Obrdzok 1. Schematické znazornenie metodiky array CGH.
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DNA. Hybridizaciu testovanej a referencnej DNA sondy hodnotili podla intenzity
vysledného farebného signalu. Oblasti chromozdmov, ktoré stratili, alebo, naopak,
ziskali geneticky materidl, mali v porovnani's normalnou referen¢nou vzorkou zme-
neny pomer intenzit oboch signalov, ¢o sa prejavilo vo vyslednejfarbe signélu (4).

Vroku 1997 autorsky kolektiv z Heidelbergu publikoval upraveny variant
CGH. Namiesto hybridizacie DNA sond s chromozdémami pouZili na matrix
naviazané krétke Useky DNA a tie hybridizovali s testovanou a referen¢nou
DNA. Metodiku tak ziednodusili a zna¢ne zvysili jej rozlisSovaciu schopnost (5).
Dnes technoldgia array CGH (alebo matrix CGH) dosahuje rozlisovaciu schop-
nost na urovni 100 kb (6). Publikovana metodika polozila zaklad automatizacii
procesu CGH a otvorila tym dvere do rutinnych diagnostickych laboratorif.

Princip aCGH

Oba typy metodiky CGH, konvencna na chromozémoch, aj array CGH
na baze DNA, su zalozené na rovnakom principe (obrazok 1). Testovana
areferencnd DNA je Specificky fluorescencne znacend. Testovana DNA sa
obycajne znaci cervenym farbivom (Cyanin-5) a referencnd DNA zelenym
fluoroférom (Cyanin-3). Obe DNA su spolo¢ne a v rovnakom pomere na-
nesené na sklicko (DNA microarray), ktoré obsahuje presne $pecifikované
jednovldknové tseky DNA, tzv. sondy, alebo klony. Ich di#ka sa u jednotli-
vych vyrobcov li8i (napr. Agilent ponuka 60 bazové sondy).

Hybridizéacia prebieha pri presne regulovanych podmienkach niekolko
hodin (24 - 56 hodin), najcastejsie v poloautomatickych hybridizacnych
peciach. Po hybridizacii je sklitko prenesené do pocitacom riadeného
skenera, kde je obraz nasnimany a softvérovo vyhodnoteny. Pre kazdy
gén je vypocitany normalizovany pomer intenzit ¢erveného a zeleného
signélu, ktory indikuje zmenu v mnozstve genetického materidlu na
jednotlivych Usekoch DNA (tzv. CNV — Copy Number Variation). Ak je
normalizovany pomer < 1, hovorime o strate genetického materialu (t. j.
delécia), ak je, naopak, pomer > 1, ide o zisk genetického materialu (t. j.
amplifikacia) (obrazok 2).

Obrdzok 2. Obréazok ilustruje genetické aberacie u testovaného pacienta. Cervenym pruhom oznacené oblast chromozému ¢. 5 zodpoveda strate
genetického materidlu v tejto oblasti chromozému. Chromozéom ¢. 8 vykazuje zisk genetického materidlu, ktory je oznaceny modrym pruhom. Chromo-
zom ¢. 2 nevykazuje ziadnu abnormalitu genetického materidlu. Ziskané vysledky boli potvrdené sekvenovanim.
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Silné a slabé stranky aCGH

Kazda metodika md svoje vyhody aj nevyhody. Slaba stranka metodiky
je neschopnost odhalit balansované alterécie, ako su reciproké translokd-
cie alebo inverzie. Tieto anomalie nemenia pocet kopii v gendme, a tak
ostdvaju pre CGH nedetegovatelné.

Nedetegovatelné ostavaju aj mutacie, ktoré st mimo detekeny rozsah
metodiky. Zavedenim aCGH sa rozlisenie metodiky zvysilo na teoreticku
hodnotu 100 kb. Rozlisenie aCGH je primarne ur¢ené dvoma faktormi:
di#kou cielovej DNA a hustotou pokrytia genému sondami. Z toho vy-
plyva, Ze ¢im su cielové sondy DNA na matrixe kratsie a ¢im hustejsie je
nimi pokrytd dand oblast, tym je rozlisenie vyssie (7).

Medzi najvacsie prednosti aCGH patri schopnost simultannej detekcie
aneuploidii, delécif, inzercii a duplikacif v rdmci celého genému. Vhodnym
navrhnutim prekryvajucich sa DNA sond méze byt urcita oblast v rdmci
gendmu pokryta na 100 %. To moze byt vyhodné pri skriningu $pecific-
kych oblasti chromozdmov, ktoré su priamo dotknuté pri konkrétnych
druhoch ochorenia. Technika aCGH tak spéja vyhody lokusovo $pecifickej
FISH analyzy s moznostou skriningu celého genémui.

aCGH v diagnostike

Metodika aCGH nasla svoje uplatnenie v prenatalnej a postnatalnej
diagnostike, v preimplanta¢nom skriningu, ale aj v diagnostike nadoro-
vych ochorent.

Prenatdlna a postnatélna diagnostika sa zameriava na vyvinové a men-
talne poruchy zapric¢inené aberaciami genetického materidlu. Samotna
analyza sa vykondva na vzorkach plodovej vody, choriovych klkov, ale
aj periférnej krvi embrya a neskor novorodenca. Kan et al. (8) uvadzaju,
Ze pomocou aCGH bolo identifikovanych 20 % (44/220) klinicky signifi-
kantnych CNV pri abnormalnych, ultrazvukom detegovanych nalezoch.
Z tohto mnoZstva 21 patrilo aneuploididm a 23 inym chromozémovym
imbalancidm. Zaujimavostou je, ze 3,2 % vzoriek (7/220) s CNV bolo
detegovanych iba prostrednictvom aCGH, a nie pouzitim konvenc¢nych
cytogenetickych technik ako G-banding a kvantitativna fluorescen¢na
PCR. Z toho dévodu navrhuju nahradit karyotyping za metodiku aCGH
a vyuzit ju ako volbu prvostupriového skriningu. Konvencna cytogenetika
by sa mala pouzit nasledne pri vizualizacii klinicky signifikantnych CNV
(8). Napriek tomu, Ze pomocou metodiky aCGH nie je mozné zistit vietky
druhy poskodenia genetického materidlu, je schopnd odhalit priblizne
dvakrat viac chromozomovych abnormalit ako G-pruzkovanie (7).

Citlivost metodiky aCGH dokumentuje jej vyuZitie v preimplantatnom
skriningu, kde je k dispozicii len minimalne mnoZzstvo materidlu. Pomocou
aCGH je mozné odhalit chromozémové imbalancie v rozsahu cca 1Mb
z jediného lymfoblastu, fibroblastu alebo blastoméry (9).

Hoci aCGH hré nezastupitelnu dlohu najma pri skriningu aberacif
spdsobujucich vyvinové a mentélne poruchy, svoje miesto si nasla aj pri
skriningu nadorovych ochoreni. V tejto oblasti viak skrining nie je vzdy
jednoduchy. Heterogenita buniek spdsobené ich klondlnou povahou,
nedostatok materidlu (biopsia), jeho znizena kvalita (FFPE blocky), spolu
so samotnym typom aberdcie (nizky pocet képii, aberacie na kratkom
Useku), mo6zu metodike aCGH sposobit problémy. Napriek tomu sa aCGH
s Uspechom pouziva pri detekcii genomickych abnormalit v hematolo-

gickych ochoreniach, ako su CLL (chronickd lymfocytova leukémia), MDS
(myelodysplasticky syndrém), MM (mnohopocetny myelom), ALL (akdtna
lymfoblastové leukémia), AML (akutna myeloidnd leukémia) a CMML
(chronickd myelomonocytové leukémia) (10).

Technoldgia aCGH sa osvedcila pri charakterizovani genetickych ab-
normalit zodpovednych napriklad za zhubny nddor mocového mechura
(11), kolorektalnych nadorov (12), nddorov pltic (13), pri identifikacii novych
génov zodpovednych za vznik nadorov prostaty (15) a mnohych dalich.

Metodika aCGH hr& svoju Ulohu aj pri stadiu najcastejsie sa vysky-
tujucich nadorovych ochorenf Zien. Ako je zndme, nadory prsnika su
heterogénnou skupinou, v ktorej etioldgii nachddzame mutdacie génov
ako BRCAI, BRCA2, ale aj zmeny v pocte génov LSMT, BAG4 A C8ORF4
pozorované pomocou aCGH (15). Franctzska Studia v 18 medicinskych
centrach sledovala 423 pacientov s metastatickymi nddormi, pricom
pouzivali Sangerovo sekvenovanie a aCGH. Genomické alteracie odhalili
a FGFRI, ale aj zriedkavé mutécie v géne AKT] a zriedkavé amplifikacie
v génoch EGFR, MDM2, FGFR2, AKT2, IGFIR a MET. Viybrani pacienti (55 zo
423) boli podrobeni personalizovanej lie¢be s réznym vysledkom (16).

Nadory vaje¢nikov su taktiez spojené s muta¢nym vyradenim tumor
supresorovych génov BRCAT/2, ale vyskytuju sa aj ako sucast Li-Fraumeniho
syndrému, v ktorom délezitu tlohu hra gén TP53. Specifické genetické
alterécie boli pomocou aCGH odhalené aj v pripade ovaridlnych nadoroy,
ktoré vykazovali rezistenciu na chemoterapiu (17). Metodikou aCGH bol
realizovany skrining vybranych onkogénov z endometridlnych nadoroy,
pricom bola pozorovand amplifikdcia onkogénov AR, PIK3CA, MET, HRAS,
NRAS, D1751670, FGFR1, CTSB, RPS6KBI, LAMC2, MYC, PDGFRA, FGF4/FGF3, PAKI
aFGR (18). Metodika aCGH zachytila CNV v 73 % (19/26) vzoriek aj v pripade
cervikdlnych nadorov. Amplifikdcia bola zistenad najma v oblastiach 3q
(50,0 %), 1g (42,4 %), 19q (23,1 %), kym strata v oblastiach 11q (30,8 %), 4q
(23,1 %) a 13q (19,2 %). Zvyseny vyskyt amplifikdcie 3g bol pozorovany
v pozitivnych vzorkdch na HPV 16 a HPV 18, ¢o len potvrdzuje zdvaznost
infekcie HPV pri tomto nddorovom ochoreni (19).

Zaver

Onkologické ochorenia aj napriek dokazatenym uspechom v diagnos-
tike a liecbe predstavuju vazny problém nielen z medicinskeho hladiska.
So zvysujucim sa priemernym vekom populdcie mézeme predpokladat,
Ze incidencia tychto ochoreni bude aj nadalej sttpat. Z toho dévodu
je ziaduce, aby klinické laboratéria mali k dispozicii moderné metodiky,
ktoré umoznuju odhalit ochorenie na zékladnej, molekulovej drovni.
Komparativna genémova hybridizacia tieto podmienky spifia.

Hoci pouzitie aCGH v skriningu onkologickych ochoreni je v niekto-
rych pripadoch komplikované, vysledky ziskané touto metodikou maju
vysoku vypovednu hodnotu a pravdepodobne budd postupne nahra-
dzat metodiky klasickej cytogenetiky. Odporucania medzindrodného
konzorcia pre Standardizaciu cytogenomickych arrai — ISCA (International
Standard Cytogenomic Array) pouzit CGH ako prvu skriningovi me-
tédu a G-banding pouzivat iba v pripadoch, ako si Downov syndrom
a v pripadoch rodinného vyskytu chromozdémovych aberécif (20), je len
krokom k tomuto prechodu. Vysledkom zavedenia novych technolégii do
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diagnostiky a skriningu nddorovych ochoreni by mal byt geneticky profil
pacienta, ktory v kone¢nom dosledku vyusti do personalizovanej terapie.

Tento ¢ldnok vzniko! vdaka podpore v rdmci OP Viyskum a vyvoj pre pro-
jekt: Dobudovanie technickej infrastruktuary v oblasti vyskumu diagnostickych
postupov a metdd v rdmci véasnej diagnostiky najéastejsich onkologickych
ochoreni Zien, ITMS 26210120026, spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho
fondu regiondineho rozvoja.
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