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1. Uvod

Diplomovou praci navazuji na svou piedeSlou bakalafskou praci, vénovanou
taktéZ onemocnénim jicnu, V niz jsem se zabyval prevdzné metodami izolace RNA a
jejich optimalizaci. Tim bylo dosazeno velice stabilniho zakladu pro dalsi pokracovani
profilovani exprese miRNA u pacientii s onemocnénim jicnu, nebot kvalitné
vyizolovana RNA v dostatecném mnozstvi je zakladni surovinou pro profilovani

exprese kuptikladu pomoci platformy Affymetrix.

Nadory jicnu patii diky svému dlouhému bezptiznakovému obdobi mezi
onemocnéni s Velice pozdni diagnostikou a tudiz i Spatnou prognoézou. V soucasné dobé
je onemocnéni klasifikovano na zékladé histologického vySetieni, které miize byt velice
subjektivni. Metoda miRNA microarray spole¢nosti Affymetrix nam dava do rukou
silny nastroj, kterym dokazeme klasifikovat stddia onemocnéni na zaklad¢ rozdilné
exprese jednotlivych miRNA a zptfesnit tak dosud pouzivanou terapii, nebo usit
pacientlim novou terapii ,,na miru®. Tyto miRNA fidi az 60% vsech buné¢nych procest
a hraji také vyznamnou roli pfi regulaci naddorového riistu. Studie ubirajici se stejnym
smérem, vznikaji jiz fadu let, ale jejich slabost tkvi v nizkém poctu pacientt. Proto je
nezbytny dal$i vyzkum v této oblasti, ktery by potvrdil jiz dosazené vysledky, ale také

nakonec zachranil stovky lidskych zivotu.



Cile prace

Provést reserSi na dané téma, zorientovat se v problematice profilovani exprese
miRNA u pacientil s onemocnénim jicnu, ziskat teoretické a praktické znalosti
technologie miRNA microarrays, naucit se pracovat s patficnymi databazemi a
softwarem.

Stanovit profily miRNA exprese u pacientll s onemocnénim jicnu.

Provést validaci identifikovanych miRNA s prognostickym potencidlem.



3. Teoreticka cast

3.1 Uloha miRNA v regulaci bunéénych pochodi

MiRNA jsou kratké iseky RNA o cca 24 nukleobazich, jejichz funkce spociva
v regulaci genové exprese vysoce specifickou vazbou na cilovou mRNA. Pouze u
nckterych byla prokazana jejich funkce, ale odhaduje se, ze reguluji az 60% vSech
lidskych gent® * Mnohé miRNA hraji vyznamnou roli také v regulaci nadorového
bujeni a to jako onkogeny nebo tumor supresory a mohou byt vyuzity v Klasifikaci
nadoru® *. MiRNA se vyskytuji dobfe zachovalé v Sirokém spektru vzorkti (sérum,
plasma, mo¢, formalinem fixovana tkan-FFPE) a jsou detekovatelné s daleko vétsi
pfesnosti nezli proteiny®. Jejich sekvence se mohou li§it pouze v jednom jediném
nukleotidu a i tato drobnd zména zpisobuje naprosto odlisnou funkci obou miRNA®,
Pomoci technologie microarrays jsme schopni velice pfesné mapovat jejich deregulaci.
Hladiny miRNA mohou byt v nddorové tkani bud’ zvysené (up-regulace) nebo snizené
(down-regulace) oproti zdravé tkani, a pravé z téchto hodnot a porovnanim se zdravou

tkani jsme schopni klasifikovat stddium onemocnéni®.

Tab. 1 Vybrané miRNA a jejich regulace ve vztahu
k onemocnéni (prevzato dle Slaby et al, 2015°).

Dg. MikroRNA Regulace | Korelace Tkan Literatura
miR-103 T Guo etal.[19]
miR-21 TCEC Hiyoshi et al. [21]
miR-21 T, CC Mori et al. [23]
miR-129 T Ogawa et al. [20]
miR-205 T, CC Matsushima et al. [17]
miR-10a, miR-22, miR-100,
miR-148b, miR-223, miR-133a, S Zhang et al. [38]
miR-127-3p
miR-21 T iy Akagi et al. [27]
miR-31 TS Zhang et al. [61]
— miR»'MS ESCC vs. T Akagi et al. [27]
miR-21 NSE P Komatsu et al. [39]
miR-92a T, CC Chen et al. [57]
miR-21 S Kurashige et al. [58]
miR-142-3p T Lin et al. [25]
miR-223 T, CC Kurashige et al. [40]
miR-107 Ll Guo et al. [19]
miR-10a T CC Matsushima et al. [17]
miR-145, miR-133a, miR-133b L T, CC Kano et al. [54]
miR-375 P Komatsu et al. [39]
miR-29¢ CC Ding et al. [53]
miR-375 L Kong et al. [55]
miR-196a EACvs.NSE [T, CC Luthra et al. [60]
polycistron miR-106b-25 EAC vs. BE F Kan et Meltzer [16]
miR-196a it L Maru etal. [31]
s < = 2
2:2:?;4‘“]:7;_;?;"”?-145 zES'EEAC Ve T Wijnhoven et al. [18]
miR-215, miR-560,
miR-615-3p, miR-192, Eﬁg :: gSE T Fassan et al. [33]
EAC miR-326, miR-147 B
miR-143, 145, 215 EAC vs. BE iLif Wijnhoven et al. [18]
miR-203, 205 NSE vs. BE T Wijnhoven et al. [18]
miR-141, miR-200c . BEvs GEBE|1.cc | smithetal. (s6]
rodina miR-200 HGDvs.BE | T,CC Smith et al. [56]
09, mIR-205, let.7e, EACVSNOE: | Fassan et al. [33]
g EAC vs. BE

BE — Barrettlv jicen, CC — bunééna kultura, DE — duodenalni epitel, EAC — ezofagealni adenokarcinom,
GE - zaludec¢ni epitel, HG - high grade dysplazie (intraepitelialni neoplazie), miR — mikroRNA,
NSE — normalni dlazdicobunéény epitel, P — krevni plazma, S — krevni sérum, T — tkan



Mnohé miRNA jsou zndmy jako onkogeny hrajici hlavni roli v Sirokém spektru
nadorovych onemocnéni a také u karcinomu jicnu napt. miR-21, miR-25, miR-1964a,
miR-181, jejichz hladiny maji vzestupnou tendenci. Na druhé strané stoji tumor
supresorové MIRNA jako miR-203, miR-205, miR-23b, miR-27b, miR-210, jejichz
hladiny se pfi onemocnéni snizuji. Prave tyto a nékolik dalSich miRNA, jsou vhodnymi

biomarkery pro detekci progrese adenokarcinomu jicnu®’.

Normalni
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Obrazek 1 Zapojeni vybranych miRNA do vyvoje onemocnéni od Barrettova jicnu (BE)
k adenokarcinomu (EAC). Modre jsou zvyraznéné miRNA se zvySenou expresi, bile se
snizenou expresi (upraveno dle Kovarikova et al, 201 4.

3.2 Karcinomy jicnu

Onemocnéni postihujicich jicen je celd fada. Od vrozenych rustovych vad, ptes
zanétlivé, mechanické ¢i chemické poSkozeni az po nadory. Nejbéznéj$imi typy nadort
jicnu jsou dlazdicobunéény karcinom (70%) a adenokarcinom (30%)°. Zatimco vznik
dlazdicobunécného karcinomu (ESCC) je spojen pievazné s koufenim a alkoholismem,
vnik adenokarcinomu jicnu (EAC) je zpiusoben ptfevazné gastroezofagalnim reflexem
(GERD), pfi némz je sliznice v blizkosti dolniho jicnového svérace neustale

naleptavéna refluxujicimi Zaludenimi §tavami® *°. U epitelu vystaveného chronickému
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pasobeni zaludecnich §tav dojde k metaplazii v odolnéjsi cylindricky epitel, tim vznika
Barrettv jicen (BE), ktery dale prograduje v low-grade dysplazii a high-grade

dysplasii® **. Maligni transformaci metaplastického epitelu vznika EAC.

Nicméné rozdé€leni jednotlivych vyvojovych stadii miize byt zna¢né subjektivni
a mize se mezi histology vyrazn& ligit'?. Proto jsou vyvijeny snahy o vytvofeni
nezavislych objektivnich markert, které by doplnovaly a zpiesnovaly histologické
vySetieni a vylepSovaly stratifikaci rizika mezi pacienty s BE, a tim umoznily

ekonomicky vyhodny screening a 16¢bu pacientii s BE®,

U Barrettova jicnu bylo pozorovano zvyseni exprese miR-196a a jeji pozitivni
korelace s progresi onemocnéni®. Déle byly prokazany zvysené hladiny miR-21, miR-
25, miR-192, miR-194" 14, Naopak ke snizeni exprese pii onemocnéni dochézi u miR-

203, miR-205, let-7¢c, miR-23a*.
3.2.1 Epidemiologie a etiologie

Podle databaze Globocan patii karcinomim jicnu desata pricka v celosvétove

incidenci nadorovych onemocnéni. N&které zdroje uvadgji osmou pricku™ 18 coz mize
byt zplsobeno rozdily ve sbéru dat, nebo pomalejsim tempem rustu miry incidence
oproti jinym typum nadort. V nékterych zemich dochazi v poslednich letech dokonce
ke sniZeni incidence a také mortalityl5, pravdépodobné v disledku technologického

pokroku v 1é¢bé a diagnostice onemocnéni.

Karcinomy jicnu postihuji pfevazné muZze s medidnem 65let. Velice ojedinéle se
vyskytuji u osob mladsich 30 let'’. Mortalita dosahuje az 90%", i po terapii se pétileta

mira preziti pohybuje pod 30%,

Mezi rizikové faktory patii jako u vétSiny nadorovych onemocnéni Spatna
Zivotosprava. Nejrizikové&jsi jsou koufeni a alkoholismus'’, u adenokarcinomu je to
GERD a obezita. Dale jsou to: nedostatek vitamind a stopovych prvka, nedostatek
vlakniny a konzumace horkych nebo kofenénych pokrmi, které mohou podrazdit nebo
poskodit sliznici jicnu®’. Protektivné piisobi dostateény piisun ovoce, zeleniny a masa

ve strave, dostatek vitamint (predevsim C, E), karotenoidi, vldkniny a omezeni dalSich

negativnich dietnich vlivii’.
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3.2.2 Klinicky obraz

Hlavnim a takika jedinym piiznakem Barrettova jicnu je pyroza, lidové paleni
zéhy. To je vSak spojeno spise s GERD nezli s BE® Y. Pacienti tomuto piriznaku
neptikladaji takika Zzadnou vahu a na vysetfeni se jich dostavi pouze minimum®. To
umozni nerusenou progresi BE az v karcinom. Dale to mohou byt nevolnost, zvracent,

bolesti v hrudni oblasti, chronicky kasel a zdnéty hltanu®.

Karinomy jicnu se vyznacuji dlouhym bezptiznakovym obdobim. V pozd¢jsich
fazich se objevuji problémy s polykanim (dysfagie) az neschopnost polknout tuhou
stravu'’. Pacient ubira na vaze, a pokud karcinom proroste do cév, miZe se objevit

Chedt ; 17
vykaslavani ¢i zvraceni krve™'.

3.2.3 Diagnoza

Prvni volbou byva endoskopické vySetteni a biopsie, pfi které se odebere ¢ast tkdné pro
histologické vySetfeni, poptipadé pro vyzkumné metody jako je napiiklad FISH, IHC,
PCR nebo microarrays. Pro posouzeni ristu karcinomu do stény jicnu a tvorby metastaz
se vyuziva vysetieni pomoci RTG a CT. Tak je mozno odhalit i vzdalené metastazy a

napadeni dalSich organii. Dal$i metodou vizualizace stény jicnu je endosonografie®’.

Pacientovi jsou z krve stanoveny nadorové markery SCC, CEA a CA 72-4,
jejichz hladiny mohou byt zvySené nad referencni mez a jsou specifické pravé pro

karcinomy jicnu, vySetii se krevni obraz, funkce jater a ledvin.

3.24 Lécba

Na zaklad¢ pfedchozich vySetieni se posoudi operabilita nddoru a pokud je to
mozné provede se resekce. Jako ndhrada odebrané Casti se pouzije Cast stfeva nebo
zaludku. To je mozné pouze v pocatecnich stadiich nadoru®®. Dulezité je podotknout, ze
diky dlouhému bezpiiznakovému obdobi neni okamZzity chirurgicky zékrok u vice nez
50% pacienti moinyzo. Pokud je nador neoperovatelny, pfistupuje se k neoadjuvantni
konkomitantni chemoradioterapii s cilem redukce néadorové masy vedouci
k eventualnimu chirurgickému zakroku. Nejcastéji pouzivanymi chemoterapeutiky jsou
derivaty cis-platiny a 5-floruracilu. Takto vedena terapie zvySuje pocet pacient s dobou

preziti nad 5 let az o 25%%,

12



Odpovéd na 1écbu se u pacientd velice rizni, tak jako nezadouci ucinky terapie.
Jak radioterapie, tak chemoterapie neplisobi pouze na nadorové bunky, ale ovliviiuji
také tkan ve svém okoli. Po radioterapii se mize objevovat zarudnuti kiize v misté
ozafeni nebo drobné puchyiky, otoky sliznic mohou doc¢asné zhorsit polykani a pacient
muze byt nachylny k nejriznéj$im infekcim. Chemoterapie Casto plsobi na cely
organismus, miize se objevovat Unava, nevolnosti, vypadavani vlasi a zvySena
nachylnost k infekcim v dasledku oslabeného imunitniho systému. Pacient je dale

sledovén i po ukondent terapie?™ %,

3.3 Soucasny stav problematiky

Veskery vyzkum kolem RNA zac¢ina rokem 1993, kdy byly poprvé objeveny a
v té dob& se zarovei objevuje prvni teorie o jejich uloze v bun&éné regulaci®. Od té
doby se stale vice védeckych tymu zabyva jejich hledanim, popisem a specifikaci jejich
funkce. K 25. 3. 2015 je znamo 2588 lidskych miRNA a 1881 jejich prekurzori, coz je
nariist zhruba o deset miRNA oproti roku 2014%*. Velké mnozstvi praci zamé&fenych na
profilovani exprese miRNA u karcinomt jicnu vznikd od roku 2009 az do soucasnosti.
Bylo identifikovdno pomérmné velké mnozstvi miRNA jejichz hladiny vyrazné
diferencuji v prib&hu onemocnéni. Sou€asny vyzkum jiZ tedy neni zaméfen pouze na
objevovani a identifikaci novych miRNA, ale také na jejich validaci. Mnohé z téchto
miRNA se jiz nyni jevi jako velice slibni kandidati na pozici specifickych biomarkert z
nichZ nékteré byly zminény v kapitole 3.1 Uloha miRNA v regulaci bun&&nych pochodit

a 3.2 Karcinomy jicnu.

Technologie pouzita v této praci jiz nabizi novy typ ¢ipu, ktery pokryva daleko
vetsi Skalu miRNA, také databdze miRBase je neustidle obohacovana o nové miRNA.
Velice rychlym tempem jsou rozvijeny statistické programy pro analyzu dat ziskanych
Z microarrayi tak, aby byla vysledna data co nejrelevantngj$i. Dalsi rychle se rozvijejici
metodou je RNA-seq umoziujici velice piesné stanoveni sekvence miRNA a vSech
jejich isoforem a zaroven jeji kvantifikaci. Tato technologie neni limitovana potiebou
znat pfesny transkript a jeji horni detek¢ni limit z&visi pouze na poctu transkripti
ziskanych sekvenovanim. Zaroveil neni ruSena takika Zadnymi signély pozadi jak je

tomu u microarrayi.
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3.4 Technologie DNA ¢ipta

Trendem soucasné mediciny a vyzkumu je mapovani molekuldrné genetickych
mechanizmii uvnitt bun€k, které jsou zapojeny do patologickych procesi. BioCipové
technologie se vsoucasnosti pouzivaji k identifikaci molekularnich podstaty
onemocnéni, hledani a identifikaci novych biomarkerti, zptesnéni klasifikace daného
onemocnéni, predikci odpovédi pacienta na léCbu a jeji zefektivnéni naptiklad
zavedenim cilené lééby25. Oproti mRNA postradaji miRNA bézné sekvence jako
napiiklad Poly-A konec a diky své délce pfiblizn€ 22 nukleotidi jsou nevhodné pro
pouziti tradi¢nich RT-PCR. Tyto vlastnosti jsou dilezité pro jejich odliSeni od celkové
RNA, protoze tvoii jen velice malou jeji ¢asts. Vedle gRT-PCR, ¢i RNA-seq je
technologie microarrays relativné levnym ndstrojem umoziujicim velké mnoZstvi
paralelnich méteni. Jejich nevyhoda tkvi v nizké specifit¢ k miRNA podobnych
sekvenci a v nemoznosti jejich absolutni kvantifikace5. Pouziti genovych cipt
umoziuje sledovat v jednom experimentu tisice genii. V kratkém cCase je tak mozZné

M o r r w r 25
odhalit riizné genové mutace, polymorfizmy ¢i chromozomové aberace™.

Technologie microarrays je odvozena od metody Southern blotting, ktera
umoznuje identifikace genového cile pomoci gelové elektroforézy DNA a nésledného
znaGeni pomoci hybridizovanych prob?®. DNA &ipy jsou zalozeny na interakci mezi
DNA sondami imobilizovanymi na pevném nosi¢i a zkoumanymi znafenymi
molekulami®. Kazdy ¢ip® obsahuje nékolik mist se stejnou sekvenci tzv. spoty, jejichz
porovnanim je mozné eliminovat chybu vzniklou nespravnou hybridizaci. Jednotlivé
spoty obsahuji cast sekvence hledané¢ho genu tzv. sondy, kterych je pro kazdy gen
jedenact. Ke kazdé jednotlivé sondé¢ (PM) je pfifazena jesté jedna mismatch (MM)
sonda doplnéna a chybn& se parujici bazi, kterou je ovéfena specifita hybridizace® a
funguje tak jako jakasi kalibrace pro hodnotu udanou PM sondou. Po aplikaci vzorku na ¢ip
znaCena miRNA kvantitativné hybridizuje s komplementarni probou. Nameétfend
intenzita signalu znacené miRNA potom odrazi pocet jejich sekvenci, z nichz lze také

o o, 2 27
posoudit miru ovlivnéni cilovych gent”’.

Zéakladem kazdého Cipu riznych spolecnosti je pevny nosi¢. Nejcastéji se jedna
0 sklo, nylonové¢ a plastové materidly, jejichZz povrch je upraven pomoci hydrofobnich

polymera (poly-L-lysin, modifikovany silan- aminosilan, epoxysilan atd.), které

# Jedna se o chip spole¢nosti Affymetrix, Santa Clara, CA, USA pouzity v experimentu.
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poskytuji reakéni skupiny (-NH,, -OH, =0) pro navazani oligonukleotidi25. Existuje
nékolik typt arrayi podle zplisobu vyroby a typu pouzitych préb. Oligonukleotidové
préby jsou krat$i, maji uniformni délku a jejich vyhodou je moznost automatizace a
kontrola kvality béhem jejich vyroby. Kratsi délka prob zvysuje specifitu, a zaroven
snizuje moznost chyb pfi syntéze, zatimco delSi jsou nachylnéjsi k chybnému
parovani® %. Dalsim typem prob jsou cDNA nebo jiné PCR produkty ziskané z DNA
knihoven. Jedna se o mnohem delsi vldkna, nez je tomu u oligonukleotidl, u kterych
neni nutné znat jejich presnou sekvenci. Zaroven je jejich ptiprava mnohem jednodusi a
je mozné je pripravit pfimo v laboratofi. Cenové je jednd o vyhodnéjsi produkt, nezli
jsou oligonukleotidové Cipy. Délka sondy zvySuje intenzitu signalu, hybridni molekula
je stabilngjsi a umoziuje nastavit takové podminky, aby se snizil signal pozadi. Tento
typ prob trpi nizsi specifitou, moznosti kontaminace cDNA/PCR produktii a moznosti

cross-hybridizace® %,

Jednou z metod nanaseni prob na pevny podklad je mechanické spotovani, kdy
jsou jednotlivé sondy nanasSeny tenkymi jehlami pfimo na urCené misto na ¢ipu,
popiipadé se pouZiva stejnd technologie jako u dnesnich ,inkjet“ tiskaren”®. Dalsim
zpusobem je syntéza in situ. Nejznamé&jSim zastupcem této technologie je firma
Affymetrix, Santa Clara, CA%. Tyto Gipy maji nejvyssi hustotu prob. Syntézu Fidi
fotolitografickd maska, kterou si lze predstavit jako desku s otvory na urcitych mistech,
kterymi prochazi svételny paprsek. Timto paprskem UV svétla jsou uvolnény fotolabilni
protektivni skupiny, a mliZze probéhnout syntéza baze na specifickém misté, zatimco
ostatni skupiny zistdvaji chranény. Poté prob&hne vyména masky s otvory na jinych
mistech a probéhne dalsi syntéza. Opakovanim téchto kroki je nasyntetizovan cely ¢ip
do délky 25 nukleotidii na pr()bu25’ 28, Spolecnost Roche pouziva pro syntézu obdobnou
metodu, misto fotolitografické masky vSak pouziva tzv. digital micromirror device®.
Alternativni metodu k technologii ¢ipti nabizi spole¢nost Illumina, San Diego, CA,
USA. Technologie Beadarrays je zaloZzena na 3um silikovych kulickach nahodné
usazenych v substratu. Cip poté prochazi tzv. decoding procesem ve kterém se uréi
poloha jednotlivych sekvenci na &ipu®®. Piedpoklada se, ze 25 nukleotidové proby

nahradi ostatni typy, jelikoZ jsou pro analyzu nejvyhodn&jsi®®.

Dale se mohou C¢ipy liSit podle mnozstvi pouzitych barev pro znaceni.
Jednokanalovy pfistup vyuziva pro znaceni pouze jednu fluorescen¢ni znacku. Cipy

firmy Affymetrix vyuzivaji znafeni zkoumané RNA biotin-streptavidin komplexem.
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Kazdy vzorek je hybridizovan na ¢ip sam. Ziskanou absolutni intenzitu signali
jednotlivych prob je tak nutné porovnat s dal$imi Cipy, cemuz piedchazi normalizace
dat ziskanych z celého experimentu3o. Dvoukanalovy pfistup vyuziva porovnani
zkoumaného vzorku s vzorkem referenénim znaenym odlisnym floroforem. Obvykle
pouzivanymi barvivy jsou Cy3 a Cy5. Oba vzorky jsou naznaceny pfislusnou barvou a
naneseny na Cip. Barva je excitovdna laserem i pfislusné vlnové délce odpovidajici
oranzové a ¢ervené oblasti svételného spektra a je pofizen sken Cipu. Relativni intenzity
jednotlivych floroforti jsou pouzity pro analyzu a identifikaci deregulovanych genﬁ31’32.
Oba dva tyto pfistupy vykazuji shodnou reprodukovatelnost, specifitu, sensitivitu a
poskytuji podobné kvalitni data. AvSak i piesto je pii vybéru vhodného typu Cipu nutné

brat v potaz drobné rozdily v poskytovanych datech™®.
3.5 Cip pouzity v experimentu

V experimentu byl pouzit miRNA 3.0 array chip spole¢nosti Affymetrix. Tento ¢ip
je navrzen pro analyzu az 19 913 zralych miRNA pokrytych v 179 217 probach.
Veskeré miRNA jsou obsaZeny jiz v databazi miRBase Vv.17. Cip dale obsahuje 3 076
prob pro pro detekci lidskych, mysich a krysich pre-miRNA a 1 826 prob pro detekci
lidskych snoRNA a scaRNA. Veskeré proby jsou 25-merni. Cip dale obsahuje sady
hybridiza¢nich, housekeeping a spike-in labeling kontrol slouzicich pro kontrolu kvality
a normalizaci dat a dale sadu background préob pro korekci chybného parovani a Sumu

pozadi.
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4. Prakticka cast

V ramci praktické Casti byla provedena retrospektivni studie hodnotici expresi
miRNA u pacienti s onemocnénim jicnu. Ta zahrnovala celkem 119 pacientskych
vzorkd formalinem fixované tkan¢ v riznych stadiich onemocnéni véetn¢ 24 zdravych
kontrol. Po deparafinizaci z nich byla sérii nékolika krokid izolovana a procisténa
celkovd RNA, u které¢ byla proméfena kvalita a kvantita. RNA byla nasledn¢ aplikovana
a hybridizovana na Cipy. Ziskana surova data byla statisticky zpracovana a poskytla data
pro vytvoteni profilu exprese miRNA pro jednotliva stddia onemocnéni. Nasledné byly
nejslibnéjsi miRNA s prognostickym a diagnostickym potencidlem validovany pomoci
PCR.

4.1 Material a metody

Pro izolace RNA bylo pouzito komercnich kitd: miRNeasy mini kit (Quiagen) pro

izolaci z plazmy a FFPE.

Kontrola kvality a kvantifikace byla provedena pomoci RNA 6000 Nano Kit
(Agilent).

Microarray analyza byla provedena pomoci FlashTag Biotin HSR Labeling Kitu
(Affymetrix).

Validace byly provedeny pomoci TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kitu

metodou real-time PCR.

Chemikalie: TRI reagent (Molecular Research Center), chloroform (Serva), ethanol
(Serva), DEPC (diethylpyrocarbonate) Treated Water (Ambion), RNAsin ribonuclease
inhibitor (Promega), RNaseZAP

Piistrojové a dalsi vybaveni: zkumavky 1,5 ml, 2 ml (Eppendorf), 5 ml, 1 mi,
200 pl, 10 pl automatické pipety (Eppendorf), epDualfilter T. I. P. S. (Eppendorf),0,2
ml Thermo-tube (ABgene), stojanek na zkumavky, chlazeny stojanek na zkumavky,
laminarni box (BioAir), kombinovana chladnicka (Gorenje), vortex (Scientific
Industries, Genie), minicentrifuga (Eppendorf), chlazena centrifuga (Hermle),

termocykler TProfessional Basic (Biometra), termoblok (Major Science), vakuovy
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koncentrator SpeedVac Eppendorf 5031 (Eppendorf), NanoDrop ND-1000 (Thermo
Fisher Scientific), RNA 6000 Nano Chip (Agilent), Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent
Technologies, Inc.), vortex (Scientific Industries, Genie), piipravna stanice (Agilent
Technologies, Inc.), GeneChip miRNA 3,0 array (Affymetrix), Hybridization Oven 645
(Affymetrix), Fluidic Station 450 (Affymetrix), GeneChip Scanner 3000 7G
(Affymetrix), PC s pristupem k internetu, TagMan® MicroRNA Reverse Transcription
Kit (Applied Biosystems), TagMan® 2 X Universal PCR Master Mix, No AmpErase®
(Applied Biosystems), 7500 Real-Time PCR Systém (Applied Biosystems), 96-jamkové
desky a kryci félie, PCR mikrozkumavky, centrifuga s drzdkem na desky,

411 Soubor pacientii

Do studie bylo zahrnuto celkem 119 pacientskych vzorkt (24 zdravych kontrol,
60 s diagnozou Barrettova jicnu a 35 s diagnézou adenokarcinomu), jejichz zpracované
microarraye svou kvalitou vyhovovali dalsi analyze. Veskeré bioptické vzorky pro tuto
retrospektivni studii poskytla Fakultni nemocnice Olomouc. Od vSech pacienti byl
vyzadovan podepsany informovany souhlas tykajici se odbéru bioptického materialu a
pouziti klinickych a demografickych udaji pro védecké ucely. Veskeré udaje byly
shromazd’ovany v anonymizované podobé€. Protokol studie byl schvalen mistni etickou

komisi. Podrobny popis souboru pacienti je shrnuty v tabulce 2.
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Tab. 2 Soubor pacientii retrospektivni studie.

Barrettlv jicen

Adenokarcinom

Pocet pacientu
Medidn véku
Pomér pohlavi
M:Z
Histologicka stadia n (%)
Metaplazie bez dysplazie
Low-graade dysplazie
High-grade dysplazie
Obezita n (%)
Ano
Ne
Neurceno
Koureni n (%)
Ano
Ne
Neurceno
Alkoholismus n
(%)
Ano
Ne
Neurceno
Diferenciace nadoru
Dobrd
Stredni
Mala
Metastaze v lymfatickych uzlinach
Ano
Ne
Vzdalené metastaze
Ano
Ne

60
62 (53-71)

70:30

33 (55%)
21 (35%)
6 (10%)

14 (23%)
42 (70%)
4 (7%)

20 (33%)
36 (60%)
4 (7%)

2 (3%)
52 (90%)
4 (7%)

35
68 (69-76)

85:15

9 (26%)
13 (37%)
13 (37%)

14 (40%)
21 (60%)

6 (17%)
29 (83%)
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4.1.2 1Izolaéni procedura
Izolace RNA z FFPE

Pro izolaci byl pouzit miRNeasy mini kit spolecnosti Qiagen. Pfed samotnou
izolaci bylo vzorky nutné deparafinizovat. Pro tyto Gcely existuje cela fada postupt od
luhovéni vzorkli v horké vodé a v roztocich etanolu se snizujici se koncentraci, ptes
deparafinizaci pomoci xylenu az po pouziti jednoduchého lyza¢niho pufru. Posledni dvé
metody byly porovnany v mé piedchozi bakalatské praci a bylo zjisténo, ze xylen ma
negativni vliv na fragmentaci RNA a z hlediska koncentrace a Cistoty vzorku neni jeho
pouziti vyzadovano. Proto jsme pii izolaci dalSich vzorktl zvazili rizika spojena

S pouzitim xylenu a od jeho pouziti ustoupili.
Deparafinizace vzorku
Pro ptipravu 20 ml lyza¢niho pufru pouzijeme nasledujici reagencie:

Tab. 3 Slozeni lyzacniho pufru.

Slozka Objem (ml)
RNAsin 10 000 U 0,25
EDTAOQ,5 M 0,80
Proteinasa K (10 mg/ml) 1,00
SDS 10 % 2,00
TRIS 1M pH 7,4 2,00
DEPC water 13,95

Cca 8-10 parafinovych fezii umistime do 1,5 ml zkumavky a pfidime 500 pl lyzacniho
pufru.

1. Vzorky zvortexujeme, sto¢ime a nechame inkubovat 12 hodin pfi 60 °C.

2. Nechame vzorky ekvilibrovat pfi pokojové teplot€¢ a pokratujeme podle

izola¢niho protokolu.

Izolace RNA
1. Ke vzorku pfidame 700 pl TRI reagent (mozno pouzit TRIzol-Invitrogen,
Qiazol-Qiagen) a fadné zvortexujeme.
2. Inkubujeme 5 minut pii pokojové teplotg.
3. Ptidame 140 pl chloroformu a fadné vortexujeme alesponi 15 s.

4. Inkubujeme 3 minuty pii pokojové teplote.
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5. Centrifugujeme 15 minut pii 12 000 x g a 4 °C.

6. Preneseme svrchni vodnou fazi do nové 1,5ml zkumavky. Dbame pfitom na to,
abychom nenabrali bily prstenec nebo spodni organickou fazi (rtizova).
Vyhneme se tak kontaminaci vzorku DNA a proteiny.

7. Ke vzorku pifidame 1,5 nasobek jeho objemu absolutniho etanolu a vzorek
promichame. (pokud odebereme 500 ul pfidame 750 pl etanolu)

8. Naneseme maximaln¢ 700 pl vzorku na kolonku a centrifugujeme 30 s pii
>8000 x g. Filtrat odstranime.

9. Opakujeme krok 8., dokud nenaneseme na kolonku cely vzorek.

10. Naneseme na kolonku 700 pul RWT pufru a centrifugujeme 30 s pti >8000 x g.
Filtrat odstranime.

11. Naneseme na kolonku 500 pl RPE pufru a centrifugujeme 30 s pii >8000 x g.
Filtrat odstranime.

12. Opét naneseme na kolonku 500 ul RPE pufru a centrifugujeme 30 s pii >8000 x
g. Filtrat odstranime.

13. Pieneseme kolonku do cisté Collection Tube a centrifugujeme 2 min pii
maximalni rychlosti, aby se kolonka vysusila.

14. Napipetujeme na kolonku (pfimo na stied) 100 ul RNase-free nebo DEPC vody
a nechame 1 minutu inkubovat. (Pro zvySeni vytézkl je mozno opakovat kroky
14-15 se menSim mnoZstvim vody, v pifipadé¢ potieby je mozné vzorek
zakoncentrovat)

15. Centrifugujeme 1 min pii >8000 x g a jimame filtrat.

16. Vzorek uchovéavame pii -80 °C.

4.1.3 Kontrola kvality a kvantifikace

Po izolaci RNA je provedena prvni kontrola kvality a kvantifikace vyizolované
RNA. V piipadé, Ze RNA nespliiuje pozadovana kritéria, je nutné opakovat izolacni
proceduru. Po izolaci kazdého vzorku je odebran alikvot 1 az 1,5 ul do 0,2 ml PCR
zkumavky pro spektrofotometrické metfeni na piistroji NanoDrop 1000. Pfistroj je
chopen proméftit nékolik vinovych délek najednou, pro posouzeni kvality a Cistoty RNA
jsou dulezit¢ A230, A260, A280. Samotnd RNA absorbuje pfi 260 nm, zbylé

absorbance patii kontaminantiim, jako jsou proteiny, chemikalie pouzité pii izolaci a
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dal$i nezddouci latky. Software pfiloZzeny k pfistroji uréi poméry A260:A230 a
A260:A230 jejichz hodnota se mize pohybovat v rozmezi 0-2,2. Cistota by se méla
tedy co nejvice blizit hodnoté 2,2. Z praxe ovSem vime, Ze je velice narocné se této
hodnoté piiblizit, a je proto nutné pfistupovat k hodnoceni jednotlivych vzorka
individudlné. Také zalezi na typu vzorku, kupiikladu RNA vyizolovana z FFPE
dosahuje vysokych Cistot oproti RNA vyizolované z plazmy, u které jsou hodnoty
nevalné®. Software také spo¢ita piibliznou koncentraci RNA z hodnoty A260. Pii
méieni se postupuje podle pokynti dodanych spolu s pfistrojem, pficemz jako Blank se

pouzije eluc¢ni ¢inidlo, nejcasteji tedy RNase-free voda nebo jiny eluéni pufr.

Pro microarray analyzu je nutnd RNA o co nejvyssi mozné kvalité a Cistoté.
Dalsim nastrojem prokontrolu kvality a koncentrace je elektroferografické ovéteni na
Agilent 2100 Bioanalyzer. Pfistroj vyuziva kapilarni genovou elektroforézu pro
rozdéleni jednotlivych fragmenti RNA a detekci na zaklad¢é fluorescence barviva
pridaného do gelu. Vystupem je elektroforeogram na kterém jsou patrné piky
jednotlivych fragmentti a dale RIN ¢islo, které udava integritu a kvalitu vyizolované

RNA a jeho maximélni hodnota nabyva ¢isla 10.
Postup pripravy RNA nano/pico labchipu:

Pred pouzitim Agilent 2100 Bioanalyseru je nutné nejprve provést
dekontaminaci elektrod. K tomu jsou pouzity dva Cistici ¢ipy. Prvni je naplnén 350ul
RNaseZAP a vloZzen na minimalné 10 sekund do pfistroje. Poté je vyjmut a nahrazen
druhym c¢ipem naplnénym 350 ul RNase-free vodou, ktery je v pfistroji rovnéz
ponechan minimalné 10 sekund. Pokud pfistroj poskytuje necekany, nebo jinak
zkresleny vystup, jednim z moznych diivodii miZe byt znecisténi elektrod, které nelze
odstranit pouze promytim a elektrody je nutné umistit do ultrazvuku na dostate¢né

dlouhou dobu.

Ptipravi se ladder zahtatim na 70 °C po dobu 2 minut. Zchlazeny ladder se

rozalikvotuje do zkumavek a ihned zamrazi na -80 °C.

550 ul RNA 600 Nano gel matrix se nanese do zkumavky s filtrem (soucast
kitu), ta se nasledn¢ centrifuguje pti 1500 x g po dobu 10 minut. Prefiltrovany gel se

rozalikvotuje po 65ul a uchovava maximalné 4 tydny piti 4 °C.
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Podle ocekavané koncentrace RNA popi. podle koncentrace naméfené

spektrofotometricky se pouzije piislusny ¢ip (Nano/Pico). V ptipadé vysokych

koncentraci RNA nad 500 ng/ul se RNA natedi RNase-free vodou, pro koncentrace

nizsi nez 25ng/ul se pouzije Pico chip.

10.

11.
12.

13.
14.

Ekvilibruyjeme RNA 6000 Nano dye concentrate na laboratorni teplotu a
zvortexujeme.

Do 65 pl gelu nepipetujeme 1 ul RNA 6000 Nano dye concentrate.

Smés zvortexujeme 10 s a centrifugujeme pii 10 minut pii 13 000 X g.
Ptipravime 2 pl alikvoty vzorkti RNA a vlozime je do termobloku na 2 minuty
pii 70 °C.

Sestavime priming station a vlozime do ni ¢ip.

Napipetujeme 9 ul gelu s barvou do jamky oznaéené symbolem G Vv ¢erném poli
Nastavime pist na 1 ml a uzavieme priming station. Pist stla¢ime az pod uchytku
a nechame stlateny po 30 sekund. Gel se roztlaéi do celého ¢ipu. Po 30
sekundach uvolnime tGchytku a nechame pist volné vyjet.

Otevieme priming station a nepipetujeme 9 ul gelu sbarvou do jamek
oznacenych G v bilém poli.

"Napipetujeme 9 ul RNA conditioning solution do jamky oznacen¢ CS.
Napipetujeme 5 pl RNA markeru do kazdé zjamek pro vzorek oznacenych
¢islem a do jamky oznacené symbolem Zebiiku.

“Napipetujeme 1 pl ladderu do jamky oznagené symbolem Zebiiku.
Napipetujeme 1 pl vzorku do jamek oznacenych ¢islem. Do nepouzitych jamek
nepipetujeme 1 pl markeru.

Upevnime ¢ip na vortex a vortexujeme 1 minutu

Analyzu spustime do 5 minut.

4.1.4 Microarray analyza

Nejprve je k RNA ve vzorku dosyntetizovan poly-A konec. RNA je poté

oznacena biotinem a nahybridizovana na ¢ip. Cip je ndsledné promyt a naskenovan.

® Tento krok provedeme pouze p¥i pouziti Pico chipu. Pokud pouZivame Nano chip, krok 9. pieskocime.
¢ Pro Pico chip pouZijeme pfislusny ladder, ktery je odlisny od ladderu pro Nano chip.
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Cip vyzaduje pro analyzu miniméalné 130 ng miRNA. Je proto nutné nejprve

nafedit nebo zkoncentrovat vzorek miRNA tak aby v 8 ul bylo minimalné 130 ng.

L N o g B

10.
11.
12.
13.
14.

K 8 ul RNA pifidame 2 pl Spike Control Oligos. Pracujeme na ledu
Naredime ATP mix 1:500 ImM Tris
Piipravime poly-A tailing Master Mix s 10% nadbytkem podle nasledujici

tabulky.
Tab. 4 Slozeni poly-A Master Mix.
Slozka Objem pro jednu array (ul)
10X Reaction Buffer 1,5
25mM MnCI2 1,5
Naredény ATP mix 1,0
PAP enzym 1,0

Pfidame 5 pl Master Mixu ke vzorku a jemné vortexujeme

Inkubujeme 15 minut pii 37 °C

Po inkubaci sto¢ime a pracujeme opét na ledu.

Pridame 4 pL 5X FlashTag Biotin HSR ligation Mix

Ptidame 2 pl T4 DNA Ligase. Nepfipravujeme Master Mix aby nedoslo
k autoligaci.

Vzorky promychdme pfevracenim zkumavky nebo propipetovanim
(nevortexujeme) a sto¢ime.

Inkubujeme 20 minut pii 25 °C.

Reakci zastavime ptidanim 2,5 ul HSR Stop Solution. Promychdme a sto¢ime.
Odebereme 2 pul pro ELOSA QC Assay.

Ptedehiejeme 20X Eucaryotic Hybridization Controls 5 minut na 65 °C.

Ptipravime hybridiza¢ni Master Mix.

Tab. 5 Slozeni Hybridizacniho mixu.

Slozka Objem pro jednu array (ul)
2X Hybridization Mix 66,0
27,5% Formamine 19,2
DMSO 12,8
20X Hybridization Controls 6,6
Control Oligo B2, 3nM 2,2
Nuclease-free water 3,7

Celkovy objem 110,5 ul
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.
26.

217.

Ptidame 110,5 pl hybridizacniho Master Mixu ke vzorku.
Inkubujeme 5 minut pii 99 °C, poté 5 minut pfti 45 °C.
Ptipravime si jednotlivé arraye tak, ze zapichneme Spicku do horniho pravého
septa.
Nadavkujeme 130 pl vzorku levym spodnim septem na ¢ip (mala bublina v Cipu
je zadouci).
Vytahneme Spicky a zalepime ob¢ septa, aby nedochdzelo k odpatovani
tekutiny.
Umistime arraye do drzéku a vlozime je do hybridiza¢ni pece.
Inkubujeme 16-18 hodin pii 48 °C a 60 rpm.
Po inkubaci vytahneme arraye z hybridiza¢ni pece a odkryjeme obé septa.
Odsajeme z Cipu hybridiza¢ni koktejl a naplnime je Array Holding Buffrem (bez
bublin v ¢ipu).
Do drzakti promyvaci stanice umistime zkumavky s roztoky v nasledujicim
sledu:

Pozice 1. — tmava zkumavka, 600 pl Stain Coctail 1

Pozice 2. — ¢ira zkumavka, 600 pl Stain Coctail 2

Pozice 3. — ¢ira zkumavka, 800 pl Array Holding Buffer
Umistime ¢ipy do drzaki a spustime promyvaci protokol FS450 0002
Po promyti zkontrolujeme ¢ipy, zda neobsahuji vzduchové bubliny. Pokud ano,
manualné je doplnime Array Holding Buffrem (bubliny nejsou pii skenovani
zadouci). Zalepime ob¢ septa a zkontrolujeme sklenény povrch ¢ipu.
Zadame sériova cCisla Cipt do databaze, umistime je do skeneru a spustime

skenovani.

Pro ovladani promyvaci stanice a skeneru pouzivame Affymetrix® GeneChip®

Command Console® (AGCC)

415 Analyza dat ziskanych skenovanim

Cip je promytim zaroveii obarven, aby bylo mozné méfit intenzity jednotlivych

signal. Prvotnim datovym vystupem je soubor formatu .DAT. Jednd se o zakladni
technické tdaje o skenovaném ¢ipu a jeho ,,fotografii* obsahujici intenzity jednotlivych
pixell. Tento format dat nevypovidd nic o tom, které intenzity nalezi sledovanym

miRNA. JelikoZ maji jednotlivé body ¢tvercovy charakter a leZi na siti na sebe kolmych
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¢ar, nazyva se proces urceni jednotlivych bodt grid alignment nebo také registration,
Sesky ,,aprava miizky“*. Toto je moZné pomoci &tyf kontrolnich bodd v kazdém z roht
arraye. Ty maji charakter 4 x 4 stiidajicich se tmavych a svétlych pixela
V Sachovnicovém uspoiadani. Jakmile je mfizka na svém misté jsou k jednotlivym
pixelim pfifazeny jejich proby a tém pak jejich intenzity. Nasledna data ociSténa od
hrubych chyb jsou ulozena v souboru zvaném .CEL, ktery obsahuje sumarizovana data

z .DAT souboru®®. Tento vypocet byl proveden pomoci AGCC.

Nasleduje kontrola kvality naskenovaného obrazu pomoci Affymetrix® miRNA
QCTool. Naskenovana plocha ¢ipu muze obsahovat celou fadu defektl, které nejsou
viditelné pouhym pohledem na .DAT soubor. Muze se jednat o riznd tmava a svétla
mista, naskenované bubliny a jiné artefakty, tzv. coffe rings, dark clouds a mnoho

dalsich. Takové Cipy bylo pak nutno vyfadit z experimentu nebo pfipravit znovu.

Normalizace ziskanych dat byla provedena pomoci RMA (robust multi-array
average) algoritmu a statistického baliku Bioconductor zalozeného na jazyku ,,R“,
navrzeného pro genomickou analyzu, statistické vypocty a grafiku. Tento algoritmus se
vyznaduje vysokou specifitou a senzitivitou zvlasts pro nizké hladiny exprese®™ *°.
Pravé v tomto kroku je provedeno odstranéni Sumu pozadi, dale kvantilova analyza, pti
které se provede korelace intenzit mezi jednotlivymi €ipy a sumarizace, ktera vyhodnoti
intenzitu jednotlivych prob taky, aby reprezentovala cely gen. Pro porovnani exprese
mezi jednotlivymi skupinami pacienti byl pouzit LIMMA (Linear Models for
Microarray Data) software, ktery je taktéz soucasti baliku Bioconductor. Zékladni
mysSlenkou tohoto nastroje je linearizovat hodnoty exprese jednotlivych gent. Tento
pistup zjednodusuje analyzu a je vhodny i pro mensi soubory vzorki®’. Pro vizualizaci
vyslednych skupin pacientd byly pouzity tzv. heat mapy. Tento typ klastrové analyzy
shlukuje jednotlivé vzorky na zékladé¢ podobnosti v expresi. Vybér nejvhodnéjsich
kandidatu s nejvétsi silou predikce byl proveden pomoci regresni analyzy. Anotace

jednotlivych miRNA byly ziskany z databaze miRBase.

4.1.6 Validace

Validace byla provedena pouze u vybranych miRNA s vysokym prognostickym a
diagnostickym potencialem a to pomoci metody PCR. Metoda je zalozena na syntéze cDNA

pomoci TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, USA) a
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nasledné real-time PCR reakce pomoci 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems,

USA). Vsechny vzorky byly méfeny v tripletu.

Syntéza cDNA:

Pro PCR je nutna RNA o koncentraci 1-10 ngna 5 pl.

1. Rozmrazime v§echny komponenty na ledu.

2. Pripravime RT Master Mix:
Tab. 6 Slozeni RT Master Mixu.

N o g &~ w

Componenta Objem pro jeden vzorek (ul)
100mM dNTPs (s dNTTP) 0,15
MultiScribe™ Reverse 1.00
Transcriptase, 50 U/uL !

10X Reverse Transcription Buffer 1,50

RNase Inhibitor, 20U/uL 0,19
Nuclease-free water 4,16

Celkem 7,00

Inkubujeme 5 minut na ledu.

Nastavime na thermal cycleru teplotu:

30 minut 16 °C
30 minut 42 °C
5 minut 85°C
© 4°C

Master Mix vortexujeme, sto¢ime a udrZzujeme na ledu.
K'5 ul vzorku pfiddme 7 ul Master Mixu, lehce zvortexujeme a sto¢ime.

Ptidame 3 pl RT Primer, lehce zvortexujeme a sto¢ime.

8. Vlozime vzorky do cycleru a spustime b¢h.

PCR reakce

1. Nafedime PCR Master Mix:
Tab. 7 Redéni PCR Master Mixu.

Komponenta Objem pro jeden vzorek (ul)
TagMan 2 X Universal PCR 10.00

Master Mix, No AmpErase UNG ’
Nuclease-free water 7,67

Celkem 17,67

2. Ptidame 1 pl 20X TagMan MicroRNA Assay mix.
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Piidame 1,33 ul RT produktu.
Napipetujeme 20 pl mixu na dno jamky jamky na 96-jamkové desce.

Ptikryjeme desku folii a centrifugujeme.

o 0k~ w

Nastavime program pfistroje, vlozime do néj desku a spustime béh.
10 minut 95°C

Cykly: 15sekund  95°C
60 sekund 60 °C

Data ze systému byla vyhodnocena pomoci SDS (2.0.1) softwaru (Applied
Biosystems). Data byla normalizovéna za pomoci jadérkové RNA, RNU44 a nésledné

-ACt
2

analyzovana metodou . Veskeré vypocty byly provadény v programu Prism 6.0.0.

MiRNA na hladiné¢ statistické vyznamnosti p<0,05 byly povazovany za vyznamné.
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5. Vysledky

Statisticka analyza mikroc¢ipovych dat odhalila vyraznou deregulaci nékterych miRNA.
Ty byly rozdéleny do né€kolika skupin podle zptisobu deregulace. Tabulka 7 shrnuje 16 miRNA
s vyrazné zvySujici se expresi a 11 MIRNA se snizujici se expresi mezi zdravou sliznici,
Barrettovym jicnem a adenokarcinomem. Z nichz nékteré jsou zndmymi onkogeny a tumor-
supresory a byly potvrzeny u tady dal§ich nadorovych onemocnéni. Dale jsou v tabulce
zahrnuty miRNA, u kterych byl tento zplisob deregulace pozorovan dal$imi védeckymi tymy, a
také miRNA u kterych je deregulace pozorovana poprvé, ¢i jest¢ nebyla objevena. Hladiny

vyznamnosti byly pro up-regulované miRNA p<0,0015 a pro down-regulované p<0,0001.

Tab. 7 MiRNA s nejvyraznéji diferencovanou expresi napric riiznymi stadii onemocnéni.

zdrava sliznice BarrettQv jicen Adenokarcinom
Searmaniv
miRNA Pramér SD Pramér SD Pramér SD p-value  korelacni
koeficient

miRNA s progresivné klesajici hladinou exprese

miR-378 7,98 0,28 7,14 0,98 6,36 1,52 | 2,31x10” -0,59
miR-203 10,05 0,50 6,79 2,60 5,82 2,07 | 4,99x10° -0,56
miR-149 6,56 0,48 3,10 1,83 2,69 1,41 | 7,89x10°® -0,56
miR-99a 7,65 0,31 5,57 2,08 4,68 2,31 | 3,83x10” -0,54
miR-4462 4,05 1,02 3,15 1,24 2,38 1,13 1,16X10_6 -0,53
miR-27b 8,33 0,37 6,67 1,61 6,01 2,00 | 1,18x10° -0,53
miR-210 8,39 0,52 6,15 1,59 6,08 1,48 | 5,49x10°® -0,31
miR-23b 11,13 0,28 10,37 0,62 10,17 0,73 | 6,91x10°® -0,50
miR-378c¢ 6,72 0,49 5,53 1,36 5,02 1,61 | 1,86x10° -0,49
miR-744 6,77 0,32 5,75 1,29 5,53 1,16 4,99X10_5 -0,48
miR-205 11,30 0,34 7,34 3,63 6,70 4,15 | 5,90x10” -0,48
miRNA s progresivné rostouci hladinou exprese

miR-196a 0,78 0,21 1,13 0,73 1,83 1,26 | 3,89x10° 0,51
miR-194 1,78 1,23 8,81 2,40 8,92 2,32 | 8,71x10° 0,50
miR-181b 4,55 1,21 5,37 1,58 6,23 1,60 1,94X10_5 0,49
miR-181a 6,27 0,84 7,51 1,01 7,48 1,73 2,18x10'5 0,49
miR-28-Sp 2,04 1,26 4,32 1,37 4,68 1,85 | 3,81x10” 0,48
miR-192 1,23 0,81 7,21 2,39 7,20 2,20 | 5,41x10° 0,48
miR-194* 0,84 0,32 2,73 1,43 2,78 1,47 | 0,00015 0,46
miR-212 1,70 0,80 3,13 1,50 3,94 1,72 | 0,00020 0,46
miR-503 1,07 0,34 1,54 0,87 2,03 0,88 | 0,00025 0,46
miR-191 8,26 0,26 8,58 1,05 8,63 1,72 | 0,00025 0,46
miR-196b 0,77 0,20 0,96 0,44 1,26 0,54 | 0,00043 0,45
miR-214 3,18 1,70 6,75 1,56 6,63 1,92 | 0,00061 0,44
miR-151-3p 2,50 1,18 3,96 1,39 4,50 1,75 | 0,00072 0,44
miR-151-5p 6,11 0,79 7,22 1,31 7,32 1,39 | 0,00108 0,43
miR-4417 2,18 0,90 3,33 1,49 4,32 1,85 | 0,00110 0,43
miR-25 3,52 1,46 4,08 1,64 5,25 1,58 | 0,00124 0,43
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Na obrazku 2 a 3 jsou zobrazeny tzv. boxploty zndzorfujici rozptyl namétenych hodnot
exprese jednotlivych, vybranych miRNA. Odlehlé hodnoty jsou znazornény teckou, stiedova
¢ast je ohranicena hodnotami 1. a 3. kvartilu. Median hodnot je znazornén horizontalni linii
uvnitf stfedové casti. Tyto grafy shrnuji vzdy cely soubor vzorkd pro dané histologické stadium.
Proto jsou z nich dobfe patrné veskeré zmény, které dana miRNA ve své expresi vykazuje. |
kdyz je se median exprese snizuje, mize u nékterych pacientll nastat nepatrné zvyseni nebo
stabilizace exprese. Velké mnozstvi miRNA vykazuje takika shodnou miru exprese ve zdravé

tkani, Pfi progresi onemocnéni se variabilita exprese zvySuje.

V Tabulce 8 je shrnuto 5 miRNA, které vykazuji deregulaci exprese v prubéhu progrese
Barrettova jicnu v adenokarcinom. MiRNA maji vtomto pfipadé vice nez dvojnasobné
zvySenou expresi tkani Barrettova jicnu, ale snizenou expresi V tkani adenokarcinomu jicnu.
Tyto a miRNA zminéné vySe jsou pravdépodobné nejvice biologicky relevantni miRNA

zapojené do procesu progrese Barrettova jicnu.

Tab. 8 MiRNA s deregulovanou expresi mezi EM a BE a EAC.

BE vs. EM EAC vs. BE
miRNA Zména exprese p-value Zména exprese p-value
miR-375 2,58 0,0237 0,10 2,63x10™"°
miR-148a 3,73 2,72x10° 0,40 0,021
miR-200b 3,23 0,0015 0,41 0,0654
miR-145 10,27 8,39x10°® 0,45 0,2337
miR-195 6,36 3,82x10° 0,49 0,3123

32



Tab. 9 Charakteristické profily miRNA specifikujici stidia onemocnéni.

Pocet

MiRNA

SN

SP

p-value

BE vs.EM

12

MiR-149 (-), miR-192 (+), miR-
194 (+), miR-210 (-), miR-214
(+), miR-194* (+), miR-125a-5p
(+), miR-146a (+), miR-221 (-),
miR-199b-3p (+), miR-625 (+),
MiR-145 (+)

0.94

1.0

<0.001

EAC vs. EM

13

miR-149 (-), miR-378 (-), miR-
194 (+), miR-192 (+), miR-210
(), miR-203 (-), miR-99a (-),
miR-205 (-), miR-194* (+),
miR-27b (-), miR-378c¢ (-), miR-
4462 (-), miR-23b (-)

1.0

1.0

<0.001

BE bez dysplazie
vs. low- and
high-grade
dysplasie

21

miR-375 (+), let-7f (+), miR-
2467-3p (-), miR-875-3p (-),
miR-3158-5p (+), miR-549 (+),
miR-1262 (-), miR-3127-3p (-),
miR-30c (+), let-7a (+), let-7g
(+), miR-4681 (+), let-7c (+),
miR-4715-3p (+), miR-4692 (-),
miR-146a* (+), miR-4324 (-),
miR-4317 (+), miR-4802-3p (-),
miR-523 (+), miR-4256 (+)

0.82

0.82

<0.001

BE bez dysplazie
vs. low- and
high-grade
dysplasie a
adenokarcinom

mMiR-375 (+), MiR-93 (-)

0.79

0.84

<0.001
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Pro vybér miRNA, které dokéazou s nejvétsi diagnostickou silou rozlisit mezi

jednotlivymi skupinami pacientu s V riiznych stddiich onemocnéni, byla pouzita logicka

regrese. Pomoci metody Leave-One-Out Cross-Validation bylo zabranéno vzniku

nahodnych chyb (viz obrazek 4). Touto analyzou byly ureny 4 specifické profily
miRNA shrnuté na obrazku 6 A-D. Nalezeno bylo 12 miRNA, které dokazou se

specifitou 100% a senzitivitou 94% rozlisit EM vs. BE, EM vs. EAC se podafilo

charakterizovat pomoci 13 miRNA se 100% senzitivitou i specifitou, BE bez dysplazie

vs. BE s dysplazii charakterizovalo 21 miRNA s 82% senzitivitou a 82% specifitou, BE

bez dysplazie vs. BE s dysplazii vs. adenokarcinom 2 miRNA s 84 % specifitou a 79%

senzitivitou. Tyto miRNA mohou poslouzit jako nové diagnostické markery. Jednotlivé

miRNA profily jsou shrnuty v tabulce 9.
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Obrdazek 4 Leave-One-Out Cross-Validation ROC krivky regresnich modeli vyjadiujici
vztah mezi specofitou a senzitivitou jednotlivych miRNA profilii.
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Pro vizualizaci skupin pacientii na zakladé¢ podobnosti expresnich profilt bylo
pouzito fizeného hierarchického klastrovani. Takto byli rozdéleni jednotlivi pacienti do
skupin podle podobnosti v expresi miIRNA specifickych pro dané histologické stadium

onemocnéni.

Mezi veskerymi miRNA analyzovanymi v experimentu bylo identifikovano 13,
které dokazou s vysokou piesnosti rozliSit mezi zdravou tkani a Barrettovym jicnem.
Tyto miRNA maji miru statistické vyznamnosti p<10®. Na obrazku 5 je znazornéno
hierarchické klastrovani pacientd se zdravou tkani (Seda) a Barrettovym jicnem (zlutd).

Deregulace jednotlivych miRNA profilt je zde velice dobfe patrna.
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Obrazek 5 Heat mapa analyzovanych dat s ohledem na histologické stadium pacientii a
expresi 13 miRNA. Radky predstavuji jednotlivé miRNA, zelené down-regulace, cervené
up-regulace. Sloupce predstavuji pacienty se zdravou tkani (Sede) a s Barrettovym
Jjicnm (Zlute).
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Vysoce specifické profily exprese miRNA byly objeveny také mezi zdravou
tkani a adenokarcinomem jicnu. Celkem 38 miRNA vykazuje miru statistické
vyznamnosti p§10'5, Klastrova analyza je zobrazena na obrazku 6. Na této klastrové
analyze jsou také dobte patrné rozdilné profily exprese pii prvnim pohledu. Pacienti se

zdravou tkéni jsou oznaceni Sedé¢, s adenokarcinomem modie.
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Obrazek 6 Heat mapa analyzovanych dat s ohledem na histologické stadium pacientit a
expresi 38 miRNA. Radky predstavuji jednotlive miRNA, zelené down-regulace, cervené
up-regulace. Sloupce predstavuji pacienty se zdravou tkani (Sede) a s adenokarcinomem
(modre).

36



Z klastrové analyzy dat ziskanych od pacientd s adenokarcinomem, v porovnani
s Barrettovym jicnem (viz obrazek 7), neni jiz tak dobie patrny rozdil v expresi miRNA.
Statistickou analyzou bylo odhaleno 22 miRNA na hladiné statistické vyznamnosti
p<0,0001, které jsou schopné s vysokou ptesnosti rozliSit mezi Barrettovym jicnem

(zlutg) a adenokarcinomem (modre).
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Obrazek 1 Heat mapa analyzovanych dat s ohledem na histologické stadium pacientii a
expresi 22 miRNA. Radky predstavuji jednotlivé miRNA (zelené down-regulace, cervené
up-regulace), sloupce pacienty s Barrettovym jicnem (Zluté) a s adenokarcinomem
(modre).
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Rozdil mezi Barrettovym jicnem s dysplastickymi zménami dobfe charakterizuje 15

miRNA (p<0,0005) viz obrazek 8. Tyto miRNA dokazi rozlisit mezi jednotlivymi

histologickymi stadii s vysokou pfesnosti.

bR

!

SEWBWWMMKW%WSWW%MWZHE%

hea-mik-4467 _=t
hea-mik-4532_=t
hes-mik-375_st
hes-mik-3656_st
haa-mik-1905_=t
hea-mik-18a_st
hea-mik-20k _st
hea-mik-106h-star_st
haa-mik-25_st
hes-mik-3162-3p_st
hsa-mik-4669_st
h=sa-miF-186-star_st
hea-mik-545_st
hza-mik-4747-5p st
hes-mik-223_st

e B

Obrazek 8 Heat mapa analyzovanych dat s ohledem na histologické stadium pacientii a
expresi 15 miRNA. Radky predstavuji jednotlivé miRNA (zelené down-regulace, cervené
up-regulace), sloupce pacienty s Barrettovym jicnem s dysplazii (oranzové) a s

adenokarcinomem (modre).
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Pro validaci bylo vybrano 5 miRNA (viz Tab. 10 a obrazek 9), které se dle
mikro€ipovych dat jevi jako nejvhodnéjsi kandidati na diagnosticky biomarker
adenokarcinomu jicnu. U ziskanych dat byly testovany stejné korelace, které jsme jiz
pozorovali na tirovni mikro¢ipovych analyz, pfi¢emz vSechna pozorovani ziskand pomoci Cipt
se u téchto péti miRNA podafilo potvrdit i pomoci PCR. Mira exprese téchto miRNA byla
analyzovana pomoci metody real-time PCR v sekvenci zdrava tkan (n=10), Barretiv

jicen (25) a adenokarcinom (n=10).

Tab. 10 Exprese miRNA ve zdravé tkani a adenokarcinomu validovand metodou
PCR

miRNA Zdrava tkan Barrettiv jicen + LGD | Adenokarcinom | p-value
miR-223 0,559 0,511 3,056 0,0024
miR-210 1,575 0,293 0,1795 <0,0001
miR-146a 0,1745 0,986 0,4335 0,0002
miR-375 2,823 2,685 1,009 0,001
miR-196a 0,012 0,014 0,1925 0,0027
miR-146a miR-196a
10 10
g g 14 P=0,0027
< N P =0,0002 < - E
3 3 0.1
2 £ oom L
0.01 T T T 0.0001 T T T
JICEN BE EAC JICEN BE EAC
miR-210 miR-223
10 100
P =<0,0001
3] % g P =0,0024
N P 10
FLL | =
s s 1
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JICEN BE EAC JICEN BE EAC
miR-375
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[

P =0,001
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Obrazek 9 Zmeny exprese validovanych miRNA v sekvenci od tkane
normalniho jicnu k adenokarcinomu.
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6. Diskuze

Nadory jicnu patii mezi onemocnéni s velice Spatnou prognozou a vysokou
mirou mortality. Toto onemocnéni nema az do svych pozd¢jsSich stadii zadné vyraznéjsi
pfiznaky, postihuje pfedevSim muze s medidnem véku 65 let a jeho incidence stale
narasta jak v rozvojovych tak vyspélych zemich. Mezi rizikové faktory patii predevsim
kouteni a abuzus alkoholu, ale také Spatn¢ slozena dieta a zivotni styl. V soucasné dob¢
je nejuzivan€jsi metodou diagnézy nadortt jicnu endoskopie s naslednym
histopatologickym vySetienim. To ovSem nemusi ve vSech pfipadech podat piesné

informace o stadiu onemocnéni.

Cilem prace bylo porovnat profily exprese miRNA u onemocnéni jicnu a najit
tak objektivni prognostické a diagnostické biomarkery. Pro tento ucel byly pouzity
vzorky FFPE tkané 119 pacientl s onemocnénim jicnu v riizném stadiu vyvoje. Z téchto
vzorkd byla vySe zminénymi postupy vyizolovana celkovda RNA obohacend o frakci
kratkych RNA, mezi které patifi pravé miRNA. Nasledné byla u vSech vzorkt
zkontrolovédna kvalita a Cistota vyizolované RNA a zméfena jeji koncentrace pomoci
pfistroji ND 1000 a Agilent 2100 Bioanalyzer. Vybrané vzorky s nejvyssi kvalitou a
vhodnou koncentraci byly dale zpracovany pomoci high-throughput metody RNA
microarrays, které je schopna sledovat expresi n¢kolika desitek tisic miRNA najednou.
Data byla dale statisticky zpracovana a miRNA s nejsilnéj$im diagnostickym faktorem

validovany pomoci metody realtime-PCR.
Diskuze k vysledkiim z hlediska jednotlivych miRNA

Analyzou mikro¢ipovych dat byly rozliSeny dvé velké skupiny miRNA. Prvni
skupina vykazovala vyrazné snizujici se expresi jednotlivymi stadii onemocnéni. Mezi
tyto RNA (viz Tab. 7) patii mnohé znamé tumor-supresorové miRNA jako tieba miR-
203, miR-205, miR-23b, miR-27b. Ptedpoklada se, ze miR-23b a miR-27b kooperuji
Vv jakémsi klastru. Lze tedy piedpokladat, Ze u pacientli bude pozorovatelna snizujici se
hladina jak jedné tak druhé. Pomoci metody PCR bylo potvrzeno, ze hladina miR-203
byla ve tkani adenokarcinomu vyrazn€ niz$i. Niz8i hladinu miR-203 a miR-205
prezentoval mimo jiné také Wijnhoven et. al. v roce 2010%. Tyto miRNA se tedy jevi
jako slibné diagnostické markery adenokarcinomu jicnu. Druhd skupina, do které patii
kuptikladu miR-21 a miR-25 jez jsou znamé onkogeny a nebo miR-194 ¢i miR-196a,

vykazovala v pribéhu onemocnéni zvysujici se miru exprese. PCR experimentem byla
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potvrzena s vysokou presnosti data z microarrayi a to zvysujici se hladina miR-196a,
miR-223, klesajici hladina miR-210 a zvysujici se hladinu miR-146a a miR-375 v BE
snaslednym snizenim u EAC. Zaroven se mezi veSkerymi zkoumanymi MiRNA
objevili nékteré dosud nepopsané, miR-28-5p, miR-4417, miR-4462, miR-617, miR-

625 jejichz tloha v regulaci karcinomu jicnu musi byt teprve potvrzena.

Nékteré miRNA vyhazuji proménlivou miru exprese napii¢ jednotlivymi
histologickymi stadii onemocnéni (viz Tab. 8). MiR-145 vykazovala 10x vyssi expresi
Vv Barrettové jicnu oproti zdravé tkdni, ale vice nez dvakrat sniZzenou expresi
v adenokarcinomu. Obdobné zvysSeni exprese v Barrettové jicnu a nasledujici snizeni

exprese v adenokarcinomu vykazovaly i dalsi miRNA uvedené v tabulce 8.
Diskuze k vysledkiim z hlediska expresnich profili miRNA

Pro vytvoteni diagnostického profilu miRNA je zapotiebi specifickych miRNA,
u kterych je zména exprese dobie prokazatelna a vyrazna. Takovych miRNA bylo
pomoci microarrayi a PCR nalezeno hned nékolik. Z téchto byly pro jednotliva
histologicka stadia onemocnéni sestaveny expresni profily miRNA (viz Tab. 9). Velice
dobfe se podafilo charakterizovat zmény v expresi pii progresi onemocnéni do
Barrettova jicnu. S vysokou specifitou i senzitivitou bylo uréeno 12 miRNA (viz Tab. 9,
obrazek 6 A), které dokazou rozliSit mezi zdravou tkani a Barrettovym jicnem. Z
klastrové analyzy je rovnéZ dobie patrné rozdéleni pacientli do dvou skupin podle
histologickych stadii, Pouze 4 expresni profily pacientli S Barrettovym jicnem
z celkového pocétu 57 pacientu byly podobné zdravym jedincim. Obdobna situace
vyvstala 1 u porovnani zdravé tkané a adenokarcinomu. Do klastrové analyzy bylo
zahrnuto celkem 59 vzorki a 6 pacientii s adenokarcinomem bylo pfitazeno do skupiny
zdravych jedincl. Po zpfisnéni podminek analyzy ovSem doSlo ke sniZzeni poctu
sledovanych miRNA signalt a tim zvySeni specifity a senzitivity az na 100%. Takto byl
vytvofen profil exprese miRNA pro porovnani zdravé tkané a adenokarcinomu. Pro
zbylé dva piipady, kdy se porovnavala jednotlivd stidia Barrettova jicnu a
adenokarcinom nebyla situace jiz tak jednoznacnd. Z klastrovych analyz lze dobie
rozpoznat, Ze jednotlivé expresni profily nevykazuji takovou shodu jako u ptredchozich
dvou pfipadi a dochizi tu k vétSimu prolindni pacienti mezi jednotlivymi
histologickymi stadii. Piesto se podafilo vytvofit dostate¢né specificky profil 21

miRNA, které dokézou odlisit jednotliva stadia progrese Barrettova jicnu a dale nalézt 2
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MIRNA pro identifikaci metaplastickych zmén Barrettova jicnu v adenokarcinom.
Metaplazie tkané je také pravdépodobné pfiinou tak malého poctu pozorovanych
miRNA. MiR-375 vykazuje zvySeni exprese v Barrettové jicnu ale sniZzeni
v adenokarcinomu, pravé tato miRNA muze mit dostatecny potencial jako biomarker
progrese Barrettova jicnu. Exprese mir-93 se metaplazii zvySuje. Postup dysplazie a
histologickych zmén v pribéhu Barrettova jicnu je pozvolny, proto je zde nutny vétsi
pocet sledovanych miRNA u kterych zaroven nemusi byt zména v expresi vyrazna,
nebo nemusi nastat, proto miize byt velice obtizné tyto zmény sledovat a urcit spravné

stadium dysplazie.

V prubéhu studie bylo analyzovano celkem 1733 miRNA ze 119 pacientskych
vzorkl coz se dd povazovat za jednu z vétSich studii, které byly na mapovani exprese
miRNA u karcinomu jicnu provedeny. Pozitivni zpravou je ze se podafilo potvrdit idaje
jiz predeslych mensich studii, jako naptiklad Wu et al. z roku 2013% mapujici hladinu
754 miRNA a nebo Wijnhoven et al. 2010%® mapujici 377 lidskych miRNA, které
rovnéz poukazovali na deregulaci nami objevenych miRNA jako jsou miR-21, miR-
23b, miR-25, miR-27b, miR-203, miR-205, miR-375, let-7c. Zaroven se nam podafilo
sestavit vlastni profily exprese miRNA a rozsitit tak dosud objevené expresni profily o
dalsi vyrazné deregulované¢ miRNA pro jednotlivd histologické stddia onemocnéni tj.
Barrettiv jicen bez dysplazie, low-grade a high-grade dysplazii a adenokarcinom.
Nejvetsi specifity a senzitivity bylo dosazeno u profilovani zmén EM vs. BE a EM vs.
EAC, zmény mezi BE a EAC nebyly tak vyrazné pravdépodobné diisledku metaplazie
tkan¢ jak jiz bylo zminéno vysSe. Slabost této, jako i1 dalSich studii provadénych na toto
téma, je nedostatecny pocet sledovanych subjekti a nutnost konfirmace jiz dosaZenych

vysledkti pomoci dlouhodobé prospektivni studie.
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7. Zavér
V teoretické Casti byla vypracovana literarni reserSe na téma Profilovani exprese
miRNA u onemocnéni jicnu. Byly shrnuty veskeré zakladni poznatky o typech
onemocnéni, zejména pak o adenokarcinomu jicnu a Barrettoveé jicnu, na které je tato
prace zameétena. Teoretickd C¢ast rovnéz obsahuje informace 0 Uloze miRNA
Vv onemocnéni jicnu, udaje o epidemiologii, etiologii, diagndze a 1é¢bé karcinomu jicnu

a také shrnuje a popisuje metody pouzivané pro profilovani exprese miRNA.

V praktické casti byla provedena izolace miRNA z retrospektivniho souboru
FFPE vzorka 119 pacientd. U vSech vzorkti byla zméfena kvalita a kvantita vyizolované
RNA a prostiednictvim technologie microarrays provedeno profilovani exprese téchto
miRNA. Pomoci statistického softwaru byly objeveny diagnosticky a prognosticky
vyznamné miRNA a stanoveny expresni profily pro jednotlivd histologicka stadia
onemocnéni. Hladiny vybranych miRNA byly validovany pomoci metody real-time
PCR.

Prostfednictvim platformy Affymetrix a statistickym hodnocenim vysledkt byly
objeveny nové a konfirmovany né¢které jiz zname miRNA, jejichz hladiny jsou pfi
onemocnéni jicnu deregulovany. Vyrazné deregulovanou hladinu maji miR-21, miR-
23b, miR-25, miR-27b, miR-143, miR145, miR-194, miR-203, miR-205, miR-210,
miR-375. Tyto RNA jsou vhodnymi prognostickymi a diagnostickymi markery a

mohou pomoci zptesnit diagnozu a zefektivnit 1é€bu pacienta.
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8. Seznam pouZitych zkratek

A — absorbance

AGCC — Affymetrix® GeneChip® Command Console®
AUC — area under curve

BE — Barrett’s esophagus

CA 74-2 — cancer antigen 74-2

cDNA — complementary DNA

CEA — carcinoembryonic antigen

CT — computer tomography

Cy3 —cyanine 3

Cy5 —cyanine 5

DNA — deoxyribonucleotic acid

DEPC - diethylpyrocarbonate

DMSO - dimethyl sulfoxide

EAC — esophageal adenocarcinoma

EDTA — ethylendiamintetraacetic acid

EM — esophageal mucosa

ESCC — esophageal squamous cell carcinoma
FFPE — formalin fixed parafin embeded

FISH — florescent in situ hybridization
GERD - gastroesophageal reflex dinase

IHC — immunohistochemistry

LIMMA - Linear Models for Microarray Data

MM — miss match



miRNA — micro RNA

MRNA — mediator RNA

MS2 RNA — bakteriofagalni RNA, MS2

PC — personal computer

PCR — polymerase chain reaction

PM — perfekt match

pre-miRNA — pre-micro RNA

QC — quality control

gRT-PCR — quantitative reverse transcription polymerase chain reaction
RIN — RNA integrity number

RT — reverse transcription

RT-PCR — reverse transcription polymerase chain reaction
RTG - radioisotope thermoelectric generator
RNA — ribonukleic acid

ROC - receiver operating characteristic

rpm — rotation per minute

scaRNA — small Cajal body-specific RNA
SCC — squamous cell carcinoma antigen

SD — standard deviation

SDS - sodium dodecyl sulfate

snoRNA — small nucleolar RNA

Tab. — tabulka

tj. —to je

TRIS — tris(hydroxymetyl)aminomethane
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tzv. — takzvany
UV — ultraviolet

VvV —\Verze
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