y

Genové Cipy — perspektivni nastroj
biologie i moderni mediciny

Alena Cizkova

Lidskému genomu je vénovana zna¢na pozornost molekularnich biologt. Pres-
toze byl projekt sekvenovani lidského genomu HUGO (The Human Genom Pro-
ject) v r. 2003 uspesné dokoncen, stile je z celkového mnozstvi 25 000 gent
presna funkce znama jen u nékolika tisic. Proto dnes nabyva na vyznamu pfistup
oznacovany jako funk¢éni genomika, tedy prifazovani funkce definovanym
genim, at jiz znamym nebo zatim neznamym. Pfi odhalovani funkce lidskych
genl je nutna uzka spoluprace mezi genomikou a moderni medicinou, ktera se
dnes neorientuje pouze na odstranovani priznaka chorob, ale predevsim usiluje
o objasnéni a odstranéni jejich pricin a o ovlivnéni manifestace onemocnéni.
Spektrum metodickych postuptl, které dnes miizeme vyuzit v primarnim vyzku-
mu a v diagnostice genetickych onemocnéni, je pomérné Siroké. Jednou z vyso-
ce perspektivnich metod jsou pravé genové Cipy.

Zakladni charakteristika ¢ipa

Atraktivnim vyzkumnym pohledem sou-
¢asné molekularni genetiky je také studium
zmén aktivity genti béhem Zivota nebo v di-
sledku onemocnéni. Dosavadnimi metoda-
mi bylo mozné sledovat pouze aktivitu
nékolika malo jednotlivych gent. Prilom
v tomto sméru prinesla technologie geno-
vych ¢ipti (microarrays), kterda umoznuje
sledovat aktivitu tisica genu zaroven. Toto
simultanni sledovani exprese (projevu) vel-
kého mnozstvi genu je zcela klicové a je
dnes zakladem funkcni genomiky. Poprvé
se technologie genovych Ccipti objevila
v r. 1995 (Schena a kol. 1995) a od té doby
se rychle rozviji. Genovy Cip vyuziva
mechanismus vzajemné vazby (hybridiza-
ce) mezi dvéma useky DNA, jednim nepo-
hyblivym, jimz je vlastni sonda na Cipu,
a druhym pohyblivym v roztoku, ktery
predstavuje zkoumany vzorek a na povrch
Cipu se nanasi.

Pro konstrukci DNA ¢iptt mohou byt vy-
uzity rizné nosice, jako je sklo, porcelan,
mikrotitracni desticka nebo membrana.
Sondy se nanaseji na zvoleny povrch strojo-
vé (roboticky) a mohou pochazet ze dvou
raznych zdroji. Sondami mohou byt bud
produkty polymerazové retézové reakce
(PCR) pfripravené z prislusnych cDNA

klont (cDNA je komplementarni DNA vzni-
kla reverzni transkripci z mRNA), nebo oli-
gonukleotidy. Pouziti PCR produkti je
pomérné narocné, nebot pripravu klont
mohou doprovazet casté kontaminace.
Pokud zvolime komerc¢né syntetizované oli-
gonukleotidy, je dulezité vybrat optimalni
délku a jejich sekvenci.

Pri vybéru vhodnych gent pro cip je
nezbytné zaradit mezi studované geny také
nékolik kontrolnich vzorkt, tedy negativni
a pozitivni Kkontroly, vzorky obsahujici
pouze roztok pro tisk (blank) a kotvy (viz
dale). Kontrolni geny umozni urcitou stan-
dardizaci experimentu, nezbytnou pro nor-
malizaci a zpracovani dat. Negativni kon-
trolu predstavuje soubor exogennich gent,
tedy gend, které se nevyskytuji ve studova-
ném organismu. Pozitivni kontrolou jsou
tzv. housekeeping geny. Jsou to ty, které
jsou nutné pro zachovani zakladnich funk-
ci prislusného organismu a maji tedy ve sle-
dovanych vzorcich stale stejnou expresi.
Kotvy tvorfi fluorescencné znacené oligo-
nukleotidy, které fluoreskuji i v pfipadé, ze
na ¢ip neni hybridizovana zadna DNA.

Naslednou fazi pripravy ¢ipu je strojové
natiSténi pripravenych sond na zvoleny
povrch v nim znaimém souradnicovém
usporadani a jejich fixace. Sondy reprezen-
tujici ¢asti jednotlivych lidskych genti maji
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na skle podobu tecky o priméru 150 mik-
roni a nanaseji se pomoci specialnich
jehel, které musi spliovat prisna kritéria —
prvni i posledni tecka musi mit stejné roz-
méry, nesmi dojit k vynechani natisknuti
a jehla musi nabirat vzdy stejné a co nej-
mensi mnozZstvi zasobniho roztoku, aby se
minimalizovaly ztraty pouzivané sondy.

Standardné se pouzivaji dva hlavni typy
DNA cipu. Prvnim typem jsou DNA Cipy
zalozené na syntéze 25 nukleotidovych
sond pfimo na povrchu Cipu (in situ), pro-
dukované napft. firmami Affymetrix a Agi-
lent. Tento typ umoziuje studium exprese
nékolika tisic genti. Dnes je k dispozici cela
fada téchto ¢ipli, problémem je vSak jejich
vysoka cena. Tyto komercni Cipy Casto ne-
umoziuji zahrnout vSechny geny, které
chceme sledovat, nebot musime pracovat
s predem pfipravenym souborem.

Druhy typ DNA cipti je zaloZen na robo-
tickém rozmisténi vybranych sond synteti-
zovanych mimo povrch ¢ipu na zvoleny
nosi¢. Tento typ produkuji jak komerc¢ni
firmy, tak jednotlivé laboratofe. Casto se
objevuji tzv. home made Ccipy, které si
konstruuje vyzkumna laborator a vybira si
pouze cilené skupiny gena.

Jak se s ¢ipem pracuje

Pro hybridizaci na Cipu potfebujeme
fluorescencné znacenou cDNA. K jejimu
ziskani jsou klicové nasledujici kroky: izola-
ce neporusené RNA, jeji prepis reverzni
transkripci do ¢cDNA a nasledné znaceni
cDNA fluorescencnimi barvami — fluoro-
chromy (obr. 1). Pro hybridizaci k DNA
¢ipu vyuzivame vzdy dva vzorky, jeden
kontrolni a jeden zkoumany, ktery s kon-
trolnim porovnavame. Abychom mohli
tyto dva vzorky soucasné sledovat, musime
pro znaceni jejich cDNA pouzit dvé takova
fluorescencni barviva, jejichZ emisni spekt-
ra se neprekryvaji. To nam umozni po
nasledné aplikaci na povrch cipu odlisit
cDNA téchto vzorka. Priprava obou vzorkt
probiha odd€lené a teprve po jejich dokon-
¢eni se obé cDNA smichaji. Po pridani hyb-
ridiza¢niho roztoku se smé€s nanese na
povrch Cipu, kde probiha za stalé teploty
hybridizace k natiSténym sondam. Labo-
ratorni ¢ast predstavuje priblizné jen 20 %
experimentu. Dals$i a mnohem naroc¢néjsi
price spociva v analyze a vyhodnoceni
vzniklého hybridiza¢niho vzoru pomoci
pocitacové techniky.

Vlastni hybridizacni experiment je za-
koncen skenovanim ¢ipu a uloZenim ziska-
ného obrazu (scan image) ve formé poci-
tacového souboru, ktery je kompatibilni
s volné dostupnymi nebo komercnimi vy-
hodnocovacimi programy. Technologie ¢ipt
tak poskytuje ,zdrojova data“ ve formé
obrazii, které je nutné nasledné analyzovat
(obr. 2). Analyzuji se vzajemné barevné
kombinace fluorescenc¢nich barviv a jejich
intenzita. Aktivitu genu ve vzorku potom
muzeme stanovit na zakladé analyzy fluo-
rescencniho signalu v prislusném bodé¢.
Pokud cDNA ze vzorku zdravé tkané obar-
vime napf. zelenym a cDNA ze vzorku
nadorové tkané cervenym fluorescenc¢nim
barvivem a analyzujeme oba vzorky na
povrchu ¢ipu soucasné, vidime, Ze v bodé
o souradnici Al odpovidajici genu 1 je
pritomen pouze zeleny signal. To ukazuje,

Obr. 1 Schéma prdce s DNA &ipem. Orig. A. Ciz-

kovd, upraveno
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Obr. 2 Pobled na &p po hybridizaci vzorku.
Tento Cip nese sekvenci 10 162 lidskych genii.
Foto A. Cizkovd

Ze gen 1 je aktivni pouze ve zdravé tkani.
V bodé o souradnici A2 je pouze Cerveny
signal, ktery znamena, ze gen 2 je aktivni
pouze v nadorové tkani. Je-1i v dalsim bodé
stejna intenzita cerveného a zeleného
kanalu, je pfislusny gen aktivni ve zdravé
i v nadorové tkani. Takto analyza pokracuje
bod po bodu, gen po genu, po celé plose
Cipu (obr. 3).

Analyza ziskaného obrazu spociva v pre-
vedeni grafického formatu do datového
souboru. Tento krok je provadén softwaro-
vym pfilozenim mfizky na obraz. Nasleduje
identifikace bodii a extrakce kvantitativ-
nich dat. Software pfirfadi kazdému bodu
jeho intenzitu a pomoci nékolika algoritmuti
se ziskaji pramérné relativni intenzity fluo-
rescence. Intenzity fluorescence se extra-
huji pro oba vzorky oddélené, tj. ve dvou
spektrech, kterym rikame kanaly. Po ziskani
intenzit jednotlivych fluorochromt nasle-
duje tzv. normalizace.

Normalizace je nepostradatelnou sou-
casti ¢ipovych experimentu. Jejim cilem je
co nejpresnéji stanovit miru exprese dané-
ho genu ve vzorku a odstranit vliv dalSich
faktord na méfeni (Yang a kol. 2002).
Intenzitu fluorescence ve vzorku totiz
ovliviiyji také fyzikalni vlastnosti fluores-
cencnich barviv, jako je teplotni a svételna
citlivost, doba Zivota a efektivita jejich
zacClenéni do cDNA. Je nutné zminit i dalsi
faktory ovliviiujici pfesnost méreni, jako je
variabilita hybridizace, nastaveni a citlivost
skeneru. Po odfiltrovani rusivych vliva je
vysledkem zpracovani dat informace, zda
k vyjadreni daného genu dochazi, popf. jak
je jeho exprese silna.

Z predchoziho vykladu je zfejmé, Ze Ci-
pové technologie vyzaduji velké mnozstvi
dat na vstupu i na vystupu. Zakladnimi
vstupnimi daty jsou informace o sondach,
zpusobu pripravy jednotlivych sérii a typt
¢ipu, dale informace o analyzovaném bio-
logickém materialu a jeho uchovani, zpuso-
bech izolace RNA, zptisobech fluorescenc-
niho znaceni, podminkich hybridizace
a parametrech skenovani. Vystupni data
predstavuji intenzity fluorescence v misté
jednotlivych sond. Jde zhruba o 2 000 dat
na jeden experiment. K vyhodnoceni tak
obsihlého souboru informaci je nutné pro-
pojit nékolik softwarovych systému, jako
jsou databaze, programy pro analyzu a vi-
zualizaci dat, vefejné databaze obsahujici
zakladni informace ¢i odkazy na sledované
geny a komer¢ni laboratorni systém LIMS
(Laboratory Information Management Sys-
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Obr. 3 Princip vyhodnoceni &ipu na zdikladé
analyzy fluorescence v jednotlivich bodech.
Orig. A. CiZkovd, kresba S. Holecek

tem) umoznujici snadnou manipulaci
a uchovani veskerych informaci o kazdém
experimentu. Proto bylo vytvofeno nékolik
operacnich systému, které vSechny tyto
slozky propojuji a umoznuji snazsi a pre-
hledn€jsi manipulaci s celym souborem dat
a informaci.

VyuZiti ¢ipovych technologii

Technologie genovych ¢ipu predstavuje
dynamicky se rozvijejici pristup poskytujici
vysokou vykonnost DNA analyz. Cipova
technologie se neobejde bez spoluprice
mnoha riznych obort, jako je organicka
chemie, chemie povrchii, molekularni bio-
logie, presna mechanika, robotika, optika,
fyzikalni chemie, statistika, bioinformatika
a dalSich. Miniaturizace, automatizace
a relativni rychlost pfipravy Cipu jsou vy-
hodami technologie. To potvrzuje i nartst
poctu studii zabyvajicich se Cipy. Zatimco
v 1. 1996 bylo publikovano pouze pét ¢lan-
ki zamérenych na problematiku cipt,
v 1. 2003 to bylo jiz 3 700 publikaci. Pokud
dnes napf. zadame v pocitacové databazi
PubMed klicové slovo microarray (Cip), zis-
kame jiz 9 503 odkazu.

Znacného vyuziti dosahla ¢ipova techno-
logie pfi analyze profili genové exprese
a porovnavani normalnich ,standardnich®
profild s profily studovanych patologic-
kych stavi. Tento typ analyz muze prinést
informace o expresnich profilech charakte-
ristickych pro urcité typy geneticky podmi-
nénych onemocnéni nebo muze slouzit
k charakterizaci nadorovych tkani. Cipy
umoznuji zjistit i reakce ostatnich gent,
coz je rovnéz zadouci pro zevrubné pozna-
ni patologickych mechanismt. Detailni
molekularni charakterizace nadoru tak
muze byt voditkem pro specifickou 1écbu
pfipravenou na miru.

Genové Cipy lze pouzit také k odhadu
funkce genu podle podobnosti exprese
(koexprese/koregulace) s jiz funkéné zna-
mym genem. Tim je predikovana funkce
neznamého proteinu a jeho ucast v prislus-
né metabolické draze (Mootha a kol. 2003).
Toto sledovani mtize prinést zasadni infor-
mace o skute¢né funkci jednotlivych gent
a o jejich vyznamu v Zivotnich pochodech
daného organismu.

Genové &ipy v CR

Sifi diagnostickych moznosti genovych
¢ipu lze dokumentovat na zaméfeni nasich
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pracovist, ktera se témito technologiemi
zabyvaji. Pfednim pracovistém v oblasti
vyvijeni genovych Cipt u nis je Ustav dé-
di¢nych metabolickych poruch pii 1. 1é-
karské fakulté Univerzity Karlovy v Praze.
Toto pracovisté se zabyva ¢ipovou techno-
logii se zamérenim na biogenezi a dédi¢né
Pod vedenim ing. Stanislava Kmocha byl za
uzké spoluprace se skupinou MUDr. Josefa
Houstka (oddéleni Bioenergetiky Fyziolo-
gického ustavu AV CR) konstruovan lidsky
mitochondrialni ¢ip, umoznujici sledovat
expresi asi 1 500 genud. Pfipraveny cip
dava moznost studovat diferencialni geno-
vou expresi mitochondrialnich a nuklear-
nich gent kodujicich mitochondrialni pro-
teiny u pacienti s poruchami oxidacni
fosforylace. Defekty oxidacni fosforylace
vyvolané mutacemi v jaderném i mito-
chondrialnim genomu postihuji nejcastéji
energeticky narocné tkané¢, jako je koster-
ni sval, myokard, centrilni nervova sousta-
va a jatra. Mitochondrialni onemocnéni se
projevuji ¢asto jiz v raném véku Sirokym
spektrem klinickych projevi a vétSina
z nich je neslucitelna se Zivotem. Pro tato
onemocnéni zatim bohuzel neexistuje pri-
¢inna terapie.

Cipovou technologii se u nds zabyvaji
jesté dalsi odborna pracovisté. Jednim
z nich je Interni hematologicka klinika Fa-
kultni nemocnice v Brné, kde se tato tech-
nologie vyuziva k detekci genové exprese
nadorovych bunék. Dile miZeme jmenovat
Institut experimentilni botaniky v Ceskych
Budé¢jovicich. Zde se jeden z hlavnich pro-
jekttt zaméril na detekci patogennich virt
brambor.

Soucasny bouflivy rozvoj molekularni
genetiky a moderni mediciny bude vyZzado-
vat nové a vykonné technologie, umoznuji-
ci jak rychlou a presnou diagnostiku, tak
i uc¢innou 1écbu fady chorob. Proto 1ze oce-
kavat, ze v blizké budoucnosti bude tech-
nologie Cipt stale nabyvat na vyznamnosti
predevsim v souvislosti se studiem podsta-
ty Siroké Skaly dédicnych onemocnéni.
Vyznamnost a dulezitost vyzkumu v této
oblasti dokazuje i podpora fadou granto-
vych projekta v zahranici i u nas.

Vyizkum podporuji projekty: Centrum apli-
kované genomiky IM 06837805002, Grant
IGA MZ CR (NR/8069-3) na téma Mitochip,
Grant GAUK (54/203208), laboratoi Ustavu
dedicnych metabolickych poruch 1. LF UK,
Grant IGA MZ CR (NR/7790-3) na téma
Mitochondridlni poruchy na podkladé dédic-
nych poruch ATP-syntdzy (oddéleni bio-
energetiky Fyziologickébo tstavu AV CR).
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