
67

je nutno zajistit řetězové hromadění produktu. 
To se provádí opakovanými cykly denaturace, 
nasedání primeru a extenze primeru. Vzniklé 
produkty slouží zároveň jako templáty pro další 
reakční cyklus3.

 K obdobnému ději, zvanému replikace, do-
chází v živých buňkách při jejich množení4. 
PCR tak může sloužit jako modelová reakce 
pro studium vlivu různých látek na replikaci 
DNA v buňkách. To může být důležité zejména 
při osvětlení mechanismu účinku protinádo-
rových léčiv. 

Nádorové bujení je buněčný proces, jehož 
podstatou je změna genetické informace a 
regulačních procesů v buňce, v důsledku če-
hož dochází k nekontrolovanému zmnožení 
buněk.  Nádor může vzniknout z jakékoliv 
živé buňky, vyjma těch buněk, které nevratně 
ztratily schopnost dělit se5. Nádorové bujení 
může postihnout kohokoliv, některé faktory 
však jeho vznik usnadňují. Říkáme jim faktory 
rizikové 11. Největší podíl na samotném vzniku 
bujení mají pak faktory vnější, jako například 
výživový faktor, kouření, alkohol a nízká pohy-
bová aktivita. Pouze 10 % tvoří faktor dědičné 
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Úvod
Polymerázová řetězová reakce (PCR), objeve-

ná v roce 1983, slouží k amplifikaci specifických 
části nukleových kyselin. K jejímu provedení 
postačuje velmi malé množství vzorku, díky 
čemuž se používá zejména v lékařské diagnos-
tice nebo kriminalistice1. Probíhá v opako-
vaných cyklech, složených z několika částí2,3. 
První z nich je denaturace, kdy se DNA po dobu 
30 sekund zahřívá na teplotu 94-98 °C. Při této 
teplotě dochází k rozvolnění DNA dvoušrou-
bovice vlivem porušení vodíkových můstků1. 
Vzniknou tak dvě samostatná vlákna DNA, zva-
ná templátová, na která mohou v dalším kroku 
(annealing) nasednout primery, tj. krátké úse-
ky druhého vlákna. Při annealingu se teplota 
sníží na 50-65 °C, přesná hodnota určená dle 
teploty tání konkrétních primerů2. Pro každou 
konkrétní aplikaci PCR je třeba navrhnout 
dvojici specifických primerů, protože je nut-
no zajistit, aby oba primery nasedly při stejné 
teplotě jen na komplementární sekvenci v tem-
plátové DNA. Samotnému prodlužování úseku 
se říká elongace. Protože však podle jednoho 
templátového vlákna vznikne jen jedna kopie, 

Influence study of non-platinum cytotoxic drugs on polymerase chain reaction
The tumor is a cellular process, whose essence is the change of the genetic information and 

regulatory processes in the cell. Consequently, occurs to the uncontrolled multiplication of 
cells. Cytostatics, especially anthracycline antibiotics are currently widely used for example 
in the treatment of breast cancer or prostate cancer, which are nowadays the most frequent 
cancers. The influence of non-platinum cytotoxic drug doxorubicin on polymerase chain re-
action can be studied using fluorescent labelling of amplicons. Due to numerous side-effects 
of doxorubicin, it is important to know its mechanism of influence on living cells. Polymerase 
chain reaction can serve as a suitable model of replication in living cells. 
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snadno přechází v srdeční selhání s nutností 
transplantace srdce10. Stále častější se proto 
stává využívání liposomálních cytostatik, která 
díky obalení léčiva liposomální vrstvou dispo-
nují sníženou kardiotoxicitou samotného léku 
a zároveň zvýšením celkového kumulativního 
množství látky, které je tělo ještě schopno při-
jmout. Účinek liposomálních a neliposomálních 
forem je stejný 20.

Přestože prvním izolovaným antracyklino-
vým antibiotikem byl idarubicin, pravděpo-
dobně nejznámějším antracyklinovým antibio-
tikem z hlediska léčby nádorových onemocnění 
je doxorubicin (14-hydroxyl-daunorubicin). 
Doxorubicin vzniká hydroxylací přírodní-
ho produktu daunorubicinu izolovaného z 
bakterie Streptomyces peucetius11. Používá se 
v léčbě karcinomu prsu12, neuroblastomu13, 
akutní myeloidní leukémie, akutní lymfoidní 
leukémie14, Hodkingského a non-Hodkingské-
ho lymfomu15, nádorů močového měchýře16,
kůže17 nebo vaječníků18.

Mechanismus účinku doxorubicin je založen 
na interkalaci mezi páry bází DNA, která tak 
nemůže být rozpletena a nedochází k repli-
kaci buňky. Struktura DNA je nekovalentně 
poškozena, interkalované molekuly doxoru-
bicinu odvíjejí dvoušroubovici a prodlužují 
tak obrysovou délku DNA (Obr. 1). Změněná 
struktura často nemůže být rozpoznána pro-
teiny, které mají s DNA reagovat19. Může tak 
docházet také k mutacím, posouvajícím čtecí 
rámec genetického kódu20. Mezi další mecha-
nismy účinku patří inhibice topoizomerázy21, 
produkce volných radikálů, které poškozují 
DNA a způsobují lipoperoxidaci membrán22, 
alkylace 23 a crosslinking DNA 24. 

Závěr
Nádorové bujení je buněčný proces, jehož 

podstatou je změna genetické informace a re-
gulačních procesů v buňce, v důsledku čehož 
dochází k nekontrolovanému zmnožení buněk. 
Cytostatika, zejména pak antracyklinová anti-
biotika jsou v současné době široce využívaná 
například při léčbě zhoubných nádorů prsu 
nebo prostaty, řadících se mezi nejčastější ná-
dorová onemocnění.

predispozice. Rakovinné buňky oproti normál-
ním mají zvýšenou schopnost proliferace, odol-
nost a invazivnost 9. Klasifikace typu rakoviny 
se za posledních 30 let velmi zlepšila. Nyní se 
nově objevené druhy klasifikují do nových, či 
do již existujících tříd13. 

Rozdíly ve způsobech transkripce tvoří 
většinu biologické diverzity lidských buněk a 
nádorů. V každé buňce transdukční signály a 
regulační systémy přenášejí informace o identitě 
jednotlivých buněk v rámci jejich životního 
poslání. Tím jsou kontrolovány hladiny 
exprese všech genů v genomu12. Například 
postup klasifikace typu leukemie se tvoří na 
základě sledování genové exprese pomocí DNA 
mikročipů, které jsou popsány jako vzorový 
případ při aplikování lidem s akutní leukemií. 
Touto procedurou se automaticky určí rozdíl 
mezi akutní myeloidní a akutní lymfoblastickou 
leukemií, bez předchozích vyšetření. Výsledky 
podobných výzkumů ukazují možnost použití 
genové exprese nejen ke klasifikaci leukemie, 
ale i různých dalších typů rakoviny, nezávisle na 
předchozích biologických znalostech 13. Jednou 
z cest léčby nádorového bujení je léčba pomocí 
cytostatik. 

Protinádorová léčiva neboli cytostatika, jsou 
látky, které poškozují, zpomalují nebo zastavují 
růst buněk. Mohou poškozovat DNA, inhibovat 
syntézu DNA nebo znemožňovat replikaci bu-
něk 6. Nejvíce působí na rychle se dělící buňky, 
jako jsou právě nádorové buňky, vlasové foliku-
ly nebo buňky sliznic. Kvůli působení na zdravé 
buňky má mnoho cytostatik řadu vedlejších 
účinků 7. Mezi nejznámější patří poruchy trávicí 
soustavy, způsobené zastavením růstu buněk 
sliznice, padání vlasů, poruchy krvetvorby nebo 
nervové soustavy 8. Cytostatika lze zařadit do 
několika skupin, dle složení a mechanismu 
jejich účinku a řadí se mezi ně například inhi-
bitory topoizomerázy, hormony, radioizotopy 
nebo interkalační cytostatika.

K nejčastěji používaným cytostatikům pa-
tří antracyklinová antibiotika. Využívají se 
například při léčbě zhoubných nádorů prsu 
nebo prostaty, které patří mezi nejčastější ná-
dorová onemocnění9. Vykazují častou kardio-
toxicitu, způsobenou kumulací látky v těle 
při opakovaném podání. Kardiotoxicita pak 
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Obrázek 1: Interkalace doxorubicinu do 
dvoušroubovice DNA


