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Souhrn

V posledni dobé se v experimentalni praxi stile ve vétsi mife uplatiiuji metody vyuZivajici mikroc¢ipové expresni analy-
zy. VétSina expresnich analyz v medicinském vyzkumu vychazi z bioptickych vzorkd, které obsahuji fadu riznych typi
bunék. Majoritni populace bunék je urcujici pro celkovou informaci o genové expresi a znemoZiiuje tak rozliSeni speci-
fické genové exprese jednotlivych typi bun€k. Mezi metody, které umoziiuji selekci presné definovanych populaci bunék
patfi laserovd a mechanicka mikrodisekce. Soucasné Cipy vyZaduji mikrogramova mnozZstvi znacené nukleové kyseli-
ny, pficemZ vstupni mnoZstvi RNA ze selektovanych bunék se miize pohybovat pouze v nanogramovém az pikogra-
movém fadu. Tento problém je moZno fesit rtiznymi zplisoby amplifikace RNA, mezi které patii dvojit linedrni ampli-
fikace RN A nebo metody vyuZzivajici kombinovanou PCR s linearni amplifikaci. V tomto kratkém prehledu poskytujeme
jednak informace, se kterymi jsme se setkali jednak béhem nasi souCasné analyzy genové exprese v mikrodisekovanych
burikdch mlécné 71azy, a také nas optimalizovany postup. Cely projekt sestdval z Casove narocného sbéru Cerstvé zmra-
Zené tkang, optimalizace piipravy kryorezd pro mikrodisekci, izolace a amplifikace RNA, hybridizace na mikrocipy, ana-
lyzy dat a kone¢né verifikace vybranych vysledkii pomoci imunohistochemie. V soucasné dobé€ je vlastni prace v opo-
nentnim fizen{i v zahrani¢nim ¢asopise, a nemiiZeme proto poskytnou detailngji informace o ziskanych vysledcich.
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Abstract: The DNA microarray is a powerful, high throughput technique for assessing gene expression on a system-
wide genomic scale. Most expression profiling studies of solid tumors have used biopsy samples containing large num-
bers of contaminating stromal and other cell types, thereby complicating any precise delineation of gene expression
in nontumor versus tumor cell types. Combining microdissection, RNA amplification protocols, microarray techno-
logies and our knowledge of the human genome sequence, it is possible to isolate pure populations of cells or even
a single cell and interrogate the expression of thousands of sequences for the purpose of more precisely defining the
biology of the tumor cell. In this short overview, we provide informations on selected problems which we had to sol-
ve during our microarray analysis of microdissected normal and tumour cells of mammary gland. We provide our opti-
mized procedure as well. The whole project consisted of the long-term collection of snap-frozen tissues, optimaliza-
tion of staining of cryosections for laser capture microdissection, isolation and amplification of RNA, hybridization
onto chips, data analysis and finally verification of the results by immunohistochemistry. Our work is currently revie-
wed by an international journal and we can’t provide detailed information on particular achievements yet.
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V literatufe existuje velké mnoZstvi informaci tykajici se mik-
rocipové analyzy, mikrodisekce i amplifikace RNA. V tomto
kratkém prehledu poskytujeme informace, se kterymi jsme se
setkali jednak béhem naSi soucasné analyzy genové exprese
v mikrodisekovanych butikdch mlé¢né zlazy, a také v jiZ ukon-
¢eném experimentu s nidorovymi liniemi odvozenymi od kar-
cinomu prostaty (1). VétSina expresnich analyz v medicinském
vyzkumu vychdazi z bioptickych vzorku, které obsahuji fadu
raznych typi bunék. Majoritni populace bunék je pfitom urcu-
jicipro celkovou informaci o genové expresi a znemoZiiuje tak
rozliSeni specifické genové exprese jednotlivych typl bunék
(2). Mezi metody, které umoziiuji selekci presné definovanych
populaci bunék patii laserovd a mechanicka mikrodisekce.
V nasi praci jsme testovali ob&é metody, ale mechanickd mik-
rodisekce pomoci systému Eppendorf se ukdzala byt vhodnd
spiSe pro izolaci vétSich tkafiovych okrskti. Vzhledem k poZa-
davku izolace nejen nddorové tkdné, ale i norméalnich duktal-
nich a lobularnich lumindlnich bunék mlécné Z1azy, jsme pou-
zili systém laserové mikrodisekce od firmy Arcturus. Cely
projekt sestdval z ¢asové naro¢ného sbéru Cerstvé zmrazené
tkéné, optimalizace piipravy kryofezi pro mikrodisekci, izo-
lace a amplifikace RNA, hybridizace na mikrocipy, analyzy
dat a konecné verifikace vybranych vysledkil pomoci imuno-
histochemie. Zkraceny optimalizovany postup poskytujeme
niZe. V soucasné dob€ je naSe price v oponentnim fizeni
v zahrani¢nim ¢asopise, a nemiZeme proto poskytnou detail-
néjsi informace o ziskanych vysledcich.

Vliv fixace a barveni na mikrodisekci a kvalitu nukleovych
kyselin

Optimdlni fixace tkdni musi poskytovat piijatelnou morfolo-
gii, umoZnit samotnou mikrodisekci a stabilizovat mRNA.
Goldsworhty a spolupracovnici testovali G€inky cross-linku-
jicichi precipitujicich fixativ na zmraZenou i do parafinu zali-
tou tkan (3). Precipitujici fixativa jako ethanol a aceton zajis-
tovaly vice RT-PCR produkti nez formalin. Autofi také
pozorovali vétsi vyt€Znost RT-PCR z kryotezli neZ z fezl para-
finovych. Kim a spolupracovnici oznacuji jako optimdlni fixa-
tivum pro stabilizaci RNA v tkédnich zalitych do parafinu met-
hacarn (kombinaci methanolu, chloroformu akyseliny octové)
(4). Takto fixované tkané tispé$né pouZzivali pro mikrodisekci
a nasledné RNA pro analyzu genové exprese taktéZ pomoci
RT-PCR. Dalsi prace srovnavala ethanolovou fixaci a erstveé
mrazenou tkafi pomoci Affymetrix mikrocipt, av§ak bez mik-
rodisekovani jednotlivych bunék (5). Autofi detegovali 26%
préb (ptesnéji probe sets, viz niZe) u mraZenych tkani, oproti
pouhym 4,5% z tkéni fixovanych ethanolem a zalitych do para-
finu. Pfes vyrazny pokles poctu detegovanych transkripti tato
data ukazuji, Ze pokud neni k dispozici Cerstvé zmraZena tkar,
1ze ziskat omezenou informaci o genové expresi i z tkdni zali-
tych do parafinu. TaktéZ dali autofi zjistili, Ze fixace tkani
70% etanolem zvySuje vytéZnost RNA, DNA i proteinil opro-
ti formalinové fixaci a poskytuje srovnatelnou histologickou
kvalitu fezt (6-8). Presto existuje poptavka po analyze geno-
vé exprese z tkani fixovanych formalinem a zalitych do para-
finu. Firmy Arcturus a Affymetrix proto vyvinuly specidlni
¢ipy (GeneChip® X3P Arrays), které obsahuji hybridiza¢ni
préby pouze v blizkosti 3’konce a jsou tak schopné detegovat
vice fragmentovanych transkriptl (vysvétleni viz niZe).
Laserova mikrodisekce a izolace RNA pro analyzu genové
exprese je mozna i z imunohistochemicky barvenych parafi-
novychfezl (9). AutofipouZivali kvalitné imunobarvené fezy
z tkéni fixovanych v acetonu, methanolu nebo ve smési etha-
nolu a acetonu. Specificita i rychlost mikrodisekce byla vyraz-
né zvySena prave diky snazsi identifikaci Zddanych, popiipa-
dé nechténych bunéénych populaci. Pfitom samotné barveni
preparétl trvalo pouze 12-25 minut. Naproti tomu méné uspo-

kojivé vysledky po mikrodisekci imunobarvenych fezl ziska-
li Uneyama a spolupracovnici (10). Tito autofi doporucuji spi-
Se barveni cresylovou violeti, pfipadn€ hematoxylin-eosinem.
PouZiti hematoxylinu-eosinu pro laserovou mikrodisekci
a mikro¢ipovou analyzu doporucuji také Michel a spolupra-
covnici. (11). Ginsberg a Che testovali mikrodisekci a mikro-
¢ipovou analyzu pfi pouZiti nejen hematoxylinu-eosinu a cre-
sylové violeti, ale také po barveni thioninem, akridinovou
oranZ{ a stifbrem (12). N&ktef{ autofi s ispéchem pouZili pro
stabilizaci RNA v analyzovanych vzorcich RNAlater (13).
Chaotropni soli RNAlateru vSak interferuji s mikrodisekci,
a tak museli autofi sniZit jejich koncentraci promytim v 70%
ethanolu a naslednou dehydrataci a vysusenim pomoci abso-
lutniho ethanolu a xylenu. V nasi préci se vyskytl také problém
souvisejici s vysokym obsahem tukil v prsni tkani, které zne-
snadiiuji pfipravu kryotezi. Po ptidavku RN Alateru nebylo jiz
mozné pripravit kvalitni kryofezy ani pfi vychlazeni tkani pfi
-80°C, a proto jsme byli nuceni pouZzivat pouze klasické
kryofezy.

Obdobné jako u dostatecné koncentrovanych vzorki je
optimélni kontrolou kvality RNA sledovdni poméru
28S/18S rRNA. Vzhledem celkovému objemu vzorkl v fadu
mikrolitrd je tato kontrola umoZnéna v podstaté pouze pomo-
ci kapilarni elektroforézy s laserem indukovanou fluorescen-
ci (14). Standardem se v této oblasti stal pristroj Agilent 2100
Bioanalyzer, ktery umoZnuje na specidlnich ¢ipech analyzu
jednoho mikrolitru celkové RNA a poskytuje nejen informa-
ciokvalité¢ RNA, ale zaroven i o koncentraci. Pokud neni uve-
dend technologie k dispozici, je nutné barveni fezi, mikrodi-
sekci bun€k i izolaci RNA ovéfit alespori na testovacich
vzorcich a cely vytéZek obétovat pro kontrolu pomoci klasic-
kych metod jako je agarozové elektroforéza a RT-PCR. Po
optimalizaci celé procedury je nasledné nutné striktné dodr-
Zovat cely postup u analyzovanych vzorkd. Primérny vytéZek
z 1000 mikrodisekovanych bunék je asi 50 ng celkové RNA,
pfi¢emz v naSich laboratofich jsme pozorovali pro agarozo-
vou elektroforézu a barveni Sybr-Gold detek¢ni limit 10 ng pfi
vizualizaci pomoci chlazené CCD kamery (Diana II, Raytest,
Némecko). Pro ovéfeni kvality pomoci RT-PCR jsme testo-
vali primery pro beta-actin (15), které poskytuji jednak rela-
tivné dlouhy amplikon 626 bp a kontaminace genomickou
DNA se projevi odlisnym fragmentem o velikosti 1966 bp. Pi
pouziti Titan One Tube RT-PCR kitu (Roche) jsme vSak nedo-
cilili sniZeni detek¢niho limitu a vzhledem k finan¢ni naroc-
nosti jsme od RT-PCR testovéni upustili. V dobé feSeni nase-
ho projektu nebyl k dispozici zmitiovany systém 2100
Bioanalyzer a pro kvantifikaci RNA jsme pouZivali spektro-
fotometr Nanodrop, ktery umozZiiuje analyzu taktéZ jediného
mikrolitru vzorku. Po optimalizaci postupu byl pfipraven nej-
prve jeden vzorek pouze pro testovaci Cip Test3 Array (viz
niZe) a nasledné byla provedena kompletni analyza vSech tif
bunécnych populaci od jedné pacientky. Po ziskani kvalitnich
vysledkl jsme pfistoupili k dokonceni analyzy vSech ticeti
vzorku. Cely proces amplifikace a znaCeni (viz niZe) byl navic
monitorovan pomoci GeneChip® Eukaryotic Poly-A RNA
Control Kit (Affymetrix), jehoZ definované fedéné kontroly
byly pfidany do vSech vzorkl pied syntézou cDNA a findlné
byly detegovéany na cilovych ¢ipech Human Genome U133
Plus 2.0 Arrays (Affymetrix).

Moznosti amplifikace mRNA pro mikroc¢ipovou analyzu
Eberwine a spolupracovnici vyvinuli dnes jiZ klasickou, tzv.
linedrni amplifikaci RNA (16). Jedn4 se o pfepis mRNA do
cDNA pomoci oligo-dT-T7 primeru, pfi¢emzZ inkorporovany
T7-promotor umoZituje naslednou amplifikaci in vitro tran-
skripci pomoci T7- polymerazy. K dosaZzeni mikrogramovych
mnozstvi RNA pro samotnou mikro¢ipovou analyzu je nékdy
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tento postup tfeba zopakovat. Jenson a spolupracovnici pozo-
rovali pouze malé zmény v expresnim profilu vzorkl amplifi-
kovanych dvojitou linedrni amplifikaci oproti nefedéné RNA
(17). Nejlepsi vysledky byly ziskany pti amplifikaci 500 a vice
nanogrami celkové RNA, pficemz jako kritické faktory se uka-
zaly kvalita vstupni RNA a koncentrace oligo-dT-T7 prime-
ru. Pro zmitlovanou dvojitou linedrni amplifikaci je dostupnd
celdfada komerénich kit (Ambion, Arcturus, Epicentre adal-
§i). Detailni informace o problémech syntézy cDNA a in vit-
ro transkripce poskytuje prace Baugh a spolupracovniki (18).
Z jejich zkuSenosti vychdzi i dal$i kit od firmy Artus-biotech,
jehoZ hlavni odli$nosti je vyuZiti specidlnich trinukleotidovych
primert (sekvence neuvedena) pro syntézu druhého fetézce
cDNA.

Jak jiZ bylo zminéno vySe jednim ze zakladnich pfedpokladi
uspesné mikroCipové analyzy je kvalita RNA. Existuji vSak
pristupy, které umoZziuji ziskat informaci také z degradované
RNA. VétSina pfistupt pro amplifikaci RNA pouZiva oligo-
dT-T7 primer, ktery umoziiuje jednak piepis do cDNA (oligo-
dT primer) a také in vitro transkripci pomoci T7-polymerazy
(T7-promotor). Pfepis do cDNA je tedy moZny pouze pro frag-
menty RNA obsahujici poly-A signdl. Xiang a spolupracov-
nici vyvinuli modifikovanou line4rni amplifikaci pfi pouZiti
alternativniho oligo-N9-T3 primeru (19). Ndhodny deviti-mer
(N9) umoziiuje prepis jakéhokoli fragmentu RNA do cDNA
a k in vitro transkripci slouZi promotor pro T3-polymerazu.
Tento postup vykazoval v degradovanych vzorcich asi o tieti-
nu lepsi zachyt rozdiln€ exprimovanych genii neZ klasicka oli-
go-dT-T7 amplifikace.
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Obrazek 1.: Amplifikace RNA pomoci PCR. Detailni vysvétleni této
metody je k dispozici v textu. Z vysledku agarozové elektroforézy vyply-
vaji optimalni pocty cykld pro druhou PCR (24 cykli pro vzorek A a 27
cykli pro dalsi dva vzorky). Vysledné produkty jsou pouZity pro in vitro
transkripci, kterd je umoznéna inkorporaci T7-promotoru.

In vitro transkripci je moZné kombinovat také s PCR amplifi-
kaci (20-22). Oligo-dT-T7 promotor je navic spojen s PCR pri-
merem, ktery je inkorporovén i pfi syntéze druhého fetézce
cDNA (Obr. 1). Nevyhodou tohoto postupu je nutnost defino-
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vani poc¢tu PCR cykll pro kazdou cDNA tak, aby amplifika-
ce byla ukoncena v exponenciélni fazi PCR. V systému firmy
Roche, ktery jsme pouZili i v nasi praci, se PCR amplifikace
provadi dvakrat, pficemZ béhem prvni reakce se odebiraji ali-
kvoty z cykla 21, 24,27,30 a 33 (Obr. 1). Ty jsou poté analy-
zovény agarozovou elektroforézou a podle intenzity amplifi-
kovanych produktil je vybrdn pocet cykli pro druhou PCR.
Ziskané PCR produkty jsou pouZity pro in vitro trankripci,
béhem které dochazi k dalsi amplifikaci a také ke znaCeni pro
detekci na mikrocipech.

Limitace mikrocipovych analyz

Po naskenovani Cipll ndsleduje obtizna faze analyzy dat. V nasi
praci jsme vyuZzili zkuSenosti pracovisté v anglickém Bir-
minghamu a kromé postupu uvedeného niZe zde zminime pou-
ze nékolik detaill tykajicich se Affymetrix Cipu. [zzary a spo-
lupracovnici modifikovali zptisob hodnoceni fluorescen¢nich
signalii jednotlivych prob na Affymetrix ¢ipech a srovnali jejich
postup s algoritmy programit dChip (www.biostat.harvard.edu/
complab/dchip) akomeréniho programu Affymetrix (23). Cipy
Affymetrix jsou tvofeny oligonukleotidy o délce 25nt, které
jsou organizovény do tzv. probe sets pro jednotlivé geny (pro
vétSinu gend je dostupny veétsi pocet probe sets). Tyto probe
sets sestavaji z 11 az 20 part tzv. perfect match (PM) a mis-
match (MM) oligonukleotiddl, pfi¢emZ uprostfed MM préby
(v pozici 13) je inkorporovany chybny nukleotid. Cilem toho-
to pfistupu je moZnost lepsi kontroly nespecifické hybridizace
a hybridizacni signély z té€chto préb jsou pii klasické analyze
obvykle zohlediiovany. Izzary a spolupracovnici v8ak ukazu-
ji, Ze matematicka korekce probe sets pomoci téchto MM préb
pravdépodobné neodpovida jejimu zamyslenému biologické-
mu vyznamu a v jejich algoritmu hodnoty MM préb ignoruji.
Vedle konzistentnéjSich hodnot tzv. fold change, jejich pouZi-
ti RMA (Robust Multiarray Analysis) vykazovalo oproti Affy-
metrix i dChip algoritm{im vice neZ péti-nadsobné sniZeni vari-
ance mezi replikdty. Tento aspekt je daleZity pro pldnovani
experimentll a vzhledem k niz§imu poZadavku na pocet repli-
kath ma vyznamny ekonomicky dopad.

V nasi pfedchozi praci jsme analyzovali telomerdzovou akti-
vitu v prostatickych buné¢nych liniich po ptisobeni antiand-
rogenu bicalutamidu (1). Pfes vysokou telomerazovou aktivi-
tou v buiikdch LNCaP i DU145 nebyl transkript pro TERT
(proteinova podjednotka telomezédzy) pomoci mikro€ipti dete-
govan. Transkripty TERT pravdépodobné podléhaji postran-
skripéni dpravé, pri které dochazi ke ztraté€ poly-A konce, kte-
ry je nutny pro reverzni transkripci. Expresi TERT v obou
liniich jsme nésledné potvrdili pomoci kvantitativni PCR
v redlném Case, kterd pro reverzni transkripci vyuZiva speci-
fické primery. Stabilita mRNA i jejiho poly-A konce mé pii
mikroCipové analyze zdsadni vyznam a mechanismy jeji regu-
lace jsou v literatufe diskutovéany (24). Z naSeho soucasného
projektu upozoriiujeme na vyznam ovéfeni mRNA signdlii na
jednotlivych mikrocipech (Obr. 2). V rdmci genii, hodnoce-
nych jako statisticky signifikantné rozdiln€ exprimované,
mohou byt zahrnuty taktéZ geny s velmi heterogenni nebo niz-
kou expresi a jejich pouZiti pro interpretaci studovaného pro-
blému muZe byt zavadéjici.

Na zasadni problém analyzy dat upozoriiuji Michiels a spolu-
pracovnici, ktefi znovu analyzovali mikro¢ipova data ze sedmi
velkych studif, které sestivaly alespoii ze 60 pacientll a pouka-
zovaly na vyznam analyzy genové exprese pro prognézu nado-
rového onemocnéni (25). Vzhledem k neadekvatni validaci
vysledkt se publikované zaveéry ukézaly jako pfili§ optimistic-
ké, kdy pét ze sedmi studii neklasifikovaly pacienty 1épe neZ
nihoda. Problém mikrocipovych analyz predstavuje také pou-
Ziti rozdilnych platforem. Van’t Veer a spolupracovnici defi-
novali 70 gen, jejichZ exprese by mohla diferencovat pacient-
ky s dobrou a §patnou prognézou karcinomu prsu (26). Obdobny
profil 76 gent definovali Wang a spolupracovnici (27). Pouze
tfi geny jsou vSak obé€ma profilim spolecné, coZ se vysvétluje



pouZitim odliSnych mikro¢ipt a matematickych algoritmi pro
analyzu dat (28). V této souvislosti Rogojina a spolupracovnici
analyzovali stejné vzorky pomoci dvou rozdilnych mikrocipo-
vych platforem, Clontech a Affymetrix, a jako nezévislé ovére-
ni pouZili g-RT-PCR a ¢aste¢né i western blot analyzu (29).
Pokud byly vzorky hodnoceny opakované pomoci stejnych Cipt,
obé platformy vykazovaly vysokou miru konzistence. Av§ak
pokud byly vysledky ziskané pomoci ¢ipi Clontech Atlas Glass
3.8 a Affymetrix U95A/U133A srovnény mezi sebou, ukdzala
se velmi mald shoda. Vysledky q-RT-PCR lépe korelovaly
s Affymetrix (85%) nez s Clontech (33%) a taktéZ western blot
analyza se shodovala spiSe s Affymetrix platformou.

2a) Gen CDH1 vykazuje vysoké a homogenni hodnoty.
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2b) Statistické hodnoceni diferencidlni exprese genu CPB1 je ovlivnéno jeho
velmi vysokou expresi ve vzorcich 8T a 13T.
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2c) Exprese transkriptu LOC63920 je relativné homogenni, ale celkové niz-
ké exprese nadhodnocuje vyznam tzv. nisobné zmény.
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Obrézek 2.: Vyznam kontroly dat z jednotlivych ¢ipt pro geny hodno-
cené jako rozdilné exprimované. Barevné jsou odliSeny Ctyfi bunécné popu-
lace, pficemZ jsou komentovany tfi geny, které byly statisticky hodnocené
jako rozdiln€ exprimované mezi dvémi populacemi vpravo.

PouZiti mikroCipi umoZziiuje analyzovat genovou expresi celé-
ho genomu, ale potyka se pfitom nejen s jiZ uvedenymi problé-
my. PfedevSim poskytuje informaci na urovni mRNA, kterd
nemusi odpovidat expresi proteind, které jsou zodpovédné za
samotnou biologickou funkci. NemiZe také poskytnout infor-

maci o postranslacnich Gpravach proteind, které do znacné miry
rozhoduji o jejich biologické aktivité. Dal§im problémem inter-
pretace vysledkd je doposud omezend nebo zcela chybéjici
informace o biologické funkcifady gend. Pfes tyto obtiZe je mik-
roCipova analyza ve spojeni s dal§imi metodami, které verifi-
kuji jeji vysledky, velmi vykonnym a naddle slibnym pfistupem
pro studium nejen humdnnich chorob, ale biologie jako celku.

Metodika optimalizovana v nasich a spolupracujicich labo-
ratofich

Priprava kryofezii, laserovd mikrodisekce a izolace RNA.
Nadorova i normalni tkafi byly zhodnoceny erudovanym pato-
logem ihned po operaci, zmraZeny v kapalném dusiku a skla-
dovany prfi -80°C. Kryofezy 7-8 um byly pfipraveny v kryos-
tatu (Leica CM1850), jehoZ pracovni plochy byly ociStény
pomoci RNaseZap (Sigma, USA). Rezy byly ihned fixovany
v acetonu, obarveny hematoxylinem a dehydratovény v alko-
holu a xylenu. Pfed samotnou mikrodisekci byly nabarvené
tezy kratkodobé skladovany v uzavienych zkumavkéch se sili-
cagelem (Sigma). Béhem celého postupu byly pouZiviny
néstroje zbavené RN4z a vSechny roztoky byly pfipraveny
v DEPC-vodé. Priblizné 1500 bunék studovanych bunécnych
populaci bylo mikrodisekovano pomoci VeritasTM Laser Cap-
ture Microdissection System (Arcturus Bioscience, USA;
Laboratof Experimentalni Mediciny, Olomouc) podle stan-
dardniho protokolu. Mikrodisekované butiky na specidlnich
discich byly ihned lyzovany v pufru RNesy Micro kitu (Qla—
gen, Némecko). Uplna lyze bunék byla provedena inkubaci pr1
42°C po dobu 30 minut a nasledovala izolace RNA pomoci
zminéného kitu nebo skladovani pfi -80°C. Pro kvantifikaci
RNA byl pouZit spektrofotometr Nanodrop (Nanodrop Tech-
nologies, USA; Blofy21kaln1 Ustav AV CR, Brno).
Amplifikace RNA, znacent a hybridizace. Padesat nanogramu
celkové RNA bylo pfevedeno do cDNA a nasledn€ amplifiko-
véano pomoci Microarray Target Amplification Kit (Roche Dia-
gnostics, Svycarsko). Presnéji, pro prepis do cDNA byl pouZit
modifikovany oligo-dT primer (TAS-T7 Oligo (dT),,). Speci-
alni sekvence TAS (Target Amplification Sequence), kteranevy-
kazuje homologii k Zddnym zndmym sekvencim a umoZiiuje
néslednou amplifikaci pomoci PCR, je inkorporovana i pfi syn-
téze druhého fetézce cDNA pomoci TAS-(dN),, primeru (Obr.
1). Po purifikaci cDNA pomoci Microarray Target Purification
Kit (Roche) byla provedena PCR s TAS primery opét pomoci
Microarray Target Amplification Kit. Aby nedoslo ke zkresleni
informace o genové expresi béhem pozdnich fazi PCR, byl opti-
malni pocet cyklil uréen v pfedbéZzné PCR a kontrolou produk-
th z cykla 21, 24, 27, 30 a 33 pomoci agarozové elektroforézy.
PCR produkty z druhé, optimalizované PCR byly piecistény
pomoci Microarray Target Purification Kit a pouZity pro in vit-
ro transkripci. Pomoci Microarray RNA Target Synthesis Kit T7
(Roche) byly do findlni cRNA inkorporovany biotin-14-CTP
(Invitrogen, USA) a biotin-16-UTP (Roche). Znacend cRNA
byla purifikovdna pomoci Microarray Target Purification Kit,
spektrofotometricky kvantifikovdna a zkontrolovdana pomoci
agarozové elektroferézy. Monitorovani celého procesu amplifi-
kace a znaceni umozZnil GeneChip® Eukaryotic Poly-A RNA
Control Kit (Affymetrix, USA). Jeho definované fedéné exo-
genni pozitivni kontroly byly pridany do vSech vzorku pied syn-
tézou cDNA abyly detegovany na cilovych ¢ipech Human Geno-
me U133 Plus 2.0 Arrays (Affymetrix). Pfed samotnou
hybridizaci bylo vZdy 25 pg biotinylované cRNA fragmentova-
no a pouzito pro pripravu hybridizacni smési. Proces fragmen-
tace, ktery umoZiiuje efektivni hybridizaci k oligonukleotidovym
probam, byl zkontrolovan pomoci agarozové elektroforézy. Hyb-
ridiza¢ni smés standardné obsahuje biotinylované hybridizacni
kontroly z GeneChipTM Eukaryotic Hybridization Control Kit
(Affymetrix). Synteticky oligonukleotid B2 hybridizuje ke spe-
cifickym mistim na ¢ipu a umoziiuje programu GCOS (Gene
Chip Operating Software, Affymetrix) spravné umistit miizku
oddélujici jednotlivé signély po naskenovéni celého Cipu (Obr.
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3). Dalsi neeukaryotické hybridiza¢ni kontroly (geny syntetické
drahy E. coli pro biotin a gen pro rekombinazu bakteriofaga P1)
umoZiuji kontrolu hybridiza¢niho kroku i kvality vlastniho ¢ipu.
Vzhledem k vysoké cené ¢iptt Human Genome U133 Plus 2.0
Arrays byla provedena nejdiive hybridizace, barveni i skenova-
ni na ¢ipech Test3 Array za ucelem ovéfeni kvality celého pro-
cesu pripravy znacené cRNA. Hybridiza¢ni smés byla ptfitom
pfipravena jiZ pro oba Cipy najednou. Hybridizace probihala 16
hodin pfi 45°C a 60 rpm v hybridiza¢ni peci. Promyvéni, barve-
ni streptavidin-phycoerythrinem i skenovani byly fizeny pro-
gramem GCOS v promyvacim automatu a skeneru.

Obr. 3. Affymetrix Test3 Array. Hybridiza¢ni kontroly vytvafi ram
adefinované rohy ¢ipu a umoziiuji tak spravné pocitacové ptiloZeni m¥iz-
ky, kterd oddé€luje signély pro jednotlivé proby.

Analyza dat. Naskenované Cipy byly analyzoviny pomoci
GCOS se zdkladnim nastavenim, s vyjimkou cilového signilu
definovaného na hodnotu 100. Relativni expresni hladiny
mRNA byly definovany normalizovanymi hodnotami signalu.
Vzijemna podobnost kompletnich expresnich profild vSech
vzorki byla hodnocena pomoci Pearsonovych korela¢nich koe-
ficientd. Jejich korela¢ni matrix byla graficky zobrazena jako
tzv. Heatmap (Obr. 4) pomoci pfislu§né funkce v programova-
cim prostiedi R (http://www.r-project.org/). Podobnost kom-
pletnich expresnich profilt byla hodnocena také metodou PCA
(Principal components analysis) pomoci PLS_Toolbox (Ver-
sion 3.5, Eigenvector Research, USA) v programu Matlab (Ver-
sion 7.1, The MathWorks, USA). Rozdiln€ exprimované geny
mezi jednotlivymi bunécnymi typy byly identifikovany jednak
pomoci analyzacniho algoritmu v GCOS a také pomoci tzv.
Rank Products a RMA (Robust Multiarray analysis) (23, 30).
V ramci GCOS analyzy bylo provedeno nejprve srovnani
bunécnych populaci v rdmci jednotlivych pacientek a nésled-

Xz

né byly filtroviny geny s nejvySsim poctem zmén v rdmci v§ech

deseti pacientek pomoci programti Microsoft Excel a Access.
Rank Products analyza byla provedena pomoci modulu Rank-
Prod v programu Bioconductor http://www.bioconductor.org/),
pri¢emZ mezni procento faleSnych pozitivit bylo stanoveno na
10%. Diferencidln€ exprimované geny mezi jednotlivymi
bunécnymi populacemi byly déle analyzovany pomoci online
databiaze DAVID (Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery, http://david.abcc.ncifcrf.gov). Vzhledem
ke komplikovanému systému Gene Ontology, ktery je stra-
tifikovan do tfi skupin (biologicky proces, molekuldrni
funkce a buné¢né lokalizace) a péti trovni, jsme profunk¢ni
anotaci gent pouZili tzv. Functional Categories (SP_PIR_Key-
words), které umoZnily snazsi orientaci v ziskanych vysled-
cich. Detailnéjsi informace o jednotlivych genech byly ziska-
ny z dal§ich voln€ dostupnych databazi, predev§im z Gene
Cards (www.genecards.org) a NETAFFX Analysis Center
(www.affymetrix.com/analysis).

Obrazek 4.: Analyza podobnosti genovych profili. Vzijemna podob-
nost kompletnich expresnich profil tficeti vzorkd byla hodnocena pomo-
ci Pearsonovych korela¢nich koeficientti azobrazena jako tzv. sample cor-
relation heatmap. Na ose x i y jsou jednotlivé vzorky (jejich ¢islovani
neuvadime) a jednotlivé barevné body odpovidaji korelacnim koeficien-
tlm pro srovéani kaZzdého vzorku s kazdym. Cim vysSi korelace, tim je bar-
va vice Cervend a naopak nizsi korelace odpovida odstinim modré barvy.
Uhlopfiicka reprezentuje absolutni korelaci stejnych vzorki.
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