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Souhrn
Moderní metodiky studia genové exprese na úrovni RNA vyuÏívající DNA ãipy (DNA microarrays) pfiedstavují
úãinn˘ nástroj nejen pro v˘zkum onkologick˘ch onemocnûní, ale mají i velk˘ potenciál stát se základem nov˘ch
diagnostick˘ch postupÛ. Jejich úspû‰ná aplikace v‰ak vyÏaduje zvládnutí problematick˘ch postupÛ jako jsou odbûr
vzorku, izolace RNA nebo znaãení nukleov˘ch kyselin. S ohledem na mnoÏství rÛzn˘ch DNA ãipov˘ch platfo-
rem, neexistuje jeden univerzální návod, kter˘ by mohl b˘t pouÏit ve v‰ech laboratofiích. Protokoly zpracování
DNA ãipÛ se proto, nûkdy velmi v˘raznû li‰í, coÏ má negativní dopad i na moÏnost jejich diagnostického vyuÏití. 

Klíãová slova: RNA, DNA ãip, biopsie, genová exprese

Summary
Gene expression profiling using DNA microarrays represents not only a powerfull tool for oncological research
but have also a big potential to become a standard diagnostic technique. However, successfull microarray appli-
cation needs to overcome some pitfalls such as sample collection, RNA isolation or nucleic acid labeling. Due to
the number of microarray platforms there is no universal guide that can be used by all laboratories. The number
of sometimes very different protocols for DNA microarray processing has a negative impact on their diagnostic
utilization.

Keywords: RNA, microarray, biopsy, gene expression
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Úvod
Rychl˘ rozvoj molekulárnû-biologick˘ch technik v posledních
letech s sebou pfiiná‰í zcela nové poÏadavky i na klinické léka-
fie, chirurgy a patology. Odebíran˘ biologick˘ materiál by mûl
b˘t pouÏiteln˘ i pro ta nejnároãnûj‰í vy‰etfiení, mezi nûÏ patfií
i sledování genové exprese pomocí DNA ãipÛ. Pro tyto anal˘zy
je nutné získat co nejvût‰í mnoÏství velmi kvalitní RNA, tzn. co
nejvût‰í, ale zároveÀ reprezentativní vzorek nádorové tkánû, krve
nebo kostní dfienû. Asi nejvût‰ími problémy, na kter˘ch mÛÏe
cel˘ ãipov˘ experiment ztroskotat, jsou nutnost rychlého odbû-
ru a „kontaminace“ vzorku „normálními“ buÀkami. Ani úspû‰-
né zvládnutí procesu odbûru vzorku a izolace RNA nevede auto-
maticky ke zdaru celého experimentu. Vzorek RNA je‰tû pfied
hybridizací prochází sérií úprav, pfii kter˘ch je naznaãen (napfi.
fluorescenãní barvou) pfiípadnû i amplifikován. Tyto kroky stej-
nû jako hybridizace vût‰inou vyÏadují ãasovû i finanãnû nároã-
nou optimalizaci protokolÛ a jakákoli, byÈ na první pohled nepa-
trná zmûna postupu, mÛÏe v˘znamnû ovlivnit jejich v˘sledek. 

Odbûr vzorkÛ
Jde o jedno z kritick˘ch míst, které vût‰inou vyÏaduje tûsnou
spolupráci nûkolika pracovi‰È (laboratofi, chirurgie, ambulan-
ce, patologie ad.). Technická nároãnost je závislá na druhu ode-
bíraného vzorku. 

a) Odbûry krve a kostní dfienû. 
Pro úãely sledování profilÛ genové exprese staãí obvykle 2-
10ml nesráÏlivé citrátové nebo K3EDTA krve nebo 1-5ml
obdobnû o‰etfiené kostní dfienû. V nemocnicích jsou bûÏnû
dostupné odbûrové nádobky pÛvodnû urãené pro stanovení
krevního obrazu. Nesmûjí se v‰ak pouÏít zkumavky s hepari-
nem, kter˘ interferuje s PCR. BuÀky si zachovávají Ïivotnost
dlouhou dobu po odbûru a k zaznamenatelné degradaci nedo-
chází ani nûkolik hodin po aspiraci pfii ponechání vzorkÛ pfii
pokojové teplotû. Otázkou je zmûna exprese genÛ v buÀkách
ponechan˘ch del‰í dobu mimo organismus. V˘hodou krve jako
zdrojového materiálu je i celkem snadná separace hlavních
typÛ jadern˘ch bunûk – granulocytÛ a mononukleárÛ na den-
zitních gradientech. Takto oddûlené bunûãné populace mohou
b˘t pouÏity jako v˘chozí materiál pro získání raritních subpo-
pulací jako jsou napfi. leukemické (v prÛbûhu léãby) nebo
hematopoetické prekurzorové buÀky pomocí fluorescence acti-
vated (FACS) nebo magnetic cell sortingu (MACS). Mimo to
jsou komerãnû dostupné sady pro odbûr krve na izolaci RNA
pouÏívající princip chemické stabilizace. Jejich zásadní nev˘-
hodou je nemoÏnost následné separace krevních bunûk a samo-
zfiejmû vy‰‰í cena. 

b) Odbûry bronchoalveolární laváÏe (BAL). 
BAL se vyznaãují pomûrnû mal˘m v˘tûÏkem RNA (cca do
1μg) vzhledem k omezenému poãtu bunûk. Navíc první 2 frak-
ce obsahují vedle bunûk leukocytární fiady pomûrnû hodnû epi-
telov˘ch bunûk (aÏ desítky procent). BuÀky leukocytární fiady
jsou v‰ak zajímavé z hlediska exprese NOS a markerÛ spoje-
n˘ch s alergick˘mi reakcemi. Pro tyto úãely se proto odebírá
aÏ tfietí frakce, která obsahuje pfieváÏnû leukocytární fiadu. 
c) Odbûry biopsií solidních nádorÛ.
Existuje nûkolik bûÏn˘ch typÛ biopsií: 
1. Jehlové biopsie. Jejich v˘hodou je malá zátûÏ pacienta.

K tomuto úãelu se pouÏívají speciální tzv. tru-cut jehly, kte-
ré z cílové tkánû vyfiíznou váleãek tlou‰Èky do 1mm a dél-
ky cca do 10 - 15mm. PouÏívají se napfi. pfii vy‰etfiování
metastáz nádorÛ v játrech. Toto mnoÏství nemusí nûkdy sta-
ãit pro pfiípravu dostateãného mnoÏství celkové RNA a je
pak nutno pouÏívat amplifikaci RNA. 

2. Malé excize pomocí speciálních bioptick˘ch kle‰tí a fibro-
skopÛ. Lze jimi odebrat aÏ nûkolik mm cílové tkánû. Pou-

Ïívají se napfi. pfii vy‰etfiování rektálních nádorÛ. Uvedené
mnoÏství tkánû vût‰inou umoÏní pfiípravu 5 – 50 μg celko-
vé RNA, coÏ je dostateãné pro aplikace DNA ãipÛ.

3. Operaãní excize. Lze jimi odebrat vût‰inou dostateãné
mnoÏství nádorové tkánû pro DNA ãipy.

4. Tenkojehelné aspiraãní biopsie. Ty pfiedstavují nejmen‰í
zátûÏ pro pacienta, mnoÏství takto získané tkánû a tedy
i RNA je ale velmi malé, zároveÀ mÛÏe b˘t negativnû ovliv-
nûna reprezentativnost vzorku .

Ve v‰ech pfiípadech probíhají odbûry za informovaného sou-
hlasu pacienta a jsou indikovány o‰etfiujícími onkology aÏ po
konkrétní domluvû s patologem, tak aby odbûrem nebyla dotãe-
na moÏnost patologického zhodnocení nádoru. Nûkdy není
moÏné z dÛvodÛ priority patologického vy‰etfiení provést nativ-
ní biopsii pro experimentální úãely. V takovém pfiípadû je moÏ-
né pouÏít patologem jiÏ zhodnocené parafinové fiezy tkání. To
ov‰em znamená nejenom mal˘ v˘tûÏek RNA a obvyklou nut-
nost amplifikace RNA, ale i rozpad RNA na men‰í fragmen-
ty a nutnost pouÏít speciální metody jak pfii izolaci RNA, tak
pfii následném zpracování materiálu. ProtoÏe tkáÀ je v parafi-
nov˘ch fiezech obvykle fixována formaldehydem, kter˘ mety-
luje DNA, nejsou rutinní parafinové fiezy vhodné ke sledová-
ní metylaãního statusu DNA. Existují v‰ak i speciální
histologická fixativa, která nemetylují DNA. S tûmito fixati-
vy lze parafinové fiezy pouÏít i pro sledování metylaãních pro-
filÛ DNA.

Stabilita RNA
Odbûr materiálu pro izolaci RNA je vzhledem k degradabili-
tû RNA pomûrnû nároãn˘. Samotná RNA je stabilní, ale je vel-
mi rychle degradována v‰udypfiítomn˘mi enzymy ribonukle-
ázami (RNAsami). Ty pochází jak z bunûk, ze kter˘ch je RNA
izolována, tak i z prostfiedí tj. z kontaminujících mikroorga-
nismÛ - bakterií. Pomineme – li bakteriální kontaminaci, ved-
le RNA je fyziologickou souãástí buÀky celá fiada rÛzn˘ch ribo-
nukleáz, které RNA degradují. Tyto ribonukleázy jsou souãástí
sloÏit˘ch bunûãn˘ch regulaãních mechanismÛ. Nane‰tûstí jsou
jednotlivé RNA degradovány nestejnû rychle díky pfiítomnos-
ti AU- sekvencí v nûkter˘ch genech [1]. Je známo, Ïe RNA
pro nûkteré geny (cykliny) mají poloãas rozpadu v rozmezí
minut, zatímco nûkteré housekeepingové geny mají poloãas
nûkolik hodin. Po vyjmutí bunûk z tûla se rovnováÏné hladiny
jednotliv˘ch RNA poru‰í a „rovnováÏn˘ expresní profil“ dané
tkánû se zaãíná mûnit v jak˘si arteficielní produkt, kter˘ se tím
více li‰í od pÛvodního stavu, ãím déle trvá, neÏ se degradace
RNA zastaví. Vliv na genovou expresi mají i dal‰í faktory,
napfi. hypoxie zapfiíãinûná podvázáním cév zásobujících rese-
kovan˘ tumor, která mÛÏe vést ke zmûnû exprese celé fiady
genÛ [2]. ProtoÏe v klinické praxi je témûfi nemoÏné zajistit
uplynutí stejné doby od okamÏiku odbûru vzorku po jeho zpra-
cování, promítají se rozdílné doby odbûru do expresních pro-
filÛ DNA ãipÛ a jsou zfiejmû jednou z pfiíãin známé variabili-
ty experimentálních v˘sledkÛ DNA ãipÛ pocházejících od
rÛzn˘ch v˘zkumn˘ch skupin [3]. 
Pfiedpokladem úspû‰ného odbûru je tedy kromû sterility i co
nejrychlej‰í stabilizace vzorku - inhibice ribonukleáz. Jednou
z moÏností je pouÏití chladu, kdy je vzorek tkánû velmi rych-
le zmraÏen - vhodn˘m zpÛsobem je ponofiení do tekutého dusí-
ku. Druhou moÏností je chemická inaktivace RNAs [4]. Pro
tento úãel jsou urãeny speciální stabilizaãní roztoky (napfi.
RNAlater®). Ty pfiiná‰ejí nesporné v˘hody zjednodu‰ením
manipulace s materiálem, kdy zpÛsob odbûru se pfiíli‰ neli‰í
od odbûru napfi. pro histologické vy‰etfiení, jsou v‰ak podstat-
nû finaãnû nákladnûj‰í a pro správn˘ prÛbûh fixace je nutné
pouÏít vzorek takové velikosti, aby mohl b˘t roztokem dosta-
teãnû rychle prosycen. Obû metody tedy vyÏadují co nejrych-
lej‰í zpracování tkánû po vyjmutí z organismu, nejlépe pfiímo
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v odbûrové místnosti nebo na operaãním sále. Za pfiijatelnou
dobu mezi odbûrem vzorku a jeho stabilizací se povaÏuje max.
15 minut, vût‰ina studií pouÏívá 10 min. interval [5]. Nutnost
rychlé stabilizace komplikuje kontrolu vhodnosti vzorku, pro-
toÏe vyÏaduje pfiítomnost kvalifikované osoby (patologa) pro
iniciální makroskopické posouzení bioptátu a jeho rozdûlení
na velikostnû vhodné ãásti. Na na‰em pracovi‰ti (Centrum
molekulární biologie a genové terapie, Interní hemato-onko-
logická klinika, FN Brno – CMBGT) se osvûdãil zpÛsob odbû-
ru, pfii kterém je vzorek ihned po resekci zchlazen a transpor-
tován na ledu k patologovi, kter˘ jej rozdûlí na ãásti pro
histologické a molekulárnû-biologické vy‰etfiení. Potom je
zmraÏen v tekutém dusíku a dále skladován pfii -80°C. Takto
uskladnûn˘ vzorek je pouÏit aÏ po histologickém vy‰etfiení ãás-
ti oddûlené patologem, pokud vyhoví poÏadovan˘m kriteriím
zastoupení patologick˘ch bunûk. Pfii tomto zpÛsobu nedochá-
zí k v˘raznûj‰í degradaci RNA (posuzováno na pfiístroji Bio-
Analyzer 2100, obr. 1) a odpadá manipulace s tekut˘m dusí-
kem na operaãním sále. Je tak moÏno odebírat i vût‰í vzorky
tkánû, které nemohou b˘t vzhledem k jejich velikost stabili-
zovány chemicky.

Izolace RNA
V praxi je pouÏíváno nûkolik rozdíln˘ch technologií pro izola-
ci RNA. Nejrychlej‰í je izolace na kolonkách (pevné fázi), kdy
po uvolnûní z bunûk je RNA navázána na povrch filtru, neÏá-
doucí komponenty jsou vymyty a ãistá RNA je následnû z filt-
ru eluována. Tato metoda dosahuje velmi dobr˘ch parametrÛ
ãistoty a oproti následující vyniká jednoduchostí a rychlostí.
Dal‰í ãasto pouÏívanou metodou je izolace zaloÏená na pouÏi-
tí smûsí fenolu a chaotropních solí [6]. Vzorek je nejprve lyzo-
ván ve smûsi guanidinium thiokyanátu a fenolu (Trizol® ad.),
po pfiidání chloroformu nebo bromchloropropanolu a centrifu-
gaci dochází k rozdûlení do nûkolika fází. V horní vodné fázi
je zachycena RNA, v mezivrstvû DNA a v dolní organické fázi
proteiny. Celková (totální) RNA je z vodné fáze precipitována
isopropanolem. Postup je technicky i ãasovû podstatnû nároã-
nûj‰í, není pfiíli‰ vhodn˘ pro izolaci z velmi mal˘ch vzorkÛ.
Velkou v˘hodou je moÏnost souãasné izolace RNA, DNA ipro-
teinÛ a zachycení krat‰ích fragmentÛ RNA (men‰ích neÏ 200
bazí). Obû metody by mûly b˘t schopny odstranit genomovou
DNA, pfiesto je vhodné RNA o‰etfiit enzymem DNAsou. Námi
pouÏívaná metoda závisí na druhu biologického materiálu, ze
kterého má b˘t RNA izolována. V pfiípadû leukocytÛ a tkáÀo-

v˘ch linií je to kolonková metoda, pfii izolaci z pevn˘ch tkání
dosahujeme v na‰ich podmínkách lep‰ích v˘sledkÛ kombina-
cí obou v˘‰e popsan˘ch metod - po úvodní l˘ze vzorku v Tri-
zolu® a separaci fází pokraãujeme kolonkovou metodou, kte-
rá zahrnuje i o‰etfiení vzorku DNAsou.
Pfii izolací z pevn˘ch tkání je nutné pouÏít mechanickou homo-
genizaci tkánû. Jednou z moÏn˘ch metod je rozdrcení hlubo-
ce zmrazené tkánû v tekutém dusíku a následná l˘za. V labo-
ratofii CMBGT dáváme pfiednost rotor-stator homogenizátoru,
kdy je tkáÀ souãasnû homogenizována i lyzována v Trizolu.
Tyto homogenizaãní techniky s sebou nesou riziko kfiíÏové
kontaminace vzorkÛ, je tedy nutné dÛkladnû oãistit v‰echny
opakovanû pouÏíváné nástroje.
V˘‰e uvedené metody pfiedstavují ty nejãastûji pouÏívané, je
dostupná fiada dal‰ích jak pro izolaci totální, tak i mediátorové
RNA ve variantách pro manuální i plnû automatizované zpraco-
vání. Stále vût‰í roz‰ífiení získávají metody magnetické separa-
ce, kdy je RNA navázána na povrch magnetick˘ch ãástic, které
jsou pfii prom˘vání ve zkumavce fixovány magnetem. Samo-
zfiejmostí je pouÏití „RNAse Free“ jednorázového plastiku
a dekontaminace pracovního prostoru pfii ve‰keré práci s RNA.

Kontrola kvality RNA
Základní podmínkou úspû‰ného ãipového experimentu je, kro-
mû vhodného designu, kvalita vstupního materiálu. Vzhledem
k tomu, Ïe vût‰ina technik pracuje s reverzní transkripcí inicio-
vanou z polyA(3’) konce mRNA je nutné zachovat co nejvût‰í
procento transkriptÛ v jejich plné délce. Existují a dále jsou inten-
zivnû rozvíjeny metody, které pouÏívají k iniciaci transkripce
náhodné krátké nukleotidy (hexamery, oktamery). Ty nacháze-
jí své uplatnûní pfiedev‰ím v aplikacích vyuÏívajících degrado-
vanou RNA získanou napfi. izolací zparafinov˘ch bloãkÛ (FFPE
- Formalin Fixed Parafin Embeded). Problém stability RNA si
dobfie uvûdomují i v˘robci oligonukleotidov˘ch DNA ãipÛ, kte-
fií se snaÏí sníÏit ovlivnûní v˘sledkÛ DNA ãipÛ pfiizpÛsobením
algoritmÛ pro návrh sond tak, Ïe jsou preferovány sondy leÏící
v sekvenci mRNA blízko k polyA(3’) konci – obvykle do vzdá-
lenosti 1000 bazí. Pfies toto ulehãení je v‰ak kvalita vstupní RNA
jedním znejkritiãtûj‰ích bodÛ celého procesu pfiípravy DNA ãipÛ.
Kontrola kvality RNA by tedy mûla b˘t nepostradatelnou sou-
ãástí v‰ech protokolÛ. Posouzení kvality RNA v‰ak není jedno-
duché a neexistuje pro nûj spolehlivá metoda. Nejzákladnûj‰í
a nejménû informativní je spektrofotometrické stanovení kon-
centrace a ãistoty. Základními hodnotami jsou v tomto pfiípadû
absorbance vzorku pfii 260 nm a pfii 280 nm. Vlnové délce 260
nm odpovídá absorbanãní maximum nukleov˘ch kyselin, pomûr
absorbancí pfii 260 a 280 nm vypovídá o kontaminaci RNA, pfie-
dev‰ím proteiny. Obecnû doporuãovan˘m rozmezím A260/A280
je 1,9 – 2,1. Spektrofotometrické mûfiení ale není schopno vypo-
vûdût nic o integritû vzorku, i naprosto degradovaná RNA mÛÏe
mít vysokou koncentraci a pomûr A260/A280 vy‰‰í neÏ 2 (obr.
2). Integrita je nejãastûji posuzována pomocí vzájemného pomû-
ru prouÏkÛ 28S rRNA a 18S rRNA získan˘ch pfii denaturující
gelové elektroforéze. 28Sa18SrRNA jsou zvlá‰tními typy RNA,
které nekódují informaci o primární struktufie proteinÛ, ale jsou
stavební souãástí ribosomÛ. Pfii bûÏné izolaci RNA pfiedstavují
tyto dvû frakce vût‰inu získané celkové RNA (asi 85 %), kdeÏ-
to mRNA kódující proteiny, v závislosti na typu bunûk, 2-10 %.
Tyto dva druhy RNA jsou stejnû citlivé k degradaci jako mRNA,
ãehoÏ se vyuÏívá pro odhad její integrity. Vpfiípadû intaktní RNA
b˘vá podíl 28SrRNA : 18SrRNA vût‰í neÏ 2 a postupující degra-
dací se sniÏuje. Tuto metodu lze pouÏít i pro rychlé posouzení
kvality vizuálním odhadem síly prouÏkÛ, pfiesnûj‰í je samozfiej-
mû vyuÏití specializovaného software urãeného pro anal˘zu gelÛ,
kter˘ je schopen vyhodnotit pomûry obou prouÏkÛ objektivnûji.
Gelová elektroforeza dovoluje i posouzení kontaminace geno-
movou DNA, která se v nedenaturujícím agarosovém gelu obje-
ví jako velmi pomalu migrující prouÏek (obr. 3). Kontaminace
DNA nejen zkresluje spektrofotometrické stanovení koncentra-
ce RNA, ale mÛÏe vést i k zavádûjícím v˘sledkÛm ãipové ana-

Obrázek 1.: Porovnání vlivu odbûru na stabilitu RNA. a) RNA izolova-
ná z bunûãné linie (1,8/10,0); b) RNA izolovaná z bunûãné linie (1,8/9,9);
c) RNA izolovaná ze solidní tkánû uloÏené po odbûru 10min na ledu
(2,1/9,9); d) RNA izolovaná ze solidní tkánû uloÏené po odbûru 20min na
ledu (2,2/9,7); e) RNA izolovaná ze solidní tkánû uloÏené po odbûru 10min
pfii pokojové teplotû (1,3/7,2); f) RNA izolovaná ze solidní tkánû uloÏené
po odbûru 20min pfii pokojové teplotû (1,0/6,9); g) Degradovaná RNA (-
/2,6); h) Degradovaná RNA (-/2,4); v závorce: 28S:18S rRNA/RIN („RNA
integrity number“) Gel-like v˘stup pfiístroje BioAnalyzer 2100
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l˘zy, pokud dojde k pfiepisu a obarvení genomové DNA. Alter-
nativou gelové elektroforézy je pouÏití pfiístroje BioAnalyzer,
kter˘ kromû pomûru 28S a 18S rRNA pouÏívá pro hodnocení
integrity i dal‰í regiony gelu. V˘sledkem anal˘zy je tak kromû
pomûru 28S/18S i tzv. RIN (RNA Integrity Number), dávající
pfiesnûj‰í odhad intaktnosti vzorku. Posouzení kontaminace geno-
movou DNA je v‰ak na tomto pfiístroji obtíÏné, vzhledem k vel-
mi krátkému ãasu, po kter˘ jsou jednotlivé vzorky analyzovány.
Dal‰í moÏností je zku‰ební PCR amplifikace vzorku. PouÏívá se
metodika RT-PCR (reverzní transkripce a následná PCR) s pou-
Ïitím oligo-dT primeru pro reverzní transkripci. Pomocí PCR
jsou souãasnû amplifikovány dva úseky genu, jeden v blízkosti
3’(polyA) konce, druh˘ v 5’ oblasti. Pomûr tûchto dvou ampli-
konÛ je u intaktní RNA blízk˘ 1, s postupující degradací klesá
zastoupení fragmentu z 5’ konce genu. Nûkteré oligonukleoti-
dové ãipy mohou obsahovat podobnou kontrolu, kdy jsou na nich
sondy navrÏené pro oba konce transkriptu azpomûru jejich inten-
zit lze zpûtnû odhadnout míru degradace vstupní RNA. 

„âistota“ vzorku
Pfiedev‰ím v onkologii je nutno brát v potaz i „ãistotu“ vzor-
ku, tj. míru zastoupení neÏádoucích populací bunûk. Vût‰i-
na experimentÛ je zamûfiena na sledování genové exprese
v nádorov˘ch buÀkách. Klinické vzorky v‰ak nikdy nemÛ-
Ïou dosáhnout stoprocentního zastoupení nádorové subpo-
pulace, pfiitom i relativnû malá pfiímûs „kontaminujících“
bunûk mÛÏe v˘raznû ovlivnit zji‰tûnou míru exprese genÛ

[7]. Proto se nyní vûnuje velká pozornost v˘voji metodik,
které umoÏÀují ze získaného biologického materiálu separo-
vat Ïádanou populaci bunûk. Minimem by mûla b˘t histolo-
gická/cytologická/flow-cytometrická kontrola vstupního
vzorku. Pokud zastoupení cílové subpopulace dosahuje urãi-
tou mez, je moÏno postupovat dále bez pouÏití dal‰ích puri-
fikaãních technik. Není-li tato podmínka splnûna, mûl by b˘t
cel˘ experiment pfiizpÛsoben a do jeho protokolu zahrnuta
purifikace vzorku. V pfiípadû vzorku krve/kostní dfienû se dá
s úspûchem pouÏít technik MACS nebo FACS, pfiípadnû
jejich kombinace. Nev˘hodou je samozfiejmû prodlouÏená
doba zpracování, vy‰‰í finanãní nároãnost a ztráta, nûkdy vel-
mi podstatné ãásti vzorku. Pro pevné tkánû je moÏné vyuÏít
FACS/MACS metody po pfiedchozím rozvolnûní bunûk
(napfi. trypsinací nebo mechanickou homogenizací tkánû)
nebo mikrodisekãní metody. Perspektivní je vyuÏití LCM
(Laser Capture Microdissection) v kombinaci s metodami pro
zpracování FFPE vzorkÛ. To umoÏÀuje nejen histologické
posouzení odebíraného vzorku a v˘bûr cílové subpopulace,
ale zároveÀ pfiedstavuje metodick˘ postup pouÏiteln˘ pro ana-
l˘zu vzorkÛ uloÏen˘ch v patologick˘ch archívech. 
VyuÏití separovan˘ch raritních populací bunûk nebo LCM
vyÏaduje následné pouÏití amplifikaãních technik, protoÏe
získané mnoÏství RNA je velmi malé a pro DNA ãipy nedo-
stateãné. Typické poÏadované mnoÏství v pfiípadû stan-
dardních metodik pouÏívajících pro hybridizaci znaãenou
cDNA je 10 a více mikrogramÛ celkové RNA. Tato mnoÏ-
ství jsou pfii izolaci z malého poãtu bunûk napfi. po LCM
naprosto nereálná, úspûchem je získání stovek nanogramÛ.
Amplifikaãních technik bylo a je vyvíjeno znaãné mnoÏství
[8-12], nejpouÏívanûj‰í se stala „Eberwinova“ [8] a její vari-
ace. Metoda spoãívá v reverzní transkripci s inkorporací pro-
motoru pro RNA polymerázu, syntéze druhého fietûzce
cDNA a in vitro transkripci dvoufietûzcové DNA do kom-
plementární RNA. Mimo technik amplifikujících vzorek
jsou dostupné metody pro amplifikaci signálu, napfi. 3DNA
systém [13], kdy je cDNA oznaãena speciální sekvencí, na
kterou se poté váÏí speciální fluorescenãnû znaãené struk-
tury (dendrimery). ProtoÏe dendrimery mohou nést aÏ nûko-
lik stovek molekul fluorescenãních barev, je moÏné dosáh-
nout dostateãné intenzity signálu i pfii pouÏití ménû neÏ 1
mikrogramu totální RNA. Jinou moÏností je chemiluminis-
cenãní systém detekce, kter˘ je nûkolikanásobnû citlivûj‰í
neÏ fluorescenãní. Existují jiÏ komerãní vysokohustotní
DNA ãipy s chemiluminiscenãní detekcí. Ve spojení
s komerãnû dostupn˘m kitem na preamplifikaci RNA lze
pouÏít jen 50ng v˘chozí RNA. V extrémních pfiípadech lze
získat expresní profily z jedné jediné buÀky. Tyto profily
jsou v‰ak poznamenány velkou variabilitou v˘sledkÛ. 

Znaãení a hybridizace
Zatímco základní postupy, jako je izolace RNA, jsou vícemé-
nû univerzální, metodiky znaãení a hybridizace vzorkÛ se vel-
mi li‰í. KaÏdá laboratofi si vytváfií vlastní protokoly, které nej-
lépe vyhovují jejich poÏadavkÛm a zohledÀují typ a velikost
vzorkÛ i druh pouÏit˘ch ãipÛ. 
V laboratofii CMBGT pouÏíváme lineární amplifikaci RNA
s nepfiím˘m znaãením fluorescenãními barvami. Pfii tomto
postupu je RNA nejdfiíve enzymaticky pfiepsána do dvou-
vláknové DNA, bûhem této reakce je zainkorporován pro-
motor pro enzym T7 polymerázu. V dal‰ím kroku je dvou-
vláknová DNA transkribována T7 polymerázou (RNA
polymeráza) do komplementární amplifikované RNA
(cRNA). V tomto kroku je do cRNA zabudován aminoallyl-
UTP. Na závûr je cRNA pfieãi‰tûna a zakoncentrována.
cRNA je poté fluorescenãnû naznaãena barvami, které jsou
reakcí s amino skupinou aminoallyl-UTP kovalentnû navá-
zány na fietûzce RNA. Po odstranûní nenavázan˘ch barev je
vzorek pfiipraven k hybridizaci. 
âipy mají formát mikroskopického sklíãka, na kterém jsou

Obrázek 2.: Spektrofotometrická kfiivka a elektroforéza degradované
RNA PfiestoÏe má vzorek velmi dobré parametry pfii spektrofotemetric-
kém mûfiení, mÛÏe b˘t integrita RNA nízká, a) Graf závislost absorbance
vzorku RNA na vlnové délce, data získána pfiístrojem Nanodrop ND-1000;
b) Stejn˘ vzorek RNA, gel-like v˘stup pfiístroje BioAnalyzer 2100

Obrázek 3.: Kontaminace RNA genomovou DNA (gDNA), a) Konta-
minovaná RNA; b) Genomová DNA – pozitivní kontrola; 1% nedenatu-
rující TBE/agarosov˘ gel, barvení ethidiumbromidem;
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imobilizovány oligonukleotidové sondy délky 40-70 bazí.
PouÏíváme dvoubarevnou metodiku DNA ãipÛ, tj. na ãip
jsou souãasnû hybridizovány dva vzorky (napfi. referenãní
a vy‰etfiovan˘) znaãené rÛzn˘mi fluorescenãními barvami.
Pfii hybridizaci jsou dvû rÛznû znaãené cRNA smíchány
s hybridizaãním pufrem a naneseny na ãip, kde jsou pone-
chány pfii optimální teplotû 16-17 hodin. Nakonec je nena-
vázaná cRNA odmyta a ãip je moÏno naskenovat fluores-
cenãním skenerem. 

V Laboratofii prediktivní onkologie a v Laboratofii experimen-
tální bunûãné biologie Masarykova onkologického ústavu
(MOU) z finanãních dÛvodÛ pouÏíváme tzv. nízkohustotní
DNA ãipy (desítky aÏ stovky sond na jednom ãipu). KvÛli vy‰-
‰í citlivosti a z dÛvodÛ úspory biologického materiálu a kvÛli
nenároãnosti na technické vybavení pouÏíváme membránové
ãipy s chemiluminiscenãní detekcí. Tyto DNA ãipy obsahují
buì cDNA sondy jako klasické cDNA ãipy nebo oligonukleo-
tidové sondy. cDNA nebo RNA znaãíme biotinyl-16-dUTP

nebo biotinyl-16-UTP. Znaãení je spfiaÏeno samplifikací cDNA
nebo lineární amplifikací cRNA . Po hybridizaci sond se zna-
ãenou cDNA nebo cRNA a po vymytí pfiebyteãné cDNA nebo
cRNA je tfieba membrány inkubovat s konjugátem streptavi-
din-alkalická fosfatáza. Konjugát se naváÏe na biotinové zbyt-
ky znaãené cDNA nebo RNA na membránû. Obraz je nutno
„vyvolávat“ inkubací s chemiluminiscenãním substrátem (napfi.
CDPStar), kter˘ alkalická fosfatáza pfiemûÀuje za vzniku v˘raz-
né chemiluminiscence. Díky tomu je dosaÏeno 5x aÏ 10x vy‰-
‰í citlivosti metody oproti fluorescenãním metodám. Lze pro-
to pouÏít pro vy‰etfiení ménû v˘chozí RNA (standardnû 500 ng
aÏ 6 μg). Na obr. 4a) je vidût chemiluminiscenãní obraz stfied-
nûhustotního DNA ãipu (512 bodÛ) pro detekci exprese onko-
genÛ a tumorov˘ch supresorÛ u nádoru rekta (kle‰Èová biopsie,
zpracováno cca 3x3x3mm tkánû). Intenzita signálu kaÏdého
bodu pfiedstavuje „intenzitu“ exprese jednoho genu nebo „inten-
zitu“ exprese kontrolních markerÛ. V souãasné dobû pouÏívá-
me v MOU DNA ãipy pfii v˘zkumu prediktivních faktorÛ rezi-
stence na cytostatika (viz obr. 4b, 288 bodÛ) a pfii v˘zkumu
nádorov˘ch prognostick˘ch faktorÛ.

Závûr
Zaji‰tûní technické stránky odbûru biologického materiálu pro
DNA ãipové experimenty vyÏaduje tûsnou a bezchybnû fungu-
jící kooperaci klinick˘ch a laboratorních pracovi‰È. Pfii plánová-
ní takového projektu je nutné promyslet v‰echny moÏné kom-
plikace a fie‰it je je‰tû pfied jeho zahájením, zmûna parametrÛ
vprÛbûhu experimentu mÛÏe zcela znehodnotit získaná data. Pfie-
dev‰ím je zapotfiebí se seznámit se v‰emi technikami, které budou
pouÏity a zhodnotit nutnost dal‰í purifikace materiálu a jejího
moÏného vlivu na v˘bûr vhodn˘ch metodik (izolace RNA, ampli-
fikace RNA). Nutností je vypracování systému kontroly kvality
od fáze odbûru vzorku aÏ po znaãení a hybridizaci RNA. 
DNA ãipy jsou stále pomûrnû novou metodou, ale jejich ‰ir‰í
roz‰ífiení jako diagnostick˘ nástroj v onkologii je pravdûpo-
dobné v nejbliÏ‰ích letech. Klinická i laboratorní pracovi‰tû
by proto mûla b˘t pfiipravena na uplatnûní této technologie.
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Obrázek 4a): Pfiíklad stfiednûhus-
totního membránového DNA ãipu,
chemiluminiscenãní detekce

Obrázek 4b): Pfiíklad nízkohus-
totního membránového DNA ãipu,
chemiluminiscenãní detekce




