bunék kultivovanych ex vivo s met-
hoterxatem odrazeji odliSna genetickd pozadi kazdého paci-
enta a odliSny zpisob odpovédi jednotlivcli na pfitomnost
antifolatu. Tato skutecnost je pln€ v souladu se sou¢asnym
trendem biomedicinského vyzkumu, ktery smétuje k vytvore-
ni personalizované mediciny, kde medikamentézni 1éCba bude
cilena na fyziologické a genetické pozadi pacienta.

Byla pozorovana indukce exprese gend, jejichZ produkty se
ucastni regulace apoptdzy a bunécného cyklu a které by tak
mohly hrit vyznamnou roli pfi eliminaci maligni buné¢né
populace. Pro zhodnoceni vztahu vytipovanych gent k met-
hotrexdtu by vSak bylo potieba jeSté vice rozsitit soubor ana-
lyzovanych vzorku a studovat tyto geny také z hlediska jimi
kédovanych proteint a jejich interakci. Poznatky o ptsobe-
ni methotrexatu by ddle mohly byt roz§ifeny o analyzu zmén
exprese genll jinych signdlnich drah, pro které vyrobce doda-
vé taktéZ komercné pfipravené membrany typu ,,GEArray
Q series Array“ nebo ,,Oligo GEArray Microarray*. Budou-
ci vysledky ziskané expresni analyzou dalSich pacientl by
tak mohly pfispét k hodnoceni citlivosti a individudlni miry
odpovédi pacientil na terapii methotrexatem.

Podékovani )
Prace byla podpofena z finan¢nich zdroji IGA MZ CR No.
NR8338- 3/2005 a MZO 000209805.
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ARRAY COMPARATIVE GENOMIC HYBRIDISATION AS A TOOL FOR
A RAPID MAPPING OF BREAKPOINTS IN UNBALANCED
TRANSLOCATIONS IN LEUKEMIA
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Summary

Background: Chromosomal translocations involving immunoglobulin loci (14q32/IGH, 2p11/IGK and
22q11/IGL) play an important role in pathogenesis of B cell leukemia and lymphoma. These aberrations lead to
deregulated transcription of targeted oncogenes by their juxtaposition with the /GH transcriptional enhancer(s).
Fluorescent in situ hybridization (FISH) showed to be a potential tool for identification of cancer-related genes
located in breakpoint regions of chromosomal translocations. However, the commonly used ,,probe-mapping*
FISH strategy requires numerous experiments with consecutively selected probes from the narrowed down regi-
on and uses a significant amount of cytogenetic material. One of the alternative approaches, array comparative
genomic hybridisation (aCGH), is a rapid technique that operates on DNA level and uses only a small amount of
tumor material. In contrast to FISH, however, it analyzes only unbalanced aberrations. The aim of this study was
to evaluate array comparative genomic hybridisation (aCGH) as a potential tool for a rapid mapping of breakpo-
int of non- reciprocal IGH-associated translocation in B cell leukemia and lymphoma. Material and methods.
For this study, we selected one case of B cell chroniclymphocytic leukemia (CLL) with a complex karyotype inc-
Iuding unbalanced der(14)t(1;14)(q25;932) involving IGH. Genomic profiling of this case was performed using
1 megabase (Mb) aCGH. Validation of aCGH results was done by metaphase FISH with Bacterial Artificial Chro-
mosome (BAC) clones and chromosome painting probes.

Results and conclusions. In one single aCGH experiment eight regions of genomic imbalances (4 gains and
4 losses) were identified. As expected, these imbalances included also duplication of 1q due to the
der(14)t(1;14). Two consecutive BAC clones flanking the proximal breakpoint at 1q21.3 have been identi-
fied. These clones were further applied for metaphase FISH analysis that confirmed aCGH findings. Despi-
te of 1 Mb resolution of the applied platform, these particular clones are separated by approximately 3 Mb.
Given that this region is gene-rich, further BAC-mapping is required to identify the candidate gene located in the
breakpoint region. Moreover, aCGH data helped us to correct original cytogenetic findings and precisely define
karyotypic changes in this case. Our data provide additional evidence that aCGH is a powerful technique for
molecular karyotyping of tumors and allows a rapid mapping of genomic imbalances, including breakpo-
ints of non-reciprocal translocations. As shown in this study, the latter can be detected with high accuracy
and sensitivity during a single experiment.

Keywords: array comparative genomic hybridisation, aCGH, unbalanced translocation, oncogene, IGH, chronic
lymphocytic leukemia

Souhrn

Vychodiska: Chromosomalni translokace zahrnujici imunoglobulinové lokusy (14q32/IGH, 2pl11/IGK
a22q11/IGL) hraji dtleZitou roli v patogenezi B-bunécnych leukémii a lymfomi. Jejich vysledkem je dere-
gulace transkripce onkogent zahrnutych do téchto translokaci, ktera je zptisobena jejich juxtapozici s IGH
transkripnimi enhancery. Pro identifikaci nddorovych genti lokalizovanych v blizkosti zlomovych mist chro-
mosomovych translokaci 1ze pouZit fluorescen¢ni in situ hybridizaci (FISH). Nicméné béZné uZivand mapo-
vaci strategie metodou FISH vyZaduje velky pocet experimentil se sondami vybranymi ze zkoumané oblas-
ti a spotfebuje zna¢né mnoZzstvi cytogeneticky zpracovaného niddorového materidlu. Jednim z alternativnich
pfistuptl je array komparativni genomickd hybridizace (aCGH), rychlé technika na drovni DNA, ktera pou-
Ziva jen malé mnoZzstvi nddorového materidlu. Narozdil od metody FISH vSak dovoluje urcit pouze neba-
lancované zmény. Cilem této price bylo ukazat, Ze aCGH je efektivni nastroj k rychlému mapovani zlomo-
vych mist nereciprokych /GH translokaci u B-buné¢nych leukémii a lymfom.

Materidl a metody. Pro tuto studii jsme vybrali jednoho pacienta s B-bunécnou chronickou lymfocytarni leu-
kémii (CLL) s komplexnim karyotypem a nebalancovanou translokaci der(14)t(1; 14)(q25;q932) zahrnujici
IGH. Ke genomickému profilovani tohoto pfipadu jsme pouZili metodu aCGH s rozliSenim 1 megabaze (Mb).
Validace vysledki aCGH byla provedena pomoci metafizové FISH s BAC klony a celochromosomovymi
malovacimi sondami. Vysledky a zavéry. Béhem jednoho aCGH experimentu bylo identifikovano osm abe-
rantnich oblasti (4 zmnoZeni a 4 ztraty genetického materidlu). Podle naSeho ofekdvani tyto abnormality
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zahrnovaly také duplikaci 1q zahrnuté do tranlokace der(14)t(1;14). Byly identifikovdny dva po sobé& nésle-
dujici BAC klony ohranicujici zlomové misto v oblasti 1q21.3. Tyto klony byly posléze pouZity pro meta-
fazovou FISH, ktera potvrdila aCGH nélez. Navzdory 1 Mb rozliSeni pouZitého chipu, byly od sebe tyto dva
konkrétni klony oddéleny oblasti pfiblizn€ 3 Mb velkou. Vzhledem k tomu, Ze v této oblasti se vyskytuje
velké mnoZstvi gend, je k identifikaci kandidatniho genu leZiciho v oblasti zlomu nezbytné dal$i mapovani
za pomoci BAC klont. aCGH vysledky ndm navic pomohly opravit pivodni cytogeneticky ndlez a pfesné
urCit zmény karyotypu u tohoto pacienta. NaSe data poskytuji dalsi diikaz toho, Ze aCGH je efektivni tech-
nika pro molekularni karyotypovani nddorii a umoZiiuje rychlé mapovani genomickych zmén, véetné zlo-
movych mist nereciprokych translokaci. Ty mohou byt detekovany s vysokou piesnosti a citlivosti béhem

jediného experimentu, jak ukazuje naSe prace.

Klicova slova: array komparativni genomicka hybridizace, aCGH, nebalancované translokace, onkogen, /IGH,

chronicka lymfocytarni leukémie

INTRODUCTION

Molecular cytogenetic techniques including FISH and aCGH
are potential tools used to unravel tumor-associated chro-
mosomal aberrations. They offer precise molecular karyoty-
ping with a much higher resolution that conventional ban-
ding analysis. Among others, FISH has been succesfully
applied for mapping of translocation breakpoints and identi-
fication of targeted genes. This strategy, however, requires
selection of numerous DNA probes from the presumably
involved region and several rounds of experiments before the
breakpoint region will be narrowed down to <1 Mb. Usual-
ly this procedure is labourious and time- and material-con-
suming. Array comparative genomic hybridisation (aCGH)
enables rapid and efficient mapping of genomic imbalances
(including unbalanced translocations) in one reaction at a
resolution given only by the size and density of clones on the
array (1). By principle, this technique does not operate in
cases with balanced rearrangements.

The aim of this study was to evaluate aCGH as a tool to iden-
tify putative oncogenes located in the breakpoint regions of
non-reciprocal /IGH/14q32-associated translocations in B cell
leukemia and lymphoma. It is well known that these, usually
reciprocal, translocations result in deregulated transcription of
affected oncogenes by bringing them in the vicinity of regula-
tory sequences of IGH. Thus, hypothetically, each gene affec-
ted by 14q32/IGH translocation can be consider as a putative
oncogene.

To evaluate potential of aCGH in a rapid mapping of break-
points of /GH-associated translocations, we selected one case
of B cell chronic lymphocytic leukemia (B-CLL) with unba-
lanced der(14)t(1;14)(q25;q32) and other complex chromoso-
mal changes. Results of our studies are shown and discussed
below.

MATERIAL AND METHODS

Patient

Patient, 66-year-old male with clinically and immunopheno-
typically unambiguous B-CLL, was recently diagnosed in our
center. Peripheral blood was taken at the time of diagnosis after
informed consent.

Cytogenetic analysis

Peripheral blood cells were cultured 72 hour in presence of tet-
radecanoyl phorbol acetate (TPA). Chromosome preparations,
R- banding and karyotyping were performed using conventi-
onal methods. Chromosomal aberrations were described
according to ISCN (2005)(2).

Array CGH

Arrays were constructed using a 1Mb Clone Set (Welcome
Trust Sanger Institute, UK) containing a total of 3527
BAC/PAC clones (3), in MicroArray Facility (Flanders
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Interuniversity Institute for Biotechnology, VIB, Leuven,
Belgium). Genomic DNA was extracted according to stan-
dard procedures. Test and reference gDNA were labeled by
a random prime labeling system (BioPrimeR Array CGH
Genomic Labeling Module, Invitrogen, Carlsbad, CA) with
Cy3-/Cy5-labeled dCTPs (Amersham Biosciences, Pisca-
taway, NJ). Probe preparation, preblocking of the slide, hyb-
ridization and posthybridisation washes were performed
with small modifications as described previously (3, 4). Sli-
des were scanned using GenePix 4000B scanner (Axon
Instruments, Foster City, CA), image and data analysis was
done using GenePix Pro 6.0 (Axon Instruments) and Excel
(Microsoft Inc., Diegem, Belgium). Data were normalized
by dividing the fluorescent intensity ratio of each spot by
the mean of the ratios of the autosomes. The normalized
ratio values of the duplicates were averaged and a log, value
was calculated. For detection of copy number alterations
we determined our thresholds as 0.3 for gains and -0.3 for
losses.

Interphase/metaphase FISH

BAC/PAC clones, RP4-790G17 (148,42-148,56 Mb) and
RP11-216N14 (151,95-152,11 Mb), were labeled in Spectrum
Green and Spectrum Orange, respectively and used for FISH.
We selected them from the 1Mb Clone Set (Welcome Trust
Sanger Institute, UK) used for arrays. Other applied probes
included LSI IGH, WCP 2 (Vysis Inc, IL, USA), WCP7 and
WCP 8 (Cambio Ltd, Cambridge, UK) and break- apart IG
kappa assay (5). BAC DNA was labeled by a random prime
reaction (RadPrime DNA labeling system, Invitrogen) with
Spectrum Orange/Green d-UTPs (Vysis Inc.) according to
manufacturers protocols.

FISH experiments were evaluated using the Axioplan 2 fluo-
rescence microscope equipped with the charge-coupled devi-
ce Axiophot 2 camera (Carl Zeiss Microscopy, Jena, Germa-
ny) and the MetaSystems Isis imaging system (MetaSystems,
Altlussheim, Germany). Three to 6 abnormal metaphases were
evaluated in each FISH experiment.

RESULTS AND DISCUSSION

Cytogenetic analysis of peripheral blood cells from the repor-
ted patient revealed presence of two related abnormal clones
presented in Table 1. The second subclone showed structural
aberrations of both 14q32 described as der(14)t(1;14)
(925;932) and add(14)(q32).

The applied aCGH analysis identified 8 regions of genomic
imbalances. These imbalances include loss of 10q26.3qter,
11922.3923.2, 13q14.2q14.3 and 14q32.33qter and duplicati-
on of 1q21.3qter, 2pl4pter, 7q11.2qter and 8q21.3qter (Fig.
1A). The size of unbalanced regions varied from 2 to 97 Mb.
The identified duplicated 1q region covered 94 Mb; RP4-
790G17 mapped at 148,42-148,56 Mb is the first proximal



Table 1.: Summary of cytogenetic and aCGH/FISH results
*aCGH results described according to ISCN (2005)

add(8)(p12),add(10)(q26),
del(11)(q21q23),del(13)
(q13q21),der(14)t(1;14)(q25:;q
32),add(14)(q32),add(15)
(q26) [5]

Karyotype aCGH results* Karyotype corrected after aCGH and FISH

1. arr cgh 1.

46,XY,add(5)(q35),add(10) 1921.3qter(RP4790G17—CTB-160H23)x3, 46,XY,add(5)(q35), der(10)t(8;10)(q21.3;q26.3),

(q26),del(11)(q21q23), 2pl4pter(GS1-68F18—>RP11-568N6)x3, del(11)(q22.3923.2),del(13)

del(13)(q13q21) [3)/ 7q11.2qter(RP5-905H7—~>RP4-764012)x3, (q14.2q14.3) [3)/
8q21.3qter(RP11-3J21>CTC-489D14)x3,

2. 10q26.3qter(RP11-168C9—~>CTB-137E24)x1, 2.

46,XY,del(2)(p12),t(3;13 11q22.3g23.2(RP11-563P16~RP11-212D19)x1, 46,XY,t(2;14)(p12;q32),t(3;13)

(q27:931),add(7)(q35), 13q14.2q14.3(RP11-305D15-RP11-431022)x1, (q27:g31),dup(7)(q11.21qten),

14q32.33qter(RP11-417P24—->CTC-820M16)x1

der(10)t(8;10)(q21.3;q26.3),
del(11)(q22.3q23.2),del(13)
(q14.2;q14.3),der(14)t(1;14)
(q21.3;32.33),der(15)t(2;15)
(p14;,926.3) [5]

BAC clone found to be duplicated and CTB-160H23 at 247,03-
247,17 Mb is the most terminal duplicated clone. These results
indicated gain of the 1q21.3qter region (B). According to cyto-
genetics, this region was translocated to the der(14). To
validate this aCGH finding, we performed metaphase
FISH analysis with SpectrumGreen-labeled RP4-790G17
(148,42-148,56 Mb) and SpectrumOrange-labeled RP11-
216N14 (151,95-152,11 Mb); the latter clone represents the
adjacent proximal region flanking the 1q21.3 breakpoint. Inde-
ed, the der(14)t(1;14) was marked by a single green signal whi-
le both normal chromosomes 1 carried co-localized green/red
signals (Figure 2.A). The aberrant 2FIR signal pattern was
found in 36 % of interphase cells. Further FISH with LST IGH
applied on the previously analyzed metaphases showed two
red signals (3’end of IGH) on der(14) and add(14) and one gre-
en signal (/GHV) on chromosome resembled del(2)(p12) (Fig.
2.B). Loss of the second green IGH signal was in line with the
14q32.33-qter loss found by aCGH illustrating the non- reci-
procal t(1;14). The postulated reciprocal t(2;14)(p14; q32.33)
was demonstrated by chromosome painting with WCP2 that
hybridized to the add(14)(q32), del(2)(p12), normal chromo-
some 2 and unexpectedly, to add(15)(q26). The 2p12 break-
point of t(2;14) was further mapped distally to /GK that retai-
ned on the der(2).

The remaining 7q11.2qter and 8q21.3qter gains were also
validated by metaphase FISH using respective chromoso-
me paintings. WCP7 hybridized with a normal chromoso-
me 7 and add(7)(q35) indicating dup(7)( q1 1qter). WCP8
marked two normal chromosomes 8 and add(10)(q26) that
showed to be der(10)t(8;10) (q21.3;q26.3). The latter non-
reciprocal translocation was confirmed by loss the
10g26.3-qterm region found by aCGH. Losses of 11q22.3-
q23.2 and 13q14.2-q14.3 remained in line with the res-
pective del(11q) and del(13q) observed by cytogenetics.
Results of cytogenetic, aCGH and FISH analysis are sum-
marized in Table 1.

Altogether, aCGH complemented by FISH studies allowed us
to correct karyotype of the reported case as follows: 46, XY ,t(2;
14) (p12;q932),t(3;13)(q27;q31), dup(7) (q11.21qter), der(10)
t(8;10) (q21.3;926.3), del (11) ( q22.3923.2), del (13)
(q14.2q14.3), der(14) t(1;14) (q21.3; g32.33), der(15)t (2;15)
(p14;q26.3)

Particularly important, we were able to rapidly map the bre-
akpoint of non-reciprocal IGH-mediated t(1;14)(q21;q32)
expecting to affect gene involved in pathogenesis of CLL. The
breakpoint was narrowed down to the 1q21.3 region flanked
by two consecutive BAC clones spaced by approximately 3
Mb. Unfortunately, this chromosome region is not covered
with a resolution of 1 Mb, as could be expected. We searched
for potential candidate genes with the Ensembl Cytoview geno-
me browser (www.ensembl.com). This region, however, con-
tains dozens of genes, mostly with unknown functions. It is

worth to note that none of the 4 previously described genes
associated with lymphomas: BCL9 (6), FCGR2B (7), MUC1
(8)and IRTA2 (9), is located in the breakpoint region. This sug-
gests thatt(1;14) (q21.3;932.33) involves anew oncogene that
warrants identification and characterization. Further FISH stu-
dies with BAC and fosmid clones selected from the narrowed
down 3 Mb breakpoint region will follow.

Figure 1
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Figure 1.:

A. aCGH genomic profile The x-axis represents the clones ordered from
the chromosome 1 to 22, X and Y. The Y-axis shows the log2 ratios of
Cy5/Cy3 fluorescent intensity. The bold line indicates the thresholds for
gains (0.3) and losses (-0.3). Arrows mark duplications of 1g21.3qter,
2pl4pter, 7q11.2qter, 8q21.3qter and losses of 10q26.3qter, 11q22.3q23.2,
13q14.2q14.3 and 14q32.33qter, from the left side to the right.

B. Partial genomic profile of chromosome 1 showing the 1q21.3qter dupli-
cation The x-axis represents the clones ordered from 1p telomere to the
1q telomere. The Y-axis shows the log2 ratios of Cy5/Cy3 fluorescent
intensity. The bold line indicates the thresholds for gains (0.3) and losses
(-0.3). Lower log?2 ratios of duplicated region reflect subclonal appearan-
ce of this aberration found by interphase FISH.

C. Partial genomic profile of chromosome 2 showing the 2p14pter dupli-
cation. The x-axis represents the clones ordered from 1p telomere to the
1q telomere. The Y-axis shows the log2 ratios of Cy5/Cy3 fluorescent
intensity. The bold line indicates the thresholds for gains (0.3) and los-
ses (-0.3).

In addition to der(14)t(1;14), we were able to map breakpoints
of two other non-reciprocal translocations, t(2;15) and t(8;10)
and to determine duplicated region of 7q. Deletions of 11q and
13q were mapped with aresolution of approximately 1 Mb. As
expected, the 11q and 13q lost regions harbor respectively,
ATM and miR15/miR16, the candidated tumor suppressor genes
involved in pathogenesis of CLL (10, 11).

Finally, using FISH, we identified t(2;14)(p12;q32), the second
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IGH-associated translocation present in this case of CLL.
Given that this translocation is reciprocal, the 2p12 breakpo-
int could not be rapidly mapped by aCGH; FISH identificati-
on of the involved partner gene requires more labourious BAC-
mapping strategy. The known 2p genes involved in
IGH-associated translocations in B-NHL include REL (2p16)
and BCL11A (2p16) (12).

Figera 2
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Figure 2.

A. FISH with RP4-790G17 (SpectrumGreen) (148,42-148,56 Mb) and
RP11-216N14 (SpectrumOrange) (151,95-152,11 Mb) confirming the
aCGH results. The arrow shows the der(14)t(1;14)(q21.3;q32.33) with the
only RP4-790G17 signal. Other two red/green signals are localized on
both chromosomes 1.

B.FISH with LSIIGH (Vysis Inc.) probe on the same rehybridized metap-
hase. The red signals confirm the presence of 3’ end of /GH on der(14)
and add(14). The arrow is showing one green signal (/GHV) localized at
der(2)t(2;14)(p12;q32.33). Loss of second green signal remains in line
with the 14q32.33qter loss found by aCGH. Note the aberrant signal pat-
tern also in interphase nuclei.

B-CLL is one of the most common leukemias in the Western
world showing variable clinical course. The most frequent
genomic aberrations identified in CLL include del(13q),
del(11q), trisomy 12, del(17p) and del(6q) found in up to 80
% of cases analyzed by FISH. Importantly, del(11)(q22q23)
and del(17)(p) likely targeting the ATM and p53 genes, res-

pectively, hallmark rapid disease progression and poor survi-
val, while del(13) (q14.3) as a single aberration is associated
with a good prognosis (13, 14). Chromosomal translocations
involving 14q32/ IGH are relatively rare in CLL; they occur
in about 4 % of cases studied by FISH and usually affect the
BCL2/18q21 and BCL3/19q13 genes (13, 14, 15). Particular-
ly interesting is finding of two 14q32/IGH translocations in
the present case. Given that der(14)t(1;14) and t(2;14) were
found in a subclone with a more complex karyotype, we beli-
eve that both these translocations represent secondary chro-
mosomal aberrations acquired during evolution of the
del(11q)/del(13q)-positive karyotype.

In conclusion, using isolated CLL case, we demonstrated
potential of aCGH as a tool for a rapid molecular mapping of
non-reciprocal translocation. Resolution of this analysis ref-
lects resolution of the applied aCGH platform. In the present
case, the 121 breakpoint possibly harboring a novel CLL-
associated oncogene, was narrowed down to the approxima-
tely 3 Mb region during one aCGH experiment. This approach
is significantly less time- and material-consuming when com-
pare to a standard probe-walking strategy. In most cases, the
definitive mapping of breakpoint may require complementa-
ry FISH analysis. Although application of aCGH is limited to
unbalanced translocations, it can be succesfully used in rare
non- reciprocal translocations involving /GH/14q32 likely tar-
geting lymphoma-associated oncogenes.
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DETEKCE EXPRESNICH PROFILU U PACIENTU S CML POMOCI ATLAS
PLASTIC 8K MICROARRAYS

GENE EXPRESSION PROFILING IN CML PATIENTS USING ATLAS
PLASTIC 8K MICROARRAYS

BRUCHOVA H., KRACMAROVA A., KLAMOVA H., BRDICKA R.
ODDELENI MOLEKULARNI GENETIKY, USTAV HEMATOLOGIE A KREVNI TRANSFUZE, PRAHA

Souhrn

Vychodisko: Expresni microarrays pfedstavuji vhodnou technologi i pro studium patologickych procesti na geno-
mické drovni. Pro identifikace odli§né exprimovanych genii u pacienti s CML jsme pouZili plastikové micro-
arrays, které kombinuji hlavni pfednosti nylonovych membrén a sklenénych microarrays.

Pacienti a Metody. Leukocyty byly izolovany z periferni krve 6 pacientt s chronickou myeloidni leukemii v dobé
stanoveni diagnozy. U vSech pacientii byl detekovan BCR/ABL fuzni gen. Pro detekci expresnich profilti byly
pouzity Atlas Human Plastic 8K Microarrays (Clontech) s 8 327 genovymi sondami. mRNA bylaizolovanaz45ug
celkové RNA pomoci magnetickych ¢astic.

Vysledky. VEtsina genti u pacientil vykazovala stejnou expresi jako kontrolni vzorek. U nékterych gent bylo mozné dete-
kovat podobné zmény v expresi u vSech (Ci vétSiny) pacientll napt. zvySend exprese: lactotransferrin, proteoglycan 2, ela-
stase 2, MMP 9, defensin alpha 1,3,4, peptidoglycan recognition protein, cathepsin G, myeloperoxidase, proteinase 3;
sniZzena exprese: CD68 antigen, cathepsin B, H factor, integrin-alpha X, interleukin 8, preB cell colony enhancing fac-
tor. Zavér. Nase studie odhalila variabilitu v expresi mnoha gentl, ale i ptesto jsme identifikovali skupinu genti s podob-
nymi zménami v aktivité. Tyto geny by mohly byt asociovany s rozvojem onemocnéni a budou podrobnéji studovény.

Klicova slova: genova exprese, CML, plastikové microarrays

Summary

Background: Expression microarrays provide a powerful technology for studying disease processes on a genomic sca-
le. We used plastic microarrays for identification of differentially expressed genes in chronic myeloid leukemia pati-
ents. Plastic arrays combine the best properties of glass and nylon arrays.Patients and Methods: Leukocytes were iso-
lated from peripheral blood of 6 CML patients at diagnosis. All patients were BCR/ABL fusion gene positive. For gene
expression profiling we used Atlas Human Plastic 8K Microarrays (Clontech) with 8 327 gene probes. mRNA was iso-
lated from 45p.g of total RNA using magnetic bead method. Results: Majority of the patient genes showed the same
transcription activity as in the control sample. In a few genes it was possible to observe similar significant changes of
gene expression in all (most) patients e.g.up-regulation: lactotransferrin, proteoglycan 2, elastase 2, MMP9, defensin
alpha 1,34, peptidoglycan recognition protein, cathepsin G, myeloperoxidase, proteinase 3; down-regulation: CD68
antigen, cathepsin B, H factor, integrin-alpha X, interleukin 8, preB cell colony enhancing factor. Conclusions: Alt-
hough the study revealed variability of gene expression in many genes, we identified a number of genes with the simi-
lar expression regulation. The genes may be associated with the disease process and will be analysed in detail.

Key words: gene expression, CML, plastic microarrays

Uvod

Cipové technologie ptedstavuji velmi pfinosnou metodiku pro
studium komplexniho pozadi riiznych onemocnéni. Prave sle-
dovani transkrip¢ni aktivity genil v dobé rozvoje onemocnéni
¢i v pribéhu 1écby pomoci téchto metod muize vést k odhale-
ni kandidétnich gend, které se podileji na vzniku onemocnéni
a zérovenl mohou predstavovat dal$i potencidlni diagnostické
¢i terapeutické cile. U leukemii byly cDNA microarrays jiz
vyuZity pro charakterizaci jejich molekuldrniho (genetického)
pozadi (1,2), jejich klasifikaci (3,4,5,6,7,8), identifikaci mole-
kuldrnich zmén pfi progresi onemocnéni (9) €i pro studium
pusobeni 1ékt pouZivanych pro chemoterapii (10,11).

Také cilem této studie byla charakterizace expresnich profi-
10 u pacientil s chronickou myeloidni leukemii (CML) v dobg
stanoveni diagnézy pomoci microarrays a identifikace genti
s odliSnou expresi. Doposud jsme pro expresni analyzy v nasi
laboratofi vyuZivali nylonové membrany, které v§ak umoziuji

detekovat relativné maly pocet genti (600 az 1200), ale
nevyzaduji specidlni vybaveni laboratofe. Pro sledovéni
exprese vétSiho poctu gend jsme zacali pouZivat plastikové
microarrays. Firma Clontech vyvinula plastikovou micro-
array Atlas Plastic 8K Microarray s 8327 sondami, u které se
pokusila zkombinovat hlavni pfednosti nylonovych mem-
brén a sklenénych microarrays (12). Tyto plastikové microar-
rays lze stejn€ jako nylonové membriny opakované pouZit
minimdlné 3krat (dle naSich praktickych zkuSenosti to je
i maximélni pocet recyklaci), coZ je €ini finan¢né dostupné.
Zaroven pouzity materidl ma prednosti ,,sklicek™ tzn. uni-
formni neporézni povrch, ktery umoZiiuje efektivni nanése-
ni sond po strance kvantitativni i kvalitativni. Neporézni
povrch samozfejmé& minimalizuje pozadi a zjednoduSuje
metodiku z hlediska prehybridizace a odmyvéani. Navic pev-
né materidly jsou pohodIné na manipulaci a je zde i moZnost
automatizace.
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Material a metody

V rdmci studie bylo vySetfeno 6 pacientii s CML ve véku od
39do 76 let (medidn 49)(Tab.1). Diagndza byla stanovena pod-
le standardnich kritérii. Vzorky periferni krve byly odebrany
v dobé stanoveni diagnézy s informovanym souhlasem paci-
enth na zaklad€ schvaleni etickou komisi. Do souboru byli
zatazeni pacienti v chronické fazi s relativné vysokym poctem
leukocytt, pfiCemzZ u pacientd ¢.3,4 onemocnéni jiZ pieslo
v akcelerovanou fazi. U vSech pacienti byl detekovan
BCR/ABL ftzni gen.

Tabulka 1: Charakteristika testovanych pacientit

pacient ¢. | pohlavi | vék diagnéza BCR/ABL | leukocyty (109/1)
1 7 49 CML b3 a2 350,7
2 7 49 CML b3 a2 236,5
3 7 60 | CML (akce. fize) b3 a2 189,0
4 7 76 | CML (akce. faze) b3 a2 380,0
5 M 39 CML b2 a2 590,0
6 7 49 CML b2a2 3546

Celkova RNA z leukocyti periferni krve byla izolovana pomo-
ci kyselé guanidium thiokyanat/fenol:chloroformové metody
(13) a nasledné byla inkubovédna s DNasou I (0.2U/ug, Sigma)
30min pii 37°C. Ze 45mg total-RNA byla izolovdina mRNA
kitem Atlas Pure Total RNA Labeling System (Clontech), kte-
ry je zaloZeny na magnetické separaci (12). Pro detekci expres-
nich profil byly vyuZity Atlas Plastic Human 8K Microarrays
(Clontech) s 8 327 genovymi sondami o délce 80b (Obr. 1).

Obrazek 1.: Atlas Plastic Human 8K Microarray (Clontech) s 8 327 geno-
vymi sondami, které jsou v duplikdtech uspotadany do 384 bloki. cDNA
fragmenty o délce 80b jsou na plastikovém nosici imobilizovany UV zéfe-
nim. Cervené jsou ohrani¢eny kontrolni bloky obsahujici pozitivni a nega-
tivni kontroly (12). Na obrizku je expresni profil pacienta ¢.1.

Pro pfepis mRNA na cDNA neboli reverzni transkripci (RT)
byl pouZit Atlas cDNA Expression Arrays kit (Clontech) dle
instrukci v manudlu (12), pricemzZ reak¢éni smés obsahovala
jako primery ndhodné hexanukleotidy, MMLYV reverzni tran-
skriptasu a pro radioaktivni znaceni cDNA bylo pouZito
o33P [dATP] (50mCi/vzorek, Amersham Pharmacia Biotech).
RT probihala 30min pii 42°C. Pro oddéleni oznacené cDNA
od neinkorporovanych nukleotidii byla pouZzita silikagelova
kolonova chromatografie (Atlas NucleoSpin Extraction Kit,
Clontech). Vzorky byly hybridizovany pies noc pii 60°C za
stdlého michani (6 ot/min). Pfi posthybridizaénim odmyvani
byly microarrays 2-krét oplachnuty (20s) roztokem 0.1x SSC,
0.1%SDS pokojové teploty a nasledné inkubovany v 50ml stej-
ného roztoku 10min pfi 60°C. Po ukonceni inkubace byly mic-
roarrays oplachnuty destilovanou vodou a diikkladn€ usuSeny.
Radioaktivita byla detekovana pomoci pfistroje Phosphori-
mager FLA-2000 (Fuji)(doba expozice-24hod).

Komparativni analyzy expresnich profilti byly provedeny
pomoci programu AtlasImage 2.7 (Clontech). Expresni profi-
ly u CML pacientti byly porovnény se standardnim profilem
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(profil smé&sného vzorku zdravych osob). Do vysledkové tabul-
ky byly zahrnuty geny (na zdkladé standardné nastavenych
podminek v softwaru), jejichZ exprese se li§ila nejméné dvoj-
nasobné a rozdil v intenzitich pfedstavoval nejméné dvojna-
sobek priimérné hodnoty pozadi. Ndzvy genti/proteind v tabul-
kéch a v textu byly zachovany dle Clontech databaze.

Zmény genové exprese vykazujici dvojnasobné

Vysledky a diskuse

Na Atlas Plastic Human 8K Microarray je naneseno 8 327 geno-
vych sond, pfiemZ pozitivni signdl (nad drovni pozadi) byl
detekovan primérné u 16% genu. Podil gent vykazujicich signi-
fikantni zmé&ny exprese pii srovnani s kontrolnim vzorkem se
pohyboval v rozmezi 10-20% (z exprimovanych genil) v zavis-
losti na jednotlivych pacientech. Zbyvajici geny pacientl se
v expresi neliSily od kontrolniho vzorku. U nékterych genti bylo
mozné detekovat podobné zmény v expresi u v§ech pacientt napf'.
zvySend exprese - lactotransferrin (LTF), proteoglycan 2 (PRG2),
elastase 2 (ELA2), metalloproteinase 9 (MMP9), defensin alpha
1/3/4(DEFA1,DEFA3, DEFA4), peptidoglycan recognition pro-
tein (PGLYRP), cathepsin G (CTSG), myeloperoxidase (MPO),
proteinase 3 (PRTN3), secretory leukocyte protease inhibitor
(SLPI); sniZend exprese - CD68 antigen (CD68), cathepsin
B (CTSB), H factor (CFR), integrin-alpha X ITGAX), interfe-
ron induced transmembrane protein (IFITM), interleukin 8 (ILS),
preB cell colony enhancing factor (IL6), neurogranin (NRGN)
(Obr.2). Rada geni dile vykazovala signifikantni zmény expre-
se pouze u nékterych pacientii jako napt. reticulon 3 (RTN3), T cell
receptor beta locus (TCRB), hemoglobin alpha 1 (HBA1),
hemoglobin alpha 2 (HBA?2), arrestin (SAG), polymerase RNA
1 polypeptide E (POLR2E), small inducible cytokine A5 (CCLYS),
tumor protein (HLA-A) atd.

Obrazek 2.: Signifikantni zmény genové exprese (normalizovana data)
detekované u vétSiny CML pacientll v dobé diagnézy pomoci Atlas Plas-
tic Human 8K Microarrays (Clontech). Zmény exprese jsou vyjadfeny
barevnou Skalou, kdy Cervené barvy piedstavuji zvySeni a modré barvy
sniZeni genové exprese u pacienta. Zelend barva vyjadiuje stejnou expre-
si genu jako u standardu (bild barva —nedetekovatelnd exprese/pod trov-
ni pozadi).

Gen / protein
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Obrazek 3.: Exprese genu defensin alpha 3 detekovana plastikovymi mik-
ro¢ipy u CML pacientl a standardu.

Exprese genu defensmn alpha 3 u CML pacienti
pacient &.
1 2 3 4 5 6

Vyrazné silnou expresi u vSech pacientd vykazovaly geny
defensin alpha 1,3 a 4 (DEFA1, DEFA3, DEFA4) (Obr.3).
Defensiny koduji skupinu peptidii s protibakteridlnimi a cyto-
toxickymi Gcinky, které zaji$tuji obranyschopnost hostitele
a jsou produkoviny predevsim neutrofily. Vysokd exprese
defensint u myeloidnich leukemickych bunék byla jiz proka-
zana v nékolika studiich (14,15) a stejné jako myeloperoxida-
se (MPO) mohou defensiny slouZit jako marker myeloidni dife-
renciace (16). Pravé také gen MPO byl u vSech pacientl
exprimovdn na zvySené hladin€. Protein MPO je syntetizovan
béhem diferenciace myeloidnich bunék, a je proto vyuZivan
pro urcovani subtyptt AML (17). V jadie se MPO muzZe vazat
na DNA a chranit ji pfed poSkozenim kyslikovymi radikaly,
které vznikaji pfi maturaci myeloidnich bunék. MPO byla nale-
zena v jadie a cytoplazmé normélnich i myeloidnich leuke-
mickych bunék (18) . Dalsi gen se zvySenou transkrip&ni akti-
vitou u vSech pacientll byl secretory leukocyte proteinase
inhibitor (antileukoproteinase, SLPI ), jehoZ produkt chrani
epitelové tkané pred proteasami jako je cathepsin G a neu-
trophil elasatase. Geny kodujici ob&€ zminéné proteasy vyka-
zovaly u testovanych pacientll zvySenou expresi. Elastase 2
(ELA2) je proteasa produkovana krevnimi neutrofily a podili
se na Stépeni proteinll v pojivovych tkanich (19). Cathepsin
G (CTSG) je proteasa produkovand také neutrofily, kterd se
uplatituje v imunitnich procesech (20). Vyssi exprese nami
detekovanych genit MPO, DEFA1, DEFA3, DEFA4 a CTSG
byla zjiSt€na i u pacientl s akutni promyelocytirni leukemii
(15). ZvySena expresni aktivita genti kddujicich proteasy v neu-
trofilech u pacienttt s CML poukazuje zfejmé na vyS$si aktivi-
tu téchto myeloidnich bunék ¢i na jejich zvySené pocetni
zastoupeni. Pravé expanze termindlné diferenciovanych neu-
trofilt je charakteristickd pro chronickou fazi CML (21). Déle
u testovanych pacienti byl silnéji exprimovén gen lactotran-
sferrin (LFT), jehoZ produkt zaji§tuje transport Zeleza v extra-
celularnich tekutinich a uplatiiuje se i v imunitni obrané.

U nékolika gent byla sledovana sniZend ¢i Zadna (resp.
nedetekovatelnd) exprese pti porovnani se standardnim profi-
lem. Mezi takovéto geny s nizkou expresiu vSech pacientt pat-
fil gen CD68 antigen (CD68). CD68 je transmembranovy gly-
koprotein nezndmé funkce, ktery je vysoce exprimovin
v lidskych monocytech a tkanovych makrofagach (22). Signi-

fikantni pokles exprese byl dale detekovéan u genu H factor
(CFH) , coZ je pozitivni regulacni kofaktor komplementové
kaskady (23). Nizkou transkripcni aktivitu vykazovaly také
geny kodujici proteasy cathepsin B (CTSB) a ADAM . CTSB
je lysosomdlni cystein-proteasa icastnici se maturace amylo-
idnich prekurzorii (24). Protein a disintegrin and metallopr-
otease domain 15 (ADAM) je Clenem ADAM proteasové rodi-
ny podilejici se na regulaci buiika-butika a buiika-matrix
interakci. ADAM proteiny jsou také schopny interakce s inte-
griny ¢i Scr kinasami (25). Ac¢koliv integriny u CML pacien-
t vykazovaly vétSinou vyS§i expresi, v ptipad¢ integrin alp-
ha X (ITGAX) tomu tak nebylo . Gen ITGAX je soucasti
integrin alpha, coZ je adhezivni receptor na povrchu krevnich
bunék, ktery zprostfedkovava adhezi k vaskuldrnimu endot-
helu, migraci, chemotaxi atd. (26).

PreB-cell colony-enhancing factor (IL6) je cytokin zvySujici
aktivitu MGF (stem cell factor) a interleukinu 7 (27). Exprese
tohoto genu byla pod hranici detekovatelnosti. Dal§im cyto-
kinovym genem s velmi nizkou expresni aktivitou byl interle-
ukin 8 (IL8) . IL8 je cytokin hrajici dileZitou roli pfedev§im
v chemotaxi a aktivaci neutrofilii (28).

Vyrazné expresni zmény byly pozorovany pfedevs$im u genil
podilejicich se na regulaci imunitnich procest, coZ naznacuje,
Ze u pacientil byly ziejmé aktivovany obranné mechanismy.

Zavér

Leukemie se vyznacuji velkou variabilitou jak na klinické, tak
i na molekularni drovni. Proto variabilita v genové expresi
u pacienttl s CML zji$ténd v této studii neni nijak pfekvapuji-
ci. Pfi¢inou této variability mohou byt inter-individudlni roz-
dily mezi pacienty ve v€ku, pohlavi, stidiu choroby atd. Ale
i pres tuto variabilitu bylo moZné vysledovat stejné zmény
exprese n€kterych genl u viech ¢i vétSiny pacientil v soubo-
ru, které mohou byt asociovany s rozvojem onemocnéni ¢i
,udrzovanim* maligniho klonu. Kromé gend, jejichZ ucast
u leukemii je z hlediska funkce jasnd, odhalilo naSe testovani
i zmény exprese gend, o jejichZ vyznamu u CML neni zatim
nic zndmo, a které tak predstavuji cile dal§iho vyzkumu.
Atlas Plastic Microarrays predstavuji novou zajimavou plat-
formu pro testovani genové exprese, nebot co do objemu zis-
kanych vysledkt jsou srovnatelné s dal$imi typy microarrays,
ale po finan¢ni strance pfedstavuji mnohem levnéjsi alternati-
vu diky mozZnosti opakovaného pouZiti. Microarray technolo-
gie diky své vykonnosti zcela jisté najdou své uplatnéni
v nasich laboratofich nejen pfi feSeni vyzkumnych projektd,
ale i v rutinni diagnostice.
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., Hvézdna obloha*
Marek Svoboda a GeneChip®
17. ¢ervna 2002

Obrazek predstavuje plochu DNA ¢ipu Gene-
Chip®U95Av2, kterd byla skenovina po ukon-
Ceni hybridizace. Na ploSe Cipu se nachazi vice
nez 400 000 hybridiza¢nich jednotek (viditelné
jako svitici body). Kazd4 hybridiza¢ni jednotka
nese vice nez 1 000 000 kopii onukleotido-
vych préb pro detekci 12 600 lidskych gent.

Obrézek £.1. Struktura oDMA Eipu spolefnosti Affyme trix
-
GeneChip UT133A - DNA Cip
P i
Syt

L

Testovand MH - f
.
Sonda = fragment NK

¢ a

Miedrry Kopiil jedné sondy
TRUEAEEE @t Hybridizaéni jednotka

U133 sel (A+B)
=33 000 lidskych
gend

=1 000 000 hybridi-

zacnich jednotok pfes 530 000

hybrnduratnich jednetek

Obrazek & 1.: Obrazek vysvétluje strukturu DNA &ipu GeneChip®U133A. Samotny &ip o velikosti plochy 1,28cm x 1,28cm je pro snadnéjsi manipu-
laci zabudovan do plastové kazety (vlevo). Na ploSe Cipu (uprostfed) se nachdzi vice nez 500 000 hybridiza¢nich jednotek (viditelné jako svitici body).
Kazda hybridiza¢ni jednotka (vpravo) nese vice nez 1 000 000 kopii oligonukleotidovych préb pro detekci cca 17 000 lidskych gent. Spole¢nost Affy-
metrix® vyrabi i ¢ip GeneChip®U133B. U133A a U133B jsou schopny dohromady detekovat cca 33 000 lidskych genti. DNA ¢ipy GeneChip® jsou
vyrabény pomoci litografické technologie. Podrobné viz.: Svoboda M, Michdlek J. Uvod do technologie DNA ¢ipt. Lékar a technika 2004;35:67-75.
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Obr. €. 2. A) Pohled na viykonnou ¢ st ipovaciho pfistroje spolecnosti Cartesian Technologies.
Detailni snimek na: B) pracovni hlavu osazenou nanias ecimi télesy (NT) a C) kontakini NT -
sterbinovity hrot.

Obrazek ¢. 2.: Vyroba DNA ¢ipu pomoci ¢ipovaciho (spotovaciho) stroje. Kontaktni nanaSeci t€lesa stroje pfenasi pfipraveny geneticky materidl (oli-
gonukleotidy nebo cDNA) ze zdsobniku na piesné ur¢end mista sklenéné podkladové desky Cipu. Podrobné viz.: Svoboda M, Michélek J. Uvod do
technologie DNA ¢ipi. Lékar a technika 2004;35:67-75.
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Obr. & 3. cDNA éip obs ahujici pies 25.000 hybridizaénich jednotek (HJ), k jehoZ vijrobé byl
poutit piistroj MicroSpot 2500 spoleénosti BioRobotics. Priimér HJ piiblitné 127 pm.
Vrdalenost mez centry dvou HJ 130 pm. Prevzato a upraveno od BioRobotics.,

Obrazek ¢&. 3.: Struktura DNA ¢ipu vyrobeného pomoci ¢ipovaciho stroje. Podrobné viz.: Svoboda M, Michilek J. Uvod do technologie DNA ¢ipi.
Lékar a technika 2004;35:67-75.
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Obrizek ¢. 4.: Pfiprava sond (A.C) a testovaného genetického materidlu (B,D) pro DNA ¢ipy. Postup je odli¥ny u DNA ¢ipii nesoucich na svém
povrchu sondy v podobé cDNA (tzv. cDNA ¢ipy), nebo oligonukleotidi (tzv. oDNA ¢ipy). Podrobné viz.: Svoboda M, Michalek J. Uvod do techno-
logie DNA ¢ipu. Lékar a technika 2004;35:67-75.
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NA CIPY — OBRAZOVA ANALYZA

cteni (skenovani) ¢ipu

- Xenonevi
vybojka Laser Skenery

g a) CCD kamery
- 2 b) PMT fotonasobice
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Obrazek ¢. 5.: Po ukonceni hybridizace nasleduje dalsi faze zpracovani DNA ¢&ipu, tzv. ,,obrazova analyza“. Plocha DNA ¢ipu nesouci fluorochrome-
moznac¢ené molekuly testované DNA je excitovana laserem, nebo filtrovanym svétlem xenonové vybojky. Intenzita svétla emitovaného fluorochromy
je snimana ,.skenovana“ skenery, jenz pracuji na principu CCD kamery, nebo vyuZivaji PMT fotonasobict. Intenzita detekovaného zafeni je vyhodno-
cena a nasledné pseudobarevné zndzornéna. Podrobné viz.: Svoboda M, Michdlek J. Uvod do technologie DNA ¢ipt. Lékar a technika 2004;35:67-75.
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Obrazek. ¢. 6.: (A) Dendrogram shlukové analyzy, na kterém je patrné rozdéleni DLBCL (sloupce) do ti{ skupin definovanych na zakladé podobnosti
exprese vybrané skupiny gent (fadky): 1. Germinal Center B-cell like DLBCL; 2 . Type-3 DLBCL; 3. Activated B-cell like DLBCL. Exprese genil je
v dendrogramu kédovana barevné. Zelend barva znaci nizkou, Cervena barva vysokou a ¢ernd barva priimérnou expresi daného genu v daném DLBCL.
Seda barva oznacuje gen, jehoZ exprese nebyla vyhodnocena. Na pravé strané dendrogramu jsou uvedeny geny s nejvyssi diskrima¢ni hodnotou.
(B a C) Kaplan-Meierovy kiivky pravdépodobnosti celkového preZiti u pacientil s jednotlivymi variantami DLBCL. Podrobny popis obrazku a odka-
zy na literaturu naleznete v ¢lanku: Svoboda M., a kol. Aplikace DNA ¢ipt u lymfoidnich malignit.
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