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1. UvoDp

Lidska genetika, nauka o lidské dédi¢nosti, je védou o pienosu dédicnych znaki,
zvlasté s prihlédnutim k dédi¢énym nemocem. Historie lidské genetiky jako védy zacina
na prelomu 19. a 20. stoleti znovuobjevenim Mendelovych zdkonii a dikazem, Ze se

daji aplikovat i na lidi.

Slavni objevitelé a védci patii v narodé¢ obycCejné a po pravu k uctivanym
osobnostem. Ne vSak vzdy to plati beze zbytku. Pro naSi ndrodni historii ma fakt objevu
genetiky a jeho autora zvlaStni vyznam, ale najdeme v ni i obdobi s nevalnou az hotkou
ptichuti.

Objev Gregora Johanna Mendela se nejprve nesetkal v jeho dob¢ s pochopenim a
z4jmem a pomalu upadal v zapomnéni. Jeho zasluhy mu byly pfiznany az po smrti. A
ani potom, v navaznosti na peripetie nasich narodnich dé&jin, nebyla jeho osobnost pfilis
pfipomindna a  kdyz ano, tak jen vuzkych odbornych  kruzich
(https://cs.wikipedia.org/wiki/Gregor Mendel , [cit. 2016-04-28]).

Nastésti se ve druhé poloviné 60. let, i v souvislosti suvolnénim domacich
politickych pomeérit s dopadem do oblasti védeckého badani, uskutecnil pozvolny
»havrat“ k Mendelovi, jez iniciovalo zejména Moravské zemské muzeum v Brné.

Naplno se pak opravnéné uct¢ G.J. Mendelovi dostalo po revoluci v roce 1989.

Rada bych, aby odkaz objevitele a zakladatele genetiky, rozvinuti jeho myslenek
v soucasné dob¢, vyplynul i z obsahu mé préce.

vvvvvv

teoretickych véd, diky niz mtizeme popsat jakoukoliv Zivou soustavu. Proto byl objev
genetiky a pozdéji 1 objev DNA (deoxyribonukleova kyselina) podle mého néazoru
nejvetSimi objevy 19. a 20. stoleti. U genetické informace je pocatek kazdé zivé
soustavy na tomto svété. Tato myslenka je pro mé fascinujici, proto jsem se vydala

touto cestou za pozndnim této zazracné molekuly.

Bakalafskou praci jsem chtéla nastinit historicky vyvoj objevu genetiky 1
nejdulezitéjsi molekuly - DNA. Aby se mohl dale rozvijet vyzkum v oblasti genetiky,
bylo nezbytné vynalézt dalsi metody, které by ndm pomohly pracovat s molekulou
DNA. Takovouto metodou se stala pravé polymerazova fetézova reakce (Polymerase

Chain Reaction — PCR).



1.1 Cil a metodika reSers$ni prace

Tématika bakaldiské prace vychazi z mého Sir§iho z4jmu o problematiku lidské
genetiky. Cilem bakalafské prace je jednak zachytit pfedpoklady a okolnosti vzniku
védy o prenosu dédi¢nych znaktl, jednak zaznamenat proces postupného etablovani a
rozhodujicich vyvojovych meznikii oboru molekularni biologie s vazbou na
problematiku polymerdzové fetézové reakce (Polymerase Chain Reaction - PCR). To
vSe pfitom v kontextu déjin mediciny a historického vyvoje pfirodovédného poznani.
Obsahové se prace zamétuje na objasnéni metod vzeslych na zakladé objevu DNA jako
zasadniho kvalitativniho obratu a posunu v medicinské diagnostice. Cilem prace je

rovné€z objasnéni podilu vyznamnych osobnosti na rozvoji oboru.

V ndvaznosti na tento metodicky postup je dalSim cilem prace zachyceni
soucasné¢ho spektra uziti metody PCR a jejich moznych perspektiv a s tim souvisejici

vymezeni mista a ulohy v mediciné€ soucasnosti a budoucnosti.

Vzhledem k vymezenému cili prace jsem zvolila nasledujici metodicky postup. Na
zaklad¢ prostudovani dostupnych pramenit k d¢jindm mediciny, zdravotnictvi a
vztaznych pfirodnich véd (s dirazem na tituly zachycujici vyvoj v ceskych a
Ceskoslovenskych podminkach) se zamétfuji na vymezeni hlavnich meznikii vzniku a
vyvoje oboru a hlavni rysy procesu jeho pronikani do celé zdravotnické oblasti. Snahou
pfitom je zachytit osobnosti a dé&je, které se at’ uz piimo nebo zprostfedkované - na
zéklad¢ koncipovani sméri védecké Cinnosti - zaslouZzily o rozvoj sledovaného oboru.
Dal$im nezbytnym usekem koncipovani mé bakalarské prace bylo studium literatury
k problematice PCR tak, aby ¢ast prace spliiovala roli obsahového vyusténi, zachycujici

soucasné spektrum, moznosti a vyznam metody PCR.



2. HISTORICKY VYVOJ MEDICINY

V poloving 19. stoleti formuloval Gregor Mendel (1822-1884, pievor
augustinianského klastera v Brn¢) =zakony, kterymi svétu vysvétlil dédinost
biologickych znakt. Tyto zakony vychézely z ptedpokladu, ze dédi¢né vlastnosti
organismu fidi jednotka nazvana gen, ktera je pfitomna v burice. Prvni zdkon pojednava
o uniformité prvni generace potomkil. Pfi kiiZzeni 2 homozygotli vzniknou potomci
genotypove 1 fenotypoveé jednotni. Druhym je zdkon o nidhodné segregaci genti do
gamet. Pfi kiizeni 2 heterozygoti mize byt na potomky piedana kazda ze dvou alel se
stejnou pravdépodobnosti. Tietim zdkonem je zdkon o nezavislé kombinovatelnosti alel.
Pti zkoumani 2 alel soucasné dochazi k pravidelné segregaci. Jeho objev vSak piedbéhl
dobu a absence pro nas dnes fady zakladnich znalosti jako jsou chromozomy, geny nebo
meiotické déleni znesnadiiovala pochopeni jeho teorie. Teprve na pocatku 20. stoleti
nékolik védct (Hugo de Vries, Carl Correns a Erich von Tschermak) nezavisle na sobé
potvrdili spravnost Mendelovych zakonl. Znovuobjeveni Mendelovych zdkonil v roce
1900 je povazovano za zrod genetiky, védy, ktera se snazi objasnit, co jsou to geny a jak
funguji v organismu (KOCAREK, 2007) (Molekuldrni medicina a biotechnologie:
soubor prednasek, 2008) (BROWN, 2007) (http://www.genetika-biologie.cz/zakony-
dedicnosti, [cit. 2016-04-28]).

2.1 Rany rozvoj genetiky a pfedni osobnosti oboru

Mendelova pravidla dédiCnosti, kterd mezitim upadala v zapomenuti
znovuobjevili Némec Carl Erich Correns, Rakusan Erich Tschermak von Seysennegg a
Holand’an Hugo de Vries. Zajimavé pfitom je, Ze se tak udélo nezévisle na sobé,
v podstaté ve stejné dobé a podkladem k tomu byly Mendelovy studie vydané tiskem
v letech 1866 — 1969.

C. E. Correns (poklddan za jednoho ze zakladatelii experimentalniho vyzkumu
dédicnosti), svého casu profesor botaniky na univerzit¢ v Tiibingenu upozornil na
Mendela studii z roku 1899 nazvanou Mendelova pravidla chovéani potomstva kiiZenych

odrid.



Jeho kolega Erich Tschermak se podobné jako Mendel vénoval pokustim
s kiizenim hrachu. Také on v této souvislosti upozornil na zasluhu G. J. Mendela jako

objevitele zakonitosti dédi¢nosti.

Konecné, zasluhy Mendela ocenil holandsky botanik Hugo de Vries, profesor ve
Wiirzburgu. K rozvoji uceni o dédicnosti nejvice pfispél svou dvousvazkovou praci

Teorie mutace z let 1901 -1903 (SCHOTT, 1994) (DUNN, 2003).

V prvnich tficeti letech existence se genetika rozvijela prekvapive rychle. V roce
1903 piiSel W. Sutton s myslenkou, ze jsou geny lokalizovany na chromozomech a
vroce 1910 tuto myslenku experimentalné potvrdil T.H. Morgan. Nésledn¢ Morgan
rozvijel sjeho spolupracovniky postupy mapovéani genti a do roku 1922 ptedlozili
komplexni analyzu relativnich poloh vice nez 2000 gent ¢tyf chromozomu octomilky
obecné, Drosophila melanogaster (KOCAREK, 2007) (BROWN, 2007) (SCHOTT,
1994) (NIKLICEK, 1985).

Faktem zGstava, ze molekularni podstata genu nebyla védciim znama az do 40. let
20. stoleti. Teprve na zaklad¢ experimentl Averyho, MacLeoda a McCartyho z roku
1944 a experimenti Hersheyeho a Chaseové zroku 1952 byl pfijat fakt, ze
deoxyribonukleotidova kyselina (DNA) ptedstavuje geneticky material. Do té doby se
ptedpokladalo, ze funkci genli maji proteiny. Poznani lohy DNA bylo pro geneticky
vyzkum zasadnim stimulem k rozvoji genetiky, ke kterému ptispéla celd fada slavnych
biologl jako Dellbriick, Chargaff, Crick a Monod. Béhem ctrnacti let v letech 1952 az
1966 byla objasnéna struktura DNA, byl rozlustén geneticky kod a byly popsany
procesy transkripce a translace (KOCAREK, 2007) (BROWN, 2007).



Gregor Johann Mendel

Na tomto misté¢ mi dovolte uvést nekolik zivotopisnych
dat védce svétového vyznamu, ptivodem z naSich zemi,
jehoZz osobnost a vyznam byly zrGznych divoda a
v riznych dobach zamlCovany nebo pfinejmenSim
nedocenény. Byl ptfirodovédcem, pifevorem brnénského
klastera augustiniant a zakladatelem genetiky. Studoval
filozofii v Olomouci, teologii v Brné ale 1 matematiku a
pfirodni védy na videniské univerzité. Uil na gymnaziu
ve Znojm¢ a také na némeckém redlném gymnaziu

v Bmé. Od roku 1868 se plné vénoval své funkci

pievora augustinidnského klasStera v Brné¢ (DUNN,

2003) ( https://cs.wikipedia.org/wiki/Gregor Mendel , [cit. 2016-04-28]).

Obrazek 1 - Gregor Johann Mendel - 20.7. 1822 Hyncice (Heinzendorf) — 6. 1. 1884
Brno

2.2 Ptevratny objev DNA

Snad nejvétsim objevem 20. stoleti, ktery znacné zasahl nejen do vyvoje mediciny
byl objev dvousSroubovicové struktury DNA vroce 1953. Za timto poznanim stoji
Francis Crick a James Watson, ktefi timto objasnili roli DNA v pienosu genetické
informace zapomoci prace od Rosalind Franklin, kterd metodou rentgenové
krystalografie objasnila molekularni strukturu DNA. To poté otevielo mnoho dalSich
moznosti pro vyzkum této dilezité struktury (KOCAREK, 2007) (PORTER, 2013)
(DAHM, R. Discovering DNA: Friedrich Miescher and the Early Years of Nucleic Acid
Research, 2008).

Roku 1869 izoloval Svycarsky chemik Johann Friedrich Miescher (1844-1895)
latku tvofici bunécéné jadro, kterou pojmenoval ,nuklein“. Miescher vyuzil pro své
experimenty ponékud netradi¢niho materialu — obvazii nasaklych hnisem, které ziskéaval
znemocnic. Ukazalo se vSak, ze §lo o velmi vhodnou volbu, protoZze hnis obsahuje
velké mnozstvi bilych krvinek, z jejichz jader 1ze DNA velmi dobie izolovat. Miescher
zjistil, Ze stejna slouenina se vyskytuje také v jadrech spermii i oocyti (KOCAREK,
2007) (DAHM, R. The First Discovery of DNA, 2008) (DAHM, R. The Discovery of
DNA, Circa 1869, 2008).
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Objev DNA nevzbudil vétsi pozornost. Piedpokladalo se, ze tato latka ma
v bunééném jadfe pouze stavebni vyznam a udrzuje celistvost chromozomu. Teprve
vroce 1928 provedl anglicky mikrobiolog Fred Griffith sérii velmi zajimavych
experimentl. Pokousel se zjistit, ¢im je podminéna patogenita bakterii Streptococcus
pneumoniae, které jsou obalené pouzdrem z hlenu. Griffith mél k dispozici kulturu
téchto opouzdfenych bakterii a soucasné také kulturu neopouzdienych bakterii, které
nevyvolavaly zaddné onemocnéni. K rozvoji infekce nedoslo, ani kdyz pokusnym mysim
podal opouzdiené bakterie, které usmrtil varem. Kdyz vSak aplikoval zvifatim smés
neskodnych neopouzdienych bakterii s usmrcenymi opouzdienymi buiikami, mysi poté
onemocnély a zemiely. Griffith uyjistil, Ze v jejich krvi se vyskytuji zivé opouzdiené
tedy patogenni formy. Vysledek pokusu vedl k domnénce, ze builkky patogennich
opouzdienych bakterii musi v sobé obsahovat zvlastni latku, ktera zpiisobuje preménu
neboli transformaci neopouzdienych bunék na buniky opouzdiené. Pfitom touto latkou
nemohla byt bilkovina, protoze vSechny proteiny byly denaturovany varem. Griffith

vSak nemohl podstatu tohoto ,,transformacniho principu‘ blize objasnit.

Ve 40. letech zaujaly Griffithovy studie amerického Ié¢kaie Oswalda Theodora
Averyho (1877-1955) a jeho blizké spolupracovniky. Podafilo se jim prokazat, ze
»transformacni latkou® pfitomnou v suspenzi usmrcenych bakterii je DNA. Tak byl na
svété jeden z prvnich diikkazl, ze hlavnim materialnim nosi¢em genetické informace

jsou nukleové kyseliny (KOCAREK, 2007).

V bieznu roku 1953 britsky molekularni biolog a biochemik Francis Harry
Compton Crick a jeho americky kolega James Dewey Watson formulovali
v Cavendishové laboratoii v Cambridgi (Velka Britanie) spolecné svou hypotézu o
molekularni struktuie chromozomu sestavajicich z ,,dvojité spirdly DNA*. Objevili, ze
kyselina deoxyribonukleova (DNA), vysokomolekuldrni polynukleotid, je nosi¢em
genetické informace. Dokdzali vysvétlit chemicky mechanismus, kterym builka mtze
predat své biologické vlastnosti pii bunééném déleni (KOCAREK, 2007) (SCHOTT,
1994).
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Ve své prednasce u pfilezitosti ziskani Nobelovy ceny 10. 12. 1962 tekl James
Dewey Watson: ,,Prvnim tikolem biologie bylo poznat zptsob replikace gent a zptisob,
kterymi geny fidi syntézu proteinli. To znamenalo, ze bylo nutno vysvétlit strukturu
genti. Tenkrat se zdal byt tento cil pro genetiky nedosazitelny...” Watson-Crickv
model dvojité spirdly znamenal rozhodujici prilom k rozlusténi genetického kodu.
DNA je podle Watsona a Cricka tvofena dvéma vladkny slozenymi z purinovych a
pyrimidinovych bazi, deoxyribézy a zbytki kyseliny fosforecné. Adenin se paruje
s thyminem a guanin s cytosinem, proto jsou uvedené baze komplementarni. Je v ni

zakodovéana genetickd informace,

Qa
o

ktera se pifi zdvojovani DNA
predavda do dcefinych bunék
(KOCAREK, 2007) (SCHOTT,
1994).

Model dvojité spirdly DNA,
polynukleotidu, jehoz zakladni

stavebni jednoty sestavaji
znukleovych  bazi  (SCHOTT,
1994).

Obrazek 2- Model dvojité spiraly DNA

James Dewey Watson (vlevo), narozen
vroce 1928 a Francis Harry Compton
Crick (vpravo) narozen vroce 1916,
ktefi vroce 1959 navrhli model
struktury DNA ve tvaru dvojité spirdly
(Watson-Crickiv . model DNA), jsou
profesory chemie a biologie na
Harvardské  univerzité v Bostonu

(SCHOTT, 1994).

Obrazek 3 - J.D.Watson a F.H.C.Crick
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James Dewey Watson

Americky biochemik, narozen 6. 4. 1928
v Chicagu.  Univerzitni  studia  absolvoval
v Chicagu, Indian¢ a Kodani. Vroce 1950
uvefejnil promoc¢ni dizertaci o bakteriofagu.
V nasledujicich letech plsobil na univerzité
v Cambridge, v California Institute of Technology
a také na Harvardské univerzité. Centrem jeho
vyzkumné prace se stala predevSim biochemie
DNA. Prostorova struktura molekuly DNA je
dodnes oznacovdna jako ,,Watson-Cricklv

model“. Za objevné poznatky v této oblasti

molekularni genetiky ziskali J. D. Watson a britsti
védci F.H.C. Crick a Maurice Hugh Frederic \ :
Wilkins v roce 1962 Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu. Jejich zéasluha spociva

v tom, ze objasnili mechanismus reprodukce genové molekuly (SCHOTT, 1994).

Obrazek 4 - James Dewey Watson

Francis Harry Compton Crick

Anglicky biochemik a genetik narozen 8. 6.
1916 v Northamptonu. Crick pracoval v oblasti
molekularni biologie a genetiky. Spolu se svym
kolegou J. D. Watsonem vyvinuli v roce 1953
model prostorového uspofddani molekuly
DNA. Timto modelem mtiZzeme objasnit pifenos
nezmeénéné genetické informace, ale i mutace
na molekularni Grovni DNA, zplsobené

zménami potadi nukleotidd (SCHOTT, 1994).

Obrazek 5 - Francis Harry Compton Crick
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2.3 Pocatky klonovéni gent a polymerazové fetézové reakce

Po letech aktivity a objevovani ndsledovalo obdobi klidu, zklamani, kdy se n¢kteti
molekularni biologové domnivali, Ze vSechno podstatné uz bylo objeveno a vysvétleno.
Experimentalni postupy konce 60. let minulého stoleti nebyly dostate¢né propracované

a neumoznovaly gen detailn¢ prozkoumat (BROWN, 2007).

V letech 1971 az 1973 se v genetickém vyzkumu zase zacalo néco vytvaret, a to
diky tzv. revoluci v experimentalni biologii. Byla vyvinuta zcela nova metodologie,
ktera umoznovala realizaci diive neproveditelnych experimentti. Tyto metody byly
souhrnné nazvané technologie rekombinantni DNA nebo také genové inZenyrstvi a
odstartovaly novou éru genetiky. Umoziovaly rychlé a uc¢inné sekvenovani DNA a tim
pomohly urcit struktury jednotlivych gent. V 90. letech 20. stoleti tyto postupy
vyvrcholily impozantnimi projekty zaméfenymi na sekvenovani genomu vcetné
projektu zaméteného na sekvenovani lidského genomu, ktery byl dokoncen v roce 2000.
Vjeho cele stal po urcitou dobu i James Watson, ktery ho charakterizoval jako
»posledni krok na nas$i cesté¢ k poznani sebe sama na molekuldrni arovni“. Védcim
umozinovaly vyzkum regulace jednotlivych geni, na jejichz zakladé mohli pozorovat
souvislosti mezi odchylkami regulace genli a vznikem onemocnéni, napiiklad rakoviny.
Vznik moderni biotechnologie umoznil vyuzivat geny k vyrob¢ proteind, potiebnych

pro medicinu a primyslovou vyrobu (BROWN, 2007) (PORTER, 2013).

V 80. letech bylo nepfedstavitelné, ze by se po rozruchu vyvolaném revoluci
v oblasti klonovani objevila dalsi, pravé tak nebyvala a pfevratnd metoda. Mezi védci,
kteti se zabyvaji vyzkumem DNA se traduje, Ze polymerdzova fetézova reakce je
vysledkem nahlé inspirace, napadu, ktery mél Kary Mullis jednoho vecera roku 1985
pii cest¢ autem podél pobiezi Kalifornie. PfiSel na vyjimecné jednoduchou metodu,
ktera klonovani gent dopliiuje. PCR usnadnila fadu postupt, rozsitila moznosti analyzy
DNA a umoznila molekularnim biologiim nalézt nové aplikace v oblastech vzdalenych
tradiéni medicin€, zemédé€lstvi a biotechnologii. Archeogenetika, molekularni ekologie
a analyza DNA v soudnim Iékafstvi jsou tii z novych disciplin, které¢ se formovaly
v navaznosti na objev PCR. Dovoluji molekularnim biologim studovat evoluci lidského
druhu, klast si otazky, jak se zména Zivotniho prostiedi odrazi v biosfére, nebo bojovat
proti kriminalité. Ctyficet let po revoluci v oblasti genetického klonovani se stale

miiZeme t&it z novych objevii (BROWN, 2007) (MULLIS, 1990).
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3. MOLEKULARNE-BIOLOGICKA DIAGNOSTIKA

3.1 Etické a pravni aspekty molekularné-biologické diagnostiky

Neni pochyb, Ze molekularné genetickymi objevy otevielo lidstvo Pandofinu
skiinku, uvniti které se skryvaji nadéje slibujici vyrazny pokrok i obavy z mozného
zneuziti. Dikazem jsou nejen polemiky o klonovani a transgenozi organismi, ale také
rozporné reakce na vysledky studia lidského genomu. Kazdym dnem stoupd objem
poznatktl o lidskych genech a zifejm¢ neni piili§ daleko doba, kdy bude zcela objasnén
jejich vyznam a také jejich vzajemné interakce. Pfinese to nesporny pokrok

v diagnostice lidskych nemoci (KOCAREK, 2007).

Jiz dnes jsou moznosti molekularné-biologickych analyz, které se k vysetfeni
geneticky podminénych onemocnéni vyuzivaji, velmi Siroké. Pokrok v poznani lidského
genomu umoziuje nejen postsymptomatické testovani (tzn. diagnézu choroby po
vzniku jejich ptfiznakii neboli symptomil), ale také presymptomatické testovani, které
umoziuje zjistit pfislusné mutace nebo riziko choroby jesté¢ pfed jejim nastupem.
Presymptomaticka vySetieni maji vyznam zejména u chorob, které se rozvijeji az béhem
zivota Clov€ka, naptiklad Huntingtonova choroba, nddorova onemocnéni, srdecni a
cévni choroby nebo nékteré formy cukrovky. Diky v€asnému vysSetfeni je v mnoha
pfipadech mozné nastupu choroby zamezit nebo jej alespoit vyznamné oddalit (ptipad
vétSiny civiliza¢nich chorob). Mnozi odbornici se obévaji, zda jedinci, u nichz se
prokdze zvysené riziko vzniku urcité nemoci, nebudou geneticky diskriminovani.
Otazkou =zustava, jak bude postupovat zaméstnavatel, ktery se dozvi, ze jeho
zaméstnanec s velkou pravdépodobnosti onemocni nddorovou chorobou, anebo ma
geneticky podminénou hypercholesterolémii, kterd povede k brzkému infarktu
myokardu. Jak se budou k takovym osobam chovat pracovnici pojistoven, kdyz budou
pozadani o uzavieni zivotniho pojisténi? Nebude zjisténi nachylnosti k urcité chorobé
»Kainovym znamenim®, které c¢lovéka na vzdy vyfadi ze spolecnosti? Nejen
v historické, ale také i v soucasné spolecnosti vede honba za ziskem k cynickému

opovrhovani lidskou distojnosti (KOCAREK, 2007).
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Jedinou obranou proti genetické diskriminaci je ochrana osobnich dat a vysledkl
vysetieni vSech pacientli. Kazdy pacient ma pravo o genetické vySetfeni pozadat, ale
také méa pravo ho odmitnout. Pokud je to mozné, provadéji se presymptomatické
genetické testy az po dosazeni pravni zplsobilosti osoby. Vyjimkou jsou klinicky
zavazné stavy, kdy v€asna diagnéza nemoci umozni stanoveni prognézy a v nékterych
piipadech 1 u¢innou 1écbu. Pokud je pacient v détském véku, 1ze vysledek testu sdélit
jeho zakonnym zastupctim. Po dosazeni 18 let vSak pouze samotnému pacientovi, ktery
sam uvazi, zda o ném bude informovat dal§i osoby (KOCAREK, 2007) (Molekuldrni

medicina a biotechnologie: soubor prednasek, 2008).

Nekteré dalsi etické a pravni aspekty se tykaji spiSe l€kaiit v genetickych
poradnach, lze vSak predpokladat, ze s mnohymi etickymi problémy budou
konfrontovani také pracovnici v molekuldrné-biologickych laboratofich. Zavaznou
otazkou je napiiklad snaha nékterych firem patentovat urCité poznatky o lidském
genomu nebo dokonce nékterd konkrétni molekularné-biologicka vySetfeni. V praxi by
napf. ,,patent na urcitou molekuldrné-biologickou analyzu znamenal, Ze by vySetfeni
urcité mutace mohla provadét pouze ta laboratof, kterd draze zaplati drziteli patentu za
udéleni licence. Pokud by se v budoucnosti podatfilo takové praktiky prosadit,
znamenalo by to mnohondsobné zdrazeni molekularné-biologickych vySetfeni. Pak si
jen tézko muzeme piedstavit, ze by zdravotni pojistovny byly schopny proplatit vylohy
za tyto analyzy vSem pacientim, ktefi je potfebuji nebo pozaduji. Tak by se
molekularné-biologickd vySetfeni stala zalezitosti hrstky bohatych klientl, kteti jsou
ochotni za tyto analyzy zaplatit. Spolu stim by se také snizil pocet genetickych
pracovist (KOCAREK, 2007) (Molekuldrni medicina a biotechnologie: soubor
prednasek, 2008).
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Kromé¢ finan¢nich problémi kolem genetickych vySetieni se stile Castéji
objevuji etické a pravni otazky tykajici se prenatalnich vysetfeni, klonovani, asistované
reprodukce, genové terapie, genetick¢é modifikace lidskych embryi a spousty dalSich
spornych témat. Je vSak tézké hledat obecné platnd doporuceni, ktera by vedla
k zastaveni vSech negativnich trend a ktera by vedla k spravnym feSenim. Genetika ani
molekularni biologie nejsou samy o sobé védami spoleCenskymi ¢i etickymi. Jde o
nauky, které¢ piinaSeji urcité zasadni znalosti o podstat¢ nckterych fascinujicich
ptirodnich zékonitosti, jimiz se fidi lidsky organismus. Jen na ¢loveéku vSak zélezi, jak
s témito poznatky nalozi a jaky osud si vybere (KOCAREK, 2007) (Molekuldrni

medicina a biotechnologie: soubor prednasek, 2008).

3.2 Molekularné biologické diagnostika

Pro stanoveni kone¢né genetické diagndzy nebo vysi rizika pro dal§i rodinné
piislusniky pacienta je zpravidla nutné provést vEtsi pocet vySetieni. V mnoha
piipadech maji rozhodujici vyznam vysledky z molekularné-biologickych analyz, které
umozni velmi citlivé odhalit poruchu jiz na zdklad¢ rozboru tseku DNA ze vzorku
pacienta. Uvedené postupy se Casto souhrnné oznacuji jako DNA-diagnostika, 1 kdyz
toto pojmenovani neni zcela pfesné. V nékterych ptipadech se totiz k analyzam vyuziva
také ribonukleova kyselina (RNA) a n¢kdy 1ze mutaci odvodit 1 z odchylek ve struktuie

a sloZeni proteinu, ¢i z jeho zménéné funkce (KOCAREK, 2007).

Podobn¢ jako u ostatnich laboratornich vySetfeni pfedchdzi molekularné-biologické
analyze indikace od lékafe. Obecné pod timto pojmem rozumime jakykoli divod ¢i
soubor okolnosti vyzadujici urcity 1écebny zadkrok nebo diagnosticky postup. Prenesené
se terminem indikace oznacuje 1 Zddanka od lékate, v nizZ je uvedeno, které vySetfeni ma
byt provedeno. Indikacni zddanka by soucasné¢ méla obsahovat i stru¢nou informaci o
obtizich pacienta nebo ostatni patologické nalezy, které zdivodiuji provedeni analyzy

(KOCAREK, 2007).
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Je zéadouci, aby vSechna genetickd vySetieni indikoval pouze atestovany lékar

z genetické poradny, ktery dobie znd vyznam provadénych analyz. Znamena to, ze i

1ékati z ostatnich oddéleni by méli své podezieni na geneticky podminénou nemoc

konzultovat s genetikem, ktery zvazi vSechny nélezy a pokud to poklada za tcelné,

zajisti odbér vzorkl a indikuje genetické vySetieni. Tak dosdhneme presnéjSiho zacileni

molekularné-biologickych testi a vylou¢ime tak neodivodnéné odbéry, které by

pacienta zbytecné zatézovaly a zvySovaly jeho obavy zvysledkii vySetieni

(KOCAREK, 2007).

Stejn¢ jako ostatni laboratorni vySetieni lze 1 molekularné-biologické analyzy rozdélit

do tf1 fazi:

1)

2)

3)

Preanalyticka faze zahrnuje pfipravu pacienta, odbér biologického materidlu a
jeho doprava do laboratote, pfedzpracovani a uchovani vzorku do doby analyzy
(zpravidla izolace DNA poptipadé RNA a skladovani vzorku v mrazicich

boxech).

Analytickd faze zahrnuje provedeni samotné analyzy, vypocet vysledkll a
odvozeni dalSich hodnot znashromédzdénych soubortt a dat. V ptipadé
molekularné-biologické diagnostiky jde zpravidla o zjiSténi nebo vylouceni

mutaci na urovni DNA, které jsou zodpovédné za piislusné patologické zmény.

Postanalyticka faze zahrnuje interpretaci vysledkl a jejich predani 1ékafi, ktery
vySetieni pozadoval. Znamend to, Ze o vysledku kazdého vySetieni je tieba
sepsat piehlednou a jasn¢ formulovanou zpravu, ktera slouzi 1€kafi jako podklad
pro stanoveni diagndézy nebo rizika postizeni u ostatnich ¢lenti rodiny.
V piipadé, ze hledana mutace nebyla zjisténa, byva vysledek analyzy voditkem

pro dali vy3etfeni (KOCAREK, 2007).
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Vysledkové zprava by méla obsahovat:

- zakladni udaje o pacientovi, které uvedl 1ékai na zddance jako je jméno, rodné

¢islo, Cislo zdravotni pojistovny

- stru¢né udaje o metodé, kterou byla provedena analyza (nazev metody, strucny
protokol, charakteristika pouzitych reagencii, v molekularni biologii zejména

specifikaci pouzitych sond a primerti)

- pfislusny nélez neboli vysledek analyzy vyjadieny slovnim popisem i zdpisem
podle mezinarodné platné nomenklatury (napiiklad mezindrodné¢ platna

nomenklatura vyjadiujici zmény chromozomi nebo charakter mutaci)

Pro efektivni komunikaci je Zadouci, aby se kontakt mezi genetickou poradnou a
laboratoii neomezil pouze na vyménu indikaci a zprav, ale aby byly vSechny slozité;jsi
piipady prodiskutovany. Na vétSin¢ pracovist se konaji pravidelné schiizky lékait
z genetické poradny spolu se zastupci laboratofi. Domlouvaji se indikace novych
vySetfeni, diskutuji se vysledky jiz provedenych analyz a moznosti dalSich

diagnostickych postupti (KOCAREK, 2007).

3.3 Mutace a jejich vyznam

Jiz roku 1901 dokazal holandsky badatel Hugo de Vries, Ze genetickd informace
neni neménna. Za urcitych podminek mize dojit k jeji zméné tzv. mutaci. Nékteré
mutace jsou nahodné a dochazi k nim napiiklad chybami pfi vyrobé nové molekuly
DNA. Cetnost mutaci se v§ak vyrazné zvySuje ptisobenim nékterych chemickych latek,
viri nebo fyzikdlnich faktorti, které oznaCujeme jako mutageny. Obecné lze za
mutagenni povazovat vSechny faktory, které chemicky méni strukturu DNA nebo
vyvolavaji zlomy nebo jiné prestavby jejich molekul. Nasledkem jejich plsobeni miize
dojit k vymeéné, ztraté, nebo naopak ke zmnozeni nékterych usektit DNA. Fatalni ucinky
ma casto 1 odstranéni jediného nukleotidu nebo jeho vyména za nukleotid s jinou
chemickou bazi. Dochdzi tak ke zméné genetické informace a hrozi nebezpeci, Ze
piislusny protein bude syntetizovan podle nespravného ,,navodu‘. Mutovany gen ¢asto
vytvari defektni protein, jehoz aktivita je snizend nebo je protein zcela nefunkcni.
Nékdy se mutace nemusi projevit zmeénou sloZzeni nebo aktivity proteinu, ale v mife
jeho syntézy. To znamena, Ze proteinovy produkt je funkéni, ale vytvari se

v abnormalng nizkém nebo abnormalné vysokém mnozstvi (KOCAREK, 2007).
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Piisobenim mutaci vznikaji nové formy daného genu, které poté ovliviiuji projev
prislusného znaku. Mnohé mutace jsou Skodlivé, nebot’ zplsobuji zavazna geneticky
podminéna onemocnéni, tézké vyvojové vady, poruchy metabolismu, sniZeni
reproduk¢nich schopnosti pacienta, nebo dokonce tplnou sterilitu. Jsou znamy také tzv.
letalni mutace, které jsou pii¢inou imrti jedince jesté pfed narozenim, ve stadiu embrya
nebo plodu. Mutace nékterych genti mohou zptisobovat vznik nadora (KOCAREK,
2007).

3.4 Odbér materialu a metody izolace DNA

K vySetifeni mutaci zodpovédnych za urcité postizeni je potieba odebrat pacientovi
vzorek tkang, ze které pak izolujeme DNA. K tomuto ucelu lze v zasad¢ vyuzit
jakykoliv material obsahujici bunky s jesté zachovanymi jadry. Pfesto je tieba
dodrZovat urcitd omezeni, pravidla a doporuceni vyplyvajici z charakteru vysetfované
choroby a z ptredpokladaného cile vySetfeni. Dulezité je i1 etické hledisko, podle né¢hoz
nesmi odbér vzorku pfedstavovat pro pacienta nadmérnou zatéz, at’ uz fyzickou ¢i

psychickou (KOCAREK, 2007).

Vysetfeni mizeme rozdé€lit do dvou skupin na prenatalni a postnatalni. Prenatalni
slouzi k vySetfeni plodu pfed narozenim a postnatalni vySetieni umoziuji
diagnostikovat mutaci i jedince po narozeni. Casto se provadi u novorozencu, ale

nékteré vady jsou diagnostikovany az v dospélosti (KOCAREK, 2007).

NejcCastéji postnatalné vySetfovanym materialem jsou leukocyty neboli bilé¢ krvinky
z periferni krve, kterou muizeme snadno odebrat ze zily. Alternativné Ize pro
molekularné-biologickd vySetfeni pouzit i jinych materidlti. V nouzi lze DNA ziskat
napf. ztzv. krevnich papirkii. Jinou mozZnosti ziskdni vzorkli je neinvazivni odbér
epitelovych bunék z ustni sliznice. Jinym materidlem mtze byt vlasovy kofinek, ktery
lze pouzit pro ziskdni DNA. V urcitych ptipadech Ize také biologicky vySetfit
ptitomnost cizi nukleové kyseliny v organismu. Analyzu miizeme zaméfit na konkrétni
virovou DNA nebo RNA nebo DNA bakterie popiipadé jiného mikroorganismu.
Odebira se vétSinou periferni krev, ale mize byt dodan i1 jiny material jako je
mozkomis$ni mok, sekrety dychacich cest a bronchoalveolarni vyplachy, mo¢, vytéry,
biopticky odebrané tkané (KOCAREK, 2007) (Molekuldrni medicina a biotechnologie:
soubor prednasek, 2008).

20



3.5 Izolace a purifikace DNA

Prvnim krokem pii izolaci DNA je lyza bun¢k. V pfipad¢ leukocytl rozrus$ime
membranu bun¢k pomoci detergentu. V praxi se pouziva napiiklad Triton X-100 nebo
SDS (z anglického sodium dodecylsulphate, doddecyl sulfat sodny). Po destrukci
bunéénych membran se do pufru uvoliiuje DNA. Pufr krom¢ detergentu obsahuje také
ethylendiaminotetraoctovou kyselinu (EDTA), kterd vyvaze vapenaté ionty, které
aktivuji nukledzy — enzymy, které Stépi nukleové kyseliny. Izolovani DNA probiha
fenol/chloroformovou metodou nebo metodou vyuZzivajici adsorpci DNA na silikatovy
povrch. Tato metoda je nov¢jsi a v dne$ni dobé je v praxi vice vyuzivana. Oproti
chaotropnich soli dochazi k pfipojeni DNA na povrch silikatu. Po zifedéni roztoku se
DNA ze silikatovych kulicek opét uvoliuje. Po izolaci vzorku DNA je nutné ho ulozit

do hlubokomraziciho boxu pfi teploté -70°C (Koc¢arek, 2007).
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4. METODA PCR — POLYMERAZOVA RETEZOVA
REAKCE

4.1 Vznik PCR

V letech 1983 — 1985 vyvinuli Mullis, Faloon a Saiki enzymovou techniku, ktera
se nazyva polymerazova tfeté¢zova reakce — PCR (Polymerase Chain Reaction). Kary
Banks Mullis je molekuldrni biolog a biochemik, pracujici u biotechnologické
spole¢nosti Cetus Corporation (Emeryville, California) a je drzitelem Nobelovy ceny za
chemii zroku 1993 (KOCAREK, 2007) (PCR Topics: Usage of Polymerase Chain
Reaction in Genetic and Infectious Diseases, 1991) (KREMEN, STRIBRNA, 1998)
(POSPISILOVA,2013)

(http://www.nobelprize.org/nobel prizes/chemistry/laureates/1993/mullis-lecture.html,
[cit. 2016-04-28]).

Pivodni PCR metoda byla pomalé4 a velmi pracnd, a proto hned po jeji publikaci
spolecnost Cetus Corporation vyvinula zna¢né Gsili k jeji automatizaci. Metoda byla
poprvé publikovana v roce 1985, dalsi nasledovaly vzapéti. Patentovana byla v roce
1987 — K. B. Mullis a v lednu 1989 dala spole¢nost souhlas ke spolupraci s firmou
Hoffman — LaRoche na vyvoj in vitro produkti a sluzeb, zaloZzenych na PCR
technologii v oblasti lidské diagnostiky. Spole¢nost Roche Molecular Systems nakonec
PCR patent a s nim spojené technologie v roce 1991 odkoupila od Cetus Corporation za
tfi sta miliont americkych dolart (ROHON, 2009) (KREMEN, STRIBRNA, 1998)
(POSPISILOVA, 2013).

4.2 Princip PCR

Polymerazova fetézova reakce dnes predstavuje jednu z nejpouzivanéjsich, ne-li
vibec nejpouzivanégjsi, techniku v oblasti molekuldrni biologie. Jeji plasticnost a
specifinost umoznuje jeji vyuziti v oborech biologie a mediciny od sebe znacné
vzdéalenych. PCR se pouziva kazdy den k diagnostice nemoci, identifikaci bakterii a
virah nebo pii urCeni pachatele v krimindlnich ¢inech (MAZURA, 2001)
(http://learn.genetics.utah.edu/content/labs/pcr/, [cit. 2016-04-28])
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Princip PCR je zalozen na replikaci nukleovych kyselin, coz je zékladni
molekularni proces vsech zivych organismil. Je to metoda, kterd umoznuje amplifikovat
(t). zmnozit) specificky usek nukleové kyseliny, napt. DNA. PCR vychazi z malé¢ho
mnozstvi DNA, které je pifidano do reakéni smési spolu s volnymi nukleotidy.
Nukleotidy jsou stavebni kameny, ze kterych je poskladand molekula DNA.
Amplifikovany genovy usek (amplikon) je ohrani¢en dvojici  kratkych
oligonukleotidovych fetézct (primert) o velikosti 15-30 nukleotidd, z nichz kazdy je
komplementarni k sekvenci na protilehlych fetézcich useku cilového genu, ktery
chceme zmnozit. Primery slouZzi v reakci jako startovaci mista pro exponencidlni DNA
replikaci, kterd je katalyzovdana enzymem DNA polymerdzou. K syntéze DNA se
pouzivaji termostabilni polymerdzy izolované =z termofilnich organismii jako je
naptiklad Taq DNA polymeraza z Thermus aquaticus odolavajici vysokym teplotam,
pfi nichz DNA denaturuje. To umoznuje, aby reakce mohla probihat opakované formou
cykli. PCR je proces, pii kterém se v zavislosti na teplot¢ reakéni smeési stiidaji tii
kroky, které vyzaduji rizné rozmezi teplot. Tyto kroky umoziiuje automatizovat
zafizeni nazyvané termocykler, kde se teplota méni automaticky v naprogramovanych
casovych intervalech. Postupnym opakovanim procesu se exponencidlné vytvaii az
miliarda kopii vybraného useku genu DNA. Vlastni proces PCR trva pfiblizn¢ 2 hodiny
(SMARDA, 2005) (SLABY, 2015) (KREMEN, STRIBRNA, 1998) (POSPISILOVA,
2013).

...ATG GTG CAC CTG ACT CCT GAG GAG AAG........ccceeeeen CTG GGC... Dvoufetézcova DNA (dsDNA)
..TAC CAC GTG GAC TGA GGA CTC CTC TTC ...ocvieruens GAC CCG...
...ATG GTG CAC CTG ACT CCT GAG GAG AAG...............cce CTG GGC...
TAC CAC Teplotni denaturace a
primer 1 primer 2 nasedani primerd
CTG GGC
..TAC CAC GTG GAC TGA GGA CTC CTC TTC ....ccvveruens GAC CCG...
...ATG GTG CAC CTG ACT CCT GAG GAG AAG.......ccceereueen CTG GGC...
TAC CAC|GTG GAC TGA Syntéza DNA.
primer 1 primer 2 Vysledkem jsou dvé kopie cilové sekvence
GAG AAG.........ccouee. CTG GGC
..TAC CAC GTG GAC TGA GGA CTC CTC TTC ....cceveruens GAC CCG...

...ATG GTG CACCTG ACT CCT GAG GAG AAG.... ..CTG GGC...

TAC CAC GTG GAC TGA GGA CTC CTC TTC .ccevvereenennnes GAC CCG... Vysledkem jsou étyfi kopie cilové sekvence
...ATG GTG CAC CTG ACT CCT GAG GAG AAG......ccccvennn CTG GGC...

TAC CACGTG GACTGA GGA CTC CTC TTC .o GAC CCG...

ATG GTG CAC CTG ACT CCT GAG GAG AAG.....c.ccouenee CTG GGC

TAC CAC GTG GACTGA GGA CTC CTC TTC....
ATG GTG CAC CTG ACT CCT GAG GAG AAG....
TAC CAC GTG GAC TGA GGA CTC CTC TTC ...
ATG GTG CAC CTG ACT CCT GAG GAG AAG....
TAC CAC GTG GAC TGA GGA CTC CTC TTC

Milidny kopii cilové sekvence
po 30 cyklech PCR

Obrazek 6 - Schéma exponencidlni amplifikace DNA metodou PCR (autorska tvorba)
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4.3 Smes pro PCR reakci

Standartni PCR se nejcastéji provadi v reakéni smési o objemu 25 — 100 pl, slozeni

smési je nasledujici:

a)

b)

g)

DNA templat — cilovy usek, ktery ma byt amplifikovan z biologického vzorku.
Mnozstvi je 100 ng a méné (pg klonované DNA)

primer — kratky usek DNA, ktery identifikuje cilovy usek na zakladé
komplementarity bazi, specificky hybridizuje k DNA, ¢imz umozni replikaci
vyclenéného useku. Pouzivaji se dva primery A a B o koncentraci 0,25 mmol/Il.
Taq DNA — polymeraza — enzym, umoznujici replikaci oznaCeného tuseku.
Mnozstvi je 1 — 2 U jednotky.

dNTP — deoxyribonukleotidtrifosfat, zdkladni stavebni jednotka pro noveé
syntetizované vlakno. Koncentrace ve smési 200 mmol/l jednotlivych dNTPs.
MgCl, — hotecnaté ionty nezbytné pro spravny chod reakce, koncentraci je nutné
optimalizovat pro kazdou reakci, 0,5 — 3 mmol/l.

pufr — udrzuje optimalni vnitini prostredi reakce, pouziva se 50 mmol/l KCI, 10
mmol/l Tris — HCI (pH 8,4 pii 37°C)

deionizovana voda do kone¢ného objemu

Reakéni smés se prevrstvuje mineralnim olejem, aby se zabranilo vyparovani vzorku

z mikrozkumavky (ROHON, 2009) (KREMEN, STRIBRNA, 1998).

DNA

/. [~ polymeraza
dNTPs < @ @
. . + + +— Lhoi‘et‘inaté ionty

...ATG GTG CAC CTG ACT CCT...
...TAC CAC GTG GAC TGA GGA...

ATG GTG
primen CIG GGE
primer 2

ST

DNA templat

pufr
voda

primery

Obrazek 7 - Smés pro PCR reakci v mikrozkumavce (autorskd tvorba)
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4.4 Zakladni kroky pfi provadéni PCR

1) krok: znalost sekvence DNA v amplifikovaném useku (prostiednictvim DNA

databazi nebo pomoci vlastniho sekvenovani)
2) krok: navrzeni spravné sekvence primert, které¢ ohrani¢i nami pozadovany tsek
3) krok: komer¢ni vyroba primert
4) krok: vypocet optimalni teploty primerti, navrh sloZeni a profilu PCR reakce
5) krok: provedeni PCR reakce
6) krok: kontrola reakce na elektroforéze (ELFO) nebo sekvenovani

(http://labguide.cz/metody/pcr/, [cit. 2016-04-28]).

4.5 NavrZeni primerti

Primery jsou vétSinou dlouhé 20-25 nukleotidii. Sekvence mezi obéma primery
nesmi byt vyrazné¢ komplementéarni, protoze by se mohly vzajemn¢ navazat a vytvorit
tak dimery, které by se nemohly navéazat na komplementarni sekvenci v templatové
DNA. Primery také nesmi byt komplementarni viici sob¢, aby netvorily vlasenky ¢i jiné
sekundarni struktury. Pro standardni PCR se navrhuji primery v parech — piedni neboli
,forward® primer a zadni tzv. ,,reverse* primer. Tyto primery se daji navrhnout pomoci
softwari bézné¢ dostupnych na internetu nebo si je muzeme vytvofit ,,rucné“. Pii
navrhovani sekvence primerti musime mit na pameéti, Ze oba primery musi mit alesponl
pfiblizné stejnou teplotu naseddni. Tu lze ovlivnit samotnou sekvenci, respektive
obsahem CG/AT a také délkou primertt (LORENZ, 2012) (PCR Topics: Usage of
Polymerase Chain  Reaction in Genetic and Infectious Diseases, 1991)

(http://labguide.cz/metody/pcr/, [cit. 2016-04-28]).
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4.6 Pribéh PCR

PCR probiha ve tiech zakladnich krocich, které se opakuji za sebou asi 25 — 30x.

Cela reakce probihd v pfistroji — termocykler. Sklada se ze tii krokd:

1. Tepelna denaturace — probéhne tepelna denaturace templatové dvoutetézcové
DNA (dsDNA), pti ¢emz se molekula zahieje na 94 — 98°C a dojde k pieruseni
vazeb mezi antiparalelnimi fetézci a vznikaji jednovlaknové matrice (ssDNA).

2. Vazba primerli — reasociace (annealing) — ochlazenim na hybridizaé¢ni teplotu
50 — 65 °C se vytvoii podminky pro piipojeni primerti na zakladé¢ komplementarity
na 3‘ a 5° konci cilového tiseku DNA. Asociaci primera se ohrani¢i amplifikovana
oblast ve sméru od 3 koncti na obou templatovych fetézcich molekuly. Tato faze
trva asi 30 — 60 sekund.

3. Extenze (elongace, polymerace) primeri — prodluzovani primerd pfipojenim
dNTPs Taqg DNA-polymerdzou probiha ve sméru 5° = 3° na obou fetézcich pii
teplot¢ 72°C po dobu asi 30 — 60 sekund. Vzniklymi produkty jsou fetézce
dvouvldknové DNA, jejichz konce jsou ohraniceny 5 konci primerti a délka je
dana vzajemnou vzdalenosti primert.

4. PCR se ukonéi ochlazenim inkubaéni smési na teplotu 0 — 4 °C (ROHON, 2009)
(KREMEN, STRIBRNA, 1998).

2000 T

1800°3 + Primarni produkt
1600

14001 —J— Specificky produkt

1200+

1000 -

800

€600 -

400 -+

200 -+

Cyklus
Tabulka 1- Exponencidlni narist specifického produktu (autorska tvorba)
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4.7 Modifikace PCR

ZKkratka

Charakteristika

Aplikace

Dvé na sebe navazujici PCR. Zvyseni sensitivity az o
Dvoukolov (nested) Druha PCR s obe@a pr{mery 3loga spemﬁcno’st
PCR nPCR (nested) nebo s jednim reakce (omezeni
(seminested) lokalizovanymi nespecifickych PCR
uvniti amplikonu z prvni PCR. amplikont)
. . . Amplifikace n¢kolika
Neékolik sad i dné
Multiplex PCR MP-PCR cRofik sa rezrlizrilem vJedne usekd genu nebo vice
gend soucasné
Par primeril ve vzajemném Produkee ssDNA,
Asymetricka PCR p’ , . J sekvenovani nebo
molarnim poméru 100:1 o
ptiprava ssDNA sond
Amplifik louhych
Long Distance PCR LD-PCR Uziti dvou typti polymeraz n;z glnlleiig S 102u kby ¢
Degenerovans PCR Pouiit’i smési pri.merﬁ Hledani nov?'/ch ge1'11°1
s rozdilnou specifitou nebo genovych rodin
Hybridizace znac¢enych PCR Detekce specifickych
PCR ELISA PCR ELISA amplikont s imobilizovanou sekvenci v PCR
sondou amplikonech
Detekce specifického
Amplifikace DNA produktu v bunikach
In situ PCR v jednotlivych burikach nebo v tkanich,
fixovanych na podloznim skle prenatalni diagnostika,
detekce virt
PCR smés je drzena pfi vysoké Zvyseni specificnosti,
Hot start PCR teploté pted pridanim DNA omezeni nespecifického
polymerazy nasedani primert
PCR délkovych i iké&ni
Y : AFLP Amplifikace restorlkcmch DNA fingerprinting
polymorfismu fragmentt

Tabulka 2 - Modifikace PCR (POSPISILOVA, 2013)
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4.7.1 Kvantitativni PCR

V mnoha klinickych piipadech (monitorovani minimalni rezidudlni nemoci,
stanoveni virové naloze) je dulezité kvantitativni posouzeni hledané specifické DNA.
Metody kvantitativni polymerazové tetézové reakce (quantitative PCR, Q-PCR) je
mozné rozdélit do dvou skupin. V prvni je mnozstvi PCR produktu vyhodnocovano po
ukonceni reakce — end point Q-PCR. Tyto metody jsou zalozeny na riznych principech
kvantifikace. Nejpfesnéjsi je metoda kompetitivni (soutéziva) PCR. Pfi kompetitivni
PCR je jednou dvojici primerii soucCasné v jedné reakéni smési amplifikovana
vySetiovana cilovd sekvence a také sekvence vlozeného exogenniho standardu
(kompetitoru) o zndmém poctu kopii. Sekvence kompetitoru je zvolena tak, aby
obsahovala stejnd mista pro nasednuti primerd, ale aby délka zmnozeného useku
kompetitoru byla odlisna od délky amplifikovaného useku ve vysSetfovaném vzorku.
Titratnim fedénim kompetitoru a piidavanim téchto snizujicich se koncentraci
kompetitorové DNA do konstantniho mnozstvi DNA sledovaného vzorku dochazi
v reakéni smési k soutézeni o reakéni komponenty a dostdvame dva PCR produkty
s rozdilnym vzajemnym pomérem. Po elektroforetickém rozdéleni je hledan bod
ekvivalence, tedy bod rovnovéhy, ve kterém je intenzita PCR produktu cilové sekvence

a produktu kompetitoru stejna (SMARDA, 2005) (POSPISILOVA, 2013).

Kvantitativni PCR metody vyuzivajici kompetitorovou DNA jsou dostate¢né
citlivé, ale jsou narocné na manudlni ptipravu. Vysledky mohou byt zatizené vétsi
chybou, a proto se uvedené metody v klinické praxi dnes téméf nepouzivaji

(POSPISILOVA, 2013).

Ve druhé skupin€ provadime kinetické sledovani PCR produktu béhem celé
reakce (kvantitativni PCR vrealném case, real-time quantitative PCR, RQ-PCR)

(POSPISILOVA, 2013).
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Fotooptické vybaveni termocykleru a pouzité fluorescencni reakéni komponenty
umoziuji sledovat amplifikaci v pribé¢hu celé PCR reakce. Pfidatnym zafizenim je
zdroj excitacni energie jako je halogenova lampa, laserovy zdroj nebo vysokonapétova
LED dioda. Emitované zafeni po kazdém cyklu zaznamenava kamera a signdl je
softwarové vyhodnocovan. Byly vyvinuty odlisné mechanismy, které jsou zalozeny na

riznych principech:
1. interkala¢ni barviva — fluorochromy
2. hybridiza¢ni jednoduSe znacené sondy

3. hydrolyzaci dualné znatené sondy (TagMan) (POSPISILOVA, 2013).

Interkalac¢ni barviva

Prvnim pouzivanym fluorochromem pro RQ-PCR byl ethidium bromid
(C21H0N3Br), ktery se vaze jen na dvouretézcovou DNA (dsDNA). V kazdém dalSim
cyklu PCR, kdy dochazi ke zdvojnasobeni mnozstvi amplifikované¢ho useku DNA je po
vazbé barviva na dvoufetézcovy kompletni PCR produkt a jeho excitaci mefena
zvySujici se intenzita fluorescen¢niho zareni. Dal§im fluorochromem je SYBR Green 1,
ktery se také vaze na dsDNA, ale dosahuje vétsi citlivosti a je méné toxicky.
Nevyhodou této metody je, ze je vazba interkalacnich barviv nespecifickd, proto se
mohou také navazat na dimery primerti, coz miZze zpusobovat zkresleni naristu
fluorescence v reakéni smési a tudiz i nepfesnou kvantifikaci (SMARDA, 2005)

(POSPISILOVA, 2013) (BUSTIN, MUELLER, 2005).
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Hybridizaé¢ni jednodusSe znacené sondy (HybProbes)

Tento princip vyuziva fluorescencniho rezonan¢niho pienosu energie (FRET)
mezi dvojici tésné pfilehlych specifickych oligonukleotidovych sond. Tento
mechanismus studoval a popsal némecky fyzikalni chemik Theodor Foerster (1910-
1974) jiz ve Ctyticatych letech dvacatého stoleti. Proto se nékdy tento pfenos oznacuje

jako Foersteritv (POSPISILOVA, 2013) (LACZMANSKA, 2009).

excitaéni paprsek akceptor
\_—_
donor
->
_’
Volné sondy — bez excitace
—__f \,_ . T

Hybridizace sond — excitace

Obrazek 8 - Princip FRET systému s excitaci fluorochromu pouze pii hybridizaci
sond v tésné blizkosti (POSPISILOVA, 2013)
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Hydrolyzacni sondy

V ptipadé systému hydrolyzacnich sond je vyuzivano 5°‘-exonukledzové aktivity
enzymu Taq DNA polymerazy. Do PCR reakce je vkladana specificka jednotetézcova
oligonukleotidova sonda, znaceni dvéma fluorochromy (TagMan sonda). Energie
fluorescen¢niho barviva na 5°‘-konci sondy je pohlcovana neboli zhdSena molekulou
zhaSeciho barviva na 3°-konci. Pokud jsou ob¢ barviva v t€sné molekularni vzdalenosti,
FRET je potlacen. Béhem syntézy PCR produktu je sonda odstépovana Taq DNA
polymerazou, ktera se posunuje po DNA fetézci. Tak se dostavaji oba fluorochromy ze
svého kontaktu a fotoopticky systém zaznamendva nartst fluorescence odpovidajici
emitovanému  svétlu  roz§tépené TagMan sondy (POSPISILOVA, 2013)
(LACZMANSKA, 2009) (NAVARRO, 2015).

i LW

— - e

e

- ——
2, Exonukleazovi aktivita Taq — polymerizy

¥

i

1. Amplifikace

- e—
3. Stépeni Mluorescenéni sondy — excitace

%0

4. Kompletni PCR produkt

Obrazek 9 — Systéem TagMan znacené sondy s excitaci fluorochromu pouze po
odstépeni sondy (POSPISILOVA, 2013)
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4.7.2 Multiplex PCR

Mnohonasobna PCR je takova varianta, kdy je do reakéni smési pfidano né€kolik
partt primerti rozpoznavajicich nékolik rozdilnych cilovych sekvenci, coz umozni
detekci nékolika genti soucasné v jedné reakéni smési. Reakéni podminky je nutno
empiricky, krok za krokem optimalizovat. Hlavni vyhodou této varianty jsou nizsi
cenové néklady neZ pii samotnych amplifikacich. Proto se vyuziva pii vyhledavani
zmén na dlouhych tsecich DNA, testovani vzdjemné nesouvisejicich oblasti na DNA a
zejména pro amplifikaci vnitinich kontrol sou¢asné se vzorky (SMARDA, 2005) (PCR

Topics: Usage of Polymerase Chain Reaction in Genetic and Infectious Diseases,

]991). gen pro dystrofin 2400 kbp
5'| | (01 || | | |3
-_— . - - -— - . .-
oblasti
amplifikované PCR
izolace DNA

pfidéni sad primerd
PCR amplifikace

V

elektroforéza a barveni gelu

~=TC- o

blank

— — L
hmotnostni___4—-=— -— P — —
standard — —-—— -

—— |
-— aame T

= —-— ]

-— ] —
f:'

kontrola ___—— 1 2 3 4 5

(bez delece) pacienti

Obrazek 10- Diagnoza Duchennovy muskuldarni dystrofie (autorska tvorba)

Prikladem vyuziti mnohonasobné PCR je diagn6za Duchennovy muskularni
dystrofie, kdy se provadi detekce deletovanych exonti v DNA. V dystrofinovém genu o
délce 2400 kbp je navrzeno celkem 9 usekit urCenych pro zmnozeni. Tyto useky
predstavuji ¢asti genu, které jsou nejcastéji postizeny deleci. Vzorky DNA z pacienta
jsou amplifikovany za soucasného pouziti sady deviti primert v jedné reakci a vysledné
produkty jsou elektroforeticky separovany (SMARDA, 2005) (PCR Topics: Usage of

Polymerase Chain Reaction in Genetic and Infectious Diseases, 1991).
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4.7.3 PCR kolonii

Tato PCR je vhodna pro piipravu DNA z klonovanych inzerti v plazmidovych
nebo fagovych vektorech, poptipadé screening genovych knihoven a stanoveni velikosti
1 orientace inzertu. Pro tuto PCR jsou potfebné univerzalni primery komplementarni
k vektorovym sekvencim na obou stranach klonovaciho useku. Behem PCR je zmnozen
jakykoliv inzert bez ohledu na jeho sekvenci. Postup je takovy, ze se pfipravi reakéni
smés obsahujici vSechny potiebné slozky, jeji rozdéleni do PCR-zkumavek, nasledné
pfeneseni Casti bakterialni nebo kvasinkové kolonie paratkem do reakéni smési a
roztiepani bunck. Burnky lyzuji béhem denaturacniho cyklu. Amplifikace zacina
vprvnim cyklu sniz§i teplotou pro pfipojeni primeru. PokraCuje postupnym
zvy$ovanim o 1 az 2°C v nasledujicich cyklech aZ na optimalni teplotu (SMARDA,

2005).

4.7.4 Nested PCR

Odstupniovana PCR neboli PCR vyuzivajici vnéjsi a vnitini primery.
V porovnani se standardni PCR je tato metoda vysoce citliva a umoziuje detekovat i
jedinou molekulu templatové DNA. Typicky se provadi ve dvou krocich. Prvni
amplifikacni krok zahrnuje 15-30 cykla s jednim parem tzv. vnéjSich primert. V tomto
kroku vznikne produkt, ktery je pfeveden do nové zkumavky pro druhy amplifikacni
krok za pomoci paru vnitinich primerti. Druhy krok zahrnuje dalsich 15-30 cykli a po
jeho dokonceni se produkt detekuje za pomoci elektroforézy (LORENZ, 2012)
(SMARDA, 2005).
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4.7.5 , Pristavaci (touchdown) PCR

Pokud pfi PCR vznika vice nespecifickych produktd, nez bychom chtéli, lze
jejich tvorbu omezit pomoci tzv. touchdown PCR. V prvnich cyklech se vyuziva vyssi
teploty, nez je optimalni teplota pro zvolené primery. Primery budou sice hiife nasedat
na templarovou DNA, tudiz vytézek reakce bude nizsi, ale budou nasedat velmi presné
a proto se bude vytvaiet pouze specificky produkt. V dalSich cyklech se teplota
postupné¢ snizuje. Nadbytek specifického produktu zajisti specifinost reakce

(SMARDA, 2005).

4.7.6 Reverzné — transkriptizova PCR (RT-PCR)

Reverzni transkriptdza ma nezastupitelny vyznam také pfi analyze RNA. Jeji
sekvenci lze prostfednictvim reverzni transkripce piepsat do cDNA (complementary
cDNA) a takto piipravenou cDNA zmozit pomoci PCR. Reverzni transkriptaza je DNA
polymeraza, ktera dle molekuly RNA syntetizuje DNA. Metoda se vyuzivd zejména
v téchto ptipadech:

a) Analyza genové exprese na zaklad¢ identifikace mRNA.

b) Vysetfeni geneticky podminénych onemocnéni zalozenych na zméné v sekvenci

mRNA.

c) VysSetfeni onemocnéni vyvolaného RNA-viry. Diagnostika rubivird, viru

hepatitidy typu C a G

(KOCAREK, 2007) (http://labguide.cz/metody/pcr/, [cit. 2016-04-28]).
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4.7.7 Digitdalni PCR

Hlavni vyhodou digitalni PCR je moznost absolutni kvantifikace, aniz bychom
museli sestrojit kalibra¢ni kfivku. Digitdlni PCR je zaloZzena na rozdéleni
analyzovaného vzorku do velkého mnozstvi dil¢ich vzork. To se provadi bud za
pomoci miniaturnich ¢ipi, kdy je vzorek rozdélen pomoci mikrokapilar do fady malych
komirek, nebo je ze vzorku vytvofena emulze olejovych mikrokapek. Néasledné probiha
v kazd¢ komtrce nebo mikrokapce standardni PCR, takze ziskdvame tisice az n€kolik
desitek tisic parcidlnich kvalitativnich vysledki na bazi fluorescence. Na rozdil od
tradicni PCR kvantifikace cilové sekvence v ptipadé digitdlni PCR prakticky nezavisi

na poctu cykli. Umoziuje tak zcela absolutni kvantifikaci (HRSTKA, 2014).
4.8 Vyhodnoceni PCR

Na zdklad¢ vyhodnoceni nartistu fluorescence software RQ-PCR analyzy
sestrojuje amplifikaéni kiivky u jednotlivych reakci. V casti amplifikacnich kiivek
odpovidajici fazi exponencialni je prokladana piimka, kterd predstavuje prahovou
hladinu vyznamnosti tzv. threshold. Interpretace vysledku kvantitativniho vySetfeni
muze mit riznou podobu. Pfi absolutni kvantifikaci jsou amplifikované testované
vzorky porovnavany se standardni kiivkou sestavenou na zdkladé¢ zmnozeni DNA o
znamém absolutnim poctu kopii sledovaného genu — tzv. standardni DNA. Pii relativni
kvantifikaci jsou analyzovany zmény genové exprese v daném materidlu vztazené ke
kalibratorovému vzorku jako je naptiklad srovnani odbéru pacienta pfed a po ukonceni
terapie a vysledek je udavan jako vzajemny pomeér nebo nasobek — relativni ¢islo. Aby
bylo mozné vzorky porovnavat mezi sebou, musi se provést tzv. normalizace vzorkd.
K normalizaci vzorka slouzi kvantifikace nékterého z vhodné zvolenych kontrolnich
genti tzv. housekeeping genes. Normalizace minimalizuje variabilitu zplisobenou
rozdilnou kvalitou a kvantitou biologického materialu, izolaénimi metodami, degradaci
nukleovych kyselin a také odhaluje pfitomnost inhibitorti polymerazy (POSPISILOVA,
2013) (BUSTIN,MUELLER, 2005).

Amplifikovany usek DNA se analyzuje elektroforeticky na agarozovém gelu a
ke zviditelnéni se pouziva ethidiumbromid. K prikazu bodovych mutaci v produktu
PCR slouzi elektroforéza v gradientu denaturujici latky a sekvenovani (KREMEN,
STRIBRNA, 1998).
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5. METODA PCR V SOUCASNEM ZDRAVOTNICTVI A
VEDE

5.1 Uplatnéni PCR v klinické diagnostice

PCR umoziuje zjistit v infikovaném biologickém vzorku piitomnost velmi
malych mnozstvi virové nebo bakterialni DNA. Proto nachézi Siroké uplatnéni v rychlé
mikrobiologické diagnostice u fady infekénich onemocnéni, zejména téch, jejichz
ptivodci se zdlouhave a obtizné kultivuji na béznych kultiva¢nich mediich ( Treponema
pallidum, chlamydie, mykobakterie, borrelie, legionelly atd.) (SMARDA, 2005) (PCR
Topics: Usage of Polymerase Chain Reaction in Genetic and Infectious Diseases, 1991)

(KREMEN, STRIBRNA, 1998).

PCR a nasledné analyza amplifikovanych sekvenci jsou dulezité pti identifikaci
osob v kriminalistice pfi potvrzovani rodicovstvi v paternitnich sporech a pfi typizaci u
biologického materidlu (DNA-fingerprinting). Vyhodou této metody je potieba
minimalniho mnozstvi biologického vzorku, postacujici je jediny vlas, kapka krve nebo

spermatu, potu i slin nebo jediny otisk prstu (KREMEN, STRIBRNA, 1998).

Vzhledem k vysoké stabilit¢ DNA lze amplifikaci a analyzu provadét i ve
vzorcich, jejich stafi mize byt az nékolik tisici let. To zahrnuji antropologické a

paleozoologické studie (KREMEN, STRIBRNA, 1998).

Sirokého uplatnéni dosahla PCR v prenatélni diagnostice dédiénych onemocnéni, kde
poskytuje pfimou informaci o eventualnim postizeni plodu matky. Vyznamné Casovée
zkrétila detekci bodovych mutaci, které jsou velmi Castou pfi¢inou téchto chorob.
Materidlem k vysetieni DNA jsou buiniky amniové tekutiny nebo choriovych klki

(KREMEN, STRIBRNA, 1998).

Pomoci PCR Ize také z minimalniho poc¢tu bunck amplifikovat sekvence DNA
specifické pro pohlavi plodu matky. Markerem chromozomu Y je repetitivni sekvence

Hae 3,4 v molekule DNA (KREMEN, STRIBRNA, 1998).
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V onkologii slouzi PCR kdetekci mutaci nékterych genli, u nichz
pfedpokladdme vztah k maligni transformaci buiky. Napiiklad uvedu aktivaci
onkogent (protoonkogen ras je aktivovan bodovymi mutacemi uvnitt kodont 12,13 a
61) nebo inaktivaci onkosupresorovych genti (u kolorektalniho karcinomu genu p53 au
retinoblastomu genu RB-1). Pretrvavani nddorové choroby po provedené terapii lze
prokazat detekci tzv. minimalniho rezidua nadorové choroby (SMARDA, 2005) (PCR
Topics: Usage of Polymerase Chain Reaction in Genetic and Infectious Diseases, 1991)

(KREMEN, STRIBRNA, 1998).

U hematologickych malignich onemocnéni se PCR reakce a RNA-PCR
uplatiiuje zejména pii zjistovani chromozomalnich translokaci, jako je translokace mezi
chromozomy 14 a 18 u non-Hodgkinovych lymfomt nebo translokace mezi

chromozomy 9 a 22 u chronické myeloidni leukemie (KREMEN, STRIBRNA, 1998).
PCR detekce molekularnich markeri nadorovych bunék u hematolog. onemocnéni

Obecné platnou vyhodou molekularni diagnostiky je vysoka citlivost metody a
rychlost dostupnosti vysledku. Nadorové buiiky je mozné detekovat pomoci PCR
technik, pokud jsou tyto bunky dobie odlisitelné specifickymi aberacemi na urovni
DNA tzv. molekularni markery. Jako molekularni markery u nékterych
hematologickych malignit jsou oznacovany fuzni geny, vznikajici specifickymi
chromozomalnimi translokacemi v malignich bufnikach. Za pomoci molekularniho
prukazu nadorovych bunc€k u jednotlivych onemocnéni je mozné diagnézu potvrdit,
vyvratit nebo upfesnit (diferencialni diagnostika) a je tak mozné vc¢as zahdjit vhodné

cilenou terapii (POSPISILOVA, 2013).

Molekuliarni marker Lokalizace Diagnéza
Chronicka myeloidni leukemie
BCR/ABL1 t(9;22) (q34;q11) (CML), Akutni lymfoblasticka
leukémie (ALL)
PRV -1 19q13.12-2 Polycythaemia vera
Bel-2/IgH t(14;18) (q32;921) Folikularni lymfom (FL)
c-myc/IgH t(8;14) (q24;q32) Burkittiv lymfom (BL)

Tabulka 3- Nejcastéji detekované molekuldarni markery nadorovych bunék u
hematologickych malignit (POSPISILOVA, 2013)
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PCR lze také uplatnit ve virologii, kde se pouziva k diagnostice infekce HIV,
HTLV-1 a HTLV-2 (Human T-lymphotropic virus 1 a 2 — viry lidské T-
lymfocytarni leukemie), k prikazu a typizaci lidského papilomaviru HPV (Human
Papilloma Virus), jako mozného piivodce nékterych nadord, dale k pritkazu ptivodeii
hepatitid (zejména viru hepatitidy B— HBV) (SMARDA, 2005) (PCR Topics: Usage of
Polymerase Chain Reaction in Genetic and Infectious Diseases, 1991) (KREMEN,
STRIBRNA, 1998).

V diagnostice HIV/AIDS se da technikou PCR zjistit infekce postihujici jednu ze
100 000 bun¢k. Metoda poskytuje spolehlivou informaci o infekeci 1 v obdobi
séronegativity, kdy se infekce vséru jesSt¢ nedd prokazat. U déti narozenych
HIV-pozitivnim matkdm slouzi PCR k odliSeni jedincti se skrytou infekci HIV od
novorozenct, ktefi ziskali protilatky od matky pfestupem placentarni bariérou a nemusi
byt nositeli viru. V ¢asnych fazich infekce HIV se daji pomoci RNA-PCR zachytit
velmi mald mnozstvi virové RNA v bunkach i ve virionech, které cirkuluji v krvi
infikované osoby. V kombinaci s automatizovanou fluorescen¢ni sekvenci se RNA-
PCR vyuzivd kzachyceni bodovych mutaci ve virové RNA bc¢hem antivirové
chemoterapie. Vc¢asné odhaleni téchto mutaci, které jsou pfiCinou rezistence na
chemoterapeutikum nas upozorni na nutnost zmény v 1écebné terapii. RNA-PCR se také
pouziva v diagnostice hepatitidy C a dalSich onemocnénich zapfi¢inénych RNA viry

(SMARDA, 2005) (KREMEN, STRIBRNA, 1998).

38



Vyuziti PCR p¥ri detekci patogenii u hematoonkologickych pacientii

Vysoka citlivost PCR je vyuzivéana pii detekci cizorodé DNA infek¢nich agens

(patogenit), které mohou piedstavovat u hematoonkologickych pacient v obdobi

imunosuprese zavaznou komplikaci 1é¢by (POSPISILOVA, 2013).

Patogen

Nejcastéjsi

klinicka projev

Testovany
biologicky
material

Zpusob
detekce

Poznamka

Herpes simplex
virus 1a 2

opary, viidky

periferni
krev,likvor, stéry
z postizenych
oblasti

real-time PCR

detekce HSV
v tekutiné ziskané
BAL' mize odhalit
pneumonii

Varicella-zoster
virus

plané nestovice,
pasovy
opar,onemocnéni
CNS

likvor, stéry
z postizenych
oblasti

real-time PCR

testovano pii
neurologické
symptomatologii

Epstein-Barr

post-transplantacni

] lymfoproliferativni periferni krev real-time PCR | zavazna infekce vzacna
virus onemocnéni
nutné sledovat virovou
naloz v piesné
Lidsky pneumonie, periferni krev, real-time PCR stanovenych
cytomegalovirus enteritida BAL, likvor intervalech, dynamika
narUstu je indikaci
k zahajeni 1é¢by
Lidsky encefalitida, periferni krev, real-time PCR sledovana hladina
herpesvirus exantém BAL, likvor virové naloze
sekvence jednotlivych
.. subtypil se velmi 1isi,
cystitida, roto}fl:: nutné ¢asto pro
Adenoviry pneumonie, periferni krev multiplex PCR p. .. ] . VI?
hepatitida jejich detekei pouzit
P pro kazdy subtyp
specifické primery
pouzitim nested PCR
Pneumocystis . nested nebo dochazi
. .. pneumonie BAL . , ,
Jirovecii real-time PCR k mnohonasobnému

zvyseni citlivosti

Tabulka 4- Prehled nejduileZitéjsSich patogenii u oslabenych pacientii detekovanych
pomoci PCR (POSPISILOVA, 2013)

1 . , sy
BAL — bronchoalveolarni lavaz
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6. PERSPEKTIVY

PCR je vyznamnym ndastrojem pro detekci odchylek v sekvenci nukleovych
kyselin. Znalost povahy mutaci je dualezita pfedevSim pro spravnou diagnostiku a
zahéjeni terapie. V literatuie bylo popsano mnoho technik pro odliSeni standardnich alel
od mutantnich, ale to je pouze malé ¢ast tohoto Sirokého potencidlu PCR technik. PCR
je neocenitelnym ndstrojem pro celou fadu analyz provadénych v zakladnim nebo

aplikovaném vyzkumu a také v praxi (SMARDA, 2005).

Myslim si, ze do budoucna bude tato technika dulezitou soucasti b&zné
laboratote, jakoZzto néstroj k rychlé diagnostice. Bude mozna také nastrojem k objasnéni

dosud nepoznanych nemoci.

S dobou se také meéni velikost pouzitych nastroji a pomtcek k PCR. Dnesni
PCR se vmodernich laboratofich provadéji v miniaturnich cipech, za pouziti
mikrokapek reagencii a usiluje se o zjednoduSeni vyhodnoceni PCR. Dnes$ni metody
umoziuji absolutni kvantifikaci. Pfedstava, ze by se do budoucna takto mald mnozstvi

jeste zmenSovala, je pro laika zcela nepiedstavitelna.

Mozna, Ze se také postupem Casu tato metoda piesune z laboratofi do praxe,
napiiklad k ur€eni pachatele krimindlniho ¢inu pifimo na misté ¢inu, k urceni patogenti
piimo v ordinacich 1€kafi nebo krychlému urceni diagnézy. Bude mozno urcit
kvasinkovou nebo houbovou infekci béhem nékolika minut, misto Casové narocné
kultivace na agarech. SniZzenim nékladi do budoucna bude PCR pfistupnéjsi a jeji

vyuziti v klinické praxi bude vétsi a samoziejmé.
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7. ZAVER

Od dob genidlniho objevitele zdkonitosti pienosu dédi€nych znakii Gregora
Johanna Mendela urazilo védecké poznani genetiky nesmirné zajimavou a plodnou
cestu. Polozapomenuté a znovuobjevené poznatky pracovitého brnénského feholnika se
staly doslova Zivnou pudou pro fadu védeckych badateld. Snad nejvyznamnéj$im
milnikem na této cesté¢ bylo pak poznani a rozluSténi tlohy DNA. Léta vyvoje
védeckého poznani se pfitom odvijely na bazi nastupu novych technologii, ptistrojové

techniky a metodologie zkoumani.

Dnesni stav a moznosti v oblasti diagnézy, definice pticin a souvislosti, pochopeni
stavu, perspektiv a zptisobli mozné 1é¢by vychézi z poznani, ze vétsina patologickych
stavil je nasledkem zmén normalnich biologickych procest, které mohou byt zplsobeny
prostiednictvim infekce, vlivem vnéjSiho prostiedi, vrozenou nebo ziskanou zménou
v genomu, piipadné kombinaci téchto faktort (Molekularni medicina a biotechnologie:

soubor prednasek, 2008).

Pochopeni patologickych stavii na molekularni Grovni je mozné pouze za
ptedpokladu, Ze umime pozorovat, analyzovat a definovat ,,normalni* biologicky proces
a mame moznost porovnani studované¢ odchylky s normou. U dédicné podminénych
onemocnéni je primarni pri¢inou mutace DNA, kterd zasadn¢ méni vlastnosti produktu
u zmutované¢ho genu. Jednotlivé molekularni slozky buiikky nejsme bohuzel schopni
tiidit okem ani jinymi nastroji, které méame k dispozici. Jednim z cili molekularni
biologie je proto ,sestaveni katalogu® vSech zikladnich druhd molekul pfitomnych
v bunikach. Nezbytnym predpokladem pro sestaveni takového molekuldrniho katalogu
je vyvoj a aplikace experimentalnich metod, které nam umoziuji jednotlivé druhy

molekul zkoumat (Molekularni medicina a biotechnologie: soubor prednasek, 2008).

Nedilnou soucésti téchto experimentilnich metod je i technika polymerazové
fetézové reakce, kterd vyznamné ovlivnila zachézeni s molekulou DNA a umoznila

v navaznosti na ni vznik dalSich dalezitych metod ke studovani lidského genomu.
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8. POUZITE ZKRATKY

PCR polymerase chain reaction polymerazova fetézova reakce
DNA deoxyribunucleotid acid deoxyribonukleotidova kyselina
dsDNA double-stranded DNA dvouretézcova DNA
ssDNA single-stranded DNA jednovlaknova DNA
dNTPs deoxyribonucleotide triphosphate deoxyribonukleotidtrifosfat — zakladni
stavebni jednotky pro nové
syntetizované vlakno DNA
kbp kilo base pairs tisic part bazi
cDNA complementary DNA DNA syntetizovana podle RNA
RNA ribonucleic acid ribonukleova kyselina
SDS sodium dodecyl sulfate dodecylsiran sodny
EDTA ethylenediaminetetraacetic acid ethylendiaminotetraoctova kyselina
ELFO electrophoresis elektroforéza
FRET fluorescence resonance energy fluorescencni rezonancni prenos
transfer energie
RQ-PCR real-time quantitative PCR kvantitativni PCR v realném cCase
RT-PCR reverse transcription PCR reverzné-transkriptazova PCR
mRNA messenger RNA mediatorova RNA
HIV Human Immunodeficiency Virus virus lidské imunitni nedostate¢nosti
HTLV Human T-lymphotropic virus vir lidské T-lymfocytarni leukemie
HPV Human Papilloma Virus lidsky papilomavirus
HBV Hepatitis B virus vir hepatitidy B
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12. PRILOHAC.1

Informovany souhlas pacienta (doporuceny text)

Informovany souhlas pacienta s molekularné-biologickym vySetfenim genu pro

(doplnit nazev choroby, specifikaci genu)
PACIENT

1)Ja (pIné jméno a rodné ¢islo)

souhlasim, aby mné bylo odebrano 10 ml krve na molekularné-biologické vysetfeni mutaci

v genu/genti*

Souhlasim s tim, ze vzorky izolované DNA mohou byt skladovany i n€kolik let v zavislosti na
pokroku vyzkumu v této oblasti. Potvrzuji, Ze jsem byl poucen/obdrzel/Cetl * informace o

vyznamu detekce mutaci pro (dopliite ndzev onemocnéni).

Me¢l jsem dostatek ¢asu hovofit o této problematice s nize podepsanym lékafem.

Souhlasim / nesouhlasim* s tim, Ze vysledky mych test mohou byt podstoupeny, v ramci vyzkumu i
evropskym/svétovym* konsorciim pro vyzkum této/téchto chorob. Potvrzuji timto, Ze ma ucast na
vyzkumnych projektech, v nichz budou analyzovany moje vzorky DNA, je dobrovolna.
Souhlasim/nesouhlasim* s pfipadnym zapsanim mé osoby do registru nemocnych s

(dopliite nazev onemocnéni).

2) Akceptuji to, ze mné budou/nebudou* sdéleny vysledky genetického testovani. Pokud vSak
budouci vyzkum objevi ne¢které dalsi zdsadni informace o moznosti genetického vysetieni u

(uved’te ndzev onemocnéni) chci/nechei* byt o téchto testech a

moznostech informovan.

PODPIS PACIENTA DATUM

LEKAR

Potvrzuji, Ze jsem vyse podepsanou osobu informoval o cilech i podminkach vysetteni a ze vysledky

tohoto molekularné-genetického testu nebudou sdéleny tieti strané bez souhlasu vysetfovaného.

JMENO LEKARE:

ADRESA LEKARE:

ICZ, odbornost:

Fax, telefon a e-mail:

PODPIS LEKARE DATUM

* nehodici se $krtnéte, u nezletilych vyplni tento formulaf jejich rodi¢e nebo zakonny zéastupce (1).



