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Uvod:

Tato bakalafska prace pojednava o tzv. Barrettovée jicnu. Jednd se o onemocnéni,
pti kterém dochazi k metaplastickym zménam normalniho dlazdicového epitelu jicnu
vlivem chronického ptisobeni kyselého zalude¢niho obsahu na sliznici jicnu. Barrettiv
jicen je oznaCovan za prekancerodzni 1ézi - mize se dale vyvijet pfes nizky a vysoky
stupen neoplazie az k adenokarcinomu jicnu, Sesté nejéastéjsi pficiné tmrti na rakovinu
na svété. Pro pacienty s Barrettovym jicnem v soucasné dobé neexistuje moznost
spolehlivé predikce rizika progrese do adenokarcinomu jicnu. Rada vyzkumnych

pracovist’ se proto zaméfuje na hleddni novych diagnostickych a prediktivnich

biomarkeru.

Studie z poslednich let naznacuji velky potencial malych molekul mikroRNA
(miRNA) regulovat genovou expresi u nejriznéjSich mnohobunécnych organismu. Hraji
dalezitou roli v bunéénych procesech, jako jsou vyvoj, diferenciace, proliferace ¢i
apoptoza. MIRNA maji vliv i na naddorovou transformaci bunék. U Barrettova jicnu
dochazi k postupné pfemeéné metaplastické tkan¢ v tkan nadorovou, u niz jsou miRNA
deregulovany a ruzné exprimovany. Tyto zmény V expresnich profilech miRNA se staly
dulezitymi biomarkery pro véasnou detekci a progndézu nadoru, véetné predikce

odpovédi na 1écbu.



Cile prace:

1. Provést reSerSi na dané téma, zorientovat se v problematice profilovani exprese
miRNA u pacientl s Barrettovym jicnem, ziskat teoretické a praktické znalosti
technologie miRNA microarrays, naucit se pracovat s patfiénymi databazemi a
softwarem

2. Zoptimalizovat metodiky izolace miRNA z archivovaného i ¢erstvého materialu
(FFPE, plazma, kartackovy stér), prace s platformou Affymetrix

3. Stanovit profily miRNA exprese u pacientd s Barrettovym jicnem
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1. BARRETTUV JICEN

Jicen (esophagus) je svalova trubice, ktera spojuje hltan se zaludkem a jeho ukolem

je ptedevsim transport potravy a tekutin mezi t€émito dvéma organy.

Na obou koncich je opatfeny hornim a dolnim jicnovym svéracem, z nichz kazdy
zastava jinou funkci. Pokud je jicen v klidu, horni jicnovy svéra¢ je uzavien a brani tak
vstupu vzduchu pfi dychani. Dolni jicnovy svéra¢, umistény v dolni tfetiné jicnu,
zajistuje prostup sousta do Zaludku a znemozni samovolny zpétny tok zalude¢niho

obsahu do oblasti jicnu (Duda et al., 2012).

Jicen se svou stavbou odliSuje od ostatnich usekt travici trubice. Nejpevnéjsi vrstvu
stény jicnu tvoii sliznice, kterd je slozena v podélné tasy. Jeji povrch je kryty
mnohovrstevnym dlaZzdicovym epitelem. Horni tfetina jicnu je tvofena pfevazné piicné
pruhovanym svalstvem, ve stfedni ¢asti postupné ptechazi ve svalstvo hladké, kterym

je tvofena i dolni tfetina jicnu (Duda et al., 2012).

Stejné tak, jako vétSina organu i jicen podléhd riznym zméndm a onemocnénim.
Jednou z chorob postihujici jicen je Barretttv jicen, jehoz problematice je v€novana

cela nasledujici kapitola.

1.1. Strucny pohled do historie

Prvni zminky o Barrettové jicnu (BJ) pochazi z roku
1950 zasluhou anglického hrudniho chirurga Ruperta
Normana Barretta (1903-1979) (Obr. 1). Publikoval
Clanek, ve kterém popsal vysokou strikturu jicnu s
viedem. Sliznice jicnu pod strikturou byla pokryta
cylindrobunéénou vystelkou podobajici se Zaludecni a
proto se Barrett plivodné domnival, Ze cylindricky epitel

je soucasti tubularniho segmentu zaludku u pacientii

s kongenitaln¢ zkracenym jicnem (Duda et al., 2012; Lukas, 2003).
Obr. 1: Rupert Norman Barrett

(upraveno podle www.pinterest.com)
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Toto tvrzeni ale vyvratili jiz vroce 1953 Allison a Johnstone. Na ziklad¢
rentgenologickych a anatomickych studii ukazali, Ze se nejednalo o usek zaludku, ale o
jicen vystlany zalude¢nim epitelem, coz o 10 let pozdgji rentgenologicky a

manometricky potvrdil i Cohen se svymi spolupracovniky (Duda et al., 2012).

Lortat-Jacob vroce 1957 zavedl pro jicen vystlany v dolni ¢&asti jicnu
cylindrickym epitelem nazev endobrachyezofagus. Tento termin byl synonymem

Barrettova jicnu, stejné jako Allison-Johnstontiv syndrom (Duda et al., 2012).

Roku 1978 byl také popsan maligni potencial BJ a pravé v této dobé vyznamneé
vzrostl zajem mnoha chirurgli a gastroenterologti, jejichz cilem bylo jednozna¢né urcit
spravnou diagnézu BJ. Byla ur¢ena hranice metaplastického segmentu, ktery musel

dosahovat délky 3 cm, aby mohla byt stanovena diagdza BJ (Martinek et al., 2009).

Schnell a Sontag roku 1992 uvedli publikaci, ve které sdélili, ze urcité riziko
vzniku karcinomu jicnu je dokonce i v segmentech metaplastické sliznice kratsi nez 3
cm. Proto byly zavedeny pojmy podle délky metaplastického segmentu - ,kratky“ a
»dlouhy* segment BJ. Bylo prokdzdno, ze ¢im vétsi je délka BJ, tim se také zvySuje

riziko vzniku karcinomu (Martinek et al., 2009).

1.2. Definice Barrettova jicnu

Jako Barrettiv jicen je oznaCovan stav, kdy je puvodni sliznice jicnu $
dlazdicovym epitelem nahrazena sliznici tvofenou metaplastickym cylindrickym
epitelem (Lukas et al., 2010; Kroupa, 2012). Tato oblast, nachazejici se v dolni ¢asti
jicnu na pfechodu do Zaludku, by méla byt makroskopicky (endoskopicky) viditelna a
diive bylo uvadéno, Ze by méla histologicky obsahovat intestindlni metaplazii (Obr. 2)
(Kroupa, 2012; Procke, 2010). Montrealsky konsenzus experti ale nepovazuje
podminku detekce intestindlni metaplazie za nezbytnou. Uvadi, Ze za Barrettiv jicen se
nyni povazuje jakykoli typ cylindrického epitelu v jicnu, at uz intestinalni nebo
zalude¢ni (gastrickd) metaplazie (GM). Nové jsou tedy z histologického hlediska
rozliseny 2 zakladni typy BJ: s intestinalni metaplazii a s gastrickou metaplazii (Procke,
2010).
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Toto onemocnéni traviciho traktu velmi uzce souvisi s tzv. gastroezofagedlnim
refluxnim onemocnénim (GERD). Lukas et al. (2003) uvadi, Zze se jedna o prunik
zalude¢ni stavy ze zaludku do jicnu, coz je zpisobené nedostatecnou funkci dolniho
jicnového svérace. Zminuje také, ze pokud je sliznice jicnu opakované a po delsi dobu
vystavena kyselému Zzalude¢nimu obsahu, dochazi k jejimu poskozeni. Takové
poskozeni sliznice obvykle zptsobuje refluxni ezofagitidu (RE), tedy zanét jicnu, a
nasledkem je metaplazie dlazdicového epitelu na cylindricky, ktery je odoInéjsi vici
kyselému prostfedi (Duda et al., 2012).

BJ se fadi mezi prekancerdzy - existuje tedy zvySené riziko, Zze se z takto
zménéné sliznice vyvine karcinom, konkrétnd adenokarcinom jicnu (EAC) (Stefanek,
2011). Maligni rychlost progrese BJ v adenokarcinom zavisi na stupni dysplazie (novéji
neoplazie) pritomné v tkani BJ. Histologie popisuje progresi BJ v nasledujicim pofadi:
BJ bez intraepitelialni neoplazie, BJ s nizkym stupném intraepitelidlni neoplazie
(LGIN), BJ svysokym stupném intraepitelialni neoplazie (HGIN) a adenokarcinom
jicnu (EAC). Obecné plati, Ze se zvySujicim se stupném neoplazie se zvySuje i riziko
malignity. U pacientu trpicich BJ je riziko vzniku adenokarcinomu jicnu asi 30 — 50 krat
vyssi nez v celkové populaci, uvadi se 0,3 — 2,0 % roéné. U pacientd s HGIN je
uvedeno riziko vyvoje EAC az 10% ro¢né (Duda et al., 2012; Gregar, 2012; Wu et al.,
2013).

Obr. 2: Histologicky obraz Barrettova jicnu: vlevo - intestinalni metaplazie,

vpravo — normalni dlazdicovy epitel (upraveno podle Prockeho, 2010)
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1.3. Molekularni biologie Barrettova jicnu

Jak uz bylo vysvétleno vyse, pri¢inou BJ je GERD, jehoz nasledkem je
poskozena sliznice jicnu, coZ podporuje bunéénou proliferaci a dochazi k metaplazii
dlazdicového epitelu za cylindricky epitel. BJ se mize dale vyvijet az v invazivni
adenokarcinom a tato progrese je z pohledu histologie popsana v nasledujicim pofadi:

metaplazie — intraepitelialni neoplazie — adenokarcinom jicnu.

Na progresi metaplazie BJ v adenokarcinom jicnu se podileji geny, které reguluji
bunéény cyklus. Ptikladem je cyklin D1, ktery v buné¢ném cyklu umoznuje ptechod
z G1 do S faze, a u né¢hoz byla zaznamenana zvySena exprese u mnoha pacientt s BJ,
dale CDX1 a CDX2 geny a ristové faktory, mezi néz fadime TGF-a a EGFR, u kterych
bylo také prokazéano, ze jsou u BJ siln€¢ exprimovany. V neposledni fadé sem patii i
tumor-supresorové geny. V karcinogenezi BJ jsou nejCastéjsi inaktivni geny TP53 a
CDKN?2. Ztrata aktivity téchto tumor-supresorovych genti je zpusobena mutaci, ztratou
heterozygozity (LOH) nebo methylaci promotoru téchto genti (Casson et al., 2005;
Cohen et al., 2002).

1.3.1. p53

Protein p53, kodujici gen TP53 umistény na chromozomu 17p, je zapojen do

signalnich drah, jako jsou transkripcni regulace, apoptéza nebo kontrola bunécného

cyklu (Jazzi, 2012).

Protein p53, jakoZto tumor-supresorovy gen, ma protinddorovou funkci,
potlatuje rast bun€k a chrani buiiky pfed genetickymi poruchami. Pokud dojde
Kk poskozeni dédi¢né informace ulozené v DNA, p53 zastavi bunéény cyklus v G1 fazi a
umozni opravu DNA. Pokud reparace poskozené DNA neni UspéSna, navodi p53
apoptézu (programovanou bunéénou smrt), ¢imz zabrani pfenosu mutované DNA do
dcefinych bunék a nedochazi ke vzniku tumoru (Holcdkova, 2008;

www.wikiskripta.eu).

U mnoha typt nadoru, stejné jako uBJ nebo adenokarcinomu jicnu, je

identifikovany gen TP53 v mutované form¢, tim padem ztraci svou funkci tumor-
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supresoru. Mutace znemozni vazbu proteinu p53 na specifické iseky DNA a brani tak
regulaci cilovych genti - nedochdzi k apoptéze a bunky se zacnou nekontrolovatelné
mnozit, coz vede ke vzniku nadoru. Mutace také uzce souvisi s ruznymi
chromozomalnimi abnormalitami, jako jsou aneuploidic nebo chromozomalni

nestabilita (Hol¢akova, 2008; www.wikiskripta.eu).

Studie ukazaly, ze zvySena exprese p53 je dikazem ptitomnosti mutovaného
genu TP53 a to odpovida také hor$i progndéze onemocnéni. V piipadé¢ BJ bylo
prokazano nizké procento zvySené exprese p53 — asi jen 5%, v piipadé LGIN je riziko
vyss$i (10-20%) a u piipadi HGIN a EAC je riziko az 60% (Fléjou, 2005; Cohen et al.,
2002).

1.3.2. p16

Protein pl16, kodujici gen CDKN2 lokalizovany na chromozomu 9p, je taktéz
tumor-supresorovy gen a patii do rodiny CDK inhibitort. Protein inhibuje komplex
cyklin-CDK4/6 v G1 fazi, ¢imz reguluje (zastavuje) bunécny cyklus. Inaktivace pl6
zpusobena mutaci, methylaci promotoru nebo ztratou heterozygozity muze vést
k deregulaci bunééné proliferace, tedy k nekontrolovatelnému bunéénému rastu, a
dochazi ke snizeni hladiny genového produktu (Casson et al., 2005; Wijnhoven et al.,
2001).

Snizena exprese proteinu p16 byla sledovana u vSech stadii progrese metaplazie
BJ v adenokarcinom a ztrata heterozygozity je zaznamenéana u 59% ptipadi BJ (Cohen
et al., 2002).

1.4. Priznaky, rizikové faktory a prevalence Barrettova jicnu

1.4.1. Priznaky a rizikové faktory

Jednim z nejdalezitéjSich faktord pro usp&$nou 1é€bu nemocnych s BJ je asna
detekce, problémem ale je, Ze toto onemocnéni se neprojevuje zadnymi specifickymi

ptiznaky (s vyjimkou zmény sliznice). BJ mize byt ale doprovazen piiznaky refluxni
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choroby jicnu, zejména palenim Zzdhy (pyrdézou), nebo piipadné¢ piiznaky
adenokarcinomu jicnu, kam se fadi obtize s polykanim (dysfagie), pokles na vaze nebo

krvaceni (Lukas et al., 2003).

BJ se velmi Casto objevuje u pacientll, kteti jsou vySetfovani endoskopicky pro
refluxni chorobu jicnu, ne u vSech se vSak BJ rozviji. Lukas et al. (2003) zminuje, ze
diilezitou roli pro vznik BJ hraje frekventni a dlouhotrvajici obdobi kyselého refluxu,
ale také koufeni, nadmérné pozivani alkoholu, abnormalni tvorba kyseliny, snizeny tlak
dolniho jicnového svérace, poruchy motility jicnu a hiatové hernie. Vyznamny vliv ma
také geneticka predispozice, vek, pohlavi, rasa (nejcastéji se BJ vyskytuje u bélosske

rasy), ale i obranné mechanismy a rezistence puvodni sliznice (Martinek et al., 2009).

1.4.2. Prevalence

Lukas et al. (2003) vysvétluje, Ze prevalence BJ je obtizna z toho divodu, ze ne
vSichni pacienti s refluxni chorobou jicnu jsou vySetfovani endoskopicky (pouze jeden
Z dvaceti pacientli je klinicky diagnostikovan). Prevalenci BJ hodnoti na zékladé
dostupnych dat a endoskopickych vysetteni. V obecné populaci byla zjisténa prevalence
1,6 %. U pacientd trpicich refluxni chorobou jicnu (10 — 30 % populace) je prevalence
12 %. Vyskyt BJ se zvySuje s vékem. Nejvice ohrozenou skupinou jsou muzi ve
sttednim az vysSim veéku (nejCastéji kolem 55. roku zivota), onemocnéni je ale

diagnostikovano i u Zen a to v poméru 2:1 (Duda et al., 2012; Wu et al., 2013).

1.5. Diagnoza Barrettova jicnu

Zakladni metodou pro stanoveni diagndézy BJ je endoskopie kombinovana
S histologickym vySetfenim bioptickych vzorkd odebranych nad gastroezofagedlni
junkei. Pfi endoskopickém vySetieni je sty do jicnu zavedena izka ohebna trubice,
kterou je mozno vySettit sliznici pohledem a soucasné lze také odebrat vzorky na

histologické vysetteni (Lukas et al., 2003).

Podminkou pro stanoveni diagnézy BJ je endoskopicky zfetelné posunuti

rozhrani epitelli nad oblast anatomického spojeni Zaludku a jicnu (gastroezofagealni
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junkci). Makroskopicky je mozno vidét hranici epitelit jako rozhrani mezi svétle
rizovym epitelem jicnu a lososové ¢ervenym cylindrickym epitelem zaludku, majicim

sametovy vzhled (Kroupa, 2012; Lukas et al., 2003).

Procke (2010) uvadi, ze rozhodujici vyznam z hlediska déleni segmenttii ma
celkovd délka od nejproximalnéjsiho  vybézku  metaplastické  sliznice
k gastroezofagealni junkci. Pokud je délka segmentu vétsi nez 3 cm, jedna se o dlouhy
segment BJ (Obr. 4), je - li krats$i nez 3 cm, hovotfime o kratkém segmentu BJ (Obr. 3)
(Martinek et al., 2009). Dtive platilo, ze dlouhy segment metaplastické sliznice
predstavuje vyssi riziko rozvoje karcinomu. Nov€jsi studie vSak prokazaly, ze |
v kratkém segmentu dochédzi k malignimu zvratu a proto délka segmentu uz neni tak
zohlediovana, uvadi Procke (2010). Zminuje také, ze pro rozsah BJ se nyni pouziva tzv.
Prazska C a M klasifikace: C udava délku cirkularniho segmentu a M odpovida celkové
délce BJ. Martinek et al. (2009) vysvétluje, Ze tato klasifikace nese urcité vyhody, jako
je presné urceni délky i1 charakteru metaplastického segmentu, ale také popisnost a
jednoduchost. Pro ilustraci ukazuje nalez C2M5 (Obr. 5), coz v Prazské C a M
klasifikaci znamend, ze celkovd délka BJ je 5 cm, pfiCemz 2 cm tvoii cirkularni

segment a 3 cm nejdelsi z jazycka.

26/02/2003
13:55:38

0N B:A1
Z:x118

15/01/2008

<00:20:24>
Or:N A1

MA N

GIF160 3
GIFQ1608
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Obr. 3: Kratky segment BJ Obr. 4: Dlouhy segment BJ

(upraveno podle Martinka et al., 2009)
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-2 =2=== C=20cm Martinka et al., 2009)
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Endoskopie se vyuziva ke sledovani pacientii s BJ a umoznuje tak posoudit
riziko vzniku karcinomu. Slouzi také k detekci lozisek dysplazie, jez pifedchazi vzniku
karcinomu, ptipadné umoziuje zachytit karcinom v ¢asném stadiu. Pro lepsi vykresleni
rozhrani sliznice se vyuziva fada dal$ich metod. Jednou z nich je chromodiagnostika.
Jedna se o barveni sliznice Lugolovym roztokem (Obr. 6), ptipadné¢ methylenovou
modfi, toluidinovou modfi, indigem karminu nebo kyselinou octovou. Lugoliv roztok
se aplikuje do jicnu, pticemz dlazdicovy epitel je tmaveé zbarveny, zatimco cylindricky
epitel zustava bledy. Vysvétluje se to tim, ze metaplasticky epitel odliSné vaze

specificka barviva (Martinek et al., 2009; Kroupa, 2012).

Dalsi moznosti je pouziti metody oznacované jako NBI (Narrow Band Imaging).
Tato metoda umoziluje pozorovat zmény sliznice charakteristické pro rozvoj
epitelovych nadort. Pomoci filtrovaného svétla (skladajiciho se ze dvou vinovych
délek, 415 a 540 nm, které jsou vysoce absorbovany krevnim barvivem) je dosahovano
vys$iho kontrastu mezi epitelem a slizni¢nimi cévami. Diky tomu lze zachytit 1 drobné
zmény, které nejsou Vv bilém svétle pozorovatelné. NBI je vyuzivana také k presnéjSimu
urcovani resek¢énich okraji  pifi  operacich zhoubnych nador, k vySetfovani
onkologickych pacientli po prodélané 1é¢be a k provadéni cilenych odbért biopsii uz pti
endoskopii (Lukes$, 2012). Duda et al. (2012) zminuje, ze piesnost a pozitivni hodnota
predikce této metody pti endoskopii dysplastickych zmén v BJ je az 90%.

»"é?\‘*'“ VE Ao i
AP ':v ¥
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Obr. 6: Endoskopicky pohled na BJ po aplikaci Lugolova roztoku

(upraveno podle www.kolonoskopie.cz)
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Obr. 7: Zobrazeni BJ NBI metodou (upraveno podle Kroupy, 2012)

Pro stanoveni definitivni diagnozy je nezbytné histologické vysetteni. Biopsie se
odebiraji nejCastéji po jednom vzorku ze ¢ty kvadrantii na kazdé 2 cm délky BIJ.
Nevyhodou pti odbéru biopsii je krvaceni ze sliznice, které ztéZuje piesny odbér dalsich

vzorku (Procke, 2010; Martinek et al., 2009).

Histologicky nalez je velmi dulezity nejen z hlediska potvrzeni diagnozy, ale
také pro stanoveni dalSiho postupu I€Cby. Rozhodujicim kritériem je piitomnost
intraepitelialni neoplazie (IN). Riziko vzniku adenokarcinomu stoupa se zachycenym

stupném IN v metaplastickém epitelu. Nejzavaznéjsi je histologicky nalez

adenokarcinomu v oblasti BJ (Pro¢ke, 2010; Kroupa, 2012).

1.5.1. Dispenzarizace

Vsichni pacienti trpici BJ by méli byt dispenzarizovani, to znamend, ze musi byt
pravidelné sledovani a kontrolovani. U pacientti s BJ bez prokazatelné IN se uvadi
endoskopické vysSetieni kazdé 3 roky. Pacienti s LGIN byvaji kontrolovani kazdych
6-12 mésict do té doby, nez prestane byt dysplazie detekovatelna (obvykle 2 nasledné
endoskopie bez nalezu LGIN). V piipadé histologické detekce HGIN je endoskopicka
dispenzarizace intenzivngj$i, odstupy kontrolnich endoskopii jsou 2-3 mésice (Procke,
2010).
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1.6. Lécba Barrettova jicnu

Jak uz bylo fefeno, BJ je komplikaci gastroezofagealniho refluxniho
onemocnéni, proto je prvnim krokem antirefluxni lécba vedouci k potla¢eni produkce
zalude¢ni kyseliny inhbitory protonové pumpy bez ohledu na pfitomnost nebo
nepfitomnost refluxnich symptomt, a dale 1écba endoskopicka, kam fadime resekci a

ablaci, ptipadn¢ 1é¢ba chirurgicka, tedy ezofagektomie (Kroupa, 2012).

Pokud je zjistén BJ s nizkym stupném intraepitelialni neoplazie, obvykle se
provadi pouze endoskopické kontroly s biopsiemi jednou za pul roku. V piipadé nalezu
intraepitelidlni neoplazie vysokého stupné nebo ¢asného karcinomu jicnu je indikovéana
resekce, doplnénd nasledné ablaci zbylé metaplastické sliznice. V pokrocilém stadiu
karcinomu jicnu se pfistupuje k chirurgické a nasledné onkologické 1é€bé (Lukas,
2003).

Pti rozhodovani o zpisobu terapie se postupuje vzdy individudlné, je tieba
uvazit celkovy stav pacienta, jeho vék, stadium onemocnéni, riziko metastatického
postizeni nebo riziko pripadného naro¢ného chirurgického zakroku (Kroupa, 2012;
Proc¢ke, 2010; Martinek et al., 2009).

1.6.1. Antirefluxni lecba

Tento typ 1écby je vétSinou indikovan u vSech pacientl s BJ a jejim cilem je
hlavné eliminovat gastroezofagedlni reflux a zabranit tak progresi BJ. Jsou podavany
inhibitory protonové pumpy (PPI), které G¢inné potlacuji tvorbu Zalude¢ni kyseliny. PPI
jsou bezpecné a dobte tolerované i pfi dlouhodobém podavani, pacienti se proto nemusi
obavat nezddoucich ucinki dlouhodobé lécby. Jako PPI je nejCastéji podavan
omeprazol. Studie prokdzaly, ze omeprazol podavany po dobu 4 — 8 tydnd v ddvce
20mg/den pfinasi tlevu az u 71 — 96 % pacientd. Kromé& omeprazolu je dostupny jesté
pantoprazol, lansoprazol nebo esomeprazol (Kroupa, 2012; Lukas et al., 2003 a 1997;
Procke, 2010).

Pokud pacienti z ng¢jakého diivodu nechtéji nebo nemohou uzivat antirefluxni

léky, alternativnim feSenim muzZe byt antirefluxni operace. Operace v porovnani s léky
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sice vykazuje srovnatelny efekt na zamezeni gastroezofagealniho refluxu, avSak jeji
ucinek je ¢asové omezeny a Procke (2010) konstatuje, Ze po 10 letech od operace az
polovina pacienti opét vyzaduje 1€¢bu farmakologickou. Kroupa (2012) ptedpoklada,
ze pii uspesné operaci lze 1épe kontrolovat reflux, uvadi také, ze jicen neni tak vystaven

kontaktu s zalude¢nim obsahem jako pii farmakoterapii.

V soucasné¢ dobé neni prokazano, ze samotnd antirefluxni lé¢ba mize navodit
uplné vymizeni metaplastické sliznice, v mnoha piipadech byla ale zaznamenana

regrese dysplazie (Procke, 2010).

1.6.2. Endoskopicka lécba

Jsou rozliSovany dva zékladni typy endoskopické 1€Cby - endoskopicka resekce
(mukosektomie) a endoskopické abla¢ni metody. Jak zdiraziuje Procke (2010), tyto
metody poskytuji fadu vyhod. Jsou relativné jednoduché, ¢asové méné naro€né, vysoce
perforace jicnu. Jako nevyhodu povazuje pomérné vysokou cenu ptistrojového

vybaveni i spotfebniho materialu.

1.6.2.1. Endoskopické resekce

Endoskopicka resekce (ER) je relativné novou metodou a jedna se v podstaté 0
endoskopické odstranéni sliznice a submukézy (Martinek et al., 2009). Jak popisuje
Procke (2010), princip této metody spocivd v tom, ze po identifikaci léze urcené
k resekci je nejdiive do submukézy injikovan roztok, coz zpusobi elevaci léze (jeji
oddéleni od svalové vrstvy). Elevovany utvar je zachycen endoskopickou kli¢kou
(ptipadné Cepickou nebo ligdtorem) a ndsledné je odfiznut diky vysokofrekvenénimu
elektrickému proudu. Resekovand tkdn je poté odeslana k histologickému vySetteni.
Martinek et al. (2009) zminuje, Zze v posledni dobé se v piipadé vyskytu HGIN nebo
casného adenokarcinomu voli postup tzv. totalni resekce metaplastického segmentu.

V tomto piipadé je odstranén cely segment BJ, ne pouze konkrétni 1éze.
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1.6.2.2. Endoskopicka ablace

Martinek et al. (2009) tadi mezi endoskopické metody také ablacni techniky,
které riznym mechanismem vedou ke zniCeni metaplastické sliznice, ptipadné
submukozy.

K destrukci BJ je hojné pouzivanou technikou argonova plazmatickd koagulace
(APC), dnes se uz ale od této metody opousti. Jak vysvétluje Procke (2010), tato
technika ptisobi povrchné, mize zanechat ostrivky metaplastické sliznice BJ schované
pod nové vytvoifenym dlazdicovym epitelem. A pravé to mize byt pozd€ji ptic¢inou
skrytého nddorového bujeni.

Dalsi technikou je fotodynamicka terapie (PDT). Principem této metody je
podani pacientovi fotosenzitivni chemickou latku (fotosenzibilizator), kterd je
pfednostné vychytavana v metaplastické sliznici BJ. Tato tkan je pak ozafena svétlem o
ur¢ité vinové délce, proto dochazi k excitaci fotosenzibilizatoru a nasleduje zanik
metaplastickych bunék (Procke, 2010). Martinek et al. (2009) dopliuje, Ze tato 1écba je
technicky naro¢na, draha a je doprovdzena castéjSimi komplikacemi, objevuji se
zejména stendzy.
destrukce tkané¢ pomoci extrémné nizkych teplot, nebo ablace riznymi termalnimi
katétry ¢i laserem (Procke, 2010; Martinek et al., 2009).

Novinkou v této oblasti je radiofrekvenéni ablace (RFA) — destrukce povrchové
vrstvy sliznice pfimou aplikaci radiofrekvencni energie, ktera navodi koagulacni
nekrozu. K ablaci se pouziva tzv. hald balon (Procke, 2010, Martinek et al., 2009).

Pacienti jsou po endoskopické destrukci jicnu kontrolovani, zpocatku Vv kratSich
intervalech (2-3 mésice), pozdé&ji pii pfiznivém endoskopickém a histologickém nalezu

1ze kontroly postupné prodluzovat (Procke, 2010).
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2. MiRNA

Prvni microRNA (miRNA), lin-4, byla popsdna roku 1993 u organismu
Caenorhabditis elegans zasluhou Leeho a jeho spolupracovnikli v laboratofi Victora
Ambrose. Tento objev znamenal velky posun jak v oblasti molekularni biologie, tak
také v klinické praxi, kde lze vyuzit potencial miRNA napiiklad v diagnostice ¢i v
terapii nadorovych onemocnéni (Slaby et al., 2012; Mathé et al., 2009).

2.1. Definice miRNA

MiRNA je definovana jako kratkéd jednotfetézcova nekodujici RNA o délce 21-

23 nukleotidt, vyskytujici se v genomech virt, rostlin 1 Zivoc€icht.

MiRNA hraji klicovou roli hlavné v post-transkripéni regulaci genové exprese,
jsou castecné komplementarni k urcitym Gsekiim cilové medidtorové RNA (mRNA),
vazi se na né a mohou tak inhibovat jejich translaci, ptipadné mohou degradovat mRNA
a nedochazi tak ke vzniku cilového proteinu (Felekkis et al., 2010). Podle Slabého et al.
(2012) maji miRNA potencial regulovat dokonce vice nez polovinu protein-kodujicich

genl v lidském genomu a kazdd miRNA miize regulovat stovky cilovych mRNA.

Molekuly miRNA jsou vysoce sekvencné konzervované, dokonce i napfic¢
nepiibuznymi organizmy, a podili se na bunécnych procesech, jako jsou vyvoj,
diferenciace, proliferace, apoptdza a také na regulaci imunitniho systému a nadorovych
transformaci (Feber et al.,, 2008; Slaby et al., 2012; Kovaiikova et al., 2014).
Dusledkem toho je, Ze jakakoli zmé&na v expresi miRNA, at’ uz mutace miRNA,
dysfunkce biogeneze miRNA nebo dysregulace miRNA, mize vést k Sirokému spektru
chorob, tyka se to zejména nadorovych onemocnéni (Felekkis et al., 2010). Expresni
profily miRNA Ize proto vyyuzit k histologické klasifikaci, predikci, ¢asné diagndze a
progndze lidskych malignit (Calin et al., 2006; Yang et al, 2009).

2.2. Biogeneze miRNA
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Geny pro miRNA jsou nejdiive v jadie piepisovany RNA polymerazou Il nebo
RNA polymerdzou III do tzv. primarniho transkriptu RNA (pri-miRNA), ktery je
opatfen na 3" konci guanidinovou ¢epickou a na 5” konci nese polyadenylovy zbytek.
Dale vstupuje do déje multiproteinovy komplex, tzv. microprocessor complex, ktery je
tvofen ribonukleazou Drosha a proteinem Pasha (nebo DGCRS) schopného vazat
dvouvlaknovou RNA. Tento komplex dokaze zménit pri-miRNA na tzv. prekurzor
MIRNA (pre-miRNA), tj. asi 70 nukleotidii dlouha vlasenkova struktura s presahem 2
nukleotidti na 3" konci. Pre-miRNA nasledné ptechazi z jadra do cytoplazmy pomoci
GTP-dependentniho transportniho proteinu Exportin 5 (XPOS5), kde interaguje s dalsi
ribonukleazou Dicer. Dicer odstépi smycku vlasenky z pre-miRNA a vznikne asi 22
nukleotidi dlouhd maturovana dvouretézcova miRNA (miRNA/miRNA* duplex). Tato
ribonukledza také zpisobi rozdéleni dvouretézcové miRNA na dva jednotlivé fetézce.
Retézec oznadovany jako ,.passenger strand“ je uvolnén a degradovan, zatimco druhy
fetézec, tzv. ,,guide strand*, je vdzadn do multiproteinového komplexu miRISC (miRNA-
induced silencing complex). Tento komplex je kromé jiného tvofen také
Argonautovymi proteiny zajiStujicimi degradaci, destabilizaci a translacni inhibici
cilové mRNA. MiRNA, kterd je soucasti komplexu miRISC, se vaze na neuplné
komplementarni mista v ramci 3° UTR cilovych mRNA a to vede k utlumeni translace
dané miRNA. Uplnd komplementarita miRNA s mRNA umozZiiuje §tépeni, a tedy
degradaci cilové mRNA (Obr. 8) (David et al., 2011; Slaby et al., 2012; Vlahova et al.,

Geny miRNA
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Obr.8: Biogeneze miRNA (upraveno podle Vlahové et al., 2014)
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2.3. Funkce miRNA

Jak jiz bylo zminéno vySe, miRNA jsou piedevSim vyznamnymi regulatory
genové exprese a podle Slabého et al. (2012) kontroluji jak fyziologické, tak

patologické procesy v organismu.

Bylo zjisténo, Zze tyto malé molekuly miRNA hraji velkou roli ve vyvoji
rakoviny. Vice nez polovina genti pro miRNA lezi totiz na fragilnich céastech
chromozomt, které nejvice podl€haji mutacnim zménam pii rakovinném bujeni
(Vlahova et al.,, 2014). MIRNA se mohou vyskytovat v genomu bud v podobé
onkogenli, nebo mohou fungovat jako tumor-supresorové geny a podle toho kolisa
hladina jejich vyskytu v rakovinové tkani (Vlahova et al., 2014; Slaby et al., 2012).
Onkogenni miRNA ma v nadorové bufice zvySenou hladinu exprese a reguluje
nadorové supresory (tlumi geny potlacujici rozvoj nadorového onemocnéni), exprese
nadorove supresorové miRNA je naopak v nddoru snizena a reguluje onkogeny (Slaby
etal., 2012).

Postaveni miRNA v post-transkripéni regulaci genové exprese mnoha onkogenti
a nadorovych supresorii z nich vytvaii novou ttidu nadorovych biomarkert. Za idealni
nadorové markery jsou povazovany nejen kvili specifickym expresnim profilim
MIiRNA v nadorové tkani, vykazuji také snadnou detekci, Siroky dynamicky rozsah a
vysokou stabilitu i pii fixaci formalinem a archivaci v parafinovych blocich (Slaby et
al., 2012). Nedavné studie ukazaly, Ze velky potencial vykazuji nejen tkanové, ale také
cirkulujici miRNA. Vyskytuji se v krevni plazmé, v séru, piipadné v dalSich télesnych
tekutinach, kde jsou snadno detekovatelné a velmi stabilni, narozdil od mRNA, ktera
byla bézn€ pouzivana jako diagnosticky marker. Jejich vyhodou je také minimalizace
invazivity pti ziskavani vzorkd a je mozné opakované vysetfovani (Kovatikova et al.,

2014; Vlahova et al., 2014).

Mnoh¢ studie potvrzuji, ze miRNA vykazuji odliSnou expresi v tkani nadoru
V porovnani s okolni nenddorovou tkani. Takovéto zmény v hladinach exprese miRNA
se li§i v riznych stadiich nadoru, jsou proto vyuzivany také k ¢asné diagnostice rozsahu
onemocnéni. Analyza profilu miRNA poskytuje informace o piivodu a histologické
klasifikaci nadorovych onemocnéni, stupni malignity a mife diferenciace nadorové

tkané. MiRNA jsou vyuzivany také ke stanoveni prognoézy, rtizné miRNA jsou totiZ
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charakteristické pro rizné molekuldrni podtypy nebo pro rizna klinickd stadia
onemocnéni (Kovarikova et al., 2014). MiRNA slouzi i jako prediktivni biomarkery,
které umoznuji predpopvidat lécebnou odpoveéd’ u dané terapie (Slaby et al., 2012).
Schopnost miRNA regulovat signdlni drahy v maligni transformaci z nich déla také

kandidaty pro molekularné cilenou terapii (Kovatikova et al., 2014).

2.4. ldentifikace a detekce miRNA

Snaha o identifikaci nezndmych miRNA vede k vyvoji mnoha novych
technologii a metod umoZiujicich rychle a co nejptesnéji kvantifikovat globalni profily

exprese miRNA v biologickém materialu (Slaby et al., 2012).

Mezi molekularnébiologické metody urcené k identifikaci novych molekul
miRNA se fadi klasicka pfima genetika, klonovani miRNA a v soucasné dobé nejvice
vyuzivana metoda sekvenovani nové generace (NGS). Technologie NGS je schopna
generovat miliony cteni riznych nukleotidovych sekvenci. Je vhodné pro profilovani
transkripti  kratkych miRNA, v ptipadé expresniho profilovani miRNA poskytuje
vysokou citlivost a rozliSeni. V roce 2007 byl uveden na trh spole¢nosti Illumina
sekvenator zalozeny na principu sekvenace syntézou. Prvnim krokem je piiprava
knihovny. Vzorek je Stépen na kratS$i fragmenty, jejichz konce jsou zarovnany,
fosforylovany a na 3’'konci adenylovany. K obéma konciim jsou ptidany adaptory.
Nasleduje ,,bridged* amplifikace vzorku, ktera probiha na povrchu desti¢ky oznacované
jako ,,flow-cell”“. Jednotlivé fragmenty jsou upevnény adaptorem na desticku, jejiz
povrch je tvofeny sekvenci komplementarni k adaptorim. Dojde k ohnuti fragmentu a
naslednému pfipojeni druhého konce fragmentu adaptorem k desticce. Na povrchu
desticky se tvofi klastry pfipravené k vlastni sekvenaci. Ptidavaji se 4 rizné
fluorescencné znacené nukleotidy, tzv. reverzibilni terminatory, které jsou na 3’konci
modifikovany, aby nedochazelo k pfipojeni vice nez jednoho nukleotidu béhem cyklu.
V kazdém kole syntézy jsou piipojené nukleotidy detekovany laserem, fluorescencni
znacka je odstranéna a 3 'konce jsou odblokovéany. Cely cyklus se opakuje, dokud neni

prectena celé sekvence (Slaby et al., 2012; Koubkova et al., 2014; Jabornikova, 2012).

Mezi standardni metody uzivané k detekci se fadi napiiklad northern blot nebo

hybridizace in situ, nejvétsim posunem Vv oblasti molekularni mediciny byl vSak vyvoj
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vysokokapacitnich metod, které umoziuji paralelni a rychlou detekci vSech miRNA
pritomnych ve zkoumaném vzorku tkéné. Tato skupina vysokokapacitnich metod v
podstaté zahrnuje dvé kategorie. Prvni je zastoupena microarray technologii vyuzivajici
ptimou hybridizaci miRNA bez vyuziti amplifikace predem ptipraveného vzorku, druha
kategorie predstavuje kvantitativni real-time PCR technologii, u které je naopak

vyZadovana amplifikace vzorku. Principy obou metod jsou dale popsany (Slaby et al.,
2012).

2.4.1. Microarray technologie

Technologie microarray, oznaCovana také jako Cipova technologie, se vyuziva

zejména pro sledovani globalni genové exprese miRNA.

V podstaté se jedna o hybridizaci nukleovych kyselin. Microarray se provadi na
podloZznich sklech, kde jsou umisténé sekvencné specifické sondy. Tyto sondy
hybridizuji se vzorky miRNA, oznac¢enymi fluorescenéni barvou. Naslednou analyzou
fluorescencniho signalu ziskame informace o jejich pfitomnosti, ptipadné¢ mnozstvi.
Vysledky analyzy v porovnani se zdravou kontrolni tkani nam umoznuji sledovat

zmény v expresi miRNA (Slaby et al., 2012).

2.4.2. Kvantitativni real-time PCR (QRT-PCR)

Tato metoda se vyuziva ke studiu genové exprese a jeji vyhodou je vysoka
citlivost. Nejprve se provadi reverzni transkripce, pomoci které je izolovana RNA
pfepsand do komplementarni DNA (cDNA). Komplementarni DNA je poté

amplifikovana a kvantifikovana jednou z metod PCR.

Pro detekci miRNA pomoci qRT-PCR se vyuzivaji rizné metody. Jednou z nich
je naptiklad detekce pomoci fluorescenénich interkala¢nich barviv Sybr Green, kdy se
sleduje narist fluorescence odpovidajici vzriistajicimu mnozstvi DNA ve vzorku. Dalsi
metoda vyuziva specifickou sondu zaloZenou na detekénim systému TagMan. Opét se

sleduje narist fluorescence, ktera je detekovana a zaznamenana v realném case (Slaby

et al., 2012).
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2.5.  MIRNA u Barrettova jicnu

V tkéni BJ bylo identifikovdno mnoho miRNA, u nichz doslo ke zmén¢ exprese
V porovnani se zdravou tkani. Mezi miRNA up-regulované Vv tkani BJ patii miR-143,
miR-145, miR-215, miR-451, miR-192, miR-194, miR-223 a miR-21. MiR-205, miR-
214, miR-203 a miR-199a-5p se fadi naopak mezi miRNA, u nichz byla detekovana
snizena hladina exprese v pripadech BJ (Kovatikova et al., 2014; Wijnhoven et al.,
2010; Mathé et al., 2009).

Uvadi se, ze az 60 % miRNA deregulovanych u BJ bylo identifikovano také
v tkani EAC. Rada miRNA vykazuje progresivni zménu exprese v sekvenci normalni
jicen, BJ a EAC, coz naznacuje zapojeni miRNA do progrese BJ. Mezi miRNA, jejichz
exprese se zvysuje v priubéhu progrese nadoru od BJ pies LGIN, HGIN az po EAC patii
miR-192, miR-194, miR-196b, miR-181a, miR-223, miR-25, miR-21 a miR-196a
(Kovatikova et al., 2014; Slaby et al., 2012; David et al., 2011; Revilla-Nuin et al.,
2013; Wu et al., 2013).

V tkani BJ byla detekovana zvySena exprese také u miR-375, smérem k EAC se
ale hladina exprese sniZzovala. Tato tumor-supresorovd miRNA je proto povazovana za
biomarker pro ¢asnou detekci progrese BJ. Mezi dalsi nddorove- supresorové miRNA,
schopné predikovat riziko progrese BJ pies rizna stddia neoplazie az k EAC, se tadi
miR-15b, miR-203, miR-205, miR-27b, miR-23b, mMiR-486-5p, miR-133a a let-7
(Kovaiikova et al., 2014; Mathé et al., 2009; Slaby et al., 2012; Wu et al., 2013).

Tabulka 1: Piehled miRNA u BJ a EAC.

Zvysena exprese SniZena exprese
miR-143, miR-145, miR-215, miR-451, miR-21, miR-205, miR-214,

5 miR-192, miR-194, miR-223 miR-203, miR-199a-5p
miR-215, miR-99,miR-29c, miR-146a, miR-21, miR-221, miR-494,
miR-199a-3p, miR-199a-5p, miR30e, miR-101, let-7b, let-7a, let-7c,
miR-223, miR-192, miR-194, miR-196, miR214, let-7f, miR-345,

=AC miR-143, miR-146a, miR-126, miR-145, miR-197, | miR-193a, miR-617,
miR-181a, miR-181b, miR-199a, miR28, miR-513 | miR-149, miR-203,
miR-30a-5p, miR-125b miR-210, miR-27b
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3. SOUBOR PACIENTU A METODY

3.1. Soubor pacienti

Pro izolaci miRNA byly pouzity kartackové stéry ziskané ze suspektni oblasti
jicnu pii endoskopickém vySetfeni od 51 pacientll — 28 pacientti s Barrettovym jicnem
bez neoplazie (BJ), 13 pacientd s Barrettovym jicnem vykazujicim nizky stupeii
intraepitelialni neoplazie (LGIN), 3 pacienti s Barrettovym jicnem vykazujicim vysoky
stupen intraepitelidlni neoplazie (HGIN) a 7 pacientli s adenokarcinomem jicnu (EAC).
Tento soubor byl tvofen pacienty obou pohlavi (38 muzii a 13 zen) razného veku.
Nejmladsi pacient byl ve véku 35 let, nejstarsi pacient mél 89 let, primérny vék byl 60

let.

3.2. Metody

3.2.1. Izolace miRNA z kartackového stéru

Izolace celkové RNA obohacené o kratké miRNA byla provedena pomoci
mirVana' ™ miRNA isolation kitu od spole¢nosti Ambion. Prvnim krokem izolace RNA
byla inkubace s denaturacnim lyza¢nim pufrem, diky ¢emuz doSlo k naruseni
biologického materialu. Nasledovala organicka extrakce provadéna pomoci vysoce
koncentrovanych chaotropnich soli spojenych s kyselym fenol-chloroformem, pti¢emz
byl vzorek zbaven DNA, proteini a jinych bunéénych slozek. Néaslednym ptidanim
ethanolu k odebrané vodné fazi vzorku byla vysrazena RNA, ktera byla dale na filtru
promyvana promyvacimi roztoky. Po vymyti RNA z kolonky elu¢nim roztokem o nizké
iontové sile byl ziskan filtrat s vyizolovanou RNA. Podrobnégjsi pracovni postup je

uveden v Piiloze 1.
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3.2.2. Stanoveni koncentrace a cistoty vzorkit RNA

Ze vzorkll vyizolované RNA byla stanovena jeji koncentrace a Cistota. Tyto
udaje jsou velmi dulezité pro dalsi analyzy, jako jsou naptiklad microarray nebo RT-

PCR technologie.

Stanoveni koncentrace a Cistoty RNA ve vzorcich bylo provadéno na
spetrofotometru NanoDrop ND-1000 spole¢nosti Thermo Fisher Scientific (Obr. 9).
Tento spektrofotometr je schopen méfit v Sirokém rozmezi vinovych délek, od 220 az
po 750 nm, a to s vysokou piesnosti a reprodukovatelnosti. Ptistroj méfi i vysoce
koncentrované vzorky bez jakéhokoli dal§iho fedéni a jeho dalsi vyhodou také je, ze
k méfeni sta¢i pouze 1 ul vzorku. Problémem mulzou byt smési organickych
rozpoustédel a proteinil, které kontaminuji vzorek RNA a snizuji tak jeho Cistotu a

fale$n¢ ovliviiuji vypocet koncentrace RNA.

Z namétfenych absorbanci byla spoc¢itana koncentrace RNA, Cistota RNA byla
ur¢ena z pomeéri A260/A230 a A260/A280 (nukleové kyseliny maji absorpéni
maximum pii vinové délce 260 nm). Pokud pomér A260/A280 odpovida hodnoté 2,0,
proteiny, chaotropni soli, guanidin isothiokyanat nebo fenol, tedy latky pouzivané
vétsinou pii extrakcei, které absorbuji pti vinové délce 230 nm (nékteré proteiny maji
absorpéni maximum az pii 280 nm). V piipadé sekundarniho meétfeni (pomér
A260/A230) mohou byt hodnoty vyssi, vyskytuji se v rozmezi od 1,8 az po 2,2. Pokud

jsou hodnoty niz$i, naznacuje to opét pfitomnost kontaminujicich latek.

Obr. 9: Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (upraveno podle gcf.uta.edu)
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3.2.3. Microarray analyza

Nasledovala identifikace expresnich profili miRNA pomoci microarray analyzy.
MIRNA vyizolovana z kartaCkovych stéri odebranych od pacinetii s BJ a EAC byla
nejprve znaena pomoci FlashTag "HSR RNA Labeling Kitu. Takto znadené vzorky
byly ptipraveny k hybridizaci probihajici na podloznich sklickach, na kterych jsou

umisténé specifické sondy. Po hybridizaci nasledovalo promyvani a skenovani.

MiRNA byla analyzovana za pouziti GeneChip miRNA 3.0 Array (Affymetrix).
Vysledna data byla vyhodnocena pomoci ,,R“ softwaru a Bioconductor package.

Podrobnéjsi pracovni postup je uveden v Ptiloze 2.
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4. VYSLEDKY

4.1. Koncentrace a Cistota vyizolované RNA

Z 51 kartackovych stért bylo v kone¢ném dusledku uspésné izolovano pouze 44

vzorkidl. Koncentrace a Cistota RNA byla métena spektrofotometrem NanoDrop ND-

1000. Vysledné namétené hodnoty koncentraci a Cistoty RNA ziskané z kartackovych

stérd jsou shrnuty v tabulce 2.

Tabulka 2: Hodnoty namé&ifené pii spektrofotometrickém stanoveni vzorku.

Vzorky | Histologie | ¢ RNA (ng/ul) | A260/A280
1 BJ 26,0 1,81
2 LGIN 4.4 0,95
3 BJ 1,8 0,68
4 BJ 68,7 1,84
5 BJ 79,6 1,98
6 BJ 134,6 2,00
7 LGIN 203,0 1,99
8 LGIN 136,2 2,04
9 BJ 176,2 2,03
10 BJ 181,0 2,00
11 BJ 255,7 2,01
12 LGIN 116,3 1,96
13 EAC 542,6 2,03
14 EAC 335,6 1,94
15 BJ 132,3 2,02
16 LGIN 174,5 2,00
17 BJ 90,1 2,04
18 LGIN 163,8 2,04
19 BJ 78,8 1,97
20 BJ 34,4 2,00
21 BJ 55,9 2,02
22 EAC 264,3 1,96
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23 BJ 657,8 2,01
24 HGIN 79,6 1,99
25 EAC 259,2 1,95
26 LGIN 100,5 2,20
27 BJ 117,9 1,93
28 LGIN 50,8 1,77
29 LGIN 115,5 1,80
30 BJ 118,4 2,25
31 BJ 26,4 1,26
32 LGIN 78,1 2,25
33 BJ 62,3 1,82
34 BJ 101,4 2,04
35 EAC 57,3 2,12
36 BJ 84,3 2,00
37 LGIN 164,6 2,01
38 BJ 107,7 2,03
39 BJ 59,2 2,00
40 BJ 149,1 2,03
41 LGIN 246,9 2,03
42 BJ 137,2 2,01
43 EAC 153,7 1,99
44 HGIN 145,6 1,99

™ miRNA Isolation Kkitu se

Jak vyplyva ztabulky 2, pomoci mirVAna
z kartackovych stérti podaftilo ziskat velmi vysoké hodnoty jak koncentrace, tak také
Cistoty vzorkit RNA. Téméf u vSech vzorkl se pomér A260/A280 ptiblizuje Cislu 2,

tedy hodnoté, pii které 1ze RNA povazovat za Cistou.

4.2. Analyza expresnich profilii miRNA pomoci ¢ipi Affymetrix

Byla provedena microarray analyza profili miRNA ziskanych z vybranych

karta€kovych stérd 5 pacientll s Barretovym jicnem bez neoplazie (BJ) a 5 pacientd s
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adenokarcinomem jicnu (EAC). Bylo identifikovano celkem 61 rozdilng

exprimovanych miRNA v kartdckovém stéru pacientii s EAC V porovndni se stéry
pacienti s BJ. U 31 miRNA byla zjisténa zvySend hladina exprese, 30 miRNA bylo
naopak down-regulovanych. Mira vyznamnosti byla velmi nizka: p<0.05. MiRNA

s rozdilnou expresi ve stérech u pacientti s EAC jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3: MiRNA s rozdilnymi hladinami ve stérech pacientti s BJ a EAC.

miRNA logFC | p-hodnota miRNA logFC | p-hodnota
miR-183 1,82 0,0007 | miR-4638-5p | -0,36 0,0282
miR-4723-3p | -0,44| 0,0015 | miR-4709-3p | 0,34 | 0,0285
miR-376¢ -0,36 0,0021 | miR-941 0,83 0,0309
miR-1299 1,34 0,0023 | miR-647 -0,24 0,0312
miR-3065-3p 0,27 0,0053 | miR-4738-3p 0,53 0,0312
miR-4513 0,57 0,0062 | miR-325 -0,29 0,0318
miR-452 0,66 0,0084 | miR-665 1,42 0,0321
miR-320c -0,77 0,0105 | miR-4535 1,26 0,0333
miR-224 0,95 0,0114 | miR-888 -0,21 0,0336
miR-590-5p -0,35 0,0121 | miR-2277-5p -0,78 0,0337
miR-320a -0,69 0,0139 | miR-4312 -0,32 0,0341
miR-328 0,43 0,0143 | miR-3945 -0,28 0,0352
miR-21-star 1,19 0,0143 | miR-2277-3p 0,81 0,0364
miR-718 0,38 0,0143 | miR-32-star 0,48 0,0375
miR-938 -0,31 0,0145 | miR-4280 -0,35 0,0377
miR-891a -0,39 0,0156 | miR-3651 0,87 0,0383
miR-518a-5p -0,25 0,0157 | miR-4321 0,24 0,0386
miR-320b -0,65 0,0159 | miR-635 0,29 0,0401
miR-1825 0,71 0,0164 | miR-4755-5p 0,32 0,0405
miR-7-2-star 0,33 0,0174 | miR-4439 0,34 0,0432
miR-3150a-3p | 0,28 0,0182 | miR-519a 0,32 0,0448
miR-4270 -0,66 0,0196 | miR-4275 0,30 0,0454
miR-3918 -0,36 0,0197 | miR-3150a-5p | -0,23 0,0457
miR-4781-3p -0,21 0,0206 | miR-3134 -0,27 0,0461
miR-146a 1,08 0,0216 | miR-3675-3p -0,43 0,0465
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Pomoci hierarchického klastrovani byl ziskan na zaklad¢ exprese sedmi nejvice
signifikantnich miRNA (p<0.01) dendrogram s teplotni mapou (Obr. 10), diky némuz
Ize odlisit stéry u pacientti s BJ a EAC. Na dendrogramu jsou tyto rozdilné exprimované
miRNA barevné odliseny — u pacientti s EAC jsou modré, zatimco u pacientt s BJ jsou
zvyraznény zluté. Sloupce zobrazuji jednotlivé vzorky a fadky ptredstavuji jednotlivé
geny. Barevna stupnice vyjadiuje zménu exprese miRNA — Cervend barva znamena

zvySenou expresi, zelena predstavuje sniZzenou expresi a Cerna barva vyjadiuje, zZe

exprese ziistala nezménéna.

-
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Obr. 10: Dendrogram s teplotni mapou zobrazujici 7 rizné exprimovanych miRNA u
pacientl s BJ (zlutd) a EAC (modra)
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5. DISKUZE

Jiz v mnoha studiich byly uvedeny expresni profily miRNA ziskané z tkanovych
vzorkli odebranych od pacienti sBJ a EAC. Mezi nejvyznamnéj$i miRNA razné
exprimované u vzorktt EAC v porovnani se vzorky BJ patii miR-192, miR-194, miR-
21, miR-200c, miR-223, miR-93, miR-27b, miR-342, miR-125b, miR-100, miR-203,
miR-205, miR-143 a miR-215. Tyto miRNA jsou bézné vyuzivany jak v diagnostice,
tak také v progndze a pti hledani novych terapeutickych cilt (Feber et al., 2008; Mathé
et al., 2009; Wijnhoven et al., 2010; Yang et al., 2009; David et al., 2011).

V této bakalarské praci byla provedena izolace miRNA z kartackovych stért
ziskanych semi-invazivni cestou od pacientd s BJ a EAC. Pomoci microarray analyzy
bylo mozné stanovit specificky expresni profil u téchto vzorki. Byly zaznamenany
zmény V expresi mnoha miRNA, které byly jiZz dfive identifikovany u pacientii s BJ a
EAC (miR-21, miR-146a, miR-9, miR-325, miR-635, miR-659, miR-452, miR-183,
miR-224,...) (ferrolab.dmi.unict.it). Kromé¢ téchto znamych mMIRNA byly ale
deregulovany i miRNA, které byly u EAC pozorovany prvné (miR-4755-5p, miR-2277-
5p, miR-4730, miR-3675-3p, miR-3065-3p, MiR-4270, miR-3918,...). Tyto miRNA
piedstavuji nové potencialni diagnostické biomarkery 1 slibné cile pro dalsi studium u

Barrettova jicnu.

Jednou z miRNA, ktera byla identifikovana v této praci, je miR-21. U této
MIiRNA byla detekovana zvysSena hladina exprese u pacientd s EAC, coz diive potvrdili
ve svych studiich i Mathé et al.(2009) ¢i Feber et al.(2008). U mir-21 je popisovana
zménéna exprese i v pripadé BJ, z cehoz vyplyva, ze tato onkogenni miRNA je

zapojena do progrese BJ v EAC (Wu et al., 2013).

Dalsi miRNA, u které byla zaznamenana zména exprese u pacientit S EAC, je
miR-224. Tato miRNA je lokalizovana na chromozomu X a je deregulovana u mnoha
typt nadorovych onemocnéni. Zvysena hladina exprese miR-224 naznacuje, Ze se jedna
o onkogenni miRNA. Rada studii uvadi, ze miR-224 ptisobi jako onkogen zejména u
kolorektalniho karcinomu, hepatocelularniho karcinomu a u karcinomu prsu a slinivky.
U vSech téchto typli karcinomu koreluje zvySena hladina exprese s horSi prognoézou

onemocnéni (Zhang et al., 2013; Liao et al., 2013).
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Zvysena exprese byla identifikovana také u miR-183, lokalizované na
chromozomu 7q32.2. Tato miRNA je znamym onkogenem spisSe u dlazdicobunééného
karcinomu jicnu, kde snizuje expresi cilového genu PDCD4. Zvysena hladina exprese
miR-183 byla identifikovana také u hepatocelularniho karcinomu, karcinomu prostaty a
plic (www.atlasgeneticsoncology.org; www.genecards.org; Yang et al., 2014; Li et al.,
2014).

Pomoci microarray metody byl tedy stanoven specificky profil miRNA, ktery
umoziuje odliSit pacienty s BJ a EAC, coz naznacuje vyuziti nejen tkanovych vzorkd,

ale také cytologickych stéri v diagnostice BJ a EAC.
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Tato bakalafska prace si kladla za cil poskytnout ndhled do problematiky

Barrettova jicnu a objasnit, jakou tlohu hraji miRNA ve vyvoji karcinomu jicnu.

Barrettiiv jicen je premaligni metaplastickd 1éze vykazujici potencial progrese
ptes nizky a vysoky stupeini intraepitelialni neoplazie az k adenokarcinomu jicnu. Tato
metaplazie je spojovana se zménami v genové expresi, které jsou studovany pomoci
malych nekodujicich molekul miRNA. Kazdy stupen této progrese Barretova jicnu se
1isi svym specifickym expresnim profilem miRNA, ¢ehoz se vyuziva v diagnostice a v

progndze nadorti, a také pii hledani novych terapeutickych cilt.

Prakticka ¢ast byla zaméfena zejména na microarray analyzu, diky které byly
detekovany zmény v expresi miRNA ziskanych z kartd€kovych stéri od pacientii
S Barrettovym jicnem a adenokarcinomem jicnu. Bylo tak potvrzeno, ze 1 kartdCkové
stéry jsou vhodnym zdrojem miRNA pro ucely diagnostiky Barrettova jicnu a
adenokarcinomu jicnu. Neékteré z identifikovanych miRNA byly popsany jiz

vvvvvv

pro dal$i studium u Barrettova jicnu.

40



Seznam pouzité literatury:

CALIN, G. A. et al. MicroRNA-cancer connection: the beginning of a new tale. Cancer
research 2006, 66: 7390-7394.

CASSON, A. G. et al. Epidemiology and molecular biology of Barrett esophagus.
Thoracic and cardiovascular surgery 2005, 17: 284-291.

COHEN, E. W. et al. Molecular biology of esophageal cancer. Cancer of the upper
gastrointestinal tract 2002, 47-66.

DAVID, S. et al. MicroRNA involvement in esophageal carcinogenesis. Curr Opin
Pharmacol 2011, 11(6): 612-616.

DUDA, M. et al. Jicen-pohled z mnoha uhlt v zrcadle zkusenosti olomoucké jicnové
Skoly. 2. vyd. Olomouc: Univerzita Palackého v Olomouci, Lékaiska fakulta, 2012.
ISBN 978-80-244-3266-3.

FEBER, A. et al. MicroRNA expression profiles of esophageal cancer. J Thorac
Cardiovasc Surg 2008, 135(2): 255-260.

FELEKKIS, K. et al. MicroRNAs: a newly described class of encoded molecules that
play a role in health and disease. Hippokratia 2010, 14(4): 236-240.

FLEJOU, J. F. Barrett” s oesophagus: from metaplasia to dysplasia and cancer. Gut
2005, 54: 6-12.

GREGAR, J. et al. Vyuziti NBI v diagnostice a sledovani pacientii s Barrettovym
jicnem. Gastroent Hepatol 2012, 66(3): 165-169.

HOLCAKOVA, J. Uloha inhibitord cyklin dependentnich kinaz pii indukci
transkripéniho stresu a jejich vliv na aktivacinddorového supresoru p53a jeho

homologt. Diserta¢ni prace. Masarykova univerzita v Brn€. Brno, 2008.

http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/MIR1831D50539ch7g32.html  (stazeno 29. 4.
2015)

http://ferrolab.dmi.unict.it/miro/index.php (stazeno 29. 4. 2015)

41



http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MIR183 (stazeno 29. 4. 2015)
http://www.wikiskripta.eu/index.php/P53 (stazeno 15. 1. 2015)

JABORNIKOVA, M. Nova generace sekvenovani, vyuziti v klinické diagnostice.

Bakalai'ska prace. Masarykova univerzita v Brn¢. Brno, 2012.

JAZZI, F.R. Esophageal cancer-cell and molecular biology, biomarkers, nutrition and
treatment. 1.vyd. Croatia, 2012. ISBN 978-953-51-0223-6.

KOUBKOVA, L. et al. Sekvenovani nové generace a moznosti jeho vyuZiti

v onkologické praxi. Klin Onkol 2014, 27(1): 61-68.

KOVARIKOVA, A. et al. Role mikroRNA v molekularni patologii karciomu jicnu a
jejich potencialni vyuziti v klinické onkologii. Klinicka onkologie 2014, 27(2): 87-96.

KROUPA, R. Barrettuv jicen, rizikové faktory, lé¢ba. Interni medicina pro praxi 2012,
14(3): 104-106.

LI P. et al. MiR-183/-96/-182 cluster is up-regulated in most breast cancers and

increases cell proliferation and migration. Breast Cancer Research 2014, 16: 473.

LIAO W. et al. MicroRNA-224 promotes cell proliferation and tumor growth in human
colorectal cancer by repressing PHLPP1 a PHLPP2. Clin Cancer Res 2013, 19(17): 1-
11.

LUKAS, K. et al. Dieta a rady lékate. Viedy Zaludeéni a dvanacternikové. Refluxni
choroba jicnu. 1.vyd. Praha: Triton. 2010. ISBN 80-7254-059-9.

LUKAS, K. et al. Refluxni choroba jicnu. 2.vyd. Praha: Karolinum, 2003. ISBN 80-
246-0506-6.

LUKAS, K. Refluxni choroba, minimum pro praxi. 1.vyd. Praha: Triton, 1997. ISBN
80-85875-49-7.

LUKES, P. et al. Uloha NBI v endoskopické diagnostice. Endoskopie 2012, 21(1), 16-
20.

42



MARTINEK, J. et al. Barrettav jicen-jak sledovat a jak 1¢&it. Postgradualni medicina
[online]. 2009 [cit. 2014-10-9]. Dostupné z: http://zdravi.e15.cz/clanek/postgradualni-
medicina/barrettuv-jicen-jak-sledovat-a-jak-lecit-428716

MATHE, E. et al. MiRNA expression in squamous cell carcinoma and adenocarcinoma
of the esophagus and associations with survival. Clinical cancer research 2009, 15:
6192.

PROCKE, M. Reseni Barrettova jicnu. Lékatské listy [online]. 2010 [cit. 2014-10-9].
Dostupné z: http://zdravi.el5.cz/clanek/priloha-lekarske-listy/reseni-barrettova-jicnu-
452135

REVILLA-NUIN, B. et al. Predictive value of MicroRNAs in the progression of barrett
esophagus to adenocarcinoma in a long-term follow-up study. Ann Surg 2013, 257(5):
886-93.

SLABY, O. et al. MikroRNA v onkologii. 1. vyd. Praha: Galén, 2012. ISBN 978-7262-
587-1.

STEFANEK, J. Barretiiv jicen: od paleni zahy k riziku zhoubného nadoru. Ordinace.cz
[online]. 2011[cit. 2014-10-31]. Dostupné z: http://www.ordinace.cz/clanek/barretuv-

jicen-od-paleni-zahy-k-riziku-zhoubneho-nadoru/

VLAHOVA, V. et al. MiRNA: Od biogeneze po vyuziti v lékafstvi. Journal of
Metallomics and Nanotechnologies 2014, 1: 18-22.

WIJNHOVEN, B. P. L et al. Molecular biology of Barrett’s adenocarcinoma. Annals of
surgery 2001, 233(3): 322-337.

WIJNHOVEN, B. P. L. et al. MicroRNA profiling of Barrett's oesophagus and
oesophageal adenocarcinoma. British Journal of Surgery 2010, 97: 853-861.

WU, X. et al. MicroRNA expression signatures during malignant progression from
Barrett's esophagus to esophageal adenocarcinoma. Cancer Prev Res (Phila) 2013, 6(3):
196-205.

XIONG, J. Emerging roles of microRNA-22 in human disease and normal physiology.
Curr Mol Med 2012, 12(3): 247-258.

43



YANG M. et al. MiRNA-183 suppresses apoptosis and promotes proliferation in
esophageal cancer by targeting PDCD4. Mol Cells 2014, 37(12):873-880.

YANG, H. et al. MicroRNA expression signatures in Barrett’'s esophagus and
esophageal adenocarcinoma. Clinical cancer research 2009, 15(18): 5744-5752.

ZHANG, G. et al. Up-regulation of miR-224 promotes cancer cell proliferation and
invasion and predicts relapse of colorectal cancer. Cancer Cell International 2013, 13:
104.

44



Prilohy:
Priloha 1.
IZOLACE RNA Z KARTACKOVYCH STERU

(pomoci mirVana™ ™ miRNA Isolation kit od Ambionu)

1. Vychozi vzorek je uchovavan v 600 ul lyza¢niho pufru pti 4 °C.

2. Rozmrazime vzorek na ledé a vytemperujeme centrifugu na 4 °C. Pokud pouzivame
novy kit, pfidame etanol k promyvacim roztoktiim.

3. Po rozmrazeni vzorek zvortexujeme a karta¢ek vyndame.

4. Pridame 60 pl miRNA Homogenate Additive, fadné zvortexujeme a nechame stat 10
min. na ledu.

5. Pridame 600 pl Acid-Phenol:Chloroform (pipetujeme ze dna lahve — na povrchu vodny
pufr). Zvortexujeme 30 — 60 s a centrifugujeme pii 5 min/ 10 000 x g / RT.

6. Dojde k rozdéleni vodné a organické faze, pokud neni interfaze kompaktni, centrifugaci
zopakujeme.

7. Opatrné odebereme vrchni vodnou fazi do Cisté mikrozkumavky, aniz bychom interfazi
rozvitili, a poznac¢ime si odebrany objem (cca 600 pl).

8. Dame temperovat Elution Solution na 95 °C.

9. Kvodné fazi ptidame 1,25 objemu, odebraného v kroku 7, absolutniho ethanolu za RT.
(Pokud jsme odebrali 600 ul vodné faze, pridime 750 ul ethanolu).

10. Umistime Filter Cartridge do Collection Tube.

11.Napipetujeme 700 pl smési lyzat-etanol na kolonku a centrifugujeme pii 15 s / 10 000 x
g/RT.

12 Filtrat odstranime a opakujeme krok 11, dokud nepfefiltrujeme cely objem smési.
13.Filtrat odstranime, na kolonku naneseme 700 pl miRNA Wash Solution 1
a centrifugujeme pii 5-10 s/ 10 000 x g / RT.

14 Filtrat odstranime, na kolonku naneseme 500 pl Wash Solution 2/3 a centrifugujeme 5-
10s/10000x g/RT.

15.0dstranime filtrat a opakujeme krok 14.

16.Filtrat odstranime a centrifugujeme pfi 1 min/ 10 000 x g/ RT.

17.Kolonku pireneseme do nové Collection Tube a naneseme 100 pl Elution Solution
ptedehiatého na 95 °C. Centrifugujeme pii 20-30 s/ 10 000 x g / RT.

18.Kolonku vyhodime a odebereme alikvot pro zméfeni koncentrace a Cistoty RNA na
ptistroji NanoDrop ND 1000 (blank = Elution Solution).

19.Pokud je koncentrace nizka (pod 30 ng / ul), vzorek zakoncentrujeme.
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Priloha 2.

ANALYZA EXPRESNICH PROFILU MIRNA POMOCI CIPU AFFYMETRIX

FlashTag™ Biotin HSR RNA Labeling Procedure

— Poly A tailing

1. Upravit objem vzorku na 8 pl za pouziti Nuclease-Free vody (Vial 11,
rozpustime pii pokojove teploté, zvortexujeme a mirné zcentrifugujeme).

2. Poté vzorek umistime na led a pridame 2 pul RNA Spike Control Oligos (Vial 8,
rozpustime na ledu, pokud je to nezbytné, zcentrifugujeme a pracujeme na ledu),
vratime na led.

3. Naredime ATP mix (Vial 3, rozpustime na ledu, pokud je to nezbytné,
zcentrifugujeme a pracujeme na ledu) do 1 mM Trisu 1:38,5.

4. Do nuclease-free mikrozkumavky si ptipravime Poly A Tailing Master Mix

(+10% navic kvili ztratdm pii pipteovani).

Reagencie MnozZstvi

(nb)

10x reaction buffer (Vial 1, rozpustime pii pokojové teploté,

zvortexujeme a mirn¢ zcentrifugujeme) Lo

25mM MnNCl; (Vial 2, rozpustime pii pokojové teploté,

zvortexujeme a mirn¢ zcentrifugujeme) Lo

Natedény ATP mix (Vial 3, ptipraveny v kroku ¢. 3) 1

PAP enzym (Vial 4, vyjmeme z mrazaku té€sné pied pouzitim,

mirné zcentrifugujeme, udrzujeme na ledu, 1

NEVORTEXUJEME!)

5. K10 pl vzorku RNA/Spike Control Oligos pfidame 5 pl Master Mixu.

6.
7.

Promichame (nevortexujeme!!!) a stocime.

Inkubujeme 15 min pii 37°C. Ptebytek ATP mixu vyhodime.
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— FlashTaq Biotin HSR ligace

1. Po inkubaci z ptedchoziho kroku vzorky sto¢ime a umistime na led.

2. Ke kazdému vzorku ptiddme po 4 pl 5X FlashTag Biotin HSR liga¢niho mixu
(Vial 5, rozpustime piipokojové teploté, =zvortexujeme a mirné
zcentrifugujeme).

3. Poté ptidame 2 pl T4 DNA ligasy (Vial 6, vyjmeme z mrazdku tésné pted
pouzitim, mirn¢ zcentrifugujeme, udrzujeme na ledu, NEVORTEXUJEME!).
Master Mix v tomto kroku nepfipravujeme, piidavame zvlast, mohlo by
dojit k autoligaci.

4. Promichame (nevortexujeme!!!) a stoCime.

5. Inkubujeme 30 min pii 25°C (pokojova teplota).

6. Zastavime reakci pfidanim 2,5 pul HSR Stop Solution (Vial 7, rozpustime pii
pokojové teploté, zvortexujeme a mirné¢ zcentrifugujeme). Promichame a
sto¢ime.

7. Odebereme 2 pl biotinem znaceného vzorku pro ELOSA QC Assay (2 pl

biotinem znacené¢ho vzorku mohou lezet az 6 hod na ledu, nebo mohou byt

skladovany pii -20 °C az 2 tydny).

8. Zbyvajici ¢ast vzorku je mozno skladovat 6h na ledu nebo 2 tydny pii -20°C.

Affymetrix® GeneChip® miRNA Array Procedure

Pozn.: Program miRNA 3_0, typ arraye: GeneChip miRNA 3.0 Array

Cipy rozbalime a ponechame alespoii 10-15 min pii pokojové teploté. Popiseme a zadame do

systému.

— Hybridizace

1. Pfipravime sireagencie uvedené v tabulce a ponechame je pti pokojové teploté.

2. 20X Eukaryotic Hybridization Controls (bioB, bioC, bioD a cre) zahfejeme na
65 °C po dobu 5min.
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3. Zreagencii uvedenych v tabulce si pfipravime hybridiza¢ni kokte;jl.

_ Konec¢na
Reagencie Objem (pul)
koncentrace

2X Hybridization Mix 66 1x
27,5% Formamid (Vial 12, rozpustime pii pokojové teploté,

o | ( p pii pokoj P 192 4%
zvortexujeme a stocime)
DMSO 12,8 9,7 %
20X Hybridization Controls 6,6 1x
Control Oligo B2, 3nM 2,2 50 pM
Nuclease-Free voda 3,7
Celkovy objem 110,5

4. Inkubujeme 5 min pii 99 °C a poté dalSich 5 min pii 45 °C (cykler, program

MiRNA3).

Do ¢ipu pipetujeme 130 pl vzorku. Druhé septum propichneme S$pickou bez
filtru.

Septa pielepime 1/2 Tough-Spots® kvili minimalizaci vypafovani a zabranéni
uniku.

Cipy umistime do ,,vani¢ek® a nasledné do drzakd v picce (NEZAPOMENOUT
VYVAZIT)).

Inkubujeme 16-18 h pii 48 °C a 60 rpm (ot/min).

— Promyti a barveni

Pozn.: Pfed promyvanim samotnych ¢ipt je nutné provést bleaching (1x tydné) a priming (vzdy

pred analyzou).

1.
2.

Po 16-18 h hybridizaci vyjmeme Cipy z picky a odstranime pielepky.

Obsah ¢ipu odsajeme do mirkozkumavky. Mozno uchovat na ledu do dokoncéeni

testu nebo dlouhodobé pii -80°C.

Cipy naplnime 160 ul Array Holding Buffer (dopliiujeme z chladici mistnosti).

Nesmi se objevit zddné bubliny.
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4. Do mikrozkumavek napipetujeme:
a) 600 ul Stain Cocktail 1 (hnéda mikrozkumavka).
b) 600 pl Stain Cocktail 2
c) 800 ul Array Holding Buffer
5. Dale pracujeme s promyvaci stanici (FS450 0002 Protocol).
6. Zkontrolujeme, zda ¢ip neobsahuje bubliny. Pokud ano, pfepipetujeme Array
Holding Buffer. Poté pielepime septa. Pokracujeme skenovanim c¢ipt podle

navodu Affymetrix® Command Console® User Guide (P/N 702569).
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