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1. Uvod

Polymerasova fetézovd reakce (PCR) je jednou
z hlavnich metod molekularni biologie. Vyuziva se pro
enzymovou replikaci specifické sekvence nukleové kyseli-
ny in vitro. Od roku 1983, kdy byla metoda popsana ame-
rickym biochemikem K. B. Mullisem'?, prosla znaénym
vyvojem. Dnes rozliSujeme tfi typy: (a) konvenéni PCR,
(b) kvantitativni PCR s fluorescenéni detekci v realném
tase — gPCR a (c) digitalni PCR — dPCR (cit.?).
V soucasné dobé se rozviji dPCR, kterd umoziuje,
v porovnani s pfedchozimi typy PCR, preciznéjsi kvantifi-
kaci bez nutnosti pouziti kalibracni kiivky. Uplatnéni této
metody je Siroké a zasahuje do fady oblasti, napf.
do biomedicinskych aplikaci, forenzni genetiky, autentiza-
ce rostlin nebo analyzy potravin.
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2. Digitalni polymerasova fetézova reakce

Princip dPCR spocivd v rozdéleni reakéni smési
s analyzovanym vzorkem do velkého mnozstvi alikvot
(reak¢nich podild), ve kterych probéhne vlastni amplifika-
ce. Privlastek ,,digitalni“ dostala metoda na zaklad¢ indivi-
duélniho sbéru dat v kazdém oddéleném prostoru a jejich
vyhodnoceni systémem ,,jednicek a nul“. Pozitivni vysle-
dek, tedy naméfeni fluorescence v roztoku, znaci pritom-
nost analyzované DNA v reakénim podilu a v daném vy-
hodnocovacim systému se zna¢i hodnotou 1. Negativni
vysledek, tedy signal pod nastavenou mezi detekce, se
znadi ¢islem 0 (obr. 1).

Reakéni smés obsahuje DNA polymerasu, puft, chlo-
rid hotfecnaty, primery a nukleotidy, dale pak fluorescen-
¢né znacenou sondu nebo interkala¢ni fluorescenéni barvi-
vo. Objem reakéni smési v jedné alikvotni Casti byva od
nékolika pikolitrli do desitek nanolitrli. Rozdé€leni molekul
templatu do alikvot 1ze dosahnout dvéma zptisoby: pomoci
mikro¢ipu nebo vytvofenim emulze olejovych kapicek.
V obou piipadech posléze probiha klasicka amplifikace.
Kapacita ¢ipu (pocet komiirek), popf. pocet kapicek,
a objem jednotlivych reak¢nich oddilt ovliviiuji detekéni
limit metody dPCR. Pro pfesnou kvantifikaci je zcela za-
sadni néhodna distribuce templatu do jednotlivych alikvot.
Pii vyhodnocovani se nejcastéji vyuziva korekce na zakla-
dé tzv. Poissonova rozdéleni zohlediiujici moznou pfitom-
nost vice cilovych molekul v reakénim podilu®*>®. Je-li
v N reak¢énich podilech ndhodné rozdéleno M molekul, 1ze
primérné mnozstvi cilovych molekul v jednom podilu (1)
vyjadtit jako M/N. Pokud je pocet reakcnich podilt velky,
je mozné odhad pocatecni koncentrace cilové sekvence ve
vzorku vyjadfit jako —In(1 — Nye/N), kdy Ny je pocet
negativnich reakcnich podilt. U podilt s vétsim objemem
je vyssi riziko pritomnosti vice cilovych molekul, coz by
mohlo vést k nespravné kvantifikaci. Proto je lepsi volit
usporadani s vice podily o mensim objemu”®. Pro vypocet
koncentrace cilovych molekul je nutné znat pocet a objem
reak¢nich podilti a dale mnoZzstvi negativnich, popf. pozi-
tivnich, podila*®”’. Zjistény podet kopii templatové DNA
l1ze snadno prepocitat na mnozstvi v analyzovaném vzor-
ku®. Pfedpokladem je volba vhodné koncentrace DNA tak,
aby systém nebyl zcela saturovan, tzn., aby byly pfitomné
i negativni reakéni podily. Na konci dPCR je stanoven
pocet cilovych molekul z namétenych hodnot pozitivnich
a negativnich signali®'’. Jones a spol.'' uvadi pro vypodet
koncentrace rovnici (/).
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Obr. 1. Princip dPCR. cdPCR = ¢ipova dPCR, ddPCR = kapkova dPCR, CCD = elektronicka soucéastka pouzivana pro sniméani obrazové

informace, PMT = laserem indukovany dvoubarevny detektor. Pfepracovano podle cit.

Kvantifikace nukleovych kyselin je diky digitdlnimu
formatu velice pfesna i pri nizkych koncentracich templa-
tu, coZ umoziuje mnoho aplikaci vyzadujicich vysokou
citlivost a/nebo majicich omezené mnozstvi vzorku®''.
Jinou vyhodou dPCR je, ve srovndni s PCR a qPCR, sa-
motné rozdéleni do alikvot, diky ¢emuz neni potieba tech-
nickych replikati. Amplifikace jednotlivych molekul DNA
v oddé€lenych prostorech — jamkach mikrotitra¢ni desticky,
sektoru ¢ipu nebo v kapce olejové emulze — zaroven snizu-
je jejich kompetici o reagencie. V porovnani s konvenéni
PCR je dale velkou vyhodou dPCR absence post-
amplifikacni analyzy, nejcastéji prostfednictvim horizon-
talni agarosové elektroforézy, kvantifikace i malych rozdi-
It v mnozstvi cilovych tsekl, moznost vybéru pouziti
fluorescen¢né znacenych sond (pfesnéjsi, finanéné naroc-
né&jsi) nebo interkalacniho barviva (levnéjsi, specifita ob-
dobna jako u qPCR). Odecet fluorescence také zjednodu-
Suje provedeni i vyhodnoceni multiplexnich analyz.
V porovnani s qPCR je vyhodou nizsi vliv inhibitora reak-

ce na spravné vyhodnoceni kvantifikace; nevyhodou je pak
38,12
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2.1. Typy

Koncept dPCR byl poprvé popsan v 90. letech minu-
1ého stoleti™’, od té doby doglo k jeho znaénému rozvoji.
V soucasné dobé¢ existuje nékolik typi dPCR, 1isi se prede-
v§im zplsobem rozdéleni vzorku do alikvot. Rozdéleni je
zalozeno na vytvoreni emulze (kapek), prutoku kanalky na
¢ipu, kapilarni sile v mikrojamkach, tvorb& hydrogelovych
perlidek nebo tisku kapek na substrat'®. Disperze vzorku
muze byt ovlivnéna velikosti reakéniho oddilu, ktery ma
vliv na detek¢ni limit a nejistotu méfeni. Dal$imi parame-
try ovliviiujicimi disperzi vzorku jsou napf. rychlost dis-
perze Ci pocet reak¢nich podild na vzorek. Pti vybéru zpu-
sobu disperze vzorku je tak tfeba zohlednit nejen ekono-
mické aspekty, ale predevsim technické parametry piistro-
ju a vlastnosti analyzovaného vzorku. Napiiklad vzorek
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nefragmentované DNA se nemusi amplifikovat v malych
reaké&nich objemech**'*'. Srovnani jednotlivych disperz-
nich metod je uvedeno v tab. I. Jednotlivé typy dPCR se
mimo zpisobu disperze lisi kapacitou a cenou. Baker"
uvadi, ze pofizovaci cena pfistroji pro kapkovou dPCR
(Bio-Rad Laboratories, RainDance) je 89—100 tisic dolaru,
pro ¢ipovou dPCR (Fluidigm Corporation, Life Technolo-
gies) 90-250 tisic dolarti v zavislosti na vybraném pfistro-
ji. Odlisné jsou také ceny za reakci; levnéji vychézi reakce
u kapkové dPCR, ktera rovnéZ poskytuje rozdéleni vzorku
do vice reakénich podild.

Jednou z prvnich piedstavenych forem dPCR byla
kapkova digitalni PCR (ddPCR). Vzorek v reakéni smési
je pfed samotnou PCR nutné smichat s olejem a chemicky-
mi stabilizatory. Emulgace vzorku probihd v tzv. generato-
ru kapek (alikvot), ktery smés rozptyli do velmi drobnych
kapek (v fadu nanolitri). Ty jsou pfeneseny do mikrotit-
racnich desticek a poté je provedena emulzni PCR
v klasickém termocykleru. Pfitomnost templatové DNA je
nasledné vyhodnocena v tzv. CteCce kapek. Jednd se
o mikrofluidni zafizeni, v némzZ jsou nejprve vSechny kap-
ky z jamky mikrotitracni desticky shromazdény v jedné
nadobé, nasledné jsou od sebe oddélovany delici tekutinou
a za konstantniho tlaku jsou posouvany k detektoru (napf.
laserem indukovany dvoubarevny detektor, PMT) rychlos-
ti cca 1000 kapek za sekundu. Data jsou zaznamenavana
zobrazovacim softwarem; vyhodnocuje se mnozstvi nameé-
fenych fluorescenénich signalti obdobné jako u pratokové
cytometrie™'*'"'® Schéma priibéhu ddPCR je znazornéno
na obr. 1.

Na principu emulgace funguje rovnéz dPCR zaloZena
na disperzi vzorkd do hydrogelovych kulicek, kdy je po-
vrch kapek PCR smési rovnomérné obalen agarosovym
gelem poskytujicim ochranu proti vzajemné kontaminaci
mezi kapkami. Jiny format emulzni dPCR, tzv. BEAMing,
vyuziva magnetické kulicky s navazanymi biotinylovany-
mi primery. Po PCR jsou magnetické kulicky jednoduse
izolovény, pfeciStény a nasledné jsou pomoci fluorescen-
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Tabulka I

Porovnani disperznich metod vzorku®'?2*%

Referat

Disperzni Disperzni parametry Citlivost ~Falesn¢ Presnost® Rychlost*
metoda velikost objem pocet alikvot rychlost [70] p’ozmvnia

reakéniho  kompartmentu na vzorek rozptylu vysledky

podilu [m] 1l [min ']
Kapky 107107 0,001-1-10" 20 00010 000 000  ~2000 <0,01 Hokkx *k *
Hydrogelové  107*-10°° - 10 000 000 ~3 000 000 1 ok *ok sk
kapky
Mikrojamky ~ 107°-107° 0,8-1-107° 20 000 na ¢ip ~60 000 0,005 * ook sk

(kazdy kanal)
Kanalky 10%-107° 6,3-107° 765 ~10 000 0,01 ok ook sk
Tisknuti 107 0,8:107° 400 ~100 - ok * ok
(kazdy experiment)

Krystaly 10°¢ 0,4:107° 25 000-30 000 - 0,03 - - -

*Vyssi podet hvézdiéek (*) je piifazen vyssi hodnoté parametru

¢n¢ znacenych sond rozliSeny kulicky s PCR produkty.
Kvantifikace probiha pomoci pritokové cytometrie'’.
Druhou variantou dPCR je ¢ipova dPCR (cdPCR).
Cao a spol."” popisuji ti riizné zpiisoby disperze vzorku na
Cip, a to kanalovou, tiskovou a na bazi mikrodesticek.
V pripadé kanalové disperze (obr. 2A) je vzorek z hlavni-
ho pritokového kandlu mikrofluidniho ¢ipu rozdélen roz-
vodnymi kanalky do mnoha (stovek az desitek tisicti) ko-
murek po celé plose Cipu, a to za vyuziti tlaku vzduchu
nebo oleje vychylujictho membrany mezi kanalky a ko-
murkami v ¢ipu. V komurkach se poté amplifikuji cilové
molekuly'. U tiskové disperze (obr. 2B) dochéazi
k natisténi pole olejovych kapek na chemicky modifikova-
ny substrat a poté je do kazdé kapky vtisténa mikrokapka

vodného roztoku DNA a PCR reakéni smési. Posledni
moznost disperze je zalozena na bazi mikrodesti¢ek
(obr. 2C). Nejprve je nutné vytvorit mikrotitracni pole Cipu
postavenim fady mikroskopickych prichozich otvord na
kfemikovy €ip a naslednou upravou povrchu na hydrofob-
ni nebo hydrofilni, ¢imz dojde k vytvoreni reakénich ko-
mirek (mikrojamek), ve kterych dochédzi k amplifikaci
jednotlivych molekul. Vzorek je v prichozich komirkach
udrzen diky kapilarni sile a hydrofilni modifikaci vnitini
stény otvoru. Thned po disperzi vzorku do komurek je na
ob¢ strany Cipu nanesen tésnici olej, aby nedochazelo
k odpafovéani vzorku nebo kifizové kontaminaci béhem
teplotniho cyklu PCR.
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Obr. 2. Schéma disperznich metod cdPCR: A — kanalova disperze, B — tiskova disperze, C — disperze na bazi mikrodesti¢ek. Pfepraco-

véno podle cit."
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Dalsi formou cdPCR, popsanou v praci Madic
a spol.?’, je tzv. krystalova dPCR. Tato varianta vyuZiva
2D uspotadani ¢ipovych forem s tvorbou monodisperznich
kapek. Reakéni smés je pipetovana do jamek specialné
navrzeného mikrofluidniho Sapphirova Cipu, kde protéka
siti mikrokanald a rozdéli se do pole kapek, zvanych téz
dropletové krystaly. Ty se poté uvnitf ¢ipu spontdnn¢ orga-
nizuji do struktury podobné uspofadani atomu v krystalu.
Po jejich vzniku je zahajena PCR amplifikace®®*'.

V zavislosti na vybraném pfistroji mize u této plat-
formy analyza probihat jak v koncovém bod¢ (tzv. end-
point) PCR, tak i v realném &ase®. Vyhodou cdPCR je
moznost zopakovani odectu fluorescence z Cipu, pokud se
prvotni ¢teni jevi jako Spatné. Naopak nevyhodou
v porovnani s ddPCR je rozdéleni vzorku do méné reakc-
nich oddila'**.

V odbornych publikacich je nejcastéji popsano pouZi-
ti ddPCR a c¢dPCR s disperzi prostiednictvim kanalku,
mén¢ pak cdPCR s distribuci prostfednictvim Sapphirova
gipu & metoda BEAMing. Morisset a spol.”® porovnavali
parametry qPCR, cdPCR a ddPCR metodiky s genomovou
DNA geneticky modifikované (GM) kukufice a uvadi, ze
dynamicky rozsah ¢dPCR je nizsi (2-3 log) nez u ddPCR
(5 log). Absolutni limit kvantifikace genu kukufice
MONS810 byl pii analyze cdPCR 15-56 kopii, zatimco pii
analyze prostfednictvim ddPCR 18 kopii. Absolutni limit
detekce metod byl v rozmezi 1-10 kopii haploidniho ekvi-
valentu genomu kukutice MONS10 pro cdPCR a 6 kopii
pro ddPCR. Dong a spol.’ porovnavali ddPCR a cdPCR pfi
méfeni poctu kopii certifikovaného referenéniho plasmidu
PNIM-001. Prokazali, ze testované platformy maji, pfi
pouziti linearizovaného plasmidu, srovnatelnou kvantifika-
ci poctu kopii.

2.2. Mnohonasobna digitalni polymerasova fetézova
reakce

V  soucasné dobé je dostupnych minimalné
6 komerénich platforem dPCR (cit.’). Viechny umoziiuji
provedeni mnohondsobné (multiplex) dPCR (mdPCR),
ktera vyuziva vice part primera v jedné reakci. Jeji vyho-
dou je kratsi ¢as potfebny pro analyzu vzorku, mensi spo-
tieba chemikalii a tedy i niZ$i cena za reakci. mdPCR je
vhodnym feSenim pro analyzu vzacnych vzorkid a/nebo
vzorkil dostupnych jen v malém mnozstvi**?. P¥itomnost
¢i nepfitomnost cilovych sekvenci je detegovana odectem
fluorescenci kazdého reakéniho podilu. Mnohonasobna
reakce je mozna diky oznaceni jednotlivych cilovych mo-
lekul fluorofory s rlznymi emisnimi spektry a/nebo vy-
hodnocenim intenzity fluorescence stejné barvy s vyuzitim
odlisnych amplitud. Tyto postupy je rovnéz mozné kombi-
novat a navySit tak mnozstvi odlisitelnych produktt
v reakci'***** % Nejdostupnéjsi platformy umoziiuji de-
tekci dvou emisnich vinovych délek, a to obvykle 520
a 550 nm odpovidajicich kombinaci barev FAM a VIC
(napf. systém RainDrop od RainDance Technologies nebo
QX100 & QX200 ddPCR od spolenosti Bio-Rad)'”*.
Dobnik a spol.** pouzili systém kvadruplex, kde kombino-
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vali oba vySe zminéné postupy — v kazdém ze dvou flu-
orescencnich kanall (fluorofory FAM, VIC) dokézali diky
odliSnym koncentracim primerti a sond detegovat dva od-
lisné produkty. Zhong a spol.?® publikovali metodu penta-
plexu umoziujici simultanni detekci poctu kopii gend dd-
lezitych pro stanoveni spinalni muskularni atrofie, a to za
vyuziti pouze dvou fluoroforli. Rovn&€z spolecnost
Fluidigm uvadi pro sviij systém Biomark™ moznost kvan-
tifikovat az Ctyii cilové useky ve vzorku najednou, pro
piistroje s integrovanym fluidnim obvodem (napi. EP1)
pak uvadi moznost vyuziti 5 barev pro detekci 5 cilovych
usekt. Nekteré platformy detegujici dva fluorofory umoz-
fiuji upravou koncentraci primerd a sond odlisit az 10 rdz-
nych cilt. Systém zaloZeny na odlisné amplitudé vSak
nemusi byt v pfitomnosti inhibitorti nebo v ptipad€ pouziti
nukleové kyseliny Spatné kvality spolehlivy. Robustnéjsi
metodou pro detekci a/nebo kvantifikaci tak je pfifazeni
jednoho amplikonu cilové sekvence na jeden fluorescenéni
kandl. Krystalovd dPCR (Naica system, Stilla Technolo-
gies) pracuje s tfemi fluorescenénimi kandly (modrym,
zelenym a cervenym)™*'*2°2*3% Pro piesnou kvantifikaci je
vzdy potieba optimalizace podminek. Dulezita je vazba na
cilovou sekvenci, specifita sond a zamezeni vzajemnému
ovliviiovani primerti a sond™.

2.3. Aplikace

dPCR je robustni a citlivd metoda. Diky svym vlast-
nostem nasla uplatnéni v Iékaiské diagnostice, pti identifi-
kaci druhti rostlin i zivo€ichli, v potravinafstvi, ale i ve
forenzni genetice, mikrobiologii a dalSich oborech
(cit.> 12303 - Vyuziva se predevim u naroénych ana-
1yz pro detekci minoritnich, vzacnych cili a také pro ana-
lyzu poétu kopii®*'”. P¥ima a absolutni kvantifikace, kte-
rou dPCR nabizi, je atraktivni technologii rovnéz pro ru-
tinni analyzu sloZeni vzorkl potravin a krmiv ¢i pro detek-
ci a kvantifikaci obsahu geneticky modifikovanych orga-
nismi (GMO)*?**2. S vyhodou se dPCR pouziva i pro
absolutni kvantifikaci genové exprese®. Piedstavuje tak
efektivni, flexibilni a ekonomické feseni pro celou fadu
aplikaci.

2.3.1. Biomedicinské aplikace

Perkins a spol.** uvadgji, ze pro efektivni charakteri-
zaci genetickych a epigenetickych zmén v onkologii, viro-
logii ¢i prenatdlni diagnostice nebyly konvenéni metody
dostacujici. dPCR tak diky své vysoké citlivosti a specifité
umoznila pfekonat limitace konvencnich metod a je velmi
vhodna pro analyzy tekutych biopsii. Sefrioui a spol.*®
prokazali, ze neni nutné izolovat cirkulujici tumorovou
DNA ze vzorki plazmy pacienti s metastatickym kolorek-
talnim karcinomem pied samotnou analyzou pifi pouziti
dPCR. Mira detekce DNA byla nizs§i o 5 % v porovndni se
vzorky po izolaci. Andersen a Jakobsen™ pouzili systém
mdPCR pro screening 31 mutaci ve 4 onkogenech (KRAS,
NRAS, BRAF, PIK3CA) u vzorkl plazmy pacienti
s cholangiokarcinomem. Celkem bylo pouZito osm multi-
plext, kazdy detegoval 3—5 mutaci. Pozitivni vzorky byly
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oveteny duplexni dPCR. Kromé zminéné detekce specific-
kych sekvenci nachazi dPCR uplatnéni i v testovani varia-
bility poctu kopii (CNV). CNV je definovana jako tsek
DNA o délce 1 kbp az 5 Mbp (n€kterymi autory jako usek
delsi nez 1 kbp), ktery je pfitomen v jiném poctu nez
u referenéniho genomu’’. CNV tvoii asi 12 % lidského
genomu®’ a asi polovina z nich spada do oblasti kodujicich
proteiny™®. Mnoho CNV nema vliv na fenotyp, nékteré
CNV jsou asociovany s rlznymi onemocnénimi. CNV
muze pfimo ovlivnit genovou expresi a tim zpUsobit gene-
tické onemocnéni®’. Nejznaméjsimi piiklady vlivu rozdilt
v CNV jsou variabilita v metabolismu 1é¢iv vlivem CNV
genu CYP2D6, citlivost vici infekci HIV vlivem CNV
genu CCL3LI (cit.*) a predispozice k autoimunitnim®,
neurodegenerativnim &i nadorovym onemocnénim®. Me-
tody studia CNV zahrnuji cytogenetické techniky
(fluorescencni in situ hybridizace), pokud se jedna o CNV
vétsiho rozsahu, hybridizacni techniky zaméfené na cely
genom (komparativni genomové hybridizace na Cipu)
a techniky specifické pro urgity lokus®. V sougasné dobé
se pouzivaji zejména techniky zalozené na amplifikaci®,
mezi néZz patii i gPCR a dPCR. Pro studium CNV ma
dPCR oproti qPCR vyhodu vyssi pfesnosti bez nutnosti
amplifikace velkého mnozstvi replikdti a bez obav
o efektivitu amplifikace, a to zejména v situaci, kdy je
tieba rozliSit jednotlivé stavy pfi vyS8§im poctu kopii, napft.
odligit Gtyti kopie od p&ti pritomnych kopii*>*’. Napiiklad
vy$§i pocet kopii genu HER? je spojen s agresivnéjsi for-
mou rakoviny plic a prsu, ale také s lepsi odpovédi na bio-
logickou lécbu protildtkami proti tomuto receptoru a je
proto cilem diagnostiky. Belgrader a spol.*’ provedli srov-
nani analyzy poctu kopii HER2 pomoci tradi€nich technik
a pomoci ddPCR ve fixovanych vzorcich tkan¢ a shoduji
se, ze ddPCR je pfesné€jsi a méné pracnou technikou nez
mikroskopie. Gevensleben a spol.*® pouzili ddPCR pro
analyzu poctu kopii HER2 v plazmé€ a v porovnani s qPCR
uvadéji lepsi shodu s vysledky z biopsie.

Aneuploidie, tedy pfitomnost abnormdlniho poctu
chromosomtl, miize byt povazovana za CNV velkého roz-
sahu. DalSim piikladem vyuziti dPCR ve zdravotnictvi je
prenatalni screening trisomie 21. chromosomu. Lee
a spol.* stanovili presnost detekce trisomie ve vzorcich
plazmy té¢hotnych zen na 99,7 %. Detekci chromosomalni
aneuploidie se dale zabyvali také Lo a spol.”’, El Khattabi
a spol.>! nebo Xu a spol.*%.

Dalsim nastrojem diagnostiky je analyza genové ex-
prese. Taylor a spol.”® ukézali, 7e analyza genové exprese
pomoci ddPCR je v porovnani s qPCR presnéjsi a vysled-
ky jsou méné ovlivnéné piitomnosti inhibitord. Seo
a spol.” s uspéchem pouzili ddPCR pro stanoveni hladiny
mRNA v moéi pro diagnostiku ¢asného odmitnuti $tépu
pii transplantaci ledvin. Wang a spol.>* kvantifikovali
miRNA souvisejici s rakovinou plic s vyuzitim ddPCR
na mikrofluidnim ¢ipu.

2.3.2. Detekce patogenti
Metodu dPCR lze vyuZit také pro analyzu nukleovych
kyselin mikroorganismi a jejich absolutni kvantifikaci.
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Stale cast&ji je takto zjiStovana pfitomnost patogend,
a to nejen v medicing, ale i v potravinarském pramyslu.
Napiiklad Klanénik a spol.”® vyuzili dPCR pro kvantifikaci
DNA L. monocytogenes. Shen a spol.*' publikovali slibnou
metodu pro detekci RNA viru hepatitidy C a HIV, a to
vyuzitim dPCR s reverzni transkripci (RT-dPCR). Na ana-
lyzu virt s vyuzitim RT-dPCR se zaméfili také Fraisse
a spol.>, kteii kvantifikovali virus hepatitidy A a noroviry
v ovoci. Ve své praci porovnavali RT-dPCR a RT-qPCR.
Kvantifikace u dPCR byla vyrazné¢ méné ovlivnéna pii-
tomnosti inhibitorti. Mensi néachylnost dPCR k inhibici
potvrdili ve své praci také Wang a spol.”’, ktefi porovnava-
li dPCR a qPCR pfi detekci S. fyphimurium v mléce.

2.3.3. Druhova identifikace rostlin a analyza geneticky

modifikovanych organismii

dPCR je pouzivana pro analyzu vzorkl potravin, po-
travinaiskych surovin a krmiv. Hlavni oblast pouziti je
identifikace rostlinnych a zivocisnych druht pii odhalova-
ni falSovani potravin. Mnoho laboratofi rutinné pouziva
dPCR rovnéz k detekci a kvantifikaci GMO. Pfitomnost
GMO v potravinach a krmivech je regulovana v mnoha
zemich. Evropskd unie (EU) zavedla prahovou hodnotu
pro oznaceni produktll obsahujicich vice nez 0,9 % povo-
lenych GMO a v krmivech 0,1 % piimési GMO**,
u kterého probiha postup povolovani nebo u néjz uplynula
v EU platnost povoleni. Je tedy nutné mit k dispozici citli-
vé metody pouzitelné pro presnou kvantifikaci jednotli-
vych slozek. dPCR vykazuje velky potencial pro urceni
absolutniho po¢tu kopii vloZeného tseku DNA v GM plo-
dinach’. Nejvice citovana je metodika popsand v praci
autort Morisset a spol.”, kde byla pouzita ddPCR pro
kvantifikaci GM kukufice MON810 a bylo dosazeno citli-
vosti 5 kopii ekvivalentu haploidniho genomu kukufice.
Kvantifikace kukufice MONS810 byla provedena také pro-
stfednictvim Fluidigm c¢dPCR, kdy Burns a spol.”® ziskali
nejpresnéjsi vysledky pii kvantifikaci 200-700 kopii. Pti
vy$§im mnozstvi kopii cilového tseku v analyzovaném
vzorku ziskali nadhodnocené vysledky, naopak podhodno-
cené vysledky ziskali pifi analyze niz§iho poctu kopii.

Prostfednictvim dPCR jsou rovnéz provadény scree-
ningové analyzy pfitomnosti a mnozstvi GMO ve vzorcich
obsahujicich soju, ryzi & brambor™® ' . V oblasti kvantifi-
kace GMO jsou nové¢jsi publikace zaméfeny hlavné na
multiplexni formaty. Studie autort Dobnik a spol.** popi-
suje multiplexni metodiku pro kvantifikaci vSech 12 v té
dobé v EU registrovanych linii GM kukutice. Kvuli vyso-
ké podobnosti neékterych sekvenci byly pouzity dva samo-
statné multiplexni testy (kvadruplex a dekaplex), sondy
pro transgeny byly znaceny jednim fluoroforem (FAM)
a pro referencni gen kukufice (hmgA4) druhym (HEX). Oba
multiplexni testy poskytly presné vysledky. Limit kvantifi-
kace, opakovatelnost a spravnost byly v souladu
s mezinarodnimi doporuc¢enimi pro metody kvantifikace
GMO. Studie autord Koppel a spol.”? porovnava pouziti
multiplexnich qPCR a ddPCR a prokazuje vhodnost pro
rutinni diagnostiku GMO.
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2.3.4. Autentizace a falSovani potravin

Statni zemédélska a potravinarska inspekce kazdoroc-
né odhali velké mnozstvi ptipadi fal§ovani potravin a kla-
mani spotfebitele®. V roce 2018 byly zjidtény napk. jakost-
ni prohfesky u medd, makd nebo masnych konzerv. Proto
je potieba vyvijet metody umoznujici detekci a kvantifika-
ci slozek (i nedeklarovanych) ve vyrobcich. Napriklad
Floren a spol.*”? wisp&né pouzili ddPCR pro identifikaci
a kvantifikaci DNA skotu, koné a prasete v masnych vy-
robeich. Cai a spol.** pouzili ddPCR pro piesnou kvantifi-
kaci obsahu kufeciho a vepfového masa. Zabyvali se rov-
néz vztahy mezi hmotnosti syrového masa, hmotnosti
DNA a poctem kopii DNA. V roce 2017 publikovali nava-
zujici studii zabyvajici se kvantifikaci hovéziho a veprové-
ho masa®. K priikazu rostlinné DNA lze pouzit metodiky
pouzivané pro detekci a kvantifikaci GMO. Pro spravnou
kvantifikaci obsahu GMO je nutné znat ptesny pocet refe-
ren¢nich useki, kterymi jsou specifické sekvence pro kon-
krétni druh rostliny. Pro soéju, kukufici, ryzi, brambory
a dalsi jsou tedy v literatufe popsané podminky dPCR pou-
Zitelné pro jejich prikaz v analyzované potraving®>*>%¢,
Pro jiné komodity, napf. potravinaisky mak, metoda zatim
publikovana neni. dPCR se jevi jako vhodna a spolehliva
metoda také pro detekci alergenti arasidti a s6jovych bobil.
Pierboni a spol.®® ve své praci potvrdili, e pouziti dPCR
umoziuje detekei lektinu s vy$si citlivosti nez qPCR. Ana-
lyzy alergenu araSidd Arah2-MGB vykazovaly priblizné
stejnou citlivost. dPCR analyza byla aplikovédna i pro
kvantifikaci DNA olivového oleje®’.

3. Zavér

Digitalni PCR umoziuje stanovit absolutni pocet
kopii cilové DNA bez pouziti externich standardt. Ziskané
kvantitativni vysledky jsou tak presnéjsi nez u qPCR. Vy-
hodou je rovnéz moznost statistické analyzy diky binarni-
mu charakteru ziskanych dat. Diky svym vlastnostem na-
chazi dPCR Siroké analytické uplatnéni v mnoha oblas-
tech, coz napomaha k jejimu dal§imu vyvoji. V soucasné
dobé¢ existuje nékolik platforem, které se liSi predevsim
zpusobem disperze vzorku do jednotlivych alikvét. Nejniz-
8t citlivost poskytuje disperze do hydrogelovych kapicek.
Ostatni uvadéné disperzni metody maji citlivost < 0,01 %.
dPCR zajistuje rozdéleni vzorku do nejvice alikvot, pii-
¢emz jednotlivé reakéni oddily maji objem mensi nez
10 nl. U vS8ech platforem tak pro analyzu staci velmi malé
mnozstvi DNA. Vsechny platformy umoznuji multiplexni
analyzy, a to na zéklad€ pouZiti odli$n€ znacenych sond a/
nebo ruzné koncentrace sond znacenych jednou flu-
orescen¢ni barvou. To umoZziluje sniZit financéni i ¢asové
naroky na analyzu jednoho vzorku. Digitalni PCR je rych-
le pfijimana pro kontrolu dodrZovani legislativnich poza-
davkll oznacovani potravin, detekci patogenti nebo pro
biomedicinské aplikace. Piehled téchto aplikaci je shrnut
v tomto ¢lanku.
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Prace byla podporena z projektii MZe (NAZV)
OK1720263 a QJ1530272.

Seznam pouzitych zkratek

EU Evropska unie

PCR polymerasova fetézova reakce

dPCR digitalni PCR

cdPCR ¢ipova dPCR

ddPCR kapkova dPCR

mdPCR mnohonasobnad dPCR

gqPCR kvantitativni PCR s fluorescenc¢ni detekci
v realném case

RT-dPCR  dPCR s reverzni transkripci

CNV variabilita poctu kopii

GM geneticky modifikovany

GMO geneticky modifikované organismy

LITERATURA

1. https://www.karymullis.com/pcr.shtml, stazeno 26. 9.
2017.

2. Rahman M. T., Uddin M. S., Sultana R., Moue A.,
Setu M.: AKM MC J. 4, 30 (2013).

3. Hrstka R., Kolatova T., Michalova E., Vojtések B.:
Klin. Onkol. 27, 569 (2014).

4. Beranek M., v knize: Molekularni genetika pro bio-
analytiky, kapitola 14, str. 100. Karolinum, Praha
2016.

5. Vogelstein B., Kinzler K. W.: Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 96, 9236 (1999).

6. Pohl G., Shih I.-M.: Expert Rev. Mol. Diagn. 4, 41
(2004).

7. Lievens A., Jacchia S., Kagkli D., Savini C., Querci M.:
PLoS One 71, 0153317 (2016).

8. Weaver S., Dube S., Mir A., Qin J., Sun G., Rama-
krishnan R., Jones R. C., Livak K. J.: Methods 50, 271
(2010).

9. Dong L., Meng Y., Sui Z., Wang J., Wu L., Fu B.:
Sci. Rep. 5, 13174 (2015).

10. Pfaffl M., Vandesompele J., Kubista M., v knize: Re-
al-time PCR: current technology and applications
(Logan J., Edwards K., Saunders N., ed.), kapitola 5,
str. 65. Caister Academic Press, Norfolk 2009.

11. Jones M., Williams J., Gértner K., Phillips R., Hurst J.,
Frater J.: J. Virol. Methods 202, 46 (2014).

12. https://www.thermofisher.com, stazeno 26. 9. 2017.

13. Cao L., Cui X., HulJ., Li Z., Choi J. R, Yang Q., Lin M.,
Ying Hui L., Xu F.: Biosens. Bioelectron. 90, 459
(2017).

14. https://www.fluidigm.com, stazeno 6. 10. 2017.

15. Baker M.: Nat. Methods 9, 541 (2012).

16. Hindson C. M., Chevillet J. R., Briggs H. A., Galli-
chotte E. N., Ruf I. K., Hindson B. J., Vessella R. L.,
Tewari M.: Nat. Methods 70, 1003 (2013).

17. http://www.bio-rad.com/, stazeno 20. 9. 2017.

18. Hindson B. J. a 37 spoluautori: Anal. Chem. 83, 8604

(2011).



Chem. Listy /13, 545-552 (2019)

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.
27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44.

45.

46.

Dressman D., Yan H., Traverso G., Kinzler K. W.,
Vogelstein B.: Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 100,
8817 (2003).

Madic J., Zocevic A., Senlis V., Fradet E., Andre B.,
Muller S., Dangla R., Droniou M. E.: Biomol. Detect.
Quantif. 10, 34 (2016).

http://www stillatechnologies.com,
2017.

Pinheiro L. B., Coleman V. A., Hindson C. M.,
Herrmann J., Hindson B. J., Bhat S., Emslie K. R.:
Anal. Chem. 84, 1003 (2012).

Morisset D., Stebih D., Milavec M., Gruden K., Zel J.:
PLoS One 8, 62583 (2013).

Dobnik D., Stebih D., Blejec A., Morisset D., Zel J.:
Sci. Rep. 6, 35451 (2016).

Whale A. S., Huggett J. F., Tzonev S.: Biomol. Detect.
Quantif. 70, 15 (2016).

http://www.idtdna.com/, stazeno 20. 9. 2017.
http://raindancetech.com/idt-decoded-digital-pcr-
simplifying-quantitative-pcr/, stazeno 26. 4. 2018.
Zhong Q., Bhattacharya S., Kotsopoulos S., Olson J.,
Taly V., Griffiths A. D., Link D. R., Larson J. W.: Lab
Chip 11,2167 (2011).

http://raindancetech.com/, stazeno 20.10.2017.

Day E., Dear P. H., McCaughan F.: Methods 59, 101
(2013).

Shen F., Sun B., Kreutz J. E., Davydova E K., Du W.,
Reddy P. L., Joseph L. J., Ismagilov R. F.: J. Am.
Chem. Soc. 133, 17705 (2011).

Floren C., Wiedemanna I., Brenig B., Schiitz E., Beck J.:
Food Chem. 773, 1054 (2015).

Taylor S. C., Laperriere G., Germain H.: Sci. Rep. 7,
2409 (2017).

Perkins G., Lu H., Garlan F., Taly V.: Adv. Clin.
Chem. 79, 43 (2017).

Sefrioui D., Beaussire L., Perdrix A., Clatot F.,
Michel P., Frebourg T., Di Fiore F., Sarafan-Vasseur N.:
Clin. Biochem. 50, 963 (2017).

Andersen R. F., Jakobsen A.: Clin. Chim. Acta 458,
138 (2016).

Redon R. a 42 spoluautorti: Nature 444, 444 (2006).
Sebat J. a 20 spoluautori: Science 305, 525 (2004).
Feuk L., Carson A. R., Scherer S. W.: Nat. Rev.
Genet. 7, 85 (2006).

Ouahchi K., Lindeman N., Lee C.: Pharmacogenomics
7,25 (2006).

Schaschl H., Aitman T. J., Vyse T. J.: Clin. Exp.
Immunol. 756, 12 (2009).

Fanciulli M., Petretto E., Aitman T. J.: Clin. Genet.
77,201 (2010).

Lee J. H., Jeon J. T.: Cytogenet. Genome Res. /23,
333 (2008).

Ceulemans S., van der Ven K., Del-Favero J.: Methods
Mol. Biol. 838, 311 (2012).

Whale A. S., Huggett J. F., Cowen S., Speirs V., Shaw
J., Ellison S., Foy C. A., Scott D. J.: Nucleic Acids
Res. 40, 82 (2012).

Harmala S. K., Butcher R., Roberts C. H.: Methods

stazeno 6. 10.

551

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Referat

Mol. Biol. 1654, 135 (2017).

Belgrader P., Tanner S. C., Regan J. F., Koehler R.,
Hindson B. J., Brown A. S.: Clin. Chem. 59, 991
(2013).

Gevensleben H., Garcia-Murillas 1., Graeser M. K.,
Osin P., Parton M., Smith I. E., Ashworth A., Turner N. C.:
Clin. Cancer Res. 19, 3276 (2013).

Lee S. Y., Kim S. J,, Han S., Park J. S., Choi H. J.,
Ahn J. J.,, Oh M., Shim S. H., Cha D. H., Hwang S. Y.:
Clin. Chim. Acta 476, 75 (2018).
LoY.M.D,LunF.M.F,ChanK.C. A, TsuiN.B. Y.,
Chong K. C,, Lau T. K., Leung T. Y., Zee B. C. Y.,
Cantor C. R., Chiu R. W. K.: Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 104, 13116 (2007).

El Khattabi L. A., Rouillac-Le Sciellour C., Le Tessier D.,
Luscan A., Coustier A., Porcher R., Bhouri R.,
Nectoux J., Sérazin V., Quibel T.: PloS One /1,
e0155009 (2016).

Xu S., Zou B., Xiang Z., Miao M., Song Q., Huang H.,
Wu H., Zhou G.: Anal. Methods 8, 2138 (2016).

Seo J.-W., Moon H., Kim S.-Y., Moon J.-Y., Jeong K. H,,
Lee Y.-H., Kim Y.-G., Lee T.-W., Ihm C.-G., Kim C.-D.:
PloS One 12, 0180045 (2017).

Wang P. a 10 spoluautorti: Biosens. Bioelectron. 74,
836 (2015).

Klanénik A., Toplak N., Kova¢ M., Marquis H.,
JerSek B.: J. Microbiol. Methods 718, 37 (2015).
Fraisse A., Coudray-Meunier C., Martin-Latil S.,
Hennechart-Collette C., Delannoy S., Fach P., Perelle S.:
Int. J. Food Microbiol. 243, 36 (2017).

Wang M. a 10 spoluautort: Int. J. Food Microbiol.
266, 251 (2018).

Burns M., Burrell A., Foy C.: Eur. Food Res. Technol.
231,353 (2010).

Kluga L., Folloni S., Kagkli D., Bogni A., Foti N.,
Savini C., Mazzara M., Van den Eede G., Van den
Bulcke M.: Food Anal. Methods 6, 361 (2013).

Iwobi A., Gerdes L., Busch U., Pecoraro S.: Food
Control 69, 205 (2016).

Debode F., Zdenkova K., Janssen E., Tizolova A.,
du Jardin P., Berben G., Demnerova K.: Food Anal.
Methods 11,2172 (2018).

Koppel R., Bucher T., Frei A., Waiblinger H.-U.: Eur.
Food Res. Technol. 241, 521 (2015).
http://www.szpi.gov.cz/, stazeno 20. 8. 2018.

Cai Y., Li X,, Lv R, Yang J., Li J.,, He Y., Pan L.:
BioMed Res. Int. 2074, 810209 (2014). doi:
10.1155/2014/810209.

Cai Y.,He Y., Lv R, Chen H., Wang Q., Pan L.: PloS
One 12, 0181949 (2017).

Pierboni E., Rondini C., Torricelli M., Ciccone L.,
Tovo G. R., Mercuri M. L., Altissimi S., Haouet N.:
Food Control 92, 128 (2018).

Scollo F., Egea L. A., Gentile A., La Malfa S., Dorado G.,
Hernandez P.: Food Chem. 213, 388 (2016).

Fialova E., Zdenkova K., Demnerova K.: Bioprospect
4,91 (2017).



Chem. Listy /13, 545-552 (2019)

E. Fialova®®, K. Zdefikova®, E. Jablonska®,
K. Demnerova®, and J. Ovesna” (“ Department of Bio-
chemistry and Microbiology, University of Chemistry and
Technology, Prague, ”Crop Research Institute, Prague):
Digital polymerase chain reaction: Principle and Appli-
cations

Polymerase chain reaction (PCR) is one of the main
techniques of molecular biology. Currently, there is
a boom of digital PCR which allows precise, sensitive and
reproducible quantification without using a calibration
curve. Due to its features, digital PCR has a wide analyti-
cal application in many areas (e.g. biomedical applications
or food analysis). Presently, there are several types of digi-
tal PCR that differ from each other particularly in the way
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of dispersing the sample into many aliquots of very small
volumes. All platforms allow multiplex analyses based on
the use of differently labelled probes and/or different con-
centrations of probes labelled with one fluorescent color.
This can reduce the financial and time requirements for
a single sample analysis. The advantages and disadvantages
of each type of digital PCR are summarized in this article.

Keywords: quantitative PCR, digital PCR, multiplex PCR,
DNA identification and quantification
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