8 PRILOHA A - TABULKY

Tabulka A - 1 Prehled reagencii a jejich koncentraci na ptipravu reakéni smési PCR

reagencie objem (ul) koncentrace
ddH,O Nx7
PPP mix Nx 10
S primer Nx1 10 uM
3 primer Nxl1 10 uM
N pocet PCR reakcei

Tabulka A - 2 Teplotni program PCR63 resp. PCR65

1 cyklus predenaturace 95 °C 5 min
denaturace 95°C 30s
35 cykla annealing 63 °Cresp.65°C | 30s
extenze 72 °C 30s
1 cyklus terminalni extenze 72 °C 5 min
konec programu 4°C 00

Tabulka A - 3 Teplotni program sekvencni reakce

denaturace — 95 °C 10s
annealing — 50 °C 5s 25x
extenze — 60 °C 4 min
konec programu — 10 °C 00

Tabulka A - 4 Teplotni program Reverse Transcriptase PCR

1. krok | denaturace 70 °C 5 min
2. krok | reverzni transkripce 37°C 75 min
3. krok | inaktivace transkriptazy 85°C 5 min
4. krok | konec programu 14 °C 0
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Tabulka A - 5 Postup pii analyze integrity celkové RNA

1) Vybereme vSechny reagencie pro piipravu separacniho gelu, nechame stat 30 minut.
V priibéhu tohoto ¢asu vycistime elektrody ptistroje Agilent 2100 Bioanalyzer.

A/ Do Ccistictho c¢ipu napipetujeme 350ul RNase free vody, do druhého chipu
napipetujeme 350ul RNase Zap.

B/ Otevieme viko pfistroje, vlozime Cistici chip s RNase Zap, zavieme viko a nechame
stat 4 minuty.

C/ Otevieme viko pristroje, vyjmeme Cistici chip s RNase Zap, vlozime Ccistici chip
s vodou, zavieme viko a nechame stat 4 minuty.

D/ Otevieme viko pfistroje, vyjmeme Cistici chip s vodou a nechame oschnout 5 minut

2) Vzorky uréené pro analyzu integrity nafedime na koncentraci 100-200 ng/ul a 3ul této
RNA a ladder denaturujeme v termobloku pii 70°C po dobu 2 minut. Po denaturaci
uchovadvame na ledu aZz do pouZiti.

3) Piiprava separa¢niho gelu

A/ Napipetujeme 550ul RNA Nano gel (Cervené vicko) do epp.zkumavky s filtrem

B/ Sto¢ime pii 1500g/10min/RT (piefiltrovany gel se nesmi pouzivat déle nez 4 tydny)

C/ 65l prefiltrovaného gelu napipetujeme do eppendorfky o 0,5ml

4) Ptiprava barvicky do gelu (pozor barvicka je citlivéd na svétlo)

A) Zvortexujeme barvicku RNA Nano dye(modré vicko) a kratce sto¢ime ,,Pulse Spin“

B/ K 65ul gelu ptidame 1pl barvi¢ky a zvortexujeme

C/ Sto¢ime na centrifuze 13000g/10min/RT

D/ Ptipraveny gel neskladujeme a jesté tyz den ho spotiebujeme.

5) Ptiprava Priming station (PS), test tésnosti

A/ Zakladnu PS nastavime do polohy C a aretac¢ni packa pro stiikacku je v nejvyssi poloze

B/ Nepouzity RNA 6000 Nano Chip vlozime do PS

C/ Pist davkovaci stiikacky na PS natdhneme na objem 1ml a uzavieme PS.

D/ ZatlaCime pist az do zacvaknuti za aretacni packu, pockame 10s a pist uvolnime.

E/ Pockdme 5s a pist by se mél vysunout na objem 0,7-0,8 ml. Pokud se tak nestane, je
nutné pouzit novou ddvkovaci

F/ Pist opatrné pomalu vytdhneme zpatky na objem 1ml.

6) Nanéseni do gelu

A/ Do jamky oznacené ,,G* v cerném krouzku napipetujeme 9ul gelu smichaného
s barvickou

B/ Pist davkovaci stiikacky na PS natdhneme na objem 1ml a uzavieme PS

C/ Pist zatlac¢ime az do zacvaknuti za aretacni packu, pockame 30s a pist uvolnime.

D/ Pockame 5s.

E/ Pist pomalu opatrné vytdhneme zpatky na objem 1ml.

F/ Otevieme PS a napipetujeme 9ul gelu do ostatnich dvou jamek ozacenych ,,G*. Zbytek
gelu vyhodime.

7) Piiprava a pipetovani RNA 6000 Nano marker(zelené vicko)

A/ 5ul markeru napipetujeme do vSech 12 jamek urcenych pro vzorky a také do jamky
oznacené zebrickem.

8) Ptiprava a pipetovani vzorka a markeru molekularni hmotnosti(ladder)

A/ 1pl ladderu napipetujeme do jamky oznacené zebtickem

B/ Napipetujeme 1pl vzorku do kazdé z 12 jamek pro n€ uréené. Musime mit 12 vz.

9) Ptiprava chipu

A/ Chip zvortexujeme po dobu 1 minuty a vloZime do Agilent 2100 Bioanalyzeru
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Tabulka A - 6 Piehled reagencii a jejich koncentraci pouzivanych na pfipravu reakcni

smési Reverse Transcriptase PCR

reagencie objem(ul) koncentrace
5 x RT Buffer Nx35
dNTP Nx?2 10 mM
DTT Nxl1 0,1M
RNasin Plus Nx1 40 u/pl
M - MLV RT Nx1 200 u/pl
H,O Nx4
,»N“ pocet PCR reakei

Tabulka A - 7 Ptehled reagencii pouzivanych na pfipravu reakéni smési do
PCR
reagencie objem na reakci(ul) koncentrace
Syber GREEN 12,5 x 2N
Primer mix 2x 2N Spmol (kazdy primer)
H,O 9,5x 2N
cDNA 1 x 2N 10 ng/ pul
2N pocet reakci
Tabulka A - 8 Teplotni program Real-Time PCR
1 cyklus | ivodni zahtati reakéni smési 50°C | 2min
1 cyklus | ivodni denaturace 95°C | 10 min
denaturace 95°C | 15s
45 cyklu _ _ _
annealing primert + syntéza PCR 60 °C | 1 min
postupna denaturace produktu PCR za
. 95°C | 15s
1 cyklus | tcelem zjisténi teploty tdni Tm PCR
_ o 60°C | 15s
produktl — tvorba ,,dissociation curve
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Tabulka A - 9 Sekvence primerti pro qRT PCR

Gen Primer sequence 5°- 3°
F: GCTGTTTTTGTTTTGGAGCTTCA
HSPA1A
R: TTCAACATTGCAAACACAGGAAA
F: GGCCTTTGTTCTTTAGTATGTTTGTCT
HSPA1B
R: AGCTGAAGCAGAAATGACATAGGA
F: GAATCTAAGTTACCATCCGGAAA
HSPAIL
R: AACAGGATGTGAGGGAGTGTGA
F: GAGCAGGTTGCTCCACAGGT
B2-M
R: CAAGCTTTGAGTGCAAGAGATTGA
F: TTGGTCCTGCGCTTGAGG
UBC
R: GGAATGCAACAACTTTATTGAAAGGA
F: TGTTTTTCCCCATGAACCACA
TBP
R: CCTGCAATACTGGAGAGGTGGA
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Tabulka A - 10 delta Ct hodnoty genové exprese HSP70-1

teplotnim Sokem v zavislosti na bodové mutaci rs1008438.

genu pred a po indukci

¢islo vzorku bodova mutace | ACt po ,,HS* ACt , ,nHS*
2419 rs1008438 AA 3,536 -3,0447
3226 rs1008438 AA 4,9295 -2,5124
3236 rs1008438 AA 7,7361 -1,9361
3574 rs1008438 AA 6,4992 -2,4695
4093 rs1008438 AA 4,4102 -2,9633
4160 rs1008438 AA 6,3070 -2,9043
4204 rs1008438 AA 6,7468 -2,5401
4205 rs1008438 AA 7,0998 -2,2969
4418 rs1008438 AA 2,7678 -2,5622
4151 rs1008438 AC 4,8434 -2,0637
4170 rs1008438 AC 5,8562 -2,0211
4196 rs1008438 AC 6,9362 -2,6578
4225 rs1008438 AC 4,0118 -3,3754
4227 rs1008438 CC 5,9333 -2,1105
4174 rs1008438 CC 4,2864 -2,1694
3230 rs1008438 CC 6,2050 -2,0644
4422 rs1008438 CC 5,8370 -3,1909
4425 rs1008438 CC 5,2035 -2,6645
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Tabulka A - 11 delta Ct hodnoty genové exprese HSP70-1

teplotnim Sokem v zavislosti na bodové mutaci rs1043618.

genu pred a po indukci

¢islo vzorku | bodova mutace | ACtpo ,HS* ACt ,,nHS*“
4227 rs1043618 CC 5,9333 -2,1105
4225 rs1043618 CC 4,0118 -3,3754
4174 rs1043618 CC 4,2864 -2,1694
3230 rs1043618 CC 6,2050 -2,0644
4422 rs1043618 CC 5,8370 -3,1909
4425 rs1043618 CC 5,2035 -2,6645
4151 rs1043618 CG 4,8434 -2,0637
4170 rs1043618 CG 5,8562 -2,0211
4196 rs1043618 CG 6,9362 -2,6578
4205 rs1043618 GG 7,0998 -2,2969
4204 rs1043618 GG 6,7468 -2,5401
4160 rs1043618 GG 6,3070 -2,9043
4093 rs1043618 GG 4,4102 -2,9633
3574 rs1043618 GG 6,4992 -2,4695
3236 rs1043618 GG 7,7361 -1,9361
3226 rs1043618 GG 4,9295 -2,5124
2419 rs1043618 GG 3,3536 -3,0447
4418 rs1043618 GG 2,7678 -2,5622
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Tabulka A - 12 delta Ct hodnoty genové exprese HSP70-2

teplotnim Sokem v zavislosti na bodové mutaci rs1061581.

genu pred a po indukci

¢islo vzorku | bodova mutace | ACtpo ,,HS* ACt , nHS*
4205 rs1061581 AA 4,1231 -2,9359
4204 rs1061581 AA 4,3410 -3,6174
4160 rs1061581 AA 4,0196 -2,8932
3236 rs1061581 AA 5,3911 -3,1206
3226 rs1061581 AA 2,3619 -3,8873
2419 rs1061581 AA 0,3456 -3,1968
4418 rs1061581 AA -0,7051 -35042
3574 rs1061581 AG 6,5074 -2,8870
4093 rs1061581 AG 1,0745 -3,5429
4151 rs1061581 AG 2,4217 -3,4270
4170 rs1061581 AG 1,7016 -3,2082
4196 rs1061581 AG 6,8255 -3,9865
4225 rs1061581 AG 2,1195 -3,4187
4227 rs1061581 GG 2,4637 -3,0804
4174 rs1061581 GG 0,8067 -3,7761
3230 rs1061581 GG 3,0248 -4,2357
4422 rs1061581 GG 1,5505 -3,8056
4425 rs1061581 GG 1,3673 -3,5222
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Tabulka A - 13 delta Ct hodnoty genové exprese HSP70-2

teplotnim Sokem v zavislosti na bodové mutaci rs539689.

genu pred a po indukci

¢islo vzorku | bodova mutace | ACtpo ,HS* ACt , ,nHS*
4196 1$539689 CC 6,8255 -3,9865
4174 1s539689 CC 0,8067 -3,7761
4170 rs539689 CC 1,7016 -3,2082
4151 1$539689 CC 2,4217 -3,4270
3236 1s539689 CC 5,3911 -3,1206
3230 rs539689 CC 3,0248 -4,2357
3226 1$539689 CC 2,3619 -3,8873
4418 rs539689 CC -0,7051 -3,5042
4093 1s539689 GC 1,0745 -3,5429
4160 1$539689 GC 4,0196 -2,8932
4227 1s539689 GC 2,4637 -3,0804
4425 1s539689 GC 1,3673 -3,5222
4225 1s539689 GG 2,1195 -3,4187
4205 rs539689 GG 4,1231 -2,9359
4204 rs539689 GG 4,3410 -3,6174
3574 1s539689 GG 6,5074 -2,8870
2419 rs539689 GG 0,3456 -3,1968
4422 rs539689 GG 1,5505 -3,8056
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Tabulka A - 14 delta Ct hodnoty exprese HSP70-2 genu pied a po indukci teplotnim

Sokem v zavislosti na genotypech pétinukleotidové mutace (rs9281590)

¢islo vzorku mutace ACt po ,,HS* ACt ,,nHS*“
4205 del/del 4,1231 -2,9359
4204 del/del 4,3410 -3,6174
4160 del/del 4,0196 -2,8932
4093 del/del 1,0745 -3,5429
3236 del/del 5,3911 -3,1206
3226 del/del 2,3619 -3,8873
2419 del/del 0,3456 -3,1968
4418 del/del -0,7051 -3,5042
4225 del/ins 2,1195 -3,4187
4196 del/ins 6,8255 -3,9865
4170 del/ins 1,7016 -3,2082
4151 del/ins 2,4217 -3,4270
3574 del/ins 6,5074 -2,8870
3230 del/ins 3,0248 -4,2357
4227 ins/ins 2,4637 -3,0804
4174 ns/ins 0,8067 -3,7761
4422 ns/ins 1,5505 -3,8056
4425 ins/ins 1,3673 -3,5222
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Tabulka A - 15 delta Ct hodnoty genové exprese HSP70-Hom genu pted a po indukci

teplotnim Sokem v zavislosti na bodové mutaci rs2227956

¢islo vzorku | bodova mutace | ACtpo ,HS* ACt ,,nHS*“

3236 1s2227956 _CC -2,3384 -4,5480
4418 1s2227956 CC -4,9722 -4,9620
4093 1s2227956 CT -4,7206 -5,0770
4170 1s2227956 CT -5,1265 -5,4879
4160 1s2227956 CT -3,5320 -6,1180
4196 1s2227956 CT -1,4420 -5,0547
3574 1s2227956 CT -1,0507 -4,789

3226 1s2227956 CT -4,434 -5,9087
4227 rs2227956 TT -4,4676 -5,8715
4225 1s2227956 TT -4,8793 -4,2295
4205 1s2227956 TT -3,5429 -5,5940
4204 rs2227956 TT -2,6801 -4,3246
4174 1s2227956 TT -4,1852 -4,6053
4151 1s2227956 TT -5,0834 -5,7466
3230 rs2227956 TT -3,4923 -4,5744
2419 1s2227956 TT -4,2360 -4,6418
4422 1s2227956 TT -3,4442 -5,5508
4425 rs2227956 TT -4,8558 -5,8523
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Tabulka A - 16 Stfedni hodnoty delta Ct HS — delta Ct nHS miry genové exprese

v zavislosti na konkrétni bodové mutaci

mutace genotyp median A Ct HS - A Ct nHS
AA 8,1199
-110A/C
AC 7,9414
(rs1008438)
CcC 7,9330
GG 8,1199
+190G/C
GC 8,1261
(rs1043618)
CcC 7,8420
AA 6,1475
1267A/G
AG 6,8534
(rs1061581)
GG 5,5266
GG 6,4748
2074G/C
GC 5,4909
(rs539689)
CcC 6,3717
del/del 5,9563
delece/inserce
del/ins 7,2939
(rs928190)
ns/ins 5,0931
TT 1,0124
2437T/C
TC 2,0150
(rs2227956)
CcC 1,0997
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Tabulka A - 17 P-value hodnoty z-testu charakterizujici rozdily genové exprese

v zavislosti na genotypech

gen mutace porovnavané genotypy p-value
AA vs. AC 0,41
rs1008438 AA vs. CC 0,40
CCvs. AC 0,50
HSP70-1
CCvs. GC 0,37
1s1043618 CCvs. GG 0,33
GG vs. GC 0,50
AA vs. AG 0,30
rs1061581 AA vs. GG 0,26
GG vs. AG 0,13
CCvs. GC 0,19
HSP70-2 1s539689 CCvs. GG 0,47
GG vs. GC 0,16
del/ del vs. del/ins 0,13
rs928190 del/del vs. ins/ins 0,13
ins/ins vs. del/ins 0,013
CCvs. CT 0,24
HSP70-Hom | 152227956 CCvs. TT 0,47
TT vs. CT 0,07
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Tabulka A - 18 y test

mutace genotyp n % x2
AA 23 38,98
-110A/C
AC 30 50,85 0,701
(rs1008438)
CC 6 10,17
GG 22 37,29
+190G/C
GC 29 49,15 0,103
(rs1043618)
CcC 8 13,56
AA 20 33,90
1267A/G
AG 32 54,24 1,158
(rs1061581)
GG 7 11,86
GG 18 30,51
2074G/C
GC 28 47,46 0,114
(rs539689)
CcC 13 22,03
del/del 25 42,37
delece/inserce
del/ins 30 50,85 1,596
(rs928190)
ns/ins 4 6,78
TT 40 67,80
2437T/C
TC 17 28,81 0,014
(rs2227956)
CC 2 3,39




9 PRILOHA B - GRAFY

Graf B - 1, Graf B - 2, Graf B - 3 zobrazuje spojitost mezi mirou regulace genové exprese
HSP70-1 genu a polymorfismy rs1061581, 1s539689, pétinukleotidovou mutaci
(rs9281590) a rs2227956.
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Graf B - 4, Graf B - 5 zobrazuje spojitost mezi mirou regulace genové exprese HSP70-2
genu a polymorfismy rs1008438, rs1043618 a rs2227956.
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Graf B - 6, Graf B - 7 zobrazuje spojitost mezi mirou regulace genové exprese HSP70-

Hom genu a polymorfismy rs1061581, rs539689, pétinukleotidovou mutaci (rs9281590),

rs1008438 ars1043618
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Graf B — 8 zobrazuje spojitost mezi mirou regulace genové exprese HSP70-Hom genu a

polymorfismy rs1061581, rs539689, pétinukleotidovou mutaci (rs9281590), rs1008438 a
rs1043618
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