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ANOTACE

Nekodujici RNA, mezi néZ patii i miRNA, jsou piedmétem vyzkumu s cilem jejich
pouziti jako biomarkeri pro odliSeni fyziologického od patologického stavu lidského
organismu. To vedlo k pottebé jejich ucinné izolace z komplexnich biologickych vzorkl za
ucelem jejich nasledné detekce.

Tato diplomova prace se zabyva izolaci miRNA pomoci TiO2 mikrosfér z biologickych
vzorki predstavujicich bunky a sérum. Hlavni ukol spocival v zavedeni moznosti izolace
MIRNA z lidského séra pomoci TiO2 mikrosfér. K tomu bylo nutné provést nékolik
optimaliza¢nich krokt v jiz znamém protokolu s cilem minimalizovat pusobeni RNas pfi
zachovani ucCinnosti izolace, které je bézn¢ dosahovano napt. u bunécného lyzatu. Samotné
vySetfeni séra je oproti cytologickému vysetieni napt. biopsii mnohem méné invazivni, coz
umoziuje nejen diagnostiku v poc¢atku onemocnéni, ale také moznost priabézného sledovani
stavu pacienta. Dale byla zkoumana kompatibilita optimalizovan¢ho izola¢niho postupu
s detekci pomoci polymerdzové fetézové reakcee, ktera se pro detekci miRNA vyuziva z diivodu
vysoké citlivosti. Metoda s vysokou citlivosti je zapotiebi kvili pfirozené nizké koncentraci
mIiRNA v biologickych vzorcich.

Tato metoda izolace miRNA pomoci TiO2 mikrosfér a nasledné detekce pomoci
polymerazové fetézové reakce by mohla potencionalné slouzit pro sledovani zmén v expresi
MIRNA v sérech pacientd. Na zékladé zmén exprese miRNA by dochazelo k v¢asnému

odhaleni rakovinného onemocnéni bez nutnosti odbéru tkaneé.

KLICOVA SLOVA

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

kapalina, gelova elektroforéza, polymerazova fetézova 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-

liquid extraction, gel electrophoresis, polymerase chain reaction
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0 Uvod

S neustalym rozvojem moderni mediciny je kladen diraz na pouZzivani biomarkerq.
Diagnostické biomarkery slouzi k indikaci stavu organismu, zejména pro rozliSeni normalniho
a patologického stavu organismu. Jinymi typy biomarkert I1ze ziskat i podrobné&jsi informace.
Prognostické biomarkery slouzi k predpovédi recidivity patologického stavu a prediktivni
slouzi k predpovédi reakce pacienta na 1éCbu. Zaroven se zacind hledat zpiisob co mozna
nejméné invazivniho testovani. V tomto ohledu vyhovuje testovani z lidské krve ¢i séra.
Dochazi k objeveni novych druhi kratkych ribonukleovych kyselin (SNCRNA) fadicich se mezi
nekodujici ribonukleové kyseliny (ncRNA). I pies to, Ze nenesou genetickou informaci
pfepisovanou do proteinu zastdvaji vyznamné role v regulaci mnoha procesu v lidském téle.
Jejich koncentrace je proménna podle aktualniho stavu organismu. Proto se za¢ina uvazovat o
scNRNA jako potencionalnich kandidatech na biomarkery. Pouziti mikro ribonukleovych
kyselin (miRNA) jako biomarkert je zajimavé hlavné kvuli jejich Sirokym regula¢nim
schopnostem a proménnym koncentracim mezi patologickym a normdalnim stavem
zpusobenych odlisnou expresi. Z tohoto duvodu vzrista potieba jejich uc¢inné a rychlé izolace
z lidského séra, plazmy ¢i bun¢k a nasledné spolehlivé detekce.

Existuje fada riznych druhi izola¢nich i detekénich metod. V této praci byla pouzivana
metoda izolace mMiRNA na pevnou fazi za pomoci mikrosfér z oxidu kiemicitého (TiO2) pfi
uspotadani &astic v roztoku. Castice byly z roztoku separovany centrifugaci. Jako detekéni
metoda byla zvolena gelova elektroforéza v polyakrylamidovém gelu. V gelu byly
ribonukleové kyseliny (RNA) nasledné detekovany pomoci barviva SYBR Green II RNA Gel
Stain. Dalsi pouzitou detekéni metodou byla polymerazova tetézova reakce (PCR). Vzorky
RNA jsou velmi citlivé na rozlozeni RNasami. Cim déle RNasy ptisobi na vzorek RNA, tim je
RNA vice rozlozena, coz je nezadouci. Z tohoto diivodu jsme se zaméftili zejména na zkraceni
nekterych inkubacnich krokt a urychleni procesu izolace. Dale jsme se zaméftili na optimalizaci
izolace miRNA ze séra, kde jsme méli za cil eliminovat ptsobeni RNas za pomoci piidavka

specifickych latek.
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1 Teoreticka Cast

1.1 Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny (NK) patii mezi biologické makromolekuly spolu s proteiny,
sacharidy a tuky. Vsechny tyto makromolekuly jsou nezbytné pro fungovani mnoha procest
v lidském téle. NK se skladaji z nukleotidovych podjednotek a rozdé€luji se na dvé skupiny, a
to na deoxyribonukleovou kyselinu (DNA) a na RNA (Sims a kol., 2012). Ve své primarni
struktuie obsahuje DNA genetickou informaci, ktera se pfedava z generace na generaci. Podle
vzoru DNA vznika nasledné RNA, ktera slouzi jako vzor pro syntézu proteinil.

V kazdé bunce vznika fada druhtt RNA. Mezi druhy RNA je napiiklad mediatorova
ribonukleova kyselina (MRNA), ktera vznika prepisem genetické informace z useku DNA a
slouzi jako vzor pro syntézu bilkovin. Dalsimi zakladnimi typy, kterymi jsou produkty jinych
sekvenci DNA, a jiz nejsou kodujici, jsou napiiklad ribozomalni (rRNA) nebo transferova
ribonukleova kyselina (tRNA). Do dvou hlavnich skupin se déli ncRNA podle délky na
SncRNA s méné jak 200 nukleotidy v fetézci a na dlouhé nekodujici RNA (IncRNA) s vice jak
200 nukleotidy. Mezi kratké patii zejména miRNA a kratka interferujici RNA (SIRNA).

1.1.1 Centralni dogma

Zakladni myslenku molekularni genetiky zastava centralni dogma viz Obrazek ¢. 1.
Jednéa se o biologicky postulat, ktery vznikl po roce 1950. Hlavni myslenkou centralniho
dogmatu je ulozeni genetické informace v DNA. Dale urcuje tok genetické informace a tim 1
vztahy mezi NK a proteiny. Vychozi molekulu zde piedstavuje DNA, ze které je syntetizovana
molekula RNA procesem transkripce. Z RNA je nasledné syntetizovan protein procesem
translace. Dalsi tok genetické informace predstavuje replikace DNA. Je to proces, kdy je DNA
duplikovana a pfedana dalsi generaci v nezménéné formé (Gillings a Westoby, 2019). Dalsim
zakladnim procesem je reverzni transkripce, kterym je genetickd informace prepisovana z RNA
do DNA. Tento proces byl objeven na zakladé objeveni reverzni traskriptasy. Reverzni
transkriptasa se vyskytuje jak u prokaryot, tak u eukaryot. Odhaduje se, ze az tfetina naseho
genomu pochazi z reverzni transkripce (Shapiro, 2009). V dnesni dobé jsou k centralnimu
dogmatu vlozeny nové kroky, které¢ zahrnuji dalsi predavani genetické informace. Jedna se o
moznost ziskani sekvence DNA a jejiho nasledného ulozeni v databazich. Déle je moznost

zpétné tuto DNA uméle syntetizovat. Rozsifeni centralniho dogmatu s sebou nese do budoucna
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vyhody, ale i urcita rizika (Gillings a Westoby, 2019). Vyhoda spoc¢iva ve vyuziti ziskanych
informaci v oblasti mediciny a zemédélstvi. Riziko piedstavuji geneticky modifikované
organismy. Navzdory snaze o jejich kontrolu se mohou dostat do pfirozenych ekosystému a

svou ptitomnosti narusit jeho pfirozené fungovani (Dana a kol., 2012).

Databaze .
sekvenci :> Replikace
Syntéza lT Sekvenovani

DNA Replikace

Transkripce lT Reverzni transkripce

RNA
Translace l
Protein
Exprese l
Fenotyp

Obrazek ¢&. 1: Centralni dogma, pFevzato a upraveno z (Gillings a Westoby, 2019).
1.1.2 Ribonukleové kyseliny

Vsestrannymi piirodnimi makromolekulami jsou RNA. Ve své linearni sekvenci
uchovavaji velké mnozstvi informaci, véetné informace o stavbé proteinu a informace o jejich
slozeni do specifické struktury. Specificka struktura umoznuje vykonavani velmi dilezitych a
rozmanitych funkci v bunkach organismi (Blackburn a kol., 2006). Chemicky je RNA velmi
podobna DNA, sklada se z kostry obsahujici cukr a fosfat a ze Ctyt odliSnych bazi predstavujici
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 skladaji z péti-uhlikatého cukru ribosy, fosfatu a dusikaté baze. V ptipadé
RNA se jedna o A, G, C a U (Minchin a Lodge, 2019, Westhof a Auffinger, 2006). Jednotlivé
nukleotidy jsou k sobé vazané fosfodiesterovou vazbou (Westhof a Auffinger, 2006). Tato
vazba spociva ve vazbe fosfatu na ribosu v jeji poloze uhliku 3 a 5. Fosfat a ribosa tvoti zakladni
kostru molekuly. Tato kostra na jednom konci obsahuje fosfat, ktery se oznacuje jako 5° konec
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a na druhém konci se nachdzi hydroxylova skupina ribosy a ptedstavuje 3" konec. Dusikatéa

baze se vaze na ribosu v poloze jejiho prvniho uhliku viz Obrazek ¢. 2 (Minchin a Lodge, 2019).

H,N NH, o O ; .
/61151kata

\, baze
Fosfat </ \ A) /

l </ \ G )\ / /& (uracil)

HO

gy o
u" =z

\ /7 \“\\ 3 Ribosa
(o]
5" konec \E \\o H/ 3" konec

Obrazek ¢&. 2: Struktura RNA, p¥evzato a upraveno z (Minchin a Lodge, 2019).

Primarni struktura RNA je tvofena sekvenci nukleotidi. Sekundarni strukturu
predstavuji oblasti parovani bazi vlastniho fetézce a vytvareni dvouvlaknovych RNA duplex,
Sroubovic, které jsou misty naruseny jednovlaknovou strukturou (Westhof a Auffinger, 2006).
Sekundarni struktura se déli do Ctyf utvart: Sroubovice, smycky, kiizeni a boule. Smycky,
kiizeni a boule pfedstavuji neparujici se jednovlaknové useky zakonéené duplexy (Tinoco a

Bustamante, 1999). Utvary jsou na Obrazku &. 3.

b) o o |

i ol | Py

3

2 vlékna 3 vlakna 4 vlakna Nesymetrické ~ Symetrické S

Obrazek & 3: Utvary sekundarni struktury RNA: a) kiiZeni, b) intramolekuliarni smy¢ky, ¢) boule, d) vlasenka,
pfevzato a upraveno z (Gan a kol., 2003).

Sroubovice RNA je na Obrazku ¢&. 4 a). Sroubovice jsou vétsinou typu A s jedenacti
nukleotidy na otacku a utvari specifické struktury, jako jsou velky a maly zlabek (Blackburn a
kol., 2006). Terciarni strukturu pfedstavuje dalsi skladani sekundarni struktury Vv tfirozmérném
prostoru. P¥iklad tfirozmérné struktury je na Obrazku &. 4 b). Retézce spolu interaguji slabymi
vazebnymi interakcemi, zejména Van der Wallsovymi silami (Westhof a Auffinger, 2006).
Terciarni struktura, do které se sklddaji ncékteré RNA molekuly, je dilezita pro jejich

biologickou funkci (Conn a Draper, 1998). Specifickou terciarni tfirozmérnou strukturu maji
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napiiklad tRNA a rRNA. Tato tfirozméma struktura spoc¢iva v tzv. koaxiadlnim skladdani
kratkych tisekli RNA. Jedna se o interakci dvou pfilehlych smycek. Stabilitu terciarni struktury
zlepSuji interagujici ionty kovi, nejcastéji to jsou ionty hofecnaté a draselné. Ionty s RNA
interaguji nékolika zptisoby. Bud’ ionty upravi naboj kostry RNA vldkna, ktera je negativné
nabitd a zplsobi vetSi pfitazlivost dvou vldken RNA nebo s RNA ionty interaguji

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

Obrazek ¢&. 4: Priklad struktury RNA: a) sekundarni, b) tercialni (konkrétné tRNA), pfevzato a upraveno z (Westhof a
Auffinger, 2006).

V molekule RNA se vyskytuje parovani typu Watson-Crick, C se paruje s G a U se
paruje s A (Westhof a Auffinger, 2006, Ramos a Laederach, 2014). Parovani bazi se ve vétsiné
ptipadi vyskytuje v téchto formach. V RNA molekulach se ale také mohou vyskytovat
specialni typy parovani bazi jako je naptiklad parovani G s U nebo G s A (Blackburn a kol.,
2006).

Ve struktufe RNA casto dochazi k modifikacim dusikatych bazi. K modifikacim bazi
dochazi jak u kodujicich, tak hojné i u nekodujicich. Modifikace se mohou objevovat uvnitt
fetézce, ale i na bazich vyskytujicich se na koncich fetézce pridanych posttranskripéni tipravou.
Nejcastéjsi vnitini modifikovanou bazi MRNA a obecné INCRNA je NE-methyladenin
(Roundtree a kol., 2017). Dalsimi modifikovanymi bazemi, které se vyskytuji v mRNA, jsou
N’-methylguanin (v ¢epicce) a 5-methylcytosin. V ribosomalni RNA se velmi ¢asto vyskytuje
modifikovana baze pseudouridin. Jednou z RNA, ktera obsahuje modifikované baze hojné je
tRNA. MiZe obsahovat okolo 15 az 25 % modifikovanych bazi. Pfikladem modifikovanych
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bazi v tRNA jsou: 5-methoxykarbonylmethyluridin, 5-methoxykarbonylmethyl-2-thiouridin,
NC-isopentenyladenosin (Wang a He, 2014). Chemické modifikace maji vliv na vyslednou
strukturu dané RNA nebo pomahaji k interakci s nékterymi vazebnymi proteiny. Jejich
pritomnost je dynamicka, coZ znamena, Ze je promeénnd v zavislosti na podminkach prostredi
(Nachtergaele a He, 2017).

Proces vzniku RNA zadina transkripci, ktera spociva v tom, ze z molekuly DNA je
syntetizovana RNA za i¢asti RNA polymerasy, ktera vlakno RNA syntetizuje od 5" konce k 3
konci. Pro spusténi transkripce, musi RNA polymerasa najit na vlakné DNA promotorovou
sekvenci (Blackburn a kol., 2006). Promotor se sklada z repetitivni sekvence TATA-box
(opakujici se sekvence TA) nebo z dalsi sekvence oznacované jako CCAAT-box (Kitazawa a
kol., 1998). Vytvoii se transkripéni bublina a nasledn¢ heteroduplex RNA s DNA. To znamena,
ze jedno vldkno pfedstavuje piivodni DNA vzor a druhé vlakno napojené na vzor je nové
syntetizovana RNA. Pokud RNA polymerasa zaznamena na vlakné DNA sekvenci
oznacovanou jako terminator, dojde K ukonceni transkripce (Minchin a Lodge, 2019). Po
transkripci RNA neni funkéni a musi byt upravena (Blackburn a kol., 2006). Upravy piedstavuji
tf1 hlavni kroky: navazani Cepicky, navazani polyadenylového océsku a sestfih. Ze vSeho
nejdiive dochazi k vazbé ¢epicky na 5 konec. Reakce probiha jiz pfi transkripci, pfi odhaleni
5" konce RNA. Na koncovy nukleotid je 5'-5" vazbou ptipojen methylovany guanosintrifosfat.
Cepicka chrani molekulu RNA pied 5” exonukleasami (Proudfoot a kol., 2002).

Druhym krokem je polyadenylace neboli vytvafeni polyadenylového ocasku. Jeho
formovani je ur¢eno specifickou sekvenci pobliz 3" konce RNA. Specifickd sekvence se sklada
z AAUAAA. Dochazi ke $tépeni vldkna RNA v misté za specifickou sekvenci a pomoci
enzymu poly-A polymerasy jsou ke 3" konci pifipojovany adenosinové jednotky (Blackburn a
kol., 2006).

Tretim krokem upravy RNA je sestfih. Na vlakn€ RNA se nachazeji oblasti kodujici
protein nazyvané exony a nekodujici oblasti nazyvané introny. Cilem sestfihu je nekodujici
oblasti introny z RNA vladkna odstranit (Shafee a Lowe, 2017). Neékdy dochazi k tzv.
alternativnimu sestiihu, ktery zapficini vznik vétsiho poctu druhid proteint z jednoho genu
(Blackburn a kol., 2006). Samotny sesttih probih4 za pomoci spliceosom, které rozeznédvaji 3”
a 5 sestfihové misto. (Conti a kol., 2013). Dochazi k propojeni 3" konce s 5” koncem exonu
Exony jsou kratké iseky, zatimco introny predstavuji dlouh¢ useky sekvence RNA (Blackburn
a kol., 2006).

Poslednim krokem upravy je ptipadné odsStépeni nekodujici koncové ¢asti vlidkna RNA

za pomoci RNasy P nebo RNasy III (Blackburn a kol., 2006). U eukaryot je transkripce, a tedy
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1 genova exprese fizena vice faktory, a to z dlivodu vétsi slozitosti organismu, ktery se sklada
Z vice typitl tkdni oproti prokaryotickym organismiim (Shafee a Lowe, 2017). Probiha zde také
regulace genové exprese a upravy primarniho transkriptu, které se u prokaryotnich organismi

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

1.2 Druhy RNA a jejich funkce

Lidsky genom obsahuje kolem 20-25 tisic genti kodujicich proteiny, to je pouze
piiblizné 1,2 % z celého lidského genomu (Minchin a Lodge, 2019, Mattick a Makunin, 2006).
Ostatni nekodujici sekvence mohou slouzit jako templat pro vznik tRNA ¢i rRNA a dalsich
NCRNA dulezitych pro bunééné procesy (Minchin a Lodge, 2019).

1.2.1 Kédujici RNA

Jedinou kodujici RNA je mMRNA. Funkci mRNA je ptenos genetické informace. Koduje
tedy proteinovou sekvenci, ktera piedstavuje poradi aminokyselin v proteinovém fetézci
(Ralser, 2014). Vznika procesem transkripce a naslednymi posttranskripénimi Gipravami. Pied
sestithem se tato RNA nazyva jako prekurzorovd mRNA. Z této prekurzorové mRNA se
nejprve odstrani introny a zbylé exony se spoji (Minchin a Lodge, 2019). Tercialni strukturu
vytvaieji koncové casti (UTRS), které se do proteinu nepiekladaji (Blackburn a kol., 2006).
Terciarni strukturu predstavuji mimo jiné Gtvary nazyvané G-kvadruplexy, vyskytujici se jak
v oblastech UTRs, tak i mimo n¢. Slouzi jako vazebné misto pro proteiny vazici se na RNA
(Soemedi a kol., 2017). Na UTRs zavisi u¢innost translace, celkova stabilita mRNA a je diky
nim umoznén transport mRNA zjadra do cytoplazmy (Mignone a kol., 2002). Chemické
modifikace se u mRNA vyskytuji ve form& Nb-methyladenosinu, inosinu, pseudouridinu, 5-
methylcytidinu, 5-hydroxymethylcytidinu a také N*-methyladenosinu. Tyto modifikace maji
zasadni roli v parovani bazi, zméné konformace molekuly a schopnosti vazat se s proteiny
(Harcourt a kol., 2017).

1.2.2 Nekédujici RNA

Mezi nejznaméjsi NCRNA patii tRNA a rRNA. Struktura tRNA spociva
v jednovldknové RNA dlouhé 73 az 90 nukleotidd. Tato jednovlaknova RNA se sklada do
sekundarni struktury specifického tvaru jetelového listu. Sekundarni struktura obsahuje ttvary

jako je akceptorové rameno, D-rameno, antikodonové rameno neboli antikodon, T-rameno
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(Ishitani a kol., 2003) a variabilni rameno (Watson a kol., 2019). Antikodon tvofi tfi
nukleotidové baze na konci antikodonového ramena, které slouzi k interakci s kodonem. Kodon
tvori trojice bazi v MRNA (Allnér a Nilsson, 2011). Tercialni strukturu ptedstavuje slozeni
sekundarni struktury v prostoru do tvaru L. Skladani se odehrava za vzniku interakci v centru
molekuly tRNA, kde spolu interaguji variabilni rameno spolu s ramenem D. Tvaru L napomaha
interakce mezi D a T-ramenem. Modifikované baze v fetézci tRNA hraji roli pii interakcich
ramen (Ishitani a kol., 2003). K syntéze proteinu je tRNA také zapotiebi (Blackburn a kol.
2006). Aminokyseliny se vazi k tRNA za ucasti enzymu aminoacyl-tRNA-syntetasy.
K urcitému druhu tRNA se véze specificky pouze urcity druh aminokyseliny. Selektivni vazbu
zajistuje specifita enzymu (Minchin a Lodge, 2019).

Ribosom se sklada z proteinii a z rRNA. Mala podjednotka obsahuje pouze jedno vlakno
rRNA 16 Svedberg (S) a velka eukaryotni podjednotka obsahuje dvé mensi vlakna rRNA 5,8 S
a jedno vetsi vlakno rRNA 23 S (Allnér a Nilsson, 2011). Mala podjednotka ziskava informace
z mRNA a velka podjednotka vytvaii vazby mezi jednotlivymi aminokyselinami (Minchin a
Lodge, 2019).

1.2.3 Dlouhé nekdédujici RNA

Do skupiny IncRNA patii RNA molekuly, které dosahuji délky vice nez 200 nukleotidli
(Rother a Meister, 2011). Tyto IncRNA vznikaji transkripci za pomoci enzymu RNA
polymerasy 1l (Wang a kol., 2017, Rother a Meister, 2011). Probihaji zde i stejné
posttranskripéni Upravy (Dhanoa a kol., 2018). Obsahuji vétSinou cepicku, polyA konec a
dochdzi u nich i k odstranéni intrond, li§i se pouze v malém poctu otevienych Ctecich ramci
(Wang a kol., 2017). Jejich funkce zavisi na umisténi v buiice a jedné se o regulaci genové
exprese na vice urovnich: transkripéni, posttranskripéni a epigenetické. V dasledku ovliviiuji
zejména bunéény rust (Camacho a kol., 2018).

Rozdé€leni téchto INCRNA do skupin se v publikacich mirn¢ 1i$i. Publikace se shoduji na
rozdéleni do skupin: pfirodni reverzni transkripty, dlouhé intergenové ncRNA, transkribované
ultra-zachované regiony, cirkularni RNA a RNA asociované se zesilovacem (Spurna a kol.,
2018, Camacho a kol., 2018). Dalsimi zminovanymi skupinami jsou RNA asociované
s promotorem (Camacho a kol., 2018), pseudogeny (Spurna a kol., 2018), odlisné a intronické
(Wang a kol., 2017), pfimé a obousmérné RNA (Dhanoa a kol., 2018). Pfiklady jednotlivych
druhd IncRNA 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 ptedstavuji onkogenni biomarkery pro vice druhi karcinomii (Camacho akol.,
2018). Dalsimi potencionalnimi biomarkery rakoviny jsou ,,zinc finger E-box binding protein
1 antisence ribonucleic acid 1 IncRNA pro karcinom Zaludku a dlouha nekddujici RNA
aktivovana ristovym faktorem beta ,Jlong non-coding ribonucleic acid activated by

transforming growth factor-beta* pro hepatocelularni karcinom (Wang a kol., 2017).

1.2.4 Kratké nekédujici

Do skupiny sncRNA molekul patii RNA, které maji ve svém fetézci 200 nukleotidi a
mén¢ (Wang akol., 2017). Velmi zajimavou skupinou jsou miRNA. Strukturné se jedna o
molekuly sloZené z jednoho vldkna. Délka tohoto vlakna je uvddéna v publikacich odlisné.
Uvadi se, ze se jedna o vlakno dlouhé nejméné 17 nukleotidt a jeho maximum mtize dosahovat
az 25 nukleotidi (Wang a kol., 2017, Spurna a kol., 2018, Morelli a kol., 2020, Réther a Meister,
2011). Vznikaji v jadie jako primarni miRNA (pri-miRNA), maji délku kolem tisic nukleotidt
a sekundérni strukturu ve tvaru vlasenky. Transkripce u nich probiha za pomoci enzymti RNA
polymerasy Il a vyjime¢né i RNA polymerasy III (Chu a Rana, 2007). V jadie nasledné dochazi
ke $tépeni pri-miRNA na prekurzorovou miRNA (pre-miRNA), ktera obsahuje 70 nukleotidu.
Stépeni probiha za pomoci enzymového komplexu Drosha-DGCRS. Ofiznuta pre-miRNA
vstupuje z jadra do cytoplazmy za pomoci proteinu exportinu 5 a jaderného proteinu Ran-GTP.
V cytoplazmé je pre-miRNA Stépena za pomoci endonukleasy Dicer na dvouvldknovou
miRNA o délce 22 nukleotidi (MiRNA duplex). Tento miRNA duplex je pfipraven k navazani
do uml¢ovaciho komplexu indukovaného ribonukleovou kyselinou, ,,ribonucleic acid-induced
silencing complex* (RISC). V pribéhu za¢lenovani miRNA do komplexu dojde k opétovnému
pusobeni enzymu Dicer na miRNA. Enzym Dicer puisobi tentokrat svou helikasovou aktivitou
a rozvolni dvouvlaknovou miRNA na dvé samostatna vlakna: pifimé a reverzni. Do komplexu
mMIRNA s RISC se za¢leni pouze reverzni vlakno a druhé je degradovano (Choudhuri, 2010).

Proces biogeneze a znazornéni funkce miRNA je na Obrazku ¢. 5.
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K inhibici translace mMRNA dochazi dvéma zpisoby. Prvnim je §tépeni MRNA pomoci
endonukleas a druhému ptedchazi deadenylace a nésledné ptisobeni exonukleas. Prvni zplisob
je Casté€jsi u rostlin, kde je témét 100% komplementarita mezi cilovou mMRNA a miRNA. U
savcu probiha druha moznost z diivodu nedostateéné komplementarity bazi (Spurna a kol.,
2018). K tomu, aby se urcita miRNA navazala na isek mRNA je zapotiebi sparovani minimalné
6 nukleotidii (Spurnd a kol, 2018, Mattick a Makunin, 2006). Funkci aktivované¢ miRNA
v komplexu RISC je tedy posttranskripéni umléovani gend specifickym navazanim se na
cilovou mRNA a iniciace jeji degradace (Romano a kol., 2017). Jednotlivé miRNA mohou
genovou expresi bud’ snizovat, ale existuji ptipady, kdy urcité miRNA genovou expresi zvysuji.
Expresi n€kolika gend mutize ovlivnit zaroven jeden druh miRNA, coz zna¢né komplikuje jeji
pouziti pro genovou terapii (Spurna a kol., 2018).

Podobu jednovlaknové molekuly RNA ma siRNA o délce 20 az 25 nukleotidl (Spurna
a kol., 2018), n¢kdy az 30 nukleotid (Dana a kol., 2017). Oproti miRNA se u ni vyskytuje
vyznamny rozdil. Ma exogenni virovy puvod, tedy vznika z dvouvlaknové molekuly RNA virt
(Spurna a kol., 2018). Spole¢nym krokem vzniku miRNA a siRNA je $tépeni RNasou Dicer.
Dlouhé dvouvlakno se rozstépi na kratsi dvouvlaknové useky SiRNA (Tang, 2005). M4 stejnou
funkci jako miRNA, tedy tlumi genovou expresi (Minchin a Lodge, 2019) s rozdilem, Ze ji

tlumi u gent virového ptivodu. Dalsim rozdilem mezi miRNA a siRNA je, ze u SIRNA je
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zapotiebi 100% shody v komplementarité bazi pii vazbé na mRNA v procesu tlumeni genové
exprese (Choudhuri, 2010).

Sekundarnimi endogennimi druhy siRNA jsou trans-pasobici RNA (tasiRNA) a
pfirodni reverzni transkript malé interferujici RNA (Rother a Meister, 2011). Odlisnosti
tasiRNA od siRNA je jeji rozdilné cileni. Zatimco siRNA cili na stejny lokus genu, ze kterého
vznikla, tasiRNA cili na lokus jiny (Spurna a kol., 2018).

Kratka nuklearni RNA (SnRNA) dosahuje délky okolo 150 nukleotidi (Wang a kol.,
2017) a neobsahuje polyadenylové ocasky. Svou funkci vykonava v nukleoplazmé (Spurna a
kol., 2018). Jeji funkci je vytvaret komplexy s proteiny za vzniku malych nuklearnich
ribonukleoproteinovych castic. Tyto castice se rozdéluji na druhy Ul, U2, U4, U5 a UG.
Vsechny druhy malych nuklearnich ribonukleoproteinovych ¢astic spolu mohou interagovat
prostfednictvim vzajemnych komplementarnich usekl za vzniku spliceosomi (Wang a kol.,
2017, Watson a kol., 2019).

Kratka nukleolarni RNA (SnoRNA) je poddruhem snRNA a jeji fetézec mize dosahovat
délky 60 az 300 nukleotidd. I ptes jejich délku 300 nukleotidl je publikace zatazuje mezi
snRNA, stejné jako v ptipadé RNA oznacované jako 7SK (Wang a kol., 2017). Funkce snoRNA
spociva v chemické modifikaci rRNA. Existuji dveé hlavni skupiny snoRNA: C/D box a H/ACA
box (Scott a Ono, 2011). Vlakno C/D boxu dosahuje délky 60 az 200 nukleotidi a obsahuje
specifické struktury jako je C box a D box. Vldkno H/ACA boxu dosahuje délky 120 az 250
nukleotidl a obsahuje dvé vlasenkové struktury spojené s H boxem. Dal§im utvarem v H/ACA
boxu je ACA box (Kiss, 2001), ktery je umistén na 3" konci (Spurné a kol., 2018). Plsobeni
snoRNA se vztahuje i na tRNA (Wang a kol., 2017, Roéther a Meister, 2011), SnRNA (Morreli
a kol., 2020) a mRNA (Mattick a Makunin, 2006), u kterych dochazi také k chemické
modifikaci.

Dalsim druhem sncRNA je RNA interagujici s piwi proteiny (piRNA). Podle riznych
publikaci dosahuje délky nejméné 24 a nejvice 32 nukleotidu. Je soucasti komplexu s proteiny
piwi (Wang a kol., 2017, Spurna a kol., 2018, Romano a kol., 2017, Morreli a kol., 2020,
Watson a kol., 2019, Réther a Meister, 2011). Je soucasti komplexu RISC podobné jako
miRNA a jeji funkce spociva v umlcovani neékterych genti (Siomi a kol., 2011). Podskupinou
PiIRNA jsou kratké ribonukleové kyseliny asociované s opakovanim ,,repeat associated small
interfering ribonucleic acids®, které udrzuji strukturu heterochromatinu a provadéji kontrolu
transkripce repetitivnich usekti (Spurna a kol., 2018).

Existuje nékolik druht YRNA: hY1,hY3,hY4, hY5 (Spurna a kol., 2018). Jsou soucasti

ribonukleoproteinové partikule spolu s proteinem Ro60, Ro52 a La stabilizuji ostatni malé
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nekodujici RNA. Jsou nezbytné pro zahajeni replikace u obratlovcil (Kowalski a Krude, 2015).
2017).

Dalsimi druhy SncCRNA jsou RNA oznacované jako 7SL a 7SK. Regulace translace a
transportu proteinu po translaci probiha pomoci 7SL a 7SK reguluje transkripci (Wang a kol.,
2017). Délku 331 nukleotidi dosahuje 7SK RNA a ve svém vlakné obsahuje n¢kolik vlasenek
za sebou (Spurna a kol., 2018). Na 7SK RNA se miize navazat také proteinovy komplex slozeny
zproteini 1 a 2 indukovanych hexamethylenbisacetamidem ,,hexamethylene bisacetamid
inducible protein 1 a 2 a tim zptsobit zménu konformace celé 7SK RNA a zastavit proces
elongace transkribované RNA (Diribarne a Bensaude, 2009). Soucasti ¢astice pro rozpoznani
signalu spolu s 6 proteiny je 7SL. Funkce této sncRNA se tyka strukturniho uspofadani ¢astice
pro rozpoznani signalu. M4 afinitu k proteiniim v této ¢astici a slouzi zde jako matrice pro jejich
sestaveni do spravné konformace (Walter a Blober, 1993).

Kratka tidici RNA dosahuje délky 50-70 nukleotidi. Tato sncRNA vykonava funkci
editace mitochondridlni RNA béhem jejiho vzniku. Vaze se na piedem upravenou
mitochondridlni RNA a slouZi k rozhodovani pro inserci nebo deleci uracilu. Jeji primarni
sekvence nukleotidtl se déli do tfi funkénich useki. Jedna se o kotevni sekvenci nachazejici se
na 5" konci, ktera interaguje s upravovanou RNA. Druhym usekem je informacni sekvence,
ktera urcuje druh editacni reakce. Tretim usekem je posttranskripéné pfidana sekvence, kteréd
obsahuje nukleotid U a dosahuje délky 20 nukleotida (Souza a kol., 1997).

Dal$imi druhy sncRNA jsou napifiklad RNA asociovana s pocatkem transkripce,
nuklearni ,,run-on“ RNA, RNA odvozené od tRNA indukované stresem a RNA asociovana

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

1.3 RNA jako diagnosticky biomarker

Moderni medicina si klade za cil se vice zaméfit na pacienta jako jednotlivce.
V dusledku toho dochazi k rozvoji molekularni mediciny, pro kterou jsou dilezitym nastrojem
biomarkery. Biomarker ptedstavuje indikator, jehoz hodnotu mizeme zméfit a ktery vypovida
0 stavu organismu (Zhang a kol., 2017). Vhodnost ur¢itého biomarkeru se ur¢uje hodnocenim
jeho selektivity a citlivosti pro dané onemocnéni nebo podtyp onemocnéni. Dokonaly
biomarker by mél mit idealn¢ 100 % citlivost a 100 % specifitu. Stoprocentni citlivost znamena,
ze vsichni testovani pacienti s diagnostikovanym danym onemocnénim nebo podtypem daného

onemocnéni maji test na dany biomarker pozitivni. Stoprocentni specifita znamena, ze vSichni
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pacienti, ktefi dané¢ onemocnéni nemaji, maji test na dany biomarker negativni. V praxi vsak je
tento model prakticky nedosazitelny. Diagnostické biomarkery se pouzivaji zejména pro uréeni,
zda je pacientuv stav normalni ¢i patologicky. Mimo diagnostickych biomarkera existuji i dalsi
typy biomarkeru, které se déli podle jejich funkce. Naptiklad prognostické biomarkery dokazi
predpovédet pravdépodobnost recidivity patologického stavu. Prediktivni biomarkery dokazi
urcit reakci na danou 1é¢bu (FDA-NIH Biomarker Working Group, 2016).

Biomarkerem muizou byt jak proteiny, tak i genové transkripty (Zhang a kol., 2017)
nebo samotna pozménéna DNA (Swarzenbach a kol., 2011). NK jsou uvolnovany z bun¢k
pomoci pirozenych procesi jako je sekrece, apoptoza, ¢i nekroza nadorovych bunék. V ob&éhu
setrvavaji po dobu 15 minut az nékolik hodin a jsou degradovany V jatrech a ledvinach. Volné
RNA mohou byt nalezeny v riznych bunéénych sekretech a jsou oznacovany jako volné
mimobunééné NK a slouZi jako potencionalni biomarkery. Do této skupiny je zafazovana volna
DNA, mRNA a miRNA (Swarzenbach a kol., 2011, Schwarzenbach, 2013). Prvni prikaz RNA
z krve pochazi zroku 1948 (Mandel a Metais, 1948). Dalsimi piiklady télnich tekutin
obsahujici volné mimobuneéné RNA (cfRNAS) jsou mo¢, sliny, likvor a matetské mléko
(Swarzenbach a kol., 2011). Ve studii z roku 1979 autofi porovnavali hladiny RNA v plazmé u
zdravych jedinct a u jedinci s mnohocetnym myelomem (Hamilton a kol., 1979). Z toho
vyplyva myslenka o vyuziti znalosti koncentrace RNA v plazmé jako indikatoru onemocnéni.
Vhodny zpusob detekce cfRNAS je ze vzorku krve, resp. plazmy nebo séra, z divodu moznosti
opakovaného odbéru, ktery umoznuje sledovani stavu pacienta v priabéhu 1é€by. V idedlnim
ptipad€ neni invazivni biopsie rakovinné tkané zapotiebi a dals$i vyhodou je 1 moZnost sledovani
nenadorovych onemocnéni (Swarzenbach a kol., 2011). V lidské krvi se nachazi fada riznych
cfRNA jak je zobrazeno na Obrazku ¢. 6 (Szilagyi a kol., 2020).
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mRNA / kéduje protein - miRNA / regulace genti
siRNA / regulace genti
piRNA / obrana transpozonit

snRNA / modifikace nukleotidi
snoRNA / modifikace nukleotidii

YRNA / zpracovani RNA

Pseudogeni RNA / regulace gentt

" Telomerasova RNA / replikace DNA

" CireRNA / regulace genti

Obrazek €. 6: Druhy ¢fRNA vyskytujici se v lidské krvi a jejich biologické funkce, pievzato a upraveno z (Szilagyi a
kol., 2020).

Skupina cfRNA se déli na ¢étyfi podskupiny. Jedna se o kodujici RNA, do které patii
mRNA, nekodujici RNA zahrnujici tRNA, rRNA a pocetnéjsi skupiny kratkych a dlouhych
nekodujicich RNA.

1.3.1 mRNA

Obecné jsou mRNA v krvi méné stabilni nez molekuly DNA, navic jsou degradovany
RNasami (Kopreski a kol., 1999). V krvi se vyskytuji RNasy ve vétsi mife pii rakoving nez pii
fyziologickém stavu organismu (Reddi a Holand, 1976). Pfed RNasami pfitomnymi v Krvi je
mRNA chranéna, je stabilni a je mozné ji nasledné¢ amplifikovat a detekovat. Ochranu
pravdépodobné zptisobuje vlozeni mRNA do lipidovych vacka (Kopreski a kol., 1999). Tato
extracelularnich vackt nesoucich mRNA molekuly z nadorovych bunék u pacientd s rakovinou
tlustého stfeva (Rosi a kol., 1988). Dalsimi potvrzenymi vacky prenaSejici mRNA jsou
exosomy (Gyorgy a kol., 2011).

Prvni detekce extracelularni nadorové mRNA probéhla ze séra pacienta s malignim

melanomem. Jednalo se o lidskou tyrosinasovou mRNA (Kopreski a kol., 1999). Zvysena
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hladina p-kateninové mRNA se vyskytovala u pacientii s kolorektalnim karcinomem a
adenomem. Koncentrace -kateninové mRNA se snizila u nékterych pacientd po odstranéni
nadoru a u pacientd po odstranéni adenomu. ZvysSena koncentrace -kateninové mRNA odrazi
zejména fazi kolorektalniho karcinomu a nezavisi na véku, ani na pohlavi pacienta. V této studii
byla dale sledovana koncentrace glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasové mRNA, ktera byla u
vSech testovanych podobna (Wong a kol., 2004) a tudiz nevyznamna pro funkci biomarkeru.

U kolorektalniho karcinomu lze vyuzit i dal$i potencionalni biomarker telomerasova
reverzni transkriptasova ,telomerase reverze transcriptase mediatorova ribonukleova
kyselina (nTERT mRNA). Podle koncentrace hTERT mRNA ale nelze urcit fazi karcinomu a
u zdravych kontrol jSou zaznamenany mirné vys$si hodnoty u zen (Lled6 a kol., 2004). Vyuziti
hTERT mRNA jako biomarkeru je zajimavé u pacienti s karcinomem jater. Koncentrace
hTERT opét nezévisi na fazi nddoru a na ostatnich parametrech jako je pocet nadorii nebo jeho
velikost. Byly porovnavany dva uzite¢né biomarkery karcinomu jater: alfa-fetoproteinova
MRNA a hTERT. Spolehlivéjsim biomarkerem byla hTERT mRNA (Miura a kol., 2005).
Potencionalnim biomarkerem rakoviny prsu se stava hTERT spole¢né s lidskou telomerasovou
MRNA (Chen akol., 2000). V neposledni fadé by hTERT mRNA mohla slouzit jako biomarker
u folikularniho lymfomu (Dasi a kol.,, 2001). Potencionalnim biomarkerem rakoviny
nosohltanu je RNA asociovana s virem Epstain-Baar (Lo a kol., 1999).

Dalsi studie zkoumala ptitomnost cytokeratin 19 mRNA spole¢né s mammaglobinovou
MRNA Vv plazmé u pacienti s karcinomem prsu (Silva a kol., 2001). Dale byla zkoumana
cytokeratin 19 mRNA spoleéné s karcinoembryonalni antigenovou MRNA u pacientd
s kolorektalnim karcinomem. Byla zde nalezena asociace mezi obéma cirkulujicimi mRNA a
nadorovymi butikami v plazmé (Silva a kol., 2002). Sledovanim koncentrace dvou biomarkert
jako je mRNA asociovana s heterogennim nuklearnim ribonukleoproteinem Al a Bl a
specificka receptorova tyrosin-protein-kinasova mRNA je umoznéno zachyceni vSech pacientt
s karcinomem plic (Fleischhacker, 2006).

Dalsi studie zkoumala dva biomarkery, cyklinovou D1 mRNA a thymidylat
synthasovovou mRNA, u pacientt s rakovinou prsu, za ucelem posouzeni asociace vyskytu
téchto markerti v plazmé¢ S prognézou. Déle zkoumala miru ziskanych informaci pti zahrnuti
obou markert a pfi pouziti pouze jednoho. Analyza byla provedena kvantitativni
polymerazovou fetézovou reakci S reverzni transkripci (QRT-PCR). Detekce obou biomarkert
nezvysovala miru ziskanych informaci o stavu pacienta. Pfitomnost thymidylat synthasové
MRNA v plazmé¢ indikuje Spatnou prognozu a znaci pokrocilé stadium nemoci. Cyklinova D1

MRNA je biomarker pteziti (Garcia a kol., 2008). VSechny interpretace vysledka studii se musi
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brat sohledem na pocet testovanych jedinci (Buchholtz, 2016). Souhrnny ptehled

zminovanych mRNA biomarkerti zobrazuje Tabulka ¢. 1.

Tabulka ¢&. 1: P¥iklady potencionalnich mRNA biomarkeri, pfevzato a upraveno z (Fleischhacker, 2006).

Druh onemocnéni: Biomarker mRNA: Detek¢ni metoda: Vychozi
material:
Melanom tyrosinasova, c-abl
RT-PCR
Folikularni lymfom hTERT
cyklinova D1, TS gRT-PCR
Rakovina prsu mammaglobinova,
RT-PCR
CK19, hTR, hTERT
B-kateninova, hTERT gRT-PCR sérum/plazma
Kolorektalni karcinom
CEA, CK19 RT-PCR
Rakovina jater hTERT, AFP gRT-PCR
_ ) hnRNP-B1, Her2/neu-
Rakovina plic )
specificka RT-PCR

Rakovina nosohltanu EBER-1

1.3.2 IncRNA

Za zajimavé neinvazivni biomarkery jsou povazovany INCRNA a jsou podobné jako
ostatni nadorové CfRNAS vyluCovany do ob&hu pacienta s rakovinou. U rakovinového
onemocnéni dochazi ke zvyseni nebo snizeni jejich exprese (Siddiqui a kol., 2019).

Nadmérna exprese HOTAIR IncRNA v nadorové tkani ma souvislost s vice druhy
nadort (Svoboda a kol., 2014), naptiklad s vysoce rizikovym gastrointestinalnim stromalnim
karcinomem (Niinuma a kol., 2012), nddorem prsu s budoucim vznikem metastazi (Gupta a
kol., 2010), nadory pankreatu s horsi prognézou (Kim a kol., 2013), nadory jater (Geng a kol.,
2011) a nadory nosohltanu (Nie a kol., 2013). Exprese HOTAIR IncRNA byla zkoumana
v souvislosti s kolorektalnim karcinomem. Hodnoty v Kkrvi u pacientd S kolorektalnim
karcinomem byly vyss$i nez u zdravych kontrol. MiiZzeme usuzovat, ze zvySend exprese

HOTAIR IncRNA je spojena zejména s horsi prognozou u kolorektalniho karcinomu (Svoboda
a kol., 2014).
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V nadorovych bunkach u vice typti nadort je zvysena exprese MALAT1 IncRNA (Hu
a kol., 2016), naptiklad u kolorektalniho karcinomu (Yang a kol., 2015) nebo u rakoviny plic
s metastazemi do mozku (Shen a kol., 2015). Studie potencidlu MALAT1 jako biomarkeru
sledovaného v krvi byla provedena v roce 2020. Detekce cirkulujici MALATI1 v krvi ma
potencial pro diagnostiku rakoviny plic. Biomarker MALAT1 ma nizkou specifitu, proto je
nutno ovérit pozitivni nalez rakoviny dopliujicimi metodami (Pan a kol., 2020).

Dalsim zajimavym potencionalnim biomarkerem ze skupiny IncRNA, ktera je
oznaovana jako H19. Pii analyze znadorové tkané u kolorektalniho karcinomu byla
vyhodnocena jako biomarker pieziti pacientd a zaroven byla nezavisla na stadiu nadoru
(Ohtsuka a kol., 2016). Studie role H19 pfi rakoviné Zzaludku vyuzivala moznosti detekce
biomarkeru z plazmy. Zvysena exprese H19 v plazmé byla spojena s rakovinou zaludku
zejména v pozdnich stadiich. Ke screeningové detekci rakoviny je vhodné pouziti kombinace
H19 a karcinoembryonalni antigenovou mRNA (Hashad a kol., 2016). Dalsi studie o vztahu
exprese cirkulujici H19 a rakoviny zaludku potvrzovala vhodné pouziti kombinace vice
markert spoleéné s H19. Dale je vyssi exprese H19 spojena s vyskytem mensich nadort u
pacientli. H19 je asociovana s ranymi stadii rakoviny zaludku (Yoruker a kol., 2018), coz
odporuje predchozi studii (Hashad a kol., 2016). Rozdilné vysledky studii poukazuji na studium
odlisnych typt rakoviny zaludku nebo na odlisnou etnickou pfislusnost pacienta (Cheng a kol.,
2016). Cirkulujici H19 je potencionalni biomarker vice druhti rakovin, naptiklad rakoviny prsu
v raném stadiu, kde by mohl slouzit ke stanoveni prognézy (Zhang a kol., 2016). DalSim
piikladem onemocnéni, kde H19 zastava roli jako potencionalni cirkulujici biomarker je
mnohoCetny myelom. ZvySené hodnoty exprese H19 se vyskytuji Vséru pacientd
s mnohocetnym myelomem oproti zdravym kontroldm. Mira exprese H19 navic souvisi se
stddiem rakoviny (Pan a kol., 2018).

DalSim druhem IncRNA s potencidlem biomarkeru je cirkularni RNA (circRNA). Maji
strukturu kruhu a kvuli tomu jsou stabilni a chranéné pted exonukleasami (Lu, 2020). Rizna
exprese circRNA byla zkoumana v tkani. Naptiklad v rakovinné tkani zaludku byly zjistény
nékteré circRNA srozdilnou expresi oproti odpovidajici zdravé tkani. Z onkogenu
»plasmocytoma variant translocation 1“ (PVT1) existuje odvozena circPVT1, ktera je
potencionalnim prognostickym biomarkerem u pacient s rakovinou zaludku (Chen a kol.,
2017a). Pro diagnézu samotného onemocnéni rakoviny zaludku byla objevena
hsa_circ_0000190. Jak exprese této circRNA Vv rakovinné tkani, tak jeji koncentrace v plazmé
byly ob¢ snizené u probihajiciho rakovinného onemocnéni. Je predpoklad, ze by mohla slouzit

jako biomarker velikosti nadoru (Chen a kol., 2017b). Dalsimi piiklady jsou hsa_circ_0005075
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(Shang a kol.,, 2016) a hsa circ_0013958 (Zhu a kol., 2017). ZvySena exprese
hsa_circ_0005075 byla nasledné nalezena v jatrech pii srovnani rakovinné a zdravé tkané
(Shang a kol., 2016). U adenokarcinomu plic byla zvySena exprese hsa circ 0013958 opét
v rakovinné oproti zdravé tkani (Zhu a kol., 2017).

Nov¢jsi studie byly zaméfeny na analyzu circRNA v exosomech, vyskytujicich se v séru
pacientd. U studie biomarkert kolorektalniho karcinomu byly zjistény zvysené hodnoty exprese
hsa_circ_0101802 v séru pacienti s kolorektalnim karcinomem oproti zdravé kontrole a
hsa_circ0101802 byla vyhodnocena jako biomarker vhodny pro detekci kolorektalniho
karcinomu (Xie a kol., 2020). V dalsi studii, kde circRNA byly zkoumany opét ze sérovych
exosomu, byla zjisténa zvysSena exprese tfi CircRNA: hsa_circ_020135, hsa_circ_007293,
hsa circ 031752 a sniZend exprese devatenacti circRNA ve vzorcich pacientll s papilarnim
karcinomem S§titné zlazy oproti zdravym kontroldm. Sérové exosomalni circRNA piedstavuji
potencionalni biomarkery i pro papilarni adenokarcinom stitné zlazy (Yang a kol., 2019).

Exprese IncRNA ,,small nucleolar ribonucleic acid host gene 11 cirkulujici v krvi
zavisi na vyskytu kolorektalniho karcinomu. LncRNA ,,small nucleolar ribonucleic acid host
gene 11“ prokazuje vhodnost k detekci kolorektalniho karcinomu jiz v raném stadiu nadoru
(Xu a kol., 2020). Pro nemalobunéény karcinom plic byla v roce 2020 nalezena potencionalni
kombinace Ctyf cirkulujicich IncRNA biomarkert, jednalo se o IncRNA ,,ribonucleic acid
component of mitochondrial ribonucleic acid processing endoribonuclease®, ,,nuclear enriched
abundant transcript 1% ,taurine upregulated 1“ a MALAT1 (Yuan a kol., 2020). Dal§im
objevem pro diagnostiku nemalobunécného karcinomu plic byla kombinace IncRNA s
oznac¢enim RP11-438N5.3 spole¢né s biomarkerem mRNA ,,stromal interaction molecule 1.
Vy$8i mira exprese cirkulujici IncRNA RP11-438N5.3 souvisela s lepsi prognézou nemoci
(Chen a kol., 2020).

1.3.3 sncRNA

Potencionalni biomarkery mizeme hledat i mezi SNCRNA. Jedna se zejména o RNA
patiici do skupin: piRNA, YRNA, vaultRNA a miRNA (Szilagyi a kol., 2020). Skupina piRNA
patii do SNCRNA, které se v rizné mife vyskytuji v tkanich v zavislosti na typu tkané. Bylo
prokazano, ze iroven jejich exprese pravdépodobné zavisi I na vyskytu rakoviny (Yu a kol.,
2019). Napriklad exprese piR-651 byla detekovana zvysena v rakovinné tkani oproti normalni
tkani u rakoviny zaludku, tlustého stfeva, plic i prsu (Cheng a kol., 2011). Exprese piRNA,

konkrétné piR-823 byla také pozorovana u rakoviny ledvin. Mira exprese piR-823 v rakovinné
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tkani byla niz8i nez ve zdravé tkani ledviny. Exprese piR-823 v séru pacienta byla naopak
zvySena u pacientd s karcinomem ledvin v porovnani se zdravymi kontrolami. Z toho bylo
usouzeno, ze Se pravdépodobné jedna o aktivni sekreci piR-823 z bun¢k nadoru do krevniho
feCisté. Ke zlepSeni detekéni Géinnosti biomarkeru piR-823 pomohla kombinace s dalsim
biomarkerem s fady miRNA (lliev a kol., 2016). U kolorektalniho karcinomu byla zjisténa
zvySend exprese piR-1245 v rakovinné tkani v porovnani se zdravou tkani. Exprese piR-1245
Vv tkani méla také souvislost se stadiem nadoru a metastazemi (Weng a kol., 2018). Vhodnymi
biomarkery kolorektalniho karcinomu, které je mozné detekovat ze séra, jsou piR-020619 a
piR-020450. Kombinaci téchto dvou biomarkerd a jejich exprese v séru lze detekovat
kolorektalni karcinom, zaroven jejich mnozstvi koreluje s velikosti nadoru. U piR-020619 a
piR-020450 nebyly detekovany odlisné koncentrace v sérech u pacientt s rakovinou zaludku,
plic a prsu (Wang a kol., 2020), coz zvysuje specifitu dané kombinace biomarkert.

DalSim druhem kratkych RNA, ktery ma potencial jako rakovinny biomarker, je YRNA.
Zvysena exprese v hY3 a hY4 byla pozorovéana v nddorové tkani ledvin (Nientiedt a kol., 2018).
V sérech byly nalezeny odlisné koncentrace YRNA fragment odvozenych od 3" konce nebo
od 57 konce pii porovnani v sérech od pacienti s rakovinou prsu a v sérech od zdravych jedincti
(Dhahbi a kol., 2014). Koncentrace 5° YRNA fragmenti v séru u pacientd s oralnim
spinocelularnim karcinomem byla sniZzena u ¢tyf druht 5° YRNA fragmentt, napiiklad u
RNY4-201, oproti zdravé kontrole. Nebyl prokazan rozdilny vyskyt téchto 5° YRNA mezi tkani
karcinomu a zdravou tkani (Dhahdi a kol., 2019).

Exprese vaultRNA, byla prozkouména prozatim pouze v tkani. Nadmérna exprese
vaultRNA byla detekovana predevsim v rakovinné tkani, ktera byla odolna proti
chemoterapeutiku mitoxantronu. Pii potlaceni exprese vaultRNA byla nasledné potlacena i tato
rezistence (Gopinath a kol., 2010).

Komplexni profil sncRNA byl analyzovan z lidského séra v roce 2018 (Umu a kol.,
2018). Profil obsahoval velké mnozstvi riznych sncRNA, které se mohou stat predmétem
zkoumani 0 jejich potencionalnim vyuziti jako biomarkert (Szilagyi a kol., 2020, Umu a kol.,
2018).

1.3.4 miRNA

Prvni zprava o vyskytu rliznych kombinaci druhii cirkulujicich miRNA v plazmé
pochazi z roku 2008 (Lawrie a kol., 2008). V této publikaci byla dokazana ptfitomnost miRNA

Vv biologickych tekutinach a zacalo se uvazovat o vyuZiti miRNA jako uzite¢né¢ho biomarkeru
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rakoviny. Tim, co vedlo k myslence vyuziti miRNA jako biomarkeru, byla zejména jeji
regulacni schopnost. Vyznamnou roli v procesech jako je diferenciace, proliferace, ptezivani a
apoptoza bunék zastava pravé miRNA. V dusledku patologického procesu, zejména rakoviny,
dochazi ke zméndm ve vyskytu riznych druhit miRNA. Ke zménam dochazi kvili odlisné
expresi geni mezi normalnimi a nadorovymi buikami (Di Leva a Groce, 2013). Expresni
mIiRNA profil je specificky pro urc¢ity druh tkané (Lu a kol., 2005) a I1ze ho tedy vyuzit i k ur¢eni
druhu nadoru, budouci prognoézy nebo miry odpovédi na 1é¢bu (Di Leva a Groce, 2013).

DalSim piiznivym faktorem nutnym pro pouziti miRNA je jeji stabilita v Krvi. Diky
stabilité¢ oproti ostatnim druhtim NK, je miRNA velmi atraktivni pro studie, kde je zkoumana
jako klinicky biomarker (Nair a kol., 2014). Stabilitu miRNA v lidské plazmé potvrzuji studie
z roku 2008 (Mitchell a kol., 2008, Chen a kol., 2008) i kdyz piesny mechanismus nebyl jesté
znam. Potvrdilo se, ze je endogenni miRNA odolna proti RNasam. Dale studie porovnavala
stanoveni miRNA v plazmé oproti stanoveni v séru. Méfeni v séru a v plazmé spolu uzce
souvisela a ob¢ byla vhodna pro zkoumani miRNA. Daéle bylo zjisténo pomoci studie na
mysich, ze nadorové miRNA jsou vylu¢ovany do ob&hu a mohou tedy slouzit k detekci
rakoviny (Mitchel a kol., 2008).

Mechanismus stability miRNA v krvi byl dodate¢né¢ zkouman. Existuji dva
mechanismy miRNA ochrany pied uG¢inky RNas. Prvni zplisob predstavuje minoritni
zastoupeni takto chrdnéné miRNA v krvi a jednd se o ochranu vytvotfenim transportniho vacku
zapouzdienim miRNA (Arroyo a kol., 2011), tzv. extracelularniho vacku (Bayraktar a kol.,
2014). Potvrzenymi druhy vackd, které obsahuji a pfenaseji miRNA jsou i exosomy (Gyorgy a
kol., 2011) a mikrovezikuly (Zhao a kol., 2019). Druhym a ¢ast&j$im zplisobem je vytvareni
komplext s proteiny. Efektorovym proteinem v procesu tlumeni genové exprese pomoci
mIiRNA je protein Argonaut-2 (Ago2). Bylo zjisténo, ze Ago2 je ptitomen v plazmé spolu
s miIRNA a je spole¢né eluovan kapalinovou chromatografii. Vyslednym zjisténim bylo, ze
velka ¢ast miRNA je chranéna vytvaienim nukleoproteinovych komplext s Ago2 proteinem a
minoritni ¢ast se vyskytuje v plazmé ve formé transportnich vackt (Arroyo a kol., 2011).

Jednotlivé druhy miRNA se daji obecné délit do dvou skupin na zakladé jejich odlisného
chovani v rakovinném onemocnéni. Jedna se o rozdilnou expresi V rakovinné tkani, viz
Obrazek ¢. 7 (Di Leva a Groce, 2013). Nékteré miRNA zastavaji onkogenni roli, jejich exprese
je vyssi u rakoviny nez u normdlniho stavu organismu a nazyvaji se tumorigenni miRNA.
Nekteré miRNA hraji naopak roli v potlaceni nadoru. Jejich exprese je v tomto piipadé naopak
pii rakovinném onemocnéni sniZzena a nazyvaji se tumor supresorové MIRNA (Shajari a

Mollasalehi, 2020).
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Tumorigenni miRNA Tumor supresorova miRNA

Normalni stav Nador Normalni stav Nador

Obrazek ¢. 7: Pozménéna exprese dvou skupin miRNA v rakovinné a normalni tkani, pfevzato a upraveno z (Di Leva
a Groce, 2013).

Piikladem mIiRNA 2z tumorigenni skupiny je zejména jiz pomérné dobie
charakterizovana miRNA spojovana s rakovinou, miR-21 (Shajari a Mollasalehi, 2020, Di Leva
a Groce, 2013). Zvysena exprese miR-21 byla nalezena v postizené tkani u vice druhi rakoviny
oproti zdravé tkéani (Selcuklu a kol., 2009), naptiklad u rakoviny prostaty, zaludku a pankreatu
(Volinia a kol., 2005). Dale byla nalezena zvySena exprese miR-21 i v sérech u pacientt
s n€kolika riznymi druhy rakoviny v porovnani se séry zdravych pacientt, napiiklad u pacienti
s rakovinou prsu nebo zaludku (Wang a Zhang, 2012). U nadorovych bun¢k miR-21 funguje
jako inhibitor apoptdzy (Chen a kol., 2008) a ma pozitivni vliv na rist nadoru. Bylo prokazano,
ze inhibici miR-21 pomoci anti-miR-21 dojde K potlaceni ristu rakovinnych bunék prsu (Si a
kol., 2007). Dalsi funkci miR-21 je cileni na tumor supresorové geny a jejich utlumeni, coz
nasledné umoziuje invazi nddoru a vznik metastazi (Zhu a kol., 2008). Diky témto poznatkiim
je tedy miR-21 povaZovana za vSeobecny biomarker rakovinného onemocnéni s vysokou
citlivosti. Ma potencial zejména pro vyuziti u detekce rakoviny prsu, kolorektalniho karcinomu,
rakoviny plic, Zaludku a jicnu (Wang a Zhang, 2012).

V dalsi studii byla zkoumana miR-155, ktera se v nékterych ptipadech chovala jako
tumorigenni miRNA a nékdy jako tumor supresorova miRNA (Shajari a Mollasalehi, 2020).
Tumorigenni chovani bylo potvrzeno jeji zvySenou expresi v rakovinné tkani prsu (lorio a kol.,
2005). Nasledné byla zjisténa zvySena koncentrace miR-155 v plazmé ¢i séru i u rakoviny plic
(Sunakol., 2012). Tato miRNA inhibuje apoptézu u leukemickych T-buné¢k a u bunék rakoviny
prsu blokaci aktivity kaspasy 3 (Ovcharenko a kol., 2007). Dale zvySuje migraci nadorovych
bunék (Kong a kol., 2008), a aktivné se Gi¢astni rustu metastazi (Sun a kol., 2012).

U nékterych typt rakoviny se miR-155 chovala jako tumor supresorova miRNA (Shajari

a Mollasalehi, 2020). Naptiklad u rakoviny zaludku byla zjisténa jeji sniZzena exprese
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Vv rakovinné tkani oproti tkani normalni. K ovéfeni tumor supresorové funkce miR-155 byl
testovan ucinek zvysené exprese této miRNA na liniich nadorovych bunék. Syntetické miR-
155 byly pieneseny do nadorovych bun¢k zaludku. V rakovinnych burikach zaludku nasledné
doslo k obnoveni exprese miR-155. Tyto buiiky méli snizenou migraci, potiebnou pro vytvareni
metastaz (Li a kol., 2012). Dalsim typem rakoviny, u niz se miR-155 chovala jako tumor
supresorova miRNA, byla rakovina vajec¢nikd. Gen pro Claudin-1 protein (CLDN1) je dulezity
pro tumorigenezi jednoho typu rakovinnych bunék vaje¢niku. Pfitomna miR-155 tlumila
expresi genu CLDNI1. Pii sniZzené expresi miR-155 v rakovinnych bunkach dochazelo
ke zvysené expresi CLDNI a ke zvySené tumorigenezi. Po transfekci a obnoveni exprese miR-
155 v rakovinnych burikach se snizila exprese CLDN1 a tim i tumorigeneze (Qin a kol., 2013).

V plazmé byly zkoumany hladiny markerdi miRNA prostaty, které jsou obycejné
exprimovany V rakovinnych buiikach. Jako marker s nejvétsi odezvou, tedy s nejvice odlisnou
expresi oproti zdravé kontrole, byl miR-141 (Mitchell a kol., 2008). V roce 2020 byly objeveny
dal$i dva potencionalni biomarkery rakoviny prostaty. Jednalo se 0 miR-10a a miR-29b
z extracelularnich vackt pfitomnych v plazmé¢ (Worst a kol.,, 2020). U diftzniho
velkobunééného lymfomu se jako o biomarkerech uvazovalo o0 miR-21, miR-210, miR-155.
S vyssi expresi miR-21 bylo spojeno preziti bez relapsu (Lawrie a kol., 2008). Z exosomi
z plazmy byla izolovana miR-146a. Byla urcena jako vhodny prognosticky i prediktivni
biomarker u difizniho velkobunééného lymfomu (Zare a kol., 2019).

Také v roce 2008 byla provedena analyza miRNA v séru a byly objeveny rozdily
v expresi miRNA u pacientti a zdravych kontrol. U pacientt s rakovinou plic byly v sérech
naptiklad nalezeny specifické miRNA: miR-25 a miR-223, které vykazovaly zvy$enou expresi.
Dale byl v séru zdravych jedincti muzského a Zenského pohlavi pozorovan vyskyt specifickych
MIRNA. Pro muzské sérum byly nalezeny typické miRNA: miR-100, miR-184 a miR-923,
které se u zenského séra nevyskytovaly. Zatimco v zenském séru byla pfitomna zejména miR-
222 (Chen a kol., 2008). Vyssi koncentrace miR-10b, miR-141 a miR-155 byly detekovany
Vv séru u pacientti s rakovinou plic jako indikatory maligniho nadoru. Vysoké hodnoty miR-10b
Vv séru pacienta s rakovinou plic signalizovaly metastaze do lymfatickych uzlin (Roth a kol.,
2010).

V dalsi studii bylo zkoumano osm miRNA: miR-4481, miR-4436b, miR-3620, let-7b,
let-7e, miR-4716, miR-1249, miR-6766. Vyuziti jejich kombinace je vhodné pro piredpovéd’
rizika relapsu po operaci nadoru plic (Rossi a kol., 2020). Pro diagnostiku kolorektalniho
karcinomu ze séra pacientit bylo v roce 2020 sestavena kombinace Sesti miRNA biomarkert:
miR-19a, miR-20a, miR-143, miR-145, miR-150, let-7a (Maminezhad a kol., 2020). V roce
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2009 byla objevena kombinace biomarkert pro detekci rakoviny pankreatu. Touto kombinaci
byly: miR-21, miR-210, miR-155 a miR-196a. Navic miR-155 pifedstavovala potencial pro
detekci rané pankreatické neoplazie a miR-196a méla asociaci s vyvojem onemocnéni (Wang
a kol., 2009). Jako potencionalni biomarker pro rozliseni rakoviny pankreatu a chronického
zanétu pankreatu je vhodna miR-210 (Guz a kol., 2021).

Ze séra pacientek s karcinomem vajecnikt byly detekovany miRNA s odli$nou expresi
oproti zdravym kontrolam. Nejvice se lisily expresi tyto ¢tyfi miRNA: miR-22, miR-93, miR-
106b a miR-451 a mohly by slouzit jako neinvazivni biomarkery rakoviny vaje¢nikt (Ji a kol.,
2014). V roce 2020 byla zjisténa zvysena exprese miR-141 v plazmé pacientd s epitelidlnim
karcinomem vaje¢nikl oproti zdravym kontrolam. Jeho zvySena exprese souvisela i se stadiem
nadoru (Fitriawan a kol., 2020).

Pro detekci rakoviny jater byly objeveny biomarkery: miR-125b a miR-223 (Giray a
kol., 2014). K detekci metastazi do plic u rakoviny jater je potencionalné vhodna kombinace tii
biomarkeri: miR-18a, miR-20b a miR-221 (Huang a kol., 2021). Potencionalnimi biomarkery
vyvoje rakoviny zaludku, prognézy a terapeutického uéinku 1é¢by jsou miR-17 a miR-20a
(Wang a kol., 2012a). Pro v¢asnou diagnostiku rakoviny Zzaludku by mohl slouzit miR-1246
(Shi a kol., 2020). Dalsimi ptiklady potencionalnich biomarkerd je kombinace miR-21, miR-
15b, miR-23a a miR-146b. Jejich vyuZiti spo¢iva v potencionalnim odhaleni détskych pacientt
s rakovinou mozku, konkrétné s juvenilnim pilocytickym astrocytomem (Bookland a kol.,
2018).

Rakovina prsu je jednou z nejcastéjsich rakovin u zen, na kterou zeny umiraji po celém
svété. Pocatecni studie se zabyvaly zejména expresi miRNA piimo v rakovinné tkani. Vyrazna
zména exprese byla zjisténa u n€kterych miRNA. Jednalo se konkrétné o pét biomarkert: miR-
10b, miR-125b, miR-145, miR-21 a miR-155. Dva z nich, miR-21 a miR-155, m¢li zvySenou
expresi. Ostatni tfi, miR-10b, miR-125b a miR-145, mé&li snizenou expresi v
rakovinnych bunkach (Iorio a kol., 2005). Dalsi studie se zabyvala také rakovinou prsu a byly
zde poprvé prokazany specifické zmeény jiz v cirkulujicich miRNA. Zkoumaly se tii druhy
miRNA: miR-16, miR-145 a miR-155 a porovnavaly se jejich koncentrace v séru u zdravych a
nemocnych pacientek s rakovinou prsu. Bohuzel se jejich koncentrace vyznamné nelisila, a
tudiz byly pro diagnostiku onemocnéni nevyznamné. Vyssi hladiny miR-155 svédcily pouze o
ptitomnosti nadoru pozitivniho na progesteronovy receptor (Zhu a kol., 2009).

V roce 2012 byla opét testovana exprese miR-155 ze séra pacientek s rakovinou prsu a
zdravych pacientek. Relativni vyskyt miR-155 byl zvysen v sérech pacientek s rakovinou,

avsak nebyla prokazana souvislost mezi koncentraci miR-155 a stadiem nemoci nebo velikosti
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nadoru. Dale byly sledovany hladiny miR-155 po 1é¢bé¢, které se vyrazné snizily a dosahovaly
urovné zdravych kontrol. K ur¢eni nemoci a odpovédi na 1é¢bu 1ze pouzit miR-155 (Sun a kol.,
2012). Potencial biomarkert miR-145 a miR-155 byl potvrzen i dalsi studii, ktera zaroven
roz§ifovala potencionalni biomarkery o miR-382, miR-10b, miR-21, miR125b a miR-191.
Kombinace sledovani exprese tii biomarkert miR-145, miR-155 a miR-382 v séru ma silny
diagnosticky potencial pro detekci rakoviny prsu. Detekce rané faze rakoviny pomoci vsech
sedmi miRNA: miR-21, miR-10b, miR-125b, miR-145, miR-155, miR-191 a miR-382 bohuzel
neni mozna. Jejich koncentrace se pfilis neliSily v porovnani sér pacientek v rané fazi rakoviny
se séry od zdravych kontrol (Mar-Aguilar a kol., 2013).

Porovnanim exprese miRNA v plné krvi u pacientek s ranym stddiem nadoru a zdravych
kontrol metodou detekce na mikrocipech bylo zjisténo, ze celkem 59 miRNA ma odlisnou
expresi. Mezi miRNA s nejvice zvySenou expresi pattily miR-4306, miR-202 a miR-4257.
Mezi miRNA s nejvice snizenou expresi patily miR-718, miR-625 a miR-1471 (Schrauder a
kol., 2012). Do skupiny let-7 miRNA patii i miR-202. Dale jsou ve skupin¢ let-7 miRNA
podilejici se na tumorigenezi a obnové rakovinnych bun¢k prsu (Yu a kol., 2007).

Kostni metastazy jsou pomérné Casté u pacientek s pokrocilym stddiem karcinomu prsu
(Coleman, 2001). Jako biomarker rakoviny prsu s metastazi do kosti je vhodny miR-10b. (Zhao
a kol., 2012). Potencionalnim biomarkerem rakoviny prsu s metastazi do lymfatickych uzlin je
miR-10b spolu s miR-373 (Chen a kol., 2013). Obecnymi biomarkery metastazi jsou miR-299-
5p, miR-411 a miR-215, u kterych byly detekovany nejvétsi rozdily v expresi mezi vzorky séra
zdravych pacientli a u pacientek s metastazujici rakovinou prsu (van Shooneveld a kol., 2012).
Pro detekci rakoviny prsu je vyznamnym biomarkerem i miR-21. Slouzi potencionalné jak
k detekci rakoviny, tak miR-21 vysoké sérové koncentrace maji vztah se vznikem visceralnich
metastazi (Asaga a kol., 2011). V dalsi studii byl porovnavan miR-21 s dal§im biomarkerem
miR-92a. Kombinaci téchto dvou biomarkert a sledovanim jejich sérovych hladin v porovnani
s klinicko-patologickymi daty byla zjisténa asociace s velikosti nadoru a s pfitomnosti
metastazi do lymfatickych uzlin u rakoviny prsu (Si a kol., 2013). Dal§im potencionalnim
biomarkerem rakoviny prsu s metastazemi do blizkych lymfatickych uzlin je miR-214. Indikuje
zaroven 1 malignitu naddoru (Schwarzenbach a kol., 2012).

V rakovinnych buikach prsu zvySena exprese mi-125b souvisela s vyssi proliferaci
tkané a s mensi mirou apoptozy. Na rakovinné tkani in vivo byl sledovan tu¢inek chemoterapie,
ktery zavisel na pfitomnosti miR-125b. Vyssi koncentrace miR-125b znamenala vyssi
rezistenci na lécbu chemoterapii. Biomarkerem rezistence na chemoterapii je tedy cirkulujici

miR-125b (Wang a kol., 2012b). Pacientky s nadorem prsu pozitivnim na lidsky epidermalni
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rustovy receptor jsou lé€eny pomoci Trastuzumabu. Nekteré jsou vSak k 1é¢be rezistentni. U
rezistentnich pacientek byla nalezena odlisna exprese cirkulujicich miRNA. Koncentrace miR-
210 v krevnim obé&hu souvisela s citlivosti na 1é¢bu Trastuzumabem a S pfitomnosti nadoru a
s metastazemi (Jung a kol., 2011). S nepfiznivou prognézou rakoviny prsu mizeme také spojit
miR-210 (lvan a kol., 2008). Dalsi studie byla zaméfena na detekci raného stadia rakoviny prsu
pomoci kombinace né€kolika miRNA biomarkerti detekovanych v plazm¢ pacienta pomoci
metody qRT-PCR. Jednalo se o0 kombinaci miR-1246, miR-1307, miR-4634, miR-6861 a miR-
6875 (Shimomura a kol., 2016). V Tabulce ¢. 2 jsou uvedeny zminéné ptiklady biomarkert.

Jedna se o neustale se rozvijejici komplexni problematiku, které se vénuje mnoho publikaci.

Tabulka ¢. 2: Pfiklady potencionalnich miRNA biomarkeri pro odhaleni onemocnéni rakovinou. Uvedené symboly 1|
u jednotlivych miRNA oznacuji zvySenou nebo sniZenou expresi v daném biologickém materialu. Pokud symbol neni
uveden jedna se o prognosticky nebo prediktivni biomarker.

Druh onemocnéni: Biomarkery miRNA: Vychozi material:
miR-141 1, miR-10a T,

Rakovina prostaty miR-29b 1 plazma
miR-21 1 bunky
miR-21 1, miR-210 T, )

Difuzni velkobunéény miR-155 1 serum

lymfom :

y miR-146a olazma

miR-25 1, miR-223 1,

miR-10b 1, miR-141 1, sérum
miR-155 1, miR-21 1
Rakovina plic miR-155 1, miR-4481,

miR-4436b,  miR-3620,
miR-4716, miR-6766, let-
7D, let-7e

miR-19a 1, miR-20a T,
miR-150 1, let-7a 1, miR-

Kolorektalni karcinom ) sérum
143 |, miR-145 |

plazma

miR-210 1 sérum
Rakovina pankreatu miR-21 1, miR-210 1,
miR-155 1, miR-196a 1

plazma
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Druh onemocnéni:

Biomarkery miRNA:

Vychozi material:

miR-22 1, miR-93 1, miR-

Rakovina vaje¢nikt _ sérum
106b, miR-451
miR-141 1 plazma
Rakovina vajecnikii i
miR-155 | bunky
miR-125b 1, miR-223 |,
Rakovina jater miR-18a, miR-20b, miR- plazma
221
miR-21 1, miR-1246 1 sérum
miR-17 1, miR-20a 1 plazma
Rakovina zaludku i i
miR-21 1, miR-155 |
buiky
_ miR-21 1, miR-15b 1,
Rakovina mozku ] ] sérum
miR-23a 1, miR-146b 1
Rakovina jicnu miR-21 1 sérum
miR-21 1, miR-155 1,
miR-145 1, miR-382 1,
miR-10b 1, miR-125b 1,
miR-191 1, miR-1246 1, )
. . serum
miR-1307 1, miR-6861 T,
miR-4634 |, miR-6875 |
miR-141, miR-214, miR-
125b
_ miR-10b, miR-373, miR-
Rakovina prsu plazma
210
miR-4306 1, miR-202 1,
miR-4257 1, miR-718 |, plna krev
miR-625 |, miR-1471 |
miR-155 1, miR-21 1,
miR-299 1, miR-411 1,
miR-215 1, miR-10b |, bunky

miR-125b |, miR-145 |,
miR-92a |
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1.4 Metody izolace RNA

Ptiprava vzorku NK pro molekularni detekci spociva v n¢kolika postupnych krocich.
Prvnim krokem je uvolnéni RNA/DNA z pfipadné biologické matrice, zejména z bunky
procesem bunééné lyze. Druhy krok pfedstavuje izolaci neboli separaci RNA/DNA od okolniho
bunécného i nebunécného materialu, naptiklad od proteint. V tietim kroku dochazi k purifikaci
vzorku neboli ¢isténi od nezadoucich latek, které se do vzorku dostaly v pfedchozim kroku.
Nezadoucimi latkami, které musi byt pfed detekci odstranény nebo inaktivovany jsou
chaotropni soli, alkoholy, proteasy, ostatni soli (Thatcher, 2015), lipidy nebo karbohydraty.
V neposledni fadé ocisténa RNA nesmi obsahovat DNA, a naopak ocisténa DNA nesmi
obsahovat RNA (Buckingham, 2019). Poslednim krokem je zakoncentrovani, které napomaha
pfi stanoveni analytu s nizkou koncentraci ve vzorku a lze ho provést i mezi ostatnimi kroky

viz Obrazek ¢. 8. Ne vSechny kroky jsou vzdy zapotiebi (Thatcher, 2015).

@Lﬂe buiiky/ @d ostatnich

Vymytim V jakémkoliv
organismu bunek/ slozek nechténych st:ifivm procesu -
vzorku, véetng slozek zvySeni
proteinii koncentrace NK

Obrazek €. 8: Obecny postup pii pripravé vzorku NK pro molekularni detekci, pievzato a upraveno z (Thatcher, 2015).

Pii odbéru vzorku krve a nasledné analyze RNA zplazmy je vhodny ptidavek
antikoagulacnich ¢inidel. Vhodnym antikoagulacnim ¢inidlem, co se tyCe nasledné kvality
izolované RNA, je citrat sodny (Holland a kol., 2003). Pfitomnost citratu sodného ale neni
zadouci pro naslednou analyzu metodou PCR, stejné je tomu tak i u heparinu (Boeckel a kol.,
2013, Zampetaki a Mayr, 2012). Nejvhodngjsim antikoagulaénim cinidlem je
ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Zampetaki a Mayr, 2012).

Pii préci v laboratofi je RNA v porovnani s DNA mnohem mén¢ stabilni (Lehman,
2010). Nejen v laboratoti dochazi k degradaci RNA pomoci vsudypiitomnych RNas. Zabranit
tomuto dé&ji 1ze pomoci dvou hlavnich zasad. Prvni je manipulace se vzorkem v prostiedi bez
RNas. Druhou zasadou je pouziti komercné dostupnych inhibitortt RNas (Holland a kol., 2003).
Zajisténi prostiedi bez RNas piedstavuje vyclenéni specialniho prostoru v laboratofi ur¢eného

K praci s RNA, prace v rukavicich a pouzivani vyclenéného laboratorniho vybaveni pro praci
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S RNA. Mezi inhibitory RNas patii napiiklad diethylpyrokarbonat (DEPC). Pouziva se
Kk trvalému odstranéni a¢inku RNas potlacenim jejich rozpustnosti. Pfidava se zejména do vody
a do pouzivanych pufri (Buckingham, 2019). Je dobré téz zachovat sterilitu vzorku, pokud
chceme predejit kontaminaci a izolovat pouze RNA (Holland a kol., 2003).

Dalsim faktorem ovliviiujicim stabilitu RNA je teplota skladovani vzorku (Holland a
kol., 2003). V plazmé jsou miRNA stabilni po dobu 24 h pti pokojové teploté (Glinge a kol.,
2017, Mitchel a kol., 2008). Pro dlouhodobé skladovani je vhodna teplota -20 °C (Grasedieck
a kol., 2012) az -80 °C (Glinge a kol., 2017). P#i pouziti teploty -20 °C je celkové mnozstvi
miRNA ve vzorcich stabilni i pfi dlouhodobém skladovani (2-4 roky), dochazi pouze k malym
zménam v mnozstvi u nékolika jednotlivych druht miRNA (Grasedieck a kol., 2012). Nasledné
izolovanou miRNA je vhodné skladovat pii -70 °C (Sourvinou a kol., 2013).

Izolace a purifikace RNA molekul jsou zasadnimi kroky pro Gspé$né ziskani Cisté a
stabilni RNA pro dalsi analyzy. Metody izolace se d€li na dva hlavni typy. Prvni typem je
chemicka izolace RNA. Jednd se o extrakci za pouziti organickych rozpoustédel a
denaturac¢nich €inidel. Druhy typ pfedstavuje extrakci na pevné fazi. Jedna se o zachyceni RNA

na pevném nosi¢i (Martins a kol., 2014).

1.4.1 Fenol-chloroformova extrakce

Fenol-chloroformova extrakce je Siroce pouzivana metoda pro izolaci obou typu
nukleovych kyselin (Tan a Yiap, 2009). Jedna se o extrakci ve fazich kapalina-kapalina,
piedstavujici dvé nemisitelna rozpoustédla (Emaus a kol., 2020). Postupné¢ dochazi
k zakoncentrovani extrahované latky v jedné ze dvou fazi (Sarafraz-Yazdi a Amiri, 2010).
Hlavnim rozdilem mezi fenol-chloroformovou extrakci DNA a extrakci RNA je odlisné
pracovni pH. U extrakce RNA se musi pohybovat v kyselé oblasti (Tan a Yiap, 2009,
Chomczynski a Sacchi, 2006).

Obecny princip extrakce (Obrazek ¢. 9) zahrnuje lyzi vzorku za pouziti detergentu
guanidium thiokyanatu (GUSCN). V této fazi se nékdy pfidava i 2-merkaptoethanol jako
reduk¢ni ¢inidlo. Nasleduje organicka extrakce pridanim smési
fenol:chloroform:isoamylalkohol (25:24:1). Ptidavek fenolu s nizkym pH 4-5 zajisti separaci
DNA od RNA. Isoamylalkohol zabrani pénéni a chloroform tvoii organickou fazi. Jednu fazi
pfedstavuje vodny bunéény lyzat a druhou nemisitelnou fazi ptredstavuje organické
rozpoustédlo chloroform (Buckingham a kol., 2019). Roztoky jsou dikladné promichany a

nasleduje centrifugace. Centrifugaci dojde k op€tovnému rozdéleni obou roztokd na horni a
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dolni fazi. Mezi horni a dolni fazi se muze objevit mezifaize ve formé bilého prstence
vysrazenych proteini (Vomelova a kol., 2009). Horni faze je vodné a obsahuje RNA, zatimco
mezifaze a dolni organicka faze obsahuje vétsinu DNA a proteiny (Chomczynski a Sacchi,
2006). Horni faze obsahujici RNA je nasledné piemisténa do sterilni zkumavky. K horni fazi
je ptidan isopropanol (Vomelova a kol., 2009, Buckingham a kol., 2019) nebo ethanol a dochazi
k vysrazeni RNA. Pfidanim glykogenu se zlepsi formovani pelety (Buckingham a kol., 2019).
Zkumavka je centrifugovana a vyslednym produktem je peleta obsahujici celkovou RNA.
Peleta obsahuje soli, které se vysrazely spolu s RNA, které jsou nasledné odstranény omytim
pelety 75-90% ethanolem. Peleta je rozpusténa ve vod¢ oSetiené DEPC nebo v daném pufru
(Vomelova a kol., 2009, Buckingham a kol., 2019). Nakonec je pfidana DNasa k odstranéni
DNA kontaminace, ktera mize byt ptidana jiz béhem kroku bunécné lyze (Buckingham a kol.,
2019).

Precipitace
RNA (ethanol)

Lyze bunék
(guanidium
thiokyanat)

3 Vil Extrakce
|| (fenol,

chloroform)

Bunéc¢na

suspenze Lyzované

bunky

Obrazek €. 9: Obecny princip fenol-chloroformové extrakce, pievzato a upraveno z (Buckingham a kol., 2019).

Izolace RNA fenol-chloroformovou extrakci se postupem ¢asu vyvijela riznymi sméry,
které mély za cil usnadnit a urychlit cely proces. Vyznamnym pokrokem je metoda izolace
RNA pomoci jednokrokové kyselé guanidium thiokyanat-fenol-chloroformové extrakce
(Chozymski a Sacchi, 1987). Vznikla v navaznosti na diive velmi pouzivanou, ucinnou, ale
zdlouhavou metodu podle Chirgwina (Chirgwin a kol., 1977). U jednokrokové extrakce je
pouzit predpfipraveny denaturaéni roztok D, ktery obsahuje GUSCN, citrat sodny, sarkosyl a 2-
merkaptoethanol. Po homogenizaci tkané je piidan acetat sodny pH 4, vodny roztok fenolu a
smésny roztok chloroformu s isoamylalkoholem (24:1). Po pfidani kazdého reakéniho ¢inidla

k homogenatu je smés vzdy promichana. Na konci je cela smés centrifugovana a je odebrana
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horni vodna fdze s RNA do nové zkumavky. Nésleduje vysrazeni RNA isopropanolem. Timto
procesem lze dosahnout vysoké Cistoty i vytézku pii dobé trvani procesu pod 4 h. Touto
metodou je eliminovana potieba ultracentrifugace, které bylo zapotiebi u diivéjsi pouzivané
metody (Chozymski a Sacchi, 1987).

Metoda jednokrokové kyselé guanidium thiokyanat-fenol-chloroformové extrakce byla
modifikovana v roce 1993. Ke stavajici metod¢ byl pridan dopliujici krok po ptidani roztoku s
GuSCN a homogenizaci tkané. Krok piedstavoval selektivni srazeni RNA ethanolem. Touto
modifikaci se vyrazné snizila kontaminace vysledného produktu molekulami DNA, ktera
nebyla zadouci pti nasledné analyze pomoci PCR (Siebert a Chenchik, 1993). Pti nasledujici
optimalizaci byly pfidavany dalsi dopliujici kroky k odstranéni kontaminace ptebytkem fenolu,
chloroformu nebo solemi. Piidané kroky piedstavovaly dvojité promyvani precipititu RNA
75% roztokem ethanolu a jeden extrakéni krok navic. (Toni a kol., 2018).
fenolu. Jedna se o TRIzol™ Reagent od firmy Thermo Fisher Scientific a Ql1Azol lysis Reagent
od firmy Qiagen. Pouzivani téchto ¢inidel je ekonomi¢téjsi, ale dochazi k vyskytu
kontaminanti v ziskané RNA (Toni a kol., 2018). Pii izolaci RNA za pouziti ¢inidla TRIzol
nebo QIAzol se postup lisi od klasické fenol-chloroformové extrakce. Po spravném pouziti
daného cinidla podle typu vzorku stadi jiz pridat ke smési pouze chloroform (bez RNas) a je
umoznén prub¢h extrakce (Toni a kol., 2018, Green a Sambrook, 2020).

Postup pfi vyuziti modifikované fenol-chloroformové extrakce miRNA spociva
v pouziti TRIzol ¢inidla (Moldovan a kol., 2014). Po prob&hnuti extrakce je RNA vysraZena
isopropanolem. Ke zvySeni podilu malych RNA v celkové izolované RNA probihalo srazeni
ptes noc (Hunter a kol., 2008) pii -20 az -80 °C, nésledované centrifugaci 1 h pii 4 °C
(Moldovan a kol., 2014). Bohuzel bylo pozd¢ji zjisténo, ze dochazi ke ztratam specifickych
MiRNA s nizkym obsahem bazi GC, popiipad¢ i jinych druhti sncRNA pii pouziti TRIzolu
(Kim a kol., 2012). Tyto faktory by mohly ovlivnit i izolaci miRNA ze séra €1 plazmy a je nutné
je brat v avahu (Moldovan a kol., 2014).

Pfi izolaci miRNA za pouziti riznych metod dochazi k riizné G¢innosti izolace miRNA
odlisného ptuvodu a k proménnym vysledkim analyzy. Fenol-chloroformova extrakce je
ptrevazné koncipovana pro extrakci RNA z tkang ¢i z bunék. Izolace RNA nebo miRNA fenol-
chloroformovou extrakci z télnich tekutin je obtizna z divodu velkého objemu vodné faze
(Moldovan a kol., 2014). Pro izolaci miRNA se vyuziva principu metody fenol-chloroformové

extrakce s riznymi modifikacemi, resp. optimalizacemi (Lekchnov a kol., 2016), zejména pak
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kombinace metod fenol-chloroformové extrakce a extrakce za pomoci kolonek (Eldh a kol.,
2012).

1.4.2 Extrakce na pevné fazi

Extrakce na pevné fazi probiha ve dvou fazich kapalina-pevna faze. Izolovana slozka je
separovana z roztoku na zakladé riznych vlastnosti pevné i1 kapalné faze. Extrakce na pevné
fazi je slibnou moznosti, jak izolovat RNA. Zna¢nou vyhodou téchto metod je omezené pouziti
organickych rozpoustédel (Emaus a kol., 2020). Dalsi vyhodou je odstranéni problému
nedokonalé separace fazi jako je tomu u extrakce kapalina-kapalina a urychleni celého procesu.
Tyto metody se skladaji obecné zn€kolika hlavnich krokid. Jednd se o lyzi materialu,
nasledovanou adsorpci RNA na povrch pevné faze, promyvanim a posledni fazi je eluce RNA
(Tan a Yaip, 2009), jak je zobrazeno na Obrazku ¢. 10.

Adsorpce NK na povrch pevné faze je zajisténa vytvoienim specifické vazby k povrchu.
K vytvofeni vazby je zapotiebi piitomnost chaotropnich soli (Vomelova a kol., 2009) a pufrt
k zajisténi vhodného pH prostiedi. Adsorpce funguje na zakladé tvorby vodikovych mustkd,
afinité¢ dané NK k povrchim nebo na iontové vymeéné. Eluce je zajisténa nejcastéji pouzitim

pufru o slozeni Tris-EDTA ¢i vody (Tan a Yiap, 2009).

1| &
Lyzované \J/
bunky _—
Promy-
&5 vani

Obrazek ¢. 10: Postup extrakce na pevné fazi, pirevzato a upraveno z (Buckingham a kol., 2019).
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Pro izolaci RNA pomoci extrakce na pevné fazi se k lyzi vyuziva analogického principu
jako u fenol-chloroformové extrakce (Buckingham a kol., 2019). Casto se vyuziva kombinace
fenolu a GUSCN. K samotné extrakci se jako zakladni pevné faze vyuzivaji matrice ve formé
predpiipravenych naplnénych kolonek nebo magnetickych ¢astic (Martins a kol., 2014). Dalsi
formou usporadani je extrakce v roztoku, kdy se pevna faze neboli ¢astice od roztoku odd¢luji
sedimentaci. Mezi druhy pevnych fazi urcenych pro extrakci RNA patii naptiklad material na
bazi polystyrenlatexu, celul6zové matrice nebo skelna vlakna (Vomelova a kol., 2009).

Mezi nejreprezentativngj$i material, ktery slouzi k vazbé NK, patii oxid kiemicity
(SiOy), ktery je vétsinou ve formé naplnénych kolonek, membran (Jimenez a kol., 2018, Martins
a kol., 2014) nebo castic. Silikonové ¢astice jSOU zejména pouzivany pro izolaci DNA (Boom
a kol., 1990), ale tato metoda izolace NK za pomoci silikonovych ¢astic je pozdgji aplikovana
i na RNA (Chungue a kol., 1993). Bylo prokazano, ze NK jsou schopné se vazat za pfitomnosti
GuSCN na pevnou fazi predstavujici silikonové ¢astice (Boom, 1990). Role GuSCN spocivala
Vv lyzi bun¢k a denaturaci RNas, které by jinak snizovaly stabilitu RNA (Jimenez a kol., 2018).
Do rutinni praxe tento pfistup nebyl prozatim zaveden.

Dals$im materialem vhodnym pro extrakci NK na pevné fazi je oxid titanicity (TiO2)
(Jimenez a kol., 2018). K extrakci fosforylovanych peptidt a proteint byl pouzit TiO2 z divodu
své afinity k fosfatovym skupinam (Thingholm a Larsen, 2016). Nasledn¢ byla potvrzena i jeho
afinita k NK. Tuto afinitu lze nasledné vyuzit u extrakce RNA, protoze TiO2 ma silnou afinitu
k fosfatové kostie NK (Jimenez a kol., 2018).

Nékteré spole¢nosti vyvinuly nové soupravy na zaklade vyuziti silikonovych membran,
na které se Iépe vazala RNA oproti DNA. Piikladem souprav jsou RNeasy® od firmy Quiagen,
PureLINK™ RNA od firmy Invitrogen, Nucleospin® RNA od firmy MACHEREY-NAGEL.
Jedna se o kombinaci technologii vyuzivajici selektivni vazby RNA na silikonovou membranu
arychlosti diky formatu centrifuga¢nich mikrokolonek. Pribéh izolace se sklada klasicky z lyze
a homogenizace vychoziho materidlu pomoci pufru obsahujiciho GUSCN. Rozdil je v tom, Ze
po tomto kroku se ptidava ke vzorku ethanol. Ten slouzi ke zlepSeni vazby RNA na membranu.
Necistoty jsou odstranény omyvanim membrany promyvacim pufrem. Eluce RNA probiha
promytim membrany vodou bez RNas za podminek nizké iontové sily. Pokud je zapotiebi
vysoce ¢isté RNA je nutné za tento postup zatradit pouziti DNas nebo pouzit dodatecny postup
precisténi pomoci kolonky pro extrakci na pevné fazi s vyssi selektivitou na RNA (Martins a
kol., 2014) nebo na urcity druh RNA jako je napfiklad mRNA nebo miRNA (Chatterjee a kol.,

2010). Takto se napiiklad v jedné studii izolovala nejdfive celkova RNA pomoci RNeasy® midi
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kit od firmy Quiagen a nasledné byla izolovana pouze mRNA za pomoci soupravy Oligotex
mRNA kit také od firmy Quiagen (Dudas a kol., 2005).

Pro technologii centrifuga¢nich mikrokolonek jsou vyvijeny nové pevné materialy
V nano a mikro mé&fitku, napfiklad vlakna. Tyto materialy maji vysoky pomér povrchu k objemu
a urychluji pribeh reakce lepsim prenosem hmoty ¢i tepla. Vldkna mohou byt i derivatizovana
(Du a kol., 2019)

Zna¢nou vyhodou pouziti souprav zalozenych na vyuziti silikonovych membran je
V moznosti automatizace procesu izolace. Automatizace spociva ve vyuziti soupravy RNasy 96
BioRobot 8000 kit a pfistroje s ndzvem BioRobot Gene Expresion od firmy Qiagen. Ptistroj je
schopny automaticky izolovat RNA az ze 192 vzorki najednou v ¢ase 75 az 90 minut. Delsi
¢as 90 minut je zapotiebi pro volitelné kone¢né ¢isténi DNasou (Ullmann a kol., 2004).

Pro izolaci miRNA pomoci metod extrakce na pevné fazi zalozenych na adsorpci na
silikonovych materidlech jsou dostupné Siroce pouzivané komer¢ni soupravy S nazvem
miRVana™ PARIS™ a miRNeasy® mini kits. Metoda miRVana™ PARIS™ kit vyuziva k lyzi
vzorku detergent. Lyze je nasledovana fenol-chloroformovou extrakci. Nasledné je miRNA
izolovana filtraci pfes membranu ze skelnych vlaken. Filtrace je provadéna dvouslozkovym
roztokem se zvysujici se koncentraci ethanolu. U tohoto zptisobu ziskdme frakci bohatou na
RNA s délkou pod 200 nukleotidii. Tato metoda je vhodnéj$i pii izolaci miRNA z tkané
(Moldovan a kol., 2014), ale byla jiz vyuzita i u izolace miRNA z télnich tekutin (D’ Alessandra
a kol., 2010).

Souprava miRNeasy® mini kit vyuziva kizolaci miRNA kolonku napln&nou
silikagelem. V porovnani se soupravou miRVana™ PARIS™ kit m4 metoda miRNeasy® mini
Kit vyssi vytézky u izolace miRNA z tkané ((Moldovan a kol., 2014). U izolace z télnich tekutin
1ze metodu také aplikovat (Weber a kol., 2010).

Dalsi soupravou pro izolaci miRNA je miRNA Extraction Kit. Touto metodou se
extrahuje celkova RNA i miRNA (Baggish a kol., 2011). Ptecisténi RNA od DNA probiha
pomoci DNasy na kolonce s nazvem NucleoPur™ spin (Moldovan a kol., 2014). Soupravu
Master Pure™ Purification Kit lze pouzit k izolaci celkové RNA spole¢né s miRNA (Widera a
kol., 2011). Ob¢ tyto soupravy se osveédCily pro izolaci RNA za ucelem studovani nékolika
druhit miRNA (Moldovan a kol., 2014). Souprava Exigon miRCURY™ RNA isolation kit
vyuziva k adsorpci materidly na bazi pryskyfice. Tato souprava poskytuje potencionalné
nejvyssi vytézky miRNA (Eldh a kol., 2012). Dal3i zajimavou soupravou je miR Premier®

microRNA lIsolation Kit od firmy Sigma-Aldrich®, ktera dokaze Gi¢inné izolovat a purifikovat
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miRNA. Vyuziva se zde extrakce RNA pomoci adsorpce na kolonce se silikagelem (Moldovan
a kol., 2014).

Piedchozi metody extrakce vyuzivaly k izolaci pevné faze od kapalné centrifugaci ¢i
vakuum. U nasledujici metody sta¢i k oddéleni pouze externi magnet (Emaus a kol., 2020).
Byly vyvinuty povrchové modifikované magnetické Castice. Magnetické znamena, Zze po
aplikaci magnetického pole permanentniho magnetu ziska ¢astice magneticky moment a mtize
byt odstranéna z roztoku. Céstice s vybérem vhodného pufru predstavuji rychly a uéinny
zpusob extrakce RNA (i DNA) na pevné fazi. Dalsi vyhodou mimo rychlosti celého procesu je
moznost izolace RNA z vétsich objemil vzorku, moznost automatizace metody a sniZeni rizika
degradace NK, ktera mtize nastat v pribéhu procesu centrifugace (Berensmeier, 2006).

Obecny princip separace NK na magnetickych ¢asticich (Obrazek €. 11) za¢ina prvnim
krokem piedstavujicim lyzi vzorku, nasleduje vazba NK na magnetické Castice a odstranéni
ostatnich bunéénych slozek. Po tomto kroku nasleduje promyvani ethanolem, a eluce NK

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

Bunky

. )

Pienos a
uchovani
DNA ve
vodné
fazi

\'Piidavek Odstranéni luce DNA z .
lyza¢niho pufru buné¢ného lyzatu magnetickych ¢astic

Obrazek €. 11: Princip izolace NK za pomoci magnetickych ¢astic, pirevzato a upraveno z (Liu a kol., 2019).

Magnetické c¢astice mliZeme rozdelit do dvou skupin podle velikosti, a to na
mikrocastice a na nanocastice (Liu a kol., 2019). Nejcastéji pouzivané nanocastice maji velikost
1-100 nm (Wierucka a Biziuk, 2014) a nej¢astéji pouzivané mikrocastice maji velikost 1-50 um
(Liu a kol., 2019). Magnetické castice se skladaji zhlavni slozky piredstavujici
magneticky anorganicky materidl. Timto materidlem jsou oxidy Zeleza, napiiklad oxid
zeleznato-zelezity neboli magnetit, y-oxid zelezity nebo ferrity. Tyto Castice jsou nasledné
povrchové modifikovany. Povrchové modifikace piedstavuji zejména silanizaci (Berensmeier,
2006). Povrch magnetické castice se pokryje vrstvou oxidu kiemicitého (Sen a kol., 2006) viz

Obrazek ¢. 12. Dalsi zpusob silanizace predstavuje napiiklad modifikace alkoxysilany, kdy

47



krom¢ modifikace oxidem kiemicitym dojde k navazani aminovych skupin (Bruce a Sen,
2005). Dalsi povrchovou modifikaci je naptiklad modifikace polyethyleniminy (Chiang a kol.,
2005), uhlikovymi nanotrubi¢kami (Razmi a Jabbari, 2015), oxidy grafenu (Taghvini a kol.,
2016), ,,metal-organic frameworks“ neboli organokovovymi kostrami (Zhang a kol., 2018) a
molekularné vtisténymi polymery (Xu a kol., 2012). Modifikace protilatkami slouzi zejména
k separaci celych bungk. Ptikladem je modifikace monoklonalni protilatkou proti proteinu
vyskytujicim se na povrchu spermie. Jedna se o modifikaci proteinem ,,motile sperm domain

containing 3%, ktera slouzi k separaci spermii od bukalnich epitelialnich bunék (Li a kol., 2014).

Jadro z magnetitu

Povrch
z SiO2

Obrazek €. 12: Magnetické ¢astice modifikované oxidem kiemi¢itym (TEM mikroskopie), pirevzato a upraveno z (Bruce
a Sen, 2005).

Komeréné dostupné povrchové modifikované magnetické ¢astice pro izolaci RNA, ale
popiipadé i DNA se nachazeji v Tabulce ¢. 3 (Berenmeier a kol., 2006). Pro automatizaci
izolace RNA za pouziti principu izolace na magnetickych ¢asticich slouzi pfistroj BioRobot

9604 od firmy Qiagen (Mitsunaga a kol., 2002).

Tabulka ¢. 3: Komeréné dostupné magnetické ¢astice s povrchovou modifikaci pro izolaci RNA i DNA, pievzato
z (Berensmeier, 2006).

Produkt: Firma: Primér Druh Druh

¢astic [um]: | modifikace: izolované NK:
AGOWA® AGOWA, Berlin, 5-10 - DNA, RNA
mag Némecko
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Produkt: Firma: Primér Druh Druh
¢astic [um]: | modifikace: | izolované NK:

MagaZorb® | Cortex Biochem  San 1-10 celuloza DNA, RNA
Leandro, CA, USA

MagneSil Promega, Madison, WI, 5-8,5 silanizace DNA, RNA
USA

MagsSi MagmaMedics, Aachen, 1;2;5 - DNA, RNA
Némecko

MGP Roche Diagnostic - sklo DNA, RNA

M-PVA Chemagen Biopolymer | 0,5-1; 1-3; polyvinyl DNA, RNA
Technology, 5-8 alkohol

SIMAG Chemicell, Berlin, | 0,5;0,75; 1 silanizace DNA, RNA
Némecko

Pouze pro extrakci RNA byly magnetické ¢astice modifikovany naptiklad pomoci
,metall-organic frameworks*“ neboli organokovovou kostrou slozenou z UiO-66-NH> a jako
zékladni magneticky material byl pouzit oxid Zeleznato-Zelezity neboli magnetit. Céstice jsou
schopné selektivné extrahovat pouze RNA na ukor DNA a ostatnich kontaminantii. Vazba
spo¢iva ve vytvareni vodikovych mistkli, hydrofobnich a elektrostatickych interakci a
chelataénich interakci. Céstice lze i opakované pouZivat po regeneraci za pomoci hluboce
eutektického rozpoustédla (Meng a kol., 2020). Vyhodou materialu Ui-66-NH> je vysoka
chemicka i tepelna stabilita (Cavka a kol., 2008).

Pro izolaci miRNA je také mozno vyuzit povrchové modifikovanych magnetickych
¢astic redukovanymi oxidy grafenu (rGO) (Yan a kol., 2017). Tyto oxidy se vyskytuji ve formé
jak rGO, tak i neredukované a vykazuji znac¢nou afinitu k jednovlaknovym strukturam NK,
ktera je zpiisobena tvorbou vodikovych mistkl a n-n interakcemi. Selektivni izolace miRNA
pomoci rGO spociva ve vyuziti kinetiky adsorpce na rGO a 7-7 interakci. Modifikace rGO se
jevila jako slibna k selektivni izolaci miRNA z celkové RNA (YYan a kol., 2017).

1.5 Metody pro detekci nukleovych kyselin

Potieba analyzovat NK stoupla zejména pfi zjisténi, ze se daji vyuzit jako biomarkery

riznych patologickych stavl organismu jako je zejména rakovina (Ouyang a kol., 2020). Mezi

49



klasické metody molekularni detekce patii zejména metoda gelové elektroforézy (Petrov a kol.,
2013), Northern blot, hmotnostni spektrometrie (MS) a PCR. Nové metody se spoléhaji

zejména na rizné strategie amplifikace a technologii mikro¢ipt (Ouyang a kol., 2020).

1.5.1 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza je vyznamnym nastrojem pro analyzu vzorkl obsahujicich RNA
(Petrov a kol., 2013) i DNA (Stellwagen, 2009). Principem této metody je pohyb nabitych
molekul analyzované latky v elektrickém poli v prostiedi matrice. Rychlost pohybu zavisi na
pouzité matrici, separaCnich vlastnostech matrice a na slozeni pouzitého pufru. Za
denaturaénich podminek dochdzi k rozdilné rychlosti migrace u rizné dlouhych NK, které se
v gelu rozdéli podle své délky. Tento proces poskytuje informace o slozeni vzorku. Za
nedenatura¢nich podminek dochazi k rozdilné rychlosti migrace NK Vv zavislosti na jejim
prostorovém uspoiadani. Timto se zkoumaji alternativné sloZzené¢ druhy NK (Petrov a kol.,
2013).

Postupem c¢asu byly vyvinuty matrice vhodné pro analyzu DNA nebo pro RNA
(Stellwagen, 2009). Matrici vhodnou pro analyzu DNA je napiiklad skrob (Matsubara a Takagi,
1962) nebo agar6zovy gel (Helling a kol., 1974). Mezi znamou matrici pro gelovou
elektroforézu patii zejména polyakrylamidovy gel. Lze ho vyuzit k analyze RNA i DNA
(Bishop akol., 1967). Polyakrylamidové gely formuji tzv. sit’ tvofenou akrylamidovymi vlakny,
ktera jsou propojena bisakrylamidovymi mustky. Dulezitym parametrem je velikost pora sité.
Tu lze ovlivnit celkovou koncentraci akrylamidu pfi tvorbé gelu a pomérem koncentrace
akrylamidu ke koncentraci N,N’-methylenbisakrylamidu, ¢inidla zptsobujiciho zesiténi. P¥i
zvySujici se koncentraci akrylamidu se snizuje velikost port a lze separovat mensi molekuly
RNA (Holmes a Stellwagen, 1991). Skrob a agardézovy gel patii do piirodnich matric, zatimco
polyakrylamidovy gel se fadi do matric syntetickych (Perrett, 2000).

Pii gelové elektroforéze NK v gelu je nutna jejich vizualizace. Nejcastéjsim zptisobem
je barveni. DNA i RNA Ize barvit pomoci fluorescen¢niho barviva ethidium bromidu. Toto
fluorescenéni barvivo ma ale znaéné toxické a mutagenni ucinky, které jsou pii pouziti
DNA jako je napiiklad GelRed™ vyuzivajici UV excitaci nebo GelGreen™, Diamond™
Nucleic Acid Dye vyuzivajici k excitaci modré svétlo a SYBR green I, které ale vykazuje mirné
mutagenni uc¢inky (Haines a kol., 2015). Pro barveni RNA se pouziva toluidinova modf, barvivo

SYBR green Il nebo ethidium bromid. Alternativni metodou je vizualizace spocivajici
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v radioaktivnim zna¢eni RNA a nésledné autoradiografii (Petrov a kol., 2013). Toluidinova
modrf je thiazinové metachromatické barvivo, které vykazuje afinitu ke kyselym slozkam tkani
s vysokym obsahem RNA ¢i DNA. Metachromatické znamena, ze reaguje s danou tkani ¢i
slozkou tkan¢ za vzniku odlisSného zbarveni, nez bylo jeho plGvodni zbarveni pied reakci
(Sridgharan a Shankar, 2012). Ethidium bromid a SYBR green Il jsou interkala¢ni
fluorescencni barviva (Spiess a Ivell, 2018). Interkalacni znamena, ze interaguji s nukleovymi
kyselinami vkladanim se mezi pary bazi v dsSDNA, ale mohou s NK interagovat i jinymi
zpusoby jako je interakce barviva a povrchu NK. Jedna se vzdy o nekovalentni interakci

(Deligeorgiev a kol., 2009).

1.5.2 Northern blot

Mezi klasické metody pro analyzu RNA patii zejména metoda s nazvem ,,Northern
blot“ (Ouyang a kol., 2020). Zakladni stru¢ny princip u analyzy RNA pomoci metody Northern
blot spociva v pocateénim §tépeni vzorku RNA pomoci enzymu s nazvem restrikéni
endonukleasa. V dalsich krocich dochazi k separaci pomoci gelové -elektroforézy na
agardzovém gelu a u malych RNA na polyakryamidovém gelu, k denaturaci a k pifenosu vzorku
na nitrocelul6zovy film nebo nylonovou membréanu. Na filmu ¢i na membrané ndsledné dochézi
k detekci RNA. K RNA se navaze neboli hybridizuje zna¢ena sonda specificka pro danou RNA
a umozni tak detekci. Tato metoda se také vyuziva pro detekci miRNA (Ye a kol., 2019).

Northern blot umoznuje, jak kvalitativni méfeni, diky kterému ziskdme prikaz urcité
molekuly RNA ve vzorku, tak 1 kvantitativni méfeni mnoZzstvi RNA. Kvantitativni méfeni RNA
probiha srovnavaci metodou nikoliv méfenim absolutniho mnoZstvi z diivodu neoptimalni
hybridizace, ktera je zavisla na pracovnich podminkach (Josepsen a Nielsen, 2011).

Pienos NK z gelu na membranu ¢i film se nazyva blotovani. Blotovani miiZze probihat
dvéma hlavnimi zpusoby, kterymi jsou kapilarni blotovani ¢i elektroblotovani. Kapilarni
blotovani se provadi u agar6ézovych gelti a spociva v nasakovani prenosového pufru ptes
membranu zachycujici RNA do vrstvy papirovych ru¢nikii. Toto blotovani ma dvé varianty:
rychlejsi sestupnou a vzestupnou. Elektroblotovani se provadi zejména u polyakralamidovych
geli ale 1ze provést i u gelti agar6zovych (Bittner a kol., 1980). Spociva v pisobeni elektrického
pole na gel. U obou typt blotovani se jesté pouziva specialni papir Whatman 3 mm, ktery je
navlh¢eny prenosovym pufrem (Josepsen a Nielsen, 2011). Typy blotovani jsou zobrazeny na
Obrazku ¢. 13.
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Obrazek ¢&. 13: Blotovaci techniky: A. predstavuje vzestupné kapilarni blotovani (1. sklenéna podlozka, 2. vrstva
papirovych ruéniki, 3. Whatman 3 mm, 4. membrana, 5. gel, 6. pienosovy pufr, 7. houba pro podporu nasakovani
pufru). B. pfedstavuje sestupné uspoiadani, C. piedstavuje elektroblotovani, pievzato a upraveno z (Josephsen a
Nielsen, 2011).

Pro ptenos RNA se Casto vyuziva nylonova membrana, na které poté dochazi k fixaci
dané RNA pouzitim UV svétla. UV svétlo zajisti kovalentni vazbu RNA s membranou aktivaci
pyrimidinovych bazi vézajicich se s aminovymi skupinami na povrchu membrany. Misto UV
svétla se da pouzit inkubace membrany 1 az 2 h v 65 °C. Fixace je dilezitd pro omezeni ztrat
pfi nésledné detekci. Nasleduje detekce za pomoci hybridizace zna¢enou sondou nejbéznéji
radioaktivné znacenou (Josepsen a Nielsen, 2011). Pro detekci kratkych miRNA se pouZivaji
oligonukleotidové sondy modifikované molekulami nazyvanymi jako tzv. uzaméené nukleové
kyseliny, ,,locked nucleic acids. Tyto sondy jsou vysoce afinitni analogy ptislusnych miRNA

a zajist'uji citlivou a specifickou detekci (Valodczi a kol., 2004).

1.5.3 Polymerazova retézova reakce

Metoda PCR vznikla na zakladé¢ inspirace zakladni reakci molekularni biologie, kterou
predstavuje syntéza DNA za pomoci DNA polymerasy. Tato reakce byla pifenesena do
laboratornich podminek v prostiedi in vitro. K reakci je zapotiebi stejné jako u klasické syntézy
DNA enzym DNA polymerasa (ziskana z bakterie Thermus aquaticus — Taq). Vysledkem
reakce je n¢kolik miliont kopii vybrané¢ho fragmentu DNA (Laczmanska a kol., 2009).

K provedeni PCR je za potiebi vzorek DNA piedstavujici templat, dva druhy DNA
primerd, DNA polymeraza, pufr a deoxyribonukleotid trifosfaty (Maiz a Bhat, 2018). Reakce
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probiha v zafizeni nazyvaném termocykler a sklada se ze tii hlavnich kroki, probihajicich za
sebou viz Obrazek ¢. 14. Prvni krok pifedstavuje denaturaci. Reak¢éni smés je zahfivana nad
teplotu tani dvouvlakna DNA templatu. Dojde Kk oddé€leni vldken dsDNA a vznikne
jednovlaknova DNA. Druhym krokem je nasednuti primeri, které probiha jiz za nizs$i teploty.
Poslednim krokem je prodluzovani. Spociva v opétovném zvySenim teploty, kdy je DNA
polymerasa schopna ptipojovat jednotlivé deoxyribonukleotid trifosfaty (Garibyan a Avashia,
2013). Vysledkem prvni PCR jsou dva fragmenty dvouvlaknové DNA identické s oblasti mezi
dvéma primery. Tato reakce se znovu opakuje a pii kazdém opakovani (cyklu) se ziska
dvojnasobny pocet DNA fragmentii, nez bylo na zacatku reakce (Maiz a Bhat, 2018).
Vizualizace nasledn¢ ziskaného PCR produktu probihd zasadné dvéma zplsoby. Prvnim
zpisobem je barveni ziskané DNA napftiklad pomoci ethidium bromidu. Druhy zpiisob probiha
jiz pted samotnou PCR reakci. Jednd se o znaceni vychozich primert nebo vychozich

deoxyribonukleotid trifosfati fluorescenénim barvivem (Garibyan a Avashia, 2013).

Vzorek DNA 1. denaturace, 95 °C 2. nasednuti primerti, 60 °C 3. prodlouzeni, 80 °C

3 5 —— 3’ 5
==

3

5

5 31 5

Kroky 1. az 3. probihaly 30(+/-10)x
pro exponencialni mnozeni PCR
produktu.

Obrazek ¢. 14: Schéma PCR, 3 kroky: denaturace, nasednuti primeri a prodlouZeni, pievzato a upraveno z (Maiz a
Bhat, 2018).

Pro ptipad, kdy je vychozim vzorkem RNA se vyuziva modifikovana metoda RT-PCR.
Dochazi k ptidani jednoho pocate¢niho kroku piedchazejiciho celému procesu klasické metody
PCR. Jedna se o reverzni transkripci, kdy se z vychozi RNA syntetizuje DNA pomoci enzymu
reverzni transkriptasy (Maiz a Bhat, 2018).

Dalsi modifikaci je tzv. kvantitativni PCR nebo qRT-PCT, ktera se pouziva nejen pro
detekci, ale i pro kvantifikaci dané NK, ktera se vyskytuje ve vzorku vétSinou v malém
mnozstvi (Laczmanska a kol., 2009, Garibyan a Avashia, 2013). Funguje na principu sledovani
pribéhu opakujicich se PCR cykli. Na poc¢atku je dostate¢né mnozstvi reagencii a malo PCR
produktu, nasledné reakci nic nebrzdi a probiha ze 100 %. Pokud stoupa mnozstvi produktu a
ubyvaji reagencie, dochazi k tomu, ze reakce probiha nedokonale. Exponencialni produkce

PCR produktu se stava linearni, az postupné¢ upada do faze plato, kdy je produkce zcela
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zastavena (VanGuilder a kol., 2018). Data mohou byt vyhodnocena dvéma zptsoby, a to bud’
relativni kvantifikaci ¢i absolutni kvantifikaci (VanGuilder a kol., 2018). Nejc¢astéjsi metodou
relativni kvantifikace je zvoleni prahové hodnoty ,.cycle of theshold“ (CT). Hodnota CT
predstavuje pocet cykld, které je nutné provést pro dosazeni urcité hodnoty fluorescence (Livak
a Schmittgen,2001). Metoda qRT-PCR je idealni moznosti pro detekci miRNA i v rutinnim
pouziti. Je to z diivodu jeji vysoké citlivosti a specifity (Gan a kol., 2011).

Modifikovanou metodou PCR je alelové specificka polymerazova fetézova reakce nebo

PCR-restriction fragment lenght polymorphism (Sommers a kol., 1992).

1.5.4 Mikroclipy

V mnoha studiich genové exprese je zapotiebi najednou analyzovat vice sekvenci nez
jenom jednu, jak to bylo u pfedchozich metod. Proto je nutné zvysit vykonnost provadénych
analyz. Mikroc€ipy se skladaji ze snimacich prvki o velikosti mensi nez 200 um. Tyto snimaci
prvky jsou umistény na neporéznim materialu, ktery piedstavuje sklo, kiemik nebo nylon.
Detekce probiha vétsinou métenim fluorescence (Epstein a kol., 2002). Mikro¢ipy mohou
analyzovat tisic vzorkd za den, ale jejich pouziti je cenové naro¢né (Cissell a Deo, 2009).

U detekce ze vzorku RNA je provedena reverzni transkripce za vzniku komplementarni
DNA (cDNA). Ta je nasledné vazana s biotinem nebo oznacena fluorescenéni sondou. Tyto
cDNA jsou aplikovany naimobilizované oligonukleotidy. Po navazani c¢cDNA na
oligonukleotidy nasleduje série promyvacich kroki. Pokud byla cDNA znacena biotinem,
dojde K interakci se streptavidinem, ktery nese fluofor. Pokud byla ¢cDNA jiz znafena
fluorescenéni sondou mize byt fluorescence métena bez dalsi Gpravy (Ye a kol., 2019). Jako
vychozi vzorek mize byt i CRNA a lze provadét jeji znaceni (Do a Choi, 2007).

Pro detekci miRNA pomoci mikroCipi se pouzivaji imobilizované mMIRNA
oligonukleotidové sondy, které maji na svém 5” konci aminoskupiny, umoziujici vazbu na
sklenény nosi¢. U miRNA probéhne znaceni fluorescen¢nim barvivem a nasleduje hybridizace
s ptisluSnymi sondami. Nasledné detekujeme fluorescenci z navazanych miRNA na riznych

pozicich (Li a Ruan, 2009) viz Obrazek ¢. 15.
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hsa-miR-31: 5'-AGGCAAGAUGCUGGCAUAGCU-3’
sonda: 3'-TCCGTTCTACGACCGTATCGA AAAAAAAAAA-S
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Obrazek €. 15: Princip miRNA profilovani pomoci mikro¢ipi (a: amin-reaktivni sklenéna podlozka, b: miRNA sonda
modifikovana aminoskupinou obsahujici zachytnou sekvenci oznacenou zelené a sekvenci linkeru oznacenou fialové, c:
sklenéna podloZzka mikrocipu pfipravena k pouZiti, d: vzorek piedstavujici buiiky, e: izolovana miRNA, f: miRNA
oznadena fluorescenénim barvivem), p¥evzato a upraveno z (Li a Ruan, 2009).

1.5.5 Hmotnostni spektrometrie

Metoda MS spociva v ionizaci vzorku v iontovém zdroji. Po ionizaénim procesu putuji
vzniklé ionty do hmotnostniho analyzatoru, kde jsou oddéleny podle jejich poméru m/z a
detekovany na hmotnostnim detektoru (Feng a kol., 2008).

Vyznamnou roli v analyze NK zastava MS. Lze ziskat informace 0 sekvenci a
modifikacich NK (Nordhoff a kol., 1996). K analyze se nejvice vyuZzivaji dva pfistupy. Prvnim
ptistupem je kombinace kapalinové chromatografie s ionizaci za atmosférického tlaku pomoci
elektrospreje (ESI) a tandemové MS. Druhym piistupem k analyze je vyuziti ionizace za
atmosférického tlaku pomoci desorpce laserem za ptitomnosti matrice (MALDI) (Zhao a kol.,
2021).

Pro separaci NK 1ze pouzit az 6 druhi kapalinové chromatografie: gelova permeacni
iontové vymeénnd, chromatografie na reverzni fazi, chromatografie na reverzni fazi s iontovym
parovanim, smiSena a afinitni. Vyhody gelové permeacni chromatografie je odsoleni a
pteneseni vzorku NK do vhodného pufru. Nevyhodou je mala ti¢innost separace jednotlivych
NK, jedna se pouze o prvotni frakcionaci pfed vlastni separaci pfimo spojenou s MS (Huber a
Oberacher, 2001). Casto pouZivanou chromatografii pro detekci oligonukleotidii ve spojeni
s ionizaci ESI je chromatografie na reverzni fazi s iontovym parovanim (Gong, 2015).

Zpisob ESI spociva v aplikaci vysokého napéti na kovovou kapilaru za vzniku nabitych

kapic¢ek analytu. Z kapicek jsou nasledné¢ uvolnény ionty analytu (Bruins, 1988). lonizace
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MALDI spociva v krystalizaci analyzovaného vzorku s matrici. Nasledn¢ je pouzit UV laser,
ktery zpisobi odpafeni matrice a uvolnéni analytu ve formé iontl plynu. Mezi pouzivané
hmotnostni analyzatory v kombinaci s ionizaci ESI patii kvadrup6l, iontova past, analyzator
doby letu, iontova cyklotronova rezonance ¢i Orbitrap. MALDI se pouziva nejéastéji
v kombinaci s analyzatorem doby letu (Feng a kol., 2008).

U MALDI ionizace pfi analyze NK je zasadni zvolit spravny druh matrice vhodny pro
ionizaci oligonukleotida (Gao a kol., 2012). Mezi matrice umoziujici analyzu RNA patii 2,5
dihydroxybenzoova kyselina, kyselina sinapova a 3-hydroxypikolinova kyselina (Wambua a

kol., 2014).
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2 Cile diplomové prace

Piednim cilem diplomové prace bylo optimalizovat zavedenou metodu izolace miRNA

z ruznych biologickych matric jako jsou bunky a sérum za pomoci ¢astic na bazi TiOx.

Jednotlivé cile:

1)
2)
3)
4)

5)

6)
7)

Seznameni s danou oblasti vyzkumu.

Seznameni s praci s TiO2 ¢asticemi a se vzorky obsahujicimi RNA.

Seznameni s jednotlivymi izolaénimi metodami vcetné metody izolace RNA
pomoci komeréniho ¢inidla TRIZol™,

Seznameni s detek¢nimi metodami jako je gelova elektroforéza pro analyzu
nukleovych kyselin a proteinti a S metodou PCR.

Optimalizace ¢asu inkubace vzorku s ¢asticemi pii izolaci oligo miRNA pomoci
TiO2 materialu.

Optimalizace ¢asu lyze bungk pfi izolaci oligo miRNA pomoci TiO2 materialu.

Optimalizace izolace miRNA pomoci TiO2 materialu ze vzorku lidského séra
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3 Experimentalni Cast

3.1 Laboratorni pomtcky a pristroje

- analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments, GmbH, Géttingen, Némecko)

- ptredvazky KERN 440-33N (Kern & Sohn, GmbH, Balingen, Némecko)

- stanice pro produkci ultradisté 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, Némecko)

- 8picky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

- mikrozkumavky (BioTech a. s., Praha, Ceska republika; Eppendorf, Hamburg,
Némecko)

- zkumavky s upravenym vnitinim povrchem Protein LoBind (Eppendorf, Hamburg,
Némecko)

- tfepacka Multi-functional Orbital Shaker PSU-20i (Biosan SIA, Riga, Lotys$sko)

- pH metr model Orion 420 (Thermo Electron Corporation, Massachusetts, USA)

- magnetické michadlo s ohfevem model MSH-300 (Biosan SIA, Riga, Lotyssko)

- ultrazvuk Sonorex Digitec (Bandelin, Némecko)

- vortex mixer Wx (Velp Scientifica, Usmate, Italie)

- zdroj napéti Powerpac 200 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

- inkubator Memmert INE 400 (Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, Némecko)

- mikrostiikacka Hamilton (Hamilton AG, Bonaduz, GR, Svycarsko)

- pfistroj pro zdznam gelt ChemiDoc™ XRS+ s programem ImageLab (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA)

- termoblok BTD Grant Bio (Grant Instruments Ltd., Cambridgeshire, UK)

- vakuovy koncentrator Concentrator Plus (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

- centrifuga Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

- spektrofotometr Nano-MD UV-Vis Bio Spectrophotometr s nastavcem NanoStick-
D (SCINCO Cao. Ltd., Seoul, Korea)

- rotator RS-24 (Biosan, Riga, Lotyssko)

- sprej proti RNasam RNaseZap™ RNase Decontamination Solution (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
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UVC/T-AR DNA/RNA UV cleaner box (Biosan, Riga, Loty$sko)

termocykler TProfessional Basic Thermocycler, Biometra Ltd (Analytik Jena
GmbH, Jena, Némecko)

detekéni systém RT-PCR reakce Rotor-Gene, RG-3000A, (Corbett Research,
Sydney, Australie)

odsolovaci kolonky SPIN-Pure™ G-25 COLUMNS (Pure Biotech LLC, NJ, USA)

3.2 Chemikalie a reagencie

mod&ovina, UREA (Lach:ner, Neratovice, Ceské republika)

akrylamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

N,N’-methylenbisakrylamid 98 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
ultracista voda

ultracistd voda autoklavovana

destilovana 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 borita (Lach:ner, Neratovice, Ceska republika)

kyselina ethylendiamintetraoctova, EDTA (Lachema, Neratovice, Ceska republika)
persiran amonny, APS (Lachema, Neratovice, Ceska republika)

N, N, N, N — tetramethylenethylendiamin, TEMED (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

ficoll (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

bromfenolova modi (Lachema, Neratovice, Ceska republika)

barvivo xylene cyanole FF (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

ethanol 96% (Lach:ner, Neratovice, Ceska republika)

marker Invitrogen™ Ultra Low Range DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA)

barvivo SYBR™ Green Il RNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA)

dodecylsulfat sodny, SDS (Lachema, Neratovice, Ceska republika)

glycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

kyselina chlorovodikova 35%, HCI (Penta, Chrudim, Ceska republika)

59



- vzorkovy pufr Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

- marker molekulovych hmotnosti Precision Plus Protein™ Unstained Protein
Standards, 10-250 kDa (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

- amoniak vodny roztok 25-29% (Penta, Chrudim, Ceska republika)

- dusi¢nan st¥{brny, AgNOs (Penta, Chrudim, Ceska republika)

- formaldehyd vodny roztok 36-38% (Penta, Chrudim, Ceska republika)

- glutaraldehyd 50% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- hydroxid sodny, NaOH (Penta, Chrudim, Ceska republika)

- kyselina citronova bezvoda (Penta, Chrudim, Ceska republika)

- kyselina octova 99%, CH3COOH (Lach:ner, Neratovice, Ceska republika)

- chloroform (Penta, Chrudim, Ceské republika)

- isopropanol (Penta, Chrudim, Ceska republika)

- TRIZol™ Reagent (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

- octan sodny (Penta, Chrudim, Ceska republika)

- DEPC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- TRITON X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat, NaoHPOs - 12 H>O (Lach:ner,
Neratovice, Ceska republika)

- kyselina octova (Lach:ner, Neratovice, Ceska republika)

- chlorid sodny, NaCl (Lach:ner, Neratovice, Ceska republika)

- guanidium thiokyanat, GUSCN (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- souprava TagMan™ MicroRNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

- PCR primer a sonda pro hsa-miR-18a* TagMan™ MicroRNA Assay (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

- TagMan™ Universal Master Mix I, no UNG (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA)

3.3 Nosice

- Titansphere TiO (GL Sciences Inc, Tokyo, Japan)
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3.4 Vychozi material

- oligo RNA 10-mer (Generi Biotech, Hradec Kralové, Ceska republika)

- oligo RNA 20-mer (Generi Biotech, Hradec Kralové, Ceska republika)

- oligo RNA 23-mer (Generi Biotech, Hradec Kralové, Ceska republika)

- oligo RNA 30-mer (Generi Biotech, Hradec Kralové, Ceska republika)

- oligo RNA 40-mer (Generi Biotech, Hradec Kralové, Ceska republika)

- bunky JURKAT (lidské¢ T-lymfatické bunky akutni lymfoblastické leukémie,
ACC 282)

- lidské sérum od zdravého darce
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3.5 Gelova elektroforéza pro detekci nukleovych kyselin (UREA-PAGE)

Pouzité roztoky:

- roztok 10x koncentrovany TBE pufr: 0,89 M Tris, 0,89 M kyselina borita, 0,02 M
EDTA, pH cca 8,3

- 45% roztok akrylamidu: akrylamid:N,N"-methalenbisakrylamid v poméru (28:1)

- 10% roztok persiranu amonného (APS)

- roztok davkovaciho pufru: 0,089 M Tris, 0,089 M kyselina borita, 0,002 M EDTA,

7 M mocovina, 12% ficoll, 0,01% bromfenolova modf s xylene cyanole FF

Vvchozi material:

- produkty izolace oligo miRNA pomoci TiO2 materialu z bunék/séra

- roztoky standardu oligo RNA 10-mer, 20-mer, 23-mer, 30-mer, 40-mer

Postup:

1. Ptiprava geld (tloustka gelu: 0,75 mm, 20% gel s 8 M mocovinou):

Do zkumavky (15 ml) bylo navazeno 5,76 g mocoviny na piipravu dvou geld.
K mocoving bylo pipetovano 1,2 ml ultracisté vody, 1,2 ml 10x TBE pufru a nakonec 5,32 ml
roztoku 45% akrylamidu a zkumavka byla kratce zahtata nez doslo k rozpusténi mocoviny. Po
rozpu$téni byla zkumavka sroztokem vlozena do ultrazvuku na 5 min. Do zkumavky
s odvzdusnénym roztokem bylo pipetovano 6 ul TEMED a roztok byl kratce promichan. Do
zkumavky bylo pipetovano 63,4 ul roztoku 10% APS a zkumavka byla uzaviena a 2x
promichana pomalym otoc¢enim. Roztok byl davkovan mezi ptislusna skla pfedem pfipravené
elektroforetické aparatury tak, aby sahal az k horni hranici niz$iho skla. Nasledn¢ byly mezi
skla vlozeny Sablony pro tvorbu jamek (0,75 mm, 15 jamek). Gel byl ponechan 10 min
polymerovat.

2. Priprava elektrodového pufru a elektrodové vany:

Elektrodovy pufr byl pfipraven nafedénim TBE pufr:ultraistd voda v poméru 1:9.
Zpolymerovany gel se skly a se Sablonami pro tvorbu jamek byl pienesen do stojankti pro
elektroforézu. Tyto stojanky byly ndsledné vlozeny do elektrodové vany a elektrodova vana
byla naplnéna elektrodovym pufrem. Tato naplnéna vana byla vloZena do inkubatoru (40 min,
42 °C).

3. Pfiprava vzorkl pro davkovani na gel:
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Ptiprava vzorku a jejich davkovani probihalo ve sterilnim prostiedi bez RNas. Vsechny
vzorky a markery byly pfipravovany do zkumavek (0,2 ml). Marker Ultra Low Range DNA
Ladder byl ptipraven podle instrukci od dodavatele. Pro kazdy gel byl pfipraven samostatny
marker. Roztoky standardt byly fedény DEPC-T vodou na pozadovanou koncentraci. Vzorky
z izolaci a vzorky standardd byly pfipravovany misenim s davkovacim pufrem v poméru 1:1.
Vzorky smichané s davkovacim pufrem byly inkubovany v termobloku (4 min, 70 °C).

4. Postup davkovani vzorkii na gel a priib¢h elektroforetické separace:

Po ukonceni inkubace elektrodové vany byly z gelti vyjmuty Sablony pro tvorbu jamek.
Kazda jamka v gelu byla 3x vyplachnuta elektrodovym pufrem pomoci pipety. Vzorky byly
davkovany do jednotlivych jamek mikrostiikackou Hamilton, ktera byla promyta 6x ethanolem
a 6x autoklavovanou vodou. Nejprve byla davkovana vazebna frakce a eluce a poté byly
davkovany piivodni vzorky (piivodni vzorky, pfecisténé ¢i neptecisténé lyzaty ¢i séra) a marker.
Pti davkovéani dochdzelo k vynechdni jamek mezi markerem a vzorky a mezi jednotlivymi
sériemi vzorkt. Do prazdnych jamek byl ddvkovan davkovaci pufr bez upravy, pfiblizné do 2/3
objemu jamky. Elektrodova vana byla uzaviena a pfipojena ke zdroji napéti. Na zdroji byly
nastaveny parametry elektroforézy (180 V, 400 mA, 120 min) a nasledné probihala vlastni
elektroforeticka separace.

5. Barveni geld pomoci SYBR Green II RNA Gel Stain:

Tticet minut pied koncem gelové elektroforézy byly piipraveny roztoky pro barveni
gell. Do nadoby piikryté alobalem bylo pipetovano 18 ml ultracisté vody, 2 ml 10x TBE pufru
a2 ul SYBR Green Il RNA Gel Stain. Po ukonceni elektroforetické separace byly gely vyjmuty
ze skel pomoci plastové Spachtle a vloZzeny do nadob s barvicim roztokem. Gely byly obarveny
na tiepacce ve tme po dobu 40 min.

6. Zaznam obarvenych gela:

Po obarveni byly gely foceny na piistroji pro zaznam gelt ChemiDoc XRS+
s programem ImagelLab za nastavenych parametrti (Nukleové kyseliny — barveni SYBR Green,
Bio-Rad Mini-PROTEAN Gel, expozice byla nastavena manualné na 2,5 s). V tomto programu

nasledovalo 1 pfislusné vyhodnoceni gela.

3.6 Gelova elektroforéza pro detekci proteinu (SDS-PAGE)

Pouzité roztoky:

- roztok A: 29,2% akrylamid, 0,8% N,N"-methylbisakrylamid
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- roztok B: 1,5 M Tris-HCI pufr, pH 8,8

- roztok C: 1 M Tris-HCI pufr, pH 6,8

- roztok D: 10% SDS

- roztok E: 10% APS

- roztok 10x koncentrovany elektrodovy pufr: 0,25 M Tris; 1,92 M glycin; 1% SDS;
pH 8,3 -8,6

- 10% roztok glutaraldehydu

- roztok fixaéni: 5% kyselina octova, 50% ethanol

- roztok ustalovaci: 5% kyselina octova

- roztok vyvolavaci: 0,05% kyselina citronova, 0,04% formaldehyd

Vvchozi material:

- produkty izolace oligo miRNA pomoci TiO2 materialu z bunék/séra
Postup:

1. Ptiprava gelt (tloustka gelu: 0,75 mm, 12% d¢lici gel, 5% zaostrovaci gel):

Byla piipravena aparatura pro nalévani geli. Do zkumavky (15 ml) byl pfipraven roztok
pro délici gel v mnozstvi na 2 gely pipetovanim 3,36 ml destilované vody; 4 ml roztoku A,
2,5 ml roztoku B a 0,1 ml roztoku D. Tento roztok byl promisen pomalym otac¢enim zkumavky.
K roztoku byly pipetovany 4 ul TEMED a zkumavka byla promisena. Dale bylo pipetovano
100 pl roztoku E, roztok byl opét promisen a davkovan mezi skla ptiblizn¢ 1,5 cm pod okraj
niz§iho skla. Davkovany roztok byl pievrstven butanolem. Roztok byl ponechan 20 minut
polymerizovat.

Po zpolymerizovani byl butanol odtaZen filtraénim papirem. Byl pfipraven roztok pro
zaostiovaci gel do zkumavky (10 ml) pipetovanim 2,1 ml destilované vody; 0,495 ml roztoku
A; 0,375 ml roztoku C a 0,030 ml roztoku D. K roztoku byly pipetovany 3 ul TEMED a roztok
byl promisen. Dale bylo pipetovano 30 ul roztoku E, roztok byl promisen a ddvkovan mezi skla
na zpolymerizovany délici gel. Po davkovani byly mezi skla vloZeny Sablony pro tvorbu jamek
(0,75 mm, 15 jamek). Roztok byl ponechan 20 minut polymerizovat.

2. Priprava elektrodového pufru a elektrodové vany:

Elektrodovy pufr byl pfipraven nafedénim v poméru elektrodovy pufr:destilovana voda
1:9. Elektrodovy pufr byl fedén z roztoku 10x koncentrovaného elektrodového pufru o slozeni:
0,25 M Tris; 1,92 M glycin; 1% SDS; pH 8,3 — 8,6. Zpolymerovany gel se skly a se Sablonami

64



pro tvorbu jamek byl pfenesen do stojankt pro elektroforézu, které byly nasledné vlozeny do
elektrodové vany a elektrodova vana byla naplnéna elektrodovym pufrem.
3. Ptiprava vzorkl pro davkovani na gel:

Vsechny vzorky i markery byly pfipravovany do zkumavek (0,2 ml). Pro kazdy gel byl
pfipraven samostatny marker pipetovanim 5 pl markeru molekulovych hmotnosti Precision
Plus Protein™ Unstained Protein Standards do zkumavky (0,2 ml). Vzorky z izolaci byly
ptipraveny jejich smichanim se vzorkovym pufrem Laemmli Sample Buffer v poméru 1:1.
Vzorky smichané se vzorkovym pufrem (mimo marker) byly inkubovany v termobloku (3 min,
100 °C).

4. Postup davkovani vzorkl na gel a prubéh elektroforetické separace:

Sablony pro tvorbu jamek byly vyjmuty a jamky byly proplachnuty najednou pomalym
tahem pipety podél hrany skla a postupnym vypousténim elektrodového pufru. Vzorky byly po
jejich inkubaci davkovany do jamek mikrostiikackou Hamilton pfedem vyplachnutou 6x
ethanolem a 6x destilovanou vodou. Po ukonceni davkovani vzorkt byla elektroforeticka vana
pfipojena ke zdroji napéti. Na zdroji byly nastaveny parametry (180 V, 400 mA, 45 min) a
nasledn¢ probihala vlastni elektroforeticka separace.

5. Barveni gelt pomoci stiibra

Po prob&hnuti gelové elektroforézy byly gely vyjmuty ze skel pomoci plastové Spachtle
a vlozeny do Petriho misek. Veskeré kroky barveni probihaly na orbitalni tfepacce pii
laboratorni teploté. Gely byly postupné inkubovany 30 min ve fixaénim roztoku, 30 min
Vv destilované vod¢, 30 min v 10% roztoku glutaraldehydu a 6x 10 min v destilované vod¢.

Pii poslednim promyti vodou byl pfipraven roztok amoniakéalniho stfibra. Do
Erlenmeyerovy banky (100 ml) bylo pipetovano 10,5 ml destilované vody, 700 ul roztoku
vodného amoniaku a 120 ul roztoku 9 M NaOH. K tomuto roztoku byl pipetovan roztok 20%
AgNO3z do vzniku svétle hnédého zabarveni. Poté byl tento roztok doplnén na objem 50 ml.
Gely byly 12 min inkubovany v tomto roztoku. Po uplynuti 12 minut byly gely promyty
destilovanou vodou a nasledné inkubovany ve vyvolavacim roztoku, dokud se nezacaly
objevovat obarvené pruhy. Poté byly gely pievrstveny ustalovacim roztokem.

6. Zéaznam obarvenych gell

Gely byly foceny na pfistroji pro zaznam geli ChemiDoc XRS+ s programem

ImageLab s nastavenymi parametry (Proteiny — barveni sttibrem, Bio-Rad Mini-PROTEAN

Gel, automaticka expozice). V tomto programu nasledovalo i pfislusné vyhodnoceni gelt.
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3.7 Polymerazova retézova reakce pro detekci miRNA (PCR)

Vvchozi material:

- roztok standardu oligo RNA 23-mer

- vzorky eluci z izolace oligo miRNA pomoci TiO2 materidlu ze séra
Postup:

1. Piiprava roztoka standardi:

Prace byla provedena v prostiedi bez RNas. Prace sroztoky probihala v UV
dekontamina¢nim boxu. Vychozi roztok standardu oligo RNA 23-mer o koncentraci
100 pmol/ul byl natedén 10 000x na vyslednou koncentraci 0,01 pmol/ul. Dal§im fedénim 5x
byl do zkumavky (0,2 ml) pfipraven roztok ST1 o koncentraci 0,002 pmol/ul. Ostatni standardy
pro kalibraci byly pfipraveny desitkovym fedénim vychoziho roztoku ST1. Bylo pfipraveno
celkem 5 standardu.

2. Reverzni transkripce (RT):

Do zkumavky (0,5 ml) byl pfipraven RT mix na 10 vzorki pipetovanim 43,7 ul PCR
vody; 1,995 ul RNase inhibitor, 20 U/ul; 15,75 ul 10x RT buffer; 10,5 pul MultiSbribe RT a
1,575 pl 100 mM dNTP. Zkumavka s RT mixem byla vortexovana a kratce centrifugovana. RT
mix 0 objemu 7 ul byl pipetovan k 5 ul vzorku (vzorky standardii, negativni kontrola DEPC-T
voda a vzorky eluci). Poté byly vSechny zkumavky kratce centrifugovany a byly k nim
pipetovany 3 ul primeru TagMan™ Micro RNA Assay. Zkumavky byly znovu vortexovany,
kratce centrifugovany a nasledné inkubovany 5 min na ledu. Vzorky byly vlozeny
do termocykleru TProfessional Basic Thermocycler, Biometra Ltd a byl spustén program pro
RT (krok 1: 16 °C, 30 min; krok 2: 42 °C, 30 min; krok 3: 85 °C, 5 min; krok 4: udrzovat teplotu
4 °C).

3. Kvantitativni PCR:

Pro kazdy vzorek bylo do zkumavky (0,2 ml) pipetovano 26,9 ul PCR vody; 35 ul
roztoku TagMan™ Universal PCR Master Mix Il; 4,66 pul produktu RT a 3,50 pl roztoku
obsahujiciho sondu TagMan™ Small RNA assay. Viech 10 zkumavek bylo kratce vortexovano
a centrifugovano. Do 0,2 ml zkumavek s plochym vickem pro PCR byly pfipraveny triplikaty
vSech vzorka v objemu 20 ul. Ptipravené zkumavky byly vlozeny do detektoru PCR reakce
RotorGene, RG-3000A, Corbett Research; a byl spustén program (krok 1: 95 °C, 10 min; krok
2: 40 cykl se stiidanim teplot; 95 °C, 15 s; 60 °C, 60 s; fluorescence zaznamenavana v kanalu

FAM). Vyhodnoceni dat probihalo v programu RotorGene.
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3.8 lzolace RNA z bunék pomoci ¢inidla TRIZol™

Pouzité roztoky:

- 75% roztok etanolu v DEPC-T vodé

Vvchozi material:

- buriky JURKAT, 3 x 10° buné&k (skladovani -80 °C)
Postup:

Vesker¢ prace probihaly v prostfedi bez RNas. Pracovni povrchy byly oSetfeny sprejem
proti RNasam. Voda byla autoklavovana nebo obsahovala ptidavek DEPC, tak aby byl
eliminovan vliv RNas na zkoumané vzorky.

V digestofi bylo do zkumavky s Cerstvé rozmrazenymi buiikami pipetovano 750 pl
TRIZol™ ¢inidla. Spickou pipety byl obsah zkumavky promichan a ponechan inkubovat 5 min
pii laboratorni teploté. K tomuto roztoku bylo pipetovano 150 ul chloroformu a zkumavka byla
vortexovana (2,5 min; nizké otacky) a centrifugovana (15 min; 13400 rpm; laboratorni teplota).
Ve zkumavce doslo k oddé€leni fazi roztokt.. VSechny centrifugace probihaly na centrifuze
Eppendorf MiniSpin.

Do zkumavky (1,5 ml) byla odebrana horni bezbarva faze. K horni fazi bylo pipetovano
375 ul isopropanolu a zkumavka byla inkubovana (10 min, laboratorni teplota). Po 10 minutach
byla zkumavka centrifugovana (10 min, 13400 rpm, laboratorni teplota). Supernatant byl
odebran do odpadu. Zkumavka s peletou RNA byla vlozena do koncentratoru (mod: V-AL,
teplota: 30 °C), kde byl odpafen zbytkovy supernatant.

Po ususeni bylo k peleté pipetovano 50 ul DEPC-T vody a zkumavka byla inkubovana
v termobloku (15 min, 850 rpm, 55 °C). Po inkubaci byl roztok pipetovan po 10 pl alikvotech
do 4 zkumavek (0,2 ml). Posledni 10 pl alikvot byl ponechan v piivodni zkumavce pro nasledné
méfeni Cistoty a koncentrace RNA pomoci UV/VIS spektrofotometru. Takto izolovana RNA

byla skladovana pfti -20 °C.

3.9 Meéreni Cistoty a koncentrace RNA pomoci UV/VIS spektrofotometru

Vvchozi material:

- produkt izolace RNA z bun&k pomoci TRIZolI™ ¢inidla

Postup:
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Nanokyveta 0,5 mm byla ocisténa pomoci bezprachovych ubrouskti a pro méfeni byly
pipetovany postupné 3 ul DEPC-T vody jako slepého vzorku a vzorku izolace RNA pomoci
TRIZol™ ¢inidla. Nanokyveta byla vlozena do spektrofotometru a s pomoci programu LabPro
Plus s parametry nastavenymi pro méfeni RNA byla zaznamendna absorbance vzorki.
V programu byla zobrazena ziskana data a zaroven vyhodnoceny poméry R (260/280) a R
(260/230) a vyslednd koncentrace RNA. Po méfeni byla nanokyveta opét vycisténa pomoci

bezprachovych ubrouski.

3.10 Izolace oligo miRNA pomoci TiO: materidlu

Pouzité roztoky:

- roztok vazebny a promyvaci: 100 mM CH3COONa, pH 4,40 (upraveno pomoci
6 M CH3COOH)

- roztok elu¢ni: 200 mM roztok NazHPOs, pH cca 9,2

- 80% roztok ACN s 0,1% TFA

- 5% roztok TFA

- zasobni roztok castic: TiO2 v 80% roztoku ACN s 0,1% TFA: 1 mg ¢astic TiO2 ve
25 pl roztoku

Nosice:
- Titansphere TiO (GL Sciences Inc, Tokyo, Japan)

Vvchozi material:

- roztok standardu oligo RNA 23-mer
- produkt izolace RNA z bun&k pomoci TRIZol™ ¢inidla

Postup:

1. Piiprava ¢astic TiO2:

Veskera prace probihala v prostfedi bez RNas. Pro kaZzdou izolaci byl pouZit 1 mg ¢astic
TiO2. Vsechny centrifugaéni kroky pro oddéleni ¢astic TiO2 od roztoku probihaly na centrifuze
Eppendorf MiniSpin 1 min, 3000 rpm pfi laboratorni teploté. K ¢asticim bylo pipetovano
500 pl promyvaciho roztoku a zkumavka byla inkubovana v termobloku (2 min, 1200 rpm,
37 °C). Poté byla centrifugovana a supernatant byl odebran do odpadu. Promyti bylo 2x

opakovano.
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2. Priprava roztoku vzorku:

Roztok byl piipraven pipetovanim produktu izolace RNA z bunék pomoci TRIZol™
¢inidla, roztoku standardu oligo RNA 23-mer a vazebného roztoku. Koncentrace izolované
RNA pomoci TRIZol™ ¢inidla byla 0,01 ng/ul a oligo RNA 23-mer byla 0,5 pmol/pl v roztoku
vzorku.

3. lzolace miRNA na ¢asticich TiOz:

K ¢asticim bylo pipetovano 200 pl roztoku vzorku. Zkumavka byla inkubovana v
termobloku (40 min, 1200 rpm, 37 °C). Zbytek tohoto roztoku byl ponechan jako ptvodni
vzorek (PV). Po inkubaci byla zkumavka centrifugovana a supernatant byl odebran do
zkumavky (0,5 ml) jako vazebna frakce (VF).

4. Promyti ¢astic TiO2 po vazbé:

K ¢asticim bylo pipetovano 500 pl promyvaciho roztoku a zkumavka byla inkubovana
v termobloku (3 min, 1200 rpm, 37 °C). Po inkubaci byla zkumavka centrifugovana a
supernatant byl odebran do odpadu. Promyti bylo 4x opakovano.

5. Eluce:

K ¢asticim bylo pipetovano 100 ul eluéniho roztoku a zkumavka byla inkubovana v
termobloku (10 min, 1200 rpm, 37 °C). Po inkubaci byla centrifugovana a supernatant byl
odebran do nové zkumavky (0,5 ml) jako 1. eluce (EL1.1). Pro druhou eluci byl postup eluce
opakovan za ziskani roztoku 2. eluce (EL 1.2). Ob¢ eluce byly okyseleny piidanim 30 pl 5%
TFA.

Optimalizace: Cas inkubace vzorku s ¢asticemi. V tomto protokolu je uveden optimalizovany

¢as 40 min.

3.11 Izolace oligo miRNA pomoci TiO: materidlu z bunék

Pouzité roztoky:

- roztok lyzaéni: 100 mM CH3COONa, 2% TRITON X-100, 0,1% DEPC, pH
neupravené, piiprava den pfedem

- roztok vazebny a promyvaci: 100 MM CH3COONa, pH 4,40 (upraveno pomoci
6 M CH3COOQOH)

- roztok eluéni: 200 mM roztok NaHPOg4, pH cca 9,2

- 80% roztok ACN s 0,1% TFA

- 5% roztok TFA
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- zasobni roztok castic: TiO2 v 80% ACN a 0,1% TFA: 1 mg c¢astic TiO2 ve 25 ul

roztoku
Nosice:
- Titansphere TiO (GL Sciences Inc, Tokyo, Japan)

Vvchozi material:

- roztok standardu oligo RNA 23-mer
- buiiky JURKAT, 10 x 10° bungk (skladovani -80 °C)

Postup:

1. Lyze bunék:

Prace byla provedena v prostfedi bez RNas. Pfi préci s buiitkami bylo do zkumavky
k bunikam pipetovano 260 pl lyza¢niho roztoku a roztok standardu oligo RNA 23-mer o
puvodni koncentraci 100 pmol/ul, tak aby jeho koncentrace v lyza¢nim roztoku byla 0,5
pmol/ul. Buniky ve zkumavce byly lyzovany (20 s vorteX, laboratorni teplota). Poté byl roztok
premistén do nové zkumavky (0,5 ml) a centrifugovan (10 min, 13400 rpm, laboratorni teplota).
Centrifugace probihala vzdy na centrifuze Eppendorf MiniSpin.

2. Precisténi RNA pomoci NaCl a isopropanolu:

Do zkumavky (0,5 ml) na analytickych vahach byl navazen NaCl a byl pipetovan
isopropanol. Koncentrace NaCl v isopropanolu byla 4 M. Bylo odebrano 230 pl roztoku
lyzovanych bungk, ktery byl pipetovan do zkumavky s NaCl a isopropanolem. Tato smés byla
nasledné vlozena do rotatoru (10 min; otacky 3,5; laboratorni teplota), kde s postupnym
rozpusténim NaCl doslo k oddéleni vodné a organické faze. Zbytek roztoku (30 ul) byl
premistén do zkumavky (0,2 ml) jako nepiecistény lyzat (NL).

3. Priprava castic TiOz:

Pro kazdou izolaci byl pouzit 1 mg ¢astic TiO2. VSechny centrifugacni kroky pro
oddéleni ¢astic od roztoku probihaly na centrifuze Eppendorf MiniSpin 1 min, 3000 rpm pfi
laboratorni teploté. Castice byly promyty 3x 500 ul promyvaciho roztoku.

4. Préce se vzorkem poO precisténi:

Zkumavka z rotatoru byla centrifugovana (30 s, 3000 rpm, laboratorni teplota) a horni
faze byla odebrana do odpadu. Mikrostiikackou Hamilton, pfedem vyplachnutou 6x ethanolem
a 6x autoklavovanou vodou, byla odebrana spodni faze do nové zkumavky (0,5 ml). Ta byla

okyselena pipetovanim 3,75 pul 6 M CH3COOH, kratce vortexovana a centrifugovana.
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5. Izolace miRNA na ¢asticich TiO2, promyti ¢astic TiO2 po vazbé a eluce:

Roztok odebrané spodni faze byl po okyseleni pipetovan v objemu 200 ul k ¢asticim
TiO2 a zkumavka byla inkubovana v termobloku (40 min, 1200 rpm, 37 °C). Po inkubaci byla
zkumavka centrifugovana a supernatant, odebrany do nové zkumavky (0,5 ml), byl uschovan
pro analyzu vazebné frakce (VF). Po vazbé¢ byly ¢astice promyvany 5x 500 pl promyvaciho
roztoku. Po poslednim promyti bylo k ¢asticim pipetovano 100 pl eluéniho roztoku a zkumavka
byla vlozena do termobloku (10 min, 1200 rpm, 37 °C). Po inkubaci byla zkumavka
centrifugovana a supernatant byl odebran a oznacen jako prvni elu¢ni frakce (EL1.1). Pro
druhou eluci (EL1.2) byl postup od piidani elu¢niho roztoku opakovan. Obé eluce byly
okyseleny pfidanim 30 ul 5% TFA.
Optimalizované parametry: ¢as lyze bun€k. Uvedeny ¢as 20 SV tomto protokolu je jiz

optimalizovany.

3.12 Odsoleni séra

Vvchozi material:

- lidské sérum

- roztok standardu oligo RNA 23-mer

Pouzité roztoky:

- 100 mM CH3COONa, 0,1% DEPC, pH 4,40 (upraveno pomoci 6 M CH3COOH)
Postup:

Prace byla provedena v prostiedi bez RNas. Do odsolovacich kolonek bylo do kazdé
pipetovano 750 pul roztoku 100 mM CH3COONa, 0,1% DEPC o pH 4,40. Poté byly kolonky
uzavieny a 10 s vortexovany. Bubliny uvniti roztoku byly odstranény klepnutim do kolonky.
Kolonky byly inkubovany ve stojanku (30 min, laboratorni teplota). Kolonkam byla sejmuta
vicka a byly vloZeny do sbérnych zkumavek. Ve sbérnych zkumavkach se nachazely dalsi,
pfedem navéaZené latky pfedstavujici SDS nebo GuSCN v mnoZstvi, aby dosahovaly potfebné
koncentrace SDS 1% a GUSCN 4 M po pievedeni filtratu z kolonky. Do kazdé¢ z kolonek bylo
pipetovano 50 ul séra a byly oteviené vlozeny do centrifugy (2 min, 3300 rpm, laboratorni
teplota). Po centrifugaci byly kolonky vyjmuty ze sbérnych zkumavek, kde se nachazela
odsolena séra v potfebnych vazebnych roztocich. Roztoky vzorkt pro postup kapitol 3.13 byly
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vytvoreny pipetovanim 329 ul odsoleného séra (nachazejici se ve vazebném roztoku) a 1,65 pl

roztoku standardu oligo RNA 23-mer.

3.13 lzolace oligo miRNA pomoci TiO> materialu ze séra

Pouzité roztoky:

- vazebny: 100 mM CH3COONa, 0,1% DEPC, 2% TRITON X-100, 2 M GuSCN,
pH 4,40 (upraveno pomoci 6 M CH3COOH)

- promyvaci 1: stejné slozeni jako vazebny

- promyvaci 2: 100 mM CHsCOONa, 0,1% DEPC, pH 4,40 (upraveno pomoci 6 M
CH3COOH)

- roztok eluéni: 200 mM roztok NazHPQOg4, pH cca 9,2

- 80% roztok ACN s 0,1% TFA

- 5% roztok TFA

- zasobni roztok ¢astic: TiO2 v 80% ACN a 0,1% TFA: 1 mg castic TiO2 ve 25 ul

roztoku
Nosice:
- Titansphere TiO (GL Sciences Inc, Tokyo, Japan)

Vvchozi material:

- roztok standardu oligo RNA 23-mer

- lidské sérum
Postup:

1. Ptiprava roztoku séra:

Prace probihala v prostfedi bez RNas. Sérum bylo pipetovano do vazebného roztoku a
Kk nasledné byl ptidan roztok standardu oligo RNA 23-mer. Sérum bylo v roztoku 10x natedéné
a koncentrace oligo RNA 23-mer ¢inila 0,5 pmol/ul ve vazebném roztoku.
2. Precisténi RNA pomoci NaCl a isopropanolu:

Do zkumavky byl na analytickych vahach navdzen NaCl, ke kterému byl pipetovan
isopropanol. Koncentrace NaCl v isopropanolu ¢inila 4 M. Z roztoku nafedéného séra bylo
odebrano 300 ul a pipetovano k NaCl a isopropanolu. Zbytek roztoku byl uchovan jako

neptecisténé sérum (NS). Poté byla zkumavka s roztokem, isopropanolem a NaCl vlozena do
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rotatoru (10 min; otacky 3,5; laboratorni teplota), kde s postupnym rozpousténim NaCl doslo
k oddé€leni vodné a organické faze.
3. Ptiprava ¢astic TiOz:

Pro kazdou izolaci byl pouzit 1 mg castic TiO2. VSechny centrifugaéni kroky pro
oddéleni ¢astic od roztoku probihaly na centrifuze Eppendorf MiniSpin 1 min, 3000 rpm pfi
laboratorni teploté. Castice byly 3x promyty promyvacim roztokem 1.

4. Préace se vzorkem po precisténi:

Po inkubaci v rotatoru byla zkumavka centrifugovana (30's, 3000 rpm, laboratorni
teplota) a horni faze byla odebrana do odpadu. Mikrostiikackou Hamilton, pfedem
vyplachnutou 6x ethanolem a 6x autoklavovanou vodou, byla odebrana spodni faze do nové
zkumavky (0,5 ml).

5. Izolace miRNA na ¢asticich TiO2, promyti ¢astic TiO2 po vazbé a eluce:

Tato spodni faze byla opét v objemu 200 ul pipetovana k ¢asticim TiO2 a zkumavka
byla inkubovana v termobloku (40 min, 1200 rpm, 37 °C). Zbytek spodni faze byl uschovan
jako precisténé sérum (PS). Po inkubaci byla zkumavka centrifugovana a supernatant, odebrany
do nové zkumavky (0,5 ml), byl uschovan pro analyzu vazebné frakce (VF). Po vazbé byly
¢astice promyvany 2x 500 pl a promyvacim roztokem 1, poté 3% 500 pl promyvacim roztokem
2. Po poslednim promyti bylo k ¢asticim pipetovano 100 ul elu¢niho roztoku a zkumavka byla
vloZena do termobloku (10 min, 1200 rpm, 37 °C). Po inkubaci byla zkumavka centrifugovana
a supernatant byl odebran a oznacen jako prvni elu¢ni frakce (EL1.1). Pro druhou eluci (EL1.2)
byl postup od ptidani elu¢niho roztoku opakovan. Obé eluce byly okyseleny piidanim 30 ul 5%
TFA.

Optimalizované parametry: prostiedi vazby miRNA na ¢astice TiO2. Uvedené roztoky v tomto

protokolu jsou jiZ optimalizované.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Gelova elektroforéza standardnich roztoki oligo RNA, koncentracni
fada roztoku standardu oligo RNA 23-mer

Pro pocatecni seznameni s metodou gelové elektroforézy a ovéfeni schopnosti touto
metodou detekovat oligo RNA o odlisnych délkach byla provedena gelova elektroforéza
roztokd standardi oligo RNA dosahujicich délek 10, 20, 23, 30 a 40 nukleotidi. Gelova
elektroforéza pro detekci nukleovych kyselin probihala vzdy v 20% polyakrylamidovém gelu
s 8 M mocovinou, jako standard byl pouzit marker Invitrogen™ Ultra Low Range DNA
Ladder. Vizualizace nukleovych kyselin probihala barvivem SYBR™ Green 11 RNA Gel Stain.
Odlisné pozice pruhti detekovanych standardi RNA viz Obrazek ¢. 16. vypovidaly o jejich
odli$nych délkach a jejich ucinné rozliseni bylo timto potvrzeno.

Pti dlouhodobém uchovavani v -20 °C dochézi postupné k urcitému rozpadu RNA, jak
1ze vidét na Obrazku €. 16. Nejvyraznéji mizeme vliv dlouhodobého skladovani pozorovat u
nejdelsiho testovaného oliga RNA o délce 40 nukleotidtl, kde kromé intenzivniho pruhu tohoto

standardu vidime i nékolik méné€ vyraznych pruhit RNA s odliSnou velikosti.

A—\

B\
G+ —

D./‘\—v

Er e

Fe

G+— . ;
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10 20 23 30 40

poéet nukleotidu

Obrazek €. 16: UREA-PAGE standardnich roztoki oligo RNA 10, 20, 23, 30 a 40 nukleotidi. M oznacuje marker
molekulovych hmotnosti, pismena predstavuji jednotlivé slozZky 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 oznaduji poc¢et para bazi.

Oligo RNA 23-mer (navrzena podle sekvence hsa-miR-18a) byla nasledn¢ zvolena jako
hlavni standard, ktery bude ve form¢ ptidavku ke vzorklim pied izolatnim procesem slouzit
k lepsi odezve na zmény v izolacnim protokolu a zajisti usnadnéni a urychleni optimaliza¢nich

krokd. Pro ovéteni schopnosti detekovat i nizsi koncentrace oligo RNA 23-mer touto metodou
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byla vytvofena a analyzovana koncentracni fada tohoto standardu gelovou elektroforézou
(Obrazek ¢. 17). Data z koncentra¢ni fady byla nasledné vyhodnocena pro ur¢eni spolehlivosti
ziskané kalibracni zavislosti.

Barvivo SYBR™ Green I RNA Gel Stain patii mezi nejvice citliva barviva pro detekci
RNA na gelové elektroforéze. Detekéni limit SYBR™ Green 11 RNA Gel Stain je od vyrobce
stanoven na 4 az 0,1 ng RNA na jeden pruh podle zvoleného zptisobu foceni a druhu gelu
(Molecular Probes, Inc., 2001).

Uvedené vysledky v Tabulce ¢. 4 potvrzuji schopnost této metody spolehlivé
zaznamenat miRNA do mnozstvi 3,6 ng na jeden pruh. Spolehlivost R? vytvofené kalibra¢ni
zavislosti predstavovala hodnotu 0,9654 (Graf ¢. 1). Kalibra¢ni zavislost byla vyhodnocena

jako spolehliva.

e

M 50 25 15 10 5 2,5 1 0,5 pmol

Obrazek ¢. 17: UREA-PAGE koncentra¢ni fady roztoku standardu oligop RNA 23-mer. M oznacuje marker
molekulovych hmotnosti @ hodnoty pmol oznacuji dané mnozstvi oligo RNA 23-mer v p¥islu$né jamce.

Tabulka ¢. 4: Data z UREA-PAGE koncentra¢ni fady roztoku standardu oligo RNA 23-mer

Koncentrace  oligo | Koncentrace  oligo | Plocha piku [Int]: Relativni
RNA 23-mer | RNA 23-mer [ng/10 kvantifikace [%]:
[pmol/10 plj: ul]:

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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¢ (pmol/10 pl)

Graf ¢&. 1: Kalibraéni k¥ivka standardu oligo RNA 23-mer
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4.2 Optimalizace ¢asu inkubace vzorku s ¢asticemi p¥i izolaci oligo
miRNA pomoci TiO: materialu

Pro potieby optimalizace byla nejdiive provedena extrakce RNA ze vzorku bun¢k
JURKAT (3 x 10°® bunék) pomoci komeréniho ¢inidla TRIZol™. Byly zméfeny hodnoty
absorbance na spektrofotometru pii specifickych vinovych délkach pro urceni koncentrace

RNA a zhodnoceni jeji Cistoty. Naméiena data jsou uvedena v Tabulce ¢. 5.

Tabulka & 5: Data ze spektrofotometrie produktu izolace RNA z bunék pomoci ¢inidla TRIZol™

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/ul): 230,4722

Pomér R (260/280 nm) dosahuje hodnot kolem 2,1, na zaklad¢ snizeni jeho hodnoty lze
usuzovat na kontaminaci proteiny. Hodnota R (260/280) u vysledku spektrofotometrie byla
2,16. Z toho muzeme usoudit, Ze RNA nebyla kontaminovana proteiny. Druhy pomér R
(260/230 nm) je citlivy indikator celé fady kontaminantt jako jsou proteiny, detergenty ¢i fenol.
Vyskytuji se u néj vyssi odchylky pti kontaminaci. Hodnoty pro dsDNA se pohybuji v rozmezi
2,3-2,4 a pro RNA v rozmezi 2,1-2,3 (Koetsier a Cantor, 2019). Hodnota R (260/230 nm) u
vysledku spektrofotometrie byla bohuZel vyznamné sniZena. Jelikoz byla pfedtim vylouc¢ena
kontaminace proteiny, jednalo se pravdépodobn¢ 0 kontaminaci slozkami pfitomnymi v ¢inidle
TRIZoI™, kterymi jsou zejména fenol a GuSCN (Simms a kol., 1993). Vzhledem k tomu, ze
tento vzorek je nasledné vyuZivan pro testovani izolace RNA, kde dochazi k dal§imu piecisténti,
nebyla tato pravdépodobna kontaminace déale zohlediiovana.

Ukolem této optimalizace bylo zkraceni ¢asu vazby miRNA na &astice TiO, které by
nepiedstavovalo vyrazné snizeni procentualni vytéznosti miRNA v elu¢ni frakci.

Na zaklad¢ zmétené koncentrace RNA bylo vypocteno potiebné mnozstvi pro vytvoieni
roztokt vzorki z izolované RNA pomoci TRIZol™ ¢inidla, oligo RNA 23-mer a vazebného
roztoku. Vazebny roztok mél slozeni 100 mM octan sodny s pH 4,40. Koncentrace izolované
RNA byla v roztoku vzorku 0,01 pug/ul a oligo RNA 23-mer byla 0,5 pmol/ul. Takto pfipraveny

roztok byl inkubovan s pfipravenymi Casticemi TiO2. Bylo piipraveno celkem 5 stejnych
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vzorkl a nasledné u nich byly voleny odlisné ¢asy inkubace. Celkem bylo testovano 5 Casu:
60 min (pivodni ¢as), 45 min, 30 min, 20 min a 10 min. Po inkubaci byly ¢astice promyty
promyvacim roztokem a oligo RNA 23-mer byla eluovana. Nasledné byla provedena gelova
elektroforéza pro detekci NK vzorkt z tohoto experimentu.

Vyhodnoceni ziskanych zaznamii geli probihalo v programu ImageLab. Byly oznaceny
jednotlivé pruhy oligo RNA 23-mer, které se nachazely v danych oblastech gelu na Obrazku ¢.
18, ¢erné ramce. Nasledné byla provedena relativni kvantifikace, kdy se oznacil pruh oligo
RNA 23-mer nachazejici se ve vzorku pivodni frakce. Byla mu nasledné piirazena hodnota
100 %. Ostatni pruhy, nachazejici se ve vazebnych frakcich ¢i elucich, byly hodnoceny
porovnavanim jejich intenzity S pruhem piedstavujicim 100 %. Jejich porovnanim byla ziskana
procentudlni hodnota v daném pruhu neboli vzorku. U vzorki eluci byla hodnota vynasobena
fedicim faktorem, ktery pfedstavoval hodnotu 0,65. Vyhodnoceni ostatnich experimentl
probihalo analogicky.

Z Obrazku ¢. 18 a Tabulky ¢&. 6, Experiment 1 vyplyva, Zze vyznamné&j$imu snizeni
procentualni vytéznosti RNA 23-mer v elu¢ni frakci dochazelo az od inkubaéniho ¢asu 30 min
a kratSiho. Zaroven bylo pozorovano zvysené mnozstvi RNA 23-mer ve vazebné frakci, coz
ukazuje, ze vazba miRNA nebyla dostate¢na. Na zaklad¢ téchto dat byl vybran ¢as 45 min, jako
nejleps$i pomér mezi casovymi naroky celé izolace a vytézkem RNA 23-mer. Pro potvrzeni
vhodnosti tohoto ¢asu byl experiment zopakovan a byly jiz zvoleny pouze ¢asy inkubace 60 min

(pro porovnani), 45 min a nové 40 min.
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Obrazek €. 18: UREA-PAGE optimalizace ¢asu inkubace vzorku s &asticemi 1. M oznacuje marker molekulovych
hmotnosti, PV1-5 jsou ptivodni frakce, VF1-5 jsou vazebné frakce, EL1.1-5.1 jsou prvni eluéni frakce a EL1.2-5.2 jsou
druhé eluéni frakce. Cervenym pismem je oznalen ¢as inkubace vzorku s ¢asticemi. Oblasti v ¢erném ramci oznaduji

pruhy oligo RNA 23-mer.
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Obrazek ¢. 190 UREA-PAGE optimalizace ¢asu inkubace vzorku s éasticemi 2. M oznacuje marker
molekulovych hmotnosti, PV1-3 jsou pivodni frakce, VF1-3 jsou vazebné frakce, EL1.1-3.1 jsou prvni elu¢ni
frakce a EL1.2-3.2 jsou druhé elué¢ni frakce. Cervenym pismem je oznaen ¢as inkubace vzorku s ¢asticemi.

79



Tabulka ¢. 6: Data z UREA-PAGE, optimalizace ¢asu inkubace vzorku s ¢asticemi

Nazev vzorku: Cas inkubace Vazebna frakce [%]: Elucni frakce [%]:
[min]:

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 ¢. 6, Experiment 2 obsahujici relativni kvantifikaci oligo RNA 23-mer ve
vazebnych a elu¢nich frakci podle sytosti jednotlivych pruht v gelech a z Obrazku ¢. 19
vyhodnocenych softwarem ImageLab vyplyva, Ze pii izolaci se zvolenym ¢asem 40 min jsme
dosahli relativni vytéznosti, kterd byla srovnatelnd s ostatnimi relativnimi vytéznostmi pfi
zvoleni delsich ¢asu inkubace, kterymi byly 60 a 45 min. Zkracenim ¢asu izolace dojde také
pravdépodobné i K ¢aste¢né minimalizaci pusobeni RNas. Na zakladé vysledki byl Cas

inkubace vychoziho roztoku s ¢asticemi TiO2 zkracen na 40 min.

4.3 Optimalizace ¢asu lyze bunék pfri izolaci oligo miRNA pomoci TiO:
materialu

Prvotnim tkolem byl test jiz zavedeného protokolu izolace miRNA pomoci ¢astic TiOz
z bun¢k. Test byl proveden z divodu ovéteni spravného fungovani ptiivodniho zptisobu lyze
bunék a pro potvrzeni fungovani izolace miRNA pomoci TiO2 €astic v daném prostiedi. Po
ovéfeni nasledné doslo k jeho optimalizaci. K buiikdm JURKAT (5 x 10° bunék) byl ptidan
lyzacni roztok obsahujici 100 mM octan sodny, 0,1% DEPC a 2% TRITON X-100. Dale byl
k bunikam pfidan roztok standardu oligo RNA 23-mer, tak aby mél koncentraci 0,5 pmol/ul
Vv lyza¢nim roztoku. Byl zvolen pivodni zptisob lyze bunék, ktery predstavoval 10 min inkubaci
pfi laboratorni teploté. Po lyzi bun¢k nasledovala centrifugace lyzatu z diivodu odstranéni
bunéénych zbytkd. Nasledné probihalo precisténi RNA za pomoci NaCl a isopropanolu. Toto
precisténi spocivalo v pieneseni lyzatu do zkumavky s NaCl a isopropanolem, zkumavka byla
nasledn¢ inkubovéana v rotatoru, po rotatoru byla zkumavka stoena a doSlo k oddéleni

jednotlivych fazi roztoku, jak je zndzornéno na Obrazku ¢. 20.
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\ Dolni faze (NK, véetnd RNA)

Obrazek ¢. 20: Znazornéni piedisténi RNA pomoci NaCl a isopropanolu, stav po centrifugaci

Po precisténi byla odebrana spodni faze, ktera byla nasledné pipetovana k ptipravenym
¢asticim TiO2, na kterych probéhla vazba miRNA, ktera byla néasledn¢ eluovana za pomoci

elué¢niho roztoku. Vzorky byly analyzovany pomoci gelové elektroforézy (Obrazek ¢. 21).
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Obrazek ¢. 21: UREA-PAGE (vlevo) a SDS-PAGE (vpravo) optimalizace ¢asu lyze bunék, seznameni s postupem. M
oznacuje marker molekulovych hmotnosti, SloZky 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 nepre¢iSténé lyzaty, PL1 a
PL2 jsou pieliSténé lyzaty, VF1 a VF2 jsou vazebné frakce, EL1.1 a EL2.1 jsou prvni elu¢ni frakce a EL1.2 a EL2.2
jsou druhé eluéni frakce.

Pro potvrzeni spravného fungovani bunééné lyze byl zkouman celkovy obsah RNA ve
vzorcich po probéhnuti bunécné lyze oznacenych jako nepiecisténé lyzaty (NL1 a NL2) viz
Obrazek ¢. 21 (vlevo). Z gelové elektroforézy vyplyva, ze RNA byla pfitomna, coz znaci
ucinnou lyzi bunék. Dale byl testovan protokol izolace miRNA na TiO: casticich a bylo
provedeno vyhodnoceni relativni vytéznosti oligo RNA 23-mer v eluénich frakcich.
Vyhodnocenim relativni kvantifikace bylo zjisténo, Ze vytézek této oligo RNA 23-mer
V eluc¢nich frakcich ¢inil 38,33 % a 46,33 %. Navic bylo zjisténo, ze vétSina dlouhych RNA
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zustava ve vazebné frakci. Eluéni frakce je tedy od dlouhych RNA ocisténa. Schopnost
spravného fungovani dil¢ich kroki tohoto izola¢niho protokolu byla timto potvrzena.

Dalsim ukolem bylo zjistit, jestli zkraceni doby lyze buné€k bude mit vliv na miru jejich
dezintegrace, a tedy i na obsah RNA v nepiecisténych lyzatech. Byl znovu proveden cely
izolaéni postup ze tfi vzorkd bun&k JURKAT (10 x 10° buné&k) stejnym zpiisobem, ale u
jednotlivych vzorkd byly zvoleny odlisné ¢asy inkubace pfi lyzi bunék. Jednalo se o Casy: 10

min (puvodni), 5 min a 20 s (za souc¢asného vortexovani).
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Obrazek €. 22: UREA-PAGE (vlevo) a SDS-PAGE (vpravo) optimalizace ¢asu lyze bunék. M oznacuje marker
molekulovych hmotnosti, NL1-NL3 jsou neprecisténé lyzaty, PL1-PL3 jsou precisténé lyzaty, VF1-VF3 jsou vazebné
frakce, EL1.1-EL3.1 jsou prvni elu¢ni frakce a EL1.2-3.2 jsou druhé elu¢ni frakce.

Znovu byl zhodnocen obsah RNA ve vzorcich neptecisténych lyzatd. Z uvedené gelové
elektroforézy NK na Obrazku ¢. 22 (vlevo) vyplyva, ze u obou vzorki, kde byl zvolen kratsi
Cas lyze bungk, byly bunky uspésné lyzovany. Na zakladé tohoto zjisténi byla zvolena jako
optimalni nejkratsi mozna doba pro lyzi buné€k, tedy 20 s za soucasné podpory lyze bunck
vortexovanim.

Obrazek ¢. 21 a 22 také obsahuji zdznamy proteinové elektroforézy SDS-PAGE (vzdy

vlevo). Na téchto gelech je mozné pozorovat, ze doslo k postupnému ocisténi vzorku od
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kontaminujicich proteinti. Zaroven je mnozstvi proteind v nepteciSténych lyzatech dalSim

dikazem spésné lyze bunck.

4.4 Optimalizace izolace mMiRNA pomoci TiO2 materialu ze vzorku
lidského séra

Metoda izolace miRNA ze séra pomoci TiO2 materialu byla jiz v minulosti testovana
Vv laboratofich imunochemie. Bohuzel kvuli sloZeni vzorku obsahujiciho velké mnozstvi
kontaminujicich proteint a kvali pfitomnosti RNas se nepodafilo provést izolaci
s uspokojivymi vysledky. Sledovana miRNA byla ve vzorku rozloZzena RNasami a nedochazelo
k vazbé miRNA na ¢astice TiO2. Proto bylo nutné tuto metodu izolace optimalizovat.

Ukolem této optimalizace bylo zamezeni ptisobeni RNas ve vzorku séra pridavkem
vybrané latky 0 jeji vhodné koncentraci, ktera by zaroven vytvarela spravné prostiedi pro vazbu
miRNA na ¢astice TiO2 a umoznila tak jeji izolaci. Dale bylo vhodné co nejvice odstranit
ptitomné proteiny ¢i jiné kontaminanty ve vzorku séra, které¢ nebyly zadouci pro néslednou
analyzu pomoci RT-PCR. Vybér, pouziti a ovéfeni funkénosti této latky byla stézejnim tkolem
této diplomové prace.

Vzorky pro jednotlivé experimenty byly pfipravovany smichanim vzorku lidského séra,
standardu oligo RNA 23-mer a vazebného roztoku o slozeni 100 mM octan sodny o pH 4,40.
Hodnota pH 4,40 byla u vazebnych a promyvacich roztoki vzdy dodrzovana. Sérum bylo ve
vzorku 10x nafedéné a koncentrace oligo RNA 23-mer byla 0,5 pmol/ul v daném vzorku.
Vzorek byl nasledné piecistén pomoci NaCl a isopropanolu. Byla odebrana spodni vodna faze,
kterd obsahovala pfeciSténou RNA ve vazebném roztoku. Tato spodni faze byla pipetovana
k ¢asticim, na kterych probéhla vazba oligo RNA 23-mer. Po vazbé nasledovalo odebrani
vazebné frakce a promyvani promyvacim roztokem o sloZzeni 100 mM octan sodny o pH 4,40.
Po promyti nasledovala eluce za pouziti elu¢niho roztoku.

Nejprve byla provedena izolace miRNA pomoci TiO2 materialu ze séra za pouziti
vazebného a promyvaciho roztoku o ptivodnim sloZeni bez optimalizace. Vazebny a promyvaci
roztok v tomto piipadé obsahoval pouze 100 mM octan sodny. Zaroven byla provedena i druha
izolace stejnym postupem, u které byl zvolen ptidavek latky do vazebného roztoku TRITON
X-100 a DEPC. Vazebny roztok mél v tomto ptipadé slozeni 100 mM octan sodny, 0,1% DEPC
a 2% TRITON X-100. Po piecisténi NaCl a isopropanolem a po vazb¢ nasledovalo opét
promyvani. V tomto piipad€ byly zvoleny dva promyvaci roztoky. Promyvaci roztok 1 mél

sloZzeni 100 mM octan sodny, 0,1% DEPC a 2% TRITON X-100 a promyvaci roztok 2
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obsahoval pouze 100 mM octan sodny a 0,1 % DEPC. Promyvacim roztokem 2 se ¢astice
promyvaly tésné pied eluci, aby se omezila pfitomnost detergentu TRITON X-100 a dalsich
pridanych latek ve vzorku elu¢ni frakce, ktera by nebyla vhodna pro ptipadnou analyzu pomoci
PCR.

Slozka DEPC ptisobi jako ochrana proti RNasam (Chomczynski a Sacchi, 2006).
Neiontovy detergent TRITON X-100 je schopny vazat se na proteiny, napiiklad na albumin a
solubilizovat je (Vlasova a kol., 2013). Proteiny se poté nachazi rozptyleny v roztoku a Ize je
snaze vymyt promyvacimi kroky.

Vzorky z téchto dvou izolaci byly analyzovany gelovou elektroforézou a mnozstvi oligo
RNA 23-mer ve vzorcich bylo vyhodnoceno relativni kvantifikaci. Porovndnim relativni
kvantifikace oligo RNA 23-mer ve vzorcich mezi obéma izolacemi, bylo usouzeno, ze u izolace
S pouzitim vazebného roztoku o slozeni 100 mM octan sodny, 0,1% DEPC a 2% TRITON X-
100 dochazelo k mirnému zamezeni rozkladu této RNA ve vzorcich. Na zakladé tohoto zjisténi
byl pro vSechny dal$i experimenty zvolen izola¢ni postup s upravenym sloZzenim promyvaciho
a vazebného roztoku: 100 mM octan sodny, 0,1% DEPC a 2% TRITON. Pro zvySeni relativni
vytéznosti bylo ovSem tieba provést dalsi optimalizace vazby.

V dal$im experimentu byl testovan vliv piidavku dodecylsulfatu sodného (SDS) do
vazebného roztoku, ktery byl zvolen z ddavodi jeho ochrannych ucinkd proti RNasam
(Chomczynski a Sacchi, 2006). Byl testovan v koncentracich: 0,5%; 1% a 2% SDS a jedna
izolace byla provedena bez SDS pro porovnani G¢inku jeho pfitomnosti. Vazebné roztoky u
jednotlivych izolaci obsahovaly 100 mM octan sodny; 0,1% DEPC, 2% TRITON X-100 a
testovanou koncentraci SDS. Nasledny postup byl analogicky jako u pfedchoziho experimentu.
Opét zde byly voleny i dva promyvaci roztoky jako v predchozim piipadé.

Na Obrazku ¢. 23 se nachazeji vysledky gelové elektroforézy z tohoto izola¢niho
experimentu. Na zaklad¢ viditelnych pruhd oligo RNA 23-mer ve vzorcich nepfecisténych,
precisténych sér a vazebnych frakcich gelu u izolacniho postupu s pouzitim 1% SDS a 2% SDS
viz Obrazek ¢. 23 vpravo, bylo uréeno, ze ptidavek SDS je vhodny pro ochranu miRNA proti
RNasam, coz ¢aste¢né spliiuje cil optimalizace. Dale byla u téchto dvou izolacnich experimenti
s 1% SDS a 2% SDS hodnocena relativni vytéznost oligo RNA 23-mer v elucnich frakcich
(vzorky oznaéené jako EL3.1 a EL4.1) a relativni obsah oligo RNA 23-mer ve vazebnych frakci
(vzorky VF3 a VF4) pro zhodnoceni dosazeni dalsiho cile optimalizace, ¢imz bylo vytvoieni
vhodného prostiedi pro izolaci.

Relativni kvantifikace byla vztazena ke vzorkim precisténych sér (PS1 a PS2), které

ptredstavovaly hodnotu 100 %. Na zakladé vysledkt uvedenych v Tabulce ¢. 7 bylo pozorovano
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vysoké zastoupeni oliga RNA 23-mer ve vazebnych frakcich a zaroven se vsak prakticky zadna
nenachazela v elu¢ni frakci. To znamend, ze SDS o koncentraci 1% a vysSi sice zabrani
rozkladu vzorku RNasami, ale zaroven potla¢uje vazbu miRNA na TiO; ¢astice. Proto byla

nutna dalsi optimalizace obménou této latky za vhodné;jsi.

(1=
(e

NS1 VF1 EL1.2 NS2 VF2 EL2.2 NS3 VF3 EL3.2 NS4 VF4 EL4.2
- PS1 EL1.1 PS2 EL24 - PS3 EL31 PS4 EL4.A1

bez SDS 0,5 % SDS M 1% SDS 2 % SDS

Obrazek ¢. 23: UREA-PAGE optimalizace prosti‘edi vazby miRNA na ¢astice TiO2, rizné koncentrace SDS. M oznaduje
marker molekulovych hmotnosti, NS1-NS4 jsou nepieci§téna séra, PS1-PS4 jsou precisténa séra, VF1-VF4 jsou vazebné
frakce, EL1.1-EL4.1 jsou prvni elu¢ni frakce a EL1.2-EL4.2 jsou druhé elu¢ni frakce.

Tabulka ¢&. 7: Data z UREA-PAGE, pridavek SDS, riizné koncentrace

Extrakce — isopropanol, octan, rizné koncentrace SDS:

Pridana latka a jeji | Vazebna frakce [%]: | Elu¢ni frakce [%]: Pozn.:
koncentrace:

1% SDS 94,79 19,85 ztrata ve VF
2% SDS 120,22 4,58 ztrata ve VF

Na zakladé¢ zjisténi, Ze SDS potlacoval vazbu v prostiedi 100 mM octanu sodného, 0,1%
DEPC a 2% TRITON X-100 jsme se pokusili zachovat jeho pfitomnost ve vazebném roztoku,
ale zménit podminky tak, aby byla vazba miRNA na TiO2 GspéSna.

Zméneéné podminky spocivaly v obméne octanu sodného ptitomného ve vazebnych a
promyvacich roztocich za MES a obméné isopropanolu potiebného pii precisténi RNA za
aceton. Prvni dvé¢ izolace probihaly pfi stejném slozeni vazebného a promyvaciho roztoku: 100
mM MES; 0,1% DEPC; 2% TRITON X-100. Vzorky ptipravené s timto vazebnym roztokem
byly nasledné ptecistény jeden pomoci NaCl a isopropanolu a druhy pomoci NaCl a acetonu.
Po precisténi nasledovala vazba na TiOz casticich, promyvani pomoci promyvaciho roztoku 1
o stejném sloZeni jako vazebny roztok a promyvani roztokem 2 o slozeni 100 mM MES; 0,1%

DEPC. Druhé dva vzorky byly pfipraveny analogicky jako ptredchozi dva, jen s tim rozdilem,
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ze vazebny roztok obsahoval ptidavek 1% SDS. Nasledn¢ byla provedena gelova elektroforéza
vSech ziskanych vzorki ze Ctyt izolaci. Bohuzel nebyla zaznamendna zména v uspésnosti vazby
miRNA na ¢astice nebo ve snizeni rozkladu RNA ve vzorcich.

Jelikoz ptechod na MES roztok jako zakladni slozku vazebného roztoku a na aceton pro
precisténi nebyl Gspésny bylo rozhodnuto, ze ptecisténi RNA ze séra bude probihat dale opét s
vyuzitim isopropanolu a jako zakladni prostiedi pro vazbu bude nadale 100 mM octan sodny.
Bude nutné tedy najit jiny vhodny inhibitor RNas.

Na zakladé reSerze byl zvolen piidavek GUSCN do vazebného a promyvaciho roztoku
v koncentraci 4 M. Jednalo se o latku ¢asto vyuzivanou pii extrakcich RNA (Tan a Yiap, 2009),
ktera denaturuje proteiny, tedy i RNasy a chrani tak RNA pied jejich u¢inkem (Jacobsen a kol.,
2011, Chirgwin a kol., 1979). Bylo tedy o¢ekavano, ze nedojde k rozkladu vzorku a zaroven
nebude ovlivnéna kvalita izolace miRNA na TiO; ¢asticich.

Mimo standardni postup izolace S GuSCN byl také zkouman vliv odsoleni vzorku pted
celym izola¢nim postupem, které bylo provadéno na odsolovacich kolonkach SPIN-Pure™ G-
25 COLUMNS. Odsoleni vzorku séra bylo provadéno z divodu odstranéni pfirozené se
vyskytujicich fosfati v séru (Haap a kol., 2006). Materialy na bazi TiO2 vykazuji vysokou
afinitu k fosfatové kostte RNA (Jimenez a kol., 2018) a obecné tedy k fosfatovym skupinam
(Tingholm a Larsen, 2016). Byl piedpoklad, ze fosfaty ptfitomné v séru soutézi spoleéné
s mMiRNA o vazebné misto na TiO> ¢asticich. Fosfaty timto brani ¢aste¢né nebo uplné vazbé
miRNA na ¢astice. Odsolenim se zbavime fosfatt a zabranime tak této fosfatové kompetici.
Odsolené sérum bylo upraveno tak, aby ve vysledném roztoku vzorku, ktery byl nasledné
pridavan k casticim byl bud 4 M GuSCN nebo 1% SDS a pro porovnani také vzorek bez
ptfidavku dalSich reagencii. Byly tak pfipraveny 3 typy vzorkl shrnuté v Tabulce €. 8.

(s
reer

NS1 VF1 NS2 VF2 N NS3 VF3 NS4 VF4
PS1 EL1 PS2 EL2 PS3 EL3 PS4 EL4

4 M GuSCN, bez odsoleni 4 MGuSCN, odsoleni M 1% SDS, odsoleni bez SDS, bez GuSCN, odsoleni

Obrazek ¢. 24: UREA-PAGE optimalizace prostiedi vazby miRNA na ¢astice TiO2, GuSCN, SDS, odsoleni. M oznacuje
marker molekulovych hmotnosti, NS1-NS4 jsou nepieci§téna séra, PS1-PS4 jsou preciSténa séra, VF1-VF4 jsou vazebné
frakce, EL1-EL4 jsou prvni elu¢ni frakce a druhé eluce z tispory ¢asu neprobihaly.
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Tabulka ¢. 8: Data z UREA-PAGE, piidavek 4 M GuSCN, 1% SDS a odsoleni

Extrakce — isopropanol, GuSCN, SDS, odsoleni:
Odsoleni: Pfidana latka a jeji | Vazebna Eluéni frakce | Pozn.:
koncentrace: frakce [%]: [%]:
X 4 M GuSCN 8,43 51,19
v 4 M GuSCN 5,46 53,36 rozlozeni v EL
N 1% SDS 98,48 8,20 ztraty VF
v bez SDS, bez 73,62 35,61 rozlozeni  ve
GuSCN vSech vzorcich

Z gelové elektroforézy viz Obrazek €. 24 bylo zjisténo, ze u vzorki ziskanych pti pouziti
izola¢niho protokolu modifikovaného pouze predchozim odsolenim dochazi k rozkladu
RNasami ve vSech vzorcich. Na zakladé toho byl tento postup zavrhnut. Nasledné byl hodnocen
ptidavek 1% SDS do vazebného roztoku s pfedchozim odsolenim. U izola¢niho postupu
s pouzitim ptidavku 1% SDS dochazelo ke znaénym ztratam oligo RNA 23-mer ve vazebné
frakei, jak jiz bylo zjiSténo diive pfi provedeni izolace se stejnym piidavkem bez odsoleni.
Odsoleni tedy nemélo na zlepSeni vazby vliv a zacalo se uvaZovat, ze fosfaty danou vazbu
miRNA na ¢astice TiO2 v tomto piipadé neblokuji.

Podle viditelnych pruhti oligo RNA 23-mer ve vzorcich nepiecisténého, pieéisténého
séra a eluce na Obrazku ¢. 24 u izola¢niho postupu s pouzitim pfidavku 4 M GuSCN bylo
usouzeno, ze tento piidavek je vhodny pro ochranu miRNA pied RNasami, coZ spliuje cile
optimalizace.

Dale byl hodnocen vliv odsoleni u téchto izola¢nich postupti se zvolenymi ptidavky 4 M
GUSCN. Pii porovnani relativnich vytézki RNA 23-mer v eluénich frakcich vyplyva, ze mirné
lepsiho relativniho vytézku bylo dosazeno u izola¢niho postupu s odsolenim. Pfi pohledu na
tento vzorek na gelu viz Obrazek ¢. 24 (vlevo) na vzorky elucnich frakci (EL2) byl tento pruh
RNA 23-mer izolované pii pouziti postupu s odsolenim na niz8i pozici nez u vzorku bez
odsoleni (EL1). Pruh byl také vice rozptyleny, coz znaci o nizké kvalité izolované oligo RNA
23-mer. Bylo usouzeno, ze zde dochazi k rozkladu RNasami. Tento rozklad byl pravdépodobné
zpusoben prodlouzenim ¢asu prace se vzorkem pfidanym odsolovacim krokem a RNasy mély

tak vice Casu tento vzorek rozlozit, coZz je nezddouci. Bylo rozhodnuto, Ze odsoleni nema
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vyrazny pozitivni vliv a jeho provadéni je nadbytecné. Pridavek latky do vazebného roztoku
splitujici vSechny dil¢i cile optimalizace byl GUSCN o koncentraci 4 M.

Cilem dal$iho experimentu byla optimalizace koncentrace ptidavaného GUSCN. Pro
toto ovétfeni byly zvoleny piidavky GuSCN do vazebného a promyvaciho roztoku o
koncentracich 4 M, 2 M a 1 M. Kazdy promyvaci a vazebny roztok tedy obsahoval 100 mM
octan sodny, 0,1% DEPC, 2% TRITON X-100 a zvolenou koncentraci GUSCN. Jako u
predchozich experimentti bylo provedeno precisténi pomoci NaCl a isopropanolu a nésledna
izolace miRNA na TiO; ¢asticich. Byla provedena gelova elektroforéza pro detekci NK pii
pouziti odlisnych koncentraci GuSCN, ktera je na Obrazku ¢. 25. (vlevo). Pro porovnani
uspésnosti vazby miRNA na TiOz ¢astice byly vyhodnoceny relativni vytéznosti oligo RNA
23-mer Vv elucnich frakcich a byla provedena relativni kvantifikace oligo RNA 23-mer i ve
vazebnych frakcich. Data jsou uvedeny v Tabulce ¢. 9.

Podle vyhodnocenych dat byly jako vhodné koncentrace piidavku GuSCN
vyhodnoceny 4 M a 2 M. U pouziti 2 M koncentrace GuSCN byla vazba miRNA na ¢astice
lepsi a dochdzelo k vyssi vytéznosti RNA 23-mer a to i pfesto, Ze porovnanim vzorki téchto
dvou variant koncentraci na gelové elektroforéze se zda, ze u pouziti koncentrace 2 M dochazi
u vzorku k vétSimu rozkladu RNA 23-mer nez u koncentrace 4 M. Poté se mize zdat, Ze je
procentudlni vytéznost v eluéni frakci u 2 M GuSCN vyssi, z divodu vyssiho rozkladu ve
vzorku (PS), ktery piedstavuje 100 % a ostatni frakce jsou k nému vztahovany.

Ptidavkem GuSCN do vazebného a promyvaciho roztoku bylo dosazeno cile
optimalizace. Oligo RNA 23-mer se ptestala ve vzorku rozkladat RNasami a diky vhodnému
prostiedi dochazelo k jeji vazbé na ¢astice TiO2 a k nasledné izolaci. Nejvhodnéjsi koncentraci
tohoto pifidavku byla koncentrace 2 M, kdy dochézelo k nejvyssi relativni vytéznosti v eluéni
frakci a knejmensim ztratdm ve vazebné frakci. Optimalizované slozeni vazebného a
promyvaciho roztoku bylo: 100 mM octan sodny, 0,1% DEPC, 2% TRITON X-100, 2 M
GuSCN.

Komplikaci zdistava, Ze u zvolenych koncentraci 4 M a 2 M nedochazelo k oddéleni fazi
v roztoku pti precisténi pomoci NaCl a isopropanolu, ¢imz dochazelo ke ztratdam RNA jesté
pted samotnou izolaci na TiO2 ¢asticich. U koncentrace 1 M sice k oddéleni fazi dochazelo, ale
tato koncentrace byla vyhodnocena jako nevhodna. Na eliminaci téchto ztrat pii precisténi

pomoci NaCl a isopropanolu by bylo dobré se v budoucnu zaméfit.
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Obrazek €. 25: UREA-PAGE (vlevo) a SDS-PAGE (vpravo) optimalizace prostéedi vazby miRNA na ¢&astice TiOz,
isopropanol, octan, rizné koncentrace GuSCN. M ozna¢uje marker molekulovych hmotnosti, NS1-NS6 jsou
nepreciSténa séra, PS1-PS6 jsou precisténa séra, VF1-VF6 jsou vazebné frakce, EL1-EL6 jsou prvni elu¢ni frakce a
druhé eluce z uspory ¢asu neprobihaly.
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Tabulka ¢. 9: Data z UREA-PAGE, razné koncentrace GuSCN

Extrakce — isopropanol, octan, rizné koncentrace GuSCN:
Pridavek specifické | Duplikat: Vazebna Elu¢ni frakce [%]: | Pozn.:
latky a jeho frakce [%]:
koncentrace:
1. 8,32 39,55
4 M GuSCN
2. 11,81 49,12
1. 5,03 72,52
2 M GuSCN
2. 5,56 68,16
1. 56,87 64,04 ztrata ve
1 M GuSCN
2. 36,20 50,89 VF

4.5 PCR elu¢nich frakci z izolace oligo miRNA pomoci TiO> materialu

Na zaklad¢ analyzy pomoci gelové elektroforézy vzorki séra s optimalizovanym
izola¢nim postupem pro izolaci miRNA s pouzitim ptidavkit GuSCN o koncentracich 2 M a
4 M jsme se rozhodly tyto vzorky analyzovat i na PCR. Byla zvolena metoda qRT-PCR, ktera
se bézné vyuziva pro detekci a kvantifikaci miRNA z divodu jeji vysoké citlivosti a specifity
(Gan a kol., 2011). Nevyhoda této metody spociva v tom, ze je nachylna k inhibici nékterymi
latkami ze vzorku, které mohou ovlivnit citlivost metody natolik, Ze dojde k falesné niz§im
nebo negativnim vysledkiim. Existuje cela fada PCR inhibitori a fadi se mezi né naptiklad
proteasy, detergenty, fenol a dalsi (Schrauder a kol., 2012). Proto je dilezité, aby ze vzorku
byly tyto kontaminanty odstranény b&hem piecisténi a izolace miRNA.

Analyza pomoci PCR byla zvolena pravé z divodu ovéfeni, zda je optimalizovany
1zola¢ni protokol kompatibilni s touto metodou detekce a nedochazi k ptipadné inhibici PCR.
Tato kompatibilita je dulezita pii pouziti optimalizovaného postupu izolace v realnych vzorcich
bez ptidavku standardu, kdy koncentrace miRNA je velmi nizka a je pro jeji analyzu nutna
citlivd metoda.

Nejprve byla vytvofena koncentra¢ni fada standardu oligo RNA 23-mer (vzorky
oznacené jako STI1-ST5). Tato koncentra¢ni fada byla zpracovavana spolu se vzorky eluci
stejnym zplisobem. Analyzovany byly eluc¢ni frakce obou duplikatid ziskanych zminénym
optimalizovanym izola¢nim postupem. Jednalo se 0 4 M GuSCN: vzorky rlar2a2 M GuSCN:

vzorky rl a r2. Negativni kontrolu piedstavoval roztok DEPC-T vody. Dale byla provedena
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reverzni transkripce vSech vzorkil i s negativni kontrolou. Z kazdého vzorku po reverzni
transkripci byl pfipraven smésny roztok, ktery obsahoval mimo jiné reagencie potiebné pro
PCR. Roztok byl pfipraven v trojnasobném mnozstvi a poté byl rozdélen pro kazdy vzorek na
triplikaty. Nasledovala samotna PCR vSech triplikati vzorkd. Prubéh PCR je zobrazen na
Obrazku ¢. 26.

Morm. Fluoro.
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Obrazek ¢. 26: Pribéh PCR

Nejprve byla vyhodnocena ziskana data z koncentraéni fady standardt oligo RNA 23-
mer viz Tabulka ¢. 10 ziskand metodou PCR. Byla vytvofena kalibra¢ni kiivka viz Graf €. 2
z naméfenych a zprimérovanych hodnot CT vztazenych ke koncentracim jednotlivych roztoka

z koncentraéni fady:

Tabulka ¢. 10: Data pro kalibraéni kfivku PCR

Oznaceni: Koncentrace Hodnoty CT | Primér hodnot CT +
standardu oligo RNA | v triplikatech: S (smérodatna
23-mer [fmol/pul]: odchylka):

ST1 . 2-10° 15,28 | 15,35 | 15,45 15,36 + 0,09
- B | 21071 19,96 | 19,95 | 20,04 19,98 + 0,05
BSE 2107 23,90 | 23,93 | 23,94 23,92 + 0,02
- s 2-10° 25,73 | 25,75 | 25,76 25,75 + 0,02
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Oznaceni: Koncentrace Hodnoty CT | Primér hodnot CT +
standardu oligo RNA | v triplikatech: S (smérodatna
23-mer [fmol/ul]: odchylka):

ST5 2-10* 27,49 | 27,43 | 27,45 27,46 + 0,03

Kalibracni kfivka PCR

. ..... 30

--------- Oii® 25

e @20

G y =-1,301In(x) + 17,404 15 ¢

R*=0,9502 10

5

0
0,0001 0,001 0,01 0,1

c (fmol/ul)

Graf ¢&. 2: Kalibraéni kiivka PCR

Z rovnice kalibracni kiivky a ze zprimérovanych hodnot CT vzorki byla vypoctena
koncentrace analyzovanych vzorkd viz Tabulka ¢. 11. Pouze u dvou analyzovanych vzorku
bylo mozné vyuzit hodnoty vSech 3 technickych replikati. V jednom piipad¢é nebyla platna

hodnota analyzovana viibec a v druhém ptipad¢ byla jedna hodnota pftilis§ rozdilna od druhych

dvou replikatt (oznaceno Cerveng).

Tabulka €. 11: Data, vyhodnoceni PCR

Oznaceni: Nameétené hodnoty CT | Primér hodnot | Priméma  koncentrace
V triplikatech: CT RNA 23-mer + s
+ s (smérodatna | [pmol/ul]:
odchylka):
NK - 36,18 | 36,53 | 36,36 + 0,25 3,10 - 101+ 0,59 - 10710
4 M GuSCN, r1 8,62 | 8,67 | 8,60 8,63+ 0,04 0,55 + 0,02
HN
4 M GuSCN, r2 11,05 | 9,75 | 9,88 9,82+ 0,09 0,22 + 0,02
HEE
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Oznaceni: Nameétené hodnoty CT | Primér hodnot | Primérna koncentrace
vV triplikatech: CT oligo RNA 23-mer + s
+ s (smérodatna [pmol/ul]:
odchylka):
2 M GuSCN, r1 - 7,71 | 8,42 8,07 + 0,50 0,88 +0,33
] ]
2 M GuSCN, r2 8,45 | 8,41 | 837 8,41+ 0,04 0,66 + 0,02

I tak se ve vSech vzorcich podatilo ptitomnost 0ligo RNA 23-mer prokazat i pies to, ze
se hodnoty vzorki nachazely mimo kalibra¢ni rozmezi a tim nebylo pfesné ureni koncentrace
vérohodné. K urceni pfesné hodnoty koncentrace by bylo potieba experiment zopakovat
S nafedénymi vzorky, coZ jiz z Casovych diivodi nebylo mozné. Z pohledu kvality je vSak
prukaz miRNA dostate¢né vérohodny, i vzhledem K jeji vysoké koncentraci ve vzorku, a
navrzeny postup izolace by bylo mozné pouzit pro izolaci miRNA z lidského séra i s naslednou
detekci pomoci PCR.

Dodateénym tkolem bylo porovnat ziskana data s daty ziskanymi pomoci gelové
elektroforézy z divodu ovéfeni spravnosti naméfenych PCR dat. Porovnavand data jsou

v Tabulce ¢. 12 oznaceny modre.

Tabulka ¢. 12: Porovnani PCR dat s daty z UREA-PAGE

Nézev vzorku: Koncentrace Koncentrace Koncentrace Relativni

oligo RNA 23- | oligo RNA 23- | oligo RNA 23- | vytéznost oligo

mer pted izolaci | mer po izolaci | mer po izolaci | RNA  23-mer

[pmol/ul]: [pmol/ul] — data | [pmol/ul] — data | [%] - data

z PCR: z UREA-PAGE: | z UREA-PAGE:
4 M GuSCN, r1 0,55 0,20 40
4 M GuSCN, r2 0,22 0,25 49
2 M GuSCN, r1 0s 0,88 0,37 73
2 M GuSCN, r2 0,66 0,34 68

Na zékladé¢ porovnani hodnot je ziejmé, Ze i ptesto, ze u PCR se jedna o odhad hodnoty

z dtivodu piilis vysoké koncentrace oligo RNA 23-mer v elu¢ni frakci vykazuji obé méfeni
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podobny trend. V porovnani 4 M GUSCN a 2 M GuSCN vychazi vyssi koncentrace, a tedy |
vytéznost u 2 M GuSCN. Tato koncentrace je tedy vhodnéjsi a byla zafazena do findlniho

optimalizovaného protokolu.

94



5 Zavér

Ukolem této prace byla optimalizace jiz zavedenych laboratornich metod pro izolaci
MIRNA z bunék ¢i ze séra za pomoci TiO2 ¢astic. Jednalo se vétsinou o zkraceni nékterych
inkubacnich kroku, které by nemélo vliv na Gcinnost provadéné izolace. Divodem zkraceni
inkubacnich krokti bylo urychleni prace se vzorky obsahujici RNA a tim sniZeni rizika rozkladu
vzorku RNasami.

Prvnim optimalizovanym krokem byla doba inkubace ¢astic se vzorkem obsahujicim
standard oligo RNA 23-mer a RNA izolovanou pomoci ¢inidla TRIzol™ z bun&éného lyzatu.
Tato doba ¢inila v ptivodnim protokolu 60 min. Nasledn¢ byly provedeny jednotlivé izolace
s pouzitim zkracenych c¢asi inkubace. Jednotlivé izolace byly nasledné mezi sebou
porovnavany s vyuzitim analyzy vzorkd na gelové elektroforéze. Na zakladé¢ vyhodnoceni
gelové elektroforézy relativni kvantifikaci byly ziskany hodnoty relativni vytéznosti izolace a
vyskytu oligo RNA 23-mer ve vazebnych frakcich. Z vysledka je ziejmé, ze minimalni dobou
nutnou pro inkubaci vzorku s TiOz ¢asticemi je 40 min. Tato doba nezpusobovala ztratu
miRNA prostfednictvim vazebné frakce, ke které dochézelo pii zvoleni kratSich ¢asii inkubace.

Dale byl optimalizovéan krok bunécné lyze pfi izolaci miRNA z buné¢k. Pivodni ¢as lyze

bunék byl 10 min. Zkoumalo se, jestli zkracenim doby lyze nedojde ke snizeni obsahu celkové
RNA ve vzorku. Bylo dokazano, Ze zkracenim této doby z 10 min na 20 s za soucasného
mechanického rozruSeni bunék pomoci vortexu, nemélo na obsah RNA ve vzorku Zadny
negativni vliv. Obé uvedené analyzy jiz znamenaji celkovou dobu uspory ¢asu o 30 min, coz
snizi moznost rozkladu miRNA RNasami v pribéhu izola¢niho procesu.
Castice TiO2 pii izolaci ze séra Sptridavkem oligo RNA 23-mer standardu. Z dtvodu
piitomnych RNas ve vzorku séra dochazelo ke znaénému rozkladu miRNA. Druhym
problémem byla nedokonala vazba miRNA na TiO2 ¢astice. Kvuli této nedokonalé vazbé a
rozkladu RNA RNasami nebylo témét mozné miRNA izolovat.

Na zéklad¢ téchto problému byly testovany latky o riiznych koncentracich, které se
ptidavaly k vazebnému a promyvacimu roztoku za ucelem zamezeni rozkladu miRNA ve
vzorku a zéaroven za Ucelem pozitivniho vlivu na vazbu. Nakonec optimalni ptidavek latky
predstavoval GUSCN o koncentraci 2 M. Ta na rozdil oproti koncentraci 4 M poskytovala vyssi
vytéznosti v elucni frakci. Pii pouziti pfidavku 2 M GuSCN ve vazebném a promyvacim
roztoku bylo mozné prokazat pfitomnost miRNA nejen pomoci gelové elektroforézy, ale i

pomoci PCR. Tim byla potvrzena uspésné izolace miRNA ze vzorku séra. BohuZel pomoci
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PCR analyzy se jiz nepodafilo tuto miRNA piesné kvantifikovat z diivodu pfili§ vysoké
koncentrace miRNA ve vzorku elu¢ni frakce, ktera piekrocila horni mez kalibra¢niho rozmezi.
Prikaz miRNA v elu¢ni frakci byl i pies to vérohodny, pouze pro piesné uréeni koncentrace by

bylo vhodné tuto zavére¢nou analyzu zopakovat, coz jiz v naSem piipadé nebylo mozné.
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