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Moznosti vyuziti DNA ¢ipl v molekularni diagnostice
dédiécnych onemocnéni

Gojova L., Kozak L.

Centrum molekularni biologie a genoveé terapie, Fakultni nemocnice Brno

SOUHRN

Poznani sekvence celého lidského genomu v roce 2001 rozSifilo moznosti uplatnéni molekularni biologie v klinické
praxi. Neustale jsou objevovany dalsi a dalSi geny, jejichz mutované formy jsou pfi€inou nejriznéjSich onemocnéni.
V oblasti diagnostiky si molekularni biologie klade za cil spravné a presné detekovat mutace v genech u pacientu
s vyskytem pfisluSné dédi¢né choroby; potvrdit ¢i vyvratit diagndzu pacienta stanovenou Iékafem na klinické nebo
biochemické urovni; odhalit véas onemocnéni u jedincu, ktefi zatim nemaji pfiznaky choroby; ziskat prehled o vyskytu
mutantnich alel u rodinnych pfislusnik(i pacienta; provadét prenatalni testovani u matek s podezfenim na postizeni
plodu apod. U onkologickych pacientd Ize také pomoci DNA ¢i RNA analyzy sledovat pribéh onemocnéni a G¢innost
Ié€by. Sou¢asné metody molekularni biologie pro detekci mutaci v genech jsou ¢asové zdlouhavé a materialové
nakladné. V poslednich letech se proto odbornici zaméfili na zavadéni novych efektivnich technologii na bazi DNA
¢ipl (microarrays). DNA ¢ipy umozni analyzovat Siroké spektrum mutaci a polymorfismG v rGznych genech zpUsobuiji-
cich dédicna onemocnéni v ramci jediné analyzy a predstavuji tak jednu z moznosti jak urychlit DNA diagnostiku
a snizit jeji ekonomickou nakladnost.
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SUMMARY

Gojova L., Kozak L.: Potency of application of DNA microarrays in molecular diagnostics of inherited diseases
The knowledge of the sequence of the entire human genome in 2001 brought new possibilities for molecular biology
in clinical medicine. More and more genes, whose mutated functionless forms cause various diseases, are found every
day. The aim of molecular biology for diagnostics purpose is to detect correctly and accurately the mutations in genes
of patients suffering with high risk disease; to confirm or to refute the diagnosis of patients defined by doctors on the
clinical or biochemical level; to reveal the disease in individuals who do not have any symptoms yet because they are
at an early stage; to obtain knowledge about occurrence of mutant alleles in parents and siblings of patients and to
make prenatal diagnosis of pregnant women with suspicion of duplicitas. The development of cancer and the effective-
ness of its treatment can be detected on DNA or RNA level too. Present molecular genetics methods for the detection
of mutations in genes are time and material consuming. That is why scientists focus on the new useful technologies
based on DNA microarrays in the last years. The DNA microarrays allow to analyse whole spectrum of mutations and
polymorphisms in various genes that cause hereditary diseases all at once. Thus, the DNA microarrays represent the
possibility to speed up the analyses and lower its economical expensiveness.

Key words: DNA chip, microarray, inherited diseases, molecular diagnostics.

Postaveni molekularni biologie
v mediciné

Molekularné biologicka vySetfeni maji v dneSni me-
diciné jiz nepostradatelnou tlohu. Napomahaiji lékafiim
urcit diagndzu pacienta v mnoha medicinskych oborech
— pediatrii, internim Iékafstvi, neurologii, imunologii,
onkologii, v infekEnim Iékarstvi, gynekologii apod.

VySetfovanym materialem pfi molekularné gene-
tickych analyzach je DNA ¢ mRNA pacienta izolovana
nejcastéji z periferni krve (leukocytll), z tkané po biopsii,
plodové vody nebo lidskych sekretll (nazofaryngealni
stér, bronchoalveolarni tekutina apod.). Odhaduje se,
ze lidsky genom je tvofen az 35 000 geny. Vétsina z nich
koduje genetickou informaci o strukture urcitého pepti-
du &i proteinu, ktery pIni v organismu jedine¢nou funk-
ci a dohromady s ostatnimi makromolekulami tvofi fun-
gujici celek. Chybi-li néjaky kédujici gen, nebo je-li po-
S§kozen (mutovan), muze to mit za nasledek uréitou
rlizné se projevujici indispozici jedince. Nemoci, které
vznikaji z divodu poskozeni sekvence uréitého genu
nebo genl a pfenaseji se z generace na generaci, ozna-

Cujeme jako dédi¢né. Prostfednictvim molekularné ge-
netickych metod Ize ze vzorku DNA a mRNA pacienta
spolehlivé detekovat zmény v genech a také genovou
expresi, ktera miiZze byt v riznych bunkach a tkanich
téla odlisna a maze se lisit také v zavislosti na fyziolo-
gickych podminkach organismu.

V jakych pfipadech tedy Iékafi nej¢astéji vyuzivaji
molekularné genetickych vySetfeni? Je to u jedincd,
v jejichz rodiné se vyskytlo jednou ¢i opakované dé-
diéné onemocnéni. U takovych rodin je dllezité zjistit,
kdo z jejich pfislusnikl je skrytym pfenase¢em defektni-
ho genu zpusobujiciho onemocnéni (je heterozygot pro
recesivni mutaci) a jaké je riziko pfenosu defekiniho
genu na potomstvo. Molekularné genetické vySetfeni
pozaduji lékafi také u pacientl, u nichz chtéji potvrdit
diagnézu onemocnéni indikovanou na zakladé bioche-
mického vySetfeni a fenotypového projevu. U nékte-
rych dédi¢nych onemocnéni je nutné znat pfesny typ
mutace vyrazujici dany gen a nasledné pfislusny pro-
tein z funkce, aby se zjistilo, pro€ se dany gen neexpri-
muje i se exprimuje abnormalné a na tomto zakladé
byla zahajena pfislusna terapie pacienta. DalSi skupi-



nou bézné provadénych molekularné genetickych ana-
lyz jsou vySetfeni prenatalni. Ta Iékaf pozaduje v pfi-
padé patologickych biochemickych testl provadénych
z periferni krve t€hotné Zeny, na zakladé rastovych ab-
normalit plodu zjisténych pfi ultrazvuku ¢i v pfipadé zvy-
Seného rizika vyskytu urcité dédicné choroby u plodu.
V neposledni fadé se molekularné geneticka analyza
pouziva pro stanoveni a prilkaz malignich bunéénych
klon(, patogennich virdl, bakterii a hub, coz ma nesmir-
ny vyznam pro zahajeni specifické 1éCby.

Molekularné genetické metody uzivané
pfi diagnostice dédiénych onemocnéni

Pro diagnostiku dédi¢nych onemocnéni se v soucas-
nosti vyuziva rdznych variant klasickych metod mole-
kularni biologie. Ve vzorku pacienta se nejprve analyzuji
mutace vySetfovaného genu, které se v populaci vysky-
tuji nejcastéji. Tento pfistup zahrnuje amplifikaci Useku
genu prostfednictvim polymerazové fetézové reakce
(PCR), nasledné restrikéni $tépeni PCR produktt vhod-
nym enzymem rozeznavajicim zmény v nukleotidove
sekvenci a detekci vysledkd Stépeni elektroforézou na
agarozovém gelu (metoda PCR/RFLP nebo ACRS). Pro
vyhledavani méné Castych bodovych mutaci v sekven-
ci DNA se pouzivaji metody zaloZzené na tvorbé tzv. he-
teroduplexd. Patfi mezi né denaturaéni gradientova ge-
lova elektroforéza (DGGE), teplotni gradientova gelova
elektroforéza (TTGE), ¢i denaturacni vysokoucinna ka-
palinova chromatografie (DHPLC). Princip hetero-
duplexnich analyz je zalozen na prosté denaturaci a re-
naturaci komplementarnich viaken DNA ziskanych od
heterozygotl s jednou normalini a druhou mutantni ale-
lou (obr. 1). Vytvofené homoduplexy a heteroduplexy jsou
separovany v prostredi rostouciho denaturacniho Cinidla
(napf. moc€ovina + formamid). Heteroduplexy, které ne-
jsou stoprocentné komplementarni, denaturuji rychleji nez
homoduplexy a jejich priichod gelem se zpomaluije. Frag-
menty o stejné velikosti tak mohou byt separovany na
zakladé odlisné migrace. Detekce vice nez jednoho frag-
mentu znamena pfitomnost nukleotidoveé zamény v ana-
lyzovaném DNA useku. V pfipadé, ze ve vzorku pacien-
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Fig. 1. Principle of heteroduplex analysis

ta nebyla nalezena mutace vySe uvedenymi postupy, je
nutné sekvenovat cely gen. Sekvenace vySetfovaného
genu se provadi na automatickych sekvenatorech
(obr. 2), nicméné pfiprava vzorku i samotna analyza je
Casove velmi zdlouhava a spotreba laboratorniho mate-
rialu je znacna.

Fig. 2. CEQ™ 8000 Genetic Analysis System fy. Beckman Coulter

DNA &ipy

Ve druhé poloviné 90. letech minulého stoleti se v ob-
lasti molekularni biologie a genetiky zacala uplatfiovat
mySlenka miniaturizace a automatizace analyz, ktera
vyustila ve vyvoj DNA ¢&ipd — neboli microarrays. DNA
mikro€ipy mohou byt efektivné vyuzity pro detekci mu-
taci a polymorfism(, sekvenaéni analyzy ¢i studie ge-
nové exprese [1]. Siroké uplatnéni mohou najit v mole-
kularné genetickych laboratofich a klinickém vyzkumu,
kde by mohly nahradit drahé a slozité pfistroje. Princip
techniky DNA &ipQ spociva v hybridizaéni reakci mezi
vzorkem DNA a sekvencné specifickymi DNA sonda-
mi, které jsou navazany na povrchu Cipu (obr. 3 a 4).
Na ¢ipu muze byt imobilizovano az nékolik stovek tisi-
cli sond specifickych vi¢i riznym Usekdm DNA, coz
umozni napf. analyzovat Siroké spektrum mutaci v ge-
nech zpusobujicich dédi¢éna onemocnéni najednou.
Microarrays tak pfedstavuji jednu z moznosti, jak urych-
lit DNA analyzu a snizit jeji ekonomickou nakladnost.

Podle vyuziti Cipové analyzy a podle typu imobili-
zovanych sond na povrchu Cipu Ize rozdélit DNA
microarrays do dvou skupin. Tzv. expresni Cipy obsa-
huji jako sondy bud dvouretézcové useky molekul
cDNA (komplementarni DNA) vzniklé reverzni transkrip-
ci mRNA, nebo oligonukleotidové sondy sekvenéné spe-
cifické pro kazdy gen z genomu. Uplatiiuji se pfede-
vSim v onkologické problematice pfi porovnavani ex-
prese riznych gend u nddorovych bunék [2]. Aplikace
expresnich ¢ipl jiz do zna¢né miry pokrocila a v po-
slednim obdobi exponencialné narista pocet védeckych
praci, které tuto technologii vyuzivaji. Pro diagnostiku
monogennich dédi¢nych onemocnéni, jsou vhodné tzv.
mutacné specifické oligonukleotidove €ipy. V tomto pfi-
padé tvofi imobilizované sondy uméle syntetizované
oligonukleotidy o délce 25—70 bp, jejichz sekvence po-
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Fig. 4. Hybridization of labeled DNA with immobilized ollgonucleo-
tides

chazi z jednoho nebo omezeného poctu analyzovanych
genu. Jsou navrhovany pocitaovym softwarem tak,
aby byly komplementarni k normalnim ¢i mutantnim
sekvencim DNA, které maji byt ¢ipem analyzovany. Du-
lezitou podminkou je, aby mély podobné parametry pro
hybridizaci. Takovéto oligonukleotidové €ipy mohou
slouzit k vyhledavani konkrétnich mutaci a poly-
morfism0 gent i ke ,éteni“ celych sekvenci (rese-
quencing).

DNA ¢ipy se zhotovuji z materiald, které maji opti-
malni vlastnosti pro snadnou imobilizaci DNA sond
a vlastni hybridizaci. NejCastéji pouzivanym materia-
lem pro konstrukci DNA ¢ipu je sklo, jehoz povrch je
specialné upraven (obr. 5 a 6). Mikroskopicka sklicka
(25 x 75 mm) jsou oSetfena hydrofobnimi polymery
(napf. poly—L-lysinem nebo aminosilanem) a DNA son-

dy mohou byt modifikovany na 5’koncich aminoskupi-
nou, jejimz prostfednictvim dochazi k vazbé. Pfi imo-
bilizaci sond na povrchu Cipu se uplatfiuji dva rozdilné
pfistupy. Prvni spociva v pfimé syntéze oligonukleoti-
dovych sond na €ipu — in situ. Zastupcem této skupiny

¢ipli jsou GeneChipy komeréné vyrabéné firmou Affy-
metrix fotolitografickou technikou a Oligo-Cipy firmy Agi-
lent a Rosetta vzniklé technologii ,ink-jet printing“ s vy-
uzitim fosforamidatové chemie. Vyhodou téchto metod
je dosazeni vysoké hustoty naneseni kazdého z oligo-
nukleotidli na ¢ip v fadu desitek mikrometrd. Druhy pfi-
stup zahrnuje nanaseni oligonukleotidovych sond na

Fig. 5. DNA microarrays
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Fig. 6. DNA microarrays — detail
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Cip ve formé roztoku tzv. spotovanim. Sondy jsou na-
savany do specialnich, velmi tenkych jehel (az 48 vzor-
kl soucasné), pfeneseny a ,natistény“ na povrch ¢ipu
pfistrojem zvanym spotter.

Metody detekce mutaci na DNA ¢ipech

Pro detekci mutaci DNA Cipy slouzi jako vychozi
biologicky material genomova DNA izolovana z krve.
Useky vzork( DNA uréené k analyze jsou amplifikova-
ny béznymi metodami PCR a pfed hybridizaci nebo po
hybridizaci na ¢ipu musi byt vhodné naznaceny.

Nejstarsi a dnes jiz pfekonanou metodou znaceni
DNA pfi Cipové analyze je inkorporace radioaktivnich
znacek. V nékterych pfipadech se mizeme setkat s po-
uzitim systému streptavidin-biotin, vyuzivanym napf.
pro detekci mutaci u B-thalasémie a HLA-DQA genoty-
povani [3]. U této metody jsou vzorky DNA ur€ené k tes-
tovani amplifikovany za pouziti primer( zna¢enych bioti-
nem. Po hybridizaci amplikond s imobilizovanymi son-
dami je do systému pfidan streptavidin s navazanou
peroxidazou a chromogenni enzymovy substrat. Pozi-
tivni vysledek hybridizace je pfimo umérny vzniklé ko-
lorimetrické reakci.V sou¢asné dobé je u DNA ¢ipli zce-
la pfevladajicim pfistupem fluorescenéni znaceni. Fluo-
rescencni znacka muze byt do vzork( DNA, uréenych
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Fig. 7a, b. Preparation of DNA samples for microarray analysis

DETECTION

k analyze, zabudovana pfimo ¢i nepfimo. Pfimé zna-
¢eni znamena inkorporovani fluorescenéné znaeného
nukleotidu do nukleové kyseliny (amplikonu) pfi ampli-
fikacni reakci pfed hybridizaci na Cipu (obr. 7a). V pfi-
padé nepfimého znaceni se do nukleové kyseliny v pra-
béhu amplifikace inkorporuje nukleotid obsahujici spe-
cifickou znacku — vétSinou aminoallylovou skupinu —
a az nasledné po hybridizaci na Cipu se na tuto znacku
navaze fluorescencni barvicka. Tato technika znaceni
je pfesnéjsi pro srovnavani vysledku rdznych vzorkd,
nebot pfi ni nevznikaji chyby nestejnou inkorporaci fluo-
roforll do DNA. Dal$i moznosti je zabudovani fluo-
rescenéni znacky az po hybridizaci PCR produktt (tzv.
prodluzovani DNA sond), coz je pfipad metody APEX
nebo alelové specifické hybridizace (obr. 7b). Nej¢as-
téji uzivané fluorescenéni barvy jsou zeleny cyanin
(Cy3), Cerveny cyanin (Cy5) a barvy Alexa s podobnou
vinovou délkou . Svételny signal je sniman fluo-
rescencnim skenerem a vyhodnocen. Vzhledem k vy-
sokému poc¢tu DNA sond na malé ploSe €ipu musi byt
pro fluorescenéni analyzu pouzit vysoce presny ske-
ner s rozliSovaci schopnosti 5-10 pm.

Témér vSechny soucasné aplikace DNA microar-
rays pro detekci mutaci a polymorfismt (SNP) jsou oli-
gonukleotidového formatu. Uplatiuje se pfi nich néko-
lik rozdilnych pfistupt k hybridizaci, zna¢eni a hodno-
ceni vysledku (obr. 8).
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Fig. 8. Methods for detection of mutations on DNA microarrays

1. Metoda méfeni ,,narastu signalu“

Pro ucely vyhledavani mutaci v sekvenci DNA se
porovnavaji fluorescenéni signdly z hybridizaénich re-
akci sond komplementarnich k mutované ¢&i normalni
sekvenci. Timto zplisobem mohou byt detekovany pou-
ze takové mutace v DNA, které maji na ¢ipu imobilizo-
vanou svou komplementarni sondu. Pokud chceme sle-
dovat vSechny mozné jednonukleotidové zamény (sub-
stituce), které mohou byt pfitomny v iseku DNA, ktery
nas zajima, je nutné navrhnout a na Cip imobilizovat
8N sond (2 x 4N sond komplementarnich k jednomu ze
Etyf nukleotidl, které mohou byt v mutaénim misté).
Podobné se uvazuje pfi navrhovani DNA sond pro ske-
novani vSech deleci o rlizném poctu nukleotidd. Oligo-
nukleotidové microarrays pro vyhledavani vSech moz-
nych inzerci v daném Useku testované DNA se z du-
vodu pfiliSné slozitosti nevyuzivaji.

2. Metoda méreni ,,poklesu signalu*

Sekvencéni rozdily mezi testovanym a referenénim
vzorkem lze analyzovat také prostfednictvim méfeni
kvantity poklesu signalu. Homozygotni zména v sekvenci
vzorku DNA zapfi€ini uplné vymizeni fluorescenéniho
signalu na Cipu v misté DNA sond komplementarnich
k normalni sekvenci a polovi¢ni pokles signalu u vzorku
s heterozygotni zménou v sekvenci. Citlivost a pfesnost
tohoto pfistupu Ize zvysit pouzitim dvoubarevnych micro-
arrays, kde referencni a testovany vzorek jsou oznace-
ny jinou fluorescenéni barvi¢kou.

Predchozi dva pfistupy fluorescenéni detekce mu-
taci v DNA byly neenzymové. V dalSich metodach se
vyuziva polymerazova retézova reakce provadeéna pfi-
mo na ¢ipu na principu minisekvenovani.

3. Metoda APEX (arrayed primer extension)

Tato metodika je vhodna pro konstrukci ¢ipli urée-
nych k vyhledavani znamych bodovych mutaci (substi-
tuci, deleci i inzerci) v genech [4]. DNA sondy uréené
k imobilizaci na €ip musi byt navrzeny tak, aby byly kom-
plementarni k useku sledovaného genu a jejich volny

ALLELE-SPECIFIG
HYERIHIAT M

LOSE OF
HYBRILHEAT LR
SlEMAL AMALYSES

3‘OH konec byl v sousedstvi o¢ekavaného mutantniho
nukleotidu v sekvenci analyzované DNA. Po probéhnuti
hybridizaéni reakce mezi vzorkem DNA a sondami jsou
na Cip aplikovany DNA polymeraza a ddNTPs (ij. ddATP,
ddCTP, ddGTP a ddTTP, kazdy znaceny jinou fluo-
rescencni barvickou). Enzym pfipoji na 3‘OH volnou sku-
pinu imobilizovanych oligonukleotiddl — jeden znaceny
ddNTP komplementarné podle viakna analyzované DNA
(misto mutace). Podle toho, ktery ze Ctyf ddNTPs je
inkorporovan do DNA sondy, Ize usoudit, zda se ve sle-
dovaném useku genu nachazi bodova mutace ¢i nikoliv.
Vyhodou této metody je, Zze pro detekci konkrétni bodo-
vé mutace staci jedna imobilizovana sonda. Nutnou pod-
minkou je vSak microarray skener se Ctyfmi odliSnymi
lasery pro detekci étyf riznych fluorescenénich spekter.

4. Metoda alelové specifické hybridizace (rese-
quencing)

Také tato metoda slouzi k vyhledavani nukleotido-
vych zmén v DNA [5-7]. Na rozdil od metody APEX je
pro detekci jedné mutace zapotrebi imobilizovat na Cip
4 rlizné oligonukleotidové sondy liSici se typem dNTP
na 3‘OH konci, které je mistem pfedpokladané bodové
zmény v DNA. Do reakce se pfida DNA polymeraza
a znacené ddNTPs. Vysledek je takovy, ze v pfipadé
homozygota se bude prodluzovat o jeden zna¢eny ddNTP
pouze jedna ze sond pfesné komplementarni k analyzo-
vané DNA, v pfipadé heterozygota dvé sondy.

Priklady soucasnych vyzkumnych aplikaci DNA
microarrays

Pocet nové objevovanych nukleotidovych zmén
v rliznych genech rapidné nartsta. Tyto zmény jsou spo-
jené s genetickymi chorobami, predispozicemi k one-
mocnénim, rakovinou, vznikem lékové rezistence u mik-
roorganism( apod. U mnoha gent sledovanych v sou-
vislosti s dédi¢énymi onemocnénimi byla vypracovana
komplexni mutaéni spektra — tzn. byly zaznamenany
vSechny dosud objevené mutace v daném genu a Cet-
nost jejich vyskytu v populaci.
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BRCAT1 je gen souvisejici s dédi¢nou formou rakovi-
ny prsu a vajecniku, u kterého bylo identifikovano vice
nez 400 riznych mutaci. Byly zkonstruovany DNA micro-
arrays, které umoznuji detekovat sekvenéni zmény
v 3.45 kpb dlouhém exonu 11 u homozygotnich i hete-
rozygotnich vzorkud. Nejnovéjsi navrhnuty ¢ip obsahuje
96 000 imobilizovanych oligonukleotid, které zachyti
jakoukoliv zménu sekvence v celém exonu [8]. Oligo-
nukleotidové mikro€ipy byly navrzeny také pro scree-
ning 200 znamych mutaci genu CFTR, coz je gen souvi-
sejici s cystickou fibrézou [9]. Ve virologii se testuji DNA
Cipy, které umoznuji analyzovat vSechny mozné jedno-
nukleotidové substituce ve 297 pb dlouhém genu kédu-
jicim HIV—1 proteazu. Vysledky ziskané jejich prostfed-
nictvim se v 98 % shoduiji s vysledky klasického sekve-
novani [10]. Publikovany byly jiz také vysledky pouziti
DNA microarrays pro vyhledavani mutaci v 705 pb dlou-
hém segmentu genu proB z Mycobacterium tuberculo-
sis. Mutace v tomto genu jsou davany do souvislosti se
vznikem rezistence na rifampicin [11]. Oligonukleotido-
vé Cipy byly navrzeny i pro screening vSech heterozy-
gotnich mutaci v 9.17 kpb dlouhé kdduijici oblasti genu
ATM, které jsou spojené se vznikem ataxia telangiecta-
sia.V tomto pfipadé bylo technikou microarrays deteko-
vano pét sekvencnich zmén, které nebyly jinymi meto-
dami zaznamenany. APEX mikro€ipy byly vyvinuty pro
sekvenéni analyzy tumorového supresorového genu
TP53[12]. Pro analyzu nejCastéji se vyskytujicich mu-
taci v genu pro (-globin hemoglobinu projevuijicich se
jako onemocnéni 3-thalasémii byly jiz oligonukleotidové
DNA Cipy také vyzkouSeny [13—14].

Vyhled do budoucna

DNA Cipy slibuji na poli mediciny obrovsky pokrok.
Jsou vyrabéné jiz fadou biotechnologickych firem (napf.
Affymetrix, Agilent aj.), ovSem zatim pouze pro vyzkum-
né ucely v oblasti mMRNA expresnich studii. S prvni dia-
gnostickou aplikaci pfisla firma Roche, ktera uvedla na
trh pro ucely farmakogenetiky AmpliChip CYP450 pro
detekci mutaci a polymorfismd ve dvou genech
(CAP2D6 a CAP2C19). Sirsi uvedeni &ipové technolo-
gie do klinické praxe je otazkou nedaleké budoucnosti.
Pfed uspé&snym zavedenim jakékoliv nové technologie
musi byt provedeno mnoho testl tykajicich se pres-
nosti, spravnosti, citlivosti nové metody a musi byt pro-
kézano, ze je jednoznacné vyhodnéjsi a pfinosnéjsi nez
stavajici technologie.

DNA ¢&ipy mohou byt efektivné vyuzity pro moleku-
larné genetickou diagnostiku dédi¢nych onemocnéni.
Jejich prostfednictvim bude mozné analyzovat velké
mnozstvi vzorktl DNA pacientl pro Siroké spektrum mu-
taci v genech, coz predstavuje obrovskeé zrychleni ana-
lyz a snizeni ekonomické nakladnosti. Velkym pfino-
sem budou také pro mikrobiologii, virologii a imunologii
z hlediska usnadnéni diagnostiky patogenu. V¢éasna de-
tekce patogennich mikroorganism( (béhem nékolika ho-
din) mize mit Zivotné dulezity vyznam u pacientl
s oslabenou imunitou podstupujici onkologickou terapii
nebo posttransplanta¢ni 1é¢bu. Specialni uplatnéni mo-

hou DNA microarrays nalézt v onkologii pfi ureni sprav-
né diagndzy, typu nadoru (napf. rozlidit mezi rGznymi
typy leukémii), na jehoz zakladé bude mozné nasadit
efektivni [é¢bu s minimalnimi vedlejSimi ucinky. Pro-
stfednictvim expresnich ¢ipd mohou byt vyhledavany
a sledovany véasné markery onemocnéni. Microarrays
umozni porovnavat DNA a expresi genu ve zdravé tka-
ni, v tkani nemocné a v tkani po l1écebné terapii.

Velky vyznam bude mit vyuziti DNA ¢ipu také ve
farmacii. Microarrays pfedstavuji moznost urychleni vy-
voje novych lé¢iv. Mohou slouzit k rychlému vyhleda-
vani potencialnich cilt terapie (genu, proteinu) a testo-
vani vSech dostupnych latek, které by mohly vybrané
cilové molekuly ovlivhovat. Dal$i vyhodou mikro¢ipl je
obrovské snizeni nakladd na vyvojlééebnych prepara-
t a moznost produkce specifickych 1ékd pro malé sku-
piny pacientu.

Je pochopitelné, Zze kazda metoda ¢i technologie ma
své nevyhody a tézkosti. Microarrays nejsou vyjimkou.
Uskalim techniky DNA ¢&ipt je samotna hybridizaéni re-
akce mezi DNA sondami imobilizovanymi na €ipu a vzor-
kem DNA. Podminky hybridiza¢ni reakce (teplota, ionto-
va sila prostredi) musi byt nastaveny tak, aby dochaze-
lo k hybridizaci pouze 100% komplementarnich viaken
DNA vzorku se sondami. Jen tak mohou microarrays
poskytovat spolehlivé vysledky. Reakéni podminky mu-
si byt optimalizovany pro kazdy jednotlivy typ Cipu. DNA
Cipy nejsou pfrilis vhodné pro detekci inzerénich a de-
le€nich mutaci v genech kvdli pfiliSné slozitosti navrho-
vanych DNA sond. Pro nékteré sekvence genomové DNA
mUze byt obtizné navrhnout vhodnou komplementarni
DNA sondu tak, aby netvofila intermolekularni viasenky
apod. | pfes tyto nevyhody maji microarrays pro klinickou
praxi nesporny vyznam.

S potéSenim Ize konstatovat, Zze technologie DNA
gipli se zagina pozvolna rozvijet také v Ceské republi-
ce. Vyvojem a aplikaci této nové oblasti molekularni
genetiky se zabyva jiz nékolik pracovist Akademie véd
CR, univerzitnich Ustavl i vyzkumnych center fakult-
nich nemocnic. Drzme jim palce.
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