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Motivace: Proč studovat jednotlivé buňky?

Různé typy buněk 
v tkáni

Heterogenita uvnitř
jediného typu 
buněk 

Hledání korelace 
různých genů mezi 
sebou



Motivace: Různé typy buněk 

Langerhansovy
ostrůvky

δ buňky (<5 %)

α buňky (20 
%)
β buňky (75 %)



Jak na to

Sběr buněk Lýze Reverzní
transkripce

Real-time
PCR

Analýza

• FACS
• Laserová

mikrodisekce
• Mikro-

manipulátor

• Purifikace
• Detergenty
• Zahřátí
• Osmoticky
• Mechanicky

• Reverzní
transkriptasa

• Teplotní profil
• Preamplifikace
• Priming

• Mastermix
• Teplotní profil
• Preamplifikace
• Priming
• Detekce

• Normalizace
• Kvalita dat
• Statistika

Stahleberg et al., Single-cell gene expression profiling using reverse 
transcription quantitative real-time PCR., Methods., 2010, 



Úskalí a na co si dát pozor: sběr buněk a lýze

Sběr buněk 
FACS

• odpaření lyzačního pufru
• správné vycentrování
• výběr správné oblasti buněk

Mikromanipulátor
• změna lyzačního objemu
• separace buněk
• doba sběru

Laserová mikrodisekce
• možná následná inhibice

Lýze
• neměnit teploty lyzátu



Úskalí a na co si dát pozor: RT a qPCR

Reverzní transkripce
• Minimální objem reakce
• Účinná reverzní transkriptasa

qPCR
Navržení assay

• účinnost > 90-95 %
• přes intron
• kontrola LOD
• žádné primery dimery do 45. cyklu

Reakce 
• kontrola křivek tání
• replikáty?
• snaha o změření co nejvíce genů



Úskalí a na co si dát pozor: Analýza

Chybějící data 
• nahrazení (průměr replikátů, nejvyšší Cq +1)

Normalizace 
• spike
• referenční gen
• mean-centrování

Deskriptivní statistika

Korelace

Multivariantní analýza



Astrocyty

Hvězdicovitý tvar, nachází se v 
centrální nervové soustavě

Typický marker intermediarní
filamentum, GFAP

Funkce 
• strukturní, obklopují neurony
• zajišťují výživu buněk
• obsahují transportery pro neurotransmitery
• kontrolují extracelulární koncentraci K+ iontů
• podílejí se na opravě CNS



Astrocyty: Existují dvě populace? 

Změna objemu buňky při nedostatku 
kyslíku a glukosy (Oxygen-glukose 
deprivation)

Jsou za změnu objemu zodpovědné iontové kanály?Jsou za změnu objemu zodpovědné iontové kanály?



Analýza astrocytů: Experiment

Disociace tkáně na jednotlivé buňky
Sběr buněk do lyzačního pufru
• Real-Time Ready Cell lysis kit, Roche

Reverzní transkripce
• Transcriptor First Strand cDNA

Synthesis Kit, Roche

qPCR: měřeno 10 genů
• transportéry pro glutamát
• draselné a chloridové kanály
• ATPasa
• spike

Pre-processing
Analýza



Analýza astrocytů : Kontrola inhibice v reverzní transkripci

1 buňka 20 buněk 100 buněk
spike v 

lyzačním
pufru

spike ve 
vodě

Průměr 21.62 21.66 21.85 21.18 22.91

SD 0.37 0.34 0.19 0.14 0.17

Min 21.09 21.33 21.86 21.04 22.76

Max 22.83 22.31 22.26 21.34 23.09



Analýza astrocytů: Row data



Analýza astrocytů: Referenční gen

Počet
60

71.00%
Průměrné Cq 33.9

SD 1.26
Min 31.0
Max 37.96



Analýza astrocytů: Deskriptivní statistika

all cells

Atp2 Clcn2 Kcnj16 Eaat1 Eaat2 Kcnj10 Kcnj2 Kcnk1 Kcnk16

count
80.00 8.00 14.00 51.00 62.00 33.00 14.00 12.00 13.00

95% 10% 17% 61% 74% 39% 17% 14% 15%

avg 31.32 35.10 34.42 34.06 33.07 35.40 33.89 35.20 34.50

sd 0.98 1.46 0.76 1.08 1.19 0.79 1.11 0.57 0.60

min 28.99 33.46 33.02 31.68 30.30 33.05 31.63 34.01 33.56

max 37.28 37.73 35.67 36.79 36.10 36.76 36.30 36.00 35.46

astrocytes
Atp2 Clcn2 Kcnj16 Eaat1 Eaat2 Kcnj10 Kcnj2 Kcnk1 Kcnk16

count
64.00 8.00 14.00 51.00 62.00 30.00 13.00 12.00 11.00
98% 12% 22% 78% 95% 46% 20% 18% 17%

avg 31.17 35.10 34.42 34.06 33.07 35.30 33.96 35.20 34.51
sd 0.68 1.46 0.76 1.08 1.19 0.74 1.12 0.57 0.65

min 28.99 33.46 33.02 31.68 30.30 33.05 31.63 34.01 33.56
max 33.81 37.73 35.67 36.79 36.10 36.41 36.30 36.00 35.46



Analýza astrocytů: Multivariantní analýza 

No of PC's Accounted variation
1 74.8 %
2 87.7 %
3 91.3 %
4 94.0 %
5 96.3 %
6 98.2 %
7 99.3 %
8 100%
9 100%



Analýza astrocytů: Multivariantní analýza 





Závěr

Práce se single cells vyžaduje optimální podmínky

Pro kvalitní výsledky je nutné analyzovat velké
množství buněk

Multivariantní analýza se ukazuje jako nejvhodnější
nástrojem pro analýzu single cells




