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ANOTACE:

Diplomovéa prace je zaméfena na zavedeni metody izolace a purifikace kratkych
molekul RNA pomoci materidld na bazi TiO2 s naslednou detekci pomoci hmotnostni
spektrometrie. Podminky izolace oligo RNA byly testovany a optimalizovany na TiO>
mikrocasticich (Titansphere) a na magnetickych nanotrubickach (TiO2NTs@Fe3OsNPs).
Vychozim biologickym materialem byly T- a B-lymfatické nadorové bunééné linie JURKAT
a RAJI. Bylo zjisténo, ze pomoci TiO2 mikroc¢astic 1ze ve vhodné zvolenych podminkach
izolovat nukleové kyseliny a souc¢asné odd¢lit kratké molekuly RNA od dlouhych.

Soucasti prace bylo také zavedeni komeréné dostupnych technik izolace RNA a jejich
porovnani snové vyvijenym postupem. Byla provedena optimalizace metody prikazu
a identifikace kratkych RNA metodou elektroforetické separace na polyakrylamidovém gelu
s mocovinou. Byly zjistény podminky separace: 20% polyakrylamidovy gel s 8M mocovinou
a barveni SYBR™ Green Il. V neposledni fadé jsme se v této praci zaméfili na moZnost
prikazu a analyzy kratkych RNA pomoci hmotnostni spektrometrie. Pro optimalizaci
preanalytické faze byl sestaven panel matric, ze kterych byly vybrany matrice s vhodnymi

vlastnostmi pro naslednou ionizaci sledovanych biomolekul.

KLICOVA SLOVA: miRNA, oligo RNA, TiO,, extrakce na pevné fazi, diskontinualni

elektroforéza, hmotnostni spektrometrie



TITLE: Application of TiO.-based materials for isolation and purification of RNA molecules

ANNOTATION:

This thesis deals with the application of TiOz-based materials for isolation
and purification of short RNA molecules with mass spectrometry used for its detection
afterwards. Process of oligo RNA isolation has been tested for TiO2 microparticles
(Titansphere) and magnetic nanotubes (TIO2NTs@FesO4NPs). Immortalized lines of human
T- and B-lymphocyte cells were used as the source material. Nucleic acids can be isolated
and short RNA molecules can be separated from longer ones by TiO2 microparticles
in suitable conditions.

Important part of this work was also implementation of comercialy available Kkits
and comparison of their relative quantification with the newly developed method. To ensure
quality detection of isolated RNA, the optimalization of electrophoretic separation using
polyacrylamide gel with urea for the short RNAs analysis was done. The best conditions are:
20% polyacrylamide gel with 8M urea, died with SYBR™ Green II. Last, but not least,
we focused on short RNA detection using mass spectrometry. We choose several matrix
suitable for RNA analysis from the list of chemicals prepared for preanalytical phase

optimalization.

KEYWORDS: miRNA, oligo RNA, TiO, solid-phase extraction, discontinous

electrophoresis, mass spectrometry
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UvVOD

Nadorova onemocnéni jsou jednou z nejéastdjSich pii¢in Gmrti v Ceské republice.
Uspéch terapie zalezi na véasné diagnostice a urdeni typu nadoru. Z tohoto divodu stale
vzrusté potieba kvalitnich diagnostickych markert.

V soucasné¢ dobé jsou stale objevovany nové nekddujici molekuly, mezi které patii
mimo jiné mikro-RNA (miRNA). Radi se mezi kratké nekodujici RNA a podili se na regulaci
fady biologickych procesi. Molekulam miRNA je vénovana velka pozornost, a to hlavné
z dtivodu jejich spojovani S riznymi onemocnénimi. Je ziejmé, ze mira exprese MIRNA za
fyziologického a patologického stavu se liSi. Zmény hladin miRNA jsou pozorovany
naptiklad pravé u karcinogeneze, kde jsou tyto molekuly diky svym vlastnostem povazovany
za potencialni diagnosticky marker. Ma se za to, Ze krom¢ urceni druhu tumoru by mohly
slouzit také ke stanoveni proghdzy pacienta, nebo k predikci jeho reakce na zvolenou lécbu.

Analyza téchto molekul vyZaduje specialni piistup. Je obtizna kviali jejich malé
velikosti a nizkym hladinam v organismu. Dalsi piekazkou je fakt, ze existuje fada riznych
druhi miRNA, které maji Casto velmi podobnou sekvenci. K detekci jsou v dnesni dobé
pouzivany Northern blot, kvantitativni polymerazova fetézova reakce (QPCR) nebo metody
sekvenovani nové generace (NGS).

V této praci jsme se zamétili na moznost izolovani miRNA pomoci materialt
zalozenych na TiO2. V ramci prace s RNA jsme méli za cil zavést do laboratofe komercné
dostupné techniky izolace RNA a nasledné vytvoiit podminky, pfi kterych by dochazelo
K purifikaci kratkych molekul RNA s vyuzitim TiO2 materiald. K detekci riznych druht
miRNA by mohla byt vhodna hmotnostni spektrometrie. DalSim cilem tedy bylo vybrat
vhodnou matrici pro analyzu pomoci MALDI/TOF, ktera je pro analyzu nukleovych kyselin
pouzivéana. Je to velmi citliva technika a diky moZnosti fragmentace analyzovanych molekul

by mohla byt vyuzivana pro sekvenovani kratkych RNA.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Nukleové kyseliny

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je zkoumdna jiz od roku 1869, kdy Friedrich
Miescher pifi svych experimentech objevil slabou kyselinu pfitomnou v jadrech bilych
krvinek. Brzy poté byly poprvé pozorovany chromozomy a také to, ze v buiikach stejného
druhu je jejich pocet stejny, kdezto mezi druhy se muize lisit. Nedlouho poté se zacaly
objevovat nepiimé dikazy o vztahu mezi chromozomy a DNA [1].

Kolem roku 1920 se mélo za to, Ze genetickym materialem jsou proteiny a DNA slouZi
pouze k zachovani struktury chromozomt [2]. Dilezitym milnikem byl rok 1928, kdy
Frederick Griffith prokazal moznost pfeneseni zkoumané vlastnosti z jedné bunky na druhou.
Griffith studoval bakterie Streptococcus pneumoniae, které tvoii dva typy kolonii — R typ
(s drsnym povrchem), ktery nezpusobuje zapal plic a S typ (s lesklym, hladkym povrchem),
ktery méd schopnost vyvolat onemocnéni. Pokusem na mySich zjistil, Ze mySs, ockovana
usmrcenym kmenem tvoficim S kolonie nebo kmenem tvoticim R kolonie, ziistane zdrava.
Oproti tomu mys, které je aplikovan usmrceny kmen tvofici S kolonie a zaroven kmen tvofici
R kolonie, onemocni zapalem plic. To prokazalo, ze bunky nevirulentniho kmene ziskaly
schopnost vyvolat onemocnéni procesem nazyvanym transformace [3]. Fakt, ze DNA je
pii¢inou tohoto jevu, byl objasnén az vroce 1944 experimentem, na kterém se podileli
Oswald Avery, Colin MacLeod a Maclyn McCarty. Tento experiment dokazal, Ze latka
zodpovédna za transformaci je pravé DNA, a proto je nositelkou genetické informace [4].

Prostorové usporadani DNA Vv podobé dvousroubovice, stejné¢ jako mozny
mechanismus piepisu DNA navrhli James Watson a Francis Crick vroce 1953 [5].
K objasnéni struktury DNA velkou mirou pfispély rentgenové difrakéni snimky potizené
Rosalind Franklinovou a Maurice Wilkinsem [6, 7]. Ve stejném roce bylo také formulovano
centralni dogma molekularni biologie. Centralni dogma vysvétluje pfenos informace mezi
nukleovymi kyselinami a proteiny (genovou expresi). Jak je patrné z Obrazku 1, geneticka
informace je piepisovana (transkripce) z DNA do ribonukleové kyseliny (RNA) a nasledné
prekladana (translace) do proteini. Pfenos informace probiha vzdy ve sméru od DNA

Kk proteinu. Vyjimkou je reverzni transkripce, kdy dochazi k piepisu RNA do DNA [8].
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replikace replikace

transkripce translace
DNA — RNA —— protein
reverznl
transkripce

Obrazek 1: Centralni dogma molekularni biologie zobrazuje prenos genetické informace v organismu. DNA
je pirepisovana do RNA a nasledné piekladana na protein.

1.1.1 Struktura DNA a RNA
Nukleové kyseliny jsou polymerni latky, slozené z monomernich jednotek, které
se nazyvaji nukleotidy. Nukleotidy jsou slozeny ze tii casti, které se 1iSi chemicky
I strukturné, a to z fosfatové skupiny, cukerného zbytku a dusikaté baze (viz Obrazek 2) [8].
Cukerny zbytek je péti-uhlikova 2-deoxy-f-D-riboza u DNA a -D-ribéza u RNA.

0
0=P—0 _
| baze
OH O
OH
(COH u B A)

Obrazek 2: Obecna struktura nukleotidu, ktery je tvoien bazi, cukernym zbytkem a fosfatovou skupinou.

Dusikaté baze se dé€li na purinové a pyrimidinové. Pyrimidiny maji ve své struktuie
jeden Sesti¢lenny kruh a tadi se mezi n¢ cytosin — C, thymin — T a uracil — U (viz Obrazek 3).
Puriny jsou tvofeny kondenzovanym pyrimidinovym a imidazolovym kruhem. Purinové baze
jsou adenin — A a guanin — G (viz Obrazek 3) [8].

Dilezitou vlastnosti bazi je jejich komplementarita v ramci struktury nukleové kyseliny.
Tuto vlastnost, a fakt, ze pocet purinii v molekule DNA odpovida po¢tu pyrimidint, blize
popsal Erwin Chargaff. Zjistil, Ze baze se vazou vzdy v parech A-T, G-C pro DNA
a A-U, G-C pro RNA. Baze jsou v dvouvldknovych molekuldch propojeny vodikovymi
mustky. Pary G-C maji vodikové mustky tfi, A-U a A-T pary maji dva [9].
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Obrazek 3: Pyrimidinové baze — cytosin, thymin a uracil a purinové baze — adenin a guanin.

Nukleotidy jsou spojeny do polynukleotidového fetézce tak, ze fosfat, pfipojeny
na patém uhliku jednoho cukru, se spojuje s hydroxylovou skupinou na tietim uhliku cukru
dalsiho. Jedna se o fosfodiesterovou vazbu, kterd vznikd ptisobenim specifickych enzymi —
polymeraz. Podle této orientace jsou potom znaleny konce fetézce jako 5° konec
(s fosfatovou skupinou) a 3¢ konec (s hydroxylovou skupinou). Pokud se jedna
0 dvouvlaknovou DNA (dsDNA), pak jsou k sob¢ orientovany dva fetézce V opaéném sméru,
tedy 5¢ konec jednoho vlédkna je ptipojen k 3 konci vlakna druhého.

Poradi bazi v fetézci je oznaCovano jako primarni struktura. Zjednodusené schéma
primarni struktury nukleovych kyselin je vyobrazeno na Obrazku 4 — A.

Sekundarni strukturou se rozumi spojeni a prostorové usporadani dvou vlaken DNA
(ssDNA) pomoci vodikovych mistkt mezi komplementarnimi bazemi (viz Obrazek 4 — B).
Tyto dvé vlakna pak vytvaii pravotocivou, ptipadné levotoCivou dvousroubovici (nejCasté;si
je konformace B, ktera je pravotoCiva, vyskytuje se ale také v konformacich A a Z)
v zavislosti na podminkéch, ve kterych se nachazi. Vné dvousroubovice je cukr-fosfatova
kostra, baze se nachdzeji uvnitf. Béaze neprochazeji piesné stfedem podélné osy
dvousroubovice, proto dvousroubovice neni symetricka, ale tvofi maly a velky zlabek.

DNA miize byt uspoiddana do kruhu, linearné nebo se stacet do tzv. nadsroubovice, coz
se oznacuje jako struktura tercialni. Kvartérni struktury mohou vznikat naptiklad ve smyslu

komplext nukleovych kyselin s proteiny.
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Obrazek 4: A — Schéma primarni struktury jednovlaknovych nukleovych kyselin. Baze jsou spojeny do Fetézce
fosfodiesterovymi vazbami. B — Schéma parovani bazi v dsDNA (nahoi'e) a model dvousroubovice (sekundarni
struktura, dole). Pievzato a upraveno z: [10]

1.1.2 Typy a funkce RNA v eukaryotickych organismech

RNA vykazuje ve velké mife strukturni mnohotvarnost, diky které molekuly RNA
ziskéavaji svoji specifickou funkci. Nejcastéji se vyskytuje jako jednovlaknova RNA (ssRNA),
ktera se mize diky komplementarité bazi skladat do rozmanitych utvara [8].

RNA molekuly jsou syntetizovany enzymem RNA polymeraza, ktery vyuziva vlakno
DNA jako templat. Syntéza RNA probihd vzdy smérem od 5° konce k 3 konci. Tento proces
se nazyva transkripce a vznikly produkt u eukaryotickych organismi podléhd modifikacim.

Modifikovany transkript, vznikly pfimym piepisem ze sekvence DNA, se nazyva
mediatorova RNA (MRNA). Na 5° konec je ptidana tzv. ¢epicka (7-methyl guanosin), ktera je
nutnd pro vazbu sribozomem. Modifikovan je 1 3° konec, na ktery je pfipojovana
polyadenosinovd sekvence (poly-A konec), zajistujici stabilitu mRNA. Dalsi dileZitou
upravou je RNA ,splicing” (sestiih), pfi kterém dochazi k odstranéni tseki nekodujici
sekvence (intronll) a spojeni kddujicich ¢asti (exoni). Tento proces probihd za pomoci ¢astic
zvanych spliceozomy, které jsou tvoreny proteiny a ne¢kolika typy specializovanych malych

RNA [8, 11]. Takto upravenou RNA lze vyuzit k syntéze proteinli procesem zvanym
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translace. Produktem translace je polypeptidovy fetézec, tvofeny aminokyselinami v pfesném
potadi, které predurcuje sekvence bazi v MRNA. Schéma pribéhu exprese genu a dalsi faze

realizace genetické informace ukazuje Obrazek 5 [8, 11].

PUILIU @

pre-mRNA

mRNA

mRNA [ITITITUND Translace

Polypeptid

Obrazek 5: Pribéh transkripce a translace u eukaryotickych organismi. Za katalyzy RNA polymerazy je z DNA
syntetizovana mRNA, ktera je dale pirekladana za ticasti tRNA a rRNA do Fetézce prisluSnych aminokyselin. Prevzato
a upraveno z: [11]

Ribozomalni RNA (rRNA) spolu s fadou proteint vytvaii ribozomy, na kterych probiha
translace. Jak lze vidét na Obrazku 6, ribozoémy jsou tvoieny dvéma podjednotkami — malou

(40S) a velkou (60S). S je znackou pro jednotku Svedberg, ktera podava informaci o rychlosti

sedimentace Castic a tim zaroven o jejich velikosti [12].

E@@@M@M}@E

Obrazek 6: Schématické znazornéni ribozomu, sloZeného z velké a malé podjednotky, na pocatku translace (zde jiz
pritomna tRNA s navazanym methioninem, ktery je vZdy na zacatku peptidového Fetézce). PFevzato a upraveno
z: [11]
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Transferové RNA (tRNA) jsou molekuly dlouhé ptiblizné¢ 75 — 80 nukleotidd, které
ptinasi prislusné aminokyseliny na ribozom [13]. Maji tvar trojlistku a v jejich sekvenci
obsahuji antikodon (viz Obrazek 7), neboli tfi baze, které jsou komplementarni ke kodonu
(skupina 3 bazi, které odpovidaji prislusné aminokyselin€é) na MRNA. Pro kazdou
aminokyselinu existuje pfislusna tRNA. Dojde tak Kk prelozeni sekvence bazi mRNA
do sekvence aminokyselin daného proteinu. K navazani dochazi za katalyzy aminoacyl tRNA

syntetazy [8, 11].

(A) 3+ vazebné misto
pro aminokyseliny

antikodon antikodon

Obrazek 7: Struktura tRNA. A — 2D struktura pfipominajici trojlistek, B — zjednodusena 3D struktura, C — 3D
struktura. Na schématu lze vidét antikodon a vazebné misto pro aminokyseliny. Pfevzato a upraveno z: [14]

Ackoliv se dlouhou dobu véfilo, ze pievazna cast genomu obsahuje kodujici sekvence
(sekvence, ze kterych transkripci a translaci vznikaji proteiny), u eukaryotickych organismu
tomu tak neni. Pfevaznd ¢ast genomu je sloZena z nekodujicich sekvenci, které mohou byt
prepisovany do RNA (za katalyzy RNA polymerazy II nebo IIT). Takova RNA se oznacuje
jako nekodujici (ncRNA) a ma pievazné regulaéni funkci. Nekodujici RNA se déli na dlouhé
nekodujici RNA (IncRNA), slozené z vice nez 200 nukleotidi a kratké nekodujici RNA
0 velikosti do 200 nukleotidid. Mezi ncRNA patii také tRNA a rRNA.

LncRNA jsou velmi komplexni a rozmanité. Podileji se na regulaci transkripce a post-
transkripénich Upravach. Mohou byt prekurzory pro kratké nekddujici RNA nebo soucasti
mechanismi pro jejich umlceni. Hlavni ulohou je pravdépodobné regulace genové exprese,
kterou ovliviiuji jak negativn€ (napf. inhibici RNA polymerazy II), tak 1 pozitivné

(napt. remodelaci chromatinu). Ovlivnéni genové exprese ilustruje zjednodusené schéma
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na Obrazku 8. Maji také schopnost blokovat sestfihova mista pre-mRNA, mohou se vazat
na mikro-RNA (miRNA) a funkéné ji umlet nebo vytvaret komplexy s proteiny a modulovat
jejich vlastnosti [15, 16]. Podrobngjsi informace o miRNA podava kapitola 1.2.

Mezi IncRNA fadime dlouhé mezigenové nekddujici RNA (lincRNA), které
se v genomu nachazeji vzdy mezi dvéma geny. Zapojuji se napiiklad do tzv. ,,imprintingu*
(geneticky jev, u kterého mira exprese genu zavisi na tom, od kterého rodi¢e byl pienesen)
nebo do procesu maligni transformace [17, 18]. Dalsi skupinou jsou dlouhé intronové
nekddujici RNA, u kterych se predpoklada, Ze mnoho z nich je zpracovano do kratkych
nekddujicich RNA [19]. Nekodujici RNA asociované s telomerami (TERRA) vznikaji
piepisem DNA V telomerickych oblastech a jsou pravdépodobné dilezitym regulatorem
aktivity telomeraz [20, 21]. Zvlastni skupinou jsou dlouhé nekodujici RNA s dvojitou funkei,
mezi které se fadi RNA transkripty, které maji jak regulacni, tak kodujici schopnosti [22].
Geny, které ztrati schopnost kodovat protein, se nazyvaji pseudogeny. Jsou to poskozené nebo
nekompletni geny, kterym se nékdy fika ,,junk“ DNA. Bylo zjisténo, ze nékteré pseudogeny
jsou schopné regulovat genovou expresi a mohou byt zpracovany do malych nekodujicich
RNA [23].

D

- mndﬂ:ace chromatinu
- regulace aktivity Polymerazy Il

- transkripéni interferance transkripce

transkripce

IncRMA ncHNA

11, , . i]]
WW miRFMA a
IncRMNA

- zestfih
- editace
- ihiciace translace

translace

protein

Obrazek 8: Zjednodu$ené schéma ovlivnéni genové exprese nekédujicimi RNA. Nekédujici transkripty se podili na
regulaci translace Fadou procesii. Pfevzato a upraveno z: [24]
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Do skupiny malych nekddujicich RNA je fazena mald jadernd RNA (snRNA), dilezita
pro regulaci sestiithu pre-mRNA. Podili se také na regulaci transkripce ovlivnénim RNA
polymerazy II.

Pro modifikace rRNA je spolu s pfislusnymi proteiny velmi dilezitd mala jadérkova
RNA (snoRNA) o velikostech od 60 do 300 nukleotidti. Vétsina snoRNA pochazi z intrond.
Mimo jiné je dulezita pro sestiih genu pro serotoninovy receptor 5-HT(2C)R. Bylo
prokazano, ze tato specifickd snoRNA neni exprimovana u Prader-Williho syndromu.
Piedpoklada se, Ze by takovy defekt mohl ptispivat ke vzniku tohoto syndromu [15].

Bunéénou homeostazu pomaha udrzovat mimo jiné i RNA interagujici s PIWI (piRNA).
Jsou to 24 — 30 nukleotidid dlouhé molekuly, které se vazi na proteiny PIWI, pochazejici
Z rodiny proteinll zvan¢ Argonaute. Zodpovidaji za stabilitu genomu v zarodecnych bunkach
[25].

Malé nekddujici RNA o délce 20 — 30 nukleotidd jsou mikro-RNA (miRNA) a malé
interferujici RNA (SIRNA). Tyto RNA se komplementarné spojuji s cilovou mRNA a tim
znemoznuji, aby dosSlo k translaci. Fenomén znamy jako RNA interference (RNAI)
a podrobnéjsi charakterizace miRNA bude rozebrana v kapitole 1.2. Rozdilem mezi témito
molekulami je, ze miRNA reguluje endogenni geny, siRNA potom slouzi k ochrané
genomoveé integrity proti exogennim nukleovym kyselindm (napt.: viry, transpozony,

transgeny apod.) [15, 26].

1.1.3 RNAV télnich tekutinach

Charakterizovani RNA v télnich tekutinach je v dne$ni dobé provadéno pievazné
za pomoci kvantitativni polymerazové fetézové reakce (RT-gPCR) nebo metod sekvenace
nové generace (NGS). 1zolace RNA z télnich tekutin lze vyuzit napfiklad ve forenzni genetice
K uréeni typu télni tekutiny [27, 28] nebo staii vzorku [29]. EXistuje také snaha prozkoumat
rozmanité typy RNA z télnich tekutin a vyuZit je jako biomarkeri pro riznd onemocnéni,
at' uz pro screening, diagnostiku nebo pro sledovani pribéhu nemoci, 1é¢by a pro urceni
prognézy pacienta. Takzvana tekutd biopsie se jevi jako slibnd cesta k diagnostice fady
patologickych stavil. Z periferni krve je mozné izolovat volnou cirkulujici RNA (RNA mohou
byt asociovany také s HDL c¢asticemi) nebo RNA obsazenou v exozomech ¢i jinych vaécich
[30].

Exozomy jsou malé castice tvofené cytoplazmou a lipidovou dvouvrstvou, velké

30 — 150 nm, které obsahuji proteiny a RNA molekuly. Jsou sekretovany rtiznymi druhy
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bun¢k jak Vv kulturach in vitro, tak in vivo v organismu. MiZeme je najit v krvi, moci,
mozkomi$nim moku, ve slindch i v fadé dalSich télnich tekutin. Exozomy maji rizné funkce,
podle toho, z jaké tkané pochazeji. Mimo jiné umoziuji mezibunéénou komunikaci pfenosem
makromolekularnich molekul [31].

Problémem izolace miRNA z télnich tekutin je vSudyptfitomny vyskyt RNaz, které
molekuly RNA vcetné¢ miRNA degraduji. Exozomy tvofi jakousi bariéru proti RNazam
a zaroven zajiStuji molekuldam miRNA jejich piirozené vnitini mikroprostiedi, coz
predstavuje velkou vyhodu pro analyzu téchto molekul.

Obrazek 9 znazornuje, jak probiha vznik exozomu. Zranim endozomu v buiice vznika
multivezikularni télisko, které obsahuje intralumindlni vacky. Multivezikularni télisko fuzi
splyne s bunéénou membranou a exocytdézou dojde k uvolnéni intraluminalnich vacka, které

nesou intracelularni molekuly do extracelularniho prostoru [32].
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Obrazek 9: Biogeneze exozomii. Endozom dozrava v multivezikularni télisko, které nasledné splyne s membranou
buiiky a exocyt6zou se uvolni intraluminalni vac¢ky, mezi které se Fadi i exozomy. Pievzato a upraveno z: [32]

JelikoZ jsou jiz znamy protokoly pro izolaci exozomu z krve, je snaha analyzovat jejich
obsah. MiRNA, obsazené v exozomech, se ukazuji jako slibné biomarkery fady onemocnéni
od neurodegenerativnich nemoci, jako je Alzheimerova choroba [33], aZz po nadorova

onemocnéni. Exozomy je mozZné izolovat z prakticky vSech télnich tekutin pomérné

jednoduchym postupem, a to precipitaci, centrifugaci a naslednou resuspendaci ve vhodném
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roztoku. Bylo zjisténo, ze v séru je vyssi obsah exozomt nez v moci [31]. Exozomy z riznych
télnich tekutin obsahuji rizné slozeni RNA a proteinii. Exozomy ze séra obsahuji vice
MIRNA, zatimco exozomy z moce obsahuji rRNA [31].

Bylo prokdzano, ze exozomalni miRNA ma fadu funkci, at’ uz fyziologickych nebo
patologickych. Protoze nékteré miRNA maji tumor-supresorové ucinky, je snaha vyuzit
exozomu jako nosicl terapeutickych miRNA do nadorové tkan¢. Takova terapie by méla
vyuzivat buniky produkujici exozomy s konkrétni miRNA, které by byly izolovany,
purifikovany a aplikovany pacientovi [34].
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1.2 Mikro-RNA

Malé nekodujici molekuly RNA hraji vyznamnou roli v genové regulaci. Efekty malych
RNA na genovou expresi byvaji vétSinou inhibi¢ni, proto jsou Casto zahrnovany pod termin
RNA ,silencing” (uml¢ovani). MiRNA jsou specifické molekuly, které se vazi na cilové
nukleové kyseliny skrz komplementarni vazby mezi bazemi [35]. Tyto molekuly jsou

kodovany Sirokou Skalou gent v rostlinach iu zvirat [36, 37].

1.2.1 Biogeneze miRNA
Biogeneze miRNA je n€kolika krokovy postup, ktery se odehrava v jadie a nasledné

Vv cytoplazmé buniky. Schéma tohoto procesu je zobrazeno na Obrazku 10.
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Obrazek 10: Schéma biogeneze miRNA. Primarni transkript je sestifiZzen enzymem Drosha a exportovan z jadra.
Takto vznikla pre-miRNA je dale zkracena enzymem Dicer. Duplex miRNA je zakomponovan do komplexu RISC,
na kterém dojde k oddéleni vedlejSiho vlakna. Hlavni jadro obsaZené v RISC komplexu se pak miZe podilet na
regulaci genové exprese. Pfevzato z: [38]

Na zacatku je v bunééném jadie transkribovana sekvence pro miRNA z DNA do RNA
za pomoci RNA polymerazy II. Tak vznikne primarni miRNA (pri-miRNA), ktera je opatfena
na 5°¢ konci guanidinovou ¢epickou a na 3’konci polyadenylovym zbytkem [39]. Pri-miRNA

tvoii vlasenkové struktury, které jsou rozpoznavany komplexem ,,Microprocessor-.
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Ten se sklada ze dvou proteini — enzymu RNAsa III, nazyvaného Drosha, a kofaktoru
DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region gene 8). Drosha rozeznava pri-miRNA
od ostatnich prekurzori RNA, DGCR8 pak rozeznava dsRNA a dokaze vyhledat misto
k sestfihu. Sestiih pri-miRNA je zajistén opét enzymem Drosha. Vznika tak vlakno dlouhé 70
— 100 nukleotidt, které se oznacuje jako pre-miRNA. Existuje také alternativni cesta sestiihu
pri-miRNA na pre-miRNA. Neni piili§ Casta, ale objevuje se u zvifat. Vyuziva sesttihu pri-
miRNA transkriptii na introny, které ptesné imituji strukturalni vlastnosti pre-miRNA.
Takovéto introny jsou dale zpracovany jako sestiihy vzniklé klasickou cestou [26, 38, 40].

Pre-miRNA maji strukturu tplné vlasenky s dvou-nukleotidovym piesahem na 3’ konci.
Jsou transportovany z jadra do cytoplazmy Exportinem-5 za spotieby GTP. Mimo jadro jsou
dale zkracovany enzymem zvanym Dicer (ATP-dependentni multidoménovy enzym) na 18 —
24 nukleotidii dlouhd dvouvldkna. Takové dvouvlakno je oznaceno miRNA:miRNA* (nové;ji
pak miR-¢islo oznaceni-5p/3p). U rostlin odstiizeni smycky probiha v jadie. Duplex miRNA
existuje kratkou dobu, pouze do chvile, kdy je asociovan s proteinem z argonautové rodiny
(Ago) [26, 38].

Aby wvznikla funkéni miRNA, je tieba dvouvlakno rozpojit. Ktomu dochazi
po zakomponovani miRNA duplexu do RISC komplexu (RNA-induced silencing complex).
Vlakno, které je oddéleno, se nazyva vedlejsi mMiRNA a je bud’ degradovano, nebo mtize mit
dalsi regula¢ni funkce. Vybér hlavniho vldkna, tedy miRNA, ktera zastava spojeno
s komplexem RISC, zavisi mimo jiné na relativni termodynamické stabilité 5° koncti miRNA,
tzv. pravidlu asymetri¢nosti. V RISC komplexu je uchovavano vladkno miRNA
s nestabiln¢j$im 5° koncem [26, 38].

RISC komplex ma centrum tvofené proteiny z argonautové rodiny, konkrétné Ago2,
jehoz strukturu zobrazuje Obrazek 11. Ago2 je fidicim centrem S$tépici aktivity RISC
komplexu a je vazan na domény PIWI a PAZ, které jsou dulezité pro RNAi. Na PIWI doménu
se navazuje 5° konec miRNA a na doménu PAZ potom dvou-nukleotidovy piesah 3¢ konce
miRNA. PIWI doména funguje také jako endoribonukleaza. RISC komplex obsahujici
MIRNA rozpoznava vétSinou 3‘UTR konec cilové mRNA. S molekulou mRNA se mize
spojovat bud’ kompletné, piti ¢emz dochazi k degradaci mRNA, nebo jenom casteéné,
kdy nedojde k degradaci, ale pouze k docasné blokaci translace. Tim je pak inhibovan vznik
proteinu, ktery mRNA kodovala. Jeden druh miRNA mize ovlivnit vice cilovych molekul
MRNA diky moznosti navazani se s netiplnou komplementaritou. Zaroveni jedna molekula

mRNA muze byt regulovana vice riznymi miRNA [38, 41].
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Obrazek 11: Struktura lidského proteinu Ago2 s navazanou miR-20a. Pievzato z: [42]

1.2.2 MIRNA jako klinicky vyznamny biomarker

Vyzkumu miRNA je vénovana velka pozornost, a to hlavné z divodu jejich asociace
S rozmanitymi druhy onemocnéni. Geny pro miRNA se nachazi mimo Y chromozomu
na vSech chromozomech a byvaji ¢asto pozménény pii patologickych stavech (napft.: delece
nebo amplifikace nukleotidu), naptiklad v pribéhu karcinogeneze. Tim je poté ovlivnéna mira
exprese dané miRNA [43]. MIRNA se mohou vyskytovat jako onkogeny (pokud je jejich
exprese pii tumorigenezi zvysend), ale také jako tumor-supresorové geny (v ptipadé, kdy
dochazi k utlumu exprese dané miRNA pii tumorigenezi). Diky témto vlastnostem by mohly
byt idedlnim diagnostickym markerem. Oproti mRNA, ktera je pouzivana jako diagnosticky
marker ma miRNA vyhodu diky vyssi stabilité.

MiRNA by mohly byt vyuzity k ur¢eni druhu tumoru nebo ke stanoveni prognézy
onemocnéni pacienta. Lze je vyuzit i jako biomarker k predikci reakce pacienta na uréitou
terapii. Byl by tak mozny vybér pacientl, pro které je vhodné&jsi urcita specificka 1é¢ba.
Souvisejici problematikou je také vyuZiti miRNA pro piekonani rezistence vici
chemoterapeutikim.

Prvni ditkkaz propojeni miRNA a rakoviny se objevil pfi studiu tumor-supresorového
genu v malém tseku na chromozomu 13q14. Tento ~30 kb dlouhy usek byl deletovan ve vice
nez poloviné piipad vyskytu chronické lymfocytarni leukémie (CLL), coz je jedna
Z nejcastéjSich forem leukémie. Analyza prokazala lokaci dvou miRNA gent (miR-15a

a miR-16-1) v tomto kritickém tseku, které jsou negativné regulovany ¢i deletovany v 68 %
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CLL. Vzhledem k tomu, ze delece genli miR-15a a miR-16-1 koreluje s rozvojem neinvazivni
formy CLL, byly tyto miRNA oznaceny za mozné tumor-supresory CLL.

Delece na useku chromozomu 13qg14 byla zjiSténa také u rakoviny prostaty [44] nebo
mnohoc¢etného myelomu [45]. Pacienti s touto deleci maji ptiznivéj$i prognozu, nez pacienti
S abnormalnimi karyotypy ¢i deleci na jiném chromozomu jako je 11g23 ¢i 17q13, diky tomu,
ze homology genti miR-15a a miR-16-1, miR-15b a miR16-2, nachazejici se na chromozomu
3 se pii CLL alespon v malé mite exprimuji [46].

Bylo zjisténo, ze u pacientl s hepatocelularnim karcinomem snizend hladina miR-26
znaci hor$i prognozu, ale na druhou stranu tito pacienti lépe reaguji na lécbu interferonem-a
[47]. U pacientt s rakovinou slinivky, ktefi méli zvysené hladiny miR-21 byla naopak zjisténa
snizena odpoveéd’ na terapii gemcitabinem. Jedna z prvnich studii na toto téma probé¢hla
v roce 2006, kdy v bunééné kultute bun€k cholangiokarcinomu byly inhibovany miR-21
a miR-200b, coz vedlo ke zvySeni citlivosti na Ié¢ivo gemcitabin [38, 48].

Molekuly miRNA jsou rtuzné exprimovany ve zdravé tkani a v rakovinné tkani, coz
umoznuje rozeznat 1 malo diferenciované nadory. Exprese miRNA se miize lisit 1 v rGznych
subtypech rakovinnych bunék. Napiiklad miR-126, miR-143 a miR-145 jsou exprimovany
ve vyrazné nizSich hladinach u vice nez 80 % nadorovych onemocnéni. Naopak miR-21
je u vice nez 80 % vzorki rakovinnych tkani pfitomna ve zvySené miie [41].

Prvni rozsahlé profilovani biologickych vzorkli odebranych pacientim (pf.: akutni
lymfoblasticka leukémie, adenokarcinom plic, myeloidni leukémie a dal$i) pro zjisténi hladin
raznych miRNA provedli Lu a kolektiv v roce 2005, kdy z 334 vzorku izolovali 217 miRNA.
Pfi porovnani se zdravou tkani zjistili, ze 129 z téchto 217 miRNA bylo v rakovinné tkani
redukovano [49].

Mezi prvnimi identifikovanymi onkogennimi miRNA byl gen pro klastr
mMIRNA-17-92, také znamy jako oncomiRNA-1. Ten koduje Sest miRNA (miR-17,
miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1, miR-92-1), které jsou zvysené exprimovany u fady
rakovinnych onemocnéni. Tento klastr se nachazi na chromozomu 13g31.3 [50, 51].

Diikazem, ze k indukci tumorigeneze sta¢i zména exprese pouze jedné miRNA je
vysledek experimentu s MiR-155. Zvysena tvorba této molekuly vede az k leukemii B-bunék
a lymfomu. Jeji exprese je zvySend u fady malignit B-bunck, jako je Hodgkintiv lymfom,
agresivni forma CLL nebo Burkittiv lymfom. Takovy ndlez je u pacientii spojen se Spatnou
prognézou [52]. Je to jedna z nejprozkoumangjSich miRNA pusobicich jako onkogen

solidnich nadort a zaroven je miR-155 ptikladem multifunkéni miRNA, ktera ovliviiuje fadu
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procesti, zahrnujicich hematopoézu, zanétlivé reakce a imunitni odpovéd’. Bylo prokazano,
ze indukuje proliferaci bun€k a pfi zvySeni tvorby také tvorbu lymfoma [53].

Jako onkogenni MIRNA je oznaCovana také miR-10b. Tato miRNA, ktera pozitivné
reguluje migraci bunék a jejich invazi, se vyskytuje ve zvySené mife u pacientl
S metastazovanou rakovinou prsu. ZvySena exprese miR-10b v jesté nemetastazovaném
tumoru prsu vede K iniciaci metastaze [54]. Existuji také miRNA, které mohou puisobit bud’
jako supresory tumoru ¢i jako onkogeny v zavislosti na tkani, v jaké jsou exprimovany.
Piikladem lze uvést vysoce homologni miRNA miR-221 a miR-222. Jejich vyznam v procesu
tumorigeneze a roli v reakci na 1é¢bu piehledné shrnuli Garofalo a kol. v jejich praci z roku
2012 [55].

Opakem miRNA vyskytujicich se ve zvySené mife, a tedy oznaCovanych jako
onkogennich, jsou miRNA, jejichz exprese je pii nadorovém onemocnéni sniZena.
Piedpoklada se, ze maji tumor-supresorové funkce. Jako piiklad lze uvést let-7, miR-15a
a miR-16-1 [56]. Let-7 je jednou z nejvice abundantnich miRNA. Jeji exprese je sniZzena
napiiklad u nadort plic. Snizend exprese je také spojena s kratkym piezivanim pacientti
po chirurgickém odstranéni riznych typt nadoru [57].

Mezi dalsi tumor-supresorové miRNA patii napiiklad miR-353. Tato miRNA reguluje
sadu geni s moznym metastazujicim potencialem a tvoii tak bariéru pro vznik metastazi.
Negativni regulace miR-353 se objevuje metastazich karcinomu plic, rakoviny prsu
¢i sekundarnich metastazich v kostech [58].

Dalsi vyuziti miRNA se nabizi v terapii nadorovych onemocnéni. Jednou z moznosti je
vneseni supresorové miRNA, jejiz gen byl mutaci pfi vzniku rakoviny deletovan,
do organismu. Jinym pfistupem je potom zavedeni oligonukleotidi, které by blokovaly
onkogenni formy miRNA v buiikdch pomoci procesu RNA interference.

Budouci vyzkum miRNA nds mize posunout k pfesnéjSim diagnostickym metodam,
vytipovani rizikovych skupin lidi pro specifické druhy rakoviny a k novym moZnostem
terapie s v&tsi uspé$nosti a mensimi vedlej§imi ucinky. Rizné MiRNA jsou velmi specificky
charakterizované. Jsou to malé molekuly, existuje cela fada druhtl, Casto s podobnou sekvenci
a vorganismu se vyskytuji vextrémné nizkych hladinach. Proto jejich izolace a analyza

vyZaduje nové metodické postupy.
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1.3 lzolace a purifikace RNA

Metody izolace kratkych RNA jsou podobné jako pro celkovou RNA. Velmi ¢asto jsou
miRNA ziskdvany v ramci izolace celkové RNA, existuji ale i soupravy, které umoziuji
oddéleni dlouhych RNA a tim obohaceni pouze frakce kratkych RNA (> 200 nukleotidit).
Obecné je pro uspésnou izolaci a purifikaci nukleovych kyselin tieba efektivné lyzovat
buiiky, poptipadé rozrusit zpracovavanou tkan, denaturovat komplexy nukleovych kyselin
s proteiny a inaktivovat nukleazy (RNazy pro izolaci RNA). Je také nutné zabranit
kontaminaci cilové latky. Pokud izolujeme RNA, je zddouci, aby neobsahovala DNA,
proteiny, lipidy a dalsi latky, které se v bunééném lyzatu vyskytuji [59].

ProtoZze je RNA nachylna na degradaci RNazami, uspéSnost jeji extrakce zavisi
na spravné laboratorni technice. RNazy jsou tepelné stabilni a naro¢né na inaktivaci, jelikoz
pro svou funkci nepotiebuji kofaktory. Pro inhibici endogennich RNaz je nutné pouzit silna
denaturaéni €inidla. Ochrana proti exogennim RN&zdm je zajiSténa pouZitim specidlniho
vybaveni, které je sterilni a zbavené nukleaz a je oznaCovano jako RNase-free. Pro piipravu
roztokil se pouziva voda oSetfena diethylpyrokarbonatem (DEPC), ktery RNazy inaktivuje
[60].

Dilezité je také skladovani vzorku. Pokud chceme spravné kvantifikovat miRNA
z plazmy, je tieba vzorek zpracovat do 48 hodin, pokud je uchovavan pti -20°C nebo -70°C.
V piipad¢, Ze je vzorek uchovavan pii -4°C, dochéazi k vyrazné degradaci miRNA jiz
po 24 hodinach [61].

Metody izolace nukleovych kyselin lze obecné rozdélit do dvou skupin, a to na

chemickou extrakci a extrakci na pevné fazi.

1.3.1 Fenol-chloroformova extrakce

Jednou z nejrozsifenéjSich metod je fenol-chloroformova extrakce, jejiz obecny postup
zobrazuje Obrazek 12. Vyuziva se smési fenol-chloroform-izoamyl alkohol v poméru
25:24:1. Se vzorkem je tato smés misena v poméru 1:1 [62].

Molekuly ze vzorku piechazi do jedné ze dvou fazi podle své rozpustnosti, a to do
vodné nebo organické faze. K rozdéleni fazi dochazi diky pfidani smési fenolu a chloroformu
k vzorku ve vodném prostfedi. Organicka vrstva se po centrifugaci nachdzi ve spodni ¢asti,
kdeZto vodna faze je nahote. Nukleové kyseliny pfi izolaci zlstavaji ve vodné fazi, jelikoz
jsou diky své negativné nabité fosfatové kostfe polarni. Zda ziskame DNA nebo RNA

je ur¢eno na zakladé pH pouzitého fenolu. Pii pH 7 — 8 se do vodné faze dostavaji jak DNA,
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tak i RNA. Pokud ale pH snizime na 4,8 (pouzitim kyselého fenolu), zistane ve vodné fazi
pouze RNA. Jelikoz je velmi ¢asto jednovlaknova, jeji dusikaté baze jsou obnazeny a mohou
vytvaret vodikové vazby s molekulami vody. Naboj RNA je proto neutralizovan obtiznéji nez
u DNA. Proteiny a kratké fragmenty DNA pak ptechazi do organické faze a dlouha DNA
do mezifaze. Niz§i pH je vyhodné také kvuli tomu, Ze inhibuje aktivitu RNaz [63, 64].
Nukleové kyseliny mohou byt nasledné precipitovany piidanim etanolu nebo izopropanolu.
Pro vétsi efektivitu precipitace se piidavaji soli jako je acetat sodny nebo amonny. Precipitat

je nasledné promyt 70% etanolem a resuspendovan v pufru nebo ve sterilni vodé [65].

- — centrifugace «—
bunky —» ﬁ — ﬁ {—b ﬁ e

Iyzaa piidat chloroform  separace oddélena
homogenizace tfepat tazi vodna faze

Oligjﬁek 12: Obecné schéma fenol-chloroformové extrakce pro izolaci nukleovych Kkyselin. Pievzato a upraveno
Z:

Pro extrakci RNA je k fenol-chloroformové extrakci casto piidavan guanidium
thiokyanat a guanidium hydrochlorid, chaotropni cCinidla se schopnosti lyzovat bunky
a inaktivovat nukleazy. Guanidium thiokyanat ma v¢tsi inhibi¢ni ac¢inek na RNazy [66].
Té&chto vlastnosti vyuzili napiiklad Boom a kol., ktefi sestavili protokol pro vazbu nukleovych
kyselin ze séra a moc¢i na Castice z oxidu kiemicitého. K této vazbé dochazi po lyzi krevnich
bungk, zpiisobené vysokou koncentracich pravé guanidium thiokyanatu.

Na tomto principu funguje fada komeréné dodavanych souprav. Jednim z piikladd
je TRIzol™ Reagent od firmy Thermo Fiesher Scientific, kterym lze izolovat RNA, DNA
i proteiny z jednoho vzorku. Pro extrakci sta¢i k této smési pridat chloroform, ¢imz dojde
k oddéleni fazi. Ve vodné fazi se potom nachazi RNA a v mezifazi a organické fazi jsou DNA

a proteiny. RNA je precipitovana izopropanolem, DNA etanolem [67].

1.3.2 Extrakce na pevné fazi

Extrakce na pevné fazi je principem vétSiny komeréné dodavanych souprav pro izolaci
nukleovych kyselin. Tyto metody fesi problém s mozZnosti neuplné separace fazi u chemické
extrakce. Princip je analogicky, ale fenol je nahrazen nerozpustnymi casticemi, které maji

afinitu k nukleovym kyselinam. Adsorpce nukleovych kyselin na pevnou fazi je ovlivnéna
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pouzitym pH nebo koncentraci soli. Pevné faze mohou byt bud v kolonovém uspotadani,
nebo jako volné Castice (specidlnim typem jsou magnetické nosice). V obou piipadech se pro
oddéleni supernatantu vyuziva centrifugace [68].

Prvnim krokem extrakce na pevné fazi je smoceni kolony (pfipadné volného nosice), na
kterou je poté nanesen vzorek s lyzovanymi bunkami. Molekuly nukleovych kyselin se
Sorbuji na pevnou fazi a jsou nasledné¢ promyty, aby dosSlo k odstranéni nezadoucich
komponent, jako jsou napfiklad proteiny. Promyvaci roztok miize obsahovat latku, ktera
soutézi o vazebnd mista se slozkami, které maji slabsi afinitu k povrchu pevné faze, neZ maji
nukleove kyseliny. Elu¢nim krokem dojde k uvolnéni purifikovanych nukleovych kyselin bud’
pufrem, nebo destilovanou vodou.

Pevné faze mohou byt tvoreny fadou materiald a je moznost vyuzit smési dvou a vice
materiali pro zlepSeni interakce s nukleovymi kyselinami [69]. Jednou z latek, kterou lze
uplatnit v DNA je oxid kiemicity. Pouzivaji se sklenéné ¢astice, sklenéna vlakna nebo piimo
Castice oxidu kiemicitého [66, 70]. Principem sorpce DNA na oxid kiemicity je afinita
negativné nabité molekuly DNA K pozitivné nabité ¢astici. Dulezitou roli maji sodné ionty,
které ve vysoké koncentraci podporuji vznik interakci mezi fosfitovou kostrou DNA
a casticemi oxidu ktemicitého. Promytim je DNA purifikovana od necCistot a nasledné
eluovana Tris/lEDTA (TE) pufrem nebo destilovanou vodou. Dalsi, avsak mén¢é specifickou
moznosti pro izolaci nukleovych kyselin, jsou nitrocelulé6zové nebo polyamidové membrany
[71].

Pro specifickou izolaci kratkych RNA molekul existuje, mimo jiné, napiiklad komeréné
dostupna souprava od Thermo Fisher Scientific — mirVana™ miRNA Isolaton Kit, ktera
kombinuje fenol-chloroformovou extrakci s extrakci na pevné fazi. Vyuziva tak vyhody obou
metod a slibuje zisk velmi Cisté RNA za zhruba 30 minut, jak je zobrazeno na Obrazku 13.
Tato metoda je zaloZena na adsorpci nukleovych kyselin na filtr tvofeny sklenénymi vlakny.
Prvnim krokem je lyza bunék, nasledovana fenol-chloroformovou extrakei. V tomto kroku
je od RNA oddélena vétsina nedistot, véetné DNA. V nasledujicim postupu se mirné lisi
izolace kratkych RNA od izolace celkové RNA. V obou piipadech je ovsem ptidan etanol
asmés je prefiltrovana pies kolonu se sklenénymi vlakny, na kterych je RNA zachycena,
promyta a nasledné eluovana. DelSi RNA se zachycuje na sklenénd vlakna jiz pfi nizSich
koncentracich etanolu, nez RNA kratka. Toho je vyuZzito pifi oddéleni frakce kratkych RNA
[72].
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Obriazek 13: Schéma izolace RNA pomoci mirVana™ miRNA IsolationKit. PFevzato a upraveno z: [72]

Z dalsich souprav, které kombinuji rizné principy izolace se zaméfenim specificky
na miRNA, lze zminit naptiklad NucleoSpin™ miRNA Plasma od MachereyeNagel [73]
nebo miRNease Serum/Plasma Kit od Quiagen [74].

Nosi¢ testovany pro separaci kratkych RNA extrakci na pevné fazi v této praci je
Titansphere TiO firmy GL Sciences. Jsou to 10 um velké sférické porézni Castice vytvotrené

z oxidu titani¢itého, které jsou pfevazné pouzivany k izolaci fosforylovanych proteint [75].
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Magnetické castice:

Tyto ¢astice jsou superparamagnetické, coz znamena, ze vykazuji magnetické vlastnosti
pouze V piitomnosti vnéjSiho magnetického pole. Pokud je magnetické pole odstranéno,
Castice magnetické vlastnosti opét ztraci. 1zolace nukleovych kyselin vyuzivajici magnetické
Castice jsou tedy zaloZeny na principu extrakce na pevné fazi. Jejich velkou vyhodou oproti
klasickym pevnym fazim je snadna manipulace a tedy rychlost extrakce. Diky tomu, ze jsou
tyto Castice magnetické, je velmi jednoduché oddélit je od supernatantu jak pii promyvani, tak
pii eluci nukleovych kyselin vlozenim smési do magnetického pole, jak je zobrazeno na
Obrazku 14.

vzorek promyti eluéni roztok purifikované
lyzaéni roztok magnetické odstranit nukleové kyseliny

castice § ~supernatant | i?
Obrazek 14: Obecné schéma izolace nukleovych kyseliny pomoci magnetickych ¢astic. Pievzato a upraveno z: [76]

Na trhu je dostupni fada magnetickych nosi¢i. Casto jsou to magnetické &astice,
na kterych jsou imobilizované ligandy, nebo Castice piipravené z biopolymeru vykazujicich
afinitu k analyzované molekule [77]. Variantou je také uzaviit magneticky material do vrstvy
polymeru, jako naptiklad celuldozy. Dalsimi mozZznostmi pokryti magnetického jadra Castice
jsou naptiklad kyselina alginova [78], polyvinylalkohol [79], zlato [80] nebo slouéeniny
kfemiku [81].

Superparamagnetické jadro cCastice je nejCastéji tvofeno oxidy zeleza, které jsou
relativné bezpecné a netoxické, dale miZou byt vyuzivany i Ni a Co. Na téchto ¢asticich 1ze
izolovat nukleové kyseliny i bez pokryti dal§imi latkami [82]. Zajimava je také izolace na
magnetické ¢astice izolované z magnetickych bakterii (napf.: Magnelospirillum magneticum)
[83, 84].

Komeréné¢ doddvanou metodou vyuZzivajici magnetické Castice je napiiklad
MagMAX™ mirVana™ Total RNA Isolation Kit od firmy Thermo Fisher Scientific. Tato
souprava je navrzena K izolaci celkové RNA vcetné kratkych RNA ze séra, plazmy, celkové
krve, bunééné kultury, moci i tkani [85]. Jako dalsi moznost je mozné uvést napiiklad
Dynabeads™ Streptavidin dod4vané firmou Thermo Fisher Scientific, vyuZitelné mimo jiné
pro izolaci MRNA [86].
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Magneticky nosi¢ vybrany pro testovani v této praci (TIO2NTs@FesOsNPs, zobrazeny
na Obrazku 15) byl vyvinut na pracovisti Centrum materiali a nanotechnologii Fakulty
chemicko-technologické Univerzity Pardubice a oSetfen patentem Univerzity Pardubice
(CZ305599 z 18. 11. 2015 a WO/2016/015690 z 04. 02. 2016; [87]). Jedna se o TiO:
nanotrubice s vnitinim pramérem ~230 nm, pokryté vrstvou FesOs. Diky FesOs ma tento
material magnetické vlastnosti. FesO4 spolecné s TiO2 potom zajist'uji afinitu k vybranym
biomolekulam. Na tomto nosi¢i je mozné napiiklad purifikovat a obohacovat proteiny

oznacené polyhistidinovou kotvou [88].

Obrazek 15: Snimky TiO. nanotrubic (a, b) nasledné pokrytych FezO. (c, d) pofizené elektronovym mikroskopem.
Pievzato z: [89]
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1.4 Moznosti prikazu RNA

Celkovéd koncentrace a Cistota izolované RNA jsou stanovovany absorpcni
spektrofotometrii. M¢ti se absorbance pii 230, 260 (absorpéni maximum nukleovych kyselin)
a 280 nm. Poméry absorbanci A260/A280 a A260/A230 by pro RNA m¢ély byt zhruba 2 nebo
vyssi. Pokud jsou hodnoty niz$i, znaci to kontaminaci vzorku. Pfi 280 nm absorbuji proteiny,
pri 230 nm pak necistoty, které ve vzorku zistaly po pfedchozim zpracovani jako naptiklad
fenol, guanidium thiokyanat a dalsi.

Pro multiplexni analyzu miRNA jsou dnes nejcastéji vyuzivany metody Northern blot,
gRT-PCR nebo NGS.

1.4.1 Northern blot

K rozdéleni RNA podle velikosti molekuly lze vyuzit polyakrylamidovych
¢iagardzovych geli a K nasledné kvantifikaci techniky Northern blot. Pro kratké nukleové
kyseliny jsou pouzivany polyakrylamidové gely obsahujici 8M mocovinu [90]. Z gelu jsou
molekuly pienaSeny na membranu (Casto nylonovou) a hybridizovany se specidlnimi

sondami. Zjednoduseny postup ukazuje Obrazek 16.
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polyakrylamidovém gelu —_
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na membranu — 0 e |————gel s RNA
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+ elektroda membrana

l RNA na membrané

imobilizace RNA L N N - ST

RNA navazana E i i E i
na membrané

hybridizace nebo uskladnéni

Obrazek 16: Northern blot. Molekuly RNA jsou preneseny z polyakrylamidového gelu na membranu, kde jsou
imobilizovany a nasledné hybridizovany se specifickymi sondami. P¥evzato a upraveno z: [91]
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Aby nedochazelo ke ztrat¢ molekul pii hybridizaci a promyvani, jsou RNA
na membrané¢ imobilizoviny bud® pomoci UV zéifeni, nebo novéji pomoci
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu (EDC). Pro kratké molekuly se EDC jevi
jako vhodnéjsi, protoze jeho pisobenim dochdzi ke vzniku kovalentni vazby mezi fosfatem
na 5S¢ konci RNA a amino skupinou na nylonové membrané a celd molekula RNA je tak
dostupna pro hybridizaci. Oproti tomu UV zéafenim pravdépodobné vznikaji vazby mezi
prevazné U a amino skupinami membrany. Kovalentné navazané baze potom nejsou dostupné
pro hybridizaci, coz u kratkych RNA miiZe snizovat Gi¢innost vazby detek¢ni sondy [91].

Pro detekci miRNA ma klasicky Northern blot nizkou citlivost a je potiecba pomérné
velké mnozstvi vzorku. Protokoly upravené pro analyzu miRNA se 1isi pfevazné zpisobem
znaCeni a navrzeni sond, které se pouzivaji pro prikaz miRNA. Jednou z moznosti
je inkorporace radio-izotopu (*?P). Bezpeénéjsi alternativou jsou pak DIG (digoxigenin)-
znac¢ené sondy [92]. Klasické DNA oligonukleotidové sondy jsou ¢im dal ¢astéji nahrazovany
LNA (,,locked nucleic acid®) modifikovanymi oligonukleotidovymi sondami. LNA jsou
analogy RNA, které maji furanovy kruh v cukr-fosfatové kostte ,,zaméen* methylenovym

mustkem, ktery spojuje 2°-O a 4°-C [90].

1.4.2 Polymerazova retézova reakce

Pro detekci RNA se obecné pouziva polymerazova fetézova reakce spojena s reverzni
transkripci (RT-PCR). Jak ukazuje Obrazek 18, prvnim krokem je pfevedeni RNA na
komplementarni DNA (¢cDNA) enzymem reverzni transkriptaza. Dale se postupuje stejné jako
u piimé PCR, a to denaturaci cDNA zvySenim teploty, nasednutim primert (annealing) na
jednotliva vladna DNA a elongaci, kdy je primer prodluzovan komplementarn¢ podle
templatového vlakna. Pro ur¢eni mnozstvi RNA ve vzorku je vhodna kvantitativni RT-PCR
(RT-gPCR), u které¢ je vznikajici cDNA fluorescenéné znafena béhem exponencialni faze

amplifikace v realném case [93].
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Obrazek 17: Schéma reverzni transkripce, probihajici v ramci RT-PCR. Pfevzato a upraveno z: [93]

Problémem u detekce miIRNA pomoci metody PCR je, Ze konvenéné pouzivané
primery jsou stejn¢ dlouhé jako miRNA, tudiz je nutné zajistit kratsi primery. Kratké primery
maji snizenou teplotu tani, a proto musi byt snizena i teplota pro nasedani primert, coz vede
ke zhorSeni uCinnosti metody [94]. JelikoZ jsou miRNA piitomny ve velmi nizkych
koncentracich (celkové cirkulujici miRNA jsou v fadech femtomolt) a tvoii pouze malou ¢ast
celkové RNA, je zde i velka naro¢nost na citlivost zvolené metody [95]. Vysoka podobnost
jejich sekvenci pak stézuje specifickou detekci konkrétni miRNA [41].

Jednou z nejvice pouzivanych komerénich metod je TagMan™ Assays. Pro amplifikaci
konkrétnich miRNA jsou vyuzivany specialni primery ve tvaru vlasenky (,,stem-loop
primers®), které nasednou na 3 konec miRNA. Reverzni transkripci je miRNA pfepsana do
cDNA, ktera je kvantifikovdna za pomoci specifickych primert a znacené TagMan sondy

[96]. Schéma principu ukazuje Obrazek 18.
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Obriazek 18:Princip metody TagMan™ vyuzivajici ,,stem-loop* primery. Pfevzato a upraveno z: [96]

Pro analyzu vice druhit miRNA je mozné pouzit Advanced TagMan™ Assay, ktera
pouziva nespecifické primery [97]. Nespecifické primery vyuziva také MystiCq™ microRNA
cDNA Synthesis Mix firmy Sigma-Aldrich [98]. Dalsi variantou pro analyzu miRNA pomoci
PCR je miRCURY™ LNA™ miRNA PCR System od firmy QIAGEN [99].

1.4.3 Sekvenovani nové generace

Prilom v oblasti sekvenovani nastal vroce 1977, kdy byla publikovana prace
Fredericka Sangera a kolektivu. Jimi popsana metoda vyuziva procesu replikace DNA.
Do reakéni  smési, ktera obsahuje primer, vhodnou DNA polymerdzu, zdsobu
deoxyribonukleotidii a templatovou DNA, je pfidan jeden ze ¢tyf dideoxyribonukleotidi.
Ty se poté zacletiuji do fetézce a svym zakomponovanim ukonci elongaci vznikajiciho
fetézce. Sekvence je urCovana z délky elektroforetické separace reak¢énich smési [100].

Metody NGS jsou dnes vice pouzivany hlavné proto, Ze je mozné cely proces
automatizovat a sekvenovat velka mnozstvi vzorkt za kratkou dobu. Mezi sekvenatory, které
jsou dostupné a hojné vyuzivané patii naptiklad Applied Biosystems 3730x1 sekvenator, ktery

vychazi pravé z principu Sangerova sekvenovani. Dale sem patii 454/Roche FLX system
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od Roche Applied Science, Illumina/Solexa sekvenator od Illumina, Inc. nebo Applied
Biosystems SOLID [101].

1.4.4 Hmotnostni spektrometrie.

Hmotnostni spektrometrie (MS) je zalozena na interakci nabitych c¢astic analytu
s elektrickym nebo magnetickym polem ve vakuu. Zakladni uspotfadani hmotnostniho
spektrometru je iontovy zdroj, analyzator a detektor.

Ukolem iontového zdroje je prevést analyzované molekuly na ionty. Nejéastéji
pouzivanymi iontovymi zdroji pro analyzu biomolekul jsou elektrosprej a MALDI (Matrix
assisted laser desorption ionization). Vzniklé ionty nasledné vstupuji do hmotnostniho
analyzatoru, kde v elektromagnetickém poli dochazi k jejich rozdéleni na zékladé poméru
jejich molekulové hmotnosti a naboje (m/z) [102].

Pii MALDI piijima matrice energii laseru. Absorbovanim energie dojde k zahtati
matrice a nasledné k desorpci molekul matrice i vzorku z desticky a k pfevedeni analytu
Z pevné faze do faze plynné. Vhodna matrice, kterou byva nejCastéji aromatickd organicka
kyselina, je pfed analyzou smisena s analyzovanym vzorkem, sm¢s je nanesena na desti¢ku
a vysuSena. Dal§imi moZnosti je smiseni vzorku s matrici piimo na desticce, piipadné
naneseni vzorku, ktery je po vysuSeni pievrstven matrici. Princip techniky izolace MALDI
zobrazuje Obrazek 19 [103].
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Obrazek 19: Obecny princip matrici zprostiedkované laserové desorpce. Absorpci energie laserového paprsku dojde
k ionizaci matrice a analytu. PFevzato a upraveno z: [104]

40



Metoda ionizace MALDI je casto spojovana s pruletovym analyzatorem (TOF),
ato hlavn¢ proto, ze TOF je pulzni analyzator. lonty se k detektoru pohybuji vakuovanou
trubici a k separaci dochazi na zéklad¢ jejich rozdilné rychlosti. Doba letu iontii zavisi na
poméru m/z — ¢im je mensi, tim krat$i dobu iont leti. Pro zlepSeni rozliSeni lze vyuzit
usporadani s iontovym zrcadlem, tzv. reflektronem, diky kterému je prodlouzena draha a doba
letu iontd, a diky kterému je eliminovana pocatecni kinetickd energie iontd. Toto usporadani
je zobrazeno na Obrazku 21. Pro zlepSeni rozliseni je také pouzivana opozdéna extrakce iontl
(,,delayed extraction®), ktera vyuziva pulsu urychlujiciho napéti, ktery je aplikovan s ¢asovou
prodlevou po ionizaci [103].

iontovy zdroj =
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Obrazek 20: Princip priiletového analyzatoru. Pievzato a upraveno z: [105]

MALDI v kombinaci s priletovym analyzatorem (TOF) je velmi efektivni technika pro
analyzu biopolymerti, jako jsou proteiny nebo nukleové kyseliny. Pro uspéSnou analyzu
je dulezité vybrat vhodnou matrici. Matrice je latka absorbujici v oblasti vinové délky, kterou
emituje laser. Musi byt stabilni ve vakuu a méla by po naneseni na desti¢ku tvofit jemné,
homogenni krystaly.

Zadoucim vysledkem ionizace je jeden pik molekulového iontu analytu. Matrice
by neméla zpusobovat fragmentaci analyzované molekuly, ackoliv v nékterych aplikacich
(Jako naptiklad urcovani sekvence) toto mize byt vyhodou. Pokud jsou ve vzorku obsazeny
ionty soli (napf.: sodné, draselné nebo hotecnaté), nukleové kyseliny maji tendenci tvofit
s nimi adukty. Tyto adukty potom snizuji citlivost, zhorSuji rozliSeni a komplikuji interpretaci

vysledkd, jelikoz misto jednoho piku molekulového iontu se v hmotnostnim spektru objevuje
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shluk pikt, které se mirn€ lisi v hodnoté m/z. Tento problém je feSen odsolovanim vzorkl
pfed analyzou pomoci hmotnostni spektrometrie, dale michanim né¢kolika matric nebo
pridavanim amonnych soli.

Vybér vhodné matrice je provadén podle typu analyzované molekuly. Matrice, ktera je
vhodnd pro ionizaci proteini nemusi poskytovat kvalitni spektra pfi analyze nukleovych
kyselin. Nejcastéji pouzivané jsou matrice pro analyzu proteini a peptidd, mimo jiné
napiiklad a-kyano-4-hydroxyskoticova kyselina nebo dihydroxybenzoova kyselina.

Pro analyzu nukleotidii existuje fada matric. Jednou z nejpouZivanéjSich matric pti
analyze nukleovych kyselin je 3-hydroxypikolinova kyselina [106]. lonizace nukleovych
kyselin byla prokazana i pti pouziti latek jako sinapova a dihydroxybenzoova kyselina [107],
6-aza-2-thiothymin [108] nebo 1,5-diaminonaftalen (DAN). Na rozdil od klasicky
vyuzivanych matrici byla pfi pouziti DAN pozorovdna vysokad fragmentace nukleovych
kyselin, coz by potencialné¢ mohlo byt vyuzito pro jejich sekvenaci [109]. Dalsi matrici
vyuzivanou pro ionizaci nukleovych kyselin je 2.4,6-trinydroxyacetofenon (2,4,6-THAP)
samostatné nebo v kombinaci s 2,3,4-THAP a citratem amonnym v poméru 2:1:1. Ptidavek
citratu amonného k matricim vyrazné ovliviiuje ionizaci nukleovych kyselin. Molekuly
V pritomnosti citratu amonného snadnéji ionizuji a navic diky nému dochazi k potlaceni
vzniku adukt se solnymi a draselnymi ionty [110]. Pro ionizaci nukleovych kyselin byla
popsana 1 fada dalSich latek, pouzivanych samostatné, ve smésich, ¢i s dalSimi ptidavky.
Pro dosazeni co nejkvalitnéjSich vysledkt je nutné vzdy optimalizovat koncentrace matrice

i aditiva pro konkrétni analyzované molekuly.
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2 CILE DIPLOMOVE PRACE

Hlavnim cilem diplomové prace bylo optimalizovat a zavést do laboratofe novou

metodu izolace oligo RNA z komplexni smési pomoci TiO2 materiald.
Soucasti prace byly dil¢i ukoly:

1) Optimalizace elektroforetickych podminek pro analyzu RNA s vyuzitim
polyakrylamidového gelu s 8M mocovinou — koncentrace gelu, vybér vhodného
vzorkového pufru a techniky barveni kratkych molekul RNA.

2) Zavedeni technik izolace miRNA komerénimi testy — porovnani ucinnosti izolace
kratkych molekul RNA metodami se tiemi riiznymi principy separace nukleovych
kyselin z biologického materialu.

3) Zavedeni a optimalizace techniky izolace miRNA pomoci materialti na bazi TiO2 —
vybér vhodného nosice, optimalizace teploty izolace a vazebného a elu¢niho pufru.

4) Zavedeni a optimalizace podminek analyzy RNA hmotnostnim spektrometrem —

porovnani vlastnosti riznych matric.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Laboratorni pristroje a vybaveni

analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments, GmbH, Géttingen, Némecko)
aparatura pro elektroforetickou separaci Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad,
Hercules, CA USA)

automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

centrifuga Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

fotografovaci stanice ChemiDoc™ XRS+ System s Image Lab™ softwarem
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

hmotnostni  spektrometr 4800 MALDI/TOF/TOF  Analyzer (APPLIED
BIOSYSTEMS, Framingham, MA, USA)

inkubator Memmert INE 400 (Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, Némecko)
koncentrator Concentrator Plus (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

magnetické michadlo s ohfevem model MSH-300 (Biosan SIA., Riga, Lotyssko)
mikropipety (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

mikrozkumavky (BioTech a.s., Praha, CR a Eppendorf, Hamburg, Némecko)

orbitalni tfepacka Multi-functional Orbital Shaker PSU-20i (Biosan SIA, Riga,
Lotyssko)

pH metr model Orion 420 (Thermo Electron Corporation, Massachusetts, USA)
piedvazky KERN 440-33N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

rotator RS-24 (Biosan, Riga, Lotyssko)

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

stanice pro produkci redestilované vody TKA Smart2Pure (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA)

Spicky GeLoader 20ul (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

topné hnizdo Block heater Grant Bio BTD (Grant Instruments Ltd., Cambridgeshire,
UK)

tirepacka Vortex mixer Wx (Velp Scientifica, Usmate, Italie)

ultrazvuk Sonorex Digitec (Bandelin, Némecko)

zdroj napéti Powerpac 200 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
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3.2 Chemikalie, reagencie a specialni biologicky material

Chemikalie a reagencie:

1,5-diaminonaftalen (DAN; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
2-(N-morpholino)ethansulfonova kyselina (MES; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

2,4,6-trinydroxyacetofenon (THAP; Honeywell Fluka, New Jersey, USA)
2-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

6-aza-2-thiothymin (ATT, Honeywell Fluka, New Jersey, USA)

Acetonitril (ACN; Honeywell Fluka, New Jersey, USA)

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

Amoniak (Lach:ner, Neratovice, CR)

Barvivo Toluidine Blue O (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Barvivo Xylene Cyanole FF (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Bromfenolova modi (Lachema, Neratovice, CR)

Citran sodny (Penta, Chrudim, CR)

DEPC-Treated Water (Invitrogen — Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA, part no. 45-2224, lot no. 1574421)

DEPC-Treated Water (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA, part no.
AMO9915G, lot no. 1606045)

Dihydrogenfosfore¢nan sodny (NaH2POu; Penta, Chrudim, CR)

Etanol (Lachema, Neratovice, CR)

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

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

Fosfore¢nan sodny (NasPOs; Penta, Chrudim, CR)

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

Hydrogencitronan amonny (DAHC; Honeywell Fluka, New Jersey, USA)
Hydrogenfosfore¢nan amonny ((NH4)2HPO4; Penta, Chrudim, CR)
Hydrogenfosfore¢nan sodny (NazHPOs; Penta, Chrudim, CR)

Hydroxid sodny (Penta, Chrudim, CR)

Chlorid sodny (NaCl; Lach:ner, Neratovice, CR)

Chloroform (Penta, Chrudim, CR)

Izopropanol (Penta, Chrudim, CR)

Kyselina 3-hydroxypikolinova (3-HPA; Honeywell Fluka, New Jersey, USA)

45



Kyselina borita (Lach:ner, Neratovice, CR)

Kyselina citronova (Penta, Chrudim, CR)

Kyselina dihydroxybenzoova (DHB; LaserBio Labs, Sophia-Antipolis, Francie)
Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA; Lachema, Neratovice, CR)

Kyselina glutamova (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kyselina glykolova (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kyselina chlorovodikova (Penta, Chrudim, CR)

Kyselina mlé¢na (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kyselina octova (Lach:ner, Neratovice, CR)

Kyselina salicylova (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kyselina sinapova (SA; Honeywell Fluka, New Jersey, USA)

Kyselina trifluoroctova (TFA; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kyselina vinna (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

MagMAX™ mirvana™ Total RNA Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA)

mirVana™ miRNA Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
Mocovina (Lach:ner, Neratovice, CR)

N,N,N,N-tetramethylenethylendiamin (TEMED; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
N,N’-methylenbisakrylamid 98 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Nucleic Acid Sample Loading Buffer (5x) (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Octan sodny (Penta, Chrudim, CR)

Persiran amonny (Lachema, Neratovice, CR)

RNaseZap™ RNase Decontamination Solution (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Standard 10 bp DNA Ladder (Invitrogen - Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA, lot no. 1823711, ref: 10821-015)

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

SYBR™ Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
Stavelan sodny (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
TRIZol™ Reagent (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
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Specialni biologicky material:

- Bunééna linie JURKAT (lidské T-lymfatické bunky Akutni lymfoblastické leukémie,
ACC 282)

- Buné¢na linie RAJI (lidské B-lymfatické bunky Burkittova lymfomu, ACC 319)

- Oligo RNA 10-mer (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR, lot no. 1256F3)

- Oligo RNA 20-mer (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR, lot no. 1256F4 a lot no.
149012)

- Oligo RNA 23-mer (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR, lot no. 149013 a lot no.
1462J0)

- Oligo RNA 30-mer (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR, lot no. 1256F5)

- Oligo RNA 40-mer (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR, lot no. 1256F6)

Nosice:
- TiO2NTs@Fe30sNPs (poskytnuto v ramci spoluprace s CEMNAT, Fakulta chemicko-
technologické Univerzita Pardubice, Pardubice, CR)
- Titansphere TiO (GL Sciences Inc, Tokyo, Japan, lot no. ZQ1-2868-15)
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3.3 Elektroforeticka separace na polyakrylamidovém gelu s mocovinou
Pouzité roztoky:
- 45% smés akrylamidu s N,N’"-methylenbisakrylamidem (v poméru 28:1)
- 10x koncentrovany TBE pufr (0,89M Tris, 0,89M kyselina borita, 20mM EDTA,
pH = 8,3)
- Elektrodovy pufi: 1x TBE
- 10% roztok persiranu amonného
- TEMED
- Vzorkovy pufr ,,Nucleic Acid Sample Loading Buffer (5x)* firmy Bio-Rad
- Vzorkovy pufr: 89mM Tris, 89mM kyselina boritd, 2 mM EDTA, 7M mocovina, 12%
Ficoll, 0,01% smés bromfenolové modii a xylene cyanole FF
- Marker (10 bp DNA Ladder Bio-Rad)
- Barvici roztok 0,1% roztok Toluidine Blue O
- SYBR™ Safe DNA Gel Stain v TBE (1:10000)
- SYBR™ Green Il RNA Gel Stain v TBE (1:10000)
- Odbarvovaci roztok: 1% kyselina octova
Postup:
1) Priprava 20% gelu s 8M mocovinou:

Do zkumavky s 5,76 g mocoviny bylo napipetovano 1,5 ml redestilované vody, 1,5 ml
10x TBE a 5,32 ml 45% roztoku akrylamidu. Tato smés byla rozpusténa a odvzdusnéna
pomoci ultrazvukové lazné. Nasledné bylo ptidano 6 pul TEMED a 63,36 pul 10% roztoku
persiranu amonného. Smés byla dvakrat promichana obracenim zkumavky a nasledné
napipetovana mezi pripravena skla. Thned byla také vlozena ocisténd Sablona pro 15 jamek.
Gel byl zpolymerovan béhem 10 minut.

Skla s gely byla pienesena do elektroforetické vany, kam byl nasledné nalit elektrodovy
pufr tak, aby jeho hladina dosahovala vyznafené rysky. Nadoba s gely a elektrodovym
pufrem byla temperovana v inkubatoru pii 42°C po dobu 40 min.
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2) Priprava a aplikace vzorkii:

Pro pfipravu vzorku s vyuzitim komeréné dodavaného vzorkového pufru byl vzorek
0 objemu 5 pl (v pripadé koncentrovangj$iho vzorku byl fedén DEPC-vodou na objem 5 pl)
smichan s 2,5 pl vzorkového pufru firmy Bio-Rad a 5 pl formamidu. Tato smés byla zahiata
na 70°C po dobu 5 min.

Vzorkovy pufr pfipraveny v laboratofi byl smisen Se vzorkem v poméru 1:1. Tato smés
byla po dobu 4 minut zahtivana na 70°C.

Ptipravené vzorky byly ihned po zahtfati naneseny do jamek v gelu. Jamky byly ptfed
davkovanim vzorkil dikladné proplachnuty elektrodovym pufrem pro odstranéni zbytki
mocoviny. Na kazdy gel byl nanesen nafedény standard (1 pl standardu s 4 pul DEPC-vody),
pfipraveny stejné jako vzorky.

3) Podminky separace:

Elektroforeticka separace byla provedena pii konstantnim napéti 180 V. Vkladany

proud byl 150 mA. D¢leni probihalo 125 min.

Barveni gelu:
1) Barveni pomoci SYBR™ Safe DNA Gel Stain:

Barvici roztok byl ptipraven smichdnim 18 ml redestilované vody, 2 ml 10x TBE a 2 ul
SYBR™ Safe (1:10000 v TBE). Gel v barvici nadobé byl pievrstven 20 ml barviciho roztoku
a inkubovan 30 min pfi laboratorni teploté. Poté byl barvici roztok vylit a gel byl promyt TBE
pufrem.

2) Barveni pomoci SYBR™ Green I1 RNA Gel Stain:

Barvici roztok byl ptipraven smichdnim 18 ml redestilované vody, 2 ml 10x TBE a 2 ul
SYBR™ Green Il (1:10000 v TBE). Gel v barvici nddobé byl ptevrstven 20 ml barviciho
roztoku a inkubovan 40 min ve tmé pfi laboratorni teploté. Gel nebylo tieba promyvat.

3) Barveni Toluidine Blue O

Gel v barvici nadob¢ byl pievrstven 20 ml 0,1% roztoku Toluidine blue O a inkubovan
15 minut pii laboratorni teploté. Po vyliti barviciho roztoku byl ke gelu ptidan 1% roztok
kyseliny octové k odbarveni. Odbarvovaci roztok byl podle potieby vyménovan, dokud

nedoslo k odbarveni pozadi gelu (cca hodina a ptl).
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4) Hodnoceni geli:

Detekce po vsech typech barveni byla provedena ptistrojem ChemiDoc XRS+. Snimek
gelu byl nasledné vyhodnocen programem ImageL ab.

V experimentalni  Casti této prace byly u elektroforetické separace na
polyakrylamidovém gelu s mocovinou (TBE-PAAG) optimalizovany pro analyzu kratkych
molekul RNA tyto podminky:

- koncentrace akrylamidu,
- technika barveni,

- slozeni vzorkového pufru.

3.4 1Izolace RNA komerc¢nimi testy:

3.4.1 TRIZol™ Reagent
Pouczité roztoky:

- TRIZolI™ Reagent

- lzopropanol

- 75% etanol

- DEPC-voda
Postup:

Pro izolaci celkové RNA byly dodrzovany pokyny vyrobce. Kazdy vzorek, ze kterého
byla izolovana celkova RNA, obsahoval 5*10° bunék z bun&éné linie JURKAT nebo RAIJL.

Buiiky byly resuspendovany v 750 pl TRIZol™ Reagentu a inkubovany 5 min pfi
laboratorni teploté€, aby doslo k jejich lyze. Poté bylo pfidano 150 ul chloroformu a smés byla
michana tfepanim 2 — 3 min pii laboratorni teploté. Pro oddé¢leni fazi byla smés
centrifugovdna 15 min pti 12000 g. Horni, vodna faze obsahovala RN A, mezifaze a fenolova
faze pak proteiny a DNA.

K ziskani RNA byla odebrana horni vrstva, ke které bylo ptidano 375 pl izopropanolu,
kterym byla RNA precipitovana 10 min pii laboratorni teploté. Nasledné¢ byla smés
centrifugovana 10 min pfi 12000 g a supernatant byl odpipetovan do odpadu. Peleta
vysrazené RNA byla promyta 750 pl 75% etanolu. Po centrifugaci 5 min pfi 7500 g byl
supernatant opét odebran, vyhozen a peleta byla opatrné vysuSena na koncentratoru v médu
V-AL pii 30°C. ZiskandA RNA byla resuspendovana v 20 pul DEPC-vody a inkubovana
10 — 15 min v topném hnizd¢ pti 55 — 60°C.

Koncentrace a Cistota takto ziskané RNA byla stanovena na UV/VIS spektrofotometru.
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3.4.2 mirVana™ miRNA Isolation Kit
Roztoky z pouzité soupravy:
- miRNA Wash Solution 1 (pied prvnim pouzitim ptidano 21 ml etanolu)
- Wash Solution 2/3 (pfed prvnim pouzitim piidano 40 ml etanolu)
- Lysis/Binding Buffer
- miRNA Homogenate Additive
- Acid-Phenol:Chloroform
Postup:

Pro izolaci kratkych RNA byly dodrzovany pokyny vyrobce. Kazdy vzorek, ze kterého
byla izolovana celkova RNA, obsahoval 5*10° bun&k z bun&éné linie JURKAT nebo RAIJL.

Buriky byly homogenizovany v 600 pl Lysis/Binding Buffer dikladnym promichanim.
Ke vzorku bylo nasledné pfidano 60 pul miRNA Homogenate Additive. Nasledné byl vzorek
inkubovan 10 min na ledu. Po inkubaci bylo pfidano 600 pl smési Acid-Phenol:Chloroform
a promichavano 1 min na tfepacce. Pro oddéleni fazi byl vzorek centrifugovan 5 min pfi
10000 g a poté byla horni, vodna faze opatrné odebrana a pienesena do nové zkumavky.

Pro izolaci kratkych RNA byl ptidan 100% etanol o objemu 1/3 odebrané vodné faze.
Po dukladném promichani byla smés pfenesena na fritu umisténou do sbérné zkumavky, ktera
je poskytovana v soupravé. Po centrifugaci (cca 15 s pti 10000 g) na frit¢ zustaly zachyceny
dlouh¢ molekuly RNA, které bylo mozné ziskat aplikovanim protokolu pro izolaci celkové
RNA, kdezto filtrat obsahoval kratké molekuly RNA. Do zkumavky s pfefiltrovanym
roztokem byl ptidan 100% etanol v mnozstvi, které odpovidalo 2/3 objemu filtratu a po
promichani byla smés pienesena na novou fritu a centrifugovana cca 15 s pii 10000 g.

Filtrat byl odstranén a frita Se zachycenymi kratkymi molekulami RNA byla promyta
nejprve 700 ul miRNA Wash Solution 1 (centrifugace 5 — 10 s) a poté dvakrat 500 ul Wash
Solution 2/3. Po odstranéni veskerého filtratu byla frita ve sbérné zkumavce centrifugovana
1 min pro odstranéni zbytkové tekutiny. Frita byla pfenesena do Cisté sbérné zkumavky a byla
provedena eluce RNA 50 pl DEPC-vody, piedehtaté na 95°C, a to centrifugaci 20 — 30 s pfi
maximalni rychlosti.

Koncentrace a Cistota takto ziskané frakce kratkych RNA byla stanovena na absorp¢nim

spektrofotometru.
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3.43 MagMAX™ mirvana™ Total RNA Isolation Kit
Pouczité roztoky:
- Wash Solution 1 Concentrate (pfed prvnim pouzitim pfidano 10 ml izopropanolu)
- Wash Solution 2 Concentrate (pfed prvnim pouzitim pfidano 48 ml etanolu)
- Turbo DNase Solution (50 pl na zkumavku: 48 pl MagMAX™ TURBO DNase™
Buffer + 2 ul TURBO DNase™, skladovano na ledu)
- Binding Beads (20 pl na zkumavku: 10 pl RNA Binding Beads + 10 ul Lysis/Binding
Enhancer, skladovano na ledu)
- Lysis Binding Mix (200 pl na zkumavku: 99 ul Lysis Buffer + 100 pl izopropanol +
1 ul 2-merkaptoetanol)
- Rebinding Buffer
- Elution Buffer
Postup:

Kazdy vzorek, ze kterého byla izolovana celkovd RNA, obsahoval 5*10° bunék
z bunééné linie JURKAT nebo RAJI. Roztoky v soupravé byly podle instrukci dodavatele
smichany a ptipraveny pro dalsi pouziti.

Buriky byly resuspendovany v 200 pl smési Lysis Binding Mix a inkubovany 5 min bez
michani a poté dalsi 3 minuty za michdni na rotatoru. Vzorek byl nasledné ptenesen
do zkumavky s pfipravenymi Binding Beads a inkubovan 5 min na rotatoru. Zkumavka byla
vlozena do magnetického stojanku a ponechdna 5 minut, nebo dokud roztok nebyl Ciry, aby
bylo mozné odebrat supernatant. Magnetické castice byly promyty 150 ul Wash Solution 1
po dobu 1 min na rotatoru. Po vlozeni zkumavky do magnetického stojanku byl supernatant
odstranén a promyvani bylo zopakovano se 150 ul Wash Solution 2. Magnetické ¢astice byly
po odebrani veskerého supernatantu ponechany k vysuSeni v oteviené zkumavce mimo
magneticky stojanek.

DNA byla odstranéna pfidanim 50 pl TURBO DNase Solution, se kterym byly ¢astice
inkubovany 15 min na rotatoru. Do smési bylo poté pridano 50 pl Rebinding Buffer a 100 pl
izopropanolu a za michani inkubovano dal$i 3 min. Zkumavka byla umisténa na magneticky
stojanek na 3 minuty a poté byl odebran supernatant. Castice byly dvakrat promyty 150 ul
Wash Solution 2 na rotatoru po dobu 1 min. Promyvaci roztok byl odstranén po vloZeni
zkumavky do magnetického stojanku a zkumavka byla ponechana 2 min oteviend mimo

magneticky stojanek k vysuSeni.
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Pro eluci RNA bylo pfidano 50 pl Elution Buffer, ktery byl dopfedu piedehtaty
na 37°C. Po inkubaci 3 min na rotatoru byla zkumavka vloZena do magnetického stojanku
na 3 min a poté byl eluat prenesen do Cisté zkumavky.

Koncentrace a Cistota takto ziskané celkové RNA byla stanovena na absorpnim

spektrofotometru.

3.5 Urceni koncentrace a ¢istoty RNA pomoci UV/VIS spektrofotometru

Vzorky izolované RNA byly proméfeny na pfistroji Nano-MD UV-Vis Bio
Spectrophotometer pomoci néstavce NanoStick-D, na ktery byly naneseny 2 pl slepého
vzorku a nasledné¢ 2 pl ptislusnych izolatd. Jako slepy vzorek byl pouzit vzdy roztok,
ve kterém byla RNA po izolaci resuspendovana.

Meéieni absorbance probihalo pti 230, 260 a 280 nm. Absorp¢ni maximum nukleovych
kyselin je pfi 260 nm. Softwarem LabPro Plus byly zaroven s koncentraci RNA vyhodnoceny
také poméry absorbanci A260/A280 a A260/A230.
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3.6 Izolace oligo RNA pomoci TiO; materiala
Pouzite roztoky a material:
- Nosice na bazi TiO2: TIOoNTs@Fe3OsNPs (TNTSs), Titansphere, oba v mnozstvi 1 mg
- Vazebny a promyvaci pufr: 100mM MES pufr s ptidavkem 5mM nebo 100mM
kyseliny citronové (pH 4)
- Promyvaci pufr: 100mM MES pufr (pH 4)
- Eluéni roztok: 200mM Na;HPO. (pH ~ 9,2)
- 80% ACN s 0,1% TFA
- 5% TFA
Postup:

Pro odebrani supernatantu bylo vzdy nutné zkumavky s TNTs vlozit do magnetického
stojanku a zkumavky s Titansphere centrifugovat 1 min pii 595 g. Nosi¢e byly navazeny
a smoceny v 500 ul 80% ACN s0,1% TFA 2 — 3 min pii 37°C. Nasledn¢ byly dvakrat
promyty 500 ul vazebného a promyvaciho pufru (MES s pfidavkem kyseliny citronove).
Supernatant byl odebran do odpadu a k nosi¢i bylo ptidano 200 pl smési vzorku a vazebného
a promyvaciho pufru (oligo RNA byly ptidavany v mnozstvi 150 pmol na zkumavku). Smés
byla inkubovana 60 min pti 37°C v topném hnizd¢ pii 1200 rpm.

Vazebna frakce byla odebrdna a uschovana pro detekci. Nosice byly dvakrat promyty
500 pl vazebného a promyvaciho pufru a nasledné tiikrat 500 ul promyvaciho pufru (MES
pufr bez piidavku kyseliny citronové). VSechny promyvaci kroky probihaly 2 — 3 min pii
37°C v topném hnizd¢ pii 1200 rpm. Po poslednim promyti byl supernatant odebran a k nosici
bylo ptidano 100 pl elu¢niho roztoku. Eluce probihala 10 min pii 37°C v topném hnizdé pfi
1200 rpm. Elu¢ni frakce byla odebrana a okyselena 30 ul 5% roztoku TFA. V piipadé
provedeni druhé eluce bylo k nosic¢i ptidano opét 100 pl eluéniho roztoku. Druhd eluce trvala
20 min pti 37°C v topném hnizdé pti 1200 rpm. Odebrana elu¢ni frakce byla okyselena 30 pl
5% roztoku TFA. Detekce izolovanych oligo RNA byla provedena metodou TBE-PAAG.

V ramci experimentalni ¢asti této prace byly optimalizovany tyto podminky:

- typ nosice,

- opakovana analyza na nosici (+ regenerace ¢astic),
- teplota sorpce RNA,

- druh a pH vazebného a promyvaciho roztoku,

- pridavky dal$ich latek k vazebnému pufru,

- druh elu¢niho roztoku.
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3.7 QOdsoleni vzorku

Pouczité roztoky:

Postup:

upravené Spicky bylo pipetovano 10 — 15 ul faze R3, ktera byla resuspendovana v 80% ACN
s 0,1% TFA. Vznikla kolona byla promyta nejprve 10 ul 80% ACN s 0,1% TFA a poté 15 ul
0,1% TFA. Na promytou kolonu byl davkovan vzorek. Faze s navazanym vzorkem byla
dvakrat promyta 15 pl 0,1% TFA. Pfi poslednim promyti byla fize vysuSena protlacenim
zbytkového vzduchu, aby nebyl nafedén elu¢ni roztok. Eluce byla provedena 60% ACN

80% ACN s 0,1% TFA
0,1% TFA
60% ACN s 0,1% TFA

Konec $picky GeLoader byl stlacen, aby nedochazelo k uvolnéni faze. Do takto

5 0,1% TFA.

3.8 Vybér vhodnych matric pro analyzu RNA pomoci hmotnostni

spektrometrie

Matrice:

50 mg 3-HPA v 1 ml 50% ACN s 40mM DAHC

10 mg 3-HPA v 1 ml 50% ACN s 20mM DAHC

10 mg 2,4,6-THAP v 1 ml 50% ACN s 20mM DAHC
28,64 mg 2,4,6-THAP v 1 ml 50% ACN s 70mM DAHC
10 mg ATT v 1 ml 50% ACN s 20mM DAHC

10 mg DHB v 1 ml 50% ACN/0,1% TFA s 10mM DAHC
10 mg DHB v 1 ml 50% ACN/0,1% TFA s 20mM DAHC
10 mg DHB v 1 ml 50% ACN/0,1% TFA s 40mM DAHC
10 mg SA v 1 ml 50% ACN

10 mg SA v 1 ml 50% ACN s 20mM DAHC

10 mg DAN v 1 ml 50% ACN s 10mM DAHC
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Postup:

Pro vybér vhodné matrice pro analyzu kratkych RNA pomoci MS byly pfipraveny
roztoky standardt oligo RNA dlouhych 10, 20 a 30 nukleotidid. Kazdy roztok obsahoval
standard oligo RNA v mnozstvi 150 pmol a byl odsolen postupem 3.7. Vysledna koncentrace
kazdého odsoleného roztoku standardu oligo RNA byla 20 pmol/ul. Z kazdého roztoku
standardu byl odebran vzorek (0,5 ul), ktery byl nasledné michan na MALDI desti¢ce
S pfipravenymi matricemi v poméru 1:1. VSechny tfi standardy byly davkovany na vylesténou
MALDI desticku v duplikatu pro kazdou matrici.

Analyza RNA  probihala v pozitivnim 1 negativnim  linedirnim  moddu
na MALDI/TOF/TOF analyzatoru. Ziskana spektra byla vyhodnocena v programu Applied
Biosystems — Data Explorer. Méfeni probihala na pracovisti Ustavu Molekularni patologie,

Fakulty vojenského zdravotnictvi, Univerzity obrany v Hradci Kralové.
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3.9 Urdeni stability RNA v prostredi o pH 1 — 10
Pouczité roztoky:
- Glycinovy pufr (50mM, pH 1 a pH 2)
Fosfatové pufry (100mM)
- pH 10: NasPO4 + NaH2PO4
- pH9: Na2HPO4
- pH 8: NazHPO4 + NaH2PO4
NaOH (1M)
HCI (0,5M)

Postup:

Stabilita RNA byla testovana piidanim standardu oligo RNA o délce 30 nukleotidid
k pufru o pozadovaném rozsahu pH. Z glycinového pufru o pH 1 a 2 byla pfipravena vzdy
smés o celkovém objemu 20 ul, kterda obsahovala 600 pmol oligo RNA. Ze smési bylo
odebrano 5 pl po jedné, dvou a tfech hodinach. Thned po odebrani byly vzorky neutralizovany
1M NaOH.

Analogicky bylo postupovano i v piipadé¢ pH 8, 9 a 10. Z kazdého fosfatového pufru
bylo pfipraveno 15 pl smési, kterd obsahovala 450 pmol oligo RNA. Po jedné a dvou
hodinach bylo odebrano 5 pul smési, ktera byla neutralizovana 0,5M HCI.

Zneutralizované vzorky byly analyzovany metodou TBE-PAAG. Vychozi koncentrace
obou smési byla zvolena tak, aby vSechny vzorky nanasené na gel obsahovaly stejné mnoZzstvi

oligo RNA, konkrétn¢ 150 pmol na jamku.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Pocatetnim tukolem v laboratofi bylo sezndmit se Spravidly pro praci s RNA.
Pti provadénych experimentech je nutné zabranit kontaminaci materialu RNézami, které by
cilové molekuly mohly degradovat. Veskery pouzity plastovy material byl od vyrobce
oznacen jako RNase-free a pokud to bylo mozné, byl autoklavovan. Prace se vzorky probihala
vzdy v rukavicich, aby nedoslo ke kontaminaci biologického vzorku. Veskeré pomicky, které
nebyly autokldvovany, a pracovni plochy byly pfed a po pouziti ociStény sprejem
RNaseZap™ RNase Decontamination Solution. Pro fedéni vzorkd nebo pro piipravu roztoku

byla pouZita bud’ redestilovana voda, ktera byla autokldvovana, nebo voda oSetfena DEPC.

4.1 Optimalizace barveni oligo RNA po elektroforetické separaci

Prvni experimenty mély za cil nalézt vhodnou techniku barveni kratkych RNA, aby
bylo mozné dostate¢né citlivé prokazovat tyto molekuly po izolaci ze wvzorku
na polyakrylamidovém gelu. Pro optimalizaci byly pouzity standardy oligo RNA o délkach
10, 20 a 30 bazi v riiznych koncentracich. Porovnavany byly tfi druhy barviv, a to - SYBR™
Safe DNA Gel Stain, SYBR™ Green Il RNA Gel Stain a Toluidine Blue O.
prostiedi Setrnéjsi varianta ke klasickému barveni ethidium bromidem. Jedna se o interkala¢ni
barvivo, kterym lze detekovat jak DNA, tak RNA [111].

Barvici roztok SYBR™ Green 11 RNA Gel Stain neni specificky pro znaceni RNA, ale
vykazuje k ni vyssi afinitu, nez k DNA. Neni ovliviiovan piitomnosti mocoviny v gelu a neni
nutné ho vymyvat pied dalsi analyzou [112].

Toluidine Blue O je bazické barvivo s afinitou k nukleovym kyselinam. Ma Siroké

uplatnéni, bézné se vyuziva naptiklad i pro barveni tkani [113].
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4.1.1 Barveni gelu pomoci SYBR™ Safe DNA Gel Stain

Pro barveni SYBR™ Safe byl pipraven gel pomoci metody TBE-PAAG, na ktery byly
davkovany standardy oligo RNA, zfedéné DEPC-vodou na poZzadované mnozstvi 600, 900
a 1200 pmol na jamku. Jako standard (tzv. ,,marker) byly pouzity 2 pl 10 bp DNA Ladder.
Barvici roztok byl ptipraven podle instrukci vyrobce. SYBR™ Safe byl fedén 1:10000
Vv pufru, ktery obsahoval Tris, kyselinu boritou a EDTA (TBE).

Gel byl ptevrstven 20 ml barviciho roztoku a barven 30 minut, poté byl sniman pomoci
stanice ChemiDoc XRS+. Jak je patrné z Obrazku 21, standard oligo RNA o délce
10 nukleotidt je prakticky nedetekovatelny i pfi vysokém davkovaném mnozstvi

(1200 pmol).

marker 600 pmol 900 pmol 1200 pmol
rl_Ob“ #20b.  ,30b. . 10b. ,.20b: »30bs »10bs 20bs 30b°

-

.- _r W

SYBR" Safe

Obriazek 21: PAAG obarveny SYBR Safe™. Hodnota pmol udiva piesné mnozstvi standardu oligo RNA davkované
na jamku. Oznaceni 10/20/30 b vyjadiuje délku neboli pocet bazi daného standardu.
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4.1.2 Barveni gelu pomoci SYBR™ Green 11 RNA Gel Stain

Pro barveni SYBR™ Green II byl ptipraven gel pomoci metody TBE-PAAG, na ktery
byly davkovany standardy oligo RNA, ziedéné DEPC-vodou na pozadované mnozstvi 150,
300 a 600 pmol na jamku. Jako standard (tzv. ,,marker<) byly pouzity 2 pl 10 bp DNA
Ladder. Barvici roztok byl pfipraven podle instrukci vyrobce. SYBR™ Green II byl fedén
1:10000 v TBE pufru. Pfipraveny roztok bylo mozné pouzit opakované, coz ovSem snizovalo
kvalitu detekce.

Gel byl barven 20 ml barviciho roztoku 40 minut ve tmé. Po obarveni byl sniman
pomoci stanice ChemiDoc XRS+. Standard oligo RNA o velikosti 10 nukleotidi byl
detekovatelny do mnozstvi 150 pmol na jamku (viz Obrazek 22). Dal§im experimentem bylo
zjisténo, Ze standard oligo RNA o velikosti 20 nukleotidl, ktery nejlépe simuluje délku
mIiRNA, bylo pii tomto barveni mozné prokazat i v mnozstvi 18,75 pmol na jamku.

Barveni SYBR™ Green II bylo vybrano pro detekci kratkych RNA ziskanych

experimenty v ramci této diplomové prace.

150 pmol 300 pmol 600 pmol -
10b 20b 30b 10b 20b 30b 10b 20b 30b

-
- -

SYBR™ Green II

Obrazek 22: PAAG obarveny SYBR™ Green II. Hodnota pmol uddva presné mnoZstvi standardu oligo RNA
davkované na jamku. Oznadeni 10/20/30 b vyjadiuje délku neboli pocet bazi daného standardu.
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4.1.3 Barveni gelu pomoci Toluidine Blue O

Pro barveni Toluidine Blue O byl ptipraven gel pomoci metody TBE-PAAG, na ktery
byly davkovany standardy oligo RNA, zfedén¢ DEPC-vodou na pozadované mnozstvi 75,
150, 300 a 600 pmol na jamku. Jako standard (tzv. ,,marker) byly pouzity 2 ul 10 bp DNA
Ladder. Pro barveni byl piipraven roztok Toluidine Blue O v redestilované vodé. Barvici
roztok bylo mozné pouzivat opakované. Gel byl barven 20 ml barviciho roztoku 15 minut.
Nasledné byl odbarven destilovanou vodou nebo 1% roztokem kyseliny octové zhruba
90 minut (Ize ponechat odbarvit pfes noc) a sniman pomoci stanice ChemiDoc XRS+.
Standard oligo RNA o velikosti 10 nukleotidi byl prokazatelny i v mnozstvi 75 pmol
na jamku (viz Obrazek 23).

Doba barveni a koncentrace barviciho roztoku byly optimalizovany. Testovany byly
0,05% a 0,1% roztoky Toluidine Blue O, kterymi byly gely barveny po dobu 10, 15, 30
a 40 minut. Koncentrace 0,1 % Toluidine Blue O poskytla intenzivnéjsi barveni. Jak je patrné
z Obrazku 24, barvenim po 10 a 30 min jsme ziskali prakticky stejny vysledek. Rozdilem byla
ovSem doba odbarvovani gelu, ktera se prodluZovala zaroven s dobou barveni (pfi barveni
40 min tento krok trval az pies 2 hodiny). Nejlepsi vysledky barveni byly dosahovany pfti

barveni 0,1% roztokem Toluidine Blue O po dobu 15 minut.

marker 300 pmol 150 pmol 75 pmol rruérzker 300 pmol 150 pmol 75 pmol
10b 20b 30b 10b20b30b  10b 20b 30b 10b 20b 30b  10b 20b 30b 10b 20b 30b
- (- [ -— -
- - - -
10 min 30 min
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Obrazek 23: Porovnani PAAG barvenych 0,1% roztokem Toluidine Blue O po dobu 10 min (vlevo) a 30 min (vpravo).
Hodnota pmol udava presné mnoZstvi standardu oligo RNA davkované na jamku. Oznaceni 10/20/30 b vyjadiuje
délku neboli pocet bazi daného standardu.
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Vyhodou této techniky je moznost barveni gelu jiz obarveného SYBR™ Green II

(viz Obrazek 24), ackoliv tim dochazelo ke snizeni citlivosti.

50 pmol | | | 300 pmol | 600 pmol
N néa__r‘[(ef } ol 288 S0l B o200 B8mOb R it L1 0B S5 S0u

.”...“J

Toluidine Blue

Obrazek 24: PAAG barveny nejprve SYBR™ Green II a nasledné Toluidine Blue O. Hodnota pmol udava presné
mnoZzstvi standardu oligo RNA davkované na jamku. Oznaceni 10/20/30 b vyjadiuje délku neboli pocet bazi daného
standardu.
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4.2 lzolace miRNA komer¢né dostupnymi soupravami

Tti komeréné dostupné metody byly zavedeny a porovnany z hlediska uc¢innosti izolace
kratkych molekul RNA. Provedli jsme izolace RNA z T- a B-lymfatickych nadorovych
bunécnych linii JURKAT a RAJI v triplikatu pro kazdou metodu.

Izolace s vyuzitim TRIzol™ Reagent (TRIzol) byly provedeny postupem 3.4.1,
u kterého byl upraven objem DEPC-vody, ve které byla RNA resuspendovana, na 50 pl,
aby odpovidal vyslednym objemtim ostatnich metod. Celkové koncentrace izolovanych RNA
molekul byly méfeny na UV/VIS spektrofotometru. Primérna koncentrace vyizolované RNA
byla stanovena na 834 ug/ml pro bunky RAJI a na 1393 pg/ml pro bunky JURKAT.
Pro soupravu mirVana™ miRNA Isolation Kit (mirVana) bylo postupovano podle protokolu
3.4.2. Primérné koncentrace izolovanych kratkych RNA byly 42 pg/ml pro buinky RAJI
a 20 pg/ml pro buriky JURKAT. Metodou MagMAX™ mirVana™ Total RNA Isolation Kit
(MagMAX) bylo podle postupu 3.4.3 izolovano prumérné 146 pg/ml RNA z bunék RAJI
a 303 ug/ml z bunék JURKAT.

Pro vzajemné porovndni uc¢innosti metod byla provedena analyza izolovanych frakci
metodou TBE-PAAG. Koncentrace izolovanych miRNA ve vzorcich byly velmi nizké, proto
nebylo mozné je prokazat na gelu v oblasti kratkych RNA. Z toho davodu byly izolace
zopakovany, avSak vychozi bunécny lyzat byl obohacen o 150 pmol standardu oligo RNA,
dlouhého 20 nukleotidt, v prvnim kroku vSech postupi. Tak bylo mozné sledovat G¢innost
izolace kratkych RNA kazdé metody.

Vysledky ziskané pro bunky RAJI ukazuje Obrazek 25, pro buiky JURKAT pak
Obrazek 26. Tteti izolat TRIzol u bun¢k RAJI a tfeti izolat mirVana u bunék JURKAT byly
vyfazeny z vyhodnocovani z divodu vyrazné nizsi celkové uc¢innosti izolace RNA oproti
dal§im dvéma méfenim. Primérné intenzity prouzkii odpovidajici ptfidanému standardu oligo
RNA izolovaného jednotlivymi metodami jsou zobrazeny v Grafu 1 spole¢né s pfisluSnymi
smérodatnymi odchylkami.

Ze zobrazenych vysledki vychéazela nejlépe TRIzol metoda, diky které bylo izolovano
nejvetsi mnozstvi standardu oligo RNA, a zaroven byly ziskany nejvyssi celkové koncentrace
RNA. Dobré vysledky z pohledu izolace standardu oligo RNA poskytla i metoda mirVana.
K jejimu zaméfeni na obohaceni kratkych RNA ocekavano. Nejvétsi ztraty vykazovala izolace
metodou MagMAX. Prouzky standardu oligo RNA, ktery byl ziskany ze vzorkd pomoci

MagMAX, mély ze tii testovanych souprav nejmensi intenzitu.
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Obrazek 25: Vzorky RNA ziskané izolaci z bunék RAJ| pomoci TRIzol, mirVana a MagMAX na PAAG. Ciselna
hodnota u kalibra¢ni fady, oznacené jako ST, vyjadiuje mnoZstvi oligo RNA dlouhé 20 nukleotidi davkované

na jamku. V prvnim kroku izolace byl pfidan standard oligo RNA o velikosti 20 bazi. Oblast kratkych RNA na gelu
je barevné oznacena.

| marker  ST-375 ST-150  TRIzol .
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Obrazek 26: VVzorky RNA ziskané izolaci z bunék JURKAT pomoci TRIzol, mirVana a MagMAX na PAAG. Ciselna
hodnota u kalibra¢ni Fady, oznacené jako ST, vyjadiuje mnoZstvi oligo RNA dlouhé 20 nukleotidii davkované

na jamku. V prvnim kroku izolace byl pfidan standard oligo RNA o velikosti 20 bazi. Oblast kratkych RNA na gelu
je barevné oznacena.
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Relativni kvantifikace ucinnosti izolace oligo RNA
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METODY IZOLACE

Graf 1: Porovnani relativni vytéZnosti izolace oligo RNA metodami TRIzol, mirVana a MagMAX. Zobrazeny jsou
primérné hodnoty relativnich vytéZnosti pro buiiky RAJl a JURKAT s prisluSnymi smérodatnymi odchylkami.
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4.3 Zavedeni a optimalizace metody izolace oligo RNA pomoci TiO:

materiala

Schopnost izolovat oligo RNA byla testovana u dvou nosi¢ii, a to u TiO2 mikroc¢astic
(Titansphere) a u TiO2 nanotrubic pokrytych vrstvou FesOs (TNTS), pouzivanych v ramci
patentu Univerzity Pardubice (CZ305599 z 18. 11. 2015 a WO/2016/015690 z 04. 02. 2016).
Pted provedenim experimentii na nosic¢ich bylo nutné ovéfit parametry a podminky provedeni
izolace. Testovali jsme: stabilitu RNA v prostiedi o rizném pH, koncentraci PAAG (10, 15
a20%) pro separaci kratkych RNA a moznost odsoleni vzorku v prubéhu izolace (vysledky
neuvedeny).

Overeni stability RNA v rozmezi pH 1 — 10:

Sorpce a eluce u vybranych nosi¢t probiha v roztocich o rizném pH. Aby nedochazelo
k degradaci stanovovanych molekul vlivem zvolenych podminek, bylo nutné ovéfit stabilitu
RNA v rozdilnych hodnotach pH. To bylo provedeno postupem 3.9.

Ze ziskaného snimku (viz Obrazek 27) je mozné usoudit, Ze RNA je stabilni v rozmezi
pH 2 — 10. Pii delSim vystaveni velmi nizkému pH 1 dochazi k degradaci standardu oligo
RNA o délce 30 nukleotida. Stabilita byla posuzovana porovndnim intenzity prouzka oligo
RNA, ziskanych z testovanych vzorkd a prouzku standardu, davkovaného na gel v mnozstvi

150 pmol. RNA je v daném pH stabilni, pokud vysledny prouzek vzorku odpovida standardu.

I arkerST-ISO 58 pHI . pH2-  pHS ©  pH9 ‘pHID |
™ ih 2h 3h lh 2h 3h 1h 2h th 2h} Thi 269
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s

RNA (30b) - SYBR™ Green II

Obrazek 27: Porovnani stability RNA p¥i riznych hodnotach pH v ¢ase. Popisek ST-150 oznacuje standard oligo
RNA o délce 30 nukleotidii, ktery byl davkovan na gel v mnoZstvi 150 pmol pro urceni stupné degradace RNA
Vv testovanych roztocich. Zkratky 1/2/3h oznacuji frakce odebirané z roztoku o daném pH po 1, 2 a 3 hodinach.
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4.3.1 Testovani afinity dvou nosi¢u na bazi TiO2 kK RNA

Prvnim krokem bylo vytvofeni protokolu pro praci se zvolenymi nosi¢i. Ten byl
sestaven po nastudovani soucasné literatury zabyvajici se afinitou TiO2 K nukleovym
kyselinam.

Navrzeny protokol pouzival na rozdil od postupu v kapitole 3.6 jako vazebny
a promyvaci pufr 50mM glycinovy pufr s 0,1M NaCl o pH 2,5. Tento roztok slouzil zaroven
jako promyvaci pufr pro vSech pét krokl promyti. Pro testovani byla pfipravena smés oligo
RNA o velikostech 20, 30 a 40 nukleotidi v mnozstvi odpovidajici 150 pmol na zkumavku
s 1 mg nosice. Vzorky piipravené pro kazdy nosi¢ v duplikatu byly po izolaci vyhodnoceny
pomoci metody TBE-PAAG. Nosice byly poté zregenerovany (postup 3.6) a byla otestovana
moznost jejich opakovaného pouZiti.

Bylo prokazano, Zze oba nosi¢e jsou schopny zachytit kratké molekuly RNA a Ze
izolované RNA Ize z nosi¢e ucinné eluovat (viz Obrazek 28). Oba nosice je také mozné
pouzit opakované, ackoliv u Titansphere ¢astic Vv takovém piipadé dochazi ke snizeni
ucinnosti. Relativni vytéznost izolace standardi RNA pomoci Titansphere se pohybovala
kolem 85 % a s druhym pouzitim klesla na 70 %.

Pii opakovaném pouziti TNTs je naopak mozné pozorovat zvySeni ucinnosti izolace
oligo RNA. Relativni vytéznost izolace vSech standardi RNA pro TNTs se pohybovala kolem
90 % a s druhym pouzitim se blizila 100 %.

-

tjagker Sm! | [VF1VF2 EFI1.EFZ1 j gaker Sm . (VFIVF2 EF1. 'EF2]
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Titansphere TNTs

Obrazek 28: PAAG svysledky izolace oligo RNA pomoci Titansphere (vlevo) a TNTs (vprave). Znacky
40/30/20 b oznacuji polet bazi standardu oligo RNA. Do tieti jamky byl davkovan pivodni smésny vzorek, oznaceny
Sm. Dale byly davkovany vazebné frakce z obou duplikati, oznacené VF1 a VF2. Prvni ¢islo u popisu elu¢ni frakce
(EF) je oznacenim vzorku, druhé ¢islo za teckou upresiiuje, o jakou elu¢ni frakei se jedna. Prvni eluéni frakce jsou
tedy oznaceny jako EF1.1 a EF 2.1, druhé elu¢ni frakce pak EF1.2 a EF 2.2.

67



Dalsim krokem bylo pridani delSich RNA do smésného vzorku. Smésny vzorek byl
prvné piipraven smisenim vazebného a promyvaciho pufru se standardem oligo RNA
a izolatem RNA ziskanym metodou TRIzol.

Standard oligo RNA, ktery byl pouzivan béhem dalSich experimentd byl dlouhy
23 nukleotidii a jeho sekvence byla navrzena podle hsa-miR-18a-3p. Mnozstvi oligo RNA
pridavané do smésnych vzorkl bylo vzdy 150 pmol na zkumavku s 1 mg nosi¢e. Genomova
RNA izolovana TRIzolem byla pfidavana v objemu 5 ul na zkumavku (mnozstvi odpovidajici
zhruba 3 — 4 ug RNA). Izolace byla provedena v 50mM glycinovém pufru s 0,1M NaCl (viz
Obrazek 29) anasledné¢ v 100mM MES pufru s 0,1M NaCl (viz Obrazek 30), aby bylo
zjisténo, zda byla sorpce oligo RNA na nosi¢ ovlivnéna hodnotou pH, pii kterém reakce
probihala.

Pti porovnadni vyslednych PAAG (Obrazek 29 a 30), bylo zjisténo, Ze pii pouziti
Titansphere dochéazi k ¢astecnému oddéleni kratkych molekul RNA od delSich RNA, a zZe
tento efekt je podpoten zvySenim pH pufru, ve kterém izolace probihala. Podobny trend vyssi

afinity kratkych RNA molekul k pevné fazi byl pozorovan i u TNTs od hodnoty pH reakéniho

prostiedi pH 4.
arker sm& VF] VF2:- EF1.1 EF21 arker  smés VF1VvF2 EF11 EF2.1
L % BB > -~ EF12-—- EF22 Kt A d BRI EE 2
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Obrazek 29: PAAG s vysledky izolace oligo RNA pomoci Titansphere (vlevo) a TNTs (vpravo), kdy byl pouzit 50mM
glycinovy pufr s 0,1M NaCl o pH 2,5. Pivodni smésny vzorek je oznaceny Sm. Dale byly davkovany vazebné frakce
z obou duplikati, oznacené VF1 a VF2. Prvni dislo u popisu elu¢ni frakce (EF) je oznafenim vzorku, druhé cislo
za teckou upfesiiuje, o jakou elucni frakei se jedna. Prvni elu¢ni frakce jsou tedy oznaceny jako EF1.1 a EF 2.1, druhé
elucni frakce pak EF1.2 a EF 2.2.
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Obrazek 30: PAAG s vysledKy izolace oligo RNA pomoci Titansphere (vlevo) a TNTs (vpravo), kdy byl pouzit 100mM
MES pufr s 0,1M NaCl o pH 4. Pavodni smésny vzorek je oznateny Sm. Dale byly davkovany vazebné frakce z obou
duplikati, oznacené VF1 a VF2. Prvni ¢islo u popisu elu¢ni frakce (EF) je oznacenim vzorku, druhé ¢islo za teckou
upfiesiiuje, o jakou elué¢ni frakcei se jedna. Prvni elu¢ni frakce jsou tedy oznaceny jako EF1.1 a EF 2.1, druhé elucni
frakce pak EF1.2 a EF 2.2.

Bylo prokazano, ze oba nosi¢e je mozné pouzit pro izolaci molekul RNA. Jelikoz jsme
se vV ramci této prace zamétili na izolaci a purifikaci miRNA, byl pro dalsi testovani vybran
nosi¢ Titansphere TiO od firmy GL Sciences Inc, i pies to, ze TNTSs vykazovali vyssi relativni
vytéznosti. Titansphere TiO byl vybran hlavné z divodu vétsi selektivity pfi izolaci oligo

RNA.
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4.3.2 Optimalizace izolace oligo RNA pomoci Titansphere

Podminky sorpce a eluce byly ovéfovany nezavisle na sobé. Optimalizace podminek
izolace RNA pomoci Titansphere byly zahdjeny vybérem elu¢niho pufru, aby bylo zajisténo,
ze je faze eluce kvantitativni. Experimenty probihaly podle protokolu 3.6. Smésné vzorky
byly ptipraveny z vazebného pufru, izolatu TRIzol a standardu oligo RNA.

Pro otestovani kazdého elu¢niho roztoku bylo nejprve provedeno zachyceni RNA
na nosi¢ vzdy v glycinovém iv MES pufru. Eluce byla provadéna 200mM NaHPOs, 200
mM NazPO4 a 200mM (NH4)2HPOa4. Nejlepsi vysledky poskytly 200mM NaHPO4 a 200mM
(NH34)2HPOg4, avsak pii pouziti (NH4)2HPOs dochazelo k vyraznému rozmyvani prouzkti na
gelu. Ztéchto moznosti byl tedy vybran pro dalSi experimenty elu¢ni roztok 200mM
Na;HPO4. U elu¢niho roztoku NaHPOs; jsme ovéfovali, zda zména koncentrace
(50 a 100mM NazHPOQO4) ovliviiuje vysledek eluce. Na obrazku 31 je zobrazen rozdil pii
pouziti 50mM a 200mM roztoku Na;HPOa.
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Obrazek 31: PAAG s vysledky porovnani 50mM Na,HPO, pufru (vlevo) a 200mM Na;HPO, pufru (vpravo). Pivodni
smésny vzorek je oznaceny Sm. Dale byly davkovany vazebné frakce z obou duplikati, oznacené VF1 a VF2. Prvni
¢islo u popisu eluéni frakce (EF) je oznafenim vzorku (1. vzorek — sorpce v MES pufru, 2. vzorek — sorpce
Vv glycinovém pufru), druhé ¢islo za teCkou upresiiuje, o jakou elu¢ni frakei se jedna. Prvni eluéni frakce jsou tedy
oznaceny jako EF1.1 a EF 2.1, druhé elu¢ni frakce pak EF1.2 a EF 2.2.
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Ze ziskanych snimkl byla vyhodnocena relativni vytéznost izolace standardu oligo

RNA pro kazdy elu¢ni roztok. Tyto hodnoty jsou shrnuty v Tabulce 1.

Tabulka 1: Hodnoty relativnich vytéZnosti oligo RNA (23 bazi) po izolaci na Titansphere pro testované elu¢ni pufry.

Vychozi vzorek odpovida 100 %.

ELUCNI PUFRY Vazebny pufr (pH) Relativni vytéZnost vzorku [%]
50mM NaxHPOg, glycinovy (2,5) 16,25
50mM NazHPO, MES (4) 25,35
100mM NaxHPO4 glycinovy (2,5) 50,7
100mM NazHPO, MES (4) 44,2
200mM Naz;HPO4 glycinovy (2,5) 52,65
200mM Naz;HPO4 MES (4) 55,9
200mM (NH4)2HPO4 glycinovy (2,5) 50,7
200mM (NH4)2HPO4 MES (4) 72,15
200mM NazPOq4 glycinovy (2,5) 36,75
200mM NazPO4 MES (4) 29,75

Zvysujici se koncentrace pufru zvysuje ucinnost eluce. Z toho divodu byl proveden

experiment, kdy byla navdzanda RNA uvolnovana z nosi¢e elu¢nim gradientem. Roztoky

pouzité pro tento gradient byly 20, 50, 75, 100, 150 a 200mM Na>HPO4. Elu¢ni krok trval

vzdy 10 min, po kterych byl supernatant odebran a K nosi¢i byl pfidan dalsi elu¢ni roztok

0 vys8i koncentraci, nez piedchazejici. Detekce relativni vytéznosti izolace probéhla metodou

TBE-PAAG s denzitometrickym vyhodnocenim.

Bylo zjisténo, ze 20mM Na>HPO4 neni dostatecné silny pro kvantitativni uvolnéni RNA

z Titansphere a gradientova eluce vedla k vyznamnému nafedéni izolovanych molekul tak,

ze RNA nebyla na gelu detekovatelna.
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Optimalizace vazebnych podminek:

V této fazi diplomové prace jsme se zaméfili na optimalizaci vazebnych podminek.
Optimalizace jsme zah4jili ovéfenim vlivu teploty na ucinnost izolace oligo RNA. Nasledné
jsme ovéfovali optimalni slozeni vazebného pufru a vliv hodnoty pH a pfitomnosti soli ve
vazebném pufru na ucinnost izolace. V posledni fazi byl ovéfen vliv pfidavku kyseliny
mlééné, kyseliny citronové, kyseliny dihydroxybenzoové, kyseliny glutamové, kyseliny
glykolové, kyseliny vinné, kyseliny salicylové, kyselina 3-hydroxypikolinové a §tavelanu
sodného na izolaci RNA pomoci Titansphere.

Sorpce probihala podle ptivodné navrzenych podminek v 50mM glycinovém pufru
s 0,1M NaCl (pH 2,5) nebo v 100mM MES s 0,1M NaCl (pH 4) pti 37°C. Smésné vzorky
byly pfipraveny z testovanych vazebnych pufiti, standardu oligo RNA o délce 23 nukleotidt
a izolatu TRIzol. Elu¢ni frakce byly analyzovany metodou TBE-PAAG.

Vliv zvysené teploty byl otestovan pro oba vazebné pufry. Po provedeni izolace
postupem 3.6, kdy vSechny kroky probihali pfi pokojové teploté (25°C), byly vysledky
porovnany s hodnotami ziskanymi izolaci RNA pii 37°C. Relativni vytéznost oligo RNA
se pii laboratorni teploté pohybovala pouze okolo 30 % pro oba vazebné pufry, zatimco pfi
37°C byla relativni vytéznost oligo RNA okolo 60 % pro MES pufr a okolo 75 % pro pufr
glycinovy. Bylo zjisténo, Ze snizeni teploty snizuje G¢innost izolace RNA.

Dale bylo zkoumano, jak sorpci RNA ovliviiuje pH a druh vazebného pufru.
Porovnavany byly ¢tyfi mobilni faze liSici se hodnotou pH, konkrétné: S0mM glycinovy pufr
(pH 2,5) a 100mM MES (pH 4), oba s i bez ptidavku 0,1M NaCl, 0,1M acetatovy pufr (pH 3
a 3,5) a 50mM citratovy pufr (pH 3 a 3,5). Nasledné bylo mozné zhodnotit, zda ma piidavek
soli vliv na t¢innost izolace. Hodnoty relativni vytéznosti ziskané vyhodnocenim ziskanych
snimkti zobrazuje Tabulka 2.

Na zaklad¢ vysledkd byly pro dalsi optimalizaci vazebnych podminek vybrany
glycinovy a MES puft. Jejich hodnoty relativni vytéznosti RNA byly vyrazné vyssi, nez bylo
dosazeno U acetatového a citratového pufru. Z hlediska selektivity kratkych molekul se jevil

jako nejvhodnégjsi MES pufr (dil¢i vysledky neuvedeny).
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Tabulka 2: Hodnoty relativnich vytéZnosti oligo RNA (23 b4zi) po izolaci na Titansphere pro testované vazebné pufry.
Vychozi vzorek odpovida 100 %.

VAZEBNE PUFRY (pH) Relativni vytéZnost vzorku [%]
Glycinovy bez NaCl (2,5) 81,20
Glycinovy s NaCl (2,5) 74,75
Acetatovy (3) 25,35
Acetatovy (3,5) 25,35
Citratovy (3) 40,3
Citratovy (3,5) 29,9
MES bez NaCl (4) 57,85
MES s NaCl (4) 64,35

Vysledné hodnoty relativni vytéznosti MES a glycinového pufru s a bez NaCl byly
mirné rozdilné. Pro glycinovy pufr vypadaly ob¢ elu¢ni frakce na gelu stejné. Pro MES pufr
muzeme na Obrazku 32 pozorovat zvySené mnozstvi dlouhych RNA v ptitomnosti 0,1M
NaCl. Vysledky naznacuji, ze pifidavek soli pravdépodobné zlepsil podminky pro izolaci

molekul RNA na nosic.

. BELL | e BE2
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el MES pufr bez NaCl MES pufr s 0,1M NaCl

Obrazek 32: PAAG s vysledky porovnani vliva pFidavku soli do MES pufru na sorpci RNA. Pivodni smésné vzorky
jsou oznaceny Sm. Dale byly davkovany vazebné frakce pro oba vzorky, oznac¢ené VF1 a VF2. Prvni ¢islo u popisu
elué¢ni frakce (EF) je ozna¢enim vzorku (1. vzorek — izolace v MES pufru bez NaCl, 2. vzorek — izolace v MES pufru
s 0,1M NaCl), druhé &islo za teckou upiesiiuje, o jakou eluéni frakci se jedna. Prvni eluéni frakce jsou tedy oznaceny
jako EF1.1 a EF 2.1, druhé elu¢ni frakce pak EF1.2 a EF 2.2.
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Aby byl blize uréen mozny vliv ptidavki, byl sestaven panel deviti latek, které by mohli
mit schopnost interagovat s povrchem TiO2 a ovliviiovat tak izolaci RNA. Byly vybrany
kyselina mlécnda, kyselina citronovd, kyselina dihydroxybenzoova, kyselina glutamova,
kyselina glykolova, kyselina vinna, kyselina salicylova, kyselina 3-hydroxypikolinova
a Stavelan sodny.

Pridavky vSech latek byly testovany v glycinovém i v MES pufru. Nejprve byl testovan
pridavek kyseliny mlécné nebo kyseliny citronové (1M) a ucinnost izolace byla porovnana
s vysledky izolace s vazebnym pufrem bez ptidavki (Obrazek 33).

Pozitivni vliv ptidavku kyseliny mlééné nebyl pozorovan ani v jednom ze dvou
vazebnych pufri. U pridavku kyseliny citronové v MES pufru nedoslo k navazani RNA —
Vv eluéni frakci nebylo mozné detekovat RNA, jak je vidét na Obrazku 33. Bylo také patrné, ze
IM kyselina citronova ovliviiuje elektroforetickou pohyblivost izolovanych molekul, ktera
byla nasledné potvrzena vizualizaci barvenim SYBR™ Green Il. Proto byly pfipraveny dalsi

vV

pufry s nizsi koncentraci kyseliny citronové (10, 50, 200 a 500mM).
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MES PUFR GLYCINOVY PUFR
1. Cisty . 1. Cisty
. 2. s IM kys. mlé¢nou 2. s 1M kys. mléénou
» 3. s IM kys. citronovou - 3. s IM kys. citronovou

Obrazek 33: PAAG s vysledky izolaci s vazebnymi pufry obsahujicimi 1M Kkyselinu mléénou nebo 1M Kkyselinu
citronovou. Piivodni smésny vzorek je oznaceny Sm. Dale byly davkovany vazebné frakce vzorki, oznac¢ené VF1, VF2
a VF3. Prvni ¢islo u popisu eluéni frakce (EF) je oznafenim vzorku (1. vzorek — sorpce Vv Cistém vazebném pufru,
2.vzorek — sorpce ve vazebném pufru s IM Kkys. mléénou, 3. vzorek — sorpce ve vazebném pufru s 1M kys.
citronovou), druhé ¢islo za te€kou upiesiiuje, o jakou elucni frakci se jedna. Prvni eluc¢ni frakce jsou tedy oznaceny
jako EF1.1, EF 2.1 a EF 3.1, druhé eluéni frakce pak EF1.2, EF 2.2 a EF 3.2.

Po izolaci RNA, pfti které byl pouzit glycinovy pufr s ptidavky, nebyl pozorovan zadny
vliv zmény koncentrace Kyseliny citronové. V MES pufru bylo mozné vidét, ze vyssi
koncentrace kyseliny citronové zleps$ila uc¢innost sorpce RNA na Titansphere. Z pohledu

selektivity separace kratkych RNA lze fici, ze ¢im méné kyseliny citronové bylo obsazeno
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ve vazebném pufru, tim méné dlouhych molekul se na Titansphere zachytilo, jak ukazuje
Obrazek 34.

Latky ptidavané do vazebného pufru ovliviiovali elektroforetickou separaci a dochazelo
Kk rozmyvani prouzkii izolovaného standardu RNA (Obrazek 34 — vlevo). Z tohoto divodu byl
vyzkouSen novy vzorkovy pufr pro davkovani na gel, ktery byl pfipraven podle TBE-Urea
Sample Buffer od firmy Bio-Rad. Skladal se z 89mM Tris, 89mM kyseliny borité, 2mM
EDTA, 7M mocoviny, 12% Ficollu a 0,01% smési bromfenolové modfi a xylene cyanole FF
(Obrazek 34 — vpravo). Diky novému vzorkovému pufru byly prouzky zaostienéjsi a efekt
piidavku byl lépe viditelny. Pti dalSich detekcich byl proto pouZivan pro davkovani na gel

tento vzorkovy puft.
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¢ MES puft s ptidavkem:
MES pufr s prlqavkemf 1. 10mM kys. citronové
1. 10mM kys. citronové 2. 50mM kys. citronové
2. 50mM kys. citronové ; am 3. 200mM kys. citronové
. 3.200mM kys. citronové 4 4. 500mM kys. citronové

4. 500mM Kkys. citronové

Obrazek 34: PAAG s vysledky izolaci s MES pufrem obsahujici pfidavky kyseliny citronové (vlevo). PAAG, na ktery
byly vzorky davkovany s novym vzorkovym pufrem (vpravo). Pivodni smésny vzorek je oznateny Sm. Dale byly
davkovany vazebné frakce vzorkii, oznatené VF. Cislo u popisu eluéni frakce (EF) je oznatenim vzorku: 1. vzorek —
MES s 10mM Kkys. citronovou, 2. vzorek — MES s 50mM Kys. citronovou, 3. vzorek — MES s 200mM Kkys. citronovou,
3. vzorek — MES s 500mM kys. citronovou.

S ohledem na ziskana data byly pro dalsi testovani do MES a glycinového pufru
pfidavany latky o koncentraci 10 mM a 100 mM, ptipadné¢ 50 mM pokud to vyzadovala
situace (napf.: Spatna rozpustnost pouzité latky). Tabulka 3 shrnuje relativni vytéZnosti
standardu oligo RNA o délce 23 nukleotidl, ziskané izolacemi provedenymi pro optimalizaci

pridavkl ve vazebném pufru (bez kyseliny mlé¢né a citronove).
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Tabulka 3: Hodnoty relativnich vytéZnosti standardu oligo RNA (23 bazi) po izolaci s vyuZitim vazebnych pufri
s pridavky dalSich latek. Vychozi vzorek odpovida 100 %.

PRIDAVANA LATKA Vazebny pufr (pH) | Relativni vytéZnost vzorku [%]
KONCENTRACE

Pridavek DHB

10 mM glycinovy (2,5) 58,5
100 mM glycinovy (2,5) 76,05
10 mM MES (4) 30,55
100 mM MES (4) 35,75
Pridavek kys. glutamové

10 mM glycinovy (2,5) 40,3
100 mM glycinovy (2,5) 39,65
10 mM MES (4) 29,9
100 mM MES (4) 35,75
Pridavek kys. glykolové

10 mM glycinovy (2,5) 42,9
100 mM glycinovy (2,5) 42,25
10 mM MES (4) 35,75
100 mM MES (4) 45,5
Pridavek kys. vinné

10 mM glycinovy (2,5) 33,8
100 mM glycinovy (2,5) 41,6
10 mM MES (4) 37,7
100 Mm MES (4) 32,5
Pridavek kys. salicylové

10 mM glycinovy (2,5) 34,45
10 mM MES (4) 45,5
Pridavek §tavelanu sodného

10 mM glycinovy (2,5) 24,05
50 mM glycinovy (2,5) 28,6
10 mM MES (4) 16,9
50 mM MES (4) 24,05
Pridavek 3-HPA

10 mM glycinovy (2,5) 31,2
10 mM MES (4) 37,7

Na Obrazku 35 jsou zobrazeny vysledky izolace po sorpci RNA v MES a glycinovém

pufru s pridavky kyseliny glutamové. Lze pozorovat, Ze s rostouci koncentraci pridavku se na

nosi¢ sorbovalo vice RNA. Tento jev ovSem neni vyrazny a oddelovani kratkych molekul
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od dlouhych, tzv. selektivita, zde nebylo pozorovano. Snimky z geli ziskané po detekcich

z ostatnich izolaci vypadaly pro vétSinu dalSich testovanych latek velmi podobné.

R BINTEFI . GaOWEY - ER2 mgrker  SmIVF1' EFl : Sm2VF2  EF2
4 - 2 I \"—' g e St
PRIDAVKY KYSELINY GLUTAMOVE . PRIDAVKY KYSELINY GLUTAMOVE
V MES PUFRU V GLYCINOVEM PUFRU »
1. 10mM 1. 10mM
- 2. 100mM - 2. 100mM

Obrazek 35: PAAG s vysledKky izolaci s MES (vlevo) a glycinovym (vprave) pufrem obsahujicim kyselinu glutamovou.
Pivodni smésny vzorek je oznafeny Sm. Dile byly divkoviny vazebné frakce vzorki, oznafené VF1 a VF2. Cislo
u popisu elu¢ni frakce (EF) je oznafenim vzorku: 1. vzorek — sorpce ve vazebném pufru s 10mM kys. glutamovou,
2. vzorek — sorpce ve vazebném pufru s 100mM kys. glutamovou.

V glycinovém pufru nebyl pozorovan zadny efekt zpusobeny piitomnosti kyseliny
citronové, proto byla podrobnéjsi koncentra¢ni fada (5, 15, 25, 50, 75 a 100mM Kkyselina
citronova) piipravena pouze pro MES pufr. Po zachyceni RNA byl nosi¢ dvakrat promyt
MES pufrem s ptidavkem a nasledné tfikrat pufrem bez kyseliny citronové. Na Obrazku 36
lze pozorovat, Ze s rostouci koncentraci kyseliny citronové piibyvaly dlouhé molekuly RNA
v elucnich frakcich. Zaroven se s koncentraci ptidavku zvySovaly relativni vytéZnosti
standardu oligo RNA, které jsou shrnuty v Tabulce 4. MES pufr s 5mM kyselinou umozioval
efektivnéjsi separaci kratkych molekul RNA od dlouhych. Pro dosazeni vyssi vytéznosti byl
vhodnégj$i MES pufr se 100mM kyselinou citronovou. Za téchto podminek se v elu¢ni frakci

objevovaly i dlouhé fetézce RNA.
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Obrazek 36: PAAG s vysledky izolaci s MES pufrem obsahujicim kyselinu citronovou. Pivodni smésny vzorek
je oznaeny Sm. Dale byly davkovany vazebné frakce vzorki, oznafené VF1 — 6. Cislo U popisu elué¢ni frakce (EF)
j oznacenim vzorki 1 — 6, které byly oznaceny podle rostouci koncentrace Kys. citronové — 5, 15, 25, 50, 75 a 100mM
v MES pufru.

Tabulka 4: Hodnoty relativnich vytéZnosti oligo RNA (23 bazi) po izolaci, ke které byl pouZit MES pufr s riznymi
koncentracemi piidané kyseliny citronové. Vychozi vzorek odpovida 100 %.

PRIDAVKY KYSELINY Oligo RNA ve Relativni vytéZnost vzorku
CITRONOVE V MES PUFRU | vazebné frakei [%] [%6]
5mM 14,95 23,4
10mM 28,6 24,05
15mM 24,7 19,5
25mM 30,6 23,4
50mM 11,05 39,0
50mM (dalSi izolace) 13,7 31,2
75mM 11,05 37,7
100mM 12,35 52,65
200mM 10,4 33,8
500mM - -

Na zavér byl otestovan vliv dalsiho promyvaciho kroku pufrem s pfidavkem kyseliny
citronové. Sorpce RNA probihala v ¢ist¢ém MES pufru bez ptidavku. Prvni a druhy promyvaci
krok byly provedeny s 5mM nebo 100mM ptidavkem kyseliny citronové a nasledné byl nosi¢
tiikrat promyt opét Cistym MES pufrem. Pfi promyti pufrem s 5mM kyselinou citronovou
byla relativni vytéznost 31 %, s 100mM 20 %. Vysledky téchto experimentii se ve vysledném
optimalizovaném protokolu neuplatnily. VSechny kroky optimalizaci v kapitole 4.3 byly
zohlednény pfi finalizaci protokolu pro izolaci a purifikaci kratkych oligo RNA z komplexni

smési. Pfesny popis postupu je uveden v kapitole 3.6.
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4.4 Vybér matric pro detekci oligo RNA hmotnostni spektrometrii

Ptiprava vzorkl probéhla podle postupu 3.11. Dihydroxybenzoova (DHB) a sinapova
kyselina (SA) jsou pievazné pouzivany pii méfeni v pozitivnim iontovém modu. Matrice
3-hydroxypikolinova (3-HPA) kyselina, 6-aza-2-thiothymine (ATT),
2,4,6-trinydroxyacetofenon (THAP) a 1,5-diaminonaftalen (DAN) jsou pouzivany
V negativnim iontovém modu. V ramci tohoto experimentu byly vzorky v duplikatech
se v§emi matricemi proméfeny v linedrnim pozitivnim i negativnim médu. Pouzité standardy
oligo RNA mély molarni hmotnost 3120,9 g/mol (10 nukleotidia), 6239,8 g/mol
(20 nukleotidt) a 9446,7 g/mol (30 nukleotidi).

Hmotnostni spektra oligo RNA (20 a 30 nukleotidii) ziskana ionizaci s matricemi
3-HPA (50 mg/ml s 40mM DAHC i 10 mg/ml s 20mM DAHC), 2,4,6-THAP (10 mg/ml
s 20mM DAHC), SA (10 mg/ml) a DAN (10 mg/ml s 10mM DAHC) nebyla hodnotitelna,
ato zdavodu vysoké hladiny Sumu. Hmotnostni spektra oligo RNA s matrici DAN
vykazovala vyraznou fragmentaci, avSak chybél v nich pik molekulového iontu standardu
oligo RNA, jak je vidét na Obrazku 37 a byl tedy obtizn¢ detekovatelny.
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Obrazek 37: MALDI/TOF/TOF — hmotnostni spektra analyzy oligo RNA o délce "0, 20 a 30 nukleotidii ionizované

v matrici DAN, méfena v pozitivnim linearnim médu.
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Ziskana spektra pro matrice SA a 2,4,6-THAP se vyrazn¢ zlepSila pfiddnim vét§iho
mnozstvi DAHC a u 2,4,6-THAP celkovym zvySenim koncentrace na 28,6 mg/ml. Spektra
pro SA matrici s20mM DAHC mizeme vidét na Obrazku 38. Je patrné, ze v této matrici
vytvarela RNA velké mnozstvi adukti s draslikem (+38), coz by mohlo byt vyfeseno

zvySenim koncentrace DAHC.
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Obrazek 38: MALDI/TOF/TOF — hmotnostni spektra analyzy oligo, RNA o délce "0, 20 a 30 nukleotidii ionizované

v matrici SA s 20mM DAHC, méfena Vv pozitivnim lineArnim moédu.
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Matrice 2,4,6-THAP o koncentraci 28,6 mg/ml s70mM DAHC poskytla spektra
S nejmensim mnozstvim pikG fragmentovych iontl, které byly pomérné vysoké a dobie
hodnotitelné. Spektra z pozitivniho a negativniho médu byla srovnatelna. Na Obrazku 39 jsou
zobrazena spektra pro standardy oligo RNA, které v této matrici tvoii adukty se sodikem

(+22), draslikem (+38) a Zelezem (+55), métfend v pozitivnim linedrnim modu.
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Obrazek 39: MALDI/TOF/TOF — hmotnostni spektra analyzy oligo RNA o délce "0, 20 a 30 nukleotidii ionizované

v matrici 2,4,6-THAP 28,6 mg/ml se 70mM DAHC, méfena v pozitivnim linearnim modu.
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Dobré vysledky méla také DHB 0 koncentraci 10 mg/ml, ktera byla testovana s 10, 20
a40mM DAHC. Bylo potvrzeno, ze koncentrace DAHC ma vyznamny vliv na kvalitu
spekter. Porovnani spekter pro vSechny koncentrace DAHC piidané k DHB je vyobrazeno
v Piiloze 1. Obrazek 40 ukazuje spektra ziskand pro matrici s 40mM DAHC, ktera byla
méfena v pozitivnim linearnim moédu. | zde jsou piitomny piky aduktt se sodikem (+22),

draslikem (+38) a zelezem (+55).
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Obrazek 40: MALDI/TOF/TOF — hmotnostni spektra analyzy oligo RNA o délce "0, 20 a 30 nukleotidii ionizované

v matrici DHB s 40mM DAHC, méfena Vv pozitivnim linearnim modu.

Nekteré matrice (napi. ATT) dokazi fragmentovat ionty analytu. Nejlepsi piky
fragmentovych iontl poskytovala ATT. Piky jsou dobfe viditelné v celém rozsahu spektra
m/z a u zadného ze standardll oligo RNA nechybi pik molekulového iontu. Spektra namétena
V pozitivnim linedrnim moédu (viz Obrazek 41) byla kvalitnéj$i, nez spektra z modu
negativniho (vysledky neuvedeny). Ve vSech spektrech jsou pfitomny piky aduktl se sodikem
(+22), draslikem (+38) a Zelezem (+55).
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Obrazek 41: MALDI/TOF/TOF — hmotnostni spektra analyzy oligo RNA o délce "0, 20 a 30 nukleotidi ionizované

v matrici ATT s 20mM DAHC, méfena v pozitivnim linearnim médu.

Zaveérem byly vybrany Ctyfi matrice vhodné pro analyzu kratkych fetézctit RNA pomoci
hmotnostni ~ spektrometriec. ~ Testovany  byly = matrice  pfipravené  z kyseliny
3-hydroxypikolinové, kyseliny sinapové, kyseliny dihydroxybenzoové, 6-aza-2-thiothyminu,
2,4,6-trinydroxyacetofenonu a 1,5-diaminonaftalenu v riznych koncentracich a s riznymi
pridavky hydrogencitronanu amonného (DAHC). Bylo prokazano, ze vySSi koncentrace
DAHC ptispivaji k lepsi kvalité¢ vyslednych spekter. Matrice, které poskytly nejlepsi spektra
pro standardy oligo RNA o délce 10, 20 a 30 nukleotidd byly 2.,4,6-trinydroxyacetofenon
0 koncentraci 28,6 mg/ml se 70mM DAHC, dihydroxybenzoova kyselina o koncentraci
10 mg/ml s 40mM DAHC, 6-aza-2-thiothymin o koncentraci 10 mg/ml s 20mM DAHC
a kyselina sinapova o koncentraci 10 mg/ml s 20mM DAHC. Aby byla maximalizovana Sance
identifikovat kratké molekuly RNA, budou v budoucnu testovdny kombinace nékterych

matric a optimalni koncentrace ptidavku DAHC.
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5 ZAVER

Hlavnim cilem diplomové prace bylo optimalizovat a zavést techniku izolace miRNA
pomoci materidli na bazi TiO2. Ze dvou testovanych materiali byly vybrany komercné
dodavané mikrocastice Titansphere. Na rozdil od nanotrubi¢ek TNTs, které dokazaly navazat
veskerou RNA ptitomnou ve vzorku, Titansphere ve vhodnych podminkach separoval oligo
RNA ze smési s genomovou RNA. Podminky izolace byly optimalizovany. Jako nejlepsi
vazebny pufr se jevil 100mM MES pufr s ptidavkem kyseliny citronové. Pfidavek mize byt
SmM pro selektivnéjsi izolaci kratkych RNA, nebo 100mM pro G€inngj$i vazbu celkové
RNA. Sorpce RNA na nosi¢ byla také podpofena zvysenim teploty na 37°C. Analyt byl
Z nosice uvoliovan 200mM Na;HPO4 elu¢nim pufrem.

Zaroven s touto novou technikou byly do laboratofe zavedeny techniky izolace RNA
z biologického materialu komerénimi testy. Tti komeréni soupravy vyuZivajici jiné principy
izolace RNA (TRIZol™ Reagent, mirVana™ miRNA Isolation Kit a MagMAX™
mirVana™ Total RNA Isolation Kit) byly porovnany z hlediska jejich vytéznosti. Jako
nejucinngjsi byl stanoven TRIZol™ Reagent od firmy Thermo Fisher Scientific. Izolaty,
ptipravené touto metodou, byly pouzivany pro pfipravu slozitéjSich vzorka, na kterych byly
optimalizovany podminky izolace s Titansphere.

Detekce probihala metodou TBE-PAAG. Pro kvalitni detekci byly optimalizovany
elektroforetické podminky pro separaci kratkych molekul. Na zacatku byl vybran vhodny
zpusob barveni. Na standardech oligo RNA o riznych velikostech a koncentracich byly
testovany tii barvici roztoky (SYBR™ Safe DNA Gel Stain, SYBR™ Green 1l RNA Gel
Stain a Toluidine Blue O). Kratké molekuly lze barvit SYBR™ Green Il RNA Gel Stain,
ktery dokazal vizualizovat oligo RNA o délce 20 nukleotidi az do mnozstvi 18,75 pmol.
Dostateéné citlivé bylo i barveni Toluidine Blue O, kterym byl standard oligo RNA
0 20 bazich stanoven az do mnozstvi 75 pmol. V pribéhu experimentd byly optimalizovany
koncentrace polyakryamidového gelu a nanaSeci vzorkovy pufr, aby byla zajisténa kvalitni
detekce. Finalni postup vyuzival 20% polyakrylamidového gelu s 8M mocovinou, na ktery
byly vzorky davkovany vzorkovym pufrem pfipravenym v laboratofi.

Analyza oligo RNA pomoci hmotnostni spektrometrie byla moznéd s pouzitim matric:
2,46-THAP (28,6 mg/ml se 70mM DAHC), DHB (10 mg/ml s40mM DAHC),
ATT (10 mg/ml s 20mM DAHC) a SA (10 mg/ml s 20mM DAHC). Zajimavou moznosti byla
pravé ATT, jejiz velkou vyhodou byla vyslednd hmotnostni spektra, kterd obsahovala piky

fragmentovych iontd a zarovei také dobie detekovatelny pik molekulového iontu.
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Cile diplomové prace byly splnény, podafilo se vybrat nosi¢ a nastavit podminky
pro tcinnou izolaci oligo RNA a ovéfit, ze kratké molekuly RNA jsou analyzovatelné pomoci
hmotnostni spektrometrie s matricemi 2,4,6-THAP s 70mM DAHC, DHB s 40mM DAHC,
ATT s 20mM DAHC a SA s 20mM DAHC.
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7 PRILOHY

Priloha 1: Porovnani spekter pro 10 mg/ml DHB s 10, 20 a 40mM DAHC. S rostouci

koncentraci DAHC se zlepsuje kvalita spekter.

10 mg/ml DHB s 10mM DAHC
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10 mg/ml DHB s 20mM DAHC
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