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Souhrn

PCR metoda se velmi kratce od svého objeveni stala rutinni metodou molekularné biologickych
vyzkumnych laboratofi a nepostradatelnym nastrojem diagnostické mediciny. Za dobu svého
vyuzivani byla rozvinuta do fady variant, které specificky reaguji na potteby vyzkumu a dia-
gnostiky co do pouzitého vstupniho materidlu a jeho mnozstvi, podminek reakce a nové vy-
vinutych technologii. Pfedlozena prace stru¢né shrnuje jednotlivé PCR pfistupy s dlirazem na
jejich vyuziti v onkologickém vyzkumu a praxi.
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Summary

Since its discovery, PCR has become a conventional method of molecular biology research
laboratories and an indispensable tool in diagnostic medicine. Multiple variants of the PCR
technique were developed, which enable the analysis of different biological materials at diffe-
rent amounts and reaction conditions. This article briefly summarizes the PCR approaches and
points out their applications in oncological research and practice.
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Uvod
Prvnim zdsadnim krokem vedoucim
k objevu a naslednému zavedeni poly-
merazové fetézové reakce (polymerase
chain reaction - PCR) byla prace publi-
kovand na konci 60. let minulého sto-
leti popisujici novy druh termofilni bak-
terie tehdy nazvané Thermus aquaticus.
Kratce na to byla z tohoto mikroorga-
nizmu izolovana termostabilni polyme-
rdza nazvand ,Taq polymerdza” a v po-
loviné 80. let minulého stoleti pak
americky chemik K. Mullis objevil PCR, za
coz byl v roce 1993 ocenén Nobelovou
cenou za chemii. Vyznam a originalitu
tohoto objevu podtrhuje ¢lanek otistény
v americkych novindch The New York
Times, ktery na zakladé tohoto objevu
rozdéluje biologii do dvou epoch -, pfed
PCR" a,po PCR" Zavedeni PCR do praxe
tak odstartovalo obrovsky rozmach mo-
lekuldrni biologie a vyznamné rozsitilo
do té doby relativné omezené portfolio
molekuldrné-biologickych metod.
Polymerdzova retézova reakce je me-
toda umoznujici amplifikaci (tj. zmno-
Zeni) specifického Useku nukleové ky-
seliny, pficemz vyuziva obecnych rysu
replikace DNA. Podstatou metody je
mnohondsobnd syntéza komplementar-
niho fetézce pomoci pfislusné DNA poly-
merdazy, a to v rdmci sekvence vymezené
kratkymi syntetickymi oligonukleotidy
(ssDNA,15-30 b), tzv. primery, které jsou
odvozeny od dané sekvence. Teoreticky
Ize z jedné molekuly templatu ziskat 2"
kopii dané sekvence pfi n cyklech. Toto
zmnozeni nasledné umoziuje vizuali-
zaci amplifikovaného produktu, jenz nej-
Castéji probiha s vyuzitim agarézové ge-
lové elektroforézy (obr. 1A). PCR reakce
byla za dobu jejiho vyuzivani rozvinuta
do fady variant, které specificky reaguji
na potieby vyzkumu a diagnostiky co do
pouzitého vstupniho materidlu a jeho
mnozstvi, podminek reakce a nové vyvi-
nutych technologii.

Vyuziti PCR v onkologii

PCR je stejné jako mnoho dalsich
molekularné-biologickych analyz diky
svym prednostem, jako je ¢asova a ma-
teridlova Uspora, moznost automatizace
a dobra reprodukovatelnost, vyuzivana
ve stale Sirsim méfitku v rdmci preven-
tivnich program@ zamérenych na sta-

noveni rizika vzniku onemocnéni, pfi
diagnostice patologickych stavl i ur-
¢eni prognézy onemocnéni. PCR se rov-
néz uplatnuje v rdmci tzv. farmakogene-
tickych vysetfeni, pfi nichz je sledovana
genetickd predispozice pro |ékovou od-
povéd, tj. predikovana bezpecnost ¢i to-
xicita a uc¢innost terapeutické latky pro
konkrétniho pacienta.

PCR, obvykle ve spojeni s dalsimi
molekularné-biologickymi technikami
(elektroforéza, RFLP, sekvencovani),
umoznuje detekovat rlizné typy mu-
taci spojené s vyssim rizikem vzniku na-

doru a pomaha tak zlepsit preventivni
screeningové programy nadorovych
onemocnéni ¢i podrobnéji charakteri-
zovat typ nadoru pro néslednou volbu
ucinnéjsi terapie. Pfikladem vysetieni
provadénych v Masarykové onkologic-
kém ustavu mohou byt detekce mutaci
specifickych gent spojenych s genetic-
kou predispozici ke vzniku nddoru, kdy
pfislusnd sekvence genu je nejprve am-
plifikovana pomoci PCR a ziskané ampli-
kony nasledné sekvencovany. Jednd se
napf. o geny BRCA1, BRCA2 u hereditér-
niho syndromu nadoru prsu a/nebo va-
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Obr. 1. Prehled stézejnich PCR technologii.

A.Tradi¢ni PCR; B. PCR v realném case; C. digitalni PCR - schematicka ukazka frakcionace

vzorku a nasledné vyhodnoceni; D. konkrétni

ukdzka vysledka ziskanych pomoci digitalni

PCR (ddPCR), pro zajimavost tytéz vzorky byly paralelné analyzovany pomoci PCR v real-

ném cCase viz ¢ast B.
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je¢niku; geny MLH1, MSH2, MSH6 u he-
reditdrniho nepolypézniho karcinomu
tlustého stfeva — tzv. Lynchova syn-
dromu; transkripéni varianty p16/INK4a
a p14/ARF genu CDKN2A u familiar-
niho maligniho melanomu; gen TP53
u Li-Fraumeniho syndromu; nebo gen
CDH1 u hereditarni formy diféizniho kar-
cinomu zaludku. Dal$im pfikladem je
vyvoj metod detekce volnych nadoro-
vych bunék v krevnim fecisti ¢i lymfatic-
kych uzlinach na principu PCR, ktery ma
zasadni vyznam pro hodnoceni metasta-
tického potencialu bunék a vyvoje one-
mocnéni a tim i volby pfislusné terapie.
Analogicky se PCR pripadné RT-PCR (re-
verse transcription PCR) vyuziva pfi sle-
dovani minimalni rezidudIni nemoci ze-
jména u hematologickych malignit, pfi
niz se hodnoti pocet pfitomnych nado-
rovych bunék, napt. detekci transkriptu
flizniho genu bcl-abl v ptipadé chro-
nické myeloidni leukemie (chronic my-
eloid leukaemia — CML). Kromé identi-
fikace vlastnich nadorovych marker( je
PCR, zejména pak kvantitativni PCR (viz
déle), vyznamnym ndstrojem pfi sta-
noveni pritomnosti patogennich or-
ganizm{ u onkologickych pacientl pfi
septickych stavech. Zakladem testu je
amplifikace specifické sekvence pato-
genu v odebraném biologickém vzorku
a oproti klasické mikrobiologické kul-
tivaci predstavuje znacnou casovou
usporu a pro pacienta tedy rychlejsi na-
sazeni Ucinné |écby.

V ramci experimentalni onkologie se
PCR vyuziva pfedevsim pfi technikach
klonovani, tj. vnaseni cizorodé DNA do
vektorovych systéma, kdy soucasné
predstavuje i zakladni nastroj pro ové-
fovani pritomnosti specifickych sek-
venci ve sledovaném genomu. PCR je
vyuzivana i v pfipadé Cipovych tech-
nologii, pfi nichz je analyzovana uro-
ven transkripce nékolika az stovek gen(
soucasné a sledovéany reakce bunék na
specifické podminky indukci vybranych
signdlnich drah, expresi specifickych
genl a syntézou specifickych protein(.

PCR v redlném case

(kvantitativni)

Dalsim revolu¢nim krokem bylo zave-
deni kvantitativni PCR (quantitative
PCR - gPCR) neboli PCR v redlném case
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Obr. 2. Princip vyuziti nespecifickych a specifickych sond pfi PCR v redlném case.

A. Nespecificka préba (nejcastéji SYBR Green) se vaze na dsDNA, ¢imz dochazi k emisi flu-
orescence. B. Pisobenim exonukledzové aktivity polymerazy dochazi k rozstépeni proby
navazané k cilové sekvenci a naslednému uvolnéni fluorescenc¢niho signélu.

(real-time PCR). Oproti tradi¢ni PCR, kdy
konecny produkt (amplikon) je deteko-
van az po ukonceni reakce, PCR v redl-
ném case umoznuje stanovit tvorbu
produktu v priibéhu reakce, a to i v ra-
nych fazich, kdy prirQstek intenzity fluo-
rescence je umérny mnozstvi stanovo-
vaného templatu (obr. 1B). Pravé méreni
kinetiky v brzkych fazich reakce predsta-
vuje zdsadni vyhodu v porovnani s tra-
di¢ni PCR. Postup tradi¢ni PCR véetné
jejtho vyhodnoceni je v porovnani
s kvantitativni PCR ¢asové naro¢néjsi
a vyznacuje se nizsi citlivosti detekce,
amplifikované produkty jsou rozliSovany
predevsim na zékladé velikosti, a posky-
tuji tak vysledky predevsim kvalitativ-
niho charakteru. V pripadé gPCR je vsak
potfeba pocitat s podstatné vyssi pofi-
zovaci hodnotou pfistrojového vybaveni
a vyssimi naklady na analyzu vzorku.
Obecné Ize pribéh qPCR reakci rozdé-
lit do tfi fazi. V prvni, tzv. exponencialni
fazi, je reakce vysoce specificka, v pfi-
padé 100% efektivity dochazi k pres-
nému zdvojnasobeni mnozstvi oce-
kdvaného produktu, data jsou tudiz
maximalné pfesnd. Druhou fazi ozna-
Cujeme jako linedrni. Tato faze mize byt
pomérné variabilni, dochazi pfi ni ke
zpomalovani reakce, spotfebé jednotli-
vych komponent reakce, mize zacit do-
chézet i k degradaci vzniklych produktd.
Ve tieti, tzv. plateau fazi, je reakce zasta-
vena, nedochdzi k syntéze dalsiho pro-
duktu, naopak muize nastat jeho de-
gradace. K presné kvantifikaci jsou

vyuzivany sondy obvykle znacené fluo-
rescenc¢nim barvivem. Rozlidujeme dva
hlavni typy sond: 1. nespecifické - typic-
kym ptikladem jsou fluorescen¢ni kya-
ninové barviva SYBR Green, ktera fluo-
reskuji pfi vazbé do mensiho Zlabku
dsDNA, a 2. specifické, fluorescen¢né
znacené sondy. Specifické sondy jsou
navrzeny tak, aby hybridizovaly s tem-
platovou DNA za stejnych podminek
jako primery v misté vymezeném proti-
smérné orientovanymi primery. Existuje
fada variant specifickych sond, nej¢astéji
se pouzivaji tzv. hydrolyza¢ni (TagMan)
sondy, které nesou na svém 5'konci fluo-
rescen¢ni znacku a na 3’ konci tzv. zha-
$ec. Pfi hydrolyze sondy DNA-polyme-
razou dochézi k oddéleni fluorescencni
znacky od zhasece a nasledné emisi fluo-
rescence (obr. 2).

V praxi se nej¢astéji vyuzivaji dvé za-
kladni vyhodnocovaci metody. Prvni va-
rianta je absolutni kvantifikace, tzv. me-
toda absolutni standardni krivky, ktera
umoziuje zjisténi presného mnoz-
stvi kopii templatu ve vzorku. Ziska-
vame tak vysledek v kopiich vzhledem
k celkovému mnozstvi standardu (napf.
plazmidové DNA). Druha varianta je re-
lativni kvantifikace vyuzivajici bud' rela-
tivni standardni kfivku, nebo se provadi
tzv. komparativni C_ metoda. Pfistup za-
loZeny na konstrukci relativni standardni
kfivky umoznuje zjisténi zmén mnozstvi
templdtu mezi vzorky vzhledem k in-
terni kontrole (tzv. kalibratoru). Kompa-
rativni C, metoda vyuziva aritmeticky
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vzorec (2724¢T) definujici mnozstvi cilo-
vého templatu normalizovany na za-
kladé mnozstvi endogennich referenc-
nich sekvenci a kvantifikovany relativng,
tedy vzhledem ke kalibratoru (jinému
vzorku — obvykle kontrole).

Vyuziti PCR v realném case

v onkologii

PCR v redlném case patii mezi dule-
zité diagnostické néstroje umoznujici
nejen kvantitativni analyzu zamérenou
na stanoveni exprese vybranych gen(,
ale i kvalitativni, béZzné pouzivanou
pfi stanoveni mutaci ¢i polymorfizm.
V ptipadé kvalitativnich analyz (geno-
typizace) se velmi ¢asto pouziva vysoko-
rozliSovaci analyza k¥ivek tani tzv. HRM
(high resolution melting) analyza.V prin-
cipu je tato metoda zalozena na hetero-
duplexni analyze, v rdmci které jsou de-
tekovany rozdily v teplotach tani PCR
disocia¢nich kfivek. Kromé stanoveni
rozdild v analyzovanych sekvencich,
predevsim pfitomnosti specifickych mu-
taci, Ize HRM pouzit i k detekci metylaci.
Typickym pfikladem vyuziti HRM v onko-
logii je diagnostika hereditarnich nado-
rovych syndrom(. Patii sem napf. pfimé
vySetfeni pfitomnosti mutace v genech
BRCA1, BRCA2 (hereditarni syndrom na-
doru prsu a/nebo vaje¢nikd); MLH1,
MSH2, MSH6 (hereditarni nepolypdzni
kolorektdlni karcinom, Lynchlv syn-
drom); TP53 (Li-Fraumeniho syndrom)
a fada dalSich. Déle se PCR v redlném
Case pouziva i k detekci mutaci vzhle-
dem k indikaci vhodné |é¢by. Klasickym
prikladem je vysetteni na pfitomnost bo-
dové zamény v kodonech 12 a 13 genu
KRAS, kdy se opét pouzivd HRM analyza
nebo se vyuziva technologie ARMS (am-
plification refractory mutation system),
jenz spociva v pouziti alelicky, v tomto
pfipadé mutant specifickych primert
specificky rozpozndvajicich jednotlivé
mutanty. Neni-li mutace genu KRAS pro-
kdzéna, je vhodné nasadit biologickou
[écbu zaloZenou na aplikaci rekombi-
nantnich protildtek inhibujicich EGFR
(epidermal growth factor receptor).
Vychézi se z pfedpokladu, Ze v nadorech
s wild type KRAS je exprese KRAS pro-
teinu aktivovana pouze pfechodné sig-
nalizaci prostfednictvim EGFR, zatimco
v pfipadech mutovaného genu KRAS do-

chazi k jeho konstitutivni aktivaci a ta-
kové nadory vykazuji vyrazné snizenou
odpovéd na EGFR inhibici.

Jednim z nejvyznamnéjsich farmako-
genetickych vysetfeni v pfipadé hema-
tologickych malignit je stanoveni poly-
morfizmu a aktivity enzymu thiopurin
S-metyltransferazy (TPMT), enzymu za-
sadniho pfi odbouravani thiopurino-
vych lé¢iv vyuzivanych v onkologické
terapii a jako imunosupresiv. Snizena ak-
tivita enzymu je ddsledkem fady poly-
morfizm0 v kédujici oblasti genu TPMT
a vede k nezadoucim ucinkam pfi [é¢bé
thiopuriny, jako jsou neurotoxicita, he-
patotoxicita atd. Stanoveni nejc¢astéjsich
typl polymorfizmi je provadéno po-
moci kvantitativni PCR a je doprovazeno
stanovenim aktivity TPMT v erytrocytech
pomoci HPLC.

Hlavni vyhoda PCR v redlném case
v porovnani s klasickou (end-point PCR)
vsak spociva v moznosti kvantifikovat
mnozstvi vychoziho templatu podle dy-
namiky amplifika¢ni reakce, predevsim
tedy stanoveni exprese vybranych gen(.
Této skutecnosti |ze vyuzit i v experimen-
talni onkologii pfi sledovani hladin ex-
prese vybranych gent na Urovni mRNA za
definovanych podminek. Jednim z moz-
nych piikladG praktického vyuZiti je pre-
dikce vhodnosti nasazeni fluorovanych
pirimidinG pfi 1é¢bé nadorl gastrointes-
tindlniho traktu, a to v ramci paliativni
i adjuvantni terapie. V téchto pfipadech
je vhodné stanovit hladinu mRNA pro
thymidylat syntazu (TS), thymidin fosfo-
rylazu (TP) a dihydropyrimidin dehydro-
genazu (DPD), tedy enzymu uUcastnicich
se v metabolizmu 5-fluorouracilu (5-FU).
mMRNA muze byt izolovadna z biopsii pri-
marniho nadoru i metastazy pacienta.
V pfipadé zvysené hladiny exprese genl
Ize predpokladat rezistenci nadoru k fluo-
ropyrimidinovym cytostatikiim.

Digitalni PCR

Digitalni PCR je nékdy téZz oznacovana
jako tzv. treti generace PCR (obr. 1Q).
Hlavni vyhodou tohoto pfistupu je ab-
solutni kvantifikace, aniz musi byt se-
strojena kalibra¢ni kfivka. V podstaté se
jedna o, upgrade” tradi¢ni PCR umoziu-
jici klonalni amplifikaci a pfimou kvanti-
fikaci nukleovych kyselin. Je tfeba si viak
uvédomit, Ze se nejedna o metodu zcela

nahrazujici stavajici PCR pfistupy, ale

spise o komplementarni metodu zamé-

fenou predevsim na detekci vzacnéji se
vyskytujicich cilovych molekul.

Podstata digitélni PCR spociva v rozdé-
leni analyzovaného vzorku, tedy i vlast-
nich cilovych sekvenci, do velkého mnoz-
stvi dil¢ich vzorkl. To se provadi bud
pomoci miniaturnich ¢ipa, kdy je vzorek
pomoci mikrokapildr rozdélen do fady
malych segmentU (komUrek), nebo je ze
vzorku vytvofrena emulze olejovych mi-
krokapek. Nasledné probiha v kazdé mi-
krokapce ¢i komdrce cipu standardni
PCR, takZe v zdvislosti na poc¢tu mikro-
kapek/kapacité ¢ipu ziskdvame tisice az
nékolik desitek tisic parcidlnich kvalita-
tivnich vysledkd na bazi fluorescence
(pozitivni/negativni) pro analyzovany
vzorek. Vzhledem k mozné pritomnosti
dvou a vice cilovych molekul sou¢asné
(v jedné mikrokapce/segmentu ¢ipu) je
v ramci celkového vyhodnocovani tato
skute¢nost brana v potaz a vysledky jsou
korigovany na zdkladé Poissonova rozdé-
leni. Na rozdil od tradi¢ni PCR, kdy mnoz-
stvi amplifikovaného produktu pouze
pfiblizné odpovida mnozstvi templatu
a je znac¢né ovlivnéno poctem PCR cykl(,
kvantifikace cilové sekvence v pfipadé
digitalni PCR prakticky nezavisi na poctu
amplifikacnich cykld, coz vyznamné eli-
minuje zavislost na exponencidlnim na-
rdstu mnozstvi vysledného PCR pro-
duktu, jako je tomu u konven¢ni PCR ¢i
PCRv redlném case, a umoznuje tak zcela
absolutni kvantifikaci (obr. 1D).

Mezi nejvyznamnéjsi aplikace digi-
talni PCR patfi:

1. Detekce ampilifikaci genll spojenych
s maligni transformaci. Genomové
amplifikace jsou béznou soucasti ge-
nomu nadorovych bunék. Tyto ampli-
fikace ¢asto vedou ke zvysené expresi
specifickych onkogenl a zasadnim
zplsobem ovliviuji biologii nddoru.
Presna a citliva detekce amplifikaci je
proto zadouci v ramci diagnostiky na-
dorli a mUZe mit prognosticky a/nebo
prediktivni vyznam. Tento pfistup by
mohl v budoucnu slouzit i jako alterna-
tiva k v sou¢asnosti provadénym FISH
analyzadm. Hlavni vyhoda digitélni PCR
je robustnost, senzitivita a financni ne-
naro¢nost v porovnani se standardné
provadénymi FISH stanovenimi.
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PCR v realném case

stanovi mnozstvi vzniklého produktu
v exponencidlni fazi, coz umozriuje
presnou kvantifikaci

kvantitativni

sirsi dynamicka skala, schopnost roz-
liSit méné jak dvojnasobny rozdil, na-
rist fluorescece je piimo Umérny
mnozstvi vznikajicich PCR ampli-
kon, rozstépené sondy generuji
permanentni signal
X
nékladnéjsi instrumentace i cena
vlastniho stanoveni

kvantifikace genové exprese, de-
tekce SNP, analyza miRNA, stano-
veni poctu kopii studovaného genu

-~
Tab. 1. Piehled PCR pristupt.
Tradi¢ni PCR
celkovy stanovi celkové mnozstvi vysled-
struény ného produktu (detekce probiha az
Fehle{l v tzv. fazi plateau, coz mlze zplso-
P bovat zna¢nou variabilitu vysledku)
vysledek semikvantitativni
relativné nizké naklady
X
vyhody a pracny zpﬁs?b gletekfe vys!edného
nevyhody produktu, n.lzk,avro’zllsovaa schf)p—.
nost, dynamicka skala < 2 log, diskri-
minace pouze na zdkladé velikosti
PCR produktu
Kli¢ové PCR proc.jukt.vhodny pro’kllonovanlc
R genotypizaci, sekvencovani, detekci
aplikace .
patogent atd.

N

a dalsi

Digitalni PCR
kvantifikuje pocet pozitivnich a ne-
gativnich frakci daného vzorku,
¢imz umoznuje stanoveni absolut-
niho poctu kopii

kvantitativni

bez nutnosti pouzit standardy,
pfima uméra mezi poctem replikatd
a presnosti celkové kvantifikace,
vhodna k analyze komplexnich
vzorkd, stanoveni poctu kopii
v linedrnim médu umozriuje detekci
i nepatrnych rozdil{
X
nakladnéjsi instrumentace i cena
vlastniho stanoveni

absolutni kvantifikace NGS kniho-

ven, detekce vzacnych alel, abso-

lutni kvantifikace standard, abso-
lutni kvantifikace viriona apod.

2. Detekce alteraci nukleovych kyselin
pfitomnych ve vzorku s nizkou cet-
nosti, tedy minoritné zastoupenych
v analyzovaném vzorku. Stanoveni
pfitomnosti mutaci v homogennich
vzorcich je obecné snadno provedi-
telné a velmi dobfe realizovatelné
béZnymi metodami, nebot se pracuje
s velkym mnozstvim genetického ma-
teridlu a mutace je obvykle pfitomna
v 50 % v3ech cilovych sekvenci (1 mu-
tovana alela ze 2). Situace se v3ak
komplikuje v pfipadé zpracovéni he-
terogenniho vzorku, v némz je pfitom-
nost mutovanych sekvenci vyznamné
snizend.V onkologii jsou typickym pfi-
kladem punk¢ni biopsie obecné obsa-
hujici velké mnoZstvi normalni/zdravé
tkdné nebo krevni vzorky, kde jsou
aberantni buriky zna¢né naredény.

3. Stanoveni hladiny miRNA. Tento pfi-
stup umoznuje absolutni kvantifikaci
miRNA a prokazuje vynikajici reprodu-
kovatelnost i v pfipadé nizkych hladin
miRNA. Digitalni PCR je tedy idealni
pro detekci cirkulujicich miRNA jako
potencidlnich diagnostickych bio-
maker( poukazujicich na pfitomnost
onkologického onemocnéni.

4. Mezi dalsi aplikace, pro néz je vhodné
uvazovat o pouziti digitalni PCR, patfi

absolutni kvantifikace patogend, de-
tekce onkogennich alel ve vzorcich
uchovavanych ve formé parafinovych
blokl, absolutni kvantifikace stan-
dardU pro dalsi aplikace, kvantifikace
vzork( v ramci jejich pfipravy pro NGS
(novad generace sekvencovani; pro
vice informaci viz ¢lanek Koubkova
et al v rdmci tohoto Supplementa,
str. 61-68) ¢i validace vysledkl NGS
diky absolutni kvantifikaci.

Zaver

Polymerdzovd fetézova reakce se fadi
mezi zékladni metody molekularni bio-
logie a v dnesni dobé predstavuje nepo-
stradatelny nastroj pro manipulaci s ge-
netickou informaci v mnoha oblastech
biomedicinského vyzkumu. S objevem
PCR také doslo k obrovskému rozvoji mo-
lekularni diagnostiky, ktery byl jesté umoc-
nén moznosti kvantifikace cilovych mole-
kul diky PCR v redlném case a nasledné pak
vyvojem digitalni PCR. Pfehled jednotli-
vych PCR pfistupd, jejich porovnani véetné
vyhod a nedostatkU je pro vétsi prehled-
nost a srozumitelnost shrnut do tab. 1.
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