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Seznam zkratek

APC

c¢dPCR

cfDNA
ctDNA
dATP
dCTP

ddPCR

dGTP
DNA
dPCR
dsDNA
dTTP
FRET
kb
KRAS
miRNA
PCR

qPCR

RNA

TRIS

adenomatosis polyposis coli

chamber based digital polymerase chain reaction, mikrofluidni format

polymerazové fetézové reakce

cell — free DNA, mimobunécna cirkulujici DNA
circulating tumor DNA, cirkulujici tumorova DNA
deoxyadenintrifosfat

deoxycytosintrifosfat

droplet digital polymerase chain reastion, emulzni format polymerazové

fetézové reakce

deoxyguanintrifostat

deoxyribonukleova kyselina

digital polymerase chain reaction, digitalni polymerdzova fetézova reakce
double — stranded DNA, dvouvlaknova DNA
deoxythymintrifosfat

Forsteriv rezonancni pfenos energie

kilobase

Kirsten RAt Sarcoma viral oncogene homolog

micro RNA

polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce

quantification polymerase chain reaction, kvantifikacni polymeradzova

fetézova reakce
ribonukleova kyselina

tris (hydroxymethyl) aminomethan



1. Uvod

Pro vysetfeni na molekularni urovni bylo nutné do 90. let minulého stoleti
zapotiebi ziskat velké mnozstvi vzorku obsahujici molekuly DNA, které se mohly
replikovat pouze v zivém organismu (in vivo) [1]. Vyizolovanda DNA z odebraného
materidlu musela byt pfed dalsi analyzou namnozena v bakterialnim plasmidu. Jiz od
80. let vsSak byla predstavena metoda zvand polymerdzovd ftetézova reakce
(Polymerase Chain Reaction), kterd umoznila namnozeni nebo - 1i amplifikaci malého
mnozstvi DNA pomoci umélé replikace s periodickym cyklovanim reakcnich teplot
a vyuzitim termostabilni polymerazy in vitro, kterd zcela zménila nejen oblast genetiky,

ale v dasledku i mnoho dalSich oborti jako je biologie, biotechnologie, medicina a dalsi.

Metoda PCR, kterd se rychle stala nedilnou soucasti rutinniho pouziti
laboratornich vySetfeni 1 zdkladnim néstrojem genetického vyzkumu, zaznamenala za
dobu sv¢é existence minimalné dvé zasadni etapy metodického a pfistrojového vylepSeni.
Prvnim pfevratnym meznikem bylo pfedstaveni kvantitativni PCR (qPCR) na pocatku
90. let, ktera oteviela zcela nové moznosti sledovani genové exprese a citlivé detekce
DNA mutaci [2]. Za druhy meznik v historii PCR lze povaZovat vynalez digitalni PCR,
jejiz téma se snazim ve své praci priblizit. Tato metodika amplifikace z jediné molekuly
puvodni DNA, kterd je zalozena na novych moznostech mikrofluidni instrumentace
vyvijené od pocatku 21. stoleti, umozZnila vyrazné zvySeni analytické citlivosti detekce

mutaci a moznosti kvantifikace bez nutnosti externi kalibrace.

Zacatek prace vénuji kratkému pohledu do historie PCR, také vysvétleni principu
PCR a ptfedev§sim dPCR, vcetné zékladnich rozdili mezi obéma metodami. Daéle se
zabyvam pfistrojovym vybavenim a piedev§im se zaméfuji na experimentalni variace
dPCR. Zavérem piedstavim ukazku praktického provedeni digitalni PCR pro detekci

nizkého zastoupeni mutantni DNA frakce.

1.1 Cil prace

Cilem prace je v prvé tadé¢ podani ucelenych informaci o principech
a pfistrojovych variantdch provedeni dPCR. V névaznosti na tuto uvodni teoretickou ¢ast
je dalsim cilem praktické otestovani, zda emulzni digitdlni PCR dokaze detekovat
1 minoritn¢ zastoupenou DNA mutaci na modelovém piipadu vzorku odvozeného od

solidniho nadoru.



2. Historie

Struktura deoxyribonukleové kyseliny byla poprvé predstavena v publikaci
J. D. Watsona a F. H. C. Cricka vydana 25. dubna 1953 [3]. Podatilo se jim nejen
definovat strukturu DNA, ale také nastinili mechanismus, jakym dochazi k piedani
genetické informace z matetskych bunék do dcetfinych kopirovanim komplementarniho

fetézce podle ptivodni pfedlohy.

S definovanou strukturou nukleovych kyselin pfiSla postupné cela fada dalsich
vyznamnych objevil, na jejichz zakladé mohla byt nasledné¢ definovana PCR reakce.
V roce 1957 doslo skupinou Arthura Kornbergra k objevu DNA — polymerazy [4].
Nésledné¢ v dubnu roku 1969 =ziskal Thomas D. Brock prvni termostabilni
DNA — polymerazu, tu vyuzivaly bakterie obyvajici horkd viidla Yellowstonského
narodniho parku [5]. Poté v lednu 1970 izoloval H. Klenow upravenou verzi
DNA — polymerazy I z E. Coli, jedna se o polymerazu, kterd se vykazuje 3 — 5°
exonukleazovou aktivitou, ale postradd 5° — 3° exonukledzovou aktivitu [6].
Tzn. ze celkova aktivita této DNA — polymerazy spiSe podporuje syntézu DNA a jeji

ptipadnou opravu, nez jeji degradaci.

Prvni pokusy a zdkladni princip popsala v roce 1971 skupina Kjelle Kleppera
[7,8]. Kleppe béhem své védecké ¢innosti, kdy pracoval spole¢né s doktorem Harem
Gobindem Khoranou, popsal jako prvni princip metody velmi podobné polymerazové
fetézoveé reakci, tedy princip replikace specifického useku DNA in vitro. Nicméné ve
svém experimentu vyuzival pouze jednoho oligonukleotidu (primeru), v disledku toho

nedochézelo k rozvinuti exponencialniho naristu cilového PCR produktu.

Pocatky objeveni metody PCR tak, jak ji zname dnes, se datuji teprve na zacatku
90. let 20 stoleti [1]. Za objevitele této metody se obecné povazuje americky biochemik
doktor Kary Banks Mullis, ktery v této dob¢ pracoval pro kalifornskou biotechnologickou
spol Cetus Corporation [9]. Vzhledem k tomu, Ze se spole¢nost zabyvala automatickou
vyrobou primyslovych mikroorganismt a nasledné jejich klonovanim, byl Dr. Kary
Mullis najat jako v&decky pracovnik, ktery se zabyval predevS§im syntézou a dalSim
vyuzitim jednotetézcovych kratkych tiseklit DNA zvanych oligonukleotidy. Pro vytvoteni
postupu syntézy téchto kratkych usekii spojil nékolik metod, které byly znami jiz diive.



Nové syntetizované oligonukleotidy naSly své uplatnéni hlavné jako primery pro

sekvenovani genit DNA [10].

- )
Obr. 1.1 Kary Banks Mullis. Pievzato z [11].

Dr. Kary Mullis jako prvni pfisel na postup, kde je k syntéze urcitého segmentu
genomu pouzito dvou primerd [10]. Kazdy z takto pfipravenych primertd byl
komplementarni pravé k jednomu fetézci DNA. Amplifikoval se tedy tisek DNA, ktery
se nachazel presn¢ mezi takto vloZzenymi primery. Dal§i novinkou jeho postupu bylo
znovupouziti produktu predchazejici reakce jako templatové vlakno reakce prave
nasledujici. Tim umoznil vzniku fetézové reakce. Diky tomuto postupu bylo mozné
zmnozeni DNA in vitro, bez ptfitomnosti Zivého organismu. Na jate roku 1983 Dr. Kary
Mullis poprvé takto pfipravenymi oligonukleotidovymi sondami detekoval mutaci, ktera
zpusobuje nemoc srpkovité anémie. Prvni UspéSna analyza produktti PCR byla provedena
biochemickou metodou Southern blotting na podzim roku 1984 [12]. Za objev metody

pro amplifikace DNA in vitro ziskal v roce 1993 Nobelovu cenu za chemii [13].

Digitalni polymerazova fetézova reakce byla poprvé zminéna v roce 1992
skupinou P. Sykese, jeZ popisovala kvantifikaci leukemickych bun€k na zdklad¢ limitniho
fedéni vychoziho vzorku [14]. V kvétnu roku 1997 byl poprvé zaveden Brownem pojem
digitalni mikrofluidni PCR, ve své praci se jeho skupina snazila o detekci templatové
DNA v méftitku nanolitri pomoci sklenénych mikrokapildr [15]. Velmi rychle se ukéazalo,
ze dPCR je vhodnou metodou k detekci bunék s onkologickym potencidlem, nebot’ v roce
1999 v praci Berta Vogelsteina a Kennetha W. Kinzlera byla dPCR testovana jako vhodna
detekéni a kvantifikaéni metoda ve vyzkumu kolorektdlniho karcinomu, kdy se jeho
skupiné povedlo kvantifikovat KRAS mutaci ze stolice pacientl trpici kolorektalnim
karcinomem pomoci dPCR [16]. Nésledn¢ doslo k podstatné masivnéjSimu rozvoji této

metody. Napiiklad v roce 2003 byl vyuzit novy format dPCR tzv. BEAMing



(beads, emulsions, amplification and magnetics), coZ je metoda, jeZ vyuziva navazani
vychoziho analytu na emulzi mikrokuli¢ek, na nichZ poté probiha amplifikace kazdého
templatu zvlast, kulicky jsou nasledné izolovany a separovany na zaklad¢ svych

magnetickych vlastnosti [17].

Prvni spole¢nost, ktera se zaCala zabyvat automatizaci a predevSim vyrobou
a distribuci prvotniho komeréniho pfistrojového vybaveni dPCR v podobé Cipti byla
v roce 2006 spolecnost Fluidigm Corporation [18]. S dal§im vyznamnym milnikem pfisla
spolecnost QuantalLife. Jedna se o spolecnost, kterd uvedla na trh roku 2011 prvni
dostupny komerc¢ni piistroj umoziujici analyzu vzorku pomoci techniky emulzni dPCR.
V prosinci roku 2011 byla QuantaLife koupena spole¢nosti Bio — Rad Laboratories, jejiz
cilem bylo vyvinout v budoucnu levnéj$i a jednodussi analytickou metodu, bez pouziti
drahych Cipil nebo lasert, tuto myslenku se jim povedlo dale rozvinout, kdyz v roce 2017,

kdy doslo k prevzeti spole¢nosti RainDance, téz vyvijejici dPCR v emulznim formatu.
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3. Charakterizace templatové DNA

3.1. Chemickeé slozeni a struktura DNA

Zakladnim vstupnim materidlem dPCR je deoxyribonukleova kyselina
(DNA, z angl. deoxyribonucleic acid) [19]. DNA je makromolekula, kterd ma podobu
vlakna. Jeji monomerni jednotka je tvofena cukernou slozkou pentosou
(2 — deoxy — D — ribosa) vyskytujici se v cyklické formé&, ¢tyfmi dusikovymi basemi,
dvéma purinovymi (guanin, adenin) nebo dvéma pyrimidinovymi (cytosin, thymin)
a kyselinou trihydrogenfosfore¢nou. Molekuly DNA jsou tvofeny dvéma takovymito
vlakny. Ty jsou vzdjemné propojeny vodikovymi mdustky, jez se vytvari mezi
tzv. komplementdrnimi basemi, pfi¢emz dva vodikové mustky spojuji adenin a thymin
a tfi vodikové vazby spojuji guanin a cytosin. Takto spojend protilehla vldkna vytvari

konecnou podobu levotoc¢ivé dvousroubovice.

Nejvys§i moznou strukturou DNA je jeji uspofaddni do jednotlivych
chromozomi, jez jsou pfitomny v jadie kazdé buiiky Zivého organismu. Lidské télni
buiky obsahuji 2 sady chromosomi (jednu od otce a jednu od matky), jsou tedy diploidni
a tvoii je 46 chromosomtl. Jediné lidské haploidni buiiky jsou butiky pohlavni, ty obsahuji

pouze jednu sadu po 23 chromosomech.

Velky vliv na konecény vysledek maji dva dllezité parametry, jsou jimi

koncentrace a kvalita vychozi matrice.

3.2. Fyzikalni vlastnosti DNA

Diky ptitomnosti fosfore¢nanovych skupin je DNA pii pH 7 zaporné nabita
a vyznacuje se polarnim charakterem, coz je diivodem jeji rozpustnosti v polarnich
rozpoustédlech, jako je naptiklad voda. Pfi pH kolem 4,5 DNA ptechédzi do organické
faze. Tohoto jevu je vyuzivano v postupech oddéleni DNA od RNA, kterd pfi tomto
pH zistava ve vodné fazi. Rozvolnéni dvousSroubovice 1ze snadno docilit tzv. denaturaci.
Denaturaci je mozno provadét zvySenim teploty zhruba na 95 °C, pfidanim zésaditého
roztoku o pH vétSim nez 9 nebo snizenim iontové sily roztoku. DNA (hlavné base)

absorbuje v UV oblasti, kde se jeji absorpcni maximum je pti vinové délce 260 nm.
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3.3. Vypoéty hmotnostni bilance templatové DNA

DNA patii mezi polymerni slouc¢eniny s velmi vysokou molarni hmotnosti, ta se
v pripad¢ nukleotidu na dvouvladknové DNA rovna 650 Da (g/mol). Hmotnost 1 molu
nukleotidii na dvouvlaknové DNA tak ¢ini 650 g. Pro zjisténi hmotnosti DNA fragmentu

o délce n — nukleotidu (bp), 1ze pouzit nasledujici vzorec:
Mgr =N~ M (31)

kde mrr je hmotnost DNA fragmentu o délce n — nukleotidu [g], n velikost fragmentu

DNA [bp], M molarni hmotnost dsDNA nukleotidu [650 Da].
Pro vypocet poctu kopii (molekul) DNA ve vzorky se uziva nasledujici rovnice:
pocet kopii = (my, - Ng)/(n- M) (3.2)

kde pocet kopii [molekul DNA], m,. hmotnost vzorku [g], N4 Avogadrova konstanta
[6,022 - 10% molekul/mol], n velikost fragmentu DNA [bp], M molarni hmotnost dsSDNA
nukleotidu [650 Da].

Hmotnost DNA v jedné bunice vyjadiuje nésledujici rovnice:
mp = (pocet kopii-n-M)/(Ny) (3.3)

Kde mg je hmotnost DNA v jedné buiice [g], pocet kopii [molekul DNA], n velikost
fragmentu DNA [bp], M molarni hmotnost dsSDNA nukleotidu [650 Da], N4 Avogadrova
konstanta [6,022 - 10> molekul/mol].

Pro lepSi nazornost lze vzorce vyuzit v nasledujicich piikladech:
1. Kolik kopii DNA fragmentu o velikosti 4,7 kb je ve 200 ng vzorku? K vypoctu byla
vyuzita rovnice 3.2.
my, Ny 200-1077-6,022 - 10%

Cet kopii = = = 3,94 - 10'° DNA molekul
pocet kopii —T 2700 - 650 3,9 0 NA moleku

2. Jaka je hmotnost DNA v jedné bunice? Pfi¢emz vime, Ze se v buiice nachéazi 3 miliardy

bazi a pocet DNA kopii jsou 2. K vypoctu byla vyuzita rovnice 3.3.

_ pocetkopii-n-M
= N,

Mg = 2-3-10°-650/6,022-10%® = 6,48 - 107 1%g

12



3. Jaké je hmotnost DNA, kterou lze ocekéavat v 1 ul krve? Pficemz vime, ze 1 ml krve

dospélého ¢lovéka obsahuje 5 - 10° — 10 - 10 bilych krvinek /leukocyti).
MmpNas = 6,48+-10712-5-10% =3,24-10"8 g =32,4ng
MpNA2z = 6,48 - 10_12 -10 - 103 = 6,48 - 10_8g = 64,8 ng

3.4. Vstupni kvalita DNA

Metoda dPCR pracuje na molekularni urovni, kterd zajistuje vysokou citlivost,
tudiz jsou naroky na kvalitu templatové DNA vysoké. Je nutné zajistit, aby proces
samotné izolace a purifikace templatové DNA nebyl degradacni a ziskand DNA byla

v nativnim stavu. Dulezité pozadavky na vstupni DNA jsou shrnuty v nasledujicich

bodech:
1. Fragmentace DNA

Vysokd degradace templatové DNA je Castym problémem u archivovanych
vzorkd, predevSim u vzorki izolovanych z formalinem fixovanych parafinovych blockd,
kde muze dochazet k fragmentaci DNA diky pouziti Spatného fixaéniho Cinidla [20]. Za
dalsi hojné fragmentované matrice se obecné povazuji velmi staré ¢i forenzni vzorky.
Fragmentace DNA miize byt zptisobena autolyzou, kdy dochazi k rozkladu biologického
materidlu v disledku teploty ¢i radia¢niho zafeni nebo se muze jednat o bakteridlni ¢i
mikrobialni degradaci. VSechny tyto procesy snizuji ¢innost PCR reakce, proto byly
vypracovany mnohé specialni postupy prace jak analyzovat degradovatelnou DNA

pomoci PCR.
2. Inhibice PCR chemickymi latkami

Pro spravny prubéh dPCR je nutné z velmi slozitych obvykle fyziologickych
matric ziskat purifikovanou DNA [21]. Diky této sloZité matrici miZe byt prib¢h analyzy
narusen celou fadou chemickych latek, tzv. inhibitort, které mohou byt jednak izolované
spolu s templatovou DNA, ale také se do reakéni smési mohou dostat i pti iprave analytu
nebo vzorkovacim procesu. Mira inhibice zavisi na mnoha faktorech, hlavnim je druh
a koncentrace inhibitoru, déale zavisi na typu pouzité DNA — polymerazy nebo délce
a sloZeni templatové DNA. Inhibitory mohou reakci zcela zastavit, vyrazné snizit jeji

ucinnost nebo citlivost, resp. mohou byt kone¢né¢ PCR produkty vyhodnoceny jako
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faleSné€ negativni. Tyto chemické latky se obecné vazi bud’ na DNA — polymerazu, ¢imz
ji mohou denaturovat nebo jinak degradovat a branit tak jeji katalytické aktivité.
Inhibitory také mohou chelatovat hofecnaté ionty a tak nepfimo snizovat aktivitu
DNA — polymerazy. Dale se mohou vézat na templatovou DNA, kdy miize dochazet k jeji
degradaci nebo navazani inhibitoru na cilovou sekvenci. Mezi hlavni inhibitory patii
naptiklad bilirubin, formaldehyd, Hem, kyselina fytova, melanin, heparin, vapenaté ionty,

ethanol a mnoho dalsich.
3. Kontaminace DNA pochazejici z jiného zdroje

Nejcastéji se analyt znehodnoti diky kontaminovanym laboratornim pomuickam
(pipety, plast). Dalsi moznosti znehodnoceni je pouziti zneCisténych ¢i expirovanych
chemikalii do vychozi reakéni smési. K ptedchézeni téchto druhli kontaminaci by mélo

byt vyuziti dostateCnych sterilizacnich metod.
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4. Polymerazova retézova reakce

Metoda PCR slouzi k vyraznému namnozeni neboli amplifikaci urcitého
specifick¢ho tiseku DNA vyuzivajici procesu replikace. K samotné reakci postacuje
velmi malé mnozstvi vychoziho vzorku, tzn. ze pro provedeni analyzy sta¢i mit teoreticky
k dispozici pouze jedinou molekulu DNA templatu. Je tedy ziejmé, Ze pokud staci
k provedeni méfeni pouze takovéto malé mnozstvi vychoziho analytu, je nutné¢ dbat
na dodrZeni ptisnych pravidel Cistoty prostiedi, pouzitych chemikalii a laboratornich
komponent. Musime mit stale na paméti, Ze ke kontaminaci jakoukoliv jinou nezadouci
molekulou DNA, mize dojit velmi jednoduse a piitom to zcela zasadné ovlivni konecny

produkt reakce.

4.1. Princip klasické PCR

Do reakéni smési pro praktické provedeni PCR je nutné zajistit vSechny
komponenty, kter¢ jsou v buikach bézné pritomny a zajist'uji pruibéh DNA replikace [22].
Jedna se predev§im o DNA — polymerazu. Ta musi byt dostateéné stabilni, hlavné
pfi vysSich teplotdch, nebot’ by jiz v denaturac¢ni fazi dochédzelo k deaktivaci jeji
enzymové aktivity pocatecni vysokou teplotou. Dale to jsou primery, kratké fetézce
oligonukleotidd, jez se podle pravidel komplementarity vazi na matrici DNA. U PCR
se vyuzivaji tzv. reverse a forward primer, jez ptesn€ vyznacuji usek na matrici, ktery je
amplifikovan. Délka primerti se obvykle pohybuje v rozmezi 18 — 28 bazi [12].
V neposledni fad€ je nutnd pifitomnost smési volnych deoxynukleotidtrifosfati dATP,
dTTP, dCTP a dGTP patticich mezi zdkladni stavebni prvky DNA. Dale je nutné mit
k dispozici templatovou molekulu DNA. Ta slouzi jako piedloha pro Usek, ktery ma byt
amplifikovan. Miize se jednat o vzorek télnich tekutin (nejcastéji krev, tekuty vyplach,
pankreaticka $t'ava, plicni vypotek apod.), tkani, pfipadné jiného materialu. Reakce se
musi provadét ve vhodné pufrovaném prostiedi, nejbéznéji pouzivany pufr je
o koncentraci 100 mmol/l Tris — HCI o pH 8,3 nebo 500 mmol/l KCI. Posledni souc¢asti
reakéni smési jsou hofecnaté ionty, které slouzi jako kofaktory DNA - polymerazy.
Koncentrace vSech téchto komponentli musi byt spravn€ zvolena. Napiiklad nizka
koncentrace primerii nebo dusikatych bazi vede k prfedcasnému ukonceni reakce. Nizka
koncentrace hotfecnatych iontli vede ke snizené aktivit¢ DNA — polymerazy. Vysoka

koncentrace hofecnatych iontd a deoxynukleotidtrifosfati vede naopak k velkému
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vyskytu Spatn¢ piifazenych bazi, jez neodpovidaji zdkladnim pravidlim

komplementarity.
1. krok - denaturace vychoziho templatu:

Prvnim krokem této metody je denaturace DNA, nebot’ je dulezité dvousroubovici
rozdelit na jeji jednotlivda vldkna. Denaturace materidlu probihd pii zahiati asi na

95 °C po dobu 20 az 30 sekund.
2. krok - nasednuti primera (annealing):

Nasledné¢ dochazi k nasednuti primert. Tento krok byva oznafovan jako
annealing. Jako primery se pouZivaji specialné¢ uméle syntetizované kratké useky bazi,
které jsou komplementarni ke koncovym c¢astem amplifikované ¢asti templatové DNA.
Zakladnim pozadavkem pro spravny pribéh PCR reakce je znalost alespon par bazi
koncové oblasti useku produktu, ktery chceme amplifikovat. Tento krok je uskuteciiovan
v teplotnim rozmezi od 50 °C do 65 °C po dobu 20 az 40 sekund. Jak teplota, tak doba

pusobeni je zavisla na typu primert a specifické sekvenci, na kterou nasedaji.

?rl I% Templatova DNA
<t I — %1 Denaturace a
g:n':;} 5+ nasednuti primerd

Obr. 4.2 Schématické zobrazeni prvniho kroku PCR — denaturace templatové DNA a

druhého kroku PCR — nasednuti primerti (vyobrazeny cerng).
3. krok — prodluZovani retézce (elongation):

Poslednim krokem je prodluZzovani cilového produktu, neboli tzv. elongation, kdy
DNA - polymeraza. Zavérecny postup se odehrava v teplotnim rozmezi mezi 68 °C az
72 °C. I tento krok je teplotné zavisly na druhu specifické sekvence. Doba posledniho
kroku by méla byt dostate¢né dlouhd, aby doSlo k Uplnému nasyntetizovani cilového
produktu. Cas samotné syntézy tedy zavisi na délce produktu a jeho koncentraci. Uplného

ukonceni reakce je dosazeno zchlazenim smési zhruba na 4 °C.
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Obr. 4.3. Schématické zobrazeni tietiho kroku PCR — prodluzovani fetézci (nové
fetézce jsou oznaceny Sedé, ptivodni templatova DNA je vyobrazena bile a primery jsou

oznaceny cerng).

Tyto tfi zakladni kroky se pfi praktickém provadéni reakce PCR cyklicky opakuji,
abychom dostali co nejvétsi mnozstvi cilového amplifikovaného produktu v ¢isté formé.
Nejcastéji se proces opakuje v rozmezi odpovidajici zhruba 25 az 35 cyklim. Pocet cykla

zavisi na koncentraci templatové DNA a na mnozstvi kone¢ného produktu [22,23].
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Obr. 4.4 Grafické znazornéni stfidani jednotlivych teplot v prib¢hu amplifikace.
Vyznacena oblast ¢islo 1 pfedstavuje denaturaci vychozi DNA piti 95 °C po dobu
30 sekund. Cast vyznadena &islem 2 zobrazuje annealing probihajici pii 55 °C po dobu
30 sekund. Posledni vyznacena oblast ¢islo 3 ptedstavuje elongation, jez se uskuteciiuje
pfi 72 °C po dobu 1 minuty. Tyto tii zdkladni teplotni zmény se béhem amplifikace
cyklicky opakuyji.

Vzhledem k tomu, Ze pfi opakovani jednotlivych cykld slouzi jako templaty
produkty, které vznikly v cyklu pfedeslém, je patrné, Ze nabyvani produktu ve smési
se Tidi exponencidlni zavislosti. Pfi n cyklickém opakovéni z jedné molekuly templatové

DNA je mozno ziskat az 2" pozadovaného vzorku [13].
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Obr. 4.5 Schéma exponencialniho ristu PCR produktu. Pfevzato a upraveno z [24].

PCR metoda ma mnoho vyuziti v nejriznéjsich aplikacich molekularni genetiky
je namnoZeny Usek dale vyuzivan napf. k sekvenovani. PCR se téz pouziva k detekci
DNA mutaci, k diagnostice infekénich onemocnéni, ureni pfitomnosti a typizaci
patogennich bakterii a viri v organismu nebo ve forenzni genetice a v mnoha dalSich

aplikacich.

4.2. Detekce produktu PCR reakce

4.2.1. Detekce produktu pomoci interkalaéniho barviva

K oznaceni amplifikovaného useku DNA se pouZivaji tzv. interkalacni barviva,
jez se reversibiln€ vazou na jednotlivé nove vzniklé dvousroubovice DNA [23]. Intenzita
emitovaného zéareni fluorescen¢nich sond stoupd po navazani na jednotlivé fragmenty

DNA.

= 0000 =
60060 [+ S

Obr. 4.6 Schéma vizualizace PCR produktu pomoci interkala¢nich barviv. V 1. fazi se
nachazi templat DNA, primery a interkala¢ni barvivo (znac¢ené pismenem E) na pocatku
PCR reakce. V II. f4zi dochazi k denaturaci vychozi DNA nasledované nasednutim
primert. V III. fazi doslo k vmezefeni interkalacniho barviva do vldkna DNA, diky

¢emuz kone¢ny PCR produkt emituje ptislusné zatreni. Pfevzato a upraveno z [25].
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Nejbéznéji pouzivané interkalacni barvivo, jez se vaze reverzibilné a nespecificky
je SYBR Green I [23,26]. Pohlcuje svétlo o vinové délce 480 nm a po navazani na DNA
fragment emituje svétlo o vinové délce 520 nm. Optimalizace pro vyuziti tohoto barviva
je velmi jednoducha, pomérné citliva a oproti jinym metodam relativné cenové dostupna.
Dalsi vyhodou je, ze se da velmi snadno porovnavat ze standardnimi publikovanymi
méfenimi, které probihaji pii stejnych experimentalnich podminkach. Pti téchto
publikacnich métenich se jako standard obvykle vyuziva fluorescein, ktery ma emisni
fluorescen¢ni spektrum velmi blizk¢ SYBR Green I [27]. Nenavdazany SYBR Green I
emituje velmi nizké hodnoty fluorescence, po navazani se stava silné fluoreskujici
a hodnoty emitujiciho zafeni jsou umérné koncentraci produktu. Nevyhodou tohoto
barviva je fakt, ze detekuje veSkerou DNA pfitomnou v reakéni smési, respektive reaguje
1 na pritomnost nespecifickych produkti PCR. Diky tomu se dnes dava prednost i jinym

pozdéji vyvinutym metodam detekce.

4.2.2. Detekce produktu na principu TagMan sond

Mezi dal$i pokrocilejsi detekeni techniky fadime metodu tzv. TagMan assay [23].
Tento test je zalozen na exonukleazové aktivité Taq polymerazy ve sméru 5° = 3°. Pro
spravny priubéh detekce je nutné uméle ptipravit fluoreskujici sondy komplementarni
k vznikajicim fragmentim DNA. Aktivace sond nastava po zaCatku amplifikace DNA,
kdy sondy hybridizuji s nove vznikajicimi fragmenty. Tato pfipravené sondy se skladaji
z jednotlivych oligonukleotidl. Na jednom konci obsahuji tzv. reportér, ktery predstavuji
rizna fluorescencni barviva (fluorofory) a na druhém konci obsahuje tzv. quencher
(zhésec€). Nenavazana sonda ani sonda, jezZ obsahuje oba konce, fluorescencni zéateni
neemituje. Sonda fluoreskuje az poté co ji Taq polymeraza rozStépi a fluorescence
reportétu neni zhdSena ani nijak jinak redukovédna zhaSecem. Nejbéznéji se tato detekéni

metoda vyuziva k detekci bodovych mutaci.

K detekci mutagenniho PCR produktu se obvykle pouzivaji dvé sondy, kdy jedna
sonda rozeznava mutovany tisek DNA (tzv. mutant PCR product) a druha usek DNA, jez
danou mutaci neobsahuje (tzv. wild PCR product) [16]. Kazdy typ takto pfipravené sondy
se oznacuje jinak barevnym fluoroforem pro snadnéjsi rozeznani ptisluSnych produktt
v reak¢énich jamkach. Prvni typ sondy je poté komplementarni k potencialné mutagennim
sekvencim DNA a druhy typ sondy oznaci vSechny pfitomné nukleové kyseliny

v jednotlivych jamkach, které se nejevi jako mutagenni. Z uvedeného kontextu tedy
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vyplyva, ze pokud neni v reak¢nich jamkach ptitomen vychozi analyt, komora nebude
vydavat zadné zéieni. Dale je nutné si uvédomit, Ze pokud vychozi vzorek obsahuje velké
mnozstvi mutagennich sekvenci, intenzita fluorescence by byla pfilis vysoka a je tedy
nutné metodu detekce koncipovat obracené, tedy fluorescenéné€ oznacit nemutagenni ¢asti

DNA.

LR I = X
OO = ‘3:1"’-:-:.
Q. xS EErrEr®

TagMan Sondy

Obr. 4.7 Schéma vizualizace PCR produktu pomoci TagMan sondy. 1. faze zobrazuje
templatové vlakno DNA, primery a TagMan sondu na pocatku PCR reakce. Ve II. fazi
dochézi k denaturaci vychoziho vldkna DNA, nasednuti primert a k hybridizaci vlakna
DNA s TagMan sondou. III. f4ze zobrazuje rozstépeni sondy, kdy dochézi k uvolnéni
zhasece (oznaceno ¢erné) a emitaci zareni (vyznaceno $ed¢). Prevzato a upraveno

z[25].

4.2.3. Detekce produktu s vyuzitim FRET sond

Dalsi pouzivanou detekci je metoda FRET, neboli Forsteriv rezonancni prenos
energie (Casto té€Z oznaCovana jako fluorescen¢ni rezonancni pienos energie) [28]. FRET
vyuziva nezafivého prenosu energie z chemické struktury oznafované jako donor
na strukturu oznacovanou jako akceptor. Po excitaci donoru, excitanim svétlem, jez
je charakteristické pro danou molekulu, tento donor emituje zafeni, které zachyti
akceptor. Ten piejde do excitovaného stavu a pfi pfechodu do zékladniho stavu opét
emituje charakteristické zateni. Toto zafeni zachyti detektor a dojde k jeho vyhodnoceni
na zékladé intenzity emitovaného svétla. Pokud jsou molekuly donoru a akceptoru
v pfesné definované blizkosti (naptiklad po specifické hybridizaci na cilovou molekulu
detekované DNA) dochazi ke spravnému pfenosu emitovaného zafeni a nasledné emisi

svétla akceptorem.
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Obr. 4.8 Schéma vizualizace PCR produktu pomoci FRET sondy. V 1. fazi je pfitomno
templatové vlakno DNA, primery a FRET sondy na zac¢atku PCR reakce. Ve 1. fazi
dochazi k denaturaci templatového vlakna DNA, nasednuti primeri a hybridizaci FRET
sond. III. faze zobrazuje nove vytvoiené fragmenty DNA a sondy po probéhlé PCR

reakci. Pfevzato a upraveno z [25].
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5. Digitalni polymerazova retézova reakce (dPCR)

Nativod je vhodné podotknout, ze digitalni PCR neni zcela samostatnou metodou,
ktera by nahradila v plném rozsahu klasicky pojatou PCR. Jedna se spise o zefektivnéni
stavajici podoby této metody, vyzdvihnuti a predevs§im vyuziti vyznamnych benefitt, jez

by mohly pfispét ke snadné a rychlé analyze s jeste vyssi citlivosti a specifi¢nosti.

5.1. Princip digitalni PCR

Digitdlni PCR je =zalozena na zakladnich principech klasické PCR
(viz. kap. 4.1. Princip klasické PCR). Zakladni myslenkou dPCR je rozd¢€leni vychoziho
vzorku na dostatecné mnozstvi dil¢ich reaktorti, ve kterych probiha oddélené amplifikace
vzdy z pravé jedné molekuly DNA [18]. V praxi se jedna o rozd¢leni na stovky az tisice
zcela individuélnich vzork, které se umisti do jednotlivych testovacich jamek, nékdy téz
oznacovanych jako reakéni komory [29]. Podle typu dPCR jsou vzorky pipetovany
mikrokapilarami do jamek umisténych na malém digitdlnim mikroCipu nebo se vzorek
upravi tak, aby vytvarel emulzi olejovych mikrokapek [13]. Diky tomuto rozdéleni
a vhodné detekci jsme nejen schopni urcit, zda — li se v pivodnim vzorku vyskytuje
napiiklad hledand mutagenni sekvence, ale jsme pfedevSim schopni vzorek piimo
kvantifikovat bez nutnosti pouziti kalibra¢ni zavislosti. Vzhledem k tomu, ze dPCR
pracuje na molekularni Grovni, jednd se o vysoce citlivou metodu. Citlivost metody
ovlivituje pocet jamek a rychlost DNA — polymerazy, pokud bychom pouzili desticky
s obsahem tisice reak¢nich komor, mizeme dosahnout az 0,1% meze citlivosti detekce

[16].

Jednotlivé kroky probihaji prakticky stejné¢ nebo velmi podobné jako je tomu
u klasického provedeni PCR. V prvnim kroku se ptivodni vzorek natfedi a postupné umisti
do jednotlivych jamek, ve kterych uz byva ptipravend zbyla reakcni smes, jez je obvykle
stejna jako u konvenéni PCR. Redéni vzorku je nutné provést tak, aby se v kazdé reakéni
komofte vyskytovala nejlépe maximalné jedna molekula vychoziho templatu. Samotna
amplifikace poté probiha vzdy v kazdé jednotlivé jamce nebo mikrokapce zvlast’. Pocet
opakovani cykli pottebnych pro dostatecné namnozeni cilového produktu se u dPCR

pohybuje okolo 60 cykli [16]. Poté nastava faze detekce poZadovaného produktu.
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Obr. 5.9 Schématické znazornéni principu dPCR. V 1. kroku je vyizolovana a

fadné purifikovana matrice DNA distribuovana do jednotlivych PCR reak¢nich jamek.
Ve 2. kroku dochazi k navézani detek¢ni znacky, pfi¢emz cerné oznacené jamky
pfedstavuji pozitivni vzorky a Sed¢ zabarvené komory znaci negativni vzorky.

Ve 3. kroku je zobrazena moznost vysledné detekce. Pfevzato a upraveno z [30].

5.2. Poissonova distribuce DNA
dPCR je zajisténi homogenni distribuce piivodniho templatu DNA do jednotlivych jamek
tak, aby kazd4 obsahovala pravé jedinou molekulu vychozi DNA [25]. Pro popis
distribuce jednotlivych molekul DNA v poli pouzitych mikro — reaktorti se pouzivaji
specialni algoritmy, jez vychdzi z tzv. Poissonovy distribuce, ktera popisuje
pravdépodobnost s jakou se vyskytuje pravé jeden templat v kazdé reakéni jamce. Tato
pravdépodobnost zavisi na dvou parametrech. Prvnim z nich je koncentrace vychozi
DNA, pficemz se zvySujici koncentraci DNA se pravdépodobnost vyskytu jednoho
templatu v jedné jamce zvySuje. Dale tento parametr zavisi na poctu jednotlivych
kompartmentt, kdy se zvySujicim poctem mikro - reaktorti se zvySuje pravdépodobnost,

Ze na pravé jednu jamku pfipadne jedna molekula DNA.

Pro vypocty se uzivd symbol A, ktery zna¢i odhad primérné¢ho poctu kopii
v jednotlivych jamkach, ve kterych je zarovenl objem reakéni smési stejny, coZ je pfi
pouziti vhodné instrumentace dPCR velmi snadno splnitelnou podminkou [31].
A ptredstavuje pomér celkového objemu reakéni smési ve vSech jamkach (m) a poctu
jednotlivych jamek (). Jedna se o velmi dilezity udaj, ktery zaroven vyjadiuje piesnost
odhadu poctu kopii DNA. Do vypocti je dle zahrnut i pocet pozitivné reagujicich jamek

(k). Poté je koncentrace cilovych molekul DNA dana témito rovnicemi:
Odhad poctu kopii:

A=m/n (5.4)
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Pti pouziti poCtu pozitivnich jamek:
A=—In(1-k/n) (5.5.)

Vyhodou takto zavedenych vzorct je jejich mozné vyuziti pro vSechny platformy dPCR.
Konstanty k& a n Ize takto pouzit, nebot’ se v piipadé¢ dPCR jedna o binomickou distribuci

[31].

5.3. Porovnani PCR a dPCR

Klasické pojeti PCR vykazuje spoustu shodnych jak kladnych tak zapornych
vlastnosti jako digitdlni PCR. Dalsimi diilezitymi fakty, jez se vyuzivaji v postupném
zdokonalovani technik a védeckém vyzkumu jsou rozdily mezi t€émito metodami, které

ptehledné€ zobrazuje Tab. 5.1.

Zakladnim rozdilem je technika provedeni, jez byla zminéna jiz na zacatku této
kapitoly, pfedevsim vysoké naroky na pfistrojové vybaveni u dPCR. Zatimco pro
klasickou PCR lze dnes pofidit termocyklér za cenu v fadu 100.000 az 150.00 K¢,

pofizeni zafizeni dedikované pro dPCR je v fadu 500.000 K¢ a vice!.

Jednou z hlavnich ptednosti dPCR je absolutni kvantifikace vzorku. To znamena,
Ze neni potfeba oproti konvenénimu provedeni PCR pfipravovat standardni vzorky
a pomoci nich promé&fovat a sestavovat kalibracni fadu, s niZ by musel byt analyt

porovnan.

Dalsi vyhodou je wvysoka citlivost u detekce DNA mutaci, kdy pocet
nemutovanych molekul (wild type) DNA pievlada nad vySetfovanymi mutovanymi DNA
molekulami, a proto je pravdépodobnost nasednuti primerti v druhém kroku klasick¢ PCR
na tuto zdravou ¢ast DNA mnohem vétsi. Diky tomu mize u klasické PCR dochazet
prednostné k amplifikaci wild type DNA oproti mutovanému templatu, ktery tak nemusi
byt zachycen. Tento problém ptednostni amplifikace nemutovaného DNA templatu je pii
dPCR eliminovan, nebot’ jednotlivé templaty jsou od sebe oddéleny a PCR reakce probiha

v kazdeé jednotlivé reak¢ni jamce zv1ast.

! Odhad aktualnich cen v dobé& sepisovani prace.
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Tabulka 5.1 Stru¢ny piehled porovnani dPCR a PCR. Pievzato a upraveno z
[13].

Klasicka PCR Digitalni PCR

Celkovy piehled | Stanoveni celkového mnozstvi | Kvantifikace poctu pozitivnich
vysledného produktu a negativnich frakci dané¢ho
vzorku, tim je umoznéno

stanoveni absolutniho poctu

kopii
Vysledek Relativné kvantitativni Absolutné kvantitativni
Hlavni vyhody 1. Relativné nizké néklady 1. Neni nutnost kalibrace

2. Pfima uméra mezi poctem
replikata a presnosti celkové

kvantifikace
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6. Experimentalni variace dPCR

Diky tadé¢ pokroku se digitalni PCR stala dnes jiz skoro zcela zautomatizovanou
metodou. Soucasné pouzivané experimentalni variace vychdzeji z moznosti
miniaturizace, nebot’ zdkladnim pfedpokladem dPCR je rozdéleni amplifikovaného DNA

templatu az do stovek objemil o velikosti nanolitrii [32].

Ptistrojové variace dPCR tak miizeme rozdélit na dvé zakladni skupiny. Prvni
skupinou je technika pouzivand pro bézna standardni stanoveni pomoci dPCR [25].
Do druhé¢ skupiny patii ptistroje pouzivané primarn¢ ke kvantifikaci vychoziho materialu,
kde se vyhodnoceni provadi pifimo na vhodnych amplifikacnich cipech pomoci
specialniho vyhodnocovaciho systému, bez nutnosti kalibrace. Celkovy objem
analyzovanych vzorkli pipetovanych na jednotlivé mikroCipy, ktery je srovnatelny

s klasickou PCR reakci, obvykle ¢ini kolem 5 — 100 pl [25].

6.1. Emulzni format

Metodika emulzni digitdlni PCR (droplet digital PCR, ddPCR) byla jednou
z prvnich pfedstavenych. Jejim zdkladem je pfiprava emulze z vychoziho materidlu
v generatoru kapének [25]. DNA templat tak mlze byt rozdélen az na nékolik tisic

mikrokapicek o velikosti jednotek nanolitrd [33].

ddPCR je moZno pouzit jak pro amplifikaci cilové molekuly DNA tak i1 jako velmi
pfesnou a citlivou detekéni metodu spojenou s naslednou kvantifikaci vychoziho

materidlu, kdy je mnohonéasobné piesnéjsi, nez je pouZziti klasické real — time PCR [34].

Vzorek je nutné ptfed pipetovanim do pfistroje smichat s vodou, olejem
a chemickymi stabilizatory [18]. Nasledné je tato emulze opatrné umisténa do pfistroje,
ktery ji smicha s dalSimi potfebnymi chemickymi reagenty stabilizujici povrchové aktivni
latky a poté v piitomnosti vakua rozptyli v podobé velmi drobnych kapének [34].
Mikrokapky musi byt produkovany v uniformni velikosti béhem celého procesu a to
dokonce i v pfipadé mirného teplotniho kolisani v priibehu jejich generace. Navic kapicky
nesmi béhem manipulace, v priibéhu transportli pomoci mikrotrubic, ani pii nasledném
vyhodnoceni praskat nebo dokonce splyvat. DneSni vypracované postupy umoziiuji
rozdélit 20 pl vzorku a vychozich reagenti do asi 20 000 monodisperznich mikrokapek,

pfi¢emz generator umi vytvorit az 1000 kapek za sekundu [34]. Ty jsou systémem
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mikrotrubicek transportovany do jednotlivych jamek na obvykle 96 jamkové
mikrotitracni PCR desticky umisténé v termocykléru. Na mikrodestickach jsou jiz
ptipravené vSechny potfebné reagencie nezbytné pro spravny prubéh amplifikace a také
vhodna detek¢ni barviva. Zde nésledné probihd amplifikace templatu v kazdé samotné
kapénce jednotlivé. Pied vyhodnocenim jsou jednotlivé kapky opét pomoci systému
mikrotrubi¢ek nasavany a samostatné¢ velmi opatrné¢ a pomalu posouvany smérem
k detektoru. Ten je zaroven i fotonasobiCem pfichoziho signilu, jez je nasledné
vyhodnocen a zaznamenén. VétSina vyhodnocovacich zatizeni obvykle reaguje na urcité
fluorescen¢ni zabarveni jednotlivych jamek, které jsou podle urCité barvy tiidény
detektorem jako pozitivni nebo negativni [33]. Velmi hojné je vyuzivana napiiklad jiz
diive zminéna detek¢ni technika TagMan test [34].V neposledni fad¢ je tedy soucasti
instrumentace emulzni dPCR 1 specidlni mikrofluidni ¢teci technika oznacovana jako tzv.
microdroplet reader. Ten funguje podobné¢ jako prutokovy cytometr a po ukoncéeni
amplifikace signaly vydévajici jednotlivymi mikroreaktory individudlné¢ vyhodnoti

[18,25].
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A. VioZeni vzorku a oleje do jednorazové kazety umisténé v
generatoru kapének
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C. Pfesun kapének na 96 jamkouvou mikrotitratni desku
D. Amplifikace vzorku

E. Detekce jednotlivych kapének
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Obr. 6.10 Vyobrazeni zakladnich krokut pii analyze pomoci ddPCR. Pievzato a

upraveno z [34].

Napftiklad v pfistroji spole¢nosti QuantaLife (dnes Bio — Rad) trva generace vzorku do
mikrotitra¢ni desticky obsahujici 96 mikrokapek zhruba 25 minut, pficemz lze analyzovat
az tf1 série téchto desti¢ek najednou [18]. Zatizeni RainDance (od letoSniho roku téz
soucasti Bio — Rad) generuje a nasledné detekuje az milion kapek o velikosti pikolitru.
Velkou vyhodou je také to, ze manipulace se vzorkem ze strany pracovnika laboratote je
minimalni. Veskeré pipetovani, generovani kapicek, jejich transport a naslednou analyzu

stroj obstara bez vynalozeni lidské prace zcela sdm v zavislosti na zvoleném programu.
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Podle studie probihajici na univerzitdch ve Starsbourgeru a Patizi dokézali védci zachytit

jednu mutaci KRAS genu mezi 200 000 KRAS genech nemutagenniho ptivodu.

Zvlastnim formatem emulzni dPCR je tzv. BEAMing format (beads, emulsion,
amplification and magnetics) [13,17]. Jedna se o technologii, kterd kombinuje emulzni
dPCR a mikrokulicky s magnetickymi vlastnostmi. Princip metody je schematicky
znazornén na Obr. 6.11. Smés obsahujici vSechny potfebné komponenty pro spravny
prabéh PCR reakce, magnetické kulicky s navazanym reverse primerem a templatovou
DNA se smicha spole¢n¢ s olejovym detergentem a dojde k vytvofeni mikroemulze tak,
ze v idedlnim ptipad¢ jedna kapénka obsahuje vzdy jednu templatovou molekulu DNA a
jednu magnetickou kulicku. Matrice se zachyti na reverse primer na povrchu magnetické
kulicky a v nésledujicim procesu tepelného cyklovani dochazi k jeji amplifikaci, kdy
kazdéa nove zreplikovand dvousroubovice DNA je opét pfichycena ke kuli¢ce. Poté je
pomoci magnetu smés ociSténa od kapének mikroemulze, ve kterych amplifikace
neprobehla. Detekce je uskutecnéna po vhodném fluorescenénim znaceni, které barevné
odlisi wild PCR produkt od mutagenniho PCR produktu (viz. kap. 4.2. Detekce
produktu). Nakonec je tedy kazda kulicka pfectena digitdlnim detekénim zafizenim,
pracujicim na basi pratokového cytometru. Diky separaci pomoci magnetu tato

technologie také umoziuje vyuziti kulicek s navazanou DNA v dalsi fadé experimentt.

Templatova DNA

: T A
reverse [J 1) - l\g/,'
primery ’ ,

magnetické "
kulicky »
Magneticke kulitky s
navazanymi reverse
primery
> & .
@ .. .
<4 00,
‘ :/'\1 e .
P oy ...

Obr. 6.11 Princip metody BEAMing. 1. krok — navazani reverse primeru a templatu na
magnetické kulicky. 2. krok — vytvofeni mikroemulze. 3. krok — PCR cyklus.
4. krok — precisténi kulicek pomoci magnetu. 5. krok — navazani fluorescencni sondy.

6. krok — detekce prutokovym cytometrem. Pfevzato a upraveno z [17].
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6.2. Format dPCR na mikrotitraéni desti¢ce

Format na podkladu miniaturni mikrotitraéni desticky vyuzivaji pfistroje
QuantStudio spolecnosti Thermo Fisher (diive Life Technologies) [35]. Obecné tento
systém obsahuje snadno vymeénitelné mikrotitraéni desticky, které standardné obsahuji
96 nebo 384 jamek, do nichZ je postupné pipetovan zfedény vzorek a chemické reagencie.
Ty jsou poté vlozeny do termocykléru, kde probéhne proces amplifikace. Nasledné jsou
PCR produkty detekovany vétSinou na basi jiz diive zminéné TagMan sondy digitalnim
Ctecim zafizenim, mozné schematicky znazornéné¢ vyhodnoceni je zobrazeno na
Obr. 6.12. Nejmoderngjsi pfistroj tohoto typu QuantStudio™ 3D, umoziiuje priibéh az
12 228 paralelnich PCR reakci [36]. Diky vyjimatelnym platformam je vyhodou tohoto
pristroje moznost opakované¢ho zanalyzovani mikrotitraéni desti¢ky, pokud se prvotni

¢teni jevi jako Spatné, coz naptiklad u pfistroje pro ddPCR RainDance neni mozné [37].

0000000000
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CO00e00000O0
Q000000000
O000e0000O0

Obr. 6.12 Schématické zndzornéni plochy mikrotitra¢ni PCR desticky po vyhodnoceni
Stecim zafizenim. Bil4 barva oznaGuje jamky bez p¥itomnosti templatové DNA. Seda
barva vyobrazuje negativni vysledek. V mikroreaktorech ozna¢enych €erné tspésné

probéhla PCR. Pfevzato a upraveno z [25].

6.3. Mikrofluidni format

O amplifikaci, detekci a celkovou analyzu vzorku, kterd by probihala na jednom
malém kompaktnim Cipu je v poslednich letech velky zdjem. Metody PCR zaloZené na
provedeni analyzy v téchto velmi malych rozmérech, byvaji také oznaCovany jako

mikrofluidni forméat PCR nebo také jednoduseji jako tzv. laboratof na ¢ipu [38].
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Obr. 6.13 Schématické znazornéni mikrofluidniho ¢ipu. Obr. A. vyobrazuje
detailni zabér Cipu, kde Sedé krychle znazoruji jednotlivé reakéni komory. Na Obr. B.
je zachycena vétsi Cast Cipu, kde horizontalné tmave Sedé plochy ptedstavuji jednotlivé
reakéni komory a mikroventily, jez pfivadéji ke komordm vzorek, jsou znadzornény
vertikaln€. Prevzato a upraveno z [39]. Obr. C. je fotografie Cipu vyrobeného

spole¢nosti Fluidigm Corporation. Pfevzato a upraveno z [40].

Zakladem mikrofluidni dPCR je tzv. mikrofluidni ¢ip nebo platforma, kterd
je vyobrazena na Obr. 6.13. Tento ¢ip obsahuje velké mnozstvi jednotlivych komor, proto

se tato technika oznacuje jako chambre based dPCR, zkracené potom cdPCR [39,41].

I tento format dPCR spojeny s vhodnou fluorescen¢ni technikou detekce a za
predpokladu uziti Poissonovy statistiky lze pouziti pro absolutni kvantifikaci DNA
v ptvodnim vzorku [39]. Obecné je tedy mozné konstatovat, Ze analyzu pomoci PCR
uskutecnénou na mikrofluidnim Cipu Ize vyuzit vSude, kde je potifeba dosdhnout velmi

rychlé amplifikace nepatrné velkych vzork® nukleovych kyselin [38].

Spolec¢nost Fluidigm jako prvni nabidla pfistroj, ktery podle zvoleného programu
michal vzorky s potfebnymi chemickymi reagenciemi, jeZz nasledné pipetoval
do jednotlivych jamek ¢ipt [18]. Zaroven obsahoval 1 termocyklér a jednoduché detekéni
zafizeni vyhodnocujici zda doSlo v dané jamce ke spravné amplifikaci ¢i nikoliv. Pozdé&ji
vyvinuty BioMark HD Systém sledoval i pribéh amplifikace, vyhodnocoval jednotlivé
vzorky a poskytoval data, pfiCemz zaroven eliminoval faleSn¢ pozitivni vysledky.
Zéakladem obou téchto pfistrojii je mikrofluidni Cip, na kterém probihd samotnd

amplifikace a pozdé&ji i detekce vysledného produktu. Cip umozZiuje provést az 800
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amplifikaci a obsahuje bézné n¢kolik desitek az stovek jamek, ve kterych je jiz pfipravena

primarni reak¢ni smés.

Vzorek je pipetovan do hlavniho pritokového kanalu mikrofluidniho ¢ipu
spolecné s olejem, ktery ptivodni vzorek rozd€li na jednotlivé templaty [42]. Na ¢ipu jsou
pritomny samostatné vstupy do velkého mnozstvi jednotlivych PCR reak¢nich komor,
které spojuje znacny pocet rozvodnych kanalkli. Obrovské mnozstvi komor zaroven
umoznuje stejné velky pocet paralelnich stanoveni. V roce 2011 byl vyroben mikrofluidni
¢ip, jez obsahoval dokonce az jeden milion reak¢nich komor o objemu v fadu pikolitra,
s hustotou 440 000 probihajicich PCR reakci na 1 cm? [42]. Na mikrofluidni &ip je
aplikovan pneumaticky nebo hydraulicky tlak, ktery vzorek jednak promisi s dtlezitymi
reakénimi Cinidly a zaroven jsou membrany mezi komorami a rozvodnymi kanalky
vychyleny a vytvari tak jakési velmi malé ventily. Pomoci kapildrnich sil nebo
mikropump je vzorek témito mikroventily rozveden do jednotlivych PCR reakénich
komor po celé plose Cipu [38]. Pficemz jeden takto vytvoreny mikroventil, mize ndhodné
rozd¢lit mezi jednotlivé komory az tisic vzorki o objemech pouhych né¢kolik nanolitrii.
V reakénich komorach néasledné probihd amplifikace templatu. Po zmnozeni DNA jsou
jednotlivé komurky v zévislosti na svém obsahu obvykle zbarveny fluorescenénimi
barvami. Poté jiz vhodna detekcni technika opét kazdou reakéni komoru jednotlivé

vyhodnoti [39,42].

V soucasné dobé je cdPCR format o néco malo komercné dostupnéjsi [41].
Nicméng finan¢ni naroc¢nost technicky jednodussi emulzni PCR oproti mikrofluidni PCR
je obecné piijatelngjsi a vyhodnéjsi. Novy format ddPCR je schopny generovat az 20 000
jednotlivych mikrokapicek jednotlivych vzorki, coz je asi 25 nasobek 765 komurek, které

obvykle komeréné dostupnd mikrofluidni deska obsahuje.
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6.4. Porovnani komercné dostupnych pristroja

Tabulka 6.2 Porovnani komercné dostupnych piistrojti pro dPCR. Pfevzato a

upraveno z [18].

Prodejce Nazev Pocet Pocet Celkovy | qPCR Detekce
pristroje reakénich vzorki, objem
komor objem vzorku
komor
Fluidigm BioMark HD 765 9 180, 4 ul Ano | 5barevpro 5
Corporation 6 nl vzorkl
EP1 770 36 960, 2 ul Ne 5 barev pro 5
0,85 nl vzorku
Thermo Fisher | OpenArray 64 3072, 100 pl Ano | 2 barvy pro 2
(drive Life RealTime 33 nl vzorky
Technologies) | PCR Systém
and
QuantStudio
12K
Bio — Rad QX100 16 000 1 344 000, 9l Ne 2 barvy pro 2
Laboratories ddPCR mikrokapek 1 nl vzorky
(diive Systém
QuantaLife)
Bio — Rad RainDrop 10 000 000 | 8000000, | 5—50ul Ne 2 barvy pro
Laboratories | Digital PCR | mikrokapek S5pl 10 vzorkt
(diive
RainDance
Technologies)
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7. Aplikace dPCR

Metoda dPCR mé velmi $iroké analytické uplatnéni a mizeme ji zaradit mezi
zakladni techniky molekuldrni biologie. Jeji vyuziti je mozné vSude, kde je potieba
manipulovat at” uz s molekulou RNA nebo castéji s molekulou DNA a to v celé fad¢

ruznych biologicko — chemickych disciplin.

7.1. Kvantifikace cilové DNA
7.1.1. Detekce a kvantifikace DNA

Nejrozsitengjsi aplikaci dPCR je ur¢ovani po¢tu molekul DNA v pavodnim vzorku

pomoci jiz diive popsané absolutni kvantifikace.

Cilové sekvence v podob¢ vzorku je rozdélena do velkého mnozstvi jednotlivych
jamek, komurek nebo kapicek. Nasledné probihd v téchto oddélenych castech PCR
amplifikace. To znamend, Ze v zavislosti na rozdéleni analytu do dil¢ich jamek ziskame
paraleln¢ né€kolik desitek az tisic kvantitativnich vysledki. Do jednotlivych segmentt je
také pridana znacka obvykle na bazi fluorescence (viz. kap. 4.2. Detekce produktu PCR
reakce), jez nasledné vydava pozitivni nebo negativni signal na zéklad¢ obsahu analytu.
Fakt, ze v kazd¢ individudlni jamce mohou byt teoreticky ptitomny dvé nebo i vice
cilovych molekul je pfi vyhodnoceni vysledkli zohlednéno pomoci Poissonova
rozdélovaciho koeficientu (viz kap. 5.2. Poissonova distribuce DNA). Dalsi vyhodou je
skutec¢nost, Ze dPCR oproti real - time PCR, ktera slouzi rovnéz ke kvantifikaci produktu,
nezavisi na kone¢ném poctu cykll. Diky tomu neni nartst produktu exponencialni, ale
tidi se zavislosti pfimo imérnou a tedy je nasledné¢ mozné urcit kvantifikaci absolutni.
Z toho vyplyva, Ze pii pouZiti této metody neni nutné na rozdil od qPCR, analyzovat
kalibra¢ni vzorky a nésledné sestrojovat fedici kiivku. To Setfi nejen Cas pracovnika

laboratofi, ale i znacné mnozstvi jejich finan¢nich prostiedki [13].

Pti kvantifikaci dPCR se hodnoti pomoci vhodné detekéni techniky, zda — 1i dany
mikroreaktor vydava pozitivni nebo negativni signal, coz svéd¢i o pfitomnosti nebo
naopak nepfitomnost templatové sekvence DNA v jamce [21]. Napftiklad na Obr. 7.14 je
mozno vidét, Ze pokud amplifikace v dané jamce probéhla Usp&$né, je tato jamka
detektorem vyhodnocena jako pozitivni, nebot’ vydava fluorescenc¢ni signal a nésledné je
Ji piifazeno ¢islo 1. Pokud amplifikace neprobehla nebo jamka vydéava signal, jez je pod

mezi detekce daného detektoru, je mikroreaktor vyhodnocen programem jako negativni
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a nasledné mu je pfifazeno Cislo 0. Pravé diky takovému ptipisovani ¢isel a jednotlivému
vyhodnocovéani kazdé individudlni jamky zvlast, se tato metoda nazyva digitalni.
Vysledek se nasledné vyjadiuje jako aditivni soucet Cislic 1 a 0, které zaroven vyjadiuji
pocet kopii molekul DNA, vztazenych k urcité objemové jednotce. Po jednoduchém
seCteni pozitivnich a negativnich signalii pomoci vhodné vyhodnocovaci a detekéni

techniky lze urcit absolutni pocet molekul DNA v ptivodnim vzorku [25,43].

Zaznam detektoru

detekce

Hodnoceni: 1 1010001

COe000eeCe000e —
I—v_l
Separacni Detekéni
zéna zéna

Obr. 7.14 Schématické znazornéni detekce. Obrazek nahote znazoriuje vystup
detektoru, ktery jednotlivym vzorkiim pfifazuje 1, pokud se jedna o pozitivni signal a 0
pokud se jedna o signal negativni na zdklad€ hodnoty tzv. meze detekce. Obrazek dole
zobrazuje konkrétni piiklad detekce pouzivany pfi ddPCR, kdy jsou jednotlivé kapénky
detekovany v detekéni zoné detektoru. Cerné kapénky znazoriiuji pozitivni vysledek a

Sed¢ predstavuji vysledek negativni. Pfevzato a upraveno z [25].

V roce 1992 byla jako jedna z prvnich publikovéna studie, ktera popisovala
absolutni kvantifikaci DNA pomoci digitdlni PCR s naslednym vyuZzitim Poissonovy
statistiky [14]. Detekovana a kvantifikovana byla DNA v osmi vzorcich protilatky patiici
do rodiny imunoglobulintl, jejichz tézky fetézec (IgH) nesl gen odvozeny z leukemickych
klont od pacientt trpici akutni lymfoblastickou leukémii, oproti protilatce obsahujici
geny z fyziologického klonu T — lymfocytl, B - lymfocytl a velkého mnoZstvi dalSich
bun¢k, které se v krvi pacienta pfirozené¢ nachazi. Diky onkologickému potencidlu
lymfocytl u konkrétniho nemocného, doslo ke specifické zméné IgH genu a ten se tak
stal idealnim markerem, slouZici k rozliSeni pfitomnosti leukemickych klonl od zcela
fyziologického materialu. Ukdzalo se, ze dPCR je pti pouziti vhodného vné¢jsiho nebo
vnitiniho standardu ve velké mife kompatibilni s celou fadou dalSich detek¢nich technik,

které jeji citlivost jest€¢ vice zvySuji. Napiiklad velmi vhodné zvolena koncepce
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kvantifikace vzorku v uvedené publikaci byla optimalizovand i pro velmi nizké
koncentrace DNA tak, ze dvé potencialné¢ leukemické protilatky byly detekovany mezi

az 160 000 neleukemickymi genomy.

7.1.2. Vyuziti kvantifikace pomoci dPCR v oblasti forenzni analyzy

dPCR se v ramci forenzni analyzy vyuziva predevSim v oblasti tzv. forenzni
genetiky [12]. Jedna se o odvétvi, ve kterém jsou vzorky obsahujici DNA podrobovany
metodami molekuldrni biologie zakladnim genetickym testim. Mlze se jednat o testy
kriminalistického charakteru, kdy jde piredev§im o vzorky nalezeny na misté trestnych
¢int. Déale mohou byt testovany vzorky ustanovujici pfibuznost, zde se jedna hlavné o
testy paternity (testy otcovstvi) nebo testim identifikacniho rdzu, kdy je mozné
identifikovat jakéhokoliv jedince na zakladé¢ jeho DNA. Mezi nejbéznéji testované
vzorky patii krev, vlasy, sperma, sliny, pot, kiize ale také Zvykacky, nedopalky od cigaret,
zubni kartacky nebo pouzité naddobi. VSechny tyto vzorky mohou slouzit jako dikazni

material v soudnich sporech.

Diky zlepSeni ptesnosti méfeni dPCR oproti konvenéné pouzivané qPCR, se ve
forenzni oblasti dPCR vyuziva hlavn¢ ke kvantifikaci velmi malého mnozstvi templatové
DNA nebo — 1i pro tzv. analysis on low copy DNA samples [44]. Komplikaci forenznich
vzorkll je nejenom jejich malé mnozstvi, které je obvykle pod mezi detekce, ale také
znacnd mira degradace nebo pfitomnost inhibitori PCR [45]. Analyza forenzniho vzorku
béZné pouzivanymi metodami qPCR trvd 12 - 36 hodin, spojeni automatizovaného
systému mikrofluidniho formatu dPCR s kapilarni elektroforézou dobu analyzy zkratilo

na 1 — 2 hodiny [46].

7.1.3 Kvantifikace genové exprese

Béhem genové exprese dochazi k pievedeni genové informace do struktury
proteinu. Pokud je pivodni DNA pozménéna, nastane zména v genové expresi, to
v konecném disledku muize dat za vznik zcela odliSnému proteinu, ktery mulzZe
v organismu vyvolat velmi zdvazné klinické problémy. Zména genové exprese je tak
velmi napomocnym nastrojem, jez muze poukazovat na vznik celé fady piipadnych
onemocnéni, respektive mutaci v DNA. Pficemz digitdlni PCR umoznuje tyto zmény

objevit a nasledné kvantifikovat.
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Ke kvantifikaci takovéto genové exprese se dnes v rutinni klinické praxi pouziva
metoda tzv. kvantitativni PCR s odectem signalu na principu interkalace (Sybr Green)
nebo TaqMan sond (viz. kap. 4.2.1. Detekce produktu pomoci interkalac¢niho barviva a
kap. 4.2.2. Detekce produktu na principu TagMan sond) [18]. Pro dPCR lze vyuzit stejné
primery a sondy jako pro qPCR, avsak tato metoda ma mnohem vyssi citlivost 1 pfesnost.
Pti uziti gPCR neni mozné rozlisit rozdily genové exprese mensi nez je jeho dvojnasobek,
tzn. ze identifikace potencidlné mutagenni alely, jez se vyskytuje v genomu s frekvenci
mensi nez 1 % je velmi obtizné. Je tomu tak, protoze pii pouziti konvenéni qPCR, tato
metoda detekuje 1 alely s velmi podobnymi sekvencemi jaké ma alela mutagenni, coz
vede ke Spatnému vysledku kvantifikace. Oproti tomu dPCR zachyti jiZ méné nez 30 %
rozdilti v genové expresi, pficemz dokaze rozlisit, zda se mutagenni sekvence vyskytuje
v péti ze Sesti kopii DNA. Soucasné dokaze identifikovat jednu mutantni alelu mezi tisici

alelami wild type.

Konkrétni aplikaci je naptiklad kvantifikace exprese genu APC [47]. SniZeni
exprese tohoto genu o polovinu mize vést k rozvoji familiarni adenomat6zni polypdzy.
Dale byla dPCR vyuZit ke stanoveni poméru mutagenni a wild type alel genové exprese

genu BRAF, jezZ je spojeny s rakovinou vajecniki.

7.2. Prenatalni vySetreni plodu

7.2.1. Detekce aneuploidii

Dal$im odvétvim, v némz je mozné vyuzit dPCR je prenatalni diagnostika, nebot’
genetické testy pouzivané pro testovani plodu v prenatdlnim obdobi vyzaduji rychlou
a velmi pfesnou diagnostiku na molekularni tirovni. Ta se tyka hlavne v€asného odhaleni
zavaznych vrozenych vad, jako jsou chromosomalni aberace nebo nelécitelna geneticka
poskozeni u nenarozenych jedincii. Screeningové vysetieni pomaha stanovit biochemické
markery, jejichz vyss$i hladina by béhem téhotenstvi mohla poukazovat na poskozeni
plodu. Mozny prikaz dané nemoci mize nejen pomoci budoucim rodicim v rozhodnuti
o dal$im postupu, ale také umozni pldnovat vhodnou prenatdlni i postnatalni 1écbu

novorozencu.

Chromosomalni aneuploidie je genetické onemocnéni, které obvykle poSkozuje
vSechny bunky daného jedince [48]. Dochazi zde k nadbytku nebo naopak absenci

ur¢itého homologniho chromosomu. K danému poSkozeni mize dojit béhem meidzy, kde
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se jedna predevsim o nespravné rozejiti chromosomul nebo chromatid k opacnym poélam

buniky nebo béhem mitdzy, kdy se jedna o vznik tzv. mozaiky.

dPCR se vyuziva napiiklad jak k testovani nejznaméjsi trisomie chromosomu 21,
ktera zaptic¢inuje Downlv syndrom, tak umoziuje prenatalni testovani celé palety dalSich,
dnes jiz hojné se vyskytujicich aneuploidii [49]. Nejbéznéji pouzivanymi metodami,
kterymi je mozné ziskat fetalni geneticky materidl je aminocentéza (odbér plodové vody)
nebo choriocentéza (biopsie trofoblastu). Standardnim postupem pfi testovani takto
ziskanych vzorkl je sestaveni karyotypu. Hlavnim problém pfi sestaveni karyotypu je
priliSné ¢asova naro¢nost mezi odbérem vzorku a samotnym vysledkem, ta se pohybuje
az okolo dvou tydnt. Vyhodou pii pouziti dPCR je jeji nezavislost na pohlavi a schopnost
detekce 1 pfi vyskytu chromozomalni mozaiky nebo kontaminovaného materidlu
matefskou DNA. Navic miizeme s jeji pomoci dosahnout mnohem ptesnéjsi kvantifikace
DNA obsaZené ve vzorku nez pii pouziti kvantifikacni PCR (qPCR). I pfestoze jsou nové
zavadéné metody jako dPCR oproti tradi¢nimu postupu rychlejsi a citlivejsi, maji své
podstatné limity. Komplikaci maze ptedstavovat skute¢nost, ze se neda v jednom kroku
provést samotna amplifikace a nasledna detekce, ta se provadi az nasledné naptiklad

pomoci gelové elektroforézy.

7.2.2. Prenatalni neinvazivni diagnostika pomoci dPCR

Jiz v ptedchazejici kapitole jsou zminény velmi invazivni zplsoby odbéru
fetalnich vzorkl pro prenatalni diagnostiku jako je aminocentéza nebo choriocentéza.
Zajimavym a zcela neinvazivnim materidlem vhodnym k testovani rizik spojenych se
vznikem chromosomalni aberaci jsou fetalni cirkulujici molekuly nukleovych kyselin

(ctDNA) plodu ptitomné v krevnim obéhu matky [49].

NejvétSim problémem je minoritni zastoupeni ctDNA plodu v krvi matky [43].
Diky tomu, Ze dPCR potiebuje malé mnozstvi vzorku je velmi vhodnou detekéni metodou
pro tento typ stanoveni. Ukdzalo se, Ze jiZ na poc¢atku prvniho trimestru t¢hotenstvi fetalni
ctDNA plodu tvoii 10 % vSech nukleovych kyselin cirkulujicich v krevnim fecisti matky.
Vzhledem k tomu, Ze jeden mililitr krve obsahuje zhruba 1000 ctDNA, je moZné zachytit
pomoci dPCR jiz 2 % fetalni ctDNA, které obsahuji aneuploidie. Nicméné k zachyceni
tak malého poctu ctDNA je potieba velkého mnozstvi vychoziho materidlu, kdy vyzkumy

hovoii az o 100 mililitrech plazmy, které je nutné matce odebrat. I pies tento problém

38



predstavuje dPCR v porovnani s ostatnimi dostupnymi metodami ¢asové a financné
vhodnéjsi alternativu vyuzitelnou k vySetieni fetalni cirkulujici krve plodu v dobé¢

t&hotenstvi.

7.3. Onkologicka diagnostika

Mezi nejcastéji vyuzivanou diagnostiku, kterd se provadi pomoci metody dPCR
patii detekce mutagennich sekvenci DNA [13]. Digitalni PCR je vhodnou analytickou
metodou pro uréeni diagnostiky, prognézy a prubéhu samotného onemocnéni, nebot’ je
mozné ji pouzit pro urceni typu konkrétniho nadord. Tim je umoznéno poskytnout
pacientovi jesté vice efektivni 1écbu. Popiipadé mize byt vyuzita k farmakogenetickému
vySetfeni, kdy se daji stanovit genetické predispozice jednoho konkrétniho pacienta
k 1€kové odpovédi na dany medikament, ktery je vytvofeny nemocnému pifimo na miru.
Nésledné se pomoci této metody mize stanovit ucinnost daného 1é¢iva nebo jeho toxicita

vzhledem ke zdravotnimu stavu pacienta.

dPCR ma také velké uplatnéni v dalSich metodach detekce u riznych konkrétnich

typit onkologickych onemocnéni [13]:
1. detekce gent spojenych s malignimi transformacemi

Genomové amplifikace, jeZ jsou soucasti genomu kazdé nadorové bunky, vedou
ke zvySené produkci velmi specifickych onkogenti, které zaroven slouzi jako rakovinné
markery a jsou prukazem onkologického bujeni v organismu. Tyto onkogeny ovliviiuji
celou fadu pochodli v nadorech a jejich citliva detekce hraje velmi vyznamnou roli v dalsi

diagnostice, kterd umozinuje vétsi cilenost nasledné 1éCby.
2. detekce poSkozeni minoritné zastoupenych nukleovych kyselin ve vzorku

Vzhledem k tomu, Ze se jedna o nukleové kyseliny s nizkou etnosti, je stanoveni
béZznymi metodami velmi obtiZzné. Analyzovatelny material, v némz se vyskytuje hledana
mutagenni sekvence, je zde zastoupen v podstatné malém mnozstvi. Problém tedy nastava
tteba u analytii odebiranych metodou biopsie nebo krevnich vzorkll. V téchto analytech

se nachazi velké mnozstvi zdravé tkané nebo je zddany vzorek natedén.
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3. Stanoveni hladiny cirkulujici RNA (miRNA)

Cirkulujici RNA miize byt jeden z onkologickych markert, proto je vyuzitelna
k diagnostice onkologickych onemocnéni. Diky dPCR jsme schopni absolutni

kvantifikace miRNA, ktera je opét k dispozici velmi ¢asto v malych mnozstvich.

7.3.1. Detekce somatickych mutaci ve tkanovych vzorcich

Histopatologické vySetfeni tkanového materidlu odebiraného z nadoru je
zékladnim vySetfenim, které se pii podezieni na onkologicky nalez provadi. Tkan je
odebirdna nejcastéji ve formatu tzv. biopsie. V poslednich letech se soucasti
histopatologického vysetieni stava vySetfeni molekularnich markerti neboli somatickych
mutaci DNA, které maji klinicky vyznam pro uréeni stavu a dal§iho vyvoje daného

onkologického onemocnéni [50].

7.3.2. Analyza cirkulujici nadorové DNA

Charakteristika nddort v jednotlivych loziscich na molekularni tirovni je relativné
omezend, nebot’ slozeni nadoru se muize ménit v zavislosti na postupu onemocnéni
a probihajici 1écbé [51]. VySe uvedena tkdnova biopsie tak poskytuje informace jen o
malé ¢asti nddoru, ktery miize obsahovat celou paletu nejriznéjSich mutaci v pevné dané
odbérové dobe¢. Neumoziuje tedy zkoumat vyvoj onemocnéni v realném case. K tomu je
nutné provést dalSi invazivni biopsii, kterd predstavuje podstatnou zaté€Z pro pacienta.
Navic je v mnoha piipadech odbér hodné obtizny a n€kdy i témé&f nebo vilbec nemozny
[50]. Proto se védci snazi o vypracovani metod, které by umoznily detekovat nadorovou
DNA bez pouziti invazivni biopsie. Nejlepsi volbou pro tento typ detekce je detekce
pfitomnosti urcitych biomarkerti vySettenim cirkulujici nddorové DNA (circulating —
tumor DNA, ctDNA) uvoliiované do periferniho krevniho ob€hu pacienta, pro ktery se

vzil nazev tzv. tekutd biopsie (liquid biopsy) [51].

Velkou vyhodou tekuté biopsie je t¢éméf neinvazivni monitorovani onkologického
onemocnéni po celou dobu 1écby, ale také umoznuje sledovani vyvoje karcinomu
v realném case, urceni jeho genotypu nebo predpoveéd dalSiho rozvoje onemocnéni [52].
V neposledni fadé také umoziuje urcit rizika spojena s naslednou moznosti 1écby, kdy se

muze vytvofit dal$i fada novych mutaci.
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Neinvazivnost této metody spociva hlavné v moznosti odebrani a vySetfeni volné
se vyskytujicich nadorovych molekul DNA, které uvoliuji v podobé jednotlivych
fragmentti do krevniho ob&hu umirajici nadorové buiiky [50]. D&je se tak nejen piimo
z krevni plazmy, ale dnesni vypracované metodiky se snazi cilit na jest€¢ mén¢ zatézujici
vzorek, kterym je moc¢. Krevni plazma je velmi dynamické medium, jez nam podava
rizné informace na molekuldrni Grovni o zdravotnim stavu nemocného. V téchto vzorcich
muzeme detekovat cirkulujici nukleové kyseliny, které mohou piedstavovat molekularni
onkologické biomarkery a mizou byt ukazatelem ve sledovéani progresu a terapeutického
ucinku 1éciv. Tyto biomarkery mohou piedstavovat voln¢ cirkulujici molekuly
microRNA (miRNA) nebo piedevsim molekuly DNA [43,51,52]. V krevni plazmé
se ovSem nevyskytuji pouze cirkulujici DNA z nadorové tkan¢, ale i DNA
z transplantovanych organt nebo plodu v dob¢ téhotenstvi, kdy se tato DNA vyuzivaji
k neinvazivnim prenatalnim testim (viz. kap. 7.2.2. Prenatalni neinvazivni diagnostika
pomoci dPCR) [43]. NejvétSim problémem pii vySetfeni se tedy stdva velmi nizka
koncentrace téchto fragmentl. Navic je ur¢it¢ mnozstvi z krevniho ob¢hu odstraiiovano
buitkami imunitniho systému a tak ctDNA vydrzi v krvi mnohem kratsi dobu (asi jen

nékolik hodin) nez je tomu u jinych biomarkert [50].

Diky pouziti dPCR jsme schopni ve vzorcich zachytit a dale amplifikovat
minoritné se vyskytujici ctDNA nebo miRNA, které mohou svédCit o rozvoji
onkologického onemocnéni [43,51]. Limit citlivé detekce dPCR se v tomto piipade
pohybuje pod 0,01% mutovanych alel [51]. Naptiklad jedna kopie ctDNA produkovana
nadorem zpusobenym KRAS mutaci, mize byt zachycena i v obsahu 200 000
nenadorovych molekul DNA. I miRNA maji urcity potencial v oblasti prikazu
rakovinného bujeni. Ukazuje se, ze pomoci dPCR mtizeme kvantitativné zhodnotit obsah
miRNA v plazmé plic. Nékteré vyzkumy prokazuji, Ze u vzorkll plazmy pacientl
s karcinomem plic se vyskytuje miRNA v daleko vétsi mife. Dale pouziti emulzni dPCR
u pacientl s nemalobunécnym karcinomem plic umoziuje predikovat vyvoje rezistence
na terapeutika az n¢kolik tydnti dopiedu, a tim zefektivituje planovani 1éCby pacientt

[43,51].

V soucasné dobé je publikovana tada studii, ve kterych byla studovana mez
detekce ctDNA [53]. Testovand skupina obsahovala 640 onkologickych pacientl
z riznymi typy nadorti. Detekovatelna hladina ctDNA byla zachycena u vice nez 75 %
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pacientll s rozvinutou rakovinou hlavy a krku, mocového méchyte, tlusté¢ho stieva,
vajecniku, slinivky, prsu, melanomu a hepatocelularnich bun¢k. U karcinomu mozku,
ledvin, prostaty a §titné Zlazy byla detekovatelna hranice mensi nez 50%. Je tedy patrné,
ze mnozstvi ctDNA je zavislé nejen na stupni rozvinuti onemocnéni, ale i na typu

postizené tkané.

Velmi brzy se ukazalo, ze diky své velké citlivosti se pro detekci ctDNA jevi rizné
obdoby dPCR, které jsou schopny zachytit nizké koncentrace ctDNA jiz v uplném
pocatku vzniku rakovinného bujeni jako velmi vhodnd metoda [50]. I v tomto ptfipadé ma
vyuziti dPCR své stinné stranky a to hlavné pomérné velkou finan¢ni a technologickou
naroc¢nost. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o relativné novou metodou, je v soucasné dobé
jen relativné malo publikovanych studii, jez jsou ve vétSina ptipadii provedené na malém
poctu pacientll. Navic hladina a specifi¢nost ctDNA se s rozdilnosti onemocnéni muize
znacné lisit. I pfesto se dPCR v oblasti detekce ctDNA velmi rychle vyviji a v budoucnu
lze ocekavat, ze se muze stit béznou rutinni analytickou metodou pro detekci
onkologickych onemocnéni, kterd doplni nebo uplné nahradi a predevSim zptesni dnes

bézné pouzivanou klasickou formu biopsie a zobrazovaci techniky.
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8. Experimentalni ¢ast

Hlavnim ukolem experimentélni ¢asti této prace bylo praktické ovéreni funkEnosti
ddPCR, kdy byly pomoci této metody detekovany frakce malo Casté somatické mutace
v nadbytku nemutovaného materidlu. Jedna se o aplikaci, ktera se v posledni dob¢ dostava
do popiedi zajmu vyzkumu v oblasti nddorové genomiky, pfedevSim v oblasti detekce
somatickych DNA mutaci jako prediktorti 1écebné odpovédi (viz. kap. 7.3. Onkologicka
diagnostika). Jako modelovy systém byla zvolena somatickd mutace genu INSR
(insulin receptor) ve velkém nadbytku wild type templatu. Jedna se o bodovou zdménu,
kdy je guanin nahrazen cytosinem. Gen INSR patii do skupiny tyrosinkindsovych
receptord, nachdzi se na vnéj§im povrchu membrany bunék a je tvofen tetramerem
obsahujici dvé podjednotky a a B, jeho ligandem je insulin [54]. Databaze COSMIC
udava nejcastéjsi vyskyt této mutace u 5,5 % karcinomu kize, dale asi 3,85 %
u karcinomu tenkého stieva, 3,13 % u karcinomu endometria, 2,95 % u karcinomu
tlustého stfeva, 2,55 % u karcinomu zaludku, 1,36 % u karcinomu biliarniho traktu [55].
Modelovy piipad imituje situaci, kdy je tato mutace vysetiovana napt. z bioptického
materialu ziskaného ze zazivaciho traktu v priib&hu endoskopického vySetieni. V téchto
pfipadech vzorek obsahuje vyznamné mnozstvi nemutovanych bunék pochdzejicich
z okolniho zdravého tkanového epitelu. Relativni zastoupeni mutovanych bunck je tak
Casto pod urovni 1%. Testované vzorky, pochazejici z INSR mutantnich nddorovych
bunéénych linii, byly pfipraveny tak, aby obsahovaly mutantni frakci v rozmezi od 1 %
az do 0,01%, pro které¢ z divodu nedostatecné citlivosti nelze pouzit vétSinu rutinné
pouzivanych metod mutaéni detekce (napt. DNA sekvenovani, DNA hybridizace sond,
alelicky-specifickd real-time PCR, apod.). K detekci mutantni DNA ve vzorku byla

vyuzita emulzni dPCR, jejiz princip je popsan v kap. 6.1. Emulzni format.

8.1. Material
8.1.1. Chemicky material
e Droplet PCR Supermix no dUTP (katalogové ¢islo 1863026)
e Primery
e Forward primer - SNP34 fw 01 (CAGGAGAATGGCGTAAAC)
e Reverse primer - SNP34 rv 01 (CTCACATTGCTATAAAGAACTATC)
e Sonda wild type (HEX) — HEX G SNP34 01 (TACAGTGAGCGAAGATGGCG)
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e Sonda mutant (FAM) — FAM C SNP34 01 (TACAGTGAGCCAAGATGGCG)
e Voda (RNAse free)

e Wild type templat (c = 10* kopii/pl)

e Mutant templat (c = 4 - 10 kopii/ul)

e Emulzni olej (katalogové ¢islo 1863005)

8.1.2. Laboratorni a pristrojové vybaveni
e Stojanek na mikrozkumavky
e Pipety s piislusSnymi objemovymi rozsahy
e Spicky k pipetam
e Eppendorfovy zkumavkyl,5 ml
e Mikrotitraéni desticka
e Cartridge
e Vortex WM - 10
e Droplet Digital ™ PCR Systém QX 200 ™ (Bio — Rad)
e Thermal Cycler C1000 Touch ™ (Bio — Rad)

8.2. Pracovni postup

8.2.1. Priprava mastermixu

Nejdiive byl dle nasledujici Tab. 8.3 pfipraven mastermix, nebo —li smés vétSiny
komponent nutnych pro reakci, do které se néasledné pouze pifidd templatova DNA.

Mikrozkumavka byla nasledné promichana na vortexu.
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Tab. 8.3 Ptiprava mastermixu.

Reagencie Koncentrace v Koncentrace v Pipetovany
zasobni mastermixu objem [ul]
mikrozkumavce [nmol/l]
[pmol/l]
Primery (forward a 10 400 8
reverse)
Sonda — wild type 10 200 4
Sonda — mutant 10 200 4
Droplet PCR supermix - - 100
bez dUTP
Voda (RNAse free) 5 0,1 4

8.2.2. Priprava redici rady

Do stojanku bylo umisténo a popsano Sest mikrozkumavek, do kterych byla
pfipravena dle Tab 8.4 tedici fada tak, Ze do vSech Sesti mikrozkumavek byl nejdiive
napipetovan piislusny uvedeny objem TE — LPA roztoku. Do prvni mikrozkumavky bylo
pipetovano 50 pl vychoziho mutant templatu, vzorek byl promichan na vortexu a poté
bylo odebrano 50 pl vzorku, ktery byl nasledné pienesen do druhé mikrozkumavky.
Odtud bylo po promichani na vortexu opé&t pfeneseno 50 pl do tfeti zkumavky. Tento

postup byl aplikovan na vSech Sest mikrozkumavek.
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Tab. 8.4 Ptiprava fedici rady.

Mikrozkumavka ¢.:

zastoupeni mutant

Objem TE — LPA [pl]

50 pl prenasenych

z mikrozkumavky

templatu
1: MUT 1 % 150 Zasobni roztok
2: MUT 0,25 % 150 Mikrozkumavka €. 1
3: MUT 0,1 % 75 Mikrozkumavka ¢. 2
4: MUT 0,05 % 50 Mikrozkumavka ¢. 3
5: MUT 0,025 % 50 Mikrozkumavka ¢. 4
6: MUT 0,01 % 75 Mikrozkumavka €. 5

8.2.3. Priprava mikrokapek

Do stojanku byla umisténa mikrotitraéni desticka o osmi jamkach. Oznaceni v§ech
reakénich jamek je zobrazeno na Tab. 8.5. Do prvni mikrojamky bylo pipetovano
14,4 pl mastermix a 9,6 pl vody (RNAse free). Nasledné bylo ze zasobniho roztoku
ptidano 33,6 pl wild type templatu do mastermix a mikrozkumavka byla promichdna na
vortexu. Do druhé az osmé reakéni jamky bylo pipetovano 18,4 ul takto pripravené¢ho
mastermix. Poté bylo pipetovano 4,6 pl vody (RNAse free) do druhé reakéni jamky. Do
tteti aZ osmé reakéni jamky bylo pipetovano 4,6 pl piislusného mutant templatu

pfipravené¢ho fedici fadou v kap. 8.2.2. Pfiprava fedici fady. Objemy pfislusnych

reagencii pfidavanych do jednotlivych jamek jsou shrnuty v Tab. 8.6.

Tab. 8.5 Oznaceni jednotlivych reakénich jamek.

Reak¢éni | Reakéni | Reakéni | Reakéni | Reakéni | Reakéni | Reakéni | Reakéni
jamka €. | jamka €. | jamka €. | jamka €. | jamka €. | jamka ¢. | jamka €. | jamka ¢.
1 2 3 4 5 6 7 8
NTC WT 1% 0,25% | 0,1% | 0,05% | 0,025% | 0,01 %
(negativni | (wild MUT MUT MUT MUT MUT MUT
kontrola) type)
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Tab. 8.6 Reagencie a objemy v ptislusSnych jamkach.

Jamka | Oznaceni Objem Objem Objem Zkumavka
¢. jamky mastermix | mastermix | vody (RNA | z fedici Fady ¢.;
(] + WT [ul] free) objem [ul]
[ul]
1 NTC 14,4 - 9,6 -
2 WT - 18,4 4,6 -
3 1 % MUT - 18,4 - 1;4,6
4 0,25 % - 18,4 - 2;4,6
MUT
5 0,1 % - 18,4 - 3;4,6
MUT
6 0,05 % - 18,4 - 4;4,6
MUT
7 0,025 % - 18,4 - 5;4,6
MUT
8 0,01 % - 18,4 - 6; 4,6
MUT

Poté byly vSechny reakéni jamky uzavieny a promichany na vortexu. Nasledné
bylo z kazdé reakéni jamky pipetovano 20 pl vzorku do jamek oznaenych ,,sample*
umisténych v cartridge (Obr. 8.15 A). Vzorky je nutné pipetovat velmi opatrné a pipetu
vzdy zmécknout pouze do 1. polohy, aby bylo zabranéno vytvofeni bublin. Do
nejspodnéjsi fady jamek na cartrige oznafené ,0il“ bylo pipetovano
70 pl emulzniho oleje. Pres reak¢ni jamky cartidge byla umisténa gumicka a takto
pfipravena cartidge byla umisténa do emulgatoru mikrokapek, které¢ byly vytvoieny
v prvni fad¢ oznacené ,,droplets* (Obr. 8.15 B). Poté bylo z reakcnich jamek opatrné
pipetovano 40 pl mikrokapek na mikrotitracni desticku. Na ni byl umistén alobalovy plat,

ktery byl nasledné zataven.
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Obr. 8.15 Obr. A. Fotografie cartrige. Obr. B. Cartrige zabezpecena gumickou

umisténa v emulgétoru kapek.

8.2.4. Amplifikace a vysledna detekce

Mikrotitracni desticka byla vlozena do termocykléru, na kterém byl nastaven
protokol dle Tab. 8.7.

Tab. 8.7 Nastaveni termocykléru.

Program Teplota [°C] Cas Pocet cykla

Aktivace 95 10 minut 1 cyklus
Denaturace 94 30 sekund 40 cyklua,
Annealing 59 1 minuta rychlost 2,5 °C/s
Denaturace 98 10 minut 1 cyklus
Zchlazeni 4 o0 -

Po skonceni procesu tepelné cyklace byla mikrotitraéni desticka vloZena do

detek¢éniho zatizeni Droplet Reader, kde doslo k analyze jednotlivych vzorka (Obr. 8.16).

Obr. 8.16 Droplet Reader (fotografie vlevo). Mikrotitra¢ni desticka se zatavenym

alobalovym platem umisténa v Droplet Readeru (fotografie vpravo).




8.3. Vysledky a diskuse

Metoda emulzni digitalni PCR je jednou z uzivatelsky nejlépe propracovanych
verzi provedeni digitdlni PCR. Protokol piipravy emulze obsahujici PCR reakéni smés,
vlastni termocyklickou reakci i néasledny odecet produktu je relativné jednoduchy
a probiha postupné v n€kolika zatizenich. Obdobné, jako u vSech formatt digitalni PCR
jsou citlivost a linearni rozsah dany celkovym poctem reak¢nich objemt, které jsou
pouzity. V daném piipadé je to tedy celkovy pocet emulznich mikrokapek, které jsou pro

kazdy méfeny vzorek vygenerovany.

8.3.1. Priprava mikrokapénkové emulze

Z pohledu uzivatele je rozhodujicim krokem manipulace s emulzni smési tak, aby
béhem ni nedoslo k poskozeni a destrukci mikrokapek. Celkovy pocet generovanych
mikrokapek vyhodnocuje ¢teci zatizeni pro kazdy méteny vzorek. Pro méteni provadéna
v této praci jsou vysledky vyobrazeny na Obr. 8.17 a Obr. 8.18. Je zfejmé, Ze referencni
sada vzorkli (méfeno s asistenci zkuSeného laboratorniho pracovnika) vykazuje
v pruméru vyssi poc¢et mikrokapek na kazdy vzorek (13 831 mikrokapek) a zaroven, ze
relativni odchylka poctu mezi jednotlivymi vzorky je nizsi (5 %) ve srovnani se vzorky
s testovaci fady (méfeno bez asistence). V testovaci fad€ byl primérny pocet mikrokapek

13565 a relativni odchylka mezi vzorky 32 %.

Niz$i pocet mikrokapek u sady testovaciho méteni predev§im u vzorkid NTC
(snizeni poctu mikrokapek o 75 % oproti primérné hodnoté) a WT (sniZeni poctu
mikrokapek o 21 % oproti primérné hodnot¢) byl z ¢asti zplisoben nepfesnym pipetovani,
kdy pravdépodobné zistala velka cast vzorku ve Spicce, dale mohlo dojit béhem
manipulace s emulznimi kapkami k jejich poSkozeni. Celkovy pocet vSech mikrokapek
v testovaci fad¢, ktery byl v priméru o 2 % niz§i ve srovnani s referen¢ni fadou méteni

vSak neptedstavoval zasadni piekazku pro vysledky ddPCR pokust.
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Obr. 8.17 Graf zobrazujici celkovy pocet kulicek v jednotlivych vzorcich pro referencni

sadu méfenti.
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Obr. 8.18 Graf zobrazujici celkovy pocet kulicek v jednotlivych vzorcich pro testovaci

sadu méfeni.

8.3.2. Digitalni PCR a odecet vyslednych produkta amplifikace

V testované aplikaci detekce somatické mutace ve vzorku nadorové tkané je
zakladnim predpokladem citlivost pouZzité metody umoziiujici detekci nizkého procenta
mutovanych alel v nadbytku alel nemutovanych. Vzhledem k tomu, Ze pti dPCR metodé
je vychozi vzorek zfedén na urovein jednotlivych molekul vychoziho templatu, dochazi
k odstranéni vlivu pozadi nemutované¢ho (wild type) templatu a mutantni DNA je

amplifikovana odd¢lené od nemutované DNA.

Vysledky provadénych experimentl jsou shrnuty na Obr. 8.19 az Obr. 8.24.
K detekci byla navrzena TagMan sonda komplementarni s mutovanou alelou znacena

fluorescenéni znatkou FAM (6 - fluorescein amidite) a sonda hybridizujici
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s nemutovanou (wild type) alelou znacena fluorescenéni znackou HEX
(hexachloro - fluorescein). Na Obr. 8.25 jsou vyobrazeny CcCetnosti pozitivnich

mikrokapek pro vSechny vysetfované vzorky na obou fluorescen¢nich kandlech.

Signal FAM sondy

+ +
o 500 1000 2000 2500

Signal HEX scmdy"’uu

Obr. 8.19 2D graf schematicky zobrazujici celkové vysledky testovaciho méfeni pro

1 % MUT vzorek. Cerna barva predstavuje negativni vysledek (8170 kuli¢ek), zelena

barva zobrazuje pozitivitu jen na wild type templat (8428 kuli¢ek), modré barva znaci
pozitivitu jen na mutant templat (13 kulicek) a oranzova barva zobrazuje pozitivni

vysledek na pritomnost wild type templatu i mutant templatu (4 kulicky).

Signal FAM sondy
. -

00 2000 2500

0 15
Signal HEX sondy

Obr. 8.20 2D graf schematicky zobrazujici celkové vysledky testovaciho méfeni pro
0,1 % MUT vzorek. Cerna barva predstavuje negativni vysledek (7393 kulicek), zelena
barva zobrazuje pozitivitu jen na wild type templat (7530 kuli¢ek), modra barva znaci
pozitivitu jen na mutant templat (8 kuli¢ek) a oranzova barva zobrazuje pozitivni

vysledek na ptitomnost wild type templatu i mutant templétu (6 kulicek).
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Obr. 8.21 2D graf schematicky zobrazujici celkové vysledky testovaciho méfeni pro

0,01 % MUT vzorek. Cerna barva ptedstavuje negativni vysledek (8233 kuli¢ek), zelena

barva zobrazuje pozitivitu jen na wild type templat (9175 kuli¢ek), modré barva znaci
pozitivitu jen na mutant templat (0 kuli¢ek) a oranzova barva zobrazuje pozitivni

vysledek na pfitomnost wild type templatu i mutant templatu (0 kulicek).

Signal FAM sondy
g

A

[ 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Signal HEX sondy

Obr. 8.22 2D graf schematicky zobrazujici celkové vysledky referencniho méteni pro

1 % MUT vzorek. Cerna barva piedstavuje negativni vysledek (6676 kuli¢ek), zelena

barva zobrazuje pozitivitu jen na wild type templat (7882 kuli¢ek), modra barva znaci
pozitivitu jen na mutant templat (76 kuli¢ek) a oranzova barva zobrazuje pozitivni

vysledek na pfitomnost wild type templatu i mutant templatu (71 kulicek).
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Obr. 8.23 2D graf schematicky zobrazujici celkové vysledky referenéniho méteni pro
0,1 % MUT vzorek. Cerna barva predstavuje negativni vysledek (6265 kuli¢ek), zelen4
barva zobrazuje pozitivitu jen na wild type templat (6654 kuli¢ek), modra barva znaci
pozitivitu jen na mutant templat (6 kuli¢ek) a oranzova barva zobrazuje pozitivni

vysledek na pfitomnost wild type templatu i mutant templétu (8 kulicek).
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Obr. 8.24 2D graf schematicky zobrazujici celkové vysledky referenéniho méteni pro
0,01 % MUT vzorek. Cerné barva predstavuje negativni vysledek (6979 kuli¢ek), zelena
barva zobrazuje pozitivitu jen na wild type templat (7996 kuli¢ek), modré barva znaci
pozitivitu jen na mutant templat (1 kulicka) a oranzova barva zobrazuje pozitivni

vysledek na ptitomnost wild type templatu i mutant templatu (0 kulicek).
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Obr. 8.25 Graf A schematicky zobrazuje pocet mutovanych alel (vyzna¢eny modie) u
referen¢ni sady méteni. Graf B schematicky zobrazuje poc¢et mutovanych alel
(vyzna€eny modie) v jednotlivych vzorcich pro testovaciho méteni. Graf C
schematicky zobrazuje pocet nemutovanych alel (vyznaceny zelen¢€) v jednotlivych

vzorcich u testovaci sady méfeni.

Na ptedchozim Obr. 8.25 je vidét, Ze u relativné¢ vysSich mutantnich frakci
(1 % a 0,25 %) lze pozorovat vyrazné odchylky pro referencni (A) a testovaci fadu (B).
Zatimco referencni vzorek s mutantni frakci 1 % vykazoval 147 FAM-pozitivnich
(mutantnich) mikrokapek, u testovaciho vzorku s 1 % mutantni frakci to bylo jenom

17 pozitivnich mikrokapek. Rozdil byl o néco mensi u 0,25 % (28 mikrokapek vs. 17
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mikrokapek). Cetnosti FAM - pozitivnich kapek byly u vzorki s niz§i mutantni frakci
srovnatelné¢. Divodem je pravdépodobné nahodna chyba pii pipetovani a manipulaci
vzorkl v testovaci fadé¢, kdy vzorky s mutantnimi frakcemi 1 % a 0,25 % byly prvnimi,

které byly pipetovany.

V nasledujici Tab. 8.8 jsou shrnuty vysledky méfeni vcetné piepocteného

zastoupeni nemutované frakce v méfeném vzorku.

Tab. 8.8 Srovnani poctu kuli¢ek a procentudlni zastoupeni mutované alely oproti

nemutované alela v jednotlivych vzorcich.

Referen¢ni méreni Testovaci méreni
Vzorek Mutant | Wild | Zastoupeni | Mutant | Wild | Zastoupeni
type mutant ve type mutant ve
WT WT
NTC 0 2 0,00% 0 0 0,00%
WT 0 6864 0,00% 0 5321 0,00%
1%MUT 147 7882 1,87% 17 8428 0,20%
0,25%MUT 28 7562 0,37% 17 6960 0,24%
0,1%MUT 14 6654 0,21% 14 7530 0,19%
0,05%MUT 12 7002 0,17% 6 7562 0,08%
0,025%MUT 4 7457 0,05% 9 8375 0,11%
0,01%MUT 1 7996 0,01% 0 9175 0,00%

Z tohoto ptehledu lze vycist, ze se podafilo v referenénim méfeni zachytit az
0,01 % mutovanych sekvenci v 99,99 % nadbytku nemutovanych alel, coZ zhruba
pfedstavuje zachyceni 1 mutované alely na pozadi 7996 nemutovanych alel. Testovaci
meteni dokazalo zhruba zachytit 0,08 % mutovanych sekvenci v 99,92 % nadbytku

sekvenci nemutovanych, coz pfedstavuje 6 mutantnich alel na pozadi 7562 wild type alel.

Soucasné je mozné si povSimnout, Ze procento zastoupeni mutantni alely je
u vétsiny vzorkd vyssi, nez je jeho teoretickd hodnota. Distribuce molekul DNA do
jednotlivych vzorki v praktickém experimentu neni rovnomérna. Tzn., ze do jedné

mikrokapénky emulze se tak mohou dostat dvé nebo 1 vice molekul DNA. Jak uzZ bylo
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feCeno wild type DNA je ve vzorku velké mnozstvi oproti mutované alele, je tedy
emulze dvé a vice kopii. Diky tomu je celkové zastoupeni mutant DNA vztaZzeno na
podhodnocené mnozstvi wild type a procento zastoupeni mutantni alely o néco malo
vzroste. Tento problém je v praxi zohlednén a nasledné feSen pomoci Poissonovskeé
distribuce. U vzorkli testovaciho méieni, které udavaji procento zastoupeni mutované
alely niz§i nez je jeho teoretickd hodnota, nejpravdépodobnéji  doslo
k nepfesnému pipetovani, kdy nebyl do titracni jamky vnesen cely objem vSech
mikrokulicek nebo vlivem Spatné manipulace mohla byt cast kuli¢ek obsahujici 1

mutovanou alelu poskozena.

Tab. 8.9 Koncentrace templatu v jednotlivych vzorcich.

Referen¢ni méreni Testovaci méieni
Vzorek Typ templatu Koncentrace DNA Koncentrace DNA
(kopie/pnl) (kopie/pl)
NTC Mutant 0 0
Wild type 0,18 0
WT Mutant 0 0
Wild type 903 802
1% Mutant 11,8 1,5
MUT Wild type 916 833
0,25 % Mutant 2,4 1,2
MUT Wild type 917 893
0,1 % Mutant 1,3 1,1
MUT Wild type 852 826
0,05 % Mutant 1 0,46
MUT Wild type 854 799
0,025 % Mutant 0,33 0,63
MUT Wild type 859 805
0,01 % Mutant 0,08 0
MUT Wild type 898 881
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Nasledujici Obr. 8.26 a Obr. 8.27 zobrazuji kalibra¢ni kiivku mutantni frakce
sestrojenou jako hodnoty naméfené frakce pro jednotlivé piipravené vzorky. V ptipade
referen¢ni sady (Obr. 8.26) je kalibracni kiivka linearni s hodnotou regresniho koeficientu
99,38 %. Pro testovaci sadu méfeni (Obr. 8.27) je linearita relativné horsi, predev§im
v disledku vyse zminénych odchylek pro vzorky s 1 % resp. 0,25 % mutantni frakci. Jak
jiz bylo zminéno, jedna se pravdépodobné o chyby pipetovani, ptipadné chyby souvisejici
s poskozenim mikrokapek. Jisty vliv miize mit i nékolik dalsich faktorti, jako naptiklad
stav pouzitych chemikalii, predevsim stafi emulzniho oleje, které ma zasadni vliv na

stabilitu kapek.

2,00 R?=0,9938
1,80
1,60
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

alely [%]

v v

Nameérena koncentrace mutované

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Teoreticka koncentrace mutované alely [%]

Obr. 8.26 Graf zachycujici zavislost namétfené koncentrace mutované alely na

teoretické koncentraci mutované alely pro referenni méteni.
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Tab. 8.10 Koncentrace mutované alely a relativni smérodatna odchylka pro

referenéni meéfeni.

Vzorek Teoreticka Namérena Odchylka
koncentrace koncentrace [%]
mutované alely | mutované alely
[Yo] [Yo]
1%MUT 1 1,87 30,31
0,25%MUT 0,25 0,37 19,35
0,1%MUT 0,1 0,21 35,48
0,05%MUT 0,05 0,17 54,55
0,025%MUT 0,025 0,05 36,71
0,01%MUT 0,01 0,01 0,00
R2=0,2733
0,30
‘W
o
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O r
E X
@ 3 0,20 X X
£ 2015
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Obr. 8.27 Graf zachycujici zavislost naméfené koncentrace mutované alely na

teoretické koncentraci mutované alely pro testovaci méfteni.
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Tab. 8.11 Koncentrace mutované alely a relativni smérodatna odchylka pro

testovaci méreni.

Vzorek Teoreticka Namérena Odchylka
koncentrace koncentrace [%]
mutované alely mutované alely
[Yo] [Yo]

1%MUT 1 0,20 66,67

0,25%MUT 0,25 0,24 2,04
0,1%MUT 0,1 0,19 31,03
0,05%MUT 0,05 0,08 23,08
0,025%MUT 0,025 0,11 62,96
0,01%MUT 0,01 0,00 100,00

8.4. Shrnuti

Vysledek praktické ¢asti prace 1ze shrnout do nékolika hlavnich bodu:

1.

Podaftilo se provést experimenty zaméfené na stanoveni pfitomnosti nizké frakce
mutace na modelovém systému somatické bodové mutace genu INSR

Pro celkem 8 testovacich vzorkl byl uspésné proveden postup piipravy emulze,
provedeni PCR amplifika¢ni reakce a nasledny odecet pozitivit jednotlivych

emulznich mikrokapek

Zpisob pripravy a nasledna manipulace s pfipravenou emulzi je stézejnim krokem
celého postupu, ktery miize zdsadnim zptisobem ovlivnit GspéSnost i u€innost celé

metody.

V uvedeném piipad¢ doslo v disledku nedostatecCnych zkusenosti u dvou vzork
v testovaci sadé méteni k odchylkam oproti referenénim métenim provadénym za
asistence zkuSené¢ho laboratorniho technika. Tyto odchylky lze wvysvétlit

pfedevs§im chybami v pipetovani a neopatrné manipulaci s emulzi.

Lze ptedpokladat, Ze opakované provadeéni této metodiky bude mit za nasledek

zlepSeni zru¢nosti a tim 1 zvySeni kvality ziskanych vysledk.
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9. Zaveér

Ptedev§im v disledku casné komercionalizace a dostupnosti hned nékolika
konkurenc¢nich platforem na trhu si digitdlni polymerazova fetézova reakce od doby
svého uvedeni nasla uplatnéni v fad¢ zasadnich aplikaci v genetice, molekularni biologii,
medicin€ a dalSich pribuznych disciplinach a to jak ve vyzkumnych projektech, tak dnes
Jiz 1 v bézné rutinni praxi. Z hlediska uzivatele se jedna o pomérné jednoduchou, rychlou

a velmi citlivou metodu. Vyse uvedené bylo detailné popséano v teoretické ¢asti této prace.

I ptes vSechny nesporné vyhody, ma samoziejm¢é dPCR analyza celou fadu jistych
metodickych uskali, jejichz zvladnuti je klicové pro dosazeni presnych vysledka. Jak bylo
demonstrovano v experimentalni ¢asti prace, je v pripadé emulzniho formatu dPCR
jednim z takovych Setrna manipulace s emulzi. Pouze tak 1ze udrzet maximalni dostatecny

pocet mikrokapének pro nasledné spolehlivé vysledky analyzy.
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