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TECHNOLOGIE, JEZ JE PODSTATOU MIKRODETEKTORU AMPLICHIP

Roche Diagnostics prokazala svou schopnost vyvijet prevratné diagnostické testy, které meéni
zdravotni péci a otviraji nové trhy. V duchu této tradice vytvaii spole¢nost Roche novou fadu
vyrobkit AmpliChip navrZenych tak, ze vyuzivaji silu PCR se vzruSujici technologii
mikrodetektorti Affymetrix. Tato silnd kombinace technologii otvird cestu pro novou generaci
testll, které umozni spolehlivou a celkovou analyzu slozitych genomickych informaci v
jediném analytickém postupu. Doposud takové analyzy bud’ nebyly vhodné pro rutinni
klinické vyuziti, nebo byly vykonavany s pouzitim velmi pracnych a ¢asové naro¢nych
metod.

Roche Diagnostics - Broadest Range of Gene-Based Platforms
Now extended with AmpliChip microarrays

# features* 10 100 1000 10 000 100 000 1000 000
* Number of detectable elements on a chip

# targets 5 50 500 2000 10 000 100 000
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orientovanych projekti spole¢nosti Roche Diagnostics. Mikrodetektory umoziiuji

provadét slozité, celkové genomické analyzy v jednoduchém diagnostickém postupu.



“Molekularni mikroskopy”

Pred vyvinutim mikrodetektorovych metod byl vyzkum vlastnosti molekul a funkci lidského
genetického systému omezen obecné na analyzu jednotlivého genu s tim, ze analyza kazdé
varianty genu Casto vyzadovala samostatnou analyzu. Mikrodetektorové metody revolucnim
zpiisobem zménily toto chapéni a oteviely novy svét moznosti jak v klinickych, tak
vyzkumnych aplikacich. Mikrodetektory Affymetrix jsou uzndvanym standardem pro
rozsahlou paralelni diagnostiku genii v biologickém systému véetné zkoumani struktury genu
a funkce genu. Popisovany jako “molekularni mikroskopy,” tyto mocné nové ptistroje jsou ve
skuteCnosti nepatrnymi sklenénymi Cipy, ne vétsimi nez otisk prstu. Aby se usnadnila
manipulace s nimi, je kazdy Cip uloZen v plastovém krytu a je urcen k jednorazovému pouziti

a potom k likvidaci.

Jako soucast ramcové dohody o spolupraci z ledna 2003 se spole¢nost Affymetrix zavazala
vyrabét mikrodetektory AmpliChip pro spole¢nost Roche Diagnostics za podminek striktni
kontroly kvality. Technologie mikrodetektorii a systémt Affymetrix integruje techniky
vyroby polovodict, metody suché chemie, molekularni biologii, software a robotiku.
Fotolitografie nebo preddefinované vrstveni provadéné molekulu za molekulou s pouzitim
piimé chemické syntézy a masek umoznuje vytvoieni tisicii pfeddefinovanych usektt DNA
sekvenci, 25 molekul dlouhych, na specifickych ¢astech Cipu. Tyto fragmenty DNA
(nazyvané
oligonukleotidy)
naskladané po
tisicich v
nepatrnych 20pum’
bunkach

mikrodetektoru

predstavuji
Powered by Affymetrix

! The Way Ahead™

biologicky systém,

ktery ma byt

analyzovan.

Each 20 pm’ cell on the array can contain 10’

DNA fragments. or “probes”



Mikrodetektory nazyvané také jako “sondové mikrodetektory,” jsou vyrabény v sériich cykla.
Velka sklenénd plotna, z niZ se pak jednotlivé detektory (nebo “Cipy”) vyfezou, je pokryta
adhezivni vrstvou obsahujici fotolabilni ochranné skupiny. Dale se pouzije maska, ktera
umozni expozici pouze vybranych ¢asti mikrodetektoru. Osviceni znehodnoti fotolabilni
ochranné skupiny, coZ umozni selektivni piidani molekul pouze na predtim exponovana
mista. V dal$im kroku se pouZzije jind maska a cely cyklus osviceni a chemické vazby se
provadi znova. Opakovanim tohoto cyklu se nasyntetizuje sada oligonukleotidovych sond,
kazda na definovaném misté. Kazdy vyrobek AmpliChip je navrzen se systémem vestavénych
sond navic a jinymi zpiisoby kontroly kvality, aby byl zajiStén nejvyssi mozny a spolehlivy

vykon.

Hotové mikrodetektory nafezané na jejich maly rozmér se vlozi do plastového krytu, aby se
usnadnila manipulace s nimi. Mikrodetektor testu AmpliChip CYP450 obsahuje vice nez
15,000 riznych oligonukleotidovych sond k analyze obou komplementarnich fetézct

amplifikovaného vzorku cilové DNA.

Vyuziti

Mikrodetektory mohou byt navrzeny k analyze exprese gent (které geny jsou aktivni a které
nejsou aktivni v dané tkéni nebo v daném stadiu nemoci), k detekci urcité genové sekvence
(které stavebni Casti molekul nebo “pary bazi” jsou pritomné ve vzorku, potencialné dilezité

pro identifikaci ur¢itych infekénich nemoci), nebo pro genotypizaci (urceni toho, které

konkrétni genetické odchylky jsou pfitomné u jedince nebo u infekéniho agens.)

Roche Diagnostics pracuje na vyvoji mikrodetektort AmpliChip a jinych geneticky
zaloZenych analytickych pfistroji pro ¢asnou a vice specifickou detekci nemoci a casnou a
vice specifickou identifikaci faktori, které mohou ovlivnit riziko nemoci, progresi nemoci

nebo odpovéd na 1écbu.



Test AmpliChip CYP450

Test AmpliChip CYP450 je prvnim vyrobkem fady AmpliChip spole¢nosti Roche
Diagnostics. Je prvnim vyrobkem vyuzivajicim technologii mikrodetektoru ke kompletni
analyze dvou genti, které ovliviiuji t¢innost 1€kt a nezadouci Gcinky 1¢ki. Test odhaluje
genetické odchylky v genech cytochromu P450 2D6 a 2C19 a vysledek je ve formé
predpokladaného ptislusného fenotypu (pomaly, stfedni, extenzivni, nebo ultra-rychly

metabolizér).

Testovaci ptistroj AmpliChip CYP450 rozeznava 29 znamych polymofismt genu CYP2D6,
vcetné duplikace genu a delece genu, a dva hlavni polymofismy genu CYP2C19. Detekce
téchto polymorfismtt CYP2D6 vyust'uje v identifikaci 33 unikatnich alel, v€etné sedmi alel

duplikace genu CYP2D6.

Aby byla mozna vysoce piesna predpovéd pacientova fenotypu, testovaci ptistroj AmpliChip
CYP450 ma schopnost nejen detekce pritomnosti duplikace genu CYP2D6, ale také
schopnost odhalit kferd odchylka genu (alela) byla duplikovand. Tato specificita je dulezita
pro spravnou piedpoveéd’ fenotypu ultra-rychlych metabolizérii a vyvarovani se potencialnimu

chybnému zafazeni individuélnich testi.

Mikrodetektorova technologie v laboratori

AmpliChip mikrodetektor spojuje silu dvou v této oblasti Spickovych technologii, jeZ jsou
“zlatymi standardy”, Roche Diagnostics PCR a mikrodetektorovou technologii Affymetrix.

Hlavni kroky v analyze zaloZené na mikrodetektorové technologii zahrnuji nasledujici:

1. Test je vyzadan Iékafem (jedna-li se o diagnostiku) nebo je definovan jako soucast

farmaceutického klinického pokusu

2. Je odebran vzorek od pacienta. (Pro test AmpliChip CYP450 je vyzadovan bézny

vzorek pacientovy krve)

3. Vzorek se odesle do laboratote provadéjici genetickou diagnostiku.



4. Laboratorni technik za¢ne PCR amplifikaci vybranych ¢asti DNA ziskanych ze vzorku

od pacienta.

5. Namnozené a oznacené segmenty DNA (takzvany “produkt
PCR”) se aplikuje na mikrodetektor AmpliChip CYP450,
ktery se pak umisti do hybridiza¢ni komtirky Affymetrix, kde
se vytvoii vazby mezi komplementarnimi pary bazi z DNA

fragmentli ve vzorku a v samotném mikrodetektoru.

6. Produkt PCR, ktery se navazal na mikrodetektor se obarvi

fluorescenénim barvivem.

7. Mikrodetektor se umisti do skeneru Affymetrix, kde se provede laserové naskenovani
vzorku po hybridizaci. Softwarova analyza tohoto naskenovaného obrazu urci jaka

specifické geneticka informace je pfitomna ve vzorku.

8. U testovaciho pfistroje AmpliChip CYP450 vytvoii
analyticky software AmpliChip Data Analysis Software
piehlednou zpravu ukazujici, které odchylky CYP2D6 a
CYP2C19 jsou ptitomné. Tato zprava také uvadi

predpokladany fenotyp (pomaly, stiedni, extenzivni, nebo
ultra-rychly metabolizér pro gen CYP2D6, nebo pomaly a extenzivni metabolizér pro
gen CYP2C19), podle toho, pritomnost jakych genetickych odchylek byla analyzou

zjisténa.

Zprava se zasle 1€kafi, jenz pozadoval test, a ten jej pak pouzije jako pomticku pfi

rozhodovani o vybéru 1é¢ebného prostredku a davkovani.

Zavér

Po uvedeni testovaciho ptistroje AmpliChip CYP 450 na trh v Evropé v roce 2004 a ziskani
schvaleni americkou FDA v lednu 2005, se spole¢nost Roche Diagnostics zavazala zavést tuto
vzrusujici technologii do klinické praxe. V nejblizsich letech se ocekdva vyuziti rozsitujicich
se védomosti o genomu a novych technologii, jako naptiklad mikrodetektorti, k hlubs§imu
pochopeni molekuldrnich rozdilt mezi jedinci a jejich nemocemi s cilem zlepsit péci o

pacienty.



