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Souhrn
V poslední dobû se v experimentální praxi stále ve vût‰í mífie uplatÀují metody vyuÏívající mikroãipové expresní anal˘-
zy. Vût‰ina expresních anal˘z v medicínském v˘zkumu vychází z bioptick˘ch vzorkÛ, které obsahují fiadu rÛzn˘ch typÛ
bunûk. Majoritní populace bunûk je urãující pro celkovou informaci o genové expresi a znemoÏÀuje tak rozli‰ení speci-
fické genové exprese jednotliv˘ch typÛ bunûk. Mezi metody, které umoÏÀují selekci pfiesnû definovan˘ch populací bunûk
patfií laserová a mechanická mikrodisekce. Souãasné ãipy vyÏadují mikrogramová mnoÏství znaãené nukleové kyseli-
ny, pfiiãemÏ vstupní mnoÏství RNA ze selektovan˘ch bunûk se mÛÏe pohybovat pouze v nanogramovém aÏ pikogra-
movém fiádu. Tento problém je moÏno fie‰it rÛzn˘mi zpÛsoby amplifikace RNA, mezi které patfií dvojitá lineární ampli-
fikace RNA nebo metody vyuÏívající kombinovanou PCR s linearní amplifikací. Vtomto krátkém pfiehledu poskytujeme
jednak informace, se kter˘mi jsme se setkali jednak bûhem na‰í souãasné anal˘zy genové exprese v mikrodisekovan˘ch
buÀkách mléãné Ïlázy, a také ná‰ optimalizovan˘ postup. Cel˘ projekt sestával z ãasovû nároãného sbûru ãerstvû zmra-
Ïené tkánû, optimalizace pfiípravy kryofiezÛ pro mikrodisekci, izolace a amplifikace RNA, hybridizace na mikroãipy, ana-
l˘zy dat a koneãnû verifikace vybran˘ch v˘sledkÛ pomocí imunohistochemie. V souãasné dobû je vlastní práce v opo-
nentním fiízení v zahraniãním ãasopise, a nemÛÏeme proto poskytnou detailnûj‰í informace o získan˘ch v˘sledcích. 
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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 literatufie existuje velké mnoÏství informací t˘kající se mik-
roãipové anal˘zy, mikrodisekce i amplifikace RNA. V tomto
krátkém pfiehledu poskytujeme informace, se kter˘mi jsme se
setkali jednak bûhem na‰í souãasné anal˘zy genové exprese
v mikrodisekovan˘ch buÀkách mléãné Ïlázy, a také v jiÏ ukon-
ãeném experimentu s nádorov˘mi liniemi odvozen˘mi od kar-
cinomu prostaty (1). Vût‰ina expresních anal˘z v medicínském
v˘zkumu vychází z bioptick˘ch vzorkÛ, které obsahují fiadu
rÛzn˘ch typÛ bunûk. Majoritní populace bunûk je pfiitom urãu-
jící pro celkovou informaci o genové expresi a znemoÏÀuje tak
rozli‰ení specifické genové exprese jednotliv˘ch typÛ bunûk
(2). Mezi metody, které umoÏÀují selekci pfiesnû definovan˘ch
populací bunûk patfií laserová a mechanická mikrodisekce.
V na‰í práci jsme testovali obû metody, ale mechanická mik-
rodisekce pomocí systému Eppendorf se ukázala b˘t vhodná
spí‰e pro izolaci vût‰ích tkáÀov˘ch okrskÛ. Vzhledem k poÏa-
davku izolace nejen nádorové tkánû, ale i normálních duktál-
ních a lobulárních luminálních bunûk mléãné Ïlázy, jsme pou-
Ïili systém laserové mikrodisekce od firmy Arcturus. Cel˘
projekt sestával z ãasovû nároãného sbûru ãerstvû zmraÏené
tkánû, optimalizace pfiípravy kryofiezÛ pro mikrodisekci, izo-
lace a amplifikace RNA, hybridizace na mikroãipy, anal˘zy
dat a koneãnû verifikace vybran˘ch v˘sledkÛ pomocí imuno-
histochemie. Zkrácen˘ optimalizovan˘ postup poskytujeme
níÏe. V souãasné dobû je na‰e práce v oponentním fiízení
v zahraniãním ãasopise, a nemÛÏeme proto poskytnou detail-
nûj‰í informace o získan˘ch v˘sledcích. 

Vliv fixace a barvení na mikrodisekci a kvalitu nukleov˘ch
kyselin
Optimální fixace tkání musí poskytovat pfiijatelnou morfolo-
gii, umoÏnit samotnou mikrodisekci a stabilizovat mRNA.
Goldsworhty a spolupracovníci testovali úãinky cross-linku-
jících i precipitujících fixativ na zmraÏenou i do parafinu zali-
tou tkáÀ (3). Precipitující fixativa jako ethanol a aceton zaji‰-
Èovaly více RT-PCR produktÛ neÏ formalin. Autofii také
pozorovali vût‰í v˘tûÏnost RT-PCR z kryofiezÛ neÏ z fiezÛ para-
finov˘ch. Kim a spolupracovníci oznaãují jako optimální fixa-
tivum pro stabilizaci RNA v tkáních zalit˘ch do parafinu met-
hacarn (kombinaci methanolu, chloroformu a kyseliny octové)
(4). Takto fixované tkánû úspû‰nû pouÏívali pro mikrodisekci
a následnû RNA pro anal˘zu genové exprese taktéÏ pomocí
RT-PCR. Dal‰í práce srovnávala ethanolovou fixaci a ãerstvû
mraÏenou tkáÀ pomocí Affymetrix mikroãipÛ, av‰ak bez mik-
rodisekování jednotliv˘ch bunûk (5). Autofii detegovali 26%
prób (pfiesnûji probe sets, viz níÏe) u mraÏen˘ch tkání, oproti
pouh˘m 4,5% z tkání fixovan˘ch ethanolem a zalit˘ch do para-
finu.  Pfies v˘razn˘ pokles poãtu detegovan˘ch transkriptÛ tato
data ukazují, Ïe pokud není k dispozici ãerstvû zmraÏená tkáÀ,
lze získat omezenou informaci o genové expresi i z tkání zali-
t˘ch do parafinu. TaktéÏ dal‰í autofii zjistili, Ïe fixace tkání
70% etanolem zvy‰uje v˘tûÏnost RNA, DNA i proteinÛ opro-
ti formalinové fixaci a poskytuje srovnatelnou histologickou
kvalitu fiezÛ (6-8). Pfiesto existuje poptávka po anal˘ze geno-
vé exprese z tkání fixovan˘ch formalinem a zalit˘ch do para-
finu. Firmy Arcturus a Affymetrix proto vyvinuly speciální
ãipy (GeneChip® X3P Arrays), které obsahují hybridizaãní
próby pouze v blízkosti 3’konce a jsou tak schopné detegovat
více fragmentovan˘ch transkriptÛ (vysvûtlení viz níÏe).
Laserová mikrodisekce a izolace RNA pro anal˘zu genové
exprese je moÏná i z imunohistochemicky barven˘ch parafi-
nov˘ch fiezÛ (9). Autofii pouÏívali  kvalitnû imunobarvené fiezy
z tkání fixovan˘ch v acetonu, methanolu nebo ve smûsi etha-
nolu a acetonu. Specificita i rychlost mikrodisekce byla v˘raz-
nû zv˘‰ena právû díky snaz‰í identifikaci Ïádan˘ch, popfiípa-
dû nechtûn˘ch bunûãn˘ch populací. Pfiitom samotné barvení
preparátÛ trvalo pouze 12-25 minut. Naproti tomu ménû uspo-

kojivé v˘sledky po mikrodisekci imunobarven˘ch fiezÛ získa-
li Uneyama a spolupracovníci (10). Tito autofii doporuãují spí-
‰e barvení cresylovou violetí, pfiípadnû hematoxylin-eosinem.
PouÏití hematoxylinu-eosinu pro laserovou mikrodisekci
a mikroãipovou anal˘zu doporuãují také Michel a spolupra-
covníci. (11). Ginsberg a Che testovali mikrodisekci a mikro-
ãipovou anal˘zu pfii pouÏití nejen hematoxylinu-eosinu a cre-
sylové violeti, ale také po barvení thioninem, akridinovou
oranÏí a stfiíbrem (12). Nûktefií autofii s úspûchem pouÏili pro
stabilizaci RNA v analyzovan˘ch vzorcích RNAlater (13).
Chaotropní soli RNAlateru v‰ak interferují s mikrodisekcí,
a tak museli autofii sníÏit jejich koncentraci promytím v 70%
ethanolu a následnou dehydratací a vysu‰ením pomocí abso-
lutního ethanolu a xylenu. V na‰í práci se vyskytl také problém
související s vysok˘m obsahem tukÛ v prsní tkáni, které zne-
snadÀují pfiípravu kryofiezÛ. Po pfiídavku RNAlateru nebylo jiÏ
moÏné pfiipravit kvalitní kryofiezy ani pfii vychlazení tkání pfii
-80°C, a proto jsme byli nuceni pouÏívat pouze klasické 
kryofiezy.
Obdobnû jako u dostateãnû koncentrovan˘ch vzorkÛ je 
optimální kontrolou kvality RNA sledování pomûru
28S/18S rRNA. Vzhledem celkovému objemu vzorkÛ v fiádu
mikrolitrÛ je tato kontrola umoÏnûna v podstatû pouze pomo-
cí kapilární elektroforézy s laserem indukovanou fluorescen-
cí (14). Standardem se v této oblasti stal pfiístroj Agilent 2100
Bioanalyzer, kter˘ umoÏnuje na speciálních ãipech anal˘zu
jednoho mikrolitru celkové RNA a poskytuje nejen informa-
ci o kvalitû RNA, ale zároveÀ i o koncentraci. Pokud není uve-
dená technologie k dispozici, je nutné barvení fiezÛ, mikrodi-
sekci bunûk i izolaci RNA ovûfiit alespoÀ na testovacích
vzorcích a cel˘ v˘tûÏek obûtovat pro kontrolu pomocí klasic-
k˘ch metod jako je agarozová elektroforéza a RT-PCR. Po
optimalizaci celé procedury je následnû nutné striktnû dodr-
Ïovat cel˘ postup u analyzovan˘ch vzorkÛ. PrÛmûrn˘ v˘tûÏek
z 1000 mikrodisekovan˘ch bunûk je asi 50 ng celkové RNA,
pfiiãemÏ v na‰ich laboratofiích jsme pozorovali pro agarozo-
vou elektroforézu a barvení Sybr-Gold detekãní limit 10 ng pfii
vizualizaci pomocí chlazené CCD kamery (Diana II, Raytest,
Nûmecko). Pro ovûfiení kvality pomocí RT-PCR jsme testo-
vali primery pro beta-actin (15), které poskytují jednak rela-
tivnû dlouh˘ amplikon 626 bp a kontaminace genomickou
DNA se projeví odli‰n˘m fragmentem o velikosti 1966 bp. Pfii
pouÏití Titan One Tube RT-PCR kitu (Roche) jsme v‰ak nedo-
cílili sníÏení detekãního limitu a vzhledem k finanãní nároã-
nosti jsme od RT-PCR testování upustili. V dobû fie‰ení na‰e-
ho projektu nebyl k dispozici zmiÀovan˘ systém 2100
Bioanalyzer a pro kvantifikaci RNA jsme pouÏívali spektro-
fotometr Nanodrop, kter˘ umoÏÀuje anal˘zu taktéÏ jediného
mikrolitru vzorku. Po optimalizaci postupu byl pfiipraven nej-
prve jeden vzorek pouze pro testovací ãip Test3 Array (viz
níÏe) a následnû byla provedena kompletní anal˘za v‰ech tfií
bunûãn˘ch populací od jedné pacientky. Po získání kvalitních
v˘sledkÛ jsme pfiistoupili k dokonãení anal˘zy v‰ech tfiiceti
vzorkÛ. Cel˘ proces amplifikace a znaãení (viz níÏe) byl navíc
monitorován pomocí GeneChip® Eukaryotic Poly-A RNA
Control Kit (Affymetrix), jehoÏ definovanû fiedûné kontroly
byly pfiidány do v‰ech vzorkÛ pfied syntézou cDNA a finálnû
byly detegovány na cílov˘ch ãipech Human Genome U133
Plus 2.0 Arrays (Affymetrix).

MoÏnosti amplifikace mRNA pro mikroãipovou anal˘zu
Eberwine a spolupracovníci vyvinuli dnes jiÏ klasickou, tzv.
lineární amplifikaci RNA (16). Jedná se o pfiepis mRNA do
cDNA pomocí oligo-dT-T7 primeru, pfiiãemÏ inkorporovan˘
T7-promotor umoÏÀuje následnou amplifikaci in vitro tran-
skripcí pomocí T7- polymerázy. K dosaÏení mikrogramov˘ch
mnoÏství RNA pro samotnou mikroãipovou anal˘zu je nûkdy
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Obrázek 1.: Amplifikace RNA pomocí PCR. Detailní vysvûtlení této
metody je k dispozici v textu. Z v˘sledku agarozové elektroforézy vypl˘-
vají optimální poãty cyklÛ pro druhou PCR (24 cyklÛ pro vzorek A a 27
cyklÛ pro dal‰í dva vzorky). V˘sledné produkty jsou pouÏity pro in vitro
transkripci, která je umoÏnûna inkorporací T7-promotoru.

tento postup tfieba zopakovat. Jenson a spolupracovníci pozo-
rovali pouze malé zmûny v expresním profilu vzorkÛ amplifi-
kovan˘ch dvojitou lineární amplifikací oproti nefiedûné RNA
(17). Nejlep‰í v˘sledky byly získány pfii amplifikaci 500 a více
nanogramÛ celkové RNA, pfiiãemÏ jako kritické faktory se uká-
zaly kvalita vstupní RNA a koncentrace oligo-dT-T7 prime-
ru. Pro zmiÀovanou dvojitou lineární amplifikaci je dostupná
celá fiada komerãních kitÛ (Ambion, Arcturus, Epicentre a dal-
‰í). Detailní informace o problémech syntézy cDNA a in vit-
ro transkripce poskytuje práce Baugh a spolupracovníkÛ (18).
Z jejich zku‰eností vychází i dal‰í kit od firmy Artus-biotech,
jehoÏ hlavní odli‰ností je vyuÏití speciálních trinukleotidov˘ch
primerÛ (sekvence neuvedena) pro syntézu druhého fietûzce
cDNA. 
Jak jiÏ bylo zmínûno v˘‰e jedním ze základních pfiedpokladÛ
úspe‰né mikroãipové anal˘zy je kvalita RNA. Existují v‰ak
pfiístupy, které umoÏÀují získat informaci také z degradované
RNA. Vût‰ina pfiístupÛ pro amplifikaci RNA pouÏívá oligo-
dT-T7 primer, kter˘ umoÏÀuje jednak pfiepis do cDNA (oligo-
dT primer) a také in vitro transkripci pomocí T7-polymerázy
(T7-promotor). Pfiepis do cDNA je tedy moÏn˘ pouze pro frag-
menty RNA obsahující poly-A signál. Xiang a spolupracov-
níci vyvinuli modifikovanou lineární amplifikaci pfii pouÏití
alternativního oligo-N9-T3 primeru (19). Náhodn˘ devíti-mer
(N9) umoÏÀuje pfiepis jakéhokoli fragmentu RNA do cDNA
a k in vitro transkripci slouÏí promotor pro T3-polymerázu.
Tento postup vykazoval v degradovan˘ch vzorcích asi o tfieti-
nu lep‰í záchyt rozdílnû exprimovan˘ch genÛ neÏ klasická oli-
go-dT-T7 amplifikace. 

In vitro transkripci je moÏné kombinovat také s PCR amplifi-
kací (20-22). Oligo-dT-T7 promotor je navíc spojen s PCR pri-
merem, kter˘ je inkorporován i pfii syntéze druhého fietûzce
cDNA (Obr. 1). Nev˘hodou tohoto postupu je nutnost defino-

vání poãtu PCR cyklÛ pro kaÏdou cDNA tak, aby amplifika-
ce byla ukonãena v exponenciální fázi PCR. V systému firmy
Roche, kter˘ jsme pouÏili i v na‰í práci, se PCR amplifikace
provádí dvakrát, pfiiãemÏ bûhem první reakce se odebírají ali-
kvoty z cyklÛ 21, 24, 27, 30 a 33 (Obr. 1). Ty jsou poté analy-
zovány agarozovou elektroforézou a podle intenzity amplifi-
kovan˘ch produktÛ je vybrán poãet cyklÛ pro druhou PCR.
Získané PCR produkty jsou pouÏity pro in vitro trankripci,
bûhem které dochází k dal‰í amplifikaci a také ke znaãení pro
detekci na mikroãipech. 

Limitace mikroãipov˘ch anal˘z
Po naskenování ãipÛ následuje obtíÏná fáze anal˘zy dat. V na‰í
práci jsme vyuÏili zku‰eností pracovi‰tû v anglickém Bir-
minghamu a kromû postupu uvedeného níÏe zde zmíníme pou-
ze nûkolik detailÛ t˘kajících se Affymetrix ãipÛ. Izzary a spo-
lupracovníci modifikovali zpÛsob hodnocení fluorescenãních
signálÛ jednotliv˘ch prób na Affymetrix ãipech a srovnali jejich
postup s algoritmy programÛ dChip (www.biostat.harvard.edu/
complab/dchip) a komerãního programu Affymetrix (23). âipy
Affymetrix jsou tvofieny  oligonukleotidy o délce 25nt, které
jsou organizovány do tzv. probe sets pro jednotlivé geny (pro
vût‰inu genÛ je dostupn˘ vût‰í poãet probe sets). Tyto probe
sets sestávají z 11 aÏ 20 párÛ tzv. perfect match (PM) a mis-
match (MM) oligonukleotidÛ, pfiiãemÏ uprostfied MM próby
(v pozici 13) je inkorporovan˘ chybn˘ nukleotid. Cílem toho-
to pfiístupu je moÏnost lep‰í kontroly nespecifické hybridizace
a hybridizaãní signály z tûchto prób jsou pfii klasické anal˘ze
obvykle zohledÀovány. Izzary a spolupracovníci v‰ak ukazu-
jí, Ïe matematická korekce probe sets pomocí tûchto MM prób
pravdûpodobnû neodpovídá jejímu zam˘‰lenému biologické-
mu v˘znamu a v jejich algoritmu hodnoty MM prób ignorují.
Vedle konzistentnûj‰ích hodnot tzv. fold change, jejich pouÏi-
tí RMA (Robust Multiarray Analysis) vykazovalo oproti Affy-
metrix i dChip algoritmÛm více neÏ pûti-násobné sníÏení vari-
ance mezi replikáty. Tento aspekt je dÛleÏit˘ pro plánování
experimentÛ a vzhledem k niÏ‰ímu poÏadavku na poãet repli-
kátÛ má v˘znamn˘ ekonomick˘ dopad. 
V na‰í pfiedchozí práci jsme analyzovali telomerázovou akti-
vitu v prostatick˘ch bunûãn˘ch liniích po pÛsobení antiand-
rogenu bicalutamidu (1). Pfies vysokou telomerázovou aktivi-
tou v buÀkách LNCaP i DU145 nebyl transkript pro TERT
(proteinová podjednotka telomezázy) pomocí mikroãipÛ dete-
gován. Transkripty TERT pravdûpodobnû podléhají postran-
skripãní úpravû, pfii které dochází ke ztrátû poly-A konce, kte-
r˘ je nutn˘ pro reverzní transkripci. Expresi TERT v obou
liniích jsme následnû potvrdili pomocí kvantitativní PCR
v reálném ãase, která pro reverzní transkripci vyuÏívá speci-
fické primery. Stabilita mRNA i jejího poly-A konce má pfii
mikroãipové anal˘ze zásadní v˘znam a mechanismy její regu-
lace jsou v literatufie diskutovány (24). Z na‰eho souãasného
projektu upozorÀujeme na v˘znam ovûfiení mRNA signálÛ na
jednotliv˘ch mikroãipech (Obr. 2). V rámci genÛ, hodnoce-
n˘ch jako statisticky signifikantnû rozdílnû exprimované,
mohou b˘t zahrnuty taktéÏ geny s velmi heterogenní nebo níz-
kou expresí a jejich pouÏití pro interpretaci studovaného pro-
blému mÛÏe b˘t zavádûjící.
Na zásadní problém anal˘zy dat upozorÀují Michiels a spolu-
pracovníci, ktefií znovu analyzovali mikroãipová data ze sedmi
velk˘ch studií, které sestávaly alespoÀ ze 60 pacientÛ a pouka-
zovaly na v˘znam anal˘zy genové exprese pro prognózu nádo-
rového onemocnûní (25). Vzhledem k neadekvátní validaci
v˘sledkÛ se publikované závûry ukázaly jako pfiíli‰ optimistic-
ké, kdy pût ze sedmi studií neklasifikovaly pacienty lépe neÏ
náhoda. Problém mikroãipov˘ch anal˘z pfiedstavuje také pou-
Ïití rozdíln˘ch platforem. Van’t Veer a spolupracovníci defi-
novali 70 genÛ, jejichÏ exprese by mohla diferencovat pacient-
ky sdobrou a ‰patnou prognózou karcinomu prsu (26). Obdobn˘
profil 76 genÛ definovali Wang a spolupracovníci (27). Pouze
tfii geny jsou v‰ak obûma profilÛm spoleãné, coÏ se vysvûtluje
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pouÏitím odli‰n˘ch mikroãipÛ a matematick˘ch algoritmÛ pro
anal˘zu dat (28). V této souvislosti Rogojina a spolupracovníci
analyzovali stejné vzorky pomocí dvou rozdíln˘ch mikroãipo-
v˘ch platforem, Clontech a Affymetrix, a jako nezávislé ovûfie-
ní pouÏili q-RT-PCR a ãásteãnû i western blot anal˘zu (29).
Pokud byly vzorky hodnoceny opakovanû pomocí stejn˘ch ãipÛ,
obû platformy vykazovaly vysokou míru konzistence. Av‰ak
pokud byly v˘sledky získané pomocí ãipÛ Clontech Atlas Glass
3.8 a Affymetrix U95A/U133A srovnány mezi sebou, ukázala
se velmi malá shoda. V˘sledky q-RT-PCR lépe korelovaly
s Affymetrix (85%) neÏ s Clontech (33%) a taktéÏ western blot
anal˘za se shodovala spí‰e s Affymetrix platformou.

PouÏití mikroãipÛ umoÏÀuje analyzovat genovou expresi celé-
ho genomu, ale pot˘ká se pfiitom nejen s jiÏ uveden˘mi problé-
my. Pfiedev‰ím poskytuje informaci na úrovni mRNA, která
nemusí odpovídat expresi proteinÛ, které jsou zodpovûdné za
samotnou biologickou funkci. NemÛÏe také poskytnout infor-

maci o postranslaãních úpravách proteinÛ, které do znaãné míry
rozhodují o jejich biologické aktivitû. Dal‰ím problémem inter-
pretace v˘sledkÛ je doposud omezená nebo zcela chybûjící
informace o biologické funkci fiady genÛ. Pfies tyto obtíÏe je mik-
roãipová anal˘za ve spojení s dal‰ími metodami, které verifi-
kují její v˘sledky, velmi v˘konn˘m a nadále slibn˘m pfiístupem
pro studium nejen humánních chorob, ale biologie jako celku.

Metodika optimalizovaná v na‰ich a spolupracujících labo-
ratofiích
Pfiíprava kryofiezÛ, laserová mikrodisekce a izolace RNA.
Nádorová i normální tkáÀ byly zhodnoceny erudovan˘m pato-
logem ihned po operaci, zmraÏeny v kapalném dusíku a skla-
dovány pfii -80°C. Kryofiezy 7-8 μm byly pfiipraveny v kryos-
tatu (Leica CM1850), jehoÏ pracovní plochy byly oãi‰tûny
pomocí RNaseZap (Sigma, USA). ¤ezy byly ihned fixovány
v acetonu, obarveny hematoxylinem a dehydratovány v alko-
holu a xylenu. Pfied samotnou mikrodisekcí byly nabarvené
fiezy krátkodobû skladovány v uzavfien˘ch zkumavkách se sili-
cagelem (Sigma). Bûhem celého postupu byly pouÏívány
nástroje zbavené RNáz a v‰echny roztoky byly pfiipraveny
v DEPC-vodû. PfiibliÏnû 1500 bunûk studovan˘ch bunûãn˘ch
populací bylo mikrodisekováno pomocí VeritasTM Laser Cap-
ture Microdissection System (Arcturus Bioscience, USA;
Laboratofi Experimentální Medicíny, Olomouc) podle stan-
dardního protokolu. Mikrodisekované buÀky na speciálních
discích byly ihned lyzovány v pufru RNesy Micro kitu (Qia-
gen, Nûmecko). Úplná l˘ze bunûk byla provedena inkubací pfii
42°C po dobu 30 minut a následovala izolace RNA pomocí
zmínûného kitu nebo skladování pfii -80°C. Pro kvantifikaci
RNA byl pouÏit spektrofotometr Nanodrop (Nanodrop Tech-
nologies, USA; Biofyzikalní Ústav AV âR, Brno).
Amplifikace RNA, znaãení a hybridizace. Padesát nanogramÛ
celkové RNA bylo pfievedeno do cDNA a následnû amplifiko-
váno pomocí Microarray Target Amplification Kit (Roche Dia-
gnostics, Svycarsko). Pfiesnûji, pro pfiepis do cDNA byl pouÏit
modifikovan˘ oligo-dT primer (TAS-T7 Oligo (dT)24). Speci-
ální sekvence TAS (Target Amplification Sequence), která nevy-
kazuje homologii k Ïádn˘m znám˘m sekvencím a umoÏÀuje
následnou amplifikaci pomocí PCR, je inkorporována i pfii syn-
téze druhého fietûzce cDNA pomocí TAS-(dN)10 primeru (Obr.
1). Po purifikaci cDNA pomocí Microarray Target Purification
Kit (Roche) byla provedena PCR s TAS primery opût pomocí
Microarray Target Amplification Kit. Aby nedo‰lo ke zkreslení
informace o genové expresi bûhem pozdních fází PCR, byl opti-
mální poãet cyklÛ urãen v pfiedbûÏné PCR a kontrolou produk-
tÛ z cyklÛ 21, 24, 27, 30 a 33 pomocí agarozové elektroforézy.
PCR produkty z druhé, optimalizované PCR byly pfieãi‰tûny
pomocí Microarray Target Purification Kit a pouÏity pro in vit-
ro transkripci. Pomocí Microarray RNA Target Synthesis Kit T7
(Roche) byly do finální cRNA inkorporovány biotin-14-CTP
(Invitrogen, USA) a biotin-16-UTP (Roche). Znaãená cRNA
byla purifikována pomocí Microarray Target Purification Kit,
spektrofotometricky kvantifikována a zkontrolována pomocí
agarozové elektroferézy.  Monitorování celého procesu amplifi-
kace a znaãení umoÏnil GeneChip® Eukaryotic Poly-A RNA
Control Kit (Affymetrix, USA). Jeho definovanû fiedûné exo-
genní pozitivní kontroly byly pfiidány do v‰ech vzorkÛ pfied syn-
tézou cDNA abyly detegovány na cílov˘ch ãipech Human Geno-
me U133 Plus 2.0 Arrays (Affymetrix). Pfied samotnou
hybridizací bylo vÏdy 25 μg biotinylované cRNA fragmentová-
no a pouÏito pro pfiípravu hybridizaãní smûsi. Proces fragmen-
tace, kter˘ umoÏÀuje efektivní hybridizaci koligonukleotidov˘m
probám, byl zkontrolován pomocí agarozové elektroforézy. Hyb-
ridizaãní smûs standardnû obsahuje biotinylované hybridizaãní
kontroly z GeneChipTM Eukaryotic Hybridization Control Kit
(Affymetrix). Syntetick˘ oligonukleotid B2 hybridizuje ke spe-
cifick˘m místÛm na ãipu a umoÏÀuje programu GCOS (Gene
Chip Operating Software, Affymetrix) správnû umístit mfiíÏku
oddûlující jednotlivé signály po naskenování celého ãipu (Obr.

Obrázek 2.: V˘znam kontroly dat z jednotliv˘ch ãipÛ pro geny hodno-
cené jako rozdílnû exprimované.Barevnû jsou odli‰eny ãtyfii bunûãné popu-
lace, pfiiãemÏ jsou komentovány tfii geny, které byly statisticky hodnocené
jako rozdílnû exprimované mezi dvûmi populacemi vpravo. 

2a) Gen CDH1 vykazuje vysoké a homogenní hodnoty.

2b) Statistické hodnocení diferenciální exprese genu CPB1 je ovlivnûno jeho
velmi vysokou expresí ve vzorcích 8T a 13T. 

2c) Exprese transkriptu LOC63920 je relativnû homogenní, ale celkovû níz-
ká exprese nadhodnocuje v˘znam tzv. násobné zmûny.



3). Dal‰í neeukaryotické hybridizaãní kontroly (geny syntetické
dráhy E. coli pro biotin a gen pro rekombinázu bakteriofága P1)
umoÏÀují kontrolu hybridizaãního kroku ikvality vlastního ãipu.
Vzhledem k vysoké cenû ãipÛ Human Genome U133 Plus 2.0
Arrays byla provedena nejdfiíve hybridizace, barvení i skenová-
ní na ãipech Test3 Array za úãelem ovûfiení kvality celého pro-
cesu pfiípravy znaãené cRNA. Hybridizaãní smûs byla pfiitom
pfiipravena jiÏ pro oba ãipy najednou. Hybridizace probíhala 16
hodin pfii 45°C a 60 rpm v hybridizaãní peci. Prom˘vání, barve-
ní streptavidin-phycoerythrinem i skenování byly fiízeny pro-
gramem GCOS v prom˘vacím automatu a skeneru.

Anal˘za dat. Naskenované ãipy byly analyzovány pomocí
GCOS se základním nastavením, s vyjímkou cílového signálu
definovaného na hodnotu 100. Relativní expresní hladiny
mRNA byly definovány normalizovan˘mi hodnotami signálu.
Vzájemná podobnost kompletních expresních profilÛ v‰ech
vzorkÛ byla hodnocena pomocí Pearsonov˘ch korelaãních koe-
ficientÛ. Jejich korelaãní matrix byla graficky zobrazena jako
tzv. Heatmap (Obr. 4) pomocí pfiíslu‰né funkce v programova-
cím prostfiedí R (http://www.r-project.org/).  Podobnost kom-
pletních expresních profilÛ byla hodnocena také metodou PCA
(Principal components analysis) pomocí PLS_Toolbox (Ver-
sion 3.5, Eigenvector Research, USA) v programu Matlab (Ver-
sion 7.1, The MathWorks, USA). Rozdílnû exprimované geny
mezi jednotliv˘mi bunûãn˘mi typy byly identifikovány jednak
pomocí analyzaãního algoritmu v GCOS a také pomocí tzv.
Rank Products a RMA (Robust Multiarray analysis) (23, 30).
V rámci GCOS anal˘zy bylo provedeno nejprve srovnání
bunûãn˘ch populací v rámci jednotliv˘ch pacientek a násled-
nû byly filtrovány geny s nejvy‰‰ím poãtem zmûn v rámci v‰ech

deseti pacientek pomocí programÛ Microsoft Excel a Access.
Rank Products anal˘za byla provedena pomocí modulu Rank-
Prod v programu Bioconductor http://www.bioconductor.org/),
pfiiãemÏ mezní procento fale‰n˘ch pozitivit bylo stanoveno na
10%. Diferenciálnû exprimované geny mezi jednotliv˘mi
bunûãn˘mi populacemi byly dále analyzovány pomocí online
databáze DAVID (Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery, http://david.abcc.ncifcrf.gov). Vzhledem
ke komplikovanému systému Gene Ontology, kter˘ je stra-
tifikován do tfií skupin (biologick˘ proces, molekulární 
funkce a bunûãná lokalizace) a pûti úrovní, jsme profunkãní
anotaci genÛ pouÏili tzv. Functional Categories (SP_PIR_Key-
words), které umoÏnily snaz‰í orientaci v získan˘ch v˘sled-
cích. Detailnûj‰í informace o jednotliv˘ch genech byly získá-
ny z dal‰ích volnû dostupn˘ch databází, pfiedev‰ím z Gene
Cards (www.genecards.org) a NETAFFX Analysis Center
(www.affymetrix.com/analysis). 
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Souhrn
Mohutn˘ rozvoj molekulárnû biologick˘ch metod v posledních deseti letech je charakterizován produkcí velké-
ho mnoÏství dat. Nejinak je tomu i v pfiípadû technologie DNA mikroãipÛ, která umoÏÀuje v jednom experimen-
tu sledovat expresi desítek tisíc genÛ najednou. Kvantum získan˘ch experimentálních dat je v‰ak pro relevantní
medicínské závûry nutné vhodnû analyzovat a interpretovat. 
Tento ãlánek je vûnován statistick˘m metodám, které lze pro hodnocení dat získan˘ch z DNA mikroãipÛ pouÏít.
Tyto metody lze rozdûlit do tfií velk˘ch skupin: shlukovací metody, metody pro identifikaci rozdílnû exprimova-
n˘ch genÛ a klasifikaãní metody. Shlukovací metody slouÏí k nalezení homogenních skupin pacientÛ s podob-
n˘m expresním profilem nebo skupin genÛ s podobn˘m chováním, metody pro identifikaci rozdílnû exprimova-
n˘ch genÛ hledají geny specifické svojí aktivitou pro urãitou biologickou tkáÀ, zatímco klasifikaãní metody slouÏí
k nalezení diskriminaãního pravidla pro pfiesnou diagnostiku nov˘ch pacientÛ do jedné z definovan˘ch skupin.

Klíãová slova: DNA mikroãipy, statistická anal˘za, shlukování, testování rozdílné exprese, klasifikaãní metody

Summary
Last decade led to massive progress in the molecular biology methods which was accompanied by the producti-
on of large amount of data. This is also the case of the gene expression microarray technology that makes it fea-
sible to study thousands of genes simultaneously. However, for relevant medical inference there is the need for
appropriate evaluation and interpretation of this large quantity of experimental data. 
This paper is dedicated to statistical methods that can be used for the evaluation of gene expression data. These
methods can be split into three main categories: clustering methods, methods for identification of differentially
expressed genes and classification techniques. Clustering methods can be used for finding of homogenous groups
of patients or genes with similar expression profile, methods for identification of differentially expressed genes
find genes specific for activity of certain biological tissue while classification techniques are used for setting up
a discrimination rule for precise diagnostics of newly diagnosed patients to one of the previously defined classes.

Keywords: DNA microarrays, statistical analysis, clustering, testing for differential expression, classification
techniques




