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Pokroky von kol ogi cfkaés Ileédénbiém vdeset i lpadi eprtaid |l
sonkol ogi ckymaosarkodrmdmi mnemocnéni jSou st é
ab6.dekadée Piootcad. nejl epsSi | éebné vysledky
onkol ogickych onemocnéni, tak spravné stan
adekvatni indéekKadagi onkologické |

Pro pochopeni patogeneze nadorovych one
analyza tkané, ale také (penoxdgmi bameéll enocav &l
agenewéerese. Upoobl dmattiéky je venovana t e«
prace.

Jednouz mot n ovsytzik wpmat ogeneze naddorjoer é Ao aloynzar
hi stologickych bl oc¢kwpadrzaf.i rfw nERRHE) i trTéa rkt okvaén éo \
bl o¢ky jseouavwotviamiyé pm@iddr agebst iohemocneéni
bl ocCek ymojt néi rveyturt d & menkotviyvim € mz nichdzalavat DNA
aRNA(ri bonukl epva mgkekuha)nélz-opeedMEdAaRNAE ana
zhi stologickych bloc¢kypa vkédanaé pseahktctphicagmét
mé béariksak é pr ace.
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TEORETI CKC LCST

1 PATOGENEZE NCDORONEMOCNNNGEG

1.1 Obecn8 definice n8doru

ANS8dor je geneticky podm2niRDnlT abnor m§l
kl on8l n2ho char akt e rkoordinacl 8 hrof str §mt okelnAd?2 ch
arovnovsg8§gnim stavem organi smui. poN§dads owv&n [Pr
z8kl adn2ho etiolled6é)ck®ho momentu. i

Zakladem rlUstu zménénych bunék tkané | s

to znamena zmény genot ypoud osbonnga tviScekcyhcnhy bbuunnekl

nadoru ppedaegegménéné bunkld (klondl ni <chara
Obecné plati, te rychl ost prirlGstku treé
vysSSi v megzméneéne okol ni tkani, ovSem Cas
unadaorcdiv bunék je c¢cdasto delsSi ve srovnani
bunkami Ci dokonce bunkami embryonal ni mi
bunék neni zplGsoben rychlosti proliferace,
JetedyporSena rovnovahazmaamiikepi it @ghttloemunék. (
Dal i charakteristikou nadadorovych bunék
Casto omezuje svymiazpoavéhbpminkgkolni tkanéeé

12 Pat ogeneze n8dorov®ho r Tstu

121 Soubor apéchdnisnT vzni ku zhoubnTch n8§8dor T
Vzni k néddorového bujemnmiprjodi hddwyemuwlitcief
Zakl adem je nékoli kandsobna mutace ve dvou
ti vot bunky. Jedredkil jae nt oh mp tveattienagdneciy e n e ¢ h
zaji Stujicich ©prol ivfgeernaeccih baupfokpyt,® v dyénbdod® rkuats &
opravy posSkozeni DNA. Takovouto transfor ma

ajednak konstituc¢ni vilalZtnosti genomu danté

Zevniagmmty schopnév gveynvoodua tb uznnéékn yor gani s mu
skupinc hemi cké karcinogengpi bhyagkédkéi kaaccnag
1)
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Chemi ck® k aractiknyog ¢ s 104 vel kou skupinou
snejrliGznéj $i twonawmyc&omo uktDaNuAk n i Neékuti €ethé plsobi

zmény DNA pf i mosmod oekkautlio us eD NvAa zbaetz | ak ék ol i
pfemény. Jinée dosahnou karcinogenniho c ha
organi smem. Mechanimeme&ubpbédsonbedirownni j e VvS§
el ektrofilni, cot smpEspbbjodraf gmi cmar edleke r
proteiny). Me z i chemické karcinogeny fadir
ami ny, | A4t ky vzniklkydhk it extiilviyir,ob@l assytnlt,etun
pesticidid, nitrdaty, nitridy, dimethyl aminoe:
stravaji K&y y (

Fyzi k81l n?2 karmapbobgenmk2e fszhtopmwetneviyeheEa
i nformaci . NejznaméjsSim fyzikalnim mutagen
pldsobi dvéma zakl admrinmic hmgceh amd lsartyen Pmra nim a

i oni zuj i£mdloe kwlFeemii bukkhwemkcéyé vasglo&adneée Ty

i nt ersanglekjjlou DNAa zpldsobi mut ace nebo chromosor
mechani smem posSkozeni je pfimd absorpce en
anasl ednék Wdywdhlaani mut ace, Ci chr omosomov ¢

skar cinogennim Uuc¢inkem | e vzERBNAaiméry pyrimidinuaf i al o
cot mad za nasl edek amekmépai chPby této skup

iinfracerv®né zafeni. (

Mechani smbsoliédgn&kl ch Kk grec ipnoodgoconhm@tcgha | § t
chemickykwWwazbdé ceDMAy.endo této skupiny Fadim

aDNA viry). RNA onkogenni viry napadenou b
do genomu bunky ve formé DNA Kkopie sveéeho

enzy mu nazyvaného reversni transkriptaza,

cCastice. Tento proces zajisti t zv. hori zol
hostitele. Po zac¢lenéni virového genomu mo
(retovirem) a or gani smem hostitele. Zak madior pvle c
transfor maci bunky, castéji vSak wvznika ne
(Human Immunodeficiency Virushebo chfi pka. Retrovirus se

genomu bouihkgeaesdadbobit tadné zAavatné Skody.
DNA je dvvpranovddadkregloichacii vviardodveé hDMNA it €
bunky z&aroven se synt@zGda GhurMf&a&zmreé pbdMNA.doBu
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Sapravé toedodoipifékovanych bunék je pfedpok
viru. Druha f &z eksvyintoévzée i vnifrekvaes he |dporurtiie i maiv
viriond (zéakl adni Cadstice viru se schopno:
pomnot jdekil ydza i nfi kované bunky. Me z i onkoge
(Human Papilloma Virus)EBV (Epstein— Barr Virus) HBV (HepatitisB Virus), KSHV

(Kaposi Sarcoma Associated Herpesvirugtd. (, 3)

Faktory schoprmégewywmal raganrBinEmy nemusi
zevniivnalk 8Byl o zy DNA&eaokatgotickych bunék
podobdrmér ovymi onkogeny, které svymi produk
aproliferaci. Jejich aktivity embf gme &lvryish
afetalnim obwWhdohdg, pkdyajdnézvySena prolifera
vel mi vysokada aku nadbaovy acht buimglkadh, nazyyv:
onkogeny. PFikladem citadb | c enlawclh&@rargijsit &h kzadgoemu |
transl okaci casti ramén®aFi2l2a dieelj fCsaksyt €¢ h r cnm
skupiny wvnitfnich faktor fadi me napt. pos.l
vli astniaholmesmem bunky, nebo chybné =zafaze
béhem relpd) i kace. (

122 I niciace n8dorov® transfor mace

Iniciaceadal Si progrese nador ov é atcred rys fparomaecs
trva pomérné duéaohouedardinfcmyp kat desitky |
fenotypovych zmén nadorovy rlst délime do
blastomainsitat F et i f azi e pr ogr evsjghomeitdaosrtua z okvt aenr
(1,4,5)

| nduk |mt efnrBeziddha tbzdeéyyivojové etapy. NAa
etapou prvni, dinievarniibi [JreidnAamémru genotyp:
skupiny bunék, ktera j e nk jicraisdiég di zpacst
prostifednictvim plGsoheriakthmo Bvae | tnri a nbsrfzoyr mu ¢

jejich plUsobeni. Tyto faktory nazyvame i n
poSkozena mutacemi, t e spont &nné zani kad a
opraveny repar acni mi me ¢ h atn i & Img mibcuknak,y . f ylznii
bi ol oYipcrkiap.ad é, p dniciaciechemiekdun dojdev bunk e az b é

i niciatoru na DNA. PTi I ni ci aci fyzikéaln

14



~

zprostfedkovanou <cestou. Il niciacegmbiohodgic
aktivaci vliastnich onkogennich soucCasti. D e
trvani t €t o e taappoyméjren €i ndirviiadbudlIlnii co se ty

vnadorové t kamis.t aled mpd sod emmiid ie nkivoépsadkt cow aun é ¢

el i mi naci zménénych bunékKkprovmgiami amémamneé®®
etapy postradajici vyrazneéejsi fenotypové zn
azaroven posl edni et apou i ndujkicenii dflaozueh ojde
GcCi nek promoc¢niho faktoru. Takovymto f ak-t
karcinogenni | atka, plUsobeni rlGstovych f akt
ionkogenni virus. Obecné | e tnoadoartokvao,u KkptFeernd
nevyvol a. HI avni funkci promotoru je stimul
zvysSeni przolyiSfeamriacpeo Ct u mit 6z mutovanych bt

genetické chyby zplUsobeng&zamocéemawzn muyhadr
podminky pro vznik dalnSidcohr og & ntotundtodwvnyi c. h v izImié
projevuji fenotypové zmény bunék. Doba tr
odhadovana nh235 at 30 |l et. (

Druhou fazi vV y Vv o plastomain situ. IZuh | redd srkia  jpeat ol
mor f ol ogie i l ze zafadit dchl eddeski pueeé
atkanového miteme pozorovat sel ekci neobvy

stéadle funkd¢cné neupl nou fehot ywpadwa w . ¢ Paroazka
neprojevuj e schopa®isiteninvmeti antitderd. riisttlae tf .4 z
3)

Progresil zrS8dorzdeél it do dvou etuvawSeckht er é
nador 0. Prvni etapou je ktlook.alinmwmaza nfbéherc
destruktivni mu r 04 trw.k u P red Diuloa etapw disehinbce

charakterizuje Sifeni nador ar phXlbatfld3xh ni m met

123 RTst zhoubnTch ng§dorT

ARozvddynami ce §ITrs& dulh anrogfmor mo v arntTocnn, tdke§ n 2
vnor m8l n2 tk§8ni exi st ajz& ni &\ mo \b 8vmaB kdnoer zoid/ eRlgy 1t «
pSesahuje mnogstv2 vzni kalzlircThs tbuu nviykS apzecelnd tc ho
pol et vbu&ddear u2m |IMBIBZtdan8 jeho velikost, |
prol i feral n2ajakdtniaki tjoey ibcuhn Ipkr 0@,ls.65) genT m pSe.
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Jedenz r ozdi |l 0 mezi r st e natrketnréa nnsafdoorrnoovvéa njé

intervalu me z i mi t 6 zami oznacdovana j ako
transf or mov ansed etrkeagnuél ajcei sapoolput 6 zy zasadni p
t kalnpgf.es to, te normalni negptBvénarpgobake

Rb, p53a cyklinyjeu nddor & ¢ asamadpoorrowsde nbaunka se tak
dost dava do dal s§ich cykl d déicemli§idZdgévygene

bunék. AvsSak pro narGst it krAmrémanl andior aik tjiev akl
V moment &, kdy nador 1dnogs, 4 hmet honbpbhipisd 8 k ,@assii
zAdAsobeni bunzéokk odiif ujsiit |naetneikk dndukci angioggnéze,i . To
tvorbé kapil ar zasobujdsweZ cthy @dvig t seud d scti a tskeu r
faktawryl vofenim neproliferujicich bunék pfte
dojdek pr od!|l out eni generac¢ni hat édgukerpoppdbmalt en
(1,4,5)

Unaddord takovédowhbézidli kdrsdst ij i qaujeéhé ny c h
met abolickych potfeb.arNyecdolsytnatre@antyenm z&& oth el
nekraaze formou onkdézy (nahodny, nespecific
kl asické apoptozy ( g ¢ n ebtuincékky) . p rNoagampeEmko v @ x1ia s
inhibitorld alpoptazgémedoptéeédnostnéni rlstu
prodl outenou tivotnosti. Me z i takovéto inh
aonkoproteiniyke MZp &t rddoojrarka n tvmaikdthe nbuutn €kqg c h a z

hl avneé pfi nNi zkém poc¢tu bunékL4i po sniteni

Nador ovoav etlkidkno st i vet Si net 1 g—-rsies tCoavsét o
aneproliferujici. RiGstovowmopmakdirakeof inebu
tvofi bunky dormantmahedéapopiosiecbhé&péndkferi

Dal Sim Casto poutivanym méffaiztmkéenm ntaydkoa jui c

cas zdvojeni jeho vel Rbep®it,j t2vo debl icnag
1l mésice at DYookicPomedi zobrazovacich met
parametry této veliciny, cot je velkou vyh
neudavajiovelfiok onatai@epmolifse rowjéi c i frakce. Vel
také zAavisi na vaoka@haowychktzmén droatkow Az elind g bic

zménu objemu nekrotickKwWweh UGsekd nadorové tKk
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1.3 Geny, | ej i chgk npSdjokroozve@® 2p rvoegdree s i

Vzni k nadoru na buneésckneéEn tarrool vonui bluzncée€ n £ dn

diferenciacea apopt 6zy. Praveée tyto procesy jsou r
extracel ul ar niUmin & dneercdvaynd s mpy.nemocnéni se v
geneti ckénhio pPorSvknoizne t ypem jsou dominantni n
ef ekt téchto gendu. Druhym typem jsou re
supresorovych genia), které pfi posSkozeni o
(1,4

1.3.1 Protoonkogeny
Protoonkg eny j sou geny pro proteiny, které

kat dé eukaryotické bunky. Jsou to geny, Kt e

bunécnym cykI|l em, man éiknzetr @c bt o apeptioamaj i t
vbunécnéml memab ZvySenda aktivace teéchto ge
k produkci pozménénych proteinl, ma za nasl
vznik naddor u, anehbi cziivydpaoapgt dkzryev ni zasobe

protoonkogenwygemyazyvame onk

Dosud byly popsany ¢tyfFi typy dlotdiow&c e
mutacev e speci fi ckyrcdt &kiodok@aj i ci ch K+éas,t ech (

ktery nameehameypd nador ). Dal $i ngentovy§pem al
amplifikacez pisobuj i ci zvys$Seni produkce DNA sl ou
cot vede ke Spatné expresi k 6cdhor voanmoyscohm § b in ¢
translokace kter é zpUlOsobi abnor mal ni regul aci t
gensiabnor mal ni funkci .i nPest e ddmoemg ebnyopneumn bj uer |
ovliiviAaujici kontrolu genl prostiednictvim
chybnou expresi protoonkogend ¢i tvor bu p

protoonkogenu@ onkogen,vjiseadadé metaceu al el

Me z i protoonkogeny fadi me geny pro ra:e
rdstovych faktorl, geny pro pifenasSece sigl
cyklinya cykin-dependent n67,8)i nazy atd. (

Nej Cast éji vySetifovanym onkogenemehoe a

produktem je proteirK -rass GTPadazovou aktivitou ucastnic
aktivovaného transmembranového receptoru E

17



do | ¥dprfaiégp,adt e je tento gen mutovany, doch
nezavisle nkai shiaviuc EGFIRgnéadl ni dr dhy byly vy
proti receptoru EGFR, které zplUsolirldpéeho z
nadow pr.i padé¢, te se monokl on&linnihilbatck a snaw
kaskéady, dopjfdepapl@yzeokud signalni dr aha ne
genu KRASYV pifipadé mutovaného genu KRAS neméa s
prototevdniidhadka piritomhesas snéaberakei vmi
genu KRAS slouti tedy p9o predikci | écebneé

132 Tumor supresorov® geny

Tumor supresorove geny, nebol i antionkc
proteiny, ktertér od ee poaudchié qeocsidu aifesenckiace ve smyslu
jejich inhibice. Ztréata teéchto funkci potl &
ma za nasledek bunéc¢nou transf orknmaar us eéAbrya s
obou aloemo&dh.rdPRnych experimentalnich pokus
supresorovychz miemhi. j d edapmi kl ad retinobl as
inaktivace je klic¢ova ve vyvoji mrwolaaflkeids
bun&awcastenikontroly tr ansakrreigpuclea cjei nbyucnhé ¢ mrédt
Dal §im vyznamnym antionkogenem je p83 gen
UveétsSiny lidskych nadord je mutovany praveé
jako neggtul anodor pzaZe@Ilc hfodaue bluuirkgy¢ n®.ilo4, ¢,y kl u d
8)
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2 METODY ANALKhZYENEBAMZIEOGNCDORS

21 Hodnocen2 zmBDn -hidologle ovni t kgnh

Z hi stol ogi ckéhdoorhlsekdliasdkda zsee -dnvad last mp @ ok
nadoroveé transf or monveatnréahnos f pa mewvamymu al e z.
podplUrné vazivoveé t kkadannéaloyrzged njue. pToksainl aunrac ednc
vnativnim stavu, ¢C€i Vvi-obitenldamdomdbti nfagmno haygary
met od pro analyzu se znadvmé tziwtnii.m Psrtoatvau ,j ea
pfitomaypor at of i mé | mot nost dany materi al
zjistit pFfesné rozmeéry pkitiepraéd nsfe otdekb rddj il yo
(1.3

211 Z&8kl adn?2 histologick® vyget Sen?2

Zakl adnim histologickym vysSetfenim |je
parafinov#fmrihc btl ok dnakr ajenim na mikrot omu
j sou st anedyar rdztolku Henetoxylin- Eosin. Jd i potfieba, dopl
barvici metoda dal §i mi met odami znazornujic
nervovaZvhkhkoazhotovenych pr epmaaddnowaou otl lod
pseudot pmoak & mé Weévnéotus itnkydnp.f i padld dokate p:

mal i gni od) benigniho. (

212 Peroperaln?2 histologick® vyget Sen?

Kdal i metodé se vyutivad nativni nefi xoc
kysli€&niku wuhlic¢itéhoddsi kpwonoTakt on fdiox okvagre
kr djveknray ost at u, fezy jsou uchyceny na eosi |
tekutinyaobar vi ¢ dal e zpracujiupéganbpematodabij

aleipro provedeni snékthermy cchkk3dyicrhu mehtiod . (

2.1.3 Imunohistochemie
Princip i munohi stochemickych met od j e
hi stologicky fez, na ktery je nanesena spec
vpiripadeé jeho piritomaoc&fl uobDoklhr emamugmdt e
fluorescenc¢niho mikroskopu pozorovat mi st o
l okal i zaci hl edaného ankdgeekci Kspeei ffil aloy c
VPpraxi Cast éji poutoivaa jpie r @nsiog@yass(nnoasptii. kel ec
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vel ké mnotstvi jak monoklonal nich, tak pol
na prfrisludné antiurelnznytcahk ét gvpybu tn & fechéna hn a

di agnosti ku. Pout atviyrmhopganekdi mrpbizl at ekhi ch
i munofenotyp tumoru, Kktery je psra suettOiunwrn

zjaké tkané nddorotaé@gbkpkyvdypoRh ajzee .i (

214 El ektronov8 mikroskopi e
El ektronovaa mi krkodse&ktogphk i sde fpionuotviavnay c h ¢
komponent , di ky kterym mdt e me nador spr é

velektronovém mikr oskop glutgrake hpyadtuf, e bpao tték ajni f

pryskyfice, nakr aj et na ultrami krotomech |
kontrastovah z achyt it na3)kovoveée sitky. (
22 ZmNDny na Yar ovni nukl eovich kyselin
Genom =eukaryotickych bunBKA tnwadchazjegderi
vmitochondriich. Genetickéd4 informace e res
kyselin— RNA (napt. MR NA, mi RNA) . Met od analyz
spol e€enmtyekovat konkr ét binasdekweryacih dareédnolBMNAr
jednako det ek c i mut aci hereditarni hagengraGevmmadu ( o
generaci), kdy zjistujeme, ¥ dganonju epacientan k r é t
pfitomna. Dale jsou pomoci DNA diagnostiky
vnadorovybh (bhapkac muKaaes @mkogperneudi kci | é C «

Anal yzou hladin mRNA piipadné mi RNA mit eme

221 Pol ymer 8§8zovsg SetNDzov§ reakce

Nej poutivaneéej si met odou mol ekul arni di
reakce(PCR. Umotnuje amplifikaci cilové sekvenc
sekvence pri merd ur cuj e specificitu reakc
amplifikovan. Synt é zav amal wjziooviamhe DeN Ac ypk loebc
pravi deltnféi skrifdkdya.) iPrvnim krokem je denatur
probi haij 9 &I Domékir o¥x4gpadu vodi kovych mistkd me
vl akna DNA. PT i dr uhé m-6k5CoDojdek pé& | pojeinit epl
koddél eamtydn/cplons.l edni m kroku se -7 Bhddojtlea op ét
k pol ymeraci . Nov a vl akna DNA jsou synt et

pol ymerazy. Celd reakce je provadéna ve sp
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teploty automatickymeé n i t podl e pfedem nastaveného P

o

opakovanych cyklu je exponenc3d4alOni zmnoteni

2211 AnallTza pomoc?2 alelovhD specificklch pri

Unékterych genetickymbl ekemdcmiénpodet atr

mut ace, cot umotnuje pfimou detekci sl edova
j sou dvoj-ijheod ngr yyhsuou synteti zovany tak, ab
nor mal ni DNA, tulkdhnéepozmwdrdédrdéd zlkg mpljeement ar n
jsou ko mpl ementsamotf ovanny mi sekvencemi. Pr ave

specifickym sondam miteme jreadnomstnaukideo ekad
napfikl ad met oda Sout hern bl otting neumo-t
vpfiipadegcsslokouogpolwnadepi vyshkyjteudi chareég muwatl aode
faktu, te wreodiané mugtla}cyeskytuje. (

2.2.2 Southern blotting

Potfebnym materi al enz bjuen ékp évty Siez d loovvaanréd o
Principem této metody fjek&dniémienéndemwhkiloe &z 4
rdznych fragment O, které jsou gelovou &el el
fragmentysey el ekt ri ckém poli pohybuji rychleji n
j sou pfzegelsenywa nitr ogdelnwlvdbaovmeimbdidann t zv
(kapilarnim pfenosem). Dany vySetfovany fr
specificky znac¢denou sondou, jejit sekvence
sfragmenty se se sonaoknias poldendi m& ki zlpulswijbiu |
hybridizaci . M aosdlset druajnee np r onneyntaiv 4zanych sonc
autoradiograficky fil m, ktery po vyvol ani
hybridizovaly. B, 4, 12)

2.2.3 Sekvenace

Metodu sekvenace o ut i kvvaymel edavani Ci screeningu
proces, béhem kterého zjistime kompl et ni
fragmentu nebo cil ové sekvence zmnotene ¢

sekvencer Useku DNA byléy menr Sanhgrovediaxain & Gilbertova.
(4,11, 12)

Nej Cast éj i poutivanou metSamjeravay ek Ve Vv &

znacenych chemickych analogl nukleotidl, k
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aktivitu DNA polymerazy pfi syntéze Tetézc

tfetim uhliku, cot zpUsobiV memontnéd,st k py i p
pol ymeraza zacl eni do nové syntetizovaného
dideoxyi bonukl|l eoti dtri fosfat, processsghkgmy s
mnotstvim rlzné dlouhych oligonukleotida, |
bazi . Tento soubor produktd analyzujeme p
principbu rozdéleni fragmentd DNA podle jejich

Cteme posSfupkménced3Ke Koresi je toto sekveno
aut omati ckych pfistrojich poutivajicich r
jednodeiboxgridbonukateak i delry f ps 6 évej e dnmlét er eparkock
Produkty jsou separovany kapilarni el ektro

ana zakl adeé jejich pofBdi e( evlyd kvtorf efnaar esgrkasnu

Obr &2 &lektroforegramvy sl edek Sangerovyamebmdyi ské&l

pfistroje

' G TT G TGCEGE GGTAC GT 6 L TGATGTCCCEGCC T ¥ GCCCT?T
0 190 200 210 220

AN AL AN ﬂ_l)vo&/\\v;\mi\m\/(\.

TTGGGC GG GT GTGC TCGTTGTTTTGAGGTGTGGAGTAGTG
'*‘ A 190 2%" 210 20
1 A
A ol !‘ n
| | ! | n A nn A
,‘M\ | | [ \‘.f. “‘
(1] | ‘ | |‘| ‘{‘ ‘ \ \
AL YAUY Y ‘ \ vy AL
G AC CAGC %2%2C 20 GECCTACTTCACTATCATIAY T CCTECAY
190( /|| I| 200 | /| 220 NI 229, [l a 230
\ il | | ﬂ“}. (1] ] “» | | \ “\ "‘\
\ |
\ n)\ | A NI | [\
\ l"A\f-‘- W\l “l:' A .‘Ji "\}'v‘ | In \ '/ \},\v
Y ATVA RSN A\ AW ALAALAL L L S\ DDA

Zdroj: (13)

U Maxami Gilbertovymet ody se »ppéamnoetyempech r dzné
fragmentd mol ekuly DNA r adi oaaske pi avrnodwaiennyacche npy
dél ky gelovou elektroforézou. vVRowzmi It eo pjreo tti
met oda zal otena na Stépeni mol ekuiwlf earcehloyzz o
met ody kdsoyrhtdézzie k on k rzuwlind kerha fwyaSgerteldgtd@)a n é D N /
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23 Anallza genmvEa®& oaxopr® stek § n |
Materi alem pro tato wegsSetmeni zpdga RBAU L

agreagjenpotieba podstoupit | é&bu chemoterap

231 MPDSen2 hladin nPEA pomoc2? RT

Mol ekuly RNA jsou pfepsany reverzni tra
(complementary DNA) ktera je zmnotena standar-tnim p
PCR je tzv. RTreakt i me PCR, shvackcadaretim E@GQR e umot nuj
kvantifi k&aoi pzomdokenmé béhem reakce. Tato met

aktivity koBKrétnich genl. (

232 DNA |aiepxypresn?2 | i py

Vyhodou C¢ipové analyzy je, te umotnuje &
se kiudentifikaci sekvemciacdgkeuricesbno ghelnaodronvyy c
gen
pri
DNA (DNA <¢ipy) Vvnpefbioppath&NAexpr esAni choldivpln.a

DNA ¢Cip ma podobu mau réC i d esnt i PCkfya d in

(@] Co

hyceny fragmenty analyzovanych gen0. Je¢

zvySetfovanych bunék pomoci metody RT (rev
oznacenda fluorescenc¢ni m nobarmaéilwndm.h ddhMAEKi z2ma
barvu net ¢ 2NAINéxolncdvdaonraéovycav piTfaegshémopomeé e
smichané sondy jsou apl i kolHRybrigizacisondg ¢ € ii ¢ k u
ompl ement arni sekvenci. Na zavéeér slie merf i

k

vbunce sl abd4 exprese daného genu, Nagopal| evi
silnada fluorescence znaci vairlnd® mexwprpeogia.d ad
£

escence obou barevbotutypepbmBunékpr &gy

c
o
—

<
<
—
<
o
-

fi skupiny, podle k8él)ych | ze urcit na

Podobe&hnol ogi e | e v ytuetsitvia n ®a mmaappriiinktl a o

rakoviny prsu. Umot ni | ékafr0m ur it nej vho
naddor u. Tento test se provadi na nadorové
t kani nat ijweniv,|l okteenra do mMRNA konzervacniho
zakroku. Dale je vzorek zpracovan mikrocipo
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24 St anoven2 mnogstv?2 proteinT

Pro CcCasny z &acphryetdikrcagnnéazduor ovych onemocn
nadormmavweé&er y, casto proteinoveé molekuly, k
bunkamnmiadkl adnim vyzkumu se nadorové marker:
casto meéf¥ i met od oWk | Wend tcekrén plrlacxtit i g . pak K
nadador oveé marokdeoruy, nké&feir ameutmot nuj e uvvyeslektérheon i

mnot st viatpvarceileanttibvné kr atkém ¢ase. To umot i

2.4.1 Western blotting
Met oda detekuje specifickeé proteiny porm
vzor ek podr oben el ektrofor éze rkar opadaléy ekiriy

proteind podle jejich velikosti. Takto roz
jeisprotei ny s parkoutbiolvaatnkaa mi , které rozpoznaj.i
antigenema proti |l &t kou je detekovéana pomoci dr u
radioaktivné zpnhacené protil adatky. (
2.4.2 ELISA

ELISA (Enyzme- Linked Immuno Sorbent Assaygj met oda umot nuj ici
mnot stvi daného proteinu, nddoroveého marker
variant , princip je vSak stejny. N&ndmé mil
se pfidéad vySetF ovla megkciantigenuse fr o tDiolj &tek otua k Nen
antigeny se oaksda rvamndr kpu osrgy t p ki mdiat djrethldo palod
navazan enzym (napf. al kalicka fapfamatzia ¢
nenavazané protil and&mu ma kyr c&tcihlgdmulcwk @8 @jf deané
pfridaného substr atu naamilpreodsuektt akktepegktjreofb
fluorescenc3hpé detekovat . (

2.5 TNM klasifikace

ATNM syst®medhod@géh®mu popiaswr | rem2s ashtu§ dn
oneme nNn 2?2 . St 8di um onemolkmiDIN®r ij2e pald | ¢ e krt %
rozhoduje pSi volbhRN |1 ® by. TNM syst®m nen
|l okali zaci je vyp(@6asclpv8n vliastn? syst®m. i

Vpifripadé urc¢ovani TNM na zakladé klinicl

je uvede(@oT, CcN, cM). K liapsaitfoil koagc i n am Uzt &k | pardog
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nadarjeho okol i, pak je pfipdd (pKr atpkNy, vplM)t.er
pouot ippodr obnéj si déleni (Tla, T1b atd.). (1

KategorieT popi suj e rozsah nadokokoljreihm tvkdni

=]

apkarcinomu prsu jeveEli kpeaterRicmnpnada@r y e
vét Sihaonatg (16)

Kategorie N popiu j e rozsah postiteni okol nich
ukarcinomu prsu se uzliny bez posSkozeni o0z

pohylvipiowlpati postitené nadorem atd.). (16)

KategorieM popi suj e pfitomnost, etdeot azpf M1l om
pfitomnost, MO nepfitomnost metastéaz). (16)
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PRAKTI CKC LCST

3 CéL PRCCE

Cilmén prace byl oa lmjyiizlace NK (DA, RNAsztriut i nn é
pfipr avhivatngllcchhgt Ekych zhl f owvmpalriard é m kfainx@d v d n
(FFPE)pr o pout i ti t akatPONA zporloo vim&asl eDdNMAé mo | e k u |
analyryol ovamRBNMMNAsem méfila pddhakjpepeji ¢m
(znecCi St éanli atpkraomie i pviiiztool nanCynnii a $yto Unguimoty jgedn)
dadvala doypemahmaol ované t kzZBFMFEeP.E NKk 4 nsée n§ tiizt onl
nador agliphtastet pomoci t zv. skuprhvyg AlRre@DBA/RNAt o0 dy
Kit firmy QIAGEN.

3.1 Metodika
Kanalbyyzley dhoidsdnoyl ogi ck éi(bSltoié&lmyeA thigateld st u

gliobl)&et kmd dému histologickému blocku byl
né mt byl a patol ogem aygenadcnlemidyklaan inzaodloa voav
105 analyzoay ch vzor k@, jejicht plstota paituvegeny( i z ol
vt abuli ébulkkyC. 1,2, 3). Pobyyt yt o Gdaje vyhodnoceny.
j sou prezent owaynyadffar mocu graavfilse ]l osvingiil zol ov e
namngsvi zdhkeynmwpri konst anumdvizgrafféolusit e 15
a formougr af & porovnavmé¢i eda tprdan éokdadéné ikeainy c h
hodnotf e d not | i awyhcohd ntokcéemééc i st at i -stdasti(wzlglafyfmet ody

17-22).

32 Vizkumn® ot §zky
Pfred zpracovanim studie bloc¢kd FFPE byly

1.Je vytétnost a RNA oM cthk OMN6A post acdujic

genetické analyzy?

2.Je Cistota izzZdIPEy atnkyarhé NKost agemeéfcii c kpér

analyzy?

3.Je mnotstvi izolovanych NK zcela zavi sl

ze které byla izolace provedena?
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4. ExXi stuj e rozdil mezi avRNAagtpobémstizonadanm

w

anenddorové tkane?v
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4 1ZOLACE NUKLEOVhCH KYBEGLANAPHhZY
GENOVE EXPRESE

Jednaz prvnich rutinneé poutivanych met od [
vysolovaci met oda. Tato amedbbd8ad byYykar poanié
amembranovych struktur pom@g sii  anelt @rdofuo rinzuo. |

byl a i1 zol ace poMMdcitoi potdoibiéo biydn d tauRNA post i

nejrozsSifenéjsi at do zavedeni tzv. kol onk
sili kdtovy povrch. Kol onkolvaé€ imey ojdaystady os d sutp u
se metodou volby ve vétsSiné | aboratofi vyul
tzv. kol onkové meitdoadyS ij spooust p@ut invadpnry. i zol
kKul i ¢cky. VétsSina metod i zoKtaered kNKg dieenénap o
cytoplazmya j 4dr a. Obvykl|l e st aafdie npadruur Saecrei phbrioa nee mt
zdetergent 0 (-TdRoldTe@N,l s$PBomwvSethnpro | yzi pe
zapotfebi mechanicka sil a, jakou je napfik
t kanté&f eci mi sce apod. Cistotu izolovkné NK
kterdada zpUsobi 3§t épenvidalrit ed &dit,i viczaln@&cei s
bud precipitaci (naptf. et hanol em) , nebo ad

zavér NK vdepoasi zmean@) .voRféi (rddzpHust éni DNA
HO pfidava kyselinaada e(tBDTeM)d,i akmienrod ena aoeh o \
znadmé jako kofaktory nukledz, cot zpUsobi
izol ované DNA. (17, 18)

4.1 Metody izolace

411 Fenol-chl orof ormov§ extrakce nukleovlich kuy:

Tento postup odstesBume pmolzephfmla WK | pE &t U

vném ponechava. Principem této metody je r
pfridani f en odimamylalkoholok loy & tmw. Na rozdil od |
izol aci RNA musi me Ipomudfidr nk gven|d i g mmiesniolzt o KCi
l' yzat u, cot zplUsobi rozdédemmli orsanfésri monvao uv o(d
fazi. Protfepanim zpUsobi me promichani f a
obsavéngeat u. RozpustnostzVivegsdoje veoamyloalok
protfepani fenol pfrejde do spodni faze obs
oddeéelily, nechédme smés zvcpendahb & ulgiolvéah o [Br at
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faze viditelné oddeéluij.i ciHorNKi ,pFfweanckcmrseumef @i ,C

Pro dokonal é odstranéni proteind je nutné
SMeési fenol aizoampk alf bomaolauz,c eprt ati if eupglowd@mii mm
se na rozhrani nepfiféstaampe odoleji @aviov dNtaklbinle&d s
extrahujeme, tentokraitzawgmyleal lson€sliu,c hk toegrnd
fenoluv r ozt ok u, ktery by mohl n &rtuaskotvoa t z issakmeont

vodneého roztoku vysamdgemter oNlen lio da&nihmand&l u

vzni kne na dné zkumavky ©bily sedi ment (pe
odmyjeme 70% et hanol em. Po odstranéni super
pufru. Pokud svou préaci zemfoke oads DNAni RI

RN&z Poté roztok musi me achobformeaxDitNrAa hvoyvsarta { senh
et hanol em. Jak ut jsem zminila vyS$Se, pro
Vyt étek RNA mupikipsgdézviyédenme extrakce fenol
(17)

412 Adsorpce na silik8tovl povrch

Principem dal S§i met ody Il zol ace NK j e
v pfitomnost:i c h&oltyaodtnd ciIpF isdn@rmda. saspemzet r o p n
sili €At co®gii d.zol aci DNaA pgreo poodgtirtaan eRMNad zRNA
izolaci RNA | e pouwtipgrao DNagtr aneéni kontaminuj i
zplUsobi me rsyrcehd &ij §i adhezi NK na silikatoc
zcentrifugovastazendt siplidkahiovych <¢astic na

s

tranime. Castice na dné& zkumavky opét pr

® O

n O
o™ O >y O Qo

dstranime supernatant. Tim ziskame ¢Cisté
sticich. WUJYdlmeeémpifi d@ndoc vody ¢i vodného
[ i . Po zcentri f ugovaannai dzniés kzdknuemalviksyt yu sraozze
stice. (17)

¢

413 1 zol ace nuklzfoowrlTneahl iknyesne pfainxad Vanru®,z al i t ® t

Formalinem fixovag@ v par af i ntuk A@EPE)iztaér chi vi patol og
oddél eni mohou byt zdrojem analyzy DNA nebo
Bi opticky ¢Ci chirurgicky oadzeablriatnda dtok apia rfaifx
zcel a deatakgdeo vmontane | i dale zpracovavat z a
virovéeho genomu ve tIKatnét ofi melhwnd&C njée ewyrré

i zolacnich souprav, ovSem princip metody |
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na 10 ppm [ ezy pdamariafni ampipzoujéeyriee k dlyzjadd mer é m
pufru obsahug prateinasuKet magdretctht o podmi nek se

cytoplazma vyutitéa pro izolaci RNA, zat i mc
i zol aci DNA. Ploaneentoiffalgairo zigol aci R N £
i zol uj eme. Takto ziskané NK se adalld tiprt&da

jsou NK ve vzorcich mopgindvikeblvanédegmaaddwarnék
maj i casto nitsi met e kvuzloorvkoyu cChemosttrvoést € i :
fragmentace a@&atvaikii waortkyp,u na paodkmi enckawan if
vzorku. Dalsi pBERPEpvVvIaonk@acmiaNky sSheyt u wmeddke reyr c
metod. (18, 19)

42 Hodnocen?2 | i styseliy nukl eovlich k

4.2.1 RNA

Cistota RNA se stanovuje spektrofotome:
260nma 2 30 n m, prFi kterych jkoont amivy kA Feccnedbrs &t k
hodnot absorbanc? zmRSenlTch pSi tRNchto vIn

informaceo k ont ami n a ¢li,s v z102r5k)u . Gii psat n&é ERINLAYD Yy mé | a

dosahovat hodnot? . Je- | i t at o hodh8ojtea dreemys i v zmoaxtvedkn k o n
proteiny. V. pFf i padé p/Bméryu sk mé |l a hodnota Ci st é
v r oz mx0z- 24 Pokud jsou hodnoty vyS§S§i, Ci ni
vzorek kontaminovan organickymi | atkami. (1
4.2.2 DNA

|l zol ovanou DNA se tnilkOdDy reapaddar i Vtzdiys kaab
bil koweagenci i poutitych peffAgbjye jmeé liaz ocliasctia

dosahovat hodnot},8. P o0 m@Ab3ocbA meévlip fbiyptadé C¢ci stZ2(AIPNA vys

43 Doporulen§ opat 8emwialedougdatipr av u
nukl eovich kyselin
Postupppopatfeni tykajici seajzohat@aéNKe| s ou

tSiné manuall pro

(D¢

aproto jsou uvedeny ve VvV
Opatfieni psDNAmani pul aci

f ManipulacesC er sauMymenym materi &l em pfed zpr ac
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Pro izolaci zgbeunnsntkawé PNAUd) émestngbé vzor |
vzor ky, kthéreé zimylag @ Ondae #ltre&k ut ém dusi
aul otvw-806C dl ouhodob é-70% @Tatd Iprocédwr \minimalizuje
degradaci DNA omezenim aktivity endogenn
Pro édonbsanejlepsSich ceysltedkl kpewt injedome kr
dobu kr2aoyy pokefj ové tepl ot é.

Zkrve ulotené po d2oB Cjie dpnoo hdo btjgderknrea tvsei
meésic pflh—-2€°pluadto®@ yysyed&u genomové DNA

10-15%.Vzorky krve se neodebiraji do zkur
anti koagul ant EDTA. Heparin mit e zapfti
vpridbéhu PCR.

T Pipetovani DNA
Pipetovani bryaméh@i pegtSopdataitareni ych obj e me
midte zplUsobigenbmag®e DMAPIr aae uj e sndtlera mi
zabranujici kontaminaci automatickych pi
Spravneé ppiiplektyo vnaacgifieSdsatdan é r i mi Kovpo DNAz ¢
adal Sich mensSich mol ekul DNA.

T Skl adovéani DNA
Genomova DNArjaeée kimodipdea'viatt2epiCot @l ouhodob
pfi-20C. Opakovane rozmrazovani zplUsob
Plaami d ov dadbsNtAat ni mal é mol ekuly DNA mohou

0 pfi t2epCptrd® kr atkodobé uloteni
o] vali kvot bofizmpt e pdl ouhodobé ul oteni
(11, 20, 21)
Manipulaces DNA:
Vzorek DNAKEkpfil g anv @dmy mgviktadoyy tna | edu.
T SusSeni DNA
Vyhn&me pf es upd precipitaddéthanolem. NechrdeNA vysusSit vo
na vzduchu.
Plazmi d ov da ®ONtAat ni mal € mol ekul y DNA mohou

vakuovéeée.

1T RozpousSteéni DNA
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Op a

DNA rozpwwsfluEDTA -Tri s oznacovuadéHhO. FOE neb o

pfridani puforzppumlitétemrhe DNA pomoci opatrnym
Ci opat rntyimm ledyesdp kturma v k y pf i pbaNdAn és tnaetc h ;
vpufru pfes 2n8°€C. pfi teplotée

Genomovou DNA pokud mot no navdrtexajeme v n é

Pr o rozmudeahkhti vayc mlt R NMNuer 4t vzor ek D N /
6 5CCanec hgimeobit 10 minut.

(11, 20, 21)
tfeni psBNAmani pul aci
Obecné informace

Zdlivodu che@mi cké&iviRNRA pFfitymné spRNAc e
nairocneéj SisDNAeNarmrdad e od RYN\aaze p oionfy &dvw j i

jako kofaktorya mo hou byitp oa kdt g@dwsniirani Ci aut okl av .
proto by melvd aBynmipoipgRNA@ni pro praci
Kontakts mat er i al em

Pfgr ascRNA meérgkavieebez talku Po navl eceni rukavi c
kontaktu s povrchy a zafi zeni mi, k & mt azna bhrad@oi i mB N 4 :
dekontami novaného materi al u.

Pracovni plocha

Vyhramameznacsme speci al ni pl ockBuRNApouze
Pracovi pl ochy0@%staliehol em mebopflidpavkpe
odstranéni RN&z

Zaf iazjeendinor azové pol ot ky

Pout i wejemgddrnigrazové, Bl akt oo £ o rneatdiocbki é
anal yzu RNA molh% ud obdyetc ydisStreamye m sodnym (
vodou, absol wtnnaimo Ceeth¥%®a pveet exmi du vodi ku n.
Opl achové nadrt e |npuysrio koabrsbaohnodvta t( DdE PeG)h.y
Skloapl astové nadoby

Skl enéné né&ddoby musi byt -0250eQ)yf em(®s ovy scd |
nej mé madiny. Autok avovani skl a proerl i Mdiorsa ait
Pouti kemme& ¢ dostupné pHastpmplvas tnoavdéo b & d oJbe
poutipiaed, dal Si m poumai2thiodi mgy Cmd @ld3i7rme
roztoku hydroxi @ mMs &®dd dho ofval@®@Hn ke ahuj
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DEPCa z a h f enp 806 po dobu 15 minutZkumavkyby mél y byt 08¢
pfes noc pfti pokojové teploté vodou obs.
dobu 30 minut pro zni c¢eni DEPC.

Ci Selgkmodpr o méfeni pH

Elektrody inkubujeme30 minutv 70% ethanolu,5 minut v. 1 M NaOH

aopl achondme obsahujici DEPC.

Cinidla

Vyhr adi me adaasrntaaoagenci e peRNA: prakpvéace, s
nedot Cené iatv&tivdie ¢ itekyi reagenci e musi o
Manipulaces ¢ er st vy m, Ci ul otenym materialem p

Extrakci RNA je nutné praowké@ist Peoo fdejprsych
pout iCjeemset vé Ci rychtezzmkatenér ogenkyuc
-7 OC. Tato procedura mini malmezejné mdeadgt a d
endogenni RNazy

Vzorky krveak ost ni dfené musi byt stabilizové
VS§echny potadované reagencie by mély byt
I nhi bitory RN&az

I nhibitomoho®RNBAYLt pouti twprpdmé houwc hiramlua cReN

avsSech dal sSich procedur.

Nej Cast eji pout i varmnyt iickiy biptrornt eiyre ienuhk
nekovalentha r ever zi bi Pnd wdebeni aktivity ir
vyhnout se silnym denaturaénim ¢&inidlan

redukéni apedmdbohk@€@okol o 65°
Ul ot eni RNA

RNA mitueme v at rozdélvaetla mal wapdblikuviog iyip r

t epl o/t0O&. PTFi této tepl ot é j e vetsin
Et hanol Ci I sopr opamoess pasd @ i@ins Imes ncéem t g u
RN&.z

Manipulaces RNA

Béhemi prav expeziomé&gt RNMadmeédy ul oftené n
SuSeni RNA

Vyhné&me pfesusSeni t BRNIA ebhaopnmelcamii Wzor ky

[e})

vakuu nebo 10 minut pfi pokoj ORNA. t epl ot &
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RozpousSténi RNA

RNA r ozppuisntdiamepuf r uneobbisalvwjdiy¢ci i RKabaci
zkumavce naledupgdobu 15 minut. bZkemaiv k kuméctemi
protfepat i opatrné zvortexovat.

Pi petovani RNA

Pro pipetoa n i RNA pS8pi Ckgmeb,ez v iRdWidtzem.

Pi pety udirgdtug .e me

Teplotni citlivost

PFi zvysSenychmhetndplsdata®ddH nRNApIrot @&msey ¥§ hi

6 5C°. Ohfatim RNA Cnppo tdeopdwt @5 6 &f ntiut zZa
denaturacé¢nichrounpustepilisobdbkmedarnich str
|l dedl ni je pokud je motné dal Sitzvvimol ekul &
PCR boxu, ktery umotnujpeopgieduppamiocdeka
(11, 20, 21)
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5 POPISIZOLACEDNA A RNA PROVEDENE ZE
STEJNEWZORKU NCDOROVE ZAXKLCINT £
VPARAFENOVEM BEFPH)KU (

51 PS2prava SezT tk8&8nhD pro izolaci nuk
1 PFipravanche é s ionkiotdrh €wniyz A)f i holksda ol ogi cké
aknim odpovidaj i céf eadoariwmenwydmi s kH & nfaktao x
Eosinem na nicht | e anyemadocrnayv g \addaosrtp Vtak & m

2, pfipadné jiné morfologicky zménéné I

T Do stojanku si dadme CtyfFi zkumavky (po
které mame zhotovit), kt edrréavsai tkami)s e
zkumavky, 1Ta 1 Z , poutijeme jako vzorky zal o

zpracovéavat.
1 Hi stol ogicky bl oCek zorientuj eme t ak,

odpovidajicim eoupeeawwviéme shkdod i dlou mi kr ot

pomoci Svrnodunbed dsor opol ohy t ak, aby tkan
aaretuemd vi z ®F il oha

T Skr oj3isnver chnij ktetey jsou vzduchem zoxi
dostd kvl astni, neposSkozenté t kani (pocCet
mnot stvi z&luidt ¢ et Kk kidh@EC g | dad £t at ek, sk
peéet).

1 Postupné skrajjaletmef ddlbcseik skal pelem o
anenadorovou tkan, kterou vkl adadame do
katdé zkumavky bytmeél @ppiimflajoidpifi bkan
odpovida peéti Ttezlam).

T Zzal ot ni <tkkudmaiv kwl ot i arskladdjemerktamawb i € e k
(22)

52 PS2 pr ava s o ubpDNA/RNA KAQIAGEN prpizolaci

nukl eovich kyselin
T PFripravaavyppbéaeénliy c:hSouprava dltPreg i DNA/ RNA
FFPE Kit (QIAGEN),961 00% et hanol (nepoutivat d
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96100% i sopropanol , deparafinacni Cini

steril sfi Bpi €y pipety, steril n0DO 2 ml e
rpm), volt a&asfB,°s 6ahp ac).

T Po otevieni badbpoudsoneraxy zkompl et uj
pfridanim dal sSich chemi kal ii

T Pufr FRN doplnime 42ml isopropanol u

1 PufrRPEd o p | Addimhethanolu.

1 PufrAW1ld o p | @5mheéhanolu.

1 Pufr AW2d o p | B0mhatnanolu.

1 DNasal j e dodvAvpofi li zovaném stavu. L
ot eviae pd i déame 55f0ué e RWatser . Vzni k|
nevortexujeme, ny br tv rugeeanskladugeme e prc
nej @i s i c-ZI0CmMébo6 t y dvnlednici.

(19)
53 Deparafinizace tk8nhD pro izol aci n L
1 Deparafiniace vzorku

1. Zapnemes uc houn al &46e’i z #HF i | oha

2. Do zkumaveks t k ani pfidadme 1ml xyl enu pf¥
diasolvu.

3. Zkumavky si | né Zzvor t e xauicentrifigejema @inl 0 s
vcentrifuze p¥fi 13.000 otackach.

4. Supernatange zkumavelopat rné odstrani me pipet
nedot kl i paeplfetdyamea 1dmé et hanol u. Tin
xylenu (diasolvu).

5. Vzorky 9 | n értexajeme po dobu 10s centrifugujeme 2min.
vcentrifuze pfti 13.000 otackach.

6. Pi petou odstrani me co nzejzkudavek,i mn o
které pak nechame | et etpfot epvdkemjéo vr
teploté, aby se odpafil zbytek et ha

7. Dal e do zikiudndanvee k1 5p0 p | pnuafvroud i P Kp¥,i z lnt
podminky pro pKsobeni Proteinasy

8. Hned kpwztcér kitind &pne 10 pK, Pkrtoetredi nracszySt &

¢ci mt klrog -dweo | n @iejich lfpzu n é k
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9. Zkumavky silné zvor ta Xbwip. enkubujerpeo d dol
vsucheépiiazme °

100.Béhem inkubaceapoppsemea2imimeeppendol

11.Zkumavkyst k ani wylokiaapnieendamie. naa3l ed. P
je centrifugujemev centrifuze na 1®i n . pri maxi mal ni c
(13.000 rpm).

12.Supernatantze zkumaveko pat r n é pipeton d ® e npef e d e m

popsanych 2ml eppendorfek. zriZidehtse n

budeme dale izolovat RNA.

Zkumavky spel et ou obsahuji zbytky tkan:e
k izolaci DNA.

(19, 22)

5.4 lzolace RNA

1. Eppendorfkyse supernatantem inkubujemeniif. vsuc hé pF azni
80C (vi z pif Od eshmaani me t ak modi fi kace
formal inem.

2. Ke vzorkdéame 320l pufru RLT. Pufr
podminky pro adhezi RNA na kol onku

3. Vzorky zvortexujemea pf i d a me Ina&low.l Zkwhmav ky
zvortexujeme.PF i pr a\piorpd Seme si (Epeceé dakmoi
zkumavky obsahujici silikatovy fil
centriu gace p@mrzachyzidvad RNA) .

4. CAst vzorkl pienekemavebppetobuy dbede
popsa y ¢ h k ol on edtrifugifeonelonmkvyc ent r i fuze
10. 000 otackach.

5. Zcentr i fomtakgfany r at) vyl ej eommunu z k u me
adokolonekpf i dame dal.§i ¢ast wvzorkdid

6. Kolonkycentrifugujemelmin.vcent ri fuze pf¥i 10. 000

7. Fi | wylejéne, zkuma k' y o0 0 bwuweedo kolonekp f ene s e me
zbytek. vzor ki

8. Kolonky centrifugujemelmin.vcentri fuze pfTi 10. 000

9. Filtrat vyl ej e meéunuazdkou nkaovlkoyn eokt Fpefmed & n
pufru FRN.
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10.Kolonky centrifugujemeélmin.vcent ri fuze pfi 10. 000
11.Fi | t r\§léjemegpz&umavkyo t e buau.

12.DoCi st é eppenudjoenmeky7 nalpamp@fud uyDRIBR

| ./vzorek. Zvortexujemea k r aderdrdugujeme Tent o r ozt ok

pfripadné zbytky BNAphwao kil m ncep eorbrsat
13.D o kol onek napi prawvug¢mréeizd ok@ull.DN@izi

aldmin. i nkubujeme pf¥i | aboratorni t
14.Po i nk ub adoikolongkd @ @ mle p uaf centrifudgujerhe

Imin. pfi 10.000 otackach.

I55Fi lnalaej eme zpatyvido i kmel dweKi stych z

o p éentrifugujemey centrifuze i n. p¥F i 10. 000 otack
16.Fi | vylaej e me, z k o mmwakpyf i odid meehze 0 O p |
pufru RPE. Pufr RPE | e promyvaci
kontani nuj i ci | at ky.
17.Kolonky centrifugujemev centrifuze mi n. p ¥ i 10. 000 ot &c

18.Fi vylaej e me, Zkamavakiy &toil emek opét

500pl pufru RPE.

19.Kolonky centrifugujemes centrifuzei n. pfi 10. 000 ot &c
20Kol onky prfeingdtaynehekdso uenair ené centri f
5mi n. pfi 13.000 oté&ackach.

21.Takt o zcenkolidnlgyovaié&ndame do Ci st
pfidame 30ul etsipeencéi a |lvnoédree, owatd®,Na s e

a centrifugujemge v centrifuze mi n. p¥f i 12. 500 ot ack.
22RUwvé kolonky vyhodi me, e ppen dermfek y
ana pristro¢jivi zNpidimEGhane koncentr ace
vzorgaich260nm.

233Vzor ky RNA skl -aacnebme7 @fuid pfr i

(19, 22)

5.5 lzolace DNA
1. Zapnemes uc houn al &46e’m z H7F i | oha
2. Do zkumavekspel et ou prfidame 180upl pufru
resuspendujemeé vyt vorfi me tim vhodnbé prost

azaroven pfizniveé Koutarky zvdetgxujgme.o Pr ot
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3. Do zkumavek pi d ame 40y KRrldteeianagyzl ot
makromol ekul arni proteinové kompl ex
DNA do roztoku.

4. Vzor ky si | n épo dobuolOsh éenkubujemens uc hé | dzni
lhodi nuCpfii 56°

5. Po hodinové iznblokulyy oid & me psrutceghpél oltéuz n é

=

zvySnan&,0hit vzorky i2nHoding.uj eme dal Si

6. Pot € v blakuvkyyn d a me , jesheiclhid mey alklra&dd rcoeu t
centrifuguemer centri fuze (15s pfi 13.000 o

7. Do zkumavek pfidame 200pl pufru AL
podmi nkybuprDoNAv anza kol onky Zkondaklkg m c e n
zvortexujeme.

8. Ke vzofrikdnen »0 0 plao e € hvarieajene.

9. Popi Seme si bil é kwkoh&agekK spepnivd,]
kizol aci DNAt o makumavky kol onky, n ¢
silikadtovy filtr ,teamat kkreatéemv ek zkaiclh
apfenesemeeldp wmbhsdah eppendorf ek

10.Zkumavkycentrifugujemel mi n. p¥fi 10. 000 ot &a&ckacl

11.Kol onky pfendame apofadaddsnicly7cOh0 pzl k upnuaf vr eu
A W1, kterym omyj enzeb aDNAreng i f iklotnrt ta m
| &t ek.

12.Vzorky centrifugujeme Imip ¥ i 10. 000 ot &¢kach.

13.Fi | tvrydtej e me, Zzkuoaunkiya pdti ideé me 700w
promyvaci ho p uzZkumavkyaewgfuguje@e @it n . pFi
10. 000 otackach.

14Fi I trat ze zkumavek opéto bupd e e me
apfi i dod me7 00 pl et hanolvual kkotheorlyu ordosztpru
kontaminapomiitkadzkyi xovat DNA na ko

15.Zkumavkycentrifugujemes centrifuzelmin.p F i 10. 000 ot ack?@é

16.Kol onky pfendame da otestgoh F kB u nsat
vcentrifuze na 5min. pfti 13.000 ot &
17Po centrifugaci kol onky awlfatdiame dwo
nich 50upl elucdniho pufru ATE.ktATrEA |

umot ni odpout dndj eONA sotda bkioll ioznaecki
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18.Vzorky centrifugujemena 1 mi n . pri maxi mal ni ch o
rpm).

19.Bi | é kol onky vy hodbismeh,uj iepdprinfdantdriay
akoncentrace DMMAEéiViemevzma cpiivigtroj i
pfiBbplia 260nm.

200Vzor ky DNA sRIOGRduj eme pri

(19, 22)

56 St atistick® vyhodnocen?

Pro porovnani vytpeHootkblt kdmey phdsdllp owt i
Ttest je parametricky test poutilvady] epme t e
jednovybérovy, dvouvybéromiut emepapoyvgudiDti ,ky
dvou vySetfovanych skupin jsou statisticky
potfeba vypocitat priadmér a smérodatnou odch

Propodty byl ptestuJoko statiglicky sgnifikanm i byl a akcep!
hodnota p <0,05. VypocCet byl proveden statisti kem

v programu Statistica 10.
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6 VhSLEDK

Tabulkkal Par ametry

i zol phviamtéo IRINQAI cak YDANMA bl o ¢ k G

Mno g g RNA DNA

t k8n lzolace | Li st| Li st| Izolace | Li st| Li st

[mm? | [ ng]/| 260/280| 260/230| [ n g]/ | 260/280 | 260/230
17 144 72,29 1,57 0,60 41,50 1,86 2,30
iT 120 96,82 1,69 0,94 122,89 1,85 2,19
27 200 20,45 1,65 0,18 40,69 1,70 1,75
2T 180 47,21 191 0,19 292,80 1,97 2,48
3Z 240 98,51 1,96 1,21 220,95 1,89 2,34
3T 240 107,20 2,05 1,22 207,87 191 2,65
47 242 6,59 2,35 0,03 259,24 1,92 2,41
4T 300 26,87 1,84 1,21 264,00 1,89 2,48
5Z 192 376,60 2,00 1,68 478,13 1,87 2,45
5T 264 321,54 2,03 1,58 192,02 1,86 2,16
6Z 312 21,60 1,79 0,13 190,71 1,88 2,34
6T 210 15,48 141 0,37 260,26 1,85 1,78
17 150 218,19 2,01 0,77 115,79 1,87 2,07
7U 180 180,18 2,03 0,70 68,82 1,77 1,94
7T 140 52,96 2,06 0,24 38,26 1,84 0,97
87 300 32,15 2,18 0,63 1047 1,87 1,60
8T 200 547,37 1,99 1,53 151,79 1,83 2,29
9z 126 61,22 1,82 1,64 1210 1,85 2,00
qu 28 25,00 2,34 1,48 7,01 1,28 1,81
9T 243 55,26 1,89 1,31 28,40 1,64 1,62
Prdmérndéda hodnot a Prdmérndéda hodnot a

119,3 ngl 160,4 ngyl
Zdr o] vliastni
Legenda: Z..zdrava tkan
T.tkan obsahujici tumor
U..uzel
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Tabulka2 Par ametry i zolovaneékRNA dIDRNAUGz nhidot al

Mno g g RNA DNA
t k8n lzolace | Li st| Li st| Izolace | Li st| Li st
[mm? | [ ng]/| 260/280| 260/230| [ n g]/ | 260/280 | 260/230
17 198 110,39 1,83 0,64 565,76 1,87 1,88
1T 288 138,66 1,88 0,68 683,57 1,96 2,32
1P 160 103,85 2,00 0,64 46,72 1,79 1,28
27 180 46,28 1,69 1,21 119,36 2,07 2,15
2T 144 105,93 1,57 1,62 168,92 1,89 2,20
2P 60 95,93 1,57 0,51 243,23 1,95 2,24
3z 231 206,85 1,80 1,23 421,81 1,95 1,93
3T 396 84,92 1,85 0,30 665,32 2,00 2,21
3P 130 209,47 1,77 1,23 148,80 1,87 2,25
47 429 124,30 1,83 1,26 229,80 1,94 2,21
4T 288 380,20 1,99 1,72 78,68 1,93 1,98
4P 104 263,91 2,01 1,80 123,56 1,92 2,62
5Z 363 251,27 1,85 0,86 340,49 1,87 1,59
5T 125 465,54 2,00 1,78 190,65 1,90 2,30
5P 65 246,78 1,97 1,15 53,59 2,10 1,89
6Z 195 253,29 2,04 0,79 102,00 1,85 2,11
6T 324 379,43 1,99 1,21 154,00 1,95 2,38
6P 140 210,76 2,06 0,79 115,06 1,72 1,05
17 180 60,62 1,74 0,37 125,65 1,85 1,44
T 180 145,87 1,57 0,86 94,35 1,70 1,97
7P 55 53,31 1,71 0,23 55,62 1,83 2,53
87 120 44,81 1,60 0,62 36,69 1,98 1,77
8T 240 79,85 1,80 0,71 451,80 1,85 2,24
8P 120 36,58 1,86 0,15 51,07 1,69 2,26
9z 160 121,47 1,98 0,46 318,69 1,88 2,30
oT 324 43,00 1,82 0,62 183,38 1,94 1,82
oP 100 80,39 1,55 0,82 15,32 1,67 1,18
10z 200 169,48 1,94 0,72 129,94 191 0,84
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Mno g g RNA DNA
t k8n/lzolace |[Li st ( Li st| lzolace | Li st| Li st
[mm? | [ n g]/ {260/280 | 260/230| [ n g]/ | 260/280 | 260/230
10T 432 96,39 1,93 1,55 25,27 1,89 1,72
10P 80 138,70 1,78 1,21 34,52 1,74 1,53
117 80 90,01 1,88 0,42 55,91 1,83 1,70
1171 216 225,55 1,88 1,52 116,63 2,05 2,34
11P 112 136,45 1,83 1,27 89,21 1,83 1,99
127 72 296,33 1,53 1,46 105,03 1,77 1,07
12T 220 190,23 1,23 1,37 439,37 1,82 1,64
12P 65 99,36 0,90 0,72 66,30 1,84 1,00
137 210 137,97 111 1,01 293,83 1,69 0,96
13T 160 188,52 1,29 1,18 144,53 1,86 2,18
13P 60 105,64 1,96 1,24 28,30 2,41 1,47
147 180 198,60 1,25 1,08 40,99 1,64 1,07
14T 150 232,40 1,34 1,31 76,41 1,86 1,65
14P 62 198,42 1,99 0,68 29,47 1,67 0,84
157 240 101,02 0,97 0,34 815,87 1,93 1,42
15T 175 108,63 0,99 0,51 55,37 2,09 2,01
15P 70 192,58 1,94 1,00 55,14 1,81 1,90
16Z 250 39,44 1,88 0,21 169,25 1,85 1,61
16T 220 109,20 1,90 1,27 212,69 1,90 2,13
16P 95 65,51 1,71 0,71 71,10 1,84 1,84
177 243 390,87 2,00 1,03 202,80 1,88 191
17T 168 137,98 2,02 1,23 19,87 1,55 0,74
17P 65 87,14 2,05 1,42 31,55 2,08 1,74
187 140 342,52 2,00 0,88 48,86 1,86 1,75
18T 330 748,06 2,05 1,23 960,17 191 1,99
18P 98 684,52 2,04 0,57 153,04 1,85 1,68
197 210 94,53 1,22 1,22 51,79 1,69 2,07
19T 200 194,54 1,95 1,11 110,67 1,96 2,70
19P 70 111,36 191 0,82 90,26 1,80 1,44
20Z 180 52,36 1,64 0,92 193,89 1,97 1,96
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Mno g g RNA DNA

t k8njlzolace |[Li st (Li st (lzolace |Li st (Li st

[mm? |[ n g]/ {260/280 | 260/230 | [ n g]/ {260/280 | 260/230

20T 192 224,11 1,97 1,79 172,12 1,83 1,68
20P 115 199,62 1,60 0,93 90,88 1,83 1,63
217 312 54,84 1,58 0,98 999,14 1,96 1,61
21T 240 112,14 1,64 1,21 486,20 1,88 2,14
21P 125 83,36 1,64 0,99 105,51 1,90 2,17
227 180 312,76 1,96 1,95 89,19 1,73 1,38
22T 115 58,38 2,12 0,78 37,80 151 1,57
22P 65 89,78 1,95 1,34 25,13 1,87 2,41
2372 150 60,31 1,99 1,33 92,20 1,93 2,34
23T 250 334,68 1,85 1,58 209,55 1,96 2,30
23P 100 105,58 1,69 1,00 70,71 1,79 2,05
247 240 84,61 1,77 0,94 249,22 1,85 151
24T 135 33,55 1,68 0,77 27,15 1,34 1,09
24P 100 60,62 1,65 0,64 117,24 1,86 1,82
Prdmérnda hodnot a Pridmérnda hodnot a
172,8 ng/ pl 184,6 ng/ pl

Zdr o] viastni
Legenda: Z.zdrava tkan
T.tkan obsahujici tumor

P.pfechodna t

k an
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Tabuka3 Par ametry i zolovaneékRNA dIDRAUz ghii ®tbd la

Mno g g RNA DNA

t k8nlzolace |[Li st (Li st (lzolace |[Li st (Li st

[mm? |[ n g]/ {260/280 | 260/230 |[ n g]/ {260/280 | 260/230
17 210 74,10 2,00 0,80 56,82 1,94 2,47
iT 84 80,84 1,52 0,68 72,96 2,03 2,42
27 120 26,02 1,78 0,09 12,32 2,50 2,11
2T 180 129,88 2,05 0,83 118,97 1,94 2,09
3Z 243 113,92 2,02 0,21 89,13 2,03 1,99
3T 180 213,06 2,07 0,50 230,65 1,86 1,77
47 176 69,82 2,10 0,60 48,71 1,87 1,22
AT 168 94,68 2,03 0,58 48,18 1,88 1,49
5Z 160 145,61 2,04 1,46 98,58 1,94 2,01
5T 128 79,35 2,04 0,22 82,63 1,86 1,30
6Z 200 41,91 1,99 0,19 46,39 1,89 2,07
6T 125 172,47 2,05 1,12 114,31 1,93 2,30
7T 70 124,83 2,04 0,65 65,94 1,92 2,18
Prdmérndada hodnot a Pridmérnd hodnot a

109,8 ng/ pl 83,5 ng/ pl
Zdroj: vlastni

Legenda: Z.zdravéa tkan
T.tkdn obsahujici tumor

Tabulka 4 Hodh oty Ci st oty p oznod rglAafpyocchet NKaanal yz ov e
vzorkld 105

Li stota NK
RNA DNA
Az60/A280 <20 >2,0 >1,8 <1,8
Pol et v 74 31 85 20
Procenta[% ] 77,7 22,3 89,25 10,75

Zdroj: vlastni

45



Tabulka 5 Hodn ot y

Cistoty panndAagdAznpyocChet NKa,nal yzov

vzorkld 105
Li stota NK
RNA DNA

Azs0/A230 2,02,4 >24 <20 >2 <2
polz.orvi 0 0 105 48 57

procenta

(%] 0 0 100 40,15 59,85

Zdr o] viastni
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7 STATI STVXHHODNOCENE VhSLEDKS
Graf 1 Bodovyvygyatifreni zavi svrmog/tyl nmmantamalrtoortiosvt@NiA
tkammudtitné t1 azy

600 |

[ ng/ Ol ]

RNA

100 |

-100 L

BodovI graf (tk
Zahrnout jestlige: Tk§&8R=
RNA [ng/ O] = 1

500 |
400 |
300 |

200 |

Mnogst v?2 ?]k§nD [ mm

Zdroj: Statistic,program Statistical0 na =z akl adeée vliastnich
Legenda: r =0,0547 p =0,8889
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hodno



Graf 2 Bodovy-vgl afdf eni zavi svogt pl mnaZ dmhaovi és RN |
tkami‘ustitné tlazy

Bodovi graf (tk
Zahrnout jestlige: TkE§gR=
RNA [ ng/ O]l = ¢

350 ¢
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[ ng/ Ol ]
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200 |

RNA
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1%5 rmwnm%h%%ro
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Zdroj: Statistic, program Statistida O , na zakladé vliastnich hodn

Legenda: =-0,3581 p =0,3440
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Graf3Bodovyvgyadireni z4&a&vi svinogs/tpil mmnap nentolat bsdt Rv&l A
t k &nmm’u n & d @teru

Bodovi graf (tk
Zahrnout jestlige: Tk
RNA [ ng/ Ol] = ¢
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Zdroj: Statistic, program Statistida O , na zakladé vliastnich hodn

Legenda: r =0,1898 p =0,3743
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Graf 4 Bodovyvygjyatlifreni
t k &nmm’u n & d @teru

zavi svMrmog/tyl

nmam tarartoor tiosvt RN A

Bodovi graf (tk
Zahrnout jestlige: Tk
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Zdroj: Statistic, program Statistida O , na zakladé vliastnich hodn

r =0,4515 p =0,0268

Legenda:
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Graf 5 Bodovy-vyglij @afdf eni
t k &nmm’u n & d @teru

zavisvogt pl

mn az drnaov és RN |

Bodovi graf (tk
Zahrnout jestlige: Tk
RNA [ng/ ®l] = -
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Zdroj: Statistic, program Statistidca0 , na zakl adé vIastnich

Legenda:

r =0,4565 p =0,0249
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Graf6 Bodovyvygjyatifeni zavi svrmog/tyl nmantamtoortiosvti@NiA
t kamin‘ugl i obl ast omd

Bodovi graf (tk
Zahrnout jestlige: Tk
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Zdroj: Statistic, program Statistida O , na zakladé vliastnich hodn

Legenda: r =0,5255 p =0,2257
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Graf 7 Bodovy-vylij @adf eni

t kamin‘ugl i obl ast omd

zavisvogt pl

mn az drnaov és RN |

Bodovi graf (tk
Zahrnout jestlige: Tk
RNA [ ng/ Ol =
110 [
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Zdroj:Statistic, program Statistica O , na zakl adeéeé vlIi astnioch

Legenda: r =0,5427 p =0,2659
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Graf8Bodovyvgjatifeni z4avi sMmgRlt i n amnnamddtewtioov@ N A
t kamiustitné t1azy

BodovI graf ( 8v*105¢c)
Zahrnout jestlige: Tk8R="Gt2tn§ ¢l §z
DNA [ng/ Ol] = 47,8442+0, 5945*x
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Zdroj: Statistic, program Statistidka0, na zakl adé vIiastnich hodn
Legenda: r =0,3594 p =0,3421
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Graf 9 B

t k anman‘u § t

odovy-
i

7

tné t1 4adzy

Bodovi graf (tk
Zahrnout jestlige: TkE§gR=
DNA [ ng/ O] = 1
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Zdroj: Statistic, program Statistidca0, na zakl adé vlIastnich

Legenda:

r =0,1664 p =0,6688
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Grafl10Bodovyvygjradfeni
t k &nmm’u n & d @teru

Bodovi graf (tk
Zahrnout jestlige: Tk
DNA [ng/ Ol] = 1
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Zdroj: Statistic, program Statistida O na zakl adé vlastnich

Legenda: r =0,0864 p =0,6880
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Graf 11Bodovyvygyatfieni
t k &nmm’u n & d @teru

zavi svngjdt in amnmmniost svt ivvi BN A

Bodovi graf (tk
Zahrnout jestlige: Tk
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Zdroj: Statistic, program Statistidca0 , na zakl adé vlastnich

Legenda: r =0,1451 p =0,4989
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Graf 12Bodovy-vygij adieni

t k &nmm’u n & d @teru

Bodovi graf (tk
Zahrnout jestlige: Tk
DNA [ ng/ O] = 1
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Zdroj: Statistic, program Statistida0 , na zakl adé vlastni

Legenda:

r =-0,0355 p =0,8693
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Graf 13Bodovyvygyatfieni
t kamin‘ugl i obl ast omd

zavi svngjdt in amnmmniost svt ivvi BN A

Bodovi graf (tk
Zahrnout jestlige: Tk
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Zdroj: Statistic, program Statistid@a0 , na zakl adé vlIastnich

Legenda: r =0,3957 p =0,3795
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Graf 14Bodovy-vglj adi eni
t kamin‘ugl i obl ast omd
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Zdroj: Statistic, program Statistida 0 ,

Legenda:

r =0,3363

p =0,5146
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Graf 15Kr abi co-pwyr@owvafainasmédméauné addhylinky t RMA
pomoci ttestfviakhpitoled.6)

Krabicowy graf: RMHA [n-g.-'pl:.-'mmz

RMA [ng/pllfmm
O

o Promeér
0.4 ) ) ) ) [] Primé&rtSmCh
T PrimértSmCdch

Zdroj

Zdroj: Statistic, program Statistidta0, na =z akl adé vlIiastnich hodn
Legenda: p =0,736656
Z..zdrava tkan

T..t umor
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Graf 16Kr abi co-ppronvafinasmédméauné addhylinky tDMNA
pomoci ttestfviakhpitoled.6)

Krabicow graf: DMNA [ng/p mnt
16 T _

14T
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DA [rgiul n m*
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. . . . o F‘r@ meér
0.0 [] PrimérSme h
T Prumér+Sm0Odch

Zdroj

Zdroj: Statistic, program Statistidta0, na =z akl adé vlIiastnich hodn
Legenda: p =0,951445
Z..zdrava tkan

T..t umor
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Graf 17Kr abi co-ppronrnpafdimEssmér odat né addhplrkiy jRNA
pomoci ttestfviakhpitoled.6)

Kategoriz. krabicovy graf: RMA [n-g.-'pl:.-'mmz

RMA [ngfplfmmt

o Promeér
0.0 ) ) ) ) [] Primé&rtSmCh
T PrimértSmCdch

Zdroj

Zdroj: Statistic, program Statistical0 na z a4akl adé vilIiastnich hodno
Legenda: p =0,693367

Z..zdrava tkan

T..t umor

P.pfechodnéa tkan
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Graf 18 Kr abi covpyorgavarfainni@ s mér odat n éNAoudredhd/d rkyy D
j at er p o nmtest{viz kapitbl®d.6 y

Kategoriz. krabicovy graf: DHA [n-g.-'pl:.-'mmz
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Zdroj: Statistic program Statistica 10, na zakl adeée v

Legenda: p =0,009473
Z..zdrava tkan
T..t umor

P.pfechodnéa tkan
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Graf 19 Kr abicovy pgraymabhimarsmér odat né odchyl k
ugl i ob |paosntoocni( test (via khpitolsb.6)

Krabicowy graf: RMHA [n-g.-'pl:.-'mmz
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Zdroj:St ati stic, program Statistica 10, na z4&ak

Legenda: p =0,005675
Z..zdrava tkan

T..t umor
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Graf 20 Kr abi covy pgra¥ymp@abhmarsumér odatné NAdchyl k
ugl i obl ast omu tteso(vizkapitolsdrBle t o d y

Krabicowy graf: DHA [n-g.-'pl:.-'mmz
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Zdroj:St ati stic, program Statistica 10, na z4&ak

Legenda: p =0,014110
Z..zdrava tkan

T..t umor
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8 DISKUZE

HI avnim cil em pr &t & limiyyizolace MK ODNAtRNA) zmot no s
rutinné prfripravovakily,cht zhrn.stfod romga &kikaykeinn dbil oakl
t kapmipoutiti takto RNXprbo&ahedmDéiNAmaol ekul ar né¢
analNKyhyly iFREotvlkharyé 8 ad fteréag ltil dlzlygst omd pc
tzv. kol onkové met NAIRNAKiofiomy QAGEN, USA.| Pr ep ®D

Prvni vyzkulmm,ad oddd&zjkeae WwPNAARNAZtF PIEz @ Ik@wna&n
postacujici pro naslednéygehgmiet kébrhamadl RAA.
ziednotlivych typlG tkwannadaoér Dtmédnangklont &9t
nadador 0 jrgilera 1gl2i,8blngidt, omli i 1 B®] ®vané RNA)

konstatovat, te uvedend mnotstviajsodepiose
genl (jedna reverzni trans)kori pgeovyyadedlky
obrovsky potenci &l ruti nné pikidmi avaovaay dgha
genomovexprteaskn i anal yzy a-lio szejmoénnao st v épdr

retrospektivni cjhi tanprl oyvze d eNmy ezhankd gapdset a me w & 0 ,
kvalitat akt o i zol ované RNA |je dost acTugaltoel pr o
PCR. St ej nég t ak vyDNA kdos ahmdwalayné vysokych h
koncentrace u nadorpyl, Sui nadort uhay wgliieo bll 8ads, t8o
83,5 ngll pif i i 5®1 oyaaét ONAv I aSit ésiu v étdeo noibnmkeo bny
by byl o dosateno pfiplinzollkarcd e . DNJAe zpr200t0o mo
zhl edi ska vyt ét ku | eizdae NK pparafieoy c thi K Yo C i stel
vhodny.

Druha vyzkumnéa otazka se FFREBI &aké&nétoty
Cistota izolovanych NK tdasktéacCagdlckiaypyrcdZz né:
i zolovanych vzor kO osdisedviiRied 31 v p o (22,890 mé r u
Zbyl yolw o &&¥, 7%) byl o kontPdmi npoossddneebylpA ot ei |
vS§ech 10B0Wkortkdimi novano ovdgaerei alky mibwul dtyk am
tadny tedy nesplnoval p o d nziolovknpu DNA senikdyi st ot u
nepodafi zisk/adylo0%alujpeéoRibiyt ik gxgBpsbthyk Avi n
méla ¢istada DNA dgsSd8hlg8Bmaefléthodmotdyn ovtzyordkals ah
(89,20%) Ost atorvial g o shaohldnmet RO ivczhor k.G, P olmé r7 5 %
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Aoso/Azzp by meé | bpiti pvadé C¢i st é, DEAmuty $ $4Bp oveziodrakl (o
(40,15%) Zbyl ych(GB%E3%byloo kkiont ami novano a dosal
net 2.

Treti ot azka zsael bs £t ahnonvoatlsat vk plochy!| ov an
(mMnotstvi) Fezli FFPE tkanée, ze které byl a
potvrdila domnénka, t e t&iinm vvyiScSei tbkyaln év ybtyé toe

NK.AvSak statisticky signifikantné jsme uveo

ut kané glioblastomi. Jako i dedalozinteel@—-uk &z al
200mnf( p ¥ i tl oudnfce Uf wzmirkBou vytétnossei ( mér
ukazal o, tnenoZiwséitvEovanwaného matvegsiSat evky,6 acsa to

pficitadameokokkm®é ) ako takove.

Protote u nékterych nadorovych onemocnégé
bl ogkyguel né peharaktersn &rd@z divliée ¢ k anzZaky wallria vjés md
ot dzkou, zda madoe ojvavit kgl mhopess kyt atjkan
vyt énteek zdrava tkan. Zjistili jsme, te nelz
vyt étek NK, net tké&rer2dnawdy, nawIPaidrovpirve de @ k
j sme, tekamdgribovhl astoml poskytuje statisti
zdr amar ntdkd & a& tpo oj DNA, takiji BNAFecebantw Aafi v
néktearyyodh t kanégi gk &dniivodlaist at eéné (welmdéé mo ) mr

t kgpmréo!l edsé i zol ace DNA a RNA.
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Z C V nYRPRO PRAXI

1.

|l zol ace DNA a RNA p oAmhd cPir eipZ®DINAJ RIiN As Ku
QIAGEN,, kterd umotnuj eednohacivzbékht ot kAK
dostatecneée vytétky pro provadénianmadylze

(PCR,RTreat i me PCR, expresni microarray).

Cistota izolovanych NKaiabloeanghh bbko
postacujici pro né&dsledné mol ekul darné b

Se vzrGstajicim mnotstvi mccaWommyiain ého

tlouStcuem femé pbzorovali vzrilGstajici v
nebyl statisticky si gnniizfkiokua nvtyntié tan ozsvtlia
15 ngl) z vy S onvnaontist v i i zol ovaného materi &l

vyt étekit&Zme kvVvalcité tkané jako takové.

Obecné neni motno TFici, te nadadorova t
poskytovala vys§§i vyt ét kfn orznudl kaaviia)nz/ c h
parafinovych bloc¢kl, davda& pPkaygy&aEiko ep!d

vyt é&tnost nadorobgl akpon@ogpwvaeabhh azdoawé
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