Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Porovnani metod stanoveni obsahu nukleovych kyselin

Bc. Petra Zamecnikova

Diplomova prace

2017



Prohlasuji:

Tuto praci jsem vypracovala samostatné. Veskeré literarni prameny a informace, které jsem

V praci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury.

Byla jsem seznamena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze
zakona €. 121/2000 Sb., autorsky zdkon, zejména se skutecnosti, Ze Univerzita Pardubice ma
prdvo na uzavieni licenéni smlouvy o uziti této prace jako Skolniho dila podle
§ 60 odst. 1 autorského zakona, a s tim, Ze pokud dojde k uziti této prace mnou nebo bude
poskytnuta licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice opravnéna ode mne
pozadovat pfiméfeny piispévek na uhradu ndkladd, které na vytvoreni dila vynalozila, a to

podle okolnosti az do jejich skute¢né vyse.

Souhlasim s prezen¢nim zptistupnénim své prace v Univerzitni knihovné.

V Hradci Kralové dne 9. kvétna 2017

Bc. Petra Zamecénikova



Podékovani:

Timto bych chtéla podékovat ptedevsim PharmDr. Antoninu Librovi, Ph.D. a PharmDr. Lucii
Krausoveé, Ph.D. za jejich odborné vedeni, cenné rady, viely pfistup a dohled, ktery mi pti
zpracovani diplomové prace vénovali. Také bych chtéla podékovat své rodin€ a partnerovi za

vstticnost, podporu a zdzemi, které mi bylo béhem studia poskytnuto.



ANOTACE

Tato diplomova prace porovnava vykonnostni parametry méfeni obsahu DNA
spektrofotometrickymi a fluorescenénimi metodami. Jako dopliiujici metoda byla zvolena
I real-time PCR. Teoreticka ¢ast se vénuje nukleovym kyselinam, jednotlivym typum DNA
aprincipim vSech pouzitych metod. Definovany jsou také stanovované vykonnostni
charakteristiky vcetné zpusobu jejich ziskani. V experimentalni ¢asti jsou pak uvedeny

protokoly, vysledky a grafy, vSechny ¢lenény po jednotlivych metodéch.
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TITLE
Comparison of methods for assessment of nucleic acid content

ANNOTATION

This master thesis compares characteristics of measuring DNA content by spectrophotometric
and fluorescent methods. As an additional method was chosen real-time PCR. In the
theoretical part are described nucleic acid, individual types of DNA and principles of used
methods. Defined are also assayed parameters, including ways of obtaining them. In the
experimental part are listed individual protocols, results and graphs all division into chapters

by methods.
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UvVoD

Stanoveni obsahu nukleovych kyselin ve vzorcich je nejen v molekularni biologii
béznou zalezitosti. Informace o koncentraci DNA ¢i RNA je zapotiebi pro spravny prubéh
naslednych pokrocilych analytickych metod, proto musi byt postupy pro jejich kvantifikaci
dostatecné spolehlivé a presné. Roztoky s nukleovymi kyselinami by nemély obsahovat zadné
interferujici latky, je tedy tfeba stanovovat také jejich Cistotu. V laboratofich se nejcastéji
pouzivaji metody spektrofotometrické, fluorimetrické a real-time PCR. Pravé tato stanoveni
jsou porovnavana v diplomové praci, a to na c¢tyfech rtiznych typech DNA, konkrétné na
genomové DNA, linearizovaném plazmidu, cirkularnim plazmidu a oligonukleotidu. Metody
jsou komparovany jak z hlediska vykonnostnich parametrti, tak s ohledem na praktické
pozadavky jako jsou cena, spotieba vzorku ¢i reagencii apod. Nejvhodnéjsi zptisob méteni
kvantity nukleovych kyselin neni zndm, 1 proto se timto tématem diplomova prace zabyva
amuze tak pomoci pfi zavadéni internich laboratornich protokoli. Zaroven také ovétuje

funk¢nost vSech pouzitych metod.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny patii mezi biopolymery, tedy ptfirodni makromolekularni latky,
které jsou spolu s proteiny zékladnimi slozkami vsSech zivych soustav, vSech bunék i virt.
Slouzi k uchovani, pfenosu a expresi genetické informace. Pfenesené tedy urcuji pribch

biosyntézy bilkovin v bunikach (Rosypal 2006).

1.1.1 Struktura nukleovych kyselin

Monomery nukleovych kyselin jsou nukleotidy. Ty jsou tvofeny vzdy spojenim
dusikaté baze — purinové a pyrimidinové derivaty, petiuhlikaté cukerné slozky — pentozy
akyseliny fosfore¢né. Pentozou je bud 2°-deoxy- p-D-ribéza Vv piipadé kyseliny
deoxyribonukleové (DNA), v piipadé ribonukleové kyseliny (RNA) je to B-D-ribéza. Pro
oznaceni atomid na cukerném zbytku se pouziva Cislovani s ¢arkami postupné smérem od

béze, jejiz atomy pro odli$eni oznadeny nejsou (Stipek 1997; Rosypal 2006).

Na cukr se v pozici 5° esterovou vazbou vaze zbytek kyseliny fosfore¢né, v poloze
1" pak baze pomoci N-glykosidické vazby. Béznymi dusikatymi bazemi u DNA jsou adenin,
guanin, thymin a cytosin. U RNA je thymin nahrazen uracilem. V poloze 3’ je pentoza
spojena pies sousedni kyselinu fosforecnou k vedlejsi pentdéze. Vznikd tak vldkno

polynukleotida (Bansal 2003).

NH; o
I Pt
= N o //\\ o= . -
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Obrazek 1 Strukturni vzorce dusikatych bazi (Biochemické publikace Orion nedatovano)
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Obrazek 2 Porovnani molekularni struktury DNA a RNA (Biology 2016)

Dv¢ polynukleotidova vlakna vytvati nejcastéji pravotocivou dvousroubovici, vlakna
jsou potom uspofadana antiparalelné. Oznaceni antiparalelni nam fika, zZe sméry jejich cukr —
fosfatovych koster vedou opacné. Timto jsou také dané odlisné polarizované konce molekuly
DNA, a to 3" konec a 5" konec. Mezi bazemi protéjSich vlaken dochdzi ke slabym vazebnym
interakcim, konkrétné k vazbam vodikovymi mistky. Tato vazba je oproti kovalentni vazbé
asi 20 — 30x slabsi. Vodikovymi mustky se k sob& vazi vzdy dvé komplementarni baze, jedna
purinova, druha pyrimidinova. Adenin se spojuje dvéma vodikovymi vazbami s thyminem
nebo uracilem, tfemi potom cytosin s guaninem. Jiné kombinace bazi by siln€¢ deformovaly
tvar dvouSroubovice, proto se v Zivych organismech spiSe nevyskytuji. Na vnéjSim povrchu
dvousroubovice rozeznavame maly a velky Zlabek. V téchto mistech jsou baze vystaveny

vnéjsimu prostiedi a jsou s nim schopny interagovat (Rosypal 2006; Watson a Crick 1953;
Bansal 2003).

Kromé¢ vodikovych mustkii podporuje stabilitu nukleovych kyselin také dalsi typ
interakci, tzv. stohovani neboli stacking. Pary bazi interaguji vzajemné ve vertikalnim sméru

pomoci m-elektront na aromatickych cyklech bazi. Mezi dalsi stabilizujici mechanismy patii
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pusobeni kationtii. Ty redukuji elektrostatickou silu zaporné nabitych fosfatovych skupin
v pentafosfatovych kostrach. Pevnost zajistuje také hydrofobni prostfedi uvnitt
dvousroubovice, které je tvofeno nepolarnimi bdzemi. Do okolniho hydrofilniho prostfedi

jsou pak exponovany nabité fosfaty (Rosypal 2006, 2003; Bansal 2003).
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(a) Key features of (b) Partial chemical structure

DNA structure

Obrazek 3 Usporadani dvouretézcové DNA (Slide share 2015)

Nejbéznéjsi usporadani DNA je tzv. B-forma DNA. Jde o pravotocivou strukturu
S prumérem asi 2 nm, ktera se vyznacuje charakteristickym kolmym uspotadanim bazi vici
ose dvousroubovice. Na jednu otacku piipada cca 10,5 part bazi. Kromé této pravotocivé B-
formy DNA, jsou jesté dvé dalsi vyzna¢né struktury. Jednou z nich je A-forma, je také
pravotociva, ale $ir§i a ponékud plossi. Ma vyssi sklon parii bazi vici ose dvousroubovice,
Vjednom zavitu je 11 parG bazi a uvniti vznikd vyrazna axialni dutina. Treti biologicky
vyznamné uspofadani je Z-konformace. Oproti piedchozim formam je levotociva, opakuji se
v ni vzdy dva pary bazi a méd schodovitou strukturu. Jednomu zavitu nalezi 12 part bazi
a konformace zavisi na vyss$i iontové sile prostiedi. Celkové jsou piechody mezi
konformacemi zavislé pravé na iontové sile a také vlhkosti (Leslie et al. 1980; Bansal 2003;
Points et al. 2012).
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A-DNA B-DNA Z-DNA

Obrazek 4 Biologicky vyznamné konformace DNA (Biological exceptions 2013)

Prostorové struktura syntetizovanych jednovldknovych oligonukleotidii neni ptfesné
definovéna. Jejich uspofddani silné¢ zavisi na pH a li§i se u jednotlivych typl bazi
I jednotlivych nukleotidii. Podle rentgenovych snimkt maji tvar pravotocivé dvousroubovice

S tim, ze thyminové baze nestohuji (Saenger 1984).

1.1.2 Vyznam DNA

Deoxyribonukleova kyselina je nositelkou genetické informace vSech organismu, ale
I nékterych virt, u nich je vsak nékdy nahrazena RNA. RNA vsak chybi jakékoliv reparativni
mechanismy, Casto tak viry mutuji. DNA je oproti tomu mnohem stabilnéjsi a schopna
vlastnich oprav. Ve své struktufe koduje a pfedurcuje vyvoj a vlastnosti celého organismu.
Genetickou informaci je v podstaté podminéna existence vSech bunéénych struktur
i biomolekul. Jedna se o k zivotu nezbytnou latku. Bez ni pfeziji bufiky jen omezenou dobu,
nejsou schopny vyrabét si dilezité bilkoviny, proto jsou ¢asem opotiebovany, poskozovany

a musi byt z téla odstranény jako napf. erytrocyty (Rosypal 2006; Points et al. 2012).

DNA se obvykle vyskytuje v linearnich chromozomech u eukaryot, v cirkularnich
chromozomech nebo plazmidové DNA u prokaryot. Sada chromozomt v buice tvoii genom.
Lidsky genom ma pfiblizné 3,2 miliardy pari bazi, které jsou usporadané do 46 chromozomii.
Informace v DNA je ulozena v konkrétnich tusecich, genech. Geneticka informace je
uplatiovana podle centrdlniho dogmatu molekularni biologie. B&hem transkripce se

informace kédovana v genu, sekvence nukleotidl, piepisuje do komplementarni sekvence
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RNA. Obvykle se pak tato kopie RNA pieklada do sekvence aminokyselin pro vyrobu
konkrétnich proteint, tento krok je nazyvan translaci. DalSi moznosti buiiky je zkopirovani
genetické informace v procesu zvaném replikace DNA. Velka cast genomu se vSak
nepiepisuje v RNA a neni soucasti zadného genu. Jedna se o tzv. nekddujici DNA a jeji role
neni dostate¢né objasnéna, Casto ale pomaha regulovat expresi okolnich gent (Vondrejs 2003;

Points et al. 2012).

Protein
Translation
N\
Transcription %, mRNA
~DNA = =~ RNA rrnA
LS Reverse tRNA
Replication Transcripton

Obrazek 5 Centralni dogma molekularni biologie (DNA Basics of structure and analysis 1998)

1.1.3 Typy DNA

Z hlediska umisténi délime DNA na jadernou a mimochromozomalni.

1. Jaderna (chromozomalni)

Vétsina DNA se nachazi uvnitt eukaryotického bunééného jadra. Spolu s histony
a dalsimi proteiny tvofi chromozomy. Ty jsou pozorovatelné jiz svételnym mikroskopem,
nejvice pii bunécném déleni, a slouzi k rovnomérmému rozdéleni genetické informace do

deefinych bungk (Alberts 2004).

2. Mimochromozomalni

Jadro bunky vSak neni jedinym mistem uchovavani DNA. Existuje také
mitochondrialni ¢i plastidovd DNA. V mitochondriich jde o cirkuldrni strukturu DNA a geny,
které koduje, se podili na jejich enzymatickém vybaveni a protesyntetickém aparatu.
Geneticka informace pak neobsahuje introny a je znacn€ komprimovana. U prokaryotickych
organismu se pak DNA nachdzi volné v cytoplazmé bud’ ve formé plazmidu, nebo je soucasti

cirkularnich bakterialnich chromozomu — nukleoida (Alberts 2004; Rosypal 2006).
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Pro data ke zpracovani této diplomové prace bylo vyuzito téchto druhtt DNA:

1. Cirkularni plazmidova DNA

Jak jiz bylo naznaceno, jde o pomérné malou typicky kruhovou molekulu DNA, ktera
je schopna replikace. Tato kruhova struktura, vSak snadno ptechazi ve struktury sekundarni,
potazmo tercialni, a to V podobé dodate¢ného Sroubovicového vinuti jiz existujici
dvousroubovice, tzv. nadsroubovicového neboli supercoiling. Tento jev ma fadu regula¢nich
roli a jinych funkci. Vliv téchto konformaci mize mit také vliv na absorpéni ¢i fluorescenéni
vlastnosti ataké na homogenitu roztokti obsahujici plazmid (Kato et al. 2011; Vondrejs
2003).

Velikost tohoto typu DNA se pohybuje od 1 do asi 200 kbp, pficemz pocet
identickych plazmidid v jedné buiice se mize pohybovat od jedné do tisici. Nese genetickou
informaci prokaryotickych organismt, ale muzeme ji nalézt i U nékterych eukaryot. Je
umisténa voln€é v cytoplazmé. Plazmidovda DNA casto obsahuje geny pro rezistenci
k antibiotikiim nebo pro virulen¢ni faktory. Umoziuje pfijimat genetickou informaci jinych
organismd, ackoliv neni jejich potomkem, jde 0 tzv. horizontalni genovy transfer (Vondrejs
2003; Witz a Stasiak 2010).

Bacterial DNA Plasmids

Obrazek 6 Znazornéni bakterialni a plazmidové DNA (Biology blog 2011)

2. Linearizovana plazmidova DNA

Linearizaci plazmidu rozumime otevieni jeho kruhové struktury a vyuziva se
piedevsim u klonovani. Plazmidovou DNA otevirame, pokud chceme do jeho sekvence vloZit
cizi DNA, tzv. insert. Pomoci restrik¢nich endonukleaz se $tépi v daném misté jeho kruhova
molekula. Vzniklé konce pak mohou byt bud’ tupé nebo ostré, kohezivni, lepivé. U klonovani
se vyuziva vzniklych lepivych konct, které jsou schopny reasociace s jinymi fragmenty.
Linearizaci plazmida se rusi veskeré sekundarni/tercialni struktury (Vondrejs 2003; Hatina
a Sykes 1999; Kato et al. 2011).
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Obrazek 7 Pfipady stépeni restrikénimi endonukleazami (LAB Guide 2014)

3. Genomova DNA

Toto oznaceni nese jadernd DNA, ktera zahrnuje soubor vSech gend daného
organismu, tedy genom. Jejich velikost se rizné 1isi, pro pfedstavu nejmensi genomy maji
vétSinou viry, jiz od 5 kbp, nejvétsi pak rostliny, az po 149 Gbp. Genomova DNA v sobé
zahrnuje kodujici 1 nekodujici useky. Ziskava se izolaci pfimo z bunék, chromozomil ¢i

klonovanim celé nebo ¢asti sekvence této DNA (Points et al. 2012).
4. Oligonukleotid

Jedna se o kratkou jednovlaknovou DNA. V piipadé oligonukleotidi pojmem
»kratkou* rozumime nékolik desitek nukleotidi. Nejcastéji se uzivaji jako primery pii
sekvenovani ¢i polymerazové ftetézové reakci (PCR). Nasedaji na jednofetézcovou

templatovou DNA a urcuji odkud ma DNA-polymeraza zacit syntetizovat komplementéarni

vlakno (Vondrejs 2003).
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1.2 Kvantitativni stanoveni nukleovych kyselin

V molekulérni biologii je kvantifikace nukleovych kyselin naprosto bézna. Spolehlivé
metody pro stanoveni piesné koncentrace DNA ¢i RNA jsou nezbytné pro ¢etné biologické
aplikace od tradi¢nich molekularné biologickych metod jako je naptiklad restrikéni analyza,
Southern blotting a PCR. Modernéjsi uplatnéni nachazime u kvantifikace vzorku z geneticky
modifikovanych organismti (GMO), detekce DNA v lécich vyrobenych z rekombinantnich
organismd, piipadné u lékarskych diagnoz virti a rakovin. Nejcastéji se provadi za ucelem
stanoveni prumérnych koncentraci DNA nebo RNA, pomaha zjistit, zda je nukleova kyselina
ve vzorku vibec pfitomna, ale urCuje i jeji Cistotu. Reakce, kde se vyuzivaji nukleové
kyseliny, vyzaduji pro spravny prubéh a optimalni vykon konkrétni mnozstvi DNA ¢i RNA
a zaroven nepiitomnost jakychkoli interferujicich latek. V praxi je pouzivano vice metod, ale
jejich aplikace neni univerzalni. Proto se tato diplomové prace zabyva jejich vzijemnym

porovnanim (Li et al. 2014; Smarda et al. 2005; K43 et al. 2005).

Nejpouzivangj§imi  metodami pro stanoveni koncentrace DNA/RNA  jsou
spektrofotometrické stanoveni, fluorimetrické stanoveni V pfitomnosti DNA/RNA barviva
ataké metoda real-time PCR s interkala¢nimi barvivy. Muzeme se setkat naptiklad také

s metodou dot/slot hybridizace, ale ta se v soucasné dobé¢ pfilis nepouziva (Li et al. 2014).

1.2.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace nukleovych kyselin
Spektrofotometrie  je  zalozena na  interakci  analyzovaného  roztoku
s elektromagnetickym zatfenim, kdy ¢astice vzorku absorbuji ¢ast tohoto zatfeni. Diky absorpci
fotonu dochézi ke zméné energie molekuly a excitaci elektronti do vyssi energetické vrstvy.
Zbytek zateni potom prochazi roztokem a je detekovano pfistrojem. Intenzitu absorpce latek
rozpusténych v roztoku lze méfit spektrofotometrem. Mnozstvi svétla, at’ uz pohlceného,
odrazeného, ¢i propusténého uréitym roztokem je zavislé jak na koncentraci dané latky, tak na
vlnové délce zéteni. Intenzita proSlého svétla (Ip) je logicky vzdy mensi nez intenzita svétla,
kterému je latka vystavena (I). Toto ,zeslabeni intenzity popisuje veli€ina zvana
transmitance (T). Nabyva hodnot od 0 do 1, pficemz nule odpovida situace, kdy je veskeré
svétlo pohlceno a jedné, kdy neni zadné zateni zachyceno roztokem, tudiz veSkeré proslo skrz

analyzovany vzorek (Navratil a Rosina 2005; Hrazdira a Mornstein 2001; Gore 2000).
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T ... transmitance
I ... intenzita svétla, které proslo vzorkem

lp ... intenzita svétla aplikovaného na vzorek

Kromé¢ transmitance se ve spektrofotometrii Castéji setkdvame s fyzikalni veli¢inou
zvanou absorbance (A). Zjednodusené feCeno Vyjadiuje schopnost molekul dané latky
pohlcovat elektromagnetické zareni o urcité vinové délce. Z ditvodu exponencialniho ubytku
intenzity svétla po prichodu zatfeni latkou je ve vzorci pouzita logaritmicka funkce (Navratil

a Rosina 2005; Gore 2000).

A ... absorbance

Kvantifikace pomoci spektrofotometrického méteni je zaloZend na Lambert-Beerove

zakong, ktery popisuje vztah mezi absorbanci a koncentraci dané latky (Rosina 2013).
A;\ =5 X ]l Xc

A, ... absorbance pfi urcité vinoveé délce

€. ... molarni absorpéni koeficient pro ur¢itou vinovou délku [1 X mol™! x cm™1]
1 ... délka (tloustka) kyvety [cm]

¢ ... koncentrace vzorku

Kyveta Mikrotitraéni
desticka

T T

‘ :> c, & [
c, €
nd I I

1= 0,59 cm (200 ul)

Obrazek 8 Znazornéni absorpce svétla roztokem v kyveté a v mikrotitraéni desti¢ce (upraveno dle Biotek 2009)
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V pripad¢ aplikace monochromatického svétla je pii stalé koncentraci vzorku béhem
celého méfeni a pfi pouziti stejného rozpoustédla a konstantni délce kyvety Lambert-Beeriv
zékon platny a pouzitelny. Je vSak limitovan, a to napi. fluorescenci nebo fosforescenci
vzorku, pfipadné rozptylem svétla na necCistotach pritomnych v roztoku apod. Presto patii
mezi nejuzivangj$i a nejspolehlivéjsi metody urceni koncentrace latek v roztoku (Rosina

2013; Navratil a Rosina 2005).

Nejbéznéjsim pfistrojem pro fotometricka méteni je spektrofotometr. Sklada se ze
zdroje zafeni, kterym je nejCastéji deuteriova vybojka pro méfeni v UV oblasti nebo
halogenové lampy pro oblast viditelného svétla. Za zarovkou byva sada ¢ocek a zrcadel pro
usmérnéni paprsku na monochromator. Tim je napf. difrakéni miizka, ktera rozklada
polychromatické svétlo na jednotlivé slozky a oddéluje tak paprsek konkrétni vinové délky od
ostatnich. Takto vytvofené monochromatické zafeni prochazi vzorkem a jeho intenzita je
méfena detektorem. Nasleduje vystupni zafizeni s ptfipadnym softwarem pro podrobnou

analyzu dat (Hrazdira a Mornstein 2001; Kralova 2001).

Vzorky vkladdame do spektrofotometru rGzné, existuji pfistroje kyvetové nebo
kapkové. Pravé kapkové jsou vhodné i pro méfeni stopovych vzorkt, pro kvantifikaci staci
pouhy 1 pl. Pro simultanni analyzu vice vzorki jsou pak vhodné ptistroje ,,platereaderové®,

kam se vklada vicejamkova desticka (Hrazdira a Mornstein 2001).

Detektor

Nastavitelna clona :
§ (Fotorezistor)

Vystupni data

r |
Zdroj svétla e ’1-0 I A = =
\ 3 C] ' ‘i >_ A 0260
TR \
] 8l \\
' = Vzorek : .
Zesilovac
signalu
Monochromator Kyveta

Obrazek 9 Priklad uspofdadani kyvetového spektrofotometru s jeho zakladnimi c¢astmi (upraveno dle
Instructables 2011)

Grafickym vyjadfenim zavislosti absorbance nebo energie na vlnové délce
elektromagnetického zéateni prochazejiciho pies roztok dané latky je tzv. absorpéni spektrum.
Popisuje vlastnosti prostfedi a je charakteristické svym tvarem a polohou maxima, kterého se

pii kvantifika¢nich metodach vyuziva (Hrazdira a Mornstein 2001; Gore 2000).
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Nukleové kyseliny obsahuji konjugované dvojné vazby, které jsou obsazeny
V purinovych a pyrimidinovych kruzich. Tyto dvojné vazby maji absorpéni maximum pfi
260 nm, proto je intenzita absorbance pii této vlinové délce pfimo umérnd koncentraci
nukleovych kyselin. Pro zjisténi Cistoty vzorkl je vhodné méfit také absorbanci pii 280 nm,
ptipadné 230 nm. Nukleové kyseliny jsou totiz ¢asto kontaminovany proteiny ¢i fenolickymi
a jinymi interferujicimi latkami, diky pouzitym metoddm jejich extrakce a izolace z bunék.
Pti vinové délce 280 nm tedy detekujeme znecisténi proteiny a pii 230 nm fenolickymi
latkami. Cistotu vzorku pak lze posoudit pomérem absorbanci pii 260 nm a 280 nm, piipadné

230 nm (Li et al. 2014; Navratil a Rosina 2005).

Spektrofotometrické stanoveni nukleovych kyselin je nejéastéji pouzivana technika.
Mezi jeji vyhody patii snadny postup, financni dostupnost a nizkd spotfeba materialu
(u kapkovych pfistroji  dokonce minimalni spotfeba materialu). Metoda vSak byva
nedostate¢na pro méteni nizkych koncentraci dvoutetézcové DNA. Pro spravné vyhodnoceni
je také tieba mit dostateéné Cisté vzorky, jelikoz nerozliSuje mezi nukleotidy, jednofetézcovou
DNA, RNA, ¢i nekterymi kontaminujicimi latkami a na jejich pfitomnost tak neupozorni (Li

et al. 2014; Smarda et al. 2005).

1.2.2 Fluorimetrické stanoveni koncentrace NK

Fluorimetrie je zaloZzena na fotoluminiscenci, kterd je vyvoldna bud wcinkem
dopadajiciho zafeni, nebo dopadajicich castic. Fluoreskujici latka je pomoci
monochromatického svétla excitovana, tim néktery elektron nabyde vyssi energie a pfesune se
do vyssi energetické hladiny. Atom je vSak takto nestabilni, proto se pii prechodu zpét do
zakladniho energetického stavu vyzaii Cast energie ve formé& fotonil, které jsme schopni
detekovat a zméfit, a ¢ast ve forme vibra¢ni energie — tepla. Toto emitované sekundarni zafeni
je nazyvano fluorescenci a je charakterizovano vyzarenim energie ve velmi kratké dobg,
pfiblizné 10°az 10° s. Nejcastéji fluorescenci pozorujeme u organickych latek, predevSim
U slou€enin obsahujici aromatické cykly. Energie emitovan¢ho zafeni je vzdy niZ§i nez
energie zafeni excitacniho, emitované svétlo ma tedy vzdy vétsi vinovou délku a naopak.
Rozdilem excita¢niho a emisniho maxima je jev zvany Stokestv posun a byva definovan pro

kazdy fluorochrom (Li et al. 2014; Hrazdira a Mornstein 2001; Kas et al. 2005).
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Obrazek 10 Znazornéni Stokesova posunu (Thermo Fisher Scientific nedatovano)

Fluorimetricka metoda je druhym nejuzivanéj$im zptisobem méfeni koncentrace
nukleovych kyselin. Stanovuje se specificka fluorescence barviva, fluoroforu, které se
specificky vaze k molekulam DNA (RNA) a fluoreskuje po excitaci. Intenzita fluorescence
odpovida mnozstvi navazaného barviva, toto mnozstvi pak odpovida mnozstvi molekul, ke
kterému se fluorofor vaze. Koncentrace DNA vzorku pak mize byt vypoétena porovnanim
dat se standardni kfivkou vyrobenou z referen¢nich roztokdi o zndmé koncentraci DNA. Tato
metoda je schopna méfit spravné koncentraci nukleovych kyselin i ve smési s proteiny, ale na
kontaminanty —opét neupozorni. Casto se doporuduje kombinovat fluorimetrii
a spektrofotometrii pro pfesné a citlivé stanoveni (Rengarajan et al. 2002; Rosina 2013;

Kopecka et al. 1995).

Fluorimetry pouzivaji nejCastéji vysokotlaké vybojky jako zdroje budiciho zafeni.
Toto svétlo prochazi excitanim monochromatorem a dopadd na vzorek v kyveté nebo
v desticce. Detekovdno a meéfeno je potom zafeni emisni — oddélené emisnim

monochromatorem (Hrazdira a Mornstein 2001).

H
1 Monochromator
H

4
| Excitace
'

vA Ny :
5] > : Monochrométor |

DVQ

Detektor

Obriazek 11 Piiklad instrumentace kyvetového (spektro)fluorimetru (upraveno dle Openstax CNX 2011)
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Nejbéznéji uzivanymi fluorofory pro kvantifikaci nukleovych kyselin jsou ethidium
bromid, Hoescht 33258, PicoGreen, SYBR Green I, OliGreen a dalsi (Rengarajan et al. 2002).

V experimentalni ¢asti této diplomové prace byly pouzity nasledujici dva fluorofory:

1. PicoGreen

Tento fluorofor selektivné vaze dvouvlaknovou dsDNA, jeho excitaéni maximum je
485 nm, emisni 535 nm. Vykazuje vysokou afinitu k DNA, je proto mozné pozorovat
mimofiadné vysoky vzestup fluorescence po jeho navazani na DNA. Pozadi je pfitom takika
zanedbatelné, nevazany fluorofor prakticky nefluoreskuje. PicoGreen je velmi stabilni na
svétle, coz umoznuje delsi expozi¢ni Casy a vyssi flexibilitu testu. Dalsi vyhodou je
jednoduchost pouziti a kompatibilita se standardnimi spektrofluorimetry (ANON. 2008a;
Rengarajan et al. 2002).

2. OliGreen

Toto vysoce citlivé zelené barvivo je ur€eno ke stanoveni koncentrace oligonukleotidi
a jednovlaknové sSDNA. Vinova délka excitace je 500 nm, emise 525 nm. Mezi jeho vyhody
patii kromé citlivosti také pfesnost, Siroky pracovni rozsah a snadné provedeni experimentu

v béznych fluorimetrech ¢&i spektrofluorimetrech (ANON. 2008b).

Oproti fotometrickym metodam ma spektrofluorimetrie vyssi specifitu, v tvahu je
totiz brano kromé absorpcniho (excitaéniho) spektra také emisni spektrum dané latky, navic je
fluorimetrie povazovana za jednu z nejcitlivéjSich molekuldrnich technik pro méfeni
koncentrace DNA a nabyva proto na popularité. Nevyhodou je vy$si finanéni narocnost
fluorescencnich Cinidel, dale na pfitomnost tzv. zhéasecl, které jsou zodpovédné za sestup
excitovaného elektronu na nizsi energetickou hladinu, aniz by byl vyzaren foton (K&s et al.

2005; Hrazdira a Mornstein 2001).

1.2.3 Real-time PCR (qPCR)

Kvantitativni polymerdzova fetézova reakce je postup zaloZeny na principu klasické

PCR, ale oproti ni umoziuje kvantifikaci v redlném Zase (Smarda et al. 2005).

Klasicka PCR je metoda rychlého zmnozeni — amplifikace urcitého tiseku DNA.
Amplifikovany tsek, templat, je ohrani¢en oligonukleotidy, tzv. primery, které jsou vétSinou
20 az 25 nukleotidl dlouhé. Komplementarné nasedaji na konce vybraného useku a praveé od

nich zafind syntéza DNA. Tu provadi termostabilni DNA polymerdza, nejcastéji

28



Taq polymeraza, ktera pochazi z bakterie Thermus aquaticus. Pii reakci se vyuziva piistroje
termocykléru, ktery zajistuje cyklické zmény teplot, coz umoznuje denaturaci DNA,
nasednuti primert a syntézu fetézcii DNA. Pravé opakovani téchto tii krokl je zakladem

PCR. Dostate¢né amplifikace je dosazeno obvykle po 30 — 35 cyklech (Kopecka et al. 1995;
Pelt-Verkuil et al. 2010).

1) Denaturace DNA — dvouvlaknova DNA je zahfivana na teplotu okolo 95°C po dobu 5 —
30 s, dochazi tak k rozvolnéni dvousroubovice vlivem naruseni vodikovych vazeb a vznikaji

dvé jednovlaknové DNA.

2) Hybridizace s primery — teplota je snizena obvykle na 50 — 65°C, kdy nasedaji primery na
specificka mista jednovlaknovych DNA.

3) Syntéza DNA (elongace) — teplota zavisi na pouzité DNA polymeraze, pficemz pro Taq je
optimalnich 72 — 80°C. DNA polymeraza se vaze na dvouvlaknové tseky DNA — primer
a syntetizuje komplementarni vlakno k ptivodni molekule DNA od 5' ke 3' konci. Pii syntéze
vznika z jednofetézcové molekuly dvoufetézcova (Smarda et al. 2005; Pelt-Verkuil et al.

2010).

Dvouvlaknova DNA je naslednou denaturaci separovana na dvé jednovldknové
molekuly, které jsou v dalsim kole syntézy DNA polymerazou opét doplnény na

dvoufetdzcové. Dochazi tedy k exponencialnimu naristu poétu molekul (Smarda et al. 2005).

1 molekula DNA

&%

Rz

2. cyklus PCR: 4 molekuly DN A o e——

1. cyklus PCR: 2 molekuly DNA

po n cyklech: 2n molekul DNA

Obriazek 12 Exponencialni nartst poc¢tu molekul DNA béhem PCR cyklid (LAB Guide 2014)

Dtlezitymi slozkami reakéni smési jsou kromé& zminéné templatové DNA, primerQ
a DNA polymerazy, také stavebni jednotky pro syntézu fetézcli — deoxynukleosidtrifosfaty,
dale pufr a soli pro zajisténi vhodné iontové sily. Dulezité jsou piedevS§im Mg2+ soli, které

slouzi také jako kofaktor polymerazy. Pii nadmérné vysokych koncentracich Mg2+ ionti
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vznikaji nespecifické produkty, pii pfili§ nizkych je dosazeno nizsich vytézkt. Koncentrace
téchto iontl je proto pro spravny priabéh PCR zasadni. Pro snadnéjsi pribeh reakce je mozné
pridavat dalsi aditiva jako je napf. glycerol nebo Triton X. Purifikovanou a sterilni vodou se
potom doplni reakéni smés na pozadovany objem (Kas et al. 2005; Pelt-Verkuil et al. 2010;
Mullis et al. 1986).

Na rozdil od klasick¢é PCR, kde je analyzovan az vysledny produkt napf. pomoci
agarozové elektroforézy, se pti qPCR zaznamenava kazdy cyklus PCR ve skute¢ném case.
Pro tento zdznam se vyuziva principu fluorescence a fluorescencnich sond, které se specificky
nebo nespecificky vazi k amplifikované DNA. Fluorescence je vyzafovana az po navazani
sondy na DNA, volny substrat prakticky nefluoreskuje. Intenzita zéafeni je pfimo umérna
mnozstvi DNA pritomné ve vzorku. Bézné je qPCR provadéna v destickach o 96 jamkach,

pticemz fluorescence je zaznamenavana v kazdé jamce zvlast (Pelt-Verkuil et al. 2010; Arul

etal. 2012).

Fluorescen¢ni sondy rozdélujeme na nespecifické a specifické, podle charakteru jejich
vazby k DNA. Nespecifickymi sondami jsou tzv. interkalaéni fluorescen¢ni barviva (napf.
nejcastéji pouzivany SYBR Green), ktera se vazi na jakykoli usek DNA. Oproti tomu
specifické sondy se vazi pouze k ur¢itému produktu, tedy specificky ke konkrétnimu tseku.

Detekci fluorescence ovliviiuji u sond také molekuly zhasece (Smarda et al. 2005).
Pribéh a kinetiku qPCR reakce je mozné rozdélit do tiech fazi:

1) Exponencialni faze — mnozstvi syntetizované DNA je na takovém stupni, ze fluorescence
presahuje pozadi a diky tomu je zachycena detektorem. Za idealnich podminek je narist poctu

molekul DNA 2", pficemz n odpovida potadi cyklu.

2) Linearni faze — vtomto stddiu dochazi ke strmému narGstu intenzity fluorescence,

mnozstvi templatu je na vysoké urovni.

3) ,,Plateau” faze — pies ptitomnost velkého mnozstvi templatové DNA se Kinetika reakce
zpomaluje, nékteré komponenty reakéni smési mohly byt spotiebovany, a dochazi tak k unavé
reakce. Pro kvantifikaci se této faze nevyuziva, velikost fluorescence neodpovida koncentraci

DNA (Arul et al. 2012; Pelt-Verkuil et al. 2010; Smarda et al. 2005).

Pro kvantifikaci DNA pomoci qPCR je dulezita hodnota Ct — ,.treshold cycle* neboli

prahova fluorescence. Udava nam, pii kterém cyklu dochazi k pfekroceni intenzity
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fluorescence nad zvolenou prahovou hodnotu. Jedna se o relativni miru koncentrace cile PCR
reakce. Pfitom ¢im vys$i je hodnota Ct, tim méné bylo vychozi templatové DNA v reakci
a naopak. Dulezité je uvédomit si, ze pfedchozi dvé metody maji linearni zavislost odezvy
pristroje na koncentraci DNA, kdezto u qPCR jde o nepfimou uméru mezi hodnotami Ct

a logaritmovanou koncentraci (Smarda et al. 2005).

Ct hodnota

amplifikovana
DNA

| baseline - zikladni linie !

intenzita fluorescence [RFU]

negativni kontrola
(bez templatu)

pocet cykli

Obrazek 13 Prubéh a kinetika qPCR reakce (upraveno dle Porterfield 2016)

Metoda qPCR je velice citlivd. Oproti spektrofotometrickym a fluorimetrickym
metodam je vztah mezi koncentraci DNA a odezvou pfiistroje logaritmicky. Jednad se také
0 metodu finan¢né i Casové naro¢né&jsi. Je nezbytné znat konkrétni sekvenci daného useku
DNA pro pouziti vhodnych primert a tento usek navic nesmi byt pfili§ dlouhy. Jedna se tedy
0 metodu vysoce specifickou tim, ze se pomoci qPCR amplifikuje pouze urcita sekvence
DNA, je tak velice slozité, nékdy takika nemozné urcit kvantitu celkové DNA. Dulezity je
I bezchybny postup provedeni. Pfesnost qPCR miize ovliviiovat fada faktord, které mohou byt
soucasti pifipravy reakéni smési, piipravy vzorkli nebo pfimo nevhodné zvolenou sekvenci
primerti. DalS$i chyby mohou byt v nepfesnosti pipetovani, Spatném promichani smési,
ptitomnosti kontaminantl nebo PCR inhibitord (fenol, proteiny...) apod. Je proto vhodné
stanovovat vzorky simultanné v n€kolika opakovanich, nejcastéji v triplikatech, a porovnat

jejich Ct hodnoty (Smarda et al. 2005; Li et al. 2014; Pelt-Verkuil et al. 2010).
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1.3 Vykonnostni parametry metod

vvvvvv

zda analytickd metoda a jeji instrumentace funguji tak, jak se ocekava. Zda je metoda
pouzitelnd pro zamyslené vyuziti a poskytuje v urcité laboratoii vysledky a vykonnostni
parametry, které je mozné vyuzit v praxi s o¢ekavanou mirou kvality. Takovéto ovéfovani se
nazyva validace a potvrzuje, ze je metoda vhodna pro danou aplikaci a je zptsobila zvladnout
pozadavky na ni kladené. Hlavnim cilem validace je zajisténi a zabezpeceni kvality
V laboratofi. ZvySovani jakosti a piesnosti vysledkii méfeni zlepSuje bezpecnost prace,
ochranu zdravi a sniZzuje cenu za zbytecné opakovani (Plzak a Milde 2015; Friedecky et al.

2010).

V praxi se validace metody provadi bézné, nejcastéji pii jejim zavadéni, kdy je to
dokonce povinnosti. Obvykle ovéfované parametry pro validaci analytické metody jsou
spravnost, presnost, specifita a selektivita, limit detekce, limit kvantifikace, linearita méfeni,
rozsah metody a robustnost, v zavislosti na charakteru a ucelu konkrétniho postupu. Dikaz
0 splnéni pozadavkl na danou, jiz zavedenou, metodu provétujici vyjmenované vykonnostni
charakteristiky se nazyva verifikaci. Mimo validace a verifikace se parametry v laboratofi
stanovuji také za ucelem porovnani nékolika metod, pro zjisténi nejvhodnéjsiho interniho

postupu jako je to v piipadé této diplomové prace (Friedecky et al. 2010; Pohanka 2010).

Vsechny parametry se ziskavaji experimenty a vyhodnocenim experimentalnich dat.
Tato diplomova prace porovnava metody z hlediska jejich rozsahu, limitu detekce
a stanovitelnosti, linearity a preciznosti, resp. opakovatelnosti. Vypsané charakteristiky jsou

piibliZzené v néasledujicim textu.

1.3.1 Limit detekce (LOD)

cvwr

detekovéna — identifikovana na stanovené trovni spolehlivosti. To znamena, pii jaké skutecné

koncentraci ptekro¢ime Kritickou hodnotu vyznamné odlisnou od nuly (Suchanek 2009).

Je nutné rozliSovat mezi detek¢éni mezi pfistroje a metody. LOD piistroje vétSinou
vychézi z proméfeni tzv. slepych vzorki, u kterych je vynechén cely postup piipravy vzorki,
nebo na zakladé poméru odezvy pfistroje k vlastnimu Sumu napi. v chromatografii. Pro
ziskdni LOD metody je tfeba vychdzet zcelého métictho postupu analyzy vzorki

(Plzék a Milde 2015).
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Odhad LOD (i LOQ) se nejcastéji pocitd nasobenim smérodatné odchylky (SD)
patficnym faktorem. Vhodné vzorky pro vypocet smérodatné odchylky jsou bud’ slepé
vzorky, tzn. matrice, ktera neobsahuje stanovovanou slozku, coz je vhodné ptfedevSim pro
metody spektrofotometrické nebo spektroskopické. Pro chromatografické techniky aj. je tfeba
prekryt Sum pomoci tzv. zkusebnich vzorki, které maji koncentraci analytu o néco vyssi nez
je predpokladany LOD. Tieti moznosti jsou slepé vzorky reagencii, které pokud neprosly
celym procesem piipravy jako stanovované vzorky, svéd¢i pouze o LOD/LOQ pfistroje.
Smeérodatna odchylka se obvykle ziskava v kratkém Casovém intervalu, provedenim nejméné
deseti opakovani méfeni stejnym analytikem, na stejném zafizeni ve stejné laboratofi
a Vv kratkém casovém intervalu, tedy za podminek opakovatelnosti (Plzdk a Milde 2015;
Friedecky et al. 2010).

Pro bézné¢ ucely obvykle postacuje zjistit uroven, kdy se detekce stava
problematickou, tedy pouze pfibliznou hodnotu LOD. K tomu je vhodné vyuZit vypocet
(Plzék a Milde 2015):

LOD = 3,3 x SD

LOD ... limit detekce
SD ... smérodatna odchylka méteni vhodnych slepych vzorkt

Hodnota 3,3 je odvozena z pravdépodobnosti falesné pozitivnich (a) a faleSné
negativnich chyb (B). Definice LOD je proces, ktery se sestava ze dvou kroku. Prvnim z nich
je zjisténi hodnoty , kritické irovné*“. Tato hodnota je nastavena tak, aby pravdépodobnost, Ze
ziskany vysledek piekrocil kritickou uroven, nebyla vétsi nez a, pokud vzorek neobsahoval
zadny analyt, a nebyla mensi nez 3, pokud byl analyt ve vzorku piitomen. Mez detekce ma
oznacovat pravou koncentraci, pro kterou je pocet a i p pro danou kritickou mez pfijatelny.
Pro volbu apriornich pravdépodobnosti a i B jsou doporuc¢eny hodnoty 0,05 ¢ili 5 %. Pokud
je tedy fale$na chyba rovna 0,05, kriticka aroven potom odpovida 1,64 x SD, pficemz 1,64 je
hodnota odpovidajici nekonecnému pocet stupnii volnosti a hladiné vyznamnosti chyb rovné
0,05. Z téchto tivah potom vyplyva, ze kdyz je o = B = 0,05, pak je zaokrouhlené ¢islo
3,3 (1,64 + 1,64) pouzito jako faktor pro nasobeni smérodatné odchylky (Plzak a Milde 2011;
Suchanek 2009).
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1.3.2 Limit kvantifikace (LOQ)

cvwr

s ptijatelnou spolehlivosti kvantifikovat. Terminologie tykajici se LOD a LOQ vSak byva
nékdy obtizna, 1isi se totiz mezi jednotlivymi obory. Napi. ISO pouziva obecny termin
,»minimalni detekovatelna hodnota redukované stavové proménné‘, v chemii je zase znam
pojem ,,minimalni detekovatelna redukovand koncentrace®, a jejich definice odpovidaji LOD

i LOQ (Plzak a Milde 2015, 2011; Cesky normalizaéni institut 1998).

LOQ neni definovana statisticky, ale konvencné jako hodnota koncentrace analytu, pii
které je nejistota stanoveni vyjadiena jako relativni smérodatnd odchylka (SD) rovna pfedem

uré¢ené hodnoté (doporuceni podle IUPAC 10 %). Pak plati, Ze:
LOQ =kq X SD

LOQ ... limit kvantifikace
Kg ... koeficient (standardem dle IUPAC 10)
SD ... smérodatna odchylka méteni vhodnych vzorki
Pri¢emz kq je koeficient, jehoz pfevracend hodnota je rovna zvolené hodnoté¢ relativni

smérodatné odchylky méfeni vhodnych vzorkd, tedy hodnoté 10 (Plzdk a Milde 2011; Cesky

normaliza¢ni institut 1998).

Nutné je poznamenat, ze i pies 10 opakovani méfeni slepych vzorki jsou smérodatné
odchylky proménlivé, proto odhady LOD/LOQ jsou stile jen hodnoty orientacni.
Stanovované analyty tedy vyzaduji k jejich pritkkazu dostatené koncentrace nad hranici
LOD/LOQ. Pokud vzorky obsahuji ¢asto velmi nizké koncentrace analytu, je doporuceno

sledovat tyto meze pravidelné (Pohanka 2010; Friedecky et al. 2010).
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Obrazek 14 Grafické znazornéni odhadu meze detekce (LOD) (Suchanek 2009)
Vysvetlivky: yyiank je pramérna hodnota signalu slepého vzorku;
Shiank j€ smérodatna odchylka opakovaného méteni slepého vzorku;
a, B jsou chyby L. a II. druhu;
DL je rozhodovaci mez (cut-off);
Y Lop je signal odpovidajici mezi detekce.

1.3.3 Linearita

Tento parametr je chapan jako pfimkovd zavislost mezi dvéma ndhodnymi
proménnymi, tj. odezvou pfistroje a koncentraci stanovovaného analytu. Ovéiuje, zda je tento
vztah linearni. Jedna se tedy o schopnost dané metody poskytnout vysledky méteni piimo
umérné ke koncentraci analytu. Tésnost vzajemné zavislosti — korelaci téchto dvou
proménnych charakterizuje Pearsoniv korela¢ni koeficient (R), konkrétné jeho druha
mocnina (R?). Nabyva hodnoty 0 az 1, pficemz &m vice se blizi jedné, tim je zavislost obou
proménnych ,,t&sn&j§i“, potazmo korelace vyssi. Hodnota R? by pritom neméla klesnout pod
0,97. Je vyhodné, kdyZ je metoda linearni v celém pracovnim rozsahu (Suchanek 2009; Loco
et al. 2002).

Linearita je nejéastéji hodnocena pomoci linearni regresni analyzy. Je vhodné ji
posuzovat alespont v péti koncentra¢nich bodech, pii¢emz by se méfeni mélo opakovat.
Zakladnim vystupem je grafické znazornéni korelaéni piimky, korelacni koeficient R?
a rovnice regrese obsahujici smérnici a intercept — hodnotu pravdépodobnosti priuchodu

pocatkem. Vysledky mohou byt pfipadné podlozeny grafem s odchylkami experimentalnich
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bodu od piimky, tzv. rezidui, diky kterému je mozné odhadnout nekteré trendy béhem méteni

(Pohanka 2010; Plzak a Milde 2015).

1.3.4 Pracovni rozsah

cw w7

ve kterém poskytuje metoda vysledky s piijatelnou nejistotou. Za spodni hranici je b&zné
brana hodnota meze stanovitelnosti. Shora je pak ohraniCovan koncentraci, pti které se
projevuji vyznamné anomalie citlivosti méfeni. Piikladem takové anomalie miize byt ohyb
kalibracni ktivky, tzv. plato efekt pii pfiliS vysokych hodnotach absorbance ve spektroskopii

(Pohanka 2010; Plzak a Milde 2015).

Pro méfeni pracovniho rozsahu se pouzivaji kalibra¢ni standardy s koncentracemi,
které piekracuji alespon o 10 % (n€¢kdy i 0 20 %) ptedpokladany interval metody. Hodnoceno
je nejprve vizualné grafické zpracovani. Horni hranice byva zachycena jiz pouhym okem.
Konkrétn¢js$i ohraniceni je ziskano pomoci regresni analyzy a grafem rezidui. DalSimi
moznostmi je statistické hodnoceni pomoci nastroji ,,goodness of fit* aj. Pracovni rozsah je
obecné rozsahlejsi nez rozsah linearni. Pro G¢innost metody vSak nemusi byt vztah mezi
odezvou pfistroje a koncentrace dokonale linearni (Plzak a Milde 2015; Friedecky et al.
2010).

e el

Odezva pristroje

Linearni rozsah

Koncentrace analytu

Obriazek 15 Kalibracni kfivka s uvedenim linearniho rozsahu, pracovniho rozsahu, meze stanovitelnosti a meze
detekce (Kand’ar et al. 2016)

1.3.5 Preciznost

Preciznost, ve star$i literatufe znama pod pojmem piesnost, je mira shody mezi

nezavislymi vysledky analyz provedenych za pfedem specifikovanych podminek. Nema
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zadny vztah ke skute¢né — spravné hodnote, ale zavisi na rozdéleni ndhodnych chyb. Obvykle
se vyjadfuje pomoci statistickych parametrt, které popisuji rozptyl vysledki. Typicky jde
0 smérodatnou odchylku nebo relativni smérodatnou odchylku, které jsou vypocteny z dat
ziskanych z opakovaného méteni vhodného materialu a za danych podminek. Volba takovych
podminek je podstatnym aspektem hodnoceni preciznosti méfeni, urcuji totiz druh tohoto
parametru. Cilem méfeni je stanovit typickou variabilitu, nikoliv nejmensi. Existuji dvé krajni
moznosti hodnoceni preciznosti, a to opakovatelnost a reprodukovatelnost. Pro validaci
metody je obvykle potieba obou téchto charakteristik (Friedecky et al. 2010; Suchanek 2009;
Pohanka 2010).

Opakovatelnost méfeni neboli preciznost za podminek opakovatelnosti vyjadiuje
tésnost shody vysledki nezavislych méfeni stejného analytu, pomoci stejné metody,
provedené na stejném pfistroji, na stejném misté, stejnym pracovnikem a za stejnych
podminek v kratkém €asovém intervalu. Jedné se o vlastnost metody, nikoliv vystupnich dat,

a ocekava se u ni nejmensi kolisdni mezi vysledky (Plzak a Milde 2015; Suchanek 2009).

U reprodukovatelnosti se naopak ¢eka nejvétsi variabilita vysledkt. Poukazuje na miru
souhlasu mezi vystupy méteni stejného analytu ve vzorcich, kdy jsou jednotlivd méfeni
provadéna za riznych podminek, ale stejnou metodou. Zménénymi podminkami je pouzity

pfistroj, laborant, misto i Cas. VétSinou se stanovuje mira kolisani mezi laboratofemi

(Pohanka 2010).

Mezi opakovatelnosti a reprodukovatelnosti je mozné stanovovat jesté tzv. mezilehlou
preciznost. Poskytuje odhad kolisani mezi t€émito dvéma extrémy, pokud se méfeni provadi
Vv jedné laboratofi. Je tfeba uvadét presné podminky. Cilem je ziskat odhad preciznosti, ktery
by odrézel vSechny zdroje kolisani, které se béhem rutinniho pouzivani v jedné laboratofi
muze vyskytnout. Nékdy se pro mezilehlou preciznost pouzivad termin vnitrolaboratorni

reprodukovatelnost (Plzak a Milde 2015).

Obecné je preciznost zavisld na koncentraci, je proto vhodné ji stanovovat na
koncentracni fad¢ v urcitém rozsahu a ¢astecné pies tento rozsah. Pomoci toho je zjiStén vztah
mezi koncentraci analytu a preciznosti. Pokud je koncentrace métené veli¢iny dostatecné nad
detekénim limitem, je preciznost Casto Umérna koncentraci analytu, proto je v téchto
pfipadech snaz$i a vhodnéjsi vyjadfit tento parametr relativni smérodatnou odchylkou.
Relativni smérodatna odchylka totiz byva viceméné konstantni v celém daném rozsahu (Plzak

a Milde 2015; Pohanka 2010).
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Pro vyhodnoceni této charakteristiky metod je tfeba dostate¢ného poctu opakovanych
m¢éfeni, pfi¢emz opakovani by méla byt nezavisla, tedy provedeni opakovani celého méficiho
postupu od ptipravy vzorki po jejich analyzu. Typicky se jedna o 6 — 15 opakovani, ale pocty
se lisi zdroj od zdroje. Udava se také moznost nejméné deviti méfeni ve stanoveném rozsahu,
tedy tfi analyzy na tfech urovnich. Smérodatné odchylky je také mozné doplnit jinymi
experimentalnimi statistikami, jako je napf. analyza rozptylu (ANOVA) (Friedecky et al.
2010; Plzak a Milde 2015).

V experimentalni cCasti této diplomové prace byly splnény pouze podminky
opakovatelnosti, tedy méfeni stejnym analytikem, na stejném zafizeni, ve stejné laboratofi, za
stejnych podminek a v kratkém Gasovém useku. Césteéné byly dodrZeny také predpoklady pro
mezilehlou preciznost. Pro rozsifeni oblasti porovnavani metod a ziskani vétsiho mnozstvi dat
byly experimenty navrzeny i pro métfeni v riiznych dnech, jiné podminky vSak ménény

nebyly.
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2 Cile prace

Tato prace ma za cil porovnat spektrofotometrické a fluorescenc¢ni metody z hlediska
limitu detekce, limitu kvantifikace, linearity, rozsahu meéfeni a preciznosti, resp.
opakovatelnosti. Pro doplnéni bude vyuzita i metoda real-time PCR. Metody budou
aplikovany na koncentracni fady Ctyi typtt DNA a ze ziskanych dat se stanovi jednotlivé

vykonnostni parametry.
Dil¢i cile:

1) Piipravit koncentra¢ni fady genomové DNA, cirkularniho plazmidu, linearizovaného
plazmidu a syntetizovaného oligonukletidu.

2) Za podminek opakovatelnosti ziskat ze vSech vzorkd ,hrubd“ data pomoci
spektrofotometrickych metod (kapkové, kyvetové a destickové usporadani), metody
fuorimetrické a real-time PCR.

3) Z naméfenych dat ziskat pomoci vypo¢ti naméfené koncentrace (mimo real-time
PCR).

4) Stanovit vykonnostni parametry metod s ohledem na rtizné typy DNA.

5) Porovnat tyto metody navzajem.

Nejprve budou proméfeny koncentracni fady Ctyf typi DNA. Ze ziskanych dat se
stanovi jednotlivé vykonnostni parametry podle aktudlnich modernich postupti. Tyto
charakteristiky budou hodnoceny jak na trovni ,.hrubych® dat z pfistroje, tak po jejich
pfepo¢tu na naméfené koncentrace. Hodnoty setaké porovnaji s predpokladanymi
koncentracemi, které byly ovéfeny a piejaty zevidence vzorki spole¢nosti GENERI
BIOTECH s.r.o. Poté budou metody komparovany mezi sebou. Dal§$im moznym cilem je
zjisténi, zda jsou jednotliva stanoveni ovliviiovana riznou strukturou DNA, ¢i nikoliv. Tento

dalsi rozmér porovnani dat je umoznén diky analyze riznych typi DNA.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Metodika

3.1.1 Testovany material a priprava redicich rad vzorkii
Jak jiz bylo zminéno v teoretické Casti, pro porovnani jednotlivych metod byly

vybrany tyto Ctyfi typy DNA:

- Genomova DNA
- Linearizovany plazmid
- Cirkularni plazmid

- Oligonukleotid

Pocate¢ni  koncentrace vzorkdi byly piejaty zevidence vzorki GENERI
BIOTECH s.r.o. Ty byly zjistény internimi postupy zaloZzenymi na spektrofotometrickém
méfeni. Pro cil této prace — srovnani metod, byla tato koncentrace povazovana pouze za

ptedpokladanou koncentraci, cilem nebylo urceni skute¢né koncentrace.

3.1.1.1 Pouzité roztoky
- puvodni vzorky:
- genomova DNA (200 ng/ul)
- linearizovany plazmid (4,23 ng/ul)
- cirkularni plazmid (81,49 ng/ul)
- oligonukleotid (100 uM ~ 542,7 ng/ul)
- low EDTA TE pufr

3.1.1.2 Laboratorni vybaveni
- laminarni box (Fatran)
- automatické mikropipety rtiznych objem (Eppendorf)
- $picky pro automatickou mikropipetu o riznych objemech (Eppendorf)
- zamrazovaci zkumavky se Sroubovacim vickem o objemu 2 pl
- tfepacka vortex typ V — 1 plus (Biosan Ltd.)
- minicentrifuga (P-LAB a.s)
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3.1.1.3 Postup

1)

2)

3)
4)

5)

6)

Podle vyrobci udavanych rozsahti méfeni jednotlivych piistrojii byl pfipraven design
experimentll pro vSechny typy DNA. Koncentrace a fedéni byly voleny tak, aby bylo
dosazeno hodnot i1 za limity téchto metod, a mohla tak byt ovéfena data piedkladana
vV manualech. Zaroven musel byt bran ohled na plivodni mnozstvi vzorkd.

Pro kazdou metodu byl pomoci piedchozich optimalizaci postupii zvolen vhodny objem
DNA.

Poté byla vypoctena fedici fada pro tvorbu nizsich koncentraci jednotlivych typt.

Vzorky byly fedény v low EDTA TE pufru a pfipravovany do specialnich zamrazovacich
zkumavek se Sroubovacim vickem. Jednotlivé alikvoty byly pfipraveny soucasné, pti¢emz
pro jeden koncentraéni bod byl pfipraven jeden alikvot, a to pro vSechny metody. Objem
alikvotl nebyl nikdy niz§i nez 300 pl.

Ptipravené roztoky byly dikladné¢ promichdny na tfepacce a kratce stoCeny ve stolni
centrifuze.

Zkumavky byly diikladn€ popsany, pteneseny do krabi¢ky a zamraZeny.
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Nasledujici tabulka prezentuje analyzované koncentrac¢ni rozsahy podle typi DNA.
U metod, u kterych se predpokladal vétsi pracovni rozsah, byl fedici faktor 2 nahrazen
Vv nizsich koncentracich faktorem 5. Dle principli pouzitych metod byly vzorky fedény také
do ,reakci®, konkrétné¢ pro spektrofotometrické méteni v kyveté, destiéce a fluorimetrii

20krat, pro qPCR 4krat.

Genomova DNA

NN
) ANANAN
:a' W w
o o olo ==
X c = t= = Es N B R R R S A S R At
AN ||| —AO|O|O|N|<F|00]|
Kapka
.‘g“ Spektrofotometrie|Kyveta
2 Desticka
2 [Fluorimetrie
PCR
Linearizovany plazmid
NN ]|ON
. = li=lielle]le] o] o]
O = o, 1 1 1 1 I
c < 2w | w | w | w | w | w
O o NIN|O|HA|T|W| DD IN|WD | [N
x < N[ Qe MM~ st
- < || = o] o 0o A || =] N
Kapka
.'g" Spektrofotometrie|Kyveta
- Desticka
2 |Fluorimetrie
PCR
J U
NI | |IN|O[O[INN|[CO[00| D
G 3 A NANANANANANANA AN
C ~ QDN O wiwjwjlwjwjwjw|wjwjw
O oo <IN D |HA[O|NIN(DN[OIN|O|H|N|IT D
¥ < ==l =1 R D S e A A A R R e IR e
O T|N|HA|N|N[O|O|O|T|0|A|N|O|HA|N|[N|—| N
Kapka
.'g" Spektrofotometrie|Kyveta
- Desticka
2 [Fluorimetrie
PCR
Oligonukleotid
. <[
¢ =T o|n|co NANAN
c < N|len|ofs || wi|w|w
O b P B IS ST e S e Il S N = R B
x £ < | ~|en|Slen| o] ™M QN S <2
NN O N|H|0|H|O|O|O|N|N|
o Kapka
S |Spektrofotometrie|Kyveta
=
w D .V
esticka
E 0 0
Fluorimetrie

Tabulka 1 M¢fené koncentraéni rozsahy jednotlivych typi DNA vyznaéené svétle Sedou barvou
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3.1.2 Spektrofotometrické stanoveni DNA v kapce

3.1.2.1 Pouzité roztoky
- pfipravené fedici fady vzorkil jednotlivych typa DNA
- low EDTA TE pufr

- sterilizovan4 a ultracista voda

3.1.2.2 Laboratorni vybaveni

- UV-VIS Spektrofotometr Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scientific)

Tento spektrofotometr je urCen pievazné pro stanoveni koncentrace a Cistoty DNA,
RNA ¢i proteinovych vzorkd. Davkovany objem vzorku pro kapkovou metodu je od 0,5
do 2 pl. Spodni limit detekce pfistroje je udavan jako 2 ng/ul dsDNA, horni limit
15 000 ng/ul dsDNA a krom¢ detekéniho okénka pro kapku ma také standardni kyvetovy
prostor. Nanodrop 2000c je vybaven pulzni xenonovou lampou, diky niz ma rozpéti
vlnovych délek 190 az 840 nm. Soucasti je software s pieddefinovanymi metodami pro
meéteni nukleovych kyselin, proteini aj., ale umoznuje také nastaveni postupu s vlastnimi
parametry. K méfeni byl vyuzit modul pro méfeni nukleovych kyselin, ktery snima vinové
délky pro né vhodné — 260 nm, 280 nm a 320 nm. Obsahuje také korekci zakladni linie,
kdy je nulova hodnota automaticky nastavena na hodnotu absorbance vzorku piti 340 nm

(Thermo Fisher Scientific nedatovano).

e

Obriazek 16 Spektrofotometr Nanodrop 2000c (Labtech nedatovano)
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- automatické mikropipety o objemu 10 ul (Eppendorf)

- $picky pro automatickou mikropipetu o objemu 10 pl (Eppendorf)
- bunicina

- tiepacka vortex typ V — 1 plus (Biosan Ltd.)

- minicentrifuga (P-LAB a.s)

- stojany na mikrozkumavky

3.1.2.3 Postup

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Pfredem pfipravené vzorky byly vyjmuty z mrazdku, vytemperovany na pokojovou
teplotu, promichany na tfepacce a kratce sto¢eny v minicentrifuze.

Poté byl spustén pocita¢ a software Nanodropu 2000c, kde byl nastaven modul pro
nukleové kyseliny.

Detekéni okénko pfistroje bylo otfeno a o€isténo ultracistou vodou na bunicéin€. Poté byly
davkovany 2 ul low EDTA TE pufru, zméfeny a nastaveny jako pozadi. Kapka byla
osusena do buniciny. Tento krok byl opakovan vzdy po proméieni fady jednotlivych typi
DNA.

koncentraci po nejvyssi. Kapka byla vzdy pouze osusena bunic¢inou. Pro méteni dsDNA,
tedy plazmidi a genomové DNA byl vmodulu pouzit faktor 50, pro sSDNA -
oligonukleotid, faktor 33. Kazdy vzorek byl davkovan tfikrat a pokazdé zméien.

Cely tento postup byl zopakovan ve tiech riznych dnech. Bylo tak ziskdno 9 hodnot pro
kazdy bod fedéni kazdého typu DNA.

Pro vyhodnoceni smérodatné odchylky slepého vzorku byl nadavkovan a zméfen low
EDTA TE pufr 30x.

Veskera data byla nasledné exportovana ze softwaru do tabulkového formatu Excel pro

dalsi zpracovani a hodnoceni.

3.1.3 Spektrofotometrické stanoveni DNA v kyveté

3.1.3.1 Pouzité roztoky

- ptipravené fedici fady vzorkt jednotlivych typi DNA
- low EDTA TE pufr
- 100% ethanol

- sterilizovan4 a ultracista voda
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3.1.3.2 Laboratorni vybaveni

- UV-VIS Spektrofotometr Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scientific) — viz 3.1.2.2
- spektrofotometricka sklenéna kyveta o objemu 400 ul (Hellma Analytics)

- plastové mikrozkumavky o objemu 500 pl (Eppendorf)

- automatické mikropipety o objemu 1000 pl (Eppendorf)

- $picky pro automatickou mikropipetu o objemu 1000 pl (Eppendorf)

- bunicina

- tiepacka vortex typ V — 1 plus (Biosan Ltd.)

- minicentrifuga Z 100 M (Hermle)

3.1.3.3 Postup

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

9)

Predem piipravené vzorky byly vyjmuty z mrazadku, vytemperovany na pokojovou
teplotu, promichany na tfepacéce a kratce stoeny v minicentrifuze.

Do stojanku byly pfipraveny mikrozkumavky a veskeré vzorky byly 20x fedény na
kone¢ny objem 400 pl. Od kazdé koncentrace byly pfipraveny tfi vzorky pro méfeni.

Poté byl spustén pocita¢ a software Nanodropu 2000c, kde byl nastaven modul pro
nukleové kyseliny a systém pfepnut na méteni v kyvete.

Kyveta byla vyplachnuta ethanolem, poté tfikrat ultracistou vodou a tfikrat low EDTA TE
pufrem. Okraje a detekéni okna Kyvety byly otfeny a o¢istény bunicinou.

Po promyvacich krocich bylo davkovano 400 pl low EDTA TE pufr pro prométeni
a nastaveni pozadi.

Slepy vzorek byl odstranén a dale byly davkovany vzorky, vzdy po 400 pl, od nejnizsi
koncentrace po nejvyssi. Vzorek byl vzdy odsan pipetou z kyvety a dévkoval se dalsi
koncentracni bod. Mezi jednotlivymi typy DNA byla kyveta promyta stejnym zptsobem
jako v predeslém kroku. Pro méfeni oligonukleotidu byl v modulu zménén faktor 50 pro
dsDNA na faktor 33 pro ssDNA.

Absorbance kazdého roztoku byla zmétena tiikrat a hodnoty zprimérovany.

Cely tento postup byl zopakovan ve tfech rliznych dnech. Bylo tak ziskdno 9 hodnot pro
kazdy bod fedéni kazdého typu DNA.

Pro vyhodnoceni smérodatné odchylky slepého vzorku byl naddvkovan a zméfen low

EDTA TE pufr 30x%.

10) Veskera data byla nasledné exportovana ze softwaru do tabulkového formatu Excel pro

dalsi zpracovani a hodnoceni.
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3.1.4 Spektrofotometrické stanoveni DNA v desti¢ce

3.1.4.1 Pouzité roztoky
- pfipravené fedici fady vzorki jednotlivych typtt DNA
- low EDTA TE pufr

3.1.4.2 Laboratorni vybaveni
- Infinite® 200 PRO series (Tecan Group Ltd.)

Jednd se o multireZimovy destickovy a kyvetovy pfistroj s pfistupem k celé¢ tfadé
detekénich metod s pouZzitim bud’ Quad4 monochroméatoru nebo technologii na bazi filtrh.
Uzivatelé si mohou vybrat pozadované moduly a vytvofit si postup analyzy podle
vlastnich preferenci a pozadavki. Infinite 200 PRO mé vysokou citlivost, umoziuje
méfeni v multiplexech a v riznych typech mikrotitracnich desticek (6 az 384jamkové).
Pro dostatecny vykon ve vSech reZimech detekce vyuZziva pokrocilé optiky a detektory
svysokym vykonem, optimalizované pro potieby fluorescence, luminiscence
a absorbance. Pfistroj ma moznosti horniho i spodniho ,,Cteni* desticky, ,,éteni® z vice
mist jedné jamky, umi regulovat teplotu, nastavovat casovy posun mezi méfenimi, michat
desticku uvnitf piistroje aj. Jako zdroj zafeni je zde umisténa UV xenonova vybojka,
rozpéti vlnovych délek pro méfeni absorbance ma 230 — 1000 nm, pro fluorescenci je
rozdilna horni hranice — 850 nm. Software i-Control patfici k pfistroji je snadny
a prehledny pro tvorbu vlastniho skriptu pro jednotlivd méteni (ANON. nedatovano;

Tecan Group Ltd. nedatovéano).

Obrazek 17 Infinite® 200 PRO series (Manual Infinite® 200 PRO nedatovano)
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- laminarni box (Maneko)

- plastova 96jamkova desticka (Corning)

- automatické mikropipety o riznych objemech (Eppendorf)

- $picky pro automatické mikropipety o ruznych objemech (Eppendorf)
- tiepacka vortex VX100 (Labnet)

- stolni centrifuga MiniSpin (Eppendorf)

- stojany na mikrozkumavky

3.1.4.3 Postup

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

Pfredem pfipravené vzorky byly vyjmuty z mrazdku, vytemperovany na pokojovou
teplotu, promichany na tfepacce a kratce sto¢eny ve stolni centrifuze.

Dale byl spustén pfistroj Infinite 200 PRO, k nému pfipojeny pocita¢ a program i-Control.
Poté byla pipetovana 96jamkova desticka. Nejprve se pipetovalo 190 ul low EDTA TE
pufru pro proméieni pozadi, které se nasledné odcitalo od hodnot absorbance roztoku se
vzorkem. Skript pro méfeni byl po piedchozi optimalizaci metody nastaven na méteni
absorbance pfi 260 nm, na méfeni shora a ¢teni z vice mist jamky na XY-line (5x5, tj.
9 bodu celkem).

Nésledovalo ptidani 10 pl vzorku do kazdé jamky, vzorek byl tedy ziedén 20x. Kazdy
koncentraéni bod byl davkovan v triplikatu a byl pipetovan a zmé&fen tiikrat. Hodnoty ze
tfi méteni jednoho vzorku byly zprimérovany pro sjednoceni vystupti v§ech metod (mimo
gPCR). Do skriptu bylo pfidano michani desticky po dobu 30 s orbitaln¢ a 30 s linearné,
jinak byl ponechan jako v pfedchozim kroku.

Cely tento postup byl zopakovan ve tiech riznych dnech, vystupem bylo tedy 9 hodnot
pro kazdy bod fedéni kazdého typu DNA.

Pro vyhodnoceni smérodatné odchylky slepého vzorku byly pipetovany 3 rizné desticky
a kazda byla prométena dvakrat. Hodnoty absorbance z téchto dvou méfeni od sebe byly
odecteny a az z téchto dat se pocitala SD.

Veskera data byla automaticky exportovana a fazena do sesitu v Excelu.

3.1.5 Fluorimetrické stanoveni DNA

3.1.5.1 Pouzité roztoky

- ptipravené fedici fady vzorkl jednotlivych typti DNA
- low EDTA TE pufr
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- pro stanoveni dvousroubovicové DNA (oba typy plazmidl, genomova DNA):
Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit (Thermo Fisher Scientific)

- PicoGreen dsDNA reagent rozpustény v DMSO (1 ml)
- 20x ztedény TE pufr (25 ml)
- ADNA standard 100 pg/ml (1 ml)

- pro stanoveni jednofetézcové DNA (oligonukleotid):

Quant-iT OliGreen ssDNA Assay Kit (Thermo Fisher Scientific)

- OliGreen ssDNA reagent rozpustény v DMSO (1 ml)
- 20x% ztedény TE pufr (25 ml)
- standard oligonukleotidu 100 ug/ml (1 ml)

- sterilizované a ultracista voda

3.1.5.2 Laboratorni vybaveni
Infinite® 200 PRO series (Tecan Group Ltd.) viz 3.1.4.2

- laminarni box (Maneko)

- plastova 96jamkova PCR desti¢ka (Corning)

- automatické mikropipety o riznych objemech (Eppendorf)

- §picky pro automatické mikropipety o riznych objemech (Eppendorf)
- tiepacka vortex VX100 (Labnet)

- stolni centrifuga MiniSpin (Eppendorf)

- mikrozkumavky o objemu 200 pl (Eppendorf)

- zkumavky o objemu 50 a 25 ml

- stojany na mikrozkumavky a zkumavky

- alobal pro ochranu pied svétlem

3.1.5.3 Postup

1) Predem pfipravené vzorky byly vyjmuty z mrazaku, vytemperovany na pokojovou
teplotu, promichany na tfepacce a kratce sto¢eny ve stolni centrifuze.

2) Jednotlivé reagencie byly vyjmuty z lednice a vytemperovany na pokojovou teplotu,
pfi¢emz reagenty byly uchovavany v temném prostredi.

3) Do mikrozkumavek byly pfipraveny vzorky, které se fedily v poméru 30 pl vzorku
a 270 pl low EDTA TE pufru.

4) TE pufr, ktery byl soucasti kitu, se nafedil 20x ultracistou vodou. Pocitano bylo s 200 ul

jako celkovym objemem jamky + rezerva.
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5)

6)

7)

8)

9)

Reagenty byly zfedény 1:200 nafedénym TE pufrem z Kitu. Pocitano bylo se spotiebou
reagentu 100 ml na jamku + rezerva. Zkumavka s takto pfipravenym roztokem reagentu
byla obalena alobalem a chranéna pted svétlem do doby pipetovani desticky.

Dale byly ptfipraveny dvé kalibracni fady ze standardi, které byly soucasti kitl. Navrzeny
byly tak, aby se co nejvice bodu prolinalo s teoretickym rozsahem vzorkd.

Poté byla pipetovana desticka, nejprve 100 pl zfedéného vzorku nebo bodu kalibracni
fady, dale pak 100 ul pfipraveného roztoku reagentu. Kazdy koncentratni bod byl
davkovan do tii jamek.

V jamce byl vzdy cely roztok promichan a cela desticka se nechala inkubovat 3 — 5 minut
V temném prostiedi.

Pro méfeni fluorescence byl pouzit ptistroj Infinite 200 PRO, ktery byl spustén min.
15 minut pfed méfenim. K ode¢tu hodnot byl pouzit software i-Control nainstalovany na

ovladacim PC.

10) Ve skriptu pro méteni bylo po pfedchozi optimalizaci metody méfeni nastaveno michani

po dobu 30 s orbitalni, 30 s linearni. Mé&feni fluorescence pro PicoGreen pii vinové délce
excitace 485 nm a emise 535 nm, pro OliGreen pii vlnové délce excitace 500 nm a emise
520 nm. Cteni jamek bylo nastaveno na shora a méfeni vice mist v jamce na XY-line
(55, tj. 9 bodl celkem). Ptipravené roztoky byly prométeny tiikrat a hodnoty z téchto tii

meéteni byly zpriimérovany.

11) Cely tento postup byl zopakovan ve tfech riznych dnech, vystupem bylo tedy 9 hodnot

pro kazdy bod fedéni kazdého typu DNA.

12) Pro vyhodnoceni smérodatné odchylky slepého vzorku byla prométena desticka, kde se do

kazdé jamky pipetovalo 100 pl reagentu a 100 ul low EDTA TE pufru.

13) Veskera data byla automaticky exportovana do sesitu v Excelu.

3.1.6 Stanoveni DNA pomoci metody real-time PCR

3.1.6.1 Pouzité roztoky

- ptipravené fedici fady vzorki jednotlivych typia DNA

- mastermix |
- 10x koncentrovand qPCR assay hCCL2 Q4 (GENERI BIOTECH s.r.0.)
- mastermix gb Easy (GENERI BIOTECH s.r.0.)
- sterilizovana a ultradista voda

- sterilizovana a ultracista voda jako negativni kontrola
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3.1.6.2 Laboratorni vybaveni

- termocykler CFX96 Touch (Bio-Rad spol s.r.0.)

Jedna se o silny, pfesny a flexibilni real-time PCR detekéni systém. Tento pfistroj je
Sestikanalovy (pét barev a FRET kanal). Spojuje v sobé pokroc¢ilou optickou technologii
S pfesnym fizenim teploty, umoziuje tak citlivou a spolehlivou detekci pro singleplexové
I multiplexové reakce. Ma také integrovanou LCD dotykovou obrazovku a wvnitini

software CFX Manager (BIO-RAD nedatovano).

Obrazek 18 Termocykler CFX96 Touch (BIO-RAD nedatovano)

- PCR box (BioAir instruments)

- plastova 96jamkova PCR desticka (Thermo Fisher Scientific)
- stojanek na PCR desticku

- folie pro zakryti PCR desti¢ky (Thermo Fisher Scientific)
- hladitko na f6lii

- tiepacka vortex VX100 (Labnet)

- minicentrifuga (P-LAB a.s)

- stolni centrifuga MiniSpin (Eppendorf)

- automatické mikropipety riznych objemi (Eppendorf)

- mikrozkumavky riznych objemil (Eppendorf)

- stojany na mikrozkumavky

- nlzky
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3.1.6.3 Postup

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)
9)

Predem piipravené vzorky byly vyjmuty z mrazdku, vytemperovany na pokojovou
teplotu, promichany na tiepacce a kratce sto¢eny ve stolni centrifuze.
VPCR boxu byla pifipravena kompletni qPCR assay smichanim roztoku
10x koncentrované assaye (200 pl), mastermixu gb Easy (1000 ul) a vody (400 pl).
Zhotovena assay byla dispenzovana na PCR desticku do jednotlivych jamek po 16 pl.
K assayi na desticce byly pipetovany piipravené fedici fady vzorkl, negativni kontroly
(vody) po 4 ul, kazdy bod vzdy v triplikatu. Celkovy objem reakéni smési v kazdé jamce
byl tedy 20 pl.
Pipetovano bylo postupné devét desticek.
Kazda desticka byla ptelepena folii, hladitkem uhlazena a zbavena ptipadnych bublin
vzduchu. Piekryvajici rohy folie se odstiihly, desticka byla kratce sto¢ena v centrifuze.
Desticka byla vlozena do termocykleru a nastavenym programem byl 2step UNI, jehoz
kroky vypadaji takto: 95°C 3 min

95°C 10 sec

60°C 20 sec } 50x%
Sledovany byly pouze FAM kanaly.
Po skonceni programu byla desti¢ka vyjmuta z cykleru a vlozena do odpadu.

Veskera data byla hodnocena v softwaru CFX Manager a exportovana do sesitu v Excelu.
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3.1.7 Zpracovani a analyza dat

K hodnoceni dat byl vyuzit matematicky software R (R Core Team a R Foundation for
Statistical Computing 2016), ktery se specializuje na statistiku. Jedna se o open-source
program se skriptovacim jazykem. V ném byly generovany krabicové a sloupcové grafy. Pro
vytvofeni bodovych grafii a jednoduché vypocty byl vyuzit Excel z kancelatského softwaru

Microsoft Office 2010.

3.1.7.1 Krabicovy graf

Vysledky z méfeni jednotlivych koncentra¢nich boda jsou prezentovany formou
krabicového grafu (boxplotu), kde v nasem piipadé kazdy bod reprezentuje devét hodnot, tedy
vysledky tfech méfeni ve tfech riznych dnech. Grafy byly pfipraveny v prosttedi R. Na
ose X je zobrazend predpokladand koncentrace (u qPCR jde o dekadicky logaritmus

ptedpokladané koncentrace), na ose Y je potom odezva ptislusného pfistroje.

3.1.7.2 Smérodatna odchylka slepého vzorku (Plzak a Milde 2015)
Z hodnot ziskanych z proméfeni slepych vzorka byly pro jednotlivé metody vypocteny

smérodatné odchylky pomoci vzorce:

SDplanku =

L (x; — AVG)?
n—1

SDplanku - .. smérodatna odchylka slepého vzorku
Xi ... hodnota absorbance blanku (z 1. az 30. méfeni)
AVG ... primérna hodnota absorbance blanku

n ... poCet méfeni

3.1.7.3 Limit detekce a limit kvantifikace (Plzak a Milde 2015, 2011)

Limity detekce a kvantifikace byly stanoveny pomoci nasledujicich vypoctu:
LOD = 3,3 X SDblanku

LOD ... limit detekce

SDplanku - .- smerodatnd odchylka blanku
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LOQ =10 X SDpjanku

LOQ ... limit kvantifikace
SDpjanku - -- smérodatna odchylka blanku

vvvvvv

nékolik zptisobli. Navic se stira rozdil mezi nimi a tak je tento parametr hodnocen pouze jako
LOD. V piipad¢ této diplomové prace bylo vyuzito techniky ohraniceni spodniho rozsahu
pomoci ¢etnosti FNR (false negative rate) — faleSn¢ negativnich vysledka (Broeders et al.
2014). Pro tento zpusob je nutné, aby negativni kontroly neposkytovaly zadny méfitelny
signal, a to s maximalni chybou 5 %, coz bylo v tomto piipad¢ splnéno. Kazdy koncentracni
bod byl prométen celkem 27krat — v triplikatu v deviti destickach. U vzorkt s ptili§ nizkymi
koncentracemi, tedy teoreticky pod LOD, nebylo ziskano vzdy 27 hodnot, ale méné, jevily se
tedy jako negativni. Do tabulky byl proto uveden pocet negativnich reakci a vypoétena byla
cetnost takovychto vysledkt. Ta by méla dosahovat maximalni hodnoty 0,05 (chyba 5 %) pro

koncentra¢ni hladiny nad LOD. Vypocet ¢etnosti FNR je naznacen v této rovnici:
FNR = [x — (x — x¢)]/x

FNR... ¢etnost falesn¢ negativnich vysledk
X ... celkovy pocet hodnot

Xo ... pocet negativnich hodnot

3.1.7.4 Opakovatelnost (Suchanek 2009; Plzak a Milde 2015)

Opakovatelnost je zobrazena a hodnocena v podobé relativnich smérodatnych
odchylek méteni ve sloupcovych grafech, kde se ptfipadné projevi nckteré trendy méteni.
Smérodatnymi odchylkami jsou také doplnény grafy pro linearitu, zndzornéné chybovymi
useckami. V programu ,,R* byly nejprve vypocteny SD z deviti hodnot pomoci funkce, z nich

potom RSD pomoci vzorce:

SD

RSD =
primér A (nebo RFU)

RSD ... relativni smérodatné odchylka

SD ... smérodatnd odchylka méfeni
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3.1.7.5 Linearita

Tento parametr byl hodnocen v podobé bodového grafu a jeho prolozenim piimkou
linearni regrese. Kontrolovan byl také pomoci druhé mocniny Pearsonova korela¢niho
koeficientu (R?) ziskaného z priimérovanych hodnot méfené veliCiny pro jednotlivé

koncentragni body. R? byl vypodten v Excelu a ov&fovan od nejnizsi koncentrace nad LOQ,

pfi¢emz jeho hodnota nesméla klesnout pod 0,97.

3.1.7.6 Prepocet hrubych dat na koncentrace
Data z Nanodropu 2000c byla pouze zkontrolovana a piejata ze softwaru piistroje. Pro
ziskani koncentraci z analyzy vzorkli pomoci destickové metody bylo vyuzito vzorce, kterého

1ze uzit, pokud nezname molarni absorp¢ni koeficient:

A X f X fedéni
0,59

Cc =

c ... koncentrace

A ... absorbance

f ... faktor pro nasobeni nukleovych kyselin (pro dsDNA = 50, pro sSDNA = 33)
0,59 ... vyska hladiny v jamce, ktera odpovida 200 pl

Pro piepocet koncentraci u fluorimetrie byly ptipraveny kalibra¢ni fady ze standardi

z pouzivanych kitii. Namétené hodnoty RFU vzorkt byly potom dosazeny za y do rovnice

regrese danych kalibra¢nich pfimek.
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3.2 Vysledky

V této kapitole budou postupné piedstaveny vysledné grafy a vypocéty pro kazdou
metodu zvlast. Clenéni prezentace vysledki je stejné jako v kapitole 3.1.7, kde byly postupné

popsany zpracovani a analyza dat.

3.2.1 Spektrofotometrické stanoveni DNA v kapce

Pro uvedeni do tématu a snaz$i orientaci Ctenafe jsou jako prvni prezentovany
krabicové grafy, kde kazdy koncentracni bod je slozen z deviti hodnot. Generovany byly ve
statistickém prostifedi ,,R“. Graf 1 je zobrazenim pro genomovou DNA, Graf 2 pro
linearizovany plazmid, Graf 3 pro cirkularni plazmid a Graf 4 pro oligonukleotid, ty vSechny

stanovené pomoci spektrofotometrického stanoveni DNA v kapce.

Pro tuto metodu byly stanoveny limity detekce a kvantifikace ze smérodatné odchylky
slepého vzorku. Jeji hodnota je 0,005. Z tohoto udaje byl nasledné vypocten LOD, ktery mél
hodnotu absorbance 0,017, LOQ 0,051. V krabicovych grafech jsou zobrazeny vSechny
méfené koncentracni body. V piipadé¢ genomové DNA byl posledni bod pod LOQ i LOD,
uobou plazmidi posledni dva body. U oligonukleotidu poskytovaly signal veskeré

koncentra¢ni hladiny, nebyl u né¢ho tedy ohranic¢en pracovni rozsah metody viibec.

Genomova DNA

Absorbance

" —

T I I ] I T T
200 100 50 25 12.5 6.25 1.256

Predpokladana koncentrace [ng/ul]

Graf 1 Krabicovy graf reprezentujici naméfené hodnoty absorbance jednotlivych koncentra¢nich hladin
genomové DNA pomoci spektrofotometrického stanoveni v kapce (n = 9). Zobrazeny jsou vSechny méfené
koncentra¢ni body, v tomto piipadé posledni bod byl jiz pod LOD.
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Linearizovany plazmid

(o]
[==]
i |
(=]
o
=
8 S
o
@
€ «
S o ; :
a ° l
< T
[ ]
o™
8 | : |
o
| |
S ‘
pd T T | T

4.23 212 1.06 0.21

Predpokladana koncentrace [ng/ul]

Graf 2 Krabicovy graf reprezentujici naméfené hodnoty absorbance jednotlivych koncentra¢nich hladin
linearizovaného plazmidu pomoci spektrofotometrického stanoveni v kapce (n = 9). Zobrazeny jsou vSechny
méfené koncentra¢ni body, v tomto pfipadé posledni dva body byly jiz pod LOD.

Cirkularni plazmid
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Graf 3 Krabicovy graf reprezentujici naméfené hodnoty absorbance jednotlivych koncentra¢nich hladin
cirkularniho plazmidu pomoci spektrofotometrického stanoveni v kapce (n = 9). Zobrazeny jsou vSechny méfené
koncentra¢ni body, v tomto piipadé posledni dva body byly jiz pod LOD.
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Oligonukleotid
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Graf 4 Krabicovy graf reprezentujici naméfené hodnoty absorbance jednotlivych koncentra¢nich hladin
cirkularniho plazmidu pomoci spektrofotometrického stanoveni v kapce (n = 9). Zobrazeny jsou v§echny méfené
koncentra¢ni body, vSechny byly nad LOD.

Opakovatelnost této metody je zobrazena pomoci relativnich smérodatnych odchylek
(Graf 5) pouzitou metodikou z kapitoly 3.1.7.4. Pismeny jsou zjednoduseny jednotlivé typy
DNA: G znac¢i genomovou DNA, L je linearizovany plazmid, N oligonukleotid a P je plazmid
cirkularni. U vSech té€chto typi se objevuje trend méfeni — ¢im niz§i koncentrace DNA, tim

vyssi RSD.

Relativni smérodatna odchylka
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Typ DNA a predpokladana koncentrace [ng/pl]

Graf 5 Znazornéni relativni smérodatné odchylky sloupcovymi grafy pro v§echny typy DNA stanovené pomoci
spektrofotometrického stanoveni v kapce (n = 9); (G — genomova DNA, L — linearizovany plazmid, N —
oligonukleotid, P — cirkularni plazmid).
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Z deviti hodnot absorbance byl vypoclten primér a smérodatné odchylky. Tyto
hodnoty byly vyneseny do bodového grafu vytvoreného v Excelu. Linearni body jsou
zbarveny modfe a protnuty spojnici trendu, vloZena je také rovnice regrese s hodnotou
Pearsonova korelacniho koeficientu. Body mimo linearni rozsah (vysoké koncentrace) a také
mimo limity detekce a kvantifikace (nizké koncentrace) jsou oznaceny Cervenou barvou.
V kazdé koncentra¢ni hladin€ jsou také zobrazeny chybové usecky znazornujici smérodatnou

odchylku z deviti nezavislych méfeni.

Vsechny zméfené koncentracni body spliuji podminky linearity, druha mocnina
Pearsonova korelacniho koeficientu je vyssi nez 0,97. Linearita genomové DNA je sniZena
diky jednomu koncentra¢nimu bodu (50 ng/ul), zaroven jeho smérodatna odchylka zobrazena
pomoci chybovych useCek je nejvétsi. Stejného jevu si mizeme vSimnout u hodnoceni
ptedchoziho parametru, opakovatelnosti, kde RSD nespliiuje dany trend méteni. Svou roli zde

patrn¢ sehrdl lidsky faktor nebo pfitomnost interferenci.

Genomova DNA

Absorbance

y=0,0234x- 0,0314
R?=0,098

0 5‘0 160 15‘0 2;)0 250
Pfedpokladana koncentrace [ng/pl]

Graf 6 Bodovy graf reprezentujici naméfené hodnoty absorbance jednotlivych koncentraénich hladin genomové
DNA pomoci spektrofotometrického stanoveni v kapce (n = 9). Modrou barvou jsou zobrazeny body v linearnim
rozsahu, ¢ervené body mimo tento rozsah a pod LOD nebo LOQ. Chybové usecky u kazdého bodu znazoriuji
smérodatné odchylky deviti méfeni.
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Cirkularni plazmid
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Graf 7 Bodovy graf reprezentujici naméfené hodnoty absorbance jednotlivych koncentraénich hladin
cirkularniho plazmidu pomoci spektrofotometrického stanoveni v kapce (n = 9). Modrou barvou jsou zobrazeny
body v linearnim rozsahu, ¢ervené body mimo tento rozsah a pod LOD nebo LOQ. Chybové usecky u kazdého
bodu znazoriuji smérodatné odchylky deviti méteni.

Oligonukleotid
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Graf 8 Bodovy graf reprezentujici naméfené hodnoty absorbance jednotlivych koncentraénich hladin
oligonukleotidu pomoci spektrofotometrického stanoveni v kapce (n = 9). Modrou barvou jsou zobrazeny body
Vv linedrnim rozsahu, ¢ervené body mimo tento rozsah a pod LOD nebo LOQ. Chybové usecky u kazdého bodu
znazoriuji smérodatné odchylky deviti méteni.
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V nasledujici tabulce (Tabulka 2) je ovéfena linearita pomoci druhé mocniny
Pearsonova korelaéniho koeficientu (R?). Pocitana byla od nejnizsiho koncentratniho bodu
nad LOQ ptedev§im proto, aby byla uréena linearita také shora, zdola je ohranic¢ena LOQ.
Mezni hodnota R? byla stanovena jako 0,97, pfi¢emz R? nasledujicich hladin se musely dale

snizovat. U linearizovaného plazmidu nemohla byt linearita hodnocena z divodu

nedostate¢ného poctu koncentra¢nich bodii nad LOQ.

R? od nejnizsi

Predpokladana

koncentrace SEEEEED
nad LOQ
Genomova DNA
200 0,998
100 0,990
50 0,991
25 0,999
12,5
6,25
81,49 0,999
40,75 0,999
20,37 0,999
10,19
5,09
542,7 0,999
271,35 0,999
135,68 0,999
67,84 0,999
33,92 0,999
16,96
8,48
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Tabulka 2 Ovéfeni linearity méfeni a uréeni pifipadné horni hraniéni hodnoty pomoci druhé mocniny
Pearsonova korelaéniho koeficientu u spektrofotometrické kapkové metody stanoveni DNA




3.2.2 Spektrofotometrické stanoveni DNA v Kkyveté
Krabicové grafy pro jednotlivé typy DNA analyzované pomoci spektrofotometrické

metody v kyveté jsou piedstaveny na nasledujicich stranach (Graf 9 az 12).

Smérodatna odchylka slepého vzorku proméiené¢ho 30krat byla 0,0017. LOD m¢l
hodnotu absorbance 0,0057, LOQ 0,017. V grafech jsou prezentovany vSechny méfené
koncentra¢ni hladiny. U genomové DNA byly posledni dva body mimo LOQ i LOD,
linearizovany plazmid neposkytoval Zzadny méfitelny signal absorbance nad LOD.
U cirkularniho plazmidu byly posledni tii fedici body pod LOQ 1 LOD a u oligonukleotidu

pouze posledni bod.
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Graf 9 Krabicovy graf reprezentujici naméfené hodnoty absorbance jednotlivych koncentraénich hladin
genomové DNA pomoci spektrofotometrického stanoveni v kyveté (n = 9). Zobrazeny jsou vSechny méfené
koncentra¢ni body, v tomto pripadé posledni dva body byly jiz pod LOD.
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Linearizovany plazmid
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Graf 10 Krabicovy graf reprezentujici naméfené hodnoty absorbance jednotlivych koncentra¢nich hladin
linearizovaného plazmidu pomoci spektrofotometrického stanoveni v kyveté (n = 9). Zobrazeny jsou vSechny
méfené koncentracni body, v tomto ptipadé byly vSechny pod LOD.
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Graf 11 Krabicovy graf reprezentujici namétené hodnoty absorbance jednotlivych koncentraénich hladin
cirkularniho plazmidu pomoci spektrofotometrického stanoveni v kyveté (n = 9). Zobrazeny jsou vSechny
méfené koncentrac¢ni body, v tomto ptipadé byly posledni tfi pod LOD.
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Graf 12 Krabicovy graf reprezentujici namétené hodnoty absorbance jednotlivych koncentraénich hladin
oligonukleotidu pomoci spektrofotometrického stanoveni v kyveté (n =9). Zobrazeny jsou v§echny métené
koncentra¢ni body, vV tomto pripadé byl posledni pod LOD.
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Ve sloupcovém grafu (Graf 13) generovaném také v prostiedi ,,R“ je zobrazena
relativni smérodatnd odchylka meéfeni pro hodnoceni parametru opakovatelnosti
spektrofotometrické kyvetové metody. Z tohoto 1 z predchozich krabicovych grafti je patrné,
ze linearizovany plazmid stanovovany touto metodou nemiize byt hodnocen z hlediska
zadného ze stanovovanych vykonnostnich parametrti, proto je v nadchazejicim znazornéni

linearity vynechan.

Minimalni hodnoty RSD jsou viditelné u oligonukleotidu. Diky tomu se jevi kyvetova
spektrofotometricka metoda jako velmi vhodna pro opakovatelné a precizni vysledky méfeni
tohoto typu DNA. Odchylky méfeni u ostatnich typd DNA jsou viditelné vys$Si nez
u mikroobjemového stanoveni DNA v kapce. Lze zde tedy uvazovat o ovlivnéni metody

strukturou DNA.

Relativni smérodatna odchylka
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P 5.09
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N 271.35

Typ DNA a pifedpokladana koncentrace [ng/pl]

Graf 13 Znazornéni relativni smérodatné odchylky sloupcovymi grafy pro vSechny typy DNA stanovené
pomoci spektrofotometrického stanoveni v kyveté (n = 9); (G — genomova DNA, L — linearizovany plazmid,
N — oligonukleotid, P — cirkularni plazmid
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Linearita méfeni jednotlivych typi DNA pomoci spektrofotometrického stanoveni
obsahu DNA v kyveté je zobrazena bodovymi grafy s linearni regresi (Graf 14, 15 a 16).

Vsechny naméiené koncentracni hladiny maji linearni prabe¢h.
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Graf 14 Bodovy graf reprezentujici naméfené hodnoty absorbance jednotlivych koncentraénich hladin
genomové DNA pomoci spektrofotometrického stanoveni v kyveté (n = 9). Modrou barvou jsou zobrazeny body
Vv linearnim rozsahu, ¢ervené body mimo tento rozsah a pod LOD nebo LOQ. Chybové usecky u kazdého bodu

znazoriuji smérodatné odchylky deviti méfeni.

Cirkularni plazmid

0,09

0,08 4

0,07

0,06 -
(0]
(8]
S 005 A
0
—
8 0,04 4
Qo
<

0,03 4

0,02 4

y =0,0009x+ 0,0017
0,01 ° ° R?=0,9986
0 L 4 T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Predpokladana koncentrace [ng/pl]

Graf 15 Bodovy graf reprezentujici naméfené hodnoty absorbance jednotlivych koncentra¢nich hladin
cirkularniho plazmidu pomoci spektrofotometrického stanoveni v kyveté (n = 9). Modrou barvou jsou zobrazeny
body v linedrnim rozsahu, ¢ervené body mimo tento rozsah a pod LOD nebo LOQ. Chybové use¢ky u kazdého
bodu znazoriuji smérodatné odchylky deviti méteni.
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Oligonukleotid
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Graf 16 Bodovy graf reprezentujici naméfené hodnoty absorbance jednotlivych koncentra¢nich hladin
oligonukleotidu pomoci spektrofotometrického stanoveni v kyveté (n = 9). Modrou barvou jsou zobrazeny body
V linedrnim rozsahu, ¢ervené body mimo tento rozsah a pod LOD nebo LOQ. Chybové usecky u kazdého bodu
znazoriuji smérodatné odchylky deviti méfeni.

Tabulka 3 zobrazuje druhou mocninu Pearsonova korela¢niho koeficientu pro tuto
metodu, pro jednotlivé typy DNA (mimo linearizovany plazmid) a jednotlivé koncentraéni

body.

2 :
Pedpokladana * od nejnizsi

koncentrace EIEEIEES
nad LOQ
Genomova DNA
200 0,994
100 0,998
50
25
81,49 0,999
40,75
20,37
542,7 0,999
271,35 0,999
135,68 0,999
67,84 0,999
33,92
16,96

Tabulka 3 Ovéfeni linearity méfeni a urCeni ptipadné horni hrani¢ni hodnoty pomoci druhé mocniny
Pearsonova korela¢niho koeficientu u spektrofotometrické destickové metody stanoveni DNA
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3.2.3 Spektrofotometrické stanoveni DNA v destic¢ce

V nasledujicich  krabicovych grafech jsou piedstaveny vysledky destickové
spektrofotometrické metody. Kazdy koncentracni bod je slozen z 9 hodnot. V pfipadé tohoto
stanoveni nelze zadat automatickou korekci pozadi v pfistroji, proto hodnoty vynesené na

ose X odpovidaji namétené absorbanci po odecteni slepého vzorku.

Pro toto stanoveni je hodnota smérodatné odchylky slepého vzorku 0,0015. Ziskana
byla pomoci metodiky popsané v postupu v Kapitole 3.1.4. LOD odpovida hodnoté
absorbance 0,0048 a LOQ 0,015. V grafech jsou zobrazeny vSechny méfené koncentracni
body. V piipad¢ genomové DNA jsou jiz posledni dva pod LOQ i LOD, u linearizovaného
plazmidu byly, stejné jako pfti kyvetovém spektrofotometrickém stanoveni, v§echny body pod
LOD. Linearizovany plazmid nemohl byt opét Zadnou vykonnostni charakteristikou
hodnocen. Cirkularni plazmid byl zméten pouze v prvnich dvou koncentra¢nich hladinach

a u oligonukleotidu byl pouze posledni bod pod LOQ i LOD.
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Graf 17 Krabicovy graf reprezentujici naméfené hodnoty absorbance jednotlivych koncentra¢nich hladin
genomové DNA pomoci spektrofotometrického stanoveni v desti¢ce (n = 9). Zobrazeny jsou vSechny méfené
koncentraéni body, v tomto pfipadé posledni dva body byly jiz pod LOD.
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Linearizovany plazmid
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Graf 18 Krabicovy graf reprezentujici naméfené hodnoty absorbance jednotlivych koncentra¢nich hladin
genomové DNA pomoci spektrofotometrického stanoveni v destiCce (n = 9). Zobrazeny jsou vSechny méfené
koncentraé¢ni body, v tomto piipadé byly vS§echny pod LOD.
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Graf 19 Krabicovy graf reprezentujici naméfené hodnoty absorbance jednotlivych koncentra¢nich hladin
genomové DNA pomoci spektrofotometrického stanoveni v desti¢ce (n = 9). Zobrazeny jsou vSechny méfené
koncentra¢ni body, v tomto pfipadé pouze prvni dva jsou nad LOD.
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Graf 20 Krabicovy graf reprezentujici namétené hodnoty absorbance jednotlivych koncentra¢nich hladin
genomové DNA pomoci spektrofotometrického stanoveni v desti¢ce (n = 9). Zobrazeny jsou vSechny méfené
koncentra¢ni body, v tomto ptipadé posledni bod byl jiz pod LOD.

Relativni smérodatnou  odchylku  prezentujici  preciznost/opakovatelnost

spektrofotometrické destickové metody piedstavuje Graf 21.
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Graf 21 Znazornéni relativni smérodatné odchylky sloupcovymi grafy pro vSechny typy DNA stanovené
pomoci spektrofotometrického stanoveni v desti¢ce (n = 9); (G —genomova DNA, L — linearizovany plazmid, N
— oligonukleotid, P — cirkularni plazmid)
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Grafy 22, 23 a 24 zobrazuji linearitu méteni jednotlivych typtt DNA stanovenych
spektrofotometrickou metodou v desti¢ce, zaroven obsahuji smérodatné odchylky v podobé

chybovych use¢ek kazdé koncentra¢ni hladiny.

Podminky linearity u genomové DNA byly splnény. Z grafu znazornujici linearitu
oligonukleotidu (Graf 24) azaroven z grafu pro opakovatelnost (Graf 21) je patrné, ze
hodnoty SD i RSD jsou velmi nizké, navic druhd mocnina Pearsonova korela¢niho
koeficientu se hodné blizi jedné. Lze tedy opét uvazovat o vhodnosti této metody ke stanoveni
oligonukleotidi. U cirkuldrniho plazmidu byly zméfeny pouze dvé koncentrac¢ni hladiny,
hodnota R® mezi dvéma body bude vzdy rovna jedné. Proto z hlediska linearity nemiZeme

porovnavat ani tento typ DNA.
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Graf 22 Bodovy graf reprezentujici naméfené hodnoty absorbance jednotlivych koncentraénich hladin
genomové DNA pomoci spektrofotometrického stanoveni v desti¢ce (n = 9). Modrou barvou jsou zobrazeny
body v linearnim rozsahu, ¢ervené body mimo tento rozsah a pod LOD nebo LOQ. Chybové tisecky u kazdého
bodu znazornuji smérodatné odchylky deviti méfeni.
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Cirkularni plazmid
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Graf 23 Bodovy graf reprezentujici naméfené hodnoty absorbance jednotlivych koncentra¢nich hladin
cirkularnftho plazmidu pomoci spektrofotometrického stanoveni v destiéce (n = 9). Modrou barvou jsou
zobrazeny body v linearnim rozsahu, ¢ervené body mimo tento rozsah a pod LOD nebo LOQ. Chybové tsecky
u kazdého bodu zndzornuji smérodatné odchylky deviti méfeni.
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Graf 24 Bodovy graf reprezentujici naméfené hodnoty absorbance jednotlivych koncentra¢nich hladin
oligonukleotidu pomoci spektrofotometrického stanoveni v destiéce (n = 9). Modrou barvou jsou zobrazeny
body v linearnim rozsahu, ¢ervené body mimo tento rozsah a pod LOD nebo LOQ. Chybové tsecky u kazdého
bodu znazoriuji smérodatné odchylky deviti méteni.
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Druha mocnina Pearsonova korela¢niho koeficientu pocitand od nejnizsi koncentrace
nad LOQ je ovéfena v nasledujici tabulce. Oba plazmidy nemohly byt z hlediska tohoto
parametru — linearity hodnoceny. Pocet bodti nad LOQ je bud’ pfili§ nizky, nebo nejsou zadné

body nad LOQ.

R? od nejnizsi

Predpokladana

koncentrace el
nad LOQ
Genomova DNA
200 0,981
100 0,996
50
25
542,7 0,999
271,35 0,999
135,68 0,993
67,84 0,960
33,92
16,96

Tabulka 4 Ovéfeni linearity méfeni a uréeni ptipadné horni hrani¢ni hodnoty pomoci druhé mocniny
Pearsonova korelacniho koeficientu u spektrofotometrické kyvetové metody stanoveni DNA
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3.2.4 Fluorimetrické stanoveni DNA

Pro uvedeni dat kvantifikace DNA pomoci fluorimetrického stanoveni nasleduji

krabicové grafy jednotlivych typt DNA.

V grafech pro genomovou DNA, cirkularni plazmid a oligonukleotid jsou pro vétsi
ptehlednost ponechany pouze tfi koncentra¢ni hladiny, které byly zobrazeny na stejné Grovni,
nebyla u nich pozorovana zadna zména v urovni RFU. U linearizovaného plazmidu byly

ponechany vSechny hodnoty, jelikoz nebylo métfeno tolik koncentracnich bodt.

Smérodatna odchylka slepého vzorku byla vypoctena po napipetovani a promeéteni
celé mikrotitraéni desti¢ky. Jeho hodnota byla 26,29 RFU. Ztoho byl odvozen LOD
s hodnotou 86,74 RFU a LOQ 262,86 RFU. Hrani¢ni hodnotou, tedy posledni koncentraci
nad LOQ, byla v ptipadé genomové DNA koncentrace 0,25 ng/ul, v pfipad¢ linearizovaného

plazmidu 0,21 ng/ul, cirkularniho plazmidu 0,51 ng/ul a oligonukleotidu 0,34 ng/ul.
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Graf 25 Krabicovy graf reprezentujici naméfené hodnoty RFU jednotlivych koncentra¢nich hladin genomové
DNA pomoci fluorimetrického stanoveni (n = 9). Zobrazeny jsou vSechny body nad LOD spolu se tfemi
poslednimi hladinami, kde nebyla pozorovana jiz zddna zména v Grovni RFU.
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Linearizovany plazmid
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Graf 26  Krabicovy graf reprezentujici naméfené hodnoty RFU jednotlivych koncentra¢nich hladin
linearizovaného plazmidu pomoci fluorimetrického stanoveni (n = 9). Zobrazeny jsou vSechny métené body,
Z toho jsou pouze prvni ¢tyfi nad LOD.

Cirkularni plazmid
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Graf 27 Krabicovy graf reprezentujici namétené hodnoty RFU jednotlivych koncentraénich hladin cirkularniho
plazmidu pomoci fluorimetrického stanoveni (n = 9). Zobrazeny jsou vSechny body nad LOD spolu se tfemi
poslednimi hladinami, kde nebyla pozorovana jiz zddna zména v urovni RFU.
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Oligonukleotid
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Graf 28 Krabicovy graf reprezentujici naméfené hodnoty RFU jednotlivych koncentra¢nich hladin
oligonukleotidu pomoci fluorimetrického stanoveni (n = 9). Zobrazeny jsou vSechny body nad LOD spolu se
ttemi poslednimi hladinami, kde nebyla pozorovana jiz zddna zména v trovni RFU.

Opakovatelnost je zobrazena pomoci RSD ve sloupcového grafu (Graf 29). Pro vétsi
ptehlednost a sjednoceni dat byl graf generovan se stejnym poctem koncentrac¢nich hladin

jako krabicové grafy.
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Graf 29 Znazornéni relativni smérodatné odchylky sloupcovymi grafy pro vSechny typy DNA stanovené
pomoci fluorimetrického stanoveni (n = 9); (G — genomova DNA, L — linearizovany plazmid, N —
oligonukleotid, P — cirkularni plazmid). Zobrazené koncentraéni hladiny jsou sjednoceny s krabicovymi grafy.
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Linearni regrese jednotlivych typti DNA kvantifikovanych fluorimetrickou metodou je
zobrazena Vv nasledujicich bodovych grafech s barevnym odliSenim pracovniho a linearniho
rozsahu vcetné¢ chybovych tsecek znazornujicich smérodatné odchylky. VSechny zmétené

koncentracni body jsou linearni, hodnota R’ je vyssinez 0,97, u oligonukleotidu vsak tésné.
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Graf 30 Bodovy graf reprezentujici naméfené hodnoty RFU jednotlivych koncentra¢nich hladin genomové
DNA pomoci fluorimetrického stanoveni (n = 9). Modrou barvou jsou zobrazeny body v linearnim rozsahu,
¢ervené body mimo tento rozsah a pod LOD nebo LOQ. Chybové usecky u kazdého bodu zndzornuji smérodatné
odchylky deviti méteni.
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Graf 31  Bodovy graf reprezentujici naméfené hodnoty RFU jednotlivych koncentraénich hladin
linearizovaného plazmidu pomoci fluorimetrického stanoveni (n = 9). Modrou barvou jsou zobrazeny body
Vv linearnim rozsahu, ¢ervené body mimo tento rozsah a pod LOD nebo LOQ. Chybové usecky u kazdého bodu
znazoriuji smérodatné odchylky deviti méfeni.
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Cirkularni plazmid
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Graf 32 Bodovy graf reprezentujici naméfené hodnoty RFU jednotlivych koncentraénich hladin cirkularniho
plazmidu pomoci fluorimetrického stanoveni (n = 9). Modrou barvou jsou zobrazeny body v linedrnim rozsahu,

¢ervené body mimo tento rozsah a pod LOD nebo LOQ. Chybové usecky u kazdého bodu znazorfiuji smérodatné
odchylky deviti méteni.
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Graf 33 Bodovy graf reprezentujici naméfené hodnoty RFU jednotlivych koncentraénich hladin oligonukleotidu
pomoci fluorimetrického stanoveni (n = 9). Modrou barvou jsou zobrazeny body v linedrnim rozsahu, cervené
body mimo tento rozsah a pod LOD nebo LOQ. Chybové usecky u kazdého bodu znazoriuji smérodatné
odchylky deviti méteni.
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v

V piipadé fluorimetrického stanoveni DNA bylo toto ovéfeni R? nejuzite¢n&jsi. U fluorimetrie
jako jediné byl ohrani¢en linearni rozsah i shora. Vylouceny byly body s hodnotami niz§imi

nez 0,97, pficemz hodnoty nadchazejicich boda se musely nadale snizovat.

R? od nejnizsi

Predpokladana
koncentrace e
nad LOQ
Genomova DNA
200 0,523
100 0,668
50 0,832
25 0,996
12,5 0,999
6,25 0,999
1,25
0,25
4,23 0,999
2,12 0,999
1,06
0,21
81,49 0,853
40,75 0,999
20,37 0,996
10,19 0,997
5,09
2,55
542,7 0,432
271,35 0,552
135,68 0,679
67,84 0,842
33,92 0,973
16,96 0,996
8,48 0,998
1,70
0,34

Tabulka 5 Ovéfeni linearity méfeni a uréeni ptipadné horni hrani¢ni hodnoty pomoci druhé mocniny
Pearsonova korela¢niho koeficientu u fluorimetrické metody stanoveni DNA
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3.2.5 Stanoveni DNA pomoci metody real-time PCR

Nasledujici krabicové grafy (Graf 34 az 36) reprezentuji méfeni jednotlivych typt
DNA pomoci metody qPCR. Na ose x je vynesen dekadicky logaritmus piedpokladanych
koncentraci, na ose y ziskané Ct hodnoty. Zobrazeny jsou vSechny méfené koncentracni
hladiny. Kazdy bod je slozen z 27 hodnot nezavislych méfeni. Jedna se o individualni reakci
v kazdé jamce se vzorkem, v triplikatu v deviti destickach, nelze proto hodnoty sjednotit do

deviti jako v predchozich ptipadech.
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Graf 34 Krabicovy graf reprezentujici namétené Ct hodnoty jednotlivych koncentraénich hladin genomové
DNA pomoci metody real-time PCR (n = 27). Zobrazeny jsou vS§echny métené koncentraéni hladiny.
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Graf 35 Krabicovy graf reprezentujici naméfené Ct hodnoty jednotlivych koncentraénich hladin linearniho
plazmidu pomoci metody real-time PCR (n = 27). Zobrazeny jsou vSechny méfené koncentracni hladiny.
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Cirkularni plazmid
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Graf 36 Krabicovy graf reprezentujici naméfené Ct hodnoty jednotlivych koncentra¢nich hladin cirkularniho
plazmidu pomoci metody real-time PCR (n = 27). Zobrazeny jsou vSechny méfené koncentra¢ni hladiny.
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Tabulka 6 ptedstavuje LOD metody gPCR pro jednotlivé typy DNA. Ke kazdé
koncentra¢ni hladin¢ jsou uvedeny pocty celkovych a negativnich reakci. Z nich byl vypoéten
FNR neboli Cetnost falesné negativnich vysledkd. Jsou-li jeho hodnoty vyssi nez 0,05
(5% chyba), pak jsou tyto body pod LOD, potazmo LOQ. Pro propojeni gPCR s ostatnimi
metodami je v tabulce také uvedena druha mocnina Pearsonova korela¢niho koeficientu, diky

A4

které 1ze posuzovat také linearitu, v tomto ptipad¢ je vSak pocitana od nejvyssi koncentrace.

U genomové DNA je variabilita vysledkii méfeni v bod€é odpovidajici 1,25 ng/ul
pomé&rné vyrazna, linearita této metody je tedy znac¢né ovlivnéna a lze predpokladat moznou
pfitomnost interferujicich latek ve vzorku. Plazmidy jsou v naméfenych koncentracnich

hladinach linearni.

Predpoklddans _-oEaitmus R?od nejvyssi
predpokladané Celkem RXN Negativni RXN
koncentrace koncentrace
koncentrace
Genomova DNA

100 2,000 27 0 0

25 1,398 27 0 0
6,25 0,796 27 0 0 0,999
1,25 0,097 27 0 0 0,993
0,25 -0,602 27 0 0 0,940
0,05 -1,301 27 0 0 0,967
0,01 -2,000 24 3 0,111 0,980
0,002 -2,699 20 7 0,259 0,979
4,00E-04 -3,398 26 1 0,037 0,927
8,00E-05 -4,097 22 5 0,185 0,908

1,06 0,025 27 0 0

0,21 -0,678 27 0 0
0,042 -1,377 27 0 0 0,998
0,008 -2,097 27 0 0 0,996
1,69E-03 -2,772 27 0 0 0,997
3,39E-04 -3,470 27 0 0 0,997
6,77E-05 -4,169 27 0 0 0,998
1,35E-05 -4,870 27 0 0 0,998
2,71E-06 -5,567 27 0 0 0,998
5,42E-07 -6,266 27 0 0 0,997

0,05 -1,301 27 0 0

0,002 -2,699 27 0 0
4,00E-04 -3,398 27 0 0 0,999
8,00E-05 -4,097 27 0 0 0,999
1,60E-05 -4,796 27 0 0 0,999
3,20E-06 -5,495 27 0 0 0,987
6,40E-07 -6,194 25 2 0,074 0,981
1,28E-07 -6,893 19 8 0,296 0,983
2,56E-08 -7,592 11 16 0,593 0,972
5,12E-09 -8,291 11 16 0,593 0,943

Tabulka 6 Stanoveni limitu detekce pomoci FNR a ovéfeni linearity pomoci druhé mocniny Pearsonova
korela¢niho koeficientu
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3.2.6 Porovnani metod

Z hlediska jednotlivych typtit DNA byly pro porovnani pouzitych metod kvantifikace
DNA vytvoteny zavislosti piedpokladanych koncentraci na primérnych hodnotach
naméfenych koncentraci. Vysledky z jednotlivych stanoveni byly vyneseny do bodového
grafu a protnuty linearni regresi. Osy jsou v logaritmickém méfitku pro lepsi prehlednost
ajasnost vysledkt. Viditelné jsou tak rozdily v pracovnich rozsazich, ale i ptfipadné trendy

méieni jako je nadhodnocovani koncentraci oproti predpokladanym apod.

V grafech neni uvedena metoda real-time PCR, jelikoz jejimi kone¢nymi vystupy jsou
Ct hodnoty nikoliv naméfené koncentrace. Z vysledki uvedenych v kapitole 3.2.5 je vSak

jednoznacné, ze je daleko citlivéj$i a ma SirSi pracovni rozsah pokryvajici o mnoho nizsi

koncentrace nez ostatni metody.
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Graf 37 Porovnani metod pomoci bodového grafu v zavislosti primérné naméfené koncentrace na
predpokladané koncentraci genomové DNA. Body jsou prolozeny linearni regresi a osy jsou zobrazeny
Vv logaritmickém méfitku.
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piedpokladané koncentraci cirkularniho plazmidu. Body jsou proloZzeny linearni regresi a osy jsou zobrazeny
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4 Diskuze a zavéry

Zamérem této diplomové prace bylo navzdjem porovnat vykonnostni parametry metod
pro kvantifikaci DNA, které¢ jsou zalozené na spektrofotometrii, fluorimetrii a real-time PCR
metod¢. Porovnani bylo provedeno na ctyfech typech DNA. Veskeré stanovené cile vytyCené

Vv kapitole 2 byly splnény.

U vsech spektrofotometrickych metod nebyl ohranic¢en pracovni rozsah shora v oblasti
nejvysSich koncentraci. Je tedy mozné, Ze by metody byly aplikovatelné i na koncentrace
vys$si nez pouzité v této praci. V praxi se vSak se vzorky s takto vysokou koncentraci casto

nesetkavame.

Mikroobjemové stanoveni v kapce doséhlo nejlepsich vysledkl z hlediska pracovniho
rozsahu, opakovatelnosti i linearity, a to napfi¢ vSemi typy DNA v nami nastavenych
koncentraénich hladinach. Linearita a opakovatelnost u genomové DNA byla snizena diky
jednomu bodu (50 ng/ul), jehoz variabilita byla vyrazné vyssi, pravdépodobné diky lidskému

faktoru nebo ptitomnosti interferujici latky.

V ramci metod zaloZzenych na meéfeni absorbance v kyveté a desticce jsou diky
velkému méficimu objemu roztoky 20krat fedény. Patrné i Z tohoto diivodu je pracovni rozsah
téchto stanoveni omezenéjsi oproti kapkové metod€. V piipad¢ linearizovaného plazmidu
nebyl dokonce ani jeden méteny koncentra¢ni bod nad LOQ ani LOD. Cirkularni plazmid byl
zase stanoven v desticce pouze ve dvou koncentracnich bodech. Synteticky oligonukleotid
smérodatné odchylky méfeni. Vysvétlenim takovych vystupli by mohla byt napi. velikost
oligonukleotidl. Tim, Ze jde o syntetické latky s mnohem mensi molekulou, které jsou dobie
rozpustné, 1ze z nich pfipravit homogenni roztok. Diky tomu je moZné analyzou dosahnout
lepsich vysledkli nez v piipadé genomové DNA ¢i plazmidl, které se z diivodu své veétsi

velikosti mohou shlukovat do agregatii a tvofit tak roztoky méné homogenni.

vvvvvvv

a to nejen z hlediska spotfeby reagencii a vzorku, ale i instrumentace. Proto by kvantifikace
genomoveé DNA a plazmidl pomoci spektrofotometrického stanoveni v desticce bylo vhodné
vyuzit v piipadé potieby méfeni velkého mnozstvi vzorku, piipadné méfeni v multiplexech.
Kyveta se pak hodi spiSe jako metoda srovnavaci a oveéfovaci. Obé by vSak mohly byt

doporuceny ke stanoveni koncentrace oligonukleotidi. Pro vyssi koncentrace DNA (cca od
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1 ng/ul a vyse) je tedy nejucinnéjsi spektrofotometrickd metoda méfeni obsahu DNA v kapce
s ohledem na vSechny hodnocené vykonnostni charakteristiky. V laboratofich je casto
vyuzivana pro rychlost a nendrocnost postupu. Jeji hlavni vyhodou je predevSim nizka
spotfeba vzorku, coz muze byt pravé v piipad¢ stanoveni nukleovych kyselin zasadni

parametr pro volbu metody.

Fluorimetrickd metoda zdaleka nedosahla takové citlivosti, jakd byla uvadéna
ze vsech metod, bylo proméfeno 14 koncentracni hladin, ale nad LOQ jich bylo pouze 6. Pro
ovéfeni spravného zplsobu méfeni bylo postupovano piesné podle designu experimentu na
zkuSebni fedici fad¢ uvadéné v manuilu (ANON. 2008a, ANON. 2008b), pfesto nebylo
dosazeno stejnych vysledkli. VEtsi citlivost nebyla ziskdna ani zménou skriptovacich

parametri na spektrofluorimetru (Gprava pozadi, gainu).

Dal$im jevem, ktery se vyskytl v ptipad¢ fluorimetrické metody, byly vyraznéjsi
rozdily vysledkll oproti jinym metodam. V piipad¢ cirkularniho plazmidu byly vysledné
hodnoty koncentraci polovicni az pétinové. Moznym vysvétlenim by mohlo byt pouziti
standardu pro piipravu kalibra¢ni fady z dodavaného kitu, kterym je gDNA. Podle n¢kolika
textd je vhodné pro stanoveni plazmidi pouzit pravé plazmid jako standard (ANON. 2008a;
Levy et al. 2000). Jak jiz bylo zminéno, ziskani takového standardu je ale Casto obtizné.
Dal$im moznym vykladem by mohly byt sekundarni/tercidlni konformace, které plazmidy
Casto zaujimaji. Pravé diky nim se nemohou fluorofory G¢inn¢ vazat na celou molekulu nebo

mohou byt pfili$ blizko sebe a tim se navzajem zhaset (Kato et al. 2011; Witz a Stasiak 2010).

Fluorimetrické stanoveni jednotlivych koncentraci oligonukleotidii vedlo naopak
k nadhodnoceni naméfenych koncentraci oligonukleotidu oproti t€ém piedpokladanym, piip.
vysledkim ze spektrofotometrickych metod. Vysvétlenim by mohlo byt opét pouziti
nevhodného standardu pro piipravu kalibra¢nich fad (ANON. 2008b). V nasem pfipadé byl

pouzit standard, ktery byl soucasti kitu s OliGreenem.

S 24

vyuZiti fluorimetrické metody moZznym pifedev§im pro méfeni koncentraci, které jsou pod

mezemi spektrofotometrickych stanoveni. Oproti ostatnim metodam jde o postup pracnéjsi,

24
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Kvantitativni PCR (qQPCR) mé jednoznaéné nejvétsi citlivost a pracovni rozsah, ktery
pokryva fadove nizsi koncentrace DNA nez ostatni metody. Analyza a interpretace dat je vSak
pomérné slozitd. Tim, Ze je v reakci analyzovan pouze urcity usek DNA o znamé sekvenci,
neni metoda vhodna pro zjisténi koncentrace celkové DNA. V piipadé lidské genomové DNA
se pracovni rozsah qPCR piekryva s fluorimetrickou metodou. Jedna kopie lidské genomové
DNA odpovidd zhruba 3 miliarddm parti bazi a vytvairi tak dostatecnou ,,hmotu®, aby
i relativné nizké koncentrace byly méfitelné. Oproti tomu u plazmidi jedna kopie odpovida
nekolika tisictim bazi a rozdil oproti lidské genomové DNA je az 6 fada. U tohoto typu DNA
ma qPCR daleko vyssi senzitivitu a SirSi pracovni rozsah. qPCR je ¢asové i finan¢né pomérné

naroc¢na, ale pro stanoveni velmi nizkych koncentraci prakticky nenahraditelna.

Pti hodnoceni parametru opakovatelnosti se obecné projevil trend, ktery lze popsat
tak, Ze ¢im niz§i byla koncentrace DNA, tim byla vyssi smérodatna odchylka méfeni. Zaroven
je vsak dulezité uvédomit si, ze ¢im vyssi koncentrace DNA, tim vice se muze projevit vliv

latek pochazejicich z izolaénich postupt, ptipadné i ptivodnich zdroji DNA.

Pro komplexni porovnani metod by bylo vhodné dalSich experimentli za podminek
reprodukovatelnosti — provedenim analyz na jiném pfistroji, jinym analytikem v jiné
laboratofi. Vhodné by bylo také porovnani vysledku s jinymi soupravami pro fluorimetrické

stanoveni.

Dilezitost spravné a citlivé kvantifikace nabyva vyznamu obzvlasté tam, kde jsou tyto
vysledky podkladem pro navazujici analytické metody, které jsou ale fadové nakladnéjsi nez
samotné stanoveni obsahu DNA, napf. sekvenovani nové generace. Proto je zadouci se

tomuto tématu nadale vénovat.
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