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Abstrakt
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Vedouci prace: doc. RNDr. Martin Pesta, Ph.D.
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Pocet ptiloh: 4
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Souhrn:

Hlavnim cilem prace bylo zjistit, zda je mozné pouzit plazmu ziskanou z plné krve
(odebrané do zkumavky KsEDTA) pro izolaci nukleovych kyselin (RNA) v dostate¢ném
mnozstvi a dostate¢né Cistoté tak, aby bylo mozno provést stanoveni biomarkert ze skupiny

mikroRNA u pacientt s kardiovaskularnim onemocnénim.

Pro izolaci byly pouzity soupravy firmy Qiagen (Hilden, Némecko). Parametry izo-
lované RNA (koncentrace a Cistota) byly méfeny na pfistroji Nanodrop 1000 (Thermo Fisher
Scientific Waltham, USA).



Abstract
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Summary:

The main aim of this thesis was to find out, if it is possible to use plasma of a whole blood
(collected to KsEDTA tube) for isolation of nucleic acids (RNA) in sufficient quantity and
quality for setting biomarkers from group of microRNAs in patients with cardiovascular

diseases.

The kits from Qiagen (Hilden, Deutschland) were used for isolation. Parametres of isolated
RNA (concentration and purity) were measured on a Nanodrop 1000 instrument (Thermo
Fisher Scientific Waltham, USA).



Piredmluva

Pro 1é¢bu pacientt s kardiovaskularnimi chorobami (KVO) vyuziva 1ékaf nejen vy-
sledky oboru zobrazovacich metod, ale také hodnoty markert ziskanymi laboratornimi sta-
novenimi. Piestoze nékteré biomarkery jsou v diagnostice KVO nezastupitelné a jejich pii-
nos je zasadni (napf. troponin), existuji mista v diagnostice, prognoze a predikci KVO, kde
jsou tieba pro spravné rozhodnuti klinika dopliujici informace a stavajici biomarkery je ne-
poskytuji. Z toho diivodu jsou v soucasnosti zkoumany nové biomarkery, zejména ze sku-
piny nekodujicich RNA. Nejlepsim zdrojem pro stanoveni téchto biomarkert je periferni
krev. S timto koresponduje cil této prace. Zjistit vytéznost a ¢istotu RNA izolované z plazmy
ziskané z plné krve pacienti s KVO (zkumavka K3EDTA) soupravou firmy Qiagen. Prace
byla provedena na Ustavu Biologie, LF v Plzni UK, ktery uzce spolupracuje s Kardiologic-
kou Kklinikou FN a LF Plzen. Na zaklad¢ informovaného souhlasu poskytli pacienti hospita-

lizovani na této klinice vzorek plné krve pro provedeni této prace a navazujiciho vyzkumu.
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UVOD
Tato bakalaiska prace se zabyva izolacemi nukleovych kyselin, konkrétné izolacemi

RNA obohacené frakci mikroRNA z plazmy plné krve (odebrané do zkumavky KsEDTA)
ziskané z Kardiologické kliniky FN a LF Plzen.

V teoretické Casti se prace zabyvam kardiovaskularnimi onemocnénimi (KVO), rizi-
kovymi faktory jejich vzniku a molekularné genetickym podkladem vyvoje kardiovaskular-
nich onemocnéni. Neopomijim ani klasické biomarkery nezastupitelné v soucasné diagnos-
tice kardiovaskularnich chorob. Tyto biomarkery se vSak ukazuji v uréitych oblastech dia-
gnostiky kardiovaskularnich onemocnéni nedostacujici, napiiklad odhaleni rizika nahlé sr-
de¢ni smrti. Z toho diivodu je zde snaha nalézt biomarkery, které budou spolehlivé, ¢asné
diagnostikovatelné, jejich koncentrace bude korelovat s tizi onemocnéni, budou schopné
predikovat vyvoj onemocnéni a vyplni mista, kde klasické biomarkery odpovidaji nedosta-
te¢né. Jako vhodné biomarkery kardiovaskularnich onemocnéni se ukazuji mikroRNA, 22
nukleotidi dlouhé jednovlaknové struktury regulujici genovou expresi. Ve vztahu ke KVO
bylo nalezeno n¢kolik konkrétnich mikroRNA, které se objevuji v krvi pacientd pii onemoc-
néni a jsou oznacovany jako kardiospecifické. Tyto konkrétni mikroRNA lze rozdélit na
mikroRNA, vyplavovana ve vztahu k rizikovému chovani jedince a na mikroRNA, jez se
vyplavuji do krve pfi konkrétnim kardiovaskuldrnim onemocnéni. Dalsi kapitoly popisuji

metody, kterymi je mozné izolovat RNA a nasledné stanovit hladiny mikroRNA.

Prakticka cast obsahuje popis postupu izolace RNA z plazmy plné krve pomoci sou-
pravy firmy Qiagen, kterou jsem pouZila, dale prezentuji naméfené hodnoty vytézku a Cis-
toty z 503 izolovanych vzorki. V posledni €asti jsou diskutovany moZznosti vyuZiti izolované

RNA o uvedenych Cistotach pro kvantitativni stanoveni metodami molekuldrni biologie.
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TEORETICKA CAST

1 KARDIOVASKULARNI ONEMOCNENI

Kardiovaskularni onemocnéni (KVO) jsou celosvétoveé jednou z hlavnich pficin
umrti (Zhou et al., 2018). Navic jsou pfi¢inou vzniku mnoha typu invalidit, tzn. jsou celo-
spolecensky zavaznym problémem. Pacienti postizeni KVO casto umiraji ndhle bez moz-
nosti poskytnuti zdravotni péce (Byma a Hradec, 2018). Racek et al. (1999) uvadi, ze nej-
Castejsi pricinou KVO je ateroskleroza a jeji komplikace, mezi néz patii ischemicka choroba
srde¢ni (ICHS), cévni mozkova piithoda (CMP) nebo ischemicka onemocnéni dolnich kon-
Cetin. Aterosklerdza vznika na zékladé kombinace zmén metabolismu lipidi a zanétlivé re-
akce organismu (Libby et al., 2002). Pribéh této nemoci je pomaly a projevuje se v pokro-
¢ilém stadiu (Byma a Hradec, 2018). Rizikové faktory ateroskler6zy je mozné rozdélit na
ovlivnitelné a neovlivnitelné. Mezi neovlivnitelné patii vek, geneticka zatéz a ve spojitosti s
ni 1 rodinnd anamnéza a pohlavi, konkrétné u muzi je vétsi pravdépodobnost vzniku KVO.
Naopak kouieni nebo vysoky krevni tlak a diabetes mellitus jsou faktory, které jsou ovlivni-
telné. Pravé ovlivnitelné faktory a Zivotosprava jsou hlavni Cinitel¢, na které miize byt za-

m¢éfena prevence (Racek et al., 2006).

Ischemicka choroba srde¢ni je jedno z nejcastéj$ich onemocnéni v rozvinutych ze-
mich a je ptic¢inou asi 40% Umrti z kardialnich pficin. Pfi ischemické chorobé srde¢ni do-
chazi ke snizeni nebo az k zastavé zasobovani myokardu krvi. Ischemie se projevuje jak v
klidu, tak pfi zvySenych potiebach kysliku. Onemocnéni se mliZze projevovat jak asympto-
maticky, tak muze dojit k nahlé smrti srde¢ni. ICHS miize mit akutni pribéh nebo podobu
chronického onemocnéni. Nejcastéjsim divodem vzniku ischemické choroby srde¢ni je ate-
rosklerdza. Lécba je smérovana k tlumeni nebo zmirnéni dal§iho rozvoje aterosklerozy a

tlumeni symptomt ICHS (Hradec a Byma, 2007).
1.1 Formy ischemické choroby srdecni

1.1.1 Akutni forma ischemické choroby srdecni

Akutni forma ICHS zahrnuje akutni koronarni syndromy. Mezi tyto syndromy je fa-
zena nestabilni angina pectoris, ktera je charakteristick4 nestabilnim aterosklerotickym pla-
tem, v némz dojde k ruptufe a vzniku krevni sraZeniny. Nasledkem tohoto dé¢je dochazi k

zuzeni tepny. Pfi diagnostice nestabilni anginy pectoris je potteba vyloucit akutni infarkt
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myokardu, ktery Ize prokazat ¢i vyloucit pomoci laboratorniho stanoveni troponinti. Nesta-
bilni angina pectoris bezprostfedné ohrozuje pacienta na zivot¢ a je dalezité, aby byla paci-

entovi okamzit¢ zajiSténa hospitalizace na koronarni jednotce (Hradec a Byma, 2007).

Akutni infarkt myokardu (AIM) je fazeny mezi akutni formy ICHS, Hradec & Byma
(2007) definuje AIM jako: ,, Akutni infarkt myokardu je loZiskova ischemickd nekréza srdec-
niho svalu, ktera vznika nahlym uzaveérem vencite tepny zasobujici prislusnou oblast. “ Tepna
se uzavird trombem, ktery vznikl prasknutim aterosklerotického platu. K ischemické nekroze
dochazi velmi ¢asné po ucpani véncité tepny — prumérny ¢as je odhadovan na 20 az 30 minut.
Akutni infarkt myokardu se rozdéluje na NSTEMI a STEMI. Pro NSTEMI je typicka nepii-
tomnost elevaci ST oblasti na elektrokardiografii (EKG) a naopak STEMI ma tyto elevace
na EKG pfitomné. Za typické ptiznaky onemocnéni jsou povazovany sviravé bolesti na hrudi
vystrelujici do ramen a levé ruky. DalS§imi doprovodnymi ptiznaky jsou uzkostné stavy, dus-
nost a vegetativnimi projevy, jez zahrnuji nauzeu a bledost. AIM je diagnostikovany pomoci
EKG, odebrani pacientovi anamnézy a laboratorniho vysetfeni, kdy dochazi ke stanoveni
troponinu T nebo I, ktery se ndsledn¢ posuzuje spolu se zménami EKG nebo spolu s anam-

nézou (Hradec a Byma, 2007).

1.1.2 Chronicka ischemicka choroba srdec¢ni

Za jeden z typu chronické ischemické choroby srdecni je povazovana asymptoma-
ticka ICHS. Jedna se o onemocnéni, které se nijak neprojevuje, ale miZe byt objeveno pfi
monitorovani EKG, které je provadéno za jinym ucelem. Riziko vzniku akutnich problému
u tohoto onemocnéni je velmi nizké, avSak zvySuje riziko vzniku akutniho onemocnéni a je

divodem k preventivnim opatfenim (Hradec a Byma, 2007).

DalS8im stavem chronické ICHS je stav po prodélaném akutnim infarktu myokardu,
kdy jsou pacienti bezprostfedné ohrozeni vznikem dal$iho kardiovaskularniho onemocnéni.
Velmi dulezité je pacienta po AIM jesté pied propusténim do domaciho oSetfovani vysetfit
a urcit, zda je jeho riziko navratu kardiovaskuldrniho problému vysoké nebo nizké. Pacient

s vysokym rizikem poté musi dodrzovat preventivni opatteni (Hradec a Byma, 2007).

Angina pectoris se projevuje bolesti na hrudi objevujici se, kdyz dochéazi k vysta-
veni pacienta fyzické zateézi, stresu nebo chladu. Projevy jsou popisovany jako pocit tihy,
paleni, svirani a vystfelovani do dolni Celisti a do horni levé koncetiny. PotiZe trvaji n€ko-
lik minut a po aplikaci nitroglycerinu velmi rychle ustupuji. Bolesti jsou zpiisobeny pie-

chodnou ischemii srde¢ni svaloviny nebo sten6zou véncité tepny. Ischemie se nemusi vzdy
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projevovat bolesti, mize byt i bezbolestna. V takovém piipad¢ ji nazyvame jako ,,némou
ischemii®, kterou je mozné pozorovat jen na EKG. Avsak stejn¢ jako bolestivé, tak i nebo-

lestivé ischemie maji stejny prognosticky vyznam (Hradec a Byma, 2007).

1.2 Rizikové faktory vzniku kardiovaskularnich onemocnéni

Kardiovaskularni onemocnéni vznika souhrou né€kolika rizikovych faktort (Cifkova
et al., 2005). Mezi zékladni rizikové faktory patii obezita, koufeni, hypertenze a dyslipide-
mie (Cifkova et al., 2011). Kromé jiz zminénych mezi tyto faktory patii podle Racka et al.
(2006) i diabetes mellitus.

Za obezitu je podle WHO povazovano BMI vyssi nebo rovno 30 kg/m? (Cifkova et
al., 2011). Jedna se o chronické a velmi zavazné onemocnéni, které je nejcastéji zptisobeno
vys§im energetickym piijmem, nez jaky té€lo poticbuje. Kromé Zivotniho stylu patéi mezi
faktory vzniku i genetické faktory spojené s onemocnénimi a zevni Zivotni prostiedi. Obezita

negativné ovlivituje pravdépodobnost vzniku kardiovaskularniho onemocnéni (HIubik,

2002).

Koufeni je povazovano za faktor majici vliv na morfologii a funkci kardiovasku-
larniho ustroji. Vlivem kouteni dochazi k endotelidlni dysfunkci, vzniku zdnétu, hemostaza
prestava fungovat, zvySuje se potieba kysliku, dochazi ke vzniku inzulinové rezistence a
objevuji se poruchy v lipidovém metabolismu. Tyto zmény maji za nasledek vznik atero-
sklerozy, ktera je povazovédna za hlavni divod vzniku kardiovaskuldrnich onemocnéni

(Golan, 2007).

Jako hypertenze je oznaCovan krevni tlak, ktery je vyssi nez 140/90 mmHg (Citkova
et al., 2011). U pacientt s hypertenzi je potfeba posuzovat nejen tlak, ale i poSkozeni cilo-
vych organt a jejich kardiovaskularni riziko. Podle téchto kritérii ndsledn€é dochazi k volbé

farmakologické 1écby (Cifkova et al., 2005).

DalSim z rizikovych faktort je dyslipidémie. Jedna se o stav, kdy je celkovy cho-
lesterol v krvi vys$si nebo roven 5 mmol/L. Zaroven je za dyslipidémii povazovan i stav, kdy
je HDL cholesterol niz8i nez 1 mmol/L u muzi a 1,2 mmol/L u Zen. Krom toho je sledovana
hladina LDL cholesterolu, ktera by nem¢la byt vyssi nebo rovna 3 mmol/L a hodnota tria-

cylglycerolti by neméla presahovat 1,7 mmol/L (Cifkova et al., 2011).
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Celkové riziko vzniku KVO se posuzuje pomoci tabulek SCORE, které pracuji s vé-
kem, pohlavim, systolickym tlakem, kutackymi navyky a celkovym cholesterolem nebo po-

mérem mezi cholesterolem celkovym a HDL cholesterolem (Citkova et al., 2005).

U diabetikl se aterosklerdza objevuje az 4x Castéji nez u osob, jez diabetem netrpi.
Diabetes mellitus II. typu je spojovan s metabolickym syndromem, ktery ma vliv na vznik
kardiovaskularniho onemocnéni, ale riziko se nevyhyba ani diabetikiim I. typu (Pelikanova,
2011).

1.3 Genetika kardiovaskuldarnich onemocnéni

Od 80. let minulého stoleti probiha intenzivni vyzkum na poli identifikace gent, je-
jichz alely jsou zodpovédné nebo jsou asociovany s rozvojem KVO. V pribéhu let byly po-
uzity 2 principy vyzkumu — geneticka asociace a vazebnd analyza. Bylo identifikovano né-
kolik gent s mendelovskou dédi¢nosti, jejichZ kauzalni mutace maji vliv na fenotyp KVO
(napt. geny Apo-E, MSTN, HSPD1, PDCD4). Diky vazebné analyze, popt. sekvenovani
DNA, se podafilo tyto geny nalézt a identifikovat jejich mutace ve vztahu ke kardiovasku-
larnim chorobam. Byl identifikovan gen pro LDLR u pacienta trpiciho homozygotni famili-
arni hypercholesterolémii, kde byla nalezena delece 5 kb, které¢ eliminovaly nékolik exont.
Dale byl lokalizovéan gen pro hypertrofickou kardiomyopatii a jako pfi¢ina onemocnéni byla
urcena mutace v t¢Zzkém fetézci beta kardidlniho myozinu. Kardiovaskuldrni onemocnéni se
objevuji i u nékterych genetickych syndromti, naptiklad Marfanova syndromu nebo u nékte-

rych vrozenych srde¢nich chorob (Kathiresan a Srivastava, 2012).

Kromé uvedenych nemoci s mendelistickou dédi¢nosti mezi jejichZ fenotyp patii
KVO se ptfedpoklada, Ze u vétSiny pacientl se silnym podilem genetické slozky rozvoje
KVO se tento znak rozviji na zakladé polygenni dédi¢nosti. To znamena4, Ze u jedincti s roz-
vojem tohoto onemocnéni na polygennim zakladé doslo ke zdédéni vétsiho mnozstvi riziko-
vych alel genll podilejicich se na rozvoji napt. hypertenze nebo aterosklerézy a nasledné

dochazi k rozvoji KVO (Kathiresan a Srivastava, 2012; Cambien a Tiret, 2007).
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2 MARKERY KARDIOVASKULARNICH ONEMOCNENI

2.1 Troponin

Troponiny jsou spojovany se stanovenim akutniho infarktu myokardu. Troponinovy
komplex se spolu s tropomyozinem podili na regulaci kontrakce srdecniho svalu. V lidském
téle se objevuji 3 typy troponinti — troponin T, troponin | a troponin C. Vzhledem k odlis-
nostem v primdarni struktute troponinu T a I ve svalu myokardu a svalu kosternim 1ze pomoci
laboratornich testl zjistit, zdali je poSkozeny myokard, nebo zdali uvolnény troponin pochazi
Z kosterniho svalstva. Vyhodou stanoveni troponinu je vysoka specifita pro sval myokardu.
Metoda je schopna velmi dobie odhalit nemoc a je citliva, diky ¢emuz je mozné odhalit 1
malé poskozeni srde¢ni svaloviny. Bylo zjisténo, ze narlst koncentrace troponinti velmi
dobte koreluje s velikosti poskozeni srde¢ni svaloviny. Vyhodou a sou¢asné nevyhodou je
pomaly narlst koncentrace. Koncentrace troponint za¢ina vzrastat po 3 — 4 hodinach od
vzniku prvnich potizi. Je tedy mozné akutni infarkt myokardu diagnostikovat az pozdé&ji,
avsak pro v€asnou diagnostiku je potieba najit jiné biomarkery, které prodlevu mit nebudou

(Racek et al., 2006).

2.2 Myoglobin

Myoglobin je podle Racka et al. (2006) povazovan za novy test vyznamny pro dia-
gnostiku infarktu myokardu. Jednd se o bilkovinu vyskytujici se v cytoplazmé a objevujici
se v krvi pacienta velmi brzy po infarktu myokardu. Tato doba je stanovena na rozmezi mezi
tiiceti minutami a dvéma hodinami, nebot’ se do krve dostava piimo. Jedna se o velmi malou
molekulu, ktera je schopna prochazet glomerulem, proto se ze v§ech markert infarktu myo-
kardu ztraci z téla pacienta nejrychleji. Zpomaleni ztrat téchto molekul moci je pozorovano
u pacientl a renalni insuficienci. Nevyhodou stanoveni tohoto klasického markeru KVO je

shodna struktura myoglobinu z kosterniho a srde¢niho svalu.

2.3 Natriuretické peptidy

Natriuretické peptidy jsou hormony vylu¢ované myokardem, které maji roli v odol-
nosti kardiovaskuldrniho systému vici tlaku a objemovému pietizeni. Tyto peptidy jsou spo-
jovany se srde¢nim selhavanim. V bézné klinické praxi se stanovuje BNP (brain natriuretic
peptid) @ NT-proBNP (N-terminalni propeptid BNP). BNP se objevuje v krvi ve zvysené
koncentraci béhem nekolika minut. NT — proBNP se objevuje spolu s BNP, nebot’ vznika

odstépenim z preprohormonu proBNP pii soudobém uvolnéni BNP. (Zima, 2017)
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2.4 Kreatinkinaza

Kreatinkinaza je povazovana za ¢asny marker infarktu myokardu. Tento enzym je ve
velkém mnozstvi obsazen v kosterni svaloving€, coz snizuje specifi¢nost jeho stanoveni. Z
toho diivodu je potieba mit na paméti, ze zvySena koncentrace kreatinkinadzy vzdy nezna-
mena infarktové postizeni myokardu, ale mize poukazovat i na problém tykajici se kosterni

svaloviny (Racek et al., 2006).

2.5 Laktatdehydrogenaza

Laktatdehydrogendza je biochemicky marker infarktu myokardu, ktery stoupa ze
vSech zminénych markerti nejdéle. Nejvyssi koncentrace enzymu se v séru objevuje druhy
az tteti den po ischemii myokardu. ZvySenou hladinu je poté mozné u pacienta pozorovat
jesté 2 tydny. Stanoveni tohoto markeru je velmi nespecifické, nebot’ se enzym vyskytuje ve
vSech tkénich. Pokud dojde k rozhodnuti, ze se laktatdehydrogenaza bude stanovovat, je
vhodné tento marker uzit v pozdnim obdobi, kdy dojde ke zvySeni koncentrace v krvi, av§ak

ta se od normélnich hodnot nijak vyrazné nelisi (Racek et al., 2006).
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3 NOVE MARKERY OVEROVANE V DIAGNOSTICE -
MIKRORNA

Ptes zéasadni pfinos jiz pouzivanych markert jako je troponin, myoglobin, kreatin-
Kinaza, laktatdehydrogenaza a natriuretické peptidy, je snaha nalézt dalsi markery, které by
vyplnily misto v diagnostice kardiovaskularnich chorob, kde stavajici markery nejsou dosta-
Cujici. Jejich nedostate¢nost je zptisobena malymi rozdily mezi patologickymi a fyziologic-
kymi hodnotami koncentraci a v mnohych pfipadech dochazi k velké prodleveé mezi vznikem

onemocnéni a uvolnénim diagnostického markeru do krve.

3.1 MikroRNA

MikroRNA (miRNA) jsou nekodujici, 20-22 nukleotidti dlouhé, jednovlaknové en-
dogenni RNA, které maji schopnost regulovat genovou expresi (Sayed et al., 2014). Prestoze
jsou mikroRNA regulatory, tak i ony podléhaji regulaci, jak na arovni genové exprese, tak
na urovni jejich biogeneze (Slaby et al., 2012). Dosud bylo objeveno vice nez 2 500 lidskych
mikroRNA, u kterych se ptedpoklada, ze jsou schopny regulovat stovky az tisice gent (Buie
etal., 2016). Je znamo, ze mikroRNA reguluji tfetinu vSech gent u savct (Silva et al., 2018).
Slaby et al. (2012) dokonce zminuji, ze mikroRNA maji potencional regulovat vice nez po-
lovinu lidskych gent. MikroRNA jsou zapojena do mnoha déju, mezi néz patii proliferace,
sekrece, dale se ucastni bunééného cyklu a apoptdzy, migrace, diferenciace, excitace a star-
nuti (Sayed et al., 2014). Slaby et al. (2012) jesté¢ zminuji jejich roli v imunitnim systému,
nadorové transformaci a regulaci kmenovych bunék. Byla zjisténa souvislost mezi expresi

mikroRNA a mnoha onemocnénimi (Silva et al., 2018).

3.1.1 Geny pro mikroRNA

Geny pro mikroRNA jsou umistény intergenové a jsou velmi vzdalené od znamych
a dobfe definovanych transkripénich jednotek. Intergenova mikroRNA ma transkripty o
délce 3-4 kb, které jsou jasné¢ vymezeny pomoci startujictho nukleotidu a pomoci

poly(A)signalu (Slaby et al., 2012).

Padesat procent celkové mikroRNA tvoii intergenova mikroRNA v podobé klastra.
Uvnitt téchto shlukd mohou byt mikroRNA spfiznény, coz ukazuje na vznik klastru pomoci
duplikace gent. Pokud geny spiiznény nejsou, jde s velkou pravdépodobnosti o geny, které

jsou funkéné spiiznéné, nebo 0 geny majici stejné signalni drahy. Tyto klastry jsou bud’
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pfepisovany jako polycistronni primarni transkripty na jeden promotor, nebo jako mono-

cistronni, kde ma kazda mikroRNA sviij promotor (Slaby et al., 2012).

Zhruba 40 % z celkové mikroRNA tvofi intronova mikroRNA. Nachazi se v intro-
novych oblastech genti pro kodujici RNA, nebo v genech pro nekodujici RNA. Intronové
mikroRNA nachazejici se v genomu, jak v klastech, tak samostatné, jsou piepisovany z pro-

motoru hostitelského genu a zpracovavany klasickou cestou (Slaby et al., 2012).

Specialni situaci tvoii miRtrony, coz jsou mikroRNA majici introny, které maji iden-

tickou sekvenci jako pre—miRNA se sestfihovymi misty na obou koncich (Slaby et al., 2012).

Za nejvzacnéjsi skupinu mikroRNA jsou povazovana exonova mikroRNA, kterou je
mozné nalézt na prechodu mezi intronem a exonem v genu pro nekodujici RNA. MikroRNA
jsou piepisovany z promotoru hostitelského genu a maturace téchto miRNA dokaze zpusobit
inaktivaci tohoto transkriptu (Slaby et al., 2012).

3.1.2 Kanonicky model biogeneze mikroRNA
MikroRNA jsou tvofeny z nekodujicich transkriptt (Kumary et al., 2018). Geny ko-

dujici miRNA maji své vlastni promotory a piepis probiha pomoci polymerazy II do pri-
miRNA (Slaby et al., 2012; Kumary et al., 2018). Tyto primarni transkripty jsou sestiiho-
vany na struktury, jeZ se podobaji vlasence a jsou slozené zhruba ze sedmdesati nukleotida.
Timto sestfihem vznika pre-miRNA, ktera se spojuje s ribonukleazou Drosha a proteinem
Prosha, ktery vaze dsRNA. Takto vznikly multiproteinovy komplex se oznacuje jako mikro-
procesor (Slaby et al., 2012). Pre-miRNA jsou transportovany do cytoplazmy pomoci ex-
portinu 5 (Slaby et al., 2012; Buie et al., 2016). Exportin 5 dokaze rozeznat 3" konec, ktery
ma dvounukleotidovy pfesah vytvoieny endonuleazou Dicer. Tento piesah umoZzni rozvinuti
miRNA na dva fetézce — na ,,guide strand* a ,,passanger strand*. ,,Guide strand* je v¢€lenén
do multiproteinového RISC komplexu, jehoz centralni ¢ast je tvofena proteiny argonaut (1—
4). ,,Passenger strand“ (miRNA*) je degradovan, protoze geny pro miRNA jsou schopné
vytvofit pouze jeden dominantni fetézec miRNA. Je zndmo, Ze pomeér miRNA/miRNA* se
1181 mezi tkan€mi nebo pii naddorové transformaci. Tento pomér je regulovan dostupnosti

mRNA (Slaby et al., 2012).
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MikroRNA, ktera byla zapojena do RISC komplexu, se navazuje na 3 UTR mista
na mRNA, kterd reguluji transport, G€innost translace, stabilitu a lokalizaci. Na 3" UTR ob-
last se napojuje mRNA spolu s regula¢nimi proteiny, diky cemuz je umoznéna dynamicka

regulace (Slaby et al., 2012).

MikroRNA maji schopnost inhibovat expresi genu na urovni translace. Uplna kom-
plementarita mezi miRNA a mRNA zptsobuje degradaci mRNA. Naopak u neuplné kom-
plementarity dochazi k zabranéni translace. Tento jev se objevuje u vétsiny zivocisnych bu-

nék (Slaby et al., 2012).

Pozdé¢ji bylo objeveno, ze miRNA dokaze translaci nejen inhibovat, ale i aktivovat.
Tento d¢j byl objeven u komplexu RISC v pfitomnosti proteinu FXR1 pfi hladovéni a za-

stavé bunééného cyklu (Slaby et al., 2012).

3.1.3 Stabilita a regulace mikroRNA

MikroRNA je obecné povazovana za stabilni molekulu. Bylo zjisténo, ze polocas
miRNA v orgéanech a liniich buné¢k je i n€kolik hodin nebo dnti. Odbouravani probiha po-
moci endonukleazy XRN2 ve sméru 5'-3°. Tento mechanismus neni univerzalni pro
vSechny miRNA, nebot’ mnoho z nich funguje na principu ,,on — off*, coz znamena, Ze je

pro né velmi dilezity mnohem aktivngjsi a flexibiln€j$i metabolismus (Slaby et al., 2012).

Obecny mechanismus regulace miRNA nebyl dosud objeven, avsak existuje predpo-
klad, ze miRNA jsou regulovany pomoci blokace vazebnych mist pfitomnych na mRNA.
Tento d¢j je uskuteciiovan pomoci RNA—-vazebnych proteint (Slaby et al., 2012).

Dalsim troven regulace genové exprese probiha v interakci miRNA s mRNA kom-
plementarnimi useky, nekddujici RNA nebo pseudogeny. Dochdzi k dé€ji, kdy kompetujici
endogenni RNA (ceRNA) reguluje hladinu transkriptu tim, Ze soutézi o vazbu s miRNA,
ktera transkript posttranskripéné reguluje. VSechny transkripty maji jen jedno vazebné misto
pro jednu miRNA a diky tomu se vytvaii kompetencni sit’ ceRNA. U kazdé mRNA je mozné

najit jeji kompetencni sit’ a urcit, jaké bude mit vlastnosti (Slaby et al., 2012).
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3.2 MikroRNA spojené s rizikovymi faktory KVO

Tabulka 1: Zménena exprese miKrORNA v plazmé pri rizikovych faktorech kardiovaskular-
niho onemocnéni (Buie et al., 2016).

Rizikovy faktor Druh miRNA Exprese
Koufeni tabaku miR-126-3p Zvysena exprese
miR-126-5p ZvySena exprese
miR-223 ZvySena exprese
Hyperlipidemie miR-122 Zvysena exprese
miR-33a/b Nezménéno

3.2.1 MikroRNA ve vztahu ke koufeni

Expozice lidského organismu vici tabaku je hlavnim rizikovym faktorem vzniku
kardiovaskularniho onemocnéni, konkrétné€ ischemické choroby srdecni (Buie et al., 2016).
V cigaretovém koufi se vyskytuje ptes 4 800 chemickych latek, které ptispivaji ke vzniku

kardiovaskularniho onemocnéni (Hoffmann et al., 2001; Buie et al., 2016).

Nekolik studii ukazalo, ze koufeni muze pfispét ke vzniku kardiovaskularniho one-
mocnéni prostiednictvim zmén v expresi mikroRNA. Diky témto zménam nejsou mi-
kroRNA schopny ochranit endotelialni bariéry pfed poni¢enim pomoci zabranéni cévni pro-

pustnosti a zmeény proliferace a produkce oxidu dusnatého (Buie et al., 2016).
MiR-126

V plazmé kutdki a osob s kardiovaskularnim onemocnénim byly objeveny zvySené
hladiny miR-126 a miR-126-5p (Buie et al., 2016). MiR—126 hraje roli ve vyvoji cév a
angiogenezi. Pokud dojde ke vzniku delece v miR-126, cévy se pii vyvoji nedokazou
spravné formovat (Buie et al., 2016; Li et al., 2016). Li et al. (2016) uvadi, ze byla objevena
snizena regulace u pacientl postizenych infarktem myokardu. Velikost sniZeni regulace se
mezi pacienty s kardiovaskularnimi onemocnénimi lisi, coZ je s velkou pravdépodobnosti

zpisobeno rozdilnou zavaznosti onemocnéni.
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MiR-126-5p je mozné detekovat v plazm¢ kufakt (Buie et al., 2016). Li et al. (2016)
uvadi, ze snizena regulace této MikroRNA souvisi s vaznosti kardiovaskularniho onemoc-
néni. Bylo zjisténo, ze stupen exprese byl vyrazné nizsi u pacientii s mnohocetnym postize-
nim véncitych tepen oproti zdravym kontroldm. Avsak po zaméieni na pacienty s levostran-
nou ischemickou chorobou srde¢ni doslo ke zji§téni, Ze se exprese oproti zdravym kontrolam
témer nelisi. Krome snizené regulace miR—126-5p zptisobené koutenim, o které se zminiuje
Buie et al. (2016), jesté Li et al. (2016) dodavaji, ze sniZzena exprese muze byt zpisobena i
dislipidemii, diabetem nebo starnutim. MiR—126-5p se da vyuzit jako biomarker pro kardi-

ovaskularni onemocnéni u pacientd se stabilni anginou pectoris (Li et al., 2016).

MiR-126-3p je cirkulujici miRNA, ktera je uvolinovana u kufakd, je spojovana s
endotelidlni disfunkci a zanétem. Bylo zjiSténo, ze mnozstvi miR—126-3p je snizeno u paci-
entl s diabetem 2. typu oproti zdravym kontrolam. Snizené hodnoty byly objeveny i u paci-

entd s diabetem, ktefi v minulosti prod¢lali akutni infarkt myokardu (Olivieri et al., 2015).
miR-223

Gen pro miR—223 je umistén na X chromozomu na lokusu v oblasti q12 (Buie et al.,
2016). MiR-223 je spojovana se zvySenou expresi u kufaku a je povazovana za prognosticky
marker smrti zapii¢inéné srde¢nim selhanim (Buie et al., 2016; Schulte, 2015). Tato mi-
kroRNA hraje roli v proliferaci, remodelaci a migraci v ramci bun¢k hladké svaloviny v

cévach. Proliferace bun¢k je charakteristickd pro vznik aterosklerézy. Tento proces miiZe

wrwe

3.2.2 MikroRNA ve vztahu k hyperlipidemii
HDL a LDL cholesterol jsou povazovany za nejvyznamngéjsi rizikové faktory vzniku
kardiovaskularniho onemocnéni. MiR—122 a miR—33 a/b jsou mikroRNA, které jsou spojo-

vany s lipidovym metabolismem (Gao et al., 2012).
miR-122

MiR-122 ma schopnost regulovat geny, které ovliviiuji oxidaci a syntézu mastnych
kyselin. Bylo zjisténo, ze pokud dojde k umléeni miR—122, dojde k vzrustu hladiny HDL i
LDL cholesterolu v plazmé. Ve srovnani s kontrolnimi vzorky je exprese miR—122 u paci-
entll s hyperlipidemii zvySena. Byla prok4zana korelace mezi vzristem hladiny miR—122

V plazmé¢ a zévaznosti kardiovaskularniho onemocnéni. Vyssi hladina miR—122 v plazmé
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muze byt povazovana za rizikovy faktor ischemické choroby srde¢ni. Na rozdil od vyse zmi-
nénych pfic¢in zvyseni koncentrace této MIRNA byl u pacientii s akutnim infarktem myo-
kardu pozorovan pokles hodnot exprese v plazmé oproti zdravym jedincim (Gao et al.,
2012).

miR-33 a/b

MiR-33 ma dv¢ izoformy — miR-33a a miR-33b, které jsou schopny ovliviiovat
geny spojené s lipidovym metabolismem a metabolismem HDL cholesterolu (Gao et al.,
2012; Rotllan et al., 2016). Krom toho také reguluji geny, které jsou zapojeny v oxidaci
mastnych kyselin (Rotllan et al., 2016). Buie et al. (2016) uvadi, Ze se miR—33a/b v plazm¢
vyskytuje, ale v nezménéné expresi, avSak Gao et al. (2012) fikaji, ze se miR — 33a/b v

plazmé¢ vibec nevyskytuje.
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3.3 MikroRNA podle KVO onemocnéni

Néktera mikroRNA jsou spojena s kardiovaskularnimi onemocnénimi

Tabulka 2: Obvykld mikroRNA v plazmé pri kardiovaskularnich onemocnénich (Sayed et al.,
2014)

Druh onemocnéni Druh mikroRNA Exprese
Akutni infarkt myokardu miR-208b ZvySena exprese
miR—499 Zvysena exprese
miR-1 Zvysena exprese
miR-133 Zvysena exprese
miR-30a Zvysena exprese
miR-150 Snizena exprese
Let-7b Snizena exprese
miR-126 Snizena exprese
Srde¢ni selhani miR-423 Zvysena exprese
miR-18b Zvysena exprese
miR-499 Zvysena exprese
miR-103 Snizena exprese
miR-142 Snizena exprese
miR—-26b Zvysena exprese
Hypertenze miR-296 Snizena exprese
miR-133b Snizena exprese
miR—-625 Snizena exprese
miR-1236 Snizena exprese
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Let—7e Zvysena exprese

Hcmv—miR-UL112 Zvysena exprese

miR—605 Zvysena exprese

miR—623 Zvysena exprese

miR-516b Zvysena exprese

miRb-132 Zvysena exprese

Mrtvice miR-21 Zvysena exprese
miR-221 Snizena exprese

miR-30a Snizena exprese

miR-126 Snizena exprese

3.3.1 MikroRNA ve vztahu k akutnimu infarkt myokardu
MiR-1, miR-133a, miR—208a/b a miR-499 byvaji oznacovany jako kardiospecifické

mikroRNA (Chistiakov et al., 2016).
MiR-208b

Zvysena hladina exprese miR—208b je povazovana za marker infarktu myokardu a
ukazalo se, ze u infarktu bez ST elevaci (NSTEMI) jsou efektivnéjsim ukazatelem (Zhou,
2017; Li, 2015). MiR-208 je krom¢ infarktu spojovana i s ptestavbou levé komory srdeéni,
ke které dochazi po prodélani infarktu (Zhou, 2017). Hodnoty miR—208b v plazmé¢ pacientd,
u kterych dochazi k remodelaci tkané, jsou vyssi nez u pacientd bez remodelace. ZvySené
hodnoty této mikroRNA jsou téZ spojeny se zvySenym rizikem vzniku srdeéniho selhani.
Vegter et al. (2016) tikaji, Ze pokud dojde k aplikaci pomocného zatizeni pro levou komoru,
koncentrace miR—208 a s ni i miR—1 a MiR—499 se v plazmé pacientd se srde¢nim selhava-
nim snizi. MiR—208b ma velky potencial stat se biomarkerem piestavby levé komory srde¢ni
u pacientt, kteti prodélali infarkt myokardu (Lv et al., 2014). Corsten et al. (2010) jesté ve
svém vyzkumu dokazuji, Ze hodnoty miR—208 jsou v plazmé zvySené pii akutni fazi virové

myokarditidy a koreluji se zavaznosti onemocnéni.
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MiR—499

Bylo zjisténo, ze u pacientt s akutnim infarktem myokardu je koncentrace miR—499
10x vys$si nez u kontrolnich vzorki, kde je tato mikroRNA téméi nedetekovatelné. U paci-
entu, ktefi prodélali akutni infarkt myokardu s ST elevacemi (STEMI), byla zjisténa vyssi
koncentrace miR—499 nez u pacientii bez ST elevaci (NSTEMI). Hladina miR—499 vzrista
v prvnich hodinach po vzniku akutniho infarktu myokardu. Bylo zjisténo, ze pacienti, ktefi
prodélavaji bolest na hrudi po dobu krats$i nez 3 hodiny, maji 93% pravdépodobnost, Ze je
miR—-499 zvysena (Devaux et al., 2012). Tato kardiospecificka mikroRNA ma velky poten-

cial stat se biomarkerem akutniho infarktu myokardu (Oliviery, 2013).
MiR -1

MiR-1 je spojena s akutnim infarktem myokardu. Pacienti postiZeni touto chorobou
maji v plazmé zvysené mnozstvi této mikroRNA. Bylo zji$téno, ze nejveétsi mnozstvi miR—
1 v plazmg, je kolem 9. dne po prodélani akutniho infarktu myokardu. Poté koncentrace v
prabéhu casu klesd, ale i po ptll roce jsou hodnoty stale vyssi nez u ¢loveka, ktery AIM
neprodé¢lal. Mnoho studii také ukazalo, Ze je miR—1 zaclenéna i v procesu remodelace tkan¢.
MiR-1 je povazovana za biomarker akutniho infarktu myokardu, ale neni schopna ptedpo-
védét dlouhodoby vyvoj tohoto onemocnéni (Grabmaier, 2017). Tato mikroRNA je krom

AIM spojena i se srde¢ni hypertrofii (Leung et al., 2017).
MiR-133

MiR—133 je spojovana s akutnim infarktem myokardu, kde je jeji exprese v plazmé
zvysena (Sayed et al., 2014). Tato miRNA je také spojovana se srde¢ni hypertrofii, kde vy-
stupuje jako kli¢ovy regulator. Diky této vlastnosti by bylo mozné ji pouzit k terapeutickym

uceltim tykajicich se kardiovaskularnich onemocnéni (Car¢ et al., 2007).
MiR-30

MiR-30 podléha zvysené expresi u pacientl s akutnim infarktem myokardu (Sayed
et al., 2014). Forma miR-30a byla v minulosti spojovana s hypertrofii srdecni svaloviny.
Bylo zjisténo, Ze pti srovnani vzorkt plazmy pacientd s akutnim infarktem myokardu a kon-
trolnimi vzorky, odebranymi béhem 4 hodin od zacatku projevu infarktu, se mnozstvi miR—
30a mezi vzorky nelisilo. Avsak pii méteni po 4, 8 a 12 hodinach byl u pacientt s infarktem

viditelny vzrist miR—30, kdy po 12 hodinach vzrostla koncentrace miRNA v plazmé 10,48x.
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Nejvyssi zjisténé hodnoty byly po 8 hodinach a korelovaly s koncentraci kardialniho tropo-
ninu (Long et al., 2012).

miR-150

MiR—-150 je spojovana s akutnim infarktem myokardu, pti kterém je jeji mnozstvi v
plazmé postizenych vyrazné€ vyssi nez u zdravych jedinci, diky ¢emuz je mozné ho povazo-
vat za potencionalni biomarker tohoto onemocnéni. Bylo zji§téno, Ze tato mikroRNA ma
vy$si diagnostickou hodnotu u jedinci s NSTEMI infarktem myokardu. MiR—150 je mozné
povazovat za brzky biomarker, nebot’ jeji koncentrace byla zvysena maximalné 24 hodin od
prvnich projevli onemocnéni (Zhang, 2015). Devaux et al. (2013) jesté uvadi, ze je tato mi-

kroRNA v malém cirkulujicim mnozstvi ukazatelem remodelace levé komory srdeéni.
Let-7b

Let—7b se v plazmé pacientl s akutnim infarktem myokardu exprimuje ve snizeném
mnozstvi. Jeden z vyzkumu ukazuje, Ze pti nabéru po 4, 8, 12, 24, 48 a 72 hodinéach a po
jednom tydnu od zacatku ptiznakt infarktu myokardu dochazi ke snizovani koncentrace o
96 %, 93 %, 94 %, 99 %, 99,5 %, 97,7 % a 97,4 % oproti zdravym kontrolnim vzorkim
(Long et al., 2012).

MiR-126

MiR-126, ktera jiz byla zminéno v souvislosti s koufenim, se objevuje v plazmé¢ pa-
cientll s akutnim infarktem myokardu. AvSak v tomto piipadé je pozorovana sniZena exprese

této mikroRNA (Sayed et al., 2014).

3.3.2 MikroRNA ve vztahu k srdeénimu selhani
miR—-423

MiR—423-5p z rodiny miR—423 je spojovana se srde¢nim selhanim. Bylo zjisténo,
ze u pacientql, kteti prodélavaji tuto udalost, je vy$$i mnozstvi miR—423—-5p v plazmé oproti
pacientim s jinym divodem ztraty dechu a kontrolnim vzorkiim. Z toho je vyvozovano, zZe
by miR—423-5P mohla byt velmi dobrym diagnostickym biomarkerem selhavani srdce (Sa-
yed et al., 2014). Naopak Ellis et al. (2014) ve svém vyzkumu zjistili, ze se pii ROC analyze
koncentrace miR—423-5p u postizenych srde¢nim selhanim oproti kontrolnim vzorkim ne-

li§i. Srdec¢ni selhani je spojovano s dilatacni kardiomyopatii, kterd selhani pfedchazi. MiR—
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423-5p je v tomto piipad¢ také ve zvysené koncentraci a koreluje s NT—proBNP. Diky to-
muto faktu je mozné miR—423-5p vyuzit jako biomarker srde¢niho selhani, které je zptso-

beno dilata¢ni kardiomyopatii (Fan et al., 2013).
miR-18b
MiR—-18Db je v plazmé zvySena u pacienti se selhanim srdce (Sayed et al., 2014).
miR-499

MiR—499 se u pacientii se selhanim srdce objevuje ve zvySeném mnozstvi (Vegter et

al., 2016). Tato miRNA je také spojovana s ischemii myokardu (Leung et al., 2017).
MiR-103

MiR-103 je u pacientl se selhanim srdce mén¢ exprimovana nez u zdravych osob.
Tento typ mikroRNA neni spojen jen se selhanim srdce, ale i s lipidovym a pyruvatovym

metabolismem a s odpovédi na hypoxii (Ellis et al., 2014).
miR-142

MiR-142-3p je spojovana se srdeénim selhanim, pti kterém se u pacientli objevuje

snizena exprese té¢to mikroRNA oproti zdravym jedincum (Vegter et al., 2016).
miR-26b

MiR-26b se objevuje v plazmé¢ pacientt se srde¢nim selhavanim a podléha zvysené

expresi (Sayed et al., 2014).

3.3.3 MikroRNA ve vztahu k hypertenzi
MiR-296

Sayed et al. (2014) a Cengiz et al. (2015) tikaji, ze exprese miR—296—5p u pacient
s hypertenzi je vyznamné snizena. Bylo zjisténo, Ze u pacientt trpicich syndromem bilého
plaste je zvysena exprese miR—296 v plazmé. Dale bylo zjisténo, ze miR—296-5p negativne

koreluje se systolickym a diastolickym tlakem za 24 hodin (Cengiz et al., 2015).
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miR-133b

MiR-133b je spojovana s pulmonalni hypertenzi, ktera vede k mnoha umrtim zput-
sobenym pravostrannym selhanim srdce. U pacienti postizenych timto onemocnénim je vy-
razn¢ zvysena exprese této mikroRNA. Bylo zjisténo, Ze u tézkych stavii onemocnéni se

objevuje zietelngjsi zvysSeni nez u pacientu s leh¢i formou onemocnéni (Wei et al., 2013).
miR-625

MiR-625 je spojovana s esencialni hypertenzi (Natekar et al. 2014). Jeji hodnoty

jsou méfitelné v plazmé, kde je u nemocnych trpicich hypertenzi nalezena snizena exprese

této mikroRNA (Natekar et al. 2014; Sayed et al., 2014).
miR-1236

MiR—-1236 se stejné jako miR—625 spojovana s esencialni hypertenzi (Natekar et al.,
2014).

Let-7e

Let—7e se vyskytuje u pacienti s hypertenzi, u kterych dochazi ke zvyseni exprese
této mikroRNA (Sayed et al. 2014, Romaine et al., 2016). Bylo zji§téno, ze v plazmé u hy-
pertenznich pacientt je 1,7x vyssi exprese Let—7e nez u kontrolnich vzorkd. Stejné testovani
provedeno i u mononukledrnich krevnich bun¢k a nebyl zde pozorovan rozdil v expresi u

pacientll a kontrolnich vzorkd (Bao et al., 2013).
Hcmv-miR-UL112

Tento typ mikroRNA se objevuje v plazmé pacientt, ktefi trpi esencialni hypertenzi,
ve zvySeném mnozstvi oproti zdravym jedinctiim (Sayed et al., 2014). Podle Li et al. (2011)
se zvySena exprese tohoto mikroRNA u zdravého pacienta d4 povazovat za faktor, ktery

zvysuje riziko vzniku esencialni hypertenze.
miR-605

U pacientt s hypertenzi se objevuje vys$si exprese miR—605 nez u kontrolnich vzorku
(Sayed et al., 2014). Avsak zvysSena exprese nekoreluje se systolickym ani diastolickym tla-

kem. Naopak korelace je zfejma mezi timto mikroRNA a hladinou cholesterolu pacienti.
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MiR—-605 nesouvisi tolik s esencialni hypertenzi, ale spiSe s dyslipidémii (Badawy et
al.,2018).

MiR-623

Badawy et al. (2018) provedli vyzkum, kde zkoumali vztah mezi expresi miRNA—
623 a esencialni hypertenzi. Bylo dokdzano, Ze se u pacientti s hypertenzi objevuje mnoho-
nasobné vyssi exprese této miRNA. Zarovei byla zjiSténa negativni korelace mezi sérovou
koncentraci HDL cholesterolu a koncentraci miRNA—623. Badawy et al. (2018) se shoduji
s nazorem Sayeda et al. (2014), ze je exprese miRNA—623 zvySena u pacientd s hypertenzi.
Avsak Badawy et al. (2018) poukazuji na to, ze zvySena exprese mikroRNA je zptisobena

spiSe dyslipidemii, kterd s hypertenzi souvisi.
MiR-516b

Tato mikroRNA se vyskytuje v plazmé pacientd, ktefi trpi esencialni hypertenzi, kde
podléha zvysené expresi (Sayed, 2014).

MiR-132

Tento typ mikroRNA se vyskytuje v pacientské plazmé ve zvySeném mnozstvi, po-

kud trpi esencialni hypertenzi (Sayed et al., 2014).

3.3.4 MikroRNA ve vztahu k mrtvici
MiR-21
MiR-21 se objevuje v plazmé pacientli s mrtvici ve zvySeném mnozstvi oproti zdra-

vym kontrolam (Sayed et al., 2014). Vyzkumy ukazuji i na spojitost této mikroRNA s vyvo-

jem ischemické cévni mozkové piihody (Xiang et al., 2017).
MiR-221

Serensen et al. (2014) stejné jako Sayed et al. (2014) konstatuji, Ze je mMiR—221 de-
tekovana u pacientli postizenych mrtvici ve zvySené koncentraci. Peng et al. (2020) ve své
praci uvadi, ze tato mikroRNA ma potencial stat se terapeutickym cilem pii 1é€be cévni

mozkové piihody, kterd je zptisobena ischemii.
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MiR-30a

MiR-30a se vyskytuje v plazm¢ pacientl s cévni mozkovou piihodou ve snizeném
mnozstvi. Vyzkumy ukazuji, ze je tato mikroRNA detekovatelna ve snizeném mnozstvi jesté
24 tydnd po cévni mozkové pithodé. MiR—30a ma potencial stat se biomarkerem cévni moz-

kové ptihody (Long et al., 2013).
MiR-126

Tato mikroRNA se objevuje v plazmé pacient s cévni mozkovou piihodu zptisobe-
nou ischemii stejn¢ jako miR—30a. U pacientli s timto onemocnénim je detekovano ve sni-
zeném mnozstvi oproti zdravym kontrolnim vzorkiim. Snizené mnozstvi této miRNA je

mozné v plazmé detekovat jesté 24 tydnt po cévni mozkové piihod¢ (Long et al. 2013).
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4 METODY IZOLACE MIKRORNA

Pro molekularné biologickou detekci biomarkerti z rodiny ncRNA je klicova izolace
téchto nukleovych kyselin. Dfive se pro izolaci nukleovych kyselin pouzivaly biochemické
metody zaloZené na separaci pomoci organickych latek. Konkrétné fenolu, chloroformu a
ethanolu (Slaby et al., 2015). Tyto metody maji jednu obrovskou nevyhodu a tou je jejich
casova narocnost, diky které byly v rutinni praxi nahrazeny kity zaloZenymi na izolaci nuk-

leovych kyselin na SO filtrech (doc. RNDr. Martin Pesta, Ph.D., in verb).

Nejcastéji je izolovana celkova RNA, ktera zahrnuje mRNA, tRNA, rRNA a kratké
typy RNA. Pokud je potieba, je mozné izolovat jen mRNA, kterd tvoii pouze 1 —5 % celkové
RNA (Labguide).

V soucasnosti je RNA izolovana pomoci dvou metodickych ptistupti. Prvni je zalo-
zen na schopnosti nukleovych kyselin navazat se na SiO2. Dochazi k 1yzi vzorku a zachyceni
nukleovych kyselin na vrstvé SiO2 na kolonce. Dochazi k proplachovani a nasledné k uvol-

néni ¢isté nukleové kyseliny do roztoku, ktery ma nizkou iontovou silu (Slaby et al., 2015).

Druhy pfistup, ne tak hojné¢ vyuzivany, je zalozen na pouziti magnetickych kulicek,
které se diky specifickym anti—-NK protilatkdm navazuji na nukleové kyseliny. Kulicky jsou
proplachnuty ve specialnich proplachovacich roztocich s vyuzitim magnetu a nasledné jsou

nukleové kyseliny eluovany do specialniho roztoku (Slaby et al., 2015).

Prtsa (1998) uvadi jesté moznost izolace RNA pomoci ultracentrifugace v CsCl,
ktera probéhne po ponic¢eni bunéénych membran pomoci guanidinthiokyanatu a fenolu v

nizkém pH prostfedi. Tento metodicky pfistup se vSak v praxi témét nepouziva.

V soucasnosti jsou velice Casto pouzivany Kity pro izolaci od firem Qiagen, Abbott,
Roche Cobas, Macherey—Nagel nebo Siemens. Laboratofe, jez zpracovavaji velké mnozstvi
vzorku stejného typu voli prave tyto kity, které jsou standardizované a je mozné jejich pou-
Ziti automatizovat. Tyto soupravy byvaji validovany ptimo na pouziti konkrétniho typu PCR
(Slaby et al. 2015).

Senzitivita molekularné biologickych metod detekce miRNA je velmi ovlivnéna jiz
pravé pii izolaci nukleovych kyselin. Vstupni objemy vzorku jsou od 50 pL do 1 400 uL a
vysledny objem eludtu se pohybuje od 25 do 200 pL. Plati pravidlo, Ze ¢im vétsi je pomér
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mezi objemem vstupniho vzorku a eluatu, tim vice nukleovych kyselin bude ve vzorku. Tim

se zvySuje pravdépodobnost nalezeni hledané struktury (Slaby et al., 2015).

4.1 Izolace pomoci souprav

Pro izolaci naseho souboru krvi pacienti s KVO byla vybrana souprava miRNeasy
Serum/Plasma Kit od firmy Qiagen (Hilden, Némecko). Souprava je pouzivana K izolaci
obohacené RNA z plazmy, séra a jinych télnich tekutin, jez neobsahuji bunky. Pokud do-
chazi k izolaci RNA a DNA soucasné, je vhodné ptidat enzym DNazu. Neni nutné pouzivat

Cerstvé vzorky, ale lze pouzit i zmrazené, avsak je nutné, aby nebyly rozmrazovany vice nez

jednou (Qiagen, 2016).

Tato technologie je velmi dobie zavedena zejména pro izolaci DNA z plné krve a je
idealni pro izolaci vice vzorki najednou. Pokud je potieba, je mozné tuto technologii zcela

zautomatizovat (Qiagen, 2016).

Izolace RNA je spojena s problémem aktivity RNaz, které se do vzorku nejcastéji
dostavaji z vlastniho izolovaného vzorku. Kromé toho se mohou do vzorku dostat z pracho-
vych ¢astic nebo rukou, proto je velmi dulezité pouzivat latexové nebo vinylové rukavice
bez pudru. Dale je také vhodné vzorky zavirat vicky vzdy, kdyz je to mozné a pracovat CO
nejrychleji. Dodrzovani téchto pravidel dokazeme aktivitu ribonukleaz eliminovat. Dal$im
z bezpecnostnich postupl je pouZzivani jednordzovych plastovych zkumavek, které jsou
»~RNase—free* a neni potieba zadné oSetfeni k odstranéni téchto enzymii. Sklenéné nadoby
podléhaji peclivému ocisténi pomoci detergentu — dojde k ,,vypaleni v autoklavu pfii vice
nez 240 °C po dobu nejméné 4 hodin. Pokud neni mozné pouzit vypalovani, je mozné skle-
néné pomucky ponofit do 0,1% diethyl pyrokarbonatu (DEPC) na 12 hodin pti 37 °C a poté
pouzit autoklav nebo sklo zahtat na 100 °C na 15 minut. Timto tkonem dojde k odstranéni

zbytkového DEPC (Qiagen, 2016).

Stejné jako plastovy a sklenény material musi byt proti RN4azam oSetteny 1 roztoky.
Pouziva se stejné jako u naddob DEPC v 0,1% koncentraci. Jedna se velmi silny inhibitor
RNaz, avsak neni schopen jejich absolutni inaktivace. Problémem je pouZiti velmi nestabil-
niho DEPC spolu s tris pufry, diky nimz se pfeménuje na oxid uhli¢ity a ethanol (Qiagen,
2016).

Vzorek se nejdiive zlyzuje pti podminkach, které dovoli silnou denaturaci. Tento

ukon zajisti inaktivaci RNaz. Dale je potieba upravit vlastnosti pufra tak, aby mély idealni
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vlastnosti a dokazaly umoznit vazbu RNA na membranu po umisténi vzorku na kolonku.
RNA se vaze na kolonku a kontaminanty jsou odstranény pomoci dvou riznych pufrt. Zis-
kana kvalitni RNA je eluovana ve specialnim pufru, ktery neobsahuje RNazy. Takto ptipra-

vena RNA je vhodna4, jak pro okamzité pouziti, tak i pro skladovani (Qiagen, 2016).

Obrdazek 1: Postup izolace pomoci soupravy QIAGEN miRNeasy Serum/Plasma Kit.
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5 METODY STANOVENI MIKRORNA

Pfi stanovovani miRNA je velmi dilezité zvolit metodu podle toho, zda chceme sta-
novit jen né€kolik mikroRNA, nebo velky pocet mikroRNA. V soucasnosti je zlatym stan-
dardem stanoveni jedné az desitek miRNA pomoci kvantitativni RT-PCR (doc. RNDr. Mar-
tin Pesta, Ph.D., in verb).

5.1 Stanoveni jednotek mikroRNA
Pro stanoveni malého poc¢tu mikroRNA je mozné pouzit mnoho metod, jako jsou

nothern blot, in situ hybridizace nebo kvantitativni RT real-time PCR (Slaby et al., 2012).

5.1.1 Kbvantitativni real-time PCR
Kvantitativni RT-PCR mtize mit rizné modifikace a je velmi ¢asto uzivanou meto-

dou pro stanoveni malého po¢tu miRNA. Krom moZnosti mnohych modifikaci je nespornou

vyhodou tohoto stanoveni vysoka citlivost (Slaby et al., 2012).

Pokud stanovujeme mikroRNA pomoci qRT-PCR, je potieba tuto metodu modifi-
kovat, protoze vlakno mikroRNA je pftili§ kratké pro standardni postup, kdy jsou primery
stejn¢ dlouhé jako maturované miRNA. Z tohoto diivodu vzniklo nékolik postupti, které jsou
zaloZeny na prodlouzeni templatu miRNA pfi reverzni transkripci nebo je mozné chemicky
modifikovat bézné primery, které jsou diky tomuto postupu specifictéjsi u homogennich

miRNA (Slaby et al., 2012).

V soucasné dob¢ se pouzivaji dva postupy stanoveni miRNA pomoci qRT-PCR.
Prvnim z nich je postup firmy Life Technologies, ktery je zalozeny na pouziti vlasenkového
primeru béhem reverzni transkripce. Tento postup vede k prodlouZzeni miRNA na takovou
velikost, diky které je mozné amplifikaci provést pomoci jednoho univerzalniho, jednoho
specifického primeru a jedné specifické sondy zalozené na detekénim systému TaqMan.
Assaye jsou schopné od sebe odlisit mikroRNA, které se lisi, byt’ jen v jediném nukleotidu
(Slaby et al., 2012).

Druhou moZnosti stanoveni mikroRNA je metoda zaloZena na polyadenylaci mi-
kroRNA, ktera probiha jeste pred reverzni transkripci. RNA, jeZ je obohacena o kratké RNA
je pfepsana do cDNA, kterd je pomoci specifickych primerti kvantifikovana (Slaby et al.,

2012).
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5.2 Stanoveni stovek az tisici mikroRNA
Vysokokapacitni analyzy umoziuji detekovat veskeré mikroRNA, které je pfitomné

v buiikdch vzorku (Slaby et al., 2012).

5.2.1 MIRNA microarray

MiRNA microarray technologie je zalozena na hybridizaci, kdy jsou miRNA sondy
pfichyceny na podlozni sklo. Poté dochazi k hybridizaci miRNA, kterd je pfedem oznacena
flourescencni barvou, spolu se sondami, které jsou imobilizovany na ur¢enych pozicich. Poté

je mozné pomoci fluorescencniho signalu vyhodnocovat ptitomnost miRNA a jejich mnoz-

stvi (Slaby et al., 2012).

5.2.2 Next generation sequencing

Sekvenovani nové generace ma v soucasné dob¢ své nezastupitelné misto ve vy-
zkumu a praxi. Hlavni myslenka tohoto postupu je masivni paralelni sekvenovani, pii kterém
dochazi k sekvenovani velkého mnoZstvi molekul (Krej¢i et al., 2015). Vyhodou sekveno-
vani nové generace je fakt, Ze ndm nenabizi pouze informaci o sekvenci nukleotidd, ale i
informace o absolutnim mnozstvi miRNA (Slaby et al., 2012). Nevyhodou je v soucasnosti

vys§i cena oproti predchozim metodam (doc. RNDr. Martin Pesta, Ph.D., in verb).
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PRAKTICKA CAST

6 CIL A UKOLY PRACE

6.1 Hlavni cil

Hlavnim cilem prace bylo zjistit, zda je mozné pouzit plazmu ziskanou z plné krve
(odebrané do zkumavky KsEDTA) pro izolaci nukleovych kyselin (RNA) a ziskat dostatecné
mnozstvi a Cistotu RNA pro stanoveni biomarkerti ze skupiny miRNA u pacientii s KVO v
dostate¢ném mnozstvi tak, aby bylo mozno provést stanoveni biomarkerd ze skupiny

miRNA u pacientt s kardiovaskularnim onemocnénim.

Pro izolaci byla pouzita souprava firmy QIAGEN miRNeasy Serum/Plasma Kit (Hil-
den, Némecko). Parametry izolované RNA (koncentrace a Cistota) byly méfeny na piistroji

Nanodrop 1000 od Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA).

6.2 DIl cile

1. Izolovat celkovou RNA s obohacenou frakci miRNA z plazmy plné krve (zkumavka
K3EDTA) pacientt s kardiovaskularnim onemocnénim.

2. Zm¢tit koncentraci celkové RNA a vypocitat vytézek.

3. Vyhodnotit Cistotu izolované RNA.
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7 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

Molekuly miRNA vyuzitelné jako biomarkery kardiovaskularnich onemocnéni by
nemély byt pfitomné v krvi zdravych osob, nebo pfitomny pouze v minimalni hlading. Aby
byly tyto biomarkery uzite¢né, je nutné abychom byli schopni je izolovat z plné krve jiz pti
jejich velice nizké koncentraci. Z toho divodu je dilezité, aby byl vytézek izola¢nich metod
co nejvyssi a Cistota, resp. kvalita, izolovanych miRNA dostacujici pro analytické metody.
Déle v textu jsou uvedeny minimalni hodnoty vytézkl a idealni hodnoty Cistoty pro stano-
veni miRNA z plazmy metodami zaloZzenymi na RT real-time PCR. S timto problémem ko-

responduje 1 hlavni cil mé bakalaiské prace.
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8 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Pro bakalafskou praci bylo pouzito 503 vzorkt plazmy pfipravenych z plné krve pa-
cientli Kardiologické kliniky FN a LF Plzeii. Jednalo se o muze i zeny, ktefi jsou pacienty
této kliniky z dtivodu kardiovaskularniho onemocnéni. Vzorky byly odebrany osobam, které
v minulosti prodélaly KVO a u kterych tak existuje pravdépodobnost recidivy tohoto one-

mocnéni.

Tyto vzorky byly anonymizovany a nasledng izolovany na Ustavu biologie Lékaiské
fakulty v Plzni. U 508 izolovanych vzorkt (u péti vzorka byla izolace provedena 2x) bylo
provedeno celkem 521 spektrofotometrickych stanoveni koncentrace izolované RNA.
Vzorky u nichz bylo podezieni na nespravny prubéh méteni (Kyveta nebyla zcela zasunuta),

bylo méteni opakovéno.
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9 METODIKA PRACE

Byl pouzit standardni postup pro izolaci mMiIRNA ze séra/plazmy kolonkovou meto-
dou pomoci QIAGEN miRNeasy Serum/Plasma Kit.

1. Plazmu rozmrazit a 30 s peclivé vortexovat. Nasledné umistit do centrifugy

a stocit 10 min. pfi 11 000 otackach a 4°C.

2. Do 1,5 ml eppe odebrat 200 uL plazmy a ptidat pétinasobné mnozstvi (tj. 1
mL) QIAzol Lysis Reagent.

3. Nasledné 30 s michat na vortexu a 5 min. nechat stat pti pokojové teploté.

4. Do vzorku ptidat 3,5 pL nafedéné miRNeasy Serum/Plasma Spike — In Con-
trol.

5. Ptidat chloroform v objemu vstupniho vzorku plazmy — 200 pL, nabrat kubi-

kovou pipetou. Vse peclivé a prudce 20 s vortexovat.
6. Vzorky nechat inkubovat cca 3 minuty pii pokojové teploté.

7. Zkumavky umistit do centrifugy vychlazené na 4 °C a centrifugovat pii 14

000 otackach po dobu 15 minut.

8. Do 2 ml eppe ptenést 650 pL vrchni vrstvy vzorku. Peclivé odebrat bez me-
zifaze. K 650 pL ptidat 975 pL (1,5 nasobek) 100% ethanolu.

9. Horni fazi kapalného obsahu zkumavku spolu s ethanolem promichat.

10. Na kolonku, ktera je umisténa na 2 ml eppe bez vicka, pienést 550 pL vzorku.
Nasledné vzorek centrifugovat pii 10 000 otackach 30 s pii pokojové teploté. Prefiltrovany

vzorek vylit, eppe ususit a znovu na puvodni kolonku napipetovat 550 pL vzorku.
11.  Filtrovani probéhne 3x — dokud neni vSechen vzorek prefiltrovan.

12.  Napipetovat 700 pL RWT na kolonku a centrifugovat pti 10 000 otackach na
30 s pti pokojové teploté. Odpad byl po profiltrovani vylit a eppe osusit.

13. Na kolonku ptidat 500 uL RPE, centrifugovat pti 10 000 otd¢kach po dobu
30 s pti pokojové teploté. Odpad vylit a eppe osusit.
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14.  Piidat 500 pL 80% ethanolu a centrifugovat pti 10 000 otdckam po dobu 2
minut pii pokojové teploté. Kolonku nevylivat, nahybat, eppe vyhodit.

15.  Kolonky ptfemistit na Cisté 2 ml eppe a centrifugovat — ,,susit", pfi maximal-

nich otackach 5 minut pii pokojové teploté.

16. Kolonku pfemistit na 1,5 ml eppe s vi¢ky, do kolonky napipetovat 25 pL
RNase—free vody. Pipetovat pfesné na stfed membrany. Kolonky nechat 5 minut stat pii

pokojové teploté a nasledné 75 s centrifugovat pfi maximalnich otackach.

17. Eluat zpét napipetovat na membranu kolonky a znovu zcentrifugovat za stej-
nych podminek.
18.  Koncentrace miRNA nasledn¢ zméfit na ptistroji Nanodrop 1 000. Jedna se

o spektrofotometrické stanoveni, kdy je pfistroj propojen s pocitacem, kam jsou pienaseny
vysledky. Nasledné¢ namétené hodnoty vzorkia piepsat do excelu, vypocitat potfebné hod-
noty.
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10 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

Nameétené hodnoty vzorkl byly rozdéleny do nékolika skupin a poté byly v téchto
skupinach uréené stfedni hodnoty. Sledovala se absorbance pii 260 nm a 280 nm. Tyto hod-
noty umoziuji urcit koncentraci izolované RNA a pomér téchto absorbanci urcuje Cistotu
vzorku. Chemikalie pouzité pro izolaci vzorkt a n¢které latky obsazené v izolovanych vzor-
cich (napt. hemoglobin) absorbuji zafeni v uvedenych vinovych délek zejména pii 280 nm.
Proto pomér téchto hodnot ukazuje na Cistotu izolovaného vzorku. V idedlnim ptipad¢ by
méla byt Cistota rovna 2, ale hodnoty od 1,8 do 2 jsou dostacujici. Pokud jsou ziskané hod-
noty Cistoty niz8i nez 1,8, je zfejmé, Ze je vzorek kontaminovany napf. proteiny (Zvarova et
al., 2012). Neznamena to vSak, Ze by tento vzorek nemohl byt pouZit pro stanoveni biomar-
kert, zejména pokud je ve vzorku dostate¢na koncentrace miRNA (vice nez 15 ng/uL) (doc.

RNDr. Martin Pesta, Ph.D., in verb).

Déle byla sledovéana koncentrace RNA v ng/uL, ktera byla méfena spektrofotome-
trem Nanodrop 1000, ktery dokaze tuto koncentraci stanovit v objemu jednoho pL. Nasledné
byla tato koncentrace pfepocitana na celkovou koncentraci celého roztoku v ng, ktery byl

V objemu 25 pL.

U kazdé z vyse sledovanych hodnot byla vzdy vypocitana pomoci programu Excel
stitedni hodnota, kolik vzorkti mélo vyssi a niz§i hodnotu nez stfedni a nasledné byla piepo-
¢itana na procenta, bylo urceno, jak4 hodnota vysledku byla nejniz$i (minimum) a nejvyssi

(maximum).

Ve vysledkové ¢asti zabyvajici se Cistotou vzorki bylo také, kromé vyse zminénych
hodnot, zjistovano, kolik vzorki neni dostatecné ¢istych, kolik vzorkd ma hodnotu Cistoty
mezi 1,8 — 2 a kolik vzorkii ma Cistotu vyssi nez 2. Tyto hodnoty byly nasledné piepocitany

na procenta.

Ve vysledkové ¢asti pojednavajici o vytéznosti je kromé vyse zminénych sledova-
nych hodnot uvedeno, kolik vzorki ma hodnotu vyssi nez 15 ng/uL, coz je idealni vysledek,

a kolik vzorkli mé vytéznost niz§i nez 15 ng/uL. Tyto hodnoty byly pfepocitany na procenta.

10.1 Celkové vysledky (vSechny izolované a méfené vzorky)
Pro izolaci RNA bylo pouzito 503 vzorkt. Bylo provedeno 508 izolaci a 521 izolaci
Z tohoto materidlu. Tabulka obsahuje 508 méfeni, u opakovanych hodnot méfeni byla vzata

posledni hodnota méteni.
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Tabulka 3: Zjistené hodnoty sledovanych udajut vsech izolovanych a merenych vzorkai.

Sledované hodnoty

Zjistény median hodnot

Mg¢teni absorbance pii 260 nm 0,4185
Mg¢teni absorbance pii 280 nm 0,287
Pomér absorbance 260/280 nm 1,47
Ziskana koncentrace v ng/uL 16,985 ng/uL
Celkova vytéznost 424,625 ng
MnozZstvi vzorku 25 uL

10.1.1 Méreni absorbance pri 260 nm

Tabulka 4: Hodnoty sledovanych udajii vsech izolovanych a mérenych vzorki pri absorbanci

260 nm.
Ziskané hodnoty Procentualni hodnoceni
Median 0,4185
Pocet vzorkl odpovidajicich 0 0%
hodnoté medianu
Pocet vzorkt s niz8i hodno- 254 50 %
tou, nez je median
Pocet vzorkti s vyssi hodno- 254 50 %
tou, nez je median
Minimalni hodnota 0,189
Maximalni hodnota 2,101
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Median vSech hodnot métenych pii 260 nm byl 0,4185. Pomoci programu Excel bylo
zjisténo mnozstvi vzorkd, které se shoduji s vysledkem medianu veskerych méteni absor-
bance pti 260 nm. Nasledné byly vysledky piepocitany na procentualni zhodnoceni a bylo
zji$téno, Ze se 50 % vysledkl pohybuje pod hodnotou medidnu. Zbylych 50 % vysledki je
vy$Sich nez median. Zadny z vysledki se neshodoval s vypoétenym medianem hodnot. Mi-

nimalni hodnota absorbance byla 0,189 a naopak nejvyssi 2,101.

10.1.2 Méreni absorbance pri 280 nm

Tabulka 5: Hodnoty sledovanych udajii vSech izolovanych a mérenych vzorkii pri absor-
banci 280 nm.

Ziskané hodnoty Procentualni hodnoceni
Median 0,287
Pocet vzorkl odpovidajicich 3 0,59 %
hodnoté medianu
Pocet vzorku s nizs$i hodno- 252 49,61 %
tou, nez je median
Pocet vzorkt s vyssi hodno- 253 49,80 %
tou, nez je median
Minimalni hodnota 0,111
Maximalni hodnota 1,438

Median hodnot absorbance zjistény pii 280 nm byl 0,287. Ze vSech méteni tvorilo
49,61 % vysledku skupinu s nizs$i hodnotou, nez byla hodnota medianu. Tato skupina obsa-
hovala 252 vzorkli. Naopak vyssi hodnoty, nez median, byly zjistény u 253 vzork1, které

tvorily 49,80 %. Hodnota medianu se shodovala se tremi vysledky, které tvotily 0,59 %

cvwvr
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10.1.3 Pomér absorbanci 260/280 nm

Tabulka 6: Hodnoty sledovanych udajit vsech izolovanych a mérenych vzorkii pri poméru
absorbanci 260/280 nm.

Ziskané hodnoty Procentualni hodnoceni
Median 1,47
Pocet vzorkl odpovidajicich 16 3,15%
hodnoté¢ medianu
Pocet vzorku s nizs$i hodno- 239 47,05 %
tou, nez je medidn
Pocet vzorkt s vyssi hodno- 253 49,80 %
tou, nez je median
Minimalni hodnota 0,67
Maximalni hodnota 29
Pocet vzorkd, jejichz Cistota 493 97,04 %
byla pod 1,8
Pocet vzorkd, jejichz Cistota 12 2,36 %
bylaod 1,8 do 2,0
Pocet vzorkd, jejichz istota 3 0,59 %
byla vyssi nez 2,0

Hodnota medianu zjisténa u poméru absorbanci 260/280 nm byla 1,47. Nizsi vy-
sledky, nez je medianova hodnota, byly zjistény u 239 vzorki, které tvotily 47,05 % a vyssi
vysledky byly zjistény u 253 vzorkd, které tvorily 49,80 % ptipadi. Bylo nalezeno 16
hodnota v souboru vysledkt je 0,67 a nejvyssi 2,9. Vzorky jejichz Cistota byla nizsi nez 1,8
bylo 493 a tvorily 97,04 %. Zbylych 15 vzorkid bylo vyssich nez 1,8. Dvanact z nich se
pohybovalo v rozmezi hodnot 1,8-2,0. Tyto vzorky tvofily 2,36 %. Zbylé 3 vzorky mély
hodnotu Cistoty vys$si nez 2 a tvotily 0,59 %.
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10.1.4 Ziskana koncentrace v ng/uL

Tabulka 7: Hodnoty sledovanych udajii koncentraci v ng/ uL vsech izolovanych a mérenych

vzorkii.
Ziskané hodnoty Procentualni hodnoceni
Median 16,985 ng/uL
Pocet vzorkl odpovidajicich 0 0%
hodnoté¢ medianu
Pocet vzorkt s niz8i hodno- 254 50 %
tou, nez je medidn
Pocet vzorkt s vyssi hodno- 254 50 %
tou, nez je median
Minimalni hodnota 7,55 ng/pL
Maximalni hodnota 84,06 ng/uL
Pocet vzorki s vytéznosti 184 36,22 %
nizsi nez 15 ng/uL
Pocet vzorki s vytéznosti 324 63,78 %
vy$si nez 15 ng/uL

Zjisténa koncentrace medianu byla 16,985 ng/uL. Nizsi koncentrace byly zjistény u

254 vzorkl a tvoftily 50 %. Vyssi koncentrace byly téZ zjistény u 254 vzorkd, jez tvotily 50

%. Zadny z vysledki se neshodoval s medidnem. Minimalni namé&fena hodnota je 7,55

ng/uL a maximalni hodnota je 84,06 ng/pL.

Pocet vzorkd, u kterych byla vytéznost nizs$i nez 15 ng/uL byl 184 a tvortil 36,22 %.

Naopak vyssi vytéznost byla zaznamenana u 334 vzorkd, které tvotily 63,78 %.
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10.1.5 Celkova vytéZnost RNA

Tabulka 8: Hodnoty sledovanych udajii celkovych vytéznosti RNA Vv ng vSech izolovanych a
mérenych vzorkui.

Ziskané hodnoty Procentualni hodnoceni
Median 424,625 ng
Pocet vzorkl odpovidajicich 0 0%
hodnot& medianu
Pocet vzorkt s niz8i hodno- 254 50 %
tou, nez je medidn
Pocet vzorkt s vyssi hodno- 254 50 %
tou, nez je median
Minimalni hodnota 188,75 ng
Maximalni hodnota 2101,5 ng

Celkova vytéznost RNA ze vzorkl tvotila podle medidnu 424,625 ng. Stejné jako u
koncentrace vztazené na 1 pL i u celkové vytéznosti byly vysledky s niz§i hodnotou ve stej-
ném procentudlnim zastoupeni a to U 254 vzorkd, které tvoti 50 %. Vyssi hodnoty byly zjis-
tény také U 254 vzorkd, které tvotily 50 %. Zadny ze vzorki se nerovnal hodnoté medianu.

Minimalni hodnota byla 188,75 ng a maximalni hodnota byla 2101,5 ng.
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10.2 Vysledky opakované izolovanych vzorki

Tabulka 9: Medidnové hodnoty sledovanych udajii ziskanych pri prvni izolaci z opakované

izolovanych vzorkii.

Sledované hodnoty prvni izolace Zjistény median hodnot
Mgéfeni absorbance pii 260 nm 1,103
Mgéfeni absorbance pii 280 nm 0,922
Pomér absorbanci 260/280 nm 1,395
Ziskana koncentrace v ng/pL 44,11 ng/pL
Celkova vytéznost 1102,75 ng
Mnozstvi vzorku 25 uL

Tabulka 10: Medianové hodnoty sledovanych udajii ziskanych pri druhé izolaci z opakované

izolovanych vzorki.

Sledované hodnoty druhé izolace Zjistény median hodnot
Méfeni absorbanci pii 260 nm 0,352
Mg¢éteni absorbanci pii 280 nm 0,23
Pomér absorbanci 260/280 nm 1,53
Ziskana koncentrace v ng/uL 14,07 ng/uLL
Celkova vytéznost 351,75 ng
Mnozstvi vzorku 25 uL

Pti prvni izolaci bylo pouZito 5 vzorki, ale bylo provedeno 6 méfeni, nebot’ byl vzo-
rek €. 17113 méfen dvakrat. Proto bylo pocitano se Sesti hodnotami. Naopak u izolace stej-
nych vzork, jejichZ izolace byla provedena podruhé, se kazdy vzorek méfil pouze jednou,

proto jsme pracovali jen s péti hodnotami.
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10.2.1 Méreni absorbance pri 260 nm

Tabulka 11: Hodnoty sledovanych udajii ziskanych pri prvni izolaci z opakované izolova-
nych vzorku pri méreni absorbance pri 260 nm.

Prvni izolace Ziskané hodnoty Procentualni hodnoceni
Median 1,103
Pocet vzorkl odpovidajicich 0 0%
hodnoté medianu
Pocet vzorkt s niz8i hodno- 3 50 %
tou, nez je medidn
Pocet vzorkt s vyssi hodno- 3 50 %
tou, nez je median
Minimalni hodnota 0,66
Maximalni hodnota 1,517

Pti prvni izolaci byla namétena vySsi hodnota absorbance pifi 260 nm neZ median u

3 vysledkd, které tvotily 50 %. Zbylé 3 vzorky, které také tvotily 50 % vysledkl, mély nizsi

hodnoty, nez byl median. Median vzorki zji§tény po prvni izolaci byl 1,103. Zadny ze

vzorkll neodpovidal hodnoté¢ medianu. Minimalni hodnota byla 0,66 a maximalni hodnota

byla 1,517.
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Tabulka 12: Hodnoty sledovanych udajii ziskanych pri druhé izolaci z opakované izolova-
nych vzorku pri méreni absorbance pri 260 nm.

Druha izolace Ziskané hodnoty Procentualni hodnoceni
Median 0,352
Pocet vzorkl odpovidajicich 1 20 %
hodnoté medianu
Pocet vzorkt s nizsi hodno- 2 40 %
tou, nez je median
Pocet vzorkt s vyssi hodno- 2 40 %
tou, nez je medidn
Minimalni hodnota 0,237
Maximalni hodnota 0,839

Stejné jako u prvni izolace, i u byly vzorky rozdé€leny stejnomérné. V tomto ptipadé

tvotily niz§i hodnoty 40 %, stejné jako vys$si hodnoty. Jeden ze vzorki se svou hodnotou

shodoval s medianem a tvotil 20 %. Median vzorkd po druhé izolaci se s vysledkem 0,352

od prvni izolace velmi liSil. Minimalni hodnota vysledkt byla 0,237 a nejvyssi byla 0,839.
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10.2.2 Méreni absorbanci pri 280 nm

Tabulka 13: Hodnoty sledovanych udajii ziskanych pri prvni izolaci z opakované izolova-
nych vzorku pri méreni absorbance pri 280 nm.

Prvni izolace Ziskané hodnoty Procentualni hodnoceni
Median 0,922
Pocet vzorkl odpovidajicich 0 0%
hodnoté medianu
Pocet vzorkt s niz8i hodno- 3 50 %
tou, nez je medidn
Pocet vzorkt s vyssi hodno- 3 50 %
tou, nez je median
Minimalni hodnota 0,74
Maximalni hodnota 1,345

Pii méteni vzorki pti 280 nm bylo zjiSténo, Ze se pro prvni izolaci vzorky rozdélily

na polovinu. Vysledky byly ve dvou ptipadech vyssi nez median a tvotily 50 %. Nizsi hod-

noty byly zjistény také u dvou vzork, které tvotily 50 %. Medidn méfenych vzorki pii 280

nm byl 0,922. Miniméalni hodnota vysledku byla 0,74 a maximalni byla 1,345.
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Tabulka 14: Hodnoty sledovanych udajii ziskanych pri druhé izolaci z opakované izolova-
nych vzorku pri méreni absorbance pri 280 nm.

Druha izolace Ziskané hodnoty Procentualni hodnoceni
Median 0,23
Pocet vzorkl odpovidajicich 1 20 %
hodnoté medianu
Pocet vzorkt s nizsi hodno- 2 40 %
tou, nez je median
Pocet vzorkt s vyssi hodno- 2 40 %
tou, nez je medidn
Minimalni hodnota 0,162
Maximalni hodnota 0,539

U druhé izolace bylo zjisténo, ze vyS$si absorbance, nez je median, se vyskytovala u

dvou vzork, které tvotily 40 % a nizsi vysledky byly také zastoupeny dvéma vzorky, jez

tvotily 40 %. Medidn vzorkd métfenych absorbanci pfi 280 nm byl 0,23 a jeden ze vzorki

m¢l stejnou hodnotu, tvotil tak 20 % vysledkt. Minimalni zjisténa hodnota byla 0,162 a

maximalni zjiSténa hodnota byla 0,539.
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10.2.3 Pomér absorbanci 260/280 nm

Tabulka 15: Hodnoty sledovanych udajii ziskanych pri prvni izolaci z opakované izolova-
nych vzorkii pri méreni poméru absorbanci 260/280 nm.

Prvni izolace Ziskané hodnoty Procentualni hodnoceni
Median 1,395
Pocet vzorkl odpovidajicich 0 0%

hodnoté medianu

Pocet vzorku s nizs$i hodno- 3 50 %

tou, nez je medidn

Pocet vzorkt s vyssi hodno- 3 50 %

tou, nez je median

Minimalni hodnota 0,67
Maximalni hodnota 1,43
Pocet vzorkd, jejichz Cistota 6 100 %
byla pod 1,8
Pocet vzork, jejichz Cistota 0 0%

bylaod 1,8 do 2,0

Pocet vzork, jejichz Cistota 0 0%

byla vyssi nez 2,0

Pti sledovani poméru absorbanci 260/280 nm bylo u prvni izolace zjisténo, ze 3
vzorky tvotici 50 % mély vyssi hodnotu, nez je median. Zbylé 3 vzorky, které tvotily také
50 % mély nizsi hodnoty nez median vzorki, ktery byl 1,395. Minimalni hodnota vysledku

byla 0,67 a maximalni 1,43. VSechny méfené vzorky mély Cistotu nizsi nez 1,8.
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Tabulka 16.: Hodnoty sledovanych udajii ziskanych pri druhé izolaci z opakované izolova-
nych vzorki pri méreni poméru absorbanci 260/280 nm.

Druha izolace Ziskané hodnoty Procentualni hodnoceni
Median 1,53
Pocet vzorkl odpovidajicich 1 20 %

hodnoté medianu

Pocet vzorku s niz$i hodno- 2 40 %

tou, nez je median

Pocet vzorkt s vyssi hodno- 2 40 %

tou, nez je medidn

Minimalni hodnota 1,46
Maximalni hodnota 1,8
Pocet vzorkd, jejichz Cistota 4 80 %
byla pod 1,8
Pocet vzorkd, jejichz Cistota 1 20 %

bylaod 1,8 do 2,0

Pocet vzorkd, jejichz Cistota 0 0%

byla vyssi nez 2,0

Pti druhé izolaci byly 2 vzorky niz$i nez hodnota medianu a tvotily 40 %. Vyssich
hodnot, nez je median, dosahly 2 vzorky, které tvotily 40 %. Jeden ze vzori se shodoval
s medianem a tvofil 20 %. Median vysledka byl 1,53. Minimalni hodnota byla 1,46 a maxi-
malni hodnota 1,8. Cistota vzorkli pod 1,8 byla zjisténa u 4 vzorki, které tvotily 80 %. U

jednoho vzorku byla zjisténa hodnota 1,8 a tvofil 20 %.
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10.2.4 Ziskana koncentrace v ng/uL

Tabulka 17: Hodnoty sledovanych udajii zjistené koncentrace v ng/ulL ziskanych pri prvni
izolaci z opakované izolovanych vzorkii.

vy$si nez 15 ng/uL

Prvni izolace Ziskané hodnoty Procentualni hodnoceni
Median 44,11 ng/uL
Pocet vzorkl odpovidajicich 0 0%
hodnot& medianu
Pocet vzorkt s niz8i hodno- 3 50 %
tou, nez je medidn
Pocet vzorkt s vyssi hodno- 3 50 %
tou, nez je median
Minimalni hodnota 26,41 ng/uL
Maximalni hodnota 60,7 ng/uL
Pocet vzorki s vytéznosti 0 0%
nizsi nez 15 ng/uL
Pocet vzorki s vytéznosti 6 100 %

Pokud se zamétime na ziskanou koncentraci v jednom pL zjistime, Ze pfi prvni izo-

laci mély 3 vzorky, které tvotily 50 % nizsi hodnotu, nez jaka je hodnota medianu a 50 %

m¢élo vyssi hodnotu nez median vysledku, ktery byl 44,11. Minimalni zjisténa hodnota byla

26,41 ng/puL. a maximalni hodnota byla 60,7 ng/uL. VSechny vzorky mély vytéznost vyssi

nez 15.
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Tabulka 18: Hodnoty sledovanych udaju zjisténé koncentrace v ng/ulL ziskanych pri druhé
izolaci z opakované izolovanych vzorkii.

Druha izolace Ziskané hodnoty Procentualni hodnoceni
Median 14,07 ng/uLL
Pocet vzorkl odpovidajicich 1 20 %

hodnoté medianu

Pocet vzorka s niz$i hodno- 2 40 %

tou, nez je medidn

Pocet vzorkti s vyssi hodno- 2 40 %

tou, nez je medidn

Minimalni hodnota 9,5 ng/uL
Maximalni hodnota 33,54 ng/pL
Pocet vzorkt s vytéznosti 3 60 %

niz8i nez 15 ng/pL

Pocet vzorkt s vytéznosti 2 40 %

vyssi nez 15 ng/uL

U druhé izolace bylo zjiSténo, ze niz$i hodnota, neZ medién, byla naméfena u 2
vzorku, které tvotily 40 %. Vzorky s hodnotou vyssi, nez je median také tvorily 40 %. Me-
dian hodnot byl 14,07 ng/uL a shodoval se s jednim z vysledki, ktery tvofil 20 %. Minimalni
naméfend hodnota byla 9,5 ng/uLL. a maximalni hodnota byla 33,54 ng/uL. Pfi provedeni
druhé izolace byla vytéZnost 60 % vzorkl nizsi nez 15 ng/pL. Zbylych 40 % bylo vysSich
nez 15 ng/uL.

63



10.2.5 Celkova vytéznost RNA

Tabulka 19: Hodnoty sledovanych udajii zjistené celkové vyteznosti RNA V Ng ziskanych pri
prvni izolaci z opakované izolovanych vzorkii.

Prvni izolace Ziskané hodnoty Procentualni hodnoceni
Median 1102,75 ng
Pocet vzorkl odpovidajicich 0 0%

hodnoté medianu

Pocet vzorku s nizs$i hodno- 3 50 %

tou, nez je medidn

Pocet vzorkt s vyssi hodno- 3 50 %

tou, nez je median

Minimalni hodnota 660,25 ng

Maximalni hodnota 1517,7 ng

Vysledky celkové vytéznosti RNA se shodovaly s naméfenymi hodnotami koncen-
trace v ng vztazenych na jeden pL. Pfi prvni izolaci byly 3 vzorky tvotici 50 % vysledk
vzorkl nizsich, nez byla hodnota medianu. Stejné tak 50 % vzorki bylo vyssich nez median
hodnot, ktery byl ur¢en na 1102,75 ng, minimalni namétena hodnota byla 660,25 ng a nej-
vys$$i hodnota byla 1517,7 ng.
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Tabulka 20: Hodnoty sledovanych udajii zjistené celkové vyteznosti RNA v ng ziskanych pri
druhé izolaci z opakované izolovanych vzorkui.

Druha izolace Ziskané hodnoty Procentualni hodnoceni
Median 351,75 ng
Pocet vzorkl odpovidajicich 1 20 %
hodnoté medianu
Pocet vzorkt s nizsi hodno- 2 40 %
tou, nez je median
Pocet vzorkt s vyssi hodno- 2 40 %
tou, nez je medidn
Minimalni hodnota 237,5ng
Maximalni hodnota 838,5 ng

Pfi druhé izolaci bylo 40 % vysledku, tvofenych dvéma vzorky, nizsich, nez byla

hodnota medidnu. Stejné jako niz$ich, 1 vysSich vysledkd bylo 40 %. Median hodnot byl

ur¢en na 351,75 ng a jeden ze vzorku, ktery tvofil 20 % se s nim shodoval. Minimalni na-

méfena hodnota byla 237,5 ng a nejvyssi hodnota byla 838,5 ng.
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10.3 Opakované méfené vzorky

Tabulka 21: Medidnové hodnoty sledovanych udajii opakované mérenych vzorkii.

Sledované hodnoty Zjistény median hodnot
Mg¢feni absorbance pti 260 nm 0,521
Mg¢feni absorbance pti 280 nm 0,35
Pomér absorbanci 260/280 nm 1,45
Ziskana koncentrace v ng/uL 24,37 ng/uL
Celkova vytéznost 609,25 ng
Mnozstvi vzorku 25 uL

10.3.1 Méreni absorbance pri 260 nm

Tabulka 22: Hodnoty sledovanych udajii opakované mérenych vzorkii pri absorbanci 260
nm.

Ziskané hodnoty Procentualni hodnoceni
Median 0,521
Pocet vzorkl odpovidajicich 1 4%
hodnoté medidnu
Pocet vzorkti s nizsi hodno- 12 48 %
tou, nez je median
Pocet vzorkti s vyssi hodno- 12 48 %
tou, nez je medidn
Minimalni hodnota 0,256
Maximalni hodnota 2,577
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Bylo zjisténo mnozstvi vzorku, které se shoduji s vysledkem medianu veskerych me-
feni absorbance pti 260 nm. Bylo zjisténo, ze se 48 % vysledkt, které tvotilo 12 vzorkd,
pohybuje pod hranici hodnoty medianu, stejné tak, jako nad touto hodnotou. Jeden z vy-

sledkti méfeni se shodoval s vypoctenym medianem hodnot a tvotil 4 %.

Median opakovanych vzorki byl 0,521. Minimalni hodnota vyskytujici se ve vysled-
cich byla 0,256 a maximalni hodnota byla 2,577.

10.3.2 Méreni absorbance pri 280 nm

Tabulka 23: Hodnoty sledovanych udajii opakované mérenych vzorkii pri absorbanci 280
nm.

Ziskané hodnoty Procentualni hodnoceni
Median 0,35
Pocet vzorkl odpovidajicich 1 4%
hodnot¢ medianu
Pocet vzorku s nizsi hodno- 12 48 %
tou, nez je medidn
Pocet vzorkt s vyssi hodno- 12 48 %
tou, nez je medidn
Minimalni hodnota 0,183
Maximalni hodnota 1,917

Hodnota medianu absorbance zjisténa pfi 280 nm byla 0,35. Ze v§ech méfeni tvotilo
48 % vysledkt skupinu s niz§i hodnotou nez median. Vyssi hodnoty nez hodnoty medianu,
byly zjistény u 12 vysledkd, které také tvotily 48 %. Hodnota medianu se shodovala s jednim
z vysledkii. Median vzorki byl 0,35. Minimalni hodnota byla 0,183 a nejvyssi byla 1,917.
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10.3.3 Pomér absorbanci 260/280 nm

Tabulka 24: Hodnoty sledovanych udajii opakované mérenych vzorki pri poméru absor-
banci 260/280 nm.

Ziskané hodnoty Procentualni hodnoceni
Median 1,45
Pocet vzorkl odpovidajicich 2 8 %
hodnot¢ median
Pocet vzorkt s niz8i hodno- 12 48 %
tou, nez je medidn
Pocet vzorkt s vyssi hodno- 11 44 %
tou, nez je median
Minimalni hodnota 1,29
Maximalni hodnota 1,86
Pocet vzorkd, jejichz Cistota 24 96 %
byla pod 1,8
Pocet vzork, jejichz Cistota 1 4%
byla od 1,8 do 2,0
Pocet vzorkd, jejichZ Cistota 0 0%
byla vyssi nez 2,0

Hodnota medianu zjisténa u poméru 260/280 nm byla 1,45. Nizsi vysledky, nez je
median, mélo 12 vzorka a tvotilo 48 %. Vyssi vysledky byly zjistény u 11 vzorkd, které
tvorily 44 %. Jedna z hodnot se shodovala s medianem a tvotila 8 %. Median byl 1,45. Mi-
nimalni zji§téna hodnota byla 1,29 a maximalni hodnota byla 1,86. Cistota niz$i nez 1,8 byla

zjiSténa u 96 % vzorki. Vzorek, ktery byl vyssi nez 1,8 a niz8i nez 2,0 tvoftil 4 %.
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10.3.4 Ziskana koncentrace v ng/uL

Tabulka 25: Hodnoty ziskané koncentrace v ng/uL u opakované mérenych vzorkii.

vysSi nez 15 ng/uL

Ziskané hodnoty Procentualni hodnoceni
Median 24,37 ng/uL
Pocet vzorkl odpovidajicich 1 4%
hodnoté medianu
Pocet vzorkt s nizs§i hodno- 12 48 %
tou, nez je medidn
Pocet vzorkt s vyssi hodno- 12 48 %
tou, nez je medidn
Minimalni hodnota 10,79 ng/uL
Maximalni hodnota 103,06 ng/uL
Pocet vzorkt s vytéznosti 4 16 %
niz8i nez 15 ng/pL
Pocet vzorki s vytéZznosti 21 84 %

Zjistény median koncentrace byl 24,37 ng/uL. NiZsi koncentrace byly zjistény u 12

vzorkd, které tvorily 48 %. Vyssi koncentrace byla také zjisténa ve 48 % piipadi. Median

se shodoval s jednou z naméfenych koncentraci a tvofil 4 %. Nejnizsi hodnota byla 10,79

ng/uL a nejvyssi 103,06 ng/pL. Minimalni a maximalni hodnota se v tomto pfipad¢é svymi

hodnotami velmi odliSovaly. Nizsi vytéznost nez 15 ng/pL mély 4 vzorky tvotici 16 %. Na-

opak vyssi vytéznost nez 15 ng/uLL mélo 21 vzork, které tvorily 84 %.
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10.3.5 Celkova vytéznost RNA

Tabulka 26: Hodnoty celkové vytéznosti RNA v ng u opakované merenych vzorki.

Ziskané hodnoty Procentualni hodnoceni
Median 609,25 ng
Pocet vzorkl odpovidajicich 1 4%
hodnoté medianu
Pocet vzorkt s nizsi hodno- 12 48 %
tou, nez je medidn
Pocet vzorkt s vyssi hodno- 12 48 %
tou, nez je medidn
Minimalni hodnota 269,75 ng
Maximalni hodnota 2576,5 ng

Celkova vytéZznost RNA ze vzorkl tvofila podle medidnu 609,25 ng. Stejné jako u
koncentrace vztazené na 1 uL i u celkové vytéznosti byly vysledky s niz§i hodnotou ve stej-
ném procentudlnim zastoupeni jako vyssi hodnoty. Obé skupiny byly tvoieny 12 vzorky a
tvorily 48 %. Jeden ze vzorka se rovnal hodnoté medianu a tvoril 4 %. Minimalni hodnota

byla 269,75 ng a maximalni byla 2576,5 ng.
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DISKUZE

Zvolena souprava pro izolace miRNA firmy Qiagen je v sou¢asnosti ziejmé nejpou-
zivangjsim metodickym pfistupem pro izolace miRNA z tkani. V ptipad¢€ plazmy, kdy izo-
lované vzorky obsahuji daleko méné¢ miRNA nez v pfipad¢ tkani, je vlastni izolac¢ni postup
komplikovanéjsi a vyzaduje piesné provedeni vSech krokti izolacniho postupu. Velmi diile-
zita je také peclivost laboratorniho pracovnika, ktery praci provadi, protoze je potieba pipe-
tovat roztoky ptimo na kolonky a pti odpipetovavani horni faze obsahu zkumavky nesmi byt
napipetovana zaroven mezifaze (prostfedni vrstva vzorku, kterd vznikne po centrifugaci).
V soucasnosti se ve stale vice laboratofich zavadi automatizované postupy izolace DNA,
avsak v pripad¢ izolace miRNA z plazmy a FPPE block stale ziistdva manualni postup tzv.

sdzkou na jistotu.

Za velkou vyhodu tohoto metodického postupu lze povazovat jeho reprodukovatel-
nost. Pies mnoho bodi izola¢niho postupu je kazdy krok velmi dobie definovan a velmi
jasné vysvétlitelny. Diky tomu je metodicky postup vhodny nejen pro izolaci nukleovych
kyselin ve vyzkumnych genetickych laboratofich, ale je mozné ho zavést i v klinickych la-
boratofich. Nevyhodou tohoto metodického postupu je jeho Casova naroc¢nost. Cely labora-
torni postup, izolace 10 vzorku, zabere dvé a pil hodiny. To mize byt v urcitych ptipadech
limit pro vyuziti v klinickych laboratofich, kdy je tfeba mit vysledek co nejdiive hotovy.
Predpoklada se vsak, Ze az budou identifikovany miRNA, které by mohly byt vyuzitelné

Vv klinické praxi, bude dostupny 1 kratky automatizovany protokol pro jejich izolaci.

Zjistili jsme, Ze béhem osmihodinové pracovni doby je mozné provést izolaci 40
vzorki plazmy z plné krve (zkumavka KsEDTA), pokud je laboratorni pracovnik zru¢ny a
zapracovany. Vzorky je idedlni izolovat po deseti, protoZe laboratorni pracovnik neztraci

ptrehled o vzorcich a doby stani pro prvni a posledni vzorkem se pfili§ nelisi.

Limitem tohoto metodického postupu je prace s plazmou z plné krve (obsahuje
pouze nizkou koncentraci mikroRNA), ze které¢ je RNA izolovana. Izolovana RNA je obo-
hacena o frakci mikroRNA, nejedna se Cisté¢ 0 mikroRNA. Proto je vzhledem k nizkym kon-
centracim molekul mikroRNA, které tvofi jen frakci celkové RNA, dulezité ziskat alespon

200 pL vstupniho objemu plazmy pro dostate¢ny vytézek mikroRNA.

Pro méfeni koncentrace ziskané RNA je vhodné pouzit spektrofotometr, ktery

dokéze zméfit koncentraci v 1 pL. Kromé specialniho spektrofotometru neni potfeba zadné
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specidlni laboratorni vybaveni. Pro metodicky postup je potifeba pouze souprava pro izolaci
nukleovych kyselin, automatické pipety se Spickami, 80% a 100% ethanol a centrifuga s

volitelnym zchlazenim na 4°C.

Pti analyze veskerych ziskanych dat byl median Cistoty vzorkt 1,47. Vyssi hodnota
hodnota Cistoty byla 0,67 a 95% percentil byl urc¢en na hodnotu 1,3. V idealnim ptipadé by
se Cistota izolované RNA ziskana z poméru 260/280 nm méla pohybovat v rozmezi 1,8-2.
Nizs8i hodnota Cistoty byla pravdépodobné zpiisobena slabou hemolyzou plné krve, ze které

byla plazma pro izolaci ziskéana.

Dle zkusenosti pracovnikil laboratofe molekularni genetiky Ustavu biologie LF Pl-

zen, je mozno i vzorky s hodnotou ¢istoty 1,3 pouzit pro metodu RT real-time PCR.

Druhou sledovanou hodnotou byla primérna vytéznost vzorku. V idealnim piipadé
by méla byt vytéznost vyssi nez 15 ng/uL. Toto kritérium splnilo 324 vzorki. Zbylych 184
mélo nizs§i hodnoty vytézku nez 15 ng/pL. Nizsi vytézek lze vysvétlit stafim vzorku. 1zolo-
vané vzorky nebyly Cerstvé ziskané, ale byly zamrazené v mrazicim boxu na —70°C. Z to-
hoto divodu doslo pravdépodobné k zisku nizSich hodnot vytézku. Nejnizs§i hodnota vytézku
byla 7,55 ng/uL. Vzhledem k tomu, Ze se izolované RNA nasledn¢ vkladalo do RT real-time
PCR, ve kterém je pro reverzni transkripci idealni vlozit RNA v mnozstvi 5 ng/uL, bylo

mozné veskeré izolované vzorky pouZit pro tuto analyzu.

Z duvodu atypického prubéhu kiivky grafu méfeni Cistoty byly nékteré vzorky opa-
kovan¢ izolovany a izolaci bylo provedeno celkem 508. Celkové bylo provedeno 521 spek-
trofotometrickych stanoveni. U vzorki, u kterych byla zméfena nizsi koncentrace — 20 ng/uLL

a méng, bylo provedeno opakované stanoveni koncentrace pro zvyseni piesnosti.

RNA byla po izolaci pouzita pro stanoveni mikroRNA pomoci RT real-time PCR
soupravy firmy Life Technologies (Carlsbad, USA), diky které byla ovéfena amplifikace
cilovych mikroRNA.
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ZAVER

Hlavnim cilem bylo zjistit, zda se da plazma plné krve (odebrana do zkumavky ob-
sahujici KsEDTA) pouzit pro izolaci nukleovych kyselin (RNA) v dostatecném mnozstvi
tak, aby bylo mozno provést stanoveni biomarkerd ze skupiny miRNA u pacientu s kardi-
ovaskularnim onemocnénim. Hlavnimi sledovanymi vysledky byla Cistota a vytéznost RNA.
Vzorky by mély odpovidat Cistoté¢ 1,8 — 2,0. Toto kritérium splnilo velmi malé procento
vzorki, konkrétné 13 vzorkli z veskerych méfeni, tzn. 2,5 % vSech izolovanych vzorkd.
Vyss§i hodnotu nez 2 mélo 0,57 % vzorkii. Takto nizké procento vzorkd, které odpovidaly
idedlnim hodnotam, je pravdépodobné zplisobeno malym mnozstvim hemolyzy, ke které

doslo v ostatnich vzorcich plné krve, ze kterych byla plazma ziskana.

Z 508 vzorkl byl median vytézku 16,985 ng/uL. Median Cistoty byl 1,47 a 95% per-
centil byl 1,3. Vyssi hodnota nez 1,8 byla zjisténa u 15 vzorkli, z nichz 3 mély hodnotu
Cistoty vyssi nez 2,0. Nejnizsi hodnota Cistoty byla 0,67 a 95% percentil byl ur¢en na hod-
notu 1,3.

Dle zkusenosti pracovnikil laboratofe molekularni genetiky Ustavu biologie LF Pl-

zen je mozno i vzorky s hodnotou Cistoty 1,3 pouzit metodu RT real-time PCR.

Druhou sledovanou hodnotou byla primérné vytéznost vzorka. V idedlnim piipadé
by méla byt vytéznost alesponi vyssi nez 15 ng/uL. Toto kritérium splnilo 324 vzorki. Zby-
lych 184 mélo nizs§i hodnoty vytézku nez 15 ng/uL. Nejnizsi hodnota vytézku byla 7,55
ng/pL.

Metodou stanoveni mikroRNA na Ustavu biologie Lékatské fakulty v Plzni, kde byla
prace provedena, je metoda RT real-time PCR. Protoze do reverzni transkripce je idealni
vlozit 5 ng/uLL RNA, miZeme fici, Ze uvedeny postup izolace RNA z plazmy a skladovani
vzorkl, je pro tento zpusob kvantitativniho stanoveni zkoumanych mikroRNA u pacienti

s kardiovaskularnimi chorobami vhodny.
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PRILOHY
Priloha A — VeSkera namérena data vSech izolovanych vzorki

Tabulka 27: Veskerd namérena data vsech vzorkii, kterd byla ziskana pri vsech meérenich a
izolacich.

A 260 A 280 |Pomér A c celkova vytéznost | Objem
¢islo vzorku nm nm 260/280 | [ng/nL] [ng] [ul]
17001 1,394 0,883 1,58 55,77 1394,25 25
17002 1,041 0,676 1,54 41,62 1040,5 25
17003 0,94 0,621 1,51 37,59 939,75 25
17004 0,947 0,615 1,54 37,88 947 25
17005 1,384 0,877 1,58 55,35 1383,75 25
17006 0,62 0,426 1,46 24,82 620,5 25
17007 0,823 0,562 1,46 32,92 823 25
17008 0,297 0,183 1,62 11,89 297,25 25
17009 1,245 0,859 1,45 49,79 1244,75 25
17010 0,323 0,22 1,47 12,93 323,25 25
17011 1,601 0,992 1,61 64,03 1600,75 25
17012 0,385 0,266 1,45 15,4 385 25
17013 0,25 0,192 1,31 10 250 25
17014 0,476 0,312 1,53 19,04 476 25
17015 0,357 0,261 1,37 14,29 357,25 25
17016 0,435 0,292 1,49 17,41 435,25 25
17017 0,334 0,232 1,44 13,38 3345 25
17018 0,394 0,302 1.3 15,74 393,5 25
17019 0,389 0,292 1,33 15,55 388,75 25
17020 0,449 0,31 1,45 17,94 448,5 25
17021 0,449 0,314 1,43 17,94 448,5 25
17022 0,643 0,443 1,45 25,74 643,5 25
17023 0,401 0,277 1,45 16,04 401 25
17024 0,892 0,604 1,48 35,69 892,25 25
17025 0,511 0,352 1,45 20,44 511 25




17026 0,784 0,549 1,43 31,34 783,5 25
17027 0,519 0,325 1,6 20,77 519,25 25
17028 0,589 0,386 1,52 23,57 589,25 25
17029 0,718 0,449 1,6 28,74 718,5 25
17030 0,315 0,227 1,38 12,58 314,5 25
17031 1,274 0,793 1,61 50,98 1274,5 25
17032 0,589 0,372 1,58 23,57 589,25 25
17033 0,562 0,376 1,5 22,5 562,5 25
17034 0,425 0,283 1,5 17,01 425,25 25
17035 0,899 0,65 1,38 35,96 899 25
17036 0,625 0,403 1,55 25,01 625,25 25
17037 0,382 0,256 1,49 15,27 381,75 25
17038 0,658 0,45 1,46 26,32 658 25
17039 0,305 0,195 1,56 12,19 304,75 25
17040 0,344 0,226 1,52 13,75 343,75 25
17041 0,834 0,508 1,64 33,36 834 25
17042 0,651 0,45 1,45 26,04 651 25
17043 0,648 0,596 1,09 25,93 648,25 25
17044 0,366 0,238 1,54 14,62 365,5 25
17045 1,498 0,922 1,63 59,93 1498,25 25
17046 1,147 0,687 1,67 45,9 11475 25
17047 0,659 0,414 1,59 26,37 659,25 25
17048 0,322 0,226 1,43 12,89 322,25 25
17049 0,456 0,289 1,58 18,24 456 25
17050 0,665 0,431 1,54 26,6 665 25
17051 1,471 0,941 1,56 58,86 1471,5 25
17052 1,276 0,834 1,53 51,04 1276 25
17053 0,463 0,296 1,56 18,5 462,5 25
17054 1,032 0,65 1,59 41,28 1032 25
17055 0,613 0,435 1,41 24,53 613,25 25
17056 0,477 0,317 1,51 19,06 476,5 25
17057 0,721 0,48 1,5 28,85 721,25 25




17058 0,643 0,449 1,43 25,72 643 25
17059 0,728 0,496 1,47 29,13 728,25 25
17060 0,803 0,555 1,45 32,13 803,25 25
17061 0,256 0,143 1,79 10,23 255,75 25
17062 0,372 0,232 1,6 14,86 371,5 25
17063 0,507 0,305 1,66 20,3 507,5 25
17064 0,217 0,114 1,91 8,7 217,5 25
17065 0,493 0,275 1,79 19,71 492,75 25
17066 0,65 0,372 1,75 26,01 650,25 25
17067 0,291 0,166 1,75 11,64 291 25
17068 1,29 0,827 1,56 51,59 1289,75 25
17069 0,507 0,259 1,96 20,26 506,5 25
17070 0,36 0,204 1,76 14,39 359,75 25
17071 1,247 0,743 1,68 49,87 1246,75 25
17072 0,538 0,358 1,5 21,54 538,5 25
17073 0,644 0,432 1,49 25,75 643,75 25
17074 0,541 0,324 1,67 21,62 540,5 25
17075 0,43 0,26 1,66 17,21 430,25 25
17076 0,271 0,178 1,52 10,83 270,75 25
17077 0,397 0,24 1,66 15,89 397,25 25
17078 0,402 0,258 1,55 16,07 401,75 25
17079 0,494 0,316 1,57 19,77 494,25 25
17080 0,723 0,43 1,68 28,92 723 25
17081 1,257 0,791 1,59 50,3 1257,5 25
17082 0,676 0,46 1,47 27,06 676,5 25
17083 1,19 0,749 1,59 47,6 1190 25
17084 0,771 0,526 1,47 30,83 770,75 25
17085 0,646 0,403 1,6 25,83 645,75 25
17086 0,599 0,394 1,52 23,96 599 25
17087 0,998 0,654 1,53 39,93 998,25 25
17088 0,302 0,185 1,64 12,09 302,25 25
17089 0,605 0,379 1,59 24,21 605,25 25




17090 0,575 0,347 1,66 22,99 574,75 25
17091 0,371 0,221 1,68 14,82 370,5 25
17092 0,73 0,473 1,54 29,2 730 25
17093 0,47 0,328 1,44 18,82 470,5 25
17094 0,479 0,287 1,67 19,16 479 25
17095 2,101 1,438 1,46 84,06 21015 25
17096 0,432 0,298 1,45 17,29 432,25 25
17097 0,446 0,28 1,59 17,85 446,25 25
17098 0,524 0,362 1,45 20,95 523,75 25
17099 0,685 0,464 1,48 27,42 685,5 25
17100 1,362 0,992 1,37 54,5 1362,5 25
17101 0,729 0,481 1,52 29,18 729,5 25
17102 0,954 0,625 1,53 38,18 954,5 25
17103 0,733 0,498 1,47 29,32 733 25
17104 0,678 0,429 1,58 27,12 678 25
17105 0,41 0,266 1,54 16,41 410,25 25
17106 0,469 0,293 1,6 18,78 469,5 25
17107 0,503 0,322 1,56 20,13 503,25 25
17108 0,383 0,26 1,48 15,33 383,25 25
17109 0,571 0,368 1,55 22,84 571 25
17110 0,475 0,298 1,59 19,01 475,25 25
17111 0,298 0,183 1,63 11,93 298,25 25
17112 0,401 0,264 1,52 16,05 401,25 25
17113 1,513 1,072 1,41 60,53 1513,25 25
17113 0,325 0,181 1,8 13,02 325,5 25
17114 0,402 0,258 1,56 16,09 402,25 25
17115 0,385 0,25 1,54 15,4 385 25
17116 1,526 1,043 1,46 61,03 1525,75 25
17117 0,335 0,231 1,45 13,42 335,5 25
17118 0,436 0,267 1,63 17,45 436,25 25
17119 1,099 0,766 1,43 43,95 1098,75 25
17119 0,237 0,162 1,46 9,5 237,5 25




17120 1,107 0,772 1,43 44,27 1106,75 25
17120 0,839 0,539 1,56 33,54 838,5 25
17121 0,583 0,382 1,53 23,32 583 25
17122 0,526 0,353 1,49 21,03 525,75 25
17123 0,332 0,268 1,24 13,3 332,5 25
17124 0,48 0,364 1,32 19,2 480 25
17125 0,397 0,294 1,35 15,88 397 25
17126 0,53 0,419 1,26 21,21 530,25 25
17127 0,426 0,293 1,46 17,05 426,25 25
17128 0,389 0,275 1,41 15,56 389 25
17129 0,906 1,345 0,67 36,23 905,75 25
17129 0,352 0,23 1,53 14,07 351,75 25
17130 0,66 0,74 0,89 26,41 660,25 25
17130 0,757 0,516 1,47 30,3 757,5 25
17131 0,313 0,182 1,72 12,54 313,5 25
17132 0,366 0,231 1,58 14,65 366,25 25
17133 0,242 0,146 1,66 9,69 242,25 25
17134 0,691 0,408 1,69 27,62 690,5 25
17135 0,345 0,211 1,63 13,8 345 25
17136 0,487 0,332 1,47 19,5 487,5 25
17137 0,989 0,596 1,66 39,57 989,25 25
17138 0,289 0,185 1,56 11,54 288,5 25
17139 0,598 0,364 1,64 23,93 598,25 25
17140 0,592 0,362 1,64 23,7 592,5 25
17141 0,428 0,277 1,54 17,13 428,25 25
17142 0,519 0,319 1,63 20,77 519,25 25
17143 0,339 0,195 1,74 13,57 339,25 25
17144 0,365 0,253 1,44 14,6 365 25
17145 0,529 0,33 1,6 21,15 528,75 25
17146 0,272 0,165 1,65 10,86 271,5 25
17147 0,506 0,309 1,64 20,24 506 25
17148 0,386 0,264 1,46 15,45 386,25 25




17149 0,442 0,285 1,55 17,68 442 25
17150 0,379 0,226 1,67 15,14 378,5 25
17151 0,429 0,228 1,88 17,17 429,25 25
17152 0,338 0,18 1,88 13,51 337,75 25
17153 0,384 0,244 1,57 15,36 384 25
17154 0,315 0,2 1,57 12,58 314,5 25
17155 0,256 0,149 1,72 10,22 255,5 25
17156 0,341 0,209 1,63 13,62 340,5 25
17157 0,305 0,198 1,54 12,21 305,25 25
17158 0,339 0,21 1,61 13,56 339 25
17160 0,508 0,328 1,55 20,34 508,5 25
17161 0,327 0,215 1,52 13,08 327 25
17162 0,441 0,273 1,61 17,66 441,5 25
17163 0,239 0,181 1,32 9,54 238,5 25
17164 0,254 0,162 1,56 10,16 254 25
17165 0,303 0,223 1,36 12,13 303,25 25
17166 0,352 0,226 1,56 14,09 352,25 25
17167 0,289 0,201 1,44 11,57 289,25 25
17168 0,356 0,212 1,68 14,23 355,75 25
17169 0,312 0,222 1,41 12,48 312 25
17170 0,283 0,19 1,49 11,33 283,25 25
17171 0,44 0,298 1,48 17,58 439,5 25
17172 0,435 0,305 1,43 17,41 435,25 25
17173 0,356 0,244 1,46 14,24 356 25
17174 0,278 0,173 1,61 11,12 278 25
17175 0,322 0,21 1,54 12,9 322,5 25
17176 0,323 0,195 1,66 12,92 323 25
17177 0,418 0,265 1,57 16,71 417,75 25
17178 0,378 0,244 1,55 15,12 378 25
17179 0,385 0,254 1,51 15,39 384,75 25
17180 0,285 0,203 1,4 11,39 284,75 25
17181 0,356 0,244 1,46 14,26 356,5 25




17182 0,765 0,542 1,41 30,59 764,75 25
17183 0,405 0,32 1,27 16,2 405 25
17184 1,889 1,304 1,45 75,57 1889,25 25
17185 0,588 0,44 1,34 23,52 588 25
17186 0,649 0,47 1,38 25,96 649 25
17187 0,845 0,607 1,39 33,81 845,25 25
17188 0,563 0,425 1,32 22,52 563 25
17189 0,511 0,358 1,43 20,45 511,25 25
17190 0,79 0,551 1,43 31,62 790,5 25
17191 0,27 0,183 1,48 10,79 269,75 25
17192 0,502 0,35 1,43 20,06 501,5 25
17193 1,274 0,886 1,44 50,96 1274 25
17194 0,38 0,264 1,44 15,18 379,5 25
17195 0,731 0,512 1,43 29,25 731,25 25
17196 0,593 0,349 1,7 23,7 592,5 25
17197 0,38 0,224 1,7 15,21 380,25 25
17198 0,287 0,181 1,59 11,48 287 25
17199 0,351 0,266 1,32 14,05 351,25 25
17200 0,364 0,276 1,32 14,56 364 25
17201 0,603 0,407 1,48 24,13 603,25 25
17202 0,393 0,273 1,44 15,72 393 25
17203 0,392 0,27 1,46 15,7 392,5 25
17204 0,406 0,257 1,58 16,24 406 25
17205 0,556 0,372 1,5 22,23 555,75 25
17206 0,289 0,185 1,57 11,56 289 25
17207 0,387 0,261 1,49 15,5 387,5 25
17208 0,388 0,261 1,49 15,51 387,75 25
17209 0,302 0,192 1,57 12,09 302,25 25
17210 0,384 0,275 1,4 15,35 383,75 25
17211 0,68 0,449 1,52 27,22 680,5 25
17212 0,516 0,341 1,51 20,64 516 25
17213 0,335 0,211 1,58 13,38 334,5 25




17214 0,328 0,212 1,55 13,13 328,25 25
17215 0,382 0,236 1,62 15,27 381,75 25
17216 0,691 0,427 1,62 27,62 690,5 25
17217 0,708 0,463 1,53 28,31 707,75 25
17218 0,463 0,289 1,6 18,54 463,5 25
17219 0,347 0,241 1,44 13,88 347 25
17220 0,372 0,256 1,45 14,88 372 25
17241 0,851 0,6 1,42 34,03 850,75 25
17242 0,401 0,282 1,42 16,05 401,25 25
17243 0,533 0,373 1,43 21,32 533 25
17244 0,62 0,412 1,5 24,79 619,75 25
17245 1,102 0,75 1,47 44,08 1102 25
17246 0,369 0,22 1,67 14,75 368,75 25
17247 0,499 0,346 1,44 19,95 498,75 25
17248 0,572 0,37 1,54 22,86 571,5 25
17249 0,466 0,325 1,43 18,63 465,75 25
17250 0,645 0,412 1,56 25,78 644,5 25
17251 0,366 0,218 1,68 14,64 366 25
17252 0,328 1,136 2,41 13,13 328,25 25
17253 0,856 0,51 1,68 34,24 856 25
17254 0,988 0,576 1,71 39,51 987,75 25
17255 0,468 0,224 2,09 18,71 467,75 25
17256 0,468 0,235 1,99 18,71 467,75 25
17257 0,324 0,112 2,9 12,96 324 25
17258 0,674 0,371 1,82 26,95 673,75 25
17259 0,403 0,208 1,94 16,13 403,25 25
17260 0,808 0,441 1,83 32,34 808,5 25
17261 0,457 0,304 1,5 18,27 456,75 25
17262 0,328 0,212 1,55 13,11 327,75 25
17263 0,381 0,241 1,58 15,24 381 25
17264 0,357 0,238 1,5 14,27 356,75 25
17265 0,317 0,202 1,57 12,69 317,25 25




17266 0,358 0,238 15 14,31 357,75 25
17267 0,425 0,312 1,36 16,98 424.5 25
17268 0,425 0,283 1,5 16,99 424,75 25
17269 0,326 0,237 1,38 13,05 326,25 25
17270 0,615 0,431 1,43 24,59 614,75 25
17271 0,268 0,182 1,48 10,72 268 25
17272 0,637 0,454 1,4 25,46 636,5 25
17273 0,411 0,297 1,38 16,43 410,75 25
17274 0,325 0,215 1,51 13,01 325,25 25
17275 0,275 0,199 1,38 11 275 25
17276 0,613 0,453 1,35 24,53 613,25 25
17277 0,338 0,228 1,48 13,52 338 25
17278 0,316 0,218 1,45 12,66 316,5 25
17279 0,336 0,225 1,49 13,43 335,75 25
17280 0,357 0,23 1,55 14,29 357,25 25
17281 0,321 0,202 1,59 12,85 321,25 25
17282 0,325 0,217 15 13 325 25
17283 0,308 0,202 1,53 12,33 308,25 25
17284 0,555 0,371 1,5 22,22 555,5 25
17285 0,312 0,232 1,35 12,49 312,25 25
17286 0,256 0,181 1,42 10,26 256,5 25
17287 0,268 0,191 1,41 10,73 268,25 25
17288 0,312 0,223 1,4 12,5 312,5 25
17289 0,263 0,177 1,48 10,52 263 25
17290 0,244 0,161 1,52 9,75 243,75 25
17291 0,263 0,211 1,25 10,51 262,75 25
17292 0,246 0,196 1,26 9,85 246,25 25
17293 0,298 0,21 1,42 11,93 298,25 25
17294 0,291 0,209 1,39 11,64 291 25
17295 0,426 0,309 1,38 17,04 426 25
17296 0,385 0,266 1,45 15,42 385,5 25
17297 0,518 0,33 1,57 20,71 517,75 25




17298 0,382 0,269 1,42 15,3 382,5 25
17299 0,409 0,298 1,37 16,35 408,75 25
17300 0,498 0,355 1,4 19,92 498 25
17301 0,37 0,301 1,23 14,79 369,75 25
17302 0,365 0,249 1,47 14,61 365,25 25
17303 0,381 0,271 1,4 15,22 380,5 25
17304 0,313 0,189 1,66 12,5 312,5 25
17305 0,259 0,18 1,44 10,37 259,25 25
17306 0,293 0,194 1,51 11,73 293,25 25
17307 0,398 0,264 1,51 15,94 398,5 25
17308 0,334 0,222 1,5 13,36 334 25
17309 0,312 0,216 1,44 12,46 311,5 25
17310 0,3 0,209 1,43 11,99 299,75 25
17311 0,391 0,273 1,43 15,66 391,5 25
17312 0,389 0,272 1,43 15,56 389 25
17313 0,707 0,494 1,43 28,27 706,75 25
17314 0,476 0,329 1,45 19,06 476,5 25
17315 0,355 0,259 1,37 14,2 355 25
17316 0,388 0,261 1,49 15,51 387,75 25
17317 0,334 0,218 1,53 13,36 334 25
17318 0,302 0,211 1,43 12,1 302,5 25
17319 0,493 0,362 1,36 19,72 493 25
17320 0,38 0,252 1,5 15,19 379,75 25
17321 0,404 0,297 1,36 16,17 404,25 25
17322 0,48 0,346 1,39 19,2 480 25
17323 0,419 0,306 1,37 16,78 419,5 25
17324 0,376 0,26 1,44 15,03 375,75 25
17325 0,45 0,323 1,39 18 450 25
17326 0,49 0,327 1,5 19,59 489,75 25
17327 0,506 0,362 1,4 20,26 506,5 25
17328 0,393 0,255 1,54 15,71 392,75 25
17329 0,463 0,334 1,39 18,52 463 25




17330 0,353 0,257 1,37 14,12 353 25
17331 0,31 0,179 1,73 12,4 310 25
17332 0,262 0,155 1,69 10,49 262,25 25
17333 0,583 0,376 1,55 23,31 582,75 25
17334 0,357 0,217 1,65 14,28 357 25
17335 0,304 0,19 1,6 12,15 303,75 25
17336 1,258 0,153 1,68 10,34 258,5 25
17337 0,323 0,199 1,62 12,9 322,5 25
17338 0,282 0,18 1,56 11,28 282 25
17339 0,31 0,18 1,72 12,4 310 25
17340 0,278 0,156 1,79 11,11 277,75 25
17341 0,345 0,225 1,53 13,79 344,75 25
17342 0,461 0,295 1,56 18,43 460,75 25
17343 0,323 0,216 1,49 12,92 323 25
17344 0,518 0,369 1,4 20,7 517,5 25
17345 0,391 0,279 1,4 15,63 390,75 25
17346 0,415 0,283 1,47 16,61 415,25 25
17347 0,852 0,593 1,44 34,07 851,75 25
17348 0,305 0,177 1,73 12,2 305 25
17349 0,757 0,522 1,45 30,3 757,5 25
17350 0,618 0,421 1,47 247 617,5 25
17351 0,356 0,253 1,41 14,24 356 25
17352 0,344 0,238 1,44 13,76 344 25
17353 0,435 0,287 1,48 17,01 425,25 25
17354 0,354 0,231 1,53 14,17 354,25 25
17355 0,268 0,167 1,6 10,71 267,75 25
17356 0,262 0,173 1,51 10,46 261,5 25
17357 0,277 0,192 1,45 11,09 277,25 25
17358 0,239 0,135 1,77 9,54 238,5 25
17359 0,309 0,205 1,51 12,34 308,5 25
17360 0,33 0,227 1,46 13,2 330 25
17361 0,301 0,205 1,47 12,05 301,25 25




17362 0,345 0,231 1,49 13,8 345 25
17363 0,274 0,169 1,62 10,96 274 25
17364 0,24 0,147 1,64 9,59 239,75 25
17365 0,398 0,313 1,27 15,91 397,75 25
17366 0,299 0,218 1,37 11,94 298,5 25
17367 0,368 0,278 1,32 14,73 368,25 25
17368 0,355 0,25 1,42 14,21 355,25 25
17369 0,272 0,202 1,35 10,89 272,25 25
17370 0,433 0,339 1,28 17,3 432,5 25
17371 0,3 0,224 1,34 12,01 300,25 25
17372 0,415 0,326 1,27 16,6 415 25
17373 0,257 0,174 1,47 10,29 257,25 25
17374 0,361 0,269 1,34 14,45 361,25 25
17375 0,342 0,262 1,31 13,67 341,75 25
17376 0,27 0,19 1,42 10,81 270,25 25
17377 0,257 0,184 1,4 10,3 257,5 25
17378 0,32 0,237 1,35 12,82 320,5 25
17379 0,544 0,368 1,48 21,75 543,75 25
17380 0,246 0,194 1,27 9,83 245,75 25
17381 0,327 0,234 1,4 13,07 326,75 25
17382 0,31 0,213 1,46 12,4 310 25
17383 0,284 0,216 1,31 11,35 283,75 25
17384 0,382 0,267 1,43 15,28 382 25
17385 0,332 0,255 1,3 13,27 331,75 25
17386 0,299 0,214 1,4 11,95 298,75 25
17387 0,286 0,197 1,45 11,44 286 25
17388 0,392 0,263 1,49 15,66 391,5 25
17389 0,3 0,214 1,4 11,99 299,75 25
17390 0,345 0,233 1,48 13,81 345,25 25
17391 0,602 0,427 1,41 24,08 602 25
17392 0,295 0,219 1,35 11,8 295 25
17393 0,381 0,274 1,39 15,23 380,75 25




17394 0,283 0,224 1,27 11,32 283 25
17395 0,312 0,225 1,39 15,62 390,5 25
17396 0,529 0,337 1,57 26,45 661,25 25
17397 0,213 0,111 1,92 10,64 266 25
17398 0,405 0,26 1,56 20,26 506,5 25
17399 0,236 0,147 1,6 11,81 295,25 25
17400 0,325 0,22 1,48 16,25 406,25 25
17401 0,418 0,273 1,53 20,91 522,75 25
17402 0,393 0,266 1,48 19,63 490,75 25
17403 0,252 0,157 1,61 12,61 315,25 25
17404 0,218 0,15 1,45 10,89 272,25 25
17405 0,211 0,161 1,31 8,46 211,5 25
17406 0,543 0,374 1,45 21,71 542,75 25
17407 0,507 0,358 1,42 20,27 506,75 25
17408 0,318 0,223 1,43 12,73 318,25 25
17409 0,302 0,238 1,27 12,09 302,25 25
17410 0,374 0,251 1,49 14,95 373,75 25
17411 0,379 0,291 1,3 15,14 378,5 25
17412 0,304 0,236 1,29 12,18 304,5 25
17413 0,222 0,161 1,38 8,88 222 25
17414 0,332 0,229 1,45 13,29 332,25 25
17415 0,463 0,324 1,43 18,52 463 25
17416 0,449 0,354 1,27 17,94 448,5 25
17417 0,827 0,573 1,44 33,09 827,25 25
17418 0,73 0,501 1,46 29,19 729,75 25
17419 0,734 0,501 1,46 29,36 734 25
17420 0,473 0,332 1,42 18,92 473 25
17421 0,413 0,294 1,4 16,51 412,75 25
17422 0,416 0,294 1,42 16,66 416,5 25
17423 0,55 0,393 1,4 22,02 550,5 25
17424 0,441 0,321 1,37 17,65 441,25 25
17425 0,452 0,34 1,33 18,09 452,25 25




17426 0,598 0,461 1,3 23,92 598 25
17427 0,547 0,407 1,34 21,88 o547 25
17428 0,261 0,199 1,31 10,45 261,25 25
17429 0,546 0,386 1,41 21,85 546,25 25
17430 0,46 0,331 1,39 18,41 460,25 25
17431 0,394 0,281 1,4 15,77 394,25 25
17432 0,36 0,282 1,28 14,4 360 25
17433 0,363 0,234 1,55 14,54 363,5 25
17434 0,425 0,288 1,48 17 425 25
17435 0,511 0,353 1,45 20,45 511,25 25
17436 0,464 0,32 1,45 18,58 464,5 25
17437 0,396 0,286 1,38 15,85 396,25 25
17438 0,429 0,313 1,37 17,15 428,75 25
17439 0,594 0,407 1,46 23,75 593,75 25
17440 0,337 0,253 1,33 13,48 337 25
17441 0,494 0,343 1,44 19,74 493,5 25
17442 0,44 0,317 1,39 17,61 440,25 25
17443 0,526 0,361 1,45 21,03 525,75 25
17444 0,412 0,302 1,36 16,5 412,5 25
17445 0,996 0,728 1,37 39,83 995,75 25
17446 0,563 0,434 1,3 22,52 563 25
17447 0,659 0,506 1,3 26,37 659,25 25
17448 0,454 0,329 1,38 18,16 454 25
17449 0,722 0,488 1,48 28,88 722 25
17450 0,731 0,502 1,42 28,54 713,5 25
17451 0,648 0,469 1,38 25,91 647,75 25
17452 0,692 0,472 1,47 27,67 691,75 25
17453 0,332 0,239 1,38 13,26 331,5 25
17454 0,269 0,185 1,45 10,76 269 25
17455 0,53 0,371 1,43 21,2 530 25
17456 0,449 0,32 1,4 17,96 449 25
17457 0,481 0,352 1,36 19,23 480,75 25




17458 0,582 0,466 1,25 23,29 582,25 25
17459 0,73 0,497 1,47 29,18 729,5 25
17460 0,544 0,381 1,43 21,78 544,5 25
17461 0,406 0,282 1,44 16,22 405,5 25
17462 0,71 0,477 1,49 28,39 709,75 25
17463 0,629 0,455 1,38 25,16 629 25
17464 0,653 0,459 1,42 26,1 652,5 25
17465 0,323 0,227 1,42 12,93 323,25 25
17466 0,368 0,268 1,37 14,71 367,75 25
17467 1,294 0,86 1,51 51,78 1294,5 25
17468 1,528 0,992 1,54 61,1 1527,5 25
17469 0,878 0,58 1,51 35,11 877,75 25
17470 0,475 0,362 1,45 18,99 474,75 25
17471 0,551 0,362 1,52 22,02 550,5 25
17472 0,515 0,352 1,46 20,6 515 25
17473 0,404 0,277 1,46 16,17 404,25 25
17474 0,286 0,201 1,42 11,42 285,5 25
17475 0,539 0,394 1,37 21,54 538,5 25
17476 0,737 0,535 1,38 29,47 736,75 25
17477 0,63 0,447 1,41 25,19 629,75 25
17478 0,36 0,269 1,34 14,41 360,25 25
17479 0,57 0,406 1,41 22,81 570,25 25
17480 0,418 0,291 1,43 16,7 417,5 25
17481 0,726 0,518 1,4 29,05 726,25 25
17482 0,297 0,203 1,47 11,89 297,25 25
17483 0,789 0,564 1,4 31,58 789,5 25
17484 0,521 0,372 1,4 20,83 520,75 25
17485 0,711 0,452 1,57 28,43 710,75 25
17486 0,499 0,317 1,57 19,96 499 25
17487 0,758 0,498 1,52 30,3 757,5 25
17488 0,544 0,342 1,59 21,77 544,25 25
17517 0,713 0,438 1,63 28,51 712,75 25




17520 0,674 0,416 1,62 26,95 673,75 25
17521 0,473 0,287 1,65 18,92 473 25
17522 1,064 0,653 1,63 42,56 1064 25
17523 0,502 0,311 1,62 20,09 502,25 25
17524 0,461 0,282 1,63 18,42 460,5 25
17525 0,806 0,519 1,55 32,23 805,75 25
17526 0,751 0,498 1,51 30,05 751,25 25
17527 0,406 0,267 1,52 16,25 406,25 25
17528 0,639 0,397 1,61 25,54 638,5 25
17529 0,599 0,391 1,53 23,95 598,75 25
17530 0,504 0,316 1,6 20,16 504 25
17531 0,468 0,288 1,62 18,7 467,5 25
17532 0,597 0,393 1,52 23,86 596,5 25
17533 0,529 0,337 1,57 21,17 529,25 25
17534 0,494 0,303 1,63 19,76 494 25
17535 0,619 0,472 1,31 24,74 618,5 25
17536 0,339 0,235 1,44 13,57 339,25 25
17537 0,534 0,38 1,4 21,35 533,75 25
17538 0,739 0,526 1,4 29,56 739 25
17539 0,593 0,435 1,37 23,73 593,25 25
17540 0,411 0,283 1,45 16,43 410,75 25
17541 1,011 0,721 1,4 40,43 1010,75 25
17542 0,502 0,364 1,38 20,09 502,25 25
17543 0,411 0,294 1,4 16,43 410,75 25
17544 0,386 0,247 1,4 13,83 345,75 25
17545 0,268 0,188 1,43 10,72 268 25
17546 0,189 0,124 1,52 7,55 188,75 25
17547 0,316 0,221 1,43 12,63 315,75 25
17548 0,278 0,182 1,53 11,14 278,5 25
17549 0,3 0,211 1,42 11,99 299,75 25
17550 0,403 0,272 1,48 16,13 403,25 25
17551 0,279 0,216 1,29 11,15 278,75 25




17552 0,215 0,141 1,53 8,6 215 25
17553 0,341 0,242 1,41 13,63 340,75 25
17554 0,33 0,229 1,44 13,21 330,25 25
17001 1,394 0,883 1,58 95,77 1394,25 25
17002 1,041 0,676 1,54 41,62 1040,5 25
17003 0,94 0,621 1,51 37,59 939,75 25
17004 0,947 0,615 1,54 37,88 947 25
17005 1,384 0,877 1,58 55,35 1383,75 25
17006 0,62 0,426 1,46 24,82 620,5 25
17007 0,823 0,562 1,46 32,92 823 25
17008 0,297 0,183 1,62 11,89 297,25 25
17009 1,245 0,859 1,45 49,79 1244,75 25
17010 0,323 0,22 1,47 12,93 323,25 25
17011 1,601 0,992 1,61 64,03 1600,75 25
17012 0,385 0,266 1,45 15,4 385 25
17013 0,25 0,192 1,31 10 250 25

Zdroj: Viastni




Piiloha B: Tabulka hodnot prvnich izolaci u opakované izolovanych

vzorku

Tabulka 28: Tabulka ziskanych hodnot vzorku, které byly opakované izolované — prvni izo-
lace.

A 260 A 280 |Pomér A c celkova vytéznost | Objem
¢islo vzorku nm nm 260/280 | [ng/nL] [ng] [ul]
17113 1,517 1,098 1,38 60,7 1517,5 25
17113 1,513 1,072 1,41 60,53 1513,25 25
17119 1,099 0,766 1,43 43,95 1098,75 25
17120 1,107 0,772 1,43 44,27 1106,75 25
17129 0,906 1,345 0,67 36,23 905,75 25
17130 0,66 0,74 0,89 26,41 660,25 25

Zdroj: Viastni
Priloha C: Tabulka hodnot druhych izolaci u opakované izolovanych

vzorku

Tabulka 29: Tabulka ziskanych hodnot vzorkii, které byly opakované izolované — druhd izo-
lace.

A 260 A 280 |Pomér A C celkova vytéznost | Objem
¢islo vzorku nm nm 260/280 | [ng/pL] [ng] [ul]
17113 0,325 0,181 1,8 13,02 325,5 25
17119 0,237 0,162 1,46 9,5 237,5 25
17120 0,839 0,539 1,56 33,54 838,5 25
17129 0,352 0,23 1,53 14,07 351,75 25
17130 0,757 0,516 1,47 30,3 757,5 25

Zdroj: Vlastni



Piiloha D: Tabulka hodnot opakované méfenych vzorku

Tabulka 30: Tabulka ziskanych hodnot vzorku, které byly opakované spektrofotometricky

mérene.

A 260 A 280 |Pomér A c celkova vytéznost | Objem
¢islo vzorku nm nm 260/280 | [ng/pL] [ng] [ul]
17030 2,577 1,917 1,34 103,06 2576,5 25
17030 0,315 0,227 1,38 12,58 3145 25
17038 1,236 0,851 1,45 49,46 1236,5 25
17038 0,658 0,45 1,46 26,32 658 25
17039 2,121 1,533 1,38 84,84 2121 25
17039 0,305 0,195 1,56 12,19 304,75 25
17106 0,433 0,251 1,72 17,32 433 25
17106 0,469 0,293 1,6 18,78 469,5 25
17113 1,517 1,098 1,38 60,7 1517,5 25
17113 1,513 1,072 1,41 60,53 1513,25 25
17125 0,397 0,294 1,35 15,88 397 25
17125 2,182 1,573 1,39 87,27 2181,75 25
17128 1,44 0,957 15 57,59 1439,75 25
17128 0,389 0,275 1,41 15,56 389 25
17184 2,387 1,633 1,46 95,46 2386,5 25
17184 2,162 1,449 1,49 86,47 2161,75 25
17184 1,889 1,304 1,45 75,57 1889,25 25
17191 0,256 0,199 1,29 12,81 320,25 25
17191 0,27 0,183 1,48 10,79 269,75 25

Zdroj: vlastni




