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Kvantifikace genové exprese onkologickych biomarkert chronické

lymfocytarni leukémie metodou real-time PCR

Anotace

Jednim z nejcastéjSich typl leukémie v zapadni Evropé, kterd postihuje predevSim starsi
pacienty, je chronickd lymfocytarni leukémie. Pribéh nemoci mize byt velmi rtizny v zavislosti
na typu progndzy, proto je vcasné urceni piedpokladaného klinického pribehu nemoci v této
oblasti velmi dualezité. V dnesni dobé je v diagnostice CLL nejvétsi diraz kladen na identifikaci
molekularn¢é biologickych markerti — gend, jejichz hladina exprese miize napomoci klinikovi
rozhodnout se, do které prognostické skupiny pacient patii a jaky typ 1é¢by je pro néj vhodny.
S rozvojem novych diagnostickych metod jsou diagnostikovani stale mladsi pacienti, u nichz se
Casto jesSté ani neobjevily klinické ptiznaky. Metodou volby v oblasti diagnostiky molekularnich
biomarkertl je real-time PCR, kterd je ,,zlatym standardem* v kvantifikaci genové exprese a to
pfedevsim pro svou vysokou citlivost a pfesnost. Metoda real-time PCR dnes zaujimé pozici
v onkodiagnostice vedle tradi¢nich imunohistochemickych metod, fluorescenéni in Ssitu
hybridizace ¢i pratokové cytometrie. Za poslednich dvacet let velmi pokroc¢ily moznosti zafazeni
pacienta do odpovidajici prognostické kategorie, avSak dalS$i vyzkum a identifikace novych

biomarkert v oblasti molekularné biologického profilovani pacientii jsou nezbytné.

Klicova slova: chronickd lymfocytarni leukémie, reverzni transkripce, genova exprese,

kvantitativni real-time PCR, onkologické biomarkery



Gene expression quantification of biomarkers for CLL on patient samples

by real-time PCR method

Annotation

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) occurs mostly in elderly people and is the most
common leukemia in the Western world. Advances in the identification and understanding
of genomic and molecular markers are helping better predict disease progression and patient
survival. The effort is to determine biomarkers that would be able to definitively determine the
likelihood of rapid disease progression before the pathophysiologic development of CLL occurs.
Gene profiling opens new possibilities to classify the disease into subtypes and guide the design
of specialized treatment. Real-time PCR is characterized by high sensitivity and excellent
precision, and has become the method of choice for quantitative gene expression measurements.
Real-time PCR is rapidly becoming a powerful complement to traditional methods such
as immunohistochemsitry, fluorescence in situ hybridization and flow cytometry for cancer
detection and classification. The ability to stratify patients with CLL into high-risk and low-risk
categories has advanced dramatically over the past two decades, however additional research

in the area of identification different molecular profiles is necessary.

Keywords: chronic lymphocytic leukemia, reverse transcription, quantitative real-time PCR,

gene expression, oncology, biomarkers
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UvoD

S rozlusténim genetického kodu, odhalenim tajemstvi lidského genomu a rozvojem
molekularné biologickych metod se ¢lovéku oteviely nové obzory v oblasti poznani a 1éCby
nejruznéjSich onemocnéni. I kdyz nékteré znich stidle neumime vylécit, mizeme alespon
zpomalit prabéh ¢i potlacit klinické ptfiznaky nemoci, odhalime-li onemocnéni vas. A pravé
v tomto ma diagnostika svou nezastupitelnou roli.

Diplomovéa prace vznikla jako soucast vyvoje komercniho kitu k diagnostice chronické
lymfocytarni leukémie (CLL). Toto onemocnéni se projevuje az v pozdéjsim veku a patii mezi
nejcastéjsi typ leukémie v Evropé€. Diagnoza byva u velké ¢asti pacientii stanovena v dobé, kdy
jesté netrpi Zddnymi klinickymi pfiznaky. Zakladem diagnostiky a 1écby je stanoveni klinického
stadia nemoci a ur€eni prognozy pacienta. Stanoveni molekularniho profilu se dnes v diagnostice
vyuziva stale Castéji a to hlavné z toho divodu, Ze poskytne informaci o predpokladané délce
preziti pacienta a také nutnosti 1écby. Dany profil se sklada z né¢kolika molekularné biologickych
prognostickych markerli, jako jsou cytogenetickd analyza, ureni muta¢niho statusu genu
pro IGVH ¢i exprese gentl.

Cile této diplomové prace vychazi z poznatki Kotaskové et al. (2010), ktefi srovnavali
hladinu exprese vybranych prognostickych geni u pacienti s CLL vzhledem k muta¢nimu
statusu genu pro IGVH s vyuZitim technologie mikrocipti. Nasledné byla pomoci analyzy vzorki
metodou RT-qPCR urcena nejvhodnéjsi kombinace prognostickych markerd CLL (geny LAG3,
LPL a ZAP70). Ukazalo se, ze zvySena hladina exprese u téchto genli poukazuje na horsi
prognozu, tedy na nemutovany gen pro IGVH. Vysledky potvrdily, ze vyuzitim expresni analyzy
genll LAG3, LPL a ZAP70 mohou byt ziskdny obdobné informace o ptedpoklddaném vyvoji
nemoci jako z ur€eni mutacniho statusu genu pro IGVH. Pacienti s mutovanym IGVH vykazuji
nizsi expresi gentt LAG3, LPL a ZAP70 a progreduji pomalu. Naopak u pacienti s nemutovanym
genem pro IGVH je exprese téchto tii genti zvySena a tito pacienti trpi agresivnéjsi formou CLL.

Tato prace navazuje také na vysledky diplomové prace Mgr. Hany Madrové, jejiz cilem
bylo potvrzeni prognostického vyznamu geni LAG3, LPL a ZAP70 s pouzitim sond GENERI
BIOTECH, s.r.o., dile pak soustavny sbér klinického materidlu pro inicialni testovani kitu
pro diagnostiku CLL a také vybér stabilnich referen¢nich genti. Pomoci algoritmu geNorm urcila
ty referencni geny, jejichZz exprese nejméné kolisala a zaroven, kterd se nejmén¢ lisila od exprese

cilovych genti. Na zédklad¢ jeji prace byly vybrany referen¢ni geny B2M, HPRT1 a GUSB.
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1. TEORETICKY UVOD A PROBLEMATIKA

1.1. Chronicka lymfocytarni leukémie

1.1.1. Uvodni a obecné informace

Leukémie je rakovina kostni dfené a krve (Palasek et al., 2003). Mezi ¢tyfi hlavni typy
leukémie patii chronickd lymfocytarni leukémie (CLL), akutni lymfoblastickd leukémie (ALL),
chronickd myeloidni leukémie (CML) a akutni myeloidni leukémie (AML).

Hlavnimi typy krevnich bunck jsou cervené krvinky (erytrocyty), krevni desticky
(trombocyty) a bilé krvinky (leukocyty). Bilé krvinky se dale déli na lymfocyty (T, B
a bunikky NK), granulocyty (neutrofily, bazofily, eosinofily) a monocyty.

Leukémie je nazyvéna lymfocytarni (¢i lymfoblastickd), jestlize k pfeméné na bunky
nadorové dojde v buiikach kostni dfené, ze kterych se bézn¢ vyvijeji bile krvinky (lymfocyty).
Jestlize zména postihne buiky, které jsou prekurzory granulocytd a monocytd, hovoifime
o tzv. myeloidni leukémii.

Akutni €1 chronickd leukémie se rozliSuje podle toho, jestli nemoc postihuje zralé ¢i
nezralé bunky a také podle rychlosti pribehu. U akutni leukémie jsou vyrazné¢ zmnozeny jedny
z nejmladsich bunék vyvojové fady — blasty, zatimco u chronické leukémie dochazi ke zmnozeni
zralejSich bunc€k, které¢ ale nemaji normalni funkci. Akutni forma leukémie ma rychly pribéh
anelécend vede rychle ke smrti nemocného. Chronickd forma se vyznacuje pomalym
a postupnym pribéhem anemocny muze zit i nékolik let bez 1écby, dokud neni choroba
rozpoznana.

Chronickd lymfocytarni leukémie je pomérné rozSifenou formou lymfocytarnich
malignit, pficemz pokryva az Ctvrtinu vyskytu leukémii v zdpadni Evropé (Crowther-Swanepoel
et Houlston, 2010). CLL je povaZovéana za onemocnéni s té¢Zko pfedvidatelnou odezvou pacienta
na lécbu, kdy nektefi pacienti nepotiebuji Zadnou lécbu po mnoho let, zatimco jini nemoci
podlehnou i pfes 1é¢bu agresivnimi 1éky (Kharfan-Dabaja et al., 2008). Patii mezi onemocnéni
s heterogennim prabéhem, pii¢emz doba pieziti po stanoveni diagnozy se pohybuje od mésicti
do desetileti (Hallek, 2010). AZ u poloviny pacientl je diagndza stanovena na zakladé rozboru
krve, i kdyZ nemoc v t¢ dobé probiha jest¢ asymptomaticky (Parker et Strout, 2011). U casti
pacientd je prubéh nemoci klidny po mnoho let nasledovany progresivni a Casto i fatalni

kone¢nou fazi, kterd trva jeden az dva roky. Naproti tomu ¢ast pacienti trpi dlouhd Iéta
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klinickymi pfiznaky jako jsou anémie (snizeny pocet Cervenych krvinek), trombocytopenie
(snizeny pocet krevnich desti¢ek) ¢i rGzné infekce. CLL je charakterizovana jako klonalni
proliferace zralych B-lymfocyti (CD5’, CDI19’, CD23") snizkou hladinou exprese
imunoglobulinového receptoru B-lymfocyti. Bunky CLL se kumuluji v periferni krvi, kostni
dreni, lymfatickych uzlinach a slezin¢.

Z novych poznatkid vyplyva, Ze v piipadé vyskytu CLL hraje roli zdédéna geneticka
nachylnost k tomuto onemocnéni (Crowther-Swanepoel et Houlston, 2010). Genetické analyzy
poskytly moznost odhalit lokusy zodpovédné za predispozici k leukémii, pficemz tato skute¢nost
byla ddna do souvislosti s CLL az pomérné nedavno.

Tento typ leukémie je charakteristicky velmi proménlivym prabéhem (Kaderi et al.,
2011). Pfed tfemi desetiletimi byly zavedeny systémy (Rai and Binet staging) k rozdéleni
pacientd s CLL na dvé skupiny podle mnozstvi jejich potizi a stupné cytopenie (nizkého poctu
krevnich bun¢k). Tyto systémy vSak byly postupné nahrazeny mimo jiné z divodu neschopnosti
predpovédét nasledny pribeh nemoci jiz v raném stadiu. Urceni klinického stadia podle Raie
a Bineta slouZilo dlouhou dobu k predikci piiblizné délky preziti pacienti s CLL (Kharfan-
Dabaja et al., 2008). Patogeneze této nemoci vSak neni jesté zcela objasnéna, proto je tfeba
hledat jednotlivé predikéni markery, které by pomohly jednoznac¢né odlisit prognostické skupiny

a vyvinout postupy, jak s vysokou pravdépodobnosti predpoveédét prubéh nemoci (Hallek, 2010).

1.1.2. Epidemiologicka data

Chronickd lymfocytarni leukémie je povazovana za onemocnéni projevujici se spise
v pozdéjsim vEku (Crowther-Swanepoel et Houlston, 2010). Vyskyt CLL je nejvyssi pravé
v populaci zapadni Evropy. Nizsi vyskyt je hlaSen z jizni a vychodni Asie a subsaharské Afriky.
ktera nemaji geneticky zaklad, neni vyskyt CLL spojovan s mistem narozeni, ale s ptivodem.
Napt. u pivodné asijskych obyvatel zlstava niz8§i vyskyt CLL a to i v pfipad¢, Ze se jedna
o generaci potomkd, ktefi se jiz narodili a Ziji v USA.

CLL je onemocnéni starSich lidi a v Evropé patii mezi nejcastéjsi typ leukémie (Panovska
et al.,, 2010). Tvoifi v praiméru 30 % ze vSech leukemickych onemocnéni. Zatimco napf.
v Dansku je toto procento vysii (35 — 40 %), Japonsko a Cina zaznamenavaji vyskyt CLL jen
ve 3 — 5 %. Tento typ leukémie je u starSich lidi v Evrop€ jednim z nejcastéjSich, medidn véku
v dob¢é diagndzy se vsak lisi podle oblasti vyskytu. Zatimco ve Spojenych statech je median

72 let (Furman et al., 2010, Gribben et al., 2010, Stephens et al., 2012 a dalsi), Panovska et al.
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udavaji pro oblast jizni Moravy vék pacienta 65 let. Nedavny pruzkum z Italie uvadi median 66,2
(Frezzato et al., 2010). Onemocnéni je pfiblizné¢ dvakrat Castéj$i u muzi nez u Zen, vice
se objevuje u Indoevropanli nez AfroameriCand, velmi vzacné jsou postizeni lidé asijské

narodnosti (Gribben, 2010).

Tabulka 1. Incidence CLL v jednotlivych ¢astech svéta v roce 1999
(ptevzato od: Panovska et al., 2010)

Oblast Muzi (incidence na 100000 obyvatel) Zeny (incidence na 100000 obyvatel)
USA 3,35- 3,69 1,61-1,92

Evropa 2,2-3,36 0,9-1,52

Oceanie 2,81-2,96 1,41-1,53

Panovska et al. (2010) provadéli prizkum za Géelem zjisténi incidence (pocet nové
vzniklych pfipadii dané nemoci ve vybrané populaci za urcité casové obdobi) a prevalence
(pomér poctu vsech existujicich ptipadii daného onemocnéni k poc¢tu obyvatel v dané lokalité
ve sledovaném c¢asovém obdobi) chronické lymfocytarni leukémie konkrétn€ v regionu jizni
Morava. Z 540 pacientl s diagnézou CLL bylo 306 muzi a 234 zen. Median véku pacienta
v dobé diagnozy byl 65 let (33 — 92). Zjisténa incidence se pohybovala v rozmezi od 5,8 ptipada
nemoci na sto tisic zdravych obyvatel v roce 2006 (66 nové¢ diagnostikovanych) po 6,2
nemocnych na sto tisic obyvatel v roce 2007 (70 nové diagnostikovanych). Za poslednich deset
let incidence CLL vzrostla. Diivodem je ziejmé zlepSeni metod diagnostiky onemocnéni. Také
median véku pacienta v dob¢ diagnézy se zménil. Dfive byl tento median 72 let, zatimco
Panovska et al. (2010) udavaji 65 let. Rozdil je dan pravdépodobné tim, ze pted vice nez deseti

lety byli pacienti diagnostikovani jiz v pokrocilejSich stadiich nemoci, dnes byvd nemoc

vvvvvv

1.1.3. Bunééna podstata vzniku CLL

Nadory mohou vznikat vraznych lymfatickych organech (Ceka, 2010). Bud'to
v centralnich, které jsou mistem vzniku, diferenciace a zrani lymfocytl (kostni dieni a brzlik)
nebo v perifernich (mizni uzliny, slezina, MALT — mucose associated lymphoid tissue). Periferni

lymfatické organy jsou mistem, kde probiha hlavni faze specifické imunitni odpovédi.
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Obriazek 1. Schéma vyvoje B-lymfocytu (pfevzato a upraveno podle: Ceska, 2010)
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V pribéhu normalniho vyvoje se B-lymfocyty vyvijeji z hematopoetickych zarodecnych
bunék v kostni dfeni (Crowther-Swanepoel et Houlston, 2010). Receptory téchto vznikajicich
B-lymfocyti jsou utvafeny pireskupovanim jednotlivych segmentl tézkych fetézch
imunoglobulinti (Ig) — genovych segmentii V (variable), D (diversity) a J (joining). Vzniklé
receptory B-lymfocytd (BCR) jsou zodpovédné za bunécnou signalizaci, reaguji také se
specifickymi antigeny. Z kostni dfen¢ nezralé lymfocyty putuji do sleziny, kde dokoncuji sviyj
vyvoj. Také se zde diferencuji do folikularnich B-lymfocyti a B-bunék marginéalni zény. Oba
typy bunck se mohou pfeménit v plazmatické buniky schopné produkce imunoglobulini, avSak
pouze folikularni B-lymfocyty mohou tvofit termindlni centrum a také mohou podlehnout
bodové mutaci vgenu pro IGVH (variabilni oblast tézkého ftetézce imunoglobulinu,
immunoglobulin heavy chain — variable).

V primarnich (nebo téz centralnich) lymfatickych orgdnech jsou prekurzorové buiky
(T- a B-lymfocytt), u nichz pozdéji dochazi k prestavbé VDJ oblasti genu pro imunoglobuliny
(Ceska, 2010). Lymfocyty se pak jako naivni dostavaji do krevniho ob&hu. Setkani lymfocytu
s antigenem probihd v zarodecném centru sekundarniho folikulu za ucasti APC (antigen
prezentujici butika, antigen presenting cell). Zde dochazi k somatické mutaci v oblasti genu

pro tézké fetézce imunoglobulinii. Tato mutace umozni vazbu receptoru s antigenem, B-lymfocyt
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se pak pfeméni v pamétovou nebo plazmatickou buniku. Pokud mutace neprobéhne, nasleduje
apoptdza B-lymfocytu.

CLL vznika patologickym mnozenim zralych B-lymfocytd (Mertens et al., 2011).
Za normalnich podminek vSe probihd ve tkéani, kde jsou geny pro imunoglobuliny geneticky
modifikovany k produkci funkcénich receptorit B-lymfocytl. Zatimco zdravé B-lymfocyty
vyuzivaji celé skaly segmentli imunoglobulinovych genti k tvorbé co nejvétsiho poctu rtiznych
BCR, v pfipadé malignich B-lymfocytli dojde k vyraznému omezeni poctu variabilnich Gseka
tézkého fetézce imunoglobulinového genu, které by mohly vzniknout.

V ptipad¢ zdravych B-lymfocyti vede proces somatické hypermutace variabilni oblasti
Ig ke zméné vazebné afinity. U pacienti s CLL je vSak tento proces naruSen a pacienty lze
nasledné podle tohoto kritéria délit do dvou biologickych a prognostickych skupin na zdkladé
toho, zda je jejich IGVH oblast mutovana ¢i nikoliv.

Drive byla CLL povazovana za nemoc, pii niz jsou lymfocyty inaktivovany a dale se
nemnozi (Damle et al., 2010). Nicmén¢ v poslednich letech na zakladé zkoumani bunééného
povrchu lymfocyti bylo zjiSténo, Ze je vétSina bun€k v pritbéhu nemoci aktivovéna, i kdyz jen

malé procento z nich se dostane pies G1 fazi riistového cyklu.

1.1.4. Diagnostika CLL

Podle klasifikace svétové zdravotnické organizace je CLL definovédna jako onemocnéni
B-lymfocyti (Hallek et al., 2008). Onemocnéni T-lymfocyti diive nazyvané jako T-CLL je dnes
jiz znamé jako prolymfocyticka leukémie T-lymfocyti a ztoho divodu je oznaceni CLL
pouzivano vzdy pouze ve spojitosti s B-lymfocyty.

Jednim z kritérii v diagnostice CLL je zvySeny pocet B-lymfocyta v periferni krvi, kdy je
za hrani¢ni koncentraci povazovana hodnota 5x10° B-ly/litr (nebo téz 5000 B-ly/ul). Klonalita
cirkulujicich B-lymfocytlh musi byt ovéfena metodou priatokové cytometrie. Normdlni situace
v organismu odpovidd polyklonalit¢ Ccili pfitomnosti vysokého poctu klond s odlisSnymi
pfestavbami, coz télu umoznuje reagovat na velké mnozstvi antigent. Diagnéza CLL zahrnuje
nejcastéji hodnoty lymfocytdézy (mnozstvi lymfocytt v krvi) nad 5000 ly/ul, méné nez 55 %
prolymfocytii, méné nez 30 % obsahu lymfocytl v kostni dieni a také priikaz monotypickych
(produkce pouze lehkého anebo tézkého fetézce Ig) CDS5™ B-lymfocytii (Hsi et al., 2000). CLL je
jiz pomérné dobte charakterizovana jak klinicky tak i imunologicky. Z pohledu imunologie je

diagnéza zfejma pfi pritkazu bunék s povrchovymi molekulami CD19", CD5" a CD23".
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Vroce 1983 vysel Clanek, ktery poprvé rozvijel moznosti vyuziti monoklonélnich
protilatek, diky nimz by se dala charakterizovat CLL (Dillman et al., 1983). Byl také jednim
z prvnich ¢lankd, ktery se zabyval souvislostmi mezi klinickymi pfiznaky nemoci a specifickymi
povrchovymi molekulami exprimovanymi na povrchu bunék. Dnes se vyuziva nejen rdznych
kombinaci monoklonalnich protildtek k uréeni imunofenotypu, ale i vySetfeni cytogenetickych
abnormalit ¢i mutaci v oblasti genu pro IGVH. Pozdéji se preslo od pouZzivani povrchového Ig
(slg, surface immunoglobulin) jako ukazatele moZného onemocnéni k systému CD (cluster
differentiation), tedy vlastné k vyuziti protilatek, které reaguji s povrchovymi molekulami CD19
a CD20. CLL se vyznacuje typickou kombinaci CD19", CD5", CD23", také CD22", CD79b"
a slabou expresi slg. Touto kombinaci se odliSuje od podobnych lymfoproliferativnich
onemocnéni.

Velmi podobnym onemocnénim je SLL (malobunéény lymfom, small lymphocytic
lymphoma), ktery se taktéz jako CLL projevuje zvySenym poctem B-lymfocytl v periferni krvi
pacienta (Hallek et al., 2008). Narozdil od CLL je vSak doprovazen lymfadenopatii (zvétSeni
miznich uzlin) a/nebo splenomegalii (zvétSeni sleziny). Navic zde pocet B-lymfocytl v periferni
krvi nepiesahne hranici 5x10° B-ly/litr. Buitky SLL exprimuji stejnou kombinaci molekul jako
B-lymfocyty CLL jen s jedinym rozdilem — jsou CD22" (Dillman, 2008).

Fenotyp CLL Ize na zakladé molekul CD odlisit od MCL (lymfom z plastovych bun¢k,
mantle cell lymphoma), ktery je CD19", CD5", CD22" a CD23" (Dillman, 2008). Buitky MCL
také exprimuji vice slg a navic cyclin D1. V diagnostice je tfeba odlisit CLL i od ostatnich
lymfoproliferativnich onemocnéni jako jsou napt. HCL (leukémie z vlasatych bunék, hairy cell

leukemia), lymfom marginalni zony ¢i folikularni lymfom (Hallek et al., 2008).

Tabulka 2. Imunofenotypové markery malignich lymfocytl (pfevzato od: Dillman, 2008)

Onemocnéni slg CD5 CD19 CD20 CD10 CD11c CD22 CD23 CD43 CD103
CLL + + + + - - - + + _
MCL ++ + + + +/- - + - + -
HCL ++ - + + - + + - - +
LPL ++ - + + - - + - - -
SML ++ - + + - - + - - -
FCL ++ - + + + - + - - -

CLL - chronic lymphocytic leukemia, chronickd lymfocytarni leukémie; MCL — mantle cell lymphoma, lymfom
z plastovych bunek; HCL — hairy cell leukemia, leukémie z vlasatych bunék; LPL — lymphoplasmacytic lymphoma,
lymfoplazmaticky lymfom; SML — splenic marginal zone lymphoma, splenicky lymfom marginalni zoény; FCL —

folicular cell lymphoma, folikularni lymfom
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Imunofenotypizace se stala dilezitou soucasti procesu klasifikace CLL a je nutna

pro diagnézu (Hsi et al., 2000).

V diagnostice probiha nejprve urceni imunofenotypu bunck periferni krve (Gribben,
2010). Jestlize se bunky s totoznymi imunofenotypovymi a morfologickymi znaky nachazeji
v periferni krvi, je onemocnéni identifikovano jako CLL. V pfipad¢, Ze se klonalni Sifeni prokaze
v nékteré z lymfatickych uzlin ¢i tkéni, pravdépodobné se jednd o SLL. Buiikky CLL typicky
exprimuji na svém povrchu molekuly CD19, CD20, CD5, CD23, CD43 a CD79a se slabou
produkci IgM. Exprese molekuly CD38 je proménlivd a md u tohoto typu onemocnéni
prognosticky vyznam. Stanoveni diagnézy CLL vyZaduje také ptitomnost alespoit 5000 B-ly/pl.
Biopsie kostni diené neni v diagnostice CLL nutnid. Soucasti diagnostiky je 1 ur€eni
molekularniho profilu pacienta a to ptredev§im proto, ze poskytne informaci o predpokladané
délce preziti pacienta ¢i nutnosti 1é€by. Molekularni profil se sklada z nékolika biomarkerti, mezi
néz patii cytogeneticka analyza, mutacni status genu pro IGVH ¢i exprese gentt ZAP70, LPL ¢i
molekuly CD38. Avsak vice neZ schopnost pfedvidat klinicky prib¢h u jednotlivych pacientl je
urity biomarker schopen ptedpovidat, jak se bude chovat dany soubor vétsiho mnoZzstvi

pacientd.

1.1.5. Uréeni klinického stadia nemoci

Moznosti rozdéleni pacienti s CLL do kategorie s vySSim ¢i niz§im rizikem se
v poslednich dvaceti letech pomérné dost zlepSily, avSak zkoumdéni dalSich cytogenetickych
a molekularnich profild je nezbytné (Schellhorn Mougalian et O’Brien, 2011).

K urceni klinického stadia nemoci jsou bézné pouzivany dva systémy: Railiv a Binetiiv.
Systémy klasifikace pacientd s CLL, které jsou zalozeny na sledovani klinickych ptiznakt
a laboratornim vySetieni, byly poprvé uvefejnény pied vice nez 30 lety ve studiich Raie et al.
(1975) a Bineta et al. (1981). Oba tyto systémy umoznily stanovit prognézu pacientt jiz v dobé
diagnézy (van Bockstaele et al., 2009). Systémy byly pfijaty a jejich spravnost byla potvrzena
mnohymi studiemi. Pribéh nemoci byl také predpovidan pomoci morfologie bun¢k a kostni
diené. Atypicka bunéénd morfologie s pfitomnosti prolymfocytl a ponic¢enych lymfocyti znacila
hors$i prognozu. Ale protoze dnes spada vétSina pacientii do kategorie s nizkym rizikem a tedy
lepsi progndzou, je prediktivni hodnota tohoto pfistupu snizena.

Prvnim z obou prognostickych modelt byl Raitv systém, ktery byl publikovan roku 1975

(Rai et al., 1975). K urCeni klinického stadia nemoci je zde posuzovana piitomnost ¢i absence
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lymfadenopatie (zvétSeni miznich uzlin), zvétSeni organti, anémie a trombocytopenie (Schellhorn
Mougalian et O'Brien, 2011). Systém je rozdélen do péti stadii oznacovanych 0 — IV. Medidn

preziti se pohybuje od 19 mésict (pro stadia III a IV) po vice nez 150 mésicti v piipadé stadia 0.

Tabulka 3. Stadia podle Raie (pievzato od: Rai et al., 1975)

Délka preziti
Stadium Pfiznak (mésice)
0 lymfocytdza v krvi a kostni dfeni > 150
| lymfocytéza se zvétSenim miznich uzlin 101
1] lymfocyt6za se zvétSenim sleziny, jater €i obojiho 7
1 lymfocytéza s anémii 19
\% lymfocytdza s trombocytopenii 19

Lymfocytéza — zvySeny pocet lymfocytt v krvi, anémie — sniZzeny pocet Cervenych krvinek, trombocytopenie —

snizeny pocet krevnich desticek.

Binetiiv systém urcovani klinického stadia déli pacienty do tfi skupin oznacovanych
A az C (Binet et al., 1981). Pacienti jsou posuzovani na zakladé mnozstvi zasazené tkané, mezi
néZ se fadi lymfatické uzliny (podpazni, tfislové), jatra a slezina (Schellhorn Mougalian et
O’Brien, 2011). Hodnocena je i pfitomnost anémie ¢i trombocytopenie. Pacienti skupiny A
nevykazuji trombocytopenii ani anémii a zasazeny jsou mén¢ nez tfi lymfoidni tkané. V ptipadé
pacientti skupiny B se neobjevuje anémie Ci trombocytopenie, ale zasazeny jsou vice nez tii
lymfoidni tkang&. Ve skupiné C je prokdzana anémie a/nebo trombocytopenie.

Obdobn¢ lze urcit prognézu nemoci napi. pomoci doby nutné ke zdvojnasobeni
celkového poctu lymfocytl od diagnozy ¢i také vzory objevujicimi se pii vySetieni kostni dieng.
Tyto a jiné zplUsoby vSak maji sva omezeni (celkové mnozstvi lymfocyti se li§i v zavislosti
na udalostech jen malo souvisejicich s leukémii a odbér kostni dfen¢ pro zminéné vySetieni je
invazivnim zékrokem, navic zde hraje roli subjektivni nazor), proto je tfeba hledat spolehlivéjsi

prognostické faktory.

1.1.6. Lécba

CLL je maligni onemocnéni pfevazné starSich lidi, které je stdle povazovano
za nevylécéitelnou nemoc (Hartmann et al., 2009). I pfes souc¢asné moznosti 1é¢by je zde vysoké
riziko relapsu (ndvrat ptiznakli nemoci, kterd byla v klidu), které je navic velmi casto
doprovazeno vznikem rezistence k danému typu 1éCby. Je proto tieba zkouset nové kombinace

1ékd a vyvijet nové 1é¢ebné postupy. LéCebnd strategie CLL byla dosud zaméfena spiSe
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na kontrolu nemoci nez na snahu o jeji 1éCeni. U lidi vysSiho v€ku je Casto vyzadovano
ptizplisobeni 1écby dle celkové zdatnosti pacienta a také miry toxicity, kterou je pacient jesté
schopen tolerovat (Hallek, 2010). Pravé z toho divodu je terapie CLL castokrat individudlni
s prihlédnutim k prognodze a stavu pacienta.

V soucasnosti zahrnuje terapie CLL chlorambucil, fludarabin, alemtuzumab, bendamustin

nebo ofatumumab (Furman, 2010).

Chemoterapeutika

Po nékolik desetileti byl za ,,zlaty standard*“ povazovan chlorambucil (Hallek, 2010).
Pro svou nizkou toxicitu a moznost peroralniho podani je vhodny pro 1écbu imunodeficientnich,
¢1 jinak oslabenych pacientll nebo starSich lidi, vyhodou je také nizkd cena. Mohou se vSak
objevit vedlejsi tcinky a také bylo zaznamenano jen velmi nizké procento ptipadti kompletni
remise (vymizeni ptiznakil a projevii nemoci). Pouzivaji se i jiné léky (napf. analogy purinu -
fludarabin, pentostatin a cladribin, ¢i bendamustin, ktery byl hojn¢ pouzivan napt. v Némecku),
avsak u starSich lidi a pacientll ve Spatném stavu se ukazalo, Ze 1éky s vysSi toxicitou nez

chlorambucil pfindsely pacientim spise komplikace nez tispésné vysledky 1écby.

Monoklonalni protilatky

Mezi dal$i moZnosti 1écby patii pouziti monoklondlnich protilatek, at’ uz samostatné
nebo v kombinaci s chemoterapii (Hallek, 2010). Jsou to napt. anti-CD20 (rituximab) Cci
rekombinantni humanizovana anti-CD52 (alemtuzumab).

Ptikladem vyuziti monoklondlni protilatky v 1écbé CLL jsou pacienti s deleci kratkého
raménka chromozomu ¢. 17 (viz déale) ¢i mutovanou formou genu pro protein p53 (Furman,
2010). Tito lidé témé&f nereaguji na 1écbu purinovymi analogy, ale pfi podani 1¢ku alemtuzumab,

ktery zfejmé vyuziva metabolické drahy nezavislé na proteinu p53, 1é¢ba funguje.

1.2. Prognostické markery

V soucasnosti se rutinné vyuzivaji tyto ¢tyii prognostické markery: (Furman, 2010)

1. IGVH mutacni status (variabilni oblast t¢zkého fetézce imunoglobulinu)
2 chromozomové aberace s vyuzitim techniky interfazni FISH

3. ZAP70 (protein kindza asociovana s fetézcem zeta)

4 molekula CD38 (glykoprotein)
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V poslednich deseti letech se zacCalo se sledovanim exprese riznych gend jako
prognostickych faktort (Kaderi et al., 2011). Mezi tyto faktory byly zahrnuty geny pro IGVH,
pricemz sledovan byl mutacni status. Nasledné zacaly byt metodou pritokové cytometrie
sledovany jako prognostické markery molekula CD38 a gen ZAP70. V poslednich nékolika
letech byly objeveny dalsi geny, jejichz exprese se da vyuzit k predikci vyvoje CLL (jako napf.
lipoprotein lipaza). Dnes je nejcastéjsi sledovani exprese vybranych prognostickych markerii
(genl) v kombinaci s jiz zavedenymi faktory (mutacni status genli pro IGVH). Mutac¢ni status
Mimo to jsou vyznamnymi prognostickymi udaji také vék, klinické stadium nemoci, markery
stanovované v séru pacienta a vneposledni fadé¢ také vySetfeni pomoci metody FISH
(fluorescen¢ni in situ hybridizace, fluorescence in situ hybridization). Jednou z novéjsich
technologii, kterd se nabizi k vyuziti v diagnostice a uréeni progndézy CLL jsou mikroCipy

(microarrays).

1.2.1. Variabilni oblast téZkého retézce imunoglobulinu

Jak jiz bylo uvedeno, v pribéhu normalniho vyvoje B-lymfocyti dochazi k seskupovani
segmentd V, D a J imunoglobulinového genu (Parker et Strout, 2011). Vzniklad kombinace je
soucasti zralych B-lymfocytil, pfiCemz kazdy znich exprimuje na svém povrchu unikatni
receptor (BCR). Po probéhlém setkdni s patogennim antigenem probéhne somaticka
hypermutace variabilni oblasti Ig, ktera vede k selekci B-lymfocytt, které produkuji protilatky
s vysokou afinitou k cilovému antigenu (patogenu). U 45 % pacientl se vyskytuje vétsi nez 98%
sekvenéni homologie, tedy nemutovand oblast IGVH, zatimco 55 % pacienti vykazuje
somatické hypermutace v této oblasti. Mutovand IGVH oblast znaci lepSi prognozu a delsi
piedpokladanou dobu preziti.

Hamblin et al. a Damle et al. rozdélili v roce 1999 nezavisle na sobé pacienty s CLL
do dvou skupin na zékladé¢ rozdilného stupné somatické hypermutace v genu pro IGVH. Zjistili,
ze pacienti s mutovanym genem pro IGVH Ziji déle ve srovnani s pacienty bez mutace.

Mutaéni status genu pro IGVH je dtlezitym prognostickym faktorem CLL (Kharfan-
Dabaja et al., 2008). UrcCuje se srovnanim sekvence tohoto genu v B-lymfocytech
a odpovidajicich genech v zarode¢nych centrech. V piipad¢, ze se sekvence téchto gena lisi
o vice nez 2 %, je gen pro IGVH povaZovan za mutovany. Mutovany gen pro IGVH je spojen
s delsi dobou preziti a tedy lepsi prognozou (Schellhorn Mougalian et O'Brien, 2011). Uréeni

pritomnosti mutace voblasti genu pro IGVH vSak vyzaduje sekvenovani DNA
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(deoxyribonukleova kyselina, deoxyribonucleic acid), piicemZz dostupnost této technologie

a interpretace vysledkd miize byt komplikovana.

1.2.2. Chromozomové aberace

Obecné lze fict, Ze specifické chromozomové aberace jsou ve vazb& s moznosti uréeni
klinického stadia a prognostickych znak nemoci (Quijano et al., 2008). Je znamo, Ze u nékolika
z téchto chormozomovych defektl jsou zasazeny geny, které jsou vyznamné v procesu regulace
bunécné proliferace a dalSich zivotné dilezitych procesech. Patii zde napt. gen pro protein p53,
RB (gen retinoblastomu, retinoblastoma gene), cyclin D2 ¢i CDK4 (cyklin dependentni

kinaza 4).

Vyskyt chromozomovvch abnormalit

Vyskyt a identifikace chromozomovych aberaci jsou dilezitou soucasti diagnostiky CLL,
jakoz 1 wurCovani ptredpokladané délky pieziti. Dohner et al. (2000) popsal vyskyt
chromozomovych aberaci u vice nez 80 % pacientd s CLL. Aberace, které se vyskytovaly
nejcastéji a procentudlni zastoupeni u pacientd s CLL, popisuje Tab. 4. K identifikaci vyuzival

molekularné cytogenetické metody FISH.

Tabulka 4. Nejcastéji diagnostikovany typ chromozomové aberace véetné procenta vyskytu.

(ptevzato od Dohner et al., 2000)

Typ aberace Zkratka Vyskyt (%)
delece 13q14 del(13914) 55
delece 11922 del(11922) 18
trizomie ¢asti chromozomu 12 trizomie 12913 16
delece 17p13 del(17p13) 7
delece 6921 del(6921) 6

Podle riznych autorti se vSak ¢etnost vyskytu jednotlivych chromozomovych abnormalit
lisi. Podle Quijano et al. (2008) se chromozomové aberace vyskytuji u 62 % pacientit s CLL.
Celkové byly nejcastéji nalézany delece 13q a to v 35 % pfipadl, nasledné¢ pak trizomie
chromozomu €. 12 u 23 % pacientt. Déle se objevovaly delece 11q (9,4 %) a delece 17p (8 %).

Pied objevem metody FISH byly k identifikaci chromozomovych aberaci standardné
pouzivany cytogenetické postupy (Dohner et al., 2000). Avsak vlivem pomérné nizké mitotické

aktivity leukemickych bunék in vitro byla néktera z abnormalit detekovana pouze u 40 az 50 %
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pripadit CLL, pfi¢emz nejcastéji odhalena mutace byla trizomie chromozomu 12. K vySetieni
chromozomovych abnormalit je tfeba pouziti bunéénych mitogeni k zastaveni bunééného cyklu
B-lymfocyti v metafazi (Schellhorn Mougalian et O'Brien, 2011). S rozsifenim metody FISH se
technika vySetfeni chromozomovych abnormalit zjednodusila, protoze je nyni mozno pouzit

1 bunék v interfazi.

Charakteristika nejéastéjsich chromozomovych aberaci

Jednim z typl chromozomovych aberaci je del(17p13), tedy delece kratkého raménka
chromozomu 17, ktera je spojovana s velmi agresivnim klinickym pribéhem, $patnou odpovédi
na lécbu a krat$i dobou preziti (Schellhorn Mougalian et O’'Brien, 2011). U pacienta s touto
deleci se cCasto objevuji 1 jiné chromozomové piestavby. Diivodem horSi prognozy je
pravdépodobné skutecnost, ze na kratkém raménku chromozomu 17 se nachdzi gen TP53. Tento
gen koduje protein p53, coZ je tumor supresorovy gen.

Mezi dal§i chromozomové abnormality, u kterych je znama souvislost s CLL, patii
i delece 11g22. Na dlouhém raménku chromozomu 11 se nachdzi gen ATM (ataxia telangiectasia
mutated), jehoZ mutace je spojovana s vyskytem malignit, zvlasté pak lymfatickych tkani
(Bulrich et al., 1999). V piipad¢ ztraty heterozygozity (LOH, loss of heterozygozity - jedna alela
je jiz mutovand, nasledné dojde k mutaci i t€ druh¢ alely) ¢i chybé&jiciho proteinu ATM je pribéh
tohoto genu (Ddhner et al., 2000). Del(11q) se mimo jiné vyznacuje také kratSimi intervaly mezi
diagnézou a prvnimi projevy nemoci a dale napf. rozsahlou lymfadenopatii (Schellhorn
Mougalian et O’Brien, 2011). Podle Quijano et al. (2008) v ptipad¢ delece 11q chybél gen ATM
(11g22.3), vnékterych ptipadech vSak bylo zaroven zjisténo chybéni genu MLL
(myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia) v pozici 11q23.3.

Velmi castou prestavbou je del(13ql4). Kromé zminénych chromozomovych aberaci
hraji roli v patogenezi CLL pravdépodobné také epigenetické modifikace (Mertens et al., 2011).
Metylace cytosinu v DNA je fyziologicky proces, ktery probihd napt. pii inaktivaci jednoho
chromozomu X u zen, alelové specifickém imprintingu (kdy je stejny gen od matky a otce
exprimovan s riznou dulezitosti, nejsou exprimovany stejnou mérou, coz vede k monoalelické
expresi), ¢i tkanoveé specifické genové regulaci (Rush et al., 2004). Pfredbézné analyzy genomu
pacient s CLL odhalily, Ze az 8 % vSech CG oblasti (oblast vyskytu guaninu a cytosinu v DNA)
je metylovanych. Ptikladem muze byt oblast genomu 13ql4, kterd je u pacientll s CLL casto
deletovana (Mertens et al., 2011). Je totiZ mozné, Ze mutacni udalosti v této oblasti vyznamné

prispivaji krozvoji CLL. V prvnim kroku probéhne epigenetické umlcovani tumor
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supresorovych genti, které se nachazeji v této oblasti a nasledné dojde i1 k celkové inaktivaci

prostfednictvim del(13q14).

Predikce vyvoje nemoci

Pacienti s del(17p) maji jednu z nejhorSich prognoz, nasledovéani pacienty s del(11q),
trizomii 12q a normalnim karyotypem (Dd6hner et al., 2000). Naopak nejdelsi dobu pieZiti 1ze
predpokladat u pacientil s deleci 13q, u nichZ je vSak toto jedina identifikovana aberace.

Urceni chromozomovych aberaci pacienta je vhodnym ndastrojem k predikci odpovéedi
pacienta na 1é¢bu (Schellhorn Mougalian et O'Brien, 2011). Napf. pacienti s del(17p) pftilis
nereaguji na lécbu purinovymi analogy, ale dobie reaguji na lécbu protilaitkou sndzvem
alemtuzumab. V ptipadé del(11q) byla také zjiSténa spojitost s reakci na 1écbu. Pacienti dobie

odpovidaji na 1écbu cyklofosfamidem.

1.2.3. Molekula CD38

Molekula CD38 je glykoprotein normalné exprimovany na povrchu hematopoetickych
(krvetvornych) bun¢k (Schellhorn Mougalian et O’Brien, 2011). Nadprodukce CD38 je spojena
s rychlej$im pribéhem nemoci, horsi odpovédi na 1écbu a krat$i dobou preziti. Exprese molekul
CD38 také koreluje s mutaénim statusem IGVH. Hladina CD38 se miZe v pribéhu nemoci

ménit.

1.2.4. Geny se zménénou expresi - prognostické markery CLL
(databaze Gene, NCBI)

LAG3
- Cely nazev genu: lymphocyte-activation gene 3
- ID genu: 3902, Oficialni symbol genu: LAG3
Gen LAG3 (také oznacovany jako CD223) koduje protein, ktery patii do nadrodiny
imunoglobulini. Obsahuje ¢tyfi domény (extracelularni, Ig-like). Svou strukturou a také poctem
exonll (ma jich osm) je velmi podobny molekule CD4. Gen LAG3 se nachazi na dlouhém
raménku chromozomu 12 v oblasti 13.32 (12p13.32)
Vysledky prace Kotaskové et al. (2010) potvrdily, ze vysoka exprese genu LAG3 koreluje
s nemutovanym statusem genu pro IGVH a tedy poukazuje na Spatnou progndzu pacienta.

Na zakladé téchto vysledku lze tedy gen LAG3 zaradit mezi prognostické markery CLL.
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LPL
- Cely nazev genu: lipoprotein lipase
- ID genu: 4023, Oficialni symbol genu: LPL

Gen LPL kéduje protein (lipoprotein lipaza), ktery je exprimovan v srdci, svalu a tukové
tkani. Lipoprotein lipaza funguje jako homodimer a ma dvé funkce - je hydrolazou triglycerid
ataké vazebnym faktorem pro piijem lipoproteinii (zprostiedkovany receptorem). Mutace
v tomto genu vedou k hyperlipoproteinémii typu I ¢i porucham metabolismu lipoproteinu. Gen je
umistén na kratkém raménku chromozomu 8 v oblasti 22 (8p22).

Kaderi et al. (2011) srovnavali hladiny exprese jednotlivych gent jako prognostickych
faktorti v 1écbé CLL u skandinavské populace. Do srovnani zatadili geny LPL, ZAP70, TCL1A
(T-cell leukemia/lymphoma 1), CLLU1 (CLL upregulated gene-1) a MCL1 (myeloid cell factor-
1). Tyto a dal$i geny jsou povazovany za prognostické markery CLL. Vysledn4 data hodnotili
ve spojitosti s jiz zavedenymi prognostickymi ukazateli jako jsou Binet stage, CD38, muta¢ni
status genu pro IGVH ¢i chromozomové aberace. Vysledky studie potvrdily, Ze vysoka exprese
sledovanych gent znaci krat§i dobu pieziti pacientd s CLL, pficemZ gen LPL byl oznacen jako
nejpriukaznéjsi a nejspolehlivéjsi marker.

Ve studii Kotaskové et al. (2010) se ukazalo, ze hladina exprese genu LPL je vhodnym
ukazatelem délky pieziti u pacienti s CLL, stejné¢ vhodnym jako je mutacni status genu
pro IGVH a dokonce lepsim neZ sledovani hladiny exprese samotného genu ZAP70. Pficemz
vyhodou je, Ze gen LPL neni exprimovan u jinych krevnich bun€k nez u lymfocytd pacientl

s CLL a to navic pouze v ptipad¢ nemutovaného statusu genu pro IGVH.

ZAP70

- Cely nazev genu: zeta chain (TCR) associated protein dinase 70 kDa

- ID genu: 7535, Oficialni symbol genu: ZAP70

Gen ZAP70 koduje protein, enzym patiici do rodiny tyrosinkindz. Tento protein hraje roli

ve vyvoji T-lymfocytl a jejich aktivaci. Je esencidlni pro vyvoj thymocyti. Enzym kédovany
genem ZAP70 je fosforylovan pfes stimulovani TCR a také hraje roli v prvnim kroku pienosu
signalu (zprostiedkovano TCR) v kombinaci s kindzami rodiny Src, Lck a Fyn. Mutace v tomto
genu vedou ke SCID (zavazny kombinovany imunodeficit, severe combined immunodeficite)
nebo poruse, pii které chybi CD8" (cytotoxické T-lymfocyty). Gen je umistén na dlouhém

raménku chromozomu 2 v oblasti 12 (2q12).
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Protein ZAP70 patii mezi tyrozin kinadzy, které jsou zapojeny do bunécné signalizace
T-lymfocyti (Schellhorn Mougalian et O’Brien, 2011). Navic jsou nadmérné exprimovany
v B-lymfocytech né¢kterych pacienti s CLL. Exprese proteinu ZAP70 je méfena metodou
pratokové cytometrie. Ukazalo se, ze hodnota exprese ZAP70 souvisi s pfitomnosti
nemutované¢ho IGVH. Hladina exprese ZAP70 se v prib&hu nemoci ptilis nemeéni.

Byla zjisténa zavislost mezi nemutovanym genem pro IGVH a expresi genu ZAP70
(Catherwood et al., 2006). Az 94 % (16/17) pacientli s nemutovanym IGVH vykazovalo
zvysenou expresi genu ZAP70, zatimco u 92 % (23/25) pacientll s mutovanym statusem byla

detekovana exprese snizena.

1.3. Kvantitativni polymerazovad fetézova reakce v redlném cCase v kombinaci

s reverzni transkripci

Dnes je jiz znama sekvence lidského genomu a jeji znalost miize byt pouZzita k poznani,
ur¢eni ¢i 1é¢bé komplexnich onemocnéni, mezi néz patii i rakovina (Stahlberg et al., 2005).
Normalni buné¢na regulace mize byt ovlivnéna riiznymi faktory, jako jsou napft. virové infekce,
metylace DNA ¢i zména sekvence DNA. V piipadé nadorovych onemocnéni jsou pravé tyto
zmény divodem naruSeni kontrolnich mechanisma bunééného déleni, opravnych procesii nebo
apoptdzy (bunécné smrt).

V oblasti onkologie 1ze nalézt mnoho molekularnich cild, jez mohou byt uzitecné
v diagnostice a pii 1é€b¢ rakoviny. Jednim z druhti rakoviny je i leukémie, jejiz klinicky prubéh
je castokrat velmi nevyzpytatelny. Zde se Casto uplatiuji molekularné biologické metody
s moznosti ur€eni subtypu choroby ¢i zptisobu 1écby. Za metodu prvni volby je povazovana
pravé polymerazova fetézova reakce v redlném case (real-time PCR).

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce v redlném cCase v kombinaci s reverzni
transkripci  (RT-qPCR) je  metodou  pouzivanou v jednotlivych  medicinskych,
biotechnologickych ¢i diagnostickych oborech ke kvantifikaci genové exprese (Nolan et al.,
2006). Je to velmi citlivd metoda pouzivana k ur€eni mnozstvi specifické DNA v komplexnich
biologickych vzorcich (Stahlberg et al., 2005). Tato metoda zahrnuje dva zakladni kroky (Nolan
et al., 2006). Prvnim z nich je reverzni transkripce, pii které je mediatorova RNA (mRNA,
messenger RNA) piepsana enzymem reverzni transkriptdzou do komplementdrni DNA (cDNA,
complementary DNA). DalSim krokem je amplifikace (namnozeni) zminéné cDNA pomoci

metody real-time PCR, kdy zaroven probiha detekce a kvantifikace amplifikovaného produktu
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v realném case. Kvantifikaci genové exprese pomoci metody real-time PCR 1ze provést dvéma
zpisoby: bud’ pouzitim absolutnich hodnot vztazenych ke standardu, nebo s vyuzitim relativnich

hodnot, kdy je exprese cilového genu srovnavana mezi dvéma vzorky. (Stahlberg et al., 2005).

1.3.1. Reverzni transkripce

Reverzni transkripce je v ptipadé vzorku RNA (ribonukleova kyselina, ribonucleic acid)
nezbytnym krokem. Ze vzorku RNA je pomnozena mRNA a prostfednictvim reverzni
transkripce piepsana do cDNA (Stihlberg et al., 2005). Mediatorova RNA je opatiena polyA-
koncem a ¢epickou (Gerard et al., 1997). Pii reverzni transkripci nasedne na polyA-konec enzym
reverzni transkriptdza a nesyntetizuje vlakno cDNA, pfi¢emz mRNA je enzymem RNéazou H
degradovéna a ziistane pouze ssDNA (jednofetézcova DNA, single-stranded DNA). Ta je vSak
nestabilni a na 3" konci tvofi vlasenky. Tato poslouzi jako primer pro enzym DNA polymerazu
pro syntézu druhého vladkna DNA.

Nejcastéji pozivané enzymy reverzni transkriptazy jsou ty izolované z Molonyho viru
my$i leukémie (MMLV, murine Molony leukemia virus) ¢i viru ptaci myeloblastozy (AMV,
avian myeloblastosis virus) (Stahlberg et al., 2005). Reverzni transkripce s naslednou real-time
PCR muze probihat bud’ jednokrokové, kdy obé reakce probihaji v jediné zkumavce, nebo
dvoukrokové, kdy jsou obé dil¢i reakce rozdéleny. Z diivodu rozdilnych optimalnich reakénich
podminek RT a qPCR a tudiz i horsi citlivosti u jednokrokové reverzni transkripce, je 1épe

pouzivat postup dvoukrokovy.

1.3.2. Ribonukleova kyselina

Logickym duasledkem toho, ze je metoda RT-qPCR v praxi Siroce vyuzivana, je pomérné
velka variabilita postupt ptipravy vzorku a vitbec nastaveni podminek reakce jako takové (Nolan
et al., 2006). Jako vstupni material, u n¢hoz chceme kvantifikovat genovou expresi, lze pouzit
napf. bioptické vzorky ¢i tkanové kultury a z nich dale izolovat, bud’ celkovou ribonukleovou
kyselinu (RNA) buiiky, ¢i pouze mRNA.

U izolované RNA je tfeba posoudit jeji kvalitu. Kromé cistoty RNA (kontaminace
proteiny ¢i DNA, pfitomnost inhibitorli), kterd je hodnocena na zdkladé poméru absorbance
pfi 260/280 nanometrech a dale analyzou ribozomalni RNA (rRNA, ribosomal RNA)
na agarézovém gelu, je posuzovana také integrita RNA. K tomuto ucelu slouzi hodnota RIN

(RNA integrity number). Novéji je integrita RNA posuzovana prostiednictvim kapildrniho
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elektroforetického systému s vyuzitim technologie mikrofluidnich Cipt. Vysledné hodnoty RIN
se pohybuji v rozmezi 1-10, pfi€emz hodnota 10 znaci vysokou kvalitu RNA.

RNA je sice termodynamicky stabilni molekula, nicméné jeji stabilita je naruSovana
pusobenim vsudypiitomnych enzymii RNaz, které zptisobuji degradaci molekul RNA (Schroeder
et al., 2006). Jednou z moznosti ur¢eni stupné degradace RNA je agarozova elektroforéza, kdy
se TRNA (kterd je v bunice zastoupena ze vSech typt molekul RNA nejvice) na gelu rozdéli
do dvou zfetelnych pruhii. Tyto pruhy znaci ribozomalni podjednotky 28S a 18S.

Uloha molekul RNA spo&iva v pfenosu informace kodované v genomu. Z DNA je
informace prostfednictvim molekul RNA pfenesena do mnoha riznych proteint. Proto je RNA
pouzivand ke sledovani bunécéné aktivity prostiednictvim genové exprese. Nejcastéji
pouzivanymi metodami ke studiu genové exprese jsou real-time PCR a technologie DNA

mikrocipii.

Obrazek 2. Postup zpracovani vzorku RNA / DNA
(Pfevzato a upraveno podle: Stihlberg et al., 2005)
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1.3.3. Zpiisoby generovani fluorescen¢niho signalu

K detekcei a zaroven ke kvantifikaci pouZiva metoda real-time PCR fluorescen¢ni barvy,
pficemz kvantifikace je zaloZzena na méfeni mnoZzstvi fluorescencniho signalu, které je timérné
koncentraci DNA (Nolan et al., 2006). Navic je mozno diky sondam zna¢enym riznymi barvami
vyuzit detekce a kvantifikace vice cilovych gena v jediné reakci. Dobra sonda by méla mit
nizkou hladinu fluorescence pozadi, poskytovat vysoky signal (neboli vysoky pomér signalu
k Sumu) a také byt vysoce specificka k cilové sekvenci (Stahlberg et al., 2005). Fluorescenéni

sondy se déli do dvou kategorii: sekvencné specifické a nespecifické.
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Nespecifické sondy

U nespecifické sondy, jako je napt. SYBR Green I, lze detekovat fluorescenci az
po vmezeteni do dvouietézcové DNA (dsDNA, double-stranded DNA) (Stahlberg et al., 2005).
Jestlize jsou tyto fluorescencni barvy pfitomny v reakéni smési, fluorescence se zvySuje
piimoumeérné s rostoucim mnozstvim vznikajici dsDNA. Nevyhodou je detekce vSech produkt

véetné nespecifickych. Nespecifické sondy nelze pouzit v multiplex PCR.

Sekvenéné specifické sondy

Tento typ hybridiza¢nich sond je zalozen na principu pienosu energie mezi dvéma
molekulami. Dany mechanismus pienosu energie je oznacovan jako FRET (Forster resonance
energy transfer) (Forster, 1948). Dochézi zde k neradioaktivnimu pfenosu fotonu z energeticky
excitovaného fluoroforu (donor) na jinou molekulu (akceptor), ktera je timto uvedena do vyssiho
energetického stavu. Nasledn¢ dojde knavratu donorového fluoroforu do zékladniho
energetického stavu bez emise fluorescence. Tento mechanismus pienosu energie je vSak
omezen vzdalenosti mezi molekulami, kdy za vhodnou vzdélenost je povazovdno rozmezi 10 -
100 A (Angstrém), coz odpovida vzdalenosti asi 3 - 30 nukleotidii v dsDNA (Marras, 2006).
Akceptorovou molekulou mtze byt jak dalsi fluorofor, tak nefluoreskujici molekula (zhasec).
Je-li akceptorem molekula fluoroforu, je pienesena energie vyzatfena ve formé fluorescence
o vlnové délce charakteristické pro dany fluorofor. Je-li akceptorem molekula zhaSece, dojde
ke ztraté energie formou tepla.

Mezi nejcastéji pouzivané sekvencné specifické sondy patii hybridizani sondy znacené
pomoci dvou fluorescencnich barev (dual-labeled fluorogenic hybridization probes) (Heid et al.,
1996). Do této skupiny jsou fazeny napt. hydrolyzacni sondy TagMan, hybridiza¢ni sondy FRET
¢1 molekuldrni majaky (molecular beacons, viz Obr. 3C) (Marras, 2006).

Sondy TagMan® (viz Obr. 3B) vyuzivaji k ziskani fluorescen¢niho signalu 5°- 3’
exonukleazové aktivity enzymu Taq DNA polymerazy (Marras, 2006). Sondy jsou navrhovany
tak, aby hybridizovaly s templatovou ssDNA ve stejny €as jako PCR primer. V piipadé
hydrolyza¢nich sond TagMan slouZi jedna z obou fluorescencnich barev umisténych na sondé¢
jako zdroj fluorescencniho zateni (fluorofor, napi. 6-karboxyfluorescein), pficemz zafeni jeho
emisniho spektra je zhaSeno druhou fluorescencni barvou, ktera je oznacovana jako zhasec
(quencher, napt. 6-karboxy-tetrametylrhodamin) (Heid et al., 1996). Nasledn¢ se zacaly pouzivat
zhasece typu BHQ (black hole quencher), které nemaji autofluorescenci (Yeung et al., 2004).
Predpokladem je, aby se hodnota vlnové délky emisniho maxima fluoroforu piekryvala

s hodnotou vlnové délky absorpéniho maxima zhasece (Heid et al., 1996). Je-li sonda neaktivni
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(neni navazana na templat), dochazi k pienosu energie mezi barvami (FRET), kdy je emisni
zateni pohlcovano zhaSecem. V pribéhu prodluZzovaci faze kazdého cyklu PCR je sonda Stépena
enzymem DNA polymerdzou s 5'- 3 exonukledzovou aktivitou. Degradaci sondy pomoci
enzymu s nukleazovou aktivitou se od sebe obé barvy vzdali natolik, ze zhaSe¢ prestane byt
aktivni, coz vede k uvolnéni fluorescencniho zareni fluoroforu. Fluorescencni zaieni je nasledné
detekovano v prubéhu celého procesu amplifikace (zmnozeni) templatu, jehoZ rostouci mnozstvi
je tedy sledovano pribézné€ a v redlném case.

U hybridizac¢nich sond FRET (viz Obr. 3A) je vyuzito dvou jednotetézcovych sond
(Marras, 2006). Jedna sonda je znaena donorovym fluoroforem na svém 3 konci, zatimco
druha ma akceptorovy fluorofor umistén na svém 5” konci. Obé sondy se vazou k templatové
ssDNA blizko sebe tak, aby jejich vzdjemnd vzdalenost odpovidala vhodné vzdélenosti
pro pienos energie (FRET). Energie emitovaného zafeni je niZ$i nez energie absorbovand, proto
je také vlnova délka emitovaného zareni akceptorové molekuly del$i nez vinova délka zafeni

absorbovaného. Jsou-li obé sondy nenavazané a voln¢ v roztoku, k pfenosu energie nedochazi.

Obrazek 3. Schematické zndzornéni pienosu energie a vzniku fluorescencniho signalu

u fluorescencnich hybridiza¢nich sond (pievzato a upraveno podle: Marras, 2006)
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1.3.4. Metody kvantifikace genové exprese

Prahovv cyklus (Ct)

Hodnota Ct odpovida poctu cykll, pii kterém hladina fluorescence dosahne detekovatelné (tedy
prahové) hodnoty (Nolan et al., 2006). Pro vypocet prahového cyklu byl definovan vztah:
(ptevzato a upraveno podle: Stahlberg et al., 2005)

Ne=N,-E"

N¢i= pocet molekul dsDNA po amplifikaci
No = vychozi pocet molekul cilovych dsDNA

1
E = efektivita, E =10 ¥, kde k je smérnice p¥imky

Obrazek 4. Kiivka real-time PCR (v€etné zobrazeni v logaritmické stupnici) zobrazujici spravné

umisténi linie prahového cyklu. (pfevzato a upraveno podle: Stahlberg et al., 2005)
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Kfivka je rozdélena do tii ¢asti. Prvni z nich je charakterizovana signalem Sumu, kdy je hodnota fluorescence piilis
nizka, nez aby mohla byt detekovana. Druhou casti je faze exponencialni, kdy fluorescence stoupa nad mez
detekovatelnosti a jeji hodnota odpovidda mnozstvi produktu. Linie prahového cyklu by méla byt umisténa prave

v exponencialni fazi, ktera je zfeteln&jsi po prevedeni do logaritmické stupnice. Posledni ¢asti je plateau faze.
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Absolutni kvantifikace

Metoda absolutni kvantifikace umoznuje pomérné presné urceni vychoziho poctu kopii
cilovych molekul na bunku, na mnozstvi celkové RNA ¢i tkan (Bustin, 2000). Tato metoda
vyzaduje sestaveni kalibrac¢ni ptimky, ke které se vztahuje vychozi mnozstvi molekul mRNA
ve vzorku. K sestaveni kalibrac¢ni pfimky se pouziva standardni fedici fady o znamé koncentraci
kopii templatu (viz Obr. 5A). Nasledné je sestaven graf zdvislosti hodnot Ct (treshold cycle)
na logaritmu poctu kopii (viz Obr. 5B). Mezi logaritmem poctu vychozich kopii a hodnotou Ct
existuje linearni vztah. Rozmezi koncentraci je nutno zvolit tak, aby zahrnovalo piredpokladanou
koncentract mRNA v nezndmém vzorku. Vychozi mnozstvi kopii mRNA v nezndmém vzorku se
pak vypocita z rovnice linedrni regrese kalibrac¢ni piimky. Kalibra¢ni piimku je mozno sestavit
z fragmenti PCR, RNA piepsané in vitro enzymem T7, oligonukleotidi ¢i komeréné dostupnych
referencnich RNA.

Obrazek 5. Standardni fedici fada a kalibra¢ni ptfimka

(pfevzato z: http://www.generi-biotech.com/real-time-pcr-sondy-kvantitativni-real-time-pcr)
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Relativni kvantifikace

Pro vétSinu aplikaci qPCR neni tfeba znat presnou koncentraci cilovych sekvenci, staci
informace o velikosti zmény exprese. Plati, Ze ¢im vétsi je mnozstvi templatové DNA vstupujici
do reakce, tim niz$i hodnotu Ct dostaneme (Nolan etal., 2006). Této zavislosti hodnoty

fluorescence a mnozstvi DNA vlozené do reakce se vyuziva pti kvantifikaci genové exprese.

Metoda real-time PCR neni narocna na provedeni, poskytuje nezbytnou piesnost

a zaroven umoziuje rychlou a spolehlivou kvantifikaci genové exprese (Pfaffl et al., 2001).
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Nezbytnosti je také vhodny matematicky model pro analyzu ziskanych dat. Relativni
kvantifikace genové exprese je vyjadiena jako pomér exprese mezi dvéma vzorky (cilovym
areferencnim genem). Exprese cilového genu je normalizovdna expresi genu referen¢niho,
u kterého se predpoklada konstantni exprese (Stahlberg et al., 2005).

V ptipadé relativni exprese hraje roli efektivita — zaklad mocniny, kterou Ize vypocitat

podle vztahu: (pfevzato a upraveno podle: Pfaffl et al., 2001)

E-10"

k je smérnice ptimky

Pro vypocet relativni genové exprese s vyuzitim efektivity je nasledné mozno pouzit vztah:

(pfevzato a upraveno podle: Stahlberg et al., 2005)

CtBI_CtBZ
Vzorekl EB

Vzorek2 CtaCta,
Ea

Hodnoty Ct cilového genu: B1 = kontrola, B2 = vzorek
Hodnoty Ct referencniho genu: Al = kontrola, A2 = vzorek

Ep = efektivita cilového genu, E, = efektivita referen¢niho genu

Za ptredpokladu, Ze efektivita cilového 1 referencniho genu je povaZovana za 100%
(zéklad mocniny je tedy roven hodnoté 2), 1ze kvantifikovat genovou expresi pouze na zaklade
hodnot Ct (metoda delta delta) (Pfaffl et al., 2001). Metoda delta delta slouzi k relativni
kvantifikaci exprese cilového genu ve srovnani sexpresi genu referencniho. Exprese
referen¢niho genu by méla byt stabilni.

Pro vypocet relativni genové exprese metodou delta delta se pouziva vztah: (pfevzato

a upraveno podle: Pfaffl et al., 2001)

Vzorekl _ 2CtBl_CtBZ _ 2(CtBI_Cth)—(CtAI_CtA2): 2AACt
Vzorek?2 2Ctm‘CtAz

Hodnoty Ct cilového genu: B1 = kontrola, B2 = vzorek,
Hodnoty Ct referen¢niho genu: A1 = kontrola, A2 = vzorek
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1.4. Referencni geny

Referen¢ni geny oznaCované také jako ,.housekeeping genes™ je mozno nalézt ve vSech
bunkach s jadrem (Pfaffl et al., 2001). Jsou to geny, které jsou nezbytné nutné k pieziti bunky.
MnozZstvi prepsané mRNA v této bufice je povazovano za stabilni a neliSi se ani v rdmci stejné
tkané.

Referencni geny jsou Casto vyuzivany jako interni pozitivni kontrola predev§im u metody
real-time PCR (Hruz et al., 2011). Potfeba vyuziti téchto gent vychazi hlavné z nékolika
predpokladi, jimiZ jsou napf. existence rozdilnych hodnot exprese mezi vzorky, riizné stabilita
vzorki RNA, rozdilnd G¢innost enzymt, apod. V ramci sjednoceni vysledkii je tedy potiteba
ziskana data normalizovat. Referen¢éni geny by tedy mély mit vzdy stabilni hodnotu genové
exprese a zaroven vystihovat celkové mnozstvi mRNA piitomné v kazdém vzorku. Nicméné je
velmi slozité nalézt univerzalni referencni gen, protoZe se hodnota exprese v riznych tkanich 1isi
(Silver et al., 2006). Rozdilna je také u jednotlivych bunécnych typt, vyvojovych stadii bun¢k ¢i
v pripadé riznych experimentalnich podminek. Proto je volba vhodného referencniho genu

velmi dalezita.

1.4.1. Referencni geny v Kitu pro diagnostiku CLL
(databaze Gene, NCBI)

B2M

- Cely nazev genu: beta-2-microglobulin

- ID genu: 567, Oficialni symbol genu: B2M

Gen B2M koduje sérovy protein asociovany s molekulami MHC tfidy I (hlavni

histokompatibilni systém, major histocompatibility system), ktery se nachazi na povrchu vSech
jadernych bunék. Dominantni je struktura 3 listu. Mutace v tomto genu vede k hyperkatabolické
hypoproteinémii. ZvySeni hladiny tohoto proteinu je zplsobeno malignitami lymfocytarniho
systétmu (monoklonalni gamapatie, maligni lymfom). Gen je umistén na dlouhém raménku

chromozomu 15 v oblasti 21-22.2 (15q21-22.2).

Beta-2-mikroglobulin je protein o velkosti 12 kDa, ktery je soucasti molekuly HLA
tiidy 1 (human leukocyte antigen) (Berrebi et al., 2010). Je exprimovan na povrchu bunék
mnoha tkéni a jakozto produkt téchto bunék je detekovatelny v séru a dalSich télnich tekutinach.

Hodnoty B2M v séru byvaji zvySeny v ptipadech rliznych poruch (napft. revmatickych, virovych

34



¢1 u poruch funkce ledvin) a také u lymfoproliferativnich hematologickych onemocnéni. Zvysena
hladina B2M v séru miiZe mit prognosticky vyznam u lymfoproliferativnich onemocnénich jako

je napi. CLL.

GUSB
- Cely nazev genu: glukuronidase, beta
- ID genu: 2990, Oficialni symbol genu: GUSB
Gen koduje protein, ktery funguje jako hydrolaza: degraduje heparan sulfat a chondroitin-
4,6-sulfat.  Homotetramer enzymu se  vyskytuje v lysozomech. Mutace vede
k mukopolysacharidéze typu VII (zdména alaninu v pozici 619 za valin). Gen se nachazi

na dlouhém raménku chromozomu 7 v oblasti 21.11 (7q21.11).

HPRT1
- Cely nazev genu: hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
- ID genu: 3251, Oficialni symbol genu: HPRT1
Gen koduje protein — transferdzu. Ta katalyzuje pfeménu hypoxantinu na inosin-mono-
fosfat a guaninu na guanosin-mono-fosfait. HPRT1 hraje hlavni roli pfiitvorbé purind (pies
zachrannou cestu). Mutace v tomto genu mé za nasledek Lesch-Nyhantv syndrom ¢i dnu. Gen je

umisténa na dlouhém raménku pohlavniho chromozomu X v oblasti 26.1 (Xq26.1).

1.5. Hodnoceni kvality diagnostickych testl

Jednou =z moznosti, jak v oblasti mediciny hodnotit kvalitu a silu diskriminace
diagnostickych ¢i screeningovych testli, nebo napt. pfi zavadéni novych 1éCebnych postupt
do medicinské praxe, je analyza ROC (Receiver Operating Characteristic Curve, graf prahové

operacni charakteristiky) (Vranova et al., 2009).

Zékladem je definovani ¢tyt skupin jedinct / pacientii:
e Pravdivé pozitivni (TP, true positive) — coz jsou pacienti s nemoci, které test oznacil
spravné jako nemocné
e Pravdivé negativni (TN, true negative) — zdravi jedinci, ktefi byli spravné oznaceni jako

zdravi
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e Falesn¢ pozitivni (FP, false positive) — zdravi jedinci, ktefi vSak byli testem urceni
nespravné jako nemocni
o Falesn¢ negativni (FN, false negative) — nemocni pacienti, které test nezachytil (jsou tedy

nespravné zafazeni jako zdravi)

Pomoci téchto Ctyf hodnot je nasledné mozno urcit senzitivitu a také specificitu.
Senzitivita (nebo téz TRP, true positive rate, pravdivé pozitivni pomér) je definovana jako pomér
mezi pacienty, kteti byli pomoci testu spravné urceni jako nemocni a v§emi skute¢né nemocnymi
pacienty. Senzitivitu Ize vyjadfit jako pravdépodobnost, Ze test bude pozitivni u nemocnych.
Vypocita se podle vztahu:

e TPR (senzitivita) = TP / (TP + FN)

Specificita (nebo téz TNR, true negative rate, pravdivé negativni pomeér) je pomer mezi
zdravymi jedinci, ktefi byli testem spravné urceni jako zdravi a vSemi skutecné zdravymi jedinci.
Specificita udava pravdépodobnost, ze test bude negativni u zdravych. Udava podil spravné
urCenych negativit, a tedy odhaluje faleSn€ pozitivni nalezy, které snizuji kvalitu diagnostického
testu. Je dana vztahem:

e TNR (specificita) = TN / (FP + TN)

Lze také definovat hodnoty falesné pozitivni pomér (FPR, false positive rate) a falesSné
negativni pomér (FNR, false negative rate). Tyto hodnoty 1ze vypocitat pomoci vztah:

e FPR=FP/(FP+TN) a FNR=FN/ (TP +FN)

Kfivka ROC je nasledné vyjadfenim hodnot faleSné pozitivniho poméru (pro kazdého
jedince) vici senzitivité (urCené také u kazdého jedince). Poslednim dilezitym krokem je
vypocet plochy pod kiivkou, pficemz plati, ze ¢im je plocha vétsi, ¢im vice se blizi k jedné

a kiivka se posouva do levého horniho rohu grafu, tim je test kvalitné;si.
I bez ptimého pouziti této analyzy jsou pojmy jako napt. faleSna a pravdiva pozitivita ¢i

negativita, specificita a senzitivita velmi uzitené a jejich stanoveni miize napomoci oveéfit

prediktivni hodnotu zvoleného postupu.
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2. CILE PRACE

Srovnani hladiny genové exprese vybranych genti / marker ve vzorcich RNA
B-lymfocyti mezi skupinou pacienti s CLL s mutovanym anemutovanym genem

pro IGVH, ptedevsim pak rozdilnost urovné exprese mezi obéma skupinami.
Ovéteni prediktivnich vlastnosti cilovych genti u souboru pacientskych vzorka s vyuzitim

relativni kvantifikace, tedy zjisténi procenta vzorkli, u nichz exprese cilovych

(prognostickych) geni koreluje s mutacnim statusem genu pro IGVH.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Klinicky material

e 70 vzorkl onkologickych pacientl Fakultni nemocnice Brno
(RNA z purifikovanych B-lymfocytii izolovanych z periferni krve) - 22.6.2011
e 50 vzorkl onkologickych pacientt Fakultni nemocnice Brno

(RNA z purifikovanych B-lymfocytii izolovanych z periferni krve) - 29.9.2011

Fakultni nemocnice v Brné poskytla dvé sady anonymizovanych pacientskych vzorki
RNA. Celkovy pocet byl 120 (70+50), z nichz 60 bylo mutovanych (mutace ve variabilnim

segmentu tézkého fetézce imunoglobulinového genu - IGVH) a 60 nemutovanych.

Vzorky byly rozdéleny do dvanécti skupin po deseti a testovany:
Seznam vzorkl — sada I (pocCet 70) — viz Tab. 1. - ptilohy
Seznam vzorkl — sada II (pocet 50) — viz Tab. 2. - ptilohy

3.2. Reakéni komponenty

3.2.1. Reverzni transkripce

e Oligo dT UNI_VN; 0,1 mM (GENERI BIOTECH, CR)

e Hexamery (GENERI BIOTECH, CR)

e 5x Reaction Buffer for M-MuLV RT (Fermentas, Kanada)
e RiboLock™ RNase Inhibitor; 40 U/ul (Fermentas, Kanada)
e dNTP Mix; 10 mM ((Fermentas, Kanada)

e voda (MilliQ)

Enzym
e RevertAid™ M-MuLV-RT Reverse Transcrtiptase; 200 U/ pl (Fermentas, Kanada)
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3.2.2. qPCR

e Kompletni qPCR assay piislusného genu (sloZeni: reagencie pro PCR vcetné¢ enzymu
polymerazy, primery a sonda) (GENERI BIOTECH, CR)

e gPCR standardy; 10° kopii/ul (plazmidova DNA, ktera nese cilovy usek DNA)

e Voda (milliQ)

Tabulka 5: Pouzité qPCR assay s délkou amplifikovaného produktu a rozhranim exonti

assay délka produktu (bp) accesion ID rozhrani exonti
hB2M_Q3 93 NM_004048 exon2 / exon4
hHPRT1_Q5 101 NM_000194 exon4 / exon5
hGUSB_Q3 112 NM_000181 exon8 / exon9
hGZMA_Q1 71 NM_006144 exon4 / exon5
hCD3D_Q3 122 NM_000732 exon1 /exon2
hLAG3_Q1 134 NM_002286 exon5 /exon6
hLPL_Q5 86 NM_000237 exon9 / exon10

hZAP70_Q3 99 NM_001079 exon10 / exon11

3.3. Piistroje

Real-time termocykléry

e CFX 96™ Real-Time Systém (BioRad, CR)
e Rotor-Gene 3000 (Corbett Research, Australie)

Ostatni pfistroje

e Thermal Cycler T100 (BioRad, CR)

e Chlazena centrifuga 5810R (Eppendorf Czech & Slovakia)

e Mikrobiologicky bezpecnostni box (MSC) Labox MB 120, bezpecnostni tiida II (Labox,
CR)

e Centrifuga mala, Hermle Z100M (BioTech, CR)

e BioVortex V1 (Biosan, USA)

e  MiliQ (Milipore, USA)

o IceFlaker (Brema, Italie)
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3.4. Pomucky

e Nastavitelné mikropipety - Multipette Xstream, Spicky (Eppendorf Czech & Slovakia)
e Zkumavky (1,5 ml; 500 pl) (Sarstedt, Némecko)

e Mikrozkumavky PCR (200 pl) (Thermo Scientific, USA)

e Centrifugacni tuby (50 ml) (Coring, USA)

e Plata pro pouziti v real-time cykléru CFX 96™ (Thermo Scientific, USA)

e Folie na plato Adhesive PCR film (Thermo Scientific, USA)

e Chirurgické rukavice DONA SENSIplus (Vulcan Medical, CR)

e Polystyrenova nadoba na led, ledova tfist’, niizky, pinzeta

3.5. Metody

3.5.1. Reverzni transkripce

(dle doporuceni vyrobce Fermentas)

Cyklér: Thermal Cycler T100
Teplotni profil: 60 °C 10 min. (denaturace)
42 °C 60 min. (inkubace)

Vzorky RNA byly pfepsany do cDNA, reverzni transkripce probihala v monoplikatech.
Mnozstvi RNA ptidané do reakce bylo 1ug/20ul (vysledna koncentrace cDNA byla 50 ng/ul).
Dale byla cDNA 10x fedéna vodou na vysledny objem 200 pl (vysledna koncentrace cDNA byla

5 ng/ul).

3.5.2. Real-time PCR
(podle protokolu GENERI BIOTECH, s.r.0.)

Analyza exprese vSech vzorkd v radmcei jednoho genu byla rozlozena do péti runt. Kazdy
vzorek byl analyzovan v triplikatu, pticemz 56 pl assay + 14 ul fedéné cDNA bylo smichéno,
centrifugovéano a nasledné rozdéleno 3x po 20 pl do reakce.

V kazdém runu byl pfitomen kalibrator (4x triplikdt) v podobé roztoku cirkuldrniho
qPCR standardu o koncentraci 10° kopii/ul. Kazda ze &tyi kopii kalibratoru byla analyzovana
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v triplikatu (56 ul assay + 14 ul standardu bylo smichano, zcentrifugovano a rozdéleno 3x
po 20 pl do reakce).

Prestoze byly hodnoty Ct kalibrator z jednotlivych runti velmi homogenni (viz Tab. 4.
a 5. - prilohy) tento zptisob provazovani jednotlivych runii kalibratory jejich homogenitu ovéfil
a zaroven umoznil vyjadrit vysledky analyz vSech vzorkl pro dany gen v jednotné Skale jako

hodnotu delta Ct mezi vzorkem a kalibratorem.

Cyklér: CFX 96™
Teplotni profil: 95°C 3 min.

95°C 10 sec. 4__| opakovat
60 °C 30 sec. 50 x
Fluorescencni kanal: FAM (absorpéni maximum 492 nm, emisni maximum 520 nm)

Stanoveni efektivity:

- kazdy bod kalibracni piimky (a kalibrator) byl analyzovan v triplikatu (56 pl assay + 14 pl
standardu bylo smichano, zcentrifugovano a rozdéleno 3x po 20 pul do reakce)

- kalibraéni fada s rozmezim koncentraci linearizovanych standardii 107 - 10°

- kalibra¢ni tfady byly pfipraveny dvé (dvakrat pipetovano z jednoho fedéni), do vysledka byly
vybrany hodnoty pouze jedné z obou kalibrac¢nich fad

- fedéno do pufru TE low EDTA v poméru 1:10 (20+180 ul), u fedéni z 10° na 10" zahrnut
normaliza¢ni faktor

- do vypoctu nebylo zahrnuto fedéni 10° u Zadného z geni

3.5.3. Analyza dat

3.5.3.1. Srovnavani hodnot genové exprese u skupiny vzorkit MUT a UNMUT

Postup zpracovani dat sestaval z nasledujicich kroku:

1. Vypocet rozdilu mezi primérnou hodnotou Ct vzorku (Tab. 3. — ptilohy) a primérnou
hodnotou Ct kalibratoru (Tab. 4. — ptilohy) pro kazdy gen. Do priméru nebyly zahrnuty hodnoty
Ct, které se vyrazn€ odliSovaly od zbyvajicich dvou hodnot (o vice nez dva cykly, pfiCemz

zbyvajici dvé hodnoty se navzajem liSily o méné nez jeden cyklus).

a) ACt = Ctvzorek - Ctkalibrétor

41



2. Vypocet primérné hodnoty delta Ct pro referen¢éni geny B2M, HPRT1 a GUSB (vysledkem je
hodnota ACt Ref v Tab. 6. — pfilohy)

ACtBZM + ACtHPRTl + ACtGUSB
3

5 ACtg: =

3. Prevedeni hodnot delta Ct (Tab. 6. — ptilohy) na hodnoty relativni exprese vSech genti (a to jak
cilovych, tak referencnich) vaci kalibratoru (Tab. 9. — pfilohy). Hodnota pfedstavuje pomér
exprese vzorku vici expresi kalibratoru, tedy udava kolikrat je dany vzorek v ramci daného genu
exprimovan ve srovnani s kalibratorem. Vychazime z predpokladu, Ze efektivita je stoprocentni,

tedy rovna hodnoté 2.

©) ExR =2
4. Normalizace exprese, kdy byly cilové geny LAG3, LPL a ZAP70 normalizovany

ACt

geometrickym prumérem expresi referencnich gentt B2ZM, HPRT1 a GUSB. Geometricky pramér
n nezapornych cisel je definovan jako n-td4 odmocnina jejich souinu. Primér expresi
referen¢nich genl je v Tab. 9. — pfilohy zobrazen jako hodnota ExR Ref. Vysledné hodnoty

normalizovanych expresi (ExN) jsou v Tab. 10. — ptilohy.

5. Stanoveni relativni exprese jednotlivych vzorkii vi¢i primérmé hodnoté ve skupiné
s mutovanym IGVH. Priméra hodnota mutovanych vzorki AverExNrtgmur je rovna
geometrickému priiméru normalizovanych expresi ve skupiné s mutovanym IGVH (Tab. 11. —
ptilohy). K této hodnoté je vztazena normalizovand hodnota exprese kazdého ze vzorka (Tab.
12. - ptilohy). Ziskand hodnota tedy vypovida o tom, kolikrat se exprese daného vzorku lisi od

primé&ru vSech vzorki ve skupiné MUT (pro dany gen).

ExNi
AVerExNi vor

6. Vypocet dekadickych logaritmli exprese (Tab. 13. — pfilohy). ZvySena exprese nabyva

e) EXNTG,MUT -

v normdalni Skale hodnot (1,0) zatimco snizena exprese se pohybuje v intervalu (0,1).

Nevyvazenost téchto distribuci se odstrani zlogaritmovanim hodnot.

f) LogEXNTG’MUT = 10g (EXNTG,MUT)

7. Stanoveni priméru, smérodatné odchylky a SEM (stfedni chyba priméru, standard error of the
mean) pro relativni exprese sledovanych genii ve skupinich s mutovanym a nemutovanym
IGVH (Tab. 14. — pftilohy). Stiedni chyba priméru je cCislo, které oznacuje, jak moc se nami

ziskany pramér nahodného vybéru lisi od stiedni hodnoty zékladniho souboru dat. Tato veli¢ina
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meii rozptylenost vypocitaného aritmetického priméru v riiznych vybérovych souborech
vybranych z jednoho zékladniho souboru dat. Stfedni chyba priméru byla pouzita z divodu
vysoké variability a poctu analyzovanych vzorkl. Mira variability souboru by mohla byt
vyjadiena smérodatnou odchylkou, nicméné¢ z diivodu jiz zminéného vyssiho rozptylu exprese

vzork je lepsi pouzit velicinu SEM.

3.5.3.2. Ovéfteni prediktivni hodnoty vybranych gent

Postup zpracovani dat sestaval z nasledujicich kroku:

1. Vypocet hodnot delta Ct a ACt Ref shodny s kroky 1. a 2. v kapitole 3.5.3.1.

2. Normalizace hodnot delta Ct — vypocet primérné hodnoty delta delta Ct pro jednotlivé
prediktivni (cilové) geny (Tab. 6. — pfilohy). V Tab. 6. - pfilohy je navic uvedena hodnota
ACt Ref, coz je primér hodnot delta Ct referen¢nich gentt B2M, HPRT1 a GUSB. Tato hodnota
byla nasledné pouzita k normalizaci hodnot delta Ct u prediktivnich genii LAG3, LPL a ZAP70.
Vysledné normalizované hodnoty delta delta Ct jsou v Tab. 7. — pfilohy uvedeny pod nazvy
nLAG, nLPL a nZAP.

a) AACtTG = ACtTG - ACtRef

3. Stanoveni normalizované prumérné hodnoty delta delta Ct vSech prediktivnich gent. Tato

hodnota je v Tab. 7. — ptilohy uvedena pod zkratkou nALL.
ACtLAG3 + ACtLPL + ACtZAPw
3

b AACtu. = ~ ACtrs

4. Urceni prahové hodnoty pro jednotlivé parametry a srovnani parametri s prahovou hodnotou
stanovenou manualné tak, aby rozdéleni vzorkl bylo v co nejvyssi shodé s mutacnim statusem
genu pro IGVH (Tab. 8. — ptilohy).

5. Ptitazeni hodnot TP, TN, FP a FN podle prahovych hodnot. (Tab. 8.- ptilohy). V Tab. 8. —
prilohy je také uvedena hodnota EP ALL. Tento parametr znaci, jestli byly alespon dva ze tii
prediktivnich genu zafazeny spravné, pficemz posuzovany jsou prahové hodnoty jednotlivych
genll samostatné, nikoli jako primérnd hodnota vSech genli dohromady (vSechny geny
dohromady viz bod 3.). V tom pfipad¢ je pfifazeno oznaceni TN u skupiny MUT a TP u skupiny
UNMUT. Pokud byly dva a vice parametrii zatazeny Spatné, je zde pfifazeno oznaceni FP

u skupiny MUT a FN u skupiny UNMUT.
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Tabulka 6. Zptsob ptifazovani hodnot TP, TN, FP a FN podle prahovych hodnot.

skupina vzorku AACt vici prahové hodnoté pfifazeno
MUT je-li hodnota < prah TN
MUT je-li hodnota > prah FP
UNMUT je-li hodnota > prah TP
UNMUT je-li hodnota < prah FN

6. Vypocet senzitivity (TPR) a specificity (TNR)

¢) TPR=—+ TNR = N
(TP +FN) (FP+TN)

3.6. Dalsi geny vybrané do kitu k diagnostice CLL - markery T-lymfocyti
(databaze Gene, NCBI)

CD3D

- Cely nazev genu: CD3d molecule, delta (CD3-TCR complex)

- ID genu: 915, Oficialni symbol genu: CD3D

Gen CD3D je markerem T-lymfocyti, v naSem piipadé¢ zna¢i kontaminaci vzorku

T-lymfocyty. Kéduje protein, ktery je casti TCR (receptor T-lymfocytt, T-cell receptor). Déle je
zahrnut do vyvoje tohoto receptoru a ma funkci v ptenosu signalu. CD3D kéduje podjednotku
delta komplexu CD3 (as dalSimi ctyfmi podjednotkami vaze i TCR alfa/beta nebo TCR
gama/delta a tvoii spolecné komplex TCR/CD3 na povrchu T lymfocytl). Defekt v genu vede
ke SCID (T'B'NK"), coz je zavazny kombinovany imunodeficit. Gen se naléza na dlouhém

raménku chromozomu 11 v oblasti 23 (11g23).

GZMA
- Cely nazev genu: granzyme A (granzyme 1, cytotoxic T-lymphocyte-associated
serine esterase 3)
- ID genu: 3001, Oficialni symbol genu: GZMA
Gen GZMA je také markerem pfitomnosti T-lymfocytd. Bunky Tc (cytotoxické
T-lymfocyty) a NK (natural killer) umi rozpoznat, vazat a lyzovat specifické cilové bunky. Je to
serin protedza, kddovand prave genem GZMA, kterd funguje jako soucast systému nezbytného
k lyzi cilové builky Tc-lymfocyty a NK bunikami. Gen je umistén na dlouhém raménku

chromozomu 5 v oblasti 11-12 (5q11-q12).
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4. VYSLEDKY

4.1. Stanoveni efektivity

U jednotlivych genu byly vypoditany tyto hodnoty:

Slope: vyjadfuje smérnici regresni piimky prolozenou zadanymi body. Na ose x lezi hodnota
logaritmu fedéni, na ose y pak hodnota Ct.

Efektivita: vypocitana podle vztahu E = 10 ) kde k je smérnice piimky. V piipadé
stoprocentni efektivity je vysledek roven hodnoté 2.

Intercept: je bod, ktery je urCen prolozenim nejlepsi regresni pifimky znamymi hodnotami
naosach xay. Funkce se pouziva v pfipadé, ze chceme znat hodnotu zavislé proménné
pii nezavislé proménné rovné 0.

Pearson: je hodnota Pearsonova korela¢niho koeficientu r. Vyjadiuje linearni vztah mezi dvémi

mnozinami dat. V idealnim ptipadé by byla hodnota r rovna jedné.
Vysledky stanoveni efektivity reakce u jednotlivych genii jsou zobrazeny v Tab. 7.

Tabulka 7. Vysledné hodnoty efektivity (a dalSich hodnot) pro jednotlivé geny:

geny B2M HPRT1 GUsB GZMA CD3D LAG3 LPL ZAPT70
slope -3,35 -3,40 -3,40 -3,05 -3,33 -3,31 -3,44 -3,16
efektivita 1,99 1,97 1,97 2,13 1,99 2,00 1,95 2,07
intercept 34,44 36,61 35,82 34,87 36,87 36,28 36,60 34,71

pearson| -0,9995 -0,9997 -0,9999 -0,9984 -0,9951 -0,9996 -0,9985 -0,9943

V piipadé stoprocentni efektivity je vysledek roven hodnoté dvé. Zde byla u jednotlivych
genl stanovena efektivita v rozmezi hodnot od 1,95 do 2,13. Pearsontv korelacni koeficient se

pohyboval v rozmezi hodnot -0, 9943 az -0, 9999.

Ziskané hodnoty efektivity pfispély k potvrzeni, ze efektivita jednotlivych assayi se
navzdjem neliSila. Hodnoty nad 2 lze povazovat za odchylku béhem ptipravy fedéni standardu
a zéasadni jsou tedy hodnoty niz8i nez 2 (max. teoretickd efektivita). Na zdklad¢ téchto vysledkt

byla v dalSich vypoctech pouzivana maximalni teoreticka efektivita (tzn. zdklad mocniny 2).
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4.2. Srovnani hodnot genové exprese u skupiny vzorkit MUT a UNMUT

Vysledky srovnani hodnot genové exprese u vzorkii s mutovanym a nemutovanym genem
pro IGVH jsou souhrnné zobrazeny v Grafu 1. Referencni geny B2M, HPRT1 a GUSB vykazuji
pomérné stabilni expresi, coz je vidét na logaritmech primérnych hodnot jejich genové exprese,
které se priliS nelisi od nuly.

Logaritmy hodnot primérné exprese cilovych geni LAG3, LPL a ZAP70 skupiny
UNMUT se lisi od skupiny MUT, coz poukazuje na rozdilnost primérné genové exprese
jednotlivych genli u obou skupin. Hodnoty exprese cilovych geni (LAG3, LPL a ZAP70) vzorkt
skupiny MUT se od nuly li§i jen malo, protoZe jsou vztaZzeny k priméru vSech vzorkt skupiny
MUT, zatimco pravé hodnoty vzorkl cilovych gent UNMUT vyjadiuji velikost rozdilu mezi

expresemi obou skupin.

Graf 1: Rozdily exprese u vzorkt skupiny MUT a UNMUT
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V grafu jsou zobrazeny logaritmy hodnot primérnych zmén exprese vztazenych ke skupiné vzorki s mutovanym
IGVH (na ose x) v ramci jednotlivych genti (na ose y). Primérna exprese mutovanych vzorkt je zde zobrazena jako
nulova hladina a to z toho dtiivodu, Ze jsou k ni vztazeny hodnoty exprese vsech vzorkid (s ohledem na jednotlivé
geny) obou skupin (MUT i UNMUT). Jako zdrojova data byly pouzity hodnoty z Tab. 14. - pfilohy. Chybové

usecky jsou vyjadieny pomoci veliiny stfedni chyba priméru (SEM).

Z vysledki vyplyva, Ze je primérna exprese vSech vzorkl skupiny UNMUT v ramci
genu LAG3 az o 0,83 tadu vyssi nez primérna exprese vzorkll skupiny MUT (je-li primérna
hodnota exprese skupiny MUT povazovéana za nulovou). Pro geny LPL a ZAP70 se exprese
pohybuje o 2,06 tadt a 1,2 tadu vysSe. Nejvétsi rozdily v expresi mezi skupinami vykazuje

gen LPL.
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4.3. Ovéteni prediktivni hodnoty vybranych genti

Jednotlivé vzorky byly jiz pfed analyzou rozdéleny do dvou skupin (mutovany c¢i
nemutovany gen pro IGVH). Cilem analyzy bylo zjistit procento vzorkii, u nichz exprese
cilovych (prognostickych) genii (TG) korelovala s mutacnim statusem genu pro IGVH. Zamérem
tedy bylo zjistit shodu. Zpiisob vyhodnoceni ziskanych dat byl zaloZen na srovnani hodnot delta

Ct vuci kalibratoru, pricemz hodnoty delta Ct byly normalizovany pomoci referen¢nich geni.

Na zakladé vysledki qPCR byla kvantifikovana exprese vSech pacientskych vzorkl
(v ramci jednotlivych genid) a srovnéna shoda s mutacni variantou genu pro IGVH. Vysledné
procento shody s muta¢nim statusem genu pro IGVH pro jednotlivé geny, ale i pro vSechny geny

spolecné jsou zobrazeny v Tab. 8.

Tabulka 8. Vysledky ziskané s vyuzitim relativni kvantifikace

geny LAG3 LPL ZAP70 nALL EPALL
TP 54 51 44 55 54
TN 31 58 56 51 58
FP 29 2 4 9 2
FN 6 9 16 5 6

senzitivita 0,90 0,85 0,73 0,92 0,90
specificita 0,52 0,97 0,93 0,85 0,97
% shoda 70,8% 90,8% 83,3% 88,3% 93,3%

Z tabulky je patrné, ze nejvyssi procento shody s mutacni variantou genu pro IGVH
vykazuji 93,3 % shody s muta¢nim statusem genu pro IGVH (hodnotime-li prahové hodnoty
jednotlivych genil samostatnég, nikoli jako primérnou hodnotu vSech geni dohromady), coz ma
vys$i prediktivni hodnotu nez jednotlivé geny samostatné. Pfi hodnoceni prahové hodnoty
praméru vSech genti dohromady (nALL) bylo dosazeno 88,3 % shody.

Z hodnot pravdivé pozitivity / negativity a faleSné pozitivity / negativity byly vypocitany
hodnoty senzitivity a specificity jak pro jednotlivé geny, tak pro vSechny geny spole¢né.
V ptipadé¢ hodnoty nALL byla senzitivita vys$§i nez u hodnoty EP ALL, avSak na ukor
specificity, kterd se ukazala vyssi u hodnoty EP ALL.
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5. DISKUZE

5.1. Vyvoj v oblasti stanoveni diagnozy u pacientii s CLL

V poslednich dvaceti letech se velmi zlepSila schopnost odbornych pracovnikl zatradit
na zakladé diagnostickych metod pacienty do skupiny s vysokym ¢i nizkym rizikem (Schellhorn
Mougalian et O’Brien, 2011). Cytogenetické a molekularné¢ biologické postupy vedouci
k charakterizaci CLL se staly dalezitou souc¢asti diagnostiky, uréeni klinického prabéhu nemoci
avolby vhodné lécby. Hleddni a identifikace novych prognostickych genti ¢i vhodnych
kombinaci markerQ je v oblasti onkologie velmi dulezité (Bernard et Wittwer, 2002). Ovéteni
prediktivni hodnoty cilovych gent bylo také jednim z cilt této diplomové prace. Jako vhodna se
ukazala kombinace tfi prognostickych markera — gentt LAG3, LPL a ZAP70. Vysledky analyzy
pacientskych vzorkl potvrdily, Ze je prediktivni hodnota vSech tfi genii dohromady vyss§i nez
u jednotlivych genli samostatn¢.

Propojeni molekularnich biomarkerti spolu s histologickym ndlezem vede k presné;jsi
diagnoze (Bernard et Wittwer, 2002). Vysledky molekuldrné biologickych postupli navic

pomohou rozhodnout o vhodné 1é€ebné terapii.

5.2. Geny pouZivané v diagnostice CLL

5.2.1. Prognostické markery

Podle Gribbena (2010) jsou jednotlivé prognostické geny schopny piedpovidat, jak se
bude chovat dany soubor vétsiho mnozstvi pacienti spiSe, nez by mély schopnost predvidat
klinicky prubéh u jednotlivych pacientd. Z toho divodu je lepsi pouzit kureni prognozy
u pacienta kombinaci vice molekularné biologickych markeri (zde to jsou geny LAG3, LPL
a ZAP70) a z hodnoty jejich exprese pak predvidat klinicky pribéh nemoci. Kombinace vice
cilovych gentll vede ke zptesnéni diagndzy.

V ptipadé¢ tii prognostickych geni LAG3, LPL a ZAP70 se tato kombinace ukazala jako
vhodna, protoze prediktivni hodnota vSech tii genl spolecné je vyssi nez u jednotlivych gent

samostatné. Procento shody s muta¢nim statusem genu pro IGVH vyssi nez 90 %.
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Metodou volby pro urceni prognézy u pacientli s CLL je dnes analyza mutacniho statusu
genu pro IGVH (Kotaskova et al. 2010). Tento postup je vSak pomérn¢ dost ¢asové narocny
a zahrnuje nékolik krokl. Naproti tomu analyza genové exprese pomoci metody RT-qPCR
vhodné kombinace prognostickych markeri umoznuje rychlé zpracovani vzorkd pouze
ve dvoukrokovém procesu. Proto by expresni analyza kombinace genti LAG3, LPL a ZAP70

mohla byt dobie vyuZita v diagnostice CLL.

5.2.2. Referen¢ni geny

Pro kvantifikaci genové exprese vzorkl pacienti s CLL byly vybrany referencni geny
B2M, HPRT1 a GUSB. Berrebi et al. (2010) uvadi, ze zvySena exprese genu B2M v séru muze
mit prognosticky vyznam u lymfoproliferativnich onemocnénich, jakym je i CLL. V ptipadé
vybéru referencnich genti pro diagnosticky kit CLL vSak testovani probihalo na vzorcich RNA
purifikovanych B-lymfocytt, nikoli z plné krve ¢i séra (KotaSkova et al. 2010). Na zakladé
vysledkl analyzy n€kolika referen¢nich gent byl gen B2M hodnocen jako gen se stabilni expresi
a proto byl vybran jako jeden ze tii referencnich gend, které byly zafazeny do dalsiho vyvoje
komeréniho kitu k diagnostice CLL. Vysledky analyzy pacientskych vzorkli metodou real-time

PCR v této diplomové praci rovnéz potvrdily stabilitu exprese genu B2M.

5.3. Vyznam a vyuziti metody real-time PCR v onkodiagnostice

Real-time PCR se diky moznosti detekovat i velmi malé mnozstvi nukleové kyseliny
v mnoha rozdilnych typech vzorku stala Casto vyuzivanou metodou molekularni diagnostiky
(Bustin et al., 2009). Postupem ¢asu byly vyvinuty mnohé aplikace, mezi néz patii i vyuziti
v diagnostice onkologickych onemocnéni ¢i sledovani rizika navratu choroby. Rozsiteni metody
real-time PCR do témét kazdé laboratofe je asi nejlépe prokazatelné rostoucim mnozstvim
publikaci, které prezentuji data ziskana touto metodou. Real-time PCR nachdzi vyuziti
v onkologické diagnostice proto, Ze je to rychld a prfesna metoda ke kvantifikaci genové exprese

a neni ptili§ finanéné ani ¢asove narocnd (Bernard et Wittwer, 2002).
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5.3.1. Rozdilnost aplikace real-time PCR ve vyzkumu a diagnostice

Velmi obecné lze pouziti metody qPCR rozdélit na odvétvi vyzkumné a diagnostické
(Bustin et al., 2009). V oblasti vyzkumu je obvykle analyzovano mnozstvi rozdilnych typt
vzorku, pfi¢emz cilem analyz je zjistit, kolik kopii templatové DNA je mozno ve vzorku
detekovat a jestli negativni kontroly neobsahuji opravdu Zadné zachytitelné mnozstvi templatu.
Timto zptisobem také probihala analyza klinickych vzorki v této praci. Naopak v diagnostice se
obvykle nevySetfuje tolik vzorki, nicméné je tfeba, aby bylo mozno u téchto vzorki vysetfit
conejvice ruznych gend (high-throughput pfistup) (Bustin et al., 2009). Takto budou

pravdépodobné testovany klinické vzorky pomoci diagnostického kitu pro CLL v praxi.

5.4. Vyjadfteni prediktivni hodnoty cilovych genti

5.4.1. Zména genové exprese u skupiny vzorki MUT a UNMUT

Zakladem pro zatazeni vzorku do skupiny zdravych ¢i nemocnych pacientil je v praxi
rozdilnost genové exprese v ramci obou skupin. Pro prediktivni geny plati, ze ¢im je rozdil
v expresi genu u zdravych a nemocnych pacientti vétsi, tim vice je ziejmé, do které skupiny
vysetftovany jedinec patfi. Proto bylo jednim z cilii této prace zjistit rozdilnost exprese skupin
vzorkll s mutovanym a nemutovanym genem pro IGVH.

Pro ovéteni rozdilné exprese u vzorkli skupiny MUT a UNMUT byly mezi sebou
srovnany exprese obou skupin. Pro srovnani rozdilnosti v expresi bylo zvoleno porovnani
velikosti exprese vSech vzorkl vici pruimérné expresi vzorkil ve skupiné s mutovanym genem
pro IGVH, kter¢ byly timto povazovany za zakladni hladinu, vii¢i které srovnavani probihalo.

Vyslednd exprese byla porovnavana jak pro geny referencni, tak pro ty cilové.
U referencnich gentt B2M, HPRT1 a GUSB se ptfedpokladala co nejmensi zména v expresi, coz
také vysledky potvrdily. Naopak v ptipadé cilovych genti LAG3, LPL a ZAP70 je prognosticka
hodnota tim leps$i, ¢im vétSi je zmeéna exprese mezi obéma skupinami vzorkl. Zde se nejveEtsi

rozdilnost genové exprese ukdzala v ptipad¢ genu LPL, nejmensi pak u genu LAG3.
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5.4.2. Ur¢eni optimalni prahové hodnoty

U jednotlivych genli byly vypocitdny hodnoty delta Ct cilovych geni normalizované
pramérnou hodnotou Ct vSech referencnich gent. Na zdklad¢ téchto hodnot byly jednotlivé
vzorky vyhodnoceny jako spravné ¢i nespravné zarazené do skupin MUT / UNMUT. Zde byla
prahova hodnota jednotlivych genil nastavena vZdy tak, aby byla prediktivni hodnota daného
genu co nejvyssi, tedy aby bylo co nejvice vzorkil zatfazeno spravné. V ptipad€ diagnostiky
onemocnéni, mezi néz patii i CLL, je vSak prioritni odhalit co nejvice spravné

diagnostikovanych pacientti s hor$i prognozou (tedy nemutovanym IGVH).

Obrazek 6. Posun prahové hodnoty (Pfevzato z: Vranova et al., 2009)

Za ucelem urceni optimalni prahové

prahova hodnota
-_———— =

hodnoty lze pouzit ROC analyzu. Jak popisuje
Vranova et al. (2009) na Obr. 6, spolu

zdravi jedinci pacienti s nemoci

s posunem prahové hodnoty se méni vSechny
dilezit¢ parametry analyzy, mimo jiné

i pravdiva pozitivita a negativita (TP, TN),

> hodnota diagnostického testu fale$na pozitivita a negativita (FP, FN).

prahova hodnota
Prahova hodnota se pohybuje od

Eaariedid /\\ pacienti snemoci  »N€Jpiisn€jsiho prahu po prdh ,,nedbaly®.
V oblasti ptisné prahové hodnoty jsou kritéria
nastavena tak, Ze diagnosticky test klasifikuje

jen malokterého pacienta jako nemocného

— = hodnota diagnostického testu (v nasem ptipad¢ s horsi progndézou nemoci).

Zde je minimalizovan pocet falesn¢

prahova hodnota

_-_

pozitivnich, avSak za cenu ztraty citlivosti,

R - . kdy v dusledku toho bude velka cast pacientd
zdravi jedinci pacienti s nemoci

se skutecné horsi prognozou diagnostikovana
nespravné. Naopak v oblasti nedbalého prahu

je vétSina vySetfovanych pacientl

— R klasifikovana jako skupina s horsi prognézou.
hodnota diagnostického testu . . L, ., .
Roste tedy pocet falesné pozitivnich ptipadii.
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Nastaveni prahové hodnoty je nutno volit s ohledem na pozadavky klinické praxe. Zde
byl prah nastaven manudlné tak, aby byla prediktivni hodnota co nejvyssi. Prediktivni hodnota
vSech tii cilovych genil spole¢né (hodnotime-li prahové hodnoty jednotlivych genli samostatn¢)
dosahuje 93,3 %, piicemz spravn¢ zatazenych vzorka do skupiny UNMUT (tedy pacienti s horsi
prognozou) je 54 zcelkovych 60. Zménou prahové hodnoty je mozno zvysit poet spravné
diagnostikovanych jako UNMUT, avS§ak na tkor spravné zatazenych vzorkl skupiny MUT (tedy
pacientt s lepsi progndézou nemoci).

Pfi hodnoceni prahové hodnoty priméru vSech genti dohromady (nALL) bylo dosazeno
pouze 88,3% shody s mutacnim statusem genu pro IGVH, avSak pocet spravné zatazenych
vzorkll do skupiny UNMUT (tedy pacientii s horSi prognézou, pravdivé pozitivnich) byl vyssi
nez v ptipadé EP ALL.

5.4.3. Posouzeni prediktivni hodnoty genii LAG3, LPL a ZAP70

V tomto piipad¢ probihalo posuzovani spravnosti zatazeni pacientii do skupiny s dobrou
¢i Spatnou prognozou na zaklad¢ srovndni s mutacni variantou genu pro IGVH. Rozdélovani
pacientd s CLL do skupiny s lepsi ¢i horsi progn6zou podle muta¢niho statusu genu pro IGVH je
dnes povazovano za ,zlaty standard“. Bylo by ovSem zajimavé posoudit prediktivni hodnotu
kombinace genti LAG3, LPL a ZAP70 pfimo v zavislosti pouze na progndze pacienta, bez ohledu

na mutacni variantu genu pro IGVH.
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ZAVER

Existuji desitky jednotlivych markerd CLL, znichZz nékteré jsou povazovany
za ,tradi¢ni, jiné jsou oznacovany jako ,,nové“. Ty modernéjsi prognostické faktory, jakymi
jsou 1 ureni mutacniho statusu genu pro IGVH a stim souvisejici analyza genové exprese
prediktivnich gent, jsou zaloZeny na molekularné-biologickych aspektech onemocnéni.

Dilezitou vlastnosti prognostického faktoru je jeho prediktivni hodnota. Ta je urcena
predevsim tim, do jaké miry koreluje hodnota genové exprese daného genu se stavem pacienta
(v ptipadé CLL pak s mutacnim statusem genu pro IGVH a tedy lepsi ¢i horsi prognozou). Plati
zde, ze ¢im vétsi je rozdil genové exprese u pacientli s dobrou ¢i Spatnou progndzou, tim
zfetelné&jsi je zatazeni vzorku do urcité skupiny. Jednim z cild této prace bylo srovnat rozdilnost
genové exprese v ramci jednotlivych genll mezi skupinou vzorkli s mutovanym ¢i nemutovanym
genem pro IGVH.

Dnes je nejbézn€jsi metodou k ureni progndzy u pacientit s chronickou lymfocytarni
leukémii analyza muta¢niho statusu genu pro IGVH, pficemz tento postup je narocny nejen
casove, ale 1 metodicky. Ve srovnani s timto postupem je analyza genové exprese metodou RT-
qPCR rychlejsi a jednodussi. Zahrnuje-li vhodnou kombinaci prognostickych markert,, umoziiuje
zpracovani vzorki pouze ve dvoukrokovém procesu. Jako vhodna se ukdzala kombinace
prediktivnich genti LAG3, LPL a ZAP70, kdy ovéfeni jejich prediktivni hodnoty bylo dalSim
cilem této diplomové prace. Zamérem tedy bylo zjistit procentudlni zastoupeni vzorki, u nichz
genova exprese cilovych (prognostickych) genti korelovala s muta¢ni variantou genu pro IGVH.
V této praci byly jednotlivé pacientské vzorky uz predem rozdéleny do skupin s mutovanym ¢i
nemutovanym statusem genu pro IGVH, avSak v praxi toto zndmo neni a je tfeba vzorky
na zdklad¢é analyzy rozdé€lit spravné. V piipadé€ tii prognostickych genti LAG3, LPL a ZAP70
byla prediktivni hodnota ovéfena a byla kvantifikovana exprese vSech pacientskych vzork
v ramci jednotlivych genti. Ukazalo se, ze prediktivni hodnota vSech tii genti spolecné je vyssi

nez u jednotlivych genii samostatné.
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PRILOHY

Metodika:

Tabulka 1: Seznam vzorkl — sada I (pocet 70)
cislo konc RNA mutaéni Cislo konc RNA mutaéni
RNA (ng/pl) RIN status  skupina RNA (ng/pl) RIN status skupina
145 431,10 8,4 mut 1 134 500,5 9,9 unmut 4
158 373,20 7.8 mut 1 138 325,20 10,0 unmut 4
165 189,50 9,6 mut 1 196 309,40 9,8 unmut 4
187 273,40 9,9 mut 1 199 386,80 9,9 unmut 4
206 315,50 9,3 mut 1 233 321,00 9,9 unmut 4
251 200,30 7,5 mut 1 237 344,40 9,7 unmut 5
301 466 9,4 mut 1 258 317,40 9,3 unmut 5
314 255,2 9,4 mut 1 284 548,80 9,1 unmut 5
337 529,10 9,3 mut 1 285 410,20 8,9 unmut 5
338 319,00 9,3 mut 1 334 540,7 9,4 unmut 5
346 205,20 9,6 mut 2 364 299,40 9,5 unmut 5
348 239,20 9,4 mut 2 370 404,00 9,0 unmut 5
356 200,00 9,2 mut 2 387 288,70 9,4 unmut 5
363 444,90 9,6 mut 2 388 320,10 8,8 unmut 5
372 293,30 9,3 mut 2 392 355,80 9,4 unmut 5
375 182,90 7,7 unmut 2 395 349,00 8,5 unmut 6
377 300,00 9,4 mut 2 396 423,50 9,6 unmut 6
378 259,00 9,5 mut 2 399 532,70 8,5 unmut 6
381 323,80 8,4 mut 2 404 297,50 9,8 unmut 6
386 299,50 9,5 mut 2 408 333,80 9,5 unmut 6
398 546,30 8,4 mut 3 416 463,70 9,4 unmut 6
406 153,90 8,9 mut 3 441 690,80 10,0 unmut 6
414 156,40 8,8 mut 3 442 402,50 10,0 unmut 6
418 621,10 9,6 mut 3 443 342,60 9,6 unmut 6
428 225,20 8,5 mut 3 445 437,60 9,9 unmut 6
429 153,60 8,4 mut 3 447 533,80 10,0 unmut 7
437 229,60 9,3 mut 3 451 264,40 9,6 unmut 7
449 208,20 9,8 mut 3 474 386,30 10,0 unmut 7
496 679,00 8,5 mut 3 485 409,50 9,0 unmut 7
523 324,60 8,5 mut 3 486 937,20 8,8 unmut 7
542 225,00 8,7 mut 4 490 707,50 8,2 unmut 7
544 431,90 8,2 mut 4 499 735,50 8,5 unmut 7
546 279,90 8,2 mut 4 511 343,10 8,2 unmut 7
552 880,80 8,1 mut 4 539 1236,30 8,1 unmut 7
555 475,50 8,8 mut 4 564 641,50 9,0 unmut 7

Tabulka 2: Seznam vzorku — sada II (pocet 50)
cislo konc RNA mutacéni Cislo konc RNA mutacni
RNA (ng/ul) RIN status skupina RNA (ng/pl) RIN status skupina
557 458,10 9,1 mut 8| 567 684,20 8,5 unmut 10
645 279,90 9,3 mut 8| 568 473,60 8,9 unmut 10
675 337,00 9,4 mut 8| 570 1116,40 8,7 unmut 10
695 828,60 8,8 mut 8| 573 422,80 8,8 unmut 10
703 1561,10 8,3 mut 8| 574 465,90 8,6 unmut 10
726 493,80 9,2 mut 8| 578 707,70 8,1 mut 11
781 209,00 9,3 mut 8| 580 594,10 9,0 unmut 11
787 580,50 9,4 mut 8| 581 823,00 9,1 unmut 11
790 422,80 8,6 mut 8| 589 794,90 8,8 unmut 11
793 1245,30 8,2 mut 8| 594 1353,40 8,6 unmut 11
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cislo konc RNA mutacéni Cislo konc RNA mutacni
RNA (ng/ul) RIN status skupina RNA (ng/pl) RIN status skupina
800 239,30 8,9 mut 9] 618 658,20 9,4 unmut 11
801 230,20 9,0 mut 9] 627 1533,10 8,2 unmut 11
802 296,40 8,8 mut 9] 631 1177,70 8,3 unmut 11
820 180,20 9,0 mut 9] 632 501,60 8,5 unmut 11
821 372,30 9,5 mut 9] 634 828,20 8,2 unmut 11
826 188,90 8,6 mut 9] 644 1043,40 8,3 unmut 12
827 320,30 9,3 mut 9] 646 1009,90 8,6 unmut 12
828 1164,90 9,2 mut 9] 649 864,00 9,0 unmut 12
845 258,30 8,9 mut 9] 661 1432,70 8,5 unmut 12
846 791,40 8,8 mut 9] 677 371,00 9,2 unmut 12
853 819,20 9,2 mut 10| 678 745,70 9,4 unmut 12
855 531,10 8,1 mut 10| 680 458,20 9,1 unmut 12
857 318,10 9,4 mut 10| 683 532,30 10,0 unmut 12
865 570,20 9,4 mut 10] 692 1188,60 9,2 unmut 12
548B 542,50 8,5 mut 101 694 871,90 8,7 unmut 12

Tabulka 3: Primér hodnot Ct daného triplikatu jednotlivych pacientskych vzorki
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VZ. B2M HPRT GUSB GZMA CD3D LAG LPL ZAP
145 16,91 26,03 25,06 34,93 NA 29,00 29,32 28,09
158 17,91 27,58 26,24 33,22 NA 29,65 43,25 24,90
165 17,38 26,99 25,05 NA NA 33,01 NA 24,69
187 17,37 26,66 25,05 3548 NA 29,15 3554 28,71
206 17,50 26,55 24,92 NA NA 29,18 NA 27,22
251 18,26 27,28 2551 4127 NA 26,64 NA 25,90
301 16,27 2538 24,30 32,57 39,04 31,13 NA 28,55
314 1717 26,16 24,74 32,09 NA 29,67 NA 26,88
337 17,06 26,24 2491 32,59 NA 26,95 30,61 26,35
338 17,03 26,44 24,85 31,60 NA 26,72 27,54 25,01
346 1793 27,21 25,66 39,12 NA 27,72 NA 26,17
348 17,30 26,93 25,57 35,39 NA 32,65 30,78 29,31
356 17,32 26,34 25,12 NA NA 34,50 37,50 29,51
363 16,42 2541 24,26 NA NA 27,80 29,70 24,05
372 17,63 26,84 2511 41,90 NA 33,44 31,64 29,15
375 17,36 26,96 23,98 34,52 NA 27,59 25,88 29,77
377 16,81 2532 24,56 41,85 NA 28,99 31,62 27,01
378 17,43 26,23 24,99 NA NA 26,88 NA 26,44
381 18,40 28,05 26,14 NA NA 28,60 27,09 28,51
386 17,50 26,64 2515 36,07 NA 30,24 NA 28,06
398 17,22 26,65 2519 42,79 NA 29,07 29,68 27,48
406 17,83 27,07 25,58 36,32 NA 2547 31,85 26,20
414 1715 26,46 2512 28,45 NA 28,06 37,95 27,19
418 17,97 27,60 26,54 NA NA 32,09 NA 30,40
428 17,27 26,57 25,15 NA NA 28,90 NA 31,58
429 16,93 26,48 24,76 32,62 NA 25,66 44,46 29,07
437 17,14 26,42 24,96 NA NA 31,75 32,55 24,08
449 16,95 26,68 2506 36,70 NA 28,51 27,39 26,89
496 16,19 26,02 24,20 36,34 NA 25,82 34,76 28,41
523 17,35 26,84 25,09 4557 NA 27,28 27,88 25,33
542 17,50 26,44 25,17 34,77 NA 32,42 37,36 28,62
544 17,28 26,24 25,14 32,46 38,11 2598 35,03 24,85
546 16,80 26,16 24,41 41,61 NA 27,271 37,88 25,59
5§52 16,75 25,71 24,55 32,13 NA 26,43 36,43 29,22
555 17,13 26,17 25,18 NA NA 32,20 39,14 28,95
134 18,54 27,83 26,10 NA 36,51 36,80 39,44 29,66
138 17,02 2552 2436 41,04 NA 30,06 25,18 23,79
196 16,96 26,58 24,50 34,26 NA 36,27 24,18 23,32
199 16,34 26,19 24,63 38,42 NA 36,22 44,72 28,19
233 16,56 25,58 24,23 33,85 NA 24,20 23,29 22,59
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vZz. B2M HPRT GUSB GZMA CD3D LAG LPL ZAP
237 16,16 25,54 24,25 34,43 NA 25,64 2419 22,38
258 17,62 26,76 2514 32,48 NA 28,97 25,05 23,47
284 16,56 25,26 23,85 43,61 NA 26,08 24,46 23,06
285 16,56 26,46 24,47 34,67 NA 30,33 24,16 23,11
334 16,91 2554 24,71 4247 NA 28,25 35,05 23,90
364 17,44 26,18 24,42 38,26 NA 26,89 25,15 23,01
370 16,91 2551 24,27 3592 NA 31,01 2576 22,99
387 16,82 2523 24,35 34,71 NA 23,96 24,60 23,40
388 17,17 27,06 25,05 32,10 NA 2465 2519 23,11
392 17,20 26,28 24,59 NA NA 29,63 2525 23,69
395 1596 2511 23,54 36,45 NA 23,80 23,77 22,76
396 16,35 2586 23,87 NA 33,99 24,85 2351 2282
399 18,63 28,24 26,99 38,13 NA 31,25 26,90 26,78
404 18,18 26,76 2533 34,23 40,55 28,60 25,02 24,03
408 16,41 2571 2564 37,33 NA 2439 23,76 22,61
416 1555 24,75 23,63 37,10 NA 26,10 23,41 23,17
441 16,48 2544 23,80 3541 4432 2496 23,80 22,69
442 1597 2525 23,35 33,87 NA 25,65 24,23 22,30
443 16,16 24,63 23,53 35,04 NA 28,92 24,03 22,23
445 1556 25,14 23,51 NA 42,72 23,83 23,49 22,22
447 16,12 25,04 23,93 34,57 NA 27,29 28,85 23,12
451 1565 24,83 23,57 37,94 NA 24,35 23,88 22,36
474 1573 24,77 22,77 32,31 NA 26,04 23,94 23,40
485 17,00 26,14 24,26 36,16 NA 26,22 25,68 22,77
486 16,85 25,89 24,17 36,09 NA 2499 24,71 22,38
490 1596 2541 23,67 33,52 NA 24,89 23,81 21,92
499 1552 2475 23,61 37,55 NA 23,89 24,10 21,59
511 1593 2530 23,33 37,73 NA 28,39 23,68 29,02
539 16,56 25,88 25,19 32,54 NA 26,30 24,59 25,19
564 1546 24,39 22,78 34,72 NA 27,711 23,14 22,01
557 17,13 26,96 26,07 NA NA 31,32 38,93 33,83
645 17,81 27,22 26,05 34,34 NA 33,84 37,72 29,06
675 17,44 27,06 25,45 NA NA 37,57 NA 28,80
695 17,49 26,99 26,01 38,58 NA 32,84 29,14 31,94
703 17,42 27,42 26,62 NA NA 33,62 29,85 32,88
726 17,16 26,31 25,79 38,22 NA 32,08 32,89 28,70
781 17,68 26,84 25,69 4513 NA 33,09 3551 33,32
787 17,96 27,57 26,33 NA NA 32,20 27,81 34,47
790 17,42 27,05 2542 2514 25832 3127 2739 28,19
793 18,03 27,56 26,25 27,58 27,81 33,62 32,61 30,15
800 17,97 27,21 2579 34,51 NA 3541 29,32 31,91
801 17,35 27,21 2522 NA NA 33,19 24,38 27,79
802 17,07 26,44 2546 33,55 NA 29,16 35,67 29,10
820 17,07 26,31 2545 42,20 NA 30,22 NA 29,02
821 1717 26,29 25,40 NA NA 31,12 26,51 27,42
826 17,55 26,94 25,45 43,81 NA 31,43 NA 34,12
827 17,65 26,79 2548 38,54 NA 30,22 33,16 28,70
828 17,14 27,03 25,62 2590 26,13 33,39 37,60 28,13
845 17,89 27,34 26,11 NA NA 37,74 36,05 29,56
846 17,15 26,44 2529 NA NA 36,75 27,99 31,53
853 16,94 26,40 25,70 NA NA 35,95 35,84 32,37
855 17,55 27,14 26,24 38,29 NA 29,78 37,81 32,75
857 17,13 26,90 2549 36,61 NA 34,22 NA 30,12
865 17,39 27,00 2571 33,10 NA 34,72 43,50 32,61
548B 17,64 27,06 25,95 NA NA 32,60 37,68 27,93
567 17,14 25,82 25,11 NA NA 29,01 26,02 27,07
568 17,20 26,70 2554 3569 47,35 28,66 24,82 26,93
570 17,93 26,47 2590 NA NA 30,51 34,92 29,83
573 17,30 26,27 2552 44,79 46,64 33,07 2699 27,60
574 17,48 26,41 25,64 41,00 NA 26,42 2542 27,62
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Tabulka 4: Primér hodnot Ct kalibratorti (daného triplikatu)

vz. B2M HPRT GUSB GZMA CD3D LAG LPL ZAP
578 19,00 27,76 26,11 47,00 NA 35,55 NA 25,25
580 17,06 26,32 25,01 36,43 NA 27,07 24,48 23,31
581 18,11 26,26 24,76 37,66 NA 31,34 26,67 22,74
589 16,89 26,01 2425 32,14 NA 24,34 23,09 22,69
594 17,38 26,37 24,50 36,11 NA 25,63 25,09 23,03
618 17,55 26,37 24,49 34,56 NA 27,54 2539 23,13
627 18,00 27,12 2535 34,31 4582 27,13 24,34 26,01
631 17,12 26,14 24,39 NA NA 23,33 24,37 22,43
632 17,42 26,36 24,64 40,30 NA 28,10 23,66 23,16
634 17,32 26,70 24,98 NA NA 30,29 24,75 23,27
644 17,85 26,80 25,01 NA NA 26,08 25,65 27,45
646 17,29 26,19 24,73 31,22 NA 29,25 25,77 23,04
649 17,65 26,49 24,74 32,53 NA 25,86 23,40 22,81
661 17,19 26,13 25,04 NA NA 26,15 30,98 26,07
677 17,42 25,77 2439 38,03 NA 2491 2548 23,89
678 17,25 2558 24,13 39,24 NA 2538 23,69 22,71
680 17,45 2580 24,14 35,56 NA 2514 27,27 22,62
683 16,73 25,50 24,43 30,88 4591 2461 24,73 23,38
692 18,86 27,73 26,13 39,29 NA 29,65 26,11 24,43
694 16,87 26,25 24,54 33,49 NA 2415 2511 22,64

run kalibrator B2M HPRT GUSB GZMA CD3D LAG LPL  ZAP
1| cAL1 2360 2051 2360 2349 2345 2504 22,96 24,59
1| cAL2 2346 2038 2352 2313 23,34 2490 2275 2448
1| CAL3 2344 2036 2341 2326 23,33 2474 2282 2478
1| CAL4 2345 2064 2364 2342 23,45 2497 23,16 24,59
2 [ cAL1 2354 2044 2348 2335 2358 24,97 22,85 24,54
2| CcAL2 2348 2044 2344 2333 2342 2497 2283 2456
2| cAL3 2328 2023 2334 2316 2333 24,63 2243 24,37
2| CAL4 2325 2027 2334 2315 2324 24,75 22,51 24,29
3 cAL1 2357 2041 2351 2326 2338 2505 22,63 24,42
3| CAL2 2345 2034 2345 2322 2349 2491 2265 24,56
3| CAL3 2338 20,18 23,29 2310 23,30 24,73 2232 24,23
3| CAL4 2329 2024 2328 2299 2320 24,71 2242 2427
4 [ CAL1 2354 20,70 24,00 2325 2332 2519 2297 2504
4 | cAL2 2345 2054 2384 2313 2315 24,97 22,71 24,99
4 cAL3 2339 2058 23,76 23,07 2311 24,94 2278 24,80
4| cAL4 2336 2048 2393 2321 2349 24,99 22,90 24,94
5 [ CAL1 2398 2068 2381 2318 2328 2500 2293 24,78
5| CAL2 2379 20,33 23,69 2309 2308 2475 2266 24,50
5| CAL3 2370 20,39 2365 2312 23,08 2470 2271 24,52
5 | CAL4 2369 2047 2370 2320 23,10 24,89 22,80 24,54
Tabulka 5: Primérné hodnota ¢tyt kalibrator (umisténych v jednom runu)
run  B2M  HPRT GUSB GZMA CD3D LAG LPL ZAP
1 [ 2349 2047 2354 2332 2340 2491 2292 2461
2| 2339 2034 2340 23,25 2339 2483 22,65 2444
3| 2342 2029 2338 23,14 2334 2485 2250 24,37
4 | 2343 2058 2389 2317 23,27 2502 22,84 24,94
5| 2379 2047 2371 2315 2314 2483 22,78 24,58




Tabulka 6: Hodnoty delta Ct jednotlivych gent viici kalibratoru v kazdém runu

run status vz. B2M HPRT GUSB GZMA CD3D LAG LPL ZAP ACt Ref
MUT 145 657 -556 -152 -11,61 NA -409 -6,40 -3,48 -0,17
MUT 158 558 -7,11  -2,70 -9,90 NA -4,74 -20,33 -0,29 -1,41
MUT 165 6,10 -6,52 -1,51 NA NA -8,10 NA -0,08 -0,64
MUT 187 6,12 -6,19 -151 -12,16 NA -4,24  -12,62 -4,10 -0,53
MUT 206 599 -6,08 -1,38 NA NA -4,27 NA -2,61 -0,49
MUT 251 523 -681 -197 -17,95 NA -1,72 NA -1,29 -1,19
MUT 301 722 -491 -0,75 -924 -1564 -6,22 NA -3,94 0,52
MUT 314 632 -569 -120 -8,77 NA -4,76 NA -2,27 -0,19
MUT 337 6,42 577 137 -927 NA -2,03 -7,69 -1,74 -0,24
MUT 338 646 -597 -131 -827 NA -1,81 -462 -0,40 -0,28
MUT 346 556 -6,74 -2,12 -15,80 NA -2,80 NA -1,56 -1,10
MUT 348 6,18 -6,46 -2,03 -12,07 NA -7,74 -7,85 -4,70 -0,77
MUT 356 6,17 -587 -1,58 NA NA -9,68 -14,58 -4,90 -0,43
MUT 363 7,06 -494 -0,72 NA NA -2,89 6,77 0,56 0,47
MUT 372 58 -6,37 -1,57 -18,58 NA -8,63 -8,72 -4,54 -0,69
MUT 377 6,67 -485 -1,02 -18,52 NA -4,08 -8,70 -2,40 0,27
MUT 378 6,06 -576 -1,45 NA NA -1,97 NA -1,83 -0,38
MUT 381 5,08 -758 -2,60 NA NA -3,68 4,17 -3,90 -1,70
MUT 386 598 -6,17 -1,61 -12,75 NA -5,33 NA -3,44 -0,60
MUT 398 6,27 -6,18 -1,65 -19,47 NA -416  -6,75 -2,87 -0,52
MUT 406 565 -6,60 -2,04 -13,00 NA -0,56 -8,93 -1,59 -0,99
MUT 414 6,33 -599 -158 -512 NA -3,15 -15,03 -2,58 -0,41
MUT 418 552 -7,13 -3,00 NA NA -7,18 NA -5,79 -1,54
MUT 428 6,12 -6,23 -1,75 NA NA -4,07 NA -7,13 -0,62
MUT 429 645 6,14 -1,36 -9,37 NA -0,83 -21,81 -4,63 -0,35
MUT 437 6,25 -6,07 -1,56 NA NA -6,92  -9,90 0,37 -0,46
MUT 449 6,43 6,34 -166 -13,45 NA -3,68 4,74 -2,45 -0,52
MUT 496 7,20 -5,67 -0,80 -13,09 NA -0,99 -12,11 -3,96 0,24
MUT 523 6,04 -6,50 -1,69 -22,32 NA 2,45 -523 -0,89 -0,71
MUT 542 589 -6,09 -1,77 -11,52 NA -7,59 -14,71 -4,18 -0,66
MUT 544 6,10 -590 -1,74 -921 -1472 -115 -12,38 -0,41 -0,51
MUT 546 6,59 -582 -1,01 -18,36 NA 2,44 -1523 -1,15 -0,08
MUT 552 6,64 -536 -1,15 -8,88 NA -1,60 -13,78 -4,78 0,04
MUT 555 6,26 -583 -1,78 NA NA -7,37 -16,49 -4,51 -0,45
MUT 557 6,30 -6,39 -2,19 NA NA -6,30 -16,09 -8,89 -0,76
MUT 578 4,80 -7,30 -2,40 -23,85 NA  -10,71 NA -0,67 -1,63
MUT 645 562 -6,64 -2,17 -11,17 NA -8,82 -14,88 -4,12 -1,06
MUT 675 6,00 -648 -1,56 NA NA  -12,54 NA -3,86 -0,68
MUT 695 594 641 -213 -1541 NA -7,82 -6,30 -7,00 -0,86
MUT 703 6,01 -6,85 -2,73 NA NA -8,60 -7,01 -7,94 -1,19
MUT 726 6,27 -573 -190 -15,05 NA -7,06 -10,05 -3,76 -0,45
MUT 781 576 -6,27 -1,81 -21,96 NA -8,06 -12,67 -8,37 -0,77
MUT 787 547 6,99 -2/45 NA NA 7,18 4,97 -9,52 -1,32
MUT 790 6,01 6,48 -154 -197 -205 -6,25 -456 -3,25 -0,67
MUT 793 540 -6,98 -237 441 -454 -860 9,77 -521 -1,31
MUT 800 546 -6,63 -1,91 -11,34 NA -10,38 -6,49 -6,97 -1,03
MUT 801 6,08 -6,63 -1,33 NA NA -8,17 -1,54 -2,85 -0,63
MUT 802 6,36 -587 -1,57 -10,38 NA -4,13 -12,83 -4,15 -0,36
MUT 820 6,36 -574 -1,57 -19,03 NA -5,19 NA -4,08 -0,31
MUT 821 6,26 -571 -1,52 NA NA -6,10 -3,68 -2,47 -0,32
MUT 826 589 -6,36 -1,57 -20,64 NA -6,40 NA -9,18 -0,68
MUT 827 579 -6,21 -159 -1538 NA -5,19 -10,32 -3,76 -0,67
MUT 828 6,30 645 -164 -2,73 -286 -836 -14,76 -3,18 -0,60
MUT 845 554 6,76 -2,23 NA NA  -12,72 -13,21 -4,61 -1,15
MUT 846 6,29 -586 -1,40 NA NA -11,73 -515 -6,59 -0,33
MUT 853 6,49 -582 -1,81 NA NA -10,92 -13,01 -7,43 -0,38
MUT 855 588 -6,57 -2,35 -15,12 NA -4,75 -14,98 -7,81 -1,01
MUT 857 6,30 -6,32 -1,61 -13,44 NA -9,20 NA -5,18 -0,54
MUT 865 6,04 642 -183 -9,93 NA -9,70 -20,66 -7,66 -0,73
MUT 548B 5,79 -6,49 -2,07 NA NA -7,57 -14,84 -2,98 -0,92
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status vz. B2M HPRT GUSB GZMA CD3D LAG LPL ZAP  ACt Ref
UNMUT 134 485 -749 -2,70 NA  -13,12 -11,97 -16,79 -521 -1,78
UNMUT 138 637 -518 -0,96 -17,79 NA 523 -253 0,66 0,08
UNMUT 196 643 -624 -1,10 -11,01 NA  -1144 -153 1,12 -0,30
UNMUT 199 7,05 -584 -123 -1517 NA -11,39 -22,07 -3,74 -0,01
UNMUT 233 6,83 -524 -0,83 -1060 NA 0,63 -0,64 1,86 0,26
UNMUT 237 7,23 -520 -0,85 -11,18 NA -0,81  -1,54 2,07 0,39
UNMUT 258 5,76 -641 -1,74 -9,23 NA -4,14  -2,40 0,98 -0,79
UNMUT 284 6,83 -492 -045 -2036 NA -1,25 -1,81 1,38 0,49
UNMUT 285 6,83 -612 -1,07 -11,42 NA -5,50 -1,51 1,34 -0,12
UNMUT 334 648 -520 -1,31 -1922 NA -3,42 -12,40 0,55 -0,01
UNMUT 364 594 583 -1,02 -1501 NA -2,06 -2,50 1,44 -0,30
UNMUT 370 647 -517 -0,87 -12,67 NA -6,18  -3,11 1,45 0,15
UNMUT 375 6,12 -649 -044 -11,20 NA -268 -296 -5,16 -0,27
UNMUT 387 6,60 -493 -09 -11,57 NA 0,89 -2,09 0,97 0,24
UNMUT 388 6,25 -6,76 -1,67 -8,95 NA 0,20 -268 1,26 -0,72
UNMUT 392 6,22 -599 -1,21 NA NA -4,79 2,75 0,68 -0,32
UNMUT 395 746 -481 -0,15 -13,31 NA 1,04 127 1,61 0,83
UNMUT 396 7,07 -557 -0,48 NA -1065 -0,01 -1,01 1,55 0,34
UNMUT 399 480 -794 -361 -1499 NA -6,40 -4,40 -2,41 -2,25
UNMUT 404 525 646 -195 -11,09 -17,21 -3,75 -252 0,34 -1,05
UNMUT 408 7,01 541 226 -1419 NA 045 126 176 -0,22
UNMUT 416 7,87 -445 -024 -1396 NA -1,25  -0,91 1,20 1,06
UNMUT 441 694 515 -041 -1226 -2098 -0,12 -129 1,68 0,46
UNMUT 442 745 496 003 -10,72 NA -0,81  -1,73 2,07 0,84
UNMUT 443 7,26 -433 -0,15 -11,89 NA -4,07  -1,52 214 0,93
UNMUT 445 7,86 -485 -0,12 NA  -1937 1,01 -099 2,15 0,96
UNMUT 447 730 -475 -054 -11,43 NA -244 6,34 1,25 0,67
UNMUT 451 7,77 453 -0,19 -1480 NA 049 138 2,01 1,02
UNMUT 474 7,70 -447 0,61 -9,17 NA -1,19 1,44 0,97 1,28
UNMUT 485 642 -585 -0,88 -13,02 NA -1,37  -3,18 1,60 -0,10
UNMUT 486 6,57 -560 -0,79 -1295 NA -0,15  -2,21 1,99 0,06
UNMUT 490 746 -512 -0,29 -10,38 NA -0,05 -1,31 2,45 0,69
UNMUT 499 7,90 -445 -0,23 -1441 NA 095 -160 278 1,07
UNMUT 511 7,49 -501 0,06 -1459 NA -3564 -1,18 -4,65 0,85
UNMUT 539 687 -558 -1,81 -939 NA -1,45 -2,08 -0,82 -0,18
UNMUT 564 79 -410 061 -11,58 NA -286 -064 236 1,49
UNMUT 567 6,65 -535 -1,40 NA NA -4,18 -3,24 -2,49 -0,03
UNMUT 568 6,60 -623 -1,83 -1255 -2422 -383 -205 -235 -0,49
UNMUT 570 586 -6,00 -2,19 NA NA -5,68 -12,14 -525 -0,77
UNMUT 573 649 -580 -1,81 -21,64 -23,51 -823 4,22 -3,02 -0,37
UNMUT 574 6,31 595 -193 -17,85 NA -1,69  -2,65 -3,03 -0,52
UNMUT 580 6,74 -586 -129 -1328 NA -2,24 1,71 1,28 -0,14
UNMUT 581 568 -579 -1,05 -14,51 NA -6,50 -3,90 1,84 -0,39
UNMUT 589 6,91 554 -0,63 -9,00 NA 0,49 0,31 1,89 0,28
UNMUT 594 642 -590 -0,79 -1296 NA -0,80 -2,32 1,56 -0,09
UNMUT 618 6,24 -591 -0,78 -11,41 NA -2,70  -2,62 1,45 -0,15
UNMUT 627 580 -665 -164 -11,16 -22,69 -229 -156 -1,42 -0,83
UNMUT 631 6,68 -567 -0,68 NA NA 1,51 -1,59 2,16 0,11
UNMUT 632 637 -589 -093 -17,15 NA -326 -0,88 1,43 -0,15
UNMUT 634 647 -623 -127 NA NA -545 197 132 -0,34
UNMUT 644 594 -633 -1,30 NA NA -1,24 287 -2,87 -0,56
UNMUT 646 6,51 5,72 -1,02 -8,07 NA 441 -299 154 -0,08
UNMUT 649 6,15 -6,02 -1,03 -9,39 NA -1,02  -0,62 1,77 -0,30
UNMUT 661 6,60 -567 -1,33 NA NA -1,31 -820 -1,49 -0,13
UNMUT 677 6,38 -530 -0,68 -14,88 NA -0,07  -2,70 0,70 0,13
UNMUT 678 6,54 -511 -041 -16,10 NA -0,54  -0,91 1,87 0,34
UNMUT 680 6,34 -533 -042 -1242 NA -031  -449 1,96 0,20
UNMUT 683 706 -504 -071 -7,74 -22,78 023 -19 1,20 0,44
UNMUT 692 493 -726 -242 -16,14 NA -482 -3,33 0,16 -1,68
UNMUT 694 692 -578 -0,82 -10,34 NA 0,68 -2,33 1,94 0,10




Tabulka 7: Normalizované hodnoty delta delta Ct prediktivnich gent

run status vz. nLAG nLPL nZAP nALL run status vz. nLAG nLPL nZAP nALL
1 MUT 145 -392 6,23 -331 -449 | 2 UNMUT 134 -10,19 -1501 -343 -9,54
1 MUT 158 -3,33 -1892 1,12 -7,04 | 2 UNMUT 138 -531 -2,61 0,58 -245
1 MUT 165 -7,46 -20,00 0,56 -8,96 2 UNMUT 196 -11,14 -1,22 1,42 -3,65
1 MUT 187 -3,71 -12,09 -357 6,46 | 2 UNMUT 199 -11,38 -22,06 -3,74 -12,39
1 MUT 206 -3,78 -20,00 -2,12 -863 | 2 UNMUT 233 0,37 -0,90 1,60 0,36
1 MUT 251 -0,54 -20,00 -0,10 -6,88 | 2 UNMUT 237 -1,20 -1,93 1,67 -0,49
1 MUT 301 -6,74 -20,00 -446 -10,40| 2 UNMUT 258 -3,35 -1,60 1,77 1,06
1 MUT 314 457 -20,00 -2,08 -888 | 2 UNMUT 284 -173 -230 0,89 -1,05
1 MUT 337 -179 -745 -150 -3,58 | 2 UNMUT 285 -538 -1,39 1,46 1,77
1 MUT 338 -153 434 -013 -200| 2 UNMUT 334 -341 -1239 0,56 -508
1 MUT 346 -1,70 -20,00 -046 -7,39 | 2 UNMUT 364 -176 -2,19 1,74 0,74
1 MUT 348 697 -7,09 -393 -6,00| 2 UNMUT 370 -6,32 -3,26 1,30 -2,76
1 MUT 356 -9,16 -14,15 -448 -9,26 1 UNMUT 375 -241 -269 -489 -3,33
1 MUT 363 -336 -7,24 0,09 -3,50 3 UNMUT 387 065 -233 0,73 -0,31
1 MUT 372 -783 -803 -385 657 | 3 UNMUT 388 092 -1,96 1,98 0,32
1 MUT 377 435 -897 -267 -533 | 3 UNMUT 392 -446 -242 1,00 -1,96
1 MUT 378 -1,59 -20,00 -145 -768 | 3 UNMUT 395 0,21 2,10 0,77 0,37
1 MUT 381 -1,99 -247 -220 -2,22 3 UNMUT 396 -035 -1,35 1,21 -0,16
1 MUT 386 -4,73 -20,00 -285 -919 | 3 UNMUT 399 415 -215 -0,15 -2,15
1 MUT 398 -3,64 -6,24 2,35 -4,07 3 UNMUT 404 -2,70 -1,47 1,39 -0,92
1 MUT 406 044 -793 -059 -270| 3 UNMUT 408 067 -1,04 1,98 0,54
1 MUT 414 -2,74 -14,62 -2,17 -6,51 3 UNMUT 416 -2,31 -197 0,14 -1,38
1 MUT 418 -5,64 -20,00 -4,25 -9,96 3 UNMUT 441 -058 -1,75 1,22 -0,37
2 MUT 428 -3,45 -20,00 -6,52 -999 | 3 UNMUT 442 -165 -2,57 1,22  -1,00
2 MUT 429 -0,48 -21,46 -428 -8,74 3 UNMUT 443 -500 -245 1,21 -2,08
2 MUT 437 6,46 -944 083 -502 3 UNMUT 445 0,05 -1,95 1,18  -0,24
2 MUT 449 -3,16 -4,22 -193 -3,10 3 UNMUT 447 -311 -7,01 0,58 -3,18
2 MUT 496 -124 -1235 -421 -593 3 UNMUT 451 -0,52 -239 099 -0,64
2 MUT 523 -1,74 -452 -017 -2,14 3 UNMUT 474 -247 -2,72 -0,31 -1,83
2 MUT 542 693 -14,05 -3,52 -8,17 | 3 UNMUT 485 -127 -3,08 1,70  -0,88
2 MUT 544 -064 -11,87 0,10 -4,14 3 UNMUT 486 -0,21 -2,27 1,93 -0,18
2 MUT 546 -2,36 -1515 -1,07 -6,19 | 3 UNMUT 490 -0,73 -1,99 1,77 0,32
2 MUT 552 -1,64 -13,82 -482 -6,76 3 UNMUT 499 -0,12 -2,67 1,71 -0,36
2 MUT 555 -6,92 -16,04 -4,06 -9,00 3 UNMUT 511 -439 -2,03 -550 -3,97
4 MUT 557 -554 -1534 -813 -967 | 3 UNMUT 539 -127 -191 -065 -1,28
5 MUT 578 -9,08 -20,00 09 -937 | 3 UNMUT 564 -435 -213 0,87 -1,87
4 MUT 645 -7,75 -13,82 -3,06 -8,21 5 UNMUT 567 4,14 -321 -246 -3,27
4 MUT 675 -11,86 -20,00 -3,18 -1168| 5 UNMUT 568 -3,34 -156 -186 -2,25
4 MUT 695 -695 -544 6,14 -6,17 | 5 UNMUT 570 -491 -11,37 -448 -6,92
4 MUT 703 -741 -582 6,75 666 | 5 UNMUT 573 -7,86 -3,85 -265 -4,79
4 MUT 726 6,61 -960 -3,31 -6,50 5 UNMUT 574 -1,06 -213 -2,51 -1,90
4 MUT 781 -729 -11,90 -7,60 -8,93 5 UNMUT 580 -2,10 -1,57 1,41 -0,75
4 MUT 787 -585 -365 -820 -590 5 UNMUT 581 -6,12 -3,51 2,23 247
4 MUT 790 -558 -389 -2,58 -4,02 5 UNMUT 589 0,22 -0,59 1,61 0,41
4 MUT 793 -728 -846 -3,89 -6,54 5 UNMUT 594 -0,71 -2,23 165 -043
4 MUT 800 -9.36 -546 -594 -6,92 5 UNMUT 618 -2,55 -247 1,60 -1,14
4 MUT 801 -754 -091 -222 -356| 5 UNMUT 627 -146 -0,73 -059 -0,93
4 MUT 802 -3,77 -1247 -380 -668 | 5 UNMUT 631 140 -1,70 2,05 0,58
4 MUT 820 4,88 -20,00 -3,76 -955 | 5 UNMUT 632 -3,11 -0,73 1,58 -0,76
4 MUT 821 577 -335 -215 -3,76 | 5 UNMUT 634 -511 -1,63 1,66  -1,69
4 MUT 826 -572 -20,00 -850 -11,41| 5 UNMUT 644 -068 -2,31 -231 -177
4 MUT 827 452 965 -309 -575| 5 UNMUT 646 -434 -291 1,62 -1,88
4 MUT 828 -7,77 -1417 -2,59 -8,17 5 UNMUT 649 -0,72 -0,32 2,07 0,34
4 MUT 845 -11,57 -12,06 -346 -903 | 5 UNMUT 661 -1,18 -8,07 -1,36 -3,54
4 MUT 846 -11,40 -483 -6,26 -750| 5 UNMUT 677 -0,21 -2,84 056 -0,83
4 MUT 853 -10,54 -12,63 -7,05 -10,07| 5 UNMUT 678 -0,88 -1,25 1,53  -0,20
4 MUT 855 -3,74 -1396 -680 -8,17 | 5 UNMUT 680 -0,51 -4,69 1,76 1,14
4 MUT 857 -865 -20,00 -463 -11,10| 5 UNMUT 683 -0,21 -239 0,76 -0,61
4 MUT 865 -897 -1993 -693 -11,94] 5 UNMUT 692 -324 -175 1,74 1,08
4 MUT 548B 6,65 -1392 -206 -755| 5 UNMUT 694 058 -244 1,83  -0,01




Tabulka 8: Srovnani exprese jednotlivych genti s muta¢nim statusem genu pro IGVH

prah. hodnota -545 -3,35 0,25 -3,30 2,00 prah. hodnota -545 -3,35 0,25 -3,30 2,00
TP 54 51 44 55 54 TP 54 51 44 55 54
TN 31 58 56 51 58 TN 31 58 56 51 58

FP 29 2 4 9 2 FP 29 2 4 9 2
FN 6 9 16 5 6 FN 6 9 16 5 6
senzitivita 0,90 0,85 0,73 0,92 0,90 senzitivita 0,90 0,85 0,73 0,92 0,90
specificita 0,52 0,97 0,93 0,85 0,97 specificita 0,52 0,97 0,93 0,85 0,97
procento shody 70,8% 90,8% 83,3% 88,3% 93,3% procento shody 70,8% 90,8% 83,3% 88,3% 93,3%
status vz. nLAG nLPL nZAP nALL EPALL status vz. nLAG nlLPL nZAP nALL EPALL

MUT 145 FP TN TN TN TN UNMUT 134 FN FN FN FN FN
MUT 158 FP TN FP TN FP UNMUT 138 TP TP TP TP TP
MUT 165 TN TN FP TN TN UNMUT 196 FN TP TP TP TP
MUT 187 FP TN TN TN TN UNMUT 199 FN FN FN FN FN
MUT 206 FP TN TN TN TN UNMUT 233 TP TP TP TP TP
MUT 251 FP TN TN TN TN UNMUT 237 TP TP TP TP TP
MUT 301 TN TN TN TN TN UNMUT 258 TP TP TP TP TP
MUT 314 FP TN TN TN TN UNMUT 284 TP TP TP TP TP
MUT 337 FP TN TN FP TN UNMUT 285 TP TP TP TP TP
MUT 338 FP TN TN FP TN UNMUT 334 TP FN TP FN TP
MUT 346 FP TN TN TN TN UNMUT 364 TP TP TP TP TP
MUT 348 TN TN TN TN TN UNMUT 370 FN TP TP TP TP
MUT 356 TN TN TN TN TN UNMUT 375 TP TP FN TP TP
MUT 363 FP TN TN FP TN UNMUT 387 TP TP TP TP TP
MUT 372 TN TN TN TN TN UNMUT 388 TP TP TP TP TP
MUT 377 FP TN TN TN TN UNMUT 392 TP TP TP TP TP
MUT 378 FP TN TN TN TN UNMUT 395 TP TP TP TP TP
MUT 381 FP FP TN FP FP UNMUT 396 TP TP TP TP TP
MUT 386 FP TN TN TN TN UNMUT 399 TP TP FN TP TP
MUT 398 FP TN TN TN TN UNMUT 404 TP TP TP TP TP
MUT 406 FP TN TN FP TN UNMUT 408 TP TP TP TP TP
MUT 414 FP TN TN TN TN UNMUT 416 TP TP FN TP TP
MUT 418 TN TN TN TN TN UNMUT 441 TP TP TP TP TP
MUT 428 FP TN TN TN TN UNMUT 442 TP TP TP TP TP
MUT 429 FP TN TN TN TN UNMUT 443 TP TP TP TP TP
MUT 437 TN TN FP TN TN UNMUT 445 TP TP TP TP TP
MUT 449 FP TN TN FP TN UNMUT 447 TP FN TP TP TP
MUT 496 FP TN TN TN TN UNMUT 451 TP TP TP TP TP
MUT 523 FP TN TN FP TN UNMUT 474 TP TP FN TP TP
MUT 542 TN TN TN TN TN UNMUT 485 TP TP TP TP TP
MUT 544 FP TN TN TN TN UNMUT 486 TP TP TP TP TP
MUT 546 FP TN TN TN TN UNMUT 490 TP TP TP TP TP
MUT 552 FP TN TN TN TN UNMUT 499 TP TP TP TP TP
MUT 555 TN TN TN TN TN UNMUT 511 TP TP FN TP TP
MUT 557 TN TN TN TN TN UNMUT 539 TP TP FN TP TP
MUT 578 TN TN FP TN TN UNMUT 564 TP TP TP TP TP
MUT 645 TN TN TN TN TN UNMUT 567 TP TP FN TP TP
MUT 675 TN TN TN TN TN UNMUT 568 TP TP FN TP TP
MUT 695 TN TN TN TN TN UNMUT 570 TP FN FN FN FN
MUT 703 TN TN TN TN TN UNMUT 573 FN FN FN FN FN
MUT 726 TN TN TN TN TN UNMUT 574 TP TP FN TP TP
MUT 781 TN TN TN TN TN UNMUT 580 TP TP TP TP TP
MUT 787 TN TN TN TN TN UNMUT 581 FN FN TP TP FN
MUT 790 TN TN TN TN TN UNMUT 589 TP TP TP TP TP
MUT 793 TN TN TN TN TN UNMUT 594 TP TP TP TP TP
MUT 800 TN TN TN TN TN UNMUT 618 TP TP TP TP TP
MUT 801 TN FP TN FP TN UNMUT 627 TP TP FN TP TP
MUT 802 FP TN TN TN TN UNMUT 631 TP TP TP TP TP
MUT 820 FP TN TN TN TN UNMUT 632 TP TP TP TP TP
MUT 821 TN TN TN FP TN UNMUT 634 TP TP TP TP TP
MUT 826 TN TN TN TN TN UNMUT 644 TP TP FN TP TP
MUT 827 FP TN TN TN TN UNMUT 646 TP TP TP TP TP




status vz. nLAG nLPL nZAP nALL EPALL status vz. nLAG nLPL nZAP nALL EPALL
MUT 88 TN TN TN TN TN [UNMUT 649 TP TP TP TP TP
MUT 85 TN TN TN TN TN |[UNMUT 661 TP FN FN TP FN
MUT 846 TN TN TN TN TN |UNMUT 677 TP TP TP TP P
MUT 83 TN TN TN TN TN |[UNMUT 678 TP TP TP TP TP
MUT 85 FP TN TN TN TN |UNMUT 680 TP FN TP TP TP
MUT 87 TN TN TN TN TN |UNMUT €83 TP TP TP TP TP
MUT 85 TN TN TN TN TN |[UNMUT 692 TP TP TP TP P
MUT 5488 TN TN TN TN TN |UNMUT 694 TP TP TP TP TP
Tabulka 9: Hodnota pomérné exprese jednotlivych geni vici kalibratoru
run status vz. B2M  HPRT1  GUSB LPL ZAP  ExRRef
1 MUT 145 9517 0,0211969 0,349089 0,0587541 0,0118621 0,089674 0,8896988
1 MUT 158 47,807553 0,007239 0,1544273 0,0375294 7,6E-07 0,816486 0,3766741
1 MUT 165 68,712468 0,0108713 0,3507058 0,0036468 0,9444197 0,6398623
1 MUT 187 69,510869 0,0137286 0,3507058 0,0530746 0,0001591 0,0583483 0,6942904
1 MUT 206 63,521218 0,0147822 0,3855527 0,0519824 0,1635156 0,7127109
1 MUT 251 37,422482 0,0089122 0,2549583 0,3030232 0,4101338 0,4397399
1 MUT 301 148,65594 0,0333385 0,5925464 0,0134228 0,0651918 1,4320239
1 MUT 314 79,84702 0,0193704 0,4347727 0,0370128 0,2069709 0,8760995
1 MUT 337 85775873 0,0183255 0,3864446 0,2444311 0,0048398 0,3002355 0,8469084
1 MUT 338 87,780789 0,0159533 0,4028552 0,2860158 0,0407375 0,7565462 0,8262912
1 MUT 346 47,04056 0,0093769 0,2297813 0,1433387 0,3385639 0,4662471
1 MUT 348 72630318 0,0113854 0,2445724 0,0046804 0,0043218 0,0384067 0,5869823
1 MUT 356 71,796088 0,0171379 0,3340957 0,0013043 4,09E-05 0,0334349 0,7435491
1 MUT 363 133,66704 0,0325771 0,6092051 0,1349815 0,0091363 1,4717167 1,3843096
1 MUT 372 57,913723 0,0120904 0,3371977 0,0027131 0,0023701 0,0429113 0,6180662
1 MUT 377 102,00528 0,0347543 0,4948283 0,0592996 0,0024087 0,1891365 1,20604
1 MUT 378 66,525398 0,0184957 0,3672922 0,2554005 0,2807776 0,7674026
1 MUT 381 33,883242 0,0052384 0,1655111 0,0778856 0,055649 0,0670245 0,3085575
1 MUT 386 63,228365 0,0139203 0,3287357 0,0249324 0,0918761 0,6614074
1 MUT 398 77,127138 0,0137922 0,3197464 0,0559714 0,0092639 0,1371823 0,6980435
1 MUT 406 50,300471 0,0103325 0,2434448 0,6786941 0,0020538 0,3323634 0,5020258
1 MUT 414 80,588384 0,0157701 0,3348685 0,1127214 2,994E-05 0,1677247 0,7521888
1 MUT 418 45754234 0,0071228 0,1251445 0,0069161 0,0181255 0,3442167
2 MUT 428 69430613 0,013361 0,2981617 0,0595399 0,0071187 0,6515485
2 MUT 429 87,679439 0,014221 0,3889078 0,5638305 2,723E-07 0,0403627 0,7856423
2 MUT 437 75977482 0,0148592 0,339347 0,0082771 0,0010454 1,2886258 0,7262867
2 MUT 449 86,472331 0,0123515 0,316622 0,0780207 0,0374645 0,1833281 0,6967008
2 MUT 496 147,11834 0,0196068 0,5733548 0,5023158 0,0002265 0,0640718 1,1825855
2 MUT 523 65837303 0,0110805 0,3108233 0,1825884 0,0266141 0,54055 0,6097919
2 MUT 542 59,198963 0,0146546 0,2940568 0,0051902 3,736E-05 0,0552646 0,6342201
2 MUT 544 68,791894 0,0167949 0,2995426 0,4506252 0,0001874 0,7539287 0,7020872
2 MUT 546 96,168999 0,0177115 0,4956865 0,1842837 2,605E-05 0,450365 0,9451473
2 MUT 552 99,560392 0,0243067 0,4508856 0,329877 7,117E-05 0,0364611 1,0295004
2 MUT 555 76,505947 0,0175892 0,2906793 0,0060452 1,088E-05 0,043965 0,7313384
4 MUT 557 79,043961 0,0119446 0,2199123 0,0126988 1,431E-05 0,0021115 0,5921472
5 MUT 578 27,793328 0,0063659 0,1896836 0,0005956 0,6295968 0,3225599
4 MUT 645 49,222635 0,010021 0,2224675 0,0022191 3,311E-05 0,0574785 0,4787555
4 MUT 675 63,907647 0,0111705 0,3387595 0,0001676 0,0688293 0,6230246
4  MUT 695 61,588254 0,0117258 0,229251 0,0044381 0,0126695 0,007808 0,5490993
4 MUT 703 64,650218 0,0086835 0,150552 0,0025846 0,0077451 0,0040792 0,4388517
4 MUT 726 77,238594 0,0188299 0,267634 0,0074986 0,0009417 0,0737694 0,7301425
4  MUT 781 54,113501 0,0129806 0,2855206 0,0037406 0,0001532 0,0030139 0,5853458
4 MUT 787 44,361923 0,0078623 0,1832223 0,0069161 0,0318514 0,0013581 0,399803
4  MUT 790 64,501017 0,0112222 0,3450793 0,0131466 0,0425165 0,1052944 0,6297786
4  MUT 793 42,260854 0,007917 0,1941172 0,0025846 0,0011434 0,0270636 0,4019642
4  MUT 800 44,055493 0,0100674 0,2664001 0,0007491 0,0111576 0,0079721 0,4907012
4 MUT 801 67,864413 0,0100674 0,397309 0,003474 0,3440841 0,1386161 0,6474841
4  MUT 802 82400623 0,017128 0,3364195 0,0570156 0,0001374 0,0561657 0,7801403
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82,210457
76,882499
59,216063
55,25054
78,679543
46,567451
78,136063
89,962385
59,079403
78,861541
66,008657
55,506443
28,856678
82,75837
86,272768
132,28448
113,8376
149,86296
54,348438
113,8376
113,57488
89,31517
61,57047
88,903399
69,671658
97,230251
76,109255
74,715379
176,47663
134,67454
27,793328
37,966804
129,18845
233,94085
123,06983
175,25762
153,63183
232,86231
157,58648
218,27453
207,45673
85,825433
95,229281
176,47663
238,85645
180,18478
116,70048
249,57564
100,42676
96,781988
58,081226
90,092389
79,341293
106,64457
51,268472
119,98138
85,429751
75,58353
55,586655
102,30031
82,710581
88,852061

0,0187431
0,0190927
0,0121674
0,0135006
0,0114052
0,0092212
0,0171676
0,0176911
0,0105435
0,0124806
0,0116718
0,0111447
0,0055659
0,0276643
0,0132687
0,0174274
0,0264761
0,0272834
0,0117394
0,0330509
0,0143862
0,0272204
0,0175486
0,0277924
0,0111511
0,0327469
0,0092532
0,0157792
0,0355871
0,0210627
0,0040651
0,0113395
0,0234788
0,0456735
0,0281803
0,0321471
0,0496349
0,0347743
0,0371842
0,0432097
0,0450447
0,0173872
0,0206292
0,0287725
0,0456735
0,0310521
0,0208689
0,0583483
0,0244829
0,0133032
0,0156385
0,0179225
0,0162275
0,0172721
0,0180472
0,0214618
0,016761

0,0166837
0,0099661
0,0196579
0,0168386
0,0133032

0,3379777
0,349089
0,3379777
0,3317879
0,3219704
0,2134051
0,3784916
0,2848617
0,1959196
0,327977
0,2822411
0,2384348
0,1536266
0,5143539
0,4678658
0,4255793
0,5641562
0,5538242
0,3002355
0,7324658
0,4765942
0,4035539
0,4922626
0,547463
0,7362835
0,5128706
0,3149803
0,4322686
0,8991705
0,715323
0,0818996
0,2594149
0,208772
0,8447912
0,7508865
1,0233739
0,9033352
0,918064
0,6861837
0,8786335
1,5297897
0,5446243
0,5796819
0,819794
0,8526349
1,0376597
0,2851909
1,5227369
0,3802447
0,2815897
0,2199123
0,286181
0,2621262
0,4080072
0,4824105
0,6901587
0,5776763
0,5816944
0,320486
0,6263322
0,525465
0,4160994

0,0273465
0,0146208
0,011821
0,0273465
0,0030383
0,0001486
0,0002952
0,0005152
0,0370984
0,0017052
0,001203
0,0052535
0,0002493
0,0267065
0,0003599
0,0003718
1,547565
0,5717012
0,0567199
0,4214208
0,0221482
0,0936442
0,2392626
0,0138241
0,1561315
1,8542469
1,1493621
0,0362511
2,0621749
0,9959648
0,011821
0,0741968
1,3699912
0,4206911
0,9228491
0,5720316
0,0594368
2,0197359
0,1839646
1,4085069
0,437544
0,3871148
0,9038571
0,9687301
1,9374602
0,086021
0,3662329
0,1374997
0,0552966
0,0704788
0,0195052
0,0033229
0,3329398
0,212176
0,011023
1,4076936
0,5743492
0,1535379
0,2040036
2,8415275
0,1041451
0,0228235

0,0782463

0,0007809
3,598E-05
0,0001054
0,0281153
0,0001216
3,103E-05

6,039E-07
3,404E-05
8,835E-06
0,1729388
0,3474796
2,274E-07
0,640972

0,3434884
0,1901223
0,2855206
0,3515171
0,0001848
0,1773904
0,1156898
0,1287371
0,234474

0,1557712
0,1490808
0,4158591
0,4979824
0,0473935
0,1744437
0,4177852
0,5324926
0,408243

0,3016261
0,3480822
0,504934

0,012323

0,3853301
0,3696333
0,110657

0,2167594
0,4044874
0,3308311
0,4416065
0,2361049
0,6420837
0,105782

0,2419029
0,0002209
0,0537534
0,1595964
0,3061902
0,067102

0,806176

0,2006148
0,1629499
0,3389552
0,3319796
0,5418004
0,2551056

0,0592312
0,1799706
0,001727
0,0737694
0,1100197
0,0408317
0,0103744
0,0057956
0,0044638
0,0276323
0,0049301
0,1263794
0,0269389
1,6755257
2,1722146
0,0746266
3,6196077
4,1867574
1,9667769
2,6011808
2,56242124
1,4598634
2,7053839
2,7305029
0,0280504
1,9588406
2,3894303
1,5984423
3,0454737
2,9214137
0,1885911
1,2657566
3,3791647
2,2920947
3,1968846
4,1891765
4,4076205
4,4280351
2,3729253
4,0185267
1,9633717
3,0244371
3,9815587
5,4768005
6,8844115
0,03983
0,5651347
5,1218559
0,1779035
0,1964862
0,0262628
0,1232079
0,1220745
2,4213864
3,5780329
3,704212
2,940035
2,7305029
0,3726345
4,4614108
2,6866965
2,4894609

0,8045478
0,800222
0,6244658
0,6278415
0,6610891
0,4508422
0,7977606
0,7682157
0,4960207
0,6859855
0,6013388
0,5283564
0,2911273
1,0560009
0,812096
0,9936663
1,1935655
1,3131717
0,5764542
1,4020133
0,9200105
0,9936663
0,8102218
1,1059436
0,8301183
1,1775867
0,6053466
0,7987596
1,7807685
1,2660003
0,209941
0,4815753
0,8587308
2,0821234
1,3758067
1,7931548
1,9027098
1,9516877
1,5901542
2,0236285
2,4269875
0,9332127
1,0442738
1,6086309
2,1030746
1,7973026
0,885597
2,8094306
0,9778187
0,713054
0,5845574
0,7731124
0,6962314
0,9091807
0,7642324
1,2112761
0,9387091
0,901858
0,5620421
1,0799558
0,9011637
0,7893571




run status vz. B2M HPRT1 GUSB LAG LPL ZAP ExR Ref
UNMUT 644 61,534915 0,012441 0,4075362 0,4223956 0,1363922 0,1367077 0,6782369
UNMUT 646 90,928879 0,0189444 0,4936864 0,0469304 0,1257968 2,9129885 0,9474248
UNMUT 649 70,848562 0,0153876 0,4914103 0,4919783 0,6487944 3,4164547 0,8121742
UNMUT 661 97,00586 0,0197033 0,398228 0,4023901 0,0033908 0,355807 0,91304
UNMUT 677 83,09367 0,0253463 0,6248868 0,9504395 0,1534492 1,6198198 1,0958751
UNMUT 678 93,054241 0,028981 0,7508865 0,6861837 0,5318778 3,653215 1,2651475
UNMUT 680 81,195808 0,0248821 0,7448387 0,8066418 0,0443732 3,8883731 1,145937
UNMUT 683 133,43562 0,0304922 0,6092051 1,1701283 0,2574742 2,2960701 1,3533432
UNMUT 692 30,554931 0,0065147 0,1870721 0,0354026 0,0991553 1,1140649 0,3339349
UNMUT 694 121,09538 0,0181727 0,5644822 1,6058458 0,1983105 3,8348407 1,0749768

[$,]

(S0, IS, B¢, NG, B¢, IS, B¢, IS |

Tabulka 10: Pomér exprese jednotlivych genid vac¢i expresi kalibratoru normalizované

pramérnou hodnotou exprese referencnich genti

run status vz. B2M HPRT1 GUSB LAG LPL ZAP
1 MUT 145 106,97361 0,0238249 0,3923676 0,0660382 0,0133327 0,1007914
MUT 158 126,92019 0,0192181 0,4099759 0,0996337 2,018E-06 2,1676189

MUT 165 107,38634 0,01699 0,5480958 0,0056993 1,4759733
MUT 187 100,11786 0,0197736 0,5051285 0,0764444 0,0002292 0,0840401
MUT 206 89,126205 0,0207407 0,5409665 0,0729361 0,2294276
MUT 251 85,101409 0,020267 0,5797935 0,6890964 0,9326738
MUT 301 103,80828 0,0232807 0,4137825 0,0093733 0,0455242
MUT 314 91,139213 0,0221099 0,4962595 0,0422472 0,2362413

MUT 337 101,28117 0,0216382 0,4563003 0,2886158 0,0057147 0,3545077
MUT 338 106,23469 0,0193071 0,4875463 0,346144 0,0493016 0,9155926
MUT 346 100,89191 0,0201115 0,4928316 0,3074307 0,7261469
MUT 348 123,73511 0,0193966 0,4166606 0,0079736 0,0073627 0,0654307
MUT 356 96,558632 0,0230488 0,4493257 0,0017542 5,501E-05 0,0449667
MUT 363 96,558632 0,0235331 0,4400787 0,0975082 0,0065999 1,0631413
MUT 372 93,701485 0,0195616 0,5455689 0,0043897 0,0038347 0,0694283
MUT 377 84,578685 0,0288168 0,4102918 0,0491689 0,0019972 0,1568244

MUT 378 86,689045 0,0241017 0,4786173 0,3328116 0,3658805
MUT 381 109,81177 0,016977 0,5364029 0,2524184 0,1803522 0,217219
MUT 386 95,596698 0,0210465 0,4970245 0,037696 0,13891

MUT 398 110,49044 0,0197584 0,4580608 0,0801832 0,0132712 0,196524
MUT 406 100,195 0,0205816 0,4849249 1,3519108 0,004091 0,6620445
MUT 414 107,13851 0,0209656 0,4451921 0,1498579 3,981E-05 0,2229821
MUT 418 132,92277 0,0206929 0,3635631 0,0200922 0,0526573
MUT 428 106,56247 0,0205065 0,4576201 0,0913821 0,0109258
MUT 429 111,60224 0,0181011 0,4950189 0,7176682 3,466E-07 0,0513754
MUT 437 104,61086 0,0204591 0,4672356 0,0113964 0,0014394 1,7742659
MUT 449 124,11688 0,0177286 0,4544591 0,1119859 0,0537741 0,2631375
MUT 496 124,40398 0,0165796 0,4848316 0,4247607 0,0001915 0,0541794
MUT 523 107,96684 0,018171 0,5097203 0,2994273 0,0436445 0,88645
MUT 542 93,341351 0,0231065 0,463651 0,0081836 5,89E-05 0,0871379
MUT 544 97,981973 0,0239214 0,4266459 0,6418365 0,0002669 1,0738391
MUT 546 101,75028 0,0187394 0,5244543 0,1949788 2,756E-05 0,4765025
MUT 552 96,707479 0,0236102 0,4379654 0,3204243 6,913E-05 0,0354163
MUT 555 104,61086 0,0240507 0,397462 0,0082659 1,487E-05 0,0601158
MUT 557 133,48701 0,0201716 0,3713811 0,0214453 2,417E-05 0,0035659

MUT 578 86,164863 0,0197356 0,5880569 0,0018465 1,9518756
MUT 645 102,81371 0,0209313 0,4646787 0,0046351 6,915E-05 0,1200582
MUT 675 102,57644 0,0179294 0,5437337 0,000269 0,1104761

MUT 695 112,16233 0,0213547 0,4175038 0,0080826 0,0230732 0,0142196
MUT 703 147,31676 0,019787 0,3430588 0,0058895 0,0176486 0,0092952
MUT 726 105,78564 0,0257893 0,3665504 0,01027 0,0012897 0,1010343
MUT 781 92,447061 0,0221759 0,487781 0,0063905 0,0002617 0,0051489
MUT 787 110,95946 0,0196654 0,4582814 0,0172987 0,0796677 0,003397
MUT 790 102,41856 0,0178193 0,5479375 0,020875 0,0675102 0,1671927

A DA DAADAMBAMIMNDNOORNNMNNMNMNMNMNNNNMMNMNMNMRN-S A 44 &4 v 4 4 48 4 4 4 4 4l v 4 4 4 v v




run status

VZ.

B2M

HPRT1

GUSB

LAG

LPL

ZAP

4

GO OO OO UTWWWWWWWWWWWWwwWwwWwwWwwwwwwwww=a2DNMNNMNNMNNNMNMNNNMNNDMNNNNAARALAMDMAEDMRAEDDDDAEDDAADN

MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT

793
800
801
802
820
821
826
827
828
845
846
853
855
857
865
5488
134
138
196
199
233
237
258
284
285
334
364
370
375
387
388
392
395
396
399
404
408
416
a41
442
443
445
447
451
474
485
486
490
499
511
539
564
567
568
570
573
574
580
581
589
594

105,13587
89,780693
104,81248
105,62282
102,18219
96,076461
94,826752
88,000782
119,01503
103,28991
97,94425
117,10563
119,10673
114,96094
109,76949
105,05493
99,120469
78,3696
106,23469
133,12767
95,376078
114,1229
94,28059
81,195808
123,44955
89,884472
75,992112
80,386921
83,929793
82,567379
125,72839
93,539253
99,101386
106,37797
132,3864
78,838768
150,44116
112,35686
89,452851
97,737028
80,743699
119,3133
99,101386
107,86295
85,479111
91,967713
91,191872
109,7061
113,57488
100,25289
131,77606
88,834955
102,70489
135,72883
99,359316
116,53208
113,95821
117,29744
67,084923
99,053695
91,007697

0,0196957
0,0205163
0,0155485
0,021955

0,0232964
0,0238593
0,0194845
0,0215032
0,0172521
0,0204532
0,0215198
0,0230288
0,0212562
0,0181937
0,0194096
0,0210931
0,0191185
0,0261972
0,0163388
0,0175385
0,0221823
0,0207767
0,0203648
0,0235739
0,015637

0,0273939
0,021659

0,02513

0,0134332
0,0278084
0,0152858
0,0197546
0,0199841
0,0166372
0,019363

0,0235467
0,0273412
0,021936

0,0204828
0,0179277
0,0260865
0,0178176
0,023384

0,0213526
0,0185599
0,0186315
0,0197546
0,0178863
0,0217175
0,017277

0,0235648
0,0207687
0,0250383
0,0186566
0,0267528
0,0231823
0,0233076
0,0189974
0,0236148
0,0177184
0,0178553

0,4829217
0,5428968
0,6136197
0,4312295
0,4200841
0,4362401
0,5412269
0,5284581
0,4870303
0,4733477
0,4744426
0,3708095
0,3949826
0,4781107
0,4693545
0,4512764
0,5276956
0,4870772
0,5761213
0,428292
0,4726647
0,4217455
0,5208316
0,5224386
0,5180313
0,4061262
0,6075652
0,4950189
0,8869621
0,4355268
0,5203304
0,5411748
0,504934
0,5650259
0,3901077
0,5386798
0,2431169
0,4057354
0,545779
0,5707114
0,4747625
0,4703949
0,4315202
0,4341871
0,6303245
0,5836015
0,5551053
0,5096222
0,405423
0,5773428
0,3220324
0,5420091
0,3888703
0,3949066
0,376203
0,3701675
0,3764929
0,4487637
0,6312354
0,5697782
0,6153944

0,00643
0,0015266
0,0053655
0,0730837
0,0339899
0,0182709
0,0189298
0,0435564

0,004596
0,0003297
0,0003701
0,0006707

0,074792
0,0024858
0,0020005
0,0099431
0,0008562
0,0252902
0,0004432
0,0003741
1,2965899
0,4353591
0,0983946
0,3005826
0,0240739
0,0942411

0,295305
0,0124999
0,1880834

1,574616
1,8986842
0,0453842
1,1580252
0,7867019
0,0563065
0,1540709
1,5953676
0,2020491
0,6707695
0,3190085

0,031238
1,0348663
0,1156898
0,6960304
0,1802828
0,4148195
0,8655366
0,6022078
0,9212513
0,0478612
0,4135435
0,0489422
0,0565509
0,0988408
0,0333674
0,0042981
0,4782028
0,2333706
0,0144237
1,1621575

0,61185

0,0028444
0,022738
0,5314171
0,0001761

0,0977808

0,0012438
5,442E-05
0,0002337
0,0352428
0,0001583
6,256E-05

1,004E-06
6,442E-05
3,035E-05
0,1637676
0,4278799
2,288E-07
0,5370229
0,2615716
0,3298135
0,2036504
0,3820794
0,000186
0,2189406
0,1046073
0,1550829
0,199114
0,2573256
0,1866404
0,2335279
0,3933509
0,2257469
0,3622355
0,4865148
0,255745
0,2967299
0,1682098
0,1829403
0,2587166
0,0077496
0,1904154
0,1523013
0,1185764
0,2075695
0,2514482
0,1573083
0,2457051
0,2666054
0,2285459
0,1081817
0,339249
0,0003779
0,0695286
0,2292289
0,336776
0,0878032
0,6655592
0,2137135

0,0673285
0,0162462
0,2140842
0,0719944
0,0736204
0,2249009
0,0027656
0,1174969
0,1664218
0,0905676
0,0130044
0,0075442
0,0089993
0,0402812
0,0081985
0,2391935
0,092533
1,4919738
2,6748249
0,0751023
3,0326007
3,1882788
3,4118532
1,8553182
2,7436779
1,4691686
3,3390656
2,4689351
0,0337909
1,6634364
3,9472102
2,0011556
1,7102019
2,3075932
0,8983053
2,6283669
3,9350689
1,1008448
2,3236437
2,3362047
2,3164964
2,2688236
1,4922611
1,9858026
0,8089748
3,2408874
3,8127537
3,4046347
3,2734985
0,022161
0,6381398
1,8230939
0,1819391
0,2755559
0,0449277
0,1593661
0,175336
2,6632622
4,681865
3,058107
3,1319981




run status vz B2M HPRT1 GUSB LAG LPL ZAP

5 UNMUT 618 83,808681 0,0184993 0,6449955 0,1702462 0,1806824 3,0276416
UNMUT 627 98,901237 0,017732 0,5702171 0,3629686 0,6030781 0,6630012
UNMUT 631 94,726386 0,0182025 0,579961 2,6311517 0,3074011 4,1311051
UNMUT 632 91,781971 0,0186854 0,5830961 0,1155673 0,601223 2,9813634
UNMUT 634 112,56257 0,0168532 0,527137 0,0289141 0,3231815 3,1537829
UNMUT 644 90,727765 0,0183432 0,6008759 0,6227848 0,2010982 0,2015634
UNMUT 646 95,974773 0,0199957 0,5210824 0,0495347 0,1327776 3,0746382
UNMUT 649 87,233209 0,0189462 0,6050553 0,6057547 0,7988365 4,2065541
UNMUT 661 106,24492 0,0215799 0,4361562 0,4407146 0,0037137 0,3896948
UNMUT 677 75,824035 0,0231288 0,5702171 0,8672882 0,1400244 1,4781063
UNMUT 678 73,552091 0,0229072 0,5935169 0,5423744 0,4204077 2,8875804
UNMUT 680 70,855383 0,0217133 0,6499822 0,7039146 0,0387222 3,3931822
UNMUT 683 98,597026 0,022531 0,4501483 0,8646205 0,1902505 1,6965911
UNMUT 692 91,499658 0,0195089 0,5602054 0,1060165 0,2969299 3,3361738
UNMUT 694 112,64929 0,0169052 0,525111 1,4938422 0,1844789 3,5673706

[0, I, NG, NG, NG, I, B¢, NG, B¢, NG, BN, IS BN, |

Tabulka 11: Geometricky primér pomérnych hodnot exprese jednotlivych gent vici kalibratoru

normalizovanych primérnou hodnotou referencnich genti (AverExNrg mur)

geometricky @  B2Mm HPRT1 GUSB LAG LPL ZAP
MUT 104,28056 0,0205986 0,4655429 0,0254793 0,0009777 0,1020942
UNMUT 98,037643 0,0203591 0,5010119 0,1715988 0,1120312 1,3402351

Tabulka 12: Rozdily pomérnych hodnot exprese jednotlivych vzorkli v rdmci danych gent viici

primé&rné hodnoté poméru exprese vsech vzorkl skupiny MUT

run status vz. B2M HPRT1 GUSB LAG LPL ZAP
MUT 145 1,0258251 1,1566269 0,8428172 2,591832 13,63746 0,9872396
MUT 158 1,2171031 0,9329836 0,8806404 3,9103712 0,0020638 21,231566

MUT 165 1,0297829 0,8248169 1,177326 0,223683 14,456981
MUT 187 0,9600818 0,9599524 1,0850309 3,0002513 0,2344384 0,823163
MUT 206 0,8546771 1,0069022 1,162012 2,8625593 2,2472161
MUT 251 0,8160813 0,9839046 1,2454137 27,045292 9,1354274
MUT 301 0,9954711 1,1302095 0,888817 0,3678796 0,4459042
MUT 314 0,8739809 1,0733688 1,0659801 1,6580963 2,3139555

MUT 337 0,9712374 1,0504698 0,9801466 11,32744 5,8453154 3,4723603
MUT 338 1,0187392 0,9373049 1,0472639 13,585278 50,428582 8,9681198
MUT 346 0,9675045 0,976356 1,0586169 12,065879 7,1125215
MUT 348 1,1865597 0,9416462 0,8949992 0,3129431 7,5309738 0,6408857
MUT 356 0,9259505 1,1189502 0,9651648 0,0688465 0,0562654 0,4404432
MUT 363 0,9259505 1,1424617 0,945302 3,8269484 6,7508008 10,413341
MUT 372 0,8985518 0,9496575 1,1718982 0,1722841 3,9223691 0,6800414
MUT 377 0,8110686 1,3989729 0,8813189 1,9297536 2,0428938 1,5360764

MUT 378 0,8313059 1,1700663 1,0280841 13,062015 3,5837555
MUT 381 1,0530417 0,8241819 1,1522093 9,9067831 184,47492 2,127634
MUT 386 0,916726 1,0217447 1,0676234 1,479473 1,3606066

MUT 398 1,0595498 0,9592133 0,9839282 3,1469892 13,574587 1,9249294
MUT 406 0,9608215 0,9991772 1,0416331 53,059081 4,1845098 6,4846458
MUT 414 1,0274064 1,0178177 0,9562859 5,881542 0,0407156 2,1840831
MUT 418 1,2746649 1,0045785 0,7809444 0,7885672 0,5157721
MUT 428 1,0218824 0,9955286 0,9829815 3,5865167 0,1070174
MUT 429 1,0702114 0,8787561 1,0633153 28,166661 0,0003545 0,5032161
MUT 437 1,0031675 0,9932311 1,003636 0,44728 1,4723434 17,378721
MUT 449 1,1902207 0,8606716 0,9761915 4,395163 55,003348 2,5774004
MUT 496 1,1929739 0,8048925 1,0414326 16,670783 0,1958898 0,530681
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MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT
UNMUT

523
542
544
546
552
555
557
578

675
695
703
726
781
787
790
793
800
801
802
820
821
826
827
828

853
855
857
865

134
138
196
199
233
237
258
284
285
334
364
370
375
387
388
392
395
396
399

416
441

BB

447

1,0353496
0,8950983
0,9395996
0,9757358
0,9273778
1,0031675
1,2800757
0,8262793
0,9859337
0,9836583
1,0755824
1,4126963
1,014433
0,8865225
1,0640475
0,9821443
1,008202
0,8609533
1,0051009
1,0128717
0,9798777
0,9213267
0,9093426
0,8438848
1,1412965
0,9905002
0,9392379
1,1229863
1,1421758
1,1024197
1,0526362
1,0074258
0,9505173
0,7515265
1,0187392
1,2766298
0,9146104
1,0943833
0,9041052
0,7786284
1,1838214
0,8619485
0,7287275
0,7708716
0,804846
0,7917811
1,2056743
0,8969961
0,9503343
1,0201131
1,2695214
0,7560256
1,4426578
1,0774479
0,8578095
0,9372507
0,7742929
1,1441568
0,9503343
1,0343534

0,8821466
1,1217545
1,1613131
0,9097454
1,1462074
1,1675908
0,9792742
0,9581058
1,0161533
0,8704207
1,0367061
0,9605995
1,2519953
1,0765769
0,9546991
0,8650742
0,9561708
0,996008
0,7548329
1,0658519
1,1309714
1,1582984
0,9459165
1,043917
0,8375395
0,9929443
1,0447212
1,1179811
1,0319265
0,8832513
0,9422809
1,0240095
0,928146
1,2717967
0,7932002
0,8514414
1,0768879
1,0086486
0,988652
1,1444432
0,7591325
1,3298951
1,0514816
1,2199889
0,6521415
1,3500185
0,7420796
0,9590287
0,970172
0,8076869
0,9400158
1,1431218
1,327337
1,0649288
0,9943792
0,8703369
1,2664209
0,864991
1,1352257
1,0366063

1,0948944
0,995936
0,916448
1,1265433
0,9407627
0,8537602
0,7977376
1,2631637
0,9981437
1,1679562
0,8968105
0,7369005
0,787361
1,0477681
0,984402
1,1769861
1,0373301
1,1661585
1,3180733
0,9262937
0,902353
0,9370568
1,1625715
1,1351437
1,0461554
1,0167649
1,0191168
0,7965097
0,8484344
1,026996
1,0081874
0,9693551
1,1335057
1,0462562
1,2375256
0,9199839
1,0152977
0,9059217
1,1187617
1,1222135
1,1127465
0,8723711
1,305068
1,0633153
1,905221
0,9355244
1,1176852
1,1624596
1,0846131
1,2136924
0,8379629
1,1571003
0,5222224
0,8715317
1,1723495
1,225905
1,0198038
1,0104223
0,9269182
0,9326468

11,751765
0,3211841
25,19046
7,6524232
12,575844
0,324416
0,8416739
0,0724714
0,1819146
0,0105594
0,31722
0,231148
0,4030725
0,25081
0,6789293
0,8192891
0,2523601
0,0599171
0,2105806
2,8683523
1,3340177
0,7170881
0,7429481
1,7094776
0,18038
0,0129402
0,0145248
0,0263226
2,9353968
0,0975607
0,0785149
0,3902429
0,0336047
0,9925764
0,0173949
0,0146837
50,887873
17,086743
3,8617372
11,797106
0,944838
3,6987243
11,589975
0,4905878
7,3817978
61,799693
74,518554
1,7812143
45,449561
30,876058
2,2098864
6,0468947
62,614143
7,9299158
26,326004
12,520276
1,2260113
40,615886
4,5405313
27,317433

44642206
0,0602457
0,2730057
0,0281923
0,0707128
0,015213
0,0247207

0,0707332

23,600624
18,051996
1,3191805
0,2676707
81,488856
69,053468
2,9094634
23,257788
543,56496
0,1801686

100,01596

1,2722831
0,0556674
0,2390191
36,048422
0,1618776
0,0639943

0,0010272
0,0658948
0,0310414
167,51125
437,66092
0,0002341
549,29888
267,55093
337,35277
208,30572
390,81348
0,1902399
223,94538
106,99856
158,62794
203,66562
263,20784
190,90688
238,86615
402,34265
230,90726
370,51599
497,63617
261,59112
303,51294
172,05492
187,12214
264,63066
7,9267271
194,76818

8,6826708
0,8535054
10,518124
4,6672842
0,346898
0,5888274
0,0349273
19,118387
1,1759554
1,0820996
0,1392796
0,0910449
0,9896185
0,0504326
0,0332731
1,6376319
0,6594745
0,15913
2,0969287
0,7051761
0,7211033
2,2028769
0,0270887
1,1508679
1,6300819
0,8870988
0,1273761
0,0738945
0,088147
0,3945494
0,0803037
2,3428714
0,9063492
14,613704
26,199588
0,7356175
29,703959
31,228807
33,418691
18,172619
26,873995
14,39033
32,705746
24,182922
0,3309776
16,293159
38,662449
19,601078
16,751222
22,602597
8,7987925
25,744537
38,543526
10,782643
22,759811
22,882844
22,689804
22,222854
14,616518
19,450698




run status vz. B2M HPRT1 GUSB LAG LPL ZAP

3 UNMUT 474 0,8197032 0,9010292 1,3539557 7,0756423 155,78278 7,9238109
UNMUT 485 0,8819258 0,9045056 1,2535934 16,280615 121,28698 31,744102
UNMUT 486 0,8744858 0,9590287 1,1923826 33,970121 212,31443 37,345464
UNMUT 490 1,0520284 0,8683283 1,0946836 23,635134 257,19616 33,347987
UNMUT 499 1,0891281 1,0543198 0,8708607 36,156784 160,90425 32,063524
UNMUT 511 0,9613766 0,8387498 1,2401494 1,8784306 251,32179 0,2170643
UNMUT 539 1,2636685 1,1440026 0,6917351 16,230538 272,69979 6,2505027
UNMUT 564 0,8518842 1,0082602 1,1642515 1,9208568 233,77025 17,856986
UNMUT 567 0,9848901 1,215534 0,835305 2,2194808 110,65461 1,7820719
UNMUT 568 1,3015736 0,9057255 0,848271 3,8792501 347,00404 2,6990364
UNMUT 570 0,9528077 1,2987699 0,8080952 1,3095863 0,3865719 0,4400617
UNMUT 573 1,1174861 1,1254322 0,7951307 0,1686898 71,117957 1,5609718
UNMUT 574 1,092804 1,131516 0,8087178 18,76825 234,46895 1,7173954
UNMUT 580 1,1248256 0,9222674 0,9639576 9,159204 344,47443 26,086332
UNMUT 581 0,6433119 1,1464281 1,3559123 0,566093 89,810277 45,858305
UNMUT 589 0,9498769 0,8601746 1,2239004 45,611741 680,7734 29,95379
UNMUT 594 0,8727197 0,8668249 1,3218855 24,013566 218,59885 30,677545
UNMUT 618 0,8036846 0,8980848 1,3854695 6,6817325 184,81266 29,655386
UNMUT 627 0,9484149 0,8608373 1,2248433 14,2456 616,864 6,4940168
UNMUT 631 0,9083801 0,8836765 1,2457734 103,26605 314,42812 40,463678
UNMUT 632 0,8801446 0,9071217 1,2525077 4,5357255 614,96658 29,202096
UNMUT 634 1,0794205 0,8181738 1,132306 1,134805 330,56923 30,890924
UNMUT 644 0,8700353 0,8905086 1,2906992 24,442727 205,69518 1,9742892
UNMUT 646 0,9203516 0,9707326 1,1193004 1,9441117 135,81277 30,115712
UNMUT 649 0,8365242 0,9197847 1,2996767 23,774339 817,09737 41,202691
UNMUT 661 1,0188372 1,047642 0,9368763 17,296934 3,7986198 3,8170139
UNMUT 677 0,7271157 1,1228349 1,2248433 34,038867 143,22524 14,477873
UNMUT 678 0,7053289 1,1120772 1,274892 21,286825 430,01795 28,283503
UNMUT 680 0,6794688 1,0541168 1,3961811 27,626866 39,607385 33,235811
UNMUT 683 0,9454977 1,0938145 0,9669318 33,934166 194,5995 16,617906
UNMUT 692 0,8774374 0,9471011 1,2033378 4,1608806 303,71754 32,677421
UNMUT 694 1,0802521 0,8206982 1,1279541 58,629529 188,69596 34,941966
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Tabulka 13: Logaritmus hodnoty poméru exprese jednotlivych genli a kalibratoru vici

pramérné hodnoté poméru exprese vsech vzorkt skupiny MUT

run status vz. B2M HPRT1 GUSB LAG LPL ZAP
MUT 145 0,0110733 0,0631933 -0,074267 0,4136069 1,1347335 -0,005577
MUT 158 0,0853274 -0,030126 -0,055201 0,592218 -2,685337 1,326982

MUT 165 0,0127457 -0,083642 0,0708967 -0,650367 1,1600776
MUT 187 -0,017692 -0,01775 0,0354421 0,4771576 -0,629971 -0,084514
MUT 206 -0,068198 0,0029873 0,0652106 0,4567545 0,3516448
MUT 251 -0,088267 -0,007047 0,0953136 1,4320917 0,9607289
MUT 301 -0,001971 0,053159 -0,051188 -0,434294 -0,350758
MUT 314 -0,058498 0,030749 0,0277491 0,2196097 0,364355

MUT 337 -0,012675 0,0213836 -0,008709 1,0541318 0,7668079 0,5406248
MUT 338 0,008063 -0,028119 0,0200561 1,1330685 1,7026768 0,9527014
MUT 346 -0,014347 -0,010392 0,0247388 1,081559 0,8520236
MUT 348 0,0742896 -0,026112 -0,048177 -0,504535 0,8768511 -0,193219
MUT 356 -0,033412 0,0488108 -0,015399 -1,162118 -1,249759 -0,35611
MUT 363 -0,033412 0,0578417 -0,024429 0,5828526 0,8293553 1,0175901
MUT 372 -0,046457 -0,022433 0,0688899 -0,763755 0,5935485 -0,167465
MUT 377 -0,090942 0,1458093 -0,054867 0,2855019 0,3102458 0,1864128

MUT 378 -0,080239 0,0682105 0,0120287 1,1160102 0,5543384
MUT 381 0,0224455 -0,083977 0,0615314 0,9959327 2,2659373 0,3278969
MUT 386 -0,03776 0,0093424 0,0284181 0,170107 0,1337326

MUT 398 0,0251214 -0,018085 -0,007037 0,4978953 1,1327266 0,2844148
MUT 406 -0,017357 -0,000357 0,0177148 1,7247597 0,6216446 0,8118863
MUT 414 0,0117423 0,00767 -0,019412 0,7694912 -1,390239 0,3392692
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run status vz. B2M HPRT1 GUSB LAG LPL ZAP

1 MUT 418 0,105396 0,0019839 -0,10738 -0,103161 -0,287542
2 MUT 428 0,0094009 -0,001946 -0,007455 0,5546729 -0,970546
2 MUT 429 0,0294696 -0,056132 0,0266621 1,4497354 -3,450371 -0,298245
2 MUT 437 0,0013734 -0,00295 0,0015762 -0,349421 0,1680091 1,2400178
2 MUT 449 0,0756275 -0,065163 -0,010465 0,642975 1,7403891 0,4111819
2 MUT 496 0,0766309 -0,094262 0,0176312 1,221956 -0,707988 -0,275167
2 MUT 5623 0,015087 -0,054459 0,0393722 1,0701031 1,6497456 0,9386533
2 MUT 542 -0,048129 0,0498978 -0,001769 -0,493246 -1,220074 -0,068794
2 MUT 544 -0,027057 0,0649493 -0,037892 1,4012361 -0,563828 1,0219383
2 MUT 546 -0,010668 -0,04108 0,0517479 0,883799 -1,549869 0,6690643
2 MUT 5652 -0,032743 0,0592632 -0,02652 1,0995371 -1,150502 -0,459798
2 MUT 555 0,0013734 0,0672907 -0,068664 -0,488898 -1,817785 -0,230012
4 MUT 557 0,1072357 -0,009096 -0,09814 -0,074856 -1,606939 -1,456835
5 MUT 578 -0,082873 -0,018587 0,1014597 -1,139833 1,2814512
4 MUT 645 -0,006152 0,0069592 -0,000807 -0,740132 -1,150377 0,0703908
4 MUT 675 -0,007156 -0,060271 0,0674265 -1,976362 0,0342672
4 MUT 695 0,0316437 0,0156557 -0,047299 -0,498639 1,3729235 -0,856113
4 MUT 703 0,1500488 -0,017458 -0,132591 -0,63611 1,2565252 -1,040744
4 MUT 726 0,0062234 0,0976027 -0,103826 -0,394617 0,1203042 -0,004532
4 MUT 781 -0,05231 0,0320451 0,0202652 -0,600655 -0,572399 -1,297289
4 MUT 787 0,026961 -0,020133 -0,006828 -0,168175 1,9110982 -1,477907
4 MUT 790 -0,007825 -0,062947 0,0707713 -0,086563 1,8391855 0,2142163
4 MUT 793 0,0035476 -0,019465 0,015917 -0,597979 0,4638129 -0,180802
4 MUT 800 -0,06502 -0,001737 0,0667576 -1,222449 1,3665684 -0,798248
4 MUT 801 0,0022096 -0,122149 0,1199395 -0,676582 2,7352515 0,3215837
4 MUT 802 0,0055544 0,0276969 -0,033251 0,4576325 -0,744321 -0,151702
4 MUT 820 -0,008828 0,0534516 -0,044624 0,1251616 -0,142003
4 MUT 821 -0,035586 0,0638204 -0,028234 -0,144428 2,0000693 0,3429902
4 MUT 826 -0,041272 -0,024147 0,0654197 -0,129042 -1,567212
4 MUT 827 -0,073717 0,018666 0,0550509 0,2328634 0,1045838 0,0610255
4 MUT 828 0,0573985 -0,076995 0,0195962 -0,743812 -1,254399 0,2122094
4 MUT 845 -0,004145 -0,003075 0,0072205 -1,88806 -0,621567 -0,052028
4 MUT 846 -0,027224 0,0190004 0,008224 -1,837888 1,5568863 -0,894912
4 MUT 853 0,0503744 0,0484345 -0,098809 -1,579672 -0,790813 -1,131388
4 MUT 855 0,057733 0,0136488 -0,071382 0,4676668 -1,193859 -1,054792
4 MUT 857 0,042347 -0,053916 0,0115687 -1,010725 -0,403899
4 MUT 865 0,0222783 -0,02582 0,0035413 -1,105048 -2,988332 -1,095264
4 MUT 548B 0,0032131 0,010304 -0,013517 -0,408665 -1,181149 0,3697485
2 UNMUT 134 -0,02204 -0,032384 0,0544237 -1,4736 -1,508059 -0,042704
2 UNMUT 138 -0,124056 0,1044177 0,019638 -0,003236 2,224044 1,1647603
2 UNMUT 196 0,008063 -0,100617 0,0925542 -1,759579 2,6411378 1,4182945
2 UNMUT 199 0,106065 -0,069845 -0,03622 -1,833164 -3,630655 -0,133348
2 UNMUT 233 -0,038764 0,0321705 0,0065934 1,7066143 2,7398087 1,4728143
2 UNMUT 237 0,0391694 0,0037399 -0,042909 1,2326593 2,4274065 1,4945554
2 UNMUT 258 -0,043781 -0,004957 0,0487376 0,5867827 2,5280843 1,5239894
2 UNMUT 284 -0,10867 0,0585942 0,0500755 1,0717755 2,3187012 1,2594175
2 UNMUT 285 0,0732862 -0,119682 0,0463962 -0,024643 2,5919695 1,4293322
2 UNMUT 334 -0,064519 0,1238174 -0,059299 0,568052 -0,720698 1,1580708
2 UNMUT 364 -0,137435 0,0218017 0,1156331 1,0640825 2,3501421 1,5146241
2 UNMUT 370 -0,113018 0,0863559 0,0266621 -0,309283 2,0293779 1,3835088
1 UNMUT 375 -0,094287 -0,185658 0,2799454 0,8681621 2,2003797 -0,480201
3 UNMUT 387 -0,101395 0,1303397 -0,028945 1,7909863 2,3089177 1,2120053
3 UNMUT 388 0,08123 -0,12955 0,0483195 1,8722644 2,4202988 1,5872894
3 UNMUT 392 -0,047209 -0,018168 0,0653779 0,2507162 2,2808216 1,29228
3 UNMUT 395 -0,022124 -0,013151 0,0352749 1,6575297 2,3781546 1,2240465
3 UNMUT 396 0,0086483 -0,092757 0,0841086 1,4896218 2,6045961 1,3541583
3 UNMUT 399 0,10364 -0,026865 -0,076775 0,34437 2,3634376 0,9444231
3 UNMUT 404 -0,121464 0,0580925 0,063371 0,7815324 2,5688069 1,4106851
3 UNMUT 408 0,1591633 0,1229812 -0,282145 1,7966724 2,6969119 1,5859514
3 UNMUT 416 0,0323963 0,0273206 -0,059717 0,8992686 2,417623 1,0327252
3 UNMUT 441 -0,066609 -0,002448 0,0690571 1,4203849 2,4821772 1,3571686




run status vz. B2M HPRT1 GUSB LAG LPL ZAP

3 UNMUT 442 -0,028144 -0,060313 0,0884568 1,0976139 2,2356671 1,35951
UNMUT 443 -0,111095 0,1025781 0,0085166 0,0884945 2,2721252 1,3558307
UNMUT 445 0,0584855 -0,062988 0,0045029 1,6086959 2,4226402 1,3467998
UNMUT 447 -0,022124 0,0550822 -0,032959 0,6571067 0,8990939 1,1648439
UNMUT 451 0,0146689 0,0156138 -0,030283 1,4364399 2,289518 1,2889352
UNMUT 474 -0,086343 -0,045261 0,1316045 0,8497659 2,1925195 0,8989341
UNMUT 485 -0,054568 -0,043589 0,0981567 1,2116708 2,0838142 1,501663
UNMUT 486 -0,058247 -0,018168 0,0764156 1,5310971 2,3269795 1,5722379
UNMUT 490 0,0220275 -0,061316 0,0392886 1,3735581 2,4102645 1,5230696
UNMUT 499 0,037079 0,0229724 -0,060051 1,5581898 2,2065675 1,5060113
UNMUT 511 -0,017106 -0,076368 0,093474 0,2737951 2,4002302 -0,663412
UNMUT 539 0,1016332 0,058427 -0,16006 1,2103329 2,4356848 0,7959149
UNMUT 564 -0,069619 0,0035726 0,0660468 0,283495 2,3687892 1,2518082
UNMUT 567 -0,006612 0,0847671 -0,078155 0,3462514 2,0439695 0,2509252
UNMUT 568 0,1144687 -0,043003 -0,071465 0,5887478 2,5403345 0,4312087
UNMUT 570 -0,020995 0,1135322 -0,092537 0,1171341 -0,41277 -0,356486
UNMUT 573 0,0482421 0,0513193 -0,099561 -0,772911 1,8519793 0,193395
UNMUT 574 0,0385423 0,0536607 -0,092203 1,2734238 2,3700853 0,2348703
UNMUT 580 0,0510852 -0,035143 -0,015942 0,9618577 2,537157 1,416413
UNMUT 581 -0,191578 0,0593468 0,1322316 -0,247112 1,953326 1,661418
UNMUT 589 -0,022333 -0,065413 0,0877461 1,6590766 2,8330026 1,4764518
UNMUT 594 -0,059125 -0,062069 0,1211938 1,3804567 2,3396479 1,4868206
UNMUT 618 -0,094914 -0,046683 0,141597 0,8248891 2,2667317 1,4721036
UNMUT 627 -0,023002 -0,065079 0,0880805 1,1536807 2,7901894 0,8125134
UNMUT 631 -0,041732 -0,053707 0,0954391 2,0139576 2,4975214 1,6070654
UNMUT 632 -0,055446 -0,042334 0,0977804 0,6566468 2,7888515 1,465414
UNMUT 634 0,0331906 -0,087154 0,0539638 0,0549213 2,5192624 1,4898309
UNMUT 644 -0,060463 -0,050362 0,110825 1,3881497 2,3132241 0,2954108
UNMUT 646 -0,036046 -0,0129 0,0489466 0,2887212 2,1329406 1,4787931
UNMUT 649 -0,077521 -0,036314 0,1138353 1,3761085 2,9122738 1,6149256
UNMUT 661 0,0081048 0,0202129 -0,028318 1,2379691 0,5796258 0,5817237
UNMUT 677 -0,138396 0,0503159 0,0880805 1,5319751 2,1560196 1,1607048
UNMUT 678 -0,151608 0,0461349 0,1054734 1,3281109 2,6334866 1,4515332
UNMUT 680 -0,16783 0,0228887 0,1449418 1,4413316 1,5977762 1,5216063
UNMUT 683 -0,02434 0,0389437 -0,014604 1,5306372 2,2891417 1,2205763
UNMUT 692 -0,056784 -0,023604 0,0803876 0,6191853 2,4824699 1,5142478
UNMUT 694 0,0335251 -0,085817 0,0522914 1,7681164 2,2757626 1,5433473
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Tabulka 14: Pramér, smérodatnd odchylka a SEM (stfedni chyba priméru, standard error of the

mean) pro relativni exprese sledovanych genti ve skupindch MUT a UNMUT

pram. hodnota B2m HPRT1  GUSB LAG LPL ZAP
MUT 2,247E-16 1,451E-17 1,165E-17 -6,48E-17 8,388E-17 -1,99E-16
UNMUT -0,0268  -0,0051 00319 08283  2,0592  1,1182

SD B2M HPRT1  GUSB LAG LPL ZAP

MUT 0,0505  0,0503  0,0551 09035 14866  0,7372
UNMUT 0,0757  0,0691  0,0886  0,8567  1,0978  0,5769

SEM B2M HPRT1  GUSB LAG LPL ZAP

MUT 0,0065  0,0065 00071  0,1166  0,1919  0,0952
UNMUT 0,0098 00089 00114 011106 01417  0,0745




