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Úvod 
Molekulárnû cytogenetické metody pfiedstavují revoluãní
a dnes jiÏ potvrzen˘ zpÛsob urãování chromosomov˘ch zmûn.
Jednou z takov˘ch technologií, která byla vyvinuta pfiedev‰ím
pro vy‰etfiování nádorov˘ch bunûk, je metoda komparativní
genomové hybridizace (CGH). CGH (obr. ã. 1) byla vyvinuta
pro mûfiení zmûn poãtu kopií sekvencí DNA v celém genomu
v jednom vy‰etfiení (1, 2). Principem metody je komparativní
neboli pomûrná hybridizace dvou odli‰nû znaãen˘ch geno-
mov˘ch DNA s normálními metafázov˘mi chromosomy.
Genomové DNA jsou izolovány ze dvou bunûãn˘ch popula-
cí, normální a nádorové, a jsou znaãené rozdíln˘mi fluoro-
chromy, obvykle ãerven˘m a zelen˘m. Po skonãení hybridi-
zace jsou mûfieny intenzity obou fluorescencí podél kaÏdého
chromosomu a pomûr intenzit ãervené a zelené fluorescence
pak urãuje relativní pomûr poãtu kopií ve vy‰etfiovaném geno-
mu. Jedna z genomov˘ch DNA je vÏdy normální, oznaãená

jako referenãní, takÏe pomûr pfiímo mapuje zmûny poãtu kopií
v testovaném genomu. Je dÛleÏité si uvûdomit, Ïe CGH samot-
ná urãuje pouze zmûny poãtu kopií, ale ne absolutní poãet kopií.
Pfiesnû tetraploidní bunûãná populace bude tedy dávat kon-
stantní pomûr v genomu a bude nerozli‰itelná od v˘sledku zís-
kaného z diploidní testované populace. 
Metoda CGH má své omezené rozli‰ovací schopnosti a dovo-
luje urãit nebalancované zmûny na chromosomech, které se
pohybují od 3 megabází (Mb) pro ztráty genetického materi-
álu a 7–10 Mb pro urãení pfiítomnosti nadbyteãného genetic-
kého materiálu (3). Zv˘‰it citlivost metody, která v jediné hyb-
ridizaãní reakci dovoluje analyzovat cel˘ nádorov˘ genom, se
podafiilo zavedením metody array komparativní genomové
hybridizace (array CGH). Cíl hybridizace, metafázové chro-
mosomy metody CGH, byly nahrazeny fragmenty klonované
DNA rÛzn˘ch genÛ. Tyto fragmenty byly speciální technikou
umístûny – ti‰tûny na povrch skla, kde k nim referenãní 
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Souhrn
Nádory jsou onemocnûní charakterizovaná genomovou instabilitou. Zmûny v poãtu kopií DNA jsou jednou z mno-
ha abnormit, kter˘mi mÛÏe b˘t ovlivnûna exprese a funkce genÛ. Proto urãení nebalancovan˘ch zmûn, které pfied-
stavují pfiedev‰ím amplifikace a delece chromosomov˘ch oblastí a genÛ v nich lokalizovan˘ch, dovoluje urãit kri-
tické geny a signální dráhy zahrnuté do vzniku a v˘voje onemocnûní. Urãení takov˘ch nebalancovan˘ch zmûn
dovoluje molekulárnû cytogenetická metoda komparativní genomová hybridizace (CGH). CGH se stala zákla-
dem nedávno vyvinuté technologie, metody array komparativní genomové hybridizace (array CGH), která dovo-
luje detailní anal˘zu chromosomov˘ch oblastí, ve kter˘ch do‰lo ke zmûnû poãtu kopií sekvencí DNA. V souãas-
nosti mÛÏeme vyuÏít fiady array CGH technologií, které v˘znamn˘m zpÛsobem zvy‰ují rozli‰ovací schopnost
metody CGH a umoÏÀují definovat v genomu oblasti, které mají vztah ke vzniku nádoru a dovolují rychle odha-
lit geny leÏící v tûchto oblastech. 
Tato práce informuje o principu, v˘znamu a vyuÏití metody array CGH pfii urãování nebalancovan˘ch zmûn
v nádorovém 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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a zkoumaná DNA hybridizují. KaÏd˘ fragment klonované
genomové DNA zaujímá své pfiesnû urãené místo na povrchu
skla. Takto pfiipravené speciální sklo bylo oznaãeno microar-
ray neboli ãip (obr. 1). 

Obrázek ã. 1.: A. Komparativní genomová hybridizace (CGH). Princip
metody CGH je zaloÏen na hybridizaci dvou rozdílnû znaãen˘ch geno-
mov˘ch DNA, které hybridizují s normálními chromosomy. Pomûr fluo-
rescenãních intenzit urãuje oblasti na chromosomu, ve kter˘ch do‰lo ke
ztrátám nebo zmnoÏení genetického materiálu. B. Stejná hybridizace dvou
rozdílnû znaãen˘ch genomov˘ch DNA s DNA ãipem. Poãty kopií klonÛ
na ãipu jsou urãeny pomûrem namûfien˘ch intenzit fluorescence a jejich
urãení závisí také na velikosti klonÛ a jejich lokalizaci na chromosomu.

Princip metody array CGH
Technologie array CGH, také oznaãována jako matrix CGH,
byla zpoãátku pouÏita pro urãení segmentálních zmûn – tj.
zmûn, které se t˘kaly chromosomov˘ch oblastí o velikosti
nûkolika megabází, (Mb), a které byly lokalizované ve speci-
fick˘ch chromosomov˘ch oblastech spojen˘ch s urãit˘m one-
mocnûním. Salinos-Toldo a spolupracovníci (4) pouÏili mic-
roarray technologii k urãení nebalancovan˘ch chromo-
somov˘ch zmûn. V metodû CGH nahradili cíl hybridizace,
metafázové chromosomy, microarray neboli ãipem, kter˘
obsahoval klony s velk˘mi inzerty (large insert clones – LIC)
pokr˘vajícími chromosom 13q14 a dal‰í oblasti. Anal˘za fiady
bunûãn˘ch linií a nádorového genomu v práci tûchto autorÛ
ukázala, Ïe tento pfiístup dovoluje zv˘‰it citlivost metody CGH
z 10 megabází (Mb) na 75–130 kilobází (kb). 

Obrázek ã. 2.: Schematické znázornûní principu array komparativní geno-
mové hybridizace (detailní popis v textu).

Základním principem metody array CGH je hybridizace (Obr.
ã. 2). Vzorky normální a nádorové genomové DNA jsou pomo-
cí molekulárnû genetické metody random priming PCR ozna-

ãeny rozdíln˘mi fluorochromy a takto rozdílnû znaãené DNA
hybridizují s ãipem obsahujícím fragmenty genomové DNA
vybran˘ch genÛ. V˘sledek hybridizace je hodnocen pomocí
speciálního pfiístroje, umoÏÀující mûfiení intenzity fluorescen-
ce hybridizované normální a nádorové DNA. Rozdíl v pomû-
ru intenzity ãervené a zelené fluorescence urãuje nebalanco-
vané zmûny v nádorovém genomu. Pro vyhodnocení v˘sledkÛ
hybridizace se pouÏívají speciální programy zabudované pfií-
mo v ãtecím zafiízení a statistické vyhodnocení je provádûno
pomocí dal‰ích samostatn˘ch softwarov˘ch nástrojÛ. 
Array CGH slouÏí ke zv˘‰ení pfiesnosti, rozli‰ení a rozsahu
zmûn ve srovnání s klasickou metodou CGH a mûfiení mÛÏe
b˘t porovnáno pfiímo k pozici na genomové sekvenci (5).
âip pro array CGH je pfiipraven z mapovan˘ch BAC (Bacteri-
al Artificial Chromosomes) a dal‰ích genomov˘ch klonÛ nebo
jsou na hybridizaãním skle umístûny fragmenty komplemen-
tární DNA genÛ (cDNA) a nebo oligonukleotidy. V pfiípadû
pouÏití BAC array, vyÏaduje hybridizaãní reakce nûkolik sto-
vek nanogramÛ genomové DNA, ale více jak jeden mikrogram
DNA je potfiebn˘ pro cDNA array a nûkteré specifické BAC
ãipy (6, 7). Jednotlivé typy ãipÛ mají své pfiednosti, ale i svá
omezení. Napfiíklad, vy‰‰í rozli‰ení je dosaÏeno pouÏitím oli-
gonukleotidov˘ch ãipÛ, které jsou pfiipraveny technikou spo-
tování na sklo (8) nebo pfiímou syntézou na sklo nebo siliko-
nové substráty (9), které obsahují více jak 500 000 elementÛ. 
âipy pro urãení nukleotidového polymorfismu (Single nuc-
leotide polymorfism array-SNP) jsou vysoce citlivé ãipy dovo-
lující urãit i ztrátu heterozygozity jednotliv˘ch nukleotidÛ
i zmûny poãtu kopií (10). SNP ãipové sondy jsou sestavené
z 25-merov˘ch oligonukleotidÛ a kaÏd˘ SNP má jak sense tak
antisense fietûzec. Intenzita sondy tak odpovídá dvûma alelám
a umoÏÀuje tak urãit celkem tfii genotypy – AA, BB nebo AB.
Na rozdíl od BAC ãipu hybridizuje k SNP ãipu pouze jedna
genomová DNA a zmûny poãtu kopií jsou urãeny na základû
srovnání s nezávislou pfiedchozí kontrolní hybridizací. Pomo-
cí tohoto pfiístupu napfiíklad Raghavan a spol. (10) urãili vel-
kou oblast vykazující uniparentální disomii u nemocn˘ch s leu-
kémií, ktefií mûli normální karyotyp. Tento nález mûl velk˘
vliv na pochopení genov˘ch zmûn u leukémií a ukázal, Ïe SNP
ãipy budou mít v˘znamné místo také pfii urãování zmûn v nádo-
rovém genomu. 
Dal‰í moÏností je pouÏití tzv. long oligonucleotide array.
Metoda, která je oznaãena jako ROMA – representational
oligonucleotide microarray analysis, pfiedstavuje pfiístup,
ve kterém je genomová DNA roz‰tûpena pomocí restrikã-
ního enzymu, nejãastûji BglII, kter˘ je následován linker-
mediated polymerázovou fietûzovou reakcí, a v˘sledkem
jsou fragmenty o délce men‰í jak 1,2 kilobáze (kb). Tento
pfiístup dovoluje urãení zmûn, které jsou men‰í jak jedna
megabáze (8). 

Tiling array
Pfiesto, Ïe je moÏné konstruovat ãipy s rÛzn˘m poãtem klo-
novan˘ch DNA v jednotliv˘ch chromosomov˘ch oblastech,
je v˘bûr ãetnosti klonÛ velmi individuální. MÛÏe totiÏ vést
k tomu, Ïe nûkteré oblasti zÛstanou nepokryté. Pro úplné
porozumûní v˘znamu nebalancovan˘ch zmûn v nádorovém
genomu potfiebujeme takové ãipy, které skuteãnû pokr˘vají
cel˘ genom. 
Ishkanian a spol. (11) dosud jako jediní, sestavili ãip pro array
CGH pokr˘vající skuteãnû cel˘ genom (Obr. 3). Toto tzv. sub-
megabázové rozli‰ení, sestavené ze sady pfiekr˘vajících se klo-
nÛ, bylo oznaãeno „SMRT“ (Submegabase resolution tiling
set). Tento ãip je tvofien celkem 32 433 pfiekr˘vajícími se BAC
klony, které jsou naspotovány v triplikátech na celkem dvû
hybridizaãní skla. V˘znamem tûchto citliv˘ch konstrukcí tkví
v tom, Ïe takov˘m ãipem mohou b˘t detekovány mikrozmû-
ny, které pfii pouÏití jin˘ch ãipÛ zÛstanou neodhaleny. Av‰ak
takové vysoké rozli‰ení má svá úskalí. Tento ãip, na rozdíl od
jin˘ch s men‰ím rozli‰ením, obsahuje i klony, které hybridi-
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zují s vysoce homologními sekvencemi v genomu, a proto je
vyhodnocení takov˘ch ãipÛ velmi nároãné a vyÏaduje znaãné
znalosti a zku‰enosti. 

Obrázek ã. 3.: Znázornûní moÏností volby klonÛ pro konstrukci ãipu. A –
Rozli‰ení ãipu je dáno poãtem a vzdáleností jednotliv˘ch vybran˘ch klo-
nÛ v dan˘ch oblastech. B – Pfiíklad volby klonÛ pro konstrukci tzv. tiling
array, ve kterém se jednotlivé klony vzájemnû pfiekr˘vají.

PoÏadavky na kvalitu a kvantitu DNA
Pro získání kvalitních a validních v˘sledkÛ je pfii pouÏití meto-
dy array CGH zapotfiebí dodrÏet dnes jiÏ pfiesnû stanovené pod-
mínky kaÏdé hybridizace. V˘znamn˘m faktorem, ovlivÀují-
cím jiÏ na poãátku v˘sledek hybridizace, je kvalita a kvantita
vy‰etfiované DNA. Problémy se získáním potfiebného mnoÏ-
ství DNA se mohou objevit pfiedev‰ím u materiálu získaného
z mal˘ch biopsií, zatímco problém s kvalitou se mÛÏe objevit
u formalinem fixovan˘ch tkání nebo u parafínov˘ch fiezÛ. Dnes
jiÏ víme, Ïe tzv. „large insert“, klony s velikostí kolem 150 kb,
jsou pomûrnû citlivé a hybridizace je úspû‰ná i pfii pouÏití ménû
kvalitní DNA. To v‰ak neplatí pro oligonukleotidové ãipy
a ãipy tvofiené mal˘mi PCR fragmenty. Vût‰ina BAC ãipÛ
vyÏaduje pro hybridizaci 200–400 ng DNA, zatím co oligo-
nukleotidové a cDNA ãipy vyÏadují aÏ 1 mikrogram vysoce
kvalitní DNA.
Dal‰í limitací pro array CGH je heterogenita tkánû (12). Nená-
dorové buÀky v nádorovém vzorku vedou k posunu v pomûru
signálÛ spojen˘ch s genetick˘mi zmûnami v nádorov˘ch buÀ-
kách. Garnis a spol. (13) napodobili tento fenomén experi-
mentálnû a potvrdili, stejnû jako Davies a spol (14), Ïe prav-
dûpodobnost urãení zmûn urãité velikosti není závislá jen na
poãtu klonÛ pfiítomn˘ch na ãipu, ale také na jejich velikosti.
Vût‰í klony jsou identifikovány s vût‰í pravdûpodobností neÏ
klony malé. 
DÛleÏit˘ je také vhodn˘ v˘bûr referenãní DNA. PouÏívá se
DNA jak od jedince opaãného pohlaví, tak stejného pohlaví.
Referenãní DNA je smûsí DNA rÛzn˘ch jedincÛ nebo jde
o DNA pouze jednoho jedince. V˘bûr závisí také na zku‰e-
nosti laboratofie. 

Anal˘zy dat získan˘ch metodou array CGH
Rychl˘ rozvoj metody array CGH vedl k vyvinutí fiady softwa-
rov˘ch systémÛ pro statistické hodnocení a vizualizaci dat. Prv-
ním krokem vizualizace je konverse obrazov˘ch dat získan˘ch
z pfiíslu‰ného ãtecího zafiízení do ãíselného vyjádfiení lokus-spe-
cifického pomûru poãtu kopií. Program, kter˘ to umoÏÀuje, je
souãástí softwarového vybavení fiady skenerÛ. Druh˘m krokem
je pfiifiazení elementÛ naspotovan˘ch na ãipu k jejich pozici
v genomu. Speciální program dokáÏe na základû informace
o sekvenci jednotliv˘ch BAC klonÛ urãit jejich vztah k lidské-
mu genomu. KaÏd˘ klon zastoupen˘ na ãipu je pak pfiesnû gra-
ficky lokalizován na své genomové místo (obr. 2).
Urãení nebalancovan˘ch zmûn vyÏaduje statistické vyhodno-
cení získan˘ch dat. Programy vhodné k tomuto úãelu jsou jak
volnû dostupné, tak je moÏné je zakoupit od specializovan˘ch
softwarov˘ch firem. Av‰ak pouÏití softwarov˘ch programÛ

vyÏaduje v praxi velmi dobrou znalost jejich principu. Nezna-
lost by mohla vést k nesprávnému pouÏití a interpretaci v˘sled-
kÛ. Pfiíkladem volnû dostupn˘ch programÛ, které jsou schop-
né hodnotit jednotlivé experimenty, jsou napfi. ArrayCyCHt
(genomics.catholic.ac.kr/arrayCGH), Caryoscope (caryosco-
pe.stanford.edu/ a nebo SeeGH (www.ArrayCGH.ca) (15).
Sofistikovanûj‰í programy, které dovolují vyhodnotit více expe-
rimentÛ, jsou napfi. 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 vlastní vyhodnocení v˘sledku hybridizace je nutné znát
také aktuální informace o polymorfismech v lidském genomu
a tyto informace vyuÏít pfii hodnocení v˘sledkÛ (15). 

Urãování zmûn v nádorovém genomu metodou array CGH
V posledních 5 letech byla publikována fiada studií vyuÏívají-
cí metody array CGH pro urãování zmûn poãtu kopií zamûfie-
n˘ch na specifické oblasti, o kter˘ch bylo známo, Ïe jsou ãas-
to zahrnuté do nebalancovan˘ch aberací. Napfiíklad byl
zkonstruován ãip pro chromosom 3p tvofien˘ 535 BAC klony
a byl pouÏit pro definování ãasto deletovan˘ch a amplifiko-
van˘ch oblastí u nádorÛ dutiny ústní (16) a nádorÛ plic (17)
nebo 5p ãip s 491 BAC klony pokr˘vajícími 50 Mb na chro-
mosomu 5p (18) a ãip pro chromosom 1p s celkem 642 BAC
klony pokr˘vající 120 Mb, zase pomohl pfii objevu genÛ podí-
lejících se na tumorogenezi plic (19).
V˘znam pouÏití ãipÛ s vysok˘m rozli‰ením byl potvrzen na
studiích proveden˘ch u lymfomu plá‰Èové zóny (MCL), kte-
r˘ je charakterizován translokací t(11;14)(q13;q32). Tato
zmûna je pfiíãinou zv˘‰ené exprese cyklinu D1. Pro malig-
ní transformaci jsou nutné pfiídatné genetické zmûny. Tyto
zmûny a jejich frekvence byly studovány metodou array
CGH s rÛzn˘mi typy ãipÛ. Kohlhammer a spol. (20) pouÏi-
li ãip s rozli‰ením 15 Mb a detekovali prÛmûrnû 6,7 zmûn
na jeden vy‰etfien˘ pfiípad MCL. Urãili tak o 50 % více zmûn,
neÏ bylo urãeno klasickou metodou CGH. V této práci bylo
urãeno celkem 6 oblastí s kandidátními geny, které jsou
cílem dal‰ích v˘zkumÛ. Ve studii Schraderse a spol. (21) byl
u MCL pouÏit ãip s rozli‰ením 800 kb a bylo urãeno 15,4
zmûn na jeden pfiípad a celkem 15 oblastí s kandidátními
geny. Dal‰í v˘znamná data byla získána ze studie de Leeuw
a spol. (22). Anal˘za bunûãné linie MCL s pouÏitím SMRT
ãipu dovolila urãit v prÛmûru 35 zmûn v genomu se stejn˘m
mnoÏstvím jak ztrát genetického materiálu, tak zmnoÏení,
a potvrdila opakující se zmûny men‰í jak 130 kb (22). Aãko-
liv byla tato studie provedena na bunûãné linii, kde nûkteré
zmûny mohou souviset s kultivaãními artefakty, detekci cel-
kem 35 zmûn je moÏné povaÏovat za velmi v˘znamnou.
Navíc byly nûkteré zmûny submegabázové velikosti a zahr-
novaly pouze 1–2 kandidátní geny. PouÏitím tohoto velmi
citlivého ãipu se ukázalo, Ïe delece na chromosomu 8p21,
u které urãili Kohlhmmer a spol. (20) velikost 2,4 Mb, je ve
skuteãnosti delece o velikosti 730 kb a zahrnuje tfii kandi-
dátní tumor supresorové geny, jako napfi. TNFRSF10B – gen
tumor necrosis factor. 
PouÏití metody array CGH s ãipy s vysok˘m rozli‰ením
pfiiná‰í v˘znamné informace o kandidátních genech, které
jsou zahrnuty do patogeneze onemocnûní. Právû pouÏití
citliv˘ch ãipÛ dává moÏnost odhalit a následnû analyzovat
malé oblasti v genomu. Pfiíkladem je trisomie chromoso-
mu 12 u MCL. Ve studii de Leeuw a spol. (22) se ukázalo,
Ïe nejde o kompletní trisomii chromosomu 12, ale bylo
objeveno 6 oblastí na chromosomu 12, které byly dupliko-
vané na krátkém i dlouhém rameni chromosomu 12, pfii-
ãemÏ jedna duplikace z nich byla men‰í jak 370 kb a obsa-
hovala pouze 2 geny. To je dÛkaz, Ïe se vzrÛstající
rozli‰ovací schopností array CGH technologií vzrÛstá také
pravdûpodobnost snadnûj‰ího odhalení dosud neznám˘ch
nádorov˘ch genÛ. 

A

B
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Genetické zmûny spojené s progresí nádorÛ
PouÏití array CGH technologií pfiispûlo také k porozumûní
nûkter˘m zmûnám, které pozorujeme v dobû progrese one-
mocnûní. Martinez-Climent a spol. (23) pouÏili ãip s 2400 klo-
ny s rozli‰ením 1,4 Mb pro studium zmûn bunûãné linie foli-
kulárního lymfomu (FL) a nûkolika pacientÛ s transformací
FL do velkobunûãného B lymfomu (DLBCL). Genomov˘ pro-
fil byl porovnán s jejich expresním profilem a bylo potvrzeno,
Ïe transformace je provázena vznikem dal‰ích genomov˘ch
zmûn a zmûna exprese fiady genÛ odpovídala jejich genomo-
v˘m zmûnám. 
Jiná studie byla zamûfiena na urãení genetick˘ch zmûn v sou-
vislosti s progresí premaligního stádia nádoru do plnû malig-
ní formy. Weiss a spol. (24) studovali metodou array CGH
hyperplastické polypy Ïaludku a Ïaludeãní adenomy a v˘sled-
kem srovnání bylo zji‰tûní, Ïe existují pravdûpodobnû dvû roz-
dílné patogenetické cesty vzniku nádorÛ Ïaludku. 
V˘sledky práce Nyante a spol. (25) u nádorÛ prsu ukázaly, Ïe
na základû nebalancovan˘ch zmûn mÛÏeme odli‰it podtypy
nádorÛ prsních s odli‰n˘m klinick˘m prÛbûhem.
V‰echny tyto studie ukázaly, Ïe pozdûj‰í nádorová stádia jsou
charakterizována vy‰‰ím v˘skytem zmûn ve srovnání s jejich
pfiedchozími stádii. Pfiedpokládá se, Ïe právû tyto pfiídatné zmû-
ny jsou odpovûdné za progresi onemocnûní. Tyto nálezy
mohou také pfiinést dÛleÏité prognostické informace o budou-
cím klinickém chování onemocnûní. Napfiíklad, korelace array
CGH v˘sledkÛ s klinick˘m prÛbûhem onemocnûní u lymfo-
mu plá‰Èové zóny (MCL) ukázala, Ïe delece na chromosomech
8p a 13q14 je vÏdy spojena se ‰patnou prognózou onemocnû-
ní (20). 

âipová technologie pro urãení translokací
Metoda array CGH dovoluje urãit zmûny poãtu kopií sekven-
cí DNA. Nedovoluje urãit chromosomové zmûny typu inver-
se a balancované translokace, ve kter˘ch nedochází ke zmûnû
poãtu kopií. Pro urãení balancovan˘ch zmûn byla vyvinuta
modifikace metody array CGH a byla oznaãena array painting
(26). Array painting vyuÏívá prÛtokové cytometrie k sortová-
ní a separaci abnormálních chromosomÛ, které jsou v˘sled-
kem translokace nebo inverse, pomocí zmûny velikosti a pomû-
ru párÛ bází. Následuje izolace DNA z tûchto abnormálních
chromosomÛ. DNA obou aberantních chromosomÛ jsou ozna-
ãeny rozdíln˘mi fluorochromy a hybridizují s ãipem . V pfií-
padû balancované translokace rozdílnû znaãené DNA dvou
derivovan˘ch chromosomÛ ukazují sekvence, které jsou pro-

ximálnû vzhledem ke zlomu znaãené jednou barvou, zatímco
sekvence, které jsou distálnû ke zlomu, jsou znaãeny jinou bar-
vou (Obr. 4). Kombinací metod array CGH a array painting je
moÏné stanovit jak zmûny poãtu kopií DNA, tak balancované
translokace. 

Obrázek ã. 4.: Schematické znázornûní principu metody paintig array
(detailní popis v textu).

Závûr
V této práci jsme se zamûfiili na molekulárnû cytogenetickou
metodu array CGH dovolující urãení zmûn poãtu kopií sekven-
cí DNA, na její princip a v˘znam u nádorÛ. Zmûny poãtu kopií
DNA jsou jedním z mnoha mechanismÛ, které se mohou podí-
let na zmûnû exprese genÛ, která vede ke vzniku nádoru. Vyu-
Ïití této technologie pro studium zmûn nádorového genomu je
pfiíslibem v˘znamného pokroku v urãení nádorov˘ch genÛ.
Jejich následné anal˘za pfiinese nové informace o jejich roli
a podílu na vzniku a v˘voji nádorÛ a jejich moÏné cílené léãbû. 

Práce je podporována grantem M·M 6198959205.
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FROM  GENOME  TO  PROTEOME  –  USING  OF  PROTEIN  MICROARRAYS
IN  ONCOLOGY
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Souhrn
Rychl˘ rozvoj genomick˘ch technologií v posledních letech napomohl k lep‰ímu pochopení zmûn, které pro-
bíhají v rakovinné buÀce na úrovni genomu. Skuteãn˘mi vykonavateli bunûãn˘ch funkcí jsou v‰ak proteiny
kódované genomem. Pfiímá anal˘za souboru proteinÛ buÀky - proteomu - má proto velk˘ v˘znam pro pocho-
pení procesu karcinogeneze a také v diagnostice. Celkov˘ bunûãn˘ proteom v klinick˘ch vzorcích studuje
klinická proteomika, jejímÏ cílem je identifikovat a charakterizovat proteiny zapojené do vzniku a v˘voje
onemocnûní. V onkologii se tato nová disciplína zamûfiuje na identifikaci proteinÛ, které by mohly slouÏit
jako biomarkery onemocnûní pro vãasnou diagnosu, a také na studium vlivu terapeutik a nalezení nov˘ch
terapeutick˘ch cílÛ. Rakovina je znaãnû heterogenní a promûnlivé onemocnûní a pro její v˘zkum i diagnos-
tiku je zapotfiebí zavedení vysokokapacitních proteomick˘ch pfiístupÛ. Proteinové ãipy tyto poÏadavky splÀu-
jí, neboÈ umoÏÀují paralelní stanovení mnoha parametrÛ v minimálním mnoÏství vzorku v rámci jediného
experimentu. Tato technologie je vyuÏitelná nejen pro identifikaci a kvantifikaci proteinÛ, ale i pro jejich
funkãní anal˘zu.

Klíãová slova: proteinové ãipy, 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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