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Souhrn

Moderni metodiky studia genové exprese na urovni RNA vyuZivajici DNA ¢ipy (DNA microarrays) pedstavuji
ucinny nastroj nejen pro vyzkum onkologickych onemocnéni, ale maji i velky potencidl stit se zdkladem novych
diagnostickych postupil. Jejich uspésna aplikace vSak vyZaduje zvladnuti problematickych postupti jako jsou odbér
vzorku, izolace RNA nebo znaCeni nukleovych kyselin. S ohledem na mnoZstvi riznych DNA ¢ipovych platfo-
rem, neexistuje jeden univerzalni ndvod, ktery by mohl byt pouZit ve vSech laboratofich. Protokoly zpracovéni
DNA ¢ipt se proto, nékdy velmi vyrazné 1i8i, coZ md negativni dopad i na moZnost jejich diagnostického vyuZiti.

Klicova slova: RNA, DNA Cip, biopsie, genova 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.
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Uvod

Rychly rozvoj molekularné-biologickych technik v poslednich
letech s sebou piinasi zcela nové poZadavky i na klinické 1éka-
fe, chirurgy a patology. Odebirany biologicky materidl by mél
i sledovéni genové exprese pomoci DNA ¢ipil. Pro tyto analyzy
je nutné ziskat co nejvétsi mnozstvi velmi kvalitni RNA, tzn. co
nejvetsi, ale zaroven reprezentativni vzorek nadorové tkang, krve
nebo kostni dfené. Asi nejvétsimi problémy, na kterych mize
cely Cipovy experiment ztroskotat, jsou nutnost rychlého odbé-
ru a ,.kontaminace* vzorku ,,normalnimi‘ buitkami. Ani Gspés-
né zvladnuti procesu odbéru vzorku aizolace RNA nevede auto-
maticky ke zdaru celého experimentu. Vzorek RNA jesté pied
hybridizaci prochézi sérii uprav, pfi kterych je naznacen (napf-.
fluorescen¢ni barvou) piipadné i amplifikovan. Tyto kroky stej-
né jako hybridizace vétSinou vyZaduji ¢asové i finan¢né naroc-
nou optimalizaci protokoli a jakakoli, byt na prvni pohled nepa-
trnd zména postupu, miiZze vyznamné ovlivnit jejich vysledek.

Odbér vzorki

Jde o jedno z kritickych mist, které vétSinou vyZaduje tésnou
spolupréci nékolika pracovist (laboratof, chirurgie, ambulan-
ce, patologie ad.). Technickd naro¢nost je zavisla na druhu ode-
biraného vzorku.

a) Odbéry krve a kostni diené.

Pro tcely sledovani profilt genové exprese staci obvykle 2-
10ml nesrazlivé citratové nebo K3EDTA krve nebo 1-5ml
obdobné oSetfené kostni dfené. V nemocnicich jsou b&Zné
dostupné odbérové nddobky piivodné uréené pro stanoveni
krevniho obrazu. Nesméji se v§ak pouZit zkumavky s hepari-
nem, ktery interferuje s PCR. Buiiky si zachovavaji Zivotnost
dlouhou dobu po odbéru a k zaznamenatelné degradaci nedo-
chézi ani nékolik hodin po aspiraci pfi ponechani vzorka pfi
pokojové teploté. Otazkou je zména exprese genil v buiikach
ponechanych del§i dobu mimo organismus. Vyhodou krve jako
zdrojového materidlu je i celkem snadnd separace hlavnich
typl jadernych bunék — granulocytli a mononuklearid na den-
zitnich gradientech. Takto oddélené bunééné populace mohou
byt pouzity jako vychozi materidl pro ziskani raritnich subpo-
pulaci jako jsou napf. leukemické (v prub&hu 1écby) nebo
hematopoetické prekurzorové buiiky pomoci fluorescence acti-
vated (FACS) nebo magnetic cell sortingu (MACS). Mimo to
jsou komeréné€ dostupné sady pro odbér krve na izolaci RNA
pouZivajici princip chemické stabilizace. Jejich zdsadni nevy-
hodou je nemoZnost nasledné separace krevnich bunék a samo-
zfejmé vyssi cena.

b) Odbéry bronchoalveolérni lavaZze (BAL).
BAL se vyznacuji pomérné malym vytéZkem RNA (cca do
1ug) vzhledem k omezenému poctu bunék. Navic prvni 2 frak-
ce obsahuji vedle bunék leukocytarni fady pomérné hodné epi-
telovych bunék (az desitky procent). Buriky leukocytarni fady
jsou vSak zajimavé z hlediska exprese NOS a markert spoje-
nych s alergickymi reakcemi. Pro tyto tGicely se proto odebird
a7 tieti frakce, kterd obsahuje pfevazné leukocytarni fadu.

¢) Odbéry biopsii solidnich naddora.

Existuje nékolik béZnych typt biopsii:

1. Jehlové biopsie. Jejich vyhodou je mald z4téZ pacienta.
K tomuto tcelu se pouZivaji specidlni tzv. tru-cut jehly, kte-
ré z cilové tkdn€ vyfiznou valecek tlouStky do 1mm a dél-
ky cca do 10 - 15mm. PouZivaji se napf. pfi vySetfovani
metastdz nadort v jatrech. Toto mnoZstvi nemusi nékdy sta-
Cit pro pripravu dostateCného mnozstvi celkové RNA a je
pak nutno pouZivat amplifikaci RNA.

2. Malé excize pomoci specidlnich bioptickych klesti a fibro-
skopt. Lze jimi odebrat aZ n€kolik mm cilové tkén&. Pou-

Zivaji se napft. pii vySetfovani rektalnich nddort. Uvedené
mnoZstvi tkdn€ vétSinou umozni piipravu 5 — 50 ug celko-
vé RNA, coZ je dostatecné pro aplikace DNA cipil.

3. Operacni excize. Lze jimi odebrat vétSinou dostatecné
mnoZstvi nddorové tkané pro DNA Cipy.

4. Tenkojehelné aspiracni biopsie. Ty pfedstavuji nejmensi
zatéZ pro pacienta, mnoZstvi takto ziskané tkané€ a tedy
iRNA je ale velmi malé, zdroveil miZe byt negativné ovliv-
néna reprezentativnost vzorku .

Ve vSech ptipadech probihaji odbéry za informovaného sou-
hlasu pacienta a jsou indikovény oSetfujicimi onkology aZ po
konkrétni domluvé s patologem, tak aby odbérem nebyla dotce-
na moZnost patologického zhodnoceni nadoru. Nékdy neni
mozné z diivodu priority patologického vySetfeni provést nativ-
ni biopsii pro experimentalni icely. V takovém piipadé je moz-
né pouZit patologem jiZ zhodnocené parafinové fezy tkani. To
ovSem znamend nejenom maly vytéZek RNA a obvyklou nut-
nost amplifikace RNA, ale i rozpad RNA na mensi fragmen-
ty a nutnost pouZit specidlni metody jak piiizolaci RNA, tak
pfi ndsledném zpracovéini materidlu. ProtoZe tkar je v parafi-
novych fezech obvykle fixovana formaldehydem, ktery mety-
luje DNA, nejsou rutinni parafinové fezy vhodné ke sledova-
ni metylacniho statusu DNA. Existuji vSak i specidlni
histologické fixativa, kterd nemetyluji DNA. S témito fixati-
vy lze parafinové fezy pouZiti pro sledovani metylacnich pro-
fila DNA.

Stabilita RNA

Odbér materialu pro izolaci RNA je vzhledem k degradabili-
t€ RNA pomérné naro¢ny. Samotnd RNA je stabilni, ale je vel-
mi rychle degradovana vSudypfitomnymi enzymy ribonukle-
dzami (RNAsami). Ty pochézi jak z bungk, ze kterych je RNA
izolovdna, tak i z prostfedi tj. z kontaminujicich mikroorga-
nismu - bakterii. Pomineme — li bakterialni kontaminaci, ved-
le RNA je fyziologickou sou¢asti butiky celd fada riiznych ribo-
nukledz, které RNA degraduji. Tyto ribonukledzy jsou soucésti
slozitych buné¢nych regulatnich mechanismii. NaneStésti jsou
jednotlivé RNA degradovény nestejné rychle diky pfitomnos-
ti AU- sekvenci v nékterych genech [1]. Je zndmo, Ze RNA
pro nékteré geny (cykliny) maji polocas rozpadu v rozmezi
minut, zatimco nékteré housekeepingové geny maji polocas
nékolik hodin. Po vyjmuti bunék z téla se rovnovazné hladiny
jednotlivych RNA porusi a,,rovnovéazny expresni profil*“ dané
tkéné se za¢ind ménit v jakysi arteficielni produkt, ktery se tim
vice li§i od piivodniho stavu, ¢im déle trva, neZ se degradace
RNA zastavi. VIiv na genovou expresi maji i dal$i faktory,
napf. hypoxie zapfi¢inéna podvazanim cév zdsobujicich rese-
kovany tumor, kterd mtzZe vést ke zméné exprese celé fady
genll [2]. ProtoZe v klinické praxi je téméf nemoZné zajistit
uplynuti stejné doby od okamZiku odbé&ru vzorku po jeho zpra-
covani, promitaji se rozdilné doby odbéru do expresnich pro-
fili DNA ¢ipil a jsou zfejmé jednou z pficin zndmé variabili-
ty experimentédlnich vysledki DNA Cipl pochézejicich od
riznych vyzkumnych skupin [3].

Predpokladem dspésného odbéru je tedy kromé sterility i co
nejrychlejsi stabilizace vzorku - inhibice ribonukledz. Jednou
z moZnosti je pouZiti chladu, kdy je vzorek tkdné velmi rych-
le zmraZen - vhodnym zptisobem je ponoteni do tekutého dusi-
ku. Druhou moZnosti je chemickd inaktivace RNAs [4]. Pro
tento ucel jsou urceny specidlni stabilizacni roztoky (napf.
RNAlater®). Ty pfinaSeji nesporné vyhody zjednoduSenim
manipulace s materidlem, kdy zptisob odbéru se prili§ neli$i
od odbéru napf. pro histologické vySetieni, jsou vSak podstat-
né fina¢né ndkladnéjsi a pro spravny pribéh fixace je nutné
pouzit vzorek takové velikosti, aby mohl byt roztokem dosta-
te¢né rychle prosycen. Obé metody tedy vyZaduji co nejrych-
lej8i zpracovani tkdn€ po vyjmuti z organismu, nejlépe ptimo
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v odbérové mistnosti nebo na operacnim séle. Za pfijatelnou
dobu mezi odbérem vzorku ajeho stabilizaci se povaZuje max.
15 minut, vétSina studii pouZiva 10 min. interval [5]. Nutnost
rychlé stabilizace komplikuje kontrolu vhodnosti vzorku, pro-
toZe vyZaduje pfitomnost kvalifikované osoby (patologa) pro
inicidlni makroskopické posouzeni bioptitu a jeho rozdéleni
na velikostné vhodné Casti. Na naSem pracovisti (Centrum
molekuldrni biologie a genové terapie, Interni hemato-onko-
logické klinika, FN Brno— CMBGT) se osvédcil zptsob odbé-
ru, pfi kterém je vzorek ihned po resekci zchlazen a transpor-
tovan na ledu k patologovi, ktery jej rozdéli na ¢asti pro
histologické a molekuldrné-biologické vySetfeni. Potom je
zmraZen v tekutém dusiku a dale skladovan pfi -80°C. Takto
uskladnény vzorek je pouZit aZ po histologickém vySetieni ¢4s-
ti oddélené patologem, pokud vyhovi poZadovanym kriteriim
zastoupeni patologickych bunék. Pfi tomto zpisobu nedoché-
zi k vyraznéj$i degradaci RNA (posuzovéno na pfistroji Bio-
Analyzer 2100, obr. 1) a odpadd manipulace s tekutym dusi-
kem na opera¢nim séle. Je tak moZno odebirat i vétsi vzorky
tkéné, které nemohou byt vzhledem k jejich velikost stabili-
zovany chemicky.

2865
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Obrizek 1.: Porovnéni vlivu odbéru na stabilitu RNA. a) RNA izolova-
nd z bunécéné linie (1,8/10,0); b) RNA izolovana z bunéc¢né linie (1,8/9,9);
¢) RNA izolovana ze solidni tkdn€ uloZené po odbéru 10min na ledu
(2,1/9,9); d) RNA izolovand ze solidni tkdn€ uloZené po odbéru 20min na
ledu (2,2/9,7); ) RNA izolovana ze solidni tkan€ uloZené po odbéru 10min
pfi pokojové teplot€ (1,3/7,2); f) RNA izolovana ze solidni tkdné uloZené
po odbéru 20min pti pokojové teploté (1,0/6,9); g) Degradovand RNA (-
/2,6); h) Degradovand RNA (-/2,4); v zavorce: 28S:18S rRNA/RIN (,,RNA
integrity number*) Gel-like vystup pfistroje BioAnalyzer 2100

Izolace RNA

V praxi je pouzivano nékolik rozdilnych technologii pro izola-
ci RNA. Nejrychlejsi je izolace na kolonkach (pevné fazi), kdy
po uvolnéni z bunék je RNA navadzana na povrch filtru, neza-
douci komponenty jsou vymyty a ¢istd RNA je nésledné z filt-
ru eluovana. Tato metoda dosahuje velmi dobrych parametrii
Cistoty a oproti nasledujici vynikd jednoduchosti a rychlosti.
Dalsi casto pouZivanou metodou je izolace zaloZend na pouZi-
ti smési fenolu a chaotropnich soli [6]. Vzorek je nejprve lyzo-
van ve smési guanidinium thiokyanéatu a fenolu (Trizol® ad.),
po pfidani chloroformu nebo bromchloropropanolu a centrifu-
gaci dochazi k rozdéleni do nékolika fazi. V horni vodné fazi
je zachycena RNA, v mezivrstvé DNA a v dolni organické fazi
proteiny. Celkov4 (totdlni) RNA je z vodné faze precipitovina
isopropanolem. Postup je technicky i ¢asoveé podstatné néroc-
néjsi, neni pfili§ vhodny pro izolaci z velmi malych vzorka.
Velkou vyhodou je moZnost souc¢asné izolace RNA, DNA i pro-
teind a zachyceni kratSich fragmentli RNA (menSich neZ 200
bazi). Obé metody by mély byt schopny odstranit genomovou
DNA, pfesto je vhodné RNA oSetfit enzymem DNAsou. Nami
pouZivand metoda z4visi na druhu biologického materidlu, ze
kterého ma byt RNA izolovéna. V pfipadé€ leukocytt a tkatio-

352 KLINICKA ONKOLOGIE 19 SUPPLEMENT 2006

vych linii je to kolonkové metoda, pfi izolaci z pevnych tkédni
dosahujeme v naSich podminkéch lepSich vysledk kombina-
ci obou vySe popsanych metod - po tvodni lyze vzorku v Tri-
zolu® a separaci fazi pokracujeme kolonkovou metodou, kte-
rd zahrnuje i oSetfeni vzorku DNAsou.

Priizolaci z pevnych tkéni je nutné pouZit mechanickou homo-
genizaci tkané. Jednou z moZnych metod je rozdrceni hlubo-
ce zmrazené tkdné€ v tekutém dusiku a nésledna lyza. V labo-
ratofi CMBGT davame piednostrotor-stator homogenizétoru,
kdy je tkarn soucasné homogenizovéana i lyzovana v Trizolu.
Tyto homogeniza¢ni techniky s sebou nesou riziko kiizové
kontaminace vzork, je tedy nutné dikladné ocistit v§echny
opakované pouzivané nastroje.

Vyse uvedené metody predstavuji ty nejCastéji pouZivané, je
dostupnd fada dalSich jak pro izolaci totdlni, tak i medidtorové
RNA ve variantach pro manudlni i pln€ automatizované zpraco-
véni. Stile vétsi rozsifeni ziskdvaji metody magnetické separa-
ce, kdy je RNA navazana na povrch magnetickych Castic, které
jsou pii promyvani ve zkumavce fixovany magnetem. Samo-
zfejmosti je pouZziti ,,RNAse Free* jednordzového plastiku
a dekontaminace pracovniho prostoru pfi veSkeré praci s RNA.

Kontrola kvality RNA

Zakladni podminkou dspéSného Cipového experimentu je, kro-
mé vhodného designu, kvalita vstupniho materidlu. Vzhledem
k tomu, Ze vétSina technik pracuje s reverzni transkripci inicio-
vanou z polyA(3’) konce mRNA je nutné zachovat co nejvetsi
procento transkriptil v jejich plné délce. Existujia déle jsou inten-
zivné rozvijeny metody, které pouZivaji k iniciaci transkripce
nihodné kratké nukleotidy (hexamery, oktamery). Ty nachaze-
ji své uplatnéni predevsim v aplikacich vyuZivajicich degrado-
vanou RNA ziskanou napt. izolaci z parafinovych blocki (FFPE
- Formalin Fixed Parafin Embeded). Problém stability RNA si
dobte uvédomuji i vyrobci oligonukleotidovych DNA ¢ipd, kte-
fi se snazi sniZit ovlivnéni vysledkiit DNA ¢ipil pfizpiisobenim
algoritmil pro navrh sond tak, Ze jsou preferovany sondy leZici
v sekvenci mRNA blizko k polyA(3’) konci — obvykle do vzda-
lenosti 1000 bazi. Pfes toto ulehcenti je v§ak kvalita vstupni RNA
jednim z nejkriti¢t€jSich bodi celého procesu pifpravy DNA Cipt.
Kontrola kvality RNA by tedy méla byt nepostradatelnou sou-
¢asti vSech protokold. Posouzeni kvality RNA vSak neni jedno-
duché a neexistuje pro né&j spolehlivd metoda. Nejzakladnéjsi
a nejméné informativni je spektrofotometrické stanoveni kon-
centrace a Cistoty. Zakladnimi hodnotami jsou v tomto pripadé
absorbance vzorku pfi 260 nm a pfi 280 nm. VInové délce 260
nm odpovid4 absorban¢ni maximum nukleovych kyselin, pomér
absorbanci pti 260 a 280 nm vypovida o kontaminaci RNA, pre-
devsim proteiny. Obecné doporu¢ovanym rozmezim A260/A280
je 1,9 -2,1. Spektrofotometrické méfeni ale neni schopno vypo-
védét nic o integrité vzorku, i naprosto degradovand RNA muize
mit vysokou koncentraci a pomér A260/A280 vySssi neZ 2 (obr.
2). Integrita je nej¢astéji posuzovana pomoci vzajemného pomeé-
ru prouzkll 28S rRNA a 18S rRNA ziskanych pfi denaturujici
gelové elektroforéze. 28S a 18S rRNA jsou zvlastnimi typy RNA,
které nekoduji informaci o primarni struktufe proteind, ale jsou
stavebni sou¢asti ribosoml. Pfi béZné izolaci RNA predstavuji
tyto dvé frakce vétSinu ziskané celkové RNA (asi 85 %), kdez-
to mRNA kdédujici proteiny, v zavislosti na typu bunék, 2-10 %.
Tyto dvadruhy RNA jsou stejné citlivé k degradaci jako mRNA,
¢ehoz se vyuziva pro odhad jejiintegrity. V ptipad¢€ intaktni RNA
byvapodil 28S rRNA : 18S rRNA vétSineZ 2 a postupujici degra-
daci se sniZuje. Tuto metodu lze pouZit i pro rychlé posouzeni
kvality vizudlnim odhadem sily prouzki, presnéjsi je samoziej-
mé vyuZiti specializovaného software uréeného pro analyzu geli,
ktery je schopen vyhodnotit poméry obou prouzkil objektivnéji.
Gelova elektroforeza dovoluje i posouzeni kontaminace geno-
movou DNA, ktera se v nedenaturujicim agarosovém gelu obje-
vi jako velmi pomalu migrujici prouZek (obr. 3). Kontaminace
DNA nejen zkresluje spektrofotometrické stanoveni koncentra-
ce RNA, ale miiZe vést i k zavadgjicim vysledkiim Cipové ana-



lyzy, pokud dojde k prepisu a obarveni genomové DNA. Alter-
nativou gelové elektroforézy je pouZiti pfistroje BioAnalyzer,
ktery kromé poméru 28S a 18S rRNA pouZiva pro hodnoceni
integrity i dal3i regiony gelu. Vysledkem analyzy je tak kromé
poméru 28S5/18S i tzv. RIN (RNA Integrity Number), dévajici
presnéjsi odhad intaktnosti vzorku. Posouzeni kontaminace geno-
movou DNA je v§ak na tomto piistroji obtizné, vzhledem k vel-
mi krdtkému ¢asu, po ktery jsou jednotlivé vzorky analyzovény.
Dalsi moZnosti je zkuSebni PCR amplifikace vzorku. PouZiva se
metodika RT-PCR (reverzni transkripce a ndslednd PCR) s pou-
Zitim oligo-dT primeru pro reverzni transkripci. Pomoci PCR
jsou soucasné amplifikovéiny dva tseky genu, jeden v blizkosti
3’(polyA) konce, druhy v 5° oblasti. Pomér téchto dvou ampli-
koni je u intaktni RNA blizky 1, s postupujici degradaci klesa
zastoupeni fragmentu z 5° konce genu. Nékteré oligonukleoti-
dové Cipy mohou obsahovat podobnou kontrolu, kdy jsou nanich
sondy navrZené pro obakonce transkriptu az poméru jejich inten-
zit Ize zpétn€ odhadnout miru degradace vstupni RNA.
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Obrizek 2.: Spektrofotometrické kiivka a elektroforéza degradované
RNA PrestoZe mé vzorek velmi dobré parametry pii spektrofotemetric-
kém méfeni, mizZe byt integrita RNA nizk4, a) Graf zavislost absorbance
vzorku RNA na vinové délce, data ziskdna pfistrojem Nanodrop ND-1000;
b) Stejny vzorek RNA, gel-like vystup piistroje BioAnalyzer 2100
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Obrazek 3.: Kontaminace RNA genomovou DNA (gDNA), a) Konta-
minovanid RNA; b) Genomova DNA — pozitivni kontrola; 1% nedenatu-
rujici TBE/agarosovy gel, barveni ethidiumbromidem;

,,Cistota‘ vzorku

Pfedevsim v onkologii je nutno brat v potaz i ,,Cistotu* vzor-
ku, tj. miru zastoupeni neZddoucich populaci bunék. VEtsi-
na experimentil je zaméfena na sledovani genové exprese
v nddorovych buiikach. Klinické vzorky vSak nikdy nemil-
Zou dosdhnout stoprocentniho zastoupeni nddorové subpo-
pulace, pfitom i relativné malé pfimés , kontaminujicich®
bunék miZe vyrazné ovlivnit zji§t€nou miru exprese gend

[7]. Proto se nyni vénuje velkd pozornost vyvoji metodik,
které umoZziuji ze ziskaného biologického materidlu separo-
vat Zddanou populaci bunék. Minimem by méla byt histolo-
gickd/cytologickd/flow-cytometrickd kontrola vstupniho
vzorku. Pokud zastoupeni cilové subpopulace dosahuje urci-
tou mez, je mozno postupovat dale bez pouziti dal$ich puri-
fika¢nich technik. Neni-li tato podminka splnéna, mél by byt
cely experiment pfizptisoben a do jeho protokolu zahrnuta
purifikace vzorku. V piipadé vzorku krve/kostni dfen¢ se da
s uspéchem pouZit technik MACS nebo FACS, pfipadné
jejich kombinace. Nevyhodou je samoziejmé prodlouZend
doba zpracovéni, vy$§i finan¢ni ndro¢nost a ztrata, nékdy vel-
mi podstatné ¢asti vzorku. Pro pevné tkané€ je mozné vyuZit
FACS/MACS metody po pfedchozim rozvolnéni bunék
(napf. trypsinaci nebo mechanickou homogenizaci tkang)
nebo mikrodisek¢ni metody. Perspektivni je vyuZiti LCM
(Laser Capture Microdissection) v kombinaci s metodami pro
zpracovéani FFPE vzorkid. To umoZiiuje nejen histologické
posouzeni odebiraného vzorku a vybér cilové subpopulace,
ale zaroveii pfedstavuje metodicky postup pouZitelny pro ana-
lyzu vzorkl uloZenych v patologickych archivech.

Vyuziti separovanych raritnich populaci bunék nebo LCM
vyZaduje nasledné pouZziti amplifikacnich technik, protoZe
ziskané mnoZstvi RNA je velmi malé a pro DNA ¢ipy nedo-
statecné. Typické poZzadované mnoZstvi v piipadé stan-
dardnich metodik pouZivajicich pro hybridizaci znacenou
cDNA je 10 a vice mikrogramu celkové RNA. Tato mnoz-
stvi jsou pfi izolaci z malého poc¢tu bunék napt. po LCM
naprosto neredlnd, tispéchem je ziskani stovek nanograma.
Amplifika¢nich technik bylo a je vyvijeno zna¢né mnoZstvi
[8-12], nejpouzivangjsi se stala ,,Eberwinova‘“ [8] a jeji vari-
ace. Metoda spocivd v reverzni transkripci s inkorporaci pro-
motoru pro RNA polymerdzu, syntéze druhého fetézce
c¢DNA a in vitro transkripci dvoufetézcové DNA do kom-
plementdrni RNA. Mimo technik amplifikujicich vzorek
jsou dostupné metody pro amplifikaci signilu, napt. 3DNA
systém [13], kdy je cDNA oznacena specidlni sekvenci, na
kterou se poté vazi specidlni fluorescenéné znacené struk-
tury (dendrimery). ProtoZe dendrimery mohou nést aZ néko-
lik stovek molekul fluorescenc¢nich barev, je mozné dosah-
nout dostate¢né intenzity signdlu i pfi pouZiti méné neZ 1
mikrogramu totadlni RNA. Jinou moZnosti je chemiluminis-
cencni systém detekce, ktery je nékolikandsobné citlivéjsi
DNA Ccipy s chemiluminiscencni detekci. Ve spojeni
s komer¢né dostupnym kitem na preamplifikaci RNA lze
pouZit jen 50ng vychozi RNA. V extrémnich pfipadech lze
ziskat expresni profily z jedné jediné buiiky. Tyto profily
jsou viak poznamendny velkou variabilitou vysledki.

Znaceni a hybridizace

Zatimco zékladni postupy, jako je izolace RNA, jsou vicemé-
né univerzalni, metodiky znaceni a hybridizace vzorku se vel-
mi lisi. Kazd4 laboratof si vytvafi vlastni protokoly, které nej-
1épe vyhovuji jejich poZadavkim a zohledtiuji typ a velikost
vzorkil i druh pouZitych ¢ipt.

V laboratoifi CMBGT pouZivame linearni amplifikaci RNA
s nepfimym znacenim fluorescen¢nimi barvami. Pfi tomto
postupu je RNA nejdfive enzymaticky pfepsdna do dvou-
vlaknové DNA, béhem této reakce je zainkorporovin pro-
motor pro enzym T7 polymerdzu. V dalSim kroku je dvou-
vladknovd DNA transkribovdna T7 polymerdzou (RNA
polymerdza) do komplementdrni amplifikované RNA
(cRNA). V tomto kroku je do cRNA zabudovan aminoallyl-
UTP. Na zdvér je cRNA preciSténa a zakoncentrovana.
cRNA je poté fluorescencné naznaCena barvami, které jsou
reakc{ s amino skupinou aminoallyl-UTP kovalentné navé-
zény na fetézce RNA. Po odstranéni nenavizanych barev je
vzorek pfipraven k hybridizaci.

Cipy maji format mikroskopického sklitka, na kterém jsou
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imobilizovény oligonukleotidové sondy délky 40-70 bazi.
PouZivame dvoubarevnou metodiku DNA ¢ipd, tj. na ¢ip
jsou soucasné hybridizovany dva vzorky (napf. referencni
a vysetfovany) znacené riznymi fluorescen¢nimi barvami.
Pfi hybridizaci jsou dvé rizné znacené cRNA smichany
s hybridiza¢nim pufrem a naneseny na Cip, kde jsou pone-
chény pfi optiméalni teploté 16-17 hodin. Nakonec je nena-
vazand cRNA odmyta a Cip je moZno naskenovat fluores-
cen¢nim skenerem.

Obrazek 4a): Piiklad stfednéhus- Obrazek 4b): Piiklad nizkohus-
totniho membranového DNA Cipu, totniho membrianového DNA ¢ipu,
chemiluminiscen¢ni detekce chemiluminiscenc¢ni detekce

V Laboratofi prediktivni onkologie a v Laboratofi experimen-
tdlni bunécné biologie Masarykova onkologického ustavu
(MOU) z finan¢nich diivodd pouZivdme tzv. nizkohustotni
DNA Cipy (desitky azZ stovky sond na jednom Cipu). Kvili vys-
§i citlivosti a z dGivoda tspory biologického materidlu a kvili
nendro¢nosti na technické vybaveni pouZivime membranové
¢ipy s chemiluminiscencni detekci. Tyto DNA cipy obsahuji
bud cDNA sondy jako klasické cDNA ¢ipy nebo oligonukleo-
tidové sondy. cDNA nebo RNA znacime biotinyl-16-dUTP

nebo biotinyl-16-UTP. Znaceni je spfaZzeno s amplifikaci cDNA
nebo linedrni amplifikaci cRNA . Po hybridizaci sond se zna-
¢enou cDNA nebo cRNA a po vymyti ptebytecné cDNA nebo
cRNA je tfeba membriny inkubovat s konjugéitem streptavi-
din-alkalicka fosfatdza. Konjugat se navaZe na biotinové zbyt-
ky znacené cDNA nebo RNA na membrané. Obraz je nutno
,,vyvolavat® inkubaci s chemiluminiscen¢nim substratem (napf.
CDPStar), ktery alkalické fosfataza pfeménuje za vzniku vyraz-
né chemiluminiscence. Diky tomu je dosaZeno 5x aZ 10x vy$-
8i citlivosti metody oproti fluorescencnim metodam. Lze pro-
to pouZit pro vySetfeni méné€ vychozi RNA (standardné 500 ng
aZ 6 ng). Na obr. 4a) je vidét chemiluminiscen¢ni obraz stfed-
néhustotniho DNA ¢ipu (512 bodi) pro detekci exprese onko-
genl a tumorovych supresort u naddoru rekta (kleStova biopsie,
zpracovéano cca 3x3x3mm tkang). Intenzita signdlu kazdého
bodu predstavuje ,,intenzitu* exprese jednoho genu nebo ,,inten-
zitu* exprese kontrolnich markert. V soucasné dob€ pouZiva-
me v MOU DNA Cipy pfi vyzkumu prediktivnich faktort rezi-
stence na cytostatika (viz obr. 4b, 288 bodil) a pfi vyzkumu
nédorovych prognostickych faktori.

Zavér

Zajisténi technické stranky odbéru biologického materidlu pro
DNA cipové experimenty vyZaduje tésnou a bezchybné fungu-
jici kooperaci klinickych a laboratornich pracovist. Pfi planova-
ni takového projektu je nutné promyslet viechny moZné kom-
plikace a fesit je jeSt€ pred jeho zahdjenim, zména parametri
v pribéhu experimentu miiZe zcela znehodnotit ziskand data. Pie-
devsim je zapotiebi se seznamit se vSemi technikami, které budou
pouZity a zhodnotit nutnost dalsi purifikace materialu a jejiho
mozného vlivu na vybér vhodnych metodik (izolace RNA, ampli-
fikace RNA). Nutnosti je vypracovéni systému kontroly kvality
od faze odb€ru vzorku aZ po znaceni a hybridizaci RNA.

DNA ¢ipy jsou stdle pomérné€ novou metodou, ale jejich Sirsi
rozsifeni jako diagnosticky ndstroj v onkologii je pravdépo-
dobné v nejbliZsich letech. Klinick4 i laboratorni pracovisté
by proto méla byt pfipravena na uplatnéni této technologie.

Podékovani: .
Préce byla podporovdna grantem IGA MZ CR NR8448-
3/2005, a NR 9076-4.
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