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Abstrakt

Vyznamnym zdrojem morbidity a mortality jsou lidskd multifaktorialng
podminénd onemocnéni jako je hypertenze nebo metabolicky syndrom. Metabolicky
syndrom je onemocnéni charakterizované predevSim rezistenci k u¢inkiim inzulinu,
poruchou metabolismu lipida a sklony k hypertenzi a obezité. Esencialni hypertenze,
ktera je soucasti metabolického syndromu, je velmi rozSifend po celém svété a
predstavuje hlavni rizikovy faktor pro srdecni choroby, selhani ledvin a mrtvici. K
identifikaci genetické slozky komplexnich znakli se s vyhodou pouzivaji inbredni
kmeny zvifat. Jednim z nejvice studovanych modeli metabolického syndromu a
esencialni hypertenze je spontanné hypertenzni potkan (spontaneously hypertensive
rat - SHR), ktery se ukazal byt velmi cennym ndstrojem pro studium fyziologickych i
farmakologickych aspektii fizeni krevniho tlaku. V poslednich desetiletich byl u¢inén
prokazatelny pokrok v genetickém mapovani hypertenze a dalSich kvantitativnich
znakli modelovych kmena potkanid, vEetné SHR. Mnoho z téchto lokust pro
kvantitativni znaky (quantitative trait loci - QTLs) se podili na patogenezi spontanni
hypertenze s u¢inkem na zménu krevniho tlaku, fadové o 10-20 mmHg. Jeden QTL
podilejici se na regulaci krevniho tlaku se nachazi na 8. chromosomu. To je dolozeno
kongennim kmenem SHR-Lx, u kterého je sekvence v tomto lokusu délky 788 kb,
ktera obsahuje 7 genti, nahrazena sekvenci ptivodu z kmene PD (s normalnim tlakem)
a dochdzi ke snizeni krevniho tlaku. Nadéjnym kandidatem na regulaci krevniho tlaku
a funkci srdce je gen Plzf (promyelotic leukemia zinc finger, také Zbtb16) nachazejici
se v tomto lokusu. Sekven¢ni analyza genu Plzf odhalila polymorfizmus jednoho
nukleotidu (single nukleotide polymorphism - SNP) vedouci k substituci threoninu za
serin u kmene SHR v aminokyselinové pozici 208 (T208S) a deleci potencidlni
regulacni sekvence v intronu 2 genu Plzf u kmene SHR-Lx. Tato delece mize mit za
nasledek diferencidlni expresi Plzf u kmene SHR ve srovnani s SHR-Lx. U
kongenniho kmene SHR-Lx, u kmene SHR a u heterozygotniho potkana (jedna kopie
chromosomu 8 pochazi z SHR a druhd z SHR-Lx) jsem provedla stanoveni exprese
Plzf pomoci metody real-time RT-PCR, coz je metoda umoziujici piesnou
kvantifikaci hledané cDNA sekvence ve vzorku. K reakci jsem pouzila organy od

potkani starych jeden a ¢tyfi dny. Mladé potkany jsem zkoumala, protoze jsme chtéli



odfiltrovat vlivy prostfedi a faktory zivotospravy napt. sekundarni vliv hypertenze na
srdce. V pribéhu prace jsem odhalila vyznamné rozdily v expresi Plzf u SHR. U
potkanii starych jeden den je patrnd vyssi exprese u srdce, ledvin, nadledvin a tuku u
kmene SHR oproti kmeni SHR-Lx. Heterozygoti maji sttedni Groven exprese (aditivni
ucinek alely SHR). U potkant starych ¢tyfi dny je vysledek opacny. U vsech
zkoumanych orgédni — u srdce, jater, ledvin, nadledvin, tuku a svalu, je snizena
exprese u SHR, oproti stejné vysoké urovni exprese u SHR-Lx a heterozygotl
(dominantni u€inek alely SHR-Lx). Zjistény rozdil mize byt podkladem fenotypového

rozdilu, je vSak nutné toto tvrzeni funkéné ovéfit, napt. pomoci transgennich potkant.

Abstract

Multifactorial diseases like hypertension or metabolic syndrome are significant
causes of morbidity and mortality. The metabolic syndrome is mostly characterized by
resistance to insulin effect, impairment of lipid metabolism and inclination to
hypertension and obesity. Essential hypertension which is the part of the metabolic
syndrome is widely spread all over the world and presents the main risk factor for
coronary diseases, kidney failure, and stroke. Inbred animal models can be used for
identification of the genetic component of complex diseases. The most studied model
of metabolic syndrome and essential hypertension is the spontaneously hypertensive
rat (SHR), which has proven to be a valuable tool for studying the pharmacological
and physiological aspects of blood pressure regulation. There has been significant
progress during the last decades in genetic mapping of hypertension and other
complex traits in rat models, including SHR. Many of these quantitative trait loci —
QTLs are involved in pathogenesis of spontaneous hypertension with the effect on the
blood pressure variation about 10-20 mmHg. One QTL involved in blood pressure
regulation is located on the rat 8th chromosome. This QTL has been confirmed by the
congenic strain SHR-Lx. In this strain the 7-gene 788 kb segment of chromosome 8 of
SHR origin has been substituted by the sequence of PD origin (inbred strain PD has
normal blood pressure). SHR-Lx showed significant decrease of blood pressure and

heart weight compared to SHR. Promising candidate gene for blood pressure



regulation and heart function is Plzf (promyelotic leukemia zinc finger, also Zbtb16)
which is located in this locus. Analysis of Plzf gene sequence revealed a SNP (single
nucleotide polymorphism) leading to aminoacid substitution (T208S). SHR has the
serine allele, while SHR-Lx has the threonine allele. Moreover there is a deletion of a
potential regulatory sequence in intron 2 in SHR-Lx which may result in differential
expression of Plzf in SHR and SHR-Lx. I measured the expression of Plzf in SHR,
SHR-Lx and heterozygotes using real — time RT-PCR with TagMan probes. This is a
method allowing precise quantification of the cDNA of choice in the sample. I used
the organs from rats one and four days old. We examined the young rats because we
wanted to eliminate the environmental and lifestyle effects, e.g. the (secondary)
impact of hypertension on the heart. During my work I have detected significant
differences in expression of Plzf in SHR. There is higher expression of the heart,
kidneys, adrenal glands and fat in one day old SHR rats compared to SHR-Lx. The
heterozygotes show intermediate expression level in the heart (additive effect of the
SHR allele). In four days old rats I demonstrated the opposite result. For all assayed
organs - heart, liver, kidney, adrenal gland, fat and muscle, there is a decrease of Plzf
expression in SHR compared to both SHR-Lx and heterozygotes. Similar expression
level in SHR-Lx and heterozygotes suggests dominant effect of the SHR-Lx allele.
The observed difference can form the basis of the phenotype difference between SHR
and SHR-Lx. However, it is necessary to verify this prediction functionally, for

example by creating Plzf transgenic rats.
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Uvod

Genetickd vybava clovéka podminuje nejen jeho fyziologické znaky, ale
obsahuje také predpoklady pro vznik mnoha onemocnéni. Nejcastéji jsou v této
souvislosti pfipomindana zhoubna nadorovda onemocnéni, ale také hypertenze nebo
metabolicky syndrom. Moderni metody analyzy DNA a na jejich zdklad¢ ziskané
poznatky o struktufe a funkci lidského genomu ndm nyni umoziuji rozsifrovat
molekularné genetickou podstatu nejen monogennich, ale 1 multifaktoridlné
podminénych znakd, tj. najit geny, které jsou za tyto znaky zodpovédné.

Lze ftici, ze lidska multifaktorialné podminénd onemocnéni piedstavuji
vyznamny zdroj morbidity a mortality, 1 znacnou ekonomickou zatéz. Dédi¢na slozka
téchto onemocnéni je vSak nesmirné komplexni a hledani zodpovédnych gent
nadmiru slozité [1]. Proto Ize s vyhodou vyuzit definovanych modelovych organismii.
Takto ziskané vysledky mohou byt vyznamnym piinosem pro studium odpovidajicich
lidskych onemocnéni, vzhledem k vysokému stupni homologie architektury genomu 1

fyziologickych procesi u savc.

Metabolicky syndrom a hypertenze

Metabolicky syndrom (téZ n€kdy znamy jako Reavenliv syndrom, syndrom X
¢1 syndrom inzulinové rezistence), je onemocnéni charakterizované predevSim
rezistenci k u¢inkiim inzulinu, poruchou metabolismu lipidi a sklony k hypertenzi a
obezité. Syndrom je provazen zdvaznymi zdravotnimi problémy — napf. infarkty
myokardu, mozkovymi mrtvicemi ¢i cévnimi komplikacemi. Typickym znakem
metabolického syndromu je nadbytek tukové tkané v oblasti pasu (centralni obezita).
Tato tkan je méné citlivd k hormonu inzulinu, jehoz hladina stoupa a vede k
zadrzovani tekutin v téle a ke vzestupu krevniho tlaku. Soucasné se z této tkan¢ vice
uvoliuji mastné kyseliny, které zptisobuji riist hladiny krevnich tukd, triacylglycerolt.
Pravé vyssi krevni tlak a vysSi hladina krevnich tukl vedou k poskozovani tepen
zasobujicich srdce a mozek. V ur¢itém okamziku nestaci uz ani vyssi hladiny inzulinu
a v krvi za¢ne stoupat hladina krevnich cukri, coz je jeden z pfiznaki diabetu mellitu

a dalsi faktor pfimo poskozujici nase cévy. Pti vzniku syndromu hraje roli dédi¢na
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dispozice a faktory zivotospravy, k nimz patii ptejidani, nedostatek fyzického pohybu,

alkohol, koufeni a obezita.

Esencidlni hypertenze je velmi rozsifend po celém svété a predstavuje hlavni
rizikovy faktor pro srde¢ni choroby, selhdni ledvin a mrtvici [2]. Nicméng,
molekularné geneticky zaklad esencidlni hypertenze zlistdva do zna¢né miry neznamy
[3, 4]. Odhaleni genii odpovédnych za esencidlni hypertenzi je ve srovnani s jinymi
komplexnimi onemocnénimi narocné, zejména vzhledem k tomu, ze vysledky nebyly
dosud nezavisle potvrzeny celogenomovou asociacni studii (genome-wide association
analysis - GWAS). Respektive pfi srovnavani riznych GWAS nedochazi k priniku
vysledkti. K identifikaci genti komplexnich kardiovaskularnich znaki se proto
s vyhodou pouzivaji inbredni kmeny zvifat [5]. Nejvice studovanym modelem
esencidlni hypertenze a metabolického syndromu je spontinné hypertenzni potkan
(SHR), ktery se ukazal byt velmi cennym nastrojem pro studium farmakologickych a
fyziologickych aspektii fizeni krevniho tlaku. Proto je také intenzivni zijem o
objeveni zékladnich mechanismi, které¢ jsou zdkladem patogeneze hypertenze a
souvisejicich kardiovaskularnich a metabolickych poruch u SHR. V poslednich
desetiletich byl u¢inén prokazatelny pokrok pii mapovani lokust pro kvantitativni
znaky (quantitative trait loci - QTL) spojenych s regulaci krevniho tlaku a dal§imi
znaky u riznych hypertenznich kmeni potkanti, véetn¢ SHR [6, 7]. Takové QTL
predstavuji pomérné velké oblasti chromozomu (az desitky milionti pari bazi) a
obvykle obsahuji mnoho genid. Mnohé ztéchto QTL se podileji na patogenezi
spontanni hypertenze s uCinkem na zménu krevniho tlaku, fddové o 10-20 mmHg.
Nicméné, mnohem mensi pokrok byl ucinén pii identifikaci specifickych genl pro
kvantitativni geny (quantitative trait genes - QTG) odpovédnych za ucCinky téchto
oblasti chromozomu, na krevni tlak. Pfes vice nez 40 let vyzkumu, se védcim
podafilo identifikovat pouze jedno genetické poskozeni, a to dele¢ni mutaci CD36,

kterd se u SHR podili na zvySeni krevniho tlaku.
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Modelové organismy vyuzité v této praci

K 1izolaci jednotlivych komponent metabolického syndromu byly pouzity
kongenni kmeny, tedy takové kmeny, u kterych je na genetické pozadi kmene jednoho
vnasen predem zvoleny omezeny segment genomu kmene druhého. Predmétem moji
prace byly modely hypertenze a metabolického syndromu u laboratorniho potkana
SHR, SHR-Lx a heterozygotniho potkana. SHR (spontdnné hypertenzni potkan) je
model metabolického syndromu a hypertenze. Kongenni kmen SHR-Lx byl vytvoien
pienesenim 30 cM dlouhé oblasti potkaniho chromosomu 8, smiseného ptivodu od
kmene PD a BN na genetické pozadi kmene SHR. Heterozygotni potkan ma jednu
kopii 8. chromosomu ptivodu SHR a druhou kopii pivodem od kmene PD.

Ve srovnani s progenitorovym kmenem SHR bylo u SHR-Lx zjisténo sniZeni
krevniho tlaku za soucasného zhorSeni nékolika metabolickych parametri
souvisejicich s metabolickym syndromem [8, 9]. V ramci procesu identifikace
zodpovédnych genii/alel je diferencialni isek kongenniho kmene, cilenym kiiZzenim
postupné omezovan pii zachovaném efektu na sledovany fenotyp. S pouzitim
vychoziho kmene SHR-Lx bylo vytvotfeno nékolik kongennich podlinii. Sublinie
SHR-Lx-PD5 obsahuje pftiblizné¢ 788 kb sekvence plivodu pouze od kmene PD,
zahrnujici pouze 7 gend. Zbytek genomu tohoto kmene je plivodu SHR [10]
(Viz. obr. 1). Moje prace se tyka vyhradné podlinie SHR-Lx-PDS5.

Kmen PD/Cub ma mutovanou alelu genu Lx, projevujici se syndromem
polydaktylie-luxace. Tento inbredni kmen je na astavu UBLG 1.LF a VFN chovan jiZ
od roku 1969, ptficemz ptvodné slouzil jako modelovy organizmus pro studie
zabyvajici se vyvojem konletin a teratogenezi. Nicméné v devadesatych letech
minulého stoleti bylo zjiS§téno, Ze jednou z vlastnosti kmene je 1 zvySend hladina
triacylglycerolii [11]. Pocatkem tohoto stoleti pak byl kmen PD/Cub ustanoven jako
model metabolického syndromu [12].

Ze srovnani metabolickych a morfometrickych dat a profili genové exprese
mezi kmeny SHR-Lx PD5 a SHR vyplynulo, ze nékolik zfetelnych metabolickych
poruch pozorovanych v pivodnim kongennim kmeni SHR-Lx je v PDS5 stile
pritomno. Také je nadale sniZena hodnota krevniho tlaku. Da se tedy predpokladat, ze

zodpovédné genomické determinanty byly "zachyceny" uvniti relativné kratkého
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diferencialniho segmentu plvodu PD/Cub. Nejvyznamnéj$im parametrem je
pravdépodobné znacné snizeni inzulinové senzitivity kosterniho svalu u kmene SHR-
Lx-PDS5.

Jednim z kandidéatnich gent je Plzf (promyelotic leukaemia zinc finger, také
Zbtb16), jehoz zménénd regulace je s nejveétsi pravdépodobnosti rovnéz zodpovédna
za mutaci Lx [13]. Protein Plzf je represor transkripce s Sirokym uplatnénim v regulaci
riznorodych procest. Mezi sedmi protein-kddujicimi geny v diferencidlnim segmentu
kmene PDS5 se nachazeji dalsi geny Htr3a a Htr3b, kodujici podjednotky
serotoninového receptoru 5-HT3. Htr3a je kandidatnim genem pro schizofrenii [14],
5-HT3 receptory se podili na zprostiedkovani nausey (vyvolani zvraceni) napft. pfi
nadorové chemoterapii, dale pii patogenezi syndromu drazdivého trac¢niku [15],
mutace 5-HT3 receptori se mohou podilet na patogenezi Touretova syndromu [16].
Role Htr3a a Htr3b pii patogenezi metabolického syndromu neni dosud popséna,
nicméné spolecné s cholecystokininem maji zasadni roli v regulaci pfijmu potravy
[17, 18] a centralni 5-HT3 receptory se podileji na regulaci glykémie [19].

Vysledy studii [10] poukazuji na vyznamné zlepSeni krevniho tlaku a srdecni
hypertrofie u podlinie SHR-Lx-PD5 ve srovnani s SHR kontrolami. PD5 kongenni
podlinie také vykazuje znacné zlepSeni srde¢ni hypertrofie, kdy relativni hmotnosti

srdce jsou podstatné nizsi ve srovnani s SHR kontrolami.
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Kongenni podlinie SHR-Lx-PD5
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conaenlc seﬁments
PD5 s SHR

7 — Konzervativni substituce
Belece 3kb dlouhé konzervované T76Svgenu Usp28

nekodujici sekvence v intronu 2 \ Wiva akufe sdfiTalarii
genu PlzfzplUsobuje polydaktylii y (Mys akufe sdilialanin)

Substituce T208S v genu Plzf, Nekonzervativni substituce
konzervovany alifaticky  H364R v Htr3b (Clovék -
hydroxyl (threonin nebo serin) tyrozin, vacice - cystein)

Obr.c.1 — Prevzato z - Dissection of the role of Plzf gene in hypertension and
metabolic syndrome, Krupkovda M. Tento diferencialni segment v SHR-Lx PD5 je dlouhy
788kb a obsahuje 7 genii - Plzf, Htr3a, Htr3b, Usp28, Zwl0, Tmprss5, a fragment Drd2. Pro
tuto praci je nejvyznamnéjsi variabilita v 2.intronu Plzf genu, kde byla objevena delece; a

substituce threoninu za serin v aminokyselinové pozici 208 (T208S).
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Pizf
Plzf (promyelotic leukemia zinc finger, také Zbtb16 nebo Zfp145) byl plivodné

objeven u Cloveéka, prostrednictvim genové fize s RARa lokusem translokace t(11;17)
(g23;921) [20]. Tato genova fuze, zplsobuje vzacnou formu promyelocytarni
leukemie, rezistentni k 1€¢bé kyselinou retinovou. Protein Plzf je represor transkripce
s Sirokym uplatnénim v regulaci riznorodych procest, v¢. metabolismu [21]. Plzf také
interaguje s jadernymi receptory, a to zejména s receptorem kyseliny retinové RAR a
blokujici RAR-RXR heterodimerizaci nezbytné pro signalizaci kyseliny retinové [22.]
Plzf ma souvislost s mnoha riznymi vyvojovymi, fyziologickymi a patologickymi
procesy. Naruseni funkce Plzf pomoci genového targetingu, nebo spontanni bodové
mutace vede k mnohonasobnym poruchdm stavby koncetiny, k preaxialni polydaktylii
[23] a muZské neplodnosti v disledku nedostatku obnovovani spermatogennich
kmenovych bun¢k [24, 25].

Kongenni segment piivodu PD obsahuje mutaci Lx, zpiisobujici polydaktylii u
PD, stejné jako u kongennich kment BN-Lx a SHR-Lx vc¢etné podlinie PD5. Nedavno
byla jako pravdépodobna pfi¢ina polydaktylie (alela Lx) identifikovana 3 kb delece v
intronu 2 genu Plzf [13].

Nékolik riznych dokladii poukazuje na mozné zapojeni Plzf v patogenezi
hypertenze, ptipadné srde¢ni hypertrofie.

1. Plzf je soucasti negativni zpétné vazby pii regulaci UCinku
mineralokortikoidi v rendlnich epitelovych buitkach. Aldosteron indukuje expresi
Plzf. Plzf potlacuje expresi beta a gama epitelidlnich sodikovych kanalt (ENaC) a tim
snizuje resorpci sodiku [26].

2. Ptima interakce Plzf s angiotenzinovym receptorem AT2 ovliviiuje expresi
p85a PI3K (phosphatidylinositol-3 kinase p85 o subunit). Tato draha miize vysvétlit
chybéjici zvySenou srdecni reakci u mysi s chybéjicim AT2[27.]

3. Piima interakce Plzf s reninovym receptorem vede ke zvysSené expresi p85a.
PI3K. Navic, stimulace reninu ma proliferani a antiapoptotické ucinky na
kardiomyocyty potkana. Tyto U€inky jsou zcela zavislé na funkci Plzf. To mize byt

spojeno se srdecni hypertrofii, nebo s fibrézou souvisejici s hypertenzi [28].
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Sekvenovanim alel genu Plzf bylo zjiSténo, Ze kmen SHR nese unikétni
substituci aminokyseliny v genu Plzf, kterd se nachazi pouze v SHR a ptibuznych
kmenech [10]. Kromé¢ toho, kongenni kmeny nesou deleci v konzervované nekodujici
sekvenci v intronu Plzf, kterd vede k snizeni exprese Plzf v konCetinovych pupenech a

k polydaktylii [13].

Snizeni krevniho tlaku
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Obr.c.2 - Prevzato z - Dissection of the role of Plzf gene in hypertension and
metabolic syndrome, Krupkova M. A) Radiotelemetrické méreni systolického krevniho tlaku
(24 hodinové prumery). SHR (modra) a PD5 (Cervena). Opakované méreni zpracovino
ANOVA testem, hladina vyznamnosti *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. B) Viha srdce byla
normalizovand na 100g télesné vahy. Zpracovano T-testem hladina vyznamnosti p =

3,85x10°
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Obr.¢.3 - Prevzato z - Dissection of the role of Plzf gene in hypertension and metabolic
syndrome, Krupkova M. Oralni glukozovy tolerancni test u SHR (modra) a PD5(Cervena)
s (plné ctverecky) a nebo bez (oteviené ctverecky) rizeni kys.retinové. Potkani byly krmeni
stravou bohatou na sacharozu (60% energie jako sacharoza). Polovina potkanit dostdavala
retinovou kyselinu (15 mg/kg, 16 dni) Hodnoceno pomoci analyzy rozptylu dvojitého trideni
(two-way ANOVA). Hladina vyznamnosti p kmene = 0,00006, hladina vyznamnosti pro RA p =
0,00001, hladina vyznamnosti pro interakci faktorit kmen a RA = 0,04.
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Metodika

Ziskani vzorku
Pokus na zvifatech prob&hl v ramci grantu GACR 301/10/0756. Projekt pokusii

byl schvélen odbornou komisi uzivatelského zatizeni 1. 1¢katské fakulty a probéhl v
souladu s platnou legislativou (zdkon 311/1997 a navazujici pravni piedpisy).

Cilem pokusu bylo sledovat vyvoj exprese genu Plzf. Pro tento pokus byli
pouziti 1 a 4 dny stafi potkani. U kazdého potkana jsme nejprve stanovili télesnou
hmotnost, poté jsme je usmrtili zlomenim vazu s naslednou dekapitaci. Odebrali jsme
potiebné organy, a to - srdce, jatra, ledviny, nadledviny, sval z dolni koncCetiny a
hnédy tuk ze zad potkana. U kazdého potkana byl také odebiran ocések, ktery se
nasledné pouzil k urCeni genotypu. VSechny odebrané organy jsme také zvazili a
hodnoty zaznamenali do tabulky (viz pfiloha ¢.1). VSechny organy byly

homogenizovany v mnozstvi 0,05mg na 1 ml trizolu (R) (Invitrogen) a okamzité

zmrazeny pii -70°C.

Genotypizace

Izolace DNA

K urceni genotypu jednotlivych zvitat, jsme provedli izolaci DNA z potkanich
ocaskl. U kazdého jedince bylo odebrano asi 0,5 cm tkané, které se nastiihala na malé
kousky a zalila travicim pufrem (50mM Tris HCI pH 8, 50 mM EDTA, 0,5% SDS),
ktery se pfipravuje v laboratofi. Po ptidani 35 ul proteindzy K (Sigma) byly vzorky
umistény do vodni lazné zahtaté na 55 °C, kde se pfes noc nechaly inkubovat. Druhy
den jsme ke vzorku ptidali 700 pl smési fenol - chloroform - isoamylalkohol (25:24:1)
a centrifugovali po dobu 3 minut, pti 9 000 otackach. Odebrali jsme supernatant a
krok jesté¢ jednou zopakovali. Do zkumavky jsme napipetovali 70 pl 3M octanu
sodného a po par minutach jsme piidali 700 ul 96% ethanolu. V této fazi se zacinala
srazet DNA. Vyizolovanou peletu jsme 2x promyvali v 1 ml 70% ethanolu a nasledné
nechali vzorek rozpoustét v 150 - 200 ul v pufru TE (10 mM Tris, 0,1 mM EDTA, pH

8,0). U takto pfipraveného materidlu je nyni mozné provést PCR.
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PCR - Polymerasova retézova reakce

Polymeréazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction - PCR) je metoda
rychlé a snadné amplifikace usekiit DNA zalozend na principu replikace nukleovych
kyselin. Umoziiuje amplifikaci DNA fragmentl az do velikosti 30000 par bazi,
bézné se vSak pouziva amplifikace usekit DNA o velikosti jen 100 — 600 pb. Reakce
vychéazi ze znalosti kinetiky denaturace a opétovné renaturace molekul DNA. Pii
teploté¢ 92°C je dvojSroubovice DNA kompletné denaturovdna a v reakéni smési se
vyskytuje vyhradné v jednotetézové forme. Pti poklesu teploty dochazi diky vzajemné
komplementarité fetézcii k opctovné renaturaci molekuly.

Pomoci polymerazové fetézoveé reakce 1ze vSak namnozit jen takové fragmenty,
které jsou alespoil ohraniceny useky o znamé sekvenci, pokud jejich sekvence neni
znama kompletné. Podle téchto sekvenci jsou potom navrhovany tzv. primery, tj.
jednotetézcové molekuly DNA o délce 20 - 25 para bazi. Dilezité je, aby cilové
sekvence s nimiz primery hybridizuji, byly specifické jen pro vySetfovanou oblast a
nevyskytovaly se na jinych mistech genomu. Tyto oligonukleotidy jsou syntetizovany
uméle a jsou nezbytnou soucasti reakéni smési, stejné tak jako jednotlivé
deoxynukleotidfosfaty (ANTP), vhodny reakéni pufr a termostabilni enzym - Taq
DNA polymeraza. PCR probiha v =zafizeni zvaném termocykler, které je
zkonstruovano tak, aby dokazalo béhem n¢kolika sekund zvysit nebo snizit teplotu o
nekolik desitek stupnii Celsia. PCR reakce sestava ze tfi zékladnich krokt, a to z
denaturace, annealingu a elongace.

1) Denaturace

V prvnim kroku reakce dochazi pti teplot¢ zhruba 92 — 98 °C k denaturaci
dvojSroubovice templatové DNA. Pii této teploté dochéazi k rozruseni vodikovych
mustkl v molekule DNA a k rozvolnéni dvousroubovice. Vznika tak jednovlaknova
DNA, na kterou mohou v dalSim kroku nasednout primery.

2) Annealing

V druhém kroku je teplota snizena a primery pfitomné v reakéni smési mohou
vyhledat komplementarni tseky cilové DNA a vytvofit s nimi dvojSroubovici. Tato
¢ast reakce byva oznacovana jako annealing nebo hybridizace primer. Teplotu

annealingu je mozné teoreticky vypocitat na zékladé¢ znalosti sekvence primerd,
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prakticky je vSak nutné optimalni teplotu pro kazdou dvojici primerd hledat
experimentaln¢. Probiha pfi teploté 45 — 65 °C.

3) Elongace

Tteti krok reakce zaciné pfi teploté 72 °C a dochazi pti ni k prodluzovani, nebo-
li elongaci nukleotidovych fetézcli, pisobenim Taq DNA polymerasy. Pfitomnost
kratkych dvojietézovych Usekl s volnym 5°- koncem je piedpokladem pro ¢innost
tohoto enzymu, ktery nasedne na konec primerti a zacne dosyntetizovavat druhé
komplementarni vlakno dvojSroubovice. Enzym Taq polymerasy byl izolovan
z termofilni bakterie Thermus aquaticus a je tudiz schopen pracovat optimalné pfii

teplotach kolem 72 °C.

Uvedené kroky piedstavuji pouze prvni cyklus PCR, jenz by sdm o sobé
k namnoZeni zkoumaného tuseku DNA nestacil. Teprve ve tfetim cyklu se vytvareji
dvojfetézcové fragmenty DNA o délce odpovidajici amplifikovanému tuseku.
Templatova vlakna vznikaji denaturaci ptivodné dvouvlaknové DNA. Primery na tato
vlakna nasedaji v protismérné orientaci, takZe po jednom cyklu PCR vznikaji
produkty, které slouzi jako templaty pro novy reakéni cyklus. Méame-li tedy na
zaCatku k dispozici dvé templatova vlakna (jednu dvojvldknovou molekulu), pak
vzniknou v prvnim cyklu dvé kopie. Pro dalsi cyklus mame k dispozici uz Ctyti
vlakna, podle kterych vzniknou dalsi 4 kopie. Teoreticky se mnozstvi useki kazdym
cyklem zdvojnasobuje. V praxi vSak vytéznost amplifikacni reakce byva nizsi. Aby se
jich vytvofilo dostate¢né mnozstvi, opakuji se tfi reakéni kroky - denaturace,

annealing a elongace ve dvaceti az Ctyficeti na sebe navazujicich cyklech.

V zavéru PCR ziskame smés obsahujici velké mmnozstvi amplifikovanych
fragmentii. Aby je bylo mozno pouzit pro dalsi vySetfeni, musime je odd¢lit od zbytku
DNA. Pro analyzu produktu reakce je nejspolehlivéjsi metodou elektroforéza, kteréd
umoznuje nejen urcit, zda doslo k amplifikaci, ale také zda se jedna o predpokladanou

délku fragmentu.
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K vyhodam reakce patii potfeba minimalniho mnozstvi vychozi DNA, rychlost
a vysoka specificita. Z charakteru reakce vyplyvaji jeji nevyhody, ptredevSim jeji
nachylnost ke kontaminaci cizorodou DNA, vedouci k faleSné pozitivité. S ohledem
na moznost kontaminace vzorkli produkty amplifika¢nich reakci probiha izolace DNA
a priprava reak¢nich smési v prostoru oddéleném od laboratote, v niz jsou amplifikaty

analyzovany.
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Obr.¢.4 - Schéma Polymerazové retézové reakce (PCR). Prevzato z wikipedia.org

PCR amplifikace byla provedena za nasledujicich podminek:

Primarni denaturace 94°C 2 min

Denaturacni krok 92 °C 30s

Annealing 55 °C 35s 30 cyklu
Elongace 72°C 45 s

Kone&na elongace 72°C 5 min

Tabulka ¢.1 — receptura PCR
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Elektroforéza

w7

Nejspolehlivéjsim zplisobem detekce je gelova elektroforéza. Tato metoda je
zalozena na izolaci molekul o rozdilné hmotnosti, popt. odlisném elektrickém naboji.
Roztok obsahujici fragmenty DNA pfevadime do jamek v tzv. elektroforetickém gelu.
Vytvofime jej rozpusténim polysacharidu zvaného agar6za v horké vod¢. Tento husty
koloidni roztok pak nalijeme na povrch elektroforetické desky a nechame ochladit.
Vytvoii se rosolovita vrstva podobnd aspiku. V nékterych ptipadech se misto agardzy
pouzivaji jiné polymerni latky, napt. polyakrylamid. Elektroforetickou desku pak
umistime do zvlastni aparatury, kterd je pfipojena ke zdroji stejnosmérného proudu.
Z jamek na okraji elektroforetického gelu jsou pak zéporné nabité fragmenty DNA
pritahovany ke kladné elektrod¢€, nebot’ na jeden nukleotid ptipada 1 zaporny naboj
zbytku kyseliny fosforecné. Pokud se vytvofi fragmenty o rozdilné délce
(reprezentujici dvé razné alely), dojde na elektroforetickém gelu k jejich oddéleni,
takze jej mizeme spolehlivé rozlisit. Kratsi useky DNA prochazeji elektroforetickym
gelem rychleji nez delsi useky, proto je nalézame ve vétsi vzdalenosti od vychozi
jamky. Fragmenty v gelu zviditelnime piidanim fluorescencniho barviva, obvykle
ethidium-bromidu, které se vaze specificky na DNA a v ultrafialovém svétle jasné
zéaii. Elektroforeticky se rovnéz ovéii velikost ziskaného fragmentu, kterda je dana
lokalizaci primerti a Ize ji tedy pfedem zjistit na zdklad¢ znalosti sekvence DNA. Je-li

vysledkem reakce fragment odliSné velikosti, je potieba reakci dale optimalizovat.

7

Mini plus

Obr.c.5 — elektroforéza. Prevzato z Fisher Scientific - www.thermofisher.cz

22



Ptiprava agarosy:

Agarosa 1,5% 2%

Agarosa 12g 1,6 g
dostilovand voda 64 ml 64 ml
TBE pufr 16 ml 16 ml

Tabulka ¢.2 — receptura pripravy agarosy

Odmétené suroviny jsem dikladné promichala a ptivedla k varu. Do horkého
roztoku jsem pfipipetovala 1 pl etidium - bromidu a nechala zchladit pod tekouci
vodou na 60°C. Pak jsem vSe nalila do elektroforetické vany a nechala tuhnout 30
minut pii pokojové teploté. Ztuhly gel jsem zalila 5x zfedénym TBE pufrem. Do
vytvofenych jamek jsem nandSela vzorky o objemu 5 pl. Poté jsem spustila
elektroforézu pii elektrickém napéti 85V, a nechala jsem bézet 15 aZ 35 minut.

Produkt jsem detekovala pod UV lampou.

Vybér vzorkl pro expresi
Do pokusu byly zahrnuti potkani s tfemi riznymi genotypy SHR (spontdnné

hypertenzni potkan), PD/Cub (polydaktylni potkan) a heterozygotni potkan. Vybrala
jsem 7 potkani od kazdého genotypu, ktery jsem zjistila z izolace DNA potkanich
ocaskli. Pfi vybéru jsem dbala na to, aby hmotnosti jednotlivych zvifat byly
srovnatelné. Dal§im kritériem pro vybér vzorku byla hmotnost zpracovavanych
organd (viz pfiloha ¢.2 a ¢.3). Z divodli minimalizace chyby jsem zvolila pro odbér
vSech organli pouze jedno zvife. U takto vybranych vzorkd jsem provedla izolaci
RNA. Hlavnim kritériem pro dals§i zpracovani byla namétend Cistota RNA, kterd se
uréuje pomérem mezi hodnotami absorbance pii 260 nm a 280 nm (A260/A280) a

nem¢éla by klesnout pod 1,6.
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Stanoveni exprese

Izolace RNA

Hlavnim uskalim prace s RNA je jeji citlivost na degradaci vSudypfitomnymi,
vysoce stabilnimi RNé4zami. Proto je nutné vSechny kroky provadét v rukavicich, smi
se pouZzivat pouze material a chemikalie prosté RNaz. Veskeré sklo musi byt pecené 2
hodiny pii 250°C, plasty pouze vyjmuté z origindlniho baleni v rukavicich a
predsterilizované minimaln€¢ 20 minut pii 121°C. Voda je oSetfena DEPC -
diethylpyrokarbonatem.

Dalsim dutlezitym krokem pro uspéSnost reakce je izolace kvalitni RNA v
dostacujici kvantit¢ a kvalité. Pied zapocetim prace je nutné nejprve stil dikladné
otfit RNA free vodou. Poté je moZzno zapocit s izolaci a vyjmout vzorky, které byly
odebrany do 1ml trizolu, z mrazdku. Nechdme vzorky rozmrznout pii pokojové
teplot¢ a nasledné sto¢ime v centrifuze chlazené na 4°C. Tofime 20 minut pfi
maximdlnich otackach (20 000 otacek).

Ptipravime si 4 sady sterilnich zkumavek. Prvni dvé sady zkumavek jsou 1,5
ml velké a slouzi pouze k preliti produktu, nebudou se nadale uchovavat. Tteti sada je
tvofena specidlnimi kolonkovymi zkumavkami s filtrem s obsahem SiO2,
uzpisobenym k zachytu RNA produktu. Ve ¢tvrté sad¢ zkumavek se uchovava finélni
produkt, tedy vyizolovand RNA. Je proto nutné, aby vSechny zkumavky byly dobie a
¢iteln€ popsané, se vSemi nalezitostmi, a to jak na vic¢ku tak i na téle zkumavky.

Vlastni postup prace:

1. Po rozmraZeni vzorku, centrifugujeme 10 minut pii 20 000 otaCkach a 4°C.

2. Vzorek ptelijeme do 1.sady zkumavek a pfiddme 200 ml chloroformu.

3. Zkumavky vlozime na 10 minut na koloto¢, kde se reagencie dukladné
promichaji.

4. Centrifugujeme 10 minut pti 20 000 otackach a 4°C.

5. Do 2. sady zkumavek piepipetujeme 400 ml supernatantu, pipetujeme velmi
opatrn¢, abychom nenabrali ani malé mnozstvi srazeniny. Zkumavku

s bunéénym odpadem vyhodime.
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6. Do 2 sady zkumavek ptiddme 222 ml 96% ethanolu. MnozZstvi ptidavaného
alkoholu je v poméru 5/9 a vypoCte se podle piimé umeéry, tedy
V =(200ml/9) * 5.

7. Po smichani supernatantu a cistého alkoholu jemné promichame dvojim
otocenim zkumavky.

8. Pfelijeme do sterilnich zkumavek s filtrem — sada 3 (quiggen-mini spin
column).

9. Centrifugujeme 15 sekund pti 20 000 otackach, pti pokojové teploté.

10. Vylijeme zkumavku s filtratem, naddle budeme pouzivat pouze horni frakei.
V nésledujicich krocich budeme promyvat. Tyto kroky slouzi k zvySeni
vytézku mRNA.

11.Do zkumavky napipetujeme 700 ml 1.promyvaciho roztoku RW1 a budeme
centrifugovat 15 sekund pii 20 000 otackach, pti pokojové teploté.

12. Vylijeme zkumavku s filtritem a napipetujem do ni 500 ml 2.promyvaciho
roztoku RPE s ethanolem. Tento krok pro vyslednou vétSi Cistotu mRNA
zopakujeme 2x.

13. Zkumavku s filtraitem vyhodime a minikolonku piesadime na ¢istou zkumavku.
Budeme centrifugovat 1-2 minuty pii 20 000 otackach, pii pokojové teploté.
Tento krok se provani kvili dikladnému vysuseni produktu.

14. Zkumavky s filtrem ptfesadime na 4. sadu a piiddme 30 ul vody RNA-free
water. Pfi pipetovani je dalezité u kazdé kolonky vyménit Spicku, protoze se
dotykdme horni vrstvy silikagelu!

15. Centrifugujeme 1 minutu pii 20 000 otackéach, pii pokojové teploté. Pri
vkladani zkumavek do centrifugy dbame na to, aby byly vicka otevienych
zkumavek umisténa po sméru otaceni centrifugy.

16. Izolovanou mRNA skladujeme v mrazaku pii —70°C, dokud ji nepouzijeme pro

reverzni transkripci do cDNA.
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Méreni koncentrace a Cistoty RNA

Koncentrace RNA je stanovovana spektofotometricky v UV svétle, méfenim
absorbance pii 260 nm a 280 nm. Méfeni se provadi proti vodé (RNase-free).
Odecitané hodnoty by nemély byt mensi nez 0,15 a vétsi néz 0,99. I fedéni RNA je
titeba provadét ve vodé RNA free.

Priklad nejcastéj$iho fedéni RNA:

Organ pridavek RNA pridavek vody RNA frree  vysledné fedéni

srdce 2 ul 78 ul 40x
jatra 1 ul 199 ul 200x
ledviny 2 ul 178 ul 90x
nadledviny 6 pl 54 wl 10x
tuk 2 ul 58 ul 30x
sval 4 ul 54 ul 15x

vevr

Cistota RNA se uréuje pomérem mezi hodnotami absorbance pii 260 nm a 280
nm (A260/A280) s ohledem na kontaminanty absorbujici v UV zafeni, napt. proteiny
a fenoly. Pomér A260/A280 miize byt také vyrazné ovlivnén hodnotou pH. Niz8i pH
dava niz8i pomér A260/A280, a také menSi senzitivitu k pfipadné kontaminaci
proteiny.

Pfi  hodnoceni Cistoty vzorku jsou ofekédvané hodnoty u RNA v poméru
A260/A280 mezi 1,9 — 2,1. Pomér absorbanci 260/280 klesajici pod 1,60 svéd¢i o
kontaminaci bilkovinami.

Podle naméfené absorbance vzorkll jsem stanovila optimdlni koncentraci
jednotlivych organu, pro vstup do reakce — reverzni transkripce. Po-t¢ jsem si
vypocitala ptidavek vody ke 20 ul vzorku a nafedila jsem vSechny vzorky jednoho
organu na stejnou koncentraci. Vysledné¢ fedéni, koncentrace a cCistota RNA je

znazornéna v nasledujicich tabulkach.
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Reverzni transkripce

Detekce a analyza molekul RNA patii k dillezitym molekuldrné biologickym
postupim. Molekuly mRNA se podileji pouze z 1 - 2% na celkovém mnozZstvi
izolované RNA (pievaznou cast tvoii rRNA). Adaptace amplifikacnich technik
umoznuje relativné snadnou analyzu mRNA tim, Ze po reverzni transkripci nasleduje
amplifikace cDNA pomoci RT-PCR.

Material a reagencie:

e mRNA skladovana v -70°C

* PCR zkumavky (0,2 ml)

e OligodT

« dNTP

* Voda RNase-free

» 5x First Standart Buffer

* DTT (dithiothretiol) = 0,1 M DTT (20 uM) — aktivace enzymi
e RNase OUT™ (40 U/ pul), (Invitrogen)

e Superscrip III

Samotna rekce sestava ze dvou krokli — respektive vytvoreni 2 mix1, které se
do reakce pfidavaji. Sestaveni receptury 1. mixu je zdvislé na koncentraci RNA
prislusného organu. Do kazdé reakce by mélo byt pfidano 1000 ng RNA. Proto byla
receptura mixu 1 pro kazdou koncentraci organu jind. Mix 2, byl jiz pro vSechny
probéhlé reakce stejny. Konkrétni fedéni jednotlivych orgdni je znazornéno

v tabulce ¢ 5.

MIX 1

oligo dT 1 pl
dNTP(c=10mM) 1 ul
voda free RNA X ul
piidavek RNA Y ul
velikost mixu 13 pul

Tabulka ¢.4 — Mix 1 pro reverzni transkripci pro orgdany o riizné koncentraci. X

znazornuje pridavek vody free RNA, Y je pridavek RNA prislusného orgdnu.
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Koncentrace organu X (ptidavek vody) Y (ptidavek RNA)

500 ng/l 9ul 2 ul

390 ng/l 8,4 ul 2,6 ul
350 ng/l 8,1 ul 2,9 ul
150 ng/l 4,3 ul 6,7 ul
120 ng/l 2,7 ul 8,3 ul
100 ng/l 1 pl 10 pl
53 ng/l 0 pl 11 ul
54 ng/l 0 pl 11 pl

Tabulka ¢. 5 znazornuje pridavky vody free RNA a RNA do reakce, podle koncentrace

Jjednotlivych vzorku

Nejvice koncentrované byly jatra a ledviny u potkanli obojiho stafi a srdce u
potkant starych 4 dny. U téchto organti jsem sjednotila koncentraci jednotlivych
vzorkli na 500 ng/l. Vysledna koncentrace vzorkii u hnédého tuku u potkana starého
lden, je 390 ng/l. Vzorky srdce potkana staré¢ho jeden jsem sjednotila na koncentraci
350 ng/l. U potkana starého 4 dny, byla koncentrace hnédého tuku nizsi, vzorky jsem
nafedila na koncentraci 150 ng/l. Koncentrace svalu odebiraného ze zadni koncetiny
byla u potkant obojiho staii podobna. U potkana starého jeden den to byla 120 ng/l, u
potkana starého 4 dny koncentrace vzork ¢ini 100 ng/l.

Nadledviny u potkanii obojiho stafi jsou velmi malo koncentrované, u potkana
star¢ho 1 den je to 53 ng/l, u potkana star¢ho 4 dny 54 ng/l. S touto koncentraci
bohuzel nelze docilit pfidavku 1000ng RNA do reakce. Abych se tomu co nejvice

piiblizila, zcela jsem vypustila piidavek vody.

Mix1 jsem rozpipetovala do zkumavek velkych 0,2 ml a okamzit¢ dala
denaturovat do cykleru na 5 minut, pfi 65°C. Mezi vzorky jsem pfidala jednu
zkumavku, do které jsem misto RNA napipetovala vodu RNA free. Tato zkumavka
bude slouzit jako negativni kontrola, kterd nam bude podévat informaci, zda nedoslo
béhem transkripce ke kontaminaci RNA. V pribéhu inkubace vzorkl v cykleru, jsem

si ptipravila Mix2, ktery byl jiz pro vSechny vzorky stejny. (Viz tab.¢.6)
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MIX 2

5x First Standart Buffer 4 ul
DTT 1ul
Rase OUT™ 1 ul
SS 1 | ul
velikost mixu 7 ul

Tabulka ¢.6 - Mix 2 pro reverzni pro vsechny organy

Po inkubaci jsem vzorky vyndala na chladici stojanek a nechala minutu odstat.
Pak jsem pfipipetovala mix 2 a okamzité znovu vlozila do cykleru. Zkumavky jsem
nechala inkubovat jednu hodinu pii 50°C a pak 15 minut pfi 70°C. Po inkubaci jsem
vzorky opét vynadala na chladici stojanek a s vyjimkou nadledvin je zfedila do 100 pl
vodou RNA free. Nadledviny byly malo koncentrované, nebylo tedy mozné do reakce
pfidat pozadovanych 1000ng RNA. Ztedila jsem je tedy RNA free vodou pouze do
50 pl. Takto ptipravené vzorky cDNA jsem vlozila do mrazaku pii -70°C, kde jsem je

ponechala do dalSiho zpracovani.

Real-time PCR

Izolovana RNA je nejprve reverzni transkripci prepsdna do komplementarni
DNA (cDNA) a ta se pak pouzije jako templat pro amplifikaci. Real-time PCR je
metoda umoziujici pfesnou kvantifikaci hledané cDNA sekvence ve vzorku. Vyuziva
se zde n€kolika moznosti detekce nartistajiciho mnozstvi amplikonli. VSechny jsou
zalozeny na nartstu fluorescence

Real-time PCR je metoda zalozena na klasické polymerazové fetézové reakci
(PCR) s tim rozdilem, Ze je mozné jeji pribch sledovat ptimo béhem reakce, tzv.
v ,,redlném Case®. Umoziuje kontinudlné monitorovat ptirtistky DNA béhem kazdého
cyklu narozdil od PCR, kde se detekuje az findlni produkt. Zékladni podminkou je
pfitomnost fluorescen¢nich sond ¢i barviv, které se vazi na syntetizovanou DNA a
urovent detekované fluorescence pak odrdzi mnozstvi nasyntetizované nukleové
kyseliny. Jeji vyhodou oproti konvencni PCR je moZznost piesného stanoveni

vychoziho poctu kopii cilové templatové sekvence DNA, cili schopnost kvantifikace.
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Real-time PCR se provadi v termocyklerech s optikou, které umoznuji jak
provadéni teplotniho cyklovani, tak excitaci substratii s naslednou detekcei
fluorescence v kazdé jamce. Standardné se pouZivaji 96 jamkové cyklery, je mozné
vSak pouzit i cyklery s 384 jamkami.

Hlavni vyhodou oproti klasické PCR je tedy moznost kvantifikace
syntetizovaného produktu. Ta mulze byt bud’ relativni, kdy vzorky porovnavam
s jinou — kontrolni skupinou vzorkli, a nebo absolutni, kdy pro reakci pouzijeme
rekombinantni DNA o zndmé koncentraci. V tomto piipadé pak ziskame kalibracni
kiivku, ze které odecitame fluorescenci. Fluorescence je méfena béhem kazdého cyklu
PCR a pfi hodnoceni plati skutecnost, ze ¢im vyssi je obsah nukleové kyseliny v
testovaném vzorku (napt. mRNA jako vyraz uUrovné exprese dané¢ho genu), tim

rychlejsi je prirastek fluorescence.

Typicka amplifika¢ni kiivka ma esovit¢ zakiiveny tvar (viz obr.¢.6) a Ize ji
rozd¢lit na 3 casti:

1. ,background" fazi kdy je amplifikatu tak malo, Ze jeho fluorescence jeste
nedosahuje méfitelnych hodnot

2. exponencialni fazi, kdy mnozstvi produktu exponencialné roste. Tato faze trva
asi 4 az 8 cykla.

3. faze platd, kdy dochazi k saturaci systému. Mnozstvi amplifikovaného
produktu se dale neméni a fluorescenéni signal ziistava konstantni. Cim d¥ive
amplifikacni kiivka dosdhne exponencidlni faze, popfipadé piekro¢i urcity
fluorescenc¢ni prah, tim vice startovnich templatovych molekul bylo pfitomno

ve vzorku na poc¢atku reakce.
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Obr.c.6 - Amplifikacni kiivka Plzf - 4.den, jatra+srdce. Horni kiivky - exprese Plzf,
dolni kiivky — exprese GAPDH.

Real-time PCR - kvantifikace

Kvantifikace se provadi prostfednictvim matematické analyzy amplifikacnich
kiivek vzniklych vynesenim naméfené fluorescence oproti pofadovému Cislu
piislusného cyklu. Pouzivané matematické modely pracuji s hodnotou zvanou Cr
(threshold cycle), kterd se rovnd cyklu, kdy amplifikacni kiivka piekro¢i zminény
fluorescencni prah umistény do exponencialni faze reakce.

Ke stanoveni expresu u vzorkli jsem pouzila relativni kvatifikaci. Je mozné
vyuzit 1 absolutni kvantifikaci, ta se pouzivd napf. pifi detekci specifickych
mikroorganismi a piimo determinuje vychozi pocet kopii cilovych molekul.

Relativni kvantifikace, ktera se pouzivd ke stanoveni miry genové exprese,
zpravidla nevyzaduje sestrojeni kalibra¢éni piimky. Porovndva se relativni zména
genove exprese (relativni expresni pomér) v testovaném vzorku oproti kontrolnimu
vzorku. Cr amplifika¢ni kiivky daného genu se vzdy normalizuje oproti Cr

housekeeping genu.

31



Detekéni systémy

Prvnimi latkami pouzivanymi pro detekci akumulace produktu béhem real-time
PCR byla interkalacni barviva (ethidium bromid, SYBR Green 1), jejichz
fluorescenc¢ni aktivita vzrista po vazbé na dvouretézcovou DNA. Vzhledem k tomu,
7ze béhem PCR vznika dvoufetézcovy produkt, jehoz mnozstvi zpravidla vyrazné
prevysuje pocatecni mnozstvi DNA, lze pomoci interkalacnich barviv sledovat prubéh
amplifikace.

Velkou nevyhodou interkala¢nich barviv je skutecnost, Ze detekuji veskerou
DNA pfitomnou v reakéni smési véetné nespecifickych produktti amplifikace (jako
jsou napf. tzv. primer - dimer artefakty), které i pfi velmi peclivé optimalizaci metody
velmi Casto vznikaji. Specifita detekce je navic dana pouze sekvencemi primert.

Elegantni feSeni co se tyCe detekce nespecifickych produkti nabizeji Casto
vyuzivané oligonukleotidové sondy. Jednd se o fluorescencné znacené
oligonukleotidy, které hybridizuji s urcitou cilovou sekvenci uvnitt amplifikovaného
regionu a vyrazn€ pritom zvySuji svou fluorescencni aktivitu. Jejich vyhodou je
vysoka specifita, jelikoz detekce cilové sekvence probiha ve 2 stupnich - na trovni
vazby primerd a rovn€z na urovni vazby sondy.

V soucasnosti je asi nejvice rozSifend metoda vyuzivajici 5 - exonukledzové
aktivity DNA polymerazy. Klicovym je zde pouziti oligonukleotidu — préoby
(nejcastéji TagMan sonda), ktera se specificky vaze na sekvenci mezi obéma primery.
Sonda je na jednom svém konci oznacena fluorescencni latkou a na druhém konci
zhaSeCem fluorochromu. Pii syntéze komplementarnich vldken hydrolyzuje DNA
polymeraza sondu, dojde k uvolnéni fluorescen¢ni latky a k nartistu fluorescence,
kterd je detekovdna a zaznamenana v redlném case. Na zaklad¢ standardizacnich

ktivek lze pfesné kvantifikovat mnozstvi hledané cDNA sekvence ve vzorku.
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Real-time PCR amplifikace

Pouzili jsme metodu detekce zalozené na odbouravani fluorescence znacené
sondy (technologie TagMan).
prepisem z RNA, za pouziti sekvencné specifického Plzf primeru a TagMan proby
(oznacené fluorescenc¢nim barvivem) obsaZzenych v TagMan Gene expresion.

Zasobni TagMan Gene Expression kity jsou uchovdvané v mraznicce a
chranéné pied svétlem az do doby bezprostiedniho pouziti. Osvétleni chemikalii by
mohlo mit vliv na fluorescencni proby obsazené v kitu. Chemikalie se po rozmrazeni
uchovavaji v chladicim stojanku, po pouZiti jsou opét ulozeny do mraznicky.

Materiél a reagencie:

* ¢DNA uchovavana pii -70°C

e Voda RNAse free
e  Master Mix
e Plzf primer

* GAPDH fedéna 1:1:1 (forward, reverse, probe)

Ptiprava reakéniho mixu pro kvantifikaci stanovovaného (target) genu Plzf

Target gen Ptidavek do 1 reakce
Masrer Mix 12,5ul
Plzf primer 1,5 ul
voda RNAse free 6 ul

Tabulka ¢.7 — receptura pro pripravu reakcniho mixu stanovovaného genu

Ptiprava reakéniho mixu pro kvantifikaci housekeeping genu GAPDH

GAPDH Pridavek do 1 reakce
Master mix 12,5 ul
GAPDH(1:1:1) 0,75 ul
voda RNAse free 6,75 ul

Tabulka ¢.8 — receptura pro pripravu reakcéniho mixu housekeeping genu
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Pfed zapocetim prace, jsem nejprve otfela stoly 96% ethanolem, abych
zabranila pifipadné kontaminaci vzorkil. Rozmrazila jsem si vzorky cDNA a potiebné
chemikalie. Na chladicim stojanku jsem si pfipravila dva reakéni mixy, podle vyse
uvedeného navodu. Kvili zpfesnéni vysledkii a minimalizaci chyby, jsem pii praci
pouzivala automatickou dvanacti-kanalovou pipetu. Reakci jsem provadéla na
mikrotitraéni 96 jamkové desti¢ce. NanaSela jsem 21 vzorkd (od kazdého kmene
potkanii 7) dva organy na desticku a tfi kontroly. Jednu negativni z reverzni
transkripce, pozitivni genomickou kontrolu (PD5 nebo SHR) a negativni Lx ocas. Na
nasledujicim obrazku je znazornén rozpis stripll pro rozpipetovani mixu a ptislusného

vzorku cDNA.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
P1 P2 P3 P4 P5 P61 P62 S7 S8 S9 S50 S53
A |jatra jatra jatra jatra  jatra jatra  jatra  jatra jatra jatra  jatra jatra
S55 S63 S30 SP48 SP49 SP51 SP54 SP56  SP66 NEG genom
B |jatra jatra jatra jatra  jatra jatra  jatra  jatra jatra jatra SHR Lx ocas
P1 P2 P3 P4 P5 P61 P62 S7 S8 S9 S50 S53
C |srdce srdce srdce srdce srdce srdce srdce srdce srdce  srdce  srdce srdce
S55 S63 S30 SP8 SP49 P51 54 SP56 SP66 NEG Genom.
D |[srdce srdce srdce srdce srdce srdce srdce srdce srdce srdce  SHR Lx ocas
P1 P2 P3 P4 P5 P61 P62 S7 S8 S9 S50 S53
E |jatra jatra jatra jatra  jatra jatra  jatra  jatra jatra jatra  jatra jatra
55 S63 S30 SP48 SP49 SP51 SP54 SP56 SP66 NEG Genom.
F |jatra jatra jatra jatra  jatra jatra  jatra  jatra jatra jatra SHR Lx ocas
P1 P2 P3 P4 P5 P61 P62 S7 S8 S9 S50 S53
G |[srdce srdce srdce srdce sdce srdce srdce srdce srdce srdce srdce srdce
S55 S63 S30 SP8 SP49 P51 54 SP56 SP66 NEG  Genom.
H |srdce srdce srdce srdce srdce srdce srdce srdce srdce srdce SHR Lx ocas

Tabulka ¢.9 - mikrotitracni desticka jatra a srdce 1.den

Naneseni reakénich mixt na destic¢ku

Ze zasobniho reakéniho mixu pro stanovovany gen jsem napipetovala do kazdé
jamky na desti¢ce 20 pl reakéniho mixu. Do jamek A az D pfijde reakéni mix pro
kvantifikaci stanovovaného (target) genu Plzf, do jamek E az H jsem napipetovala
reakéni mix pro kvantifikaci housekeeping genu GAPDH. K tomu jsem podle vysSe

znazorneéné tabulky ptidala od kazdého vzorku 5 pl cDNA.
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Do tiech jamek ke kazdému mixu jsem ptidala misto cDNA pouze vodu (slepy
vzorek = negativni kontrola) nebo genomickou DNA, kterd slouzi jako kontrola
pozitivni.

Desti¢ku jsem ptekryla adhesivnim prihlednym krytem, ktery zabrafiuje
kontaminaci necistotami.

Desticku je vhodné mirné protfepat a nasledné stoit na centrifuze pfii
maximalnich otackach (2 500 otac¢ek za minutu) 1 minutu. Hlavnim divodem je aby
reak¢éni mix stekl ze stén a odstranily se piipadné vzduchové bublinky, které by
branily v detekci.

Pokud neni mozné provést Real-time PCR amplifikaci okamzité, je nutné

napipetovanou desticku ulozit kratkodob¢ v chladnicce.

Amplifika€ni procedura

pocatecni
aktivace denaturace denaturace anealing/elongace
cykly 1 1 45 45
cas 2min 10 min 15s 1 min
teplota 50°C  95°C 95 °C 60 °C

Tabulka ¢.10 - amlifikace

Ptipravenou mikrotitra¢ni desticku jsem vlozila do termocykleru. Po zapnuti, si
ptistroj ovéfil pfitomnost vzorkli a mohla jsem nastavit protokol amplifikacniho
procesu. Zvolila jsem relativni kvantifikaci a do pfipravené tabulky vlozila nazvy
vzorkl tak, jak jsem je nandSela na desticku. V protokolu je nutné nastavit spravny
pocet cyklli a také se nesmi opomenout nastavit spravny objem stanovovaného

vzorku, coz v mém ptipad¢ bylo 25 ul. (Viz obr.¢.7).
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Obr. ¢.7 - amplifikace

Real-time PCR pii tomto nastaveni probihala 1 hodinu a 45 minut. Po skonceni
amplifikacniho protokolu jsem desticku vyndala zcykleru, a jelikoZ jsem ji

nepotiebovala pro dalsi zpracovani, nebylo nutné ji nadale uchovavat.

Statistické zpracovani

Vysledky jsem hodnotila v programu Statistica verze 8. Pouzila jsem metodu
analyzy rozptylu vicendsobného tfidéni (two way ANOVA), s faktory genotyp a
replikat. Za signifikantni vysledek je mozné povazovat takovy, u kterého hodnota
dosazené hladiny vyznamnosti (p) nepiekrocila hodnotu 0,01. Zvolila jsem hodnotu
niz$i nez 0,05, abych se vyhnula spornym vysledkiim. Ke statistickému zhodnoceni
jsem pouzila hodnoty dCt, které maji zhruba normalni rozdéleni. Hodnotu relativni
exprese (RQ) jsem pocitala podle téchto vzorci:

1) Normalizace na expresi u SHR = 100%
ddCt(i) = dCt(i) - dCt(SHR)
2) Relativni kvantifikace RQ = 24

36



Vysledky
Od potkani starych 1 a 4 dny, jsem odebrala orgény a po zpracovani u nich
provedla RT — PCR. Pro zajisténi dostatecné reprodukovatelnosti vysledki, jsem

opakovala RT - polymerazovou fetézovou reakci u kazdého stanovovaného organu

Ctytikrat.
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iy e
R R l %,4 @ ¢R2§§§f§
N

Obr ¢.8 - Jatra 4.den 1-4 replikat

Obr.c.9 - Jatra,vzorek pl9, 1-4 replikat. Graf zndzornuje expresi Plzf u jednotlivych

replikatu. Je patrné, zZe se nelisi o vice nez jeden cyklus RT-PCR.

37



1.den

Nejprve jsem zpracovavala organy potkant starych jeden den. Jelikoz byly
organy velmi malé, bylo dilezité pracovat velmi obezietn¢, aby bylo docileno co
nejvétsiho mozného vytézku. U kazdého organu jsem provedla reverzni transkripci
s naslednou Real-time PCR. Vysledky jsem hodnotila v programu Statistica verze 8

metodou analyzy rozptylu vicenasobného tfidéni (two way ANOVA), s faktory
genotyp a replikat.

Srdce
Mira exprese u jednotlivych vzorki
l.den - srdce
20
15 |
10

I
)
)i
|
-
=
\
i
—
]
|
S

ot

5|

10 S S S S N S S S S S S S S .
g i I s T A Vi T S o B o e T o R B = v N = B SR w I A
c2 582858 ¢cgfBrpeaPoiint g
mmD_D_QCLQUJmUJmmmmm%%%%%%
o oo 2D 22 2 0o Loy D 4 oD U W W
EEEEEUUEEEUUUUUUUUUUU
55556522 "2 7B EEEEREEREREEEE

woom wIorek

Graf ¢.1- Mira exprese u srdce potkana starého jeden den u jednotlivych vzorkii.
Zpracovadno testem two way ANOVA, s faktory dCt (Ctpry- Ctgpar) a vzorek. Od kazdého
kmene bylo zpracovino 7 vzorkii. PP (SHR-Lx), SS (SHR — hypertenzni potkan), SP

(heterozygot - jedna kopie chromosomu 8 pochdzi z SHR a druha z SHR-Lx). Hladina
vyznamnosti p = 0,71154.
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Graf ¢.2- Mira exprese u srdce u potkana starého jeden den u jednotlivych kmenii.
Zpracovdno testem two way ANOVA, s faktory dCt (Ctprr- Cteapan) a genotyp. PP (SHR-Lx),
SS (SHR — hypertenzni potkan), SP (heterozygot - jedna kopie chromosomu 8 pochdazi z SHR
a druha z SHR-Lx). Hladina vyznamnosti p = 0,28074.
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Graf ¢.3 - Relativni exprese (RQ) u srdce u potkana starého jeden den. Arbitrarni
Jjednotky, exprese u SHR = 1.

U srdce potkana starého jeden den, je patrna vyssi exprese u kmene SHR oproti
kmeni SHR-Lx. Heterozygoti maji stfedni uroven exprese, coz ukazuje na aditivni
ucinek alely SHR. Hladina vyznamnosti p je 0,28074. Vzhledem k vysoké hodnoté

hladiny vyznamnosti nelze vysledek oznacit za signifikantni.
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Graf ¢.4 - Mira exprese u jater potkana starého jeden den u jednotlivych vzorki.
Zpracovano testem two way ANOVA, s faktory dCt (Ctpyr- Ctepar) a vzorek. Od kazdého
kmene bylo zpracovano 7 vzorkii. PP (SHR-Lx), SS (SHR — hypertenzni potkan), SP

(heterozygot - jedna kopie chromosomu 8 pochdzi z SHR a druhd z SHR-Lx). Hladina
vyznamnosti p = 0,67764.
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Graf ¢.5 - Mira exprese u jater potkana starého jeden den u jednotlivych kmenii.
Zpracovano testem two way ANOVA, s faktory dCt (Ctppr- Cteypan) a genotyp. PP (SHR-Lx),

SS (SHR — hypertenzni potkan), SP (heterozygot - jedna kopie chromosomu 8 pochdazi z SHR
a druha z SHR-Lx). Hladina vyznamnosti p = 0,9853.
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Graf ¢.6 - Relativni exprese u jater potkana starého jeden den. Arbitrarni jednotky,

exprese u SHR = 1.

U jater potkana starého jeden den, nejsou patrné takika zddné rozdily v expresi

mezi jednotlivymi kmeny. Hladina vyznamnosti testu je 0,9853.
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Graf ¢.7 - Mira exprese u ledvin potkana starého jeden den u jednotlivych vzorkii.
Zpracovano testem two way ANOVA, s faktory dCt (Ctprr- Ctepar) a vzorek. Od kazdého
kmene bylo zpracovano 7 vzorkii. PP (SHR-Lx), SS (SHR — hypertenzni potkan), SP
(heterozygot - jedna kopie chromosomu 8 pochazi z SHR a druha z SHR-Lx). Hladina
vyznamnosti p = 0, 00016.
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Graf ¢.8 - Mira exprese ledvin u potkana starého jeden den u jednotlivych kmenii.
Zpracovano testem two way ANOVA, s faktory dCt (Ctprr- Ctypar) a genotyp. PP (SHR-Lx),

SS (SHR — hypertenzni potkan), SP (heterozygot - jedna kopie chromosomu 8 pochdzi z SHR
a druha z SHR-Lx). Hladina vyznamnosti p = 0,5115.
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Graf ¢.9 - Relativni exprese ledvin u potkana starého jeden den. Arbitrarni jednotky,

exprese u SHR = 1.

U ledvin potkana starého jeden den, je patrna vyssi exprese u kmene SHR.
Hladina vyznamnosti testu je 0,5115. Vzhledem k vysoké hodnoté hladiny
vyznamnosti nelze fici, Ze by byl vysledek signifikantni, ani s ptihlidnutim na expresi

u jednotlivych vzorkd.
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Graf ¢.10 - Mira exprese nadledvin u potkana starého jeden den u jednotlivych
vzorku. Zpracovano testem two way ANOVA, s faktory dCt (Ctpry - Clegpan) a vzorek. Od
kazdého kmene bylo zpracovano 7 vzorkii. PP (SHR-Lx), SS (SHR — hypertenzni potkan), SP
(heterozygot - jedna kopie chromosomu 8 pochazi z SHR a druha z SHR-Lx). Hladina
vyznamnosti p = 0,0001.
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Graf ¢.11 - Mira exprese nadledvin u potkana starého jeden den u jednotlivych
kmenii. Zpracovano testem two way ANOVA, s faktory dCt (Ctpys- Clegpar) a genotyp. PP

(SHR-Lx), SS (SHR — hypertenzni potkan), SP (heterozygot - jedna kopie chromosomu 8
pochazi z SHR a druha z SHR-Lx). Hladina vyznamnosti = 0,0298.
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Graf ¢.12 - Relativni exprese nadledvin u potkana starého jeden den. Arbitrarni

Jjednotky, exprese u SHR = 1.

U nadledvin potkana starého jeden den, je patrnd vyssi exprese u kmene SHR
oproti kmeni SHR-Lx a heterozygotim. Niz8i expresi lze pozorovat i mezi kmeny
jednotlivych vzorku. Hladina vyznamnosti testu je 0,02908, tato hodnota je vSak stale
vysokd. Konfidencni intervaly jednotlivych kment se ptekryvaji, nelze tedy s jistotou

vysledek oznacit za signifikantni.
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Graf ¢.13 - Mira exprese tuku u potkana starého jeden den u jednotlivych vzorkii.
Zpracovano testem two way ANOVA, s faktory dCt (Ctpys- Ctepar) a vzorek. Od kazdého
kmene bylo zpracovano 7 vzorkii. PP (SHR-Lx), SS (SHR — hypertenzni potkan), SP

(heterozygot - jedna kopie chromosomu 8 pochazi z SHR a druha z SHR-Lx). Hladina
vyznamnostip = 0,5183.
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Graf ¢.14 - Mira exprese nadledvin u potkana starého jeden den u jednotlivych
kmenii. Zpracovano testem two way ANOVA, s faktory dCt (Ctpyr- Ctopar) a genotyp. PP
(SHR-Lx), SS (SHR — hypertenzni potkan), SP (heterozygot - jedna kopie chromosomu 8
pochazi z SHR a druhad z SHR-Lx). Hladina vyznamnosti p = 0,3634.
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Graf ¢.15 - Relativni exprese nadledvin u potkana starého jeden den. Arbitrarni

jednotky, exprese u SHR = 1.

U hnédého tuku potkana starého jeden den, je patrna vyssi exprese u kmene
SHR. Hladina vyznamnosti testu je 0,3634. Vzhledem k vysoké hodnoté hladiny
vyznamnosti a expresi u jednotlivych vzorkli nelze fici, Zze by byl vysledek

signifikantni.
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Graf ¢.16 - Mira exprese svalu u potkana starého jeden den u jednotlivych vzorkil.
Zpracovano testem two way ANOVA, s faktory dCt (Ctpys- Ctepar) a vzorek. Od kazdého
kmene bylo zpracovano 7 vzorkii. PP (SHR-Lx), SS (SHR — hypertenzni potkan), SP

(heterozygot - jedna kopie chromosomu 8 pochazi z SHR a druha z SHR-Lx). Hladina
vyznamnosti p = 0,03135.
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Graf ¢.17 - Mira exprese srdce u potkana starého jeden den u jednotlivych kmenii.
Zpracovano testem two way ANOVA, s faktory dCt (Ctprr- Ctypar) a genotyp. PP (SHR-Lx),

SS (SHR — hypertenzni potkan), SP (heterozygot - jedna kopie chromosomu 8 pochdzi z SHR
a druhd z SHR-Lx). Hladina vyznamnosti p = 0,00023.
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Graf ¢.18 - Relativni exprese srdce u potkana starého jeden den. Arbitrdarni jednotky,

exprese u SHR = 1.

U svalu potkana starého jeden den byla detekovdana vyS§i exprese u
heterozygotnich potkanti, oproti kmenim SHR-Lx a SHR. Jednotlivé konfidencni
intervaly se nepiekryvaji a hladina vyznamnosti testu je 0,00023. Vysledek lze oznacit

za signifikantni.
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4. den

Po zpracovani organi potkant starych jeden den, jsem zacala zpracovavat
organy potkanli starych c¢tyfi dny. U kazdého organu jsem provedla reverzni
transkripci s naslednou Real-time PCR, stejné jako u ptedeslych vzorka. Vysledky
jsem hodnotila v programu Statistica verze 8, metodou analyzy

vicenasobného tfidéni (two way ANOVA), s faktory genotyp a replikat.
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Graf ¢.19 - Mira exprese u srdce u potkana starého ctyri dny u jednotlivych vzorki.
Zpracovano testem two way ANOVA, s faktory dCt (Ctpry- Ctepar) a vzorek. Od kazdého
kmene bylo zpracoviano 7 vzorkii. PP (SHR-Lx), SS (SHR — hypertenzni potkan), SP

(heterozygot - jedna kopie chromosomu 8 pochdzi z SHR a druha z SHR-Lx). Hladina
vyznamnosti p = 0,00001.
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Graf ¢.20 - Mira exprese u srdce u potkana starého ¢tyri dny u jednotlivych kmenii.
Zpracovano testem two way ANOVA, s faktory dCt (Ctppr- Cteypan) a genotyp. PP (SHR-Lx),

SS (SHR — hypertenzni potkan), SP (heterozygot - jedna kopie chromosomu 8 pochdazi z SHR
a druha z SHR-Lx). Hladina vyznamnosti = 0,00001.
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Graf ¢.21 - Mira exprese srdce u potkana starého ctyri dny. Arbitrarni jednotky,

exprese u SHR = 1.

vvvvv

oproti heterozygotim a kmeni SHR-Lx. Hladina vyznamnosti testu je 0,0001,

vysledek je mozné oznacit za signifikantni.
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Graf ¢.22 - Mira exprese u jater u potkana starého ctyri dny u jednotlivych vzorkii.
Zpracovadno testem two way ANOVA, s faktory dCt (Ctpry- Ctepar) a vzorek. Od kazdého
kmene bylo zpracovino 7 vzorkii. PP (SHR-Lx), SS (SHR — hypertenzni potkan), SP

(heterozygot - jedna kopie chromosomu 8 pochdzi z SHR a druha z SHR-Lx). Hladina
vyznamnosti p = 0,00001.
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Graf ¢.23 - Mira exprese u jater u potkana starého ctyri dny u jednotlivych kmenii.
Zpracovano testem two way ANOVA, s faktory dCt (Ctpir- Clegpar) a genotyp. PP (SHR-Lx),
SS (SHR — hypertenzni potkan), SP (heterozygot - jedna kopie chromosomu 8 pochdzi z SHR
a druha z SHR-Lx). Hladina vyznamnosti = 0,00001.
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Graf ¢.24 - Mira exprese jater u potkana starého ctyri dny. Arbitrarni jednotky,
exprese u SHR = 1.

U jater potkana starého ¢tyfi dny, je prokazatelné nizsi exprese u kmenu SHR
oproti heterozygotim a kmeni SHR-Lx. Hladina vyznamnosti testu je 0,00001,

vysledek je mozné oznacit za signifikantni.

61



Ledviny

Mira exprese u jednotlivych vzorki
4.den - ledviny

15,0
14,5 t
14,0 +
13,5 ¢
13,0 ¢
12,8 ¢
S 12,0
= e
11,5 ¢
11,0 ¢
10,5 +
10,0
95t
L T e = Y o s S Y s Y o SO v N s O SN o S e T SN~ N s B
— — — — — — T W @M o 0 = T — — — — — =f [ B
[ I o R I R o B o R T L T T e R e = T v O v S = R = B o B
S§E228828822222232222¢222¢%
SE55 8885885 2pEEE8E8 EES
O x EE OE = S L L
DDDDDDDDDDD}}}%%%%%%E
T L L L (A~
oo o = = = - = =
YZOrEkK

Graf ¢.25 - Mira exprese u ledvin u potkana starého ctyri dny u jednotlivych vzorkii.
Zpracovano testem two way ANOVA, s faktory dCt (Ctprs- Ctepar) a vzorek. Od kazdého
kmene bylo zpracovano 7 vzorki. PP (SHR-Lx), SS (SHR — hypertenzni potkan), SP

(heterozygot - jedna kopie chromosomu 8 pochdzi z SHR a druhd z SHR-Lx). Hladina
vyznamnosti p = 0,00001.
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Graf ¢.26 - Mira exprese u ledvin u potkana starého ctyri dny u jednotlivych kmenii.
Zpracovano testem two way ANOVA, s faktory dCt (Ctppr- Cteypan) a genotyp. PP (SHR-Lx),

SS (SHR — hypertenzni potkan), SP (heterozygot - jedna kopie chromosomu 8 pochdazi z SHR
a druha z SHR-Lx). Hladina vyznamnosti p = 0,000001.
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Graf ¢.27 - Mira exprese ledvin u potkana starého ctyri dny. Arbitrarni jednotky,
exprese u SHR = 1.

U ledvin potkana starého Ctyfi dny, je prokazatelné nizsi exprese u kmenu SHR
oproti Heterozygotim a kmeni SHR-Lx. Hladina vyznamnosti testu je 0,000001,

vysledek je mozné oznacit za signifikantni.
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Graf ¢.28 - Mira exprese u nadledvin u potkana starého ctyri dny u jednotlivych
vzorkil. Zpracovano testem two way ANOVA, s faktory dCt (Ctprr - Ctegpar) a vzorek. Od
kazdého kmene bylo zpracovano 7 vzorkii. PP (SHR-Lx), SS (SHR — hypertenzni potkan), SP

(heterozygot - jedna kopie chromosomu 8 pochdzi z SHR a druhd z SHR-Lx). Hladina
vyznamnosti p = 0,00207.
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Graf ¢.29 - Mira exprese u nadledvin u potkana starého ctyri dny u jednotlivych
kmenii. Zpracovano testem two way ANOVA, s faktory dCt (Ctpys- Clegpar) a genotyp. PP
(SHR-Lx), SS (SHR — hypertenzni potkan), SP (heterozygot - jedna kopie chromosomu 8
pochazi z SHR a druha z SHR-Lx). Hladina vyznamnosti p = 0,02984.
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Graf ¢.30 - Mira exprese nadledvin u potkana starého ctyri dny. Arbitrdrni jednotky,
exprese u SHR = 1.

U nadledvin potkana starého Ctyfi dny, patrnd niz$i exprese u kmenu SHR
oproti kmeni SHR-Lx a heterozygotim. Hladina vyznamnosti testu je 0,02984,
konfiden¢ni intervaly porovnadvanych kmeni se vzajemné piekryvaji. Vysledek tak

neni mozné jednozna¢né oznacit za signifikantni.
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Graf ¢.31 - Mira exprese u hnédého tuku u potkana starého ctyri dny u jednotlivych
vzorku. Zpracovano testem two way ANOVA, s faktory dCt (Ctpis - Ctlegpar) a vzorek. Od
kazdého kmene bylo zpracovano 7 vzorkii. PP (SHR-Lx), SS (SHR — hypertenzni potkan), SP

(heterozygot - jedna kopie chromosomu 8 pochdzi z SHR a druha z SHR-Lx). Hladina
vyznamnosti p = 0,00001.
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Graf ¢.32 - Mira exprese u hnédého tuku u potkana starého ctyri dny u jednotlivych
kmenii. Zpracovano testem two way ANOVA, s faktory dCt (Ctpys- Clegpar) a genotyp. PP
(SHR-Lx), SS (SHR — hypertenzni potkan), SP (heterozygot - jedna kopie chromosomu 8
pochazi z SHR a druha z SHR-Lx). Hkadina vyznamnosti p = 0,000001.
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Graf ¢.33 - Mira exprese tuku u potkana starého ctyri dny. Arbitrarni jednotky,
exprese u SHR = 1.

U hnédého tuku potkana starého Ctyfi dny, je prokazatelné niz$i exprese u
kmenu SHR oproti heterozygotim a kmeni SHR-Lx. Soucasné lze sledovat vyssi
expresi kmene SHR-Lx oproti heterozygotim. Hladina vyznamnosti testu je

0,000001, vysledek je mozné oznacit za signifikantni.
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Graf ¢.34 - Mira exprese u svalu u potkana starého ctyri dny u jednotlivych vzorkii.
Zpracovano testem two way ANOVA, s faktory dCt (Ctprs- Ctgapan) a vzorek. Od kazdého
kmene bylo zpracovano 7 vzorkii. PP (SHR-Lx), SS (SHR — hypertenzni potkan), SP

(heterozygot - jedna kopie chromosomu 8 pochazi z SHR a druha z SHR-Lx). Hladina
vyznamnosti p = 0,00001.
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Graf ¢.35 - Mira exprese u svalu u potkana starého ctyri dny u jednotlivych kmenu.
Zpracovano testem two way ANOVA, s faktory dCt (Ctppr- Ctegpan) a genotyp. PP (SHR-Lx),
SS (SHR — hypertenzni potkan), SP (heterozygot - jedna kopie chromosomu 8 pochazi z SHR
a druha z SHR-Lx). Hladina vyznamnosti p = 0,0018.
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Graf ¢.36 — Mira exprese svalu u potkana starého ctyri dny. Arbitrarni jednotky,
exprese u SHR = 1.

U svalu potkana starého Ctyfi dny, je prokazatelné niz8i exprese u kmenu SHR
oproti heterozygotim a kmeni SHR-Lx. Hladina vyznamnosti testu je 0,0018,

vysledek je mozné oznacit za signifikantni.
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Diskuse

U potkant starych 1 den je patrnd vyssi exprese u srdce, ledvin, nadledvin a
tuku u kmene SHR oproti kmeniim SHR-Lx. Naproti tomu u jater neni patrnd vyssi
exprese zadného z kment, coZ by mi mohl byt vysledek nizsi exprese Plzf'v jatrech. U
srdce v prvnim dni je kromé zvySené exprese SHR oproti ostatnim zkoumanym
kmenlim, také snizend exprese SHR-Lx oproti heterozygotim. Heterozygoti maji tedy
stiedni Giroven exprese coz ukazuje na aditivni u¢inek alely SHR.

Tyto vysledky podporuji vSechny vyse uvedené teorie o funkci a regulaci Plzf
v organismu. Zaprvé, ze Plzf potlacuje expresi beta a gama epitelidlnich sodikovych
kanalii (ENaC) a tim snizuje resorpci sodiku. Zadruhé, ze piimé interakce Plzf's AT2
angiotenzinovym receptorem ovliviiuje expresi p85a PI3K (phosphatidylinositol-3
kinase p85 o subunit). Tato draha by mohla vysvétlit chybéjici zvySenou srde¢ni
reakci u mysi s chybéjicim AT2. A zatfeti, ze pifima interakce Plzf s reninovym
receptorem vede ke zvySené expresi p85a PI3K. Navic, stimulace reninu ma
proliferacni a antiapoptotické Uc¢inky na kardiomyocyty potkana, které jsou zcela
zavislé na funkci Plzf. Toto by tedy mohlo byt spojeno se srde¢ni hypertrofii, a nebo s
fibr6zou souvisejici s hypertenzi.

Vsechny tyto vysledky, 1ze nejlépe reprodukovat pravé u srdce potkana. Je
pravdépodobné, ze by tomu mohlo byt z diivodu vyssi expresu Plzf'v srdci. Jako dalsi
hypotézu bychom mohli vyslovit vétsi miru diilezitosti signadlni drahy srde¢ni. Hladina
vyznamnosti testu je vSak pfili§ vysokd, p = 0,28074, tudiz neni mozné vysledek
oznacCit za signifikantni. Stejné¢ tak i vysledky v ostatnich organech — ledvinach,
nadledvinach a v tuku ptesahuji hladinu vyznamnosti 0,01 a nelze je tedy povazovat
za signifikantni.

Srovname-li expresi jednotlivych organt, je velmi pravdépodobné, ze regulace
bude ve vSech tkanich podobnd. Jedinou vyjimku tvoii sval. U svalu potkana starého
jeden den, byla detekovana vyssi exprese u heterozygotnich potkanti, oproti kmentim
SHR-Lx a SHR a dale vyssi exprese SHR oproti SHR-Lx. Jednotlivé konfiden¢ni
intervaly se neptekryvaji a hladina vyznamnosti p je 0,00023. Tento ucinek alely

SHR-Lx by mohl byt zptisoben zkracenim tibie u potkanti, zptisobené mutaci Lx.

74



U potkanii starych 4 dny je vysledek obraceny nez u ptedeslého dne. U vSech
zkoumanych organi — u srdce, jater, ledvin, nadledvin, tuku a svalu, je snizena
exprese SHR, oproti stejné¢ vysoké Urovni exprese u SHR-Lx a heterozygotl
(dominantni G¢inek alely SHR-Lx). A€ je vysledek zcela opacny nez jsme o¢ekavali,
vzhledem k zpracovani vzorkll testem two way ANOVA je lze oznalit za
signifikantni. Konfiden¢ni intervaly u jednotlivych genotypt se neptekryvaji a hladina
vyznamnosti p je niz§i nez 0,01. Za tento jev by mohl byt zodpovédny sekundarni
efekt, u srdce napt. projeveni zatéze vysokym tlakem. Tyto moZznosti nejsou piilis
pravdépodobné, spiSe by se daly ptisoudit k odliSnému ucinku Plzf na organismus.
Jako dal8i mozZnost lze povaZovat tyto vysledky pouze za vykyv, kdy se pozdéji
situace navrati do podobného stavu jako v 1. dni. Abychom mohly tuto hypotézu
ovefit, je nutné prozkoumat expresi Plzf u starSich potkani. Nejvhodnéjsi by bylo

vytvofit ¢asovou fadu, ktera bude navazovat na tyto vysledky z 1. a 4. dne.

Zaver

Béhem mého plisobeni na Ustavé genetiky, jsem se UcCastnila odbérti organti u
potkanti starych jeden a Ctyfi dny. Odebirala jsem srdce, jatra, ledviny, nadledviny,
sval a tuk u kmentt SHR, SHR-Lx a u heterozygotnich potkant. Z odebranych vzorki
se mi podafilo vyizolovat RNA a nésledné¢ zméfit jeji Cistotu. U vzorkl spliujicich
vSechny podminky dal$iho zpracovani, jsem zdarn¢ provedla reverzni transkripci. U
takto ptipravené cDNA jsem provedla Real-time PCR a to u sedmi vzorka z kazdého
kmene. Reakci jsem u kazdého ogénu opakovala C¢&tyfikrat. Vysledky jsem
zpracovavala v programu Statistica verze 8. Pouzila jsem metodu analyzy rozptylu
vicenasobného tiidéni (two way ANOVA), s faktory genotyp a replikat. Za
signifikantni vysledek je mozné povaZovat takovy, u kterého hodnota dosaZené
hladina vyznamnosti (p) neptekrocila hodnotu 0,01. Zvolila jsem hodnotu niz$i nez
0,05, abych se vyhnula spornym vysledkiim.

V této praci se mi podatilo prokazat, Ze u potkanti starych jeden den je patrna
vys$i exprese u srdce, ledvin, nadledvin a tuku u kmene SHR oproti kmeniim SHR-Lx

a heterozygotiim. Také je mozné sledovat u srdce v prvnim dni stfedni roven exprese
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u heterozygotl, coz ukazuje na aditivni G€inek alely SHR. Tyto vysledky nesplnily
stanovenou hodnotu hladiny vyznamnosti (p), nelze je tedy povazovat za signifikantni.
Nicméné potvrzuji vyslovené teorie o funkci a regulaci Plzf v organismu. Domnivam
se, ze pro potvrzeni, by bylo vhodné pokus rozsifit o vétsi pocet vzorkll, nebo zatadit
vice replikatt. Dalsi moznosti by bylo vysledky funkéné ovéfit, napf. pomoci
transgennich potkanti.

U potkant starych ¢tytfi dny je vysledek opacny nez u dne prvniho. U vSech
zkoumanych organi — u srdce, jater, ledvin, nadledvin, tuku a svalu, je snizena
exprese SHR, oproti SHR-Lx a heterozygotim. Navic je zde mozné pozorovat
dominantni ucinek alely SHR-Lx. Vysledky splnily stanovenou hodnotu hladiny
vyznamnosti p < 0,01, lze je tedy ve vSech stanovovanych organech oznacit za
signifikantni. Jelikoz je vysledek naprosto opacny nez jsme ocekavali, bylo by vhodné
pokracovat ve vyzkumu starSich potkanti, abychom mohli objasnit pfi¢inu tohoto

efektu.
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Prilohy
Priloha ¢.1 - Tabulka odbéru:

jatra— hnédy sval -

cislo pohlavi kmen srdce c¢ast ledviny nadledviny tuk lytko hmotnost porod odbér den

1 samec | SHR.Ix PD5 0,034410,1024 | 0,0673 0,0024 [0,0307(0,0087 5,43 22.9.2009 | 23.9.2009 | 1

2 samec | SHR.Ix PD5 0,0291]0,0958 | 0,0578 0,0017 [0,0201(0,0079 4,44 22.9.2009 | 23.9.2009 | 1

3 samec | SHR.Ix PD5 0,0380]0,1591 | 0,0633 0,0016 [0,0269(0,0091 5,34 22.9.2009 | 23.9.2009 | 1

4 | samec | SHR.Ix PD5 0,0290]0,1402 | 0,0540 0,0017 [0,02820,0075 4,15 22.9.2009 | 23.9.2009 | 1

5 | samec | SHR.Ix PD5 0,0311]0,1427 | 0,0655 0,0019 [0,0357(0,0097 5,06 22.9.2009 | 23.9.2009 | 1

6 | samec | SHR.Ix PD5 0,0296 10,1321 | 0,0457 0,0019 [0,0151[0,0059 3,79 22.9.2009 | 23.9.2009 | 1

7 samec SHR 0,0610]0,1572| 0,0723 0,0024 [0,0233[0,0117 6,40 22.9.2009 | 23.9.2009 | 1

8 samec SHR 0,0606]0,1318 | 0,0590 0,0027 [0,0201{0,0162 5,15 22.9.2009 | 23.9.2009 | 1

9 samec SHR 0,045710,1560| 0,0751 0,0023 [0,0163[0,0078 4,88 22.9.2009 | 23.9.2009 | 1
F41C

10 | samec [ (SHRxPD5) SP 0,042710,0879| 0,0901 0,0025 [0,0308|0,0107 6,55 27.9.2009 | 1.10.2009 | 4
F41C

11 | samec [ (SHRxPD5) 0,057310,1230| 0,0951 0,0026 [0,0287[0,0144 6,60 27.9.2009 | 1.10.2009 | 4
F41C

12 | samec [ (SHRxPD5) 0,0546 10,1078 | 0,0948 0,0032 [0,0304(1,0160 7,01 27.9.2009 | 1.10.2009 | 4
F4I1C

13 | samec [ (SHRxPD5) 0,0612]0,1512| 0,0892 0,0033 [0,0318(0,0123 6,45 27.9.2009 | 1.10.2009 | 4
F4I1C

14 | samec [ (SHRxPD5) 0,0590]0,1317| 0,0910 0,0022 [0,0377[0,0194 6,86 27.9.2009 | 1.10.2009 | 4
F41C

15 | samec [ (SHRxPD5) 0,0540]0,1312| 0,0865 0,0018 [0,0288(0,0210 6,51 27.9.2009 | 1.10.2009 | 4
F41C

16 | samec [ (SHRxPD5) 0,0520]0,1103 | 0,0855 0,0015 [0,0312(0,0205 6,40 27.9.2009 | 1.10.2009 | 4
F41C

17 | samec [ (SHRxPD5) 0,0497 10,1526 | 0,0895 0,0023 [0,0295(0,0235 6,86 27.9.2009 | 1.10.2009 | 4
F41C

18 | samec [ (SHRxPD5) 0,0501]0,1432| 0,0844 0,0020 [0,0355(0,0139 6,26 27.9.2009 | 1.10.2009 | 4
F41C

19 | samec | (SHRxPD5) 0,051710,1456 | 0,0790 0,0016 [0,0278[0,0133 6,03 27.9.2009 | 1.10.2009 | 4
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F41IC

26 | samec | (SHRxPDS5) 0,1383 | 0,0592 0,0017 [0,0388 | 0,0083 5,45 8.10.2009 | 9.10.2009
27 | samec (SHFSXIFC’:D5) 0,1749 | 0,0705 0,0022 [0,0521|0,0118 6,16 8.10.2009 | 9.10.2009
28 | samec (SHFSXIPCDS) 0,1663 | 0,0613 0,0030 [0,0431]0,0145 5,12 8.10.2009 | 9.10.2009
29 | samec (SHFFngIISDS) 0,1561 | 0,0707 0,0013 [0,0453|0,0085 6,13 8.10.2009 | 9.10.2009
30 [ samec (SHFFngIF(’:DS) 0,1521 | 0,0608 0,0018 [0,0439|0,0162 5,55 8.10.2009 | 9.10.2009
41 | samec (SHFSXIF(’:DS) 0,1596 | 0,1104 0,0024 [0,0263|0,0148 8,20 10.10.2010 | 14.10.2009
42 | samec (SHFRA;XIF(’:DS) 0,1751| 0,1169 0,0022 [0,0399|0,0142 8,67 10.10.2009 | 14.10.2009
43 | samec (SHFF\A;XIFC’;DS) 0,1622 | 0,1095 0,0026 [ 0,0356 | 0,0185 8,28 10.10.2009 | 14.10.2009
44 | samec (SHFRA;XIF?D5) 0,1722] 0,1038 0,0028 [0,0357]0,0183 7,36 10.10.2009 | 14.10.2009
45 | samec (SHFF\L"XIPCD5) 0,1853 | 0,1216 0,0028 [0,0388|0,0115 8,70 10.10.2009 | 14.10.2009
46 | samec (SHF£X|§D5) 0,0956 | 0,1085 0,0030 [0,0295]|0,0127 7,39 10.10.2009 | 14.10.2009
47 | samec (SHF£x|§D5) 0,1695| 0,1069 0,0027 _[0,0364 | 0,0100 7,35 10.10.2009 | 14.10.2009
48 | samec (SHFSXIFC’:D5) 0,1388 | 0,0658 0,0025 [0,0287 | 0,0074 5,30 14.10.2009 | 15.10.2009
49 | samec (SHFSXIFC’:DS) 0,1397 | 0,0644 0,0033 [0,02120,0069 5,10 14.10.2009 | 15.10.2009
50 [ samec (SHFSXIPCDS) 0,1697 | 0,0641 0,0026 [ 0,0347 | 0,0107 4,85 14.10.2009 | 15.10.2009
51 | samec (SHFFngIISDS) 0,1435| 0,0572 0,0020 [ 0,0345|0,0124 5,10 14.10.2009 | 15.10.2009
52 | samec (SHFFngIF(’:DS) 0,1459 | 0,0708 0,0023 [0,0354|0,0125 5,23 14.10.2009 | 15.10.2009
53 | samec (SHFSXIF(’:DS) 0,1525| 0,0528 0,0023 [0,0281|0,0142 5,08 14.10.2009 | 15.10.2009
54 | samec (SHFRA;XIF(’:DS) 0,1711 | 0,0643 0,0027 [ 0,0298 | 0,0071 5,02 14.10.2009 | 15.10.2009




F41IC

55 | samec | (SHRxPD5) 0,0257 [ 0,1298 | 0,0484 0,0016  [0,0213|0,0135 4,07 14.10.2009 | 15.10.2009
56 | samec (SHFIQXIFC’:DS) 0,0309 0,2014 | 0,0615 0,0021 0,0399|0,0104 5,09 14.10.2009 | 15.10.2009
61 | samec (SHFIQXIPCDS) 0,0292 (10,1318 | 0,0558 0,0022 [0,0328 | 0,0060 4,96 4.11.2009 | 5.11.2009
62 | samec (SHFFngIIEDS) 0,0262 [ 0,1519 | 0,0624 0,0021 0,0304 | 0,0060 5,25 4.11.2009 [ 5.11.2009
63 | samec (SHFFngIF(’:DS) 0,0274 [ 0,1689 | 0,0628 0,0024 [0,0371]0,0067 5,40 4.11.2009 [ 5.11.2009
64 | samec (SHFFngIF(’:DS) 0,0329(0,1387 | 0,0705 0,0020 [0,0378|0,0027 5,56 4.11.2009 [ 5.11.2009
65 | samec (SHFRA;XIF(’:DS) 0,0295 [ 0,1256 | 0,0627 0,0017 [0,0313|0,0064 5,26 4.11.2009 [ 5.11.2009
66 | samec (SHFF\A;XIF?DS) 0,0298 [0,1219 | 0,0613 0,0023 [0,0305 | 0,0067 511 4.11.2009 [ 5.11.2009
70 [ samec (SHFI'jXIF?D5) -0,0316 0,1361 | 0,0825 0,0023 [0,0239]|0,0122 5,99 6.11.2009 |10.11.2009
71 | samec (SHFF\?XIPCD5) SP 0,0335(0,1737| 0,0768 0,0025 [0,0296 | 0,0091 5,88 6.11.2009 [10.11.2009
72 | samec (SHFSXIISDS) SP 0,0307(0,1723| 0,0715 0,0022 [0,0216|0,0177 5,15 6.11.2009 [10.11.2009
73 | samec (SHFIQXIF?D5) SP 0,0310(0,1668 | 0,0667 0,0032 [0,0291]0,0179 5,91 6.11.2009 [10.11.2009
79 | samec (SHFIQXIISD5) SP 0,0329(0,1208 | 0,0814 0,0016 [ 0,0225 | 0,2280 5,52 16.11.2009 [ 20.11.2009
80 [ samec (SHFIQXIFC’:DS) SP 0,0291 [ 0,1455 | 0,0956 0,0240 [0,0237|0,0126 6,09 16.11.2009 [ 20.11.2009
81 [ samec (SHFIQXIPCDS) 0,0454 [ 0,1552 | 0,0993 0,0024 [0,0241|0,0159 6,53 20.11.2009 | 24.11.2009
82 | samec (SHFFngIIEDS) SP 0,0450(0,1812| 0,1020 0,0019 [0,0323|0,0125 7,04 20.11.2009 | 24.11.2009
83 | samec (SHFFngIF(’:DS) -0,0392 0,1978 | 0,0932 0,0024 [0,0251|0,0107 6,83 20.11.2009 | 24.11.2009
84 | samec (SHFFngIF(’:DS) SP 0,0416 [ 0,1543 | 0,0926 0,0017 [0,0223 | 0,0051 6,19 28.11.2009 | 2.12.2009
85 | samec (SHFRA;XIF(’:DS) SP 0,0436 [ 0,1486 | 0,1042 0,0022 [0,0284 | 0,0078 7,65 28.11.2009 | 2.12.2009

82



F41IC

86 | samec | (SHRxPD5) 0,0385(0,1552 | 0,1014 0,0021 0,0296 | 0,0086 7,01 28.11.2009 | 2.12.2009 | 4
F41C

87 | samec | (SHRxPD5) 0,0458 [ 0,1440 | 0,0978 0,0024 [0,0305|0,0088 6,58 28.11.2009 | 2.12.2009 | 4
F41C

88 | samec | (SHRxPDS5) 0,0536 [ 0,1291 | 0,0979 0,0020 [ 0,0253 | 0,0079 6,68 28.11.2009 | 2.12.2009 | 4
F4IC

89 [ samec | (SHRxPDS5) 0,0332(0,1140| 0,0910 0,0025 [0,0240 | 0,0052 6,58 28.11.2009 | 2.12.2009 | 4
F4IC

90 | samec | (SHRxPDS5) 0,0289[0,1336 | 0,0747 0,0021 0,0183 | 0,0063 4,85 29.11.2009 | 3.12.2009 | 4
F41C

91 | samec | (SHRxPDS5) 0,0278 [0,1341| 0,0752 0,0021 0,0246 | 0,0038 5,52 29.11.2009 | 3.12.2009 | 4
F41C

92 | samec | (SHRxPDS5) 0,0328 [ 0,1562 | 0,0780 0,0016 [ 0,0236 | 0,0086 5,90 29.11.2009 | 3.12.2009 | 4
F41C

93 | samec | (SHRxPDS5) 0,0255[0,1285 | 0,0620 0,0014 [0,0127|0,0098 4,03 29.11.2009 | 3.12.2009 | 4

112 | samec SHR 0,0510]0,1550| 0,1131 0,0031 0,0316 | 0,0160 7,63 3.12.2009 | 7.12.2009 | 4

113 | samec SHR 0,0523]0,1636 | 0,1121 0,0028 [0,0299 | 0,0238 7,40 3.12.2009 | 7.12.2009 | 4

114 | samec SHR 0,0495]0,1635]| 0,1151 0,0030 [ 0,03400,0211 7,54 3.12.2009 | 7.12.2009 | 4
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Priloha ¢.2 - Tabulka transkripce 1.den:

1 DEN — transkripce

pridavek vody

pg/mL RNA 260/280 260/230 A230 A260 A280 A320 dilution RNA ng/ul kmen na 20ul RNA
31,3 1,8 2,360 0,331 0,782 0,433 0,001 30  srdce1 939 33,66
30,8 1,85 2,080 0,370 0,769 0,416 0,001 30  srdce2 924 32,80
32,4 1,81 2,300 0,352 0,810 0,447 0,000 30  srdce3 972 35,54
31,8 1,83 2,130 0,374 0,796 0,436 0,004 30 srdce4d 954 34,51
31,8 1,78 2,170 0,365 0,794 0,446 0,001 40  srdceb 1272 52,69
32,7 1,88 2,300 0,356 0,818 0,435 0,001 20  srdce61 654 17,37
32,9 1,36 1,280 0,640 0,823 0,606 0,389 20  srdce62 658 17,60
37 1,84 2,390 0,388 0,926 0,504 0,000 30  srdce7? 1110 43,43
28,9 1,84 2,350 0,306 0,721 0,392 0,000 30  srdce8 867 29,54
34,3 1,86 2,200 0,390 0,858 0,461 0,001 30  srdce9 1029 38,80
38,8 1,91 1,500 0,649 0,971 0,509 0,003 20  srdce50 776 24,34
22,9 1,86 0,560 1,023 0,573 0,309 0,003 20  srdce53 458 6,17
20,2 1,79 2,070 0,244 0,504 0,282 0,003 40  srdce55 808 26,17
10,8 1,72 2,250 0,120 0,269 0,156 0,003 40  srdce63 432 4,69
102,6 1,84 2,270 1,132 2,564 1,392 0,004 20  srdce30 2052 SP 97,26
18,2 1,86 0,700 0,649 0,455 0,245 0,009 20  srdce48 364 SP 0,80
23,1 1,78 2,150 0,268 0,577 0,324 0,004 40  srdced9 924 SP 32,80
23,5 1,84 1,320 0,444 0,587 0,319 0,008 20  srdceb51 470 SP 6,86
38,5 1,86 2,270 0,424 0,963 0,517 0,006 20  srdce54 770 SP 24,00
27,5 1,82 1,690 0,407 0,687 0,378 0,006 40  srdce56 1100 SP 42,86
31,2 1,91 2,150 0,363 0,781 0,409 0,008 20  srdce66 624 SP 15,66
38,3 1,73 2,440 0,392 0,957 0,552 0,001 130 jatral 4979 179,16
26,1 1,7 2,400 0,271 0,651 0,383 0,002 151 jatra2 39411 137,64
18,8 1,68 2,350 0,200 0,470 0,280 0,002 151 jatra3 2838,8 93,55
8,5 1,61 2,210 0,097 0,214 0,133 0,001 151 jatrad 1283,5 31,34
26,7 1,73 2,340 0,285 0,667 0,387 0,003 151 jatrad 4031,7 141,27
13,2 1,65 2,410 0,137 0,331 0,201 0,002 200 jatra61 2640 85,60
191 1,67 2,390 0,200 0,477 0,285 0,003 200 jatra62 3820 132,80
29,9 1,85 2,030 0,368 0,747 0,402 0,000 60 jatra7 1794 51,76
34,8 1,81 2,210 0,393 0,870 0,482 0,000 60 jatra8 2088 63,52
34,7 1,75 2,390 0,363 0,869 0,496 0,001 120 jatra9 4164 146,56
17,4 1,71 2,130 0,205 0,435 0,254 0,002 200 jatra50 3480 119,20
39,2 1,75 2,340 0,418 0,979 0,560 0,005 200 jatrab53 7840 293,60
23,8 1,62 2,420 0,245 0,595 0,366 0,004 400 jatrab5 9520 360,80
21,5 1,7 2,400 0,224 0,538 0,315 0,005 200 jatra63 4300 152,00
23,1 1,61 2,380 0,243 0,577 0,358 0,005 400 jatra30 9240 SP 349,60
13,2 1,66 1,790 0,185 0,331 0,200 0,004 200 jatra48 2640 SP 85,60
20,3 1,69 2,010 0,253 0,508 0,300 0,005 200 jatra49 4060 SP 142,40
15,8 1,64 1,740 0,227 0,395 0,241 0,004 200 jatra51 3160 SP 106,40
25,9 1,7 2,360 0,274 0,647 0,381 0,005 200 jatrab4 5180 SP 187,20
35,5 1,74 2,330 0,380 0,886 0,510 0,007 200 jatra56 7100 SP 264,00
211 1,66 2,410 0,219 0,528 0,318 0,006 200 jatra66 4220 SP 148,80
koncentrace srdce 350 ng/ul
koncentrace jatra 500 ng/ul
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1 DEN —transkripce pridavek vody
pug/mL RNA 260/280 260/230 A230 A260 A280 A320 dilution RNA ng/ul kmen na 20ul RNA
31,7 1,73 2,400 0,330 0,793 0,459 0,003 45 ledviny1 1426,5 37,06
32,4 1,79 2,190 0,370 0,810 0,454 0,002 45 ledviny2 1458 38,32
29,3 1,72 2,400 0,305 0,734 0,426 0,001 45  ledviny3 1318,5 32,74
32,5 1,78 2,360 0,345 0,813 0,457 0,001 45  ledviny4 1462,5 38,5
37,8 1,71 2,390 0,396 0,945 0,552 0,003 90 ledviny5 3402 116,08
27,3 1,8 2,390 0,286 0,682 0,379 0,002 60 ledviny61 1638 45,52
33,8 1,79 2,390 0,354 0,846 0,472 0,003 60 ledviny62 2028 61,12
18,4 1,78 2,300 0,200 0,461 0,258 0,000 45 ledviny7 828 13,12
16,3 1,78 2,150 0,190 0,408 0,229 0,001 45  ledviny8 733,5 9,34
25,2 1,79 2,180 0,289 0,629 0,351 0,001 45  ledviny9 1134 25,36
34,4 1,76 2,320 0,372 0,860 0,488 0,010 60  ledviny50 2064 62,56
271 1,73 2,350 0,289 0,677 0,392 0,010 60 ledviny53 1626 45,04
25 1,66 2,390 0,262 0,625 0,376 0,010 120 ledviny55 3000 100
35,3 1,79 2,390 0,368 0,882 0,492 0,004 60 ledviny63 2118 64,72
33,9 1,72 2,390 0,354 0,847 0,493 0,008 120 ledviny30 4068 SP 142,72
28,3 1,74 2,330 0,304 0,707 0,407 0,010 60 ledviny48 1698 SP 47,92
17,2 1,69 1,780 0,242 0,429 0,254 0,011 60  ledviny49 1032 SP 21,28
28,2 1,73 2,240 0,315 0,706 0,409 0,011 60  ledviny51 1692 SP 47,68
17,3 1,71 1,640 0,264 0,432 0,253 0,006 60 ledviny54 1038 SP 21,52
23,4 1,65 2,360 0,248 0,586 0,354 0,007 120 ledviny56 2808 SP 92,32
259 1,77 2,350 0,275 0,648 0,367 0,011 60  ledviny66 1554 SP 42,16
7,3 1,81 0,320 0,580 0,184 0,101 0,012 10  nadledviny1 73 7,55
15 1,88 1,570 0,239 0,374 0,199 0,006 5 nadledviny2 75 8,30
11,7 1,84 0,630 0,462 0,293 0,159 0,013 5 nadledviny3 58,5 2,08
20,9 1,85 1,250 0,419 0,523 0,283 0,025 5 nadledviny4 104,5 19,43
21,1 1,88 1,510 0,349 0,527 0,281 0,011 5 nadledviny5 105,5 19,81
7.4 1,75 1,680 0,111 0,186 0,106 0,010 10  nadledviny61 74 7,92
6,7 1,73 1,330 0,126 0,168 0,097 0,012 10  nadledviny62 67 5,28
8,9 1,64 0,910 0,245 0,222 0,135 0,016 6 nadledviny7 53,4 0,15
10 1,79 1,850 0,135 0,249 0,139 0,013 6 nadledviny8 60 2,64
10,1 1,8 1,510 0,168 0,254 0,141 0,012 6 nadledviny9 60,6 2,87
14,5 1,85 0,430 0,854 0,363 0,196 0,013 10  nadledviny50 145 34,72
11,2 1,83 0,340 0,833 0,281 0,154 0,005 10  nadledviny53 112 22,26
9 1,79 1,740 0,129 0,224 0,125 0,013 10  nadledviny55 90 13,96
7,1 1,65 1,610 0,110 0,176 0,107 0,022 10  nadledviny63 71 6,79
11,3 1,73 1,720 0,164 0,282 0,163 0,035 10  nadledviny30 113 22,64
11,1 1,82 0,470 0,587 0,278 0,153 0,011 10  nadledviny48 111 21,89
15,1 1,88 0,850 0,441 0,376 0,200 0,009 10  nadledviny49 151 36,98
6,5 1,81 0,430 0,374 0,163 0,090 0,005 10  nadledviny51 65 4,53
13,7 1,83 2,040 0,168 0,342 0,186 0,011 10  nadledviny54 137 31,70
11,9 1,83 1,820 0,163 0,297 0,163 0,011 10  nadledviny56 119 24,91
7,3 1,78 1,610 0,113 0,181 0,102 0,006 10  nadledviny66 73 SP 7,55

koncentra ledviny 500 ng/ul

koncentrace
nadledviny 53 ng/ul
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1 DEN — transkripce

pridavek vody
ug/mL RNA 260/280 260/230 A230 A260 A280 A320 dilution RNA ng/ul kmen na 20ul RNA
26,3 1,85 2,040 0,321 0,657 0,356 0,015 10  svall 263 23,83
15,4 1,83 0,990 0,388 0,385 0,211 0,009 10 sval2 154 5,67
22,2 1,87 1,700 0,325 0,554 0,297 0,012 10 sval3 222 17,00
20,7 1,89 0,620 0,840 0,517 0,273 0,008 10 sval4 207 14,50
19,8 1,82 1,610 0,307 0,494 0,271 0,014 10 sval5 198 13,00
8,3 1,77 1,760 0,118 0,209 0,118 0,009 15  sval61 124,5 0,75
9,1 1,76 1,750 0,130 0,228 0,129 0,009 15  sval62 136,5 2,75
25,6 1,89 1,750 0,365 0,639 0,339 0,008 12 sval7 307,2 31,20
26,3 1,87 1,760 0,373 0,658 0,351 0,008 12  sval8 315,6 32,60
17,7 1,89 1,380 0,321 0,442 0,233 0,002 12 sval9 212,4 15,40
29,3 1,86 1,380 0,531 0,732 0,394 0,017 10  sval50 293 28,83
35,6 1,87 2,070 0,431 0,890 0,476 0,017 10  sval53 356 39,33
33,2 1,85 1,930 0,429 0,830 0,449 0,016 10  sval55 332 35,33
11,5 1,83 1,850 0,155 0,288 0,157 0,009 15  sval63 172,5 8,75
21,4 1,87 1,750 0,307 0,536 0,287 0,012 10  sval30 214 SP 15,67
20,5 1,82 1,920 0,267 0,513 0,282 0,018 10 sval48 205 SP 14,17
6,4 1,71 1,630 0,098 0,159 0,093 0,010 10  sval49 64 sp [ ]
35,1 1,84 2,020 0,435 0,879 0,477 0,023 10  sval51 351 SP 38,50
17,9 1,83 1,790 0,251 0,448 0,245 0,014 10 sval54 179 SP 9,83
23,7 1,84 2,030 0,291 0,593 0,321 0,016 10  sval56 237 SP 19,50
13,7 1,78 2,060 0,167 0,344 0,193 0,011 15  sval66 205,5 SP 14,25
33,6 1,81 2,340 0,359 0,840 0,464 0,008 24  tuki 806,4 21,35
15,6 1,83 0,870 0,447 0,390 0,214 0,006 25 tuk2 390 0,00
28,6 1,8 1,970 0,362 0,715 0,398 0,007 25  tuk3 715 16,67
20,7 1,82 2,210 0,234 0,517 0,284 0,006 25 tuk4 517,5 6,54
27,2 1,84 1,680 0,406 0,681 0,370 0,010 25  tuk5 680 14,87
25,5 1,82 1,910 0,334 0,637 0,351 0,007 30 tuk61 765 19,23
25,5 1,83 2,220 0,288 0,638 0,350 0,008 30 tuk62 765 19,23
15,2 1,79 1,720 0,221 0,381 0,212 0,009 30 tuk7 456 3,38
16,2 1,83 2,170 0,186 0,405 0,221 0,001 30 tuk8 486 4,92
13,6 1,87 2,100 0,162 0,341 0,183 0,000 30 tuk9 408 0,92
36,4 1,81 2,380 0,384 0,911 0,503 0,012 30  tuk50 1092 36,00
33,6 1,85 2,230 0,378 0,841 0,456 0,007 30  tuk53 1008 31,69
21,6 1,75 2,400 0,225 0,539 0,308 0,006 60 tuk55 1296 46,46
33,1 1,85 2,330 0,355 0,828 0,447 0,006 30 tuk63 993 30,92
28,1 1,76 2,410 0,292 0,702 0,399 0,008 60 tuk30 1686 66,46
25,3 1,79 2,130 0,297 0,633 0,353 0,014 30  tuk48 759 18,92
31 1,81 2,310 0,336 0,776 0,430 0,013 30  tuk49 930 27,69
31,6 1,82 2,250 0,351 0,790 0,434 0,013 30  tuk51 948 28,62
35,9 1,86 2,320 0,387 0,898 0,483 0,008 30 tukb54 1077 35,23
53,7 1,86 2,360 0,569 1,343 0,721 0,009 30 tuk56 1611 62,62
28,7 1,78 2,290 0,314 0,719 0,405 0,008 30 tuk66 861 24,15
koncentrace sval 120 ng/ul
koncentrace tuk 390 ng/ul
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Priloha €.3 - Tabulka transkripce 4.den:

4.DEN - transkripce

pfidavek vody

yg/mLRNA 260/280 260/230 A230 A260 A280 A320 dilution RNA ng/ul _kmen Na 20 ul RNA
13,4 1,55 2,240 0,149 0,334 0,216 0,001 200 jatra12 2680 87,2
13,2 1,55 2,380 0,139 0,331 0,213 0,001 200 jatra15 2640 85,6
19,9 1,59 2,390 0,208 0,496 0,313 0,002 200 jatra16 3980 139,2
19,6 1,59 2,390 0,205 0,491 0,309 0,003 200 jatra17 3920 136,8
18,7 1,59 2,350 0,199 0,469 0,295 0,001 200 jatra18 3740 129,6
14,8 1,57 2,410 0,154 0,371 0,237 0,000 200 jatra19 2960 98,4
29,3 1,59 2,420 0,303 0,732 0,460 0,021 202 jatra47 5918,6 216,744
32,8 1,61 2,400 0,342 0,821 0,509 0,020 203 jatra70 6658,4 246,336
37,2 1,64 2,400 0,388 0,931 0,567 0,021 206 jatra87 7663,2 286,528
30,5 1,6 2,390 0,320 0,764 0,476 0,022 207 jatra9o 6313,5 232,54
37,3 1,62 2,420 0,385 0,933 0,578 0,022 208 jatra93 7758,4 290,336
35,6 1,62 2,410 0,370 0,891 0,549 0,022 209  jatra112 7440,4 277,616
32 1,61 2,390 0,335 0,801 0,496 0,024 210 jatra113 6720 248,8
34,7 1,61 2,410 0,360 0,867 0,538 0,023 211 jatra114 7321,7 272,868
16,7 1,56 2,350 0,178 0,418 0,270 0,010 200 jatra10 3340 113,6
16,5 1,57 2,130 0,193 0,412 0,263 0,003 200 jatra11 3300 112
14,8 1,56 2,170 0,170 0,369 0,237 0,002 200 jatra13 2960 98,4
14,9 1,56 2,410 0,154 0,372 0,239 0,002 200 jatra14 2980 99,2
39 1,6 2,440 0,401 0,976 0,608 0,023 200 jatra44 7800 292
20,8 1,56 2,380 0,219 0,521 0,337 0,021 204 jatra73 4243,2 149,728
26,8 1,57 2,410 0,278 0,669 0,426 0,022 205 jatra85 5494 SP 199,76
29 1,69 2,290 0,317 0,725 0,428 0,014 40 srdce12 1160 26,4
19,2 1,76 2,140 0,224 0,480 0,273 0,003 40 srdce15 768 10,72
21,6 1,76 1,910 0,283 0,541 0,307 0,002 40 srdce16 864 14,56
20,9 1,75 2,270 0,231 0,523 0,299 0,004 40 srdce17 836 13,44
17,8 1,73 2,210 0,201 0,445 0,257 0,002 40 srdce18 712 8,48
20,4 1,73 1,680 0,304 0,511 0,296 0,002 40 srdce19 816 12,64
43,5 1,69 2,480 0,438 1,087 0,642 0,003 40 srdce47 1740 49,6
18 1,66 2,340 0,192 0,450 0,270 0,001 40 srdce70 720 8,8
36,1 1,73 2,380 0,379 0,903 0,523 0,007 40 srce87 1444 37,76
13,1 1,64 2,030 0,161 0,327 0,200 0,011 40 srdce90 524 0,96
22,2 1,47 1,910 0,291 0,554 0,377 0,107 40 srdce93 888 15,52
32,3 1,63 2,480 0,326 0,808 0,497 0,014 60 srdce112 1938 57,52
37,8 1,68 2,260 0,418 0,945 0,563 0,016 40 srdce113 1512 40,48
21,6 1,57 2,340 0,230 0,539 0,343 0,038 80  srcdcel14 1728 49,12
35,9 1,83 2,360 0,380 0,897 0,491 0,000 20 srdce10 718 8,72
25,8 1,69 2,440 0,264 0,646 0,381 0,002 40 srdce11 1032 21,28
37,6 1,68 2,320 0,405 0,940 0,559 0,017 40 srdce13 1504 40,16
22,8 1,66 2,350 0,242 0,569 0,343 0,003 40 srdce14 912 16,48
28,4 1,67 2,440 0,291 0,709 0,425 0,000 40 srdce44 1136 25,44
24,9 1,67 2,250 0,277 0,624 0,373 0,004 40 srdce73 996 SP 19,84
13 1,62 2,170 0,149 0,324 0,199 0,004 40 srdce85 520 SP 0,8

koncentrace srdce 500 ng/ul
koncentrace jatra 500 ng/ul
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4.DEN — transkripce

pfidavek vody

pg/mL RNA 260/280 260/230 A230 A260 A280 A320 dilution RNA ng/ul _kmen Na 20 ul RNA
23,7 1,61 2,310 0,256 0,592 0,367 0,002 120 ledviny12 2844 93,76
25,9 1,7 2,090 0,310 0,647 0,380 0,004 60 ledviny15 1554 42,16
28,1 1,72 2,290 0,307 0,702 0,409 0,004 60 ledviny16 1686 47,44
32,5 1,72 2,330 0,349 0,813 0,472 0,005 60 ledviny17 1950 58,00
32,3 1,73 2,360 0,342 0,808 0,467 0,004 60 ledviny18 1938 57,52
255 1,71 2,350 0,271 0,637 0,373 0,003 60 ledviny19 1530 41,20
35,5 1,63 2,390 0,371 0,887 0,543 0,020 150 ledviny47 5325 193,00
245 1,67 2,250 0,272 0,612 0,367 0,019 90 ledviny70 2205 68,20
32 1,64 2,360 0,340 0,801 0,489 0,021 120 ledviny87 3840 133,60
29,3 1,67 2,180 0,336 0,732 0,437 0,020 90 ledviny90 2637 85,48
23 1,71 2,180 0,263 0,574 0,336 0,018 90 ledviny93 2070 62,80
34,6 1,63 2,380 0,364 0,866 0,531 0,022 180 ledviny112 6228 229,12
30,8 1,65 2,340 0,330 0,771 0,466 0,019 150 ledviny113 4620 164,80
33,2 1,64 2,350 0,353 0,830 0,506 0,021 120 ledviny114 3984 139,36
19,1 1,69 2,300 0,207 0,478 0,283 0,006 60 ledviny10 1146 SP 25,84
20 1,59 2,310 0,216 0,499 0,313 0,003 120 ledviny11 2400 SP 76,00
18,6 1,58 2,370 0,196 0,464 0,294 0,003 120 ledviny13 2232 SP 69,28
26,3 1,71 2,260 0,291 0,658 0,384 0,004 60 ledviny14 1578 SP 43,12
38,2 1,38 1,510 0,631 0,955 0,692 0,347 150 ledviny44 5730 SP 209,20
24,3 1,66 2,300 0,264 0,608 0,367 0,020 90 ledviny73 2187 SP 67,48
32 1,64 2,360 0,340 0,801 0,489 0,021 120 ledviny85 3840 SP 133,60
0,00
224 1,78 2,060 0,273 0,561 0,315 0,016 10 nadledviny12 224 29,78
54 1,66 0,650 0,208 0,136 0,082 0,015 10 nadledviny15 54 -8,00
9,5 1,76 0,330 0,709 0,237 0,135 0,012 10 nadledviny16 95 1,11
9,5 1,75 0,270 0,878 0,237 0,135 0,012 10 nadledviny17 95 1,11
11,3 1,75 1,320 0,214 0,283 0,162 0,014 10 nadledviny18 113 5,11
10,4 1,74 1,080 0,240 0,260 0,149 0,012 10 nadledviny19 104 3,11
14,2 1,82 1,980 0,180 0,356 0,195 0,013 10 nadledviny47 142 11,56
15,1 1,26 1,120 0,336 0,377 0,298 0,208 10 nadledviny70 151 13,56
9,5 1,76 1,840 0,129 0,237 0,135 0,013 10 nadledviny87 95 1,11
3,3 1,61 1,460 0,057 0,083 0,051 0,009 10 nadledviny90 33 -12,67
7,2 1,7 0,220 0,818 0,181 0,106 0,013 10 nadledviny93 72 -4,00
10,4 1,77 0,660 0,394 0,261 0,148 0,016 10  nadledviny112 104 3,11
9,1 1,73 1,630 0,139 0,227 0,131 0,018 10 nadledviny113 91 0,22
12 1,78 1,460 0,206 0,300 0,168 0,015 10  nadledviny114 120 6,67
31,8 1,2 1,150 0,694 0,795 0,663 0,512 10 nadledviny10 318 SP 50,67
12,3 1,76 1,620 0,191 0,308 0,175 0,015 10 nadledviny11 123 SP 7,33
18,1 1,81 1,170 0,389 0,453 0,250 0,015 10 nadledviny13 181 SP 20,22
10,1 1,74 1,610 0,156 0,252 0,145 0,016 10 nadledviny14 101 SP 2,44
15,1 1,81 1,980 0,191 0,377 0,208 0,012 10 nadledviny44 151 SP 13,56
9,1 1,76 1,760 0,130 0,229 0,130 0,013 10 nadledviny73 91 SP 0,22
9,4 1,75 1,840 0,127 0,234 0,133 0,015 10 nadledviny85 94 SP 0,89
koncentra ledviny 500 ng/ul
koncentrace nadledviny 90 ng/ul
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4.DEN — transkripce pridavek vody
yg/mL RNA 260/280 260/230 A230 A260 A280 A320 dilution RNA ng/ul _kmen Na 20 ul RNA
15,5 1,8 0,800 0,480 0,386 0,215 0,007 10 tuk12 155 0,67
21,1 1,76 1,720 0,307 0,527 0,300 0,010 10 tuk15 211 8,13
26,4 1,81 1,720 0,382 0,659 0,365 0,011 10 tuk16 264 15,20
30,9 1,81 2,080 0,372 0,773 0,427 0,009 10 tuk17 309 21,20
26,5 1,82 2,150 0,308 0,662 0,364 0,008 10 tuk18 265 15,33
23,5 1,77 1,970 0,298 0,586 0,331 0,009 10 tuk19 235 11,33
5,6 1,6 2,050 0,069 0,141 0,088 0,009 90 tuk47 504 47,20
22 1,76 2,020 0,273 0,551 0,314 0,013 30 tuk70 660 68,00
22,3 1,72 2,210 0,252 0,558 0,324 0,012 30 tuk87 669 69,20
15,8 1,67 2,110 0,187 0,396 0,237 0,014 30 tuk90 474 43,20
11,7 1,68 1,780 0,165 0,293 0,174 0,014 30 tuk93 351 26,80
31,7 1,68 2,410 0,329 0,792 0,471 0,013 40 tuk112 1268 149,07
31,9 1,76 2,320 0,344 0,798 0,453 0,014 30 tuk113 957 107,60
35,7 1,31 1,260 0,706 0,891 0,681 0,432 30 tuk114 1071 122,80
25,6 1,79 1,860 0,344 0,639 0,357 0,009 10 tuk10 256 14,13
26,2 1,81 1,400 0,469 0,656 0,362 0,010 10 tuk11 262 14,93
35,1 1,55 1,650 0,531 0,877 0,565 0,215 10 tuk13 351 26,80
27,2 1,82 1,250 0,543 0,681 0,375 0,009 10 tuk14 272 16,27
24 1,67 2,380 0,252 0,600 0,359 0,010 40 tuk44 960 108,00
20,1 1,65 2,150 0,234 0,503 0,305 0,013 40 tuk73 804 SP 87,20
19,9 1,72 2,260 0,220 0,498 0,290 0,013 30 tuk85 597 SP 59,60
36,2 1,85 1,970 0,460 0,904 0,489 0,013 10 sval12 362 52,40
43,4 1,9 1,030 1,056 1,086 0,571 0,013 10 sval15 434 66,80
22,2 1,79 1,020 0,544 0,554 0,310 0,010 20 sval15 444 68,80
37,4 1,86 1,550 0,604 0,934 0,503 0,014 10 sval16 374 54,80
38,8 1,86 1,810 0,537 0,970 0,520 0,015 10 svall7 388 57,60
29,3 1,83 1,730 0,424 0,731 0,399 0,016 10 sval18 293 38,60
25,7 1,83 1,540 0,418 0,643 0,352 0,017 10 sval19 257 31,40
19,6 1,83 1,740 0,282 0,490 0,268 0,013 15 sval47 294 38,80
10,6 1,73 0,920 0,287 0,265 0,153 0,013 15 sval70 159 11,80
6,7 1,59 1,100 0,153 0,169 0,106 0,013 15 sval87 100,5 0,10
6,7 1,65 1,420 0,118 0,166 0,101 0,014 15 sval90 100,5 0,10
12,5 1,76 1,160 0,270 0,313 0,178 0,013 15 sval93 187,5 17,50
16,6 1,78 2,040 0,203 0,415 0,233 0,013 15 svall12 249 29,80
23,2 1,75 2,130 0,272 0,579 0,330 0,013 20 sval113 464 72,80
28,5 1,69 2,070 0,345 0,714 0,423 0,082 15 svall14 4275 65,50
19,1 1,81 1,510 0,316 0,478 0,265 0,015 10 sval10 191 18,20
37,8 1,88 1,780 0,532 0,945 0,502 0,011 10 svall11 378 55,60
22,5 1,85 0,900 0,629 0,564 0,305 0,011 10 sval13 225 25,00
20,4 1,84 0,540 0,952 0,511 0,277 0,010 10 sval14 204 20,80
24 1,67 2,380 0,252 0,600 0,359 0,010 40 tuk44 960 SP 172,00
20,5 1,75 1,670 0,307 0,514 0,294 0,013 15 sval73 307,5 SP 41,50
8,4 1,68 1,740 0,121 0,210 0,125 0,015 15 sval85 126 SP 5,20

koncentrace tuk 150 ng/ul

koncentrace sval 100 ng/ul
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