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Abstrakt

Bakalarska prace se zabyva vizualizaci dat ziskanych z real-time PCR ve vyvojovém
prostiredi MATLAB. Teoreticka ¢ast prace obsahuje ivod do tématu PCR a real-time
PCR, nastroji pro vyhodnoceni dat ziskanych zreal-time PCR s popisem
mezindrodniho standardu RDML pro jejich ukladani. Prakticka ¢ast popisuje funkce
vytvoreného grafického rozhrani.

Klicova slova

Real-time PCR, GUI, end-point analyza, Matlab, RDML

Abstract

Bachelors thesis is concerned with the visualization of real-time PCR data in
MATLAB. Theoretical part of the thesis provides introduction to PCR and real-time
PCR, describes tools used for the evaluation of data acquired from real-time PCR and
the international format RDML used for the storage of such data. The practical part
describes the developed graphical interface.
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UvoD

Polymerazova retézova reakce (polymerase chain reaction, dale jen PCR) je jednou
z nejpouzivanéjSich metod v molekularni biologii. Jedna se o rychlou metodu in vitro
amplifikace DNA, pomoci které pri optimalnich podminkach lze vytvorit velké
mnoZstvi kopii DNA i jen z jedné templatové molekuly DNA. Cilem této bakalarské
prace je vytvorit grafické rozhrani pro vizualizaci a analyzu dat ziskanych
z kvantitativni PCR.

Uvodni Kkapitoly prace se zabyvaji teoretickymi znalostmi nutnymi pro
vytvoreni a pochopeni funkci naprogramovaného GUI. Prvni kapitola predstavuje
fungovani, zplisoby vyhodnocovani vysledkt a oblasti, ve kterych je PCR vyuzivana.

Druha kapitola pojednava o real-time PCR, metodé zaloZené na principu PCR.
Zde jsou popsany nejvice pouZivané metody pro vizualizaci a analyzu real-time PCR
dat.

Nasleduje popis standardu RDML, slouziciho pro ukladani dat ziskanych
z real-time PCR.

Samotny popis realizace programu lze najit v predposledni kapitole. Jsou zde
uvedené naroky kladené na GUI konzultantem této prace. Nasleduje detailni popis
funkci vysledného grafického rozhrani.

Diskuze dosaZenych vysledkt tvori posledni kapitolu této prace.
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1 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE(PCR)

Polymerazova retézova reakce je proces amplifikace vybranych usekti DNA. Poprvé
byla navrZena vroce 1983 Kerry Mullisem, ktery za to byl vroce 1993 ocenén
Nobelovou cenou. Dnes se fadi mezi jednu znejpouZzivanéjSich technik
v molekularni biologii.[1]

1.1 Princip PCR

Principem PCR je enzymaticka amplifikace nukleovych kyselin do ssDNA
komplementarni k templatové ssDNA. Jeden cyklus PCR sestava z tii krokd, a to
z denaturace dsDNA, kterd rozvolni dvouvldknovou DNA a umoZni nasedani
primeri, neboli annealing. DNA polymerazy se navazi na nasednuté primery, ¢imz
zahaji samotnou syntézu komplementarni jednovlaknové DNA. Tyto tfi kroky,
fizené teplotou tvoii amplifikacni cyklus PCR, ktery je graficky znazornény na Obr.
1.1. Pro syntézu dostatecného mnozZstvi amplikonu, je amplifika¢ni cyklus PCR
opakovan zpravidla 25 aZ 30x. K ispéSnému cyklu PCR je zapotiebi mit v reak¢ni
smési dostatek templatové DNA, dva specifické primery, DNA nukleotidtrifosfaty a
termostabilni DNA polymerazu.[3]

25-35 cycles
° 1 2
% 95°C ; 3 steps in each cycle
E ‘ 1. Denaturation
£ 72°C - 3 2. Annealing
o -
g- 3. Extension
@ 60°C
= 2
I T 20 7 20 7
Length of cycle (sec.)
]
———1]
losec
- ——————] —————] L _____..]
¥ pmer T 3 Prme
L 5" primer
1 2 3

Obr. 1.1: Pritbéh amplifika¢niho cyklu PCR [4].

Pii denaturaci dvouvlaknové DNA je teplota zvySena na 94 °C, coz zpusobi rozpad
vodikovych mistki vazajicich dvé jednovlaknové DNA. Pri avodnim cyklu je
denaturacni teplota drZena obvykle 2-5 minut, coZ zajisti kompletni rozpad
nadbytecné dlouhé templatové DNA. V nasledujicich cyklech jsou uz pritomny kratsi
cilové produkty PCR, proto postaci setrvat v denaturacni teploté zpravidla 1 minutu.
Pfi pouZziti Hot Start DNA polymerazy se délka tivodniho cyklu zvySuje az na 15
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minut. Tyto polymerazy maji enzymatickou aktivitu reverzibilné blokovanou.
K odblokovani enzymatické aktivity dojde v prvnim cyklu PCR, ¢imz je zajisténo, Ze
nedojde kamplifikaci primerd nasednutych nespecificky na DNA pri niZSich
teplotach béhem pripravy reakéni smési.[2]

Annealing neboli nasedani primert je umoZnéno sniZenim teploty pod
denaturacni teplotu pouZitych primerli, coZ umozZni primerlim nasedat ke
komplementarnim sekvencim ssDNA. Primery jsou oligonukleotidy o délce 16-30
nukleotidd, které jsou komplementarni k protilehlym retézcim DNA urceného
k amplifikaci. Je pravidlem, Ze cilem zajmu je jen urcita sekvence templatové DNA.
Teplota v této fazi je zavisla na pouZitych primerech a dosahuje teplot v rozmezi 55
az 72 °C.[2][3]

Optimalni teplota pro elongaci DNA (prodluZovani retézcii DNA) je urc¢ena
pouZitou DNA polymerazou, obvykle 72 °C. DNA polymeraza zapoc¢ne syntézu DNA
ve sméru 5° = 3” od mista, kde je nasednuty primer. Syntéza nového vlakna je
zaloZena na komplementarité bazi podle Watson-Crickova parovani. Doba trvani
elongace je zavisla na poZadované délce nové vytvorenych vldken a na typu pouZité
DNA polymerazy. Pro své termostabilni vlastnosti je v soucasnosti nejvice pouzivana
Taq polymeraza bakterie Thermus aquaticus. Standardni ¢as pro elongaci pomoci
Taq DNA polymerazy je asi 10 sekund na 1500 pari bazi.[2][3]

Pti idedlnich podminkach by kazdy amplifika¢ni cyklus PCR mél zdvojnasobit
pocet vstupni DNA. V praxi se takto déje na zacatku reakce, ke konci jiZ neni reakce
tak uc¢inna. SniZeni ucinnosti je zplisobeno spotiebovanim potiebnych reaktanti a
nahromadénim koncovych produkti. Obvykle je amplifika¢ni cyklus PCR zopakovan
25-35x.[4]

1.2 Detekce amplifikovaného produktu PCR

Vystupem spravné probéhlé PCR je namnoZena sekvence templatové DNA, nebo
ptivodni smés, pokud neni pritomna v templatovém DNA komplementarni sekvence
k pouZzitym primertm. At je vystup jakykoliv, je potieba pouzit dalSich technik na
jeho vyhodnoceni.

1.2.1 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza je jednou z nejcastéjsich a nejrychlejsich cest, jak analyzovat
PCR produkty. Jejim principem je pohyb nabitych ¢astic, v tomto pripadé negativné
nabité DNA, v elektrickém poli. Kazdy nukleotid obsahuje zaporné nabitou
fosfatovou skupinu, proto mira pohybu DNA v nabitém poli zaleZi jen na délce
DNA.[2]

Pro vizualizaci vysledki je nutné obarvit DNA fluorescen¢nimi barvivy. Pro
tento ucel je vsoucCasnosti nejvice pouzivan ethidium bromid, i pfes snahu ho
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nahradit jinymi barvivy, kvili jeho karcinogennim ucinkiim. Po probéhnuti
elektroforézy je pouzita UV lampa a popr. kamera pro archivaci vysledki. Jako
molekulové sito slouzi agar6zové, ¢i polyakrylamidové gely s velikosti péort zavislou
na oCekavané délce DNA a na pozadovaném rozliSeni. Pro priblizny odhad délky
DNA se do volnych jamek gelu mizZe pridat velikostni marker s pfredem znadmym
poctem part bazi.[2]

1.2.2 Hybridiza¢ni metody

Hybridiza¢ni metody jsou pouzivany kurceni pritomnosti specifickych gent.
Principem téchto metod je pouziti specifickych oligonukleotidovych sond, které za
pritomnosti komplementarniho useku ssDNA knému hybridizuji. Denaturace
dsDNA na ssDNA probihd pomoci zvysSeni teploty nebo chemicky. Typickymi
predstaviteli této metody je napf. Southerniiv blotting, pri kterém restrikéni
endonukledzy rozStépi DNA na krat$i useky, tyto useky jsou rozdéleny podle
velikosti pomoci gelové elektroforézy, denaturovany, preneseny na filtr a nasledné
jsou pouzité radioaktivni, nebo neradioaktivni hybridiza¢ni sondy. Po uvolnéni
nenavazanych sond pomoci roztoki, je mozné vyhodnotit, které sekvence obsahuji
navazané sondy.[2][9]

1.3 Praktické aplikace PCR

PCR je jedna z nejvyuZivanéjSich metod v molekuldrni biologii. Proto je moZné najit
jeji vyuziti témér ve vSech odvétvich. Nejedna se pouze o medicinskou diagnostiku,
ale tato metoda se vyuZziva od archeologie, forenzni védy a evolu¢ni biologie po
populacni genetiku a klonovani.[8]

1.3.1 SNP Genotypovani

Genotypovani je proces urceni genotypu jedince a jeho nasledné porovnani se
zbytkem populace. Jednonukleotidové polymorfismy (SNPs, single-nucleotide
polymorphisms) jsou zamény jedné baze, vyskytujici se na urcitém misté genomu u
vice nezZ 1 % jedinci zkoumané populace. SNPs se mohou nalézat v kddujicich i
nekodujicich sekvencich genomu.[17]

V nekédujicich sekvencich mohou slouZzit napt. pro komparativni genetiku,
kterd porovnava genomy rdznych organismi, ¢i pro evolucni genetiku. SNPs
v kédujicich oblastech genomu mohou zplisobit zménu v expresi genu, a tak vést
k raznym fenotyplm. I kdyZ je to nepravdépodobné, je mozné Ze jediny SNP muze
zplisobit dédi¢né onemocnéni. Spravné fungovani funkci v organismu zpravidla
zavisi na vice genech, a proto pro se na manifestaci zmén ve fenotypu mize podilet
vice SNPs. Pro realizaci testu se pouZziva real-time PCR se dvéma a vice fluorescencné
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znacenymi oligonukleotidovymi sondami. Vice o oligonukleotidovych sondach lze
nalézt v kapitole 2.2.[17]

1.3.2 Diagnoéza onkologickych onemocnéni

Onkologicka onemocnéni jsou druhou nejcastéjsi pricinou smrti, proto je jejich
presna a vcasna detekce jednim z nejvétsich zdravotnich problémi dnesni doby.
Nadorova onemocnéni jsou zplsobena vétSinou somatickymi mutacemi v DNA,
které maji za nasledek ztratu kontroly nad proliferaci a diferenciaci bunék. Tyto
mutace mizou byt vétSiho méritka jako napr. translokace, inverze, delece ¢asti DNA
nebo mensiho charakteru jako bodové mutace, bodové delece/inzerce. Mutace jsou
zplsobeny chybou pii replikaci DNA, vystavenim Skodlivému zareni, C¢i
chemikaliim.[6]

Nejcastéjsi mutaci u nadorti, vyskytujici se u vice nez 50 % zhoubnych
nadort, je mutace vtumor supresorovém genu p53 kédovanym genem T53.
Nedilnou soucasti onkologické diagnostiky je také qPCR, Casto pouZivana jako
validace vysledkii z DNA Cipd nebo také jako vysoce senzitivni test pro detekci
malého poctu mutaci. Diagnostika pomoci qPCR probiha za pouZiti fluorescen¢né
znacenych sond komplementarnich napft. k variantdm nemutovanych gent T53.
Pozitivni vysledek odpovida jinym pomériim, ¢i jinym krivkam tani nemutované,
referencni DNA a daného vzorku.[6]

Rakovinné buiiky také vykazuji zvySenou hodnotu exprese urcitych gent, a
buiika tedy miiZze obsahovat vétSi mnozstvi urcitych proteinti, coZ miiZe slouzit jako
marker onkologického onemocnéni. VySetreni probiha pomoci real-time PCR mRNA
ziskaného z vySetfované oblasti. Nasledné se porovnaji pribéhy amplifikacnich
kiivek zvySetfované oblasti oproti referenénim kirivkdm z mRNA zbunék
neobsahujici mutaci. Pokud buiiky odebrané zvySetfované oblasti obsahuji
mutovany gen HER-2 (mutace hojné se vyskytujici u rakoviny prsu), Ize zaznamenat
drivéjsi nartst fluorescence amplifikacnich krivek pti jejich porovnani s
amplifikacnimi krrivkami ziskanych z referen¢nich zdravych bunék. To je zptisobeno
pritomnosti vétsStho mnozstvi cDNA ve vzorku ziskaném z mutovanych bunék, a
tudiz je moZné predpokladat vétsSi mnoZstvi mRNA v téchto buiikach.[6]

1.3.3 Vyuziti ve virologii
Nedavny technologicky vyvoj umoznil amplifikaci specifické ¢asti virové DNA a
jejich naslednou analyzu, kde Casto je i moZné presné stanoveni genotypu, subtypu,
a mutaci téchto virt.[7]

Na vzestupu je pouZiti PCR k diagndze HIV viru. HIV je RNA virus, ktery po
infiltraci CD4 bunék nebo makrofagli vyuzije reverzni transkriptazy na vclenéni
vlastni sekvence DNA do hostitelské DNA. Tam jako provirus ¢eka na transkripci,
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ktera by vytvorila dalsi kopie viru HIV. U viru HIV je testovani pomoci amplifikace
DNA zvlasté uzitecné, kviili faktu Ze je vétSinou pouZité testovani antigent p24 je
nemozné pouZit u ditéte do 18 mésici, protoZe je nemozné rozlisit, zda antigen p24
nalezen v krvi doopravdy pochazi od ditéte, ¢i od matky. DalSi nevyhodou klasického
testovani na pritomnost p24 je jeho nizkd hladina u asymptotickych pacientd.
Pomoci HIV DNA detekce je moZné zaznamenat HIV pozitivni o zhruba 1 tyden drive
nez pomoci detekce p24 antigenu. Kviili témto vyhodam je pti testovani HIV ¢im dal
vice vyuZzivana PCR.[7]

1.3.4 Vyuziti v kriminalistice

V kriminalistice je pomérné Casta situace, kdy je k dispozici jen maly vzorek DNA
podezielého na misté ¢inu. Pomoci PCR je mozné i z velmi malého vzorku vytvorit
miliony kopii a nasledné je pouzit na genetickou daktyloskopii. Pfi genetické
daktyloskopii jsou studovany urcité ¢asti DNA, které vykazuji vysokou variabilitu
mezi jedinci. V minulosti tato technika byla zna¢né kontroverzni, ale s vyvojem
technologie a s novymi studiemi se dokazala spolehlivost této metody. V souc¢asnosti
je pouzivana jako spolehlivy diikaz. Tato metoda nemusi byt pouzita jen k dikazu
neviny, desitky pripadili jsou znamy, kde nevinni lidé stravili mnoho let za mriZemi.
PCR bylo pouZito v tomto pripadé na dokdzani neviny téchto lidi, i z dikazi starych
nékolik desitek let.[8]

1.3.5 Vyuziti v archeologii

Dal$im dtlezitym vyuzitim je studium archeologické DNA (aDNA). Tyto vzorky
mohou byt staré az nékolik milionti let. Omezenim studia aDNA je degradace
ptivodni DNA, kde v lepSim pripadé degraduje na sekvence Citajici nékolika stovek
bazi a v horsim neni moZné extrahovat jakoukoli uzitecnou ¢ast DNA.[8]

15



2 REAL-TIME PCR

Kratce po objevu PCR byly ucinény prvni pokusy pouZit PCR ke kvantitativnim
analyzam. Prvni kvantitativni metoda byla kompetitivni PCR. Tato metoda
zahrnovala pridani znamého mnozstvi jiné DNA (standardu), obsahujici homologni
sekvenci totoznou s vySetfovanou DNA. Obé templatové DNA proto pri amplifikaci
soutéZi o reakéni komponenty. Z elektroforegramu vysledné smési DNA bylo moZné
stanovit pomér stanovované DNA viic¢i standardu. Jednim z prvnich pokust o real-
time PCR bylo odebirani malych vzork z reakce kazdych n-cykli. Vzorky pak mohly
byt analyzovany pomoci gelové elektroforézy. Pozdéji byla do reakéni smési pridana
fluorescen¢ni barva a cycler byl doplnén o zdroj excitacniho svétla a kameru.
Fluorescencni barvivo se navaZe na molekuly DNA a tim zvysi svoji fluorescenci,
ktera je zaznamenavana kamerou. Kazdy cyklus PCR je tak mozné kvantifikovat na
rozdil od tradi¢ni PCR, kde se da ke kvantifikaci pouZit mnohem nepresné;jsi
elektroforéza.[3][20]

2.1 Princip real-time PCR

V kvantitativni real-time PCR (qPCR) je mnoZstvi syntetizovanych produkti
zaznamenavano pribézné. Ke kvantifikaci jsou pouZita fluorescenc¢ni barviva, jejichz
fluorescence je primo imérna mnozstvi PCR produktii. Fluorescence miize byt takto
prabézné kvantifikovana v kazdém cyklu. Techniky detekce jsou rozdéleny do dvou
kategorii: specifickd a nespecificka detekce, podle zplisobu vazby fluorescen¢niho
barviva na DNA.[5]

2.2 Specificka a nespecificka detekce signalu

Nespecificka detekce vyuziva schopnosti interkalacnich barviv vazat se na jakoukoli
dsDNA. Tato metoda tedy nedokaze rozlisit, zda se vaZe na nespecifické (primer
dimery, artefakty), nebo na specifické produkty.

V téchto piipadech mize byt specificita reakce vylepSena zvysenim teploty
nad denaturacni teplotu nespecifickych produktd, ale pod denaturacni teplotu
specifickych produkti. To je mozné kviili faktu, Ze nespecifické produkty se na sebe
vazi mensim poctem vodikovych mustkd, proto maji i mensi teplotu tani. Pfritomnost
nespecifickych produkti miiZzeme zjistit pomoci analyzy krivky tani provedené post
hoc. Jak je vidét na Obr. 2.1 kiivka tani zobrazuje, jak se vyviji intenzita fluorescence
pri zvySovani teploty. Pro nazornost jsou krivky tani specifickych a nespecifickych
produktli zobrazeny zvlast. Pfi samotné analyze jsou tyto dvé kiivky secteny
dohromady. Pro lepsi vizualni rozliSeni riznych kiivek tani se pouziva negovana
derivace krivky tani.[1]
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Obr. 2.1: Vlevo jsou krivky tdni specifického a nespecifickych produktii. Vpravo je
zobrazena negovand derivace téchto krivek[21].

Prvnim z interkalac¢nich barviv byl ethidium bromid. Jeho afinita i senzitivita
ale nebyla dostatecna pro velmi senzitivni aplikace, a proto dnes nejpouZivané;jsi
interkalacni barvivo je SYBR Green I, jehoz afinita k dsDNA je 100 x vétsi neZ afinita
ethidium bromidu. Vysoka senzitiva SYBR Green I je zapricinéna tim, Ze po navazani
na dsDNA se fluorescence zvysi 1000x v porovnani s nenavazanym barvivem.[10]

U specifické detekce dochazi ke zméné fluorescence jen pii amplifikaci cilové
sekvence. Specifickd detekce vyuZiva oligonukleotidovych sond se sekvenci
komplementarni k templatové DNA. Na sondy je navazan reportér (fluorescencni
prvek) a zhaSe¢ (quencher). Pri excitaci zarenim, zhase¢ utlumi fluorescenci
reportéru, tento mechanismus je znamy pod pojmem Forstertiv rezonanc¢ni pirenos
energie (FRET). Poté pti procesu elongace DNA dojde k jejich oddaleni, coZ umoZzni
reportéru emitovat fluorescenc¢ni zareni. ProtoZe oligonukleotidové sondy museji
byt komplementarni k ssDNA, ¢asti sekvence DNA musi byt predem zndmy. Existuje
vice variant specifické detekce, které se liSi pouZitymi oligonukleotidovymi
sondami.[3]

TagMan sondy, také znamy pod jménem hydrolyza¢ni sondy, jsou
oligonukleotidové sondy, které na svém 5" konci maji kovalentné navazany
fluorescencni reportér a zhasSe¢ (quencher) na svém 3° konci. TagMan sondy
hybridizované se ssDNA jsou pri elongaci rozloZeny na reportér, zhasec a jednotlivé
nukleotidy prostrednictvim 5° — 3" exonukledzové aktivity Taq DNA polymerazy.
Reportér uz neni vtésné blizkosti quencheru, a proto je zaznamenana vyssi
fluorescence vzorku. Fluorescence je mérena kazdy cyklus a je proporcionalné
zavisla na mnoZzstvi uvolnénych reportéri, a tedy na mnozstvi amplifikovaného
produktu.[3]

Dalsi systém specifické detekce jsou molecular beacon sondy, specifické
oligonukleotidové sondy s navazanym zhasecem a reportérem blizko u sebe. Od
TagMan sond se lisi délkou a tvarem sondy. Jak je vidét na Obr. 2.2, molekularni
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sondy maji tvar vlasenky, kde jejich stfed je komplementarni k cilové sekvenci a
jejich okraje jsou komplementarni sami k sobé. Pii nasedani primert hybridizuji ke
komplementarni ssDNA, coZ prerusi FRET, poté jsou ve fazi prodluzovani retézcti
vystrcéeny zpatky do roztoku, kde se navrati do vlasenkového tvaru. Fluorescence je
tedy mérena na konci faze nasedani primerti a je pfimo imérna mnoZzstvi cilové DNA
v roztoku.[9]
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Obr. 2.2: Systémy specifické a nespecifické detekce[3].

2.3 Automatizace real-time PCR (qPCR)

Tradicni PCR byla realizovana manualnim presouvani zkumavek mezi tremi
vodnimi laznémi ohratymi na teploty pouzivané v amplifikacnim cyklu. Tento
znacné namahavy proces byl nahrazen v90. letech vyvinutim prvniho
termocykleru.[1]

Termocykler je pristroj, ktery méni a udrzuje teplotu v predem
naprogramovanych intervalech. V soucasnosti jsou pouzivany nejvice termocyklery
zaloZené na Peltierové jevu, nebo ohrevu vzduchu. Peltier ¢lanky pouZivaji jako
médium pro prenos tepla kovové bloky, ve kterych jsou uloZeny vzorky. Nevyhodou
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Peltier ¢lankd je nerovnomérna distribuce tepla v ohfivacim bloku drzicim vzorky,
bohuzel pti PCR i nepatrna zména teploty miZe nékdy vést kjinym vysledkim.
Cyklery zaloZené na ohievu vzduchu distribuuji teplotu rovnomérnéji, a jsou proto
pouZzivany v aplikacich extrémné senzitivnich na teplotu. Moderni cyklery zaloZené
na ohievu vzduchu jsou schopny realizovat 30-40 cykli v rozmezi 20-30 minut.
Peltier clanky jsou pomalejsi kviili vyssi tepelné kapacité pouZitého kovového
bloku.[2]

Ptistroje pro qPCR jsou rozsireny o zdroj excitacniho svétla a detek¢ni systém
zaznamenavajici fluorescenci, tedy jsou kombinaci termocykleru a fluorimetru.
Vybér vhodného zdroje excita¢niho svétla je dilezity, protoze rozpéti vinovych
délek vydavanych timto zdrojem by meélo spadat do okoli excitacnich maxim
pouZitych fluorescenc¢nich barviv. Nejvice pouZivany jsou halogenové zZarovky, které
maji Siroké emisni spektrum od 360 nm do 1000 nm, a xenonova vybojka, ktera ma
vétsi intenzitu svétla pii vydeji podobného spektra.[1]

Nedilnou soucasti gPCR cycleru je také softwarovy balicek. Dobry softwarovy
balicek by mél obsahovat automatickou analyzu dat, moZnost manudalniho
nastavovani proménnych a manudlni manipulace sdaty, kterda umozni lepsi
vyhodnoceni vysledki. Dilezitym, ale nékdy prehlizenym aspektem je mozZnost
exportu dat do Microsoft Excelu, nebo do formatu RDML, ktery umoZnuje otevftit tato
data i v softwarovém balicku od jiného vyrobce.[1]

Trendy ve zlepSovani cyclert se pohybuji ve tfech hlavnich smérech. Prvni z
nich je zvySovani poctu excitacnich filtra. Filtry umoznuji propusténi jen urcité
vlnové délky, a tedy teoreticky excitaci jen jednoho fluorescen¢niho barviva. Vice
filtr zmirnuje spektralni smichani pii pouziti vice barviv, a umoznuje tak
multiplexovani eseji.[1]

Druhy trend spociva ve zvySovani poctu vzorkd, ktery je schopny cycler
najednou pojmout. VétSinou se udava v poctt jamek, ktery je blok schopny pojmout.
V menSich laboratofich se pouzivdA vétSinou 96 jamkovy blok, ve
vétSich laboratotich se pouziva bud’ 384 jamkovy, nebo 1536 jamkovy blok.[1]

Treti spociva ve zvySovani rychlosti cykli, sestavajici z cyclerii umoznujici
rychlejsi tepelné cykly, vytvorenim specialnich master mix a pouzitim jinych
fluorofort.[11]

2.4 Analyza a interpretace dat

Datovym vystupem z qPCR reakce jsou hodnoty fluorescence jednotlivych jamek a
Cislo cyklu, popr. ¢asovy udaj, kdy byla fluorescence zmérena. Na vyhodnoceni a
ziskani téchto dat se pouziva Siroka paleta metod, které maji kazda své vyhody a
nevyhody. Napf. prvni manipulace s daty probiha pti ziskavani fluorescenénich
hodnot. Pro ziskani jediné fluorescenc¢ni hodnoty, je vétSinou pouZito vice méreni.
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Obvykle z méreni odstranime hodnoty s neprimérené velkou odchylkou a nasledné
je zprimérujeme. Toto nastaveni je ¢asto zabudované v softwaru a je nepristupné
uzivateli.[15]

Pro spravné vyhodnoceni vysledku je Casto pouzita kombinace metod, davajici
robustnéjsi vysledky. NejpouZzivanéjsi z téchto metod je amplifika¢ni kiivka.[1]

2.4.1 Amplifikacni krivka

Amplifika¢ni kiivka ukazuje zavislost fluorescence na poctu probéhlych cykli. Pied
konstrukci kiivky, je potieba odecist fluorescen¢ni pozadi a zmirnit Sum.

Sum miZe byt zplisoben nahodnymi jevy, samotnym méficim systémem
(kvantifikace signdlu) a pouzitim nevhodnych reaktanti. Nejcastéji se pro
odstranéni Sumu pouZziva proloZeni dat kiivkou. Pro konstrukci kiivky se nejcastéji
pouZiva nelinedrni regrese.[16]

Odecteni fluorescen¢niho pozadi zptisobi, Ze vSechny amplifika¢ni krivky
budou zacinat od stejného pocatecniho bodu (nuly) a zaroven je mozné odstranit
Sum zplsobeny zménou ve fluorescentnim pozadi. Dalsi vyhoda plyne z odstranéni
mezery mezi rliznymi barvivy pfi realizaci multiplex qPCR. Pro vétsi komfort
uzivatele, je vétSina softwarii vybavena automatickym odectenim pozadi. K odecteni
se miZe pouzit odecteni minimalni namérené hodnoty, nebo odecteni hodnot
ziskanych z negativni kontroly.[16]

Vysledna amplifika¢ni kiivka se podle charakteru ristu rozdéluje na Ctyri
faze: background, exponencidlni, linedrni a plateau fazi. V tzv. ,background” fazi je
nartst fluorescence nedetekovatelny. Technologie pouzivané v qPCR maji svoje
limity, kde jednim znich je senzitivita. V této fazi je narlst fluorescence pod
senzitivitu pristroje, a proto se podoba Sumu. I pfes nemoznost detekce probiha
v této fazi exponencialni rist.[17]

Exponencialni faze nastdvda vmomenté, kdy kvili dostatecnému
nahromadéni cilového produktu, signal zapoc¢ne exponencialné rist. V této fazi je
krivka velmi podobnd idealni amplifika¢ni kiivce, ktera exponencialné roste po dobu
vSech cykll PCR. Tato faze se proto pouziva pro stanoveni templatové DNA.[1]

Exponencialni rist se zacne pomalu zpomalovat a reakce prejde do linearni
faze. Amplifikacni krivka se zacne méné a méné podobat idedlni krivce a efektivita
reakce se postupné snizuje.[17]

Linearni faze poté piejde v ,plateau”. Narist fluorescence se zpomaluje, az
dojde k tiplné ,inavé“ reakce a fluorescence zlistava stejna. Zpomalovani reakce je
zplisobeno napf. nahromadénim koncovych produktii (konkurence koncovych
produktli sprimery o vazbu na templat) a spotfebovavanim potiebnych
reaktantl.[17]
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Obr. 2.1: Ctyri faze PCR vyznacené na amplifikacni kiivce[17].

2.4.2 Genotypizace pomoci end-point analyzy

Pii end-point analyze, jak nazev napovida, se ke klasifikaci genotypti pouzivaji jen
posledni zmérené hodnoty fluorescence. Genotypizace pomoci qPCR pouziva
zpravidla dvé rozdilné sondy, kaZdou znacCenou jinym barvivem. Klasifikace je
provedena na zakladé end-point grafu. Jednotlivé body v grafu jsou sestrojeny
pomoci hodnot fluorescence pti poslednim cyklu qPCR. Na ose x jsou konecné
hodnoty fluorescence barviva 1, na ose y pak hodnoty fluorescence barviva 2
ze stejné jamky.
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Obr. 2.3: End-point analyza pro vyhodnoceni genotypizacnich dat. Ukdzka z
programu LightCycler® 96 SW 1.1.

Samotna genotypizace pak sestdva ve vyhodnoceni poméri barviv a Klasifikaci

rozdéleni bod, patricich do jednoho genotypu. Jak je vidét na obrazku Obr. 2.3,
v idedlnim pripadé jsou shluky dobre rozliSitelné a je mozné je rozdélit pomoci
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vyseci na rizné oblasti. Rozfazeni funguje na manudlni bazi. Napt. software od fy
Roche se snazi udélat pocatecni odhad, ale je nezbytné, aby uZivatel zhodnotil
pocatecni odhad a upravil ho podle svych potieb a znalosti. S vysec¢i miiZe uzivatel
manipulovat intuitivné mysi, kde je moZné zménit velikost vysece, ale uZ ne jeji tvar.

Zajimavosti je, Ze software od fy Roche umoZiiuje sestrojeni end-point grafu
v kterémkoliv cyklu, ale Kklasifikace svyseCi je moZna jen v poslednim cyklu.
Pravdépodobny divod je zabranéni nedostatec¢né znalym uzivatellim najiti cyklu, ve
kterém je vysledny graf lehce klasifikovatelny, ale ve skute¢nosti nema dostate¢nou
vypovédni hodnotu. Tato metoda tedy nebere v potaz predchozi hodnoty
fluorescence, nebo sklony amplifikacnich kiivek.[17]
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3 REAL-TIME PCR DATA MARKUP LANGUAGE

Data ziskana z qPCR termocykleru jsou ukladana a predavana dale ve formatu, ktery
je unikatni pro kazdého vyrobce. Situaci neusnadnuje to, Ze Casto i kazdy pristroj od
stejného vyrobce musi mit dedikovany software. NejenZe tyto softwary casto
nedokaZi splnit komplikované poZadavky na analyzu dat, poZadovanou védeckymi
pracovniky, ale také neumoZziuji jednoduchy pienos téchto dat do jiného softwaru.
To vedlo k vytvoreni riiznych nezavislych programt na analyzu dat. Tyto programy
casto umély importovat data jen v urcitém formatu, coz ¢asto vedlo k zadavani dat
rucné pri malém poctu méreni. Situaci dale zkomplikovala velka variace formata
ukladani dat, coz také znemoznilo vytvoreni knihoven s experimentalnimi daty, coz
napi. u DNA ¢ipi bylo jiz radu let praxi.[12]

Tyto nemalé komplikace volaly po vytvoreni vSeobecné uznavaného formatu
ukladani dat. Otevirena diskuze, trvajici dva roky, zapocala v roce 2005 a aktivnim
zapojenim rliznych spolecnosti (Roche, Applied Biosystems, Biogazzelle) vyustila
v konsorcium, které brzy prislo s prvnim vSeobecné uznavanym standardem se
jménem RDML (Real-time PCR Data Markup Language). Kvili predem zminénym
pozadavkim je RDML zaloZeny na jazyku XML, specializujicim se na sdileni dat mezi
informacnimi systémy.[12]

3.1 XML

eXtensible Markup Language (XML) je v soucasnosti celosvétoveé rozsireny standard
pro sdileni informaci. I pres to Ze ma XML v nazvu jazyk, je dlileZité poznamenat, Ze
XML sam o sobé jazyk neni, spiSe je to vycet pravidel pro vytvareni jazyki. Protoze
informacni technologie vyznamné zjednodusili sdileni velkého mnozZstvi dat, vznikla
potieba jednotného jazyka uklddani a nasledného sdileni informaci. To se promitlo
napf. ve spolecnostech chtéjicich presunout své databaze na internet, ale jejich starsi
nekompatibilni systémy tuto situaci zna¢né zkomplikovaly. XML je navrZen tak, aby
znacné zjednodusil tyto komplikace a mohl byt pouzivan v rozli¢cnych aplikacich.
Jeho pruznost a uzite¢nost jsou dokazany faktem, Ze je pouZivan od bankovnictvi po
spravu siti.[13]

3.1.1 Zakladni prvky XML

Pro pochopeni RDML je nezbytné znat zakladni pravidla XML, na kterém je format
RDML zaloZen. Zakladni prvky XML jsou tagy, elementy, atributy. Tyto zakladni
elementy jsou ukazany v praxi v nasledujicim prikladu:
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<tag> Tato véta je obsah elementu</tag>
<jmeno_elementu> Obsah elementu </jmeno_elementu>
<jmeno_elementu ndzev_atributu="obsah atributu”> </jmeno_elementu>

Kazdy cely radek predchoziho kédu se oznacuje jako element. Tyto elementy jsou
vyClenény pocatecnimi a ukoncujicimi tagy, kde pocatecni tag elementu je vyclenén
znaky <, > a ukoncujici tag pomoci lomitka uvnitt téchto znaki. Atribut je prirazeni
urcité hodnoty elementu. Zptlisob zapisu atributu je mozné vidét na poslednim
radku. [13]

Zbyva popsat posledni Kklicovy prvek XML, a to je vnorovani elementd.
Vnoreny element je vlastné podjednotkou nadrazeného elementu. Elementy miizou
obsahovat neomezené mnoho elementi, které mohou mit také vnoieny neomezeny
pocet elementli. Nazornou ukdzku zajisti priklad kédu vynatého z RDML
souboru[13]:

<step>
<nr>1</nr>
<temperature>
<temperature>95</temperature>
<duration>600</duration>
<ramp>4.4</ramp>
</temperature>
</step>

Uzite¢nost XML tedy spociva v seskupeni informaci majici stejné jméno/tagy, a tak
vlastné napodobuje ptirozeny proces tridéni ¢i ukladani informaci.

3.2 Struktura RDML

RDML bylo vytvoieno pro uloZeni dat zvice experimenti do jednoho RDML
souboru. Jak je vidét ze zjednoduSeného schéma na obrazku Obr. 3.1, RDML sestava
ze 7 hlavnich elementi: ID, experimentator, documentation, dye, sample, target,
thermal cycling conditions a experiment. Kromé téchto elementi je pripojen i Cas
vytvoreni souboru. PIné nezjednodusené schéma je priloZeno jako priloha.[14]
Element ,ID“ slouzi k jednoznac¢né identifikaci dokumentu a autort. VSechny
relevantni informace o pouZitych vzorcich je mozné popsat v elementu ,sample”.
Element ,target” slouzi pro popsani primert, genli a informaci o PCR reakci.
Samotné popsani nastaveni amplifikatniho cyklu PCR probiha v ,thermal cycling
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conditions”, zpravidla obsahuje pét ,step“ elementli popisujicich teplotu, Cas a
rychlost zmény teploty kazdého kroku. Na velky pocet jmenovanych prvki je
odkazovano v hlavnim bloku popisujici experiment, je proto dilezité, aby bylo
dodrzené spravné poradi schématu. Format RDML miiZe obsahovat jeden nebo vice
z jmenovanych elementt, co vice vSechny elementy jsou dobrovolné a nemusi byt
vyplnény. Z téchto diivodi je format RDML velmi flexibilni.[14]

Hlavni ¢ast RDML, kde je uloZena vétSina informaci o vysledcich probéhlého
gPCR, je velementu experiment. Jak je vidét ze zjednoduSeného schématu,
experiment miize obsahovat vice elementti ,run“, tedy dat z rtiznych qPCR reakci, a
co vice, dokonce i dat zriznych termocyklerti. Vsamotném elementu ,run“ se
popisuje pristroj i software pouzity pti kolekci dat, reference na elementy ,thermal
cycling conditions”, ,experimenter”, ,documentation“ a popt. dal$i podrobnosti o
probéhlé gqPCR. Element ,react pak obsahuje ¢islo jamky (¢islované po radcich) a
podjednotku ,data“ do které se pak ukladaji namérené fluorescencni hodnoty,
aktudlni teplota a ¢islo cyklu. Tyto hodnoty jsou uloZené v podjednotce ,adp“. To uz
ale neni mozné vidét na zjednoduSeném schématu. PIné schéma je kvili své velikosti
priloZeno jako priloha.[14]

R P - experiment . .

‘ publishar 1 description

. serial number ‘ ;

~ mun .

'\i‘experimenter:) | description ¥
publisher 4 name of the investigator

type of instrument
data collection software

serlal number

background determination method
.~ “documentation> Cq detection method

‘ text thermal cycling conditions

e g FCR fermat

run date

~< dye -

‘ name

~< sample - -
" name
‘ description

sample type

properties

{template)quantity

cDNA synthesis method

‘ {inter-run} calibrator

(S

—_target > .
name |
description
target type
amplification method & efficiency
dye
primer & probe sequences
detection limit

- < thermal cycling conditions - -
description of the different steps
including temperature, duration,
ramping, gradients, ...
experimenter

Obr. 3.1: Zjednodusené schéma RDML[14].
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4 REALIZACE PROGRAMU

Proces realizace programu je mozné rozdélit do tii ¢asti
1. Analyza pozadavki
2. Konstrukce amplifika¢ni krivky
3. Grafické rozhrani
V nasledujicich ¢astech bude kazda ¢ast popsana podrobnéji.

4.1 Analyza pozadavku

K analyze genotypizacnich dat ziskanych pomoci fluorescenc¢nich sond se pouZziva
end-point analyza. Nevyhoda tohoto pristupu se nejvice projevuje v reakcich, ve
kterych dochazi k amplifikaci nespecifickych produktii (primer-dimery, nasedani
primerd Kk ¢astecné homolognim sekvencim). Vtakovych piipadech je casto
nemozné rozlisit, zda reakce probéhla spravné jen fluorescenc¢nich hodnot
z posledntho cyklu. Ukazka amplifikacnich kfivek zreakci, kde dochazi
k nespecifické amplifikaci je moZné vidét na Obr. 4.1. Data jsou ziskana z realné PCR
probéhlé v pristroji LightCycler® 96 a vyhodnocena jeho dedikovanym softwarem.
Jak je vidét nékteré krivky nemaji viditelnou exponencialni fazi, strmost jejich riistu
je relativné nizka a linedrni. Toto neni problém pro kiivky, které zacnou stoupat
relativné brzo. Je mozné je sledovat po vicero cykll a s velkou pravdépodobnosti
vystoupaji hodnoty fluorescence nad hranici pochyb o spravnosti reakce.

Zadny ze zminénych problémi ale nemusi byt vidét v end-point analyze.
Problémem je, Ze end-point analyza byva jedind dostupnd analyza v dedikovanych
softwarech. Uzivatel by proto musel prochazet velké mnoZstvi amplifikacnich kiivek
manualné a jednotlivé rozhodovat o genotypu, coz je znacné ¢asove narocné.

V dedikovaném softwaru od Roche také neni moZnost manudlniho voleni
genotypl. Jedinou moznosti uzivatele je vyradit jamku z analyzy uplné. Takze pokud
chce uzivatel provést manudlni genotypizaci, je nucen délat si poznamky vedle.

Tyto komplikace byly hlavnim impulsem pro vytvoreni tohoto GUI.
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Obr. 4.1: Amplifikacni krivky pri neidedInim priibéhu amplifikace.
Ukdzka z programu LightCycler® 96 SW 1.1.
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4.1.1 Konstrukce amplifikacni krivky

DiileZitou ¢asti GUI je zpracovani naméienych hodnot ziskanych z real-time PCR. Pro
vyhodnoceni priibéhu reakce je vhodné zkonstruovat amplifikaéni kiivky. Pro
aproximaci amplifika¢ni krivky se ukazala jako nejvyhodnéjsi aproximace pomoci
logistické funkce s4 parametry. Logistickd funkce ma3, stejné jako amplifikacni
kiivka predstavujici spravné probéhlou amplifikaci, tvar podobny pismenu S.
Funkce je definovana jako
flo = flo, + {5t (@1

kde:

e flo = hodnota fluorescence v cyklu x

e flop = minimalni namérena fluorescence

e flomax = maximalni namérena fluorescence

e Xso = cyklus ve kterém nastane bod inflexe

e s =strmost stoupani
5 — - 4-05

y=03+ (10-x)-038

1+10

4

"o,

max
3 |

2 /=~ Bod inflexe

Obr. 4.2: Logisticka krivka a jeji parametry.

Minimalni namérena fluorescence je velmi ¢asto rozdilna v kazdé jamce. Nejcastéjsi
pric¢inou jsou nepresnosti zplisobené pipetovanim. To vede k neptehlednému grafu,
kde se amplifikacni kiivky razné krizi.

Pri typickém poctu 96 jamek na jedno qPCR a dvéma barvivy v kazdé jamce,
by vysledny graf mél obsahovat 192 primek. Takovyto graf by byl neprehledny. Pro
zlepsSeni prehlednosti grafu lze vyuzit toho, Ze pro vyhodnoceni genotypli nese
nejveétsi vypovédni hodnotu zména fluorescence v priibéhu reakce. Toho je mozné
vyuzit pro posunuti krivek do spolecného pocatku, v tomto pripadé nulové hodnoty
fluorescence v prvnim cyklu real-time PCR. Rovnice tedy dostane tvar:

f __ flomax—flop

- 1+10&50—x)*s (42)
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Dal$imi vyhodami je, Ze proloZenim dat kifivkou odpadne nutnost odstranéni
Sumu, nebo vybocujicich hodnot. Oba problémy se nejvice vyskytuji v background
fazi amplifikacnich krivek.

4.2 Grafické uzivatelské rozhrani - GUI

Software je zrealizovany ve vyvojovém prostiedi Matlab. Matlab poskytuje Siroké
spektrum funkci pro analyzu a vizualizaci dat, jak piimo obsaZenych v instalacnim
balicku, tak i jinymi uzivateli naprogramovanych funkci staZitelnych z oficialniho
webu Matlabu. Software byl naprogramovan s pomoci GUIDE, vestavéného
prostiedi pro tvorbu grafickych rozhrani. VSechny grafické prvky jsou umistény
relativné, jejich velikost a umisténi se tedy bude automaticky ménit s rozliSenim
obrazovky a velikosti okna. RozloZeni GUI je inspirovano programem LightCycler®
96.

GUI umoziuje uzivateli volat funkce jednoduse, pomoci stisku mysi. UZivatel
tedy nemusi znat nazvy funkci a odpada nutnost je volat pomoci prikazové radky.
Misto toho se pri kliku na predem definované interaktivni pole zavola predem
definovana funkce neboli ,callback” vlastni danému interaktivnimu poli. VSechny
funkce callback byly nastaveny jako nepierusitelné, takze dalsi callback je mozné

spustit az po dokonceni predchazejiciho callbacku.
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Obr. 4.3: Priklad rozloZeni GUI pouzivaného v LightCycler® 96 SW 1.1.
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Charakter callback funkci zajiStuje, Ze vSechny proménné, které jsou v ném
vytvoreny, budou na jeho konci smazany. Pro ukladani a predavani dat mezi
funkcemi slouzi struktura ,handles“. Handles obsahuje ukazatele na vSechny
grafické prvky vytvorené v GUIDE a soucasné je mozné ji pouZzit pro ukladani
proménnych.
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Spusténi programu

Zadani cesty k RDML
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v

Extrahovani RDML
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logistickou kfivkou

"
el

h

Altualizace grafu a
tabulek

h J

P Klasifikace kfivek pomoci
Mamé?‘lgt' ;LJI'EIZEHI End-point analyza hodnoty fluorescence Export vysledkd
g P a Cisla cyklu

GUI se spousti skriptem GUL.m, ve kterém jsou i vSechny callbacky a vétSina

Obr. 4.4: Zjednoduseny vyvojovy diagram.

hlavnich funkci. GUI obsahuje dva panely, které budou nasledné popsany.

4.2.1 Popis GUI

GUI je rozdéleno na dva panely, mezi kterymi mtiZe uzivatel libovolné prepinat. Dva
panely byly vytvoreny kvili lepsi spravé grafickych prvki. Prepinani mezi panely je
pak zrealizovano piepinanim viditelnosti panelt uzivateli. Prvni panel je urcen pro
klasifikaci primek, druhy pro samotnou end-point analyzu a pfipadné manudlni
urceni genotypu. Na Obr. 4.5 lze vidét ivodni panel GUI po nacteni RDML souboru a
provedeni analyzy. Nyni budou kratce popsany oblasti jednotlivych paneld.

Oblast vlevo od ¢. 1 obsahuje listu nastroji. Prvnim nastrojem je ikona pro
zadani cesty k RDML souboru. Po zadani cesty se inicializuji tabulky a vykresli grafy.
Déle obsahuje ikonu pro export vysledki do textového souboru, jehoz struktura je
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podobna tabulce v oblasti €. 6. Pro praci s grafy nesmi chybét klasické nastroje typu
pribliZeni, oddaleni, posunuti a data kurzor. Tyto nastroje funguji ve vSech objektech
typu ,Axes“. Data kurzor po kliknuti na krivku, ¢i bod v bodovém grafu zobrazi
informace o hodnotach os v daném misté a jamku kterému bod, ¢i krivka naleZi.
Déle zobrazi bod ndleZici dané jamce v end-point grafech ¢islo 4 a 5. To je zvlasté
uziteCné, pokud Kklasifikace v grafech amplifikacnich ktivek zmeénila pozici
koncovych bodu. Posledni ikona prepne z panelu pro klasifikaci na panel pro
genotypizaci a naopak.

Oblast ¢. 2 a 3 je urcena pro tridéni kiivek pomoci hodnoty fluorescence
v urcitém cyklu. Tridéni je rozdéleno do dvou grafii. Kazdy graf zobrazuje namérené
fluorescen¢ni hodnoty jiného barviva. O které barvivo se jedna je napsano v titulku
grafu. V tomto piipadé jde o barvivo FAM (fluorescein) vlevo a o barvivo VIC vpravo.
Vice o procesu klasifikace je v kapitole 4.2.2.

Grafy €. 4 a 5 obsahuji grafy koncovych bodt. Graf ¢. 4 vZdy zobrazuje piivodni
rozloZeni koncovych bodi, bez ohledu na dalsi klasifika¢ni metody. Oproti tomu graf
¢. 5 zobrazuje graf po genotypizaci a po provedenti klasifikace v grafech ¢. 2 a 3.

Tabulka v oblasti ¢. 6 obsahuje informace o jednotlivych jamkach. Konkrétné
obsahuje ¢islo jamky (¢islovdno po tadcich), oznacCeni pozice jamky, vysledny
genotyp, pokud je to znamé tak i typ vzorku (negativni kontrola - ntc, neznamy -
unkn a dalsf) a oznaceni genu jehoz alely zkoumadme. Ddale tabulka umoZiuje
zobrazen{ jedné a vice jamek po zaSkrtnuti ptislusného pole ve sloupci zobrazit.
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Obr. 4.5: Panel pro klasifikaci krivek po provedeni analyzy.
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Na obrazku Obr. 4.6 je mozné vidét panel, ktery slouzi pro manualni urceni
genotypu a hromadnou klasifikaci pomoci end-point analyzy.

End-point analyza probiha v grafu pod ¢islem 8. Graf zobrazuje stav koncovych
bodl po Kklasifikaci pomoci fluorescence a c¢isla cyklu. Klasifikace do genotypi
probiha pomoci tlacitek v oblasti 11. Tla¢itka nesou nazvy genotypt, a po jejich
stlaCeni je uZivateli umoZnéno definovat oblast, ktera bude naleZet danému
genotypu. Oblasti jsou definované pomoci polygonli. UZivatel definuje body
polygonu kliknutim mysi v oblasti grafu. Takto vytvorené body jsou mezi sebou
automaticky spojeny. Oblasti leZici vné polygonu jsou vyhodnoceny jako neznamy
genotyp. Graf v oblasti 5 je kopif tohoto grafu.

V tabulce v oblasti ¢. 9 probihd manudlni genotypizace, a také slouzi jako
piehledna tabulka vysledki. RozloZeni Cisel v tabulce je stejné jako v qPCR bloku.
Legenda barevného kédovanti je v oblasti ¢. 10. Manualni urceni probiha klikem na
jamku. Po Kkliku se zobrazi amplifika¢ni kiivky naleZici aktivni jamce v oblasti ¢islo 7
navic se jesté zvyrazni naleZity bod ve vSech end-point grafech GUI. UZivatel tedy ma
pred sebou kdispozici vSechny dostupné informace. Zvoleni genotypu probiha
vpravo pomoci tlacitek v panelu manualniho uréeni. Manualni urceni ma vyssi
prioritu neZ end-point klasifikace, takZe genotyp jde znovu zmeénit zase jen
manualné. Tabulka zvlada i vybrani vice jamek najednou. Pfi ndsledném manudalnim
zvoleni genotypu je zménén genotyp posledni oznacené jamky z vybéru.
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Obr. 4.6: Panel pro genotypizaci a manudlni urcent.



4.2.2 Klasifikaci primek podle fluorescence a cCisla cyklu

Pro odstranéni problémovych krivek byl vytvoren cerveny posuvny kiiz, ktery je
mozno vidét na Obr. 4.7 v pravém dolnim rohu. K¥iZ neni nutno posouvat zadanim
hodnot, ale je mozZné ho rovnou potahnout mysi. Po posunuti kiiZe uZivatelem, jsou
za vyrazené krivky povazovany ty, kde fluorescence je mensi nez fluorescence
krivky v daném cyklu. Pro odliSeni vyiazenych kiivek je pouzito svétle Sedé barvy.
Kvili rozdilnym vlastnostem pouzitych barviv, je nutné analyzovat a vytiidit
nevhodné kiivky zvlast pro kazdou barvu.

FAM

0.4 -
0.35 -

03

02
015 -

01

o | 1 | I
5 10 15 20

Obr. 4.7 Klasifikace podle ¢isla cyklu a fluorescence.

Vytiidéné kiivky by nebylo vhodné vytadit z analyzy, protoZe s nejvétsi
pravdépodobnosti u nich probéhla nespecificka amplifikace. Reakce je tedy mozZné
povaZovat za negativni (neni ptfitomna sekvence komplementarni k TagMan sondég).
Samotné vyrazeni kiivky je realizovano vynulovanim vysledné fluorescence v end-
point grafu na 0, coz zméni vysledné rozpolozeni bodii v end-point grafu, a je tak
mozné lépe rozliSit jednotlivé genotypy.
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5 DISKUZE VYSLEDKU

Vytvoreny software je schopen analyzovat data z jakéhokoliv real-time cycleru
uloZena ve formatu RDML. Po importu dat zobrazi software amplifika¢ni kirivky
vSech vzorkii ve vybranych fluorescenc¢nich kandlech, tedy pro vybrané
fluorescencni barvy pouZité pro oznaceni pouZitych TagMan sond. Vedle
amplifika¢nich krivek zobrazi i bodovy graf znazortujici fluorescence kazdého
vzorku v obou fluorescencnich kanalech v poslednim cyklu PCR. Nasledné je moZno
pohyblivym kriZzem oznacit hrani¢ni cyklus PCR a hrani¢ni fluorescenci pro
eliminaci fluorescencnich signald, které povazujeme za faleSné pozitivni vzhledem
k pozdnimu a mirnému vzestupu hodnot fluorescence. Jde o ty pripady, kdy je
z tvaru ktivek ziejmé, Ze jedna ze sond ma tendenci reagovat i nespecificky a
zvySovat faleSné pozitivné sviij signal. Vysledkem je bodovy graf , oistény“ od téchto
dubioznich signdlii a snaze interpretovatelny automatickym ptirazenim daného
genotypu. Bez této moZnosti byla obsluha real-time PCR ¢asto nucena odecitat
vysledky genotypizace z amplifika¢nich kiivek jednotlivé, vzorek po vzorku.

Program nabizi jasné rozhrani umoznujici intuitivni ovladani, a to predevsim
ve srovnani s jinymi obdobnymi programy. Co dava prostor pro zlepSeni a dalsi
rozvoj, je absence moZzZnosti nastavit minimalni ,slope - strmost” vzestupu
amplifika¢ni krivky jako kritérium pro odliSeni skute¢né pozitivnich od falesné
pozitivnich vzorki. Bylo by moZno snaze eliminovat jako faleSné pozitivni signaly,
které sice v zavéru PCR vykazuji vysokou hodnotu fluorescence, ale vzestup hodnot
fluorescence nevykazuje charakteristicky tvar amplifika¢ni PCR ktivky.

Dodany software umoziiuje export vysledki genotypizace ve formatu snadno
zpracovatelném v béznych tabulkovych procesorech jako je treba MS Excel.
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ZAVER

Cilem prace bylo seznamit se s problematikou real-time PCR a navrhnout software,
ktery by byl schopny klasifikovat data ziskana z real-time PCR genotypizacnich eseji
i jinak nez na pomoci fluorescenc¢nich end-point hodnot. Metod pro klasifikaci dat
bylo vyzkouSeno vice. Nejlepsi se ukazala grafickd klasifikace pomoci hodnot
fluorescence a cisla cyklu. Klasifikace funguje velmi dobfe na vyrazeni krivek
s pozdni neidealni amplifikaci, které byly identifikovany konzultantem jako hlavni
problém. Nakonec byl vysledny software zaslan konzultantovi, jenz s ispéchem
ovéril jeho funkci na vétsim mnozstvi dat.
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