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Jizdnes se
DNA-mikrosoubory
nebo DNA-Cipy pouzivaji
k objasnéni podstaty
zdraviinemoci, Ci
kurychlenivgvoje
novych Iéka.
Predpoklada se, ze
Jejich pouziti pfiblizi
den, kdy soucasna
léCba, v podstaté
shodna pro vSechny
pacienty, bude
nahrazena terapif
,usitou” pacientovi
pfesné na miru.

OBRAZEC BODU se objevi, kdyz jsou vzorky tkani
analyzovany DNA-Eipy. Individualni rozdily
vtéchto vzorech mohou jednoho dne pomoci
lékaFlim vyladit Iécbu podle specifickch potreb
pacienta.
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VETSINALIDI, ktef{ kaZzdoro¢né onemocni roztrousenym lymfomem B-bunék, zpocatku
velmi dobfe odpovida na standardni zpisob lécby. Presto téméf u poloviny z nich doj-
de ke smrtelnému ndvratu rakoviny. Lékafi se velmi dlouho domnivali, Ze hlavnim di-
vodem, pro¢ se nemoc u nékterych nemocnych stabilizuje, zatimco jini ji rychle podlé-
haji, je to, Ze nemoc pfichdzi v riiznych podobach zptsobenych riiznou formou ziicas-
tnénych molekul. Jesté pfed dvéma lety neexistoval zptsob, jak identifikovat pfipady
tohoto onemocnéni, které jsou pro pacienta nejvice nebezpecné a kdy je nutno nasa-
dit velmi intenzivni, aviak také nejvice riskantni terapii.

Vynélezem metody DNA-¢ipti nastal v této bezvychodné situaci zlom, a to diky vy-
zkumiim v Ndrodnim tstavu zdravi (NIH), na Stanfordské univerzité a dalsich mis-
tech. Védctim totiz tato metoda umoznila srovnavat celkovy obraz aktivity stovek




gent v niddorovych buiikich pacientt,
u nichZ byla diagnostikovana rychld nebo
pomald forma nemoci. Tento uspéch by
mél vést k vyvoji diagnostického testu, kte-
ry bude schopen ur¢it pacienty s nejhorsi
prognézou a umozni zvolit odpovidajici
1é¢bu.

DNA-¢ipy, které byly poprvé komeréné
vyuzity v roce 1996, jsou dnes hlavnim pi-
litem pro vyvoj novych lékd. Vice nez dva-
cet firem se dnes zabyva prodejem Cipt ne-
bo piistrojii a softwaru, ktery je nutny pro
vyhodnoceni vysledkt. Tento vynélez pi-
sobf revoluci i ve vyzkumu normélnich bu-
nék téla a molekuldrnich abnormalit, které
jsou podstatou zdravotnich potiZi. Pfipra-
vuje také cestu pro rychlej$i a presnéjsi
diagnézu, kterd lékaitim umozni lé¢bu in-
dividualizovat. Tim je myslena cilena tera-
pie presné formy onemocnéni u konkrétni-
ho pacienta a ndsledny vybér léki s nejvét-
$i moznou Glinnosti a nejmirnéj$imi ve-

s s

dlejsi GCinky.

Miniaturni pomocnici

Genové Cipy jsou vyrabény v riznych dru-
zich. Jejich spolenym rysem je, Ze jsou
schopny ohodnotit geneticky material tes-
tovanych tkani. Obsahuji uspofddané po-
le jednovliknovych molekul DNA (sond),
které jsou uchyceny na podloZce ne vétsi
ne’ otisk palce. Tyto &ipy vyuZivaji jednu
uziteénou vlastnost DNA - komplemen-
tarni parovéni bézi.

DNA je molekula, ze které je v lidské
butice vytvoteno vice nez 30 tisic gen, te-
dy kédovanych sekvenci nezbytnych pro
vznik piislusné bilkoviny. Je sestavena ze
&yt stavebnich kamend, které jsou obvykle

S

oznaceny prvnim pismenem z ndzvu che-
mické baze (tj. A, C, G a T), jiZ se tyto sta-
vebni kameny navzajem ligi. Baze A jedno-
ho fetézce se bude parovat pouze s bazi
T fetézce druhého, tedy T je komplemen-
tem baze A. Obdobné baze C se bude pi-
rovat pouze s bazi G.

Z vyse uvedeného vyplyvd, ze pokud se
molekula DNA z testovaného vzorku bude
vazat na sondu tvofenou sekvenci
ATCGGC, mtiZzeme usuzovat, ze molekula
ze vzorku ma komplementédrni sekvenci
TAGCCG. Tato striktni pravidla komple-
mentarniho parovani plati i pro molekulu
RNA, kterd je molekule DNA chemicky
velmi podobnd. Tedy i sekvence jakékoli
molekuly RNA, kterd bude na DNA sondu
navizdna, miZe byt uréena obdobnym
zpisobem.

Reakce zalozené na komplementdrnim
parovani bazi byly po léta soucdsti mnoha
biologickych testd. Ale vykonnost mikro-
¢iptt DNA je pfimo ohromujici. Tato me-
toda umozuje na jednom ¢ipu paralelné
sledovat desetitisice takovych komplemen-
tarnich reakci. Takto Siroky zabér je umoz-
nén tim, Ze kazdé jednotlivé sondé (at ké-
duje gen nebo jen kratdi sekvenci DNA) je
na $achovnici ¢ipu pridélena piesné defi-
novand soufadnice. Dal§i nezbytnou pod-
minkou je, e ka?d4 molekula RNA nebo
DNA z testovaného vzorku pfichazejiciho
do styku s ¢ipem je oznacena fluorescenc-
ni nebo jinou znatkou, kterd umozni de-
tekci skenerem. Po pfecteni Cipu skenerem
prevede potita¢ hruba data do barevné ké-
dovanych udajt.

Védci ptivodné hodlali vyuZit genové Ci-
py k dvéma rozdilnym téelm. Jednak pro

hrnuti/Néco mdlo o mikrosouborech

nova léciva.

v(zkum, se pracuje.
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=Mikrosoubory (microarrays), které jsou znamé i pod ndzvem DNA-Cipy nebo genové
¢ipy, mohou sou¢asné sledovat tisice molekularnich reakci na desticce, ktera je
mensi nez podlozni skli¢cko pouzivané pfi mikroskopovani. Cipy mohou byt navrzeny
bud pro detekci specifickich gent nebo pro méfeni exprese gend ve vzorcich tkani.

=Tyto vlastnosti jsou nedocenitelné pro bunééné biology, pro védce studujici
podstatu rakoviny a dal$ich komplexnich onemocnéni a pro odborniky vyvijejici

=Na vgvoji bilkovinngch ¢ip, které jsou pfislibem pro diagnostiku a biologicky

=Védecké a diagnostické informace ziskané pomoci DNA-Cipd a bilkovinngch gipl
mohou pomoci lékafiim poskytnout individuaing zaméfenou terapii.

takzvanou genovou typizaci, kterd porov-
nanim DNA na ¢ipu s DNA vzorku umoz-
fiuje zjistit, které geny jsou ve vzorku pfi-
tomny, anebo pro rozlusténi poradi bazi
v dosud jesté neptectenych usecich DNA.
Dnes jsou tyto ndstroje pouZivany nejen ke
stanoveni piitomnosti nebo sekvence gent
ve vzorku, ale také k urlent jejich aktivity
neboli exprese. Expresi gend rozumime
prepis jejich sekvence do informaéni RNA
(mRNA) v jadie a nasledny preklad do bil-
koviny - ten se jiz odehrdvé v cytoplasmé.
Molekuly mRNA jsou vlastné do¢asnymi
pienasedi informace z gent jddra do cytop-
lasmy, kde je podle nich sestavena moleku-
la bilkoviny.

Lovci genl

Genovi typizace je také pouZzivdna pro
porovnavani gent v rdznych organis-
mech, coz napiiklad umozZiiuje najit kli¢
k evoluci organismi. SlouZi také k porov-
nani gent v nddorech a zdravych tkénich,
coz vede k odhaleni i nepatrnych rozdila
ve slozeni genti nebo jejich poctu. Jednou
jisté bude porovnédvani genti pacient po-
moci DNA-¢ipti béZné pozivano v 1ékat-
ské praxi.

Velmi peclivé navrzené Cipy by napriklad
mohly ozndmit pfesnou pficinu infekce
v piipadech, kdy symptomy podobné
chiipce (bolest, vysokd horecka, tézké dy-
chani) neukazuji zfetelné na jednoho vini-
ka. Povrch ¢ipu miize byt upraven tak, Ze se
na néj navazou ty sekvence DNA, které re-
prezentuji geny objevujici se pouze u vy-
branych ptvodcé uritych onemocnéni.
V laboratofi by se izolovala DNA ze vzor-
ki napadenych tkdni pacienta (tfeba ze
sliznice nosni dutiny pacienta) a navazan{
pacientovy DNA na urcité sekvence v DNA
¢ipu by uréilo pivodce onemocnéni. Ob-
dobné &ipy, které jsou nyni vyvijeny, mo-
hou byt pouzity k odhaleni bioteroristi,
kteif by zamotili néjakou oblast napf. spe-
cifickym typem antraxu nebo jinymi ne-
bezpe¢nymi exotickymi mikroorganismy.

DNA-<¢ipy detekujici rizné geny mohou
také urcit genetickou nachylnost jedince
k jistym typtim onemocnéni. Vétsina ge-
netickych rozdil& mezi lidmi, které vedou
k urcitym typtim onemocnéni je zptisobe-
na polymorfismem jednoho nukleotidu -
SNP (z anglického single nucleotide

UNOR 2002




JAKYM ZPUSOBEM PRACUJI GENOVE CIPY

CHTEJI-LI VEDCI ZNAT RYCHLOU ODPOVED na to, zda mzZe nova tes-
tovana latka poskodit jatra, mohou sledovat ni-
Ze uvedeny navod a pfitom hledat odpovédna

MIKROSOUBOR SEGMENT

). BOD OBSAHUJICI KOPIE
(CIP) (o[0]

JEDNE MOLEKULY DNA

otazku: ménitestovana latka ¢innost gen(ivjaterni tkanizplsobem,
o kterém se vi, Ze odrazi poskozenijater? Odpovédano by nazna-
Covala problémy pfijejim pouziti.

Vytvorte nebo si kupte ¢ip obsahujici
jednoretézcové DNA reprezentujici
tisice rlizngch gend, které jsou umistény na
presné definované soufadnici na desticce.

Kazdy takovyto bod je tvofen tisici az
miliény kopii DNA.

B DNA
| BASES

CAST JEDNOHO
RETEZCE DNA

Ziskejte dva vzorky jaternich bunék. Na

E‘EQK”VNE , jeden vzorek plsobte testovanou
AKTIVN latkou. Potom z bunék obou vzork( izolujte
GEN N informacni RNA (mRNA) - kopii genu a vzor
... pro syntézu bilkoviny.
KONTROLN{ bt o)
POUNTROLNI VYSTAVENA PUSOBENI
NEOSETRENA BUNKA mRNA 5 LEKU PAR
4 ~ KOMPLEMENTARNICH
cDNA 5 cDNA BAZI cONA
Prepiste mRNA do stabilngjsi formy, takzvané s X ZOVLIVNENYCH
Ao cDNA DNA  guNEK

komplementarni DNA (cDNA) a pfidejte f/\
fluorescencniznacku, zelenou na cDNA z bunék, na S\/\
které se novou latkou neplsobilo, a Eervenou na cDNA H
zbunék které byly s Otouto latkou inkubovany. :
4 Aplikujte oznacené cDNA na Cip. Navazani prob&hne

Uspésné, pokud cDNA najde na ¢ipu komplementarni
sekvenci. Vazba znati, Ze gen byl v testovaném vzorku aktivni
(exprimovang).

B GEN, KTERY ZRETELNE
IWSILAKTIVITU
V OSETRENYCH BUNKACH.

B GEN, KTERY ZRETELNE
SNIZILAKTIVITU
V OSETRENYCH BUNKACH.

B GEN, KTERY BYL STEINE
AKTIVNIV OSETRENYCH
I'V KONTROLNICH BUNKACH.

B GEN, KTERY BYL V 0BOU
SKUPINACH NEUCINNY.

2

Z NEEXPONOVANYCH
BUNEK

PRIKLADY
REAKCI

Viozte Cip do skeneru a vyhodnotte

pocitatem pomér Cervené a zelené
barvy vkazdém bodé. Tento pomér
kvantifikuje jakoukoli zménu v aktivité genu
} zplisobenou testovanou latkou.

SKENER

VYSLEDNY OBRAZ

6 UrCete, zdali néjaké geny vgrazné odpovidaji na testovanou ltku
zplisobem, 0 némz se vi, ze podporuje nebo odrézi poskozenijater.
Nebo porovnejte celkovy obraz vjrazné exprimovangch gen(i s obra-
zem, ktery je tvofen aktivitou téchto gen( v pfitomnosti znamého jater-
niho toxinu. Vgrazna podobnost bude naznatovat, ze nové testovana
latka je takeé toxicka. V uvedeném diagramu kazd( ramecek v fadé re-
prezentuje odpovéd jednotlivgch gend na pfitomnost testované latky.

www.sciam.cz

HYPOTETICKY PROFIL AKTIVITY GEND
VBUNKACH VYSTAVENYCH RUZNYM LATKAM

GENES

NETOXICKE

LATKY

KANDIDAT NANOVY LEK

INAMY
JATERNI TOXIN
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polymorphism), pti kterém dochdzi k za-
méné jednoho nukleotidu v genu za jiny.
Miize byt sestaven genovy Cip nesouci riiz-
né, s nékterou nemoci spojené varianty ge-
nu, ktery tak pomiize odhalit urcity typ
zmény v genu a tim predpovédét pravdé-
podobnost propuknuti napiiklad Alzhei-
merovy choroby, cukrovky ¢i rakoviny ur-
Citého typu. Lidé s nejvy$sim rizikem pak
mohou byt podrobeni podrobnéjsimu sle-
doviani, intenzivni preventivni péCi a po-
piipadé asnému lékaiskému zdsahu. Zis-
tiva oviem otevienou otdzkou, zda se ty-
to testy budou zamlouvat vefejnosti, nebot
druhou stranou mince znalosti téchto dda-
j& miiZe byt zvysend tzkost jimi vyvoland
a potencidlni diskriminace ze strany za-
méstnavateld a pojistovacich spolecnosti.

Jiné hodnotné informace, které mohou
&ipy typu SNP poskytnout, nemusi pro ob-
tany predstavovat rovnou ohroZeni jejich
dugevniho stavu, zaméstnatelnosti a pojis-
titelnosti. Varianty nasich gent ovliviiuji,
jak nase télo zpracovava léky, které pfiji-
mame, coz nasledné ovliviiuje jejich Gcin-
nost a intenzitu vedlejsich aginki. Cipy od-
halujici nasi unikdtni genetickou citlivost
by pomohly lékaFiim pfi vybéru nejvhod-
n&jsich lékit. Cipy typu SNP, které zachy-
cuji pfitomnost mutaci zvySujicich nebez-
pecnost nadort, by mohly pomoci urcit pa-
tologtim, zdali nezhoubné vypadajici nador
neni nebezpetnéjii, nez se zd4 z jeho mikro-
skopického vysetfeni. Oba tyto typy geno-
vych &ipti jsou pravé testovany pro lékarské
pouziti.

Genova exprese pod lupou

Obdobné pritazlivou aplikaci genovych &i-
pit je jejich vyuziti pro charakterizaci geno-
vé exprese, ktera v poslednich letech uchva-
tila mnoho védeckych tymi. Tato metoda
je zalozena na stanoveni mnozstvi riznych
molekul mRNA ve vzorcich tkdni. Obecné
Ize fici, Ze &im vice kopii dané molekuly
mRNA buiika vyrobi, tim vice vyrobi i da-
né bilkoviny, obsah riiznych mRNA ve
vzorku tedy priblizné odpovidd i typu
a mnozstvi piitomnych bilkovin. Bilkoviny
jsou velmi Casto stiedem naseho zdjmu,
protoze Fidi ¢i uskuteciuji vétsinu déji
v buiikach naseho téla. Cipy, které pfimo
méfi hladiny bilkovin v burice, jsou pravé
vyvijeny (viz raimecek na strané xxxxx), ale

38 SCIENTIFIC AMERICAN CESKE VYDANI

jejich zhotoveni ziistdva pro nds stdle jesté
vyzvou.

Vyuzitim Cipti jako ¢idla zmén aktivity
gend v riznych buiikach mohou védci zis-
kat rychle detailnf snimek toho, jak se mé-
ni bunéné funkce G¢inkem léki ¢i béhem
nemoci. Casto miize byt vyhodnéjsi zndt
celkovy obraz aktivity genti v méfeném
vzorku v zévislosti na zméné podminek nez
mit pouze informaci o tom, kdy je vypnut
a zapnut jeden uréity gen. V takovychto
piipadech je vysledny obraz v podstaté tés-
nopisnym zépisem o celkovém stavu bui-
ky v urcitych podminkach.

Popis exprese genil se ukdzal v mnoha
smérech neocenitelny. Bunéeni biologové si
tuto metodu velmi oblibili, nebof pozndni
bilkovin, které pievazuji v pfipadech, kdy
je tkan exponovana riiznym podminkam,
nam umozni pohled do pfirozenych bu-
néénych obrannych procesi i do patolo-
gickych zmén, provazejicich vyvoj celé fa-
dy onemocnéni.
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Bilkovinné cipy

Pro mnoho biologt je také prinosem
poufiti &ipti pro hledani funkce nezndmych
gent, které jsou objevovany pfi sekveno-
vani DNA - piipométime si, Ze prakticky
cely lidsky genom byl jiz sekvenovdn.
Funkce neznamych genti (piesnéji bilkovin,
které jsou témito geny kédovany) mize byt
zji§téna i jinymi metodami, ale tyto pistu-
py nepracuji vzdy dobfe a rychle. Pfi pou-
7iti &ipt pro hleddni funkce urcitého genu
se vyuZivéa piistup zvany anglicky ,guilt-
by-association* (vinen ze spol¢eni) —v pod-
staté to znamend najit dalsi jiz znamé geny,
které se chovaji podobnym zpisobem jako
neznamy gen. Cipy nam zde pomahaji po-
mérné rychle urcit takové geny, a tim i na-
povédét, jakych d&ji se novy gen mize
ucastnit.

Tento piistup vychdzi z védomi toho, Ze
7adny gen neni svou funkci osamoceny. Po-
kud skupina genti ve tkani odpovidd spo-
le¢nym zapnutim nebo vypnutim na néjaky
vliv, feknéme na lék, infekci nebo mutaci,
mohou védci predpokladat, Ze tyto podo-
bné aktivni geny budou zapojeny do jedné
regulaéni drahy. Jingmi slovy - riizné geny,
zapojené do jedné regulacni dréhy, jsou za-
potiebi, aby byla vyvoldna urcita bunétna
odpovéd. Lze tedy s jistou opatrnosti od-
hadnout, 7e funkce ptivodné zahadnych ge-
ni je néjakym zptisobem spojena s jiz znd-
mou funkci ostatnich genti ze stejné skupi-
ny.

Néstroje pro vgvoj novych Iéki
Také védci vyvijejici nové léky mohou vy-
uzit vyhod plynoucich z metody ,,vinen ze
spolceni“ objevem bilkovin, o nichz dopo-
sud nebylo znamo, Ze jsou zapojeny do pri-
béhu néjaké nemoci. Jakmile budou tako-
vé proteiny objeveny, mohou se vyuZit jako
cil pro nova a lepsi léciva.

Napiiklad Peter S. Linsley, nas kolega
pracujici v Rosetta Inpharmatics, chtél na-
1ézt nové cile pro latky, které by umozni-
ly lépe bojovat proti zdnétlivym onemoc-
nénim, pfi kterych imunitni systém zvrh-
le ni¢i &asti vlastniho téla. Chtél proto zjis-
tit, které geny bilych krvinek imunitniho
systému zvy3uji nebo snizuji tvorbu svych
proteind paralelné s genem kodujicim bil-
kovinu interleukin-2 (IL-2). IL-2 se vy-
razné podili v priibéhu zanétlivych one-
mocnéni.
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DATA DISPLAY'EY HONGYUE DAl Rosetta Inpharmatics; GRAPH BY SARA CHEN

VEDCI Z ROSETTA INPHARMATICS a Holandského institutu provgzkum rako-
viny predpokladaji, ze Cipy mohou byt pouZity k rozlieni pacient(i s roz-
dilnou prognézou rakoviny. K tomu zavéru dogli studiem exprese gend z
malého lokalizovaného nadoru prsuu zen, které byly sledovany nejméné
pétlet pojeho odstranént, Expresni profily (celkovy obraz aktivit viech vy-
brangch a sledovangch genlz nadoru) se mezi pacientkamiligily. Mate-

PREDPOVIDANI PROBEHU RAKOVINY

maticka analgza odhalila, 7e u pacientek, jejichz expresni profil se podo-
bal ,otisku" $patné progndzy, kterg vznikl pramérem expresnich profilG z
metastazujicich nadord, dochazelo s Vétsi pravdépodobnostik rychlému
navratu onemocnéninez u pacientek, jejichz profily se podobaly ,otisku*
dobré prognazy, ktery byl typickgm obrazem Pro nemetastazujici nado-
ry. Pokud budou tyto vgsledky potvrzenyi dal$imivédeckgmi tgmy, budou

EXPRESNi PROFILY

presnich profilc)
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(sefazenip
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Iékafi schopni rozpoznat, jak intenzivni terapii
pacientky potfebuiji, a to podle toho, jak v{raz-
né sejejich expresniprofily podobaji standardi-
zovangm profil&im pro dobrg nebo Spatny vgvoj.
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Najit odpovéd se mu podafilo pomoci
zjisténi expresniho profilu geng v bilych kr-
vinkdch, které byly vystaveny riiznym che-
mikalifm. Vysledky vyhodnotil pomoci slo-
Ziteho programu, ktery byl schopen po-
rovndvanim vzniklych profili odhalit sku-
pinu gend, jejichz exprese se ménila pouze
tehdy, kdyz byl IL-2 aktivovan. Tato sada
gent obsahovala nezndmy gen, jehoZ funk-
ce nebyla do té doby popsana. Priblizne ve
stejnou dobu jind laboratof v Pasteurové
tstavu v Pafizi pomoci jinych metod nez4-
visle potvrdila, Ze tento gen je opravdu za-
pojen v drdze IL-2. Obé tato zjisténi na-
znacuji, Ze bilkovina kédovan4 nove obje-
venym genem by mohla byt dobrym cilem
pro protizanétliva lé¢iva.

Farmaceuti¢ti vyvojovi pracovnici vyuzi-
vaji expresni profily pro jiny cil. Chtéji vy-
brat kandidaty na léciva, ktera by nemeéla
nezadouci vedlejsi icinky. Védci, ktefi chte-
jizjistit, zdali ur¢ita sloucenina nenj nebez-
pecnd pro srdce, mohou napiiklad Vytvofit
soubor viech profilt genové exprese srdec-
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nich bunék, které byly vystaveny vlivu riz-
nych znamych litek a léiv. Pokud pro ta-
kovyto pokus pouziji i novy lék, mohou n4-
sledné pomoci pocitace porovnat novou
charakteristiku s timto »vzorem®. Pokud
novd charaketeristika je podobn4 té, ktera
vznikla pouzitim latky zplisobujici posko-
zeni srdce, je to signal, 7e nové zkousené Ié-
¢ivo miZe zptisobovat obdobné problémy.

Vzor expresnich profilt miize také po-
moci najit vysvétleni, pro¢ dany lék m4 ur-
city vedlejsi Gcinek. Jednou z naléhavych
otazek je, pro¢ inhibitory protedz, které za-
chraiuji zivot lidem infikovanym HIV (vi-

rem, ktery zptisobuje onemocnénf AIDS),
zvysuji obsah cholesterolu a triacylglycero-
14 v krvi, zptsobuji neobvyklé premisténi
télntho tuku a insulinovou odolnost. Jeli-
koZ je zndmo, 7e jitra ovliviuj syntézu
a odbourdvani lipidi (lipidy zahrnuji cho-
lesterol i triacylglyceroly) a bilkovin obsa-
hujicich lipidy, nage skupina z Rosetty spo-
le¢né se skupinou Rogera Ulricha z Abbo-
tovych laboratofi se rozhodla zjistit, zdali
ritonavir, jeden z inhibitorg protedz, m4
v jatrech néjaké vedlejsi tcinky.

Pomoci ¢ipu, ktery obsahoval kolem 25
000 krysich gen, jsme vytvofili expresni

STEPHEN H. FRIEND a ROLAND B. STOUGHTON jsou spolupracovniky v Rosetta Inpharmatics v Kirklan-
duve staté Washington. Tento tistav byl zalozenvroce 1996, aby vyvinul metody pro molekularnipro-
filovani, jez by vyuzivaly poéitace a genové ¢ipy. Tato spole¢nost se minulg rok stala sou¢asti Merck
&Co. Friend je v soucasnosti viceprezidentem pro zakladnivyzkum ve spole¢nosti Merck a prezi-
dentem Rosetty. Ptvodng byl pediatrem specializovangm na onkologii a molekularnim biologem na
Harvardové univerzité. Poté se stal feditelem molekulémi farmakologie v centru rakovinnych studif
Freda Hutchinsona a spoluzaloZil spole¢nost Rosetta. Stoughton ziskal PhD. ve fyzice, je viceprezi-
dentem pro informatiku v Rosetts. Jests pred tim, nez se zagal zajimat o biotechnologie, se ticastnil
vgvoje obrazové analgzy a pfistrojli pro zpracovani obrazového signaluv geofyzice a astrofyzice.
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Proteinové Cipy — nova alternativa

N

. Leigh Anderson a Gunars Valkirs

STEJNE JAKO GENOVE CIPY mohou bilkovinné &ipy, které namalém po-
vrchu zachycuiji bilkoviny misto molekul DNA, méfit hladinu bilkovin
ve tkanich. Timto zplsobem se hladina bilkovin uréuje pfimo a podle
dostupnych srovnani se tento pristup zda presnéjsi, nez fada sou-
gasnych biochemickgch metod. Pouze tato metoda je schopna od-
halit interakce mezi tisici bilkovinami pfitomngmi ve tkani.

Diky témto vlastnostem jsou bilkovinné Eipy pro védce velmi at-
raktivni. Velké nadéje se vkladaji napfiklad do rozsiteni diagnostic-
kych moznosti pfimo v ordinaci.

Bilkovinné €ipy by mély byt vjhodné pro diagnostiku, protoze na
rozdil od &ip& DNA mohou posbirat informace pfimo ze snadno ziska-
telné krevni plasmy. Vétsina onemocnént, od infekénich nemoci po
poskozenisrdce ¢iledvin, zanechava v krviidentifikovatelné stopy ve
formé vytvarengch nebo uvolnénych bilkovin. Navic v jediném testu
by bylo mozné sledovat vétsinu nebo véechny znamé bilkoviny, je-
jichz vgskytje spojen s néjakou nemoci. Je nutné zdlraznit, Ze v béz-
nych testech se najednou sleduje pouze jedna nebo nanejvys néko-
lik bilkovin.

Bilkovinné €ipy se podobaji genovym ¢iptim. Stovky az tisice bilko-
vin (v milionech kopii) je umisténo na presné definovaném misté ten-
ké desticky. Vazba bilkovin ze vzorku krve na Cip odhali povahu a
mnozstvi bilkovin v testovaném vzorku.

Typ bilkovin navazangch na Cipu se mize lisit v zavislosti na typu
testu, kter§ ma byt pomoci ¢ipu proveden. Avak €ipy, které se nej-
vice podobajitém pro mozné komerénivyuziti, jsou zaloZzeny na proti-
latkach, vgznamn(ch molekulach imunitniho systému, nebot kaz-

da protiltka je schopna rozeznat a vazat jednu specifickou bilkovinu,

presnéji jeden specifickg segment této bilkoviny. Nékteré bilkovin-
né Eipy pracuji na zakladé takzvané sendvicové metody. Na Cipu je
navazana prvniprotilatka, ktera ve vzorku vyhledava specifickou bil-
kovinu. Druha protilatka pak k bilkoving, ted'uz zachycené na €ipu, pfi-
pojuje fluorescenéni znacku (viz schéma].

Dfive nez budou bilkovinné Eipy vyuzivajici vlastnosti protilatek
pouzity védci a lékafi, bude nutné prekonat nejméné dvé velké pre-
kazky. Prvniz nich je, Ze je nutno vyvinout techniku, ktera by umoz-
nila masovou produkci mnoha riizngch protilatek najednou, a to ta-
kovych, které se vazou pouze najednu specifickou bilkovinu a tak pev-
né, aby bylo mozné odhalit i bilkovinu, ktera je ve vzorku zastoupe-
nav malém mnozstvi. Nastésti se jiz dafi tento problém pfekonat. Dru-
ha prekazka je zasadnéjsi. Doposud bylo odhaleno pouze minimum
ze stovek a moznd i tisicd bilkovin signalizujicich pfitomnost ¢ivgvoj
néjakého onemocnéni. Dokud vgrobci bilkovinngch Eipt nebudou ve-
dét jaké bilkoviny hledat, bude mozné pomoci této metody ve vzor-
ku tkané odhalit pouze omezeny pocet bilkovinngch znacek spoje-
nych s nékterou z nemoci. Nastésti mnoho védcl se momentalné
snazi zachytit nové, pro néjakou nemoc specifické bilkoviny. Po-
stupny pokrok ve vrobé protilatek ve spojeni's objevy novych bilko-
vin povede ke vzniku druhé generace bilkovinnych €ipd, ktera by moh-
la pfinést zasadnizmény biomedicinskému vzkumuiklinické praxi.

N. Leight Anderson a Gunars Valkirs spolupracuji na vgvoji bilkovin-
nych ¢ipt. Anderson je védecky vedouci korporace Large Scale Bio-
logy v Germantaownu ve stdté Marylenda. Valkirs je technologickgm
vedoucim Biosite Diagnostics v San Diegu v Kalifornii.

JAK FUNGUJE PROTEINOVY CIP

JEDNOHO DNE budou moci lékafi vyuzit ,sendvicovou* metodu k iden-
tifikaci pvodce infekéniho onemocnéni. Je to znama virova na-
kaza nebo n&jaka jeji nové nebezpeéna varianta? Mohl to zp0-
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sobit plvodce tuberkul6zy, nebo je to snad vinou antraxu ¢ine-
Stovic, jejichz ptivodce nékdo pouzil k bioterorismu? Nasledu-
jici vysvétlenivam snad pfinese odpoveéd.

_ INACENA
PROTILATKA

OQ (@] PROTILATKA BILKOVINA VYSLEDNY OBRAZ
i g ZKRVE
® 2 piikoviny KON N PROTILATK
VKRVI FLUORESCENCNE AANTRAXU
PROTILATKA g ZNACENE PROTILATKY VOLNE BOD UREUJICI,
K BILKOVINE PROTILATKY ZE PACIENT
NESTOVIC ONEMOCNEL
ANTRAXEM
PROTILATKA
K BILKOVINE
CHRIPKY SKENER

CIPS PROILATKAMI

Naneste krev na ¢ip skladajici se z protilatek, jimz

je pfidélen urcity ¢tverec v siti soufadnic. Kazdg
¢tverec obsahuje mnoho kopii protilatky, ktera je
schopna vazat specifickou bilkovinu z organismu a
mUze predstavovat jasného pdvodce onemocnéni.

Naneste fluorescen¢né znacenou protilatku
schopnou se vazat na bilkovinu rozeznavanou
protilatkou navazanou na gipu. Pokud se bilkovina
z krve navazala na Cip, jedna s fluorescenéné oznace-
nych protilatek se na ni navaze a uzavie ji v takzvang
protilatkovy sendvic.

Vlozte ¢ip do skeneru

azjistéte, kter( mikroor-

ganismus je pfitomng v téle
pacienta.Vtomto pfipadé je
vinikem antrax.
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profil geni z tkané krysich jater, které by-
ly vystaveny rdznym chemikaliim, potenci-
dlné jedovatym pro jaterni tkan. Poté jsme
testované slouceniny rozdélili do skupin na
zakladé podobnosti expresnich charakte-
ristik asi 2 400 genti - tedy téch, které na
testované slouCeny vyrazné odpovidaly.
V dalsim kroku jsme vpravili ritonavir do
krysich jater a vznikly expresni profil jsme
porovnali s témi, co jsme vytvorili dive.

Zjistili jsme, Ze ritonavir ptisobi na ex-
presi gent, které jsou obvykle utlumeny
zndmymi latkami snizujicimi hladinu lipi-
di. Ritonavir také snizuje tvorbu bilkovin
vytvarejicich proteasomy, coz jsou struktu-
ry odpovédné za odbouravani jiz nefunke-
nich bilkovin, véetné bilkovin obsahujicich
lipidovou slozku. Tyto vysledky naznacu-
Ji, Ze ritonavir zvySuje produkei lipidé v jat-
rech a ndsledné i v krvi, nebot zvysuje jejich
syntézu a zpomaluje degradaci bilkovin ob-
sahujicich lipidy. Dalsi studie, kterd uptesni
mechanismus, jakym zpiisobem ritonavir
ovliviuje biosyntetickou drahu lipidi a de-
gradaci bilkovin, poskytne podnéty, jak sni-
zit vedlejsi ucinky této latky.

Lééba na miru

UzZ jen samo ziskdni vétstho poctu 1ékd
s men$imi vedlejsimi ucinky by byl skvély
tspéch molekularniho profilovani pomoci
genovych Cipd. Ale mnoho lékaia véri
v mnohem lepsi vysledky. Maji ptedstavu,
ze diky genovym ¢ipiim bude mo7né roz-
délit pacienty se stejnymi symptomy do
skupin, které by mély uzitek z rozdilného
pristupu k jejich 1é¢bé. Jak jiz bylo zminé-
no u studif lymfom na zacatku ¢lanku, 1¢é-
kafi zabyvajici se terapii rakoviny nutné
potfebuji uréit pacienty, u kterych je nutno
nasadit co nejvice agresivni [é¢bu hned od
pocitku.

Na studiu rakoviny prsu, kterym se za-
byvala nase skupina z Rosetta spolec¢né
s védci z Holandského tstavu pro rakovi-
nu z Amsterdamu, Ize demonstrovat, ja-
kym zptisobem mohou byt genové ¢ipy na-
pomocny (viz rameCek na strané 39).
V tomto pfipadé jsme chtéli vyvinout test,
ktery by pomohl uréit, které mladé zeny
s ranym stddiem rakoviny prsu (bez zna-
mek pfitomnosti rakoviny v lymfatickych
uzlindch), potfebuji chemoterapii, ktera by
po chirurgickém zakroku zabranila rozsi-
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feni nidoru - metastazam, a které by moh-
ly byt této drastické terapie usetfeny. A&-
koli okolo 90% mladych Zen s rakovinou
prsu v rané fazi absolvuje chemoterapii, od-
haduje se, ze 70 - 80 % z nich by bylo v po-
fadku i bez ni. BohuZel, standardni testy ne-
mohou vy¢lenit Zeny s nejvy$sim rizikem.
Zacali jsme vytvéfet expresni profily asi sta
nadori Zen, které byly léceny dal3ich pét let
po operaci. Nejdfive jsme pracovali s Cipy,
které nesly 25 000 lidskych genti. Nakonec
jsme identifikovali asi 70 gend, které pre-
svédcivé naznacovaly brzky vyskyt metas-
taz. Opacny obraz exprese naznacoval do-
brou prognézu. Je ziejmé, 7e nékteré n4-
dory jsou naprogramované metastazovat,
aniz dorostou do velikosti koruny, kdezto
jin€, Casto velmi velké, takovy program
k sifeni neobsahuji.

Do doby, nez se stane expresni profilo-
vani rutinnfm testem pfi vySetfen rakoviny
prsu, musi byt nase vysledky potvrzeny né-
kym dalsim. Predpoklada se, 7e béhem
dvou let mnoho lékatskych center zaéne
testovat expresni profily jako pomiicku pro
terapii nejen rakoviny prsu, ale i dalsich ty-
pt zhoubnych onemocnéni. Také jiné ne-
moci potfebuji lepsi diagnostické nastroje.
Pomoci expresnich profilt by mohli byt do
podskupin vyZadujicich specifické osetie-
ni rozdéleni také pacienti trpici napiiklad
astmatem, cukrovkou nebo obezitou. Tyto
aplikace se nynf studuji.

Drtive, nez se pIné vyuzije cely vyzkumny
aterapeuticky potencial genovych Cipti, bu-
de tfeba prekonat jesté mnoho piekazek.
Cipy, skenery a dal§f nutné vybaveni je sta-
le velmi drahé, coz plodi zavist na chudsich
pracovistich. Je viak pravdépodobné, 7e ce-
na bude postupné klesat.

Ale ani v piipadé pfiznivych cen nemusi
by't tato technika v lékafskych ordinacich

a béznych lékatskych laboratofich snadno
proveditelnd. Jen malo pracovniki mé po-
tfebné vybaveni a schopnosti pfipravit
sprdvné vzorky tkani pro testy pomoci &-
pa. Dal$im problémem v diagnéze, fekné-
me jaternich onemocnénti, bude nesnadnost
ziskéni jaterni tkané.

Vsechny vyse popsané problémy se mo-
mentalné zdaji jen tézko feitelné, ale véi-
me, Ze diky lidskému dévtipu budou v bu-
doucnu prekonany. Jednou z cest by moh-
lo byt pouziti dostupnych tkani jako ak-
ceptovatelnych ,,dvojniki“ téch, jejichz
izolace je jen velmi tézko proveditelna. Na-
vic se nabizi moznost, Ze by Cipy byly pou-
zity pouze pro ziskdni informacf nutnych
pro vyvoj testt, které by byly provadény ji-
nymi laboratornimi metodami.

Az bude k dispozici vice podrobnych in-
formaci o procesech jak na bunéné drov-
ni, tak na drovni celého téla, budou lékafi
schopni ziskdvat presnéjsi diagnozy, které
povedou k propracovanéjsim terapiim
(pravdépodobné zahrnujicim i genovou te-
rapii) pfizpisobenym genetickému pozadi
pacienta a jeho momentalnimu fyziologic-
kému stavu. Je mozné si predstavit, ze né-
kde kolem roku 2020 by mohla zdravot-
nickd zafizeni provadét simulace moleku-
larniho stavu svych zikazniki. Tato virtu-
alni simulace by mohla byt obnovovana na
zaklade dat ziskanych béhem pravidelnych
lékatskych prohlidek pomoci ¢ipt a no-
vych védeckych poznatki. Rada potencial-
nich zékaznikd asi nebude nadsena touto
myslenkou a radgji se vzdda moznych tlev
na sazbdch zdravotniho pojisténi (a s nf
pravdépodobné i nejkvalitnéjsi zdravotni
péce) pro vyssi pocit soukromi. Avsak ti,
ktefi se do takového programu zapoii,
pravdépodobné budou zdravéjsi a tisp&sné
odsunou G¢inky starnuti. S

The Chipping Forecast. Supplement to Nature Genetics, Vol. 21, strany 1-60; leden 1999.
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Dal$iinformace mikrosouborech:
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http://ihome.cuhk.edu.hk/~b400559/2001j-mrag.html
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