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Polymerazova retézova reakce
v priabéhu triceti let od prvni
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MUDr. EMIL PAVLIK, CSc.

Prvni dekada nového tisicileti znamenala bouflivy rozvoj molekularné biologickych
technik a jejich diagnostickych aplikaci, zaroven vsak byla i obdobim urcité stabili-
zace v dané oblasti. Amplifika¢ni techniky jsou ovlivnény nastupem PCR v realném
Case, pro niZ konecné bylo vyvinuto pfislu$né instrumentarium. Tim v$ak byl odsunut
na vedlejsi kolej dosavadni vrchol automatizace end-point PCR - analyzator COBAS®
Amplicor™, nebot jeho hlavni pfednosti - kvantifikacni testy a multiplicitni detekci

yyr

privedla technologie real-time PCR na kvalitativné vyssi uroven. Piesto, z dlouhodo-
vyrabénych v ramci koncernu F. Hoffmann - La Roche v tovarné Tegimenta AG v Rot-
kreuzu u Lucernu. Vyrobilo se vice nez 15 000 kusi vyznacujicich se minimalni po-
ruchovosti, z nichz ¢ast doposud slouzi v laboratofich po celém svété. Technicka pod-
pora skonci teprve v roce 2020. I v nasi laboratofi ve VFN jeden najdeme. Dnes slouzi
vyluéné k diagnostice mykobakterii, pro coz se vyborné hodi, stejné jako do laboratori
provadéjicich genotypizaci hepatickych viri.

Misto 50 ul vzorku staci 5 ul. Odecitame
soucasné signal 4 vlnovych délek: 530,
560, 630 a 705 nm (u ¢tyrkanalovych ver-
z{ 1.0 a 1.5). Ale pfedevsim se dramaticky
zkratil ¢as potfebny pro zménu teploty
v jednotlivych cyklech, ¢imz se urychlil

cely proces amplifikace, k némuz bylo

Ustav imunologie a mikrobiologie 1. lékarské fakulty Univerzity Karlovy a Veobecné fakultni nemocnice
v Praze, Ustav lékatské biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VEN v Praze, Katedra zdravotnickych
oborii a ochrany obyvatelstva FBMI CVUT Kladno

Zakaznici Roche si postupné zvykaji
na prevratnou novinku - LightCycler®
a znacené sondy TagMan™. Tenkosténné
plastové amplifika¢ni zkumavky o ob-
jemu 200 pl byly nahrazeny kapilarami

z borosilikdtového skla o objemu 20 pl

mozno pridat 5 az 10 cykli. To zase vedlo
k dal$imu zvyseni citlivosti této diagnos-
tické techniky. Konkurence rovnéz nespi.
Australskd firma Corbett predstavuje
svlj karuselovy RotorGene s rotorem
osazenym 36 tenkosténnymi mikrozku-
mavkami. Dynatech, ktery se stal sou-
&4sti holdingu Thermo, piedstavuje v CR

komorovy SmartCycler se zvla$tnimi
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A Obr. ¢ 1: Molekuldrné biologickd laborato Cytolab, spol. s r.0. Mald, ale ticelné zafizend. ..




plochymi kazetami pro priubéh reakce.
Ten se v USA hojné uplatnil za panické
situace se zneuzitim spor antraxu k bio-
teroristickym tcelim, kdy jim byly vyba-
veny ufadovny federalni US Mail Service,
aby jejich vyskoleni pracovnici mohli tes-
tovat bily prasek trousici se z nékterych
zasilek. IndyCycler se ve stfedni Evropé
neobjevil, védeckym institucim byl vsak
nabizen Applied Biosystems ABI3000
(Perkin-Elmer).

V roce 2003 jsem prisel jako odborny
zastupce pro mikrobiologii do soukromé
laboratore Cytolab, spol. s r.o., majitela
MUDr. Pocha a RNDr. Paulika s tkolem
rozvinout segment molekularné biologic-
kych diagnostickych technik. V laborato-
fi byly v dobé mého prichodu 2 cykléry
Biometra, COBAS® Amplicor™, Bioha-
zard Box tf. 2, horizontalni elektroforéza
BioRad a zafizeni pro manudlni Elisu.
Laboratot byla velmi dobfe vybavena pro
sérologickou a imunologickou diagnosti-
ku, méla $ikovny a kvalifikovany perso-
ndl a vybornou ekonomickou stabilitu,

umoznujici potfebné investice.

Problémem byl limitovany prostor. Po-
ttebovali jsme dal$i mistnost. Spréava bu-
dovy ji v ndvaznosti na stavajici umisténi
laboratofe neméla k dispozici. V mapé
prongjmu vSak byl skladek, mistnost
bez oken o podlahové plose cca 12 m*
Béhem jediného vikendu byl vyklizen,
v prubéhu tydne truhlafska firma zho-
tovila stoly po celém obvodu mistnosti,
koncem tydne jsme se rozhodli, kam pri-
jdou police, a ptipravy byly hotovy. Pro
automatizaci ptipravy vzorku jsme zvoli-
li automat MagNAPure Compact, umoz-
nujici zpracovani jak DNA, tak RNA
s pomoci unikatnich reagencnich kazet.
I pres varovani, ze kapacita ptistroje je
pouze 8 vzorkt za 29 minut. Tato zdan-
liva nevyhoda byla eliminovéna postu-
pem v ramci laboratore, kdy prichozi
vzorky byly ihned zpracovany a teprve
zpracované zmrazovany ke skladovani.
Tim byla maximdlné vyuZita kapacita

ptistroje. Na druhé strané nutno pfiznat,
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A Obr. ¢ 2: Pracovisté LightCycler 2.0 v laboratoti Cytolab, spol. s r.o.

ze toto vytizeni se projevilo v zZivotnosti:
po tfech letech provozu byla porucho-
vost takovd, Ze si vyzddala vyménu prak-

ticky vSech hlavnich komponent stroje.

Dalsi akvizici byl prvni $estikanalovy
LightCycler® verze 2.0 dodany do Ceské
republiky. Pochazel jesté z prototypové
série, vSechny kandly byly plné oteviené
i pro védecké tcely. Tim zacal nas podil
na projektech PCR Tailoring, o nichz
bude fe¢ dale. Pro rutinni PCR jsme
poridili COBAS® TagMan” 48 a Corbett
Rotorgene 5000. S lamindrni skfini tfi-
dy bezpecnosti 1 jsme na 12 ¢tverecnich
metrech méli v§e potfebné. Vzhledem
k tomu, Ze laboratof byla ekonomicky
uspés$nd, neméli jsme problém s jejim do-
vybavovanim. Jedinym investi¢nim pro-
blémem byl hlubokomrazici box (-80° C),
avsak i ten jsme nakonec ziskali, byt jiz

pod jinym vlastnikem. Ale o tom pozdéji.

Projekt PCR Tailoring

Projekt PCR Tailoring vznikl v poslednich
letech minulého tisicileti jako sluzba za-
kaznikdm, ktefi si stéZovali na uzké spek-
trum dodavatelského portfolia PCR testu.
Na mikrodesti¢kové platformé Boehrin-
ger Mannheim AG PCR Dig-Labelling Kit

a Dig-Detection Kit se streptavidinovou
zachytnou sondou bylo mozné deteko-
vat PCR produkty s biotinylovanym 3'
koncem. Amplifikace probihala s uzitim
znacenych nukleotidd. Zakaznik si dopl-
nil primery a sondy dle vlastniho navrhu.
Ty bylo tfeba syntetizovat. V této oblasti
nabizely sluzby rizné biotechnologické
spolecnosti z fady zemi svéta, v rtizné
kvalité a v riznych cenach. Bohuzel, ne
vzdy vysokd cena odrazela odpovidaji-
ci kvalitu. Zde Roche Diagnostics zvolil
pro spolupraci firmu TIB MolBiol Berlin.
KdyZ pak uvedla firma na trh soupravy
RealTime PCR HybProbe Labelling and
Detection Kit a RealTime PCR TagMan
Labelling and Detection Kit, byl zde k dis-
pozici osvédceny partner pro zakazkovou
syntézu oligonukleotidi ve vysoké kvalité,
s vhodnym pomérem nukleotidu a zéru-
kou respektovani dusevniho vlastnictvi

autord.

Projekt Disease Management

K diagnostice virovych hepatitid méla
spole¢nost Roche velmi rozsahlé port-
folio testd. A predevSim - sesterska
divize Roche Pharma produkovala
Roferon A a pozdéji Pegasys. A tak se
zrodil napad, pro¢ vzdjemné nepodporit
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A PALLIDUM subsp. PALLIDUM USING CAP. Amudarja, a v oblasti Kaspiku pak Kazach-
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A Obr. ¢. 3: Prezentace vysledkii prdce na vyvoji testu pro PCR detekci Treponema pallidum
s vyuZitim primerti a sond ptipravenych MB MolBiol, Berlin

marketing. V oblasti marketingu jde vét-
$inou o tvrdy business. Zde je v8ak tfeba
Fici, ze profitujicim z tohoto projektu je
jednozna¢né pacient, jemuz se dostane
véeho, co mu ndlezi. Jak takovy projekt
vypada v praxi, si ukdZzeme na prikladu
Ceské republiky a hepatitidy C. Podmin-
kou zdravotnich pojistoven pro thradu
interferonové terapie hepatitidy C byl
pozitivni vysledek kvalitativniho PCR
testu. Dle doporuceni hepatologické spo-
le¢nosti nasledoval tento postup: V den
zahdjeni terapie byl pred aplikaci inter-
feronu odebran vzorek krve pro uvodni
kvantitativni PCR vySetfeni. Z néj byla
zjisténa pocate¢ni hodnota virové naloze,
ktera méla i urcity prognosticky vyznam.
Po 3 az 4 tydnech se provedl] odbér dalsi-
ho vzorku, jehoz vysetteni bylo rozhodu-
jici pro dalsi prabéh 1écby. Pokud doslo
k poklesu hodnoty alespon o fad, pacient
na lé¢bu odpovidal a nebylo tfeba ji upra-
vovat. Pokud byly obé hodnoty v rozmezi
stejného fadu, pacient na lé¢bu omeze-
né reagoval, situaci vSak bylo tfeba resit
upravou davek. Pokud doslo k vzestupu
minimalné o jeden fad, pacient na lé¢-
bu nereagoval, 1é¢bu bylo nutno zménit.
V ptipadé zmény 1écby nebo davkovani
se kontrolni odbér provadél opét za 3 az
4 tydny, v ostatnich pfipadech pak kazdé
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3 mésice az do vymizeni virémie, po dal-
$ich 3 mésicich bylo tfeba provést ales-
pon kvalitativni PCR k vylouceni relapsu
po ukondeni terapie. Jelikoz 1é¢ba hepati-
tidy C trvala obvykle rok, ndklady na vy-
$etfeni nebyly bezvyznamné a nékteré la-
boratofe mély problémy s nasmlouvanim

vySetfeni u pojistoven.

Projekt Disease Management spocival
v nabidce, ze pacientim lé¢enym Rofe-
ronem nebo Pegasysem uhradi dodavatel
léku néklady na laboratorni monitoring
1é¢by. Projekt mél globalni platnost, v Ces-
ké republice se k akci pripojila i konku-
ren¢ni spole¢nost Shering-Plough, ktera
nakoupila vysetfovaci soupravy COBAS®
Amplicor™ HCV Monitor pro pacienty 1¢é-
¢ené prepardty Intron a Pegintron.

Moje ticast na projektu
v Turkmenistdnu

Turkmenistan je postsovétska repub-
lika lezici v Asii. Jeji tuzemi zahrnujici
488 000 km? za¢ind na brezich Kaspic-
kého mote a podél hranice s Iranem se
tahne k podhufi Hindukuse, kde hrani¢i
s Afghanistdnem. Severnimi sousedy jsou

Uzbekistdn, s nimz ¢ast hranice tvoii feka

zaujima pisecnd poust Karakum. Hlav-
ni mésto Aschabad lezi v horach 30 km
od irdnské hranice. Jeho mezindrodni le-
ti$té je vyuzivano pfi cestich do Afghani-
stanu k natankovani pohonnych hmot jak
civilnimi, tak vojenskymi letadly. Turkme-
nistan vystoupil ze svazku SSSR jako po-
sledni svazova republika, a prestoze ziistal
formalné ¢lenem Spolecenstvi nezavislych
stattl, je jedinou postsovétskou republikou
s vizovou povinnosti pti cestach do Ruské
federace. Zemé rovnéz Celila tvrdym ener-
getickym sankcim iniciovanym Ruskem.
Prestoze ma Turkmenistan velké zasoby
ropy i zemniho plynu, tyto suroviny zde
— s ohledem na polohu zemé ve slozitych
geologickych podminkach - nebyly téze-
ny a zemé byla zdsobovana podmotskym
ropovodem a plynovodem z éazerského
Baku. Uprostted zimy 1992/1993 doslo
k nahlému uzavieni kohouti. A zemé
mrzla. V cele zemé stdl byvaly prvni ta-
jemnik KST Saparmurat Atajevi¢ Nijazov

Azersky nebo Azerbajdzansky?
Vétsinovy ndrod (91 %), ktery obyvd
stdt Azerbajdzdn, jsou Azerové, nej-
blizsi ptibuzni Turki. Jejich jazyk -
dzerstina - se lisi od turectiny asi jako
Cestina od slovenstiny. Azerbajdzin
= zemé Azerl.

(1940-2006), ktery — tdajné v ramci boje
proti islamskému radikalismu - rozvinul
kult osobnosti v mife nevidané. Prohlasil
se za otce vSech Turkment (Turkmenba-
§1), napsal knihu, jez se stala povinnym
vyukovym textem ve vSech Skolach i pod-
nicich v zemi. V centru A$chabadu nechal
postavit Archu nezavislosti — jejiz soucasti
je Sedesatimetrovy sloup, na némz sto-
ji jeho zlata socha v nadzivotni velikosti,
kterd se béhem dne otdci za sluncem...
Na druhou stranu, za jeho vlady byl vybu-
dovan tézebni, chemicky a textilni pramy-
sl i dopravni infrastruktura, pficemz za-
hrani¢ni majetkova acast v turkmenskych

podnicich nesméla presahnout 49 %.



Prevaznd ast zahrani¢nich investic v zemi

pochazi z Némecka.

V ramci zdravotnické politiky jsou sluz-
by poskytovany turkmenskym obcantim
bezplatné, plati se pouze regulacni popla-
tek. Pro poskytovani sluzeb bylo rozhod-
nuto postavit v péti provinciich shodna
zdravotnickd centra odpovidajici zépa-
doevropskému standardu. Prvni z nich
bylo postaveno v Aschabadu némeckymi
firmami tzv. na kli¢. Generalnim doda-
vatelem byla spole¢nost Siemens AG.
Zatizeni laboratori, které zdkaznik poza-
doval a které nepattilo do portfolia vlast-
nich vyrobkd, Siemens jednoduse koupil
u vyrobce a postavil na misto v laborato-
fi. A vic nic. Turkmeni je pochopitelné
ovladat neuméli a vyrobce je prece pro-
dal Siemensu. Necht se kolegové dostavi,
my je radi zaskolime. Ze je tfeba Skoleni
v ASchabadu? Tak ndam uhradte naklady.
To se generdlnimu dodavateli nelibilo
a navic by vznikl precedens. A tak vybave-
ni s porizovaci cenou v desetitisicich eur
stalo na stolnich deskach jako pomnik bez
nadéje na feseni. V zoufalych situacich se
obcas objevi racionalni feseni, a to tehdy,
kdyz se najde nékdo, komu kvetouci bl-
bost vadi. Tim nékym byla Karina Jurjev-
na Ajrieva, vedouci zastoupeni Roche

v Turkmenistanu, ¢imz bylo rozhodnuto

e

o spusténi programu HCV Disease Man-

agement v A$chabadu.

Prvni zamySleny termin mého pfijez-
du do Aschabadu v lednu 2007 nevysel,
protoZe 21. prosince Saparmurat Atajevi¢
Nijazov nahle zemrel na srde¢ni zasta-
vu a narod pro svého diktatora truchlil.
Po skonéeni statniho smutku probéhly
nové prezidentské volby, v nichz byl zvo-
len prezidentem byvaly rektor Statniho
stomatologického institutu a ministr
zdravotnictvi ve vladach Turkmenbasiho
éry Gurbanguli Berdymuhamedov. Me-
zitim mi propadlo vstupni vizum a bylo

nutno o néj zadat znovu.

Do Aschabadu jsem letél v druhé poloviné
dubna s tureckymi aeroliniemi pres Istan-
bul, nebot dal$i mozna varianta s Lufthan-
sou pres Frankfurt a Baku byla mnohem
draz$i a navic i ¢asové deldi. Po vecernim
pristani na letisti v ASchabadu mne pii-
jemné prekvapila nejen moderni budova
termindlu, ale i absence dosluhujici sovét-
ské letecké techniky. Vsechna zaparkova-
na letadla turkmenské letecké spole¢nosti
byly Boeingy 737 nejnovéj$i modelové
fady, ktera obsluhuji mezindrodni linky
do Moskvy, Taskentu, Abu Zabi, Almat,
Minsku, Amritsaru, Dilli, Petrohradu

a Istanbulu a ptes 20 vnitrostatnich letist
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A Obr. ¢. 4: Jeden z 6 pavilonii Medicinského centra v ASchabadu
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A Obr. & 5: Ped budovou turkmenského
Ministerstva zdravotnictvi, prezdivanou Kobra

v provinciich. Planoval se i nakup letadel
dalkové flotily. Méstska hromadna dopra-
va v Aschabadu spocivala na obstaroznich
Ceskoslovenskych trolejbusech Skoda 97Tr,
udrzovanych v provozuschopném stavu
véemi moznymi (i zdanlivé nemoznymi)
prostiedky. V dobé mé navstévy tento typ
ptesluhoval svou pldnovanou Zivotnost
nejméné o 15 let. Trolejbusy dopliovaly
autobusy iranské provenience. Ani auto-
mobilni vozovy park nebyl nijak bohaty.
Kromé silou viile udrzovanych Volh, Lad,
I20 a Zaporozct byly vidét pouze Peugeoty
206 a v Dubaji vyrabénd SUV Honda. Jsem
presvédcen, ze nase obchodni zastoupeni
v této zemi by bylo pfijato s povdékem.
Nas velvyslanec sidlici v té dobé v Moskvé
ov$em tézko mohl projevovat néjakou ini-

ciativu, a to nejen v obchodni oblasti.

Druhy den svého pobytu jsem se sezna-
mil s Medicinskym centrem v Aschaba-
du. Jedna se o 6 samostatnych pavilon,
v nichz jsou umistény kliniky a dalsi pra-
covisté medicinskych obort. I ze staveb-
niho hlediska je jejich provedeni perfekt-
ni, coz v téchto geografickych oblastech
nebyva pravidlem. Zatizeni a pristrojové
vybaveni je rovnéz $pickové. To jsem ov-

$em je$té netusil, za jakych okolnosti budu
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mit prileZitost otestovat odbornou urover
zdravotnického persondlu. Cely mtj ty-
denni pobyt mél nabity program. V labo-
ratofi jsme uvedli do provozu systém CO-
BAS® AmpliPrep™ a COBAS® TagMan®
a zavedli monitorovaci testy na hepatitidy
a HIV, na COBASu Amplicor jsme zavedli
kvalitativni testy na STT a mykobakterie,
nacvic¢ili jsme zakladni obsluhu Light-
Cycleru. Musim fici, Ze vSech 7 ucastnic
$koleni bylo vysoce kvalifikovanych a ma-
nualné zru¢nych, zvyklych pracovat dle

zésad spravné laboratorni praxe.

Muj program v Aschabadu nezahrnoval
jen $koleni. Jako prvni delegovany pra-
covnik zahrani¢ni spole¢nosti jsem byl
pfijat ndiméstkem ministra zdravotnictvi.
Byl jsem pozadan o prednasku v rdmci
postgradudlniho vzdélavani lékard, na-
vitivil jsem prislu$né Narodni referen¢ni
laboratofe a provoz Transfuzni sluzby.
Volného ¢asu bylo minimum a byl véno-
van v naprosté vét$iné kulinafskym za-
zitkim turkmenské kuchyné. Neékolikrat
jsem si v hotelu pustil televizi. Pokazdé
byl pfimy pfenos ze zasedani parlamentu.
Diskuse byla autoritativné fizena, poslan-
ci byli vyvolavani predsedajicim, stavéli
se do pozoru a vécné odpovidali. Pfitom-
nost vSech v celém priibéhu jednani byla
naprostou samozrejmosti, odchazet, ba-
vit se nebo snad spdt si nedovolil nikdo.
Cilenou kritiku ptijimali kritizovani ,,se
sklopenyma u$ima“, predsedajicimu se

neoponovalo.

Predndska a noc na JIP

Kdyz prisla Karina s nabidkou, ze slajdy

z mé prezentace prepracuji na ruskou

verzi v¢etné vSech popiski, mohl jsem to
tusit. Rovnéz jsem mél tusit, Ze kulinarské
zazitky z turkmenské kuchyné nezusta-
nou nepotrestany. Blizil se konec mého
tydenniho pobytu. Po rannim c¢asném
probuzeni jsem mohl pouze konstatovat
vybuch ve stfevé. Vynechdni snidané,
resp. jeji nahrada aktivnim uhlim, se mi
zdalo jako jedind mozna varianta. Dopo-
ledni program jsem jakz takz zvladl, nic-

méné potize neustupovaly. Na 14.30 jsem

Prednaska zacala s 15minutovym zpoz-
dénim, protoze rezisér trval na tom, ze
prenos za¢ne rozhovorem reportérky
se mnou. Po devadesati minutach pre-
zentace nésledovala hodinova diskuse.
Pak prisel rozhovor pro rozhlas a debata
s piSicimi novindfi. Po tfech a pil hodi-
nach jsem se kone¢né vypotacel ze salu.
KdyZ mi hostitelé navrhli navstévu lékare

za Ucelem predpisu opiové tinktury, sou-

hlasil jsem.

A Obr. ¢ 6: Automat pro izolaci nukleovych kyselin z biologickych vzorkii pracujici s uzavienym

kazetovym systémem MagNA Pure Compact

m¢él planovanou prednasku, a jediné, co
meé zajimalo, bylo jak pfezit 2 hodiny bez
nutnosti odbihat. Zrusil jsem tedy obéd
a pripravoval jsem se na hotelovém po-
koji. Ve 14.15 jsem vstoupil do kongre-
sového salu, v némz bylo obsazeno vSech
260 mist 1ékati z celé zemé. Navic zde byly
kamery Turkmenské statni televize. Po-
chopil jsem, Ze v programu piimych pre-

nosti turkmenské TV sttidam parlament.

Na ambulanci slouzil mlady intenzivista.
Byl jsem jesté ve dverich, kdyz ur¢il dia-
gnozu: ,Ten? Ten nepotrebuje opiovou
tinkturu, ten potfebuje zavodnit. Je stras-
né dehydrovany.“ Pak se obratil ke mné:
»Nechdme si Vas tu do rana.“ A tak jsem
skon¢il na lazku jednotky intenzivni péce
Medicinského centra v A§chabadu. Rano
jsem byl propustén, zcela fit, takze zbytek
mého pobytu probéhl jiz bez problémi.
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Kontakt: epavl@Ifl.cuni.cz, pavliemi@fbmi.cvut.cz

Absolvent FVL UK v Praze 1980, obor VSeobecné 1ékarstvi, atestace z 1ékarské mikrobiologie II. stupné 1998, licence CLK
| pro vedouciho lékare-primare 2000, CSc., v oboru Genetika 2001, skolitel PGS v doktorském studijnim programu FBML
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