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Souhrn

Polymerazova fetézova reakce je revoluCni vynalez, o ktery se zaslouzil Kary B.
Mullis. O deset let pozdéji od tohoto objevu mu byla udélena Nobelova cena.
Princip polymerazové fetézové reakce je zaloZzen na replikaci nukleovych kyselin
in vitro. Dochazi pfi ni k amplifikaci poZadovaného useku DNA ¢i RNA, pfiemz
jeho mnozstvi po kazdém cyklu amplifikace exponencionalné roste. Po ukonceni
standardni polymerazové fetézové reakce |ze produkt napf. kvalitativné detekovat
pomoci gelové elektroforézy. Existuje fada modifikaci polymerazové fetézove

reakce, metoda real-time pak umoznuje i kvantitativni detekci.

Real-time polymerazova fetézova reakce se od té klasické liSi v moznosti sledovat
narust produktu v kazdém cyklu amplifikace, tedy v realném cCase. Produkt se
detekuje nejCastéji fluorescenéné v pribéhu reakce, je vSak také mozné hodnotit
fluorescenci az po ukon€eni amplifikace. K vyhodnoceni neni zapotfebi gelové
elektroforézy. Vysledky jsou analyzovany pocitacem, ktery zobrazi graf
amplifikaCni kfivky a vyhodnoti jeji parametry. Real-time polymerazova fetézova
reakce ma rGzné aplikace — je mozné provadét relativni a absolutni kvantifikaci

nebo napf. genotypizaci High Resolution Melting analyzou.

Relativni kvantifikaci |ze analyzovat genovou expresi. Ta umoziuje identifikovat
geny zodpovédné za prubéh fady nemoci, jednim z pfikladd je i difuzni
velkobunécny lymfom. Je to nejCastéji diagnostikovany typ non-Hodgkinskych
lymfomd vyznacujici se velkou heterogenitou a pomérné agresivnim prabéhem.
Difuzni velkobunécny lymfom ma fadu subtypu odliSné reagujicich na klasickou
IéEbu. Rozliseni jednotlivych subtypl umoznuje ur€it odpovidajici IéEebny postup.
V souCasnosti je snaha nové pfistupovat k subtypizaci, protoze soucasné
rozdéleni subtypu €asto neodpovida progndze. Existuje fada studii, zabyvajicich
se modely predikce celkového preziti pacientll, zalozenych na expresi urcitych

genu.



Summary

The polymerase chain reaction is a revolutionary invention, that was realized by
Kary B. Mullis. He was awarded the Nobel Prize ten years later. The principle of
polymerase chain reaction is based on replication of nucleic acids in vitro.
A specific section of DNA or RNA can be amplified. The quantity of product grows
exponentionaly in each cycle of amplification. After the standard polymerase chain
reaction ends, it can be qualitatively detected by gel electrophoresis. There are
many modifications of polymerase chain reaction, real-time PCR allows
a quantitative detection.

Real-time polymerase chain reaction differ from the classic polymerase chain
reaction. As the name suggests, the increase in product can be observed in each
cycle of amplification. Fluorescent detection is usually used during
the amplification, however end-point analysis is also possible, e.g. in case of
genotyping. Gel electrophoresis is not needed for visualisation of the results.
The results are analyzed by the computer, which displays amplification curve in
a graph. Real-time polymerase chain reaction has several applications — it's
possible to perform relative and absolute quantification or genotyping by High

Resolution Melting analysis.

Gene expression can be analyzed by relative quantification. It allows identification
of genes involved in progression of diseases such as diffuse large B-cell
lymphoma for example. DLBCL is the most frequently diagnosed type of
non-Hodgkin's lymphoma, characterized by the large heterogenity and relatively
aggressive course of the disease. Diffuse large B-cell lymphoma has several
subtypes that react differently to the classical treatment. Ability to distinguish
between the individual subtypes makes it possible to determine the appropriate
treatment. At present, search for new ways of subtyping is in progress, because
contemporary classification into subtypes often isn‘t in accordance with prognosis.
Series of studies were published dealing with models of prediction of overall

survival based on the expression of specific genes.



Cil prace

Vypracovat literarni reSerSi na téma PCR, real-time PCR a subtypizace difuzniho
velkobunééného lymfomu. Zméfit expresi genu BLIMP1 u vzork( s Kklinicky
diagnostikovanym difuznim velkobunéénym lymfomem pomoci real-time PCR.
Oveérit pouZzitelnost méfeni exprese u formalinem fixovanych parafinovych blocku.
Pokusit se urcit vztah zmén v expresi genu k subtypim difuzniho velkobuné&ného

lymfomu a prognostickym skupinam.
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1. Uvod

Jednou z revolu€nich technik molekularni biologie je polymerazova fetézova
reakce, z angl. polymerase chain reaction (PCR). PCR je metoda umoznujici
amplifikaci specifickych usekd DNA, ¢imz dovoluje studium gen(, analyzu jejich
exprese, detekci a kvantifikaci virové infekce €i determinaci molekularni podstaty
chorob. Timto PCR zasahuje do mnoha obort, jako je forenzni véda, archeologie,

biologie a v sou¢asné dobé prfedevsim medicina.

PCR od svého objevu proSla mnoha inovacemi. Bylo vyvinuto velké mnoZstvi
variant, které se vyznacuji modifikaci enzymu, primerli nebo podminek. Tyto

metody maji Siroké vyuZiti.

V souCasné dobé je v diagnostice i ve vyzkumu nepostradatelnd PCR v realném
Case. Metoda aplikovatelna nejen na detekci patogenu, mutantnich alel a
genotypizaci. NejCastéji se pouziva pro uréeni exprese genu, ¢imz lze napfiklad
objasnit plvod nadorovych a jinych onemocnéni, urcit rizikové faktory, rozclenit

pacienty do rizikovych skupin a pfedpovédét celkové preziti.
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2. Standardni polymerazova retézova reakce

2.1. Objev avyvoj PCR
Polymerazova fetézova reakce byla poprvé provedena v roce 1983. O tento
vynalez se zaslouzil americky védec Kary B. Mullis, ktery v té dobé& pracoval pro
Cetus Corporation v Emeryville, jednu z prvnich biotechnologickych spolecnosti.
K. B. Mullisovi byla 8. prosince 1993 udélena Nobelova cena za chemii

(http://lwww.nobelprize.org; Mullis, 1990).

Bez pfedchazejicich objevu by vSak K. B. Mullis jen tézko dokazal uvést do praxe
polymerazovou fetézovou reakci, a tim zpUsobit pfevrat v molekularni biologii.
Nedilnou soucasti PCR reakce je enzym DNA polymeraza nezbytna pro replikaci
DNA. Byla objevena uz v roce 1955 Arthurem Kornbergem ze Standfordské
Univerzity, purifikovat se ji v8ak podafilo az v roce 1958. Pochopeni mechanismu
jejino ucinku a zjisténi, Ze oligonukleotidy mohou slouzit jako primery pro
determinaci specifickych nukleotidovych sekvenci nebo gend, byl posledni nutny
poznatek k realizaci PCR (Mullis, 1990).

Dnes se PCR podstatné li§i od té puavodni. PCR na svych pocatcich k amplifikaci
DNA vyuzivala Klenowlv fragment, soucast DNA polymerazy |, purifikované
z Escherichia coli. PCR byla fizena manualné, coz byl velmi zdlouhavy a naro¢ny
proces, protoZze denaturacni krok nutny pro oddéleni dvojfetézcové DNA (dsDNA)
také denaturoval polymerazu, ktera pracovala pfi 37 °C. Z tohoto divodu musel
byt enzym do reakce pfidavan po kazdém cyklu. Tato nevyhoda byla prekonana
nahrazenim Klenowova fragmentu termostabilni DNA polymerazou z bakterie
Thermus aquaticus, neboli Taqg DNA polymerazou, purifikovanou uz dfive v roce
1976. Vyuziti této termostabilni polymerazy, ktera nepodléha denaturaci ani pfi
95 °C, zvysilo senzitivitu a specificitu reakce a také mnozstvi a délku produktu.
Védci ze Cetus Corporation v roce 1992 PCR automatizovali konstrukci prvniho

thermocycleru (Garcia, Shwu-Fan Ma, 2005).

2.2. Princip PCR
Polymerazova fetézova reakce je zalozena na replikaci nukleovych kyselin in vitro.
PCR vede k selektivni amplifikaci vybranych usekl DNA prostfednictvim enzymu

DNA polymerazy. Na specifickou Cast templatového fetézce nasedaji primery,
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které jsou rozpoznavany DNA polymerazou a od kterych se DNA syntéza
zahajuje. Polymeraza pouzivana k syntéze musi byt termostabilni, aby odolavala
vysokym denaturacnim teplotam DNA. Tyto polymerazy se izoluji z termofilnich
mikroorganismu, jakym je napf. jiz vySe zminéna bakterie Thermus aquaticus.
Replikace probiha opakované v cyklech. Na mnozstvi cyklu zavisi vysledna

koncentrace produktu (Smarda et al., 2005).

Tento proces probiha v pfistroji zvaném thermocycler, ktery automaticky udrzuje
naprogramované teploty po ¢as nezbytny pro jednotlivé kroky PCR. Reakce je
zahajena pocateCni denaturaci, na kterou obvykle navazuje cyklus ftfi teplot,
ve kterych probiha denaturace, nasedani primer (annealing) a extenze
templatového fetézce, jak je podrobnéji uvedeno nize. Amplifikace je ukonCena
terminalni elongaci, kdy dochazi ke kompletnimu dosyntetizovani PCR produktd.

Obrazek 1 graficky znazornuje postup pfi jednom PCR cyklu.

25-35 cycles
o 1 )
= 95°C ! 3 steps in each cycle
E ; 1. Denaturation
£ 72¢ - 3 2. Annealing
@
g 3. Extension
5 60°C-
= 2
"0 T 2 T T 20
Length of cycle (sec.)
—
|
las*c
| I |
Ferima T i e
5 [ & peifmid
1 2 3

Obr. 1: Princip PCR amplifikace. 1) Denaturace dsDNA na jednotlivé fetézce pfi
teploté 95 °C. 2) Nasedani primerl na jednoretézcovou DNA (ssDNA) pfi teploté
pohybuijici se mezi 55 a 65 °C. 3) Syntéza dvouretézcovych kopii templatové DNA
pfi 72 °C (Hue-Roye, Vege, 2008).

Prvnim krokem je uplna denaturace DNA na jednofetézcové Useky, ktera probiha
pfi 95 °C. Pro poc€ateCni denaturaci dostaCuje 2 — 5 min. Pokud by se templat
denaturoval jen Castecné, molekuly by opét rychle renaturovaly, coz by mélo za

nasledek nizSi amplifikacni efektivitu. V kazdém dalSim cyklu probiha denaturace
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obvykle mezi 15 a 45 s pii teploté 95 °C (Hue-Roye, Vege, 2008; Smarda et al.,
2005).

Nasleduje ochlazeni na 55 az 65 °C po dobu 30 — 60 s. Vtomto kroku se
oligonukleotidové primery vazi ke komplementarnim jednofetézcovym usekim
DNA templatu. Proto je nutna jeho uplna denaturace. Teplota pro nasedani
(hybridizaci) primert se oznacuje jako T, (annealing temperature). Je to dulezity
faktor, protoZe specificita reakce je na ni zavisla. Nastavuje se podle délky a
pomeéru GC/AT bazi primera. Idealni teplota musi byt dostatecné nizka, aby doslo
k hybridizaci mezi primerem a templatem a souCasné dostate¢né vysoka na to,
aby nedochazelo k nespecifickému nasedani primerd, a tim tvorb& nezadoucich
produktd. Tuto teplotu uréime z tzv. teploty tani (T, melting temperature) hybridu
mezi primerem a templatem. Teplota tani je teplota, pfi které je polovina hybrid{
primeru a templatu v disociovaném stavu. Teplota 1 — 2 °C pod teplotou tani by
méla byt dostatecna pro specifickou hybridizaci primerd a minimalni tvorbu
nespecifickych produktld. T, Ize urcit experimentalné, ale ¢astéji se pro jeji vypocet

vyuzivaji vzorce (Brown, 2007; Hue-Roye, Vege, 2008; Smarda et al., 2005).

Po hybridizaci primer( se teplota zvySuje na 72 °C. Tento krok se oznacuje jako
extenzni a teplota se udrzuje pfiblizne 1 min. Doba se upravuje podle délky
produktu. Obecnym pravidlem je, Zze na 1000 bp je dostateCnych asi 60 s. Taq
DNA polymeraza naseda na templat a syntetizuje fetézec mezi dvéma primery.
DNA polymerazy syntetizuji rdznou rychlosti (napf. Tag 60 bazi/s). V pfipadé, zZe
je sekvence bohata na AT pary, je vhodnéjsi elongaci provadét pfi 68 °C, pfi niz
polymeraza postupuje pomaleji a je potfebna optimalizace doby elongace. PCR
amplifikace je ukon¢ena terminalni elongaci po dobu 7 min. Vyslednym produktem
PCR jsou amplikony, useky dlouhé desitky az tisice paru bazi (bp) (Hue-Roye,
Vege, 2008; Smarda et al., 2005).

Tyto tfi kroky (denaturace, annealing a extenze) se opakuji 25 - 35 krat. P¥ilis
mnoho cykll zvySuje mnozstvi nespecifickych produktd. Pocet kopii po prvnim
cyklu exponencialné roste (2", n = pocet cykl). Vytvari se tak az miliarda kopii
vybraného useku DNA. V pozdnich cyklech vSak dochazi ke zpomalovani a
naslednému zastaveni PCR amplifikace, a to z divodu inhibice reakce pfiliSnym

mnozstvim PCR produktu, vy€erpanim reagencii, jako jsou dNTP nebo primery,
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nebo kvuli ztraté aktivity DNA polymerazy. Pouziti téchto tfi teplotnich kroku se
oznacuje jako three-step PCR. Pouziva se hlavné v pfipadech, kdy je Ta nizSi nez
60 °C, templat ma vysSi obsah GC paru bazi a/nebo sekundarni struktury. Kroky
nasedani primerl a extenzni mohou byt spojeny v jeden, tzv. two-step PCR.
Pfednostné se voli, pokud je T, vy8Si nez 60 °C. V tomto spojeném kroku se
teplota pohybuje od 60 do 70 °C po dobu pfiblizné 1 minuty. Doba musi byt
dostatecné dlouha pro hybridizaci primerd s molekulou templatu i naslednou
extenzi DNA fetézce (Brown, 2007; http://www3.appliedbiosystems.com;
Hue-Roye, Vege, 2008; Smarda et al., 2005).

Vzniklé amplikony se analyzuji napf. elektroforézou na agaré6zovém gelu, kde se
oddéli fragmenty podle délky. Ty se vizualizuji barvivy, jako je ethidium bromid,
pod UV svétlem. Po amplifikaci mize navazovat analyza PCR produktd napf.
sekvenovanim nebo se vznikly produkt muze napfiklad zaklonovat. PCR ma
Sirokou Skalu vyuZziti a patfi dnes mezi zakladni molekularné-biologické techniky
(Brown, 2007; Smarda et al., 2005).

2.3. Chemické slozeni reakéni smési pro PCR
Reakéni smés pro PCR vyzaduje urcité komponenty. Koncentrace slozek smési
musi byt vyvazena, aby se tvofil poZzadovany specificky produkt, reakce méla
spravny vytéZzek a nedochazelo k chybam. Kromé oligonukleotidovych primer(
komplementarnich k cilovému useku DNA, termostabilni DNA polymerazy a
templatové DNA se do reakce pfidava pufr, ktery by mél zajistovat vhodné
prostiedi pro optimalni aktivitu a stabilitu DNA polymerazy. Existuje fada pufri
obdobného slozeni nabizenych ruznymi spoleCnostmi. Muze obsahovat Tris-HCI a
KCI o riznych koncentracich udrzujici optimalni pH. Reakéni smés také obsahuje
2‘-deoxyribonukleosid-5*-trifosfaty (ANTP, N = Guanosin, Adenosin, Thymidin nebo
Cytidin), které se stanou soucasti nové syntetizovanych DNA fetézecu. Dale jsou
pfitomny bivalentni kationty, vyuziva se predevSim hofeCnaty iont ve formé
chloridu hofe¢natého (MgCl,) (Hue-Roye, Vege, 2008; http://tools.invitrogen.com
2. 2. 2012; http://www3.appliedbiosystems.com). Hofe€naté ionty ve smési slouzi
jako kofaktor, ktery tvofi rozpustny komplex s dNTP rozpoznavany DNA
polymerazou. Jejich koncentraci je nutné upravovat u jednotlivych pfipadd
amplifikace, protoze Mg?" ionty tvofi krom& dNTP také komplexy s primery,

templatovou DNA, EDTA a jinymi chelatacnimi Cinidly, které se v reakCni smési

14



mohou vyskytovat, napf. z dldvodu nedostatecné purifikace DNA. EDTA je
soudasti pufri rozpoust&jici DNA, pusobi jako inhibitor nukleaz (Smarda et al.,
2005).

2.4. Vlastnosti Taqg DNA polymerazy
Replikace neni bezchybny proces. VSechny DNA polymerazy, stejné jako Taq
DNA polymeraza vyuzivana v PCR, obCas do nové syntetizovaného vlakna
integruji nespravny nukleotid. Rada z nich tyto chyby dokaze opravit. Pred
zarazenim nového nukleotidu do syntetizovaného fetézce DNA polymeraza
zkontroluje, zda je dany nukleotid spravné sparovany. Pokud ano, pokracuje
v pridavani nukleotidd na 3 konec rostouciho fetézce, tzn. ze se vytvafi
fosfodiesterova vazba mezi 3° hydroxylovou skupinou stavajiciho fetézce a
5' fosfatovou skupinou nukleotidu. Syntéza kazdého fetézce tedy probiha ve

sméru 5'—3‘. Schéma syntézy je zobrazeno na obrazku 2.

3'-konec retézce

5'-konec fetézce
|
?
~0-P=0 o~ GH:

: =
o — G | 0 . .

e L0 | 0=P-0 Obr. 2: Schéma syntézy

0 DNA fetézce ve sméru

sty emosoy 553, 5° konec je tvofen

fetézec (|) fetézec , ;
S o CH, fosfatovou skupinou
s LA 97| O nukleotidu a 3‘ konec

syntetizovaného retézce

HyC ’ N hydroxylovou skupinou. Na
@ 3 konec nové
o~ CH

3-konec fetézce = i jsou DNA polymerazou
b0~ p-0%b-0-cH, 0 0=p-0" pfidavany nukleotidy svym
i 5° koncem (Alberts et al.,
 difosfat @ 2005).

Pl Ly,
—— 0

deoxyribonukleosidtrifosfat vstupujici do reakce O=P-0O"

5'-konec fetézce
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Pokud neni zafazeny spravny nukleotid, fada DNA polymeraz ma moznost ho
sama odstranit rozstépenim fosfodiesterové vazby a nahradit jinym nukleotidem.
DNA polymeraza tedy muze disponovat dvéma vlastnostmi. Ve sméru 5'—3'
funkci polymeracni a ve sméru 3‘>5' exonukleazovou, tedy opravnou, aktivitou.
Taq DNA polymeraza v$ak tuto opravnou schopnost nema. Rada DNA polymeraz
ma i 5'>3" exonukleazovou aktivitu, ktera je vyuzivana napf. u detekce produktu
pomoci hydrolyzacnich sond u real-time PCR (viz kapitola 3.2.2.2). Frekvence
chyb Tag DNA polymerazy se odhaduje pfiblizné na 1 chybu na 9000 nukleotidd.
Je tfeba vSak mit na paméti, Ze kazdy cyklus PCR znasobuje pocet chybné
fazenych nukleotidd. Pro fadu aplikaci vysoky pocet chyb neznamena zavazny
problém, protoZze vznik vySSiho poctu molekul DNA se stejnou chybou je malo
pravdépodobny. To ovSem neplati, pokud jsou PCR produkty napf. klonovany.
Kazdy klon je totizZ odvozen od jediné molekuly (Alberts et al., 2005; Brown, 2007,
Smarda et al., 2005).

Do praxe byly také zavedeny termostabilni DNA polymerazy, které maji 3'—5
exonukleazovou aktivitu. Byly izolovany z raznych druht pyrokokl, napf. Pfu DNA
polymeraza z Pyrococcus furiosus, hypertermofilniho mikroorganismu s teplotnim
optimem 100 °C, nebo Pwo DNA polymeraza z Pirococcus woesei. Chybovost u
téchto polymeraz je 2 — 6 krat niz8i nez u Taq DNA polymerazy. Problémem vSak
zustava, ze 3' exonukleazova aktivita nejen napravuje zplsobené chyby
Vv parovani, ale také Casto degraduje jednoretézcove primery. Ukazalo se vyhodné
pouzivat tyto polymerazy v kombinaci s Taqg DNA polymerazou pro amplifikaci
dlouhych usektd DNA. Hlavni vyuziti vSak maji pfi klonovani a sekvenovani, kde
kazda chyba v replikaci mize znamenat chybné vysledky (Cline et al., 1996;
Smarda et al., 2005).

2.5. Design primert
Pro PCR amplifikaci jsou kliCové primery. Jsou to uméle syntetizované
oligonukleotidy, tedy kratké jednovlaknoveé useky DNA, které jsou komplementarni
k cilovému useku DNA. Od 3‘ konce primerd zapocina syntéza nového DNA
fetézce. Pokud je znama sekvence templatového vlakna, Ize navrhnout vhodné
primery, které s nim budou hybridizovat. Spravnym navrzenim dojde k amplifikaci
pouze pozadovaneho fragmentu DNA. Pokud se nepodafi navrhnout dostate¢né

specifické primery, dochazi k amplifikaci jiného nez pozadovaného fragmentu
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DNA, k amplifikaci nékolika fragmentt nebo k amplifikaci nedochazi vibec. Proto
je velmi dulezité, aby se primery specificky vazaly ke koncovym &astem cilového
useku DNA. Kazdy primer naseda na komplementarni sekvenci jednoho fetézce

denaturované DNA, jak je znazornéno na obrazku 3.

5"-konec 3 _konec

3 -konec > 3 5 -konec

s

Obr. 3: Schéma nasedani primertd na komplementarni sekvence jednoviaknového
templatu po denaturaci DNA. Primery hybridizuji na antiparalelnich viaknech.
Sipky znazorfiuji smér amplifikace fetézce DNA polymerazou, ktera ke 3‘ konci
primeru pfifazuje volné dNTP.

Primer, ktery naseda na koduijici (pozitivni) viakno DNA Fetézce, se oznacuje jako
forward nebo také upstream primer. Druhy primer nasedajici na antikédujici
(negativni) vlakno se nazyva reverse nebo downstream primer. Klasické PCR
metody umozniuji amplifikovat fragmenty do 10 kilobazi (kb), s délkou vSak klesa
ucinnost. Optimalni velikost produktu je do 3 kb. Specialnimi technikami Ize
amplifikovat i useky do délky 40 kb (Brown, 2007).

PFfi navrhu primerl je tfeba brat v uvahu nékolik pravidel. Délka by méla byt
nejlépe mezi 18 a 25 nukleotidy. Pokud by primery byly moc kratké, mohly by
hybridizovat s jinymi fragmenty nez je cilovy usek DNA, protoze tyto primery by
nebyly dostateCné specifické. V genomu se predpoklada existence vice
vazebnych mist. Napf. pro 8 nukleotidovy primer se v lidském genomu
predpoklada v priméru 1 vazebné misto na 4% bp, tj. je asi 46000 moZnych
vazebnych mist. Je tedy nepravdépodobné, ze by doSlo ke vzniku pouze jedné
specifické vazby. Délka 18 — 25 nukleotidi by méla byt dostate¢na k tvorbé
jediného specifického produktu, ke specialnim ucelim se vSak mohou navrhovat i
delsi primery (Brown, 2007; Smarda et al., 2005).

DalSim pravidlem je, ze obsah guaninu a cytosinu (G + C) v primeru by se mél
pohybovat mezi 40 a 60 %, a to z ddvodu maximalizace specifické vazby

k templatu. Primer by mé&l mit rovhomérné rozloZzené oblasti bohaté na G/C a A/IT
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pary a nemél by obsahovat vnitfni sekundarni struktury, napf. vlasenky.
Tm primert by méla byt podobna a mit alespori 50 °C k zajisténi nasedani obou
primerd. Pro zajisténi silngjsi vazby na kliCovém 3° konci primeru se nékdy
doporucuje, aby konec obsahoval 1 az 2 zbytky G nebo C. Oba primery by nemély
mit vzajemné komplementarni sekvence, aby spolu neinteragovaly a nedochazelo
k tvorbé& duplext neboli primer-dimerd. Ty by v PCR reakéni smési mohly tvofit
artefakty a nespecifické produkty. Pokud by primery tvofily stabilni dimery
zduvodu i jen CasteCné komplementarity, jejich parovani by pfevazovalo nad
hybridizaci s templatovou DNA. Bud by nedochazelo k PCR amplifikaci, nebo by
probihala s daleko niZSi efektivitou. Primery také mohou tvofit vidsenky. To se
stava v pfipadé, kdy koncové oblasti téhoz primeru jsou komplementarni. Vyrazeni
jednoho z primer opét znamena, ze PCR probéhne s nizSi efektivitou. K tvorbé
primer-dimertd mize pfispivat i nespravna annealing teplota ¢i vysoka koncentrace
primerd (Brown, 2007; Dahiya et al., 1995; http://biologie.upol.cz; Smarda et al.,
2005).

Pokud neni znama pfesna sekvence templatu, je mozné navrhnout tzv.
degenerate primery. Je to smés primeru, ktera ma rGzné baze v jedné &i nékolika
nukleotidovych pozicich. Vyuzivaji se napf. pokud je znama pouze
aminokyselinova sekvence, nikoliv nukleotidova, dale pro identifikaci nebo
amplifikaci homolognich genu odliSnych druhd. Navrhuji se i primery, které jsou
schopny inkorporovat do PCR  produktu mutaci (delece, inserce,
jednonukleotidové zameény), tzv. mutagenesis primery. Navrzené primery nesou
ve své sekvenci mutaci, ktera je nasledné vnesena i do vznikajiciho PCR produktu
(Kwok et al., 1994).

Pro navrh primeru existuje cela fada pocitatovych programi a webovych stranek.
Jednim z téchto programu je Primer3, vyuzivajici algoritmus pro design nékolika
vhodnych primerl pro pozZadované sekvence. Parametry jsou zadavany
samotnym uzivatelem. K ovéreni, zda takovyto primer bude hybridizovat pouze na
jednom misté DNA Fetézce, slouzi program zvany BLAST. Ten porovnava zadané
sekvence s databazi vSech sekvenci a ur¢i sekvence podobné. Tyto dva kroky je
mozné Spojit pouzitim webové stranky Primer-BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast; http://simgene.com/Primer3).
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2.5.1. Primery vyuzivajici nukleotidové analogy
Nukleotidové analogy maji mnoho vyuziti, nejen u PCR. Dochazi u nich
k modifikacim bazi, sacharidové slozky nebo fosfodiesterovych vazeb. Jednou
z nejpouzivangjSich modifikaci RNA nukleotidd je LNA (Locked Nucleic Acid).
Tento analog ma vysSi afinitu k DNA i RNA nez standardni DNA oligonukleotid.
ZvySuje tak stabilitu syntetizovanych produktd. Tato modifikace nukleotidu se také
vyuziva u real-time PCR. LNA dovoluje upravit hodnoty T, primerd a sond,

zvysSuje se tim senzitivita a specificita reakce (Karkare, Bhatnagar, 2006).

Jednim z vyznamnych analogl DNA nukleotidd pouzivanych pro syntézu primer(
a sond je uméle syntetizovany PNA (Peptide Nucleic Acid). Na rozdil od DNA a
jinych nukleotidovych DNA analogl, nema PNA ve své struktufe pentdzu ani
fosfatové skupiny. Strukturné se PNA podoba peptidim, a to svym N° koncem
tvofenym aminoskupinou (NH3) a C’ koncem tvofenym karboxylovou skupinou
(COOH). Vazba mezi PNA a DNA je daleko silnéjSi nez mezi klasickymi DNA
fetézci. PNA je také odolny vic&i nukleasam a proteasam, ¢imz Cini primery a

sondy odolné vicéi degradaci (Karkare, Bhatnagar, 2006).

2.6. Faktory ovliviaujici PCR
Proces PCR mlze byt negativné ovlivnén mnoha zplUsoby. DNA polymeraza,
ktera syntetizuje nova vidakna cilové DNA, katalyzuje i prodluZzovani
nehybridizovanych primerd. Mdzou tak vznikat nespecifické produkty, jako uz
zminéné primer-dimery, a to pfedevsim v pfipadech, kdy je templatové DNA
nedostatek. Nespecifickou amplifikaci je mozné vyrazné omezit pouZitim
modifikace zvané Hot start PCR. Pfi tomto postupu mohou urcité komponenty
reakce byt oddéleny od ostatnich do doby nasedani primera (55 - 65 °C) nebo
muze byt DNA polymeraza inaktivovana. Nedochazi tak k prodluzovani primeru.
Existuje cela fada zplUsobu separace dulezitych slozek. DNA polymeraza nebo
Mg?* ionty se mohou pfidat aZ po dosaZeni teploty 70 °C a vice. Nebo se reakéni
slozky rozdéli fyzikalni bariérou, napf. voskovou pfepazkou, ktera pfi pocateéni
denaturaci roztaje. DalSi z mozZnosti je pfidani teplotné nestabilnich protilatek,
které se navazou na DNA polymerazu, a tim ji do€asné inaktivuji. Tato metoda je

dnes prevazujici (Dahiya et al., 1995; Smarda et al., 2005).
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PCR je velmi citliva metoda, takze i malé mnozstvi nezadouci DNA muze mit vliv
na koneény vysledek. Casto se k prevenci amplifikace kontaminujici DNA
z pfedeslych PCR reakci vyuziva uracil-N-glykosylaza. V kazdé reakcni smési se
dTTP (2°-deoxytymidin-5'-trifosfat) nahradi dUTP (2'-deoxyuridin-5‘-trifosfat). Pfi
PCR s novou templatovou DNA, jesté pred zahgjenim amplifikace, kdy dTTP jesté
neni nahrazen dUTP, je pouzita uracil-N-glykosylaza k rozstépeni fetézcl
obsahujicich dU, pfi¢emz templatova DNA a volny dUTP zlGstanou nezménény.
Pfi denaturacnim kroku PCR pak je takto narusena a termolabilni DNA
hydrolyzovana na malé fragmenty, které se dale neamplifikuji (Longo et al, 1990;
Smarda et al., 2005).

Ve vzorcich biologickych materiald se mize vyskytovat i cela fada inhibitort, které
mohou zpomalit nebo Uplné zastavit amplifikaci, a tim zpUsobit faleSné negativni
vysledky. NedostateCna purifikace nukleovych kyselin z biologickych materialt
obsahujici tyto inhibitory pak muize pfimo ovlivnit vysledky PCR. | pfitomnost
pouhych 0,004 % lidské krve v reakéni smési uplné inhibuje Tag DNA polymerazu.
Hemoglobin, IgG a laktoferrin jsou nejsilngjSi inhibitory pfitomné v krvi. Také
derivaty hemoglobinu, jako bilirubin nebo Zlu€ové soli, inhibuji PCR. Mezi dalSi
inhibitory pak patfi i komplexni polysacharidy, kolagen, melanin a myoglobin nebo
mocovina. Inhibici Ize zmirnit nafedénim vzorku vodou, pfipadné pouzitim aditiv

(facilitatortl), jak je popsano nize. (Radstroém et al., 2004).

Obcas se také do reakéni smési pfidavaji tzv. facilitatory, které zvysuji u€innost
amplifikace. Patfi k nim napf. proteiny vyvazujici inhibitory jako BSA (bovinni
sérovy albumin) a kapsidovy protein gp32 produkovany bakteriofagem T4 nebo
organicka rozpoustédla jako DMSO (dimetylsulfoxid) a formamid, které ovlivAuji
teplotni stabilitu primeru a aktivitu polymerazy, ¢imz zvySuji specificitu amplifikace.
Nékdy se Tagq DNA polymeraza nahrazuje Tth a rekombinantni Tth DNA
polymerazou z Thermus thermophilus nebo DNA polymerazu z T. brockianus, a to
z davodu jejich vétsi odolnosti vadi inhibitorim reakce (Abu Al-Soud, Radstrom,
2000; Radstrom et al., 2004).

2.7. Metody vyuzivajici princip PCR
Polymerazova fetézova reakce ma mnoho variant, které mohou dale rozSifovat

moznosti jejiho vyuziti, at uz se jedna o amplifikaci velmi vzacné zastoupenych
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sekvenci, amplifikaci RNA nebo neznamych usekl, a mnohé dalsi. Nize zminéno

je jen nékolik z Siroké fady modifikaci a variant.

2.7.1. Reverse transcription PCR (RT-PCR)

RT-PCR vyuziva pfepisu RNA do cDNA (komplementarni DNA) prostfednictvim
enzymu reverzni transkriptaza. RNA nemuze byt pouzita jako templat pro PCR
syntézu, proto je tfeba ji nejprve prevést na cDNA a az poté amplifikovat klasickym
postupem. Pouzitim random hexamer primerQ u reverzni transkripce se prepiSe do
cDNA kompletni obsah RNA, u oligo d(T):s (oligo deoxythimidin) primera se
prepiSe mRNA a pfi pouziti genové specifickych primerl se pfepiSi pouze
pozadované useky RNA. Reverzni transkripce a PCR amplifikace mohou byt
reakéné oddéleny, tzv. two-step RT-PCR nebo mohou probihat v jedné zkumavce,
tzv. one-step RT-PCR. (vice v kapitole 3.3.) Pro one-step RT-PCR Ize vyuzit napf.
termostabilni Tth DNA polymerazu izolovanou z Thermus thermophilus. Vyznacuje
se RNA dependentni DNA polymerazovou aktivitou. Ta je v pfitomnosti iontd Mn?*,
pfi teploté 72 °C, schopna RNA pfevést na jednofetézcovou cDNA. Jeji RNazova
aktivita pak degraduje RNA v hybridech DNA. Muze pak dojit k nasedani primer(
a syntéze druhého vlakna stejnou polymerazou. Po tomto procesu navazuje stejny
postup jako u standardni PCR. RT-PCR se pouziva predevSim ke studiu genové
exprese, studiu virového genomu nebo napf. k identifikaci intrond a exonl (Myers,
Gelfand, 1991; Smarda et al., 2005).

2.7.2. Nested PCR
Nested PCR, neboli odstupfiovana PCR, vyuziva modifikovany postup. Je oproti
klasické PCR daleko citlivéjsi, umozfiuje detekovat i jedinou templatovou molekulu
DNA. Pouziva tzv. vnitfnich a vnéjSich primert ve dvou krocich. Prvni zahrnuje
15-30 cykll s vnéjSimi primery. Vznikly produkt o delSi sekvenci je pfeveden do
nové zkumavky s vnitfnimi primery, pfipadné nafedén, a nasledné amplifikovan po
dalSich 15-30 cykld. Tento postup se oznacuje jako dvoufazova nested PCR. Ta
umoziuje zfedéni inhibitorl, které se standardni izolaci nedafi odstranit. Je zde
v8ak vysSi citlivost na kontaminaci vzniklym produktem, a proto se v rutinni
diagnostice ¢asto vyuziva tzv. single-tube nested PCR. Slozky reakci mohou byt
oddéleny napf. prepazkou z mineralniho oleje. Po centrifugaci se prepazka
odstrani a obsah se znovu amplifikuje. Cast&jsi v8ak je pouziti vnéjSich a vnitfnich
primert s velmi odliSnou Tn,. Kone¢nym vysledkem je kratSi vnitfni sekvence
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DNA produkt(i nez klasicka PCR (Smarda et al., 2005; Yourno, 1992).

2.7.3. Inverzni PCR
Jednou ze specialnich PCR technik je inverzni PCR, zalozena na amplifikaci
neznamého useku DNA, ktery je na obou koncich ohrani¢en useky o znamych
sekvencich. Princip je znazornén na obrazku 4. Inverzni PCR se vyuziva hlavné
v pfipadech, kdy je tfeba urcit sekvence obklopujici genomicky insert (Ochman at
al., 1995).

A A

l Neznimé sekvence l

/ \
*

Znama sekvence

B
l / Restrikéni tépeni mista A

l Cirkulace a nased4ni primert

Restrikéni §t&peni mista B

Obr. 4: Princip inverzni PCR. Dochazi ke $tépeni mist o neznamych sekvencich
(A) restrikénimi endonukleazami, cirkulaci fragmentu, ligaci a nasedani primeru.
Dale je Stépeno misto o znamé sekvenci (B) mezi primery, fragmenty se linearizuji
a neznamé sekvence se amplifikuji klasickym postupem (Ochman at al., 1995).

2.7.4. Dalsi metody vyuzivajici princip PCR
Existuje velké mnozstvi dalSich modifikaci a variant PCR, které maiji vyuziti nejen
v zakladnim a aplikovaném vyzkumu. Jiz zminéna degenerate PCR (napf.
k identifikaci nebo amplifikaci homolognich genu odliSnych druhu, viz kapitola
2.5.), multiplex PCR (k amplifikaci vice riznych produktd riznymi pary primert) Ci

in situ PCR neboli PRINS (k lokalizaci urcitych sekvenci uvnitf jednotlivych bunék
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s vyuzitim in situ hybridizace). DalSi z mnoha variant je alelové specificka PCR
(k detekci SNP ve dvou nebo vice reakcich za pouziti primerd pro wild-type a
mutantni  sekvenci) nebo napf. asymetricka PCR (amplifikace za
vyuziti mnohonasobné vy3si koncentrace jednoho z primerd, pfi které vznika
pfevazné jeden fetézec, coz se vyuziva napf. pro Sangerovo sekvenovani).
Jednou z velmi vyuzivanych technik je PCR-RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) pro stanoveni sekvencniho polymorfizmu poZzadovaného genu za

vyuziti restrikénich endonukleaz (Bermingham, Luettich, 2003).

2.7.5. Next generation PCR

Next generation PCR vyuziva nové pristupy k PCR amplifikaci i nasledné detekci
produktd. Pfikladem je digital PCR, poprvé popsana Sykesem et al. v roce 1992,
dnes jiZ mnohokrat modernizovana. Principem je rozdéleni a nafedéni vzorku tak,
aby teoreticky obsahoval pfiblizné jednu molekulu DNA. Vzorek je poté
amplifikovan v mnoha replikatech. K detekci produktl se vyuzivaji sondy, uréuje
se zde pouze pfitomnost Ci nepfitomnost amplifikace (signal pozitivni oznacen
jako 1, signal negativni jako 0; odtud nazev digital PCR), coz je nasledné
kvantitativné zhodnoceno. Slouzi prevazné k detekci a kvantifikaci mutaci, které
jsou ve vzorku zastoupeny s velmi nizkou frekvenci (Pohl, Shih, 2004; Sykes et
al., 1992).

Zajimavou variantou je i CAST-PCR neboli Comparative Allele Specific TagMan
PCR. Umoznuje detekci 0,1 % mutantnich alel z wild-type sekvenci. Principem je
potlageni nespecifické amplifikace wild-type alely tzv. MGB (minor groove binder)
blokatorem. PFi pouziti modifikovaného alelové specifického primeru je nasledné
detekovana mutantni alela s vysokou citlivosti

(http://lwww.appliedbiosystems.com).
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3. Real-time PCR

Higuchi et al. v roce 1992 zkonstruovali detek¢ni systém, ktery monitoroval PCR
produkty v prabéhu jejich amplifikace. Je to modifikace klasické PCR zvana
real-time PCR (rtPCR). Ke sledovani vyuzili dnes pro rtPCR téméF nepouzivané
fluorescencni barvivo ethidium bromid, které se preferencné vaze na
dvousroubovici produktu. Se zvySujicim se mnozstvim produktu pak dochazelo
ke zvySovani fluorescence. Vrealném Case je tedy mozné pozorovat narlst
fluorescencniho signalu v kazdém cyklu amplifikace. Lze tak ziskat mimo jiné i
kvantitativni informaci o produktu na rozdil od klasické PCR, kde se urcuje
pfevazné pfitomnost nebo absence specifického produktu gelovou elektroforézou.
Za pouziti elektroforézy sice je mozné provadét i Caste€nou kvantifikaci, coz bylo
dfive bézné, ale tato technika je znaCné nepfesna. Real-time PCR ma mnoho
aplikaci. Kvantitativni detekce se vyuZziva napf. ke studiu genové exprese nebo lze
hodnotit fluorescenci tPCR produktd az po ukon&eni amplifikace (jako tomu je u
standardni PCR) napf. pro genotypizaci (viz kapitola 4.) (Kaltenboeck, Wang,
2005).

Predchudcem kvantitativni RT-PCR byl Northern blotting, poprvé pouzity v roce
1977. | dnes se Casto vyuziva ke studiu degradace RNA a délky transkriptu
(VanGuilder et al., 2008).

3.1. Rozdil ve slozeni reakéni smési oproti standardni PCR
Zakladni slozeni reakéni smési pro rtPCR se od klasické PCR vyrazné nelisi.
Spole€nymi slozkami jsou termostabilni DNA polymeraza, nukleotidy (dNTP),
oligonukleotidové primery, hofeCnaté ionty, templatova DNA a pfipadné i
uracil-N-glykosylaza a facilitatory. Reakéni smés pro rtPCR navic obsahuje
dsDNA interkala¢ni barviva, fluorescentné znacené oligonukleotidové sondy nebo
fluorescenéné znacené primery pro detekci narustajiciho mnozstvi PCR produktu
v kazdém cyklu amplifikace. Vyuzivaji se také nukleotidové analogy, jako uz
zminéné LNA a PNA, které mohou byt pouzity v primerech nebo napf. dualné

znacenych sondach (Kaltenboeck, Wang, 2005).

ProtoZe design sond je Casto naroCny proces, je v souCasné dobé na trhu

k dispozici mnoZstvi prevalidovanych, testovanych, expresnich assayi, které
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umoznuji amplifikaci (primery) a detekci (sondy) viceméné kazdého lidského genu
a genl fady modelovych organismi. Je mozné vyuzit prevalidované assaye pro
genotypizaci nebo dokonce predpipetované desticky pro vybrané geny, coz

vyznamné usnadnuje a urychluje analyzu (www.allgenes.com).

3.2. Zpusoby detekce signalu
Existuje nékolik zpusobl, jak zaznamenat narist mnozstvi PCR produktu
v jednotlivych cyklech amplifikace. Nejjednodussi je pouziti fluorescencénich barviv,
ktera se vazi na dsDNA, tzv. interkalaéni barviva. Detekce signalu vSak neni
v tomto pfipadé specificka. DalSi moznosti je vyuZiti fluorescenéné znacenych
oligonukleotidovych sond, které specificky hybridizuji s jednoviaknovou DNA a
riznymi mechanismy dochazi kemisi jejich fluorescence. Detekovana
fluorescence je pfimo umérna mnozstvi templatu. Pouziti fluorescenéné
znaCenych sond umoznuje vySSi specificitu detekce. Vyuziva se také

fluorescenéné znacenych primerd.

3.2.1. dsDNA interkala€ni barviva

Interkalacni barviva jsou nespecificka vic&i nukleotidové sekvenci, vazi se tedy na
jakékoliv misto v DNA dvousSroubovici, coz v pfitomnosti primer-dimer a jinych
nespecifickych produktl mize vést k nepfesnym vysledkiim. Prvnim interkalac¢nim
barvivem pouzitym pro rtPCR byl ethidium bromid (EtBr), ktery vydava
fluorescenci po navazani na dsDNA. Z davodu jeho mutagennich uc€inki a malé
senzitivity se vSak dnes jiZ nepouZziva. Ve vysSich koncentracich se sice senzitivita
EtBr zvySuje, ale tyto koncentrace inhibuji PCR reakci. Nejpouzivanéjsi a
nejznaméjSi je SYBR Green |, ktery je vice nez 100 x citlivéjSi nez EtBr. Znama
jsou také barviva BEBO, YO-PRO-1, YOYO-1 & TOTO. (Kaltenboeck, Wang,
2005).

SYBR Green | je asymetrické kyaninové barvivo. Ma dva pozitivni naboje, a pravé
diky nim ma SYBR Green | velkou afinitu k dsDNA, ktera je negativné nabita.
Vaze se na maly Zlabek dsDNA produktu. Tato barviva se oznacuji jako MGB

(minor groove binder) (Zipper et al., 2004).

K HRM (Hight Resolution Melting) analyzam se vyuzivaji tzv. HRM barviva
(viz kapitola 4.3.), u kterych se vyZaduje vySSi rozliseni

(http://www.gene-quantification.de/chemistry.html).
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3.2.2. Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET)
Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) neboli fluorescenéni
rezonancni pifenos energie je princip, na kterém funguje vétSina sond pouzivanych
pro real-time PCR. Tyto sondy jsou opatfeny dvéma typy fluorescencnich
znacek — reportérem a zhaseCem (quencher). Zhase€ pohlcuje excitovanou
energii specifické vinové délky v blizkosti reportéru, ktery pak neni schopen
emitovat fluorescenci. Pokud se zhasec¢ od reportéru dostatecné vzdali, emise
muze probihat. Aby vS§ak mohlo k FRET jevu dochazet, nesmi byt vzdalenost mezi
fluorescenénimi znackami vétsi nez 100 A (1 Angstrém = 0,1 nm), emisni
spektrum zhaSeCe se musi prekryvat s excitatnim (absorpénim) spektrem
reportéru a musi mit stejné dipélové momenty. Dvojice fluoroforl se vétSinou
vyskytuji spoleéné na dualné znacenych sondach. Vyjimkou jsou FRET sondy,
viz nize (Didenko, 2001).

3.2.2.1 FRET sondy
FRET sondy nebo také sousedici sondy jsou specialnim podtypem sond, které
pracuji na FRET principu. Jsou designovany tak, aby hybridizovaly vedle sebe
na sousedici nukleotidové sekvence, nejCastéji oddélené dvoubazovou mezerou.
Prvni sonda byva na 3° konci znalena fluoresceinem nebo fluoroforem
s excitaCnim maximem okolo 480 nm, zvanym donor. Druha sonda je znacena
nékterym z mnoha barviv s vy8Sim excitaChim a emisnim maximem, jako
kyaninova barviva Cy3 nebo TAMRA. Tato sonda je oznaCovana jako akceptor.
Musi byt na 3 konci blokovana, aby nedochazelo k prodluzovani sondy DNA
polymerazou béhem PCR reakce. Pokud jsou sondy volné v roztoku, fluorescein
donoroveé sondy emituje zelené zareni o vinové délce 480 nm. Po hybridizaci obou
sond s DNA fetézcem donor pfenese energii na akceptor, ktery emituje
fluorescenéni zareni o vySSi vinové délce. Pfi annealing kroku tedy dochazi
k narustu fluorescence o vyssi vinové délce. FRET sondy nejsou degradovany na
rozdil od hydrolyza¢nich sond (viz dalSi kapitola) a jejich fluorescence je

reverzibilni. Princip je zobrazen na obrazku 5 (Kaltenboeck, Wang, 2005).
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Obr. 5: Schéma principu FRET sond. A) Volné vroztoku emituje sonda
s donorovou molekulou fluoresceinu zafeni o nizSi vinové délce. B) Po hybridizaci
sond s cilovymi sekvencemi DNA fetézce donor pfenasi energii na akceptor druhé
sondy, ta emituje zafeni o vySSi vinové délce.

3.2.2.2 Hydrolyzacéni oligonukleotidové sondy (TagMan sondy)

TagMan sondy jsou oligonukleotidy, které maji na 3' konci zhase¢ a na 5° konci
reportér. Vyuzivaji 5'—>3‘ exonukleazové aktivity Tag DNA polymerazy. TagMan
sondy plavodné nevyuzivaly principu FRET, ale byly zalozeny na radioaktivnim
znaceni. Sonda se vaze na sekvenci mezi obéma primery. Zhasec v bezprostredni
blizkosti reportéru témér uplné redukuje jeho fluorescenci. BEhem amplifikace Taq
DNA polymeraza pfifazuje volné dNTP od primeru smérem k navazané sondé,
kterou od 5‘ konce §tépi (odtud nazev hydrolyzacni sondy), ¢imz dojde k pferuseni
vlivu zhaSeCe na reportér, ktery nasledné emituje fluorescenci. Princip je
znazornén na obrazku 6. Vyhodou téchto sond je, ze k fluorescenci dochazi pouze
po hybridizaci na specifické misto uvnitf planovaného amplikonu, a proto pfipadna
tvorba primer-dimerl a jinych nespecifickych produktd neovliviiuje vysledné
hodnoty. TagMan sondy mohou byt znadeny ruznymi barvivy, a proto je mozné
detekovat amplifikaci rlznych produktd vjedné PCR reakci (multiplex PCR)
(Didenko, 2001; http://www.gene-quantification.de/chemistry.html).
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Obr. 6: Schéma principu TagMan sond. A) Sonda je navazana na cilové sekvenci
DNA fetézce. Zhase€ potlaCuje fluorescenci reportéru. B) Taqg DNA polymeraza
syntetizuje novy fetézec, svou 5‘—3° exonukledzovou aktivitou Stépi sondu,
reportér se dostava z vlivu zhasec€e a emituje fluorescenci.

3.2.2.3 Molecular beacons neboli molekularni majaky
Molecular beacons, ¢i jinak fe€eno molekularni majaky, jsou sondy, které vytvari
tzv. vlasenku se smycCkou. Vlasenka je tvofena vzajemné komplementarnimi
fetézci, smycCka je komplementarni s cilovymi sekvencemi. Sonda je znacena na
5" konci reportérem a na 3" konci zhase€em jako je tomu u ostatnich sond. Po
navazani na DNA prodélavaji sondy strukturni zménu. V puvodni konformaci
zhaseC v bezprostfedni blizkosti reportéru absorbuje jeho emitovanou energii a
k emisi fluorescence tak nedochazi. Po hybridizaci s cilovou molekulou DNA,
v annealing kroku PCR reakce, se reportér dostava z dosahu zhasecCe a emituje
fluorescenci. Princip je zobrazen na obrazku 7

(http://lwww.gene-quantification.de/chemistry.html).

Molekularni majaky mohou, ale nemusi vyuzivat principu FRET. Napf. pfi pouZiti
DABCYLu jako zhaseCe a EDANS jako fluoroforu se nevyuziva fluorescenéniho
resonan¢niho pfenosu energie. EDANS emituje fluorescenci po ozafeni UV
svétlem, kdezto DABCYL je nefluorescentni chromofor, ktery rozptyluje energii
pohlcenou EDANS. V jejich dostateCné vzdalenosti pak dochazi k emisi
fluorescence. Molecular beacons se stejné jako TagMan sondy vyuZivaji
v multiplex PCR (Tyagi, Kramer, 1996).
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Obr. 7: Schéma principu molecular beacons. A) Sonda je tvofena vlasenkou se
smyckou komplementarni s cilovou sekvenci DNA fetézce, znaCena na obou
koncich zhaseCem a reportérem. Zhase¢ absorbuje fluorescenci reportéru. B) Po
hybridizaci sondy se reportér dostava zvlivu zhaSeCe a dochazi kemisi
fluorescence.

3.2.2.4 Scorpion primery

Scorpion primery jsou podobné molekularnim majakim. Také tvofi smyCku a
vlasenku s reportérem na 5‘ konci a zhase¢em na 3‘ konci, na rozdil do molecular
beacons jsou v8ak spojeny s primerem. K 5 konci primeru je smyc€ka 3‘ koncem
pfipojena nejcastéji tzv. HEG (hexethylene glycol) blokatorem, ktery zabranuje
extenzi fetézce od tohoto mista k 5° konci smycky. Po prvnim cyklu béhem
extenze primeru DNA polymerazou smycka hybridizuje s komplementarni
sekvenci fetézce, na kterém se nachazi, dochazi k uvolnéni vlivu zhasece na
reportér a k emisi fluorescence. Pfipadné primer-dimery tak netvofi fluorescencni
signal. Princip je zobrazen na obrazku 8. Pokud se emisni a excitacni spektra
zhasece a reportéru prekryvaji, dochazi k fluorescenénimu rezonanénimu pfenosu
energie. Podminkou to ale neni. Na trhu jsou dostupné i duplex Scorpion primery,
které neobsahuji smyCku, ale dvé oddélené molekuly. Molekula s navazanym
reportérem hybridizuje s DNA Fetézcem a molekula se zhaseCem se oddéluje

(http://www.molecular-beacons.org; Whitcombe et al., 1999).
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Obr. 8: Schéma principu Scorpion primert. A) Scorpion primer v prvnim cyklu
amplifikace naseda na templatovou DNA, dochazi k extenzi fetézce. B) V dalSim
cyklu amplifikace v denaturacnim kroku dochazi k rozvolnéni smycky a po
ochlazeni jeji komplementarni sekvence s DNA Fetézcem hybridizuji. Dochazi
k emisi fluorescence.

V porovnani s molecular beacons a TagMan sondami davaji Scorpion primery
silngjSi signal a pusobi rychleji. Enzymatické $tépeni neni nutné, coz redukuje ¢as
oproti TagMan sondam. Design Scorpion primeru je vSak pomérné komplikovany,

proto se vyuZzivaji pfedevsim v komerc¢nich kitech (Thelwell et al., 2000).

3.2.3. Light-up sondy
Light-up sondy se skladaji z nukleotidového analogu PNA, na ktery je navazané
asymetrické kianinové barvivo, napf thiazol orange (TO). Po vazbé na cilovou
ssDNA dochazi k vyraznému zvySeni emise fluorescence. Light-up sondy se
mohou pouzivat k real-time monitorovani i end-point detekci (po ukonéeni PCR).
Nedochazi k jejich degradaci jako u TagMan sond, ani ke konforma&nim zménam
jako u molecular beacons. ProtozZe jsou light-up sondy zaloZzeny na PNA, jejich
vazba je daleko silngjSi a probiha rychleji nez u ostatnich oligonukleotidovych
sond (Svanvik et al., 2000).

3.2.4. LUX primery a dalsi
LUX (Light Upon eXtension) primery jsou oligonukleotidy tvofici smycku, které
jsou znacené fluoroforem na 3‘ konci. Diky této konformaci je fluorescence

inaktivovana. Po denaturacnim kroku dochazi Kk linearizaci LUX primeru a
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v annealing kroku k hybridizaci s templatovou DNA. Béhem extenze po
prodlouzeni primeru dochazi kemisi fluorescence dsDNA produktu. Pokud
produkt denaturuje nebo se LUX primer vyskytuje v jednofetézcove formé,
intenzita fluorescence klesa. Vyhodou téchto primeru je jejich nizka cena oproti
dualné znacenym sondam. Dokazou detekovat 10 a méné kopii templatové DNA,
jsou vhodné pro multiplex PCR a pro analyzy kfivek tani (viz kapitola 4.2.)
(http:/tools.invitrogen.com, 8. 2. 2012).

Je cela fada sond a primerq, které pracujici ¢i mohou pracovat na FRET principu.
Casto se od sebe svymi mechanismy vyrazné nelidi. Daldim prikladem jsou
Amplifluor  primery, Sunrise primery, Qual sondy a mnoho jinych

(http://www.molecular-beacons.org).

3.2.5. Universal ProbeLibrary Systém (UPL systém)
UPL systém puUvodné vyvinuty firmou Exiqon je tvofen 165 sondami, které
obsahuji LNA nukleotidy. Diky obsahu LNA mohou byt hydrolyzaéni sondy velmi
kratké (8 az 9 nukleotidl) pfi zachovani potfebné T,. Jsou znaceny na 5° konci
fluoresceinem (FAM) a na 3' konci zhase€em. Diky redukované délce a vybéru
nejvice prevalentnich sekvenci (klasické sondy jsou tvofeny obvykle 25-30
nukleotidy) se kazda sonda vaze pfiblizné na 7000 transkriptu, pficemz kazdy
transkript je detekovan primérné asi 16 sondami. Volné dostupny software
ProbeFinder pak navrhne specifickou kombinaci primerd a sondy pro
pozadovanou sekvenci. Primery je nutné nové nasyntetizovat, ale sondy mohou
byt pfedpfipravené i pfimo na pracovisti, coz vyrazné urychluje a zleviiuje navrh
vétSiho poctu real-time assayi. UPL systém pokryva lidsky genom z asi 99 %, diky
sveé univerzalnosti maji podobné vysoka pokryti i dalSi modelové a jinak vyznamné
organismy a pouziti u jinych je omezeno pouze vyskytem sekvenci

komplementarnich k sondam (http://www.exiqon.com/universal-probe-library).

3.2.6. Pristroje pro real-time PCR
Na svétovém trhu je velka Skala vyrobcl zaméfenych na real-time PCR pfistroje,
tzv. cyclery. Mezi nejvyznamnéjSi firmy vtomto oboru patfi Life Technologies
(dfive Applied Biosystems) s fadou modelu a Roche s LightCyclery, dale napfr.
Stratagene (modely Mx), Cepheid (SmartCycler), Corbett (Rotor-Gene), Eppendorf

(Mastercycler ep realplex) €i BioRad (Opticon atd.) (http://www.horizonpress.com).
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Cyclery spojuji vlastnosti klasického thermocycleru pro PCR amplifikaci
pozadovaného templatu a fluorimetru pro zaznamenavani narlstu produkti
béhem kazdého cyklu reakce. Soucasti kazdého cycleru je excitacni lampa a
fluorescencni filtr, ktery propousti zafeni o vinové délce typické pro urcité
fluorescenéni barvivo. VétSina modelll ma k dispozici filtr( nékolik, napf. filtr pro
SYBR Green I/[FAM, HEX/VIC, Cy5 barviva a dalSi. Existuji dva hlavni zpUsoby,
jak kontrolovat teplotu: tradicni heat block zaloZzeny na Peltier ¢lanku a ohfev
vzduchem. Za zminku stoji i méné znama nezavisla elektronicka kontrola teploty
pro kazdou individualni reakéni jamku, ¢ehoz vyuziva jen mala ¢ast z komercné
dostupnych cycleri. Nevyhodou heat blocki je jejich sklon k nerovhomérné
distribuci pozadované teploty, zejména v okrajovych &astech. Modely cyclert
s ohfevem vzduchu a s elektronickou kontrolou teploty timto problémem netrpi.
Vyuzivaji niz8i reakéni objem, disponuji rychlym tepelnym pfechodem a rychlym
ustalenim teploty. Tim dochazi ke zvysSeni specificity PCR a ke zkraceni doby
jednotlivych cykld. Nevyhodou vzduchem ohfivanych cyclerl je nutnost pouzivat
specialni reakéni zkumavky — tenké kapilary, v nichZz dochazi k efektivnimu
pfenosu tepla ze vzduchové komory. Manipulace s témito kapilarami je ovSem
komplikovanéjsi, nez s klasickymi PCR zkumavkami

(http:/lmwww.horizonpress.com; Kaltenboeck, Wang, 2005; Zuna et al., 2002).

3.3. One-step a Two-step real-time RT-PCR

Real-time PCR se stala velmi rozSifenou metodou k analyze genové exprese.
Nutnym krokem je reverzni transkripce mRNA na cDNA, ktera mlzZe probihat
v jedné zkumavce spole¢né s amplifikaci DNA, tj. one-step real-time RT-PCR,
nebo ve dvou zkumavkach oddélené, tzv. two-step real time RT-PCR. Kazda
metoda ma své vyhody a nevyhody a kazda je vhodnéjSi pro jinou aplikaci

(http://lwww.bioline.com).

Z hlediska rychlosti a jednoduchosti je vyhodnéjSi one-step real-time RT-PCR,
protoze snizenim poctu krokl se také sniZzuje mnozstvi kontaminace a chyb pfi
pipetovani. Nevyhodou je, Zze dochazi ke znehodnoceni cDNA, kterou pak neni
mozné uchovat pro dalSi pokusy. U toho postupu lze pouzit pouze specifické
primery vazajici se na pozadovany transkript. Tabulka | znazorfiuje vyhody a

nevyhody one-step real-time RT-PCR v porovnani s two-step real-time RT-PCR.

Vv s
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postup. Teoreticky ma vysSi ucCinnost, protoze je mozné vyuzit 3 typy
primerl - random primery, oligo d(T);s a genové specifické primery. Pfi zvoleni
tohoto postupu je mozné uchovat cDNA pro dalSi reakce, ale existuje vysSi riziko

kontaminace a je nutna lepsi optimalizace reakce (http://www.bioline.com).

Tab. I: Porovnani one-step a two-step real-time RT-PCR (http://www.bioline.com).

One-step real-time RT-PCR Two-step real-time RT-PCR
Popis RT a real-time PCR amplifikace | RT a real-time PCR amplifikace ve
v jedné zkumavce dvou zkumavkach
Vyhody e Jednoduché a rychlé e Vysoce senzitivni
e Méné pipetovani, tzn. nizsi e Moznost uchovat cDNA pro dalSi
moznost chyb a kontaminace pokusy
¢ MenSi potfeba optimalizace ¢ Vy3&Si u€innost diky moznosti pouZzit
nahodné primery a oligo d(T)s
Nevyhody | ¢ Obvykle méné senzitivni o Casové naroéngjsi
e Znehodnoceni cDNA o Vy33i moznost kontaminace
e Moznost uzit jen specifické ¢ LepSi potfeba optimalizace
primery

3.4. Multiplex real-time PCR

Multiplex PCR je metoda, u které dochazi k amplifikaci vice nez jedné cilové
sekvence DNA v ramci jediné reakce. Pro multiplex real-time PCR jsou vyuzivany
ruzné zpusoby detekce jednotlivych produktl amplifikace, kterymi jsou dualné
znaCené sondy, jako Tagman ¢i molekularni majaky, nebo napf. Lux primery
znacené jednim fluorescencnim barvivem. Kazdy signal je zvlast propoustén
odpovidajicim filtrem, &imz se jednoznacné rozliSi jednotlivé produkty. Tato
metoda je vyuzivana napfiklad pro soucasnou amplifikaci referencniho a
sledovaného genu pii relativni kvantifikaci (viz kapitola 4.1.2) (Wittwer et al.,
2001).
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4. Vyuziti real-time PCR

4.1. Kvantifikace

Kvantifikace je dnes hlavnim vyuzitim real-time PCR. Provadi se matematickou
analyzou amplifikacnich kfivek. Amplifikacni kfivka ma sigmoidni tvar a lze |
rozdélit na nékolik ¢asti: ,background” fazi, kde je cilové sekvence amplifikovano
pfiliS malo pro méfitelnou detekci fluorescence, i zde je vSak pfedpokladan
exponencialni narust produktu; exponencialni fazi, kdy mnozstvi signalu, tedy i
amplifikovaného produktu, exponencialné roste; linearni fazi, kdy mnozstvi
produktu stoupa uz pouze linearné; plato fazi, kdy dochazi k vyCerpani komponent
a dale nedochazi ke zvySovani mnozstvi produktu, ani ke zvySovani fluorescence
(http://lwww.generi-biotech.com). Amplifikaéni kfivka je znazornéna na obrazku 9.
Prah detekce fluorescencniho signalu, neboli threshold, je znazorhovan
horizontalni pfimkou. V misté protnuti pfimky s amplifikacni kfivkou je definovano
Ct (threshold cycle). Je to Cislo cyklu, ve kterém byl pfekro€en limit detekce
(Ginzinger, 2002).
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Obr. 9: Amplifika¢ni kfivka. Baseline (,background®) - PCR cykly, kdy dochazi
k akumulaci signalu, ale ten je neustdle pod méfitelnou hodnotou.
Threshold - prah detekce fluorescence, v misté protnuti s kfivkou je definovano Ct.
Ct (threshold cycle) - Cislo cyklu, ve kterém fluorescence prekroci limit detekce.
R — fluorescencni signal. AR, — rozdil R, vzorku a negativni kontroly nebo pozadi
(Ginzinger, 2002).
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Obecny vzorec pro vypodet poéateéniho mnozstvi molekul je N. = No E®, kde N¢ je
pocCet amplifikovanych molekul po C cyklech, No vychozi pocet molekul, E
efektivita a C pocet cykll. Efektivita je teoreticky stoprocentni (2 kopie v kazdém
cyklu), ale realné byva niz8i. Efektivita pro kazdou sadu primerd (a sond) se
vypocita ze smérnice pfimky Fedici (kalibracni) fady, a to podle vzorce
E = 107sméMice (Karlen et al., 2007). Pokud timto zpUsobem vychazi efektivita
vys$8i nez 100% (v tomto pfipadé 100% = 2), dochazi u nefedénych vzorku

kalibraCni fady k mirné inhibici (Suslov, Steindler, 2005).

Existuje nékolik zplsobu vyhodnoceni Ct pro kvantifikaci. Vypocet Ct hodnoty
muze byt proveden manualni metodou, kdy se uréi Ct prolozenim amplifikaéni
kfivky regresni pfimkou. V misté prekfizeni regresni pfimky s prahem (threshold)
se poté nachazi hodnota Ct. Nékteré pristroje maji tuto metodu castecné
automatizovanou. Dal8im zpusobem je uréeni maxima druhé derivace, kdy se Ct
uréuje jako bod, kde dochazi k strmému stoupani amplifikacni kfivky vzorku. Tento
bod odpovida maximu druhé derivace kfivky. Vyhodou této metody je plna
automatizace a presnéjSi stanoveni Ct individualné pro kazdou kfivku

(http://lwww.roche-applied-science.com).

4.1.1. Absolutni kvantifikace
PFi absolutni kvantifikaci se pfimo stanovuje vychozi po¢et molekul DNA templatu
v porovnani se standardy o znamé koncentraci. Relativni kvantifikace pouze
urCuje relativni pomér poc¢tu molekul vici kontrole, nedeterminuje pfesny pocet
molekul templatu jako absolutni kvantifikace. Z kalibraéni kfivky standardu Ize po
porovnani hodnot Ct odecist koncentraci neznamého vzorku. Princip je zobrazen
na obrazku 10. Absolutni kvantifikace se €asto vyuziva ve virologii ¢i mikrobiologii,
a to napf. kdeterminaci vychoziho poc¢tu kopii cilovych mikroorganismu

(http://lwww.generi-biotech.com).

35



A8l n=10° P
8 ST : KALIBRACNI PRIMKA
@ 0v2~ 'V
g = “standard curve”
L z
s g
g Ny = vychozi koncentrace
£ 3. C, = “threshold cycle”

" fluorescenéni

T
-
-
¥

N

__________

1
| J i '
! J ! 14--=-== = T o B
- i ' | [ |
1 ! ! [ [ )

(€} (C), (C)s podetcykid i ©BJa: € C,

Obr. 10: Absolutni kvantifikace. A) Amplifikaéni kfivky tfi vzorkd o rdzném
pocate€nim mnozstvi (No)1-3. B) Kalibracni kfivka standardd o znamé koncentraci
(http://lwww.generi-biotech.com).

4.1.2. Relativni kvantifikace

Pro ur€eni miry genové exprese se zpravidla pouziva relativni kvantifikace. Zjistuji
se zmény v mnozstvi mRNA testovaného genu v porovnani s kontrolou
(kalibrator). Ct amplifikacni kfivky cilového genu je pak normalizovano k Ct
referenéniho genu. Referen¢ni gen, Casto tzv. housekeeping gen, by mél mit
stalou urovern genové exprese ve vSech typech pozorovanych vzork(. Proto
nevyzaduje kalibraéni kfivku jako u absolutni kvantifikace. PouzZiva se zejména
v pfipadech, kdy je dostacujici vyjadfeni v podobé& pomért nebo napf. k ovérovani
trendld. Pro vypocet relativni kvantifikace slouzi napf. komparativni metoda
delta-delta (222“") bez korekce efektivity a metoda dle Pfaffla s korekci efektivity
(Livak, Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2001).

Metoda delta-delta pfedpoklada, Ze cilovy a referenéni gen jsou amplifikovany se
stejnou €i podobnou efektivitou, blizkou 100 %. Nejdfive je potfeba normalizovat
Ct testovaného genu ke genu referenénimu, coz plati pro vzorek i pro kalibrator,

a to podle nasledujiciho vzorce:
ACt (vzorek) = Ct (citovy) — Ct (referencni)
ACt (kaiibrator) = Ct (citovy) — Ct (referencni)
Poté se normalizuje ACt testovaného genu k ACt kalibratoru podle vzorce:

AACt = ACt (vzorek) — ACt (kalibrator)
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Poslednim krokem je vypocCet normalizovaného expresniho pomeéru:

27 AACt = normalizovany expresni pomér

Vysledkem je pomér cilového genu testovaného vzorku a kalibratoru,
normalizovaného k expresi referencniho genu. Jinak feCeno, vysledkem je
relativni mnozstvi cilové molekuly v porovnani s kalibratorem. Pokud ma gen
cilovy a gen referencni stejnou efektivitu, ktera se ale nerovna 2 (100%), lze
vypocCet expresniho poméru upravit dosazenim skuteCné hodnoty efektivity
(http://mwvww3.bio-rad.com; Livak, Schmittgen, 2001).

Jestlize cilovy gen sgenem referenénim nejsou amplifikovany se stejnou
efektivitou, je doporuceno k vypoctu relativni kvantifikace vyuzit metodu dle
Pfaffla. Normalizovany expresni pomér (NEP) se vypocita podle nasledujiciho

vzorce, kde E je efektivita:

ACt cilovy (kalibrator — vzorek ACt referenéni (kalibrator — vzorek
NEP = (EC"OV}") 4 )/ (Ereferenéni) ( )

Tento vypocet je matematicky ekvivalentni ke komparativni metodé delta-delta.
Rozdilem je, Ze se normalizuje Ct kalibratoru k Ct vzorku zvlast pro testovany a
pro referen¢ni gen. Komparativni metoda delta-delta je ve skute¢nosti jednoduchy,
specialni pfipad metody dle Pfaffla, kde efektivita cilového a referenéniho genu se
rovna Cislu 2 (http://www3.bio-rad.com ; Pfaffl, 2001).

4.2. Analyza krivky tani
Metoda analyzy kfivky tani (melting curve analysis) se uplatiiuje po rtPCR
amplifikaci (tzv. end-point PCR) a slouzi k ovéfeni vlastnosti PCR produktu. PFi
pouziti fluorescentné znaCenych sond (kromé& hydrolyzaCnich, které jsou
degradovany), Ize touto analyzou rozliSit SNP i jiné mutace, pfi pouziti dsDNA
interkalacnich barviv se rozliSuji specifické a nespecifické PCR produkty. Jako tani
DNA se oznacuje proces denaturace dsDNA, ktery je indukovany zvySovanim
teploty. Pro pozorovani tani DNA za pomoci interkalacnich barviv (nejcastéji
SYBR Green 1) je po rtPCR amplifikaci nutné ochlazeni na nizSi teplotu nez je
predpokladana T, produktd a nasledné zvySovani teploty na teplotu vysSi nez je
oCekavana T,. Pfitom se sleduji zmény fluorescence. Po vyneseni intenzity
fluorescence oproti teploté se zobrazi kfivka tani, ktera v oblasti T,, strmé klesa.

Tm Ize urCit ze zaporné derivace kfivky tani, zobrazi se jako vrchol kfivky. Princip
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je zobrazen na obrazku 11. Detekce mutaci a nespecifickych produktu je zaloZena

na rozdilnych T, (http://www.generi-biotech.com).

A: KRIVKATANI B: DERIVACE KRIVKY TANI
§ s specifické
§ 53 nespecifické produkty
g § g produkty /
> bl |
& = 58 \
8 = @ N\ !
g =5 I\~
Q — . N O  — ]
= S
I FS—
teplota i’m teplota

Obr. 11: Analyza kfivky tani. A) Kfivka tani, v oblasti Tr, kfivka strmé klesa. B)
Zaporna derivace kfivky tani, T, se zobrazi jako vrchol kfivky
(http://lwww.generi-biotech.com).

4.3. High Resolution Melting analyza (HRM)

Analyza kfivky tani s vysokym rozliS8enim, neboli High Resolution Melting analyza
(HRM), je metoda zavedena vroce 2002. Vyuziva se napf. ke genotypizaci,
analyze mutaci nebo identifikaci druhll. Po amplifikaci se fluorescenéné detekuji
zmény ve tvaru kfivky tani v porovnani se standardem nebo ostatnimi vzorky. Pro
tento uCel se pouzivaji specialni saturujici interkalacni barviva, ktera na rozdil od
SYBR Greenu | plné vysycuji DNA fetézec a pfi postupné denaturaci nedochazi
k pfeskokim molekul barviva na volna mista. Mezi takova barviva patfi BEBO, LC
Green, Eva Green nebo SYTO9. Vyhodou HRM je jednoduchost (nevyZaduje
pfidavani dalSich reagencii), rychlost, kapacita a niz§i cena analyzy oproti jinym
alternativam (nevyzaduje fluorescenéni sondy). Umoznuje i detekci neznamych
alelickych variant, nedokaze je oviem presné identifikovat. Na to je potfeba pouzit
jiné metody. Proto se HRM nejc¢astéji pouziva jako screeningova metoda (Reed et
al., 2007).

4.4. Alelicka diskriminace
Vyhodnoceni alelické diskriminace se nejCastéji provadi po rtPCR amplifikaci.
Jedna se o analyzu, u které se vyuziva dvou odliSné znacenych sond (nejcastéji
TagMan sond) k detekci alelickych variant. Lze tak provést genotypizaci a rozlisit

homozygoty pro wild-type nebo mutantni/SNP alelu a heterozygoty. Kazda sonda
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se specificky vaze pouze k uréené varianté, pro kterou byla navrZzena. NejCastéji je
vysledny signal zobrazovan v bodovém grafu. Vyrazny signal ze sondy pro jednu
nebo druhou alelu znamena, Ze testovany organismus je homozygot, zobrazuje se
bud pfi jedné, nebo druhé ose grafu. Jako heterozygot je urCen organismus,
u kterého je signal pro obé alely zhruba v poméru 1:1. Je vSak tfeba zohlednit
uritou ,background“ fluorescenci, kterou muze zpusobovat fada faktord, jako
degradace sondy, prekryv fluorescenénich kanalu fluoroford pouzitych sond nebo
nespravné hybridy sondy a jeji neodpovidajici alely. Vzorky s velmi nizkou

fluorescenci v obou kanalech jsou oznaceny jako negativni (Sevall, 2001).
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5. Vyuziti real-time PCR pro subtypizaci difuzniho

velkobunééného lymfomu

Difuzni velkobunécny lymfom, z angl. diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL), je
podle klasifikace REAL (Revised European-American Lymphoma) nejCastéji
diagnostikovany typ non-Hodgkinskych lymfom( (NHL). Zahrnuje asi 30 % vSech
pripadd NHL, postihuje nejCastéji lidi stfedniho a starSiho véku (Autor neuveden,
1997).

DLBCL vznika transformaci B-lymfocyt( v rznych stadiich jejich diferenciace. Je
to pomérné agresivni typ lymfomu, vyznacujici se obrovskou Kklinickou a
biologickou heterogenitou. Na klasickou Ié¢bu reaguje pouze 35 — 40 % pacientd.
Cetné neuspé&sné pokusy o zvySeni tohoto priméru naznadily, Ze DLBCL zahrnuje
fadu subtypld odliSné reagujicich na chemoterapii. Je proto dulezité spravné
diagnostikovat jednotlivé subtypy a wurlit odpovidajici naslednou Iécbu.
Jednoznaéné pficiny vzniku DLBCL nejsou zcela znamy. Existuje vSak cela fada
potencionalnich rizikovych faktorl, které mohou vést ke vzniku lymfomu & mohou
zpusobit rychlejSi postup nemoci. Nejvyznamnéjsi jsou rizné typy ziskané C&i
vrozené imunodeficience (transplantace organu, imunosuprese atd.) (Papajik et
al., 2010; Rosenwald et al., 2002).

Pod pojmem DLBCL se podle nejnovéjsi klasifikace WHO z roku 2008 rozumi
morfologicky, molekularné-geneticky i klinicky heterogenni soubor riznych
nozologickych jednotek. Na zakladé expresniho profilu byly uréeny subtypy
DLBCL. Podskupina sexpresi podobnou B-lymfocytim germinalniho
centra - germinal center B-cell-like DLBCL je oznaCovana GCB-like a DLBCL
s expresi podobnou aktivovanym B-lymfocytim periferni krve — aktivated B-cell-
like DLBCL je subtypem ABC-like. Obé& podskupiny se li§i v prognéze. 5-leté
preziti u pacientll se subtypem ABC-like se pohybuje kolem 35 %, u GCB-like je to
asi 60 %. Tyto skupiny se vdak mohou prognosticky prekryvat (Rosenwald et al.,
2002; Salek et al., 2011).

Mezi nejcastéjSi klinické pfiznaky DLBCL patfi nalez rychle rostouci nebolestivé
uzliny. PFiznaky mohou zpusobovat i nespecifické obtize, a to podle jejich
lokalizace. Mlze byt postizen zaludek, slezina, kiize, CNS i kostni dfen. Existuje

napf. nodalni (uzlinova) €i gastricka verze DLBCL liSici se v prognéze i pfiznacich.
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Standardni kombinaci pro |é¢bu DLBCL je R-CHOP (rituximab, cyklofosfamid,
doxorubicin, vinkristin a prednison). Upfednostnuje se ale individualizace 1éCby, a
to diky modernim metodam radio- a chemoterapie, imunoterapie nebo

imunochemoterapie (Habermann et al., 2006; Papajik et al., 2010).

Téma celkového preziti pacientd s DLBCL, a tim spojena subtypizace, byly
namétem mnoha vyzkumi. Alizadeh et al. zkoumanim exprese 375 genl u
DLBCL a jejim porovnavanim s expresi genu u fyziologickych B-lymfocyta zjistili,
Ze na zakladé ziskanych udaju Ize rozliSit nejméné 2 subtypy DLBCL: subtyp
GCB-like a ABC-like (Alizadeh et al., 2000).

Rosenwald et al. se dale zabyvali podrobnéjSim studiem 100 genu, které se
ukazaly byt klicové pro rozliSeni jednotlivych subtypl. Potvrdili rozliseni DLBCL na
subtyp GCB-like a ABC-like a nalezli subtyp tfeti, ktery se svou expresi od
ostatnich vyrazné liSil — primarni mediastinalni DLBCL (subtyp PMBL). V jiné studii
bylo porovnanim genové exprese subtypu PMBL s jinymi malignimi lymfomy
zZjisténo, Ze ma subtyp PMBL velmi podobnou expresi jako Hodgkinsky lymfom
typu nodularni sklerézy. WHO v nejnovéjsi verzi klasifikace subtyp PMBL vyclenila
ze subtypu DLBCL jako samostatny typ velkobunééného lymfomu. Rosenwald et
al. vytvofili model predikce celkového preziti zalozeného na expresi 17 genu
(Rosenwald et al., 2002; Savage et al., 2003; Sélek et al., 2011). Tento model
slouZil jako voditko k vytvoreni zjednoduSeného modelu Lossosem et al. Ten
umoziiuje na zakladé exprese 6 genu s velkou pravdépodobnosti rozclenit
pacienty do rizikovych skupin, a tim i identifikovat subtypy ABC-like a GCB-like.
Exprese genld LMO2, BCL6 a FN1 je spojena s vySSim celkovym pfezitim.
Exprimované geny CCND2, SCYA3 a BCL2 jsou spojeny s niz§im celkovym
prezitim pacientd. Byl také zkouman gen BLIMP1, znamy také jako PRDM1
(Lossos et al, 2004).

BLIMP1 hraje vyznamnou roli v diferenciaci plasmatickych bunék, a to v umi€ovani
genu zralych B-lymfocytu zodpovédnych za fadu funkci, jako je proliferace nebo
receptorovy signaling. BLIPM1 reprimuje fadu transkripénich faktor(, které Fidi
terminalni diferenciaci B-lymfocytu v plasmatické bunky. Shaffer et al. identifikovali
228 genu, které jsou potlatovany a 32 genu, které jsou indukovany expresi
BLIMP1 genu (Shaffer et al., 2002). Mandelbaum et al. ve své studii poskytli

dikaz, Zze BLIMP1, predpokladany tumorovy supresor, je Casto inaktivovany
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v ABC subtypu DLBCL (asi v 1/3 pfipadl). V53 % pfipadu byla inaktivace
zpusobena strukturnimi zménami BLIMP1 genu a translokaci genu BCL6, ktery
exprimuje transkripni represor potlacujici expresi BLIMP1 genu (Mandelbaum et
al., 2010). Buriky germinalniho centra, ze kterych se predpoklada vznik GCB-like
subtypu, BLIMP1 normalné neexprimuji, a proto je pozorovana jeho absence u
tohoto subtypu DLBCL. BLIMP1 lezi na dlouhém raménku chromozomu 6,
konkrétné na pruhu 6g21. Tato oblast je u non-Hodgkinskych lymfom( &asto
deletovana (Pasqualucci et al., 2006).

Exprese BLIMP1 a BCL2 bhyla spojena s horSi prognézou u pacientl s non
GCB-like subtypem jak u nodalni, tak u gastrické varianty DLBCL, na rozdil od
jinych prognostickych markerd nodalniho typu (CD10, BCL6, MUML1), které
nevykazovaly u gastrické varianty Zzadnou vyznamnou asociaci (Martin-Arruti et al.,
2012).
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6. Material a metodika
6.1. Klinicky material
Pro stanoveni exprese BLIMP1 byly pouzity formalinem fixované parafinové

blocky (FFPE) s tkani s klinickou diagnézou nodalni DLBCL pacientd Fakultni
nemocnice Olomouc z let 2000 az 2011.

6.2. Izolace RNA z formalinem fixovanych parafinovych blo¢ku
Pouzité chemikalie: Kit Recover All Total Nucleic Acid Isolation (Life Technology,
USA), xylen.

Laboratorni vybaveni: Laminarni box (STERIL-ANTARES, Italy), centrifuga
5415D (Eppendorf, Germany), automatické pipety a Spicky s filtrem (Gilson, USA),
clear mikrozkumavky (Eppendorf, Germany).

Z narezanych FFPE blo¢kl o tloustce 20 um byla izolovana RNA. Pred ziskanim
Cistt RNA musela byt provedena deparafinizace, protedzové Stépeni, izolace

nukleovych kyselin, oSetfeni DNazou a finalni purifikace RNA.

Deparafinizace: 1. Nafezané platky z FFPE s tkani DLBCL byly vlozeny do clear
mikrozkumavky Eppendorf a byl pfidan 1 ml 100% xylenu. Mikrozkumavka byla

lehce vortexovana, centrifugovana a inkubovana 3 min pfi 50 °C.

2. Mikrozkumavka byla centrifugovana 2 min maximalni rychlosti a supernatant byl

odpipetovan.

3. Byl pfidan 1 ml 100% etanolu a mikrozkumavka byla lehce vortexovana, opét
centrifugovana 2 min maximalni rychlosti a supernatant byl odpipetovan bez

poruSeni peletu.

4. Byl zopakovan krok 3, mikrozkumavka byla poté jemné centrifugovana a byl

odstranén zbytek etanolu.
5. Mikrozkumavka byla 45 min vysousSena na vzduchu pfi pokojové teplote.

Proteazové stépeni: 1. Do mikrozkumavky bylo pfidano 200 ul Digestion Bufferu

a 4 pl Proteazy. Roztok byl lehce promichan.

2. Mikrozkumavka byla inkubovana 15 min pfi 50 °C a nasledné 15 min pfi 80 °C.
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Izolace RNA: 1. Do mikrozkumavky bylo pfidano 240 pl Isolation Additive a 550 pl
100% etanolu. Roztok byl promichan pipetou.

2. Do sbérné kolonky kitu byla vloZzena kolonka s filtrem, kam bylo napipetovano
700 ul vzorku. Kolonka byla centrifugovana 30 s pfi 10000 g a obsah sbérné

kolonky byl odstranén. Toto bylo zopakovano se zbyvajicim mnozstvim vzorku.

3. Bylo pfidano 700 yl Wash | pufru do kolonky, ta poté byla centrifugovana
30 s pfi 10000 g. Obsah sbérné kolonky byl odstranén. Kolonka byla opét

centrifugovana 30 s pro odstranéni zbytku tekutiny.

Osetireni DNazou a finalni purifikace RNA: 1. Byl pfipraven DNase mix, pro
jeden vzorek bylo pouzito 5 pl DNase Buffer (10x), 4 ul DNase a 50 pl

Nuclease-free water.

2. 60 pl mixu bylo napipetovano do stfedu filtru kolonky, probéhla inkubace 30 min

pfi pokojové teploté.

3. Do kolonky bylo pfidano 700 ul Wash | pufru, poté probéhla inkubace 1 min pfi
pokojové teploté a kolonka byla centrifugovana 30 s na 10000 g. Obsah sbérné

kolonky byl odstranén.

4. Do kolonky bylo pfidano 500 pyl Wash 2/3 pufru, kolonka byla centrifugovana
30 s pfi 10000 g. Obsah sbérné kolonky byl odstranén. Tento krok byl zopakovan.

Kolonka byla centrifugovana dal$i 1 min pfi 10000 g.

5. Kolonka s filtrem byla pfendana do nové sbérné kolonky, do stfedu filtru kolonky
bylo napipetovano 60 ul Nuclease-free water. Probéhla inkubace 1 min pfi

pokojove teploté.

6. Kolonka byla centrifugovana 1 min maximalni rychlosti. Vyslednym produktem

byla purifikovana izolovana RNA, ktera se poté skladovala pfi teploté — 80 °C.

6.3. Pfepis RNA na cDNA
Pouzité chemikalie: Kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (Roche, USA).

Laboratorni vybaveni: Laminarni box (STERIL-ANTARES, Italy), automatické
pipety a Spicky s filtrem (Gilson, USA), heatblock Biosan TDB-100 (Biosan, USA).
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Pracovni postup: 1. Byl pfipraven mix RNA a primerd, na 1 reakci byl pouzit 1 ug
RNA, 2 pl Random Hexamer Primer (600 pmol/ul) a 10 pl H2O.

2. Mix byl denaturovan inkubaci 10 min pfi 65 °C. Poté byl schlazen na ledu.

3. Kmixu byly pfidany 4 ul Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer
(5%), 0,5 ul Protector RNase Inhibitor (40 U/ul), 2 yl Deoxynucleotide Mix (10 mM
kazdého deoxynukleotidu) a 0,5 ul Transcriptor Reverse Transcriptase (40 U/pl).

4. Mix byl jemné promichan a centrifugovan. Poté byl inkubovan 10 min pfi 25 °C

a nasledné 30 min pfi 55 °C.

5. Pro inaktivaci Transcriptor Reverse Transcriptase byl mix inkubovan 5 min pfi

85 °C. Vysledna cDNA byla 2 x nafedéna a skladovana pfi — 20 °C.

6.4. Real-time PCR
Pouzité chemikalie: LightCycler 480 Probes Master (2x) (Roche, USA), TagMan
Gene Expression Assay Hs00153357_m1 pro gen BLIMP1 a Hs00943178 g1 pro
referenéni gen PGK1, referenéni lidskd RNA (QPCR Human Reference Total
RNA, Stratagene, USA).

Laboratorni vybaveni: Laminarni box (STERIL-ANTARES, Italy), centrifuga 5804
(Eppendorf, Germany), automatické pipety a Spi¢ky s filtrem (Gilson, USA),
mikrozkumavky (Eppendorf, Germany), destiCka s 96-jamkami (Roche, USA),
LightCycler 480 (Roche, USA).

Pracovni postup: 1. Kazdy vzorek DLBCL byl analyzovan v triplikatech, stejné
jako referencni lidska RNA (kalibrator) a negativni kontrola pro kazdy gen. Na

jednu reakci byly pouzity reagencie a objemy podle tabulky II.

2. Mix reagencii byl rozpipetovan na 96-jamkovou destic¢ku, ta byla poté opatfena
folii, centrifugovana po dobu 2 minut na 1000 g a vlozena do LightCycleru 480 s

nasledujicim programem:

1 cyklus - poc¢ate¢ni denaturace 5 min pfii 95 °C
45 cyklu - denaturace 10 s pfi 95 °C
- annealing a extenze 30 s pfi 60 °C
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Tab. II: Reagencie pouzité na jednu PCR reakci.

Reagencie Objem [ul]
Probe Master (2x) 5
TagMan Gene Expression 0,5
Assay (sonda + primery)
H.O 3,5
cDNA 1
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7. Vysledky a diskuze

Byla testovana exprese genu BLIMP1 u pacientd s klinicky diagnostikovanym
difuznim velkobunécnym lymfomem metodou real-time PCR (postup viz kapitola
6.1.3.). Vysledky méfeni exprese BLIMP1 byly normalizovany k referenénimu
genu PGK1 s pouzitim lidské referenéni RNA jako kalibratoru. Ugelem bylo
testovani pouZitelnosti méfeni exprese RNA izolované z formalinem fixovanych
parafinovych blo¢kl a zaroven se pokusit urcit vztah zmén v expresi genu

k subtypim difuzniho velkobuné&€ného lymfomu a prognostickym skupinam.

U vzorkl byla zpétné provedena imunohistochemicka subtypizace, ktera doplnila
cytogeneticky a klinicky nalez. Ctyfi vzorky byly uréeny jako PMBL, jeden jako
subtyp GCB-like (1/11), jeden jako ABC-like (4/06) a jeden jako non GCB-like
(5/11). Vzorek 7/00 byl sekundarni DLBCL objeveny u pacienta s chronickou
lymfatickou leukémii (CLL). Vzorky 8-1/11 a 8-2/11 byly identifikovany jako
Burkittiv lymfom. Je to agresivni typ lymfomu postihujicich pfevazné B-lymfocyty.
Je charakterizovan translokacemi genu c-MYC lezicim na 8. chromozomu, které
jsou Casto pozorovany i u DLBCL. Proto je jejich odliSeni ¢asto problematické
(Akasaka et al., 2000). VétsSina pacientl byla zafazena do skupiny s nizkym
rizikem (0-1) dle IPI (Internatioanal Prognostic Index; univerzalni prognostické
meéfitko u pacientd s NHL). U ¢tyf pacientd byly pozorovany komplexni

chromozomalni zmény (2, 4, 6, 9). Udaje zobrazuje tabulka IlI.

Tab. lll: Charakteristika vzorku s klinicky diagnostikovanym DLBCL.

Pacient | Vzorek Subtyp IPI Molekularni
cytogenetika

1 1/11 GCB-like 1 ND

2 2/09 PMBL 0 Komplexni zmény

3 3/04 PMBL 1 Prestavba CIITA

4 4/06 ABC-like 1 Komplexni zmény

5 5/11 Non GCB-like 5 ND

6 6/10 PMBL 1 Komplexni zmény

7 7/00 CLL/sekundarni 0 N

DLBCL
8 8-1/11 Burkittav lymfom — t(8;14)(q24;932)
8-2/11
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Pacient | Vzorek Subtyp IPI Molekularni
cytogenetika
9 9/10 PMBL 1 Komplexni zmény

N: normalni nalez; ND: vySetfeni neprovedeno; — nehodnoceno;
Cislo za lomitkem znaci rok fixace vzorku

Byla izolovana RNA z 11 vzorku pacientll s DLBCL, jeden byl vyfazen z davodu

nizké koncentrace RNA. Real-time PCR amplifikace byla provedena u 10 vzorku

DLBCL. Vysledné primérné hodnoty Ct real-time PCR a smérodatna odchylka

jsou znazornény v tabulce IV, normalizovany expresni pomér a stfedni chybu

pruméru zobrazuje tabulka V.

K vypoctu normalizovaného expresniho poméru byla pouZita komparativni metoda

delta-delta bez korekce efektivity za pomoci softwarového modulu LightCycleru

480, stejné jako vypocCet smérodatné odchylky Ct a stfedni chyby priméru

normalizovaného expresniho poméru.

Tab. IV: Naméfené hodnoty pro referen¢ni gen PGK1 a testovany gen BLIMP1.

PGK1 BLIPM1

Vzorek Pramérna Smérodatna | Priimérna Smérodatna
hodnota Ct | odchylka hodnota Ct odchylka

1/11 29,71 0,05 29,14 0,06
2/09 30,10 0,03 29,50 0,06
3/04 35,12 0,07 34,80 0,25
4/06 32,81 0,06 33,21 0,14
5/11 29,16 0,11 26,06 0,03
6/10 30,96 0,08 32,12 0,19
7/00 — — — —
8-1/11 31,13 0,04 35,58 0,02
8-2/11 30,99 0,05 35,87 0,06
9/10 29,20 0,03 30,69 0,02
Ref 20,95 0,00 27,31 0,03

Ref: referen¢ni lidska RNA; — negativni
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Tab. V: Vysledné hodnoty exprese BLIMP1.

Vzorek | Normalizovany | Stfedni chyba

expresni pomér | primeéru
1/11 137,2 6,633
2/09 140,9 6,197
3/04 102,9 15,38
4/06 62,13 5,288
5/11 790,8 54,66
6/10 36,81 4,463
7/00 — —
8-1/11 3,787 0,117
8-2/11 | 2,808 0,131
9/10 29,29 0,781
Ref 1 0

Ref: referenéni lidska RNA; — nelze hodnotit

Cilem mé bakalarské prace bylo mimo jiné zhodnotit méfeni exprese genl
ze tkani zFFPE, coz je Casto obtizné, protoze RNA po skladovani byva
fragmentovana. Dochazi také k modifikacim RNA v dlUsledku navazani formalinu,
ale vétSina téchto modifikaci je po vhodném postupu izolace odstranéna (Masuda
et al., 1999). Fragmentace neznamena pfi studiu kratkych sekvenci zavazny
problém. Proto byly pouzity TagMan Gene Expression Assaye, které se vyznacuiji
kratkymi amplikony (65 bp pro BLIMP1, 73 bp pro PGK1). Vyhodou téchto assayi
také je, Ze maji garantovanou efektivitu velmi blizkou 2, proto pro vypocet
normalizovaného expresniho poméru mohla byt pouzita komparativhi metoda
delta-delta.

Otazkou samoziejmé zustava validita vysledkd z fragmentované RNA, razné
transkripty mohou byt rizné fragmentované nebo degradované. Vysledky z FFPE
nemusi byt srovnatelné s expresi v Cerstvych tkanich, vzhledem ke stavu RNA,
ale v zasadé by mély byt porovnatelné vzajemné. Bylo publikovano nékolik studii,
ve kterych uspésné mérili expresi ze tkani z FFPE a neshledali zavazné duvody,

proC nevyuzivat FFPE ke studiu exprese (Malumbres et al., 2008).
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Pro studium miry exprese genu u pacienttd s DLBCL byl BLIMP1 vybran zamérné,
z duvodu jeho lokalizace na 6. chromozomu (pruh 6g21), protoze tato oblast je u
non-Hodgkinskych lymfomd €asto deletovana (Pasqualucci et al., 2006). V fadé
studii byl BLIMP1 oznacen jako prognosticky marker DLBCL. Cilem bylo pokusit
se urcit vliv exprese BLIMP1 na prognézu vybranych pacientd Fakultni nemocnice
Olomouc, a tim se i pokusit provést subtypizaci. Naméfena exprese BLIPM1 byla
velmi variabilni. Hodnota Ct se pohybovala kolem 30 a vice, a to i u referencniho
genu PGK1, coz je na hranici kvatifikovatelnosti. Divodem je zfejmé jiZ zminéna
fragmentace RNA. Smérodatna odchylka replikatd byla menSi nez 0,2, coz
umoznilo vyhodnotit relativni expresi i pfes vysoké Ct. Stav fragmentace RNA
v FFPE zfejmé zavisi i na stafi bloCku. Nejstarsi pouzity blo¢ek byl z roku 2000
(vzorek 7/00), ziejmé i z tohoto duvodu u néj nebyla naméfena pouzitelna data.
Vzorky zroku 2004 a 2006 (3/04 a 4/06) meély vysoké Ct, coz znacli vySSi
fragmentaci nez u novéjSich vzorku s niz§im Ct (2009 - 2011). Vzorky 8-1/11 a
8-2/11 byly dva rGzné bloCky s tkani stejného pacienta. Z naméfenych udaji je
mozné pozorovat velmi podobnou hodnotu Ct i vyslednou relativni expresi
(normalizovany expresni pomér). Pokud Ize hodnotit na zakladé tohoto jednoho

pfipadu, je izolace i méfeni exprese dobfe reprodukovatelné.

Rozsah hodnot relativni exprese se pohyboval mezi 2,808 a 790,8. Z téchto
hodnot nelze urit jednoznacny trend, byla pouze pozorovana vyrazné zvysena
exprese u pacienta s non GCB-like subtypem a vysokym rizikem (5/11), coz
odpovida poznatkim Martin-Arruti et al., ktefi pozorovali korelaci zvySené exprese
BLIPM1 s horSi prognézou u pacientd s gastrickou i nodalni variantou DLBCL.

na prognozu u této diagndzy neni znam.

Vysledkem praktické casti tedy je, Ze izolace RNA ze tkani z formalinem
fixovanych parafinovych bloCkd i nasledné méfeni exprese je mozné i
reprodukovatelné, avSak naméfené hodnoty jsou, alespon vtomto pfipadé,
na hranici kvantifikovatelnosti. S ohledem na maly pocet testovanych vzorkl a
velkou variabilitu se nepodafilo jednoznacné stanovit vliv exprese BLIMP1
na prognozu pacientd s DLBCL s ohledem na molekularné-genetickou subtypizaci.
Je mozneé, Ze pro jednoznaCné zavery bude potieba pouzit RNA z Cerstvé

zamrazenych tkani.
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8. Zaver

Polymerazova fetézova reakce je nezbytnou soucasti fady védnich oboru. Existuje
velké mnoZstvi variant a modifikaci klasické PCR. Real-time PCR je v sou€asnosti
jednou z nejvyznamnéjSich metod pro urCeni relativni kvantifikace. V mé
bakalarské praci byla tato metoda pouZita ke studiu exprese prfedpokladaného
tumorového supresou BLIMP1, ktery byl v fadé studii oznaCen jako prognosticky

marker difuzniho velkobunééného lymfomu.

Byla hodnocena metoda izolace RNA a méfeni exprese z formalinem fixovanych
parafinovych blo¢kl se tkani s klinicky diagnostikovanym DLBCL. Cilem také bylo
pokusit se urc€it vliv miry exprese BLIMP1 na prognézu pacientd a rozdéléni
DLBCL na subtypy.

Izolace RNA byla ve vétSiné pripadl uspésna, ziskané hodnoty relativni exprese
BLIMP1 byly pomérné variabilni a na hranici kvantifikovatelnosti. Ddvodem byla
nejspis fragmentace RNA, jejiz mira mlGze souviset i se stafim vzorku. Na zakladé
ziskanych hodnot relativni exprese u dostupnych vzorkl, které vykazovaly Siroky
rozsah, jsme nebyli schopni jednoznacné& rozhodnout pfinos pro rozdéleni
pacientl do prognostickych skupin a molekularné-genetickych subtypt DLBCL.
Divodem bylo malé mnozstvi dostupnych vzorki a jiz zminéna variabilita

v expresi testovaného genu.

V soucasnosti se hledaji nové pfistupy, jak provadét subtypizaci DLBCL, protozZe
soucasné rozdéleni subtypl €asto neodpovida prognéze. Na toto téma existuje

fada studii zabyvajicich se modely zaloZzenymi na expresi urcitych genda.
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Seznam pouzitych zkratek:

ABC
BCL2
BCL6
BLIMP1
BSA
CCND2
CD10
CITA
CNS

Ct

Cy3
DABCYL
DLBCL
DMSO
DNA
cDNA
dsDNA
ssDNA
EDANS
EDTA
EtBr
FAM
FFPE
FN1
FRET
GCB
HEG
HEX

activated B-cell-like

B-cell CLL/lymphoma 2

B-cell CLL/lymphoma 6
B-lymphocyte-induced maturation protein-1
bovinni sérovy albumin

cyclin D2

cluster of differentiation 10

class Il, major histocompatibility complex, transactivator

centralni nervova soustava

threshold cycle

Indocarbocyanine
4-(4‘-dimethylaminophenyloazo)benzoic acid
difuzni velkobunéény lymfom
dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

komplementarni deoxyribonukleova kyselina
dvouvlaknova deoxyribonukleova kyselina
jednovlaknova deoxyribonukleova kyselina
5-(2‘-aminoethyl)aminonaphthalene-1-sulfonic acid
kyselina ethylendiamintetraoctova

ethidium bromid

6-karboxyfluorescein

formalinem fixované parafinové blo¢ky
fibronectin 1

Fluorescence Resonance Energy Transfer
germinal center B-cell-like

hexethylene glycol

hexachlorofluorescein
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HRM

LMO2
LNA
LUX
MGB
MUM1
c-MYC
dNTP
PCR
rtPCR
PGK1
PMBL
PNA
PRDM1
PRINS
REAL
RFLP
R-CHOP

Rn

RNA
MRNA
RT
RT-PCR
d(T)1s
Ta

Tm
TAMRA
TO

High Resolution Melting analyza
imunoglobulin tfidy G

LIM domain only 2 (rhombotin-like 1)
Locked Nucleic Acid

Light Upon eXtension

minor groove binder

protein melanoma associated antigen (mutated) 1
proto-onkogen Myc
2‘-deoxyribonukleosid-3‘-trifosfat
polymerazova fetézova reakce

real-time polymerazova fetézova reakce
fosfoglycerat kinaza 1

primarni mediastinalni velkobunéény lymfom
Peptide Nucleic Acid

PR domain containing 1, with ZNF domain
polymerazova fetézova reakce in situ
Revised European-American Lymphoma
Restriction Fragment Length Polymorphism

kombinace  rituximabu,  cyklofosfamidu,  doxorubicinu,
vinkristinu a prednisonu

fluorescenéni signal

ribonukleova kyselina

mediatorova ribonukleova kyselina

reverzni transkripce

polymerazova fetézova reakce s reverzni transkripci
oktodekamer deoxythymidinu

teplota hybridizace primer(, teplota ,annealingu®
teplota tani, ,melting“ teplota
5'-karboxytetramethylrodamine

thiazole orange
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TOTO
Tris

dTTP
UPL
dUuTP
SCYA3
SNP
YO-PRO1
YOYO-1

dimer thiazole orange
tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
2‘-deoxythymidin-5‘-trifosfat

Univeral ProbeLibrary
2‘-deoxyuridin-5‘-trifosfat

chemokine (C-C motif) ligand 3 (CCL3)
Single Nucleotide Polymorphism
oxazole yellow

dimer oxazole yellow
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