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Abstrakt

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Bc. Radka Vankova
Skolitel: doc. PharmDr. Martin Beranek, Ph.D.
Nézev diplomové prace: Vliv ptidavku nosice na izolaci voln¢ cirkulujicich nukleovych

kyselin z krevni plazmy

Cil prace: Cilem této prace bylo porovnat vytézky volné cirkulujici fragmentované
DNA (cfDNA) extrahované¢ ze vzorkti krevni plazmy s piidavkem komeréné
dostupnych nosict. Na ziklad¢ vysledk real-time polymerasové fetézové reakce
(qPCR) byl vybran nejoptimalnéjsi nosi¢ pro rutinni izolaci cfDNA ze vzorkl krevni

plazmy.

Metody: Kolonkovou extrakéni metodou NucleoSpin Plasma XS Kit (Macherey-Nagel)
byla z alikvotl smésné plazmy izolovana cfDNA. Celkem bylo pouZito 7 typt nosict,
a to nosicovd RNA (Qiagen), glykogen (Invitrogen), polyadenylova kyselina (Roche),
linearni  polyakrylamid (Invitrogen), kvasinkova transferovd RNA (Ambion),
DNA =ze spermatu lososa (Invitrogen), DNA ze spermatu sledé¢ (Promega).
Nasledné byla plazmatickd DNA kvantifikovana spektrofotometricky, fluorimetricky
a pomoci qPCR.

Vysledky: Nejlepsich vysledkli bylo dosazeno s ptidavkem polyadenylové kyseliny
o findlni koncentraci 1,55 pg/ml. Vytéznost cfDNA se pifidavkem nosicové RNA
a polyadenylové kyseliny o findlnich koncentracich 1,55 pg/ml a 0,1 pg/ml
signifikantné nezménila. Vyznamné negativni U¢inek na mnozstvi eluované cfDNA
méli glykogen, linearni polyakrylamid, kvasinkova tRNA, DNA ze spermatu lososa

a DNA ze spermatu sled¢.



Zavér: Vzhledem k pozitivnimu uc¢inku piidavku polyadenylové kyseliny o koncentraci
1,55 pg/ml na mnozstvi eluované cfDNA byl tento nosi¢ vyhodnocen jako nejvhodnéjsi
pro rutinni izolaci cfDNA ze vzorki krevni plazmy soupravou NucleoSpin Plasma XS
Kit. U ostatnich nosicii ke zlepSeni vytéznosti nedoslo a pro izolaci cfDNA kolonkovou

extrakéni metodou jsou nevhodné.



Abstract

Charles University
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Candidate: Bc. Radka Vankova
Supervisor: doc. PharmDr. Martin Beranek, Ph.D.
Title of diploma thesis: Influence of Carrier Molecule Addition on Plasma Free

Circulating Nucleic Acid Extraction

Outline: The aim of this thesis was to compare the yields of cell-free DNA (cfDNA)
extracted from blood plasma specimens with the addition of commercially available
carrier molecules. According to the real-time polymerase chain reaction (qPCR) results,
we chose the most optimal carrier molecules for routine isolation of cfDNA from blood

plasma samples.

Methods: cfDNA was isolated from aliquots of a pooled blood plasma by spin column
extraction method NucleoSpin Plasma XS (Macherey-Nagel). We used 7 different types
of carrier molecules as RNA carrier (Qiagen), Glycogen (Invitrogen), Poly (A)
Polyadenylic acid (Roche), Linear Acrylamide (Invitrogen), Yeast transfer RNA
(Ambion), Salmon sperm DNA (Invitrogen), Herring sperm DNA (Promega).
After the extraction, plasmatic DNA with the addition of carrier molecules was

quantified by spectrophotometry, fluorimetry and qPCR.

Results: The best results were achieved with the addition of polyadenylic acid with final
concentration of 1.55 pg/ml. The addition of carrier RNA and polyadenylic acid
with final concentration of 1.55 pg/ml and 0.1 pg/ml did not show any significant effect
on the yield of cfDNA. Glycogen, linear acrylamide, yeast tRNA, salmon sperm DNA
and herring sperm DNA had a significant negative effect on the yield of cfDNA.



Conclusion: Due to a positive effect of the addition of polyadenylic acid (with final
concentration of 1.55 pg/ml) to the amount of eluted cfDNA, this carrier was evaluated
as the most suitable carrier for rutine isolation of cfDNA from blood plasma samples
by NucleoSpin Plasma XS Kit. The other carrier molecules did not improve the yield
of cfDNA, and therefore they are not appropriate for isolation of cfDNA by spin column

extraction methods.
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Teoreticka Cast

1 Uvod

Jednim z nejmladsich védnich obort je molekularni genetika, kterd za poslednich
30 let zaznamenala velky rozmach, a to pfedev§im diky technickym a metodickym
pokrokiim molekularné-genetickych metod. Mezi prilomové momenty patii vyvoj
polymerasové fetézoveé reakce (PCR) a sekvenovani, jejichz uplatnéni je dnes v mnoha
biologickych oborech nezastupitelné. Molekularni analyzy umoziuji vcasnou
diagnostiku fady onemocnéni, napomahaji pii volbé patficné terapie a monitoruji
ucinnost a prabeh 1€cby.

Dtlezitou soucasti molekularni genetiky je deoxyribonukleova kyselina (DNA),
ktera byla objevena koncem 19. stoleti. Volna cirkulujici fragmentovand DNA (cfDNA)
byla popsana témét o stoleti pozdé€ji. V krevnim fecisti zdravé populace se cfDNA
fyziologicky vyskytuje ve velice nizkych koncentracich. Experimentdlni studie
potvrzuji asociaci zvySené hladiny cfDNA s fadou fyziologickych a patologickych stavii
vcetné téhotenstvi, traumat a zanétlivych poruch. Vyrazné zvySené hladiny cfDNA jsou
popisovany u pacientli s malignim onemocnénim.

Volna fragmentovana cirkulujici DNA je v soucasné dobé v poptfedi zdjmu mnoha
klinickych oborii. Kvantitativni metody na principu real-time polymerasové fetézové
reakce (qPCR) jsou schopné detekovat a kvantifikovat extrémné nizké koncentrace
nukleovych kyselin. Variabilita preanalytické faze analyzy cfDNA a kratky biologicky
polocas rozpadu cfDNA vyrazné ovliviiji vysledné stanovené hodnoty. Nyné&jsi snahou
védcl je dukladngjsi pozndni charakteristiky a funkce cfDNA v krevnim obchu
zdravych jedinct. Fyziologicky nizké hladiny c¢fDNA ztézuji standardizaci
preanalytické faze a nasledné ptevedeni stanoveni cfDNA do rutinni klinické praxe.
Vysetieni ¢cfDNA je prozatim vyuzivano k detekci tumorové DNA a v prenatalni
diagnostice.

Tato prace je zaméfena na optimalizaci extrakéni procedury modifikaci protokolu
NucleoSpin Plasma XS ptidavkem nosicovych molekul s naslednym porovnanim

vytézka cfDNA kvantifikovanych pomoci qPCR.
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2 Struktura nukleovych kyselin

Prvni poznatky o izolaci DNA ve smési s ribonukleovou kyselinou (RNA) sahaji do
roku 1869. Zaslouzil se o né Svycarsky student mediciny V. F. Meisher, kterému se
podafilo ziskat z bun¢k obsazenych v hnisu kyselou substanci, kterou souhrnné oznacil
nuklein. Ur¢il, Ze v dané latce je hojné zastoupeny dusik a fosfor [1]. Pomérné dlouhou
dobu se védciim nedafilo vyizolovat Cistou molekulu DNA. Americky biochemik P. A.
T. Levene objasnil chemickou strukturu nukleovych kyselin objevenim cukr-fosfatové
kostry. V roce 1909 urcil, ze RNA obsahuje ribosu, a o dvacet let pozdé¢ji, ze DNA
obsahuje deoxyribosu [2]. Uctyhodny objev se povedl vroce 1944 O. T. Averymu.
Prokazal, ze molekula DNA je nositelkou genetické informace [3]. Jeden z nejvétSich
milnik genetiky je datovan rokem 1953, kdy se védcim J. D. Watsonovi, F. H. C.
Crickovi, M. H. F. Wilkinsovi a R. Franklinové podafilo popsat sekundarni
dvousroubovicovou strukturu DNA [4]. Za tento objev obdrzeli Watson, Crick
a Wilkins v roce 1962 Nobelovu cenu za medicinu a fyziologii [5]. Francis Crick v roce
1958 prezentoval cestu pienosu informace mezi biopolymery tzv. centrdlni dogma

molekularni biologie, které vyjadiuje vztahy mezi DNA, RNA a proteiny [6].

2.1 Hlavni rozdily ve strukture a funkci DNA a RNA

Nukleové kyseliny (NK) tvofi zaklad existence Zivého organismu, zodpovidaji
za reprodukci a biologickou evoluci Zijicich organismil. Radi se mezi makromolekularni
slouceniny slozené z nukleotidli, které¢ tvoii zaklad polynukleotidového fetézce.
Jsou znamy dva typy NK, a to DNA a RNA, které se znacné lisi ve struktuie
a biologické funkci. Pfehled hlavnich rozdilii je popsan nize [7].

Primarni struktura NK je dana po¢tem a potadim neboli sekvenci nukleotidd, kterd
je pro konkrétni fetézec charakteristickd. Diky ni lze odliSit jeden gen od druhého.
Jednotlivé nukleotidy jsou tvofeny pétiuhlikatym monosacharidem (pentosa), dusikatou
bazi a zbytkem kyseliny trihydrogenfosforecné. Z hlediska primarni struktury 1ze DNA
od RNA odlisit dle typu pentosy a dusikatych bazi [7][8].
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Molekula DNA obsahuje 2-deoxyribosu (na druhém uhliku pétiuhlikatého cyklu
chybi hydroxylova skupina), zatimco molekula RNA obsahuje ribosu (viz Obrazek 1).
Dusikaté baze jsou organické aromatické heterocyklické slouceniny bud’ purinového
(adenin, guanin), nebo pyrimidinového charakteru (cytosin, thymin, uracil).
Polynukleotidové vlakno DNA obsahuje adenin (A), thymin (T), cytosin (C)
a guanin (G). Namisto thyminu, ktery je vpaté pozici pyrimidinového cyklu
methylovan, je v molekule RNA ptitomen uracil (U). Dale se v molekule RNA mohou
vyskytovat minoritni dusikaté baze typické pro strukturu ribosomalni RNA
a transferové RNA (pseudouridin, inosin, dihydrouridin, 7-methylguanosin) [7][9]
[10][11].

Sekundarni struktura nukleovych kyselin je urCena prostorovym uspoiadanim
polynukleotidového fetézce. Molekula DNA je obvykle tvofena dvéma
polynukleotidovymi vlakny (dsDNA), ktera jsou spolu spojena vodikovymi vazbami
a stocena do dvousroubovice. Vyjimkou jsou nckteré viry napt. celed’ Parvoviridae,
ve které je pritomna jednovlaknova DNA (ssDNA) [12]. Ve dvousroubovici DNA plati
Chargaffovo pravidlo, kdy pocet purinovych a pyrimidinovych bazi se rovna jedné.
V molekule tRNA tomu tak neni, kdy pfitomnosti chemicky modifikovanych nukleotidti
(napt. inosin) dochazi ke kolisavému parovani bazi tzv. wobbling kodonu
s antikodonem. Timto se inosin miZe parovat s adeninem, cytosinem a uracilem [7].

Diky specifickému Watson-Crickovu pravidlu o parovani bazi vznikaji dvé
vodikové vazby mezi adeninem a thyminem (uracilem) a tfi vodikové vazby mezi
guaninem a cytosinem. Aby se mohly vytvofit vodikové mustky mezi nukleotidy,
je zapotiebi dodrzet tautomerii bazi. Stabilni formy jsou cytosin a adenin v aminoformé
a thymin, uracil a guanin v ketoformé [13]. Vznikld polynukleotidova vlakna jsou
vzijemné komplementarni a jsou orientovana antiparalelné, jeden fetézec ve sméru
5¢ — 3¢ zatimco protéjsi fetézec ve sméru 3° — 5°. Dvouretézce DNA z chemického
hlediska zaujimaji ur¢itou konformaci. Nejstabilnéjsi ve vodném prostiedi je pro DNA
konformace typu B, jez mé pravotoCivy charakter (dale existuje jesté typ A a typ Z)
[719].

Linearni molekula DNA se vjadfe eukaryontni bunky nenachazi volng,
ale postupné se nabaluje na bazické proteiny zvané histony, ¢imz vznikaji nukleosomy
(zakladni jednotky chromosomt). Mimo jadro se DNA dale vyskytuje 1 v nékterych

bunécnych organelach cytoplazmy (mitochondrie, rostlinné chloroplasty). Hlavni funkci
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DNA je uchovani a ptfenos genetické informace na potomky. Ve struktuie DNA
je zapsana sekvence polynukleotidového vlakna, jehoz piepisem a nasledné prekladem
do podoby proteinu je podminéna existence vSech biomolekul a bunéénych struktur
[7][11].
Vsechny molekuly RNA vznikaji podle centralniho dogmatu molekularni biologie
transkripci (pfepisem) genetické informace, kterd je uloZena v molekule DNA. Vzniklé
primarni transkripty podléhaji chemickym modifikacim tzv. posttranskripnim Gpravam
a ziskdvaji tak svoji biologickou funkci. Molekula RNA je obvykle tvofena jednim
polynukleotidovym fetézcem. Vyjimkou jsou nékteré viry, které obsahuji
dvouvlaknovou linedrni RNA, napf. reoviry. Virovd RNA plni funkei genoforu (nosice
genetické informace). V bunce se nachdzi z velké Casti v cytoplazmé a v mensi mife
v jadie bunky. Vzhledem k vétsi reaktivité ribosy (pfitomnosti hydroxylové skupiny)
je molekula RNA mén¢ stabilni, ziskava rizna prostorova usporadani a podili se
na rozmanitych biologickych funkcich. V zasaditém prostiedi dochdzi k hydrolyze
hydroxylové skupiny a rozstépeni vlakna RNA. Sekundarni a terciarni struktura neni
pro jednotlivé molekuly RNA stejna [7][9][14][15].
Typy RNA lze rozdélit podle toho, zdali se podileji na proteosyntéze nebo reguluji
genovou expresi:
e kodujici molekuly RNA: medidtorovd RNA (mRNA), transferovd RNA
(tRNA), ribosomalni RNA (rRNA)

e malé nekddujici molekuly RNA: mikroRNA (miRNA), kratké interferujici
RNA (siRNA), malé jaderné RNA (snRNA), malé¢ jadérkové RNA (snoRNA)

e velké nekodujici molekuly RNA: dlouhé nekodujici molekuly RNA (IncRNA)

[9].

Piepisem strukturnich gent u eukaryontnich bunék vznikaji primérni transkripty
mRNA, které podléhaji posttranskripénim modifikacim. Findlni transkript dale podléha
translaci a urcuje pocet a potfadi aminokyselin v peptidovém fetézci. Vysledkem exprese
gentl pro funk¢ni RNA jsou vSechny ostatni typy RNA kromé mediatorové [7][8].

Molekula rRNA ma katalytick¢é funkce (ribozymy) a spolu s ribosomalnimi
proteiny tvoifi bunétné organely ribosomy [14]. Molekuly tRNA jsou malé struktury
piiblizn€ o délce 75 - 90 nukleotidl. Vyskytuji se volné¢ v cytoplazmé a hraji klicovou
ulohu béhem translace [16]. SlouZzi jako pfenaSece, pies které je na akceptorové rameno
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kovalentn€ navazana aminokyselina a na antikodonové rameno nekovalentné piipojena
nukleova kyselina (kodon - mRNA). Diky intramolekularnim interakcim jsou
ve stoenych Castech molekuly patrné typické vlasenkové struktury [8]. Sekundarni
struktura tRNA pfipomina jetelovy list.

Molekuly miRNA jsou dlouhé piiblizné 19 - 25 nukleotidd a umoziuji
posttranskripéni regulaci genové exprese [17]. TaktéZ molekuly siRNA maji regulaéni
funkci a podileji se na aktivaci nebo inaktivaci molekul RNA. V neposledni fad¢ vyse
zminéné snRNA a snoRNA maji vliv na sestfih (splicing) eukaryotickych mRNA
molekul [8][9][11]. Souhrnny ptehled hlavnich rozdili mezi DNA a RNA zobrazuje
Tabulka 1.

Tabulka 1 Souhrnny prehled hlavnich rozdilii mezi DNA a RNA

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) Ribonukleova kyselina (RNA)

Nachazi se uvnitt jadra buiiky a bunéénych organel Malé mnozstvi RN A se nachdzi uvnitt jadra, vétSina
(mitochondrie, chloroplasty u rostlin) je pfitomna v cytoplazmé

Dvousroubovicova molekula, ve vodném prostredije Jednofetézcova molekula, struktura se 1isi dle typu

nejstabilngjsi konformace B RNA
2-deoxyribosa, fosfatova kostra, dusikaté Ribosa, fosfatova kostra, dusikaté baze (adenin,
baze (adenin, guanin, cytosin, thymin) guanin, cytosin, uracil)
Polynukleotidové fetézce jsou vzajemné propojeny  Parovani bazi vodikovymi mistky je piitomné u
vodikovymi miistky mezi stocenych ¢asti molekuly (napt. tRNA)
dusikatymi bazemi a paruji se vzdy A-T, G-C a paryje se vzdy A-U, G-C

Vyskytuje se v ribosomech, ve forme spojené

Vyskytuje se ve form¢ chromatinu (chromosomil) s ribosomy nebo v cytoplazmé

Funkci je pfenos genetické informace zjedné Funkci je proteosyntéza a katalyza biochemickych
generace na druhou reakci

Typy RNA: mRNA, tRNA, rRNA, mRNA, siRNA,

Typy DNA: intracelularni a extracelularni SnRNA, snoRNA, IcRNA

Zdroj: Modifikovano dle [7][8].
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2.2 Vyznam molekulirné genetického vySetieni nukleovych kyselin

Vyznam molekuldrné genetického vysetfeni je v dneSni dobé¢ velky, a to pfedevsim
diky rozvoji analytickych metod na konci 80. let minulého stoleti. Jednim ze stéZejnich
ukolti molekularni genetiky je urc¢it doposud nezndmé specifické sekvence DNA, které
snadno podléhaji strukturnim zménam a mohou tim podminit patologickou aktivitu
genu a rozvoj onemocnéni [9].

Molekularni metody lze aplikovat v prenatidlni a postnatdlni diagnostice a také
v popula¢nim screeningu dédi¢nych chorob. Déle lze analyzu nukleovych kyselin
uplatnit v diagnostice onkologickych onemocnéni, soudnim Iékafstvi (genotypizace
osob), transplantologii a pifi uréeni onemocnéni zplisobenych infekénimi agens (viry,
bakterie, houby a paraziti) [10].

Nejcastéji pouzivanymi technikami pii DNA analyzich jsou PCR, Southern
blotting a sekvenovani. Metody DNA analyzy mizeme rozdé€lit do dvou skupin,
a to na metody pfimé a nepfimé. Pfimé¢ metody odhaluji monogenné (Mendelovsky)
dédicné onemocnéni, které souvisi s konkrétni zménou (napf. mutaci) v genetické
informaci v konkrétnim genu nebo u nezndmych mutaci v celém genomu (screening).
K provedeni nepfimé metody musime znat rodokmen vysetfovaného probanda.
Nevysetfujeme piimo poskozeny gen, ale marker (repetitivni sekvence, restrikéni

misto), ktery je v jeho tésné blizkosti [8][9][10].
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3 Volné cirkulujici nukleové kyseliny

Voln¢ cirkulujici nukleové kyseliny mizeme v krevnim feciSti najit ve formé
nukleosomt, DNA, RNA, mitochondrialni DNA (mtDNA) a mikroRNA (miRNA) [18].
Béhem poslednich 15 let vzrostl z&jem o aplikaci volné fragmentované cirkulujici DNA
(z angl. cell-free DNA, cfDNA) do klinické praxe. Dikazem toho je narUstajici pocet

publikovanych praci v oblastech virologie, onkologie a prenatalni diagnostiky.

3.1 Definice

Volna fragmentovand cirkulujici DNA je definovana jako extracelularni DNA
uvolnénd z krevnich bunék, kterd je v malém mnozstvi béznou soucasti krevniho feciste
zdravé populace [19][20]. ZvySené hodnoty jsou spojovany s celou fadou onemocnéni,

ktera jsou blize popsana v kapitole 3.7.

3.2 Puvod a eliminace ¢cfDNA

Pivod volné cirkulyjicich nukleovych kyselin a pfesny mechanismus jejich
uvolnéni zbun€k do extracelularniho prostiedi neni dodnes zcela objasnén.
Jsou popsény celkem tfi zplsoby uvolnéni ¢fDNA do krevniho fecisté, a to cestou
apoptozy, nekrézy a aktivniho uvoliiovani bunikami [21]. Témito procesy vznikaji
nestejné¢ dlouhé fragmenty DNA, piicemz jejich pivod lze rozliSit na zékladé jejich
elektroforetickych vlastnosti. Podrobné jsou tyto tfi procesy popsany v predchozi praci
kolegyné Totzauerové [22]. Pro snadngj$i orientaci v textu je nize nastinén zakladni
rozdil mezi apoptdzou a nekrozou.

Apoptézou nazyvame fyziologicky d¢j, ktery je piisn¢ regulovany a probiha
u ¢lovéka jiz v obdobi embryogeneze. Programovana smrt buiiky je indukovana cilené
a zahrnuje sled biochemickych reakci katalyzovanych enzymy, které postupné vedou
k degradaci cytoskeletu, smrsténi buniky a nasledné k fragmentaci jadra na stejné dlouhé
dvouvlédknové fragmenty uniformni velikosti 185 - 200 bp. Buiika se postupné rozpada
na apopticka téliska, kterda jsou z extracelularniho prostfedi nejCastéji odstraniovana
makrofagy. Apoptdzou tak dochéazi k odstranéni jiz nepottebnych bunék bez poskozeni

okolni tkané [23][24][25].
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Nekréza je patologicky stav, kdy dusledkem vnéjSich vlivii nastavd poruSeni
homeostazy a naslednd smrt buniky. NaruSenim integrity cytoplazmatické membrany
dochazi k edému buiiky, vyliti jejiho vnitiniho obsahu do extracelularniho prostiedi,
rozpadu buriky a nésledné az k poSkozeni okolnich bun¢k (tkani) vyvolanim zanétlivé
reakce. Pisobenim degradacnich enzymi je jadernd DNA S$tépena na nestejné¢ dlouhé
fragmenty délky 185 - 926 bp [23] mnohdy az 10 000 bp [25].

Nejen piivod, ale 1 zptisob eliminace volnych nukleovych kyselin z krevniho fecisté
neni presné znam. Biologicky poloc¢as rozpadu cfDNA je odhadovan zhruba na nékolik
desitek minut. Fragmenty cfDNA jsou z krevniho fecité odstraniovany zejména ¢innosti
jater a ledvin. Zna¢ny podil na clearance cfDNA maji i plazmatické nukleasy. MnozZstvi
cfDNA exkretované moci je odhadovano na 0,5 az 2 % celkové plazmatické cfDNA
[26][27]. Volna cirkulujici fragmentovana fetalni DNA (z angl. cell-free fetal DNA,
cffDNA) je z krve matky po porodu odstranéna rychle, a to do 16 minut (4 - 30 minut)

v

[28]. Podrobng;jsi informace o DNA plodu jsou uvedeny v kapitole 3.7.2.

3.3 Charakteristika a forma cfDNA

Jedny z prvnich poznatkii o struktufe a funkci cfDNA izolované z plazmy
onkologickych pacientd jsou popsany ve studii Stroun et al. (1987). Izolovany material
m¢l charakter dsDNA, byl odolny vii¢i ptisobeni RNas a proteas, nicméné plsobenim
DNasy I byl degradovan na krat$i fragmenty [29]. Fragmenty extracelularni DNA
se ve vétSiné piipadl v krevnim feciSti nenachéazeji volné, ale jsou ve formé komplexti
asociovany s proteiny a lipidy [26] nebo uvnitt apoptickych télisek [30].

Strukturni charakteristiky molekuly c¢cfDNA mohou souviset s jeji stabilitou
v plazmé. Suzuki et al. zkoumali charakter cfDNA ve skupiné deseti zdravych
dobrovolnikli. Vzorky byly extrahovany vyuzitim QIAamp DNA Blood Kit (Qiagen).
Sekvencni analyzou zjiStovali Cetnost zastoupeni GC v molekule ¢fDNA a zaroven
na koncich fragmenti cfDNA. K ur€eni struktury koncovych ¢asti fragmenti cfDNA
vyuzili Klenowlv fragment a terminalni deoxynukleotidyl transferasu (TdT). Zjistili,
ze zastoupeni CG ve fragmentech DNA je v priméru 53,7 %. Déle popsali, Ze 5° konec
fragmentl je bohaty na cytosin, 3¢ konec fragmenti na guanin a na 5° konci fetézce
maji fragmenty kohezni (,lepivé*) konce (viz Obrazek 2). Pfedpoklada se, Ze tyto
strukturalni charakteristiky jsou nasledkem ptisobeni enzymii béhem apoptozy. Ackoli
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fyziologickd funkce cfDNA v krevni plazmé zlstavd nadale nejasna, je zajimavé,

ze CpG motiv fragmentlh DNA se podili na regulaci riznych imunitnich odpoveédi [31].

A B
60 60
= A
3T
50 K
7z G
40

Zastoupeni bazi %

20

10

R

1 2 3 4 1 2 3 4 5
Pozice bazi z 5° konce Pozice bazi z 3‘ konce

Obrazek 2 RozloZeni bazi na koncich ¢fDNA fragmentii sekven¢ni analyzou
Slozeni bazi bylo analyzovano vzdy pro 5 bazi od 5° konce (A) a od 3° konce (B)
fetézce

Zdroj: Modifikovano dle [31].

Fyziologické mnoZstvi cfDNA v krvi zdravé populace je obvykle nizké, avSak
pomérné variabilni v rozmezi od 0 do 100 ng/ml (primérna koncentrace je 30 ng/ml)
[32]. Neékteré védecké prace predkladaji vyrazné véEtsi rozptyl hodnot cfDNA
v krvi [21][33]. U pacientli s nddorovym onemocnénim hladina cfDNA v plazmé nebo
séru kolisa mezi 0 az 1000 ng/ml (primérné koncentrace je 180 ng/ml) [32].

Vzhledem k témto pomérné Sirokym rozmezim hodnot je obtizné vyvozovat
jednoznacné zavéry o zdravotnim stavu jedince. Navic koncentrace cfDNA
onkologickych pacienti mnohdy presahuji fyziologicka rozmezi zdravych jedinci
anaopak [26][34]. Pro nazornou ukédzku je uvedena piehledna Tabulka 2, kterd
zobrazuje variabilitu koncentraci fyziologickych hladin c¢fDNA v plazmé/séru

s ohledem na kvantifika¢ni metodu [26].
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Vaart a Pretorius se ve své studii pokusili urCit referenéni rozmezi pro jednotlivé
typy tumort a vytvoiit cut-off hodnoty pro diagnostiku onemocnéni. Jelikoz hladina
cfDNA v krvi neni konstantni, ale kolisd u zdravych i nemocnych jedinct, urcit tak

pfesna referen¢ni rozmezi bylo témét nemozné [35].

Tabulka 2 Hodnoty koncentraci cfDNA v plazmé a séru zdravych jedincu

cfDNA vplazm¢ cfDNA v séru

Testovana skupina [ng/mi] [ng/mi] Kvantifika¢ni metoda
44 7D 7 PicoGreen dsDNA kit [36]
100 ZD 57 PicoGreen dsDNA kit [37]
44 7D 11,6 PicoGreen dsDNA kit [38]
66 ZD 318 RIA na pevné fazi[39]
66 C 35 318 RIA [40]
14 ZD 8,3 Real-time PCR [41]
46 ZD 1,8 12,6 Real-time PCR [42]

ZD - zdravi dobrovolnici, C - kontrolni vzorky, PicoGreen (fluorimetrie), RIA
(radioimunoanalyza), Real-time PCR (kvantitativni PCR)
Zdroj: Modifikovano dle [26].

3.4 Biologicky material ke zpracovani

Volné nukleové kyseliny se nachazeji ve fragmentované podobé, a to jak
rozptylené v télnich tekutinach, tak cirkulujici v cévnim fecisti. Na zdklad¢ toho je
muzeme pomysiné rozdélit do dvou skupin. Ty, které cirkuluji v plazmé, séru nebo
mize, lze nazyvat cirkulujici nukleové kyseliny (z angl. circulating nucleic acids,
CNAs) a ty, které jsou izolovany z télnich tekutin nebo bunécnych kultur, 1ze nazyvat

extracelularni nukleové kyseliny (z angl. extracellular/cell free nucleic acids) [26].

Nézorn€ zobrazuje Obrazek 3.

21



m - Sé&um/Plazma Cirkulujici
nukleova kyselina

- Lymfaticka tekutina
ym (CNAs)
Jad - Nekroza
P, \ - Mozkomiini mok
a/nebo - 4 - Ascites
L - Materské mléko
- Apopto
poptoza L - Mot o
L Extracelularni/
a/nebo - Stolice bezbunééna
= Bronchoalveolarni nukleova
. Aktivni lavaz (BAL) kyselina
uvoliiovani
Buiika busikami

Q = Bunééna kultura

Obrazek 3 Mechanismus uvoliiovani extracelularnich nukleovych kyselin

Zdroj: Modifikovano dle [26].

Vzhledem k tomu, Ze odbér krve patii mezi nejCastéji provadény standardizovany
postup vySetfeni pacienta, nespocet publikovanych praci vyuziva jako biologicky
material pravé plazmu nebo sérum. Volné fragmentované nukleové kyseliny mizeme
také izolovat z mozkomisniho moku, ascites, matetrského mléka, mizy, peritonedlni
tekutiny, moci, stolice, aspiratu kostni diené, cerebrospindlni tekutiny, sputa,

bronchoalveolarni lavaze a zalude¢nich stav [26].
3.5 Preanalytické faktory

Stanovena hladina cfDNA v krvi zalezi nejen na pohlavi, véku a fyzickém stavu
jedince, ale pfedevsim na technickych postupech zvolenych pii extrakci a kvantifikaci
cfDNA. Standardizace metodického postupu analyzy vzorku je klicovym faktorem pro
dosaZeni konzistentnich dat srovnatelnych mezi jednotlivymi laboratofemi. V prevazné
veétsing védeckych praci se metodické postupy 1isi v izolaci, kvantifikaci, vlastni analyze
cfDNA, a tim i v interpretaci laboratornich vysledkt [43][44]. Z tohoto divodu
prozatim neni definovan standardni operacni postup zpracovani cfDNA. Nedostatecna
shoda mezi laboratornimi protokoly je jednou ze stézejnich piekdzek v zavedeni

analyzy cfDNA do rutinni klinické praxe [43].
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Celé tada kroki preanalytické faze (viz Obrazek 4), od odebrani krevniho vzorku
az po uchovani extrakti DNA, mtize mit vliv na koncentraci a fragmentaci cfDNA.
Mezi nejvice ovlivnitelné preanalytické faktory patii v prvni fadé typ pouzitého
biologického materialu, a to plazma nebo sérum (rozdily jsou popsany nize v textu).
Dale je to zpracovani vzorki, typ antikoagulancia, podminky uchovani vzorkd, typ

extrakéni metody a zvolend kvantifika¢ni metoda [34].

Typ matrice
Plazma &---------
————————— Ristové médium
Sérum e---------
Odbér a zpracovani
Centrifugaéni .
e Velikost zkumavky
rezim . » C oL
EDTA —— e Typ Piitomnost konzervaénich
Heparmn ) Typ B iy Zkumavky cinidel
Citrat sodny antikoagulancia Polarita stény zkumavky
Uchovani
| -20°C
 — Teplota -80°C
Typ zkumavky --------- Skokové ochlazeni
¥ tekutym dusikem
Rozmrazovani vzorkl
37°C #--meee-
--------- Pokojova teplota
Zmrazovani a 10Zmrazovani #---------
Izolace DNA
Penol-chlorofonnovflfxtra!gcg - Digesce/denaturace
o Vysolovani Metody pouzité T oroteint
Guanidin/Promega Wizard pro extrake1 © T . . proteinu
Automaticka extrakce Modifikace Elu¢ni objem
Extrakéni kity NK — [T protokolu Eluéni rezim
o QLAmp DNA blood mini kit Typ pouzitého pufru
lagen mp DNA blood mini ki Obi sitéh
Qiagen QIAmp DSP Virus 1_<1t v rﬁsjt::éizujlléili:
Macherey-Nagel Nuﬂeo.‘:pm Uchovéni izolovand DNA
Plasma XS kit
Typ zkumavky ¢--------- . . . .
P - ---------¢ Piitomnost skodlivych faktort
Kvantifikace
Fluorimetrie Kvantifikaéni Alu sekvence
Spektrofotometrie metody *- Kvantitativni PCR: ERV-3
Kvantitattvni PCR - pouzity hTert
""""" Hove GAPDH
cilovy gen B-aktin
B-globin
Analyza

Obrazek 4 Preanalytické faktory, které ovliviiuji stanoveni cfDNA

Zdroj: Modifikovano dle [34].
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3.6 Plazma vs. sérum

Pti zpracovani vzorkli cfDNA plvodem z plazmy nebo ze séra zjistujeme, Ze jsou
zde nezanedbatelné rozdily ve stanovenych laboratornich hodnotach cfDNA, na kter¢ je
potieba pii interpretaci vysledkli brat zietel [43]. Zdali je vSak vhodnéjSi pouzit pro
vySetteni cfDNA plazmu nebo sérum, neni pfesn¢ urceno.

Vyzkumné prace v rtznych klinickych oborech prokazuji, Ze fragmenty cfDNA
jsou hojnéji zastoupeny ve vzorcich séra, nez ve vzorcich plazmy. MnoZstvi DNA
v séru muze byt 2krat az 24krat vyssi nez v plazmé, a to v dusledku procesu krevniho
srazeni, kdy dochazi k ruptufe leukocyti a hematopoetickych bun¢k a nésledné
k uvolnéni genomové DNA (gDNA) do krevniho feciste¢ [34][45]. Krom¢ toho bylo
zji$téno, Ze u vzorkl ze séra jsou detekovany vétsi rozdily v koncentracich cfDNA mezi
jednotlivymi pacienty nez u vzorki z plazmy [34].

Taback et al. porovnavali vytézky cfDNA zplazmy a séra zdravych jedinci
a pacientli s pokroCilym metastazujicim melanomem. Vzorky séra a plazmy byly
zpracovany ihned po odebrani, kdy jeden vzorek plné krve byl inkubovan pies noc pii
teploté 37 °C. Studie prokéazala signifikantné vy$si koncentrace cfDNA v séru (4krat)
nez v plazmé od stejného pacienta. Stejné tak vytézky ze séra inkubovaného pies noc
byly 4krat vyssi nez ze séra zpracovaného ihned po odebrani krve. OvSem pozoruhodné
bylo, Ze u zdravych jedinct byla identifikovana cfDNA pouze ze vzorki séra (z plazmy
nikoliv) [46]. Vysledek studie naznacuje, Ze vyhodnéjSim biologickym materidlem
je sérum. AvSak posledni studie prokazuji opak [34][47].

Thijssen et al. srovnavali, zda plazma nebo sérum pii stanoveni cfDNA Iépe odrazi
klinicky stav pacienta. Porovnavali vysledky analyzy vzorktl séra a plazmy odebranych
od 26 pacientll sjaternimi metastizami kolorektdlniho karcinomu. DNA byla
kvantifikovdna dvéma metodami real-time PCR a fluorimetricky (PicoGreen).
Z hlediska klinického stavu pacienta byla DNA ze vzorkl séra spojovéna s metastazami
vjatrech, zatimco hladina DNA zplazmy pfedpovidala recidivu onemocnéni.
Koncentrace cfDNA byla u 24 pacientli signifikantné vyssi v séru nez v plazmé, coz
mohlo byt zptisobeno jiz zminénou kontaminaci gDNA uvolnénou pii krevnim srazeni.
Lze tedy ptedpokladat, ze pro predstavu o in vivo koncentraci cfDNA v krevnim fecisti

je vhodné¢jsi analyza vzorkd z krevni plazmy [48].
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Vzhledem k tomu, Ze jsou hodnoty plazmatické DNA mén¢ variabilni a nedochazi
ke kontaminaci gDNA, jsou doporucovany pravé vzorky krevni plazmy pro vétSinu
genetickych vySetfeni, a to predev§im pro analyzu mutaci diky nizkym hladindm
wild-type'! DNA, ktera by mohla ztizit detekci mutované sekvence DNA. Nicméng
nckteré studie, tykajici se klinického vyznamu, nadéle pracuji se vzorky séra (napf.

z ditvodu retrospektivnich studii a zab¢hlého odbéru vzorki) [34].

3.7 Klinicky vyznam vySetieni cfDNA

Informace o struktufe a funkci cfDNA jsou zminény jiz v kapitole 3.3. Volné
cirkulujici fragmentované nukleové kyseliny DNA a RNA byly v krevnim ob¢hu
zdravych i nemocnych jedincii popsany francouzskymi védci Mandel a Metais v roce
1948 [49]. Zpocatku se védci soustiedili spiSe na spojitost s autoimunitnimi
onemocnénimi, kde u revmatoidni artritidy a systémového lupus erythematodes
detekovali v séru zvysené hladiny cirkulujici DNA [50].

Avsak k tehdejSim nedostateénym informacim o biologické funkci, plvodu
a patofyziologickych vlastnostech extracelularni DNA se prvni potencidlni pfinos pro
diagnostiku a prognozu nddorového onemocnéni objevil az v roce 1977. Tehdy Leon et
al. popsali zvySené hladiny cirkulujici DNA v séru u pacientl s rakovinou pankreatu
a metastaizami v porovndni s pacienty se solidnimi nadory [19]. Po provedeni
chemoterapeutick¢ 1écby doSlo k vyraznému poklesu hladiny DNA v séru, avSak
u pacientl, ktefi nedostate¢né reagovali na 1écbu, vysoké hodnoty cirkulujici DNA
pretrvavaly [20].

Vyrazny pokrok byl zaznamenan v roce 1989, kdy Stroun et al. detekovali v plazmé
onkologickych pacienti DNA s neoplastickymi vlastnostmi. O péar let pozdéji byly
popsdny  genetické alterace v extrahované cirkulujici DNA u pacientil
s myelodysplastickym syndromem, akutni myeloidni leukémii (N-ras mutace),
u pacient s kolorektadlnim karcinomem a rakovinou slinivky bfisni (K-ras mutace)

[20][50].

! Alela Gastgji se vyskytujici v populaci.
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Kromé¢ detekce a monitorovani nadorového onemocnéni lze cirkulujici nukleové
kyseliny uplatnit v oblasti neinvazivni prenatalni diagnostiky. Roku 1997 Lo et al.
uspésné detekovali fetalni Y-chromosomalni sekvenci v krvi matky [50].

Za poslednich 30 let bylo diky citlivéjsim analytickym metodam (pfedevsim PCR)
provedeno zna¢né mnozstvi experimentl, které potvrdily, ze -cirkulujici DNA
nadorového plivodu vykazuje podobné charakteristiky jako biopticky vzorek nddorové
tkdn€. Analyza cirkulujici nddorové DNA je oznacovana terminem ,tekuta biopsie*
[43].

Zvysené hladiny cfDNA v krvi jsou asociovany s fadou dalSich patologickych
stavil, mezi néz patii solidni nddory a hematoonkologickd onemocnéni, infarkt
myokardu, cévni mozkova ptihoda, tézka poranéni, akutni a chronické zanétlivé stavy,
autoimunitni poruchy, nadmérnd fyzickd zatéz, komplikace v pribéhu téhotenstvi,

starnuti a se stafim spojend degenerativni onemocnéni [20][50].

3.7.1 Nadorova onemocnéni

Genetické zmény v molekule DNA vedou k rozvoji nadorového bujeni. Uéinnost
1é€by nddorového onemocnéni je spjata s véasnou diagnostikou daného onemocnéni.
Navzdory tomu, ze je biopticky odbér patologické tkdn€¢ povazovan za invazivni
a pomérné narocny zakrok pro pacienta, je nadale zlatym standardem pti diagnostice
nadorového onemocnéni. Vzhledem k tomu, Ze neni vzdy snadné a mozné biopsii tkané
provést (napf. u rakoviny plic), neni divu, ze se v&€dci hojné zajimaji pravé o aplikaci
cfDNA do klinické praxe [44].

Detekce nadorové specifické cfDNA, v literatufe oznacované jako ctDNA (z angl.
circulating tumor DNA) nebo ,.,tekuta biopsie* (z angl. liquid biopsy), zminéné vyse, by
mohla mit do budoucna pomérné slibné vyhlidky, jakozto neinvazivni, rychla,
bezbolestna metoda a zaroven krevni marker pii diagnostice a monitorovani
zdravotniho stavu pacientli s malignim onemocnénim [43][44]. VySetieni by mohlo
usnadnit sledovani Uspésnosti 1écby, a to predevSim zhoubnych novotvar s vysokou
incidenci, kterymi jsou kolorektalni karcinom, karcinom prsu a nemalobunécny
karcinom plic [51].

Fragmenty ctDNA vykazuji stejné genetické a epigenetické zmény, které jsou

pritomny v bunikdch primarniho nddoru. Mezi genetické zmény patii naptiklad bodové
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mutace, ztrata heterozygozity (z angl. loss of heterozygosity, LOH), mikrosatelitni
alterace, jednonukleotidové polymorfismy, preskupené genomické sekvence
a hypermethylované promotorové oblasti nékolika gent [21][26]. Detekci téchto zmén
1ze odlisit ctDNA od cfDNA, ktera se v krvi vyskytuje spolu se specifickou nadorovou
DNA, a tim zvysit diagnostickou specifitu vySetfeni v porovnani s pouhym stanovenim
celkové koncentrace cfDNA v krvi. Zejména v pokrocilych stadiich nemoci se
v periferni krvi onkologickych pacientii hojné¢ vyskytuji fragmenty DNA vyplavované
z nadorovych bunck [34][44].

Je prokazano, ze pii zlepSeni stavu pacienta dochézi ke snizeni koncentrace cfDNA
v krevni plazmé&, naopak ptetrvavajici vysoké hladiny cfDNA v krvi jsou spojovany
s nepiiznivou prognozou a rezistenci pacienta na 1écbu. Lze fici, Ze hladiny specifické
cfDNA koreluji s progresi onemocnéni, a proto je mozZné kontinuiln€ sledovat
minimalni rezidualni chorobu, ur€it relaps onemocnéni a zah4jit véasnou 1é¢bu pacienta
[44].

Krom¢ solidnich néadori jsou =zvysené hladiny cfDNA spojovany
s hematologickymi malignitami, a to zejména z B bunécné fady. U pacienti s akutni
lymfoblastickou leukémii a non-Hodgkinovym lymfomem byla detekovana v cfDNA
pfestavba tézkého imunoglobulinového fetézce [20]. V periferni krvi pacienti
s mnohocetnym myelomem byly v cfDNA detekovany specifické sekvence IgH klonu
odvozeného od plazmatickych bunék kostni dfené. Vzhledem k tomu, Zze u téchto
pacientll dochazi téméi z 50 % k relapsu onemocnéni, je intenzivné hledan vhodny

neinvazivni marker pro odhaleni recidivy a zahajeni v€asné 1écby [44].

3.7.2 Neinvazivni prenatalni diagnostika

Za poslednich 20 let, béhem kterych byla poprvé detekovana fetdlni
Y-chromosomalni sekvence v krvi matky, vyrazn¢ vzrostl zdjem o vyuziti vySetfeni
cffDNA v prenatalni diagnostice. Hlavnim divodem byl snadny odbér periferni krve
matky a vysoka citlivost a spolehlivost téchto neinvazivnich prenatdlnich testi (z angl.

non invasive prenatal testing, NIPT) [52].

27



V ptipadé pozitivniho vysledku screeningového vySetfeni vrozenych vyvojovych
vad plodu, které se rutinné provadi v prvnim a druhém trimestru t€hotenstvi (vySetieni
biochemickych a ultrazvukovych markeril), je nutné provést spolehlivy diagnosticky
test. V soucasné dobé se standardné stanovuje karyotyp plodu z biologického materialu
odebraného invazivnimi metodami, a to biopsii choriovych klki nebo amniocentézou.
Avsak tyto metody jsou oproti stanoveni volné mimobunécéné fetdlni DNA invazivni
a mohou tak zpusobit vazné komplikace az abortus plodu [52].

V krevnim ob&hu matky lze identifikovat jak fetdlni DNA, tak maternadlni DNA.
Hlavnim zdrojem DNA plodu se zd4d byt placenta, dale hematopoetické bunky
aplodovd voda. Procentudlni zastoupeni fetdlni DNA v plazmé téhotnych Zen je
proménlivé v rozmezi od 4 do 25 % (pramérmé 10 %) vzhledem k stadiu téhotenstvi
(znatelny nardst ve tfetim trimestru), velikosti placenty, patologickému téhotenstvi
apod. [52][53][54].

Délka fragmentii fetdlni a materndlni cfDNA byla zjist€éna pomoci gelové
elektroforézy. Sekvence kratsi nez 300 bp jsou fetalniho ptivodu, zatimco tseky cfDNA
delsi nez 500 bp pochazeji z leukocytarnich bunck matky [55]. Nejpouzivangjsi
metodou pro detekci a stanoveni cffDNA z krevni plazmy gravidni Zeny je real-time
PCR s vysokou citlivosti a specifitou (~ 99 %) [56].

Zvysené hladiny cffDNA jsou spojovany s autosomalné dédi€nymi chorobami,
mezi které patii cystickd fibroza, achondroplasie a [-talasemie [55]. Dale byly
stanoveny vysoké koncentrace DNA plodu v krvi té¢hotné Zeny, jez méla ptiznaky
placenta accreta’, gravidarum® nebo preeklampsie® [34].

Tento zplsob testovani chromosomalnich vad plodu byl zaveden do klinické praxe
v roce 2011. Prozatim jim vSak nelze zcela nahradit standardni diagnostické testy. Test
se pouziva jako dodatkové genetické vySetfeni k potvrzeni pozitivnich screeningovych
vySetfeni rizikovych gravidit (vék, abnormalni screening, anamnéza). V Ceské
republice jsou neinvazivni prenatdlni testy dostupné v centrech lékaiské genetiky.
Prozatim jsou vSak pomérné financné narocné [52][57]. Jiz od 10. tydne téhotenstvi lze
pomoci NIPT testti urCit pohlavi a RhD genotyp plodu a zaroven dle typu testu Sirokou

Skalu genetickych vad plodu. Bézné se urcuji genomové mutace jako je Downiv

? Placenta je nadmérng vrostla do d&lozni stény (komplikace béhem t&hotenstvi a pi porodu).
* Nadméiné zvraceni t&hotnych Zen.
* T&hotenské onemocnéni s otoky (piitomnost bilkoviny v moéi a vysoky krevni tlak).
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syndrom (trisomie chromosomu 21), Edwardstiv syndrom (trisomie chromosomu 18)

a Patautiv syndrom (trisomie chromosomu 13) [55][58].

3.7.3 Jiné patologické stavy

Monitorovani hladin c¢fDNA mlze mit vfadé patologickych stavii znacny
prognosticky vyznam. Sepse byva hlavni pfi¢inou morbidity a mortality u pacientli na
jednotkach intenzivni péce. Je spojovana s nekrézou a apoptozou bunék. Rhodes et al.
[59] vysetiovali u pacientl se sepsi a septickym Sokem prognostickou hladinu cfDNA.
Dosli k zavéru, ze predikéni faktor mortality je dosazen pii hodnotdch plazmatické
koncentrace DNA vysSich nez 127 ng/ml, scitlivosti 92 % a specifitou 80 %.
Prognostickd hodnota hladiny cfDNA byla prokdzana také u pacienti s infarktem
myokardu [60] a mozkovou mrtvici [61]. Koncentrace plazmatické DNA koreluje také
se zavaznosti poskozeni organismu [59]. V ptipad€, ze byly vzorky odebrany ihned po
traumatickém poranéni (do 60 minut), bylo mozné urcit prediktor mortality s citlivosti
78 % a specifitou 82 % [62].

Zvysené hladiny plazmatické DNA byly dale zjistény u traumatickych poranéni
a popalenin, diabetickych pacientli a pacientd s rendlnim selhanim. Obrazek 5 piehledné
znazoriiuje hladiny nukleosoml stanovenych v séru zdravych dobrovolniki, pacientii
s cukrovkou, rendlnim selhdnim, sepsi a rakovinou (pted a po chemoterapii/radioterapii)
[21].

Védcei s vyuzitim kvantitativni PCR detekovali zvySené mnozstvi DNA v plazmé
u pacientl s organovym selhdnim, s t€Zkymi poranénimi, se syndromem multiorganové
dysfunkce, plicni embolii a Whippleovou chorobou [21].

Signifikantn¢ vyss$i hladiny nukleovych kyselin jsou patrné i u autoimunitnich
onemocnéni, jako jsou revmatoidni artritida, autoimunitni hepatitida, onemocnéni
pojivové tkané, systémové vaskulitidy (spojené s anti-neutrofilnimi cytoplazmatickymi

protilatkami) [21].
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RT - radioterapie

Zdroj: Modifikovano dle [21].

3.8 VytéZky volné cirkulujici fragmentované DNA ziskané ruznymi

izola¢nimi postupy

Kuang et al. vzajemné porovnavali tfi extrakéni kity: QIAamp DNA Micro Kit
(Qiagen), NucleoSpin Plasma XS (Macherey-Nagel) a Promega Wizard (Promega).
Vzorky plné krve byly odebrany do zkumavek s heparinatem sodnym: BD Vacutainer
CPT Cell Preparation Tube (BD Biosciences). Plazma byla izolovana dle pokynt

vyrobce a pochazela od pacientli s nemalobunéénym karcinomem plic (NSCLC) [23].

v plazmé v podob¢ nestejné dlouhych fragmenti délky od 185 bp do 926 bp (primérné

544 bp), zatimco cfDNA pochézejici z apoptickych télisek je obvykle jednotné délky

185 - 200 bp [64]. Vzhledem k t€émto skutecnostem se amplifikaci Alu sekvenci pomoci

kvantitativni PCR snazili odliSit fragmenty pochdzejici z apoptickych a nekrotickych

bunék. Alu sekvence (typ retrotransposont Casto se vyskytujicich v genomu) délky
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115 bp (AlullS) zahrnovala tGseky fragmentii z apoptickych a zaroven nekrotickych
bunék (celkova cfDNA). Oproti tomu Alu sekvence délky 247 bp (Alu247) zahrnovala
pouze sekvence DNA pochazejici z nekrotickych (nddorovych) bunék. Vypocitdnim
poméru Alu247/AlullS5 wurcili procentudlni zastoupeni nadorové DNA zcelkové
cfDNA. Nejvhodnéjsi kit pro uréeni celkové cfDNA zvolili NucleoSpin Plasma XS,
zatimco pro izolaci fragmentll z nadorovych bunék je vhodnéjsi pouzit Qiamp DNA

Micro Kit [23][65]. Souhrnné vysledky studie zobrazuje Tabulka 3.

Tabulka 3 Vysledky porovnani extrakcnich souprav pro detekci cfDNA

DNA extrakéni protokol Koncentrace celkové Frakce tljmorové cfDNA

DNA (ng/ml) (% pomer Alu247/115)
QIAamp DNA Micro Kit (Qiagen) 64 50,9
NucleoSpin Plasma XS (Macherey-Nagel) 86 10,9
Wizard (Promega) 21 59,4

Zdroj: Modifikovano dle [65].

Hao et al. provéfovali integritu cfDNA pomoci vySe zminénych Alu sekvenci
u skupiny zdravych jedinct, pacientii s kolorektalnim karcinomem (CRC) a pacientl
s intestindlnimi polypy. Jednim z cilti studie bylo zjistit, zdali existuje signifikantni
korelace mezi hladinou celkové cfDNA, integritou DNA a klinickymi parametry.
Vzorky séra byly zpracovany extrakéni metodu na principu magnetickych ¢astic
Magnetic Bead DNA Extraction Kit (Tianlong). Koncentrace cfDNA byla
kvantifikovdna prostfednictvim kvantitativni PCR amplifikaci Alull5 a Alu247.
Koncentrace Alull5 (cfDNA) u zdravych jedinci byla 385,4 ng/ml, u pacientii
s intestindlnimi polypy 423,3 ng/ml a u pacientii s CRC 1046 ng/ml [66].
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4 Nosice nukleovych kyselin pouzivané pri extrakci cfDNA

Nosi¢ (z angl. carrier) neboli koprecipitant je latka, ktera zlepSuje vytéznost
nukleovych kyselin (NK) pii extrakci. Nosi¢e jsou slouceniny nerozpustné
v roztocich etanolu a isopropanolu. Z fedénych roztoki napoméhaji vysrazet NK.
Béhem centrifugace vzorku nosi¢ spolu s NK tvofi viditelnou peletu, ¢imZ je usnadnéno

nasledné odstranéni supernatantu bez naruSeni pelety NK [67].

4.1 Nosi¢ova RNA

Vlastnosti a aplikace

Struktura nosi¢ové RNA (z angl. RNA carrier) je tvofena jednofetézcovym
vlaknem ribonukleové kyseliny. Nosi¢ova RNA byva soucasti komeréné dodavanych
souprav pouzivanych k purifikaci virovych nukleovych kyselin ze séra nebo z krevni
plazmy [68].

Nosic¢ovou RNA Ize pouzit pro usnadnéni vazby virové RNA a DNA na silikatovou
membranu kolonky piedevs§im v ptipad¢, kdy je v analyzovaném vzorku malo cilovych
molekul. Zaroven lze ptidavkem velkého mnoZstvi nosi€ové RNA ochranit virovou
RNA pted moznou degradaci (nedostatecnd denaturace RNas chaotropnimi solemi).
Vzhledem k tomu, Ze mnoZstvi nosicové RNA pfitomné v ziskaném eluatu znacné
pfevySuje mnozstvi virovych NK, je zapotifebi pro nésledujici amplifika¢ni reakce
vypocitat mnozstvi eluatu v souladu s pfiddvanym mnozstvim nosicové RNA pro

dosazeni nejvyssich hladin senzitivity amplifika¢ni reakce [68].
Doporucena koncentrace

Doporucené mnozstvi nosicové RNA pouzité¢ pii extrakci NK je vypocitano dle
pokynti vyrobce vzhledem k pocétu vzorkii pro danou analyzu. Mnozstvi nosi¢ové RNA

pro jeden vzorek bylo optimalizovdno na 5,6 pg (hodnota koncentrace pracovniho

roztoku nosi¢ové RNA je udavana 28 pg/ml v 200 ul AL pufru) [68].

32



4.2 Glykogen

Vlastnosti a aplikace

Glykogen (z angl. glycogen) je polysacharid, ktery ma rozvétvenou strukturu
slozenou z ftadové tisich monomerd D-glukosy. Molarni hmotnost glykogenu
obsahujiciho okolo 50 tisic glukosovych molekul je pfiblizné¢ 8 miliond g/mol.
Komeréné dodavany glykogen byvéa izolovany z biologickych zdroji, napiiklad
z ustiice a slavky jedlé. Vyizolovany glykogen je oSetfen proteinasou K
a dodecylsiranem sodnym, z dGvodu odstranéni pfipadnych kontaminujicich enzymi
(nukleasy). Poté je extrahovan fenol-chloroformovou extrakci, precipitovan etanolem
a resuspendovan ve vodé bez nukleas [69]. Ziskany glykogen je dodavan ve vodném
roztoku, a to ve vysoce Cisté formé s garanci nepfitomnosti degradac¢nich enzymii RNas
a DNas. Je povaZovan za inertni nosic, ktery signifikantné zvySuje vytézky nukleovych
kyselin pfi alkoholové precipitaci [70].

Idealni pouziti tohoto nosice je pii extrakci oligonukleotidi delSich nez 8 bazi, pfi
mnozstvi DNA > 20 pg ve zfedénych vzorcich. VytéZky fragmentl kratSich nez 20 bp
jsou v pritomnosti nosice glykogenu vyssi nez s nosi¢em linearniho polyakrylamidu
(blize popsany nize v textu) [71]. Vzhledem k tomu, Ze je glykogen inertni, neovlivituje
vétSinu reakci. Neinterferuje s PCR, DNA sekvenovanim, hybridiza¢nimi reakcemi,
DNA digesci prostfednictvim endonukleas. Dale neovlivituje cDNA (komplementarni
DNA) syntézu, DNA znaceni, in vitro transkripci, bakteridlni transformaci, gelovou
elektroforézu NK, spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA/RNA (Az60-280

meéfeni Cistoty) a enzymatické reakce pti finalni koncentraci do 8000 pg/ml [69][71].

UltraPure™ glykogen:

Pii koncentraci 1 ug/ml neinhibuje aktivitu TdT (terminalni deoxynukleotidyl
transferasa, pouziva se pfi znaceni DNA). Pfi koncentraci < nez 2000 ug/ml nema vliv
na reverzni transkriptasu. T4 RNA ligasa neni inhibovana v roztocich, ve kterych je
glykogen pfitomen v koncentraci 20 pg/ml. MiZe ovliviiovat DNA-proteinové
interakce. Pfi stanoveni RNA muze snizovat kvalitu molekuly RNA a inhibovat
reverzni transkripci-PCR u vzorkt, které jsou izolovany ztkani bohatych na
polysacharidy a proteoglykany [72].
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Doporucena koncentrace

Doporucena finalni koncentrace glykogenu pro extrakci je 50 - 150 pg/ml [67].

4.3 Polyadenylova kyselina

Vlastnosti a aplikace

Polyadenylova kyselina (z angl. Poly (A) carrier, Poly (A)) je jednovldknovy usek
nukleové kyseliny sloZzeny pouze z adeninovych nukleotidi. Délka RNA vldkna byva
vrozmezi 2100 az 10 000 nukleotidii. Jedné mononukleotidové jednotce je rovna
koncentrace Poly (A) 2,3 umol/mg (hodnota zjisténa dle absorbance) [73].

Poly (A) se nejCastéji pouziva jako nosi¢ pro zvySeni vytézkl kvantitativni
precipitace DNA a RNA. Poly (A) nosi¢ byl pouzit pti digitalni PCR ve studii Miyaoka
et al. [74], kterd se zabyvala dvéma zakladnimi mechanismy oprav dvoufetézcovych
zlomi DNA, kterymi jsou: nehomologni spojovani konci DNA (z angl. non-
homologous end-joining, NHEJ) a homologni rekombinace (z angl. homology-directed
repair, HDR). Komer¢né piipravené¢ dvouvlaknové pozitivni DNA kontrolni vzorky
byly resuspendovany v 250 ul TE pufru a 100 pg/ml Poly (A) nosi¢e (Roche)
a stanoveny pomoci digitalni PCR [74].

Doporucena koncentrace

Shaw et al. [75] urcili, Ze optimalni pomér pifidavku nosi¢e RNA k DNA pro
maximalni vytézek NK ze vzorku je v rozmezi 50:1 a 10:1. Doporuc¢ena koncentrace

pracovniho roztoku Poly (A) je 500 pg/ml [73].
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4.4 Linearni polyakrylamid

Vlastnosti a aplikace

Linedrni polyakrylamid (z angl. linear polyacrylamide, LPA) je velice U¢inny
inertni neutralni nosi¢ vhodny pro etanolovou precipitaci pikogramovych mnozstvi
nukleovych kyselin. Lze jim precipitovat fragmenty molekuly DNA délky > 20 bp.
Kratsi fragmenty DNA a volné nukleotidy LPA vysrazet nedokéze, ¢ehoz lze vyuZit pti
oddé€leni reakcnich produkti (useky delsi nez 20 bp) od nevClenénych nukleotida
a oligonukleotidovych primert. Linearni polyakrylamid a glykogen jsou v porovnani
s nosicem kvasinkové tRNA (blize popsan nize) preferovany v ptipadech, kde pfidana
nukleova kyselina miize interferovat nebo kompetitivné ovlivnit enzymatické reakce.
Vyhodou LPA proti ostatnim nosicim (napi. glykogen, kvasinkovd tRNA a DNA ze
spermatu lososa) je, Ze nepochazi z biologického materidlu a neni oSetfen reagenciemi
z biologickych zdroju (napft. proteasa). Diky syntetickému ptvodu lze LPA povazovat
za idealni nosi¢ pfi stanoveni vytézkit DNA polymerasovou fetézovou reakei a pomoci
kvantitativni real-time PCR [67][71][76][77].

V laboratofich pro béznou manipulaci s DNA je LPA vyuzivan pfedevSim jako
koprecipitant zvysSujici vytézek nukleovych kyselin. Vzhledem ke své inertnosti je dale
pouzivan  pfi  enzymatickych  reakcich, gelové elektroforéze, klonovani
a DNA-proteinovych interakcich. Naptiklad na rozdil od molekuly tRNA neni
fosforylovan polynukleotidovou kinasou a na rozdil od glykogenu neovliviiuje

DNA-proteinové interakce [67][76].

Doporucena koncentrace

Findlni koncentrace LPA pro extrakci je doporucovana v rozmezi

10 - 20 pg/ml [77].
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4.5 Kvasinkova transferova RNA

Vlastnosti a aplikace

Kvasinkova transferova RNA (z angl. yeast transfer RNA, tRNA) je jednovldknova
molekula RNA izolovand zpivovarskych kvasnic. Pouziti nosiCové tRNA neni
doporucovano, pokud po precipitaci nasleduji enzymatické reakce s polynukleotidovou
kinasou nebo termindlni transferasou, protoze molekula tRNA by mohla kompetovat
o vazbu na piidany substrat. Pfi manipulaci s timto nosi¢em je potieba dbat zvySené
pozornosti, protoze velice snadno podléha plsobeni degradacnich enzymt ribonukleas.
Pro etanolovou precipitaci oligonukleotidového vlakna délky naptiklad 35 bazi (z angl.
35-mer) je efektivngjsi pouzit jako koprecipitant glykogen nebo linearni polyakrylamid
[78].

Kvasinkovou tRNA lze vyuzit jako efektivni koprecipitant malych mnoZstvi
nukleovych kyselin pti alkoholové precipitaci. Nosi¢ lze dale pouzit jako blokacni
¢inidlo u hybridiza¢nich reakci, kde se pouzivaji RNA sondy (napf. In situ hybridizace,

Nothern blotting a Dot blot analyza) [78].

Doporucena koncentrace

Finalni pouzivand koncentrace nosiCové tRNA je doporucovana v rozmezi

10 - 20 pg/ml [78].

4.6 DNA ze spermatu lososa

Vlastnosti a aplikace

DNA ze spermatu lososa (z angl. salmon sperm DNA) je v podob¢ dvoutetézcové
molekuly DNA, ktera je izolovdna ze spermatu ryb rodu Salmo (napt. Losos obecny).
K vysoce Cisté DNA ziskané ze spermii lososa pomoci fenol-chloroformové extrakce je
pfiddna destilovand, neionizovand voda bez nukleas, ¢imz vznikd vodny roztok DNA,

ktery se obvykle vyuziva k piipravé prehybridizacnich a hybridiza¢nich roztok.
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Extrahované fragmenty DNA jsou v roztoku v denaturované podob& o pramérné
velikosti <2000 bp [79][80].

Vodny roztok nosicové DNA ze spermatu lososa se pouziva v hybridizaénim
protokolu jako blokac¢ni ¢inidlo, které redukuje nespecifické navazani hybridiza¢ni

sondy k povrchu membrany - blokace nespecifické hybridizace [79].

Doporucené koncentrace

DNA ze spermatu lososa je pii hybridizacich doporu¢ovano pouzivat o koncentraci

100 pg/ml [79].

4.7 DNA ze spermatu sledé

Vlastnosti a aplikace

DNA ze spermatu sled€ (z angl. herring sperm DNA) je dvouvlaknova molekula
DNA ziskdavand ze spermatu moiskych ryb rodu Clupea (napt. Sled’ obecny).
Purifikovana DNA je sonikaci upravena na fragmenty délky v rozsahu 587 - 831 bp
(nejucinngj$i  pro hybridizaci). Ziskané fragmenty jsou denaturovany varem
na jednovlaknové useky [81][82][83].

Obdobné jako nosicova DNA ze spermatu lososa je 1 nosi¢ovd DNA ze spermatu
sled¢ hojné vyuzivana k ptipravé prehybridizac¢nich a hybridizacnich roztokt nebo jako
nosi¢ pii izolaci DNA. DNA ze spermatu sled¢ se pouziva také jako u¢inné blokac¢ni

¢inidlo pfi hybridiza¢nich a blotovacich technikach [82][84].

Doporucovana koncentrace

DNA ze spermatu sled¢ je pii hybridizacich doporucovano pouzivat o koncentraci

100 pg/ml [84].
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Cile diplomové prace

Provést izolaci cfDNA ze vzorki smésné krevni plazmy pomoci extrakénich
kolonek NucleoSpin Plasma XS od firmy Macherey-Nagel s piidavkem nosice

(vzdy u série deseti alikvotil, postupné ptidat 7 typu testovanych nosicii).

Dle optickych charakteristik a vysledki real-time PCR analyzy vybrat nejvhodné;si

typ nosice pro rutinni izolaci cfDNA ze vzorki krevni plazmy.
Zjistit vliv délky inkubac¢ni doby na koncentraci cfDNA izolované pomoci kolonek

NucleoSpin Plasma XS, a to bez ptfidavku nosice, s pfidavkem nosicové RNA

a s piidavkem polyadenylové kyseliny.
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Experimentalni ¢ast

6 Pouzité materialy a pristroje

6.1 Chemikalie

Komeréné dodané materidly pouzité pro tuto praci uvadi Tabulka 4. Jejich blizsi

charakteristika je popsdna v nasledujicich podkapitolach.

Tabulka 4 Komeréné dodané chemikalie

Utel pouziti ~ Pouzité chemikalie Vyrobce Zemée puvodu
) Macherey-Nagel, .
Izolace DNA NucleoSpin Plasma XS D G
zolace ucleoSpin Plasma GrbH & Co. KG iiren, Germany
. A i A DSP . .
Nosi¢ RN C\;lers?jm Ii?t]p S Qiagen Hilden, Germany
Nosi¢ Poly (A) Polyadenylic acid Roche Diagnostic Mannheim, Germany
Nosi¢ UltraPure Glycogen Invitrogen Carlsbad, CA, USA
Nosi¢ Yeast tRNA Ambion Sydney, NSW
Nosi¢ Linear Acrylamide Invitrogen Carlsbad, CA, USA
Nosi¢ UltraPure Salmon Sperm Invitrogen Carlsbad, CA, USA
DNA
Nosi¢ Herring Sperm DNA Promega, Corp Madison, WI, USA
qPCR gb Genetic Human DNA Generi Biotech, s.r.o. Hradec Kralové, CR
Fluorimetrie Qubit dsDNA HS Assay Life Technologies, Corp Carlsbad, CA, USA
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6.1.1 Chemikalie pouZzité pro izolaci DNA

A. Nucleospin® Plasma XS - obsah soupravy

e Proteinasa K (lyofilizovand)
¢ Binding Buffer BB (vazajici pufr)
- guanidinium thiokyanat® 30 - 60 % + etanol 35 - 55 %
e Wash Buffer WB (promyvaci pufr)
- etanol 55-75 %
e Elution Buffer (elu¢ni pufr)
- slabé alkalicky puftr s nizkou iontovou silou (5 mM Tris-HCI; pH 8,5)
¢ NucleoSpin® Plasma XS kolonky
e Sbérné zkumavky [85].

B. Pouzité nosice

RNA Carrier
- mnozstvi komeréniho lyofilizatu 310 pg
- koncentrace pracovniho roztoku 28 pg/ml

Poly (A) Polyadenylic acid

- mnozstvi komer¢niho lyofilizatu 100 mg
- koncentrace pracovniho roztoku 10 ug/ml (pokus 3A)

- koncentrace pracovniho roztoku 1 pg/ml (pokus 3B)

UltraPure Glycogen
- koncentrace komer¢niho koncentratu 20 000 pg/ml

- koncentrace pracovniho roztoku 2 000 pg/ml

Linear Acrylamide
- koncentrace komer¢niho koncentratu 5 000 pg/ml

- koncentrace pracovniho roztoku 500 pg/ml

> Chaotropni siil, ktera navaze DNA na silikatovy povrch.
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e Yeast tRNA
- koncentrace komer¢niho koncentratu 10 000 pg/ml
- koncentrace pracovniho roztoku 1 000 ug/ml

e Salmon sperm DNA
- koncentrace komer¢niho koncentratu 10 000 pg/ml
- koncentrace pracovniho roztoku 500 pg/ml

e Herring Sperm DNA
- koncentrace komer¢niho koncentratu 10 000 pg/ml

- koncentrace pracovniho roztoku 500 pg/ml

C. Reagencie pouzité pro pripravu pracovnich roztoki

e Demineralizovana voda

e AE pufr (Qiagen) - QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen)

e AVE pufr (Qiagen) - QlAamp DSP Virus Spin Kit (Qiagen)

6.1.2 Fluorimetrické méfeni - pouZzité chemikalie

A. Qubit dsDNA HS Assay Kit - obsah soupravy

dsDNA HS Reagent

- 200x koncentrat v DMSO
dsDNA HS Buffer
dsDNA HS Standard #1

- 0 pg/ml v TE pufru
dsDNA HS Standard #2
- 10 pg/ml v TE pufru [86].
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6.1.3 Kvantifikace real-time PCR - pouzité chemikalie

A. gb Genetic Human DNA - obsah soupravy

e Assay qPCR POLR2A
e Deionizovana voda (negativni kontrola)

e Standard Human PC (pozitivni kontrola)

- 20000 ng/ml

6.2 Dalsi pouzivané technické vybaveni

e pipety a pipetovaci Spicky
e 0,2 ml PCR zkumavky

¢ 1,5 ml zkumavky

e 50 ml sbérné zkumavky

e termobloky

e mrazici box

e vortex (tfepacka)

e chladici kovovy blok - real-time PCR

6.3 Pristroje

Pouzité ptistroje jsou uvedeny dle t¢elu jejich pouziti (viz Tabulka 5).
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Tabulka 5 Pouzité piistroje

Pfistroj Vyrobce Zemé puvodu Ucel pouziti

Beckman Brea, CA,

Microfuge 18 centrifuy trifiy
icrofuge 18 centrifuge Coulter, Inc USA centrifugace
NanoDrop ND-1000
AnoLrop Thermo Fisher Wilmington, DE, .
Spektrophotometer Scientific. T USA spektrofotometrie
(sér. C. 1483) clemtie, fne
) Life Carlsbad, CA ) .
bit S flu tri
Qubt Technologies, Corp USA otimetrie
Sydney, .
Rotor-Gene 6000 Corbett Research I real-time PCR
Australie

6.4 Vzorky DNA

Pro hodnoceni extrakénich metod byla pouzita smésnd plazma ziskana smichanim
pfedem anonymizovanych vzorkd nesrazlivé krve zUstavu klinické biochemie
a diagnostiky Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Stafi vzorkli uchovavanych
v chladnici pfi 8 °C bylo dva dny, aby byl zajistén dostatecny obsah DNA v krevni
plazmé. Pii skladovani se DNA postupné uvoliiovala ze sedimentu krevnich bunék.
Odebrané zkumavky standardné obsahovaly 3 - 3,5 ml EDTA nesrazlivé krve.
Po 10 minutové centrifugaci pfi pokojové teploté¢ byl zkazdé zkumavky oddélen
supernatant (¢ird plazma) do 200 ml baiky, jejiz obsah byl michanim homogenizovan.
Pottebné mnozstvi smésné plazmy bylo 85 ml. Po promichani byla smésna plazma
alikvotovana (rozdélena) po 800 ul do devadesati 1,5 ml zkumavek. VSechny zkumavky
byly stoeny v chlazené centrifuze pti teplot¢ 4 °C, 12 000g a po dobu 10 minut.
Supernatant o objemu 750 pl byl opatrné oddélen do novych 1,5 ml zkumavek. Kazdy
alikvot byl popsan piislusnym c¢islem. Vzhledem k ¢asovému horizontu provadénych
pokusii byly alikvoty plazmy ulozeny do mraziciho boxu a uchovany pfi teploté -20 °C.

Pted kazdym pokusem byly alikvoty vZzdy vytemperovany na pokojovou teplotu.
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7 Metodiky

7.1 Izolace DNA

Na zdkladé ptredchoziho vyzkumu kolegyné Totzauerové, kterd porovnavala
4 vybrané extrakéni postupy izolace cfDNA zkrevni plazmy, byla doporucena pro
rutinni izolaci cfDNA souprava NucleoSpin Plasma XS od firmy Macherey-Nagel [22].
Tato souprava je vyrobcem doporucovana k izolaci fragmentované cirkulujici DNA

z lidské EDTA plazmy, séra nebo bronchoalveolarni lavaze.

7.1.1 NucleoSpin Plasma XS

Nize popsanym postupem bylo zpracovano vSech 90 zkumavek, rozdélenych
do 9 skupin po 10 zkumavkach (pro 9 nezavislych extrak¢nich pokusu, viz kapitola
7.1.2). Pfred danym pokusem bylo nutné kazdy vzorek fadné vytemperovat na
laboratorni teplotu a ptfedehidt dva termobloky: jeden na teplotu 37 °C a druhy
na teplotu 90 °C.

Vzhledem k doporu¢ovanému izolaénimu objemu extrakéni kolonky (240 pl) bylo
zapotiebi prepoclitat pouzivany objem BB pufru pro dosazeni optimélniho navéazani

DNA na silikatovy povrch kolonky.

1. Objem kazdé¢ zkumavky (750 pl plazmy) byl vzdy fadn€é homogenizovan
a rozpipetovan do tii 1,5 ml pfedem popsanych zkumavek (kazda trojice méla vzdy
stejné ¢islo) po objemu 250 pl (celkem tedy 30 zkumavek pro kazdy pokus).

2. Do kazdé zkumavky bylo pfidano 20 ul proteinasy K a nasledovala inkubace
v termobloku pfi teploté 37 °C po dobu 10 minut.

3. Poté bylo do kazdé zkumavky ptidano 375 pl BB pufru (vzhledem k pouzZitému
objemu plazmy 250 pl). Po pfidani pufru bylo nutné¢ zkumavku 3krat otocit,
zvortexovat a kratce pretocit v centrifuze.

4. Obsah zkumavky z piedchoziho kroku (prvni z trojice zkumavek) byl opatrné
pfepipetovan do kolonky NucleoSpin Plasma XS Column nasazené na Collection

Tube (sbérna tuba). Nasledovala centrifugace 1 minutu pii 2000g.
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10.

11.

12.

13.

14.

Po stoCeni byla pouzita sbérnd tuba s ,filtritem* odstranéna a kolonka byla
premisténa do nové Cisté sbérné tuby.

Tento postup byl zopakovan jesté 2krat, a to pro druhou a tfeti zkumavku ze série,
vzdy pies jednu a tu samou kolonku a za stejnych centrifuga¢nich podminek.

Po pifeneseni objemu z tfeti zkumavky v sérii probéhla kratkd centrifugace pfi
11 000g po dobu 5 vtetin.

V dal$im kroku byly kolonky promyty promyvacim roztokem WB puftru.

Nejdiive bylo pfidano 500 pl pufru WB. Nasledovala centrifugace 1 minutu pfi
11 000g. Kolonka byla opét piresunuta do nové Cisté sbérné tuby a tuba s , filtratem*
byla odstranéna.

Poté¢ bylo pfidano 250 pl pufru WB. Nasledovala centrifugace 3 minuty pfii
11 000g.

Kolonka byla ptfesunuta do nové Cisté 1,5 ml zkumavky. Sbérna tuba s ,,filtratem™
byla opét odstranéna.

V konec¢né fazi bylo do kolonky opatrné napipetovano 35 pl elu¢niho pufru a po
jednominutové inkubaci pti laboratorni teploté nasledovala posledni centrifugace
pti 11 000g po dobu 1 minuty.

Po centrifugaci byla kolonka odstranéna a oteviena zkumavka s eluidtem byla
vloZena na 8 minut do pfedem pifedehiatého termobloku na 90 °C.

Nakonec byla zkumavka s eludtem ochlazena na laboratorni teplotu.

Pracovni roztoky jednotlivych nosicli byly pfipraveny dle pokyni vyrobce.

Do extrakéniho protokolou byly nosice zatazeny v pipetovacim kroku bud pied

(glykogen, linearni polyakrylamid, kvasinkova tRNA, DNA ze spermatu lososa, DNA

ze spermatu sled€), nebo zdroven (nosi¢ovd RNA, Poly (A)) s pfidanim BB pufru

(viz Tabulka 6).
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Tabulka 6 Ptidavky a findlni koncentrace pouzitych nosici

Koncentrace pridavek finalni koncentrace
pracovniho rozoku nosice () nosice (ug/ml)
nosice (ug/ml)

nosi¢ova RNA 28 375 16,25
Poly (A) I (pokus 3A) 10 100 1,55
Poly (A) IT (pokus 3B) 1 65 0,10
glykogen 2000 16 49,60
linearni polyakrylamid 500 25,8 20,00
kvasinkova tRNA 1000 12,9 20,00
DNA ze spermatu lososa 500 25,8 20,00
DNA ze spermatu sledé 500 25,8 20,00

Celkovy objem lyza¢ni smési byl vzdy 645 pl

7.1.2 Testované skupiny vzorki

[a—

DNA ze vzorkil 1-10 byla izolovana bez ptidavku nosice

DNA ze vzorka 11-20 byla izovana s ptidavkem nosi¢ové RNA

DNA ze vzorkl 21-30 byla izolovéna s ptidavkem Poly (A) I (pokus 3A)
DNA ze vzorka 31-40 byla izolovana s ptidavkem Poly (A) II (pokus 3B)
DNA ze vzorka 41-50 byla izolovana s ptidavkem glykogenu

DNA ze vzorka 51-60 byla izolovéna s ptidavkem linedrniho polyakrylamidu
DNA ze vzorkd 61-70 byla izolovéna s ptidavkem kvasinkové tRNA

DNA ze vzorkl 71-80 byla izolovédna s pifidavkem DNA ze spermatu lososa

Y N bW

DNA ze vzorka 81-90 byla izolovana s ptidavkem DNA ze spermatu sledé

7.2 Kvantifikace cfDNA izolované z krevni plazmy

Pro vyhodnoceni vytézka ziskanych izolaci DNA z plazmy byly pouzity celkem tfi

kvantifika¢ni zpisoby.

7.2.1 Spektrofotometrie

Spektrofotometrie byla pouzita pouze jako orientatni metoda stanoveni

koncentrace DNA vzhledem k piedpokladané optické interferenci nékterych nosici.
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Proto jen u vybranych vzorka (vzorky 1, 11, 21, 31, 41, 51, 61, 71, 81) byla koncentrace
cfDNA izolované z krevni plazmy zméfena v sérii Skrat spektrofotometrem NanoDrop
ND 1000. Potfebny objem vzorku pro analyzu €inil Skrat 2 pl. Po nastaveni pfistroje
do rezimu méfeni koncentrace DNA byl pfedem homogenizovany vzorek napipetovan
na patficné misto mezi rameny. Pfistroj proméfil absorpéni spektrum a z hodnoty
absorbance pifi vlnové délce 260 nm byla vypocitana koncentrace daného vzorku

v jednotkach ng/ul [87].

7.2.2 Fluorimetrie

Vzhledem k objemové naro€nosti tohoto méfeni byly pro kazdy extrakéni postup
vytvotfeny smésné extrakty vzorkd se stejnorodym zastoupenim vSech extrakti DNA
daného typu. Koncentrace DNA v kazdém smésném extraktu byla zpracovana 3krat
pomoci soupravy Qubit dsSDNA HS Assay Kit.

Nejprve bylo nutné ptipravit pracovni roztok fluorescen¢ni barvicky smichanim
reagencii dSDNA HS Reagent a dsDNA HS Buffer v fedicim poméru 1:200. Do 0,5 ml
zkumavek bylo napipetovano 10 pl vzorku a pfidano 190 pl pracovniho roztoku.
Stejnym zplisobem byly pfipraveny kalibra¢ni standardy (10 pl pfislusného standardu +
190 pl pracovniho roztoku). Obsah kazdé zkumavky byl opatrn€ zvortexovan
a 2 minuty inkubovan pfi laboratorni teploté. Nasledovalo zméfeni koncentrace
jednotlivych vzorkl fluorimetrem Qubit, na kterém bylo nutné nastavit vhodny métici

program dle ptislusné soupravy (Quant-iT dsDNA, HS) [86].

7.2.3 Real-time PCR

V kazdém eluatu z jednotlivych extrakénich postupti byla koncentrace DNA
kvantifikovana kitem gb Genetic Human DNA. Tato souprava slouzi k detekci
specifického useku genu POLR2A v lidské genomové DNA. Komponenta Assay qPCR
POLR2A obsahuje specifické primery, interni pozitivni kontrolu (IPC) a fluorescencné
znacené DNA sondy (hydrolyzac¢ni), ¢cimz lze amplifikovat specificky usek DNA genu
POLR24, ktery se fadi svoji funkci mezi tzv. house-keeping genes a je lokalizovan

na kratkém raménku chromosomu 17 v pozici 13.1. Gen POLR2A koduje velkou
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podjednotku RNA polymerazy II - enzym zodpovédny za syntézu mRNA u eukaryot
[88][89] .

Reagencie ztéto soupravy jsou piipraveny v koncentracich umoznujicich jejich
piimé pouziti (ve formé ,,ready to use). Soucasti kitu je Standard human PC - pozitivni
kontrola v koncentraci odpovidajici 20 000 ng/ml lidské genomové DNA [90].

Nejprve bylo do 0,2 ml PCR zkumavek (kompatibilnich s termocyklérem Rotor
Gene 6000) umisténych v chladicim kovovém bloku napipetovano 15 pl Assay qPCR
POLR2A. Do kazdé zkumavky bylo pfidano 10 pl eluatu DNA (resp. 10 pul
deionizované vody - negativni kontrola, 10 pl ptislusného roztoku z kalibra¢ni tady).
Roztoky kalibracni fady byly pfipraveny ze Standard Human PC o koncentracich:
20 000 ng/ml; 10 000 ng/ml; 5 000 ng/ml; 2 500 ng/ml a 1 250 ng/ml.

Zkumavky byly vloZeny do rotoru termocykléru Rotor-Gene 6000 a v softwaru byly

nastaveny reakéni podminky uvadéné v navodu soupravy [90]:

e pocatecni denaturace: 95°C 3 minuty
50 cykla:

e denaturace: 95 °C 10 vtefin

e annealing + elongace: 60 °C 30 vtefin

Fluorescence byla sniména béhem elongacni faze:
Detekce signalu primarniho qPCR systému probihala v kanalu FAM/Sybr:
e primarni systém: specifické primery a fluorescenéné znacené sondy
- excitacni vlnova délka 495 nm
- emisni vinova délka 520 nm
Detekce signalu sekundarniho qPCR systému probihala v kanalu JOE/HEX:
e sekundérni systém: interni pozitivni kontrola (IPC)
- excitacni vlnova délka 535 nm

- emisni vlnova délka 556 nm

Signaly v jednotlivych fluorescencnich kandlech byly odecteny z amplifikacni
kiivky, a to proloZzenim thresholdu (ur¢eny prah fluorescence stejny pro kazdy cyklus)
a naslednym odectenim hodnoty Ct (threshold cycle), kdy amplifika¢ni kiivka prochazi
nastavenym tresholdem [10][90]. Detekéni hladina thresholdu byla nastavena
na 0,1476.
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V ptipadé, ze vzorek obsahoval specificky usek genu POLR2A4, byl signal
detekovan v kandlu FAM/Sybr. U negativni kontroly musel byt signal nulovy.

Diky detekci IPC v kandlu JOE/HEX lze odhalit pfitomnost potencialniho
inhibitoru PCR reakce, a to v pfipadé¢ nulového signalu jak v primarnim, tak

sekunddrnim systému [90].

7.3 Vliv délky inkubaé¢ni doby na koncentraci a amplifikovatelnost eluatu

cfDNA

Pro tento pokus byly ndhodné vybrany zkumavky s eluaty cfDNA cislo 1 (bez
nosice), 12 (s piidavkem nosicové RNA), 25 (s pridavkem nosi¢e Poly (A) I) a 40
(s ptidavkem nosi¢e Poly (A) II). Termoblok byl pfedem vytemperovan na teplotu
90 °C.

1. Byl zjistén presny objem jednotlivych eluatl ve zkumavkach ¢islo 1, 12, 25 a 40.
Kazda zkumavka byla doplnéna pufrem AE (Qiagen) na objem 70 pl a rozdélena
po 35 ul do dvou 1,5 ml zkumavek (1/1, 1/2, 12/1, 12/2, 25/1, 25/2, 40/1 a 40/2).

2. Oteviené zkumavky 1/1, 12/1, 25/1 a 40/1 byly na 12 minut vlozeny do termobloku
vyhtatého na teplotu 90 °C.

3. Oteviené zkumavky 1/2, 12/2, 25/2, 40/2 byly vlozeny na 6 minut do termobloku
vyhtatého na teplotu 90 °C.

4. Po inkubaci byla urCena koncentrace DNA v extraktech po odpafeni postupem

popsanym v kapitole 7.2.3.
7.4 Statistické vyhodnoceni dat

Laboratorni data byla zpracovana v softwaru STATISTICA (StatSoft)
a vyhodnocena pomoci oboustranného neparového t-testu. Jako hladina vyznamnosti

a byla zvolena hodnota 0,05. Za referenc¢ni skupinu dat byly pouzity hodnoty

koncentrace cfDNA pochazejici ze skupiny bez ptidavku nosice.
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8 Vysledky

8.1 Kvantifikace cfDNA

Vytezky cfDNA izolované ze vzorkl krevni plazmy byly zméfeny vySe popsanymi

kvantifikaénimi metodami (viz kapitola 7.2).
8.1.1 Spektrofotometrie

Spektrofotometricky byly zméfeny koncentrace cfDNA vybranych vzorkl (vzdy
jeden) pro kazdy extrakéni postup v sérii Skrat (viz Tabulka 7). Vliv ptidavku

jednotlivych nosi¢ii na vytézek cfDNA hodnocenych oboustrannym neparovym t-testem

zobrazuje Tabulka 8 a znazoriiuje Graf 1.

Tabulka 7 Koncentrace plazmatické cfDNA zmétena spektrofotometricky

Vybrané Typ Nosice Cpna [ng/ml] primér cpna | CV
vzorky 1 2 3 4 5 [ng/m] [%]
p | bezpiidaviku oy 5001 1se00 | 13000 | 15300 | 15000 | 14720 1070 | 7.27

nosice

11 nosi¢ova RNA | 232100 | 231000 | 230600 | 231600 [ 234500 [ 231960 + 1530 | 0,66

21 Poly (A) I 58600 | 58900 | 59200 | 62000 | 59400 | 59620+ 1360 | 2,28

31 Poly (A) II 9700 | 10300 | 10700 | 11800 | 11400 10780 + 840 7,79

41 giykogen | 8800 | 7200 | 9400 | 9200 | 9000 8720+ 880 10,09
linearni
51 8700 | 10500 | 8500 | 10400 | 11000 | 9820+ 1140 |11,61
polyakrylamid
61 kvasinkovd | 5500 | 100 | 8300 | 6900 | 9300 | 7580=1190 |15.70
fRNA
71 DNAZe 1 91200 | 88900 | 94100 | 90300 | 90300 | 90960« 1940 | 2.13
spermatu lososa
DNA ze
81 113100 | 113900 | 116900 | 114300 [ 116900 | 115020+ 1770 | 1,54

spermatu sledé
cpna - koncentrace cfDNA, CV - varia¢ni koeficient

prumérna koncentrace cpna + smerodatna odchylka z péti méfeni
Poly (A) I - ptidavek polyadenylové kyseliny (pokus 3A)
Poly (A) II - ptidavek polyadenylové kyseliny (pokus 3B)
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Tabulka 8 Vliv pridavku nosice na vytéZek cfDNA - spektrofotometrie

primér  rozdil priméri

Typ NosiCe
P cona [ng/ml]  [ng/m]
nosicova RNA 231960 217240 P < 0,001
Poly (A) I 59620 44900 P <0,001
Poly (A) I 10780 -3940 P <0,001
glykogen 8720 -6000 P < 0,001
lneédrni
9820 -4900 P < 0,001
polyakrylamid ’
kvasinkovd 7580 7140 P <0,001
tRNA
DNA ze 90960 76240 P < 0,001
spermatu lososa
DNA ze y 115020 100300 P <0,001
spermatu sled¢

Primérné koncentrace DNA bez pfidavku nosice byla 14720 ng/ml

Vyhodnoceni

Vypoctem oboustranného neparového t-testu byla prokdzéana statisticky vyznamné
vy$si prumérna hodnota c¢fDNA u vzorkd s pifidavkem nosiCe: nosiCova RNA,
Poly (A) I, DNA ze spermatu lososa a DNA ze spermatu sled¢ oproti primérné hodnoté
cfDNA bez ptidavku nosice (referencni). Ve vzorcich s pridavkem nosice: Poly (A) II,
glykogen, linearni polyakrylamid a kvasinkova tRNA byla primérnd hodnota cfDNA

statisticky vyznamné nizs$i nez primérna hodnota referenéni skupiny.
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Vliv ptidavku nosice na vytézek cfDNA -
Spektrofotometrie
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Graf 1 Vliv pridavku nosi¢e na vytéZek cfDNA z krevni plazmy - spektrofotometrie

Koncentrace cfDNA jsou vyjadieny primérnou hodnotou. Chybové usecky zndzoriuji
hodnotu smérodatné odchylky. Osa y je uvedena v logaritmickém métitku. Vzorek /
bez ptidavku nosice. Vzorek /1 s ptidavkem nosicové RNA. Vzorek 2/ s ptidavkem
Poly (A) I (pokus 3A). Vzorek 3/ s ptidavkem Poly (A) II (pokus 3B). Vzorek 47
s piidavkem glykogenu. Vzorek 5/ s pfidavkem linearniho polyakrylamidu. Vzorek 61
s ptidavkem kvasinkové tRNA. Vzorek 7/ sptidavkem DNA ze spermatu lososa.

Vzorek 817 s pfidavkem DNA ze spermatu sledé.
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8.1.2 Fluorimetrie

Fluorimetricky byly zméfeny smésné extrakty vzorkl pro kazdy extrakcéni postup
v sérii 3krat (viz Tabulka 9). Vliv pfidavku jednotlivych nosi¢l na vytézek cfDNA
hodnocenych oboustrannym neparovym t-testem zobrazuje Tabulka 10 a zndzornuje

QGraf 2.

Tabulka 9 Koncentrace plazmatické cfDNA zméiena fluorimetricky

Smeésné Typ Nosice Cpna [ng/ml] prumer cpya ((3)V
extrakty 1 2 3 [ng/ml] [0]
110 | Dezpridavku ) gy 90 92 90 + 1 1,38
nosice
11-20 | nosicova RNA [ 611 576 607 598+ 19 3,20
21-30 Poly (A) 1 791 766 816 791 £ 25 3,16
31-40 Poly (A) I 77 76 76 76 £0,5 0,59
41-50 glykogen 48 52 55 52+£3 6,60
linearni
51-60 84 82 81 82 +2 1,95
polyakrylamid
61.70 | Kvasikovd | g, 50 44 48+ 3 6,79
tRNA
71-80 DNA ze 7490 | 7590 | 7620 7567 £ 68 0,90
spermatu lososa
81-90 DNA ze .| 7080 | 6950 | 7030 7020 £ 66 0,93
spermatu sledé

cpna - koncentrace ¢fDNA, CV - varia¢ni koeficient

pramérnd koncentrace cpna = smerodatnd odchylka ze tii méfeni
Poly (A) I - ptidavek polyadenylové kyseliny (pokus 3A)

Poly (A) II - ptidavek polyadenylové kyseliny (pokus 3B)
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Tabulka 10 Vliv pfidavku nosice na vytéZek cfDNA - fluorimetrie

primér  rozdil priméri

Typ Nosice
P cona [ng/ml]  [ng/mi]
nosi¢ova RNA 598 508 P < 0,001
Poly (A) I 791 701 P < 0,001
Poly (A) II 76 -14 P < 0,001
glykogen 52 -39 P < 0,001
linearni
82 -8 P < 0,005
polyakrylamid ’
kvasinkova
48 -42 P <0,001
tRNA ’
DNA ze 7567 7476 P<0,001
spermatu lososa
DNAze 7020 6930 P <0,001
spermatu sled¢

Primérna koncentrace DNA bez piidavku nosice byla 90 ng/ml

Vyhodnoceni

Vypoctem oboustranného neparového t-testu byla prokazana statisticky vyznamné
vys$si primérna hodnota c¢fDNA u vzorkd s pfidavkem nosie: nosicova RNA,
Poly (A) I, DNA ze spermatu lososa a DNA ze spermatu sled¢ vic¢i primérné hodnoté
cfDNA bez ptidavku nosice (referencni). Ve vzorcich s piidavkem nosice: Poly (A) II,
glykogen, linearni polyakrylamid a kvasinkova tRNA byla primérnd hodnota cfDNA

statisticky vyznamn€ nizsi nez primérna hodnota referen¢ni skupiny.
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Vliv ptidavku nosice na vytézek cfDNA -
Fluorimetrie
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Graf 2 Vliv pridavku nosice na vytéZek cfDNA z krevni plazmy - fluorimetrie

Koncentrace cfDNA jsou vyjadieny primérnou hodnotou. Chybové tisecky znazornuji
hodnotu smérodatné odchylky. Osa y je uvedena v logaritmickém métitku. Vzorky 7-10
bez piridavku nosi¢e. Vzorky 7/-20 s ptfidavkem nosi¢ové RNA. Vzorky 27-30
s ptidavkem Poly (A) I (pokus 3A). Vzorky 31-40 s ptidavkem Poly (A) II (pokus 3B).
Vzorky 41-50 sptidavkem glykogenu. Vzorky 57/-60 s piidavkem linearniho
polyakrylamidu. Vzorky 617-70 spiidavkem kvasinkové tRNA. Vzorky 717-80
s piidavkem DNA ze spermatu lososa. Vzorky 87-90 s ptidavkem DNA ze spermatu

sledé.
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8.1.3 Kvantitativni PCR
Pomoci qPCR byly proméfeny vSechny analyzované vzorky (viz Tabulka 11 ). Vliv
pridavku jednotlivych nosici na vytézek cfDNA hodnocenych oboustrannym

neparovym t-testem zobrazuje Tabulka 12 a zndzornuje Graf 3.

Tabulka 11 Koncentrace plazmatické cfDNA zméfena kvantitativni PCR

Bez ptidavku nosice nosi¢ova RNA Poly (A) I Poly (A) I glykogen
Cpna [ng/ml] cpna [ngml] | cpna [ngml] | cpna [ng/ml] | cpna [ng/ml]
1 900 11 1000 21 1100 31 1000 41 600
2 1000 12 1100 22 1000 32 1000 42 600
3 1100 13 900 23 1100 33 900 43 600
4 1100 14 1000 24 1200 34 1100 44 600
5 900 15 1000 25 1100 35 1100 45 600
6 900 16 1000 26 1200 36 1100 46 600
7 1100 17 1000 27 1200 37 1100 47 700
8 700 18 600 28 800 38 700 48 500
prumer 9 900 19 500 29 900 39 700 49 500
cDNA 10 700 20 600 30 800 40 700 50 400
[ng/ml] 930 + 149 870+ 216 1040 + 158 940 + 178 570 + 82
CV [%] 16,07 24,86 15,17 18,90 14,44

linearni polyakrylamid kvasinkova tRNA DNA ze spermatu - DNA ze spermatu

lososa sledé
CDNA [ng/ml] CDNA [ng/ml] CbNA [ng/ml] CDNA [ng/ml]
51 700 61 700 71 500 81 600
52 600 62 700 72 500 82 700
53 700 63 600 73 400 83 600
54 700 64 700 74 400 84 600
55 700 65 700 75 500 85 700
56 700 66 700 76 600 86 700
57 700 67 800 77 500 87 700
58 500 68 500 78 400 88 400
pramer 59 500 69 500 79 300 89 400
cDNA 60 500 70 400 80 300 90 500
[ng/ml] 630+ 95 630+ 125 440 + 97 590 + 120
CV [%] 15,06 19,87 21,96 20,29

cpna - koncentrace cfDNA, CV - variaéni koeficient

prumérna koncentrace cpna £ smerodatna odchylka z deseti métfent
Poly (A) I - ptidavek polyadenylové kyseliny (pokus 3A)

Poly (A) II - ptfidavek polyadenylové kyseliny (pokus 3B)
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Tabulka 12 Vliv pridavku nosi¢e na vytéZek cfDNA - qPCR

primér  rozdil priméri

Typ NosiCe
P cona [ng/ml]  [ng/ml]
nosicova RNA 870 -60 NS
Poly (A) I 1040 110 NS
Poly (A) II 940 10 NS
glykogen 570 -360 P <0,001
line&rni
630 -300 P < 0,001
polyakrylamid ’
kvasinkova 630 -300 P < 0,001
RNA
DNA ze spermatu 440 490 P <0,001
lososa
DNA ze spermatu 590 340 P<0,001
sledé

Primérna koncentrace DNA bez ptidavku nosice byla 930 ng/ml

NS - statisticky nevyznamné

Vyhodnoceni

Vypoctem oboustranného neparového t-testu byla prokazana statisticky vyznamneé
niz$i primérnd hodnota ¢cfDNA u vzorka s pfidavkem nosice: glykogen, linearni
polyakrylamid, kvasinkova tRNA, DNA ze spermatu lososa a DNA ze spermatu sled¢
vzhledem k primérné hodnot¢ cfDNA bez piidavku nosice. V piipadé vzorkl
s ptidavkem nosi¢ové RNA, Poly (A) I a Poly (A) II byly rozdily mezi primérnymi
hodnotami cfDNA oproti referencni skupiné statisticky nevyznamné. Pozitivni ucinek
nosi¢e na vytéznost cfDNA byl zaznamendn pouze v pfipad¢ piidavku Poly (A) I

(vytézek cfDNA se zvysil o 110 ng/ml vici referencni skuping).
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Vliv ptidavku nosice na vytéZzek cfDNA -
qPCR
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Graf 3 Vliv piidavku nosice na vytéZek cfDNA z krevni plazmy - PCR

Koncentrace cfDNA jsou vyjadieny primérnou hodnotou. Chybové usecky zndzoriuji
hodnotu smérodatné odchylky. Osa y je uvedena v logaritmickém métitku. Vzorky 7-10
bez ptfidavku nosice. Vzorky 1717-20 s ptidavkem nosicové RNA. Vzorky 2/7-30
s ptidavkem Poly (A) I (pokus 3A). Vzorky 37-40 s ptidavkem Poly (A) II (pokus 3B).
Vzorky 41-50 sptidavkem glykogenu. Vzorky 57/-60 s piidavkem linearniho
polyakrylamidu. Vzorky 61-70 sptidavkem kvasinkové tRNA. Vzorky 7/-80
s pfidavkem DNA ze spermatu lososa. Vzoryk 8/-90 s ptidavkem DNA ze spermatu

sledé.

Shrnuti

Primérné hodnoty koncentrace plazmatické cfDNA zméfené spektrofotometricky,

fluorimetricky a qPCR shrnuje Tabulka 13.
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Tabulka 13 Primérné hodnoty koncentrace cfDNA dle kvantifika¢ni metody

Spektrofotometrie Fluorimetrie gPCR
cpna [ngml]  |CV [%]| cpna [ng/ml] |CV [%]| cpna [ng/ml] |CV [%]

Vzorky| Typ Nosice

bez pridavku

1-10 N
nosice

14720 £ 1070 | 7,27 90+ 1 1,38 930 + 149 16,07

11-20 | nosicova RNA | 231960 = 1530 | 0,66 598 £19 3,20 870216 24,86

21-30 | Poly(A)I 59620 £ 1360 | 2,28 791 £ 25 3,16 1040 + 158 15,17

31-40 | Poly(A)II 10780 + 840 7,79 76 £ 0,5 0,59 940 + 178 18,90

41-50 | glykogen 8720+ 880 | 10,09 5243 6,60 57082 | 14.44

5160 | meAmi o oeo0 41140 | 1161 82+2 1,95 630+£95 | 15,06
polyakrylamid

61-70 | Kvasimkova 1 sen L1100 | 15,70 48 +3 679 | 630+125 | 19,87

{RNA

71-80|  PNAZ | 9006041940 | 213 | 756768 | 090 | 440+97 | 21.96
spermatu lososa

81-00| PNAZ 1500041770 | 154 | 7020466 | 093 | 5904120 | 20,29
spermatu sledé

Cpna - prumeérnd koncentrace cfDNA + smérodatnd odchylka, CV - variacni koeficient
Poly (A) I - ptidavek polyadenylové kyseliny (pokus 3A)
Poly (A) II - ptidavek polyadenylové kyseliny (pokus 3B)

8.2 Vliv délky inkuba¢ni doby na koncentraci a amplifikovatelnost eluatu

cfDNA

Vzhledem k negativnimu U¢inku nosi¢li  z testovanych skupin 41 - 90
(viz kapitola 8.1.3) byly pro tento pokus nahodné vybrany celkem 4 vzorky
z testovanych skupin 1-10, 11-20, 21-30 a 31-40. Cilem pokusu bylo zjistit vliv rozdilné
délky inkubacni doby (6 a 12 minut) na koncentraci a amplifikovatelnost eluatu cfDNA
inkubovaného v termobloku pti 90 °C (zévérecny krok extrakcniho postupu).

V jednotlivych zkumavkach 1, 12, 25 a 40 byl zjiStén piesny objem eluatu.
Nasledné byl doplnén pufrem AE (Qiagen) na vysledny objem 70 pl a rozdélen do dvou
1,5 ml zkumavek. Vzorky byly kvantifikovany pomoci qPCR postupem popsanym
v kapitole 7.2.3. Namétené hodnoty koncentrace eluatu cfDNA po inkubaci zkumavek

v termobloku pii 90 °C zobrazuje Tabulka 14 a Graf 4.
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Tabulka 14 Hodnoty koncentrace cfDNA v zavislosti na délce inkubacni doby

A B
Cpna [ng/ml] cpna [ng/ml] | cpya [ng/ml]
Ref. 340 90 90
nosicova RNA 690 140 140
Poly (A) I 830 180 190
Poly (A) I 260 50 50
doba inkubace 12 minut 6 minut

cpna - koncentrace cfDNA

Eluaty cfDNA skupiny A 1 B byly inkubovany v termobloku pii teplot¢ 90 °C
Ref. - bez pridavku nosice, Poly (A) I - ptidavek polyadenylové kyseliny (pokus 3A)
Poly (A) II - ptidavek polyadenylové kyseliny (pokus 3B)

Vliv délky inkubacéni doby na koncentraci eludtu
cfDNA
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Graf 4 Vliv délky inkuba¢ni doby na koncentraci cfDNA v termobloku p¥i 90 °C

Vyhodnoceni:

Z vysledki  vyplyva, Zze pti delsi inkubaéni dobé (12 min) dochézi

az k pétindsobnému nartistu hodnoty koncentrace cfDNA.

60




9 Diskuze

Ucelem této prace bylo posoudit vliv piidavku nosi¢ovych molekul na vytdzek
cfDNA ze vzorkii smésné krevni plazmy. Izolace DNA byla provedena
mikrokolonkovou extrakéni metodou NucleoSpin Plasma XS od firmy Macherey-
Nagel, kterd je vhodnd pro extrakci fragmenti DNA délky 50 - 1000 bp [22][85].
Vzorek smésné plazmy byl rozdélen do 9 skupin po 10 alikvotech (pro 9 nezavislych
extrakénich pokusti). Celkem bylo pouzito 7 typd nosi¢i (nosiCova RNA,
polyadenylova kyselina, glykogen, linedrni polyakrylamid, kvasinkova tRNA, DNA ze
spermatu lososa a DNA ze spermatu sled¢).

Nejprve byly vybrané vzorky, vzdy jeden z kazdé skupiny, zméteny piistrojem
NanoDrop pro obecné posouzeni vlivu optickych charakteristik (interference)
jednotlivych nosi¢i na spektrofotometrickou analyzu v UV oblasti svétla. Pouzity
analyzator dokaze stanovit koncentraci DNA vrozmezi 2 000 - 3 700 000 ng/ml.
Pti méfeni hodnot o koncentraci nizsi nez 5 000 ng/ml, dochazi ke snizeni citlivosti
a presnosti (dle ptfedchozi prace kolegyné Totzauerové) [22]. Déle i molekula RNA
absorbuje zatreni pii stejné vinové délce jako molekula DNA. Z téchto diivodii nema
spektrofotometrické stanoveni cfDNA velky vyznam a ziskané hodnoty lze povazovat
pouze za orientacni. Pouzitim této metody byly naméfeny statisticky vyznamné vyssi
hladiny koncentrace cfDNA u vzorkl s pfidavkem nosice, ktery je tvofeny nukleovou
kyselinou - vzorky €. 11, 21, 71 a 81 (nosi¢ova RNA, Poly (A) I, DNA ze spermatu
lososa a DNA ze spermatu sled¢). U eluatu s ptfidavkem nosicové RNA (231960 +
1530 ng/ml) byla naméfena 15krat vyssi koncentrace proti referencnimu vzorku
(14720 + 1070 ng/ml).

Poté¢ byla koncentrace plazmatické DNA ve smésnych extraktech stanovena
fluorimetricky soupravou Qubit dsDNA HS Assay Kit, kterd je vysoce specificka pro
dvouvlaknovou DNA. Stejné jako u spektrofotometrického stanoveni, byly i zde
naméfeny statisticky vyznamné vyssi hladiny DNA u vzorkil s pfidavkem nosice, jehoz
zakladem je interferujici nukleova kyselina, a to predev§im molekula DNA. Napiiklad
ve smésnych extraktech 71-80 s pfidavkem DNA ze spermatu lososa (7567 + 68 ng/ml)
a 81-90 s pfidavkem DNA ze spermatu sled¢ (7020 + 66 ng/ml) byla namétena 80krat

vyssi koncentrace DNA oproti referen¢nimu vzorku (90 + 1 ng/ml).

61



Ve vétsing studii, zminénych v teoretické ¢asti, byla pro kvantifikaci DNA pouzita
metoda real-time PCR a to predevSim proto, ze kvantifikace probiha na zékladé
amplifikace specifického useku DNA (vysoce citliva a specifickd metoda). V této praci
byly vSechny vyizolované extrakty stanoveny kitem gb Genetic Human DNA, ktery
slouzi k detekci a kvantifikaci specifického tseku genu POLR2A v lidské genomové
DNA. U vzorkl ze skupiny 21-30, ke kterym byla béhem extrakéni procedury pfidana
polyadenylova kyselina o finalni koncentraci 1,55 pg/ml (Poly (A) I), byl zaznamenan
pozitivni G€inek nosice na mnozstvi eluované cfDNA (vytézek se zvysil o 110 ng/ml)
oproti referencni skupiné. Statisticky vyznamné rozdily primérnych hodnot cfDNA
prokazany nebyly. Vzhledem k malému poctu pozorovéani by bylo vhodné extrakéni
proceduru s ptidavkem Poly (A) I zopakovat na vétSim souboru. Piidavek nosi¢ové
RNA a Poly (A) II se na mnozstvi ziskané plazmatické DNA statisticky vyznamné
neprojevil. Ve zbylych ptipadech mél ptidavek nosice na vytézek cfDNA statisticky
vyznamné negativni ucinek (glykogen, linearni polyakrylamid, kvasinkova tRNA, DNA
ze spermatu lososa a DNA ze spermatu sled¢).

Vysledky byly porovnany s dal§$imi studiemi, které se zabyvaly obdobnou
tématikou. Nicméné¢ v nékterych z téchto studii byl pridavek nosi¢e zminén pouze
v extrakénim protokolu, ale vliv nosi¢e na vytézek cfDNA okomentovan nebyl [97][98].

Podobnych vysledkl jako v nasi praci bylo dosazeno ve studii Kishore et al. [91],
ktefi testovali vliv ptidavku glykogenu (Sigma Chemical) a Poly (A) RNA nosice
(Qiagen) na automatickych systémech BioRobot EZ1 a BioRobot M48, které jsou
zalozeny na kolonkovych metodach. K fedénym vzorkiim krve a spermatu byl ptidan
1 pg nosic¢e Poly (A) RNA a 100 pg glykogenu. Vytézky DNA byly kvantifikovany
pomoci real-time PCR. V extraktech s pfidavkem glykogenu byly ziskany nizsi vytézky
plazmatické DNA v porovnani se vzorky bez nosice. Pfidavek tohoto nosice mél na
vytézek DNA spiSe nepfiznivy efekt. V pfipadé piidavku Poly (A) RNA byl
zaznamenan signifikantné vyssi vytézek plazmatické DNA, a to jak ve zfedénych
vzorcich krve (4krat), tak u zftedénych vzorkl spermatu (40krat) v porovnani se vzorky
bez pridavku Poly (A) RNA. Dale bylo zjisténo, ze ptidavek nosice RNA nijak
neovliviluje naslednou analyzu extrakti DNA (kvantifikace DNA pomoci kvantitativni

PCR nebo STR analyzy) [91].
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Vliv nosice Poly (A) RNA na vytéZzek DNA byl zminén také ve studii Shaw et al.
[92], kteti se zabyvali jeho pisobenim na u¢innost DNA extrakce na tuhé fazi pomoci
monolitovych kolonek mikrofluidniho zatfizeni. Poly (A) RNA nosi¢ (Qiagen) byl
pfidan do roztoku chaotropnich soli (guanidin hydrochlorid). K urceni koncentrace
DNA byla pouzita souprava Quanti-iT™ PicoGreen (Invitrogen). Vzorky lidskych
bukalnich bun¢k byly nejdiive extrahovdny pouzitim QIAamp DNA Micro Kits
(Qiagen). Nasledn¢ byl alikvot DNA zéaroveii s Poly (A) RNA nosi¢em (1 000 pg/ml)
pridan v daném poméru RNA/DNA k roztoku 5 M guanidin hydrochloridu a zpracovan
na monolitové kolonce mikrofluidniho zafizeni. Uginnost DNA extrakce
(viz Obrazek 6) byla vypocitana v procentech, a to pomérem mnozstvi DNA vytézku

ziskaného béhem elu¢niho kroku k mnozstvi DNA ptidané do reakce [92].

1001
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40
301
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10+

Ucinnost DNA extrakce [%

0 51 Q01 50D 1004 200:1

Pomér Poly (A) RNA [ng] / DNA [ng]

Obrazek 6 Pomérné zastoupeni RNA/DNA
Zdroj: Modifikovano dle [92].

Pro dosazeni maximalni uc¢innosti DNA extrakce (100 %) autofi doporucuji pouzit
mnozstvi Poly (A) RNA nosi¢e/DNA v rozmezi 10:1 a 50:1 (poméry zvolené mimo tato
rozmezi nezaruc¢i maximalni vytézek DNA). Pivodni mnozstvi DNA bylo stanovovéano
vrozmezi 1 ng az 100 ng. U vSech vzorka, ke kterym bylo ptidano <25 ng DNA, bylo
dosazeno 100 % ucinnosti. Vytézky plazmatické DNA s ptidavkem nosic¢e Poly (A)
RNA byly Skrat vyssi oproti analyzovanym vzorkiim bez nosi¢e [75][92]. Kladny
ucinek nosice Poly (A) RNA na vytéZek DNA byl potvrzen i1 v nasi praci.
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Pozitivni efekt piidavku glykogenu na vytézek DNA byl prokézan ve studii Heath
et al. [93], ktefi pouzili jako zdroj biologického materialu sbér bukalnich bunék.
Tento materiadl l1ze pouzit ve forenzni diagnostice jako alternativni zdroj DNA pro
klinické testovani. Vliv pfidavku proteinasy Ka glykogenu ovéfili na soupraveé
PUREGENE DNA Tissue Kit (Gentra Systems Inc). Purifikaéni protokol byl
modifikovan ve dvou piipadech:

a) pii lyze bunék bylo ke vzorku pfiddno 15 pl proteinasy K o koncentraci

20 000 pg/ml.
b) pfi precipitaci DNA isopropanolem bylo ke vzorku ptfidano 5 pl roztoku
glykogenu o koncentraci 20 000 pg/ml.
Vytézky DNA byly zméteny kvantitativni PCR. Pfiddni proteinasy K a glykogenu
vedlo k signifikantnimu naristu  vytézZku DNA v porovnani se vzorky bez
proteinasy K a glykogenu. Vytézky DNA byly ziskany v rozmezi 12 pg az 60 pg [93].
V nasem piipadé jsme kvuli pouziti odlisSné extrakéni metody stejné vysledky
nepotvrdili. Ke vzorkim krevni plazmy bylo pfiddno 16 pl glykogenu o findlni
koncentraci 20 ug/ml. Pfidavek glykogenu mél spiSe negativni vliv na vytézek cfDNA
(570 £ 82 ng/ml) vici referencnimu vzorku (930 £ 149 ng/ml), kdy se koncentrace
snizila téméf o jednu tfetinu.

Gaillard a Strauss [76] pouzili linearni polyakrylamid (LPA) pfi etanolové
precipitaci pikogramového mnozstvi DNA. Piidavkem nosice LPA byly vysrdzeny
kompletné vSechny fragmenty DNA delsi nez 20 bp (viz Obrazek 7). V ptipadé vzorku
bez ptidavku nosice byla témet vSsechna DNA ztracena. Vzhledem k tomu, Ze fragmenty
DNA kratsi nez 20 bp s LPA nekoprecipituji, lze LPA vyuZit pfi separaci znacené DNA
od nenavazanych nukleotidi béhem precipitace. Pro detekci fragmenti kratSich nez
20 bp je vhodnéjsi pii etanolové precipitaci pouzit glykogen nebo tRNA [76].
V nasi praci pfi pouziti mikrokolonkové extrakéni metody byly vysledky odlisné.
Po pfidani 25,8 pul LPA o finalni koncentraci 20 png/ml ke vzorkiim smésné plazmy se
vytéznost snizila téméf o jednu tfetinu (630 + 95 ng/ml) oproti referencnimu vzorku

(930 £ 149 ng/ml).
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Obrazek 7 Precipitace DNA fragmentii v piitomnosti LPA, glykogenu a tRNA
Zdroj: Modifikovano dle [76].

Cheung et al. [94] popsali rychlou a citlivou metodu pro detekci molekuly RNA
viru hepatitidy C (HCV). Pro izolaci nukleové kyseliny pouzili silikagelové castice
a pro detekci modifikovanou reverzné transkriptasovou-PCR. Pied vlastni purifikaci
molekuly RNA byly k fedénym vzorkiim pozitivnich na HCV virus pfidany nosice
tRNA (Bethesda Research Laboratories) a DNA ze spermatu lososa (Sigma), oba dva
o koncentraci 10 pg/ml. Zménou objemu pfidaného nosi¢e jak tRNA, tak DNA ze
spermatu lososa doslo ke zméné vytézku HCV RNA. V pfitomnosti 100 pl a 10 pl
nosi¢e DNA ze spermatu lososa byly vytézky HCV RNA 1000krat nizsi, zatimco po
pfidani 1 pl nosice byly vytézky HCV RNA sniZeny 100krat a po ptidavku 0,1 pl DNA
ze spermatu lososa jiz k poklesu nedoslo. Obdobné pak v pripade pridani 100 ul nosice
tRNA se vytézky HCV RNA snizili 100krat. Z uvedenych vysledkd lze usuzovat,
ze pridani cizorodé nukleové kyseliny v podobé DNA ze spermatu lososa nebo tRNA,
snizuje vaznost cilené RNA na silikagelové Castice a tim 1 vytézek HCV RNA [94].
Také vnaSem piipad¢ piidavek téchto nosi¢l negativné ovlivnil vytézek cfDNA.
Po ptidani 12,5 ul kvasinkové tRNA o finalni koncentraci 20 pg/ml koncentrace cfDNA

klesla o jednu tfetinu (630 = 125 ng/ml) oproti referenénimu vzorku (930 + 149 ng/ml).
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V ptipadé ptidavku 25,8 ul DNA ze spermatu lososa o findlni koncentraci 20 pg/ml
se koncentrace cfDNA snizila témét o polovinu (440 £ 97 ng/ml) vici referenénimu
vzorku.

Vliv ptidavku nosi¢e Poly (A) RNA a DNA ze spermatu lososa (ssDNA)
na vytézek DNA byl sledovén i ve studii Schiffner et al. [95]. Vzorky z bukélnich stérti
sliznic byly purifikovany za pouziti centrifugacnich filtri (Microcon, Millipore).
Vysledky popisuji signifikantné vyssi vytézek DNA v ptipadé ptidavku obou nosicu
1 ng Poly (A) RNA a 1 ng DNA ze spermatu lososa. Nicméné v pritomnosti DNA
ze spermatu lososa mohou vznikat nezddouci amplikony, a proto autofi upfednostiiuji
pouzivat nosi¢ Poly (A) RNA [95].

Sanders et al. [96] porovnavali kvantitativni metody qPCR a digitalni PCR (dPCR)
pfi méfeni malého mnoZstvi (< 200 kopii) DNA. Pro zhodnoceni ptesnosti, citlivosti
a reprodukovatelnosti metody dPCR pouzili rizné templatové DNA a matrice. B€éhem
ptiprav templatovych DNA byl k analyzovanym vzorkiim pfidan nosi¢ DNA
ze spermatu lososa o koncentraci 50 pg/ml (Agilent). Pfidany nosi¢ nemél vyrazny vliv
na stanovené mnozstvi DNA, ale v jeho pfitomnosti byla zvySena pifesnost méteni
dPCR [96].

Leary et al. [97] se zabyvali studiem citlivé kolorimetrické metody zalozené na
vizualizaci biotinem znacenych DNA sond hybridizovanych na DNA nebo RNA, které
jsou imobilizované na nitroceluldzové membrang, tzv. bio-blotovani. Aby zabranili
nespecifickému navazani hybridiza¢nich sond, tak v kroku pfipravy prehybridizacnich
a hybridizacnich pufrti pouzili pfidavek sonikované DNA ze spermatu sled¢ (Sigma)
o koncentraci 250 - 500 pg/ml. Pfi porovnavani citlivosti detekénich metod bylo
k jednotlivym vzorklim vzdy ptidano 7,5 pg nosi¢ové DNA ze spermatu sledé [97].

Gersberg et al. [98] testovali kvalitu motské vody vybranych rekreacnich stiedisek
ve Spojenych statech a Mexiku. Zjistovali korelaci mezi hladinou konvenénich
fekalnich indikatort, jako jsou Escherichia coli a enterokoky, s hladinou viru
hepatitidy A (HAV) a enterovirt. K analyzovanym vzorkim vody byla pfidana
nosicovda DNA ze spermatu sledé¢ o koncentraci 0,005 pg/ml. Mnozstvi HAV
aenterovirt ve vzorcich bylo stanoveno pomoci kvantitativni reverzni
transkriptasové-PCR (qQRT-PCR) [98].

Obdobn¢ jako v nasi praci se Beranek et al. [89] zabyvali vlivem ptidavku rtiznych

nosi¢ovych molekul na vytéznost ctDNA. Vzorky krevni plazmy (EDTA) pochézely
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od pacientl s metastazujicim kolorektalnim karcinomem. Jednotlivé nosi¢e byly
piidany ke vzorkiim krevni plazmy pred extrakci mikrokolonkovou metodou
(NucleoSpin Plasma XS, Macherey-Nagel). Extrakty byly vyhodnoceny kvantitativni
real-time PCR. Vysledky této studie koreluji s vysledky nasi prace. Signifikantné
pozitivni uc¢inek na mnozstvi eluované ctDNA (p < 0,05) byl prokdzan pouze po
ptidavku 4 pg polyadenylové kyseliny. Ostatni nosi¢e nemély zZadny (nosicova RNA)
nebo negativni U¢inek (glykogen, linearni polyakrylamid, kvasinkova tRNA, DNA ze
spermatu lososa a DNA ze spermatu sled¢) na vytézek ctDNA [89]. Dle jiz zminéné
studie Shaw et al. [92] pro zachovani maximalni G¢innosti DNA extrakce byl nosi¢ Poly
(A) RNA pfidan v poméru 12:1 (RNA/DNA). Nosicova RNA byla pfidana v poméru
50:1, avSak bez efektu na vytéznost ctDNA [89]. Mechanismus, kterym nosi¢ RNA
zvysuje vytézek DNA pii mikrokolonkové extrakei neni prozatim znam [91]. Pii jeho
pouziti je tedy potfeba brat zietel na spravny pomér RNA/DNA, nicméné i délka Poly
(A) vléken a jejich uspotadani v prostoru by pravdépodobné mohly ovlivnit extrakéni
proces [89].

Dle doporuceni vyrobce byly pii naSi experimentalni praci v poslednim kroku
extrakéni procedury vlozeny oteviené zkumavky s eluatem cfDNA na 8 minut
do pfedem vyhtatého termobloku na 90 °C. Tento krok je dileZity pro odstranéni
zbytkovych stop etanolu a pro =zajiSténi vyssi citlivosti PCR reakce [85].
Timto zpiisobem bylo zpracovano vSech 90 alikvoti, jejichz elu¢ni objem byl 35 pl.
Je uvadéno, ze pii eluénim objemu 20 pl dojde k odpateni vzorku na objem 12 - 14 pl
[85].

ZaveéreCnym cilem této prace bylo porovnat vliv délky inkubacni doby
na koncentraci a amplifikovatelnost cfDNA. Vybrané zkumavky s eluaty cfDNA byly
rozdéleny do 2 skupin, kazdy zeluati mél objem 35 pl. Nasledné byly oteviené
zkumavky vlozeny do termobloku (90 °C), prvni skupina A na 12 minut a druha
skupina B na 6 minut. Ve skupiné¢ A doSlo k odpateni 22 - 24 ul a ve skupin¢ B
se odpatilo 11 - 13 pl. Pfi prodlouzeni inkubac¢ni doby na 12 minut se koncentrace
cfDNA zvySila az pétinasobné. Zakoncentrovanim eluatu se ucinnost amplifikace
templatu DNA vyznamné nezménila. Pfi real-time PCR nebyly v testovanych skupinach
zjiStény statisticky vyznamné rozdily v hodnotdch Ct (viz Tabulka 15). Pfitomnost

inhibitorti PCR reakce a enzymu nukleas (DNas) prokazana nebyla.
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Tabulka 15 U¢innost amplifikace real-time PCR

Ct hodnota
12 minut 6 minut
Ref. 28,15 29,26
nosi¢ova RNA 27,56 28,93
Poly (A) I 27,42 28,68
Poly (A) I 28,40 29,71

Ct hodnota - threshold cycle

Eluaty cfDNA byly inkubovany v termobloku pii teploté 90 °C

Ref. - bez ptidavku nosice, Poly (A) I - pfidavek polyadenylové kyseliny (pokus 3A)
Poly (A) II - ptidavek polyadenylové kyseliny (pokus 3B)

Podobnych vysledkl bylo dosazeno ve studii Bronkhorst et al. [34], ktefi rozd¢lili
rustové médium do tfi 6 ml zkumavek, které byly evaporovany v zafizeni SpeedVac na
celkovy objem 2,5 ml. Koncentrace cfDNA se v kazdém z testovanych vzorkl zvysila
v pruméru 2,33krat + 0,2 [34]. Z vysledkd vyplyva, ze findlni krok extrakce je velice

dilezity a nemél by byt opomijen.
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10 Zavér

Hlavnim cilem diplomové prace bylo zjistit vliv pfidavku raznych nosicovych
molekul na vytéznost cfDNA ze vzorkii krevni plazmy. Modifikace extrakéniho
protokolu by mohla napomoci optimalizaci standardizace analyzy cfDNA.

Ze vzorku smésné plazmy bylo ziskdno celkem 90 alikvott, které byly rozdéleny
do 9 skupin (extrak¢nich pokusit) dle typu nosice a zpracovany soupravou NucleoSpin
Plasma XS (Macherey-Nagel). Testovanymi nosi¢i byly: RNA carrier (Qiagen),
Glycogen (Invitrogen), Poly (A) Polyadenylic acid (Roche), Linear Acrylamide
(Invitrogen), Yeast transfer RNA (Ambion), Salmon sperm DNA (Invitrogen), Herring
sperm DNA (Promega).

Predpokladana optickd interference nckterych nosi¢li  (nosicovd RNA,
polyadenylova kyselina, DNA ze spermatu lososa a DNA ze spermatu sled€) byla
potvrzena spektrofotometrickou analyzou eluatl cfDNA v UV oblasti svétla. V piipadé
piidani téchto nosicli byly spektrofotometricky zméfeny statisticky vyznamné vyssi
koncentrace cfDNA (15krat) oproti referencni skupin€. Vzhledem ke specifité
fluorimetrického stanoveni, byly vlivem pfidavku interferujici molekuly DNA ze
spermatu lososa a DNA ze spermatu sledé¢ zméfeny statisticky vyznamné vyssi hladiny
cfDNA (80krat) v porovnani s referen¢nim vzorkem.

Zhodnocenim vysledkti, kvantitativni real-time PCR, byl zaznamenan pozitivni
ucinek na mnozstvi eluované cfDNA pouze v ptipadé polyadenylové kyseliny o findlni
koncentraci 1,55 pg/ml, avSak vytéznost cfDNA se signifikantn¢ nezménila. Pridavek
nosicové RNA a polyadenylové kyseliny o koncentraci 0,1 pg/ml se na mnoZzstvi
ziskané plazmatick¢ DNA statisticky vyznamné neprojevil. Ve zbylych piipadech mél
pridavek nosice na vytézek cfDNA negativni ucinek (glykogen, linearni polyakrylamid,
kvasinkova tRNA, DNA ze spermatu lososa a DNA ze spermatu sled¢). Na zéklad¢
téchto poznatkid byl jako nevhodnéj$i nosi¢ pro rutinni izolaci cfDNA soupravou
NucleoSpin Plasma XS, ze vzorkl krevni plazmy, vyhodnocen ptidavek polyadenylové
kyseliny o finalni koncentraci 1,55 ug/ml.

Pti testovani vlivu délky inkubaéni doby na koncentraci a amplifikovatelnost eluatu
cfDNA ve zkumavkéich vlozenych do termobloku o teploté 90 °C bylo zjisténo,
ze prodlouZenim inkubacni doby z 6 na 12 minut se koncentrace cfDNA zvysSila
petinasobné, ale ke zméné ucinnosti amplifikace templatu DNA nedoslo.
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