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Zpisob detekce specifickych mikroRNA pomoci templatové DNA a molekula

templatové DNA pro poutZiti pii tomto zpisobu

Oblast techniky

Vyniélez se tykd nové metody pro detekci a stanoveni mnoZstvi mikroRNA v daném vzorku

pomoci templatové DNA a plsobeni exonukledzy I s ndslednou kvantifikaci DNA templatu.

Dosavadni stav techniky

MikroRNA jsou kratké nekédujici RNA molekuly, které maji dileZitou dlohu v regulaci
exprese gend. Prvni z téchto molekul byla objevena rgku 1993 pfi studiu hlistice C. elegans
(Lee and Ambros, 2001). Victor Ambros se svymi kolegy zjistil, Ze gen lin-4 fidici larvalni
vyvoj této hlistice nekdduje bilkoviny, ale dvé malé molekuly RNA (Ambros, 2001). A pravé
tyto RNA jsou jedny z prvnich ¢lenil dnes jiZ velmi pocetné rodiny malych regulatnich RNA
oznalovanych mikroRNA nebo zkracené¢ miRNA. Do roku 2001 bylo publikovano pies 100
dalSich genl pro tyto miRNA/ a to i v jinych organismech (Bartel, 2004). Pod}e miRBase
databdze bylo v soucasné dobé¢ jiZ identifikovano jen v lidském genomu pies 2500 miRNA
(www.mirbase.org). Predpokldda se, Ze vice neZ tretina celého lidského genomu je
ovliviiovéna pravé miRNA (Lewis et al., 2005). Ackoliv objeveny relativné neddvno, miRNA

se tak stdvaji jednou z nejpocetnéjsich skupin molekul regulujich genovou expresi.

MiIRNA jsou molekuly RNA o délce 21 aZ 25 nukleotidi, které se dicastni posttranskripéni
regulace exprese gendl. Pri jejich tvorbé nejprve vznikd primdrni transkript, ktery je jeSté
v jade $tépen na krat${ zhruba 70-ti nukleotidové pre-miRNA pomoci RN4zy zvané Drosha.
Pre-miRNA jsou exportoviny do cytoplasmy, kde dochézi k dal§imu opracovani enzymem
RNizou IIT zvanym Dicer a vznika 21 az 25 nukleotidi dlouhd miRNA. Vldkno miRNA které
je komplementérni kaNA/ se pak vkomplexu zvaném RISC (RNA-induced silelncing
complex) vdZe na cilovou mRNA molekulu a dojde k represi translace i degradaci dané
mRNA (He and Hannon, 2004). Pozd¢ji bylo také ukdzano, Ze miRNA mohou ovliviiovat

expresi genli nejen negativng, ale i pozitivn€ (Vasudevan et al., 2007).
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MiRNA reguluji mnoho vyvojovych a fyziologickych procesi. Deregulace konkrétnich
miRNA je asociovdna s riznymi patologickymi procesy. Studia profilu miRNA u zdravych a
nemocnych jedinch doklddaji, Ze rGzné miRNA jsou uZite¢né biomarkery ruznych
onemocnéni. V literatufe se uvddi, Ze miRNA je deregulovina u rGznych typl a stavl
nadorovych chorob, virovych infekci, onemocnéni nervového systému, kardiovaskuldrnich
chorob, diabetu a dalSich (Wang et al., 2016). Pfi studii velkého mnozZstvi nddorovych vzorki
bylo zjisténo, Ze exprese miRNA v nddorech je obecné€ niZ8i a expresni profil miRNA v
rakovinnych tkdnich je specificky podle vyvojového piivodu tkdn€ (Lu et al., 2005). Dal$§im
ndlezem dokladajicim vyznam miRNA biomarkerd pro diagnostické tcely bylo zjisténi, Ze
miRNA koluji v krvi a télnich tekutinich ve stabilni form& a mohou tak byt neinvazivnimi
markery (Mitchell et al., 2008). O miRNA se uvaZuje nejen jako vhodnych markerech
diagndzy, ale také progndzy a odpovédi na 1é¢bu (Takamizawa et al., 2004; Schetter et al.,

2008).

Problémem s vyuZiti miRNA pro diagnostické tucely vSak zlstdvd metoda detekce a
kvantifikace miRNA. Doposud bylo vyvinuto nékolik metod, které v3ak jsou zna¢né Casové
naro¢né a komplikované a z tohoto diivodu jsou vysledky jednotlivych studii nekonzistentni.
Nejstar$i metodou je tzv. Northé:r‘{ blot, jejimZ principem je elektroforetické rozdéleni molekul
RNA podle velikosti, pfenos na membranu a ndslednd hybridizace s detekéni sondou, kterd je
komplementdrni ke stanovované sekvenci. Tato metoda je znaln€ zdlouhavd a pracnél a proto
neni vhodnd pro experimenty veétStho rozsahu. Metoda byla modifikovdna pro miRNA
inkorporaci ,,locked nucleic acids* (LNA) do sekvence DNA sondy, ¢imZ doslo ke zvySeni
specifity a sensitivity detekce miRNA (Valoczi et al., 2004), ale pracnost metody nebyla
ovlivnéna. Dal8i metodou je in situ hybridizace, pfi které neni nutné sledované molekuly
izolovat a prendSet na membrédnu, ale hybridizace se sondou prob&¢hne piimo v burikdch na
fixovaném histologickém fezu. Pro kratké molekuly miRNA byla tato metoda upravena tak,
Ze po hybridizaci s delsi sondou je fetézec miRNA dosyntetizovan polymerdzou a zdrovei je
inkorporovan digoxigenin, ktery je detekovdn znacenou protildtkou (Nuovo et al., 2009).
Nizk4 citlivost detekce in situ hybridizaci a zna¢na pracnost v§ak dé€ld tuto metodu nevhodnou

pro rutinni kvantifikaci miRNA.

Specidlni skupinu tvoii metody vyuZivajici miRNA mikro¢ipy, které umoZiiuji simultanni

stanoveni velkého mnoZstvi riznych miRNA. V tomto piipad¢ jsou sondy (nejCastéji DNA)



s komplementarni sekvenci k riznym miRNA imobilizovdny na pevném nosici. Principem
metody je opét hybridizace cilové molekuly s jeji sondou. Béhem nékolika dnid je mozZné
ziskat touto metodou celou fadu dat, coz je jeden z ddvodi, pro¢ je tato metoda hojné
vyuZivand. Nevyhodou je vSak vyssi poZadavek na vstupni mnoZstvi RNA vzorku a piiprava
specifického souboru poZadovanych sond a vyroba mikro€ipu pfed samotnym experimentem
(Meyer et al., 2010). Jedna z modifikaci pro stanoveni miRNA je vyuZiti LNA v sekvenci
sond. LNA je synteticky analog RNA molekuly vykazujici zvySenou termostabilitu duplex
nukleovych kyselin. Kazdy takovy LNA monomer v sekvenci sondy zvySuje teplotu tdn{
(Tm) a tim umoZiiuje vyrobit Cip s fadou sond o srovnatelné Tm. Timto pfistupem je moZno
zajistit vhodné hybridiza¢ni podminky (Castoldi et al., 2008). Komeréné je dostupnych
nékolik variant téchto ¢ipl. Diky omezené specifité této metody, je vSak nutné prvotni nélez

ovérovat jeSté druhou metodou, obvykle kvantitativni PCR v redlném case (QRT-PCR).

V soucasné dob¢ nejpouzivané€jsi metody pro stanoveni miRNA jsou zaloZené na qRT-PCR.
Vyhodami téchto metod je, Ze vysledky mohou byt ziskany béhem jediného dne, stanoveni
vétSiho mnozstvi vzorkll najednou a velkd citlivost metod (Meyer et al., 2010). Tyto metody
spocivaji v izolaci RNA, pfepsdni RNA do ¢cDNA (v procesu reverzni transkripce s reverzni
transkriptdzou) a ndsledné qRT-PCR. ProtoZe miRNA obsahuji jen maly pocet nukleotidd,
musi pfed samotnou reverzni transkripci miRNA dojit k prodlouZeni téchto molekul’a to napft.
polyadenylaci. Po polyadenylaci se vyuzije oligo-dT sekvence jako primer pro reverzni
transkripci a PCR pak probihd s jednim univerzalnim primerem a jednim specifickym pro
danou miRNA (Fu et al., 2006; Balcells et al., 2011). ProdlouZeni miRNA molekul 1ze také
docilit vyuzitim tzv. ,,stem loop* primerti. Tyto primery jsou nejprve hybridizovany s miRNA
a pak teprve dochdzi k reverzni transkripci a nasledné detekci cDNA za pouziti béZné Taq
Man qRT-PCR (Chen et al., 2005). K prodlouZeni miRNA molekuly muze také dojit pfi
reverzni transkripci za pomoci primeru s kritkou komplementdrni sekvenci k miRNA a
dlouhym nespecifickym tsekem na jeho 5° konci. cDNA je nésledné kvantifikovdna SYBR
Green gRT-PCR s LNA obsahujicim specifickym primerem a druhym univerzalnim primerem
(Raymond et al., 2005).

Pro stanoveni miRNA se nové také pouZivd vysokokapacitni sekvenovani (tzv. ,next
generation sequencing®). Tato metoda je vSak spiSe vhodnd pro identifikaci novych miRNA

neZ pro bézné rutinni testovani. Existuje jeSt¢ nékolik dalich metod pro stanoveni miRNA.



Tyto metody vSak nejsou ureny pro rutinni stanoveni miRNA v béZné laboratofi a vyZaduji

specializované vybaveni.

Vsechny vyse uvedené metody, kromé hybridizace in situ, vychazi z izolované RNA nebo
miRNA. Samotna izolace RNA byva vsak zdlouhavy a ndroény proces, béhem néhoz mize
dojit k degradaci RNA vsudypfitomnymi RN4zami a k ovlivnéni vysledkil stanoveni exprese
miRNA. Druhym krokem byva polyadenylace poly(A) polymerdzou nésledovand reverzni
transkripci, kdy dochazi k pfepisu RNA na cDNA a teprve ta byva kvantifikovdna pomoci
gRT-PCR. Citlivd metoda, kterd by umoznila stanovit miRNA bez nutnosti jeji izolace,
polyadenylace a piepisu do cDNA by byla velice potfebnd, nebot’ by velmi zjednodusila a

zlevnila cely proces.

Podstata vynalezu

Piedmétem vyndlezu je novd metoda detekce miRNA. Terminem detekce se rozumi{ jak pouhé
zjisténi piftomnosti ¢i nepfitomnosti miRNA ve vzorku, tak i kvantitativni stanoventi, jako je
napf. stanoveni po¢tu molekul miRNA pfitomnych ve vzorku. Principem metody je kontakt
miRNA ze zkoumaného vzorku se syntetickou jedno-vldknovou templitovou DNA, kterd je
navrZena tak, aby se jeji ¢dst komplementdrné védzala na studovanou miRNA. Je-li miRNA
pfitomna, dojde k jeji hybridizaci s templdtovou DNA (volné v roztoku nebo imobilizované
na povrch, magnetické partikule nebo jiny substrit), ¢imz vznikne hybridni dvouvldknova
sekvence DNA-RNA, ktera je rezistentni k plsobeni exonukledzy I. Exonukledza I degraduje
pouze jedno-vldknové DNA tim, Ze ve sméru od 31(once k 5°konci odstépuje jednotlivé
nukleotidy. Pokud v§ak miRNA ve vzorku neni (nebo nenfi schopha se komplementarné vazat
na templatovou DNA), nevznikne dvouvidknova struktura, templdtovd DNA je v pfitomnosti
exonukledzy I degradovdna a nemiiZe slouZit jako templdt pro néslednou qRT-PCR
s pfidanymi oligonukleotidovymi primery. Zpisob podle pfedloZeného vyndlezu miZe byt
pouZit jak pro detekci (pritkaz pritomnosti miRNA)Itak i pro kvantifikaci, relativni (vzdjemné
porovnani mnoZzstvi miRNA v rliznych vzorcich) i absolutni (zjiSténi absolutniho mnoZstvi

miRNA v piivodnim vzorku).

Pro kazdou konkrétni miRNA je navrZena specifickd templatovd DNA. Jednd se o synteticky

pfipraveny oligonukleotid o délce 50 azZ 150 nukleotidli, obvykle o délce 70 az 100
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nukleotidd, ktery je vhodny pro amplifikaci v QRT-PCR a m4 dvé& ¢asti: variabilni tsek, ktery
je specificky pro danou miRNA, a konstantni usek, ktery je konstantni pro stanoveni riiznych

miRNA.

V jednom provedeni je templatovou DNA oligonukleotid s konstantnim tsekem zacinajicim
na 5° konci templdtové DNA, kde je umisténa vazebnd sekvence pro zakotveni templatové
DNA. Pro toto zakotveni se obvykle vyuzZiva poly-A sekvence, o délce 15 az 40 nukleotidd,
Cast&ji 20 az 25 nukleotidil. Tato sekvence je dileZitd pro zakotveni templatové DNA pomoci
hybridizace s biotinylovanou poly-T sekvenci a ndslednou vazbou biotinu na streptavidin,
ktery midZe byt navdzdn na jakémkoliv povrchu, vyhodné napf. v jamkich PCR desticky,
kdy se piiblizuje hybridizace optimdlnim podminkdm hybridizace v roztoku. Toto uchyceni
templatové DNA pied hybridizaci, pfipadn€ s navdzanou miRNA po hybridizaci, umoziiuje
odmyt mozné inhibitory exonukledzy ze vzorku. Po vazebné sekvenci (vyhodné poly-A
sekvenci) néasleduje sekvence 15 aZz 30 nukleotidl, vyhodné 18 az 26 nukleotidii, pro
nasednuti forward primeru, ndsledovand tsekem extenze (prodluZujicim dsekem), jehoz
funkce spoCivd pouze ve vhodném prodlouZeni velikosti PCR produktu (amplikonu).
Sekvence prodluZujiciho tiseku by méla byt navrZena s ohledem na ostatni tseky templatové
DNA/a to tak, aby nedochdzelo ke vzniku sekundédrnich struktur v réfnci celé molekuly DNA.
Jeji délka je zdvisla na délce ostatnich dseki a je volena tak, aby pii qRT-PCR vznikal vhodné
dlouhy amplikon. Tim konéi sekvence konstantniho tseku a pokraCuje variabilni dsek
templatové DNA, ktery je komplementarni sekvenci k stanovované miRNA a zdroven
mistem, kde pii detekci pomoci QRT-PCR naseda tzv. reverzni primer. Sekvence reverzniho
primeru je komplementdrni sekvenci alespoii k ¢asti variabilniho tseku templdtové DNA o

délce 15 az 30 nukleotidil, vyhodné v rozsahu 18 az 26 nukleotidi.

V jiném provedeni je templatovou DNA oligonukleotid, ve kterém je variabilni dsek navrZen
stejné jako v predchozim piipadé, ale v konstantnim tseku molekuly chybi sekvence pro
zakotventi, tj. sekvence pro hybridizaci na zakotvovaci oligonukleotid. Na 5; onci templatové
DNA je umistén biotin[ a je tedy moZné ji pfimo zakotvit na povrSich potaZzenych
streptavidinem, bez nutnosti hybridizace se zakotvenou poly-T sekvenci. Zbylé dseky

molekuly jsou navrZeny stejné jako v piipad€ prvni templdtové DNA (viz. vyse).
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Priikaz zndmé sekvence templdtové DNA a jeji kvantifikace pomoci qRT-PCR je béznym

laboratornim postupem zndmym odbornikiim v oblasti prikazu specifickych tsekdi DNA.

Vyhodou metody podle piedloZeného vynilezu je, Ze neni nutné miRNA pfedem ze vzorku
izolovat, coZ cely proces velmi zjednodusuje, zkracuje, sniZuje ztrdty molekul miRNA,

snizuje variabilitu, chybovost a redukuje finanéni ndro¢nost.

U vétsiny doposud pouZivanych postupii pro kvantifikaci miRNA, nasleduji po izolaci
miRNA enzymatické reakce, které miRNA prodluzuji (polyadenylace) a pfevadéji na cDNA
(reverzni transkripce), aby ji bylo mozné detekovat pomoci qRT-PCR. Novd metoda tyto
enzymatické kroky nevyZaduje a tim dochdzi k dal§imu zjednoduseni a zlevnéni metody.
VyuZitim qRT-PCR jako detek&ni metody dochdzi ke zvySeni citlivosti t€to metody ve
srovndni s metodami, které vyuzivaji mikroCipy.

Y v
pricemz fento
Predmétem vynélezu je v jednom provedeni zpisob detekce miRNA ve vzorku, kteryZte{

zplisob obsahuje kroky, kdy a) ke vzorku se pfida jednovldknova templdtovd DNA, ktera na
svém 3’konci obsahuje variabilni dsek a na svém 5;.«3:onci obsahuje konstantni dsek, kde
variabilni dsek obsahuje sekvenci komplementdrni k sekvenci miRNA, kterd ma byt
detekovdna, konstantni dsek obsahuje dsek pro nasednuti forward primeru, a tsek extenze
leZici mezi variabilnim dsekem a dsekem pro nasednuti forward primeru; b) detekovand
miRNA se ponechd hybridizovat s templdtovou DNA za vzniku hybridni molekuly; ¢) na
templdtovou DNA se po hybridizaci plisobi exonukledzou I, ¢imZz se degraduje
nehybridizovand jednovldknovda DNA, pfi¢emz hybridizovani templitovd DNA je k plisobeni
exonukledzy 1 rezistentni; d) uZitim qRT-PCR s forward a reverznim primerem, pfiCemz
forward primer md sekvenci shodnou s alespoii ¢asti tseku templdtové DNA pro nasednuti
forward primeru a reverzni primer ma sekvenci komplementarni k alespori Casti variabilniho
dseku templdtové DNA, se detekuje, piipadné kvantifikuje templatovd DNA rezistentni
k plisobeni exonukledzy I, pii¢emZ mnoZstvi templitové DNA odpovidd mnoZstvi miRNA

piitomné v pivodnim vzorku.

V jiném provedeni zplisob podle vynélezu déle obsahuje krok, kdy se templdtové molekuly

imobilizuji na povrch, kde povrch je uzpiisoben pro navazani templatové DNA.

Pii zplisobu podle vyndlezu templdtovd DNA déle obsahuje na svém Sironci znacku, vyhodné
¢

biotin.
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. W
Ve vyhodném provedeni zpisobu se uZije templdtovd DNA, kterd obsahuje na svém SAﬁ(onci
znagdlici dsek, vyhodné poly-A dsek.

1)
V jiném vyhodném provedeni zplspbu se v kroku a) déle pfida znagici molekula DNA, kter4 je

komplementdrn{ ke znaéicimu dseku a obsahuje navdzanou zna¢ku, vyhodné se pfidd molekula

poly-T s navdzanym biotinem.

V jesté jiném vyhodném provedeni se v kroku a) déle piidd chaotropni &inidlo, vyhodné GuSCN,

ve vysledné koncentraci 0,5 az 8 mol/l, vyhodné 1,5 aZ 4 mol/l, nejvyhodnéji 2 mol/l.

Pii jednom provedeni zpusobu podle vyndlezu je vyhodné imobilizaéni povrch potazen

molekulami pro navdzan{ znacky templétové DNA, vyhodné molekulami streptavidinu.

Imobilizaéni povrch je vyhodné vnitini povrch jamky titraéni/PCR desti¢ky nebo povrch
magnetické Céstice.

Dal3im pfedmétem vyndlezu je molekula jednovlaknové templatové DNA pro pouZiti pti detekci
RNA smitcohom vite ponug PTiEnE Eeo e na svém 3 Fonei variabilnf
miRNA zplsobem vyse popsanym, fieraitg molekula obsahuje na svém 3,‘ onci variabiln{ dsek
specificky pro detekovanou miRNA, ktery obsahuje sekvenci komplementdrni k sekvenci
miRNA, kterd md byt detekovéna, a na svém 5£onci obsahuje konstantni tsek, ktery obsahuje
usek pro nasednuti forward primeru a dsek extenze leZici mezi variabilnim miRNA-specifickym

tsekem a tisekem pro nasednut{ forward primeru.
4
Molekula podle vynédlezu vyhodné ddle obsahuje na svém 5/ onci znacku, vyhodné molekulu pro

zakotveni na pevném podkladu, vyhodné biotin.
V jiném provedeni molekula obsahuje na svém Sizonci znacicf dsek, vyhodné poly-A tsek.
4

Vyhodnd molekula podle vyndlezu je molekula, kde tsek pro nasednuti forward primeru je
dlouhy 15 aZ 30 nukleotidd, vyhodné 18 aZ 26 nukleotida.

Vyhodna je molekula podle vyndlezu, kde tsek extenze je dlouhy 10 aZ 35, vyhodné 18 aZ 26

nukleotidi.

V jednom vyhodném provedeni molekula podle vyndlezu obsahuje sekvenci id. ¢. 1: 5-AAA
AAAAAAAAAAAAAAA AAAACG ATC ATC AGG AGA CACT-3".
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V jiném vyhodném provedeni molekula podle vynalezu obsahuje sekvenci id. ¢. 2: 5°-Btn-AA

AAA CCT TAC CAATTT GAC CCG TCT GCG -3’.

Podrobnéjsi objasnéni a vyhody predloZzeného vyndlezu budou odbornikovi ziejmé

z nasledujicich piikladl a obrdzku.

iaé,/agnénf yy’lfr‘é‘c&
Popis obéakin{

Obr.l. Schéma navrZené metody detekce, piipadné kvantifikace miRNA. (1)
Detekce/kvantifikace miRNA vyZaduje templatovou DNA unikétniho sloZeni, kterd je tvofena
konstantnim a variabilnim dsekem. Konstantn{ dsek je tvofen tisekem pro nasednuti forward
primeru, Gsekem extenze a popiipadé€ jest€ kotvicim dsekem (napf. poly-A) pro zakotveni na
pevny nosi¢ (napf. Btn-poly-T). Variabilni dsek predstavuje oblast unikétni sekvence, kterd je
komplementdrni pro miRNA a na kterou se ndsledné vaZze reverzni primer v pribéhu qRT-
~PCR. (2) Vazba DNA templatu na streptavidin, ktery miZe byt vazdn kovalentné nebo
nekovalentné na rizné substrity. (3) Efekt exonukledzy I v pfitomnosti (A) nebo
nepiitomnosti (B) analyzované miRNA. (4) Detekce templatové DNA rezistentni k pisobeni
exonukledzy I (v disledku vazby s miRNA) pomoci qRT-PCR s vyuZitim dvojice
oligonukleotidovych primerti (forward a reverzni primer). Specificky amplikon se tvofi pouze

v piipadé vazby miRNA na templdtovou DNA.

uskalecnéni

Piiklady provedenf vyndlezu

Priklad 1

Princip zplsobu kvantifikace miRNA podle pfedloZeného vyndlezu je osvétlen na vyhodném
provedeni, které je schematicky zndzornéno na obrdzku 1. V ndsledujicim experimentu je
zplsob ovéfen stanovenim miRNA-238 pomoci templdtové DNA 440/238 a magnetickych

mikro¢dstic potaZzenych streptavidinem.



Strucny prehled hlavnich kroki zpusobu:

1) hybridizace templdtové DNA, obsahujici poly-A sekvenci v konstantnim dseku a ve
variabilnim seku sekvenci pro stanoveni miRNA-238, syntetické miRNA-238 a
biotinylovaného poly-T oligonukleotidu v hybridiza¢nim roztoku, ¢imZ vznikne biotinylovana

hybridni molekula;

2) ptiprava magnetickych &astic potaZenych streptavidinem;

3) navédzani biotinylované hybridni molekuly na magnetické ¢astice potaZené streptavidinem;
4) promyti ¢astic s navdzanou hybridni molekulou;

5) degradace jednotetézcové DNA exonukledzou I;

6) separace hybridnich molekul od magnetickych Castic;

7) gqRT-PCR detekce templatové DNA uZzitim forward primeru a reverzniho primeru
Detailni protokol

Pouzity materidl a vybaveni:

Syntetické oligonukleotidy:

miRNA-238: 5’-UUU GUA CUC CGA UGC CAU UCA GA-3’

Poly-T-biotin: 5’-TTT TTT TTT TTT TTT TTT TT-3’-biotin
Templdtovd DNA 440/238:

5-AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA ACG ATC ATC AGG AGA CACTCAAACTTC
TCTAACTTT CTG AAT GGC ATC GGA GTA CAAA-3’

Primery: Forward 440: 5’-CGA TCA TCA GGA GAC ACT-3’
Reverzni 238: 5°-GTA CTC CGA TGC CAT TCA G-3’
Roztoky a enzymy:

20 x SSC: 3M NaCl, 300/mM citrat sodny, pH 7,0
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Hybridizaéni roztok: 5 x SSC, 0,1% N-lauryl sarkosin, 0,02% SDS

r
Promyvaci roztok: 5 an Tris-HCl1 (pH 7,5), 0,5 jmM EDTA, 1M NaCl

\J

tRNA: vodny roztok 2 mg/ml (Sigma, kat. ¢. R8759), skladovan pfi —2(} 0C
A

TP SYBR 2x Master Mix (Top-Bio, kat. ¢. T605)

10x konc. PCR Blue Buffer (Top-Bio, kat. ¢. TO58)

~ N
s A

T04P2: 2x koncentrovany vodny roztok obsahujici 0,4 M L-trehalozu, 2[M 1,2-propandiol, 2x
koncentrovany Blue buffer, aditiva a stabilizeffory Toprio provenience./

¢/
Exonuk¥iza I (Thermo Scientific, Kat. ¢. EN0581)

Dals{ materiély:
PCR desti¢ky: BioRad plate 96-well s bilymi jamkami (HSR 9905)
Magnetické partikule se streptavidinem (Dynabeads MyOne Streptavidin C1, Invitrogen)

PCR cykler: RealPlex EP Mastercycler (Eppendorf)

1) V jamce 96-jamkové polypropylenové desticky pro PCR byl v hybridiza¢nim roztoku
smichdn poly-T-biotin (200 fmol) s templdtovou DNA 440/238 (100 fmol) a do nekterych
vzorki byla pfiddna syntetickd miRNA-238 (200 fmol). Vzorky DNA a RNA byly fedény ze
zésobnich roztokd za piftomnosti nosi¢ové tRNA 100 pg/ml. Findlni objem kaZdého vzorku
byl 10 pl. Vzorky byly inkubovany 1 h pfi pokojové teploté. Vzorky bez piidani syntetické
miRNA-238 slouZily jako pozitivni a negativni kontroly (DNA, DNA+Exo I - viz tabulka 1).

2) Béhem inkubace byly piipraveny magnetické partikule s kovalentné navdzanym
streptavidinem. Potiebné mnoZstvi (I pl suspenze/vzorek) bylo odebrdno, 4x promyto

promyvacim roztokem, nafedéno a naneseno do jamek PCR desticky.

3) Do jamek s magnetickymi partikulemi byl ptiddn cely objem hybridizovaného vzorku (10

ul) a desticka byla inkubovéna 30 min pfi pokojové teploté.
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4) Magnetické partikule byly promyty 2x hybridiza¢nim pufrem a 2x promyvacim pufrem. Po
pfidani promyvaciho roztoku byl vzorek vZdy ponechdn 2 aZ 3 min na magnetickém stojdnku

pied odebranim supernatantu.

5) K promytym partikulim byl pfiddn roztok exonukledzy I v Ix T04P2 pufru (10 U/vzorek,
finalni objem 20 pl). Vzorky byly inkubovany 60 min pfi 37‘§OC.
7\

6) Inaktivace exonuklazy I a separace vzorkti od magnetickych partikuli byla provedena
zahidtim vzorkl na 8iC po dobu 20 min. Po kritkém stoCeni, byly vzorky umistény na

magnetickou podlozku a 15 pl z kaZzdého vzorku bylo preneseno do nové PCR desticky.

7) Detekce nedegradované DNA qRT-PCR: K 15 pl vzorku bylo pfiddno 15 pl Master Mixu
obsahujictho T04P2 pufr, primery (vyslednd koncentrace 150 nM), dNTPs (vyslednd
koncentrace 200 puM), Taq DNA polymerdzu (1,5 U, vysledna koncentrace 0,05 U/ul) a
SYBR Green L Pro qPCR amplifikaci byl pouZit nasledny program: 3 min 9510C 40x (95$C

10559.9 50c 155, i"c 10's). ~ A
‘\‘

Metoda qRT-PCR umoziiuje kvantifikovat ndrist amplifikovaného fragmentu DNA
v redlném Case méfenim jeho fluorescence. Vysledky qRT-PCR jsou udévany jako pocet
cykli (Cr), které prob&hnou, neZ fluorescence daného vzorku prekro¢i urCitou hranici
(treshold), kterd je pro vSechny vzorky v daném méfeni stejna. Cim vice DNA ve vzorku je,
tim dfive pfekro¢i danou hranici a tim nizsi hodnotu Cr dosdhne. V tabulce 1 jsou shrnuty
vysledky experimentu. Pfitomnost miRNA v plivodnim vzorku byla jednoznané prokdzéna
detekei templdtové DNA. Je zfejmé, Ze miRNA se vdzala na templdtovou DNA a ochrdnila ji

tak pfed degradaci exonukledzou I.
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Tabulka 1. Vysledky stanoveni miRNA-238 uddvané jako Cr hodnota vzorki: samotné

templatové DNA (DNA), samotné templatové DNA po oSetfeni exonukledzou I (DNA +

Exol), templitové DNA s navazanou miRNA po oSetfeni exonukledzou I (DNA + RNA +

Exol).
DNA 440/238
Vzorky: Cr Primér | St. odchylka
DNA 4,04 |4,10 |4,07 0,04
DNA + Exol 13,16 | 13,08 | 13,12 | 0,06
DNA + miRNA + Exol | 5,08 {496 |[5,02 0,08
Piiklad 2

Stanoveni miRNA-238 pomoci templdtové DNA 440/238 v absenci a piitomnosti 2M

guanidinu thiokyandtu (GuSCN).

Tento vyhodny postup vyuZivd poznatku, Ze RNA hybridizuje stempldtovou DNA za

piitomnosti chaotropnich ¢inidel (napf. GuSCN), které jsou inhibitory RN4z. Tento postup je

mozné pouZit pro kvantifikaci miRNA v burikdch (Kaabache et al., 1995).

Postup kvantifikace miRNA je shodny s postupem v pfedchozim piikladu s vyjimkou krokii 1

a 4. V kroku 1 probihd hybridizace v hybridizaénim roztoku anebo v TO4P2 pufru s nebo bez

pfidavku GuSCN. V kroku 4 byly partikule promyty 3x TE pufrem.

Byly pouzity stejné oligonukleotidy, enzymy, zafizeni a roztoky jako v piikladu 1, navic byl

uzit TE pufr:

1 TE pufr: 10 mM Tris/HCI (pH 7,5), ImM EDTA
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Detailni protokol (pouze kroky odli$né od pfikladu 1):

1) V jamce PCR desticky byl v hybridizaénim roztoku nebo v T04P2 pufru s nebo bez
GuSCN (vystedna konc. 2M) smichédn poly-T-biotin (200 fmol) s templdtovou DNA 440/238
(100 fmol) a do n€kterych vzorkl byla pfiddna syntetickd miRNA-238 (200 fmol). Findlni
objem byl 10 pl. Vzorky byly inkubovéany 1,5 h pfi pokojové teploté. Vzorky DNA a RNA

byly fedény ze zdsobnich roztoki za pfitomnosti nosi¢ové tRNA 100 pg/ml.

4) Magnetické partikule byly promyty od nenavdzaného materidlu 3x TE pufrem; kaZdé
promyti spodivalo v pfidani promyvactho roztoku a inkubaci vzorku 2 aZz 3 min na

magnetickém stojanku pfed odebranim supernatantu.

V tabulce 2 jsou shrnuty vysledky experimentu. Pfitomnost miRNA v plivodnim vzorku
(TO4P2 pufru nebo hybridiza¢nim roztoku) byla jednoznatné prokdzana detekci templatové
DNA. Je ziejmé, Ze miRNA se vizala na templatovou DNA a ochrénila ji tak pfed degradaci

exonukledzou 1 i za pfitomnosti 2M GuSCN.

Tabulka 2. Vysledky stanoveni miRNA-238 uddvané jako Cr hodnota vzorkd: samotné
templdtové DNA (DNA), samotné templdtové DNA po ofetieni exonukledzou I (DNA +

Exol), templatové DNA s navdzanou miRNA po oSetieni exonukledzou I (DNA + RNA +
Exol).

so e

v »
. @

LE]

DNA 440/238
Hybridizaéni roztok TO4P2 pufr
GuSCN - 2M GuSCN - 2M GuSCN
Vzorky Cr Stand. Cr Stand. Cr Stand. Cr Stand.
prumeér odchylka pramér odchylka pramér odchylka pramér odchylka
DNA 4,74 1,00 4,26 0,38 3,75 0,28 3,91 0,23
DNA/Exol 14,41 0,68 11,24 0,49 10,13 0,65 11,97 0,62
DNA/RNA/Exol 3,74 0,45 3,59 0,16 3,39 0,36 4,32 0,83
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Priklad 3

Stanoveni miRNA-122 v T04P2 pufru nebo v séru pomoci templatové DNA BtnAnchor.
Vzorky byly analyzovédny v pfitomnosti nebo nepfitomnosti 2M guanidinu thiokyandtu
(GuSCN). Tento vyhodny postup vyuZivad poznatku, Ze RNA hybridizuje s templatovou DNA
za pFitomnosti chaotropnich ¢inidel (napf. GuSCN), které jsou inhibitory RN4z a je moZno je
pouzit pro solubilizaci bunék (Kaabache et al., 1995). GuSCN pfispivd také k rozruSeni
komplext nukleovych kyselin a proteintl. V tomto stanoveni jsme vyuZili templatovou DNA,
na které je piimo konjugovand biotinova Znaékz}, a neni tedy nutné pfiddvat biotinylovany

poly-T oligonukleotid.

Postup byl shodny s postupem v piikladu 2 s v§jimkou kroki 1 a posledniho kroku tykajicitho
se qPCR detekce. V kroku 1 probihala hybridizace v T04P2 pufru (prostiedi ve kterém jiZ
byla provedena dsp&nd hybridizace) nebo ve vzorku séra s nebo bez pfidavku GuSCN
(findlni koncentrace 2M). Jako vzorek séra bylo pouzito FBS (GE Healthcare). Byly pouZity

stejné enzymy, zafizeni a roztoky jako v piikladu 2.

Syntetické oligonukleotidy:
miRNA-122: 5"-UGG AGU GUG ACA AUG GUG UUU G-3°

Templatovd DNA BtnAnchor:
5"-Btn-AA AAA CCT TAC CAATTT GAC CCG TCT GCG ACTG ACTG ACTG ACTG
ACTG ACTG ACTG CG AGC AAA CAC CAT TGT CAC ACT CCA-3°

Primery: Forward TPL2: 5°-CCT TAC CAATTT GAC CCG TCT GCG- 3’
Reverzni TPL2: 5°-TGG AGT GTG ACAATG GTG TTT GCT CG- 3~

Detailni protokol (kroky odlisné od ptikladu 2):

1) Do jamek PCR desticky byla do TO4P2 pufru nebo do séra +/- GuSCN (vysledna konc.
2M) ptiddno definované mnoZstvi templdtové DNA BtnAnchor (100 fmol). Do vybranych
vzorki byla p¥iddna syntetickd miRNA-122 (200 fmol). Findini objem byl 10 ul. Vzorky byly
inkubovany 1 h pfi pokojové teploté. Vzorky DNA a RNA byly fedény ze zdsobnich roztoki
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za piitomnosti nosi¢ové tRNA 100 pg/ml. P¥i qPCR detekci byl pouZit nasledujici program: 3
min 95 °C 40x (95 °C 155,55 °C 15 5,72 °C 8 s) a specifické primery (viz. vy3e). Slozeni
! 14

reakéni smési bylo stejné jako v pfedchozich ptikladech.

V tabulce 3 jsou shrnuty vysledky experimentu. Pfitomnost miRNA v pivodnim vzorku byla
jednozna¢né prokazana detekci templdtové DNA. Je ziejmé, Ze miRNA se vézala na
biotinylovanou templdtovou DNA a ochrénila ji tak pfed degradaci exonukledzou I jak v
ptitomnosti TO4P2 pufru, tak i ve vzorku séra za pfitomnosti 2M GuSCN. Naopak ve vzorku
séra bez GuSCN templitovd DNA ziejmé nehybridizovala s miRNA a nésledné doslo k jeji

degradaci exonuklazou I.

Tabulka 3. Vysledky stanoveni miRNA-122 udédvané jako Cr hodnota vzorkd: samotné
templatové DNA (DNA), samotné templatové DNA po oSetfeni exonukledzou I (DNA +
Exol), templatové DNA s navazanou miRNA po oSetfeni exonukledzou I (DNA + RNA +
Exol).

BtnAnchor
TO4P2 pufr FBS FBS/2M GuSCN
Vzorky Cr Stand. Cr Stand. Cr Stand.
primér | odchylka | priimér | odchylka | primér | odchylka
DNA 3,09 0,05 4,78 0,38 3,45 0,06
DNA/Exol 8,91 0,06 11,00 0,37 10,02 0,37
DNA/RNA/Exol | 3,90 0,58 10,59 0,54 4,17 0,49

Vyzkum, ktery byl podkladem pro vytvoieni vynalezu, byl &isteéné podporen dotaci
Technologické agentury Ceské republiky na FeSeni projektu & TH01010244 s nazvem
MikroRNA biomarkery — nové metody kvantifikace.
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Seznam sekvenci

SEQUENCE LISTING

<110>

<120>

<130>

<160>

<170>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ustav molekuldrni genetiky AV CR, v.v.i., Praha, CZ
Top-Bio, s.r.o., Praha, CZ

Zpisob detekce specifickych mikroRNA pomoci templdtové DNA a molekula
templédtové DNA pro pouziti p¥i tomto zpusobu

P-0125-C2

PatentIn version 3.5

1
40
DNA

synteticka molekula

1

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aacgatcatc aggagacact

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

2

29

DNA

syntetickd molekula

molekula biotinylovana (Btn)na 5 konci

2

Btn-aaaaacctta ccaatttgac ccgtctgcg
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob detekce miRNA Ivyznaéujici se tim, Ze obsahuje kroky, kdy
a) ke vzorku se pfida jednovidknova templatovd DNA, kterd na svém 3 konci obsahuje
variabilni dsek a na svém 5fonci obsahuje konstantni tsek, kde variabilni dsek
obsahuje sekvenci komplementdrni k sekvenci miRNA, kterd md byt detekovéna, a
konstantni sek obsahuje tisek pro nasednuti forward primeru a usek extenze leZici
mezi variabilnim dsekem a tisekem pro nasednuti forward primeru;
b) detekovand miRNA se ponechd hybridizovat stemplitovou DNA za vzniku
hybridni molekuly;
¢) na templdtovou DNA se po hybridizaci ptisobi exonukleazou I, ¢imZ se degraduje
nehybridizovand jednovldknova DNA, pti¢emZ hybridizovana templdtovd DNA je k
pusobeni exonukledzy I rezistentnf;
d) uZitim gRT-PCR s forward a reverznim primerem, ptriéemz forward primer m4
sekvenci shodnou s alespori Casti vseku templdtové DNA pro nasednuti forward
primeru a reverzni primer ma sekvenci komplementarni k alespoit ¢dsti variabilniho
dseku templitové DNA, se detekuje, piipadné kvantifikuje templitova DNA
rezistentni k ptsobeni exonukleazy I, pfi¢emZz mnoZstvi templatové DNA odpovida

mnoZstvi miRNA pritomné v piivodnim vzorku.

2. Zplsob podle ndroku 1 / vyznadujici se tim, Ze zplGsob dile obsahuje krok, kdy se
templdtové molekuly imobilizuji na povrch, kde povrch je uzplsoben pro navazani

templatové DNA.

3. Zpisob podle naroku I nebo 2,vyznaéujici se tim, Ze templdtovd DNA déle obsahuje na

svém 5 konci znacku, vyhodné biotin.

4. Zpusob podle niroku | nebo 2,vyznaéujici se tim, Ze templatova DNA obsahuje na svém

5’Fonci znacici usek, vyhodné poly-A usek.
A
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Zpisob podle kteréhokoliv ndroku 1 az 4,vyznaéujici se tim, 7e v kroku a) se ddle pfida
znaCici molekula DNA, kterd je komplementdrni ke znalicimu dseku a obsahuje

navézanou znacku, vyhodné se pridd molekula poly-T s navdzanym biotinem.

Zptisob podle kteréhokoliv ndroku 1 aZ 5,vyznaéujici se tim, Ze v kroku a) se ddle pfida
chaotropni ¢inidlo, vyhodné GuSCN, ve vysledné koncentraci 0,5 aZ 8 mol/l, vyhodné 1,5

az 4 mol/l, nejvyhodnéji 2 mol/l.

Zptisob podle kteréhokoliv ndroku 2 az 6, vyznadujici se tim, Ze imobilizaéni povrch je
potazen molekulami pro navazani znaCky templatové DNA, vyhodné molekulami

streptavidinu.

Zptsob podle kteréhokoliv ndroku 2 aZ 7 vyznatujici se tim, Ze imobilizacni povrch je

vnitini povrch jamky titraéni/PCR desti¢ky nebo povrch magnetické Eastice.

Molekula jednovldknové templatové DNA pro pouZiti pfi zpisobu detekce miRNA podle
) PFICemy Eato : . o I
ndroku 1, jkterdztel molekula obsahuje na svém 3konci variabilni dsek specificky pro
detekovanou miRNA, ktery obsahuje sekvenci komplementarni k sekvenci miRNA, kterd
ma byt detekovéna, a na svém 5 konci obsahuje konstantni dsek, ktery obsahuje dsek pro
nasednuti forward primeru a dsek extenze leZici mezi variabilnim miRNA-specifickym

usekem a isekem pro nasednuti forward primeru.

Molekula jednovldknové templatové DNA podle ndroku 9, kterd déle obsahuje na svém
5%onci znagku, vyhodn& molekulu pro zakotveni na pevném podkladu, vyhodné biotin.

N
Molekula jednovldknové templitové DNA podle ndroku 9, kterd déle obsahuje na svém
57konci znacici tdsek, vyhodné poly-A dsek.

A
Molekula jednovldknové templatové DNA podle kteréhokoliv ndroku 9 aZ 11, kde tdsek
pro nasednuti forward primeru je dlouhy 15 aZ 30 nukleotidd, vyhodné 18 az 26

nukleotidd.
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13. Molekula jednovldknové templatové DNA podle kteréhokoliv naroku 9 az 11, kde usek

extenze je dlouhy 10 az 35, vihodné 18 aZ 26 nukleotidd.

14. Molekula jednovidknové templdatové DNA podle kteréhokoliv ndroku 9 az 13, kterd
obsahuje sekvenci id. ¢. 1: 5-AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA ACG ATC ATC
AGGAGACACT-3.

15. Molekula jednovldknové templitové DNA podle kteréhokoliv naroku 9 aZ 13, kterd

obsahuje sekvenci id. ¢. 2: 5”-Btn-AA AAA CCT TAC CAA TTT GAC CCG TCT GCG-3’.
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Obr. 1
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1. Hybridizace templatové DNA s poly-T-biotin a miRNA ze vzorku
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2. Vazba na streptavidin
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3. Pisobeni exonukleazy |
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B) miRNA nepfitomna ve vzorku
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4. Detekce nedegradované templatové DNA pomoci qRT-PCR

5-1 1

- - - ——

Forward primer
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