Vlivem fixace tkané dochazi k degradaci NK, proto je dulezité
zhodnotit kvalitu a mnozstvi ziskané NK. Pokud je kvalita nebo
kvantita izolované NK nizk3, je tento fakt nutné zminit pfi hod-
noceni vysledku, nebot mize byt pficinou falesné negativniho
nélezu. Kvantita NK muize byt méfena jako absorbance pfi vino-
vé délce 260nm nebo fluorescenéné za pouziti barev vazajici se
do NK. Kvalitu je mozné provéfit pomoci kontrolni PCR amplifi-
kujici lidské geny v rlizné znamé délce. Pokud doslo k fragmen-
taci DNA nasledkem fixace a nelze detekovat Useky v lidské DNA
o velikosti odpovidajici nebo vyssi nez délky amplikon( deteko-
vané v konkrétni reakci pro extrahumannni genom, maze byt
detekce falesné negativni (2).

Polymerazova retézova reakce, PCR

PCR je rychl3, citlivd a specifickd metoda, kterda umoznuje
namnozeni cilové sekvence DNA do té miry, Ze ji Ize zviditelnit
a/nebo dale s ni pracovat. Jednd se o reakci in vitro, tedy ve zku-
mavkach. Zakladem reakéni smési pro PCR jsou primery, volné
nukleotidy, reakéni pufr, hofe¢naté ionty, enzym Taq DNA po-
lymeraza a extrahovana DNA. Reakce probihd v pfistrojich zva-
nych termocyklery, které cyklicky méni teplotu reakce pro jed-
notlivé kroky: denaturace, annealing a extenze. Denaturaci se od
sebe oddéli dvé vldkna DNA, aby na né béhem annealingu moh-
ly nasednout primery, coz jsou kratké umélé useky DNA (oligo-
nukleotidy) komplementérni ke hledané DNA sekvenci. BEhem
extenze jsou k primerlim enzymem Taq polymerazou pfidavany
volné nukleotidy z reakéni smési, a to presné podle ptivodniho
vlakna DNA. Takto se specificky syntetizuje pouze hledany tsek
DNA, nebot v reakci chybi primery pro jiné useky DNA a DNA
Taq polymerdza neumi syntetizovat novy fetézec bez téchto po-
catecnich oligonukleotidd. Kroky denaturace, annealing a ex-
tenze projdou 30 i vice cykly a diky tomu se namnozi plvodni
vlakno DNA az na 10'® kopii. Takto namnozena DNA (amplikony)
je jiz detekovatelnd, a to nejcastéji po agar6zové nebo kapilarni
elektroforéze a zviditelnéni velikostné separovanych ampliko-
na néjakou interkala¢ni barvou, jako je napft. ethidium bromid
nebo SYBR green.

PCR spojena s reverzni transkripci (RT-PCR)

Pokud je genetickd informace hledaného patogenu kédovana
v RNA (typicky nékteré viry) nebo, pokud se hledaji zmény v ge-
nomu nebo expresi na Urovni RNA, je nutné pied vlastni PCR
reakci provést nejprve prepsani RNA do cDNA. To se provadi po-
moci reverzni transkriptazy, coz je enzym pouzivany retroviry.

PCR v readlném case, real-time PCR, kvantifika¢ni PCR (qPCR)

PCR v redlném case pouziva téméf identické reagencie jako
klasicka PCR, ale narGst mnozstvi amplikonU je sledovan jiz bé-
hem amplifikace, a to diky fluorescenénimu znaceni vznikajici
DNA. Nespecificky znaci narlst fluorescencni barvy, napt. SYBR
Green, které se zabudovavaji do dvouretézcové DNA, a protoze
béhem reakce dochazi k jejimu specifickému mnozeni, vyzarena
fluorescence exponencialné narlsta (az do platoé faze dané vy-
Cerpanim stavebnich nukleotidl ¢i polymerazy). Je mozné také
snimat narUst specifické fluorescence diky vyuziti fluorescencné
znacenych oligonukleotidovych sond specifickych k hledané
sekvenci. Rozlisuje se nékolik typl real-time sond, nej¢astéji se
vyuzivaji sondy typu molecular beacon, TagMan a FRET (fluores-
cence resonance energy transfer). Nardst fluorescence je méren
a vynasen do amplifika¢ni kfivky. Cim vice je pdvodni hledané
DNA v reakci, tim méné cyklu je tfeba k pfekroceni takzvané pra-
hové hodnoty (Ct), ¢ehoz se vyuzivé pro kvantifikaci mikroorga-
nism(, napf. EBV viru v krvi. Vyhodou real-time PCR je zejména
vyssi rychlost a niZsi riziko kontaminace, protoze se jiz dale ne-
pracuje s amplifikovanym PCR produktem.
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Multiplex PCR

Jedna se o variantu real-time PCR. Pfi vyuziti vice druh( pri-
mer( a sond znacenych rlznymi fluorescen¢nimi barvami je
mozné v rdmci jedné reakce detekovat a kvantifikovat vice dru-
ha mikroorganismU. Takto je mozné v jedné reakci detekovat
celé spektrum patogend, které mohou mit klinicky podobné
projevy, napft. sexudlné prenosné bakterie zpUsobujici cerviciti-
du a uretritidu jako Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrho-
eae a mykoplazmy, nebo rGizné typy lidskych papilomavirt (3).

In situ hybridizace (ISH)

ISH je zaloZena na hybridizaci zna¢ené sondy k hledané sek-
venci, a to se zachovanim topografické informace. Podle typu
znaceni sondy se rozlisuji dva hlavni typy: CISH a FISH (chromo-
genni in-situ hybridizace a fluorescen¢ni in-situ hybridizace).
Pfi této technice tedy nevznikaji uméle namnozené sekvence
nukleovych kyselin, coz snizuje riziko kontaminace, které je
napf. u PCR znacné, pokud se nedodrzuji zasady spravné labo-
ratorni techniky.

Postup ISH zacina fixaci bunék c¢i tkané na mikroskopicka skla.
Sonda i cilova NK jsou vétsinou teplotné denaturovany pii 95 °C,
aby po snizeni teploty na cca 37 °C mohla sonda specificky hyb-
ridizovat na cilové misto v NK. Po odstranéni pfebytku sondy se
FISH preparaty odecitaji ve fluorescen¢nim mikroskopu a CISH
sondy se detekuji enzymatickou reakci generujici zabarveni, jez
je viditelné v bézném svételném mikroskopu. ISH se vyuziva ze-
jména pro detekci virovych patogent (napf. HPV, EBV (i jiné her-
petické viry), u kterych ma informace o lokalizaci infekce v rdmci
tkané diagnosticky vyznam.

Sekvenovani DNA

Nejrozsifenéjsi metodou presného stanoveni pofadi nukleo-
vych bazi (A, C, G, T) v sekvencich DNA je Sangerovo sekvenova-
ni, také nazyvané jako metoda dideoxynukleotidova. Tato meto-
da je paralelou k PCR, kdy k namnozené cilové DNA sekvenci je
pridany primer, DNA polymeraza, smés deoxynukleotid( (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP) a smés jejich dideoxynukleotidovych variant
(ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP). Dideoxynukleotiddm chybi hyd-
roxylova skupina na 3’konci a jsou pfidany v nékolikandsobné
mensim mnozstvi nez deoxynukleotidy. Nej¢astéji se pouziva
varianta Sangerovy metody s fluorescencnim znaceni dideoxy-
nukleotid(l, kdy kazdy ze 4 dideoxynukleotidi je znacen jinou
fluorescen¢ni barvou. Polymerdza syntetizuje cilovou moleku-
lu do té doby, nez ndhodné zabuduje do vznikajiciho fetézce
dideoxynukleotid a tim se ukon¢i syntéza konkrétniho vldkna,
protoZze na dideoxynukleotid nelze navazat dalsi nukleotid.
Vznikd smés rlzné dlouhych fetézcl, které jsou separovany
kapilarni elektroforézou. Fragmenty jsou separovany dle své
velikosti a vyzartuji fluorescenci podle zabudovaného dideoxy-
nukleotidu, ktery je na posledni pozici fetézce. Takto vzniklé se-
kvence je mozné porovnat se znamymi sekvencemi organismu
v mezindrodnich databdzich vefejné dostupnymi na internetu,
napf. BLAST, a urcit infekéni agens do rodu, druhu, typu i varian-
ty (National Center for Biotechnology Information (NCBI)[Inter-
net]. Bethesda (MD): National Library of Medicine (US), National
Center for Biotechnology Information; [1988] — [cited 2017 Apr
06]. Available from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Sekvenovani nové generace, NGS

NGS systémy paralelné sekvenuji obrovskd mnozstvi pomér-
né kratkych vldken DNA, cozZ pfinasi na jedné strané vysoky sek-
venacni vykon, ale na druhé strané je tieba vysledna data zpra-
covavat pomoci komplexnich a vypocetné narocnych bioinfor-
matickych metod, aby byla zrekonstruovana ptvodni sekvence
vzork(. Nové modely sekvenator(l stale zvysuji svou kapacitu
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a snizuji jednotkovou cenu sekvenovani. Existuje vice NGS
technologii, které maji své prednosti i nedostatky. Nejrozsifenéj-
$i platformy v diagnostice jsou Solexa (Illumina), lon Torrent (Life
Technologies), a koncici platforma 454 (Roche). Za zminku stoji
sekvenatory firmy Pacific Biosciences, kterd vyviji metodu sek-
venovani jedné molekuly v redlném case a slibuje sekvenovani
velmi dlouhych fetézct (10 kilobazi) a Oxford Nanopore, ktera se
vymyka kapesni velikosti pristroju.

Principem dvou nejrozsifenéjsich metod je sekvenace pomo-
ci syntézy. DNA vzorku je rozdélena na kratké useky (vytvoreni
knihovny), které jsou opatieny signalnimi a adaptérovymi sek-
vencemi. Nasledné dochézi ke klonalnimu namnozeni jednot-
livych vlaken slouzicimu k zesileni signalu a k syntéze komple-
mentarniho fetézcem, pfi které se detekuji pfipojované nukleo-
tidy. Poté jsou s vyuzitim referencni sekvence (nebo de-novo)
z fragment( zpétné poskladany plvodni sekvence vstupni DNA
a pridéleny k jednotlivym vzorkdm podle signalnich sekvenci.
NGS systémy maji mnoho klinickych vyuziti, ve spojeni s infekéni
patologii se dale budeme vénovat tématu analyzy mikrobiomu.

Molekularné geneticka detekce bakterialnich patogenti
v patologii

Pfi pouziti molekularné genetickych metodik detekce bakteri-
alnich agens v FFPE je tieba cilit na konkrétni agens na rozdil od
kultivacnich metod, kdy Ize detekovat pomérné Siroké spektrum
mikroorganism za stejnych podminek. Znamend to, ze patolog
voli pravdépodobnd etiologicka bakterialni agens, kterd mohou
byt zodpovédna za konkrétni 1ézi, a jejich pfitomnost je testova-
na z FFPE materidlu pomoci specifické PCR nebo systémem né-
kolika PCR, které urci biolog v molekuldrné genetické laboratofi.

Jednim z nejcastéjsich pozadavkd na molekularné mikrobio-
logické vysetieni je potvrzeni i vylouceni piitomnosti Borrelia
burgdorferii s.I. v 1ézi. Jedna se zejména o kozni léze erythrema
migrans, boreliovy lymfocytom a acrodermatitis chronica atro-

Sample: 17726-Bobu-Bobu2-Bor3

Obr. 1. Agarézovy gel s produkty PCR po obarveni ethidium bromidem:
v pozicich 1 a 8 je velikostni méfitko s produkty o velikosti 100, 200, 300
az 1500 parud bazi. V pozici 2 a 3 je amplifikovany produkt PCR o velikosti
mezi 200 - 300 parl bazi, kterd odpovida délce hledaného produktu. Pozice
4 a 5 bez hledaného produktu, tedy negativni. V pozici 6 pozitivni kontrola
(PCR s DNA hledaného patogena), v pozici 7 negativni kontrola (misto DNA
voda).

phicans. Zatimco diagnézu u prvniho typu léze je mozné stano-
vit klinicky, pro potvrzeni diagnézy lymfocytomu a acroderma-
titis chronica atrophicans je Zadouci prikaz borelii (4). Moleku-
larné geneticky prakaz Borrelia burgdorferii je pomérné rychlou
a citlivou/specifickou variantou ve srovnéani se serologickym
prikazem, ktery vyzaduje obvykle nejméné jednu dalsi navsté-
vu pacienta v ordinaci |ékafe. V nasi laboratofi prokazujeme Bo-
rrelia burgdorferii s.| pomoci dvoukolové PCR s vyhodnocenim
na agarézovém gelu (obr. 1) a sekvenacnim potvrzenim. (obr. 2
a 3) a dostupnosti vysledku do nékolika dnd. Moznost prikazu
boreliové DNA pfimo z FFPE 1éze je zvlasté pfinosnd, vzhledem
k tomu, Ze zejména boreliovy lymfocytom je pomérné casto
$patné diagnostikovan jako lymfom (5).

Obr. 2. Vysledek sekvenacni reakce - vysek sekvenogramu, barevné jsou odlisené jednotlivé baze v DNA.

Borreliella burgdorferi strain Fr93 chromosome, complete genome
Sequence ID: CP132421.1 Length: 909591 Number of Matches: 2

Range 1: 436692 to 436840 GenBank Graphics V¥ Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
270 bits(146) 3e-68 148/149(99%) 0/149(0%) Plus/Minus
Query 1 GGCTGAAGCTTGGGTAAAACCAAGTGGAGGGCTGAACTCTAGTCTGTTTAAAAAGGC 60

[LLLEEELLLEELLLEE L TLLLEL L] IlIIlIIlllllIlIIlIIIIIIIIII
Sbjct 436840 GGCTGAAGCTTGGGTAAAACCAAGTGGAGGGCCGAACTCTAGTCTGTTTAAAAAGGC 436781
e ittt
Sbjct 436780 GATGAGCTGTGAATAGGAGTGAAAGGCTAAACAAACTCGGAGATAGCTGGTTCTCCCCGA 436721
ot ottt e

| |

Sbjct 436720 AATGGATTTAAGTTCAGCCTTATTTTAGT 436692

Obr. 3. Vysledek porovnani ziskané sekvence s mezinérodni databazi BLAST.
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Molekuldrné geneticky prikaz Mycobacterium tuberculosis
complex je velice uZitecny nastroj pro diagnostiku tuberkuléz-
ni infekce. Zejména PCR z klinickych vzork( jako je sputum,
aspiraty tekutin a tkanové homogenizaty, umoznuje rychlou
diagnostiku tuberkuldzy s citlivosti nejméné srovnatelnou s kul-
tivacnim vysetfenim, ale za kratsi dobu (3 dny pro PCR oproti 2
az 6 tydntm nutnym pro kultivaci a identifikaci) (6). Citlivost de-
tekce z FFPE materidlu je vysoka i v pfipadé, kdy nejsou patrné
Ziehl-Neelsen barvenim pozitivni tycinky v histologickém pre-
paratu. Pomoci PCR Ize také odlisit a detekovat non-tuberkul6z-
ni mykobakteria, jako je M. avium/intracellulare (MAC), M. xenopi,
M. marinum, M. ulcerans a dalsi. Pro FFPE materidl je vyhodné
vyuzZivat dvou-kolové PCR, které maji vy3si citlivost, nebot v |ézi
se vétsinou nachdzeji pouze jednotky bakterii (7).

Pfestoze celosvétové jsou mykobakterie nejcastéjsim in-
fekénim agens prokdzanym v nekrotizujicich granulomech,
etiologie granulomatézniho zanétu je Siroka, vcetné infekc-
nich, autoimunitnich, toxickych, alergickych a neoplastickych
jednotek (8). Spektrum infekcnich agens, kterd mohou vyvolat

granulomatézni zanét, se mirné lisi podle organové lokalizace
|éze. Z bakteridlnich agens, které Ize pomérné snadno detekovat
v FFPE |ézi, sem patfi Bartonella henselae, Francisella tularensis,
Brucella spp, Actinomyces spp., Nocardia spp., Chlamydia tracho-
matis (L1, L2, L3 serovary) Ci Listeria monocytogenes (9). V nasi
laboratofi je mozné vsechny zminéné patogeny detekovat po-
moci jednoduché PCR, kterd je specificka pro kazdy z moznych
patogend.

Z metodického hlediska, pokud existuje nékolik infek¢nich
agens, které mohou indukovat podobny typ |éze nebo klinické-
ho projevu, je vhodné pro jejich detekci pouzit multiplex PCR.
Pro detekci moznych infek¢nich agens v pfipadé granulomatéz-
ni lIéze takova komer¢né doddvana multiplex PCR doposud ne-
existuje Existuje ale napfiklad multiplex PCR cilici vice agens,
které se mohou projevovat ulceracemi v anogenitdlni oblasti,
a to jak bakterialni jako Treponema pallidum a Chlamydia tracho-
matis (L1, L2, L3 serovary), tak i virové ze skupiny Herpesviridae
(obr. 4). Pouziti multiplex PCR pak snizuje riziko faleSné negativi-
ty a umozniuje prokdzat koinfekci (10).

Amplification
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Obr. 4. Multiplex real-time PCR - zobrazeni na systému CFX96: barevné amplifikacni kfivky predstavuji vysledky PCR cilici rdzné infek¢ni agens.
Vznikajici produkty jsou odlisené sondami s rozdilnymi fluorofory. Zvyraznéné kiivky odpovidaji vzorku se smésnou infekci 2 patogend. V pozadi

pozitivni kontrola (nezvyraznéné kiivky).
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Molekularné geneticka detekce virovych patogenti
v patologii

Vétsina virovych infekci neni asociovana s charakteristickym
zanétlivym procesem, prestoze distribuce zmén v tkadni nebo
orgdnu muze poukazovat na virovou etiologii. Nékteré bézné
virové infekce mohou byt dobfe identifikovatelné pomoci his-
tologie, nicméné v mnoha pfipadech cytopaticky efekt viru neni
diagnosticky, protoze napf. neni specificky pro konkrétni viry
a mUze byt nasledkem infekce mnoha typt virl (11). K presné
identifikaci viru pak mohou pomoci specifické imunohistoche-
mické ¢i imunofluorescencni metody nebo molekularné gene-
tické techniky.

V postcovidové dobé je molekularné geneticky prikaz viro-
vych agens standardem i v klasické mikrobiologické laboratofi.
Molekuldrné genetickda detekce virovych agens z FFPE je velice
podobna detekci bakteridlnich agens. Tedy nejcastéji se vyuziva
PCR a jejich modifikaci, popfipadé RT-PCR, hleda-li se RNA vi-
rus (napf. SARS-CoV-2 nebo enteroviry). V nékterych ptipadech
je opodstatnéné ponechat topografickou informaci spojenou
s pozitivitou pro hledané virové agens a zde je na misté pouzit
k detekci techniku in-situ hybridizace.

Identifikace herpesvirl v FFPE tkéni je dobrym pfikladem po-
uziti rznych molekularné genetickych technik k jejich prikazu.
Pri detekci je mozné cilit jednoduchou PCR jednotlivé typy vird
jako v pfipadé detekce lidského herpes viru 8 (HHV8) u HHV8
asociovanych onemocnéni Kaposhiho sarkom, multicentricka
Castelmanova choroba ¢i primarni efuzni lymfom. Nebo Ize vy-
uzit multiplex PCR, kterd v jediné reakci detekuje a rozlisi témér
kompletni spektrum herpesvirli projevujicich se podobnymi kli-
nickymi pfiznaky, zejména HSV1, HSV2 a VZV.V pfipadé detekce
viru Epstein-Barrové (EBV) v FFPE materidlu se davéa pfednost
metodice chromogenni in-situ hybridizace (12). Sonda detekuje
nekédujici malé RNA viru EBV (EBER) spojené s latentnim sta-
diem infekce se zachovanim topografické informace a patolog
tedy presné vidi, které bunky nebo Useky v tkani jsou pozitiv-
ni. Vzhledem k mozné falesné negativité zptsobené degradaci
RNA ve vzorku se doporucuje soubézné na dalsim skle provadét
kontrolni in-situ hybridizaci detekujici lidskou RNA.

Molekuldrné genetickd detekce DNA dalsich onkovir(i obec-
né ma sva specifika. Vzhledem k pomérné casté integraci DNA
onkovird do lidského genomu béhem progrese léze je 1épe pfi
detekci cilit do vice mist virového genomu (13). Virus m(ize bé-
hem linearizace a integrace do lidského genomu nékteré geny
deletovat nebo prerusit a PCR zaméfend do téchto mist by pak
byla faleSné negativni. Toto je tfeba mit paméti zejména pfi de-
tekci vysoce rizikovych lidskych papilomavirti (HR-HPV) nebo
Merkel cell polyomaviru (14). Dalsi mozZnosti je pak detekovat
RNA virovych onkogend, ktera zstava pfitomna ve viech fazich
karcinogeneze (15).

Molekularné geneticka detekce houbovych patogent
v patologii

Priikaz fungalnich infekci pomoci molekularné genetickych
technik z fixované tkané musi podléhat pfisnému zhodnoceni
patologem. Materidl je totiz skoro vzdy kontaminovan vsudy-
piitomnymi sporami hub. Podle novych pokynl mezinarodnich
organizaci EORTC (Evropska organizace pro vyzkum a lé¢bu ra-
koviny) a MSGERC (Studijni skupina pro mykézy) Ize pro uréeni
fungalniinfekce pouzit PCR z fixované a Cerstvé tkané, ale pouze
v pfipadé, Ze jsou houbové elementy identifikovény histologic-
ky (16). PCR detekce houbovych patogend mize byt cilena na
konkrétni rody se sekvena¢nim nebo hybridiza¢nim dour¢enim
druhu (napft. detekce rodd Aspergillus, Fusarium, Rhizopus nebo
Candida). Také |ze pouzit tzv. panfungdini PCR cilici obecnou
fungalni DNA (napt. oblast Internal Transcribed Spacer - ITS)
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a pomoci sekvenace Useku namnozeného PCR a porovnani
s mezindrodni databazi, pf. BLAST, ur¢it houbovy organismus
do rodu nebo i druhu. Pomoci panfungalni PCR Ize identifikovat
jakékoli houbové agens bez predchozi znalosti jeho predpokla-
dané identity, coz mGze vyrazné snizit ¢as a ndklady vynaloze-
né na jinou diagnostiku (17). Tento pfistup lze pouzit napf. také
u hlubokych mykdz a invazivnich houbovych onemocnéni.

Molekularné geneticka detekce prvokii a parazitickych
cerva v patologii

Parazitické infekce ve stfedni Evropé nejsou takovym pro-
blémem jako v tropickych a subtropickych oblastech, nicméné
i zde se setkdvame v histologii s nékterymi lézemi zplsobenymi
parazity. Histologickym znakem parazitdrnich onemocnéni je
vétsinou granulomatézni zanét. Mezi plivodce vyvolavajici gra-
nulomy patfi paraziticti Cervi a parazité, ktefi se replikuji intrace-
luldrné (18). Pro detekci DNA parazit vyskytujicich se v nasich
konc¢inach nebo v castych turistickych oblastech nasich obc¢ant
se Casto vyuzivaji PCR cilici genové Useky s vice kopiemi, jako
jsou ribozomalni a mitochondrialni geny.

Z protozodlnich infekci provadime PCR detekci r. Leishmania
nejcastéji v suspektnich koznich lézich u pacientli s cestovatel-
skou anamnézou. Pomoci PCR Ize urcit i druh leishmanie, coz
je dulezity faktor ovliviujici pribéh onemocnéni (19). V histo-
logickych vzorcich dale Ize pomoci PCR prokazat Toxoplasma
gondii v rdmci primdrni nebo diseminované toxoplazmdzy (20).

Z parazitickych cervl jsou v histologickém materidlu casto
detekovani ptvodci cystické a alveolarni echinokokézy, Echino-
coccus granulosus a Echinococcus multilocularis. Dllezité je po-
moci PCR detekovat viechny genotypy E. granulosus, nebot se
sekven¢né dost lisi (21).

Analyza mikrobiomu: aplikace v laboratorni diagnostice

Na lidském téle a v ném se nachazi priblizné desetkrat vice
mikroorganism@ nez nasich vlastnich bunék. Soubor téchto
mikroorganism0 (bakterie, viry, houby a archaea) se nazyva
mikrobiom. S trochou nadsazky muUzeme fici, Ze kazdy z nas je
vice bakterii nez ¢lovékem a neni tedy velkym prekvapenim,
ze mikrobiom hraje kli¢ovou roli v udrzovani lidského zdravi.
Zmény v mikrobidlni komunité mohou indikovat pfitomnost
zanétlivych onemocnéni strev, jako je Crohnova choroba nebo
ulcerézni kolitida. Dale se ukazuje, Ze mikrobiom m{izZe hrét roli
v onemocnénich jako jsou obezita, diabetes typu 2, neurodege-
nerativni poruchy jako jsou Parkinsonova a Alzheimerova cho-
roba, ale i nékteré druhy rakovin. Z téchto divod(l prestavuje
analyza mikrobiomu jednu z nejrychleji se rozvijejicich oblasti
biomedicinského vyzkumu a klinické diagnostiky.

Osekvenovat mikrobiom je technicky pomérné jednoduché.
Proces zacina izolaci DNA ze vzorku, ktery obsahuje mikrobidlni
bunky. Nasledné se pomoci PCR amplifikuji variabilni Useky vy-
branych mikrobialnich gent. U bakterii se nejc¢astéji vyuziva se-
kvenovani genu kédujiciho 16S rRNA u hub se sekvenuje neké-
dujici sekvence ITS1, kterd se nachazi mezi geny pro 18S rRNA
a 5.8S rRNA. Amplifikované fragmenty se sekvenuji pomoci mo-
dernich sekvenacnich technologii, jako je napfiklad technologie
lllumina, které umoznuji rychlé a presné ¢teni mnoha kratkych
usekl DNA najednou. Vysledné sekvence se poté bioinformatic-
ky analyzuji, jednotlivé mikroorganismy se identifikuji do rodd
a druhi a je rovnéz mozné zjistit jejich mnozstvi a vzajemny po-
mér.

Tento piistup poskytuje detailni pohled na slozeni a dyna-
miku mikrobialnich komunit a nabizi obrovsky potencial pro
diagnostiku a lé¢bu rliznych onemocnéni. V soucasnosti ale
existuje nékolik klicovych prekazek, které doposud brani jejimu
plnému vyuziti. Hlavnim problémem je slozZitost samotného
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mikrobiomu. Lidsky mikrobiom je extrémné rGznorody a dy-
namicky (obr. 5). Lze fici, ze se na Zemi vyskytuje osm miliard
unikétnich mikrobiom, které se kazdy den méni v zavislosti na
stravé, Zivotnim stylu, geografii a mnoha dalsich faktorech. Tato
variabilita ztéZzuje identifikaci univerzalnich biomarkerd pro
konkrétni onemocnéni. Interpretace vysledkl muUze byt dale
obtizna kvali nedostatecnému pochopeni funkci mnoha mik-
roorganismu a jejich vzajemnych interakci v lidském téle. Po-
cetnost jednoho druhu mikroorganismu v mikrobiomu ovliv-
nuje pocetnost ostatnich mikroorganismu. Z toho vyplyva, ze
neni mozné, aby se s témito prvky zachazelo jako s nezavislymi
proménnymi. Kazdy detekovany mikroorganismus je pfitomen
v rdmci tohoto vzajemné zavislého ekosystému, coz Cini inter-
pretaci a analyzu vysledkd nesmirné naro¢nou.

Rozvoj novych technologii a pfibyvajici poznatky o lidském
mikrobiomu rovnéz vyzaduji zmény v chdpani vztahd mezi mi-
kroorganismy a nemocemi. Doposud je témérf vyhradné apliko-
van tradi¢ni pfistup, ktery v poc¢atcich moderni mikrobiologie
zaved| némecky lékaf Robert Koch. Jeho postuléty zjednoduse-
né feceno fikaji, Ze vyvolavatelem sledovaného onemocnéni je
urcity mikroorganismus. Cilem diagnostickych metod je potom
odhalit tohoto konkrétniho plvodce onemocnéni. Dnes, kdy
mame podrobnéjsi znalosti o bakteridlnich spolecenstvech hos-
titele, vime, ze tyto postulaty nepfedstavuji jediny mozny vztah
mezi mikroorganismy a onemocnénim hostitele. Existuje celd
fada mikroorganismu, které nejsou patogeny v pravém slova
smyslu, ale pfesto mohou vyvolat onemocnéni. Jedna se napfi-
klad o takzvané patobionty, mikroorganismy, které jsou pfiroze-
nou soucasti lidského mikrobiomu a v béznych, fyziologickych
podminkach se jedna o neskodné organismy, které jsou drzeny
na uzdé diky regulaci imunitnim systémem a diky kompetici
s ostatnimi mikroorganismy. Pokud je homeostdza organismu
narusena, mohou se jinak neskodni patobionti stat patogennimi
a vyvolat onemocnéni.

Navzdory znacnym pokrokim v analyze mikrobiomu tedy
stale existuji vyzvy, které je tfeba prekonat. V soucasné podobé
analyza mikrobiomu nenahradi tradi¢ni metody cilici na identifi-
kaci konkrétnich patogent. V porovnani s témito metodami jsou
limitujicimi faktory zejména nizka zachytnost, horsi vyuzitelnost
u formalinem fixovanych tkéani a slozita interpretace vysledka.
Diky pfibyvajicim mikrobiomovym datdm, strojovému uceni
a moznostem umélé inteligence Ize ocekdvat, Ze se v této oblasti
diagnostiky odehraje v blizké dobé revoluce srovnatelnd se zave-
denim NGS sekvenovani Sirokého spektra gentd v ramci diagnos-
tického, prediktivniho a prognostického testovani nadord.

ZAVER

Molekuldrné biologické testy se stale ¢astéji uplatiuji v ru-
tinni diagnostice. Mohou byt pouzity i v ptipadé, kdy klasické
mikrobiologické metody nelze vyuzit, jako je tomu u fixovanych
tkani. V diagnostice celé fady patogent mohou poskytovat cas-
to presnéjsi vysledky nez metody tradicni, je ale tieba je vzdy
hodnotit v kontextu histologického nalezu. Jejich dalsi vyho-
dou je rychlost, citlivost a specificita prikazu infekéniho agens.
V tomto ¢lanku jsou zminény zakladni principy molekuldrné
mikrobiologickych metod a jejich vyuziti v rutinni patologické
praxi.

PROHLASENI

Autor prace prohlasuje, Ze v souvislosti s tématem, vznikem a publika-
ci tohoto ¢lanku neni ve stfetu zajma a vznik ani publikace ¢lanku nebyly
podpoieny zadnou farmaceutickou firmou. Toto prohlaseni se tyka i vsech
spoluautord.
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Proportion of all reads
Species

IRRRinnnnnnnnenrnnnnnnnennnnennnynennnn

Butyrivibrio fibrisolvens 11.74%
Faecalibacterium prausnitzii 10.66%
Insolitispirillum peregrinum 9.85%
Bacteroides stercoris 9.59%
Porphyromonas gingivalis 5.60%
[Clostridium] scindens 5.25%

Blautia obeum 5.17%

filtered (LOD < 0.25%) 5.12%
Bacteroides vulgatus 3.76%
Collinsella aerofaciens 3.45%
Anaerostipes hadrus 3.26%
[Eubacterium] eligens 2.80%
Bifidobacterium adolescentis 2.67%
Bacteroides coprocola 2.37%
Bacteroides uniformis 1.42%
Erysipelatoclostridium ramosum 1.25%
Flavonifractor plautii 1.19%
Parasutterella excrementihominis 1.16%
Pseudobutyrivibrio xylanivorans 1.14%
Bifidobacterium longum 1.12%
Agathobaculum desmolans 1.10%
Bacteroides massiliensis 0.89%
Ruminiclostridium hungatei 0.87%
Bacteroides thetaiotaomicron 0.78%
[Clostridium] aerotolerans 0.70%
Alistipes finegoldii 0.54%

Blautia stercoris 0.54%

Prevotella buccae 0.52%

Clostridium sporogenes 0.48%
Anaerobutyricum hallii 0.44%

Dorea formicigenerans 0.44%
Siphonobacter aquaeclarae 0.42%
Eubacterium coprostanoligenes 0.41%
[Ruminococcus] gnavus 0.39%
Bacteroides ovatus 0.38%
Parabacteroides distasonis 0.38%
Streptococcus salivarius 0.38%
Leuconostoc fallax 0.34%
Phascolarctobacterium faecium 0.31%
Geminicoccus roseus 0.30%
Bacteroides caccae 0.28%

Veillonella ratti 0.27%

Barnesiella intestinihominis 0.27%

Obr. 5. Druhové sloZeni stfevniho mikrobiomu dospélého ¢lovéka.
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proved detection suggests all merkel cell

aneb nemélo by vam uniknout, ze ...

1623.

... molekularne glioblastomy s LG histomorfolégiou
a s izolovanou mutaciou promaétora TERT maju signi-
fikantne lepsSiu prognézu ako ,klasické glioblastomy”

Podla 5. edicie WHO klasifikacie nddorov CNS je potrebné
diftzne gliomy u dospelych pacientov 2. a 3. stupria malignity,
ktoré su negativne na IDH mutaciu, dalej testovat na tri mo-
lekularne markery: EGFR amplifikaciu, mutaciu prométora TERT
a zisky a straty na 7. a 10. chromozdéme. Ak je pozitivny aspon
jeden z tychto markerov alebo akdakolvek ich kombinacia, je
tumor oznaceny za ,molekularny glioblastém’, a to i v pripade
chybania mitdz, nekrdz ¢i vaskularnej proliferacie. Existuju teda
zriedkavé pripady, ked je histomorfologicky gr. 2 tumor po mo-
lekuldrnych vysetreniach oznaceny ako gr. 4.

Autori prace zozbierali subor pacientov z viacerych pracovisk,
ktori mali radiologicky obraz sugestivny z LG difuzneho gliomu,
morfologicky obraz bol konzistentny s LG difdznym gliémom,
pri IDH negativite a pri genetickych vysetreniach bol identifiko-
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vany aspon jeden znak ,molekuldrneho” glioblastému. Medzi
56 pacientami identifikovali 39 pacientov s mutaciou promaéto-
ra TERT, z ktorych 12 nemalo EGFR amplifikaciu ani numerické
zmeny na 7. a 10. chromozéme. U 10 z nich bola vykonana me-
tyla¢na analyza. V 6 pripadoch s MC skére 0,9 alebo vyssim boli
dva klasifikované ako adultny typ difizneho gliému, dva ako
pediatricky typ glioblastému, jeden ako adultny typ difzneho
HG gliému a len jeden pripad ako glioblastém, IDH nemutova-
ny. Pripady s izolovanou mutdciou promoétora TERT vykazovali
signifikantne lepsie preZivanie (na trovni gr. 3).

Pripady s izolovanou mutaciou promdétora TERT sa teda
prognosticky liia od inych,molekularnych glioblastémov’, mety-
la¢ne netvoria samostatnu skupinu a do budicna bude pravde-
podobne potrebné,molekularne glioblastomy” redefinovat.

Zdroj:
Priesterbach-Ackley LP et al. Diffuse, IDH-wildtype gliomas in adults with mi-
nimal histological change and isolated TERT promoter mutation: not simply

CNS WHO grade 4. Acta Neuropathol 2024; (1): 12.

- B.Rychly -
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