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Vychodisko: Kardiovaskuldrni onemocnéni jsou celosvétové jednou z hlavnich pficin Umrti. Pro 1é¢bu
pacient( s timto onemocnénim pouZziva lékar nejen vysledky oboru zobrazovacich metod, ale také
laboratorni stanoveni biomarker(. PrestoZe maji tyto klasické markery (napf. troponin) své
nezastupitelné misto v diagnostice, existuje snaha najit nové biomarkery, které doplni informace
v moment, kdy klasické markery nedostacuji. Jako potencidlni nové biomarkery kardiovaskularnich
onemocnéni se ukazuji mikroRNA. Existuji konkrétni mikroRNA, ktera jsou exprimovana v plazmé
pacientl s kardiovaskularnim onemocnénim ve zménéném mnoZstvi ve srovnani se zdravymi jedinci.
Diky tomu se jako vhodny material pro izolaci mikroRNA jevi plazma.

Cil: Hlavnim cilem prace bylo zjistit, zda je moZné pouZit plazmu pro izolaci nukleovych kyselin (RNA)
v dostatecném mnoistvi tak aby bylo mozno provést stanoveni biomarker( ze skupiny mikroRNA u
pacient( s kardiovaskuldrnim onemocnénim. Dalsimi cili bylo izolovat celkovou RNA obohacenou
frakci mikroRNA z plazmy pacientl s kardiovaskularnim onemocnénim, zméreni koncentrace celkové
RNA a vyhodnoceni vytézku a Cistoty izolované RNA.

Metodika: Bylo pouZito 503 vzork( plazmy, ze které bylo provedeno 508 izolaci nukleovych kyselin
(RNA). Pro izolaci byly pouZity soupravy pro izolaci od firmy Qiagen. Plazmu jsme rozmrazili,
vortexovali a dali centrifugovat. Poté jsme odebrali 200 pL plazmy, ke které jsme ptidali QlAzol Lysis
Reagent a vortexovali. Pfidali jsme miRNeasy Serum/Plasma Spike-In Control a chloroform. Provedli
jsme centrifugaci, po které se smés ve zkumavkach rozdélila na 3 vrstvy. Horni vrstvu jsme
odpipetovali a pfidali k ni 100% alkohol. Vzorky jsme napipetovali na kolonky a nechali profiltrovat.
Nasledné jsme pres kolonky profiltrovali RTW, RPE a 80% alkohol. Kolonky jsme pfemistili na Cisté
eppe. Na kolonky jsme napipetovali RNase-free vodu a nechali profiltrovat. Koncentraci RNA a Cistotu
jsme méfili na spektrofotometru Nanodrop 1000.

Vysledky: Byly sledovdny hodnoty Cistoty a koncentrace RNA izolované z plazmy. Nékteré vysledky
bylo potfeba izolovat opakované a u nékterych vzorku bylo provedeno opakované
spektrofotometrické stanoveni. V idedlnim pripadé by méla byt Cistota 1,8 — 2 a vytéZzek RNA by mél
byt vys$si nez 15 ng/uL.

Vytézek:

Median 16,985 ng/uL
<15 ng/uL 184 vzorkl

> 15 ng/ulL 324 vzork
Cistota:

Median 1,47

95% percentil 1,3

<1,8 493 vzorku
1,8-2 12 vzorka

>2 3 vzorky
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Zavér: RNA bylo po izolaci pouZito pro RT real-time PCR, pro kterou staci koncentrace RNA 5 ng/uL a
je mozné poufZit i vzorky o Cistoté 1,3. Z tohoto divodu mlzeme fici, Ze izolace RNA pomoci kitu od
firmy Qiagen je velmi vyhodnym zpUlsobem pro provedeni izolace.
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