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Abstrakt
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Néazev préce: 1zolace nukleovych kyselin z plazmy pro diagnostiku pacientii s melanomem
Vedouci prace: doc. RNDr. Martin Pesta, Ph.D.
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Pocet stran — necislované: 39

Pocet ptiloh: 1
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Souhrn:

Cilem této prace bylo zjistit, zda je kolonkova metoda se silikatovou membranou
vhodna pro izolaci molekul mikroRNA z plazmy pacientli 1é€enych pro melanom a zda
poskytuje dostate¢ny vytézek pro diagnostické a prognostické stanoveni pacientd. Pro
izolaci molekul miRNA z plazmy ziskané z pIné krve byla pouzita souprava znac¢ky Qiagen

a parametry izolované RNA (koncentrace a Cistota) byly méfeny na ptistroji Nanodrop 1000.

Préace je rozdélena do casti teoretické a praktické. V teoretické Casti je popsana
patogeneze nddorového onemocnéni a charakteristické znaky maligné transformovanych
bun¢k. Dale je v této ¢asti kapitola zamétujici se na druhy rakoviny klize, podrobnéji pak na
samotny melanom. Ke konci teoretické ¢asti je popsana miRNA a jeji vztah k rakoving,

metody stanoveni téchto molekul a koncept tekuté biopsie.

Prakticka ¢ast zac¢ind definovanim cilii a metodikou prace. Dale je podrobny popis
izolace nukleovych kyselin na silikdtovém povrchu. Nasleduje analyza a vyhodnoceni
vysledkii a statistické vyhodnoceni naméfenych hodnot. Bakalaiska prace je zakoncena

diskusi metodickych problémi a vysledki.



Abstract
Surname and name: VVrbkova Veronika

Department: Department of Rescue Services, Diagnostic Fields and Public Health

Title of thesis: Isolation of nucleic acids from plasma for the diagnosis of patients with

melanoma

Consultant: Doc. RNDr. Martin Pesta, Ph.D.

Number of pages — numbered: 42

Number of pages — unnumbered: 39

Number of appendices: 1
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Summary:

The aim of this work was to determine whether the column method with silicate
membrane is suitable for the isolation of microRNA molecules from the plasma of patients
treated for melanoma and whether it provides sufficient yield for diagnostic and prognostic
determination of patients. A Qiagen kit was used to isolate miRNA molecules from plasma
obtained from whole blood, and the parameters of the isolated RNA (concentration and

purity) were measured on a Nanodrop 1000 instrument.

The bachelor thesis is divided into theoretical and practical part. The theoretical part
describes the pathogenesis of cancer and the characteristics of malignantly transformed cells.
In this part there is a chapter too focusing on the types of skin cancer, in more detail on the
melanoma itself. At the end of the theoretical part is miRNA and its relation to cancer, the

concept of liquid biopsy and methods for the determination of these molecules are described.

The practical part begins with the definition of objectives and methodology of the
work. The following is an analysis and evaluation of the results and a statistical evaluation
of the measured values, which are part of the appendix. The bachelor thesis ends with a

discussion of methodological problems and results.



Piredmluva

Cilem této bakalaiské prace byla izolace RNA z plazmy krve pacientti v 1é¢eni pro
melanom pro vyzkum markert ¢asné detekce recidivy a zhodnoceni vytézku izolované RNA
véetné porovnani piredoperacnich a pooperac¢nich hodnot vytézkt. Celkové jsem izolovala
ze 732 vzorkl plné krve celkovou RNA, nasledné jsem méfila Cistotu, koncentraci a kvalitu
takto izolované RNA pro posouzeni, zda je vhodna pro stanoveni mikroRNA a zhodnoceni
vytézkli. Sledovani recidivy pacienti léCenych pro melanom pomoci molekularné

genetickych metod by mélo pomoci jejimu véasnému zachytu.
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UvoD

Od roku 2003, kdy byla publikovana kompletni sekvence lidského genomu doslo
k pochopeni funkce stovek nové objevenych genti a zaroven k pokroku v pochopeni
etiologie fady onemocnéni véetné onemocnéni onkologickych. Porozuméni patogeneze
onkologickych onemocnéni umoziuje vyuzivat nové identifikované aberantn€ exprimované
geny jako markery pro ucely prevence, diagnostiky, stanoveni prognozy a predikce a také

pro casny zachyt recidivy fady onkologickych onemocnéni.

Jednou z diskutovanych otazek je snadnost v provedeni detekce zminovanych
markertl a z tohoto pohledu se jako nejvhodngjsi jevi periferni krev. Radu desetileti jsou
v periferni krvi stanovovany proteinové nadorové markery. V poslednich dvaceti letech se
pozornost obraci na moznost stanoveni cirkulujicich nukleovych kyselin, a to jednak DNA
CtDNA a molekul RNA. Molekuly DNA vynikaji vyssi stabilitou v periferni krvi oproti
molekulam RNA, a proto se vétSina pozornosti upinala pravé k uplatnéni stanoveni ctDNA
jako zejména prediktivnich a prognostickych markerd u onkologickych onemocnéni.
V soucasnosti se ukazuje velky vyznam 1 malych nekodujicich RNA, kdy bylo postupné
vnasem genomu identifikovano vice nez 2500 gend pro tyto molekuly. Z hlediska

diagnostiky je nespornou vyhodou vysoka stabilita téchto molekul, a tudiz se nabizeji jako

biomarkery v onkologii.

Touto problematikou se zabyvam ve své bakalaiské praci, a to u pacienti 1é¢enych
pro melanom. Stanoveni ptfedoperacnich, pooperacnich hladin vybranych miRNA a zaroven
jejich sledovéani v ¢ase by umoznilo v€asnou detekci recidivy onemocnéni. Pravé izolace
celkové RNA pro tyto ucely je obsahem této prace. Bakalaiska prace obsahuje teoreticky
uvod zabyvajici se aspekty karcinogeneze véetné Ulohy molekul miRNA. Dale obsahuje
popis pouzitych metodik, naméfené hodnoty koncentrace a ¢istoty RNA, zhodnoceni téchto

hodnot a moznosti jejich vyuziti jako diagnostickych a prognostickych markert.
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TEORETICKA CAST

Tématem této bakalafské prace je izolace RNA pro ucely stanoveni markerd u
pacientti 1é¢enych pro melanom, proto teoreticka ¢ast obsahuje popis mechanismt nddorové
patogeneze, cast vénovanou melanomu, popis role molekul mikroRNA a vysvétleni

koncepce tekuté biopsie zahrnujici analyzu cirkulujicich molekul RNA.

1 PATOGENEZE NADOROVEHO ONEMOCNENI

1.1 Obecna definice nadoru

Nador je nova abnormalni tkan v organismu, Ktera roste neregulovanym zptisobem
anema fyziologickou funkci. Maligni nador roste invazivné do okoli a vytvaii vzdalena
loziska — metastaze (Adam, 2003). Ne vSechny nadory ale nabyvaji schopnosti
metastazovani. Pouziva se téZ termin novotvar, coz je tkan s abnormalnim rastem bunék,
které rostou rychleji nez buiiky normalni. Svym ristem mohou novotvary byt limitovany
sousednimi strukturami nebo je ptimo destruovat. Termin novotvar mize oznacovat benigni

nebo maligni (metastazujici) tkan (Hruban, 2013).

V roce 2000 definovali Douglas Hanahan a Robert A. Weinberg charakteristické
vlastnosti, které ziskava normalni bufika v procesu karcinogeneze, a diky kterym se
transformuje v buiiku nadorovou. V roce 2011 tyto definované vlastnosti autoii dale doplnili.
Pravé mutace onkogenu, tumor supresoru a dalSich gen ucastnicich se napiiklad
metabolismu, umoznuje ziskani téchto vlastnosti. V dalSim textu se vénuji definovani téchto
charakteristickych vlastnosti nadorové tkané€, kterymi jsou sobéstaénost v produkci
rastovych signald, necitlivost k signalim zastavujicich bunéény cyklus, poskozena aktivace
apoptozy, neomezeny replikaéni potencial, posileni angiogeneze, invazivita a tvorba
metastaz. V roce 2011 byly tyto definované vlastnosti nadorové tkané doplnény o schopnost
zabranéni destrukci imunitnim systémem, deregulaci epigenetickych zmén a podporu

nadorovych bunék zanétu (Hanahan, 2011).

1.2 Charakteristické znaky maligné transformovanych bunék
Charakteristické znaky maligné¢ transformovanych bunék zahrnuji biologické
vlastnosti ziskané béhem vicestupiiové transformace. Jsou to vyznamné a dopliikové

schopnosti, které umoziuji rist nddorG a metastatické Sifeni. Zakladem té&chto
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charakteristickych znakl je nestabilita genomu, ktera utvaii genetickou rozmanitost, a ta

nasledné urychluje jejich ziskavani (Hanahan, 2000).

1.2.1 Sobéstacnost v produkci ristovych signalua
Jednim ze zékladnich znakt nadorovych bunék je schopnost si udrzet neustalou

proliferaci. Normalni bunky vyZzaduji mitogenni rustové signaly, diky kterym mohou
prechazet z klidového stadia (Go faze) do stadia aktivni proliferace (Gi1 faze). Tim je zaroven
zajisténa homeostaza bunék, jejich pocéet a udrzeni normalni tkanové struktury a funkce.
Tyto signaly jsou pfendseny do bunky prostfednictvim transmembranovych receptorti (nebo
intracelularnich receptorti) vazajicich rizné signalni molekuly jako jsou ristové faktory,

komponenty extracelularni matrix nebo adhezni molekuly (Hanahan, 2000).

Nédorové bunky se umi stat na téchto signalech nezavislé permanentni aktivaci
nékteré z molekul signalni drahy (prostfednictvim mutace/ci), ¢imz se stavaji nezavislymi
na jejich okolnim prostfedi a zna¢né tak narusuji tkaiilovou homeostdzu. VétSina téchto
nadorovych bunék ma tudiz schopnost si produkovat rastové signaly, coz vede ke stimulaci
proliferace. Ptipadné n&dorové bunky vysilaji signély ke stimulaci normalnim bunkam
stromy (podpurny nadorovy ttvar), ktera je nasledné zasobuje ristovymi faktory (Hanahan,

2011).

1.2.2 Necitlivost k signalim zastavujicich bunécny cyklus
V normalni tkani plsobi antiproliferacni signdly k udrzeni klidového stavu bunky

(Go faze nebo postmitotické faze) a homeostazy tkané. Jedna se o signaly inhibujici rist,
které jsou stejné jako rastové signaly pfijimany pomoci transmembranovych bunéénych
receptort s intracelularnimi signalnimi drahami. Aby si neoplastické buiky zachovaly
proliferacni aktivitu, musi byt méng¢ citlivé na tyto signaly nebo jejich piisobeni piimo obejit

(Hanahan, 2000).

Signalni drahy antiproliferacnich signalii souviseji s bunéénym cyklem, konkrétné
s G1 fazi a naslednym piechodem do S faze. Pravé béhem Gi faze normalni buiiky monitoruji
své okoli a na zaklad¢ snimanych signalti se rozhoduji, zda za¢nou proliferovat (pifechod do
S faze), zastanou v klidoveé fazi (Go fazi) nebo vstoupi do postmitotického stavu (Gi faze).
Kromé toho antiprolifera¢ni signaly ve vét$iné piipadt zasahnou v buiiké&ch signalni dréhu
obsahujici protein retinoblastom (pRb) a jemu dva piibuzné proteiny pl07 a pl30.
V defosforylovaném stavu Rb protein blokuje transkripéni faktor E2F. Narusenim drahy

a inaktivaci Rb proteinu fosforylaci dochazi k uvolnéni E2F, ktery aktivuje expresi gent
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nezbytnych pro postup z Gi do S faze. Buriky se tak stavaji necitlivymi na antiprolifera¢ni

faktory, které normalné blokuji postup bunéénym cyklem (Hanahan, 2000, 2011).

Neodpovidavost na antiproliferacni signaly neni jediny faktor ovliviiujici buné¢nou
proliferaci. Pocet bun€k je omezovan instrukcemi tkané, které aktivuji vstup do
postmitotické faze (diferencovanych stavi) spojené s nemoznosti opétovného vstupu do
buné¢ného cyklu. Tomu se musi nadorova buiika vyhnout, aby nedoslo k jeji terminalni
diferenciaci. Jednim ze zpusobut, jak uvedeného stavu docilit je vyuziti onkoproteinu Myc.
Béhem normalniho vyvoje jsou signaly indukujici diferenciaci zprostiedkovavany
komplexem transkrip¢nich faktort Mad-Max. Ov§em nadmeérna exprese onkoproteinu Myc
vytésni protein Mad z komplexu, ¢imZ vznikne komplex Myc-Max s odliSnym G¢inkem na

transkripci cilovych gend. Utlumi se tak diferenciace a podpofi se rust (Hanahan, 2011).

1.2.3 Poskozena aktivace apoptdzy
Apoptéza, tedy programovana (fizena) bunéna smrt je nezbytnd pro vyvoj

organismu a udrzeni tkanové homeostazy. Zaroven je aktivovana v ptipadé nevratného
poskozeni bunky, naptiklad vlivem mutaci, coZ je proces spjaty s nddorovou transformaci.
Nadorové bunky ziskavaji schopnost rezistence vici aktivaci apoptozy, aby mohly piezivat,

proliferovat a expandovat (Hanahan, 2000).

Prostfednictvim fyziologickych signali, jimiz mize byt hypoxie, poSkozeni DNA ¢i
piitomnost signalti smrti je proces apoptdzy spustén a vzdy se odehrava dle piedem daného
scénafe. Ten zahrnuje naruSeni buné¢né membrany a cytoskeletu, degradaci chromozomi,
fragmentaci jadra. Nakonec vznikaji apoptoticka téliska a mrtva bunka. Ta je fagocyty
pohlcena spolu s apoptotickymi télisky. Cely proces apoptdzy trvd zhruba 30-120 minut
(Hanahan, 2000).

Inicia¢ni prokaspazy piijimaji signaly z extracelularniho a intracelularniho prostiedi,
pro aktivaci apoptdzy. Nadorova butika vyviji fadu strategii k dosazeni neodpovidavosti
K témto signalim, a tedy rezistenci k apoptdze. Jednou z nich je ztrata funkce tumor
supresorového genu TP53, jakozto molekuly podilejici se na aktivaci. Snizenou citlivost
nadort k aktivaci apoptozy muize zptisobovat i snizena exprese, mutace nebo jina inaktivace
Fas receptoru, ktery spadd do drahy wvngjsi aktivace apoptického programu a je tzv.

receptorem smrti. Po navazani ligandu spousti apoptézu (Hanahan, 2000, 2011).
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1.2.4 Neomezeny replikacni potencial
Normalni bunky obsahuji vnitini mechanismus omezujici replika¢ni potencial (pocet

déleni), ktery musi nddorové buriky byt schopneé piekonat. Pro generovani makroskopickych
nadort, je nutné, aby nadorove buriky ziskaly jiz kromé uvedenych vlastnosti také schopnost
neomezeného replika¢niho potencidlu, ktery je nezbytny pro jejich rist a Sifeni (Hanahan,

2000, 2011).

Experimentalni pozorovani normalnich lidskych bun¢k v kultufe prokazalo, Ze tyto
normalni buiiky maji omezeny replikacni potencial a jsou schopné pouze omezeného poctu
bunéénych cyklt — rastu a déleni. Tento pocet udava zhruba 60-70 cykli. Po prekroceni
tohoto poctu cyklu prestavaji buniky rast a zahajuji proces starnuti (senescence) (Hanahan,
2000).

Limitni pocet déleni buné€k a jeho regulace Uzce souvisi s existenci telomer, coz jsou
repetitivni sekvence na koncich chromozomi (chromozoméalni DNA). V normalnich
buiikkach dochazi k progresivnimu zkracovani telomer béhem kazdého bunécéného cyklu,
které odpovida zkraceni o 50 az 200 part bazi. Tim telomery ztraceji schopnost chrénit
konce chromozomut. Délka telomerické DNA uréuje, kolik délni mtze dana burka
absolvovat, nez jsou telomery zkraceny natolik, ze ztrati své ochranné funkce. Jak jiz bylo
zminéno vyse, po zhruba 60-70 délenich jsou telomery zkracené tak, Ze butika tento signal
vyhodnoti jako poSkozeni DNA a dojde k zastaveni bunécného cyklu a zahdjeni procesu

senescence (Hanahan, 2011).

V bunikach existuje enzym telomeraza, tvoreny RNA a proteinem TERT
(telomerazova reverzni transkriptaza), schopné prodluzovat konce chromozomu. Jeji TERT
podjednotka neni exprimovana ve vétsSiné somatickych bunikach, tzn. telomeraza neni
aktivni. Nadorové buniky ziskavaji schopnost udrzovat délku telomer diky expresi
podjednotky TERT, kterd aktivuje telomerazu. Tim nedochéazi ke zkracovani telomer

a buriky ziskavaji neomezeny replika¢ni potencial (Hanahan, 2011).

1.2.5 Posileni angiogeneze
Angiogeneze je oznaceni pro novotvorbu cev, které se tvofi pii organogenezi nebo

naptiklad béhem procesu hojeni ran. Zajist'uje ptistup kysliku a zivin ke v§em buitkam tkan¢.
Po dokonceni vyvoje tkani je proces angiogeneze omezen a piisné regulovan. Angiegeneze
je vSak aktivovana nadorovou tkani, protoZe stejn¢ jako normalni tkang, tak i nador vyzaduje

piisun zivin a kysliku, zaroven se jedna o zasadni faktor ristu nadoru (Hanahan, 2011).
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Béhem progrese nadoru je aktivovan tzv. angiogenni spina¢ (angiogenic switch),
jehoz zapnuti zpasobi novotvorbu cév, které pomahaji udrzovat a rozsifovat neoplastickou
transformaci. Tento spinac je ovliviiovan naptiklad hypoxii, zanétem ¢i expresi onkogent.
Zaroven je ovlivnén vzdjemnou rovnovdhou faktort, které angiogenezi indukuji
(aktivatory), nebo naopak potlacuji (inhibitory). Mezi aktivatory tadime vaskularni
endotelialni ristovy faktor (VEGF) a mezi inhibitory trombospondin-1 (TSP-1) (Hanahan,
2011).

V minulosti se ptedpokladalo, ze angiogeneze bude dulezita pouze tehdy, kdyz se
budou tvotit rychle rostouci makroskopické nadory. Nov¢jsi udaje naznacuji, Ze
angiogeneze prispiva také v mikroskopické premaligni fazi neoplastické progrese, coz dale

upeviiuje jeji status jako nedilného znaku nadorové transformace (Hanahan, 2011).

1.2.6 Invazivita a tvorba metastaz
Proces invazivity a tvorby metastaz je vicekrokovy a oznacovany jako tzv.

metastatickd kaskdda. U vétSiny nadorti dojde béhem jejich vyvoje a rustu k uvolnéni
nadorovych bun€k z primarniho nadoru. Tyto buiiky nasledné putuji krevnimi nebo
lymfatickymi cévami do vzdalengjSich mist organismu, kde zakladaji kolonii, tzv.
sekundarni nddor — metastazu. Pro vznik takové metastazy i v§eobecné primarniho nadoru

musi byt dodrzeny vySe zminéné charakteristické znaky nadorové tkané. (Hanahan, 2000).

Bunky s invazivnimi nebo metastatickymi schopnostmi maji zménéno nékolik tiid
proteint podilejicich se na ukotveni bun¢k v ramci tkané€. Mezi tyto proteiny patii molekuly
adheze (CAMs), zejména imunoglobuliny, kadheriny, které zajist'uji kontakt mezi butikami
a integriny, jez zajist'uji vazbu k extracelularni matrix (ECM) (Hanahan, 2000; Hofmanova,
2013).

Kadheriny jsou transmembranove glykoproteiny umoznujici homotypické
mezibunééné interakce, pii¢emz nejdulezitéjsi z nich, E-kadherin, je exprimovan na bunikach
epitelu. Napomaha vazbé mezi sousednimi buikami a pfenosu antiproliferativnich signala
mezi nimi. Zména v expresi ¢i funkci této molekuly souvisi s invazi a tvorbou metastaz.
Zvysena exprese E-kadherinu ptisobi jako antagonista invaze a metastaz, naopak snizeni jeji

exprese tyto schopnosti zesiluje (Hanahan, 2000, 2011).
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1.3 Onkogeny a tumorsupresory

V soucasnosti panuje shoda, ze kvalitativni a kvantitativni zmény ve skupinach gent,
které oznaCujeme jako protoonkogeny a tumor supresorové geny, vedou Kk vzniku
nekontrolované proliferace a nasledné k vzniku nadoru. Vrozené mutace téchto gent zvysuji

riziko vzniku onkologického onemocnéni (Chial, 2008).

Jako protoonkogeny oznacujeme geny nesouci informaci pro rastové faktory
a receptory rustovych faktori, pfenasece signalu, transkripéni faktory a funkéni RNA, které
nasledné kontroluji bunéény rust, déleni, regulaci apoptozy a dalsi dulezité bunécné procesy
ve sméru proliferace (Wyant et al., 2014). Ke zvySené transkripci protoonkogenti dochazi
béhem embryogeneze, stimulace bunécné mitdzy ristovymi faktory a regenerace tkané.
Poruchy exprese proteinii zpisobené nevhodnou aktivaci protoonkogenu nebo zvySenou

expresi by mohly vést ke zménam ristu a diferenciace, a tak ptispét ke vzniku karcinomt
(Haschek, 2010).

Jakymsi prototypem protoonkogent je skupina Ras gend, jejichz mutace vedou
K jejich aberantni aktivaci a podpote nekontrolovatelné proliferace. Dal§im protoonkogenem
je HER2, tvotici transmembranové receptory, které se podileji na ristu a déleni bunék v prsu.
Transkripéni faktor Myc je spojovan se vznikem Burkittova lymfomu. Mezi dalsi ptiklady
protoonkogennich receptorti patii EGFR, receptor epidermélniho riistového faktoru (EGF),
ktery se ucastni signalizace zprostiedkované rustovymi faktory a také VEGFR, receptor
vaskularniho endotelialniho rustového faktoru (VEGF), ktery se ucastni podpory
angiogeneze. Pokud dojde u protoonkogeni k jejich nadmérné aktivaci nebo mutaci, méni

se v geny, které oznacujeme jako onkogeny (Chial, 2008).

Klicovym rysem aktivace onkogenu je, Ze stati pouze jedind zménéna alela
a protoonkogen se meéni na onkogen. Mezi aktivacni mechanismy patii retrovirova
transdukce, transkripéni aktivace inzer¢nich mutagenezi, somaticka mutace v kddujici

oblasti, chromozomalni translokace, amplifikace a dalsi (Shiel Jr., 2017).

Tumor supresorové geny (TSG) jsou takové, které naopak kontroluji bunééné déleni
inhibi¢nim zptisobem nebo geny podilejici se na opravach DNA a dale geny aktivujici
apoptozu. Zasadni rozdil mezi onkogeny a tumor supresory je, Ze onkogeny jsou vysledkem
aktivace protoonkogenii a tumor supresorové geny piispivaji k nadorove transformaci,

pokud jsou inaktivovany, tzn. obé alely nefunkéni.
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U vice nez poloviny lidskych nadort byla nalezena mutace alel genu TP53 (koduje
protein p53), spektrum nadort zahrnuje leukémie, lymfomy, mozkové nadory, rakovina prsu
Ci tlustého stieva a plic (Wyant et al., 2014). Prvnim popsanym tumor supresorovym genem
byl retinoblastomovy gen (Rb), jehoz inaktivace zplsobuje retinoblastom. Dal§imi

vyznamnymi TSG jsou BRCA-1, BRCA-2 a APC gen (Cooper, 2000)
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2 RAKOVINA KUZE

Rakovina kuze vznika nekontrolovanym ristem bunék epidermis (pokozky)
zpusobenym mutacemi onkogenti a tumor-supresort nejcastéji v dusledku ultrafialového
zéateni. Hlavnimi typy rakoviny klize jsou bazocelularni karcinom (BCC), spinocelularni

karcinom (SCC), melanom a karcinom Merkelovych bunék (MCC) (Sarnoff, 2020).

Pod pojmem rakovina kuze se vét§inou mysli zhoubné (maligni) nadory, a¢ na kuzi
vzniké velké mnozstvi riznych druhti nadora, které mohou byt zhoubné nebo naopak mohou
predstavovat pouze kosmetickou vadu. Toto onemocnéni nevznika pouze v hornich vrstvach
kiaze, ale mize prorustat i do hlubsich ¢asti ¢i metastazovat do jinych organd. Jindy ptisobi
destruktivné i na své okoli a poskozuje 1 okolni sliznice, svalovinu, kosti a chrupavky nebo

samotne organy (Arenberger, 2006).

2.1 Melanom

Jednd se o zhoubny nador vznikajici z melanocyti, tedy koznich bunék
produkujicich melaninovy pigment, ktery doddvd pokozce barvu. Melanom se muze
nachazet na jakékoliv ¢asti téla, a to i na té, ktera neni pfimo vystavena slune¢nimu zafeni,
nejcastéji vSak na kizi, pod nehty, v o¢ni sitnici. Zptsobuje jej intenzivni, pferusované
slune¢ni zateni (zejména UVB slozka), které vede ke spaleni (Sarnoff, 2020). Praveé
expozice UV zifeni patfi mezi hlavni rizikové faktory, které ovliviiuji nariist tohoto
zévazného onkologického onemocnéni. Déle pak zna¢né se ménici zivotni styl a jiné vnéjsi
faktory. Znacnou ¢ast rizikovych faktord také tvoii faktory genetické. K rozvoji maligni
transformace prispivd mutace prislusnych gent, konkrétné pak TP53, PTEN, CDKN2A,
PTPRD, NRAS a BRAF (Slaby et al., 2012).

Obrazek 1: Melanom kiize

Zdroj: https://www.skincancer.org/skin-cancer-information/
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Jde o jednu z nejzhoubnéjsi formy rakoviny z divodu schopnosti ¢asného tvorfeni
metastaz, které se vyskytuji nejprve v miznich uzlinich, pozd&ji i v jinych organech

(Masarykuv onkologicky ustav, nedatovano).

Incidence celosvétové neustale roste, v Ceské republice vzrostla od 70. let 20. stoleti
do roku 2009 vice nez trojnasobné. Maligni melanom je zodpovédny za 80 % tmrti na
nadory kize, ackoliv pfedstavuje pouze 4 % vSech malignich onemocnéni. Diagnostikovan
byva nejéastéji u osob mezi 65-69 lety, ale vyskyt tohoto onemocnéni neustale stoupa i u
mladsi populace v produktivnim veéku. Nalezi mezi nadory s vysokou chemo- i radio-
rezistenci. DlleZzita je 1écba Casného stadia, kdy 1ze pomoci chirurgické resekce nadorového
loziska s Sirokym bezpe¢nostnim lemem dosdhnout vybornych lécebnych vysledk.
Progn6za v pozdéjsich stadiich s metastdzemi byva nepiizniva a preziti pacientl je v obdobi
Sesti az deviti mésici od stanoveni diagnozy. Pro stanoveni prognozy se Vv praxi vyuzivaji
znaky pocate¢niho stadia onemocnéni, mezi které fadime velikost tumoru, hloubku invaze,
ulceraci (tvorbu viedil), mitotickou aktivitu a stupen postizeni spadovych uzlin. Nejedna se

ale 0 parametry pro véasné a dostacujici uréeni diagndzy a prognozy (Slaby et al., 2012).

Pravé veasnou detekei recidivy tohoto onemocnéni nejen po chirurgickém odstranéni
melanomu se zabyva tato bakalaiska prace. Konkrétné izolaci RNA z periferni krve pro

ucely stanoveni markert.
Expresni profily mikroRNA v tkani maligniho melanomu

Grignol et al. ve studii zaméfené na identifikaci rozdilt v expresnim profilu nadorové
a nenadorové tkané provérovali ve FFPE melanomovych a shodujicich nenddorovych
tkanich expresi 7 miRNA (miR-17-5p, miR-21, miR-107, miR-130, miR-155, miR-1816 a
miR-221) s cilem potvrdit jejich diagnosticky potencial. Jejich vysledky prokézaly, ze miR-
21 amiR-155 byly ze vSech zkoumanych miRNA nejvice exprimovany v maligni tkani v
porovnani s benignimi névy. Taktéz zvySena exprese byla prokazana u dalSich ¢tyf miRNA
(miR-107, miR-130a, miR-181b a miR-17-5p) v melanomovych tkanich. MiR-211 naopak

vykazovala expresi v tumoru snizenou (Slaby et al., 2012).

Zvysenou expresi miR-21 v melanomové tkani potvrdila nezavisla studie Jiang et al.
u 10 primarnich a 10 metastatickych melanomt v porovnani s jeji expresi u 10

dysplastickych névi. Vysledkem bylo zvySeni exprese u primarnich i metastatickych
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melanomu v porovnani s nenadorovou tkani. Vyrazné rozdilna byla exprese miR-21 mezi

obéma testovanymi skupinami melanomu (Slaby et al., 2012).

Dalsi studii rozdilnych hladin exprese miRNA se zabyvali Segura et al. Pozorovali
vyrazn¢ zvysSenou hladinu miR-497, miR-155, miR-150, miR-342-3p a miR-145 u
metastatickych melanomu, zvys$enou hladinu miR-150 a miR-155 u primarnich melanomu
v porovnani s benignimi névy. Exprese miR-455-3p byla jako jedina vyrazné snizena u

pacientd s primarnim i metastatickym melanomem (Slaby et al., 2012).

Jucki et al. hodnotili rozdily v expresnich profilech miRNA u 10 détskych a mladych
dospélych pacient mladsich 30 let a 10 starSich pacienti nad 60 let s malignim melanomem.
Obe¢ tyto skupiny byly porovnavany s melanocytickymi névy, které byly taktéz rozdéleny do
identickych veékovych podskupin. V nadorové tkani vykazovaly zvysSenou expresi miR-223,
miR-382, miR-409-3p, miR-424, miR-604, miR-650. MiR-211 vykazovala expresi
sniZzenou. Vysledky byly v porovnani s nenadorovymi vzorky v ptipad¢ analyz obou vékové

rozdélenych soubort (Slaby et al., 2012).

Chen et al. analyzovali 8 metastatickych vzorkti melanomu a 8 vzorkl benignich
névi, které byly konzervovany v parafinovych blocich. Porovnéni expresnich analyz
miRNA obou skupin vedlo k identifikaci 13 miRNA (miR-16, miR-17-5p, miR-18a, miR-
21, miR-22, miR-93, miR-106b, miR-130b, mik -132, miR-143, miR-146b, miR-185 a miR-
425-5p) se vyznamné zvysenou expresi a 18 miRNA (miR-7a, miR-7b, miR-23b, miR-27b,
miR-125a, miR-125b, miR-141, miR-149, miR-193b, miR-197, miR-200b, miR-200c, miR-
203, miR-204, miR-205, miR-211, miR-214, miR-768-3p) se snizenou expresi v nadorové
tkani (Slaby et al., 2012).

Schultz et al. porovnavali 10 primarnich melanomi a 10 benignich névu
a identifikovali tak 12 rozdiln¢ exprimovanych miRNA. Nejvyznamnéjsi je deregulace
témét celé rodiny let-7 (let-7a, let-7b, let-7d, let-7e, let-7g) a dale miR-15a, miR-17, miR-
28, miR-106a a miR-144, které byly jiz diive popsany u jinych nadorovych onemocnéni
(Slaby et al., 2012).

2.1.1 Povrchové se Sirici melanom
Nejbéznéjsi forma, kterd tvoii cca 65-70 % koznich melanomt. Vznika jiz

z existujiciho kozniho znaménka nebo se objevu jako nova 1éze. Nejprve roste povrchoveé

(chova se jako carcinom in situ) a nemetastazuje, v pozd¢jsi fazi zac¢ne pronikat také do
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hlubsich vrstev kize. Lze ho najit kdekoliv na téle, av§ak u muzi se nejéastéji objevuje na
trupu a u Zen na nohou. MuzZe vypadat jako plocha nebo mirn¢ vyvysena asymetricka skvrna

hnédych az ¢ernych barev s nerovnymi okraji (Halpern et al. 2020; Zdravi Euro, 2019).

2.1.2 Nodularni melanom
Ptedstavuje nejagresivnéjsi typ, tvoii zhruba 20 % vSech melanom. JiZz od pocatku

vzniku je pro néj charakteristicky patrny hrbol vyvysSeny nad okolni pokoZku. Roste hloubéji
arychleji do kiize nez jiné typy. Nejcastéji se vyskytuje na trupu, nohou, pazich a na pokozce
hlavy u star§ich muzi. Mtze byt bez pigmentu, snadno ulceruje a krvaci (Halpern et al. 2020;
Zdravi Euro, 2019)

2.1.3 Lentigo maligna melanom
Postihuje ptedevsim star$i pacienty a mista na téle s patrnymi znamkami poskozeni

slune¢nim zafenim (hlava, krk, paze). Lentigo maligna nema sklony k metastazovani. Léze
jsou vétsi (1-3 mm) a jsou to spiSe ploché skvrny s nerovnymi okraji. Maji tmavohnédou az
Cernou barvu. V tomto stadiu muze zastat az 15 let, poté vSak dochazi pravé ke vzniku
lentigo maligna melanomu, ktery vytvari vyvySeny modrocerny hrbolek (Halpern et al.
2020; Zdravi Euro, 2019)

2.1.4 Akrolentigin6zni melanom
Jedna se o nejméné Casty subtyp melanomu u bilé populace, jde tedy o nejbézné;si

formu melanomu vyskytujici se u populace tmavé pleti (Afroameri¢ané, Hispanci, Asiaté).
Vznika ptedevs§im na perifernich partiich lidského téla, typicky na ploskach ¢i dlanich, pod
nehtem se pak oznacuje jako subungudlni melanom. Zpocatku pisobi jako bradavice,
modfina nebo mozol, diky ¢emuz unikne pozornosti jedince (Halpern et al. 2020; Zdravi
Euro, 2019).

2.2 Bazocelularni karcinom

Téz bazaliom, jsou abnormalni, nekontrolované vyrastky, které vznikaji z bazalnich
bunék klize v nejspodngjsi vrstvé kiize. Je fazen mezi zhoubné nadory, roste vSak velice
pomalu a nezakladd metastazy. Nejéastéji se vyskytuje v oblastech pokozky vystavenych
slunci, zejména na obli¢eji, usich, krku, pokozce hlavy, ramen a zad. Lécba je chirurgicka

nebo zmrazeni (tekutym dusikem).
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Dé&di¢né onemocnéni timto karcinomem se oznacuje Gorlin-Goltzliv syndrom

(Ceska onkologicka spoleénost CLS JEP; Sarnoff, 2020).

Obrazek 2: Bazocelularni karcinom

Zdroj: https://www.skincancer.org/skin-cancer-information/

2.3 Spinocelularni karciom

Jinak také spinaliom, vznikd z dlazdicovych bun¢k v epidermis, je podobny
bazaliomu, ovSem roste agresivnéji a také Cast&ji metastazuje, proto je nutné jej vcas
odstranit. Objevuje se taktéZ na mistech vystavenych slunci. Spinaliom muze byt rohovéjici
(keratinizujici) nebo nerohovéjici (nekeratinizujici) (Ceska onkologicka spolenost CLS

JEP; Sarnoff, 2020).

Obrazek 3: Spinocelularni karcinom

Zdroj: https://www.skincancer.org/skin-cancer-information/

2.4 Karcinom Merkelovych bunék

Oznacovan i jako trabekularni karcinom. Jednd se o Vz&cné a vysoce agresivni
nadorové onemocnéni, které se fadi mezi neuroendokrinni nadory. Objevuji se jako pevné,
bezbolestné 1éze nebo uzliky na sluncem exponovaném misté, Castéji u starSich muzi,

bélochu.
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Asi v 80 % piipadu je v buiikach nadoru virus polyomavirus z Merkelovych bunék
(MCV) (Ceska onkologicka spole¢nost CLS JEP; Sarnoff, 2020).

Obrézek 4: Karcinom Merkelovych bunék

Zdroj: https://www.skincancer.org/skin-cancer-information/
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3 MIKRORNA

Do 90. let minulého stoleti ptevazoval nazor, ze nekddujici oblasti lidského genomu
nemaji vyznam z hlediska fungovani buiky, nebot” neobsahuji informace pro syntézu
proteinti a jejich funkce tak nebyla znama. Dnes se jiz vi, Ze vétSina eukaryotického
transkriptomu je tvotena nekodujicimi RNA molekulami. Ty jsou klasifikovany jako funkéni
a regula¢ni. Do skupiny funkéni RNA nalezi transferova RNA (tRNA), mala jaderna RNA
(snRNA) a mala nukleolarni RNA (snoRNA). Hlavni t¥idy regulatord RNA jsou mikroRNA
(miRNA), malé interferujici RNA (siRNA), piwiRNA (piRNA) a dlouhé nekodujici RNA
(IncRNA) (Silva et al., 2018).

Hladiny exprese téchto RNA jsou nizsi nez u kédujicich genti. Nékteré z nich jsou
tkanove specifické a jsou asociovany s biologickymi procesy, jako naptiklad epigenetické

regulace, alternativni sestiih, jaderny transport a jiné strukturni funkce (Slaby et al., 2012).

MikroRNA (miRNA) jsou malé, jednovlaknové, nekddujici molekuly RNA o 20-22
nukleotidech (nt), které zprostfedkovavaji genovou expresi na posttranskripénich
a translac¢nich urovnich (Howell et al., 2010). Piestoze jsou MiRNA regulatory, samy
podléhaji regulaci jak na drovni genové exprese, tak i v oblasti jejich regula¢ni funkce.
Piedpoklada se, ze miRNA reguluji vice nez polovinu genti v lidském genomu, pii¢emz
kazdda miRNA mize regulovat fadové stovky cilovych mRNA. Jejich vyznam spociva
zejména v procesech vyvoje, diferenciace, proliferace, apoptoézy, ale i v oblastech
imunitniho systému ¢i nadorové transformaci. Reguluji fyziologické (vyvoj) i patologické

(maligni transformace) procesy v organismu (Slaby et al., 2012).

MiRNA a siRNA jsou biochemicky a funkéné nerozeznatelné. Ob& maji délku 19—
22 nt s 5’-fosfatovymi a 3’-hydroxylovymi konci, rozlisuji se na zakladé jejich ptislusnych
pavodi. MiRNA je odvozena z dvouvlaknové oblasti 60-70 nt RNA vldsenkového
prekurzoru, zatimco SsiRNA je generovana z dlouhé dvouvldknové RNA (dsRNA).
Biogeneze miRNA je dvoustupiiovy proces, pii kterém dochazi k jadernému

I cytoplazmatickému $tépeni (MacFarlane et al., 2010).

3.1 Biogeneze mikroRNA

Pievlada tzv. kanonicka cesta biogeneze. Zac¢ina pfepisem genu pro miRNA z DNA
pomoci transkripce RNA-polymerazou Il za vzniku dlouhé jednovlaknové pri-miRNA

(primarni miRNA), ktera je jesté v jadie St€pena komplexem nuklearnich proteinti (enzym
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Drosha a jeho kofaktor DGCRS8). Vznika tak kratka struktura nazyvana pre-miRNA
(prekurzorova miRNA) majici tvar vlasenky. Jedna se o jednovldknovou RNA, kdy diky
vzajemné komplementarité dochézi ke spojeni 3 konce s 5 koncem. Pre-miRNA se uvoliuji
do cytoplazmy nuklearnim exportnim proteinem Exportin 5, kde se §t€pi enzymem Dicer na
ptiblizn¢ 22 nukleotidovych zralych miRNA. Tato zrala miRNA je dvouvlaknova — vlakno
pochézejici z 3 konce se oznacuje jako 3p, vlakno z konce 5 oznacované jako 5p. Obé tyto
vlakna se zaClenuji do tzv. miRNA-indukovaného tlumiciho komplexu (miRISC). Tento
komplex tvoii zrala miRNA, proteiny TRBP a argonaut protein. Prostfednictvim RISC se
mikroRNA vaze na 3"'UTR molekul mRNA. Vysledek vazby zalezi na komplementarité bazi
— pokud je uplnd, vazba zpiisobi degradaci mRNA. Naopak netplna komplementarita ma za
nasledek zabranéni translace. V obou ptipadech ale dojde ke sniZeni hladiny proteinu, ktery
dand miRNA koduje, coz oznacujeme jako negativni posttranskripéni regulaci (O’Brien,
2018; Novak, 2016).

3.2 MikroRNA a karcinogeneze

Transformace normalni buniky v nadorovou je mnohastupiiovy proces, pii kterém
v disledku kumulace mutaci a epigenetickych zmén dochazi pres fadu premalignich stavii
(iniciace) az k vzniku maligni buniky (progrese), ktera se mutze $itit a zakladat vzdalena

loziska (metastazy) (MacFarlane et al., 2010).

Nédorové buriky jsou schopné proliferovat nezavisle na rustovych signalech,
nereaguji na inhibi¢ni riistové signaly, vyhybaji se cestdm programované bunééné smrti
(apoptozy), prekonavaji limity replikace vnitini buiky, indukuji a udrzuji angiogenezi

a vytvéieji nové kolonie diskontinualni s primarnim nadorem (MacFarlane et al., 2010).

Velké ¢ast procesti probihajicich v buiice je regulovana prostfednictvim miRNA,
véetné téch procesu, které vedou k nadorové transformaci. To znamenda, ze i geny pro
mMIiRNA z tohoto hlediska mizeme klasifikovat jako onkogeny a supresory nadord. Ty
miRNA, které inhibuji expresi onkogent 1ze oznadit za tumor supresorové. Naopak miRNA
Které reguluji expresi tumor supresort, lze oznacit za protoonkogeny. Pfi jejich deregulaci

piislusnym zptsobem se spolupodili na nadorové transformaci (Chen, 2010).
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4 TEKUTA BIOPSIE

Kazda bunka, v¢etné nadorové, komunikuje se svym okolim. To znamena, Zze do
svého okoli uvoliuje riizné typy molekul, véetné molekul RNA. V ptipad¢ destrukce buiky,
a to at’ jiz nekrozou nebo nékterym typem programované bunééné smrti, se do okoli bunky
uvoliluje vétsina typih molekul buiiky véetné DNA a RNA. Tyto molekuly se nasledné
dostavaji i do krevni cirkulace. V ptipadé nadorovych bunék, tak vhodné vybrané molekuly
mohou slouzit jako markery pfitomnosti nadorové tkan¢ a mohou byt vyuzity v diagnostice.
Pravé vzorek periferni krve analyzovany za timto u¢elem ziskani informaci o nadorové tkani,

oznacujeme jako tekuta biopsie (Polivka et al., 2015).

Molekularni profil nddoru je zavisly na Case a mist¢ odb&ru nadorové tkané.
K zachyceni celého takového molekularniho profilu by bylo potieba provést vice klasickych
biopsii z primarnich a metastatickych mist v rizném ¢ase, coz neni mozné ani z etickych ani
Z ekonomickych ditvodi. Proto byla zavedena molekularni analyza cirkulujici bezbunééné
DNA, ktera je uvoliiovana do krevniho ob&hu. Jedna se tak o minimaln€ invazivni metodu,
diky které Ize ziskat kvalitni molekuléarni profil, a hlavné je mozné ji provadét ¢astéji. Kromé
toho takeé l1ze 1épe monitorovat pribéh onemocnéni, stanovovat prognozu a predikovat 1é¢bu

u onkologickych pacienti (Polivka et al., 2015).

Mezi standardni vySetfeni molekularniho testovani vzorki rakoviny patti chirurgicky
zakrok ¢i biopsie. Tyto metody ale maji uréitd omezeni. Vzhledem k Casové prostoroveé
heterogenité nadoru je potieba vice biopsii v n€kolika Casovych intervalech, at' uz
Z primarnich ¢i metastatickych mist. Biopsii nelze provadét s menSim ¢asovym rozestupem,
hlavné z diivodu zdravotniho stavu pacienti s pokrocilym nadorovym onemocnénim, u
nichz je tkan Casto $patné dostupna a zaroven se Vyskytuji se velka rizika komplikaci
(Polivka et al., 2015).

Kvuli témto omezenim se vyvijeji nové minimalné invazivni metody pro detekci
ptislusnych molekularnich zmén v nadorech. V roce 1948 si Mandel a Métais vSimli
pfitomnosti bezbunéénych nukleovych kyselin (cfDNA) v lidské krvi a aZ o nékolik
desetileti pozdéji se objevily zpravy o onkogennich mutacich v bezbunééné DNA z krve
(cfDNA) pacientt s rakovinou nebo fetalni cfDNA u téhotnych Zen. Stejné tak byla zjisténa
ptitomnost molekul RNA v periferni krvi. Pozd&ji se pro analyzu nukleovych kyselin

(cfDNA, RNA) zacal pouzivat termin tekuta biopsie, jehoz principem je monitorovani
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molekularniho profilu rakoviny v realném case s minimalni invazivitou (Polivka et al.,

2015).

4.1 cfDNA
Fragmenty cfDNA, jako je DNA, mRNA nebo miRNA se nachazi v plazm¢, mo¢i,

mozkomisnim moku a U pacientti s rakovinou, u nichz se mohou tyto fragmenty pouzit k
detekci zékladnich molekularnich abnormalit souvisejicich pravé s nadorovym
onemocnénim. Zvysené hladiny cfDNA mohou byt spojeny s nepfiznivym vysledkem.
Pacienti s pokroc¢ilym stadiem rakoviny maji mnohdy vyssi hladiny cfDNA, nez pacienti
s lokalizovanym karcinomem nebo jedinci bez rakoviny. Piedpoklada se, Zze cfDNA je
uvolnovana do krevni cirkulace z riznych nddorovych mist a moznd lépe piedstavuji
prevladajici molekularni abnormality nez biopsie o odpovédi na terapii, progresi ¢i recidivy

onemocnéni (Polivka et al., 2015).

Strukturni charakteristiky cfDNA se 1i8i podle typu mechanismu uvoliiovani. DNA
muzZe byt do obéhu uvoliiovana ve form¢ jaderné nebo mitochondridlni DNA z bunék
podstupujicich apoptézu nebo nekrdzu, dale také pii autofagii nebo nekroptoze. Apoptdza je
vysoce kontrolovany programovany proces bunééné smrti a fragmenty DNA uvolnéné
z téchto apoptotickych bunék maji primérnou délku piiblizné 160-180 bp. Naopak nekréza
je proces patologicky, pii kterém jsou fragmenty DNA generovany nahodnéji a také jsou
obvykle delsi. Primérné délky fragment cfDNA z apoptotickych a nekrotickych procesu
ajejich pomér lze hodnotit jako dillezity prvek indexu integrity DNA, u n¢hoz byl
zaznamenan prognosticky vyznam (Polivka et al., 2015).

4.1.1 Analyza cfDNA a RNA
Nejcastéji se cirkulujici DNA a RNA extrahuji z plazmy. Sérum neni tak vhodné

oproti plazm¢, protoze ma vys$$i hladiny non-tumor cfDNA a RNA v dusledku lyzy
normalnich leukocytd. Pro odbér vzorka krve uréenych k analyze cfDNA a RNA jsou stéle
populdrné;jsi zkumavky s riznymi stabilizatory, které umoznuji odloZeni zpracovani vzorkt
o n¢kolik dni. Jiné materidly, jako je mo¢ nebo mozkomiSni mok, obsahuji méné bunck

a mély by tak byt méné nachylné k degradaci DNA a RNA (Polivka et al., 2015).

Vzorky krve je nutné odebirat opatrné a je tieba se vyhnout michani, aby se zabranilo
hemolyze. Uchovéavat vzorek lze pti pokojové teploté nebo +4 °C a musi byt zpracovan do
4 hodin, aby se zabranilo zménam koncentrace nukleovych kyselin a rozpadu. Pro

zpracovani cfDNA se doporucuje dvoukrokova centrifugace pro vylouceni vsech bunék
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z plazmy. Plazma musi byt skladovana pii -80 °C po dobu maximalné¢ deviti mesict pied
kone¢nou analyzou cfDNA. Extrakty cfDNA musi byt skladovany pfi teploté -20 °C po dobu
az tii mésicl pro analyzu koncentrace a fragmentace nebo az devét mésicl pro analyzu
specifickych mutaci. RNA i cfDNA extrakty jsou citlivé na cykly zmrazeni a rozmrazeni
(Polivka et al., 2015).

Mezi techniky kvantifikace celkového mnozstvi cfDNA a RNA fadime metody
zalozen¢ na fluorescenci (barveni Hoechst a PicoGreen), metody zalozené¢ na
spektrofotometrii (ultrafialova spektrometrie) nebo metody kvantitativni polymerazové
fetézové reakce (PCR) v realném Case (SYBR Green a TagMan) (Polivka et al., 2015).

4.2 Cirkulujici mikroRNA
Cirkulujici miRNA v krvi v¢etné jejich slozek jsou popisovany u mnoha nadort jako
mozné diagnostické a prognostické biomarkery, ovSem v piipadé maligniho melanomu byly

tyto cirkulujici miRNA zkoumany pouze dvakrat (Slaby et al., 2012).

Leidinger et al. zkoumali ve své studii expresni profily miRNA leukocyti ve 35
vzorcich periferni krve pacientii s melanomem a ve 20 vzorcich krve zdravych darct.
Vysledkem bylo zastoupeni 51 miRNA ve zna¢né¢ rozdilné mife mezi obéma testovanymi
soubory. Z toho bylo 21 miRNA zastoupeno v mensim mnozstvi a zbytek, 30 miRNA ve
veétsim mnozstvi u pacienti s melanomem. Pro naslednou separaci pacienti s melanomem
od zdravych darci s 97,4% piesnosti (specificita 95,0 %, senzitivita 98,9 %) bylo vybrano
16 miRNA (miR-186, let-7d, miR-18a, miR-145, miR-99a, miR-664, miR-501-5p, miR-
3787, miR-29c, miR-1280, miR-365, miR-1249, miR-328, miR-422a, miR-30d a miR-17)
(Slaby et al., 2012).

Druhou studii, kterou se zabyval Kanemaru et al., bylo méfeni zastoupeni cirkulujici
miR-221v séru od 94 pacientd s malignim melanomem a od 20 zdravych darct. Naslednym
porovnanim bylo zji§téno, Ze hladina této miRNA je zna¢né vyssi u pacientd s melanomem,
a kromé toho byla vice zastoupena i u pacientl s jiz diagnostikovanym melanomem ve stadiu
I-1V. Exprese miR-221 taktéZ zavisela na tloust’ce tumoru. U pacientll s tumorem tlustéj$im
nez | mm byla hladina této miRNA mnohem vy$si, nez u pacienti S tumorem > 1 mm (Slaby

etal., 2012)
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5 METODY IZOLACE NUKLEOVYCH KYSELIN (MIRNA)

Molekula RNA je pomérné nestabilni a po jejim extrahovani z buiky ¢i tkané¢ ma
velmi kratky polocas rozpadu. Nestabilitu zptsobuji zejména ribonukledzy (RNazy),
enzymy piitomné v krvi, ve vSech tkanich, ve vétsin¢ bakteriich. Ptirozené se vyskytuje
ribozomalni RNA (80 % az 90 %), messengerové RNA (2,5 % az 5 %) a transferovd RNA
(Tan, 2009).

Metody izolace nukleovych kyselin 1ze rozd¢lit dle techniky procesu na: metody
organické extrakce, metody s vyuzitim kolonek (obsahuji silikatovou membranu), metody

s magnetickymi ¢asticemi a metody ptimé lyzy bunék (Wilfinger et al., 1997).

Vybér metody vzdy zalezi na nésledné analyze. Purifikaci NK ovliviiuji urcité
faktory, naptiklad dostupnost vstupniho materialu, ktery by mél byt vzdy Cerstvy, zmraZeny
¢i lyofilizovany. Tim dochazi k zamezeni degradaci NK enzymy, které jsou piitomné
V bunééném extraktu. Dale je pro izolaci NK dilezité uvolnéni vnitiniho obsahu (DNA,

RNA, proteiny, lipidy apod.) &ehoZ docilime pomoci 1yzy bunék (Smarda et al., 2005).

Proteiny uvolnéné spolu s DNA a RNA molekulami po lyze buiiky je tfeba odstranit.
K tomu se vyuziva extrakéni metoda za pouziti smési fenol-chloroform. Jelikoz se jedna
o latky nemisitelné svodou, po jejich pfidani do bunétného vodného lyzatu zpisobi
denaturaci a nésledné vysrazeni proteind. Po centrifugaci vznikaji tfi faze, kdy sraZenina
denaturovanych proteini uprostied odd€luje spodni organickou fazi obsahujici DNA
a vrchni vodni fazi, ve které se nachazi molekuly RNA. Zbytky fenolu a chloroformu mohou
zpusobovat denaturaci dalSich enzymu pfi néaslednych postupech, proto je dulezité jejich

odstranéni. K tomu se vyuZiva ethanol (Smarda et al., 2005).

K cisténi RNA se vyuzivaji Cinidla inhibujici RNazy, coz jsou obvykle silné
denaturanty guanidinovych soli, dodecylsulfatu sodného nebo slouceniny na bazi fenolu

snizujici riziko degradace RNA ve vzorku (Wilfinger et al., 1997).

Pro ziskani molekul RNA v této praci byl zvolen zpisob izolace kolonkovou
metodou. Jde o extrakci na pevné fazi, ktera vyuziva skute¢nosti, kdy se cilové molekuly
vazou na imobilizovany oxid kfemicity v koloné. Bunky se nejprve rozlozi v lyzacnim pufru
a lyzat se necha vazat na zminény oxid kifemiéity v koloné. Pomoci centrifugace lyzat
prochazi pies membranu. Nasleduji promyvaci kroky pomoci pufrt, které odstrani vSechny

nedistoty. Pozadované molekuly jsou nakonec eluovany vhodnym roztokem, kterym je
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v piipadé RNA voda volna na RNazy (Die Hombrechtikon Systems Engineering,
nedatovano).

5.1 lzolace mikroRNA z plazmy

V této préci byla pro izolaci miRNA z plazmy vyuzita sada miRNeasy Serum/Plasma
Kit od znatky QIAGEN, ktera uc¢inné filtruje RNA z 200 pl séra nebo plazmy. RNA
pfipravend pomoci tohoto Kitu je vysoce ¢ista a piipravena k pouziti v naslednych citlivych
aplikacich, nebot’ postupy minimalizuji moznost kontaminace solemi nebo fenolem, coz by

mohlo pfi nasledujicich analyzach zptisobovat nezadouci interference (Qiagen, 2016)

Vzorky séra nebo plazmy se lyzuji v lyza¢nim ¢inidle QIAzol, ktery je soucasti sady.
Jednéd se o jednofazovy roztok fenolu a guanidin thiokyanatu usnadnujici lyzu tkani,
napomaha k inhibici RNaz a k odstranéni vétSiny bunééné DNA a proteint z lyzatu
organickou extrakei. Po pfidani chloroformu se lyzat rozdé€li na vodnou a organickou fazi
odstfedénim. RNA se dé€li na horni, vodnou fazi, zatimco DNA se d€li na mezifazi a proteiny
na nizsi, organickou fazi nebo mezifdzi. Horni vodné faze se extrahuje a ptridé se ethanol,
aby se zajistily vhodné vazebné podminky pro vS§echny molekuly RNA od pfiblizn¢ 18 nt
vyse. Vzorek se poté aplikuje na rotacni kolonku, kde se celkova RNA vaze na membranu a
fenol a dalsi kontaminujici latky se ucinné odplavuji. Vysoce kvalitni RNA se poté eluuje v

malém objemu vody bez RNazy (Qiagen, 2016).

5.2 Hodnoceni vytézku a Cistoty RNA

Tradi¢ni metodou pro hodnoceni koncentrace a Cistoty RNA je UV spektroskopie.
Absorbance ziedéného vzorku RNA se méfi pii 260 a 280 nm. Koncentrace nukleové
kyseliny se pocita pomoci Lambert-Beerova zakona, ktery piedpoklada linearni zménu
absorbance s koncentraci (Wilfinger et al., 1997). V soucasnosti jsou dostupné specifictéjsi,
a tudiz i presnéj$i metody stanoveni koncentrace a kvality RNA, naptiklad ptistroj Qubit 4

Fluorometer (Wilfinger et al., 1997).
Znéni Lambert-Beerova zakona: A=¢-l-c

Kde A ... absorbance dané latky
& ... molarni absorpéni koeficient dané latky pii vinové délce A (1 cm™-mol?)
1 ... tlouStka absorpcni vrstvy (cm)
c ... latkova koncentrace dané latky (mol-1?)
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6 METODY STANOVENI MOLEKUL MIKRORNA

Vzhledem k tomu, Ze molekuly miRNA jsou malé a kratké, je potieba pro jejich
stanoveni vyuzit velice citlivé metody. V soucasnosti je nejvhodnéjsi metodou RT-PCR.

V této kapitole se vénuji principu PCR a jeho modifikacemi.

6.1 Polymerazova retézova reakce

PCR je metoda enzymatického zmnozeni (amplifikace) daného useku DNA in vitro.
Syntéza probiha cyklickou reakci ve tfech teplotnich fazich. Princip metody je postaven na
zakladé zachovani pravidla komplementarity bazi a schopnosti dvojvldknové DNA
denaturovat pii vysoké teploté a pii nasledném sniZeni teploty naopak znovu renaturovat.
Pro prubéh celé reakce jsou nezbytné oligonukleotidoveé sondy, které specificky hybridizuji
na obou koncich cilového tseku DNA a zaroven slouzi i jako zaklad pro tvorbu novych

vlaken (Bartunkova, 2011).
Mezi vyse zminéné cyklické opakovani teplotnich fazi fadime:

1. Teplotni denaturace — dochazi k oddélovani vlaken dvojsroubovice za pouZiti
vysoké teploty (94-96 °C)

2. Annealing — pfipojeni primert k jejich komplementanim usekim DNA (50-
65 °C)

3. Polymerace (syntéza, elongace) — syntéza primery vymezeného Useku za

piitomnosti DNA polymerazy, vytvoieni dvouietézce (72 °C)

Jednd se 0 pomémné rychlou techniku, ktera trva piiblizné 45 minut az hodinu,
pficemz se za tento Cas dokonci 40 cykld, v zévislosti na konkrétnim pouzitém protokolu
a pouzitém nastroji. Kromé univerzalni denaturaéni teploty (95 °C) a ¢asu polymerace (90 S)
je rychlost PCR zavisla i na tzv. rampovych rychlostech, které vyjadiuji rychlost pfistroje
ménit jednu teplotu na druhou, a také jak rychle funguje proces chlazeni (Bustin, 2017).

6.1.1 RT real-time PCR
Modifikace PCR, pii které je zpétnym piepisem (reverzni transkripce) vychozi

celkovd RNA nebo mRNA piepsana do komplementarni DNA (¢cDNA) pomoci enzymové
reverzni transkriptdzy. Vznikld cDNA se nasledné pouzije jako templat pro amplifikaci

a detekei specifickych cili této cDNA pomoci kvantitativni PCR (qPCR). RT-qPCR lze
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aplikovat v analyzach genové exprese, validaci microarray, genetickém testovani, pfi

vyzkumu nemoci (Bustin, 2004).

V kazdém cyklu se méfi mnozstvi DNA v redlném Case. Kvantifikace je mozna diky
pouziti fluorescen¢nich barviv (Kralik, 2017). Ve vysledku je detekovan narust fluorescence
(pticemz vznikla fluorescence je piimo timérna mnozstvi PCR produkti), z niz je mozno pfi
porovnani s hladinou mRNA tzv. housekeeping genomu (genu se stabilni transkripci)

vyhodnotit piivodni mnoZzstvi miRNA ve vzorku (Bartosik, 2018).

Stanoveni miIRNA pomoci RT-PCR je jiz béznou zalezitosti, ovSem pro méfeni
intenzity fluorescence v prib&hu amplifikace je potieba specialniho ptistrojového vybaveni,
kterym je LightCycler (Bartosik, 2018).

RT-qPCR lze provadét v jednokrokovém nebo dvoustupiiovém testu. Jednostupniové
testy kombinuji reverzni transkripci a PCR v jedné zkumavce a pufru za pouziti reverzni
transkriptazy spolu s DNA polymerazou. Navic vyuziva pouze primery specifické pro
sekvenci. Ve dvoustupniovych testech se kroky reverzni transkripce a PCR provadéji

v oddélenych zkumavkach s riznymi pufry a reakénimi podminkami (Bustin, 2004).

6.2 Microarrays

DNA ¢ipy nachazeji v poslednich letech své uplatnéni zejména v onkologii. Kromé
moznosti paralelniho stanoveni miry exprese tisicii geni Ize detekovat zmény v expresi
téchto genil mezi vzorky nadorové a zdravé tkané€. Principem metody je alelové specificka
hybridizace, kdy se RNA analyzovaného vzorku na zékladé zachovani komplementarity bazi
nukleotidi specificky hybridizuje se sondami nukleotidovych kyselin, které¢ jsou jiz
navdzany na nosi¢i. Nosi¢em muze byt sklenéna ¢i silikonova desticka a jako sondy se
vyuzivaji oligonukleotidy nebo cDNA. Navazané mnozstvi RNA se méii diky

fluorescencnimu znaceni (PospiSilova et al., 2004).

Nevyhodou této metody je nutnost pofizeni vysokorozliSovaci kamery, drahych

fluorescen¢nich znacek a vys$si nachylnost k chybam (Bartosik, 2018).

6.3 Next generation sequences
Sekvenovani nové generace je metodou, které byla pivodné nazyvana jako ,,masivné

paralelnim sekvenovanim* nebot’ byla zavedena a umoznovala sekvenovani mnoha fetézcti
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DNA soucasng, misto jednoho po druhém, jako u tradicniho Sangerova sekvenovani

kapilarni elektroforézou (Thermo Fisher Scientific, nedatovano).

Vzorek DNA (nebo cDNA vznikla reverzni trasnkripci z RNA) je rozdélen na kratké
fragmenty, na jejichz konce se navazou adaptorové sekvence (oligonukleotidové sekvence)
a spoleén¢ tak vytvaii tzv. sekvenac¢ni knihovnu. Nasledné dochazi k amplifikaci
a paralelnimu sekvenovani, které dnes probiha nejcastéji pomoci syntézy. DNA polymerdza
postupné syntetizuje komplementarni vlakno k sekvenovanému fragmentu jednovlaknového
templatu. Ptipojovani nukleotidd je spojeno s emisi pokazdé jiného signalu, ktery zachycuje
detektor. Tyto sekvence jsou postupné analyzovany a pfifazovany k referen¢nimu genomu
(Slaby, 2018).
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PRAKTICKA CAST

7 CIL AUKOLY PRACE

7.1 Hlavnicil

Cilem této prace bylo zjistit, zda je mozné vyuzit skupiny mikroRNA jako
diagnostické a prognostické biomarkery pro pacienty s melanomem. MiRNA byla stanovena
pomoci RT real-time PCR po izolaci nukleovych kyselin (RNA) na silikatovou membranu

z plazmy ziskané z plné krve pacienti odebrané do zkumavky s KsEDTA.

Pro izolaci byla pouzita souprava znacky Qiagen a parametry izolované RNA

(koncentrace a Cistota) byly métfeny na piistroji Nanodrop 1000.

Vysledné namétfené hodnoty jsou porovnavany v jednotlivych ¢asovych intervalech:

pied operaci, po operaci, 1. az 4. den po operaci, prvni ambulantni navstéva.
7.2 Diléi cile
1. lzolovat celkovou RNA z plazmy plné krve pacienti s melanomem.

2. Zméfit koncentraci ziskané celkové RNA.

3. Vyhodnotit ¢istotu izolované RNA.
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8 VYZKUMNE OTAZKY

Cilem bakalaiské prace bylo zvladnuti metodiky izolace RNA z periferni krve
(plazmy) pacienti 1é¢enych pro melanom pro stanoveni markert z rodiny mikroRNA

zodpovézeni nasledujicich otazek:

1. V jaké primérné koncentraci se molekuly RNA v plazmé pacienti 1écenych pro

melanom nachazeji?

2. Jsou rozdily vkoncentraci izolované RNA mezi dny predopera¢niho

a pooperacnich odbért?

3. Je mozné ztakto izolované RNA standardnim postupem stanovit jednotlivé
MiRNA?

43



9 METODIKA PRACE

Pro vyzkum bylo pouzito 732 vzorku plazmy anonymizovanych pacienti s malignim
melanomem. Ze vSech téchto 732 vzorkil byla provedena izolace RNA, a to kolonkovou
metodou. Nasledné byla zméfena koncentrace a Cistota ziskané RNA spektrofotometricky

pti 260 a 280 nm ptistrojem Nanodrop 1000.

Izolace mIRNA byla provadéna v laboratofi vybavené pro izolaci nukleovych
kyselin s vyuzitim kolonkové metody QIAGEN miRNeasy Serum/Plasma Kit. Veskeré
ukony byly provadény na pracovnim stole o¢isténém roztokem 70% alkoholu v ochrannych

bezpudrovych rukavicich a v ochranném plasti.

9.1 Pristrojové vybaveni
Pro izolaci miRNA v ramci této prace bylo pouzito na Ustavu biologie Lékaiské

fakulty v Plzni toto pfistrojové vybaveni:

e automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Némecko): 1000 pl,
2000 pl, 200 pl, 20 pl

e software NanoDrop 1000 3.7 (NanoDrop Technologies, USA)

e spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, USA) (viz
Obr. 9)

e centrifuga Micro Star 17 (VWR International, USA) (viz Obr. 5)
e centrifuga MiniSpin® (Eppendorf, Némecko) (viz Obr. 6)
e centrifuga Fresco 21 (Thermo Fisher Scientific, USA) (viz Obr. 7)

e vortex Digital vortex mixer with IR sensors TX4 (Velp Scientifica, Italie)
(viz Obr. 8)

44



Obrazek 5: Centrifuga Micro Star 17

Zdroj: Vlastni

Obrézek 6: Centrifuga MiniSpin®

Zdroj: Vlastni
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Obréazek 7: Centrifuga Fresco 2

Zdroj: Vlastni

Obrézek 8: Vortex Digital vortex mixer with IR sensors TX4

Zdroj: Vlastni
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9.2 Postup izolace miRNA z plazmy

1.

Hluboce zmrazenou plazmu vyndame z mraziciho boxu (-70 °C) a pti pokojové
teploté nechame rozmrazit. Pied pouzitim tadné protfepeme, zvortexujeme

a kratce sto¢ime (10 s).

Obréazek 9: Rozmrazujici se vzorky plazmy

=3 3,‘ s ":‘ X = I >

Zdroj: Vlastni

2.

10.

Do ¢isté 1,5 ml eppe napipetujeme 200 ul plazmy a piidame 1000 ul QIAzol

Lysis Reagent. Nasledné celou smés kratce zvortexujeme.

Pridame 3,5 pl miRNeasy Serum/Plasma Spike-In Control a 200 pul chloroformu.
Eppe se smési uzavieme, prudce a dikladné protfepeme, zvortexujeme (20 s).
Centrifugujeme 15 min. pii 14 tis. otac¢kach pii teploté 4 °C.

Horni fazi (650 pl) pfeneseme do nové 2 ml eppe, piidame 975 pl 100% ethanolu

a fadné promichame.

Z této smési odebereme cca 550 pl, pfeneseme na kolonku umisténou ve 2 ml

eppe bez vicka a centrifugujeme 30 s pfi 8 tis. otackach.
Po centrifugaci odpad vylijeme, eppe bez vicka usuSime a znovu pouZzijeme.
Bod 8. a 9. opakujeme 3%, dokud cely vzorek neprofiltrujeme ptes kolonku.

Na kolonku napipetujeme 700 ul RWT (soucast kitu), centrifugujeme 30 S pii

10 tis. otackach. Odpad vylijeme, eppe osusSime a znovu pouZzijeme.
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11. Napipetujeme 500 pl RPE (soucast kitu), centrifugujeme 30s pii 10 tis.

otackach. Odpad vylijeme, eppe osusime, znovu pouzijeme.

12. Piidame 500 pl 80% ethanolu, centrifugujeme 2 min. pii 10 tis. ota¢kach. Po

centrifugaci eppe sodpadem vyhodime (odpad nesmi pfijit do kontaktu

s membrénou).

13. Kolonku umistime do nove 2 ml eppe a centrifugujeme 5 min. pii max. otackach

(13400 ot.).

14. Kolonku piesuneme do nové 1,5 ml eppe s vickem, pfimo na stted membrany

napipetujeme 25 pl RNase-free water a centrifugujeme 75 s pii max. otackach.

Nasledné tento bod zopakujeme jesté jednou se stejnym eluatem.

(Zdroj: miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit Handbook 2390-002, Qiagen, 2016)

Obrazek 10: Kolonky pri poslednim kroku izolace

Zdroj: Vlastni

9.3 Postup méreni koncentrace a ¢istoty miRNA na pristroji

Nanodrop 1000

1.

V notebooku spustime program Nanodrop 1000.
Iniciujeme ptistroj pomoci 1 pl RNA free water.

Jako moznost méfeni v programu navolime NUCLEIC ACID a dale pak zvolime
RNA-40.

Zméiime BLANK — na ¢idlo Nanodropu napipetujeme 1 ul RNA free water
a klikneme na tla¢itko BLANK.
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5. Dale méfime nase vzorky podobnym stylem — vzdy pipetujeme 1 pl vzorku na
¢idlo, do okénka SAMPLE ID napiSeme cislo vzorku a pro spuSténi méfeni

klikneme na MEASURE. Pfed nanesenim dalSiho vzorku ¢idlo vzdy otfeme.

6. Vysledky nakonec uklddame: SHOW REPORT — REPORTS — SAVE
REPORTS — EXPORT REPORTS AND STANDARTS TABLES.

Zdroj: miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit Quick-Start Protocol, Qiagen, 2016

Obréazek 9: Spektrofotometr NanoDrop 100

Zdroj: Vlastni
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10 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

Tabulka 1: Deskriptivni statistika namérenych koncentraci RNA u jednotlivych skupin

odberu

(tabulka pokracuje nize viz Tab. 2)

Casové RNA Interyal _ Interyal _ (EEIJ\/IS) RNA

podskupiny (ng/ul) | spolehlivosti | spolehlivosti Pocet (ng/ul)
pramér -95,00 % +95,00 % . .. | Sm.odch.
pacientu

pted operaci 20,87 19,17 22,57 103,00 8,69
po operaci 22,21 19,91 24,51 100,00 11,58

1.- 4. den po 21,40 20,01 22,78 188,00 9,61
1. amb. 22,50 20,03 24,97 90,00 11,79
V3.skup. 21,66 20,74 22,58 481,00 10,29

Zdroj: Vlastni

Tabulka 2: Deskriptivni statistika namerenych koncentraci RNA u jednotlivych skupin

odber
Casove RNA RNA RNA RNA RNA RNA
podskupiny (ng/ul) | (ng/pl) | (ng/pl) | (ng/pl) | (ng/pl) | (ng/ul)
Sm. chyba | Min. Max. | 25.kvartil | median | 75.kvartil

pred operaci 0,86 6,50 46,40 13,50 18,90 25,00
po operaci 1,16 6,10 65,70 14,40 19,65 25,95

1.- 4. den po 0,70 5,30 71,70 14,95 19,55 25,80

1. amb. 1,24 6,30 71,30 13,50 20,75 27,90
V§.skup. 0,47 5,30 71,70 14,50 19,50 25,70

Zdroj: Vlastni

Tabulka 3: Anova test — porovnani koncentraci izolované RNA u jednotlivych skupin odbérii

SC sv | PC SC sV PC .
efekt efekt | efekt | chyba | chyba | chyba b
RNA (ng/ul) | 171,30 3,00 | 57,10 |50640,12| 477,00 | 106,16 | 0,54 | 0,66

Zdroj: Vlastni
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Tabulka 4: Deskriptivni statistika cistoty namérenych koncentraci RNA u jednotlivych

skupin odberi

(tabulka pokracuje nize viz Tab. 5)

Easove Cistota Interval Interval 2%'8}2;% Cistota
podskupiny 26(3/2%0 Spolehlivosti | Spolehlivosti Pocet 260/280
Pramér -95,00 % +95,00 % . .. | Sm.odch.
pacientu
pred operaci 1,48 1,45 1,51 103,00 0,16
po operaci 1,46 1,43 1,50 100,00 0,16
1.- 4. den po 1,47 1,45 1,49 188,00 0,17
1. amb. 1,49 1,46 1,52 90,00 0,14
V3.skup. 1,48 1,46 1,49 481,00 0,16

Zdroj: Vlastni

Tabulka 5: Deskriptivni statistika cistoty namérenych koncentraci RNA u jednotlivych

skupin odberu

Casové Cistota Cistota Cistota Cistota Cistota Cistota
odskupin 260/280 | 260/280 | 260/280 | 260/280 | 260/280 | 260/280
P PINY 1 sm, chyba| Min. Max. | 25.kvartil | median | 75.kvartil
pred operaci 0,02 0,81 2,37 1,41 1,46 1,55
po operaci 0,02 0,63 2,10 1,41 1,45 1,53
1.- 4. den po 0,01 0,63 2,05 1,39 1,48 1,56
1. amb. 0,02 0,78 1,88 141 1,48 1,56
V§.skup. 0,01 0,63 2,37 1,40 1,48 1,55
Zdroj: Vlastni
Tabulka 6: Analyza rozptylu — rozdil cistoty mezi jednotlivymi ndbéry
SC sv | PC SC Y, PC e
efekt efekt | efekt | chyba | chyba | chyba b
Cistota -260/280| 0,04 3,00 | 0,01 | 12,62 | 477,00 | 0,03 | 0,55 | 0,65

Zdroj: Vlastni
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Graf 1: Distribuce namérenych koncentraci RNA ze vzorkii plazmy ziskanych pred operact

Histogram: RMA (ng/ul)
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Zdroj: Vlastni

Graf 2: Distribuce namérenych koncentraci RNA ze vzorkii plazmy ziskanych po operaci

Histogram: RMA (ng/ul)
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Zdroj: Vlastni
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Graf 3: Distribuce namérenych koncentraci RNA ze vzorkii plazmy ziskanych 1.-4. den po
operaci

Histogram: RMA (ng/ul)
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Zdroj: Vlastni

Graf 4: Distribuce namérenych koncentraci RNA ze vzorkit plazmy odebranych pri prvni
navstéveé ambulance

Histogram: RMA (ng/ul)
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Zdroj: Vlastni
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Graf 5: Celkovy vytezek izolované RNA, vsechny vzorky dohromady

VYTEZEK IZOLACE (ng/ul)

\Wnikajici Nedostatecny
NiKajICl 39
116 6%

16%
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218

30% Akceptovatelny

346
48%

Zdroj: Vlastni

Vytézek RNA ... nedostateény: do 10 ng/ul
akceptovatelny: 10-20 ng/pl
dostatecny: 20-30 ng/pl

vynikajici: vice nez 30 ng/ul
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Graf 6: Cistota izolované RNA, v§echny vzorky dohromady

CISTOTA RNA (260/280)
) Nedostatecna
Dobra 56
16 8%
2%

Akceptovatelna
647
90%

Zdroj: Vlastni
Cistota RNA ... nedostate¢na: do 1,3
akceptovatelna: 1,3-1,8

dobra:1,8 a vice
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Graf 7: Box plot porovndni koncentraci izolované RNA u jednotlivych skupin odbérii
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DISKUZE

Cilem bakalatské prace bylo zvladnuti metodiky izolace RNA =z periferni krve
(plazmy) pacienti 1éenych pro melanom. Nasledné v dal$i ¢éasti projektu, ktery neni
soudasti bakalaiské prace, probiha na pracovisti Ustavu biologie Lékaiské fakulty v Plzni

stanoveni vybranych miRNA pro nalezeni vhodného panelu pro ¢asnou detekci recidivy.

Pro zdarny pribéh vlastniho stanoveni vybranych miRNA jsem potiebovala
odpoveéd’ na nasledujici otazku: ,,V jaké primérné koncentraci se molekuly RNA v plazmé
pacientl 1é¢enych pro melanom nachazeji?*. Znalost koncentrace poskytuje odpovéd’, zda
stanoveni miRNA metodou RT real-time PCR bude probihat spravné. Zjistila jsem, ze
13,5 ng/ul. To jsou hodnoty vhodné pro provedeni stanoveni panelu miRNA metodou RT
real-time PCR. Vyrobce souprav TagMan™ MicroRNA Assay doporucuje mnozstvi RNA
pro provedeni reverzni transkripce 1-10 ng. Empiricky bylo zjisténo, Ze reakce velice dobie
funguji pti vstupnim mnozstvi 50 ng do RT. Pii mnozstvi 1 ng RNA v RT jiz stanoveni real-

time PCR vykazuje vysoké hodnoty Ct (nad 35), které uz nejsou vhodné pro vyhodnoceni.

Dale jsem zjistovala, zda jsou rozdily v koncentraci izolované RNA mezi dny
predoperacnich a pooperacnich odbérd. Statistickd analyza ukazala, Zze tyto rozdily na
hladiné vyznamnosti 0,05 nejsou. To znamena, Ze ke vSem odbérim miZeme piistupovat
stejné z hlediska zpisobu stanoveni jednotlivych miRNA. Analyzy hladin vybranych
miRNA u t&chto vzorkt jiz na Ustavu biologie probihaji, tudiz odpovéd na otazku ,.Je mozné

Z takto izolované RNA standardnim postupem stanovit jednotlivé miRNA?* je kladna.

Obecné naroky na Cistotu izolované RNA jsou pomér absorbance 260 nm/280 nm
mezi 1,8-2. V praxi se ukazuje, ze pro kvantitativni stanoveni miRNA metodou RT real-time
Nedostate¢na ¢istota (260/280 < 1,3) byla zaznamenéana u 8 % vzorka a jak se projevi na
vlastnim stanoveni miRNA, ukazi vlastni vysledky RT real-time PCR. Pouze 6 %
izolovanych vzorkt mélo nedostate¢ny vytézek izolace, tzn. do 10 ng/ul. V takovém ptipadé

je potieba izolaci opakovat.

Pfiznivym vysledkem celého projektu, jehoz soucasti je izolace RNA z plazmy —

napln této bakalaiské prace, by bylo nalezeni konkrétni miRNA nebo panelu max. 3 miRNA
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ktery by umoznil zachyceni navratu onemocnéni u pacienti s malignim melanomem, a to

pouze na zaklad¢ odbéru periferni krve.

Dilezita pro stanoveni molekul miRNA je také casova narocnost izolace. Soucasna

izolace celkoveé RNA patncti vzorkd plazmy trva ptiblizné 150 minut.
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ZAVER

V této bakalarské praci jsem se zabyvala izolaci nukleovych kyselin, konkrétné
molekul miRNA, které by mohly slouzit jako diagnostické a prognostické markery pacienti

s melanomem.

Izolace RNA metodou kolonek se silikatovou membranou, se ukazala vhodna pro
stanoveni molekul miRNA u pacientii 1é¢enych pro melanom, a to potencialné i v klinické
praxi. Stanoveni konkrétni miRNA se provadi pomoci RT real-time PCR. Izolace celkové

RNA patnacti vzorkt plazmy trva ptiblizné 150 minut.

Izolovand RNA 732 vzorkl plazmy pacientti 1€€enych pro melanom bude vyuzita
pro studii s cilem zjistit, zda je mozné tyto markery v klinické diagnostice vyuzivat a urcit

panel miRNA pro ¢asny zachyt recidivy onemocnénim.
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Tabulka 7: Data 732 namérenych vzorku, ktera byla ziskana izolaci a mérenim.

Cislo vzorku | Identifikator Cfg;%/rgod pogglia\p/)?ny RNA (ng/ul) ZCGICS);[;);%
272 465725 1. amb. 1. amb. 16,7 1,65
273 540730 1. amb. 1. amb. 24,7 1,67

9 325308 1. amb. 1. amb. 32,1 1,73
10 886013 1. amb. 1. amb. 29 1,51
19 415104 1. amb. 1. amb. 27,2 1,48
43 481004 1. amb. 1. amb. 21,5 1,52
44 350428 1. amb. 1. amb. 35,5 1,35
53 480524 1. amb. 1. amb. 68,4 1,67
58 505329 1. amb. 1. amb. 21,2 1,45
63 700919 1. amb. 1. amb. 9,7 1,54
77 445123 1. amb. 1. amb. 13,3 1,57
78 615630 1. amb. 1. amb. 13 1,7
89 820811 1. amb. 1. amb. 21,2 1,5
92 480404 1. amb. 1. amb. 17,4 1,49
103 461120 1. amb. 1. amb. 71,3 1,45
106 471104 1. amb. 1. amb. 20,3 1,57
113 700506 1. amb. 1. amb. 23,8 1,55
119 506120 1. amb. 1. amb. 17 1,5
132 750526 1. amb. 1. amb. 27,9 1,43
133 825811 1. amb. 1. amb. 20,3 1,65
137 385309 1. amb. 1. amb. 34,3 1,64
155 545531 1. amb. 1. amb. 9,8 1,52
156 420315 1. amb. 1. amb. 11,8 1,56
160 680930 1. amb. 1. amb. 23,9 1,43
166 686020 1. amb. 1. amb. 16,05 1,37
171 520424 1. amb. 1. amb. 17,71 1,52
174 611104 1. amb. 1. amb. 13,1 1,37
184 496105 1. amb. 1. amb. 10,5 1,82
194 735131 1. amb. 1. amb. 18,2 1,48
195 605924 1. amb. 1. amb. 15,2 1,48
199 495711 1. amb. 1. amb. 23,2 1,59
220 755621 1. amb. 1. amb. 21,9 1,35
225 616130 1. amb. 1. amb. 18 1,67
236 460121 1. amb. 1. amb. 11,5 1,54
238 650521 1. amb. 1. amb. 22,2 1,53
253 730603 1. amb. 1. amb. 10 1,53
271 785728 1. amb. 1. amb. 39,6 1,53

Zdroj: Vlastni




Cislo vzorku | Identifikator C?gg’%’rgod pog;ig‘é?ny RNA (ng/ul) 2%'8}‘2’;%
274 655267 1. amb. 1. amb. 11,5 1,75
285 560927 1. amb. 1. amb. 22,9 1,88
301 871008 1. amb. 1. amb. 32,7 1,33
309 741217 1. amb. 1. amb. 15,7 1,44
310 456008 1. amb. 1. amb. 10,2 1,47
316 581231 1. amb. 1. amb. 30,08 1,44
317 515512 1. amb. 1. amb. 31,46 1,57
330 580417 1. amb. 1. amb. 19,4 1,48

3 325308 1. den po 1.-4.denpo 26 1,49
7 886013 1. den po 1. - 4. den po 45,6 1,57
15 415104 1. den po 1.-4.den po 25,8 1,5
23 876030 1. den po 1. - 4. den po 21,7 1,56
33 340103 1. den po 1. - 4. den po 39,1 1,35
36 481004 1. den po 1.-4.denpo 17,7 1,41
41 350428 1. den po 1.-4.den po 20,1 1,24
50 480521 1. den po 1.-4.den po 18,9 1,38
56 505329 1. den po 1.-4.denpo 56,7 1,56
61 700919 1. den po 1.- 4. den po 42,1 1,58
70 445123 1. den po 1.-4.denpo 12,7 1,48
71 615630 1. den po 1.- 4. den po 56,9 1,7
83 820811 1. den po 1.-4.den po 20,9 1,66
97 461120 1. den po 1.-4.denpo 51,7 1,62
98 471104 1. den po 1.- 4. den po 21,7 1,5
110 700506 1. den po 1.-4.denpo 12,9 1,59
116 506120 1. den po 1. - 4. den po 20,3 1,54
125 750526 1. den po 1.-4.den po 16,9 1,7
129 385309 1. den po 1.-4.denpo 20,2 1,49
143 565721 1. den po 1.-4.den po 15,6 1,69
144 545531 1. den po 1.-4.denpo 16,2 1,44
148 680930 1. den po 1.-4.den po 15,8 0,74
153 420315 1. den po 1.- 4. den po 10,7 1,42
159 686020 1. den po 1. - 4. den po 18,5 1,37
165 520424 1. den po 1.-4. den po 20,81 1,54
181 496105 1. den po 1.-4.denpo 28,1 1,4
189 605924 1. den po 1.-4.denpo 15,3 1,6
190 735131 1. den po 1.- 4. den po 14 1,51
208 401109 1. den po 1. - 4. den po 26,2 1,49
215 755621 1. den po 1.- 4. den po 15,2 1,57
216 845709 1. den po 1.-4.denpo 10,8 1,55
231 460121 1. den po 1.-4.den po 24,9 1,57
232 650521 1. den po 1.-4. den po 19,6 1,46
242 620310 1. den po 1.-4.den po 15,8 1,53

Zdroj: Vlastni




Cislo vzorku | Identifikator C?gg’%’rgod pog;ig‘é?ny RNA (ng/ul) 2%'8}‘2’;%
250 730603 1. den po 1.-4.den po 16,45 1,41
258 465725 1. den po 1.-4.denpo 10,3 1,35
264 540730 1. den po 1.-4.den po 14,2 1,73
265 785728 1. den po 1.-4.denpo 15,5 1,75
289 871008 1. den po 1.-4.den po 20 1,5
296 456008 1. den po 1.-4.den po 24,2 1,34
297 741217 1. den po 1.-4.den po 21,8 1,24
307 581231 1. den po 1.-4. den po 13,6 1,55
308 515512 1. den po 1.-4.denpo 17,5 1,47
323 476204 1. den po 1.-4.den po 22,62 1,55
324 580417 1. den po 1.-4.den po 20,37 1,43
84 480404 1. den po 1.-4.denpo 20,9 1,48
221 616130 1. den po 1. - 4. den po 14,5 1,54
280 560927 1. den po 1.-4.denpo 10,1 1,34
336 780803 1. den po 1.-4.den po 20,2 1,48
337 720509 1. den po 1.-4.den po 21 1,31
365 465720 1. den po 1.-4.denpo 28,5 1,39
373 575215 1. den po 1.- 4. den po 22,03 1,38
377 435819 1. den po 1.-4.denpo 19,31 1,48
387 565717 1. den po 1.- 4. den po 25,4 1,42
398 595211 1. den po 1.-4.den po 40,1 1,5
413 700919 1. den po 1. - 4. den po 13 0,63
417 571005 1. den po 1.- 4. den po 23,6 1,44
422 821202 1. den po 1.-4.denpo 9,1 1,47
427 881161 1. den po 1. - 4. den po 16 1,53
433 641103 1. den po 1.-4.den po 17,43 1,36
442 515630 1. den po 1.-4.denpo 18,5 1,49
451 715713 1. den po 1.-4.den po 20,4 1,53
454 530717 1. den po 1.-4.denpo 30,3 1,53
470 935373 1. den po 1. - 4. den po 19,1 1,37
476 526008 1. den po 1.- 4. den po 27,9 1,25
482 706214 1. den po 1. - 4. den po 23,9 1,32
486 625409 1. den po 1.-4. den po 12,4 1,37
497 430613 1. den po 1.-4.denpo 15,2 1,28
505 455525 1. den po 1. - 4. den po 14,4 1,27
508 485523 1. den po 1.- 4. den po 10,4 1,31
516 575126 1. den po 1.-4.denpo 27,5 1,41
522 451006 1. den po 1.- 4. den po 17,1 1,37
532 720706 1. den po 1.-4.denpo 26,4 1,54
533 470913 1. den po 1.-4.den po 71,7 1,53
539 520615 1. den po 1.-4. den po 48,63 1,41
546 585507 1. den po 1.-4.den po 18,21 1,44

Zdroj: Vlastni




Cislo vzorku | Identifikator C?gg’%’rgod pog;ig‘é?ny RNA (ng/ul) 2%'8}‘2’;%
557 915404 1. den po 1.-4.den po 18,8 1,68
558 630601 1. den po 1.-4.den po 21,9 1,53
570 750204 1. den po 1. - 4. den po 34,4 1,44
577 640507 1. den po 1.-4.den po 14,5 1,67
584 460507 1. den po 1.-4.denpo 30,4 1,51
585 515906 1. den po 1.-4.den po 19,1 1,53
597 610407 1. den po 1.-4.den po 27,1 1,35
608 586213 1. den po 1. - 4. den po 16,7 1,35
610 740110 1. den po 1.-4.den po 28,6 1,47
615 420503 1. den po 1.-4.denpo 10,6 1,6
627 760722 1. den po 1.-4.den po 21,8 1,56
635 715922 1. den po 1.-4.den po 27,7 1,55
639 450608 1. den po 1. - 4. den po 39,7 1,55
647 585115 1. den po 1.-4.den po 23,7 1,47
654 555211 1. den po 1. - 4. den po 20,5 1,49
658 710531 1. den po 1.-4.den po 10,1 1,54
667 550325 1. den po 1.-4.den po 9,7 1,43
672 756128 1. den po 1. - 4. den po 10,8 1,38
681 480228 1. den po 1.-4.den po 12,6 1,45
697 555809 1. den po 1. - 4. den po 9,6 1,63
707 545124 1. den po 1.-4.den po 15 0,89
712 556001 1. den po 1. - 4. den po 23,1 1,58
716 790407 1. den po 1.-4.denpo 16,9 1,48
720 555408 1. den po 1.-4.den po 17,3 1,69
343 476204 1. amb. 1. amb. 30,4 1.4
344 780803 1. amb. 1. amb. 33 1,35
345 720509 1. amb. 1. amb. 33,9 1,44
358 881023 1. amb. 1. amb. 19,8 1,54
378 575215 1. amb. 1. amb. 13,1 1,39
381 435819 1. amb. 1. amb. 10,9 1,41
390 565717 1. amb. 1. amb. 10,2 15
419 700919 1. amb. 1. amb. 8,9 1,49
423 571005 1. amb. 1. amb. 24.4 1,47
437 641103 1. amb. 1. amb. 36,56 1,49
444 515630 1. amb. 1. amb. 19,3 1,7
471 935373 1. amb. 1. amb. 23,4 1,36
477 526008 1. amb. 1. amb. 17,3 1,34
488 706214 1. amb. 1. amb. 16,7 1,28
493 625409 1. amb. 1. amb. 25,5 1,27
501 430613 1. amb. 1. amb. 30,7 1,33
513 455525 1. amb. 1. amb. 21,7 1,37
519 575126 1. amb. 1. amb. 16 1,34

Zdroj: Vlastni




Cislo vzorku | Identifikator C?gg’%’rgod pog;ig‘é?ny RNA (ng/ul) 2%'8}‘2’;%
524 451006 1. amb. 1. amb. 21,7 1,4
541 720706 1. amb. 1. amb. 48,59 1,47
542 470913 1. amb. 1. amb. 22,29 1,44
551 585507 1. amb. 1. amb. 41,94 1,41
563 630601 1. amb. 1. amb. 21,4 1,42
573 915404 1. amb. 1. amb. 33,5 1,58
574 750204 1. amb. 1. amb. 16,5 1,57
586 640507 1. amb. 1. amb. 24,3 1,51
590 460507 1. amb. 1. amb. 49,8 1,47
591 515906 1. amb. 1. amb. 15,6 1,44
601 530717 1. amb. 1. amb. 34,2 1,38
603 610407 1. amb. 1. amb. 23,7 1,42
617 586213 1. amb. 1. amb. 9,5 1,34
618 586213 1. amb. 1. amb. 8,4 1,47
619 420503 1. amb. 1. amb. 9,2 1,47
631 760722 1. amb. 1. amb. 17,8 1,64
640 715922 1. amb. 1. amb. 23,6 1,55
643 450608 1. amb. 1. amb. 17 1,58
651 465720 1. amb. 1. amb. 23,3 1,39
659 555211 1. amb. 1. amb. 38,7 1,55
664 710531 1. amb. 1. amb. 6,3 1,36
674 550325 1. amb. 1. amb. 13,8 0,78
676 756128 1. amb. 1. amb. 11,3 1,4
686 480228 1. amb. 1. amb. 12,5 1,85
699 555809 1. amb. 1. amb. 13,5 1,65
722 790407 1. amb. 1. amb. 11,5 1,54
723 555408 1. amb. 1. amb. 29 1,48
11 325308 2. amb. 2. amb. 17,9 1,61
20 415104 2. amb. 2. amb. 14,6 1,42
28 876030 2. amb. 2. amb. 22,1 1,45
46 481004 2. amb. 2. amb. 17,5 1,22
47 350428 2. amb. 2. amb. 17,3 1,37
64 505329 2. amb. 2. amb. 9,7 1,41
65 700919 2. amb. 2. amb. 22 1,42
87 445123 2. amb. 2. amb. 38,6 1,46
88 615630 2. amb. 2. amb. 24,5 1,5
91 820811 2. amb. 2. amb. 23,2 1,45
102 480404 2. amb. 2. amb. 3,6 1,53
105 461120 2. amb. 2. amb. 28,1 1,46
111 471104 2. amb. 2. amb. 12,9 1,53
117 700506 2. amb. 2. amb. 13,2 1,49
134 750526 2. amb. 2. amb. 11,4 1,56

Zdroj: Vlastni




Cislo vzorku | Identifikator C?gg’%’rgod pog;ig‘é?ny RNA (ng/ul) 2%'8}‘2’;%
135 506120 2. amb. 2. amb. 36,4 1,5
145 385309 2. amb. 2. amb. 28,3 1,47
149 825811 2. amb. 2. amb. 26,4 1,6
161 545531 2. amb. 2. amb. 15,4 1,42
162 420315 2. amb. 2. amb. 22,4 1,53
167 680930 2. amb. 2. amb. 22,66 1,55
172 686020 2. amb. 2. amb. 25,81 1,57
173 520424 2. amb. 2. amb. 20,1 1,5
178 611104 2. amb. 2. amb. 16,7 1,33
198 496105 2. amb. 2. amb. 16,1 1,44
200 735131 2. amb. 2. amb. 17 1,44
201 605924 2. amb. 2. amb. 15,7 1,52
203 495711 2. amb. 2. amb. 23,7 1,58
223 755621 2. amb. 2. amb. 15,1 1,64
233 616130 2. amb. 2. amb. 14,1 15
237 460121 2. amb. 2. amb. 18,6 1,66
244 650521 2. amb. 2. amb. 11,2 1,56
255 730603 2. amb. 2. amb. 11 1,42
275 540730 2. amb. 2. amb. 33,4 1,51
276 785728 2. amb. 2. amb. 11,4 1,14
277 465725 2. amb. 2. amb. 14,7 1,44
291 560927 2. amb. 2. amb. 33,8 1,55
313 871008 2. amb. 2. amb. 21 1,49
314 741217 2. amb. 2. amb. 14,4 1,81
318 456008 2. amb. 2. amb. 67,41 1,47
327 515512 2. amb. 2. amb. 18,3 1,58
328 581231 2. amb. 2. amb. 41 1,6

4 325308 2. den po 1.-4.den po 13,1 1,56
209 401109 2. den po 1.-4.denpo 17,7 1,48
222 616130 2. den po 1. - 4. den po 20,1 1,39
388 565717 2. den po 1.- 4. den po 19,4 1,41
517 575126 2. den po 1. - 4. den po 16,5 1,37
572 750204 2. den po 1.-4. den po 21,3 1,48
12 886013 2. amb. 2. amb. 20,9 1,55
342 580417 2. amb. 2. amb. 28 1,46
346 720509 2. amb. 2. amb. 10,6 1,29
348 780803 2. amb. 2. amb. 14,9 1,44
350 476204 2. amb. 2. amb. 31,9 1,39
380 575215 2. amb. 2. amb. 13,5 1,43
384 435819 2. amb. 2. amb. 25,8 1,42
400 565717 2. amb. 2. amb. 70,33 1,42
428 571005 2. amb. 2. amb. 6 1,27

Zdroj: Vlastni




Cislo vzorku | Identifikator C?gg’%’rgod pog;ig‘é?ny RNA (ng/ul) 2%'8}‘2’;%
439 641103 2. amb. 2. amb. 4,89 1,56
448 515630 2. amb. 2. amb. 21,1 1,39
472 935373 2. amb. 2. amb. 12,8 1,35
489 526008 2. amb. 2. amb. 16,3 1,32
491 706214 2. amb. 2. amb. 14,2 1,34
499 625409 2. amb. 2. amb. 32,9 1,26
512 430613 2. amb. 2. amb. 11,2 1,38
518 455525 2. amb. 2. amb. 13,2 1,42
527 575126 2. amb. 2. amb. 16,9 1,39
548 720706 2. amb. 2. amb. 25,61 1,45
550 470913 2. amb. 2. amb. 63,24 1,42
552 585507 2. amb. 2. amb. 21,5 1,47
571 630601 2. amb. 2. amb. 449 1,47
579 750204 2. amb. 2. amb. 40,4 1,63
594 515906 2. amb. 2. amb. 21,1 1,25
599 460507 2. amb. 2. amb. 10,3 1,4
621 610407 2. amb. 2. amb. 9 1,77
622 740110 2. amb. 2. amb. 7,7 1,82
623 586213 2. amb. 2. amb. 34,7 1,76
624 420503 2. amb. 2. amb. 15,9 1,49
642 760722 2. amb. 2. amb. 21,4 1,59
644 450608 2. amb. 2. amb. 25,3 1,56
663 555211 2. amb. 2. amb. 17 1,42
669 710531 2. amb. 2. amb. 11,8 1,4
677 550325 2. amb. 2. amb. 20,1 0,79
685 756128 2. amb. 2. amb. 14,3 1,45
688 480228 2. amb. 2. amb. 9 1,63
704 555809 2. amb. 2. amb. 31 1,33
725 555408 2. amb. 2. amb. 16,3 1,58
731 790407 2. amb. 2. amb. 36,9 15

17 325308 3. amb. 3. amb. 21,2 1,49
18 886013 3. amb. 3. amb. 18,7 1,32
26 415104 3. amb. 3. amb. 24 1,55
45 876030 3. amb. 3. amb. 17,7 1,33
52 481005 3. amb. 3. amb. 23,1 1,54
74 700919 3. amb. 3. amb. 18 1,59
75 505329 3. amb. 3. amb. 37 1,67
90 445123 3. amb. 3. amb. 15,5 1,51
101 820811 3. amb. 3. amb. 18,3 1,56
104 480404 3. amb. 3. amb. 54,1 1,65
107 461120 3. amb. 3. amb. 31,6 1,66
120 700506 3. amb. 3. amb. 19,3 1,56

Zdroj: Vlastni




Cislo vzorku | Identifikator C?gg’%’rgod pog;ig‘é?ny RNA (ng/ul) 2%'8}‘2’;%
154 506120 3. amb. 3. amb. 22,6 1,6
169 545531 3. amb. 3. amb. 23,69 1,46
170 420315 3. amb. 3. amb. 71,95 1,66
175 686020 3. amb. 3. amb. 18,9 1,35
177 520424 3. amb. 3. amb. 18,7 1,47
202 735131 3. amb. 3. amb. 13,1 1,5
210 385309 3. amb. 3. amb. 15,7 1,51
224 471104 3. amb. 3. amb. 11,8 1,54
230 755621 3. amb. 3. amb. 23,1 1,45
245 825811 3. amb. 3. amb. 26,18 1,44
247 650521 3. amb. 3. amb. 17,04 1,46
282 465725 3. amb. 3. amb. 14,4 1,35
283 785728 3. amb. 3. amb. 11 1,4
284 540730 3. amb. 3. amb. 8,4 1,87
286 460121 3. amb. 3. amb. 11,6 2,02
302 560927 3. amb. 3. amb. 31,7 1,22
329 741217 3. amb. 3. amb. 17,1 15
331 495711 3. amb. 3. amb. 20,5 1,41

8 886013 3. den po 1.-4.denpo 31,3 1,65
24 876030 3. den po 1.- 4. den po 33,7 1,58
37 340103 3. den po 1.-4.den po 19,5 1,4
38 481004 3. den po 1.-4.denpo 17,6 1,5
42 350428 3. den po 1.- 4. den po 19,6 1,34
57 505329 3. den po 1.-4.denpo 10,9 1,44
72 445123 3. den po 1. - 4. den po 17,2 1,56
73 615630 3. den po 1.-4.den po 17,1 1,73
85 820811 3. den po 1. - 4. den po 21,9 1,37
86 480404 3. den po 1.-4.den po 19,5 1,37
99 461120 3. den po 1.-4.denpo 34,6 1,63
100 471104 3. den po 1.-4.den po 24,3 1,46
112 700506 3. den po 1.- 4. den po 13,8 1,42
128 825811 3. den po 1. - 4. den po 14,4 1,63
130 750526 3. den po 1.-4. den po 31,7 1,62
131 385309 3. den po 1.-4.denpo 23,8 1,6
152 680930 3. den po 1.-4.denpo 12,4 1,6
168 520424 3. den po 1.- 4. den po 19,44 1,42
183 496105 3. den po 1.-4.denpo 12,4 1,74
191 605924 3. den po 1.- 4. den po 14,4 1,58
192 735131 3. den po 1.-4.denpo 16,3 1,46
234 460121 3. den po 1. - 4. den po 19,3 1,54
235 650521 3. den po 1.-4. den po 12,9 1,62
243 620310 3. den po 1.-4.den po 13,4 1,47

Zdroj: Vlastni




Cislo vzorku | Identifikator C?gg’%’rgod pog;ig‘é?ny RNA (ng/ul) 2%'8}‘2’;%
251 730603 3. den po 1.-4.den po 16,45 1,36
267 465725 3. den po 1. - 4. den po 12,2 1,69
268 540730 3. den po 1.-4.den po 20 1,69
269 785728 3. den po 1.-4.denpo 19 1,67
281 560927 3. den po 1.-4.den po 15 1,49
290 871008 3. den po 1.-4.den po 35,8 1,53
299 741217 3. den po 1.-4.den po 15,7 1,52
311 581231 3. den po 1.-4. den po 23,2 1,58
312 515512 3. den po 1.-4.denpo 19,3 1,58
325 476204 3. den po 1.-4.den po 20,92 1,47
326 580417 3. den po 1.-4.den po 26,2 1,39
340 515512 3. amb. 3. amb. 34,3 1,3
349 871008 3. amb. 3. amb. 20,3 1,49
351 580417 3. amb. 3. amb. 14,5 1,35
354 720509 3. amb. 3. amb. 30,7 1,39
355 476204 3. amb. 3. amb. 17,6 1,41
356 780803 3. amb. 3. amb. 30,5 1,44
357 456008 3. amb. 3. amb. 15,5 1,46
383 575215 3. amb. 3. amb. 21,8 1,36
389 435819 3. amb. 3. amb. 11,1 1,4
403 565717 3. amb. 3. amb. 10,13 1,39
429 571005 3. amb. 3. amb. 17,7 1,15
445 641103 3. amb. 3. amb. 19,7 2,55
457 515630 3. amb. 3. amb. 22,1 1,43
475 935373 3. amb. 3. amb. 15,5 1,35
494 526008 3. amb. 3. amb. 13,6 1,22
500 706214 3. amb. 3. amb. 17,7 1,3
507 625409 3. amb. 3. amb. 20,9 1,32
525 455525 3. amb. 3. amb. 17 1,36
526 430613 3. amb. 3. amb. 39,2 1,32
549 720706 3. amb. 3. amb. 19,32 1,47
560 585507 3. amb. 3. amb. 37,8 1,5
561 470913 3. amb. 3. amb. 23,1 1,63
592 750204 3. amb. 3. amb. 18,7 1,6
593 630601 3. amb. 3. amb. 9 1,59
600 515906 3. amb. 3. amb. 11,6 1,36
620 460507 3. amb. 3. amb. 10,4 1,67
629 610407 3. amb. 3. amb. 18,1 1,63
630 420503 3. amb. 3. amb. 18,7 1,61
632 586213 3. amb. 3. amb. 23,1 1,62
636 740110 3. amb. 3. amb. 14,6 1,59
648 450608 3. amb. 3. amb. 14,6 1,46

Zdroj: Vlastni




Cislo vzorku | Identifikator C?gg’%’rgod pog;ig‘é?ny RNA (ng/ul) 2%'8}‘2’;%
649 760722 3. amb. 3. amb. 15,5 1,5
673 555211 3. amb. 3. amb. 16,2 1,34
682 550325 3. amb. 3. amb. 12,7 1,33
690 756128 3. amb. 3. amb. 11,5 1,53
692 480228 3. amb. 3. amb. 9,3 1,62
693 710531 3. amb. 3. amb. 9,2 1,3
16 415104 3. den po 1.-4.den po 33,1 1,51
62 700919 3. den po 1.-4. den po 11,6 1,49
217 845709 3. den po 1.-4.denpo 12,8 1,49
338 780803 3. den po 1.-4.den po 30 1,43
339 720509 3. den po 1.-4.den po 31,8 1,38
366 465720 3. den po 1. - 4. den po 21,7 1,46
374 575215 3. den po 1. - 4. den po 17,31 1,54
379 435819 3. den po 1.-4.denpo 26,1 1,34
399 595211 3. den po 1. - 4. den po 28,48 1,21
414 700919 3. den po 1.-4.den po 24,9 0,74
418 571005 3. den po 1.-4.denpo 29,1 1,6
424 821202 3. den po 1.- 4. den po 5,3 1,49
434 641103 3. den po 1.-4.denpo 18,26 1,41
443 515630 3. den po 1.- 4. den po 17,7 1,44
455 715713 3. den po 1.-4.den po 25,8 1,42
456 530717 3. den po 1. - 4. den po 21,1 1,54
483 706214 3. den po 1.- 4. den po 25,9 1,27
487 625409 3. den po 1.-4.denpo 11,4 1,18
498 430613 3. den po 1. - 4. den po 28 1,17
509 455525 3. den po 1.-4.den po 29,2 1,39
510 485523 3. den po 1. - 4. den po 22,9 1,47
523 451006 3. den po 1.-4.den po 11,4 1,43
534 720706 3. den po 1.-4.denpo 40,73 1,37
535 470913 3. den po 1.-4.den po 22,41 1,36
540 520615 3. den po 1.- 4. den po 20 1,44
547 585507 3. den po 1. - 4. den po 32,71 1,46
559 630601 3. den po 1.-4. den po 19,9 1,62
578 640507 3. den po 1.-4.denpo 32,3 1,56
587 460507 3. den po 1. - 4. den po 41,5 1,51
588 515906 3. den po 1.- 4. den po 20,5 1,6
598 610407 3. den po 1. - 4. den po 12,8 1,51
611 740110 3. den po 1.- 4. den po 14,9 1,35
612 586213 3. den po 1.-4.denpo 23 1,4
616 420503 3. den po 1. - 4. den po 11,1 1,41
628 760722 3. den po 1.-4. den po 14,7 1,6
641 450608 3. den po 1.-4.den po 29,9 1,65

Zdroj: Vlastni




Cislo vzorku | Identifikator C?gg’%’rgod pog;ig‘é?ny RNA (ng/ul) 2%'8}‘2’;%
655 555211 3. den po 1.-4.den po 27,8 1,38
660 710531 3. den po 1.-4.denpo 24,7 1,39
668 550325 3. den po 1.-4.den po 14,4 1,39
675 756128 3. den po 1.-4.denpo 12,3 0,89
684 480228 3. den po 1.-4.den po 14,5 1,53
698 555809 3. den po 1.-4.den po 8,5 1,67
709 545124 3. den po 1.-4.den po 15,5 1,43
713 556001 3. den po 1.-4. den po 11 2,05
717 790407 3. den po 1.-4.denpo 32,5 1,87
721 555408 3. den po 1.-4.den po 14,3 1,55
27 886013 4. amb. 4. amb. 42,5 1,42
76 700919 4. amb. 4. amb. 14,4 1,72
118 415104 4. amb. 4. amb. 28,1 1,44
136 481004 4. amb. 4. amb. 11,2 1,64
138 325308 4. amb. 4. amb. 25,4 1,61
176 545531 4. amb. 4. amb. 17,2 1,4
205 506120 4. amb. 4. amb. 19,3 1,54
246 461120 4. amb. 4. amb. 17,82 1,47
252 420315 4. amb. 4. amb. 23,27 1,35
254 480404 4. amb. 4. amb. 14,26 1,45
266 520424 4. amb. 4. amb. 10,9 1,77
270 686020 4. amb. 4. amb. 15,5 1,74
300 735131 4. amb. 4. amb. 18,9 1,35
315 465725 4. amb. 4. amb. 17,3 1,51
370 825811 4. amb. 4. amb. 45,53 1,43
347 741217 4. amb. 4. amb. 13,5 1,4
359 720509 4. amb. 4. amb. 19,5 1,73
360 616130 4. amb. 4. amb. 16,9 1,42
364 460121 4. amb. 4. amb. 20,1 1,41
368 650521 4. amb. 4. amb. 22,82 1,44
392 581231 4. amb. 4. amb. 11,1 1,3
393 515512 4. amb. 4. amb. 44,5 1,5
394 495711 4. amb. 4. amb. 25,7 1,33
397 456008 4. amb. 4. amb. 17,9 1,4
402 560927 4. amb. 4. amb. 24,05 1,42
405 780803 4. amb. 4. amb. 21,52 1,44
406 476204 4. amb. 4. amb. 14,03 1,43
407 580417 4. amb. 4. amb. 22,61 1,61
409 616130 4. amb. 4. amb. 32,7 1,39
430 435819 4. amb. 4. amb. 18,65 1,2
438 871008 4. amb. 4. amb. 33,56 1,44
464 540730 4. amb. 4. amb. 20,1 1,29

Zdroj: Vlastni




Cislo vzorku | Identifikator C?gg’%’rgod pog;ig‘é?ny RNA (ng/ul) 2%'8}‘2’;%
466 785728 4. amb. 4, amb. 23,7 1,36
467 571005 4. amb. 4. amb. 45 1,33
479 641103 4. amb. 4. amb. 18 1,26
490 515630 4. amb. 4. amb. 19,8 1,45
511 565717 4. amb. 4. amb. 15,6 1,38
536 935373 4. amb. 4, amb. 57,35 2,11
562 526008 4. amb. 4. amb. 23 1,46
564 706214 4. amb. 4. amb. 16,3 1,43
589 455525 4. amb. 4. amb. 53,3 1,46
602 430613 4. amb. 4. amb. 31,3 1,45
606 630601 4. amb. 4, amb. 27 1,42
650 470913 4. amb. 4. amb. 17,9 15
661 585507 4. amb. 4. amb. 19,7 1,64
687 750204 4. amb. 4. amb. 10,4 1,59
694 515906 4. amb. 4. amb. 6,9 1,45
700 420503 4. amb. 4, amb. 11,9 1,29
701 586213 4. amb. 4. amb. 20,3 1,35
702 450608 4, amb. 4, amb. 9,2 1,66
703 760722 4. amb. 4. amb. 442 1,36
724 480228 4. amb. 4. amb. 17,2 1,49
726 756128 4, amb. 4, amb. 19,4 1,63
727 720706 4. amb. 4. amb. 31,1 1,63
728 460507 4, amb. 4, amb. 16,7 1,58
729 710531 4. amb. 4, amb. 17,7 1,47
25 876030 4.den po 1.-4.den po 21,4 1,56
182 545531 5. amb. 5. amb. 14,5 1,24
204 700919 5. amb. 5. amb. 15,4 1,49
367 506120 5. amb. 5. amb. 27 1,37
382 735131 5. amb. 5. amb. 17,3 1,29
391 741217 5. amb. 5. amb. 9,2 1,43
401 686020 5. amb. 5. amb. 27,36 1,34
404 465725 5. amb. 5. amb. 24,49 1,41
408 560927 5. amb. 5. amb. 20,33 1,45
410 650521 5. amb. 5. amb. 21,1 1,37
446 581231 5. amb. 5. amb. 28 1,53
447 456008 5. amb. 5. amb. 19,3 1,53
458 515512 5. amb. 5. amb. 24,7 1,37
459 476204 5. amb. 5. amb. 21,6 1,4
460 780803 5. amb. 5. amb. 18,8 1,37
461 580417 5. amb. 5. amb. 20,3 1,32
462 460121 5. amb. 5. amb. 21,7 1,28
465 720509 5. amb. 5. amb. 23 1,36

Zdroj: Vlastni




Cislo vzorku | Identifikator C?gg’%’rgod pog;ig‘é?ny RNA (ng/ul) 2%'8}‘2’;%
478 871008 5. amb. 5. amb. 26,5 1,39
543 571005 5. amb. 5. amb. 47,02 1,45
569 641103 5. amb. 5. amb. 24,4 1,51
580 515630 5. amb. 5. amb. 15,2 1,48
662 935373 5. amb. 5. amb. 22,9 1,55
678 526008 5. amb. 5. amb. 11,8 0,65
683 706214 5. amb. 5. amb. 9,6 1,42
689 470913 5. amb. 5. amb. 17,6 1,53
691 430613 5. amb. 5. amb. 10,5 1,53
730 750204 5. amb. 5. amb. 15,2 1,49
732 585507 5. amb. 5. amb. 12,9 1,53
193 545531 6. amb. 6. amb. 16,2 1,48
463 741217 6. amb. 6. amb. 21,5 1,35
708 470913 6. amb. 6. amb. 13,2 0,84
259 545531 7. amb. 7. amb. 11,6 1.4
369 545531 7. amb. 7. amb. 43,63 1,38
14 415104 po operaci po operaci 21,1 1,43
22 876030 po operaci po operaci 38,8 1,52
30 755421 po operaci po operaci 16,3 1,59
32 340103 po operaci po operaci 27,5 1,42
35 481004 po operaci po operaci 23 1,42
40 350428 po operaci po operaci 32 1,34
49 480521 po operaci po operaci 23,6 1,42
55 505329 po operaci po operaci 21,5 1,5
60 700919 po operaci po operaci 50,5 1,46
68 445123 po operaci po operaci 17,4 1,51
69 615630 po operaci po operaci 39,1 1,5
81 820811 po operaci po operaci 52,3 1,55
82 480404 po operaci po operaci 194 1,6
95 461120 po operaci po operaci 18,9 1,68
96 471104 po operaci po operaci 50,4 1,53
109 700506 po operaci po operaci 40,5 1,43
115 506120 po operaci po operaci 18,2 1,41
122 825811 po operaci po operaci 13,9 1,44
124 750526 po operaci po operaci 17,5 1,58
127 385309 po operaci po operaci 19,5 1,47
140 565721 po operaci po operaci 59,7 1,51
142 545531 po operaci po operaci 26,9 1,63
147 680930 po operaci po operaci 16,8 0,63
151 420315 po operaci po operaci 11,4 1,44
158 686020 po operaci po operaci 20,3 1,47
164 520424 po operaci po operaci 24,75 1,62

Zdroj: Vlastni




Cislo vzorku | Identifikator C?gg’%’rgod pog;ig‘é?ny RNA (ng/ul) 2%'8}‘2’;%
180 496105 po operaci po operaci 13,5 1,41
186 605924 po operaci po operaci 13,5 1,93
188 735131 po operaci po operaci 12,1 1,69
207 401109 po operaci po operaci 21,2 1,42
212 755621 po operaci po operaci 24,4 1,48
214 845709 po operaci po operaci 15,3 1,45
219 616130 po operaci po operaci 15,4 1,41
228 460121 po operaci po operaci 18,2 1,56
229 650521 po operaci po operaci 12,8 1,44
241 620310 po operaci po operaci 9,7 1,48
249 730603 po operaci po operaci 25,1 1,36
257 465725 po operaci po operaci 14,8 1,25
262 540730 po operaci po operaci 19,8 1,33
263 785728 po operaci po operaci 15,7 1,75
279 560927 po operaci po operaci 11,9 1,35
288 871008 po operaci po operaci 10,3 1,64
294 456008 po operaci po operaci 23,4 1,48
295 741217 po operaci po operaci 12,7 1,54
306 515512 po operaci po operaci 65,7 1,38
320 476204 po operaci po operaci 18,92 1,45
322 580417 po operaci po operaci 16,18 1,54
333 780803 po operaci po operaci 22,5 1,51
335 720509 po operaci po operaci 15,6 1,5
363 465720 po operaci po operaci 25,6 1,48
372 575215 po operaci po operaci 15,15 1,59
376 435819 po operaci po operaci 23,06 1,38
396 595211 po operaci po operaci 12,7 1,41
412 700919 po operaci po operaci 13,6 1,32
416 571005 po operaci po operaci 29,4 1,6
421 821202 po operaci po operaci 6,9 1,52
426 881161 po operaci po operaci 24,4 1,51
432 641103 po operaci po operaci 13,78 1,06
441 515630 po operaci po operaci 15 1,62
450 715713 po operaci po operaci 20,5 1,44
453 530717 po operaci po operaci 50,3 1,49
469 935373 po operaci po operaci 31,4 1,4
474 526008 po operaci po operaci 26,3 1,39
481 706214 po operaci po operaci 14 1,25
485 625409 po operaci po operaci 15 1,27
496 430613 po operaci po operaci 30,9 1,42
503 455525 po operaci po operaci 15,1 1,31
506 485523 po operaci po operaci 24,2 1,26
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Cislo vzorku | Identifikator C?gg’%’rgod pog;ig‘é?ny RNA (ng/ul) 2%'8}‘2’;%
515 575126 po operaci po operaci 21,5 1,44
521 451006 po operaci po operaci 26,3 1,41
529 720706 po operaci po operaci 39,6 1,34
531 470913 po operaci po operaci 16,2 1,42
538 520615 po operaci po operaci 19,82 1,39
545 585507 po operaci po operaci 12,64 1,52
554 915404 po operaci po operaci 31 1,47
556 630601 po operaci po operaci 36 1,42
566 435119 po operaci po operaci 23,1 1,48
568 750204 po operaci po operaci 17,3 1,48
576 640507 po operaci po operaci 31 1,47
582 460507 po operaci po operaci 33,6 1,58
596 610407 po operaci po operaci 16,8 1,45
607 586213 po operaci po operaci 39,8 1,38
609 740110 po operaci po operaci 22,1 1,39
614 420503 po operaci po operaci 8,5 1,23
626 760722 po operaci po operaci 38,6 1,4
634 715922 po operaci po operaci 22 1,52
638 450608 po operaci po operaci 29 1,47
646 585115 po operaci po operaci 25,1 1,42
653 555211 po operaci po operaci 12,6 1,44
657 710531 po operaci po operaci 9,6 1,56
666 550325 po operaci po operaci 6,1 1,42
671 756128 po operaci po operaci 10,7 1,4
680 480228 po operaci po operaci 11,3 1,29
696 555809 po operaci po operaci 6,4 1,44
706 545124 po operaci po operaci 16,2 1,3
711 556001 po operaci po operaci 17,4 1,83
715 790407 po operaci po operaci 11,1 2,1
719 555408 po operaci po operaci 10 1,65

2 325308 po operaci po operaci 21,2 1,6
6 886013 po operaci po operaci 21,4 1,58
29 755421 pted operaci | pted operaci 17,8 1,55
31 340103 pied operaci | pied operaci 17,9 1,7
34 481004 pred operaci | pted operaci 17,8 1,41
48 480521 pred operaci | pied operaci 19,9 1,34
54 505329 pred operaci | pted operaci 25,7 1,45
59 700919 pted operaci | pted operaci 23,2 1,57
66 445123 pied operaci | pied operaci 12,7 1,49
67 615630 pred operaci | pted operaci 11,4 1,48
79 820811 pted operaci | pied operaci 26,5 1,69
80 480404 pred operaci | pted operaci 12,9 1,61
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Cislo vzorku | Identifikator C?gg’%’rgod pog;ig‘é?ny RNA (ng/ul) 2%'8}‘2’;%
93 461120 pied operaci | pied operaci 20,6 1,52
94 471104 pred operaci | pted operaci 17,8 1,52

114 506120 pied operaci | pted operaci 25,1 1,45
121 825811 pied operaci | pied operaci 46,4 1,56
123 750526 pred operaci | pied operaci 11,4 1,44
139 565721 pied operaci | pied operaci 45,3 1,5
141 545531 pred operaci | pted operaci 23,1 1,52
146 385309 pted operaci | pted operaci 13,1 1,48
150 420315 pied operaci | pied operaci 13,2 1,6
179 496105 ptred operaci | pied operaci 12,5 1,37
185 605924 pied operaci | pied operaci 12,4 1,56
187 735131 pred operaci | pted operaci 24,6 1,55
196 495711 pted operaci | pted operaci 18,3 1,46
206 401109 pied operaci | pied operaci 21,3 141
226 460121 pred operaci | pted operaci 22,4 1,45
227 650521 pied operaci | pied operaci 16,8 1,5
240 620310 pred operaci | pted operaci 13,4 1,49
248 730603 pied operaci | pted operaci 17,37 1,48
256 465725 pied operaci | pied operaci 16 1,45
260 540730 pred operaci | pted operaci 15,1 1,34
261 785728 pied operaci | pied operaci 16,6 1,44
278 560927 pred operaci | pted operaci 10 1,34
287 871008 pied operaci | pted operaci 22,6 1,57
292 456008 pied operaci | pied operaci 18,9 1,45
293 741217 pred operaci | pted operaci 14,2 1,49
303 581231 pted operaci | pted operaci 32,9 1,37
305 515512 pred operaci | pted operaci 33,6 1,42
319 476204 pied operaci | pted operaci 18,14 1,61
321 580417 pied operaci | pied operaci 23,9 1,6
332 780803 pred operaci | pted operaci 12,1 2,37
334 720509 pied operaci | pied operaci 42,3 1,09
352 881023 pred operaci | pted operaci 33,2 1,46
362 465720 pted operaci | pted operaci 12,5 1,48
371 575215 pied operaci | pied operaci 14,41 1,46
375 435819 pred operaci | pted operaci 18,48 1,36
385 565717 pred operaci | pied operaci 40,8 1,35
395 595211 pred operaci | pted operaci 9,9 1,35
411 700919 pted operaci | pted operaci 14,8 1,43
415 571005 pied operaci | pied operaci 23 1,6
420 821202 pred operaci | pted operaci 10,9 1,41
425 881161 pted operaci | pied operaci 13,2 1,45
431 641103 pred operaci | pted operaci 21,61 1,4

Zdroj: Vlastni




Cislo vzorku | Identifikator C?gg’%’rgod pog;ig‘é?ny RNA (ng/ul) 2%'8}‘2’;%
440 515630 pied operaci | pied operaci 24,44 1,65
449 715713 pred operaci | pted operaci 20,8 1,48
452 530717 pied operaci | pted operaci 29,4 1,43
468 935373 pied operaci | pied operaci 22,5 1,29
480 706214 pred operaci | pted operaci 13 1,37
484 625409 pied operaci | pied operaci 19,9 1,29
495 430613 pred operaci | pted operaci 25,6 1,18
502 455525 pted operaci | pred operaci 25,7 1,29
504 485523 pied operaci | pied operaci 12 1,22
514 575126 pred operaci | pted operaci 23,7 1,55
520 451006 pied operaci | pied operaci 11,1 1,34
528 720706 pred operaci | pted operaci 13,2 1,39
530 470913 pted operaci | pted operaci 25 1,37
537 520615 pied operaci | pied operaci 43,14 1,34
544 585507 pred operaci | pted operaci 23,14 1,44
553 915404 pied operaci | pied operaci 13,5 1,35
555 630601 pred operaci | pted operaci 23 1,46
565 435119 pied operaci | pted operaci 17,3 1,41
567 750204 pied operaci | pied operaci 34,4 1,39
575 640507 pred operaci | pted operaci 17 1,4
581 460507 pied operaci | pied operaci 27,9 1,72
583 515906 pred operaci | pted operaci 17,4 1,79
595 610407 pied operaci | pted operaci 22,2 1,41
604 740110 pied operaci | pied operaci 29 1,43
605 586213 pred operaci | pted operaci 32 1,45
613 420503 pted operaci | pted operaci 12,1 1,43
625 760722 pred operaci | pted operaci 16,8 1,76
633 715922 pied operaci | pted operaci 29,3 1,5
637 450608 pied operaci | pied operaci 18,6 1,66
645 585115 pred operaci | pted operaci 15,5 1,51
652 555211 pred operaci | pied operaci 38,4 1,44
656 710531 pred operaci | pted operaci 17,4 1,46
665 550325 pted operaci | pted operaci 6,7 1,5
670 756128 pied operaci | pied operaci 6,5 1,36
679 480228 pred operaci | pted operaci 19,1 1,47
695 555809 pred operaci | pied operaci 19,5 1,51
705 545124 pred operaci | pted operaci 14,1 0,81
710 556001 pted operaci | pted operaci 15,7 1,82
714 790407 pied operaci | pied operaci 12,3 1,69
718 555408 pred operaci | pted operaci 111 1,48

13 415104 pted operaci | pied operaci 39,2 1,52
21 876030 pred operaci | pted operaci 22,4 1,67

Zdroj: Vlastni




Cislo vzorku | Identifikator C?gg’%’rgod pog;ig‘é?ny RNA (ng/l)| S0

39 350428 pied operaci | pied operaci 24,4 1,43
108 700506 pred operaci | pted operaci 33,9 1,64
157 686020 pied operaci | pted operaci 25,5 1,57
163 520424 pied operaci | pied operaci 34,66 1,63
211 755621 pred operaci | pted operaci 24,4 1,5
213 845709 pied operaci | pied operaci 16 1,55
218 616130 pred operaci | pted operaci 11,9 1,52

1 325308 pted operaci | pted operaci 28,8 1,62

5 886013 pied operaci | pied operaci 19,2 1,52
341 581231 24,2 1,36

Zdroj: Vlastni
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