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UvVoD

Pokroky v onkologické 1é¢bé v poslednim desetileti prodlouzily pieziti pacienti
s onkologickym onemocnénim, avSak tato onemocnéni jsou stale nejCastéjSim tmrtim v 5.
a 6. dekad¢ zivota. Pro co nejlepsi 1é¢ebné vysledky je dulezité jak casny zachyt
onkologickych onemocnéni, tak spravné stanovené stddium onemocnéni, které umoziuje

adekvatni indikaci onkologické 1éCby.

Pro pochopeni patogeneze nadorovych onemocnéni je diilezitd nejen histologicka
analyza tkané, ale také poznéni zmén na urovni DNA (deoxyribonukleova kyselina)
a genové exprese. Uvodu do této problematiky je vénovana teoretickd ¢ast bakalaiské

prace.

Jednou z moznosti vyzkumu patogeneze nadorového onemocnéni je analyza
histologickych blo¢ku tzn. formalinem fixované v parafinu zalité tkané¢ (FFPE). Takovéto
blo¢ky jsou rutinné piipravovany pro diagnostiku nddorového onemocnéni pacienta. Tyto
blocky je mozné vyuzit i retrospektivné a novymi metodami z nich izolovat DNA
a RNA (ribonukleova kyselina) pro molekularné genetické analyzy. 1zolace DNA a RNA
Z histologickych blocku a vztah jejich vytézku k typu tkan€ jsou predmétem praktické ¢asti

mé bakalatské prace.
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TEORETICKA CAST

1 PATOGENEZE NADOROVEHO ONEMOCNENI

1.1 Obecna definice nadoru

, Nador je geneticky podmineény abnormalni priristek bunécné tkanové hmoty
klondlniho charakteru. Jeho rust neni v koordinaci s ristem okolnich tkani
a rovnovaznym stavem organismu. Nddorova proliferace pretrvava | po odstranéni

zakladniho etiologického momentu. *“ (1, s. 16)

Zakladem rastu zménénych bunek tkané jsou trvalé zmény genotypu téchto bungk,
to znamend zmény genotypu somatickych bunék. Pravdépodobné vSechny buiiky jednoho

nadoru pochazeji z jedné zménéné buniky (klonalni charakter). (1)

Obecné plati, ze rychlost pfirtistku transformovanych bun¢k nadorové tkané je
vy$§si nez VvV nezménéné okolni tkdni, ovSem cas mezi jednotlivymi mitézami
U nddorovych bunék je Casto del§i ve srovnani se zdravymi proliferujicimi kmenovymi
bunikami ¢i dokonce buitkami embryonalnimi. Tedy pfiristek naddorové transformovanych
bunck neni zplsoben rychlosti proliferace, nybrz snizenim odumirani nddorovych bunék.

Je tedy porusena rovnovaha mezi ptirtistkem a zanikem téchto buné¢k. (1)

Dalsi charakteristikou nadorovych bunék je beztucelny rist bunééné hmoty, ktera

Casto omezuje svymi potiebami okolni tkan¢ a zdravé buiky. (1)
1.2 Patogeneze nadorového ristu

1.2.1 Soubor pri¢in a mechanismi vzniku zhoubnych nadoru

Vznik néddorového bujeni je vzdy multifaktoridlni a probihd ve vice etapach.
Zakladem je nc€kolikandasobnd mutace ve dvou az Ctyiech soustavach genti dilezitych pro
zivot buiky. Jednak je to mutace vV celularnich protoonkogenech a v antionkogenech
zajistujicich proliferaci bunky, dale mutace v genech apoptotické kaskady a v genech
opravy poskozeni DNA. Takovouto transformaci buiiky zptsobi jednak zevni mutageny,

a jednak konstitu¢ni vlastnosti genomu dané bunky. (1, 2)

Zevni mutageny schopné vyvolat zmény Vv genomu bunék organismu délime do tii
skupin-chemické karcinogeny, fyzikalni karcinogeny a biologické karcinogenni faktory.
1)
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Chemické karcinogenni latky jsou velkou skupinou u€innych mutagent
s nejriznéj$i chemickou strukturou a vyraznou afinitou K DNA. N¢které z nich plisobi
zmény DNA piimo, dokazi se vazat S molekulou DNA bez jakékoli pfedchozi metabolické
pfemény. Jiné dosdhnou karcinogenniho charakteru az po metabolickém zpracovani
organismem. Mechanismus plisobeni na molekularni trovni je vSak stejny. Jsou vysoce
elektrofilni, coz zpisobuje jejich reakce S misty bohatymi na elektrony (DNA, RNA,
proteiny). Mezi chemické karcinogeny fadime napf. kamenouhelny dehet, aromatické
aminy, latky vznikajici pfi vyrob¢ syntetickych textilii, plastti, umélych hnojiv, herbicidd,
pesticidu, nitraty, nitridy, dimethylaminoazobenzen, cigaretovy dehet, mastné kyseliny ve

stravé, kovy a jiné. (1, 3)

Fyzikalni karcinogenni faktory maji také schopnost vyvolat zmény v genetické
informaci. NejzndméjSim fyzikalnim mutagenem je ionizujici zéfeni. lonizujici zéafeni
pusobi dvéma zékladnimi mechanismy. Prvni z nich je zaloZzen na ndhodné interakci
ionizujiciho zafeni S molekulami bunky, které vedou k chemickym zménam. Ty nasledné
interaguji S molekulou DNA a zptsobi mutace nebo chromosomalni aberace. Druhym
mechanismem poskozeni je pfima absorpce energie ionizujiciho zafeni molekulou DNA
a nasledné dochazi k vyvolani mutace, ¢i chromosomové aberace. Dal§im zafenim
s karcinogennim ucinkem je zafeni ultrafialové vytvarejici v DNA dimery pyrimidinu,
coz ma za nasledek zejména chyby v transkripci. Do této skupiny mutagenti fadime

I infracervené zateni. (3)

Mechanismus Géinku biologickych karcinogennich latek je podobny jako u latek
chemickych, dojde k vazb&é mutagenu s DNA. Do této skupiny fadime vétSinu vira (RNA
a DNA viry). RNA onkogenni viry napadenou bunku nezni¢i ptimo, zacleni svilj genom
do genomu bunky ve formé DNA kopie svého RNA genomu, kterou vytvoii pomoci
enzymu nazyvaného reversni transkriptaza, kterd je zakladni sloZzkou funkéni virové
Castice. Tento proces zajisti tzv. horizontdlni pfenos virové informace mezi bunkami
hostitele. Po zaclenéni virového genomu mohou nastat tii typy vztahu mezi RNA virem
(retrovirem) a organismem hostitele. Za urCitych okolnosti mize dojit k nadorové
transformaci bunky, Castéji vSak vznikd nenadorové onemocnéni, jakym je napt. HIV
(Human Immunodeficiency Virus) nebo chfipka. Retrovirus se také muze zaclenit do
genomu bunky, Sifit se dal a nezpusobit zddné zdvazné Skody. Nakaza onkogennim virem
DNA je dvoufazova. V prvni fazi dochazi k replikaci virové DNA v jadie hostitelské

buniky zéaroven se syntézou bunééné DNA. Bunky z GO a Gl faze piejdou do faze
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S a préave tento prechod infikovanych bunék je pfedpokladem transformaéni schopnosti
viru. Druha faze virové infekce slouzi k syntéze virovych proteini a kK dozravani novych
virionti (zakladni castice viru se schopnosti infikovat hostitelské buiiky), diky jejichz
pomnozeni dojde k lyzi infikované bunky. Mezi onkogenni DNA viry fadime viry HPV
(Human Papilloma Virus), EBV (Epstein — Barr Virus), HBV (Hepatitis B Virus), KSHV
(Kaposi Sarcoma — Associated Herpesvirus) atd. (1, 3)

Faktory schopné vyvolat zmény v genomu bunék organismu nemusi byt jen
zevni, ale i vnitrni. Bylo zjisténo, Ze v. DNA eukaryotickych bunék se vyskytuji tiseky
podobné s virovymi onkogeny, které svymi produkty ovliviiuji bunécnou diferenciaci
a proliferaci. Jejich aktivitu mizeme vysledovat vétSinou pouze V embryonalnim
a fetalnim obdobi, ptipadné v dobé¢, kdy je zvysena proliferace tkané. Jelikoz byla zjisténa
velmi vysokéd aktivita téchto genti v nadorovych buiikdch, nazyvame je celuldrnimi
onkogeny. Ptikladem je celularni onkogen c -abl nachdzejici se v mist¢ zlomu pfi
translokaci Casti raménka 22 nejcastéji na chromosom 9 (Filadelfsky chromosom). Do
skupiny vnitinich faktor fadime napf. poSkozeni DNA vlivem radikali generovanych
vlastnim metabolismem buiiky, nebo chybné zatfazeni nukleotidi DNA polymerazou

béhem replikace. (1, 3)

1.2.2 Iniciace nadorové transformace

Iniciace a dalsi progrese nadorové transformace probiha stupiiovité a cely proces
trva pomérné dlouhou dobu (napf. u kolorektalniho karcinomu az desitky let). Na zakladé
fenotypovych zmén nadorovy rist délime do tfi fazi. Prvni fazi je indukce, druhou

blastoma in situ a tfeti fazi je progrese nadoru, kterd muze vyustit v jeho metastazovani.
(1,4,5)

Indukcni fazi mizeme dale rozdelit na tii vyvojové etapy. Nadorovy zvrat buiiky je
skupiny buné¢k, kterd je nejCastéji zplsobena mutacemi. K iniciaci dochazi
prostiednictvim plisobeni mnoha transformujicich faktord a to velmi brzy po zacatku
jejich plsobeni. Tyto faktory nazyvame iniciatory. Postizend bunka je Casto natolik
poskozend mutacemi, Ze spontanné zanikd apoptozou, piipadn€ jsou vzniklé chyby
opraveny repara¢nimi mechanismy bunky. Iniciace muze byt chemicka, fyzikalni ¢i
biologicka. V pfipadé, ze se jedna o iniciaci chemickou, dojde v bunice k vazbé

inicidtoru na DNA. Pifi iniciaci fyzikdlni dochazi ke zméné¢ DNA piimou ¢i
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zprostfedkovanou cestou. Iniciace biologickd méa za nasledek inzerci heterolognich ¢i
aktivaci vlastnich onkogennich soucasti. Dalsi etapou induk¢ni faze je etapa latence. Doba
trvani této etapy je individualni @ pomérné variabilni co se tyCe procesit probihajicich
v nadorové tkani. Jedna se bud’ 0 stalé pisobeni iniciatoru, coz muze vést K opakované
eliminaci zménénych bun¢k organismem, nebo jiz dojde k prvnim zménam nasledujici
etapy postradajici vyrazngjsi fenotypové zmény doposud normalné vypadajici bunky. Tteti
a zaroven posledni etapou indukéni faze je etapa promoce vyzadujici dlouhodobé;jsi
ucinek promoc¢niho faktoru. Takovymto faktorem neboli promotorem, muze byt
karcinogenni latka, ptisobeni ristovych faktord, hormondlni drazdéni, fyzikalni iritace, ale
I onkogenni virus. Obecné je to latka, ktera bez predchoziho podnétu nadorovou pieménu
nevyvold. Hlavni funkei promotoru je stimulace déleni mutované buiiky, ¢imz dochdzi ke
zvySeni proliferace a zvySeni poctu mitéz mutovanych bunék. Pravdépodobnost fixace
genetické chyby zpisobené iniciani mutaci se zvySuje a zaroven vznikaji vyhodné
podminky pro vznik dalSich genomovych zmén v nadorové tkani. V tuto chvili se
projevuji fenotypové zmény bunck. Doba trvani indukcni fize se vSemi etapami je

odhadovana na 15 az 30 let. (1, 2, 3)

Druhou fazi vyvoje vzniku nadoru je blastoma in situ. Z hlediska patologické
morfologie ji lze zafadit do obdobi preneoplastického. OvSem z hlediska buné¢ného
a tkanového muizeme pozorovat selekci neobvyklych bunc€k nesouci genotypovou, ale
stale funkéné netplnou fenotypovou charakteristiku maligniho nadoru. Prozatim se
neprojevuje schopnost invazivniho rstu a Sifeni metastaz. Tato faze trva 5 az 10 let. (1,

3)

Progresi nadoru 1ze rozdélit do dvou etap, které vSak nejsou pravidlem u vSech
nadort. Prvni etapou je tzv. invaze, béhem niz dochazi k lokalnimu infiltrativnimu ¢i
destruktivnimu rustu. Probiha po dobu 1 roku az 3 let. Druhou etapu diseminace

charakterizuje §ifeni nadoru zakladanim metastaz, které mutize trvat 1 rok az 5 let. (1, 3)

1.2.3 Riist zhoubnych nadori

,Rozdil v dynamice ristu normalnich a transformovanych tkani je v tom, Ze
V normalni tkani existuje rovnovaha mezi produkci a zdanikem bunék, kdezZto v nadorové
presahuje mnozstvi vzniklych bunék pocet odumirajicich a z rustu vyrazenych. Celkovy
pocet bunék vV nadoru a tim castecné dand jeho velikost, jsou ovlivnény jednak

proliferacni aktivitou bunék a jednak jejich prodlouzenym prezivanim.* (1, s. 65)
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Jeden z rozdili mezi ristem netransformované tkan¢ a tkan¢ nadorové je zména
intervalu mezi mitézami oznaCovana jako generani cas. Generaéni c¢as bunck
transformované tkan¢ je spolu s deregulaci apoptdzy zasadni pro velikost masy nadorové
tkané. | pfes to, Ze normalni negativni regulace bunécného cyklu zajisténa produkty genu
Rb, p53 a cykliny je u nadord Casto porusena a nadorova buika se tak neregulované
dostava do dalsich cyklu déleni, jeji generacni Cas je stejny, Casto 1 delsi nez u zdravych
bunék. Avsak pro narast tkané nadoru je kliCové poruseni normalni aktivace apoptdzy.
V momenté¢, kdy nador dosdhne hmotnosti asi 1 mg, coz odpovida asi 1 .10° bungk,
zasobeni bungk difusi latek z okoli jiz neni dostacujici. To vede k indukci angiogeneze,
tvorb¢ kapilar zasobujicich zvétsujici se naddorovou masu. Z divodu nedostatku nutri¢nich
faktori a vytvofenim neproliferujicich bunék pfesunutych do GO faze (dormantni buiiky)
dojde k prodlouzeni genera¢niho ¢asu prodlouzenim G1 faze, a tedy ke zpomaleni ristu.

(1,4,5)

U nadort takovéto velikosti jiz dochazi k odlisnosti buné¢nych klont a jejich
metabolickych potieb. Nedostatecnym zasobenim a rychlym rastem cast bunék podléha
nekréze a to formou onkdézy (ndhodny, nespecificky rozklad mutovanych bung€k), ¢i
klasické apoptozy (geneticky programovana smrt bun€k). Naopak existuje i mnoho
inhibitorti apopt6zy vedouci k vyraznému uptednostnéni ristu nadorovych bunék jejich
prodlouzenou Zivotnosti. Mezi takovéto inhibitory patfi napt. ristové faktory, hormony
a onkoproteiny. Mize dojit i ke zpétné aktivaci dormantnich bun¢k, k ¢emuz dochazi

hlavné pfi nizkém poctu bunék ¢i po snizeni objemu nadorové hmoty. (1, 4)

Nadorova tkan o velikosti vétsi nez 1g se Casto sklada ze dvou frakei — rlstové
a neproliferujici. Riistovou frakei tvoifi buniky proliferujici, naopak frakci neproliferujici

tvofi bunky dormantni, apoptotické, nekrotické a nedélici se plné diferencované. (1, 4)

Dal8im c¢asto pouzivanym méfitkem tykajicim se dynamiky ristu a zmén nadoru je
Cas zdvojeni jeho velikosti, tzv. dubling time. Rozpéti této veli¢iny se pohybuje od
1 mésice az po vice nez 1 rok. Pomoci zobrazovacich metod se daji snadno zjistit
parametry této veliCiny, coZ je velkou vyhodou. Na druhou stranu zobrazovaci metody
neudavaji informace 0 velikosti ristové a neproliferujici frakce. Velikost nadoru Casto
také zavisi na obéhovych zménach v nadoru, které mohou zptisobit edémy a krvaceni, ¢i

zménu objemu nekrotickych usekt nadorové tkané. (1, 4)
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1.3 Geny, jejichz poSkozeni vede K nadorové progresi

Vznik nadoru na bunéCné urovni uzce souvisi S kontrolou bunétného déleni,
diferenciace a apoptozy. Pravé tyto procesy jsou regulovany jak intracelularnimi tak
extracelularnimi mechanismy. U nadorovych onemocnéni se vyskytuji dva typy
genetického poskozeni. Prvnim typem jsou dominantni mutace onkogent, které¢ stimuluji
efekt téchto gen. Druhym typem jsou recesivni zmény antionkogen (tumor

supresorovych gentl), které pii poSkozeni obou alel dané¢ho genu vedou ke ztraté¢ funkce.

1, 4)

1.3.1 Protoonkogeny

Protoonkogeny jsou geny pro proteiny, které jsou nezbytné pro zivotaschopnost
kazdé eukaryotické buiiky. Jsou to geny, které se podileji na kontrolovani prichodu bunky
bunéénym cyklem, na inhibici apoptdézy a nckteré z téchto genli maji také funkei
vV bunééném metabolismu. Zvysend aktivace téchto gentl nebo jejich zména, ktera vede
k produkci pozménénych proteint,, ma za nasledek nadmérné bunécné déleni, nasledny
vznik nadoru, inhibici apoptézy a jeho zvySené krevni zasobeni. Takto mutované

protoonkogeny nazyvame onkogeny.

Dosud byly popsany ¢tyfi typy aktivace protoonkogenl. Prvnim typem je bodovd
mutace ve specifickych kodonech v protein kodujicich ¢astech (napt. mutace genu K -ras,
ktery nalezneme U mnoha typti nadorti). Dal$im typem aktivace protoonkogentl je genova
amplifikace zptsobujici zvySeni produkce DNA slouzici jako ptedloha pro tvorbu RNA,
coz vede ke Spatné expresi kodovanych proteind. Tretim typem je chromosomalni
translokace, které zptsobi abnormalni regulaci transkripce poskozenych gent ¢i vznik
genli S abnormdlni funkci. Poslednim typem je inzerce retrovirti do genomu builky
ovlivitujici kontrolu genti prostfednictvim promotorti retrovir. Ty jsou zodpovédné za
chybnou expresi protoonkogent ¢i tvorbu proteinu se zménénou funkci. Pro aktivaci

protoonkogenu na onkogen, sta¢i mutace vV jedné ze dvou alel.

Mezi protoonkogeny fadime geny pro ristové faktory, geny pro receptory
rustovych faktort, geny pro pienaSece signald, jaderné transkripéni faktory, geny pro

cykliny a cyklin — dependentni kinazy atd. (6, 7, 8)

Nejcastéji vySetfovanym onkogenem je analyza mutaci genu KRAS, jehoz
produktem je protein K - ras s GTPazovou aktivitou tcastnici se pfenosu signalu od
aktivované¢ho transmembranového receptoru EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor)
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do jadra. V pfipadé, Ze je tento gen mutovany, dochédzi ke stimulaci signdlni drahy
nezavisle na stavu EGFR. K inhibici signéalni drahy byly vyvinuty monoklonalni protilatky
proti receptoru EGFR, které zptsobi jeho zablokovani, inhibici signalni kaskady a rustu
nadoru. V pfipad¢, ze se monoklonalni latka navaze na receptor K inhibici signalni
kaskady, dojde pouze v ptipadé, pokud signalni draha neobsahuje produkt mutovaného
genu KRAS. V piipadé¢ mutovaného genu KRAS nemd smysl receptor EGFR inhibovat,
protoze draha je v duasledku piitomnosti onkoproteinu K — ras stale aktivni. VysSetfeni

genu KRAS slouzi tedy pro predikci 1é¢ebné odpovédi. (9)

1.3.2 Tumor supresorové geny

Tumor supresorové geny, neboli antionkogeny, na rozdil od onkogent kdduji
proteiny, které se podileji na kontrole bunééného cyklu a procesu diferenciace ve smyslu
jejich inhibice. Ztrata t€chto funkci potla¢enim, inaktivaci dysfunkci €i ztratou téchto genti
ma za nasledek bunéénou transformaci. Aby se tento zvrat projevil, musi dojit K poruse na
obou alelach. Pomoci riiznych experimentalnich pokusii byla indentifikovana fada tumor
supresorovych gent. Jednim z nich je napfiklad retinoblastomovy gen (Rb), jehoz
inaktivace je klicova ve vyvoji mnoha lidskych nadorti. Tento protein se nachazi v jadie
buniky a tucastni se kontroly transkripce jinych proteinli a regulace bunééného déleni.
DalSim vyznamnym antionkogenem je p53 gen nachézejici se na chromosomu 17p13.1.
U vétsiny lidskych nadord je mutovany praveé tento gen kédujici jaderny protein ptisobici
jako negativni regulator pfechodu bunky z G1 faze bunétného cyklu do faze S. (1,4, 7,
8)
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2 METODY ANALYZY PATOGENEZE NADORU

2.1 Hodnoceni zmén na urovni tkané - histologie

Z histologického hlediska se nador sklddd ze dvou typti bun¢k - z vlastniho
nadorové transformovaného parenchymu a netransformované, ale zavisle proliferujici
podpurné vazivové tkané organu. Tkan uréena K analyze je posilana do laboratofe bud’
V nativnim stavu, ¢i vlozena do fixacniho roztoku. Je-li tkan jiz fixovand, moznosti vyuziti
metod pro analyzu se znacn¢ zuzi. Proto je lepsi tkan nechat v nativnim stavu, aby patolog
pfitomny v laboratofi mél moznost dany material 1épe makroskopicky zhodnotit, zvazit,

zjistit pfesné rozméry piipadné odebrat lymfatické uzliny, které se tak daji snaze vyhledat.
(1,3)

2.1.1 Zakladni histologické vySetieni

Zakladnim histologickym vySetfenim je metoda zalozend na =zaliti tkané do
parafinovych blockil, z nichz se nakrajenim na mikrotomu zhotovi histologické fezy, které
jsou standardné barveny v roztoku Hematoxylin - Eosin. Je-li potfeba, doplni se tato
barvici metoda dalS§imi metodami znazorfujici vaziva, pigmenty, bunéénou cytoplazmu ¢i
nervova vlakna. Z takto zhotovenych preparatii patolog urc¢i, zda jde 0 nadorovou tkan,
pseudotumor, ¢i jinak zménénou tkan. U vétSiny piipadid dokaze patolog rozlisit nador

maligni od benigniho. (3)

2.1.2 Peroperacni histologické vySetieni

K dalsi metodé se vyuZiva nativni nefixovana tkan, ktera je zmrazena proudem
kysliéniku uhli¢itého ¢i ponofenim do kapalného dusiku. Takto fixovand tkan je dale
krajena v kryostatu, fezy jsou uchyceny na eosinova sklicka, ktera se vlozi do fixa¢ni
tekutiny a obarvi ¢i dale zpracuji. Tato metoda je pouzivana hlavné u peroperacéni biopsie,

ale i pro provedeni n€kterych imunohistochemickych metod. (3)

2.1.3 Imunohistochemie

Princip imunohistochemickych metod je pomérné jednoduchy. Zakladem je
histologicky fez, na ktery je nanesena specificka protilatka, kterd se navdZe na dany antigen
v piipad¢ jeho pfitomnosti. Diky konjugaci protilatky s fluorochromem, miizeme pomoci
fluorescen¢niho mikroskopu pozorovat misto, kde je protilatka navazana, tudiz ptfesnou
lokalizaci hledaného antigenu. Krom¢ fluorochromu se k detekci specifickych protilatek
V praxi Castéji pouzivaji enzymy (napf. kienova peroxiddza). V soucasnosti je dostupné
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velké mnozstvi jak monoklondlnich, tak polyklonalnich protilatek specificky se vazajicich
na pfisluSné antigeny také vyuzitelnych u riznych typti nadorti a to zejména na jejich
diagnostiku. Pouzitim panelii protilditek a vyhodnocenim pozitivnich reakci ziskame
imunofenotyp tumoru, ktery je pro vétSinu nadort charakteristicky. Tak lze S jistotou urcit,

z jaké tkan¢ nadorové bunky pochazeji a také 0 jaky typ nadoru jde. (3)

2.1.4 Elektronova mikroskopie

Elektronova mikroskopie se pouziva k detekci definovanych cytoplazmatickych
komponent, diky kterym muzeme nador spravné diagnostikovat. Pro zobrazeni
v elektronovém mikroskopu je potfeba tkan fixovat v glutaraldehydu, poté ji zalit do
pryskyfice, nakrajet na ultramikrotomech pomoci sklenénych ¢i diamantovych nozd,

kontrastovat a zachytit na kovové sit’ky. (3)

2.2 Zmény na arovni nukleovych kyselin

Genom eukaryotickych bunék tvofi jaderna DNA a DNA nachazejici se
v mitochondriich. Genetickd informace je realizovéana prostfednictvim ribonukleotidovych
kyselin — RNA (napi. mRNA, miRNA). Metod analyz DNA je mnoho, ale cil maji
spolecny — detekovat konkrétni sekvenci dané DNA. U nadorovych onemocnéni se jedna
jednak o detekci mutaci hereditarniho ptivodu (onemocnéni dédici se z generace na
generaci), kdy zjistujeme, zda je konkrétni mutovana sekvence v genomu pacienta
pritomna. Dale jsou pomoci DNA diagnostiky vyhledavany de novo mutace nové vzniklé
vV nadorovych bunkach (napf. mutace onkogenu K -ras pro predikci 1écebné odpovédi).

Analyzou hladin mRNA piipadné miRNA miiZeme hodnotit aktivitu konkrétnich genti.

2.2.1 Polymerazova retézova reakce

NejpouzZivangj$si metodou molekularni diagnostiky je Polymerdzova fetézova
reakce (PCR). Umoziuje amplifikaci cilové sekvence DNA pomoci paru primert. Pravé
sekvence primert urcuje specificitu reakce, tedy usek molekuly DNA, ktery bude
amplifikovan. Syntéza analyzované DNA probih4 v opakujicich se cyklech, pfi nichZ se
pravidelné stfidaji tfi kroky. Prvnim krokem je denaturace dvouretézcové molekuly DNA
probihajici pii 94 - 98°C . Dojde k rozpadu vodikovych mustkd mezi bazemi spojujici dveé
vlakna DNA. Pti druhém kroku se snizi teplota na 30 - 65°C . Dojde k piipojeni primert
k oddélenym fetézcim. V poslednim kroku se teplota opét zvysi na 65 - 75°C a dojde
k polymeraci. Nova vlakna DNA jsou syntetizovana pomoci termostabilni DNA

polymerazy. Cela reakce je provadéna ve specidlnich termocyklerech, které jsou schopny
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teploty automaticky meénit podle pifedem nastaveného programu. Vysledkem takto

opakovanych cykli je exponencialni zmnozeni cilové sekvence DNA. (3, 4, 10)

2.2.1.1 Analyza pomoci alelové specifickych primeri

U nékterych genetickych onemocnéni je zndma molekuldrni podstata konkrétni
mutace, coz umoznuje piimou detekci sledované mutace ve vysetiovaném vzorku. Primery
jsou dvojiho druhu — jedny jsou syntetizovany tak, aby piesn¢ odpovidaly sekvenci
normalni DNA, tudiz hybridizuji jen K nepozménéné komplementarni sekvenci, druhé
jsou komplementarni jen S mutovanymi sekvencemi. Pravé diky kratkym alelové
specifickym sonddm miizeme na jisto detekovat zmény VvV jednom nukleotidu, coz
napiiklad metoda Southern blotting neumozni. Tato analyza se uziva predevsim
v ptipadech S vysokou pravdépodobnosti vyskytu dané mutace U jedince, zaloZené na

faktu, ze se tato mutace V rodin¢ jiz vyskytuje. (4, 11)

2.2.2 Southern blotting

Potfebnym materidlem je opét izolovana DNA z bunék vySetiovaného probanda.
Principem této metody je St€peni genomové DNA restrikénimi endonukledzami na mnoho
riznych fragmentl, které jsou gelovou elektroforézou rozdéleny podle velikosti, malé
fragmenty se v elektrickém poli pohybuji rychleji nez ty velké. Takto rozdélené fragmenty
jsou preneseny z gelu na nitrocelulozovou ¢i nylonovou membranu tzv. blottingem
(kapilarnim pfenosem). Dany vySetfovany fragment DNA identifikujeme hybridizaci se
specificky znaCenou sondou, jejiz sekvence odpovida hledanému tiseku DNA. Membrana
s fragmenty se se sondou spole¢né inkubuji v roztoku za podminek zptsobujicich jejich
hybridizaci. Nésleduje promyti a odstranéni nenavazanych sond. Membrany exponuji
autoradiograficky film, ktery po vyvolani identifikuje pozici fragment, které se sondou

hybridizovaly. (3, 4, 12)

2.2.3 Sekvenace

Metodu sekvenace pouzivame kK vyhledavani ¢i screeningu mutaci. Sekvenovani je
proces, beéhem kterého zjistime kompletni sekvenci nukleotidd at’ uz klonovaného
fragmentu nebo cilové sekvence zmnozené pomoci PCR. Pro urceni nukleotidové
sekvence v tiseku DNA byly prvné pouzité metody - Sangerova a Maxam & Gilbertova.
(4,11,12)

Nejcastéji pouzivanou metodou sekvenovani je stale metoda Sangerova vyuZzivajici

znaCenych chemickych analogli nukleotidl, které svymi vlastnostmi inhibuji enzymovou
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aktivitu DNA polymerazy pfi syntéze fetézce DNA (postradaji hydroxylovou skupinu na
ttetim uhliku, coz zplisobi nemoznost pfipojeni dal§i baze). V momenté, kdy DNA
polymeraza zacleni do nové syntetizovaného fetézce chemicky analog nukleotidl, tzv.
dideoxyribonukleotidtrifosfat, proces syntézy se ukonéi. Ziskame tak Ctyfi smési s velkym
mnozstvim rizné dlouhych oligonukleotidl, které budou koncit vzdy ptislusnou znacenou
bazi. Tento soubor produktl analyzujeme pomoci gelové elektroforézy fungujici na
principu rozdéleni fragmenti DNA podle jejich délky. Jednotlivé baze zobrazené na gelu
¢teme postupné od 5  konce ke konci 3. Dnes je toto sekvenovani provadéno na
automatickych pfistrojich pouzivajicich rizné¢ barevné flouorescencni oznaceni pro
jednotlivé dideoxyribonukleotidtrifosfaty a tak cely proces muze probihat v jedné reakei.
Produkty jsou separovany kapilarni elektroforézou, barevné znacené baze jsou snimany

a na zakladé¢ jejich potadi (elektroforegramu, viz obr. 1) je vytvoiena sekvence DNA.

Obrazek 1 Elektroforegram - vysledek Sangerovy metody sekvenovani z automatického

pfistroje
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U Maxam — Gilbertovy metody se opét vychazi z namnozenych ruzné¢ dlouhych
fragmentd molekuly DNA radioaktivné znacenych na jednom konci & separovanych podle
délky gelovou elektroforézou. Rozdil oproti Sangerové metod¢ spociva v tom, Ze je tato
metoda zaloZena na Stépeni molekul analyzovaného fragmentu DNA, kdezto u piedchozi

metody dochazi k syntéze konkrétnich fragmentl z vlakna vySetfované DNA. (4, 11, 12)
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2.3 Analyza genové exprese V nadorové tkani
Materidlem pro tato vySetieni je RNA. Urcuje se jimi, zda jsou bunky nadoru

agresivni a je potfeba podstoupit 1écbu chemoterapii, nebo ne.

2.3.1 Méreni hladin mRNA pomoci RT — PCR

Molekuly RNA jsou piepsany reverzni transkriptazou do komplementarni cDNA
(complementary DNA), ktera je zmnozena standartnim postupem PCR. Modifikaci RT -
PCR je tzv. RT real — time PCR, sledovani PCR Vv realném c¢ase umoznujici pifimou
kvantifikaci zmnozeného produktu béhem reakce. Tato metoda je vyuzivana pro stanoveni

aktivity konkrétnich gend. (3, 4)

2.3.2 DNA ¢ipy a expresni ¢ipy

Vyhodou ¢ipové analyzy je, Ze umoziuje analyzu az tisici genti najednou. Pouziva
se bud’ k identifikaci sekvenci geni ¢i genomovych mutaci, nebo k ur¢eni hladiny exprese
genl. DNA ¢ip ma podobu malé desticky, na které jsou v urCitém pofadi pevné
prichyceny fragmenty analyzovanych gent. Jako sondy jsou pouzité bud’ tiseky genomové
DNA (DNA c¢ipy) nebo mRNA v piipadé expresnich cipd. mRNA izolovana
Z vySetfovanych bun€k pomoci metody RT (reverzni transkripce) prevedené na cDNA je
oznacena fluorescenénim barvivem. cDNA izolovand z normalnich bunék ma odliSnou
barvu nez cDNA izolovand z buné€k nadorovych. Takto oznacené a v piesném pomeéru
smichané sondy jsou aplikovany na desti¢ku (¢ip), kde dochazi k hybridizaci sondy s jeji
komplementarni sekvenci. Na zavér se méfi intenzita fluorescenénich signalt. Je-li
Vv burce slaba exprese daného genu, projevi se slabou fluorescenci jedné barvy. Naopak
silnd fluorescence znaci silnou expresi. Je moZzné stanovit vV urcitém uspofaddani pomeér
fluorescence obou barev, tudiZ pomér exprese genlt V. obou typech bunék. Tyto buiiky pak

vytvoti skupiny, podle kterych Ize uréit nadorovy fenotyp. (3, 11)

Podobna technologie je vyuzivana naptiklad u testl Mamaprint tykajici se
rakoviny prsu. Umozni lékaiim ur€it nejvhodnéjsi druh 1écby po chirurgickém odebrani
nadoru. Tento test se provadi na nadorové tkani bud’to fixované ve formalinu, nebo na
tkani nativni, kterd je vloZena do mRNA konzerva¢niho prostiedku ihned po operacnim

zakroku. Déle je vzorek zpracovan mikroCipovou technologii. (14, 15)
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2.4 Stanoveni mnoZstvi proteini

Pro Casny zachyt prognozu a predikci nadorovych onemocnéni se Casto vyuzivaji
nadorové markery, Casto proteinové molekuly, které jsou produkovany nédorovymi
bunikami. V zakladnim vyzkumu se nddorové markery pii jednotlivych experimentech
Casto méfi metodou Western blotting. V klinické praxi se pak klinicky vyznamné
nadorové markery méfi metodou, ktera umoziuje vysetieni riznych markertt u velkého

mnozstvi pacientii @ t0 v relativné kratkém case. To umozinuje metoda ELISA.

2.4.1 Western blotting

Metoda detekuje specifické proteiny pomoci protilatek. Nejprve je analyzovany
vzorek podroben elektroforéze na polyakrylamidovém gelu, kdy dojde k rozdéleni
proteind podle jejich velikosti. Takto rozd€lené proteiny se pienesou na membranu, kterd
je i s proteiny inkubovana s protilatkami, které rozpoznaji dany protein. Interakce mezi
antigenem a protilatkou je detekovana pomoci druhé histochemicky, fluorescencné ¢i

radioaktivné znacené protilatky. (4)

242 ELISA

ELISA (Enyzme — Linked Immuno Sorbent Assay) je metoda umoziujici stanoveni
mnozstvi daného proteinu, nddorového markeru, obecné antigenu. Tato metoda ma mnoho
variant, princip je vSak stejny. Na dné mikrotitra¢ni desticky je navazana protilatka, k niz
se prida vySetfovany vzorek. Dojde tak k reakci antigenu s protilatkou. Nenavazané
antigeny se odstrani promytim a ke vzorku se pfida druha protilatka, K niz je kovalentné
navazan enzym (napi. alkalicka fosfatdza ¢i peroxidaza). Nasleduje inkubace a promyti
nenavazané protilatky. Diky enzymu navazanému na protilatku dojde k chemické preméné
ptidaného substratu na produkt, ktery je barevny a miize se tak spektrofotometricky ¢i

fluorescenéné detekovat. (3)

2.5 TNM klasifikace

, TNM systém slouzi K jednoduchému popisu rozsahu nadoru a urceni stadia
onemocneni. Stadium onemocnéni je pak jednim 7 kritérii, podle kterych se lékar
rozhoduje pri volbé léecby. TNM systéem neni univerzalni, ale pro kazdou nddorovou

lokalizaci je vypracovan viastni systém. “ (16, s. 1)

V ptipadé uréovani TNM na zakladé klinického vySetieni, pfed kazdym symbolem

je uvedeno ,,c “ (cT, cN, cM). Klasifikaci mize provadét i patolog na zaklad¢ vySetieni
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nadoru a jeho okoli, pak je pred zkratky vloZeno pismeno ,,p “ (pT, pN, pM). Casto je
pouzito podrobnéjsi déleni (T1a, T1b atd.). (16)

Kategorie T popisuje rozsah nadoru, jeho velikost ¢i vztah k okolnim tkanim
(napt. U karcinomu prsu je T1 oznaceni nddoru 0 velikosti 2cm, T2 je oznaceni nadoru

vétsiho nez 2 c¢cm atd.). (16)

Kategorie N popisuje rozsah postizeni okolnich lymfatickych uzlin (napf.
U karcinomu prsu se uzliny bez poSkozeni oznacuji NO, N1 je oznaceni pro uzliny volné

pohyblivé v podpazi postizené nddorem atd.). (16)

Kategorie M popisuje piitomnost, nebo neptitomnost okolnich metastaz (M1 znaci

pritomnost, M0 nepfitomnost metastaz). (16)
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PRAKTICKA CAST

3 CIL PRACE

Cilem mé prace bylo zjistit moznosti a limity izolace NK (DNA, RNA) z rutinné
pfipravovanych histologickych bloc¢ki, tzn. formalinem fixované v parafinu zalité tkan¢
(FFPE) pro pouziti takto izolované DNA a RNA pro nasledné molekularné biologické
analyzy. U izolované DNA a RNA jsem méfila jednak jeji mnozstvi a dale jeji Cistotu
(znedisténi proteiny a latkami piitomnymi V izola¢ni soupravé) a tyto hodnoty jsem
davala do vztahu s typem izolované tkan¢. NK jsem izolovala z FFPE tkan¢ stitné zlazy,
nadord jater a glioblastomi pomoci tzv. kolonkové metody soupravy AllPrep@ DNA/RNA
Kit firmy QIAGEN.

3.1 Metodika

K analyze byly dodany histologické blocky tii studii (Stitné zlazy, nadort jater,
glioblastomit). Ke kazdému histologickému blo¢ku bylo pfilozeno eozinové sklicko, na
némz byla patologem vyznacena tkan nadorova a nenadorova. Celkem bylo izolovano
105 analyzovanych vzorkd, jejichz parametry (izolované mnozstvi, ¢istota), jsou uvedeny
v tabulkach (viz tabulky ¢. 1, 2, 3). Poté byly tyto tdaje vyhodnoceny. Uvedené hodnoty
jsou prezentovany formou grafii vyjadiujici zavislost izolovaného mnozstvi NK v ng/ul
na mnozstvi zdrojové tkand v mm? pii konstantni tloustce 15um (viz grafy & 1 — 16)
a formou grafi porovnavajici primér a smeérodatnou odchylku ziskané z naméfenych
hodnot jednotlivych tkani a vyhodnocené pomoci statistické metody t - test (viz grafy ¢.
17 - 22).

3.2 Vyzkumné otazky

Pted zpracovanim studie blocki FFPE byly stanoveny tyto vyzkumné otazky:

1. Je vytéZnost izolovanych DNA a RNA z FFPE tkané¢ postacujici pro nasledné

genetické analyzy?

2. Je Ccistota izolovanych NK z FFPE tkan¢ dostacujici pro nasledné genetické

analyzy?

3. Je mnozstvi izolovanych NK zcela zavislé na plose (mnozstvi) fezit FFPE tkang,

ze které byla izolace provedena?
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4. Existuje rozdil mezi vytéZkem izolované DNA a RNA z oblasti nadorové

a nenadorové tkané?
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4 1ZOLACE NUKLEOVYCH KYSELIN PRO ANALYZY
GENOVE EXPRESE

Jedna z prvnich rutinné pouzivanych metod izolace DNA je tzv. Miillerova
vysolovaci metoda. Tato metoda byla pozdéji doplnéna 0 dal$i odstranéni proteind
a membranovych struktur pomoci chloroformu. Nejrozsifenéj$i metodou izolace RNA
byla izolace pomoci izotchiokianatu. V' této podob¢ byl tento postup izolace DNA a RNA
nejrozsitenéjsi az do zavedeni tzv. kolonkovych metod zalozenych na adsorpci NK na
silikatovy povrch. Kolonkové metody postupem ¢asu témét vytlacily jiné postupy a staly
se metodou volby ve vétSing laboratofi vyuzivajici molekularné genetické metody. Kromé
tzv. kolonkové metody jsou pouzivany i dal§i postupy napi. izolace NK na sklenéné
kulicky. Vétsina metod izolace NK je zapoCata lyzi bunék, ktera vede k uvolnéni
cytoplazmy a jadra. Obvykle stac¢i poruseni biomembran a denaturace proteint nékterym
z detergentll (TRITON, SDS — dodecylsiran sodny), ovSem pro lyzi pevnych tkani je
zapotiebi mechanicka sila, jakou je naptiklad homogenizace kulickami, drceni zmrazené
tkang v tieci misce apod. Cistotu izolované NK zvysime ptidanim enzymu proteinazy K,
ktera zpusobi Stépeni proteint, véetné histonti. V' dalsi Casti izolace ziskame Cistou NK
bud’ precipitaci (napf. ethanolem), nebo adhezi na néktery ze silikdtovych povrchl. Na
zavér NK rozpustime v deionizované vodé (dd H,0). Pti rozpusténi DNA se Casto do dd
H,0 pfidava kyselina etylendiaminotetraoctovd (EDTA), ktera na sebe vaze ionty vapniku
znamé jako kofaktory nukledz, coz zpusobi jejich deaktivaci, ¢imz zabranime rozStipani

izolované DNA. (17, 18)
4.1 Metody izolace

4.1.1 Fenol - chloroformova extrakce nukleovych kyselin

Tento postup odstraniuje molekuly, pfedevsim proteiny, lyzatu z pufru a NK
V ném ponechava. Principem této metody je rozdéleni smési na dvé faze, coz je disledek
ptidani fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu k lyzatu. Na rozdil od izolace DNA pro
izolaci RNA musime pouzit kysely fenol. Chloroform se nemisi S vodnym roztokem
lyzatu, coz zpiisobi rozdé€leni smési na vodnou (horni) fazi a chloroformovou (spodni)
fazi. Protfepanim zpisobime promichani fazi, béhem nchoZz fenol vysrdZi proteiny
obsazen¢ vV lyzatu. Rozpustnost fenolu ve chloroformu zvySuje izoamylalkohol, takze po
protiepani fenol pfejde do spodni faze obsahujici chloroform. Aby se ob¢ faze dokonale

oddélily, nechame smés zcentrifugovat. Srazené proteiny V podobé bilého prstence nam
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faze viditeln¢ odd¢li. Horni, vodnou fazi, obsahujici NK pieneseme do Cistych zkumavek.
Pro dokonalé odstranéni proteinli je nutné cely postup opakovat opétovnym piidanim
smési fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu, protiepavanim a zcentrifugovanim, dokud
se na rozhrani nepfestane objevovat bila sraZzenina proteini. Nakonec roztok jest¢ jednou
extrahujeme, tentokrat uz jen smési chloroformu a izoamylalkoholu, kterd odstrani zbytky
fenolu v roztoku, ktery by mohl narusovat samotné zpracovani NK. Z takto ziskaného
vodného roztoku vysrazime NK pfidanim koncentrovaného ethanolu. Po odstfedéni
vznikne na dné zkumavky bily sediment (peleta), obsahujici jak NK, tak soli, které
odmyjeme 70% ethanolem. Po odstranéni supernatantu NK rozpustime ve vodé ¢i vodném
pufru. Pokud svou praci zamétime na DNA, RNA musime z roztoku odstranit ptisobenim
RNazy. Poté roztok musime opét extrahovat smési fenolu a chloroformu a DNA vysrazet
ethanolem. Jak uz jsem zminila vySe, pro izolaci RNA musime pouzit kysely fenol.
Vytézek RNA miize byt zvySen vV pfipade, ze se extrakce fenolem provadi za vyssi teploty.

(17)

4.1.2 Adsorpce na silikatovy povrch

Principem dal$i metody izolace NK je jejich adheze na silikatovy povrch
Vv pfitomnosti chaotropnich smési. K lyzatu pfiddme chaotropni sil a suspenze
silikatovych ¢astic. Pti izolaci DNA je pouzita RNéaza pro odstranéni RNA. Naopak pfi
izolaci RNA je pouzita DNaza pro odstranéni kontaminujici DNA. Protfepanim
zpusobime snaz$i a rychlej§i adhezi NK na silikdtové castice. Smés nechdme
zcentrifugovat, coz zplsobi usazeni silikatovych castic na dno zkumavky, supernatant
odstranime. Castice na dn& zkumavky opét proplachneme chaotropnimi solemi, odstfedime
a odstranime supernatant. Tim ziskame cisté NK stale jeSté adherovanou na silikatovych
¢asticich. Uvolnéni NK docilime pfidanim vody ¢i vodného pufru neobsahujici chaotropni
soli. Po zcentrifugovani ziskame Cisty roztok NK a na dné zkumavky usazené silikatové

Castice. (17)

4.1.3 Izolace nukleovych kyselin z formalinem fixované, v parafinu zalité tkané
Formalinem fixované, v parafinu zalit¢ tkané¢ (FFPE) z archivi patologickych
oddéleni mohou byt zdrojem analyzy DNA nebo studia exprese genil (nutné izolace RNA).
Biopticky ¢i chirurgicky odebrana tkan fixovdna formalinem a zalitd do parafinu neni
zcela degradovana a tak je mozné ji dale zpracovavat za ucelem studia pretrvavani NK
virového genomu ve tkdni ¢i bunécné exprese. K této metod¢ je vyrabéno mnoho

izolagnich souprav, oviem princip metody je vzdy stejny. Cerstvé nakrajenou FFPE tkéi
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na 10 pm fezy deparafinizujeme pomoci napt. xylenu a poté inkubujeme Vv lyzatovém
pufru obsahujici detergenty a proteinasu K. Za téchto podminek se uvolni do roztoku
cytoplazma vyuzita pro izolaci RNA, zatimco dal$i nerozstépeny materidl se vyuZzije pro
izolaci DNA. Po centrifugaci ziskame roztok pro izolaci RNA. Ze ziskané pelety
izolujeme. Takto ziskané NK se dale zpracovavaji oddélené. Kvuli fixaci a zaliti tkané
jsou NK ve vzorcich zpravidla degradované a modifikované, proto takto izolované NK
maji Casto niz$i molekulovou hmotnost nez vzorky Ccerstvé ¢i zmrazené. Stupen
fragmentace zavisi na typu a staii vzorku, na podminkach fixace, zaliti a skladovani
vzorku. Dals$i postup izolace NK z FFPE vzorku muze byt né¢kterou z vyse uvedenych

metod. (18, 19)
4.2 Hodnoceni ¢istoty nukleovych kyselin

4.2.1 RNA

Cistota RNA se stanovuje spektrofotometricky pii vinovych délkach 280nm,
260nm a 230nm, pii kterych jsou obvykle absorbovany i kontaminujici latky. ,, Pomér
hodnot absorbanci zmérenych pri téchto vinovych délkach nam pak poskytne pozadované
informace o0 kontaminaci vzorku.“ (11, s. 125) Cista RNA v poméru Azgo/Azgo by méla
dosahovat hodnoty 2. Je - li tato hodnota mensi nez 1,8 je dany vzorek kontaminovan
proteiny. V piipadé poméru Azo/Axzo by se méla hodnota Cist¢é RNA pohybovat
v rozmezi 2,0 — 2,4. Pokud jsou hodnoty vyssi, ¢i niz$i nez pozadované rozmezi, je

vzorek kontaminovan organickymi latkami. (11)

4.2.2 DNA
Izolovanou DNA se nikdy nepodaii ziskat 100% Ccistd. Vzdy obsahuje zbytky
bilkovin a reagencii pouzitych pfi jeji izolaci. P¥i poméru Azgo/Azgo by méla Cista DNA

dosahovat hodnoty 1,8. Pomér Ajsp/Az3p by mél byt v pripadé Cisté DNA vyssi nez 2. (11)

4.3 Doporucena opatieni pro piipravu vzorki a naslednou izolaci

nukleovych kyselin
Postupy a opatieni tykajici se izolace NK jsou velmi striktni a je nutné je dodrzovat,

a proto jsou uvedeny ve vétSiné manualli pro danou izola¢ni soupravu.
Opatieni pro manipulaci S DNA:

e Manipulace s Cerstvym a ulozenym materidlem pied zpracovanim DNA
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Pro izolaci genomové DNA z bun¢k a tkani pouzijeme bud’ ¢erstvé vzorky, nebo
vzorky, které byly rychle zmrazené alespon na -20°C idedln¢ v tekutém dusiku
a ulozené v -20°C dlouhodob¢ idealn¢ v -70°C. Tato procedura minimalizuje
degradaci DNA omezenim aktivity endogennich nukledz.
Pro dosazeni nejlepsich vysledkd pouzijeme Cerstvou krev nebo krev uloZenou po
dobu krat§i nez 2 dny v pokojové teploté.
Z krve ulozené po dobu jednoho tydne ve 2- 8 °C ¢&i po dobu krat$i nez jeden
mésic pii teploté€ -15 — -25°C budou vysledky vynosu genomové DNA sniZeny 0
10 — 15%. Vzorky krve se neodebiraji do zkumavek obsahujici heparin, nybrz
v priabcéhu PCR.

e Pipetovani DNA
Pipetovani by mélo byt opatrné a Setrné. Pipetovani Spickami 0 malych objemech
mize zpusobit fragmentaci genomové DNA. Vzdy pracujeme se Spickami s filtrem
zabranujici kontaminaci automatickych pipet.
Spravné pipetovaci $pi¢ky nepiedstavuji zadné riziko poskozeni plazmidové DNA
a dalSich menSich molekul DNA.

e Skladovani DNA
Genomova DNA je mozno kratkodobé¢ uchovévat pii teploté¢ 2 — 8 °C, dlouhodobé¢
pfi  -20°C. Opakované rozmrazovani  zpusobuje poSkozeni  DNA.

Plazmidova DNA a ostatni malé molekuly DNA mohou byt skladovany

0 pri teploté 2 - 8 °C pro kratkodobé ulozeni
0 v alikvotech pfi teploté -15 - -25°C pro dlouhodobé ulozeni.
(11, 20, 21)

Manipulace s DNA:
Vzorek DNA piipraveny k dalS$im analyzam by mél byt vzdy na ledu.

e SuSeni DNA
Vyhnéme se piesuseni DNA po precipitaci ethanolem. Nechme DNA vysusit volné
na vzduchu.
Plazmidova DNA a ostatni malé molekuly DNA mohou byt susené na vzduchu ¢i
vakuove.

e Rozpousténi DNA
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DNA rozpustime v pufru EDTA - Tris oznatovaném TE nebo v dd H,O. Po
pfidani pufru mizeme rozpusténi DNA pomoci opatrnym pievracenim zkumavky
¢i opatrnym klepnutim ze strany do zkumavky, piipadné¢ nechame DNA stat
Vv pufru pfes noc pii teploté 2 - 8 °C.

Genomovou DNA pokud mozno intenzivné nevortexujeme.
Pro rozpusténi a deaktivaci DNazy miZeme ohtdt vzorek DNA na
65°C a nechame ptisobit 10 minut.

(11, 20, 21)

Opatteni pro manipulaci S RNA:

Obecné informace

Z davodu chemické nestdlosti RNA a vsudypfitomné RNazy je prace s RNA
naro¢néjsi nez prace S DNA. Na rozdil od DNaz, RNazy nepotiebuji ionty kovu
jako kofaktory a mohou byt aktivni i po del§im povafeni ¢i autoklavovani. Praveé
proto by méla byt ptijata zvlastni opatfeni pro praci s RNA.

Kontakt s materialem

Pii praci S RNA méjme rukavice bez talku. Po navle€eni rukavic se vyhnéme
kontaktu s povrchy a zafizenimi, tim zabranime kontaminaci RNaz do
dekontaminovaného materialu.

Pracovni plocha

Vyhraiime a oznaéme si specidlni plochu pouze pro praci s RNA.
Pracovni plochy cistime 100% alkoholem nebo lépe specidlnimi ptipravky pro
odstranéni RNaz.

Zatizeni a jednorazové polozky

Pouzivejme sterilni, jednordzové, plastové nadobi. Elektroforetické tanky pro
analyzu RNA mohou byt ¢istény 1 % dodecylsiranem sodnym (SDS), oplachnuté
vodou, absolutnim ethanolem a namocené ve 3 % peroxidu vodiku na 10 minut.
Oplachové nadrze musi obsahovat diethylpyrokarbonat (DEPC).

Sklo a plastové nadoby

Sklenéné nadoby musi byt oSetiené vysokou teplotou (180 - 200°C ) ptsobici
nejméné 4 hodiny. Autoklavovani skla pro eliminaci RNazy neni dostate¢né.
Pouzivejme komercéné dostupné plastové nadobi. Je-li plastové nddobi opétovné
pouzivano, pied dalSim pouzitim ho namoc¢ime na 2 hodiny pii 37°C do 0,1 M

roztoku hydroxidu sodného (NaOH)/1 mM EDTA, opldchneme vodou obsahujici
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DEPC a zahiejeme na 100°C po dobu 15 minut. Zkumavky by mély byt oSetfeny
pfes noc pii pokojové teploté vodou obsahujici DEPC, dale pak autoklavovany po
dobu 30 minut pro zniceni DEPC.

Cisténi elektrod pro méfeni pH

Elektrody inkubujeme 30 minut v 70% ethanolu, 5 minut v .1 M NaOH
a oplachneme vodou obsahujici DEPC.

Cinidla

Vyhradime si nastroje a reagencie pouze pro praci S RNA: rukavice, Spachtle,
nedotcené vazici 1zicky ¢€i vazici papir. VSechny reagencie musi obsahovat DEPC.
Manipulace s ¢erstvym, ¢i ulozenym materialem pied extrakci RNA

Extrakci RNA je nutné provést co nejrychleji po ziskani vzorkd. Pro lepsi vysledky
pouzijeme Cerstvé ¢i rychle zmrazené vzorky vV roztoku nitrogenu uchované pfti
-70°C . Tato procedura minimalizuje degradaci surové RNA omezenim aktivity
endogenni RNéazy.

Vzorky krve a kostni diené¢ musi byt stabilizovany komeréné vyrabénymi Cinidly.
Vsechny pozadované reagencie by mély byt uchovany na ledu.

Inhibitory RNaz

Inhibitory RN4z mohou byt pouZity pro ochranu RNA v pribéhu izolace, ¢isténi
a vSech dalsich procedur.

Nejcastéji pouzivany inhibitor je eukaryoticky protein inhibujici RNazy
nekovalentni a reverzibilni vazbou. Pro udrzeni aktivity inhibitoru je dobré
vyhnout se silnym denaturacnim ¢inidlim jako je SDS ¢i mocovina, udrzovat
redukéni podminky a teplotu okolo 65°C.

UloZeni RNA

RNA miizeme uchovat rozdélenou na alikvoty v ethanolu ¢i isopropanolu pfi
teplot¢ -70°C. Pii  této teplot¢ je vétSina RNA  velmi stabilni.
Ethanol ¢i isopropanol odstranime centrifugaci a resuspendaci v ptislusném pufru
RNazy.

Manipulace s RNA

Béhem piiprav experimentu mame vzorky RNA vZzdy uloZené na ledu.

Suseni RNA

Vyhnéme se pfesuseni RNA po precipitaci ethanolem. Vzorky RNA suSime ve

vakuu nebo 10 minut pti pokojové teploté na plose vyhrazené pro praci S RNA.
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Rozpousténi RNA

RNA rozpustime pfidanim pufru ¢i vody neobsahujici RNéazu, inkubaci ve
zkumavce na ledu po dobu 15 minut. Zkumavku muizeme béhem inkubace jemné
protiepat ¢i opatrné zvortexovat.

Pipetovani RNA

Pro pipetovani RNA pouzijeme S$picky bez RNaz, vzdy s filtrem.
Pipety udrzujeme cisté.

Teplotni citlivost

Pti zvySenych teplotich RNA neni stabilni, proto se vyhnéme teplotdm vys$$im nad
65°C . Ohtatim RNA na teplotu 65°C po dobu 15 minut za pfitomnosti
denatura¢nich pufri zptisobime rozpusténi sekundarnich struktur.

Idealni je pokud je mozné dalsi molekularné biologické metody provadét v tzv.

PCR boxu, ktery umoznuje pted praci dekontaminovat prostoru pomoci UV.

(11, 20, 21)
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5 POPIS IZOLACE DNA A RNA PROVEDENE ZE
STEJNEHO VZORKU NADOROVE TKANE ZALITE
V PARAFINOVEM BLOCKU (FFPE)

5.1 Priprava fezi tkané pro izolaci nukleovych kyselin

Pfipravime si fadné ocistény mikrotom (viz ptiloha 1), histologické blocky
a k nim odpovidajici eozinova sklicka Sfezy barvenymi Hematoxylinem-
Eosinem, na nichZ je vyznacena nadorova a nenadorova ¢ast tkané (viz priloha
2), ptipadn¢ jiné morfologicky zménéné buiky.

Do stojanku si dame ¢étyfi zkumavky (pocet zkumavek zavisi na poctu vzork,
které mame zhotovit), které si popiSeme 1T (tumor), 1Z (zdrava tkan). Dvé
zkumavky, 1T a 1Z, pouzijeme jako vzorky zalozni, zbylé dvé budeme dale
zpracovavat.

Histologicky blocek zorientujeme tak, aby polohou odpovidal fezu na
odpovidajicim eozinovém sklicku a upevnime ho do mikrotomu, kde ho
pomoci Sroubl srovndme do polohy tak, aby tkan byla skrajovana rovnomérné
a aretujeme (viz ptiloha 3).

Skrojime 3 svrchni vrstvy, které jsou vzduchem zoxidované, abychom se
dostali k vlastni, nepoSkozené tkani (pocet skrojenych vrstev zavisi na
mnozstvi zalité tkan€, pokud je tkané zalité v blocku dostatek, skrojime vrstev
pét).

Postupné skrajujeme blocek z jehoz fezii si skalpelem oddélujeme nadorovou
a nenadorovou tkan, kterou vkladdme do predem popsanych zkumavek. Do
kazdé zkumavky by mélo pfijit pfiblizné 250mm? odpovidajici tkdné (coz
odpovida péti fezlim).

Zalozni zkumavky s tkani ulozime do krabicek a skladujeme v temnu.

(22)

5.2 Priprava soupravy AllPrep® DNA/RNA Kit QIAGEN pro izolaci

nukleovych kyselin

Priprava vybaveni a potiebnych reagencii: Souprava AllPrep® DNA/RNA
FFPE Kit (QIAGEN), 96-100% ethanol (nepouzivat denaturovany alkohol),
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96-100% isopropanol, deparafinac¢ni ¢inidlo DIASOLV (xylen, heptan atd.),

sterilni Spicky s filtrem, pipety, sterilni 2ml eppendorfky, centrifuga (>10.000
rpm), vortex, sucha lazen (56°C , 80°C a 90°C).

e Po otevieni doposud nerozbalené¢ soupravy zkompletujeme nckteré pufry

piidanim dalSich chemikalii.

Pufr FRN doplnime 42ml isopropanolu.

Pufr RPE doplnime 44ml ethanolu.

Pufr AW1 doplnime 25ml ethanolu.

Pufr AW2 doplnime 30ml ethanolu.

DNasa | je dodévana v lyofilizovaném stavu. Lahvicku opatrné
otevieme a priddme 550ul RNase-free water. Vznikly roztok
nevortexujeme, nybrz jen lehce protiepeme Vv ruce a skladujeme
nejdéle 9 mésicu pii -20°C nebo 6 tydnu v lednici.

(19)

5.3 Deparafinizace tkané pro izolaci nukleovych kyselin

e Deparafinizace vzorku

1.
2.

Zapneme suchou lazen na 56°C (viz piiloha 4).

Do zkumavek s tkani pfidame 1ml xylenu ptipadné jeho nahrazky,
diasolvu.

Zkumavky silné zvortexujeme na 10s a zcentrifugejeme 2min.
v centrifuze pti 13.000 otackach.

Supernatant ze zkumavek opatrné odstranime pipetou tak, abychom se
nedotkli pelety na dné, a pfidame 1ml ethanolu. Tim odstranime zbytky
xylenu (diasolvu).

Vzorky silné¢ zvortexujeme po dobu 10s a centrifugujeme 2min.
v centrifuze pti 13.000 otackach.

Pipetou odstranime co nejvétsi mnozstvi supernatantu ze zkumavek,
které pak nechdme lezet oteviené minimdlné¢ 10min. pii pokojoveé
teplote, aby se odparil zbytek ethanolu.

Déale do zkumavek pifidame 150ul pufru PKD, ktery navodi pfiznivé
podminky pro plisobeni Proteinasy K.

Hned poté k vzorkim ptidame 10ul Proteinasy K, kterd rozstépi tkan,

¢imz dojde k rozvolnéni bunék a jejich lyzi.
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9.

Zkumavky siln¢ zvortexujeme pod dobu 10s a 15min. inkubujeme

V suché lazni pti 56°C .

10. Béhem inkubace si piipravime led a popiSeme 2ml eppendorfky.

11. Zkumavky s tkani vyndame z bloku a pfendame na 3min. na led. Poté

je centrifugujeme v centrifuze na 15min. pfi maximalnich otac¢kach
(13.000 rpm).

12. Supernatant ze zkumavek opatrné pieneseme pipetou do piedem

popsanych 2ml eppendorfek. Zde se nachazi zlyzované bunky, z nichz
budeme dale izolovat RNA.

Zkumavky s peletou obsahuji zbytky tkan¢, kterou dale pouzijeme
k izolaci DNA.

(19, 22)

5.4 lzolace RNA

1.

Eppendorfky se supernatantem inkubujeme 15min. v suché lazni pfi
80°C (viz priloha 4). Odstranime tak modifikace RNA zplsobené
formalinem.

Ke vzorkim piiddme 320ul pufru RLT. Pufr RLT navodi pfiznivé
podminky pro adhezi RNA na kolonku béhem centrifugace.

Vzorky zvortexujeme a ptidame 1120ul ethanolu. Zkumavky opét
zvortexujeme. Pripravime a popiSeme si rdzové kolonky (specialni
zkumavky obsahujici silikatovy filtr, ptes ktery roztok beéhem
centrifugace prochazi a zachytava RNA).

Cast vzorkii ze zkumavek pieneseme pipetou do rtizovych, predem
popsanych kolonek. Kolonky centrifugujeme 1min. v centrifuze pfi
10.000 otackach.

Zcentrifugovany roztok (filtrat) vylejeme, zkumavky otfeme 0 bunu
a do kolonek pridame dalsi ¢ast vzorkd.

Kolonky centrifugujeme 1min. v centrifuze pti 10.000 otackach.

Filtrat vylejeme, zkumavky otieme 0 bunu a do kolonek pteneseme
zbytek vzorkt.

Kolonky centrifugujeme 1min. v centrifuze pii 10.000 otackach.

Filtrat vylejeme, zkumavky otfeme 0 bunu a do kolonek ptidame 350ul
pufru FRN.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Kolonky centrifugujeme 1min. v centrifuze pti 10.000 otackach.

Filtrat opét vylejeme a zkumavky otfeme 0 bunu.

Do disté¢ eppendorfky napipetujeme 70ul pufru RDD a 10ul DNazy
| ./vzorek. Zvortexujeme a kratce centrifugujeme. Tento roztok odstrani
ptipadné zbytky DNA na kolonce obsazené v ptivodnim supernatantu.
Do kolonek napipetujeme 80ul piipraveného roztoku DNazy |I.
a 15min. inkubujeme pii laboratorni teploté.

Po inkubaci ptfidame do kolonek 500ul pufru FRN a centrifugujeme
Imin. pfi 10.000 otackach.

Filtrat nalejeme zpét do kolonek a ty vlozime do ¢istych zkumavek. Ty
opét centrifugujeme v centrifuze 1min. pii 10.000 otackach.

Filtrat vylejeme, zkumavky otfeme 0 bunu a piidame do nich 500ul
pufru RPE. Pufr RPE je promyvaci roztok, kterym odstranime
kontaminujici latky.

Kolonky centrifugujeme v centrifuze 1min. pii 10.000 otackach.

Filtrat vylejeme, zkumavky otfeme 0 bunu a do kolonek opét piidame
500ul pufru RPE.

Kolonky centrifugujeme v centrifuze 1min. pfi 10.000 otackach.
Kolonky pfendame do Cistych zkumavek a oteviené centrifugujeme
Smin. pii 13.000 otackach.

Takto zcentrifugované kolonky pfendame do Ccistych eppendorfek,
ptidame  30ul specialn¢ oSetfené vody, RNase-free water,
a centrifugujeme je v centrifuze 1min. pii 12.500 otackach.

Rizové kolonky vyhodime, eppendorfky obsahujici filtrdt popiSeme
a na pristroji Nanodrop (viz pfiloha 5) zmétime koncentrace RNA ve
vzorkach pii 260nm.

Vzorky RNA skladujeme bud’ pti -20°C nebo pii -70°C .

(19, 22)

5.5 1lzolace DNA

1.
2.

Zapneme suchou lazen na 56°C (viz piiloha 4).
Do zkumavek s peletou ptidame 180ul pufru ATL, ¢imzZ peletu tkané
resuspendujeme a vytvofime tim vhodné prostfedi pro lyzi tkané

a zaroven ptiznivé podminky pro Proteinasu K. VVzorky zvortexujeme.
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10.
11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

Do zkumavek pridame 40p Proteinasy K, ktera rozlozi
makromolekularni proteinové komplexy, coz ma za nasledek uvolnéni
DNA do roztoku.

Vzorky silné zvortexujeme po dobu 10s a inkubujeme v suché lazni
1 hodinu pii 56°C .

Po hodinové inkubaci vzorky z bloku vyndame, teplotu suché lazné
zvySime na 90°C , v niz vzorky inkubujeme dal$i 2 hodiny.

Poté vzorky z bloku vyndame, nechame je chvili vychladnout a kratce
centrifugujeme v centrifuze (15s pii 13.000 otackach).

Do zkumavek pfidame 200ul pufru AL. Tento pufr navodi vhodné
podminky pro vazbu DNA na kolonky béhem centrifugace. Zkumavky
zvortexujeme.

Ke vzorkium ptidame 200ul ethanolu a opét je zvortexujeme.

Popiseme si bilé kolonky (stejné¢ tak jako U kolonek pouzivajici se
k izolaci DNA, maji i tyto zkumavky kolonky, na nichZ se nachazi
silikatovy filtr tentokrat vSak bilé barvy, na kterém se zachytava DNA)
a pfeneseme do nich cely obsah eppendorfek.

Zkumavky centrifugujeme 1min. pii 10.000 otackach.

Kolonky pfendame do ¢istych zkumavek a pfidame do nich 700ul pufru
AWI1, kterym omyjeme DNA na filtru a zbavime ji kontaminujicich
latek.

Vzorky centrifugujeme 1min. pii 10.000 otackach.

Filtrat vylejeme, zkumavky otfeme 0 bunu a ptidime 700ul
promyvaciho pufru AW2. Opét zkumavky centrifugujeme 1min. pii
10.000 otackach.

Filtrat ze zkumavek opét vylejeme, zkumavky otfeme 0 bunu
a piidame do nich 700ul ethanolu, ktery odstrani v alkoholu rozpustné
kontaminujici latky a pomize zafixovat DNA na kolonce.

Zkumavky centrifugujeme v centrifuze 1min. pii 10.000 otackach.
Kolonky pfenddme do Cdistych zkumavek a oteviené je stoCime
Vv centrifuze na Smin. pii 13.000 otackéch.

Po centrifugaci kolonky vlozime do ¢istych eppendorfek a ptidame do
nich 50ul eluéniho pufru ATE. ATE je roztok deionozované vody, ktera

umozni odpoutani DNA od kolonek a jeji stabilizaci.
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18. Vzorky centrifugujeme na I1min. pfi maximalnich otackach (13.000
rpm).

19. Bil¢ kolonky vyhodime, eppendorfky obsahujici filtrat popiSeme
a koncentrace DNA ve vzorcich zméfime na pfistroji Nanodrop (viz
ptiloha 5) pii 260nm.

20. Vzorky DNA skladujeme pti -20°C .

(19, 22)

5.6 Statistické vyhodnoceni

Pro porovnani vytézkt izolovanych NK v jednotlivych typech tkané byl pouzit t-test.
T-test je parametricky test pouzivany pro testovani statistickych hypotéz. RozliSujeme test
jednovybérovy, dvouvybérovy a parovy. Diky tomuto testu mizeme posoudit, zda data
dvou vySetfovanych skupin jsou statisticky odliSné. Pro vypocteni a sestaveni grafl je
potieba vypocitat primér a smérodatnou odchylku ze ziskanych dat.

Pro vypocty byl pouzit parovy t-test. Jako statisticky signifikantni byla akceptovana
hodnota p < 0,05. Vypodet byl proveden statistikem PharmDr. Véclavou Cernou

Vv programu Statistica 10.
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6 VYSLEDKY

Tabulka 1 Parametry izolované RNA a DNA z histologickych blo¢kd nadoru $titné zlazy

MnoZstvi RNA DNA
tkané Izolace | Cistota | Cistota | lzolace | Cistota | Cistota
[mm?] [ng/ul] | 260/280 | 260/230 | [ng/ul] | 260/280 | 260/230
17 144 72,29 1,57 0,60 41,50 1,86 2,30
1T 120 96,82 1,69 0,94 122,89 1,85 2,19
2Z 200 20,45 1,65 0,18 40,69 1,70 1,75
2T 180 47,21 1,91 0,19 292,80 1,97 2,48
3z 240 98,51 1,96 1,21 220,95 1,89 2,34
3T 240 107,20 2,05 1,22 207,87 1,91 2,65
47 242 6,59 2,35 0,03 259,24 1,92 2,41
AT 300 26,87 1,84 1,21 264,00 1,89 2,48
57 192 376,60 2,00 1,68 478,13 1,87 2,45
5T 264 321,54 2,03 1,58 192,02 1,86 2,16
6Z 312 21,60 1,79 0,13 190,71 1,88 2,34
6T 210 15,48 1,41 0,37 260,26 1,85 1,78
7Z 150 218,19 2,01 0,77 115,79 1,87 2,07
7U 180 180,18 2,03 0,70 68,82 1,77 1,94
7T 140 52,96 2,06 0,24 38,26 1,84 0,97
8z 300 32,15 2,18 0,63 104,7 1,87 1,60
8T 200 547,37 1,99 1,53 151,79 1,83 2,29
9z 126 61,22 1,82 1,64 121,0 1,85 2,00
QU 28 25,00 2,34 1,48 7,01 1,28 1,81
oT 243 55,26 1,89 1,31 28,40 1,64 1,62

Pramérna hodnota izolované RNA:

119,3 ng/ul

Primérna hodnota izolované DNA:

160,4 ng/ul

Zdroj: vlastni

Legenda:

Z ...zdrava tkan

T ...tkan obsahujici tumor

U ...uzel
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Tabulka 2 Parametry izolované RNA a DNA z histologickych blo¢kd nadort jater

MnoZzstvi RNA DNA
tkané Izolace | Cistota | Cistota | lzolace | Cistota | Cistota
[mm?] [ng/ul] | 260/280 | 260/230 | [ng/ul] | 260/280 | 260/230
17 198 110,39 1,83 0,64 565,76 1,87 1,88
1T 288 138,66 1,88 0,68 683,57 1,96 2,32
1P 160 103,85 2,00 0,64 46,72 1,79 1,28
2Z 180 46,28 1,69 1,21 119,36 2,07 2,15
2T 144 105,93 1,57 1,62 168,92 1,89 2,20
2P 60 95,93 1,57 0,51 243,23 1,95 2,24
3z 231 206,85 1,80 1,23 421,81 1,95 1,93
3T 396 84,92 1,85 0,30 665,32 2,00 2,21
3P 130 209,47 1,77 1,23 148,80 1,87 2,25
47 429 124,30 1,83 1,26 229,80 1,94 2,21
AT 288 380,20 1,99 1,72 78,68 1,93 1,98
4P 104 263,91 2,01 1,80 123,56 1,92 2,62
57 363 251,27 1,85 0,86 340,49 1,87 1,59
5T 125 465,54 2,00 1,78 190,65 1,90 2,30
5P 65 246,78 1,97 1,15 53,59 2,10 1,89
6Z 195 253,29 2,04 0,79 102,00 1,85 2,11
6T 324 379,43 1,99 1,21 154,00 1,95 2,38
6P 140 210,76 2,06 0,79 115,06 1,72 1,05
7Z 180 60,62 1,74 0,37 125,65 1,85 1,44
T 180 145,87 1,57 0,86 94,35 1,70 1,97
7P 55 53,31 1,71 0,23 55,62 1,83 2,53
8z 120 44,81 1,60 0,62 36,69 1,98 1,77
8T 240 79,85 1,80 0,71 451,80 1,85 2,24
8P 120 36,58 1,86 0,15 51,07 1,69 2,26
9z 160 121,47 1,98 0,46 318,69 1,88 2,30
oT 324 43,00 1,82 0,62 183,38 1,94 1,82
9P 100 80,39 1,55 0,82 15,32 1,67 1,18
10z 200 169,48 1,94 0,72 129,94 1,91 0,84
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MnoZstvi RNA DNA
tkané | lzolace | Cistota Cistota | lzolace | Cistota | Cistota
[mm?] | [ng/ul] | 260/280 | 260/230 | [ng/ul]l | 260/280 | 260/230
10T 432 96,39 1,93 1,55 25,27 1,89 1,72
10P 80 138,70 1,78 1,21 34,52 1,74 1,53
117 80 90,01 1,88 0,42 55,91 1,83 1,70
11T 216 225,55 1,88 1,52 116,63 2,05 2,34
11P 112 136,45 1,83 1,27 89,21 1,83 1,99
127 72 296,33 1,53 1,46 105,03 1,77 1,07
12T 220 190,23 1,23 1,37 439,37 1,82 1,64
12P 65 99,36 0,90 0,72 66,30 1,84 1,00
137 210 137,97 1,11 1,01 293,83 1,69 0,96
13T 160 188,52 1,29 1,18 14453 1,86 2,18
13P 60 105,64 1,96 1,24 28,30 2,41 1,47
147 180 198,60 1,25 1,08 40,99 1,64 1,07
14T 150 232,40 1,34 1,31 76,41 1,86 1,65
14P 62 198,42 1,99 0,68 29,47 1,67 0,84
157 240 101,02 0,97 0,34 815,87 1,93 1,42
15T 175 108,63 0,99 0,51 55,37 2,09 2,01
15P 70 192,58 1,94 1,00 55,14 1,81 1,90
16Z 250 39,44 1,88 0,21 169,25 1,85 1,61
16T 220 109,20 1,90 1,27 212,69 1,90 2,13
16P 95 65,51 1,71 0,71 71,10 1,84 1,84
177 243 390,87 2,00 1,03 202,80 1,88 1,91
17T 168 137,98 2,02 1,23 19,87 1,55 0,74
17P 65 87,14 2,05 1,42 31,55 2,08 1,74
187 140 342,52 2,00 0,88 48,86 1,86 1,75
18T 330 748,06 2,05 1,23 960,17 1,91 1,99
18P 98 684,52 2,04 0,57 153,04 1,85 1,68
197 210 94,53 1,22 1,22 51,79 1,69 2,07
19T 200 194,54 1,95 1,11 110,67 1,96 2,70
19P 70 111,36 1,91 0,82 90,26 1,80 1,44
20Z 180 52,36 1,64 0,92 193,89 1,97 1,96
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MnoZstvi RNA DNA

tkané | lIzolace | Cistota | Cistota |lzolace | Cistota | Cistota

[mm?] | [ng/ul]l | 260/280 | 260/230 | [ng/ul]l | 260/280 | 260/230
20T 192 224,11 1,97 1,79 172,12 1,83 1,68
20P 115 199,62 1,60 0,93 90,88 1,83 1,63
217 312 54,84 1,58 0,98 999,14 1,96 1,61
21T 240 112,14 1,64 1,21 486,20 1,88 2,14
21P 125 83,36 1,64 0,99 105,51 1,90 2,17
227 180 312,76 1,96 1,95 89,19 1,73 1,38
22T 115 58,38 2,12 0,78 37,80 1,51 1,57
22P 65 89,78 1,95 1,34 25,13 1,87 2,41
23Z 150 60,31 1,99 1,33 92,20 1,93 2,34
23T 250 334,68 1,85 1,58 209,55 1,96 2,30
23P 100 105,58 1,69 1,00 70,71 1,79 2,05
247 240 84,61 1,77 0,94 249,22 1,85 1,51
24T 135 33,55 1,68 0,77 27,15 1,34 1,09
24P 100 60,62 1,65 0,64 117,24 1,86 1,82

Prumérna hodnota izolované RNA:

172,8 ng/pl

Primérna hodnota izolované DNA:

184,6 ng/ul

Zdroj: vlastni

Legenda:

Z ...zdrava tkan
T ...tkan obsahujici

P ...pfechodna tkan

tumor

44




Tabulka 3 Parametry izolované RNA a DNA z histologickych blocku glioblastomii

MnoZzstvi RNA DNA

tkané | Izolace | Cistota | Cistota | lzolace | Cistota | Cistota

[mm?] | [ng/ul] 260/280 | 260/230 | [ng/ul] 260/280 | 260/230
17 210 74,10 2,00 0,80 56,82 1,94 2,47
1T 84 80,84 1,52 0,68 72,96 2,03 2,42
2Z 120 26,02 1,78 0,09 12,32 2,50 2,11
2T 180 129,88 2,05 0,83 118,97 1,94 2,09
3z 243 113,92 2,02 0,21 89,13 2,03 1,99
3T 180 213,06 2,07 0,50 230,65 1,86 1,77
47 176 69,82 2,10 0,60 48,71 1,87 1,22
AT 168 94,68 2,03 0,58 48,18 1,88 1,49
5Z 160 145,61 2,04 1,46 98,58 1,94 2,01
5T 128 79,35 2,04 0,22 82,63 1,86 1,30
6Z 200 41,91 1,99 0,19 46,39 1,89 2,07
6T 125 172,47 2,05 1,12 114,31 1,93 2,30
T 70 124,83 2,04 0,65 65,94 1,92 2,18

Primérné hodnota izolované RNA: Primérné hodnota izolované DNA:
109,8 ng/ul 83,5 ng/ul

Zdroj: vlastni

Legenda:

Z ...zdrava tkan

T ...tké&n obsahujici tumor

Tabulka 4 Hodnoty ¢istoty izolovanych NK, poméru Azso/Azgo, pocet analyzovanych

vzorka 105
Cistota NK
RNA DNA
Aol Azgo <20 >2,0 >1,8 <18
Pocet vzorki 74 31 85 20
Procenta [%0] 77,7 22,3 89,25 10,75

Zdroj: vlastni
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Tabulka 5 Hodnoty Ccistoty

vzorka 105

izolovanych NK, poméru Ajso/Az3, pocet analyzovanych

Cistota NK
RNA DNA
Azeo/Azzo 2,0-2,4 >24 <20 >2 <?
po¢. vzorku 0 0 105 48 57
procenta
0 0 100 40,15 59,85
[%0]

Zdroj: vlastni
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7 STATISTICKE VYHODNOCENI VYSLEDKU

Graf 1 Bodovy graf - vyjadieni zavislosti mnozstvi RNA v ng/ul na mnozstvi nadorové

tkand v mm? u §titné zlazy

Bodovy graf (tkané2016 8v*105c)
Zahrnout jestlize: Tkan="Stitna zlaza" AND Zdroj="T"
RNA [ng/ul] = 105,8903+0,1675*x

600 |

RNA [ng/pl]

100 |

500 |
400 |
300 |

200 |

-100 L

Mnozstvi tkan& [mm?]

Zdroj: Statistic, program Statistica 10, na zakladé¢ vlastnich hodnot

Legenda:

r =0,0547 p =0,8889
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Graf 2 Bodovy graf - vyjadieni zavislosti mnozstvi RNA v ng/ul na mnozstvi zdravé

tkand v mm? u §titné zlazy

Bodovy graf (tkané2016 8v*105c)
Zahrnout jestlize: Tkan="Stitna Zlaza" AND Zdroj="Z"
RNA [ng/ul] = 238,7709-0,6513*x

350 ¢
300 ¢
250 |

200 |

RNA [ng/p]

100 ¢

50 |

150 |

Mnozstvi tkang [mm?]

Zdroj: Statistic, program Statistica 10, na zaklad¢ vlastnich hodnot

Legenda:

-0,3581 p =0,3440
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Graf 3 Bodovy graf - vyjadieni zavislosti mnozstvi RNA v ng/ul na mnozstvi prechodné

tkand v mm?u nadoru jater

Bodovy graf (tkané2016 8v*105c)

Zahrnout jestlize: Tkan="Jatra" AND Zdroj="P"

RNA [ng/ul] = 48,3974+0,3384*x

260 |
240 |
220 |
200 |
180 |
160 |
140 |

RNA [ng/p]

120 |
100 |
80 |
60 ¢ e
40 |
20 -

40 60

80 100 120 140

Mnozstvi tkang [mm?]

Zdroj: Statistic, program Statistica 10, na zakladé¢ vlastnich hodnot

Legenda: r =0,1898

p =0,3743
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Graf 4 Bodovy graf - vyjadfeni zavislosti mnozstvi RNA v ng/ul na mnozstvi nadorové

tkand v mm?u nadoru jater

Bodovy graf (tkané2016 8v*105c)

Zahrnout jestlize: Tkan="Jatra" AND Zdroj="T"

RNA [ng/ul] = -59,2068+1,3036*x

1000

800 |

600 |

400 ¢

RNA [ng/p]

200 ¢ o

200
100 150

200 250 300

Mnozstvi tkané [mm?]

Zdroj: Statistic, program Statistica 10, na zaklad¢ vlastnich hodnot

Legenda: r =0,4515

p =0,0268
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Graf 5 Bodovy graf - vyjadieni zavislosti mnozstvi RNA v ng/ul na mnozstvi zdravé

tkand v mm?u nadoru jater

Bodovy graf (tkané2016 8v*105c)
Zahrnout jestlize: Tkan="Jatra" AND Zdroj="2"
RNA [ng/ull = -47,5169+1,4037*x

1200

1000 ¢

800 |

600 |
O

RNA [ng/p]

200 |

400 | /

20—

50 100 150 200 250 300
Mnozstvi tkané [mm?]

Zdroj: Statistic, program Statistica 10, na zaklad¢ vlastnich hodnot

Legenda: r =0,4565 p =0,0249
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Graf 6 Bodovy graf - vyjadfeni zavislosti mnozstvi RNA v ng/ul na mnozstvi nadorové

tkand v mm?u glioblastomtl

Bodovy graf (tkané2016 8v*105c)
Zahrnout jestlize: Tkarn="Gliom" AND Zdroj="T"
RNA [ng/ull = 9,4011+0,7143*x

240
220 |
200 |
180 |
160 |

140 | e

RNA [ng/p]

2 E _— _— -
E - _—
E - L

o

A0
60 80 100 120 140 160 180 200

Mnozstvi tkang [mm?]
Zdroj: Statistic, program Statistica 10, na zaklad¢ vlastnich hodnot
Legenda: r =0,5255 p =0,2257
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Graf 7 Bodovy graf - vyjadieni zavislosti mnozstvi RNA v ng/ul na mnozstvi zdravé

tkand v mm?u glioblastomtl

Bodovy graf (tkané2016 8v*105¢)
Zahrnout jestlize: Tkarn="Gliom" AND Zdroj="2"
RNA [ng/ul] = -14,9299+0,3981*x

110 —
100 | .
90 |

80 |

60 | o

RNA [ng/p]

50 E - o

v
20

10 |

70 | _—

O i L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L
100 120 140 160 180 200

Mnozstvi tkang [mm?]
Zdroj: Statistic, program Statistica 10, na zakladé¢ vlastnich hodnot

Legenda: r =0,5427 p =0,2659
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Graf 8 Bodovy graf - vyjadreni zavislosti mnozstvi DNA v ng/ul na mnozstvi nadorové
tkand v mm®u §titné zlazy
Bodovy graf ( 8v*105c)

Zahmout jestlize: Tkan="Stitna Zaza" AND Zdroj="T"
DNA [ng/pl] = 47,8442+0,5945*x

350

300 t

250 t

200 t

150

DNA [ng/ul]

100 t

50

O M M M M M M M M M M
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

MnozZstvi tkané [mm?]
Zdroj: Statistic, program Statistica 10, na zakladé vlastnich hodnot
Legenda: r =0,3594 p =0,3421
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Graf 9 Bodovy graf - vyjadieni zavislosti mnozstvi DNA v ng/ul na mnozstvi zdravé

tkand v mm®u §titné zlazy

500

450 |

350

DNA [ng/p]

150 |

100

Bodovy graf (tkané2016 8v*105c)
Zahrnout jestlize: Tkan="Stitna Zlaza" AND Zdroj="Z"
DNA [ng/ul] = 103,0015+0,3388*x

300
250

200 |

50 |

Mnozstvi tkang [mm?]

Zdroj: Statistic, program Statistica 10, na zaklad¢ vlastnich hodnot

Legenda:

r =0,1664 p =0,6688
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Graf 10 Bodovy graf - vyjadieni zavislosti mnozstvi DNA v ng/ul na mnozstvi prechodné

tkand v mm?u nadoru jater
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Zdroj: Statistic, program Statistica 10, na zaklad¢ vlastnich hodnot

Legenda: r =0,0864 p =0,6880
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Graf 11 Bodovy graf - vyjadieni zavislosti mnozstvi DNA v ng/ul na mnozstvi nadorové

tkand v mm?u nadoru jater
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Zdroj: Statistic, program Statistica 10, na zaklad¢ vlastnich hodnot

Legenda:

r =0,1451 p =0,4989
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Graf 12 Bodovy graf - vyjadieni zavislosti mnozstvi DNA v ng/ul na mnozstvi zdravé

tkand v mm?u nadoru jater

Bodovy graf (tkané2016 8v*105c)
Zahrnout jestlize: Tkan="Jatra" AND Zdroj="2"
DNA [ng/ul] = 161,5184-0,0468*x
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Zdroj: Statistic, program Statistica 10, na zaklad¢ vlastnich hodnot

Legenda: r =-0,0355 p =0,8693
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Graf 13 Bodovy graf - vyjadieni zavislosti mnozstvi DNA v ng/ul na mnozstvi nadorové

tkand v mm?u glioblastomtl
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Zdroj: Statistic, program Statistica 10, na zakladé¢ vlastnich hodnot

Legenda:

r =0,3957 p =0,3795
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Graf 14 Bodovy graf - vyjadieni zavislosti mnozstvi DNA v ng/ul na mnozstvi zdravé

tkand v mm?u glioblastomtl
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Zdroj: Statistic, program Statistica 10, na zaklad¢ vlastnich hodnot

Legenda: r =0,3363 p =0,5146
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Graf 15 Krabicovy graf - porovnani priméru a smérodatné odchylky RNA u §titné zlazy
pomoci metody t-test (viz kapitola 5.6)
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Zdroj: Statistic, program Statistica 10, na zaklad¢ vlastnich hodnot
Legenda: p =0,736656
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T...tumor
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Graf 16 Krabicovy graf - porovnani priméru a smérodatné odchylky DNA u §titné zlazy
pomoci metody t-test (viz kapitola 5.6)
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Zdroj: Statistic, program Statistica 10, na zaklad¢ vlastnich hodnot
Legenda: p =0,951445
Z...zdrava tkan

T...tumor
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Graf 17 Krabicovy graf - porovnani priméru a smérodatné odchylky RNA u nadoru jater

pomoci metody t-test (viz kapitola 5.6)
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Zdroj: Statistic, program Statistica 10, na zaklad¢ vlastnich hodnot
Legenda: p =0,693367
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Graf 18 Krabicovy graf - porovnani priméru a smeérodatné odchylky DNA u nadoru

jater pomoci metody t-test (viz kapitola 5.6)
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Zdroj: Statistic, program Statistica 10, na zaklad¢ vlastnich hodnot
Legenda: p =0,009473
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Graf 19 Krabicovy graf - porovnani pruméru a smérodatné odchylky RNA

u glioblastomti pomoci metody t-test (viz kapitola 5.6)
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Zdroj: Statistic, program Statistica 10, na zaklad¢ vlastnich hodnot
Legenda: p =0,005675
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Graf 20 Krabicovy graf - porovnani priméru a smérodatné odchylky DNA

u glioblastomti pomoci metody t-test (viz kapitola 5.6)
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Zdroj: Statistic, program Statistica 10, na zaklad¢ vlastnich hodnot
Legenda: p =0,014110
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8 DISKUZE

Hlavnim cilem prace bylo zjistit moznosti a limity izolace NK (DNA, RNA) z
rutinn€ piipravovanych histologickych blockd, tzn. formalinem fixované v parafinu zalité
tkdni pro pouziti takto izolované DNA a RNA pro nasledné molekularné biologické
analyzy. NK byly izolovany z FFPE tkané stitné zlazy, nadoru jater a glioblastomt pomoci
tzv. kolonkové metody soupravy AllIPrep® DNA/RNA Kit firmy QIAGEN, USA.

Prvni vyzkumna otdzka byla, zda je vytéznost izolované DNA a RNA z FFPE tkané
postacujici pro nasledné genetické analyzy. Vzhledem k vysokym vytézkiim izolaci RNA
Z jednotlivych typt tkani (praimérna koncentrace u nadoru Stitné zlazy je 119,3 ng/ul,
nadord jater 172,8 ng/ul a glioblastomd 109,8 ng/ul, pti 30ul izolované RNA) je mozno
konstatovat, ze uvedena mnozstvi jsou postacujici pro stanoveni exprese v fadu desitek
gend (jedna reverzni transkripce vyzaduje idedlné¢ 50 ng RNA). Tyto vysledky ukazuji
obrovsky potencidl rutinné pfipravovanych parafinovych bloc¢kl tkéni a to jak pro
genomove, tak expresni analyzy a to zejména uvédomime-li si moznost provadéni
retrospektivnich analyz. Na zékladé¢ jiz provedenych experimentl je mozno konstatovat, Ze
kvalita takto izolované RNA je dostacujici pro stanoveni exprese metodou RT real-time
PCR. Stejn¢ tak vytézky izolované DNA dosahovaly vysokych hodnot (primérna
koncentrace u nadoru §titné zlazy je 160,4 ng/ul, u nadora jater 184,6 ng/ul a glioblastomui
83,5 ng/ul, pii 50ul izolované DNA) a to zvlasté uvédomime-li si, ze obdobnych vytézka
by bylo dosazeno pfi izolaci DNA z 200ul plné krve. Je proto mozno konstatovat, Ze
z hlediska vytézku je tento metodicky pfistup k izolaci NK z parafinovych blockt velice

vhodny.

Druhd vyzkumné otdzka se tykala Cistoty izolovanych NK z FFPE tkané, zda je
Cistota izolovanych NK dostacujici pro nasledné genetické analyzy. Z celkovych 105
izolovanych vzorkti odpovidalo pii poméru Ajgo/Azgo Cisté RNA 31 vzorku (22,3%).
Zbylych 74 vzorku (77,7%) bylo kontaminovano proteiny. P¥i poméru Ajzeo/Azz bylo
vsech 105 vzorkt (100%) kontaminovano organickymi latkami vice nez by bylo vhodné a
zadny tedy nespliioval podminky pro Cistotu izolované RNA. lzolovanou DNA se nikdy
nepodafi ziskat 100% c¢istou. Vzdy obsahuje zbytky bilkovin. Pfi poméru Ajeo/Azgo by
meéla Cistd DNA dosahovat hodnoty vyssi nez 1,8. Této hodnoty dosdhlo 85 vzorkd
(89,20%). Ostatni dosahovaly hodnot mensich nez 1,8 (20 vzorkd, 10,75%). Pomér
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AogolArzo by mél byt v pripade Cisté DNA vyssi nez 2, cemuz odpovidalo 48 vzorki
(40,15%). Zbylych 57 vzorka (59,85%) bylo kontaminovano a dosahly hodnot mensich

nez 2.

Treti otazka se vztahovala k zavislosti mnozstvi izolovanych NK a plochy
(mnozstvi) tezti FFPE tkdn€, ze které byla izolace provedena. U vétSiny vzorka se
potvrdila domnénka, Ze ¢im vice tkdné bylo izolovano, tim vyssi byl vytézek izolovanych
NK. Avsak statisticky signifikantn¢ jsme uvedené potvrdili pro izolaci DNA a RNA pouze
u tkadn¢ glioblastomt. Jako idedlni se ukazala plocha izolované tkané v rozmezi cca 100 —
200 mm? (pti tloustce fezu 15 pm). U vzorkl s nizkou vytéZznosti (méné nez 15 ng/ul) se
ukdzalo, ze zvétSovani mnozstvi izolovaného materidlu Casto nepfinasi vyssi vytézek, coz

pri¢itame kvalité izolované tkan¢ jako takové.

Protoze u nékterych nadorovych onemocnéni je jiz pfi pohledu na histologické
blocky vizueln€ patrny rozdil v charakteru nadorové tkané a zdravé tkang, zabyvali jsme se
otazkou, zda nadorova tkan, ktera se jevi ,,husts$i* poskytuje z daného mnozstvi tkané€ vyssi
vytézek nez zdrava tkan. Zjistili jsme, Ze nelze zobecnit, Ze nadorova tkan poskytuje vyssi
vytézek NK, nez tkan zdrava, avSak pro nékteré typy nadori uvedené plati. Pozorovali
jsme, ze nadorova tkan glioblastoml poskytuje statisticky signifikantné vyssi vytézek nez
zdrava (normalni) tkan a to jak pro DNA, tak RNA. Toto zjisténi je tfeba brat v Givahu u
nékterych typt tkané z divodu ziskani dostate¢né velkého mnozstvi zdravé (normalni)

tkdn¢ pro nasledné izolace DNA a RNA.
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ZAVERY PRO PRAXI

1.

Izolace DNA a RNA pomoci izola¢ni soupravy AllPrep® DNA/RNA Kit firmy
QIAGEN , ktera umoziuje izolaci téchto NK z jednoho vzorku tkan¢ poskytuje
dostate¢né vytézky pro provadéni naslednych molekularné biologickych analyz

(PCR, RT real-time PCR, expresni microarray).

Cistota izolovanych NK izolovanych soupravou z parafinovych blockt je

postacujici pro nasledné molekularné biologické analyzy.

Se vzristajicim mnozstvim izolovaného materialu od hranice cca 100 mm? pfi
tloust’ce fezi 15um jsme pozorovali vzristajici vytéznost NK. Tento vztah vSak
nebyl statisticky signifikantni a zvIasté u vzorkl s nizkou vytéznosti (méné nez
15 ng/ul) zvySovani mnozstvi izolovaného materialu Casto nepiinaselo vyssi

vytézek, coz pricitame kvalité tkané jako takové.

Obecné neni mozno fici, ze nddorova tkadn by ze stejného mnozstvi tkané
poskytovala vyss$i vytézky izolovanych NK nez zdravd (normadlni) tkan z
parafinovych blocki, avSak pro nckteré typy nadorové tkdné to plati. Vyssi

vytéZnost nddorové tkané oproti zdravé byla pozorovana u glioblastomd.
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PCR Polymerase Chain Reaction, Polymerdzova fetézova reakce
RT - PCR Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction
CcDNA complementary DNA, komplementarni DNA
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NK nucleic acid, nukleova kyselina
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RNa4za ribonukledza
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