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Abstrakt
Ribonukleové kyseliny (RNA) jsou molekuly s riznymi funkcemi, které hraji

zivotné dulezitou roli v ¢innosti a fyziologii buné€k, jako je pienos genetické informace
z DNA do proteinu, regulace genové exprese, anebo katalyza raznych dilezitych
biochemickych reakci. Izolace RNA je primarnim krokem ftady preparativnich a
analytickych metod, které jsou dilezit¢ v diagnostice mnoha dédi¢nych poruch a
nadort, virovych a bakteridlnich chorob. RNA lze izolovat z jakéhokoli biologického
materidlu, jako jsou Zivé nebo konzervované tkang€, bunky nebo virové cCastice. V
soucasné dobé existuje mnoho specializovanych metod, které lze pouzit k extrakci
¢istych molekul RNA.

Hlavnim cilem této bakalaiské prace bylo nalezeni optimdlnich metodickych
postupi, které by poskytly vhodné mnozstvi kvalitni RNA pro nasledujici analyzu
relativni genové exprese. Byly porovnany metody izolace celkové RNA za pouziti
konzervativniho postupu fenol-chloroformové extrakce, tak i riznych komer¢nich sad.
Dale byla porovnana Cistota a koncentrace izolované RNA. A nakonec byly porovnany
rizné podminky studia integrity pomoci horizontalni agarosové elektroforézy za pouziti
komer¢nich barviv. Taktéz studie zahrnovala srovnani kvality izolované RNA
v zavislosti na zplsobu homogenizace tkan€¢. Homogenizace za pouziti mikrotloucku
vykéazala nejvy$si hodnoty koncentrace izolované RNA. Bylo zjiSténo, ze nejvyssi
vytézky vykazuje sada Direct-Zol RNA Miniprep plus (Zymo Research). Metoda
piecisténi RNA pomoci silikatovych kolonek za pouziti NucleoSpin RNA Clean-up
(Macherey-Nagel) nebyla G¢inna a zpiisobila dalsi zneciSténi RNA nizkomolekularnimi
latkami. Pro pfipravu agarosového gelu s nasledujicim barvenim vzorkl poskytl
kontrastnéj$i obrazek a nejlepsi ostrost prouzki 28S a 18S rRNA komer¢ni dostupné

tablety MIDORI, které obsahuji barvivo MIDORI Green.

Klicova slova: RNA, izolace RNA, horizontalni agarosova elektroforéza



Abstract

Ribonucleic acids (RNA) are the molecules with various functions that plays a
vital role in the activity and physiology of cells, such as the transfer of genetic
information from DNA to proteins, regulation of gene expression and the catalysis of
various important biochemical reactions. Purification of RNA is the primary step of a
number of preparative and analytical methods, important in diagnostics of many
inherited disorders and tumours, viral and bacterial diseases. RNA can be isolated from
any biological material such as living or conserved tissues, cells or virus particles.
Currently, there are many specialized methods that can be used to extract pure RNA
molecules.

The main goal of this bachelor thesis was to find optimal methodological
procedures that would provide a suitable amount of high quality RNA for the
subsequent analysis of relative gene expression. In the present work we studied methods
for isolation of total RNA using conservative phenol-chloroform extraction procedure
as well as various commercial kits. Furthermore, purity and concentration of isolated
RNA were control spectrophotometrically. Finally, different conditions for studying the
integrity of isolated RNA by horizontal agarose electrophoresis using commercially gel
dyes were compared. The thesis also included a comparison of the quality of the
isolated RNA depending on the method of tissue homogenization. Homogenization
using a microbead showed the highest values of isolated RNA concentration. The
highest quality results were observed using the commercial kit Direct-Zol RNA
Miniprep plus Kit (Zymo Research). The method of RNA purification with silica
columns using NucleoSpin RNA Clean-up (Macherey-Nagel) was not effective and
caused contamination of RNA with low molecular weight substances. The
commercially available MIDORI tablets, which contain MIDORI Green dye, provided a
more contrasting image and the best sharpness of the 28S and 18S rRNA bands.

[IN CZECH]

Keywords: RNA, isolation of RNA, horizontal agarose electrophoresis
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Seznam pouzitych zkratek

araC arabinocytidin

ATP, ADP adenosintrifosfat, adenosindifosfat

Ay absorbance pti vinové délce x nm

bp bazové pary (z ang. base pair)

c molarni koncentrace

cDNA komplementarni deoxyribonukleova kyselina, z
angl. complementary deoxyribonucleic acid

dA deoxyadenosin

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP dioxynukleotidtrifosfat

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

kbp tisic para bazi

Mbp milion part bazi

miRNA microRNA

mRNA medidtorova RNA (z angl. messenger RNA)

ncRNA nekodujici RNA (z angl. non-coding RNA)

PCR polymerasova fetézova reakce (z angl.
polymerase chain reaction)

gPCR kvantitativni polymerazova fetézcova reakce,
z angl. quantitative polymerase chain reaction

RNA ribonukleova kyselina

rRNA ribosomalni RNA

RT-qPCR kvantitativni polymerdsova fetézova reakce
s reverzni transkripci (z angl. quantitative reverse
transcription PCR)

siRNA malé interferujici RNA (z angl. small interfering
RNA)

snoRNA malé jadérkové RNA (z angl. small nucleolar
RNA)

snRNA malé jaderné RNA (z angl. small nuclear RNA)

TRIS tris(hydroxymethyl)aminomethan
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tRNA

uv

v/v

WC parovani bazi

w/vV

transferovd RNA

ultrafialové zaieni
objem/objem

Watson-Crickovo parovani bazi

hmotnost/objem



1. Uvod

Az donedavna byla ribonukleova kyselina (RNA) ve srovnani s deoxyribonukleovou
kyselinou (DNA) ptehlizena. Nyni je zndmo, Ze RNA hraje mnohem vice funk¢nich roli
a je zodpovédna za mnoho zékladnich biologickych procesti. V poslednich 30 letech
byla RNA pfedmétem aktivniho vyzkumu — v roce 1989 ziskali profesor Thomas R.
Cech a Sidney Altman Nobelovu cenu za objev katalytické funkce RNA [1], v roce
1993 ziskali Richard J. Roberts a Phillip A. Sharp Nobelovu cenu za objev sestiihu [2],
v roce 2006 ziskali Andrew Z. Fire a Craig C. Mello Nobelovu cenu za objev
interference RNA [3] a v roce 2009 ziskali Venkatraman Ramakrishnan, Thomas A.
Steitz and Ada E. Yonath Nobelovu cenu za studium struktury a funkce ribosomi [4].
Vsechny tyto objevy zatim odhalily, ze RNA je skutecné pozoruhodna molekula, jejiz
vyzkum vedl k mnoha dilezitym biologickym objevim pfi studiu genové exprese. Ale
kazdy aplikovany vyzkum vyzaduje Cist¢ a nedegradované molekuly RNA, jejich
izolace a cisténi jsou vSak kritickymi kroky kviili snadné degradovatelnosti RNA.
Soucasné techniky izolace a ciSténi molekul RNA maji stdle nékolik omezeni a

pozadavkd, které byly prozkoumany v této bakalaiské praci.

1.1 Nukleové kyseliny

Zivot organismu je zcela pod kontrolou genetické informace, ktera ovlada
pribéh vSech Zivotnich procest. Genetickd informace je v podstaté souborem dat, ktery
definuje veskeré vlastnosti organismu. Je uchovdna a prendSena makromolekulami
nukleovych kyselin. Nukleové kyseliny jsou dlouhé polymery, které se skladaji
z monomertt zvané nukleotidy. Razné nukleové kyseliny mohou mit piiblizn¢ od 80
nukleotid, jako v tRNA, az po vice nez 108 parti nukleotidli v jednom eukaryotickém
chromozomu [5]. Jednotkou velikosti nukleové kyseliny je par bazi (pro dvouvldknové
druhy) nebo baze (pro jednovlaknové druhy). Obecné se pouziva zkratka bp (angl. base
pair), stejn¢ jako vétsi jednotky Mbp (milion parti bazi) a kbp (tisic part bazi).

Podle sloZeni nukleové kyseliny se déli na DNA (angl. deoxyribonucleic acid —

deoxyribonukleova kyselina) a RNA (angl. ribonucleic acid — ribonukleové kyselina).



1.2 Nukleosidy a nukleotidy

Nukleotidy se skladaji z cukerné slozky, dusikaté heterocyklické baze a
fosfatového zbytku. Dusikaté baze se dé€li na purinové (adenin, Ade; guanin, Gua) a
pyrimidinové (cytosin, Cyt; thymin, Thy; a uracil, Ura) (viz Obr.1). Pyrimidinové baze
mohou se vyskytovat ve dvou tautomernich formach (laktimové a laktamova forma).
Cukerné slozka, 2-deoxy-D-ribosa nebo D-ribosa, v cyklické formé je spojena pomoci
N-glykosidové vazby na prvnim uhliku pentézy sjednou z bazi za vzniku péti
zakladnich nukleosidt: adenosinu (Ado), guanosinu (Guo), cytidinu (Cyd), thymidinu
(dThd) a uridinu (Urd). Pokud 5°-hydroxylova skupina cukerné sloZky je fosforylovana,
z nukleosidu se stane nukleotid. Nukleotid je nejen stavebnim kamenem DNA a RNA,
ale také hraji dulezitou roli v energetickych a informacnich intracelularnich procesech.
Naptiklad, derivaty adenosinu, adenosintrifosfat (ATP) a adenosindifosfat (ADP), pfi
rozkladu uvolnuji velké mnozstvi energie, kterd se vyuziva téméi ve vSech typech
bunécnych pochodu, jako vnitrobunécny transport, tvorba proteinu ¢i syntéza RNA.
Krom¢ zakladnich nukleosidi existuje fada pfirozené¢ se vyskytujicich a chemicky
syntetizovanych nukleosidl, které maji vyznamnou protinddorovou aktivitu, napf.
arabinocytidin (araC) a deoxyadenosin (dA), které se pouzivaji pro systémovou 1écbu

akutni lymfoblastické leukemie [6][7].

NH, NH, 0
N~ SN (J\ P\.H SNH
4 - 4 .
iwj:-ﬁ < 3k, ol
H H H H ILli
Adenin Guanin Cytosin  Thymin  Uracil

Obr.1 Struktury péti hlavnich purinovych (adenin, guanin) a pyrimidinovych bazi
(cytosin, thymin, uracil) nukleovych kyselin v jejich dominantnich tautomernich
formach. Vytvofeno v ChemSketch.

1.2.1 Vlastnosti nukleotidu a nukleosidu

Chemicka struktura bazi umoziuje stabilizaci dvou vldken pomoci vodikovych

mistkd mezi komplementarnimi pary bazi: adenin se vaze s thyminem (v DNA) nebo
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uracilem (v RNA) dvéma vodikovymi vazbami, mezi guaninem a cytosinem se
vytvareji tfi vazby. Prvni vazba se vytvaii mezi NH, skupinou adeninu, ktery je navazan
na Sesty uhlik a ketoskupinou thyminu (uracilu), ktery je navazan na Sesty uhlik. Druha
vazba je mezi NH' skupinou thyminu (uracilu) a N' adeninu. Mezi guaninem a
cytosinem se vazby vytvafeji stejnym zplsobem (viz Obr.2). Tohle parovani bazi
poprvé popsali Watson a Crick a nazyva se také kanonické.

Elektronegativni atomy O a N s volnymi pary, které se nachdzeji v dusikatych
bazich, jsou potencialnimi akceptory vodikové vazby. Atomy vodiku pfipojené k velmi
elektronegativnim atomiim jako O a N maji silny castecny kladny naboj a jsou

potencidlnimi donory vodikovych vazeb [8].

BAZE
pyrimidinové purinové
(0] —NH
" 6 N— N .
uracil ls 1 7\ adenin
TEQ L
N o)
(0]

Obr.2 Schematické znadzornéni parovani komplementarnich part bazi. Z levé strany jsou
pyrimidinové baze (uracil, thymin, cytosin), z pravé strany jsou purinové baze (adenin,
guanin). Carkovanymi edymi &arami jsou ozna¢eny vodikové vazby mezi jednotlivymi
dvojicemi bazi DNA (RNA). Pfevzato z [9].

Ve srovnani s kovalentnimi vazbami s dobie definovanou délkou, silou a orientaci
jsou vodikové vazby 20 az 30-krat slabsi Error: Reference source not found, a proto

jsou nachylnéjsi k ohybani a protahovani, coz vede k jeji strukturni variabilité.
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1.3 Ribonukleova kyselina

Ribonukleova kyselina (RNA) je molekula s riznymi funkcemi, ktera hraji
zivotng dulezitou roli v ¢innosti a fyziologii bun¢k. Kromé pienosu genetické
informace z DNA do proteinu, mize RNA katalyzovat rGzné dulezit¢ biochemické
reakce, jako translace RNA nebo syntéza tRNA. Neékteré RNA, zname jako
,riboswitches®, mohou regulovat exprese genil prostiednictvim zmén jejich konformaci
v reakci na zménu v bunééném prostiedi Error: Reference source not found.

V bunkéch organismu existuji rizné typy RNA, které se li§i svou strukturou a
funkci. Diive se RNA dé&lily na ribosomdlni RNA (rRNA), transferovou RNA
(tRNA) a mediatorovou RNA (mRNA, z angl. messenger — posel). Aktualnéjsi
rozdéleni RNA je na kédujici (mRNA), kterd zajistuje prenos genetické informace z
DNA na bilkoviny, a nekodujici RNA (ncRNA z angl. non-coding). Nekodujici RNA
zahrnuje rRNA a tRNA, ale 1 fadu menSich ncRNA, jako miRNA (z angl. microRNA),
snRNA (malé jaderné RNA, z angl. small nuclear RNA), snoRNA (malé jadérkové
RNA, z angl. small nucleolar RNA) a siRNA (malé interferujici RNA, z angl. small
interfering RNA). Nicmén¢ analyza genové exprese je zalozena vyhradné na mRNA

[10].

1.3.1 Struktura a vlastnosti RNA

Molekula RNA se skladd z polynukleotidového vlakna, které ma 4 typa
nukleotidl. Kostru nukleotidl tvoti sacharid ribosa stfidajici se s fosfatovou skupinou.
Na tuto kostru jsou navazany dusikaté baze (adenin, cytosin, guanin a uracil). Tyto baze
jsou planarni a se komplementarné paruji skoro vzdy stejnym zptisobem podle Watsona
a Cricka (kanonické parovani bazi).

Existuji vSak i nekanonické moznosti parovani bazi, které jsou nedilnou Casti
struktury RNA a umoziuji sbaleni RNA do sekundéarni struktury [12]. Nazyvaji se
podle svého objevitele Hoogsteenovym parovanim a vznikd bud® mezi
nekomplementdrnimi bazemi nebo komplementarnimi, ale v jinych polohach.
Naptiklad, nejbéznéjsi parovani je G-U (angl. G-U wobble pair), které ma skoro stejnou
termodynamickou stabilitu jako standardni A-U parovani Error: Reference source not

found[11], ale jsou rozpoznatelné pro proteiny a jiné RNA.
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Pro popis vazeb mezi jinymi hrany purinovych a pyrimidinovych bazi byla
zavedena urCita aproximace. Kazdou bazi lze ptedstavit jako pravouhly trojuhelnik,
jehoz piepona reprezentuje tzv. Hoogsteenovu hranu (angl. Hoogsten edge), a odvésny
tvoifi Watson-Crickovu hranu (angl. Watson-Crick edge) a hranu cukru (angl. sugar
edge) (viz Obr.3) [12].

BUERIY BAOYLID-UOSIEM

— Hrana cukru —

I— EUBIY BAOXIIID-UOSIEAN

‘= Hrana cukru

eUBIY BAOYI1ID-UOSIEAN
euely BAOX}ILID-UOSIEM

.

— Hrana cukru
— Hrana cukru —

Obr.3 Chemicka struktura ¢tyt bazi nukleovych kyselin (A — adenin, U — uracil, G —
guanin, C — cytosin) znazornujici Hoogsteenovu hranu (angl. Hoogsten edge), Watson-
Crickovu hranu (angl. Watson-Crick edge) a hranu cukru (angl. sugar edge). Pievzato z
[12].

Vsechny tii okraje mohou fungovat jako interagujici okraje a kazdy z nich mtize
potencialné tvofit vodikovou vazbu s kterymkoli z téchto tfi okrajii jiné baze. S ohledem
na orientaci glykosidové vazby miize byt vazba cis nebo trans. Kombinace interakci
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ruznych okrajii a orientace mezi riznymi dvéma bazemi tvoii 12 typl parovani bazi (viz

Obr.4).

. - -
r P -

Cis 2 [ : b A
A o 3 P :

trans

Obr.4 12 typli moznych parovani bazi v molekule RNA. Nahote jsou znazornény cis
(¢erné plnéné znacky) konformace, dolu jsou znazornény trans (Sedé, neplnéné znacky)
konformace. Kruh znazoriuje Watson-Crickovu hranu, ¢tverec znazornuje
Hoogsteenovu hranu a trojuhelnik znazornuje hranu cukru. Prevzato z [12].

Dalsi véc, kterd urcuje tvar RNA a odlisuje ji od DNA je struktura sacharidu.
Molekula ribosy neni plandrni a muize zaujmout nékolik konformaci. NejbéZnéji
pozorované struktury jsou tzv. ,,3-endo®, kterd je nejCastéji zastoupena u RNA a ,,2-
endo®, ktera je nejcast&ji zastoupena u DNA. U ,3-endo konformace C* atom mifi

dovnitt k roving baze (viz Obr.5b, str. 15). Disledkem toho je mensi vzdalenost mezi
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fosfaty, nez u ,,2-endo* konformace — jen 5,9 Angstromi. U ,,2-endo* konformace je
atom C? posunuty blize k bazi, coz zpusobuje vet$i vzdalenost mezi fosfaty — 7
Angstromii (viz Obr.5a) [13]. Kviili tomu dvouSroubovice DNA je protahlejsi nez

dvousroubovice RNA.

N7

Ng
cz

c1

a) b)

Obr.5 a) “2-endo” konformace ribosy v struktufe guanosinu, b) “3-endo” konformace
ribosy v struktufe guanosinu. Pfevzato z [13].

Piestoze RNA a DNA maji skoro stejné chemické slozeni, hodné se lisi
celkovou strukturou, coz ma vliv na jejich funkci. Primarni funkci DNA je uchovavani
genetické informace, coz spliiuje jeji dvousroubovicova struktura. Zatimco RNA je
molekula, kterd je schopna sbalit se do dvojrozmérné nebo trojrozmérné struktury
stejnym zpusobem jako z primarni sekvence aminokyselin vznika protein. Tato
schopnost umoziiuje RNA i jiné funkce nez prepis genetické informace z DNA do
proteinu, muze mit také strukturni a katalytickou funkci.

Struktura RNA je popsdna pomoci pojmi, které se pouZzivaji pii popsani
struktury bilkovin: primarni, sekundarni a terciarni struktura.

Primarni struktura se sklada z linearni sekvence nukleotidi RNA. Na rozdil od
proteini, které ve vétSiné pripadt funguji jen pifi spravném sbaleni, linearni sekvence
RNA maé nekolik dillezitych funkci. Naptiklad, mRNA musi byt rozbalena pro piepis
genetické informace pfi translaci [14].

Sekundarni struktura RNA je tvofena kratkou pravotocCivou dvousroubovici
s antiparalelnimi vldkny, kterd je stabilizovana patrovymi interakcemi a vodikovymi
vazbami, a nesparovanymi regiony jako jednovldknové oblasti (angl. single stranded
region), vlasenka (angl. hairpins), vyduté oblasti (angl. bulges) atd. [15] (viz Obr.6, str.
16).
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a) Dvousroubovice b} Jednovlaknové oblasti

H

c) Vlasenka d) Vyduté oblasti

Obr.6 Zjednodusené zobrazeni elementt sekundarni struktury molekuly RNA: a)
dvousroubovice, b) jednovlaknové oblasti, ¢) vlasenka, d) vyduté oblasti. Pfevzato z

[11].

Narozdil od DNA, jejiz dvoufetézcova struktura mize nabyvat mnoha forem, je
dvouretézcova struktura RNA diky pfitomnosti ribosy misto deoxyribosy omezena jen
na dvé pravoto¢ivé formy A a A". A-forma obsahuje 11 bp na jednu otacku a A'-forma
obsahuje 12 bp [16]. Obé A-formy se vyznacuji hlubokym velkym zlabkem (angl.
major groove) a plochym malym zldbkem (angl. minor groove), proto RNA
dvousroubovice piijima formu, kterd ma Sir$i a vice plochy tvar, na rozdil od DNA,
kterd nejcastéji zaujimd B-formu. Tento rozdil je zajiStén piitomnosti hydroxylové
skupiny a pomahé proteiniim a ligandiim rozpoznat, jestli to je DNA nebo RNA.

Nejznaméj§im ptikladem sekundarni struktury je tRNA, ktera ma
charakteristicky tvar jetelového listu, jehoz tii listy tvofi tfi vlasenkové struktury.

Interakce mezi dvéma nebo vice prvky sekundarni struktury vede k vzniku
terciarni struktury. To miZe byt interakce mezi nesparovanymi regiony a smyckami,

spojovani né¢kolika dvousroubovic atd.

1.3.2 Stabilita RNA

Diky tomu, ze G-C par je vazan tfemi vodikovymi mustky, zatimco A-T par dvéma,
RNA s vys$im obsahem G-C pari je stabilnéjsi, nez RNA s vyS$im obsahem A-T.
Vodikové vazby vyznamné nestabilizuji RNA, stabilitu RNA predevSim zajiStuji
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patrové interakce neboli ,,stohovani bazi*“ (angl. base stacking). Patrové interakce jsou
typem nekovalentni vazby, kde baze jsou uspotadany vodorovné nad sebou, coz vede k
interakci jejich m elektronu.

Kovové¢ ionty jsou nezbytné pro ucinné skladani RNA, stabilitu a rtizné biologické
funkce. Konkrétn¢ mize byt kladny naboj kovovych kationtli pouzit ke kompenzaci
zaporného naboje RNA fosfatové kostry. Navdzani Mg** na dusikaté baze ¢i na
cukrfosfatovou kostru redukuje odpuzovani fosfatovych skupin sekundarnich elementt,
které se spolu dostavaji do interakce v terciarni strukture.

Funkce kovovych iontll vSak nejsou omezeny jen na neutralizaci naboju, stabilita
sekundarni a tercidrni struktury RNA je citlivd na koncentrace a typ ptitomnych ionta.

Pozitivné nabité ionty jako Cu®’, Ni*, Zn*, Co*, Ca*, Sr*,
Ba*, Cd*" a dalsi [17] maji velky efekt na sekundarni strukturu, nicméné pozitivni
bivalentni ionty mnohem vice ovlivituji strukturu terciarni. Naptiklad, pfitomnost
hore¢natych iontl a polyamint stabilizuje terciarni strukturu molekuly [18].

Tont Mg** se také vaze na G-U par ve velkém Zlabku helixu. Bez kovového iontu by

terciarni struktura jako pseudoknot nemohla vzniknout [17].

1.3.3 Podminky izolovani RNA

Pro studium relativni genové exprese existuje fada metod, ale téméf pro kazdou
potfebujeme Cistou izolovanou RNA.

Jednim z hlavnich problémid ovliviuyjicich integritu RNA je vsSudypfitomna
pritomnost ribonukleas (RNasy). Tyto enzymy jsou pfitomny u prokaryot [19], eukaryot
[20][21] a dokonce se objevuji u nékterych virli [22]. ProtozZe se tyto enzymy nachazeji
v mikroorganismech, z nichz mnohé jsou rozptyleny ve vzduchu a mohou snadno
kontaminovat laboratorni vzorky. Kromé¢ toho se RNasy vylucuji z kize [23] a
nachazeji se v rtiznych tekutindch produkovanych lidskym télem, napft. slzy, sliny a pot.

Pokud vyzkumny vzorek obsahujici RNA bude kontaminovan RNasami, nasledna
analyza vyuzivajici tento vzorek mize vést ke Spatnym vysledklim. Proto musi byt pfi
ptipravé vzorkt vzdy dodrzovana zvlastni laboratorni opatieni.

Pti praci s RNA je vhodné pouzivat rukavice bez pudru a vyhybat se kontaktu
se zafizenim, povrchy a Clovékem, aby se nekontaminovali Cisté rukavice. Pracovni
plochu je nutné ocistit a musi byt oznacena a omezena vyhradné pro prace s RNA.
Sklenéné pomticky je potieba pied pouzitim oSetfit v susarn¢ vysokou teplotou, veskeré
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pomiucky spolu se zafizenim musi byt ostfikany 10% peroxidem vodiku. Pfi praci
s RNA vzorky vzdy méjte na ledu, pipetovat tfeba rychle a pomoci jednordzovych

Spicek.

1.4 Genova exprese

Tradi¢ni pohled na pojem genové exprese sestava z dvoufdzového procesu
pfeménéni informace z DNA na bilkoviny. Prvni faze, kterd se déje v bunécném jadru,
se nazyva transkripce. Pomoci polymerasy vznikda mRNA, ktera je komplementarni
kopii matrice DNA. Tato mRNA je transportovana do cytoplasmy, kde probiha druha
faze, molekuly mRNA jsou pielozeny na molekuly bilkovin, které zajiStuji vSechny
dualezité procesy v organismu. Vsak se ukazalo, ze epigenetické procesy jako acetylace
histonti a methylace DNA maji schopnost ménit fenotyp organismu, aniz by se zménila
samotnd genetickd informace. To znamen4, Ze se méni mira pouZiti genetické informace

nebo méni se genova exprese.

1.5 Zplsoby méreni genové exprese

Genova exprese miZze byt méfena vriznych fazich, jako transkripce,
posttranskripéni modifikace (pfeména primarniho transkriptu na mRNA), translace,
posttransla¢ni modifikace, tedy genova exprese muze byt méfena jak na Grovni RNA,
tak na urovni bilkovin [24].

Nejdulezitéjsi je Groven transkripce, protoZe ta rozhoduje o tom, jestli vitbec bude
dany gen piepsan do mRNA a tudiz mize postoupit do dalsich urovni.

Analyza genové exprese na urovni transkripce zahrnuje méfeni mnozZstvi nebo
poctu kopii transkriptu specifickych sekvenci RNA. Korelace mezi hladinami mRNA a
pfitomnosti pfislusnych proteinti v bunice neni pfima. Pfima kvantifikace proteint je v
soucasné dobé technicky obtiznd, hlavné kvili chemické slozitosti proteinti ve vztahu k
RNA. Experimentalni podminky pro méfeni mnoZstvi mRNA jsou téméf stejné pro
vSechny geny ve srovnani s velkym rozsahem podminek, které jsou specifické pro
kazdou molekulu proteinu.

Zakladnimi slozkami pro detekci a kvantifikaci mnozstvi specifické mRNA

v biologickém vzorku jsou dostatecné mnozZstvi celkové nebo medidtorové RNA,

18



sekvencné specifické sondy, citlivd detekéni metoda a vhodné kontroly a/nebo
standardy pro interpretaci vysledk.

Existuje Siroké spektrum metod pro meéfeni genové exprese na urovni mRNA:
Northern blotting, RNA Cipy, kvantitativni polymerasova fetézova reakce v redlnem

¢ase, RNA sekvenovani.

1.5.1 ,,Northern blotting“

Mezi prvni techniky méfeni miry genové exprese patii metoda ,,Northern blotting®,
ktera slouzi k nalezeni, méfeni délky a mnozstvi mRNA. Zkoumand RNA je
extrahovana z tkané a rozdé€lena podle velikosti pomoci gelové elektroforézy. Vzorek je
poté pfenesen na nylonovou membranu a na ni zafixovan. Dale se provadi hybridizace:
jestliZze byl gen exprimovan a transkript je pfitomny, sonda bude hybridizovana a ptilne
k membrané. Vyhodou metody ,,Northern blotting* je, Ze 1ze ur¢it délku mRNA a rtizné
sestithové varianty genu. Nevyhodou je velké pocateéni mnozstvi RNA. Metoda je

¢asove narocna a ma nizsi senzitivitu [26].

1.5.2 Polymerasova retézova reakce

Polymerasova fetézova reakce (PCR, z angl. polymerase chain reaction) je jedna
z nejpouzivanéjSich metod, kterd umoznuje mnohonasobnou amplifikaci urcitého tseku
nukleové sekvence pomoci enzymu, a tudiz jeho detekci. Princip této reakce zaloZen na
opakovan¢ replikaci urCitého useku DNA pomoci specifické DNA-polymerasy. Pied
zahijenim reakce reakéni smés obsahuje DNA-polymerasu, templdt, primery a
nukleotidy (jednotky bazi DNA, také zname jako dioxynukleotidtrifosfaty — dNTPs).
PCR postupuje tremi cyklicky opakovanymi reakcemi: denaturace (rozvolnéni
dvousroubovice DNA), navazani primeru (angl. annealing) a syntéza DNA. Aby DNA-
polymerasa mohla zac¢it fungovat, musi dvouSroubovice DNA byt rozvolnénd na
jednotlivé fetézce, k cemuz je zahtata na vysokou teplotu (94-98 °C). Kdyz méme dva
rozdélené fetézce, mize byt zahajena replikace. Pro replikaci nepotifebujeme znat celou
sekvenci, ale jenom koncové useky, kam nasedaji primery. tj. komplementarni molekula
DNA pfiblizné délky 15-20 pard bazi. Teplota, pii které nasedaji primery, musi byt
nizsi o 3-5 stupiili nez spocitand teplota, pti které primery se odde€li od templatu. Jestli
teplota bude vyssi, primery nasedaji spatn¢ a vytézek amplifikované DNA bude nizky.
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V opacném ptipadé bude vyssi pravdépodobnost amplifikace nezddoucich useki DNA.
Prodlouzeni oligonukleotidovych primerd pfidanim komplementdrnich nukleotid
probiha pti 70-72 °C — to je teplota, pti které aktivita termostabilni DNA-polymerasy je
optimalni [27]. Syntéza se opakuje obvykle 30 az 40-krat. AZ od tfetiho cyklu vznikne
pfesn¢ omezeny zadouci produkt, po kterém vytézek exponencialné roste.

Kvantitativni PCR s reverzni transkripci v redlném case (real-time RT-qPCR, z angl.
real-time quantitative reverse transcription polymerase chain reaction) je bézné
pouzivana metoda, pokud vychozim materidlem je RNA. Pfi pouzivani real-time RT-
gPCR je potifeba izolovat totalni RNA, mRNA pievést na komplementdirni DNA
(cDNA, z angl. complementary DNA) pomoci reversni transkripce. Ziskana cDNA
muZze byt pouzita jako templat pro qPCR [28]. Sledovani procesu amplifikace se déje v
realném Case (angl. real time), tj. piimo béhem reakce [29]. Zatimco u PCR se analyzuje
az vysledny produkt, u qPCR se zaznamenava pfirtstek intenzity fluorescence v
kazdém cyklu reakce. To je umoznéno piidanim fluorescen¢nich reportért, které se
specificky ¢i nespecificky vazou na DNA a na zdklad¢ vazby vyzatuji svételny signal.
Ten je pak zachycen detektorem, zpracovan pocitacem a preveden do grafu.

RT-gPCR je bézné pouzivana metoda analyzy genové exprese diky vyborné
citlivosti a specifité. Casto je pouZita pro kontrolu dat, které byly ziskany pomoci jinych
metod s vys$i propustnosti, jako sekvencovani RNA a mikroCipy Error: Reference
source not found. Vyhodou této metody je rychlost, moznost zpracovani malého

mnozstvi nebo ¢asteéné degradované RNA, velkého mnozstvi vzorku najednou.

1.5.3 RNA mikro€ip

RNA mikro€ip (angl. RNA microarray) je desticka, kterd obsahuje fadu kratkych
specifickych sekvenci RNA (tzv. sondy), které jsou imobilizovany na jeji povrchu [30].
Metoda je zalozena na hybridizaci znacenych nukleovych kyselin se specifickymi
sondami, pii které dochazi k fluorescenci. Na konci hybridizace je mikroCip oplachnut,
aby doslo k odstranéni nehybridizovanych fetézcti. Detekce fluorescenéniho svétla
ukazuje, jestli doslo ke hybridizaci ve specifickém bodé ke konkrétni sekvenci. Intenzita
detekovaného svétla je pfimo umérna mnozstvi navazané RNA.

RNA mikro¢ip technologie ve srovnani s ,,Northern blotting* umoznila analyzovat
tisice transkriptu najednou. Nevyhodou je moznost studovat jenom zndmé sekvence

genomu, nové transkripty vytvorené alternativnim sestfihem nelze detekovat.
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1.5.4 Sekvenovani RNA

Sekvenovani RNA, nebo RNA-Seq (z angl. sequencing) je metodou, kterd
analyzuje exprese genu mnohem piesnéjsi nez jiné metody a umoziuje prozkoumat cely
transkriptom [31]. Prvnim krokem je pfipraveni sekvenacni knihovny. V piipad€ praci
zmRNA je potieba je fragmentovat do mensich useku pomoci teploty nebo
endonukleas, aby byl sekvenator schopen analyzovat zkoumanou sekvenci. DalSim
krokem je pfepsani RNA na cDNA pomoci reverzni transkripci a nasledné syntézy
komplementarniho vldkna. Po fragmentaci je nutné zarovnat konce ziskanych sekvenci.
Pak nésleduje navazani urcitych sekvenci nukleotidii (tzv. adaptory), které se podileji na
navazani vlakna ke komplementarni sekvenci v pribéhu nésledujiciho kroku zvané
amplifikace. Jakmile amplifikace je dokon¢ena, zac¢ina samotna sekvenace.

Ve srovnani ¢ metodou RNA mikroCipy ma sekvenovani vyssi specifitu a
senzitivitu. Na rozdil od mikro¢ipu nevyzaduje specifické sondy pro dany druh nebo
transkript, proto muze detekovat nové transkripty, sestfihové varianty a varianty

jednotlivych nukleotidu. Nevyhodou této metody je jeji financni ndro¢nost.

1.6 Studium a analyza genové exprese

Analyza genové exprese méfené na urovni RNA se pouzivaji ke studiu otazek, jako
které geny (nebo jejich Casti) jsou prepsané, kdy a v jakych tkanich probiha exprese.
Z toho lze urcit rozdil miry expresi riznych genl, coz je dilezité pro vysvétleni
mechanismu mezi aktivaci a deaktivaci genti béhem fyziologickych (napf. bunécny
cyklus, diferenciace, vyvoj, podnéty a reakce) i patologickych procesti (napi. pficina
onemocnéni, nastup, nasledky a progrese). V kontextu fizeni lidského zdravi muze
analyza genové exprese pomoci pii objevovani, které geny mohou byt potencidlnimi cili
pro zékrok v terapeutickém prostiedi, pro vyvoj 1éCiv a nésledujicimu léceni chorob

[24].

1.7 Relativni genova exprese

Pti studiu genové exprese polymerdsovou fetézovou reakci (PCR) v redlném case

veédci obvykle zkoumaji zmény — zvyseni nebo snizeni v expresi konkrétniho genu nebo
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sady geni méfenim nadbytku genové specifick¢ého transkriptu. Za definovaného
souboru podminek se monitoruje reakci genti na lécbu slouceninou nebo 1é¢ivem, o
které je zajem.

Tato metoda méfeni genové exprese vyzaduje relativni mnozstvi mRNA, tj.
porovnava se relativni zména genové exprese oproti kontrolnimu vzorku, kterym muize
byt napt. mRNA zdravych neovlivnénych bunék. Tento referencni gen muze byt
spolecné¢ amplifikovan ve stejné zkumavce nebo v samostatné zkumavce. Relativni
kvantifikace proto nevyzaduje standardy se zndmymi koncentracemi a referenénim
genem mize byt jakykoli transkript, pokud je zndma jeho sekvence. Pro vypocet
exprese cilového genu ve vztahu k adekvatnimu referenénimu genu jsou stanoveny

rizné matematické modely [25].

2. Cil prace

Cilem teto prace bylo optimalizovat metodu izolace RNA, kterd muze byt
pouzita pro studium relativni genové exprese. K dosazeni cile je tfeba splnit tyto body:
1) provedeni izolace RNA riznymi postupy
2) provedeni charakterizace integrity RNA agarosovou elektroforézou za pouziti
riznych barviv
3) porovnani pouzitych metod mezi sebou a vybrani nejvhodné;jsi metody pro izolaci
RNA

4) vytvoteni optimalizovaného protokolu pro izolaci RNA

3. Material a metody
3.1 Pouzité chemikalie

Ambion, USA Nuclease free H,O

Geneaid, Tchaj-wan GENEzol Reagent, Total RNA Mini Kit
Zymo Research, USA Direct-zol RNA Mini Kit
Macherey-Nagel, Néemecko NucleoSpin RNA Clean-up

Amplia, SR GoodView

Nippon Genetics, Néemecko MIDORI Green Advance Agarose Tablets
Invitrogen, USA Agarosa, SYBR Green II
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Linde, CR

Penta, CR

Lach-Ner, CR

New England BioLabs, USA
Thermo Sciencific, USA

Bio Basic Inc.

3.2 Pouzité pristroje
Labox

Eppendorf

Labnet

VELP

Denovix
Dark Reader
Canon
Bio-Rad

H+P Labortechnik GmbH
Gilson

Sanyo Sterilizer MOV-212S

3.3 Metody

Suchy led, tekuty dusik

Chloroform

Isopropanol, ethanol

ssRNA ladder, 6x loading dye
Lambda DNA/EcoRI + HinDIII

TRIS, kyselina boritd, EDTA

Flow-box

Centrifuga (Centrifuge 5415R)
Mikrocentrifuga
Vortex (Scientifica Rx3)

Spektrofotometr
Transluminator

Fotoaparat (PowerShot G16)

Zdroj napéti (Electrophoresis Power Supply-EPS 301)

Autoklav Varioklav 300/400/500 EP-Z

Automatické pipety Pipetman

Susarna

3.3.1 lzolace RNA z zivoc¢iSného materialu

Na rozdil od DNA, pfi jejiz izolaci je mozné jednodusSe inaktivovat DNasy
(enzymy S$tépici DNA), RNA je labilni a velice nachylnd na plsobeni ribonukleas
(RNas), tj. mize dojit k Giplné degradaci veskeré bunécné mRNA. Nejcastéji RNasy
jsou drzeny neaktivni pomoci chlazeni nebo pouziti silnych denatura¢nich ¢inidel jako
guanidium isothiokyandt. Z toho diivodu nejpouzivanéjsi metodou extrakce RNA je tzv.
fenol-chloroformova metoda praveé za ptitomnosti guanidium isothiokyanatu [32].
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Sklenéné pomticky byly pfed pouzitim sterilizovany v susarné vysokou teplotou
(180 °C) nejmén¢ 6 hodin. Pracovni plocha, veskeré pomucky a zafizeni byli o¢istény
od RNas pomoci 10% roztoku peroxidu vodiku. Po celou dobu izolace bylo pracovano
ve Flow-boxu, ktery filtruje vzduch pomoci filtrii a ddva moznost pracovat ve sterilnim
prostiedi bez mikroorganismil. Pipety byly vyhrazeny pouze pro praci s RNA. Po
ukonceni izolace vzorky byly uchovany v hlubokomrazicim boxu pfi teplote -80 °C.

Byla provedena izolace RNA ztkani ledvin laboratornich potkanii. Jednd se o
potkany kontrolni, kterym byl peroralné aplikovan pouze slune¢nicovy olej, jednalo se o
jiz zmrazené tkan z ptedchozich studii provadénych na katedie biochemie.

Bylo provedeno n¢kolik druhli mechanické homogenizace — rozetfeni v treti misce
pomoci tekutého dusiku, manudlni homogenizace zmrazené tkané pomoci mikrotloucku
a homogenizace pomoci homogenizatoru dle Pottera a Elvhjema.

Bylo provedeno nékolik ptistupti k izolaci RNA — standardni fenol-chloroformova
metoda pomoci ¢inidla GENEzol (Geneaid) [33], izolace za pouziti komercnich sad
Total RNA Mini Kit (Geneaid) [34] a Direct-zol RNA Miniprep Plus (Zymo Research)
[35].

3.3.1.1 Homogenizace v tfeci misce za chlazeni tekutym dusikem

Pred vlastni homogenizaci byla tfeci miska s tlou¢kem wvychlazena tekutym
dusikem. K dusiku v misce bylo piidano pozadované mnozstvi tkan€¢ a pomoci tloucku
byla tkan rozmélnéna na jemny prasek.

Rozmélnénd tkan byla okamzit¢ pievedena do mikrozkumavky s extrakénim
¢inidlem. Rovnéz pfi praci s tekutym dusikem pouzivdme ochranné pomicky, a to
zejména rukavice, ochranné bryle a laboratorni plast’. Je tfeba brat zietel na to, ze se
tteci misky a tloucek piisobenim tekutého dusiku stanou velmi podchlazenymi, a proto
pfi manipulaci s nimi vyuzivdme ochranné pomucky (napf. latkové chnapky, utérky).

Homogenat byl dale pouzit na izolaci RNA dle kap. 3.3.1.4, 3.3.1.6.

3.3.1.2 Homogenizace za pouziti mikrotlou¢ku

Homogenizace za pouziti mikrotloucku vyzadovala vice manualni sily a casu.
Ptedem zvéazena tkan byla vlozena do mikrozkumavek, ve kterych bylo pozadované

mnozstvi pufru (400 pl RB pufru a 4 pl B-merkaptoethanolu). Za pomoci

24



polyethylenového mikrotloucku byla tkan rozetfena na jemnou hmotu. Homogenat byl

dale pouzit na izolaci RNA dle kap. 3.3.1.4,3.3.1.5, 3.3.1.6.

3.3.1.3 Homogenizace za pouziti homogenizatoru dle Pottera a
Elvehjema

Homogenizator se sklada ze silnosténné sklenéné zkumavky a pistu (sklenény nebo
plastovy), ktery se spoji s elektromotorkem. Do homogenizatoru bylo do pufru
(GENEzol Reagent nebo TRIzol Reagent) vloZzeno pozadované mnozstvi tkan¢. Pak
byl do zkumavky vlozen pist a za pomoci motorku je tkan homogenizovéna.
Zkumavkou bylo zvolna pohybovano nahoru a dold, pfi tomto pohybu rotujici pist drti
tkan, ktera prochazi mezi sténou zkumavky a pistem. Pohyb pistu nahoru a doli byl
nekolikrat opakovano Uplné homogenizace materialu. Homogenizace nema trvat déle
nez 30 az 60 sekund, aby se biologicky materidl zbytecné nezahiival. Cela

homogenizace probihala v chlazené mistnosti pii teploté 4 °C.

3.3.1.4 lzolace RNA za pouziti fenol-chloroformové metody

Fenol-chloroformova metoda byla provedena pomoci ¢inidla GENEzol Reagent
(Geneaid) [32], které obsahuje fenol, chloroform a guanidin isothiokyanat. Toto ¢inidlo
je urcené pro extrakci RNA, DNA a proteini z riznych vzorki, napt. krve, plasmy,
séra, kultivovanych bun¢k a tkané. Extrahovana RNA muze byt pouzita pii pfipraveé
sekvencnich knihoven, pro vyzkum pomoci RT-PCR a ,,Northern blotting®.

Ptipravené vzorky se 1isi podle zplisobu homogenizace. Prvni tfetina vzorkil
byla rozetfena v tfeti misce pomoci tekutého dusiku (viz kap. 3.3.1.1). Druh4 tfetina
byla pfipravena pomoci homogenizatoru (viz kap. 3.3.1.3). Posledni tietina byla
homogenizovana manualn¢ pomoci tlou¢ku (viz kap. 3.3.1.2). Do kazdé
mikrozkumavky bylo pfidano pfiblizn€¢ stejné mnoZzstvi rozmélnéné tkané ¢i
homogenatu (~50 mg) pomoci Spachtle.

Ke kazdému vzorku bylo ptidano 1 ml ¢inidla GENEzol, mikrozkumavky byly
promichany na vortexu (VELP), postaveny dnem vzhiiru a ponechdny inkubovat po
dobu 5 minut pfi pokojové teploté.

Dale bylo ke vzorkiim ptfidano 200 pl chloroformu, kazd4d mikrozkumavka byla

promichéna na vortexu a opét ponechdna inkubovat po dobu 3 minut. Nasledné byla
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provedena centrifugace pti 4 °C po dobu 15 minut pti 12000% g (centrifuga Eppendorf
5415R).

Po centrifugaci vznikly 3 faze — organicka faze (spodni), ktera obsahuji DNA a
proteiny, mezifize (uprostied) a vodnad fize obsahujici RNA (vrchni). Pomoci
automatické pipety byla do Cistych mikrozkumavek odebrana vodna faze (ptfiblizné
400-540 pl).

RNA je vysrdzena tak, ze do kazdé mikrozkumavky byl ptfidan stejny objem
podchlazeného isopropanolu tak, aby se objem ptfidaného isopropanolu rovnal objemu
vodné faze. Vzorky byly nasledné zamichany opatrnym pieklapénim a inkubovany po
dobu 10 minut pti pokojové teploté. Nasledné byla provedena centrifugace 12000% g pti
4 °C po dobu 15 minut (centrifuga Eppendorf 5415R). Vznikly supernatant byl opatrné
odstranén a ke kazdé peleté¢ bylo pfidano 1 ml 75% podchlazeného ethanolu (v/v v
»RNase-free“ vod¢€). Vzorky byly zamichdny na vortexu (VELP) a nasledné
centrifugovany piti 12000x g pti 4 °C po dobu 5 minut (centrifuga Eppendorf 5415R).
Po centrifugaci byl vznikly supernatant odstranén a zbyly ethanol odpaien otevienim
zkumavky a postavenim dnem vzhiru na papirovou utérku ve flow-boxu. Ke vzorkiim
bylo pfidano 40 pl ,,RNase-free” vody, mikrozkumavky byly promichdny na vortexu
(VELP) a inkubovany po dobu 15 minut pfi teploté 60 °C. Ziskané vzorky byly

uchovavany v mrazicim boxu pii teploté -80 °C.
3.31.5 Izolace RNA za pouziti Total RNA Mini Kit

Total RNA Mini Kit (Geneaid) [33] je urCen pro izolace RNA z rtizné Zivocisné
tkangé. Izolace méla Ctyfi zdsadni kroky — homogenizace tkané, navazani RNA na
kolonky s filtrem pomoci chaotropni soli, odstranéni vSech nezddoucich latek a
vycisténi celkové RNA. Purifikovand RNA je pfipravena k dal§Simu pouziti napi. pro
RT-PCR, ,,Northern Blotting* a dalsi.

Pfredem 2zvazend zmrazend tkan ledvin potkanii byla rozdélena do
mikrozkumavek po ne vice nez 25 mg. Do kazdé mikrozkumavky bylo ptfidano 400 pl
RB pufru a 4 pl B-merkaptoethanolu a kazdy vzorek byl rozdrcen pomoci mikrotloucku
(viz kap. 3.3.1.2). Vznikld smés byla déale rozmélnéna pomoci 20-G stiikacky a
nasledné byla inkubovana pii pokojové teploté po dobu 3 minut. Vznikly lyzat byl ptelit
na RB kolonku s filtrem, ktera byla umisténa do sbérné zkumavky. Nasledovala
centrifugace pii 1000x g pti pokojové teploté po dobu 30 sekund (centrifuga Eppendorf
5415R). Supernatant byl opatrné pielit do nové 1,5ml mikrozkumavky.
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Féaze navazdni RNA na kolonku byla zahéjena pfidanim 400 pl 70% ethanolu
ptipraveném v ddH20 (RNase a DNase free water — sterilni voda bez obsahu nukleas) k
supernatantu. Vznikly roztok byl vortexovan a ptelit do nové RB kolonky s filtrem,
ktera byla umisténa do 2ml sbérné zkumavky. Vzorky byly nésledné centrifugovany po
dobu 60 sekund pti 14000% g (centrifuga Eppendorf 5415R). Vznikly supernatant byl
opatrné odstranén, ale kolonka s navazanou RNA zachovéana.

V dalsi fazi, promyvaci, bylo ke vzniklé pelet¢ ptiddno 400 ul W1 pufru a
vzorky byly centrifugovany pii 14000x g po dobu 30 sekund (centrifuga Eppendorf
5415R). Po odstranéni supernatantu byla kolonka vracena do sbérmé zkumavky.
Nasledn¢ bylo k vzorkim pfidano 600 pl promyvaciho pufru a byla provedena
centrifugace pii 14000x g 30 sekund (centrifuga Eppendorf 5415R). Tento krok se
opakoval trikrat, pfiCemz posledni centrifugace trvala 3 minuty do Uplného vyschnuti
RB kolonky.

Sucha RB kolonka byla umisténa do ¢isté¢ 1,5ml mikrozkumavky, bylo pfidano
50 ul ,,RNase-free*“ vody piesné¢ do stiedu matrice. Vzorky byly ponechany stat 2
minuty pii pokojové teplote, aby se voda absorbovala do matrice.

Poslednim krokem byla centrifugace po dobu 1 minutu pfi 14000% g (centrifuga
Eppendorf 5415R). Izolovand RNA byla uchovana v hlubokomrazicim boxu pfi teploté
-80 °C.

3.3.1.6 Izolace RNA za pouziti Direct-zol RNA Miniprep Plus Kit

Izolace RNA za pouziti Direct-zol RNA Miniprep Plus Kit (Zymo Research)
[34] se déli na tf1 Casti: priprava pufri, homogenizace tkdn¢ a purifikace RNA. VSechny
kroky byly provedeny pfi pokojové teploté.

Ptiprava pufri:

) »RNA PreWash* pufr: ke 40 ml koncentratu bylo ptidano 10 ml 95%
ethanolu,
° »RNA Wash Buffer” pufr: k 12 ml bylo pfiddno 52 ml 95% ethanolu.

Pfedem zvdZzend zmrazend tkan (max. 50 mg) byla rozmisténa do
mikrozkumavek, do kterych bylo ptidano 600 ul ,,TRI Reagent* a prvni ¢ast vzorki
byla homogenizovana pomoci mikrotloucku (viz kap.3.3.1.2). Druha Cast byla rozetfena
v tieti misce za pouziti tekutého dusiku (viz kap.3.3.1.1), tieti ¢ast byla pfipravena za

pouziti homogenizatoru dle Pottera a Elvehjema (viz kap.3.3.1.3).
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Nasledné bylo ke vzorkim ptidano 600 pl 98% ethanolu a mikrozkumavky byly
vortexovany (vortex VELP).

Vznikld smés byla pienesena na kolonky (,,Zymo-Spin IIICG*), které byly
umistény do sbérnych zkumavek, a nasledné centrifugovany po dobu 30 sekund pii
16000x g (centrifuga Eppendorf 5415R). Vznikly supernatant byl odstranén a kolonka
byla premisténa do nové sbérné zkumavky.

Pro odstranéni genomové DNA ze vzorkit RNA se doporucuje oSetieni DNasou
I. Enzym DNasa 1 je klasifikovan jako endonukleasa, kterd je schopna Stépit
jednovldknovou a dvouvldknovou DNA na jednotlivé baze nebo oligonukleotidy.
Enzym je specificky pro DNA bez negativniho vlivu na integritu zbyvajici RNA. Proto
k bylo polovin¢ vzorkl ptidano 400 ul RNA promyvaciho pufru (,,RNA Wash Buffer*)
a byla provedena centrifugace po dobu 30 sekund pii 16000 g (centrifuga Eppendorf
5415R). V kazdé zkumavce ,,RNase-free tube™ bylo smichdno 5 ul DNasy I (6 U/ul) a
75 Wl pufru ,,DNA Digestion Buffer a tato smés byla zamichand mirnym otacenim.
Ptipravena smés byla pfidana ke vzorkiim a vzorky byly inkubovany po dobu 15 minut
pti pokojové teplote.

Ke kazdému vzorku bylo pfidano 400 pl pufru ,,Direct-Zol RNA Pre-Wash®, po
nasledné centrifugaci po dobu 30 sekund piti 16000x g (centrifuga Eppendorf 5415R)
byl odstranén vznikly supernatant, tento krok byl tfikrat zopakovan. Dale bylo ptidano
700 pl RNA promyvaciho pufru (,,RNA Wash Buffer”) a vzorky byly centrifugovany
po dobu 2 minut pifi 16000% g (centrifuga Eppendorf 5415R), pro tpln¢ odstranéni
promyvaciho pufru. Dale byla kolonka opatrné pfemisténa do zkumavky ,,RNase-free
tube®“. Pro eluci RNA bylo pfidino 100 pl ,,RNase-free vody a vzorky byly
centrifugovany po dobu 30 sekund pii 16000% g (centrifuga Eppendorf 5415R). Ziskana

RNA byla uchovana v mrazicim boxu pii teplote -80 °C.

3.3.2 Stanoveni Cistoty a koncentrace RNA

Cistota a koncentrace RNA byli uréeny pomoci méfeni absorbance
spektrofotometrem Denovix, ktery vyZaduje pouze male mnozstvi vzorku, 0,5-1 pl [36].
Nukleové kyseliny a aromatické aminokyseliny maji absorpéni maxima pii 260 a
280 nm. Historicky byl pomér absorbance téchto vinovych délek pouzivan jako mira
Cistoty pii izolaci nukleovych kyselin, ktery miize nam ukdzat, jestli je vzorek
kontaminovan. Cistota RNA je uréena mirou pfitomnosti proteintl, tj. pomérem

absorbanci pti 260 a 280 nm.
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Ocekéavany pomeér pro Cistou RNA je v rozmezi 1,8 az 2. Jestlize je koncentrace
RNA velmi nizka nebo je vzorek kontaminovan proteiny, pomér absorbanci 260/280
bude nizsi nez 1,75.

Pomér A260/A230 vyjadiuje kontaminaci latkami, které jsou soucdsti izolacnich
souprav. Napiiklad fenol, ktery absorbuje svétlo pii 230 nm [36], je organické
rozpoustédlo pouzivané k odd¢leni proteinti od nukleovych kyselin. V pufrech se ¢asto
pouziva chaotropni soli, jako guanidin isothiokyanat a guanidin hydrochlorid, které¢ jsou
denatura¢nimi ¢inidly pro inaktivaci RNas a zéaroven -chaotropnimi c¢inidly
degradujicimi proteiny. Ethanol, ktery ma absorbance pti 230-240 nm, je pouzivan v
promyvacich pufrech a také mize ovlivnit absorpcni spektra [37]. Ocekavané hodnoty
Ass/Arzo Jjsou obvykle v rozmezi 2,0-2,2 [36]. Nizké hodnoty Aaxs/Asz ukazuji na
problém s izola¢nim postupem, v pribéhu kterého mohl byt vzorek kontaminovan.

Ale pokud je ve vzorku ptitomna DNA, které taktéz absorbuje svétlo kolem 260
nm, muaze prispivat k hodnoté absorbance, coz ma za nasledek nadhodnoceni
koncentrace RNA.

Pokud je RNA degradovana, zmény v integrit¢ RNA se v méfeni neodrdzeji,
protoze jednotlivé nukleotidy také maji absorbance pii 260 nm.

Vzorec pro stanoveni Cistoty je s ohledem na korekci Sumu na pozadi, které

absorbuje svétlo pii 320 nm:

Azeo - A320

—— (1)
A280 - A320

Koncentrace RNA se stanovi na zaklad¢ pohlcovani svétla v riznych vinovych
spektrech. Naméfené hodnoty absorbance se piepocitavaji na koncentraci pomoci

Lambert-Beerova zékona:
A=¢-c-l 2)
Absorbance roztoku RNA (A) je urCena soucinem koncentrace (c), délky

optické drahy (I) a molarniho absorpcniho koeficientu RNA (g), ktery se rovna 40 pg/pl.

Vzorec pro stanoveni koncentrace:

29



260 320
A A .- I 3
c 40, ug/ p 3)

V nasem ptipad¢ koncentrace byla spocitana podle vzorce:

Azso_A320
=220 3040, ugl pl 4
c 1000 Hgl p (4)

3.3.3 Stanoveni integrity RNA

Jednim z hlavnich problémt ovliviiujicich integritu RNA je vSudypiitomna
pritomnost ribonukleas. Pokud vzorek obsahujici RNA bude kontaminovan RNasami,
naslednd analyza vyuzivajici tento vzorek miize vést ke Spatnym vysledkiim.

Pro vizudlni vyhodnoceni integrity RNA je ¢asto vyuZzivana horizontalni gelova
elektroforéza. Elektroforéza na agarosovych nebo polyakrylamidovych gelech je
standardni metodou pouzivanou k analyze nukleovych kyselin [39]. Molekuly
nukleovych kyselin jsou podle velikosti rozdéleny pomoci elektrického pole, kde
negativné nabité molekuly RNA migruji smérem ke kladn€ nabité elektrodé¢ — anodé.
Migracni tok je uréen pouze molekulovou hmotnosti, kde molekuly malé¢ hmotnosti
migruji rychleji nez vétsi molekuly. Po ukonceni elektroforézy se k vizualizaci molekul
nukleovych kyselin béZn¢ pouzivaji fluorescen¢ni barviva jako je ethidium bromid nebo
SYBR Green. Barvivo vytvéii s nukleovou kyselinou komplex, ktery po osvétleni UV
zatenim fluoreskuje.

Jednim ze zplsobll zobrazeni jsou komeréné dostupnd barviva, napf.
fluorescen¢ni barvivo SYBR Green II, které emituje zafeni o vinové délce 525 nm [43]
a fluoreskuje zelenou barvou. Barviva SYBR Green jsou cyaninové barviva, které maji
ur¢ité vyhody oproti fenantridinovym barviviim, jako je ethidium bromid. Na rozdil od
EtBr SYBR Green II potfebuje pro kvantifikace niz8i koncentrace, a to od 2 ng/ml [41].
Vyhodou oproti EtBr je, Ze barvivo neni toxické [44], i kdyZ je rovnéz drazsi. Barvivo
vykazuje vysokou afinitu k nukleovym kyselindm a je citliv§jsi az 100-krat nez EtBr

[43].
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V elektroforeogramu RNA jsou pozorovatelné dva pruhy — vrchni pro 28S
rRNA, ktery je dvakrat silnéj$i a spodni pro 18S rRNA. Neporusend RNA bude mit
ostré, jasné 28S a 18S rRNA pruhy (Obr.8). Vykazany pomér ostrosti 2:1 pro 28S:18S
naznatuje, ¢ RNA je zcela neporusend. Casteéné degradovani RNA bude mit

rozmazany vzhled, postrada jasné pruhy nebo nebude vykazovat pomeér 2:1.
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Obr.7 Zaznam agarosového gelu, na kterém jsou oznaceny 28S a 18S pruhy rRNA. Z levé
strany se nachazi degradovand RNA (z levé strany), z pravé strany se nachazi
neporuSend RNA. Prevzato z [46]

3.3.31 Horizontalni agarosova elektroforéza za pouziti barviva
SYBR Green Il

SYBR Green II (Invitrogen) [47] je jedno z nejcitlivéjSich barviv znamych pro
detekci RNA v elektroforetickych gelech. Ackoli barvivo neni selektivni jen pro RNA,
vykazuje vys$$i kvantovy vytézek fluorescence, kdyz se vdze na RNA nez na
dvouvldknovou DNA. Kromé toho, fluorescence komplexu RNA-SYBR Green II je
vice nez sedmkrat vys$si nez fluorescence komplexu RNA-ethidium bromid. Zaroven je

afinita SYBR Green II k RNA také vyssi nez afinita ethidium bromidu. Protoze gelové
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barvivo SYBR Green II mé nizkou vnitini fluorescenci, neni potieba odbarvovat gely
pted vizualizaci vysledki izolaci RNA. Jeho afinita k RNA, citlivost a bezpecnost déla
barvivo SYBR Green II vhodné&;jsi k pouziti.

Sklenéné pomiicky byly pfed pouZitim sterilizovany v susarn€ vysokou teplotou
(180 °C) nejméné 6 hodin. Pro ptipravu agarosového gelu byl pouzit 5x TBE pufr (445
mM TRIS, 445 mM kyseliny borité a 10 mM EDTA).

Pro ptipravu 50 ml 1% agarosy (w/v) bylo navaZzeno 0,50 g agarosy, kterd byla
kvantitativné pienesena do predem kalibrované Erlenmayerovy banky. Smés byla
doplnéna 0,5% TBE pufrem do 50 ml a byla zahtdta v mikrovinné troubé& ptiblizné¢ po
dobu 2 minut do Uplného rozpusténi agarosy. Nasledné byl roztok zchlazen proudem
studené vody a vlit do aparatury, kam byl umistén hieben. Gel byl ponechan 30 minut
ztuhnut.

Kazdy vzorek pro elektroforézu obsahoval 2 pl RNA a 1 pl vzorkového pufru
,0% Loading dye*“ a 3 ul RNAse free dH20 . Poté byl pfipraven marker, ktery byl
piipraven smisenim 1 pl ssSRNA Ladder, 4 ul H20 a 1 ul ,,6x Loading dye“. Smés byla
zahtata na 90 °C a poté chlazena 3 minuty na ledu.

Po ztuhnuti gelu byly vyjmuty hiebeny, gel byl umistén do aparatury na
elektroforézu a prevrstven elektrodovym pufrem 0,5% TBE. Po naneseni 6 pl markeru a
7 wl vzorku do jamek byla aparatura zakryta vikem a piipojena ke zdroji napéti
(Electrophoresis Power Supply-EPS 301). Elektroforéza probihala pfiblizn€ po dobu 60
minut pii 110 V.

Pro vizualizaci gelu byla piipravena barva SYBR Green II (Invitrogen) 10000x
fedénim v 50 ml 1x TBE pufru. Gel byl vlozen do plastové krabicky s pfipravenym
roztokem barviva a cela krabicka byla zabalena do alobalu, kam byla ptidana ptipravena
smés a byl zakryty alobalem. Gel byl s pfipravenym barvivem inkubovan po dobu 30
minut za tfepani pii laboratorni teploté.

Prouzky byly vizualizovany v temné mistnosti pomoci transiluminatoru (Dark

Reader) a gel byl vyfocen.

3.3.3.2 Horizontalni agarosova elektroforéza za pouziti barviva
GoodView

GoodView (Amplia) [48] je nova netoxicka reagencie pro detekci nukleovych

kyselin v agarosovém gelu, alternativa k tradi¢nimu ethidium bromidu. Pfi vazbé na
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DNA nebo RNA emituje zafeni o vlnové délce 530 nm, tj. produkuje zelené
fluorescen¢ni zafeni. Umoziuje vizualizaci RNA a DNA pii koncentraci vys$si nez 100
ng/ml, coz je vyssi koncentrace, nez umoziuje barvivo SYBR Green II (Invitrogen), ale
dvakrat nizsi, nez umoziuje ethidium bromid. Barvivo neni toxické.

Pro piipravu 50 ml 1% agarosy (w/v) bylo navazeno 0,50 g agarosy, ktera byla
kvantitativné prenesena do predem kalibrované Erlenmayerovy banky. Smés byla
doplnéna 0,5x TBE pufrem do 50 ml a byla zahtata v mikrovlnné troubé ptiblizné po
dobu 2 minut do Gplného rozpusténi agarosy. Nasledné byl roztok zchlazen proudem
studené vody a byly pfidany 4 pl barviva GoodView (Amplia). Smés byla vlita do
aparatury, kam byl umistén hieben. Gel byl ponechan 30 minut ztuhnut.

Kazdy vzorek pro elektroforézu obsahoval 4 ul RNA, 1 ul ,,RNase free* vody a
1 pl vzorkového pufru ,,6x Loading dye“. Pote byl pfipraven marker, ktery byl
ptipraven smisenim 1 pl A EcoRI + HinDIII, 4 pul H20 a 1 pl ,,6% Loading dye®. Smés
byla zahtatd na 90° C a poté chlazena 3 minuty na ledu.

Po ztuhnuti gelu byly vyjmuty hiebeny a gel byl umistén do aparatury na
elektroforézu a prevrstven elektrodovym pufrem 0,5% TBE. Po naneseni 5 pl markeru a
5 pl vzorku do jamek aparatura byla zakryta vikem a pfipojena ke zdroji napéti
(Electrophoresis Power Supply-EPS 301). Elektroforéza byla zahajena a probihala
piiblizné po dobu 60 minut pii 110 V.

Po ukonceni elektroforézy byly prouzky vizualizovany v temné mistnosti

pomoci transiluminatoru (Dark Reader) a gel byl vyfocen.

3.3.33 Horizontalni agarosova elektroforéza za pouziti tablety
MIDORI

Tableta MIDORI (Nippon Genetics) [49] je tableta pro rychlou pfipravu
agarosového gelu, ktera obsahuje barvivo MIDORI Green. Barvivo pii vazbé na DNA
nebo RNA emituje zafeni o vlnové délce 530 nm, tj. produkuje zelené fluorescencni
zafeni. Barvivo neni toxické a ma stejnou citlivost jako ethidium bromid. Pfiprava gelu
je mén¢ Casove narocné, je potieba rozpustit agarosovou tabletu v TBE pufru, zahtat a
nalit gel.

Pro ptipravu 1% agarosového gelu (w/v) byla pouzita jedna tableta MIDORI,
ktera byla rozpusténa v 50 ml 0,5x TBE pufru. Smés byla ponechdna stat ptiblizn¢ 3
minuty, dokud tableta se upln¢ nerozpustila. Po rozpusténi tablety byla smés zahrata v
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mikrovinné troubé po dobu 2 minut, pokud se nevytvofil Ciry roztok. Nasledn¢é byl
roztok zchlazen proudem studené vody a vlit do aparatury, kam byl umistén hieben. Gel
byl ponechén 30 minut ztuhnut.

Kazdy vzorek pro elektroforézu obsahoval 3,5 pul RNA a 3,5 pl vzorkového
pufru ,,2x Loading dye®. Poté byl pfipraven marker, ktery byl pfipraven smisenim 1 pl
A EcoRI + HinDIII, 4 ul H,O a 1 ul ,,6% Loading dye*.

Po ztuhnuti gelu byly vyjmuty hiebeny a gel byl umistén do aparatury na
elektroforézu a ptevrstven elektrodovym pufrem 0,5x TBE. Po naneseni 6 pl markéru a
7 wl vzorku do jamek aparatura byla zakryta vikem a piipojena ke zdroji napéti
(Electrophoresis Power Supply-EPS 301). Elektroforéza byla zahajena a probihala
piiblizn¢ po dobu 60 minut pii 110 V.

Po ukonceni elektroforézy byly prouzky vizualizovany v temné mistnosti

pomoci transiluminatoru (Dark Reader) a gel byl vyfocen.

3.3.4 Precisténi izolované RNA

Pii pouziti jakékoliv metody izolace RNA se n€kdy nepodafi vyizolovat z bun¢k
Cistou RNA, ale vzdy znecisténou dalSimi komponentami, které jsou souc¢asti izolacnich
postupu. Nutnym krokem je jeji purifikace (vycisténi), pomoci které se odstranuji soli,
metabolity, organické latky jako fenol a makromolekularni bunééné slozky.

Ptecisténi bylo provedeno pomoci komeréniho kitu NucleoSpin RNA Clean-up
(Macherey-Nagel) [49]. Tato komerc¢ni sada vyuziva technologie purifikace pomoci
silikatové matrice, jejiZz principem je vysoka afinita negativné nabité fosfatové kostry
RNA k pozitivné nabitym silikdtovym ¢asticim. Metoda obsahuje 3 zasadni kroky —
vazani RNA na silikdtovou matrici, promyvani matrice a uvolnéni Cist¢ RNA. K
navazani RNA dochazi po ptidavku vysoké koncentrace chaotropnich soli, které rozbiji
vodikové mustky mezi molekulami vody a povrchem silikatu. Na takto dehydratovany
silikat se svymi fosfatovymi skupinami vaze RNA. Kontaminanty je pak mozné odmyt.
RNA se ze silikdtové matrice uvolni pufrem s nizkym obsahem soli nebo vodou bez
obsahu RNas.

Purifikace RNA je vétSinou Casové i finanén€ narocné, a proto je nezbytné
nejdiive stanovit jeji Cistotu. V této praci byli pro piecisténi zvoleny vzorky s nizkym
pomérem absorbanci 260/230, coz ukazuje na kontaminace latkami, které jsou soucdasti

izola¢nich souprav.
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Nejprve je potieba pfipravit vzorky a pufry. Vzorky byly pfipraveny smiSenim
20 pl vzorku RNA a 80 ul ,,RNase-free” vody. Déle byl pfipraven pufr ,,Buffer RA1-
ethanol premix*“ smiSenim 300 pl ,,Buffer RA* a 300 pl 96% ethanolu.

Ke kazdému vzorku bylo pfidano 600 pl ptipravené¢ho pufru ,.Buffer RA1-
ethanol premix“ a vzorky byly nésledné zamichany na vortexu (VELP).

Vznikla smés byla pienesena na kolonky (,,NucleoSpin RNA Clean-up
Column*), které¢ byly umistény do sbérnych zkumavek, a nasledné centrifugovana po
dobu 30 sekund pii 8000x g (centrifuga Eppendorf 5415R). Vznikly supernatant byl
odstranén a kolonka byla pfemisténa do nové sbérné zkumavky.

Na kolonku bylo pfiddno 700 pl pufru ,Buffer RA3“ a vzorky byly
centrifugovany po dobu 30 sekund pii 8000x g (centrifuga Eppendorf 5415R).
Supernatant byl odstranén a kolonka byla promyta podruhé pfidanim 350 pl pufru
,Buffer RA3“. Vzorky byly centrifugovany po dobu 2 minuty pii 8000 g (centrifuga
Eppendorf 5415R). Kolonky byly pieneseny do Cistych sbérnych mikrozkumavek a
vzorky byly ponechany inkubovat ¢ otevienym vikem pii pokojové teploté po dobu 3
minuty, aby vyschla membréna kolonky.

Ke vzorkim bylo pfidano 40 pl ,RNase-free“ vody a vzorky byly
centrifugovany po dobu 60 sekund pii 8000x g (centrifuga Eppendorf 5415R).
Purifikovana RNA byla pfenesena do ¢istych mikrozkumavek a uchovana v mrazicim

boxu pii teploté -80 °C.

4. \Vysledky
4.1 lzolace RNA

Z tkani ledvin laboratornich potkant kontrolnich byla izolovana celkovd RNA za
pouziti fenol-chloroformové metody pomoci komercniho ¢inidla GENEzol Reagent
(Geneaid) (viz kap. 3.3.1.4), sady Total RNA Mini Kit (Geneaid) (viz kap. 3.3.1.5) a
Direct-Zol RNA Miniprep Plus (Zymo Research) (viz kap. 3.3.1.6). Homogenizace byla
provedena tfemi zpiisoby, a to v tfeci misce za chlazeni tekutym dusikem (viz kap.
3.3.1.1), za pouziti mikrotlou¢ku (viz kap. 3.3.1.2) a homogenizatoru dle Pottera a
Elvehjema (viz kap. 3.3.1.3).

Tab.1 ukazuje vyslednou Ccistotu a koncentrace RNA, kterd byla zjiSténa
spektrofotometrickym stanovenim za pouziti spektrofotometru Denovix a pomoci

vzorce (4) (viz kap. 3.3.2).
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Tab.1 : Cistota a koncentrace RNA izolované z tkani ledvin laboratornich potkanti
kontrolnich za pouziti ¢inidla GENEzol Reagent (Geneaid), souprav Total RNA
Mini Kit (Geneaid) a Direct-Zol RNA Miniprep Plus (Zymo Research).

Pristup k Zkratka | mtkané, | A,o/Axs | Ayo/Ass c [ug/ul] | objem RNAna 1
izolaci RNA vzorku [mg] H,0 [ul] mg tkané
[ugl
fenol- CT1 1,87 1,19 1,697 1,36
chloroformova ™ ¢T2 1,89 0,99 1,915 1,53
metoda za cT3 1,97 0,97 3,389 2,71
g‘;‘;fgol CH1 2,00 1,43 5,668 453
Reagent CH2 50 2,02 1,39 3,445 40 2,76
(Geneaid) CH3 2,03 1,69 3,201 2,56
CP1 1,99 1,50 3,405 2,72
cP2 1,95 1,22 2,851 2,28
CP3 1,92 2,96 0,184 0,15
Total RNA T1 2,18 0,15 0,129 0,26
Mini Kit T2 2,08 1,55 0,094 0,19
(Geneaid) T3 22 2,09 1,84 0,221 >0 0,44
T4 2,03 1,43 0,071 0,14
Direct-Zol RNA 71 1,93 1,61 0,497 0,99
Miniprep Plus 72 1,91 2,98 0,262 0,52
Kit (Zymo Z3 1,93 2,69 0,291 0,58
Research) 7z 1,96 256 | 0,291 0,58
5 1,99 2,94 0,177 0,35
76 1,99 2,49 0,291 0,58
KT1 1,96 2,49 0,270 0,54
KT2 50 1,85 1,85 0,318 100 0,64
KT3 1,94 2,24 0,548 1,10
KH1 2,02 2,29 0,765 1,53
KH2 1,90 2,31 0,546 1,09
KH3 1,92 2,52 0,434 0,87
KP1 1,89 3,56 0,109 0,22
KP2 1,90 2,30 0,542 1,08
KP3 2,17 1,84 7,442 14,88

Vzorky CT1, CT2, CT3, CHI1, CH2, CH3, CP1, CP2, CP3 byly izolovany za pouziti
fenol-chloroformové metody pomoci komeréniho ¢inidla GENEzol Reagent (Geneaid).
Vzorky T1, T2, T3, T4 byly izolovany za pouziti sady Total RNA Mini Kit (Geneaid).
Vzorky Z1, 72, 73, 74, 75, Z6 a KT1, KT2, KT3, KHI1, KH2, KH3, KP1, KP2, KP3
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byly izolovany za pouziti sady Direct-Zol RNA Miniprep Plus (Zymo Research).
Hodnoty absorbanci a koncentrace vzorku KP3 jsou vylouceny jako odlehlé vysledky.
U zkratek druhé pismeno znaci zpisob homogenizace. T znac¢i homogenizace v teci
misce za chlazeni tekutym dusikem, H zna¢i homogenizace za pouziti mikrotlouc¢ku a P
znac¢i homogenizace za pouziti homogenizatoru dle Pottera a Elvehjema.
Hodnota ¢istoty se pohybuje v rozmezi 1,8-2, v§ak pomér absorbanci 260/230 je u
vzorka T1, T4, Z1, CT3, CHI pftili§ nizky, coz znamena kontaminace latkami, které

jsou soucasti izola¢nich souprav. Tyto vzorky byly déle pfecistovany.

4.2 Precisténi RNA

Precisténi bylo provedeno za pouziti komeréniho kitu NucleoSpin RNA Clean-
up (Macherey-Nagel) (viz kap. 3.3.4), pomoci kterého se odstraniuji soli, metabolity,
organické latky jako fenol a makromolekularni bunécné slozky. Byly ptecistény vzorky
T1, T4, které byly izolovany za pouziti Total RNA Mini kitu (Geneaid), vzorek Z1,
ktery byl izolovan za pouZiti Direct-Zol RNA Miniprep Plus (Zymo Research) a vzorky
CT3, CHI, kter¢é byly izolovany pomoci fenol-chloroformové metody za pouZiti ¢inidla
GENEzol Reagent (Geneaid). Vzorky byli zvoleny kvuli jejich nizkému poméru
absorbanci 260/230.

V Tab.2 jsou porovnany koncentrace a Cistota RNA hned po izolaci a po

precisténi.
Nazev Zkratka | Pocatecni Vysledna Pocatecn | Vysledny | Pocatecni | Vysledny
komercniho | vzork(l | koncentrace | koncentrace | i pomér pomeér pomeér pomeér
kitu vzorkd, vzorkd, As/Aogo | Aseo/Pogs | Aso/BPoze | Aso/Prso
ug/ul ug/ul
NucleoSpin T1 0,129 0,026 2,18 1,91 0,15 0,16
RNA Clean- T4 0,071 0,018 2,09 1,92 1,84 0,92
up Z1 0,497 0,093 1,93 2,04 1,61 0,55
(Macherey- CT3 3,389 0,198 1,89 2,10 0.99 1,09
Nagel) CHI 5,668 0,438 1,97 2,13 0,97 1,00

Tab.2 Pocatecni a vysledna Cistota a koncentrace izolované RNA po precisténi
soupravou NucleoSpin RNA Clean-up (Macherey-Nagel).

Podle vysledkt k vyznamnému piecisténi nedoslo.
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4.3 Horizontalni agarosova elektroforéza

Pro vizualni vyhodnoceni integrity RNA byla provedena horizontalni agarosova
elektroforéza. Elektroforéza byla provedena za pouziti barviv  SYBR Green II
(Invitrogen), GoodView (Amplia) a tablety MIDORI (Nippon Genetics) pro rychlou
ptipravu agarosového gelu, kterd obsahuje barvivo MIDORI Green. Na Obr.8, Obr.10,
Obr.11, Obr.12, Obr.12 jsou uvedeny vysledky elektroforézy, kde jsou dva
charakteristické prouzky 28S a 18S, pomoci kterych lze posoudit, zda doslo k poruSeni
integrity RNA.

Na Obr.8 je uveden vysledek elektroforézy vzorkli izolovanych za pouziti
Direct-Zol RNA Miniprep Plus Kit (Zymo Research) (vzorky KT1, KT2, KT3, KH1,
KH2, KH3, KP1, KP2, KP3). Elektroforéza byla provedena za pouziti barviva SYBR
Green II (Invitrogen), byl pouzit marker ssSRNA Ladder (New England BioLabs).

KT1 KT2 KT3 KH1 KH2 KH3 KP1 KPZ M

— —

Obr.8 Horizontalni agarosova elektroforéza izolované RNA za pouziti barviva SYBR
Green II (Invitrogen), marker ssRNA Ladder (New England BioLabs). Oznacené
vzorky KT1, KT2, KT3, KH1, KH2, KH3, KP1, KP2, KP3 byly izolovany za pouziti
Direct-Zol RNA Miniprep Plus (Zymo Research).
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U vzorkti KP1, KP2, KP3 nejsou prouzky 28S a 18S dostate¢né ostré, téméer
chybi. Vzorky ve spodni ¢asti gelu KT1, KT2, KT3, KH1, KH2, KH3 jsou lepe
viditelné, ale prouzky nejsou dostatecné ostré.

Vzorky CT1, CT2, CT3, CH1, CH2, CH3, CP1, CP2, CP3, které byly izolovany
pomoci fenol-chloroformové metody za pouziti ¢inidla GENEzol Reagent (Geneaid),
byly natedény 10x a byla provedena horizontalni agarosova elektroforéza za pouziti
barviva SYBR Green Il (Invitrogen) (viz Obr.9). Jak je vidét, vSechny vzorky maji
viditelné prouzky 28S a 188, a to kromé& vzorku CP1, u které¢ho pravdépodobné doslo k

chybnému pipetovani.

CT1CT2 CT3 CP1 CP2 CP3 CH1 CH2 CH3 M bp

z LS

Obr.9 Horizontalni agarosova elektroforéza izolované RNA za pouziti barviva SYBR
Green II (Invitrogen), marker ssRNA Ladder (New England BioLabs). Oznacené
vzorky CT1, CT2, CT3, CP1, CP2, CP3, CH1, CH2, CH3 byly izolovany za pouziti
¢inidla GENEzol Reagent (Geneaid).

Na Obr.10 je uveden vysledek elektroforézy vzorki izolovanych pomoci fenol-
chloroformové metody za pouziti ¢inidla GENEzol (Geneaid) (vzorky CT1, CT2, CT3,
CHI, CH2, CH3, CP1, CP2, CP3) a za pouziti Direct-Zol RNA Miniprep Plus (Zymo
Research) (vzorky Z1, 72, 73, 74, 75, 76). Elektroforéza byla provedena za pouziti
barviva GoodView (Amplia), byl pouzit marker Lambda DNA/EcoRI + HinDIII

(Thermo Sciencific).
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CT1 T2 €713 CHICH2 cH3 cp1CP2 cp3

Obr.10 Horizontalni agarosova elektroforéza izolované RNA za pouziti barviva GoodView
(Amplia), marker Lambda DNA/EcoRI + HinDIII (Thermo Sciencific). Oznacené
vzorky CT1, CT2, CT3, CP1, CP2, CP3, CH1, CH2, CH3 byly izolovany za pouZiti
¢inidla GENEzol Reagent (Geneaid), vzorky Z1, Z2, 73, Z4, Z5, 76 za pouziti Direct-
Zol RNA Miniprep Plus (Zymo Research).

Prouzky jsou viditelné a dostatecné ostré u vSech vzorkl, kromé¢ CT1, CT2,
CT3. Jak je z elektroforeogramu patrné, barvivo GoodView (Amplia) se nedostalo do
spodni ¢asti gelu.

Na Obr.11 je uveden vysledek elektroforézy vzorki izolovanych za pouziti Total
RNA Mini Kit (Geneaid) (vzorky T1, T2, T3, T4). Elektroforéza byla provedena za
pouziti tablety MIDORI (Nippon Genetics), kterd obsahuje barvivo MIDORI Green, byl
pouzit marker Lambda DNA/EcoRI + HinDIII (Thermo Sciencific).
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Obr.11 Horizontalni agarosova elektroforéza izolované RNA za pouZiti tablety MIDORI (Nippon
Genetics), kterd obsahuje barvivo MIDORI Green, marker Lambda DNA/EcoRI + HinDIII (Thermo
Sciencific). Oznacené vzorky T1, T2, T3, T4 byly izolovany za pouziti Total RNA Mini Kit
(Geneaid).

Nejlépe je vidét vzorek T2, ktery ma dva pomérné ostré prouzky 28S a 18S.
Vzorky T1, T3 a T4 nejsou témé&f viditelné.

Na Obr.12 je uveden vysledek elektroforézy vzorkli po pfecisténi za pouZiti
komeréniho kitu NucleoSpin RNA Clean-up (Macherey-Nagel). Elektroforéza byla
provedena za pouziti barviva GoodView (Invitrogen), byl pouzit marker Lambda
DNA/EcoRI + HinDIII (Thermo Sciencific). Vzorky T1, T4 byly izolovany za pouziti
Total RNA Mini Kit (Geneaid), vzorek Z1 byl izolovan za pouZiti Direct-Zol RNA
Miniprep Plus Kit (Zymo Research) a vzorky CT3, CHI byly izolovany pomoci fenol-

chloroformové metody za pouziti ¢inidla GENEzol Reagent (Geneaid).
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Obr.12 Horizontalni agarosova elektroforéza izolované RNA za pouziti barviva GoodView
(Invitrogen), marker Lambda DNA/EcoRI + HinDIII (Thermo Sciencific). Oznacené
vzorky T1, T4, byly izolovany za pouziti Total RNA Mini Kit (Geneaid), vzorek Z1 byl
izolovan za pouziti Direct-Zol RNA Miniprep Plus Kit (Zymo Research), vzorky CT3,
CH1 byly izolovany pomoci fenol-chloroformové metody za pouziti ¢inidla GENEzol
Reagent (Geneaid).

Vzorky T1 a T4, které byly vizualizovany pted pfecisténim pomoci horizontalni
agarosové elektroforézy za pouziti tablety MIDORI (Nippon Genetics) (viz Obr.11)
byly degradovéany, coz je také vidét i po preCisténi na Obr.12. Vzorek Z1 také je
degradovan, k cemuz doslo v pribehu ptecisténi vzorku, protoze pfi vizualizaci pred

precisténim (Obr.10) vzorek mé dva charakteristické prouzky.

5. Diskuze

V této bakalarské praci byla provedena izolace RNA z tkani ledvin laboratornich
potkanti kontrolnich pomoci rGznych pfistupti provedeni, jak homogenizace, tak i
samotné izolace RNA s naslednou kontrolou ¢istoty a integrity izolované RNA pomoci
spektrofotometrického stanoveni a horizontalni agarosové elektroforézy. Homogenizace
byla provedena tfemi zpUsoby, a to v tfeci misce za chlazeni tekutym dusikem (viz kap.
3.3.1.1), za pouziti mikrotloucku (viz kap. 3.3.1.2) a homogenizatoru dle Pottera a
Elvehjema (viz kap. 3.3.1.3). Pro izolace RNA byly vybrany fenol-chloroformova
metoda za pouZiti komeréni dostupného ¢inidla GENEzol Reagent (Geneaid) (viz kap.
3.3.1.4), komeréni souprava Total RNA Mini Kit (Geneaid) (viz kap. 3.3.1.5) a Direct-
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Zol RNA Miniprep plus Kit (Zymo Research) (viz kap. 3.3.1.6). Purifikace vybranych
vzorklt byla provedena za pouziti komer¢ni sady NucleoSpin RNA Clean-up
(Macherey-Nagel) (viz kap. 3.3.4). Horizontdlni agarosova -elektroforéza byla
provedena za pouZiti barviva SYBR Green II (Invitrogen) (viz kap. 3.3.3.1), GoodView
(Amplia) (viz kap. 3.3.3.2) a za pouziti tablety MIDORI (Nippon Genetics) (viz kap.
3.3.3.3) pro pripravu agarosového gelu, ktera obsahuje barvivo MIDORI Green.

Ti1 komercéné dostupné metody byly porovnany z hlediska ucinnosti izolace
molekul RNA.

Izolace RNA pomoci fenol-chloroformové metody za pouziti ¢inidla GENEzol
Reagent (Geneaid) (viz kap. 3.3.1.4) ukazala Cistotu vSech vzorkli v pozadovaném
rozmezi 1,8-2 (viz Tab.l, str. 36), coz znamend, Ze vzorky nejsou kontaminovany
proteiny. Pravdépodobné vzorky jsou kontaminovany fenolem a guanidin
isothiokyanatem, které jsou soucasti ¢inidla GENEzol Reagent (Geneaid), jelikoz pomér
absorbanci 260/230 neni v pozadovaném rozmezi 2-2,2.

Hodnoty koncentrace RNA za pouziti komercéniho ¢inidla GENEzol Reagent
(Geneaid) (viz Tab.1, str. 36) vySly vyrazné vys$$i, nez za pouZiti ostatnich komer¢nich
kit. Podle vzorce (4) (viz kap. 3.3.2) vysoka hodnota koncentrace mtize byt zptisobena
pritomnosti DNA, které absorbuje svétlo kolem 260 nm.

Integrita izolované RNA byla zkontrolovdna pomoci horizontalni agarosové
elektroforézy za pouziti komer¢niho barviva SYBR Green II (Invitrogen) (viz kap.
3.3.3.1, Obr.9) a barviva GoodView (Amplia) (viz kap. 3.3.3.2, Obr.10).

U vzorka CT1, CT2, CT3, CHI1, CH2, CH3, CP2, CP3 které byly vizualizovany
za pouziti barviva SYBR Green II (Invitrogen) prouzky 28S a 18S nejsou dostatecné
ostré. Vzorek CP1 chybi, k cemuZ pravdépodobné doslo kviili chybnému pipetovani.

Vzorky byly znovu vizualizovany za pouziti dalSitho barviva GoodView
(Amplia) a obrazek vysel Iépe viditelny. Prouzky jsou dostate¢né ostré u vSech vzorkd,
kromé CT1, CT2, CT3, jelikoz barvivo GoodView (Amplia) se nedostalo do spodni
¢asti gelu. Vzorek CP3 postrada prouzek 28S, coZ znamend, ze vzorek je degradovan.
Prouzky vzorki CP1, CP2, CH1, CH2, CH3 jsou ostiejsi, nez prouzky stejnych vzorkl
vizualizovanych za pouziti barviva SYBR Green II (Invitrogen) (viz Obr.9). Horsi
viditelnost prouzkt 28S a 18S ukazuje na moznou nevhodnost barviva SYBR Green II
(Invitrogen) v daném ptipad€¢ vizualizace RNA po rozdéleni vzorkl horizontalni

agarosovou elektroforézou.
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Jestli porovnavat barviva podle ceny, 1 ml barviva SYBR Green II (Invitrogen)
stoji 20450 K¢ bez DPH [52], coz je 102,3 K¢ bez DPH na jednu vizualizaci (5 ul na
jednu vizualizaci). Cena barviva GoodView (Amplia) ¢ini 48 EUR [53], coz je 1219,2
K& bez DPH podle kurzu Ceské narodni banky ke dni 13.08.2021 [54]. Na jednu
vizualizaci cena barviva GoodView (Amplia) ¢ini 4,9 K¢ bez DPH (4 ul na jednu

vizualizaci) (viz Tab.3).

Pristup k vizualizaci RNA Cena jedné vizualizace/jedné elektroforézy
barvivo SYBR Green Il (Invitrogen) 102,3 K¢ bez DPH

barvivo GoodView (Amplia) 4,9 KE bez DPH

klasicka agarosova elektroforéza za pouziti 21,5 K¢ bez DPH

barviva GoodView (Amplia)

tablety MIDORI Green Advance (Nippon 2,8 K¢ bez DPH
Genetics)

Tab.3 Celkové ceny jednotlivych vizualizaci za pouziti barviv SYBR Green I1
(Invitrogen) a GoodView (Amplia), klasické elektroforézy za pouziti barviva
GoodView (Amplia) a tablety MIDORI (Nippon Genetics).

Barvivo GoodView (Amplia) je levnéjsi alternativa k barvivu SYBR Green II
(Invitrogen) a vykazuje lepsi vizualizaci integrity RNA v daném piipadé.

Pro zjisténi, ktery ze zplsobli homogenizace je nejucinnéj$i a nejjednodussi
v ramci Cistoty provedeni, byla homogenizace provedena tfemi zplsoby, a to v tieci
misce za chlazeni tekutym dusikem (vzorky CTI1, CT2, CT3) (viz kap. 3.3.1.1), za
pouziti mikrotloucku (vzorky CH1, CH2, CH3) (viz kap. 3.3.1.2) a homogenizatoru dle
Pottera a Elvehjema (vzorky CP1, CP2, CP3) (viz kap. 3.3.1.3).

Homogenizace za pouziti mikrotloucku vykazala nejvyssi vyslednou koncentraci
RNA (viz Tab.1, str. 36), kterd ale vyzaduje aktivni manudlni praci. Koncentrace
izolované RNA za pouziti homogenizatoru dle Pottera a Elvehjema a v tfeci misce za
chlazeni tekutym dusikem vysla nizs$i, nez homogenizace za pouziti mikrotloucku.
Homogenizace za pouziti homogenizatoru dle Pottera a Elvehjema je nejjednodussi

v ramci provedeni a ovladani pfistroje, ale prochdzi v chlazené mistnosti pfi teplote 4
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°C. Taktéz nevyzaduje zadné dalsi chemikalie, na rozdil od homogenizace v tfeci misce
za chlazeni tekutym dusikem.

Cena ¢inidla GENEzol Reagent (Geneaid) na 100 stanoveni je 4417 K¢ bez DPH
[55], coz je 44,17 K¢ bez DPH na jedno stanoveni. Metoda vyzadovala ptidani
chloroformu (Penta), jehoz cena je 160 K¢ bez DPH na 1000 ml [56], coz je 0,032 K¢
bez DPH na jedno stanoveni (200 ul na jedno stanoveni). Cena pouzité¢ho isopropanolu
(Lach-Ner) je 145 K¢ bez DPH na 1000 ml [57], coz je 0,0116 K¢ bez DPH na jedno
stanoveni (80 ul na jedno stanoveni). Byl pouzit ethanol (Nach-Ler), jehoZ cena je 555
K¢ bez DPH na 1000 ml [58], coz je 0,42 K¢ bez DPH na jedno stanoveni (750 ul na
jedno stanoveni). Cena ,RNase-free‘ vody (Invitrogen) je 3460 K¢ bez DPH na 1000 ml
[59], coz je 1 KC bez DPH na jedno stanoveni (290 ul na jedno stanoveni). Celkova
cena na jedno stanoveni ¢ini 45,6 K¢ bez DPH (viz Tab.4) (z diivodl zanedbatelné ceny
nejsou do celkové ceny zapocitany mikrozkumavky, které¢ jsou ale soucasti baleni u

zbyvajicich komercnich kitl).

Pristup k izolaci RNA Cena jednotlivého méreni
fenol-chloroformova metoda za pouziti 45,6 K¢ bez DPH
GENEzol Reagent (Geneaid)

Total RNA Mini Kit (Geneaid) 105,3 K¢ bez DPH

Direct-Zol RNA Miniprep Plus Kit (Zymo
Research)

150,5 K¢ bez DPH

Tab.4 Celkové ceny jednotlivych méfeni izolaci RNA za pouziti GENEzol Reagent
(Geneaid), Total RNA Mini Kit (Geneaid), Direct-Zol RNA Miniprep Plus Kit (Zymo
Research).

Izolace RNA fenol-chloroformovou metodou za pouziti ¢inidla GENEzol
(Geneaid) byla pomérné casové naro¢nda — trvala cca 1,5 hodiny. Byla pracnd a
vyzadovala praci s organickymi rozpoustédly a fenolem, ktery ma leptavé Gcinky na
vSechny tkén¢ v tele. Postup vyzadoval separaci fazi, béhem které muize dojit ke
kontaminaci RNA vedlejsi fazi. Vyhodou této metody je jeji pomérné€ nizka cena.

Izolace RNA za pouziti komercni sady Total RNA Mini kit (Geneaid) (viz kap.

3.3.1.5) ukézala Cistotu o néco vétsi, nez je pozadované rozmezi 1,8-2 (viz Tab.1, str.
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36). To znamenda, Ze vzorky jsou nepatrné kontaminovany proteiny. VSak pomér
absorbanci 260/230 kazdého vzorku je nizsi nez pozadované rozmezi 2-2,2, coz ukazuje
na kontaminace latkami, které jsou soucasti izolani soupravy. V piipadé izolacni
soupravy Total RNA Mini kit (Geneaid) kontaminace miliZze byt zplisobena chaotropni
soli, ktera je soucasti pufru ,,RB Buffer a ethanolem, jehoZz obsahuje promyvaci pufr
»Wash Buffer”. Vzorky T1, T4 ukazali nejniz§i pomér absorbanci 260/230 a byly dale
precistovany.

Koncentrace izolované RNA, ktera byla homogenizovdna pouze za pouziti

Integrita RNA byla ovéfena za pouziti tablety MIDORI (Nippon Genetics)
(3.3.3.3, Obr.11), ktera obsahuje barvivo MIDORI Green. Nejlépe je vidét vzorek T2,
ktery méa dva pomérné ostré prouzky 28S a 18S, coz znamend, Zze RNA neni poruSena.
Vzorky T1, T3 a T4 jsou pravdépodobné degradované, protoze na gelu jsou viditelné
pouze 18S prouzky.

Barvivo MIDORI Green vykazuje vhodnou viditelnost pro danou metodu. 100
tablet MIDORI (Nippon Genetics) stoji 2760,- K& bez DPH [60], coz ¢ini 2,8 K¢ bez
DPH na jednu elektroforézu. Metoda za pouziti tablety MIDORI (Nippon Genetics) je
levnéjsi v porovnani s klasickou horizontalni agarosovou elektroforézou, protoze tableta
MIDORI (Nippon Genetics) jiz obsahuje pfesné mnozstvi agarosy a barviva MIDORI
Green. Celkova cena klasické agarosové elektroforézy za pouziti vhodnéjs$iho v daném
pfipadé¢ barviva GoodView (Amplia) zahrnuje cenu barviva GoodView (Amplia) a
ptislusného mnozstvi agarosy. Cena 100 g agarosy je 3320 K¢ bez DPH [61], coz je
3,32 K¢ bez DPH na jednu elektroforézu. Celkova cena ¢ini 21,5 K¢ bez DPH na jednu
elektroforézu (viz Tab.3, str. 44). TaktéZ prace s tabletou MIDORI (Nippon Genetics) je
méné Casoveé narocnd a automatizovana, protoze nevyzaduje manipulaci s potencidlné
toxickym barvivem a s piipravou agarosy.

Cena sady Total RNA Mini kit (Geneaid) na 50 stanoveni je 5 210 K¢ bez DPH
[62], coz je 104,2 K¢ bez DPH na jedno stanoveni. Pro pfipravu promyvaciho pufru
»Wash Buffer” byl pouzit ethanol (Nach-Ler), jehoz cena je 555 K¢ bez DPH na 1000
ml [58], coz je 1,11 K¢ bez DPH na jedno stanoveni (2 ml na jedno stanoveni). Celkova
cena na jedno stanoveni ¢ini 105,3 K¢ bez DPH (viz Tab.4, str. 45).

Vyhodou izolace za pouziti Total RNA Mini kit (Geneaid) je jeji Casova
nenarocnost, kterd je zaloZena na tfech krocich — navazani RNA na kolonky s filtrem

pomoci chaotropni soli, odstranéni v§ech nezadoucich latek a vycisténi celkové RNA.
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Trvala izolace cca 1 hodinu. Nicméné zvyseni rychlosti ¢asto snizuje vytéznost metody.
Je to patrné z hodnot Cistoty a poméra absorbanci 260/230, které nejsou v pozadovaném
rozmezi — pro Cistotu 1,8-2 a pro pomér absorbanci 260/230 2-2,2 (viz Tab.1, str. 36).
Izolace je ekonomicky relativné vyhodna.

Pii pouziti kitu Direct-Zol RNA Miniprep plus (Zymo Research) (viz kap.
3.3.1.6) izolovana RNA vykazovala pozadovanou cistotu v rozmezi 1,8-2 (viz Tab.1,
str. 36) kromé vzorku KP3, ktery je nepatrné¢ kontaminovan proteiny. Hodnoty poméra
Az60/A2;0 jsou maximalné piiblizeny k pozadovanému rozmezi 2,0-2,2. Znecisténi mize
byt zpisobeno ethanolem, ktery je soucasti pufru ,,RNA Wash Buffer” a ,,Direct-zol
RNA PreWash®, fenolem a guanidin isothiokyandtem, které jsou soucésti Cinidla
,» T RIzol Reagent*.

Ovéfeni integrity RNA bylo provedeno pomoci horizontadlni agarosové
elektroforézy za pouziti barviva SYBR Green II (Invitrogen) (viz kap. 3.3.3.1, Obr.8)
pro vzorky KT1, KT2, KT3, KHI, KH2, KH3, KP1, KP2, KP3 a barviva GoodView
(Amplia) (viz kap. 3.3.3.2, Obr.10) pro vzorky Z1, 722, 73, 74, 75, 76. Prouzky 28S a
18S vzorki KP1, KP2, KP3 chybi, coz znamena, Ze RNA je zcela degradovana. Vzorky
KTI1, KT2, KT3, KH1, KH2, KH3 jsou lepe viditelné, ale prouzky nejsou dostate¢né
ostré. To miize byt zplisobeno bud‘ nevhodnosti barviva SYBR Green II (Invitrogen)
v daném ptipad¢ vizualizace RNA, nebo CasteCnou degradaci izolované RNA. Vzorky
Z1, 72, 73, Z4, 75, 76 vizualizované za pouziti barviva GoodView (Amplia) jsou
dostatecné ostré a oba prouzky jsou viditelné, coz znamend, Ze integrita nebyla
porusena.

Koncentrace vzorki ma hodnoty rozptylené a zalezi na zpisobu homogenizace.
Pro zjisténi, ktery ze zplsobl homogenizace je nejucinngjsi a nejjednodussi v ramci
Cistoty provedeni, byla homogenizace provedena tfemi zpiisoby, a to v tfeci misce za
chlazeni tekutym dusikem (vzorky KTI1, KT2, KT3) (viz kap. 3.3.1.1), za pouziti
mikrotloucku (vzorky KH1, KH2, KH3 a Z1, Z2, 73, Z4, 75, 76) (viz kap. 3.3.1.2) a
homogenizatoru dle Pottera a Elvehjema (vzorky KP1, KP2, KP3) (viz kap. 3.3.1.3).

Nejvyssi vytézky vykazali vzorky, které byli homogenizovany za pouziti
homogenizatoru dle Pottera a Elvehjema. Koncentrace vzorki KHI, KH2, KH3
homogenizovanych za pouziti mikrotloucku jsou nizsi, nez za pouziti homogenizatoru
dle Pottera a Elvehjema. Horsi vysledky maji vzorky, které byli homogenizovény v tieci

[ RA4

73,74, 75, Z6 homogenizované za pouziti mikrotloucku. Hodnoty koncentrace téchto
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vzorkll jsou srovnatelné se vzorky homogenizovanymi v tieci misce za chlazeni
tekutym dusikem a jsou nizsi, nez hodnoty koncentrace vzorkii KH1, KH2, KH3, které
byli taktéz homogenizovany za pouziti mikrotloucku a vzorkl, které byli
homogenizovany za pouziti homogenizatoru dle Pottera a Elvehjema (viz Tab.1, str.
36).

Cena kitu Direct-Zol RNA Miniprep plus (Zymo Research) na 50 stanoveni je
7472,64 K¢ bez DPH [50], coz je 149,45 K¢ bez DPH na jedno stanoveni. Byl pouzit
ethanol (Lach-Ner), jehoz cena je 555 K¢ bez DPH na 1000 ml [58], coz je 1,02 K& bez
DPH na jedno stanoveni (1,84 ml na jedno stanoveni). Celkova cena na jedno stanoveni
¢ini 150,5 K¢ bez DPH (viz Tab 4, str. 45).

Izolace za pouziti kitu Direct-Zol RNA Miniprep plus (Zymo Research) byla
pohodlna a nejméné Casové narocnd (cca 45 minut), jelikoZz nevyzadovala zadné
zdlouhavé kroky. Avsak se zvySenim rychlosti izolace RNA pravdépodobné doslo ke
kontaminaci vzorkt ethanolem, fenolem a/nebo guanidin isothiokyanatem. Cistota RNA
je pomérné vysoka u kazdého vzorku, na rozdil od ostatnich pouzitych metod. Dalsi
nevyhodou je jeji financni naro¢nost.

Precisténi vzorki T1, T4, Z1, CT3, CHI bylo provedeno za pouziti komer¢niho
kitu NucleoSpin RNA Clean-up (Macherey-Nagel) (viz kap. 3.3.4). Vzorky T1, T4 byly
izolovany za pouziti Total RNA Mini kitu (Geneaid) (viz kap. 3.3.1.5), vzorek Z1 byl
izolovan za pouziti Direct-Zol RNA Miniprep Plus (Zymo Research) (viz kap. 3.3.1.6) a
vzorky CT3, CHI1 byly izolovany pomoci fenol-chloroformové metody za pouziti
¢inidla GENEzol Reagent (Geneaid) (viz kap. 3.3.1.4). Podle vysledkt (viz Tab.2, str.
37) dosSlo k celkovému snizeni koncentrace RNA, hodnota Cistoty RNA nepatrné
stoupla pouze u vzorkii T1, T4. Doslo k vyznamnému sniZzeni poméri absorbanci
260/230, coz ukazuje na dal$i znecisténi vzorkil béhem piecisténi RNA.

Homogenizace za pouziti mikrotloucku vykazala nejvyssi hodnoty koncentrace
izolované RNA, nez ostatni zptisoby. Taktéz metoda nevyzaduje doplitkové podminky,
jako je chlazena mistnost v pfipad€ homogenizaci dle Pottera a Elvehjema a ptidavani
dalSich chemikalii v piipad¢ homogenizace v tieci misce za chlazeni tekutym dusikem.

Z porovnavanych postupti izolace RNA vykazuje vesmés nejlepsi vysledky
souprava Direct-Zol RNA Miniprep plus (Zymo Research), ktera jedinda splnila
podminku Ccistoty pro pomeér absorbanci 260/230. Izolace byla casové nenarocna,
automatizovana, izolovand RNA spliiuje podminky ¢istoty jak pro pomér Axe/Azs tak i
Asso/Asso a jeji koncentrace je téz uspokojujici. Pokud ovSem vynechdme kritérium

48



Cistoty v hodnotach absorbanci 260/230, tak pak vychazi nejlépe metoda za pouziti
¢inidla GENEzol Reagent (Geneaid), jelikoz izolovand RNA vykazuje nejvyssi vytézky
koncentrace. Presto, Ze izolace RNA za pouziti ¢inidla GENEzol Reagent (Geneaid) je
nejlevnéjsi a izolovand RNA vykazuje nejvyssi hodnoty koncentrace, nez za pouziti
Direct-Zol RNA Miniprep plus (Zymo Research), izolace za pouziti ¢inidla GENEzol
Reagent (Geneaid) byla ¢asové nejnarocnéjsi, vyzadovala zdlouhavé kroky a praci
s organickymi rozpoustédly a fenolem. Pokud bychom ovSem volili cestu v ramci
nejlepsitho poméru casu a vykonu, tak jednoznacné vychdzi jako nejlepsi kombinace
homogenizace v malém homogenizatoru v kombinaci s izolaci pfes kolonky Direct-zol
Miniprep Plus (Zymo Research). V poradi tfeti se umistila souprava Total RNA Mini
kit (Geneaid), jelikoz izolovana RNA méla nejniz§i koncentrace a nespliovala
podminky pro poméry absorbanci 260/280 a 260/230.

V daném piipadé¢ metoda piecisténi RNA nebyla G¢innd a zplsobila dalsi
znecisténi RNA nizkomolekularnimi latkami.

Pro ptfipravu agarosového gelu je nejméné ndrocnd metoda za pouziti tablety
MIDORI (Nippon Genetics), kterd obsahuje barvivo MIDORI Green, nez komercni
barvivo SYBR Green II (Invitrogen) a GoodView (Amplia). Je levnéjsi, nez klasicka
horizontalni agarosové elektroforéza a nevyzaduje manipulaci s potencialné toxickym
barvivem a s ptipravou agarosy. Taktéz barvivo MIDORI Green, které obsahuje tableta

MIDORI, poskytuje kontrastnéjsi obrazek a nejlepsi ostrost prouzka 28S a 18S rRNA.

6. Zaver

V ramci této bakalaiské prace bylo dosazeno nize uvedenych vysledk:

* Byla uspésné izolovana celkovda RNA z tkan¢ ledvin laboratornich potkani
kontrolnich, a to za pouziti konzervativniho postupu fenol-chloroformové
extrakce, tak 1 dvou komercnich sad, jako jsou Total RNA Mini Kit (Geneaid) a
Direct-zol Miniprep Plus Kit (Zymo Research). Tkan byla homogenizovana
ttemi zpUsoby, a to v tfeci misce za chlazeni tekutym dusikem, za pouziti
mikrotloucku a za pouziti homogenizatoru dle Pottera a Elvehjema.

* Byla Uspén€ provedena charakterizace integrity RNA agarosovou
elektroforézou za pouziti komeréniho barviva SYBR Green II (Invitrogen),
GoodView (Amplia) a za pouziti tablety MIDORI (Nippon Genetics) pro

rychlou pfipravu agarosového gelu, ktera obsahuje barvivo MIDORI Green.
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Na zékladé porovnani vysledkl bylo vytvofeno doporuceni pro homogenizaci a
1zolaci RNA, a to kombinace homogenizace za pouziti mikrotloucku. V ptipadé
potieby rychlého izolacniho postupu vyuzit komeréni soupravu Direct-Zol
RNA Miniprep plus (Zymo Research). A v pfipad¢é ¢asové nenarocnosti vyuzit
konzervativni metodu.

Pro pfipravu agarosového gelu s nésledujicim barvenim vzorkd poskytl
kontrastnéj$i obrazek a nejlepsi ostrost prouzkii 28S a 18S rRNA komer¢ni

dostupné tablety MIDORI, které obsahuji barvivo MIDORI Green.
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