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Souhrn

Real-time PCR je citliva metoda pro analyzu RNA zalozena na zakladé méfeni fluorescence. Je vyuzivana v zékladnim vyzkumu,
molekularni medicing a v biotechnologiich. Kvantitativni PCR je jednoducha, s vysokou citlivosti a spolehlivosti. Tato technika se
rychle rozviji s objevem novych enzymi, chemikalii a pfistrojii a slouzi mimo jiné k potvrzeni dat ziskanych pomoci sledovani geno-
vé exprese mikroCipovou analyzou. Tato prace seznamuje s principem real-time PCR a popisuje jeji vyuziti ve studiu mnohocéetného
myelomu a celkové v hematologii.
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Summary

Real-time PCR is a sensitive method for RNA analysis based on fluorescence 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 confirmation 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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Uvod

Kazdy typ bunky vytvaii svij soubor molekul media-
torové RNA (mRNA), tzv. transkriptom. Jako odpovéd’
na stimul jsou bunky schopny zvySovat nebo snizovat
hladinu mRNA, které jsou poté piekladany do proteind.
Pouziti cDNA mikroc¢ipti umoznuje detekovat v jednom
experimentu zménu exprese az u 30 000 genti. S rozvo-
jem novych metodik detekce genové exprese se objevuje
potieba jednoduchého a rychlého stanoveni hladiny vy-
branych transkriptt. Toto spliiuje metoda real-time PCR
(kvantitativni PCR). Detekce pomoci kvantitativni PCR
je charakteristickd vysokou specifitou a citlivosti. Hla-
dina mRNA byla dfive stanovovana pomoci Northern
blottu. Tato metoda byva oznacovana jako zlaty standard
v méfeni genové exprese/hladiny mRNA. Pouziva radi-
oaktivné znacenou sondu komplementarni k pfislusné
testované RNA. Po separaci transkriptll na elektroforéze
a jejich pfeneseni na membranu, je reakce s radioaktivni
sondou detekovana na filmu. Tato technika je spolehliva,
jeji nevyhodou je vSak niz$i citlivost, nutnost prace s ra-
dioaktivnim materidlem a dostatecné vstupni mnozstvi
RNA. V poslednich letech byl Northern blot nahrazen
metodou real-time PCR, ktera eliminuje zminované ne-
vyhody.
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Co je to real-time PCR?

Real-time PCR (kvantitativni PCR) je metodika zalozena
na polymerazové fetézové reakci (PCR), objevené Kary
Mullisem v roce 1983. V klasické PCR je amplifikovany
produkt (amplikon) detekovan po skonceni reakce elektro-
foreticky. Naproti tomu real-time PCR umoziuje méteni
zmnozeného produktu v pribéhu reakce, tzn. v realném
Case (real time). Detekce produktt reakce je umoznéna
vyuzivanim fluorescenc¢nich molekul, které odpovidaji
mnozstvi amplifikované DNA v kazdém cyklu. Tyto flu-
orescencni chemikalie mohou byt barviva vazajici se na
DNA a nebo sekvencné specifické primery ¢i sondy. Pro-
toze hledana sekvence DNA mize byt stanovena jak kvali-
tativng, tak i kvantitativné (poc¢et kopii DNA), je real-time
PCR oznaéovana také jako kvantitativni PCR (qPCR). Vy-
hodou této metody je Siroky rozsah kvantifikace v fadu 7-8
logaritmickych dekad, vysoka senzitivita (< 5 kopii) a vy-
soka presnost (< 2% standardni odchylka) (3, §). Vysoka
specifita reakce je zajiSténa tfemi oligonukleotidy: dvéma
primery a jednou sondou. Prvni zminka o real-time PCR
se objevuje v roce 1992 (7). Reakce byla zalozena na in-
terkalaci barviva ethidium bromid a amplifikaci zajistoval
upraveny termalni cykler pro ozafovani vzorku ultrafialo-
vym svétlem a detekci fluorescence CCD kamerou.
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V soucasné dobé jsou pro detekci produktt vyzivany pre-
vazné Ctyfi rizné metody. Nejjednodussi a nejlevnéjsi va-
rianta je zaloZena na interkalaci fluorescencnich latek, kte-
ré se vazi na dvouietézcovou DNA. Interkalarni barvivo
SYBR Green I se vaze do malého zlabku dvouietézcové
DNA. Béhem PCR amplifikace se zvySuje pocet dsDNA
produktti exponencidlné a tim se zvySuje i mnozstvi barviva,
které se na n¢ vaze. Fluorescencni signal je nejvyssi na kon-
ci kazdé exponencialni faze, v nasledujici denaturacni fazi
je minimalni. Detekce PCR produktti pomoci SYBR Green
I neni sekvenéné specifickd, béhem reakce mohou vznikat
nespecifické PCR produkty a nebo produkty vzniklé reakci
samotnych primert (primer-dimery). Zbyvajici tfi pfistupy
vychazi z vazby fluorescencné znacenych oligonukleotidd.
V soucasnosti jsou nejvice rozsifeny hydrolyzacni sondy,
tzv. Tagman systému. Kratka oligonukleotidova sonda kom-
plementarni k jednomu z fetézcl obsahuje na jednom konci
fluorescencni latku (tzv. reportér, napt. FAM, VIC nebo JOE)
a na druhém konci zhasec¢ fluorochromu (napi. TAMRA).
Protoze je v intaktni forme zhédSe¢ v blizkosti fluorochromu,
je fluorescence vyzarena reportérem ,,absorbovana“ zhase-
¢em a neni tak mefitelna (70). Pii syntéze komplementar-
nich vlaken dochazi 5'—3" aktivitou 7ug DNA polymerazy
k hydrolyze sondy, separaci reportérové molekuly a zhasece
a tim k nardstu fluorescence. Béhem dalSich cykla se fluo-
rescence dale zvySuje z diivodu exponencialné se zvysuji-
cich volnych molekul fluorochromu. V zavislosti na poctu
cyklt, pfipadné z kalibracni kiivky paralelné¢ amplifikova-
neho standardu, je pak mozno stanovit koncentraci mRNA
studovaného genu v neznamém vzorku (6, 5). Existuji také
dalsi typy sond, napiiklad molekularni majaky (79), skorpi-
ony nebo hybridiza¢ni sondy (21).

Existuji dvé kvantifikacni strategie — absolutni a relativni.
Pii absolutni kvantifikaci je stanovovan piesny pocet ko-
pii templatu ve vzorku, zatimco relativni stanoveni sleduje
zmény mnozstvi templatu mezi vzorky vzhledem k interni
kontrole. Jako interni kontrola (tzv. housekeeping gen) se
pouziva gen, ktery ma podobnou hladinou exprese v jednot-
livych testovanych vzorcich, beze vztahu k bunéénému cyk-
lu nebo aktivaci bun€k (/3). Nejéastéji se vyuziva gen pro
albumin, B-aktin, B-globin nebo GAPDH (20, 16, 14, 9).
Hladiny RNA neodpovidaji vzdy hladiné proteinii pro-
dukovanych buiikou z divodu posttranskripénich tprav
a regulace translace. I kdyz kvantitativni PCR je citlivou
a presnou metodou, relevantni zavéry o studovanych déjich
vyzaduji dal$i informace o proteinové hlading a aktivite.

Specifické problémy a nastaveni u mnohocetného
myelomu

Pro stanoveni genové exprese v testovaném vzorku je nutné
zajistit v dostatecném mnozstvi a Cistoté CD138 pozitivni
bunky. Pro tento ucel Ize vyuzit magnetické nebo flowcy-
tometrické separace (MACS, FACS). Cistota potiebna pro
analyzu (= 90% MM bun¢k) je stanovovana morfologicky
a s vyuzitim prutokové cytometrie (7).

Pro sledovani genovych expresnich profili je dulezité
rychlé zpracovani a izolace RNA po separaci CD138 po-
zitivnich bunék. Exprese genti se rychle méni nejen v pri-
behu rustu a diferenciace bunck, ale také jako reakce na
zmény prostredi. Zpozdéni zpracovani vzorku jiz o tfi ho-

diny vede k podstatnym zménam v genové expresi (2, 15).
Pro expresni studie je nutné snizit ¢as nezbytny do izolace
RNA (4).

Ukazka reprezentativniho vysledku

Amplifika¢ni graf je zobrazeni fluorescencniho signalu
v zavislosti na poctu cyklt (Obrazek ¢.1). V pocatecnich
cyklech PCR je detekovan pouze maly fluorescencni sig-
nal. Zvyseni signalu nad tzv. prahovou hodnotu znaci po-
catek detekce hromadiciho se produktu. Pro kazdy sledo-
vany gen je stanovena tzv. Ct hodnota (threshold cycle).
Parametr Ct udava cislo cyklu, ve kterém fluorescence
dosahla nad prahovou hodnotu. Cim vyssi je po&ate¢ni
mnozstvi vzorku, tim difve je detekovana zvySujici se flu-
orescence produktu a tim niz$i je hodnota Ct. Vyhodou
parametru Ct je jeho dobra reprodukovatelnost.
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Obrazek ¢. 1: Detekce produktu real-time PCR a stanoveni Ct
hodnoty. Pfevzato z http://www.rt-pcr.com/. Osa y piedstavuje pocet
kopii genu, osa x pocet cyklt amplifikace. Parametr Ct (threshold cycle)
je definovan jako ¢islo cyklu, ve kterém emise fluorescence piekroci
prahovou hodnotu (threashold). Cim nizsi hodnota Ct, tim vice kopii
sledovaného genu je ptitomno ve vzorku. Amplifikacni graf vykazuje
sigmoidalni prub¢h s exponencialni, linearni a plato fazi.
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Obrazek ¢. 2: Stanoveni fluorescence béhem 40 amplifika¢nich cykli
u vzorku se sniZujicic se koncentraci DNA (Cervena az zelena kiivka)
a kontroly bez DNA templatu (hnéda kiivka). Pievzato u http:/www.
biotecnologie.unibo.it/capranicolab/realtime.php
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Schéma 1: Metody real-time PCR:

1. Izolace celkové RNA
l
2. Stanoveni koncentrace a kvality RNA (spektrofotometricky - Nanodrop, Bioanalyzer)
1
3. Zpétny prepis do cDNA
4. Preamplifikaéni reakce — namnoZeni cDNA
!
5. Real-time PCR

!

6. Analyza dat

Aplikace real-time PCR u mnohocetného myelomu

Metoda real-time PCR se ve studiu mnohocetného myelo-
mu pouziva pro monitorovani minimalni zbytkové choroby
(MRD minimal residua disease) a umoznuje tak predpové-
dét relaps onemocnéni (72). Spolu s mikroc¢ipovou analy-
zou slouzi ke stanoveni exprese gentl, které jsou spojova-

ny s prezitim pacientl ¢i rezistenci na lécbu (17). Metoda
umoziuje také stanovit miru exprese nadorovych antigent
u myelomovych bunék a tak posoudit vhodnost jejich po-
uziti v imunoterapii (18). V laboratofich Univerzitniho vy-
zkumného centra — CMG byl pfipraven panel gent vyznam-
nych u mnohoéetného myelomu, jejichz exprese je sledo-
vana pomoci real-time PCR. Tyto geny podavaji informaci
0 progndze pacienti a jejich piipadné rezistenci na lécbu.

Zavér

Analyza hladiny genové exprese pomoci kvantitativni
amplifikace mRNA naléza svlij vyznam v zakladnim vy-
zkumu, farmakogenomice a molekularni diagnostice. Pti
planovani designu experimentu je tieba provést rozhod-
nuti, zda expresi stanovovat pomoci absolutni nebo rela-
tivni kvantifikace a provést vybér vhodné interni kontroly.
I kdyz kvantitativni PCR je citliva a pfesna metoda v kli-
nické diagnostice, musi byt pouzita vhodné s védomim
uréitych omezeni.
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