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Nazev diplomové prace: VySetieni deficitu v alfa-1-antitrypsinovém genu pomoci real-time

PCR

Diplomova prace se zaméfuje na validaci metody PCR v realném case (real-time PCR) pro
vySetteni mutaci Z a S v genu SERPINAI, ktery se nachazi na dlouhém raménku
14. chromozomu (14q32.13) a obsahuje pokyny pro piipravu proteinu zvaného alfa-1-
antitrypsin (A1AT). A1AT je inhibitor serinovych proteaz a chrani tkané pfed degradaci
neutrofilni elastdzou. Nedostatek, ktery je nejcastéji zplisoben praveé témito mutacemi, muize
zpusobit onemocnéni plic a jater u déti a dospélych. Metoda real-time PCR se po Gspésné
validaci aplikovala na soubor 46 klinickych vzorkii DNA ziskanych z krve a 30 vzorki DNA
z bun¢k bukalni sliznice. [1zolace DNA byla provedena extrakci kitem QIAamp® DNA Mini
Kit od firmy QIAGEN. Ke genotypizaci jsem pouZila sadu primertd a hybridizacnich sond
dle Snydera (2006). Analyza teploty tani probihala v termocykléru LightCycler 1.2. Vysledky
vzorkdi DNA ziskanych z krve byly nasledné porovnany s vysledky ziskanymi akreditovanou
metodou zalozenou na principu PCR/RFLP. Ob¢é metody davaly 100% shodné vysledky.
V téchto vzorcich byla zjisténa frekvence Z alely 14 % a wt alely 86 %. Frekvence S alely
byla nulova. Ve vzorcich DNA ziskanych z bukélniho stéru byla zjiSténa frekvence Z alely

3 % a wt alely 97 %. Frekvence S alely v této skupiné vzorkt byla nulova.



