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Summary:

The main aim of this thesis was to find out, if it is possible to use plasma of a whole blood

(collected to KEDTA tube) for isolation of nucleic acids (RNA) in sufficient quantity and

quality for setting biomarkers from group of microRNAs in patients with cardiovascular

diseases.

The kits from Qiagen (Hilden, Deutschland) were used for isolation. Parametres of isolated

RNA (concentration and purity) wereeasured on a Nanodrop 1000 instrument (fhiloer
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Tato bakal §Ssk§ mr §oekk e o vkhcbrhkvrB®tsmid |iazcoel
RNA obohaakkoRNAZi pl azmy pl n ®ozkumawy KEDTA)e br an ®
z2skamr@d izolKogi c&l®PkkeRi ky FN

V teoretick® |ngksatrid isoev apsrk8ucle§ rzmba)jvio n e mo ¢
kovimi faktwzryi eja mol phdkEadBmgeb&nij gk k enr
n2ch onealnco@mM?? .2 m ani kl asi ck®obi dagmm®kery |
tice kar di ov as kTytb lfomarRegsev (cankoa obj ¢ i vT ch obl ast
gnostikyk ar di ovaskul § madstd uj é iS@kd eat@Pphen2 ri zi ka
deln2 smrti. Zsthaeha dagve®du peomdekery, ktel
diagnostikwa t el n ®, jejich koncentrace bude kor el
predi kovat RAx o3 wynglmox ®m2s toamad kaw?2yk d jas i ©&d
tellhddko vhodn®abido mnaral&muy 8§ sme2 alkekoRNAGRE c n NDn 2
nNukl eoti dT dl ouh® rjeegdunlow;jl28ck?n og/eRrztesviker Y ®et xupr rye s
byl o nalezeno nDkol i k kbjn&vy ®jt 2w hk mv ik r paRdNiAe
nNa2 j sou oznalovs8ny Tf ak&kok&r ®t a8 p ené ikfr io RN®
mikroRNA,vy pl avovan8 ve vztahu k rizikpe@®@mu ch
vyplavuj2 do krve pSi keomhmM@tn?2 mak @rdikawadd
metody kterT mi je mogn® i z ohladingmikroRRANA a n§sl ed

Pr akt i abgaBujelpdpipastipui z ol ace RNA z pplmozxrhy splun ¢
pravy firmy Qi aged§pkeéere ouel ®dmappkougiad al i s -
totyz503i z ol ovaniVpl suzadmkkT.] §sti jsou diskutovS§gr

RNA o uvedenlch |istot8ch pro kvantitativn?2
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TEORETI CKC LCST

1 KARDI OVASKULCRNE ONEMOCNNNE

Kar di ovcas@oé @@Kdd) IBawccel osvNt ehDayedabupsS?
vamr(Zhdu et al., 200BNa vi2ou pvarilkiunomnoha t yjpolicefonval i d
spolelensky z§8vRamilem tpir obd sBtmegren2 KVO | ast o
nostiposkytnut 2 (zBlr eldradec,rP@18)Racekeeal.( 1 999) uv§d2, ¢
| astNj g2 pS2linou KVO je aterios&khemi zk§ ache
srdel|HBRc &N mozk EMRBn @86 hiolahdmi ck§& onemocn.
| etAtneeroskl er z8&|l adhDi k8 mhanace zmDn metabol
akce organism(Libby et al., 2002)PITb P®t @emoci |j e pomapdkro-a pr o]
| i | ®m ( 81 $ndiradec, 2018)Ri zi kov® faktory atknoskl er
ovliivniteln® a neovlivniteln®. Me z i neovl iv
nz | rodian®oanhamA®Rz&onkr ®tnhD u mugT je vt
Naopak kouSekt etmpeadabetesnelitisjsoufet or y, kter ® | so
telPr@&vhnD ovlivnitel n® f akltiomjyntaeal k@) iev ® onJm@re § \b
mNSena (Racekeeah, @@06).

| schemi ck§8 c hjednoabaj |sa sbtalljmio?cgn®n2 v rozvi |
m2chp&2] enou asi #40®Wh%mSe3 i n. krRSbild §dsrcdheel mi 2c
ch8e2?shk2genzSseBesPdmwy&madr du krv2. Iljakehemie
klidu, tak pSi zvigenTch potSeb§8ch kysl2ku.
matc ky, tak mTge doj 2t k m8hh®ustrmabdpodosur de| n?2
chronickkh o o nemoNenjdn&st Nj g2 m dTv oodreonb yv zsnridkeul ni2s c
roskl er - za. Letbamgpr2 smBbovgmadr kDn2 dal g2 h
tt umen?2 sy mfHradesaBT m@HS 200 7)

1.1 Formyi schemi ck® choroby srdel| n?2

111 Akutn?2 i schmmi ck® choroby srdel n?2

Akutn2 forma | CHS zahrnuje akutn?2 koronsg
zena nestabiln2z angina pectoris, kterg8 je c
tem, v nhmg dojde k ruptuSe a vzniku krevn
z%gen2 tepny. PSi diagnostice nestabiln?2 a
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myokardu, kterlT |1ze prok8zat |i vyloulit poc
biln2 angina pectoris bezprosttS@,dnddby hbrylga j
ent ovi okamgithD zajigthRDna howpimal i.280&) na

Akutn?2 inf gdMieSmyehhrthazi alHutam? cf &r By mila
(2007) definuje AIMjakoA Ak ut n2 i nf drokgti snkyoovk8aerikdsuc djedmis ¢ k §
n2ho svalu, kter§ vzni k8 n8hlTm uz§gepdaem vD
se uzav2r§ trombem, kterT vznikl prasknut?2m
doch8&z2 velmi | asniprplomfircrold hlzadso fBeni n@ L2O&pay
Akutn2 infarkt myokardu se rozdDluje na NST
tomnost elevac? ST obl asti na el ektrokardic
na EKG pS2tomn®. Za typi ak®@viEdyzsaky av®e hod
vyst Seluj2c2 do ramen a |lev® ruky. Dal g2 mi
nost a vegetativn2zmi projERyg,djagnbpahrikoyan
EKG, odebr §n2amm®iyena ovabamatorn2ho vyget Ser
troponinu T nebo |, kterl se n8§sl edmaif posuz
n ®z(blradecaBT ma, .2007)

112 Chroni€s&kBemi ck8 choroba srdel n?

Za jeden z typT cchhorroonbiyc ks® dies|lcnh2e njiee kpRo v a ¢
tick8 I CHS. Jedn8 se 0o onemocniPDn2, kter® s
moni torovg§n?2 EKG, kter® je zprbuS8SdRoonzahjpr
u tohoto onemocnDBDnz?v yjgeu jvee Irmikz urkeog W@ md kg & k a
dTvodem k preventi aBPmaopa@®2h2m (Hradec

Dal g2m stavem chronick® | CHS je stav po
kdy jsou pacient.i bezprost SednhDo ohime®meann Nz
Vel mi dTl egit® je pacienta po AIM jegth pSe
a urlit, zda je jeho riziko n8vratu kardi ov
s vysokim rizikem pot® mus adecdBidmaj,ova@0 Py eve

Angina pectoris se projevuje bolest?2 na

ven?2 pacienta fyzick® z8tNDgi, stresu nebo
p&§len2, sv2r8§n2 a vyst Selkoovn§ net idnoy .d oP-ont22 §lee |
l'i k minut a po aplikaci nitroglycerinu vel
chodnou ischemi? srdeln? svaloviny nebo ste
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projevovaTgdobest?, bkeazvb®nm epsS32nBad iV jtia nazl v §
i schemii fi, kterou je mogn® pozorovat jen ne
|l estiv® ischemie maj?2 staBlmia,p.r2dg@rrosti ckl v

12 Ri zi kov® faktory vzni ku kardi ovask.¢

Kard ovaskul 8rnz onemocnhDn?2 vzni k€&€2¢§aokhkB8ou
etal., 2005)Mezi z8kladn? rizikov® faktory patS?
mie (C2fkovEBomdiiglzm2aDalyh mezi tytb faktoc
(2006) i diabetes mellitus.

Za obezitu je podle WHO povagb6CihkoBSI et
al.,2011)J edn8 se o chronick®,lat esre® mi e zrBerjalgaas®t D]
vygg2m energeneée g k] ek phGjé. Rimethp @it Set n32h omesziy |
faktory vzniku i genetick® faktory spojen®
negatoivwnl¥y Ruje pravdhPDpodobnost vzni ku kar di
2002)

KouSen2 je povagov 8a morfaaii affunkcitkardiovaska j 2 ¢ 2
| §rn2ho %Wstroj2. VlivemskonlBein? dorihl@uz?2z &nle
pSest§vs§ fungovat, zvyguje se potSeba kysl
objevuj?2 se poruchmpmuy TypodpmmBmyvemk@tpob ok a n
skl er-zy, kter8 je povagovs8na za hlavn?2 d’
(Gol 8R, 2007)

Jako hypertenze je oznal ov8n krevn?2 1t ak
etal., 2011)U paci entEBng2hyee pot Seba posuzovat ne
vich org8nT a jejich kardiovaskul 8§rn2 riziKk
farmakologick® | ®.by (C2fkov8 et al., 2005)

Dal g2m z rizikovich faktaw,T] Kdy dyesldeliid
|l esterol v krvi vygg? nebo roven 5 mmol / L.
j e HDL cholesterol nigg2 neg 1 mmol /L u mug
hl adina LDL chol est er okborovn&a 3 mmold abodnota gianD| a |
cylglycerol T by nemhRla pSesahovat 1,7 mmol /
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Cel kov® rizi ko vzniku KVO se posuzuje po
kem, pohlav2m, systolickim tlakemneb&ppSsgckT n

mPDrem mezi cholesterolem celkovim a HDL cho

U diabeti kT se ateroskler-za objevuje ac¢
Di abetes mellitus | 1. typu je spojovien s me
kardi ovaskul 8rn2ho onemocniDn?
2011)

, ale riziko s

13 Geneti ka kardiovaskul 8rnz2ch onemocr

Od 80. Il et minul ®ho stolet?2 prob2h8 inte
jichg alely jsou zodpwoawdedhiK®.\h eporoT b [Bhouwu laesto ch
ugity 2 priimeinpeyt i wikeSsk mmwaieaBpBoandehtezafi kov
kol i k mgpemndB| ®vskqjuejdiDdh d nloswu 281 n2 mut ace maj
(hap$S. pgE MSTN,AHSPD1, PDCDA D2 wyazebn® amapgd$.zesekven
DNA, se podaSil o tkotatgejch mutage veathh® ketkardiovaskd-e nt i f
I8r nz2 m c.hoByolb S§indgewnn igrn Kk owWBINR u pacienta trp?2
8rn2 hyperchollenmslézena dele@dmib?t e rkkd el b yni novaly n|

D8l e byl | okali zov8n gen pro hypemtdnéf bygkau
url ena mut ace vk a Mdik ®Imn Skedr Am yodvzaitsmkau.dN§2r ns2e o n
objevuj2 i u nhkterl &k IMpdinoeasyndrominebbu snykdtreo-mT

r T ¢h o z esnrldahchoob(Kathiresara Srivastava, 2012)

Kromideduenl ch meemet? ssickou dRdi |l nost?2 me
KVOsepSedpokl!| §d§, ge u vhDtginy pacientT se
KVO se tento znak rozv2jTonanafmkehgdidgpoluygpe
vojemtohodb onemocniDmmnza8iplodeyid Baidgplr o vt §2 ho mno
vich al el genT pod2lej2c2ch se na rozvoj.i
d o ¢ hkgozveji KVO (Kathiresama Srivastava, 2012;ambiena Tiret, 2007)
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2 MARKERY KARDI OVASKULCRNéECH ONEMOC

2.1 Troponin

Troponiny jsou spojovgny se sTtraonpoownd m2om |a
kompl ex se spolu s tropomyozinem pod2] 2 na
t Dl e se obj evljtrépond T,ttrgpprmn | & tropopiroG Vzhlgdenokd | i ¢ -
nostemwypri m§rn2 struktuSe troponinu T a | ve s
| aboratorn2ch testT zjistit, zdali je pogko
zkost er nvalvéd hodalus st anoven2 troponinu je Vys
Metoda je schopn8 vel mi dobSe odhalit nemo:
mal ® pogkozen? srdeln? svaloviny. Byl o zji
dobSel kjoe s velikost?2 pogkozen2? srdeln2? sva
pomal Tl n8&r Tst koncentrace. K 0 nicde nht ordaicne8 cthr og
vzni ku prvn2ch pot 2nyfzar kidte ntyeodkya r doug nd® aagknuwtsnt
avak pro vl asnouSedbiaa gnnag s2tti ku nj® bp cobebadok er vy ,
(Racek et al., 2006)

2.2 Myoglobin

Myoglobin je podle Racka et al. (2006)o vagov gn za novI test
gnosti ku infarktu myokardd&é. séedng8ysepbabtmBDlk
se v krvi pacienta velmi brzy po infarktu m
t Sindrettriiad v Dmadi nami, neboS se do krve dost §v
molek ul u, kter8 je schopna pe ozd S8z@gechyl manrek e
kardu ztr8c? =z tDIl a paSdileemttao meojl reykcul | emoil .2 Z
u pacientT a ren8ln2 insuficienc2. NevlIhodoc

shodn8 struktura mysgldebinAlhoz skastuernzho

23 Natriuretick® peptidy

Natriuretick® peptidy jsou hormony vyl ul
nosti kardiovaskul 8rn2ho syst®mu VvTli tlaku
jov8&ny se sr d¥®| bkjniepraxh&&@arHvuie BNP (brain natriuretic
peptid) a NTproBNP (Nt er mi n81 n2 propepti d BNP). BNP s
koncentraci bNDhempnO@OBNPi ke mbpetvuj iTspol u
odgtNDpen2m z prepr dbdremo uw of ZiMaB2EP BNPi. o u
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24 Kreatinkin8za

Kreatinkin8§za je povagovg8na za | asnl mar
vel k®m mnogstv2 obsagen v kostern2 svalovi
toho dTvodu je pet Sedaem®Bt kmacpamiaice &r ea
men8 infarktov® postigen2 myokardu, ale mTg

svaloviny (Racek et al., 2006)

25 Lakt8tdehydrogens8za

Lakt §tdehydrogeng8za je biochemiackp§ mae k
vgech zm2nhRNnTch markerT nejd®l e. Ndjundgg? K
ag O8etPo ischemidi myokar du. Zvigenou hl ad
jegtnNn 2 tTdny. Stanoven2 tohoto méayujeer u | e
vgech tk8&8nz2ch. Pokud dojde k rozhodnut 2, g
vhodn® tento marker ug2t v pozdn2m obdob?2,

ta se od norm8ln2ch hodnot nijak viraznh ne
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3 NOVE MARKERY OV nViDINGROEEI CE'i

MIKRORNA

PSes z8sadn?2 pS2nos jig poug2vanTeh mar |
kin 8 z a , | akt 8tdehydrogen8za a natriuretick®
vyplnildi angrsd ot ivce kardiovaskul 8rn2ch choro

| uj.2d%2jich nedostmalell modtrejzé zpmT spdoogid & k T mi
k mihodnoamik oncent rac?2 a w onerhoghel?cki® ppS2opdd deevelh me z

onemocidn?2 a uvolnNn2m diagnostick®ho mar keru

3.1 MikroRNA

MikroRNA (miRNA) jsoun e k - d uij22c 2n,u k2 @ ®t ijdeTd ndelerel usShk n o v
dogenn?2 @A Achopkosteegulovat genovou expresi (Sayed etal., BBle st o g e
jsoumikroRNA r egul 8nyo rp/g d It @hkmkiraYor evgruil age ntakv ® e x p
na Yrovni | (@€$Ilia#h,2002) Dogue bylazbej e v e n 2500k icas ke @h
mikroRNA, u kt er T ch jssuschapSyegdlpvatstovk§adgs , tgigsaTc ¢ Bui e
etal.,2016)Je z n § mkroRNAreguloft Set i nu vgech genT.u savc
Sl aebdl( 2012) dokon&®RNAIMmajj2?2 ,padteemdi on§l r eg!
l ovi nu | i.Migr&RINA jsouzpmojeddo mnohad Nj §z igmabS2 prol i fe
sekreced 81 e s éuwhNbes®hAdp cytkl 1y, mi grace, diferei
nue (Sayed .8t aehdl.( 202D)14j))egtnN zmi Ruj2 jejich
ng§dorov® transformaciNBylmegyli@¢ciNnliamesmnawl ch
mikroRNA a mnohab n € mo c r{Siva &t ali, 2018)

3.1.1 Geny pro mikroRNA

Geny pro mkroRNA jsouu m2 st hngrgepewvld vel mi vzdS8l en
a dobSe definovanT c Hntetgena@n skioR N A | meskripty ¢ edn ot
d®l ¢& KBb, kter® jsou jasnlD vymezeny pomoc
pol y(A)si @ral§d012) ( S| abT

Pades &8t pr okreRINtA dievhokSev PikroRINVAE v podob D kI
Uvnit$S t Motodbol migroRNAK TS 2yzcrolin ukaa zmij & k|l astru
duplikaeg e nFfkudgeny spS2znpPdy seyebkou p,yraktdddmp® d
j sou funkl neboosgpngrtaz PIEr® stej n®ytso ghlBaserydrigh
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pSepisov8ny | akamSpml2y dirsatnrsckkmri2pty na | eden
cistronn? SmikaR&NAMS VK a g ¢ r etmlo20®y (Sl abl

Zhruba 40% z ¢ e |lkibRON/A® tnvio S&mikioRNA o n bla c mBoz 2 s e
novlich oblpaokt e ufRNAgnébo Vgenechpmek - duj 2 c2 @&NA. I
mikroRNA N a ¢ h 8§ z \egerforofak skiastecht ak s amost at nyxpro-j sou p
motoru hostitel ¥ig&Hamsgerkw ua eapAd®Rouo (S| abl

Speci 8l n2 sit uacimikroRNAST?a jiiroRtkrtoeny® 2 ciodye j s
tickou sekvencijakprémi RNA se sest Si hovli mi endl,201% na ob

Zarej vz8cnhDmgkr @ RWNAI n 8 oaxon@8mkiamRNA ki mou g
mogn® nnaa Ip&zetc hodu mezi i noroalk mdafikeRrBA BMAY
jsoup SepiygopBomot or u hanatt iutr@lcek ® o kd@argusio R N A
inaktivacitohotot r an s k r iepal, 20012) S| ab 1

312 Kanoni ckT mode&iloRNAi ogeneze mi
MikcoRNA j sou t v o Setnrya rzs(Kumitpaddl, pRI&Feenty Kk - -

duj2c2 mi RNA maj?2 sv® vlastn?2 promogriory a
mi RNA (eSal, 208, Kumary etal,, 2018f yt o pri m§rn2 to-anskr.i
v8&8ny na, s} polldasjwedr § sajsousd o gleub® e sedmdes8ti nul
T2mto sest SinfiRNA ktelzsrei ks§poprug e s ri bonukl e§zo
Prosha, dkR&OAT T8&§eo vzniklT multiproteinovl
procesoatal(2®2).#fehi RNA jsou transportovgny do
porti nuetdl 2018 Bueeial., 2016 x portin 5 dd&klkofiee ,r kz ez
m§ dvounukl eotidovl pSesahtoypsm&éani eodonao
mi RNA nazcdwna PgubDde strandi a Apassanger st
do multiproteinagjy®mkanRIr $jCenkio WeEdsw argonaut {1

4) . APassenger strandfi (mi RNA*) je degrado
vytvosSetjeden dominantn2 SethRDzec mi R#A. Je
l'i g2 mezi t K8 nNDmi nebo pSi ng8dorov® transf
MRNA ( 8tlala20i2)
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Mi kr o RNA, kter8 byla zapojena do stRl SC k
na mMRNA, kter8 reguluj?2 transport, Yal i nnost
| ast se napojuje mMRNA spolu s regul al n2 mi [
regul aceeal03d) abl

MikroRNA ma jséhopnosinhibovat expresigan na Yr ovni transl ac
pl ementarita mezi mi RNA a mRNA zpTsobuje de
pl ementarity doch8z2 Kk zabr 8nhDn2 transl ace.
nNk (e8dl, adid)

PozdDnj i byl geobhpRE4gerotransl aci nejen int
Tent o dij byl objeven u komplexu RISC v pS§:
stavhD bunh| ne@tag202y k1 u (Sl abl

3.1.3 Stabilita a regulace mkroRNA

Mi kr oRNA je olmeanBtpokvublgud.v 8Boylleo zj i gt Dnc
mi RNA v org8nech a I|Iini2ch bunRDk je i nNko!
moc2 endonukl| e8zyi3EXTlRM2 ovenes mBnusmBWES nen?
vV g e\cniiRNA, neboBomz nich fungafjfeii,nac g i nrcarmpan
provelmi Tl egi tlakmnomémg?2 a f 1l exi betd,8003) g2 me't

Obecnl mechani smus regul ave akii RNA jree IpySle c
kl ad, ¢ge mi RNAp g msowuacabdgokbnVv E£d mt Is@RNAN a
Tento dRj | e u&NMAIVaeZ Ehprot8ii ( P loana,j@G12)

Dal g2m %roveR regulace genov® exprese pr
pl ement 8r n2 mi Vas eky, nek-dujdlBpi RNARdnwebompe
edogenn2 RNA (ceRNA) reguluje hl schiRMAY tr an:
kter8 transkript posttranskriplniD reguluje.
pro jednu mi RNA a d2ky tomu se vytvg8B® komp
naj2t jej2 kompeten|n2 s2Setal,2012) it, jak® bu
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3.2 MikroRNAspojer®s r i zi kovIimi faktory KVO

Tabul ka 1: ZmkoRDMAS ve ppragsnd miSi rizikovich
n2 bae mo cBani®eat &l., 2016)

Rizikovl f ak't Druh miRNA Exprese
KouSenz2 t miRi 126/ 3p Zv 1 gexpreSe
miRi 126 5p Zv 1 gexpreSe
miRi 223 Zv 1 gexpreSe
Hyperlipidemie miRi 122 Zv 1 gexpieSe
miRi 33a/b NezmBDnNDna

321 MikkoRNA ve vztahu ke kouSen?

Expozice | i dsk®&haob 8krug anei shrua vwn2lm r i zi kov
kardi ovaskul 8y nR & oikso®teem@iconkd® 2c hor oby srdel n
V. cigaretov®m kouSi se vyskytuje pSes 4 80
kar di ovaehkhamgc n finartn et@HK2001; Buie et al., 2016)

NRDkol ik studi?2 uk§zakewnkulgar kiouSaenk u Imgrgre?
mocnpPndst Sedni @tpresimkroRNANDM2 kwy t Dmt ojsoamfdn&§m n
kroRNAschopnyo ¢ h re§nndiott el i 58 d p epnoinoecy?2 nz abr §nNn2 ¢
pustnosti a zmBDny proliferace a. produkce o0Xx

MiR1126

V plazmhD kulS&Erkd[i v aosslowl &rmyimy omtejmew ey 2 am

hladiny miRi 126 a miR 126/ 5p (Buie et al., 2016)MiRi1 26 hr aj e r ol i vV e
angiogenezi Pokud dojde ke vznikdelece vmiRi1 2 6 , cC®VYy se @bBi viv
spr 8vnDhD (Buie et elp201®BtLietal., 20181 et al . (2016) uv§8gd?

sn2geng§ reguTapesui parcl @h Vied fi &rokteguncerdggekna r d
mezi pacienty & ar di ovaskul 8r n2ingi2 ,onceongo cjneNnsz miel kou

zpTs obenoz@jonzods2tl2n ooun e moc nNn?2 .
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MiRi1265pj e mogn® detekovat v plLeeram@ol&u S§kT
uvsg§d2z, ge s®inmileoRBVAr sguhbhaskRamsdivBWyaolkul28§r n2 hc
nNn2Byl o zjigtNno, ¢ge stupeR exprese byl vI
n2m ivtiDindh tepen oproti zdravIim kontrol &§m. A
nou i schemickodoghaor &l ogrej sspetl &xfp2r ese opr ot
t ®mNS nellsing 3.e nk®r 0i@AFBHzaCcles okhbelSBON 2kt er ® s e z mi
Buieetal. (2016 egt N Li etajad ge (202$eénsoes8priese mT
dislipidemi2, diabié266m Bebd8sv§ugetadnakbi RIi

ovaskul 8rnad pmaemeahlPn3e stabil2008) angi nou pe

MiRi1263p je cirkul jjécev @i RNAELSKDeasv §n
endoteli 8l n2 disfunkc?2 a zBl@8Btpe ni.e Bsynl2od eznjoi @

ent T s diabetem 2. typu oproti zdrapali-m kont
ent T s diabetem, kteS$S2 v minulosti prodDpnl al
miR1223

GenpromiR223 je um2stiNDn na X chromozomu na
2016)MiRi223 j e asporolv§enou aeppovdjeosvdg au pkruoSysnkoTs t i ¢
marker smrtiz ap S2 1 i nNn® srdeln2m sel h§nZTaoni-Bui e e
kroRNA hrajer o | i v proliferaci, remodel aci a mig
c®v8§ch. Proliferace bunDlhskéelehapabptrerciest in
bTt zapS$2]inhRn zvl g é&2adBuieetap 2088 2 cirkul uj 2 c?

3.2.2 MikroRNA ve vztahu khyperlipidemii

HDL a LDL cholesterol jsou povayziku8ny za
kardi ovaskul 8§ rMR4122a nuAB2 abgsonnroRNA, kte®jsou spojo-
vEwsl i pi dovi m n{@aoathlg20125 me m

miRT 122

MiRT122m8 s c hrogpquwilsdavat geny, kter® ovliVvRuUj
kyselin. Byplok uzdj idgotjHneoi 2 glead k7 2 n Hladmy HOL i
LDL cholesterolu v plazmD. expesapiRid22a@ac-2 s Kk
ent T s hyperlByliadepmi k xv§mga nkaor el acid22me z | \
vpl aamBvagnaodisoé¢aklkul 8rnaVigg dn b mddihav? npil RR z ml
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mTge blt povagov8na za rizikowWla froktdédr iogc v
nDnich pS$S2]in z&thiRMAMByluphanotcentTaseakutn2zm i
kardupoz or ov 8 n nopexgkdsee\g | g ot i zdr a(Gaoret al.,edi nc’
2012)

miR7T 33 a/b

MIRi33 m8 dv i miRz38d aomim3y3 b , kter® jsou scho
geny spojen® s |lipidovim metabolismem a me
2012; Rotllan et al 2016) Krom tohot ak ® r egul uj 2 geny, kter®
mastnlch kyselinB(@Retklanl et ( a0D3136a)/200 W6 Jip?l,a z¢
vyskytuje, ale ,avogakmBabneagafire WM R S2 k
p | a z idd nevyFkytuje
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3.3 MikroRNA podl e KVO onemocnin?
NNkt ekroBRNMij sou spojen8 s kardiovaskul 8rn

Tabulka 2: ObvymikroRNA v pl az mh p Sio nkearocirSiyedecahu I( §r n 2

2014

Druh onemo Druh mikroRNA Exprese
Akutn2 infa miRi 208b Zv 1 gexpreSe
miRi 499 Zv 1 gexpeSe
miRi 1 Zv 1 gexpreSe
miRi 133 Zv 1 gexpreSe
miRi 30a Zv 1 gexpreSe
miRi 150 S n 2 gerprese
Leti 7b Sn 2 gerprese
miRi 126 S n 2 gerprese
Srdel n2z s miRi 423 Zv 1 gexpreSe
miRi 18b Zv 1 gexpreSe
miRi 499 Zv 1 gexpreSe
miRi 103 Sn 2 gerprese
miRi 142 Sn 2 gerprese
miRi 26b Zv 1 gexpreSe
Hypertenze miRi 296 S n 2 gerprese
miRi 133b Sn 2 gerprese
miRi 625 Sn 2 gerprese
miRT 1236 Sn 2 (erprese
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Leti 7e Zv 1 gexpreSe

Hemvi miRi UL112 Zv 1 gexpreSe

miRi 605 Zv 1 gexpreSe

miRi 623 Zv 1 gexpeSe

miRi 516b Zv 1 gexpreSe

miRbi 132 Zv 1 gexpeSe

Mrtvice miRi 21 Zv 1 gexpreSe
miRi 221 Sn 2 gerprese

miRi 30a S n 2 gerprese

miRi 126 S n 2 gerprese

3.3.1 MikroRNA ve vztahu k akutn2mu infarkt myok
MiR1 1, miR 133a, miR208a/b amiRi99b T vaj 2 oznal ov&ny |jako

mikroRNA (Chistiakovet al, 2016)
MiR1208b

Z v T §hdadina expreseniRi208b gp o v a (paavnfarker infarktu myokdu a
uk 8z al o infakktub ez ST el evipsdu (ANSFEMI enmm@hpuy 2 m uk
2017 Li, 2015) MiRi 208 je kronfDinfarktu spop v 8in s p Sest av b el ,nl2ev® |
ke kter ® doch$§z?Zhpup20jy)yHoddoyim&2 ® 8bnivapktamhD pa
u kt dot b Bemédeldct k §jsolvy gg2 nedg u pacientT bez
hodnoty @ mikroRNA jsout ®&gp oj eny se z wanigusnmidm | mi2 hiok esre | |
Vegter et agbkPpoeK2d 1d69dj & kk apl i kaci pomocn®h
koncentraceniRi2 08 a sSlamiR499misRe v pl azmhD pacientT
nN2m sn?29028.b MiSR vel kT patkemeim§lp Sets § tswddge |bhriev ®
u paci entlyl,alkit eiSref aprrkotd my Cloarsd e n( lewx eatl . al(.2,C
sve®m vIzkwmugeolka@ai®@mgt yj smiuR v pl azmhD zvligen®
myokarditidy a koreluj?2 se z8vagnost2 onemo
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MiR 1499

Byl o zji gt Dnak u tirdatkiem myolaridwejenkonfentsace rd9
10x vygg?2 ned u koabr mi k¥ oRNAz 6 ®mTUSack e e e e |
enf], kpt redSe D1 al i a k ut aSTelevaeina(STEMI), byl 0 K ja ryggug¥n a v
koncentraceniRi4 99 ne g u SpTa ceil Gd8ABEN)2blladma miR4 99 vzr Tst §
Vv prvnz?2ch viniguhikru8 B hpo i nfBylokj ugmigekpaduenti
prodnDl 8vaj? bolest na hrudi po dobu krat g?
miRi4 9 9 za(Oevpexret al., 2012 ato kardiospecificEmi kr o RNA m§ vel k1

ci 81 st8t se biomarkerem akutn2ho infarktu
MIRT 1
MiRT1ljespojeas akutn2m infarktem myokar du. Pa

majpl azmiNg en ® MBomiKARNW2 Byl o zjigthNno,i ge ne
1 v plazmhD, |jgr &koMDle§nn 29 . a ldwnten ?plod® oit MRf akrokntcue nmy
pr TbPDhu | asu kIl es §, al e i po pTI r AlMe j sou
neprbdhNDMaoho studi 2?2 tlak@lablke@Dptocega jemmdR
MRil je pavagmiv@mar ker akutn2ho i nadpaéreldtpw-my
vRDdNt dlouhboidobbnemeopnNmd .(T&onakoRNAijekiom 201 7)
AIMspogai se srdel n?2 hypertrofi?2 (Leung et al

MIiR7T133

MIRT133 |je aspakov®8AdAm infarkteémpmeaskawvdyp,| a
zvigen§ (SayE®moemi BNA, | @Odled BsBr dseplorj 2o viBynper t r
stupuje jako kl2]ovl regul §jtpooru g 2mx2 kky tte@taop ev
Y| el T m chisékkaarjd2icov as kul § ¢ €aetdh 2001 e moc nNn?2

MiR130

MIiRi30 podl ® gresiudd geenrh® u & mfarkiem myokardSayed
et al.,, 2014)Forma miR3 0a byl a v mi nhuyl poesrtstirr dosf pi *Ff 0o 8 ¥ r@ad 0 ¢
Bylo zjigthRno, ¢ge pSi sarkuvtm&m? iwmz carakofi- epr anwyma
troln2mi vzorky, odebr anb mafarkiusanenmo ¢s tlivord i mi R

30a mezi vzorky neligilo. Avgak piSfarktemNDSen?2
viditel ni30,zrkIfesyt pmd Rl 2akdmaemtracenB RNAv zr pbak mn 1 (
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Nejvygg?2 zjigtDn® Inaokdrelovalyyk obnycleyk & cd c8opbr & chion § c
ninu (Long et al., 2012)

miRT 150

MIRI150 j e aspakavBhAm infarktemjmyokatrwdau, v
pl azmhD postigenlch viraznhD vygg2 nedg u zdr a
vatzapp enci on8l n2 biomarker t oheadmkro@RNA& MmE nNn?2
vygg?2 diagnost i ¢ KNSTEMlhntardktanonmyakarduMiRieldbiOn ¢ B sno g n «
povagov abiomaa kker z k Roneehta&@ylgzev T @meanx i m8 1 ndd 24 hoc
pr vn?2cTho peamng hddg 20155 Devaux et al . (j&doInd) | egt

kroRNA v mal ®m cirkuluj2c2m mnogstv?2 ukazatel
Leti 7b

Leti7bsevp | az mnD paakcuitenretn isnf aekpemmmyekaedsn:
mnogstdéden z vIizkumT ukazuje, ¢ge pSi n&bDr
jednom t1T dnu o dnfarktamydkarkud o p B8 z h a k Bncentmacay o v § n 2
96 %, 93%, 94%, 99%, 995 %, 977 % a 974 % oprotizdral m kontr ol n2 m v z
(Long et al., 2012)

MIiRT 126

MiRi 126, kteBj i gazlny In IBauwislostik ou Sen2 m, plaomPepaq
ciemtktsn2m i nfarkt etno mymkpS2dmadBRvjgeakpozor ov
t® t nokroRNA (Sayed et al., 2014)

3.32 MikroRNA ve vztahu k srdeln2mu sel hg§n?2
miR1423

MiR14235p zrodiny miR4 23 | e aspojsod®&hn2m sel h8§n2 m.
ge u pad&pee®lPl Svaj,petuy 0gt dBh3bgs tvv 2p Il mizRNN o [
pacieni mMmdgvjidem ztr 8§ty dechu a kontroln2m
by miRi 423 5P mohab T t v e Inmdii adgonbonbionardkdehs el h§v &8§n2 srdc
yed et al., 2014Naopak Ellisetal2 01 4) ve sv®m vdez ksuemup &ij i BQQd
koncentraemiRi4235p u posti genlch srdeln2m sel hg§n?2|
l .igrdel n2 sel hg8n2 je spojovs8§no s dil dtal n?z
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4235p j e v t omieav p Gdnoedtcath karaue ® NTpr o BNP. D2 ky

mutof akt u @meRi4BB50pNn vyug2t jako biomarker srdel
beno dilataln2 kardiomyopati?2 (Fan et al .,
miR7T 18b

MIRi18b je v puapmbBPiewntes® selh&n2m srdc
miR1 499

MIRi499 se uspaddhiSadtm] ssalce obj evMegteeetve 2z V]
al., 2016)Tatomi RNA | e t ask ®& sscphog nmivEsumggtalk 2007d u  (

MIiR7T 103

MiRi103jeu pacient T sm@emsR| &dgmiengrcu iweér avlch

Tentotyp MkroRNA nen? ennpxsjeems el h8§n2m srdce, ale i
met aboli smem a s odpoviRDd2 na hypoxi.i (EI'l'i s
miR1 142

MiRi1423 p j e @&speojsorvd8enl n2 m sel h&§n2m, pSi kte
sn2gen8®uukpRNAs er ot i zdr aWegtenet ple2®iéh ¢ T m

miRT 26b

MiR126b seobjevujevp | az mDTpa@acsredel n2 m sel h§v8&n2zm
expresi(Sayed et al., 2014)
3.3.3 MikroRNA ve vztahuk hypertenzi

MiR1296

Sayed et al. (2014) aexpteeamiBi2¥% 5@t ualpaci 20t
shyperjgvelnzzrrassmreIHByln&j | gt Qmo u pacientT trp2c2c
pl §gt N pxepreseniRi29%6n v P& lae my | pe ziRI6RHE nBgaitov, n N
koreluje se systolickim a diastolickIm tl ak
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miRT133b

MIRi133b | eass pppylomo8m8l n2 hypertenz2pTkter &
s obeprdvestranh ns e | m&dc@Upaci ent il cthdo mit © gengemloc nNn 2 n
razznvil § eex p ®mikreR N A . Bylo zjigtRhDno, ge u tngl

objevuje zSetelnhjg?2 zvigen?2 nedalR0lPaci ent T
miR1 625

MIRiI625 | e aspo¢ mnwi8®| n fNatdkar ptealr 2084)igz Rodnoty
jsou mhRBlidazmm,® kde |jechhypemoenteéhnexgresezeha s
t® t mokroRNA (Natekar et al. 2014; Sayed et al., 2014)

miRT 1236

MIRI1236 se stiébhDsjmpakoes®inNRi 8l n2 hyperten:
2014)

Leti 7e

Leti7e se vysKkythypee rut apnaedi oecnik€izh § Apemese
t® t nukroRNA (Sayed et al. 2014, Romaine etal.,20By | o zj i gt Dno, ge v
pertenzn2ch vpyajcgi2e betfixqperjeeseed , ¥ xk onStef o®net ebht o d
provedeno i u mononukl e8rn2ch krevn2ch bunl

pacientT a kontroln2ch vzorkT (Bao et al .,
Hcmvi miRTUL112

Tento typ mikroRNA se objevujey | azmhRD paci ent ThypeeSent?y
ve zvigen®m mnogstv2 oproti .Pallehbiethinf20llpdi nc T

se zvligen8 exprese tohoto mikroRNA u zdrav

zvyguje riziko vzniku esenci 8l n2 hypertenze
miR1605

Upacent T esr thggmpz2 se obj ewbudj5e nveygg guz keoxnptrreosl en
(Sayed etal., 2014Av gak zvigen8 exprese nekoreluje se
kem. Naopak kor etl2amm&kmRNeA zaSehlmaSd immeozui c hol es't
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MiR1605 nesouv s 2 toli k s esenci 8ysn3 p h(fdaf@eavy &te n z 2 |
al.,.2018)

MIiR 1623
Badawyet al.(2018) provedlv T z k u m, k idvez t zakho unmeaz! i BEXpres?
623 a esenci 8l n2 hypertenz2. Bylo dok8&z8no,

nssmdb vy gg2®@temk RNAse Z8r oveR byla zjigthDna neg
koncentrac2 HDL chol e 3622 Bandwy et al. (2018nse shddujr a c 2
s n§8§zorem Sayeda et ali6282PiBjyendgeugpaekent
Avgak Badawy et 2md .t ,20468) z ykioRNKrGSz (pgTxsporbeesnea n

sp2ge dyslipidemi?2, kter8 s hypertenz?2 souv
MiR1516b

Tato mikroRNA se vyskytujeyp | azmhR pacient T, kteS$2 trp?
podl ®h §expresi(Sppe@l4)

MiR71132

Tento typ mikroRNA se vyskytueppaci ent sk® pl azmhD ve zvlI g
kud trp2? esenci8ln?2 hypertenz?2 (Sayed et al

3.3.4 MikroRNA ve vztahu k mrtvici

MiRT21

MiRi 21 se objevujep | az mN prarctiveazotdTgvesen ®m mnogst v2 o
vim kontrol §m (\Slazkeuwmye tu kad z utRenikidRMNsy spw@{ i t 0
jem ischemi ck® c ®angetam@¥@Bov® pS2hody

MiR71221

SBrensen et al . (2014) stejnhiRj2alded Say ec
tekav§pacientT posti genlch Perntgviectz ale. z(vd Q2
pr 8ci uar 8d i kge RNA m8 potenci 8§l st8t se te

mozkov® pS2hody, kter8 je zpTsobena i schemi
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MiR130a

MiRi 30ase vyskytujey pl paoDem®vih2s mozkoveus pSdan@m
mno g ¥i vk umy uk aomikjoRNA dgjekoviateBV € s n2 §en®m mnogds
24 tTdnT po c®VMRIi3®@z kmGv@Pop Shlko@MD. st §t se b
kov® p(Shghebatl,2013)

MiR1126

Tato mikroRNA se objevujey | a z mN  pca®@vin@ntmo zsk ovou pS2ho
nou i schemi2i39taej rUN pj@akitadnmoihResnocnNDn2z m j e de
gen®m mopotisdvEgkdntmwvwz ok TSn2 § e n ®o mRMAJjs t v 2
mognp® azmhN detekovat 2lnehyk v @ QordteloedB)po c ®v n
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4 METODY [ZOLACE MIKRO RNA

Pro malndk wbli®oI ogi ckouzraoeat elyc in cRiNadlacg ek & F
t Dcrhulol eov 1 DIS2kyesimbrinp.kd eovich kyselin poug?
met ody zalogen® na separaci pomoc?2 organi cl
ethanolul S1 abl etTydlo. me2®HMY) maj 2 jednu obrovsk:¢
| asov§ m&rkoyl rkgtsetrr & ubtyilnn2 prakogemhmazeayi ko
| eovi ch kyfiftrech( cho m.a FNDr .,PhBaimver.n Pe gt a

Nej | aet Djzickdokd®8w& RNA, mRNAr 8§t RHNArnuRBNA a
typy RNA. Pokud je penSmBAA, |kt si6Hn®ebiBOV @0
RNA (Labguide)

Vsowslnmsti je RNA i zmdtoowdinak Ip@moprS? fdiewmh.l

Tch kysebi morcahve&z2atk dd zrna viod
nukl eovlich kIpsBilaOhkohancest Doch§8z2 k propl ac
nNn2 | ist® nukleov® kyseliny 6baebad,201hku, Kkt

gen na stnmautkd proo

Drum$2stmue tak hdg ndalvymeid vimdh T magneti ckl
kt er ® se d2 kiyNKs ppercoitfiilc8ktTkng ma nntaivazuj 2 na nukl
propl 8chnuty ve speci 8l n2ch proplachovac?2ch
nukl eov® kyseliny ebkuGV Saehd., 2018 speci §l n2ho r

PrTga (1998) wuvs§d2z jegthD mognost izol ac
kter§8 probRhne po ponilen2 bunhNlnlTch membr
n2zk®m pHTe@ntostmBetdéddi ckpr ps? sp @mPSedhegak v

V soul aswnelsit ¢ e | Is @ skity pro obaci gd2finerf Qiggen, Abbott,
RocheCobas MachereyNagelnebo Siemesni. Labor at oSev,eljke® nznpordascto
vzorkT stejn®ho typu vol?2 pr enidgn® tjoejkiiahy ,p
gi t2 aut Oosodpianoivvaadj 2 vali dov&ny pS2mo na po
(S| aebdl. 2015.

Senzitivitamo | e k wli ®r ol i ¢ ldétekde miRMA edvel mi ovl i vn
pr8&vhn pSi izolaci nukyeokujsaund RBydd!l 1 n40¥sdup

vislednl objem elu8tu se pohybuje od 25 do
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me z i objemem vstupn2ho vzorku a elu8tu, t2n
se zvyguje pr av dé&p® dotbmudd teublid 0L z e n 2

411 z ol ac esoypravmo C 2

Pro i zol aci nagehKVQhylawy lrasgupravaniRNepsy c i ent °
Serum/Plasma Kibd firmy Qiagen( Hi | d e n, SbupPrave cek op) o. ukgzdlacia n §
obohaRNM® pl azmyht Pch®e&ubi pjnj eq.Pokadddrs ahuj 2
ch8z2 k izolaci RNA a DNA sowNeamagnmh,utjne® phad
|l erstv® lzepouikyi adwgrmeckagebh®®, aby nebyly r oz
jednou(Qiagen, 2016)

Tato technologie j e v e lizoeci DNAzb Spel nz@ vkerdveen §
ideg§8l n2 pro izol aRdk we cjee vpotr&€é[b a,ajjead nmaig n ®

zautomatizovafQiagen,2016)

|l zol ace RNA je spojena s probl ®mem akti:
dost 8wlag st nzz2 ho i z.Klr@ovwdn @loc ov se@r kno hmachod o v z o
vich | 8sti cprotogevee Irmi k aduT | e gi t ® p onuygl 2owa®  rluakt agvxi
bezpudru D8l e je tak® vhodn® vzorky zavcdrat v?
nejrychleiDodr govg&n2 tNDchto pravidel dok8&8geme ak
z bezpelnostn2ch postupT jezhomgveBn? ki{fed@
ARNegifsr eefi a nen2? potSeba ¢g8§dn® oget Sen2 k o
podl ®haj2 pelliv®mu iodloijgten nk? fi pvognpogob2le hdBevtue rpgSe
nedg 240 AC po dobu nej m®nh 4 ylpadionv.§nPagk ydcke n
NNnNn® pomTcky o¢ioaboSy It @pyEBXna%bloon Stodi n pSi 37
poug2t autokl 88v nebo sklo zahS§t na 100 AC
zbyt k ov ®Riagerh) BPET

Stej nPl gsatkov]i a sklenNnl materi 8 mus2 b
Poug2vs8 se stejnhD jako u n8dob DEPC v 0, 1%
RN§avgak nen? schopen jejich absolutn?2 1inak

nzho ®PEFICU s tris pufry, d2ky ni mfiagee, p Se ml
2016)

Vzorek se nejdS2ve zlyzuje pSi podm2nks§
“wukon zajist?2 inaktivaci RNS§8z. , DBy emiBley piod & ¢
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vliastnost.i a dok8zaly wumognit vazbu RNA na
RNAsewje na kolonku a kontaminanty jsou odst
kan8 kvalitn2z RNA je eluov8na ve sperai 8l n2n
ven8 RNA ,jakvpodn@8kamgit® poQiagent2016) tak i ©pr

Obr 8zek 1: Postup QIAGENaiiREHeagy SeaunfPhasmalditu pr avy
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5 METODY STANOVENC MI KRORNA

PSi stanovovg&n2 mi RNA | e tokeolzdaichcamEbte §gi t ®
novit jen nhDkebiok vmil ki o RNMs o | mshosRNAj e zI
dardem gteam® earg2 des?t ek mi RiINNEBR(gpa RNDc. KMar-k vant i
tin Pegibhwr Ph. D.,

5.1 St a n oedmotekRmikroRNA
Pro stmalo®eom2poltu mi kr oRNA | ejakansogn ® p o
nothern blot, in situ hybridz a ¢ € n e b o RTkealaimePiCtRa t( i SlaazDi2)

511 Kvanti t aitimnesyPCR r e a l
Kvant i ti@tCiRv mfTgRT m2t r Tzn® modi f ndkoace a

dou pro stanoven? mal ®ho poltu mi RNA. Krom

vihodou tohoto stanoven2 vysok$§ citlivost (

Pokudstnovuj eme mi kr oiREBR, ppmopdt §BBa tuto
kovat, protogeevip®Rmnao gmikk 8¢ RMA pjro standard
stejnND dlouh® jako maturovan® mi RNA. Z toho
zal ogeny na prodlougen?2 templ 8 u mi RNA pSi
modi fi kovaty,bDkgtne® ® rjismeur d2 ky tomuto post uj
mi RNA (Sl abl et al., 2012)

V soulasn® dobhD g pdwunlowaejn2 dnvBEERAO ptounc
Pr v n2 m postupfirnaylhife Tezhnologies kt er T j e zwll ®yemi o n@h q
pri meru bhDhem reverzn?2 transkripce. Tent o j
veli kost, d2ky kter® je mogn® amplifikaci
specifick®ho primeru a jedn® spte®@md i Tk PMasrD.
Assaye jsou scholoRRA khel® sFEbebyg8l jgnt vmjedi nd
(Sl ablT et al., 2012)

Druhou mognost?2 stanoven?: mi kr oRNA j e m
kr oRNA, kter8&8 prob2h8 | &gtel g %e d broenaeremrg? ot
je pSeps&8§na do c¢cDNA, kter8 je pomoc?2 speci
2012)
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5.2 St anosvteonvie kK milJoRNA s 2 ¢ T
Vysokokapacitn?2 anal Tl zykaRINAG RKkjtZ%r ®e tj ek @\
v buRkgklh ¢Slbabl et al ., 2012)

5.2.1 MIRNA microarray

Mi RNA microarray technologie je zalogena
pSichyceny na podlogn?2 sklo. Pot® doch8§z2 Kk
flourescenl n2 bar vosuou sipnoo bui Isiez svw&rdya nmm a  Wkrt | e
je mogn® pomoc?2 fluorescenln2ho sign8lu vyh
stv2 (Slahbhl et al., 2012)

5.2.2 Next generation sequencing

Sekvenovg§n2 nov® generace m§ v sodul asn®
zkumu a pr axdie.nkhi awrh?2o tnoyp@o aatl ep n 2 s erharxinvon2g |
doch8z2 k sekvenovgn2 vel k®haVimnodgest viekwoen
v8n2 nov® generace je fakt, ¢ge n8dnT,nealad? iz
informace o absol (Shami medNesil hw2o dd@RIFES wvost i
Vygg2 cena oprot{dp8edBNDrz?2 mMaieverh.d §megt a, F
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PRAKTI CKC LCST

6 CEL A PKOLY PRCCE

6.1 HI avn? «c¢2|

HI avn2m c2]| 2jm 9PptriS8tce dDgd oje mogn® poug?2t
(odebran® dEBDIRumpvayi Kol aci na kz 2esokva tc hd cksytse
mnogstv2 a |istotu RNA pro stanovekV®Ovbiomar
dostat el n®m, algn objysltovr 2 magarko pr ov ®s't stanoven
mi RNA u pacientT s kardiovaskul 8rnzm onemoc

Pro izolaci byl aQIpAGENqiRNeasy SeoumfPlasana il-f i r my
dn, NRDmecko) . oRam@®m®INAy (koo cemlBSarcye ma |pSasg
Nanodrop 1000 od Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

6.2 D2 | | 2 c2| e

1.1zol ovat cel kovou RNA s mypha®ehkowef(akaoai
K:EEDTA)paci ent T s kardioviaskul 8rnzZm onemocn?h
2.ZmNSit koncenta awyigwd eldkek® RNA
3.Vyhodnotit |istotu izolovan® RNA.
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7 VRZKUMRROBLEMRMYCZKY

Mol ekuly mi RNA vyugkwaeldn®vipakal 8ibpmahke:
nemRly bltkrw$2 tzadmm@& Tvoh p&¢ ¢ rminnyi npSol unzAby hvl a di r
byly tyto biomarkerygi t el n®, je nutn® abypho® B$ive §ct
jejich veliceZtn®hzok & Tkvoondcaebnyterhaflifiewigi z ®1 al n2 ¢
co n@j vy grespkvalimti Z ol ovanT ch mi RNA dostal uj2c?
D§|l ¢ extu jsou uvedeny minim8ln2 hodnoty vt
ven2 mpl&Nynetwdaiz al o genl miimePELR &T2 mteam Ipr ob |l ®mer
respondu¢gd ime@hlbakmi §Ssk® pr §ce.
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8 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANS®GJIBORU

Pro bakal §Ssko®03prz §pl&eTyy IpSi paopudnic€mpdke v ez
cientT Kardi oladBRIczke®R .k |Jend tkeyl oF Ngeng, kt eS?
t ®t o kd Tivhoidkuy kzar di emashWingr n¥kz o rasey8 niktg® v ode
vmi nul ostyKVPr adml &It erTch tak existuje pravie

mocniDn?2 .

Tyto vzorky byly anonymazbyt8awu abinglsdé@ida
fakultyvPIzniU508 i zoVpohkT ot i nZzataoer piovieded2y) lbydo
provedenocelkem 521 s pe kt r o f © h o nsettarniocvkeln 2 komNMA Nt r ace
Vzorky u nichg byl o pode z(§tapebytaacela msuputa)g v n T

byl o mRSen2 opakovgno
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9 METODIKA PRCCE

Byl pougit standamRNA2 pd®stadp | mrzonyi Xoll @ n
dou pomoc? QI AGEN mi RNeasy Serum/ Pl asma Ki't

1. Plemu rozmrazit a 30 s pellivD vortexo
a stolit 10 min. pSi 11 000 ot§| k&ch a 4AC.

2. Dol5mleppeodebr at zZn90 aOlp Spldat pNti n§sobn
mL) QIAzol Lysis Reagent.

3. N§&s | edn NDatBaortexu arBnminhe ¢ h aptSis tpSotk 0j ov® t e

4. Do vzorku pSidat 3,5 OL naSeld@n® mi RN

trol.

5. PSidat chloroform v angij2e0ndu Ous,t unpanb?r hact

kovou pipetou. Vge pellivhD a prudce 20 s Vvo
6. Vzorky nechat inkubovat cca 3 minuty

7. Zkumavky um2stit do centrifup®i veadahl e
000 ot&8&8|l k&8ch po dobu 15 minut.

8. Do2mleppep Sen®st 650 OL vrchn?2 vrstvy vz
zifg8ze. K 650 OL pSidat 975 OL (1,5 n8sobek

9. Hor nk K&mgal n®ho oshpsodhuu sz keuw nmaawmkod em pr c

10. Nakolonkykt ejré8 um2 st éppechemav 2| lmh, pSen®st -
N§slednhD vzorek centrifugovat pSi 10 000 ot
vzor elppeuysluigti,t a znovu na pTvodn?2 kolonku n

11. Fi | n?r ojwiBmnied 8kkud nen2 vgechen vzorek g

12 Napipetovat 700 OL RWT na kolonku a c
30 s pSi pokojov® tepl ot RBppeo@Gdupga d .byl po pro

13. Na kolonku pSidat 5000 000 RPE&EL §lclkedhiah i
30 s pSi pokoj ov ®paeoespulgo ttD. Odpad vyl 2t a

a7



14. PSidat 500 OL 80% ethanolu a centrif.
mi nut pSi pokojov® tepl eppelhodiKol onku nevyl 2v

15. Kol onky p Se mfleppdatentiifumovat ASu®@i 24, pSi me
n2ch ot8&8|l k8&8ch 5 minut pSi pokojov® teploth.

16. Kol onku pSemeppasi tv2ina&yl, omlkol onky na
RNaséf ree vody. Pipetovat pSesnhD na stSed me

pokojor ® t epl ot a n8slednhD 75 s centrifugovat

17 El ug8t zpRNt napipetovat na membr 8nu ko

nTch podm2nek.

18. Koncentrace mi RNA n§slednhRD zmNRSit na
o spektrotsonomeenktck®dy je pS2stroj propoj e
visl &dlsy @d mhD $aino® vorkTp Satg® e x ¢ e latp, o t vSyepbon| @ th o d
noty.

48



I0OANALhZA A | NTE RMRBETEAKE

NamNSen®vhodkhdt pyly rozdhDlenpytlg w~mDk ®lcihl
skuping§sch Serdinén ®d ednlowtvial a se absorTpmoke pSi
noty umogRuj2 urlit komBent Nadit oi a bilssotvabt@mu@ c |
vzorkuChemi k8l i e pougit® pro i m®i aoil owandkh o
c2ch (nap$S. hemogluokeidre)nTaths ovrl mwjvad ch§ el 2e kv
Proto pomRDr tRNRchto hodnot uWkWazdej§énham piSspa
mhNl a blt |istota rovna 2, ale hodnoty od 1,
noty |isegty, Bigge zSej m®, njediciey( Zz Betek § k on
al.,2012)Neznamen§ t o v {§akemoghe bbyl tt epnotuod i vtz oprreok st
ker T, zejm®na pokud je ve vzorku &f@dcat el n§
RNDr . Martinvétg gt a, Ph. D. ,

D8l e byla sledovs&m@/ Glncltner&cley IRWNAMRSe
tremNanodrop10Q0 kt er T dok 8§ ge t udbjemuledsonaddnt NEsil esltnd
byla tato koncentrace pSepol2t8&na na cel ko
vobjemu 25 OL.

U ka@gd®ez sl edovanichpdlodtn®ria bpdmo ow2d dpyr o
se8hddnota, kolviykjgez ar lnT gl ah mmdErsd tewd nle § yd ta:
| 2t §8na nkaylpo ogrmlk€&mp,odnota visledku byla nej

(maximum).

Ve visledkov®sd §lsitst wtadidaykesnovicB ¢ bwmt o NNl c
hodnotz j i g SlowlI§inlo vzor kT nen2? dostatelnh |istTec
mezil8 2 a kolik vzorkTTmgol hedobtyvpPpgdgy né&gl .

na procenta.

Ve visledkov® | §sti ekomimedg@vajmadDnd chl sl
nTch hwedenpidbl i K vzorkT m§8 hodnotu vygg?2 neg
a kolik vzorkT m§ v IiTtyln chsotd nmitdyg 2b yn eyg piSs pnogl

10.1Cel kov® visledky (vgezokypny i zol ovand@

Pro izolaci ROMAz by kBylpougridwedeno 508 iz
zt ohot o Mabet k@8l obsahuje 508 mNRSen2, u opak

posl edn?2 hodnota mRSen?2.
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Tabul ka Boddpt gt Bh@&®dovanlch wdaj T vgech i zo

Sledovan® hod Zji gmddil8§n hodn
MR S ebsdrbance Si 260 0,4185
MR S ebsdrbance Si 280 0,287
P o mébsorbanc260/280 nm 1,47
Z2 sk akhonc eng@Lr ac ¢ 16,985n g / OL
Cel kovg vitng 424,625 ng
Mnogstv2 wvzor 25 OL

10.1.1MN S eabsdrbancep Si 260 nm

Tabulkad:Hodnoty sl edovanTch Y%dml cdh vyzarmk T zm$io va
260 nm.

Z2skan® hdProcentus8ln

Medi §&n 0,4185

Pol et vzorkT 0 0%

hodnot D me

Pol et wiggQgRT 254 50%
t ou, meagd §jne

Pol et wvyggQRT 254 50%
t ou, meagd §jne

Mi ni m8I n2 | 0,189

Maxi m8I n?2 h 2,101
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Medi §n vgech hodnobyl0435Semioch pERdel gyEo&nun m
ZjigtNDno mnogstv2 vzor ke dik8eedrk® rsl ec hs hroddSuejn22
bance pSi 260 nm. N § s | yendan I rboycl eyn t vul8sl Ine2d kzyh opd!
zjiogt 9@W%s el sl edk T phdhogtbay edhbpwldEthd 50 % vi sl
vygg2ch neg wiedl gk ToOSaInhe ghypadi shaladhMi
ni m8l n2 hodnota absorband@® byla 0,189 a nao

10.1.2MN S eabsdrbancep Si 280 nm

Tabulka5: Hodnoty sl edohamizoh owdaj Thvg mnRDSenTc
banci 80 nm.

Z2skan® hdProcentué8l n

Medi §n 0,287

Pol et vzorkT 3 0,59%
hodnmoetdll § nu

Polet wzdggQRT 252 4961%

t ou, meeagd §jn¢

Pol et wvyggQRT 253 4980 %

t ou, meagd §jn¢

Mi ni m8I n?2 K 0,111

Maxi m8I| n?2 h 1,438

Medi 8hnodnot absdmpiBan e 028 img &N v g0eech mNSen
4961%v 1 sl edkT skupi mehy! ai jgdn bTate skupiadobsg-n u .
hovala 2B2opakr kY gngemgedohfymioy yz j2i3gz0Om Kk Tu kt el
t v o 8980 %. Hodnotame d i $ershodovalaest Sevnmiis | edky, B9%r ® t v (
vzomMNikeT.ni g2 namND$Sdng hoomo4ddakj mej vygg2 1,
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10.1.3Po mBAb s o r B6a/A86 Am

Tabulka6: Hodnoty sl edovanlch Y“dajlEhvyeoh kiTz @lSov
absorbanc?2 260/ 280 nm.

Z2skan® hgProcentus8l n

Medi 8§8n 1,47

Pol| et ovdzpoorvk?Td 16 3,15%
hodnmoetdll § nu

Polet wzgQRT 239 47,05%
t ou, meedd §jn{

Pol et wvygogQRT 253 49,80%

t ou, meead §jng

Mi ni m8l n2 | 0,67
Maxi m8l n2 h 2,9

Pol et wvzor kT, 493 97,04%
byla pod 1,8

Pol et wvzor kT, 12 2,36%

byla od 1,8 do 2,0

Pol et wvzor kT, 3 0,59 %
bylavy g g 2,0 n e {

Hodnotame d i Bjniugt N n 8a bus opr @6@ABC WM byla 4.7. Ni gg2z vI.
sl edkyme chie§n b eedoylyoztj a yqut 289 v z or k 77,05 %at evry®) gt2v o
visledky bwl35%jvhge MNPt kt p SRRy wmaeSnd 16
vzor kT, kter® mDIly hodnotu odpov2Najjiicdggme
hodnota v soubé6i@uavhs\zeoyrkkfy? jj€e,jli.chg | i stot a
byl o 4939784%tAby$illcyh 15 vzorkT byl onichsegg?2 ch
pohybovalow o0 zmez2 iHRogdnotTyk,08 vzorky tvoSily 2,3
hodnotu | iegit @ty vwo@i lry 0, 59 %.
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10.14Z2skan§ koncentrace v ng/ OL

Tabulka7z Hodnoty sl kdouvandg/avcétdcan Ti zol ovanl ch
vzork] .

Z2skan® hgProcentus8l n

Medi §n 16,985n g / OL

Pol et vzorkT 0 0%
hodnnoetdld 8§ nu

Polet wzggRT 254 50 %
t ou, mead §jne

Pol et wvygogRT 254 50%
t ou, meeald §jn¢

Mi ni m&l n2 N 755n g/ OL
Maxi m§8l n2 84,06n g/ OL
Pol et wviomnMn 184 36,22%

ni gg2 reg I

Pol et vzorkT 324 63,78%
Vyne2d 15 n

Zj i gkonBemtGcene d i §lal6,985n g/ OL . Ni g2 konweentr ac
254 vzorkT a tvoSily 50 %. Vygg2 koncentrac
%. G8dhEl edkT se nesh\WidoiviaBd m8 $edeodije§7i68 m
ng/@Lmaxi m§l n4oemgd.Oat a | e

Polet vzorkT, u kit@gd chedpy¥Uda wga2@®ahb@lk 1
Naopak vygg?2 vitnNDgndertobkTa keaBwamewgsial y G

53



10.1.5Cel kovs§ vIitRNDgnost RNA

Tabulka8: Hodnoty sl edbkadl Oy nadaviegTeRMA i zol ovan
mNDSenlch vzorkT.

Z2s®ahodnag Procentu8l n

Medi 8n 424,625 ng

Pol et vzorkT 0 0%
hodnnoetdld 8§ nu

Pol et wzZzgQRT 254 50%

t ou, meed §jne

Pol et wvygogQRT 254 50%
t ou, meead §jng
Mi ni m8Il n2 | 188,56 ng
Maxi m8I|l n2 h 2101,5ng

Cel kovg vitnNDgnost pERNAez etk TSt @jorSD | jaa
koncentrace vztagen® na 1 OL i u cebtdgov® vI
n®mrocentu8§l n2mX4ast oun pvonS2%.e5eMy®y 2 hodnoty
tMy wa&E® vzorkT, %GC&8d® trveSvigh&ddnseseNDnme div
Mi ni m8 | n bylah88,&dngat ana x i m§ | byla 2101dddhn o t a
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102V1i sl edky opakovanhD izolovanich vzor

Tabulka9: Me d i §m@dm®oty sl eadw&mind ke h¥c e T apkrovvnagn 11 z
i zol ovanlch vzor kT.

S| edolwoadhn® ty pr v Zji bt me dadsn

MR S ebsdrbance Si 260 1,103

MR S ebsdrbance Si 280 0,922

P o m#@b s o r26G280nn 1,395

Z2 sk alnonc eng@Lr ac ¢ 4411ng/ OL
Cel kovg vIitng 1102,75ng
Mnogstv2 wvzor 25 OL

Tabulkal0: Me d i §mmd/@ot y sl edovanldrhuitiZz@ajaTizzsbamak
il zol ovanlch vzorkT.

S| edohodnoty® r uh® i z Zji bt ma daodgon
MNRSambz orppXRinc260 0,352
MNRSambz orpXinc280 0,23
Pom#db s or26G280¢n 1,53
Z2 sk akhonceng/@Lr ac g 1407n g/ OL
Cel kovg§ vitng 351,75ng
Mnogstv2 vzor 25 OL
P®irvn2 izolaci bylo pougito 5 vzorkT, al
rek | . 17113 mNSen dvakr 8§t . Proto bylo pol ?2
nTch vzorkT, jejichg igellka@dlbyVy aompelovmAdeinl
proto jsme pracovali jen s pDti hodnot ami
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10.2.1MN S eabsdrbancep Si 260 nm

Tabulkall: Hodnot y sl edovanlch “oadaj T z2skanlch p:
nlch p8or mPSen? absorbance pSi 260 nm

Prvn2 i zol Z2skan® hgProcentus8l n
Medi 8n 1,103
Pol et vzorKkT 0 0%

hodnnoetdld 8§ nu

Pol et wzggQRT 3 50%
t ou, mead §jne

Pol et wvygogRT 3 50%
t ou, meead §jne

Mi ni m8Il n2 | 0,66

Maxi m8I|l n2 h 1,517

PSi prvn2 izolaci byla namhRSerdg weddgZBnhc
3 visl edkT50%zZbeyri® t3vovsziodryky, kter® tak® tvo.
hodnotyned byl Menkid§EnvzorkT zjigtnRDnlGS§pdorelpr vn?
vzorkT neodpoedidB®ihoihm&@Inma Dhodnota byl a 0, 6€
byla 1,517.
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Hodnoty sl edovandrhihz®d aajcT 22 sokpaarklocvha r

Tabulka 2 )
nlch vzorkT pSi MmMMne n2 absorbance pSi 2
Druhg8 i zol Z2skan® hdProcentus8ln

Medi 8n 0,352
Pol et vzorkT 1 20%

hodnnoetdld § nu

Polet wmzgoQgRT 2 40%

t ou, meedg §jn¢

Polet VyQgQRT 2 40%

t ou, meedd §jn¢

Mi n i nhdnata? 0,237

Maxi m8I|l n2 h 0,839

StejnhN jako ubypryv nv2z oirzkoyl arcoez,d Nl ¢uoynt ®t @ SA

t voBi thgdhotyd0%, st ej nND jako vygg2 hodnoty. Jede
shodovalsnedi §nem a Mewdo Sinl v2or % Jisposdrnvills®eidkelma

od prvnz iz adenSadm?ontia INTgslledkT byla 0,237
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10.22MNSe@arb2.sor p&hc280 nm

TabukaB: Hodnoty sledovanlch %dajT z2skanTch
nlch vzorkT pSi MBMMhe n2 absorbance pSi 2

Pr vn? i zol Z2skan® hdgdProcentus8l n
Medi 8n 0,922
Pol et ovdzpoorvk?Td 0 0%

hodnnoetdld § nu

Pol et wzggRT 3 50%
t ou, meedd §jn¢

Pol et wvygogQRT 3 50%
t ou, meead §jn¢

Mi ni m8I n?2 h 0,74

Maxi m8I n2 h 1,345

PSi mNRSen2 vzorkT pSi @r8Wn2nm zoll acizjv zyarr
na polovinu.eVisbedapg2pygtdgch v§0§g2 Nn§gg2 mbdi
noty byly zjigthRny tak® Meddwonu mRSemK t,h ktzerm
nm byl 0,922. Mini m§I7mM2 ah amarxd tme8 | v12s Ibeyd kau 1h

58



Tabuka®%: Hodnoty sl edovandriihz8dajcT z? sokpaarklocvha i
nlch vzorkT pSi MBMMre n2 absorbance pSi 2

Druhg8 i zol Z2skan® hdgProcentus8ln

Medi §n 0,23

Pol et ovdzpoorvk?Td 1 20 %
h od nnoetdl] § n u

Polet wmzgoQgRT 2 40 %

t ou, meedg §jn¢

Polet vyguQRT 2 40%
t ou, meedd §jn¢

Mi ni m8I| n2 K 0,162

Maxi m8I|l n2 h 0,539

U druh® i zol ace dbsothancez¢jdeg tnksdarygkytgvalaw y g g 2
dvou vzor kT40%k taem® gtyead&iyl wyly tak® zastoup
tvoSilyMedi n vzabkdrmAiteArd @ hram jteydlen0 ,z23 v z
mn | stejnovw $akd O n o6t v iNilneidie§[lint Pn§ hodnota b
maxi m8Il n2 zjigtPNDng hodnota byla 0, 539.
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10.2.3PomB b s o r B6a/a86 Am

Tabukab: Hodnoty sl edovanlch %Ydaepadakav¢ahk@nizal
nl ch v zor kpTo npr@osarbam&ER2B0E280Hhm.

Prvn2 i zol Z2skan® hgProcentus8ln

Medi 8n 1,395
Pol et vzorKkT 0 0%

h o d nnoetdll 8§ n u
Pol et wzggQRT 3 50%

t ou, mead §jne
Pol et wvygogRT 3 50%

t ou, meead §jne

Mi n i nh8dnaia? 0,67

Ma x i m®dnot& 1,43
Pol et vzor kT)| 6 100 %

byla pod 1,8
Pol et vzor kT)| 0 0%

byla od 1,8 d&@,0
Pol et vzor kT)| 0 0%

bylavy g g 2,0 n e {

PSi sledoa®sdrp@imd2&40 nm bylo u p¥vnz |
vz or ky 500wvmd$Bycgdhotyn e gmg ki ZBw® 3 vzorky, kter®
50% mNIny g g2 rhengerdd t§yn v zlyrlBPBMi ki engddnn2ot a vIsle
byla0,67ana x i mM#BVigdgechny mNRSen® vzorky mRDly |ist.
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TabukaB: Hodnoty sl edovandriihz®dajcT z? sokpaarklocvha i
nl ch vzmSkeln 2p piomNDru absorbanc?2 260/ 280 nm.

Druhg8 i zol Z2skan® hdgProcentus8ln

Medi §n 1,53

Pol et vzorkT 1 20 %
h od nnoetdl] § n u

Polet wmzgoQgRT 2 40 %
t ou, meedg §jn¢

Polet vygoQRT 2 40 %
t ou, meedd §jn¢
Mi ni m§8hadngqd 1,46
Maxi m8l n2 h 1,8
Pol et vzorkT 4 80 %
byla pod 1,8
Pol et vzorkT 1 20 %

byla od 1,8 do 2,0

Pol et wvzorkT 0 0%
bylavy g g 2,0 ne

PSi dr uh ®y2ivorkyina @ig 2 b ynlene dh dtdvuo4igd vy Vy g g2 c h
hodnot, neg je medi 8n, dos8&8hly 2 wvzorky, k
smedi §nen20% Medv 8 i V Tbg 1,58 dk T i nh8dnotazbyla 1,46 a maxi-
m8l n2 hodinetat d,8zor kT pod 1,8 byla zjigtDr
jednohovz or ku byl a zjigthRna hodnota 1,8 a tvoSi
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1024Z2skan§ koncentrace v ng/ OL

Tabulka Z:Hodnoty sl edzojviagntllzrh® Ykdeari£Re sk amkceh vp Si

~

i zol aci z opakovaniD izolovanlch vzorkT
Prvnz izol Z2skan® hgProcentus8ln
Medi §n 4411n g/ OL

Pol et vzorkT 0 0%

hodnnoetdld 8§ nu

Po |vezto rrkiTg ¢p2 3 50%
t ou, mead §jne

Pol et wvygogRT 3 50%
t ou, meeald §jn¢

Mi n i nh8dnata? 26,41n g/ OL
Maxi m§8l n2 60,7n g/ OL
Pol et wviomnMn 0 0%

ni gg2 reg I

Pol et vzorkT 6 100 %
Vyne2d 15 n

Pokud se zamRS$S2me na z2skanou koncentrac
lacimNly 3 vzorkp%nkt gt ®hegb@t by hoda®0%a med,i
mNl o vygg2meérdiddrotwl sipddIM.Mi n k z§kimg2t Dn§ hodnot
264lng/ OLmaxi m&§l n2 hwogh®hacbryy avs®r, Ky mDly v
neg 15.
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Tabulka B: Hodnoty sl edovanlch Yadaj T zjdrguhldgh ® k

i zol aci z opakovannD izolovanlch vzorkT.
Druhg8 i zol Z2skan® hdgdProcentus8ln
Medi §n 1407n g/ OL
Pol et vzorkT 1 20%

hodnnoetdld § nu

Pol et wmzggQgRT 2 40 %

t ou, meeld §jne

Polet vygogRT 2 40%
t ou, mead §jne

Mi ni nh8dnata2 95ng/ OL
Maxi m8&l n2z h 3354n g/ OL
Pol et wizomn 3 60 %

ni gg2 rmeg

Pol et wvzorkT 2 40 %
Vyned 15 n

U druh® izolace byl aonegddjjtdim @, nGeaNSied g?
vzor kT, k4o iadrkytsii o 8 by orue ¢v yjgejt2ale® i €moSi |y 40
di §n bybld,0fo ¢ / &3hodvalse§ e d neins Ize d k T, 20RatMé mTi mi§v S |
namhNSen§ hodngdtde mawlian§9 n3 h ondgn/o@ K bpyrl cav e3d3e, 1
druh® izolace byla vitmhgnOslZbpIoT &h va®r %Tbwnl
negndghbOL.
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1025Cel koWgnokt

RNA

sl edowxad kol @4d d ytrigzgangoksas i DR Ap

Tabulka B: Hodnoty
prvn?2 jzol aci z opakovanhD izol ovanlch
Prvn2 i zol Z2skan® hgProcentus8ln
Medi 8n 1102,75ng
Pol et ovdzpoorvk?Td 0 0%
h od nmoetdll § n u
Pol et wziggRT 3 50%
t ou, meed §jne
Pol et wvygogQRT 3 50%
t ou, meead §jng
Mi n i nih8dnata? 660,25ng
Maxi m8I|l n2 h 1517,7ng

Visledky

trace Vv ng

vzor kT,nreigg béydmot a
kt eurrl| emy In ag rhili2m&IBMPS e n §

hodnot

Vvygg? hodnonga

vztagenlch
medi §nu.

cel kov ®& hwldtol¥ar oys tsi

byla 1517, 7
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nRANM) Sseen T mi h
nya 3 ewdznr5m . v eSS e aikrTv
Sy epohdyemad&i 0
hodnmamej- byl a
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Tabulka20: Hodnoty sledovanlich Y“daj T zjigthRn® ¢

dr uihz®o | aci z opakovanhD izolovanich vzorkT.
Druhg8 i zol Z2skan® hdProcentu8ln
Medi 8&n 351,75ng

Pol et vzorkT 1 20%

hodnnoetdld § nu

Polet wmzgoQgRT 2 40 %
t ou, meedg §jn¢

Polet vyguQRT 2 40%
t ou, meedd §jn¢
Mi n i nh8dnata? 237,5ng
Maxi m8l n2 h 838,5ng

PSi dr uh® 40% ovlTasclietdkydlS@ nVzarky, nd ¢ Géeagh by | a
hodnot a.Sneedjinhuj ako ni gg2ch)%.i Meydd g§nc hh ovdinsol
url en nmgaderize7z5r kRt er T  deenc?Si |'s h2vhdi ofh &ahbn 2
mNSen§ hodnmdaa nbeylvay g2327 .himginot a byl a 838, 5
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1030pakovanhD mhRSen® vzorky

Tabulka2l: Me d i Smodm®oty sl edpu&koivamND%ZMmDSENT ch vzo

Sl edovan® hodai Zji gt ma daodgon

MR S absdérbance Si 260 0,521

MR S absdérbance Si 280 0,35

P o mddb s o r26G4280cntn 1,45

Z2 sk akhonceng/@Lr ac g 2437Tn g/ OL
Cel kovg§ vitng 609,25ng
Mnogstv2 vzor 25 OL

10.3.1MN S eabsdrbancep Si 260 nm

Tabulka22 Hodnoty sl epakavhol YdpSEhlabhsozbakdi
nm.

Z2skan® hgProcentu8ln
Medi 8n 0,521
Pol et vzorkT 1 4%
h od nnoetdld § n u
Pol et wmzggRT 12 48 %
t ou, meagd §jne
Polet wvygogQRT 12 48 %
t ou, meead §jne
Mi ni m8I n2 | 0,256
Maxi m8I| n2 h 2,577
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Bylozji gt Dno mnogstv2 vzor MEdi K@k & Iseh shd
Sen2? absorbaBycleo poJii @as@nerd m,| eldkdr ® tvoSilo
pohybuje pod nherdain8incu2, hsotdenjontly t ak Jedepza kwl -n a d
sl emR$en2 se shodwmedi Shodeamy g ovlotSe n T M %.

Medi 8n opakovabd.chMivrziom&ITn 2b yh seddeyd tsd ewdy s k
c2ch byla 0,256 a maxi m8l n2 hodnota byl a 2,

10.3.2MN S eabsdrbancep Si 280 nm

Tabulka23: Hodnotys | edovanTch Y%daj T opakovanIB mhRSenl
nm.

Z2skan® hdgdProcentus8l n

Medi &n 0,35

Polet vzorkT 1 4%
h odnnmoetdld 8§ nu

Pol et wziggQRT 12 48 %

t ou, mead §jne

Pol et wvygoQRT 12 48 %
t ou, meead §jne
Mi n i nh8dnaia? 0,183
Maxi m8Il n2 h 1,917

Hodnotame d i &8msuor bance zj i go3Bn Zep §igexh0 nrds em)
48% vIisledkT skupinry sn¥gig@gGdh2ynejdddoboy, medi §
byl y zj2ivige INend ktieete @0 BlHyo dnot a medi §nwdne ms ho
zvi sl ¢MéklT&n vz3®MkTibngddimota byla 0,183 a nej
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10.3.3Po mBAb s o r B6a/A86 Am

Tabulka24 : Hodnoty sledovanlch %Y%dajpd mtapsark ovanh
ban& 260280nm.

Z2skan® hdgdProcentus8l n

Medi &n 1,45

Pol et vzorKkT 2 8 %
h odnmoetdld § n

Pol et wzggQRT 12 48 %
t ou, mead §jne

Pol et wvygogRT 11 44%

t ou, meead §jne

Mi n i nh8dnota? 1,29

Maxi m8l n2 h 1,86
Pol et vzor kT)| 24 96 %

byla pod 1,8
Polet vzorkT)| 1 4%

byla od 1,8 d&@,0

Pol et vzor kT)| 0 0%
bylavy g g 2,0 n e {

Hodnotame d i Bjniugt PN§ u pomNr4e 2NG 0§/g2 8nle Brsni eldykly
medjnmgl o 12 vzoBWK VY @ga volSsll ediuyllvbgt kT zj ke
t v o $4i%l Jgdna hodnot @shodovalasne di §nem a. tMedSii§m By 1% 1,
ni m8§ln2 zjigtNn8 hodnota byliastdo®®2 anemg x1 m8&
zji gteWvea ouVkOpb r e k , kterl byl vygd4% neg 1,8 a
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1034Z2 sgakoncentrace v ng/ OL

Tabulka25: Hodnotyz 2 s k an ® k a gt éhbptatkaocvea nvd mNSenT ch vz

Z2skan® hgProcentus8l n

Medi §n 2437ng/ OL

Pol et vzorkT 1 4 %
h od nmetdd § n u

Pol et wmzggRT 12 48 %
t ou, meeald §jne

Polet wvygogQRT 12 48 %
t ou, mead §jne

Mi n i nh8dnata 10,79n g/ OL
Maxi m8l n2 h 103,06n g / OL
Pol et wizomn 4 16 %

ni gg2 rmeg |

Pol et vzorkT 21 84 %
vVyneag 15 n

ZijtimgnT  oncentrBoe by24,37n g/ OL. Ni §g2 koneE¥ntr ace
vzor kT, ki8®uNPJHv oS0 hpmenmjkiyeB®Hyp S2NadiT§ n
se shodoval dnouzn amNSenT ch ak ¢ voNejrmic®%h2 hodnot a |
ng/d&nlej vy ggreg /1fL3niOG8 1 n2 a maxi m§l n2 hodnot a
hodnotami veNimjg?2 dulitgmgraddiyt. 4n evgz olrB&%. Na-v 0 S2 ¢ 2
opak vyggt nwdd Nig52oh gV Da.r kn,I86%t er ® tvoSily
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10.3.5Ce | k

Tabulka26: Hodnotyc e | k o v ®

ovg vithNgnost

v T tndug noopsatkio VRANNAD vmNSenT ch v :

RNA

Z2skan® hag

Procentus8l n

Medi 8&8n 609,25ng

Pol et vzorkT 1 4%

h od nmetdd § n u
Pol et wmzggRT 12 48 %

t ou, meeald §jne
Polet wvygogQRT 12 48 %

t ou, mead §jne

Mi ni m8Il n2 K 269,75ng

Maxi m8l n2 h 2576,5ng

Cel kovg vitnNgnost pRNA ez adGO@in@EM kTS ttevjondl |jaa
koncentrace vztagen® na 1 OLnii§ @2 chedstkjmo/t®o w I

n®mr ocent us8l nj2ark z hesltolg@Bple nk upi ny

tv 0 $48 P4 Jederz e

byla 269,7shgama x i nb§ld 25726,5g.

70

byl ya

vzarkhad emteadd gntuld o.34i In i 4hddhota?

tvoSe



DISKUZE

Zvol en§ pmizalapermiRNAfirmy Qiagenjevs oul asnosti zSej m
g2vanhDj g2m met odi atemBRNAHS Kk § hpaS?epha dptx op |iazzomy |,
|l ovan® vzorky obsahujpSdmaceRot m®mZ, mji KR NAI as
kompli kovanhRj g2 a vygaduje pSesnW®WelpmioveTlea?
gitg8 je tak® perhicovvstkhabatatrdrptBoi pr ov §
tovat roztoky pS2mo na kolonky a pSi odpipe
napi petov8§na z8roveR mezifg§ze (prostSedn?2
Vsoul asnogtlie séceelaboratoS2ch zavg§d2?2 auto
avgaSzypadh i z opllaaczenymiaRNEARPZE bl ol kT st&le zT
s8zkou na jistotu.

Za velkou vihodu tohotwagneuwatdijck®h or @mrsd
nostPSes mnoho bodT izolaln2ho pbishop&nja %xal
jasnhD vy®? Ryl toenunl e met odi crkol ipzoosltawcp vnhuokd
kyselin vegedetiuennTech | aboratoS%dhnialké cjhel
borat o N2eovH.hodou tohoto metodi ck®ho postupu |j
torn? izwdtacp,,zaberedvwad pKT hodi nyur |Tiot TncThy ep D21 pt
l i mit prlol iviyiugkiitehkwtlpbpeat &8bah m2t visledelk
PSedpokl|l §d§8 se vgak, ge ag budou identifik
vkl inick® praxi krgo#&é @daoasomani zovanl protok

Zjistili jsme, ge bNDhem osmi hodinov® pracovn?2 d
vzor kmyzpl a® krve sERKAMavikak Kd j e | aboratorn
zapracwwvamnmky | e itde®l nl2esiezdl,owar otoge | abor

pSehl ed o owzyo rsch26amhd 2 a 0 p 0 sslee dpnS?2. 1 vi zgo rnkeel m ¢ 2

Limitemt ohot o met odi ¢ k ®hptezmauozp t &rgeuobsaheije pr 8 c e
pouze n2zkoukroRMARL c eznet rkatceir ®mij. IzolovR8 RNAijezloot o v 8§ n a
hacena o frakci rkioRNA, neje d 8e§ i ® mikBoRNA. Proto je vzhledemk 2 zk T m kon -
centrac? mkraRMNIAe k kit emi® tced KRONAR®ecthT If @ aikdoo R 2 s k a
200 OL vstupmiyhorobijdeomu mkieRNAT vIitNDgek

Pro mhRSen? koncentrace z2skan® RNA j e
dok&8ge zmnNSilt lo.mMekereccrh 8t n2ho spektrofotomet
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speci 81 n2 | aboratorn2 vybaven2. Pro metodic
nuk eovich kyselin, automatick® micgnteftiggss se gp
vol i tzelland m#an 4 AC.

PSi analTlze vegkemeldd g szv2psokraknTV wip,g4d ath o dryd t
neg 1,j8i gpotylbmma ek Tchg 3 mhilsyt ohtoyd nvoyNggg 2h i ¢ 2
hodnot a |0j6Ba9586tpgrcetty |bay | urlenVindeBbdhmt pSipa

se | istota i zolpoovmahr® R2NGAD /z228s0k annngo nzfd¢iR2 pbdD h§ b
Ni g2 hodnota |istoty shlydbmo wp rmemdplodow nfl @
byl a plazma pro izolaci z2sk8na.

Dl e zkugenost. pracovn2kT | aboratoSe mol

zeRe mogno hiodnoookiy | $ PprometoduRTLreaBimegPCR § 2 t

Druhou sledovanou hodhoo u byl a pr TmRrngdeBt PgmopS2p
by mhRDla blt vitRgMomdto kKygdgEMAveign:r 5Pl m&Eb@L Bc
mNl o ni g2 hodnot WiWigeNyKu Nek 1% edzgdy®@lv.Nt | i
van® wnwzbiyktyvD ez2sskan®, ameabdbytynZhdbm Ea ® \
hot o dbDvydraeuvdDpadskouNnkdgg2ch hodnot vitnRgku
byla 7,55 ngt O@mu, Vg brl @ dReNimk & Hsvlaedn D tim& | §dal
PCR, ve kner®emvegrzn2 transkripci ide8l n2 v

mogn® vegker® izolovan® vzorky poug2t pro t

Z dTvodu atypick®ho pr T bbghnun kktSe rv@& yv zgor rakf yu
kovanDD iazdlzoM&mrcy byl o0 ®r o@eldleoiwoD cley ke mprb5o v e
trofotometricklich stanoven2. U vzZieOkTg/®Lkt
a me®nhD, byl o provedeno opakovan® stanoven?

RNA byla po izolacikoROAgipoD@mopRimePER arvrav e
soupravy firmy Life Technologies (Carl sbad
c 2 | omikroRNA.
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ZCVnR

HI avn2m c2l em bylo zjistitg§dozkdravkwe d§ pl
sahuksEPDET® poudgdlacingt eovich kyselin (RNA) v d
takaby byl o mogno prov®st stanoven?2 biomarke
ovaskul 8rnzm onemocnBDn2m. HIlavn2mi sl edovan
Vzorky by mDly oidpoOoOv?2 dat ol kst 6t®Di um8 spl ni |
vzorkT, konkr®tnhD 13 mz2pbrdvhezhveglhéoivaml mb
Vygg?2 hodnotu neg 2 mhDlo 0,57 % vzorkT. Ta
ide&8l n2m hodnot §mJs¢leermpo amallipmdmh a fksez vk tne rhe
doglostawatnédcth2ch pln® krve, ze kterTch byl a

Z508 vzorkT byl medgi®&Mewlit§MgKu skt em,tyY8 Dyl

cent il byl 1,3. Vygg2 hodnoanachgg31m®l pylha
| i stoty vygg2 neg 2,0. Nejnigg?2 hodnota | i s
notu 1,3.

Dl e zkugenost. pracovn2kT | aboratoSe mol

zeR je mogmodmotvawr |kiy sntstaduRT real tinBeP@Ro u g 2 t

Druhou sl edovanou hodnotou ibdd &l rp2r i mP3S [
by mhRDla bht eswpywEnmsety 15 ng/ OL. Toto krit ®
|l Tch 184 mNRlo nigg2 hodnoty alvDHRgkmelhylld
ng/ OL .

Meodou stanoven?2 mikroRNA na PEm,kdebyla bi ol «
pr8ce provedena-timePERMePodaofd dealever zn?
viogit 5 ng/ OL RNA, mTgeme S2ci, ¢ge uvedenl
vzorkT, je pro tento zpKocwmankioBNAUi pacient T
skardiovaskul 8whdmiT chor obami
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SEZNAM PP CLOH

T PS2 | peagher 8 namNSeng§ data vgech izolova
T PS2| opThabulkdhodnotpr vn2ch izolac2 u opakovanh i
T PS2| phab«€l ka hodnot druhlTch izolac2 u op
T PS2| ofhab®l ka hodnot opakovanh mRSenlTch v



Pf ¢OHY
PS2| dVagker§8 namhRSen§ data vgech izol

Tabul ka 27: Vegker§ naghyehgdpshat a gegadc mNSec
i zol.ac?2ch

A260 | A280 |PomnD c cel kov 8§ Objem
| 2sl o nm nm 260/280| [ ng/ [ng] [ Ol ]
17001 1,394 0,883 1,58 55,77 1394,25 25
17002 1,041 0,676 1,54 41,62 1040,5 25
17003 0,94 0,621 1,51 37,59 939,75 25
17004 0,947 0,615 1,54 37,88 947 25
17005 1,384 0,877 1,58 55,35 1383,75 25
17006 0,62 0,426 1,46 24,82 620,5 25
17007 0,823 0,562 1,46 32,92 823 25
17008 0,297 0,183 1,62 11,89 297,25 25
17009 1,245 0,859 1,45 49,79 1244,75 25
17010 0,323 0,22 1,47 12,93 323,25 25
17011 1,601 0,992 1,61 64,03 1600,75 25
17012 0,385 0,266 1,45 15,4 385 25
17013 0,25 0,192 1,31 10 250 25
17014 0,476 0,312 1,53 19,04 476 25
17015 0,357 0,261 1,37 14,29 357,25 25
17016 0,435 0,292 1,49 17,41 435,25 25
17017 0,334 0,232 1,44 13,38 334,5 25
17018 0,394 0,302 1,3 15,74 393,5 25
17019 0,389 0,292 1,33 15,55 388,75 25
17020 0,449 0,31 1,45 17,94 448,5 25
17021 0,449 0,314 1,43 17,94 448,5 25
17022 0,643 0,443 1,45 25,74 643,5 25
17023 0,401 0,277 1,45 16,04 401 25
17024 0,892 0,604 1,48 35,69 892,25 25
17025 0,511 0,352 1,45 20,44 511 25




17026 0,784 0,549 1,43 31,34 783,5 25
17027 0,519 0,325 1,6 20,77 519,25 25
17028 0,589 0,386 1,52 23,57 589,25 25
17029 0,718 0,449 1,6 28,74 718,5 25
17030 0,315 0,227 1,38 12,58 314,5 25
17031 1,274 0,793 1,61 50,98 1274,5 25
17032 0,589 0,372 1,58 23,57 589,25 25
17033 0,562 0,376 1,5 22,5 562,5 25
17034 0,425 0,283 1,5 17,01 425,25 25
17035 0,899 0,65 1,38 35,96 899 25
17036 0,625 0,403 1,55 25,01 625,25 25
17037 0,382 0,256 1,49 15,27 381,75 25
17038 0,658 0,45 1,46 26,32 658 25
17039 0,305 0,195 1,56 12,19 304,75 25
17040 0,344 0,226 1,52 13,75 343,75 25
17041 0,834 0,508 1,64 33,36 834 25
17042 0,651 0,45 1,45 26,04 651 25
17043 0,648 0,596 1,09 25,93 648,25 25
17044 0,366 0,238 1,54 14,62 365,5 25
17045 1,498 0,922 1,63 59,93 1498,25 25
17046 1,147 0,687 1,67 45,9 1147,5 25
17047 0,659 0,414 1,59 26,37 659,25 25
17048 0,322 0,226 1,43 12,89 322,25 25
17049 0,456 0,289 1,58 18,24 456 25
17050 0,665 0,431 1,54 26,6 665 25
17051 1,471 0,941 1,56 58,86 1471,5 25
17052 1,276 0,834 1,53 51,04 1276 25
17053 0,463 0,296 1,56 18,5 462,5 25
17054 1,032 0,65 1,59 41,28 1032 25
17055 0,613 0,435 1,41 24,53 613,25 25
17056 0,477 0,317 1,51 19,06 476,5 25
17057 0,721 0,48 1,5 28,85 721,25 25




17058 0,643 0,449 1,43 25,72 643 25
17059 0,728 0,496 1,47 29,13 728,25 25
17060 0,803 0,555 1,45 32,13 803,25 25
17061 0,256 0,143 1,79 10,23 255,75 25
17062 0,372 0,232 1,6 14,86 371,5 25
17063 0,507 0,305 1,66 20,3 507,5 25
17064 0,217 0,114 1,91 8,7 217,5 25
17065 0,493 0,275 1,79 19,71 492,75 25
17066 0,65 0,372 1,75 26,01 650,25 25
17067 0,291 0,166 1,75 11,64 2901 25
17068 1,29 0,827 1,56 51,59 1289,75 25
17069 0,507 0,259 1,96 20,26 506,5 25
17070 0,36 0,204 1,76 14,39 359,75 25
17071 1,247 0,743 1,68 49,87 1246,75 25
17072 0,538 0,358 1,5 21,54 538,5 25
17073 0,644 0,432 1,49 25,75 643,75 25
17074 0,541 0,324 1,67 21,62 540,5 25
17075 0,43 0,26 1,66 17,21 430,25 25
17076 0,271 0,178 1,52 10,83 270,75 25
17077 0,397 0,24 1,66 15,89 397,25 25
17078 0,402 0,258 1,55 16,07 401,75 25
17079 0,494 0,316 1,57 19,77 494,25 25
17080 0,723 0,43 1,68 28,92 723 25
17081 1,257 0,791 1,59 50,3 1257,5 25
17082 0,676 0,46 1,47 27,06 676,5 25
17083 1,19 0,749 1,59 47,6 1190 25
17084 0,771 0,526 1,47 30,83 770,75 25
17085 0,646 0,403 1,6 25,83 645,75 25
17086 0,599 0,394 1,52 23,96 599 25
17087 0,998 0,654 1,53 39,93 998,25 25
17088 0,302 0,185 1,64 12,09 302,25 25
17089 0,605 0,379 1,59 24,21 605,25 25




17090 0,575 0,347 1,66 22,99 574,75 25
17091 0,371 0,221 1,68 14,82 370,5 25
17092 0,73 0,473 1,54 29,2 730 25
17093 0,47 0,328 1,44 18,82 470,5 25
17094 0,479 0,287 1,67 19,16 479 25
17095 2,101 1,438 1,46 84,06 2101,5 25
17096 0,432 0,298 1,45 17,29 432,25 25
17097 0,446 0,28 1,59 17,85 446,25 25
17098 0,524 0,362 1,45 20,95 523,75 25
17099 0,685 0,464 1,48 27,42 685,5 25
17100 1,362 0,992 1,37 54,5 1362,5 25
17101 0,729 0,481 1,52 29,18 729,5 25
17102 0,954 0,625 1,53 38,18 954,5 25
17103 0,733 0,498 1,47 29,32 733 25
17104 0,678 0,429 1,58 27,12 678 25
17105 0,41 0,266 1,54 16,41 410,25 25
17106 0,469 0,293 1,6 18,78 469,5 25
17107 0,503 0,322 1,56 20,13 503,25 25
17108 0,383 0,26 1,48 15,33 383,25 25
17109 0,571 0,368 1,55 22,84 571 25
17110 0,475 0,298 1,59 19,01 475,25 25
17111 0,298 0,183 1,63 11,93 298,25 25
17112 0,401 0,264 1,52 16,05 401,25 25
17113 1,513 1,072 1,41 60,53 1513,25 25
17113 0,325 0,181 1,8 13,02 325,5 25
17114 0,402 0,258 1,56 16,09 402,25 25
17115 0,385 0,25 1,54 15,4 385 25
17116 1,526 1,043 1,46 61,03 1525,75 25
17117 0,335 0,231 1,45 13,42 335,5 25
17118 0,436 0,267 1,63 17,45 436,25 25
17119 1,099 0,766 1,43 43,95 1098,75 25
17119 0,237 0,162 1,46 9,5 237,5 25




17120 1,107 0,772 1,43 44,27 1106,75 25
17120 0,839 0,539 1,56 33,54 838,5 25
17121 0,583 0,382 1,53 23,32 583 25
17122 0,526 0,353 1,49 21,03 525,75 25
17123 0,332 0,268 1,24 13,3 332,5 25
17124 0,48 0,364 1,32 19,2 480 25
17125 0,397 0,294 1,35 15,88 397 25
17126 0,53 0,419 1,26 21,21 530,25 25
17127 0,426 0,293 1,46 17,05 426,25 25
17128 0,389 0,275 1,41 15,56 389 25
17129 0,906 1,345 0,67 36,23 905,75 25
17129 0,352 0,23 1,53 14,07 351,75 25
17130 0,66 0,74 0,89 26,41 660,25 25
17130 0,757 0,516 1,47 30,3 757,5 25
17131 0,313 0,182 1,72 12,54 313,5 25
17132 0,366 0,231 1,58 14,65 366,25 25
17133 0,242 0,146 1,66 9,69 242,25 25
17134 0,691 0,408 1,69 27,62 690,5 25
17135 0,345 0,211 1,63 13,8 345 25
17136 0,487 0,332 1,47 19,5 487,5 25
17137 0,989 0,596 1,66 39,57 989,25 25
17138 0,289 0,185 1,56 11,54 288,5 25
17139 0,598 0,364 1,64 23,93 598,25 25
17140 0,592 0,362 1,64 23,7 592,5 25
17141 0,428 0,277 1,54 17,13 428,25 25
17142 0,519 0,319 1,63 20,77 519,25 25
17143 0,339 0,195 1,74 13,57 339,25 25
17144 0,365 0,253 1,44 14,6 365 25
17145 0,529 0,33 1,6 21,15 528,75 25
17146 0,272 0,165 1,65 10,86 271,5 25
17147 0,506 0,309 1,64 20,24 506 25
17148 0,386 0,264 1,46 15,45 386,25 25




17149 0,442 0,285 1,55 17,68 442 25
17150 0,379 0,226 1,67 15,14 378,5 25
17151 0,429 0,228 1,88 17,17 429,25 25
17152 0,338 0,18 1,88 13,51 337,75 25
17153 0,384 0,244 1,57 15,36 384 25
17154 0,315 0,2 1,57 12,58 314,5 25
17155 0,256 0,149 1,72 10,22 255,5 25
17156 0,341 0,209 1,63 13,62 340,5 25
17157 0,305 0,198 1,54 12,21 305,25 25
17158 0,339 0,21 1,61 13,56 339 25
17160 0,508 0,328 1,55 20,34 508,5 25
17161 0,327 0,215 1,52 13,08 327 25
17162 0,441 0,273 1,61 17,66 441,5 25
17163 0,239 0,181 1,32 9,54 238,5 25
17164 0,254 0,162 1,56 10,16 254 25
17165 0,303 0,223 1,36 12,13 303,25 25
17166 0,352 0,226 1,56 14,09 352,25 25
17167 0,289 0,201 1,44 11,57 289,25 25
17168 0,356 0,212 1,68 14,23 355,75 25
17169 0,312 0,222 1,41 12,48 312 25
17170 0,283 0,19 1,49 11,33 283,25 25
17171 0,44 0,298 1,48 17,58 439,5 25
17172 0,435 0,305 1,43 17,41 435,25 25
17173 0,356 0,244 1,46 14,24 356 25
17174 0,278 0,173 1,61 11,12 278 25
17175 0,322 0,21 1,54 12,9 322,5 25
17176 0,323 0,195 1,66 12,92 323 25
17177 0,418 0,265 1,57 16,71 417,75 25
17178 0,378 0,244 1,55 15,12 378 25
17179 0,385 0,254 1,51 15,39 384,75 25
17180 0,285 0,203 1,4 11,39 284,75 25
17181 0,356 0,244 1,46 14,26 356,5 25




17182 0,765 0,542 1,41 30,59 764,75 25
17183 0,405 0,32 1,27 16,2 405 25
17184 1,889 1,304 1,45 75,57 1889,25 25
17185 0,588 0,44 1,34 23,52 588 25
17186 0,649 0,47 1,38 25,96 649 25
17187 0,845 0,607 1,39 33,81 845,25 25
17188 0,563 0,425 1,32 22,52 563 25
17189 0,511 0,358 1,43 20,45 511,25 25
17190 0,79 0,551 1,43 31,62 790,5 25
17191 0,27 0,183 1,48 10,79 269,75 25
17192 0,502 0,35 1,43 20,06 501,5 25
17193 1,274 0,886 1,44 50,96 1274 25
17194 0,38 0,264 1,44 15,18 379,5 25
17195 0,731 0,512 1,43 29,25 731,25 25
17196 0,593 0,349 1,7 23,7 592,5 25
17197 0,38 0,224 1,7 15,21 380,25 25
17198 0,287 0,181 1,59 11,48 287 25
17199 0,351 0,266 1,32 14,05 351,25 25
17200 0,364 0,276 1,32 14,56 364 25
17201 0,603 0,407 1,48 24,13 603,25 25
17202 0,393 0,273 1,44 15,72 393 25
17203 0,392 0,27 1,46 15,7 392,5 25
17204 0,406 0,257 1,58 16,24 406 25
17205 0,556 0,372 1,5 22,23 555,75 25
17206 0,289 0,185 1,57 11,56 289 25
17207 0,387 0,261 1,49 15,5 387,5 25
17208 0,388 0,261 1,49 15,51 387,75 25
17209 0,302 0,192 1,57 12,09 302,25 25
17210 0,384 0,275 1,4 15,35 383,75 25
17211 0,68 0,449 1,52 27,22 680,5 25
17212 0,516 0,341 1,51 20,64 516 25
17213 0,335 0,211 1,58 13,38 334,5 25




17214 0,328 0,212 1,55 13,13 328,25 25
17215 0,382 0,236 1,62 15,27 381,75 25
17216 0,691 0,427 1,62 27,62 690,5 25
17217 0,708 0,463 1,53 28,31 707,75 25
17218 0,463 0,289 1,6 18,54 463,5 25
17219 0,347 0,241 1,44 13,88 347 25
17220 0,372 0,256 1,45 14,88 372 25
17241 0,851 0,6 1,42 34,03 850,75 25
17242 0,401 0,282 1,42 16,05 401,25 25
17243 0,533 0,373 1,43 21,32 533 25
17244 0,62 0,412 1,5 24,79 619,75 25
17245 1,102 0,75 1,47 44,08 1102 25
17246 0,369 0,22 1,67 14,75 368,75 25
17247 0,499 0,346 1,44 19,95 498,75 25
17248 0,572 0,37 1,54 22,86 571,5 25
17249 0,466 0,325 1,43 18,63 465,75 25
17250 0,645 0,412 1,56 25,78 644,5 25
17251 0,366 0,218 1,68 14,64 366 25
17252 0,328 1,136 2,41 13,13 328,25 25
17253 0,856 0,51 1,68 34,24 856 25
17254 0,988 0,576 1,71 39,51 987,75 25
17255 0,468 0,224 2,09 18,71 467,75 25
17256 0,468 0,235 1,99 18,71 467,75 25
17257 0,324 0,112 2,9 12,96 324 25
17258 0,674 0,371 1,82 26,95 673,75 25
17259 0,403 0,208 1,94 16,13 403,25 25
17260 0,808 0,441 1,83 32,34 808,5 25
17261 0,457 0,304 1,5 18,27 456,75 25
17262 0,328 0,212 1,55 13,11 327,75 25
17263 0,381 0,241 1,58 15,24 381 25
17264 0,357 0,238 1,5 14,27 356,75 25
17265 0,317 0,202 1,57 12,69 317,25 25




17266 0,358 0,238 1,5 14,31 357,75 25
17267 0,425 0,312 1,36 16,98 424,5 25
17268 0,425 0,283 1,5 16,99 424,75 25
17269 0,326 0,237 1,38 13,05 326,25 25
17270 0,615 0,431 1,43 24,59 614,75 25
17271 0,268 0,182 1,48 10,72 268 25
17272 0,637 0,454 1,4 25,46 636,5 25
17273 0,411 0,297 1,38 16,43 410,75 25
17274 0,325 0,215 1,51 13,01 325,25 25
17275 0,275 0,199 1,38 11 275 25
17276 0,613 0,453 1,35 24,53 613,25 25
17277 0,338 0,228 1,48 13,52 338 25
17278 0,316 0,218 1,45 12,66 316,5 25
17279 0,336 0,225 1,49 13,43 335,75 25
17280 0,357 0,23 1,55 14,29 357,25 25
17281 0,321 0,202 1,59 12,85 321,25 25
17282 0,325 0,217 1,5 13 325 25
17283 0,308 0,202 1,53 12,33 308,25 25
17284 0,555 0,371 1,5 22,22 555,5 25
17285 0,312 0,232 1,35 12,49 312,25 25
17286 0,256 0,181 1,42 10,26 256,5 25
17287 0,268 0,191 1,41 10,73 268,25 25
17288 0,312 0,223 1,4 12,5 312,5 25
17289 0,263 0,177 1,48 10,52 263 25
17290 0,244 0,161 1,52 9,75 243,75 25
17291 0,263 0,211 1,25 10,51 262,75 25
17292 0,246 0,196 1,26 9,85 246,25 25
17293 0,298 0,21 1,42 11,93 298,25 25
17294 0,291 0,209 1,39 11,64 201 25
17295 0,426 0,309 1,38 17,04 426 25
17296 0,385 0,266 1,45 15,42 385,5 25
17297 0,518 0,33 1,57 20,71 517,75 25




17298 0,382 0,269 1,42 15,3 382,5 25
17299 0,409 0,298 1,37 16,35 408,75 25
17300 0,498 0,355 1,4 19,92 498 25
17301 0,37 0,301 1,23 14,79 369,75 25
17302 0,365 0,249 1,47 14,61 365,25 25
17303 0,381 0,271 1,4 15,22 380,5 25
17304 0,313 0,189 1,66 12,5 312,5 25
17305 0,259 0,18 1,44 10,37 259,25 25
17306 0,293 0,194 1,51 11,73 293,25 25
17307 0,398 0,264 1,51 15,94 398,5 25
17308 0,334 0,222 1,5 13,36 334 25
17309 0,312 0,216 1,44 12,46 311,5 25
17310 0,3 0,209 1,43 11,99 299,75 25
17311 0,391 0,273 1,43 15,66 391,5 25
17312 0,389 0,272 1,43 15,56 389 25
17313 0,707 0,494 1,43 28,27 706,75 25
17314 0,476 0,329 1,45 19,06 476,5 25
17315 0,355 0,259 1,37 14,2 355 25
17316 0,388 0,261 1,49 15,51 387,75 25
17317 0,334 0,218 1,53 13,36 334 25
17318 0,302 0,211 1,43 12,1 302,5 25
17319 0,493 0,362 1,36 19,72 493 25
17320 0,38 0,252 1,5 15,19 379,75 25
17321 0,404 0,297 1,36 16,17 404,25 25
17322 0,48 0,346 1,39 19,2 480 25
17323 0,419 0,306 1,37 16,78 419,5 25
17324 0,376 0,26 1,44 15,03 375,75 25
17325 0,45 0,323 1,39 18 450 25
17326 0,49 0,327 1,5 19,59 489,75 25
17327 0,506 0,362 1,4 20,26 506,5 25
17328 0,393 0,255 1,54 15,71 392,75 25
17329 0,463 0,334 1,39 18,52 463 25




17330 0,353 0,257 1,37 14,12 353 25
17331 0,31 0,179 1,73 12,4 310 25
17332 0,262 0,155 1,69 10,49 262,25 25
17333 0,583 0,376 1,55 23,31 582,75 25
17334 0,357 0,217 1,65 14,28 357 25
17335 0,304 0,19 1,6 12,15 303,75 25
17336 1,258 0,153 1,68 10,34 258,5 25
17337 0,323 0,199 1,62 12,9 322,5 25
17338 0,282 0,18 1,56 11,28 282 25
17339 0,31 0,18 1,72 12,4 310 25
17340 0,278 0,156 1,79 11,11 277,75 25
17341 0,345 0,225 1,53 13,79 344,75 25
17342 0,461 0,295 1,56 18,43 460,75 25
17343 0,323 0,216 1,49 12,92 323 25
17344 0,518 0,369 1,4 20,7 517,5 25
17345 0,391 0,279 1,4 15,63 390,75 25
17346 0,415 0,283 1,47 16,61 415,25 25
17347 0,852 0,593 1,44 34,07 851,75 25
17348 0,305 0,177 1,73 12,2 305 25
17349 0,757 0,522 1,45 30,3 757,5 25
17350 0,618 0,421 1,47 24,7 617,5 25
17351 0,356 0,253 1,41 14,24 356 25
17352 0,344 0,238 1,44 13,76 344 25
17353 0,435 0,287 1,48 17,01 425,25 25
17354 0,354 0,231 1,53 14,17 354,25 25
17355 0,268 0,167 1,6 10,71 267,75 25
17356 0,262 0,173 1,51 10,46 261,5 25
17357 0,277 0,192 1,45 11,09 277,25 25
17358 0,239 0,135 1,77 9,54 238,5 25
17359 0,309 0,205 1,51 12,34 308,5 25
17360 0,33 0,227 1,46 13,2 330 25
17361 0,301 0,205 1,47 12,05 301,25 25




17362 0,345 0,231 1,49 13,8 345 25
17363 0,274 0,169 1,62 10,96 274 25
17364 0,24 0,147 1,64 9,59 239,75 25
17365 0,398 0,313 1,27 15,91 397,75 25
17366 0,299 0,218 1,37 11,94 298,5 25
17367 0,368 0,278 1,32 14,73 368,25 25
17368 0,355 0,25 1,42 14,21 355,25 25
17369 0,272 0,202 1,35 10,89 272,25 25
17370 0,433 0,339 1,28 17,3 432,5 25
17371 0,3 0,224 1,34 12,01 300,25 25
17372 0,415 0,326 1,27 16,6 415 25
17373 0,257 0,174 1,47 10,29 257,25 25
17374 0,361 0,269 1,34 14,45 361,25 25
17375 0,342 0,262 1,31 13,67 341,75 25
17376 0,27 0,19 1,42 10,81 270,25 25
17377 0,257 0,184 1,4 10,3 257,5 25
17378 0,32 0,237 1,35 12,82 320,5 25
17379 0,544 0,368 1,48 21,75 543,75 25
17380 0,246 0,194 1,27 9,83 245,75 25
17381 0,327 0,234 1,4 13,07 326,75 25
17382 0,31 0,213 1,46 12,4 310 25
17383 0,284 0,216 1,31 11,35 283,75 25
17384 0,382 0,267 1,43 15,28 382 25
17385 0,332 0,255 1,3 13,27 331,75 25
17386 0,299 0,214 1,4 11,95 298,75 25
17387 0,286 0,197 1,45 11,44 286 25
17388 0,392 0,263 1,49 15,66 391,5 25
17389 0,3 0,214 1,4 11,99 299,75 25
17390 0,345 0,233 1,48 13,81 345,25 25
17391 0,602 0,427 1,41 24,08 602 25
17392 0,295 0,219 1,35 11,8 295 25
17393 0,381 0,274 1,39 15,23 380,75 25




17394 0,283 0,224 1,27 11,32 283 25
17395 0,312 0,225 1,39 15,62 390,5 25
17396 0,529 0,337 1,57 26,45 661,25 25
17397 0,213 0,111 1,92 10,64 266 25
17398 0,405 0,26 1,56 20,26 506,5 25
17399 0,236 0,147 1,6 11,81 295,25 25
17400 0,325 0,22 1,48 16,25 406,25 25
17401 0,418 0,273 1,53 20,91 522,75 25
17402 0,393 0,266 1,48 19,63 490,75 25
17403 0,252 0,157 1,61 12,61 315,25 25
17404 0,218 0,15 1,45 10,89 272,25 25
17405 0,211 0,161 1,31 8,46 211,5 25
17406 0,543 0,374 1,45 21,71 542,75 25
17407 0,507 0,358 1,42 20,27 506,75 25
17408 0,318 0,223 1,43 12,73 318,25 25
17409 0,302 0,238 1,27 12,09 302,25 25
17410 0,374 0,251 1,49 14,95 373,75 25
17411 0,379 0,291 1,3 15,14 378,5 25
17412 0,304 0,236 1,29 12,18 304,5 25
17413 0,222 0,161 1,38 8,88 222 25
17414 0,332 0,229 1,45 13,29 332,25 25
17415 0,463 0,324 1,43 18,52 463 25
17416 0,449 0,354 1,27 17,94 448,5 25
17417 0,827 0,573 1,44 33,09 827,25 25
17418 0,73 0,501 1,46 29,19 729,75 25
17419 0,734 0,501 1,46 29,36 734 25
17420 0,473 0,332 1,42 18,92 473 25
17421 0,413 0,294 1,4 16,51 412,75 25
17422 0,416 0,294 1,42 16,66 416,5 25
17423 0,55 0,393 1,4 22,02 550,5 25
17424 0,441 0,321 1,37 17,65 441,25 25
17425 0,452 0,34 1,33 18,09 452,25 25






















