ABSTRAKT

V poslednich letech doSlo k vyraznému rozvoji maléke genetické diagnostiky (DNA
diagnostiky). Jsou zavédy nové metody a technologie a r@e8ano spektrum genetickych sluzeb.
Jelikoz vysledky genetickych téstzarodéného genomu mohou celoZivétrovlivnit zdravi a
kvalitu Zivota pacienta i jeho rodiny, je kladefralz na neustalé zvySovani kvality poskytovanych
diagnostickych sluzeb. Stale vice labofapechazi z ,domacich metod“ na koréirdiagnostické
soupravy, aletasto pak svévoln modifikuji protokoly vyrobce. Proto je pro zajiaf kvality
genetickych test nezbytné vSechny metody a technologiedpzavedenim do rutinni diagnostické
praxetradre validovat a verifikovat.

V této dizerténi praci jsem se dnovala otdzce vhodnosti a vyuZitelnosti metody High
Resolution Melting (HRM) v diagnostice na zaklagji kompletni validace dle mezinarodnich
poZzadavk normy natizeni systému jakosti (ISO 15189). Potvrdili jsn#tetnost této metody a
jeji vyhody pro muténi skenovani neznamych variant i genotypizasitych polymorfism, a to na
piikladu tiznych ged (BRCALl, MTHFR ¢i CFTR). Zarove: jsme poskytli metodické pokyny a
postupy pro usnadni diagnostické implementace této technologie aamo jejiho uspsSného
vyuziti i v dalSich genetickych laboraich, a na fikladu validace HRM poskytli navody a model
pro validaci dalSich DNA diagnostickych metod.

O zvySeni kvality poskytovanych genetickych slujabe se zasadili i v oblasti diagnostiky
cystické fibrozy (CF). Toto frekventované monogeoniemocsni je charakterizovano velkym
mnozstvim identifikovanych mutaci v ger@TR a molekularni heterogenitou v zavislosti na
etnicit probanda, proto je znalost distribucec¢etnosti mutaci tohoto genu v kazdé populaci
klicova. Molekularg genetickymi studiemi jsme zmapovali spektrum mitaccéeskych a
ukrajinskych pacierits CF, nebt identifikace obou kauzalnich mutaci potigdinickou diagnozu,
umozni pedpowdét pribéh onemocani, individualré stanovit Iébu, poskytnout spolehlivou
prenatalni diagnostiku a stanovitepos &chto alel a rizik u dalSich rodinnychiiglusniki. Vysoka
popul&ni zachytnost umozni zavedeni novorozeneckého isgun ktery vyhleda postizené
pacienty v preklinickém stadiu.ddsné stanoveni diagndzy a brzké aplikaébyxiznivé ovlivni
prabéh choroby a zarowesnizi naklady na &bu.

V souwasné dob je venovana velka pozornost problematice neplodnoskipthpostihuje az
15% pati a dochazi k jejimu nastu. Muz se na neplodnosti paru podilifiblizné 50% gipadi.

Po vyloweni ruting vySetovanych picin muzské neplodnosti (nApmutace v genu cystické
fibrézy, Klinefelteiv syndrom, strukturalni abnormality Y chromozomwdslané zawty varlat
virem piusnic, tumor atd.) nadaleigtavd mnoho ifjpadi neobjastno. Proto jsem se v ramci
tohoto studia zabyvala analyzou protaminovychig@rM1, PRM2), neba plni s€zejni funkci gi
diferenciaci spermii a bylo prokdzano, ze mysi beysiuficientni pro jeden z protaminovych gen
vykazuji poruchu usgadani chromatinu, jaderné integrity a produkuji rspe abnormalni
morfologie a sniZzené pohyblivosti, které nejsouogpcie oplodnit oocyt. Na reprezentativnim
souboru gmeckych teratozoospermickych niug normalnim p&em spermii (simulujici fenotyp
PRM-haploinsuficientni mysi) a maz se snizenym p@oem spermii, vetne souboru
normozoospermickych mutZzjako kontrol, byla provedena midtd analyza protaminovych gén
zkoumajici vliv gipadnych mutaci na poruchu spermiogeneze. iitodae nalézt statisticky
signifikantni asociaci mezi haplotypem ACC, itmoym temicastymi polymorfismy geinPRM1/2,

a koncentraci spermii a jejich celkovym ¢mon. Homozygotni no&i haplotypu ACC nili
dvojnasoby vyssi paet spermii neZ muZi bez tohoto haplotypu (45%h0 x 24.2x16/ml). Je
mozné, Ze spermie ndsijiného nez ACC haplotypu nejsou Zivotaschopnpodléhaji negativni
selekci. Pro uteni klinického vyznamu tohoto zj&ti a jeho pipadného diagnostického vyuziti je
vSak poteba nélez astit studiemi na dalSich souborech a populacich.



