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STRESZCZENIE

Istnienie mutacji punktowych i aberracji chromosomowych o znaczeniu prognostycznym i predykcyjnym sprawito,
ze analiza genetyczna staje sie niezbednym narzedziem w dziedzinie diagnostyki choréb nowotworowych. Niestety,
stosowane obecnie na szeroka skalg klasyczne techniki analityczne wykazujg wiele ograniczen i niedoskonato$ci
— sg stosunkowo czasochtonne i mato wydajne, a przy tym nie pozwalaja na uzyskanie petnej informaciji o da-
nym przypadku choroby. Postepujacy rozwdj technologii przyczynit sie do opracowania wielu nowych, wysoce
zaawansowanych rozwigzan, takich jak techniki oparte na zastosowaniu mikromacierzy, ilo$ciowa analiza ekspresji
gendw przy wykorzystaniu spektrometrii mas czy tez nowoczesne mechanizmy sekwencjonowania DNA i RNA.
Rozwigzania te umozliwiaja dokfadniejsza i bardziej wydajng analize materiatu genetycznego. Ich zastosowanie
pozwala nie tylko na stwierdzenie wystgpowania niemozliwych wczesniej do wykrycia zmian genetycznych, ale
rowniez na prowadzenie badan w nowych obszarach onkogenetyki, takich jak wahania ekspresji genow lub
oddziatywania czynnikdw epigenetycznych na aktywnos$¢ poszczegdlnych regiondw genomu. Ponadto mozliwe
stato sie prowadzenie wydajnych badan asocjacyjnych, ujawniajacych korelacje miedzy wystapieniem konkret-
nych mutacji lub polimorfizméw a pojawieniem sie okreslonej formy nowotworu. Przewiduje sie, ze w niedalekie]
przysziosci dalszy postep technologiczny doprowadzi do stworzenia kolejnej generacji metod analitycznych,
charakteryzujacych sie jeszcze wyzszym stopniem doktadnos$ci i wydajnosci lub tez umozliwiajacych badanie
niedostepnych dotad aspektow genetyki nowotwordw.

Stowa kluczowe: personalizowana medycyna, mikromacierze, sekwencjonowanie nowej generaciji, Amplichip
CYP450, MammaPrint, Oncocarta

ABSTRACT

The existence of prognostic and predictive point mutations and chromosomal aberrations caused that genetic
analysis has become an essential tool in the field of cancer diagnostics. Unfortunately, classical analytical tech-
niques currently used on a large scale have several limitations and imperfections — are relatively time-consuming
and inefficient, and at the same time do not provide full information about the disease. The development of
technology has contributed to the creation of a number of new, highly advanced solutions, such as techniques
based on the use of microarrays, quantitative gene expression analysis using mass spectrometry or modern
mechanisms of DNA and RNA sequencing. These solutions allow more accurate and highly efficient analysis of
genetic material. Their use allows us not only to reveal the existence of genetic changes which were previously
impossible to detect, but also to conduct research in new areas of cancer genetics, such as changes in expres-
sion of certain genes or influence of epigenetic factors on the activity of specific regions of genome. In addition, it
has became possible to conduct effective association studies, revealing the correlation between the occurrence
of specific mutations or polymorphisms, and the emergence of certain forms of cancer. It is expected that in the
near future technological development will lead to the creation of next generation of analytical methods which will
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be characterized by a higher degree of accuracy and performance, or will allow previously inaccessible aspects

of cancer genetics to be widely studied.

Key words: personalized medicine, microarrays, new generation sequencing, Amplichip CYP450, MammaPrint,

Oncocarta
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Wstep

Ze wzgledu na wysoki stopien zréznicowania ge-
netycznego komoérek nowotworowych oraz wynikajace
z niego roznice w stopniu ztosliwosci, objawach klinicz-
nych, a takze wrazliwoSci na dzialanie poszczeg6lnych
chemioterapeutykéw, analiza molekularna zyskuje
w ostatnich latach na znaczeniu jako narzedzie diagno-
styczne. Szczegdlnie wazna dla prowadzenia skuteczne;j
terapii jest mozliwoS§¢ przewidzenia podatnoSci komdrek
nowotworu na zniszczenie poprzez stosowanie kon-
kretnej grupy lekéw. Biorac pod uwage ten parametr,
komorki nowotworowe mozna przyporzadkowac do jed-
nego z trzech typow: bardzo wrazliwych, Srednio wraz-
liwych lub tez niewrazliwych na dziatanie danego leku.

Niestety, szeroko stosowane obecnie techniki ana-
lityczne, mimo swej niewatpliwej przydatnosci, sa sto-
sunkowo czasochlonne, a przy tym cechuja si¢ istotnymi

ograniczeniami, uniemozliwiajacymi uzyskanie petnej
informacji o chorobie [1].

Postep w dziedzinie onkologii, jaki dokonal si¢ na
przestrzeni ostatniej dekady (tab. 1), zwrdcit uwage na
wiele nowych aspektéw genetyki nowotwordw i data
miningu, ktérych kompleksowa analiza jest niezbedna
dla prowadzenia skutecznej walki z chorobami nowo-
tworowymi [2]. Nalezy wérdd nich wymieni¢ migedzy
innymi wystepowanie wrodzonych lub nabytych zmian
genetycznych majacych zwigzek z patogeneza nowotwo-
ru, réznice w natezeniu ekspresji konkretnych genéw,
a takze wplyw czynnikéw epigenetycznych na aktywnosé
okre§lonych regionéw genomu. Upowszechnienie no-
woczesnych, wysokowydajnych technologii, takich jak
mikromacierze, sekwencjonowanie nowej generacji czy
spektrometria mas, moze pozwoli¢ nie tylko na stawianie
doktadniejszej diagnozy, ale réwniez na dalsze poszerza-
nie stanu wiedzy o procesie karcynogenezy.

Tabela 1. Przyktady nowoczesnych wysokowydajnych technologii stosowanych w diagnostyce molekularnej choréb

nowotworowych

Analiza mutacji i polimorfizméw Analiza ekspresji genéw

Analiza metylacji

Mikromacierze Amplichip CYP450 (Roche Diagnostics)
Genome-Wide Human SNP Array
(Affymetrix)

CytoSure ISCA +SNP; CytoSure ISCA

UPD (Oxford Gene Technology)

MammaPrint Symphony Goldengate Methylation
(Agendia) Cancer Panel

GeneChip PrimeView HumanMethylation
(Affymetrix) 450 BeadChip (lllumina)

Expression Array System

(Applied Biosystems)

MeDIP-chip (NimbleGen)

Spektrometria Analiza iPLEX

mas (Sequenom)

MALDI-TOF — OncoCarta
— MelaCarta
— LungCarta

QGE Analyzer (Sequenom)

EpiTyper

(Sequenom)

Sekwencjonowanie DNA-Seq, RNA-Seq:

nowej generacji

Pirosekwencjonowanie 454 (Roche Diagnostics)

Sekwencjonowanie z odwracalnymi terminatorami lub z amplifikacja

mostkowa (lllumina/Solexa):

— Truseq Amplicon Cancer Panel

Sekwencjonowanie SOLID (z ligacjg) (Applied Biosystems)

Sekwencjonowanie lon Torrent (z analiza zmian pH) (Life Technologies)

MeDIP-seq (lllumina, Roche)
Sure Select Methyl-Seq
(Agilent Technologies)
MethylCap-seq (lllumina) [40]
Bisulphite-seq (lllumina)
Bisulfite-uTGCE [41]

PacBio RS — sekwencjonowanie pojedynczych czasteczek DNA w czasie

rzeczywistym (Pacific Biosciences)
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Analiza mutacji i polimorfizméw

Potwierdzono, ze cz¢$¢ mutacji lub aberracji chro-
mosomowych ma charakter powtarzalny dla danego typu
nowotworu, a ich obecno$¢ zwiazana jest z wystapieniem
konkretnych objawéw choroby nowotworowej [3].
W zwiazku z tym stanowia one wazny czynnik decydujacy
o postawieniu rokowania i doborze odpowiedniej terapii
[4, 5]. Szczegdlnie wazne jest stosowanie odpowiednich
narzedzi, zdolnych do wydajnego i niezawodnego wykry-
wania tego rodzaju nieprawidlowosci. Ponadto, waznym
problemem wspoélczesnej molekularnej diagnostyki
onkologicznej jest fakt istnienia zmian genetycznych
niemozliwych do wykrycia przy pomocy standardowego
kariotypowania lub fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
(FISH, fluorescence in situ hybridization). Do grupy tej
naleza niewielkie mutacje na poziomie submikroskopo-
wym (mikrodelecje i duplikacje), a takze utrata hetero-
zygotycznoSci niektdrych regiondw genomu w zwigzku ze
zjawiskiem nabytej disomii jednorodzicielskiej (aUPD,
acquired uniparental disomy) [1].

Nowoczesne metody oparte na zastosowaniu mi-
kromacierzy w poréwnawczej hybrydyzacji genomowej
(Array-CGH, Array-comparative genomic hybridization)
oraz do analizy jednonukleotydowych polimorfizméw
(SNP Array, Single Nucleotide Polymorphism Array)
moga stanowi¢ bardzo skuteczna alternatywe dla trady-
cyjnych technik analitycznych, takich jak kariotypowanie
czy technika FISH [6]. Ich podstawowy element — mi-
kromacierz DNA — to wykonana ze szkla lub tworzywa
sztucznego plytka pokryta odpowiednio dobranymi
oligonukleotydami (sondami), reprezentujacymi okre-
Slone fragmenty genomu. Sondy zdolne sa do wigzania
odpowiadajacych im fragmentéw DNA na zasadzie
komplementarnosci [7].

W metodzie Array-CGH badana probka DNA jest
znakowana barwnikiem fluorescencyjnym, a nast¢pnie
mieszana w stosunku 1:1 z DNA referencyjnym (wolnym
od mutacji), znakowanym barwnikiem o innej fluore-
scencji. Po hybrydyzacji mikromacierz podlega analizie
przy pomocy specjalistycznego systemu komputerowego,
obliczajacego wzajemny stosunek nat¢zenia fluorescencji
obu barwnikéw dla kazdej sondy. Podwyzszona fluore-
scencja barwnika zwigzanego z DNA badanym Swiadczy
o zajSciu w nim duplikacji danego regionu, natomiast
zwiekszona fluorescencja barwnika DNA referencyjnego
— 0 obecnosci delecji w tym obszarze DNA badanego [7].

Przy wykorzystaniu opisywanej techniki przepro-
wadzono analiz¢ materialu genetycznego komérek
nieztoSliwego gruczolaka odbytnicy oraz raka odbytnicy
(po 8 przypadkéw) [6]. Analiza mutacji wykazata odpo-
wiednio obecnos¢ 10 duplikacji i 22 delecji w komorkach
gruczolaka oraz 25 duplikacji i 14 delecji w komdrkach
rakowych. Czg§¢ zmian genetycznych wystepowata w obu
typach patomorfologicznych nowotworéw, jednak odno-

towano réwniez obecno$¢ mutacji specyficznych wylacznie
dla raka. Uzyskane wyniki moga przyczyni¢ si¢ do wyja-
$nienia mechanizmu obserwowanej progresji gruczolaka
(nowotwor tagodny) do raka (nowotworu ztosliwego) [6].

W analogicznych badaniach [8], dotyczacych 59 przy-
padkéw nowotworéw nabtonkowych grasicy, ujawniono
obecnos¢ 4300 przypadkdw zmian liczby kopii (CNV, copy
number variations), obejmujacych fragmenty od kilku tysie-
cy par zasad do nawet calych ramion chromosomdéw. Przy
pomocy narzedzi bioinformatycznych (algorytm GISTIC,
Genomic Identification of Significant Targets in Cancer) wy-
kazano krytyczne znaczenie 126 CNV, w obrebie ktérych
zlokalizowanych bylo migdzy innymi 13 znanych genéw
zwigzanych z patogeneza nowotworéw [8].

Analiza jednonukleotydowych polimorfizméw
(SNP) ma duze znaczenie w kontekscie indywidualnych
predyspozycji chorych do zapadalnoSci na okreslone
rodzaje nowotwordw, ale réwniez do reakcji organizmu
na podanie konkretnych lekéw. Technika SNP Array
wykorzystuje specjalistyczne sondy zaprojektowane do
badania tego typu zmiennosci. Dla danego polimorfizmu
na macierzy umieszczony jest zestaw nawet kilkudziesie-
ciu sond, odpowiadajacych obu jego wariantom, a takze
r6zniacych si¢ doktadnym potozeniem analizowanego
loci. Badane DNA hybrydyzuje ze wszystkimi sondami,
jednak uzyskany sygnat jest wyrazniejszy dla sekwencji
o calkowitej zgodnosci z allelem obecnym w prébee [9].

Przyktadem praktycznego zastosowania mikromacie-
rzy SNP jest Amplichip CYP450 (Roche Diagnostics).
Test ten pozwala na potwierdzenie wystgpowania w or-
ganizmie konkretnych form dwoch enzymoéw z grupy
oksydaz cytochromu P450 — CYP2D6 (33 warianty)
i CYP2C19 (3 warianty). W zaleznoSci od obecnosci
w genomie chorego poszczegdlnych alleli odpowiada-
jacych im genéw, enzymy te charakteryzuja si¢ r6zng
zdolnoScig do metabolizowania substratéw. Jednocze-
$nie szacuje si¢, ze szlaki metaboliczne zwiazane z ich
aktywnoScig moga mie¢ udzial w przetwarzaniu nawet
25% lekow [10], w tym substancji o takim znaczeniu dla
onkologii jak tamoksyfen, stosowany w leczeniu hormo-
nozaleznych rakéw piersi [11]. Zaburzenia dziatania
enzymdow moga przyczyni€ si¢ nie tylko do obnizenia
efektywnosci danego leku, ale réwniez do kumulacji
w organizmie nieprzetworzonych substratéw mogacych
wywotac efekty uboczne o r6znym stopniu szkodliwosci
(tacznie z cigzkimi zatruciami ze skutkiem $Smiertelnym)
[12]. W zwiazku z tym ustalenie zdolnosci enzyméw do
metabolizowania ma duze znaczenie przy okre§laniu od-
powiedniej dawki leku. Dodatkowe utrudnienie stanowi
fakt, ze efekt fenotypowy kombinacji okreslonych dwéch
alleli CYP2D6 jest stosunkowo trudny do przewidzenia,
zwlaszcza biorac pod uwage obecno$¢ wielu grup poten-
cjalnych substratéow dla enzymu [12].

Genotypowanie CYP2D6 u 165 chorych, prze-
prowadzone réwnolegle za pomoca testu Amplichip
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CYP450 oraz cz¢sciej stosowanych metod PCR w czasie
rzeczywistym (RT-PCR), wykazato catkowita zgodnos¢
wynikéw uzyskanych przy wykorzystaniu tych dwoch
odmiennych technologii. Oprécz szybkiej identyfikacji
konkretnych alleli, dodatkowa zaleta stosowania mi-
kromacierzy byta mozliwo$¢ wykrywania przypadkdw
duplikacji badanego genu, ktéra réwniez wykazuje
zauwazalny wplyw na ogdlng aktywnoS$¢ enzymu [12].

Metoda SNP Array moze takze zosta¢ z powodze-
niem wykorzystana do wykrywania przypadkéw utraty
heterozygotycznosci niektorych regionéw genomu. Mi-
kromacierz Affymetrix 10K 2.0 Gene-chip zastosowano
w analizie materialu genetycznego komorek chtoniaka
grudkowego pobranych od 182 chorych [13]. Celem
badania bylo ustalenie czgstotliwoSci wystgpowania
i ewentualnego znaczenia rokowniczego przypadkow
aUPD. Zmiany genetyczne zaobserwowano u 118 (65%)
chorych. Powtarzalne przypadki aUPD odnotowano
w regionach: 6p (25 przypadkdw), 16p (22 przypadki),
12q (17 przypadkdéw), 1p36 (14 przypadkdw), 10q i 6q
(po 8 przypadkow). Analiza statystyczna wykazata,
ze obecno$¢ aUPD w 1p36 jest zwigzana z krétszym
Srednim czasem przezycia (overall survival), natomiast
aUPD 16p — ze skréceniem czasu wolnego od progresji
(progression-free survival) [13].

Mimo niewatpliwych zalet cechujacych techniki ana-
lityczne oparte na zastosowaniu mikromacierzy, nalezy
zwroci¢ uwage na istnienie pewnych niedogodnosci
zwigzanych z ich uzytkowaniem. Podstawowy problem
stanowi paradoksalnie ogromna liczba uzyskiwanych
danych, sprawiajaca trudnosci w zarzadzaniu nimi,
a takze nakladajaca wymag stosowania zaawansowanych
narzedzi bioinformatycznych i statystycznych w celu ich
przetwarzania. Moze to skutkowaé popetnianiem bledéw
i przeoczen przez osoby prowadzace badanie, a w nie-
ktorych przypadkach przyczyni¢ si¢ do wyciagnigcia
niewla$ciwych wnioskéw — np. stwierdzenia wyraznej
korelacji gen—fenotyp w odniesieniu do zbieznosci o cat-
kowicie przypadkowym charakterze.

Jednoczes$nie, ze wzgledu na wysoki stopiefi mody-
fikowalnoéSci, a takze obecno$¢ na rynku co najmniej
kilku wzajemnie konkurencyjnych technologii, za wade
mikromacierzy uznaje si¢ niewielki stopief powtarzalno-
Sci eksperymentéw. Taki stan rzeczy znaczaco utrudnia
potwierdzanie wynikéw uzyskanych w danym o$rodku
przez inne, niezalezne zespoty badawcze. Wplyw na ten
aspekt ma réwniez stosowanie w poszczegdlnych labo-
ratoriach odmiennych protokotéw izolacji, oczyszczania
oraz hybrydyzacji materiatu genetycznego [14].

Ponadto, nalezy zauwazy¢, ze btedy popetnione na
etapie przygotowania probki moga skutkowaé zabu-
rzeniami fluorescencji i uzyskaniem nieprawidtowych
danych. W zwigzku z tym badany material wymaga
traktowania ze szczegdlng starannoscia i zastosowania
specjalistycznych odczynnikéw. W potaczeniu z wysokim

kosztem pozyskania samej mikromacierzy, powoduje to
znaczace obnizenie optacalnosci przedsigwzigcia [15].
Problem wysokich naktadéw finansowych niezbednych
do prowadzenia badaf z wykorzystaniem mikromacierzy
moze w niedalekiej przysztosci straci¢ na znaczeniu.
Wplyw na to bedzie mial prawdopodobnie postep
technologiczny powodujacy obnizenie kosztow produk-
cji mikromacierzy.

W ostatnich latach duze nadzieje wiaze si¢ z bada-
niem zjawiska wrodzonej podatnosci na nowotwory,
wynikajacej z mutacji lub polimorfizméw. Badania
asocjacyjne catego genomu (Genome-Wide Association
Studies) prowadzone sg w dwoch grupach (kontrolnej
ibadanej), w ktérych porownuje si¢ czestotliwosé wyste-
powania wariantow konkretnych sekwencji genetycznych
oraz jej ewentualne korelacje z pojawieniem si¢ okreslo-
nych cech fenotypowych — takich jak predyspozycja do
zachorowan na nowotwory. Wigksza liczba przeanalizo-
wanych genomoéw wplywa w takim przypadku pozytywnie
na wiarygodno$¢é wyniku. W zwiazku z tym prowadzenie
tego typu badan wymaga zastosowania wydajnych tech-
nologii umozliwiajacych analiz¢ materialu pobranego
od wielu pacjentéw w stosunkowo krétkim czasie, przy
jednoczesnym ograniczeniu kosztow.

Przyktadem wysokowydajnej technologii, ktéra zna-
lazta zastosowanie w tej dziedzinie, jest spektrometria
mas dedykowana kwasom nukleinowym. Na jej wyko-
rzystaniu opiera si¢ dziatanie systemu MassARRAY®
(Sequenom). Wstepnym etapem procesu jest w tym
przypadku amplifikacja badanego materialu za pomoca
tancuchowej reakcji polimerazy (PCR, polymerase chain
reaction). Nastepnie przy wykorzystaniu fosfatazy alka-
licznej usuwany jest nadmiar deoksynukleotydow. Gtow-
ny etap stanowi tak zwana reakcja iPLEX® — primery
przygotowane dla badanej prébki podlegaja wydtuzaniu
z wykorzystaniem dideoksynukleotydéw terminalnych
odpowiednio zmodyfikowanych pod wzgledem masy
czasteczkowej. Po zakoficzeniu multipleksowych reakcji
(w jednym dotku moze dochodzi¢ do amplifikacji nawet
40 réznych produktéw) uzyskany material jest anali-
zowany w spektrometrze mas Maldi-Tof (Sequenom).
Wykryte réznice w uzyskanych widmach masowych
pozwalaja na ujawnienie istniejacych polimorfizméw.
Wszystkie etapy procesu wykonywane sa automatycznie
w zaprojektowanym do tego urzadzeniu [16].

System ten zostal wykorzystany miedzy innymi
w badaniu nad ryzykiem zachorowania na chtoniaki nie-
ziarnicze [17]. Probki materiatu genetycznego pobrane
od 73 chorych poréwnano z grupa kontrolna (500 zdro-
wych o0s6b) pod katem wystepowania polimorfizméw
5 gendw zwigzanych z naprawg DNA (MGMT L84F,
MGMT K178R, XPA TSS+62, XPD K751Q oraz XPG
TSS+372). Statystyczna korelacje z pojawieniem si¢
chtoniakéw wykazal polimorfizm MGMT L84F — zasta-
pienie czasteczki leucyny przez fenyloalaning w pozycji
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84. omawianego biatka wigzato si¢ z ponad 2-krotnie
wiekszym (2,085 X) ryzykiem rozwoju nowotworu [17].
Do poszukiwania nowych rozwiazan w zakresie
sekwencjonowania materialu genetycznego zacheca
réwniez niewystarczajacy poziom detekcji mutacji soma-
tycznych w tradycyjnym sekwencjonowaniu metoda San-
gera. Przy wykorzystaniu spektrometrii mas przeprowa-
dzono analiz¢ 1000 prébek tkanek pobranych od chorych
z 17 r6znymi typami nowotworéw ztosliwych [3]. Celem
badania bylo ustalenie czestotliwoSci wystgpowania
238 znanych mutacji niesynonimicznych majacych zwigzek
z patogeneza chordb nowotworowych. W przypadku genu
EGFR analiza widm masowych ujawnila wystepowanie
12 mutacji, podczas gdy sekwencjonowanie tych samych
probek metoda Sangera pozwolito na wykrycie jedynie
9z nich. Pozostate 3 mutacje (25%) nie zostaly wykryte ze
wzgledu na niski udziat ilo§ciowy zmutowanej sekwencji.
Wyniki tego badania zostaly wykorzystane do stwo-
rzenia wyspecjalizowanych aplikacji diagnostycznych:
OncoCarta, MelaCarta i LungCarta, umozliwiajacych
analiz¢ nowotworowego DNA pod katem wystepowania
najczestszych mutacji. W przypadku dwoch ostatnich
paneli analiza zawegzona jest do konkretnego typu no-
wotworu — czerniaka zto§liwego lub raka ptuca [18].

Wedhug specyfikacji producenta, panel OncoCarta
1.0 zdolny jest do identyfikacji 238 mutacji w obr¢bie
19 genéw zwiazanych z nowotworami. Poréwnania
jego skutecznosci z tradycyjnymi metodami dokonano
poprzez analiz¢ 96 probek tkanki nowotworowej za-
topionych w parafinie. Za pomocg konwencjonalnego
sekwencjonowania z uzyciem dideoksynukleotydow
stwierdzono obecnos$¢ 74 mutacji. Panel OncoCarta
1.0 pozwolit na wykrycie 70 z nich, a ponadto ujawnil
obecnos¢ 31 kolejnych, niewykrytych wczesniej [18].

System MassARRAY nie tylko pozwala na genoty-
powanie z uzyciem do oSmiu paneli dziennie w wersjach
zawierajacych 96 lub 384 dotki, ale réwniez umozliwia
znaczne obnizenie kosztu badania. Wyniki analizy
45 mutacjiw genach: APC, MLHI, MSH2 i MSH6 prze-
prowadzonej z wykorzystaniem reakcji iPLEX oraz
techniki PCR w czasie rzeczywistym (real-time PCR)
wykazaly zdecydowanie wyzsza optacalnos¢ wysoko-
wydajnych technologii w poréwnaniu z tradycyjnym
sekwencjonowaniem. Multipleksowa analiza iPLEX
pozwala na ocen¢ 36 mutacji w cenie 3 euro za préb-
ke, ocena 9 mutacji metoda real-time PCR z sondami
TaqMan zostala wyceniona na 2,5 euro, natomiast
sekwencjonowanie pojedynczej nici metoda Sangera
wymaga naktadéw 7 euro za odczynniki i materiaty
eksploatacyjne, nie wliczajac kosztéw amortyzacji, czasu
pracy i kosztéw posrednich [19].

Innym przyktadem kompleksowego narzedzia
zwigzanego z diagnostyka nowotwordw jest TruSeq®
Amplicon — Cancer Panel (Illumina), wykorzystu-
jacy technike sequencing by synthesis (SBS). Pierw-

szym etapem metody jest przygotowanie tak zwanej
biblioteki genomowej — genomowe DNA podlega
fragmentacji, a nastgpnie hybrydyzacji z sondami spe-
cjalnie przygotowanymi pod katem badanych gendw.
Sondy te zawieraja zaréwno sekwencje oskrzydlajace
okreslony region genomu, jak i tak zwane sekwencje
adaptorowe. Na plytce zlokalizowane sa oligonukleo-
tydy komplementarne do adaptoréw, co po dodaniu
probki skutkuje hybrydyzacja, wydtuzaniem czasteczek
oraz nastgpowaniem kolejnych cykli amplifikacji.
Wysokie zageszczenie oligonukleotydow odpowiada-
jacych konkretnemu fragmentowi genomu skutkuje
powstaniem w wyniku amplifikacji mostkowej tak
zwanych klastréw DNA, pozwalajacych na uzyskanie
silniejszego koficowego sygnatu. Po amplifikacji nici
opdznione s3 usuwane z roztworu, a zakofczenia
pozostatych czasteczek zostaja zablokowane. Kolejny
krok stanowi sekwencjonowanie probki poprzez przyla-
czanie komplementarnych nukleotydéw potaczonych ze
znakowanymi odwracalnymi terminatorami (reversible
terminators). Przytaczenie danego nukleotydu do nici
powoduje zablokowanie dalszego wydtuzania i jedno-
cze$nie wzbudzenie odpowiadajacego mu barwnika,
co wychwytuje odpowiedni detektor. Nastepnie termi-
nator wraz z barwnikiem jest usuwany, aby umozliwié
przylaczenie kolejnych nukleotydéw [20].

Na omawianym panelu zlokalizowanych jest 212 am-
plikonéw zwigzanych z 48 genami, ktore szczegdlnie czg-
sto ulegaja uszkodzeniu podczas transformacji i progresji
r6znych typéw nowotworéw — migdzy innymi czerniaka,
raka phuca, jajnikéw i jelita grubego. Ponadto, na kazdym
panelu mozliwa jest jednoczesna analiza nawet 96 pro-
bek. Zastosowanie tego rodzaju testow moze pozwoli¢ na
stosunkowo szybkie uzyskiwanie informacji dotyczacych
profilu genetycznego danego przypadku nowotworu [20].

Analiza metylacji

Oproécz opisanych przypadkéw zmian genetycznych
wyrazny zwiazek z patogeneza nowotworéw wykazuja
réwniez czynniki epigenetyczne, z ktérych najczesciej
wystepujacymi sa metylacje zasad azotowych wcho-
dzacych w sktad DNA [21]. Zwigkszone predyspozycje
do metylacji wykazuja tak zwane miejsca CpG (Cyto-
sine-phosphate-Guanine), czyli miejsca na nici DNA,
w ktorych sasiaduja ze soba czasteczki cytozyny i guaniny
potaczone wigzaniem fosfodiestrowym. W miejscach
tych ze szczegdlnie wysoka czestotliwoscia nastepuje
metylacja cytozyny do 5-metylocytozyny. Nalezy zauwa-
zy¢, ze miejsca CpG (skupione w wigkszych jednost-
kach — tzw. wyspach CpG) bardzo licznie wystepuja
w obrebie sekwencji promotorowych, w zwiazku z czym
ich metylacje moga skutkowa¢ zmianami w ekspresji
okre§lonych gendw [22].
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Badania asocjacyjne epigenomu (EWAS, Epigeno-
me-Wide Association Studies) wykorzystywaly w ostat-
nich latach mikromacierze Infinium HumanMethyla-
tion27 BeadChip (Illumina) do jednoczesnej analizy
okoto 27,5 tys. loci CpG w obrebie ponad 14 tys. genéw
[23], natomiast najnowsze mikromacierze Infinium
HumanMethylation450 BeadChip umozliwiaja oceng
ponad 485 tys. miejsc metylacji na probke przy rozdziel-
czo$ci na poziomie pojedynczych nukleotydéw (tab. 1).

Badana probka DNA traktowana jest bisulfitem,
ktéry powoduje konwersje niezmetylowanych czaste-
czek cytozyny do uracylu. Nastgpnie DNA podlega
standardowej amplifikacji, w wyniku ktorej w miejscach
niezmetylowanych uracyl zostaje zamieniony na tymine.
Kolejnym krokiem jest trawienie probki za pomoca
enzymoOw restrykcyjnych oraz denaturacja w celu uzy-
skania pojedynczych nici. Na stosowanej mikromacierzy
sa zlokalizowane sondy, w ktérych sekwencje komple-
mentarne do analizowanych loci (zmetylowanych lub
nie) umieszczone sa na kofcu czasteczki. Jesli badane
DNA ulegnie pelnej hybrydyzacji z sonda, nastapi jej
wydtuzanie (annealing), natomiast jesli hybrydyzacja nie
bedzie kompletna przez niezgodnos¢ ostatnich nukleoty-
déw — wydtuzanie si¢ nie rozpocznie. W skiad roztworu
reakcyjnego wchodza znakowane dideoksynuklotydy,
ktore po przytaczeniu blokuja dalsze wydtuzanie. Ana-
liza wzajemnego stosunku ich fluorescencji pozwala
okresli¢, czy w danym Joci nastapita metylacja, a takze
czy dotyczy ona jednego, czy tez obu alleli [23].

W badaniach poréwnawczych gruczolakoraka prze-
Iyku oraz tak zwanego przelyku Barretta, prowadzonych
z wykorzystaniem wolnego DNA wyizolowanego z ptynu
miedzykomoérkowego wykazano, ze na podstawie wzoréw
metylacji mozliwe jest odrdznienie tych schorzen zaréwno
od siebie, jak i od zdrowej tkanki [24]. W DNA raka przely-
ku odnotowano 911 loci z rznicami w metylacji w stosunku
do zdrowej tkanki, w DNA komorek przetyku Barretta
— 46 loci, natomiast réznice pomigdzy gruczolakorakiem
i przelykiem Barretta wykazano w obrebie 554 loci [24].

W analizie materialu genetycznego nowotworow
jelita grubego: raka (n = 124) i gruczolaka (n = 39)
ujawniono, zZe juz na wezesnym etapie schorzenia, w po-
nad 80% przypadkow pojawiaja si¢ metylacje w obrebie
sekwencji promotorowych genéw FBN2 i TCERGIL
powodujace ich wyciszenie. Zjawiska tego nie zaobser-
wowano w zdrowych komorkach jelita. W zwigzku z tym
wymienione przypadki metylacji moga z powodzeniem
stuzy¢ jako biomarkery [25].

Analiza ekspresji genéw
Waznym aspektem badan w dziedzinie onkologii

jest analiza poziomu ekspresji konkretnych genéw oraz
ewentualnych zmian jej natezenia w zwiazku z transfor-

macja i progresja nowotworu. Rozwdj zaawansowanych
technik analitycznych moze pozwoli¢ na wyodrebnienie
genéw markerowych, ktorych ekspresja ulega widocz-
nym zmianom w toku rozwoju konkretnej odmiany no-
wotworu. W takim przypadku analizie Array-CGH moga
zosta¢ poddane probki cDNA lub cRNA wywodzace si¢
z komoérek badanych i kontrolnych.

Jako pierwotna matryca do stworzenia tego rodza-
ju czasteczek moze postuzy¢ wyizolowany z komoérki
catkowity RNA lub tez oczyszczony mRNA. W obu
przypadkach na uzyskanej syntetycznej czasteczce repre-
zentowane sa jedynie geny ulegajace transkrypcji w danej
komorce. Poréwnanie hybrydyzacji badanych probek
z przygotowanymi sondami pozwala na zobrazowanie
réznic w ekspresji konkretnych genéw [26, 27], a co za
tym idzie, stworzenie sygnatur prognostycznych i ich za-
stosowania do onkologicznej diagnostyki molekularne;.

Badanie z wykorzystaniem mikromacierzy przepro-
wadzone na 98 przypadkach raka piersi (dziedzicznych
i sporadycznych) pozwolitlo na wyodregbnienie okoto
5000 genéw, ktorych ekspresja ulega wyraznym wa-
haniom [28]. Do analiz wykorzystano probki cRNA,
natomiast materiat referencyjny uzyskano poprzez
wymieszanie w réwnych proporcjach cRNA wszystkich
przypadkéw sporadycznych. Automatyczne uszere-
gowanie analizowanych nowotworéw pod wzgledem
genetycznego podobiefistwa (dendrogram) uwidocznito
istnienie dwoch gtéwnych grup o potencjalnym znaczeniu
prognostycznym. W grupie I (n = 62) sposrdd wszystkich
przypadkéw nowotworéw sporadycznych przerzuty w cia-
gu 5 lat od postawienia diagnozy rozwinely si¢ u 34%
chorych, podczas gdy w grupie I (n = 36) wspdtczynnik
ten wyniost az 70% chorych. Badanie immunohistoche-
miczne receptora dla estrogendw (ERa) wykazato jego
nieobecnos$¢ w 39 przypadkach, z czego 34 umieszczone
zostaly wczesniej w grupie II. Doktadniejsza analiza
danych uzyskanych z mikromacierzy wykazata, ze w gru-
pie II deregulacji ulegaja dwa gléwne zespoly gendéw
— pierwszy, 0 znaczaco obnizonej ekspresji, obejmujacy
genreceptora ER (ESRI) i geny ulegajace wspdlnej z nim
regulacji, oraz drugi, wykazujacy nadekspresje¢ i obejmu-
jacy gtéwnie geny ulegajace ekspresji w limfocytach T
i B. Nalezy réwniez zauwazy¢, ze w grupie 11 znalazto si¢
16 z 18 przypadkéw nowotwordw dziedzicznych zwigza-
nych z wrodzong mutacja genu BRCAI [28].

Dla raka piersi opracowano sygnatur¢ prognostyczna
pozwalajacg okresli¢ ewentualna zdolno$¢ nowotworu
do tworzenia przerzutéw odlegtych [28] oraz sygnature
predykcyjna pozwalajaca na indywidualizacje terapii
(MammaPrint Symphony, Agendia) (tab. 1). Wynik
analizy ekspresji gendw wykonanej testem diagno-
stycznym bazujacym na technologii mikromacierzowej
pozwala na przyporzadkowanie chorego do jednej z grup
rokowniczych (MammaPrint) oraz na podjecie decyzji
dotyczacej wdrozenia radykalnej terapii adjuwantowej
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[29] (MammaPrint, TargetPrint, BluePrint) i persona-
lizacje leczenia (TheraPrint).

W innym eksperymencie, przy wykorzystaniu mikro-
macierzy do analiz ekspresji genow (Applied Biosystems
Gene Expression Array System) przebadano 23 przypadki
kostniakomigsaka [30]. DwanaScie prébek pobrano
z guzdw pierwotnych, natomiast kolejnych 11 — z ognisk
przerzutowych. Wyniki badania wykazaly, ze w komdrkach
przerzutéw wyraznie podwyzszona jest ekspresja genéw
cytokin i chemokin. Ponadto zauwazono, ze w komor-
kach guzéw pierwotnych, ktére wytworzyly lub tez mialy
w przyszlosci wytworzy¢ przerzuty, istnieje podwyzszona
ekspresja genu receptora chemokiny 4 (CXCR4), nieob-
serwowana w guzach bez przerzutéw [30].

W celu badania ekspresji gendw mozliwe jest réw-
niez wykorzystanie sekwencjonowania nowej generacji
(RNA-seq) opartego na opisywanej wczesniej technice
SBS (Illumina). Badania poréwnawcze komdrek ma-
cierzystych raka watrobowokomoérkowego ze standar-
dowymi, nienowotworowymi komdrkami macierzystymi
wykazaly podwyzszong ekspresje 119 oraz obnizenie
ekspresji 381 gendw [31]. Pierwotny eksperyment prze-
prowadzony zostat na probkach pobranych od trzech
chorych. Wyniki potwierdzono przy wykorzystaniu
techniki qRT-PCR, a takze poprzez analogiczne bada-
nie kolejnej grupy chorych (12 0sdb). Geny wykazujace
zmiany ekspresji w nowotworowych komérkach macie-
rzystych zwigzane byly miedzy innymi ze stanem zapal-
nym, lekoopornoscia oraz metabolizmem lipidow. Jako
potencjalny marker obecno$ci komérek macierzystych
raka (a takze obiekt terapii celowanej) moze postuzyc¢
gen GPC3, ktory wedtug uzyskanych wynikow ulega
w nich bardzo wyraznej ekspresji, pozostaje natomiast
nieaktywny w prawidtowych komérkach watroby [31].

Innym przyktadem jest badanie poréwnawcze cDNA
z komorek nabtonka oskrzeli, przeprowadzone w celu zba-
dania wplywu dymu tytoniowego na ekspresj¢ genéw [32].
Poréwnywane grupy stanowily osoby niepalace i palacy
ochotnicy oraz palacze zdrowi i cierpiacy na raka pluca,
poddani chirurgicznemu usunigciu guzka ptuca. Analizy
RNA-Seq z wykorzystaniem bibliotek genomowych
przygotowanych wedtug dwdch réznych protokotéw wy-
kazaly miedzy innymi, ze w komérkach nablonka oskrzela
u palaczy zmianom ulegata ekspresja genéw zwiazanych
z przemianami ksenobiotykéw (przy udziale cytochromu
P450), metabolizmem retinolu oraz aktywnoscia enzyméw
z grupy oksydoreduktaz. Ponadto w komdrkach chorych
z rakiem pluca w poréwnaniu z pozostatymi grupami de-
regulacji ulegaly geny zwiazane ze szlakami sygnalowymi
cytokin i chemokin oraz z biatkami adhezyjnymi bton
komorkowych. Uzyskane wyniki potwierdzono za pomoca
mikromacierzy oraz techniki qRT-PCR [32].

Jako przyktad nowego podejécia w dziedzinie ge-
netyki nowotworéw moze postuzy¢ analiza aktywnoSci
czasteczek miRNA, ktére w Swietle ostatnich badan

stanowia szczegdlnie istotny element sieci wewnatrz-
komoérkowych oddziatywan. Szacuje si¢, ze poprzez
mechanizm interferencji RNA modulowana by¢ moze
aktywno$¢ nawet 60% genéw w ludzkim organizmie [33].

Obnizenie ekspresji czasteczki miR-342 wykazuje
udowodniong korelacje z oporno$cia odmian ER + raka
piersi na tamoksyfen [34]. Badania poréwnawcze ekspresji
wykazaly deregulacje aktywnosci az 160 gendéw w odpowie-
dzi na zmiany st¢zenia tej czasteczki. Analiza uzyskanych
danych przy wykorzystaniu narzedzi bioinformatycznych
potwierdzita zaburzenie przebiegu co najmnie;j kilku szla-
kéw metabolicznych zwigzanych migdzy innymi z kontrola
cyklu komérkowego i naprawa DNA [34].

Jako marker prognostyczny raka prostaty moze na-
tomiast postuzy¢ czasteczka miR-30d. Wedtug danych
uzyskanych przy pomocy mikromacierzy i techniki
qPCR, jej ekspresja w komoérkach trzech linii raka
prostaty byla znacznie wyzsza niz w probie kontrolnej
(2 linie prawidtowych komorek prostaty). Wynik ten
potwierdzono poprzez analiz¢ probek tkanek nowo-
tworowych. W badaniach in vitro wykazano ponadto,
ze komorki raka prostaty o wysokiej ekspresji miR-30d
charakteryzuja si¢ przyspieszong proliferacja i zwigk-
szonym potencjatem inwazyjnym [35].

Zmiany w ekspresji miRNA potwierdzono takze
w wielu innych badaniach dotyczacych r6znych klas no-
wotworow [36-38]. W zwiazku z tak szerokim spektrum
oddzialywan tej klasy czasteczek, poszerzanie stanu wie-
dzy na ich temat wydaje si¢ by¢ jednym z nadrzednych
celéw wspotczesnej onkogenetyki.

Podsumowanie

Wysokowydajne techniki analityczne oparte na wy-
korzystaniu mikromacierzy, spektrometrii mas i sekwen-
cjonowania nowej generacji moga stanowi¢ skuteczna
alternatywe dla tradycyjnych, szerzej rozpowszechnionych
metod, takich jak standardowe kariotypowanie, technika
FISH, real-time PCR czy sekwencjonowanie metoda
Sangera. Do najwazniejszych korzysci ptynacych zich za-
stosowania nalezy zaliczy¢: mozliwo$¢ wykrywania nowych
typdw zmian genetycznych i czynnikéw epigenetycznych
wplywajacych na ekspresje gendéw, duza doktadnosé,
spadek kosztéw wraz ze wzrostem liczebnoSci grupy
badanej oraz oszczedno$¢ czasu i niewielkie prawdopo-
dobiefnstwo popelnienia btedu przez cztowieka w zwigz-
ku z czesta automatyzacja poszczegdlnych procesow.
Ponadto dodatkowg zaletg jest mozliwo$¢ dostosowania
uzytkowanej techniki do wymagan osoby prowadzacej
badanie — zawezenie testu do danej klasy nowotwordw
lub personalizacja wzgledem konkretnego chorego.

Na przestrzeni ostatnich lat obserwuje si¢ niezwykle
szybki rozwdj technologii zwigzanych z analiza materialu
genetycznego, a takze wyrazng tendencj¢ do spadku cen
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i stopniowego upowszechniania zaawansowanych roz-
wigzan w oSrodkach diagnostycznych oraz badawczych.
Techniki do niedawna dostgpne jedynie w wiodacych
Swiatowych laboratoriach obecnie pojawiaja si¢ w zasiegu
mniejszych placowek lub zaktadéw szpitalnych. Jako
przyktad moga postuzy¢ sekwenatory 454 GS Junior (Ro-
che) oraz MiSeq (Illumina), bedace w istocie zminiatury-
zowanymi wersjami systemow o wigkszej przepustowosci
(odpowiednio: 454 GS FLX i systemy z grupy HiSeq),
zaprojektowanymi z my$la o ograniczeniu kosztéw [39].
Nalezy przewidywad, ze nieustanny postep technolo-
giczny doprowadzi w niedalekiej przysztoSci do stworzenia
kolejnej generacji metod analizy molekularnej, charak-
teryzujacych si¢ jeszcze wyzszym stopniem wydajnoSci
idoktadnosci lub tez skupiajacych si¢ na zupetnie nowych,
niedostepnych dotad aspektach genetyki nowotworéw.
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