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DIAGNOSTICKY KIT PRO DETEKCI

MINIMALNI REZIDUALNI CHOROBY
U KOLOREKTALNIHO KARCINOMU

Uvod

Jednou z nejvhodnéjsich metod pro detekci minimalni rezidualni choroby (Minimal Residual
Disease - MRD) u pacientd se solidnimi tumory je metodika zalozena na principu real-time
RT-PCR (reverzné-transkriptazova polymerazova tetézova reakce v redlném cCase). Zakladni
mySlenkou v detekci MRD vySe uvedenou metodou je detekce exprese epitelidlnich
nadorovych znakd Vkompartmentech mesenchymalniho ptvodu. Jedna se o metodiku
neptimou, kdy na zékladé ptitomnosti znaku, ¢i jeho zvySené exprese, 1ze prokazat piitomnost
nadorovych bunék v kompartmentech vzdalenych primarnimu tumoru. Piedmétem vysSetieni
je celkova RNA vyizolovana z bunék pacientskych vzorkli (nativni nebo fixované tkang,
buniky kostni diené, krve, télni tekutiny obsahujici bunécny materidl). Tato celkovd RNA je
v nasledujicim kroku pfepsdna reverzni transkriptdizou do komplementdrni DNA (cDNA).
Poté nasleduje vlastni real-time PCR, jejimz principem je stanoveni mnozstvi kopii
vySetfovaného genu ve vzorku na zékladé standardiza¢ni kiivky za pouziti specifickych
hydrolyza¢nich TagMan sond.

Polymerazova fetézova reakce v redlném case (real-time PCR) je enzymaticka reakce, ktera je
umoznéna primery, specifickou fluorescencné znacenou sondou a termostabilni DNA-
polymeréazou, kdy pribeh reakce je sniman termocyklérem v redlném cCase na zdkladé zmén
fluorescence. Po pfidani standardl k reakci a vytvofeni standardiza¢ni kiivky lze hodnotit
mnozstvi specifické vySetfované sekvence ve vzorku. Ke kazdé polymeraze je dodavan
reakéni pufr o vhodném slozeni. Optimalni koncentrace hofecnatych ionti by méla byt
stanovena pro kazdy novy primerovy par, novou polymerazu a novy termocyklér. Vyhodné je
pouziti DNA-polymerdzy s tzv. ,,HotStartem®, pro jejiz aktivaci je nutné 10 az 15 minutové
zahtivani na 90-95°C. Primery jsou kratké oligonukleotidy (o délce cca 20bp), které vymezuji
amplifikovany usek DNA, specifickd hydrolyza¢ni TagMan sonda je kratky oligonukleotid
znaceny fluorescencni barvou a zhaSeCem. Teplota nasedani primert je orienta¢né vypocitana
Z nukleotidového sloZeni a méla by byt nasledné experimentalné ovétfena pii optimalizaci

amplifika¢niho cyklu.
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Kit obsahuje:

e CEA sense 0,015mM a CEA antisense 0,015mM - specifické primery

e CEA probe 1,250M - TagMan sonda

e CEA standard (10" kopii CEA v 1ul)

e CEA positive control — vzorek cDNA s pozitivni expresi CEA

e CK20 sense 0,006mM a CK20 antisense 0,005mM - specifické primery

e CK20 probe 1,25uM - TagMan sonda

e CK20 standard (10" kopii CK20 v 1ul)

e CKa20 positive control — vzorek cDNA s pozitivni expresi CK20

e dNTP 10mM mix (smés dTTP, dATP, dCTP, dGTP v poméru 1:1:1:1)
e Water DEPC-treated H,O

DalSi potirebné chemikalie a vybaveni:

e Hotstart DNA polymeraza s 5¢- 3° exonukleazovou aktivitou
e Vortex

e Minicentrifuga

e Real-time PCR thermocycler

e PCR pracovni box

e PCR zkumavky

e 2,0 ml zkumavky

e Spicky
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Chemikalie uchovavame pii — 18°C az — 30°C. Pred zacatkem prace rozmrazime na ledové
tiisti CEA sense 0,015mM, CEA antisense 0,015mM, CEA probe 1,25uM, CK20 sense
0,005mM, CK20 antisense 0,005mM, CK20 probe 1,25uM, dNTP 10mM mix, Water.
Ptipravime vhodnou HotStart Taq polymerazu s patficnym pufrem a MgCl,, Po rozpusténi vse
kratce zvortexujeme a stocime. HotStart Taq polymeraza se ptidava pifimo z mrazaku (pouze

krétce stocit). Zapneme real-time termocyklér.

1. Pfiprava standardd:. Souasti kitu je CEA standard obsahujici 10" kopii CEA/ul.
Provedeme 10-nasobné fedéni az k 10* kopii CEA/ul. Obdobné piipravime standardy
CK20. Provedeme 10-nasobné fedéni z CK20 standardu obsahujiciho 10 kopii
CK20/ul az k 10" kopii CK20/ul.

2. Pripravime si PCR zkumavky do vhodné vychlazené desticky.

3. PCR provadime ze 100ng cDNA, resp. celkové RNA v reakénim objemu 25ul.

4. Pripravime si MasterMix pro kvantifikaci CEA. Do 2ml zkumavky napipetujeme 0,5l
dNTP 10mM mix, 0,5ul CEA sense 0,015mM, 1ul CEA antisense 0,015mM, 4l CEA
probe 1,25uM ,dale reakéni pufr, hofe¢naté ionty a DNA polymerdzu dle pokynt
vyrobce a Water do celkového objemu 251l H,O na reakci (viz. tabulka 1). Uvedené
mnoZstvi je pro jeden vzorek. Kratce zvortexujeme a stocime.

5. Do ptipravenych PCR zkumavek rozalikvotujeme 24ul MasterMixu, rozpipetujeme
1ul cDNA vzorkt, 1pl vody jako negativni kontrolu, 1ul CEA positive control a 1l
specifickych nafedénych standardii (10*-10" kopii CEA/u).

6. PCR zkumavky vlozime do real-time termocykléru a spustime piislu$ny program.

1. krok: aktivace polymerazy a denaturace cDNA
96° C / 15 minut
2. krok: amplifikace - dvoukrokova

95° C/ 15 vtefin - 65° C/ 15 vtefin
snimani v kandlu JOE pii 65° C
7. Piipravime si MasterMix pro kvantifikaci CK20. Do 2ml zkumavky napipetujeme
0,5ul dNTP 10mM mix, 2ul CK20 sense 0,005mM, 21l CK20 antisense 0,005mM,
4l CK20 probe 1,25uM ,déle reakéni pufr, hofec¢naté ionty a DNA polymerazu dle
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pokynii vyrobce a Water do celkového objemu 251l H,O na reakci (viz. tabulka 2).
Uvedené mnozstvi je pro jeden vzorek. Kratce zvortexujeme a stocime.

8. Do ptipravenych PCR zkumavek rozalikvotujeme 24ul MasterMixu, rozpipetujeme
1ul cDNA vzorkt, 1pul vody jako negativni kontrolu, 1ul CK20 positive control a 1ul
specifickych nafedénych standardi (10%-107 kopii CK20/ul).

9. PCR zkumavky vlozime do real-time termocykléru a spustime piislusny program.

1. krok: aktivace polymerazy a denaturace cDNA
96° C / 15 minut
2. krok: amplifikace - dvoukrokova

95° C /15 vtefin - 60° C/ 15 vtefin

snimani v kanalu JOE pii 60° C

10. Po probéhnuti provedeme sestaveni standardiza¢nich kiivek a analyzu PCR reakei.

Tabulka 1.
Reak¢ni objem: 25ul Objem Koncentrace Konc. na reakci Finalni koncentrace
CEA sense 0,015mM 0,5 ul 0,015 mM 7,5 pmol 300 nM
CEA antisense 0,015mM lul 0,015 mM 15 pmol 600 nM
CEA probe 1,25uM 4 ul 1,25 uM 5 pmol 200 nM
dNTP 10mM mix 0,5 ul 10 mM 5 nmol 200 uM
DNA polymeraza Dle vyrobce Dle vyrobce Dle vyrobce Dle vyrobce
Mg Dle vyrobce Dle vyrobce Dle vyrobce Dle vyrobce
Pufr Dle vyrobce Dle vyrobce Dle vyrobce Dle vyrobce
cDNA 1wl 0,1ug cDNA/ul 100 ng 4 ng/ul
H,O Do 25ul / / /
Tabulka 2.
Reakéni objem: 25pl Objem Koncentrace Konc. na reakci Finalni koncentrace
CK20 sense 0,005mM 2l 0,005 mM 10 pmol 400 nM
CK20 antisense 0,005mM 2l 0,005 mM 10 pmol 400 nM
CK20 probe 1,25uM 4 ul 1,25 uM 5 pmol 200 nM
dNTP 10mM mix 0,5 pl 10 mM 5 nmol 200 uM
DNA polymeraza Dle vyrobce Dle vyrobce Dle vyrobce Dle vyrobce
Mg Dle vyrobce Dle vyrobce Dle vyrobce Dle vyrobce
Pufr Dle vyrobce Dle vyrobce Dle vyrobce Dle vyrobce
cDNA 1l 0,1pg cDNA/ul 100 ng 4 ng/ul
H,O Do 25ul / / /
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Problém Pravdépodobné zptisobeno MozZné FeSeni

Vsechny Spatné piipraveny MasterMix Pfipravime novy MasterMix

fluorescencni kiivky

vodorovné

Fluorescen¢ni kiivka | Inhibice PCR reakce Pfipravime novy MasterMix

vzorku neni Provedeme znowvu rev. transkripci

exponencialni Vyzadame si novy vzorek RNA

Degradace primert Nartedéni novych primerQ

Objednani nové syntézy primeri

Fluorescenéni kiivka | Kontaminace PCR Vyména vSech komponent, vycisténi pipet,

V negativni kontrole dekontaminace pracovniho mista a
opakovani celého postupu PCR

Automaticky vystup z ptistroje. Pii hodnoceni se fidime témito pravidly:

e Sestaveni standardiza¢ni kiivky S hodnotou efektivity nad 0,85 a korelacnim
koeficientem nad 0,9.

e Automatické vyneseni a zdznam vzorkt do standardizaéni kiivky.

e Normalizace dat na vstupni mnoZstvi RNA.

e Pfitomnost minimalni rezidualni choroby je prokazana pti expresi CEA nad 200 kopii
CEA/ug RNA v systémové krvi, pti expresi CEA nad 350 kopii CEA/ug RNA
V kostni dfeni, pfi expresi CK20 nad 5 000 kopii CK20/1ig RNA V systémové krvi a
pii expresi CK20 nad 2 000 kopii CK20/11g RNA v kostni dfeni.



