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Abstrakt

Ribonukleova kyselina (RNA) je jednou z hlavnich komponent systému regulace
genoveé exprese, ktera probiha v buiice jako odpovéd’ na exogenni i endogenni stimuly.
S rozvijejicimi se technikami molekularni biologie se stava tato molekula jednim
| terapeutickych postupech.

Na rozdil od deoxyribonukleové kyseliny ma RNA velmi nestabilni charakter a proto
purifikovand RNA n¢kolik parametrti, mezi nimiz je nejdalezitéjsi Cistota. Pouzité
izolacni postupy tedy musi zajistit efektivni separaci RNA od ostatnich bunéénych
komponent i izola¢nich chemikalii. V soucasnosti se nabizi nékolik technik pro izolaci
RNA, z nichz nejbéznéji pouzivané jsou dva typy — izolace RNA kombinaci guanidin
thiokyanat-fenol-chloroform znama pod komeré¢nim nazvem TRIzol nebo TRI Reagent
a extrakce RNA na pevné fazi neboli kolonova izolace. Tato studie shrnuje zdkladni
poznatky o povaze RNA jakozto biologické makromolekuly a popisuje postupy uzivané
pro jeji extrakci z biologického materiélu.

Spektrofotometrie patii k nejcastéji uzivanym metodikam v medicinskych
a biologickych laboratotich. Proto je pfi vybéru méficich zafizeni kladen diraz na
rychlost, pfesnost, spolehlivost a jednoduchost ovladani pfistroje. Vyvoj
spektrofotometrickych zatfizeni pokracuje smérem k zpfesnéni méfeni a snizeni naroki
na mnozstvi méteného vzorku. Usnadnuje tak provedeni rozsahlych studii a zptesiuje
jejich vysledek. Pfi pouzivani spektrofotometrii je vhodné seznamit se s fyzikdlnimi
principy a konstrukénimi dispozicemi pouZivanych spektrofotometrii. Tyto znalosti nam
mohou pomoci ke spravnému pouziti pfistroje a interpretaci ziskanych dat. Tato prace
shrnuje fyzikalni zdkony a zakladni principy tykajici se elektromagnetického zateni
a spektrofotometrie, studie dale nastiituje obecné schéma konstrukce spektrofotometrti
a kritické parametry pro méfeni koncentrace nukleovych kyselin.

Cilem této studie bylo nalezeni optimalnich metodickych postupt, které by poskytly

dostatecné mnozstvi kvalitni RNA pro ndslednou analyzu genové exprese nckolika



desitek molekuldrnich markert ve vétSim poctu bunéénych vzorkd mesenchymalnich
stromdlnich bunék.

Ve studii byly porovnany bézn¢ uzivané postupy izolace RNA ur¢ené pro naslednou
reversni transkripci. Testované metodiky zahrnovaly izolaci RNA kombinaci guanidin
thiokyanat-fenol-chloroform a extrakci na pevné fazi, celkem bylo porovnavano sedm
komer¢nich produktii. Hodnocenym parametrem byl vytézek a Cistota izolované RNA ve
vztahu k mnozstvi zdrojového biologického materialu.

Studie zahrnovala srovnani kvality méfeni dvou spektrofotometrickych piistroji
NanoDrop ND-1000 a BioPhotometer Eppendorf v parametrech presnosti méfeni
koncentrace a Cistoty RNA, rychlosti méfeni, miniméalniho objemu vzorku nezbytného
pro méfeni a vypoveédni hodnoty vystupnich dat pfistroje.

Srovnavaci experimenty byly provedeny na sadé¢ bunéfnych vzorka obsahujicich
rizny pocet mesenchymalnich stromalnich bunék a na komeréné ziskané purifikované
RNA.

Vysledky studie ukézaly, ze v pfipadé¢ vzorkd s malym mnoZstvim zdrojového
materialu poskytuje technika extrakce RNA na pevné fazi kvalitnéj$i RNA nezZ izolace
roztokem TRI Reagent. Z porovnavanych izolacnich postupti vykazovala nejvyssi
vytézky i Cistotu RNA souprava ZR RNA MicroPrep.

Pfi porovnani spektrofotometrickych pfistroji vykazoval pfistroj NanoDrop lepsi
hodnoty vSech posuzovanych parametri; mensi chybu a krats§i dobu méteni, spotiebu
menSiho mnozstvi vzorku pro méteni a ziskani dat s vétsi vypoveédni hodnotou.

V souhrnu byl pro pldnovanou analyzu genové exprese zvolen izolacni postup
soupravou ZR RNA MicroPrep doplnény kvantifikaci RNA pomoci spektrofotometru
NanoDrop.

Klicova slova: izolace ribonukleové kyseliny, extrakce na pevné fazi, TRI Reagent

Solution, spektrofotometrické méfeni koncentrace, analyza genové exprese



Abstract

Ribonucleic acid (RNA) is the main component of the regulation of gene expression
in the cell. As the development of techniques of molecular biology proceeds, RNA
becomes an important tool for the gene expression analysis in research as well as
diagnostic approaches.

In contrast to deoxyribonucleic acid, RNA is very unstable and its isolation is tricky.
RNA used for the gene expression analysis should fulfill several requirements focused
especially on its purity. The isolation techniques should ensure effective separation of
RNA from other cell components and chemicals used in the process. Currently, several
methodologies are employed for the RNA isolation. The most common isolation is
guanidine thiocyanate-phenol-chloroform combination called TRIzol or TRI Reagent and
the extraction on solid phase so-called the column extraction. This study shows basic
knowledge about macromolecule RNA and describes methodologies of RNA extraction
from biological material.

Spectrophotometry is very common technique used in laboratories. Thus the
spectrophotometer is considered according to its speed, accuracy and simplicity of
utilization. New improved devices reveal higher accuracy and lower requirements for the
sample volume and make huge analyses much easier and more accurate. Getting
knowledge about the principle and construction of the device we can improve utilization
of the device and interpret the data correctly. In this study basic physical laws and
principles concerning electromagnetic radiation and spectrophotometry are described,
moreover, the basic model of spectrophotometer and critical parameters for nucleic acid
quantification are shown.

The aim of the study was to find the methodical approach for the isolation of
unlimited amount of RNA of high quality suitable for high-throughput gene expression
analysis of mesenchymal stromal cells.

In the study several isolation techniques were compared to gain RNA suitable for

reverse transcription reaction. These include isolation with guanidine thiocyanate-phenol-



chloroform combination and column extraction. In total, yield and purity of RNA isolated
by seven Kits was compared in relation to the amount of cells used.

The study involved comparison of two spectrophotometric devices — NanoDrop ND-
1000 and BioPhotometer Eppendorf. The accuracy of measurement of the concentration
and the purity of RNA, speed, sample volume requirement and the weight of data acquired
was compared between tested devices.

A set of cell samples containing various number of mesenchymal stromal cells and
commercially available RNA were used for testing purposes.

The results of the study showed that in case of small cell number samples RNA
isolated by column extraction is of higher quality than that isolated by TRI Reagent. From
column-based kits the ZR RNA MicroPrep gave the best results — the highest yield and
purity of isolated RNA.

From the spectrophotometric devices tested NanoDrop revealed smaller deviation of
measurement, shorter time required for measurement, smaller sample volume
requirement and higher weight of acquired data.

In summary, ZR RNA MicroPrep and NanoDrop spectrophotometer were selected

for preparation of RNA samples suitable for gene expression analysis.

Keywords: isolation of ribonucleic acid, extraction on solid phase, TRI Reagent

Solution, spectrophotometric concentration measurement, gene expression analysis
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Seznam pouzitych zkratek
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A
CCD
cDNA
CsClI

- mikrogram

- mikrolitr

- absorbance

- ,chargé-coupled device — zatizeni s vazanymi néboji

- ,complementary* — komplementarni deoxyribonukleova kyselina

- cesium chlorid

D-MEM -, Dulbecco’s Modified Eagle Medium* — kultivacni medium

DNA
DNéaza
dsDNA
EDTA
hnRNA
miRNA
MRNA
MSC
PCR
PBS
RNA
RNéza
rRNA

- deoxyribonukleova kyselina

- deoxyribonukledza

- ,,double strand* — dvojvlaknova deoxyribonukleova kyselina

- ethylendiamintetraoctova kyselina

- ,,heterogenous nuclear* - heterogenni jaderna ribonukleova kyselina
- ,,micro“ — mikro ribonukleova kyselina

- medidtorova ribonukleova kyselina

- ,mesenchymal stromal cells* — mesenchymalni stromalni bunky
- ,polymerase chain reaction” — polymerazova fetézova reakce

- ,phosphate buffered saline* — fosfatovy pufr

- ribonukleova kyselina

- ribonukleaza

- ribosomalni ribonukleova kyselina

RT-PCR - reversni transkripce — polymerazova fetézova reakce

SiRNA
SNRNA
SSDNA
TCEP
tRNA
U

uv

Xg

- ,small interfering® — mal4 interferujici ribonukleova kyselina
- ,small nuclear* - mal4 jaderna ribonukleové kyselina

- ,single strand* — jednovldknova deoxyribonukleova kyselina
- ,.tris(2-carboxyethyl)phosphine* — redukéni ¢inidlo

- transferova ribonukleova kyselina

- ,,unit”“ — enzymova jednotka

- ultrafialovy

- nasobek gravitaéniho zrychleni
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1 Uvod

Nukleové kyseliny jsou nositelem genetické informace a maji zdsadni vyznam pro
osud bunék 1 jedince, respektive predurcuji jejich fenotyp. Genetickd informace je
v deoxyribonukleové kyseliné (DNA) ulozena ve formé sekvence nukleotidu, tyto
sekvence pak definuji jednotlivé geny. Geny se fenotypové projevuji pomoci procesu
nazyvaného genova exprese, pii kterém jejich sekvence v DNA slouzi jako templat
(matrice) pro syntézu molekul ribonukleové kyseliny (RNA) oznacovanou jako
transkripce. RNA déle funguje jako templat pro syntézu proteinti, kterou vykonavaji
velké ribonukleoproteinové komplexy - ribosomy. Tato transformace genetické
informace z DNA pies RNA do podoby proteinu je naprosto obecnym principem v zivé
pfirodé — proto byla oznaéena za takzvané ,,centralni dogma molekularni biologie* (1).

Relevance molekuly RNA v ramci bunéénych procesu je ziejma. Nasledujici staté
poslouzi Ctenaii k seznameni se strukturou a funkci RNA a k pochopeni metodickych
postuptl ptipravy RNA pro vyuziti v bézné pouzivanych technikdch stanovujicich

genovou expresi v buiikach.

1.1 RNA

Proces, kterym vznikd RNA z DNA molekuly, se nazyva piepis (transkripce).
Dochézi tak k pteneseni informace do jiného typu nukleové kyseliny, ale stale jsou ke
koédovani informace pouZzivany nukleotidy. Podle sekvence RNA na ribosomu pak
nasledné vznika polypeptidovy fetézec, operace je fizena ,,genetickym kodem®, ktery
urcuje, jaka aminokyselina mé byt zafazena. Podle genetického kodu je kazda
aminokyselina v RNA zapsana sekvenci tii po sobé jdoucich nukleotidt. Proces syntézy
proteinu podle sekvence RNA je oznacovan jako piepis (translace). Cely proces genové
exprese je slozit¢ regulovan a umozilyje, aby z jedné molekuly DNA vzniklo pfepisem

mnoho molekul RNA a naslednym piekladem jesté vice molekul proteinu. Buika tak
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muze z jediné sekvence genu nasyntetizovat velké mnozstvi proteinu a gen se tak muize

Vv kratkém Case vyznamné fenotypové projevit (2).

1.1.1 Struktura RNA

Struktura nukleovych kyselin byla popsdna v 50. letech 20. stoleti celosvétove
znamymi védci Jamesem D. Watsonem a Francisem Crickem. Nukleové kyseliny jsou
linearni polymerni makromolekuly slozené ze ¢tyt druhti nukleotida, které jsou propojeny

fosfodiesterovymi vazbami (obr. 1).
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Obr. 1. Retézec RNA tvoreny bazemi, zavé$enymi na molekuldch ribosy, které jsou
propojeny fosfodiesterovymi vazbami. Pfevzato z Ball a kolektiv 2011 (3).

RNA je slozena z ribonukleotidi adenosinu, guanosinu, cytidinu a uridinu. Vsechny
ribonukleotidy obsahuji stejny monosacharid ribosu a fosfatovou skupinu, odliSuji se
v nukleové bazi visici na ribose. V RNA se vyskytuji baze adenin, guanin, cytosin a uracil
(obr. 2). Namisto ribosy obsahuje DNA deoxyribosu a baze uracil je nahrazena

thyminem.
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Obr. 2. Vzorce nukleovych bazi obsazenych v DNA a RNA. Adenin a guanin jsou purinové
baze, zatimco uracil, thymin a cytosin jsou pyrimidinové baze. Thymin se vyskytuje v
DNA, uracil v RNA (oba se paruji s adeninem). Prevzato z Ball a kolektiv 2011 (3).

DNA se v bunce vyskytuje pfevazné ve form¢ dvousroubovice, kterd vznikd
nevazebnymi interakcemi nukleotidii na zakladé jejich komplementarity. Podle své
komplementarity se tedy paruje adenin s thyminem a guanin s cytosinem. RNA existuje
V bunice vétSinu Casu jako jednovldknovd molekula, tedy nevytvéaii dvouSroubovici
s jinym vldknem RNA, pouze pii vlastni syntéze dochédzi k prechodnému stavu
heteroduplexu RNA-DNA, ktery se velmi rychle rozpada. Vétsina molekul RNA zaujima
pravoto€ivou helikalni konformaci ptedev§im diky patrovym interakcim mezi
purinovymi bdzemi. Baze v RNA maji zachovanu schopnost interakce
s komplementarnimi nukleotidy vV opacné orientaci, coz velmi ¢asto vede k vytvareni
takzvanych sekundarnich struktur RNA, ve kterych se paruji nukleotidy stejné molekuly
(obr. 3). V ramci jedné molekuly tak vznikaji vlasenky a smycky (obr. 4). Diky tvorbé

. " :
o n Meweop uracil o o-nn H cytosin
H
N /A N--H-N U N G NH-N [
. R - N l
adenin v~ § R I T AP e
guanin H

Obr. 3. Parovani komplementarnich bazi v RNA. Adenin (A) se paruje s
uracilem (U) dvéma vodikovymi vazbami, guanin (G) se paruje s cytosinem (C)
tfemi vodikovymi vazbami. Pfevzato z Tinoco 1993 (4).
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sekundarnich struktur mize RNA nabyvat riznych trojrozmérnych tvart. Struktura je
navic stabilizovédna dalsimi vodikovymi mustky, které ovSem neodpovidaji Watson-
Crickovskému parovani bazi. Celkova struktura RNA a DNA se tedy vyrazné 1isi, ackoli

jejich zakladni kameny se ze tii ¢tvrtin shoduji.
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Obr. 4. PFiklad sekundarni struktury RNA tvorené vlasenkami a smyckami.
Prevzato z Nelson a Cox 2008 (5).

1.1.2 Syntéza, regulace a degradace RNA

RNA je syntetizovana enzymem RNA polymerdzou, kterd rozvoliiuje DNA
dvousroubovici, nasedd na jedno vlakno v misté¢ genu a poté sklada a spojuje
ribonukleotidy komplementarni k sekvenci na kodujicim vlaknu DNA do RNA fetézce.
Interakce mezi nové syntetizovanou RNA a templatovou DNA vsak neni dostatecné silna
a RNA se z templatu uvoliiuje. Zaroven je vytésnovana uzaviranim dvousroubovice DNA
za polymerazou a zustava ve formé jednovlaknové molekuly (transkripce genu probiha
jen na jednom vlaknu). Na rozdil od DNA molekul, které &itaji zpravidla vice nez
250 miliont part bazi (odpovida délce chromozomu), RNA molekuly jsou relativné malé
(n¢kolik tisic parti bazi). RNA, stejn¢ jako DNA, je skladana ve sméru od 5° konce
k 3¢ konci. RNA polymeraza vytvaii RNA z ribonukleosidtrifosfatii, pfi¢emz energie na

tvorbu vazby pochéazi z jejich hydrolyzy. Na jeden templat miize nasednout vice
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polymeraz a vzniké tak vice kopii RNA z jednoho genu ve velice kratkém case (az tisic
stejnych kopii RNA za hodinu). Rychlost procesu je vSak na ukor kvality — RNA
polymeraza produkuje vyrazné vétsi mnozstvi chyb (chyba/10* bazi) nez DNA
polymeraza (chyba/10” béazi). Nicméné RNA neslouzi k dlouhodobému uchovani
genetické informace, proto obCasné chyby v jeji syntéze nezpusobuji velky problém (2).

V eukaryotickych bunikdch je RNA syntetizovana v bunécném jadre. Vznikla
molekula (hnRNA — primarni transkript) je v jadie dale procesovana: na 5° konec je
pridana Cepicka z metylguanosinu a 3° konec je nastépen a posléze upraven enzymem,
ktery provadi polyadenylaci 3° konce RNA (pfipoji poly-A sekvenci). Obé modifikace
predevsim slouzi ke stabilizaci molekuly, dale napomahaji transportu z jadra a signalizuji,
ze molekula RNA je intaktni (5). Pfed opusténim jadra prochazi RNA dalsi upravou
zvanou sestiih. Z molekuly se vystfihuji introny, které nemaji kodujici funkci, zbylé
exony, které nesou informaci o sekvenci budouciho proteinu, se spojuji do podoby
MRNA, kterd je vyrazné¢ kratsi nez plivodni hnRNA. Sestiih provadi enzymy
spliceosomy, které samy obsahuji krom¢ proteinovych podjednotek i RNA molekuly
(snRNA). Na hranicich intronu a exonu se nachazi n¢kolik nukleotidi znacicich tento
prechod. Enzym je rozpozna a vystépi intronovou sekvenci v podobé smycky. V procesu
sestithu probihaji variace, takze vysledkem mohou byt mRNA s riiznym uspofaddnim
exonll. Timto procesem nazyvanym alternativni sestfih vznikaji varianty proteinu
nazyvané isoformy. Tento postup pfispiva ke komplexnosti a variabilité¢ celého procesu
genové exprese. Upravena RNA je pfipravena na transport k ribosomtm, které zahaji
translaci. Jelikoz ribosomy dokazi nasedat na molekulu RNA za sebou, z jedné molekuly
RNA tak miize vzniknout né€kolik molekul proteinu.

Na rozdil od DNA ma RNA ptechodny charakter, je nestabilni a v bufice je jeji
dynamicka syntéza a degradace vyuZzivana pro regulaci exprese proteini. EXistence
eukaryotické RNA se pocitd v fadu minut az hodin. Tuto dobu udava 3‘-neprekladana
oblast nachéazejici se v RNA za kodujici sekvenci. Systém zajiStujici odbourdni RNA
zahrnuje malé molekuly RNA (miRNA, siRNA), které funguji jako znacky pro zastaveni
translace nebo pro enzymatické St€peni RNA. Ke Stépeni dochazi v cytoplasmatickych

P-téliskach (1). Enzymy degradujici RNA se nazyvaji ribonukleazy (RNazy), jsou to
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velmi odolné, stabilni a efektivni proteiny. Zarucuji, Ze po naplnéni doby svého Zivota je
RNA velmi rychle rozlozZena, reguluji tak miru exprese daného genu v Case. Pii praci
s RNA v laboratornich podminkach jsou vSak tyto enzymy hlavnim ¢initelem nechténé

degradace vzorkd.

1.1.3 Funkce RNA

Molekuly RNA jsou zapojené do prub¢hu a regulace mnoha bunéénych procesu.
Vétsina molekul RNA funguje jako nositelka informace o sekvenci proteinu, ktera
migruje od DNA Kk ribosomu — tento typ oznaujeme jako mediatorovou RNA
(informa¢ni RNA, mRNA).

Trojrozmérna struktura RNA vSak umoziuje i dal$i funkce — strukturni a katalytické.
Takové typy RNA nejsou piekladany do sekvence proteinu, ale jsou samy konecnym
produktem. Ribosomalni RNA (rRNA) je komponentou ribosomii a podili na prib&hu
translace. Transferovda RNA (tRNA) je adaptorovda molekula zodpovédna pfi
proteosyntéze za zavadéni spravnych aminokyselin do centra ribosomu podle sekvence
pfekladané mRNA. Pro jeji funkci je dualezitd jeji sekundéarni struktura. Malé RNA
(SNRNA) jsou dulezité pti sestiihu hnRNA a pii transportu vzniklych proteint do
bunécnych organel, zatimco siRNA a miRNA jsou ¢initelem post-transkripcni regulace.
Molekuly RNA, které vykazuji enzymatickou aktivitu, se nazyvaji ribozymy. Jsou
soucasti ribosoml, podileji se na procesovani dalSich molekul RNA, naptiklad na sestfihu
RNA, na replikaci virdi nebo na syntéze tRNA.

Komplexnost funkci RNA ukazuje na jeji mimoradnou dilezitost pro vSechny zivé
systétmy. RNA je evolu¢né velmi stara struktura, kterd sehrala dalezitou roli ve vyvoji

Zivota na zemi.

1.2 Techniky purifikace RNA

Izola¢ni a purifikaéni postupy pro ziskdni nukleovych kyselin proSly béhem

20. stoleti vyraznym vyvojem.
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Princip chromatografie byl objeven na zacatku dvacatého stoleti botanikem
Mikhailem Tswettem, ktery zjistil, ze se rostlinny extrakt z listti pti priichodu sloupcem
kiidy rozd€li na nékolik past o riznych barvach. Pozdéji byly chromatografické techniky
aplikovany na DNA a nasledné na RNA. lzolace RNA byly provadény také zonalni
ultracentrifugaci v sacharosovém gradientu. Byla tak popsana ribosomalni RNA, kterd je
dodnes oznacovana podle své rychlosti sedimentace. Soucasné se pro purifikaci RNA
zacCal pouzivat cesium chloridovy hustotni gradient (CsCIl gradient), diky némuz bylo
mozné separovat RNA od DNA (6). Postupné se vyvinuly dal$i piistupy zahrnujici
pouziti detergentt a proteinazy K (7). V pocatcich chemické izolace RNA pomoci silnych
denatura¢nich c¢inidel se k deproteinizaci vyuzival fenol, pozd€ji guanidin chlorid
a guanidin thiokyanat v kombinaci s piec¢isténim v CsCl gradientu (8, 9). V osmdesatych
letech 20. stoleti byla metoda izolace RNA optimalizovdna pomoci kombinace guanidin
thiokyanatu, fenolu a chloroformu. Tento krok znamenal pielom v dané oblasti, metoda
umoznila izolovat velké mnozstvi vzorkt pti dosazeni dobré Cistoty a vytézku i z malého
mnozstvi zdrojového materialu (10). Zdokonalena a zjednodusena metoda je s oblibou
pouzivana dodnes (11). Na ptelomu 20. a 21. stoleti se zacala masivné vyuzivat extrakce
na pevné fazi diky lepsi finan¢ni dostupnosti a komercializaci v podob¢ mnoha variant
souprav (kiti) od riznych vyrobct. Tato metoda postupné dosahla podobnych moznosti
jako izolace chemickou cestou — za pouziti kolony je mozné separovat RNA, DNA
a proteiny z jednoho vzorku zaroven (12). Vyvoj metodik extrakce RNA na pevné fazi
dosel jiz k odd¢€lovani jednotlivych typtt RNA, napf. miRNA (13). Technika extrakce
RNA na pevné fazi je rychlé a jednoduchd metodika, jeji nevyhodou ov§em je nedokonalé

oddéleni DNA od RNA, coz vede ke kontaminacim RNA vzorkl genomickou DNA.

1.2.1 Zpracovini RNA

Obecné se pii purifikaci RNA vyuziva vlastnosti chemicke interakce RNA s ur¢itym
povrchem. Existuje nékolik postupii pro extrakci RNA. Mezi vSemi dominuje
V soucasnosti extrakce na pevné fazi, kapalinova chromatografie a pouziti specifickych
chemikalii. Zatimco extrakce na pevné fazi se pouziva pro izolaci vSech molekul RNA

nebo urcitého typu RNA (napi. mRNA), chromatografie od sebe dokaze oddélit nékolik
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typti ptipadné molekul RNA. Frakciona¢nimi technikami je mozno rozdélit molekuly
RNA podle velikosti, nukleotidového sloZeni nebo sekvence.

Zakladnim krokem kazd¢ purifikace nukleovych kyselin je odstranéni proteint, které
s nukleovou kyselinou interaguji. Dé&je se tak chemickou cestou, napi. smési fenolu,
chloroformu a isoamylalkoholu, guanidium chloridem nebo guanidin isothiokyanatem,
detergenty a vysokou koncentraci soli. Proteiny je mozné odstranit t€zZ enzymaticky
proteinazou K.

Izolovana RNA je snadno enzymaticky degradovatelna nukledzami, proto se do
vodnych roztokti RNA ptidavaji inhibitory ribonukledz (RNaz). Nejbéznéji pouzivana je
ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), ktera chelatuje dvojmocné kationty a brani
tim aktivitd nukledz. Casto se vyuziva také vanadat v kompexu s ribonukleosidy (7).
Navic RNA neni stabilni v zasaditém prostiedi, rozpada se na jednotlivé nukleotidy (1),
proto je nutné dbat na spravné pH roztokti béhem celé¢ho purifikacniho procesu.

Mnoho aplikaci vyzaduje izolaci RNA bez kontaminace DNA ze vzorku. Pro tento
ucel se vyuziva aktivity enzymu DNdazy, kterd v pomérné kratkém case rozstépi DNA

pritomnou ve vzorku.

1.2.2 Chromatografickda separace RNA

Chromatografické systémy jsou slozeny ze dvou prvkll — pevné (staciondrni) a
pohyblivé (mobilni) faze. Pevna faze se nepohybuje, byva ptichycena na podklad nebo
vypliiuje ur€ity prostor, zatimco pohybliva faze prochazi kolem pevné faze, nese s sebou
latky a umoziuje jejich interakci s pevnou fazi. Rizny stupen jejich adsorpce na pevnou
fazi je podstatou separace jedné latky od druhé (obr. 5). Prichod latek kolonou je dale
ovlivnén charakterem elu¢niho roztoku, ktery se aplikuje na kolonu za vzorkem za
ucelem pohybu mobilni faze a vymyti latek z kolony.

Soucésti chromatografického systému byva detektor, ktery umoznuje identifikaci
separovanych latek vytvafejicich takzvané vrcholy (v angl. orig. ,,peak®). Pro nukleové
kyseliny se zpravidla vyuziva detekce absorbance v UV oblasti (14).

Pevna faze kolon, na kterych se provadi chromatografickd separace RNA, byva

zpravidla vyrobena ze silikonovych, polymernich nebo agarosovych ¢astic. Na povrchu
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téchto Castic se nachazi funkéni chemické skupiny, které jsou zodpovédné za interakci
RNA s pevnou fazi, vyuziva se tedy pfedevsim mechanismus iontoménict, reversni faze

a afinitni interakce.

Obr. 5. Pribéh chromatografického rozdéleni tfi latek ze smésného vzorku. (A) Latky
rozpusténé v rozpoustédle jsou umistény na vrch chromatografické kolony, ktera je
naplnéna pevnou fazi. (B) Pfidanim elu¢niho roztoku na vrch kolony zapo¢ne separacni
proces. Latky neinteragujici s pevnou fazi prochazi kolonou rychle, latky adsorbujici se
pohybuji pomalu. (C) Nejrychleji putujici Iatka, kterd neinteragovala s pevnou fazi,
vychazi z kolony, slabé interagujici latka jiz prosla vétsi ¢ast kolony, silné interaguijici
latka zUstava stéle na pocatku sloupce pevné faze.

Nejvice pouzivany ptipad chromatografické separace RNA je afinitni chromatografie
MRNA skrze interakci poly-A konce RNA a poly-U sekvence kovalentné ptipojené na
pevnou fazi kolony. Zeslabeni této interakce za ticelem eluce se déje zménou iontové sily
a teploty (15).

Zasadni problém pii chromatografické separaci RNA molekul je udrZeni jeji stability
béhem celého procesu. RNA velmi rychle podléha degradaci RNézami, proto je nutné
pouzivat jejich inhibitory a pokud metoda umozni, cely proces provést za nizké teploty

(4°C).
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Chromatografickd separace RNA pfina§i moznost rozliSeni velmi podobnych
molekul a ziskani vzorkl o vysoké Cistoté. Nevyhodou této metody jsou vysoké financni

naklady a Casova narocnost.

1.2.3 lzolace RNA kombinaci guanidin thiokyandt-fenol-chloroform

Metoda je zalozena na chemické izolaci RNA. Diky své robustnosti miize byt
zdrojovym materialem jakykoli biologicky vzorek. Zdrojovy material obsahujici RNA je
rozpu$tén v lyza¢nim roztoku obsahujicim guanidin thiokyanat a fenol o kyselém pH.
Ob¢ slozky jsou velmi silné denaturanty, které lyzuji bunky i kousky tkani a zajist'uji
odstranéni proteini z RNA. Do lyzovaného vzorku se ptimicha chloroform, vzorek se
nasledné silné protiepe. Pritomnost organickych latek a denaturac¢nich cinidel zptisobi
denaturaci proteind, které se oddéli od nukleovych kyselin centrifugaci. Vznikaji tii faze
— vrchni vodna obsahujici RNA, spodni organicka obsahujici denaturované proteiny a
mezifaze obsahujici DNA. RNA ve vodné fazi je peclivé odebrana, aby nedoslo ke
kontaminaci z mezifaze, a nasledné je precipitovana a oplachovana alkoholy. Tento
postup poskytuje kvalitni nedegradovanou RNA o velikosti 100 — 15 000 bazi
vV dostate¢né Cistot€¢ a mnozstvi 1 z malého mnoZstvi zdrojového materidlu, navic je
moznost paralelni izolace RNA, DNA a proteint z jednoho vzorku. Velkou vyhodou
metody je deaktivace RNaz diky pfitomnosti guanidin thiokyanatu béhem témét celého

postupu.

1.2.4 Extrakce RNA na pevné fazi

Tato metoda ma podobné uspofadani jako klasicka chromatografie — vzorek je
rozpustén a vloZzen na kolonu naplnénou pevnou fazi. Na rozdil od kapalinové
chromatografie, kde dochazi k postupnému rozdéleni jednotlivych slozek vzorku,
extrakce na pevné fazi probiha v médu ANO/NE, tedy extrahovana latka se na pevnou
fazi navaze/nenavaze a dochazi k hrubé purifikaci.

Nejprve se ekvilibruje kolona vhodnym roztokem, aby pevné faze ziskala schopnost
vazat nukleovou kyselinu. Jedna se predev§im o upravu pH a konverzi funkénich skupin

na povrchu pevné faze. Poté je vzorek aplikovan na kolonu a dochézi k specifické vazbé
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a adsorpci extrahované latky na pevnou fazi. Podminky jsou nastaveny zptisobem, aby se
na pevnou fazi navazalo maximalni mozné mnozstvi extrahované latky a zaroven se
ostatni slozky vzorku vazaly s minimalni Gi¢innosti. Tento postup je snahou o co nejvyssi
specifitu extrakce. Latky, které nejsou predmétem extrakce a ptesto na pevnou fazi
adheruji, jsou v nasledujicim kroku odmyty promyvacim pufrem, ktery zachovava
interakci extrahované latky s pevnou fazi, ale oslabuje nespecifické vazby. Slozeni
promyvaciho pufru urcuje Cistotu extrahované latky a jeji vytézek. Pokud je prioritni
Cistota vzorku, je pouzivan silnéjsi promyvaci pufr, ktery odmyje nespecifické latky, ale
také oslabi specifickou interakci a tim se snizi vytézek. Pokud na Cistoté izolace pfilis
nezalezi a dulezité¢jsi je maximalni vynos, kolona se promyva slabym roztokem. Po
promyvacim kroku je extrahovand latka eluovdna z kolony roztokem, ktery zrusi
specifické interakce, latka se uvolni z pevné faze a odchazi z kolony.

Kolony pro extrakci na pevné fazi jsou dostupné v riznych provedenich — kolony
procesované centrifugaci, volnou gravitacni silou nebo podtlakem. Nejoblibenéjsi
kolony, u kterych je kapalina protlacovana centrifugaci, se €asto oznacuji pojmem ,,spin
kolony*. Obvykla kapacita kolon pro vzorek byva 100 — 500 pl. Roztoky prochazi
kolonami pomérné¢ snadno, v ptipadé spin kolon postacuje centrifugacni sila 10 000xg po
dobu 1 minuty. V soucasné dob¢ jsou extrakéni kolony komeréné dostupné v mnoha
variacich a ve formé souprav, ve kterych jsou kromé kolon vSechny potiebné roztoky.

Izolace RNA timto postupem je tedy rychla a jednoducha (14).

1.3 Spektrofotometrie

Spektrofotometrie je bézn¢ uzivana metodika pro stanoveni koncentrace latky
v roztoku za pomoci méteni absorpce zateni o uréitych vinovych délkach.

V medicinskych a biologickych oborech absorpéni spektrofotometry slouzi
k méfeni absorpce zafeni obvykle v oblasti UV nebo viditelného spektra zafeni. Uelem
méfeni byva identifikace nebo kvantifikace biologickych makromolekul, 1éc¢iv,

organickych a anorganickych sloucenin a dalsich latek.
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1.3.1 Charakteristika elektromagnetického zdieni

Elektromagnetické zaieni je pfirozenou soucasti naseho svéta. Urcitou Cast z néj
dokazeme rozpoznat naSimi smysly a organy — nase o¢i vnimaji viditelnou oblast spektra
ve formé svétla a barev, nase kiize vnima infracervené zareni jako teplo a blizk¢ UV
zafeni jako podnét k tvorbé kozniho pigmentu. Elektromagnetické zafeni ma vSak
vyrazné SirSi spektrum nez dokaze lidské télo registrovat (obr. 6). Rozsah viditelného
spektra odpovida vinovym délkam, pro které je lidské oko citlivé, zhruba 400 — 800 nm.
UV zareni ma vyssi energii nez viditelné zareni, dokaze stépit chemické vazby. UV zafeni
zaujima oblast 10 — 400 nm, z toho vakuové UV 10 - 190 nm, vzdalené UV 100 — 190 nm,
sttedni UV 190 — 300 nm a blizké UV 300 — 400 nm.

infra-
gama rentgenové uv viditeIné cervené mikrovinné  radiové
zdfeni  zareni zareni zadfeni  zareni zareni viny
-12 -10 -8 -6 5 2 3
10 10 10 10 10 10 10

Obr. 6. Spektrum elektromagnetického zareni

Obecné je elektromagnetické zafeni charakterizovano nékolika fyzikalnimi
veli¢inami, z nichz nejdtlezitéjsi je frekvence v, vinova délka 1 , rychlost ¢ a energie
fotonu E (16). Vzajemné vztahy téchto veli¢in vyjadiuji nasledujici vzorce (h je
Planckova konstanta):

A=clv

E=hv

Elektromagnetické zafeni dopadajici na molekuly byva zasti absorbovano,
molekuly zpravidla pohlcuji jen urcité vinové délky zafeni. Pohlceni zéafeni zpiisobuje
prechod molekuly ze stavu zakladni energie (Ep) do stavu s vyssi energii (Eq) pfedevsim
prechodem mezi elektronovymi energetickymi hladinami. Rozdil téchto energii (4E)

vyjadiuje energii absorbovanych fotonti a je popsan vztahem:
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AE=Ep—Eq:hV:hC/j.

kde c je rychlost svétla.

Biologické makromolekuly obsahuji velké mnozstvi aromatickych jader, které
absorbuji zafeni v blizké UV oblasti. Déle v této oblasti absorbuji také polynenasycené
slouceniny. Ve vzdalené UV oblasti absorbuji nasycené slouceniny a ve viditelné oblasti

barevné latky.

1.3.2  Fyzikalni princip spektrofotometru

Obecny princip absorp¢nich spektrofotometrii spociva ve faktu, ze pokud zareni
prochazi prosttedim, které ho absorbuje, klesa intenzita zateni. Svételny proud vstupujici
do sledovaného prostieni se nazyva vstupujici tok zafeni (@o), z prostiedi vychazi
vystupujici zativy tok (@), ktery je mensi oproti vstupujicimu toku o absorbovany zativy

tok @a (obr. 7).

o, o, o)

Obr. 7. Vstupujici zafivy tok @, je po dopadu na absorbujici latku zmensen
o absorbovany zarivy tok @, z latky vychazi vystupujici zafivy tok @

Absorpéni vlastnost latky tedy vyjadiuje pomér zéativych toki, ktery je oznacovan
pojmem propustnost z (transmitance):
7= @/dy

vvvvv

k propustnosti:

A=-logrt

Casto se absorbance popisuje pomoci hodnot intenzity vstupujiciho (1%

a vystupujiciho (I) zafeni:
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A =log (1°1)

Intenzita vystupujicitho zéafeni je dale ovlivnéna délkou, kterou zafeni urazi
k detektoru. Tento jev je popsan Lambertovym zékonem, tedy intenzita klesa
exponencialné se vzdalenosti (X):

A=bx

kde b oznacuje absorp¢ni (extink¢ni) koeficient, ktery charakterizuje méfené
molekuly a prostiedi, v kterém existuji (rozpoustédlo). Beeriiv zakon pak popisuje tuto

veli¢inu blize:

kde ¢ zna¢i molarni absorpéni (extinkéni) koeficient, tedy konstantu popisujici
absorbujici latku, ve které je zahrnut index lomu (do ur¢ité molarni koncentrace vzorku
se index lomu roztoku vzorku povazuje za prakticky shodny s indexem lomu samotného
rozpoustédla). C vyjadiuje molarni koncentraci métené latky (17).

Béznéji se setkavame s propojenim dvou vyse zminénych zakont do formy Lambert-
Beerova zakona:

A=¢Cx

Zminény zakon tedy ukazuje, ze absorbance latky zavisi na jejim charakteru,
koncentraci a na tloust'ce méteného vzorku.

Pti opakovaném meéteni stejné latky pii stejné vinové délce a pouziti stejné kyvety
jsou hodnoty ¢ a X stejné, proto je mozné ob¢ veli¢iny spojit do jediné konstanty
umérnosti k:

A=kc
Tyto zdkony vSak plati obecné pouze za ptedpokladu, Ze molekuly spolu vzajemné

neinteraguji ani neagreguji, mefeni je provadéno pomoci monochromatického zateni

a koncentrace métené latky se pohybuje pod hranici 102 mol/l. Vyssi koncentrace méfené
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latky zptsobuje ztratu linearni zavislosti v méteni (18). V piipadé potieby mizeme
platnost Lambert-Beerova zakona ovéfit pomoci kalibra¢ni kiivky vyjadiujici zavislost
absorbance na koncentraci znamé latky za predpokladu stabilni hodnoty X.

1.3.3 Konstrukce spetrofotometri

Obecné se skladaji spektrofotometry ze zdroje zateni, monochromatoru, absorpéniho
prostieni (vzorku), detektoru a vystupniho zatizeni, pii¢emz vzorek byva umistén mezi

detektorem a monochromatorem (obr. 8).

N ‘ .....

zdroj zafeni monochromator kyveta detektor fotondsobi¢ displej

Obr. 8. Obecné schéma konstrukce absorpéniho spektrofotometru

Jako zdroj zafeni jsou Casto vyuzivany tepelné zdroje nebo vybojky. Za tepelné
zdroje lze povatrovat télesa rozzhavend prochéazejicim elektrickym proudem, zarovky
s wolframovym nebo uhlikovym vlaknem a halogenové Zzarovky; tyto zdroje produkuji
zateni ve viditelné nebo infracervené oblasti. Vybojky jsou v principu prahledné trubice
naplnéné urc¢itym plynem. Na elektrody zavedené do trubice se vklada napéti, coz vyvola
tok elektronti a kationtd pochézejicich z plynu a tim vznika vyboj. Srazky elektronti
a molekul plyni vedou k ionizaci a excitaci dalSich molekul. Pfechod téchto molekul do
zékladniho stavu je pak spojen se zafenim. Nizkotlaké vybojky (provozni tlak < 102 Pa)
produkuji ostré &arové spektrum a pouzivaji se ke kalibracim, stfedotlaké (10° — 10° Pa)
a vysokotlaké (> 10° Pa) vybojky maji vyssi intenzitu zafeni a spojité spektrum.
Nejbéznéji pouzivané vybojky jsou plnény xenonem, rtuti nebo deuteriem a pouzivaji se
pro méteni v oblasti viditelného a blizkého UV zaieni. Pro méfeni ve vakuové UV oblasti
se plni vybojky inertnimi plyny (19).

Polychromatické zateni pochazejici ze zdroje musi byt pred vstupem na vzorek
pfevedeno na monochromatické zateni. Rozdéleni spektra zateni podle vinové délky
zajistuje monochromator, ktery obsahuje tzv. rozkladny prvek, coz je miizka nebo hranol.

Zateni ze zdroje vstupuje do monochromdatoru vstupni Stérbinou a kolimatorem je
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upraveno na rovnobezny svazek, ktery dopada na hranol nebo mtizku. Zateni vychéazi ven
pod riznymi thly v zavislosti na vinové délce, tedy zareni o kratsi vinové délce se lame

pod vétsim thlem nez zafeni s vétsi vinovou délkou, pro lepsi srozumitelnost viz obr. 9.

Y

L4

/

Obr. 9. Rozklad polychromatického zafeni v hranolu na spektrum monochromatického
zareni.

Rozlozené zateni je fokusovano pomoci kondenzoru do oblasti vystupni Stérbiny
tak, aby touto Stérbinou prochazelo monochromatické zafeni o urCitém intervalu
vinovych délek (velikost intervalu je zhruba 5 - 10 nm). Vinova délka prochazejiciho
zateni je regulovana vzajemnou polohou hranolu/mfizky, kondenzoru a vystupni
Stérbiny, zpravidla se nataci rozkladny prvek.

Hranol miva zpravidla trojuhelnikovity tvar a je vyroben z opticky transparentniho
materialu nebo je vyplnény tekutinou. Lom svétla je dan thlem dopadu paprsku na hranol,
indexem lomu materialu, z kterého je hranol vyroben, a lamavym tthlem hranolu. Mtizku
predstavuje desticka z reflexniho materialu husté pokryta vrypy (10 — 3600 vrypi/mm),
ktera pii priachodu paprskii zplisobuje jejich ohyb a odraz ustici v jejich interferenci.
Monochromatické zateni je produkovéno nejvice ve sméru paprski, jejichz drahové
zpozdéni odpovidé celistvym nasobkiim vinové délky.

Monochromatické zafeni prochazi absorpénim prostfedim, které je tvofeno
rozpuSténym méfenym vzorkem Vv kyveté. Kyvety maji zpravidla tvar hranolu
s konstantni tloustkou (rozmezi 0,1 — 5 cm, obvykle 1 cm) a planparalelnimi sténami.
Nadoby jsou vyradbény z riznych materiald, pii vybéru je tfeba dbat, aby byl material
propustny pro méfenou vlnovou délku. Pro méteni v UV oblasti se vyuZziva v soucasné
dobé€ nejvice plast propustny pro UV nebo kiemenné sklo. Klasické sklo neni mozné
pouzit, protoze nepropousti zafeni o vinové délce kratsi 300 nm, vyuziva se tedy jen pro

meteni ve viditelné oblasti spektra. Soucésti absorpcniho prostfedi je i rozpoustédlo,
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u biologickych makromolekul se zpravidla pouziva destilovana voda, ptipadné roztok soli
o nizké koncentraci.

Detektor je obvykle spojen s elektronickym zafizenim a slouzi k pfevodu zareni
proslého vzorkem na elektricky signal. Detektory jsou charakterizovany nékolika
parametry: citlivosti, pomérem signdlu a Sumu, oblasti linearity a ¢asovou odezvou.
Z mnoha typi detektorit jsou ve spektrofotometrech pouzivany pievazné fotoemisni
a mnohokanalové detektory. Fotodioda je jednoduchym typem fotoemisniho detektoru
(fotoclanku), na niz dochazi k uvoliovani elektront vlivem dopadajicich fotond. Bézné
pouzivané jsou také fotonky, které funguji na principu vnéjsiho fotoelektrického jevu
(dopadajici svétlo zptisobuje emisi elektrontl z elektrody) a vyzaduji vnéjsi napajeci zdroj.
V absorpcni spektrofotometrii jsou pouzivany modré (pro zafeni < 600 nm) a Cervené
(pro zateni > 600 nm) fotonky. Fotonasobice ptipojené za detektor pak na principu
vyrazeni sekundarnich elektront z dynod zvysSuji pomér signalu a Sumu a uZzivaji se pro
zesileni signalu u méfeni se slabou intenzitou zéfeni. Signal z fotondsobice je prevadén
do vypocetniho zafizeni, pfepocitan a na displeji je zobrazena hodnota absorbance,
ptipadné jiz vypocitané koncentrace vzorku. Jednoduché emisni detektory vsak mohou
méfit pouze jednu nastavenou vinovou délku, kterou je nutné postupné meénit. Naproti
tomu mnohokanalové detektory umoziuji prométeni celého spektra ve stejném Case, jsou
konstruovany z velkého pocétu (n€kolik set) malych fotodiod (15 — 50 pm) ve formé
fotodiodovych ¢Cipii (celkova velikost 1 — 6 cm). Novéjsi typy multikanalovych detektort
obsahuji CCD (charge-coupled device) Cipy slozené obvykle z 2048 soucastek 14 pum
Sirokych. Tyto Cipy jsou podstatné citlivéjsi nez fotodiodové typy (20).

V souvislosti s instalovanym detektorem tedy jednodussi typy spektrofotometrt

vyZzaduji ladéni vinové délky a méfi pouze jednu vinovou délku v daném Case, zatimco

wevr

vvvvvv

do stejné optické drahy, zatimco v ptipad¢ dvoupaprskového typu se ve dvou optickych

drahach méti slepy vzorek zaroven se sledovanym vzorkem. Slepy vzorek predstavuje
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zpravidla samotné rozpoustédlo a pouziva se pro odecet jeho absorbance od sledované

latky (tzv. ,,pozadi* nebo ,,blank*; 21).

1.3.4 Typy spektrofotometrii

Zlaty standard v laboratofich ptedstavuji klasické spektrofotometry méfici celé
spektrum zareni, tedy obvykle kombinaci UV a viditelné oblasti. Rozsah téchto ptistroju
zaintegrovano i automatické podavani kyvet. Pristroje podavaji pfesné a dobie
reprodukovatelné vysledky a poskytuji univerzalni vyuziti, jejich nevyhodou je vysoka
pofizovaci cena, slozitéjsi a ¢asove naro¢néjsi obsluha a nutnost pouziti kyvet a fedéni
vzorku.

Jednodussi variantu nabizi fotometry, které méfi pouze nékolik predem definovanych
vinovych délek. Vyhoda téchto piistroji spoc¢iva v jednoduchosti, dobré skladnosti
a nizké potizovaci cen¢, fada téchto pristroji ma preddefinovany bézné pouzivané
metody, ¢imz se vyrazn¢ zjednodusuje pouziti persondlem. Tyto pfistroje ovSem nelze
pouzit pro proméifeni spektra nebo optimalizaci metod zéavislou na zméné nastaveni
vinové délky.

V soucasné dobé vystupuje do popiedi oblibeny typ spektrofotometru casto
oznacovany jako ,,NanoDrop* podle jména prvniho vyrobce. Tento piistroj méti vzorek
v mikrolitrovych objemech bez nutnosti uziti kyvet (obr. 10). Vzorek je umistovan ptimo
mezi optické povrchy, které reguluji vysku sloupce kapaliny (vzorku). Na tyto ¢asti pfimo
navazuje optické vlakno, které pievadi svétlo proslé vzorkem na detektor (22). Vyhoda
tohoto typu spo¢iva ve schopnosti méfeni absorbance v objemu vzorku 1 pl, navic vzorek
neni nutné pti méfeni fedit. Neni téZ nutné pouZzivat kyvety, vzorek je v ptimém kontaktu
s optickymi ¢astmi a diky tomu nedochazi ke zkreslovani vysledku interferujicim svétlem

z okolniho prostiedi. AvSak pofizovaci cena téchto modeld je pomérné vysoka.
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Obr. 10. VloZeni a méfeni vzorku v NanoDrop spektrofotometru. Pfevzato z Gallagher

a Desjardins 2006 (22).

1.3.5 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace nukleovych kyselin

Pii spektrofotometrickém stanoveni koncentrace latek se vyuziva absorpéniho
spektra a predev§im absorpéniho maxima. Absorpéni spektrum je vyneseni zavislosti
absorbance na vlnové délce. Nejvyssi hodnota absorbance se nazyva absorpcni
maximum. Pro méfeni se zpravidla vyuziva vinova délka, pii které studovana latka silné
absorbuje a interferujici piimési absorbuji co nejméné. Tvar absorpcniho spektra
napomaha identifikaci nékterych typt sloucenin.

Na rozdil od méfeni koncentrace proteinli méteni koncentrace nukleovych kyselin
nevyzaduje kalibraci méfeni metodou kalibra¢ni kiivky (moldrni absorpéni koeficient ani
velikost kyvety se neméni). Absorpéni maximum nukleovych kyselin se nachazi v oblasti
zateni 260 nm, tedy v oblasti UV zéfeni, proto se pro stanoveni koncentrace nukleovych
kyselin pouziva metoda UV spektrofotometrie. Detailni informaci o absorpénim maximu

jednotlivych nukleosidii pfinasi tabulka 1.
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Tabulka 1. Absorpéni maxima nukleosida

Nukleosid Absorp¢éni maximum (nm)
adenosin 267
guanosin 248
cytidin 271
thymidin 267
uridin 262

Molarni absorp¢ni koeficient nukleovych kyselin je znamy (pro ds-DNA
0.020 (pg/ml)lecm?, ss-DNA 0.027 (ug/ml)icm™, RNA 0.025 (ug/ml)iem™), proto je
mozné pii standardnim méfeni absorbance nukleovych kyselin zfedénych ve vodném
roztoku vychazet z obecné uzivaného vztahu bez pouziti kalibrace:

A =1 odpovida koncentraci 50 pg/ml dsSDNA
A =1 odpovida koncentraci 37 pg/ml SSRNA
A =1 odpovida koncentraci 40 ug/ml RNA
A =1 odpovida koncentraci 20 pg/ml oligonuklotida

Koncentrace se tedy odvozuje pfimou umérou ze zminéného vztahu pomoci
absorbance rozpusténého vzorku namétené pii 260 nm, pro ndzornost viz. ptiklad:
A=l 40 pg/ml RNA
Avzorek = 0,25 ..o X pg/ml RNA

Avzorekl A = x140
x = 0,25/1*40
x =10 pg/ml RNA
Pfi méfeni se obvykle zaznamenavaji hodnoty absorbance v dalSich dvou vinovych
délkach, a to v 280 nm a 230 nm. Tyto udaje pomahaji stanovit mnozstvi kontaminantt
ve vzorku. Pomér absorbanci pfi vinovych délkach 260 nm/280 nm by se mél pohybovat
nad hranici 1,8 pro DNA a v rozmezi 1,8 — 2 pro RNA (23). Pomér nizsi nez 1,75 ukazuje

na kontaminaci proteiny, piipadné fenolem, ktery za urcitych okolnosti absorbuje i pfi
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270 nm (napf. roztok TRIsolu a TriReagentu nebo fenol v ethanolu) a ¢aste¢né se promita
i do hodnoty absorbance v 280 nm. Nukleotidy samy o sob&é maji vSak velmi rozdilny
pomér absorbanci 260/280 nm (viz. tabulka 2; 24), proto hodnota tohoto poméru u vzorkt
S nerovnomérnym zastoupenim nukleotidi mlize byt vyrazné¢ zménéna timto faktem,
nikoli kontaminaci. Vyrazny rozdil mezi pomérem pro thymin a pomérem pro uracil je
divodem vyssi hodnoty poméru 260/280 u RNA obecné. Zatimco v 260 nm je absorbance
nukleovych kyselin ve fazi plat6 a mald odchylka v fadu 1 nm namétenou hodnotu piilis
nezméni, v oblasti 280 nm i tak mala odchylka miize vyrazné zménit hodnotu absorbance,
jelikoz zde absorp¢ni kiivky strmé klesaji. Proto se mohou hodnoty poméru 260/280
stejného vzorku métfené na dvou rozdilnych piistrojich vyrazné lisit az o 0,4. Navic tento
pomér miize byt ovlivnén i hodnotu pH méteného roztoku, jak dokazuje zména poméru
260/280 u RNA z 1,5 na 2,0 zpusobena zvySenim pH z hodnoty 5,4 na hodnoty 7.5-8.5
ptidavkem 1-3 mM Na2HPO4 (25).

Tabulka 2. Hodnoty poméru 260/280 pro jednotlivé nukleotidy.

Nukleotid Pomér 260/280
guanin 1,15
adenin 4,50
cytosin 1,51
uracil 4,00
thymin 1,47

Pomér vlnovych délek 260 nm/230 nm vyjadiuje kontaminaci nékterymi
rozpoustédly pouzitymi pii izolacnim postupu, napi. fenolem (izolace RNA) nebo
guanidinem-HCI (izolace DNA). Obecné se povazuje za hrani¢ni hodnotu poméru
260/230 u cistych vzorkl ¢islo 1,5 pro DNA a 2,0 pro RNA. Niz§i hodnoty poméru
ukazuji na kontaminaci fenolem, ktery ma absorpéni maximum pii 211 nm a silné
absorbuje i1 pti 230 nm, piipadné guanidinem-HCI, ktery absorbuje pti 230 nm (26).
V oblasti 230 nm absorbuji také sacharidy a EDTA.
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Urcité riziko v presnosti mefeni predstavuje kontaminace guanidin thiokyanatem,
ktery absorbuje pii 230 nm i pfi 260 nm a falesné tak navySuje absorpéni maximum
nukleovych kyselin (27). Sloucenina se pouziva k lyzaci bun€k pfi izolaci RNA.

Pro kontrolu spravnosti méfeni a kvality vzorku napomdha zobrazeni celého
absorp¢niho spektra vzorku. Tvar a hladkost kiivky ndam muze napovédét, zda zmétena

hodnota absorbance skute¢né nalezi nukleové kyseliné nebo kontaminaci (obr. 11).
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Obr. 11. Absorpcni spektrum RNA. Nukleové kyseliny maji absorpéni maximum v 260 nm
a charakteristicky pokles absorpce v 230 nm. (A) Vzorek Cisté RNA — kfivka ma hladky
prabéh s maximem v 260 nm. (B) Vzorek RNA kontaminované fenolem — fenol silné
absorbuje v 230 nm a ¢&astecné v 270 nm — diky interferenci fenolu ma vzorek v 230 nm
vys$Si absorbanci nez Cistda RNA. V 270 nm se vytvafi ,hrb“ vlivem fenolu.
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2 Cile prace

Tato prace si klade za kol nalezeni optimalnich podminek pro izolaci RNA, za

kterych bude ziskano dostatecné mnozstvi kvalitni RNA vhodné pro naslednou analyzu

genove exprese.

Specifické cile jsou:

>

srovnani postupt izolace RNA ur¢ené pro naslednou reversni transkripci
s ohledem na vytézek a Cistotu izolované RNA ve vztahu k mnozstvi zdrojového
biologického materialu (srovnani izolace kombinaci guanidin thiokyanat-fenol-
chloroform a extrakce na pevné fazi, celkové porovnani sedmi komercnich

produkti)

porovnani kvality méteni dvou spektrofotometrickych pfistroji (Nanodrop ND-
1000 od firmy NanoDrop Technologies a BioPhotometer od firmy Eppendorf)
v parametrech pfesnosti méfeni koncentrace a Cistoty RNA, rychlosti métent,
minimalniho objemu vzorku nezbytného pro meétfeni a vypovédni hodnoty

vystupnich dat pfistroje.
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3 Material a metody

3.1 Chemikalie

2-merkaptoethanol

2-propanol

accutase

deionizovand voda pro molekularni
biologii bez RNaz a DNaz
D-MEM

ethanol pro molekularni biologii
fetalni bovinni sérum
chloroform
insulin-transferrin-selenium
Liberase TM

neesencidlni aminokyseliny
PBS

penicillin/streptomycin
RNase-Free DNase Set

TRI Reagent Solution

3.2 Izolacni soupravy

NucleoSpin RNA 11
NucleoSpin RNA XS
RNeasy Micro Kit
RNeasy Mini Kit

ZR RNA MicroPrep
ZR RNA MiniPrep

Sigma, USA

Merck, USA

Millipore, USA

Ambion, Life Technologies, USA

Gibco, Life Technologies, USA

Merck, USA

PAA Laboratories, GE Healthcare, USA
Sigma, USA

Gibco, Life Technologies, USA

Roche Diagnostics GmbH, Nemecko
Gibco, Life Technologies, USA

Gibco, Life Technologies, USA

Gibco, Life Technologies, USA

Qiagen, Nizozemi

Ambion, Life Technologies, USA

Macherey-Nagel, Nemecko
Macherey-Nagel, Nemecko
Qiagen, Nizozemi

Qiagen, Nizozemi

Zymo Research, USA
Zymo Research, USA
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3.3 Pristrojové vybaveni

centrifuga Eppendorf Centrifuge 5417R (Eppendorf, Némecko)

fotometr BioPhotometer 8,5 mm (Eppendorf-Netheler-Hina GmbH, Némecko)
inkubator vzorkti Block heater Stuart SBH130D (Barloworld Scientific Limited, Velka
Britanie)

kyvety UVette (Eppendorf, Némecko)

pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Nemecko)

software NanoDrop 1000 3.7 (NanoDrop Technologies, USA)

spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, USA)

vortex Genie 2 (Scientific Industries, INC., USA)

3.4 Priprava biologického materialu

3.4.1 Kultivace bunék

Kultury mesenchymélnich stromélnich bunék byly pfipraveny derivaci
Z pupecnikové tkané kon€ pomoci smési purifikovanych trdvicich enzyma komeréné
dostupnych pod nazvem Liberase TM. Priméarni bunécné kultury byly kultivovany
v mediu slozeném z D-MEM, 10% fetdlniho bovinniho séra, neesencidlnich
aminokyselin, insulin-transferrin-selenium ptidavku a antibiotik penicillin/streptomycin.
Kultury byly udrzovany v atmosfére 5% CO2, 95% vlhkosti a pii 37°C. Pasaz

konfluentnich kultur byla provadéna accutasou po oplachu PBS.

3.4.2 Sklizeni vzorki

Po pasazi accutasou byl stanoven pocet bun¢k ve vzorku pomoci Biirkerovy pocitaci
komiurky. Buniky ur¢ené pro izolaci RNA byly centrifugovany 4 minuty pii 300xg,
supernatant byl odebran a peleta bun¢k byla zamrazena a uchovavana v -80°C do doby

zpracovani.
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3.4.3 Priprava iedici Fady RNA

Lyofilizovana poly-A RNA od vyroce (soucast izola¢ni soupravy RNeasy Micro Kit)
byla rozpusténa ve vod¢ na koncentraci 1280 ug RNA/mIl. Vznikly roztok byl dale fedén
vodou na koncentrace: 640 pg/ml, 320 ng/ml, 160 pg/ml, 80 ug/ml, 20 pg/ml a 5 pg/ml.

V pribéhu fedéni a méfeni byla rozpusténd RNA uchovavana pti 4°C.

3.5 lzolace RNA

3.5.1 lzolace kombinaci guanidin thiokyandt-fenol-chloroform

Izolace RNA byla provedena podle instrukci od vyrobce. K rozmrazené peleté bunck
byl pfidan 0,5 ml TRI Reagent Solution. Vzorek byl vortexovan 30 vtefin a poté
inkubovan 5 minut pii pokojové teploté. Ke vzorku bylo ptidano 75 ul chloroformu,
vzorek byl nasledné vortexovan 30 vtefin a inkubovan 5-10 minut pfi pokojové teploté.
Vzorek byl centrifugovan pii 12 000xg 15 minut pti 4°C. Z horni vodné faze vytvorené
centrifugaci bylo odebrano 200 pl vzorku tak, Ze se $picka nedotkla mezifaze. RNA byla
precipitovana ptidanim 250 pl 2-propanolu ke vzorku, vzorek byl promichan a inkubovan
5-10 minut pfi pokojové teploté. Vzorek byl centrifugovan pii 12 000xg 10 minut pii 4°C,
supernatant byl odebran, peleta byla omyta 1 ml 75% ethanolu a centrifugovédna pfi
7500xg 5 minut pii 4°C. Po odebrani supernatantu byla peleta vysusena volné proudicim
vzduchem a rozpusténa v 30 ul deionizované vody pro molekularni biologii. Pro dosazeni

uplného rozpusténi byl vzorek inkubovan 10 minut pii 60°C a poté zchlazen na 4°C.

3.5.2 Extrakce na pevné fazi

RNA byla extrahovana ze vzorkd pomoci Sesti komerc¢nich souprav vzdy podle
instrukci od vyrobce. Soupravy obsahovaly kolony s pevnou fazi a roztoky na lyzaci,
promyvani a eluci vzorkt. Cely postup byl provadén pii pokojové teplote, eluovana RNA
byla ihned zchlazena na 4°C. Pokud neni uvedeno jinak, aplikovany roztok DNazy byl
pfipraven rozpus§ténim lyofilizované DNézy (1500 U) v 550 ul vody a naslednym fedénim
8x v roztoku ,RDD®“. Ve vSech piipadech byla pro eluci pouzita vysoce Cista

deionizovana voda zbavena RNaz a DNaz.
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Pti pouziti NucleoSpin RNA II soupravy byla rozmrazend peleta bunék lyzovana
v 350 pl lyza¢niho roztoku ,,RA1“ obsahujicim 1% 2-merkaptoethanol. VVzorek byl
vortexovan 30 vtefin a centrifugovan pies kolonu ,,NucleoSpin Filter pti 11 000xg
1 minutu pro sniZeni viskozity vzorku. Nasledné¢ bylo ke vzorku pfidano 350 pl
70% ethanolu, vzorek byl promichan a aplikovan na ,,NucleoSpin RNA II Column*
kolonu, ktera byla centrifugovana pii 11 000xg 1 minutu. Kolona byla omyta 350 ul
MDB pufru a centrifugovana pii 11 000xg 1 minutu. Lyofilizovana DNaza dodana jako
soucast soupravy byla rozpusténa podle navodu. Roztok DNazy byl dale 10x nafedén
roztokem ,,Reaction Buffer for rDNase*, 95 ul fedéného roztoku DNazy bylo aplikovano
na kolonu a inkubovano 20 minut. Kolona byla omyta 200 ul pufru ,,RA2“
a centrifugovana pii 11 000Xg 1 minutu. Stejnym postupem byla kolona omyta 600 pl
apoté 250 pl pufru RA3. Na pevnou fazi kolony bylo aplikovano 60 ul vody a inkubovano
5 minut. RNA byla eluovana z kolony centrifugaci pii 11 000xg 1 minutu.

Pii pouziti NucleoSpin RNA XS soupravy byl postup izolace obdobny postupu
popsaném pro NucleoSpin RNA II pouze s rozdilem v pouzitych objemech roztoku:
pelety bun¢k byly lyzovany v 200 pl pufru ,,RA1* obsahujicim 0,28% TCEP, ke vzorku
bylo ptidano 200 pl 70% ethanolu, kolona byla omyta 100 pl ,,MDB* pufru a nasledné
bylo aplikovano 25 pl fedéné DNazy. Kolona byla omyta 100 pl pufru ,,RA2“ a 400 pul
a 200 pl pufru ,,RA3“, RNA byla eluovana 15 pl vody.

Vzorek izolovany soupravou RNeasy Mini Kit byl lyzovan v 550 ul pufru ,,RLT*
obsahujicim 1% 2-merkaptoethanol, vortexovan 30 vtefin a inkubovan 10 minut. Po
pfidani 550 pl 70% ethanolu a promichéani byl vzorek aplikovan na kolonu ,,RNeasy
column® a centrifugovan pfi 10 000xg 1 minutu. Kolona byla omyta 350 ul pufru ,,RW1%,
na kolonu bylo aplikovano 80 pl roztoku DNazy a inkubovano 20 minut. Kolona byla
omyta 400 ul pufru ,,RW1*“a 500 ul pufru,,RPE®, vzdy pomoci centrifugace pti 10 000xg
1 minutu. Kolona byla nasledné omyta 500 ul pufru ,,RPE* a centrifugovana pti 10 000xg
2 minuty, poté byla kolona v suché zkumavce opét centrifugovana pii 18 000xg 1 minutu.
Na kolonu bylo aplikovano 30 pl vody a inkubovano 5 minut, RNA byla eluovana
centrifugaci pfi 10 000xg 1 minutu.
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Izolace soupravou RNeasy Micro Kit probihala podle stejného postupu jako izolace
soupravou RNeasy Mini Kit s nasledujicimi rozdily: pouzita kolona ,,RNeasy MinElute
spin column® byla misto druhého oplachu pufrem ,,RPE*“ oplachnuta 80% ethanolem
a kolona v suché zkumavce byla centrifugovana pii 18 000xg 5 minut. RNA byla
eluovana 15 pl vody.

Izola¢ni postup soupravou ZR RNA MiniPrep zahrnoval lyzaci pelety bun¢k v 400 ul
pufru ,,RNA Lysis Buffer®, vortexovani 30 vtefin a naslednou centrifugaci vzorku pfii
12 000xg 1 minutu. Supernatant byl aplikovan na kolonu ,,Zymo-Spin IIIC Column*
a centrifugovan pii 10 000xg 1 minutu. K proteklé frakci bylo pfidano 320 pl
96% ethanolu a promichano. Vzorek byl aplikovéan na kolonu ,,Zymo-Spin IIC Column
a centrifugovan pii 12 000xg 1 minutu. Kolona byla omyta 400 ul pufrem ,,RNA Wash
Buffer a centrifugovana pii 12 000xg 1 minutu. Nasledné bylo na kolonu aplikovano
80 ul DNazy tedéné v pufru ,RNA Wash Buffer misto pufru ,,RDD* a inkubovano
20 minut. Kolona byla centrifugovana pii 12 000xg 1 minutu, oplachnuta 400 ul pufru
»RNA Prep Buffer a nasledné 800 pl a 400 pl pufru ,,RNA Wash Buffer, po kazdém
oplachu byla provedena centrifugace ptfi 12 000xg 1 minutu. Poté byla kolona opét
cetrifugovana v prazdné zkumavce pii 12 000xg 2 minuty. Na kolonu bylo aplikovano
30 pl vody a inkubovano 5 minut. RNA byla eluovana centrifugaci pti 12 000xg 1 minutu.

Izola¢ni postup soupravou ZR RNA MicroPrep se shodoval s postupem uzitym pro
ZR RNA MiniPrep s n¢kolika rozdily: na kolonu bylo aplikovano 30 pl fedené DNazy,
RNA byla eluovana 15 pl vody.

3.6 Spektrofotometrické méreni

3.6.1 Spektrofotometr NanoDrop ND-1000

Pii spusténi byl spektrofotometr NanoDrop ND-1000 pfipojen k pocitaci, optické
plochy byly ocistény vlhkym ubrouskem a nasledné na né bylo pipetovano 1,3 ul vody.
Software NanoDrop 1000 3.7 byl spustén a pfistroj inicializovan. Ve vybéru metod byla
zvolena varianta méfeni RNA. Poté byla na optické ¢asti opét aplikovana voda a métena

jako slepy vzorek. Nasledné byly méteny jednotlivé vzorky, vzdy s nanaskou na pfistroj
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1,3 pl. Zméfené vzorky byly otirany ubrouskem. Data na konci méteni byla exportovana

ve formatu ,,full report* pro zachovani celého méteného spektra.

3.6.2 Fotometr BioPhotometer Eppendorf

Po zapnuti pfistroje byla zvolena metoda méfeni RNA. Slepy vzorek a vzorky RNA
byly méteny v plastové kyveté v celkovém objemu 60 pl. Pro méteni vSech vzorkt
izolovanych jednou soupravou byla vzdy pouzita stejnd kyveta, ktera byla mezi vzorky
proplachovana vodou. Vzorky byly pro méfeni fedény vodou v riznych pomeérech podle
své koncentrace. Hodnoty métené koncentrace a absorbance v 230, 260, 280 a 320 nm

byly zapisovany ru¢né.

3.6.3 Zpracovani dat

Data byla zpracovana v softwaru Microsoft Office Excel. Statisticka analyza dat byla
provedena v softwaru GraphPad Prism 6.0 pomoci Wilcoxonova neparametrického

parového testu.
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4 Vysledky

Cilem studie byla optimalizace piipravy RNA pro naslednou analyzu genové exprese
metodou RT-PCR. Zminéna technika vyzaduje purifikovanou RNA o vysoké ¢istoté
a presn¢ urcené koncentraci. Pro tento ucel byly porovnany dva spektrofotometrické
pristroje v parametrech piesnosti méfeni Koncentrace a Cistoty RNA a ve vypovédni
hodnoté méfenych dat. Testovany byly piistroje NanoDrop ND-1000 a BioPhotometer
Eppendorf (dale jen NanoDrop a BioPhotometer).

4.1 Srovnani méricich pristroji

Srovnani bylo provedeno na fedici fad¢ pfipravené rozpusténim lyofilizované poly-
A RNA ve vodé na piibliznou koncentraci 1280 ng/ul. Redici fada obsahovala vzorky
0 pfiblizné koncentraci 1280 ng/ul, 640 ng/ul, 320 ng/ul, 160 ng/ul, 80 ng/ul, 20 ng/ul,
5 ng/ul. Kazdy vzorek byl proméfen Etytfikrat obéma ptistroji pro stanoveni chyby méteni.
Statisticka analyza provedena pomoci Wilcoxonova parového testu ukazala, ze odchylky
meéteni koncentrace poly-A RNA se mezi obéma pfistroji na hladiné¢ vyznamnosti 0,05
statisticky vyznamné 1i§ily (variaéni koeficient méfeni 0.01986 <+ 0.0131
a 0.06623 + 0.01809 pro piistroj NanoDrop, resp. BioPhotometer). Hodnoty métené
pfistrojem BioPhotometer vykazovaly vétSi chybu méfeni nez hodnoty ziskané ptistrojem
NanoDrop (obr. 12). Hruba data méteni jsou uvedena v piiloze 1, ¢iselné hodnoty méfeni
pouzité v grafu jsou zobrazeny v ptiloze 2.

Statistickd analyza hodnot pomeéru absorbanci 260/280 nm neukédzala v tomto
parametru statisticky vyznamny rozdil mezi odchylkami méfeni obou pfistroju (obr. 13).

Ciselné hodnoty méfeni jsou zobrazeny Vv ptiloze 3.
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Obr. 12. Srovnani prlimérnych hodnot koncentrace RNA mérenych pfistroji NanoDrop a
BioPhotometer ve vzorcich fedici fady poly-A RNA. V grafu zobrazeny smérodatné odchylky

hodnot.
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Obr. 13. Srovnani priimérnych hodnot poméru absorbanci 260/280 nm RNA mérenych pfistroji
NanoDrop a BioPhotometer ve vzorcich fedici fady poly-A RNA. V grafu zobrazeny smérodatné

odchylky hodnot.
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Nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi odchylkami méfeni obou pfistroji
Vv parametru poméru absorbanci 260/230 nm (obr. 14). Méfené hodnoty tohoto poméru se
pohybovaly v rozmezi 2,5 — 4,2 s vyjimkou méfeni nejméné koncentrovaného vzorku
ptistrojem NanoDrop, ktery mél zapornou hodnotu poméru. Ciselné hodnoty méfeni jsou

zobrazeny v priloze 4.

Hodnoty poméru absorbance 260/230 nm pro
5,0 - poly-A RNA
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W NanoDrop BioPhotometer
Obr. 14. Srovnani primérnych hodnot poméru absorbanci 260/230 nm RNA méfenych pfistroji

NanoDrop a BioPhotometer ve vzorcich redici fady poly-A RNA. V grafu zobrazeny smérodatné

odchylky hodnot.

Srovnani Casové narocnosti méfeni provedené¢ho na pfistrojich ukédzalo vyrazny
rozdil. Primérna doba méfeni deseti vzorkt na piistroji BioPhotometer trvala zhruba
23 minut, zatimco méfeni stejného poctu vzorkl na pristroji NanoDrop trvalo zhruba
7 minut.

Objem vzorku pouzity pro méfeni byl u pfistroje NanoDrop konstantné 1,3 pl,
zatimco u piistroje BioPhotometer se pohyboval v rozmezi 2,5 — 10 pl v zavislosti na
koncentraci RNA ve vzorku. Vzorky RNA byly pro ucely métfeni fedény tak, aby jejich
absorbance spadala do méficiho rozsahu pfistroje.

Piistroj NanoDrop umoznuje méfeni celého spektra vinovych délek v rozsahu 220-
350 nm. Tato funkce byla vyuZita pro zobrazeni absorp¢nich kiivek vzorka poly-A RNA

pouzitych pro srovnani méfeni ptistroju (obr. 15).
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Obr. 15. Absorpcni krivky vzorkd poly-A RNA mérené pristrojem NanoDrop.

4.2 Srovnani metodickych postupt izolace RNA

Ve studii byly porovnany postupy izolace RNA za ucelem ziskani maximalniho
vytézku a Cistoty purifikované RNA. Pro testovani byly vybrany techniky izolace RNA
kombinaci guanidin thiokyanat-fenol-chloroform a extrakce na pevné fazi z divodu
rychlosti, robustnosti a jednoduchého technického provedeni. Izolace kombinaci
denaturujicich chemikalii byla provedena roztokem dostupnym pod komerénim nazvem
TRI Reagent Solution (vyrobce Ambion). Postup extrakce na pevné fazi byl testovan Sesti
komerénimi soupravami: NucleoSpin RNA II a NucleoSpin RNA XS (vyrobce
Macherey-Nagel), RNeasy Mini Kit a RNeasy Micro Kit (vyrobce Qiagen) a ZR
MiniPrep a ZR MicroPrep (vyrobce Zymo Research). Popsané soupravy se fadi do dvou
kategorii podle maximalniho vazebného limitu kolony podle vyrobce — uvedeno
v zavorce. Do kategorie ,,mini* spadaji soupravy: NucleoSpin RNA Il (200 ug), RNeasy
Mini Kit (100 ug) a ZR MiniPrep (25 pg), kategorie ,,micro® obsahuje soupravy
NucleoSpin RNA XS (110 pg), RNeasy Micro Kit (45 pg) a ZR MicroPrep (5 pg).
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Testovani izolace RNA bylo provedeno na mesenchymalnich stromalnich burikach
(MSC) izolovanych z tkané konského pupec¢niku. Po enzymatické digesci byly
derivované primarni kultury kultivovany in vitro. Pro porovnani vytézki jednotlivych
izola¢nich postupti bylo pfipraveno osmnéct sad vzorkl obsahujicich 50 000, 100 000,
200 000, 400 000 a 800 000 MSC. Pro kazdy typ testované¢ho postupu a soupravy byly
pouzity kompletni sady bunécénych vzorkl, postup izolace RNA kombinaci guanidin
thiokyanat-fenol-chloroform a postup extrakce RNA soupravou NucleoSpin RNA 11,
RNeasy Mini Kit a ZR MiniPrep byl testovan na tfech sadach buné¢nych vzorku, zatimco
extrakce soupravou NucleoSpin RNA XS, RNeasy Micro Kit a ZR MicroPrep byla
testovana pouze na dvou sadach z finan¢nich divoda.

Ve vzorcich purifikované RNA byla zméfena jeji koncentrace a cistota
spektrofotometricky a ze ziskanych hodnot byl vypocitan celkovy vytézek pro dany pocet
bungk. Originalni hruba data méfeni jsou uvedena v ptiloze 5 a 6.

Z porovnavanych postupt izolace RNA vykazuje vesmés nejvyssi vytézky souprava
ZR MicroPrep krom¢ vzorku z nejvyssiho mnozstvi bunék (800 000 bungk, obr. 16).
V potadi druhy nejvyssi vytézek vykazuje souprava RNeasy Micro Kit, kterd ovSem
dosahuje nejvyssiho vytézku ve vzorku z nejvyssiho mnozstvi bunck. V poradi tieti se
doséhl postup izolace pomoci TRI Reagent Solution.

Presné ¢iselné hodnoty primérnych vytézka jednotlivych vzorki ze vSech postupti
v¢etné hodnot standardnich odchylek jsou uvedeny v piiloze 7.

Primérmé hodnoty pomeéru absorbanci 260/280 nm dosdhly u vSech vzorka
extrahovanych na pevné fazi hranice 2,0. Pouze vzorky izolované pomoci TRI Reagent
Solution dosahly hodnoty poméru 260/280 nm 1,9 (obr. 16). Ciselné hodnoty tohoto

parametru a smérodatné odchylky jsou zaznamendny Vv ptiloze 8.
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Obr. 16. Primérny vytéZzek RNA u jednotlivych izolacnich postupli v zavislosti na poctu bunék ve

vzorku. Uvedené hodnoty byly méreny pomoci spektrofotometru NanoDrop ND-1000. V grafu

zobrazeny smérodatné odchylky hodnot.

Pramérna hodnota poméru absorbanci 260/280 nm
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Obr. 16. Primérna hodnota poméru absorbanci 260/280 nm RNA purifikované testovanymi
izolaénimi postupy z bunécnych vzorki. Uvedené hodnoty byly méreny pomoci

spektrofotometru NanoDrop ND-1000. V grafu zobrazeny smérodatné odchylky hodnot.
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V prumérnych hodnotich poméru absorbanci 260/230 nm purifikované RNA
Z bunéénych vzorku se jednotlivé izola¢ni postupy vyznamné lisi (obr. 17). Soupravy ZR
RNA MiniPrep a ZR RNA MicroPrep vykazuji primérnou hodnotu 260/230 nm > 2,0
soupravy NucleoSpin RNA II a RNeasy Mini Kit dosahuji primérné hodnoty 2,0 pouze
u vzorkl s vysSim poctem bunék (400 000 bunc¢k a 800 000 bunék). Vzorky RNA
izolované pomoci TRI Reagent Solution a NucleoSpin RNA XS vykazuji nizkou hodnotu
poméru < 1,4. Ciselné hodnoty tohoto parametru a smérodatné odchylky jsou

zaznamenany v pfiloze 9.
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Obr. 17. Primérna hodnota poméru absorbanci 260/230 nm RNA purifikované testovanymi
izolaCnimi postupy z bunéénych vzorkld. Uvedené hodnoty byly méfeny pomoci

spektrofotometru NanoDrop ND-1000. V grafu zobrazeny smérodatné odchylky hodnot.

Primérna hodnota koncentrace izolované RNA se lisi predev§$im mezi vzorky
izolovanymi ,,mini“ a “micro* kategorii souprav. Sady vzorki pochazejici z izolace sadou
,micro® souprav (NucleoSpin RNA XS, RNeasy Micro Kit a ZR RNA MicroPrep)
piesahuji hraniéni hodnotu koncentrace RNA 100 ng/ul jiz ve vzorcich z 100 000 bungk,
zatimco sady vzorki ze souprav v kategorii ,,mini*“ piesahuji tuto hodnotu koncentrace
ve vzorcich 200 000 bunék (RNeasy Mini Kit a ZR RNA MiniPrep) nebo ptipadné az
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400 000 bunék (NucleoSpin RNA II), stejné tak 1 v ptipadé TRI Reagent Solution
(obr. 18). Ciselné hodnoty tohoto parametru a smérodatné odchylky jsou zaznamenany

v ptiloze 10.
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Obr. 18. Primérna hodnota poméru absorbanci 260/230 nm RNA purifikované testovanymi
izolaénimi postupy z bunéénych vzorki. Uvedené hodnoty byly méfeny pomoci
spektrofotometru NanoDrop ND-1000. V grafu zobrazeny smérodatné odchylky hodnot.
Oproti pfistroji BioPhotometer méfi pristroj NanoDrop navic celé spektrum
vlnovych délek v oblasti blizkého UV zafeni. Tato funkce byla vyuZita pro zobrazeni

absorpénich kiivek jednotlivych vzorkt, viz piiloha 11.
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5 Diskuze

Studie se zabyva optimalizaci piipravy RNA jakoZzto templatu pro naslednou analyzu
genoveé exprese mesenchymalnich stromalnich bunék derivovanych z tkané konského
pupecniku pomoci metodiky RT-PCR. Tento metodicky pfistup vyzaduje zhodnoceni
dvou zakladnich bodt projektu: mnozstvi a Cistoty izolované RNA a piesnosti stanoveni
téchto hodnot.

Cistotu izolované RNA je moZno stanovit nékolika postupy, spektrofotometrické
metody jsou vSak nejvice vyuzivanymi technikami vzhledem k c¢asové a finanéni
nenaro¢nosti a presnosti ve srovnani s pouzitim RNA ¢ipt nebo separaci izolované RNA
Vv agarosovém gelu za denatura¢nich podminek (28).

V soucasné dobé se ve stile vétsi mife pouzivaji spektrofotometry S moderni
konstrukei zahrnujici pfevod zafeni optickymi vlakny. Do studie bylo proto zahrnuto
porovnani nékolika parametrii dvou typu spektrofotometrtt — fotometru BioPhotometer
s klasickou konstrukci méfeni v kyvetach a spektrofotometru NanoDrop s konstrukeci
méteni vzorku mezi optickymi plochami. Srovndvané parametry se tykaly chyby méfeni,
rychlosti métfeni, minimalniho objemu vzorku nutného pro méfeni a vypovédni hodnoty
ziskanych dat.

Chyba méfteni byla stanovena jako smérodatna odchylka primérné hodnoty ziskané
opakovanym métenim stejného vzorku. Parametr byl zjiStovan pro stanoveni koncentrace
jakozto 1 pro stanoveni poméru absorbanci 260/280 nm a 260/230 nm, které urcuji Cistotu
RNA. Pro testovani byla pouzita koncentra¢ni fada vznikld fedénim komercné ziskané
poly-A RNA. Statisticka analyza prokazala statisticky vyznamny rozdil v odchylce
méteni koncentrace RNA mezi obéma pfistroji, pfi¢emz chyba méfeni byla veétsi
u ptistroje BioPhotometer. Rozdil v chybé méfeni pomérd absorbanci 260/280 nm
a 260/230 nm mezi piistroji byl statisticky vyznamny. V¢EtSi chyba méfeni pristroje
BioPhotometer je z ¢asti dana ziejmé samotnou konstrukci. Mozné zdroje chyb u méfeni
v kyvetach pochazeji predevsim z kyvety samotné. Méfeni je ovlivnéno optickou kvalitou
materidlu, z kterého je kyveta vyrobena. Castym problémem jsou vrypy a $krabance na

sklenénych kyvetach, ptipadné nedokonalosti vylisu u plastovych kyvet. Pro spravné

48



méfeni musi mit kyvety pfesné definovanou tloustku. Dale mize byt méteni zneptresnéno
diky rozptylu svétla dopadajiciho na prachové castice na povrchu kyvety (Spinavé
kyvety), ptipadné piimo uvniti vzorku, a také diky odrazu svétla na sténé kyvety (29).
Podstatna ¢ast chyby méteni je vSak pravdépodobné zpisobena nutnosti fedéni vzorku
pfi méfteni, které pti sebepeclivejsi praci nikdy neni absolutné presné.

M¢tené hodnoty poméru absorbanci 260/280 nm a 260/230 nm u vzorkd poly-A
RNA byly nezvykle vysoké — pohybovaly se v rozmezi 2,5 — 3,7. Hodnoty téchto pomérta
jsou u bunééné RNA zpravidla 1,8 — 2, pficemz pfitomnost kontaminantii ve vzorku
hodnotu poméru snizuje. Moznym vysvétlenim tohoto jevu je nukleotidové slozeni
testované RNA. Poly-A RNA je sloZena z jednoho typu nukleotidu — adeninu. Adenin ma
vSak vysokou absorbanci v 260 nm a jeho pomér absorbanci 260/280 nm nabyva hodnoty
4.5 (24). Pripadna technicka chyba méteni byla vylouc¢ena faktem, Ze nezvyklé hodnoty
byly méfeny ve vSech vzorcich poly-A RNA obé&ma piistroji. Nasledné méreni RNA
Z bunécnych vzorki vykazovalo bézné ofekavané hodnoty ~ 2.

Odhad doby potifebné pro métfeni vzorkii ukazal vice nez trojnasobny rozdil mezi
srovnavanymi pfistroji, pfi¢emz vzorky byly méfeny za krat§$i dobu na pfistroji
NanoDrop. Rozdil v dobé méteni je dan predevsim nutnosti fedeni vzorkl a vyplachu
kyvety pfi méfeni na pfistroji BioPhotometer. Pii méfeni na pfistroji NanoDrop je
vymeéna vzorkl rychld — vyzaduje pouze osuSeni optickych ploch od ptedchoziho
vzorku (22). Tento parametr hraje roli pfedevsim v pfipadé méteni vétsiho poctu vzorki.
Casova prodleva zplisobena méfenim mize zapfidinit zvy$enou miru degradace RNA.
Pilotni experimenty ukazaly, Ze nékteré markery genové exprese mohou byt stanoveny
pouze V piipadé, kdy izolovand RNA nebyla pted pfepsanim do cDNA zamraZena, proto
jsou vzorky RNA po ¢as méteni skladované ve 4°C.

V ptipadech, kdy se mnoZstvi RNA potiebné pro analyzu bliZi mnozZstvi ziskanému
izolaci (napf. z divodu malého mnoZstvi zdrojového materialu nebo nizkého vytézku
izolace), hraje roli pfi vybéru pfistroje 1 minimani mnoZstvi RNA potiebné pro méteni
koncentrace a Cistoty vzorku. NanoDrop vyzaduje pro méfeni minimalni objem vzorku
1 pl. Na rozdil od n€j jsou vzorky v pfistroji BioPhotometer méfeny v kyvetach

S minimalnim objemem pro méfeni 50 pl. Vzhledem k omezenému objemu eluované
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RNA je tedy nutné vzorky pii tomto méfeni fedit ve vodé nebo pufru, pficemz tedici
poméry jsou regulovany podle odhadované koncentrace vzorku tak, aby absorbance
roztoku spadala do rozmezi 0,1 — 2, ve kterém plati Lambert-Beertv zakon. Obecn¢ je
optimalni rozsah absorbance pro méfeni koncentrace latek 0,2 — 1, kdy relativni chyba
meéfeni je pomérné nizka (29). U vzorku s nizkou koncentraci RNA nastava problém
s nedostatkem vzorku, u vysoce koncentrovanych vzorka naopak problém s vyssi chybou
méieni danou vyssim fedénim vzorku pro méfeni (urcity vliv na vysledek méfeni ma
i fedici roztok, respektive jeho pH; 30). Rozhodujici je zde tloustka méfené vrstvy vzorku
— u pristroje BioPhotometer je to konstantni hodnota 10 mm dana tloustkou kyvety.
BioPhotometer ma dynamicky rozsah méteni absorbance pfi vinové délce 260 nm 0 — 2,6
(pti pouziti plastové kyvety UVette; 31). NanoDrop ovSem umoziuje vétsi dynamicky
rozsah méteni diky systému méfeni dvou tlousték kazdého vzorku — 0,2 a 1 mm (32).
Nasledné¢ Nanodrop nasobi méfenou absorbanci 50X, resp. 10x a zobrazi tak bézné
uzivanou hodnotu absorbance vzorku o tloust’ce 1 cm. Tedy pifi méfeni stejné hodnoty
absorbance vzorku postacuje padesatinasobné nizsi koncentrace RNA v piipadé méteni
ptistrojem NanoDrop ve srovnani s piistrojem BioPhotometer. Proto je mozné piistrojem
NanoDrop zméfit vyrazné vyssi koncentraci nukleovych kyselin bez nutnosti fedéni.
Maximalni koncentrace RNA méfitelna ptistrojem NanoDrop je 3000 ng/pl. Ve srovnani
S tim pfistroj BioPhotometer dokdZe méfit koncentraci do maximalni hodnoty
~ 100 ng RNA/ul. Na méfeni piistrojem NanoDrop byl spotfebovan objem 1,3 ul vzorku,
zatimco pro méfeni pristrojem BioPhotometer bylo tfeba 2,5 — 10 ul vzorku v zavislosti
na koncentraci RNA.

Konstrukce srovnavanych ptistrojii se 1i8i v spektru vlnovych délek, které pfistroj
zaznamenava. NanoDrop je konstruovan jako spektrofotometr, ktery méti celé spektrum
zéateni, zatimco BioPhotometer jakozto fotometr zaznamenavad pouze jednotlivé
definované vinové délky, v oblasti UV jsou to vinové délky 230 nm, 260 nm, 280 nm
a 320 nm. Z takto ziskanych dat je mozné ur€it koncentraci a Cistotu RNA ve vzorku.
Hodnota absorbance v 320 nm se pouziva k normalizaci hodnot absorbance nukleovych
kyselin. Pfesto moznost prohlédnuti celé absorp¢ni kiivky zobrazené spektrofotometrem

piinasi dalsi informace. Z hladkosti absorp¢ni kiivky je mozné odvodit charakter ptipadné
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kontaminace (organicka latka, proteiny,...) a optimalizovat izolacni postup pro
odstranéni nezadoucich kontaminantii. V ptipad¢ pouziti extrakénich postupi pomoci
guanidin thiokyanatu je vhodné kontrolovat hladkost absorp¢ni kiivky v oblasti 260 nm.
Uvedené denaturacni Cinidlo absorbuje v 260 nm a tak miize kontaminace i malym
mnozstvim této latky vést k faleSné nadhodnocenym vysledkiim. Tento efekt je patrny na
izolatech soupravy NuleoSpin RNA XS (pfiloha 11). Na absorp¢nich kiivkach RNA
izolované TRI Reagent Solution je patrna kontaminace vzorkt fenolem, ktera se ¢asto pii
tomto typu izolace vyskytuje (pfiloha 11). V piipadé méfeni poméru absorbanci
260/230 nm byly méfeny atypicky vysoké hodnoty. Kontrola spektra poly-A RNA
neukazala Zadné kontaminanty, pouze nezvykle strmy pribéh kiivky (obr. 15). Moznost
sledovani celé absorpéni kiivky tedy pomohla ke spravné interpretaci méfenych hodnot
absorbance. Proto je z hlediska vypovédni hodnoty dat posuzovan NanoDrop jako
vhodnéjs$i model pro studii.

Metodiky zahrnujici reversni transkripci vyzaduji pouziti kvalitni vysoce
purifikované RNA. Derivace a nasledna kultivace MSC je finan¢né a asov€ narocna
operace, proto byl v této studii hledan postup izolace umoznujici maximalni vytézek RNA
Z dostupného mnozstvi zdrojového bunécného materidlu. V soucasnosti se pro izolaci
RNA pouzivaji predevsim dvé techniky — izolace kombinaci guanidin thiokyanat-fenol-
chloroform a extrakce na pevné fazi neboli kolonova izolace. Posledné uvedeny typ
metody se velmi rychle vyviji, na trhu se objevuji nové varianty souprav. Pro srovnani
metod byl zvolen TRI Reagent Solution jakozto izolace kombinaci chemickych latek (tato
kombinace je znama také pod komerénim nadzvem TRIzol) a Sest souprav od tfech
vyrobcl spadajicich podle svého maximalniho vazebného limitu do kategorii ,,mini*
a ,,micro* kolonovych izolaci. Uéelem srovnani bylo nalezeni postupu, ktery by vedl
k dostatecné velkému vytézku vysoce Cisté RNA z co nejmensiho poctu bunék. Podle
ptedpokladu by vzorek izolované RNA mél obsahovat zhruba 5 pg RNA o hodnoté 2,0
pro oba poméry absorbanci 260/280 nm a 260/230 nm a 0 minimalni koncentraci
100 ng RNA/ul.

Nejvyssi vytézek RNA byl ziskéan izolaci pomoci ZR RNA MicroPrep soupravy, diky
které bylo izolovano z 200 000 bun¢k 4,91 pg RNA. Podobného vysledku dosahla
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souprava RNeasy Micro Kit (4,3 pg RNA). Uspokojivého vysledku bylo dosazeno
pomoci souprav ZR RNA MiniPrep a NucleoSpin RNA 1I, kterymi bylo izolovano
pozadované mnozstvi RNA ze 400 000 bun¢k (9,39 ug RNA, resp. 7,36 pg RNA).
Pozadovana distota v parametru poméru 260/280 nm byla splnéna drtivou vétSinou
vzorkl s vyjimkou izolatlh TRI Reagent Solution metodou. Kontaminace fenolem v téchto
vzorcich je patrnd na absorpénich kiivkach (ptiloha 11). Pozadavek na pomér 260/230
nm vétsi nez 2,0 byl splnén jen ve dvou piipadech souprav — ZR RNA MicroPrep a ZR
RNA MiniPrep. Soupravy RNeasy Micro Kit, NucleoSpin RNA 1l a RNeasy Mini Kit
vykazovaly pomér u vétSiny vzorki v rozmezi 1,9 — 2,0. Souprava NuleoSpin RNA XS
a TRI Reagent Solution produkovaly RNA s velmi nizkym pomérem 260/230 nm, coz
ukazuje na kontaminaci guanidin thiokyanatem nebo fenolem. PoZadované¢ minimalni
koncentrace bylo dosazeno v kategorii ,,micro* souprav jiz ve vzorcich z 100 000 bunék,
Vv kategorii ,,mini“ souprav pak ve vzorcich 200 000 bunék, piipadn¢ 400 000 bunck
(NucleoSpin RNA 11). Cistota RNA je dilezita pfedeviim pro nasledny prepis do cDNA
pomoci reverzni transkriptazy (33). Tento enzym je inhibovan kontaminantami
ptitomnymi z nedostateéné purifikované RNA, coz vede ke snizeni efektivity RT-PCR,
ztrat¢ normalizace vzorkll a naslednému pouziti podlimitniho mnozstvi templatu pro
finalni PCR reakci.

Doba nutnd pro provedeni izolacniho postupu je pro vSechny metody piiblizné
shodna, tento parametr proto nebyl posuzovan.

Ackoli izolace RNA pomoci TRI Reagent Solution je financné€ vyrazn€ vyhodné;si,
tato metoda pouZit4 pro izolaci z malého mnoZstvi bun¢k produkuje RNA v nedostate¢né
Cistote.

Ze srovnani vSech sledovanych parametrii vyplyva, Ze nejvhodnéjsi soupravou pro
izolaci RNA uréené pro naslednou analyzu genové exprese je ZR RNA MicroPrep.
Parametry sledované v této studii vSak nepostihuji plné ptipadny stav degradace
izolované RNA, proto by bylo vhodné otestovat izolovanou RNA jeSté pomoci

formaldehydového agarosového gelu (34) nebo pomoci RNA ¢ipu.
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6 Zaver

Naplni studie byla optimalizace techniky pfipravy RNA pro ndsledné pouziti

V analyze genové exprese.

Ze sedmi testovanych izola¢nich postupt spliiovala nejlépe pozadavky nasledné
analyzy souprava ZR RNA MicroPrep fungujici na principu extrakce na pevné fazi.

Tato souprava méla mezi testovanymi postupy nejvyssi vyteézky purifikované RNA,
prficemz pozadované mnozstvi RNA (~ 5 pg RNA) bylo ziskano ze vzorku
obsahujiciho 200 000 bun¢k. Primérna hodnota vytézku ZR RNA MicroPrep soupravy
z 200 000 bungk byla 4,91 ug RNA.

Vzorky RNA purifikované touto soupravou vykazovaly zaroven vysokou ¢istotu.
Izolovana RNA z 200 000 bun¢k dosahovala v parametru poméru absorbanci 260/280 nm
primérnych hodnot 2,04 a u poméru absorbanci 260/230 nm pramérnych hodnot 2,14;
ptesahla tak pozadovany minimalni limit obou poméra 2,0.

Souprava ZR RNA MicroPrep RNA splnila i pozadavek na minimalni limit
koncentrace izolované RNA (100 ng/ul), primérna hodnota koncentrace RNA izolované

ze vzorku 200 000 buné¢k touto soupravou byla 327 ng/ul.

Spektrofotometrické piistroje NanoDrop ND-1000 a BioPhotometer Eppendorf byly
porovnany ve Ctyfech parametrech.

Ptistroj NanoDrop vykazoval statisticky vyznamné mensi odchylky méteni
koncentrace RNA neZ ptistroj BioPhotometer. V odchylkach méteni pomérti absorbanci
260/280 nm a 260/230 nm se piistroje statisticky vyznamné nelisily.

Porovnani doby trvani méteni ukazalo velmi vyrazny rozdil mezi pfistroji. 10 vzorka
RNA bylo zméfeno na pfistroji NanoDrop za zhruba 7 minut, zatimco na piistroji
BioPhotometer trvalo méfeni stejného poctu vzorkl vice nez trojnasobnou dobu
(23 minut).

Srovnani objemu vzorku potfebného pro méfeni ukazalo vyznamny rozdil mezi

pfistroji dany jejich konstrukci a dynamickym rozsahem. Pro méfeni na pfistroji
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NanoDrop bylo tieba 1,3 ul vzorku a vzorek nebylo tfeba fedit. Pii pouziti pfistroje
BioPhotometer bylo tfeba minimalniho objemu vzorku 2,5 — 10 pl podle miry fedéni
vzorku nutné z diivodu malého méficiho rozsahu piistroje.

Oba pristroje pii méfeni poskytovaly hodnoty absorbance pii 260 nm, 280 nm a 230
nm a vypoctené koncetrace RNA. NanoDrop navic umoziioval zobrazeni absorbance
celého spektra zafeni v rozsahu 220 — 350 nm. Tato informace pomohla k charakterizaci
kontaminace vyskytujici se v nékterych vzorcich, proto byl NanoDrop posuzovan jako
pristroj s vétsi vypoveédni hodnotou dat.

V souhrnu byl pro stanoveni koncentrace a Cistoty RNA za ucelem analyzy genové
exprese z testovanych ptistroji vybran pfistroj NanoDrop z divodu mensi chyby a kratsi
doby méfeni, spotfeby mensiho mnozstvi vzorku pro méfeni a ziskani dat s vétsi

vypovédni hodnotou.
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8 Piilohy

Priloha 1
Hruba data spektrofotometrického méfeni koncentrace poly-A RNA ve vzorcich

fedici fady.

NanoDrop
poly-A RNA [ng/ul]  koncentrace [ng/ul] A260 A280 260/280 260/230
5 5,01 0,125 0,048 2,62 -4,69
5 3,8 0,095 0,007 12,84 -1,7
5 4,69 0,117 0,044 2,68 -2,41
5 4,61 0,115 0,044 2,61 -3,74
20 20,8 0,52 0,171 3,03 4,18
20 20,74 0,519 0,17 3,06 4,4
20 21,13 0,528 0,165 3,21 3,92
20 21,11 0,528 0,173 3,04 4,28
80 90,63 2,266 0,75 3,02 3,19
80 90,46 2,261 0,732 3,09 3,17
80 89,37 2,234 0,745 3 3,12
80 88,66 2,216 0,704 3,15 3,17
160 179,53 4,488 1,42 3,16 3,2
160 180,34 4,509 1,404 3,21 3,22
160 179,91 4,498 1,445 3,11 3,15
160 179,79 4,495 1,402 3,21 3,25
320 375,4 9,385 2,76 3,4 3,46
320 374,95 9,374 2,786 3,36 3,5
320 373,53 9,338 2,766 3,38 3,51
320 379,78 9,494 2,775 3,42 3,52
640 742,03 18,551 5,473 3,39 3,36
640 737,49 18,437 5,431 3,39 3,35
640 738,71 18,468 5,452 3,39 3,34
640 761,7 19,042 5,639 3,38 3,34
1280 1483,1 37,078 10,883 3,41 3,46
1280 1488,37 37,209 10,846 3,43 3,45
1280 1477,44 36,936 10,769 3,43 3,46
1280 1481,02 37,025 10,772 3,44 3,47

BioPhotometer
poly-A RNA [ng/ul] koncentrace [ng/ul] 260/280 260/230 A230 A260 A280 A320

5 6 2,5 3,2 0,01 0,03 0,010 0,000
5 7 2,2 2,6 0,01 0,03 0,012 0,000
5 7 2,8 2,4 0,01 0,03 0,011 0,000
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5 9 2,1 2,1 0,02 0,04 0,018 0,011

20 24 2,8 2,4 0,04 0,10 0,036 0,001
20 23 2,7 2,5 0,04 0,10 0,036 0,000
20 24 2,7 2,4 0,04 0,10 0,037 0,001
20 22 2,7 2,5 0,04 0,09 0,035 0,000
80 104 3,1 3,2 0,13 0,43 0,139 0,000
80 109 2,9 3,0 0,15 0,45 0,155 0,009
80 92 2,9 2,8 0,14 0,38 0,133 0,000
80 90 2,9 2,7 0,14 0,38 0,132 0,000
160 224 3,2 3,5 0,27 0,94 0,293 0,019
160 220 3,2 3,5 0,26 0,91 0,283 0,004
160 218 3,2 3,5 0,26 0,91 0,284 0,004
160 211 3,2 3,4 0,26 0,88 0,276 0,002
320 431 3,3 3,7 0,48 1,80 0,549 0,063
320 440 3,4 3,7 0,51 1,83 0,545 0,001
320 419 3,3 3,7 0,48 1,75 0,531 0,003
320 416 3,3 3,7 0,47 1,74 0,528 0,003
640 884 3,3 3,6 0,52 1,84 0,551 0,008
640 816 3,4 3,7 0,46 1,70 0,506 0,002
640 857 3,3 3,6 0,50 1,79 0,543 0,008
640 1027 3,4 3,7 0,58 2,14 0,637 0,001
1280 1788 3,3 3,6 0,52 1,86 0,567 0,003
1280 1584 3,4 3,7 0,45 1,65 0,490 0,001
1280 1531 3,4 3,6 0,44 1,60 0,471 0,002
1280 1584 3,4 3,7 0,45 1,65 0,490 0,002

Piiloha 2
Tabulka primérnych hodnot koncentrace RNA méfené dvéma pfistroji ve vzorcich
fedici fady poly-A RNA. Hodnoty ptedstavuji aritmeticky pramér ¢ty méfeni jednoho

vzorku. Sm.odch. — smérodatna odchylka.

Nanodrop BioPhotometer
poly-A RNA [ng/ul] | koncentrace [ng/ul] sm. odch.| koncentrace [ng/ul]  sm. odch.
5 4,77 0,17 7,20 1,12
20 20,95 0,18 23,25 0,78
80 89,78 0,81 98,85 7,93
160 179,89 0,29 218,40 4,72
320 375,92 2,34 426,60 9,32
640 744,98 9,79 896,10 79,51
1280 1482,48 3,96 1621,80 98,35
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Piiloha 3
Tabulka primérnych hodnot poméru absorbanci 260/280 nm meéfenych dvéma
pristroji ve vzorcich fedici fady poly-A RNA. Hodnoty piedstavuji aritmeticky pramér

¢tyf méfeni jednoho vzorku. Sm.odch. — smérodatna odchylka.

Nanodrop BioPhotometer
poly-A RNA [ng/ul] 260/280 nm  sm. odch. 260/280 nm  sm. odch.
5 2,64 0,03 2,41 0,27
20 3,09 0,07 2,69 0,04
80 3,07 0,06 2,95 0,10
160 3,17 0,04 3,20 0,02
320 3,39 0,02 3,30 0,04
640 3,39 0,00 3,34 0,03
1280 3,43 0,01 3,35 0,04

Piiloha 4
Tabulka primérnych hodnot poméru absorbanci 260/230 nm méfenych dvéma
pristroji ve vzorcich fedici fady poly-A RNA. Hodnoty pfedstavuji aritmeticky praimér

¢tyf méteni jednoho vzorku. Sm.odch. — smérodatna odchylka.

Nanodrop BioPhotometer
poly-A RNA [ng/ul] 260/230 nm  sm. odch. 260/230 nm  sm. odch.
5 -3,61 0,94 2,57 0,41
20 4,20 0,18 2,48 0,04
80 3,16 0,03 2,92 0,21
160 3,21 0,04 3,48 0,04
320 3,50 0,02 3,68 0,02
640 3,35 0,01 3,62 0,05
1280 3,46 0,01 3,65 0,04
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Piiloha 5
Hrub4 data spektrofotometrického méfeni koncentrace RNA v bunécnych
vzorcich ptistrojem NanoDrop ND-1000.

TRI Reagent Solution
exp. pocet bunék koncentrace [ng/ul] A260 A280 A260/280  A260/230

A 0 -0,46  -0,011 -0,015 0,76 0,53
50000 16,7 0,418 0,205 2,03 0,09

100 000 36,47 0,912 0,477 1,91 0,08

200 000 69,01 1,725 0,891 1,94 0,16

400 000 131,38 3,285 1,714 1,92 0,34

800 000 340,83 8,521 4,428 1,92 0,65

B 0 -0,76  -0,019 -0,028 0,67 -4,58
50000 18,42 0,46 0,233 1,97 0,05

100 000 40,7 1,017 0,547 1,86 0,18

200 000 72,63 1,816 0,946 1,92 0,26

400 000 176,69 4,417 2,302 1,92 0,63

800 000 379,55 9,489 4,984 1,9 0,92

C 0 -0,58  -0,015 -0,045 0,32 -0,42
50 000 27,1 0,677 0,407 1,66 0,08

100 000 42,21 1,055 0,593 1,78 0,14

200 000 94,68 2,367 1,289 1,84 1,05

400 000 171,26 4,281 2,24 1,91 0,96

800 000 327,03 8,176 4,211 1,94 0,65

NucleoSpin RNA 11
exp. pocet bunék koncentrace [ng/ul] A260 A280 A260/280  A260/230

A 0 -0,32 -0,008  -0,029 0,27 0,32
50000 18,72 0,468 0,233 2,01 1,29

100 000 44,88 1,122 0,559 2,01 1,92

200 000 61,2 1,53 0,727 2,1 1,75

400 000 127,5 3,187 1,526 2,09 1,84

800 000 263,73 6,593 3,185 2,07 2,14

B 0 -0,65 -0,016  -0,022 0,73 0,62
50 000 15,17 0,379 0,197 1,93 0,79

100 000 33,95 0,849 0,415 2,04 1,79

200 000 62,07 1,552 0,749 2,07 2,02

400 000 136,58 3,415 1,625 2,1 1,96

800 000 261,33 6,533 3,166 2,06 2,21

C 0 -0,04  -0,001 0,007 -0,13 0,06
50 000 10,87 0,272 0,135 2,01 1,51

100 000 27,76 0,694 0,324 2,14 1,53

200 000 56,34 1,408 0,658 2,14 2,05

400 000 103,9 2,598 1,277 2,03 2,07
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800 000 266,32 6,658 3,241 2,05 2,18
RNeasy Mini Kit
exp. pocet bunék koncentrace [ng/ul] A260 A280  A260/280  A260/230
A 0 -0,45 -0,011 -0,009 1,21 0,48
50 000 26,15 0,654 0,336 1,94 1,31
100 000 57,01 1,425 0,713 2 0,52
200 000 113,49 2,837 1,364 2,08 1,91
400 000 206,38 5,159 2,507 2,06 1,88
800 000 368,03 9,201 4,56 2,02 1,99
B 0 -0,15 -0,004 -0,009 0,41 0,28
50 000 23,59 0,59 0,312 1,89 1,18
100 000 58,98 1,475 0,75 1,96 1,64
200 000 103,21 2,58 1,315 1,96 1,95
400 000 310,9 7,773 3,837 2,03 2,08
800 000 556,98 13,924 6,714 2,07 2,03
C 0 1,44 0,036 0,03 1,19 0,41
50 000 29,3 0,733 0,355 2,07 1,31
100 000 43,25 1,081 0,537 2,01 1,67
200 000 93,34 2,333 1,119 2,09 1,89
400 000 276,9 6,922 3,36 2,06 2,1
800 000 395,23 9,881 4,992 1,98 2,06
ZR MiniPrep
exp. pocetbunék koncentrace [ng/ul] A260 A280  A260/280  A260/230
A 0 0,32 0,008 -0,015 -0,52 1,17
50 000 30,08 0,752 0,362 2,08 2,08
100 000 51,39 1,285 0,619 2,08 2,22
200 000 126,48 3,162 1,519 2,08 2,05
400 000 306,11 7,653 3,727 2,05 2,19
800 000 465,83 11,646 5,87 1,98 2,11
B 0 0,26 0,006 -0,006 -1,01 1,05
50 000 42,56 1,064 0,529 2,01 1,38
100 000 59,59 1,49 0,721 2,07 2,22
200 000 140,02 3,5 1,683 2,08 2,25
400 000 270,54 6,763 3,282 2,06 2,25
800 000 468,9 11,723 6,02 1,95 2,11
C 0 1,08 0,027 0,024 1,1 -43,41
50 000 26,35 0,659 0,307 2,15 2
100 000 45,75 1,144 0,562 2,04 2,1
200 000 112,5 2,812 1,374 2,05 2,22
400 000 362,81 9,07 4,442 2,04 2,22
800 000 577,67 14,442 7,155 2,02 2,07
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NuleoSpin RNA XS

exp. pocet bunék koncentrace [ng/ul] A260 A280 A260/280  A260/230
A 0 -0,79 -0,02 -0,029 0,68 -6,14
50 000 54,06 1,352 0,628 2,15 1,01
100 000 119,39 2,985 1,436 2,08 1,43
200 000 241,27 6,032 2,863 2,11 1,04
400 000 423,52 10,588 5,163 2,05 1,18
800 000 430,51 10,763 5,302 2,03 0,77
B 0 -0,37 -0,009 -0,027 0,34 -0,38
50 000 9,71 0,243 0,125 1,95 0,17
100 000 120,84 3,021 1,419 2,13 0,33
200 000 167,39 4,185 1,943 2,15 0,41
400 000 332,31 8,308 3,974 2,09 1,47
800 000 387,44 9,686 4,749 2,04 0,75
RNeasy Micro Kit
exp. pocet bunék koncentrace [ng/ul] A260 A280  A260/280  A260/230
A 0 0,06 0,001 -0,004 -0,32 0,51
50 000 66,35 1,659 0,816 2,03 1,7
100 000 137,14 3,428 1,695 2,02 1,84
200 000 259,27 6,482 3,16 2,05 1,97
400 000 558,63 13,966 6,949 2,01 2,07
800 000 1065,25 26,631 13,048 2,04 2,19
B 0 -0,04 -0,001 -0,001 0,69 -0,11
50 000 75 1,875 0,964 1,95 1,31
100 000 148,91 3,723 1,839 2,02 1,8
200 000 314,68 7,867 3,877 2,03 1,92
400 000 708,61 17,715 8,768 2,02 2,07
800 000 1282,41 32,06 15,851 2,02 2,15
ZR MicroPrep
exp. pocet bunék koncentrace [ng/ul] A260 A280  A260/280  A260/230
A 50000 84,15 2,104 1,04 2,02 1,83
100 000 165,61 4,14 1,995 2,08 2,14
200 000 329,08 8,227 4,031 2,04 2,19
400 000 685,46 17,136 8,4 2,04 2,15
800 000 905,5 22,637 11,016 2,05 2,19
B 0 4,63 0,116 0,061 1,89 1,43
50000 46,13 1,153 0,545 2,11 2,07
100 000 126,07 3,152 1,551 2,03 2,07
200 000 325,02 8,126 3,98 2,04 2,09
400 000 639,65 15,991 7,805 2,05 2,13
800 000 944,65 23,616 11,369 2,08 1,99
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Piiloha 6
Hrub4 data spektrofotometrického méfeni koncentrace RNA v bunécnych
vzorcich ptistrojem BioPhotometer.

TRI Reagent Solution

vysledna
ndsobek  koncentrace

exp. pocetbunék  redéni [ng/ull] A260/280 A260/230 A230 A260 A280 A320
A 0 6 0,0 - - 0,005 0,001 0,001 0,003
50 000 6 16,8 1,65 0,09 0,758 0,069 0,042 0,000
100 000 6 39,0 1,75 0,07 2,292 0,164 0,094 0,000
200 000 6 67,2 1,71 0,14 2,036 0,280 0,163 0,000
400 000 6 132,0 1,73 0,31 1,759 0,551 0,318 0,001
800 000 6 305,4 1,83 0,54 2,362 1,271 0,694 0,007
B 0 6 0,0 - - 0,001 0,000 0,000 0,000
50 000 6 33,0 1,31 0,07 2,016 0,136 0,104 0,071
100 000 6 40,2 1,64 0,17 0,960 0,167 0,102 0,001
200 000 6 69,6 1,69 0,27 1,080 0,290 0,172 0,002
400 000 6 177,0 1,73 0,61 1,200 0,737 0,419 0,004
800 000 6 386,4 1,83 0,90 1,783 1,611 0,882 0,024
C 0 6 0,0 - - 0,001 0,001 0,001 0,001
50 000 6 25,2 1,48 0,07 1,445 0,104 0,071 0,001
100 000 6 42,6 1,61 0,13 1,409 0,177 0,110 0,001
200 000 6 87,0 1,58 1,14 0,319 0,362 0,290 0,002
400 000 6 172,8 1,70 0,80 0,897 0,721 0,423 0,004
800 000 6 325,8 1,76 0,56 2,447 1,359 0,770 0,008

NucleoSpin RNA Il

vysledna
nasobek  koncentrace

exp. pocetbunék  fedéni [ng/ul] A260/280 A260/230 A230 A260 A280 A320
A 0 6 2,4 1,53 4,50 0,002 0,009 0,006 0,001
50 000 6 22,8 1,50 1,17 0,082 0,096 0,064 0,026
100 000 6 44,4 1,67 1,72 0,107 0,185 0,111 0,017
200 000 6 60,6 1,73 1,69 0,149 0,252 0,146 0,015
400 000 6 123,0 1,86 1,85 0,277 0,511 0,274 0,006
800 000 6 261,6 1,93 2,19 0,497 1,089 0,565 0,006
B 0 6 1,8 0,88 1,75 0,004 0,007 0,008 0,000
50 000 6 18,6 1,48 0,80 0,097 0,078 0,053 0,017
100 000 6 33,6 1,58 1,60 0,087 0,140 0,089 0,018
200 000 6 62,4 1,78 1,95 0,133 0,259 0,146 0,006
400 000 6 133,8 1,86 1,94 0,288 0,558 0,300 0,004
800 000 6 255,6 1,94 2,27 0,470 1,066 0,550 0,004
C 0 6 4,2 1,30 0,52 0,034 0,018 0,014 0,002
50 000 6 16,2 1,51 0,88 0,076 0,067 0,045 0,015
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100 000 6 31,8 1,62 1,16 0,113 0,132 0,082 0,012
200 000 6 55,8 1,74 1,61 0,144 0,233 0,134 0,007
400 000 6 101,4 1,79 1,89 0,224 0,422 0,235 0,006
800 000 6 266,4 1,91 2,18 0,509 1,111 0,583 0,005
Rneasy Mini Kit
vysledna
nasobek  koncentrace
exp. pocet bunék  fedéni [ng/ul] A260/280 A260/230 A230 A260 A280 A320
A 0 6 0,0 0,0 00 0,0 0,0 0,0 0,0
50 000 6 26,4 1,66 1,15 0,096 0,111 0,067 0,011
100 000 6 55,2 1,82 1,49 0,476 0,231 0,127 0,011
200 000 6 109,8 1,90 1,82 0,251 0,457 0,240 0,005
400 000 6 201,0 1,91 1,87 0,449 0,838 0,439 0,014
800 000 6 432,6 1,95 2,11 0,855 1,802 0,927 0,013
B 0 6 0,0 - - 0,000 0,000 0,001 0,000
50 000 6 24,0 1,60 1,11 0,090 0,100 0,062 0,013
100 000 6 55,8 1,83 1,53 0,152 0,233 0,127 0,010
200 000 6 98,4 1,88 1,88 0,217 0,409 0,217 0,008
400 000 6 304,8 1,93 2,11 0,060 1,270 0,658 0,009
800 000 6 535,2 1,98 2,09 1,067 2,230 1,127 0,006
C 0 6 0,0 - - 0,000 0,001 0,001 0,000
50 000 6 28,8 1,67 1,19 0,101 0,120 0,072 0,008
100 000 6 42,6 1,76 1,56 0,114 0,178 0,101 0,009
200 000 6 89,4 1,89 1,81 0,205 0,372 0,197 0,003
400 000 6 264,0 1,95 2,12 0,520 1,100 0,565 0,009
800 000 6 382,2 1,96 2,17 0,734 1,591 0,812 0,004
ZR MiniPrep
vysledna
pocet nasobek koncentrace
exp. bunék  fedéni [ng/ull  A260/280 A260/230 A230 A260 A280 A320
A 0 6 0,0 - 0,000 0,000 0,002 0,000
50 000 6 28,8 1,87 2,09 0,058 0,120 0,065 0,003
100 000 6 54,0 1,92 2,21 0,101 0,224 0,117 0,002
200 000 6 116,4 1,96 2,07 0,235 0,485 0,247 0,002
400 000 6 299,4 2,00 2,29 0,545 1,247 0,623 0,001
800 000 6 483,6 2,01 2,17 0,928 2,015 1,003 0,002
B 0 6 0,6 - 0,000 0,002 0,001 0,000
50 000 6 52,2 1,52 1,21 1,179 0,217 0,143 0,058
100 000 6 56,4 1,93 2,22 0,106 0,235 0,122 0,002
200 000 6 131,4 1,96 2,27 0,242 0,548 0,280 0,004
400 000 6 264,0 1,98 2,30 0,479 1,100 0,556 0,001
800 000 6 494,4 2,00 2,25 0,916 2,061 1,029 0,002
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C 0 6 1,2 0,72 1,67 0,003 0,005 0,007 0,001
50 000 6 28,2 1,72 1,76 0,067 0,118 0,069 0,015
100 000 6 46,8 1,78 1,91 0,102 0,195 0,110 0,017
200 000 6 105,0 1,86 2,12 0,206 0,436 0,235 0,018
400 000 6 343,2 1,98 2,28 0,626 1,430 0,722 0,009
800 000 6 531,0 2,00 2,26 0,981 2,212 1,107 0,003
NucleoSpin XS
vyslednd
pocet nasobek koncentrace
exp. bunék fedéni [ng/ull]  A260/280 A260/230 A230 A260 A280 A320
A 0 6 3,0 6,86 0,59 0,021 0,012 0,002 0,002
50 000 6 55,8 1,84 0,94 0,248 0,234 0,127 0,016
100 000 6 112,2 1,97 1,33 0,352 0,468 0,237 0,004
200 000 6 241,2 1,96 0,99 1,013 1,004 0,512 0,014
400 000 6 429,0 2,01 1,12 1,595 1,788 0,889 0,014
800 000 12 865,2 1,28 - 1,803 1,406 0,981
B 0 6 3,0 4,54 0,62 0,021 0,013 0,003 0,002
50 000 6 15,0 1,68 0,23 0,275 0,063 0,038 0,018
100 000 6 113,4 1,97 0,27 1,739 0,473 0,240 0,009
200 000 6 165,6 1,98 0,36 1,932 0,691 0,349 0,016
400 000 6 314,4 1,96 1,43 0918 1,309 0,669 0,013
800 000 6 370,2 2,02 0,60 2,568 1,543 0,764 0,018
Rneasy Micro Kit
vysledna
pocet nasobek koncentrace
exp. bunék redéni [ng/ull  A260/280 A260/230 A230 A260 A280 A320
A 0 6 4,8 1,54 0,84 0,024 0,020 0,013 0,008
50 000 6 69,6 1,76 1,52 0,190 0,289 0,164 0,022
100 000 6 138,6 1,81 1,68 0,343 0,578 0,319 0,032
200 000 6 250,8 1,87 1,92 0,545 1,046 0,560 0,018
400 000 6 532,2 1,92 2,07 1,072 2,216 1,154 0,018
800 000 12 1123,2 1,81 2,22 1,055 2,340 1,293 0,027
B 0 6 3,6 3,01 0,56 0,026 0,014 0,005 0,001
50 000 6 87,0 1,60 1,17 0,311 0,363 0,227 0,069
100 000 6 160,8 1,72 1,62 0,414 0,670 0,389 0,068
200 000 6 307,2 1,91 1,88 0,682 1,281 0,672 0,016
400 000 6 664,8 1,79 1,99 1,392 2,769 1,551 0,023
800 000 12 1329,6 1,83 2,22 1,245 2,769 1,511 0,017
ZR MicroPrep
vyslednd
pocet nasobek koncentrace
exp. bunék fedéni [ng/ul]  A260/280 A260/230 A230 A260 A280 A320
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A 0 6 4,2 2,05 0,60 0,030 0,018 0,009 0,005
50000 6 83,4 1,74 1,83 0,189 0,346 0,199 0,021

100 000 6 163,2 1,82 2,09 0,326 0,681 0,373 0,015

200 000 6 324,0 1,87 2,22 0,608 0,349 0,721 0,019

400 000 6 640,8 1,92 2,15 1,241 2,670 1,388 0,012

800 000 12 915,6 1,92 2,23 0,858 1,909 0,993 0,010

B 0 6 7,8 1,41 0,78 0,041 0,032 0,023 0,017
50000 6 51,6 1,71 1,69 0,127 0,214 0,125 0,021

100 000 6 120,0 1,78 1,94 0,258 0,500 0,282 0,020

200 000 6 314,4 1,90 2,13 0,615 1,310 0,691 0,012

400 000 6 604,8 1,99 2,13 1,182 2,521 1,266 0,010

800 000 12 988,8 1,89 2,03 1,016 2,059 1,088 0,011

Priloha 7

Tabulka primérnych hodnot vytézku RNA testovanych izolacnich postupi ze tii

resp. dvou nezavislych experimenti (horni, resp. spodni cast tabulky). Hodnoty

primérného vytézku jsou zvyraznény barevnou Skalou (syté zelena — nejvyssi hodnoty,

cvwr

TRI Reagent Solution

NucleoSpin RNA 11

RNeasy Mini Kit

ZR RNA MiniPrep
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pocet sm. sm. sm. sm.
bunék |vytéZek [ug] odch. |vytéZek[ug] odch. |vytéiek[ug] odch. |vytéZek[pg] odch.
50 000 0,62 0,14 0,90 0,19 0,79 0,07 0,99 0,21
100 000 1,19 0,07 2,13 0,42 1,59 0,21 1,57 0,17
200 000 2,36 0,34 3,59 0,15 3,10 0,25 3,79 0,34
400 000 4,79 0,61 7,36 0,83 7,94 1,31 9,39 1,14
800 000 10,47 0,67 15,83 0,12 13,20 2,50 15,12 1,56
NucleoSpin RNA XS RNeasy Micro Kit ZR RNA MicroPrep
pocet sm. sm. sm.
bunék vytéZzek [ug] odch. |vytéZek [ug] odch. |vytéZek [pg] odch.
50 000 0,48 0,33 1,06 0,06 0,98 0,29
100 000 1,80 0,01 2,15 0,09 2,19 0,30
200 000 3,06 0,55 4,30 0,42 4,91 0,03
400 000 5,67 0,68 9,50 1,12 9,94 0,34
800 000 6,13 0,32 17,61 1,63 13,88 0,29




Priloha 8

Tabulka pramérnych hodnot poméru absorbanci 260/280 nm RNA purifikované

testovanymi izola¢nimi postupy z bunécnych vzorka ze tii resp. dvou nezavislych

experimentl (horni, resp. spodni ¢ast tabulky). Hodnoty poméru 260/280 jsou zvyraznény

smérodatna odchylka.

v

pocet

TRI Reagent Solution

NucleoSpin RNA 11

RNeasy Mini Kit

ZR RNA MiniPrep
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sm. sm. sm. sm.
bunék |260/280 odch. 260/280 odch. |260/280 odch. |260/280 odch.
50 000 1,89 0,16 1,98 0,04 1,97 0,08 2,08 0,06
100 000 1,85 0,05 2,06 0,06 1,99 0,02 2,06 0,02
200 000 1,90 0,04 2,10 0,03 2,04 0,06 2,07 0,01
400 000 1,92 0,00 2,0/ 0,03 2,05 0,01 2,05 0,01
800 000 1,92 0,02 2,066 0,01 2,02 0,04 1,98 0,03
NucleoSpin RNA XS RNeasy Micro Kit ZR RNA MicroPrep
pocet sm. sm. sm.
bunék |260/280 odch. 260/280 odch. |260/280 odch.
50 000 2,05 0,08 1,99 0,03 2,07 0,04
100 000 2,11 0,02 2,02 0,00 2,06 0,02
200 000 2,13 0,02 2,04 0,01 2,04 0,00
400 000 2,07 0,02 2,02 0,00 2,05 0,00
800 000 2,04 0,00 2,03 0,01 2,07, 0,01




Priloha 9

Tabulka primérnych hodnot poméru absorbanci 260/230 nm RNA purifikované

testovanymi izolacnimi postupy z bunéénych vzorkll ze tii resp. dvou nezavislych

experimentl (horni, resp. spodni ¢ast tabulky). Hodnoty poméru 260/230 jsou zvyraznény

smérodatna odchylka.

v

71

TRI Reagent Solution NucleoSpin RNA 11 RNeasy Mini Kit ZR RNA MiniPrep

pocet sm. sm. sm.
bunék |260/230 odch. | 260/230 odch. | 260/230 odch. | 260/230

50 000 0,07 0,02 1,20 0,30 1,27 0,06
100 000 0,13 0,04 1,28 0,54
200 000 0,49 0,40
400 000 0,64 0,25
800 000 0,74 0,13

NucleoSpin RNA XS RNeasy Micro Kit ZR RNA MicroPrep

pocet sm. sm. sm.
bunék |260/230 odch. | 260/230 odch. | 260/230 odch.

50 000 0,59 0,34 0,10
100 000 0,88 0,45 0,03
200 000 0,73 0,26 0,04
400 000 1,33 0,12 0,01
800 000 0,76 0,01 0,08

sm.
odch.

0,31




Priloha 10

Tabulka primérnych hodnot koncentrace RNA (konc.) purifikované testovanymi

izola¢nimi postupy z bunécnych vzorki ze tii resp. dvou nezavislych experimenti (horni,

resp. spodni ¢ast tabulky). Hodnoty koncentrace jsou zvyraznény barevnou skalou (syté

v

pocet

TRI Reagent Solution

NucleoSpin RNA 11

RNeasy Mini Kit

ZR RNA MiniPrep
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sm. sm. sm. sm.
bunék |konc. [ng/u]  odch. | konc. [ng/ui] odch. | konc. [ng/uI] odch. | konc. [ng/ul]  odch.
50 000 20,74 4,55 14,92 3,21 26,35 2,34 33,00 6,93
100 000 39,79 2,43 35,53 7,08 53,08 7,00 52,24 5,68
200 000 78,77 11,34 59,87 2,52 103,35 8,23 126,33 11,24
400 000 159,78 20,20 122,66 13,77 264,73 43,53 313,15 38,00
800 000 349,14 22,23 263,79 2,04 440,08 83,40 504,13 52,01
NucleoSpin RNA XS RNeasy Micro Kit ZR RNA MicroPrep
pocet sm. sm. sm.
bunék |konc.[ng/ul]  odch. | konc. [ng/ml]  odch. | konc. [ng/w]  odch.
50 000 31,89 18,11 70,68 3,53 65,14 15,52
100 000 120,12 0,59 143,03 4,81 145,84 16,14
200 000 204,33 30,16 286,98 22,62 327,05 1,66
400 000 377,92 37,24 633,62 61,23 662,56 18,70
800 000 408,98 17,58 1173,83 88,66 925,08 15,98




Piiloha 11

Porovnéni absorpénich kiivek RNA bunéénych vzorkl izolovanych testovanymi
postupy. Absorbance byla méfena pfistrojem NanoDrop a zobrazena v software
NanoDrop 1000 3.7.

TRI Reagent Solution
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