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ANOTACE 

Nekódující RNA, mezi něž patří i miRNA, jsou předmětem výzkumu s cílem jejich 

použití jako biomarkerů pro odlišení fyziologického od patologického stavu lidského 

organismu. To vedlo k potřebě jejich účinné izolace z komplexních biologických vzorků za 

účelem jejich následné detekce. 

Tato diplomová práce se zabývá izolací miRNA pomocí TiO2 mikrosfér z biologických 

vzorků představujících buňky a sérum. Hlavní úkol spočíval v zavedení možnosti izolace 

miRNA z lidského séra pomocí TiO2 mikrosfér. K tomu bylo nutné provést několik 

optimalizačních kroků v již známém protokolu s cílem minimalizovat působení RNas při 

zachování účinnosti izolace, které je běžně dosahováno např. u buněčného lyzátu. Samotné 

vyšetření séra je oproti cytologickému vyšetření např. biopsii mnohem méně invazivní, což 

umožňuje nejen diagnostiku v počátku onemocnění, ale také možnost průběžného sledování 

stavu pacienta. Dále byla zkoumána kompatibilita optimalizovaného izolačního postupu 

s detekcí pomocí polymerázové řetězové reakce, která se pro detekci miRNA využívá z důvodu 

vysoké citlivosti. Metoda s vysokou citlivostí je zapotřebí kvůli přirozeně nízké koncentraci 

miRNA v biologických vzorcích.  

Tato metoda izolace miRNA pomocí TiO2 mikrosfér a následné detekce pomocí 

polymerázové řetězové reakce by mohla potencionálně sloužit pro sledování změn v expresi 

miRNA v sérech pacientů. Na základě změn exprese miRNA by docházelo k včasnému 

odhalení rakovinného onemocnění bez nutnosti odběru tkáně.  

 

KLÍČOVÁ SLOVA 

RNA, miRNA, izolace RNA, TiO2 mikrosféry, extrakce na pevné fázi, extrakce kapalina-

kapalina, gelová elektroforéza, polymerázová řetězová reakce 

  



TITLE  

Optimization of miRNA isolation from biological material using TiO2 microspheres 

 

ANNOTATION 

The non-coding RNAs, including microRNAs, are researched with the aim to use them 

as biomarker to distinguish physiological and pathological conditions of the human organism. 

Because of this, there is a greater demand for efficiency of their isolation from complex 

biological samples for a purpose of their subsequent detection.  

This diploma thesis deals with the isolation of miRNAs from biological samples such 

as cells and serum with the use of TiO2 microspheres. The main task was to implement a method 

with the option of miRNAs isolation from human serum. For that, it was necessary to optimize 

steps of an already established protocol to minimize the effect of RNases, while maintaining 

the isolation efficiency, commonly achieved, for example with a cell lysate. The collection 

process for serum samples is much less invasive in comparison to cytological samples (biopsy). 

This provides, not only the possibility of an early diagnosis at the beginning stage of the disease 

but also the chance to monitor the pacient´s conditions continuously. Next, the compatibility of 

the optimized isolation procedure with the polymerase chain reaction was studied. This method 

is used for miRNAs detection because of its sensitivity. A method with hight sensitivity is 

necessary to use due to the naturally low concentration of miRNAs in biological samples. 

This miRNAs isolation method using TiO2 microspheres and subsequent detection by 

polymerase chain reaction has a great potential for the observation of the changes in miRNAs 

expression in patient´s serum. With accurate and reliable data about the changes in miRNAs 

expression, the cancer disease would be detect in time without the need for tissue collection.  

 

KEY WORDS 

RNA, miRNA, biomarker, RNA isolations, TiO2 microspheres, solid phase extraction, liquid-
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0 Úvod 

S neustálým rozvojem moderní medicíny je kladen důraz na používání biomarkerů. 

Diagnostické biomarkery slouží k indikaci stavu organismu, zejména pro rozlišení normálního 

a patologického stavu organismu. Jinými typy biomarkerů lze získat i podrobnější informace. 

Prognostické biomarkery slouží k předpovědi recidivity patologického stavu a prediktivní 

slouží k předpovědi reakce pacienta na léčbu. Zároveň se začíná hledat způsob co možná 

nejméně invazivního testování. V tomto ohledu vyhovuje testování z lidské krve či séra. 

Dochází k objevení nových druhů krátkých ribonukleových kyselin (sncRNA) řadících se mezi 

nekódující ribonukleové kyseliny (ncRNA). I přes to, že nenesou genetickou informaci 

přepisovanou do proteinu zastávají významné role v regulaci mnoha procesů v lidském těle. 

Jejich koncentrace je proměnná podle aktuálního stavu organismu. Proto se začíná uvažovat o 

scnRNA jako potencionálních kandidátech na biomarkery. Použití mikro ribonukleových 

kyselin (miRNA) jako biomarkerů je zajímavé hlavně kvůli jejich širokým regulačním 

schopnostem a proměnným koncentracím mezi patologickým a normálním stavem 

způsobených odlišnou expresí. Z tohoto důvodu vzrůstá potřeba jejich účinné a rychlé izolace 

z lidského séra, plazmy či buněk a následné spolehlivé detekce. 

Existuje řada různých druhů izolačních i detekčních metod. V této práci byla používána 

metoda izolace miRNA na pevnou fázi za pomoci mikrosfér z oxidu křemičitého (TiO2) při 

uspořádání částic v roztoku. Částice byly z roztoku separovány centrifugací. Jako detekční 

metoda byla zvolena gelová elektroforéza v polyakrylamidovém gelu. V gelu byly 

ribonukleové kyseliny (RNA) následně detekovány pomocí barviva SYBR Green II RNA Gel 

Stain. Další použitou detekční metodou byla polymerázová řetězová reakce (PCR). Vzorky 

RNA jsou velmi citlivé na rozložení RNasami. Čím déle RNasy působí na vzorek RNA, tím je 

RNA více rozložená, což je nežádoucí.  Z tohoto důvodu jsme se zaměřili zejména na zkrácení 

některých inkubačních kroků a urychlení procesu izolace. Dále jsme se zaměřili na optimalizaci 

izolace miRNA ze séra, kde jsme měli za cíl eliminovat působení RNas za pomoci přídavků 

specifických látek. 
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1 Teoretická část 

1.1 Nukleové kyseliny  

Nukleové kyseliny (NK) patří mezi biologické makromolekuly spolu s proteiny, 

sacharidy a tuky. Všechny tyto makromolekuly jsou nezbytné pro fungování mnoha procesů 

v lidském těle. NK se skládají z nukleotidových podjednotek a rozdělují se na dvě skupiny, a 

to na deoxyribonukleovou kyselinu (DNA) a na RNA (Sims a kol., 2012). Ve své primární 

struktuře obsahuje DNA genetickou informaci, která se předává z generace na generaci. Podle 

vzoru DNA vzniká následně RNA, která slouží jako vzor pro syntézu proteinů.  

V každé buňce vzniká řada druhů RNA. Mezi druhy RNA je například mediátorová 

ribonukleová kyselina (mRNA), která vzniká přepisem genetické informace z úseku DNA a 

slouží jako vzor pro syntézu bílkovin. Dalšími základními typy, kterými jsou produkty jiných 

sekvencí DNA, a již nejsou kódující, jsou například ribozomální (rRNA) nebo transferová 

ribonukleová kyselina (tRNA). Do dvou hlavních skupin se dělí ncRNA podle délky na 

sncRNA s méně jak 200 nukleotidy v řetězci a na dlouhé nekódující RNA (lncRNA) s více jak 

200 nukleotidy. Mezi krátké patří zejména miRNA a krátká interferující RNA (siRNA). 

1.1.1 Centrální dogma 

Základní myšlenku molekulární genetiky zastává centrální dogma viz Obrázek č. 1. 

Jedná se o biologický postulát, který vznikl po roce 1950. Hlavní myšlenkou centrálního 

dogmatu je uložení genetické informace v DNA. Dále určuje tok genetické informace a tím i 

vztahy mezi NK a proteiny. Výchozí molekulu zde představuje DNA, ze které je syntetizována 

molekula RNA procesem transkripce. Z RNA je následně syntetizován protein procesem 

translace. Další tok genetické informace představuje replikace DNA. Je to proces, kdy je DNA 

duplikována a předána další generaci v nezměněné formě (Gillings a Westoby, 2019). Dalším 

základním procesem je reverzní transkripce, kterým je genetická informace přepisována z RNA 

do DNA. Tento proces byl objeven na základě objevení reverzní traskriptasy. Reverzní 

transkriptasa se vyskytuje jak u prokaryot, tak u eukaryot. Odhaduje se, že až třetina našeho 

genomu pochází z reverzní transkripce (Shapiro, 2009). V dnešní době jsou k centrálnímu 

dogmatu vloženy nové kroky, které zahrnují další předávání genetické informace. Jedná se o 

možnost získání sekvence DNA a jejího následného uložení v databázích. Dále je možnost 

zpětně tuto DNA uměle syntetizovat. Rozšíření centrálního dogmatu s sebou nese do budoucna 
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výhody, ale i určitá rizika (Gillings a Westoby, 2019). Výhoda spočívá ve využití získaných 

informací v oblasti medicíny a zemědělství. Riziko představují geneticky modifikované 

organismy. Navzdory snaze o jejich kontrolu se mohou dostat do přirozených ekosystémů a 

svou přítomností narušit jeho přirozené fungování (Dana a kol., 2012). 

 

 

Obrázek č. 1: Centrální dogma, převzato a upraveno z (Gillings a Westoby, 2019).  

1.1.2 Ribonukleové kyseliny 

Všestrannými přírodními makromolekulami jsou RNA. Ve své lineární sekvenci 

uchovávají velké množství informací, včetně informace o stavbě proteinu a informace o jejich 

složení do specifické struktury. Specifická struktura umožňuje vykonávání velmi důležitých a 

rozmanitých funkcí v buňkách organismů (Blackburn a kol., 2006). Chemicky je RNA velmi 

podobná DNA, skládá se z kostry obsahující cukr a fosfát a ze čtyř odlišných bází představující 

adenin (A), cytosin (C), guanin (G) a uracil (U) (Ramos a Laederach, 2014). Uracil je v DNA 

nahrazen (T) thyminem (Jonsson a kol., 1996). 

1.1.3 Struktura a vznik RNA 

Nukleotidy se skládají z pěti-uhlíkatého cukru ribosy, fosfátu a dusíkaté báze. V případě 

RNA se jedná o A, G, C a U (Minchin a Lodge, 2019, Westhof a Auffinger, 2006). Jednotlivé 

nukleotidy jsou k sobě vázané fosfodiesterovou vazbou (Westhof a Auffinger, 2006). Tato 

vazba spočívá ve vazbě fosfátu na ribosu v její poloze uhlíku 3 a 5. Fosfát a ribosa tvoří základní 

kostru molekuly. Tato kostra na jednom konci obsahuje fosfát, který se označuje jako 5´ konec 
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a na druhém konci se nachází hydroxylová skupina ribosy a představuje 3´ konec. Dusíkatá 

báze se váže na ribosu v poloze jejího prvního uhlíku viz Obrázek č. 2 (Minchin a Lodge, 2019). 

 

 

Obrázek č. 2: Struktura RNA, převzato a upraveno z (Minchin a Lodge, 2019). 

 

Primární struktura RNA je tvořena sekvencí nukleotidů. Sekundární strukturu 

představují oblasti párování bází vlastního řetězce a vytváření dvouvláknových RNA duplexů, 

šroubovic, které jsou místy narušeny jednovláknovou strukturou (Westhof a Auffinger, 2006). 

Sekundární struktura se dělí do čtyř útvarů: šroubovice, smyčky, křížení a boule. Smyčky, 

křížení a boule představují nepárující se jednovláknové úseky zakončené duplexy (Tinoco a 

Bustamante, 1999). Útvary jsou na Obrázku č. 3.  

 

 

Obrázek č. 3: Útvary sekundární struktury RNA: a) křížení, b) intramolekulární smyčky, c) boule, d) vlásenka, 

převzato a upraveno z (Gan a kol., 2003). 

 

Šroubovice RNA je na Obrázku č. 4 a). Šroubovice jsou většinou typu A s jedenácti 

nukleotidy na otáčku a utváří specifické struktury, jako jsou velký a malý žlábek (Blackburn a 

kol., 2006). Terciární strukturu představuje další skládání sekundární struktury v třírozměrném 

prostoru. Příklad třírozměrné struktury je na Obrázku č. 4 b). Řetězce spolu interagují slabými 

vazebnými interakcemi, zejména Van der Wallsovými silami (Westhof a Auffinger, 2006). 

Terciární struktura, do které se skládají některé RNA molekuly, je důležitá pro jejich 

biologickou funkci (Conn a Draper, 1998). Specifickou terciární třírozměrnou strukturu mají 
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například tRNA a rRNA. Tato třírozměrná struktura spočívá v tzv. koaxiálním skládání 

krátkých úseků RNA. Jedná se o interakci dvou přilehlých smyček. Stabilitu terciární struktury 

zlepšují interagující ionty kovů, nejčastěji to jsou ionty hořečnaté a draselné. Ionty s RNA 

interagují několika způsoby. Buď ionty upraví náboj kostry RNA vlákna, která je negativně 

nabitá a způsobí vetší přitažlivost dvou vláken RNA nebo s RNA ionty interagují 

prostřednictvím molekul vody (Blackburn a kol.,2006).  

 

 

Obrázek č. 4: Příklad struktury RNA: a) sekundární, b) terciální (konkrétně tRNA), převzato a upraveno z (Westhof a 

Auffinger, 2006). 

 

V molekule RNA se vyskytuje párování typu Watson-Crick, C se páruje s G a U se 

páruje s A (Westhof a Auffinger, 2006, Ramos a Laederach, 2014). Párování bází se ve většině 

případů vyskytuje v těchto formách. V RNA molekulách se ale také mohou vyskytovat 

speciální typy párování bází jako je například párování G s U nebo G s A (Blackburn a kol., 

2006).  

Ve struktuře RNA často dochází k modifikacím dusíkatých bází. K modifikacím bází 

dochází jak u kódujících, tak hojně i u nekódujících. Modifikace se mohou objevovat uvnitř 

řetězce, ale i na bázích vyskytujících se na koncích řetězce přidaných posttranskripční úpravou. 

Nejčastější vnitřní modifikovanou bází mRNA a obecně lncRNA je N6-methyladenin 

(Roundtree a kol., 2017). Dalšími modifikovanými bázemi, které se vyskytují v mRNA, jsou 

N7-methylguanin (v čepičce) a 5-methylcytosin. V ribosomální RNA se velmi často vyskytuje 

modifikovaná báze pseudouridin. Jednou z RNA, která obsahuje modifikované báze hojně je 

tRNA. Může obsahovat okolo 15 až 25 % modifikovaných bází. Příkladem modifikovaných 
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bází v tRNA jsou: 5-methoxykarbonylmethyluridin, 5-methoxykarbonylmethyl-2-thiouridin, 

N6-isopentenyladenosin (Wang a He, 2014). Chemické modifikace mají vliv na výslednou 

strukturu dané RNA nebo pomáhají k interakci s některými vazebnými proteiny. Jejich 

přítomnost je dynamická, což znamená, že je proměnná v závislosti na podmínkách prostředí 

(Nachtergaele a He, 2017). 

Proces vzniku RNA začíná transkripcí, která spočívá v tom, že z molekuly DNA je 

syntetizována RNA za účasti RNA polymerasy, která vlákno RNA syntetizuje od 5´ konce k 3´ 

konci. Pro spuštění transkripce, musí RNA polymerasa najít na vlákně DNA promotorovou 

sekvenci (Blackburn a kol., 2006). Promotor se skládá z repetitivní sekvence TATA-box 

(opakující se sekvence TA) nebo z další sekvence označované jako CCAAT-box (Kitazawa a 

kol., 1998). Vytvoří se transkripční bublina a následně heteroduplex RNA s DNA. To znamená, 

že jedno vlákno představuje původní DNA vzor a druhé vlákno napojené na vzor je nově 

syntetizovaná RNA. Pokud RNA polymerasa zaznamená na vlákně DNA sekvenci 

označovanou jako terminátor, dojde k ukončení transkripce (Minchin a Lodge, 2019). Po 

transkripci RNA není funkční a musí být upravena (Blackburn a kol., 2006). Úpravy představují 

tři hlavní kroky: navázání čepičky, navázání polyadenylového ocásku a sestřih. Ze všeho 

nejdříve dochází k vazbě čepičky na 5´ konec. Reakce probíhá již při transkripci, při odhalení 

5´ konce RNA. Na koncový nukleotid je 5´-5´ vazbou připojen methylovaný guanosintrifosfát. 

Čepička chrání molekulu RNA před 5´ exonukleasami (Proudfoot a kol., 2002).   

Druhým krokem je polyadenylace neboli vytváření polyadenylového ocásku. Jeho 

formování je určeno specifickou sekvencí poblíž 3´ konce RNA. Specifická sekvence se skládá 

z AAUAAA. Dochází ke štěpení vlákna RNA v místě za specifickou sekvencí a pomocí 

enzymu poly-A polymerasy jsou ke 3´ konci připojovány adenosinové jednotky (Blackburn a 

kol., 2006).  

Třetím krokem úpravy RNA je sestřih. Na vlákně RNA se nacházejí oblasti kódující 

protein nazývané exony a nekódující oblasti nazývané introny. Cílem sestřihu je nekódující 

oblasti introny z RNA vlákna odstranit (Shafee a Lowe, 2017). Někdy dochází k tzv. 

alternativnímu sestřihu, který zapříčiní vznik většího počtu druhů proteinů z jednoho genu 

(Blackburn a kol., 2006). Samotný sestřih probíhá za pomoci spliceosomů, které rozeznávají 3´ 

a 5´ sestřihové místo. (Conti a kol., 2013). Dochází k propojení 3´ konce s 5´ koncem exonu 

Exony jsou krátké úseky, zatímco introny představují dlouhé úseky sekvence RNA (Blackburn 

a kol., 2006).  

Posledním krokem úpravy je případné odštěpení nekódující koncové části vlákna RNA 

za pomocí RNasy P nebo RNasy III (Blackburn a kol., 2006). U eukaryot je transkripce, a tedy 
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i genová exprese řízena více faktory, a to z důvodu větší složitosti organismu, který se skládá 

z více typů tkání oproti prokaryotickým organismům (Shafee a Lowe, 2017). Probíhá zde také 

regulace genové exprese a úpravy primárního transkriptu, které se u prokaryotních organismů 

nevyskytují (Minchin a Lodge, 2019, Shafee a Lowe, 2017). 

1.2 Druhy RNA a jejich funkce 

Lidský genom obsahuje kolem 20-25 tisíc genů kódujících proteiny, to je pouze 

přibližně 1,2 % z celého lidského genomu (Minchin a Lodge, 2019, Mattick a Makunin, 2006). 

Ostatní nekódující sekvence mohou sloužit jako templát pro vznik tRNA či rRNA a dalších 

ncRNA důležitých pro buněčné procesy (Minchin a Lodge, 2019). 

1.2.1 Kódující RNA 

Jedinou kódující RNA je mRNA. Funkcí mRNA je přenos genetické informace. Kóduje 

tedy proteinovou sekvenci, která představuje pořadí aminokyselin v proteinovém řetězci 

(Ralser, 2014). Vzniká procesem transkripce a následnými posttranskripčními úpravami. Před 

sestřihem se tato RNA nazývá jako prekurzorová mRNA. Z této prekurzorové mRNA se 

nejprve odstraní introny a zbylé exony se spojí (Minchin a Lodge, 2019). Terciální strukturu 

vytvářejí koncové části (UTRs), které se do proteinu nepřekládají (Blackburn a kol., 2006). 

Terciární strukturu představují mimo jiné útvary nazývané G-kvadruplexy, vyskytující se jak 

v oblastech UTRs, tak i mimo ně. Slouží jako vazebné místo pro proteiny vážící se na RNA 

(Soemedi a kol., 2017). Na UTRs závisí účinnost translace, celková stabilita mRNA a je díky 

nim umožněn transport mRNA z jádra do cytoplazmy (Mignone a kol., 2002). Chemické 

modifikace se u mRNA vyskytují ve formě N6-methyladenosinu, inosinu, pseudouridinu, 5-

methylcytidinu, 5-hydroxymethylcytidinu a také N1-methyladenosinu. Tyto modifikace mají 

zásadní roli v párování bází, změně konformace molekuly a schopnosti vázat se s proteiny 

(Harcourt a kol., 2017).  

1.2.2 Nekódující RNA 

Mezi nejznámější ncRNA patří tRNA a rRNA. Struktura tRNA spočívá 

v jednovláknové RNA dlouhé 73 až 90 nukleotidů. Tato jednovláknová RNA se skládá do 

sekundární struktury specifického tvaru jetelového listu. Sekundární struktura obsahuje útvary 

jako je akceptorové rameno, D-rameno, antikodonové rameno neboli antikodon, T-rameno 
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(Ishitani a kol., 2003) a variabilní rameno (Watson a kol., 2019). Antikodon tvoří tři 

nukleotidové báze na konci antikodonového ramena, které slouží k interakci s kodonem. Kodon 

tvoří trojice bází v mRNA (Allnér a Nilsson, 2011). Terciální strukturu představuje složení 

sekundární struktury v prostoru do tvaru L. Skládání se odehrává za vzniku interakcí v centru 

molekuly tRNA, kde spolu interagují variabilní rameno spolu s ramenem D. Tvaru L napomáhá 

interakce mezi D a T-ramenem. Modifikované báze v řetězci tRNA hrají roli při interakcích 

ramen (Ishitani a kol., 2003). K syntéze proteinu je tRNA také zapotřebí (Blackburn a kol. 

2006). Aminokyseliny se váží k tRNA za účasti enzymu aminoacyl-tRNA-syntetasy. 

K určitému druhu tRNA se váže specificky pouze určitý druh aminokyseliny. Selektivní vazbu 

zajišťuje specifita enzymu (Minchin a Lodge, 2019).  

Ribosom se skládá z proteinů a z rRNA. Malá podjednotka obsahuje pouze jedno vlákno 

rRNA 16 Svedberg (S) a velká eukaryotní podjednotka obsahuje dvě menší vlákna rRNA 5,8 S 

a jedno vetší vlákno rRNA 23 S (Allnér a Nilsson, 2011). Malá podjednotka získává informace 

z mRNA a velká podjednotka vytváří vazby mezi jednotlivými aminokyselinami (Minchin a 

Lodge, 2019). 

1.2.3 Dlouhé nekódující RNA 

Do skupiny lncRNA patří RNA molekuly, které dosahují délky více než 200 nukleotidů 

(Röther a Meister, 2011). Tyto lncRNA vznikají transkripcí za pomoci enzymu RNA 

polymerasy II (Wang a kol., 2017, Röther a Meister, 2011). Probíhají zde i stejné 

posttranskripční úpravy (Dhanoa a kol., 2018). Obsahují většinou čepičku, polyA konec a 

dochází u nich i k odstranění intronů, liší se pouze v malém počtu otevřených čtecích rámců 

(Wang a kol., 2017). Jejich funkce závisí na umístění v buňce a jedná se o regulaci genové 

exprese na více úrovních: transkripční, posttranskripční a epigenetické. V důsledku ovlivňují 

zejména buněčný růst (Camacho a kol., 2018). 

Rozdělení těchto lncRNA do skupin se v publikacích mírně liší. Publikace se shodují na 

rozdělení do skupin: přírodní reverzní transkripty, dlouhé intergenové ncRNA, transkribované 

ultra-zachované regiony, cirkulární RNA a RNA asociované se zesilovačem (Spurná a kol., 

2018, Camacho a kol., 2018). Dalšími zmiňovanými skupinami jsou RNA asociované 

s promotorem (Camacho a kol., 2018), pseudogeny (Spurná a kol., 2018), odlišné a intronické 

(Wang a kol., 2017), přímé a obousměrné RNA (Dhanoa a kol., 2018). Příklady jednotlivých 

druhů lncRNA jsou „metastasis associated lung adenocarcinoma transkript 1“ (MALAT-1) a 

„homeobox transcript antisence ribonucleic acid“ (HOTAIR) (Wang a kol., 2017, Camacho a 
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kol., 2018) a představují onkogenní biomarkery pro více druhů karcinomů (Camacho akol., 

2018). Dalšími potencionálními biomarkery rakoviny jsou „zinc finger E-box binding protein 

1 antisence ribonucleic acid 1“ lncRNA pro karcinom žaludku a dlouhá nekódující RNA 

aktivovaná růstovým faktorem beta „long non-coding ribonucleic acid activated by 

transforming growth factor-beta“ pro hepatocelulární karcinom (Wang a kol., 2017).  

1.2.4 Krátké nekódující 

Do skupiny sncRNA molekul patří RNA, které mají ve svém řetězci 200 nukleotidů a 

méně (Wang akol., 2017). Velmi zajímavou skupinou jsou miRNA. Strukturně se jedná o 

molekuly složené z jednoho vlákna. Délka tohoto vlákna je uváděna v publikacích odlišně. 

Uvádí se, že se jedná o vlákno dlouhé nejméně 17 nukleotidů a jeho maximum může dosahovat 

až 25 nukleotidů (Wang a kol., 2017, Spurná a kol., 2018, Morelli a kol., 2020, Röther a Meister, 

2011). Vznikají v jádře jako primární miRNA (pri-miRNA), mají délku kolem tisíc nukleotidů 

a sekundární strukturu ve tvaru vlásenky. Transkripce u nich probíhá za pomoci enzymů RNA 

polymerasy II a výjimečně i RNA polymerasy III (Chu a Rana, 2007). V jádře následně dochází 

ke štěpení pri-miRNA na prekurzorovou miRNA (pre-miRNA), která obsahuje 70 nukleotidů. 

Štěpení probíhá za pomoci enzymového komplexu Drosha-DGCR8. Oříznutá pre-miRNA 

vstupuje z jádra do cytoplazmy za pomoci proteinu exportinu 5 a jaderného proteinu Ran-GTP. 

V cytoplazmě je pre-miRNA štěpena za pomoci endonukleasy Dicer na dvouvláknovou 

miRNA o délce 22 nukleotidů (miRNA duplex). Tento miRNA duplex je připraven k navázání 

do umlčovacího komplexu indukovaného ribonukleovou kyselinou, „ribonucleic acid-induced 

silencing complex“ (RISC). V průběhu začleňování miRNA do komplexu dojde k opětovnému 

působení enzymu Dicer na miRNA. Enzym Dicer působí tentokrát svou helikasovou aktivitou 

a rozvolní dvouvláknovou miRNA na dvě samostatná vlákna: přímé a reverzní. Do komplexu 

miRNA s RISC se začlení pouze reverzní vlákno a druhé je degradováno (Choudhuri, 2010). 

Proces biogeneze a znázornění funkce miRNA je na Obrázku č. 5. 
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Obrázek č. 5: Biogeneze a funkce miRNA, převzato a upraveno z (Choudhuri a kol., 2010). 

 

K inhibici translace mRNA dochází dvěma způsoby. Prvním je štěpení mRNA pomocí 

endonukleas a druhému předchází deadenylace a následné působení exonukleas. První způsob 

je častější u rostlin, kde je téměř 100% komplementarita mezi cílovou mRNA a miRNA. U 

savců probíhá druhá možnost z důvodu nedostatečné komplementarity bází (Spurná a kol., 

2018). K tomu, aby se určitá miRNA navázala na úsek mRNA je zapotřebí spárování minimálně 

6 nukleotidů (Spurná a kol, 2018, Mattick a Makunin, 2006). Funkcí aktivované miRNA 

v komplexu RISC je tedy posttranskripční umlčování genů specifickým navázáním se na 

cílovou mRNA a iniciace její degradace (Romano a kol., 2017). Jednotlivé miRNA mohou 

genovou expresi buď snižovat, ale existují případy, kdy určité miRNA genovou expresi zvyšují. 

Expresi několika genů může ovlivnit zároveň jeden druh miRNA, což značně komplikuje její 

použití pro genovou terapii (Spurná a kol., 2018).  

Podobu jednovláknové molekuly RNA má siRNA o délce 20 až 25 nukleotidů (Spurná 

a kol., 2018), někdy až 30 nukleotidů (Dana a kol., 2017). Oproti miRNA se u ní vyskytuje 

významný rozdíl. Má exogenní virový původ, tedy vzniká z dvouvláknové molekuly RNA virů 

(Spurná a kol., 2018). Společným krokem vzniku miRNA a siRNA je štěpení RNasou Dicer. 

Dlouhé dvouvlákno se rozštěpí na kratší dvouvláknové úseky siRNA (Tang, 2005). Má stejnou 

funkci jako miRNA, tedy tlumí genovou expresi (Minchin a Lodge, 2019) s rozdílem, že ji 

tlumí u genů virového původu. Dalším rozdílem mezi miRNA a siRNA je, že u siRNA je 
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zapotřebí 100% shody v komplementaritě bází při vazbě na mRNA v procesu tlumení genové 

exprese (Choudhuri, 2010). 

Sekundárními endogenními druhy siRNA jsou trans-působící RNA (tasiRNA) a 

přírodní reverzní transkript malé interferující RNA (Röther a Meister, 2011). Odlišností 

tasiRNA od siRNA je její rozdílné cílení. Zatímco siRNA cílí na stejný lokus genu, ze kterého 

vznikla, tasiRNA cílí na lokus jiný (Spurná a kol., 2018).  

Krátká nukleární RNA (snRNA) dosahuje délky okolo 150 nukleotidů (Wang a kol., 

2017) a neobsahuje polyadenylové ocásky. Svou funkci vykonává v nukleoplazmě (Spurná a 

kol., 2018). Její funkcí je vytvářet komplexy s proteiny za vzniku malých nukleárních 

ribonukleoproteinových částic. Tyto částice se rozdělují na druhy U1, U2, U4, U5 a U6. 

Všechny druhy malých nukleárních ribonukleoproteinových částic spolu mohou interagovat 

prostřednictvím vzájemných komplementárních úseků za vzniku spliceosomů (Wang a kol., 

2017, Watson a kol., 2019).  

Krátká nukleolární RNA (snoRNA) je poddruhem snRNA a její řetězec může dosahovat 

délky 60 až 300 nukleotidů. I přes jejich délku 300 nukleotidů je publikace zařazuje mezi 

snRNA, stejně jako v případě RNA označované jako 7SK (Wang a kol., 2017). Funkce snoRNA 

spočívá v chemické modifikaci rRNA. Existují dvě hlavní skupiny snoRNA: C/D box a H/ACA 

box (Scott a Ono, 2011). Vlákno C/D boxu dosahuje délky 60 až 200 nukleotidů a obsahuje 

specifické struktury jako je C box a D box. Vlákno H/ACA boxu dosahuje délky 120 až 250 

nukleotidů a obsahuje dvě vlásenkové struktury spojené s H boxem. Dalším útvarem v H/ACA 

boxu je ACA box (Kiss, 2001), který je umístěn na 3´ konci (Spurná a kol., 2018). Působení 

snoRNA se vztahuje i na tRNA (Wang a kol., 2017, Röther a Meister, 2011), snRNA (Morreli 

a kol., 2020) a mRNA (Mattick a Makunin, 2006), u kterých dochází také k chemické 

modifikaci. 

Dalším druhem sncRNA je RNA interagující s piwi proteiny (piRNA). Podle různých 

publikací dosahuje délky nejméně 24 a nejvíce 32 nukleotidů. Je součástí komplexu s proteiny 

piwi (Wang a kol., 2017, Spurná a kol., 2018, Romano a kol., 2017, Morreli a kol., 2020, 

Watson a kol., 2019, Röther a Meister, 2011). Je součástí komplexu RISC podobně jako 

miRNA a její funkce spočívá v umlčování některých genů (Siomi a kol., 2011). Podskupinou 

piRNA jsou krátké ribonukleové kyseliny asociované s opakováním „repeat associated small 

interfering ribonucleic acids“, které udržují strukturu heterochromatinu a provádějí kontrolu 

transkripce repetitivních úseků (Spurná a kol., 2018).  

Existuje několik druhů YRNA: hY1, hY3, hY4, hY5 (Spurná a kol., 2018). Jsou součástí 

ribonukleoproteinové partikule spolu s proteinem Ro60, Ro52 a La stabilizují ostatní malé 
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nekódující RNA. Jsou nezbytné pro zahájení replikace u obratlovců (Kowalski a Krude, 2015). 

V průběhu replikace YRNA interagují s chromatinem a iniciačními proteiny (Wang a kol., 

2017).  

Dalšími druhy sncRNA jsou RNA označované jako 7SL a 7SK. Regulace translace a 

transportu proteinu po translaci probíhá pomocí 7SL a 7SK reguluje transkripci (Wang a kol., 

2017). Délku 331 nukleotidů dosahuje 7SK RNA a ve svém vlákně obsahuje několik vlásenek 

za sebou (Spurná a kol., 2018). Na 7SK RNA se může navázat také proteinový komplex složený 

z proteinů 1 a 2 indukovaných hexamethylenbisacetamidem „hexamethylene bisacetamid 

inducible protein 1 a 2“ a tím způsobit změnu konformace celé 7SK RNA a zastavit proces 

elongace transkribované RNA (Diribarne a Bensaude, 2009). Součástí částice pro rozpoznání 

signálu spolu s 6 proteiny je 7SL. Funkce této sncRNA se týká strukturního uspořádání částice 

pro rozpoznání signálu. Má afinitu k proteinům v této částici a slouží zde jako matrice pro jejich 

sestavení do správné konformace (Walter a Blober, 1993). 

Krátká řídící RNA dosahuje délky 50-70 nukleotidů. Tato sncRNA vykonává funkci 

editace mitochondriální RNA během jejího vzniku. Váže se na předem upravenou 

mitochondriální RNA a slouží k rozhodování pro inserci nebo deleci uracilu. Její primární 

sekvence nukleotidů se dělí do tří funkčních úseků. Jedná se o kotevní sekvenci nacházející se 

na 5´ konci, která interaguje s upravovanou RNA. Druhým úsekem je informační sekvence, 

která určuje druh editační reakce. Třetím úsekem je posttranskripčně přidaná sekvence, která 

obsahuje nukleotid U a dosahuje délky 20 nukleotidů (Souza a kol., 1997). 

Dalšími druhy sncRNA jsou například RNA asociovaná s počátkem transkripce, 

nukleární „run-on“ RNA, RNA odvozené od tRNA indukované stresem a RNA asociovaná 

s vault ribonukleoproteinem (vaultRNA) (Spurná a kol., 2018). 

1.3 RNA jako diagnostický biomarker 

Moderní medicína si klade za cíl se více zaměřit na pacienta jako jednotlivce. 

V důsledku toho dochází k rozvoji molekulární medicíny, pro kterou jsou důležitým nástrojem 

biomarkery. Biomarker představuje indikátor, jehož hodnotu můžeme změřit a který vypovídá 

o stavu organismu (Zhang a kol., 2017). Vhodnost určitého biomarkeru se určuje hodnocením 

jeho selektivity a citlivosti pro dané onemocnění nebo podtyp onemocnění. Dokonalý 

biomarker by měl mít ideálně 100 % citlivost a 100 % specifitu. Stoprocentní citlivost znamená, 

že všichni testovaní pacienti s diagnostikovaným daným onemocněním nebo podtypem daného 

onemocnění mají test na daný biomarker pozitivní. Stoprocentní specifita znamená, že všichni 
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pacienti, kteří dané onemocnění nemají, mají test na daný biomarker negativní. V praxi však je 

tento model prakticky nedosažitelný. Diagnostické biomarkery se používají zejména pro určení, 

zda je pacientův stav normální či patologický. Mimo diagnostických biomarkerů existují i další 

typy biomarkerů, které se dělí podle jejich funkce. Například prognostické biomarkery dokáží 

předpovědět pravděpodobnost recidivity patologického stavu. Prediktivní biomarkery dokáží 

určit reakci na danou léčbu (FDA-NIH Biomarker Working Group, 2016). 

Biomarkerem můžou být jak proteiny, tak i genové transkripty (Zhang a kol., 2017) 

nebo samotná pozměněná DNA (Swarzenbach a kol., 2011). NK jsou uvolňovány z buněk 

pomocí přirozených procesů jako je sekrece, apoptóza, či nekróza nádorových buněk. V oběhu 

setrvávají po dobu 15 minut až několik hodin a jsou degradovány v játrech a ledvinách. Volné 

RNA mohou být nalezeny v různých buněčných sekretech a jsou označovány jako volné 

mimobuněčné NK a slouží jako potencionální biomarkery. Do této skupiny je zařazována volná 

DNA, mRNA a miRNA (Swarzenbach a kol., 2011, Schwarzenbach, 2013). První průkaz RNA 

z krve pochází z roku 1948 (Mandel a Metais, 1948). Dalšími příklady tělních tekutin 

obsahující volné mimobuňečné RNA (cfRNAs) jsou moč, sliny, likvor a mateřské mléko 

(Swarzenbach a kol., 2011). Ve studii z roku 1979 autoři porovnávali hladiny RNA v plazmě u 

zdravých jedinců a u jedinců s mnohočetným myelomem (Hamilton a kol., 1979). Z toho 

vyplývá myšlenka o využití znalosti koncentrace RNA v plazmě jako indikátoru onemocnění. 

Vhodný způsob detekce cfRNAs je ze vzorků krve, resp. plazmy nebo séra, z důvodu možnosti 

opakovaného odběru, který umožňuje sledování stavu pacienta v průběhu léčby. V ideálním 

případě není invazivní biopsie rakovinné tkáně zapotřebí a další výhodou je i možnost sledování 

nenádorových onemocnění (Swarzenbach a kol., 2011). V lidské krvi se nachází řada různých 

cfRNA jak je zobrazeno na Obrázku č. 6 (Szilagyi a kol., 2020). 
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Obrázek č. 6: Druhy cfRNA vyskytující se v lidské krvi a jejich biologické funkce, převzato a upraveno z (Szilagyi a 

kol., 2020). 

 

Skupina cfRNA se dělí na čtyři podskupiny. Jedná se o kódující RNA, do které patří 

mRNA, nekódující RNA zahrnující tRNA, rRNA a početnější skupiny krátkých a dlouhých 

nekódujících RNA. 

1.3.1 mRNA 

Obecně jsou mRNA v krvi méně stabilní než molekuly DNA, navíc jsou degradovány 

RNasami (Kopreski a kol., 1999). V krvi se vyskytují RNasy ve větší míře při rakovině než při 

fyziologickém stavu organismu (Reddi a Holand, 1976). Před RNasami přítomnými v krvi je 

mRNA chráněna, je stabilní a je možné ji následně amplifikovat a detekovat. Ochranu 

pravděpodobně způsobuje vložení mRNA do lipidových váčků (Kopreski a kol., 1999). Tato 

teorie byla zmíněna již v dřívější studii z roku 1988. Tato studie demonstrovala vylučování 

extracelulárních váčků nesoucích mRNA molekuly z nádorových buněk u pacientů s rakovinou 

tlustého střeva (Rosi a kol., 1988). Dalšími potvrzenými váčky přenášející mRNA jsou 

exosomy (György a kol., 2011). 

První detekce extracelulární nádorové mRNA proběhla ze séra pacienta s maligním 

melanomem. Jednalo se o lidskou tyrosinasovou mRNA (Kopreski a kol., 1999). Zvýšená 
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hladina β-kateninové mRNA se vyskytovala u pacientů s kolorektálním karcinomem a 

adenomem. Koncentrace β-kateninové mRNA se snížila u některých pacientů po odstranění 

nádoru a u pacientů po odstranění adenomu. Zvýšená koncentrace β-kateninové mRNA odráží 

zejména fázi kolorektálního karcinomu a nezávisí na věku, ani na pohlaví pacienta. V této studii 

byla dále sledována koncentrace glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenásové mRNA, která byla u 

všech testovaných podobná (Wong a kol., 2004) a tudíž nevýznamná pro funkci biomarkeru. 

U kolorektálního karcinomu lze využít i další potencionální biomarker telomerasová 

reverzní transkriptasová „telomerase reverze transcriptase“ mediátorová ribonukleová 

kyselina (hTERT mRNA). Podle koncentrace hTERT mRNA ale nelze určit fázi karcinomu a 

u zdravých kontrol jsou zaznamenány mírně vyšší hodnoty u žen (Lledó a kol., 2004). Využití 

hTERT mRNA jako biomarkeru je zajímavé u pacientů s karcinomem jater. Koncentrace 

hTERT opět nezávisí na fázi nádoru a na ostatních parametrech jako je počet nádorů nebo jeho 

velikost. Byly porovnávány dva užitečné biomarkery karcinomu jater: alfa-fetoproteinová 

mRNA a hTERT. Spolehlivějším biomarkerem byla hTERT mRNA (Miura a kol., 2005). 

Potencionálním biomarkerem rakoviny prsu se stává hTERT společně s lidskou telomerasovou 

mRNA (Chen a kol., 2000). V neposlední řadě by hTERT mRNA mohla sloužit jako biomarker 

u folikulárního lymfomu (Dasí a kol., 2001). Potencionálním biomarkerem rakoviny 

nosohltanu je RNA asociovaná s virem Epstain-Baar (Lo a kol., 1999). 

Další studie zkoumala přítomnost cytokeratin 19 mRNA společně s mammaglobinovou 

mRNA v plazmě u pacientů s karcinomem prsu (Silva a kol., 2001). Dále byla zkoumána 

cytokeratin 19 mRNA společně s karcinoembryonální antigenovou mRNA u pacientů 

s kolorektálním karcinomem. Byla zde nalezena asociace mezi oběma cirkulujícími mRNA a 

nádorovými buňkami v plazmě (Silva a kol., 2002). Sledováním koncentrace dvou biomarkerů 

jako je mRNA asociovaná s heterogenním nukleárním ribonukleoproteinem A1 a B1 a 

specifická receptorová tyrosin-protein-kinasová mRNA je umožněno zachycení všech pacientů 

s karcinomem plic (Fleischhacker, 2006).  

Další studie zkoumala dva biomarkery, cyklinovou D1 mRNA a thymidylát 

synthasovovou mRNA, u pacientů s rakovinou prsu, za účelem posouzení asociace výskytu 

těchto markerů v plazmě s prognózou. Dále zkoumala míru získaných informací při zahrnutí 

obou markerů a při použití pouze jednoho. Analýza byla provedena kvantitativní 

polymerázovou řetězovou reakcí s reverzní transkripcí (qRT-PCR). Detekce obou biomarkerů 

nezvyšovala míru získaných informací o stavu pacienta. Přítomnost thymidylát synthasové 

mRNA v plazmě indikuje špatnou prognózu a značí pokročilé stádium nemoci. Cyklinová D1 

mRNA je biomarker přežití (García a kol., 2008). Všechny interpretace výsledků studií se musí 
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brát s ohledem na počet testovaných jedinců (Buchholtz, 2016). Souhrnný přehled 

zmiňovaných mRNA biomarkerů zobrazuje Tabulka č. 1. 

 

Tabulka č. 1: Příklady potencionálních mRNA biomarkerů, převzato a upraveno z (Fleischhacker, 2006). 

Druh onemocnění: Biomarker mRNA: Detekční metoda: Výchozí 

materiál: 

Melanom tyrosinásová, c-abl  
RT-PCR 

sérum/plazma 

Folikulární lymfom hTERT 

Rakovina prsu 

cyklinová D1, TS qRT-PCR 

mammaglobinová, 

CK19, hTR, hTERT 
RT-PCR 

Kolorektální karcinom 
β-kateninová, hTERT qRT-PCR 

CEA, CK19 RT-PCR 

Rakovina jater hTERT, AFP qRT-PCR 

Rakovina plic 
hnRNP-B1, Her2/neu-

specifická RT-PCR 

Rakovina nosohltanu EBER-1 

 

1.3.2 lncRNA 

Za zajímavé neinvazivní biomarkery jsou považovány lncRNA a jsou podobně jako 

ostatní nádorové cfRNAs vylučovány do oběhu pacienta s rakovinou. U rakovinového 

onemocnění dochází ke zvýšení nebo snížení jejich exprese (Siddiqui a kol., 2019).  

Nadměrná exprese HOTAIR lncRNA v nádorové tkáni má souvislost s více druhy 

nádorů (Svoboda a kol., 2014), například s vysoce rizikovým gastrointestinálním stromálním 

karcinomem (Niinuma a kol., 2012), nádorem prsu s budoucím vznikem metastází (Gupta a 

kol., 2010), nádory pankreatu s horší prognózou (Kim a kol., 2013), nádory jater (Geng a kol., 

2011) a nádory nosohltanu (Nie a kol., 2013). Exprese HOTAIR lncRNA byla zkoumána 

v souvislosti s kolorektálním karcinomem. Hodnoty v krvi u pacientů s kolorektálním 

karcinomem byly vyšší než u zdravých kontrol. Můžeme usuzovat, že zvýšená exprese 

HOTAIR lncRNA je spojena zejména s horší prognózou u kolorektálního karcinomu (Svoboda 

a kol., 2014).  
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V nádorových buňkách u více typů nádorů je zvýšená exprese MALAT1 lncRNA (Hu 

a kol., 2016), například u kolorektálního karcinomu (Yang a kol., 2015) nebo u rakoviny plic 

s metastázemi do mozku (Shen a kol., 2015). Studie potenciálu MALAT1 jako biomarkeru 

sledovaného v krvi byla provedena v roce 2020. Detekce cirkulující MALAT1 v krvi má 

potenciál pro diagnostiku rakoviny plic. Biomarker MALAT1 má nízkou specifitu, proto je 

nutno ověřit pozitivní nález rakoviny doplňujícími metodami (Pan a kol., 2020).  

Dalším zajímavým potencionálním biomarkerem ze skupiny lncRNA, která je 

označována jako H19. Při analýze z nádorové tkáně u kolorektálního karcinomu byla 

vyhodnocena jako biomarker přežití pacientů a zároveň byla nezávislá na stádiu nádoru 

(Ohtsuka a kol., 2016). Studie role H19 při rakovině žaludku využívala možnosti detekce 

biomarkeru z plazmy. Zvýšená exprese H19 v plazmě byla spojena s rakovinou žaludku 

zejména v pozdních stádiích. Ke screeningové detekci rakoviny je vhodné použití kombinace 

H19 a karcinoembryonální antigenovou mRNA (Hashad a kol., 2016). Další studie o vztahu 

exprese cirkulující H19 a rakoviny žaludku potvrzovala vhodné použití kombinace více 

markerů společně s H19. Dále je vyšší exprese H19 spojená s výskytem menších nádorů u 

pacientů. H19 je asociována s ranými stádii rakoviny žaludku (Yoruker a kol., 2018), což 

odporuje předchozí studii (Hashad a kol., 2016). Rozdílné výsledky studií poukazují na studium 

odlišných typů rakoviny žaludku nebo na odlišnou etnickou příslušnost pacienta (Cheng a kol., 

2016). Cirkulující H19 je potencionální biomarker více druhů rakovin, například rakoviny prsu 

v raném stádiu, kde by mohl sloužit ke stanovení prognózy (Zhang a kol., 2016). Dalším 

příkladem onemocnění, kde H19 zastává roli jako potencionální cirkulující biomarker je 

mnohočetný myelom. Zvýšené hodnoty exprese H19 se vyskytují v séru pacientů 

s mnohočetným myelomem oproti zdravým kontrolám. Míra exprese H19 navíc souvisí se 

stádiem rakoviny (Pan a kol., 2018).  

Dalším druhem lncRNA s potenciálem biomarkeru je cirkulární RNA (circRNA). Mají 

strukturu kruhu a kvůli tomu jsou stabilní a chráněné před exonukleasami (Lu, 2020). Různá 

exprese circRNA byla zkoumána v tkáni. Například v rakovinné tkáni žaludku byly zjištěny 

některé circRNA s rozdílnou expresí oproti odpovídající zdravé tkáni. Z onkogenu 

„plasmocytoma variant translocation 1“ (PVT1) existuje odvozená circPVT1, která je 

potencionálním prognostickým biomarkerem u pacientů s rakovinou žaludku (Chen a kol., 

2017a). Pro diagnózu samotného onemocnění rakoviny žaludku byla objevena 

hsa_circ_0000190. Jak exprese této circRNA v rakovinné tkáni, tak její koncentrace v plazmě 

byly obě snížené u probíhajícího rakovinného onemocnění. Je předpoklad, že by mohla sloužit 

jako biomarker velikosti nádoru (Chen a kol., 2017b). Dalšími příklady jsou hsa_circ_0005075 
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(Shang a kol., 2016) a hsa_circ_0013958 (Zhu a kol., 2017). Zvýšená exprese 

hsa_circ_0005075 byla následně nalezena v játrech při srovnání rakovinné a zdravé tkáně 

(Shang a kol., 2016). U adenokarcinomu plic byla zvýšená exprese hsa_circ_0013958 opět 

v rakovinné oproti zdravé tkáni (Zhu a kol., 2017).  

Novější studie byly zaměřeny na analýzu circRNA v exosomech, vyskytujících se v séru 

pacientů. U studie biomarkerů kolorektálního karcinomu byly zjištěny zvýšené hodnoty exprese 

hsa_circ_0101802 v séru pacientů s kolorektálním karcinomem oproti zdravé kontrole a 

hsa_circ0101802 byla vyhodnocena jako biomarker vhodný pro detekci kolorektálního 

karcinomu (Xie a kol., 2020). V další studii, kde circRNA byly zkoumány opět ze sérových 

exosomů, byla zjištěna zvýšená exprese tří circRNA: hsa_circ_020135, hsa_circ_007293, 

hsa_circ_031752 a snížená exprese devatenácti circRNA ve vzorcích pacientů s papilárním 

karcinomem štítné žlázy oproti zdravým kontrolám. Sérové exosomální circRNA představují 

potencionální biomarkery i pro papilární adenokarcinom štítné žlázy (Yang a kol., 2019). 

Exprese lncRNA „small nucleolar ribonucleic acid host gene 11“ cirkulující v krvi 

závisí na výskytu kolorektálního karcinomu. LncRNA „small nucleolar ribonucleic acid host 

gene 11“ prokazuje vhodnost k detekci kolorektálního karcinomu již v raném stádiu nádoru 

(Xu a kol., 2020). Pro nemalobuněčný karcinom plic byla v roce 2020 nalezena potencionální 

kombinace čtyř cirkulujících lncRNA biomarkerů, jednalo se o lncRNA „ribonucleic acid 

component of mitochondrial ribonucleic acid processing endoribonuclease“, „nuclear enriched 

abundant transcript 1“, „taurine upregulated 1“ a MALAT1 (Yuan a kol., 2020). Dalším 

objevem pro diagnostiku nemalobuněčného karcinomu plic byla kombinace lncRNA s 

označením RP11-438N5.3 společně s biomarkerem mRNA „stromal interaction molecule 1“. 

Vyšší míra exprese cirkulující lncRNA RP11-438N5.3 souvisela s lepší prognózou nemoci 

(Chen a kol., 2020). 

1.3.3 sncRNA 

Potencionální biomarkery můžeme hledat i mezi sncRNA. Jedná se zejména o RNA 

patřící do skupin: piRNA, YRNA, vaultRNA a miRNA (Szilagyi a kol., 2020). Skupina piRNA 

patří do sncRNA, které se v různé míře vyskytují v tkáních v závislosti na typu tkáně. Bylo 

prokázáno, že úroveň jejich exprese pravděpodobně závisí i na výskytu rakoviny (Yu a kol., 

2019). Například exprese piR-651 byla detekována zvýšená v rakovinné tkáni oproti normální 

tkáni u rakoviny žaludku, tlustého střeva, plic i prsu (Cheng a kol., 2011). Exprese piRNA, 

konkrétně piR-823 byla také pozorována u rakoviny ledvin. Míra exprese piR-823 v rakovinné 
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tkáni byla nižší než ve zdravé tkáni ledviny. Exprese piR-823 v séru pacienta byla naopak 

zvýšená u pacientů s karcinomem ledvin v porovnání se zdravými kontrolami. Z toho bylo 

usouzeno, že se pravděpodobně jedná o aktivní sekreci piR-823 z buněk nádoru do krevního 

řečiště. Ke zlepšení detekční účinnosti biomarkeru piR-823 pomohla kombinace s dalším 

biomarkerem s řady miRNA (Iliev a kol., 2016). U kolorektálního karcinomu byla zjištěna 

zvýšená exprese piR-1245 v rakovinné tkáni v porovnání se zdravou tkání. Exprese piR-1245 

v tkáni měla také souvislost se stádiem nádoru a metastázemi (Weng a kol., 2018). Vhodnými 

biomarkery kolorektálního karcinomu, které je možné detekovat ze séra, jsou piR-020619 a 

piR-020450. Kombinací těchto dvou biomarkerů a jejich exprese v séru lze detekovat 

kolorektální karcinom, zároveň jejich množství koreluje s velikostí nádoru. U piR-020619 a 

piR-020450 nebyly detekovány odlišné koncentrace v sérech u pacientů s rakovinou žaludku, 

plic a prsu (Wang a kol., 2020), což zvyšuje specifitu dané kombinace biomarkerů.  

Dalším druhem krátkých RNA, který má potenciál jako rakovinný biomarker, je YRNA. 

Zvýšená exprese v hY3 a hY4 byla pozorována v nádorové tkáni ledvin (Nientiedt a kol., 2018). 

V sérech byly nalezeny odlišné koncentrace YRNA fragmentů odvozených od 3´ konce nebo 

od 5´ konce při porovnání v sérech od pacientů s rakovinou prsu a v sérech od zdravých jedinců 

(Dhahbi a kol., 2014). Koncentrace 5´ YRNA fragmentů v séru u pacientů s orálním 

spinocelulárním karcinomem byla snížena u čtyř druhů 5´ YRNA fragmentů, například u 

RNY4-201, oproti zdravé kontrole. Nebyl prokázán rozdílný výskyt těchto 5´ YRNA mezi tkání 

karcinomu a zdravou tkání (Dhahdi a kol., 2019).  

Exprese vaultRNA, byla prozkoumána prozatím pouze v tkáni. Nadměrná exprese 

vaultRNA byla detekována především v rakovinné tkáni, která byla odolná proti 

chemoterapeutiku mitoxantronu. Při potlačení exprese vaultRNA byla následně potlačena i tato 

rezistence (Gopinath a kol., 2010).  

Komplexní profil sncRNA byl analyzován z lidského séra v roce 2018 (Umu a kol., 

2018). Profil obsahoval velké množství různých sncRNA, které se mohou stát předmětem 

zkoumání o jejich potencionálním využití jako biomarkerů (Szilagyi a kol., 2020, Umu a kol., 

2018). 

1.3.4 miRNA 

První zpráva o výskytu různých kombinací druhů cirkulujících miRNA v plazmě 

pochází z roku 2008 (Lawrie a kol., 2008). V této publikaci byla dokázána přítomnost miRNA 

v biologických tekutinách a začalo se uvažovat o využití miRNA jako užitečného biomarkeru 
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rakoviny. Tím, co vedlo k myšlence využití miRNA jako biomarkeru, byla zejména její 

regulační schopnost. Významnou roli v procesech jako je diferenciace, proliferace, přežívání a 

apoptóza buněk zastává právě miRNA. V důsledku patologického procesu, zejména rakoviny, 

dochází ke změnám ve výskytu různých druhů miRNA. Ke změnám dochází kvůli odlišné 

expresi genů mezi normálními a nádorovými buňkami (Di Leva a Groce, 2013). Expresní 

miRNA profil je specifický pro určitý druh tkáně (Lu a kol., 2005) a lze ho tedy využít i k určení 

druhu nádoru, budoucí prognózy nebo míry odpovědi na léčbu (Di Leva a Groce, 2013).  

Dalším příznivým faktorem nutným pro použití miRNA je její stabilita v krvi. Díky 

stabilitě oproti ostatním druhům NK, je miRNA velmi atraktivní pro studie, kde je zkoumána 

jako klinický biomarker (Nair a kol., 2014). Stabilitu miRNA v lidské plazmě potvrzují studie 

z roku 2008 (Mitchell a kol., 2008, Chen a kol., 2008) i když přesný mechanismus nebyl ještě 

znám. Potvrdilo se, že je endogenní miRNA odolná proti RNasam. Dále studie porovnávala 

stanovení miRNA v plazmě oproti stanovení v séru. Měření v séru a v plazmě spolu úzce 

souvisela a obě byla vhodná pro zkoumání miRNA. Dále bylo zjištěno pomocí studie na 

myších, že nádorové miRNA jsou vylučovány do oběhu a mohou tedy sloužit k detekci 

rakoviny (Mitchel a kol., 2008).  

Mechanismus stability miRNA v krvi byl dodatečně zkoumán. Existují dva 

mechanismy miRNA ochrany před účinky RNas. První způsob představuje minoritní 

zastoupení takto chráněné miRNA v krvi a jedná se o ochranu vytvořením transportního váčku 

zapouzdřením miRNA (Arroyo a kol., 2011), tzv. extracelulárního váčku (Bayraktar a kol., 

2014). Potvrzenými druhy váčků, které obsahují a přenášejí miRNA jsou i exosomy (György a 

kol., 2011) a mikrovezikuly (Zhao a kol., 2019). Druhým a častějším způsobem je vytváření 

komplexů s proteiny. Efektorovým proteinem v procesu tlumení genové exprese pomocí 

miRNA je protein Argonaut-2 (Ago2). Bylo zjištěno, že Ago2 je přítomen v plazmě spolu 

s miRNA a je společně eluován kapalinovou chromatografií. Výsledným zjištěním bylo, že 

velká část miRNA je chráněna vytvářením nukleoproteinových komplexů s Ago2 proteinem a 

minoritní část se vyskytuje v plazmě ve formě transportních váčků (Arroyo a kol., 2011).  

Jednotlivé druhy miRNA se dají obecně dělit do dvou skupin na základě jejich odlišného 

chování v rakovinném onemocnění. Jedná se o rozdílnou expresi v rakovinné tkáni, viz 

Obrázek č. 7 (Di Leva a Groce, 2013). Některé miRNA zastávají onkogenní roli, jejich exprese 

je vyšší u rakoviny než u normálního stavu organismu a nazývají se tumorigenní miRNA. 

Některé miRNA hrají naopak roli v potlačení nádoru. Jejich exprese je v tomto případě naopak 

při rakovinném onemocnění snížena a nazývají se tumor supresorové miRNA (Shajari a 

Mollasalehi, 2020).  
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Obrázek č. 7: Pozměněná exprese dvou skupin miRNA v rakovinné a normální tkáni, převzato a upraveno z (Di Leva 

a Groce, 2013). 

 

Příkladem miRNA z tumorigenní skupiny je zejména již poměrně dobře 

charakterizovaná miRNA spojovaná s rakovinou, miR-21 (Shajari a Mollasalehi, 2020, Di Leva 

a Groce, 2013). Zvýšená exprese miR-21 byla nalezena v postižené tkáni u více druhů rakoviny 

oproti zdravé tkáni (Selcuklu a kol., 2009), například u rakoviny prostaty, žaludku a pankreatu 

(Volinia a kol., 2005). Dále byla nalezena zvýšená exprese miR-21 i v sérech u pacientů 

s několika různými druhy rakoviny v porovnání se séry zdravých pacientů, například u pacientů 

s rakovinou prsu nebo žaludku (Wang a Zhang, 2012). U nádorových buněk miR-21 funguje 

jako inhibitor apoptózy (Chen a kol., 2008) a má pozitivní vliv na růst nádoru. Bylo prokázáno, 

že inhibicí miR-21 pomocí anti-miR-21 dojde k potlačení růstu rakovinných buněk prsu (Si a 

kol., 2007). Další funkcí miR-21 je cílení na tumor supresorové geny a jejich utlumení, což 

následně umožňuje invazi nádoru a vznik metastází (Zhu a kol., 2008). Díky těmto poznatkům 

je tedy miR-21 považována za všeobecný biomarker rakovinného onemocnění s vysokou 

citlivostí. Má potenciál zejména pro využití u detekce rakoviny prsu, kolorektálního karcinomu, 

rakoviny plic, žaludku a jícnu (Wang a Zhang, 2012).  

V další studii byla zkoumána miR-155, která se v některých případech chovala jako 

tumorigenní miRNA a někdy jako tumor supresorová miRNA (Shajari a Mollasalehi, 2020).  

Tumorigenní chování bylo potvrzeno její zvýšenou expresí v rakovinné tkáni prsu (Iorio a kol., 

2005). Následně byla zjištěna zvýšená koncentrace miR-155 v plazmě či séru i u rakoviny plic 

(Sun a kol., 2012). Tato miRNA inhibuje apoptózu u leukemických T-buněk a u buněk rakoviny 

prsu blokací aktivity kaspasy 3 (Ovcharenko a kol., 2007). Dále zvyšuje migraci nádorových 

buněk (Kong a kol., 2008), a aktivně se účastní růstu metastází (Sun a kol., 2012).  

U některých typů rakoviny se miR-155 chovala jako tumor supresorová miRNA (Shajari 

a Mollasalehi, 2020). Například u rakoviny žaludku byla zjištěna její snížená exprese 
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v rakovinné tkáni oproti tkáni normální. K ověření tumor supresorové funkce miR-155 byl 

testován účinek zvýšené exprese této miRNA na liniích nádorových buněk. Syntetické miR-

155 byly přeneseny do nádorových buněk žaludku. V rakovinných buňkách žaludku následně 

došlo k obnovení exprese miR-155. Tyto buňky měli sníženou migraci, potřebnou pro vytváření 

metastáz (Li a kol., 2012). Dalším typem rakoviny, u níž se miR-155 chovala jako tumor 

supresorová miRNA, byla rakovina vaječníků. Gen pro Claudin-1 protein (CLDN1) je důležitý 

pro tumorigenezi jednoho typu rakovinných buněk vaječníku. Přítomná miR-155 tlumila 

expresi genu CLDN1. Při snížené expresi miR-155 v rakovinných buňkách docházelo 

ke zvýšené expresi CLDN1 a ke zvýšené tumorigenezi. Po transfekci a obnovení exprese miR-

155 v rakovinných buňkách se snížila exprese CLDN1 a tím i tumorigeneze (Qin a kol., 2013). 

V plazmě byly zkoumány hladiny markerů miRNA prostaty, které jsou obyčejně 

exprimovány v rakovinných buňkách. Jako marker s největší odezvou, tedy s nejvíce odlišnou 

expresí oproti zdravé kontrole, byl miR-141 (Mitchell a kol., 2008). V roce 2020 byly objeveny 

další dva potencionální biomarkery rakoviny prostaty. Jednalo se o miR-10a a miR-29b 

z extracelulárních váčků přítomných v plazmě (Worst a kol., 2020). U difúzního 

velkobuněčného lymfomu se jako o biomarkerech uvažovalo o miR-21, miR-210, miR-155. 

S vyšší expresí miR-21 bylo spojeno přežití bez relapsu (Lawrie a kol., 2008). Z exosomů 

z plazmy byla izolována miR-146a. Byla určena jako vhodný prognostický i prediktivní 

biomarker u difúzního velkobuněčného lymfomu (Zare a kol., 2019).  

Také v roce 2008 byla provedena analýza miRNA v séru a byly objeveny rozdíly 

v expresi miRNA u pacientů a zdravých kontrol. U pacientů s rakovinou plic byly v sérech 

například nalezeny specifické miRNA: miR-25 a miR-223, které vykazovaly zvýšenou expresi. 

Dále byl v séru zdravých jedinců mužského a ženského pohlaví pozorován výskyt specifických 

miRNA. Pro mužské sérum byly nalezeny typické miRNA: miR-100, miR-184 a miR-923, 

které se u ženského séra nevyskytovaly. Zatímco v ženském séru byla přítomna zejména miR-

222 (Chen a kol., 2008). Vyšší koncentrace miR-10b, miR-141 a miR-155 byly detekovány 

v séru u pacientů s rakovinou plic jako indikátory maligního nádoru. Vysoké hodnoty miR-10b 

v séru pacienta s rakovinou plic signalizovaly metastáze do lymfatických uzlin (Roth a kol., 

2010).  

V další studii bylo zkoumáno osm miRNA: miR-4481, miR-4436b, miR-3620, let-7b, 

let-7e, miR-4716, miR-1249, miR-6766. Využití jejich kombinace je vhodné pro předpověď 

rizika relapsu po operaci nádoru plic (Rossi a kol., 2020). Pro diagnostiku kolorektálního 

karcinomu ze séra pacientů bylo v roce 2020 sestavena kombinace šesti miRNA biomarkerů: 

miR-19a, miR-20a, miR-143, miR-145, miR-150, let-7a (Maminezhad a kol., 2020). V roce 



36 

 

2009 byla objevena kombinace biomarkerů pro detekci rakoviny pankreatu. Touto kombinací 

byly: miR-21, miR-210, miR-155 a miR-196a. Navíc miR-155 představovala potenciál pro 

detekci rané pankreatické neoplazie a miR-196a měla asociaci s vývojem onemocnění (Wang 

a kol., 2009). Jako potencionální biomarker pro rozlišení rakoviny pankreatu a chronického 

zánětu pankreatu je vhodná miR-210 (Guz a kol., 2021).  

Ze séra pacientek s karcinomem vaječníků byly detekovány miRNA s odlišnou expresí 

oproti zdravým kontrolám. Nejvíce se lišily expresí tyto čtyři miRNA: miR-22, miR-93, miR-

106b a miR-451 a mohly by sloužit jako neinvazivní biomarkery rakoviny vaječníků (Ji a kol., 

2014). V roce 2020 byla zjištěna zvýšená exprese miR-141 v plazmě pacientů s epiteliálním 

karcinomem vaječníků oproti zdravým kontrolám. Jeho zvýšená exprese souvisela i se stádiem 

nádoru (Fitriawan a kol., 2020).  

Pro detekci rakoviny jater byly objeveny biomarkery: miR-125b a miR-223 (Giray a 

kol., 2014). K detekci metastází do plic u rakoviny jater je potencionálně vhodná kombinace tří 

biomarkerů: miR-18a, miR-20b a miR-221 (Huang a kol., 2021). Potencionálními biomarkery 

vývoje rakoviny žaludku, prognózy a terapeutického účinku léčby jsou miR-17 a miR-20a 

(Wang a kol., 2012a). Pro včasnou diagnostiku rakoviny žaludku by mohl sloužit miR-1246 

(Shi a kol., 2020). Dalšími příklady potencionálních biomarkerů je kombinace miR-21, miR-

15b, miR-23a a miR-146b. Jejich využití spočívá v potencionálním odhalení dětských pacientů 

s rakovinou mozku, konkrétně s juvenilním pilocytickým astrocytomem (Bookland a kol., 

2018). 

Rakovina prsu je jednou z nejčastějších rakovin u žen, na kterou ženy umírají po celém 

světě. Počáteční studie se zabývaly zejména expresí miRNA přímo v rakovinné tkáni. Výrazná 

změna exprese byla zjištěna u některých miRNA. Jednalo se konkrétně o pět biomarkerů: miR-

10b, miR-125b, miR-145, miR-21 a miR-155. Dva z nich, miR-21 a miR-155, měli zvýšenou 

expresi. Ostatní tři, miR-10b, miR-125b a miR-145, měli sníženou expresi v 

rakovinných buňkách (Iorio a kol., 2005). Další studie se zabývala také rakovinou prsu a byly 

zde poprvé prokázány specifické změny již v cirkulujících miRNA. Zkoumaly se tři druhy 

miRNA: miR-16, miR-145 a miR-155 a porovnávaly se jejich koncentrace v séru u zdravých a 

nemocných pacientek s rakovinou prsu. Bohužel se jejich koncentrace významně nelišila, a 

tudíž byly pro diagnostiku onemocnění nevýznamné. Vyšší hladiny miR-155 svědčily pouze o 

přítomnosti nádoru pozitivního na progesteronový receptor (Zhu a kol., 2009).  

V roce 2012 byla opět testována exprese miR-155 ze séra pacientek s rakovinou prsu a 

zdravých pacientek. Relativní výskyt miR-155 byl zvýšen v sérech pacientek s rakovinou, 

avšak nebyla prokázána souvislost mezi koncentrací miR-155 a stádiem nemoci nebo velikostí 
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nádoru. Dále byly sledovány hladiny miR-155 po léčbě, které se výrazně snížily a dosahovaly 

úrovně zdravých kontrol. K určení nemoci a odpovědi na léčbu lze použít miR-155 (Sun a kol., 

2012). Potenciál biomarkerů miR-145 a miR-155 byl potvrzen i další studií, která zároveň 

rozšiřovala potencionální biomarkery o miR-382, miR-10b, miR-21, miR125b a miR-191. 

Kombinace sledování exprese tří biomarkerů miR-145, miR-155 a miR-382 v séru má silný 

diagnostický potenciál pro detekci rakoviny prsu. Detekce rané fáze rakoviny pomocí všech 

sedmi miRNA: miR-21, miR-10b, miR-125b, miR-145, miR-155, miR-191 a miR-382 bohužel 

není možná. Jejich koncentrace se příliš nelišily v porovnání sér pacientek v rané fázi rakoviny 

se séry od zdravých kontrol (Mar-Aguilar a kol., 2013).  

Porovnáním exprese miRNA v plné krvi u pacientek s raným stádiem nádoru a zdravých 

kontrol metodou detekce na mikročipech bylo zjištěno, že celkem 59 miRNA má odlišnou 

expresi. Mezi miRNA s nejvíce zvýšenou expresí patřily miR-4306, miR-202 a miR-4257. 

Mezi miRNA s nejvíce sníženou expresí patřily miR-718, miR-625 a miR-1471 (Schrauder a 

kol., 2012). Do skupiny let-7 miRNA patří i miR-202. Dále jsou ve skupině let-7 miRNA 

podílející se na tumorigenezi a obnově rakovinných buněk prsu (Yu a kol., 2007).  

Kostní metastázy jsou poměrně časté u pacientek s pokročilým stádiem karcinomu prsu 

(Coleman, 2001). Jako biomarker rakoviny prsu s metastází do kostí je vhodný miR-10b. (Zhao 

a kol., 2012). Potencionálním biomarkerem rakoviny prsu s metastází do lymfatických uzlin je 

miR-10b spolu s miR-373 (Chen a kol., 2013). Obecnými biomarkery metastází jsou miR-299-

5p, miR-411 a miR-215, u kterých byly detekovány největší rozdíly v expresi mezi vzorky séra 

zdravých pacientů a u pacientek s metastazující rakovinou prsu (van Shooneveld a kol., 2012). 

Pro detekci rakoviny prsu je významným biomarkerem i miR-21. Slouží potencionálně jak 

k detekci rakoviny, tak miR-21 vysoké sérové koncentrace mají vztah se vznikem viscerálních 

metastází (Asaga a kol., 2011). V další studii byl porovnáván miR-21 s dalším biomarkerem 

miR-92a. Kombinací těchto dvou biomarkerů a sledováním jejich sérových hladin v porovnání 

s klinicko-patologickými daty byla zjištěna asociace s velikostí nádoru a s přítomností 

metastází do lymfatických uzlin u rakoviny prsu (Si a kol., 2013). Dalším potencionálním 

biomarkerem rakoviny prsu s metastázemi do blízkých lymfatických uzlin je miR-214. Indikuje 

zároveň i malignitu nádoru (Schwarzenbach a kol., 2012).  

V rakovinných buňkách prsu zvýšená exprese mi-125b souvisela s vyšší proliferací 

tkáně a s menší mírou apoptózy. Na rakovinné tkáni in vivo byl sledován účinek chemoterapie, 

který závisel na přítomnosti miR-125b. Vyšší koncentrace miR-125b znamenala vyšší 

rezistenci na léčbu chemoterapií. Biomarkerem rezistence na chemoterapii je tedy cirkulující 

miR-125b (Wang a kol., 2012b). Pacientky s nádorem prsu pozitivním na lidský epidermální 
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růstový receptor jsou léčeny pomocí Trastuzumabu. Některé jsou však k léčbě rezistentní. U 

rezistentních pacientek byla nalezena odlišná exprese cirkulujících miRNA. Koncentrace miR-

210 v krevním oběhu souvisela s citlivostí na léčbu Trastuzumabem a s přítomností nádoru a 

s metastázemi (Jung a kol., 2011). S nepříznivou prognózou rakoviny prsu můžeme také spojit 

miR-210 (Ivan a kol., 2008). Další studie byla zaměřená na detekci raného stádia rakoviny prsu 

pomocí kombinace několika miRNA biomarkerů detekovaných v plazmě pacienta pomocí 

metody qRT-PCR. Jednalo se o kombinaci miR-1246, miR-1307, miR-4634, miR-6861 a miR-

6875 (Shimomura a kol., 2016). V Tabulce č. 2 jsou uvedeny zmíněné příklady biomarkerů. 

Jedná se o neustále se rozvíjející komplexní problematiku, které se věnuje mnoho publikací. 

 

Tabulka č. 2: Příklady potencionálních miRNA biomarkerů pro odhalení onemocnění rakovinou. Uvedené symboly ↑↓ 

u jednotlivých miRNA označují zvýšenou nebo sníženou expresi v daném biologickém materiálu. Pokud symbol není 

uveden jedná se o prognostický nebo prediktivní biomarker. 

Druh onemocnění: Biomarkery miRNA: Výchozí materiál: 

Rakovina prostaty 

miR-141 ↑, miR-10a ↑, 

miR-29b ↑ 
plazma 

miR-21 ↑ buňky 

Difúzní velkobuněčný 

lymfom 

miR-21 ↑, miR-210 ↑, 

miR-155 ↑ 
sérum 

miR-146a  plazma 

Rakovina plic 

miR-25 ↑, miR-223 ↑, 

miR-10b ↑, miR-141 ↑, 

miR-155 ↑, miR-21  ↑ 

sérum 

miR-155 ↑, miR-4481, 

miR-4436b, miR-3620, 

miR-4716, miR-6766, let-

7b, let-7e 

plazma 

Kolorektální karcinom 

miR-19a ↑, miR-20a ↑, 

miR-150 ↑, let-7a ↑, miR-

143 ↓, miR-145 ↓ 
sérum 

Rakovina pankreatu 

miR-210 ↑ sérum 

miR-21 ↑, miR-210 ↑, 

miR-155 ↑, miR-196a ↑ 
plazma 



39 

 

Druh onemocnění: Biomarkery miRNA: Výchozí materiál: 

Rakovina vaječníků 
miR-22 ↑, miR-93 ↑, miR-

106b, miR-451 
sérum 

Rakovina vaječníků 
miR-141 ↑ plazma 

miR-155 ↓ buňky 

Rakovina jater 

miR-125b ↑, miR-223 ↓, 

miR-18a, miR-20b, miR-

221 

plazma 

Rakovina žaludku 

miR-21 ↑, miR-1246 ↑ sérum 

miR-17 ↑, miR-20a ↑ plazma 

miR-21 ↑, miR-155 ↓ 
buňky 

Rakovina mozku 
miR-21 ↑, miR-15b ↑, 

miR-23a ↑, miR-146b ↑ 
sérum 

Rakovina jícnu miR-21 ↑ sérum 

Rakovina prsu 

miR-21 ↑, miR-155 ↑, 

miR-145 ↑, miR-382 ↑, 

miR-10b ↑, miR-125b ↑, 

miR-191 ↑, miR-1246 ↑, 

miR-1307 ↑, miR-6861 ↑, 

miR-4634 ↓, miR-6875 ↓ 

miR-141, miR-214, miR-

125b 

sérum 

miR-10b, miR-373, miR-

210 
plazma 

miR-4306 ↑, miR-202 ↑, 

miR-4257 ↑, miR-718 ↓, 

miR-625 ↓, miR-1471 ↓ 

plná krev 

miR-155 ↑, miR-21 ↑, 

miR-299 ↑, miR-411 ↑, 

miR-215 ↑, miR-10b ↓, 

miR-125b ↓, miR-145 ↓, 

miR-92a ↓ 

buňky 
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1.4 Metody izolace RNA  

Příprava vzorku NK pro molekulární detekci spočívá v několika postupných krocích. 

Prvním krokem je uvolnění RNA/DNA z případné biologické matrice, zejména z buňky 

procesem buněčné lyze. Druhý krok představuje izolaci neboli separaci RNA/DNA od okolního 

buněčného i nebuněčného materiálu, například od proteinů. V třetím kroku dochází k purifikaci 

vzorku neboli čištění od nežádoucích látek, které se do vzorku dostaly v předchozím kroku. 

Nežádoucími látkami, které musí být před detekcí odstraněny nebo inaktivovány jsou 

chaotropní soli, alkoholy, proteasy, ostatní soli (Thatcher, 2015), lipidy nebo karbohydráty. 

V neposlední řadě očištěná RNA nesmí obsahovat DNA, a naopak očištěná DNA nesmí 

obsahovat RNA (Buckingham, 2019). Posledním krokem je zakoncentrování, které napomáhá 

při stanovení analytu s nízkou koncentrací ve vzorku a lze ho provést i mezi ostatními kroky 

viz Obrázek č. 8. Ne všechny kroky jsou vždy zapotřebí (Thatcher, 2015).  

 

 

Obrázek č. 8: Obecný postup při přípravě vzorku NK pro molekulární detekci, převzato a upraveno z (Thatcher, 2015). 

 

Při odběru vzorku krve a následné analýze RNA z plazmy je vhodný přídavek 

antikoagulačních činidel. Vhodným antikoagulačním činidlem, co se týče následné kvality 

izolované RNA, je citrát sodný (Holland a kol., 2003). Přítomnost citrátu sodného ale není 

žádoucí pro následnou analýzu metodou PCR, stejně je tomu tak i u heparinu (Boeckel a kol., 

2013, Zampetaki a Mayr, 2012). Nejvhodnějším antikoagulačním činidlem je 

ethylendiamintetraoctová kyselina (EDTA) (Zampetaki a Mayr, 2012).  

Při práci v laboratoři je RNA v porovnání s DNA mnohem méně stabilní (Lehman, 

2010). Nejen v laboratoři dochází k degradaci RNA pomocí všudypřítomných RNas. Zabránit 

tomuto ději lze pomocí dvou hlavních zásad. První je manipulace se vzorkem v prostředí bez 

RNas. Druhou zásadou je použití komerčně dostupných inhibitorů RNas (Holland a kol., 2003). 

Zajištění prostředí bez RNas představuje vyčlenění speciálního prostoru v laboratoři určeného 

k práci s RNA, práce v rukavicích a používání vyčleněného laboratorního vybavení pro práci 
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s RNA. Mezi inhibitory RNas patří například diethylpyrokarbonát (DEPC). Používá se 

k trvalému odstranění účinku RNas potlačením jejich rozpustnosti. Přidává se zejména do vody 

a do používaných pufrů (Buckingham, 2019). Je dobré též zachovat sterilitu vzorku, pokud 

chceme předejít kontaminaci a izolovat pouze RNA (Holland a kol., 2003).   

Dalším faktorem ovlivňujícím stabilitu RNA je teplota skladování vzorku (Holland a 

kol., 2003). V plazmě jsou miRNA stabilní po dobu 24 h při pokojové teplotě (Glinge a kol., 

2017, Mitchel a kol., 2008). Pro dlouhodobé skladování je vhodná teplota -20 °C (Grasedieck 

a kol., 2012) až -80 °C (Glinge a kol., 2017). Při použití teploty -20 °C je celkové množství 

miRNA ve vzorcích stabilní i při dlouhodobém skladování (2-4 roky), dochází pouze k malým 

změnám v množství u několika jednotlivých druhů miRNA (Grasedieck a kol., 2012). Následně 

izolovanou miRNA je vhodné skladovat při -70 °C (Sourvinou a kol., 2013). 

Izolace a purifikace RNA molekul jsou zásadními kroky pro úspěšné získání čisté a 

stabilní RNA pro další analýzy. Metody izolace se dělí na dva hlavní typy. První typem je 

chemická izolace RNA. Jedná se o extrakci za použití organických rozpouštědel a 

denaturačních činidel. Druhý typ představuje extrakci na pevné fázi. Jedná se o zachycení RNA 

na pevném nosiči (Martins a kol., 2014).  

1.4.1 Fenol-chloroformová extrakce 

Fenol-chloroformová extrakce je široce používaná metoda pro izolaci obou typů 

nukleových kyselin (Tan a Yiap, 2009). Jedná se o extrakci ve fázích kapalina-kapalina, 

představující dvě nemísitelná rozpouštědla (Emaus a kol., 2020). Postupně dochází 

k zakoncentrování extrahované látky v jedné ze dvou fází (Sarafraz-Yazdi a Amiri, 2010). 

Hlavním rozdílem mezi fenol-chloroformovou extrakcí DNA a extrakcí RNA je odlišné 

pracovní pH. U extrakce RNA se musí pohybovat v kyselé oblasti (Tan a Yiap, 2009, 

Chomczynski a Sacchi, 2006). 

Obecný princip extrakce (Obrázek č. 9) zahrnuje lyzi vzorku za použití detergentu 

guanidium thiokyanátu (GuSCN). V této fázi se někdy přidává i 2-merkaptoethanol jako 

redukční činidlo. Následuje organická extrakce přidáním směsi 

fenol:chloroform:isoamylalkohol (25:24:1). Přídavek fenolu s nízkým pH 4-5 zajistí separaci 

DNA od RNA. Isoamylalkohol zabrání pěnění a chloroform tvoří organickou fázi. Jednu fázi 

představuje vodný buněčný lyzát a druhou nemísitelnou fázi představuje organické 

rozpouštědlo chloroform (Buckingham a kol., 2019). Roztoky jsou důkladně promíchány a 

následuje centrifugace. Centrifugací dojde k opětovnému rozdělení obou roztoků na horní a 
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dolní fázi. Mezi horní a dolní fází se může objevit mezifáze ve formě bílého prstence 

vysrážených proteinů (Vomelová a kol., 2009). Horní fáze je vodná a obsahuje RNA, zatímco 

mezifáze a dolní organická fáze obsahuje většinu DNA a proteiny (Chomczynski a Sacchi, 

2006). Horní fáze obsahující RNA je následně přemístěna do sterilní zkumavky. K horní fázi 

je přidán isopropanol (Vomelová a kol., 2009, Buckingham a kol., 2019) nebo ethanol a dochází 

k vysrážení RNA. Přidáním glykogenu se zlepší formování pelety (Buckingham a kol., 2019). 

Zkumavka je centrifugována a výsledným produktem je peleta obsahující celkovou RNA. 

Peleta obsahuje soli, které se vysrážely spolu s RNA, které jsou následně odstraněny omytím 

pelety 75-90% ethanolem. Peleta je rozpuštěna ve vodě ošetřené DEPC nebo v daném pufru 

(Vomelová a kol., 2009, Buckingham a kol., 2019). Nakonec je přidána DNasa k odstranění 

DNA kontaminace, která může být přidána již během kroku buněčné lyze (Buckingham a kol., 

2019). 

 

 

Obrázek č. 9: Obecný princip fenol-chloroformové extrakce, převzato a upraveno z (Buckingham a kol., 2019). 

 

Izolace RNA fenol-chloroformovou extrakcí se postupem času vyvíjela různými směry, 

které měly za cíl usnadnit a urychlit celý proces. Významným pokrokem je metoda izolace 

RNA pomocí jednokrokové kyselé guanidium thiokyanát-fenol-chloroformové extrakce 

(Chozymski a Sacchi, 1987). Vznikla v návaznosti na dříve velmi používanou, účinnou, ale 

zdlouhavou metodu podle Chirgwina (Chirgwin a kol., 1977). U jednokrokové extrakce je 

použit předpřipravený denaturační roztok D, který obsahuje GuSCN, citrát sodný, sarkosyl a 2-

merkaptoethanol. Po homogenizaci tkáně je přidán acetát sodný pH 4, vodný roztok fenolu a 

směsný roztok chloroformu s isoamylalkoholem (24:1). Po přidání každého reakčního činidla 

k homogenátu je směs vždy promíchána. Na konci je celá směs centrifugována a je odebrána 
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horní vodná fáze s RNA do nové zkumavky. Následuje vysrážení RNA isopropanolem. Tímto 

procesem lze dosáhnout vysoké čistoty i výtěžku při době trvání procesu pod 4 h. Touto 

metodou je eliminována potřeba ultracentrifugace, které bylo zapotřebí u dřívější používané 

metody (Chozymski a Sacchi, 1987).  

Metoda jednokrokové kyselé guanidium thiokyanát-fenol-chloroformové extrakce byla 

modifikována v roce 1993. Ke stávající metodě byl přidán doplňující krok po přidání roztoku s 

GuSCN a homogenizaci tkáně. Krok představoval selektivní srážení RNA ethanolem. Touto 

modifikací se výrazně snížila kontaminace výsledného produktu molekulami DNA, která 

nebyla žádoucí při následné analýze pomocí PCR (Siebert a Chenchik, 1993). Při následující 

optimalizaci byly přidávány další doplňující kroky k odstranění kontaminace přebytkem fenolu, 

chloroformu nebo solemi. Přidané kroky představovaly dvojité promývání precipitátu RNA 

75% roztokem ethanolu a jeden extrakční krok navíc. (Toni a kol., 2018).  

Pro fenol-chloroformovou extrakci také existují již připravená reakční činidla na bázi 

fenolu. Jedná se o TRIzolTM Reagent od firmy Thermo Fisher Scientific a QIAzol lysis Reagent 

od firmy Qiagen. Používání těchto činidel je ekonomičtější, ale dochází k výskytu 

kontaminantů v získané RNA (Toni a kol., 2018). Při izolaci RNA za použití činidla TRIzol 

nebo QIAzol se postup liší od klasické fenol-chloroformové extrakce. Po správném použití 

daného činidla podle typu vzorku stačí již přidat ke směsi pouze chloroform (bez RNas) a je 

umožněn průběh extrakce (Toni a kol., 2018, Green a Sambrook, 2020).  

Postup při využití modifikované fenol-chloroformové extrakce miRNA spočívá 

v použití TRIzol činidla (Moldovan a kol., 2014). Po proběhnutí extrakce je RNA vysrážena 

isopropanolem. Ke zvýšení podílu malých RNA v celkové izolované RNA probíhalo srážení 

přes noc (Hunter a kol., 2008) při -20 až -80 °C, následované centrifugací 1 h při 4 °C 

(Moldovan a kol., 2014). Bohužel bylo později zjištěno, že dochází ke ztrátám specifických 

miRNA s nízkým obsahem bází GC, popřípadě i jiných druhů sncRNA při použití TRIzolu 

(Kim a kol., 2012). Tyto faktory by mohly ovlivnit i izolaci miRNA ze séra či plazmy a je nutné 

je brát v úvahu (Moldovan a kol., 2014). 

Při izolaci miRNA za použití různých metod dochází k různé účinnosti izolace miRNA 

odlišného původu a k proměnným výsledkům analýzy. Fenol-chloroformová extrakce je 

převážně koncipována pro extrakci RNA z tkáně či z buněk. Izolace RNA nebo miRNA fenol-

chloroformovou extrakcí z tělních tekutin je obtížná z důvodu velkého objemu vodné fáze 

(Moldovan a kol., 2014). Pro izolaci miRNA se využívá principu metody fenol-chloroformové 

extrakce s různými modifikacemi, resp. optimalizacemi (Lekchnov a kol., 2016), zejména pak 
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kombinace metod fenol-chloroformové extrakce a extrakce za pomocí kolonek (Eldh a kol., 

2012). 

1.4.2 Extrakce na pevné fázi 

Extrakce na pevné fázi probíhá ve dvou fázích kapalina-pevná fáze. Izolovaná složka je 

separována z roztoku na základě různých vlastností pevné i kapalné fáze. Extrakce na pevné 

fázi je slibnou možností, jak izolovat RNA.  Značnou výhodou těchto metod je omezené použití 

organických rozpouštědel (Emaus a kol., 2020). Další výhodou je odstranění problému 

nedokonalé separace fází jako je tomu u extrakce kapalina-kapalina a urychlení celého procesu. 

Tyto metody se skládají obecně z několika hlavních kroků. Jedná se o lyzi materiálu, 

následovanou adsorpcí RNA na povrch pevné fáze, promýváním a poslední fází je eluce RNA 

(Tan a Yaip, 2009), jak je zobrazeno na Obrázku č. 10.  

Adsorpce NK na povrch pevné fáze je zajištěna vytvořením specifické vazby k povrchu. 

K vytvoření vazby je zapotřebí přítomnost chaotropních solí (Vomelová a kol., 2009) a pufrů 

k zajištění vhodného pH prostředí. Adsorpce funguje na základě tvorby vodíkových můstků, 

afinitě dané NK k povrchům nebo na iontové výměně. Eluce je zajištěna nejčastěji použitím 

pufru o složení Tris-EDTA či vody (Tan a Yiap, 2009).   

 

 

Obrázek č. 10: Postup extrakce na pevné fázi, převzato a upraveno z (Buckingham a kol., 2019). 
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Pro izolaci RNA pomocí extrakce na pevné fázi se k lyzi využívá analogického principu 

jako u fenol-chloroformové extrakce (Buckingham a kol., 2019). Často se využívá kombinace 

fenolu a GuSCN. K samotné extrakci se jako základní pevné fáze využívají matrice ve formě 

předpřipravených naplněných kolonek nebo magnetických částic (Martins a kol., 2014). Další 

formou uspořádání je extrakce v roztoku, kdy se pevná fáze neboli částice od roztoku oddělují 

sedimentací. Mezi druhy pevných fází určených pro extrakci RNA patří například materiál na 

bázi polystyrenlatexu, celulózové matrice nebo skelná vlákna (Vomelová a kol., 2009). 

Mezi nejreprezentativnější materiál, který slouží k vazbě NK, patří oxid křemičitý 

(SiO2), který je většinou ve formě naplněných kolonek, membrán (Jimenez a kol., 2018, Martins 

a kol., 2014) nebo částic. Silikonové částice jsou zejména používány pro izolaci DNA (Boom 

a kol., 1990), ale tato metoda izolace NK za pomoci silikonových částic je později aplikována 

i na RNA (Chungue a kol., 1993). Bylo prokázáno, že NK jsou schopné se vázat za přítomnosti 

GuSCN na pevnou fázi představující silikonové částice (Boom, 1990). Role GuSCN spočívala 

v lyzi buněk a denaturaci RNas, které by jinak snižovaly stabilitu RNA (Jimenez a kol., 2018). 

Do rutinní praxe tento přístup nebyl prozatím zaveden.   

Dalším materiálem vhodným pro extrakci NK na pevné fázi je oxid titaničitý (TiO2) 

(Jimenez a kol., 2018). K extrakci fosforylovaných peptidů a proteinů byl použit TiO2 z důvodu 

své afinity k fosfátovým skupinám (Thingholm a Larsen, 2016). Následně byla potvrzena i jeho 

afinita k NK. Tuto afinitu lze následně využít u extrakce RNA, protože TiO2 má silnou afinitu 

k fosfátové kostře NK (Jimenez a kol., 2018).   

Některé společnosti vyvinuly nové soupravy na základě využití silikonových membrán, 

na které se lépe vázala RNA oproti DNA. Příkladem souprav jsou RNeasy® od firmy Quiagen, 

PureLINKTM RNA od firmy Invitrogen, Nucleospin® RNA od firmy MACHEREY-NAGEL. 

Jedná se o kombinaci technologií využívající selektivní vazby RNA na silikonovou membránu 

a rychlosti díky formátu centrifugačních mikrokolonek. Průběh izolace se skládá klasicky z lyze 

a homogenizace výchozího materiálu pomocí pufru obsahujícího GuSCN. Rozdíl je v tom, že 

po tomto kroku se přidává ke vzorku ethanol. Ten slouží ke zlepšení vazby RNA na membránu. 

Nečistoty jsou odstraněny omýváním membrány promývacím pufrem. Eluce RNA probíhá 

promytím membrány vodou bez RNas za podmínek nízké iontové síly. Pokud je zapotřebí 

vysoce čisté RNA je nutné za tento postup zařadit použití DNas nebo použít dodatečný postup 

přečištění pomocí kolonky pro extrakci na pevné fázi s vyšší selektivitou na RNA (Martins a 

kol., 2014) nebo na určitý druh RNA jako je například mRNA nebo miRNA (Chatterjee a kol., 

2010). Takto se například v jedné studii izolovala nejdříve celková RNA pomocí RNeasy® midi 
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kit od firmy Quiagen a následně byla izolována pouze mRNA za pomocí soupravy Oligotex 

mRNA kit také od firmy Quiagen (Dudas a kol., 2005).  

Pro technologii centrifugačních mikrokolonek jsou vyvíjeny nové pevné materiály 

v nano a mikro měřítku, například vlákna. Tyto materiály mají vysoký poměr povrchu k objemu 

a urychlují průběh reakce lepším přenosem hmoty či tepla. Vlákna mohou být i derivatizovaná 

(Du a kol., 2019)  

Značnou výhodou použití souprav založených na využití silikonových membrán je 

v možnosti automatizace procesu izolace. Automatizace spočívá ve využití soupravy RNasy 96 

BioRobot 8000 kit a přístroje s názvem BioRobot Gene Expresion od firmy Qiagen. Přístroj je 

schopný automaticky izolovat RNA až ze 192 vzorků najednou v čase 75 až 90 minut. Delší 

čas 90 minut je zapotřebí pro volitelné konečné čištění DNasou (Ullmann a kol., 2004).  

Pro izolaci miRNA pomocí metod extrakce na pevné fázi založených na adsorpci na 

silikonových materiálech jsou dostupné široce používané komerční soupravy s názvem 

miRVanaTM PARISTM a miRNeasy® mini kits. Metoda miRVanaTM PARISTM kit využívá k lyzi 

vzorku detergent. Lyze je následována fenol-chloroformovou extrakcí. Následně je miRNA 

izolována filtrací přes membránu ze skelných vláken. Filtrace je prováděna dvousložkovým 

roztokem se zvyšující se koncentrací ethanolu. U tohoto způsobu získáme frakci bohatou na 

RNA s délkou pod 200 nukleotidů. Tato metoda je vhodnější při izolaci miRNA z tkáně 

(Moldovan a kol., 2014), ale byla již využita i u izolace miRNA z tělních tekutin (D´Alessandra 

a kol., 2010). 

Souprava miRNeasy® mini kit využívá k izolaci miRNA kolonku naplněnou 

silikagelem. V porovnání se soupravou miRVanaTM PARISTM kit má metoda miRNeasy® mini 

kit vyšší výtěžky u izolace miRNA z tkáně ((Moldovan a kol., 2014). U izolace z tělních tekutin 

lze metodu také aplikovat (Weber a kol., 2010). 

Další soupravou pro izolaci miRNA je miRNA Extraction kit. Touto metodou se 

extrahuje celková RNA i miRNA (Baggish a kol., 2011). Přečištění RNA od DNA probíhá 

pomocí DNasy na kolonce s názvem NucleoPurTM spin (Moldovan a kol., 2014). Soupravu 

Master PureTM Purification Kit lze použít k izolaci celkové RNA společně s miRNA (Widera a 

kol., 2011). Obě tyto soupravy se osvědčily pro izolaci RNA za účelem studování několika 

druhů miRNA (Moldovan a kol., 2014). Souprava Exiqon miRCURYTM RNA isolation kit 

využívá k adsorpci materiály na bázi pryskyřice. Tato souprava poskytuje potencionálně 

nejvyšší výtěžky miRNA (Eldh a kol., 2012). Další zajímavou soupravou je miR Premier® 

microRNA Isolation Kit od firmy Sigma-Aldrich®, která dokáže účinně izolovat a purifikovat 
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miRNA. Využívá se zde extrakce RNA pomocí adsorpce na kolonce se silikagelem (Moldovan 

a kol., 2014). 

Předchozí metody extrakce využívaly k izolaci pevné fáze od kapalné centrifugaci či 

vakuum. U následující metody stačí k oddělení pouze externí magnet (Emaus a kol., 2020). 

Byly vyvinuty povrchově modifikované magnetické částice. Magnetické znamená, že po 

aplikaci magnetického pole permanentního magnetu získá částice magnetický moment a může 

být odstraněna z roztoku. Částice s výběrem vhodného pufru představují rychlý a účinný 

způsob extrakce RNA (i DNA) na pevné fázi. Další výhodou mimo rychlosti celého procesu je 

možnost izolace RNA z větších objemů vzorku, možnost automatizace metody a snížení rizika 

degradace NK, která může nastat v průběhu procesu centrifugace (Berensmeier, 2006).  

Obecný princip separace NK na magnetických částicích (Obrázek č. 11) začíná prvním 

krokem představujícím lyzi vzorku, následuje vazba NK na magnetické částice a odstranění 

ostatních buněčných složek. Po tomto kroku následuje promývání ethanolem, a eluce NK 

pufrem s nízkou iontovou silou (Liu a kol., 2019). 

 

 

Obrázek č. 11: Princip izolace NK za pomoci magnetických částic, převzato a upraveno z (Liu a kol., 2019). 

 

Magnetické částice můžeme rozdělit do dvou skupin podle velikosti, a to na 

mikročástice a na nanočástice (Liu a kol., 2019). Nejčastěji používané nanočástice mají velikost 

1-100 nm (Wierucka a Biziuk, 2014) a nejčastěji používané mikročástice mají velikost 1-50 µm 

(Liu a kol., 2019). Magnetické částice se skládají z hlavní složky představující 

magnetický anorganický materiál. Tímto materiálem jsou oxidy železa, například oxid 

železnato-železitý neboli magnetit, γ-oxid železitý nebo ferrity. Tyto částice jsou následně 

povrchově modifikovány. Povrchové modifikace představují zejména silanizaci (Berensmeier, 

2006). Povrch magnetické částice se pokryje vrstvou oxidu křemičitého (Sen a kol., 2006) viz 

Obrázek č. 12. Další způsob silanizace představuje například modifikace alkoxysilany, kdy 
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kromě modifikace oxidem křemičitým dojde k navázání aminových skupin (Bruce a Sen, 

2005). Další povrchovou modifikací je například modifikace polyethyleniminy (Chiang a kol., 

2005), uhlíkovými nanotrubičkami (Razmi a Jabbari, 2015), oxidy grafenu (Taghvini a kol., 

2016), „metal-organic frameworks“ neboli organokovovými kostrami (Zhang a kol., 2018) a 

molekulárně vtištěnými polymery (Xu a kol., 2012). Modifikace protilátkami slouží zejména 

k separaci celých buněk. Příkladem je modifikace monoklonální protilátkou proti proteinu 

vyskytujícím se na povrchu spermie. Jedná se o modifikaci proteinem „motile sperm domain 

containing 3“, která slouží k separaci spermií od bukálních epiteliálních buněk (Li a kol., 2014).  

 

 

Obrázek č. 12: Magnetické částice modifikované oxidem křemičitým (TEM mikroskopie), převzato a upraveno z (Bruce 

a Sen, 2005). 

 

Komerčně dostupné povrchově modifikované magnetické částice pro izolaci RNA, ale 

popřípadě i DNA se nacházejí v Tabulce č. 3 (Berenmeier a kol., 2006). Pro automatizaci 

izolace RNA za použití principu izolace na magnetických částicích slouží přístroj BioRobot 

9604 od firmy Qiagen (Mitsunaga a kol., 2002).  

 

 

Tabulka č. 3: Komerčně dostupné magnetické částice s povrchovou modifikací pro izolaci RNA i DNA, převzato 

z (Berensmeier, 2006). 

Produkt: Firma: Průměr 

částic [µm]: 

Druh 

modifikace: 

Druh 

izolované NK: 

AGOWA® 

mag 

AGOWA, Berlín, 

Německo 

5-10 - DNA, RNA 
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Produkt: Firma: Průměr 

částic [µm]: 

Druh 

modifikace: 

Druh 

izolované NK: 

MagaZorb® Cortex Biochem San 

Leandro, CA, USA  

1-10 celulóza DNA, RNA 

MagneSil Promega, Madison, WI, 

USA 

5-8,5 silanizace DNA, RNA 

MagSi MagmaMedics, Aachen, 

Německo 

1; 2; 5 - DNA, RNA 

MGP Roche Diagnostic - sklo DNA, RNA 

M-PVA Chemagen Biopolymer 

Technology,  

0,5-1; 1-3; 

5-8 

polyvinyl 

alkohol 

DNA, RNA 

SiMAG Chemicell, Berlín, 

Německo 

0,5; 0,75; 1 silanizace DNA, RNA 

 

Pouze pro extrakci RNA byly magnetické částice modifikovány například pomocí 

„metall-organic frameworks“ neboli organokovovou kostrou složenou z UiO-66-NH2 a jako 

základní magnetický materiál byl použit oxid železnato-železitý neboli magnetit. Částice jsou 

schopné selektivně extrahovat pouze RNA na úkor DNA a ostatních kontaminantů. Vazba 

spočívá ve vytváření vodíkových můstků, hydrofobních a elektrostatických interakcí a 

chelatačních interakcí. Částice lze i opakovaně používat po regeneraci za pomoci hluboce 

eutektického rozpouštědla (Meng a kol., 2020). Výhodou materiálu Ui-66-NH2 je vysoká 

chemická i tepelná stabilita (Cavka a kol., 2008). 

Pro izolaci miRNA je také možno využít povrchově modifikovaných magnetických 

částic redukovanými oxidy grafenu (rGO) (Yan a kol., 2017).  Tyto oxidy se vyskytují ve formě 

jak rGO, tak i neredukované a vykazují značnou afinitu k jednovláknovým strukturám NK, 

která je způsobena tvorbou vodíkových můstků a π-π interakcemi. Selektivní izolace miRNA 

pomocí rGO spočívá ve využití kinetiky adsorpce na rGO a π-π interakcí. Modifikace rGO se 

jevila jako slibná k selektivní izolaci miRNA z celkové RNA (Yan a kol., 2017). 

1.5 Metody pro detekci nukleových kyselin 

Potřeba analyzovat NK stoupla zejména při zjištění, že se dají využít jako biomarkery 

různých patologických stavů organismu jako je zejména rakovina (Ouyang a kol., 2020). Mezi 
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klasické metody molekulární detekce patří zejména metoda gelové elektroforézy (Petrov a kol., 

2013), Northern blot, hmotnostní spektrometrie (MS) a PCR. Nové metody se spoléhají 

zejména na různé strategie amplifikace a technologii mikročipů (Ouyang a kol., 2020).  

1.5.1 Gelová elektroforéza 

Gelová elektroforéza je významným nástrojem pro analýzu vzorků obsahujících RNA 

(Petrov a kol., 2013) i DNA (Stellwagen, 2009). Principem této metody je pohyb nabitých 

molekul analyzované látky v elektrickém poli v prostředí matrice. Rychlost pohybu závisí na 

použité matrici, separačních vlastnostech matrice a na složení použitého pufru. Za 

denaturačních podmínek dochází k rozdílné rychlosti migrace u různě dlouhých NK, které se 

v gelu rozdělí podle své délky. Tento proces poskytuje informace o složení vzorku. Za 

nedenaturačních podmínek dochází k rozdílné rychlosti migrace NK v závislosti na jejím 

prostorovém uspořádání. Tímto se zkoumají alternativně složené druhy NK (Petrov a kol., 

2013). 

Postupem času byly vyvinuty matrice vhodné pro analýzu DNA nebo pro RNA 

(Stellwagen, 2009). Matricí vhodnou pro analýzu DNA je například škrob (Matsubara a Takagi, 

1962) nebo agarózový gel (Helling a kol., 1974). Mezi známou matrici pro gelovou 

elektroforézu patří zejména polyakrylamidový gel. Lze ho využít k analýze RNA i DNA 

(Bishop a kol., 1967). Polyakrylamidové gely formují tzv. síť tvořenou akrylamidovými vlákny, 

která jsou propojena bisakrylamidovými můstky. Důležitým parametrem je velikost pórů sítě. 

Tu lze ovlivnit celkovou koncentrací akrylamidu při tvorbě gelu a poměrem koncentrace 

akrylamidu ke koncentraci N,N´-methylenbisakrylamidu, činidla způsobujícího zesítění. Při 

zvyšující se koncentraci akrylamidu se snižuje velikost pórů a lze separovat menší molekuly 

RNA (Holmes a Stellwagen, 1991). Škrob a agarózový gel patří do přírodních matric, zatímco 

polyakrylamidový gel se řadí do matric syntetických (Perrett, 2000).  

Při gelové elektroforéze NK v gelu je nutná jejich vizualizace. Nejčastějším způsobem 

je barvení. DNA i RNA lze barvit pomocí fluorescenčního barviva ethidium bromidu. Toto 

fluorescenční barvivo má ale značné toxické a mutagenní účinky, které jsou při použití 

v laboratoři nežádoucí. Proto dochází k používání bezpečnějších fluorescenčních barviv pro 

DNA jako je například GelRedTM využívající UV excitaci nebo GelGreenTM, DiamondTM 

Nucleic Acid Dye využívající k excitaci modré světlo a SYBR green I, které ale vykazuje mírné 

mutagenní účinky (Haines a kol., 2015). Pro barvení RNA se používá toluidinová modř, barvivo 

SYBR green II nebo ethidium bromid. Alternativní metodou je vizualizace spočívající 
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v radioaktivním značení RNA a následné autoradiografii (Petrov a kol., 2013). Toluidinová 

modř je thiazinové metachromatické barvivo, které vykazuje afinitu ke kyselým složkám tkání 

s vysokým obsahem RNA či DNA. Metachromatické znamená, že reaguje s danou tkání či 

složkou tkáně za vzniku odlišného zbarvení, než bylo jeho původní zbarvení před reakcí 

(Sridgharan a Shankar, 2012). Ethidium bromid a SYBR green II jsou interkalační 

fluorescenční barviva (Spiess a Ivell, 2018). Interkalační znamená, že interagují s nukleovými 

kyselinami vkládáním se mezi páry bází v dsDNA, ale mohou s NK interagovat i jinými 

způsoby jako je interakce barviva a povrchu NK. Jedná se vždy o nekovalentní interakci 

(Deligeorgiev a kol., 2009).  

1.5.2 Northern blot 

Mezi klasické metody pro analýzu RNA patří zejména metoda s názvem „Northern 

blot“ (Ouyang a kol., 2020). Základní stručný princip u analýzy RNA pomocí metody Northern 

blot spočívá v počátečním štěpení vzorku RNA pomocí enzymu s názvem restrikční 

endonukleasa. V dalších krocích dochází k separaci pomocí gelové elektroforézy na 

agarózovém gelu a u malých RNA na polyakryamidovém gelu, k denaturaci a k přenosu vzorku 

na nitrocelulózový film nebo nylonovou membránu. Na filmu či na membráně následně dochází 

k detekci RNA. K RNA se naváže neboli hybridizuje značená sonda specifická pro danou RNA 

a umožní tak detekci. Tato metoda se také využívá pro detekci miRNA (Ye a kol., 2019). 

Northern blot umožňuje, jak kvalitativní měření, díky kterému získáme průkaz určité 

molekuly RNA ve vzorku, tak i kvantitativní měření množství RNA. Kvantitativní měření RNA 

probíhá srovnávací metodou nikoliv měřením absolutního množství z důvodu neoptimální 

hybridizace, která je závislá na pracovních podmínkách (Josepsen a Nielsen, 2011). 

Přenos NK z gelu na membránu či film se nazývá blotování. Blotování může probíhat 

dvěma hlavními způsoby, kterými jsou kapilární blotování či elektroblotování. Kapilární 

blotování se provádí u agarózových gelů a spočívá v nasakování přenosového pufru přes 

membránu zachycující RNA do vrstvy papírových ručníků. Toto blotování má dvě varianty: 

rychlejší sestupnou a vzestupnou. Elektroblotování se provádí zejména u polyakralamidových 

gelů ale lze provést i u gelů agarózových (Bittner a kol., 1980). Spočívá v působení elektrického 

pole na gel. U obou typů blotování se ještě používá speciální papír Whatman 3 mm, který je 

navlhčený přenosovým pufrem (Josepsen a Nielsen, 2011). Typy blotování jsou zobrazeny na 

Obrázku č. 13. 
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Obrázek č. 13: Blotovací techniky: A. představuje vzestupné kapilární blotování (1. skleněná podložka, 2. vrstva 

papírových ručníků, 3. Whatman 3 mm, 4. membrána, 5. gel, 6. přenosový pufr, 7. houba pro podporu nasakování 

pufru). B. představuje sestupné uspořádání, C. představuje elektroblotování, převzato a upraveno z (Josephsen a 

Nielsen, 2011). 

 

Pro přenos RNA se často využívá nylonová membrána, na které poté dochází k fixaci 

dané RNA použitím UV světla. UV světlo zajistí kovalentní vazbu RNA s membránou aktivací 

pyrimidinových bází vázajících se s aminovými skupinami na povrchu membrány. Místo UV 

světla se dá použít inkubace membrány 1 až 2 h v 65 °C. Fixace je důležitá pro omezení ztrát 

při následné detekci. Následuje detekce za pomoci hybridizace značenou sondou nejběžněji 

radioaktivně značenou (Josepsen a Nielsen, 2011). Pro detekci krátkých miRNA se používají 

oligonukleotidové sondy modifikované molekulami nazývanými jako tzv. uzamčené nukleové 

kyseliny, „locked nucleic acids“. Tyto sondy jsou vysoce afinitní analogy příslušných miRNA 

a zajišťují citlivou a specifickou detekci (Válóczi a kol., 2004). 

1.5.3 Polymerázová řetězová reakce 

Metoda PCR vznikla na základě inspirace základní reakcí molekulární biologie, kterou 

představuje syntéza DNA za pomoci DNA polymerasy. Tato reakce byla přenesena do 

laboratorních podmínek v prostředí in vitro. K reakci je zapotřebí stejně jako u klasické syntézy 

DNA enzym DNA polymerasa (získaná z bakterie Thermus aquaticus – Taq). Výsledkem 

reakce je několik miliónů kopií vybraného fragmentu DNA (Łaczmańska a kol., 2009). 

K provedení PCR je za potřebí vzorek DNA představující templát, dva druhy DNA 

primerů, DNA polymeráza, pufr a deoxyribonukleotid trifosfáty (Maiz a Bhat, 2018). Reakce 
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probíhá v zařízení nazývaném termocykler a skládá se ze tří hlavních kroků, probíhajících za 

sebou viz Obrázek č. 14. První krok představuje denaturaci. Reakční směs je zahřívána nad 

teplotu tání dvouvlákna DNA templátu. Dojde k oddělení vláken dsDNA a vznikne 

jednovláknová DNA. Druhým krokem je nasednutí primerů, které probíhá již za nižší teploty. 

Posledním krokem je prodlužování. Spočívá v opětovném zvýšením teploty, kdy je DNA 

polymerasa schopná připojovat jednotlivé deoxyribonukleotid trifosfáty (Garibyan a Avashia, 

2013). Výsledkem první PCR jsou dva fragmenty dvouvláknové DNA identické s oblastí mezi 

dvěma primery. Tato reakce se znovu opakuje a při každém opakování (cyklu) se získá 

dvojnásobný počet DNA fragmentů, než bylo na začátku reakce (Maiz a Bhat, 2018). 

Vizualizace následně získaného PCR produktu probíhá zásadně dvěma způsoby. Prvním 

způsobem je barvení získané DNA například pomocí ethidium bromidu. Druhý způsob probíhá 

již před samotnou PCR reakcí. Jedná se o značení výchozích primerů nebo výchozích 

deoxyribonukleotid trifosfátů fluorescenčním barvivem (Garibyan a Avashia, 2013).  

 

 

Obrázek č. 14: Schéma PCR, 3 kroky: denaturace, nasednutí primerů a prodloužení, převzato a upraveno z (Maiz a 

Bhat, 2018). 

 

Pro případ, kdy je výchozím vzorkem RNA se využívá modifikovaná metoda RT-PCR. 

Dochází k přidání jednoho počátečního kroku předcházejícího celému procesu klasické metody 

PCR. Jedná se o reverzní transkripci, kdy se z výchozí RNA syntetizuje DNA pomocí enzymu 

reverzní transkriptasy (Maiz a Bhat, 2018).  

Další modifikací je tzv. kvantitativní PCR nebo qRT-PCT, která se používá nejen pro 

detekci, ale i pro kvantifikaci dané NK, která se vyskytuje ve vzorku většinou v malém 

množství (Łaczmańska a kol., 2009, Garibyan a Avashia, 2013).  Funguje na principu sledování 

průběhu opakujících se PCR cyklů. Na počátku je dostatečné množství reagencií a málo PCR 

produktu, následně reakci nic nebrzdí a probíhá ze 100 %. Pokud stoupá množství produktu a 

ubývají reagencie, dochází k tomu, že reakce probíhá nedokonale. Exponenciální produkce 

PCR produktu se stává lineární, až postupně upadá do fáze plató, kdy je produkce zcela 
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zastavena (VanGuilder a kol., 2018). Data mohou být vyhodnocena dvěma způsoby, a to buď 

relativní kvantifikací či absolutní kvantifikací (VanGuilder a kol., 2018). Nejčastější metodou 

relativní kvantifikace je zvolení prahové hodnoty „cycle of theshold“ (CT). Hodnota CT 

představuje počet cyklů, které je nutné provést pro dosažení určité hodnoty fluorescence (Livak 

a Schmittgen,2001). Metoda qRT-PCR je ideální možností pro detekci miRNA i v rutinním 

použití. Je to z důvodu její vysoké citlivosti a specifity (Gan a kol., 2011).  

Modifikovanou metodou PCR je alelově specifická polymerázová řetězová reakce nebo 

PCR-restriction fragment lenght polymorphism (Sommers a kol., 1992).  

1.5.4 Mikročipy 

V mnoha studiích genové exprese je zapotřebí najednou analyzovat více sekvencí než 

jenom jednu, jak to bylo u předchozích metod. Proto je nutné zvýšit výkonnost prováděných 

analýz. Mikročipy se skládají ze snímacích prvků o velikosti menší než 200 µm. Tyto snímací 

prvky jsou umístěny na neporézním materiálu, který představuje sklo, křemík nebo nylon. 

Detekce probíhá většinou měřením fluorescence (Epstein a kol., 2002). Mikročipy mohou 

analyzovat tisíc vzorků za den, ale jejich použití je cenově náročné (Cissell a Deo, 2009). 

U detekce ze vzorku RNA je provedena reverzní transkripce za vzniku komplementární 

DNA (cDNA). Ta je následně vázána s biotinem nebo označena fluorescenční sondou. Tyto 

cDNA jsou aplikovány na imobilizované oligonukleotidy. Po navázání cDNA na 

oligonukleotidy následuje série promývacích kroků. Pokud byla cDNA značená biotinem, 

dojde k interakci se streptavidinem, který nese fluofor. Pokud byla cDNA již značená 

fluorescenční sondou může být fluorescence měřena bez další úpravy (Ye a kol., 2019).  Jako 

výchozí vzorek může být i cRNA a lze provádět její značení (Do a Choi, 2007).  

Pro detekci miRNA pomocí mikročipů se používají imobilizované miRNA 

oligonukleotidové sondy, které mají na svém 5´ konci aminoskupiny, umožňující vazbu na 

skleněný nosič. U miRNA proběhne značení fluorescenčním barvivem a následuje hybridizace 

s příslušnými sondami. Následně detekujeme fluorescenci z navázaných miRNA na různých 

pozicích (Li a Ruan, 2009) viz Obrázek č. 15.   
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Obrázek č. 15: Princip miRNA profilování pomocí mikročipů (a: amin-reaktivní skleněná podložka, b: miRNA sonda 

modifikovaná aminoskupinou obsahující záchytnou sekvenci označenou zeleně a sekvenci linkeru označenou fialově, c: 

skleněná podložka mikročipu připravená k použití, d: vzorek představující buňky, e: izolovaná miRNA, f: miRNA 

označená fluorescenčním barvivem), převzato a upraveno z (Li a Ruan, 2009). 

 

1.5.5 Hmotnostní spektrometrie 

Metoda MS spočívá v ionizaci vzorku v iontovém zdroji. Po ionizačním procesu putují 

vzniklé ionty do hmotnostního analyzátoru, kde jsou odděleny podle jejich poměru m/z a 

detekovány na hmotnostním detektoru (Feng a kol., 2008). 

Významnou roli v analýze NK zastává MS. Lze získat informace o sekvenci a 

modifikacích NK (Nordhoff a kol., 1996). K analýze se nejvíce využívají dva přístupy. Prvním 

přístupem je kombinace kapalinové chromatografie s ionizací za atmosférického tlaku pomocí 

elektrospreje (ESI) a tandemové MS. Druhým přístupem k analýze je využití ionizace za 

atmosférického tlaku pomocí desorpce laserem za přítomnosti matrice (MALDI) (Zhao a kol., 

2021).  

Pro separaci NK lze použít až 6 druhů kapalinové chromatografie: gelová permeační 

iontově výměnná, chromatografie na reverzní fázi, chromatografie na reverzní fázi s iontovým 

párováním, smíšená a afinitní. Výhody gelové permeační chromatografie je odsolení a 

přenesení vzorku NK do vhodného pufru. Nevýhodou je malá účinnost separace jednotlivých 

NK, jedná se pouze o prvotní frakcionaci před vlastní separací přímo spojenou s MS (Huber a 

Oberacher, 2001). Často používanou chromatografií pro detekci oligonukleotidů ve spojení 

s ionizací ESI je chromatografie na reverzní fázi s iontovým párováním (Gong, 2015). 

Způsob ESI spočívá v aplikaci vysokého napětí na kovovou kapiláru za vzniku nabitých 

kapiček analytu. Z kapiček jsou následně uvolněny ionty analytu (Bruins, 1988). Ionizace 
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MALDI spočívá v krystalizaci analyzovaného vzorku s matricí. Následně je použit UV laser, 

který způsobí odpaření matrice a uvolnění analytu ve formě iontů plynu. Mezi používané 

hmotnostní analyzátory v kombinaci s ionizací ESI patří kvadrupól, iontová past, analyzátor 

doby letu, iontová cyklotronová rezonance či Orbitrap. MALDI se používá nejčastěji 

v kombinaci s analyzátorem doby letu (Feng a kol., 2008). 

U MALDI ionizace při analýze NK je zásadní zvolit správný druh matrice vhodný pro 

ionizaci oligonukleotidů (Gao a kol., 2012). Mezi matrice umožňující analýzu RNA patří 2,5 

dihydroxybenzoová kyselina, kyselina sinapová a 3-hydroxypikolinová kyselina (Wambua a 

kol., 2014). 
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2 Cíle diplomové práce 

Předním cílem diplomové práce bylo optimalizovat zavedenou metodu izolace miRNA 

z různých biologických matric jako jsou buňky a sérum za pomoci částic na bázi TiO2.  

 

Jednotlivé cíle: 

 

1) Seznámení s danou oblastí výzkumu. 

2) Seznámení s prací s TiO2 částicemi a se vzorky obsahujícími RNA. 

3) Seznámení s jednotlivými izolačními metodami včetně metody izolace RNA 

pomocí komerčního činidla TRIZolTM. 

4) Seznámení s detekčními metodami jako je gelová elektroforéza pro analýzu 

nukleových kyselin a proteinů a s metodou PCR. 

5) Optimalizace času inkubace vzorku s částicemi při izolaci oligo miRNA pomocí 

TiO2 materiálu. 

6) Optimalizace času lyze buněk při izolaci oligo miRNA pomocí TiO2 materiálu. 

7) Optimalizace izolace miRNA pomocí TiO2 materiálu ze vzorku lidského séra 
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3 Experimentální část 

3.1 Laboratorní pomůcky a přístroje 

- analytické váhy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments, GmbH, Göttingen, Německo) 

- předvážky KERN 440-33N (Kern & Sohn, GmbH, Balingen, Německo) 

- stanice pro produkci ultračisté vody TKA Smart2Pure (Thermo Fisher Scientific 

Inc., Waltham, MA, USA) 

- aparatura pro gelovou elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad, 

Hercules, CA USA) 

- mikropipety (Eppendorf, Hamburg, Německo) 

- špičky (Eppendorf, Hamburg, Německo) 

- mikrozkumavky (BioTech a. s., Praha, Česká republika; Eppendorf, Hamburg, 

Německo) 

- zkumavky s upraveným vnitřním povrchem Protein LoBind (Eppendorf, Hamburg, 

Německo) 

- třepačka Multi-functional Orbital Shaker PSU-20i (Biosan SIA, Riga, Lotyšsko) 

- pH metr model Orion 420 (Thermo Electron Corporation, Massachusetts, USA) 

- magnetické míchadlo s ohřevem model MSH-300 (Biosan SIA, Riga, Lotyšsko) 

- ultrazvuk Sonorex Digitec (Bandelin, Německo) 

- vortex mixer Wx (Velp Scientifica, Usmate, Itálie) 

- zdroj napětí Powerpac 200 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 

- inkubátor Memmert INE 400 (Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, Německo) 

- mikrostříkačka Hamilton (Hamilton AG, Bonaduz, GR, Švýcarsko) 

- přístroj pro záznam gelů ChemiDocTM XRS+ s programem ImageLab (Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA) 

- termoblok BTD Grant Bio (Grant Instruments Ltd., Cambridgeshire, UK) 

- vakuový koncentrátor Concentrator Plus (Eppendorf, Hamburg, Německo) 

- centrifuga Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Německo) 

- spektrofotometr Nano-MD UV-Vis Bio Spectrophotometr s nástavcem NanoStick-

D (SCINCO Co. Ltd., Seoul, Korea) 

- rotátor RS-24 (Biosan, Riga, Lotyšsko) 

- sprej proti RNasam RNaseZapTM RNase Decontamination Solution (Thermo Fisher 

Scientific Inc., Waltham, MA, USA) 
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- UVC/T-AR DNA/RNA UV cleaner box (Biosan, Riga, Lotyšsko) 

- termocykler TProfessional Basic Thermocycler, Biometra Ltd (Analytik Jena 

GmbH, Jena, Německo) 

- detekční systém RT-PCR reakce Rotor-Gene, RG-3000A, (Corbett Research, 

Sydney, Austrálie) 

- odsolovací kolonky SPIN-PureTM G-25 COLUMNS (Pure Biotech LLC, NJ, USA) 

3.2 Chemikálie a reagencie 

- močovina, UREA (Lach:ner, Neratovice, Česká republika) 

- akrylamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- N,N´-methylenbisakrylamid  98 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- ultračistá voda 

- ultračistá voda autoklávovaná 

- destilovaná voda 

- DEPC-T voda, DEPC-Treated water (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, 

USA, part no. AM9915G, lot no. 1606045) 

- Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Tris (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- kyselina boritá (Lach:ner, Neratovice, Česká republika) 

- kyselina ethylendiamintetraoctová, EDTA (Lachema, Neratovice, Česká republika) 

- persíran amonný, APS (Lachema, Neratovice, Česká republika) 

- N, N, N, N – tetramethylenethylendiamin, TEMED (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) 

- ficoll (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- bromfenolová modř (Lachema, Neratovice, Česká republika) 

- barvivo xylene cyanole FF (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- ethanol 96% (Lach:ner, Neratovice, Česká republika) 

- marker InvitrogenTM Ultra Low Range DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, MA, USA) 

- barvivo SYBRTM Green II RNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

MA, USA) 

- dodecylsulfát sodný, SDS (Lachema, Neratovice, Česká republika) 

- glycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- kyselina chlorovodíková 35%, HCl (Penta, Chrudim, Česká republika) 
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- vzorkový pufr Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 

- marker molekulových hmotností Precision Plus ProteinTM Unstained Protein 

Standards, 10-250 kDa (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 

- amoniak vodný roztok 25-29% (Penta, Chrudim, Česká republika) 

- dusičnan stříbrný, AgNO3 (Penta, Chrudim, Česká republika) 

- formaldehyd vodný roztok 36-38% (Penta, Chrudim, Česká republika) 

- glutaraldehyd 50% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- hydroxid sodný, NaOH (Penta, Chrudim, Česká republika) 

- kyselina citrónová bezvodá (Penta, Chrudim, Česká republika) 

- kyselina octová 99%, CH3COOH (Lach:ner, Neratovice, Česká republika) 

- chloroform (Penta, Chrudim, Česká republika) 

- isopropanol (Penta, Chrudim, Česká republika) 

- TRIZolTM Reagent (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) 

- octan sodný (Penta, Chrudim, Česká republika) 

- DEPC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- TRITON X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- hydrogenfosforečnan sodný dodekahydrát, Na2HPO4 · 12 H2O (Lach:ner, 

Neratovice, Česká republika) 

- kyselina octová (Lach:ner, Neratovice, Česká republika) 

- chlorid sodný, NaCl (Lach:ner, Neratovice, Česká republika) 

- guanidium thiokyanát, GuSCN (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- souprava TaqManTM MicroRNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher 

Scientific Inc., Waltham, MA, USA) 

- PCR primer a sonda pro hsa-miR-18a* TaqManTM MicroRNA Assay (Thermo 

Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) 

- TaqManTM Universal Master Mix II, no UNG (Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, MA, USA) 

3.3 Nosiče 

- Titansphere TiO (GL Sciences Inc, Tokyo, Japan) 
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3.4 Výchozí materiál 

- oligo RNA 10-mer (Generi Biotech, Hradec Králové, Česká republika) 

- oligo RNA 20-mer (Generi Biotech, Hradec Králové, Česká republika) 

- oligo RNA 23-mer (Generi Biotech, Hradec Králové, Česká republika) 

- oligo RNA 30-mer (Generi Biotech, Hradec Králové, Česká republika) 

- oligo RNA 40-mer (Generi Biotech, Hradec Králové, Česká republika) 

- buňky JURKAT (lidské T-lymfatické buňky akutní lymfoblastické leukémie, 

ACC 282) 

- lidské sérum od zdravého dárce 
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3.5 Gelová elektroforéza pro detekci nukleových kyselin (UREA-PAGE) 

Použité roztoky:  

- roztok 10× koncentrovaný TBE pufr: 0,89 M Tris, 0,89 M kyselina boritá, 0,02 M 

EDTA, pH cca 8,3 

- 45% roztok akrylamidu: akrylamid:N,N´-methalenbisakrylamid v poměru (28:1) 

- 10% roztok persíranu amonného (APS)  

- roztok dávkovacího pufru: 0,089 M Tris, 0,089 M kyselina boritá, 0,002 M EDTA, 

7 M močovina, 12% ficoll, 0,01% bromfenolová modř s xylene cyanole FF 

Výchozí materiál:  

- produkty izolace oligo miRNA pomocí TiO2 materiálu z buněk/séra 

- roztoky standardů oligo RNA 10-mer, 20-mer, 23-mer, 30-mer, 40-mer 

Postup:  

1. Příprava gelů (tloušťka gelu: 0,75 mm, 20% gel s 8 M močovinou): 

Do zkumavky (15 ml) bylo naváženo 5,76 g močoviny na přípravu dvou gelů. 

K močovině bylo pipetováno 1,2 ml ultračisté vody, 1,2 ml 10× TBE pufru a nakonec 5,32 ml 

roztoku 45% akrylamidu a zkumavka byla krátce zahřáta než došlo k rozpuštění močoviny. Po 

rozpuštění byla zkumavka s roztokem vložena do ultrazvuku na 5 min. Do zkumavky 

s odvzdušněným roztokem bylo pipetováno 6 µl TEMED a roztok byl krátce promíchán. Do 

zkumavky bylo pipetováno 63,4 µl roztoku 10% APS a zkumavka byla uzavřena a 2× 

promíchána pomalým otočením. Roztok byl dávkován mezi příslušná skla předem připravené 

elektroforetické aparatury tak, aby sahal až k horní hranici nižšího skla. Následně byly mezi 

skla vloženy šablony pro tvorbu jamek (0,75 mm, 15 jamek). Gel byl ponechán 10 min 

polymerovat.  

2. Příprava elektrodového pufru a elektrodové vany: 

Elektrodový pufr byl připraven naředěním TBE pufr:ultračistá voda v poměru 1:9. 

Zpolymerovaný gel se skly a se šablonami pro tvorbu jamek byl přenesen do stojánků pro 

elektroforézu. Tyto stojánky byly následně vloženy do elektrodové vany a elektrodová vana 

byla naplněna elektrodovým pufrem. Tato naplněná vana byla vložena do inkubátoru (40 min, 

42 °C). 

3. Příprava vzorků pro dávkování na gel: 
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Příprava vzorků a jejich dávkování probíhalo ve sterilním prostředí bez RNas. Všechny 

vzorky a markery byly připravovány do zkumavek (0,2 ml). Marker Ultra Low Range DNA 

Ladder byl připraven podle instrukcí od dodavatele. Pro každý gel byl připraven samostatný 

marker. Roztoky standardů byly ředěny DEPC-T vodou na požadovanou koncentraci. Vzorky 

z izolací a vzorky standardů byly připravovány mísením s dávkovacím pufrem v poměru 1:1. 

Vzorky smíchané s dávkovacím pufrem byly inkubovány v termobloku (4 min, 70 °C). 

4. Postup dávkování vzorků na gel a průběh elektroforetické separace: 

Po ukončení inkubace elektrodové vany byly z gelů vyjmuty šablony pro tvorbu jamek. 

Každá jamka v gelu byla 3× vypláchnuta elektrodovým pufrem pomocí pipety. Vzorky byly 

dávkovány do jednotlivých jamek mikrostříkačkou Hamilton, která byla promyta 6× ethanolem 

a 6× autoklávovanou vodou. Nejprve byla dávkována vazebná frakce a eluce a poté byly 

dávkovány původní vzorky (původní vzorky, přečištěné či nepřečištěné lyzáty či séra) a marker. 

Při dávkování docházelo k vynechání jamek mezi markerem a vzorky a mezi jednotlivými 

sériemi vzorků. Do prázdných jamek byl dávkován dávkovací pufr bez úpravy, přibližně do 2/3 

objemu jamky. Elektrodová vana byla uzavřena a připojena ke zdroji napětí. Na zdroji byly 

nastaveny parametry elektroforézy (180 V, 400 mA, 120 min) a následně probíhala vlastní 

elektroforetická separace. 

5. Barvení gelů pomocí SYBR Green II RNA Gel Stain: 

Třicet minut před koncem gelové elektroforézy byly připraveny roztoky pro barvení 

gelů. Do nádoby přikryté alobalem bylo pipetováno 18 ml ultračisté vody, 2 ml 10× TBE pufru 

a 2 µl SYBR Green II RNA Gel Stain. Po ukončení elektroforetické separace byly gely vyjmuty 

ze skel pomocí plastové špachtle a vloženy do nádob s barvícím roztokem. Gely byly obarveny 

na třepačce ve tmě po dobu 40 min. 

6. Záznam obarvených gelů: 

Po obarvení byly gely foceny na přístroji pro záznam gelů ChemiDoc XRS+ 

s programem ImageLab za nastavených parametrů (Nukleové kyseliny – barvení SYBR Green, 

Bio-Rad Mini-PROTEAN Gel, expozice byla nastavena manuálně na 2,5 s). V tomto programu 

následovalo i příslušné vyhodnocení gelů.  

3.6 Gelová elektroforéza pro detekci proteinů (SDS-PAGE) 

Použité roztoky: 

- roztok A: 29,2% akrylamid, 0,8% N,N´-methylbisakrylamid 
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- roztok B: 1,5 M Tris-HCl pufr, pH 8,8 

- roztok C: 1 M Tris-HCl pufr, pH 6,8 

- roztok D: 10% SDS 

- roztok E: 10% APS 

- roztok 10× koncentrovaný elektrodový pufr: 0,25 M Tris; 1,92 M glycin; 1% SDS; 

pH 8,3 – 8,6 

- 10% roztok glutaraldehydu 

- roztok fixační: 5% kyselina octová, 50% ethanol 

- roztok ustalovací: 5% kyselina octová 

- roztok vyvolávací: 0,05% kyselina citronová, 0,04% formaldehyd 

Výchozí materiál:  

- produkty izolace oligo miRNA pomocí TiO2 materiálu z buněk/séra 

Postup: 

1. Příprava gelů (tloušťka gelu: 0,75 mm, 12% dělící gel, 5% zaostřovací gel): 

Byla připravena aparatura pro nalévání gelů. Do zkumavky (15 ml) byl připraven roztok 

pro dělící gel v množství na 2 gely pipetováním 3,36 ml destilované vody; 4 ml roztoku A; 

2,5 ml roztoku B a 0,1 ml roztoku D. Tento roztok byl promísen pomalým otáčením zkumavky. 

K roztoku byly pipetovány 4 µl TEMED a zkumavka byla promísena. Dále bylo pipetováno 

100 µl roztoku E, roztok byl opět promísen a dávkován mezi skla přibližně 1,5 cm pod okraj 

nižšího skla. Dávkovaný roztok byl převrstven butanolem. Roztok byl ponechán 20 minut 

polymerizovat. 

Po zpolymerizování byl butanol odtažen filtračním papírem. Byl připraven roztok pro 

zaostřovací gel do zkumavky (10 ml) pipetováním 2,1 ml destilované vody; 0,495 ml roztoku 

A; 0,375 ml roztoku C a 0,030 ml roztoku D. K roztoku byly pipetovány 3 µl TEMED a roztok 

byl promísen. Dále bylo pipetováno 30 µl roztoku E, roztok byl promísen a dávkován mezi skla 

na zpolymerizovaný dělící gel. Po dávkování byly mezi skla vloženy šablony pro tvorbu jamek 

(0,75 mm, 15 jamek). Roztok byl ponechán 20 minut polymerizovat. 

2. Příprava elektrodového pufru a elektrodové vany: 

Elektrodový pufr byl připraven naředěním v poměru elektrodový pufr:destilovaná voda 

1:9. Elektrodový pufr byl ředěn z roztoku 10× koncentrovaného elektrodového pufru o složení: 

0,25 M Tris; 1,92 M glycin; 1% SDS; pH 8,3 – 8,6. Zpolymerovaný gel se skly a se šablonami 
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pro tvorbu jamek byl přenesen do stojánků pro elektroforézu, které byly následně vloženy do 

elektrodové vany a elektrodová vana byla naplněna elektrodovým pufrem.  

3. Příprava vzorků pro dávkování na gel:  

Všechny vzorky i markery byly připravovány do zkumavek (0,2 ml). Pro každý gel byl 

připraven samostatný marker pipetováním 5 µl markeru molekulových hmotností Precision 

Plus ProteinTM Unstained Protein Standards do zkumavky (0,2 ml). Vzorky z izolací byly 

připraveny jejich smícháním se vzorkovým pufrem Laemmli Sample Buffer v poměru 1:1. 

Vzorky smíchané se vzorkovým pufrem (mimo marker) byly inkubovány v termobloku (3 min, 

100 °C). 

4. Postup dávkování vzorků na gel a průběh elektroforetické separace: 

Šablony pro tvorbu jamek byly vyjmuty a jamky byly propláchnuty najednou pomalým 

tahem pipety podél hrany skla a postupným vypouštěním elektrodového pufru. Vzorky byly po 

jejich inkubaci dávkovány do jamek mikrostříkačkou Hamilton předem vypláchnutou 6× 

ethanolem a 6× destilovanou vodou. Po ukončení dávkování vzorků byla elektroforetická vana 

připojena ke zdroji napětí. Na zdroji byly nastaveny parametry (180 V, 400 mA, 45 min) a 

následně probíhala vlastní elektroforetická separace. 

5. Barvení gelů pomocí stříbra 

Po proběhnutí gelové elektroforézy byly gely vyjmuty ze skel pomocí plastové špachtle 

a vloženy do Petriho misek. Veškeré kroky barvení probíhaly na orbitální třepačce při 

laboratorní teplotě. Gely byly postupně inkubovány 30 min ve fixačním roztoku, 30 min 

v destilované vodě, 30 min v 10% roztoku glutaraldehydu a 6× 10 min v destilované vodě.  

Při posledním promytí vodou byl připraven roztok amoniakálního stříbra. Do 

Erlenmeyerovy baňky (100 ml) bylo pipetováno 10,5 ml destilované vody, 700 µl roztoku 

vodného amoniaku a 120 µl roztoku 9 M NaOH. K tomuto roztoku byl pipetován roztok 20% 

AgNO3 do vzniku světle hnědého zabarvení. Poté byl tento roztok doplněn na objem 50 ml. 

Gely byly 12 min inkubovány v tomto roztoku. Po uplynutí 12 minut byly gely promyty 

destilovanou vodou a následně inkubovány ve vyvolávacím roztoku, dokud se nezačaly 

objevovat obarvené pruhy. Poté byly gely převrstveny ustalovacím roztokem.  

6. Záznam obarvených gelů 

Gely byly foceny na přístroji pro záznam gelů ChemiDoc XRS+ s programem 

ImageLab s nastavenými parametry (Proteiny – barvení stříbrem, Bio-Rad Mini-PROTEAN 

Gel, automatická expozice). V tomto programu následovalo i příslušné vyhodnocení gelů.  
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3.7 Polymerázová řetězová reakce pro detekci miRNA (PCR) 

Výchozí materiál:  

- roztok standardu oligo RNA 23-mer  

- vzorky elucí z izolace oligo miRNA pomocí TiO2 materiálu ze séra 

Postup:  

1. Příprava roztoků standardů: 

Práce byla provedena v prostředí bez RNas. Práce s roztoky probíhala v UV 

dekontaminačním boxu. Výchozí roztok standardu oligo RNA 23-mer o koncentraci 

100 pmol/µl byl naředěn 10 000× na výslednou koncentraci 0,01 pmol/µl. Dalším ředěním 5× 

byl do zkumavky (0,2 ml) připraven roztok ST1 o koncentraci 0,002 pmol/µl. Ostatní standardy 

pro kalibraci byly připraveny desítkovým ředěním výchozího roztoku ST1. Bylo připraveno 

celkem 5 standardů.  

2. Reverzní transkripce (RT): 

Do zkumavky (0,5 ml) byl připraven RT mix na 10 vzorků pipetováním 43,7 µl PCR 

vody; 1,995 µl RNase inhibitor, 20 U/µl; 15,75 µl 10× RT buffer; 10,5 µl MultiSbribe RT a 

1,575 µl 100 mM dNTP. Zkumavka s RT mixem byla vortexována a krátce centrifugována. RT 

mix o objemu 7 µl byl pipetován k 5 µl vzorku (vzorky standardů, negativní kontrola DEPC-T 

voda a vzorky elucí). Poté byly všechny zkumavky krátce centrifugovány a byly k nim 

pipetovány 3 µl primeru TaqManTM Micro RNA Assay. Zkumavky byly znovu vortexovány, 

krátce centrifugovány a následně inkubovány 5 min na ledu. Vzorky byly vloženy 

do termocykleru TProfessional Basic Thermocycler, Biometra Ltd a byl spuštěn program pro 

RT (krok 1: 16 °C, 30 min; krok 2: 42 °C, 30 min; krok 3: 85 °C, 5 min; krok 4: udržovat teplotu 

4 °C). 

3.  Kvantitativní PCR: 

Pro každý vzorek bylo do zkumavky (0,2 ml) pipetováno 26,9 µl PCR vody; 35 µl 

roztoku TaqManTM Universal PCR Master Mix II; 4,66 µl produktu RT a 3,50 µl roztoku 

obsahujícího sondu TaqManTM Small RNA assay. Všech 10 zkumavek bylo krátce vortexováno 

a centrifugováno. Do 0,2 ml zkumavek s plochým víčkem pro PCR byly připraveny triplikáty 

všech vzorků v objemu 20 µl. Připravené zkumavky byly vloženy do detektoru PCR reakce 

RotorGene, RG-3000A, Corbett Research; a byl spuštěn program (krok 1: 95 °C, 10 min; krok 

2: 40 cyklů se střídáním teplot; 95 °C, 15 s; 60 °C, 60 s; fluorescence zaznamenávána v kanálu 

FAM). Vyhodnocení dat probíhalo v programu RotorGene. 
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3.8 Izolace RNA z buněk pomocí činidla TRIZolTM  

Použité roztoky:  

- 75% roztok etanolu v DEPC-T vodě 

Výchozí materiál:  

- buňky JURKAT, 3 × 106 buněk (skladování -80 °C) 

Postup: 

Veškeré práce probíhaly v prostředí bez RNas. Pracovní povrchy byly ošetřeny sprejem 

proti RNasam. Voda byla autoklávována nebo obsahovala přídavek DEPC, tak aby byl 

eliminován vliv RNas na zkoumané vzorky. 

V digestoři bylo do zkumavky s čerstvě rozmraženými buňkami pipetováno 750 µl 

TRIZolTM činidla. Špičkou pipety byl obsah zkumavky promíchán a ponechán inkubovat 5 min 

při laboratorní teplotě. K tomuto roztoku bylo pipetováno 150 µl chloroformu a zkumavka byla 

vortexována (2,5 min; nízké otáčky) a centrifugována (15 min; 13400 rpm; laboratorní teplota). 

Ve zkumavce došlo k oddělení fází roztoků. Všechny centrifugace probíhaly na centrifuze 

Eppendorf MiniSpin. 

Do zkumavky (1,5 ml) byla odebrána horní bezbarvá fáze. K horní fázi bylo pipetováno 

375 µl isopropanolu a zkumavka byla inkubována (10 min, laboratorní teplota). Po 10 minutách 

byla zkumavka centrifugována (10 min, 13400 rpm, laboratorní teplota). Supernatant byl 

odebrán do odpadu. Zkumavka s peletou RNA byla vložena do koncentrátoru (mód: V-AL, 

teplota: 30 °C), kde byl odpařen zbytkový supernatant. 

Po usušení bylo k peletě pipetováno 50 µl DEPC-T vody a zkumavka byla inkubována 

v termobloku (15 min, 850 rpm, 55 °C). Po inkubaci byl roztok pipetován po 10 µl alikvotech 

do 4 zkumavek (0,2 ml). Poslední 10 µl alikvot byl ponechán v původní zkumavce pro následné 

měření čistoty a koncentrace RNA pomocí UV/VIS spektrofotometru. Takto izolovaná RNA 

byla skladována při -20 °C. 

3.9 Měření čistoty a koncentrace RNA pomocí UV/VIS spektrofotometru 

Výchozí materiál:  

- produkt izolace RNA z buněk pomocí TRIZolTM činidla 

Postup: 
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Nanokyveta 0,5 mm byla očištěna pomocí bezprachových ubrousků a pro měření byly 

pipetovány postupně 3 µl DEPC-T vody jako slepého vzorku a vzorku izolace RNA pomocí 

TRIZolTM činidla. Nanokyveta byla vložena do spektrofotometru a s pomocí programu LabPro 

Plus s parametry nastavenými pro měření RNA byla zaznamenána absorbance vzorků. 

V programu byla zobrazena získaná data a zároveň vyhodnoceny poměry R (260/280) a R 

(260/230) a výsledná koncentrace RNA. Po měření byla nanokyveta opět vyčištěna pomocí 

bezprachových ubrousků.   

3.10 Izolace oligo miRNA pomocí TiO2 materiálu  

Použité roztoky:  

- roztok vazebný a promývací: 100 mM CH3COONa, pH 4,40 (upraveno pomocí 

6 M CH3COOH) 

- roztok eluční: 200 mM roztok Na2HPO4, pH cca 9,2 

- 80% roztok ACN s 0,1% TFA 

- 5% roztok TFA 

- zásobní roztok částic: TiO2 v 80% roztoku ACN s 0,1% TFA: 1 mg částic TiO2 ve 

25 µl roztoku 

Nosiče:  

- Titansphere TiO (GL Sciences Inc, Tokyo, Japan) 

Výchozí materiál:  

- roztok standardu oligo RNA 23-mer 

- produkt izolace RNA z buněk pomocí TRIZolTM činidla 

Postup: 

1. Příprava částic TiO2: 

Veškerá práce probíhala v prostředí bez RNas. Pro každou izolaci byl použit 1 mg částic 

TiO2. Všechny centrifugační kroky pro oddělení částic TiO2 od roztoku probíhaly na centrifuze 

Eppendorf MiniSpin 1 min, 3000 rpm při laboratorní teplotě. K částicím bylo pipetováno 

500 µl promývacího roztoku a zkumavka byla inkubována v termobloku (2 min, 1200 rpm, 

37 °C). Poté byla centrifugována a supernatant byl odebrán do odpadu. Promytí bylo 2× 

opakováno.  
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2. Příprava roztoku vzorku: 

Roztok byl připraven pipetováním produktu izolace RNA z buněk pomocí TRIZolTM 

činidla, roztoku standardu oligo RNA 23-mer a vazebného roztoku. Koncentrace izolované 

RNA pomocí TRIZolTM  činidla byla 0,01 µg/µl a oligo RNA 23-mer byla 0,5 pmol/µl v roztoku 

vzorku.  

3. Izolace miRNA na částicích TiO2: 

K částicím bylo pipetováno 200 µl roztoku vzorku. Zkumavka byla inkubována v 

termobloku (40 min, 1200 rpm, 37 °C). Zbytek tohoto roztoku byl ponechán jako původní 

vzorek (PV). Po inkubaci byla zkumavka centrifugována a supernatant byl odebrán do 

zkumavky (0,5 ml) jako vazebná frakce (VF). 

4. Promytí částic TiO2 po vazbě: 

 K částicím bylo pipetováno 500 µl promývacího roztoku a zkumavka byla inkubována 

v termobloku (3 min, 1200 rpm, 37 °C). Po inkubaci byla zkumavka centrifugována a 

supernatant byl odebrán do odpadu. Promytí bylo 4× opakováno.  

5. Eluce: 

K částicím bylo pipetováno 100 µl elučního roztoku a zkumavka byla inkubována v 

termobloku (10 min, 1200 rpm, 37 °C). Po inkubaci byla centrifugována a supernatant byl 

odebrán do nové zkumavky (0,5 ml) jako 1. eluce (EL1.1). Pro druhou eluci byl postup eluce 

opakován za získání roztoku 2. eluce (EL 1.2). Obě eluce byly okyseleny přidáním 30 µl 5% 

TFA. 

Optimalizace: čas inkubace vzorku s částicemi. V tomto protokolu je uveden optimalizovaný 

čas 40 min. 

3.11 Izolace oligo miRNA pomocí TiO2 materiálu z buněk  

Použité roztoky:  

- roztok lyzační: 100 mM CH3COONa, 2% TRITON X-100, 0,1% DEPC, pH 

neupravené, příprava den předem 

- roztok vazebný a promývací: 100 mM CH3COONa, pH 4,40 (upraveno pomocí 

6 M CH3COOH) 

- roztok eluční: 200 mM roztok Na2HPO4, pH cca 9,2 

- 80% roztok ACN s 0,1% TFA 

- 5% roztok TFA 
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- zásobní roztok částic: TiO2 v 80% ACN a 0,1% TFA: 1 mg částic TiO2 ve 25 µl 

roztoku 

Nosiče:  

- Titansphere TiO (GL Sciences Inc, Tokyo, Japan) 

Výchozí materiál:  

- roztok standardu oligo RNA 23-mer 

- buňky JURKAT, 10 × 106 buněk (skladování -80 °C) 

Postup: 

1.  Lyze buněk: 

Práce byla provedena v prostředí bez RNas. Při práci s buňkami bylo do zkumavky 

k buňkám pipetováno 260 µl lyzačního roztoku a roztok standardu oligo RNA 23-mer o 

původní koncentraci 100 pmol/µl, tak aby jeho koncentrace v lyzačním roztoku byla 0,5 

pmol/µl. Buňky ve zkumavce byly lyzovány (20 s vortex, laboratorní teplota). Poté byl roztok 

přemístěn do nové zkumavky (0,5 ml) a centrifugován (10 min, 13400 rpm, laboratorní teplota). 

Centrifugace probíhala vždy na centrifuze Eppendorf MiniSpin.  

2. Přečištění RNA pomocí NaCl a isopropanolu: 

Do zkumavky (0,5 ml) na analytických vahách byl navážen NaCl a byl pipetován 

isopropanol. Koncentrace NaCl v isopropanolu byla 4 M. Bylo odebráno 230 µl roztoku 

lyzovaných buněk, který byl pipetován do zkumavky s NaCl a isopropanolem. Tato směs byla 

následně vložena do rotátoru (10 min; otáčky 3,5; laboratorní teplota), kde s postupným 

rozpuštěním NaCl došlo k oddělení vodné a organické fáze. Zbytek roztoku (30 µl) byl 

přemístěn do zkumavky (0,2 ml) jako nepřečištěný lyzát (NL). 

3. Příprava částic TiO2: 

Pro každou izolaci byl použit 1 mg částic TiO2. Všechny centrifugační kroky pro 

oddělení částic od roztoku probíhaly na centrifuze Eppendorf MiniSpin 1 min, 3000 rpm při 

laboratorní teplotě. Částice byly promyty 3× 500 µl promývacího roztoku.  

4. Práce se vzorkem po přečištění: 

Zkumavka z rotátoru byla centrifugována (30 s, 3000 rpm, laboratorní teplota) a horní 

fáze byla odebrána do odpadu. Mikrostříkačkou Hamilton, předem vypláchnutou 6× ethanolem 

a 6× autoklávovanou vodou, byla odebrána spodní fáze do nové zkumavky (0,5 ml). Ta byla 

okyselena pipetováním 3,75 µl 6 M CH3COOH, krátce vortexována a centrifugována.  
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5. Izolace miRNA na částicích TiO2, promytí částic TiO2 po vazbě a eluce: 

Roztok odebrané spodní fáze byl po okyselení pipetován v objemu 200 µl k částicím 

TiO2 a zkumavka byla inkubována v termobloku (40 min, 1200 rpm, 37 °C). Po inkubaci byla 

zkumavka centrifugována a supernatant, odebraný do nové zkumavky (0,5 ml), byl uschován 

pro analýzu vazebné frakce (VF). Po vazbě byly částice promývány 5× 500 µl promývacího 

roztoku. Po posledním promytí bylo k částicím pipetováno 100 µl elučního roztoku a zkumavka 

byla vložena do termobloku (10 min, 1200 rpm, 37 °C). Po inkubaci byla zkumavka 

centrifugována a supernatant byl odebrán a označen jako první eluční frakce (EL1.1). Pro 

druhou eluci (EL1.2) byl postup od přidání elučního roztoku opakován. Obě eluce byly 

okyseleny přidáním 30 µl 5% TFA. 

Optimalizované parametry: čas lyze buněk. Uvedený čas 20 s v tomto protokolu je již 

optimalizovaný. 

3.12 Odsolení séra  

Výchozí materiál:  

- lidské sérum 

- roztok standardu oligo RNA 23-mer 

Použité roztoky:  

- 100 mM CH3COONa, 0,1% DEPC, pH 4,40 (upraveno pomocí 6 M CH3COOH) 

Postup: 

Práce byla provedena v prostředí bez RNas. Do odsolovacích kolonek bylo do každé 

pipetováno 750 µl roztoku 100 mM CH3COONa, 0,1% DEPC o pH 4,40. Poté byly kolonky 

uzavřeny a 10 s vortexovány. Bubliny uvnitř roztoku byly odstraněny klepnutím do kolonky. 

Kolonky byly inkubovány ve stojánku (30 min, laboratorní teplota). Kolonkám byla sejmuta 

víčka a byly vloženy do sběrných zkumavek. Ve sběrných zkumavkách se nacházely další, 

předem navážené látky představující SDS nebo GuSCN v množství, aby dosahovaly potřebné 

koncentrace SDS 1% a GuSCN 4 M po převedení filtrátu z kolonky. Do každé z kolonek bylo 

pipetováno 50 µl séra a byly otevřené vloženy do centrifugy (2 min, 3300 rpm, laboratorní 

teplota). Po centrifugaci byly kolonky vyjmuty ze sběrných zkumavek, kde se nacházela 

odsolená séra v potřebných vazebných roztocích. Roztoky vzorků pro postup kapitol 3.13 byly 
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vytvořeny pipetováním 329 µl odsoleného séra (nacházející se ve vazebném roztoku) a 1,65 µl 

roztoku standardu oligo RNA 23-mer.  

3.13 Izolace oligo miRNA pomocí TiO2 materiálu ze séra 

Použité roztoky:  

- vazebný: 100 mM CH3COONa, 0,1% DEPC, 2% TRITON X-100, 2 M GuSCN, 

pH 4,40 (upraveno pomocí 6 M CH3COOH) 

- promývací 1: stejné složení jako vazebný 

- promývací 2: 100 mM CH3COONa, 0,1% DEPC, pH 4,40 (upraveno pomocí 6 M 

CH3COOH) 

- roztok eluční: 200 mM roztok Na2HPO4, pH cca 9,2 

- 80% roztok ACN s 0,1% TFA 

- 5% roztok TFA 

- zásobní roztok částic: TiO2 v 80% ACN a 0,1% TFA: 1 mg částic TiO2 ve 25 µl 

roztoku 

Nosiče:  

- Titansphere TiO (GL Sciences Inc, Tokyo, Japan) 

Výchozí materiál:  

- roztok standardu oligo RNA 23-mer 

- lidské sérum 

Postup: 

1. Příprava roztoku séra: 

Práce probíhala v prostředí bez RNas. Sérum bylo pipetováno do vazebného roztoku a 

k následně byl přidán roztok standardu oligo RNA 23-mer. Sérum bylo v roztoku 10× naředěné 

a koncentrace oligo RNA 23-mer činila 0,5 pmol/µl ve vazebném roztoku.  

2. Přečištění RNA pomocí NaCl a isopropanolu: 

Do zkumavky byl na analytických vahách navážen NaCl, ke kterému byl pipetován 

isopropanol. Koncentrace NaCl v isopropanolu činila 4 M. Z roztoku naředěného séra bylo 

odebráno 300 µl a pipetováno k NaCl a isopropanolu. Zbytek roztoku byl uchován jako 

nepřečištěné sérum (NS). Poté byla zkumavka s roztokem, isopropanolem a NaCl vložena do 
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rotátoru (10 min; otáčky 3,5; laboratorní teplota), kde s postupným rozpouštěním NaCl došlo 

k oddělení vodné a organické fáze.  

3. Příprava částic TiO2: 

Pro každou izolaci byl použit 1 mg částic TiO2. Všechny centrifugační kroky pro 

oddělení částic od roztoku probíhaly na centrifuze Eppendorf MiniSpin 1 min, 3000 rpm při 

laboratorní teplotě. Částice byly 3× promyty promývacím roztokem 1. 

4. Práce se vzorkem po přečištění: 

Po inkubaci v rotátoru byla zkumavka centrifugována (30 s, 3000 rpm, laboratorní 

teplota) a horní fáze byla odebrána do odpadu. Mikrostříkačkou Hamilton, předem 

vypláchnutou 6× ethanolem a 6× autoklávovanou vodou, byla odebrána spodní fáze do nové 

zkumavky (0,5 ml).  

5. Izolace miRNA na částicích TiO2, promytí částic TiO2 po vazbě a eluce: 

Tato spodní fáze byla opět v objemu 200 µl pipetována k částicím TiO2 a zkumavka 

byla inkubována v termobloku (40 min, 1200 rpm, 37 °C). Zbytek spodní fáze byl uschován 

jako přečištěné sérum (PS). Po inkubaci byla zkumavka centrifugována a supernatant, odebraný 

do nové zkumavky (0,5 ml), byl uschován pro analýzu vazebné frakce (VF). Po vazbě byly 

částice promývány 2× 500 µl a promývacím roztokem 1, poté 3× 500 µl promývacím roztokem 

2. Po posledním promytí bylo k částicím pipetováno 100 µl elučního roztoku a zkumavka byla 

vložena do termobloku (10 min, 1200 rpm, 37 °C). Po inkubaci byla zkumavka centrifugována 

a supernatant byl odebrán a označen jako první eluční frakce (EL1.1). Pro druhou eluci (EL1.2) 

byl postup od přidání elučního roztoku opakován. Obě eluce byly okyseleny přidáním 30 µl 5% 

TFA. 

Optimalizované parametry: prostředí vazby miRNA na částice TiO2. Uvedené roztoky v tomto 

protokolu jsou již optimalizované.  
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4 Výsledky a diskuze 

4.1 Gelová elektroforéza standardních roztoků oligo RNA, koncentrační 

řada roztoku standardu oligo RNA 23-mer  

Pro počáteční seznámení s metodou gelové elektroforézy a ověření schopnosti touto 

metodou detekovat oligo RNA o odlišných délkách byla provedena gelová elektroforéza 

roztoků standardů oligo RNA dosahujících délek 10, 20, 23, 30 a 40 nukleotidů. Gelová 

elektroforéza pro detekci nukleových kyselin probíhala vždy v 20% polyakrylamidovém gelu 

s 8 M močovinou, jako standard byl použit marker InvitrogenTM Ultra Low Range DNA 

Ladder. Vizualizace nukleových kyselin probíhala barvivem SYBRTM Green II RNA Gel Stain. 

Odlišné pozice pruhů detekovaných standardů RNA viz Obrázek č. 16. vypovídaly o jejich 

odlišných délkách a jejich účinné rozlišení bylo tímto potvrzeno.  

Při dlouhodobém uchovávání v -20 °C dochází postupně k určitému rozpadu RNA, jak 

lze vidět na Obrázku č. 16. Nejvýrazněji můžeme vliv dlouhodobého skladování pozorovat u 

nejdelšího testovaného oliga RNA o délce 40 nukleotidů, kde kromě intenzivního pruhu tohoto 

standardu vidíme i několik méně výrazných pruhů RNA s odlišnou velikostí. 

 

 

Obrázek č. 16: UREA-PAGE standardních roztoků oligo RNA 10, 20, 23, 30 a 40 nukleotidů. M označuje marker 

molekulových hmotností, písmena představují jednotlivé složky markeru (A: 300 bp, B: 200 bp, C: 150 bp, D: 100 bp, 

E: 75 bp, F: 50 bp, G: 35 bp, H: 20 bp, CH: 10 bp) a hodnoty bp označují počet párů bází. 

 

Oligo RNA 23-mer (navržená podle sekvence hsa-miR-18a) byla následně zvolena jako 

hlavní standard, který bude ve formě přídavku ke vzorkům před izolačním procesem sloužit 

k lepší odezvě na změny v izolačním protokolu a zajistí usnadnění a urychlení optimalizačních 

kroků. Pro ověření schopnosti detekovat i nižší koncentrace oligo RNA 23-mer touto metodou 
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byla vytvořena a analyzována koncentrační řada tohoto standardu gelovou elektroforézou 

(Obrázek č. 17). Data z koncentrační řady byla následně vyhodnocena pro určení spolehlivosti 

získané kalibrační závislosti.  

Barvivo SYBRTM Green II RNA Gel Stain patří mezi nejvíce citlivá barviva pro detekci 

RNA na gelové elektroforéze. Detekční limit SYBRTM Green II RNA Gel Stain je od výrobce 

stanoven na 4 až 0,1 ng RNA na jeden pruh podle zvoleného způsobu focení a druhu gelu 

(Molecular Probes, Inc., 2001). 

Uvedené výsledky v Tabulce č. 4 potvrzují schopnost této metody spolehlivě 

zaznamenat miRNA do množství 3,6 ng na jeden pruh. Spolehlivost R2 vytvořené kalibrační 

závislosti představovala hodnotu 0,9654 (Graf č. 1). Kalibrační závislost byla vyhodnocena 

jako spolehlivá.  

 

 

Obrázek č. 17: UREA-PAGE koncentrační řady roztoku standardu oligo RNA 23-mer. M označuje marker 

molekulových hmotností a hodnoty pmol označují dané množství oligo RNA 23-mer v příslušné jamce. 

 

Tabulka č. 4: Data z UREA-PAGE koncentrační řady roztoku standardu oligo RNA 23-mer 

Koncentrace oligo 

RNA 23-mer 

[pmol/10 µl]: 

Koncentrace oligo 

RNA 23-mer [ng/10 

µl]: 

Plocha píku [Int]: Relativní 

kvantifikace [%]: 

50 362 96 552 800 100 

25 181 63 368 320 65,63 

15 109 43 449 760 45,00 

10 72 22 058 400 22,85 

5 36 12 286 960 12,73 
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Koncentrace 

oligo RNA 23-

mer [pmol/10 

µl]: 

Koncentrace 

oligo RNA 23-

mer [ng/10 µl]: 

Plocha píku [Int]: Relativní 

kvantifikace [%]: 

2,5 18 5 767 120 5,97 

1 7,3 1 240 560 1,28 

0,5 3,6 325 280 0,34 

 

 

 

Graf č. 1: Kalibrační křivka standardu oligo RNA 23-mer 
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4.2 Optimalizace času inkubace vzorku s částicemi při izolaci oligo 

miRNA pomocí TiO2 materiálu  

Pro potřeby optimalizace byla nejdříve provedena extrakce RNA ze vzorku buněk 

JURKAT (3 × 106 buněk) pomocí komerčního činidla TRIZolTM. Byly změřeny hodnoty 

absorbance na spektrofotometru při specifických vlnových délkách pro určení koncentrace 

RNA a zhodnocení její čistoty. Naměřená data jsou uvedena v Tabulce č. 5.  

 

Tabulka č. 5: Data ze spektrofotometrie produktu izolace RNA z buněk pomocí činidla TRIZolTM 

A (260 nm): 0,28809 

A (280 nm): 0,13365 

A (230 nm): 0,41922 

R (260/280 nm): 2,15559 

R (260/230 nm): 0,68721 

c (ng/µl): 230,4722 

 

Poměr R (260/280 nm) dosahuje hodnot kolem 2,1, na základě snížení jeho hodnoty lze 

usuzovat na kontaminaci proteiny. Hodnota R (260/280) u výsledku spektrofotometrie byla 

2,16. Z toho můžeme usoudit, že RNA nebyla kontaminována proteiny. Druhý poměr R 

(260/230 nm) je citlivý indikátor celé řady kontaminantů jako jsou proteiny, detergenty či fenol. 

Vyskytují se u něj vyšší odchylky při kontaminaci. Hodnoty pro dsDNA se pohybují v rozmezí 

2,3-2,4 a pro RNA v rozmezí 2,1-2,3 (Koetsier a Cantor, 2019). Hodnota R (260/230 nm) u 

výsledku spektrofotometrie byla bohužel významně snížena. Jelikož byla předtím vyloučena 

kontaminace proteiny, jednalo se pravděpodobně o kontaminaci složkami přítomnými v činidle 

TRIZolTM, kterými jsou zejména fenol a GuSCN (Simms a kol., 1993). Vzhledem k tomu, že 

tento vzorek je následně využíván pro testování izolace RNA, kde dochází k dalšímu přečištění, 

nebyla tato pravděpodobná kontaminace dále zohledňována. 

Úkolem této optimalizace bylo zkrácení času vazby miRNA na částice TiO2, které by 

nepředstavovalo výrazné snížení procentuální výtěžnosti miRNA v eluční frakci. 

Na základě změřené koncentrace RNA bylo vypočteno potřebné množství pro vytvoření 

roztoků vzorků z izolované RNA pomocí TRIZolTM činidla, oligo RNA 23-mer a vazebného 

roztoku. Vazebný roztok měl složení 100 mM octan sodný s pH 4,40. Koncentrace izolované 

RNA byla v roztoku vzorku 0,01 µg/µl a oligo RNA 23-mer byla 0,5 pmol/µl. Takto připravený 

roztok byl inkubován s připravenými částicemi TiO2. Bylo připraveno celkem 5 stejných 
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vzorků a následně u nich byly voleny odlišné časy inkubace. Celkem bylo testováno 5 časů: 

60 min (původní čas), 45 min, 30 min, 20 min a 10 min. Po inkubaci byly částice promyty 

promývacím roztokem a oligo RNA 23-mer byla eluována. Následně byla provedena gelová 

elektroforéza pro detekci NK vzorků z tohoto experimentu. 

Vyhodnocení získaných záznamů gelů probíhalo v programu ImageLab. Byly označeny 

jednotlivé pruhy oligo RNA 23-mer, které se nacházely v daných oblastech gelu na Obrázku č. 

18, černé rámce. Následně byla provedena relativní kvantifikace, kdy se označil pruh oligo 

RNA 23-mer nacházející se ve vzorku původní frakce. Byla mu následně přirazena hodnota 

100 %. Ostatní pruhy, nacházející se ve vazebných frakcích či elucích, byly hodnoceny 

porovnáváním jejich intenzity s pruhem představujícím 100 %. Jejich porovnáním byla získána 

procentuální hodnota v daném pruhu neboli vzorku. U vzorků elucí byla hodnota vynásobena 

ředícím faktorem, který představoval hodnotu 0,65. Vyhodnocení ostatních experimentů 

probíhalo analogicky. 

Z Obrázku č. 18 a Tabulky č. 6, Experiment 1 vyplývá, že významnějšímu snížení 

procentuální výtěžnosti RNA 23-mer v eluční frakci docházelo až od inkubačního času 30 min 

a kratšího. Zároveň bylo pozorováno zvýšené množství RNA 23-mer ve vazebné frakci, což 

ukazuje, že vazba miRNA nebyla dostatečná. Na základě těchto dat byl vybrán čas 45 min, jako 

nejlepší poměr mezi časovými nároky celé izolace a výtěžkem RNA 23-mer. Pro potvrzení 

vhodnosti tohoto času byl experiment zopakován a byly již zvoleny pouze časy inkubace 60 min 

(pro porovnání), 45 min a nově 40 min. 

 



79 

 

 

Obrázek č. 18: UREA-PAGE optimalizace času inkubace vzorku s částicemi 1. M označuje marker molekulových 

hmotností, PV1-5 jsou původní frakce, VF1-5 jsou vazebné frakce, EL1.1-5.1 jsou první eluční frakce a EL1.2-5.2 jsou 

druhé eluční frakce. Červeným písmem je označen čas inkubace vzorku s částicemi. Oblasti v černém rámci označují 

pruhy oligo RNA 23-mer.  

 

 

  

Obrázek č. 19: UREA-PAGE optimalizace času inkubace vzorku s částicemi 2. M označuje marker 

molekulových hmotností, PV1-3 jsou původní frakce, VF1-3 jsou vazebné frakce, EL1.1-3.1 jsou první eluční 

frakce a EL1.2-3.2 jsou druhé eluční frakce. Červeným písmem je označen čas inkubace vzorku s částicemi. 
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Tabulka č. 6: Data z UREA-PAGE, optimalizace času inkubace vzorku s částicemi 

Název vzorku: Čas inkubace 

[min]: 

Vazebná frakce [%]: Eluční frakce [%]: 

Experiment 1: 

1 60 0,48 29,51 

2 45 1,18 28,40 

3 30 2,85 25,34 

4 20 33,56 24,53 

5 10 23,65 23,02 

Experiment 2: 

1 60 0,70 30,89 

2 45 0,94 34,39 

3 40 1,21 33,64 

 

Z Tabulky č. 6, Experiment 2 obsahující relativní kvantifikaci oligo RNA 23-mer ve 

vazebných a elučních frakcí podle sytosti jednotlivých pruhů v gelech a z Obrázku č. 19 

vyhodnocených softwarem ImageLab vyplývá, že při izolaci se zvoleným časem 40 min jsme 

dosáhli relativní výtěžnosti, která byla srovnatelná s ostatními relativními výtěžnostmi při 

zvolení delších časů inkubace, kterými byly 60 a 45 min. Zkrácením času izolace dojde také 

pravděpodobně i k částečné minimalizaci působení RNas. Na základě výsledků byl čas 

inkubace výchozího roztoku s částicemi TiO2 zkrácen na 40 min.  

4.3 Optimalizace času lyze buněk při izolaci oligo miRNA pomocí TiO2 

materiálu 

Prvotním úkolem byl test již zavedeného protokolu izolace miRNA pomocí částic TiO2 

z buněk. Test byl proveden z důvodu ověření správného fungování původního způsobu lyze 

buněk a pro potvrzení fungování izolace miRNA pomocí TiO2 částic v daném prostředí. Po 

ověření následně došlo k jeho optimalizaci. K buňkám JURKAT (5 × 106 buněk) byl přidán 

lyzační roztok obsahující 100 mM octan sodný, 0,1% DEPC a 2% TRITON X-100. Dále byl 

k buňkám přidán roztok standardu oligo RNA 23-mer, tak aby měl koncentraci 0,5 pmol/µl 

v lyzačním roztoku. Byl zvolen původní způsob lyze buněk, který představoval 10 min inkubaci 

při laboratorní teplotě. Po lyzi buněk následovala centrifugace lyzátu z důvodu odstranění 

buněčných zbytků. Následně probíhalo přečištění RNA za pomoci NaCl a isopropanolu. Toto 

přečištění spočívalo v přenesení lyzátu do zkumavky s NaCl a isopropanolem, zkumavka byla 

následně inkubována v rotátoru, po rotátoru byla zkumavka stočena a došlo k oddělení 

jednotlivých fází roztoku, jak je znázorněno na Obrázku č. 20.  
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Obrázek č. 20: Znázornění přečištění RNA pomocí NaCl a isopropanolu, stav po centrifugaci 

 

Po přečištění byla odebrána spodní fáze, která byla následně pipetována k připraveným 

částicím TiO2, na kterých proběhla vazba miRNA, která byla následně eluována za pomoci 

elučního roztoku. Vzorky byly analyzovány pomocí gelové elektroforézy (Obrázek č. 21).  

 

 

Obrázek č. 21: UREA-PAGE (vlevo) a SDS-PAGE (vpravo) optimalizace času lyze buněk, seznámení s postupem. M 

označuje marker molekulových hmotností, složky markeru u SDS-PAGE (A: 250 kDa, B: 150 kDa, C: 100 kDa, D: 75 

kDa, E: 50 kDA, F: 37 kDa, G: 25 kDa, H: 20 kDa, CH: 15 kDa, I: 10 kDa), NL1 a NL2 jsou nepřečištěné lyzáty, PL1 a 

PL2 jsou přečištěné lyzáty, VF1 a VF2 jsou vazebné frakce, EL1.1 a EL2.1 jsou první eluční frakce a EL1.2 a EL2.2 

jsou druhé eluční frakce. 

 

Pro potvrzení správného fungování buněčné lyze byl zkoumán celkový obsah RNA ve 

vzorcích po proběhnutí buněčné lyze označených jako nepřečištěné lyzáty (NL1 a NL2) viz 

Obrázek č. 21 (vlevo). Z gelové elektroforézy vyplývá, že RNA byla přítomna, což značí 

účinnou lyzi buněk. Dále byl testován protokol izolace miRNA na TiO2 částicích a bylo 

provedeno vyhodnocení relativní výtěžnosti oligo RNA 23-mer v elučních frakcích. 

Vyhodnocením relativní kvantifikace bylo zjištěno, že výtěžek této oligo RNA 23-mer 

v elučních frakcích činil 38,33 % a 46,33 %. Navíc bylo zjištěno, že většina dlouhých RNA 
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zůstává ve vazebné frakci. Eluční frakce je tedy od dlouhých RNA očištěna. Schopnost 

správného fungování dílčích kroků tohoto izolačního protokolu byla tímto potvrzena.  

Dalším úkolem bylo zjistit, jestli zkrácení doby lyze buněk bude mít vliv na míru jejich 

dezintegrace, a tedy i na obsah RNA v nepřečištěných lyzátech. Byl znovu proveden celý 

izolační postup ze tří vzorků buněk JURKAT (10 × 106 buněk) stejným způsobem, ale u 

jednotlivých vzorků byly zvoleny odlišné časy inkubace při lyzi buněk. Jednalo se o časy: 10 

min (původní), 5 min a 20 s (za současného vortexování).  

 

 

Obrázek č. 22: UREA-PAGE (vlevo) a SDS-PAGE (vpravo) optimalizace času lyze buněk. M označuje marker 

molekulových hmotností, NL1-NL3 jsou nepřečištěné lyzáty, PL1-PL3 jsou přečištěné lyzáty, VF1-VF3 jsou vazebné 

frakce, EL1.1-EL3.1 jsou první eluční frakce a EL1.2-3.2 jsou druhé eluční frakce. 

 

Znovu byl zhodnocen obsah RNA ve vzorcích nepřečištěných lyzátů. Z uvedené gelové 

elektroforézy NK na Obrázku č. 22 (vlevo) vyplývá, že u obou vzorků, kde byl zvolen kratší 

čas lyze buněk, byly buňky úspěšně lyzovány. Na základě tohoto zjištění byla zvolena jako 

optimální nejkratší možná doba pro lyzi buněk, tedy 20 s za současné podpory lyze buněk 

vortexováním. 

 Obrázek č. 21 a 22 také obsahují záznamy proteinové elektroforézy SDS-PAGE (vždy 

vlevo). Na těchto gelech je možné pozorovat, že došlo k postupnému očištění vzorku od 
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kontaminujících proteinů. Zároveň je množství proteinů v nepřečištěných lyzátech dalším 

důkazem úspěšné lyze buněk.  

4.4 Optimalizace izolace miRNA pomocí TiO2 materiálu ze vzorku 

lidského séra 

Metoda izolace miRNA ze séra pomocí TiO2 materiálu byla již v minulosti testována 

v laboratořích imunochemie. Bohužel kvůli složení vzorku obsahujícího velké množství 

kontaminujících proteinů a kvůli přítomnosti RNas se nepodařilo provést izolaci 

s uspokojivými výsledky. Sledovaná miRNA byla ve vzorku rozložena RNasami a nedocházelo 

k vazbě miRNA na částice TiO2. Proto bylo nutné tuto metodu izolace optimalizovat. 

Úkolem této optimalizace bylo zamezení působení RNas ve vzorku séra přídavkem 

vybrané látky o její vhodné koncentraci, která by zároveň vytvářela správné prostředí pro vazbu 

miRNA na částice TiO2 a umožnila tak její izolaci. Dále bylo vhodné co nejvíce odstranit 

přítomné proteiny či jiné kontaminanty ve vzorku séra, které nebyly žádoucí pro následnou 

analýzu pomocí RT-PCR.  Výběr, použití a ověření funkčnosti této látky byla stěžejním úkolem 

této diplomové práce.  

Vzorky pro jednotlivé experimenty byly připravovány smícháním vzorku lidského séra, 

standardu oligo RNA 23-mer a vazebného roztoku o složení 100 mM octan sodný o pH 4,40. 

Hodnota pH 4,40 byla u vazebných a promývacích roztoků vždy dodržována. Sérum bylo ve 

vzorku 10× naředěné a koncentrace oligo RNA 23-mer byla 0,5 pmol/µl v daném vzorku. 

Vzorek byl následně přečištěn pomocí NaCl a isopropanolu. Byla odebrána spodní vodná fáze, 

která obsahovala přečištěnou RNA ve vazebném roztoku. Tato spodní fáze byla pipetována 

k částicím, na kterých proběhla vazba oligo RNA 23-mer. Po vazbě následovalo odebrání 

vazebné frakce a promývání promývacím roztokem o složení 100 mM octan sodný o pH 4,40. 

Po promytí následovala eluce za použití elučního roztoku.  

Nejprve byla provedena izolace miRNA pomocí TiO2 materiálu ze séra za použití 

vazebného a promývacího roztoku o původním složení bez optimalizace. Vazebný a promývací 

roztok v tomto případě obsahoval pouze 100 mM octan sodný. Zároveň byla provedena i druhá 

izolace stejným postupem, u které byl zvolen přídavek látky do vazebného roztoku TRITON 

X-100 a DEPC. Vazebný roztok měl v tomto případě složení 100 mM octan sodný, 0,1% DEPC 

a 2% TRITON X-100. Po přečištění NaCl a isopropanolem a po vazbě následovalo opět 

promývání. V tomto případě byly zvoleny dva promývací roztoky. Promývací roztok 1 měl 

složení 100 mM octan sodný, 0,1% DEPC a 2% TRITON X-100 a promývací roztok 2 
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obsahoval pouze 100 mM octan sodný a 0,1 % DEPC. Promývacím roztokem 2 se částice 

promývaly těsně před elucí, aby se omezila přítomnost detergentu TRITON X-100 a dalších 

přidaných látek ve vzorku eluční frakce, která by nebyla vhodná pro případnou analýzu pomocí 

PCR.  

Složka DEPC působí jako ochrana proti RNasam (Chomczynski a Sacchi, 2006). 

Neiontový detergent TRITON X-100 je schopný vázat se na proteiny, například na albumin a 

solubilizovat je (Vlasova a kol., 2013).  Proteiny se poté nachází rozptýleny v roztoku a lze je 

snáze vymýt promývacími kroky.  

Vzorky z těchto dvou izolací byly analyzovány gelovou elektroforézou a množství oligo 

RNA 23-mer ve vzorcích bylo vyhodnoceno relativní kvantifikací. Porovnáním relativní 

kvantifikace oligo RNA 23-mer ve vzorcích mezi oběma izolacemi, bylo usouzeno, že u izolace 

s použitím vazebného roztoku o složení 100 mM octan sodný, 0,1% DEPC a 2% TRITON X-

100 docházelo k mírnému zamezení rozkladu této RNA ve vzorcích. Na základě tohoto zjištění 

byl pro všechny další experimenty zvolen izolační postup s upraveným složením promývacího 

a vazebného roztoku: 100 mM octan sodný, 0,1% DEPC a 2% TRITON. Pro zvýšení relativní 

výtěžnosti bylo ovšem třeba provést další optimalizace vazby. 

V dalším experimentu byl testován vliv přídavku dodecylsulfátu sodného (SDS) do 

vazebného roztoku, který byl zvolen z důvodů jeho ochranných účinků proti RNasam 

(Chomczynski a Sacchi, 2006). Byl testován v koncentracích: 0,5%; 1% a 2% SDS a jedna 

izolace byla provedena bez SDS pro porovnání účinku jeho přítomnosti. Vazebné roztoky u 

jednotlivých izolací obsahovaly 100 mM octan sodný; 0,1% DEPC, 2% TRITON X-100 a 

testovanou koncentraci SDS. Následný postup byl analogický jako u předchozího experimentu. 

Opět zde byly voleny i dva promývací roztoky jako v předchozím případě.  

Na Obrázku č. 23 se nacházejí výsledky gelové elektroforézy z tohoto izolačního 

experimentu. Na základě viditelných pruhů oligo RNA 23-mer ve vzorcích nepřečištěných, 

přečištěných sér a vazebných frakcích gelu u izolačního postupu s použitím 1% SDS a 2% SDS 

viz Obrázek č. 23 vpravo, bylo určeno, že přídavek SDS je vhodný pro ochranu miRNA proti 

RNasam, což částečně splňuje cíl optimalizace. Dále byla u těchto dvou izolačních experimentů 

s 1% SDS a 2% SDS hodnocena relativní výtěžnost oligo RNA 23-mer v elučních frakcích 

(vzorky označené jako EL3.1 a EL4.1) a relativní obsah oligo RNA 23-mer ve vazebných frakcí 

(vzorky VF3 a VF4) pro zhodnocení dosažení dalšího cíle optimalizace, čímž bylo vytvoření 

vhodného prostředí pro izolaci.  

Relativní kvantifikace byla vztažena ke vzorkům přečištěných sér (PS1 a PS2), které 

představovaly hodnotu 100 %. Na základě výsledků uvedených v Tabulce č. 7 bylo pozorováno 
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vysoké zastoupení oliga RNA 23-mer ve vazebných frakcích a zároveň se však prakticky žádná 

nenacházela v eluční frakci. To znamená, že SDS o koncentraci 1% a vyšší sice zabrání 

rozkladu vzorku RNasami, ale zároveň potlačuje vazbu miRNA na TiO2 částice. Proto byla 

nutná další optimalizace obměnou této látky za vhodnější.  

 

 

Obrázek č. 23: UREA-PAGE optimalizace prostředí vazby miRNA na částice TiO2, různé koncentrace SDS. M označuje 

marker molekulových hmotností, NS1-NS4 jsou nepřečištěná séra, PS1-PS4 jsou přečištěná séra, VF1-VF4 jsou vazebné 

frakce, EL1.1-EL4.1 jsou první eluční frakce a EL1.2-EL4.2 jsou druhé eluční frakce. 

 

Tabulka č. 7: Data z UREA-PAGE, přídavek SDS, různé koncentrace 

Extrakce – isopropanol, octan, různé koncentrace SDS:  

Přidaná látka a její 

koncentrace: 

Vazebná frakce [%]: Eluční frakce [%]: Pozn.: 

1% SDS 94,79 19,85 ztráta ve VF 

2% SDS 120,22 4,58 ztráta ve VF 

 

Na základě zjištění, že SDS potlačoval vazbu v prostředí 100 mM octanu sodného, 0,1% 

DEPC a 2% TRITON X-100 jsme se pokusili zachovat jeho přítomnost ve vazebném roztoku, 

ale změnit podmínky tak, aby byla vazba miRNA na TiO2 úspěšná.  

Změněné podmínky spočívaly v obměně octanu sodného přítomného ve vazebných a 

promývacích roztocích za MES a obměně isopropanolu potřebného při přečištění RNA za 

aceton. První dvě izolace probíhaly při stejném složení vazebného a promývacího roztoku: 100 

mM MES; 0,1% DEPC; 2% TRITON X-100. Vzorky připravené s tímto vazebným roztokem 

byly následně přečištěny jeden pomocí NaCl a isopropanolu a druhý pomocí NaCl a acetonu. 

Po přečištění následovala vazba na TiO2 částicích, promývání pomocí promývacího roztoku 1 

o stejném složení jako vazebný roztok a promývaní roztokem 2 o složení 100 mM MES; 0,1% 

DEPC.  Druhé dva vzorky byly připraveny analogicky jako předchozí dva, jen s tím rozdílem, 
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že vazebný roztok obsahoval přídavek 1% SDS. Následně byla provedena gelová elektroforéza 

všech získaných vzorků ze čtyř izolací. Bohužel nebyla zaznamenána změna v úspěšnosti vazby 

miRNA na částice nebo ve snížení rozkladu RNA ve vzorcích.  

Jelikož přechod na MES roztok jako základní složku vazebného roztoku a na aceton pro 

přečištění nebyl úspěšný bylo rozhodnuto, že přečištění RNA ze séra bude probíhat dále opět s 

využitím isopropanolu a jako základní prostředí pro vazbu bude nadále 100 mM octan sodný. 

Bude nutné tedy najít jiný vhodný inhibitor RNas.  

Na základě rešerže byl zvolen přídavek GuSCN do vazebného a promývacího roztoku 

v koncentraci 4 M. Jednalo se o látku často využívanou při extrakcích RNA (Tan a Yiap, 2009), 

která denaturuje proteiny, tedy i RNasy a chrání tak RNA před jejich účinkem (Jacobsen a kol., 

2011, Chirgwin a kol., 1979). Bylo tedy očekáváno, že nedojde k rozkladu vzorku a zároveň 

nebude ovlivněna kvalita izolace miRNA na TiO2 částicích.  

Mimo standardní postup izolace s GuSCN byl také zkoumán vliv odsolení vzorku před 

celým izolačním postupem, které bylo prováděno na odsolovacích kolonkách SPIN-PureTM G-

25 COLUMNS. Odsolení vzorku séra bylo prováděno z důvodu odstranění přirozeně se 

vyskytujících fosfátů v séru (Haap a kol., 2006). Materiály na bázi TiO2 vykazují vysokou 

afinitu k fosfátové kostře RNA (Jimenez a kol., 2018) a obecně tedy k fosfátovým skupinám 

(Tingholm a Larsen, 2016). Byl předpoklad, že fosfáty přítomné v séru soutěží společně 

s miRNA o vazebné místo na TiO2 částicích. Fosfáty tímto brání částečně nebo úplně vazbě 

miRNA na částice. Odsolením se zbavíme fosfátů a zabráníme tak této fosfátové kompetici. 

Odsolené sérum bylo upraveno tak, aby ve výsledném roztoku vzorku, který byl následně 

přidáván k částicím byl buď 4 M GuSCN nebo 1% SDS a pro porovnání také vzorek bez 

přídavku dalších reagencií. Byly tak připraveny 3 typy vzorků shrnuté v Tabulce č. 8.  

 

 

Obrázek č. 24: UREA-PAGE optimalizace prostředí vazby miRNA na částice TiO2, GuSCN, SDS, odsolení. M označuje 

marker molekulových hmotností, NS1-NS4 jsou nepřečištěná séra, PS1-PS4 jsou přečištěná séra, VF1-VF4 jsou vazebné 

frakce, EL1-EL4 jsou první eluční frakce a druhé eluce z úspory času neprobíhaly. 
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Tabulka č. 8: Data z UREA-PAGE, přídavek 4 M GuSCN, 1% SDS a odsolení 

Extrakce – isopropanol, GuSCN, SDS, odsolení:  

Odsolení: Přidaná látka a její 

koncentrace: 

Vazebná 

frakce [%]: 

Eluční frakce 

[%]: 

Pozn.: 

× 4 M GuSCN  8,43 51,19  

√ 4 M GuSCN  5,46 53,36 rozložení v EL 

√ 1% SDS 98,48 8,20 ztráty VF 

√ bez SDS, bez 

GuSCN 

73,62 35,61 rozložení ve 

všech vzorcích 

 

Z gelové elektroforézy viz Obrázek č. 24 bylo zjištěno, že u vzorků získaných při použití 

izolačního protokolu modifikovaného pouze předchozím odsolením dochází k rozkladu 

RNasami ve všech vzorcích. Na základě toho byl tento postup zavrhnut. Následně byl hodnocen 

přídavek 1% SDS do vazebného roztoku s předchozím odsolením. U izolačního postupu 

s použitím přídavku 1% SDS docházelo ke značným ztrátám oligo RNA 23-mer ve vazebné 

frakci, jak již bylo zjištěno dříve při provedení izolace se stejným přídavkem bez odsolení. 

Odsolení tedy nemělo na zlepšení vazby vliv a začalo se uvažovat, že fosfáty danou vazbu 

miRNA na částice TiO2 v tomto případě neblokují. 

 Podle viditelných pruhů oligo RNA 23-mer ve vzorcích nepřečištěného, přečištěného 

séra a eluce na Obrázku č. 24 u izolačního postupu s použitím přídavku 4 M GuSCN bylo 

usouzeno, že tento přídavek je vhodný pro ochranu miRNA před RNasami, což splňuje cíle 

optimalizace. 

Dále byl hodnocen vliv odsolení u těchto izolačních postupů se zvolenými přídavky 4 M 

GuSCN. Při porovnání relativních výtěžků RNA 23-mer v elučních frakcích vyplývá, že mírně 

lepšího relativního výtěžku bylo dosaženo u izolačního postupu s odsolením. Při pohledu na 

tento vzorek na gelu viz Obrázek č. 24 (vlevo) na vzorky elučních frakcí (EL2) byl tento pruh 

RNA 23-mer izolované při použití postupu s odsolením na nižší pozici než u vzorku bez 

odsolení (EL1). Pruh byl také více rozptýlený, což značí o nízké kvalitě izolované oligo RNA 

23-mer. Bylo usouzeno, že zde dochází k rozkladu RNasami. Tento rozklad byl pravděpodobně 

způsoben prodloužením času práce se vzorkem přidaným odsolovacím krokem a RNasy měly 

tak více času tento vzorek rozložit, což je nežádoucí. Bylo rozhodnuto, že odsolení nemá 
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výrazný pozitivní vliv a jeho provádění je nadbytečné. Přídavek látky do vazebného roztoku 

splňující všechny dílčí cíle optimalizace byl GuSCN o koncentraci 4 M. 

Cílem dalšího experimentu byla optimalizace koncentrace přidávaného GuSCN. Pro 

toto ověření byly zvoleny přídavky GuSCN do vazebného a promývacího roztoku o 

koncentracích 4 M, 2 M a 1 M. Každý promývací a vazebný roztok tedy obsahoval 100 mM 

octan sodný, 0,1% DEPC, 2% TRITON X-100 a zvolenou koncentraci GuSCN. Jako u 

předchozích experimentů bylo provedeno přečištění pomocí NaCl a isopropanolu a následná 

izolace miRNA na TiO2 částicích. Byla provedena gelová elektroforéza pro detekci NK při 

použití odlišných koncentrací GuSCN, která je na Obrázku č. 25. (vlevo). Pro porovnání 

úspěšnosti vazby miRNA na TiO2 částice byly vyhodnoceny relativní výtěžnosti oligo RNA 

23-mer v elučních frakcích a byla provedena relativní kvantifikace oligo RNA 23-mer i ve 

vazebných frakcích. Data jsou uvedeny v Tabulce č. 9.  

Podle vyhodnocených dat byly jako vhodné koncentrace přídavku GuSCN 

vyhodnoceny 4 M a 2 M. U použití 2 M koncentrace GuSCN byla vazba miRNA na částice 

lepší a docházelo k vyšší výtěžnosti RNA 23-mer a to i přesto, že porovnáním vzorků těchto 

dvou variant koncentrací na gelové elektroforéze se zdá, že u použití koncentrace 2 M dochází 

u vzorků k většímu rozkladu RNA 23-mer než u koncentrace 4 M. Poté se může zdát, že je 

procentuální výtěžnost v eluční frakci u 2 M GuSCN vyšší, z důvodu vyššího rozkladu ve 

vzorku (PS), který představuje 100 % a ostatní frakce jsou k němu vztahovány.  

Přídavkem GuSCN do vazebného a promývacího roztoku bylo dosaženo cíle 

optimalizace. Oligo RNA 23-mer se přestala ve vzorku rozkládat RNasami a díky vhodnému 

prostředí docházelo k její vazbě na částice TiO2 a k následné izolaci.  Nejvhodnější koncentrací 

tohoto přídavku byla koncentrace 2 M, kdy docházelo k nejvyšší relativní výtěžnosti v eluční 

frakci a k nejmenším ztrátám ve vazebné frakci. Optimalizované složení vazebného a 

promývacího roztoku bylo: 100 mM octan sodný, 0,1% DEPC, 2% TRITON X-100, 2 M 

GuSCN.  

Komplikací zůstává, že u zvolených koncentrací 4 M a 2 M nedocházelo k oddělení fází 

v roztoku při přečištění pomocí NaCl a isopropanolu, čímž docházelo ke ztrátám RNA ještě 

před samotnou izolací na TiO2 částicích. U koncentrace 1 M sice k oddělení fázi docházelo, ale 

tato koncentrace byla vyhodnocena jako nevhodná. Na eliminaci těchto ztrát při přečištění 

pomocí NaCl a isopropanolu by bylo dobré se v budoucnu zaměřit.   
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Obrázek č. 25: UREA-PAGE (vlevo) a SDS-PAGE (vpravo) optimalizace prostředí vazby miRNA na částice TiO2, 

isopropanol, octan, různé koncentrace GuSCN. M označuje marker molekulových hmotností, NS1-NS6 jsou 

nepřečištěná séra, PS1-PS6 jsou přečištěná séra, VF1-VF6 jsou vazebné frakce, EL1-EL6 jsou první eluční frakce a 

druhé eluce z úspory času neprobíhaly. 
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Tabulka č. 9: Data z UREA-PAGE, různé koncentrace GuSCN 

Extrakce – isopropanol, octan, různé koncentrace GuSCN:  

Přídavek specifické 

látky a jeho 

koncentrace: 

Duplikát: Vazebná 

frakce [%]: 

Eluční frakce [%]: Pozn.: 

4 M GuSCN 
1. 8,32 39,55  

2. 11,81 49,12 

2 M GuSCN 
1. 5,03 72,52  

2. 5,56 68,16 

1 M GuSCN 
1. 56,87 64,04 ztráta ve 

VF 2. 36,20 50,89 

 

4.5 PCR elučních frakcí z izolace oligo miRNA pomocí TiO2 materiálu 

Na základě analýzy pomocí gelové elektroforézy vzorků séra s optimalizovaným 

izolačním postupem pro izolaci miRNA s použitím přídavků GuSCN o koncentracích 2 M a 

4 M jsme se rozhodly tyto vzorky analyzovat i na PCR. Byla zvolena metoda qRT-PCR, která 

se běžně využívá pro detekci a kvantifikaci miRNA z důvodu její vysoké citlivosti a specifity 

(Gan a kol., 2011). Nevýhoda této metody spočívá v tom, že je náchylná k inhibici některými 

látkami ze vzorku, které mohou ovlivnit citlivost metody natolik, že dojde k falešně nižším 

nebo negativním výsledkům. Existuje celá řada PCR inhibitorů a řadí se mezi ně například 

proteasy, detergenty, fenol a další (Schrauder a kol., 2012). Proto je důležité, aby ze vzorku 

byly tyto kontaminanty odstraněny během přečištění a izolace miRNA.  

Analýza pomocí PCR byla zvolena právě z důvodu ověření, zda je optimalizovaný 

izolační protokol kompatibilní s touto metodou detekce a nedochází k případné inhibici PCR. 

Tato kompatibilita je důležitá při použití optimalizovaného postupu izolace v reálných vzorcích 

bez přídavku standardu, kdy koncentrace miRNA je velmi nízká a je pro její analýzu nutná 

citlivá metoda.  

Nejprve byla vytvořena koncentrační řada standardu oligo RNA 23-mer (vzorky 

označené jako ST1-ST5). Tato koncentrační řada byla zpracovávána spolu se vzorky elucí 

stejným způsobem. Analyzovány byly eluční frakce obou duplikátů získaných zmíněným 

optimalizovaným izolačním postupem. Jednalo se o 4 M GuSCN: vzorky r1 a r2 a 2 M GuSCN: 

vzorky r1 a r2. Negativní kontrolu představoval roztok DEPC-T vody. Dále byla provedena 
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reverzní transkripce všech vzorků i s negativní kontrolou. Z každého vzorku po reverzní 

transkripci byl připraven směsný roztok, který obsahoval mimo jiné reagencie potřebné pro 

PCR. Roztok byl připraven v trojnásobném množství a poté byl rozdělen pro každý vzorek na 

triplikáty. Následovala samotná PCR všech triplikátů vzorků. Průběh PCR je zobrazen na 

Obrázku č. 26.  

 

 

Obrázek č. 26: Průběh PCR 

 

Nejprve byla vyhodnocena získaná data z koncentrační řady standardů oligo RNA 23-

mer viz Tabulka č. 10 získaná metodou PCR. Byla vytvořena kalibrační křivka viz Graf č. 2 

z naměřených a zprůměrovaných hodnot CT vztažených ke koncentracím jednotlivých roztoků 

z koncentrační řady:  

 

Tabulka č. 10: Data pro kalibrační křivku PCR 

Označení: Koncentrace 

standardu oligo RNA 

23-mer [fmol/µl]: 

Hodnoty CT 

v triplikátech: 

Průměr hodnot CT ± 

s (směrodatná 

odchylka):  

ST1  2 · 100 15,28 15,35 15,45 15,36 ± 0,09 

ST2  2 · 10-1 19,96 19,95 20,04 19,98 ± 0,05 

ST3  2 · 10-2 23,90 23,93 23,94 23,92 ± 0,02 

ST4  2 · 10-3 25,73 25,75 25,76 25,75 ± 0,02 
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Označení: Koncentrace 

standardu oligo RNA 

23-mer [fmol/µl]: 

Hodnoty CT 

v triplikátech: 

Průměr hodnot CT ± 

s (směrodatná 

odchylka):  

ST5  2 · 10-4 27,49 27,43 27,45 27,46 ± 0,03 

 

 

  

Graf č. 2: Kalibrační křivka PCR 

 

Z rovnice kalibrační křivky a ze zprůměrovaných hodnot CT vzorků byla vypočtena 

koncentrace analyzovaných vzorků viz Tabulka č. 11. Pouze u dvou analyzovaných vzorků 

bylo možné využít hodnoty všech 3 technických replikátů. V jednom případě nebyla platná 

hodnota analyzována vůbec a v druhém případě byla jedna hodnota příliš rozdílná od druhých 

dvou replikátů (označeno červeně). 

 

Tabulka č. 11: Data, vyhodnocení PCR 

Označení: Naměřené hodnoty CT 

v triplikátech: 

Průměr hodnot 

CT  

± s (směrodatná 

odchylka): 

Průměrná koncentrace 

RNA 23-mer ± s 

[pmol/µl]: 

NK  - 36,18 36,53 36,36 ± 0,25 3,10 · 10-10 ± 0,59 · 10-10 

4 M GuSCN, r1  

 

8,62 8,67 8,60 8,63 ± 0,04 0,55 ± 0,02 

4 M GuSCN, r2 

 

11,05 9,75 9,88 9,82 ± 0,09 0,22 ± 0,02 

y = -1,301ln(x) + 17,404
R² = 0,9502
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Označení: Naměřené hodnoty CT 

v triplikátech: 

Průměr hodnot 

CT  

± s (směrodatná 

odchylka): 

Průměrná koncentrace 

oligo RNA 23-mer ± s 

[pmol/µl]: 

2 M GuSCN, r1 

 

- 7,71 8,42 8,07 ± 0,50 0,88 ± 0,33 

2 M GuSCN, r2  

 

8,45 8,41 8,37 8,41 ± 0,04 0,66 ± 0,02 

 

I tak se ve všech vzorcích podařilo přítomnost oligo RNA 23-mer prokázat i přes to, že 

se hodnoty vzorků nacházely mimo kalibrační rozmezí a tím nebylo přesné určení koncentrace 

věrohodné. K určení přesné hodnoty koncentrace by bylo potřeba experiment zopakovat 

s naředěnými vzorky, což již z časových důvodů nebylo možné. Z pohledu kvality je však 

průkaz miRNA dostatečně věrohodný, i vzhledem k její vysoké koncentraci ve vzorku, a 

navržený postup izolace by bylo možné použít pro izolaci miRNA z lidského séra i s následnou 

detekcí pomocí PCR.  

Dodatečným úkolem bylo porovnat získaná data s daty získanými pomocí gelové 

elektroforézy z důvodu ověření správnosti naměřených PCR dat. Porovnávaná data jsou 

v Tabulce č. 12 označeny modře.  

 

Tabulka č. 12: Porovnání PCR dat s daty z UREA-PAGE 

Název vzorku: Koncentrace 

oligo RNA 23-

mer před izolací 

[pmol/µl]: 

Koncentrace 

oligo RNA 23-

mer po izolaci 

[pmol/µl] – data 

z PCR: 

Koncentrace 

oligo RNA 23-

mer po izolaci 

[pmol/µl] – data 

z UREA-PAGE: 

Relativní 

výtěžnost oligo 

RNA 23-mer 

[%] – data 

z UREA-PAGE: 

4 M GuSCN, r1 

0,5 

0,55 0,20 40 

4 M GuSCN, r2 0,22 0,25 49 

2 M GuSCN, r1 0,88 0,37 73 

2 M GuSCN, r2 0,66 0,34 68 

 

Na základě porovnání hodnot je zřejmé, že i přesto, že u PCR se jedná o odhad hodnoty 

z důvodu příliš vysoké koncentrace oligo RNA 23-mer v eluční frakci vykazují obě měření 
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podobný trend. V porovnání 4 M GuSCN a 2 M GuSCN vychází vyšší koncentrace, a tedy i 

výtěžnost u 2 M GuSCN. Tato koncentrace je tedy vhodnější a byla zařazena do finálního 

optimalizovaného protokolu.  
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5 Závěr 

Úkolem této práce byla optimalizace již zavedených laboratorních metod pro izolaci 

miRNA z buněk či ze séra za pomoci TiO2 částic. Jednalo se většinou o zkrácení některých 

inkubačních kroků, které by nemělo vliv na účinnost prováděné izolace. Důvodem zkrácení 

inkubačních kroků bylo urychlení práce se vzorky obsahující RNA a tím snížení rizika rozkladu 

vzorku RNasami.  

Prvním optimalizovaným krokem byla doba inkubace částic se vzorkem obsahujícím 

standard oligo RNA 23-mer a RNA izolovanou pomocí činidla TRIzolTM z buněčného lyzátu. 

Tato doba činila v původním protokolu 60 min. Následně byly provedeny jednotlivé izolace 

s použitím zkrácených časů inkubace. Jednotlivé izolace byly následně mezi sebou 

porovnávány s využitím analýzy vzorků na gelové elektroforéze. Na základě vyhodnocení 

gelové elektroforézy relativní kvantifikací byly získány hodnoty relativní výtěžnosti izolace a 

výskytu oligo RNA 23-mer ve vazebných frakcích. Z výsledků je zřejmé, že minimální dobou 

nutnou pro inkubaci vzorku s TiO2 částicemi je 40 min. Tato doba nezpůsobovala ztrátu 

miRNA prostřednictvím vazebné frakce, ke které docházelo při zvolení kratších časů inkubace.  

Dále byl optimalizován krok buněčné lyze při izolaci miRNA z buněk. Původní čas lyze 

buněk byl 10 min. Zkoumalo se, jestli zkrácením doby lyze nedojde ke snížení obsahu celkové 

RNA ve vzorku. Bylo dokázáno, že zkrácením této doby z 10 min na 20 s za současného 

mechanického rozrušení buněk pomocí vortexu, nemělo na obsah RNA ve vzorku žádný 

negativní vliv. Obě uvedené analýzy již znamenají celkovou dobu úspory času o 30 min, což 

sníží možnost rozkladu miRNA RNasami v průběhu izolačního procesu.  

Závěrečným a nejdůležitějším krokem byla optimalizace prostředí vazby miRNA na 

částice TiO2 při izolaci ze séra s přídavkem oligo RNA 23-mer standardu. Z důvodu 

přítomných RNas ve vzorku séra docházelo ke značnému rozkladu miRNA. Druhým 

problémem byla nedokonalá vazba miRNA na TiO2 částice. Kvůli této nedokonalé vazbě a 

rozkladu RNA RNasami nebylo téměř možné miRNA izolovat.  

Na základě těchto problémů byly testovány látky o různých koncentracích, které se 

přidávaly k vazebnému a promývacímu roztoku za účelem zamezení rozkladu miRNA ve 

vzorku a zároveň za účelem pozitivního vlivu na vazbu. Nakonec optimální přídavek látky 

představoval GuSCN o koncentraci 2 M. Ta na rozdíl oproti koncentraci 4 M poskytovala vyšší 

výtěžnosti v eluční frakci. Při použití přídavku 2 M GuSCN ve vazebném a promývacím 

roztoku bylo možné prokázat přítomnost miRNA nejen pomocí gelové elektroforézy, ale i 

pomocí PCR. Tím byla potvrzena úspěšná izolace miRNA ze vzorku séra. Bohužel pomocí 
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PCR analýzy se již nepodařilo tuto miRNA přesně kvantifikovat z důvodu příliš vysoké 

koncentrace miRNA ve vzorku eluční frakce, která překročila horní mez kalibračního rozmezí. 

Průkaz miRNA v eluční frakci byl i přes to věrohodný, pouze pro přesné určení koncentrace by 

bylo vhodné tuto závěrečnou analýzu zopakovat, což již v našem případě nebylo možné.  
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