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1. Uvod

K volb¢ tématu mé bakaigké prace a votbpracovis¥ mé¢ vedl jednak mj zajem
0 spojeni chemie, biologie a mediciny a také faktrakovinové onemo¢ni jako takové, @uz
a nejprogresivji se vyvijejicim zdravotnim problémem v celé pamil Pro praci jsem si
zvolil onemocwni jicnu, protoZe se jedna o velmi zavaznou char@wou praci se snazim
piehled rozcElit do dvou celk. Na teoretickou ¢ast, ve které se snhazim popsat
a charakterizovat jednotlivé typy onemeéoha problémy s nimi spojené, jejich vyskytigmy
a sowasré pouzivanou l&bu. Ve druhé, teoretick&asti jsem provedl optimalizaci metod
izolace RNA a porovnani jednotlivych &jtkteré jsem pouzil. V praci bych rad potosal

a dale ji rozvijel

Karcinom jicnu pat v sokasné dob k osmému nejroz&rejSimu nadorovému
onemockni na s¥té (Globocan, 2008), postihujicimurgeleviim muze. Mezi nejriziksi
faktory, jak je tomu u &Siny solidnich naddr, pati vék, ale i kodteni a Spatné Zivotosprava.
Ve své podstétvznikaji nadory jicnu z epitelidini tkdnozna@&ujeme je tedy jako karcinom.
Z histologického hlediska ieme karcinom rozdit na dva typy, a to na adenokarcinom dolni
¢asti jicnu (EAC - esophageal adenocarcinoma) adieliurgény karcinom (ESCC -
esophageal squamous cell carcinoma) @femocgni provazi dlouhé betiznakové obdobi,
pacient tudiZ fichazi do ordinace az s pokilgm stadiem onemocmi. Rétileté peeZiti se i po
komplexni protinadoroveé ¢ pohybuje pod 20 %. Neoadjuvantnibé miZze pacienta vyltst,
zlepsit kvalitu Zivota a pacientovy polykaci funka@enSenim nadoru, prodlouZzit délku Zivota,
ale hlavre umoznit operovatelnou respektive radikalitu ctgického zakroku. Bez operace je
v sowtasnosti Sance na vyiéni minimalni. V sotasné dob neexistuje Zzadna metoda, ktera by
spolehliv urcila, jak bude pacient nadBu reagovat. Studium miRNA nam poskytuje velice
cenné Udaje octhi v nadorové hiice. Cilem studie je na zakkagrofilu exprese miRNA nalézt
biomarkery, které by predikovaly odpall na tuto neoadjuvantni terapii u pacient
s karcinomem jicnu. Ucgasti pacient s predikci dobré odpeédi by se mohla terapie
zintenzifikovat s cilem kompletni remise nadoruskiupiny pacierit s predikci rezistentniho
onemocegni by tato toxicka l&a scastymi nezadoucimi éinky a malym benefitem pro

pacienta nemusela byt podana.

Metoda miRNA microarray ndm poskytuje uceleny egpi profil miRNA kazdého

pacienta, podle kterého jsme schopriespit jeho diagnozu adit vhodnou a cilenou &bu.



. Cile prace

Provést reSerSi na dané téma, zorientovat se Vgmnaltice profilovani exprese miRNA
u pacienh s onemocénim jicnu, ziskat teoretické a praktické znalostihhologie
mirRNA microarrays, natit se pracovat s patnymi databazemi a softwarem
Zoptimalizovat metodiky izolace miRNA z archivovéwé cerstvého materialu (FFPE,
plazma, kartékovy str), prace s platformou Affymetrix

Stanovit profily miRNA exprese u paciérg onemocénim jicnu



3. Teoreticka cast

3.1.Uloha miRNA
MikroRNA piedstavuje kratky Usek nekddujici RNsitajici okolo 23 nukleotidl Tyto

MiRNA jsou schopné na zakka#omplementarity interagovat s molekulou mRNA autegat
tak genovou expresi. Odhaduje se, Ze miRNA regekjjresi az 60 % vSech protein-kédujicich
geni v organismu nezbytnych pro spravnyalpth burééného cyklu, proliferaci hiky,

apoptdzu a spravny metabolismus (Friedman RC,e2@09).

MiIiRNA hraje u vSech nadardalezitou roli, a to jako tumor-supresor nebo onkotmn
tumor-supresorové a onkogenni miRNA. Mapovanim ihladkterych vybranych miRNA je
mozné rozdlit pacienty do konkrétnich skupint ae jiz jedna o odp&d’ na zvolenou lébu,
nebo rizikovost vyskytu onemog&mi u pacienta. Pokud bychom byli schopni jakymkoliv
zpasobem regulovat hladiny miRNA specifickych pro¢ityr typ nadoru, & uz se jedna

o0 jakykoliv, méli bychom bezpochyby v rukou takéignou I&€bu.

Tabulka 1. Vybrané miRNA a jejich regulace ve vztahu k onemocnéni (Pfevzato od Luzna, Ehrmann

2012)

Dg. MikroRNA Regulace | Korelace Tkan Literatura
miR-103 T Guo etal. [19]
miR-21 T.CC Hiyoshi et al. [21]
miR-21 T, CC Mori et al. [23]
miR-129 T Ogawa et al. [20]
miR-205 T, CC Matsushima et al. [17]
miR-10a, miR-22, miR-100,
miR-148b, miR-223, miR-133a, S Zhang et al. [38]
miR-127-3p
miR-21 T T Akagi et al. [27]
miR-31 T5 Zhang et al. [61]

— miR-1 45 ESCC vs. T Akagi et al. [27]
miR-21 NSE P Komatsu et al. [39]
miR-92a T, CC Chen et al. [57]
miR-21 S Kurashige et al. [58]
miR-142-3p T Lin et al. [25]
miR-223 T, CC Kurashige et al. [40]
miR-107 T Guo et al. [19]
miR-10a T,CC Matsushima et al. [17]
miR-145, miR-133a, miR-133b L T,CC Kano et al. [54]
miR-375 P Komatsu et al. [39]
miR-29c¢ GC Ding et al. [53]
miR-375 T Kong et al. [55]
miR-196a EACvs.NSE | T,CC Luthra et al. [60]
polycistron miR-106b-25 EAC vs. BE T Kan et Meltzer [16]
miR-196a oy ;'SE' T Maru et al. [31]
::2:334?::;_;?’5”‘"‘_1 A5, ? :E'EEAC Ll Wijnhoven et al. [18]

miR-215, miR-560,

miR-615-3p, miR-192, Eﬁg x: ;‘éE' T Fassan et al. [33]
EAC miR-326, miR-147 :
miR-143, 145, 215 EAC vs. BE T Wijnhoven et al. [18]
miR-203, 205 NSE vs. BE T Wijnhoven et al. [18]
miR-141, miR-200c BEVS.GEBE | 1 cc | smith etal. (56]
1 vs. DE
rodina miR-200 HGD vs. BE T, CC Smith et al. [56]
miR-100, miR-23a, miR-605
2 oas 4 . EAC vs. NSE,
miR-99a, miR-205, let-7c¢, EAC vs. BE i I Fassan et al. [33]

miR-203

BE — Barrettiv jicen, CC — bunécna kultura, DE — duodenalni epitel, EAC — ezofagealni adenokarcinom,
GE - Zzaludecni epitel, HG — high grade dysplazie (intraepitelialni neoplazie), miR — mikroRNA,
NSE — normalini dlazdicobunéény epitel, P — krevni plazma, S - krevni sérum, T — tkan
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3.2.0nemocnéni jicnu a jejich Kklasifikace

Jicen postihuji nadorova i nenadorova onerocnNenadorova mohou byt jak
vrozena, naifiklad atrézie (jicen je nefchodny, nebo je pidif spojen s piduSnici) nebo
stendza (zUZeni jicnu), tak ziskana, mez pati zarety jicnu, divertikly (vychlipeniny shy
jicnu), hiatova hernie (kyla,fpniz sec¢ast Zaludku dostava do hrudni dutiny), jicnovéxyari
(zpasobené poskozenitn poleptanim jicni jinou zavaznou chorobou, napaterni cirhdzou),
achalazie (dochazi k poruSe peristaltiky) a difugpasmus jicnu (ztrata motility). Podle
biologického chovani @Zeme nadory rozdit na maligni (tvdici metastazy, rychle rostouci
a destruktivni u¢i okoli — adenokarcinomy a dlaZdicok#iné karcinomy), benigni (netkio
metastazy, expanzivni, ale ohrgmy a nedestruktivni) a prekancerdzni léze (Barrgten).
Anatomicky dlime nadory jicnu na tumory &miho oddilu, hrudniho oddilu (hornifedini,

dolni) a gastroesofagedini junkce.

Velice ¢astym onemoamim je GERD (Gastroesophageal reflux disseasi#)
gastroesofagedlni refluxni onemeégh jicnu, i kterém pronikaji kyselé Zaludiei ¥avy do

jicnu a poskozuji jeho sliznici, coZ jéiginou zartu jicnu, tzv. ezofagitidy.

3.2.1 Barrettiv jicen

Barrettiv jicen je nazev pro prekancer6zu vznikajici metzipldlazdicobu&ného
epitelu v cylindricky epitel. Primarnifiginou Barretova jicnu je gastroesofagedlni refluxni
choroba (GERD), Zisoben&tasténym uvolrgnim dolniho jicnového gvace nebo hiatovou
kylou. Chronické pronikani obsahu Zaludku a vystaw#azdicobus¢ného epitelu kyselym
Zaludeénim avam vede kjeho poSkozeni a metaplazii v cylihgriepitel, ktery je uci
kyselému prosedi odolrjSi. Podle progrese onemaonm se zavadi ozgani low-grade a high-
grade intraepitelialni neoplazie (Schlemper et2001). U 0,5 % paciefntza rok progreduje
Barrefiv jicen v adenokarcinom coZ je 1 pacient z 200adignfi s diagnostikovanou high-
grade neoplazii je tot&islo dokonce vyssi, 10 % paciénbcné (Shaheen et al., 2009, Koppert
et al., 2005). Vyraznym symptomem Barrettova jipnipaleni zahy" (pyréza), ale veliéasto
pacient nepo€uje Zadné fiznaky (Shaheen et al., 2009). DalSimi mohou bgtikkad rihani,
epigastrické bolesti, krvaceni, ztrata hmotnostsfalgie (Kala et al., 2003).

U Barrettova jicnu bylo zji8ho zvySeni exprese miR-196a ve srovnani se zd o
a pozitivni korelace jeji hladiny s progresi onentog¢ (Luzna et al., 2011). Oproti tomu byla
Zjisténa sniZzen& hladina miR-203, kterd se jevi jako-raetastatickou a je uvazovana jako cil
piipadné terapie (Saini at al., 2011). Na obrazkujelZnazortina lokalizace Barretova jicnu

a na obrazku 1B je endoskopicky snimek, na kteeémgtaplazie velice did patrna.

11



Endoskopicky snimek

Obrazek 1A. Priaiez Barretovym jicnem (Sipky ukazuji mista zasazendetaplazii)
1B. Endoskopicky snimek Barretova jicnu (evzato z hopkins-gi.org)

3.2.2 Adenokarcinom jicnu
Adenokarcinomy napodobuji stavbu a vzhled Zlakteeych vychazeji. U jicnu vznika
malignim transformaci metaplastického epitelu jaksledek GERD a tud 10 % vSech fipadi
nadofi jicnu na s¥té (Global Cancer Facts & Figures, 2011). Karcinome@y lokalizovan
v dolni tetirg jicnu. U 80 % paciefitpostizenych adenokarcinomem je pozorovana metaplaz

Exofyticky rostouci nadory zasahuji vyréznad povrch sliznice a vytsiapolypdzni
nebo tubularni Utvar, kro¥nsliznice postihuji i podsliztini vazivo (submuk6zu) a muscularis
propriae. Endofyticky rostouci nadory naopak pstaji stnou sliznice, kdy v pokkdlejSim
stadiu fistu dochéazi k ulceraci a tvariplochého yedu, kdy s mirg prohloubenym gedem.
Centra ¥tSich solidnich loZisek byvaji vidledku Spatného zasobeni krvi a rychléhstu
zasazena nekr6zou. By jsou casto deformované tlakem okoli a ztraci polaritukueo
u karcinomu dochézi ke zvySeni sekrece hlenu do ibmeznych prostor, mluvime
0 mucin6znim karcinomu, jehoZ iiky plavou v hlenu a&asto ztrdceni vodni tvar. Oproti
tomu sekrece hlenu u hlenotvorného karcinomu jefewana do cysticky roz&nych
tubularnich atvar vystlanych epitelem bez vamplovoucich bugk (Rejthar, Vojések, 2002).

Podobr jako u Barrettova jicnu byla popsana zvySenda egmiR-21a miR-192
a snizena exprese miR-203 (Fassan M, Volinia S.e@11, Mathé et al., 2009). Zm&
expresni rozdily byly identifikovany pouze mezi lngrade dysplazii a adenokarcinomem
(Yanga et al., 2009).

12



3.2.3 Dlazdicobunéc¢ny karcinom jicnu

karcinomi jicnu ve s¥té (Global Cancer Facts & Figures, 2011). Oproti attancinomu
nevykazuje dlazdicobuiny karcinom v brzkych stadiich Zadné vyrgsn priznaky. Pacient
piichadzi do ordinace aZz s pa&g&im stadiem doprovazenym ubytkem na vaze a prgblém
s polykdnim. ESCC se vestgirne pripadi vyskytuje ve gedni a horniietingé jicnu a vnika
malgnizaci dlazdicobwdného epitelu. Biky epiteliélnich naddr jsou pordrné velké a doke
rozlisitelné od buék nenadorovychCasto si zachovavaji vlastnostivmdniho epitelu, a to
hlavng tigmotaxi. Stejd tak i dlazdicobu&ny karcinom napodobuje stavbu vrstevnatého
dlazdicového epitelu a je sloZzen &3ich bugk s vyraznym jadrem. V pozich stadiich
meére je vyzn&eno roho¥ni acéim mért je vyjadena stratifikace vrstevnatého dlazdicového
epitelu, tim je dlaZicobustny karcinom meé# diferenciovany a s@asré i vice proliferujici

a maligrgjSi (Rejthar, VojSek, 2002). Karcinom roste &pbud’ exofyticky, nebo endofyticky

a jeho povrch byva v poggich stadiich ulcerovan.

Jako u jinych solidnich hraje i u ESCailefitou roli v kancerogenezi miR-21. Bylo
zjisttno, Ze hladina miR-21 koreluje s progresi onerdncr(Hyioshi et al., 2009). Jako
nezavisly prognosticky faktor se ukazuje miR-12g4@a et al., 2009). f&tdem z4jmu je jest
nékolik dalSich miRNA, ale doposud nepttity studie, ktery by dokézaly a hlaypotvrdily

korelaci jejich hladiny s progresi onemeénn

3.2.4 Stadia onemocnéni
Pro klasifikaci onemoami je v sodasnosti nejpouZiva&jsi systém TNM, ktery nam
pomaha ufit jedno z celkovycRityi stadii onemoaimi. TNM se zarétuje na tyto faktory: T-
progrese primarniho nadoru, N-metastazy v regidcklmmiznich uzlinach a M-vzdalené
metastazy. Jednotlivé kategorie se dalig wa dalSi stuph U primarniho nadoru hodnotime
jeho profistani tkani az invazi do dalSich or§anDale hodnotime pet zasaZenych
regionalnich lymfatickych uzlin. Jednotlivéidy a podtidy klasifikace jsou popséany

v nasledujici tabulce.
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Tabulka 2. TNM Kklinicka klasifikace karcinomu jicnu

T-mira invaze primdrni nador N-postiZeni regiondlnich miznich uzlin
TX | nelze hodnotit NX | nelze hodnotit
TO |bez zndmek primarniho nadoru NO | mizni uzliny bez metastaz
Tis | Karcinom in situ/high-grade dysplasie N1 | metastdza v 1-2 uzlinach
T1a | lamina propria mucisae, muscularis mucosae N2 | metastdza v 3-6 uzlinach
T1b | submukdza N3 | metastaza v 7 a vice uzlindch
T2 | muscularis propria M-vzddlené metastazy
T3 |adventicie MX | nelze hodnotit
T4a | pleura, perikard branice MO | bez metastaz
T4b | aorta, télo obratle, trachea a jiné M1 | vzddlené metastazy

Tie -T1b

—Ta ~ Epitel
."'I / Bazalni membrana
/

~— Lamina propria
£ Muscularis mucosa

Tkaf obkopujici
jicen

Obrazek 2. Mira invaze karcinomu jicnu (p‘evzato a upraveno podle Ishwaran et al, 2009).

Z TNM Klasifikace vychazimeipurcovani stadia onemoeéni. Obecg plati, Ze nadory
lokalizované v mist pavodu bez metastaadime do kategorie | a Il. PokiitejSi, metastazujici
nadory do kategorie Ill a nadory v pokilém stadiu se vzdalenymi metastazemi do kategorie
IV, viz nasledujici tabulka.
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Tabulka 3. Stadia karcinomu jicnu urc¢ena podle TNM klasifikace

Stadium T N M
0 Tis NO MO
IA T1 NO MO
B T2 NO MO

A T3 NO MO

1B T1, T2 N1 MO

A T4a NO MO
T3 N1 MO

T1, T2 N2 MO

1B T3 N2 MO
lnc T4a N1,N2 MO
T4b jakékoliv N MO

jakékoliv T N3 MO

v jakékoliv T jakékoliv N M1

3.3. Histopatologie

Dlazdicobur¢ny karcinom je definovany jako maligni epitelialntumor
s dlazdicobu&nou diferenciaci. Nadorovy dlazdicoladny epitel pronika bazalni membranou
a Sfi se do lamina propria anebo do hlubSich vrstewétk@aciné invazi z karcinomu in situ
a proliferaci neoplastického epitelu, ktery prontda lamina propria a nasletimisociuje do
malych shluk naddorovych butk. Sowasre s vertikalni invazi probiha i horizontélrist, ktery
utlacuje a poSkozuje epitelidlni sliznicitilehlou ke karcinomu. Karcinom napada také
lymfatické cévy a uzliny, ato uz v brzkém stadinemocwni. Cetnost vyskytu napadeni se
zvysuje s hloubkou invaze karcinomu (Sarbia etl&®95). Nadorové hiky se v krevnintecisti
a lymfatickych cévach vyskytuji do vzdalenosttkolika centimeth. Karcinom postihuje
piilehlé organy atk&h hlavre pradusnici a pidusky. ESCC vykazuje dva typyastu
expanzivni nebo infiltrativni. Expanzivniist je charakteristicky rozsdhlou hladkou expanzi
nadorovych bukk bez disociace. Infiltrativnitist je velice nepravidelny a vykazuje disociaci
tumorovych budk (Hamilton S. R., 2000). Z histopatologického lb&d zname it formy
dlazdicobug¢ného karcinomu, ato ulcer6zni forma kteraritvd5 % vyskytu, infiltrativni
forma s 15 % vyskytu a cirkularni stendézujici forma 60 % vyskytu (Beckeretal, 2005).
Prekuzory ESCC jsou intraepitelidlni neoplazie,drpgpazie bazalnich bek a dlazdicobu&sny
papilom, ¥tSinou zfisobeny HPV (Hamilton, 2000).

Adenokarcinom vznika &sSinou z Barrettova jicnu aje tubularniho neboilpagiho
typu. V rekterych gipadech se vyskytuje zmenseny typ vykazujici gleardu uspsadani
(Paraf et al, 1995). Diferenciace tbe vést kprodukci endokrinnich hikn

a dlazdicobu&ného epitelu. DalSimi variantami adenokarcinomuw jadenodlazdicobtiny
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karcinom, mukoepidermoidni karcinom, adenoidni ickgt karcinom a mucinézni

adenokarcinom (Hamilton, 2000).

3.4.Incidence

Mira incidence karcinomu jicnu je u miu2—4 krat ¥tSi nez u Zen, ale u obou pohlavi
je trend vyskytu velice podobny. DlaZzdicolsiny karcinom jicnu je v sa@asnosti
nejrozsfersjSi nadorové epitelidlni onemasri jicnu na s#té. V poslednich letech je vSak
zaznamenan stale se zvysujici vyskyt adenokarcin@@hodr ve vysglych irozvojovych
zemich postihuje karcinom jicnigvazrt muze s medianem 65 let. Jen ojétérse vyskytuje
u jedind@® mladSich 30 let (Hamilton, 2000). RozloZetippdi nagi¢ populaci s ohledem na
vék ma vzestupny trend korelujici se iétd pacient, mizeme tedyfict, Ze pdet pipadi

a rizikovost vyskytu roste skem. Nejp@etrsjSi skupinu paciefittvori osoby mezi 55. a 65.

rokem zivota.

Mira incidence se mezi zémi s nejmensSim pem gipadi na 100 000 obyvatel
a zen¢mi s nejvysSim ptiem gipadi na 100 000 obyvatel velmi liSi. Nejvice jsou pbesty
zent jizni a vychodni Afriky a $edovychodni Asie. Ve vysfych zemich je vyskyt spiSe niZsi.
Ceska republika je vtomto ohledu na 8Ficge (obrazek 3). 80 % vSech umrti spojenych
s karcinomem jicnu pochazi z rozvojovych zemi. f@loCancer Facts & Figures, 2011)
Karcinom jicnu je osmé n&sEjSi nadorové onemoeni ve s¥té a tvai celé 4 % vSech
nadorovych onemoeni vibec. Soudasré je to Sesta népstjSi piicina amrti na rakovinu
(Globocan, 2008).

NejvétSi standardizovanou incidenci na 100 000 obyvataél v muzské populaci
Jihoafricka republika, a to 23,5fipadu. V Zenské populaci drzi prvenstvi Mongolsko
s 16,1 pipadu. Spolu stmito zengmi naji vysokou miru vyskytu karcinomu jicnu kepctu
na 100 000 obyvatel i daldi zeénv téchto oblastech jakaCina, Kazachstan, Japonsko,
Afghénistan, Ka&a, Mosambik, Zambie, Zimbabwe a Soméalsko. Nejmegskyt je potom

zaznamenany v zemich zapadniradi Afriky (Globocan, 2008).

V Evrops drzi prvenstvi vincidenci i mortalitv muzské populaci Velka Britanie
s hodnotou incidence 15tipadi a mortalitou 13 fipadi na 100 000 obyvatel. V Zenské
populaci m& nejvy3Si hodnoty incidence Irsko — pifpadu a mortality Velka Britanie —
4 piipady na 100 000 obyvatel (Globocan, 2008).
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Obrazek 3. Srovnani incidence v €R a ostatnich zemich (zdroj: www.svod.cz)

Nejvice gipadi je vCeské Republice zaznamenano v Moravskoslezskémskaln
kraji. Fxi interpretaci &chto dat je nutné brat v Gvahu, Ze rizikovost regloiho vyskytu je
ovlivnéna mnohymi faktory a samotnym demografickym sloemiopulace v daném kraji.
Obecrji je vysSi incidence v krajich s rozvigjgi primyslovou vyrobou a horsi kvalitou

Zivotniho prostedi.

Z Udaji ve statistické databazi SVOD vyplyva, Ze vyskytckegomu jicnu je rok od

N1

roku vysSi. Celko¥ tvori se svou incidenci 4ffpady na 100 000 obyvateldam 0,7 % ze vSech
zhoubnych naddr Data také ukazuji, Ze incidence u mgé 6 krat vySSi nez u zen. 8@
zaznamenavame 6 novyckigadu na 100 000 obyvatel mezi muzi seipady amrti. U Zen je

to potom jedenifipad s mortalitou 0,6 na 100 000 obyvatel.

Mortalita dosahuje 90 % hodnoty incidendeud v celos¥tovém ngtitku, nebo v rdmci
Ceské republiky (Kollarova et al., 2007).
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Obrazek 4. Srovnani incidence a mortality mezi lety 1977 — 2010 (zdroj: www.svod.cz)

A csvod .oz

3.5.Etiologie

Mezi nejrizikowjsi faktory dlazdicobustného karcinomu p#tkoureni a piti alkoholu.
Za karcinogenni metabolit odbouravani alkoholu ¢gx¥giovan acetaldehyd. Toto tvrzeni je
podporovano spojitosti megetnosti vyskytu dlazdicobgtiného karcinomu a polymorfismem
genu ALDH2 kodujiciho alkoholdehydrogenasu u alkiddio(Hamilton S. R., 2000). DalSim
vyraznym rizikovym faktorem je Zjgob stravovani. Nedostatek vitaiiia stopovych pruk
chronicka konzumace horkych nap@j kaensnych jidel nebo nedostatek vliakniny mohou vést
k porargéni jicnu teplem a chronické esofaggtid prekancer6znim lézim (Hamilton S. R., 2000).
Dietni a environmentalni faktory jsou m#myznamné nez kdani a konzumace alkoholu,
nejsou v8ak zcela zanedbatelné. Dlazdicéty karcinom niZze byt roviZz zpisoben infekci
papilomaviry, nejasgji HPV 16, které fisobi spolu s kaenim a alkoholismem synergicky.
(Laco J., 2012)

U adenokarcinomu je nejvyznagj&im rizikovym faktorem GERD a obezita (Enzinger,

2003). Nejrizikowjsi faktory karcinomu jicnu shrnuje nasledujiciutiia.
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Tabuka 4. Rizikové faktory karcinomu jicnu.
Enzinger, M.D., 2003)

Poéet znakd ,,+“ udava miru rizikovosti (upravené podle

rizikovy faktor dlazkdlco_bun&“ny adenokarcinom
arcinom

koureni +++ ++
piti alkoholu +++ —
Barrettiv jicen — ++++
reflux — +++
obezita — ++
achalazie +++ —
Palmoplantarni keratoderma ++++ —
Poleptani jicnu ++++ —
Plummer-Vinsoflv syndrom ++++ —
nadorové onemoeni hlavy a krku v minulosti ++++ —
nador prsu l&ny radioterapii +++ +++
¢astéd konzumace velmi teplych néapoj + —

Jako protektivni faktory isobi dostatny prisun ovoce a zeleniny ve stéawdostatek
vitamini (pfedevSim A, C, E), selenu, karotengid/ldkniny a omezeni dalSich negativnich
dietnich vliva.

3.6.Klinicky obraz

Prvotni stadia karcinofnjicnu nejsou doprovazena vyr&@imi priznaky, ficemz
véasna diagnoza jedtkZitym faktorem pro feZiti pacienta. V pozgSich stadiich se objevuje
dysfagie a Ubytek na vaze az u 90 % padietdprovazena bolestmiigolykani tuhé potravy,
v pokrailych stadiich i problémy s polykanim tekutin. Pdkiibytek vahy fedstavuje vice nez
10 % tlesné hmotnosti, pak se téfrjisté jedna o pokréilé stadium onemocmi se Spatnou
prognézou. Pokud nador pfistd do cév, iive dochézet i ke zvraceni krveii fhvazi do

priduSek se objevuje krvavy kasel.

Dysfagie se rize zhorsit i v pkb¢hu radiologické &by, kdy dochazi k otoku tké&n

Dalsi komplikaci jsou perforace jicnu tgwbené bdi progresi onemoeni, nebo
endoskopickym vyS&tnim¢i snahou o zavedeni stentu pro dysfagii (Klene®220
3.7.Diagnoza
Predoperani diagnéza slouzi k prokazani acemi staddia nadoru, k posouzeni

operability a vylodeni sekundarnich nador Pra¥ spravné ufeni staddia nadoru je

vvvvvv
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vySeteni a biopsie, RTG a CT, pdpact endosonografie. Zarokgsou odebrany vzorky pro
dalSi laboratorni vyS&ni a pofipadt pro archivaci pro pozggi owtreni nebo vyzkum.

Primarré je pacientovi odebrana krev pro laboratorni biocické vySeteni krve,
vySeteni krevniho obrazu, funkce jater a ledvin a stanownadorovych markér Negastji
stanovovanym markerem je CEA (carcinoembrionicgemt) a SCC (Squamous cell carcinoma
antigen), jejich pedoperani hladiny maji vyznam pro posouzenidéné odpokdi.

BéZznou vySatovaci metodou je endoskopické vyget, které nAm poskytne zakladni
data o lokalizaci a rozsahu nadoru, umozni néesmp posoudit stav sliznice a provést biopsii
pro histologické vyséeni, popipact jiné vyzkumné metody. Teprve timto postuperizeme

S ukitosti stanovit itomnost nadoru.

Obrazek 5. Endoskopicky snimek jicnu po obarveni kontrastni latkou (Lugoliv roztok) (zdroj:

www.wikiskripta.eu)

DalSi diagnostickou metodou je rentgenové ugSet jicnu, které nam po vypiti
kontrastni latky ukdZe na nerovnosti sliznice. Digpdosonografii a CT jsme schopni
diagnostikovat i procesy odehravajici se miminstjicnu a odhalit hloubku invaze nédoru.
Endosonografie vyuzivad zavedeni ultrazvukové samlyicnu a umaiuje ndm tim posoudit
stav s¢ny jicnu v celé své 8i CT hrudniku a icha nam diky sérifezl maze odhalit napadeni
dalSich orgai a uzlin a vzdalené metastazy.

3.8.Lécba

Po nejnutgjSich vySetenich se posoudi operabilita nddoru a zvoli ve mfiogp
terapie v zavislosti na stavu pacienta, lokalizelanckém stadiu a typem nadoru.
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3.8.1. Chirurgie

Provedeni kompletni resekce karcinomu je moznéguauza Il. klinickém stadiu, kdy
se jako nahrada odstramé ¢asti jicnu pouziv&ast Zaludku neboigtva (Adam Z, Vorkiek J.,
2002). Voli se jako prvni moznost terapie kéopacientt s nadory lokalizovanymi v Kni ¢asti,
u kterych je radikalni zakrok technicky nemozny afé¢tal, 2010). K&li dlouhému
bezgiznakovému obdobi karcinomu je chirurgicky zakro&zmy v még nez 50 % Fpadi
aneni vhodné ho odkladat (Kwee, 2010). Pokud jdon&eoperovatelny fistupuje se
k paliativni I&b¢, a to konkrétd k zavedeni stentu do jicnu, ktery umozni pacientov

uspokojiv prijimat potravu (Klener, 2002).

3.8.2. Radioterapie

Radioterapie vyuziva &ivych (&inki ionizujiciho zéeni na nadorové liky. Uginna je
zejména na dlaZzdicob&ny karcinom. Vyuziva se v konkomitantni neoadjumant
chemoterapii ke zmen3eni naddoru a zvyseni Sané@mapletni resekci nadoru. Vzhledem ke
komplikacim vyplyvajicim z pouZiti radioterapieajiin ne iliS uspokojivym vysledkm neni
tato metoda vhodna pro kazdého pacienta. Velasto se vyuziva radioterapie v kombinaci
s chemoterapii vyuZivajici derivaty cis-platiny dldoruracilu. Tato terapie vede k ridtu
poétu pacient s dobou peziti delSi neZ & let o 25 % (Enzinger, 2003).

3.8.3. Chemoterapie

Pro vysledek chemoterapie jetlelity vyker vhodného cytostatika nebo jejich
kombinace, které gsobi cile& na nadorové a vSechny rychle proliferujicinky v tle.
Chemoterapie je zakladni¢Ebnou modalitou pro pok&déa klinicka stadia. L&ba probiha
v cyklech, kdy je pacientistiaw Iécen a kdy jedlu dancas nacast€nou regeneraci zdravych
nenadorovych butk ovlivnénych cytostatiky, tedy sliznic a krvetvorby. Jedét cykly trvaji
2—-4 tydny a voli se tak, aby cytostatikéinkovala v utité mite i mezi jednotlivymi podanimi
a pacient tak byl en v podstat neustale. Chemoterapie se vyuziva dvako neoadjuvantni
metoda Iéby pro umoZani operability nadoru affpadré prodlouzeni bezfznakového obdobi.
Paliativni poZiti chemoterapie pro prodlouzeni bezmkového obdobi a zkvalimi Zivota

pacienta madinnost necelych 20 % (Klenner 2002).

3.8.4. Odpovéd nalécbu
V roce 2000 doSlo ke sjednoceni a&egueni kritérii k hodnoceni ebné odpoidi pro
solidni tumory (RECIST — response evaluation datein solid tumors). Byla igvzata
a upravenaipodni kritéria WHO, definovany podminky, za jakyjemador nititelny a jakymi
metodami jej Ize klasifikovat a bylo takéesré urceno, jak nador hodnotit. Tyto kritéria jsou

Y

swté. Pokud jsou léze &Si nez 20 mm (&feno konvetnimi technikami), pop wetSi nez
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10 mm (m&feno CT) jsou povazovany zafitelné, 1éze menSi nez tyto hodndgdime mezi
nenefitelné, feti skupinu tvéi skut&né-neneiitelné léze, které neni mozné zadnou metodou
klasifikovat. VSechna zakladni hodnoceni bylanbyt provadna v co nejkratSi dabpo
zapaeti &by a neteni velikosti nadar uvadno v metrické soust&y abychom mohli co
nejpresrEji porovnat nador fed a po léb¢. Lécebnou odpodd’ posuzujeme podle vyvoje po
zakroku a dlime ji do ¢ty skupin. Ri aplném vymizeni nadoru a vSech lézi hidnee
o0 kompletni odpoddi na danou lébu. Ri zmenSeni o minimat30 % ozndujeme odpoyd’
jako ¢asté&nou. ZwtSeni nadoru o nejmé&r20 % anebo vyskyt novych lézi ozngeme jako
progresi onemogmi a pokud zrfna nedosahla ani jedné&hto hodnot ozrialjeme stav jako
stabilizaci onemoami. Rozsah nadoru porovnavame s jeho velikogd pzapdetim &by
(Therasse et al, 2000).

Ne vsichni pacienti odpovidaji na neoadjuvantrager Pro jejich odliSeni se pouzivaji
stejné diagnostické metody jako ty, které jiz gtgireny vySe. Bylo zji&no, Ze pacienti, kié
odpovidaji doke na neoadjuvantnidBu maji po zakroku lepsi prognézu a delSi dofmZit,
nez pacienti, k¢ na I&bu neodpovidali (Law, 1997). Pro ty se jevi jakelaczbyténa a nerél

by se odkladat chirurgicky zakrok (Kwee, 2010).

Cetnost a intenzita nezadouciatinki pouzité Iéby zavisi na jejim typu a individualni
reakci organismu. Chirurgické zékroky byvagsto velmi rozsahlé a jejich 2atkladena na
organismus vysoka. Pacient v prvnich poofeich dnech fijima stravu parenter&in poté
prechazi na tekutou a mixovanou stravu a nakonedhoutwstravu. Ginky radioterapie se
odvijeji od velikosti oz&bvané oblasti, typu zvolené metody fimani a citlivosti organizmu
pacienta. MiZe se objevovat drobné zarudnuiZ& az puchiky a mokvani, poSkozeni sliznic,
zhorSené polykani a vy35i nachylnost k infekcimatd?ije dilezité udrZzovat $ radioterapii
hygienu, a to hlawh dutiny Gstni. Vedlejsi dinky chemoterapie @ zavisi na individualni
reakci pacienta, ale hla¥ma typu podavaného cytostatika. Ty totiZz v driwSiné nepisobi
pouze na nadorové tiky, ale na vSechny rychle se mnoZzichlkydaného organismu, jako jsou
krvinky, vystelky orgaf nebo vlasové hiky. Z toho vyplyvaji nezadouciciinky, jako Unava,
slabost, nachylnost k nemocem, nevolnostiijrpy, poruchy krevni sréazlivosti, vypadavani
vlasi a wWtSi nachylnost k infekcim. ¢kterd cytostatika maji i své vlastni nezadousinky,

jako poSkozeni jater a ledvin (Hynie, Sixtus et H96).

| po ukorteni l&by je pacient stale sledovan a jsou ¢ham provadny pravidelné
ambulantni kontroly, id nichZ se sleduji onkomarkery v krvi a provadii elkové proséeni

pomoci esofagoskopie, CT, RTG, endosonografRET.
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4. Prakticka cast

4.1.1zolace miRNA

Pro izolace miRNA je dostupna cékida komednich kiti vétSinou zaloZzenych na fenol
chloroformové meto#l Jednotlivé kity se nelisi v zakladnetody, pouze v pouzitych pufrech,
jinych specidlnich reagenciich a filpZzeném postupu. Volili jsme postupy pro izolaeikovée
RNA, pii kterych nedochazi ke zttamiRNA. Izolace vyuZiva rozdeni vzorku po fidani
reagencii a centrifugaci na organickou fazi obdahwgtSinu proteii a DNA, bily prstenec
obsahujici vysrdZzenou DNA a vodnou fazi obsahujizhé typy RNA. Po odebrani vodné faze
se RNA oddli a promyje na kolonce vhodnyntilpZenym pufrem a nasledreluuje (tzn.
vymyje z kolonky) vhodnym etinim ¢inidlem v zavislosti na typu kolonky, rigstji voda
nebo gilozeny elkni roztok. Ri izolaci je nutné postupovat podle navodiilgieného
vyrobcem, nebbnezname f@sné slozZeni jednotlivych roztlani sloZeni sorbentu kolonky. Je
nutné dbat také na to, zda jsou dodané roztdkygveny gimo k pouziti nebo je nutné jedit,

popr. pridat etanol.

4.2.Pouzité metody

V ramci mé bakal&ké prace jsem provedl porovnarkalika dostupnych metod pro
izolaci RNA z Giznych vzork, abychom byli schopni vybrat takovou, ktera posje/tco

nejvysSi koncentrace RNA Yifatelné kvalit s ohledem na cenu a vyuZitelnost kitu pro vice

typt vzorki.

Pro izolaci RNA z plazmy bylo pouZzito 200 ul 2x téfngované plazmy, ziskané
z periferni krve paciefits karcinomem jicnu. RNA z plazmy byla izolovanatiZevzorki za
pouZiti étyt nize uvedenych Kit Vzorky 1A, 1B, 1C byly eluovany 50 ul, zbylé vkgr2A-
4CII 100 pl elgniho roztoku.

V pripac vzorka uchovanych v FFPE bioich je nejprve nutné provést deparafinizaci.
Tu je mozno provést metodami za pouZiti xylenu nkbp r©&j. Pro srovnani byla izolovana
RNA ze dvou vzork deparafinizovanych xylenem (A, B) a dvou bez xyul€é@, D). Vzorky A,
C a B, D jsou shodné¢pl1l0 umiezi nadoru jicnu z FFPE z jednoho bloku. Pro postupy
deparafinizace viziflohy 1 a 2. Pro deparafinizaci byl pouZzit viaghoistup, i kdyZ je mozné
pouZivat postupy a reagencie, jeZ jsoucasti jednotlivych kii. VSechny vzorky byly

eluovany 100 pl eltniho ¢inidla, a to z dvodu vySSich vyzki a moznosti pozgi vzorky

zakoncentrovat.
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4.2.1. miRNeasy mini kit - Qiagen
Plazma:
Doba izolace: 180 minut
Vzorky: 1A, 1B, 1C
FFPE:
Doba izolace: 140 minut
Vzorky: 3A, 3B, 3C, 3D

Kit kombinuje lysi vzorku zaleZzenou na fenol/guanid (QIAzol Lysis Reagent)
a purifikaci RNA na silikatové membrénQIAzol Lysis Reagent obsahuje fenol a guanidin
thiokyanat v definovanem objemu tak, aby pra¥épolehli lysi tkani, zarové inhiboval

RNasy a odstraoval wtSinu DNA a proteifi organickou extrakci.

Vzorky jsou homogenizovany v QIAzolu. Pofigani chloroformu se provede
centrifugace, P které dojde k extrakci RNA do vodné faze. K odet# vrchni vodné fazi se
ptidad etanol pro navozeni vhodnych podminek pro fix@NA od 18 nukleotid vySe na
kolonku. Poté se vzorek nanese na kolonku, kdeeljeoed RNA etrg miRNA fixovana na
membranu a fenoldetrg dalSich kontaminaci jsou vymyty. RNA se poté eduRjNase-free

vodou.

Kit je vhodny jak pro izolace RNA z plazmy, tak prolace z FFPE biixu.

24



miRMeasy
Mini Procedurs

Cell: ffasme

Add ethana] s
aquesus phiie

Biind tohal RHA
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i

g

| ath 3 o 9 s — it 9 ad - @

including small RMAs
Obrazek 6. Prehled jednotlivych krok( izolace kitem miRNaeasy (pfevzato z miRNeasy Mini

Handbook)

4.2.2. High pure miRNA isolation kit - Roche
Plazma:

Doba izolace: 50 minut

Vzorky: 2A, 2B, 2C
FFPE:

Doba izolace: 100 minut

Vzorky: 1A, 1B, 1C, 1D

vvvvv

RNA byla obohacena o kratké RNA. Kvalita vysledngARuvadina vyrobcem je vhodné pro
klonovéani, northern blotting, mIRNA array a pro ktifikace miRNA pomoci RT-PCR.
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Udavana&asova narénostéini 30 minut. Pro vysokoudinnost kitu je doportpovana dkladna

disrupce a homogenizace vzorku.

RNA je v gritomnosti chaotropni soli guanidin thiokyanatu kele¢ vazana na vlakna
kolonky zatimco ostatni slozky jsou sérii rychlyktoka vymyty. RNA je eluovana pomoci
Elution buffru. Tato metoda nevyZaduje extrakcifARprecipitaci organickym rozpougtlem.
Velikost Usek vazanych RNA je zavisla na koncentraci Biding buif zvySenim standardniho

objemu gidavaného ke vzorku jsme schopni zvysitsagk kratkych RNA a naopak.

Add 312 pl Binding Buffer +
200 pl Binding Enhancer

150 pl lysate supernatant

b

Mix well and apply mixture
(max. 700 pl at a time) to a
High Pure Filter Tube assem-
bly, centrifuge at 13,000 x g
[fior 30 - 60 s (repeat if lysate
volume is more than 700 pl).

—

| Discard flow through | + |

) Centrifuge at 13,000 x g | o
- for30s

| Discard flow through | ¥
Centrifuge at 13000 x g | o—"

Add 500 u| Wash Buffer |

Add 300 p| Wash Buffer |

-] for3os

}

Centrifuge at 13,000 x g
for 1 min

| Discard collection tube |

b

Place the Filter Tube in a fresh

1.5 ml microcentrifuge tube

'

Add 50 - 100 pl Elution Buffer on
the center of the filter

Incubate for 1 min
at +15 to 25°C.
Centrifuge at 13,000 x g
for 1 min

e

¥

Purified total RNA

Obrazek 7. Pfehled jednotlivych krok izolace kitem firmy Roche (pfevzato z High Pure miRNA

Isolation Kit)

4.2.3. NucleoSpin® miRNA - Macherey-Nagel

Plazma:

Doba izolace: 100 minut

Vzorky: 3A, 3B, 3C
FFPE:

Doba izolace: 125 minut
Vzorky: 4A, 4B, 4C,4D
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Tento kit je navrZzen pro sdasnou izolaci kratkych RNA, dlouhych RNA a proteito

téi izolovanych frakci. Vhodny je pro Sirokou Skalmovki od buré¢nych kultur po plazmu

a FFPE. VeSkeré petbné vybaveni a reagencie jsou pro ss@diorientaci v postupu bare¥n

odliSeny. Vysledna RNA je vhodné pro dalSi nasleaimayzy.

Kit umoziuje izolace RNA bez nutnosti pouzit fenol/chlorofiovou metodu. Vzorek

je rozruSen v ML pufru. Pofjgéni podilu etanolu jsou na kolonce zachyceny [tfo®RNA

spolu s DNA. Ta je nasleditravena gitomnymi DNasami. K filtratu obsahujicimu kratké RN

je pridan MP pufr pro odstrani proteiri naslednou centrifugaci a jejich precipitaci n& dn

zkumavky. Po fidavku MX pufru se na kolonce zachyti i kratké RNAzbavené proteiin Po

promyti se celkova RNA eluuje RNase-free vodou.

1 Prepare sample < 50 mg animal tissue,
< 107 cultured cells,
r’;"’f, ] of < 50 pL liquid sample
800 pL TRIzol®
2 Celllysls “E]‘ Vortex 15 5
5min RT
3 Phase separation 160 pL chloroform
Vortex 15 5
EN 3min RT
15min 12,000 x g 2-8°C
Transfer 400 pL
agqueous upper phase
4 Adjust binding - 1000 pL MX
conditlons
Vortex 5 5
5 Bind small and = Blue - .
large RNA or Load sample stepwise
green 30s 11,000x g
ring

(Steps 6-9 are not necessary with this protocol)

Obrazek 8. Pfehled jednotlivych krok izolace kitem NucleoSpin ¢ast 1.(pfevzato z NucleoSpin® miRNA

User manual)
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10 Wash and dry sllica m 600 L MW
membrane 30s 11,000 xg

-Ew Blue
sl or 700 plL MW2
i green 305 11,000x g

rin
9 m 250 pl MW2
2min 11,000 x g

11 Elute small and 30100 pL
large RNA = EL‘:E ANase-free H.O
E green 1 min BT
5} ring

30s 11.000xg

Obrazek 9. Pfehled jednotlivych kroki izolace kitem NucleoSpin ¢ast 2. (prevzato z NucleoSpin®
miRNA User manual)

4.2.4. mirVana™ miRNA isolation Kit - Ambion
Plazma:

Doba izolace: 75 minut

Vzorky: 4A, 4B, 4C, 4All, 4Bll, 4ClI

FFPE:
Doba izolace: 80 minut
Vzorky: 2A, 2B, 2C, 2D

MirVana kombinuje fenol/chloroformovou extrakci RN#gpolu s jeji imobilizaci na
silikatovém filtru. Prvni faze zahrnuje disrupciovku v Lysis buffru a extrakci za vyuZiti
vysoce koncentrovanych chaotropnich soli ve spa@jeaztokem fenol/chloroformu, slouzicimu
k deaktivaci RNas a purifikaci vzorku od zbylycltotmolekul. Vzorek je odsolentigdlavkem

alkoholu, ktery zarovesnizi afinitu RNA k vod a zvysi jeji afinitu k pouzitéemu filtru. Filtr je

promyt a RNA eluovana roztokem o nizké iontové @letion solution, RNase-free voda).
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Final RNA Isolation

Lysis and Organic
Disruption Extraction
| ~5 min | | ~15 min | \
=» ] >
Total
RNAs:
Add 1.25 volumes
ethanol and pass
through fitter
Dasrupt sample in . !
Lysis Solution, Aé,'_ﬁiofﬂfon%' \
add mRNA extract  omal
Homogenate Additive RNAs:

- |

Add 1/3 volume  Collect filrate
ethanol to agueous

phase and pass

through first fitter

~10 min

P Total RNA

Wash1,2&3 Elute

NN L
> [ » | ‘»

Add 23volume  Wash1,2&3  Ehte
ethanol to filtrate
and pass through

second filter

} Small RNAs
(<200 nt)

Obrazek 10. Piehled jednotlivych krokl izolace kitem firmy Ambion (pfevzato z mirVana™ miRNA

Isolation Kit protocol)

4.3.Hodnoceni kvality a kvantifikace RNA

Hodnoceni kvality RNA a jeji koncentrace jéZgijni pro provaehi dalSich analyz jako

jsou microarraye a RT-PCR. V s@snosti nejsou dostupnd Zadna ucelend kritéria pro

hodnoceni RNA. NejzrgjSimi metodami kvantifikace je spektrofotometricletanoveni

koncentrace RNA ve vzorku a jeliistoty a stanoveni integrity RNA gelovou elektr@pou.

JelikoZ jsou mstené koncentrace velmi nizké, je spla fundamentalni podminka pro

platnost Lambert-Beerova zakona a spektrofotonigtrgtanoveni se tim padem stavéa velice

vhodnou metodou pro &eni koncentrace RNA na zaktageji absorbanceip260 nm. Pro

meéreni byl pouzit spektrofotometr NanoDrop ND-1000erkt je schopny pro#iit nékolik

vinovych délek najednou. diteré latky, jako naiiklad proteiny, maji absorbanci zavislou na

pH roztoku, mohlo by se tedy stat, Ze hodnoty kotreee RNA budeémito kontaminacemi

zkreslena. Hstroj je proto schopen éfit nékolik raznych vinovych délek.#230 nm absorbuji

proteiny, chaotropni soli, guanidinium isothyokyamafenol, tedy vesés latky pouzité H

extrakci. Bi 280 nm maji absotmi maximum gkteré proteiny poifjpact jiné kontaminujici

latky. Tato hodnota slouZi zejména pro Zj$tpH-dependentnich latek aibe se vyrazalisit

podle pH vody pouzivané fip méieni. RiloZzeny software je potom schopen vyfiat
z absorbanci koncentraci RNA ve vzorku a z piamA260:A230 a A260:A280 ffibliznou
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cistotu vzorku. Pokud se p@mA260:A230 vyskytuje v rozmezi 2,0-2,2 povaZujeReA za
¢istou, pro A260:A280 je to potom 1,8-2,2.

m’l‘ﬂhu-p-;m

_\\‘\.

Obrazek 11. Spektrofotometr NanoDrop 1000 spolecnosti Thermo Fisher Scientifics (pfevzato

z www.nanodrop.com)

Kontrola integrity a kvality je obeénmozna gelovou elektroforézoutiftroje jako
Agilent 2100 Bioanalyser automaticky érh pribéh elektroforézy v mikrokapilarach
a softwaro¥¢ vyhodnocuji kvalitu analyzovaného vzorku. Rifdlo, které je vypéitano pomoci
vyrobcem dodavaného softwaru, udava kvalitu a fittegzorku. Cim vice se RIN:islo bliZi
hodnot 10, tim je vyizolovana RNA kvalitsi. Fistroj funguje na principu #&teni
fluorescence barvivariplavaného do samotného gelu. Détékimity piistroje zavisi na pouzité
metod acipu, na ktery se vzorek nandsi. V zavislosti ri@kdvané koncentraci vzorku
pouzivame Nano Chip pro koncentrace od 25-500 ngfpimensi koncentrace pouZijeme Pico

Chip, ktery ma vysSi citlivost. @p postupujeme podleigsného navodu dodaného spolu

S pistrojem.

Obrazek 12. Cipy pouzivané v Agilent 2100 Bioanalyser, na obrazku RNA Nano LabChip (pfevzato

z www.biomedicalgenomics.org)
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Grafickym vystupem je elektroforeogram. Kalibradéspoje je provedena standardem
(tzv. Laddrem) obsahujicim fragmenty RNA o spek#icdélce a koncentraci. Na ose x je
vynesen péet nukleobazi daného fragmentu (hdgas, \étsi fragmenty putuji gelem pomaleji).
Na ose y potom fluorescence, ze které je metoddibr&&ni kiivky za pomoci softwaru
vypaitena koncentrace RNA. Prvni pik (25nt) nalezi markéen prochazi gelem nejrychleji
a je bran jako zékladni linie, vypet koncentrace RNA a RIlsla se odviji pravod rgj. Podle
poétu a tvaru jednotlivych pik jsme schopni pouhym okem odhadnout mnoZstvi aeiirov
degradace RNA ve vzorku. Celkova kamd RNA ma diky obsahu ribozomalnich RNA

specificky tvar elektroforeogramu s piky ribozomiémRNA.

Dalsim wvystupem jsou tzv. Gel Image, coZ jsou saftwa zobrazeni
elektroforeogramu standardu a jednotlivych vaorke kterych mizeme roviZz vycist kvalitu

i kvantitu RNA ve vzorku. $ka jednotlivych prub ukazuje miru fragmentace RNA.

Priklad kompletniho vystupniho protokolu Agilent 21Bi@analyser viz Hloha 3.

5. Vysledky

NejvysSich hodnot koncentrace u vaobrkRlazmy dosahovaly vzorky 1A, 1B, 1C.
Vysokou koncentraci RNA vykazoval rotih vzorek 4B jako jediny izolovany danym kitem.
Z tohoto divodu byla cela izolace zopakovana. Po naslednérannkoncentrace nebyla stejna
hodnota prokdzéna. Vysoké&toty bylo dosazeno u vzarlBA-C, jejich koncentrace vSak byla
v porovnani s vzorky 1A-C polauii. Diky absenci ribozomalnich gike RIN ¢islo velmi

nizké, nebo hoifstroj nebyl chopenibec vyhodnotit.
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Tabulka 5. Vysledky spektrofotometrického méreni a elektroforézy pro vzorky plazmy

Nanodrop Agilent pico
vzorek | CcRNAng/ul |A620/A280 | A260/A230 | (ﬁg'/'slnt) RIN
1A 9,51 1,29 1,28 10,74 3,1
1B 15,18 0,91 0,27 847 25
1C 10,23 0,83 0,33 9,07| -
2A 1,96 1,08 0,15 - -
28 4,80 1,75 0,33 02| -
2C 0,80 0,57 0,04 053] -
3A 5,73 1,58 0,16 057| -
3B 5,56 1,77 0,18 0,04 -
3C 4,73 1,75 0,18 0,04 -
4A 3,61 1,84 0,21 003 1,2
4B 10,00 0,95 0,16 0,04 1
4C 0,64 5,08 0,75 0,04 1
4AIl 0,59 0,61 0,07 002 1
4Bl 3,14 0,56 0,12 0,04 1
4l 0,70 0,41 0,14 003 1

Vzorky FFPE tkas poskytuji lepsi vysledky jak s ohledem na konaifrtak na

¢istotu. NejvySSich koncentraci bylo dosaZzeno u kizoBA-D, které roveZz vykazovaly

vysokou cistotu. V porovnani s ostatnimi sériemi vzbrkykazovaly vyrovnané hodnoty

koncentrace mezi vzorky deparafinizovanymi xylengrhez #&j. Vysokych koncentraci bylo

dosaZzeno také u vzarklC, 1D, 4C, 4D deparafinizovanych bez xylenu. égjil 2100

Bioanalyzer potvrdil vysledky #itené NanoDropemip zohledrgni moznosti nekvantitativni

interakce RNA s barvivem.
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Tabulka 6. Vysledky spektrofotometrického méreni a elektroforézy pro FFPE vzorky

NanoDrop Agilent nano
vzorek | cRNAng/ul | A620/A280 |A260/A230] (/:Zi/'slnt) RIN

1A 51,97 1,56 0,66 71,00 2,6
1B 43,69 1,43 0,53 29,00 2,6
1C 111,73 1,75 1,28 151,00 2,4
1D 144,63 1,86 0,61 536,00 -
2A 56,59 1,95 1,44 25,00 2,1
2B 85,07 1,94 1,71 62,00 2,5
2C 73,51 1,98 0,86 40,00 2,1
2D 121,00 1,92 1,64 64,00 2,4
3A 193,85 1,85 1,87 379,00 2,5
3B 157,86 1,84 1,34 331,00 2,5
3C 205,47 1,87 1,00 345,00 2,3
3D 222,21 1,87 1,63 429,00 2,4
4A 46,41 1,79 0,60 69,00 2,5
4B 31,39 1,9 0,50 59,00 2,4
4C 162,05 1,81 1,65 288,00 2,3
4D 330,05 1,79 1,76 712,00 1,6

Z elektroforeogramu je dée patrny pik markeru nasledovany Sirokym pikemziéim
RNA. Rovrgz je dolfe vidst fragmentace RNA u kazdého vzorku FFPE deparafiginého

xylenem a bez&. Nejvice fragmerit se nachazelo v rozmezi délek 90-120 nukleobaznirkyz

deparafinizované xylenem vykazuji vys$Si miru fragtaee coZ je patrné na obrazku 13.
Vzorky nedeparafinizované xylenem obsahovaly i rfragty o délce 4000 nukleobazi. Na

nasledujicich obrazcich 13 a 14 je fibbporovnatelna vySka piku elektroforeogramu

s intenzitou pruhu na Gel Image.
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Obrazek 13. Vybrané elektroforeogramy nékterych vzorkt v porovnani se standardem (vlevo dole). Na

ose X je vynesen pocet nukleobazi, osa y znazoriiuje miru fluorescence. Prvni pik nalezi markeru.
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Obrazek 14. Softwarové zobrazeni elektroforeogramu
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5.1.Porovnani ceny a pouzitelnosti kiti

Nasledujici tabulka shrnuje et izolaci jednotlivych kit, jejich celkovou cenu a cenu

za izolaci jednoho vzorku. Nezohlage cenu energii a cenu chemikalii, které nejsaésii

kitu.

Tabulka 7. Porovnani ceny a poctu izolaci jednotlivych kita

Kit Vyrobce paet izolaci [Cena kitu cc{cena 1 izolace
(Czk) (Czk)
miRNeasy mini kit Qiagen 50 5 80(¢ 116
NucIeoSpir@ miRNA Macherey-Nagel 10 1 300 130
High pure miRNA isolation kit | Roche b0 7 80C 156
mirVana" miRNA isolation kit [Ambion 40 10 40( 260

Pozn.: firma Macherey-Nagel nabizi régrkit pro 50 izolaci za cenu cca 6 100 CZK

35



6. Diskuze

Jednotlivé kity maji své pro a proti. Kit firmy @ean poskytuje vysoké wiky
Cini 116 K&. Postup je oviem ptem kroki a svou délkowaso¥ narany. Problémy mze
¢init vétSi objem vzorku, ktery je nutny nanaset na kolonkolikrat, coZ umdrné prodluzuje

dobu izolace.

Kit firmy Roche je pétem kroki a dobou izolace nejkratSi. Vyrobce uvadi doburtirva
okolo 30 minutcehoz se ndm doséhnout nepdda Neposkytuje tak dobré vysledky jako kit
Qiagen. Jeho ipdnosti je, Ze se vyhyba toxickym reagenciim, jgkahloroform, coz je
Binding Buffru vzorky gnily a bylo nutné jecastji centrifugovat a pipetovat po menSich

¢astech, coz zvysuje riziko mozné kontaminace vzorku

Vi s

za pouziti barevnych ztek jak v postupu, tak na jednotlivych séstech kitu, podle pi#b
izolace. Komplikaci by mohl byt velky objem odebéarodné faze obsahujici RNA, kterému je
nutné pizpasobit nasledujici kroky izolace a jejich qgd a opakovani. |ipsto, Ze vyrobce
uvadi pdet izolaci 10, kit obsahuje pouze 5 kolonek mod&zalené barvy. Je to dano tim, ze
je mozné je mezi sebou zanit, coZz niize byt pro gkoho matouci, na izolaci to v3ak zadny

vliv nema, a¢emz jsme seipswdéili i b&hem izolaci.

Poslednim je kit firmy Ambion. Postup sdi ke kratSim, coz bylo velkym problémem
v piipadt izolaci z plazmy. Nedochazelo k dosta&mu oddleni vodné faze od prstence DNA,
centrifugaci tak bylo nutné opakovatkolikrat, aby nedoslo ke kontaminaci RNA DNA. DoSlo
tak k prodlouzeni doby izolace. Postup poskytowinv ¢isté vzorky, ale s niZ3i koncentraci
RNA nez v pipact kitu od Qiagenu. U izolaci FFPE vzérk takovym potizim nedochéazelo,

faze se dily |épe nez v pipac plazmy.

Vysledky izolaci RNA z FFPE b jsou o mnoho povzbudiji nez narérené
koncentrace z plazmy. Koncentragasitota vzork jsou mnohem vyssi, coz je Zgmeno tim,
Ze pracujeme se solidni tkani, jejiziky nasleds lyzujeme. Koncentrace RNA tudiz musi byt
VétSi nez v pipact plazmy. Nejlepsi vysledky épposkytuje miRNeasy mini kit, a to ve viech
parametrech. Mezi vzorky deparafinizovanymi xylenembez & byl patrny rozdil ve
fragmentaci RNA, xylen &pil RNA na Useky o délce cca 100 nukleobazi. Jehgipi proto
mizeme zvazit na zakladieho nebezpmych fyzikalre chemickych vlastnosti aiiku na

zdravi.
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Hodnoty koncentraci vyizolované RNA ziskané za wyukgilent 2100 Bioanalyzeru
jsou v praci uvedeny pouze pro srovnani obou matoelze je povavat za relevantni, jelikoz
meéieni je zde zavislé na fluorescenciidaného barviva, které se nemusi vzdy vazat
kvantitativre. Vzorky plazmy jsou pro analyzu na Agilent 210 &ialyzeru méh vhodné,
neba koncentrace RNA v nich jefitiS nizk4 a RNA je fragmentovana, coz se projeaélam
patrnym a pozvolnym naéstem a klesanim zakladni linie elektroforeogramikoliv
viditelnymi piky. Zarové nejsou viditelné ribozomalni piky 18S a 28S, ktg@u u jinych
vzorku dolse viditelné. Vzorky z FFPE bdki poskytovaly daleko lepSi hodnoty jak
koncentraci, tak RINisla. RNA byla roviZz fragmentovana a ribozomalni piky nejsou taktéz

v dasledku fixace vzorku v parafinu a nasledné depaizzice zetelné.

VSechny vySe zmimé kity poskytuji vizky RNA pouZzitelné pro nasledné analyzy.
Ve v8ech pipadech je roz&pena na kratSi Useky kdeptji o délce okolo 100 nukleobazi, coz
pro analyzu miRNA neniigkazkou, jelikoZz analyzujeme Useky okolo 23 nulitkotPokud
bychom chili napriklad metodou RT-PCR amplifikovat Useky delsi {&@0 nukleobazi) neni
Zadny z &chto kiti vhodny, a musel by se zvolit jiny, vhagii kit dle nabidky vyrohi

Mym cilem bylo najit izoléni postup miRNA, ktery by poskytoval vysokeé &&kty
s pijatelnou kvalitou a ktery by byl zaroireuniverzalnim a pouZzitelnym na vice typzorka.
Vyrobci ve &tSin¢ pripadi vyrabi také kity, Sité na miru jednotlivym typ vzorki nagiklad
pouze pro izolace z FFPE, nebo &tnych kultur apod. Jako nejvhoglgi se jevi miRNeasy
mini kit od Qiagenu, ktery poskytoval u porovnavemyvzorki srovnatelné a vyvazené
vysledky s dobrou kvalitou &enou jak spektrofotometricky, tak elektroforézow. € pd@tu
izolaci a ceny se jedna o nejlgjai kit ze vSech pouzitych. Slozky kitu vystana 50 izolaci za
cenu necelych 6000d coz je aZz o polovinu le¥si nez u nejdrazsiho kitu. Mym zfiem je
tedy to, Ze draZsi kity sice z&rji casovou nenatmost a jednoduchost postupu, oviem za cenu
nizSich a méxkvalitnich vygzka RNA.

Po izolacich RNA pistoupime k stanoveni expresnich pifofiniRNA, Prace je
naplanovana na podzim roku 2013. Mezitim jsem seilnpracovat se softwarem Partek, ktery
slouZi k analyze dat a jejich statistickému hodnac8oftware je schopny hodnotit expresi jiz
zndmych miRNA, porovnavanim zj#tych dat s knihovnou umtije identifikaci novych
MiRNA a také umaiuje porovnavat hodnoty nami sledovanych miRNA sresipgenu a jejich
korelaci s cilovou mRNA. Partek software je komipiéti s GeneChip® Command Console®
Softwarem, ktery slouzi k ovladani platformy Affyirie. Obsahuje veSkeré ovladaci prvky
GeneChip systému, umtije zakladni hodnoceni ziskanych arrayi a import da
kompatibilnich systéiy jako je vySe zminy Partek. V rdmci prace jsem seisluSnymi

softwary nejprve seznamil, analyza vlastnich datebprovadt koncem roku 2013.
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7. Zaver

Karcinom jicnu je onemoeni svelice Spatnou prognézou. Incidence ma
v celos¥tovem nefitku stale vzestupny trend a sasny medicina neméa dostupné piexdky,
jak jej winng I&cit. Dalezita je prevence atasna diagnéza. Nalezeni biomatkeredikujicich
odpovd na terapii je zcela Kové pro kompletni vyleni pacientadi zmirréni priznaki
onemockni. MiRNA maji schopnost regulovat velké mnoZstvoqes: burgéného cyklu.
Z tohoto divodu sefada pracovi§ zangtuje pra¥ na profilovani expresé€thto RNA a hledani
vhodnych biomarket.

V teoretickécasti bakal&ské prace byla provedena reSerSe tykajici se om@migjécnu
a jejich regulace a progrese. V experimentdlsti byly popsany metody izolace RNA a
hodnaoceni jeji kvality a kvantity. Dale bylo prowesw rekolik izolaci RNA z Giznych vzork
pacienti postizenych nadory jicnu, na zakdakterych byl vybran kit, ktery se pro tyto izolace
nejvice hodi.

V prabéhu prace jsem se ndu pracovat s veSkerym vybavenim v laboiato
a chemikdliemi pdebnymi pro izolace a purifikace RNA, zorientovakens se v dané
problematice a vytid si tak pevny zaklad pro dalSi praci v této obldsalezl jsem vhodny kit
pro izolace RNA, a to miRNeasy mini kit firmy Qiagese kterym budu dale pracovai p

stanovovani expresnich prafiniRNA pomoci platformy Affymatrix.
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8. Seznam zkratek

ALDH2 - gen koduijici aldehyd dehydrogenasu 2

CEA - carcinoembrionic antigen — karcinoembrionalntigen

CT - komputer tomography - pidacova tomografie

DNA - deoxyribonucleotic acid - deoxyribonukledwgselina

EAC - Esophageal Adenocarcinoma — adenokarcinomo ji

ESCC - Esophageal Squamous cell carcinoma — dlatigigcny karcinom jicnu

FFPE - Formalin-fixed, Paraffin-embedded — formafh fixovana tk& ulozena v
parafinu

GERD - Gastroesophageal Reflux Disease — reflexamocgni jicnu

miRNA - mikro RNA

ND - NanoDrop

PET - positron emission tomography - pozitronowésai tomografie

RIN - RNA integrity number

RNA - ribonucleotic acid - ribonukleova kyselina

RT-PCR - Real-time polymerase chain reaction

RTG - Radioisotope Thermionic Generatoentgen

SCC - Squamous cell carcinoma antigen — antigefditiaburé¢ného karcinomu

Tis - karcinom in situ
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10. Prilohy

Priloha 1. Deparafinizace tkani xylenem

Deparafinizace se provadi u vzarikani uchovavanych v FFPE btich. Tk& zalita
v parafinu je nejprve rozkrajena na co nejmensiskpuaby byla Iépeffstupna deparafinizaci
atraveni. Naslednje pidan xylen, ktery odstrani parafin. Poté jsou vgorkkubovany
s pislusnym lyz&nim pufrem, ktery obsahuje proteinasu K, aby maldpt k uvolréni RNA.
Nasledna inkubaceftipzvySené tepl@t cast&né odstrani cross-linky Zfsobené parafinem,

a zvysi tak kvalitu a vgZky RNA. DalSi postup je shodny jako kiadt izolace RNA z tkani.

Reagencie a vybaveni

XYLEN, Absolutni etanol, Proteinaza K (Sigma), NB2308-100MG, NaCl, TRIS, HCL,
EDTA, SDS

Centrifuga Eppendorf MiniSpin, Termoblok, pH mestkalpel

Pracovni postup — deparafinizace

Priprava pufru pro proteinazu 0ml zasobniho roztoku:
0,292g NaCl
0,069 Tris
0,466g EDTA

Uprav pH na 8.0, dopldestilovanou vodou do ko&@eho objemu 50 ml.

Priprava roztoku proteinazy K

Lyofilizovany prasek proteindzy K rozpisv destilované vaol na vyslednou koncentraci
20mg/ml (tj. 100mg v 5 ml vody). Wtkj aliquoty po 500ul a zamraz na -20°C.
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Deparafinizace

1. 4 pym parafinovéezy umistte do 1,5 ml zkumavky (cca ¥ zkumavky) a pomoci
skalpelu n&eZte na co nejmensicasti. Pracujte vboxu s vypnutou
vzduchotechnikou zacélem zabragni rozfoukani vzorku.

2. Zaprete laminarni box a fiejte ke vzorku 1000 pl XYLENU, 5 minut
prevracejte v ruce.

3. Centrifugujte vzorky po dobu 2 minutipnaximalnich ot&kach.

4. Pokud se nevytid pevna peleta, nadjte vzorek po 3 minuty na 50°C
v termobloku a opakujte krok 3.

5. Opatrrié odeberte supernatant bez naruSeni pelety. Pokudrdzflo narusSeni
peletyci ztrata vzorku, neodebirejte supernatant kompletn

6. Pridejte 1 ml absolutniho etanolu a zvortexujteld/by dojit k zakaleni obsahu.

7. Centrifugujte vzorky po dobu 2 minutipmaximalnich otékach a odstigte
supernatant.

8. Opakujte krok 6—7.

9. Kratce centifugujte atkladné odstraite zbytky supernatantu.

10. Vlozte otewenou zkumavku do termobloku a suSte 10 minut.

11. Pridejte 100 ul pufru pro proteinazu K, 16 ul 10 % D10 ul Proteinazy K,
zvortexujte, kratce centrifugujte a inkubujte ménhod i 55 °C v termobloku
v pripadt izolace RNA.

12. Pokr&ujte izolaci nukleovych kyselin.
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Priloha 2. Deparafinizace tkani bez xylenu

Lysis Buffer

Ptiprava: Lyzacni pufr si gipravime &sr¢ pred pouzitim. Rozpis na 20 ml (pokud budeme

izolovat malo vzork, tak si gipravime jen paebné mnoZzstvi):

RNAsin 10 000 U -0,25 ml
EDTAO05M -0,8ml
Proteinasa K (10 mg/ml) -1ml
SDS 10 % -2ml
TRIS 1M pH 7,4 -2ml
DEPC water -13,95 ml

Postup deparafinizace:

1. parafinové&ezy (cca 8 — 18ez1) seSkrabneme do 2 ml zkumavkyiadgme 500 pl
lyzaéniho pufru

2. propipetujeme, zvortexujeme, 8tme a nechame inkubovat 12 ho#l.§D °C.

3. nechéame stéatrppokojové teplot 1 min.

4. pokratujeme izolaci RNA dle protokolu
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Priloha 3. Postup fipravy Agilent Pico Chipu (pievzato z Agilent RNA 6000 Pico
Kit Quick Start Guide)

Preparing the Gel

1 Pipetta 550 ul of RNA gel matrix (red @) into a spin filter.

2 Centrifuge at 1500 g = 20 % for 10 min at room temperature.

3 Aliguot 85 pL filtered gel into 0.5 mL ANase-free microcentrifuge tubes. Use filtered gel within 4 weeks. Store at 4 °C.

Preparing the Gel-Dye Mix

1 Allow the RNA dye concentrate (blue @) to equilibrate to room temperature for 30 min. = Gel-dye mix

2 Vortex RNA dye concentrate (blue @) for 10 s, spin down and add 1 pL of dye into a 65 pL
aliquot of filterad gel. 1 pl dye

3 Vortex solution well. Spin tube at 13000 g for 10 min at room temperature. Use prepared | | 65 plfiltered gel
gel-dye mix within one day. w

Loading the Gel-Dye Mix

1 Putanew BNA 6000 Fico chip on the chip priming staticn.

2 Pipette 9 pL of gel-dye mix in the well marked &,

3 Make sure that the plunger is positioned at 1 mL and then close the chip priming
station.

Press plunger until it is held by the clip.

Wait for exactly 30 s then release clip.

Wait for & 5. Slowly pull back plunger to 1 mL position.

Open the chip priming station and pipette 9 pl of gel-dye mix in the wells marked G
Discard the remaining gel-dye mix.

00 ey ON N

Loading the Conditioning Solution and Marker
1 Pipette 9 pl of the RNA conditioning solution (white O into the well marked C5.

2 Pipette § pL of RNA marker (green @) in all 11 sample wells and in the well marked €.

Loading the Diluted Ladder and Samples
1 PFipette 1 pL of the heat denatured and aliquoted ladder in the well marked 4.

2 Pipette 1 pL of sample in each of the 11 sample weils. Pipette 1 plL of RNA Marker
{green @) in each unused sample well.

3 Put the chip horizontally in the |K& vortexer and vortex for 1 min at 2400 rpm.

4

1 gl di
Run the chip in the Agilent 2100 Bioanalyzer instrument within 5 min. ladder
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Priloha 4. Postup gfipravy Agilent Nano Chipu (pfevzato z Agilent RNA 6000
Nano Kit Quick Start Guide)

Preparing the Gel

1 Pipette 550 pL of RMA gel matrix {red @) into a spin filter.

2 Centrifuge at 1500 g £ 20 % for 10 min at room temperature.

3 Aliquot 65 pL fittered gel into 0.5 mL RNase-free microcentrifuge tubes. Use filiered gel
within 4 weeks. Store at 4 *C. -

Preparing the Gel-Dye Mix

1 Allow the RNA dye concentrate (blue @) to equilibrate to room temperature for 30 min. | 1pldye

2 Vortex RNA dye concentrate (blue @) for 10 seconds, spin down and add 1 pL of dye into a { | 65 plfiltered gel
65 pL aliquot of filtered gel. |

3 Vortex solution well. Spin tube at 13000 g for 10 min at room temperature. Use prepared
gel-dye mix within one day.

Gel-dye mix

Loading the Gel-Dye Mix

1 Put a new RNA 6000 Nano chip on the chip priming station.

2 Pipette 9 pL of gel-dye mix in the well marked &,

3 Make sure that the plunger is positioned at 1 mL and then close the chip priming
station.

Press plunger until it is held by the clip.

Wait for exactly 30 s then release clip.

Wait for & s. Slowly pull back plunger to 1 mL position.

Open the chip priming station and pipette 9 pl of gel-dye mix in the wells marked S .
Discard the remaining gel-dye mix.

0 oN

Loading the Marker
1 Pipette 5 pL of RNA marker (green @) in all 12 sample wells and in the well marked 4

Loading the Ladder and Samples
1 Pipette 1 pL of prepared ladder in well marked 4.

2 Pipette 1 pL of sample in each of the 12 sample wells. Pipette 1 pl of RNA Marker 1 1l sample
{green @) in each unused sample well.

3 Fut the chip honzontally in the |KA vortexer and vortex for 1 min at 2400 rpm.

4 Run the chip in the Agilent 2100 Bioanalyzer instrument within 5 min.
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Priloha 5. Elektrophoresis file run sumary

2100 expert_Eukaryote Total RNA Nano_DE54704332_2013-04-11_17-47-33.xad Page 1 of 16

Created:
Modified:

11.4.2013 17:47:33

Assay Class: Eukaryote Total RNA Nano
Data Path: 22.4.2013 12:02:44

ata Path C:\...Eukaryote Total RNA Nano_DE54704332_2013-04-11_17-47-33.xad
Electrophoresis File Run Summary

[ L. o 8 59
£ a0 a$8 99 2 333 Instrument Name:  DES4704332 Firmware: C.01.069
= E E E E  Seral#: DES54704332 Type: G2938C
@ & & a .
Assay Information:
Assay Origin Path: C:\Program Files\Agilent\2100 bioanalyzer\2100
expert\assays\RNA\Eukaryote Total RNA Nano Series ILxsy
Assay Class: Eukaryote Total RNA Nano
Version: 2.6
4000 — - Assay Comments: Total RNA Analysis ng sensitivity (Eukaryote)
2000 '— © Copyright 2003 - 2009 Agilent Technologies, Inc.
Chip Information:
1000 — Chip Lot #:
500 — w— Reagent Kit Lot #:
200 = e— . . . I Chip Comments:
-
25— — —————— — —
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3A 3B ac
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2100 Expert (B.02.08.51648) © Copyright 2003 - 2009 Agilent Technolegies, Inc. Printed: 22.4.2013 12:03:01
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2100 expert_Eukaryote Total RNA Nano_DE54704332_2013-04-11_17-47-33.xad

Page 2 of 16

Assay Class: Eukaryote Total RNA Nano Created: 11.4.2013 17:47:33
Data Path: C:\...Eukaryote Total RNA Nano_DE54704332_2013-04-11_17-47-33.xad Modified: 22.4.2013 12:02:44
Electrophoresis File Run Summary (Chip Summary)
Sample Name Sample Sta Result Result Color

Comment tus Label
3A & RIN: 2.50
3B + RIN: 2.50
3C & RIN: 2.30
3D + RIN: 2,40
4A + RIN: 2.50
4B " RIN: 2.40
4C + RIN: 2.30
4D " RIN: 1.60
Sample 9
Sample 10
Sample 11
Sample 12
Ladder +" All Other

Samples

Chip Lot # Reagent Kit Lot #
Chip Comments :
2100 Expert (B.02.08.51648) © Copyright 2003 - 2009 Agilent Technologies, Inc. Printed: 22.4.2013 12:03:01
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2100 expert_Eukaryote Total RNA Nano_DE54704332_2013-04-11_17-47-33.xad

Page 3 of 16

Assay Class: Eukaryote Total RNA Nano
Data Path: C:\...Eukaryote Total RNA Nano_DE54704332_2013-04-11_17-47-33.xad

Electrophoresis Assay Details

General Analysis Settings
Number of Available Sample and Ladder Wells (Max.) : 13
Minimum Visible Range [s] : 17
Maximum Visible Range [s] : 70

Start Analysis Time Range [s] : 19

End Analysis Time Range [s] : 69
Ladder Concentration [ng/pl] : 150
Lower Marker Concentration [ng/pl] : 0
Upper Marker Concentration [ng/ul] : 0
Used Lower Marker for Quantitation
Standard Curve Fit is Logarithmic
Show Data Aligned to Lower Marker

Integrator Settings
Integration Start Time [s] : 19
Integration End Time [s] : 69
Slope Threshold : 0,6

Height Threshold [FU] : 0,5
Area Threshold : 0,2

Width Threshold [s] : 0,5
Baseline Plateau [s] : 6

Filter Settings
Filter Width [s] : 0,5
Polynomial Order : 4

Ladder

Ladder Peak Size
25
200
500
1000
2000

Lo R I

Created:
Modified:

11.4.2013 17:47:33
22.4.2013 12:02:44

2100 Expert (B.02.08.51648) © Copyright 2003 - 2009 Agilent Technologies, Inc.

Printed:

22.4.201312:03:01
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Assay Class: Eukaryote Total RNA Nano Created: 11.4.2013 17:47:33
Data Path: C:\...Eukaryote Total RNA Nano_DES54704332_2013-04-11_17-47-33.xad Modified: 22.4.2013 12:02:44

Electropherogram Summary

Ladder

[FU]

20 !

T T T
25 200 500 1000 2000 4000 [nt]

Overall Results for Ladder

RNA Area: 2266 Result Flagging Color:
RNA Concentration: 150 ng/pl Result Flagging Label: All Other Samples

2100 Expert (B.02.08.51648) © Copyright 2003 - 2009 Agilent Technologies, Inc. Printed: 22.4.2013 12:03:01
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Assay Class: Eukaryote Total RNA Nano Created: 11.4.2013 17:47:33
Path: C:\...Eukaryote Total RNA Nano_DE54704332_2013-04-11_17-47-33.xad Modified: 22,4.201312:02:44

Electropherogram Summary Continued ...

3A

[FU]
35+

30+
25+

20 ;

0 + - e e ey

T T T T T
25 200 500 1000 2000 4000 [nt]

Overall Results forsample 1 :  3A

RNA Area: 5719 RNA Integrity Number (RIN): 25 (B.02.08)
RNA Concentration: 379 ng/ul Result Flagging Color: :'
rRNA Ratio [28s / 18s]: 0,0 Result Flagging Label: RIN: 2.50

2100 Expert (B.02.08.51648) © Copyright 2003 - 2009 Agilent Technologies, Inc, Printed: 22.4.2013 12:03:01
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Assay Class: Eukaryote Total RNA Nano Created: 11.4.2013 17:47:33
Path: C:\...Eukaryote Total RNA Nano_DE54704332_2013-04-11_17-47-33.xad Modified: 22,4.201312:02:44

Electropherogram Summary Continued ...

3B
[FUl
25+
20+
1549
10
5
T T T T T T
25 200 500 1000 2000 4000 [nt]
Overall Results forsample 2 : 3B
RNA Area: 469,2 RNA Integrity Number (RIN): 25 (B.02.08)
RNA Concentration: 311 ng/pl Result Flagging Color: :'
rRNA Ratio [28s / 18s]: 0,0 Result Flagging Label: RIN: 2.50
2100 Expert (B.02.08.51648) © Copyright 2003 - 2009 Agilent Technologies, Inc, Printed: 22.4.2013 12:03:01
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Page 7 of 16

Assay Class: Eukaryote Total RNA Nano Created: 11.4.2013 17:47:33
ath: C:\...Eukaryote Total RNA Nano_DE54704332_2013-04-11_17-47-33.xad Modified: 22,4.2013 12:02:44
Electropherogram Summary Continued ...
3C
[FU]
204
154
10
5
0 - - =g .
T T T T T T
25 200 500 1000 2000 4000 [nt]
Overall Results forsample 3 :  3C
RNA Area: 520,3 RNA Integrity Number (RIN): 2.3 (B.02.08)
RNA Concentration: 345 ng/pl Result Flagging Color: :'
rRNA Ratio [28s / 18s]: 0,0 Result Flagging Label: RIN: 2.30
2100 Expert (B.02.,08.51648) © Copyright 2003 - 2009 Agilent Technologies, Inc. Printed: 22,4.2013 12:03:01
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Electropherogram Summary Continued ...
3D
[FU]
25-
20
|
|
15+
104
] .
o— & —_
I M
T T T T T T
25 200 500 1000 2000 4000 [nt]
Overall Results for sample 4 : 3D
RNA Area: 648,2 RNA Integrity Number (RIN): 24 (B.02.08)
RNA Concentration: 429 ng/pl Result Flagging Color: :'
rRNA Ratio [28s / 18s]: 04 Result Flagging Label: RIN: 2.40
Fragment table for sample 4 : 3D
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
18s 969 1058 Q0,3 0,0
285 2298 2389 0,1 0,0
2100 Expert (B.02.,08.51648) © Copyright 2003 - 2009 Agilent Technologies, Inc. Printed: 22,4.2013 12:03:01
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Electropherogram Summary Continued ...

4A

IFU] |

T T T T
25 200 500 1000 2000 4000 [nt]

Overall Results for sample 5 :  4A

RNA Area: 104,9 RNA Integrity Number (RIN): 25 (B.02.08)
RNA Concentration: 69 ng/ul Result Flagging Color: :'
rRNA Ratio [28s / 18s]: 0,0 Result Flagging Label: RIN: 2.50

2100 Expert (B.02.08.51648) © Copyright 2003 - 2009 Agilent Technologies, Inc, Printed: 22.4.2013 12:03:01
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Electropherogram Summary Continued ...

4B

[FU]
16

T T T T
25 200 500 1000 2000 4000 [nt]

Overall Results forsample 6 : 4B

RNA Area: 89,9 RNA Integrity Number (RIN): 24 (B.02.08)
RNA Concentration: 59 ngful Result Flagging Color: :'
rRNA Ratio [28s / 18s]: 0,0 Result Flagging Label: RIN: 2.40
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Electropherogram Summary Continued ...
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Overall Results for sample 7 :  4C

RNA Area: 4349 RNA Integrity Number (RIN): 23 (B.02.08)
RNA Concentration: 288 ng/ul Result Flagging Color: :l
rRNA Ratio [28s / 18s]: 0,0 Result Flagging Label: RIN: 2.30
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Electropherogram Summary Continued ...
4D

[FU]

40

35

30

25+

20

15+

10+

S_ .
0 Y & —
1 i
T T T T T T
25 200 500 1000 2000 4000 [nt]

Overall Results for sample 8 : 4D
RNA Area: 10761 RNA Integrity Number (RIN): 1.6 (B.02.08)
RNA Concentration: 712 nglpl Result Flagging Color: :l
rRNA Ratio [28s / 18s]: 1.4 Result Flagging Label: RIN: 1.60
Fragment table for sample 8 : 4D
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
185 1741 1790 0,1 0,0
288 3802 3986 0,1 0,0
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Invalid Samples

Sample 9 has not been run, no results available.

Sample 10 has not been run, no results available.
Sample 11 has not been run, no results available.
Sample 12 has not been run, no results available.
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Run Logbook

Description  Number Source Category Sub Category Time Time Zone User Host

Run ended on Instrument Run 11.4.2013 (GMT +02:00) Administrator ~ OEM-1
port 1 (Number 18:05:51 Stredni Evropa

of wells (béZny €as)

acquired: 9)

Run started on Instrument Run 11.4.2013 (GMT +02:00) Administrator ~ OEM-1
port 1 (File: 17:47:39 Stredni Evropa

C:\Program (béZny €as)

Files\Agilent\21

00

bioanalyzer\210

0

expert\Data\201
3-04-11\2100
expert_Eukaryot
e Total RNA
Nano_DE54704
332_2013-04-11

_17-47-33.xad)
Product Number Instrument Run 11.4.2013 (GMT +02:00) Administrator ~OEM-1
: G2938C 17:47:39 Stfedni Evropa

(b&ny as)
Name : Instrument Run 11.4.2013 (GMT +02:00) Administrator ~ OEM-1

17:47:39 Stfedni Evropa

(béZny cas)
Vendor : Agilent Instrument Run 11.4.2013 (GMT +02:00) Administrator ~OEM-1
Technologies 17:47:38 Stfedni Evropa

(béZny cas)
Serial# : Instrument Run 11.4.2013 (GMT +02:00) Administrator ~OEM-1
DES4704332 17:47:38 Stredni Evropa

(bézny cas)
Firmware : Instrument Run 11.4.2013 (GMT +02:00) Administrator OEM-1
C.01.069 17:47:38 Stredni Evropa

(béZny cas)
Cartridge : Instrument Run 11.4.2013 (GMT +02:00) Administrator ~ OEM-1
Electrode 17:47:38 Stredni Evropa

(bézny cas)
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