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Abstrakt  
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N§zev pr§ce: Izolace nukleovĨch kyselin z plazmy pro ¼ļely kvantitativn² analĨzy 

Vedouc² pr§ce: doc. RNDr. Martin Peġta, Ph.D. 

Poļet stran ï ļ²slovan®: 56 

Poļet stran ï neļ²slovan®: 44 

Poļet pŚ²loh: 4 

Poļet titulŢ pouģit® literatury: 57 

Kl²ļov§ slova: Kardiovaskul§rn² onemocnŊn², mikroRNA, izolace, plazma 

Souhrn: 

Hlavn²m c²lem pr§ce bylo zjistit, zda je moģn® pouģ²t plazmu z²skanou z pln® krve 

(odebran® do zkumavky K3EDTA) pro izolaci nukleovĨch kyselin (RNA) v dostateļn®m 

mnoģstv² a dostateļn® ļistotŊ tak, aby bylo moģno prov®st stanoven² biomarkerŢ ze skupiny 

mikroRNA u pacientŢ s kardiovaskul§rn²m onemocnŊn²m. 

Pro izolaci byly pouģity soupravy firmy Qiagen (Hilden, NŊmecko). Parametry izo-

lovan® RNA (koncentrace a ļistota) byly mŊŚeny na pŚ²stroji Nanodrop 1000 (Thermo Fisher 

Scientific Waltham, USA).  
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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 K3EDTA 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) were measured on a Nanodrop 1000 instrument (Thermo 

Fisher Scientific Waltham, USA). 

  



PŚedmluva 

Pro l®ļbu pacientŢ s kardiovaskul§rn²mi chorobami (KVO) vyuģ²v§ l®kaŚ nejen vĨ-

sledky oboru zobrazovac²ch metod, ale tak® hodnoty markerŢ z²skanĨmi laboratorn²mi sta-

noven²mi. PŚestoģe nŊkter® biomarkery jsou v diagnostice KVO nezastupiteln® a jejich pŚ²-

nos je z§sadn² (napŚ. troponin), existuj² m²sta v diagnostice, progn·ze a predikci KVO, kde 

jsou tŚeba pro spr§vn® rozhodnut² klinika doplŔuj²c² informace a st§vaj²c² biomarkery je ne-

poskytuj². Z toho dŢvodu jsou v souļasnosti zkoum§ny nov® biomarkery, zejm®na ze sku-

piny nek·duj²c²ch RNA. Nejlepġ²m zdrojem pro stanoven² tŊchto biomarkerŢ je perifern² 

krev. S t²mto koresponduje c²l t®to pr§ce. Zjistit vĨtŊģnost a ļistotu RNA izolovan® z plazmy 

z²skan® z pln® krve pacientŢ s KVO (zkumavka K3EDTA) soupravou firmy Qiagen. Pr§ce 

byla provedena na Đstavu Biologie, LF v Plzni UK, kterĨ ¼zce spolupracuje s Kardiologic-

kou klinikou FN a LF PlzeŔ. Na z§kladŊ informovan®ho souhlasu poskytli pacienti hospita-

lizovan² na t®to klinice vzorek pln® krve pro proveden² t®to pr§ce a navazuj²c²ho vĨzkumu. 
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ĐVOD 

Tato bakal§Śsk§ pr§ce se zabĨv§ izolacemi nukleovĨch kyselin, konkr®tnŊ izolacemi 

RNA obohacen® frakc² mikroRNA z plazmy pln® krve (odebran® do zkumavky K3EDTA) 

z²skan® z Kardiologick® kliniky FN a LF PlzeŔ.  

V teoretick® ļ§sti se pr§ce zabĨv§m kardiovaskul§rn²mi onemocnŊn²mi (KVO), rizi-

kovĨmi faktory jejich vzniku a molekul§rnŊ genetickĨm podkladem vĨvoje kardiovaskul§r-

n²ch onemocnŊn². Neopom²j²m ani klasick® biomarkery nezastupiteln® v souļasn® diagnos-

tice kardiovaskul§rn²ch chorob. Tyto biomarkery se vġak ukazuj² v urļitĨch oblastech dia-

gnostiky kardiovaskul§rn²ch onemocnŊn² nedostaļuj²c², napŚ²klad odhalen² rizika n§hl® sr-

deļn² smrti. Z toho dŢvodu je zde snaha nal®zt biomarkery, kter® budou spolehliv®, ļasnŊ 

diagnostikovateln®, jejich koncentrace bude korelovat s t²ģ² onemocnŊn², budou schopn® 

predikovat vĨvoj onemocnŊn² a vypln² m²sta, kde klasick® biomarkery odpov²daj² nedosta-

teļnŊ. Jako vhodn® biomarkery kardiovaskul§rn²ch onemocnŊn² se ukazuj² mikroRNA, 22 

nukleotidŢ dlouh® jednovl§knov® struktury reguluj²c² genovou expresi. Ve vztahu ke KVO 

bylo nalezeno nŊkolik konkr®tn²ch mikroRNA, kter® se objevuj² v krvi pacientŢ pŚi onemoc-

nŊn² a jsou oznaļov§ny jako kardiospecifick®. Tyto konkr®tn² mikroRNA lze rozdŊlit na 

mikroRNA, vyplavovan§ ve vztahu k rizikov®mu chov§n² jedince a na mikroRNA, jeģ se 

vyplavuj² do krve pŚi konkr®tn²m kardiovaskul§rn²m onemocnŊn². Dalġ² kapitoly popisuj² 

metody, kterĨmi je moģn® izolovat RNA a n§slednŊ stanovit hladiny mikroRNA. 

Praktick§ ļ§st obsahuje popis postupu izolace RNA z plazmy pln® krve pomoc² sou-

pravy firmy Qiagen, kterou jsem pouģila, d§le prezentuji namŊŚen® hodnoty vĨtŊģku a ļis-

toty z 503 izolovanĨch vzorkŢ. V posledn² ļ§sti jsou diskutov§ny moģnosti vyuģit² izolovan® 

RNA o uvedenĨch ļistot§ch pro kvantitativn² stanoven² metodami molekul§rn² biologie. 
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TEORETICKĆ ĻĆST 

1 KARDIOVASKULĆRNĉ ONEMOCNŉNĉ 

Kardiovaskul§rn² onemocnŊn² (KVO) jsou celosvŊtovŊ jednou z hlavn²ch pŚ²ļin 

¼mrt² (Zhou et al., 2018). Nav²c jsou pŚ²ļinou vzniku mnoha typŢ invalidit, tzn. jsou celo-

spoleļensky z§vaģnĨm probl®mem. Pacienti postiģen² KVO ļasto um²raj² n§hle bez moģ-

nosti poskytnut² zdravotn² p®ļe (BĨma a Hradec, 2018). Racek et al. (1999) uv§d², ģe nej-

ļastŊjġ² pŚ²ļinou KVO je ateroskler·za a jej² komplikace, mezi nŊģ patŚ² ischemick§ choroba 

srdeļn² (ICHS), c®vn² mozkov§ pŚ²hoda (CMP) nebo ischemick§ onemocnŊn² doln²ch kon-

ļetin. Ateroskler·za vznik§ na z§kladŊ kombinace zmŊn metabolismu lipidŢ a z§nŊtliv® re-

akce organismu (Libby et al., 2002). PrŢbŊh t®to nemoci je pomalĨ a projevuje se v pokro-

ļil®m st§diu (BĨma a Hradec, 2018). Rizikov® faktory ateroskler·zy je moģn® rozdŊlit na 

ovlivniteln® a neovlivniteln®. Mezi neovlivniteln® patŚ² vŊk, genetick§ z§tŊģ a ve spojitosti s 

n² i rodinn§ anamn®za a pohlav², konkr®tnŊ u muģŢ je vŊtġ² pravdŊpodobnost vzniku KVO. 

Naopak kouŚen² nebo vysokĨ krevn² tlak a diabetes mellitus jsou faktory, kter® jsou ovlivni-

teln®. Pr§vŊ ovlivniteln® faktory a ģivotospr§va jsou hlavn² ļinitel®, na kter® mŢģe bĨt za-

mŊŚena prevence (Racek et al., 2006). 

Ischemick§ choroba srdeļn² je jedno z nejļastŊjġ²ch onemocnŊn² v rozvinutĨch ze-

m²ch a je pŚ²ļinou asi 40% ¼mrt² z kardi§ln²ch pŚ²ļin. PŚi ischemick® chorobŊ srdeļn² do-

ch§z² ke sn²ģen² nebo aģ k z§stavŊ z§sobov§n² myokardu krv². Ischemie se projevuje jak v 

klidu, tak pŚi zvĨġenĨch potŚeb§ch kysl²ku. OnemocnŊn² se mŢģe projevovat jak asympto-

maticky, tak mŢģe doj²t k n§hl® smrti srdeļn². ICHS mŢģe m²t akutn² prŢbŊh nebo podobu 

chronick®ho onemocnŊn². NejļastŊjġ²m dŢvodem vzniku ischemick® choroby srdeļn² je ate-

roskler·za. L®ļba je smŊrov§na k tlumen² nebo zm²rnŊn² dalġ²ho rozvoje ateroskler·zy a 

tlumen² symptomŢ ICHS (Hradec a BĨma, 2007). 

1.1 Formy ischemick® choroby srdeļn² 

1.1.1 Akutn² forma ischemick® choroby srdeļn² 

Akutn² forma ICHS zahrnuje akutn² koron§rn² syndromy. Mezi tyto syndromy je Śa-

zena nestabiln² angina pectoris, kter§ je charakteristick§ nestabiln²m aterosklerotickĨm pl§-

tem, v nŊmģ dojde k ruptuŚe a vzniku krevn² sraģeniny. N§sledkem tohoto dŊje doch§z² k 

z¼ģen² tepny. PŚi diagnostice nestabiln² anginy pectoris je potŚeba vylouļit akutn² infarkt 
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myokardu, kterĨ lze prok§zat ļi vylouļit pomoc² laboratorn²ho stanoven² troponinŢ. Nesta-

biln² angina pectoris bezprostŚednŊ ohroģuje pacienta na ģivotŊ a je dŢleģit®, aby byla paci-

entovi okamģitŊ zajiġtŊna hospitalizace na koron§rn² jednotce (Hradec a BĨma, 2007). 

Akutn² infarkt myokardu (AIM) je ŚazenĨ mezi akutn² formy ICHS, Hradec & BĨma 

(2007) definuje AIM jako: ĂAkutn² infarkt myokardu je loģiskov§ ischemick§ nekr·za srdeļ-

n²ho svalu, kter§ vznik§ n§hlĨm uz§vŊrem vŊnļit® tepny z§sobuj²c² pŚ²sluġnou oblast.ñ Tepna 

se uzav²r§ trombem, kterĨ vznikl prasknut²m aterosklerotick®ho pl§tu. K ischemick® nekr·ze 

doch§z² velmi ļasnŊ po ucp§n² vŊnļit® tepny ï prŢmŊrnĨ ļas je odhadov§n na 20 aģ 30 minut. 

Akutn² infarkt myokardu se rozdŊluje na NSTEMI a STEMI. Pro NSTEMI je typick§ nepŚ²-

tomnost elevac² ST oblasti na elektrokardiografii (EKG) a naopak STEMI m§ tyto elevace 

na EKG pŚ²tomn®. Za typick® pŚ²znaky onemocnŊn² jsou povaģov§ny sv²rav® bolesti na hrudi 

vystŚeluj²c² do ramen a lev® ruky. Dalġ²mi doprovodnĨmi pŚ²znaky jsou ¼zkostn® stavy, duġ-

nost a vegetativn²mi projevy, jeģ zahrnuj² nauzeu a bledost. AIM je diagnostikovanĨ pomoc² 

EKG, odebr§n² pacientovi anamn®zy a laboratorn²ho vyġetŚen², kdy doch§z² ke stanoven² 

troponinu T nebo I, kterĨ se n§slednŊ posuzuje spolu se zmŊnami EKG nebo spolu s anam-

n®zou (Hradec a BĨma, 2007). 

1.1.2 Chronick§ ischemick§ choroba srdeļn² 

Za jeden z typŢ chronick® ischemick® choroby srdeļn² je povaģov§na asymptoma-

tick§ ICHS. Jedn§ se o onemocnŊn², kter® se nijak neprojevuje, ale mŢģe bĨt objeveno pŚi 

monitorov§n² EKG, kter® je prov§dŊno za jinĨm ¼ļelem. Riziko vzniku akutn²ch probl®mŢ 

u tohoto onemocnŊn² je velmi n²zk®, avġak zvyġuje riziko vzniku akutn²ho onemocnŊn² a je 

dŢvodem k preventivn²m opatŚen²m (Hradec a BĨma, 2007).  

Dalġ²m stavem chronick® ICHS je stav po prodŊlan®m akutn²m infarktu myokardu, 

kdy jsou pacienti bezprostŚednŊ ohroģeni vznikem dalġ²ho kardiovaskul§rn²ho onemocnŊn². 

Velmi dŢleģit® je pacienta po AIM jeġtŊ pŚed propuġtŊn²m do dom§c²ho oġetŚov§n² vyġetŚit 

a urļit, zda je jeho riziko n§vratu kardiovaskul§rn²ho probl®mu vysok® nebo n²zk®. Pacient 

s vysokĨm rizikem pot® mus² dodrģovat preventivn² opatŚen² (Hradec a BĨma, 2007). 

Angina pectoris se projevuje bolest² na hrudi objevuj²c² se, kdyģ doch§z² k vysta-

ven² pacienta fyzick® z§tŊģi, stresu nebo chladu. Projevy jsou popisov§ny jako pocit t²hy, 

p§len², sv²r§n² a vystŚelov§n² do doln² ļelisti a do horn² lev® konļetiny. Pot²ģe trvaj² nŊko-

lik minut a po aplikaci nitroglycerinu velmi rychle ustupuj². Bolesti jsou zpŢsobeny pŚe-

chodnou ischemi² srdeļn² svaloviny nebo sten·zou vŊnļit® tepny. Ischemie se nemus² vģdy 
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projevovat bolest², mŢģe bĨt i bezbolestn§. V takov®m pŚ²padŊ ji nazĨv§me jako ĂnŊmou 

ischemiiñ, kterou je moģn® pozorovat jen na EKG. Avġak stejnŊ jako bolestiv®, tak i nebo-

lestiv® ischemie maj² stejnĨ prognostickĨ vĨznam (Hradec a BĨma, 2007). 

1.2 Rizikov® faktory vzniku kardiovaskul§rn²ch onemocnŊn² 

Kardiovaskul§rn² onemocnŊn² vznik§ souhrou nŊkolika rizikovĨch faktorŢ (C²fkov§ 

et al., 2005). Mezi z§kladn² rizikov® faktory patŚ² obezita, kouŚen², hypertenze a dyslipide-

mie (C²fkov§ et al., 2011). KromŊ jiģ zm²nŊnĨch mezi tyto faktory patŚ² podle Racka et al. 

(2006) i diabetes mellitus.  

Za obezitu je podle WHO povaģov§no BMI vyġġ² nebo rovno 30 kg/m2 (C²fkov§ et 

al., 2011). Jedn§ se o chronick® a velmi z§vaģn® onemocnŊn², kter® je nejļastŊji zpŢsobeno 

vyġġ²m energetickĨm pŚ²jmem, neģ jakĨ tŊlo potŚebuje. KromŊ ģivotn²ho stylu patŚ² mezi 

faktory vzniku i genetick® faktory spojen® s onemocnŊn²mi a zevn² ģivotn² prostŚed². Obezita 

negativnŊ ovlivŔuje pravdŊpodobnost vzniku kardiovaskul§rn²ho onemocnŊn² (Hl¼bik, 

2002). 

KouŚen² je povaģov§no za faktor maj²c² vliv na morfologii a funkci kardiovasku-

l§rn²ho ¼stroj². Vlivem kouŚen² doch§z² k endoteli§ln² dysfunkci, vzniku z§nŊtu, hemost§za 

pŚest§v§ fungovat, zvyġuje se potŚeba kysl²ku, doch§z² ke vzniku inzulinov® rezistence a 

objevuj² se poruchy v lipidov®m metabolismu. Tyto zmŊny maj² za n§sledek vznik atero-

skler·zy, kter§ je povaģov§na za hlavn² dŢvod vzniku kardiovaskul§rn²ch onemocnŊn² 

(Gol§Ŕ, 2007). 

Jako hypertenze je oznaļov§n krevn² tlak, kterĨ je vyġġ² neģ 140/90 mmHg (C²fkov§ 

et al., 2011). U pacientŢ s hypertenz² je potŚeba posuzovat nejen tlak, ale i poġkozen² c²lo-

vĨch org§nŢ a jejich kardiovaskul§rn² riziko. Podle tŊchto krit®ri² n§slednŊ doch§z² k volbŊ 

farmakologick® l®ļby (C²fkov§ et al., 2005). 

Dalġ²m z rizikovĨch faktorŢ je dyslipid®mie. Jedn§ se o stav, kdy je celkovĨ cho-

lesterol v krvi vyġġ² nebo roven 5 mmol/L. Z§roveŔ je za dyslipid®mii povaģov§n i stav, kdy 

je HDL cholesterol niģġ² neģ 1 mmol/L u muģŢ a 1,2 mmol/L u ģen. Krom toho je sledov§na 

hladina LDL cholesterolu, kter§ by nemŊla bĨt vyġġ² nebo rovna 3 mmol/L a hodnota tria-

cylglycerolŢ by nemŊla pŚesahovat 1,7 mmol/L (C²fkov§ et al., 2011). 
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Celkov® riziko vzniku KVO se posuzuje pomoc² tabulek SCORE, kter® pracuj² s vŊ-

kem, pohlav²m, systolickĨm tlakem, kuŚ§ckĨmi n§vyky a celkovĨm cholesterolem nebo po-

mŊrem mezi cholesterolem celkovĨm a HDL cholesterolem (C²fkov§ et al., 2005). 

U diabetikŢ se ateroskler·za objevuje aģ 4x ļastŊji neģ u osob, jeģ diabetem netrp². 

Diabetes mellitus II. typu je spojov§n s metabolickĨm syndromem, kterĨ m§ vliv na vznik 

kardiovaskul§rn²ho onemocnŊn², ale riziko se nevyhĨb§ ani diabetikŢm I. typu (Pelik§nov§, 

2011). 

1.3 Genetika kardiovaskul§rn²ch onemocnŊn² 

Od 80. let minul®ho stolet² prob²h§ intenzivn² vĨzkum na poli identifikace genŢ, je-

jichģ alely jsou zodpovŊdn® nebo jsou asociov§ny s rozvojem KVO. V prŢbŊhu let byly po-

uģity 2 principy vĨzkumu ï genetick§ asociace a vazebn§ analĨza. Bylo identifikov§no nŊ-

kolik genŢ s mendelovskou dŊdiļnost², jejichģ kauz§ln² mutace maj² vliv na fenotyp KVO 

(napŚ. geny ApoïE, MSTN, HSPD1, PDCD4). D²ky vazebn® analĨze, popŚ. sekvenov§n² 

DNA, se podaŚilo tyto geny nal®zt a identifikovat jejich mutace ve vztahu ke kardiovasku-

l§rn²m chorob§m. Byl identifikov§n gen pro LDLR u pacienta trp²c²ho homozygotn² famili-

§rn² hypercholesterol®mi², kde byla nalezena delece 5 kb, kter® eliminovaly nŊkolik exonŢ. 

D§le byl lokalizov§n gen pro hypertrofickou kardiomyopatii a jako pŚ²ļina onemocnŊn² byla 

urļena mutace v tŊģk®m ŚetŊzci beta kardi§ln²ho myozinu. Kardiovaskul§rn² onemocnŊn² se 

objevuj² i u nŊkterĨch genetickĨch syndromŢ, napŚ²klad Marfanova syndromu nebo u nŊkte-

rĨch vrozenĨch srdeļn²ch chorob (Kathiresan a Srivastava, 2012). 

KromŊ uvedenĨch nemoc² s mendelistickou dŊdiļnost² mezi jejichģ fenotyp patŚ² 

KVO se pŚedpokl§d§, ģe u vŊtġiny pacientŢ se silnĨm pod²lem genetick® sloģky rozvoje 

KVO se tento znak rozv²j² na z§kladŊ polygenn² dŊdiļnosti. To znamen§, ģe u jedincŢ s roz-

vojem tohoto onemocnŊn² na polygenn²m z§kladŊ doġlo ke zdŊdŊn² vŊtġ²ho mnoģstv² riziko-

vĨch alel genŢ pod²lej²c²ch se na rozvoji napŚ. hypertenze nebo ateroskler·zy a n§slednŊ 

doch§z² k rozvoji KVO (Kathiresan a Srivastava, 2012; Cambien a Tiret, 2007). 



 

23 

 

2 MARKERY KARDIOVASKULĆRNĉCH ONEMOCNŉNĉ 

2.1 Troponin 

Troponiny jsou spojov§ny se stanoven²m akutn²ho infarktu myokardu. TroponinovĨ 

komplex se spolu s tropomyozinem pod²l² na regulaci kontrakce srdeļn²ho svalu. V lidsk®m 

tŊle se objevuj² 3 typy troponinŢ ï troponin T, troponin I a troponin C. Vzhledem k odliġ-

nostem v prim§rn² struktuŚe troponinu T a I ve svalu myokardu a svalu kostern²m lze pomoc² 

laboratorn²ch testŢ zjistit, zdali je poġkozenĨ myokard, nebo zdali uvolnŊnĨ troponin poch§z² 

z kostern²ho svalstva. VĨhodou stanoven² troponinu je vysok§ specifita pro sval myokardu. 

Metoda je schopn§ velmi dobŚe odhalit nemoc a je citliv§, d²ky ļemuģ je moģn® odhalit i 

mal® poġkozen² srdeļn² svaloviny. Bylo zjiġtŊno, ģe n§rŢst koncentrace troponinŢ velmi 

dobŚe koreluje s velikost² poġkozen² srdeļn² svaloviny. VĨhodou a souļasnŊ nevĨhodou je 

pomalĨ n§rŢst koncentrace. Koncentrace troponinŢ zaļ²n§ vzrŢstat po 3 ï 4 hodin§ch od 

vzniku prvn²ch pot²ģ². Je tedy moģn® akutn² infarkt myokardu diagnostikovat aģ pozdŊji, 

avġak pro vļasnou diagnostiku je potŚeba naj²t jin® biomarkery, kter® prodlevu m²t nebudou 

(Racek et al., 2006). 

2.2 Myoglobin 

Myoglobin je podle Racka et al. (2006) povaģov§n za novĨ test vĨznamnĨ pro dia-

gnostiku infarktu myokardu. Jedn§ se o b²lkovinu vyskytuj²c² se v cytoplazmŊ a objevuj²c² 

se v krvi pacienta velmi brzy po infarktu myokardu. Tato doba je stanovena na rozmez² mezi 

tŚiceti minutami a dvŊma hodinami, neboŠ se do krve dost§v§ pŚ²mo. Jedn§ se o velmi malou 

molekulu, kter§ je schopna proch§zet glomerulem, proto se ze vġech markerŢ infarktu myo-

kardu ztr§c² z tŊla pacienta nejrychleji. Zpomalen² ztr§t tŊchto molekul moļ² je pozorov§no 

u pacientŢ a ren§ln² insuficienc². NevĨhodou stanoven² tohoto klasick®ho markeru KVO je 

shodn§ struktura myoglobinu z kostern²ho a srdeļn²ho svalu. 

2.3 Natriuretick® peptidy 

Natriuretick® peptidy jsou hormony vyluļovan® myokardem, kter® maj² roli v odol-

nosti kardiovaskul§rn²ho syst®mu vŢļi tlaku a objemov®mu pŚet²ģen². Tyto peptidy jsou spo-

jov§ny se srdeļn²m selh§v§n²m. V bŊģn® klinick® praxi se stanovuje BNP (brain natriuretic 

peptid) a NTïproBNP (Nïtermin§ln² propeptid BNP). BNP se objevuje v krvi ve zvĨġen® 

koncentraci bŊhem nŊkolika minut. NT ï proBNP se objevuje spolu s BNP, neboŠ vznik§ 

odġtŊpen²m z preprohormonu proBNP pŚi soudob®m uvolnŊn² BNP. (Zima, 2017) 
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2.4 Kreatinkin§za 

Kreatinkin§za je povaģov§na za ļasnĨ marker infarktu myokardu. Tento enzym je ve 

velk®m mnoģstv² obsaģen v kostern² svalovinŊ, coģ sniģuje specifiļnost jeho stanoven². Z 

toho dŢvodu je potŚeba m²t na pamŊti, ģe zvĨġen§ koncentrace kreatinkin§zy vģdy nezna-

men§ infarktov® postiģen² myokardu, ale mŢģe poukazovat i na probl®m tĨkaj²c² se kostern² 

svaloviny (Racek et al., 2006). 

2.5 Lakt§tdehydrogen§za 

Lakt§tdehydrogen§za je biochemickĨ marker infarktu myokardu, kterĨ stoup§ ze 

vġech zm²nŊnĨch markerŢ nejd®le. Nejvyġġ² koncentrace enzymu se v s®ru objevuje druhĨ 

aģ tŚet² den po ischemii myokardu. ZvĨġenou hladinu je pot® moģn® u pacienta pozorovat 

jeġtŊ 2 tĨdny. Stanoven² tohoto markeru je velmi nespecifick®, neboŠ se enzym vyskytuje ve 

vġech tk§n²ch. Pokud dojde k rozhodnut², ģe se lakt§tdehydrogen§za bude stanovovat, je 

vhodn® tento marker uģ²t v pozdn²m obdob², kdy dojde ke zvĨġen² koncentrace v krvi, avġak 

ta se od norm§ln²ch hodnot nijak vĨraznŊ neliġ² (Racek et al., 2006). 
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3 NOV£ MARKERY OVŉřOVAN£ V DIAGNOSTI CE ï 

MIKRORNA  

PŚes z§sadn² pŚ²nos jiģ pouģ²vanĨch markerŢ jako je troponin, myoglobin, kreatin-

kin§za, lakt§tdehydrogen§za a natriuretick® peptidy, je snaha nal®zt dalġ² markery, kter® by 

vyplnily m²sto v diagnostice kardiovaskul§rn²ch chorob, kde st§vaj²c² markery nejsou dosta-

ļuj²c². Jejich nedostateļnost je zpŢsobena malĨmi rozd²ly mezi patologickĨmi a fyziologic-

kĨmi hodnotami koncentrac² a v mnohĨch pŚ²padech doch§z² k velk® prodlevŊ mezi vznikem 

onemocnŊn² a uvolnŊn²m diagnostick®ho markeru do krve. 

3.1 Mi kroRNA 

MikroRNA (miRNA) jsou nek·duj²c², 20ï22 nukleotidŢ dlouh®, jednovl§knov® en-

dogenn² RNA, kter® maj² schopnost regulovat genovou expresi (Sayed et al., 2014). PŚestoģe 

jsou mikroRNA regul§tory, tak i ony podl®haj² regulaci, jak na ¼rovni genov® exprese, tak 

na ¼rovni jejich biogeneze (SlabĨ et al., 2012). Dosud bylo objeveno v²ce neģ 2 500 lidskĨch 

mikroRNA, u kterĨch se pŚedpokl§d§, ģe jsou schopny regulovat stovky aģ tis²ce genŢ (Buie 

et al., 2016). Je zn§mo, ģe mikroRNA reguluj² tŚetinu vġech genŢ u savcŢ (Silva et al., 2018). 

SlabĨ et al. (2012) dokonce zmiŔuj², ģe mikroRNA maj² potencion§l regulovat v²ce neģ po-

lovinu lidskĨch genŢ. MikroRNA jsou zapojena do mnoha dŊjŢ, mezi nŊģ patŚ² proliferace, 

sekrece, d§le se ¼ļastn² bunŊļn®ho cyklu a apopt·zy, migrace, diferenciace, excitace a st§r-

nut² (Sayed et al., 2014). SlabĨ et al. (2012) jeġtŊ zmiŔuj² jejich roli v imunitn²m syst®mu, 

n§dorov® transformaci a regulaci kmenovĨch bunŊk. Byla zjiġtŊna souvislost mezi expres² 

mikroRNA a mnoha onemocnŊn²mi (Silva et al., 2018). 

3.1.1 Geny pro mikroRNA 

Geny pro mikroRNA jsou um²stŊny intergenovŊ a jsou velmi vzd§len® od zn§mĨch 

a dobŚe definovanĨch transkripļn²ch jednotek. Intergenov§ mikroRNA m§ transkripty o 

d®lce 3ï4 kb, kter® jsou jasnŊ vymezeny pomoc² startuj²c²ho nukleotidu a pomoc² 

poly(A)sign§lu (SlabĨ et al., 2012). 

Pades§t procent celkov® mikroRNA tvoŚ² intergenov§ mikroRNA v podobŊ klastrŢ. 

UvnitŚ tŊchto shlukŢ mohou bĨt mikroRNA spŚ²znŊny, coģ ukazuje na vznik klastru pomoc² 

duplikace genŢ. Pokud geny spŚ²znŊny nejsou, jde s velkou pravdŊpodobnost² o geny, kter® 

jsou funkļnŊ spŚ²znŊn®, nebo o geny maj²c² stejn® sign§ln² dr§hy. Tyto klastry jsou buŅ 
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pŚepisov§ny jako polycistronn² prim§rn² transkripty na jeden promotor, nebo jako mono-

cistronn², kde m§ kaģd§ mikroRNA svŢj promotor (SlabĨ et al., 2012). 

 Zhruba 40 % z celkov® mikroRNA tvoŚ² intronov§ mikroRNA. Nach§z² se v intro-

novĨch oblastech genŢ pro k·duj²c² RNA, nebo v genech pro nek·duj²c² RNA. Intronov® 

mikroRNA nach§zej²c² se v genomu, jak v klastech, tak samostatnŊ, jsou pŚepisov§ny z pro-

motoru hostitelsk®ho genu a zpracov§v§ny klasickou cestou (SlabĨ et al., 2012). 

Speci§ln² situaci tvoŚ² miRtrony, coģ jsou mikroRNA maj²c² introny, kter® maj² iden-

tickou sekvenci jako preïmiRNA se sestŚihovĨmi m²sty na obou konc²ch (SlabĨ et al., 2012). 

Za nejvz§cnŊjġ² skupinu mikroRNA jsou povaģov§na exonov§ mikroRNA, kterou je 

moģn® nal®zt na pŚechodu mezi intronem a exonem v genu pro nek·duj²c² RNA. MikroRNA 

jsou pŚepisov§ny z promotoru hostitelsk®ho genu a maturace tŊchto miRNA dok§ģe zpŢsobit 

inaktivaci tohoto transkriptu (SlabĨ et al., 2012). 

3.1.2 KanonickĨ model biogeneze mikroRNA 

MikroRNA jsou tvoŚeny z nek·duj²c²ch transkriptŢ (Kumary et al., 2018). Geny k·-

duj²c² miRNA maj² sv® vlastn² promotory a pŚepis prob²h§ pomoc² polymer§zy II do pri-

miRNA (SlabĨ et al., 2012; Kumary et al., 2018). Tyto prim§rn² transkripty jsou sestŚiho-

v§ny na struktury, jeģ se podobaj² vl§sence a jsou sloģen® zhruba ze sedmdes§ti nukleotidŢ. 

T²mto sestŚihem vznik§ pre-miRNA, kter§ se spojuje s ribonukle§zou Drosha a proteinem 

Prosha, kterĨ v§ģe dsRNA. Takto vzniklĨ multiproteinovĨ komplex se oznaļuje jako mikro-

procesor (SlabĨ et al., 2012). Pre-miRNA jsou transportov§ny do cytoplazmy pomoc² ex-

portinu 5 (SlabĨ et al., 2012; Buie et al., 2016). Exportin 5 dok§ģe rozeznat 3Ë konec, kterĨ 

m§ dvounukleotidovĨ pŚesah vytvoŚenĨ endonule§zou Dicer. Tento pŚesah umoģn² rozvinut² 

miRNA na dva ŚetŊzce ï na Ăguide strandñ a Ăpassanger strandñ. ĂGuide strandñ je vļlenŊn 

do multiproteinov®ho RISC komplexu, jehoģ centr§ln² ļ§st je tvoŚena proteiny argonaut (1ï

4). ĂPassenger strandñ (miRNA*) je degradov§n, protoģe geny pro miRNA jsou schopn® 

vytvoŚit pouze jeden dominantn² ŚetŊzec miRNA. Je zn§mo, ģe pomŊr miRNA/miRNA* se 

liġ² mezi tk§nŊmi nebo pŚi n§dorov® transformaci. Tento pomŊr je regulov§n dostupnost² 

mRNA (SlabĨ et al., 2012). 
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MikroRNA, kter§ byla zapojena do RISC komplexu, se navazuje na 3Ë UTR m²sta 

na mRNA, kter§ reguluj² transport, ¼ļinnost translace, stabilitu a lokalizaci. Na 3Ë UTR ob-

last se napojuje mRNA spolu s regulaļn²mi proteiny, d²ky ļemuģ je umoģnŊna dynamick§ 

regulace (SlabĨ et al., 2012). 

MikroRNA maj² schopnost inhibovat expresi genu na ¼rovni translace. Đpln§ kom-

plementarita mezi miRNA a mRNA zpŢsobuje degradaci mRNA. Naopak u ne¼pln® kom-

plementarity doch§z² k zabr§nŊn² translace. Tento jev se objevuje u vŊtġiny ģivoļiġnĨch bu-

nŊk (SlabĨ et al., 2012). 

PozdŊji bylo objeveno, ģe miRNA dok§ģe translaci nejen inhibovat, ale i aktivovat. 

Tento dŊj byl objeven u komplexu RISC v pŚ²tomnosti proteinu FXR1 pŚi hladovŊn² a z§-

stavŊ bunŊļn®ho cyklu (SlabĨ et al., 2012). 

3.1.3 Stabilita a regulace mikroRNA 

MikroRNA je obecnŊ povaģov§na za stabiln² molekulu. Bylo zjiġtŊno, ģe poloļas 

miRNA v org§nech a lini²ch bunŊk je i nŊkolik hodin nebo dnŢ. Odbour§v§n² prob²h§ po-

moc² endonukle§zy XRN2 ve smŊru 5Ëï3Ë. Tento mechanismus nen² univerz§ln² pro 

vġechny miRNA, neboŠ mnoho z nich funguje na principu Ăon ï offñ, coģ znamen§, ģe je 

pro nŊ velmi dŢleģitĨ mnohem aktivnŊjġ² a flexibilnŊjġ² metabolismus (SlabĨ et al., 2012). 

ObecnĨ mechanismus regulace miRNA nebyl dosud objeven, avġak existuje pŚedpo-

klad, ģe miRNA jsou regulov§ny pomoc² blokace vazebnĨch m²st pŚ²tomnĨch na mRNA. 

Tento dŊj je uskuteļŔov§n pomoc² RNAïvazebnĨch proteinŢ (SlabĨ et al., 2012). 

Dalġ²m ¼roveŔ regulace genov® exprese prob²h§ v interakci miRNA s mRNA kom-

plement§rn²mi ¼seky, nek·duj²c² RNA nebo pseudogeny. Doch§z² k dŊji, kdy kompetuj²c² 

endogenn² RNA (ceRNA) reguluje hladinu transkriptu t²m, ģe soutŊģ² o vazbu s miRNA, 

kter§ transkript posttranskripļnŊ reguluje. Vġechny transkripty maj² jen jedno vazebn® m²sto 

pro jednu miRNA a d²ky tomu se vytv§Ś² kompetenļn² s²Š ceRNA. U kaģd® mRNA je moģn® 

naj²t jej² kompetenļn² s²Š a urļit, jak® bude m²t vlastnosti (SlabĨ et al., 2012). 
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3.2 Mi kroRNA spojen® s rizikovĨmi faktory KVO 

Tabulka 1: ZmŊnŊn§ exprese mikroRNA v plazmŊ pŚi rizikovĨch faktorech kardiovaskul§r-

n²ho onemocnŊn² (Buie et al., 2016). 

RizikovĨ faktor Druh miRNA  Exprese 

KouŚen² tab§ku miRï126ï3p ZvĨġen§ exprese 

 miRï126ï5p ZvĨġen§ exprese 

 miRï223 ZvĨġen§ exprese 

Hyperlipidemie miRï122 ZvĨġen§ exprese 

 miRï33a/b NezmŊnŊno 

 

3.2.1 Mi kroRNA ve vztahu ke kouŚen² 

Expozice lidsk®ho organismu vŢļi tab§ku je hlavn²m rizikovĨm faktorem vzniku 

kardiovaskul§rn²ho onemocnŊn², konkr®tnŊ ischemick® choroby srdeļn² (Buie et al., 2016). 

V cigaretov®m kouŚi se vyskytuje pŚes 4 800 chemickĨch l§tek, kter® pŚisp²vaj² ke vzniku 

kardiovaskul§rn²ho onemocnŊn² (Hoffmann et al., 2001; Buie et al., 2016). 

NŊkolik studi² uk§zalo, ģe kouŚen² mŢģe pŚispŊt ke vzniku kardiovaskul§rn²ho one-

mocnŊn² prostŚednictv²m zmŊn v expresi mikroRNA. D²ky tŊmto zmŊn§m nejsou mi-

kroRNA schopny ochr§nit endoteli§ln² bari®ry pŚed poniļen²m pomoc² zabr§nŊn² c®vn² pro-

pustnosti a zmŊny proliferace a produkce oxidu dusnat®ho (Buie et al., 2016). 

MiRï126 

V plazmŊ kuŚ§kŢ a osob s kardiovaskul§rn²m onemocnŊn²m byly objeveny zvĨġen® 

hladiny miRï126 a miRï126ï5p (Buie et al., 2016). MiRï126 hraje roli ve vĨvoji c®v a 

angiogenezi. Pokud dojde ke vzniku delece v miRï126, c®vy se pŚi vĨvoji nedok§ģou 

spr§vnŊ formovat (Buie et al., 2016; Li et al., 2016). Li et al. (2016) uv§d², ģe byla objevena 

sn²ģen§ regulace u pacientŢ postiģenĨch infarktem myokardu. Velikost sn²ģen² regulace se 

mezi pacienty s kardiovaskul§rn²mi onemocnŊn²mi liġ², coģ je s velkou pravdŊpodobnost² 

zpŢsobeno rozd²lnou z§vaģnost² onemocnŊn². 



 

29 

 

MiRï126ï5p je moģn® detekovat v plazmŊ kuŚ§kŢ (Buie et al., 2016). Li et al. (2016) 

uv§d², ģe sn²ģen§ regulace t®to mikroRNA souvis² s v§ģnost² kardiovaskul§rn²ho onemoc-

nŊn². Bylo zjiġtŊno, ģe stupeŔ exprese byl vĨraznŊ niģġ² u pacientŢ s mnohoļetnĨm postiģe-

n²m vŊnļitĨch tepen oproti zdravĨm kontrol§m. Avġak po zamŊŚen² na pacienty s levostran-

nou ischemickou chorobou srdeļn² doġlo ke zjiġtŊn², ģe se exprese oproti zdravĨm kontrol§m 

t®mŊŚ neliġ². KromŊ sn²ģen® regulace miRï126ï5p zpŢsoben® kouŚen²m, o kter® se zmiŔuje 

Buie et al. (2016), jeġtŊ Li et al. (2016) dod§vaj², ģe sn²ģen§ exprese mŢģe bĨt zpŢsobena i 

dislipidemi², diabetem nebo st§rnut²m. MiRï126ï5p se d§ vyuģ²t jako biomarker pro kardi-

ovaskul§rn² onemocnŊn² u pacientŢ se stabiln² anginou pectoris (Li et al., 2016). 

MiRï126ï3p je cirkuluj²c² miRNA, kter§ je uvolŔovan§ u kuŚ§kŢ, je spojov§na s 

endoteli§ln² disfunkc² a z§nŊtem. Bylo zjiġtŊno, ģe mnoģstv² miRï126ï3p je sn²ģeno u paci-

entŢ s diabetem 2. typu oproti zdravĨm kontrol§m. Sn²ģen® hodnoty byly objeveny i u paci-

entŢ s diabetem, kteŚ² v minulosti prodŊlali akutn² infarkt myokardu (Olivieri et al., 2015). 

miRï223  

Gen pro miRï223 je um²stŊn na X chromozomu na lokusu v oblasti q12 (Buie et al., 

2016). MiRï223 je spojov§na se zvĨġenou expres² u kuŚ§kŢ a je povaģov§na za prognostickĨ 

marker smrti zapŚ²ļinŊn® srdeļn²m selh§n²m (Buie et al., 2016; Schulte, 2015). Tato mi-

kroRNA hraje roli v proliferaci, remodelaci a migraci v r§mci bunŊk hladk® svaloviny v 

c®v§ch. Proliferace bunŊk je charakteristick§ pro vznik ateroskler·zy. Tento proces mŢģe 

bĨt zapŚ²ļinŊn zvĨġenou expres² cirkuluj²c² miRï223 (Buie et al., 2016). 

3.2.2 Mi kroRNA ve vztahu k hyperlipidemi i 

HDL a LDL cholesterol jsou povaģov§ny za nejvĨznamnŊjġ² rizikov® faktory vzniku 

kardiovaskul§rn²ho onemocnŊn². MiRï122 a miRï33 a/b jsou mikroRNA, kter® jsou spojo-

v§ny s lipidovĨm metabolismem (Gao et al., 2012). 

miRï122 

MiRï122 m§ schopnost regulovat geny, kter® ovlivŔuj² oxidaci a synt®zu mastnĨch 

kyselin. Bylo zjiġtŊno, ģe pokud dojde k umlļen² miRï122, dojde k vzrŢstu hladiny HDL i 

LDL cholesterolu v plazmŊ. Ve srovn§n² s kontroln²mi vzorky je exprese miRï122 u paci-

entŢ s hyperlipidemi² zvĨġena. Byla prok§z§na korelace mezi vzrŢstem hladiny miRï122 

v plazmŊ a z§vaģnost² kardiovaskul§rn²ho onemocnŊn². Vyġġ² hladina miRï122 v plazmŊ 
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mŢģe bĨt povaģov§na za rizikovĨ faktor ischemick® choroby srdeļn². Na rozd²l od vĨġe zm²-

nŊnĨch pŚ²ļin zvĨġen² koncentrace t®to miRNA byl u pacientŢ s akutn²m infarktem myo-

kardu pozorov§n pokles hodnot exprese v plazmŊ oproti zdravĨm jedincŢm (Gao et al., 

2012). 

miRï33 a/b 

MiRï33 m§ dvŊ izoformy ï miRï33a a miRï33b, kter® jsou schopny ovlivŔovat 

geny spojen® s lipidovĨm metabolismem a metabolismem HDL cholesterolu (Gao et al., 

2012; Rotllan et al., 2016). Krom toho tak® reguluj² geny, kter® jsou zapojeny v oxidaci 

mastnĨch kyselin (Rotllan et al., 2016). Buie et al. (2016) uv§d², ģe se miRï33a/b v plazmŊ 

vyskytuje, ale v nezmŊnŊn® expresi, avġak Gao et al. (2012) Ś²kaj², ģe se miR ï 33a/b v 

plazmŊ vŢbec nevyskytuje. 
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3.3 Mi kroRNA podle KVO onemocnŊn² 

NŊkter§ mikroRNA jsou spojen§ s kardiovaskul§rn²mi onemocnŊn²mi 

Tabulka 2: Obvykl§ mikroRNA v plazmŊ pŚi kardiovaskul§rn²ch onemocnŊn²ch (Sayed et al., 

2014) 

Druh onemocnŊn² Druh mi kroRNA Exprese 

Akutn² infarkt myokardu miRï208b ZvĨġen§ exprese 

 miRï499 ZvĨġen§ exprese 

 miRï1 ZvĨġen§ exprese 

 miRï133 ZvĨġen§ exprese 

 miRï30a ZvĨġen§ exprese 

 miRï150 Sn²ģen§ exprese 

 Letï7b Sn²ģen§ exprese 

 miRï126 Sn²ģen§ exprese 

Srdeļn² selh§n² miRï423 ZvĨġen§ exprese 

 miRï18b ZvĨġen§ exprese 

 miRï499 ZvĨġen§ exprese 

 miRï103 Sn²ģen§ exprese 

 miRï142 Sn²ģen§ exprese 

 miRï26b ZvĨġen§ exprese 

Hypertenze miRï296 Sn²ģen§ exprese 

 miRï133b Sn²ģen§ exprese 

 miRï625 Sn²ģen§ exprese 

 miRï1236 Sn²ģen§ exprese 
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 Letï7e ZvĨġen§ exprese 

 HcmvïmiRïUL112 ZvĨġen§ exprese 

 miRï605 ZvĨġen§ exprese 

 miRï623 ZvĨġen§ exprese 

 miRï516b ZvĨġen§ exprese 

 miRbï132 ZvĨġen§ exprese 

Mrtvice miRï21 ZvĨġen§ exprese 

 miRï221 Sn²ģen§ exprese 

 miRï30a Sn²ģen§ exprese 

 miRï126 Sn²ģen§ exprese 

 

3.3.1 Mi kroRNA ve vztahu k akutn²mu infarkt myokardu 

MiRï1, miRï133a, miRï208a/b a miR-499 bĨvaj² oznaļov§ny jako kardiospecifick® 

mikroRNA (Chistiakov et al., 2016). 

MiRï208b  

ZvĨġen§ hladina exprese miRï208b je povaģov§na za marker infarktu myokardu a 

uk§zalo se, ģe u infarktu bez ST elevac² (NSTEMI) jsou efektivnŊjġ²m ukazatelem (Zhou, 

2017; Li, 2015). MiRï208 je kromŊ infarktu spojov§na i s pŚestavbou lev® komory srdeļn², 

ke kter® doch§z² po prodŊl§n² infarktu (Zhou, 2017). Hodnoty miRï208b v plazmŊ pacientŢ, 

u kterĨch doch§z² k remodelaci tk§nŊ, jsou vyġġ² neģ u pacientŢ bez remodelace. ZvĨġen® 

hodnoty t®to mikroRNA jsou t®ģ spojeny se zvĨġenĨm rizikem vzniku srdeļn²ho selh§n². 

Vegter et al. (2016) Ś²kaj², ģe pokud dojde k aplikaci pomocn®ho zaŚ²zen² pro levou komoru, 

koncentrace miRï208 a s n² i miRï1 a miRï499 se v plazmŊ pacientŢ se srdeļn²m selh§v§-

n²m sn²ģ². MiRï208b m§ velkĨ potenci§l st§t se biomarkerem pŚestavby lev® komory srdeļn² 

u pacientŢ, kteŚ² prodŊlali infarkt myokardu (Lv et al., 2014). Corsten et al. (2010) jeġtŊ ve 

sv®m vĨzkumu dokazuj², ģe hodnoty miRï208 jsou v plazmŊ zvĨġen® pŚi akutn² f§zi virov® 

myokarditidy a koreluj² se z§vaģnost² onemocnŊn².  
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 MiRï499 

Bylo zjiġtŊno, ģe u pacientŢ s akutn²m infarktem myokardu je koncentrace miRï499 

10x vyġġ² neģ u kontroln²ch vzorkŢ, kde je tato mikroRNA t®mŊŚ nedetekovateln®. U paci-

entŢ, kteŚ² prodŊlali akutn² infarkt myokardu s ST elevacemi (STEMI), byla zjiġtŊna vyġġ² 

koncentrace miRï499 neģ u pacientŢ bez ST elevac² (NSTEMI). Hladina miRï499 vzrŢst§ 

v prvn²ch hodin§ch po vzniku akutn²ho infarktu myokardu. Bylo zjiġtŊno, ģe pacienti, kteŚ² 

prodŊl§vaj² bolest na hrudi po dobu kratġ² neģ 3 hodiny, maj² 93% pravdŊpodobnost, ģe je 

miRï499 zvĨġena (Devaux et al., 2012). Tato kardiospecifick§ mikroRNA m§ velkĨ poten-

ci§l st§t se biomarkerem akutn²ho infarktu myokardu (Oliviery, 2013). 

MiR ï 1  

MiRï1 je spojena s akutn²m infarktem myokardu. Pacienti postiģen² touto chorobou 

maj² v plazmŊ zvĨġen® mnoģstv² t®to mikroRNA. Bylo zjiġtŊno, ģe nejvŊtġ² mnoģstv² miRï

1 v plazmŊ, je kolem 9. dne po prodŊl§n² akutn²ho infarktu myokardu. Pot® koncentrace v 

prŢbŊhu ļasu kles§, ale i po pŢl roce jsou hodnoty st§le vyġġ² neģ u ļlovŊka, kterĨ AIM 

neprodŊlal. Mnoho studi² tak® uk§zalo, ģe je miRï1 zaļlenŊna i v procesu remodelace tk§nŊ. 

MiRï1 je povaģov§na za biomarker akutn²ho infarktu myokardu, ale nen² schopna pŚedpo-

vŊdŊt dlouhodobĨ vĨvoj tohoto onemocnŊn² (Grabmaier, 2017). Tato mikroRNA je krom 

AIM spojena i se srdeļn² hypertrofi² (Leung et al., 2017). 

MiRï133 

MiRï133 je spojov§na s akutn²m infarktem myokardu, kde je jej² exprese v plazmŊ 

zvĨġen§ (Sayed et al., 2014). Tato miRNA je tak® spojov§na se srdeļn² hypertrofi², kde vy-

stupuje jako kl²ļovĨ regul§tor. D²ky t®to vlastnosti by bylo moģn® ji  pouģ²t k terapeutickĨm 

¼ļelŢm tĨkaj²c²ch se kardiovaskul§rn²ch onemocnŊn² (Car¯ et al., 2007). 

MiRï30 

MiRï30 podl®h§ zvĨġen® expresi u pacientŢ s akutn²m infarktem myokardu (Sayed 

et al., 2014). Forma miRï30a byla v minulosti spojov§na s hypertrofi² srdeļn² svaloviny. 

Bylo zjiġtŊno, ģe pŚi srovn§n² vzorkŢ plazmy pacientŢ s akutn²m infarktem myokardu a kon-

troln²mi vzorky, odebranĨmi bŊhem 4 hodin od zaļ§tku projevŢ infarktu, se mnoģstv² miRï

30a mezi vzorky neliġilo. Avġak pŚi mŊŚen² po 4, 8 a 12 hodin§ch byl u pacientŢ s infarktem 

viditelnĨ vzrŢst miRï30, kdy po 12 hodin§ch vzrostla koncentrace miRNA v plazmŊ 10,48x. 
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Nejvyġġ² zjiġtŊn® hodnoty byly po 8 hodin§ch a korelovaly s koncentrac² kardi§ln²ho tropo-

ninu (Long et al., 2012). 

miRï150 

MiRï150 je spojov§na s akutn²m infarktem myokardu, pŚi kter®m je jej² mnoģstv² v 

plazmŊ postiģenĨch vĨraznŊ vyġġ² neģ u zdravĨch jedincŢ, d²ky ļemuģ je moģn® ho povaģo-

vat za potencion§ln² biomarker tohoto onemocnŊn². Bylo zjiġtŊno, ģe tato mikroRNA m§ 

vyġġ² diagnostickou hodnotu u jedincŢ s NSTEMI infarktem myokardu. MiRï150 je moģn® 

povaģovat za brzkĨ biomarker, neboŠ jej² koncentrace byla zvĨġena maxim§lnŊ 24 hodin od 

prvn²ch projevŢ onemocnŊn² (Zhang, 2015). Devaux et al. (2013) jeġtŊ uv§d², ģe je tato mi-

kroRNA v mal®m cirkuluj²c²m mnoģstv² ukazatelem remodelace lev® komory srdeļn². 

Letï7b 

Letï7b se v plazmŊ pacientŢ s akutn²m infarktem myokardu exprimuje ve sn²ģen®m 

mnoģstv². Jeden z vĨzkumŢ ukazuje, ģe pŚi n§bŊru po 4, 8, 12, 24, 48 a 72 hodin§ch a po 

jednom tĨdnu od zaļ§tku pŚ²znakŢ infarktu myokardu doch§z² ke sniģov§n² koncentrace o 

96 %, 93 %, 94 %, 99 %, 99,5 %, 97,7 % a 97,4 % oproti zdravĨm kontroln²m vzorkŢm 

(Long et al., 2012). 

MiRï126  

MiRï126, kter§ jiģ byla zm²nŊno v souvislosti s kouŚen²m, se objevuje v plazmŊ pa-

cientŢ s akutn²m infarktem myokardu. Avġak v tomto pŚ²padŊ je pozorov§na sn²ģen§ exprese 

t®to mikroRNA (Sayed et al., 2014). 

3.3.2 Mi kroRNA ve vztahu k srdeļn²mu selh§n² 

miRï423  

MiRï423ï5p z rodiny miRï423 je spojov§na se srdeļn²m selh§n²m. Bylo zjiġtŊno, 

ģe u pacientŢ, kteŚ² prodŊl§vaj² tuto ud§lost, je vyġġ² mnoģstv² miRï423ï5p v plazmŊ oproti 

pacientŢm s jinĨm dŢvodem ztr§ty dechu a kontroln²m vzorkŢm. Z toho je vyvozov§no, ģe 

by miRï423ï5P mohla bĨt velmi dobrĨm diagnostickĨm biomarkerem selh§v§n² srdce (Sa-

yed et al., 2014). Naopak Ellis et al. (2014) ve sv®m vĨzkumu zjistili, ģe se pŚi ROC analĨze 

koncentrace miRï423ï5p u postiģenĨch srdeļn²m selh§n²m oproti kontroln²m vzorkŢm ne-

liġ². Srdeļn² selh§n² je spojov§no s dilataļn² kardiomyopati², kter§ selh§n² pŚedch§z². MiRï
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423ï5p je v tomto pŚ²padŊ tak® ve zvĨġen® koncentraci a koreluje s NTïproBNP. D²ky to-

muto faktu je moģn® miRï423ï5p vyuģ²t jako biomarker srdeļn²ho selh§n², kter® je zpŢso-

beno dilataļn² kardiomyopati² (Fan et al., 2013). 

miRï18b 

MiRï18b je v plazmŊ zvĨġen§ u pacientŢ se selh§n²m srdce (Sayed et al., 2014). 

miRï499  

MiRï499 se u pacientŢ se selh§n²m srdce objevuje ve zvĨġen®m mnoģstv² (Vegter et 

al., 2016). Tato miRNA je tak® spojov§na s ischemi² myokardu (Leung et al., 2017). 

MiRï103 

MiRï103 je u pacientŢ se selh§n²m srdce m®nŊ exprimov§na neģ u zdravĨch osob. 

Tento typ mikroRNA nen² spojen jen se selh§n²m srdce, ale i s lipidovĨm a pyruv§tovĨm 

metabolismem a s odpovŊd² na hypoxii (Ellis et al., 2014). 

miRï142 

MiRï142ï3p je spojov§na se srdeļn²m selh§n²m, pŚi kter®m se u pacientŢ objevuje 

sn²ģen§ exprese t®to mikroRNA oproti zdravĨm jedincŢm (Vegter et al., 2016). 

miRï26b  

MiRï26b se objevuje v plazmŊ pacientŢ se srdeļn²m selh§v§n²m a podl®h§ zvĨġen® 

expresi (Sayed et al., 2014). 

3.3.3 Mi kroRNA ve vztahu k hypertenzi 

MiRï296  

Sayed et al. (2014) a Cengiz et al. (2015) Ś²kaj², ģe exprese miRï296ï5p u pacientŢ 

s hypertenz² je vĨznamnŊ sn²ģen§. Bylo zjiġtŊno, ģe u pacientŢ trp²c²ch syndromem b²l®ho 

pl§ġtŊ je zvĨġen§ exprese miRï296 v plazmŊ. D§le bylo zjiġtŊno, ģe miRï296ï5p negativnŊ 

koreluje se systolickĨm a diastolickĨm tlakem za 24 hodin (Cengiz et al., 2015). 
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miRï133b 

MiRï133b je spojov§na s pulmon§ln² hypertenz², kter§ vede k mnoha ¼mrt²m zpŢ-

sobenĨm pravostrannĨm selh§n²m srdce. U pacienti postiģenĨch t²mto onemocnŊn²m je vĨ-

raznŊ zvĨġen§ exprese t®to mikroRNA. Bylo zjiġtŊno, ģe u tŊģkĨch stavŢ onemocnŊn² se 

objevuje zŚetelnŊjġ² zvĨġen² neģ u pacientŢ s lehļ² formou onemocnŊn² (Wei et al., 2013). 

miRï625 

MiRï625 je spojov§na s esenci§ln² hypertenz² (Natekar et al. 2014). Jej² hodnoty 

jsou mŊŚiteln® v plazmŊ, kde je u nemocnĨch trp²c²ch hypertenz² nalezena sn²ģen§ exprese 

t®to mikroRNA (Natekar et al. 2014; Sayed et al., 2014). 

miRï1236 

MiRï1236 se stejnŊ jako miRï625 spojov§na s esenci§ln² hypertenz² (Natekar et al., 

2014). 

Letï7e 

Letï7e se vyskytuje u pacientŢ s hypertenz², u kterĨch doch§z² ke zvĨġen² exprese 

t®to mikroRNA (Sayed et al. 2014, Romaine et al., 2016). Bylo zjiġtŊno, ģe v plazmŊ u hy-

pertenzn²ch pacientŢ je 1,7x vyġġ² exprese Letï7e neģ u kontroln²ch vzorkŢ. Stejn® testov§n² 

provedeno i u mononukle§rn²ch krevn²ch bunŊk a nebyl zde pozorov§n rozd²l v expresi u 

pacientŢ a kontroln²ch vzorkŢ (Bao et al., 2013). 

HcmvïmiRïUL112 

Tento typ mikroRNA se objevuje v plazmŊ pacientŢ, kteŚ² trp² esenci§ln² hypertenz², 

ve zvĨġen®m mnoģstv² oproti zdravĨm jedincŢm (Sayed et al., 2014). Podle Li et al. (2011) 

se zvĨġen§ exprese tohoto mikroRNA u zdrav®ho pacienta d§ povaģovat za faktor, kterĨ 

zvyġuje riziko vzniku esenci§ln² hypertenze. 

miRï605 

U pacientŢ s hypertenz² se objevuje vyġġ² exprese miRï605 neģ u kontroln²ch vzorkŢ 

(Sayed et al., 2014). Avġak zvĨġen§ exprese nekoreluje se systolickĨm ani diastolickĨm tla-

kem. Naopak korelace je zŚejm§ mezi t²mto mikroRNA a hladinou cholesterolu pacientŢ. 



 

37 

 

MiRï605 nesouvis² tolik s esenci§ln² hypertenz², ale sp²ġe s dyslipid®mi² (Badawy et 

al.,2018).  

MiRï623 

Badawy et al. (2018) provedli vĨzkum, kde zkoumali vztah mezi expres² miRNAï

623 a esenci§ln² hypertenz². Bylo dok§z§no, ģe se u pacientŢ s hypertenz² objevuje mnoho-

n§sobnŊ vyġġ² exprese t®to miRNA. Z§roveŔ byla zjiġtŊna negativn² korelace mezi s®rovou 

koncentrac² HDL cholesterolu a koncentrac² miRNAï623. Badawy et al. (2018) se shoduj² 

s n§zorem Sayeda et al. (2014), ģe je exprese miRNAï623 zvĨġena u pacientŢ s hypertenz². 

Avġak Badawy et al. (2018) poukazuj² na to, ģe zvĨġen§ exprese mikroRNA  je zpŢsobena 

sp²ġe dyslipidemi², kter§ s hypertenz² souvis². 

MiRï516b 

Tato mikroRNA se vyskytuje v plazmŊ pacientŢ, kteŚ² trp² esenci§ln² hypertenz², kde 

podl®h§ zvĨġen® expresi (Sayed, 2014). 

MiRï132 

Tento typ mikroRNA se vyskytuje v pacientsk® plazmŊ ve zvĨġen®m mnoģstv², po-

kud trp² esenci§ln² hypertenz² (Sayed et al., 2014). 

3.3.4 MikroRNA ve vztahu k  mrtvici  

MiRï21 

MiRï21 se objevuje v plazmŊ pacientŢ s mrtvic² ve zvĨġen®m mnoģstv² oproti zdra-

vĨm kontrol§m (Sayed et al., 2014). VĨzkumy ukazuj² i na spojitost t®to mikroRNA s vĨvo-

jem ischemick® c®vn² mozkov® pŚ²hody (Xiang et al., 2017). 

MiRï221 

Sßrensen et al. (2014) stejnŊ jako Sayed et al. (2014) konstatuj², ģe je miRï221 de-

tekov§na u pacientŢ postiģenĨch mrtvic² ve zvĨġen® koncentraci. Peng et al. (2020) ve sv® 

pr§ci uv§d², ģe tato mikroRNA m§ potenci§l st§t se terapeutickĨm c²lem pŚi l®ļbŊ c®vn² 

mozkov® pŚ²hody, kter§ je zpŢsobena ischemi². 
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MiRï30a 

MiRï30a se vyskytuje v plazmŊ pacientŢ s c®vn² mozkovou pŚ²hodou ve sn²ģen®m 

mnoģstv². VĨzkumy ukazuj², ģe je tato mikroRNA detekovateln§ ve sn²ģen®m mnoģstv² jeġtŊ 

24 tĨdnŢ po c®vn² mozkov® pŚ²hodŊ. MiRï30a m§ potenci§l st§t se biomarkerem c®vn² moz-

kov® pŚ²hody (Long et al., 2013). 

MiRï126 

Tato mikroRNA se objevuje v plazmŊ pacientŢ s c®vn² mozkovou pŚ²hodu zpŢsobe-

nou ischemi² stejnŊ jako miRï30a. U pacientŢ s t²mto onemocnŊn²m je detekov§no ve sn²-

ģen®m mnoģstv² oproti zdravĨm kontroln²m vzorkŢm. Sn²ģen® mnoģstv² t®to miRNA je 

moģn® v plazmŊ detekovat jeġtŊ 24 tĨdnŢ po c®vn² mozkov® pŚ²hodŊ (Long et al. 2013). 

 



 

39 

 

4 METODY IZOLACE MIKRO RNA 

Pro molekul§rnŊ biologickou detekci biomarkerŢ z rodiny ncRNA je kl²ļov§ izolace 

tŊchto nukleovĨch kyselin. DŚ²ve se pro izolaci nukleovĨch kyselin pouģ²valy biochemick® 

metody zaloģen® na separaci pomoc² organickĨch l§tek. Konkr®tnŊ fenolu, chloroformu a 

ethanolu (SlabĨ et al., 2015). Tyto metody maj² jednu obrovskou nevĨhodu a tou je jejich 

ļasov§ n§roļnost, d²ky kter® byly v rutinn² praxi nahrazeny kity zaloģenĨmi na izolaci nuk-

leovĨch kyselin na SO2 filtrech (doc. RNDr. Martin Peġta, Ph.D., in verb). 

NejļastŊji je izolov§na celkov§ RNA, kter§ zahrnuje mRNA, tRNA, rRNA a kr§tk® 

typy RNA. Pokud je potŚeba, je moģn® izolovat jen mRNA, kter§ tvoŚ² pouze 1 ï 5 % celkov® 

RNA (Labguide). 

V souļasnosti je RNA izolov§na pomoc² dvou metodickĨch pŚ²stupŢ. Prvn² je zalo-

ģen na schopnosti nukleovĨch kyselin nav§zat se na SiO2. Doch§z² k lĨzi vzorku a zachycen² 

nukleovĨch kyselin na vrstvŊ SiO2 na kolonce. Doch§z² k proplachov§n² a n§slednŊ k uvol-

nŊn² ļist® nukleov® kyseliny do roztoku, kterĨ m§ n²zkou iontovou s²lu (SlabĨ et al., 2015). 

DruhĨ pŚ²stup, ne tak hojnŊ vyuģ²vanĨ, je zaloģen na pouģit² magnetickĨch kuliļek, 

kter® se d²ky specifickĨm antiïNK protil§tk§m navazuj² na nukleov® kyseliny. Kuliļky jsou 

propl§chnuty ve speci§ln²ch proplachovac²ch roztoc²ch s vyuģit²m magnetu a n§slednŊ jsou 

nukleov® kyseliny eluov§ny do speci§ln²ho roztoku (SlabĨ et al., 2015). 

PrŢġa (1998) uv§d² jeġtŊ moģnost izolace RNA pomoc² ultracentrifugace v CsCl, 

kter§ probŊhne po poniļen² bunŊļnĨch membr§n pomoc² guanidinthiokyan§tu a fenolu v 

n²zk®m pH prostŚed². Tento metodickĨ pŚ²stup se vġak v praxi t®mŊŚ nepouģ²v§. 

V souļasnosti jsou velice ļasto pouģ²v§ny kity pro izolaci od firem Qiagen, Abbott, 

Roche Cobas, MachereyïNagel nebo Siemens. LaboratoŚe, jeģ zpracov§vaj² velk® mnoģstv² 

vzorkŢ stejn®ho typu vol² pr§vŊ tyto kity, kter® jsou standardizovan® a je moģn® jejich pou-

ģit² automatizovat. Tyto soupravy bĨvaj² validov§ny pŚ²mo na pouģit² konkr®tn²ho typu PCR 

(SlabĨ et al. 2015). 

Senzitivita molekul§rnŊ biologickĨch metod detekce miRNA je velmi ovlivnŊna jiģ 

pr§vŊ pŚi izolaci nukleovĨch kyselin. Vstupn² objemy vzorku jsou od 50 ÕL do 1 400 ÕL a 

vĨslednĨ objem elu§tu se pohybuje od 25 do 200 ÕL. Plat² pravidlo, ģe ļ²m vŊtġ² je pomŊr 
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mezi objemem vstupn²ho vzorku a elu§tu, t²m v²ce nukleovĨch kyselin bude ve vzorku. T²m 

se zvyġuje pravdŊpodobnost nalezen² hledan® struktury (SlabĨ et al., 2015). 

4.1 Izolace pomoc² souprav 

 Pro izolaci naġeho souboru krv² pacientŢ s KVO byla vybr§na souprava miRNeasy 

Serum/Plasma Kit od firmy Qiagen (Hilden, NŊmecko). Souprava je pouģ²van§ k izolaci 

obohacen® RNA z plazmy, s®ra a jinĨch tŊln²ch tekutin, jeģ neobsahuj² buŔky. Pokud do-

ch§z² k izolaci RNA a DNA souļasnŊ, je vhodn® pŚidat enzym DN§zu. Nen² nutn® pouģ²vat 

ļerstv® vzorky, ale lze pouģ²t i zmraģen®, avġak je nutn®, aby nebyly rozmrazov§ny v²ce neģ 

jednou (Qiagen, 2016). 

Tato technologie je velmi dobŚe zaveden§ zejm®na pro izolaci DNA z pln® krve a je 

ide§ln² pro izolaci v²ce vzorkŢ najednou. Pokud je potŚeba, je moģn® tuto technologii zcela 

zautomatizovat (Qiagen, 2016). 

Izolace RNA je spojena s probl®mem aktivity RN§z, kter® se do vzorku nejļastŊji 

dost§vaj² z vlastn²ho izolovan®ho vzorku. KromŊ toho se mohou do vzorku dostat z pracho-

vĨch ļ§stic nebo rukou, proto je velmi dŢleģit® pouģ²vat latexov® nebo vinylov® rukavice 

bez pudru. D§le je tak® vhodn® vzorky zav²rat v²ļky vģdy, kdyģ je to moģn® a pracovat co 

nejrychleji. Dodrģov§n² tŊchto pravidel dok§ģeme aktivitu ribonukle§z eliminovat. Dalġ²m 

z bezpeļnostn²ch postupŢ je pouģ²v§n² jednor§zovĨch plastovĨch zkumavek, kter® jsou 

ĂRNaseïfreeñ a nen² potŚeba ģ§dn® oġetŚen² k odstranŊn² tŊchto enzymŢ. SklenŊn® n§doby 

podl®haj² peļliv®mu oļiġtŊn² pomoc² detergentu ï dojde k Ăvyp§len²ñ v autokl§vu pŚi v²ce 

neģ 240 ÁC po dobu nejm®nŊ 4 hodin. Pokud nen² moģn® pouģ²t vypalov§n², je moģn® skle-

nŊn® pomŢcky ponoŚit do 0,1% diethyl pyrokarbon§tu (DEPC) na 12 hodin pŚi 37 ÁC a pot® 

pouģ²t autokl§v nebo sklo zahŚ§t na 100 ÁC na 15 minut. T²mto ¼konem dojde k odstranŊn² 

zbytkov®ho DEPC (Qiagen, 2016). 

StejnŊ jako plastovĨ a sklenŊnĨ materi§l mus² bĨt proti RN§z§m oġetŚeny i roztoky. 

Pouģ²v§ se stejnŊ jako u n§dob DEPC v 0,1% koncentraci. Jedn§ se velmi silnĨ inhibitor 

RN§z, avġak nen² schopen jejich absolutn² inaktivace. Probl®mem je pouģit² velmi nestabil-

n²ho DEPC spolu s tris pufry, d²ky nimģ se pŚemŊŔuje na oxid uhliļitĨ a ethanol (Qiagen, 

2016). 

Vzorek se nejdŚ²ve zlyzuje pŚi podm²nk§ch, kter® dovol² silnou denaturaci. Tento 

¼kon zajist² inaktivaci RN§z. D§le je potŚeba upravit vlastnosti pufrŢ tak, aby mŊly ide§ln² 
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vlastnosti a dok§zaly umoģnit vazbu RNA na membr§nu po um²stŊn² vzorku na kolonku. 

RNA se v§ģe na kolonku a kontaminanty jsou odstranŊny pomoc² dvou rŢznĨch pufrŢ. Z²s-

kan§ kvalitn² RNA je eluov§na ve speci§ln²m pufru, kterĨ neobsahuje RN§zy. Takto pŚipra-

ven§ RNA je vhodn§, jak pro okamģit® pouģit², tak i pro skladov§n² (Qiagen, 2016). 

Obr§zek 1: Postup izolace pomoc² soupravy QIAGEN miRNeasy Serum/Plasma Kit. 
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5 METODY STANOVENĉ MIKRORNA 

PŚi stanovov§n² miRNA je velmi dŢleģit® zvolit metodu podle toho, zda chceme sta-

novit jen nŊkolik mikroRNA, nebo velkĨ poļet mikroRNA. V souļasnosti je zlatĨm stan-

dardem stanoven² jedn® aģ des²tek miRNA pomoc² kvantitativn² RTïPCR (doc. RNDr. Mar-

tin Peġta, Ph.D., in verb). 

5.1 Stanoven² jednotek mikroRNA 

Pro stanoven² mal®ho poļtu mikroRNA je moģn® pouģ²t mnoho metod, jako jsou 

nothern blot, in situ hybridizace nebo kvantitativn² RT realïtime PCR (SlabĨ et al., 2012). 

5.1.1 Kvantitativn² realïtime PCR 

Kvantitativn² RTïPCR mŢģe m²t rŢzn® modifikace a je velmi ļasto uģ²vanou meto-

dou pro stanoven² mal®ho poļtu miRNA. Krom moģnosti mnohĨch modifikac² je nespornou 

vĨhodou tohoto stanoven² vysok§ citlivost (SlabĨ et al., 2012). 

Pokud stanovujeme mikroRNA pomoc² qRTïPCR, je potŚeba tuto metodu modifi-

kovat, protoģe vl§kno mikroRNA je pŚ²liġ kr§tk® pro standardn² postup, kdy jsou primery 

stejnŊ dlouh® jako maturovan® miRNA. Z tohoto dŢvodu vzniklo nŊkolik postupŢ, kter® jsou 

zaloģeny na prodlouģen² templ§tu miRNA pŚi reverzn² transkripci nebo je moģn® chemicky 

modifikovat bŊģn® primery, kter® jsou d²ky tomuto postupu specifiļtŊjġ² u homogenn²ch 

miRNA (SlabĨ et al., 2012). 

V souļasn® dobŊ se pouģ²vaj² dva postupy stanoven² miRNA pomoc² qRTïPCR. 

Prvn²m z nich je postup firmy Life Technologies, kterĨ je zaloģenĨ na pouģit² vl§senkov®ho 

primeru bŊhem reverzn² transkripce. Tento postup vede k prodlouģen² miRNA na takovou 

velikost, d²ky kter® je moģn® amplifikaci prov®st pomoc² jednoho univerz§ln²ho, jednoho 

specifick®ho primeru a jedn® specifick® sondy zaloģen® na detekļn²m syst®mu TaqMan. 

Assaye jsou schopn® od sebe odliġit mikroRNA, kter® se liġ², byŠ jen v jedin®m nukleotidu 

(SlabĨ et al., 2012). 

Druhou moģnost² stanoven² mikroRNA je metoda zaloģen§ na polyadenylaci mi-

kroRNA, kter§ prob²h§ jeġtŊ pŚed reverzn² transkripc². RNA, jeģ je obohacen§ o kr§tk® RNA 

je pŚeps§na do cDNA, kter§ je pomoc² specifickĨch primerŢ kvantifikov§na (SlabĨ et al., 

2012). 
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5.2 Stanoven² stovek aģ tis²cŢ mikroRNA 

Vysokokapacitn² analĨzy umoģŔuj² detekovat veġker® mikroRNA, kter® je pŚ²tomn® 

v buŔk§ch vzorku (SlabĨ et al., 2012). 

5.2.1 MiRNA microarray  

MiRNA microarray technologie je zaloģena na hybridizaci, kdy jsou miRNA sondy 

pŚichyceny na podloģn² sklo. Pot® doch§z² k hybridizaci miRNA, kter§ je pŚedem oznaļena 

flourescenļn² barvou, spolu se sondami, kter® jsou imobilizov§ny na urļenĨch pozic²ch. Pot® 

je moģn® pomoc² fluorescenļn²ho sign§lu vyhodnocovat pŚ²tomnost miRNA a jejich mnoģ-

stv² (SlabĨ et al., 2012). 

5.2.2 Next generation sequencing 

Sekvenov§n² nov® generace m§ v souļasn® dobŊ sv® nezastupiteln® m²sto ve vĨ-

zkumu a praxi. Hlavn² myġlenka tohoto postupu je masivn² paraleln² sekvenov§n², pŚi kter®m 

doch§z² k sekvenov§n² velk®ho mnoģstv² molekul (Krejļ² et al., 2015). VĨhodou sekveno-

v§n² nov® generace je fakt, ģe n§m nenab²z² pouze informaci o sekvenci nukleotidŢ, ale i 

informace o absolutn²m mnoģstv² miRNA (SlabĨ et al., 2012). NevĨhodou je v souļasnosti 

vyġġ² cena oproti pŚedchoz²m metod§m (doc. RNDr. Martin Peġta, Ph.D., in verb).  
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PRAKTICKĆ ĻĆST 

6 CĉL A ĐKOLY PRĆCE 

6.1 Hlavn² c²l 

Hlavn²m c²lem pr§ce bylo zjistit, zda je moģn® pouģ²t plazmu z²skanou z pln® krve 

(odebran® do zkumavky K3EDTA) pro izolaci nukleovĨch kyselin (RNA) a z²skat dostateļn® 

mnoģstv² a ļistotu RNA pro stanoven² biomarkerŢ ze skupiny miRNA u pacientŢ s KVO v 

dostateļn®m mnoģstv² tak, aby bylo moģno prov®st stanoven² biomarkerŢ ze skupiny 

miRNA u pacientŢ s kardiovaskul§rn²m onemocnŊn²m. 

Pro izolaci byla pouģita souprava firmy QIAGEN miRNeasy Serum/Plasma Kit (Hil-

den, NŊmecko). Parametry izolovan® RNA (koncentrace a ļistota) byly mŊŚeny na pŚ²stroji 

Nanodrop 1000 od Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA). 

6.2 D²lļ² c²le 

1. Izolovat celkovou RNA s obohacenou frakc² miRNA z plazmy pln® krve (zkumavka 

K3EDTA) pacientŢ s kardiovaskul§rn²m onemocnŊn²m. 

2. ZmŊŚit koncentraci celkov® RNA a vypoļ²tat vĨtŊģek. 

3. Vyhodnotit ļistotu izolovan® RNA. 
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7 VħZKUMN£ PROBL£MY/OTĆZKY 

Molekuly miRNA vyuģiteln® jako biomarkery kardiovaskul§rn²ch onemocnŊn² by 

nemŊly bĨt pŚ²tomn® v krvi zdravĨch osob, nebo pŚ²tomny pouze v minim§ln² hladinŊ. Aby 

byly tyto biomarkery uģiteļn®, je nutn® abychom byli schopni je izolovat z pln® krve jiģ pŚi 

jejich velice n²zk® koncentraci. Z toho dŢvodu je dŢleģit®, aby byl vĨtŊģek izolaļn²ch metod 

co nejvyġġ² a ļistota, resp. kvalita, izolovanĨch miRNA dostaļuj²c² pro analytick® metody. 

D§le v textu jsou uvedeny minim§ln² hodnoty vĨtŊģkŢ a ide§ln² hodnoty ļistoty pro stano-

ven² miRNA z plazmy metodami zaloģenĨmi na RT real-time PCR. S t²mto probl®mem ko-

responduje i hlavn² c²l m® bakal§Śsk® pr§ce.  
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8 CHARAKTERISTIKA SLEDOVAN£HO SOUBORU 

Pro bakal§Śskou pr§ci bylo pouģito 503 vzorkŢ plazmy pŚipravenĨch z pln® krve pa-

cientŢ Kardiologick® kliniky FN a LF PlzeŔ. Jednalo se o muģe i ģeny, kteŚ² jsou pacienty 

t®to kliniky z dŢvodu kardiovaskul§rn²ho onemocnŊn². Vzorky byly odebr§ny osob§m, kter® 

v minulosti prodŊlaly KVO a u kterĨch tak existuje pravdŊpodobnost recidivy tohoto one-

mocnŊn².  

Tyto vzorky byly anonymizov§ny a n§slednŊ izolov§ny na Đstavu biologie L®kaŚsk® 

fakulty v Plzni. U 508 izolovanĨch vzorkŢ (u pŊti vzorkŢ byla izolace provedena 2x) bylo 

provedeno celkem 521 spektrofotometrickĨch stanoven² koncentrace izolovan® RNA. 

Vzorky u nichģ bylo podezŚen² na nespr§vnĨ prŢbŊh mŊŚen² (kyveta nebyla zcela zasunuta), 

bylo mŊŚen² opakov§no. 
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9 METODIKA  PRĆCE 

Byl pouģit standardn² postup pro izolaci miRNA ze s®ra/plazmy kolonkovou meto-

dou pomoc² QIAGEN miRNeasy Serum/Plasma Kit. 

1. Plazmu rozmrazit a 30 s peļlivŊ vortexovat. N§slednŊ um²stit do centrifugy 

a stoļit 10 min. pŚi 11 000 ot§ļk§ch a 4ÁC. 

2. Do 1,5 ml eppe odebrat 200 ÕL plazmy a pŚidat pŊtin§sobn® mnoģstv² (tj. 1 

mL) QIAzol Lysis Reagent. 

3. N§slednŊ 30 s m²chat na vortexu a 5 min. nechat st§t pŚi pokojov® teplotŊ. 

4. Do vzorku pŚidat 3,5 ÕL naŚedŊn® miRNeasy Serum/Plasma Spike ï In Con-

trol. 

5. PŚidat chloroform v objemu vstupn²ho vzorku plazmy ï 200 ÕL, nabrat kub²-

kovou pipetou. Vġe peļlivŊ a prudce 20 s vortexovat. 

6. Vzorky nechat inkubovat cca 3 minuty pŚi pokojov® teplotŊ. 

7. Zkumavky um²stit do centrifugy vychlazen® na 4 ÁC a centrifugovat pŚi 14 

000 ot§ļk§ch po dobu 15 minut. 

8. Do 2 ml eppe pŚen®st 650 ÕL vrchn² vrstvy vzorku. PeļlivŊ odebrat bez me-

zif§ze. K 650 ÕL pŚidat 975 ÕL (1,5 n§sobek) 100% ethanolu. 

9. Horn² f§zi kapaln®ho obsahu zkumavku spolu s ethanolem prom²chat. 

10. Na kolonku, kter§ je um²stŊna na 2 ml eppe bez v²ļka, pŚen®st 550 ÕL vzorku. 

N§slednŊ vzorek centrifugovat pŚi 10 000 ot§ļk§ch 30 s pŚi pokojov® teplotŊ. PŚefiltrovanĨ 

vzorek vyl²t, eppe usuġit a znovu na pŢvodn² kolonku napipetovat 550 ÕL vzorku. 

11. Filtrov§n² probŊhne 3x ï dokud nen² vġechen vzorek pŚefiltrov§n. 

12. Napipetovat 700 ÕL RWT na kolonku a centrifugovat pŚi 10 000 ot§ļk§ch na 

30 s pŚi pokojov® teplotŊ. Odpad byl po profiltrov§n² vyl²t a eppe osuġit. 

13. Na kolonku pŚidat 500 ÕL RPE, centrifugovat pŚi 10 000 ot§ļk§ch po dobu 

30 s pŚi pokojov® teplotŊ. Odpad vyl²t a eppe osuġit. 
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14. PŚidat 500 ÕL 80% ethanolu a centrifugovat pŚi 10 000 ot§ļk§m po dobu 2 

minut pŚi pokojov® teplotŊ. Kolonku nevyl²vat, nahĨbat, eppe vyhodit. 

15. Kolonky pŚem²stit na ļist® 2 ml eppe a centrifugovat ï Ăsuġitñ, pŚi maxim§l-

n²ch ot§ļk§ch 5 minut pŚi pokojov® teplotŊ. 

16. Kolonku pŚem²stit na 1,5 ml eppe s v²ļky, do kolonky napipetovat 25 ÕL 

RNaseïfree vody. Pipetovat pŚesnŊ na stŚed membr§ny. Kolonky nechat 5 minut st§t pŚi 

pokojov® teplotŊ a n§slednŊ 75 s centrifugovat pŚi maxim§ln²ch ot§ļk§ch. 

17. Elu§t zpŊt napipetovat na membr§nu kolonky a znovu zcentrifugovat za stej-

nĨch podm²nek. 

18. Koncentrace miRNA n§slednŊ zmŊŚit na pŚ²stroji Nanodrop 1 000. Jedn§ se 

o spektrofotometrick® stanoven², kdy je pŚ²stroj propojen s poļ²taļem, kam jsou pŚen§ġeny 

vĨsledky. N§slednŊ namŊŚen® hodnoty vzorkŢ pŚepsat do excelu, vypoļ²tat potŚebn® hod-

noty. 
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10 ANALħZA A INTERPRETACE VħSLEDKš 

NamŊŚen® hodnoty vzorkŢ byly rozdŊleny do nŊkolika skupin a pot® byly v tŊchto 

skupin§ch urļen® stŚedn² hodnoty. Sledovala se absorbance pŚi 260 nm a 280 nm. Tyto hod-

noty umoģŔuj² urļit koncentraci izolovan® RNA a pomŊr tŊchto absorbanc² urļuje ļistotu 

vzorku. Chemik§lie pouģit® pro izolaci vzorkŢ a nŊkter® l§tky obsaģen® v izolovanĨch vzor-

c²ch (napŚ. hemoglobin) absorbuj² z§Śen² v uvedenĨch vlnovĨch d®lek zejm®na pŚi 280 nm. 

Proto pomŊr tŊchto hodnot ukazuje na ļistotu izolovan®ho vzorku. V ide§ln²m pŚ²padŊ by 

mŊla bĨt ļistota rovna 2, ale hodnoty od 1,8 do 2 jsou dostaļuj²c². Pokud jsou z²skan® hod-

noty ļistoty niģġ² neģ 1,8, je zŚejm®, ģe je vzorek kontaminovanĨ napŚ. proteiny (Zv§rov§ et 

al., 2012). Neznamen§ to vġak, ģe by tento vzorek nemohl bĨt pouģit pro stanoven² biomar-

kerŢ, zejm®na pokud je ve vzorku dostateļn§ koncentrace miRNA (v²ce neģ 15 ng/ÕL) (doc. 

RNDr. Martin Peġta, Ph.D., in verb). 

D§le byla sledov§na koncentrace RNA v ng/ÕL, kter§ byla mŊŚena spektrofotome-

trem Nanodrop 1000, kterĨ dok§ģe tuto koncentraci stanovit v objemu jednoho ÕL. N§slednŊ 

byla tato koncentrace pŚepoļ²t§na na celkovou koncentraci cel®ho roztoku v ng, kterĨ byl 

v objemu 25 ÕL. 

U kaģd® z vĨġe sledovanĨch hodnot byla vģdy vypoļ²t§na pomoc² programu Excel 

stŚedn² hodnota, kolik vzorkŢ mŊlo vyġġ² a niģġ² hodnotu neģ stŚedn² a n§slednŊ byla pŚepo-

ļ²t§na na procenta, bylo urļeno, jak§ hodnota vĨsledku byla nejniģġ² (minimum) a nejvyġġ² 

(maximum). 

Ve vĨsledkov® ļ§sti zabĨvaj²c² se ļistotou vzorkŢ bylo tak®, kromŊ vĨġe zm²nŊnĨch 

hodnot, zjiġŠov§no, kolik vzorkŢ nen² dostateļnŊ ļistĨch, kolik vzorkŢ m§ hodnotu ļistoty 

mezi 1,8 ï 2 a kolik vzorkŢ m§ ļistotu vyġġ² neģ 2. Tyto hodnoty byly n§slednŊ pŚepoļ²t§ny 

na procenta. 

Ve vĨsledkov® ļ§sti pojedn§vaj²c² o vĨtŊģnosti je kromŊ vĨġe zm²nŊnĨch sledova-

nĨch hodnot uvedeno, kolik vzorkŢ m§ hodnotu vyġġ² neģ 15 ng/ÕL, coģ je ide§ln² vĨsledek, 

a kolik vzorkŢ m§ vĨtŊģnost niģġ² neģ 15 ng/ÕL. Tyto hodnoty byly pŚepoļ²t§ny na procenta. 

10.1 Celkov® vĨsledky (vġechny izolovan® a mŊŚen® vzorky) 

Pro izolaci RNA bylo pouģito 503 vzorkŢ. Bylo provedeno 508 izolac² a 521 izolac² 

z tohoto materi§lu. Tabulka obsahuje 508 mŊŚen², u opakovanĨch hodnot mŊŚen² byla vzata 

posledn² hodnota mŊŚen². 
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Tabulka 3: ZjiġtŊn® hodnoty sledovanĨch ¼dajŢ vġech izolovanĨch a mŊŚenĨch vzorkŢ. 

Sledovan® hodnoty ZjiġtŊnĨ medi§n hodnot 

MŊŚen² absorbance pŚi 260 nm 0,4185 

MŊŚen² absorbance pŚi 280 nm 0,287 

PomŊr absorbance 260/280 nm 1,47 

Z²skan§ koncentrace v ng/ÕL 16,985 ng/ÕL 

Celkov§ vĨtŊģnost 424,625 ng 

Mnoģstv² vzorku 25 ÕL 

 

10.1.1 MŊŚen² absorbance pŚi 260 nm 

Tabulka 4: Hodnoty sledovanĨch ¼dajŢ vġech izolovanĨch a mŊŚenĨch vzorkŢ pŚi absorbanci 

260 nm. 

 Z²skan® hodnoty Procentu§ln² hodnocen² 

Medi§n 0,4185  

Poļet vzorkŢ odpov²daj²c²ch 

hodnotŊ medi§nu 

0 0 % 

Poļet vzorkŢ s niģġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

254 50 % 

Poļet vzorkŢ s vyġġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

254 50 % 

Minim§ln² hodnota 0,189  

Maxim§ln² hodnota 2,101  
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Medi§n vġech hodnot mŊŚenĨch pŚi 260 nm byl 0,4185. Pomoc² programu Excel bylo 

zjiġtŊno mnoģstv² vzorkŢ, kter® se shoduj² s vĨsledkem medi§nu veġkerĨch mŊŚen² absor-

bance pŚi 260 nm. N§slednŊ byly vĨsledky pŚepoļ²t§ny na procentu§ln² zhodnocen² a bylo 

zjiġtŊno, ģe se 50 % vĨsledkŢ pohybuje pod hodnotou medi§nu. ZbylĨch 50 % vĨsledkŢ je 

vyġġ²ch neģ medi§n. Ģ§dnĨ z vĨsledkŢ se neshodoval s vypoļtenĨm medi§nem hodnot. Mi-

nim§ln² hodnota absorbance byla 0,189 a naopak nejvyġġ² 2,101.  

10.1.2 MŊŚen² absorbance pŚi 280 nm 

Tabulka 5: Hodnoty sledovanĨch ¼dajŢ vġech izolovanĨch a mŊŚenĨch vzorkŢ pŚi absor-

banci 280 nm. 

 Z²skan® hodnoty Procentu§ln² hodnocen² 

Medi§n 0,287  

Poļet vzorkŢ odpov²daj²c²ch 

hodnotŊ medi§nu 

3 0,59 % 

Poļet vzorkŢ s niģġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

252 49,61 % 

Poļet vzorkŢ s vyġġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

253 49,80 % 

Minim§ln² hodnota 0,111  

Maxim§ln² hodnota 1,438  

 

Medi§n hodnot absorbance zjiġtŊnĨ pŚi 280 nm byl 0,287. Ze vġech mŊŚen² tvoŚilo 

49,61 % vĨsledkŢ skupinu s niģġ² hodnotou, neģ byla hodnota medi§nu. Tato skupina obsa-

hovala 252 vzorkŢ. Naopak vyġġ² hodnoty, neģ medi§n, byly zjiġtŊny u 253 vzorkŢ, kter® 

tvoŚily 49,80 %. Hodnota medi§nu se shodovala se tŚemi vĨsledky, kter® tvoŚily 0,59 % 

vzorkŢ. Nejniģġ² namŊŚen§ hodnota je 0,111 a naopak nejvyġġ² 1,438. 



 

52 

 

10.1.3 PomŊr absorbanc² 260/280 nm 

Tabulka 6: Hodnoty sledovanĨch ¼dajŢ vġech izolovanĨch a mŊŚenĨch vzorkŢ pŚi pomŊru 

absorbanc² 260/280 nm. 

 Z²skan® hodnoty Procentu§ln² hodnocen² 

Medi§n 1,47  

Poļet vzorkŢ odpov²daj²c²ch 

hodnotŊ medi§nu 

16 3,15 % 

Poļet vzorkŢ s niģġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

239 47,05 % 

Poļet vzorkŢ s vyġġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

253 49,80 % 

 

Minim§ln² hodnota 0,67  

Maxim§ln² hodnota 2,9  

Poļet vzorkŢ, jejichģ ļistota 

byla pod 1,8 

493 97,04 % 

Poļet vzorkŢ, jejichģ ļistota 

byla od 1,8 do 2,0 

12 2,36 % 

Poļet vzorkŢ, jejichģ ļistota 

byla vyġġ² neģ 2,0 

3 0,59 % 

 

Hodnota medi§nu zjiġtŊn§ u pomŊru absorbanc² 260/280 nm byla 1,47. Niģġ² vĨ-

sledky, neģ je medi§nov§ hodnota, byly zjiġtŊny u 239 vzorkŢ, kter® tvoŚily 47,05 % a vyġġ² 

vĨsledky byly zjiġtŊny u 253 vzorkŢ, kter® tvoŚily 49,80 % pŚ²padŢ. Bylo nalezeno 16 

vzorkŢ, kter® mŊly hodnotu odpov²daj²c² medi§nu. Tyto vzorky tvoŚily 3,15 %. Nejniģġ² 

hodnota v souboru vĨsledkŢ je 0,67 a nejvyġġ² 2,9. Vzorky jejichģ ļistota byla niģġ² neģ 1,8 

bylo 493 a tvoŚily 97,04 %. ZbylĨch 15 vzorkŢ bylo vyġġ²ch neģ 1,8. Dvan§ct z nich se 

pohybovalo v rozmez² hodnot 1,8ï2,0. Tyto vzorky tvoŚily 2,36 %. Zbyl® 3 vzorky mŊly 

hodnotu ļistoty vyġġ² neģ 2 a tvoŚily 0,59 %. 
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10.1.4 Z²skan§ koncentrace v ng/ÕL 

Tabulka 7: Hodnoty sledovanĨch ¼dajŢ koncentrac² v ng/ ÕL vġech izolovanĨch a mŊŚenĨch 

vzorkŢ. 

 Z²skan® hodnoty Procentu§ln² hodnocen² 

Medi§n 16,985 ng/ÕL  

Poļet vzorkŢ odpov²daj²c²ch 

hodnotŊ medi§nu 

0 0 % 

Poļet vzorkŢ s niģġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

254 50 % 

Poļet vzorkŢ s vyġġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

254 50 % 

Minim§ln² hodnota 7,55 ng/ÕL  

Maxim§ln² hodnota 84,06 ng/ÕL  

Poļet vzorkŢ s vĨtŊģnost² 

niģġ² neģ 15 ng/ÕL 

184 36,22 % 

Poļet vzorkŢ s vĨtŊģnost² 

vyġġ² neģ 15 ng/ÕL 

324 63,78 % 

 

ZjiġtŊn§ koncentrace medi§nu byla 16,985 ng/ÕL. Niģġ² koncentrace byly zjiġtŊny u 

254 vzorkŢ a tvoŚily 50 %. Vyġġ² koncentrace byly t®ģ zjiġtŊny u 254 vzorkŢ, jeģ tvoŚily 50 

%. Ģ§dnĨ z vĨsledkŢ se neshodoval s medi§nem. Minim§ln² namŊŚen§ hodnota je 7,55 

ng/ÕL a maxim§ln² hodnota je 84,06 ng/ÕL. 

Poļet vzorkŢ, u kterĨch byla vĨtŊģnost niģġ² neģ 15 ng/ÕL byl 184 a tvoŚil 36,22 %. 

Naopak vyġġ² vĨtŊģnost byla zaznamen§na u 334 vzorkŢ, kter® tvoŚily 63,78 %. 
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10.1.5 Celkov§ vĨtŊģnost RNA 

Tabulka 8: Hodnoty sledovanĨch ¼dajŢ celkovĨch vĨtŊģnost² RNA v ng vġech izolovanĨch a 

mŊŚenĨch vzorkŢ. 

 Z²skan® hodnoty Procentu§ln² hodnocen² 

Medi§n 424,625 ng  

Poļet vzorkŢ odpov²daj²c²ch 

hodnotŊ medi§nu 

0 0 % 

Poļet vzorkŢ s niģġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

254 50 % 

Poļet vzorkŢ s vyġġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

254 50 % 

Minim§ln² hodnota 188,75 ng  

Maxim§ln² hodnota 2101,5 ng  

 

Celkov§ vĨtŊģnost RNA ze vzorkŢ tvoŚila podle medi§nu 424,625 ng. StejnŊ jako u 

koncentrace vztaģen® na 1 ÕL i u celkov® vĨtŊģnosti byly vĨsledky s niģġ² hodnotou ve stej-

n®m procentu§ln²m zastoupen² a to u 254 vzorkŢ, kter® tvoŚ² 50 %. Vyġġ² hodnoty byly zjiġ-

tŊny tak® u 254 vzorkŢ, kter® tvoŚily 50 %. Ģ§dnĨ ze vzorkŢ se nerovnal hodnotŊ medi§nu. 

Minim§ln² hodnota byla 188,75 ng a maxim§ln² hodnota byla 2101,5 ng.  
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10.2 VĨsledky opakovanŊ izolovanĨch vzorkŢ 

Tabulka 9: Medi§nov® hodnoty sledovanĨch ¼dajŢ z²skanĨch pŚi prvn² izolaci z opakovanŊ 

izolovanĨch vzorkŢ. 

Sledovan® hodnoty prvn² izolace ZjiġtŊnĨ medi§n hodnot 

MŊŚen² absorbance pŚi 260 nm 1,103 

MŊŚen² absorbance pŚi 280 nm 0,922 

PomŊr absorbanc² 260/280 nm 1,395 

Z²skan§ koncentrace v ng/ÕL 44,11 ng/ÕL 

Celkov§ vĨtŊģnost 1102,75 ng 

Mnoģstv² vzorku 25 ÕL 

Tabulka 10: Medi§nov® hodnoty sledovanĨch ¼dajŢ z²skanĨch pŚi druh® izolaci z opakovanŊ 

izolovanĨch vzorkŢ. 

Sledovan® hodnoty druh® izolace ZjiġtŊnĨ medi§n hodnot 

MŊŚen² absorbanc² pŚi 260 nm 0,352 

MŊŚen² absorbanc² pŚi 280 nm 0,23 

PomŊr absorbanc² 260/280 nm 1,53 

Z²skan§ koncentrace v ng/ÕL 14,07 ng/ÕL 

Celkov§ vĨtŊģnost 351,75 ng 

Mnoģstv² vzorku 25 ÕL 

 

PŚi prvn² izolaci bylo pouģito 5 vzorkŢ, ale bylo provedeno 6 mŊŚen², neboŠ byl vzo-

rek ļ. 17113 mŊŚen dvakr§t. Proto bylo poļ²t§no se ġesti hodnotami. Naopak u izolace stej-

nĨch vzorkŢ, jejichģ izolace byla provedena podruh®, se kaģdĨ vzorek mŊŚil pouze jednou, 

proto jsme pracovali jen s pŊti hodnotami. 
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10.2.1 MŊŚen² absorbance pŚi 260 nm 

Tabulka 11: Hodnoty sledovanĨch ¼dajŢ z²skanĨch pŚi prvn² izolaci z opakovanŊ izolova-

nĨch vzorkŢ pŚi mŊŚen² absorbance pŚi 260 nm. 

Prvn² izolace Z²skan® hodnoty Procentu§ln² hodnocen² 

Medi§n 1,103  

Poļet vzorkŢ odpov²daj²c²ch 

hodnotŊ medi§nu 

0 0 % 

Poļet vzorkŢ s niģġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

3 50 % 

Poļet vzorkŢ s vyġġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

3 50 % 

Minim§ln² hodnota 0,66  

Maxim§ln² hodnota 1,517  

 

PŚi prvn² izolaci byla namŊŚena vyġġ² hodnota absorbance pŚi 260 nm neģ medi§n u 

3 vĨsledkŢ, kter® tvoŚily 50 %. Zbyl® 3 vzorky, kter® tak® tvoŚily 50 % vĨsledkŢ, mŊly niģġ² 

hodnoty, neģ byl medi§n. Medi§n vzorkŢ zjiġtŊnĨ po prvn² izolaci byl 1,103.  Ģ§dnĨ ze 

vzorkŢ neodpov²dal hodnotŊ medi§nu. Minim§ln² hodnota byla 0,66 a maxim§ln² hodnota 

byla 1,517. 
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Tabulka 12: Hodnoty sledovanĨch ¼dajŢ z²skanĨch pŚi druh® izolaci z opakovanŊ izolova-

nĨch vzorkŢ pŚi mŊŚen² absorbance pŚi 260 nm. 

Druh§ izolace Z²skan® hodnoty Procentu§ln² hodnocen² 

Medi§n 0,352  

Poļet vzorkŢ odpov²daj²c²ch 

hodnotŊ medi§nu 

1 20 % 

Poļet vzorkŢ s niģġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

2 40 % 

Poļet vzorkŢ s vyġġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

2 40 % 

Minim§ln² hodnota 0,237  

Maxim§ln² hodnota 0,839  

 

StejnŊ jako u prvn² izolace, i u byly vzorky rozdŊleny stejnomŊrnŊ. V tomto pŚ²padŊ 

tvoŚily niģġ² hodnoty 40 %, stejnŊ jako vyġġ² hodnoty. Jeden ze vzorkŢ se svou hodnotou 

shodoval s medi§nem a tvoŚil 20 %. Medi§n vzorkŢ po druh® izolaci se s vĨsledkem 0,352 

od prvn² izolace velmi liġil. Minim§ln² hodnota vĨsledkŢ byla 0,237 a nejvyġġ² byla 0,839. 
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10.2.2 MŊŚen² absorbanc² pŚi 280 nm 

Tabulka 13: Hodnoty sledovanĨch ¼dajŢ z²skanĨch pŚi prvn² izolaci z opakovanŊ izolova-

nĨch vzorkŢ pŚi mŊŚen² absorbance pŚi 280 nm. 

Prvn² izolace Z²skan® hodnoty Procentu§ln² hodnocen² 

Medi§n 0,922  

Poļet vzorkŢ odpov²daj²c²ch 

hodnotŊ medi§nu 

0 0 % 

Poļet vzorkŢ s niģġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

3 50 % 

Poļet vzorkŢ s vyġġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

3 50 % 

Minim§ln² hodnota 0,74  

Maxim§ln² hodnota 1,345  

 

PŚi mŊŚen² vzorkŢ pŚi 280 nm bylo zjiġtŊno, ģe se pro prvn² izolaci vzorky rozdŊlily 

na polovinu. VĨsledky byly ve dvou pŚ²padech vyġġ² neģ medi§n a tvoŚily 50 %. Niģġ² hod-

noty byly zjiġtŊny tak® u dvou vzorkŢ, kter® tvoŚily 50 %. Medi§n mŊŚenĨch vzorkŢ pŚi 280 

nm byl 0,922. Minim§ln² hodnota vĨsledku byla 0,74 a maxim§ln² byla 1,345.  
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Tabulka 14: Hodnoty sledovanĨch ¼dajŢ z²skanĨch pŚi druh® izolaci z opakovanŊ izolova-

nĨch vzorkŢ pŚi mŊŚen² absorbance pŚi 280 nm. 

Druh§ izolace Z²skan® hodnoty Procentu§ln² hodnocen² 

Medi§n 0,23  

Poļet vzorkŢ odpov²daj²c²ch 

hodnotŊ medi§nu 

1 20 % 

Poļet vzorkŢ s niģġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

2 40 % 

Poļet vzorkŢ s vyġġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

2 40 % 

Minim§ln² hodnota 0,162  

Maxim§ln² hodnota 0,539  

 

U druh® izolace bylo zjiġtŊno, ģe vyġġ² absorbance, neģ je medi§n, se vyskytovala u 

dvou vzorkŢ, kter® tvoŚily 40 % a niģġ² vĨsledky byly tak® zastoupeny dvŊma vzorky, jeģ 

tvoŚily 40 %. Medi§n vzorkŢ mŊŚenĨch absorbanc² pŚi 280 nm byl 0,23 a jeden ze vzorkŢ 

mŊl stejnou hodnotu, tvoŚil tak 20 % vĨsledkŢ. Minim§ln² zjiġtŊn§ hodnota byla 0,162 a 

maxim§ln² zjiġtŊn§ hodnota byla 0,539.  
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10.2.3 PomŊr absorbanc² 260/280 nm 

Tabulka 15: Hodnoty sledovanĨch ¼dajŢ z²skanĨch pŚi prvn² izolaci z opakovanŊ izolova-

nĨch vzorkŢ pŚi mŊŚen² pomŊru absorbanc² 260/280 nm. 

Prvn² izolace Z²skan® hodnoty Procentu§ln² hodnocen² 

Medi§n 1,395  

Poļet vzorkŢ odpov²daj²c²ch 

hodnotŊ medi§nu 

0 0 % 

Poļet vzorkŢ s niģġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

3 50 % 

Poļet vzorkŢ s vyġġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

3 50 % 

 

Minim§ln² hodnota 0,67  

Maxim§ln² hodnota 1,43  

Poļet vzorkŢ, jejichģ ļistota 

byla pod 1,8 

6 100 % 

Poļet vzorkŢ, jejichģ ļistota 

byla od 1,8 do 2,0 

0 0 % 

Poļet vzorkŢ, jejichģ ļistota 

byla vyġġ² neģ 2,0 

0 0 % 

 

PŚi sledov§n² pomŊru absorbanc² 260/280 nm bylo u prvn² izolace zjiġtŊno, ģe 3 

vzorky tvoŚ²c² 50 % mŊly vyġġ² hodnotu, neģ je medi§n. Zbyl® 3 vzorky, kter® tvoŚily tak® 

50 % mŊly niģġ² hodnoty neģ medi§n vzorkŢ, kterĨ byl 1,395. Minim§ln² hodnota vĨsledku 

byla 0,67 a maxim§ln² 1,43. Vġechny mŊŚen® vzorky mŊly ļistotu niģġ² neģ 1,8. 
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Tabulka 16: Hodnoty sledovanĨch ¼dajŢ z²skanĨch pŚi druh® izolaci z opakovanŊ izolova-

nĨch vzorkŢ pŚi mŊŚen² pomŊru absorbanc² 260/280 nm. 

Druh§ izolace Z²skan® hodnoty Procentu§ln² hodnocen² 

Medi§n 1,53  

Poļet vzorkŢ odpov²daj²c²ch 

hodnotŊ medi§nu 

1 20 % 

Poļet vzorkŢ s niģġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

2 40 % 

Poļet vzorkŢ s vyġġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

2 40 % 

Minim§ln² hodnota 1,46  

Maxim§ln² hodnota 1,8  

Poļet vzorkŢ, jejichģ ļistota 

byla pod 1,8 

4 80 % 

Poļet vzorkŢ, jejichģ ļistota 

byla od 1,8 do 2,0 

1 20 % 

Poļet vzorkŢ, jejichģ ļistota 

byla vyġġ² neģ 2,0 

0 0 % 

 

PŚi druh® izolaci byly 2 vzorky niģġ² neģ hodnota medi§nu a tvoŚily 40 %. Vyġġ²ch 

hodnot, neģ je medi§n, dos§hly 2 vzorky, kter® tvoŚily 40 %. Jeden ze vzorŢ se shodoval 

s medi§nem a tvoŚil 20 %. Medi§n vĨsledkŢ byl 1,53. Minim§ln² hodnota byla 1,46 a maxi-

m§ln² hodnota 1,8. Ļistota vzorkŢ pod 1,8 byla zjiġtŊna u 4 vzorkŢ, kter® tvoŚily 80 %. U 

jednoho vzorku byla zjiġtŊna hodnota 1,8 a tvoŚil 20 %. 
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10.2.4 Z²skan§ koncentrace v ng/ÕL 

Tabulka 17: Hodnoty sledovanĨch ¼dajŢ zjiġtŊn® koncentrace v ng/ÕL z²skanĨch pŚi prvn² 

izolaci z opakovanŊ izolovanĨch vzorkŢ. 

Prvn² izolace Z²skan® hodnoty Procentu§ln² hodnocen² 

Medi§n 44,11 ng/ÕL  

Poļet vzorkŢ odpov²daj²c²ch 

hodnotŊ medi§nu 

0 0 % 

Poļet vzorkŢ s niģġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

3 50 % 

Poļet vzorkŢ s vyġġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

3 50 % 

Minim§ln² hodnota 26,41 ng/ÕL  

Maxim§ln² hodnota 60,7 ng/ÕL  

Poļet vzorkŢ s vĨtŊģnost² 

niģġ² neģ 15 ng/ÕL 

0 0 % 

Poļet vzorkŢ s vĨtŊģnost² 

vyġġ² neģ 15 ng/ÕL 

6 100 % 

 

Pokud se zamŊŚ²me na z²skanou koncentraci v jednom ÕL zjist²me, ģe pŚi prvn² izo-

laci mŊly 3 vzorky, kter® tvoŚily 50 % niģġ² hodnotu, neģ jak§ je hodnota medi§nu a 50 % 

mŊlo vyġġ² hodnotu neģ medi§n vĨsledkŢ, kterĨ byl 44,11. Minim§ln² zjiġtŊn§ hodnota byla 

26,41 ng/ÕL a maxim§ln² hodnota byla 60,7 ng/ÕL. Vġechny vzorky mŊly vĨtŊģnost vyġġ² 

neģ 15. 
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Tabulka 18: Hodnoty sledovanĨch ¼dajŢ zjiġtŊn® koncentrace v ng/ÕL z²skanĨch pŚi druh® 

izolaci z opakovanŊ izolovanĨch vzorkŢ. 

Druh§ izolace Z²skan® hodnoty Procentu§ln² hodnocen² 

Medi§n 14,07 ng/ÕL  

Poļet vzorkŢ odpov²daj²c²ch 

hodnotŊ medi§nu 

1 20 % 

Poļet vzorkŢ s niģġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

2 40 % 

Poļet vzorkŢ s vyġġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

2 40 % 

Minim§ln² hodnota 9,5 ng/ÕL  

Maxim§ln² hodnota 33,54 ng/ÕL  

Poļet vzorkŢ s vĨtŊģnost² 

niģġ² neģ 15 ng/ÕL 

3 60 % 

Poļet vzorkŢ s vĨtŊģnost² 

vyġġ² neģ 15 ng/ÕL 

2 40 % 

 

U druh® izolace bylo zjiġtŊno, ģe niģġ² hodnota, neģ medi§n, byla namŊŚena u 2 

vzorkŢ, kter® tvoŚily 40 %. Vzorky s hodnotou vyġġ², neģ je medi§n tak® tvoŚily 40 %. Me-

di§n hodnot byl 14,07 ng/ÕL a shodoval se s jedn²m z vĨsledkŢ, kterĨ tvoŚil 20 %. Minim§ln² 

namŊŚen§ hodnota byla 9,5 ng/ÕL a maxim§ln² hodnota byla 33,54 ng/ÕL. PŚi proveden² 

druh® izolace byla vĨtŊģnost 60 % vzorkŢ niģġ² neģ 15 ng/ÕL. ZbylĨch 40 % bylo vyġġ²ch 

neģ 15 ng/ÕL.  
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10.2.5 Celkov§ vĨtŊģnost RNA 

Tabulka 19: Hodnoty sledovanĨch ¼dajŢ zjiġtŊn® celkov® vĨtŊģnosti RNA v ng z²skanĨch pŚi 

prvn² izolaci z opakovanŊ izolovanĨch vzorkŢ. 

Prvn² izolace Z²skan® hodnoty Procentu§ln² hodnocen² 

Medi§n 1102,75 ng  

Poļet vzorkŢ odpov²daj²c²ch 

hodnotŊ medi§nu 

0 0 % 

Poļet vzorkŢ s niģġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

3 50 % 

Poļet vzorkŢ s vyġġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

3 50 % 

Minim§ln² hodnota 660,25 ng  

Maxim§ln² hodnota 1517,7 ng  

 

VĨsledky celkov® vĨtŊģnosti RNA se shodovaly s namŊŚenĨmi hodnotami koncen-

trace v ng vztaģenĨch na jeden ÕL. PŚi prvn² izolaci byly 3 vzorky tvoŚ²c² 50 % vĨsledkŢ 

vzorkŢ niģġ²ch, neģ byla hodnota medi§nu. StejnŊ tak 50 % vzorkŢ bylo vyġġ²ch neģ medi§n 

hodnot, kterĨ byl urļen na 1102,75 ng, minim§ln² namŊŚen§ hodnota byla 660,25 ng a nej-

vyġġ² hodnota byla 1517,7 ng.  
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Tabulka 20: Hodnoty sledovanĨch ¼dajŢ zjiġtŊn® celkov® vĨtŊģnosti RNA v ng z²skanĨch pŚi 

druh® izolaci z opakovanŊ izolovanĨch vzorkŢ. 

Druh§ izolace Z²skan® hodnoty Procentu§ln² hodnocen² 

Medi§n 351,75 ng  

Poļet vzorkŢ odpov²daj²c²ch 

hodnotŊ medi§nu 

1 20 % 

Poļet vzorkŢ s niģġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

2 40 % 

Poļet vzorkŢ s vyġġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

2 40 % 

Minim§ln² hodnota 237,5 ng  

Maxim§ln² hodnota 838,5 ng  

 

PŚi druh® izolaci bylo 40 % vĨsledkŢ, tvoŚenĨch dvŊma vzorky, niģġ²ch, neģ byla 

hodnota medi§nu. StejnŊ jako niģġ²ch, i vyġġ²ch vĨsledkŢ bylo 40 %. Medi§n hodnot byl 

urļen na 351,75 ng a jeden ze vzorkŢ, kterĨ tvoŚil 20 % se s n²m shodoval. Minim§ln² na-

mŊŚen§ hodnota byla 237,5 ng a nejvyġġ² hodnota byla 838,5 ng. 
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10.3 OpakovanŊ mŊŚen® vzorky 

Tabulka 21: Medi§nov® hodnoty sledovanĨch ¼dajŢ opakovanŊ mŊŚenĨch vzorkŢ. 

Sledovan® hodnoty ZjiġtŊnĨ medi§n hodnot 

MŊŚen² absorbance pŚi 260 nm 0,521 

MŊŚen² absorbance pŚi 280 nm 0,35 

PomŊr absorbanc² 260/280 nm 1,45 

Z²skan§ koncentrace v ng/ÕL 24,37 ng/ÕL 

Celkov§ vĨtŊģnost 609,25 ng 

Mnoģstv² vzorku 25 ÕL 

 

10.3.1 MŊŚen² absorbance pŚi 260 nm 

Tabulka 22: Hodnoty sledovanĨch ¼dajŢ opakovanŊ mŊŚenĨch vzorkŢ pŚi absorbanci 260 

nm. 

 Z²skan® hodnoty Procentu§ln² hodnocen² 

Medi§n 0,521  

Poļet vzorkŢ odpov²daj²c²ch 

hodnotŊ medi§nu 

1 4 % 

Poļet vzorkŢ s niģġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

12 48 % 

Poļet vzorkŢ s vyġġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

12 48 % 

Minim§ln² hodnota 0,256  

Maxim§ln² hodnota 2,577  
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Bylo zjiġtŊno mnoģstv² vzorkŢ, kter® se shoduj² s vĨsledkem medi§nu veġkerĨch mŊ-

Śen² absorbance pŚi 260 nm. Bylo zjiġtŊno, ģe se 48 % vĨsledkŢ, kter® tvoŚilo 12 vzorkŢ, 

pohybuje pod hranic² hodnoty medi§nu, stejnŊ tak, jako nad touto hodnotou. Jeden z vĨ-

sledkŢ mŊŚen² se shodoval s vypoļtenĨm medi§nem hodnot a tvoŚil 4 %. 

Medi§n opakovanĨch vzorkŢ byl 0,521. Minim§ln² hodnota vyskytuj²c² se ve vĨsled-

c²ch byla 0,256 a maxim§ln² hodnota byla 2,577. 

10.3.2 MŊŚen² absorbance pŚi 280 nm 

Tabulka 23: Hodnoty sledovanĨch ¼dajŢ opakovanŊ mŊŚenĨch vzorkŢ pŚi absorbanci 280 

nm. 

 Z²skan® hodnoty Procentu§ln² hodnocen² 

Medi§n 0,35  

Poļet vzorkŢ odpov²daj²c²ch 

hodnotŊ medi§nu 

1 4 % 

Poļet vzorkŢ s niģġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

12 48 % 

Poļet vzorkŢ s vyġġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

12 48 % 

Minim§ln² hodnota 0,183  

Maxim§ln² hodnota 1,917  

 

Hodnota medi§nu absorbance zjiġtŊn§ pŚi 280 nm byla 0,35. Ze vġech mŊŚen² tvoŚilo 

48 % vĨsledkŢ skupinu s niģġ² hodnotou neģ medi§n. Vyġġ² hodnoty neģ hodnoty medi§nu, 

byly zjiġtŊny u 12 vĨsledkŢ, kter® tak® tvoŚily 48 %. Hodnota medi§nu se shodovala s jedn²m 

z vĨsledkŢ. Medi§n vzorkŢ byl 0,35. Minim§ln² hodnota byla 0,183 a nejvyġġ² byla 1,917. 
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10.3.3 PomŊr absorbanc² 260/280 nm 

Tabulka 24: Hodnoty sledovanĨch ¼dajŢ opakovanŊ mŊŚenĨch vzorkŢ pŚi pomŊru absor-

banc² 260/280 nm. 

 Z²skan® hodnoty Procentu§ln² hodnocen² 

Medi§n 1,45  

Poļet vzorkŢ odpov²daj²c²ch 

hodnotŊ medi§n 

2 8 % 

Poļet vzorkŢ s niģġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

12 48 % 

Poļet vzorkŢ s vyġġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

11 44 % 

Minim§ln² hodnota 1,29  

Maxim§ln² hodnota 1,86  

Poļet vzorkŢ, jejichģ ļistota 

byla pod 1,8 

24 96 % 

Poļet vzorkŢ, jejichģ ļistota 

byla od 1,8 do 2,0 

1 4 % 

Poļet vzorkŢ, jejichģ ļistota 

byla vyġġ² neģ 2,0 

0 0 % 

 

Hodnota medi§nu zjiġtŊn§ u pomŊru 260/280 nm byla 1,45. Niģġ² vĨsledky, neģ je 

medi§n, mŊlo 12 vzorkŢ a tvoŚilo 48 %. Vyġġ² vĨsledky byly zjiġtŊny u 11 vzorkŢ, kter® 

tvoŚily 44 %. Jedna z hodnot se shodovala s medi§nem a tvoŚila 8 %. Medi§n byl 1,45. Mi-

nim§ln² zjiġtŊn§ hodnota byla 1,29 a maxim§ln² hodnota byla 1,86. Ļistota niģġ² neģ 1,8 byla 

zjiġtŊna u 96 % vzorkŢ. Vzorek, kterĨ byl vyġġ² neģ 1,8 a niģġ² neģ 2,0 tvoŚil 4 %. 
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10.3.4 Z²skan§ koncentrace v ng/ÕL 

Tabulka 25: Hodnoty z²skan® koncentrace v ng/ÕL u opakovanŊ mŊŚenĨch vzorkŢ. 

 Z²skan® hodnoty Procentu§ln² hodnocen² 

Medi§n 24,37 ng/ÕL  

Poļet vzorkŢ odpov²daj²c²ch 

hodnotŊ medi§nu 

1 4 % 

Poļet vzorkŢ s niģġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

12 48 % 

Poļet vzorkŢ s vyġġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

12 48 % 

Minim§ln² hodnota 10,79 ng/ÕL  

Maxim§ln² hodnota 103,06 ng/ÕL  

Poļet vzorkŢ s vĨtŊģnost² 

niģġ² neģ 15 ng/ÕL 

4 16 % 

Poļet vzorkŢ s vĨtŊģnost² 

vyġġ² neģ 15 ng/ÕL 

21 84 % 

 

ZjiġtŊnĨ medi§n koncentrace byl 24,37 ng/ÕL. Niģġ² koncentrace byly zjiġtŊny u 12 

vzorkŢ, kter® tvoŚily 48 %. Vyġġ² koncentrace byla tak® zjiġtŊna ve 48 % pŚ²padŢ. Medi§n 

se shodoval s jednou z namŊŚenĨch koncentrac² a tvoŚil 4 %. Nejniģġ² hodnota byla 10,79 

ng/ÕL a nejvyġġ² 103,06 ng/ÕL. Minim§ln² a maxim§ln² hodnota se v tomto pŚ²padŊ svĨmi 

hodnotami velmi odliġovaly. Niģġ² vĨtŊģnost neģ 15 ng/ÕL mŊly 4 vzorky tvoŚ²c² 16 %. Na-

opak vyġġ² vĨtŊģnost neģ 15 ng/ÕL mŊlo 21 vzorkŢ, kter® tvoŚily 84 %. 
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10.3.5 Celkov§ vĨtŊģnost RNA 

Tabulka 26: Hodnoty celkov® vĨtŊģnosti RNA v ng u opakovanŊ mŊŚenĨch vzorkŢ. 

 Z²skan® hodnoty Procentu§ln² hodnocen² 

Medi§n 609,25 ng  

Poļet vzorkŢ odpov²daj²c²ch 

hodnotŊ medi§nu 

1 4 % 

Poļet vzorkŢ s niģġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

12 48 % 

Poļet vzorkŢ s vyġġ² hodno-

tou, neģ je medi§n 

12 48 % 

Minim§ln² hodnota 269,75 ng  

Maxim§ln² hodnota 2576,5 ng  

 

Celkov§ vĨtŊģnost RNA ze vzorkŢ tvoŚila podle medi§nu 609,25 ng. StejnŊ jako u 

koncentrace vztaģen® na 1 ÕL i u celkov® vĨtŊģnosti byly vĨsledky s niģġ² hodnotou ve stej-

n®m procentu§ln²m zastoupen² jako vyġġ² hodnoty. ObŊ skupiny byly tvoŚeny 12 vzorky a 

tvoŚily 48 %. Jeden ze vzorkŢ se rovnal hodnotŊ medi§nu a tvoŚil 4 %. Minim§ln² hodnota 

byla 269,75 ng a maxim§ln² byla 2576,5 ng. 
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DISKUZE  

Zvolen§ souprava pro izolace miRNA firmy Qiagen je v souļasnosti zŚejmŊ nejpou-

ģ²vanŊjġ²m metodickĨm pŚ²stupem pro izolace miRNA z tk§n². V pŚ²padŊ plazmy, kdy izo-

lovan® vzorky obsahuj² daleko m®nŊ miRNA neģ v pŚ²padŊ tk§n², je vlastn² izolaļn² postup 

komplikovanŊjġ² a vyģaduje pŚesn® proveden² vġech krokŢ izolaļn²ho postupu. Velmi dŢle-

ģit§ je tak® peļlivost laboratorn²ho pracovn²ka, kterĨ pr§ci prov§d², protoģe je potŚeba pipe-

tovat roztoky pŚ²mo na kolonky a pŚi odpipetov§v§n² horn² f§ze obsahu zkumavky nesm² bĨt 

napipetov§na z§roveŔ mezif§ze (prostŚedn² vrstva vzorku, kter§ vznikne po centrifugaci). 

V souļasnosti se ve st§le v²ce laboratoŚ²ch zav§d² automatizovan® postupy izolace DNA, 

avġak v pŚ²padŊ izolace miRNA z plazmy a FPPE bloļkŢ st§le zŢst§v§ manu§ln² postup tzv. 

s§zkou na jistotu. 

Za velkou vĨhodu tohoto metodick®ho postupu lze povaģovat jeho reprodukovatel-

nost. PŚes mnoho bodŢ izolaļn²ho postupu je kaģdĨ krok velmi dobŚe definov§n a velmi 

jasnŊ vysvŊtlitelnĨ. D²ky tomu je metodickĨ postup vhodnĨ nejen pro izolaci nukleovĨch 

kyselin ve vĨzkumnĨch genetickĨch laboratoŚ²ch, ale je moģn® ho zav®st i v klinickĨch la-

boratoŚ²ch. NevĨhodou tohoto metodick®ho postupu je jeho ļasov§ n§roļnost. CelĨ labora-

torn² postup, izolace 10 vzorkŢ, zabere dvŊ a pŢl hodiny. To mŢģe bĨt v urļitĨch pŚ²padech 

limit pro vyuģit² v klinickĨch laboratoŚ²ch, kdy je tŚeba m²t vĨsledek co nejdŚ²ve hotovĨ. 

PŚedpokl§d§ se vġak, ģe aģ budou identifikov§ny miRNA, kter® by mohly bĨt vyuģiteln® 

v klinick® praxi, bude dostupnĨ i kr§tkĨ automatizovanĨ protokol pro jejich izolaci.  

Zjistili jsme, ģe bŊhem osmihodinov® pracovn² doby je moģn® prov®st izolaci 40 

vzorkŢ plazmy z pln® krve (zkumavka K3EDTA), pokud je laboratorn² pracovn²k zruļnĨ a 

zapracovanĨ. Vzorky je ide§ln² izolovat po deseti, protoģe laboratorn² pracovn²k neztr§c² 

pŚehled o vzorc²ch a doby st§n² pro prvn² a posledn² vzorkem se pŚ²liġ neliġ².  

Limitem tohoto metodick®ho postupu je pr§ce s plazmou z pln® krve (obsahuje 

pouze n²zkou koncentraci mikroRNA), ze kter® je RNA izolov§na. Izolovan§ RNA je obo-

hacena o frakci mikroRNA, nejedn§ se ļistŊ o mikroRNA. Proto je vzhledem k n²zkĨm kon-

centrac²m molekul mikroRNA, kter® tvoŚ² jen frakci celkov® RNA, dŢleģit® z²skat alespoŔ 

200 ÕL vstupn²ho objemu plazmy pro dostateļnĨ vĨtŊģek mikroRNA. 

Pro mŊŚen² koncentrace z²skan® RNA je vhodn® pouģ²t spektrofotometr, kterĨ 

dok§ģe zmŊŚit koncentraci v 1 ÕL. KromŊ speci§ln²ho spektrofotometru nen² potŚeba ģ§dn® 
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speci§ln² laboratorn² vybaven². Pro metodickĨ postup je potŚeba pouze souprava pro izolaci 

nukleovĨch kyselin, automatick® pipety se ġpiļkami, 80% a 100% ethanol a centrifuga s 

volitelnĨm zchlazen²m na 4ÁC.  

PŚi analĨze veġkerĨch z²skanĨch dat byl medi§n ļistoty vzorkŢ 1,47. Vyġġ² hodnota 

neģ 1,8 byla zjiġtŊna u 15 vzorkŢ, z nichģ 3 mŊly hodnotu ļistoty vyġġ² neģ 2,0. Nejniģġ² 

hodnota ļistoty byla 0,67 a 95% percentil byl urļen na hodnotu 1,3. V ide§ln²m pŚ²padŊ by 

se ļistota izolovan® RNA z²skan§ z pomŊru 260/280 nm mŊla pohybovat v rozmez² 1,8ï2. 

Niģġ² hodnota ļistoty byla pravdŊpodobnŊ zpŢsobena slabou hemolĨzou pln® krve, ze kter® 

byla plazma pro izolaci z²sk§na.  

Dle zkuġenosti pracovn²kŢ laboratoŚe molekul§rn² genetiky Đstavu biologie LF Pl-

zeŔ, je moģno i vzorky s hodnotou ļistoty 1,3 pouģ²t pro metodu RT real-time PCR. 

Druhou sledovanou hodnotou byla prŢmŊrn§ vĨtŊģnost vzorkŢ. V ide§ln²m pŚ²padŊ 

by mŊla bĨt vĨtŊģnost vyġġ² neģ 15 ng/ÕL. Toto krit®rium splnilo 324 vzorkŢ. ZbylĨch 184 

mŊlo niģġ² hodnoty vĨtŊģku neģ 15 ng/ÕL. Niģġ² vĨtŊģek lze vysvŊtlit st§Ś²m vzorkŢ. Izolo-

van® vzorky nebyly ļerstvŊ z²skan®, ale byly zamraģen® v mraz²c²m boxu na ï70ÁC. Z to-

hoto dŢvodu doġlo pravdŊpodobnŊ k zisku niģġ²ch hodnot vĨtŊģku. Nejniģġ² hodnota vĨtŊģku 

byla 7,55 ng/ÕL. Vzhledem k tomu, ģe se izolovan® RNA n§slednŊ vkl§dalo do RT real-time 

PCR, ve kter®m je pro reverzn² transkripci ide§ln² vloģit RNA v mnoģstv² 5 ng/ÕL, bylo 

moģn® veġker® izolovan® vzorky pouģ²t pro tuto analĨzu.  

Z dŢvodu atypick®ho prŢbŊhu kŚivky grafu mŊŚen² ļistoty byly nŊkter® vzorky opa-

kovanŊ izolov§ny a izolac² bylo provedeno celkem 508. CelkovŊ bylo provedeno 521 spek-

trofotometrickĨch stanoven². U vzorkŢ, u kterĨch byla zmŊŚen§ niģġ² koncentrace ï 20 ng/ÕL 

a m®nŊ, bylo provedeno opakovan® stanoven² koncentrace pro zvĨġen² pŚesnosti. 

RNA byla po izolaci pouģita pro stanoven² mikroRNA pomoc² RT real-time PCR 

soupravy firmy Life Technologies (Carlsbad, USA), d²ky kter® byla ovŊŚena amplifikace 

c²lovĨch mikroRNA. 
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ZĆVŉR 

Hlavn²m c²lem bylo zjistit, zda se d§ plazma pln® krve (odebran§ do zkumavky ob-

sahuj²c² K3EDTA) pouģ²t pro izolaci nukleovĨch kyselin (RNA) v dostateļn®m mnoģstv² 

tak, aby bylo moģno prov®st stanoven² biomarkerŢ ze skupiny miRNA u pacientŢ s kardi-

ovaskul§rn²m onemocnŊn²m. Hlavn²mi sledovanĨmi vĨsledky byla ļistota a vĨtŊģnost RNA. 

Vzorky by mŊly odpov²dat ļistotŊ 1,8 ï 2,0. Toto krit®rium splnilo velmi mal® procento 

vzorkŢ, konkr®tnŊ 13 vzorkŢ z veġkerĨch mŊŚen², tzn. 2,5 % vġech izolovanĨch vzorkŢ. 

Vyġġ² hodnotu neģ 2 mŊlo 0,57 % vzorkŢ. Takto n²zk® procento vzorkŢ, kter® odpov²daly 

ide§ln²m hodnot§m, je pravdŊpodobnŊ zpŢsobeno malĨm mnoģstv²m hemolĨzy, ke kter® 

doġlo v ostatn²ch vzorc²ch pln® krve, ze kterĨch byla plazma z²sk§na.  

Z 508 vzorkŢ byl medi§n vĨtŊģku 16,985 ng/ÕL. Medi§n ļistoty byl 1,47 a 95% per-

centil byl 1,3. Vyġġ² hodnota neģ 1,8 byla zjiġtŊna u 15 vzorkŢ, z nichģ 3 mŊly hodnotu 

ļistoty vyġġ² neģ 2,0. Nejniģġ² hodnota ļistoty byla 0,67 a 95% percentil byl urļen na hod-

notu 1,3. 

Dle zkuġenosti pracovn²kŢ laboratoŚe molekul§rn² genetiky Đstavu biologie LF Pl-

zeŔ je moģno i vzorky s hodnotou ļistoty 1,3 pouģ²t metodu RT realïtime PCR. 

Druhou sledovanou hodnotou byla prŢmŊrn§ vĨtŊģnost vzorkŢ. V ide§ln²m pŚ²padŊ 

by mŊla bĨt vĨtŊģnost alespoŔ vyġġ² neģ 15 ng/ÕL. Toto krit®rium splnilo 324 vzorkŢ. Zby-

lĨch 184 mŊlo niģġ² hodnoty vĨtŊģku neģ 15 ng/ÕL. Nejniģġ² hodnota vĨtŊģku byla 7,55 

ng/ÕL. 

Metodou stanoven² mikroRNA na Đstavu biologie L®kaŚsk® fakulty v Plzni, kde byla 

pr§ce provedena, je metoda RT real-time PCR. Protoģe do reverzn² transkripce je ide§ln² 

vloģit 5 ng/ÕL RNA, mŢģeme Ś²ci, ģe uvedenĨ postup izolace RNA z plazmy a skladov§n² 

vzorkŢ, je pro tento zpŢsob kvantitativn²ho stanoven² zkoumanĨch mikroRNA u pacientŢ 

s kardiovaskul§rn²mi chorobami vhodnĨ.
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PřĉLOHY 

PŚ²loha A ï Veġker§ namŊŚen§ data vġech izolovanĨch vzorkŢ 

Tabulka 27: Veġker§ namŊŚen§ data vġech vzorkŢ, kter§ byla z²sk§na pŚi vġech mŊŚen²ch a 

izolac²ch. 

ļ²slo vzorku 

A 260 

nm 

A 280 

nm 

PomŊr A 

260/280 

c 

[ng/ÕL] 

celkov§ vĨtŊģnost 

[ng] 

Objem 

[Õl] 

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 11,64 291 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 11,64 291 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 














