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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Bc. Michal Rataj

Skolitel: Doc. PharmDr. Martin Beranek Ph.D.

Nazev diplomové prace: Geneticky polymorfismus v NBS1 genu pro diagnostiku a

1é¢bu osob s cervikalnim karcinomem.

Cilem diplomové prace je nalezeni optimalni metody pro screening mutace 657del5 a
zjisténi odhadu populaéni frekvence heterozygotii a homozygotd pro mutaci v populaci

Ceské Republiky.

V prvni useku teoretické ¢asti prace je komplexné poukdzano na plsobeni faktord
ovliviiujicich celistvost genetické informace a vznik mutaci v DNA. Naopak druhy Gsek
se veénuje schopnosti bun¢k odpovédét na toto poSkozeni. Podrobné se prace
zabyva genem NBSL1 a jeho produktem nibrinem. V komplexu MRE11/Rad50/NBN je
nibrin dilezitym c¢lenem mechanizml opravy dvoufetézcovych zlomi DNA — NHEJ

(nehomologni spojovani koncil) a HR (homologni rekombinace).

Prace je zaméfena na nibrin a jeho funkce, ale také na mutace, které tyto funkce
znemoznuji a zpusobuji tak dédi€né onemocnéni Nijmegen breakage syndrom. Nibrin je
prekladan ze sekvence genu NBS1. Gen NBSI se v populaci objevuje s nékolika
riznymi mutacemi, které jsou rozSifeny celosvétove. V praci je diskutovano vyssi

zastoupeni mutace 657del5 populaci stfedni a vychodni Evropy.

V experimentalni ¢asti prace byla vySetfovana mutace 657del5 pomoci dvou metod —
fragmenta¢ni analyzy a real-time PCR. Byla provedena optimalizace a vybér
nejvyhodnéjsi metody s ohledem na citlivost, vyuzitelnost pro screening a na ¢asové a
finan¢ni naroky. Jako nejoptimalnéj$i metoda byla zvolena real-time PCR. Touto
metodou byl proveden screening mutace v souboru 177 osob z Ceské republiky,
z kterého byla zjisténa frekvence heterozygoti 1,1 % a 0 % homozygotl. Frekvence
mutantni alely 657del5 byla vypoctena na 0,6 %. Z vysledkl vyplynulo, Ze populacni

frekvence heterozygotnich jedinct je 1:88.


https://is.cuni.cz/studium/dipl_st/index.php?id=d7489eb62e6eae260fdaf65b566ce4a5&tid=&do=main&doo=detail&did=116609
https://is.cuni.cz/studium/dipl_st/index.php?id=d7489eb62e6eae260fdaf65b566ce4a5&tid=&do=main&doo=detail&did=116609
https://is.cuni.cz/studium/dipl_st/index.php?id=d7489eb62e6eae260fdaf65b566ce4a5&tid=&do=main&doo=detail&did=116609

ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biochemical Sciences

Candidate: Bc. Michal Rataj

Supervisor: Doc. PharmDr. Martin Beranek Ph.D.

Title of diploma thesis: Genetic polymorphism in the NBS1 gene for diagnosis and

treatment of patients with cervical carcinoma

The aim of this diploma thesis is to find optimal methods for screening of mutation
657del5 and estimate frequency of heterozygotes and homozygotes for the mutation
657del5 in population of the Czech republic.

In the first section of the theoretical part is comprehensively pointed out the effect of
factors affecting the integrity of genetic information and the formation of mutations in
DNA. On the contrary, the second section devotes to the ability of cells to respond to
this damage. In detail, the thesis devotes to the NBS1 gene and its product nibrin. In the
complex MRE11/Rad50/NBN nibrin is an important member of the mechanisms of
repair of double strand breaks NHEJ (non-homologous end joining) and HR

(homologous recombination).

The thesis is focused on nibrin and its functions, but also to mutations that prevent
these functions and causes genetic disease Nijmegen breakage syndrome. Nibrin is
translated from the sequence of the NBS1 gene. Gene NBS1 appears in population with
several various mutations, which are spreaded worldwide. But in the thesis is discussed

higher frequency of mutation 657del5 in population of Central and Eastern Europe.

657del5 mutation was investigated by two methods — the fragmentation analysis and
real-time PCR in the experimental part of the work. Selection of the best method was
based on sensitivity, the usability for the screening and the time and cost of
requirements. As the most optimal method was selected real-time PCR. This method
was used for screening of mutation 657del5 in group of 177 persons from the Czech
republic. Frequencies of heterozygotes and homozygotes was fix on 1,1 % and 0 %. The
frequency of mutant allele 657del5 was calculated at 0,6 %. The results of screeaning

showed the population frequency of heterozygous individuals is 1:88.
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UvVOD

Téma diplomové prace jsem si vybral z divodu mého zajmu o stéle se rozvijejici obor
molekularni genetiky. Jiz v minulosti jsem se vénoval tomuto oboru, ktery mé zaujal

natolik, Ze jsem v ném pokracoval i v diplomové praci.

Budoucnosti i1 pfitomnosti molekuldrni genetiky je poznavani sekvence DNA,
diagnostiky polymorfizmi a mutaci v genech a jejich plsobeni na fenotyp jedince a celé
populace. V mé diplomové praci jsem se zaméfil na diagnostiku mutace 657del5 v genu
NBS1, ktera je rizikovou jak pro jedince Shomozygotnim, tak i heterozygotnim
genotypem. Fenotypové znaky vyplyvajici z homozygotniho genotypu této mutace,
jsou zivot ohrozujici faktory jiz vraném véku. Riziko nesou vSak 1 jedinci
S heterozygotnim genotypem s vys§i pravdépodobnosti vzniku malignit. Detekce této

mutace Vv populaci je tedy velmi dulezitym aspektem.

Mym tkolem v této préci je tedy nalezeni zptisobu optimalni diagnostiky a screeningu
mutace 657del5 v populaci pro dalsi vyzkum v oblasti detekce mutace 657del5 u
pacientll s karcinomem délozniho C¢ipku a dalSich specifickych skupin pacientt

s malignitami.

12
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I. TEORETICKA CAST

|.1 Bunééné reparacni systémy

1.1.1 Struktura DNA

DNA (deoxyribonukleova kyselina) je molekula pfitomna v zivych organizmech, kde
je jeji funkci uchovani a pienos genetické informace. Je tedy velmi dulezitd pro zivot
bunék a jejich dalsi generace. V buikach je pfitomna ve formé chromozémd, plastidii a
mitochondrii (u eukaryotickych organizmt) nebo jako kruhova molekula DNA volné se
vyskytujici v cytoplazmé nizSich organizmi, prokaryot. Proteiny pielozené ze
sekvence DNA jsou nezbytné pro stavbu téla, pohyb, rust, vyvoj, ochranu,

rozmnozovani a dalsi funkce.

DNA se skladda ze zakladnich slozek — deoxynukleotidli, které obsahuji tfi
komponenty: cukernou slozku (monosacharid 2—deoxy—p—D-riboza), dusikatou bazi ve
formé purinu (adenin (A), guanin (G)) nebo pyrimidinu (cytosin (C), thymin (T)); tfeti
¢asti molekuly DNA je fosfatova skupina (POS). Deoxyrib6za se na 1 uhliku poji
S dusikatou bazi pomoci N—glykosidické vazby a na uhliku 3" a 5" fosfodiesterovou
vazbou s fosfatovymi zbytky. Spojenim deoxynukleotidii vznikaji fetézce, které se vazi
pomoci vodikovych vazeb mezi komplementarnimi bazemi (A-T), (G-C) a tvoii

dvousroubovici.

Tato dvouSroubovice miize byt denaturovéana rozvolnénim vodikovych vazeb mezi
dvéma fetézci DNA teplotou kolem 94-95°C nebo také nékterymi chemickymi latkami
(formamid, moc¢ovina). Této vlastnosti se vyuziva pii denaturaci DNA napftiklad u PCR,

FISH a dalsich metod genetiky a molekularni biologie (Koc¢arek 2007).

13
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I.1.2 Genetické zmény DNA (mutace)

Genom je soubor genti a nekddujici sekvence DNA, jenz podminuje mezidruhovou
rozdilnost a v rdmci riznych genotypi také rozdilnost mezi jedinci téhoz druhu. Mutace
je zména v DNA sekvenci ménici genotyp, a v nékterych piipadech i fenotyp daného
jedince. Mutace mohou byt letdlni — zplisobujici smrt jedince nebo semiletdlni —
snizujici jeho Zivotaschopnost. Naopak vyhodné mutace tzv. supervitalni jsou zmény
zvysujici schopnosti jedince prezit v prostifedi. Nékteré z mutaci vSak mohou byt bez

nasledki na fenotyp — mutace neutralni (Btiza 2013).

Rozsah mutace mize byt rizny od bodovych mutaci az po zmény v chromozdémech a
celych chromozomalnich sadach. Bodové mutace mohou zplsobit ztratu nukleotidu
(delece) nebo jeho zmnozeni (inzerce). Tyto mutace jsou poté pii¢inou posunu ¢teciho
ramce, coz meéni sekvenci a ovliviiuje preklad do aminokyselin. Tteti typem bodovych
mutaci je zdména nukleotidu (substituce) zptisobujici: 1) mutace se stejnym smyslem —
puvodni kodon koduje stejnou aminokyselinu jako kodon mutovany. 2) mutace ménici
smysl kodonu, coz zplsobuje zménu piekladané aminokyseliny, nez byla piivodni pied
mutaci. 3) mutace tvorici terminac¢ni triplet UAA, ktery je v sekvenci pritomen jako stop
kodon — mutace beze smyslu. Tento kodon ukonéi pred¢asné transkripci RNA, coz je

pri¢inou piekladu zkraceného proteinu (Kocarek 2007).

Mezi mutace chromozomalni patii numerické (aneuploidie) a strukturdlni aberace
(delece, duplikace, translokace, inverze, ring chromozomy...). Nejzdvaznéjsi jsou
mutace zplsobujici zmnoZeni celych sad chromozomi, kam patii polyploidie, které
nejsou slucitelné se Zivotem a jedinci s touto mutaci umiraji v prenatalnim obdobi

(Kocarek 2007).

14
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Mezi mutace DNA patii (Soludar 2011):

1. Apurinové/apyrimidinové mutace. VysStépeni baze z nukleotidu pterusenim N—

glykosidické vazby.

2. Spontanni deaminace cytosinovych a adeninovych nukleotidl za tvorby uracilu a

hypoxantinu.
3. Alkylace nukleotidi chemickymi latkami a vazba aduktii k bazim.
4. Tvorba thyminovych dimera ptisobenim UV zafeni.
5. Tvorba jedno— nebo dvouietézcovych zlomu zplsobenych ionizujicim zafenim.

6. Pusobeni reaktivnich forem kysliku a zmény ve struktufe purinovych a

pyrimidinovych kruhd.
7. Zaclenéni chybného nukleotidu v parovani pfi replikaci DNA.

8. Poruchy pii replikaci a rekombinaci.

Mrwe

vn&j$imi pusobky (mutageny) (Kocarek 2007).

1.1.2.1 Spontanni mutace

Vznikaji bez zasahu wvné&jSich vlivi poruchami ve fyziologickych funkcich
metabolizmu, faktort Gcastnicich se replikace a opravy mutaci DNA (Relichova et al.
2009).

Pfi¢inami spontannich mutaci mohou byt:

a) Chybné zafazeni nadbytecného nukleotidu (inzerce) nebo naopak delece jednoho
az n¢kolika nukleotidd polymerazou pfi replikaci DNA v S—fazi bunééného cyklu.
Vznik  mutace je zpasobeny ,sklouznutim“  polymerazy  napiiklad

v mikrosatelitnich oblastech s dlouhymi opakujicimi se sekvencemi (Eckert 2009).

15
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b) Tautomerni piesmyky jsou zmény ve struktuie bazi, kdy dochazi k pfenosu vodiku
a dvojné vazby naptiklad mezi aminoskupinou a dusikatym kruhem. Stabilni keto-
struktury bazi se mohou zménit v méné stabilni formy enol- a amino-, které
zpusobuji vznik vodikovych vazeb mezi nekomplementarnimi bazemi. Zména ve
stabilit¢ je pfitomna jen na kratky okamzik, ale v pfipad¢ pravé probihajici
replikace v mist¢ tautomerniho presmyku pfitadi polymeraza nespravny nukleotid,
a tim zptisobi vznik mutace v jednom fetézci. Mutace probiha jak mezi purinovymi
nebo pyrimidinovymi bazemi—tranzice, tak i mezi purinovou a pyrimidinovou bazi.

V tomto ptipad¢é mluvime o transverzi (Relichova et al. 2009).

C) Mezi spontanni mutace se fadi dal§i zmény ve struktuie nukleotidi a DNA:
Vlozeni nefyziologické baze, kyslikové radikaly vznikajici béhem metabolizmu

nebo vznik apurinovych/apirimidinovych mist (Benda a kol 2006).

1.1.2.2 Indukované mutace

Pokud mutace vznikne na zéklad€ pisobeni vné&jSich vlivli (mutagentl), jedna se o
indukovanou mutaci. Mutageny jsou faktory, které zapti¢ifiuji zmény v nukleotidech

nebo vazbach DNA. Mezi tyto faktory fadime:

a) Fyzikalni mutageny

Ionizujici zafeni: jedna se o fotony nebo ¢astice s nabojem, které jsou pii¢inou
rozpadu molekul a atomid v bunkach tkani za tvorby nabitych castic a radikala
(Relichova et al. 2009). Aby bylo zafeni schopno ionizovat tkdn€, musi nést dané
mnozstvi energie. Proto mezi ionizujici zafeni patii zareni S vysSi energii jako
rentgenové, UV a vy, proud protond nebo c¢astic a a . Naopak jind zafeni jako
mikroviny, viditelné svétlo, a dalsi nejsou schopny ionizace diky nizké energii, kterou
prenasi (Relichova et al. 2009). Ozafeni ionizujicim zafenim davkou 1 Gy, ktera neni
pro buiiku smrtelnd, indukuje 10002000 posSkozenych bazi, 800-1600 deoxyribdz,
500-1000 jednoduchych zloma a 20-40 dvoutetézcovych zlomi (DSB) (Pejchal et al.
2009, Navratil et al. 2011).
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Ultrafialové zafeni je velice nebezpeCnym karcinogenem, ktery zplsobuje mutace
DNA v pokozce a vznik velmi agresivnich nadorti. DEli se na tfi druhy podle své vinové
délky: UVA (vlnova délka 320-380 nm), jenz prochazi ptes pokozku do dermis. UVB
(290-320 nm) pronika do bazalni urovn¢ epidermis a UVC (200-290 nm) dopada pouze
tvorbou thyminovych dimerti a dvoufetézcovych zlomii. UVA zafeni je zodpovédné za

tvorbu reaktivnich forem kysliku (ROS) (Relichova et al. 2009, Soludar 2011).

b) Chemické mutageny

Jedna se o latky, které se dokazi v¢lenit do fetézce DNA — analogy nukleotidi nebo o
alkyla¢ni a oxida¢ni ¢inidla zptsobujici zmény v nukleotidech. Tyto mutace mohou

Mrwe

v replikaci a transkripci (Kocarek 2007, Relichova et al. 2009).

Mezi analogy bazi vélenujici se do sekvence DNA fadime: 5—bromuracil (analog
thyminu), 2—aminopurin a dalsi. Jako analogy bazi pusobi také akridinova barviva
zapticinujici vznik deleci nebo inzerci pii vlozeni do fetézce Jinym typem poSkozeni
DNA chemickymi latkami, jako naptiklad kyselinou dusitou je oxidativni deaminace u

bazi, ¢imz zpisobuje zménu vodikovych vazeb a chybné parovani (Relichova et al.
2009).

Chemické latky, jako benzo [a] pyren, nejsou samy o sobé mutagenni. Jedna se o
prekancerogeny, které jsou v té€le metabolicky pfeménovany na latky, jez se mohou
vazat na DNA jako adukty a byt disledkem poskozeni fyziologické funkce DNA.

Metabolickou pfeménu benzo [a] pyrenu popisuje obrazek 1.
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Benzofajpyrene Benzofajpyrenediole poxide
{procarcinogen) (carcinogen)

Obr. 1: Metabolicka pfeména benzo[a]pyrenu na karcinogenni benzo[a]pyrendiolepoxid

(Biofiles 2007).

Na obrazku je popsana metabolicka pfreména prekancerogenu benzo[a]pyrenu za
pritomnosti cytochromu P450. Cytochrom P450 je piicinou oxidacni reakce, kterad

zpusobuje pfeménu benzo[a]pyrenu na kancerogeni benzo[a]pyrendiolepoxid.
c) Biologické mutageny
Biologické mutageny jsou viry uspé$né se v¢lenujici do sekvence DNA, které mohou

zpusobit nefunkénost genti (Kocarek 2007). Mezi onkologické viry patii Epstein-

Barrové virus, virus hepatitidy B, lidsky papilomavirus nebo herpes viry (Bailey 2013).
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1.1.3 Zlomy DNA

Jedno- a dvoufetézcové zlomy vznikaji fizené pii replikaci, meidze nebo pii piestavbé
DNA u imunoglobulinti a receptori imunitnich bun¢k. Nefyziologické tvorba zlomu se
muze objevit v dusledku 1é¢by pii nddorovém onemocnéni chemoterapii a radioterapii
nebo pasobenim ionizujiciho zafeni (Bosch et al. 2003). Principem pusobeni
ionizujiciho zafeni je prenos energie do tkani, kde se ionizuje voda nebo molekuly a
atomy v buiikach. Z této ionizace vznikaji nabité Castice, které fetézové ionizuji dalsi
molekuly a jsou pfi¢inou vzniku radikalti. Castice s ndbojem a volné radikaly zptisobuji
poskozeni DNA pieruSenim fosfodiesterové vazby a indukuji jednotetézcové zlomy.
Jednotetézcové zlomy na obou fetézcich Vv tésné blizkosti a nedostatecné mnoZstvi
vodikovych vazeb mezi nimi mohou zpisobit odd€leni ¢asti dvousroubovice v mistech
preruSeni obou fosfodiesterovych vazeb a vznik dvoufetézcového zlomu (Pejchal et al.

2009, Navratil et al. 2011).
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1.1.4 Mechanizmy reparace

Na vznik mutace na jednom nebo obou fetézcich DNA, reaguje bunka ochrannymi
mechanizmy, kterymi si mlize zajistit vlastni pteziti nebo alespont zabranéni prenosu
mutace na dalsi generace a vzniku nadorového bujeni. Osud bunky v ptipadé¢ mutace

popisuje obrazek 2.

Mezi ochranné mechanizmy patii (Chen et al. 2005):
a) Uvedeni buniky do senescence — zastaveni bunééného cyklu a zabranéni v déleni
b) Aktivaci p53, ktery spousti programovanou smrt bunky

¢) Oprava poskozeni DNA mechanizmy reparace

DNA Damage DMA Damage
Exogenous/Endogencus Exogenous/Endogenous
Senescent
Cell
Cell with T :
Unrepaired Cell with Apoptotic
Damaged DNA damage Accumulated pg:h

Cancerous
Cell
DMA Repair

Obr. 2: Reakce bunky na vznik mutace DNA (Biofiles 2007).

Oprava mutaci pfitomnych v DNA je jedinym postupem buniky pro jeji preziti a
pfenos kompletni genetické informace. Proto bunky vlastni nckolik mechanizmi
opravy, které dokazi reagovat na vznik rozmanitych typt poskozeni DNA (Bosch et al.
2003). Mutace se muze objevit na jednom nebo obou fetézcich DNA, a tak maji bunky
k dispozici opravné mechanizmy jednofetézcovych mutaci ((pfima oprava (DR),
mismatch oprava (MMR), oprava vystfizenim baze (BER) a nukleotidu (NER)); ale
také dva mechanizmy opravy dvoufetézcovych mutaci (zlomil) ((nehomologni spojeni
konct (NHEJ) a homologni rekombinace (HR)). Mechanizmy s proteiny ucastnici se

oprav popisuje obrazek 3.
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Obr. 3: Opravné mechanizmy jedno a dvoufetézcovych poskozeni struktury DNA (Ding

el al. 2006).

Kazdy mechanizmus opravy je souborem proteinit s riznou funkci, jez dohromady

svym pisobenim opravi specificky druh mutace, na ktery jsou pfizptisobeny.
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I.1.4.1 Oprava jednoretézcovych poskozeni DNA

I.1.4.1.1 Pfima oprava (DR)

O6-Methylguanin DNA methyltransferaza (MGMT) je protein ucastnici se opravy
methylovanych a ethylovanych guaninovych bazi. Jeho ulohou je pfimé odstranéni
aduktt (methyl a ethyl) bez zasahu do fetézce DNA. Reakce probihaji mezi aduktem
navazanym na bazi nukleotidu a cysteinem pfitomnym v proteinu MGMT. Adukt se
prednostné vaze na cystein, Snimz je z baze odstranén. Tato reakce je chemicka a
nejedna se tedy o reakci enzymatickou. Vazba aduktu na MGMT je nereverzibilni a po
opravé jednoho nukleotidu je protein MGMT degradovan v proteazomu (Niture et al.

2006, Soludar 2011, Ding el al. 2006). Princip ptimé opravy je graficky znazornén

V obrazku 4.
H,N—C
HS —CHy
0%-methylguanin
methyltransferaza
O
I
HN C \\
| I CH
HN=C \\\\N s \N/ Methylcystein
+
Guanin

Obr. 4: Prub¢h ptimé opravy DR a funkce proteinu MGMT (upraveno z Soludar 2011).
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1.1.4.1.2 Oprava vystfiiZenim baze (BER)

Jedna se o opravu modifikovanych bazi a to nejvice ptisobenim reaktivnich forem
kysliku (ROS), ale také bazi oxidovanych, redukovanych, alkylovanych a
deaminovanych. Prvnim krokem opravy je piisobeni enzymu glykosylazy v misté
poskozené baze, kde se hydrolyticky rozstépi N-glykosidicka vazba a z nukleotidu je

odstranéna baze. Timto pusobenim vznika tzv. apurinové/apyrimidinové (AP) misto.

Pot¢ AP endonukledza (APE1) §tépi fosfodiesterovou vazbu a zbytek nukleotidu
(cukernad cast s fosfatem) je odstranén pii syntéze vlozeni nového nukleotidu
polymerazou. Retézec je zcelen DNA ligdzou. Tento typ opravy ma dva alternativni
postupy, které jsou pouzivany podle poc¢tu opravovanych bazi. Jedna se o ,,short—patch*

pro opravu jedné baze a ,,long—patch* pro opravu n¢kolika bazi.

»Short—patch je iniciovan DNA glykosyldzou. Po odstranéni baze vznikd AP misto,
ke kterému se vaze APE1 a $tépi fosfodiesterovou vazbu u nukleotidu s odstranénou
bazi. Na 5"—konci vznikd deoxyribdza s fosfatem (5'dRp) a na 3°—konci hydroxylova
skupina. Poté B—polymeraza vlozi do mista novy nukleotid a 5'dRp vystépi. Kone¢nym
krokem je vazba proteini XRCC1 (X—ray repair cross—complementingprotein 1) a DNA

ligazy III (LIG3), které dokonci spojeni fetézce.

,Long—patch® je alternativni formou ,,short—patch®. Iniciace probiha stejné jako u
prvni verze Stépenim N-glykosidické vazby DNA glykosylazou. Fosfodiesterova vazba
je preruSena pomoci APEIl. Rozdil je ve vazbé proliferujiciho jaderné¢ho antigenu
(PCNA), ktery je dulezity jako proteinové leSeni k pfipojeni polymerazy o a e.
Polymeraza syntetizuje ve sméru 3'- 5" nové nukleotidy a odstraniuje n¢kolik nukleotidti
(2-10) za poskozenou bazi. Tak vznika piesah, jenz je nasledné odstranén spolecné
se zbytkem opravovaného nukleotidu flap—endonukleazou (FENT1). Spojeni fetézce je
dokon¢eno pomoci DNA ligazy I (LIG1). Long-patch alternativa opravy vystiizenim
baze se také Ucastni opravy jednofetézcovych zlom (Ding el al. 2006, Klevcova 2010,
Fortini et al. 2003, Mladenov a lliakis 2011). Na postup v opravé modifikovanych bazi

je poukazano na obrazku 5.
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Obr. 5: Princip opravného mechanizmu vysttizeni baze BER (Fortini et al. 2003).
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1.1.4.1.3 Oprava vystiiZenim nukleotidu (NER)

NER je hlavnim systémem opravy poskozeni vyvolanych UV zéafenim a dalSimi
karcinogeny. Jeho funkce je odstranéni oxida¢niho poskozeni, velkych adukti a
thyminovych dimerd. Obrazek 6 popisuje zapojeni proteinii v mechanizmu opravy
vystfizenim nukleotidu NER. Principem tohoto mechanizmu opravy je rozpoznani
mutace na DNA pomoci komplexu XPC (xeroderma pigmentosum C) a HHRAD23B
(R23 - lidsky homolog Rad53B). Poté se do mista mutace vaze TFIIH (transcription
factor Il H). TFIIH je komplex nékolika proteint s helikazovou aktivitou, ktery rozvolni
Sroubovici DNA a vytvofi ,,replika¢ni bublinu“. Poté je fetézec na 3’—konci rozpletené
DNA stépen jednofetézcovou endonukleazou XPG (xeroderma pigmentosum G) a na
5'—konci endonukleazou ERCCI-XPF (excision repair cross—complementing 1-—
xeroderma pigmentosum F). Vystépena cast fetézce o délce 27-30 nukleotidu je poté
odstranéna proteinem XPA (xeroderma pigmentosum A). Nasledna vazba proteinu RPA
(replication protein A) chrani DNA pied syntézou chybé&jiciho fetézce pomoci 6 nebo &
misto. Dosyntetizovany fetézec je v koneéném kroku spojen DNA ligazou 1 (LIG1)
(Friedberg 2001).
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Obr. 6: Princip opravného systému vystiizenim nukleotidu NER (Friedberg 2001).
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1.1.4.1.4 Mismatch repair (MMR)

MMR je mechanizmus opravy pouzivany pii replikaci DNA. Princip mechanizmu
opravy mismatch repair je popsan v obrazku 7. Jeho funkci je vyhledani nesouhlasicich
parti bazi (mismatch) pfi chybném zatazeni nukleotidu polymerdzou béhem replikace
DNA. K opravé této mutace je vyuzit matricovy fetézec a podle jeho sekvence je DNA

s mutaci opravena. Rozeznani matricového fetézce je mozné podle methylace sekvence.

Vyhledani nesouladu v sekvenci a iniciace MMR je zprostfedkovana vazbou
heterodimeru MutSa (MSH2 a MSH6) pii opravé 1 nukleotidu nebo MutSB (MSH2 a
MSH3) vice nukleotidi. Heterodimer MutSo po vazbé na DNA aktivuje heterodimer
MutLa (Mlh1/Pms2), ktery s nim interaguje. MutSa dale projde konfromacni zménou
zavislou na ATP a spolecné s navazanym heterodimerem MutLa ziskava schopnost
pohybu po DNA fetézci v obou smérech. Komplex MutSa po nalezeni neshody
(mismatch) stimuluje aktivitu 5" -- 3" nebo 3" -- 5" exonukleazy 1 (Exol), ktera vystépi
usek noveé syntetizovaného vldkna mezi konci (nicky). Navazany protein PCNA
(proliferujici nuklearni antigen) ma funkci zavedeni DNA polymerazy do fetézce. DNA
je také chranéno pted nukleazami pomoci RPA. Po odstranéni chybného parovani je
fetézec dosyntetizovan polymerdzou iniciujici replikaci na proteinu PCNA. Retézec je
po opravé mismatch spojen ligdzou 1 (LIG1) (Jeppesen et al. 2011, Martin a Scharff
2002).
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Obr. 7: Princip a zastoupeni proteinii a enzymt opravného mechanizmu mismatch

repair (ptevzato z dxy 2010).

28



Diplomova prace Michal Rataj 2013

I.1.4.2 Oprava dvouietézcovych zlomi

Pti vzniku dvouietézcového zlomu je aktivovana fada proteina s funkci ochrany DNA
V mist¢ zlomu a jeji pfipravy K aktivaci opravnych mechanizmi. Dalsi proteiny jsou
dilezité v regulaéni funkci, spravné reakci buiikky na poSkozeni DNA. Dulezitou funkci
v mechanizmu iniciace opravy DSB ma MRE11/Rad50/NBN komplex, ktery funguje
jako senzor pro DNA dvouietézcové zlomy. Utastni se DNA rekombinace, udrzby a
integrity telomer, fizeni kontrolniho buné¢ného cyklu a svoji ilohu ma také pii meioze.
V piipad¢ poskozeni tohoto primarniho mechanizmu vznikd zdvazné onemocnéni (viz

kapitola 2) (Varon et al. 1998, Trujillo et al. 1998, Carney et al. 1998).

1.1.4.2.1 MRE11

MREI11 je protein o délce 708 aminokyselin. Ve své struktuie obsahuje amino—
termindlni  fosfoesterdzovou doménu, kterd mé& jedno— 1 dvoufetézcovou
endonukledzovou a také 3'-5’dvoufetézcovou exonukledzovou aktivitu. Dal§imi
dalezitymi ¢astmi proteinu MREI1 jsou DNA vazebné domény A a B. Doména A je
umisténa ve stfedu proteinu a doména B na C—terminalni Casti. Na MREI1 se vazi
svymi doménami Rad50 a nibrin (NBN, popis struktury proteinu nibrinu viz kapitola
1.3.2) (Bosch et al. 2003).

1.1.4.2.2 Rad50

Rad50 patti do komplexu MRE11/RAD50/NBN a opravy DNA dvoufetézcovych
zlomu. Tento protein byl nalezen u Saccharomyces cerevisce (pivni kvasinky) a bylo
zjisténo, ze homolog tohoto proteinu je pfitomen u dalSich organizmi a také u ¢lovéka
se stejnou funkci (Trujillo et al. 1998). Rad50 se sklada z dvou Walker A a B motivt
vazajicich DNA, MRE11 a ATP (adenosintrifosfat), z které ziskava energii na zménu
konformace. Na Walker motivech jsou navdzany dvé Sroubovice, jez mezi sebou nesou

doménu CXXC (zinc finger protein) s cysteinovymi zbytky (Bosch et al. 2003).
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1.1.4.2.3 Komplex MRE11/RAD50/NBN (MRN)

MRE11/Rad50/NBN komplex se sklada z dimeru MRE11, dvou molekul Rad50 a
dvou molekul nibrinu. Nibrin je vazan k MRE11 doménou na C-terminalni ¢asti
proteinu spoleéné s doménou vazajici ATM (Duriova 2012). Rad50 je v komplexu
vazan na MRE1l doménou na amino- i C—termindlni ¢asti (William et al. 2010,
Cmielova et al. 2010). Funkce komplexu je detekce a lokalizace dvoufetézcového
zlomu, aktivace reakce na poSkozeni integrity DNA, mechanicka ochrana pted
nukleazami, udrzeni koncti zlomu v tésné blizkosti a jejich uprava pro dal$i postup
opravy. Lokalizaci zlomu a transport do mista zajistuje protein nibrin po aktivaci
kindzou ATM, ktery se vdze na fosforylovany histon YH2AX (Lammens et al. 2011,
lyer et al. 2011).

ATM je proteinova kindza, ktera patii do rodiny PI3/PI4 kindz se serin/threonin
kinazovou aktivitou. Jeji hlavni funkci je aktivace proteini fosforylaci aminokyselin
serinu a threoninu. Rodina téchto PIKK kinaz ma spole¢né domény FAT a FATC.
V doméné FAT je piitomna aminokyselina Ser1981, ktera je nezbytna v autofosforylaci
ATM kinazy. Doména FACT je u ATM aktivacnim a regulacnim mistem pii vazbé na
histony v blizkosti dvoufetézcového zlomu. Pikk kinazy dale obsahuji PI3K doménu,

ktera je katalytickym mistem rodiny (Jiang et al. 2006, Strouhalova 2007).

ATM reguluje signalni kaskady faktort Chk (Checkpoint kinasa) v kontrolnich
bodech bunééného cyklu, DNA opravy a apoptozy. ATM také aktivuje nadorové
supresory p53 a BRCA, faktory opravy DNA Rad50, Rad51, GADDA45 (ochrana pied
dalSim poSkozenim DNA), signalizacni molekuly, faktory dilezité pro preziti bunky
SMC-1 (strukturalni udrzba chromozoémi-1) a histon H2AX (Pejchal et al. 2009,
Kobayashi 2004, Durisova 2012).

Komplex MRN ma vsak schopnost vazat DNA i bez pfitomnosti ATM a z toho

vyplyva, Ze je samostatnym indikatorem dvoutetézcovych zlomu (Pejchal et al. 2009,
Duri$ova 2012).

Za ochranu a vazbu DNA v misté¢ zlomu je zodpoveédny protein Rad50 po vazbé
komplexu na DNA. Na Walker motivy Rad50 se vaze ATP a vyvolava rotaci kolem
DNA zlomu. Tato zména ma funkci mechanické ochrany fetézce pred poSkozenim a

vazby protéjsiho proteinu Rad50 pomoci CXXC domény (zinc finger protein)
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obsahujici cysteinové zbytky vazajici se k iontu zinku. Spojeni CXXC domén
pfitomnych na Sroubovicich (coiled—coil) ¢ty molekul Rad50 mezi obéma komplexy

MRN zabranuje oddaleni konci DNA ve zlomu.

koncti ptsobenim nukledzy MRE11. MREIl ma exonukleazovou a SSDNA
endonukleazovou aktivitu. Enzym odstranuje zbytky poskozenych nukleotidi a

umoznuje tak dalsi prubéh opravy (Lammens et al. 2011, lyer et al. 2011).

1.1.4.2.4 Primarni odpovéd’ na vznik dvouretézcovych zlomu

ATM pfitomna v jadfe ve formé dimerti se aktivuje autofosforylaci na aminokyseling
Ser 1981 na aktivni monomery. V pfitomnosti dvoufetézcovych zlomt je pomoci ATM
zprostifedkovana odpovéd’ na poruSeni integrity DNA. V misté zlomu se ATM objevuje
prvni a vytvafi zde tzv. fokus. Fokus je misto v blizkosti zlomu, kde probihd spole¢né
fosforylace histonu H2AX a nasledné véazani proteini ATM, BRCAI, komplexu
MRE11/Rad50/NBN a dalsich, které iniciuji opravu dvouretézcového zlomu. Pribéh
primarni odpovédi popisuje obrazek 8. Primarni odpovéd ma za ukol aktivaci
opravnych mechanizmi NHEJ (nonhomologni spojeni konc) a HR (homologni
rekombinaci) (Bosch et al. 2003, Pejchal et al. 2009, Strouhalova 2007, Durisova 2012,
Peskova 2008).

Obr. 8: Prubéh primarni reakce na vznik dvouietézcového zlomu (Bosch et al. 2003).
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1.1.4.2.5 Homologni rekombinace (HR)

HR je systém bezchybné opravy dvouietézcovych zlomi, pouzivany u
prokaryotickych 1 eukaryotickych organizmti. Pribéh a zapojeni proteinti v opravé
dvoutetézcovych zlomt v mechanizmu homologni rekombinace popisuje obrazek 9. HR
se uplatiiuje v opravé DNA u mitotickych buné€k, v udrzbé¢ telomer nebo crossing overu
homolognich chromozoémi. Tyto mechanizmy jsou pozorovany ve studiich
s kvasinkami Saccharomyces cerevisiae, u kterych je studium téchto déjt jednodussi a
pfistupnéjsi v porovnani s mnohobunéénymi organizmy (Peskova 2008). Homologni
rekombinace pouziva kopravé poskozeného chromozomu druhy homologni
chromozoém. Je to velmi presny systém, ktery je schopen opravovat rozsahlé poskozeni
DNA. U vys8ich ecukaryot se vyuziva az v ptipadé velkych defekti (zlomy
chromozémil) neopravitelnych jinymi mechanizmy opravy. Tento opravny systém
probiha v pozdni S fazi a G2 fazi buné&tného cyklu. K jeho provedeni je nutné, aby

chromozomy byly kondenzovany a mohla prob&hnout rekombinace (Kucera 2011).

1.1.4.2.5.1 Faze presynapticka

Po vzniku dvoufetézcového zlomu jsou konce DNA detekovany pomoci komplexu
MRE11/Rad50/NBN, ktery je do mista DSB transportovan pomoci nibrinu. Spole¢né s
timto komplexem se vaze kinaza ATM (ataxia telangiectasia mutated) interagujici
s nibrinem a iniciujici start opravy HR. Vazba komplexu MRE11/Rad50/NBN chrani
DNA pred degradaci. Pomoci Rad50 jsou oba konce pfidrZzovany v t€sné blizkosti tak,
aby mohl probihat dalsi krok opravy. Konce DNA ve zlomu jsou upraveny pomoci
navazané nukledzy MREI1. Poté je ssDNA stabilizovana a chranéna pomoci RPA
(replication protein A). Tento protein je postupné nahrazovan proteinem Rad51, za
ptitomnosti Rad52 interagujiciho s obéma proteiny a umoziujiciho tak rovnovahu mezi
vazbou RPA a Rad51 na DNA. Oba proteiny mezi sebou soupeti o vazebné misto na
ssDNA. Rad51 zavisly na ATP vytvafi presynaptické vlakno, jez ma funkci drzet
sSDNA v natazeném stavu, a tak umoznit spojeni obou molekul DNA. V presynaptické
fazi se jesté uplatiiuje protein Rad54, ktery stabilizuje vlakno (Peskova 2008, Zalesak
2010).
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1.1.4.2.5.2 Faze synapticka

Faze synapticka je charakterizovana pfipojenim upravené ¢asti DNA se zlomem a
navazanymi proteiny k homolognimu chromozomu, ktery je templatem pro opravu
dvoufetézcovych zlomu (Zalesdk 2010). Protein Rad54 interagujici s Rad51 je nutny
k vyhledavani homologniho mista. Pokud neni na daném misté nalezena homologni
sekvence, proces probiha dale az do jejiho nalezeni (Peskova 2008). Dalsi krok
podminuje Rad51 a presynaptické vlakno s energii dodavanou z ATP. Vznika tzv. D—
smycka, kde probihéd parovani homolognich usekti DNA (Zalesak 2010).

1.1.4.2.5.3 Faze postsynapticka

Posledni faze homologni rekombinace je faze postsynapticka. Je to vlastni resyntéza
poskozené DNA podle templatu homologniho chromozému (Zalesdk 2010). Postupné
vlozeni ssDNA do homologie s druhym chromozémem vznika struktura D—loop (D-
smycka). Spojeni obou molekul DNA dosahne uplné délky synaptického vldkna a je

iniciovana syntéza pomoci polymerazy na 3'—konci (Peskova 2008).

Syntéza probiha dvéma zplsoby. Prvnim zplsobem SDSA (Synthesis Dependent
Strand Annealing) je syntéza jedné strany fetézce podle templatu. Tento produkt se od
templatu oddéli a mimo homologni chromozém se dosyntetizuje druhd strana fetézce
DNA molekuly. Spojeni fetézcii je zprostfedkovano pomoci ligazy. Ligace na druhy
konec probiha diky 3" konci. SDSA se pouziva pii mitotické rekombinaci, kde neni

zadouci vyména chromatid.

V druhém zplsobu DSBR (Double Strand Break Repair) probiha syntéza obou stran
Sroubovice na templatové molekule. Po dosyntetizovani vznikd tzv. Holliadayova
struktura, ktera je Stépena. Podle zpisobu oddé€leni probéhne crossing over a oba
chromozdémy maji tedy Cast noveé nasyntetizovanou a druhou ¢ast ptivodni templatovou.
V druhém ptipadé vyména chromatid nenastane. DSBR se vyuziva v meiotické

rekombinaci, kde je crossing over zadouci (Duridova 2012, Zalesak 2010).
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Obr. 9: Princip opravy dvoufetézcovych zlomu - homologni rekombinace (HR)

(ptevzato z dxy 2010).
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1.1.4.2.6 Nehomologni spojeni koncii (NHEJ)

NHEJ je primarni mechanizmus opravy dvouietézcovych zlomi DNA, které jsou
preruseny ve fosfodiesterové vazbé. Princip opravy nehomologniho spojeni konct
popisuje obrazek 10. NHEJ je nejpouzivanéj$im systémem opravy dvouietézcovych
zlomt u vyssich eukaryot a je velmi rychlym zptisobem opravy. Zpiisobuje vsak riziko
vzniku inzerce nebo delece. Diky jednoduché ligaci neni v tomto piipadé nutnd
ptitomnost homologni sekvence, jako je tomu u homologni rekombinace (HR). Je tedy
mozné tento systém opravy uplatnit ve vSech fazich bunééného cyklu, nejvice vsak
v G1 fazi (46). NHEJ probiha ve ¢tyfech krocich: 1. vazba konctit DNA, 2. pfemosténi,

3. terminalni zpracovani a 4. ligace.

Iniciace NHEJ je spusténa vazbou helikdizy WNR (Werner syndrom helikaza)
rozvoliiujici vodikové vazby a heterodimeru Ku70/80. Tento heterodimer se ucastni
ochrany konctit DNA zlomu, ligace a aktivace DNA proteinkinazy (DNA—PK). Kinaza
DNA-PKs se vaze v misté¢ zlomu a fosforyluje nukledzu Artemis, ktera upravi konce
fetézcl. Vznikaji tak malé piesahy od 1-6 part bazi (Kucera 2011, Markovski 2007).
Poté se kiizem na DNA vazi proteiny XRCC4 a tvoii terminalni konce fetézcl v misté
zlomi, které jsou nutné k ligaci (Markovski 2007). Jedna z polymerazy p, A a § doplni
chybéjici nukleotidy a v koneéném kroku komplex XLF-XRCC4-DNA ligaza IV
spojuje konce fetézci. Protein XLF ma v tomto komplexu regulaéni funkci (Kucera
2011).

Ku 70/80, DNA-PK a ATM se ucastni vazby poskozeného konce DNA, interakce
s dalsimi proteiny a aktivace zastaveni bunéného cyklu. Alternativni cestou
identifikace a upravy DNA dvoufetézcovych zlomi je vazba komplexu
MREI11/Rad50/NBN. Tento komplex se vaze k Ku70/80 a DNA-PK. (DNA-PK) a
upravuje konce zlomu. Odstrafuje nepotfebné struktury na koncich zlomid jako

napiiklad 5—hydroxyl, 3"—fosfoglykolat... (Kucera 2011, Markovski 2007).
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DSB Repair by Non-Homologous End Joining
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Obr. 10: Princip opravy dvouietézcovych zlomi NHEJ (pfevzato z dxy 2010).
Na obrazku je také zakreslena alternativni cesta opravy HNEJ za pfitomnosti proteini

PARP1, ve které neni zastoupen komplex MRE11/Rad50/NBN.
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1.2 Syndromy chromozomalni nestability

Syndromy chromozomalni nestability jsou genetickd onemocnéni s autozomalné
recesivni dédi¢nosti. Tato onemocnéni jsou zplisobena mutacemi v genech pro proteiny
ucastnici se riznych mechanizmt opravy DNA popsanych v kapitole 1.1.4. Ze spole¢né
funkce téchto proteini udrzujicich integritu genomu vyplyva, Ze v pfipad¢ jejich
poskozeni vznikaji u vSech syndromii chromozomalni nestability podobné fenotypové

znaky. Tyto spole&né fenotypové projevy syndromi jsou (Cepovéa 2004):

1) poruchy imunitniho systému s opakovanymi zanéty

2) poskozeni a poruchy funkce bronchu diky opakovanymi infekcim
3) poruchy ve vyvoji pohlavi a sekundarnich pohlavnich znaki

4) rizné stupné mentalni retardace

5) riistové poruchy

6) predispozice k malignitam

7) reakce na UV, ionizujici zafeni a na n€ktera 1é¢iva

Tabulka 1 popisuje seznam nejcastéji se vyskytujicich syndromt chromozomalni
nestability. Tyto syndromy se od sebe odlisuji jak pfi¢inou vzniku, tak i znaky, které
jsou pro né specifické a nepatii do projevi spolecnych pro syndromy chromozomalni

nestability.

Tab. 1: Syndromy chromozomalni nestability a jejich frekvence v celosvétové populaci
(Cepova 2004).

Syndromy chromozomalni nestability Frekvence v populaci
Ataxie teleangiektazie 1:30 000-1:100 000
Bloomtv syndrom 1:1 000 000-1:2 000 000
Fanconiho anémie 1:300 000

Nijmegen breakage syndrom 1:60 000-1:70 000
Werneriv syndrom 1:2 000 000-1:3 000 000
Xeroderma pigmentosum 1:1 000 000
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1.2.1 Ataxie teleangiektazie

Ataxie teleangiektazie je zplsobena mutaci v genu ATM, kterd je pti¢inou poruchy
regulace odpovédi buitky na vznik zmén v DNA. Gen ATM se nachazi na chromozomu
11 vlokusu 11g22-23. Onemocnéni Se projevuje poskozenim tkani v raném véku
pfedevS§im nervové soustavy a mozku, coZz zpusobuje poruchu koordinace pohybu
(ataxie). Choroba se dale projevuje viditelnymi, zvétSenymi cévami na kazi
(teleangiektazie) a v détském veéku riznym stupném demence, opozdénim chize,

abnormalnimi pohyby oéi a dal§imi znaky (Cepova 2004, Adam et al 2011).

1.2.2 Bloomiiv syndrom

Bloomuv syndrom je onemocnéni patiici do skupiny chromozomalnich nestabilit.
Jedna se o mutaci v genu BML na chromozomu 15 v lokusu 15q26.1, ktery koduje
protein RecQ helikazu zapojenou v opravé DNA a udrzujicich integritu genomu. Funkci
ma také pii homologni rekombinaci ovlivnénim vymény sesterskych chromatid. Mezi
fenotypové projevy syndromu patii fotosenzitivita, tvorba malignit, poruchy organi a
nizka porodni hmotnost novorozenct S naslednym ristovym deficitem, ktery se miize
objevit uz v prenatdlnim obdobi. Dale je patrné zarudnuti kize (exantém) a

teleangiektéazie v obli¢eji (Cepova 2004, Cheok et al. 2005, Kee a D’ Andrea 2012).

1.2.3 Fanconiho anémie

Fanconiho anémie se projevuje uZ prenatalné a v raném véku. Pfi¢inou nemoci je
mutace Vv systému opravy DNA a odstraniovani volnych radikal. Postizeny jsou geny
kodujici proteiny FANC-A, C, E, F, G a L (Fanconi anemia, complementation group).
V prenatdlnim v€ku se objevuji vyvojové abnormity organovych soustav z divodu
chromozomalni nestability. Jedinci stimto onemocnénim maji vyS$i predispozici
k malignitam, a také selhani kostni dfené s pancytopenii. Pfitomna je mikrocefalie

s malymi Usty a oénimi §térbinami (Kee a D"Andrea 2012).
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1.2.4 Werneriiv syndrom

Pfi¢inou Wernerova syndromu je mutace v genu kdédujicim DNA helikazu (WRN)
patfici do skupiny RecQ helikdz spole¢né s helikdzou u Bloomova syndromu. Tento
protein ma funkci rozvolnéni Sroubovice pii opravé dvouietézcovych zlomu a
odstranovani struktur na DNA jako napiiklad Hollidayovy struktury nebo DNA pfevisi
vzniklych béhem opravy. Werner syndrom je onemocnéni zpisobujici predCasné
starnuti. Vznikaji kozni zmény, katarakta a podkozni kalcifikace s piedcasnou
ateroskler6zou. U pacientli se objevuji malignity a diabetes mellitus (Huang et al. 2006,
Yu et al. 1996). Postizeny jsou také zlazy, které sekretuji nadmérné mnozstvi produkti.
Tento projev je patrny u hypofyzy, pankreatu nebo §titné Zlazy. Mutace je pfitomna na 8

chromozému v lokusu 8p12—p11.2 (Cepova 2004).

1.2.5 Xeroderma pigmentosum

Xeroderma pigmentosum je onemocnéni zpusobené mutaci v genech proteinli
ucastnicich se opravy DNA. U onemocnéni xeroderma pigmentosum je popsano 8 typl
tohoto onemocnéni: XPA-G (xeroderma pigmentosum A-G) a variantni typ XPV

(xeroderma pigmentosum V). Kazdy z typt je zpisoben mutaci jiného proteinu:

1. typ A — (XPA)

2. typ B — (ERCC3) - (excision repair cross-complementing rodent repair deficiency,
complementation group 3)

3. typ C — (XPC)

4. typ D — (ERCC2)

5. typ E — (DDB2)

6. typ F — (ERCC4)

7.typ G — (ERCC5)

8.typ V — (POLH)
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Fenotypovymi projevy u tohoto syndromu jsou citlivost vi¢i UV zafeni, které
zpusobuje u pacientd kozni nadory v raném vé€ku. Jedinci s Xxeroderma pigmentosum
jsou citlivi na slune¢ni zéieni a v ptipad¢ vystaveni kiize na slunci, vznikaji popaleniny
a tzv. xeroderma (sucha pokozka) s pigmentacemi. Zmény se také projevuji Vv
centralnim a perifernim nervovém systému predevsim poskozenim oéi (Cepova 2004,

Cleaver 1990).

1.2.6 Nijmegen breakage syndrom (NBS)

Nijmegen breakage syndrom je onemocnéni, které bylo popsdno v nizozemském
Nijmegenu v roce 1981. Jednalo se o chlapce s mikrocefalii, poruchou ristu a vyvoje,

deficitem IgA a chromozomalni nestabilitou (Chrzanowska 2012).

NBS patii do skupiny autozomalné recesivnich onemocnénich chromozomalni
nestability spoleéné s xeroderma pigmentosum, Bloomovym syndromem, Fanconiho
anémii, Wernerovym syndromem a ataxii teleangiektazii (Varon et al. 1998). Syndrom
vznikd v dasledku mutace v genu NBS1, z které¢ho je preklddan nefunkcni protein
nibrin. Nibrin je spole¢n¢ s MRE11, Rad50 zapojen do opravy dvoufetézcovych zlomu
DNA popsané v kapitole 1.1.4.2. Gen NBS1 a protein nibrin jsou podrobné rozebrany
v kapitole 1.3.

Klinické projevy syndromu se projevuji u jedincii S homozygotnim genotypem
mutace. Mirné projevy syndromu se mohou objevit i u jedinc s heterozygotnim

genotypem a to zvySenym rizikem vzniku malignit (Seemanova et al. 2007).

Nijmegen breakage syndrom je charakterizovan progresivni mikrocefalii a ristovou
retardaci. Tyto fyzické zmény zpisobené mutaci v genu NBS1 jsou znakem syndromu
hned po narozeni ditéte. Mikrocefalie je patrna u 75 % novorozenci hned po porodu
nebo se vyvine béhem prvniho roku Zivota. Rlstova retardace se projevuje menSim
vzrastem po porodu, ale riist v postnatalnim obdobi je normalni. Podle téchto symptomu
je diagnostikovan fenotyp syndromu a pro potvrzeni diagnézy je indikovana detekce

mutace v genu NBS1.
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Dalsimi projevy v pribéhu zivota jsou cCasté infekce dychaciho ustroji, infekce
gastrointestindlniho  traktu a mocové soustavy Zzdivodu imunodeficience.
Imunodeficience je disledkem poruchy syntézy imunoglobulini pii J (V) D
rekombinaci v lymfocytech, zpisobené mutaci v genu NBS1 a nefunk¢nosti nibrinu v
opravé fyziologicky vzniklych dvouietézcovych zlomi. Oprava dvoutetézcovych zlom
je popsana v kapitole 1.1.4.2. Objevuje se snizend inteligence, mirnd az stfedni
demence. U Zen je piitomny zanik vaje¢nikii a z toho vyplyvajici pfedéasna ovarialni
insuficience. Casto je pfitomna hyper— nebo hypopigmentace. Naopak u jednotlivych
ptipadti byl popsan rozvoj hydrocefalu, polydaktylie, rozstépy rtu a patra, patologie
organt a pohybového aparatu (Concannon a Gatti 2011). Pisobeni mutace na fenotyp

jedince popisuje obrazek 11.

Nijmegen Breakage Syndrome

+
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DA double strand breaks (DSB)
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of Ig and T-cell - meiotic
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Obr. 11: Pasobeni mutace v genu NBS1 a Nijmegen breakage syndromu na fenotyp

jedince (Digweed a Sperling 2004).
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Na obrazku je popsana cesta plsobeni mutace dvoufetézcovych zlomi. Poruchy
rekombinace genl pro receptory T-lymfocytl, opravy DNA a meiotické rekombinace
jsou prfi¢inou poruch systému imunity, komplexity DNA, kontrolnich bodi bunécného
cyklu a meiozy. Diisledkem je rozvoj infek¢nich onemocnéni, poruch reprodukce, vznik

malignit. ..

Pacienti s Nijmegen breakage syndromem maji vysoké riziko vzniku malignit jiz
Vv nizkém véku kolem 7 let. Tyto malignity jsou poté léCeny chemoterapii nebo
radioterapii, na kterou jsou tito pacienti citlivi tvorbou sekundarnich nadori. Je tedy
nezbytné diagnostikovat mutaci pfed 1écbou a zabranit tak zhorSeni stavu nebo Umrti
pacienta (Seemanova 2000). U 40 % pacientt s NBS se nadorové onemocnéni objevi
do 21 let (Jiachun et al. 2006). Lymfomy jsou nejvice zastoupeny az u 50 % jedinct do
15 let, kde v nejvétsi mife vznikaji B lymfomy oproti vyskytu T lymfomu. Dale se také
objevuji solidni tumory (meduloblastom, gliom a rabdomyosarkom...) (Seemanova

2000, Concannon a Gatti 2011).

Oblicejove projevy syndromu jsou patrné na obrazku 12. Mezi tyto znaky patii Sikmé
¢elo, ustupujici Celist, velké usi a nos, a také mongoloidni zeSikmeni o¢nich S$térbin.

Tyto znaky se v prib¢hu véku prohlubuji a zhorsuji z divodu postupujici mikrocefalie.
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Obr. 12: Nijmegen breakage syndrom - mikrocefalie s napadnymi rysy v obliceji
(Chrzanowska et al. 2012).

Pro zjisténi rozsahu nemoci u pacientd s Nijmegen breakage syndromem se pouziva

hodnoceni vySetfenim:
imunitniho a endokrinologického stavu
stupn€ mentalniho postiZeni
obvod hlavy
historie ozafovani
rodinna anamnéza rakoviny

Snahou o zmirnéni nasledkti a prodlouzenim Zzivota pacientd V piipad¢ prokazani
mutace a rozvoje NBS je lécba klinickych projevii syndromu. Lécba je mifena na
udrZeni imunitni odpovédi a antimikrobidlni ochrany poddnim ATB (antibiotik) a IVIG
(intravendzni imunoglobuliny). IVIG jsou indikovany z divodu imunodeficience pfi
poruse tvorby imunoglobulinii. Jako podpora pfi chromozomalni nestabilité je podavan
vitamin E a kyselina listova, pro lepsi vyvoj jader a DNA v délicich se builkach
(Seemanova 2000, Concannon a Gatti 2011).
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1.3 NBS1 gen

1.3.1 Charakteristika genu NBS1

Historie genu NBS1 a nasledn¢ translatované bilkoviny nibrinu je datovana od roku
1998, kdy byl gen i protein popsan v ramci price Raymonda Varona. Druhym
objevitelem nibrinu byl James P. Carney, ktery ho nazval p95. Az pozdé¢ji se
porovnanim obou vysledka zjistila shoda mezi pracemi R. Varona a J.P. Carneye

(Varon et al. 1998, Carney et al. 1998).

Varon ve své praci popsal gen NBS1 o velikosti 51 kb (Varon et al. 1998). Gen
obsahuje 16 exond, 15 intrond a jeho umisténi je na dlouhém raménku chromozému 8
v lokusu 8g21.3 (Huret 2002, Pohlreich et al. 2012, Jiachun et al. 2006, Carney et al.
1998). Umisténi genu je graficky zndzornéno na obrazku 13. Pocatek je zmapovan od
90945564 az do 90996899 bp od pter (konce kratkého raménka chromozému). Pii
transkripci vznikaji dva mRNA produkty o velikosti 4,4 kb a 2,6 kb (Huret 2002, Varon
et al. 1998). Exprese genu je pfitomna ve vét§ing tkani, avSak ve vétsi mife se objevuje
v proliferujicich bunikéch lymfatické tkan€ nebo kostni dienég, ale také mozku, déloze,
pankreatu, prsnich Zlazach, ledvinach, plicich a dalSich tkanich (Carney et al. 1998,
Geneatlas 2009). Vyssi exprese genu je také v mistech spojenych s rekombinaci, jako

jsou napfiklad varlata (Huret 2002).
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Obr. 13: Chromozom 8 s lokusem g21.3 (pievzato z GeneCards 2013)

44



Diplomova prace Michal Rataj 2013

1.3.2 Nibrin — struktura a funkce proteinu exprimovaného z NBS1 genu

Nibrin (NBN, p95, ATV, NBS, NBS1, AT-V1, AT-V2...) je protein skladajici se
z 754 aminokyselin s pfedpokladanou molekulovou hmotnosti 84 kDa. Redlna
molekulova hmotnost detekovana pomoci SDS-PAGE je 95 kDa. Protein je ptitomen
intracelularné v jadfe bunék V blizkosti chromozému, telomer a také v misté
fyziologického nebo patologického poSkozeni fetézce DNA dvouietézcovymi zlomy. Je
zapojen do mechanizmt opravy dvouietézcovych zlomit HR a NHEJ, které jsou
popsany v kapitole 1.1.4.2 (Huret 2002, Maurer 2010, Pohlreich et al. 2012, Jiachun et
al. 2006, Carney et al. 1998).

Funkéni ¢asti proteinu jsou dvé dulezité domény umisténé na amino-terminalni ¢asti
proteinu. Jejich funkce neni pfesné definovédna, protoze nibrin je nejméné popsanym
proteinem v komplexu MRE11/Rad50/NBN. Funkce nibrinu a komplexu MRN je
popsana v kapitole 1.1.4.2.3.

Jak popisuje obrazek 14, mezi domény proteinu nibrinu patii doména FHA (fork—
head associated), ktera se zapojuje do interakce s dalsimi proteiny, jako specificka
doména vazajici fosfatové zbytky (Bosch et al. 2003, Cerosaletti a Concannon 2003a).
Druhou doménou na aminoterminalni ¢asti je BRCT (BRCA C—terminal domain), ktera
je rozdélena na dvé BRCT 1 a BRCT 2 domény umoziujici meziproteinové interakce.
Obé domény jsou velmi dulezité v procesu nalezeni a vazby histonu YH2AX v misté
zlomu, ale také Vv systému regulace bunééného cyklu interakci s Chk2 a SMC-1
(Durocher a Jackson 2002, Kobayashi 2004, Cerosaletti a Concannon 2003b). Domény
se spole¢né objevuji pouze u nibrinu. Jak vyplyva z prace (Cerosaletti a Concannon

2003a) spolecné spolupracuji na fyziologickych funkcich nibrinu.

Nibrin dale obsahuje vazebné domény na C-terminalni Casti proteinu, které jsou
dilezité pro vazbu MREI11 v komplexu MRN a interakce s ATM. Na strukturu
komplexu MRN a umisténi nibrinu je poukdzdno na obrdzku 15. Potranslacni
modifikaci nibrinového proteinu je fosforylace pomoci ATM na serinovych molekulach
V centralni Casti proteinu (serin 278, 343, 397). Tyto molekuly jsou aktivaénim mistem
proteinu NBN (Bosch et al. 2003, Trujillo et al. 1998, Maurer 2010, Cerosaletti a

Concannon 2003a).
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A

Obr. 14: Molekula proteinu nibrinu s graficky znazornénymi funkénimi doménami a

vazebnymi misty (William et al. 2010).

Obréazek A popisuje strukturu jednotlivych domén FHA a BCRT1 na amino-termindlni
¢asti proteinu. Tyto domény jsou poté na obrazku B zjednoduSené nakresleny spole¢né

s vazebnymi doménami pro MRE11 a ATM.

Obr. 15: Struktura komplexu MRE11/Rad50/NBN a pfipojeni nibrinu (viz. NBS1)
(William et al. 2010).
Komplex MRN s vyznacenymi ¢leny MREI11, Rad50, nibrin a barevné odliSenymi

doménami.
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I.3.3 Genetické polymorfizmy a mutace v NBS1 genu

Sekvence genu NBS1 obsahuje mnoho polymorfizmt nezasahujicich do fyziologické
funkce nibrinu, na rozdil od mutaci zapficinujicich vznik syndromu Nijmegen breakage
(viz kapitola 1.2.6). Mezi nejvyznamnéjs$i polymorfizmy genu NBSI1 patii (Maurer
2010):

G—A v 2exonu
G—C v 5 exonu
T—C v 10 exonu
A—G v 13 exonu

Mutace vznikajici v genu NBSI1 jsou pficinou nefunkénosti proteinu nibrinu
V mechanizmu opravy dvouietézcovych zlomu, o jejimz principu pojednava kapitola
1.1.4.2. Nejvyznamnéj$i mutace jsou vypsany v tabulce 2. Dusledkem téchto zmén je
neschopnost proteinu nibrinu reagovat na vznik dvoufetézcovych zlomt v DNA,
z ¢ehoz vyplyva rozvoj syndromu Nijmegen breakage. Mutace muize zpusobit pieloZzeni
sekvence do zkracené formy proteinu nebo zptsobit zménu v sekvenci domén FHA a
BRCT. V obou ptipadech protein ztraci schopnost interakce s nékterymi proteiny nebo
schopnost lokalizace dvouietézcového zlomu a vazby na histon yH2AX. Funkce nibrinu
a jeho domén jsou popsany v kapitolach 1.1.4.2.3 a 1.3.2 (Kobayashi et al. 2004,
Kobayashi 2004, Maurer 2010).
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Tab. 2: Nejcastéjsi mutace v genu NBS1 (Maurer 2010).

Mutace Zmény v nukleotidové Exon
sekvenci

643C—T, R215W C—Tv 643 6
657del5 657-661del ACAAA 6
681delT 681-682del T 6
698del4 698-701del AACA 6
742insGG 742-743ins GG 7
835del4 835-838del CAGA 7
842insT 842-842ins T 7
900del25 900-924del 25 8
976C—T, Q326X C—-Tv 976 8
1089C—A, Y363X C—A v 1089 9
1142delC 1142-1143del C 10

Nejvyznamnéj$i mutaci ve stiedni a vychodni Evropé a tedy i Ceské republice je
657del5, kde se objevuje snejvyssi frekvenci 1/177 (Varon et al. 2000). Spole¢né
s mutaci 657delS5 je také vyznamna substituce 643C—T. Frekvence téchto dvou mutaci
u slovanské populace je 1%. 657del5 je umisténa u pacientti s NBS na 8. chromozomu

v 6. exonu a lokusu 21. Sekvence wt alely a alely s mutaci 657del5 (Varon et al. 2000):
Wild type

CAG GAC GGC AGG AAA GAA AACAAATCT TCA AAG GGA AAACATTTA
Mutace 657del5

CAG GAC GGC AGG AAAGAAATCTTC AAAGGG AAAACATTT ATATTTT

Diky mutaci zpusobujici deleci péti nukleotidii v sekvenci genu NBS1 v pozici 657—
661 vznika nibrin-p70 (p70kDa) a aminoterminalni segment p-26 (26kDa). Odd¢leni
vazebnych domén od domén FHA a BCRT zptsobuje nefunk¢nost proteinu nibrinu a
komplexu MRN v opravé dvoutetézcovych zlomu. (Kobayashi et al. 2004, Demuth a
Digweed 2007, Maurer 2010). Na umisténi mutaci a disledek mutace 657del5 se

ztratou funkci je poukazano v obrazku 16.
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Obr. 16: Gen NBS s vyznacenymi mutacemi a nasledkem vzniku dvou fragmentd pii

mutaci 657del5 (Demuth a Digweed 2007).
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II. CILE PRACE

Navrhnout a zavést metodu fragmentacni analyzy pro vySetfeni mutace 657del5
(primery, koncentrace primerd, hofecnatych kationtl, DNA, Taq polymerasy, teplotni
profil PCR, atd), znaceni fluoroforem FAM pro analyzu na genetickém analyzatoru ABI
3130

Optimalizovat metodu real-time PCR pro vysetieni mutace 657del5 (vybér vhodnych

primert, poCty cyklt, vhodnot teplotniho profilu) v termocykléru LightCyler 1.2

Porovnat ob¢ metody z hlediska analytickych moznosti a vybrat vhodné&jsi pro

populaéni screening mutace 657del5

Pouzit vybranou metodu pro analyzu mutace 657del5 u 177 vzorki DNA ziskané
Z bunék bukalni sliznice a odhadnout populacni frekvenci heterozygotii a homozygotii

pro mutaci 657del5
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III. EXPERIMENTALNI CAST

I11.1 Prehled techniky a reagencii:

111.1.1 Technika

PCR termocyklér T3000 Thermocycler (Biometra)

Geneticky analyzator na bazi kapilarni elektroforézy ABI 3130 (Applied Biosystems)
Lamilarni box Trigon-plus MSC 12

Vortex BioVertex V1 (Biosan)

Termoblok, sucha lazen (Major Science)

Centrifuga Microfuge 18 (Beckman Coulter)

Automatické pipety 0,2 — 1000 ul (Finnpipette)

Real-time termocyklér LightCycler 1.2 (Roche)

Elektroforeticka vana se zdrojem (Owl)
I11.1.2 Spotiebni material

PCR zkumavky 200 pl

Plastové eppendorfské zkumavky 1,5 ml

Spicky kompatibilni s pouzitymi automatickymi pipetami
Odbérové tampony FlogSwabs (Copan Flock Technologies)

I11.1.3 Chemikalie a reagencie

111.1.3.1 I1zolace DNA (souprava QlAamp Blood Mini Kit, Qiagen):

- Proteindza Q (Qiagen)
- AL pufr (Qiagen)

- 96% ethanol

- AW1 pufr (Qiagen)

- AW2 pufr (Qiagen)

- AE pufr (Qiagen)
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111.1.3.2 PCR:

- Primery dle (Pardini et al. 2009) - (vyrobce Generi Biotech):

Reversni primer (657delRe) 10 pmol/ul: 5'—- TGAAATACGTTAACAACTACTG - 37
Forward primer (657delFW) 10 pmol/ul: 5= CCTTTTGAGTGTCAGATAGTC -3’

- Znaceny primer (Pardini et al. 2009):

Forward 10 pmol/ul: 5'— FAM (fluorescein) — CCTTTTGAGTGTCAGATAGTC -3’

- 10x pufr s obsahem 15 mmol/l MgCl, (Takara)
- dNTPs 2,5 mM roztok (Takara)

- MgCl; 25 mM roztok (Roche)

- Taq HS, koncentrace 5U/ul (Takara)

- Demineralizovana voda PCR kvality

- Plazmid se zaklonovanou ¢asti genu NBS1 s mutaci 657del5 (200 nukleotidt) (IDT)
I11.1.3.3 Gelova elektroforéza:

- Agaroza (Serva)

- Velikostni marker XIII (Roche)

- Ethidiumbromid 10 mg/ml (Merck)

I11.1.3.4 Kapilarni elektroforéza:

- HIDI formamid pro denaturaci amplikonu (Applied Biosystems)

- L1Z 500 fluorescencné znaceny velikostni marker (Applied Biosystems)

52



Diplomova prace Michal Rataj 2013

111.1.3.5 Real-time PCR:

- Primery (TIB MolBiol)
NBSI R 10 pmol/ul — 5" — AACCCCGTAATCACAGCCA -3’
NBS1 A 10 pmol/ ul — 5'—= ACAAAATCCCAAAATGAAATACGTT -3’

NBS1 S 10 pmol/pl — 5'—- CCCACCTCTTGATGAACCATCTAT -3’
NBS1 F 10 pmol/pul — 5= TTTTGAGTGTCAGATAGTCACTCCG -3’

- Sondy (TIB MolBiol)

Senzor NBS1 2 pmol/ul — 5" - TCCCTTTGAAGATTTGTTTTCTTTCC—FL

Anchor NBS1 2 pmol/ul — 5'— LC red 640-GCCGTCCTGACAGATCAACATTTT
TACTTC—PH

- Fast Start DNA Master 10x (Roche)
- MgCl; 25 mM roztok (Roche)

- Demineralizovana voda PCR kvality

111.1.3.6 Vzorky DNA

- Anonymizovand smésnd DNA bez mutace (wt/wt) pro Uucely optimalizace
fragmentacni analyzy a real-time PCR

- 177 anonymizovanych vzorktt DNA jedincu ze zdravé populace (BS1-BS177)

I11.1.3.7 Kontrolni vzorky DNA

- Referen¢ni vzorek heterozygota (M/wt) pro mutaci 657del5 (2. LF UK Motol, prof.
Seeman)
- Plazmid se zaklonovanou ¢asti genu NBS1 s mutaci 657del5 (200 nukleotidt) (IDT)
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Konfirma¢ni sekvenovani (provedl Doc. PharmDr. M. Beranek, PhD, FN Hradec

Kralové):
- Souprava BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
- Purifikac¢ni souprava QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)
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I11.2 1zolace DNA

Vzorky byly ziskany z plné krve v nesrazlivém roztoku (EDTA, experiment | a Il)

nebo ze stéru bukalni sliznice (experiment II).

111.2.1 1zolace DNA z pIné nesrazlivé krve

Pro izolaci DNA jsem pouzil kolonkovou metodu izolace na pevnou fazi (SPE) z plné
nesrazlivé krve s pouzitim kitu QIAamp DNA Blood Mini Kit od firmy Qiagen. Pred
samotnym provedenim izolace jsem si vytemperoval vzorky krve na laboratorni teplotu

a také predehial AE pufr na 70°C v suché lazni.

Vzorek (200 ul) jsem napipetoval do 1,5 ml eppendorfky. Ke vzorku jsem piidal 20 pl
proteinazy Qa 200 ul AL pufru pro uvolnéni DNA z leukocyti. Smés jsem nechal
inkubovat 10 minut pfi teploté 56 °C. Po prob&hlé inkubaci jsem ke vzorku pridal 200
ul 96% ethanolu a vzorek prelil do kolonky se sbérnou tubou a vlozil do centrifugy na 1
minutu pii 8000 ot/min. Vymyti kontaminujicich slozek jsem provedl s pouzitim 500 pl
AWI, 500 ul AW2 pufru a centrifugaci po dobu 3 minut pii 14 000 ot/min. Vzorek
jsem z kolonky eluoval do cisté 1,5 ml eppendofky pomoci 150 ul piedehiatého AE

pufru a centrifugace 1 minutu pti 8000 ot/min.

111.2.2 Extrakce DNA ze stéru bukalni sliznice

Stéry bukalni sliznice jsem provadél pomoci odbérového tampoénu FlogSwabs firmy

Copan Flock Technologies a DNA izoloval pomoci SPE metody.

Po stéru bukalni sliznice jsem tampon vlozil do eppendorfky s 400 pl PBS pufru
zchlazeného na 4 °C a nechal za obcasného vortexovani inkubovat po dobu 60 minut pii
pokojové teploté. Po uplynuti inkubacniho casu jsem odstranil tampon a do
eppendorfky ptidal 20 pl proteindzy Q skladované pii teploté 4°C, pro uvolnéni DNA.
Smés jsem inkuboval po dobu 10 minut pfi 56 °C. Dale jsem ke vzorku ptidal 400 pl

96% ethanolu a vortexoval.
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600 pl vzorku jsem poté pienesl na kolonu a centrifugoval 1 minutu pii 8000
ot/min. Opétnou centrifugaci jsem provedl se stejnou kolonou a ¢istou sbérnou tubou.
Pro vymyti nezadoucich latek ze vzorku jsem pouzil 500 ul AW1 a 500 ul AW2 pufru a
kone¢nou centrifugaci po dobu 3 minut pii 13 000 ot/min. Po centrifugaci jsem DNA
Z kolonky eluoval 30 ul AE pufrem pfedehiatym na 70 °C. Pro ziskani vét§iho mnozstvi

DNA z kolonky jsem provedl dvojnasobnou eluci.
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I11. 3 Popis provedenych experimenti pri detekci mutace 657delS

I11.3.1 Optimalizace metod fragmentaéni analyzy (EXPERIMENT I)

I11.3.1.1 Optimalizace podminek PCR pro amplifikaci ¢asti NBS1 genu

Optimalizaci podminek PCR jsem provedl za tc¢elem vyhledani nejlepSich podminek
pro pouziti PCR metody v detekci mutace 657del5. Optimalizace probihala s pouzitim
primert dle (Pardini et al. 2009) a master mixu optimalizovaného pro Taq HS
polymerazu Takara z hlediska objemu pouzitého pufru a dNTPs. SloZeni master mixu

popisuje tabulka 3.

Tab. 3: Slozeni master mixu a objemy jednotlivych komponent pro optimalizaci PCR.

10x Takara pufr s obs. MgCl, 15 mmol/l | 2,5 ul
dNTPs 2,0 ul
Primer 657delRe 10 pmol/pl 0,8 ul
Primer 657delFW 10 pmol/pl 0,8 ul
MqgCl, 1,0 pl
Taq polymeraza 0,25 ul
H.0 15,6 ul

K 23 pl zékladniho master mixu jsem v kazdém kroku pfidal vzorek anonymizované
smésné DNA. Pfipravil jsem 10 vzorkll s pouZitim master mixu a pfidanim riznych
mnozstvi piidavkd MgCl,, primerd, DNA a u jednoho ze vzorkli mnozstvi Taq

polymerazy. Ptidavky k master mixu popisuje tabulka 4.

Pfi optimalizaci jsem pracoval s cyklérem Biometra, ve kterém jsem
provedl amplifikaci vzorkd 1 — 10 s pouzitim tii typi podminek cyklovani. Profily
nastaveni termocykléru byly:

Profil A: denaturace 95°C 5 min, 35x (95°C 60 sec, 51°C 30 sec, 72°C 90 sec)
zaverecna elongace 5 min 72°C.

Profil B: denaturace 95°C 5 min, 35x (95°C 60 sec, 56°C 30 sec, 72°C 90 sec)
zaverecna elongace 5 min 72°C.

Profil C: denaturace 95°C 5 min, 20x (95°C 60 sec, gradient 68-51°C 30 sec, 72°C 90
sec); 15x (95°C 60 sec, 51°C 30 sec, 72°C 90 sec) zaveérecnd elongace 5 min 72°C.

57



Diplomova prace Michal Rataj 2013

Tab. 4: Pridavky jednotlivych komponent k zakladnimu master mixu a teplotni profily

pro optimalizaci PCR

Vzorek Master mix | Polymeraza | MgCl, Primery DNA Profil
Vz1 23 ul 0 0 0 +2 ul C
Vz2 23 ul 0 + 1 ul 0 +2 ul C
Vz3 23 ul 0 +2 ul 0 +2 ul C
Vz4 23 ul 0 0 + 1 ul +2 ul C
Vz5 23 ul 0 0 0 + 4 ul C
Vz6 23 ul 0 + 2 ul + 1 ul + 4 ul C
Vz7 23 ul 0 0 0 +2 ul A
Vz8 23 ul 0 0 0 +2 ul B
Vz9 23 ul +0,25ul |0 0 +2 ul C
Vz10 23 ul 0 0 0 0 C

Detekce amplikont probihala s pouzitim elektroforézy na 2 % agarézovém gelu pti

podminkach napéti 105 V po dobu 90 minut s mnozstvim 10 pl produktu.

I11.3.1.2 Amplifikace kontrolnich vzorkii pro mutaci NBS1 657del5

V dal$im kroku k vyhodnoceni PCR jako metody pro detekci mutace 657del5 a jeji
optimalizaci jsem provedl amplifikaci kontrolnich vzorkt s a bez mutace. Pracoval jsem
s master mixem optimalizovanym podle vzorku 8 a nastavenim termocykléru podle
profilu B v kapitole 111.3.1.1. Vzorky 1 a 2 se smésnou DNA homozygotni pro wild type
spolecné se vzorkem stéru bukalni sliznice BS 169 v této amplifikaci predstavovaly
vzorky s genotypem bez mutace (genotyp wt/wt). Heterozygotni genotyp M/wt byl
v amplifikaci zastoupen formou smési rekombinantniho DNA plazmidu (sekvence M/M
s ohledem na mutaci 657del5) o koncentraci 10* a vzorku smé&sné DNA (bez mutace)
v poméru 1:1. Jako kontrolni vzorek homozygotniho genotypu M/M pro mutaci 657del5

jsem pouzil plazmid fedény na koncentrace 10’ — 10" kopii na 1pl .

Cilem bylo zjistit optimalni koncentraci plazmidu a smési heterozygotniho genotypu
pro jejich vyuziti jako kontrolni vzorky M/M a M/wt pfi detekci mutace 657del5. Pii
amplifikaci jsem pouzil 1 pl fedéného plazmidu a 2 ul DNA u ostatnich vzorkd, viz

tabulka 5.
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Tab. 5: Kontrolni vzorky pro optimalizaci PCR amplifikace.

Vzorek 1 DNA smésna wt/wt
Vzorek 2 DNA smeésna wt/wt
Vzorek 3 1 ul plazmidu s konc. 10% + 1 ul DNA wt/wt
Vzorek 4 Plazmid s konc. 10’
Vzorek 5 Plazmid s konc. 10°
Vzorek 6 Plazmid s konc. 10°
Vzorek 7 Plazmid s konc. 10*
Vzorek 8 Plazmid s konc. 10°
Vzorek 9 Plazmid s konc. 107
Vzorek 10 Plazmid s konc. 10*
Vzorek 11 DNA bukalni stér BS169

Detekci jsem provedl na 3 % agarozové elektroforéze, pti pouziti napéti 105 V po
dobu 90 min. Produkty jsem aplikoval v objemu 12 ul, spole¢né s aplikaci velikostniho
markeru X111 (Roche).

I11.3.1.3 Fragmenta¢ni analyza

111.3.1.3.1 Amplifikace kontrolnich vzorkii se znaenym primerem pro

fragmentacni analyzu

Vzhledem k tomu, ze 3% agarézovy gel neni schopen rozlisit zdravé a postizené alely
z hlediska mobility v gelu, v dalsi fazi jsem se zaméfil na praci s forward primerem
zna¢enym fluorescencni znackou FAM a na detekci amplikonll fragmenta¢ni analyzou
na kapilarni elektroforéze. Podminky cyklovani =zastaly shodné s nastavenym
programem podle profilu B. Provedl jsem detekci anonymizované smésné DNA, Ctyf
riznych koncentraci plazmidu, DNA z bukélniho stéru BS169 a referen¢niho vzorku
heterozygota (FN Motol). Reakéni smés odpovidala smési 3 z optimaliza¢ni Casti

(kapitola 111.3.1.1). Jednotlivé vzorky popisuje tabulka 6.
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Tab. 6: Vzorky plazmidu s riznymi koncentracemi a kontrolnimi vzorky DNA pro

ziskani optimalni koncentrace plazmidu.

Vzorek 1 2 ul DNA smésna wt/wt

Vzorek 2 2 ul DNA smésnd wt/wt

Vzorek 3 2 ul smési BS 169 + plazmid s konc. 10"
Vzorek 4 1 ul plazmidu s konc. 10°

Vzorek 5 1 pul plazmidu s konc. 10°

Vzorek 6 1 pul plazmidu s konc. 10°

Vzorek 7 1 pul plazmidu s konc. 10"

Vzorek 8 2 ul BS 169
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I11.3.1.4 Detekce mutace 657del5 fragmentacni analyzou pomoci kapilarni

elektroforézy

Pted spusténim detekce kapilarni elektroforézou jsem provedl fedéni PCR produkta a
ptipravu detekéniho mixu. Pro nafedéni vzorkd 10x jsem smichal 5 pul PCR produktu
s45 ul HIDI formamidu (ulozeného v -20 °C, nutno vytemperovat na pokojovou
teplotu) a pro fedéni 100x (5 ul 10x fedéného roztoku PCR produktu s 45 ul HIDI

formamidu). Poté jsem si ptipravil detekéni mix, ktery popisuje tabulka 7.

Tab. 7: Objemy komponent pro namichani detekéniho mixu pro kapilarni elektroforézu.

HIDI formamid 28,1 ul
L1Z 500 velikostni marker 0,4 ul

Kone¢nym krokem bylo smichani 28,5 ul detekéniho mixu s 3,6 pl 100x fedéného
PCR produktu a denaturace 5 minut pii 95 °C. Poté jsem si pfipravil mikrotitracni

desticku a napipetoval 20 pl smési od kazdého vzorku a spustil fragmentacni analyzu.
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I11.3.2 Optimalizace podminek real-time PCR pro detekci mutace 657del5
(EXPERIMENT I1)

Jako dal$i metodu pro vySetfeni pfitomnosti mutace 657del5 jsem pouzil real-time
PCR s detekci pomoci hybridizacnich fluorescenéné znacenych sond od firmy TIB
MolBiol. Metodu jsem provedl na cykléru LightCycler 1.2 s master mixem obsahujicim
10x pufr Fast start spolymerazou bez obsahu MgCl,, MgCl, 25mM (Roche),
fluorescencné znacené senzor a anchor sody a primery A a B od firmy TIB MolBiol.

Objemy jednotlivych komponent jsou popsany v tabulce 8.

Tab. 8: Objemy jednotlivych komponent master mixu pro metodu real-time PCR.

10x Pufr Fast start DNA bez obs. | 2,0 ul
Primer forward 10 pmol/ul 0,8 ul
Primer reverse 10 pmol/ul 0,8 ul
Anchor sonda 2 pmol/ul 0,8 ul
Senzor sonda 2 pmol/ul 0,8 ul
MgCl, Roche 25 Mm 2,0 ul
H,0 11,0 ul
DNA 2 ul

Pti optimalizaci jsem provedl vybér primert a teploty annealingu pro detekci mutace
657del5. Amplifikace probihala s master mixem popsanym v tabulce 8 a primery a, f, r,
s, které byly smichany po dvojicich ve Ctyfech jednotlivych vzorcich (f+a, f+1, S + a,
s + r — TIB MolBiol). Tyto ¢tyfi typy vzorku byly amplifikovany pii tiech rtiznych
teplotach annealingu (52°C, 57°C, 62°C). Vzorky 1 — 12 popisuje tabulka 9. Pro
optimalizaci jsem pouzil nastaveni LightCycleru: 95°C 10 min, 50x (95°C 10 sec,
(rGzna teplota - popisuje tabulka 9) 10 sec, 72°C 15 sec).

Forward primery:

f—5-TTT TGA GTG TCA GAT AGT CAC TCC G-3
s—5-CCC ACCTCT TGA TGA ACC ATC TAT-3

Reverse primery:

a—5-ACA AAA TCC CAA AAT GAA ATA CGT-3
r—5-AAC CCC GTA ATC ACA GCC A-3
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Tab. 9: Optimalizace primert a teploty annealingu pro pouziti v metodé real-time PCR.”

Vzorek Piid. MgCl, Primery DNA Annealing
Vzorek 1 0 f+a 2 ul 57°C
Vzorek 2 0 f+r 2 ul 57°C
Vzorek 3 0 s+a 2 ul 57°C
Vzorek 4 0 S+r 2 ul 57°C
Vzorek 5 0 f+a 2 ul 52°C
Vzorek 6 0 f+r 2 ul 52°C
Vzorek 7 0 s+a 2 ul 52°C
Vzorek 8 0 S+r 2 ul 52°C
Vzorek 9 0 f+a 2 ul 62°C
Vzorek 10 0 f+r 2 ul 62°C
Vzorek 11 0 s+a 2 ul 62°C
Vzorek 12 0 S+ 2 ul 62°C

Druhou amplifikaci jsem provedl pro ziskdni optimalniho forward primeru pro detekci
mutace 657del5 metodou real-time PCR. PouZil jsem pivodni master mix a teplotu
annealingu 57°C. V master mixu jsem pracoval s reverse primerem a optimalizovanym
v predeslé amplifikaci a forward primery f a s. Spole¢né s optimalizaci forward primeru
jsem také validoval kontrolni vzorky homozygotniho M/M a heterozygotniho M/wt
genotypu mutace 657del5 zastoupenych plazmidem M/M fedénym 10x a 100x a
referenénim heterozygotnim vzorkem M/wt z FN Motol. DNA s homozygotni wild type

genotypem byla pfitomna ve vzorcich 1 a 5. Vzorky jsou uvedeny v tabulce 10.

Tab. 10: Vzorky pro vybér optimalniho forward primeru a validace vzorkd M/wt a
M/M.

Vzorek MqgCl, Primery DNA
Vz.1 wt/wt ¢.2 0 f+a 2 ul
Vz.2 plazmid M/M 100x 0 f+a 2 ul
Vz.3 M/wt LF Motol 0 f+a 1 ul
Vz.4 plazmid M/M 10x 0 f+a 2 ul
Vz.5 wt/wt €.2 0 s+a 2 ul
Vz.6 plazmid M/M 100x 0 s+a 2 ul
Vz.7 M/wt LF Motol 0 S+a 1 ul
V2.8 plazmid M/M 10x 0 s+a 2 ul
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111.3.2.1 Analyza anonymizovanych vzorkii DNA pro mutaci 657delS

Validaci metod fragmenta¢ni analyzy a real-time PCR jsem provedl z divodu vybéru

vvvvvv

dostate¢na citlivost a pouzitelnost metody v praci s velkym mnozstvim vzorkt, ale také

jeji ¢asova a finan¢ni naroc¢nost.
I11.3.2.2 Charakteristika souboru anonymizovanych vzorki DNA
Pro validaci metod jsem pouzil soubor 20 anonymnich vzorkl, ve kterém byly

zastoupeny pouze Zeny. VE&kovou hranici, vékovy primér a medidn vySetfovaného

souboru popisuje tabulka 11.

Tab. 11: Vekové hranice, pramér a median véku vysetfované skupiny.

nejnizsi vékova hranice 68 let
nejvyssi vékova hranice 35 let
vékovy prumeér 57 let
Median 57 let

Vysetiovana skupina zen byla v rozmezi véku 35 — 68 let, coz poukazuje na vyssi
veékovy primér 57 let a median 57. Ve skupiné byly nejvice zastoupeny jedinci s vékem
60 — 69 let a vétSina z vySetiovanych zen byla zastoupena v rozmezi let 50 - 69. Pocet

zen v jednotlivych vékovych desetiletich popisuje tabulka 12.
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Tab. 12: Zastoupeni vékovych skupin ve vysetifovaném celku.

VEk (desetileti) Pocet vysetfovanych
60 — 69 9
50-59 8
40 —-49 2
30-39 1
20-29 0
10-19 0

Vekové rozdéleni souboru, z kterého vyplyva procentuelni zastoupeni je popsano na

obrazku 17.

45%
40%

10%
5%

oo M
1 1

10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69

Obr. 17: Zastoupeni vékovych skupin ve vySetfovaném celku.
Na obrazku je popsano procentuelni zastoupeni osob ve vySetfovaném souboru zavislé

na vékovém rozmezi v desetiletich.
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I11.3.2.3 Analyza metodou fragmentacéni analyzy

Validace fragmentacni analyzy probihala vySetfenim 20 anonymnich vzork
popsanych v kapitole II1.3.2.2 s pouzitim PCR a kapilarni elektroforézy. Postup metod
fragmentacni analyzy popisuje kapitola [11.3.1. 20 vzorkli spolecné s kontrolnim
vzorkem plazmidu s mutaci M/M 657del5 bylo smichano s master mixem obsahujicim
primer s fluorescen¢ni znatkou FAM optimalizovanym v kapitole 111.3.1.1 a vloZeno do

cykléru.

Amplifikace vzorkli probihala s nastavenim cykléru: (denaturace 95°C 5 min, 35X
(95°C 60 sec, 56°C 30 sec, 72°C 90 sec) zavérecna elongace 60 min 60°C) podle
optimalizace fragmentacni analyzy v kapitole II.3.1.1. Detekce amplikoni byla

provedena na kapilarni elektroforéze podle postupu v kapitole 111.3.1.3.

I11.3.2.4 Analyza metodou real-time PCR

Pfi validaci metody real-time PCR jsem pouzil 20 shodnych anonymnich vzorkd
popsanych v kapitole II1.3.2.2, jako u validace metod fragmentacni analyzy. Z vysledkil
optimalizace real-time PCR metody v kapitole 111.3.2  jsem pouzil master mix
s fluorescenéné znacenymi sondami (anchor, senzor) a primery a a f od firmy TIB
MolBiol. Jako kontrolni vzorky byly pouzity plazmid s genem NBS1 M/M 657del5 a
referencni heterozygot M/wt 657del5 z FN Motol. Real-time PCR probihala na cykléru
pro real-time PCR LightCycler s optimalizovanymi parametry nastaveni (denaturace
95°C 10 min, 50x (95°C 10 sec, 57°C 10 sec, 72°C 15 sec)) podle kapitoly 111.3.2.
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I11.3.3 Hodnoceni populaéniho vyskytu alely a genotypii mutace 657del5
(EXPERIMENT I11)

V experimentu Il jsem se vénoval vyskytu alel a jednotlivych genotypu spojenych
s mutaci 657del5 ve vySetifované skupiné 177 osob. Ze skupiny 177 osob jsem zjistil

populaéni vyskyt heterozygotii v populaci Ceské Republiky.

111.3.3.1 Charakteristika vySetifovaného souboru pro popula¢ni vyskyt alely
a genotyptu s mutaci 657del5

Pro zjisténi populacniho vyskytu alely a genotypli mutace 657del5 byla vytvofena
skupina 177 osob z bé&zné populace, ve které byl proveden stér bukalni sliznice.
Popsany V kapitole I11.2.2. Poté bylo provedeno vysetieni DNA pomoci metody real-
time PCR podle optimalizace v kapitole 111.3.2.

Z celku 177 osob je ve vySetfované skupiné zastoupeno 112 Zen a 65 muzi. Ode
vSech osob byl ziskan pfed odbérem bunék bukalni sliznice Informovany souhlas a

vzorkim byl pfidélen identifikaéni kod. Zastoupeni muzl a zen popisuje tabulka 13.

Tab. 13: Zastoupeni pohlavi ve skupiné pacientl

Pohlavi Pocet vySetfovanych
Muzi 65

Zeny 112

celkem 177

Procentuelni zastoupeni pohlavi ve vySetfované skupiné je graficky znazornéno na
obrazku 18. Z grafu je patrné, Ze ve vySetiované skupiné je vyssi procento Zen 63 % na

rozdil od 37 % muzu.
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B muzi

M Zeny

Obr. 18: Zastoupeni pohlavi ve vySetfované skuping.

Vékové rozdéleni osob ve vySetfované skupiné popisuji tabulky 14 a 15. Veékové

rozmezi je velmi Siroké. Pohybuje se mezi 19. — 64. rokem, kdy nejstarsi ze souboru je

narozen roku 1949 a nejmladsi roku 1994. VySetfovana skupina mé vékovy pramér 30

let s vys$§im zastoupenim osob ve véku 20 — 29 let. Nejvyssi pocet 118 vySetfovanych je

ve véku 20 — 29 let.

Tab. 14: Zastoupeni vékovych skupin ve vysetfovaném celku

Vek (desetileti) Pocet vySetiovanych
60 — 69 2

50 - 59 7

40 - 49 14

30-39 35

20-29 118

10-19 1
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Tab. 15: Veékové hranice, primér a median véku vysetfované skupiny

nejnizsi vékova hranice 19 let
nejvyssi vékova hranice 64 let
vékovy prumér 30 let
median 26,5 roku

Hodnoty uvedené v tabulce 14 jsou procentuelné popsany na obrazku 19. Obrazek
popisuje vysoké az 66 % zastoupeni vySetfovanych ve véku 20 — 29. Naopak ostatni

ro¢niky jsou v souboru zastoupeny od 1 % do 20 %.

66 %

20%

8%
4%

1% - 1%
. .

T 1
10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69

Obr. 19: Zastoupeni vékovych skupin ve vySetiovaném celku.
Procentuelni rozdé€leni souboru 177 osob zavislé na jejich véku ve skupinach po

desetiletich.
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IV. VYSLEDKY

IV.1 Vysledky optimalizaci metod pro detekci mutace 657delS
(EXPERIMENT I)

IV.1.1 Vybér optimalniho nastaveni PCR amplifikace

V prvnim kroku jsem proved| optimalizaci podminek PCR pro amplifikaci ¢asti NBS1
genu. Optimalizace PCR prob¢hla z divodu ziskani nejvyhodnéj$iho nastaveni objemu
jednotlivych komponent master mixu pro amplifikaci ¢asti genu NBS1 a také optimalni
nastaveni termocykléru pro citlivou detekci i ¢asovy faktor. Vysledky ukazaly, ze
nejoptimalngj§i podminky jsou v objemovém nastaveni komponent master mixu ve
vzorcich 2,3,8 s pouzitim nastavenim termocykléru podle profilu B. Podminky popisuje
tabulka 16. Na vysledky detekce elektroforézou na 2 % agarézovém gelu poukazuje
obrazek 20.

Tab. 16: Optimdlni nastaveni PCR amplifikace ¢4sti genu NBS1.

Vzorek | Master Polymeraza | MgCl2 Primery DNA Profil
Vz2 23 ul 0 + 1 ul 0 +2 ul C
Vz3 23 ul 0 +2 ul 0 +2pul C
Vz8 23 ul 0 0 0 +2ul B

Profil B: denaturace 95°C 5 min, 35x (95°C 60 sec, 56°C 30 sec, 72°C 90 sec)

zaverecna elongace 5 min 72°C.
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Obr. 20: Vysledky optimalniho nastaveni PCR amplifikace -elektroforézou na

agar6zovém gelu.

Na gelu bylo vysetfovano 10 vzorkt spoleéné s velikostnim markerem XIII. Z rizného
nastaveni termocykleru a master mixu podle tabulky 4 v kapitole II1.3.1.1. je patrnd
riznd intenzita bandl. Vzorky 5 a 6 jsou jen malo viditelné, z divodu velkého mnozstvi
DNA. V piipadé vzorku 10 neni band viditelny vibec. Pfi¢inou je master mix bez

pritomnosti DNA. Nejoptimalngjsi svoji intenzitou jsou bandy 2, 3 a 8.
Jako nejvyhodnéjsi nastaveni metody PCR pro dal$i praci jsem vybral nastaveni

vzorku 8 sprofilem B. Vyhodou je pouziti master mixu bez dalSich pifidavki a

optimalni nastaveni cyklovani, které je vyhovujici pro vySetfovani mutace 657delS5.
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IV.1.2 Optimalizace mnoZstvi DNA kontrolnich vzorki a plazmidu

V kapitole II1.3.1.2 jsem se vénoval amplifikaci kontrolnich vzorkt. 1) Wild type
genotyp zastoupeny vzorky €. 1, 2 a BS 169. 2) Vzorek smésné DNA - plazmidu o
koncentraci 10* + vzorku &.1, pro heterozygotni genotyp M/wt 657del5. 3) plazmid
M/M 657del5 o koncentracich 10" - 10%. Ukolem byla spravna amplifikace vzorki
pomoci PCR s podminkami master mixu a nastaveni termocykléru z kapitoly 111.3.1.1 se

ziskanim optimalnich koncentraci plazmidu. Vysledky jsou poukazany na obrazku 21.

NAsI PRECT? 532012
Al 11 u b -] 4 B o £ 3 2 1

”l..‘.h I

| — g — c— G G — e G —

Obr. 21: Vysledky optimalizace mnozstvi DNA kontrolnich vzorkd a plazmidu na

gelové elektroforéze.

Na obrazku je znézornén vysledek gelové elektroforézy s 11 vzorky a velikostnim
markerem XI1I podle tabulky 5 v kapitole 111.3.1.2. V pozicich 1, 2 a 11 jsou umistény
vzorky DNA s wild type genotypem. Na pozici 3 byl vloZzen heterozygot (smés DNA
wild type + plazmid 10*) vzorky koncentraci plazmidu 10" — 10" na pozicich 4 — 10.

Z vysledkli detekce na agardzové elektroforéze v obrazku 21 je patrnd optimalni
amplifikace vzorkl ze stéru bukalni sliznice. V piipadé plazmidu vysledky poukazaly
na to, ze pii pouziti vysokych koncentraci DNA ztraci amplifikace efektivitu.
Homozygotni a heterozygotni genotyp ve vzorcich 3 — 10 neni viditelny kvali nizké
rozliSitelnosti gelu, proto jsem z divodu nizké citlivosti a casové naro€nosti agardézové

elektroforézy pro dalsi praci pouzil metodu kapilarni elektroforézy.
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IV.1.3 Optimalni nastaveni fragmentacni analyzy pro detekci mutace
657del5

V optimalizaci fragmenta¢ni analyzy pro detekci mutace 657del5 jsem provedl
amplifikaci kontrolnich vzorki pomoci PCR metody s detekci kapilarni elektroforézou.
Amplifikace a detekce probihala podle podminek optimalizace z kapitol 111.3.1.1 -
111.3.1.3.  Analyzovany byly 1) kontrolni vzorky ¢. 1, 2 a BS 169 obsahujici
homozygotni wild type genotyp. 2) vzorek heterozygotniho genotypu (smési vzorku BS
169 + plazmidu 10%). 3) vzorek homozygotniho genotypu 657del5 zastoupeného
plazmidem s genem NBSI a mutaci 657del5 o koncentracich 10*-10'. Vysledky
fragmentacni analyzy pro jednotlivé genotypy popisuji obrazky 22,23,24.

Obr. 22: Vysledek homozygotniho genotypu wild type bez mutace 657dels5.

Obr. 23: Vysledek DNA s mutaci na jednom z chromozémi — heterozygotni genotyp
mutace 657del5.

P

PO D B |

Obr. 24: Vysledek mutace v homozygotni formé¢ zkracend DNA o pét nukleotida
s mutaci 657del5.

Vysledekem fragmentacni analyzy byly piky o rizné vzdalenosti od startu, coz je
zpusobeno rozdilem 5 nukleotidii v délce useku DNA mezi wild type alelou a alelou

S mutaci 657dels5.
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IV.2 Vybér optimalnich primeri a nastaveni metody real-time PCR

pro detekci mutace 657del5

Optimalizaci real-time PCR jsem provedl se ¢tyfmi primery f, s, a, r. Pracoval jsem
s dvojicemi primert pii tfech rznych teplotach annealingu 52°C, 57°C a 62°C. V prvni
amplifikaci jsem jednozna¢né odstranil primer r a jako optimalni vybral reverse primer
a. Amplifikace méla nejlepsi podminky pii teploté 57°C, kterou jsem pouzil k dalsi
optimalizaci. V druhé amplifikaci jsem pracoval na vybéru forward primeru mezi f a s
pii teploté¢ annealingu 57°C. Z amplifikace jsem ziskal nejvyhodné€jsi podminky
s primerem f. Pro dalsi praci jsem proto vybral primery a a f s teplotou 57°C. Obrazek

25 popisuje vysledky optimalizace dvojic primera pte teploté annealingu 57°C.

3 s+ahet

Obr. 25: Vybér optimalnich primert pro real-time PCR.

Vysledek optimalizace real-time PCR popisuje vybér optimalnich primerti pro detekci
mutace 657delS. Pik pro primery f a a je pii teploté annealingu 57°C nejoptimalnéjsi a

nejvyhodnéjsi pro dalsi pouziti.

V tomto kroku jsem také pracoval na optimalni koncentraci kontrolnich vzorki wt/wt
¢. 2, plazmidu M/M fedéného 10x a 100x od firmy IDT. Pro heterozygotni genotyp
jsem nasledné ziskal vzorek pacienta M/wt zFN Motol. Vysledky jednotlivych

genotypl jsou uvedeny na obrazcich 26 a 27.
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Obr. 26: Homozygot wild type a heterozygot s mutaci 657del5.
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Obr. 27: Rekombinantni plazmid (homozygotni genotyp M/M 657del5) a homozygot

wild type.

Detekci mutace 657del5 v genu NBS1 metodou real-time PCR s fluorescenéné

znaCenymi sondami jsem vyhodnotil jako nevyhodné&j$i metodu pro rychlou detekci a

moznost zpracovani velkého mnozstvi vzorkl v jedné analyze.
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IV.3 Porovnani vysledkii dosaZenych fragmentacni analyzou a

metodou rel-time PCR (EXPERIMENT I1)

Porovnani metod jsem provedl na 20 nahodné vybranych anonymizovanych vzorcich
DNA z pIné krve za ucelem vybéru metody pro screeningové vysetieni mutace 657delS.
Postup je uveden v kapitole 111.3.2. Tabulka 17 popisuje vysledky metod spole¢né
s kontrolnimi vzorky plazmidu M/M s mutaci 657del5 a vzorek heterozygotni DNA
ziskaného z FN Motol.

Tab. 17: Vysledky validace metod pro detekci mutace 657del5.

\zorky Real-time PCR Fragmentacni analyza
Vz.1 wt/wt wt/wt
Vz.2 wt/wt wt/wt
Vz.3 wt/wt wt/wt
Vz. 4 wt/wt wt/wt
Vz.5 wt/wt wt/wt
Vz.6 wt/wt wt/wt
Vz.7 wt/wt wt/wt
Vz.8 wt/wt wt/wt
Vz.9 wt/wt wt/wt
Vz. 10 wt/wt wt/wt
Vz. 11 wit/wt wt/wt
Vz.12 wt/wt wt/wt
Vz.13 wt/wt wt/wt
Vz. 14 wt/wt wt/wt
Vz. 15 wt/wt wt/wt
Vz. 16 wt/wt wt/wt
Vz. 17 wt/wt wt/wt
Vz.18 wt/wt wt/wt
Vz.19 wt/wt wt/wt
Vz. 20 wt/wt wt/wt
M/M plazmid M/M M/M
M/wt Motol M/wt M/wt
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Metodou fregmentacni analyzy vzhledem k ¢tytkapilarovému modelu genetického
analyzatoru, neni mozné zpracovavat velké mnozstvi vzorkll najednou, na rozdil od
metody real-time PCR, ktera tento pozadavek splituje (do rotoru LightCycleru 1.2 se pii
analyze vejde az 32 vzorkl). Vyhodou real-time PCR je spojeni amplifikace DNA a
detekce v jednom analyzatoru LightCycleru. Tak odpada nutnost piipravy detekéniho
mixu pro préci s kapilarni elektroforézou a manipulace se vzorkem, coz zvySuje riziko
kontaminace vzorku. Piima detekce amplikoni v redlném case pii amplifikaci také

urychluje ziskani vysledka a jejich snadnou interpretaci.

Pokud jde o cenu vySetfeni, cena jedné fragmentacni analyzy byla okolo 600 K¢, cena
jedné analyzy pomoci real-time PCR byla cca 650 K¢&. Exspirace fluorescencné
znacenych primerd pro fragmentacni analyzu byla pfiblizné stejné dlouhd jako

pouzitych hybridiza¢nich sond pro real-time PCR.

Porovnanim vsech aspektii obou metod, véetné ¢asu manudlni prace (60 minut u
fragmentac¢ni analyzy, 40 minut real-time PCR modelové pro 10 vzorki v sérii), jsem
zjistil, ze vyhodné&jsi k detekci genotypu a alely s mutaci 657del5 je metoda real-time
PCR.
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IV.4 Populacni vyskyt alely a genotypi mutace 657del5
(EXPERIMENT I111)

Na detekci mutace 657delS jsem pracoval se 177 vzorky stérG bukalni sliznice.
Zastoupeni genotypi pro mutaci 657del5 v populaci popisuje tabulka 15.
Charakteristika souboru vysetfovanych je uvedena v kapitole 111.3.3.1. Stéry jsem
provadél pomoci tamponti FlogSwabs, jejichz pomoci byla izolovdna DNA z bun¢k
bukalni sliznice. Postup je popsan v kapitole 111.2.2. Amplifikaci a detekci 177 vzorku
pro mutaci 657del5 jsem provedl pomoci metody real-time PCR optimalizované

v kapitole 111.3.2.

VySetieni vzorkd probihalo s pouzitim master mixu obsahujicim primery (a a f) a
fluorescencné znacené sondy (anchor, senzor) od firmy TIB MolBiol. Spole¢né se 177
vzorky byly v LightCycleru nastaveného (denaturace 95°C 10 min, 50x (95°C 10 sec,
57°C 10 sec, 72°C 15 sec)) dle optimalizace z kapitoly II1.3.2, vySetfovany kontrolni
vzorky homozygotniho a heterozygotniho genotypu pro mutaci 657del5 (plazmid M/M
o koncentraci 10°a referenéni heterozygot M/wt z LF Motol).

Nejvyssi pocet (175 osob) je zastoupen ve skupiné genotypu wild type. Mezi 177
vySetfovanymi vzorky DNA jsem detekoval 2 heterozygotni jedince S mutantni alelou s
deleci 5 nukleotidii v pozici 657 — 661 (657del5). Zadna z vySetfovanych osob nebyla
homozygotem pro 657del5. Pocet jedinct s genotypy wt/wt, M/wt a M/M ve

vySetfované skupiné véetné procentualniho vyjadieni popisuje tabulka 18.

Tab. 18: Zastoupeni genotypt ve vySetfované skupiné

Genotyp Pocet vysetiovanych
wit/wt 175 (98,9%)

M/wt 2 (1,1 %)

M/M 0

Z tabulky 18 je patrné, Ze wild type genotyp je zastoupen v 98,9 % jedinct ve
vySetfované skuping. Heterozygotni genotyp byl detekovan u 1,1 % jedincti. Vyskyt

mutace 657del5 jsem nasledné zjistil vypoctem ze ziskanych dat (Tabulka 19).
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Tab. 19: Frekvence alel ve vysetfované skuping.

Alely Frekvence alel
Wt 99,4 %
M 0,6 %

Alela wt/wt byla zastoupena ve frekvenci 99,4 %. Alela s mutaci 657del5 byla

ptitomna pouze v 0,6 % jedinci ve vySetfované skupin€. Ziskani frekvenci alel ve

skuping 177 osob jsem vyuzil pro zjiténi zastoupeni alely v populaci Ceské republiky.

Vyhodnoceni a vypocet ukazal popula¢ni odhad heterozygotniho genotypu s mutaci

657del5 na 1:88.
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IV.5 Sekvenacéni analyza pro konfirmaci validity pouzitych metod

Dosazené vysledky byly nasledné konfirmovany sekvenovanim amplikonti pomoci
genetického analyzatoru na bazi kapilarni elektroforézy. Vysledky pro jednotlivé
genotypy ukazuji obrazky 28-30. VSechny sekvenované vzorky DNA m¢ély spravné

uréeny genotyp pomoci metod fragmentac¢ni analyzy a real-time PCR.

ACASS

Obr. 28: Homozygot wt/wt. V sekvenci neni patrna, Zadna mutace. V obrazku je

vyznaceno pét nukleotidl deletovanych v pripadé mutace 657del5. Viz obrazek 30.
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Obr. 29: Heterozygot M/wt. Z diivodu pfitomnoste jedné alely s mutaci 657del5 a rozdil

v sekvencich obou alel, neni moZzné metodou sekvenacni analyzy sekvenci detekovat.
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Obr. 30: Homozygot M/M - Mutace delece 5 nukleotidd mezi 131 a 132 pozici.
V sekvenci v porovnani s wild type alelou chybi v alele s mutaci 657del5 nukleotidy
ACAAA.
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V. DISKUZE

Cilem této prace byl vybér nejoptimaln€jsi metody pro detekci mutace 657del5 v genu
NBS1 a doplnéni informace dosud provedenych populacnich studii sledujicich
frekvenci této mutace v Ceské republice. Pro screeningové ucely se obvykle pouZivaji
metody, které jsou dostateéné citlivé a lze je vyuzit pro praci s velkym mnoZstvim
vzorkll pro zpracovani v co nejkratSim Case. Vyhodnéjsi jsou metody, které jsou co
nejméné¢ zavislé na praci laboratorniho persondlu a disponuji velkou mirou
automatizace. Naopak vybér ,moderni“ metody suvedenymi vyhodami se miize
projevit vysokymi finan¢nimi néklady na instrumentaci a vySetieni. Je tedy nutné vybrat

takovou metodu, ktera je optimalni pro danou laboratof, ekonomickd a spliujici

pozadavky pro pouziti jak pro screeningové ucely, tak pro klinickou praxi.

V této praci jsem provedl vybér vhodné metody pro detekci mutace 657del5
mezi dvéma rdznymi metodami, fragmentaéni analyzou a real-time PCR. Po
optimalizaci obou metod jsem provedl validaci a porovnani metod na souboru 20
anonymizovanych vzorkl. Vysledkem byla shodna citlivost obou metod v detekci
heterozygotni a homozygotni DNA s mutaci 657del5. Porovnavano bylo proto také
Casoveé a finan¢ni zatizeni laboratote, a také vyuZitelnost metod ve screeningu populace.
Validace obou metod poukazala na nizsi ¢asovou i finan¢ni naro¢nost metody real-time
PCR a také jeji vhodné vyuZiti pro screening zpracovanim 32 vzorkli béhem jedné
analyzy. Po vybéru nejoptimélnéjsi metody real-time PCR, jsem provedl analyzu
souboru 177 osob. Vysledkem byla piitomnost dvou jedinclt s heterozygotnim
genotypem, z ¢ehoZ vyplyva populacéni odhad 1:88. Jako konfirmacni metoda byla

zvolena sekvenacni analyza z diivodu jeji piesnosti v detekci mutace 657del5, avsak jeji

vyuZiti pro populaéni screening neni vhodné.

U nas 1 ve svété vzniklo mnoho praci zabyvajicich se mutaci 657del5 od populaci
stiedni a vychodni Evropy, pies prace vénujici se jednotlivym zemim a jejich c¢astem az
ke specifickym skupinam s vyuzitim riznych metod od PCR — SSP (Polymerazova
fetézova reakce — se sekvencné specifickymi primery) aZ po real-time PCR a sekvenac¢ni

analyzy.
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Nejvyznamnéjsi analyzu, ktera se zabyva mutaci 657del5, provedl Varon et al. (2000).
Ve studii byla vysetfovana tato mutace ve slovanské populaci tii zemi stiedni a
vychodni Evropy - Ceska Republika, Polsko a Ukrajina. V téchto zemich Varon et al.
(2000) identifikovali celosvétoveé nejvyssi frekvenci mutace 657del5 na souboru 4416
anonymnich novorozencli, znichz 2274 novorozenci bylo z Polska, 1234 z Ceské
Republiky a 908 z Ukrajiny. Vzorky byly vySetfovany metodou PCR-SSCP (PCR —
jednotetézcovy konformacni polymorfismus), kterd identifikovala 8 heterozygoti

z Ceské republiky (1:154), 12 z Polska (1:190) a5 z Ukrajiny (1:182).

Screeningem populaci jednotlivych zemi stfedni Evropy se zabyvali prace (Drabek et
al. 2002), (Zidlkowska et al. 2006) nebo (Maurer 2010).

Jednou z praci publikovanych pro Ceskou republiku je prace (Drabek et al. 2002).
Dréabek et al. vybrali skupinu 383 zdravych darcti kostni diené z b&zné populace Ceské
republiky pro screening mutace 657del5. Vzorky byly vysetiovany metodou PCR-SSP.
Vysledky detekci elektroforézou poukazaly na piitomnost 4 jedincl s heterozygotnim
genotypem (1:96). Screeningem polské populace se zabyvala prace (Zidlkowska et al.
2006). V praci bylo vySetfovano 2050 osob z Polska pomoci metody fragmentacni
analyzy (PCR sdetekci kapilarni elektroforézou) s pouzitim kontrolni metody
sekvenacni analyzy. VySetfenim 2050 osob byla v souboru zjisténa frekvence

heterozygott 1:131. Vysledky fragmentacni analyzy popisuje obrazek 31.

Obr. 31: Vysledky fragmentacni analyzy prace (Ziokowska et al. 2006). Prvni graf

popisuje tfi piky pfitomné u heterozygotniho vzorku a druhy wild type homozygota.

Na rozdil od populaci zemi slovanského plvodu je frekvence mutace 657del5
vV Némecku mnohem mensi, na coz poukazuje prace (Maurer 2007). Autor pracoval
s 2146 vzorky némeckych novorozencl,, z nichz 990 vzorkll pochéazelo z programu
screeningu novorozenct Charité v Berlinské 1ékarské univerzité a 1056 vzorka

novorozencu z Bavorska. K analyze byla pouzita metoda PCR amplifikace s detekci
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SSCP gelovou elektroforézou. Jako kontrolni metoda vzorkli s mutaci 657del5 byla
provedena sekvena¢ni analyza. Z detekce vyplynulo, Ze mutace 657del5 se v prvni
skupin€ objevila v jediném piipadé z 990 vzorki (1:990). Naopak v druhé skupiné bylo
Z 1056 vzorkil nalezeno Sest jedincl s heterozygotnim genotypem (1:176). Vysledky

wild type genotypu a heterozygotni kontroly je uveden na obrazku 32.

j.a) .

b)

Obr. 32 (Maurer 2007):
a) Vysledek analyzy SSCP wild type genotyp s heterozygotni kontrolou (vlevo).
b) Vysledek mutace 657del5 heterozygotni genotyp s heterozygotni kontrolou.

Vysledky kontrolni sekvenacni analyzy popisuji sekvenci tiseku s moznou deleci péti

nukleotidil v pozici 657 — 661. Jednotlivé genotypy popisuji obrazky 33-35.

G & & A G A A B A C A & A 7T € ¥ 13
150

Obr. 33: Detekce wild type alely metodou sekvenac¢ni analyzy (Maurer 2007).
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Obr. 34: Detekce heterozygotniho genotypu sekvenacni analyzou. Od nukleotidu 154 je
sekvence necitelna. Pfi¢inou je delece 5 nukleotidii na jednom z chromozomi (Maurer

2007).

Obr. 35: Mutace 657del5 v homozygotni form&. Posun ¢teciho ramce o 5 nukleotida
(Maurer 2007).

V mé praci jsem také pracoval se sekvenacni analyzou jako konfirmacéni metodou.
Obrazky 25-27 sekvenaéni analyzy po detekci jednotlivych genotypli v mé praci jsou
obdobné jako ve vysledcich prace (Maurer 2007). Porovnanim vysledki je patrna shoda
v sekvenci u jednotlivych genotypl na obrazcich. Sekvence jednotlivych genotypt

z vysledki mé prace jsou popsany v kapitole 1.3.3

Detekci mutace 657del5 mtizeme provést i pomoci nékterych novych aplikaci PCR

metody jako je metoda quantitativni real-time PCR popsané v praci (Maurer 2007).

Pfi screeningu zdravé populace pro mutaci 657del5 sledovalo né€kolik autori tuto
mutaci také u jedinci s malignitami. Jednou z nejvyznamnéjsich praci v Ceské
Republice je (Seemanova et al. 2007). Analyza je zde zaméfena na vySetfeni mutace
657del5 a urCeni miry rizika vzniku malignit u pfibuznych v rodinach s dédicné se
vyskytujicim syndromem Nijmegen breakage. Autofi se vénovali detekci mutace v 24
rodinach v Ceské republice a na Slovensku po dobu vice nez 20 let. V souboru bylo

pfitomno 344 vySetfovanych, z nichZ 141 bylo nosi¢ti mutace 657del5 a 203 jedinct
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s wild type genotypem. Vysledky detekovaly 13 jedinct s rozvojem malignity, z nichz
11 bylo nosi¢i mutace 657del5. Pardini et al. (2009) pracovali se 750 pacienty
s kolorektalnim karcinomem a dvéma kontrolnimi skupinami: 607 osob vysetfenych na
kolorektalni karcinom s negativnim nalezem a 804 osob bézné populace. Analyza byla
provedena pomoci PCR amplifikace s detekci elektroforézou na 3 % agar6zovém gelu.
Jako kontrolni metoda byla pouzita sekvenacni analyza. V souboru byla prokazana
pfitomnost 3 jedincii S heterozygotnim genotypem mutace 657del5 mezi pacienty
s kolorektalnim karcinomem (1:250) a v kontrolnich skupinach byla zjisténa frekvence
heterozygoti (1:152) a (1:804).

Daldi praci zabyvajici se skupinou pacientt s malignitami v Ceské republice
publikovali Malter et al. (2006). Malter et al. zpracovavali soubor 472 pacientek
z onkologické kliniky 1.LF UK a VFN v Praze. Skupina pacientek méla histologicky
diagnostikovany karcinom prsu, ale nebyla u nich detekovana mutace v genu BRCA.
Analyza mutace 657del5 probihala pomoci PCR amplifikace s detekci elektroforézou na
2% agardzovém gelu (PCR — SSP). V souboru nebyl nalezen jedinec s heterozygotnim

genotypem. Vysledek gelové elektroforézy popisuje obrazek 36.

1. Ladder
2. DNA G1/2004 430/517, 33/34
3. DNA G1/2004 431/517, 33/34

NBS1 271 bp 4, kontrolna DNA, heterozygot 430/517, 33/34

5, heterozygot 431/517, 33/34
. 6. kontrolna DNA, zdravy 430/517, 33/34
interna 796bp g
kontrola 1. zdravy 431/517, 33/34

HLA-DR

12345617
Obr. 36: Vysledek detekce mutace 657del5 v praci (Malter et al. 2006).
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Jedna z modifikaci metody PCR (multiplex PCR s detekei kapilarni elektroforézou)
byla pouzita v praci (Soucek et al. 2003) pro detekci mutaci 657del5, 698del4, 835del4,
842insT a 1142delC v exonech 6,7,10 s pouzitim Sesti primerti v souboru pacientd
s Hodgkinovym a non-Hodgkinovym lymfomem z Ceské Republiky. Vysetfovany
soubor obsahoval 119 pacienti s Hodgkinovym a non-Hodgkinovym lymfomem,
spolecné se 177 kontrolnimi vzorky od darcti bez diagnozy malignity. Vysledkem
analyzy byla detekce 1 pacienta s non-Hodgkinovym lymfomem (1:119), u kterého byl
zjistén heterozygotni genotyp mutace 657del5 popsany v obrazku 37. V kontrolnim
souboru nebyla nalezena osoba s mutaci 657del5.

Obr. 37: Pacient s non-Hodgkinovym lymfomem, u kterého byla detekovana mutace
657del5 pomoci multiplex PCR a kapilarni elektroforézy (Soucek et al. 2003).
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Vysledky jednotlivych praci ve svété i v Ceské republice popisuji rozdilné frekvence
zastoupeni heterozygotnich jedincii v populacich. Autofi pracuji s riznym mnoZstvim

vzorki v analyzach nebo zastoupenim osob z jednotlivych oblasti v zemich.

Varon et al. (2000) pracovali na detekci frekvence mutace 657del5 v zemich stfedni a
vychodni Evropy (Ceské republiky, Polska a Ukrajiny). Ve své praci uvadgji frekvenci
heterozygoti s mutaci 1:177. V Polsku Varon et al. analyzou soboru 2274 ziskali
frekvenci heterozygotti 1:190, naopak v praci (Ziolkowska et al. 2006) byla detekovana
frekvence 1:131. Ob¢ studie pracovali s obdobnym poctem osob v souboru, jak je
popsano v tabulce 20. Vysvétlenim riiznych vysledki miize byt rozdilné zastoupeni
0sob v jednotlivych oblastech Polska, které ma vliv na frekvenci, jak popisuje
Ziolkowska et al. (2006).

Rozdil frekvenci heterozygott je také v porovnani praci (Varon et al. 2000) a (Drabek
et al. 2002). Varon et al. ze souboru 1234 osob b&zné populace Ceské republiky ziskali
populacni frekvenci heterozygotti 1:154. Avsak prace (Drabek et al. 2002) pracujici se
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souborem 383 osob z Ceské republiky ziskali popula¢ni frekvenci 1:96. Moznou
pti¢inou liSici se frekvence v obou pracich je rozdilny pocet vzorkii v uvedenych
populacnich studiich. Frekvence 1:88 zjisténa v mé praci v souboru 177 osob se blizi

frekvenci analyzované v praci (Drabek et al. 2002), coz miiZze potvrzovat tuto hypotézu.

Spole¢né s Ukrajinou, kde byla podle (Varon et al. 2000) zjisténa frekvence
heterozygotti 1:182 a Polskem, patii Ceska Republika k zemim s nejvys§im
zastoupenim mutace 657del5. Naopak Némecko podle prace (Maurer 2007) nepatii do
této skupiny. Frekvence heterozygotti v populaci v oblasti Berlina je uvadéna Maurerem
(2007) na 1:990, avsak vysetfenim skupiny 1056 novorozencti z Bavorska byla zjiSténa
vysoka 1:176 frekvence heterozygoti. Tento vysledek mize poukazovat na rizné

zastoupeni mutace 657del5 1 v populaci Némecka. Shrnuti praci popisuje tabulka 20.

Tab. 20: Souhrn praci zabyvajicich se frekvenci heterozygotii celosvétové a v Ceské

republice s riznymi analyzovanymi soubory.

Prace Metoda Soubor Vysledky Frekvence

CR 1234 | 8 heterozygoti 1:154
Polsko 2274 | 12 heterozygoti 1:190

Varon et al. 2000 PCR-SSCP Ukrajina 908 | 5 heterozygott 1:182

Drabek a et al. 2002 PCR-SSP CR 383 | 4 heterozygott 1: 96
Fragmentacni

Ziolkowska et al 2006 analyza Polsko 2050 | 16 heterozygota | 1:131

Berlin 990 | 1 heterozygotd 1:990
Maurer 2007 PCR-SSCP Bavor. 1056 | 6 heterozygoti 1:176

Vysledky, které vychazeji z téchto praci, poukazuji na to, ze frekvence mutace
657del5 v populaci Ceské Republiky a stiedni Evropy je vysoka oproti vyskytu ve
svété. Z ditvodu rizika vzniku malignit je nutné diagnostikovat tuto mutaci a pfede;jit tak

rozvoji malignity v€asnou lécbou.

Vmé praci a Vdiskutovanych pracich nebyl diagnostikovan zadny jedinec
s homozygotnim genotypem mutace 657del5 z diivodu nizké frekvence téchto jedinct,
ktera je udana mezi 1:60 000 — 1:70 000 (Cepova 2004). Pro identifikaci realné

frekvence homozygotti s mutaci 657del5 by tak bylo nutné pracovat s mnohem vétSim
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souborem osob. Vzhledem k rychlosti nami optimalizované metody real-time PCR neni
pro laboratot vySetfeni souboru vétsiho poctu osob vétsim analytickym ¢i technickym

problémem.

Vedle praci zabyvajicich se analyzou mutace 657del5 v populacich vznikaji také
studie zabyvajici se frekvenci mutace 657del5 ve specifickych skupinach. V praci
(Pardini et al. 2009) byly analyzovany frekvence heterozygoti a moznosti diagnostiky
vénovali skupiné 750 pacientli s kolorektalnim karcinomem. Vysledkem byla nizka
frekvence (1:250) heterozygoti ve skupiné. Soucek et al. (2003) se zabyvali souborem
119 pacienti s Hodgkinovym a non-Hodgkinovym syndromem, avSak vysledna
frekvence heterozygott byla 1:119. Také v praci (Malter et al. 2006) byla zjiSténa nizka
frekvence heterozygoti s mutaci 657del5 v souboru 472 pacientek s karcinomem prsu.
Ve vysetfovaném souboru nebyl nalezen jedinec s alelou mutace 657del5. V popsanych
pracich zabyvajicich se soubory osob s nddorovym onemocnénim neni patrné, zZe
nékteré specifické skupiny pacientdi s nadory maji vyssi frekvenci heterozygotti, avsak
Seemanova a kol (2007), ktera se ve své dlouholeté praci (Seemanova et al. 2007)
zabyvala rizikem vzniku malignit u heterozygoti v 24 rodinach s Nijmegen breakage
syndromem potvrzuje, ze jedinci s heterozygotnim genotypem mutace 657del5 mayji
vyssi riziko vzniku malignit. Souhrn studii je popsan v tabulce 21.

Tab. 21: Souhrn praci zabyvajicich se detekci mutace 657del5 ve specifickych

skupinach pacientt s malignitami.

Prace Metoda Soubor Vysledky Frekvence

col. karc. 750 | 3 heterozygoti 1:250

Sneg. 607 | 4 heterozygoti 1:152
Pardini et al. 2009 PCR-elfo gel béz. pop. 804 | 1 heterozygot 1:804
Malter et al. 2006 PCR elfo gel karc. prsu 472 | 0 heterozygot -

Hodg. Non 1 heterozygot

Multiplex Hodg. 119 1:119

Soucek et al. 2003 PCR Béz.pop. 117 | 0 heterozygot -
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Vysledky popsanych praci poukazuji na to, Ze je mozné provést analyzu mutace
657del5 ve specifickych skupinach osob, coz naznacuje moznost pouziti analyzy pro

detekci mutace u pacientti s karcinomem délozniho Cipku.

Pro detekci mutace 657del5 je mozné pouzit n€kolik metod s vysokou citlivosti a
presnou detekci delece 5 nukleotidi. V pracich (Drabek et al. 2002), (Pardini et al.
2009) a (Malter et al. 2006) byla pouzita metoda PCR — SSP. Metoda PCR — SSP
vyuziva alelové specifickych primeri, které jsou hybridizovany na DNA matrici pouze
Vv ptipad¢ uplné shodnosti sekvence s matrici. Pokud je v misté vazby primeru mutace
neprob¢hne iniciace a DNA neni amplifikovana. V praci (Pardini et al. 2009) byla
metoda PCR SSP spojena s kontrolni metodou sekvenaéni analyzou, ktera jasné
potvrdila spravnost primarni metody. Jinou alternativou amplifikace PCR s detekei
elektroforézou je metoda PCR — SSCP. Tuto metodu pouzili autofi v praci (Varon et al.
2000). Metoda PCR - SSCP je vhodna v detekci deleci, inzerci ale také hlavné
substituci. Jedna se o detekci pohyblivosti jednofetézcovych usekii DNA, které
Vv piipadé mutace méni svoji konformaci a tak i svoji pohyblivost v gelu. Metody
v principu PCR amplifikace a elektroforézy jsou citlivymi metodami, avSak nevyhodu
je jejich pracnost a Casova narocnost. Také neni mozné provadét detekci velkého
mnozstvi vzorkd v jedné analyze, a proto jsou pro screening a rychlou diagnostiku
mutace nevhodné. Fragmentaéni analyza pouzivana v praci (Zidlkowska 2006) je
vhodna metoda pro detekci mutace 657del5 pro jeji citlivost. Jeji nevyhodou je

zpracovani malého mnozstvi vzorkl v jedné analyze.

Alternativami pro detekci mutace 657del5 jsou také metody na bazi PCR amplifikace
jako quantitativni real-time PCR, multipex PCR a dal§i. V mé praci jsem pracoval
s real-time PCR, ktera byla vybrana jako nejoptimalnéjsi pro detekci mutace. Z toho
vyplyva, ze PCR metody (real-time PCR, quantitativni real-time PCR nebo multiplex
PCR) mohou byt v budoucnu optimalnimi metodami pro rychlou diagnostiku a citlivou
detekci mutace 657del5 u pacientl s karcinomem délozniho ¢ipku a jinych specifickych

skupin pacient s malignitami.
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VI. ZAVER

Prace je zaméiena na metodickou c¢ast detekce mutace 657del5 v genu NBSI.
Optimalizace a validace metod je provedena za Gcelem ziskani nejvyhodnéjsiho postupu
vySetfeni mutaci v genu NBSI a jeji vyuziti pro rychlou diagnostiku mutaci ve

specifické skupiné€ pacientti s karcinomem délozniho Cipku.

Metoda fragmentacni analyzy byla zavedena a optimalizovdna pro vysetfeni mutace
657del5. Bylo provedeno optimalni nastaveni master mixu bez ptidavkl jednotlivych
komponent a pribéhu amplifikace v PCR termocykléru podle profilu B, ktery byl
nastaven pro dostate¢nou amplifikaci a nejniz§i Casové zatizeni. V detekci mutace
657del5 byla vylouéena elektroforéza na agarézovém gelu z divodu neschopnosti
rozli$it alely wild type a s mutaci 657del5. Jako citlivéj$i metoda detekce byla pouZita
kapilarni elektroforéza na genetickém analyzitoru ABI 3130, kterd spliovala

dostate¢nou rozlisitelnost.

Jako druhd metoda byla optimalizovana real-time PCR. Bylo provedeno nastaveni
LightCykleru 1.2 v teploté annealingu mezi teplotami (52°C, 57°C, 62°C) a poctu
cykld, ktery byl ustalen na 50. Pfi optimalizaci master mixu bylo pracovano na vybéru
primert mezi dvéma forward f a s a dvéma reverse a a r primery. Metoda real-time

PCR byla optimalizovana na teplotu 57°C s pouzitim primert f a a.

Porovnani metod fragmenta¢ni analyzy a real-time PCR bylo provedeno na dvaceti
anonymizovanych vzorcich v Experimentu II. Postup a nastaveni obou metod bylo
pfevzato z optimalizace experimentu I a byla provedena analyza spolecné s kontrolnimi
vzorky MM 657del5 rekombinantniho plazmidu a vzorku heterozygotniho genotypu
zFN Motol. 20 anonymizovanych vzorkli a kontrolnich vzorkli bylo analyzovano
obéma metodami a vysledkem byla stejna citlivost metod piti detekci mutace 657delS.
Avsak vyuzitelnost metod ke screeningu populace se v nékterych aspektech lisi.
Vysetfeni fragmentacni analyzou nelze provézt s velkym mnozstvim vzorkd, z divodu
ctytkapilarového modelu analyzatoru a ztoho vyplyva i cena. Cena jedné analyzy
fragmentacni analyzou se pohybuje okolo 600 K¢ pro ctyfi vzorky. Validace metody
real-time PCR ukazala vyuzitelnost metody pro vySetieni vétS§iho mnozstvi vzorku (32

vzorkii v rotoru). Cenové zastoupeni jedné analyzy je predpokladano na 650 K&. Cas
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pro manudlni praci s fragmenta¢ni analyzou se pohybuje okolo 60 minut pro
modelovych 10 vzorkd. V praci s metodou real-time PCR je tento Casovy usek zkracen

na 40 minut.

Z dtvodu shodné citlivosti obou metod pro detekci mutace 657del5 jsem posuzoval
dalsi aspekty. V porovnani obou metod je patrny jasny rozdil v cené analyzy, z divodu
prub&hu analyzy s 32 vzorky metodou real-time PCR a 4 vzorky fragmenta¢ni analyzou.
Cas pro manualni praci je v pribéhu fragmentadni analyzy o 20 minut vy$si oproti
metod¢ real-time PCR. Prfi¢inou je pfiprava master mixu a detek¢niho mixu. Po
porovnani vSech aspektd je jasné, Ze nejoptimalnéj$i metodou pro screening mutace

657del5 je real-time PCR.

Metoda real-time PCR byla po porovnani obou metod vybrana k vySetieni mutace
657del5 v souboru 177 vzorku stéri bukalni sliznice a zjisténi odhadu frekvence
heterozygotii a homozygotii v populaci. VySetfovany soubor byl charakterizovan
v kapitole 111.3.3.1. Po analyze vSech 177 pacientti byly v souboru nalezeni 2 jedinci
S heterozygotnim genotypem a zadny s homozygotnim genotypem. Vyhodnocenim
vysledki byla zjisténa frekvence heterozygoti 1,1 % ve vySetfovaném souboru a
frekvence alely M 657del5 byla vypoétena na 0,6 %. Vypoctem byl z vysledki ziskan
odhad heterozygotniho genotypu v populaci 1:88.

Analyza mutaci v genu NBS1 metodou real-time je velmi vyhodna pro screening
populace nebo specifickych skupin osob. S ohledem na vyssi riziko vzniku malignit jak
u pacientti s Nijmegen breakage syndromem, tak hlavné heterozygotnich jedinct je
dialezitd detekce mutaci v genu NBS1. Vyuziti metody k detekci mutaci ve skupiné
pacienti s karcinomem d¢lozniho ¢&ipku, ale 1 pacientd s dalSimi nadorovymi

onemocnénimi by bylo v budoucnosti aspektem rychlé diagnostiky mutace.
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SEZNAM ZKRATEK

5'dRp
AP
APE1
ATB
ATM
ATP
BCRT
BER
BLM
BRCA
BS
CXXC
DDB 2
Del
DNA
DNA-PKcs
dNTP’s
DSB
DSBR
DR
EDTA
ERCC
FAM
FANC
FEN 1
FHA
FISH
GADDA45
Gy
HHRad23B
HR
Chk

Deoxyribdza s fosfatem na 5’-konci fetézce
Apurinové/pyrimidinové misto

AP endonukleédza

Antibiotika

Ataxie teleangiektazie mutovany
Adenosintrifosfat

BRCA C—terminélni doména

Oprava vystfizenim baze

Bloom syndrom gen
Karcinom prsu protein

Bukalni stér

Zinc finger protein

Protein vazajici poskozené DNA 2
Delece

Deoxyribonukleova kyselina

DNA proteinkindza

Deoxynukleotidy

Dvoutetézcovy zlom

Oprava obou fetézcil

Ptimé oprava
Etylendiamintetraacetilova kyselina
Excision repair cross—complementing
Fluorescein

Fanconiho anémie, komplementarni skupina
Flap—endonukleaza 1
Doména souvisejici s hlavni vidlici
Fluorescen¢ni in situ hybridizace
Ochrana pted dal§im poskozenim DNA
Gray

R23 - lidsky homolog Rad53B
Homologni rekombinace

Kinaza kontrolniho bodu buné¢ného cyklu
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Ins Inzerce

IVIG Intraven6zni imunoglobuliny

kDa Kilodalton

LIG1 Ligaza 1

LIG3 Ligaza 3

MGMT O6—Methylguanin DNA methyltransferaza
MMR Mismatch oprava

NBS1 Nijmegen breakage syndrom 1

NBN Nibrin

NER Oprava vysttizenim nukleotidu

NHEJ Nehomologni spojeni konct

PARP 1 Poly(ADP-rib6za) polymeraza

PCNA Proliferujici nuklearni antigen

PCR Polymerazova fetézova reakce

POLH Polymeraza H

ROS Reaktivni formy kysliku

RPA Replication protein A

SDSA Synthesis zavisla na anealingu fetézce

SDS-PAGE Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu s pfitomnosti dodecylsiranu

sodného
SMC-1 Strukturalni udrzba chromozému-1
SPE Extrakce na pevnou fazi
SSDNA Jednotetézcova DNA
Taq Polymeraza Thermus aquaticus
TFIH Transkrip¢ni faktor II H
uv Ultrafialové svétlo
WNR Werner syndrom helikaza
XP Xeroderma pigmentosum
XRCC X-ray repair cross—complementingprotein
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