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přehled
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Souhrn
Real-time PCR je citlivá metoda pro analýzu RNA založená na základě měření fl uorescence. Je využívána v základním výzkumu, 
molekulární medicíně a v biotechnologiích. Kvantitativní PCR je jednoduchá, s vysokou citlivostí a spolehlivostí. Tato technika se 
rychle rozvíjí s objevem nových enzymů, chemikálií a přístrojů a slouží mimo jiné k potvrzení dat získaných pomocí sledování geno-
vé exprese mikročipovou analýzou. Tato práce seznamuje s principem real-time PCR a popisuje její využití ve studiu mnohočetného 
myelomu a celkově v hematologii.
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Summary
Real-time PCR is a sensitive method for RNA analysis based on fl uorescence measurement. It is used in basic research, applied 
molecular medicine, and biotechnology. Real-time PCR assays are easy to perform and combine high sensitivity with reliability. 
The technology is evolving rapidly with the introduction of new reagents and instrumentation. It can be used for the confi rmation of 
data acquired by microarray analysis of gene expression. We review basic principles of real-time PCR and describe its application in 
hematology and especially in multiple myeloma research.
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Úvod
Každý typ buňky vytváří svůj soubor molekul mediá-
torové RNA (mRNA), tzv. transkriptom. Jako odpověď 
na stimul jsou buňky schopny zvyšovat nebo snižovat 
hladinu mRNA, které jsou poté překládány do proteinů. 
Použití cDNA mikročipů umožňuje detekovat v jednom 
experimentu změnu exprese až u 30 000 genů. S rozvo-
jem nových metodik detekce genové exprese se objevuje 
potřeba jednoduchého a rychlého stanovení hladiny vy-
braných transkriptů. Toto splňuje metoda real-time PCR 
(kvantitativní PCR). Detekce pomocí kvantitativní PCR 
je charakteristická vysokou specifi tou a citlivostí. Hla-
dina mRNA byla dříve stanovována pomocí Northern 
blottu. Tato metoda bývá označována jako zlatý standard 
v měření genové exprese/hladiny mRNA. Používá radi-
oaktivně značenou sondu komplementární k příslušné 
testované RNA. Po separaci transkriptů na elektroforéze 
a jejich přenesení na membránu, je reakce s radioaktivní 
sondou detekována na fi lmu. Tato technika je spolehlivá, 
její nevýhodou je však nižší citlivost, nutnost práce s ra-
dioaktivním materiálem a dostatečné vstupní množství 
RNA. V posledních letech byl Northern blot nahrazen 
metodou real-time PCR, která eliminuje zmiňované ne-
výhody.

Co je to real-time PCR?
Real-time PCR (kvantitativní PCR) je metodika založená 
na polymerázové řetězové reakci (PCR), objevené Kary 
Mullisem v roce 1983. V klasické PCR je amplifi kovaný 
produkt (amplikon) detekován po skončení reakce elektro-
foreticky. Naproti tomu real-time PCR umožňuje měření 
zmnoženého produktu v průběhu reakce, tzn. v reálném 
čase (real time). Detekce produktů reakce je umožněna 
využíváním fl uorescenčních molekul, které odpovídají 
množství amplifi kované DNA v každém cyklu. Tyto fl u-
orescenční chemikálie mohou být barviva vázající se na 
DNA a nebo sekvenčně specifi cké primery či sondy. Pro-
tože hledaná sekvence DNA může být stanovena jak kvali-
tativně, tak i kvantitativně (počet kopií DNA), je real-time 
PCR označována také jako kvantitativní PCR (qPCR). Vý-
hodou této metody je široký rozsah kvantifi kace v řádu 7-8 
logaritmických dekád, vysoká senzitivita (< 5 kopií) a vy-
soká přesnost (< 2% standardní odchylka) (3, 8). Vysoká 
specifi ta reakce je zajištěna třemi oligonukleotidy: dvěma 
primery a jednou sondou. První zmínka o real-time PCR 
se objevuje v roce 1992 (7). Reakce byla založena na in-
terkalaci barviva ethidium bromid a amplifi kaci zajišťoval 
upravený termální cykler pro ozařování vzorků ultrafi alo-
vým světlem a detekci fl uorescence CCD kamerou. 
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V současné době jsou pro detekci produktů vyžívány pře-
vážně čtyři různé metody. Nejjednodušší a nejlevnější va-
rianta je založena na interkalaci fl uorescenčních látek, kte-
ré se váží na dvouřetězcovou DNA. Interkalární barvivo 
SYBR Green I se váže do malého žlábku dvouřetězcové 
DNA. Během PCR amplifi kace se zvyšuje počet dsDNA 
produktů exponenciálně a tím se zvyšuje i množství barviva, 
které se na ně váže. Fluorescenční signál je nejvyšší na kon-
ci každé exponenciální fáze, v následující denaturační fázi 
je minimální. Detekce PCR produktů pomocí SYBR Green 
I není sekvenčně specifi cká, během reakce mohou vznikat 
nespecifi cké PCR produkty a nebo produkty vzniklé reakcí 
samotných primerů (primer-dimery). Zbývající tři přístupy 
vychází z vazby fl uorescenčně značených oligonukleotidů. 
V současnosti jsou nejvíce rozšířeny hydrolyzační sondy, 
tzv. Taqman systému. Krátká oligonukleotidová sonda kom-
plementární k jednomu z řetězců obsahuje na jednom konci 
fl uorescenční látku (tzv. reportér, např. FAM, VIC nebo JOE) 
a na druhém konci zhášeč fl uorochromu (např. TAMRA). 
Protože je v intaktní formě zhášeč v blízkosti fl uorochromu, 
je fl uorescence vyzářená reportérem „absorbována“ zháše-
čem a není tak měřitelná (10). Při syntéze komplementár-
ních vláken dochází 5´→3´ aktivitou Taq DNA polymerázy 
k hydrolýze sondy, separaci reportérové molekuly a zhášeče 
a tím k nárůstu fl uorescence. Během dalších cyklů se fl uo-
rescence dále zvyšuje z důvodu exponenciálně se zvyšují-
cích volných molekul fl uorochromu. V zavislosti na počtu 
cyklů, připadně z kalibračni křivky paralelně amplifi kova-
neho standardu, je pak možno stanovit koncentraci mRNA 
studovaného genu v neznamém vzorku (6, 5). Existují také 
další typy sond, například molekulární majáky (19), škorpi-
ony nebo hybridizační sondy (21). 
Existují dvě kvantifi kační strategie – absolutní a relativní. 
Při absolutní kvantifi kaci je stanovován přesný počet ko-
pií templátu ve vzorku, zatímco relativní stanovení sleduje 
změny množství templátu mezi vzorky vzhledem k interní 
kontrole. Jako interní kontrola (tzv. housekeeping gen) se 
používá gen, který má podobnou hladinou exprese v jednot-
livých testovaných vzorcích, beze vztahu k buněčnému cyk-
lu nebo aktivaci buněk (13). Nejčastěji se využívá gen pro 
albumin, β-aktin, β-globin nebo GAPDH (20, 16, 14, 9).
Hladiny RNA neodpovídají vždy hladině proteinů pro-
dukovaných buňkou z důvodu posttranskripčních úprav 
a regulace translace. I když kvantitativní PCR je citlivou 
a přesnou metodou, relevantní závěry o studovaných dějích 
vyžadují další informace o proteinové hladině a aktivitě. 

Specifi cké problémy a nastavení u mnohočetného 
myelomu 
Pro stanovení genové exprese v testovaném vzorku je nutné 
zajistit v dostatečném množství a čistotě CD138 pozitivní 
buňky. Pro tento účel lze využít magnetické nebo fl owcy-
tometrické separace (MACS, FACS). Čistota potřebná pro 
analýzu (≥ 90% MM buněk) je stanovována morfologicky 
a s využitím průtokové cytometrie (1). 
Pro sledování genových expresních profi lů je důležité 
rychlé zpracování a izolace RNA po separaci CD138 po-
zitivních buněk. Exprese genů se rychle mění nejen v prů-
běhu růstu a diferenciace buněk, ale také jako reakce na 
změny prostředí. Zpoždění zpracování vzorků již o tři ho-

diny vede k podstatným změnám v genové expresi (2, 15). 
Pro expresní studie je nutné snížit čas nezbytný do izolace 
RNA (4).

Ukázka reprezentativního výsledku
Amplifi kační graf je zobrazení fl uorescenčního signálu 
v závislosti na počtu cyklů (Obrázek č.1). V počátečních 
cyklech PCR je detekován pouze malý fl uorescenční sig-
nál. Zvýšení signálu nad tzv. prahovou hodnotu značí po-
čátek detekce hromadícího se produktu. Pro každý sledo-
vaný gen je stanovena tzv. Ct hodnota (threshold cycle). 
Parametr Ct udává číslo cyklu, ve kterém fl uorescence 
dosáhla nad prahovou hodnotu. Čím vyšší je počáteční 
množství vzorku, tím dříve je detekována zvyšující se fl u-
orescence produktu a tím nižší je hodnota Ct. Výhodou 
parametru Ct je jeho dobrá reprodukovatelnost.
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Obrázek č. 1: Detekce produktu real-time PCR a stanovení Ct 
hodnoty. Převzato z http://www.rt-pcr.com/. Osa y představuje počet 
kopií genu, osa x počet cyklů amplifi kace. Parametr Ct (threshold cycle) 
je defi nován jako číslo cyklu, ve kterém emise fl uorescence překročí 
prahovou hodnotu (threashold). Čím nižší hodnota Ct, tím více kopií 
sledovaného genu je přítomno ve vzorku. Amplifi kační graf vykazuje 
sigmoidální průběh s exponenciální, lineární a plató fází.

Obrázek č. 2: Stanovení fl uorescence během 40 amplifi kačních cyklů 
u vzorků se snižujícíc se koncentrací DNA (červená až zelená křivka) 
a kontroly bez DNA templátu (hnědá křivka). Převzato u http://www.
biotecnologie.unibo.it/capranicolab/realtime.php
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Aplikace real-time PCR u mnohočetného myelomu
Metoda real-time PCR se ve studiu mnohočetného myelo-
mu používá pro monitorování minimální zbytkové choroby 
(MRD minimal residua disease) a umožňuje tak předpově-
dět relaps onemocnění (12). Spolu s mikročipovou analý-
zou slouží ke stanovení exprese genů, které jsou spojová-

ny s přežitím pacientů či rezistencí na léčbu (17). Metoda 
umožňuje také stanovit míru exprese nádorových antigenů 
u myelomových buněk a tak posoudit vhodnost jejich po-
užití v imunoterapii (18). V laboratořích Univerzitního vý-
zkumného centra – CMG byl připraven panel genů význam-
ných u mnohočetného myelomu, jejichž exprese je sledo-
vána pomocí real-time PCR. Tyto geny podávají informaci 
o prognóze pacientů a jejich případné rezistenci na léčbu.

Závěr
Analýza hladiny genové exprese pomocí kvantitativní 
amplifi kace mRNA nalézá svůj význam v základním vý-
zkumu, farmakogenomice a molekulární diagnostice. Při 
plánování designu experimentu je třeba provést rozhod-
nutí, zda expresi stanovovat pomocí absolutní nebo rela-
tivní kvantifi kace a provést výběr vhodné interní kontroly. 
I když kvantitativní PCR je citlivá a přesná metoda v kli-
nické diagnostice, musí být použita vhodně s vědomím 
určitých omezení. 
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Schéma 1: Metody real-time PCR:
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