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1zolace nukleovych
kyselin

Klicovym faktorem kazdé molekularné biologické
a genomické metody je kvalita vstupni DNA nebo
RNA. Necistoty ve vzorku nukleové kyseliny muazou
pusobit jako inhibitory polymeréaz, pfipadné se mo-
hou vazat na nukleovou kyselinu a tim vyrazné zpo-
malit amplifikac¢ni reakci. U vzacné&jsich vzorkd maze
byt také nukleova kyselina pfitomna ve velmi nizké
koncentraci. Pfed samotnou PCR amplifikaci je tedy
vétsinou nezbytné nukleovou kyselinu izolovat a pu-
rifikovat, abychom se zbavili téchto necistot a nukle-
ovou kyselinu koncentrovali.

Obecné muzeme izola¢ni metody rozdélit na manu-
alni a automatické. V oblasti manualnich metod se

firma Promega zamé&ruje predevsim na tzv. centri-
fugacnia vakuové izolace. Obé tyto techniky vyuzivaji
separaci na minikolonkach obsahujicich kfemicitou
membranu, ktera vlivem vnegjsi sily (odstrediva sila
Vv pripadé centrifugace a podtlakova sila v pfipadé
vakua) propusti pouze mensi molekuly a vétsi mole-
kuly, tedy molekuly DNA, zGstanou na kolonce, ze
které se nasledné odmyji elu¢nim pufrem. Vyhodou
této techniky je rychlost, jednoduchost, a navic neni
nutna precipitace ethanolem, ktery Casto inhibuje
PCR. Automatické metody jsou pak zalozeny na vazbé
nukleovych kyselin na paramagnetické Castice, které
|ze snadno oddélit z roztoku a promyt s minimalnimi
ztratami.

Izolace genomické DNA a RNA

Promega vyrabi celé spektrum kitl specializovanych
na izolaci gDNA z rdznych typd vzorkd. Zajimavy je
napf. ReliaPrep FFPE gDNA Kit pro izolaci z para-
finovych bloc¢ky, ktery ma velmijednoduchy protokol
a neobsahuje tékava organicka rozpoustédla. Stejné
jako v pripadé genomické DNA se nabizi i mnozstvi

Nazev Typ vzorku Cas izolace Vytézek
ReliaPrep™ gDNA Tissue Minipre
P9 prep Tkané, bukalni stér, mysi ocasek 20-30 min 30 g
System
. N . L ) Bilé krvinky, bunéc¢né kultury, zivocisné tkane, . .
Wizard® Genomic DNA Purification Kit L . X K 60 min ruzné
rostlinna pletiva, kvasinky, G+ a G- bakterie
Wizard® SV Genomic DNA Purification Bunécné kultury, zivocisné tkane, rostlinna .
. . 45 min 20 g
System pletiva, mysi ocasek
Wizard® Magnetic 96 DNA Plant System  Pletivo z listy, pletivo ze semen 15 min razné
Wizard® Magnetic DNA Purification Kukufice, kukuficna mouka, pseni¢na mouka, . .
o .. . 60 min razné
System for Food séjové boby a dalsi vzorky potravin
ReliaPrep™ FFPE gDNA Miniprep System FFPE fezy tkani 25h razné
ReliaPrep™ Blood gDNA Minipre
P 9 prep 200 pl krve nebo jiné télni tekutiny 25 min 20 pg
System
0,5-1,34
ReliaPrep™ RNA Cell Miniprep System Savci bunky (102-5-10°) 20-30 min s pl)ug
ReliaPrep™ RNA Tissue Miniprep System Tkané (0,25-25 mg) 20-30 min 30 pg (15 pl)
. (x L A . 0,3-53 ug
SV Total RNA Isolation System Tkané, bunécné kultury, bilé krvinky 60 min T
z1mg tkané
. - e . . . 0,33-0,44 ug
SV 96 Total RNA Isolation System Tkané, bunécné kultury, bilé krvinky 60 min .
z10° bunék
MagneSil® Total RNA mini-Isolation Bunécné kultury (< 1-10% bunék), plna krev 20 min 2 ug z10°
System (=5 ul) bunék
. o Tkané, kultivované bunky, bakterie, kvasinky, ) 0,33-0,44 g
PureYield™ RNA Midiprep System . 120 min N
rostliny, krev z10° bunék
ReliaPrep™ FFPE Total RNA Miniprep . L . o .
FFPE fezy tkani 90 min rdzné

System

Tabulka 1 Prehled kitd pro manudini izolaci gDNA a RNA od firmy Promega
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kitl proizolaci RNA z raznych typU vzorkd. Kompletni
prehled kitl pro izloaci DNA a RNA naleznete v tabul-
cel.

Izolace plazmidové DNA

Jednim z nejpouzivangjdich systému, které Promega
nabizi je PureYield™ Plasmid Miniprep System. Pu-
rifikace timto systémem je velice rychla a ucinna. Jiz
za 10 minut je mozné izolovat az 30 ug Cisté plazmi-
dové DNA z 600 ul az 3 ml média. Systém obsahuje
unikatni promyvaci roztok pro odstranéni endotoxind,
coz zvysuje ucinnost nasledného vyuziti plazmidové
DNA, zejména pfi transfekci do eukaryotickych bunék,
in vitro transkripci a pfi spfazené in vitro transkripci/
translaci. K dispozici je také varianta Midiprep, kde je
mozné ziskat 200 pug DNA z 25-100 ml média, a také
varianta Maxiprep, kde je garantovany zisk 1mg DNA
z 250 ml média. Daldi moznostije pouzit Wizard® Plus
SV Minipreps System, u kterého jsou vytézky podob-
né, protokol je zdlouhavéjsi (cca 45 minut), ale cena
pfiznivejsi.

Izolace DNA fragmentu

Pro downstream aplikace jako je sekvenace je ne-
zbytné purifikovat pozadovany PCR produkt od neza-
doucich vedlejsich produktd, popfipadé izolovat dany
fragment pfimo z agardzového gelu. Pro tyto Ucely
byl vyvinut velmi oblibeny Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System. Tento systém je opét zaloZzeny na
separaci na kfemicité membrané a izoluje fragmenty
o velikosti 100 bp az 10 kb. Vyhodou je opét vysoka
rychlost izolace (Cisté fragmenty je mozné ziskat za

Obr. 1 Automaticky
izolator nukleovych
kyselin Maxwell® RSC

2022

15 minut), a také jeho univerzalni pouziti (dvé aplika-
ce). K dispozici je také ,high-throughput” varianta
Wizard® SV 96 PCR Clean-Up System, kterd umoz-
nuje provadét izolaci v 96-jamkovych destickach.
V pfipadé, ze chcete ziskat vétsi fragment, je mozné
pouzit Wizard® DNA Clean-Up System, ktery umoz-
nuje izolovat i vétsi fragmenty o velikosti 200 bp az
50 kb.

Maxwell® RSC a Maxwell® RSC 48 -
automatizovana izolace
nukleovych kyselin

Maxwell® RSC a Maxwell® RSC 48 jsou kompaktni au-
tomatizované platformy pro purifikaci nukleovych ky-
selin, které zpracovavaji soucasné az 16 (Maxwell®
RSC) nebo 48 vzorkd (Maxwell® RSC 48). Piredplnéné
kazety a optimalizované protokoly zajistuji vykonnou,
konzistentni a spolehlivou purifikaci DNA a RNA za
25-60 minut z rdznych typud vzork(. Pfistroj se ovlada
pomoci dotykové obrazovky s intuitivnim grafickym
rozhranim. Integrovany systém Vision s vyraznym
LED indikatorem snizuje potencial chyby uzivatele
tim, ze pred zacatkem izolace ovéri spravné umisténi
kazety, elu¢ni zkumavky a dalSiho pfislusenstvi.
Pokud se vyskytne néjaky problém, systém vas infor-
muje. Ctecka carovych kédd pak usnadnuje sledovani
vzorkd. Souc¢asti obou variant je UV lampa, umoziu-
jici dekontaminaci vnitfnich povrchu pfistroje.




A proc si vybrat prave pristroj Maxwell®, kdyz trh nabizi
celou fadu zdanlivé analogickych pfistroja? Odpovedi
na tuto otazku je nékolik.

1. Spolehlivost

Prvni Maxwell® jsme nainstalovali v roce 2008 ve FN
Plzen. | pfes kazdodenni provoz v hemato-onkolo-
gické laboratofi je pristroj stale plné funkéni, a to bez
jediného servisniho zakroku. Stejné jsou na tom
i daldi nainstalované Maxwelly u nasich zdkazniku.
Tato mimoradna spolehlivost je zplsobena vlastni
technologii pristroje. Stejné jako jiné izolatory pouziva
i Maxwell® princip separace pomoci magnetickych
¢astic. Na rozdil od ostatnich pfistrojd ale Maxwell®
béhem izolace nemanipuluje s tekutou slozkou a pre-
souva samotné magnetické ¢astice mezi jednotlivy-
mi promyvacimi roztoky pomoci pohyblivych magne-
tickych tyek (obr. 2). Konstrukce pfistroje je tudiz vy-
razné jednodussi a odolnéjsi vici porucham, protoze
neobsahuje zadné pumpy ani komplikované systémy
hadicek. Uvnitf pfistroje navic nevznikaji zadné aero-
soly, které mohou byt potencialnim zdrojem kfizové
kontaminace.

2. Reference

Nasge pfistroje jsou umisténé v laboratofich s rdznym
provozem a objemem vzork({. Najdete je na oddé-
lenich mnoha fakultnich nemocnic (Ostrava, Plzen,
Olomouc, Brno, Praha), v soukromych diagnostickych
laboratofich i na akademickych a univerzitnich pra-
covistich. V pfipadé zajmu radi poskytneme kontakt
na konkrétni referen¢ni zakazniky s konkrétnimi typy
vstupnich vzorku.

3. Aplikacni flexibilita

Maxwell® RSC je uzavreny systém a k dispozici je Si-
roké spektrum kitl uréenych pro konkrétni typy vzor-
ka (krev, bunky, télni tekutiny, tkané, FFPE aj.). Tim
vSak neni omezeno pouziti pouze na tyto vzorky.
K dispozici je cela fada aplikacnich protokold optima-
lizovanych i pro méné Casté nestandardni vzorky.
Soucasné Promega neustale vyviji nové kity. Nové
protokoly jsou pak zdarma k dispozici samostatné Ci
v pravidelnych ro¢nich aktualizacich. Nize uvadime
informace k nékolika nejnovéjsim kitdm a souhrn-
nou tabulku véech dostupnych kitd pro DNA i RNA.

Jednoducha automaticka
purifikace ccfDNA

Maxwell® RSC ccfDNA Plasma Kit se pouziva s pfi-
stroji Maxwell® RSC k izolaci cirkulujici nebunécné
DNA (ccfDNA) nebo cirkulujici nadorové DNA (ctDNA)
z 0,2-1,0 ml vzork( plazmy. Maxwell® RSC muze
najednou zpracovat od 1do 16 vzorkd a Maxwell® RSC
48 od 1do 48 vzorkd, pfiblizné za 70 minut. Kit ob-

sahuje vSe potfebné pro izolaci a nevyzaduje zadnou
predpfipravu vzorku. Jednoduse pridejte vzorky plaz-
my do pfipravenych kazet a stisknéte Start. Purifi-
kovana ccfDNA je vysoce kvalitni s minimalni konta-
minaci genomovou DNA a je pfipravena k pouziti
v naslednych aplikacich, jako je gPCR, NGS a digitalni
PCR.

— lzoluje ccfDNA az z1ml plazmy

— Konzistentni vysoké vytézky amplifikovatelné
ccfDNA

— Jednoduchy tfikrokovy protokol bez
preprocessingu
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Obr. 2 Princip izolace nukleovych kyselin pomoci
izoldtord Maxwell®. KaZdd cartridge obsahuje nékolik
zkumavek s promyvacimi roztoky. Do jamky 1se
naddvkuje vzorek, v jamce 8 je umistén plunger, ktery
se nasune na magnetickou tycku a brani kontaktu
tyCky s roztokem. Magnetickd tycka s plungerem
postupné prendsi magnetické castice s nukleovymi
kyselinami mezi roztoky. V posledni zkumavce se pak
nukleové kyseliny uvolni z povrchu ¢dstic do roztoku
pro dalsi zpracovadni.
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Automaticka purifikace ccfDNA
z velkého objemu plazmy

Maxwell® RSC ccfDNA LV Plasma Kit je modifi-
kovanou verzi standardniho ccfDNA Kkitu pro izolaci
cirkulujici DNA z velkého objemu plazmy. Protokol
obsahuje jednoduchy preprocessing, kdy se nejprve
magnetické Castice inkubuji s 2-8 ml plazmy. Na-
sledné se Castice prepipetuji do cartridge v pfistroji
a spusti se automaticka purifikace. V zavislosti na po-
uzitém pfistroji Ize zpracovat 1-48 vzorkd najednou.

Izolace nukleovych kyselin z FFPE bloékul

Maxwell RSC DNA FFPE Kit a Maxwell RSC RNA
FFPE Kit jsou urcené pro snadnou automatickou pu-

rifikaci nukleovych kyselin z formaldehydem fixova-
nych parafinovych fezd savcich tkani. Kity nepouzivaji
nebezpecnd organicka rozpoustédla jako je xylen
a poskytuje tak bezpelnéjsi postup pro extrakci DNA
z FFPE blo¢kU. Soucasti protokolu je preprocessing,
kdy se vzorek inkubuje s proteinazou K.

— Automatickd DNA extrakce z FFPE bloc¢k(

— Eliminuje nutnost pouziti xylenu a jinych

nebezpecnych rozpoustédel

— Purifikovanou DNA Ize ihned pouzit pro dalsi

aplikace

Kat. cislo Nazev Velikost baleni
Izolace DNA

AS1520 Maxwell® RSC Whole Blood DNA Kit 48 izolaci
ASB1520 Maxwell® RSC Whole Blood DNA Kit Multi-Pack 144 izolaci
AS1400 Maxwell® RSC Blood DNA Kit 48 izolaci
ASB1400 Maxwell® RSC Blood DNA Kit Multi-Pack 144 izolaci
AS1540 Maxwell® RSC Buffy Coat DNA Kit 48 izolaci
AS1640 Maxwell® RSC Buccal Swab DNA Kit 48 izolaci
AS1700 Maxwell® RSC Fecal Microbiome DNA Kit 48 izolaci
AS1620 Maxwell® RSC Cultured Cells DNA Kit 48 izolaci
AS1370 Maxwell® RSC Cell DNA Purification Kit 48 izolaci
AS1450 Maxwell® RSC DNA FFPE Kit 48 izolaci
ASB1450 Maxwell® RSC DNA FFPE Kit Multi-Pack 144 izolaci
AS1720 Maxwell® FFPE Plus DNA Kit 48 izolaci
AS1610 Maxwell® RSC Tissue DNA Kit 48 izolaci
AS1490 Maxwell® RSC Plant DNA Kit 48 izolaci
AS1600 Maxwell® RSC PureFood GMO and Authentication Kit 48 izolaci
AS1660 Maxwell® RSC PureFood Pathogen Kit 48 izolaci
AS1630 Maxwell® RSC Stabilized Saliva DNA Kit 48 izolaci
AS1480 Maxwell® RSC ccfDNA Plasma Kit 48 izolaci
AS1840 Maxwell® RSC ccfDNA LV Plasma Kit 48 izolaci
AS1330 Maxwell® RSC Viral Total Nucleic Acid Purification Kit 48 izolaci
ASBI1330 Maxwell® RSC Viral Total Nucleic Acid Purification Kit Multi-Pack 144 izolaci
Izolace RNA

AS1380 Maxwell® RSC simplyRNA Blood Kit 48 izolaci
ASB1380 Maxwell® RSC simplyRNA Blood Kit Multi-Pack 144 izolaci
AS1390 Maxwell® RSC simplyRNA Cells Kit 48 izolaci
AS1440 Maxwell® RSC RNA FFPE Kit 48 izolaci
AS1500 Maxwell® RSC Plant RNA Kit 48 izolaci
AS1340 Maxwell® RSC simplyRNA Tissue Kit 48 izolaci
AS1460 Maxwell® RSC miRNA from Tissue 48 izolaci
AS1680 Maxwell® RSC miRNA from Plasma or Serum 48 izolaci
AS1330 Maxwell® RSC Viral Total Nucleic Acid Purification Kit 48 izolaci
ASB1330 Maxwell® RSC Viral Total Nucleic Acid Purification Kit Multi-Pack 144 izolaci

Tabulka 2 Prehled kitl pro automatickou izolaci nukleovych kyselin na platformdch Maxwell®
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Vysoce citlivy, cenové dostupny,
zkumavkovy fluorimetr

Po provedeni izolace nukleové kyseliny, ktera byla
podrobné probrana v predchozim ¢lanku je nutné
zmé&fit mnozstvi a kvalitu DNA/RNA. | pro tento krok
mame reseni.

Quantus Fluorometer je kompaktni dvoukanalovy
fluorimetr navrzeny pro vysoce citlivou detekci
a kvantifikaci nukleovych kyselin. Je prfednastaveny
pro pouziti s QuantiFluor detekénimi systémy pro
specifickou kvantifikaci dsDNA, RNA a ssDNA od fir-
my Promega a zaroven umoznuje nastavit vlastni
metody pro dalsi fluorescencéni barviva. Pristroj dis-
ponuje dvéma fluorescenénimi kanaly s excitacni vi-
novou délkou 495 nm a 640 nm. Limit detekce dsDNA
je 10 pg/ul a ma tak 10x vy3&i citlivost nez konkurenéni
fluorimetr Quibit. Je tedy vhodny i pro méreni velmi
nizkych koncentraci DNA. Méfeni koncentrace je
vhodné pro NGS a je kompatibilni s platformami lllu-
mina (Hiseg/miSeq), Roche (454) a LifeTech (lon
Torrent a lon Proton).

Ovladanifluorimetru je velmijednoduché a intuitivni.
Pristroj se kalibruje pomoci jednoduché dvoubodové
kalibrace, kdy se zméfi jen blank a standard pred-
stavujici nejvyssi bod kalibraéni krivky. Tato data jsou
uloZzena pro budouci méfeni a neni nutné pro kazdou
sadu vzorkd méfit kalibraéni zavislost. Po zméreni ne-

Obr. 3 Zkumavkovy fluorimetr
Quantus od firmy Promega

znameého vzorku pfistroj automaticky vypocita kon-
centraci. Lze ho ovladat samostatné nebo Ize pripojit
k pocitaci pomoci USB rozhrani a ukladat veskera
data pomoci zdarma dostupného softwaru, ktery
umoznuje i snadny export dat do Excelu. Quantus je
dostupny samostatné nebo v ramci tzv. NGS Starter
packu, cozZ je vyhodny bali¢ek obsahujici navic i fluo-
rescencni barvivo QuantiFluor One dsDNA System
(kat. €. E4870) a 500 PCR zkumavek pro stanoveni
koncentrace vasi DNA.

— Jednoducha citliva kvantifikace DNA a RNA

— Jednoduché intuitivni ovladani

— Vhodné pro next-gen sekvenovani

— Optimalizované pro barviva QuantiFluor, ale Ize
meéfit i jind barviva

Kat. ¢. Nazev Velikost
baleni
E6150 Quantus Fluorometer 1 kus

E5150 Quantus NGS Starter Package 1 kus

E2670 QuantiFluor dsDNA System Tml
E3190 QuantiFluor ssDNA System Tml
E3310 QuantiFluor RNA System Tml

E4870 QuantiFluor ONE dsDNA System 500 reakci

E4871 QuantiFluor ONE dsDNA System 100 reakci

E4891 QuantiFluor ONE dsDNA Dye 20 ml
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Exozomy

Exozom je extracelularni vezikula (EV), ktera je Siroce
rozsifena v bunécnych systémech a je vylucovana za
Ucelem vykonavani specifickych biologickych funkci.
EV hraji vyznamnou roli v mnoha fyziologickych a pa-
tologickych procesech. Exozomy Casto funguji jako
Komunikacni prostredky”, které prenaseji aktivni
proteiny a geneticky material mezi burfikami. Tato
schopnost komunikovat s ostatnimi bunkami v téle
muUze mit jak pozitivni, tak negativni ddsledky. Vzhle-
dem k tomu, ze kazdda bunka v téle produkuje jedi-
nec¢né exozomy s vlastnimi jedineCnymi vlastnostmi
a obsahem, mohou byt tyto jedine¢né a odlisné
signaly distribuovany po celém téle. Napriklad exozo-
my produkované rakovinnymi bunkami mohou pod-
porovat Sifeni a rozvoj rakoviny. Na druhou stranu
exozomy produkované z kmenovych bunék mohou
podporovat protizanétlivou a regeneracni aktivitu
stejné jako jejich plvodni bunka. To znamena, ze EV
usnadnuji mezibuné&nou komunikaci v rdznych bu-
nécnych procesech, jako jsou imunitni reakce a koa-
gulace. Dulezitym prdlomem byl objev nukleovych
kyselin, jako jsou mMRNA a miRNA, v téchto vezikulech.
Neékolik studii ukdzalo, Ze mRNA a miRNA asociované
s EV mohou byt funkéné preneseny do bunék prijem-
ce. Fyziologicky vyznam pritomnosti mMRNA a miRNA
v EV v€etné imunologickych a vaskularizacnich funkci
byl také popsan. EV prenaseji funkéni RNA a gDNA,

Obr. 4 Produkty spolecnosti Hansa BioMed

které mohou byt vyuzity jako nové terapeutické cile
nebo biomarkery komplexnich onemocnéni, véetné
rakoviny.

Optimalizovana feseni pro vyzkum Exozomu

Estonska spole¢nost HansaBioMed Life Sciences
(HBM) nabizi siroky vybér produktd zamérenych na
extracelularni vezikuly a vyzkum exozomd pro life

science aplikace. Hlavni produktoveé rady jsou:

— Exozomy a mikrovezikuly

— Produkty pro izolaci a purifikaci exozomU

— Regeni pro filtraci a koncentraci EV

— Kity pro kvantifikaci a charakterizaci exozomU

— Kity pro izolaci exozomové RNA

— Kity pro izolaci EV-asociované genomové DNA

— Polyklonalni a monoklonalni protilatky proti
specifickym exozomalnim markerdm (CD63,
CD81, ALIX)

— Servisni sluzby a vyroba produktd na zakazku.

Spole¢nost HBM vyvinula optimalizovana feseni pro
ucinnou izolaci vysoce kvalitni celkové RNA (miRNA
a MRNA) z celkové nebo nadorove specifické subpo-
pulace EV. Nabizi také moznosti pro izolaci cirkulujici
a EV-asociované genomové DNA. V klinickych pod-
minkach umoznuji nase reSeni ultra senzitivni detekci
mutaci a molekul RNA souvisejicich s nadorem, coz
v praxi vede k nové generaci screeningovych, moni-
torovacich a ,stagingovych* testu.

ol > e
el = Tep

=N

Kat. €. Nazev Popis Velikost baleni

HBM-RNA-B25 RNA Basic Kit Celkova extrakce RNA z exozomU izolovanych rlznymi metodami 25 reakci
(ultracentrifugace, chemickeé srazeni, velikostni chromatografie aj.)

HBM-EXS-DNA SeleCTEV Selektivni purifikace ccfDNA a DNA z EV z plazmy zaloZzena na 24 reakci
patentované peptidové afinitni metodé.

HBM-EXS-RNA SoRTEV Purifikace RNA z nddorovych EV z plazmy. Imunoafinitni vazba na 24 reakci

kulicky potazené patentovanymi protildtkami proti povrchovym
antigentm exozomu.
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Molekularni biologie

V 80. letech objevil Cary Mullis, Zze nékteré DNA poly-
merdazy mohou katalyzovat kontrolovatelnou syntézu
DNA podle zndmého templatu, coz vedlo k vyvoji
polymerazové fetézové reakci (PCR). Pomoci PCR Ize
jednoduse namnozit DNA nebo cDNA, abychom
dostali dostate€né mnozstvi vstupniho vzorku pro
dalsianalyzy. Diky své vynikajici citlivosti, kdy pro ana-
lyzu stacii velmi malé mnozstvi vstupni DNA, si PCR
nasla svoje misto v mnoha oborech, jako je in vitro
diagnostika, forenzni védy, testovani genetické iden-
tity aj.

Spolehlivé DNA polymerazy od firmy
Promega

Zakladem kvalitni PCR je kvalitni DNA polymeraza,
kterd spolehlivé amplifikuje templatovou DNA. Proto
spole¢nost Promega vyvinula svoji vlastni rekombi-
nantni GoTag® G2 polymerazu. Jedna se o DNA poly-
merdzu s 5°» 3~ exonukledzovou aktivitou, kterd
spolehlivé amplifikuje Siroké spektrum PCR templatl
a poskytuje robustni vysledky. Je dostupna v nékolika
variantach. Zakladni GoTaq® G2 DNA Polymerase je
dodavana s pufry obsahujicimi fixni mnozstvi Mg?
a 50 % glycerolu pro lepsi amplifikaci a snadné nana-
Senina gel. Soucasti baleni je bezbarvy pufr pro fluo-
rescencni detekci a zeleny pufr, ktery obsahuje mod-
ré a zluté barvivo pro jednoduché sledovani prabéhu
elektroforetické separace.

GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase je variantou, ktera
obsahuje vyse zminéné pufry bez pfidanych Mg?
kationt0. V balenf je samostatny roztok MgCl, a md-
zete si tak navolit optimalni koncentraci hof&iku pro
vasi aplikaci.

Poor Yield with Competitors
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Robust Yield with GioTag® G2
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Obr. 5 Srovndni GoTag® G2 s konkurencnimi DNA
polymerdzami. Enzym poskytuje robustni amplifikaci
razné velkych fragmentud s vytéZzky vyssimi nez

u konkurencnich enzymd.

Slozeni GoTaqg® G2 Hot Start Polymerase bylo navr-
zeno tak, aby se minimalizovala tvorba nespe-
cifickych produktd. Na polymerazu je navdzana pro-
tilatka, kterd blokuje jeji aktivitu, dokud se pfi prvotni
denaturaci nedosahne teploty 94-95 °C. Poté se roz-
rusi vazba s protilatkou a polymeraza je aktivovana
a priteploté pod 70 °C je opét inhibovana. Vysledkem
je minimalizace vzniku vedlejsich produktd, jako jsou
napf. dimery primerd, a v nékterych pfipadech se
mUze zvysit vytéznost PCR amplifikace. Stejné jako
Flexi polymeraza je i Hot Start dodavana s bez-
barvym a zelenym pufrem a samostatnym roztokem
MgCl, pro optimalizaci koncentrace Mg? kationtd.

GoTaqg® MDx DNA Polymerase je hot start polyme-
réza vyrabéna podle principl cGMP, coz zajistuje
maximalni kvalitu a konzistenci uc¢innosti mezi jednot-
livymi Sarzemi. B€éhem vyroby jsou jednotlivé Sarze
purifikovany pomoci HPLC, kontrolovany na pfi-
padnou kontaminaci nukledzami a DNA a je testo-
vana jejich vykonnost pfi amplifikaci. MDx polymera-
ZU lze pouzit pro bézné experimenty, ale je vhodna
i jako soucast molekularné diagnostickych eseji bez
nutnosti platit dalsi poplatky. Dostupna je verze s gly-
cerolem nebo bez glycerolu, coz umoznuje dalsi vy-
robni zpracovani a lyofilizaci.

Kat. €. Nazev Velikost
baleni
M7841 GoTaq G2 DNA Polymerase 100 u
M7845 GoTaq G2 DNA Polymerase 5x100 u
M7848 GoTaq G2 DNA Polymerase 25x100 u
M7801 GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase 100 u
M7805 GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase 5x100 u
M7806 GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase 25x100 u
M7808 GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase 10000 u
M7401 GoTaq G2 Hot Start Polymerase 100 u
M7405 GoTaq G2 Hot Start Polymerase 500 u
M7406 GoTaq G2 Hot Start Polymerase 2500u
M7408 GoTaq G2 Hot Start Polymerase 10 000 u

D6001 GoTaqg MDx Hot Start Polymerase 100 u

D6005 GoTaqg MDx Hot Start Polymerase 500 u
D6006 GoTaqg MDx Hot Start Polymerase 2500u
D008 GoTaqg MDx Hot Start Polymerase 10 000 u
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PCR a gPCR master mixy

GoTag® G2 DNA Polymerazy popsané v predchozim
C¢lanku jsou hojné vyuzivané enzymy v oblasti PCR
napfic sirokym spektrem védeckych tymU z rdznych
oblasti. Velmi Casto je nutné si rutinni praci zjedno-
dusit, zrychlit a standardizovat. Proto vétSina labora-
tofi pouziva pfi pfipravé PCR tzv. ,master mixy".
Master mixy obsahuji mimo templatu a primerd ves-
kerou chemii, ktera je potfeba k provedeni PCR
v jednom roztoku. Kromé jiz zminované GoTaq® G2
DNA Polymerazy je soucasti master mixu také smés
dNTP, MgCl, a reakeni pufr, vie v optimalnich kon-
centracich pro efektivni a rychlou amplifikaci Siroké-
ho spektra DNA templatu.

Pro klasickou endpoint PCR nabizi Promega dva typy
master mixJ, a to v klasickém iv ,hot start” provedeni:
GoTaq® G2 Colorless Master Mix s bezbarvym puf-
rem pro fluorescenéni detekci a GoTaq® G2 Green
Master Mix s moznosti sledovani elektroforetické
separace (viz. ¢lanek ,DNA polymerazy"). Je mozné
pofidit i tzv. GoTaq® Long PCR Master Mix, kde je po-
uzita specialni smés GoTag® polymerazy s termosta-
bilni ,proofreading” polymerazou pro kvalitni PCR
dlouhych amplikon. V pfedchozim odstavci byly po-
psany master mixy pro klasickou konvenéni PCR, tedy
PCR, pfi které dochazi ke kvantifikaci amplikonu az
po skonceni reakce pomoci agarozové elektroforézy,
o které se vice doctete v nasledujicim ¢lanku. V diag-
nostice, mikrobiologii, ale i klasické molekularni
biologii se stale vice pouziva tzv. kvantitativni PCR
(gPCR), nékdy nazyvana téz real-time PCR, pfi niz je
amplikon kvantifikovan jiz v prabéhu reakce. Existuji
dva pfistupy gPCR. Prvni pfistup vyuziva tzv. inter-
kala¢ni fluorofory, tedy fluorescencni barviva, ktera
se aktivuji navazanim na dvouretézcovou DNA
(dsDNA). Diky tomu muzeme sledovat nardst intenzi-
ty fluorescence po kazdém cyklu. Vyhodou tohoto
pfistupu je predevsim nizsi pofizovaci cena, protoze
je kromé master mixu potfeba pouze par primerd.
Promega ma pro tento pfistup k dispozici GoTaq®
qPCR Master Mix, ktery vyuziva barvivo BRYT Green®,
jenz poskytuje vyssi ucinnost a zesileni fluorescence
nez znamé konkurencni barvivo SYBR® Green |
a navic ma minimalni inhibic¢ni vliv na amplifikacni
reakci. Soucasti master mixu je dale GoTag® Hot Start
polymeraza, MgCl,, smés dNTP, reakEni pufr a také
CXR referencni barvivo (analog ROX).

Druhym pfistupem je vyuziti dualné znacenych sond.
Jsou to kratké jednoretézcové useky DNA (ssDNA)
komplementarni s templatem, které majina 5 "-konci
navazany fluorofor a na 3"-konci tzv. zhasec. Ten ab-
sorbuje energii z fluoroforu a v normalnim stavu tedy
neni pozorovana zadna fluorescence. Béhem hylbri-
dizace nasedaji sondy spolec¢né s primery na templa-
tovy fetézec DNA na zakladé komplementarity. Na-
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sledné 57-» 37 exonukleazova aktivita tag DNA poly-
merdazy degraduje sondu a uvolnuje fluorofor, ktery
se tak dostava mimo dosah zhasece a emituje fluo-
rescencni zareni. Velikou vyhodou tohoto pfistupu je
specifita — kvantifikovan je pouze templat, nikoli dalsi
potencialni nespecifické produkty PCR jako jsou napf.
dimery primerd. | v tomto pfipadé nabizi Promega
fedeni, a to GoTaq® Probe qPCR Master Mix, ktery
obsahuje vSechny slozky jako GoTag® qPCR master
mix s vyjimkou BRYT Green® barviva. CXR referencéni
barvivo je soucasti baleniale vsamostatné zkumavce.

Kat. é&. Nazev Velikost baleni

M7822 GoTaqg® G2 Green Master
Mix

100 reakci (& 50 pl)

M7823 GoTag® G2 Green Master
Mix

1000 reakci (& 50 pl)

M7832 GoTag® G2 Colorless
Master Mix

100 reakci (& 50 pl)

M7833 GoTag® G2 Colorless
Master Mix

1000 reakci (& 50 pl)

M7422 GoTag® G2 Hot Start
GCreen Master Mix

100 reakci (& 50 pl)

M7423 GoTag® G2 Hot Start
GCreen Master Mix

1000 reakci (& 50 pl)

M4021 GoTag® Long PCR Master
Mix

100 reakci (& 50 pl)

A6001 GoTag® gPCR Master Mix 200 reakci (a 50 pl)

AG6002 GoTag® gPCR Master Mix 1000 reakci (a 50 pl)

A6101  GoTag® Probe qPCR
Master Mix

200 reakci (& 20 pl)

A6102 GoTag® Probe qPCR
Master Mix

1000 reakci (& 20 pl)

Obr. 6
GoTaq gPCR
Master Mix
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Reverzni transkriptazy
a RT-PCR master mixy

Kromé analyzy DNA je velmi ddlezitym molekularné
biologickym postupem také detekce a analyza RNA.
Za timto ucelem byla vyvinuta metoda RT-PCR, ktera
kombinuje PCR a reverzni transkripci. Prfi transkripci
dochazi nejprve k prepisu RNA do komplementarni
cDNA a nasledné k amplifikaci. RT-PCR hraje klicovou
roli pfianalyze genové exprese, pfi diagnostice gene-
tickych nemoci, &i v dnesni dobé velmi oblibené
kvantifikaci virove RNA.

Ddlezitym enzymem pii RT-PCR je reverzni tran-
skriptaza, kterd katalyzuje prepis RNA do cDNA. Nej-
Castéji pouzivanymireverznimi transkriptazami (dale
jen RT) jsou RT z Moloneyho mysiho leukemického
viru (M-MLV) a RT z ptac¢iho myeloblastického viru
(AMV), hlavné diky jejich schopnosti syntetizovat
cDNA az do velikosti 5 kb. Obé& maji sva pozitiva.
M-MLYV reverzni transkriptdaza ma minimalni nebo
zadnou nezadouci aktivitu RNazy H, naopak AMV RT
je idedlni pro prepis RNA se sekundarni strukturou.
Promega nabizi oba zminéné typy a navic ,RNase H-*
mutanta M-MLV RT. Nicméné nejzajimavéjsi reverzni
transkriptazou od Promegy je tzv. GoScript™ Re-
verse Transcriptase. Jednd se o rekombinantni
M-MLV RT se specialné navrzenym pufrem, ktera je
vysoce citliva a spolehlivé transkribuje ,low-copy*
i ,high-copy" geny a je rezistentni vici inhibitoram.
Diky tomu se stala nejlepsi reverzni transkriptazou
na trhu. Navic si obdivuhodné dokaze poradit s jakou-
koli sekundarni strukturou a je mozné s ni synte-
tizovat cDNA az do velikosti 9 kb.

GoScript™ Reverse Transcriptase je také pouzita
v Promega RT kitech a master mixech. GoScript™
Reverse Transcription System obsahuje mimo RT
a pufru také také smeés dNTP, MgClL,, nahodné prime-
ry nutné pro syntézu prvniho rfetézce cDNA, primer
pro reverzni transkripci polyadenylovanych RNA
(mMRNA), a také inhibitor RNaz RNasin®. Spojenim
GoScript™ Reverse Transcription systému s GoTag®
gPCR Master Mixem ziskdme GoTaq® 2-Step RT-
-qPCR System pro dvoukrokovou RT-qPCR, kde
reverzni transkripce a PCR probihaji v oddélenych
zkumavkach. Vyhodou oproti jednokrokové RT-qPCR
je vySSi presnost a mensi nachylnost templatové RNA
k degradaci. Naopak nevyhodou je nutnost prenést
citlivou cDNA do ,amplifikacni* zkumavky, takze hrozi
riziko kontaminace. | v pfipadé jednokrokové RT-gP-
CR nabizi Promega feseni v podobé GoTaq® 1-Step
RT-qPCR System. Oba systémy se dodavaji v ,dye-
based” i ,probe-based” provedeni.

Obr. 7 Srovnani odolnosti GoScript™ RT
a konkurencnich enzymu vaci pasobeni inhibitord.
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Kat.¢. Nazev Velikost baleni
A5003 GoScript™ Reverse 100 reakci/
Transcriptase 16 000 u
A5004 GoScript™ Reverse 500 reakci/
Transcriptase 80 000 u
M5101  AMV Reverse Transcriptase 300 u
M5108 AMV Reverse Transcriptase 1000 u
M9004 AMYV Reverse Transcriptase 600 u
M1701 M-MLV Reverse 10 000 u
Transcriptase
M1705 M-MLV Reverse 50 000 u
Transcriptase
M3681 M-MLV Reverse 2500u
Transcriptase RNase H-,
Point Mutant
M3682 M-MLV Reverse 10 000 u
Transcriptase RNase H-,
Point Mutant
M3683 M-MLV Reverse 50000 u
Transcriptase RNase H-,
Point Mutant
A5000 GoScript™ Reverse 50 reakci
Transcription System
A5001 GoScript™ Reverse 100 reakci
Transcription System
A6020 GoTaqg®1-Step RT-gPCR 200 reakci
System
A6010  GoTaqg® 2-Step RT-gPCR 50x%20 ul RT reakci
System a 200x50 pyl gPCR
reakci
A6120  GoTaqg® Probe 1-Step RT- 200 reakci
gPCR System
AG110 GoTag® Probe 2-Step RT- 50%20 ul RT reakci
gPCR System a 200x50 pyl gPCR
reakci
2.2 -
2
% 2.0+ GoScript™ Reverse Transcriptase
~ -
g Superscript® I
© 1.8+ Superscript® Il
s
] = Omniscript® RT
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Moderni oligonukleotidy
a sondy pro molekularni biologii

Kromé klasickych oligonukleotid( a sond si v pos-
lednich letech nasly své misto v molekularné biolo-
gickych laboratofich i specidlni sondy, které resi né-
které problémy, bézné pro klasické oligonukleotidy.
Jedna se zejména o vyssi specifitu a stabilitu po vaz-
bé na cilovou jednovldknovou DNA a zvyseni teploty
tani, coz umoznuje pouzit kratsi sondy s vyssi citli-
vosti.

Prvnim typem takovych sond jsou tzv. minor groove
binding sondy (MGB), které maji na 3 konci MGB
skupinu, ktera zvysuje teplotu tani sondy a stabilizuje
vznikly duplex po vazbé sondy na cilovou DNA. Diky
tomu lze zkratit délku sondy, coz zajiStuje ucinnéjsi
zhaseni fluorescence a zvySenou citlivost zejména
pri detekci chybného parovani jedné baze (single
base mismatch) pfi zvysené hybridizacni teploté.

Druhym typem specialnich sond jsou tzv. zip nucleic
acid (ZNA). ZNA jsou oligonukleotidy konjugované
s kladné nabitymi sperminovymi jednotkami. Pfipo-
jenim urcitého poctu téchto jednotek na retézec
nukleové kyseliny dochazi ke snizeni elektrostatické-
ho odpuzovani mezi jednotlivymi fetézci nukleovych
kyselin (napf. mezi primerem nebo sondou a tem-
platovou DNA). Ve vysledku pak maji ZNA primery
a sondy vyssi afinitu k cilové nukleové kyseliné nez
nemodifikované oligonukleotidy. Celkovy naboj ZNA
Ize snadno modulovat pfipojenim specifického po-
Ctu sperminovych jednotek. PocCet pfipojenych
jednotek také linearné zvysuje teplotu tani. Lze tedy
snadno predpovédét teplotu tani u vzniklych ZNA-
DNA nebo ZNA-RNA komplexd a pouzit ZNA i pro
analyzu kfivky tani po PCR. ZNA primery a sondy jsou
idedlni pro PCR probihajici pfi nizké koncentraci
Mg?, nizké koncentraci primerd a vyssich teplotach
annealingu, coz umoznuje lepsi amplifikaci sekvenci
bohatych na AT. Pfi reverzni transkripci zvysuji ZNA
primery vytéznost cDNA a tim i presnost a citlivost
celé analyzy.

Poslednim typem jsou tzv. ,locked nucleic acids*
(LNA). Jedna se o RNA nukleotidy, které obsahuji
navic methylenovy muistek mezi kyslikem v pozici 2
a uhlikem v pozici 4 pentdzového kruhu. Tento mUs-
tek ribdzu ,zamyka“ v 3'-endo konformaci, ¢imz ji sta-
bilizuje a poskytuje lepsi vlastnosti oproti klasickym
oligonukleotiddm. Mezi hlavnivyhody patfi zejména
vyssi hybridiza¢ni specifita, zvySena teplota tani pro
kratké a na AT bohaté sondy a primery (2-6 °C na
jednu LNA) a vyssi stabilita a odolnost viaci plsobeni
exonukledz. LNA jsou tak idealni pro klasické PCR
aplikace, ale i tlumeni gend nebo in situ hybridizaci.
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Metabion - kvalitni
oligonukleotidy za
bezkonkurencni cenu

At uz pouzivate pfi vasich experimentech klasickou
endpoint PCR nebo gqPCR, pfedpokladem kvalitnich
vysledkd jsou i kvalitni primery a sondy. Némecka fir-
ma Metabion se zabyva zakazkovou syntézou oligo-
nukleotidd a fluorescencénich sond. V jejich portfoliu
naleznete klasické DNA a RNA oligonukleotidy a son-
dy, ale i specidlni typy jako jsou pravé ZNA nebo LNA
sondy. Metabion také nabizi syntézu oligonukleotid
pro next-gen sekvenovani. Tyto oligonukleotidy maji
maximalni Cistotu, a navic jsou analyzovany pomoci
ESI-TOF hmotnostni spektrometrie. At uz mate zajem
o klasické oligonukleotidy nebo speciadlni fluorescen-
¢ni sondy, nevahejte nas kontaktovat a my Vam radi
poradime s vybérem. Kompletniseznam dostupnych
oligonukleotidd je nasledujici:

— DNA/RNA oligonukleotidy

— DNA/RNA gPCR sondy

— DNA/RNA mid/large scale oligonukleotidy
— NGS oligonukleotidy

— LNA primery a sondy

— ZNA primery a sondy
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RNasin®

Prace s RNA je velmi delikatni zalezitosti, ktera vyza-
duje praci ve specialné vyclenénych prostorech bez
prfitomnosti jinak vSudypfitomnych RNaz. Udrzovat
takové prostiedi je ale velmi nadro¢né, a i tak muze
nékdy dojit ke kontaminaci a naslednému znehodno-
ceni a degradaci vasich vzorkd. Jednim ze zpUsobd,
jak vase vzorky ochranit je pridavek inhibitoru RNaz
RNasinu od firmy Promega. RNasin je protein, ktery
se s vysokou afinitou vaze na RNazy, inhibuje je a bra-
ni jim v degradaci RNA pfi manipulaci se vzorky.
RNasin vam doda jistotu, ze vas Cas a vzorky neprijdou
vnivec, at uz izolujete RNA, provadite RT-PCR nebo
tfeba in vitro transkripci. RNasin byl za poslednich
25 let citovan ve vice jak deseti tisicich publikaci a je

celosvétové nejpopularnéjsim vyrobkem v této ka-
tegorii. Standardni verzi RNasinu je Recombinant
RNasin®. Novéjsi verzi je pak RNasin® Plus, ktery je
extra stabilni a Iépe odolava oxidaci a vysokym tep-
lotam (az 15 min. pfi 70 °C). RNasin® Plus je také ide-
alni volbou pro dlouhodobé skladovani vzorkd RNA.

Kat.¢. Nazev Velikost baleni

N2511 Recombinant RNasin 2500u
Ribonuclease Inhibitor

N2515 Recombinant RNasin 10000 u
Ribonuclease Inhibitor

N2611 RNasin Plus RNase Inhibitor 2500u

N2615  RNasin Plus RNase Inhibitor 10 000 u

Vzorky bez rekombinantniho RNasinu

1 2

Obr. 8 Srovndni dvou
skupin vzorkd, které byly
pres noc inkubovdny pri
37 °C bez a za pfitomnosti
RNasinu. Béh ¢. 1- DNA
Zebricek, béh ¢. 2 - RNA
kontrola, béh ¢&. 3-11 vzorky
RNA. Z deviti testovanych
vzorkU vykazovalo sedm
vzorkd rdzny stuperi
degradace. Vzorky

s pridavkem RNasinu
zdstaly neporusené.

3 4 5 e 7 8 9 10 Tl

Vzorky s rekombinantnim RNasinem

3 4 5 6 7 8 9 10 Tl
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Kat. ¢. Nazev Velikost baleni

Analyza nukleovych kyselin

50004 Agardza SeaKem LE 500 g
Elektroforéza patfi mezi nejpouzivangjsi separacni
techniky proizolaci a analyzu nukleovych kyselin (da-
le se pouzivaji ultracentrifugacni nebo chromatogra-
fické techniky). Vyhody elektroforézy oproti jinym se-
paracnim metodam jsou zejména:
— Rychlost
— Nizka cena
— U¢&inna separace
— Je pouzitelna pro vsechny (nabité)
biomakromolekuly (nejen NK)
— Moznost separace jak velmi nizkych, tak SeaKem@ LE Agarose
vysokych mnozstvi NK (aZ ug) Forgel ctrophoresis F
— Snadna detekce a izolace separovanych SE:"E:T‘ i e ’
molekul, vhodna i pro dalsi metody :‘t::%éf“ E'Zof‘::”;":f:;:;‘”g;” ’
Agaréza SeaKem LE - S . Lon%

agaréza, které muizete dlvéfovat

Agardza SeaKEM LE je idealni volbou pro analyzu nuk-
leovych kyselin gelovou elektroforézou nebo bloto-
vanim (100 bp-23 kb). SeaKem LE je charakteristicka
vysokym rozlidenim separovanych fragmentd nukle-
ovych kyselin a konzistenci jednotlivych Sarzi. Tato
agardza pro molekularni biologii je DNase a RNase
free a vytvorené gely maji velmi nizké barevné pozadi
pfi pouziti barviv jako je EthBr, SYBR® Green nebo
GelStar™. Vzhledem k nizké endoelektroosmdze ma

DNA vysokou elektroforetickou mobilitu. Tato agardza
je také vhodna pro elektroforézu proteinC pfi aplika-
cich jako Ouchterlonyho a radidlni imunodifuze (RID).

Kromé SeaKem LE nabizi Lonza i dalsi typy agaroéz.
Jejich prehled a pouzitelnost pro rdzné aplikace jsou

uvedeny v Tabulce 3. Obr. 9 Seakem LE agardza od spole¢nosti Lonza

Aplikace SeaKem Sea- NuSieve MetaPhor SeaKem Sea- NuSieve SeaKem
LE Plaque 3:1 GTG Plaque GTG Gold

GTG

Separace DNA/RNA <1 kb v v v

Separace DNA/RNA =1 kb v v v v v

Separace DNA 20-800 bp v

(jemné rozliseni)

Rozligeni fragmentd PCR v v v v v v v v

Southern blot v v v

Northern blot v v v

In-gel reakce v v

DNA fingerprinting v

DNA a RNA recovery v v v v v

Separace DNA 1-50 kb v

Tabulka 3 Prehled agardz od firmy Lonza a jejich aplikaci
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Gelova elektroforéza
jiz za 5 minut?
Predstavujeme
Flash Gel® System

Flash Gel System od firmy Lonza je zafizeni pro rych-
lou gelovou elektroforézu, diky kterému nemusite
dopfedu myslet na pripravu agarézovych gelt. Flash
gel totiz pouziva kazety, které obsahuji predchystany,
obarveny agardzovy gel a separacni pufr. Staci jedno-
duse vybalit kazetu, nadavkovat vzorek a separovat.
S timto produktem separujete DNA béhem 2-7 minut
a RNA v ¢ase do 8 minut. Systém umoznuje sledovat
separaci Vv realném Case a diky vysoké citlivosti ze pro
analyzu pouzit 5-20x mensi mnozstvi DNA. Systém
se doporucuje i pro overeni a analyzu celkové RNA,
rychlou kontrolu nativni RNA a kontrolu degradace
RNA a Cistoty mRNA.

Zakladni specifikace:

— Rozsah separace: 50-4 000 bp (optimalné
150-2 500 bp)

— Expirace: 5 mésicl od data vyroby pfi pokojové
teploté, pfi skladovani v lednici (2-8 °C) je
mozné pouzivat 12 mésicu

— Objem jamky: Pro optimalni vysledky do 5 ul

— Velikost gelu: 70 mm x 84 mm x 2 mm

Vyhody:

— Vysledky za 5 minut a méné

— MozZnost sledovat migraci DNA a RNA v realném
Case bez nutnosti pouziti UV transiluminatoru

— Mimoradna citlivost a rozliseni

— FlashGel kazety — obsahuji hotovy predbarveny
agarozovy gel i pufr

— FleshGel Dock - elektroforeticky systém
s integrovanym transiluminatorem pro
kombinovanou separaci i detekci

Kat. ¢islo Nazev Velikost
baleni

57025 FlashGel Dock

57023 FlashGel DNA Cassettes 1,2% 9 ks
agardza, 12+1 jamek

57031 FlashGel DNA Cassettes 2,2% 9 ks
agardza, 12+1 jamka

57028 FlashGel™ RNA Cassettes 1,2% 9 ks
agardza, 16+1 jamka

50462 FlashGel Loading Dye 5x 5xTml

50473 FlashGel DNA Marker, 100-4 000 bp 500 pl

50475 FlashGel Quant Ladder, 250 pl
100-1 500 bp
50577 FlashGel™ RNA Marker, 0,5-9 kb 50 ug

Obr. 10 FlashGel systém a DNA kazetka pro rychlou gelovou elektroforézu nukleovych kyselin
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DNA sekvenovani

Sekvenovani DNA je proces urcovani poradi bazi
v molekule DNA a v soucasné dobe se vyuziva nékolik
zakladnich metod. Nejstarsi stale pouzivanou meto-
dou je Sangerovo sekvenovani zalozené na PCR s fluo-
rescencné znacenymi dideoxynukleotidy. Béhem
replikace se dideoxynukleotidy ndahodné inkorporuji
do nové vznikajicich fetézcd DNA, ¢imz dojde k ukon-
Ceni fetézce. Ziskana smés rdzné dlouhych fragmen-
td je pak analyzovana pomoci kapilarni elektroforézy
a ziska se sekvence sledovaného Uuseku DNA. Prikla-
dem takového pfistroje je napr. Spectrum Compact
CE. Mezi hlavni vyhody Sangerova sekvenovani patri
zejména jednoduchost, prfesnost a cena, pokud
pracujete somezenym poc¢tem vzorkl. Hlavni limitaci
je zejména malé propustnost vzorkd a limit velikosti
sekvenované DNA, ktery je cca 900-1 000 bp. | pres
svoje limitace ma Sangerovo sekvenovani stale svoje
misto v sekvenacnich laboratofich a diky své vysoké
presnosti a spolehlivosti se jedna o zlaty standard.
Vyuziva se napf. pro potvrzeni dat z NGS, detekci
mutaci zndmych gend nebo sekvenovani mitochon-
drialni DNA.

Novéjsi metody, oznacované souhrnné jako next-
gen sekvenovani (NGS) nebo masivné paralaleni
sekvenovani, jsou schopny simultdanné analyzovat
velké mnozstvi fragmentd a ziskana data se pak
vyhodnocuji pomoci informatické analyzy. Hlavnimi
vyhodami NGS je zejména vyrazné vyssi propust-
nost vzorkd, moznost analyzovat velké mnozstvi
vzorkd v jednom béhu a fakt, Ze Ize provadét analy-
zu vice gend nebo celého genomu najednou. NGS
techniky Ize rozdélit do dvou zakladnich skupin na
tzv. short-read a long-read sekvenovani. Short-read
metody zahrnuji pristroje Illumina a lon Torrent,
které jsou schopny analyzovat jen kratké fragmenty
DNA velikosti do cca 400 bp. Delsi sekvence se pak

ziskaji prave paralelnim sekvenovanim mnoha frag-
mentd najednou a naslednym prekryvem jednot-
livych sekvenci. Diky tomu jsou short-read techniky
méné narocné na kvalitu vstupni DNA z hlediska jeji
fragmentace. Long-read platformy zahrnuji pfi-
stroje od Pacific Bio a Oxford Nanopore, které jsou
schopny analyzovat mnohem delsifragmenty DNA.
Pacific Bio sekvenatory analyzuji fragmenty vétsi
nez 10 kb, zatimco NanoPore sekvenatory maji
Vv podstaté neomezenou délku cteného retézce
a jsou limitovany hlavné metodou izolace DNA. Na
rozdil od short-read technik jsou long-read metody
narocnéjsi na kvalitu vstupni DNA a je nutné pouzit
Setrnéjsi metody izolace, aby nedochazelo ke zby-
tecnému namahani DNA a jeji fragmentaci. Prikla-
dem takovych izola¢nich kitd jsou napi. Nanobind
kity od Circulomics nebo Wizard® HMW DNA Extra-
ction Kit od Promegy.

Ackoliv se jednotlivé pristroje liSi principem samot-
ného sekvenovani, zakladni schéma pfipravy vzorku
je podobné. V prvnim kroku je nutné izolovat DNA,
ktera je nasledné kvantifikovana a kontroluje se jeji
kvalita. Pokud je koncentrace vstupni DNA pfilis nizka
nebo je DNA pfilis degradovand, muaze to negativné
ovlivnit kvalitu ziskanych dat. Nasledné se izolovana
DNA fragmentuje na Useky pozadované velikosti.
V pripadé short-read platforem je to na cca 400 bp
fragmenty, u PacBio na 10 kb. Pri sekvenaci na Nano-
Pore se fragmentace vétSinou neprovadi. Nasledné
se provede selekce velikosti fragmentl optimalni ve-
likosti (napf. pomoci ProNex magnetickych &astic)
nebo odstranéni kratkych fragmentd, které mohou
komplikovat long-read sekvenovani (napf. pomoci
Short Read Eliminator kitl od Circulomics). V daldim
kroku se pak pfipoji adaptory, provede se samotné
sekvenovani a ziskana data se analyzuji pomoci spe-
cialniho softwaru.

NGS v soucasnosti hraje vyznamnou roli ve vsech
odvétvich genetického vyzkumu. At uz se jedna o de
novo sekvenovani novych druh, celogenomové sek-
venovani, sekvenovanivybranych genetickych panell
v diagnostice nebo tfeba RNA sekvenovani, ve vSech
téchto aplikacich si NGS naslo svoje misto a pomaha
odhalovat nové poznatky.

Obr. 11 Obecny postup pripravy knihoven pro next-gen sekvenovani

1. Extrakce NK ze vzorku

& <& fipojenti ¥
;g $ Fragment Prfipojeniadaptoru
o & -
> <\ -
Vzorek DNA nebo RNA
Purifikace Kvantifikace Vybér Vybeér velikosti /
nukleové a kontrola velikosti precisténi
kyseliny kvality
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2. priprava knihovny

3.sekvenovani - 4. anylyza dat

prl pravena ATGGCATTGCAATTTGACAT
H TGGCATTGCAATTTG
knihovna AGATGOTATIG
Reads GATGGCATTGCAA
C CAATTTGAC
ATGCCATTGCAATT
AGATGGCATTGCAATTTG
R
| — Reference
Genome AGATGGTATTGCAATTTGACAT
Kvantifikace Uréeni bazi,

zarovnani ¢tenych
fetézcu, analyza

a normalizace
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Spectrum Compact CE

Jak uz nazev napovida, Spectrum Compact CE Sys-
tem je kompaktni a cenové dostupna kapilarni elek-
troforéza pro Sangerovo sekvenovani a fragmentacni
analyzu. Jedna se o otevienou platformu, ktera je-
kompatibilnis bézné pouzivanymi sekvenacnimi Kity,
jako je BigDye Terminator 3.1 a ProDye, a s Ctyr az
Sestibarevnymi STR Kity. Dale Ize vyuzit napfriklad pro
analyzu mikrosatelitd, SNP genotypovani, ovéfeni vy-
sledkd NGS, detekci mutaci a mnoho dalsich.

Pristroj disponuje Sestibarevnou detekci a sadou Ctyr
separacnich kapilar o délce 36 cm. Kapacita pfistroje
je 32 vzork( a pojme Ctyfi osmizkumavkové stripy.
K separaci pfistroj vyuziva dva typy polymerG. Poly-
mer4 je uréen pro fragmentacni analyzu a Polymer7
pro sekvenovani. S urcitym kompromisem lze ale oba
typy analyz provadét na sekvenacnim Polymeru7. Pro
snadnou obsluhu pfistroje jsou k dispozici jednoduse
vymeénitelné predplnéné cartridge s pufry a polyme-
ry. Dostupné je i bézné prislusenstvi jako jsou destic-
ky, stripy zkumavek nebo septa. Spotrebni material
Ize ménit jednotlivé (polymery, pufry, kapilary) a neni
soucasti jedné integrované cartridge jako u konku-

renc¢nich pfistroju. Stav veskerého spotiebnino ma-
teriadlu Ize sledovat pomoci 2D ¢arovych kédd. Pokud
dojde k expiraci spotfebniho materidlu, pfistroj vas
na to pouze upozorni, ale je mozné nadale méfit. Pou-
ze pfi spotfebovaniseparacniho polymeru vam Spec-
trum neumozni spustit analyzu.

Pristroj Ize jednoduse ovlddat pomociintegrovaného
pocitace s dotykovou obrazovkou, na kterém lze sle-
dovat i prabéh aktudlniho béhu, stav spotiebniho
materialu a vysledky hotovych méreni. Kromé toho
|ze Spectrum ovladat i z PC, které je pfipojené primo
k pfistroji nebo do stejné lokalni sité. Samozfejmosti
je export dat ve formatu .fsa nebo .abl kompatibilni-
mi s béZné pouzivanymi analytickymi softwary.

Zakladni specifikace pfistroje:

— 4 separacni kapilary délky 36 cm

— 6 barevnych kanald pro detekci

— Kapacita 32 vzorkl (4 osmizkumavkové stripy)

— Moznost individualni vymény spotrebniho
materidlu, méfit Ize i s expirovanym materidlem

— Maximalni délka ¢teni 900 bp, rozliseni 1 bp

— Doba béhu fragmentacni analyzy 45 min,
sekvenovani 30 nebo 60 min (rychly nebo
standardni rezim)

Obr. 12 Kapilarni sekvendtor Spectrum Compact CE od firmy Promega




ProDye™ Terminator — novy kit pro
Sangerovo sekvenovani od Promegy

ProDye™ Terminator Sequencing System je novou
vylepsenou a levnéjsi metodou pro fluorescencni
Sangerovo sekvenovani, kterd pouziva master mix
s proprietarni termostabilni DNA polymerazou firmy
Promega. ProDye obsahuje stejnou sadu fluores-
cencnich barviv jako BigDye Terminator 3.1 (dTMR,
dCXR, dRSixG, dRONeTenN) a je tak plné kompatibilni
se vsemi béznymi genetickymi analyzatory od Pro-
megy, Applied Biosystems i Therma. Kit obsahuje 2,5x%
koncentrovany master mix, 5x sekvenacni pufr a k to-
mu znacné mnozstvi nuclease-free vody pro doda-
te¢né naredéni. Reakce je mozné provadét i s vice
zfedénym master mixem, ale je nutné si optima-
lizovat objemy jednotlivych slozek.

Kat. €. Nazev Velikost
baleni
CR4324 ProDye™ Terminator 24 reakci
Sequencing System
CR4302 ProDye™ Terminator 200 reakci
Sequencing System
CR4310 ProDye™ Terminator 1000 reakci

Sequencing System

Circulomics - izolace a purifikace
DNA pro long-read sekvenovani

Circulomics je startup z amerického Bostonu, ktery
vyvinul velmi efektivni Kkity na izolaci a precisténi
HMW DNA pro long-read sekvenovani na platformach
Pacific Bio a Oxford NanoPore. Jejich portfolio tvori
hlavné dvé skupiny produktd - tzv. Short Read Elimi-
nator (SRE) kity pro odstranéni kratkych fragmentu
DNA a NanoBind kity pro izolaci HMW a UHMW DNA.

‘ l sz'l_

Obr. 13 Vievo snimek povrchu magnetického disku
z elektronového mikroskopu. Vpravo DNA izolovand

UHMW 1
S| HMWA
UHMW 2
| HMW 2
Ladder
UHMW 1
UHMW 2
i |UHMW 3
Ladder

pomoci Nanobind kitu a ndasledné separovand
pomoci agarozove gelové elektroforézy.
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NanoBind Big
DNA kity

NanoBind kity od Circulomics jsou uréené pro setrnou
izolaci HMW DNA o velikosti 50 kb a vice a UHMW
DNA velikosti v jednotkach Mb z rdznych typt vzorka.
Kromeé klasické genomové DNA lze izolovat i RNA
nebo plazmidy z vétsich objemd. Nanobind kity po-
uzivaji pro izolaci termoplastické disky, které jsou
pokryté mikro a nanostrukturovanou kfemicitou vrst-
vou (obr.13). Ta zajiStuje velmi velky povrch s vysokou
vazebnou kapacitou a snadnou eluci s minimalnim
poskozenim. Ziskana DNA ma bezkonkurencni Cisto-
tu a izolace ma velmi vysokou vytéznost. V zavislosti
na vstupnim mnozstvi vzorku lze ziskat 5-100+ ug
HMW DNA. Cela izolace je velmijednoducha a rychla
a zahrnuje jen nékolik zakladnich krokd —vazbu DNA
na disk, promyti a eluci. Manualni extrakce zabere
necelych 60 minut, pfipadné Ize pouzit i variantu pro
»high-throughput”izolace na automatickych platfor-
mach KingFisher, ktera zabere jen 40 minut.

Poslednim pFfidavkem do portfolia Circulomics je
Nanobind UL Library Prep Kit, ktery je urCeny pouze
pro platformy Oxford Nanopore. Jedna se o kit, ktery
izoluje nejdelsi DNA a diky optimalizovanému slo-
zeni snizuje viskozitu izolované DNA a maximalizuje
Sthroughput” a mnozstvi ziskanych sekvenacnich
dat. S timto kitem byl pokoren rekord délky ctené
DNA 4,1 Mb. Kit je nutné pouzit v kombinacis Nano-
bind kitem pro pfislusny typ vzorku a Ultra-Long
DNA Sequencing Kit (SQK-ULKOOT1) od Oxford Nano-
pore.

Kat. €. Nazev Vhodné pro Velikost
baleni

SKU NB-9 Nanobind CBB Bunécné kultury, 20

00-001-01 Big DNA Kit bakterie, krev izolaci

SKU NB-9 Nanobind DNA 20

00-801-01  Plant Nuclei z rostlinnych izolaci
Big DNA Kit jader

SKUNB-9 Nanobind Zivocigné tkané 20

00-701-01  Tissue Big izolaci
DNA Kit

SKU NB-8 Nanobind KF Bunécné kultury, 24

00-001-01 CBB Big DNA  bakterie, krev — izolaci
Kit 24 KingFisher

SKU NB-8 Nanobind KF Bunécné kultury, 96

00-001-02 CBB Big DNA  bakterie, krev — izolaci
Kit 96 KingFisher

SKU NB-9 Nanobind UL  Ultra-Long 20

00-601-01  Library Prep sekvenovani - vzorkU
Kit NanoPore
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Short Read Eliminator

Jak uz bylo zminéno, SRE Kkity slouzi k odstranéni
nezadoucich kratkych fragmentd DNA a tim i k vyz-
namnému zlepseni prdamérné délky c¢teni N50
0 10-30 kb v zavislosti na kvalité vstupni DNA. Frag-
menty jsou odstranény pomoci selektivni precipitace,
ke které potfebujete jen pipetu a centrifugu schop-
nou dosahnout 10 000 g. Cela purifikace je velmi jed-
noduchd, zahrnuje jen nékolik pipetovacich kroku
a centrifugaci a zabere cca 60 minut. SRE kit je
dostupny ve tfech verzich, které se lisi cutoffem ve-
likosti odstranéné DNA a vytéznosti (viz Tabulka 4).

Tabulka 4 Srovnadni jednotlivych
Short Read Eliminator kit(

Wizard® HMW DNA Extraction
Kit - 1zolace HMW DNA pro
sekvenovani

Long-Read-Sequencing (Nanopore, PacBio, 10x
Genomics) fesi narocné problémy v genomice. Po-
tfebuje ale delsi templatovou DNA, nez jakou produ-
kuji standardni izola¢ni metody. Pomoci Wizard®
HMW DNA kitu od Promegy mUzete jednoduse izo-
lovat dlouhé rfetézce DNA o velikosti az 500 kb z zivo-
¢ignych, rostlinnych i mikrobidlnich vzorkd. Celd izo-
lace zabere jen 90 minut a nevyzaduje zadné speci-
alnilaboratorni vybaveni. Purifikovana DNA se osvéd-
Cila pfi Nanopore i PacBio sekvenovani. Vysoké hod-
noty N50 a mnoho dlouhych readt s maximem pres
400 kb ukazuji, ze tento kit si zaslouzi Sanci zaradit

Rozsah Koncen- Zpétna se do vaseho sekvenacniho workflow.
trace ytéZnost
Nazev deplece . hd Vzorek
DNA vstupni DNA
DNA (recovery) Kat. €. Nazev Velikost baleni
Progresiv- Vhodné A2920 Wizard® HMW DNA 50 izolaci
ni: <10 kb ro i i
<10 55150 P Extraction Kit
SRE XS Témér na/ul 50-90 % fragmen-
Uplna: gt tované
<5kb vzorky
Progresiv- Vyzaduje HMW gDNA
ni: <25 kb kvalitni
SRE L. 50-150 ‘
Témer 50-70% HMW
Standard | . ng/ul
Uplna: DNA Krok 1
<10 kb (> 48 kb) Pridani SRE pufru
Progresiv- Vyzaduje
ni: < 40 kb kvalitni
. 50-150 *
SRE XL Témeér na/ul 40-50% HMW
Uplna: S DNA P Krok 2
<10 kb (> 48 kb) PridAn( — Centrifugace
promyvaciho
pufru *
(70% EtOH)
w -
X X
w w w
& & & P »
+ + + romyti
= = M M M Krok 3
2 i i i 2 Promyti
€ € € € ' Y
] o 1 Odstraneni
15000 _'- - - supernatantu ‘
7000 » a pfidavek
4000 o h ‘ j EB pufru
3000 . Krok 4
53% — Resuspenze
200 [—
600
400 » ‘

Obr. 14 Srovndni deplece krdatkych fragmentd pomoci
Jjednotlivych SRE kit od Circulomics.
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HMW DNA vybrané velikosti

Obr. 15 Postup precisténi DNA pomoci SRE kitu od
Circulomics. Beéhem jedné hodiny Ize jen s pomoci
centrifugy zpracovat az 20 vzorkd.
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ProNex®
Size-Selective
Purification System

Systém pro selektivni purifikaci ProNex® umozniuje
rychlé a ucinné precisténi dsDNA pomoci magne-
tickych ¢astic a je idealni pro NGS, PCR i dalsi mole-
kularné biologické aplikace. Systém ProNex® umoz-
nuje vybrat pozadovanou velikost purifikovanych
fragmentd v rozsahu od 100 bp do 750 bp. Diky nové-
mu slozeni poskytuje vyznamneé lepsi selektivitu,
reprodukovatelnost a vytézek ve srovnani s tradi¢ni-
mi zpusoby precisténi dsDNA. Oproti konkurenci ma
ProNex® systém nizsi viskozitu a lepsi magnetickou
odezvu. Nizsi viskozita snizuje ztraty DNA pfi pipe-
tovani, protoze nedochazi k ulpivani roztoku s izolo-
vanou DNA na sténach spicek. Lepsi magneticka ode-
zva zase zkracuje dobu izolace, protoze Castice jsou
béhem promyvani rychleji pfitazeny k magnetickému
stojanku. Systém ProNex® Ize pouzit pro manualni
i automatizovanou high-throughput purifikaci.

Kat. ¢. Nazev Velikost baleni
NG2001 ProNex® Size-Selective 10 ml
Purification Systém
NG2002 ProNex® Size-Selective 125 ml
Purification Systém
NG2003 ProNex® Size-Selective 500 ml
Purification Systém
100 ng
700 -
600
500
ProNex® System
w 400
,8 I AMPure® XP Beads
[
Q. 300
200
100
ol T | | ,
0 200 400 600 800 1000 1200

Velikost DNA fragmentu

Obr. 16 Srovndni distribuce velikosti fragmentd
po precisténi vzorkl pomoci ProNex® systému
a AMPure® XP magnetickych cdstic. Vistupni
mnoZzstvi DNA bylo 100 ng.
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RNA sekvenovani

RNA sekvenovani (RNA-seq) je technika, ktera vyu-
ziva sekvenovani nové generace (NGS) ke studiu
neustale se méniciho transkriptomu. RNA-seq
umoznuje sledovat mimo jiné alternativni sestrih
genuy, post-translacni modifikace, fuzi gend, mutace,
SNP nebo zmény v genové expresi v zavislosti na
C¢ase nebo treatmentu. Diky velkému rozvoji NGS se
RNA-seq stalo nejcastéji pouzivanym nastrojem pro
studium diferencialni genové exprese (DGE). Diky
svému vsestrannému pouziti bez nutnosti druhové
nebo transkripcné specifickych sond postupné na-
hrazuje i dfive Casto pouzivané mikrocipové arraye.
Zakladni kroky DGE se od svych pocatku pfilis ne-
zmeénily. Standardni protokoly zacinaji izolaci cel-
kové RNA nasledované mRNA enrichmentem nebo
ribozomalni depleci a fragmentaci izolované RNA.
V dalSich krocich je RNA transkribovana do cDNA,
pripoji se adaptory pro sekvenovani a vysledny pro-
dukt je amplifikovan pomoci PCR. Ve finale jsou vy-
brany fragmenty o specifické velikosti a vzorek je
sekvenovan. Nejcastéji vyuzivané jsou short-read
sekvenatory (lllumina, lon Torrent), které umoznuji
citlivé a robustni sekvenovani kratkych fragmentd
do velikosti 200 bp.

Alternativnim postupem, ktery je vhodny zejména
pro sledovani alternativniho sestfihu gent a izoforem,
je long-read sekvenovani na platformach PacBio
a Oxford Nanopore. Ty nevyzaduji nékteré kroky pfri
pripraveé vzorku, jako je fragmentace RNA nebo vybér
velikosti cDNA. Odstranuji tak néktera zkresleni béz-
na pro short-read sekvenatory. Limit velikosti sek-
venované cDNA je také vyrazné vyssi az 15 kb. Oxford
Nanopore sekvenatory lze navic pouzit i pro pfimé
long-read sekvenovani RNA bez nutnosti cDNA syn-
tézy a amplifikace. Takovymi postupy lze dosahnout
Cteci délky v rozsahu 1-10 kb a maji velky potencial
pro sledovani modifikaci RNA a epitranskriptomiku.
Long-read sekvenovani ma samoziejmé ale i své limi-
tace. Mezi hlavni nevyhody patfi zejména nizsi pro-
pustnost (throughput) a vyssi chybovost pfi cteni.
Pristroje také vyzaduji vyssi kvalitu vstupni RNA a tedy
SetrnéjsSi postupy pfi izolaci a zpracovani RNA. Obé
metody tak maji sva pro i proti. Pfestoze short-read
sekvenovani aktualné na poli RNA-seq dominuje,
v budoucnu se kombinace obou technik diky své vza-
jemné komplementarité bezpochyby stane soucasti
komplexnich metod pro charakterizaci transkripto-
mu.
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riboPOOLs - nejflexibilnéjsi
feseni pro ribozomalni depleci

Jednim z dulezitych kroku pfi sekvenovani RNA je
bezpochyby izolace RNA a nasledné odstranéni
kontaminujici ribozomalni rRNA. Ta vétSinou tvori 80—
-90 % transkriptomu a jeji ucinné odstranéni je kri-
tické pro ziskani kvalitnich dat. Nejcastéji se pouzivaji
dva zakladni pfistupy pro eliminaci rRNA - mRNA
obohaceni pomoci magnetickych ¢astic s poly(dT)
oligonukleotidy na povrchu a ribozomalni deplece.

Prikladem prvniho pfistupu je PolyATtract® mRNA
Isolation Systems od spolec¢nosti Promega. Ten vyu-
ziva oligo(dT) primery, které hybridizuji s poly(A) kon-
cem MRNA, a na druhém konci maji pfipojeny biotin.
Pres ten se pak oligonukleotid s mRNA navaze na
magnetické &astice funkcionalizované streptavidinem.
Pomoci magnetického stojanku se ¢astice s mMRNA
vytdhnou z roztoku, ddkladné promyji a izolovana
MRNA se nasledné eluuje jednoduchym pridavkem
deionizované vody. Vyhodou této metody je bezpo-
chyby jednoduchost, cena a univerzalni pouziti. Pro
bézné studium rozdilt v genové expresi je dostacujici.
Pokud vas ale zajimajii jiné druhy RNA, které nemaji
poly(A) konec, je potfeba zvolit jiny pristup.

Kat. ¢. Nazev Velikost baleni

Z5210  PolyATtract® mRNA Isolation 3izolace
Systems
Z5310  PolyATtract® mRNA Isolation 15 izolaci

Systems

Ribozomalni deplece vyuziva stejného separacniho
principu jako mMRNA obohaceni, ale cili na rRNA. Bioti-
nylované oligonukleotidy maji tentokrat sekvence, kte-
ré specificky hybridizuji s rRNA jednotlivych ribozo-
malnich podjednotek. Po vazbé na rRNA se oligo-rRNA
komplex zachyti na streptavidinové kolonce nebo
magnetickych ¢asticich a ostatni RNA zlstane v roztoku.
Vyhodou tohoto pfistupu je, ze Ize pouzit i pro analyzu
RNA bez poly(A) konce, coz zahrnuje nekddujici RNA,
histonovou RNA a prokaryotickou RNA, s uniformnim
pokrytim. Prikladem takového pfistupu jsou ribo-
POOLs, komplexni pooly biotinylovanych oligonu-

Postup
deplece

rRNA
riboPOOL

Celkova izolovana RNA

Hybridizace s riboPOOLem

FFPE
FU
f Neporusena RNA
1‘ ‘]‘ ‘ Degradovand RNA
\ \ \ \
25 200 4000 (nt)

Obr. 17 Data z pristroje Bioanalyzer ukazujici pomer
degradované a intaktni RNA izolované z FFPE vzorku.

kleotidl pro ribozomalni depleci od némecké firmy
sSiTOOLs. RiboPOOLy jsou zalozeny na unikatni techno-
logii nazvané Pack Hunter Approach (lov ve smecce),
kdy jsou pro odstranéni rRNA vyuzivany komplexni
pooly 60-350 oligonukleotid, které pokryvaji celé sek-
vence rRNA jednotlivych podjednotek. Diky vysokému
poctu rdznych sekvenci Ize vyrazné snizit koncentraci
jednotlivych oligonukleotidd ve smési a minimalizovat
tak nespecifickou vazbu, ktera je bézna pfi pouziti
mensiho poctu oligonukleotidd o vysoké koncentraci.
Tento pfistup zajistuje robustni purifikaci s vysokou
specifitou a U¢innosti odstranéni >95 %. Cela purifikace
je i velmi rychla a zabere pouhych 70 minut. Ri-
boPOOLy jsou na konci vyroby purifikovany pomoci
HPLC, aby byla zajisténa maximalni Cistota.

Vzhledem k rozdildm ve struktufe rRNA mezi jednot-
livymi skupinami organismd neni mozné pouzit je-
den kit univerzalné na véechny druhy. Nabidka kitC
uz je ale pomérné Siroka a neustdle se rozsSifuje.
Dostupné jsou jak druhove specifické kity pro bézné
pouzivané modelové organismy, tak i pro celé skupiny
organismu. Druhové specifické pooly jsou navrzeny
tak, ze cili na konzervované i nekonzervované oblasti
rRNA, a dosahuji nejvyssi ucinnosti deplece (az 99 %).
Pan-riboPOOLy pro skupiny organismdu jsou pak ide-
alni volbou pro jednoduché multitranskriptomické
studie, pfipadné pokud pracujete s vice druhy ze
stejné fylogenetické skupiny (bakterie, houby, savci
aj.). RiboPOOLy je mozné i kombinovat a pouzit je pro
analyzu smigenych vzorkd (nakazend tkan, krev, en-
vironmentalnivzorky). Také je mozné vyuzit specialni
kity pro analyzu degradovanych vzorkU izolovanych
z FFPE. Diky prekryvajicim se oligonukleotidim, kte-
ré pokryvaji celou sekvenci rRNA, Ize velmi uc¢inné od-
stranit degradované fragmenty rRNA a vytézit ze
vzorku zbyvajici intaktni RNA. Kompletni seznam
dostupnych kitd je uveden v tabulce 5.

Zachyt a odstranéni Precisténa RNA

Obr. 18 Princip odstranéni ribozomdlni RNA pomoci riboPOOLG od firmy siTOOLs.
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Tabulka 5 Prehled aktudiné dostupnych riboPOOLU pro depleci ribozomdlni RNA

Pan-riboPOOLs

Nazev

Vhodné pro

Pan-Prokaryote riboPOOL

Bakterie a Archea

Pan-Bacteria riboPOOL

Bakterie

Pan-Actinobacteria riboPOOL

Aktinobakterie, G+ a G- bakterie

Pan-Archaea riboPOOL Archea
Pan-Plant riboPOOL Rostliny
Pan-Bird riboPOOL Ptaci
Pan-Mammal riboPOOL Savci
Pan-Sponge riboPOOL Houbovci
Pan-Fungi riboPOOL Houby

Filamentous-Fungi riboPOOL

Vlaknité houby

Seawater riboPOOL

Blood Parasite riboPOOL

Druhové specifické riboPOOLy

Bakterie

Clenovci (Arthropoda)

Bacillus subtilis

Aedes albopictus

Caulobacter crescentus

Apis mellifera

Clostridium perfringens

Argiope bruennichi

Escherichia coli

Drosophila melanogaster

Pseudomonas aeruginosa

Ixodes scapular

Salmonella enterica

Leptinotarsa decemlineata

Staphylococcus aureus

Plautia stali

Stenotrophomonas sp.

Plosténci (Platyhelminthes)

Archaea

Schmidtea mediterranea

Haloferax volcanii

Mékkysi (Mollusca)

Rostliny

Crassostrea gigas

Arabidopsis thaliana

Loripes orbiculatus and

Oryza sativa

Lucinoma aequizonata (Clamps)

Obratlovci

Rasy

Chinchilla lanigera

Chlamydomonas reinhardtii

Gallus gallus domesticus

Cyanidioschyzon merolae

Homo sapiens sapiens

Emiliania huxleyi

Mus musculus / R. norvegicus

Ostatni

Houbovci (Porifera)

human Globin mMRNA

Amphimedon queenslandica

SARS-CoV-2 RNA

Houby

FFPE/degradované vzorky

Saccharomyces cerevisiae

human

Filamentous-Fungi

human-mouse-rat

Pichia pastoris

mouse-rat

Ustilago maydis

Cearnohbitis elegans

Schizosaccharomyces pombe

Drosophila melanogaster

Bezlebecni (Cephalochordata)

Danio rerio
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siPOOLs - komplexni pooly
siRNA pro spolehlivé
vyfFazeni genu

RNA interference (RNAI) je proces, pfi kterém interfe-
ruji nekddujici molekuly RNA (siRNA, miRNA) s cilovy-
mi Useky mMRNA a v dusledku této vazby dochazi
k zabranéni genové exprese. Jedna se o bézny jev
v eukaryotickych bunkach, ktery se experimentalni
biologové naucili vyuzivat k cilenému vyrazovani
genl. RNAI ma nékolik vyhod. Jedna se o jedno-
duchou metodu, kterd mdze dosahovat vysoké ucin-
nosti a lze snadno pouzit pro rdzné typy bunék.
Béhem experimentl stac¢i jednoduse transfekovat
siRNA do bunék pomoci béznych lipofekenich cinidel
(napf. Fugene HD). Bézné pouzivané reagenty pro
RNAI vétdinou obsahuji 1-4 rGzné sekvence siRNA
cilici na jeden gen v pomérné vysoké nM koncentraci.
Pokud jsou jednotlivé siRNA v pfilis vysoké koncent-
raci, mUze dojit k nespecifické vazbé a nezadoucim
off-target efektdm. Casto také poskytuji proménlivou

uc¢innost, coz omezuje jejich pouzitelnost v experi-
mentech.

Tyto off-target efekty resi siPOOLy stejnym ,Pack
Hunter" pfistupem, jako v pfipadé riboPOOLU. Jedna
se o komplexni pooly 30 siRNA, které jsou zfedény na
takovou koncentraci, pfi které nedochazi ke stimulaci
fenotypl a opravdu jen k vyfazeni cilového genu.
Sekvence jednotlivych siRNA v poolu jsou optima-
lizovany pomoci specidlnich algoritmd, aby maxi-
malné pokryvaly sekvenci transkriptu a ucinné hyb-
ridizovaly a jsou také filtrovany proti paralogdm
a umoznuji velice U¢inné a specifické tlumeni genl
(Hannus et al., 2014). siPOOLy Ize pouzit proti kéduji-
cim RNA i dlouhym nekddujicim RNA, vybranym
isoformam nebo blizce pfibuznym gendm a mohou
byt pouzity i v kombinaci ke studiu synergickych in-
terakci gend (Welsbie et al, 2017). Pro objednani
siPOOLu pro pozadovany transkript nam staci jedno-
duse zaslat nazev genu a jeho ID v databazi NCBI
a my Vas obratem budeme kontaktovat. Vyzkousejte
jednoduchy, robustni a uc¢inny knockout gend né-
mecké kvality!

Obr. 19 Srovnadni béznych siRNA s komplexnimi siPOOLy od firmy siTOOLS.

1siRNA

Nanomolarni koncentrace siRNA

==

1siPOOL = 30 vybranych siRNA
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(off-target)
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Seminar / webinar sity na miru pro vas tym

Mate zajem o nasSe produkty, ale nemate dostatek
zkusSenosti pro jejich implementaci do praxe, nebo by
vas zajimaly jen novinky z oboru? Pfesné pro vas jsou
uréeny seminare / webinafe na miru. Je mozné za-
hrnout informace i o vyrobcich nasich dalSich dodava-
teld. Seminar pripravi nas aplikacni specialista, mozné
je domluvit i G¢ast odbornikd pfimo z fad nasich do-
davetd, ktefi se podileji na vyrobé téchto produktd.
Takovychto seminail jsme od roku 2020, kdy jsme ten-

Sleva 10 % na nakup
genomickych
produktd z naseho
e-shopu

VSechny produkty z této brozury naleznete také na
nasich webovych strankach www.eastport.cz. Naj-
dete tam také dalsi zajimavé ¢lanky a novinky, pravi-
delné seminare a akce, kontakty na nase aplika¢ni
specialisty, ale také vice nez 8000 produktd v nasem
e-shopu. Diky této brozure navic, ziskavate 10 % slevu
na prvni nakup genomickych produktd z této brozu-
ry. Staci ve vasem kosiku zadat promo kod:

genomickabrozura

a sleva se vam automaticky zapocita. Akce se ne-
vztahuje na pristrojovou techniku. Pokud, nemate
moznost pfimého nakupovani pres nas e-shop, pre-
Ctéte si Clanek vpravo, ktery vam popise novou moz-
nost nakupovani u nas.

to program spustili, usporadali uz desitky, jak na aka-

demickych institucich, tak v soukromych firmach.

— bezplatny online seminar jen pro vasi veédeckou
skupinu

— obsah, ktery si zvolite sami

— privatni atmosféra k projednani jednotlivych
otazek a problémU

— poradenstvi pfi planovani nadchazejicich
experimentu

Jesté stale si
o nabidky
piSete e-mailem?

Néktefi nasi zakaznici se na nas obraceli s tim, ze ne-
maji moznost pfimého objednavani zbozi z naseho
e-shopu. Presné pro né jsme vytvorili zcela novou
moznost generovani nabidek. Pokud uz vas nebauvi si
o kazdou nabidku psat emailem, pak pro vas mame
reSeni! Jednoduse se prihlasite do svého uctu a vlozi-
te si zbozi do kosiku, presné tak jako kdybyste ho na-
kupovali pres e-shop. Po vybéru zbozi prejdete do
kosiku a kliknete na tlacitko ,,stahnout obsah kosiku
jako nabidku do PDF* a je hotovo. Takto vytvorenou
nabidku, mdzete obratem zaslat tfeba na vase ob-
jednavkové oddéleni. Doufame, ze vam tato inovace
usnadni nakupovani u nas.

Nabidka 2 e-shopu
wazn
d
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