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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.
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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.
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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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