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Abstrakt

Technologie microarray je v séasnosti jedna z nejrychleji se rozvijejicich
technologii. DNA microarray s velkym mnoZstvim pi@ko Affymetrix GeneChip)
umoziuje studium globalnich vzorgenové exprese.

Akutni lymfoblasticka leukemie je ngs€jSi maligni onemoaini ti. V sowtasné
doke celkové procento feziti u dti dosahuje 90 %. Podle stanovenych piofil
genové exprese je mozné stanovit molekdlgenetické vlastnosti jejich
onemockni a navrhnout tak ciléfsi terapii s mensSimi vedlejSiméiaky.

Metodou DNA microarray byly v experimentalnfasti identifikovany iizné
splicingové varianty genu PBX1 mezi pacienty,ikieykazovali dobrou a Spatnou
odpowd’ na prednisone.
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Abstract

DNA microarray analysis is one of the fastest-grayvtechnologies. High-density
DNA microarrays (such Affymetrix GeneChip) provide important tool to study
the global patterns of gene expression.

Acute lymphoblastic leukemia is the most commoridcbh malignant disease. At
present, the overall survival rate in childern @898. According to established gene
expression profiles can be determined moleculaetencharacteristics of their
disease and suggested targeted therapy with se&ects.

In experimental part, the different splicing vaioas of PBX1 gene were by DNA
microarray identidied in the groups of patients wiaal good and poor response to

prednisone.
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1. Uvod

DNA microarray je stale se rozvijejici technologiktera umo#uje molekulars-
biologickou analyzu. Profilovani genové expresgézenidentifikovat a r¥it tisice
geni vjednom experimentu¢imz se zné&né urychli rékolik druhi vySeteni.
Komplexni genetickou analyzu organismu nebo danéwwku umo#uji sondy,
které jsou imobilizované na povrchiipu. Sondy jsou navrzeny tak, aby byly
specifické pro dany organismus, gen nebo genetatikgormality (mutace nebo
polymorfismus) (Bilitewski et al., 2009).

Akutni lymfoblasticka leukemie je nggstji se vyskytujici maligni onemoéni
détskeho ¥ku, nejvice pak udi mezi 2. a 5. rokem Zivota. Stasna diagnéza je
zaloZzena na morfologickych, imunofenotypickych aneg&kych prvcich, které
umoziuji odliSeni normélnich kmenovych hikn od burtk né&dorovych. ReZiti
détské akutni lymfoblastické leukemie se zvySilo Hdauma 90 % (Inaba et al., 2013).
U dosglych dosahuje celkového vyiéni 40-50 % paciefit(Onciu et al., 2009).
ZlepSeni celkovych vysledksouvisi s rozélenim pacient do rizikovych skupin na
zaklad prognostickych faktdr, které zahrnuji &, imunofenotyp, p&et bilych
krvinek, postizeni centralni nervové soustavy, oo na l|&bu a nalezy
genetickych abnormalit. Nicménu 20-25 % pacieft dochazi nasle@nk relapsu
nemaoci.

Stanoveni genovych praiil leukemickych blast pomoci technologie DNA
microarray, umoiuje identifikaci vice znak které se podileji na rozvoji akutni
leukemie. Déle slouzi ke stanoveni prognozy a &eérnerapie (Szczepanek et al.,
2010). Porovnavanim genetickych profilurék pacient v ¢ase diagnézy a relapsu
bylo zjiS€no, Ze nejvyznan#jsi zmeny se vyskytuji na arovni exprese getkteré
jsou zapojeny do regulace dného cyklu, DNA opravy, apoptozy, onkogeneze,

lekoveé rezistence a metastazy (Bhojwani et al.6200



2. Sowasny stavireSené problematiky

2.1. Leukemie
Leukemie, zastarale nazyvana jako hemoblastézkiepni nddorové onemoémni.
Predstavuje népsgjSi nadorové onemoeni détského ¥ku. Leukemie tvé 30 %
zhoubnych nadar déti (www.linkos.cz). Jedna se o nasledek genetickyokn
v hematopoetické kmenovéime, gipadré liniovych progenitoii. Genetické zrmy
znemozni normalni diferenciaci hiky odstragni mutované biikky apoptdzou
a podpai proliferaci a sebeobnovu. Dle klinickéhoip&hu se leukemie klasifikuje
na akutni a chronickou. Leukemii daleizeme dlit na myeloidni nebo lymfoidni

podle toho, jakou vyvojovou linii hematopoetickylhnék postihuje.

2.2.Akutni lymfoblasticka leukemie
Akutni lymfoblasticka leukemie (ALL) je hematologi malignita vyskytujici se ve
vSech ¥kovych skupinach, avSak geptji u déti do 15 let. Ve skupinhdeti do 15
let stoupa incidence 00,8 % za rok a to nejvicskepirt od 2 do 5 let (Mihal,
2011).
ALL je velmi heterogenni onemo&mi. Podle charakteristickych genetickyché&m
roz&klujeme ALL na rkolik genetickych podtyfp, které se liSi svou prognézou
a také léebnym gistupem (Teuffel et al., 2004). Celkové procentezfii u dti se
blizi 90 % (Salek, 2012).

2.2.1. Kilasifikace
Existuje rekolik klasifikaci ALL. FAB (French-American-Britishklasifikace pai
k zadkladnimu deni, které rozliSuje jednotlivé skupiny na zakiadorfologickych
znaki afadi je dotti skupin:

1. L1- malé nadorové hiky, uniformni populace

2. L2- malé i velké nadorové klky, heterogenni populace

3. L3- velké nadorové hiky s basofilni cytoplazmou a vakuolizaci (Papajik e

al., 2005).

Toto rozdleni se v dnesni délpovazuje za zastaralé a prakticky se uz nevyuziva.
Ke stanoveni by a nasledné prognézy se vyuziva zakladni dend dle WHO,
ktera klasifikuje ALL na d¥ skupiny:



1. B-lymfatické leukemie/lymfomy jsoutastjSi a nesou znaky prekurzor
B-lymfocyta
2. T-lymfatické leukemie/lymfomy jsou méntasté a nesou znaky prekurnzor
T-lymfocyta (Salek, 2012).
Z téchto dvou zakladnich skupin vychazi i dal8iedi podle evropské skupiny pro
imunologickou Klasifikaci leukémii (EGIL). Z&kladerje urity imunofenotyp
skupin, ktery se rozliSujefppomnosti tzv. CD (,cluster of differentiation“) agenm
na povrchu bukk. Stanovenim vice znaklze Iépe zvolit individualni u daného
pacienta (Stary, 2010).

2.2.2. Kilinické p¥iznaky nemoci
Klinické priznaky se v jednotlivychdkovych skupinach nelisi. Objevuje se maligni
bujeni nadorovych bwk, tzv. blast, autlak normalni hematopoézy.
Hyperleukocyt6za neni vzdy zj&ta vcase diagnozy z periferni krve.uBledek
utlaku hematopoézy se projevuje jako anémie, traylopenie a neutropenie, ktera
se vyznduje zvySenou nachylnosti k infekcim s febrilnimakghem. Revazuji
infekce respiréniho a urogenitélniho traktu d@e. Anémie se vyskytuje az u 85 %
pacieni a nefastji se manifestuje zvySenou Unavou a bledosti. Taoytopenii
doprovazi ¢asté krvacive kozni aslizmi projevy. Infiltrace lymfoblast do
extramedularnich orgén(slezina, jatra, &e, lymfatické uzliny, varlata) #igobuji
zvétSeni a nasledné poruchy funkéehto orgaih. Nasledkem lymfadenopatietie
dojit az k obstrukci dychacich a utlaku velkych .cBéle se az u 65 % paciént
objevuji bolesti kloub. U rékterych nemocnych se prokazecase diagnozy
leukemicka infiltrace centralni nervova soustava N8} projevujici se
neurologickymi symptomy, jako je bolest hlavy, zeni, nauzea, z¢na chovani
nebo paréza hlavovych nérgMihal, 2011).
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Obr. 1. Vzorek kostni ¢ere s leukemickymi lymfoblasty klasifikovany dle FABd
skupiny L3 obarven Giemsovym barvivem (Tsao et24lQ3)

2.2.3. Incidence
ALL pravdépodobré vznikd jako abnormalni odp&¥ organizmu néachylného
jedince na virovou infekci. Podle Knudsonovy teodeojiho z&sahu doprovéazi
rozvoj nadoru d¥ nevyhnutelné genetické udalosti, prenatalniin- utero
a postnatalni — vigledku virové infekce. U aské ALL postihuje prvni geneticka
udalost pedevsim zralejSi lymfatické progenitoroveé nky, zatimco u ALL
dosgglych dochazi k prvni genetické udalosti v multipatéch kmenovych hikach.
U dosglych nemocnych s ALL se vyskytuje vySSi ¢pb leukocyl, zvySena
incidence T-fenotypu (20-25 % u daésp vs. 15 % ¢tské ALL), Philadelphsky
chromozom (20-25 % u dosp vs. 3-5 % ¢tské ALL) a také snizeny vyskyt
hyperdiploidie (5 % u dosfe vs. 25 % u étské ALL).
Na rozvoji nemoci se podiliada faktoit vn¢jSiho i vnitniho prostedi. S ALL se
spojuji rekteré vrozené genetické choroby a toimdpowniv syndrom, Wiskoftv-
Aldrichiv syndrom, Bloomiv syndrom, ataxia teleangiektazie nebo Fanconiho
syndrom. Faktory wjSiho prostedi ovliviiujici vznik onemocéni jsou edevsim
ionizujici a neionizujici Z&ni. lonizujici z&eni zahrnuje, B, y a neutronove zéni.
Z neionizujiciho z&eni pisobi negativé na ¢loveka sloZzky elektromagnetického
z&eni a to hlava ultrafialové zé&eni. K chemickym latkhm majici karcinogenni

Gcinek pati benzen, pesticidy, formaldehyd a dalSi. Mezidmyatké faktory seéadi
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nékteré viry, jako je herpesvirus Epsteina-Barrowdraviry HTLV1 a HIV (Mihal,
2011).
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Obr. 2. ALL pieziti muz podle ¥ku a doby peziti v USA v letech 1988-2007
(www.medinfographics.com)
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Obr. 3. ALL pfieziti Zzen podle &ku a doby peziti v USA v letech 1988-2007
(www.medinfographics.com)
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2.2.4. Diagnosticky a prognosticky vyznamné geny

Na vyvoji ALL se zné&né podileji chromozomové zny véetns translokaci, které
zpasobuji fazi gen, ale také hyperdiploidicitajici vice nez 50 chromozdim
Chromozomalni numerické nebo strukturnié¢am se vyskytuji u vice nez 90 %
détskych ALL. NefasgjSi chromozomalni aberace &idje translokace t(12;21)
atento fuzni gen TEL/AML1 p#t k prognosticky vyznamnym. Tato aberace
vyskytujici se u 20-25 %éti se spojuje sifznivou prognozou (Stiller et al., 2004).
Prevazre u dosglé ALL je c¢asto detekovan Philadelphsky chromozom, ktery \&nik
translokaci t(9;22), jejimz vysledkem je fuzni gB@R/ABL. Pacienti s fuznim
genem BCR/ABL sefadi do skupiny vysokého rizika a podstupujicbié
chemoterapii. féstavbou dlouhého raménka chromozomu 11 vznikai fgem
MLL/AF4, ktery se velmicasto vyskytuje u kojeric Jeho pitomnost pedpovida

velmi Spatnou prognézu (Okamoto et al., 2010).

2.2.5. Diagnostika

Diagnostika ALL se opira ipdevSim o zeny v krevnim obraze a kostnirethi,

0 genetické, cytogenetické, imunocytometrické aakwalarré-genetické vyséeni

a dale pak mohou bytiijpomné fizné biochemické zémy vyplyvajici z postizeni
tkani a orgad infiltraci nadorovych butk. Diagndéza ALL v dtském ¥ku ve
vétsSing pripadi nebyva obtizna. Vyjimkou ale mohou byt tzv. ,dajtoi leukemie”
nebo diagnostika v preleukemickém stavu, kdy sé&Zan vyskytovat rada
nespecifickych fiznaki. Dnes maji své nezastupitelné misto ve stanoveni
cytogenetickych abnormalit molekulérbiologické metody. Nejvyznamdfsim

prognostickym znakem je vSak stal@msna a fesna diagnoza (Mihal et al., 2005).

2.2.6. Lécba
V souwlasné dob je l&ba ALL vyhradri protokolarni. Rozdily v k¢ ¢ast&ne
zalezi na rozdilnych vlastnostech v jednotlivycldglaipinach. Podle stupmizika
jsou pacientiazeni do skupiny s nizkym,istinim nebo vysokym rizikem. Vysoce
rizikové podskupiny ALL se ve zvySené frekvenci kytsiji v dosglé populaci
a vysledky Iéby jsou statisticky ménpriznivé nez u &ské ALL a s kratSi dobou
pieziti az 0 30 %. Udi je prognosticky fiznivym faktorem ¥k 1 az 6 let, p&et
leukocyti pod 20 000/ul $ zahajeni léby, dobra odpox’ na edfazni terapii

prednisonem a népomnost nadorové infiltrace v centralnim nervovéystému
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(CNS). Naopak Spatna prognéza se d@dpokladat u pacieitkojeneckého &ku
a &&ti starSich 10 let, ip po¢tu leukocyti nad 50 000/ul, Spatné odpol na fazi
s prednisonem a leukemickou infiltraci CNS (Mil24l11)

Zakladni ptibéh je ve vSech protokolech stejny. Hlavni &msti I€by je
chemoterapie. L#ba z&ina indukni chemoterapii, poktaje nskolika cykly
konsolid&ni chemoterapie a je uké&ena udrzovaci tbou, ktera trva azakolik let.
V lécb¢ se uplatuji kombinace cytostatik &Znych pro lymfoidni malignity:
alkylacni latky (cyklofosfamid), antracykliny (doxorubiginalkaloidy (vinkristin),
purinové analogy (cytarabin) a kortikosteroidy (prison, dexametazon). Kortikoidy
jsou dilezitou sowéasti I&by ALL a podavaji se v prefazi zatelem cytoredukce.
Pro prevenci leukemické infiltrace do CNS se imkatre aplikuje nap. metotrexat
nebo cytarabin a pacienti podstupuji radioterdpipacient s vysokym rizikem se
voli alogenni transplantace krvetvornych &unZlepSeni 1&by umokiuje detekce
minimalni reziduélni choroby (MRD), jejiZ hladina sleduje u pacietfpo ukorgeni
indukéni l&cby (Stary, 2010; Doubek et al., 2012).

2.2.7. Progndza
Na celkové peziti ma znany vliv vék pacienti, kdy u dti preziva 90 % paciett
zatimco u dosflych pacient se celkové feziti pohybuje pod 50 % (Salek, 2012).
Relaps ALL postihne téai polovinu pacient. Jejich prognéza je velmi Spatna,
pctileté peziti je nizSi nez 10 % (Fielding et al., 2007).eOf vSak plati, Ze ALL
dnes pdf i pres vysoce toxickou &u s velkym mnozZstvim nezadoucictinka

k dolre I&itelné ac¢asto vyl€itelné nemoci.
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2.3. Technologie DNA¢ipu

V souwasnosti se medicina stale vice z&ame na molekularni a genetické
mechanismy, které jsou zapojeny do chorobnych gioddicroarrayas byly poprvé
uvedeny na trh v polovin90. letech 20. stoleti (Zhu et al., 2011). Techgid
genovych c¢ipu umoziuje Vv kratkém ¢ase a vramci jednoho experimentu
monitorovani tisice geén Analyzou mohou byt identifikovany polymorfismy,
mutace nebo chromozomové aberace. Vysledné profibbrazuji down
a overexprimované geny v dobodbiru vzorku a odraZeji tak jejichtinnost
(Thomson, 2005). Kfeni tisice RNA transkrifitnajednou umatuje ve tSi mie
charakterizovat hiky a tkare (Zilliox et al., 2007). Vzory genoveé exprese, zis&
pomoci DNA microarrays, mohou slouzit ke stratifikapacient podle
molekulérnich vlastnosti jejich nadorMetoda nize pomoci objasnit mechanismus
transformace normalni hky v buiku rakovinnou, ale také Ize dle jejich vyslédk
navrhnout cilegsi individualni I€bu s ¥tSi Cinnosti a mensimi vedlejSimeiaky
(Henrickson et al., 2007). Microarrays jsou tedyufigdny pro molekularni
profilovani, identifikaci novych kebnych postujp objev biomarker i pro hledani
geni a ukovani jejich funkce (Jayapal et Melendez, 2006).

Siroké kome¥ni vyuziti DNA microarrays klade&si naroky jak na jejich vyrobu,
stabilitu @i skladovéni, tak i na jejich reprodukovatelnogtl{@pnikov et al., 2009).
Ve studii zabyvajici se &itym problémem Ize pomoci slozitych biostatickych
postugi kombinovat data zZiznych tymi platforem, ¢imz se da zvysit igsnost
vysledki a vytvaeni komplexgjSiho a SirSiho obrazu (Cahan et al., 2007).
Technologie se vyvinula z metody southern blottingera umo#uje detekci
sekvenci DNA v restrisnich fragmentech separovanych gelovou elektrofarézo
(Croning et al., 2010). Na pevném rosipu (sklicko, plast, nylon) jsouifchyceny
stovky az tisice cDNA nebo oligonukleotidovych spred kterymi hybridizuje
vzorek testovanych nukleovych kyselin (Park et 2005). Nacipu se nachéazi vice
mist se stejnou sekvenci. Soubor identickych sandzé&uje jako tzv. spoty.
Prvnim krokem microarray je izolace a amplifikacdox®® DNA nebo RNA
(Jakoubek et al., 2012). K posthybridiné detekci musi byt vzorky zkoumanych
nukleovych kyselin zngeny fluorescetnimi nebo chemiluminisc&énimi znakami

(Cretic et al., 2012). Po aplikaci n&ip kvantitativre hybridizuji s prébou
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komplementarni sekvence. Intenzita signalu znagermiru hybridizace a ukazuje
tak mnoZzstvi ufitych sekvenci daného vzorku (Tjong et al., 2013).

Pfi navrhu a nasledném provedeni experimentu micgaby n€ly byt brany

v Gvahu vSechny potencionalni zdroje variabilitygy ase zabranilo ifjpadnému
zkresleni dat (Zakharkin et al., 2005).

K hodnoceni vysledk microarray analyz lzefistupovat éiznymi zpisoby. Exprese
gemi muze byt stanovena na zakéadposouzeni mnozstvi RNA transkifipt
komplementarnich k danym sondam, podle nichZz seogtgi charakteristické rysy
genové exprese u jednotlivych podiypemoci (Brentani et al., 2005). Data s&ri
interpretuji pomoci Gene Ontology (GO) kategordjighz smyslem je vytuit
jednotnou terminologii pro popis funkce genovycbgukii (Yang et al., 2007). Pro
uréeni podtyfi se také vyuziva mikro-RNA (miRNA), ktera ma funkagativniho
regulatoru genové exprese #ekitych bukénych procesech zahrnujicich apoptézu,
bunéénou proliferaci a diferenciaci. DalSi &gpb hodnoceni genové expresézm
byt prova@n na urovni genomové DNA. Technologie umoge posoudit stovky
tisic jednonukleotidovych polymorfisin(single nucleotide polymorphisms, SNPs)
(Bacher et al., 2010). Metodou SNP microarray s@éonou daného vzorku vyt
zmeny v paitu kopii (copy number variations = CNV) a ztrataenezygotnosti (lost
of heterogenity = LOH) (Bernardini et al., 2010)ytd jevy secasto vyskytuji

u nadorovych onemogni.

2.3.1. Rozdéleni DNA ¢ipt

DNA cipy se podle druhu prokel na komplementarni (cDNA) a oligonukleotidove.
Proby cDNACipt maji délku ¥tSi nez 200 bp a ziskavaji se predhictvim PCR
reakce z knihoven DNA (Yuen et al., 2002). Extradmtv mRNA ze vzorku je
pomoci reverzni transkripcefgpsana do cDNA, ktera je néslédfiuoresceting
znaena. (Margalit et al., 2005). Vzorky cDNA jsou &pNany nacip, kde se
komplementaréh vazou k probam. Stupe hybridizace se idve hodnotil
fluorescednim mikroskopem, dnes uz softwago(Aldrich-Wright et al., 2011).
Ziskané vysledky nemusi bytgsné, jelikoZz u vzotkmiZe dojit ke crosshybridizaci
a mohou tak zhybridizovat s probami, ktet@dstavuji geny jedné genové rodiny.
Oligonukleotidové microarray vyuzivaji sadu kratkyoligonukleotidovych préb.
Préby pro tytocipy se rozliSuji na kratké (do 25 nukleatjda dlouhé (50-100

nukleotidi). Oligonukleotidovécipy se vyznauji vysokou specificitou a umaagji
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identifikaci malych oblasti genomu (Henrickson ket 2007) Kratké 20-25mery jsou
syntetizovanyin situ fotolitograficky na kemikovych destkach (array od firmy
Affymetrix) nebo metodou in-jet (technologie Agitgn(Schulze et Downward,
2001). Alternativni microarray technologie BeadArw firmy Illumina gedstavuje
desttku pokrytou kKemicitymi mikrokulickami, které pokryvaji oligonukleotidovée
sondy (Dunning et al., 2007). V s@msné dob neexistuje zfisob, jak navrhnout
sondy, aby se zcela shodovaly se zkoumanou sekvéedna z moznosteSeni
tohoto problému je pouzitiétSiho mnozstvi sond pro jeden cil. Vyslednyirpér
Agilent na vyrobugipt pouziva dva odliSné postupy. Pokud jsou presyttesiné
oligonukleotidy nebo cDNA vtisknuty ifpmo na povrch skika, pak se jedna
o depozitni array (www.agilent.com)tiRIruhém postupu se na povrch microarray
nandsi pesny objem (pl) nukleotid Spol&én¢ se 4 bazemi se aplikuje i katalyzator,
ktery slouzi k odstrami chranici skupiny. Tento krok s€kolikrat opakuje, az se
dosahne pozadované délky oligonukleotidovych safitlef et Tang, 2009). Povrch
sklicka je pokryt hydrofobnimi polymery (poly-A lysinmanosilan, epoxysilan),
které poskytuji reaini skupiny (-NH, -OH, =0) pro navazani oligonukleaiid
Hlavni vyhodou ti&nych microarray je jejich flexibilita, coz umidje ziskavat
aktualizované informace o novych, vznikajicich pateech nebo se vyuZziva
v klinické mikrobiologii @i studiu mechanismu rezistence (Cleven et al., 006

Pfi metod in situ jsou oligonukleotidy syntetizovanyimo na povrchu mikrépu,
ktery je \&tSinou tvden Kemikovou destkou o obsahu 1,2 dm(Miller et Tang,
2009). Oblasti genu pro navrh sond jsou zvoleny #dly se co nejménpodobaly
ostatnim geim. NejvhodujSi jsou oligonukleotidy dlouhé 25 nukleaiidu nichz se
piedpoklada, Ze nahradi vSechny ostatni typy sonerékse dosud pouZzivaji
(Knudsen et al., 2006).

Na rozdil od pedchozich postupvyroby, které spoléhaji na pasivni transport vaork
uréeného k hybridizaci nukleovych kyselin, elektrorickipy vyuzivaji aktivni
hybridizaci pomoci elektrickych poli (Miller et Tgn2009).

Podle zfisobu barveni a zpracovani vzonozliSujeme dva typy DNA microarrays.
U jednobarevné DNA microarray se zkoumany vzorekralje jednim druhem
fluoroforu (p. fykoerytrin, Cy3 nebo Cy5) a nasledje vyhodnocovan. Vysledkem
analyzy je absolutni hodnota jasu kazdé sondy.sRyenani intenzity jednotlivych

hodnot, je nutné cely postup zopakovat s kontrolmizarkem. Zn&nou vyhodou
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jednobarevné metody je jeji jednoduchost a fleitéilUmoziuje srovnani mezi
mikrocipy a skupinami vzork Potencionalni chyby mohou byt snizeny provedenim
testu ve dvou opakovanich (Patterson et al., 200¢¥ipact dvoubarevné DNA
microarray jsou dva vzorky (ngsgji experimentalni a kontrolni) ozéeny iznymi
fluorofory (obvykle Cy3 a Cyb). Vzorky spdales hybridizuji na jednomcipu

a kompetitivie se navazuji narfiomné sondy (Oberthuer et al., 2010). Dvoubarevné
Zzpracovani umaiuje @imeé porovnani vzork na jednonxipu, coz teoreticky vede
ke zvySeni citlivosti aiesnosti wfovani rozdili v expresi jednotlivych gen
Dvoubarevna metoda setayodrg vyvinula za éelem snizeni chyb, které se
spojovaly s variabilitou ve vyr@xipu. V dnesni dob se variabilita jednobarevnych

mikrocipt snizila a tim se zlepSily i vysledky (Lu et al00B).

2.3.2. Affymetrix GeneChip technologie
Na vyrobucipa Affymetrix se pouziva fotolitografickd metodaj piz kroky syntézy
oligonukleotidi probihaji na zaklad fotochemické reakce. Ultrafialové &ho
prochazi maskou, ktera obsahuje otvory. Jejichkesti a umisini uruji, kde na
povrchu Kemikové destky prolkEhne chemicka syntéza sond.é8w v danych
mistech odstrani z povrchu ochrannou skupinu. Masle nacip nanesen ity typ
nukleotidi, ktery se navaze na odkryté misto. Postupikelikrat opakuje, az dojde
k nasyntetizovanitiznych kombinaci sond po celém povrchu déstia ta je pak

vloZena do plastového obalu (Dalma-Weiszhausz ,e2@06).
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Affymetrix GeneChip tvéi nékolik zcela shodnych sond (PM, perfect match)
a odpovidajici sondy nesouladné (MM, mismatch). rapé systém nam dokaze
ukazat, zda je sada sond v daném vzotkiwwmna (P), okrajo¥ ptitomna (M) nebo
negitomna (A). PM je komplementarni k cilové sekver@ipovidajici MM sonda
ma stejnou sekvenci az na 13. pozici, ve kterédseTlyto mirné odliSnosti slouzi
jako negativni kontrola pro identifikaci moznychspecifickych cross-hybridizaci
(Carter et al., 2005). Sondy PM/MM pro konkrétnhge oznéuji jako sada sond.
Obvykle je studovana molekula mMRNA ¢&{Sinou souvisejici s genem)
reprezentovana sadou sond o 11-20 pérech danygbnakleotid: (Irizarry et al.,
2003). Originalni detekce pomoci algoritmu stanevpget, kolikrat PM intenzita
piekratila MM intenzitu pro danou sadu sond @merny signal log (PM/MM). Dle
dat ze softwaru Microarray Suite Affymetrix verze s pgedpoklada, ze MM
intenzita sond znaziuje specifické genové pozadi, cozZ jdekité pro kvantifikaci
slakE exprimované mRNA. Algoritmus vgzuje pary sond, které jsou nasyceny
MMs nebo kde PM a MM tv pary. Pokud jsou vSechny pary sond pro dané sady
nasyceny, je P-hodnota rovna 0. Geny v malém mwiojstu EZn¢ oznaeny jako
chybsjici. Pokud se tedyipdpoklada, Ze se zkoumany gen vyskytuje ve vzorku
v nizké koncentraci, upravuji se parametry expeminepro kvalitativni detekci
(Archer et Reese, 2009).

2.3.3. Cip pouZity v experimentu
V experimentu se pouzival celogenomovy exprégnGeneChip® Human Gene 1.0
ST Array firmy Affymetrix. Byl navrzen tak, aby déakal posoudit genovou expresi
v lidskych vzorcich (Pradervand et al., 2008). Ok obsahuje 764 885
samostatnych préb dlouhych 25 nukleotidy pokryvaji 28 869 gen Proby se
vyraksji fotolitografickou metodou.Cip obsahuje dale charakteristické geny
zalozené na referéni sekvenci (RefSeq) agdpokladané kompletni nekdédujici
sekvence od GenBankiiFhybridizaci se generuji duplexy DNA-DNA, kteréojs
Eukaryotické GeneChip miképy obsahuji sadu préb prakolik geni z genomu
bakterie Bacillus subtilis Vybrané geny se nenachazeji v genomu eukaryaticky
organisnii. Jsou to nafklad geny pro &které aminokyseliny. Jejich proby slouzi
jako exogenni pozitivni kontrola a monitoruje talra/né zn&eni vzorki

v experimentu. JeStpred procesem reverzni transkripce se k nim totidlgpa
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polyadenylovana RNA gé&n dané bakterie. Kontroly jsou tak amplifikované

a zn&ené spolu se vzorkem (www.affymetrix.com).

o WA 1 RAR Dty

Ly

- e

ko 1

Lauresy: Stymenls.com

Obr. 5. GeneChip® Human Gene 1.0 ST Array firmy Affymetrfovww.
affymetrix.com)

2.3.4. Zpracovani mikro¢ipovych dat
Vysledkem experimentu microarray jsou data bodowntlnzit a jejich vzajemné
pomery. Ziskavaji se parovym srovnanim nebo porovnanékolika vzorki se
spole&nou kontrolou. Variability ve vysledcich mohou kyiznamné a to hlawnpro
geny s nizkou hladinou exprese a replikace, u &tepy poteba znana spolehlivost
Gdaje (McCall et al., 2011). S daty, které vyhodmeiny jako nezgnéné, musi byt
zachdzeno zvI&Stnim fiptupem. MiZe nastat situace, kdy molekuly DNA
nezhybridizuji se spravnym druhovym transkriptefig¢ipou cross-hybridizace nebo
nevhodné sekundarni struktury. DNA microarray slobwieni podmnozZiny
vysledii alternativnich metod northen hybridizace, realetifCR nebo RT-PCR. Na
zaklad téchto metod dokazeme odhadnout variabilitu danéhperxentalniho
systému (Schulze et Downward, 2001).
Slozitost generovanych dat vyZaduje pouziti aneigino softwaru. Existujéada
softwarovych systéf které se zasiuji na izné aspekty vyhodnocovani dat, jako
jsou databaze a aplikace pro shlukovani a vizualdat z microarray (Lao H Saal et
al., 2002).
Vysledna data mohou byt ovlitna signaly nebiologickéhougodu vnesenych
v pribéhu experimentu, které modifikuji kvalitu ainterfre dat. Obeoch lze
nezadouci vlivy vylotit biologickym a technologickym opakovanim a stawifzaci.
Rozptyl od zdroje Ize odhadnout na zakladdaji modelovani microarrays
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vyuzivajici metodu analyzy rozptylu (ANOVA — Analysof variance) (Yin et al.,
2008).

VSechny GeneChips jsou do jisté miry oviime prostoro¥ ucelenymi vadami.
Zpracovani obrazu madu moznych dopddha naslednou datovou analyzu. Existuje
fada algoritn, které identifikuji nejzavazjsi vady. Jedna ze skupin algoritm
transformuje fivodni DAT obraz na reprezentativni soubor CEL. Sowe formatu
DAT piedstavuje fotografii hybridizai plochy¢ipu. Pokud neni jasné, ktery pixel
odpovida danym prébam, provede se manualni UGpratizkyn(grid alignment)
pomoci stidajici mozaiky tmavych a &tlych spofi v kazdém rohu hybridizaiho
povrchu (Arteaga-Salas et al., 2007). Po skenopéoikhne kontrola kvality. B ni
se kontroluje poskozeni vznikléfipmnosti vzduchovych bublin nebo jinych
artefakfi. Intenzita fluorescence kazdé préby je pexbtictvim dostupného nebo
komekniho programu fevedena naiselné Udaje, které ukazuji Ur@veenove
exprese.

Velkd rozmanitost vyslednych forniatdat vedla ke vzniku Gene Expression
Microarray Database Society (MGED) v roce 1999. R@&01 MGED vytvéla
Minimum Information About a Microarray ExperimemMAME). MIAME obsahuje
protokoly pro ¥dce k zaznamenani postuprovadnych experimerit microarray
z divodu nasledné standardizace (Brazma et al., 2088dné dat ziskanych
metodou microarray je nyni uloZzeno naeje¢ pristupnych zdrojich jako je nap
Gene Expression Omnibus (GEO) v Narodnim centru protechnologické
informace (NCBI). Z GEO si dZeme stahnout CEL soubory, které jsou ¢eng
¢isly GSM, obsahujici experimenty zeaé cisly GSE. Pes schopnost &eni
vétSiho mnozstvi gen se ¢tSina publikovanych studii zabyva relattvimalym
poétem podminek. Neni zcela jasné, jak nejlépe vyhtidstatisticky vyznamné
zmeny. Dostupnost velkych sbirek GeneChip umgé studovat daleko vice
podminek, nez jsou jednotlivé geny (Barrett et2007).

Pfi vzajemném pozorovani dat ziskanychiznych experimerit Ize identifikovat
mnozstvi odchylek biologické nebo skryté povahyd¢Bov et al., 2002). Pro
srovnhani hodnot ziskanych jednotlivymiipy je nutné odstranit fpadné
nesrovnalosti a chyby normalizaci. Normalizace majer porovnani intenzitgipu
vzhledem k standardnim hodnotam intenzity.

Extrémni hodnoty vnesené vipghu experimentu jsou odstrany logaritmovanim

(ptevedenim na hodnoty log2). Zma genové exprese je vyjatd hodnotou fold
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change (FC). Hodnota FC nebo jeji logaritmus s& ik porovnani exprese gen
mezi d¥ma skupinami (Gohiman et Talloen, 2009).

Data pochéazejici z experimentu microarray jsou aoema ve dvou hlavnich typech.
Prvni typ zobrazeni vyuzivakolika seskupovacich algoritm Clusterova analyza
shlukuje geny na zaklad jejich podobnosti. Vysledkem je skupina (klastr)
podobnych objekt Po shlukovani se &uwje vzajemna podobnost vzdarkCilem
analyzy je sdruzit vzorky s malou variabilitou v@& jednotlivé skupiny a stanovit
rozdily mezi skupinami navzajem. Druhy tyfidi expresni profily vzork podle
biologickych znak (Brentani et al., 2005). Mezi nejro#sisjSi metodu pat
hierarchické shlukovani v grafické podofstromi“ tzv. dendrogram. Kazdagtev
zobrazena v dité vySce pedstavuje miru rozdilnosti mezi skupinami, kteréjgje.
Metoda tzv. heatmap je oblibenyispb vizualizace dat. Souhraobrazuje velké
mnoZstvi dat v jednom formatu, coz usingjeé detekci skrytych struktur a vztah
v datech (Rajaram et Oono, 2010).

Pfi metodt ,supervised” se zadavaji informace o genech netmmpnkach, které
informuji o pre-existujici klasifikaci. ,Unsupenad” metody nevyzaduji Zadné dalsi
informace. Tyto metody se z&mji na objeveni vzdr v datech, které nejsou
ovlivnény Zadnymi dalSimi okolnostmi (Tajunisha N et Saraan V, 2011).
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2.4. Vyuziti mikro &ipu v genové analyze ALL

Mnoho leukemickych podtyplze diagnostikovat pomoci charakteristickych vizor
genové exprese. Vyuziti microarray v klinické prgxzn&né pomalé, i pes veskeré
pokroky vychazejici ze stale novych pozriatk

Podle Bzn¢ klinicky pouzivanych prognostickych faktoonemocgni nelze pesre
predikovat jeho vyvoj ajeho odp&¥ na I&bu (lacobucci et al.,, 2010). Metoda
microarray je klinicky dlezita pro pesrjSi diagndzu, progndzu,casné odhaleni
progrese onemoe¢ni, identifikaci gislusného genu a navrhy novych terapeutickych
strategii (Pitta et al., 2005).

Analyza genorma pomoci SNP-array ukazala, Ze ze 75 vaoM L u dosglych se

v 92 % vyskytuje jedna avice genomovych abnormaiiNP-array diky své
senzitivie identifikuje zneény iv jinak cytogeneticky normain hodnocenych
vzorcich. Studie Okamoto et al. objevilada€jSi abnormality na chromozomu 9.
CNN-LOH (copy number neutral loss of heterozyggsitg 9q setasto nachazely
u citske idosplé ALL. Vysoky vyskyt CNN-LOH abnormality ukazujge tato
oblast zahrnuje pra¥godobré tumor supresorovy gen (TSG) nebo onkogen se
ztratou své normalni alely. Ve vzorcich byly proddy opakujici se regiony CNN-
LOH, které obsahuji geny kodujici tyrosin kinazuddtiské ALL secasto vyskytuje
delece CDKN2A na 9q CNN-LOH (2ZFipadi z 30, tj. 77 %). Gen PAX5, ktery je
dulezity pro vyvoj B-buwk, se roviz nachazi na chromozomu 9q. CNN-LOH
a dysfunkce CDKN2A/B, PTPRD a PAX5 na chromozomis&dedy mohou podilet
na vyvoji ALL. Mérg casté delece byly nalezeny na chromozomu 6q, které
zahrnovaly FOXO3 gen nebo na chromozomu 12 obsdhggin BTG1. Urovie
exprese FOXO3 byla vyragmizsi u testovanych vzakkALL nez u kontrolnich
vzorki. Mutace get sousedici s genem FOXO3, ato ARMC2 a SESN1, s®mo
objevovat v relabujiciippadech ¢tské ALL (Okamoto et al., 2010).

PAX5 je sowasti rodiny transkrignich faktofi, jehoZz exprese je specifickd pro
urtité faze B-bumicéné diferenciace. Delece PAX5 sasto vyskytuji u dospeé
BCR-ABL1-pozitivni ALL a jsou ¢asto spojeny se ztratou IKZF1l. Detdjii
pochopeni ulohyéchto gerd v BCR-ABL1-pozitivni ALL, mohou vést k cilefsi
terapii (lacobucci et al., 2010). Faktor Ikaros také zasadni vyznam v krvetvérb
Ztrata funkce IKZF1 se spojuje s agresivnim typefAlR a se Spatnou progn6zou
pokud jde o celkové ipZiti acetnost recidivy. IKZF1 mutaceig@vladaji u ALL
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s aktivni JAK/STAT signalizaci, cozipdpoklada, Ze lkaros ihe potl&it cinnost
této drahy (Kastner et al., 2013).

Pfi nalezu mutaniho stavu JAK a deleci IKZF1 byly zaraveozorovany zriny

v genové expresi CRLF2 (cytokine receptor-like dak?) také nazyvan jako TSLPR
(thymic stromal lymphopoietin receptor). ZvySenapmese CRLF2 vede ke
zvySenému feZziti a mnozeni B-lymfoidnich bek (Harvey et al., 2010).
Translokace BCR-ABL je obvykle spojena s B-fenotyp@LL, zatimco s T-linii
ALL jen vzacré. V T-ALL se vyskytuje vzacny fuznirppis e6-a2 BCR-ABL a dale
také gestavby zahrnujici ABL1 gen ato NUP214-ABL1 a EMARBL1. Studie
Chiaretti et al. identifikovala nové mechanismynsfmrmace u dospe T-ALL.
Prestavba NUP214-ABL1 pochazi z formovani epigpkieré vedou k fuzi NUP214
a ABL1 na chromozomu 9q34. Transformace EML-ABL1 pgenerovana
t(9;14)(934;932). V experimentu bylo ze 128 vZorklentifikovano 33 s T-ALL
a u ti pripadi byla prokdzana vysoka uravé\BL1 stejna jako v B-linii a v jednom
piipadt byl stupé amplifikace ABL1 vysSi neZz hodnota uvad u BCR/ABL+
B-linii ALL. Prvni tii ptipady ukazaly zngmou podobnost mezi sebou
s charakteristickou vysokou expresi souboruigédweré jsou zapojeny do replikace
DNA a pestaveb chromatinu (TOPBP1, RFC4, REV3L), regulé@nskripce
(BAF53, EZH2, ATRX) av mensi rrd DNA oprav. Tyto fipady maji Spatnou
progndézu a odpad’ na chemoterapii (Chiaretti et al., 2007).

DalSi experiment stanovil zvySenou plazmatickouresiplL-8 u pacierit s T-ALL,
ktefi Spat@ odpovidali na lI&u. Porucha exprese nebo funkce TTRZm ispivat

k agresivijSimu fenotypu T-ALL. ZvySena exprese AHNAK gentegpovida delsi
dobu remise. Kombinaci upregulace genove expresdAda downregulace TTK
se mize u T-ALL dosahnout udrzeni relativklidového stavu s naslednou odolnosti
vaci intenzivni kombinované chemoterapii. Vysoka esgpreantigenu CD2
piedpovida lepSi vysledkydBy u ctskych pacient s T-ALL (Chiaretti et al., 2004).
Nejmére priznivy pediatricky typ ALL zahrnuje translokaci sseného linearniho
leukemického genu (MLL) a ni&gstji se vyskytuje u kojenc Microarray ukazaly,
Ze ALL s translokaci tohoto genu maji velmi chaeaisticky a vyrazny profil
genové exprese, avsak tyto podtypy jsou spojer§pamnymi klinickymi vysledky.
Nejvice se u &ské ALL vyskytuji translokace MLL t (4;11), t(18)1a t(9;11), coz
vede k syntéze proteinMLL-AF4, MLL-ENL a MLL-AF9. P# vyskytujici se
t(4;11) se naslegnmohou rozliSit d¢ skupiny, které se liSi ve vyskytu relapsu.
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Skupiny se di podle exprese gén HOXA9, HOXA7, HOXA10, HOXA5

a HOXAS. Absence skupiny HOXA gérje u pacient spojena s vysokym rizikem
relapsu a Spatnou prognézou. Exprese HOXA9 chydzicient s agresivnim typem
leukemie a s vysokym rizikegasného relapsu (Stam et al., 2009).

Ve studii Holleman et al. se zabyvali souvislosdzingenovou expresi a rezistenci
vaci vybranym I€ivam. U pacieni s rezistenci k prednisolonu byla zvySena exprese
genu MCL1 a sniZzena expresikolika geri, které jsou zapojeny v transkripci fiap
SMARCB1, PRPF18 a CTCF. Genovy profil paciestrezistenci &i asparaginaze
ma zvysSenou exprestkolika ribozomalnich proteinovych gérinag. RPL3, RPLA4,
RPL5, RPL6 a RPL11). ALL s rezistendid& vinsristinu je charakteristicka zmou
exprese geh cytoskeletu a extracelularniho matrix (ha@MSB10, PDLIM1

a DSC3) (Holleman et al., 2004).

DalSi biomarker, ktery f¥e slouzit k cile§Si terapii, je transkrigni faktor
regula&ni glykolyzy MondoA (MLXIP). Jeho zvySena expreseodporuje
katabolismus glukézy, coz umiafe delSi dobu iziti leukemickych busk
(Wernicke et al., 2012).

U pacient s recidivou ALL jec¢asto zvySena exprese genu BAX, ktery zaujimé
vyznamnou roli v apoptoze, cyklinu D1, amplifikagenu DHFR (dihydrofolate
reductase) a delece INK4A/ARF a TEL oblasti chrooma. Relaps udi s ALL se
casto spojuje s poklesem pédm BAX/BCL-2 a ztratou kaspazy 3 (Szczepanek et
al., 2010).
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3. Cil prace
1. Provést reSerSi na dané téma, zorientovat m®blematice profilovani geno
exprese u pacielts akutni lymfoblastickou leukemii, ziskat teoreficapraktické
znalosti technologie DNA microarrays, g#use pracovat pati¢cnymi databazen

a softwarem.
2. Izolovat RNA z krve, vyzkouset si praci s plathmu Affymetrix.

3. Stanovit profily genové exprese u paadientikutni lymfoblastickou leukemii.
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4. Material a metodika

4.1. Izolace RNA
Pro metodu profilovani genové exprese pomoci niigfo je nutné pracovat
s izolovanou RNA o vysoké&stote a kvalit.
Pro izolaci celkové RNA z bétného lyzatu byla pouzita fenol-chloroformova
metoda, komeini chemikalie TRI reagent (MCR), coZ je &rfenolu a guanidinu
thiokyanatu. Ke sisi vzorku a TRI reagentu sefig@ chloroform. Naslednou
centrifugaci se st rozali do ti fazi. V horni vodné fazi je obsazena RNA,
interfaze obsahuje DNA a spodni organicka faze huljsaproteiny. Rozpu&ha
RNA ve vodné fazi se precipituje izopropanolem zresti se ve vad Tento postup
je vhodny pro izolaci vSech tytRNA o délce 0,1-1,5 kb.

4.1.1. Material a reagencie

TRI reagent (Molecular Research Center), RiboPuite (Kmbion), isopropanol

(Sigma), chloroform a ethanol (Serva), DEPC (digtinpcarbonate) Treated Water
(Ambion), zkumavky typu Eppendorf 1,5 ml, 2 ml, LioB zkumavky (Eppendorf),

epDualfilter T.I1.P.S. (Eppendorf), Random primeéR&JAsin ribonuclease inhibitor,

Deoxyribonucleotide triphosphates (vSe Promegayr(podipraveno jako 10 mM

dNTPs ze 100 mM dCTP, dGTP, dTTP, dATRippava: 4 x 0,1 ml jednotlivych

zasobnich nukleotid doplnino DEPC vodou do 1 ml), RevertAid H Minus
M-MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas), 0,2 ndrifo-Tube (ABgene)

4.1.2. P¥istroje a zaizeni
laminarni box (BioAir), kombinovana chladka (Gorenje), vortex (Scientific
Industries, Genie), minicentrifuga (Eppendorf),mecykler TProfessional Basic
(Biometra), chlazena centrifuga (Hermle), termobl@kajor Science), vakuovy
koncentrator SpeedVac Eppendorf 5031 (Eppendani), 200ul, 10ul automatické
pipety (Eppendorf)

4.1.3. Priprava roztoku
75% ethanol (31 ml 96% ethanolu + 9 ml DEPC vody)
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4.1.4. Postup
Leukocyty pro izolaci RNA byly ziskany z periferkirve v patu 10 miliér
osmotickou lyzou a nasledivyly lyzovany v 1ml TRI reagentu.
Separace fazi
1. Vzorky TRI lyzatu v 1,7ml zkumavkach bylo rozmragena ledu cca 15
minut. Pro proBhnuti disociace nukleoproteinu byly zkumavky se riyo
ponechany 5 minutiplaboratorni teplat Poté bylo do zkumavkyiigano
200 pl chroloformu a sith zvortexovany cca 30 sekund. Vzorky byly
nechany stat 10 minutigokojové teplat.
2. Vzorky byly zcenrifugovany 15 minutipot&kach 12 000 g aip teplog
4 °C.
3. Po centrifugaci byly vzorky rozteny do ti fazi. Vrchni vrstva obsahuijici
RNA byla geenesena doisté 1,7ml zkumavky tak, aby nebyl poruSen dnié
prstenec, ktery obsahuje DNA.

Precipitace RNA
4. Ke vzorku bylo fidano stejné mnozstvi isopropanolu, jaké bylo odepr
v predeSlém kroku, tedy 400-500 pl. Vzorky byly inkuBoy 5 minut pi
laboratorni teplat
5. Zkumavky se vzorky byly centrifugovany 10 minit otatkach 12 000 g i

teplo€ 4 °C. Na di zkumavky se objevila bila ptipact prahledn& peletka
RNA.

Promyvani RNA
6. Supernatant byl odstr&m a k RNA peletce bylo fgano 1,5 ml 75%
ethanolu. Revracenim zkumavky byla peletka jeérodlepena.
7. OpEt byla provedena centrifugace 5 miniit @tackach 12 000 a teploy °C.

Rozpu&ini RNA
8. Supernatant byl odstr&ama peletka RNA byla usuSena na vzduchu ve flow-
boxu dokud nedoSlu k jejimu Zgrdedreni (3-10 minut).
9. K RNA pelet bylo giidano 25 pl DEPC treated vody.
10. Koncentrace é&stota RNA byla zmsfena na Nanodrop ND 1000.
11. RNA byla uchovanaipteplot -70 °C az -80 °C.
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4.2. Méreni koncentrace &istoty RNA spektrofotometricky
Po izolaci RNA byla koncentracec¢hena spektrofotometrickyiistrojem NanoDrop
ND 1000 UV-VIS Spectrophotometer (NanoDrop, Wilntgm DE, USA).
Z kazdého vzorku total RNA byl pouzit 1 ul. Jakarstard byla pouzita DEPC
treated voda. Koncentrace RNA byl&@iena i vinové délce 260 nm a byla uvedena
v jednotkach ng/pl. Aby mohlo dojit k &eni cistoty, byla pistrojem zndtena také
vinovéa délka i 230 a 280 nmCistota RNA byla hodnocena dle psraa absorbanci
A(260)/A(230) a A(260)/A(280). Pokud byl p@mA(260)/A(280) nizSi nez hodnota
2, jedna se o zkstenou RNA proteiny. Vysoka absorbance v oblasti 280nebo
nizkA hodnota po#nu absorbanci A(260)/A(230) napovida o &B&ni

nizkomolekularnimi latkami (fenol, EDTA, chaotrosali).

4.3. Kontroly kvality RNA prost #ednictvim Agilent 2100 Bioanalyzer
Pro profilovani genové exprese je nutno pouzitkimia RNA o vysoké kvali.
K ovéreni jeji kvality slouzi RNA Nano LabChip firmy Agiht. Malé mnozstvi RNA
bylo v kanalcich¢ipu rozctleno podle jeji molekulové hmotnosti a naskedyla
pouzitim laseru detekovana jeji fluorescence. \geleseparace byl vizualizovany
elektroforetogramem. Tzv. RNA integrity number (RI&lgoritmem byla vzonkm
piirazena hodnota integrity RNA v rozsahu 1-1fisBsSna hodnota vyjddje kvalitu
RNA, kdy hodnota 1 poukazuje na to, Ze RNA bylarddgvana, a hodnota 10
swed¢i o nedegradované RNA vysoké kvality. Kontrola KyaRNA byla provedena
na gistroji Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technoleg, CA, USA) s vyuzitim
kitu Agilent RNA 600 Nano Kit .

4.3.1. Material a reagencie
RNA 6000 Nano Kit (Agilent): RNaseZAP, RNase fremla, Ladder¢ip RNA 6000
Nano chip, 600 Nano gel matrix, RNase-free 0,5mkramkumavek, RNA 6000
Nano dye concentrate, Agilent RNA 6000 Nano Markase-free zkumavky

4.3.2. P¥istroje a za‘izeni
Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent Technologies, .Japwortex (Scientific Industries,
Genie), minicentrifuga (Eppendorf)jipravna stanice (Agilent Technologies, Inc.),

1ml, 200ul, 10ul automatické pipety (Eppendorf)

29



4.3.3. Postup
Dekontaminace elektrod
Postup byl provash pred kazdym pouzitindipu.
1. Byly pripraveny dvacistice elektrod, z nichz jeden byl napm 350 pl
RNaseZAP a druhy 350 pl RNase free vodou.
2. Do pristroje byl vloZencistic elektrod s RNaseZAP. Poklop byl Zem
minimalné 10 sekund. Po vyjmuti prvdistice elektrod byl postup opakovan

s druhym naplénym RNase free vodou.

Priprava ladderu
Ladder byl pipraven zakatim na 70 °C po dobu 2 minut. Pak byl okamzit

zchlazen a rozden po mensich mnozstvich do RNase-free zkumavek.

Priprava vzork
1. Byla pouzita RNA o koncentraci 25-500 ng/ul. ¥pgadt vySSi koncentrace
byla RNA Zedna RNase-free vodou.
2. Pred aplikaci vzorku n&ip RNA 6000 byly vzorky zaitéity na teplotu 70 °C

na dobu 2 minut.

Priprava gelu
1. Na filtr s kolonkou bylo napipetovano 550 pl RNAGGRano gel matrix.
2. Zkumavka byla centrifugovanaipmtatkdch 1500 g po dobu 10 minut & p
laboratorni teplat

3. Prefiltrovany gel byl rozdlen po 65 pl do RNase-free 0,5ml mikrozkumavek.

Priprava sndsi gel-barva
1. Barva RNA 6000 Nano dye concentrate byla ponect@hahodiny i
laboratorni teplat Nasledg byla vortexovana 10 sekundigdaboratorni
teplo€. Do 65 ul pedem pichystaného gelu byli@lan 1 pul barvy.
2. Roztok byl zvortexovan a pak centrifugové @éaskach 13 000 g po dobu
10 minut za laboratorni teploty.

Nanaseni sési gel-barva

1. Novy ¢ip RNA 6000 Nano chip byl poloZzen déipravné stanice.
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2. Do jamky oznaené symbolem G #erném kruhu bylo napipetovano 9 pl
gel-dye mix.

3. Pist byl nastaven v poloze 1 mkigravna stanice byla uzéna tlakem na
pist, az byl pichycen uchytkou. Po 30 sekundéach byla tchytkangnal.

4. Po 5 sekundéach byl pist pomalu vytdhnut do pozicg. 1

5. Pripravna stanice byla ot&sna. Do jamek ozranych symbolem G bylo

pipetovano 9 ul sisi gel-barva.

Plneni Agilent RNA 6000 Nano Marker
1. Agilent RNA 6000 Nano Marker byl pipetovan po 5dd 12 jamek, které
byly urceny pro vzorky, a do jamky ozé¢ené symbolem ,zeik".

Plneni vzorlg a ladderu

1. Do jamky oznaené symbolem ,zgik“ byl napipetovan 1 ul igdem
piipraveného ladderu.

2. Do kazdé z 12 jamek &¢enych pro vzorky byl napipetovan 1 pul RNA. Do
kazdé jamky ufené pro RNA, kter4 nebyla vyuzZita, byl napipetovampl
RNA 6000 Nano Marker.

3. Cip byl horizontal poloZen na nadstavec vortexu a byl vortexovanrutui
pii otackach 2 400 g.

4. Cip byl do 5 minut vloZzen do ifstroje Agilent 2100 bioanalyzer a byla
spuséna analyza.

4.4, Expresni ¢ipy GeneChip Human Gene 1.0 ST Array (Affymetrix)
Po owieni kvality izolované RNA naifstroji Agilent 2100 Bioanalyzer byla tato
RNA pouzita na syntézu prvniho vlakna cDNA s pdoZiT7 promotoru. Nasledn
prokehla syntéza druhého vliakna cDNAgHEmM této reakce bylo préstnictvim
RNasy H degradovanoipodni viakno RNA. Po jfidani T7 RNA polymerazy
probihla podle druhého viakna cDNiA vitro transkripce (IVT) ,antisence” cRNA.
Pak bylo provedeno igéisténi cRNA a spektrofotometrické &keni vygZnosti
a distribuce. V dalSim kroku préhla syntéza cDNA s pouzitim ,random“ prinier
a sntsi ANTP s dUTP. Do vlakna cDNA tak byla vhesenaebéracilu, ktera se
v DNA bézneé nevyskytuje. Pro degradaci cRNA bylatbpouzita RNasa H. Vznikla

cDNA byla preciSténa a jeji vygznost a distribuce byla ékena spektrofotometricky.
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Po gidani enzymu UDG (uracil DNA glykosylasa) byl z jexvlaknové molekuly
DNA odstragn uracil. Enzymem APE 1 byly &teny fosfodiesterové vazby
v mistech, kde se nachéazel uracil. Vzniklé fragm@&iA na svych 3’koncich nesly
hydroxylovou skupinu, ktera byla ztema biotinem (biotin allonamid trifosfat).
Fragmenty poté byly aplikovany nigp, kde hybridizovaly se svymi prébami. Po
hybridizaci byl¢ip promyt a nahybridizované fragmenty nesouci hibtjly zn&eny
fluoresceknimi molekulami, které se vazaly na biotin. Naskedrokehlo skenovani

fluorescewnich signal a nakonec analyza obrazu (www.affymetrix.com).

Analyza profii genové exprese byla provedena podigenniho protokolu

doporieného vyrobcem nasledujicim postupem.

4.4.1. Piiprava Poly-A RNA kontrol
Pouziti kitu Affymetrix GeneChip Poly-A RNA Contré#lit (Affymetrix, CA, USA)

1. Poly-A RNA kontrola byla n@dina v pondru 1:20, kdy 2 pl Poly-A RNA
Control Stock byly fidany do 38 pul Poly-A control Dil Buffer. Roztok by
promichan a kratce centrifugovan.

2. Bylo provedeno druhéedini v pongru 1:50, kdy 2 pl roztoku, ktery vznikl
v prvnim kroku, byly pidany do 98 ul Poly-A Dil Buffer. Roztok byl
promichan a kratce centrifugovan.

3. Pro fteti redkni v pongru 1:25 byly 2 ul druhéheedni pridany do 48 ul
Poly-A Control Dil Buffer. Roztok byl promichan adtce centrifugovan.

4. Ke 2 pl roztoku zeretiho redéni Poly-A RNA kontrol bylo pdano 18 pl
Poly-A Control Dil Buffer (1:10). Roztok byl prontién a kratce
centrifugovan.

5. Ke 2 plétvrtéhoiedéni bylo gidano 100 ng total RNA.

4.4.2. Syntéza prvniho vidkna cDNA
Pouziti kitu The Ambion WT expression Kit (AmbiohX, USA)

1. P¥i laboratorni teplat byl pripraven First-Strand Master Mix o objemu 5 pl
smichanim 4 ul First-Strand Buffer Mix a 1 pul F&tand Enzyme Mix.
Roztok byl kratce zvortexovan a centrifugovan.

2. Do kazdé zkumavky s 5 ul First-Strand Master Mylolpiidano 5 pl srsi
RNA a Poly-A RNA kontrol. Roztok byl kratce zvoraxan a centrifugovan.
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3. Nésledr byla sn&s inkubovana v termocykléru 1 hodiné peplog 25 °C,
1 hodinu pi 42 °C a 2 minuty 4 °C. Po inkubaci byly okamzitprovedeny
kroky syntézy druhého vidkna cDNA.

4.4.3. Syntéza druhého vlakna cDNA
Pouziti kitu Tre Ambion WT expression Kit (AmbiohX, USA)
1. Naled byl pripraven Second-Strand Master Mix smichanim:
e 32,5 pl Nuclease-free vody
e 12,5 u Second-Strand Buffer Mix
e 5 ul Second-Strand Enzyme Mix.
Roztok byl kratce zvortexovan a centrifugovan.
2. Do 10 pl cDNA z pedchoziho kroku bylo fmdano 50 pl ppraveného
Second-Strand Master Mix. Roztok byl kratce zvastédn a centrifugovan.
3. Roztok byl inkubovan v termycykléru 1 hodinti 6 °C, 10 minut fi 65 °C
a 2 minuty pi 4 °C. Po inkubaci byly okamZifprovedeny dalsi kroky.

4.4.4. Syntéza cRNAIn Vitro Transkripci (IVT)
Pouziti kitu The Ambion WT expression Kit (AmbiohX, USA)
1. P¥ilaboratorni teplat byl pripraven IVT Master Mix smichanim:
o 24 ul IVT Buffer Mix
e 6 ulIVT Enzyme Mix.
Roztok byl kratce zvortexovan a centrifugovan.
2. Do 60 pl vzorku druhého viakna cDNAipraveného v fedeSlém kroku bylo
piidano 30 pl ppraveného IVT Master Mix.
3. Roztok byl inkubovan v termocykléru 16 hodifi geplo€ 40 °C a nasledn
pies noc pi 4 °C.

4.4.5. Purifikace cRNA
Pouziti kitu The Ambion WT expression Kit (AmbiohX, USA)
1. cRNA Binding Mix byl gripraven smichanim:
e 10 pl Nucleic Acid Binding Beads
e 50 ul Nucleic Acid Binding Buffer Concentrate.
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Roztok 60 pl cRNA Binding Mix byl fidan do kazdého vzorku cRNA a cela
snEs byla gfenesena na dedtu s jamkami ve tvaru U.

2. Ke kazdému vzorku byloffdano 60 pl isopropanolu. Deskta byla gikryta
ochrannou folii a miraittepana 2 minuty.

3. Destitka byla gesunuta na magnetickou podlozku, aby doSlo k zastiyc
nukleovych kyselin navdzanych na magnetickychckalth. Nésledh byla
odstrarna folie a byl odstram supernatant nad kakami.

4. Do jamek bylo pidano 100 pl Nucleic Acid Wash Slution,doyla destika
piekryta ochrannou félii a bylagpana fi stredni rychlosti (5 000 g) po dobu
1 minuty. Destika pak byla polozena na magnetickou podlozku a byl
odstragn supernatant nad ktkami. Do jamek bylo ofi pfidano 100 pl
Nucleic Acid Wash Solution a cely postup byl znayekovan.

5. Desttka byla poloZena nadpaku a @i vysoké rychlosti (12 000 g) byla
ttepana 1 minutu bez ochranné fdlie.

6. Precisttna cRNA byla eluovana s 40 pl Elution Solutionizéého na teplotu
55 °C. Po 2 minutach porfidano Elution Solution byla degkia pelepena
ochrannou félii a bylai¢pana § vysoké rychlosti po dobu 3 minut, dokud
Uplné nezmizel prstenec vytveny kulickami.

7. Po umistni na magnetickou podlozku byl supernatant obsah@RNA
pienesena na novou nukleasa-free diegti

Nasled® byla kvalita a cistota ziskané cRNA @¥vena spektrofotometricky
piistrojem Nanodrop ND-1000 UV-VIS SpectrophotomeRadle vysledku gieni
byla cRNA zedina na koncentraci 455 ng/ul, coZ odpovidalo 10RA v objemu
22 pul.

4.4.6. Syntéza druhého vlakna cDNA
Pouziti kitu The Ambion WT expression Kit (AmbiohX, USA)
1. K22 ul cRNA byly gidany 2 pl Random primér Roztok byl kratce
zvortexovan a centrifugovan.
2. Pri laboratorni laboratorni tepkdtbyl pripraven 2nd-Cycle Master mix
smichanim:
e 8 ul 2nd-Cycle Buffer Mix
e 8 ul 2nd-Cycle Enzyme Mix.
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Po kratkém zvortexovani a centrifugovani bylo 1&pdl-Cycle Master Mix
pridano ke srssi 24 pl cRNA a Random primier

Roztok byl inkubovan 10 minutfipteplog€ 25 °C, 90 minut 42 °C,
10 minut @ 70°C a 2 minuty P 4 °C. Po inkubaci byl roztok kratce

zvortexovan a centrifugovan.

4.4.7. Hydrolyza RNA s pouzitim RNasy H
Pouziti kitu The Ambion WT expression Kit (AmbiohX, USA)

1.

K syntetizovanému druhému vildknu cDNA bylyidany 2 ul RNasy H,
roztok byl jemr zvortexovan, kratce centrifugovan a nastedmkubovan
45 minut @ 37 °C, 5 minut g 95 °C a 2 minuty p 4 °C. Po inkubaci byl

roztok kratce vortexovan a centrifugovan.

4.4.8. Purifikace druhého vlakna cDNA
Pouziti kitu The Ambion WT expression Kit (AmbiohX, USA)

1.

cDNA Binding Mix byl giipraven smichanim:

e 10 pl Nucleic Acid Binding Beads

* 50 pl Nucleic Acid Binding Buffer Concentrate.

Roztok 60 pl cDNA byl spots¢ s 18 ul nuklease-free vododigan ke
kazdému vzorku. Jednotlivé gem byly preneseny na degkiu s jamkami ve

tvaru U.

. Ke sngsi bylo gidano 120 ul 100% ethanolu, dékA byla gelepena

ochrannou folii a byla jen@rtiepana po dobu 2 minut.

Pfi odstraovani supernatantu bylo postupovano stejako v gipac
purifikace cRNA.

Pak byla cDNA dvakrat promyta 100 pl Nucleic Acida®% Solution stejn
jako u kroku purifikace cRNA.

Precisttna cDNA byla eluovana 30 pl Elution Solution #atiého na teplotu
55 °C a néasledoval stejny postup jako v kroku jkadi cRNA.

Cistota a mnozstvi purifikované cDNA byly &eny spektrofotometrickyifstrojem
Nanodrop ND-1000 UV-VIS Spectrophotometer.

4.4.9. Fragmentace jednovlaknové DNA
Pouziti GeneChip WT Terminal Labeling Kit (Affymiatr CA, USA)
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Jednovlaknova DNA ziskana veuleSlém kroku byla miedkna RNase-free vodou,
aby v objemu 31,2 pl bylo 5,5 pg.
1. Fragmenténi Master Mix byl pipraven smichanim:
e 10 pl RNase-free vody
e 4,8 ul 10x cDNA Fragmentation Buffer
e 1ulUDG 10 U/ pl
e 1ulAPE 1,1 000 U/ pl
Fragmentani Master Mix byl pidan ke vzorku ssDNA, nasledibyl kratce
vortexovan a centrifugovan a inkubovan 60 mintteplo 37 °C, 2 minuty
pii teplo€ 4 °C. Po inkubaci byl roztok promichan, centrifugn. Pokud se
dale s fragmentovanou ssDNA nepakije, mize byt skladovanaipteplot
—20 °C.

4.4.10.Znaceni fragmentované jednovlaknové DNA
Pouziti GeneChip WT Terminal Labeling Kit (Affymity CA, USA)
1. K45 ul fragmentované ssDNA ziskanéiegeSlém kroky byloidano:
e 12 ul 5x TdT Buffer
o 2ulTdT
e 1 ul DNA Labeling Reagent, 5 nM.
Po @idani byl roztok kratce zvortexovan a centrifugovan
2. Roztok byl inkubovan 60 minutfipteplo€ 37 °C, 10 minut 70 °C
a 2 minuty pi 4 °C.

4.4.11 Hybridizace
Pouziti GeneChip Hybridization, Wash and Stain(Kifymetrix, CA, USA)
1. Tri bloky byly zaltaty, jeden na 65 °C, druhy na 99 °Getitna 45 °C.
2. Roztok 20x Eukaryotic Hybridization Controls bylied @idanim do
hybridizani smési 5 minut inkubovanipteplot 65 °C.
3. Hybridizaini koktejl pro format 169 bylifpraven smichanim:
o 27 ul fragmentované zt@né DNA
e 1,7 pl Control Oligonucleotide B2
e 5 ul 20x Eukaryotic Hybridization Controls
e 50 pl 2x Hybridization Mix
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e 7ulDMSO

» doplreni na objem 100 ul Nuclease-free vodou.
Hybridizatni smés byla po kratkém zvortexovani a centrifugovani
inkubovana po dobu 5 minutipgeplot 99 °C, pak byl ochlazen na teplotu
45 °C a inkubovan 5 minut. Nakonec byl centrifugovd maximalnich
ot&kach 1 minutu.

4. Mikrocipy byly pred pouzitim stabilizovany ip laboratorni teplat Do
horniho otvoru byla vsunutéista Spéka pipety a do dolniho otvoru bylo
napipetovano 80 ul vzorku.

Cipy byly vloZzeny do GeneChip Hybridization Oven 6#@ny Affymetrix, kde

nasledujicich 16 hodin probihala hybridizagedd °C a pi ota&kach 16 rpm.

Promyvani a barveni vzaikprokehlo na gistroji GeneChip Fluidic Station 450
firmy Affymetrix. Nasledné skenovani bylo provedepoostednictvim gistroje
GeneChip Scanner 3000 7G formy Affymetrix. Vysleakeskenovani byl obraz
hybridizani plochy¢ipu, na které jednotlivé spoty odpovidaly jednatiiv probam

a jejich zbarveni ni¢ hybridizace.
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5. Vysledky

5.1. Izolace RNA
Izolace RNA byla provedena z higmych lyzati ziskanych z periferni krve. Pro
izolaci byla pouzita fenol-chloroformova metoda pgp viz kapitola 4.1.). Pro

stanoventistoty byl zji¥ovan pouze pogm absorbanci A260/A280.

Tabulka ¢.1: Vysledky izolace RNA zgieny na pistroji NanoDrop ND 1000
UV-VIS Spectrophotometer (NanoDrop, Wilmignton, DESA)

Koncentrace vzorku
Vzorek 260/280
[ul/mi]
1 229,28 1,70
2 137,93 1,67
3 150,45 1,78
4 338,63 2,07
5 156,45 1,75
6 131,22 1,65
7 97,29 1,82
8 147,68 1,79
9 162,68 1,62
10 161,70 1,89
11 171,83 1,76
12 189,47 1,69
13 289,59 2,05
14 274,87 1,87
15 226,28 2,15
16 153,16 1,78
17 229,46 2,23
18 393,81 1,92
19 266,62 1,68
20 211,60 1,57
21 227,18 1,80
22 288,62 1,94
23 209,90 1,65
24 146,53 1,70
25 94,00 1,76
26 114,71 1,83
27 137,12 1,96
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28 158,54 1,59
29 213,46 1,70
30 179,31 1,96
31 241,40 1,94
32 152,92 1,75
33 130,97 1,66
34 149,23 1,70
35 125,45 1,84
36 157,14 1,68
37 110,40 1,57
38 198,45 1,81
39 201,29 191
40 172,14 1,79
41 115,95 1,65
42 122,31 1,76
43 125,31 1,73
44 101,35 1,76
Trizol 378,79 1,95

Primérna koncentrace& =X(cl1-c44)/44 = 147,75 pl/ml

Primérnagistota; A260/A280 =[(A260/A280)1- (A260/A280)44]/44 = 1,77

5.2. Kontrola kvality p Fistrojem Agilent 2100 Bioanalyzer

Kontrola kvality byla provedena z vyizolované RNAigtrojem Agilent 2100

Bioanalyzer (Agilent Technologies, CA, USA).
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Obr. 6. Ukazka elektroforetogramu RNA, ve kterém je naxgaznamenana délka

fragmentu a na ose vy intenzita fluorescence. Vatb2b nukleotid se nachazi pik
RNA markeru, v oblasti 1900 nukleolicdbodjednotka 18S rRNA a v oblasti 4000

nukleotidi 28S rRNA. Hodnota RIN tohoto vzorku byla 8,6.
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Tabulka ¢. 2. Hodnoty RIN analyzovanych vzark

Vzorek RIN
1 9,1
2 9,6
3 9,4
4 7,9
5 9,2
6 9,5
7 8,9
8 6,1
9 8,1
10 9,9
11 10,0
12 10,00
13 9,8
14 9,6
15 7,2
16 7,4
17 10,0
18 9,8
19 9,4
20 9,8
21 8,4
22 7,6
23 7,8
24 8,6
25 8,2
26 8,9
27 8,7
28 8,7
29 8,6
30 8,9
31 8,5
32 8,5
33 9,7
34 8,5
35 9,6
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36 9,8
37 9,2
38 8,9
39 9,3
40 8,1
41 9,4
42 9,8
43 8,3
44 8,0

Praimérnd RIN hodnotaRIN = £(RIN1-RIN44)/44 = 8,84

5.3. Human Exon 1.0 ST Array
DNA microarray analyza byla provedena pouzitim Haor&xon 1.0 ST Array firmy
Affymetrix. Pro analyzu byly pouZity vzorky vyizolané RNA z lymfoblast kostni
dier¢ po 6-hodinovéin vitro inkubaci s glukokortikoidy (kontrola, prednisolon,
dexamethason, prednisolon + dexamethason). U liemiaq6 PGR (prednisone
good response) a 5 PPR (poor prednisone respdmdg)provedeny microarray ve
¢tyifech opakovani, celkem tedy piblio 44 microarray analyz. Ve skupipacient
se nachézelo 6 miiza 5 Zen ve &u 1,8 — 17,8 let (@meérny vk 8,2 let).
Imunofenotyp BCP-ALL byl diagnostikovan v #ipadech, proB-ALL a T-ALL ve
dvou gipadech.
Praimérn&d koncentrace vyizolované RNA byla 147,75 pl/mprianérnd kvalita
vyjadiena hodnotou RIN byla 8,84.
Pred samotnym zpracovanim dat byl&i@na jejich kvalita. Intenzity signalu vSech
sefi prob a jejich maximalni a minimalni hodnoty bylprpvnany krabicovymi
grafy. Na &chto diagramech byla provedena normalizace, abyodbalily
redundantni polozky a byly vgzeny z dalSich analyz. Kontrola kvality byla
provedena na Affymetrix GeneChip Command Consofe@&). Program umditije
sdileni dat CEL generovanych soubort naskenovanychtipt muselo byt
z diavodu Spatné kvality vlazeno z nésledujicich statistickych analyz.
Analyza hlavnich komponent (PCA) byla vykonana paogem Partek. Tento
matematicky postup ipvadi pozorovana data do souboru hodnot lirkearn

nekolerovanych progmnych. Takto zobrazena dala vizualizuji podobnosti
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a odlehlosti ve zkoumaném souboru dat. dlaujsem se pracovat v prosti
programu AGCC a Partek.

Ke zpracovani a vyhodnoceni dat z microarray bylZgosoftware R/Bioconductor
a jeho pidavnymi baliky Heatplus (vizualizace skupin vyzmgnodliSnych gef),
oligo (pracuje s CDF soubory, které popisuji roeliz¢ipu) alimma (nalezeni
nejvyznamgjSich exori/gen v jednotlivych sledovanych skupinach). Tato data b
zpracovana biostatistikem ve Statistice. Jedna@®mi nepublikovana data, které
byly pizpusobeny na skupinu paciénHeatmapy proto nejsou zcela jasné, na jejich
dalSich apravéch se pracuije.

Na zaklad RNA ziskané z lymfoblagtpred zahajenim by (0. den) prednisonem
byl identifikovan profil genové exprese, ktery s&ill v expresi 557 geah
umozujicich predikci |éebné odpoddi na glukokortikoidy. PGR a PPR maji
odliSné profily genové exprese. Yipad® porovnani profit genové exprese
v zavislosti na procentuélnim poklesuc¢poblasti v periferni krvi 0. a 8. dne bylo

identifikovano 113 rozdikhexprimovanych gen
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Obr. 10. Supervised clustering analysis. Rozdilné profilpa@es exprese 113 gén
mezi pacienty svice nez 95 % poklesem lymfoblgsd prednisonove ipdfazi
(Zlutd) a pacienty s menSim poklesem (modra). Pokinmistatistické analyzy
<0,00000000001; logFC <-2 nebo > 2.

Na zaklad statistické analyzy byla dale zgaa exprese dvou variant splicingovych

gemi PBX1 (pre-B-cell leukemia homebox 1) mezi PPR &RRgacienty. Jedna se

0 expresi exonu 7-17 u prednosilon sensitivnichgpac
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Obr. 12. Supervised clustering analysis. Rozdilné profiynwmed exprese 62 gén
v lymfoblastech 0. den mezi pacienty vitro rezistentnimi (Zlut4) a senzitivnimi

(modra) na prednisolon. Podminky statistické anat2,001; logFC <-2 nebo > 2.
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Obr. 13. Supervised clustering analysis. Rozdilné profilyw@e exprese 92 gén
v lymfoblastech 0. den mezi pacienty vitro rezistentnimi (Zluta) a senzitivnimi

(modra) na dexamethason. Podminky statistické apal@,001; logFC <-2 nebo >2.
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Obr. 14. Supervised clustering analysis. Rozdilné profiynw@e® exprese 27 gén

v lymfoblastech 0. den mezi pacienty vitro rezistentnimi (Zluta) a senzitivnimi
(modra) na prednisolon/dexamethason. Podminkyss8ti analyzy <0,0001; logFC
<-2 nebo > 2.
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6. Diskuze

Ponmer absorbanci A260/A280 u vyizolované RNA byla ngghiu vzorkw. 20 a to
1,57. Nejvyssi posr byl pak u vzorki. 17 a to 2,23. U vySSiho péna absorbanci,
nez je hodnota 2 mohlo dojitéeem provedeni experimentu k Zi¢ni RNA
proteiny. Vysledna koncentrace RNA by seilanpohybovat v rozmezi 200 —
1000 ng/ul. Koncentraceétsiny vzorki byla nizSi nez 200 ng/pl. Koncentrace
ziskané celkové RNA byly dosté&tes pro microarray analyzy.

Vysledné RIN hodnoty kontroly kvality RNA byly u @8h vzork dostaténe
vysoké. U intaktni total RNA#evazuje 28S rRNA v poénu k 18S rRNA piblizné
2:1. Snizeni tohoto pafru swd¢i o degradaci. U vzotk z experimentu nebyla
prokazana vyssi mira degradace, vSechny vzorkypmyity v nasledné microarray

analyze.

Senzitivita a rezistence nadorovych BkinPALL u détskych pacient je rozdilna.
Uginky Iéciv zavisi narack farmakokinetickych a farmakogenetickych faktdkteré
uréuji vysledny terapeuticky efekt.dhnost ovliviiuje i fada biologickych viastnosti
organisnii. Ve skupir déti s ALL je stale asi 10 % paciéntkteri neodpovidaji na
inicidlni terapii. Cilem satasnych studii je podavat paci&mt (¢innou terapii za
minimalnich nezadoucickinka agresivni cytotoxické tby.

Specificka rezistence na terapii glukokortikoidyize byt zgisobena snizenou
permeabilitou bugtné membrany, abnormalnim glukokortikoidnim recegrior
ktery ma snizenou kapacitu vazat glukokortikoidyK|G snizenym vyskytem
glukokortikoidnich receptdr(GR) v cytoplazm, mutaci ve vazebnych oblastech pro
GR-GK komplex.

Podle profih genové exprese z DNA microarray analyzy lze prachk odpo¥d
détskych pacient s ALL na I&bu glukokortikoidy. Geny, u kterych jsou stanoveny
znané rozdily v expresi mezi chemosenzitivnimi a chermistentnimi pacienty,
mohou byt vyuZzity v rutinni diagnostice kéeni cilerjSi terapie. Jejich identifikace
muze byt dale provasha kEznymi molekulars biologickymi metodami, jako
nagiklad PCR.

V analyze byly identifikovany tizné splicingové varianty genu PBX1. Exprese

kratké varianty tohoto genu byla nalezena u patiemzistentnich na terapii
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prednisolonem. Gen PBX1 kdduje jaderny proteirtfipatio homeoboxové rodiny
PBX. Nachazi se na 1¢g23.3. Je &wmii festavby chromozoint(1;19)(q23,p13),
kde je spolén¢ s PBX1 zahrnut i gen E2A.

Vysoka variabilita odpoxdi ALL na glukokortikoidy ve studii ukazala, Zecha
prednisonem nebo dexamethasonem bharayt stanovena na zakkagrediktivnich
markedi. Byla zjiS€na i potencialni l&ba, ve které dochazi ke kombinaci
prednisolonu s velmi nizkou davkou dexamethasoes, Zesiluje antileukemicky

acinek. Avsak tato potencialnidbéa vyzaduje dalSi klinické studie.
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7. Zavér
V teoretické ¢asti byla vypracovana literarni reSerSe zabyvagiei sodasnou
problematikou akutni lymfoblastické leukemie a edat metody profilovani genové
exprese. Dale byly ukazany moznosti vyuziti techitdNA microarray ve stanoveni
prognézy a léby ALL.
V experimentalnicasti byla provedena izolace RNA z kostriierd a také byla
stanovena kvalita total RNA.
Profily genové exprese byly stanoveny dstych pacienit s ALL. Koncentrace
i kvalita izolované RNA byly dostateé. Ve studii byl identifikovanizné varianty
genu PBX1, jehoz exprese se liSila ve skupinach  PBR.
Profilovani genové exprese byélm pomoci stanovit markery, které by ¢ily

cilergjSi terapii s mensimi vedlejSiméiaky.
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9. Seznam pouzitych zkratek
A absent

A260 absorbancerp260 nm

A280 absorbancerp280 nm

ABL1 Abelson murine leukemia viral oncogene homdlogene

AGCC Affymetrix GeneChip Command Console

AHNAK desmoyokin

ALL akutni lymfoblasticka leukemie

ANOVA Analysis of variance

APE1 Apurinic/apyrimidinic endonuclease

ARMC2 armadillo repeat containing 2

ATRX alpha thalassemia/mental retardation syndriitieked

B-ALL  akutni lymfoblasticka leukémie B bagnérady

BAX BCL-2-associated X gene

BCR B-burg¢ny receptor

BCR/ABL breakpoint cluster region/ c-abl oncogenerdceptor tyrosine kinase
(Abelson murine leukemia)

BTG1 B-burécna translokace genu 1

CD cluster of differentiation

CDF cystom chip definitiv files

CDKN2A cyklin-dependentni kinazovy inhibitor 2A

cDNA komplementarni deoxyribonukleova kyselina

CNN-LOH copy number neutral los sof heterozygosity

CNS centralni nervova soustava

CNV copy number variations

CRLF2  cytokine receptor-like factor 2

CRNA komplementarni ribonukleova kyselina

CTCF CCCTC-binding factor

Cy3 barvivo odvozené od cyaninu (dye cyanine 3)
Cy5 barvivo odvozené od cyaninu (dye cyanine 5)

dATP deoxyadenintrifosfat

dCTP deoxycytosintrifosfat
DEPC derthypyrocarbonate
dGTP deoxyguanintrifosfat
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DHFR
DMSO
DNA
dNTP
DSC3
dTTP
dUTP
EDTA
EGIL
EML1
EZH2
FAB
FC
FOXO3
GEO

dihydrofolat reduktasa

dimethyl sulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

deoxyribonukleotid trifosfat

desmocollin 3

deoxythymintrifosfat

deoxyuridin trifosfat

kyselina ethylendiamintetraoctova

European Group for Immunological Classificatiof Leukemia
Echinoderm microtubule-associated protein-like
Enhancer of zeste homolog 2
French-American-British

fold change

forkhead box O3

Gene Expression Omnibus

glukokortikoidy

Gene Ontology

glukokortikoidnich receptor

Human Immunodeficiency Virus

homeoboxoveé geny skupiny A

Human T-lymphotropic virus 1

Ikaros family zinc finger 1 gene

interleukin 8

in vitro transkripce

Janus kinase

logaritmus

lost of heterogenity

marginally present

myeloid cell leukemia 1 gene

Gene Expression Microarray Database Society
Minimum Information About a Microarray Expement
mikroribonukleova kyselina

linearni leukemicky gen

faktor regul&ni glykolyzy MondoA
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MM mismatch
MRNA mediatorova ribonukleova kyselina

NCBI National Center for Biotechnology Information
nt nukleotidy

NUP214 Nucleoporin 214 kDa

P present

PAX5 paired box 5

PBX1 Pre-B-cell leukemia transcription factor 1
PCA analyza hlavnich komponent

PCR polymerazoviéettzcova reakce (polymerase chain reaction)
PDLIM1 PDZ and LIM domain 1

PGR prednisone good response

PM perfekt match

PPR poor prednisone response

PRPF18 pre-mRNA processing factor 18 homolog
PTPRD  protein tyrosin fosfataza, receptor typu D

g dlouhé raménko chromozomu

gPCR kvantitativni polymerazova reakce

REV3L reversionless 3-like gene

RFC4 replication factor C subunit 4 gene

RIN RNA integrity number
RNA ribonukleova kyselina
RPL ribosomal protein L

rRNA ribozomalni RNA

RT-PCR polymerazovietzcova reakce zaloZena na reverzni transkripci

SESN1 sestrin 1 gen

SMARCB1SWI/SNF-related matrix-associated actineteent regulator
chromatin subfamily B member 1 gene

SNP single nucleotide polymorphism

STAT signal transducer and activator of transaoipti

t translokace

T-ALL akutni lymfoblasticka leukémie T baénérady

TMSB10 thymosin beta-10 gene

TOPBP1 topoisomerase 2-binding protein 1 gene
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TSG
TSLPR
uUDG
USA
UVv-VIS
WHO

tumor supresorovy gen

thymic stromal lymphopoietin receptor
uracil DNA glykosylasa

United States of Americe
Ultraviolet—visible

Word Health Organization
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