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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.
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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.
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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-
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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
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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).
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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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