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Metody klasickej cytogenetiky, ako st pruzkovanie alebo fluorescencna in situ hybridizacia, si nasli pevné miesto pri skriningu genetickych
abnormalit, ako aj pri hodnoteni odpovede na liecbu alebo uréovani prognézy. Vyvoj viak priniesol nové metodiky, ktoré umoziiuji hodnotit
genetické alteracie na molekulovej trovni naraz v celom genédme. K takymto metodikam patri aj komparativna genémova hybridizacia (CGH).
Nasledujtici €lanok prinasa stru¢ny opis metodiky, jej podstatu, obmedzenia ako aj jej vyuzitie v laboratérnej diagnostike réznych druhov ochoreni.
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Comparative genomic hybridization: introduction to the method

Traditional cytogenetic methods like banding or fluorescent in situ hybridization found their place in genetic abnormality screening as
well as in evaluation of the treatment response or prognosis. Development in the field of molecular biology over the past years brought
new methods which allow the assessment of alterations on the molecular level, even on the whole genome at the same time. Compa-
rative genomic hybridization (CGH) belongs to such methods. Following article introduces the method in brief, describes its principle,

limitations as well as its use in diagnostics of different kinds of diseases.
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Uvod

Incidencia zhubnych nddorov ma celosvetovo stlpajuci trend.
Slovensko nie je vynimka. Narodny onkologicky register SR za rok 2008
evidoval u oboch pohlavi spolu 30 144 oséb s nddorovymi ochoreniami,
ztoho 15 055 muZov a 15 089 Zien.

Zo statistik pre rok 2008 vyplyva, Ze v Slovenskej republike medzi
najcastejdie sa vyskytujuce nddorové ochorenia u Zien patria zhubné na-
dory prsnika, tela maternice, kr¢ka maternice a vaje¢nikov. Zhubné nadory
prsnikov tvoria po nemelanémovych nddoroch koze druhy najc¢astejsie sa
vyskytujuci typ nadorového ochorenia u zien. V roku 2008 bolo hldsenych
2639 novych pripadov s 772 Umrtiami. Zhubné nddory tela maternice
boli zaznamenané 876-krat, pricom 221 postihnutych nasledkom tohto
ochorenia podlahlo. Zhubné nadory krcka maternice boli hldsené u 634
pacientok, z ¢coho 209 koncilo exitom. Zhubné nadory vajecnikov boli
evidované u 509 pacientok s hldsenymi 276 dmrtiami (1).

Onkologické ochorenia vo vieobecnosti povazujeme za ochorenie
génov. Tuto skutoc¢nost najlepsie ilustruju familiarne viazané ochore-
nia, pri ktorych sa muta¢né poskodenie konkrétneho génu prenésa
Z generacie na generaciu a u postihnutého jedinca sa tak zvysuje
riziko vypuknutia ochorenia v skorsich rokoch Zivota. So zvysujucou
sa priemernou dizkou Zivota je mozné predpokladat aj zvy3$ujicu sa
incidenciu malignych ochoreni. V tomto smere bude stupat potreba
novych skriningovych metdd umoznujicich efektivne a véasné odha-
lenie ochorenia. Medzi také patri aj metodika nazyvand komparativna
genomova hybridizacia - CGH.
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Skriningové metodiky cytogenetiky

Od sedemdesiatych rokov minulého storocia sa na sledovanie ne-
balansovanych chromozdémovych abnormalit, ako su strata alebo zisk
genetického materidlu, vyuzivaju rézne druhy pruzkovania chromozémov.
Vysledkom aplikécie metodiky st pod mikroskopom viditelné prizky na
kondenzovanych chromozémoch, ¢o ulahcuje identifikéciu a lokalizaciu
abnormalit. Metodika dosahuje v idedlnych pripadoch rozlisenie 5Mb (2).

Ku klasickym metodikdm cytogenetiky patrf aj fluorescencna in situ
hybridizacia (FISH). Fluorescen¢ne znacené proby, RNA alebo DNA, sa
na zadklade komplementarity viazu na presne zodpovedajlcu sekvenciu
nukleotidov chromozémovej DNA. PouZitim fluorescencného mikroskopu
a prislusného softvéru je mozné lokalizovat a detegovat pritomnost alebo
nepritomnost konkrétneho genetického materialu v danej oblasti chromo-
zémov. Zavedenim ,super-resolution” technik sa rozliSovacia schopnost
FISH metodiky zvysila az na mozZnost detekcie niekofko malo kilobaz (3).

Niekam medzi klasické cytogenetické metodiky, ako je karyotypovanie a FISH,
a molekuldrno-biologické techniky, ako je kvantitativna polymerazova retazova
reakcia v redlnom ¢ase (RT-PCR) ¢i sekvenovanie, zaradujeme komparativnu ge-
némovu hybridizaciu (CGH) a jej modernejsiu vetvu v podobe array CGH (@CGH).

Kratko z historie CGH

Komparativna gendmové hybridizacia, CGH, prvykrét opisala v roku 1992
skupina vedcov z kalifornskej univerzity (4). Metodiku zaloZili na kompetitivnej
fluorescencnej in situ hybridizacii. Metafdzové chromozémy na sklicku hybridi-
zovali s odlisne fluorescencne znacenymi referencnymi a testovanymi Usekmi
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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 material, maliv porovnani's normalnou referen¢nou vzorkou zme-
neny pomer intenzit oboch signalov, ¢o sa prejavilo vo vyslednejfarbe signélu (4).

V' roku 1997 autorsky kolektiv z Heidelbergu publikoval upraveny variant
CGH. Namiesto hybridizacie DNA sond s chromozdémami pouzili na matrix
naviazané kratke Useky DNA a tie hybridizovali s testovanou a referen¢nou
DNA. Metodiku tak Ziednodusili a znacne zvysili jej rozliSovaciu schopnost (5).
Dnes technoldgia array CGH (alebo matrix CGH) dosahuje rozlisovaciu schop-
nost na rovni 100 kb (6). Publikovand metodika polozila zdklad automatizacii
procesu CGH a otvorila tym dvere do rutinnych diagnostickych laboratorii.

Princip aCGH

Oba typy metodiky CGH, konvencna na chromozémoch, aj array CGH
na béaze DNA, su zaloZzené na rovnakom principe (obrazok 1). Testovana
a referencnd DNA je Specificky fluorescencne znacend. Testovand 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 df#ka sa u jednotli-
vych vyrobcov Iisi (napr. Agilent pontika 60 bézové sondy).

Hybridizacia prebieha pri presne regulovanych podmienkach niekolko
hodin (24 - 56 hodin), najcastejsie v poloautomatickych hybridizacnych
peciach. Po hybridizacii je sklicko prenesené do pocitacom riadeného
skenera, kde je obraz nasnimany a softvérovo vyhodnoteny. Pre kazdy
gén je vypocitany normalizovany pomer intenzit ¢erveného a zeleného
signalu, 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.
amplifikécia) (obrazok 2).

Obrdzok 2. Obréazok ilustruje genetické aberécie u testovaného pacienta. Cervenym pruhom oznac¢ené oblast chromozému ¢. 5 zodpoveda strate
genetického materidlu v tejto oblasti chromozému. Chromozdm ¢. 8 vykazuje zisk genetického materidlu, ktory je ozna¢eny modrym pruhom. Chromo-
z6m ¢. 2 nevykazuje ziadnu abnormalitu genetického materidlu. Ziskané vysledky boli potvrdené sekvenovanim.
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Silné a slabé stranky aCGH

Kazda metodika ma svoje vyhody aj nevyhody. Slaba stranka metodiky
je neschopnost odhalit balansované alteréacie, ako su reciproké transloka-
cie alebo inverzie. Tieto anomdlie nemenia pocet kopif v gendme, a tak
ostdvaju pre CGH nedetegovatelné.

Nedetegovatelné ostavaju aj mutécie, ktoré si mimo detekeny rozsah
metodiky. Zavedenim aCGH sa rozlisenie metodiky zvysilo na teoretickd
hodnotu 100 kb. Rozlisenie aCGH je primarne ur¢ené dvoma faktormi:
dfzkou 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 dana oblast, tym je rozlidenie vyssie (7).

Medzi najvacsie prednosti aCGH patri schopnost simultdnnej detekcie
aneuploidif, delécif, inzercif a duplikacii v rdmci celého genému. Vhodnym
navrhnutim prekryvajlcich sa DNA sond méze byt urcita oblast v rdmci
gendmu pokrytd na 100 %. To méze byt vyhodné pri skriningu Specific-
kych oblasti chromozémov, ktoré su priamo dotknuté pri konkrétnych
druhoch ochorenia. Technika aCGH tak spéja vyhody lokusovo $pecifickej
FISH analyzy s moznostou skriningu celého gendmu.

aCGH v diagnostike

Metodika aCGH nasla svoje uplatnenie v prenatélnej a postnatélnej
diagnostike, v preimplanta¢nom skriningu, ale aj v diagnostike nadoro-
vych ochoreni.

Prenatdlna a postnatalna diagnostika sa zameriava na vyvinové a men-
talne poruchy zapricinené aberaciami genetického materialu. Samotna
analyza sa vykondva na vzorkach plodovej vody, choriovych klkov, ale
aj periférnej krvi embrya a neskér novorodenca. Kan et al. (8) uvadzaju,
Ze pomocou aCGH bolo identifikovanych 20 % (44/220) klinicky signifi-
kantnych CNV pri abnormdlnych, 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 chromozémovych abnormalit ako G-pridzkovanie (7).

Citlivost metodiky aCGH dokumentuje jej vyuZitie v preimplantatnom
skriningu, kde je k dispozicii len minimdalne mnoZstvo materidlu. Pomocou
aCGH je mozné odhalit chromozdémové imbalancie v rozsahu cca TMb
z jediného lymfoblastu, fibroblastu alebo blastoméry (9).

Hoci aCGH hra nezastupitelnu dlohu najma pri skriningu aberacif
sposobujucich vyvinové a mentélne poruchy, svoje miesto si nasla aj pri
skriningu nddorovych ochorent. V tejto oblasti vsak skrining nie je vzdy
jednoduchy. Heterogenita buniek spdsobend ich klondlnou povahou,
nedostatok materidlu (biopsia), jeho znizena kvalita (FFPE blocky), spolu
so samotnym typom aberécie (nizky pocet kopii, aberacie na kratkom
useku), mdzu metodike aCGH spdsobit problémy. Napriek tomu sa aCGH
s Uspechom pouZiva pri detekcii genomickych abnormalit v hematolo-

gickych ochoreniach, ako su CLL (chronicka lymfocytova leukémia), MDS
(myelodysplasticky syndrém), MM (mnohopocetny myeldm), ALL (akdtna
lymfoblastova leukémia), AML (akutna myeloidnd leukémia) a CMML
(chronickd myelomonocytova leukémia) (10).

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

Metodika aCGH hra svoju Ulohu aj pri $tudiu najcastejsie sa vysky-
tujucich naddorovych ochorenf Zien. Ako je zndme, nadory prsnika su
heterogénnou skupinou, v ktorej etioldgii nachddzame mutdcie génov
ako BRCAI, BRCA2, ale aj zmeny v pocte génov LSMI1, BAG4 A C8ORF4
pozorované pomocou aCGH (15). Francuzska studia v 18 medicinskych
centrach sledovala 423 pacientov s metastatickymi nddormi, pricom
pouzivali Sangerovo sekvenovanie a aCGH. Genomickeé alteracie odhalili
a FGFRI, ale aj zriedkavé mutacie v géne AKTT a zriedkavé amplifikdcie
v génoch EGFR, MDM2, FGFR2, AKT2, IGFIR a MET. Vybrani pacienti (55 zo
423) boli podrobeni personalizovanej liecbe s roznym vysledkom (16).

Nédory vaje¢nikov su taktiez spojené s mutac¢nym vyradenim tumor
supresorovych génov BRCAI/2, ale vyskytuju sa aj ako sucast Li-Fraumeniho
syndromu, v ktorom délezitd Ulohu hra gén TP53. Specifické genetické
alterdcie boli pomocou aCGH odhalené aj v pripade ovaridlnych nadoroy,
ktoré vykazovali rezistenciu na chemoterapiu (17). Metodikou aCGH bol
realizovany skrining vybranych onkogénov z endometridlnych nédorov,
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 nddorov. Amplifikécia bola zistend 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 3q bol pozorovany
v pozitivnych vzorkadch na HPV 16 a HPV 18, ¢o len potvrdzuje zdvaznost
infekcie HPV pri tomto nddorovom ochoreni (19).

Zaver

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

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. Odporuc¢ania medzindrodného
konzorcia pre Standardizaciu cytogenomickych arraf — ISCA (International
Standard Cytogenomic Array) pouzit CGH ako prvu skriningovd me-
tédu a G-banding pouzivat iba v pripadoch, ako st Downov syndrém
a v pripadoch rodinného vyskytu chromozémovych aberacii (20), je len
krokom k tomuto prechodu. Vysledkom zavedenia novych technolégif 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 vznikol vdaka podpore v rdmci OP Viyskum a vyvoj pre pro-
jekt: Dobudovanie technickej infrastruktdry v oblasti vyskumu diagnostickych
postupov a metdd v rdmci véasnej diagnostiky najcastejsich onkologickych
ochoreni Zien, ITMS 26210120026, spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho
fondu regiondlneho rozvoja.
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