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Souhrn

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce v realném case (qQPCR) patii k nejcastéjsim metodam
uzivanym v biologickém vyzkumu. VSechny vyzkumné oblasti jako medicina, veterinarstvi,
forenzni vyzkum, potravinafstvi a dal$i jsou dnes na této metodé zavislé. Obecné je PCR
zalozena na cyklickych zménach teploty, proto jsou na teplotni uniformitu termocykléru,
piesnost a spravnost vysledkt kladeny ptisné pozadavky. Pro zaruceni spravné funce a splnéni
akreditacnich pozadavku laboratote (ISO 15189, ISO 17025) je nutno termocykléry pravidelné
kalibrovat akreditovanymi kalibraénimi laboratofemi. Ty vSak casto nejsou vybaveny
pro kalibraci termocykléri s uzavienou konstrukci jako v piipadé LightCycler® 480 Il nebo

Rotor-Gene 3000™, proto je tieba vyhledat jinou metodu.

Teoreticka ¢ast této diplomové prace je zaméfena na zdivodnéni dilezitosti Kkalibrace
termocyklérii a piehled dostupnych kalibracnich metod. V praktické Casti je porovnavana
teplota tani (Tm) stejné amplifikované sekvence DNA v termocyklérech dostupnych
v Laboratofi experimentalni mediciny Ustavu molekuldrni a transla¢ni mediciny, Lékatské
fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Dale je hodnoceno, zda uniformita téchto pfistroju
odpovid4 parametrim deklarovanym vyrobcem a parametriim vyZzadovanym dle akreditace.
Soucasti této Casti je vytvareni prototypu pienosné soupravy pro kalibraci termocykléri typu

LightCycler®.



Summary

The quantitative real-time polymerase chain reaction (QPCR) is one of the most common methods
used in biological research. All fields of research like medicine, veterinary, forensic research,
the food industry and others, depend on this method these days. In general, PCR is based
on the temperature changes, co the defined requirements are set on the temperature uniformity
of thermocyclers, precision and accuracy of results. To assure the proper function and to fulfill
acreditation requirements of laboratory (ISO 15189, ISO 17025), it is necessary to calibrate
thermocyclers regularly by accredited calibration laboratories. However, they are sometimes
not equipped for the calibration of closed construction thermocyclers like LightCycler® 480 I
or Rotor-Gene 3000™, so the different method has to be find.

The theoretical part of the diploma thesis is focused on the justifying of the thermocyclers
calibration importance and summary of the available calibration methods. Within the practical
part, the melting temperature (Tm) of the same amplified sequence in thermocyclers present
in the Laboratory of Experimental Medicine, Institute of Molecular and Translational Medicine,
Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky University Olomouc is compared. Furthermore,
the parameters declared by the manufacturers and the fulfilment of acreditation requirements
for the temperature block uniformity are evaluated. One part of this thesis concerns

development of the portable calibration kit for calibration of LightCycler®-typed thermocyclers.
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1 UVOD

Termocyklér je pfistroj uzivany k amplifikaci vzorkii deoxyribonukleovych (DNA)
a ribonukleovych (RNA) kyselin pomoci polymerazové ftetézové reakce (PCR). Podle
uzivatelem naprogramovanych teplotnich a casovych tdaji termocyklér cyklicky zvySuje
a snizuje teplotu reakéni smési ve vyhtivacim bloku, ¢imz umoznuje tvorbu miliont kopii podle
vzoru specifické sekvence nukleové kyseliny. Amplifikovany geneticky material mize byt dale
pouzit v mnohych navaznych procesech jako je klonovani, sekvenovani, genotypizace anebo

slouzit jako vystup sam o sob¢.

Pfi vybéru vhodného termocykléru pro specifickou metodu nebo skupinu metod je tfeba zvazit
mnoha kritéria - od mnozstvi pouzivanych vzorkl po pozadovanou rychlost a citlivost reakce.
Mohlo by se zdat, Ze dnes jsou jiz na trhu jen kvaltni a precizni piistroje, které dokazi provést
PCR pftesné, citlivé a rychle. OvSem existuje fada parametru cykléru, Které ovlivituji priabéh
reakce a které nasledné mohou ovlivnit vysledek. Mohou zménit senzitivitu a specificitu
metody, coz mize vést k opozdénému vydani vysledki z divodu neshod v duplikatech
a nasledného opakovani reakce nebo dokonce k vydani $patného, faleSné pozitivniho nebo
fale$n€ negativniho vysledku. V ptipad¢ testovani klinickych vzorkil to mize vést ke Spatné

diagndze, progndze nebo predikei a tim k ohroZeni Zivota pacienta.

Tato diplomova prace se zabyva testovanim teplotni uniformity termocyklért, coz je jejich zasadni
parametr. Pro toto testovani vyuziva metodu PCR - je provadéno pomoci analyzy teploty tani

stejného amplikonu.



2 SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

2.1 Termocyklér v PCR diagnostice

2.1.1 Historie

Kdyz byla Karym Mullisem v roce 1983 objevena PCR (Mullis a kol., 1986), byla ihned
pfedpovézena jeji uzitecnost pro genetickou analyzu. Prvni pfistroje k provadéni PCR reakci
fungovaly na principu tii nadob s kapalinou vyhfatou na danou teplotu. Uzivatel v ur€itych
casovych intervalech zkumavky se vzorky manualné pienasel z nddoby do nadoby, coz bylo

zna¢n€ nepohodIné a zdlouhavé.

Prvni automatizovany prototyp cykléru, Mr. Cycler, byl sestrojen v roce 1985. Tento cyklér v§ak
byl automatizovan jen ¢astecné — uzivatel musel po kazdém cyklu pfidat novy enzym, protoze
vysoka teplota polymerazu zdenaturovala. Pfi tomto postupu vSak vznikalo stale mnoho
nepiesnosti a bylo zde velké riziko kontaminace. Nastésti v ranych fazich ,,PCR revoluce* byla
firmou Cetus objevena termostabilni DNA polymeraza — Thermus aquaticus (Taq) polymeraza
(Saiki a kol., 1988). Ve stejném roce biotechnologicka firma PerkinElmer uvedla na trh
programovatelny termocyklér schopny regulovat teplotu reakce. Tyto inovace minimalizovaly
vliv lidského faktoru a snizily riziko kontaminace, coz z PCR ucinilo metodu rutinné
pouzivanou v laboratotich. Postupné se zacaly jiz vyrabét i komercni soupravy predmichanych
reagencii — Kity (URL:<http://www.the-scientist.com/?articles.view/articleNo/24547 title/Mr--
Cycle--An-Automated-PCR-Prototype/>[cit.2014-10-15]).

Detekce genetickych polymorfismti se diky PCR stala mnohem jednodussim procesem.
Oproti dfive pouzivanym metodam jako délkovy polymorfismus restrikénich fragmentu
(RFLP), PCR umozniuje ,.extrakci® specifického lokusu genomu a produkuje dostatecna

kvanta nukleové kyseliny pro dalsi analyzy (Wittwer a kol., 2010).

2.1.2 Typy termocykléri

Standardni termocykléry vyuzivaji vyjimatelné vyhiivaci bloky konstruované pro umisténi
multijamkovych desti¢ek nebo stripii zkumavek. Izolovana DNA se smisi s PCR reagenciemi
a po amplifikaci v tomto cykléru se Gspésnost PCR potvrzuje na gelu pomoci elektroforézy
s vyuzitim barviva ethidium bromid. Tato metoda je efektivni, vysoce specificka, citliva
a relativné levna. Ma vSak omezenou rozliSovaci schopnost — rizné molekuly nukleové

kyseliny o stejné molekulové hmotnosti se nedaji rozlisit, protoze migruji stejnou rychlosti.
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Navic pfi otevieni zkumavky hrozi riziko kontaminace okolniho prostfedi amplikonem (Sluijter
akol., 2003). Nevyhodou je také nemoznost automatizace, obtizna kvantifikace, rozlieni pouze

na zaklad¢ velikosti produktu a nizké dynamické rozmezi (Mackay, 2010).

Real-time PCR termocykléry jsou schopné v realném ¢ase méfit fluorescenci interkala¢nich barviv
nebo znacenych sond hybridizovanych na DNA (Higuchi a kol., 1992). To znamena,
ze prekonavaji omezeni standardniho cykléru a gelové elektroforézy a monitoruji zmény
fluorescence po celou dobu béhu PCR reakce. Po kazdém cyklu lze vyhodnotit mnozstvi
vytvoieného amplikonu. Pomoci kalibra¢nich kiivek pak Ize kvantifikovat poc¢ate¢ni mnozstvi
templatové DNA. Tyto cykléry jsou vyuzivany pii kvantitativnich genetickych analyzach
exprese, analyzach jednonukleotidovych polymorfismt (SNP), variability poétu kopii (CNV)
a podobné (Williams, 2010).

2.1.3 Design termocykléri

Vyvoj designu termocyklért Sel od objevu PCR rychle kuptedu, bylo navrzeno a vyrobeno mnoho
riznych typt a modelii. VylepSovan byl vSak nejen design, ale také techniky vyhtivani
a chlazeni a postupné byly vynalezeny i rizné kontrolni mechanismy teploty (Span a kol.,
2013).

vvvvvv

vzorku. Toho je dosahovano vymeénou tepla, kterd miize probihat vedenim (kondukce), sdlanim
(radiace) nebo proudénim (konvekce). Pro vyrobu bloki regulujicich zmény teploty jsou bézné
vyuzivany vodivé materialy jako hlinik nebo stfibro, které¢ zmén teplot dosahuji kontaktem mezi
vzorkem a materidlem. Jiné, tzv. pasivni vzduchové nebo vodni termocykléry, neobsahuji
vyhftivaci ¢lanky. Voda nebo vzduch je vyhtivana vné termocykléru a poté vedena do pfistroje,
kde cirkuluje a zahtfiva vzorky — teplo je zde pfenaseno proudénim (URL:<http://www.the-
scientist.com/?articles.view/articleNo/14354/title/High-Throughput-Thermocyclers/>[cit.
2014-10-177).

S potiebou designu rychlejsich termocyklért byly vynalezeny termocykléry vyuzivajici Peltierova
efektu.

Peltierovy termocykléry

Peltiertv jev byl pojmenovan po francouzi Jeanu Peltierovi, ktery v roce 1834 zjistil, ze pokud
stejnosmérny elektricky proud v elektrickém obvodu prochazi ptes dva rizné kovy (naptiklad
tellur a bismut), je vznikla odporova vyhiivaci energie pumpovana od anody ke katodé a jedna

sty¢na plocha se ochlazuje a druha zahiiva bez potieby chladi¢ti nebo kompresort. Princip

3



Peltierova ¢lanku tedy je, ze zahtiva i chladi zdroven v zavislosti na tom, jak je elektricky proud
do ¢lankti veden. Diky tomu tyto c¢lanky mohou velice rychle ptfechazet z vyhfivani
na chlazeni a naopak (URL:<http://www.globalspec.com/learnmore/labware_scientific_instru

ments/thermal_processing/thermal_cyclers>[cit. 2014-11-03]).

Objev Peltierovy technologie a jeji aplikace do termocykléra vedly k vylepSeni zptisobu vyhiivani
a chlazeni vzorkt bez nutnosti kontaktu s kapalinou nebo vzduchem. Peltierovy pumpy jsou
zabudovany uvniitt blokd, coz znamena, ze jsou bloky snadno meénitelné
(URL:<http://www.the-scientist.com/?articles.view/articleNo/19131/title/Up-On-Blocks--A-
Profile-Of-Thermal-Cyclers-With-Interchangeable-Blocks/>[cit. 2013-10-19]).

Termocykléry jsou designovany pro praci S relativné malym mnozstvim vzorkl (jedna nebo dvé
mikrodesticky), coz umoznuje udrzeni uniformni teploty ve vSech vzorcich. Tyto termocykléry
pracuji vétsSinou jen s jednou velikosti desticky (Casto 96 nebo 384 jamek), n¢kdy je mozné
jejich stridani. I kdyz se stale vyvijeji nové technologie, které rapidné snizuji délku PCR béhu,
termocykléry na bazi Peltierovych pump jsou stale nejcastéjsi
(URL:<http://www.globalspec.com/learnmore/labware_scientific_instruments/thermal_proces
sing/thermal_cyclers>[cit.2014-11-04]).



Vétsina téchto termocykléru je navrzena podle typické patrové konstrukce (Obr. 1). Misto, kde se
vkladaji vzorky, se nazyva reakéni blok. Pod blokem jsou umistény teplotni senzory, které
monitoruji vstup do teplotniho kontrolniho mechanismu. Ten pak reguluje teplo generované
vyhiivacem a Peltierovym ¢lankem. V prubéhu vyhtivani je teplo z vyhiivace a Peltierova
¢lanku transportovano do reak¢niho bloku a poté pres stény reakénich zkumavek do reagencii
uvniti. V pribéhu chlazeni je reakéni blok Peltierovym ¢lankem ochlazovan a na druhé strané
generuje teplo, které je vedeno do tepelné nadoby a pak pies vétrak ventilovano do prostiedi
(Span a kol., 2013).

Reakéni blok

- Senzory

Vyhfivace

of ﬁa,/ [
% | Peltierovy ¢lanky

Tepelna nadoba

Obr. 1: Konstrukce Peltierovych termocykléri (upraveno dle URL:<www.bio-rad.com>
[cit.2015-04-04])

Teplotni piesnost (uniformita) v ramci téchto 96jamkovych bloku se pohybuje okolo 0,5 °C.
Vzorky je zde doporuceno umistovat do stiednich pozic, protoze se udava, ze Peltierovy ¢lanky

hieji nejvice uprostied a smérem k okrajiim primeérna vyhievna teplota slabne (Obr. 2).

,hotspot”

Obr. 2: Umisténi Peltierovych ¢lanki pod vzorky; teplotni mapa reakéniho bloku — oranZova
uprostied nejteplejsi, modra na okrajich nejchladnéjsi. Tmavé lokalni teplotni maximum,
,hotspot® (upraveno dle URL:<www.qiagen.com>[cit. 2014-11-16])



Tyto rozdily v teplotach mohou vést k méné specifickému nasedani primerti a k nestejnomérné
emisi fluorescence u stejnych vzorki. Navic se objevuji i tzv. ,hotspots* s vysokou teplotou
(viz tmava skvrna na Obr. 2). Tyto problémy nasledné mohou vést k faleSné negativité ¢i faleSné

pozitivité PCR reakce a nespravnému vysledku vysetieni pacientskych vzorki.

Co se tyce optické presnosti téchto cykléra, problémem je pomérné dlouhd opticka cesta. Svétlo
z optické lampy jde ptes zavérku, teplo odrazejici zrcadlo a excita¢ni filtr na rozdélovac
paprsk, ktery ho 2 x lame, a po prichodu Fresnelovou ¢ockou (ma pti podobnych parametrech
a stejném pouzitém materialu podstatné niz$i hmotnost nez bézna ¢ocka, protoze jsSou z ni
odstranény ty ¢asti, které se nepodileji pfimo na lomu paprskil) a vyhiivanym Kkrytem
ptichazi do jednotlivych vzorkd. Odtud je odrazeno emitované svétlo z fluorescence
a po odrazech, priichodem pies emisni filtr a cocku, je detekovano zatizenim s vazanymi naboji

— CCD kamerou (Obr. 3) (URL:<www.giagen.com>[cit. 2014-11-16]).

A lampa
- Zavérka

I : | Teplo odrazejici zrcadlo

Excitacni filtr
p 4 |
V 4
y 4
V 4
Rozdélova  Emisni  Cotky
y peprski fitr CCD kamera

Fresnelova ocka

BB B-BB-B-E Coky jamek / Vyhivany kryt

Blok se vzorky

Obr. 3: Opticky systém Peltierova termocykléru (piekresleno dle URL:<www.qiagen.com>
[cit. 2015-01-15])

Z divodu tak komplexniho systému jsou tato zafizeni nachylna k chybam a vyzaduji pravidelnou
kalibraci. Obcas jsou pro kompenzaci odchylek vyZzadovana i pasivni referenéni barviva jako
karboxy-X-rhodamin (ROX).

Rotaéni termocykléry (Rotor-Gene)

Tyto termocykléry nevyuZzivaji Peltierovych ¢lankti. Vyhfivani a chlazeni je dosahovano rychlym
proudénim vzduchu v reakéni komote. Zkumavky rotuji rychlosti 400 otacek za minutu, takZze
prochazeji okolo excita¢ni a detekéni optiky kazdych 150 milisekund (v pfipadé Rotor-

Gene Q), coz umoznuje vysokorychlostni sbér dat. Jako excitaéni zafizeni je vyuzito 4 az



6 odd€lenych svétlo emitujicich diod (LED) v kombinaci s Sesti riznymi detekénimi filtry

propoustéjicimi emitované svétlo k ctlivému fotonasobicovému detektoru. Diky rotacnimu

principu neni tfeba vzorky pied samotnou PCR centrifugovat, odstfediva sila drzi reagencie

na dné zkumavky a odstrani piipadné bubliny (URL:<www.qiagen.com>[cit. 2014-11-18]).

Kazda zkumavka tedy rotuje v reak¢éni komoie. Pii zahtivani (Obr. 4) jsou ventily komory tésné

uzavieny a vyhtivaci t€leso se zapina. Vyhtivany vzduch cirkuluje okolo rotujicich zkumavek

a vyhfiva je. Pti chlazeni (Obr. 5) se naopak ventily oteviraji a zapina se ventilator. Chladny

vzduch z okolniho prostiedi je nasavan zespod a horky vzduch je vytlacovan z komory ven.

Rotacni design na bazi centrifugy ptredurCuje tyto PCR termocykléry k vysoké piesnosti

a univerzalnosti. Tim, ze kazda zkumavka rotuje v komofe v proudicim vzduchu, jsou vzorky

udrzovany pfi stejné teploté i pii jejich rychlych zménach (Obr. 6). | detekce emitovaného svétla

je velice rychla. KdyZ se zkumavka dostane k detek¢ni optice, vzorek je LED diodou ozafen

a emisni fluorescencni signal je rychle pomoci fotonasobi¢ového detektoru sbiran z jednoduché

a kratké optické drahy (Obr. 7) (URL:<www.giagen.com>[cit. 2014-11-18]).

Vyhfivaci téleso
je zapnuto

Vétrak vede vzduch
okolo komory

Ventily jsou tésné uzavieny Q. SELFE. W
avzduch se drZi v komore i/ 4h e AN
Jﬁ\
Te

Gis

Obr. 4: Zahtivaci faze rota¢niho termocykléru
(upraveno dle URL:<www.giagen.com>[cit. 2014-11-18])

Umisténi PMT
detektoru
Zkumavky v rotoru

se otaci okolo optiky Umisténi LED

zdroje svétla

Spojeni vietena
a motoru

Obr. 6: Pri¢ény Fez Rotor-Genem Q — rotace
zkumavek v reakéni komiirce
(URL:<www.giagen.com>[cit. 2014-11-18])

Vyhfivaci téleso

Vétrak vede vzduch je vypnuto

okolo komory

Ventily se oteviraji
a vyhanéji horky vzduch

Vétrak vede vzduch
do komory

Chladny vzduch jde dovnit
Obr. 5: Chladici faze rota¢niho termocykléru
(upraveno dle URL:<www.giagen.com>[cit. 2014-11-18])

Reakéni komora
Detekéni filtry

Umisténi PMT
detektoru

Zkumavky v rotoru
se otaci okolo optiky Umisténi LED

zdroje svétla

Spojeni vietena
amotoru

Obr. 7: Pri¢ény fez Rotor-Genem Q — detekce
fluorescen¢niho signalu (upraveno dle
URL:<www.giagen.com>[cit. 2014-11-18])



Také jsou zde eliminovany variace mezi vzorky a okrajové efekty, kterym se neda vyhnout
u klasickych blokovych termocykléri z divodu teplotniho gradientu v ramci bloku
a komplexnich optickych drah. U téchto ptistrojii neni tieba pouzivat pasivni ROX referencni
barvivo. Nevyhodou je, ze naptiklad Rotor-Gene nema moznost ulozeni vzorku pii 4 °C

ptes noc pred dalsi analyzou, jak je mozno u ostatnich.
2.2 Zdroje variability v PCR a jejich disledky

Jak jiz bylo feceno, PCR je nejcastéj$i metodou v molekularni biologii. Sama o sob& vyznamné
ovlivnila vyzkum a vyvoj v oborech jako biochemie, medicina, bioinzenyrstvi a v dalsich.
Selhani PCR tedy muze mit fatadlni néasledky naptiklad pii vydani nespravnych vysledka
vySetfeni pacientd. Optimalizovana PCR naopak vylepsi vynos PCR i reprodukovatelnost mezi

reakcemi, zatimco redukuje amplifikaci nespecifického produktu.

Rada variabilit, které ovliviiuji DNA amplifikaci, je Easto maskovana relativné vysokou usp&$nosti
PCR experimentt. Vysledky PCR jsou vsak ovlivnény mnozstvim vnéjsich i vnitinich faktort.
Mezi vnitini faktory patii naptiklad design primert.

Primery by mély byt dlouhé 17 — 28 bazi, kdy guanin (G) a cytosin (C) by mély tvofit 50 — 60 %
primeru a zbytek adenin (A) a thymin (T). Primery by mély kon¢it G nebo C nebo GC nebo
CG, coZ zabrani vlati koncti a zvysi G¢innost nasednuti. Teplota tani primerd by méla byt
v rozmezi 55 — 80 °C, kdy musi mit oba blizké Tm. 3" konce primerti by nemély byt navzajem
komplementarni, protoze by se tvotily primerové dimery preferencné pied jinym produktem,
a také by nemél primer obsahovat komplementarni sekvence sam se sebou, aby v sekundarni

struktufe netvofil vlasenky (Strachan a Read, 1999).

Koncentrace kazdého z primert v bézné PCR reakci je okolo 100 — 500 nM. Zvysena koncentrace
primerd muze vylepsSit vytézek PCR reakce a mize byt povazovana za urcitou cestu
optimalizace. Piili§ vysoka koncentrace primerdi mize vést k nespecifickym reakcim nebo

naopak k inhibici reakce.

Dalsim faktorem je Cistota primerd. V prubéhu syntézy oligonukleotidd jsou baze individuadlné
ptidavany ve sméru 3'— 5" do rostouciho fetézce do doby, nez je sekvence kompletni. V tomto
okamziku jsou oligonukleotidy odStépeny z pevného podkladu a odsoleny pro dalsi pouziti.
V pribéhu syntézy nicméné mohou nastat chyby, coZ vede ke krat§im oligonukleotidiim nebo

k oligonukleotidiim s nespravnymi nukleotidy (URL:<bitesizebio.com>[cit.2014-11-05]).



Taq polymeraza je do reakce ptidavana v rozmezi koncentraci 0,4 — 2,0 U/25 pul. Pokud je enzymu
nadbytek, dochazi k nespecifické amplifikaci a je zvyraznéno pozadi reakce. Nedostatek Tag
polymerazy naopak snizuje pozadi, ale v extrémné¢ malych mnozstvich vibec nedojde
k amplifikaci. Taq polymeraza navic nema 3" — 5" exonukleazovou aktivitu, tzv. korekturskou
funkci, coz mize zpusobit vysokou chybovost reakce (Eckert a Kunkel, 1991).

Nukleotidy jsou pfidavany ve formé deoxyribonukleotidtrifosfati (dANTP) v mnozstvi 20 —
200 uM. Smeés slozena ze 4 nukleotidt (A, T, C, G) ve stejné koncentraci minimalizuje chybné
inkorporace. Pokud je koncentrace nukleotidi nizka, dochazi ke zvySeni specifity a presnosti
PCR. Koncentrace nukleotidii a dvoumocného hoiciku jsou zéavislé veli¢iny. Nejobvyklejsi

optimalni koncentraci pro 1,5 mM MgCl> je 200 uM dNTP (Eckert a Kunkel, 1991).

Templatova DNA je vétSinou pridavana do reakce v mnozstvi 0,005 — 1,0 pg. Citlivost
a reprodukovatelnost PCR reakce ovliviiuje Cistota templatu, takze je tieba ji zbavit vSech

moznych inhibitort reakce. Dulezita je také homogenita vzorku (Kennedy a Oswald, 2011).

Plasty pouZité v PCR (mikrozkumavky, stripy, desticky) mohou mit také vliv na variabilitu PCR.
Nerovnomérnd tloustka stény zkumavky mize mit vliv na pienos tepla, adheze na sténu
zkumavky nebo uvolnovani inhibitori PCR z plasti mohou mit vliv na ucinnost PCR
a v plastech mize byt z vyroby amplifikovatelnda DNA. Zdrojem kontaminace plasti miize byt
také nedostatecné ucinné autoklavovani. Muze tak dochazet ke kontaminacim citlivé PCR
reakce fragmenty zbytkové DNA a k naslednému vzniku nespecifickych produkti v reakci
(Suyama a Kawaharasaki, 2013). Je proto pro klinické vyuziti doporuc¢ovano pouzivat ptimo

od vyrobct certifikované plasty na jedno pouziti.

Co se tyce pipet, je také lepsi pouzivat originalni Spicky neZ autoklavované. Navic bézné
vyuzivané $picky s filtrem autoklavovat nelze. Dale je nutna pravidelna kalibrace vsech
pouzivanych pipet. Pfi pipetovani je vétSinou doporu¢ovano vzorky alikvotovat a nasledné
pipetovat pomoci multikanalové pipety. Je tak omezen pocet krokl pipetovani a rozmrazovani

a snizuje se riziko kontaminace vzorki.

Pochopeni vyse zminénych variabilit vede ke sladéni PCR pfistroje s metodou. Drtiva vétsina PCR
optimalizaci je provadéna jen s ohledem na templatovou DNA a primery. Malo pozornosti bylo

dosud vénovano vlivu variability zkumavek a termocykléru.

Termocykléry jsou navrzeny tak, aby po zahfati na definovanou teplotu umély tuto teplotu udrzet
po definovanou dobu. I kdyz to zni jednoduse, ne vzdy jsou tyto pozadavky splnény, co se tyce
ptesnosti a uniformity. Termocykléry s masivnimi vyh#ivacimi bloky jsou vice uniformni, ale

relativné pomalé. Termocykléry s niz§i hmotnosti blokt jsou rychlejsi, ale kvili své rychlosti
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také méné kontrolovatelné, co se tyce presahti nastavené teploty. Takze potom budou mit dva
stejné termocykléry rozdilné piesahy teplot a rizné dlouhd trvani nastavené teploty (¢im delsi

ptesah, tim krat$i trvani nastavené teploty) (Span a kol., 2013).

Obecné v termocyklérech zaloZzenych na vyhiivacim bloku mutze byt vysoka rychlost zmény
teploty ptic¢inou neuniformity a nekontrolovatelych ptesahti. Takze pii vybéru termocykléru je

nutno zvazit, zda je prioritou rychlost nebo uniformita.

Teplotni vykon termocyklér je zavisly na konstrukci bloku, typu a kvalité uzivanych komponent,
rozdilech v technickém designu, poctu senzort a kontrolnich mechanismech ftizeni teploty.
U riznych modeli stejné znacky je vétSinou ocekavano, ze funguji stejné, a rizna sériova Cisla
stejného modelu by méla fungovat jako identické kopie. Termocykléry vsSak vykazuji
variabilitu mezi riznymi zna¢kami, mezi modely stejné znacky, mezi jednotlivmi sériovymi
Cisly stejného modelu a také dokonce v ramci jednoho termocykléru. Kazdy termocyklér totiz
ma unikatni teplotni profil (Span a kol., 2013).

Vn¢éjsi variabilita termocykléru je divodem, pro¢ PCR vykazujici spravné vysledky na urcitém
cykléru na jiném nefunguje, nebo vede k jinym vysledkim. Vnitini variabilita termocykléru je
diuvodem, pro¢ se lisi vysledky stejnych vzorkd v riznych jamkach béhem jednoho béhu

na stejném termocykléru.

Falesna negativita je extrémné nebezpecna v pfipade, Ze vede k nespravnym zavértim, nespravné
diagnoze nebo neadekvatnimu 1éCeni. FaleSna negativita mize vést naptriklad k tomu, Ze je
pacient diagnostikovan jako zdrav, zatimco muze byt vV ohroZeni zivota. Vysledky vsak
nemuseji byt pouze falesné negativni, PCR muize byt pouze méné t€innd nebo méné citliva.
Naptiklad v ptipadé€ profilovani exprese pomoci qPCR mize byt Spatné uréena nadmérna nebo
naopak nedostate¢na regulace genu. Takovéto méné G¢inné PCR, které maji nizsi vytézek PCR
produktu, také mohou vést k uréeni niz§iho poctu rakovinnych bunék u minimalni rezidualni
choroby pti leukémi a ke klinickému rozhodnuti neposkytnout sekundarni chemoterapii, ktera

by ve skute¢nosti pacientovi pomohla (Span a kol., 2013).

Variabilita v riznych fazich PCR ma odlisné dopady na jeji vysledky. Variabilita v denatura¢ni
fazi, jejimz cilem je rozpleteni dvouvlaknové DNA na dvé jednovlaknové, je nejcastéjsi
pti¢inou fale$né negativnich vysledkd. Denaturace DNA probiha okolo 95 °C, kdy je Taq
polymeraza postupné inaktivovana. Takze piesah cilové teploty nékolika stupni (cca na 98 °C),
mize rychle vést k negativnim vysledkim, protoze je polymeraza inaktivovana jiz
pied detekovatelnymi hladinami amplikonu. JestliZe je teplota denaturacni faze naopak pfili§

nizka, denaturace viibec nenastane nebo je zna¢né omezena a nedojde k amplifikaci (Span
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akol., 2013). Zde je vsak nutno podotknout, Ze u sou¢asnych termocyklérti neni presah nékolika

stupiii az tak realny, nebot’ vyrobci deklaruji maximalni piesahy teplot v rozmezi 0,1 - 0,5 °C.

Ve fazi nasedani primert (annealing), ktera probiha pfi teploté v rozmezi 45 az 70 °C, je dilezita
specificita nasednuti. Nasednuti na spravnou cilovou sekvenci je vysoce zavislé na teploté
a na koncentraci soli. Niz§i teplota annealingu mtize vést k faleiné pozitivité vysledki. Cim
vys$s$i teplota, tim vyssi specificita, ¢ehoz je vyuzivano v metodé Touchdown PCR (Hecker
a Roux, 1996), kdy je teplota annealingu postupné snizovana po kazdém cyklu. Takze teplota
této faze je dilezita pro spravné nasednuti, ale neni to hlavni kriticky bod PCR ovliviujici

celkové vysledky, jelikoz primery nasedaji ve vétsim teplotnim rozsahu.

V elongacni fazi dochazi za pomoci Taq polymerazy k syntéze nového vladkna DNA z nasednutého
primeru. Elongace je necitliva k teplotni variabilité termocykléra, protoze probiha ve velkém
teplotnim rozsahu. Pouze by vSak mohlo dojit k riznym vytézkim v kazdé jamce, coz je

obvykle v PCR programu kompenzovano del$imi ¢asy (Span a kol., 2013).
2.3 Pozadavky kontrolnich organii

Zdravotnické laboratofe musi spliiovat ptisné pozadavky — musi vyhovovat akredita¢nim normam
CSN EN ISO 15189 ed.2:2013 (popi. CSN EN ISO/IEC 17025:2005), coz kromé jiného

znamena, ze musi mit kalibrované pfistroje a validované metody a postupy.

2.3.1 Akreditace

Akreditace je jak status laboratofe, tak proces jejiho ziskavani. Jako status akreditace poskytuje
potvrzeni, Zze laboratof spliiuje pozadavky kvality urcené akreditacni spoleCnosti
(URL:<www.apa.org>[cit. 2014-12-11]), coz je v piipadé Ceské republiky Cesky institut
pro akreditaci.

Akreditaci laboratof potvrzuje svou nezavislost, objektivnost a odbornou zptisobilost vykonavat
¢innost, pro kterou je ur€ena. Prokazanim akreditace laboratof potvrdi troven poskytovanych
sluzeb, profesionalitu zaméstnanci a technické zabezpeCeni své cCinnosti. V nékterych
ptipadech je akreditace nutnou podminkou k tomu, aby bylo povoleno vysetfeni provadét
(podminkou k autorizaci). Dalsim pfinosem je ekonomicky efekt, kdy zékaznici rozlisuji mezi

akreditovanymi a neakreditovanymi laboratofemi (URL:<www.cai.cz/>[cit. 2014-12-11]).
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2.3.2 CSN EN ISO/IEC 17025:2005

Norma ISO 17025:2005 (Posuzovani shody — VSeobecné pozadavky na zpusobilost zkusebnich
a kalibra¢nich laboratofi) udava pozadavky na systém fizeni zkusSebni a kalibra¢ni laboratote
Vv oblasti kvality a administrativnich a technickych systému. Laboratof spliiujici tuto normu je

zpasobila a schopna dosahovat technicky platnych vysledkt (CSN EN ISO/IEC 17025).

Co se tyCe zafizeni, laboratof musi mit veskeré potiebné prostfedky pro vzorkovani, méfici
a zkuSebni zafizeni pozadované pro spravné provadéni zkouSek. Zatizeni a jeho software
pouzivané pti zkouSeni musi byt schopno dosahovat pozadované spravnosti a musi byt ve shod¢
se specifikacemi, které se vztahuji k ptislusSnym zkouskam. Pro klicové veli¢iny nebo hodnoty
pristroji musi byt v pfipadé€, ze maji tyto parametry vyznamny vliv na vysledky, zavedeny
kalibra¢ni programy. Pfed uvedenim do provozu musi byt zafizeni kalibrovano nebo
zkontrolovédno, aby bylo zajisténo, Ze spliiuje pozadavky uvedené ve specifikaci laboratoie
a vyhovuje pfislusnym specifikacim norem. Veskeré zatizeni pouzivané pro zkouseni, véetné
zafizeni pro podplrna méfeni, vyznamné ovliviiuji pfesnost nebo platnost vysledki a zkousek,
kalibraci nebo vzorkovani, musi byt pfed uvedenim do provozu kalibrovano. Laboratoi musi

mit zaveden program a postup pro kalibraci svého zafizeni (CSN EN ISO/IEC 17025).

2.3.3 CSNEN ISO 15189-ed.2:2013

ISO 15189-ed.2:2013 (Zdravotnické laboratofe — Zvlastni pozadavky na jakost a zpusobilost) je
¢eskou verzi evropské normy EN ISO 15189:2012 a ma stejny status jako oficidlni verze.
Norma vychazi z ISO/IEC 17025 a ISO 9001 a navic uvadi pozadavky na zptsobilost a kvalitu,
které jsou specifické pro zdravotnické laboratote. Laboratof spliiujici tuto normu je pfipravena
plnit poZadavky vSech pacientil i klinického personalu odpovédného za tyto pacienty. Sluzby
zdravotnické laboratofe zahrnuji organizaci piijmu, identifikaci a pfipravu pacienta, odbér,
dopravu, skladovani, zpracovani a vySetfovani klinickych vzorki, nasledné ovéteni,
interpretaci, predkladani zprav a poradenskou ¢innost a navic hodnoceni bezpecnosti a etiky

prace zdravotnické laboratofe (CSN EN ISO 15189).

Norma CSN EN ISO 15189 je rozdélena na dva hlavni typy pozadavka — pozadavky
na management a technické (odborné, laboratorni) pozadavky. Pro tuto diplomovou praci je
je kladen daraz na systém interniho fizeni kvality, ktery ovéiuje dosazeni zamyslené kvality
vysledku, a na ur€eni nejistoty vysledki. Zde je dle normy nutno vzit v uvahu vSechny mozné

slozky nejistoty. Programy kalibrace méficich systéml a ovéfovani spravnosti musi byt
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navrzeny a provedeny tak, aby byla zajisténa navaznost vysledki na SI jednotky nebo odkazem
na prirodni konstantu nebo stanovenou referen¢ni hodnotu. Pokud neni nic z toho mozné nebo
vhodné, musi byt pouzity jiné prostiedky jak potvrdit spolehlivost vysledkt. K t€émto zptisoblim
nalezi napiiklad ucast ve vhodném programu mezilaboratorniho porovnavani, pouziti vhodnych
referencnich materiala certifikovanych pro charakterizaci materialu, vySeteni nebo kalibrace
jinym postupem, méfeni poméru nebo reciproké hodnoty, vzéjemné odsouhlaseni standardu
nebo postupi, které jsou jasn¢ stanoveny, specifikovany a charakterizovany vSemi
zuCastnénymi stranami, dokumentace udaji o Cinidlech, postupech nebo systému vysSetieni,

jestlize ndvaznost je uvadéna dodavatelem nebo vyrobcem (CSN EN ISO 15189).

7

2.3.4 Metrologické parametry méieni

Kalibrace je proces, kterym je stanovena odpovéd’ nastroje na nastavené podminky (Saunders
a kol., 2001). Je to za specifickych podminek zajisténi tésného vztahu mezi hodnotami veli¢in
uvedenymi pomoci méficiho pristroje nebo méficim systémem, nebo hodnotami
reprezentovanymi materidlovym meéfenim, a odpovidajicimi hodnotami realizovanymi
mezinarodnim sledovatelnym referencnim standardem. Sledovatelnost je zarucena uzitim
mezinarodnich sledovatelnych referencnich standardti, vypoctenou neptesnosti kalibrace
a faktem, Ze kalibrace jsou provadény ISO 17025 akreditovanymi kalibra¢nimi laboratofemi.

Kalibrace nezahrnuje ,,adjustment* (sefizeni).

Spravnost méreni (,,measurement trueness*) je blizkost shody primérné hodnoty z opakovanych

méfeni s referenéni hodnotou.

r

Piesnost mérFeni (,,measurement precission) je blizkost shody naméfenych hodnot
v opakovanych méfenich pti specifickych podminkéch.
Nejistota méreni (,,measurement uncertainty*) je spojena s vysledkem meéteni. Charakterizuje

rozptyl hodnot, ktery pfispiva ke kvantit€¢ métenych hodnot.

Chyba méieni (,,measurement error®) je rozdil mezi méfenou hodnotou a pravou (referen¢ni)
hodnotou. Chyba mtze byt rozdélena na systémovou a nahodnou. Systémova chyba zvana
,»bias* zastava konstantni béhem opakovani méfeni; nahodna chyba zvana ,,deviace* se méni
behem opakovani méfeni.

Metrologicka navaznost (Sledovatelnost, ,,masurement traceability) je vlastnost méteni, kdy je
vysledek odvozen od referen¢niho standardu pies nepferuSeny fetézec kalibraci. Kazda
kalibrace k vyssimu etalonu pfispiva k nepfesnosti méfeni. (URL:<www.bipm.org>[cit. 2014-
11-10)).
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2.4 Kalibrace termocykléri, kalibra¢ni parametry a metody

Jak jiz bylo fe€eno, variabilité termocykléra se vénuje velmi mélo pozornosti, prestoze se da fici,
ze kazdy termocyklér ma sviij vlastni teplotni profil. Uniformni teplota je vSak velice dilezita
pro pribéh PCR reakce, protoze nedostatecna denaturace a nespravna hybridizacni teplota
mohou zpusobit sniZzeni specificity (faleSna pozitivita), snizeni senzitivity (faleSna negativita)
a zmény v detekénim limitu. Dal§im diisledkem také muze byt nereprodukovatelnost metody.

Kalibrace termocyklért je dulezita pro splnéni pfedepsanych pozadavki, pro zlepSeni vynosu PCR

a pro ovéreni pouzivanych reagencii.

2.4.1 Kalibraé¢ni parametry

Existuje mnoho kalibragnich parametrti termocykléru (Obr. 8). Ceské ekvivalenty nazvi nejsou
vzité, proto jsou zde pouzivany anglické terminy:

ramp rate - rychlost nahfivani nebo chlazeni, rychlost ndjezdu,

overshoot - piesah nad nastavenou tepotu v prub&hu najezdu na vyssi teplotu,

hold time - doba trvani nastavené teploty po jejim dosazeni,

undershoot - pokles pod nastavenou teplotu v priabéhu najezdu na nizsi teplotu,

4

uniformity - rozdil v teplot¢ mezi nejteplejsi a nejchladnéj$i jamkou v reakénim bloku

v definovaném momenté v ¢ase, uniformita,

accuracy - rozdil mezi primérnou teplotou bloku a nastavenou teplotou v definovaném momenté

casu, piesnost.

overshoot

hold time

ramp rate
uniformity

accuracy

undershoot

Obr. 8: Kalibra¢ni parametry termocykléru
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2.4.2 Metody kalibrace

Idealni kalibrace by méla méfit vSechny kalibra¢ni parametry, méla by byt provedena dynamickym
zpusobem, protoze PCR je dynamickym (nestatickym) procesem. Dale by méla byt provadéna
V reprezentativnim poctu jamek cykléru, pii kontrolovanych podminkach prostiedi

a kvalifikovanym a trénovanym personalem.

Kalibrace je provadéna akreditovanymi kalibracnimi laboratofemi. Existuje nékolik zpisobt

kalibrace termocykléri.
CYCLERtest®

Firma CYCLERtest® je vyrobcem systému kalibrace termocykléru. CYCLERtest umoziuje
laboratofim nastavit temocykléry podle specifikaci a nasledné produkovat reprodukovatelné
vérohodné a technicky validované PCR vysledky. Je schopen kalibrovat témét jakykoliv
termocyklér od zakladnich PCR termocyklérii po pokrocilejsi qPCR termocykléry. Kalibrace
termocykléri jsou provadény pomoci nastroji mobilniho systému ziskani teploty (Mobile
Temperature Acquisition System, MTAS) servisnimi inzenyry v misté laboratore. MTAS
provadi verifikaci s detailnimi informacemi o vykonu PCR nastroje v pribéhu reakce. Tato
metoda je zaloZena na 15 teplotnich sondéch, které jsou umistény do 15 vybranych jamek.

MTAS nabizi validace pro mnoho modeld termocyklérii véetné fady LightCycler®.

Kromé tohoto kalibracniho syst¢ému CYCLERtest také nabizi DRIFTCON kalibra¢ni systém
pro koncového uzivatele, ktery provadi kalibraci sam. DRIFTCON je systém monitoringu
teplotnich posunti termocykléra, které méii pomoci vétsinou 16 teplotnich senzori umisténych

Vv cykléru béhem PCR reakce.

Oba tyto systémy méii stejné teplotni charakteristiky - pfesnost, uniformitu, piesahy teploty,
rychlost zmén teploty a trvani teploty, jen vysledky prezentuji odlisné. Diky detailnimu popisu
je pak uzivatel schopen modifikovat PCR program na cykléru tak, ze vysledné termalni profily
dvou riznych termocyklérti budou stejné (URL:<www.cyclertest.com>[cit. 2014-11-06]).

Automaticka teplotni kalibrace Rotor-Gene 3000™

Cyklér Rotor-Gene 3000™ (RG) uziva patentované kalibra¢ni rotory pro ur¢eni absolutni teploty
uvniti zkumavek v pribéhu otaceni rotoru. Kalibracni rotor je doddvan S pevné fixovanymi
0,1ml zkumavkami naplnénymi homogenni smési. Kalibrace se provadi tak, ze rotor je umistén
do RG a spusti se teplotni program (program tani templatu, ,melting). Teplota je métena
ve tfech riiznych fazich reakce v celém rozsahu operaci. Kalibra¢ni zprava je automaticky

generovana a poslana e-mailem do centra validace. Pokud je vyzadovana teplotni kalibrace, je
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zpétn¢ odeslan soubor, jehoz nacteni softwarem automaticky rekalibruje termocyklér (manual
Rotor-Gene 3000™).

Rotor-Disc ™ OTV Kit (Qiagen)

Rotor-Disc ™ OTV (Opticka Teplotni Verifikace) Kit slouzi pro verifikaci teplotni piesnosti
Rotor-Gene® real-time PCR cykléri. Opticka teplotni verifikace je metoda, ktera verifikuje
teplotu ve zkumavkach Rotor-Gene. Neni zde nutna pfitomnost servisnich technikt stejné jako
v piedchozi metod¢. Tento Kit v§ak oproti automatické teplotni kalibraci obsahuje zapecetény
OTV Rotor-Disc obsahujici tekuté fluorescencni krystaly kompatibilni s RG 3000 a RG-
Q/6000, CD se soubory a ptirucku.

Rotor-Disc OTV Kit vyuziva optické vlastnosti 3 termochromickych tekutych krystalt (TLC) jako
referenci absolutni teploty. Kdyz jsou TLC zahfivany, méni se z neprithledné na transparentni
barvu pii dosazeni pfesnych teplot (50, 75, 90 °C). TLC samy o sob& nefluoreskuji, je tedy
nezbytné piekryt excitacni zdroj rozptylovacim hranolem, takze zmény barvy krystald mohou
byt detekovany optickym systémem Rotor-Gene. TLC jsou pod svou tranzi¢ni teplotou
neprihledné a odrazZeji svétlo. KdyZ se vnitini teplota dostane na tranzicni bod TLC, stanou se
transparentnimi a svétlo vice prochazi pies vzorek nez je odrazeno k detektoru, coz vede
ke sniZeni fluorescence. Zména ve fluorescenci je poté vyuzita K rozeznani piesné tranzice
teploty kazdého TLC. Teplotni tranzice zobrazena Rotor-Gene cyklérem je srovnana s teplotou
kodovanou v OTV sériovém ¢isle. Pokud je ptistroj mimo teplotni specifikace dané vyrobcem,

provede se automaticka uprava (Rotor-Disc OTV Handbook).
2.5 Analyza teploty tani a jeji vyuziti pro kalibraci

Analyza kiivky tani (,,melting analyza“) je metoda analyzy amplikonti generovanych klasickou
PCR nebo gPCR. Béhem zvySovani teploty je dvouvlaknova DNA postupné rozplétana na
jednovldknovou v zavislosti na délce sekvence a obsahu GC bazi. Takze tato analyza

charakterizuje vzorky DNA hlavné na zékladé jejich sekvence.
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Béhem disociace dvouvlaknové DNA (dsDNA) je uvolhiovano interkalaéni barvivo, ¢imz je

snizovana vyzarovana fluorescence (Obr. 9) (Ririe a kol., 1997).

Melting Curves
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Obr. 9: K¥ivka tani stejné DNA v 96 jamkach LC® 48011-11 - zavislost normalizované
fluorescence na teploté (generovano programem LightCycler® 480 Software)

Analyza Tm poskytuje kiivku tani (,,meltcurve, melting-curve™), ktera je charakterizovana
zavislosti normalizované fluorescence na teploté. Tuto kiivku lze derivaci pfevést na vrchol
ktivky (pik) tani (,,meltpeak, melting-peak®), ktery je definovan jako zavislost prvni zaporné
derivace relativni fluorescen¢ni jednotky (rfu) na case (Obr. 10). Ze vzniklého piku lze
jednoduse odecist teplotu tani (,,melting temperature”, Tm) nukleové kyseliny. Tm je
charakterizovana jako teplota, kdy je 50 % amplifikované DNA ve dvouvlaknové struktute
a 50 % v jednovlaknové struktuie (Ririe a kol., 1997).
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Obr. 10: Pik tani DNA - zavislost prvni zaporné derivace rfu na ¢ase (generovano programem
LightCycler® 480 Software)

2.5.1 Klasicka analyza krivky tani

Klasicka analyza kiivky tani monitoruje rozdily v teploté tani o 1 °C a vice. Tuto analyzu lze
provést s jakymkoliv qPCR cyklérem pomoci barviva SYBR Green. Pouziva se hlavné
pro rozeznani heteroduplext, primerovych dimerti a dal$ich nespecifickych produktii. Cykléry
s lepsi moznosti kontroly teploty a rychlej$imi teplotnimi najezdy (napt. LightCycler® z roku

1997) a interkalacni ¢inidla, ktera se rovnomérné vmezetuji do DNA Sroubovice (napf. Syto9,
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LCGreen, EvaGreen) (Wittwer a kol., 1997a, 1997b; Wittwer a Kusukawa, 2004) umoznily

zpresnéni monitoringu Tm Na hodnoty pod 0,5 °C.

Mohou byt sledovany kiivky tani inerkalovanych fluorofortt do duplexti PCR produktti nebo
kiivky tani sond hybridizovanych na jedno PCR vlakno. V obou ptipadech lze kiivky tani
odrzet bez otevieni zkumavky, protoze jsou vSechna barviva nebo sondy pridavany
pred zacatkem PCR. Pro pribézny monitoring PCR se nejcastéji pouziva barvivo SYBR
Green® I, které specificky fluoreskuje v pfitomnosti dsDNA. Kdyz je vzorek zahiivan, rapidni
snizeni fluorescence indikuje denaturaci (tdni PCR produktu). Hybridizaci 1ze méfit prubézné
behem amplifikace, obvykle jsou vSak kiivky tani ziskany az po skon¢eni PCR. Proto analyza
ktivky tani nevyzaduje qPCR cyklér a po skonceni PCR mohou byt zkumavky ptfeneseny
do detekéniho piistroje pro dalsi analyzu (Wittwer a kol., 2010).

Teplota tani PCR produktu zavisi na obsahu GC, délce a sekvenci a je obvykle monitorovana
asymetrickymi kyaninovymi barvivy SYBR Green | nebo LCGreen Plus. Tato barviva maji dva
pozitivni naboje a vazi se do malého zlabku negativné nabité dSDNA. SYBR Green I byl poprvé
pouzit v real time PCR pro kvantifikaci v roce 1997 (Wittwer a kol., 1997a, 1997b). Brzy nato
byl SYBR Green | pouzit pro analyzu kiivky tani PCR produktu po amplifikaci (Ririe a kol.,
1997). Rozdilné PCR produkty maji rozdilné teploty tani, coz umoznilo jednoduchou metodu

analyzy v uzavienych zkumavkéach.

2.5.2 High Resolution Melting analyza (HRM) analyza

HRM analyza, analyza kiivky tani s vysokym rozliSenim, byla poprvé uvedena v roce 2003
(Wittwer a kol., 2003; Gundry a kol., 2003). Tato analyza byla rychle aplikovana, ale co se tyce
terminu ,,HRM*, neexistuje zadna ptesna definice (Li a kol., 2014). Dle firmy Qiagen HRM
monitoruje rozdily v teploté tdni mensi nez 0,5 °C. Tato metoda uz vyZzaduje specidlni piistroje
a software. Na rozdil od klasické analyzy kiivky tani zde nelze vyuzit barviva SYBR Green I,
protoze je to barvivo nesatura¢ni. Je nutné ho pfidavat v nizkych koncentracich, protoze

pii vysokych koncentracich inhibuje samotnou PCR reakci.
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Z tohoto diivodu tedy nejsou obsazena vsechna vazebna mista pro barvivo a pti denaturaci DNA
se mohou uvolnéné molekuly barviva premistit na jiné misto dvousroubovice, ¢imz nedojde

k vyzaieni odpovidajici fluorescence (Obr. 11) (URL:<www.giagen.com>[cit. 2014-11-18]).

HRM analyza tedy vyzaduje tzv. satura¢ni barviva, LCGreen I, EvaGreen, Syto 9, kterych se mtize
pridavat vyssi koncentrace, protoze reakci neinhibuji. Po uvolnéni molekul z dvousroubovice
pfi denaturaci uz nemtize dojit k opétovnému navazani, protoze k tomu neni prostor (vSechna

vazebna mista jsou obsazena) (Obr. 12) (Gundry a kol., 2003).

LI p) 0
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- ,‘/,X\ ,, r\ /‘,‘ /\I. . M ON /D /A
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I\ U, Y L
I\ ‘J\’ /
o . M X
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se pi rozplétani DNA Saturaéni barvivo nenechava zadné misto
premisti a tim nepfispéji pro pfipadné premisténi béhem rozplétani DNA
Neobsazené pozice k naristu fluorescence
\ \
/\f /\ 22 .
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“\:\ - ﬁ’ |
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Vsechny pozice jsou obsazeny
Obr. 11: Nesatura&ni barvivo SYBR Green I Obr. 12: Saturaéni barvive EvaGreen (upraveno dle
(upraveno dle URL:<www.giagen.com>[cit. URL :<www.giagen.com>[cit. 2014-11-18])

2014-11-18])

Tm PCR produktu je uzite¢ny parametr, ale obecné je to pouze jeden bod na kiivce tani.

V kompletni kiivce tani je obsazeno mnohem vice informaci.

Fluorescen¢ni analyza ktivky tani s vysokym rozliSenim byla poprvé provedena s fluorescenéné
znaCenymi primery, které amplifikovaly 113 bp dlouhy amplikon g-globinu, ktery obsahuje S,
C a E jednobazové varianty hemoglobinu. Vsechny homozygoty (AA, SS, CC a EE)
a heterozygoty (SC, SE, CE) Ize od sebe rozlisit. Homozygoti byli rozliseni pozici piku tani
a vSichni heterozygoti se lisili tvarem k¥ivky (Gundry a kol., 2003).

HRM analyza je také pouzivana pro rozliSeni jednobazovych (bodovych) variant, malych inzerci

nebo deleci (Wittwer a kol., 2003).

2.5.3 Vyuziti melting analyzy pro kalibraci

Jak jiz bylo fe¢eno, analyza kiivky tani nebo HRM analyza se da vyuzit pro mnoho aplikaci. Jeden
Z pomérné€ novych zpiisobil vyuZiti je kontrola teplotni pfesnosti a homogenity vyhiivaciho

bloku termocyklérti.
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Napftiklad Herrmann a kol. (2007) porovnavali jednotlivé PCR cykléry pomoci analyzy kiivky tani
110 bp dlouhého useku DNA genu pro beta-globin (HBB). Pro ¢tyti genotypy (wild-type,
homozygot HBB c. 20A>T, heterozygot HBB c.20A>T, heterozygot HBB c. 20A>T a dvojity
heterozygot HBB c. (9C>T; 20A>T)) byly provedeny klasické analyzy kiivky tani na sedmi
rozdilnych PCR termocyklérech (Applied Biosystems 7300, Corbett Life Sciences Rotor-Gene
6500HRM, Eppendorf Mastercycler RealPlex4S, Idaho Technology LightScanner (384 jamek),
Roche LightCycler® 480 (96 a 384 jamek) a Stratagene Mx3005p) pii rychlosti zmény teploty
0,61 °C/s s barvivy LCGreen (SYBR Green | pro Stratagene Mx3005p) (Obr. 13).

A. Normalizované kfivky tani B. Teplotné posunuté kfivky C. Dynamickeé tepotni mapy
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Obr. 13: Normalizované k¥ivky tani (A.), teplotné posunuté kivky (B.) a dynamické teplotni mapy (C.)
mérenych termocykléri (upraveno dle Herrmann a kol., 2007)
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Dale Keyserling a kol. (2011) vyuzili HRM analyzu pro testovani funk¢énosti QPCR nastroja, kdy
v pritomnosti EvaGreen barviva amplifikovali 256 bp dlouhy usek genu glutathion-S-
transferazy (GST) theta a nasledn¢ spustili 4 x analyzu kiivky tani v kazdé jamce Chromo4
real-time PCR cykléru. Poté pouzili MTAS jako referenéni metodu. Nasledné metody porovnali
a dosahli velice uspokojivych vysledkt, kdy jejich vysledky korelovaly s MTAS metodou.
Zduraznili v§ak vyhodu HRM, kterd méti vSechny pozice jamek bloku, protoze oproti MTAS

nasli jamku s extrémni teplotou mimo vybranych 15 jamek bloku.

V roce 2014 Li a kol. porovnavali termocykléry z pohledu piesnosti genotypizace. Po amplifikaci
4 produktt razné délky (51, 100, 272, 547 bp), které vsak vSechny obsahovaly stejnou
nukleotidovou variantu genu CPS1 lidské genomické DNA, spustili HRM analyzu s rychlosti
zmény teploty 0,1 °C/s. Takto testovali 10 termocykléri a zjistili, Ze pfesnost genotypizace se
meni v zavislosti na typu zvoleného pfistroje a délkou PCR produktu.

Vyhodou melting analyzy pro kalibraci je oproti jinym zmiiiovanym méteni teploty v kazdé jamce
(zkumavce) termocykléru, rychlost a skute¢nost, Ze neni tfeba zapojovat specidlni soupravy

se sondami, které navic nejsou kompatibilni se v§emi termocykléry.
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3 CILE PRACE

Cilem teoretické casti diplomové prace je:
- sepsat resersi o nutnosti kalibrace termocyklérti pro splnéni akreditacnich norem laboratofi
klinické PCR diagnostiky,
- predstavit vyuziti analyzy kfivky tani pro kontrolu uniformity termocykléra a srovnat tuto
metodu s jinymi kalibraénimi metodami.
Cilem praktické casti této diplomové prace je:
- pomoci série PCR pokusii odpovédét otazku, zda teplotni uniformita vSech cykléri LEM
UMTM (LightCycler® 480 System, LightCycler® Nano Real-Time PCR System, Rotor-
Gene 3000™) odpovida parametrim deklarovanym vyrobcem a parametriim vyzadovanym
dle akreditace,
- srovnat své vysledky s vysledky kalibraci cykléru, provedenymi kalibra¢ni laboratofi,
- srovnat, zda jsou mezi cykléry signifikantni rozdily,
- Vytvofit prototyp kalibracni soupravy, ktera by byla pfenosna a standardizovana (kterd by

ze zdroju nejistoty méteni odstranila chybu pipetovani).
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4 MATERIAL
4.1 Pristrojové vybaveni a pomiicky

4.1.1 Pristroje

Cobas 4800 System - pln¢ automatizovany systém piipravy vzorku izolované nukleové kyseliny
z primarni zkumavky propojen s real-time PCR technologii pro amplifikaci a detekci. Systém
je slozeny z cobas x 480 izolatoru a cobas z 480 analyzatoru
(URL:<www.hpv16and18.com>[cit. 2014-10-25], URL:<usdiagnostics.roche.com>[cit. 2014-
10-25]). Pro tento pokus byl pouzit pouze cobas z analyzator (Cat #: 50502). Excita¢ni filtry
jsou zde 465 nm, 498 nm, 540 nm, 610 nm, 680 nm. Detek¢ni filtry 510 nm, 580 nm, 610 nm,
645 nm, 670 nm, 700 nm (Manual Cobas 4800 System).

LightCycler® 480 System — vysoce vykonna PCR platforma existujici v 96 a 384jamkovém
formatu. LightCycler® 480 Instrument Il je rychly vysokokapacitni desti¢kovy real-time
cyklér (URL:<lifescience.roche.com>[cit. 2014-12-11]). Pro pokus byly pouzity dva tyto
piistroje (Cat # 26971, Cat # 35329). Excitace 390 — 710 nm, excita¢ni filtry jsou zde 440 nm,
465 nm, 498 nm, 533 nm, 618 nm. Detekéni filtry 488 nm, 510 nm, 580 nm, 610 nm, 640 nm,
660 nm (Manual LightCycler® 480 System).

LightCycler® Nano System — nejmensi a nejtissi real-time PCR systém na trhu. LightCycler®
Nano Instrument je real-time cyklér pro zkumavkové metody do 32 vzorkd na jeden béh.
Vyhiivani a chlazeni je zalozeno na Peltierovych ¢lancich s podporou vyhtivaného vika.
Excitace je provadéna pomoci LED diod s filtry propoustéjicich svétlo o 500 nm, kdy je
schopné excitovat vSechny fluorofory bézné uzivané v qPCR. Detekce fluorescence je pii 510
— 750 nm. Teplotni uniformita je vyrobcem uvadéna + 0,1 °C a teplotni pfesnost + 0,25 °C

(Manual LightCycler® Nano System).

Rotor-Gene 3000™ - real-time DNA detekéni systém s multifiltrovym systémem detekujicim
vSechny chemismy jako SYBRGreen, dvoubarevné sondy a sondy vazajici se do malého zlabku
DNA (,,minor groove binder®, MGB), rezonan¢ni pienos fluorescen¢ni energie (,,Fluorescence
Resonance Energy Transfer, FRET) a molekularni vlasenky. User-friendly software.
MeltCurve Analysis — po amplifikaci jsou vzorky zahiaté a zména ve fluorescencni energii je
monitorovana a generuje kiivku tani. Prvni centrifugacni real-time amplifikaéni systém,
oddelené svételné zdroje, maximalni teplotni uniformita — vzorky rotuji pti 500 rpm

bez variability v teploté¢ mezi vzorky, extrémné kratky hold time, neni tfeba pasivnich ROX
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referencnich barviv. Nabizené standardy jsou 36jamkovy rotor pro vkladani jednotlivych
zkumavek a 72jamkovy rotor pro 4zkumavkové stripy. VSech 72 vzorki 1ze detekovat v jedné
otacce v prubehu 0,15 sekundy. Je zde teplotni uniformita £ 0,01 °C, teplotni spravnost
(accuracy) + 0,5 °C, teplotni piesnost (precision) £+ 0,1 °C. Excita¢ni vlnové délky jsou zde
470 nm, 530 nm, 585 nm, 625 nm. Detekéni filtry jsou pasmové 510 nm, 555 nm, 610 nm
a vysokopropustné 660 nm, 580 nm, 610 nm (Manual Rotor-Gene 3000™).

Box Biohazard Mars Safety Classe 2 (LaboGene)
Odstiedivka Centrifuge 5430 (Eppendorf)
Odstredivka FVL-2400N, Combi-Spin (BioSan)
Odstredivka MiniSpin (Eppendorf)

Vortex Mixer (Labnet International)

Chladnicka (Liebherr)

Mraznic¢ka (Gorenje)

4.1.2 Pomicky
Pipeta Research® Plus 0,1 — 2,5 pul (Eppendorf)
Pipeta Research® Plus 0,5 — 10,0 ul (Eppendorf)
Pipeta Research® Plus 2,0 — 20,0 ul (Eppendorf)
Pipeta Research® Plus 10,0 — 100,0 ul (Eppendorf)
Pipeta Research® Plus 20,0 — 200,0 ul (Eppendorf)
Pipeta Research® Plus 100,0 — 1000,0 ul (Eppendorf)
8kanalova pipeta Research® Plus 10 — 100 pl (Eppendorf)
12kanalova pipeta Research® Plus 0,5 — 10,0 ul (Eppendorf)
Stojan na pipety (Eppendorf)
Stojan na odpad
Chladici desti¢ka mala
Chladici desticka velka
Chladici desticka pro RG
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4.2 Spotifebni material

Screw lab tubes ST-050 (Axygen)

Screw lab tubes SCO-B (Axygen)
Mikrozkumavky 1,5 ml (P-lab)

EU 0.1ml 8-tube strip (BlOplastisc)

Desticky PCR Plate — prithledné (LabMark)
Adhezivni folie na PCR desticky (BlOplastics)
Stripy — LC® Nano (Roche)

Stripy — Rotor-Gene (T319-4N 0.1 ml Tube and Cap)
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)

Spi¢ky dual filter 10 pl (Eppendorf)

Spi¢ky dual filter 20 pl (Eppendorf)

Spicky dual filter 100 pl (Eppendorf)

Spicky dual filter 200 pl (Eppendorf)

Spic¢ky dual filter 1000 pl (Eppendorf)

Rukavice Powder-FREE 200 6-7 S (SemperMed)

Sacky na odpad
4.3 Software

LightCycler® 480 Software, Version 1.5
LightCycler® Nano Software

Rotor-Gene6

Microsoft Office Excel

Microsoft Office Word

STATISTICA, ver. 12 (StatSoft, Inc., USA)
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4.4 Reagencie

DEPC Treated Water (Ambion)

10 x PCR pufr (ThermoScientific)

25mM roztok MgCl: (ThermoScientific)

Thermo-Start Tag DNA Polymerase 5 U/ul (ThermoScientific)
EvaGreen Dye, 20X in water (Biotinum)

25 mM dNTPs — dNTP Set (4 x 25umol) (Bioline)

PM 210 =0,1 mM smés primert ¢. 402 (tcattcattctgctggccct) a 403 (ggccgtttaactacctettg) v poméru
1:1 (GeneriBiotech)

Chill-out™ Liquid Wax (BioRad)
4.5Vzorky

Ve vsech pokusech sledovani uniformity cyklérd a jejich nasledného porovnavani (Cil 1, Cil 2
a Cil 3) byla pouzita DNA s oznacenim MG 9815. MG 9815 byla izolovana z lidské krve.
Spektrofotometricky zjisténa koncentrace této DNA byla 101,9 ng/ul a Cistota A260/280 byla
1,66.

V pokusech vytvafeni prototypu kalibra¢ni soupravy (Cil 4) byla pouzita DNA s 0znacenim
MG 10901. Tato DNA byla izolovéna z lidské krve. Spektrofotometricky zjisténa koncentrace
této DNA byla 473,2 ng/ul a ¢Cistota A260/280 byla 1,72.

Vzorky byly ziskdny s informovanym souhlasem odebirané osoby.
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5 METODA

5.1 Navrh primeru

Primerova smés PM 210 byla navrzena doc. Mgr. Jifim Drabkem, Ph.D. pomoci programu
FastPCR (primerdigital.com/fastpcr.html). Je slozena z primeri s oznacenim 402 a 403,
syntetizovanych firmou Generi-Biotech s.r.0. Tyto primery byly ptvodné navrzeny
pro amplifikaci 120 bp dlouhé fragilni oblasti dlouhého raménka lidského chromozomu
16 nasledné byly vyhodnoceny jako vhodné pro tento experiment pii pouZiti

se standardni (wildtype) DNA MG 9815.
Sekvence

Forward (402): tcattcattctgctggecct (63,0 °C)

Reverse (403): ggccgtttaactacctcttg (56,5 °C)

>chrl6:78675446+78675565 120bp TCATTCATTCTGCTGGCCCT
GGCCGTTTAACTACCTCTTG

TCATTCATTCTGCTGGCCCTaaataggtagaaggaagggaaacatgaaagggagccttcatctgttttcctgcagatgcec
cggctcgtggttaacccaag CAAGAGGTAGTTAAACGGCC (https://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgPcr?command=start)
5.2 Laboratorni protokol

Vsechny reagencie a vzorky pouzité v téchto experimentech byly skladovany v mraznicce
pii - 80 °C. Po vyjmuti byly pln¢ rozmrazeny pti pokojové teploté, zvortexovany a sto¢eny
na centrifuze. Maximalni pocet rozmrazeni nepfesahl 4. VSechny reagencie byly udrzovany
v chladicich stojancich, reagencie obzvlast nachylné ke zménam teploty (jako Taq DNA
polymeraza) byly udrZzovany vV mraznicce i po dobu prace a rozmrazeny pouze na dobu nezbytné
nutnou pro jejich napipetovani.

Postup pro Cil 1, Cil 2 a Cil 3:

Z reagencii byl pro kazdy pokus pfipraven novy PCR master mix vZdy v mnoZstvi odpovidajicim
poctu reakénich jamek daného termocykléru. PCR master mix byl také udrzovan na chladicim

stojanku po celou dobu pipetovani.
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Vypocet fediciho faktoru:

pocet jamek x faktor chyby pipetovani x pipetovany objem = celkovy objem PCR master mixu

Rozpis pipetovani reagencii pro 96jamkovy format (LC® 480 11-1, LC® 480 II-11, cobas 2):

96 x 1,17 x 10 x 1,17 = 1314 (2 x chyba pipetovani kvuli dvéma rozpipetovavacim krokiim)

Reagencie Redéno  Objem

H20 950,1 ul
10 xPCR 10 x 131 pl
MgCl> 8,35 x 158 ul
25mM dNTPs 125 x 10,5 pl
ThermoTaq 100 x 13,1 ul
EvaGreen 40 x 329 ul
PM 210 100 x 13,1 pl
DNA MG 9815 250 x 53 ul
Celkem 1314 pl

Reagencie byly v uvedenych objemech smichény a rozpipetovany po 93,6 ul do stripu dvanacti
zkumavek. Pomoci 12kanalové pipety nasledné pipetovany do vSech jamek v desticce po 10 pl.
Rozpis pipetovani reagencii pro 32jamkovy format (LightCycler® Nano):
32x1,17x10=375

Reagencie Redéno  Objem

H.0 270,6 pl
10 xPCR 10 x 37,5 ul
MgCl; 8,35 X 44,8 ul
25mM dNTPs 125 x 3ul
ThermoTaq 100 x 3,8 ul
EvaGreen 40 x 9,4 ul
PM 210 100 x 3,8 ul
DNA MG 9815 250 x 1,5ul
Celkem 375 ul

Reagencie byly v uvedenych objemech smichany a pomoci automatické pipety rozpipetovany

do ¢tyt 8zkumavkovych stripti po 10 pl.
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Rozpis pipetovani reagencii pro 72jamkovy format (RG 3000™):
72x1,17x10=842,4

Reagencie Redéno Objem
H,0 610 pl
10 xPCR 10 x 84,3 ul
MgCl, 8,35 x 100,1 pl
25mM dNTPs 125 x 6,7 ul
ThermoTaq 100 x 8,4 ul
EvaGreen 40 x 21,1 ul
PM 210 100 x 8,4 ul
DNA MG 9815 250 x 3,4 ul
Celkem 842,4 ul

Reagencie byly v uvedenych objemech smichany a pomoci automatické pipety rozpipetovany

do osmnacti 4zkumavkovych stripti po 10 pl.

Postup pro testovani vlivu schématu pipetovani na teplotni profil termocykléru:
Z reagencii byl pro pouziti kazdé pipety pfipraven novy PCR master mix V mnozstvi
odpovidajicim poétu reakénich jamek termocykléru LightCycler® 480 1I-11. PCR master mix

byl také udrzovan na chladicim stojanku po celou dobu pipetovani.

Rozpis pipetovani reagencii pro 96jamkovy format (LC® 480 1I-11):

96 x 1,17 x 10 x 1,17 = 1314 (2 x chyba pipetovani kvlli dvéma rozpipetovavacim krokim)

Reagencie Redéno  Objem

H.0 950,1 pl
10 xPCR 10 x 131 pl
MgCl; 8,35 x 158 ul
25mM dNTPs 125 x 10,5 ul
ThermoTaq 100 x 13,1 pl
EvaGreen 40 x 32,9 ul
PM 210 100 X 13,1 pl
DNA MG 9815 250 x 53 ul
Celkem 1314 pl
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12kanalova pipeta: Reagencie byly v uvedenych objemech smichany a rozpipetovany po 93,6 ul
do stripu dvanacti zkumavek. Pomoci 12kanalové pipety nasledné shora doli pipetovany

do vSech jamek v desti¢ce po 10 ul. Program FRA.

8kanalova pipeta: Reagencie byly v uvedenych objemech smichany a rozpipetovany po 140,4 ul
do stripu osmi zkumavek. Pomoci 8kanalové pipety nasledné zleva doprava pipetovany

do vSech jamek v platku po 10 ul. Program FRA.
Postup pro Cil 4:

Z reagencii byl pro ob¢ desticky pripraven novy PCR master mix v mnozstvi odpovidajicim poctu
reakénich jamek termocykléru LightCycler® 480 II-1l. PCR master mix byl také udrzovan

na chladicim stojanku po celou dobu pipetovani.

Rozpis pipetovani reagencii pro 96jamkovy format (LC® 480 11-11):

96 x 1,17 x 10 x 1,17 = 1314 (2 x chyba pipetovani kviili dvéma rozpipetovavacim krokim)

Reagencie Redéno  Objem

H.0 954,3 ul
10 xPCR 10 x 131 pl
MgCl: 8,35 x 158 ul
25mM dNTPs 125 x 10,5 pul
ThermoTaq 100 x 13,1 pul
EvaGreen 40 X 32,9 ul
PM 210 100 x 13,1 ul
DNA MG 10901 1183 x 1,1 ul
Celkem 1314 pl

Prototyp 1. Reagencie byly v uvedenych objemech smichany a rozpipetovany po 100 ul
do dvanacti zkumavek a byl spustén PCR program FRA. Poté byl obsah zkumavek smichan
dohromady, fadn¢ promichan na vortexu, sto¢en na centrifuze a pomoci 12kanalové pipety
rozpipetovan do vsech jamek v desticce po 10 pl. Kazda jamka byla piekryta 10 ul tekutého
parafinu a byl spustén program Melting. Tento program byl pak nasledné spoustén v urcitych
intervalech (2., 3., 4., 15., 22., 30. a 36. den) a desticka byla mezitim skladovana pfii pokojové

teploté ve tmé.

30



Prototyp 2: Reagencie byly v uvedenych objemech smichany a rozpipetovany po 100 pl
do dvanacti zkumavek a byl spustén PCR program FRA. Poté byl obsah zkumavek smichan
dohromady, fadn¢ promichan a precistén pomoci kolonek s kiemikovou membranou (QIAquick
PCR Purification Kit). Byl pfidan 40 x EvaGreen a 10 x PCR pufr, nasledovalo dalsi fadné
promichani na vortexu a pomoci 12kanalové pipety byl obsah zkumavky rozpipetovan do vsech
jamek v desti¢ce po 10 pl. Kazda jamka byla piekryta 10 ul tekutého parafinu a byl spustén
program Melting. Tento program byl pak nésledné spoustén v urcitych intervalech (2., 3., 4.,

15.,22.,30. a 36. den) a desticka byla mezitim skladovana pti pokojové teploté ve tme.

5.3 Program PCR béhu

Program FRA (Obr. 14):

g 70

i &)

£ o

0:00:00 01524 0232 14322 571 i oted Tim E J.izm -, 12542 1:40:02 15422 20813
Obr. 14: Pribéh PCR programu FRA (generovano programem
LightCycler® 480 Software)

Program Pocet cykli  °C hh:mm:ss °C/s _Pozn.
Denaturation 1 95 00:15:00 4,4
PCR TouchDown 10 95 00:00:15 4.4

65 00:00:50 2,2 (Sec Target 56 °C, 1 °C Step Size)
72 00:00:20 4.4
PCR Amplification 35 95 00:00:15 4,4
56 00:00:50 2,2 (Single Acquisition Mode)
72 00:00:20 4.4
Drop down before melt 1 95 00:00:10 4,4
56 00:00:45 2,2
Melting 95 continuous 0,6  (Acquisition (per °C) 10)
Parking 50 00:00:01 2,2
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Program Melting (Obr. 15):

Program Pocet cykli ~ °C hh:mm:ss °C/s _Pozn.
Drop down before melt 95 00:01:00 4,4
56 00:00:45 2,2
Melting 95 continuous 0,6  (Acquisition (per °C) 10)
Parking 50 00:00:01 2,2

Overview

0:00 1:24 257 328 420 511 6:04 656 7.47 839 332 1031 11338 1244 1351
Estimated Time (h:mm:ss)

Obr. 15: Program PCR béhu Melting (generovano programem
LightCycler® 480 Software)
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6 VYSLEDKY

Cil1
Pomoci série PCR pokusii odpovédét otdzku, zda teplotni uniformita viech cyklérii LEM UMTM
(LightCycler® 480 System, LightCycler® Nano Real-Time PCR System, Cobas 4800 System

a Rotor-Gene 3000™) odpovida parametriim deklarovanym vyrobcem a parametriim

vyzadovanym dle akreditace.
Vysledky 1

Pro testovani uniformity termocykléri byla pouzita analyza kiivky tani (Tm calling, Melting
analysis), kde byla hodnocena variabilita teploty tani DNA v ramci celého termocykléru. Kazdy
termocyklér byl testovan tiikrat, kdy byl pokazdé vytvoren novy master mix.

Ponévadz az na piistroj Cobas nebyly splnény piedpoklady pouziti analyzy rozptylu (Analysis
of variation, ANOVA) - normalita dat a homoskedasticita (ekvivalence rozptylt), byla data
analyzovdna neparametrickymi metodami (Kruskaltiv-Wallistiv test). Pfi splnéni vSech
piedpokladii, coz nastalo pouze Vv ptipad¢ piistroje Cobas z analyzator, byla ANOVA pouzita.

Hladina vyznamnosti byla stanovena na 5 %.

Data jsou prezentovana prostfednictvim sumarnich charakteristik (primér, smérodatna odchylka,
rozpéti, kvartily). Ke grafické reprezentaci dat byly vyuzity spojnicové grafy, krabicové grafy
a wafer ploty.

Statisticka analyza byla provedena v programu STATISTICA, ver. 12 (StatSoft, Inc., USA).
¢ Rotor-Gene 3000™

Rotor je tvofen 8 sektory (A — I), kazdy sektor ma 8 pozic (1 - 8), celkem 72 pozic (Obr. 16).

Obr. 16: RozloZeni jamek na obvodu rotoru cykléru Rotor-Gene 3000 ™, detail
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V tabulce (Tab. I) jsou uvedeny sumarni charakteristiky pro jednotliva méfeni samostatné — rotor
je hodnocen jako celek bez rozliseni pozice jamky.

Tab. I: Sumarni tabulka hodnot jednotlivych méfeni na cykléru Rotor-Gene 3000 ™

m nl:gfé:;i Arit]:leticw Median | Minimum | Maximum Prvni | Druhy l?;z;(éfi ﬁzzl:gt‘;a(;m—oze o
(N) prumér kvartil | kvartil min) kvartil) ochylka
mi| 70 83,634 | 83,600 | 83,450 | 83,850 |83,530(83,750( 0,400 0,220 0,118
m2| 72 83,639 | 83,630 | 83,300 | 83,830 |83,580(83,700( 0,530 0,120 0,084
m3| 72 83,511 | 83,480 | 83,380 | 83,700 |83,450(83,570| 0,320 0,120 0,082

Sumarni charakteristiky (aritmeticky pramér a smérodatna odchylka) pro jednotlivé pozice, kdy
opakovana méfeni tvoii ndhodny vybér, se nachazeji na listu Rotor-Gene 3000™ (Piiloha 1).
Na obrazku (Obr. 17) Ize vidét rozlozeni Tm jednotlivych méfeni ve vSech jamkach a jejich

prumérnou hodnotu (spojnice).

Rotorgene
84,4
B4.3
84,2
84,1
84

u \/VVMf\,/\/JVW\‘WWwJ\M\“\/\,f“

A1A2A3A4ASAGATABB1B2BIB4B5B6BTBBCIC2C3CAC5C6 C7CBDID2D3D4DSD607DBELI E2E3E4ESEGETEBFIF2 F3F4 FSFEF7 FEG1G2G3GAG5GE6GTGEHIHZHIHAHSHEHTHE 11 12 13 14 15 16 17 18

@ om omom om om omo;m
&8 8 8 3 8
o

m1 m2 M3 ———average

Obr. 17: Teploty tani DNA v jednotlivych jamkach pri ti‘ech méfenich (m1, m2, m3) na cykléru RotorGene 3000
(osa x — pozice jamky, osa y — naméi‘ena Tm)

V sektoru D na pozicich 1 a 2 chybi prvni méteni z diivodu nedovieni zkumavky a naslednému
odparu obsahu. U Rotor-Gene 3000™ nebyl odhalen statisticky vyznamny rozdil Tm DNA
Vv jednotlivych jamkach rotoru (Kruskaliv-Wallistv test, p-value=0.9657). Ve tfech métenich
vsak 1ze na nékterych pozicich (pt. A4 nebo I1) pozorovat opakované vychylené hodnoty (Obr.

17), coz muze znacit uréitou zavislost rozmisténi jamek (vSak ne statisticky vyznamnou).

Na listu Rotor-Gene 3000™ (Piiloha 1) je znazornéno, jak vypadaji primémé hodnoty
naméfenych teplot a smérodatné odchylky vzhledem k pozicim na desti¢ce. Vyss§i primérné
teploty a soucasné vyssi rozptyl hodnot je pozorovan v sektoru F, G a H, ne ovSem na vSech
pozicich.

Ptistroj 1ze povazovat za uniformni a vyhovujici, protoZe splituje pozadavky akreditacnich organt
na uniformitu = 0,5 °C. V porovnani s tvrzenim vyrobce, Ze teplotni uniformita je = 0,01 °C,

jsou v8ak nami naméfené hodnoty + 0,2 °C (Tab. I) velice neuspokojivé.
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LightCycler® Nano
Reak¢ni desticka je tvotena 4 fadky (A - D) a 8 sloupci (1 - 8), celkem 32 pozic (Obr. 18):

O oo ™ >

0000 -
0000 -
000660 -
0000 -
0000 -
0000 -
0000 -
0000 -

Obr. 18: RozloZeni jamek cykléru LightCycler® Nano

V tabulce (Tab. Il) jsou uvedeny sumarni charakteristiky pro jednotlivdi méfeni samostatné —

desticka je hodnocena jako celek bez rozliSeni pozice jamky.

Tab. I1: Sumarni tabulka hodnot jednotlivych méieni na cykléru LightCycler® Nano

m nl:gfé:;i Aﬁtl?eticw Median [ Minimum | Maximum Pwn.i Druhy lzr%zrg(éﬁ ﬁzgﬁ?ﬁe SO R
(N) prumér kvartil | kvartil min) kvartil) ochylka
ml| 32 83,679 83,680 | 83,597 | 83,724 |83,664|83,701| 0,127 0,037 0,030
m2| 32 83,614 | 83,607 | 83,548 | 83,722 |83,585|83,639| 0,174 0,055 0,040
m3| 32 83,655 83,657 | 83,589 | 83,711 |83,630|83,674| 0,122 0,045 0,028

Sumadrni charakteristiky (aritmeticky priimér a smérodatné odchylka) pro jednotlivé pozice, kdy

opakovana méfeni tvoii nahodny vybér, se nachazeji na listu LightCycler® Nano (P¥iloha 2).
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Na obrazku (Obr. 19) lze vidét rozlozeni Tm jednotlivych méfeni ve vSech jamkach a jejich

pramérnou hodnotu (spojnice).

NANO LC
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Al A2 A3 A4 AS AG A7 AB B1 B2 B3 B4 BS B6 B7 BE C1 C2 C3 €4 C5 C5 C7 CB D1 D2 D3 D4 DS D6 D7 D8

m1 m2 mz average

Obr. 19: Teploty tani DNA v jednotlivych jamkach p¥i tfech méfenich (m1, m2, m3)
na cykléru LightCycler® Nano (osa x — pozice jamky, 0sa y — pramérna Tm)

U LightCycler® Nano nebyl odhalen statisticky vyznamny rozdil Tm DNA v jednotlivych jamkach
desticky (Kruskaltuv-Wallisuv test, p-value=0,6269). Pokud je zanedban vliv fadku, potom je vliv
pozice ve sloupci statisticky vyznamny (Kruskalav-Wallistv test, p-value=0,0035). V tomto
ptipad¢ se lisi statisticky vyznamné (nasobné porovnavani, Tukeyho test) teplota v 1. sloupci a 7.

sloupci (p-value=0,0428) a teplota v 1. sloupci a 8. sloupci (p-value=0,004).

Pokud je naopak zanedban vliv pozice ve sloupci, teplota se v zhledem k pozici v fadku statisticky

vyznamné nelisi (Kruskaltiv-Wallisiv test, p-value=0,8407).
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V krabicovém grafu (Obr. 20) lze pozorovat postupné klesajici teplotu ve sloupcich smérem

doprava. Podobny trend znazornuje i wafer plot primérnych hodnot (Obr. 21).
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Obr. 20: Krabicovy graf naméfenych teplot vzhledem k pozici ve sloupcich
(Light Cycler® Nano)
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Obr. 21: Wafer plot pramérnych teplot v§ech méfeni (¢) vzhledem k pozici na desti¢ce
(LightCycler® Nano)
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Nejveétsi kolisani hodnot mezi jednotlivymi métenimi lze z wafer plotu smérodatnych odchylek

(Obr. 22) i z krabicového grafu (Obr. 23) pozorovat v fadcich C a D.
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sloupec B < 0,02

Obr. 22: Wafer plot smérodatnych odchylek teplot naméienych teplot (¢) vzhledem k pozici
na desti¢ce (LightCycler® Nano)
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Obr. 23: Krabicovy graf naméienych teplot vzhledem Kk pozici v ¥adcich
(LightCycler® Nano)

Vyrobcem deklarovana teplotni uniformita £ 0,1 °C byla u tohoto termocykléru splnéna, protoze

teploty nepiesahly odchylku vétsi nez 0,1 °C (Tab. II), coz vyhovuje i pozadavkim

pro akreditaci.
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LightCycler® 480 I11-1

Reak¢ni desticka je tvotena 8 fadky (A - H) a 12 sloupci (1 - 12), celkem 96 pozic (Obr. 24):

I 600 m m O N @ »
0006000000 -
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Obr. 24: RozloZeni jamek cykléru LightCycler® 480 11-1

V tabulce (Tab. Il) jsou uvedeny sumarni charakteristiky pro jednotlivda méfeni samostatné —

desti¢ka je hodnocena jako celek bez rozliseni pozice jamky.

Tab. I11: Sumarni tabulka hodnot jednotlivych méFeni na cykléru LightCycler® 480 I1-1

m nl:gi"é:l:i Aﬁtl?eticw Median | Minimum [ Maximum Prvni Druhy lzsg(éfi lg:;z;gvﬁa(gt.il_mlrf’: S0
(N) priumér kvartil | kvartil min) kvartil) ochylka

ml| 96 84,051 |84,010( 83,900 | 84,360 [83,965|84,180( 0,460 0,215 0,123

m2| 96 84,055 |84,040| 83,760 | 84,370 [83,970|84,160( 0,610 0,190 0,140

m3| 96 84,069 |84,055| 83,910 | 84,370 (83,980|84,090( 0,460 0,110 0,116

Sumadrni charakteristiky (aritmeticky priimér a smérodatné odchylka) pro jednotlivé pozice, kdy

opakovana méfeni tvoii nahodny vybér, se nachazeji na listu LightCycler® 480 11-1 (Ptiloha 3).
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Na obrazku (Obr. 25) lze vidét rozlozeni Tm jednotlivych méfeni ve vSech jamkach a jejich

prumérnou hodnotu (spojnice).
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Obr. 25: Teploty tani DNA v jednotlivych jamkach p¥i tfech méFenich (m1, m2, m3) na cykléru LightCycler® 480 11-1
(osa x — pozice jamky, osa y — priumérna Tm)

U LightCycler® 48011-1 byl odhalen statisticky vyznamny rozdil Tm DNA v jednotlivych jamkach
desti¢ky, v fadcich i ve sloupcich (Kruskaltv-Wallisiv test, p-value < 0,0001). Pokud je
zanedban vliv pozice ve sloupci, lisi se statisticky vyznamné (nasobné porovnavani, Tukeyho
test) vétsinou teplota v fadcich v 1. poloviné od tadkt v 2. poloviné desticky. Pokud naopak
zanedbame vliv pozice v fadku, 1isi se statisticky vyznamné (nédsobné porovnavani, Tukeyho
test) vétsinou teplota v 1. tfetin€ sloupcii od teploty sloupcti v 2. a 3. tfetiné desti¢ky (Cervena

¢isla v tabulce LightCycler® 480 1lI-1 (Ptiloha 3)).
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V krabicovych grafech (Obr. 26, Obr. 27) Ize pozorovat, ze teplota ve sloupcich postupné klesa
a od 8. sloupce se ustaluje (mizi vliv vyssich hodnot v levém dolnim rohu desticky), zatimco
teplota v fadcich od C roste. Podobny trend je vidét na wafer plotu pramérnych hodnot (Obr,
28). Zbodového grafu (Obr. 25), krabicovych grafti a wafer plotu smérodatnych odchylek (Obr.

29) je patrné, ze se na nékterych pozicich objevuji extrémni hodnoty.
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Obr. 26: Krabicovy graf naméienych teplot vzhledem k pozici ve sloupcich
(LightCycler® 480 II-1)
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Obr. 27: Krabicovy graf namérenych teplot vzhledem k pozici v ¥adcich

(LishtCvcler® 480 TI-1)
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Obr. 28: Wafer plot prumérnych teplot v§ech méfeni (¢) vzhledem k pozici na desti¢ce
(LightCycler® 480 11-1)
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Obr. 29: Wafer plot smérodatnych odchylek teplot naméi‘enych teplot (¢) vzhledem k pozici
na destiéce (LightCycler® 480 I1-1)

V piipadé 96jamkového termocykléru LightCycler® 480 I1-1 byla priimérna teplota o cca 0,5 °C
vy$$i nez primérna teplota piedchozich dvou piistroju (Tab. Il1). Jelikoz vyrobce neudava
povolenou odchylku teplot nelze zhodnotit, zda pfistroj odpovida parametrim deklarovanym
vyrobcem. Co se ale ty¢e povolené odchylky + 0,5 °C pro akreditaci, tento cyklér opét

vyhovuje.

42



LightCycler® 480 I1-11

Reak¢ni desticka je tvorena 8 fadky (A - H) a 12 sloupci (1 - 12), celkem 96 pozic (Obr. 30):
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Obr. 30: RozloZeni jamek cykléru LightCycler® 480 11-1

V tabulce (Tab. IV) jsou uvedeny sumarni charakteristiky pro jednotlivdi méfeni samostatné —

desticka je hodnocena jako celek bez rozliSeni pozice jamky.

Tab. IV: Sumarni tabulka hodnot jednotlivych méfeni na cykléru LightCycler® 480 I1-11

Pocet . ., , , | Rozpéti | Mezikvartilové « .
m | méfeni Am'?etECky Median | Minimum | Maximum Prvni | Druhy (max - | rozpéti (3. — 1. Smérodatnd
prumér kvartil | kvartil - . ochylka
(\N) min) kvartil)
mi| 96 83,916 83,915 83,200 | 84,050 |83,880|83,985 | 0,850 0,105 0,114
m2| 96 83,993 |84,010( 83,880 | 84,150 |83,980| 84,010 0,270 0,030 0,050
m3| 95 83,885 83,880| 83,660 | 84,060 (83,840( 83,940 | 0,400 0,100 0,081

Sumarni charakteristiky (aritmeticky primér a smérodatna odchylka) pro jednotlivé pozice, kdy

opakovana méfeni tvoii ndhodny vybér, se nachazeji na listu LightCycler® 480 II-11 (P¥iloha 4).
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Na obrazku (Obr. 31) lze vidét rozlozeni Tm jednotlivych méfeni ve vSech jamkach a jejich

primérnou hodnotu (spojnice).

LC 480111 (bez F6, m3)

Obr. 31: Teploty tani DNA v jednotlivych jamkach p¥i tfech méFenich (m1, m2, m3) na cykléru LightCycler® 480
11-11 (0sa x — pozice jamky, osa y — praumérna Tm)

Na pozici F6 bylo odstranéno tieti méteni z divodu extrémni hodnoty (neznamy vliv
ve zkumavce). U LightCycler® 480 11-1I nebyl odhalen statisticky vyznamny rozdil teploty tani
DNA v jednotlivych jamkach desticky (Kruskaltiv-Wallisav test, p-value=0,1560). Pokud je
zanedban vliv fadku, vliv sloupce je statisticky vyznamny (Kruskaltv-Wallisiv test, p-value <
0,0001). Z tabulky vysledkii Tukeyho HSD testu pro nasobna porovnavani (viz LightCycler®
480 11-11 — Priloha 4) je zfejmé, ze se lisi zejména sloupce 10, 11 a 12 od 1. sloupce a také 12.

sloupec od 4. a 5. sloupce.
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Sloupec 7 vyboc€uje naméfenymi teplotami rovnéz z fady. Vysledky mohou byt ovlivnény
odlehlymi hodnotami, pfesto je vSak vidét, ze ve vzdalengjSich sloupcich jsou naméfeny teploty
vys$si (Obr. 32). Pokud je naopak zanedban vliv pozice ve sloupci, teplota se vzhledem k pozici
v fadku statisticky vyznamné neli$i (Kruskaluv-Wallisav test, p-value=0,3621), jak lze vidét

I z krabicového grafu namétenych teplot vzhledem k pozici v fadcich (Obr. 33).

842 T T T T T T T T T T T T
-
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838 - ; = H
- - - . =
- .
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832
— Median
83.0 [125% 75%
1 2 3 4 5 i} 7 a8 9 10 1 12 T Mon-Outlier R ange
sloupec * Qutliers
= Extremes

Obr. 32: Krabicovy graf naméienych teplot vzhledem K pozici ve sloupcich (LightCycler® 480 I1-11)
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Obr. 33: Krabicovy graf naméienych teplot vzhledem Kk pozici v Fidcich (LightCycler® 480 TI-11)
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Vysledky z nasobnych porovnavani lze dobte vidét i na wafer plotu pro primérné hodnoty (Obr.
34). Jak vysledky ovliviiuji odlehlé hodnoty je zase vidét na grafu pro smérodatné odchylky
(nejniz8i namétené hodnoty na pozicich E1 a A7) (Obr. 35).
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@ < 83,83
B <83.795
0 2 4 6 8 10 12 14
sloupec - SEE
Bl < 83,725

Obr. 34: Wafer plot priimérnych teplot v§ech méfeni (*) vzhledem k pozici na desti¢ce
(LightCycler® 480 I1-11)
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Obr. 35: Wafer plot smérodatnych odchylek naméienych teplot v§ech méi‘eni (*)
vzhledem Kk pozici na desti¢ce (LightCycler® 480 II-11)

Akreditacni poradavky nebyly splnény pouze u prvniho méteni, kdy rozdil primérné hodnoty

a minima byl vétsi nez 0,5 °C. Tento vysledek je vSak ovlivnén extrémni teplotou, ktera se jiz

dale neopakovala.
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Cobas

Reak¢ni desticka je tvotena 8 fadky (A - H) a 12 sloupci (1 - 12), celkem 96 pozic (Obr. 36):

I OO m m O O W >
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00000000
00000000
00000000
00000000

10 11 12

Obr. 36: RozloZeni jamek cykléru Cobas

V tabulce (Tab. V) jsou uvedeny sumarni charakteristiky pro jednotlivd méfeni samostatné —

desticka je hodnocena jako celek bez rozliSeni pozice jamky.

Tab. V: Sumarni tabulka hodnot jednotlivych méieni na cykléru Cobas

Pocet

Rozpéti

Mezikvartilové

m m?ll:'sni Al;tr':.:ggky Median | Minimum | Maximum klzlgv:':iil l?;::;ﬁ (mzia:)- rozﬁ\égr(t.?i)l.)— 1. Sn(n)i;(;cll::;né
ml| 96 83,838 | 83,840 [ 83,710 83,990 |83,790]83,870( 0,280 0,080 0,058
m2| 96 84,021 | 84,030 | 83,770 84,190 |83,980]84,060( 0,420 0,080 0,070
m3| 96 83,922 | 83,900 [ 83,800 84,090 |83,860]84,000( 0,290 0,140 0,080

Sumarni charakteristiky (aritmeticky prumér a smérodatna odchylka) pro jednotlivé pozice, kdy

opakovana méfeni tvoii nahodny vybér, se nachazeji na listu Cobas (Pfiloha 5).
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Na obrazku (Obr. 37) lze vidét rozlozeni Tm jednotlivych méfeni ve vSech jamkach a jejich

primérnou hodnotu (spojnice).
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Obr. 37: Teploty tani DNA v jednotlivych jamkach pri tfech méfenich (m1, m2, m3) na cykléru Cobas (0sa x — pozice
jamky, osay — priomérna Tm)

Jelikoz byly splnény podminky, mohl byt pouzit test ANOVA. U Cobasu nebyl odhalen statisticky
vyznamny rozdil Tm DNA Vv jednotlivych jamkach desticky (ANOVA, p-value=1). Pokud je
zanedban vliv fadku, vliv sloupce je pak statisticky vyznamny (ANOVA, p-value < 0,0001).
V tomto piipad¢ se signifikantné 1isi teplota ve sloupcich 1 - 8 od teploty ve sloupcich 10 - 12
(Tukeyho test, Ptiloha 5).
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Tento trend je vidét i v grafu odhadu stfedni hodnoty metodou nejmensich ¢tverci (Obr. 38)

a ve wafer plotu primérnych hodnot (Obr. 39).

8,10

8405

8385

83,80
sloupec

Obr. 38: Graf odhadu stfedni hodnoty metodou nejmensich ¢tverci ve sloupcich (Cobas)
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Obr. 39: Wafer plot priimérnych hodnot v§ech méieni vzhledem k pozici na desti¢ce (Cobas)
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Pokud je naopak zanedban vliv pozice ve sloupci, teplota se vzhledem k pozici v fadku statisticky

vyznamné nelis$i (ANOVA, p-value=0,17374). Jak vysledky ovliviiuji odlehlé hodnoty je zase

cvwr

-0
Bl <o0.2
1 @ <0,18
] <o0,16
1 C<o0,14
<012
<01
0 2 4 6 8 10 12 14 = Zgg

sloupec !
B < 0,04

Obr. 40: Wafer plot smérodatnych odchylek teplot naméfenych teplot (¢) vzhledem k pozici na desti¢ce (Cobas)

Tento ptistroj opét nemél vyrobcem uvedeny povolené odchylky, proto nebylo mozné zhodnotit
splnéni parametrii deklarovanych vyrobcem. Pozadavky pro akreditaci vsak byly splnény,

cyklér neptesahuje odchylky + 0,5 °C.
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e Schéma pipetovani
Pro potvrzeni, Ze schéma pipetovani nema tak velky vyznam, byly provedeny dalsi pokusy, kde se
porovnavalo pouziti 12kanalové pipety a pipetovani po fadcich s pouzitim 8kanalové pipety
a pipetovani po sloupcich. Ve wafer plotech z tohoto pokusu (Obr. 41, Obr. 42) Ize pozorovat

velice podobny teplotni profil — teplota se po mirném poklesu opét zvySovala smérem doprava.
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Obr. 41: Wafer plot desti¢ky pipetované 8kanalovou pipetou (LightCycler® 480 II-11)
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Obr. 42: Wafer plot desti¢ky pipetované 12kanalovou pipetou (LightCycler® 480 II-11)
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Tento trend lze pozorovat i v krabicovych grafech primérnych teplot ve sloupcich (Obr. 43),
zatimco v fadcich (Obr. 44) toto pozorovat nelze. Pro analyzu byl pouzit KruskalGv-Wallistiv
test, ktery odhalil statisticky vyznamny vliv sloupct u obou pipet, takze z toho lze vyvodit,

ze zde na schématu pipetovani opravdu nezalezi.
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Obr. 43: Boxplot primérnych teplot ve sloupcich desti¢ky pipetované
12kanalovou (modra) a 8kanalovou (oranZova) pipetou (LightCycler®

480 11-11)
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Obr. 44: Boxplot primérnych teplot v Fadcich desti¢ky pipetované
12kanalovou (modr4) a 8kanalovou (oranZova) pipetou (LightCycler®
480 11-11)
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Cil 2: Srovnat své vysledky s vysledky kalibraci cykléru, provedenymi kalibraéni laboratofi.

Vysledky 2

JelikoZ kalibrace cyklért typu LightCycler® neprovadi v CR Zadna kalibraéni laboratof a firma
Roche nabizi ,,validaci® cykléru, ktera je drahé a CIA na ni nahlizi stejn€ jako na funkcni test
provedeny samotnou laboratofi, LEM nema k dispozici vysledky kalibraci cyklért
LightCycler® 480, LightCycler® Nano a Cobas. Jediné kalibraéni protokoly k dispozici jsou
od firmy GeneTica (BioTech) pro RG 3000™, Pii této kalibraci se pouziva vySe zminovany
OTV kit a ve vystupnim kalibraénim protokolu je pouze potvrzen spravny chod pfistroje

pomoci tabulky (Tab. \VI):

Tab. VI: Tabulka potvrzeni spravnosti chodu Rotor-Gene 3000™ vydana firmou GeneTica (BioTech), pokud p¥istroj
vyhovuje (,,Conforms*) pozadavkim

Temperature Status

50,0°C Conforms|
75,0°C Confprrrs;

95.0°C C:Jnfolr;s:

Pokud vsak piistroj nevyhovuje, je vydana tabulka (Tab. \11) a je téeba pfistroj ,,adjustovat™:

Tab. VII: Tabulka potvrzeni spravnosti chodu Rotor-Gene 3000™ vydana firmou GeneTica (BioTech), pokud je
vyZzadovano upresnéni pristroje (,, Adjustment Recommended*)

Temperature Status Amount
50,0°C| Conforms
75.0°C Conforms

a5.0°C jAo;usmwenl Recommended} 0.7°C

V tomto ptipadé se teplota lisi 0 0,7 °C, coz je dle specifikaci vy$si nez firmou deklarovana
a akreditatnim organem povolena odchylka 0,5 °C. Tato odchylka se vsSak objevila pouze
pii méfeni jedné teploty a nesvédéi nic o uniformité pristroje, protoze toto méfeni nerozlisuje
jednotlivé pozice na rotoru.

Nase méteni zase nedetekuje ptipadnou chybu cykléru pfi urcité teploté a navic bylo provedeno
az 5 let poté, co se tato odchylka objevila. Proto tedy nelze tato dvé méfeni porovnavat mezi
sebou — kazdym se mé&fi néco jiného.

V piipadé analyzy teploty tani stejného amplikonu by méla byt Tm DNA ve vSech jamkach
desticky stejnd. Je zde vSak potieba zajistit homogenitu pipetovaného roztoku ve vSech
jamkach, abychom vyfadili dal$i vlivy, které by mohly teplotu v jednotlivych jamkach ovlivnit.

Tento problém byl fesen v ramci Cile 4.
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Cil 3: Srovnat, zda jsou mezi cykléry signifikantni rozdily.
Vysledky 3:

Srovnani mélo smysl provést pro kazdé méfeni samostatné. Vzhledem k rozdilné konstrukci
ptistroju nelze jako faktor uvazovat pozici jamky, ale pouze typ pfistroje. Protoze nebyly
splnény predpoklady pouziti analyzy rozptylu (ANOVA) - normalita dat a homoskedasticita
(ekvivalence rozptyli), byla data analyzovana neparametrickymi metodami (Kruskaliv-
Wallistv test) a nasledné nasobné porovnavana (Tukeyho test). Porovnavany byly pfistroje
mezi sebou pro jednotliva méteni i tii méfeni mezi sebou pro kazdy pristroj.

Srovnani distribuce teplot pro jednotlivé pristroje vzhledem k poradi méreni

Kromé piistroje LightCycler® 480 11-1 (Obr. 47) jsou u vsech pfistrojii distribuce naméfenych
teplot statisticky vyznamné mezi jednotlivymi méfenimi odlisné. Tabulky statistik a ndsobnych
porovnani jsou uvedeny v tabulce Cykléry (Pfiloha 7). Mimo jiné z nich vyplyva, ze se lisi
viechna méfeni od sebe navzajem pro piistroje LightCycler® Nano (Obr. 46), LightCycler® 480
11-11 (Obr. 48) a COBAS (Obr. 49), jen u piistroje Rotor-Gene 3000 ™ (Obr. 45) je vyznamng
odlisné pouze 3. meéfeni od ostatnich dvou. Odlisnost distribuci teplot mezi méfenimi
pro jednotlivé piistroje je divodem, pro¢ pro srovnani piistroju nebyly hned pouzity vSechny
hodnoty (ze vSech jamek a ze vSech 3 méfeni), ale nejdiive byla analyza provedena pro kazdé

ze 3 méfeni samostatne.

Na listu summaryMM (Piiloha 8) jsou souhrnné uvedeny charakteristiky pro rozdéleni dat

dle ptistroji a méteni.
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Obr. 45: Krabicovy graf naméienych teplot na pristroji RotorGene 3000 ve v§ech mérenich
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Obr. 46: Krabicovy graf naméienych teplot na p¥istroji LightCycler® Nano ve v§ech méienich
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Obr. 47: Krabicovy graf naméienych teplot na pristroji LightCycler® 480 II-I ve v§ech méfenich
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Obr. 48: Krabicovy graf naméfenych teplot na pFistroji LightCycler® 480 11-1I ve v§ech mé&Fenich
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Obr. 49: Krabicovy graf naméienych teplot na pristroji Cobas ve v§ech méfenich

r

Srovnani distribuce teplot pro jednotliva méfeni

Srovnanim pfistroji ve tfech méfenich lze pozorovat odlisnost teploty tani stejného amplikonu
Vv riznych piistrojich. Tabulky statistik a nasobnych porovnani jsou uvedeny v tabulce M123
(Ptiloha 6). Veskerd méteni poskytuji statisticky vyznamné odlisné vysledky s néasledujicimi
vyjimkami: distribuce teplot mezi Rotor-Gene 3000 ™ a LightCycler® Nano se vyznamné nelisi
v prvnim méfeni (Obr. 50) - median je postupné 83,60 a 83,68 °C, v druhém méteni (Obr. 51)
- median je postupné 83,63 a 83,60 °C, ani ve tfetim (Obr. 52) - median je postupné 83,48 a
83,66 °C. Ve tietim méfeni se také nelidi Cobas a LightCycler® 480 1I-1I (medién je postupné
83,90 a 83,88 °C).
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Obr. 50: Krabicovy graf namérenych teplot v méieni 1 (M1) ve vSech pFistrojich
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Obr. 51: Krabicovy graf naméienych teplot v méieni 1 (M2) ve vSech piistrojich
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Obr. 52: Krabicovy graf naméienych teplot v méieni 1 (M3) ve vSech piistrojich
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Poradi méteni nehraje roli pii celkovém porovnavani piistrojli, proto byly namétfené teploty
ze vsech tif méfeni spojeny do jednoho krabicového grafu (Obr. 53), ze kterého 1ze pozorovat
pramérné rozlozeni teplot tani stejného amplikonu ve vSech pfistrojich. Ptistroje se mezi sebou
statisticky vyznamné 1isi (Kruskaliv-Wallisuv test, p-value<0.0001) s vyjimkou srovnani

Rotor-Gene 3000 ™ a LightCycler® Nano (nasobné porovnavani, Tukeyho test, p-value=1).
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Obr. 53: Krabicovy graf viech cykléri ze v§ech tii méreni dohromady

Pro porovnani cykléri mezi sebou bylo jako méftitko zvoleno IQR (mezikvartilové rozpéti,
3. minus 1. kvartil), coz znamena oblast krabicového grafu, kde se vyskytuje 50 % hodnot
nejblizS§ich medianu (stfedni hodnota, 2. kvartil). Z tohoto hodnoceni nejlépe vysel
LightCycler® Nano (Tab. VIII), ktery mél primémé IQR nejnizsi. T&sné ho nasledoval
LightCycler® 480 11-11, poté Cobas, Rotor-Gene3000 ™ a posledni byl LightCycler® 480 I1-1.

Druhym parametrem pro hodnoceni byl zvolen rozdil naméfeného maxima a minima, coZ definuje
uniformitu. Z tohoto hodnoceni nejlépe vysel opét LightCycler® Nano. Nasledoval ho Cobas,
poté Rotor-Gene3000 ™, LightCycler® 480 II-II a tésné poslednim byl LightCycler® 480 11-I.

Tab. VIII: Hodnoceni termocykléru od nejnizsi variability (°C)

Q25 | Median | Q75 IQR poradi | Min | Sm.odch. | Max Max-Min | pofadi
RG 3000™ 83,52 83,57 83,67 0,15 4 18338 8359 8379 0,42 3
LC" Nano 83,63 83,65 83,67 0,05 1 [8358 8365 8372 0,14 1
LC*4801I-1 | 8397 84,04 84,14 0,17 5 |8386 84,06 84,37 0,51 5
LC*4801I-11 | 8390 83,94 83,98 0,08 2 |8358 8393 84,09 0,51 4
COBAS 83,88 83,92 83,98 0,10 3 8376 8393 84,09 0,33 2

Q25 — prvni kvartil, déli 25 % nejnizsich hodnot od 75 % nejvyssich
median — druhy kvartil, déli 50 % nejnizsich hodnot od 50 % nejvyssich
Q75 — tieti kvartil, déli 75 % nejnizsich hodnot od 25 % nejvyssich

IQR — mezikvartilové rozpéti, rovno Q75 — Q25
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Cil 4: Vytvorit prototyp kalibracni soupravy, ktera by byla prenosna a standardizovana (ktera

by odstranila chybu pipetovani ze zdrojit nejistoty mereni).

Pro vytvoreni takovéto kalibracni soupravy je tfeba mit opravdu homogenni smés ve vSech
zkumavkach, aby byla jistota, Ze zmény nejsou ovlivnény nehomogenitou smeési a pipetovanim
takovéto smesi. Pokusy na porovnavani cykléra byly provadély s klasicky vytvofenym master
mixem s DNA pro PCR bézné vyuzivanou v laboratofi. Takovyto postup dava uspokojivé
vysledky a je schvalen akredita¢nim institutem. Pokud vSak chceme byt pfesnéjsi co se tyce
homogenity rozlozeni reak¢éni smési do jednotlivych jamek, je lepsi vyuzit jiz amplifikovany
usek, ktery je ve smési v mnohonasobném nadbytku a proto je jednodussi ho do jamek rozd¢lit
rovnomeérné. Muze vSak dochazet k degradaci DNA nebo k interferenci fluorescenéniho signalu
s n¢kterou z pouzitych slozek smési, proto je otdzka, zda amplikon pfed pipetovanim

do jednotlivych jamek piecistit, nebo lze pouze rozpipetovat.

Proto byly porovnavany dva zplsoby piipravy kalibraéni soupravy a nasledné testovany

po riiznych ¢asovych intervalech (viz Laboratorni protokol).
Vysledky 4:

Co se tyce prototypu kalibra¢ni soupravy piipraveného bez piecisténi (Graf 1), Ize pozorovat
ob¢asné vykyvy v teploté jednotlivych jamek. Jamky viditeln¢ odpafené byly z hodnoceni
vytazeny. Od 22. dne od piipravy desticky zacaly vykyvy piesahovat vyrobcem povolenou
odchylku od praméru + 0,5 °C (Tab. 1X), coz by jiz znamenalo fale$nou pozitivitu naseho
,kalibra¢niho* systému. Znamenalo by to, ze termocyklér nesplituje pozadavek uniformity
a nevyhovuje specifikacim. JelikoZ se teploty v jamkach vyrazn€ méni s ¢asem a nekoreluji
spolu pfi jednotlivych méfenich, tento zpisob pfipravy prototypu kalibracni soupravy nelze
oznacit jako vhodny.

Tab. IX: Tabulka primérnych Tm a z nich vypo¢tenych idaji pro prototyp bez precisténi

l.den 2.den 3.den 4.den 15.den 22.den A 22.den B 30.den 36.den
Primér 8420 84,09 84,09 84,08 84,25 84,33 84,40 84,60 84,82
Sm. odch. 0,08 0,09 0,13 0,12 0,18 0,24 0,24 0,25 0,25
Minimum 84,05 84,01 8391 83,86 83,96 84,01 84,05 84,16 84,18
Maximum 84,29 84,28 84,32 84,34 84,70 85,42 85,32 85,35 8552
Min-primér | 0,15 0,08 0,18 0,22 0,29 0,32 0,35 0,44 0,64
Max-pramér | 0,09 0,19 0,23 0,26 0,45 1,09 0,92 0,75 0,70
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Graf 1: Zavislost naméiené teploty v jednotlivych jamkach LightCycler® 480 11-11 na pozici v na desti¢ce (1., 2., 3., 4. a 15. den) bez pi‘e¢isténi
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Co se tyce prototypu kalibracni soupravy piipraveného s precisténim (Graf 2), lze také pozorovat
obcasné vykyvy v teploté jednotlivych jamek. Jamky viditelné odpatené byly opét z hodnoceni
vyfazeny. Jiz od 1. dne od ptipravy desticky piesahovaly vyrobcem povolenou odchylku
+ 0,5 °C (Tab. X), coz by jiz znamenalo, ze termocyklér nesplituje uniformitu a nevyhovuje
specifikacim. Oproti prototypu bez ptecisténi vSak béhy po sobé nasledujici mély stale stejny
trend, pouze se primérna hodnota s kazdym dnem zvySovala. Tento zptsob ptipravy prototypu

kalibracni soupravy opé€t nelze oznacit jako plné vhodny.

Tab. X: Tabulka prumérnych Tm a z nich vypoétenych tidaju pro prototyp s piecisténim

l.den 2.den 3.den 4.den 15.den A 15.den B 22.den 30.den 36.den
Primeér 79,55 79,62 79,67 79,84 80,86 80,91 81,70 82,87 83,82
Sm. odch. 0,21 0,21 0,22 0,22 0,38 0,38 0,43 0,72 0,98
Minimum 79,18 79,25 79,26 79,43 80,36 80,43 81,09 81,98 82,72
Maximum 80,51 80,56 80,66 80,84 82,95 82,84 83,83 85,39 87,41
Min-pramér 0,37 0,37 0,41 0,41 0,50 0,48 0,61 0,89 1,10
Max-primeér 0,96 0,94 0,99 1,00 2,09 1,93 2,13 2,52 3,59
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Graf 2: Zavislost naméi‘ené teploty v jednotlivych jamkach LightCycler® 480 11-11 na pozici v na desti¢ce (1., 2., 3., 4. a 2x 15. den) s pFetistenim

Graf méfeni Tm s precisténym amplikonem (LightCycler® 480)
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7 DISKUZE

Pfi hodnoceni cyklérii metodou analyzy teploty tani stejného amplikonu byla zjisténa variabilita
teploty v jednotlivych jamkach. Cykléry vykazovaly variabilitu v teplotnim profilu, v rozptylu
hodnot v ramci desti¢ky (rotoru) i v pramérné teploté. U Peltierovych termocyklérii bylo
ptedpokladano, ze rozmisténi teplot v jednotlivych jamkach bude korelovat s tvarem vyhtivace
v destiCce, tzn. ze nejteplejsi jamky budou uprostied desticky a po okrajich budou jamky
chladngjsi. Tato hypotéza vSak potvrzena nebyla, jak je zobrazeno pomoci wafer plota.
U nékterych cykléri se teplota zvysuje ve sloupcich smérem doprava (viz LightCycler® 480 I1-
II a Cobas), u nékterych naopak (LightCycler® Nano, LightCycler® 480 11-1). Zde by se dalo
namitnout, Ze se timto zpusobem projevuje schéma pipetovani. Jelikoz vSak byly vSechny
96jamkové desky pipetovany stejnym postupem, tzn. 12kanalovou pipetou shora dolti, musely
by mit p¥i méfeni nasi metodou stejny teplotni profil (naptiklad LightCycler® 480 I1I-1
a LightCycler® 480 1I-11), coz se neprokazalo. Dalsi pokusy, které porovnavaly pouziti
12kanalové pipety (a pipetovani po fadcich) s pouzitim 8kanalové pipety (a pipetovani
po sloupcich) ukazaly, Ze teplotni profil neni pipetovacim schématem ovlivnén a stale dochazi

k mirnému snizeni teploty smérem doprava, nasledovanému jejim zvySenim.

U ptistroje Rotor-Gene 3000™ byla pomoci naseho méfeni zjisténa homogenita horsi nez bylo
deklarovano vyrobcem. Pfi¢inou rozdilu by mohlo byt, Ze mastermix nebyl do zkumavek
Vv rotoru pipetovan multikandlovou pipetou, ale jednotlive, takze pipetovani trvalo del§i dobu
nez u 96jamkovych desticek. Neukazal se vSak trend, ktery by naznacoval postupnou degradaci
mastermixu nebo nardst nezadoucich jevi ve zkumavce (vznik sekundarni struktury,
nespecificka aktivita Taq polymerazy pii pokojové teploté) v pribéhu pipetovani. Pokud by se
jednalo 0 nehomogenitu smési, tzn. Ze by pokazdé byly do $picky nabrany nestejné koncentrace

slozek, tak by se obdobny jev projevil i u desti¢kového cykléru LightCycler® Nano.

Z porovnavani cyklérii mezi sebou pomoci mezikvartilového rozpéti nejlépe vysel LightCycler®
Nano (Tab. \/I11), ktery mé&l primérné IQR nejnizsi. T&sné& ho nasledoval LightCycler® 480 I1-
II, poté Cobas, Rotor-Gene 3000™ a posledni byl LightCycler® 480 Il-I. Pokud vsak byly
cykléry porovnany z hlediska naméfeného minima a maxima (a jejich rozdilu), pofadi bylo
pozmeénéné - opét ,,vyhral“ LightCycler NANO, za nim se v§ak umistil Cobas, poté Rotor-Gene
3000™ a nakonec v t&sném zavésu za sebou LightCycler® 480 1I-11 a LightCycler® 480 Il-I.
Z t&chto udaji lze vy¢ist, ze celkové nejlepsim cyklérem byl LightCycler® Nano. Dalo by se

polemizovat, ze LightCycler® Nano méa maly pocet jamek a z toho vyplyva rychlé pipetovani
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jednokanalovou pipetou a nasazeni reakce do cykléru. Nicméné vliv pipetovani se neprojevil
V z4dném z nasich pokusi.

Ve studii porovnavani termocykléri z roku 2007 (Herrmann a kol., 2007) autofi hodnotili
16 piistroju stejnou metodou - analyzou kiivky tani, ale pouze dva piistroje, Rotor-Gene
3000™ a LightCycler® 480 byly shodné s nami pouzitymi. U pfistroje Rotor-Gene 3000™
naméfili teplotni rozptyl 0,19 °C. Ani tato hodnota nespliiuje parametry deklarované vyrobcem,
ale je podstatné lepsi nez ndmi naméfené rozpéti hodnot 0,42 °C. Tento rozdil 1ze odivodnit
extrémnimi hodnotami, které se v ptipadé Rotor-Gene 3000™ obgas vyskytovaly v pribéhu
naSich méfent.

U piistroje LightCycler® 480 Herrmann a kol. (2007) naméfili rozpéti hodnot 0,64 °C. V pfipadé
nasich cyklért LightCycler® 480 I1-1 a LightCycler® 480 1I-11 byly hodnoty okolo 0,51 °C, coz
je hodnota srovnatelngji, nez v p¥ipadé naseho a Herrmannova méfeni Rotor-Gene 3000™.,
Pokud se v§ak zaméfime na teplotni profil celé 96jamkové desticky, jsou teplotni mapy naseho
méfeni (Obr. 28 a Obr. 34) rozdilné od mapy zminéné studie (Obr. 13). TakZe by se dalo
potvrdit tvrzeni ze zaCatku této préce, ze ptistroje stejnych vyrobcil i stejného typu se navzajem

mezi sebou lisi v teplotnim profilu i v uniformite.

Nemuzeme potvrdit tvrzeni Herrmanna a kol. (2007), ze smérodatnd odchylka primérnych teplot
cyklért zalozenych na cirkulaci vzduchu je vyrazné€ nizsi nez u cyklért Peltierovych. V naSem
pripadé je vyrazné& lepsi piistroj LightCycler® Nano neZ Rotor-Gene 3000™. Je mozné, 7e
vyvoj Peltierovych cyklérii od roku 2007 pokrogil natolik, e LightCycler® Nano a Cobas piedci
svymi parametry nami pouzity Rotor-Gene 3000™, ktery jiz miize mit opotfebovanim zhorené
parametry, nez byly pivodné. Navic jiz existuje novy typ karuselového cykléru s cirkulaci
vzduchu, Rotor-Gene Q, ktery by jiz pravdépodobné vykazoval vyssi teplotni uniformitu. Tento

cyklér jsme vSak neméli pro testovani k dispozici.

Referen¢ni metoda k porovnani nasich vysledkti by mohla byt napiiklad MTAS (Mobile
Temperature Acquisition System). Obdobné srovnani mezi méfenim teploty tani ve vSech
jamkach a vybérovym métenim 15 sondami v 15 jamkéch pouzili ve své studii Von Keyserling
lisilo, coz je dano designem pokusu, kdy metoda MTAS neméfi vSechny jamky. To jen
potvrzuje, ze pro urceni teplotnich neuniformit je nutno méfit vsechny jamky, aby bylo mozno

spravné nakalibrovat pfistroj.

Nase méfeni jsme mohli porovnat s externim méfenim jen u piistroje Rotor-Gene 3000™, ktery

byl OTV Kitem otestovan firmou GeneTica (BioTech). OTV Kit mé&fi stejné jako v nasem
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piipad¢ teplotu ve vSech jamkéch, méfi vSak ve tiech riznych teplotach. V pribéhu servisnich
testovani cykléru Rotor-Gene 3000™ se stalo pouze v jednom piipadg, ze nastavena teplota
95 °C nekorelovala s naméfenymi hodnotami, tj. byla odchylena o 0,7 °C (Tab. VII). Tato
hodnota je v§ak minéna pro vSechny jamky — pfedpoklada se uniformita. Navic je v OTV Kitu
zaru¢ena homogenita obsahu jamek rotoru, proto se v tomto testu nerozliuje pozice v jamce.
Proto nemtzeme délat zaveéry z neschopnosti nasi metody tuto odchylenou hodnotu odhalit -
kazda metoda méfi néco jiného.

Pifi vytvafeni prototypu kalibracni soupravy byla homogenita obsahu jamek zarucena
rozpipetovanim amplikonu. Stabilita vysledkii méfenych nasim systémem byla testovana
opakovanim programu ,,Melting* S casovym odstupem a skladovanim desticky ve tmé
a pti pokojové teploté. V prvnim ptipadé, kdy smés nebyla pfed rozpipetovanim ptecisténa,
teplota tdni DNA v jednotlivych jamkéch byla prvni 4 dny pomérné stabilni, poté zacala
nartstat (Graf 1) — zaaly se objevovat extrémni hodnoty - pravdépodobné vypafovanim
tloustku vrstvy parafinu (10 ul). Pokusy, které nejsou soucasti této prace, vSak také ukazaly,
Ze vetsi vrstva parafinu (napt. 20 pl) nijak neovlivnila vysku piku ani Tm, proto by se méla
pouzivat zesilena vrstva nebo vrstva z jiného materialu. Pokud by pii pokojové teploté
dochazelo k postupné degradaci DNA, tak by se jinak uzky pik tani rozsitil a jeho hodnota stala

nejednoznacnou. Tento jev jsme vSak nepozorovali.

Teploty v jamkach se vyrazné ménily s asem a nekorelovaly spolu pii jednotlivych métenich.
Smérodatna odchylka se S postupem ¢asu zvySovala, 36. den méfeni vSak byla pouze 0,25 °C

(Tab. IX).

V druhém ptipadé, kdy smés byla pied rozpipetovanim piecisténa, se teplota menila ve stejném
trendu (vzdy vsak v kazdé jamce rostla - Graf 2) dokonce i po 36 dnech. To znamena, Ze
ve vSech jamkach se projevuje stejny fenomén (obsah jednotlivych jamek je stabilni viéi
ostatnim). Smérodatna odchylka vSak byla u ptecisténych amplikonti od zacatku vyssi (Tab.
X), dokonce se hned prvni den méfeni blizila odchylce 36. dne méteni prvniho prototypu.

Tyto experimenty 4. cile by se daly uzaviit tak, ze je pravdépodobné tieba pouzit vétsi mnozstvi
prekryvného parafinu nebo vymyslet jinou alternativu, aby se obsah jamek nemohl odparit. Ani
jeden z prototypti zatim nelze oznacit jako vyhovujici pro kalibraci teplotni uniformity
termocykléra v delSim ¢asovém rozpéti. Z grafu (Graf 2) mizeme usoudit, ze precisténim se
mastermix stabilizuje — jsou odstranény vlivy, které zpisobuji ndhodné zmény v jamkach pii

opakovanych méfenich. Co se vSak ty¢e smérodatné odchylky, byla hned od zacatku méteni
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vetsi nez u nepiecisténé smési. To mohlo byt zplisobeno piidanim 10 X PCR pufru a barviva
EvaGreen az po precisténi a jejich nedostatecného promichani a tim padem nerovnomérného
rozdéleni do jednotlivych jamek. Dostate¢né promichani, tzn. lep$i homogenizace, miize byt
snaz$i pii zvySeni objemu v jamkéach. Také by bylo mozné zvazit vyuziti systému jako
jednorazovou pomucku k okamzitému pouziti: Reakéni smés by byla pfipravena dle navodu
S preciSténim (je stabilnéjSi) a naslednym pfidanim 10 x PCR pufru a barviva EvaGreen.
Po fadném promichani by se pipetovalo do stripu 12 zkumavek. Pro zajisténi lepsi homogenity
by se tedy pipetoval vyssi objem a také by se mohla zkumavka s reak¢éni smési po napipetovani
kazdé jamky promichat. Nasledn¢ by smés byla teprve rozpipetovana do celé desticky
a prekryta prafinem. Pro lepsi stabilitu by se smés mohla zamrazit nebo nechat pii pokojové
teploté, v tomto pfipadé by vsak pravdépodobné méla nizsi trvanlivost — postupem ¢asu by

nejspiSe smes v desti¢ce degradovala.
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8 ZAVER

V této diplomové praci byla testovana teplotni uniformita termocyklérti umisténych v Laboratofi
experimentélni mediciny (UMTM). Testovani bylo provadéno pomoci analyzy teploty tani

stejného amplikonu.

Bylo potvrzeno, ze vSechny termocykléry této laboratote splituji pozadavky na akreditované

metody. Nékteré termocykléry vSak nesouhlasi s parametry deklarovanymi vyrobcem.

Pti porovnani termocyklért mezi sebou se ukézalo, Ze se li$i svym teplotnim rozptylem, teplotnim
profilem a uniformitou (podle IQR z méfeni nejlépe vysel LightCycler® Nano, tésné ho
nésledoval LightCycler® 480 I1-11, poté Cobas, Rotor-Gene 3000™ a posledni byl LightCycler®
480 I1-I; z hlediska celkového rozptylu bylo potadi LightCycler® Nano, Cobas, Rotor-Gene
3000™, LightCycler® 480 II-11 a LightCycler® 480 I1-1).

Byly navrzeny prototypy kalibracni soupravy, ktera by byla pfenosnd a odstranila by chybu
pipetovani. Prototyp byl pfipraven a opakované testovan po dobu dels§i nez 1 mésic. Ukazalo
se, ze opakované pouziti kalibra¢ni soupravy vede ke zkreslenym vysledkiim, nejspiSe
zpuisobenym odparem reakcéni smési. Pokud by kalibra¢ni souprava méla slouzit pro opakované
pouziti, tak je tfeba vyzkousSet vétsi vrstvu parafinu v jamkach, anebo zkouset dalsi moznosti

pfipravy soupravy.
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10 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CCD
CNV
CPS1
CSN
EN
DNA
dNTP
dsDNA

FRA
FRET

GST
HBB
HRM
HSD
IEC

IQR
1SO

LC

Dusikata baze adenin

Analyza rozptylu - ,,Analysis of variance*

Part bazi -,,Base-pair*

Dusikata baze cytosin

Zatizeni s vazanymi naboji - ,,Charge-coupled device*
Variabilita poctu kopii - ,,Copy-number variation*
Karbamoylfosfat syntasa - ,,Carbamoyl-phosphate synthase 1
Ceska technicka norma (diive Ceskoslovenska norma)
Evropské norma

Deoxyribonukleova kyselina - ,,Deoxyribonucleic acid*
Deoxyribonukleotidtrifosfat - ,,Deoxyribonucleotide triphosphate*

Dvouvlaknova  deoxyribonukleova  kyselina - ,Double-stranded

deoxyribonucleic acid*
Fragilni

Rezonanéni ptenos fluorescencni energie - ,,Fluorescence Resonance Energy

Transfer*

Dusikata baze guanin

Glutathion-S-transferaza

Hemoglobin beta, beta-globin - ,,Hemoglobin-beta*
Tani s vysokym rozliSenim - ,,High Resolution Melting*
,Honest Significant Difference*

Mezindrodni elektrotechnickda komise - ,International Electrotechnical

Commission*
Mezikvartilové rozpéti — ,,Interquartile range*

Mezinarodni organizace pro normalizaci — ,International Organization of

Standardization®

LightCycler
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LED
LEM
MG
MGB
MTAS
o1V
PCR
PM
PMT
Q (25, 75)
gPCR

RFLP

rfu
RG
RNA
ROX
Sl
SNP
-
Taq
TLC
Tm

U

Dioda emitujici svétlo - ,,Light-Emitting Diode*

Laboratot experimentalni mediciny

Rada vzorku laboratofe molekularni genetiky

Sonda vazajici se do malého Zlabku - ,,Minor groove binder*

Mobilni systém ziskani teploty - ,,Mobile Temperature Acquisition System*
Opticka teplotni verifikace - ,,Optical temperature verification*
Polymerazova fetézova reakce - ,,Polymerase-chain reaction*

Primerova smés - ,,Primer Mix*“

Fotondsobi¢ - ,,Photomultiplier tube*

Kvartil - ,,Quartile*

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce v realném case - ,,Quantitative real-

time polymerase-chain reaction*

Délkovy polymorfismus restrikénich fragmenti - ,,Reastriction fragment lenght

polymorphism*

Relativni fluorescenéni jednotky - ,,Relative fluorescence units*
Rotor-Gene

Ribonukleova kyselina - ,,Ribonucleic acid*

Pasivni referenc¢ni barva - ,,Carboxy-X-Rhodamine*

Mezinarodni soustava jednotek - ,,Le Systeme International d Unités*
Jednonukleotidovy polymorfismus - ,,Single Nucleotide Polymorphism*
Dusikata baze tymin

Thermus aquaticum

Termochromické tekuté krystaly - ,,Thermochromic Liquid Crystals*
Teplota tani (DNA) - ,,Melting temperature*

Dusikata baze uracil

UMTM (IMTM) Ustav molekularni a translaéni mediciny - ,Institute of Molecular

Translational Medicine*
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11 PRILOHY

P¥iloha 1: Rotor-Gene 3000™

Pozice| ml m2 m3 | pramér | Sm. od. | [Pozice| ml m2 m3 | pramér [ Sm. od.
Al 83,8 | 8358 | 83,68 | 83,69 0,11 E5 83,63 | 838 | 8348 | 8364 | 0,16
A2 835 | 8358 | 83,65 | 8358 0,08 E6 83,6 | 83,72 | 83,43 | 83,58 0,15
A3 83,7 | 8358 | 836 | 83,63 0,06 E7 83,77 | 83,72 | 83,45 | 83,65 0,17
A4 83,53 | 83,3 | 8353 | 8345 | 0,13 E8 83,5 | 83,72 | 8352 | 83,58 0,12
A5 83,73 | 83,55 | 83,62 | 83,63 0,09 F1 83,62 | 83,73 | 83,65 | 83,67 0,06
Ab 83,55 | 83,55 | 83,48 | 83,53 | 0,04 F2 83,78 | 83,72 | 83,45 | 83,65 0,18
A7 83,65 | 8357 | 835 | 8357 0,08 F3 83,75 | 83,75 | 834 | 83,63 0,2
A8 83,52 | 83,62 | 83,45 [ 83,53 0,09 F4 83,75 | 83,7 | 8345 | 83,63 0,16
B1 83,47 | 83,57 | 8352 | 8352 | 0,05 F5 83,82 | 83,78 | 83,42 | 83,67 | 0,22
B2 83,55 | 83,55 | 83,53 | 8354 | 0,01 F6 83,82 | 83,62 | 83,45 | 83,63 0,19
B3 835 | 8358 | 8345 | 8351 0,07 F7 83,83 | 83,73 | 83,45 | 83,67 0,2
B4 835 | 8357 | 8353 | 8353 | 0,04 F8 83,82 | 83,7 | 8343 | 83,65 0,2
B5 835 | 8355 | 837 83,58 0,1 G1 83,82 | 83,75 | 835 83,69 0,17
B6 83,63 | 83,6 | 83,63 | 83,62 | 0,02 G2 83,52 | 83,62 | 83,48 | 8354 | 0,07
B7 83,57 | 83,53 | 83,58 | 83,56 | 0,03 G3 83,5 83,6 | 83,45 | 83,52 0,08
B8 835 | 8355 | 8347 | 8351 | 0,04 G4 | 83,77 | 8355 | 8348 | 83,6 0,15
C1 83,48 | 83,52 | 83,65 | 83,55 0,09 G5 83,82 | 83,83 | 83,55 | 83,73 0,16
c2 83,45 | 83,65 | 83,65 | 83,58 0,12 G6 83,78 | 83,7 83,5 83,66 0,14
C3 83,5 83,6 83,6 | 8357 0,06 G7 83,75 | 83,73 | 83,48 | 83,65 0,15
C4 83,6 | 83,67 | 8358 | 83,62 | 0,05 G8 83,77 | 83,7 | 8342 | 83,63 0,19
C5 83,6 83,6 | 83,62 | 83,61 | 0,01 H1 83,75 | 83,7 | 8357 | 83,67 0,09
C6 83,53 | 83,65 | 83,55 [ 83,58 0,07 H2 83,73 | 83,72 | 83,47 | 8364 | 0,15
C7 83,58 | 83,7 | 8357 | 83,62 0,07 H3 83,7 83,7 83,4 83,6 0,17
C8 83,6 | 83,68 | 83,45 | 83,58 0,12 H4 | 83,68 | 83,75 | 83,43 | 83,62 0,17
D1 - 83,6 | 8355 | 8358 | 0,04 H5 83,58 | 83,65 | 83,53 | 83,59 0,06
D2 - 835 | 8345 | 83,48 | 0,04 H6 83,58 | 83,7 | 8345 | 8358 0,13
D3 83,57 | 83,57 | 83,45 | 83,53 0,07 H7 83,62 | 83,62 | 834 | 8355 0,13
D4 | 83,73 | 8358 | 83,48 83,6 0,13 H8 83,53 | 836 | 8345 | 8353 0,08
D5 83,65 | 83,63 | 83,45 [ 83,58 0,11 11 83,85 | 83,75 | 837 83,77 0,08
D6 83,55 | 83,65 | 83,48 | 83,56 0,09 12 83,78 | 83,72 | 835 83,67 0,15
D7 83,55 | 83,63 | 835 | 83,56 0,07 13 83,53 | 836 | 8338 | 835 0,11
D8 83,73 | 83,65 | 83,45 | 8361 | 0,14 14 83,52 | 836 | 8345 | 8352 0,08
El 83,48 | 83,63 | 83,48 | 83,53 0,09 15 83,78 | 83,63 | 83,45 | 83,62 0,17
E2 83,7 | 83,68 | 83,45 | 83,61 0,14 16 83,55 | 836 | 8367 | 836 0,06
E3 83,57 | 83,6 | 8345 | 8354 | 0,08 17 83,52 | 83,68 | 83,58 | 83,59 0,08
E4 83,72 | 83,65 | 83,48 | 83,62 0,12 18 83,5 | 83,55 | 83,65 | 83,57 0,08




P¥iloha 2: LightCycler® Nano

Pozice | Pramér [ Sm. od.
Al 83,71 0,02
A2 83,67 0,02
A3 83,66 0,01
A4 83,65 0,01
A5 83,65 0,03
A6 83,63 0,01
A7 83,63 0,01
A8 83,60 0,01
B1 83,68 0,04
B2 83,66 0,04
B3 83,66 0,03
B4 83,63 0,03
B5 83,64 0,05
B6 83,64 0,05
B7 83,64 0,04
B8 83,60 0,03
C1 83,68 0,04
C2 83,65 0,05
C3 83,66 0,04
Cc4 83,65 0,01
C5 83,66 0,07
C6 83,63 0,06
C7 83,63 0,05
C8 83,64 0,03
D1 83,69 0,04
D2 83,66 0,06
D3 83,67 0,06
D4 83,62 0,05
D5 83,65 0,06
D6 83,63 0,08
D7 83,64 0,07
D8 83,65 0,06




P¥iloha 3: LightCycler® 480 I1-1

Pozice Pramér | Sm. od. Pozice Pramér Sm. od.
Al 84,15 0,11 El 84,22 0,03
A2 84,07 0,03 E2 84,21 0,01
A3 84,04 0,03 E3 84,18 0,05
A4 84,01 0,09 E4 84,16 0,06
A5 83,97 0,06 E5 84,09 0,06
A6 83,97 0,06 E6 84,05 0,04
A7 83,93 0,02 E7 83,96 0,15
A8 83,88 0,11 E8 84,01 0,00
A9 84,00 0,04 E9 84,02 0,03
A10 84,01 0,03 E10 84,01 0,04
All 84,05 0,05 Ell 83,99 0,04
Al2 84,01 0,02 E12 84,00 0,02
B1 84,05 0,04 F1 84,27 0,07
B2 84,10 0,08 F2 84,22 0,02
B3 84,02 0,10 F3 84,23 0,03
B4 84,07 0,06 F4 84,19 0,01
B5 83,94 0,03 F5 84,14 0,06
B6 83,93 0,02 F6 84,05 0,04
B7 83,93 0,02 F7 84,10 0,09
B8 83,93 0,04 F8 84,07 0,09
B9 84,00 0,04 F9 84,01 0,03
B10 83,97 0,06 F10 83,95 0,01
B11 83,97 0,04 F11 83,97 0,04
B12 83,99 0,04 F12 84,00 0,06
C1 84,06 0,06 G1 84,36 0,02
C2 84,06 0,02 G2 84,33 0,04
C3 84,08 0,10 G3 84,25 0,08
C4 84,04 0,14 G4 84,25 0,03
C5 83,91 0,13 G5 84,14 0,05
C6 83,91 0,02 G6 84,07 0,04
C7 83,92 0,02 G7 84,04 0,03
C8 83,97 0,05 G8 84,01 0,04
C9 83,91 0,13 G9 83,99 0,03
C10 83,87 0,10 G10 83,92 0,04
Cl1 83,96 0,04 G11 84,01 0,04
C12 83,99 0,04 G12 84,06 0,07
D1 84,16 0,04 H1 84,36 0,01
D2 84,18 0,05 H2 84,36 0,02
D3 84,13 0,07 H3 84,32 0,06
D4 84,09 0,09 H4 84,33 0,04
D5 83,99 0,04 H5 84,20 0,02
D6 83,92 0,13 H6 84,18 0,03
D7 83,96 0,04 H7 84,14 0,06
D8 83,91 0,12 H8 84,08 0,02
D9 84,03 0,04 H9 84,03 0,02
D10 84,00 0,06 H10 84,06 0,08
D11 83,98 0,03 H11 84,05 0,04
D12 83,99 0,03 H12 83,98 0,06
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P¥iloha 4: LightCycler® 480 I1-11

Pozice | Pramér [ Sm. od. Pozice Priamér | Sm. od.
Al 83,87 0,12 El 83,74 0,29
A2 83,90 0,09 E2 83,92 0,08
A3 83,91 0,04 E3 83,93 0,07
A4 83,92 0,10 E4 83,91 0,09
A5 83,91 0,09 E5 83,87 0,02
A6 83,93 0,06 E6 83,92 0,08
A7 83,71 0,44 E7 83,88 0,03
A8 83,86 0,17 E8 83,93 0,03
A9 83,99 0,01 E9 83,94 0,11
Al0 83,99 0,05 E10 84,06 0,08
All 84,03 0,03 Ell 84,00 0,02
Al2 84,01 0,01 E12 84,02 0,07
B1 83,89 0,05 F1 83,87 0,09
B2 83,91 0,10 F2 83,91 0,09
B3 83,87 0,14 F3 83,93 0,07
B4 83,92 0,05 F4 83,92 0,08
B5 83,90 0,11 F5 83,90 0,07
B6 83,92 0,08 F6 83,92 0,08
B7 83,88 0,03 F7 83,87 0,04
B8 83,94 0,06 F8 83,93 0,07
B9 83,99 0,02 F9 83,97 0,04
B10 84,01 0,04 F10 83,98 0,03
B11 83,92 0,12 F11 83,91 0,13
B12 84,01 0,00 F12 84,00 0,02
C1 83,84 0,13 Gl 83,98 0,05
C2 83,91 0,06 G2 83,90 0,05
C3 83,88 0,01 G3 83,94 0,07
C4 83,91 0,06 G4 83,92 0,08
C5 83,91 0,09 G5 83,92 0,08
C6 83,88 0,09 G6 83,93 0,07
C7 83,88 0,04 G7 83,86 0,16
C8 83,92 0,05 G8 83,90 0,01
C9 83,98 0,01 G9 83,98 0,04
C10 83,90 0,12 G10 83,91 0,15
Cl1 83,97 0,05 G11 83,93 0,12
C12 84,01 0,04 G12 84,00 0,02
D1 83,89 0,03 H1 83,95 0,04
D2 83,93 0,07 H2 83,99 0,06
D3 83,92 0,06 H3 83,97 0,05
D4 83,84 0,16 H4 83,95 0,04
D5 83,92 0,08 H5 83,89 0,11
D6 83,91 0,06 H6 83,95 0,04
D7 83,85 0,15 H7 83,95 0,05
D8 83,94 0,06 H8 83,96 0,09
D9 84,00 0,02 H9 83,88 0,14
D10 84,06 0,08 H10 83,98 0,21
D11 84,00 0,02 H11 84,02 0,06
D12 84,00 0,03 H12 84,00 0,05




col | {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9} {10} {11} {12}
(83,879) | (83,922) | (83,918) | (83,911) | (83,904) | (83,920) | (83,859) | (83,923) | (83,966) | (83,987) | (83,971) | (84,005)
1] 1 0,916461 | 0,963879 | 0,990894 | 0,999110 | 0,943755 | 0,999897 | 0,911201 | 0,072097 | 0,005490 | 0,039720 | 0,000327
2 | 20916461 1,000000 | 1,000000 | 0,999946 | 1,000000 | 0,474374 | 1,000000 | 0,921508 | 0,463544 | 0,839132 | 0,114254
3 | 3|0,963879 | 1,000000 1,000000 | 0,999998 | 1,000000 | 0,606617 | 1,000000 | 0,846751 | 0,340592 | 0,732858 | 0,069002
4 | 40,990894 | 1,000000 | 1,000000 1,000000 | 1,000000 | 0,761769 | 1,000000 | 0,712864 | 0,214056 | 0,573534 | 0,034352
5 | 5(0,999110 | 0,999946 | 0,999998 | 1,000000 0,999985 | 0,900039 | 0,999932 | 0,518207 | 0,109759 | 0,379848 | 0,013563
6 | 6/0,943755 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 0,999985 0,546293 | 1,000000 | 0,901244 | 0,428772 | 0,809581 | 0,102078
7 | 70,999897 | 0,474374 | 0,606617 | 0,761769 | 0,900039 | 0,546293 0,463544 | 0,006170 | 0,000250 | 0,002837 | 0,000025
8 | 80,911201 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 0,999932 | 1,000000 | 0,463544 0,926346 | 0,474374 | 0,846751 | 0,118893
9 | 90072097 | 0,921508 | 0,846751 | 0,712864 | 0,518207 | 0,901244 | 0,006170 | 0,926346 0,999845 | 1,000000 | 0,960952
10 | 10 | 0,005490 | 0,463544 | 0,340592 | 0,214056 | 0,109759 | 0,428772 | 0,000250 | 0,474374 | 0,999845 0,999993 | 0,999957
11| 11| 0,039720 | 0,839132 | 0,732858 | 0,573534 | 0,379848 | 0,809581 | 0,002837 | 0,846751 | 1,000000 | 0,999993 0,987585
12 | 12 0,000327 | 0,114254 | 0,069002 | 0,034352 | 0,013563 | 0,102078 | 0,000025 | 0,118893 | 0,960952 | 0,999957 | 0,987585
1 2 3 7 5 6 7 8 9 10 11 12
(R:109,79) | (R:128,85) | (R:123,77) | (R:118,35) | (R:107,42) | (R:120,09) | (R:92,188) | (R:133,71) | (R:182,02) | (R:199,33) | (R:189,56) | (R:221,92)
1 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 0,169725 | 0,012272 | 0,057407 | 0,000189
2 | 1,000000 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 0,215404 | 0,744450 | 0,006772
3 | 1,000000 | 1,000000 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 0,992932 | 0,106322 | 0,398046 | 0,002768
4 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 0,519730 | 0,047840 | 0,195159 | 0,001018
5 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 0,121850 | 0,008236 | 0,040028 | 0,000116
6 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 1,000000 | 1,000000 | 0,695979 | 0,070406 | 0,271909 | 0,001724
7 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 1,000000 | 0,011691 | 0,000511 | 0,003179 | 0,000004
8 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 1,000000 | 0,406568 | 1,000000 | 0,015288
9 | 0,169725 | 1,000000 | 0,992932 | 0,519730 | 0,121850 | 0,695979 | 0,011691 | 1,000000 1,000000 | 1,000000 | 1,000000
10 | 0,012272 | 0,215404 | 0,106322 | 0,047840 | 0,008236 | 0,070406 | 0,000511 | 0,406568 | 1,000000 1,000000 | 1,000000
11 | 0,057407 | 0,744450 | 0,398046 | 0,195159 | 0,040028 | 0,271909 | 0,003179 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 1,000000
12 | 0,000189 | 0,006772 | 0,002768 | 0,001018 | 0,000116 | 0,001724 | 0,000004 | 0,015288 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000




Priloha 5: Cobas

Pozice Primér | Sm. od. Pozice Primér Sm. od.
Al 83,90 0,07 El 83,92 0,10
A2 83,94 0,04 E2 83,89 0,08
A3 83,92 0,08 E3 83,86 0,10
Ad 83,91 0,07 E4 83,92 0,09
A5 83,92 0,07 E5 83,88 0,07
A6 83,95 0,13 E6 83,85 0,09
A7 83,94 0,06 E7 83,86 0,10
A8 83,98 0,09 ES8 83,92 0,10
A9 84,01 0,15 E9 83,98 0,08
Al10 84,04 0,09 E10 83,95 0,16
All 84,04 0,11 Ell 84,00 0,08
Al2 84,07 0,09 E12 84,03 0,12
B1 83,93 0,11 F1 83,93 0,11
B2 83,87 0,09 F2 83,84 0,11
B3 83,86 0,10 F3 83,85 0,08
B4 83,89 0,12 Fa 83,86 0,10
B5 83,83 0,07 F5 83,86 0,10
B6 83,90 0,09 F6 83,83 0,07
B7 83,88 0,10 F7 83,86 0,11
B8 83,95 0,12 F8 83,92 0,06
B9 84,00 0,08 F9 83,91 0,12
B10 84,00 0,07 F10 83,92 0,10
B11 84,00 0,09 F11 84,01 0,06
B12 84,05 0,12 F12 84,02 0,09
C1 83,94 0,10 Gl 83,91 0,11
Cc2 83,88 0,09 G2 83,88 0,10
C3 83,86 0,11 G3 83,86 0,09
C4 83,89 0,10 G4 83,88 0,07
C5 83,90 0,07 G5 83,86 0,11
C6 83,84 0,14 G6 83,84 0,07
C7 83,88 0,10 G7 83,82 0,04
C8 83,93 0,10 G8 83,93 0,09
C9 83,99 0,07 G9 83,92 0,10
C10 83,93 0,17 G10 83,93 0,11
Cl1 83,98 0,03 G11 84,03 0,09
C12 84,01 0,05 G12 84,04 0,16
D1 83,88 0,08 H1 83,94 0,11
D2 83,89 0,08 H2 83,92 0,10
D3 83,92 0,10 H3 83,91 0,09
D4 83,89 0,06 H4 83,88 0,06
D5 83,87 0,09 H5 83,89 0,06
D6 83,89 0,09 H6 83,88 0,08
D7 83,91 0,07 H7 83,90 0,13
D8 83,91 0,14 H8 83,93 0,12
D9 83,97 0,12 H9 83,92 0,18
D10 84,01 0,11 H10 84,03 0,15
D11 83,99 0,21 H11 84,01 0,16
D12 84,02 0,10 H12 84,03 0,09




Priloha 6: M123

m=m1

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; value
(Spreadsheet166)

Independent (grouping) variable: machine
Kruskal-Wallis test: H (4, N=390)
=298,8168 p =0,000

Code | Valid (N) | Sum of Mean
Depend.: value (Ranks) | (Rank)
RG 3000™ 101 70 3987,50 56,9643
LC® Nano 102 32 198750 62,1094
LC® 48011-1 103 96 30965,50 322,5573
LC® 48011-11 104 96 23504,50 244,8385
COBAS 105 96 15800,00 164,5833

m=m1l

Multiple Comparisons p values (2-tailed); value (Spreadsheet166)

Independent (grouping) variable: machine
Kruskal-Wallis test: H (4, N=390) =298,8168 p =0,000

RG 3000™ | LC® Nano |LC®480II-l | LC® 4801l1- | COBAS

(R:56,964) | (R:62,109) | (R:322,56) I (R:164,58)
Depend.: value (R:244,84)
RG 3000™ 1,000000 0,000000 0,000000 0,000000
LC® Nano 1,000000 0,000000 0,000000 0,000085
LC® 48011-1 0,000000 0,000000 0,000018 0,000000
LC® 48011-11 0,000000 0,000000 0,000018 0,000008
COBAS 0,000000 0,000085 0,000000 0,000008

m=m2

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; value

(Spreadsheet166)

Independent (grouping) variable: machine

Kruskal-Wallis test: H (4, N=392)

=239,1583 p =0,000

Code | Valid (N) | Sum of Mean

Depend.: value (Ranks) | (Rank)
RG 3000™ 101 72 403450 56,0347
LC® Nano 102 32 144700 45,2188
LC® 48011-I 103 96 26179,00 272,6979
LC® 48011-I1 104 96 21232,00 221,1667
COBAS 105 96 2413550 251,4115




m=m2

Multiple Comparisons p values (2-tailed); value (Spreadsheet166)
Independent (grouping) variable: machine
Kruskal-Wallis test: H (14, N=392) =239,1583 p =0,000

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; value

(Spreadsheet166)

Independent (grouping) variable: machine

Kruskal-Wallis test: H (4, N=391)
=300,6760 p =0,000

RG 3000™ | LC® Nano |LC®480lI-1 | LC® 4801l- | COBAS

(R:56,035) | (R:45,219) | (R:272,70) 1l (R:251,41)
Depend.: value (R:221,17)
RG 3000™ 1,000000  0,000000  0,000000  0,000000
LC® Nano 1,000000 0,000000  0,000000  0,000000
LC® 48011-1 0,000000  0,000000 0,016274 1,000000
LC® 48011-11 0,000000  0,000000  0,016274 0,644052
COBAS 0,000000  0,000000 1,000000  0,644052

m=m3

Multiple Comparisons p values (2-tailed); value (Spreadsheet166)

Code | Valid (N) | Sum of Mean
Depend.: value (Ranks) | (Rank)
RG 3000™ 101 72 282550 39,2431
LC® Nano 102 32 266150 83,1719
LC® 480lI-I 103 96 31160,00 324,5833
LC® 48011-11 104 95 18529,00 195,0421
COBAS 105 96 21460,00 223,5417

m=m3

Independent (grouping) variable: machine

Kruskal-Wallis test: H (4, N=391) =300,6760 p =0,000

RG 3000™ | LC® Nano |LC®™480II-1 | LC® 4801l- | COBAS

(R:39,243) | (R:83,172) | (R:324,58) 1l (R:223,54)
Depend.: value (R:195,04)
RG 3000™ 0,673242  0,000000  0,000000  0,000000
LC® Nano 0,673242 0,000000  0,000013  0,000000
LC® 48011-I 0,000000  0,000000 0,000000  0,000000
LC® 4801I-11 0,000000  0,000013  0,000000 0,814172
COBAS 0,000000  0,000000  0,000000  0,814172




Priloha 7: Cykléry

machine= RG 3000™

Multiple Comparisons p values (2-
tailed); value (Spreadsheet166)
Independent (grouping) variable: m
Kruskal-Wallis test: H (2, N=214)
=65,26298 p =,0000

machine= RG 3000™
Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks;
value (Spreadsheet166)
Independent (grouping) variable: m
Kruskal-Wallis test: H (2, N= 214)
=65,26298 p =,0000
Depend.: Code | Valid | Sum of Mean
value (N) (Ranks) | (Rank)
m1l 101 70 8886,500 126,9500
m2 102 72 9809,500 136,2431
m3 103 72 4309,000 59,8472
machine= LC® Nano
Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks;
value (Spreadsheet166)
Independent (grouping) variable: m
Kruskal-Wallis test: H ( 2, N= 96)
=35,77957 p =,0000
Depend.: Code | Valid | Sum of Mean
value (N) (Ranks) | (Rank)
ml 101 32 2185,000 68,28125
m2 102 32 856,500 26,76563
m3 103 32 1614500 50,45313
machine= LC® 480lI-I
Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks;
value (Spreadsheet166)
Independent (grouping) variable: m
Kruskal-Wallis test: H ( 2, N=288)
=3,388922 p =,1837
Depend.: | Code | Valid | Sum of Mean
value (N) (Ranks) (Rank)
m1l 101 96 1271150 132,4115
m2 102 96 14117,00 147,0521
m3 103 96 1478750 154,0365
machine= LC® 480lI-II
Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks;
value (Spreadsheet166)
Independent (grouping) variable: m
Kruskal-Wallis test: H ( 2, N=287)
=102,6082 p =0,000
Depend.: Code | Valid | Sum of Mean
value (N) (Ranks) (Rank)
m1l 101 96 12736,00 132,6667
m2 102 96 20073,50 209,0990
m3 103 95 851850 89,6684

Depend.: m1l m2 m3
value (R:126,95) | (R:136,24) | (R:59,847)
ml 1,000000 0,000000
m2 1,000000 0,000000
m3 0,000000  0,000000
machine= LC® Nano
Multiple Comparisons p values (2-
tailed); value (Spreadsheet166)
Independent (grouping) variable: m
Kruskal-Wallis test: H ( 2, N=96)
=35,77957 p =,0000
Depend.: ml m2 m3
value (R:68,281) | (R:26,766) | (R:50,453)
ml 0,000000 0,031404
m2 0,000000 0,002012
m3 0,031404  0,002012
machine= LC® 480lI-I
Multiple Comparisons p values (2-
tailed); value (Spreadsheet166)
Independent (grouping) variable: m
Kruskal-Wallis test: H ( 2, N= 288)
=3,388922 p =,1837
Depend.: ml m2 m3
value (R:132,41) | (R:147,05) | (R:154,04)
ml 0,669741 0,216074
m2 0,669741 1,000000
m3 0,216074 1,000000
machine= LC® 480lI-11
Multiple Comparisons p values (2-
tailed); value (Spreadsheet166)
Independent (grouping) variable: m
Kruskal-Wallis test: H ( 2, N=287)
=102,6082 p =0,000
Depend.: m1l m2 m3
value (R:132,67) | (R:209,10) | (R:89,668)
m1l 0,000000  0,001031
m2 0,000000 0,000000
m3 0,001031  0,000000




machine=COBAS

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks;
value (Spreadsheet166)
Independent (grouping) variable: m
Kruskal-Wallis test: H ( 2, N= 288)
=153,4328 p =0,000

machine=COBAS

Multiple Comparisons p values (2-
tailed); value (Spreadsheet166)
Independent (grouping) variable: m
Kruskal-Wallis test: H (2, N=288)
=153,4328 p =0,000

Depend.: Code | Valid | Sum of Mean
value (N) (Ranks) (Rank)
ml 101 96 687100 71,5729
m2 102 96 21140,50 220,2135

m3

103 96 13604,50 141,7135

Depend.: m1l m2 m3
value (R:71,573) | (R:220,21) | (R:141,71)
m1 0,000000  0,000000
m2 0,000000 0,000000
m3 0,000000  0,000000




Priloha 8: MM summary

value Confiden | Confiden | value value value value value value value
(Means) ce (- ce (N) | (Std.Dev.) | (Minimu | (Maximu | (Q25) | (Median) | (Q75)
95%) (+95%) m) m)
ml 83,86016 | 83,84233 | 83,87799 390 0,179061 | 83,20000 | 84,36000

RG 3000™ 83,63443 | 83,60621 | 83,66265 70| 0,118354 | 83,45000 | 83,85000 | 83,53000 | 83,60000 | 83,75000

LC® Nano 83,67850 | 83,66771 | 83,68929 32| 0,029924 | 83,59700 | 83,72400 | 83,66350 | 83,68000 | 83,70050

LC®480 II-1 | 84,05125 | 84,02628 | 84,07622 96| 0,123248 | 83,90000 | 84,36000 | 83,96500 | 84,01000 | 84,18000

LC® 480 II-1l | 83,91646 | 83,89340 | 83,93952 96| 0,113805| 83,20000 | 84,05000 | 83,88000 | 83,91500 | 83,98500

COBAS 83,83792 | 83,82607 | 83,84976 96 | 0,058452 | 83,71000 | 83,99000 | 83,79000 | 83,84000 | 83,87000
m2 83,91915 | 83,89969 | 83,93861| 392| 0,195995 | 83,30000 | 84,37000

RG 3000™ 83,63903 | 83,61928 | 83,65878 72| 0,084038 | 83,30000 | 83,83000 | 83,58000 | 83,63000 | 83,70000

LC® Nano 83,61428 | 83,59988 | 83,62868 32| 0,039933 | 83,54800 | 83,72200 | 83,58450 | 83,60650 | 83,63900

LC® 480 II-1 | 84,05490 | 84,02661 | 84,08318 96| 0,139616 | 83,76000 | 84,37000 | 83,97000 | 84,04000 | 84,16000

LC® 480 II-1l | 83,99333 | 83,98327 | 84,00339 96| 0,049644 | 83,88000 | 84,15000 | 83,98000 | 84,01000 | 84,01000

COBAS 84,02094 | 84,00673 | 84,03515 96| 0,070129 | 83,77000 | 84,19000 | 83,98000 | 84,03000 | 84,06000
m3 83,85060 | 83,82941 | 83,87179| 391| 0,213090 | 83,38000 | 84,37000

RG 3000™ 83,51083 | 83,49158 | 83,53009 72| 0,081944 | 83,38000 | 83,70000 | 83,45000 | 83,48000 | 83,57000

LC® Nano 83,65453 | 83,64428 | 83,66478 32| 0,028420 | 83,58900 | 83,71100 | 83,62950 | 83,65650 | 83,67400

LC®480 II-1 | 84,06938 | 84,04596 | 84,09279 96| 0,115547| 83,91000 | 84,37000 | 83,98000 | 84,05500 | 84,09000
LC® 480 II-11 | 83,88095 | 83,86450 | 83,89740 95| 0,080755 | 83,66000 | 84,06000 | 83,84000 | 83,88000 | 83,94000
COBAS 83,92198 | 83,90571 | 83,93825 96| 0,080284 | 83,80000 | 84,09000 | 83,86000 | 83,90000 | 84,00000

All Groups 83,87669 | 83,86530 | 83,88807 | 1173| 0,198717 | 83,20000 | 84,37000




