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ABSTRAKT 

Univerzita Karlova v Praze  

Farmaceutická fakulta v Hradci Králové  

Katedra biochemických věd  

Kandidát: Bc. Michal Rataj 

Školitel: Doc. PharmDr. Martin Beránek Ph.D.   

Název diplomové práce: Genetický polymorfismus v NBS1 genu pro diagnostiku a 

léčbu osob s cervikálním karcinomem. 

   Cílem diplomové práce je nalezení optimální metody pro screening mutace 657del5 a 

zjištění odhadu populační frekvence heterozygotů a homozygotů pro mutaci v populaci 

České Republiky. 

   V první úseku teoretické části práce je komplexně poukázáno na působení faktorů 

ovlivňujících celistvost genetické informace a vznik mutací v DNA. Naopak druhý úsek 

se věnuje schopnosti buněk odpovědět na toto poškození. Podrobně se práce 

zabývá genem NBS1 a jeho produktem nibrinem. V komplexu MRE11/Rad50/NBN je 

nibrin důleţitým členem mechanizmů opravy dvouřetězcových zlomů DNA – NHEJ 

(nehomologní spojování konců) a HR (homologní rekombinace). 

   Práce je zaměřena na nibrin a jeho funkce, ale také na mutace, které tyto funkce 

znemoţňují a způsobují tak dědičné onemocnění Nijmegen breakage syndrom. Nibrin je 

překládán ze sekvence genu NBS1. Gen NBS1 se v populaci objevuje s několika 

různými mutacemi, které jsou rozšířeny celosvětově. V práci je diskutováno vyšší 

zastoupení mutace 657del5  populaci střední a východní Evropy. 

   V experimentální části práce byla vyšetřována mutace 657del5 pomocí dvou metod – 

fragmentační analýzy a real-time PCR. Byla provedena optimalizace a výběr 

nejvýhodnější metody s ohledem na citlivost, vyuţitelnost pro screening a na časové a 

finanční nároky. Jako nejoptimálnější metoda byla zvolena real-time PCR. Touto 

metodou byl proveden screening mutace v souboru 177 osob z České republiky, 

z kterého byla zjištěna frekvence heterozygotů 1,1 % a 0 % homozygotů. Frekvence 

mutantní alely 657del5 byla vypočtena na 0,6 %. Z výsledků vyplynulo, ţe populační 

frekvence heterozygotních jedinců je 1:88.  
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ABSTRACT 

Charles University in Prague  

Faculty of Pharmacy in Hradec Králové  

Department of Biochemical Sciences  

Candidate: Bc. Michal Rataj 

Supervisor: Doc. PharmDr. Martin Beránek 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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ÚVOD 

   Téma diplomové práce jsem si vybral z důvodu mého zájmu o stále se rozvíjející obor 

molekulární genetiky. Jiţ v minulosti jsem se věnoval tomuto oboru, který mě zaujal 

natolik, ţe jsem v něm pokračoval i v diplomové práci.  

   Budoucností i přítomností molekulární genetiky je poznávání sekvence DNA, 

diagnostiky polymorfizmů a mutací v genech a jejich působení na fenotyp jedince a celé 

populace. V mé diplomové práci jsem se zaměřil na diagnostiku mutace 657del5 v genu 

NBS1, která je rizikovou jak pro jedince s homozygotním, tak i heterozygotním 

genotypem.  Fenotypové znaky vyplývající z homozygotního genotypu této mutace, 

jsou ţivot ohroţující faktory jiţ v raném věku. Riziko nesou však i jedinci 

s heterozygotním genotypem s vyšší pravděpodobností vzniku malignit. Detekce této 

mutace v populaci je tedy velmi důleţitým aspektem.  

   Mým úkolem v této práci je tedy nalezení způsobu optimální diagnostiky a screeningu 

mutace 657del5 v populaci pro další výzkum v oblasti detekce mutace 657del5 u 

pacientů s karcinomem děloţního čípku a dalších specifických skupin pacientů 

s malignitami. 
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I. TEORETICKÁ ČÁST 

 

I.1 Buněčné reparační systémy 

I.1.1 Struktura DNA  

 

   DNA (deoxyribonukleová kyselina) je molekula přítomna v ţivých organizmech, kde 

je její funkcí uchování a přenos genetické informace. Je tedy velmi důleţitá pro ţivot 

buněk a jejich další generace. V buňkách je přítomna ve formě chromozómů, plastidů a 

mitochondrií (u eukaryotických organizmů) nebo jako kruhová molekula DNA volně se 

vyskytující v cytoplazmě niţších organizmů, prokaryot. Proteiny přeloţené ze 

sekvence DNA jsou nezbytné pro stavbu těla, pohyb, růst, vývoj, ochranu, 

rozmnoţování a další funkce.  

   DNA se skládá ze základních sloţek – deoxynukleotidů, které obsahují tři 

komponenty: cukernou sloţku (monosacharid 2–deoxy–β–D–ribóza), dusíkatou bázi ve 

formě purinu (adenin (A), guanin (G)) nebo pyrimidinu (cytosin (C), thymin (T)); třetí 

částí molekuly DNA je fosfátová skupina (PO4
3-

). Deoxyribóza se na 1´ uhlíku pojí 

s dusíkatou bází pomocí N–glykosidické vazby a na uhlíku 3´ a 5´ fosfodiesterovou 

vazbou s fosfátovými zbytky. Spojením deoxynukleotidů vznikají řetězce, které se váţí 

pomocí vodíkových vazeb mezi komplementárními bázemi (A–T), (G–C) a tvoří 

dvoušroubovici.  

   Tato dvoušroubovice můţe být denaturována rozvolněním vodíkových vazeb mezi 

dvěma řetězci DNA teplotou kolem 94–95°C nebo také některými chemickými látkami 

(formamid, močovina). Této vlastnosti se vyuţívá při denaturaci DNA například u PCR, 

FISH a dalších metod genetiky a molekulární biologie (Kočárek 2007). 
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I.1.2 Genetické změny DNA (mutace) 

 

   Genom je soubor genů a nekódující sekvence DNA, jenţ podmiňuje mezidruhovou 

rozdílnost a v rámci různých genotypů také rozdílnost mezi jedinci téhoţ druhu. Mutace 

je změna v DNA sekvenci měnící genotyp, a v některých případech i fenotyp daného 

jedince. Mutace mohou být letální – způsobující smrt jedince nebo semiletální – 

sniţující jeho ţivotaschopnost. Naopak výhodné mutace tzv. supervitální jsou změny 

zvyšující schopnosti jedince přeţít v prostředí. Některé z mutací však mohou být bez 

následků na fenotyp – mutace neutrální (Bříza 2013).  

   Rozsah mutace můţe být různý od bodových mutací aţ po změny v chromozómech a 

celých chromozomálních sadách. Bodové mutace mohou způsobit ztrátu nukleotidu 

(delece) nebo jeho zmnoţení (inzerce). Tyto mutace jsou poté příčinou posunu čtecího 

rámce, coţ mění sekvenci a ovlivňuje překlad do aminokyselin. Třetí typem bodových 

mutací je záměna nukleotidu (substituce) způsobující: 1) mutace se stejným smyslem – 

původní kodon kóduje stejnou aminokyselinu jako kodon mutovaný. 2) mutace měnící 

smysl kodonu, coţ způsobuje změnu překládané aminokyseliny, neţ byla původní před 

mutací. 3) mutace tvořící terminační triplet UAA, který je v sekvenci přítomen jako stop 

kodon – mutace beze smyslu. Tento kodon ukončí předčasně transkripci RNA, coţ je 

příčinou překladu zkráceného proteinu (Kočárek 2007).  

   Mezi mutace chromozomální patří numerické (aneuploidie) a strukturální aberace 

(delece, duplikace, translokace, inverze, ring chromozomy…). Nejzávaţnější jsou 

mutace způsobující zmnoţení celých sad chromozómů, kam patři polyploidie, které 

nejsou slučitelné se ţivotem a jedinci s touto mutací umírají v prenatálním období 

(Kočárek 2007).   
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Mezi mutace DNA patří (Soludar 2011): 

1. Apurinové/apyrimidinové mutace. Vyštěpení báze z nukleotidu přerušením N–

glykosidické vazby. 

2. Spontánní deaminace cytosinových a adeninových nukleotidů za tvorby uracilu a 

hypoxantinu.  

3. Alkylace nukleotidů chemickými látkami a vazba aduktů k bázím. 

4. Tvorba thyminových dimerů působením UV záření. 

5. Tvorba jedno– nebo dvouřetězcových zlomů způsobených ionizujícím zářením. 

6. Působení reaktivních forem kyslíku a změny ve struktuře purinových a 

pyrimidinových kruhů. 

7. Začlenění chybného nukleotidu v párování při replikaci DNA. 

8. Poruchy při replikaci a rekombinaci. 

   Tyto změny vznikají, buď spontánně, nebo indukovanou mutací zapříčiněnou 

vnějšími působky (mutageny) (Kočárek 2007). 

 

I.1.2.1 Spontánní mutace 

 

   Vznikají bez zásahu vnějších vlivů poruchami ve fyziologických funkcích 

metabolizmu, faktorů účastnících se replikace a opravy mutací DNA (Relichová et al. 

2009).   

Příčinami spontánních mutací mohou být: 

a) Chybné zařazení nadbytečného nukleotidu (inzerce) nebo naopak delece jednoho  

aţ několika nukleotidů polymerázou při replikaci DNA v S–fázi buněčného cyklu. 

Vznik mutace je způsobený „sklouznutím― polymerázy například 

v mikrosatelitních oblastech s dlouhými opakujícími se sekvencemi (Eckert 2009).  
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b) Tautomerní přesmyky jsou změny ve struktuře bází, kdy dochází k přenosu vodíku 

a dvojné vazby například mezi aminoskupinou a dusíkatým kruhem. Stabilní keto- 

struktury bází se mohou změnit v méně stabilní formy enol- a amino-, které 

způsobují vznik vodíkových vazeb mezi nekomplementárními bázemi. Změna ve 

stabilitě je přítomna jen na krátký okamţik, ale v případě právě probíhající 

replikace v místě tautomerního přesmyku přiřadí polymeráza nesprávný nukleotid, 

a tím způsobí vznik mutace v jednom řetězci. Mutace probíhá jak mezi purinovými 

nebo pyrimidinovými bázemi–tranzice, tak i mezi purinovou a pyrimidinovou bází. 

V tomto případě mluvíme o transverzi (Relichová et al. 2009). 

c) Mezi spontánní mutace se řadí další změny ve struktuře nukleotidů a DNA:  

Vloţení nefyziologické báze, kyslíkové radikály vznikající během metabolizmu 

nebo vznik apurinových/apirimidinových míst (Benda a kol 2006). 

 

I.1.2.2 Indukované mutace 

 

   Pokud mutace vznikne na základě působení vnějších vlivů (mutagenů), jedná se o 

indukovanou mutaci. Mutageny jsou faktory, které zapříčiňují změny v nukleotidech 

nebo vazbách DNA. Mezi tyto faktory řadíme: 

 

a) Fyzikální mutageny 

 

   Ionizující záření: jedná se o fotony nebo částice s nábojem, které jsou příčinou 

rozpadu molekul a atomů v buňkách tkání za tvorby nabitých částic a radikálů 

(Relichová et al. 2009). Aby bylo záření schopno ionizovat tkáně, musí nést dané 

mnoţství energie. Proto mezi ionizující záření patří záření s vyšší energií jako 

rentgenové, UV a γ, proud protonů nebo částic α a β. Naopak jiná záření jako 

mikrovlny, viditelné světlo, a další nejsou schopny ionizace díky nízké energii, kterou 

přenáší (Relichová et al. 2009). Ozáření ionizujícím zářením dávkou 1 Gy, která není 

pro buňku smrtelná, indukuje 1000–2000 poškozených bází, 800–1600 deoxyribóz, 

500–1000 jednoduchých zlomů a 20–40 dvouřetězcových zlomů (DSB) (Pejchal et al. 

2009, Navrátil et al. 2011). 
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   Ultrafialové záření je velice nebezpečným karcinogenem, který způsobuje mutace 

DNA v pokoţce a vznik velmi agresivních nádorů. Dělí se na tři druhy podle své vlnové 

délky: UVA (vlnová délka 320–380 nm), jenţ prochází přes pokoţku do dermis. UVB 

(290–320 nm) proniká do bazální úrovně epidermis a UVC (200–290 nm) dopadá pouze 

na povrch epidermis. UVB je nejnebezpečnější pro maligní zvrat buněk kůţe a to 

tvorbou thyminových dimerů a dvouřetězcových zlomů. UVA záření je zodpovědné za 

tvorbu reaktivních forem kyslíku (ROS) (Relichová et al. 2009, Soludar 2011).  

 

b) Chemické mutageny 

 

  Jedná se o látky, které se dokáţí včlenit do řetězce DNA – analogy nukleotidů nebo o 

alkylační a oxidační činidla způsobující změny v nukleotidech. Tyto mutace mohou 

zapříčinit chybné párování v DNA, vznik substitučních mutací a také poruchy 

v replikaci a transkripci (Kočárek 2007, Relichová et al. 2009). 

   Mezi analogy bází včleňující se do sekvence DNA řadíme: 5–bromuracil (analog 

thyminu), 2–aminopurin a další. Jako analogy bází působí také akridinová barviva 

zapříčiňující vznik delecí nebo inzercí při vloţení do řetězce Jiným typem poškození 

DNA chemickými látkami, jako například kyselinou dusitou je oxidativní deaminace u 

bází, čímţ způsobuje změnu vodíkových vazeb a chybné párování (Relichová et al. 

2009). 

   Chemické látky, jako benzo [a] pyren, nejsou samy o sobě mutagenní. Jedná se o 

prekancerogeny, které jsou v těle metabolicky přeměňovány na látky, jeţ se mohou 

vázat na DNA jako adukty a být důsledkem poškození fyziologické funkce DNA. 

Metabolickou přeměnu benzo [a] pyrenu popisuje obrázek 1.  
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Obr. 1: Metabolická přeměna benzo[a]pyrenu na karcinogenní benzo[a]pyrendiolepoxid 

(Biofiles 2007). 

   Na obrázku je popsána metabolická přeměna prekancerogenu benzo[a]pyrenu za 

přítomnosti cytochromu P450. Cytochrom P450 je příčinou oxidační reakce, která 

způsobuje přeměnu benzo[a]pyrenu na kancerogení benzo[a]pyrendiolepoxid.    

 

c) Biologické mutageny 

 

  Biologické mutageny jsou viry úspěšně se včleňující do sekvence DNA, které mohou 

způsobit nefunkčnost genů (Kočárek 2007). Mezi onkologické viry patří Epstein-

Barrové virus, virus hepatitidy B, lidský papilomavirus nebo herpes viry (Bailey 2013). 
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I.1.3 Zlomy DNA 

 

   Jedno– a dvouřetězcové zlomy vznikají řízeně při replikaci, meióze nebo při přestavbě 

DNA u imunoglobulinů a receptorů imunitních buněk. Nefyziologická tvorba zlomů se 

můţe objevit v důsledku léčby při nádorovém onemocnění chemoterapií a radioterapií 

nebo působením ionizujícího záření (Bosch et al. 2003). Principem působení 

ionizujícího záření je přenos energie do tkání, kde se ionizuje voda nebo molekuly a 

atomy v buňkách. Z této ionizace vznikají nabité částice, které řetězově ionizují další 

molekuly a jsou příčinou vzniku radikálů. Částice s nábojem a volné radikály způsobují 

poškození DNA přerušením fosfodiesterové vazby a indukují jednořetězcové zlomy. 

Jednořetězcové zlomy na obou řetězcích v těsné blízkosti a nedostatečné mnoţství 

vodíkových vazeb mezi nimi mohou způsobit oddělení částí dvoušroubovice v místech 

přerušení obou fosfodiesterových vazeb a vznik dvouřetězcového zlomu (Pejchal et al. 

2009, Navrátil et al. 2011).  
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I.1.4 Mechanizmy reparace 

 

   Na vznik mutace na jednom nebo obou řetězcích DNA, reaguje buňka ochrannými 

mechanizmy, kterými si můţe zajistit vlastní přeţití nebo alespoň zabránění přenosu 

mutace na další generace a vzniku nádorového bujení. Osud buňky v případě mutace 

popisuje obrázek 2.  

Mezi ochranné mechanizmy patří (Chen et al. 2005):  

a) Uvedení buňky do senescence – zastavení buněčného cyklu a zabránění v dělení 

b) Aktivaci p53, který spouští programovanou smrt buňky 

c) Oprava poškození DNA mechanizmy reparace 

 

 

 

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

 

   Oprava mutací přítomných v DNA je jediným postupem buňky pro její přeţití a 

přenos kompletní genetické informace. Proto buňky vlastní několik mechanizmů 

opravy, které dokáţí reagovat na vznik rozmanitých typů poškození DNA (Bosch et al. 

2003). Mutace se můţe objevit na jednom nebo obou řetězcích DNA, a tak mají buňky 

k dispozici opravné mechanizmy jednořetězcových mutací ((přímá oprava (DR), 

mismatch oprava (MMR), oprava vystřiţením báze (BER) a nukleotidu (NER)); ale 

také dva mechanizmy opravy dvouřetězcových mutací (zlomů) ((nehomologní spojení 

konců (NHEJ) a homologní rekombinace (HR)). Mechanizmy s proteiny účastnící se 

oprav popisuje obrázek 3.  
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Obr. 3: Opravné mechanizmy jedno a dvouřetězcových poškození struktury DNA (Ding 

el al. 2006). 

. 

Kaţdý mechanizmus opravy je souborem proteinů s různou funkcí, jeţ dohromady 

svým působením opraví specifický druh mutace, na který jsou přizpůsobeny.  
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I.1.4.1 Oprava jednořetězcových poškození DNA 

 

I.1.4.1.1 Přímá oprava (DR) 

 

   O6–Methylguanin DNA methyltransferáza (MGMT) je protein účastnící se opravy 

methylovaných a ethylovaných guaninových bází. Jeho úlohou je přímé odstranění 

aduktů (methyl a ethyl) bez zásahu do řetězce DNA. Reakce probíhají mezi aduktem 

navázaným na bázi nukleotidu a cysteinem přítomným v proteinu MGMT. Adukt se 

přednostně váţe na cystein, s nímţ je z báze odstraněn. Tato reakce je chemická a 

nejedná se tedy o reakci enzymatickou. Vazba aduktu na MGMT je nereverzibilní a po 

opravě jednoho nukleotidu je protein MGMT degradován v proteazomu (Niture et al. 

2006, Soludar 2011, Ding el al. 2006). Princip přímé opravy je graficky znázorněn 

v obrázku 4. 

 

Obr. 4: Průběh přímé opravy DR a funkce proteinu MGMT (upraveno z Soludar 2011). 

Cystein 

O6-methylguanin 

Methylcystein 

Guanin 
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I.1.4.1.2 Oprava vystřižením báze (BER) 

 

   Jedná se o opravu modifikovaných bází a to nejvíce působením reaktivních forem 

kyslíku (ROS), ale také bází oxidovaných, redukovaných, alkylovaných a 

deaminovaných. Prvním krokem opravy je působení enzymu glykosylázy v místě 

poškozené báze, kde se hydrolyticky rozštěpí N-glykosidická vazba a z nukleotidu je 

odstraněna báze. Tímto působením vzniká tzv. apurinové/apyrimidinové (AP) místo.    

   Poté AP endonukleáza (APE1) štěpí fosfodiesterovou vazbu a zbytek nukleotidu 

(cukerná část s fosfátem) je odstraněn při syntéze vloţení nového nukleotidu 

polymerázou. Řetězec je zcelen DNA ligázou. Tento typ opravy má dva alternativní 

postupy, které jsou pouţívány podle počtu opravovaných bází. Jedná se o „short–patch― 

pro opravu jedné báze a „long–patch― pro opravu několika bází.  

   „Short–patch― je iniciován DNA glykosylázou. Po odstranění báze vzniká AP místo, 

ke kterému se váţe APE1 a štěpí fosfodiesterovou vazbu u nukleotidu s odstraněnou 

bází. Na 5´–konci vzniká deoxyribóza s fosfátem (5´dRp) a na  3´–konci hydroxylová 

skupina. Poté β–polymeráza vloţí do místa nový nukleotid a 5´dRp vyštěpí.  Konečným 

krokem je vazba proteinů XRCC1 (X–ray repair cross–complementingprotein 1) a DNA 

ligázy III (LIG3), které dokončí spojení řetězce. 

   „Long–patch― je alternativní formou „short–patch―. Iniciace probíhá stejně jako u 

první verze štěpením N-glykosidické vazby DNA glykosylázou. Fosfodiesterová vazba 

je přerušena pomocí APE1. Rozdíl je ve vazbě proliferujícího jaderného antigenu 

(PCNA), který je důleţitý jako proteinové lešení k připojení polymerázy δ a ε. 

Polymeráza syntetizuje ve směru 3´- 5´ nové nukleotidy a odstraňuje několik nukleotidů 

(2-10) za poškozenou bází. Tak vzniká přesah, jenţ je následně odstraněn společně 

se zbytkem opravovaného nukleotidu flap–endonukleázou (FEN1). Spojení řetězce je 

dokončeno pomocí DNA ligázy I (LIG1). Long-patch alternativa opravy vystřiţením 

báze se také účastní opravy jednořetězcových zlomů (Ding el al. 2006, Klevcová 2010, 

Fortini et al. 2003, Mladenov a Iliakis 2011). Na postup v opravě modifikovaných bází 

je poukázáno na obrázku 5. 

 

 

 



Diplomová práce  Michal Rataj 2013 

24 

 

 

 

Obr. 5: Princip opravného mechanizmu vystřiţení báze BER (Fortini et al. 2003). 
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I.1.4.1.3 Oprava vystřižením nukleotidu (NER) 

 

   NER je hlavním systémem opravy poškození vyvolaných UV zářením a dalšími 

karcinogeny. Jeho funkce je odstranění oxidačního poškození, velkých aduktů a 

thyminových dimerů. Obrázek 6 popisuje zapojení proteinů v mechanizmu opravy 

vystřiţením nukleotidu NER. Principem tohoto mechanizmu opravy je rozpoznání 

mutace na DNA pomocí komplexu XPC (xeroderma pigmentosum C) a HHRAD23B 

(R23 - lidský homolog Rad53B). Poté se do místa mutace váţe TFIIH (transcription 

factor II H). TFIIH je komplex několika proteinů s helikázovou aktivitou, který rozvolní 

šroubovici DNA a vytvoří „replikační bublinu―. Poté je řetězec na 3´–konci rozpletené 

DNA štěpen jednořetězcovou endonukleázou XPG (xeroderma pigmentosum G) a na 

5´–konci endonukleázou ERCC1–XPF (excision repair cross–complementing 1–

xeroderma pigmentosum F). Vyštěpená část řetězce o délce 27–30 nukleotidů je poté 

odstraněna proteinem XPA (xeroderma pigmentosum A). Následná vazba proteinu RPA 

(replication protein A) chrání DNA před syntézou chybějícího řetězce pomocí δ nebo ε 

polymerázy nasedající na DNA za přítomnosti proteinu PCNA, který tvoří iniciační 

místo. Dosyntetizovaný řetězec je v konečném kroku spojen DNA ligázou 1 (LIG1) 

(Friedberg 2001). 
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Obr. 6: Princip opravného systému vystřiţením nukleotidu NER (Friedberg 2001). 
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I.1.4.1.4 Mismatch repair (MMR) 

 

   MMR je mechanizmus opravy pouţívaný při replikaci DNA. Princip mechanizmu 

opravy mismatch repair je popsán v obrázku 7. Jeho funkcí je vyhledání nesouhlasících 

párů bází (mismatch) při chybném zařazení nukleotidu polymerázou během replikace 

DNA. K opravě této mutace je vyuţit matricový řetězec a podle jeho sekvence je DNA 

s mutací opravena. Rozeznání matricového řetězce je moţné podle methylace sekvence.  

   Vyhledání nesouladu v sekvenci a iniciace MMR je zprostředkována vazbou 

heterodimeru MutSα (MSH2 a MSH6) při opravě 1 nukleotidu nebo MutSβ (MSH2 a 

MSH3) více nukleotidů. Heterodimer MutSα po vazbě na DNA aktivuje heterodimer 

MutLα (Mlh1/Pms2), který s ním interaguje. MutSα dále projde konfromační změnou 

závislou na ATP a společně s navázaným heterodimerem MutLα získává schopnost 

pohybu po DNA řetězci v obou směrech. Komplex MutSα po nalezení neshody 

(mismatch) stimuluje aktivitu 5´ -- 3´ nebo 3´ -- 5´ exonukleázy 1 (Exo1), která vyštěpí 

úsek nově syntetizovaného vlákna mezi konci (nicky). Navázaný protein PCNA 

(proliferující nukleární antigen) má funkci zavedení DNA polymerázy do řetězce. DNA 

je také chráněno před nukleázami pomocí RPA. Po odstranění chybného párování je 

řetězec dosyntetizován polymerázou iniciující replikaci na proteinu PCNA. Řetězec je 

po opravě mismatch spojen ligázou 1 (LIG1) (Jeppesen et al. 2011, Martin a Scharff 

2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Diplomová práce  Michal Rataj 2013 

28 

 

 

 

Obr. 7: Princip a zastoupení proteinů a enzymů opravného mechanizmu mismatch 

repair (převzato z dxy 2010).  
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I.1.4.2 Oprava dvouřetězcových zlomů  

 

   Při vzniku dvouřetězcového zlomu je aktivována řada proteinů s funkcí ochrany DNA 

v místě zlomu a její přípravy k aktivaci opravných mechanizmů. Další proteiny jsou 

důleţité v regulační funkci, správné reakci buňky na poškození DNA. Důleţitou funkci 

v mechanizmu iniciace opravy DSB má MRE11/Rad50/NBN komplex, který funguje 

jako senzor pro DNA dvouřetězcové zlomy. Účastní se DNA rekombinace, údrţby a 

integrity telomer, řízení kontrolního buněčného cyklu a svoji úlohu má také při meioze. 

V případě poškození tohoto primárního mechanizmu vzniká závaţné onemocnění (viz 

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

 

I.1.4.2.1 MRE11 

 

  MRE11 je protein o délce 708 aminokyselin. Ve své struktuře obsahuje amino–

terminální fosfoesterázovou doménu, která má jedno– i dvouřetězcovou 

endonukleázovou a také 3´–5´dvouřetězcovou exonukleázovou aktivitu.  Dalšími 

důleţitými částmi proteinu MRE11 jsou DNA vazebné domény A a B. Doména A je 

umístěna ve středu proteinu a doména B na C–terminální části. Na MRE11 se váţí 

svými doménami Rad50 a nibrin (NBN, popis struktury proteinu nibrinu viz kapitola 

I.3.2) (Bosch et al. 2003).  

 

I.1.4.2.2 Rad50 

 

   Rad50 patří do komplexu MRE11/RAD50/NBN a opravy DNA dvouřetězcových 

zlomů. Tento protein byl nalezen u Saccharomyces cerevisce (pivní kvasinky) a bylo 

zjištěno, ţe homolog tohoto proteinu je přítomen u dalších organizmů a také u člověka 

se stejnou funkcí (Trujillo et al. 1998). Rad50 se skládá z dvou Walker A a B motivů 

vázajících DNA, MRE11 a ATP (adenosintrifosfát), z které získává energii na změnu 

konformace. Na Walker motivech jsou navázány dvě šroubovice, jeţ mezi sebou nesou 

doménu CXXC (zinc finger protein) s cysteinovými zbytky (Bosch et al. 2003).  
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I.1.4.2.3 Komplex MRE11/RAD50/NBN (MRN) 

 

   MRE11/Rad50/NBN komplex se skládá z  dimeru MRE11, dvou molekul Rad50 a 

dvou molekul nibrinu. Nibrin je vázán k MRE11 doménou na C–terminální části 

proteinu společně s doménou vázající ATM (Ďurišová 2012). Rad50 je v komplexu 

vázán na MRE11 doménou na amino- i C–terminální části (William et al. 2010, 

Ćmielová et al. 2010). Funkce komplexu je detekce a lokalizace dvouřetězcového 

zlomu, aktivace reakce na poškození integrity DNA, mechanická ochrana před 

nukleázami, udrţení konců zlomu v těsné blízkosti a jejich úprava pro další postup 

opravy. Lokalizaci zlomu a transport do místa zajišťuje protein nibrin  po aktivaci 

kinázou ATM, který se váţe na fosforylovaný histon γH2AX (Lammens et al. 2011, 

Iyer et al. 2011). 

   ATM je proteinová kináza, která patří do rodiny PI3/PI4 kináz se serin/threonin 

kinázovou aktivitou. Její hlavní funkcí je aktivace proteinů fosforylací aminokyselin 

serinu a threoninu. Rodina těchto PIKK kináz má společné domény FAT a FATC. 

V doméně FAT je přítomna aminokyselina Ser1981, která je nezbytná v autofosforylaci 

ATM kinázy. Doména FACT je u ATM aktivačním a regulačním místem při vazbě na 

histony v blízkosti dvouřetězcového zlomu. Pikk kinázy dále obsahují PI3K doménu, 

která je katalytickým místem rodiny (Jiang et al. 2006, Strouhalová 2007).  

   ATM reguluje signální kaskády faktorů Chk (Checkpoint kinasa) v kontrolních 

bodech buněčného cyklu, DNA opravy a apoptózy. ATM také aktivuje nádorové 

supresory p53 a BRCA, faktory opravy DNA Rad50, Rad51, GADD45 (ochrana před 

dalším poškozením DNA), signalizační molekuly, faktory důleţité pro přeţití buňky 

SMC–1 (strukturální údrţba chromozómů–1) a histon H2AX (Pejchal et al. 2009, 

Kobayashi 2004, Ďurišová 2012). 

   Komplex MRN má však schopnost vázat DNA i bez přítomnosti ATM a z toho 

vyplývá, ţe je samostatným indikátorem dvouřetězcových zlomů (Pejchal et al. 2009, 

Ďurišová 2012). 

   Za ochranu a vazbu DNA v místě zlomu je zodpovědný protein Rad50 po vazbě 

komplexu na DNA. Na Walker motivy Rad50 se váţe ATP a vyvolává rotaci kolem 

DNA zlomu. Tato změna má funkci mechanické ochrany řetězce před poškozením a 

vazby protějšího proteinu Rad50 pomocí CXXC domény (zinc finger protein) 
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obsahující cysteinové zbytky vázající se k  iontu zinku. Spojení CXXC domén 

přítomných na šroubovicích (coiled–coil) čtyř molekul Rad50 mezi oběma komplexy 

MRN zabraňuje oddálení konců DNA ve zlomu.  

   Nejdůleţitější funkce komplexu MRE11/Rad50/NBN je schopnost úpravy DNA 

konců působením nukleázy MRE11. MRE11 má exonukleázovou a ssDNA 

endonukleázovou aktivitu. Enzym odstraňuje zbytky poškozených nukleotidů a 

umoţňuje tak další průběh opravy (Lammens et al. 2011, Iyer et al. 2011). 

 

I.1.4.2.4 Primární odpověď na vznik dvouřetězcových zlomů 

 

   ATM přítomna v jádře ve formě dimerů se aktivuje autofosforylací na aminokyselině 

Ser 1981 na aktivní monomery. V přítomnosti dvouřetězcových zlomů je pomocí ATM 

zprostředkována odpověď na porušení integrity DNA. V místě zlomu se ATM objevuje 

první a vytváří zde tzv. fokus. Fokus je místo v blízkosti zlomu, kde probíhá společně 

fosforylace histonu H2AX a následné vázání proteinů ATM, BRCA1, komplexu 

MRE11/Rad50/NBN a dalších, které iniciují opravu dvouřetězcového zlomu. Průběh 

primární odpovědi popisuje obrázek 8. Primární odpověď má za úkol aktivaci 

opravných mechanizmů NHEJ (nonhomologní spojení konců) a HR (homologní 

rekombinaci) (Bosch et al. 2003, Pejchal et al. 2009, Strouhalová 2007, Ďurišová 2012, 

Peskova 2008).  

 

 

Obr. 8: Průběh primární reakce na vznik dvouřetězcového zlomu (Bosch et al. 2003). 
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I.1.4.2.5 Homologní rekombinace (HR) 

 

   HR je systém bezchybné opravy dvouřetězcových zlomů, pouţívaný u 

prokaryotických i eukaryotických organizmů. Průběh a zapojení proteinů v opravě 

dvouřetězcových zlomů v mechanizmu homologní rekombinace popisuje obrázek 9. HR 

se uplatňuje v opravě DNA u mitotických buněk, v údrţbě telomer nebo crossing overu 

homologních chromozómů. Tyto mechanizmy jsou pozorovány ve studiích 

s kvasinkami Saccharomyces cerevisiae, u kterých je studium těchto dějů jednodušší a 

přístupnější v porovnání s mnohobuněčnými organizmy (Peskova 2008). Homologní 

rekombinace pouţívá k opravě poškozeného chromozómu druhý homologní 

chromozóm. Je to velmi přesný systém, který je schopen opravovat rozsáhlé poškození 

DNA. U vyšších eukaryot se vyuţívá aţ v případě velkých defektů (zlomy 

chromozómů) neopravitelných jinými mechanizmy opravy. Tento opravný systém 

probíhá v pozdní S fázi a G2 fázi buněčného cyklu. K jeho provedení je nutné, aby 

chromozómy byly kondenzovány a mohla proběhnout rekombinace (Kučera 2011).  

 

I.1.4.2.5.1 Fáze presynaptická 

 

   Po vzniku dvouřetězcového zlomu jsou konce DNA detekovány pomocí komplexu 

MRE11/Rad50/NBN, který je do místa DSB transportován pomocí nibrinu. Společně s  

tímto komplexem se váţe kináza ATM (ataxia telangiectasia mutated) interagující 

s nibrinem a iniciující start opravy HR. Vazba komplexu MRE11/Rad50/NBN chrání 

DNA před degradací. Pomocí Rad50 jsou oba konce přidrţovány v těsné blízkosti tak, 

aby mohl probíhat další krok opravy. Konce DNA ve zlomu jsou upraveny pomocí 

navázané nukleázy MRE11. Poté je ssDNA stabilizována a chráněna pomocí RPA 

(replication protein A). Tento protein je postupně nahrazován proteinem Rad51, za 

přítomnosti Rad52 interagujícího s oběma proteiny a umoţňujícího tak rovnováhu mezi 

vazbou RPA a Rad51 na DNA. Oba proteiny mezi sebou soupeří o vazebné místo na 

ssDNA. Rad51 závislý na ATP vytváří presynaptické vlákno, jeţ má funkci drţet 

ssDNA v nataţeném stavu, a tak umoţnit spojení obou molekul DNA. V presynaptické 

fázi se ještě uplatňuje protein Rad54, který stabilizuje vlákno (Peskova 2008, Zálesák 

2010). 
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I.1.4.2.5.2 Fáze synaptická 

 

   Fáze synaptická je charakterizována připojením upravené části DNA se zlomem a 

navázanými proteiny k homolognímu chromozómu, který je templátem pro opravu 

dvouřetězcových zlomů (Zálesák 2010). Protein Rad54 interagující s Rad51 je nutný 

k vyhledávání homologního místa. Pokud není na daném místě nalezena homologní 

sekvence, proces probíhá dále aţ do jejího nalezení (Peskova 2008). Další krok 

podmiňuje Rad51 a presynaptické vlákno s energií dodávanou z ATP. Vzniká tzv. D–

smyčka, kde probíhá párování homologních úseků DNA (Zálesák 2010). 

 

I.1.4.2.5.3 Fáze postsynaptická 

 

   Poslední fáze homologní rekombinace je fáze postsynaptická. Je to vlastní resyntéza 

poškozené DNA podle templátu homologního chromozómu (Zálesák 2010). Postupné 

vloţení ssDNA do homologie s druhým chromozómem vzniká struktura D–loop (D–

smyčka). Spojení obou molekul DNA dosáhne úplné délky synaptického vlákna a je 

iniciována syntéza pomocí polymerázy na 3´–konci (Peskova 2008).  

   Syntéza probíhá dvěma způsoby. Prvním způsobem SDSA (Synthesis Dependent 

Strand Annealing) je syntéza jedné strany řetězce podle templátu. Tento produkt se od 

templátu oddělí a mimo homologní chromozóm se dosyntetizuje druhá strana řetězce 

DNA molekuly. Spojení řetězců je zprostředkováno pomocí ligázy. Ligace na druhý 

konec probíhá díky 3´ konci. SDSA se pouţívá při mitotické rekombinaci, kde není 

ţádoucí výměna chromatid.  

   V druhém způsobu DSBR (Double Strand Break Repair) probíhá syntéza obou stran 

šroubovice na templátové molekule. Po dosyntetizování vzniká tzv. Holliadayova 

struktura, která je štěpena. Podle způsobu oddělení proběhne crossing over a oba 

chromozómy mají tedy část nově nasyntetizovanou a druhou část původní templátovou. 

V druhém případě výměna chromatid nenastane. DSBR se vyuţívá v meiotické 

rekombinaci, kde je crossing over ţádoucí (Ďurišová 2012, Zálesák 2010). 
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Obr. 9: Princip opravy dvouřetězcových zlomu - homologní rekombinace (HR) 

(převzato z dxy 2010). 
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I.1.4.2.6 Nehomologní spojení konců (NHEJ) 

 

   NHEJ je primární mechanizmus opravy dvouřetězcových zlomů DNA, které jsou 

přerušeny ve fosfodiesterové vazbě. Princip opravy nehomologního spojení konců 

popisuje obrázek 10.  NHEJ je nejpouţívanějším systémem opravy dvouřetězcových 

zlomů u vyšších eukaryot a je velmi rychlým způsobem opravy. Způsobuje však riziko 

vzniku inzerce nebo delece. Díky jednoduché ligaci není v tomto případě nutná 

přítomnost homologní sekvence, jako je tomu u homologní rekombinace (HR). Je tedy 

moţné tento systém opravy uplatnit ve všech fázích buněčného cyklu, nejvíce však 

v G1 fázi (46). NHEJ probíhá ve čtyřech krocích: 1. vazba konců DNA, 2. přemostění, 

3. terminální zpracování a 4. ligace. 

   Iniciace NHEJ je spuštěna vazbou helikázy WNR (Werner syndrom helikáza) 

rozvolňující vodíkové vazby a heterodimeru Ku70/80. Tento heterodimer se účastní  

ochrany konců DNA zlomu, ligace a aktivace DNA proteinkinázy (DNA–PKcs). Kináza 

DNA–PKcs se váţe v místě zlomu a fosforyluje nukleázu Artemis, která upraví konce 

řetězců. Vznikají tak malé přesahy od 1–6 párů bází (Kučera 2011, Markovski 2007). 

Poté se kříţem na DNA váţí proteiny XRCC4 a tvoří terminální konce řetězců v místě 

zlomů, které jsou nutné k ligaci (Markovski 2007). Jedna z polymerázy µ,  λ a β doplní 

chybějící nukleotidy a v konečném kroku komplex XLF–XRCC4–DNA ligáza IV 

spojuje konce řetězců. Protein XLF má v tomto komplexu regulační funkci (Kučera 

2011). 

    Ku 70/80, DNA–PKcs a ATM se účastní vazby poškozeného konce DNA, interakce 

s dalšími proteiny a aktivace zastavení buněčného cyklu. Alternativní cestou 

identifikace a úpravy DNA dvouřetězcových zlomů je vazba komplexu 

MRE11/Rad50/NBN. Tento komplex se váţe k Ku70/80 a DNA–PKcs (DNA–PK) a 

upravuje konce zlomů. Odstraňuje nepotřebné struktury na koncích zlomů jako 

například 5´–hydroxyl, 3´–fosfoglykolát... (Kučera 2011, Markovski 2007).   
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Obr. 10: Princip opravy dvouřetězcových zlomů NHEJ (převzato z dxy 2010). 

Na obrázku je také zakreslena alternativní cesta opravy HNEJ za přítomnosti proteinů 

PARP1, ve které není zastoupen komplex MRE11/Rad50/NBN. 
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I.2 Syndromy chromozomální nestability 

 

   Syndromy chromozomální nestability jsou genetická onemocnění s autozomálně 

recesivní dědičností. Tato onemocnění jsou způsobena mutacemi v genech pro proteiny 

účastnící se různých mechanizmů opravy DNA popsaných v kapitole I.1.4. Ze společné 

funkce těchto proteinů udrţujících integritu genomu vyplývá, ţe v případě jejich 

poškození vznikají u všech syndromů chromozomální nestability podobné fenotypové 

znaky. Tyto společné fenotypové projevy syndromů jsou (Čepová 2004): 

1) poruchy imunitního systému s opakovanými záněty 

2) poškození a poruchy funkce bronchů díky opakovanými infekcím 

3) poruchy ve vývoji pohlaví a sekundárních pohlavních znaků 

4) různé stupně mentální retardace 

5) růstové poruchy 

6) predispozice k malignitám  

7) reakce na UV, ionizující záření a na některá léčiva 

 

   Tabulka 1 popisuje seznam nejčastěji se vyskytujících syndromů chromozomální 

nestability. Tyto syndromy se od sebe odlišují jak příčinou vzniku, tak i znaky, které 

jsou pro ně specifické a nepatří do projevů společných pro syndromy chromozomální 

nestability.  

Tab. 1: Syndromy chromozomální nestability a jejich frekvence v celosvětové populaci 

(Čepová 2004). 

Syndromy chromozomální nestability Frekvence v populaci 

Ataxie teleangiektázie 1:30 000–1:100 000 

Bloomův syndrom 1:1 000 000–1:2 000 000 

Fanconiho anémie 1:300 000 

Nijmegen breakage syndrom 1:60 000–1:70 000 

Wernerův syndrom 1:2 000 000–1:3 000 000 

Xeroderma pigmentosum 1:1 000 000 
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I.2.1 Ataxie teleangiektázie 

 

   Ataxie teleangiektázie je způsobena mutací v genu ATM, která je příčinou poruchy 

regulace odpovědi buňky na vznik změn v DNA. Gen ATM se nachází na chromozómu 

11 v lokusu 11q22–23. Onemocnění se projevuje poškozením tkání v raném věku 

především nervové soustavy a mozku, coţ způsobuje poruchu koordinace pohybů 

(ataxie).  Choroba se dále projevuje viditelnými, zvětšenými cévami na kůţi 

(teleangiektázie) a v dětském věku různým stupněm demence, opoţděním chůze, 

abnormálními pohyby očí a dalšími znaky (Čepová 2004, Adam et al 2011).   

 

I.2.2 Bloomův syndrom 

 

   Bloomův syndrom je onemocnění patřící do skupiny chromozomálních nestabilit. 

Jedná se o mutaci v genu BML na chromozómu 15 v lokusu 15q26.1, který kóduje 

protein RecQ helikázu zapojenou v opravě DNA a udrţujících integritu genomu. Funkci 

má také při homologní rekombinaci ovlivněním výměny sesterských chromatid. Mezi 

fenotypové projevy syndromu patří fotosenzitivita, tvorba malignit, poruchy orgánů a 

nízká porodní hmotnost novorozenců s následným růstovým deficitem, který se můţe 

objevit uţ v prenatálním období. Dále je patrné zarudnutí kůţe (exantém) a 

teleangiektázie v obličeji (Čepová 2004, Cheok et al. 2005, Kee a D´Andrea 2012). 

 

I.2.3 Fanconiho anémie 

 

   Fanconiho anémie se projevuje uţ prenatálně a v raném věku. Příčinou nemoci je 

mutace v systému opravy DNA a odstraňování volných radikálů. Postiţeny jsou geny 

kódující proteiny FANC–A, C, E, F, G a L  (Fanconi anemia, complementation group). 

V prenatálním věku se objevují vývojové abnormity orgánových soustav z důvodu 

chromozomální nestability. Jedinci s tímto onemocněním mají vyšší predispozici 

k malignitám, a také selhání kostní dřeně s pancytopenií. Přítomna je mikrocefalie 

s malými ústy a očními štěrbinami (Kee a D´Andrea 2012). 
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I.2.4 Wernerův syndrom 

 

   Příčinou Wernerova syndromu je mutace v genu kódujícím DNA helikázu (WRN) 

patřící do skupiny RecQ helikáz společně s helikázou u Bloomova syndromu. Tento 

protein má funkci rozvolnění šroubovice při opravě dvouřetězcových zlomů a 

odstraňování struktur na DNA jako například Hollidayovy struktury nebo DNA převisů 

vzniklých během opravy. Werner syndrom je onemocnění způsobující předčasné 

stárnutí. Vznikají koţní změny, katarakta a podkoţní kalcifikace s předčasnou 

aterosklerózou. U pacientů se objevují malignity a diabetes mellitus (Huang et al. 2006, 

Yu et al. 1996). Postiţeny jsou také ţlázy, které sekretují nadměrné mnoţství produktů. 

Tento projev je patrný u hypofýzy, pankreatu nebo štítné ţlázy. Mutace je přítomna na 8 

chromozómu v lokusu 8p12–p11.2 (Čepová 2004). 

 

I.2.5 Xeroderma pigmentosum 

 

   Xeroderma pigmentosum je onemocnění způsobené mutací v genech proteinů 

účastnících se opravy DNA. U onemocnění xeroderma pigmentosum je popsáno 8 typů 

tohoto onemocnění: XPA-G (xeroderma pigmentosum A-G) a variantní typ XPV 

(xeroderma pigmentosum V). Kaţdý z typů je způsoben mutací 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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   Fenotypovými projevy u tohoto syndromu jsou citlivost vůči UV záření, které 

způsobuje u pacientů koţní nádory v raném věku. Jedinci s xeroderma pigmentosum 

jsou citliví na sluneční záření a v případě vystavení kůţe na slunci, vznikají popáleniny 

a tzv. xeroderma (suchá pokoţka) s pigmentacemi. Změny se také projevují v 

centrálním a periferním nervovém systému především poškozením očí (Čepová 2004, 

Cleaver 1990). 

 

I.2.6 Nijmegen breakage syndrom (NBS) 

 

   Nijmegen breakage syndrom je onemocnění, které bylo popsáno v nizozemském 

Nijmegenu v roce 1981. Jednalo se o chlapce s mikrocefalií, poruchou růstu a vývoje, 

deficitem IgA a chromozomální nestabilitou (Chrzanowska 2012). 

   NBS patří do skupiny autozomálně recesivních onemocněních chromozomální 

nestability společně s xeroderma pigmentosum, Bloomovým syndromem, Fanconiho 

anémií, Wernerovým syndromem a ataxií teleangiektázií (Varon et al. 1998). Syndrom 

vzniká v důsledku mutace v genu NBS1, z kterého je překládán nefunkční protein 

nibrin. Nibrin je společně s MRE11, Rad50 zapojen do opravy dvouřetězcových zlomů 

DNA popsané v kapitole I.1.4.2. Gen NBS1 a protein nibrin jsou podrobně rozebrány 

v kapitole I.3.  

   Klinické projevy syndromu se projevují u jedinců s homozygotním genotypem 

mutace. Mírné projevy syndromu se mohou objevit i u jedinců s heterozygotním 

genotypem a to zvýšeným rizikem vzniku malignit (Seemanová et al. 2007). 

   Nijmegen breakage syndrom je charakterizován progresivní mikrocefalií a růstovou 

retardací.  Tyto fyzické změny způsobené mutací v genu NBS1 jsou znakem syndromu 

hned po narození dítěte. Mikrocefalie je patrná u 75 % novorozenců hned po porodu 

nebo se vyvine během prvního roku ţivota. Růstová retardace se projevuje menším 

vzrůstem po porodu, ale růst v postnatálním období je normální. Podle těchto symptomů 

je diagnostikován fenotyp syndromu a pro potvrzení diagnózy je indikována detekce 

mutace v genu NBS1.  
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   Dalšími projevy v průběhu ţivota jsou časté infekce dýchacího ústrojí, infekce 

gastrointestinálního traktu a močové soustavy z důvodu imunodeficience. 

Imunodeficience je důsledkem poruchy syntézy imunoglobulinů při J (V) D 

rekombinaci v lymfocytech, způsobené mutací v genu NBS1 a nefunkčnosti nibrinu v 

opravě fyziologicky vzniklých dvouřetězcových zlomů. Oprava dvouřetězcových zlomů 

je popsána v kapitole I.1.4.2. Objevuje se sníţená inteligence, mírná aţ střední 

demence. U ţen je přítomný zánik vaječníků a z toho vyplývající předčasná ovariální 

insuficience. Často je přítomna hyper– nebo hypopigmentace. Naopak u jednotlivých 

případů byl popsán rozvoj hydrocefalu, polydaktylie, rozštěpy rtu a patra, patologie 

orgánů a pohybového aparátu (Concannon a Gatti 2011). Působení mutace na fenotyp 

jedince popisuje obrázek 11. 

 

 

 

Obr. 11: Působení mutace v genu NBS1 a Nijmegen breakage syndromu na fenotyp 

jedince (Digweed a Sperling 2004). 
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   Na obrázku je popsána cesta působení mutace dvouřetězcových zlomů. Poruchy 

rekombinace genů pro receptory T-lymfocytů, opravy DNA a meiotické rekombinace 

jsou příčinou poruch systému imunity, komplexity DNA, kontrolních bodů buněčného 

cyklu a meiozy. Důsledkem je rozvoj infekčních onemocnění, poruch reprodukce, vznik 

malignit… 

   Pacienti s Nijmegen breakage syndromem mají vysoké riziko vzniku malignit jiţ 

v nízkém věku kolem 7 let. Tyto malignity jsou poté léčeny chemoterapií nebo 

radioterapií, na kterou jsou tito pacienti citliví tvorbou sekundárních nádorů. Je tedy 

nezbytné diagnostikovat mutaci před léčbou a zabránit tak zhoršení stavu nebo úmrtí 

pacienta (Seemanová 2000).  U 40 % pacientů s NBS se nádorové onemocnění objeví 

do 21 let (Jiachun et al. 2006). Lymfomy jsou nejvíce zastoupeny aţ u 50 % jedinců do 

15 let, kde v největší míře vznikají B lymfomy oproti výskytu T lymfomů. Dále se také 

objevují solidní tumory (meduloblastom, gliom a rabdomyosarkom...) (Seemanová 

2000, Concannon a Gatti 2011). 

   Obličejové projevy syndromu jsou patrné na obrázku 12. Mezi tyto znaky patří šikmé 

čelo, ustupující čelist, velké uši a nos, a také mongoloidní zešikmení očních štěrbin. 

Tyto znaky se v průběhu věku prohlubují a zhoršují z důvodu postupující mikrocefálie. 
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Obr. 12: Nijmegen breakage syndrom - mikrocefalie s nápadnými rysy v obličeji 

(Chrzanowska et al. 2012). 

   Pro zjištění rozsahu nemoci u pacientů s Nijmegen breakage syndromem se pouţívá 

hodnocení vyšetřením: 

-   imunitního a endokrinologického stavu 

-   stupně mentálního postiţení  

-   obvod hlavy 

-   historie ozařování 

-   rodinná anamnéza rakoviny 

   Snahou o zmírnění následků a prodlouţením ţivota pacientů v případě prokázání 

mutace a rozvoje NBS  je léčba klinických projevů syndromu. Léčba je mířena na 

udrţení imunitní odpovědi a antimikrobiální ochrany podáním ATB (antibiotik) a IVIG 

(intravenózní imunoglobuliny). IVIG jsou indikovány z důvodu imunodeficience při 

poruše tvorby imunoglobulinů. Jako podpora při chromozomální nestabilitě je podáván 

vitamín E a kyselina listová, pro lepší vývoj jader a DNA v dělících se buňkách 

(Seemanová 2000, Concannon a Gatti 2011). 
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I.3 NBS1 gen 

 

I.3.1 Charakteristika genu NBS1 

 

   Historie genu NBS1 a následně translatované bílkoviny nibrinu je datována od roku 

1998, kdy byl gen i protein popsán v rámci práce Raymonda Varona. Druhým 

objevitelem nibrinu byl James P. Carney, který ho nazval p95. Aţ později se 

porovnáním obou výsledků zjistila shoda mezi pracemi R. Varona a J.P. Carneye 

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

   Varon ve své práci popsal gen NBS1 o velikosti 51 kb (Varon et al. 1998). Gen 

obsahuje 16 exonů, 15 intronů a jeho umístění je na dlouhém raménku chromozómu 8 

v lokusu 8q21.3 (Huret 2002, Pohlreich et al. 2012, Jiachun et al. 2006, Carney et al. 

1998). Umístění genu je graficky znázorněno na obrázku 13. Počátek je zmapován od 

90945564 aţ do 90996899 bp od pter (konce krátkého raménka chromozómu).  Při 

transkripci vznikají dva mRNA produkty o velikosti 4,4 kb a 2,6 kb (Huret 2002, Varon 

et al. 1998). Exprese genu je přítomna ve většině tkání, avšak ve větší míře se objevuje 

v proliferujících buňkách lymfatické tkáně nebo kostní dřeně, ale také mozku, děloze, 

pankreatu, prsních ţlázách, ledvinách, plicích a dalších tkáních (Carney et al. 1998, 

Geneatlas 2009). Vyšší exprese genu je také v místech spojených s rekombinací, jako 

jsou například varlata (Huret 2002).  

 

 

 Obr. 13: Chromozóm 8 s lokusem q21.3 (převzato z GeneCards 2013) 

. 
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I.3.2 Nibrin – struktura a funkce proteinu exprimovaného z NBS1 genu  

 

   Nibrin (NBN, p95, ATV, NBS, NBS1, AT–V1, AT–V2…) je protein skládající se 

z 754 aminokyselin s předpokládanou molekulovou hmotností 84 kDa. Reálná 

molekulová hmotnost detekovaná pomocí SDS–PAGE je 95 kDa. Protein je přítomen 

intracelulárně v jádře buněk v blízkosti chromozómů, telomer a také v místě 

fyziologického nebo patologického poškození řetězce DNA dvouřetězcovými zlomy. Je 

zapojen do mechanizmů opravy dvouřetězcových zlomů HR a NHEJ, které jsou 

popsány v kapitole I.1.4.2   (Huret 2002, Maurer 2010, Pohlreich et al. 2012, Jiachun et 

al. 2006, Carney et al. 1998).  

   Funkční částí proteinu jsou dvě důleţité domény umístěné na amino-terminální části 

proteinu. Jejich funkce není přesně definována, protoţe nibrin je nejméně popsaným 

proteinem v komplexu MRE11/Rad50/NBN. Funkce nibrinu a komplexu MRN je 

popsána v kapitole I.1.4.2.3.  

    Jak popisuje obrázek 14, mezi domény proteinu nibrinu patří doména FHA (fork–

head associated), která se zapojuje do interakce s dalšími proteiny, jako specifická 

doména vázající fosfátové zbytky (Bosch et al. 2003, Cerosaletti a Concannon 2003a). 

Druhou doménou na aminoterminální části je BRCT  (BRCA C–terminal domain), která 

je rozdělena na dvě BRCT 1 a BRCT 2 domény umoţňující meziproteinové interakce. 

Obě domény jsou velmi důleţité v procesu nalezení a vazby histonu γH2AX v místě 

zlomu, ale také v systému regulace buněčného cyklu interakcí s Chk2 a SMC-1 

(Durocher a Jackson 2002, Kobayashi 2004, Cerosaletti a Concannon 2003b). Domény 

se společně objevují pouze u nibrinu. Jak vyplývá z práce (Cerosaletti a Concannon 

2003a) společně spolupracují na fyziologických funkcích nibrinu.  

   Nibrin dále obsahuje vazebné domény na C-terminální části proteinu, které jsou 

důleţité pro vazbu MRE11 v komplexu MRN a interakce s ATM. Na strukturu 

komplexu MRN a umístění nibrinu je poukázáno na obrázku 15. Potranslační 

modifikací nibrinového proteinu je fosforylace pomocí ATM na serinových molekulách 

v centrální části proteinu (serin 278, 343, 397). Tyto molekuly jsou aktivačním místem 

proteinu NBN (Bosch et al. 2003, Trujillo et al. 1998, Maurer 2010, Cerosaletti a 

Concannon 2003a).  
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Obr. 14: Molekula proteinu nibrinu s graficky znázorněnými funkčními doménami a 

vazebnými místy (William et al. 2010). 

Obrázek A popisuje strukturu jednotlivých domén FHA a BCRT1 na amino-terminální 

části proteinu. Tyto domény jsou poté na obrázku B zjednodušeně nakresleny společně 

s vazebnými doménami pro MRE11 a ATM.  

 

 

Obr. 15: Struktura komplexu MRE11/Rad50/NBN a připojení nibrinu (viz. NBS1) 

(William et al. 2010). 

Komplex MRN s vyznačenými členy MRE11, Rad50, nibrin a barevně odlišenými 

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

 

    Sekvence genu NBS1 obsahuje mnoho polymorfizmů nezasahujících do fyziologické 

funkce nibrinu, na rozdíl od mutací zapříčiňujících vznik syndromu Nijmegen breakage 

(viz kapitola I.2.6). Mezi nejvýznamnější polymorfizmy genu NBS1 patří (Maurer 

2010):   

G→A v 2 exonu 

G→C v 5 exonu 

T→C v 10 exonu 

A→G v 13 exonu 

 

   Mutace vznikající v genu NBS1 jsou příčinou nefunkčnosti proteinu nibrinu 

v mechanizmu opravy dvouřetězcových zlomů, o jejímţ principu pojednává kapitola 

I.1.4.2. Nejvýznamnější mutace jsou vypsány v tabulce 2. Důsledkem těchto změn je 

neschopnost proteinu nibrinu reagovat na vznik dvouřetězcových zlomů v DNA, 

z čehoţ vyplývá rozvoj syndromu Nijmegen breakage. Mutace můţe způsobit přeloţení 

sekvence do zkrácené formy proteinu nebo způsobit změnu v sekvenci domén FHA a 

BRCT. V obou případech protein ztrácí schopnost interakce s některými proteiny nebo 

schopnost lokalizace dvouřetězcového zlomu a vazby na histon γH2AX. Funkce nibrinu 

a jeho domén jsou popsány v kapitolách I.1.4.2.3 a I.3.2 (Kobayashi et al. 2004, 

Kobayashi 2004, Maurer 2010). 
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Tab. 2: Nejčastější mutace v genu NBS1 (Maurer 2010). 

 

Mutace Změny v nukleotidové 

sekvenci 

Exon 

643C→T, R215W C→T v 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→T v 976 8 

1089C→A, Y363X C→A v 1089 9 

1142delC 1142–1143del C 10 

 

   Nejvýznamnější mutací ve střední a východní Evropě a tedy i České republice je 

657del5, kde se objevuje s nejvyšší frekvencí 1/177 (Varon et al. 2000). Společně 

s mutací 657del5 je také významná substituce 643C→T. Frekvence těchto dvou mutací 

u slovanské populace je 1%. 657del5 je umístěna u pacientů s NBS na 8. chromozómu 

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

Wild type 

CAG GAC GGC AGG AAA GAA AAC AAA TCT TCA AAG GGA AAA CAT TTA 

Mutace 657del5 

CAG GAC GGC AGG AAA GAA ATC TTC AAA GGG AAA ACA TTT ATA TTT T 

   Díky mutaci způsobující deleci pěti nukleotidů v sekvenci genu NBS1 v pozici 657–

661 vzniká nibrin-p70 (p70kDa) a aminoterminální segment p-26 (26kDa). Oddělení 

vazebných domén od domén FHA a BCRT způsobuje nefunkčnost proteinu nibrinu a 

komplexu MRN v opravě dvouřetězcových zlomů. (Kobayashi et al. 2004, Demuth a 

Digweed 2007, Maurer 2010).   Na umístění mutací a důsledek mutace 657del5 se 

ztrátou funkcí je poukázáno v obrázku 16.  
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Obr. 16: Gen NBS s vyznačenými mutacemi a následkem vzniku dvou fragmentů při 

mutaci 657del5 (Demuth a Digweed 2007). 
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II. CÍLE PRÁCE 

 

1)      Navrhnout a zavést metodu fragmentační analýzy pro vyšetření mutace 657del5 

(primery, koncentrace primerů, hořečnatých kationtů, DNA, Taq polymerasy, teplotní  

profil PCR, atd), značení fluoroforem FAM pro analýzu na genetickém analyzátoru ABI 

3130  

2)      Optimalizovat metodu real-time PCR pro vyšetření mutace 657del5 (výběr vhodných 

primerů, počty cyklů, vhodnot teplotního profilu) v termocykléru LightCyler 1.2  

3)      Porovnat obě metody z hlediska analytických moţností a vybrat vhodnější pro 

populační screening mutace 657del5  

4)      Pouţít vybranou metodu pro analýzu mutace 657del5 u 177 vzorků DNA získané 

z buněk bukální sliznice a odhadnout populační frekvenci heterozygotů a homozygotů 

pro mutaci 657del5 
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III. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

 

III.1 Přehled techniky a reagencií: 

III.1.1 Technika 

 

PCR termocyklér T3000 Thermocycler (Biometra) 

Genetický analyzátor na bázi kapilární elektroforézy ABI 3130 (Applied Biosystems) 

Lamilární box Trigon-plus MSC 12 

Vortex BioVertex V1 (Biosan) 

Termoblok, suchá lázeň (Major Science) 

Centrifuga Microfuge 18 (Beckman Coulter)  

Automatické pipety 0,2 – 1000 µl (Finnpipette) 

Real-time termocyklér LightCycler 1.2 (Roche)  

Elektroforetická vana se zdrojem (Owl) 

 

III.1.2 Spotřební materiál 

 

PCR zkumavky 200 µl 

Plastové eppendorfské zkumavky 1,5 ml  

Špičky kompatibilní s pouţitými automatickými pipetami 

Odběrové tampóny FloqSwabs  (Copan Flock Technologies) 

 

III.1.3 Chemikálie a reagencie 

III.1.3.1 Izolace DNA (souprava QIAamp Blood Mini Kit, Qiagen):  

 

- Proteináza Q (Qiagen) 

- AL pufr (Qiagen) 

- 96% ethanol 

- AW1 pufr (Qiagen) 

- AW2 pufr (Qiagen) 

- AE pufr (Qiagen) 
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III.1.3.2 PCR:  

 

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

Reversní primer (657delRe) 10 pmol/µl: 5´– TGAAATACGTTAACAACTACTG – 3´  

Forward primer (657delFW) 10 pmol/µl: 5´– CCTTTTGAGTGTCAGATAGTC – 3´ 

- Značený primer (Pardini et al. 2009): 

 Forward 10 pmol/µl: 5´– FAM (fluorescein) – CCTTTTGAGTGTCAGATAGTC – 3´ 

- 10x pufr s obsahem 15 mmol/l MgCl2 (Takara) 

- dNTPs 2,5 mM roztok (Takara) 

- MgCl2 25 mM roztok (Roche) 

- Taq HS, koncentrace 5U/µl (Takara) 

- Demineralizovaná voda PCR kvality 

- Plazmid se zaklonovanou částí genu NBS1 s mutací 657del5 (200 nukleotidů) (IDT)  

 

III.1.3.3 Gelová elektroforéza: 

 

- Agaróza (Serva) 

- Velikostní marker XIII (Roche) 

- Ethidiumbromid 10 mg/ml (Merck) 

 

III.1.3.4 Kapilární elektroforéza: 

 

- HIDI formamid pro denaturaci amplikonu (Applied Biosystems) 

- LIZ 500 fluorescenčně značený velikostní marker (Applied Biosystems) 
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III.1.3.5 Real-time PCR: 

 

- Primery (TIB MolBiol) 

NBS1 R 10 pmol/µl – 5´ – AACCCCGTAATCACAGCCA – 3´ 

NBS1 A 10 pmol/ µl – 5´– ACAAAATCCCAAAATGAAATACGTT – 3´ 

NBS1 S 10 pmol/µl – 5´– CCCACCTCTTGATGAACCATCTAT – 3´ 

NBS1 F 10 pmol/µl – 5´– TTTTGAGTGTCAGATAGTCACTCCG – 3´ 

 

- Sondy (TIB MolBiol) 

Senzor NBS1 2 pmol/µl – 5´ – TCCCTTTGAAGATTTGTTTTCTTTCC—FL 

Anchor NBS1 2 pmol/µl – 5´– LC red 640-GCCGTCCTGACAGATCAACATTTT            

                                           TACTTC—PH 

- Fast Start DNA Master 10x (Roche) 

- MgCl2 25 mM roztok (Roche) 

- Demineralizovaná voda PCR kvality 

 

III.1.3.6 Vzorky DNA 

 

- Anonymizovaná směsná DNA bez mutace (wt/wt) pro účely optimalizace 

fragmentační analýzy a real-time PCR 

- 177 anonymizovaných vzorků DNA jedinců ze zdravé populace (BS1-BS177) 

 

 III.1.3.7 Kontrolní vzorky DNA 

 

- Referenční vzorek heterozygota (M/wt) pro mutaci 657del5 (2. LF UK Motol, prof. 

Seeman) 

- Plazmid se zaklonovanou částí genu NBS1 s mutací 657del5 (200 nukleotidů) (IDT)  
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Konfirmační sekvenování (provedl Doc. PharmDr. M. Beránek, PhD, FN Hradec 

Králové): 

- Souprava BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) 

- Purifikační souprava QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) 
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III.2 Izolace DNA 

 

   Vzorky byly získány z plné krve v nesráţlivém roztoku (EDTA, experiment I a II) 

nebo ze stěru bukální sliznice (experiment III). 

 

III.2.1 Izolace DNA z plné nesrážlivé krve  

 

   Pro izolaci DNA jsem pouţil kolonkovou metodu izolace na pevnou fázi (SPE) z plné 

nesráţlivé krve s pouţitím kitu QIAamp DNA Blood Mini Kit od firmy Qiagen. Před 

samotným provedením izolace jsem si vytemperoval vzorky krve na laboratorní teplotu 

a také předehřál AE pufr na 70°C v suché lázni.  

   Vzorek (200 µl) jsem napipetoval do 1,5 ml eppendorfky. Ke vzorku jsem přidal 20 µl 

proteinázy Q a 200 µl AL pufru pro uvolnění DNA z leukocytů. Směs jsem nechal 

inkubovat 10 minut při teplotě 56 °C. Po proběhlé inkubaci jsem ke vzorku přidal 200 

µl 96% ethanolu a vzorek přelil do kolonky se sběrnou tubou a vloţil do centrifugy na 1 

minutu při 8000 ot/min. Vymytí kontaminujících sloţek jsem provedl s pouţitím 500 µl 

AW1, 500 µl AW2 pufru a centrifugací po dobu 3 minut při 14 000 ot/min. Vzorek 

jsem z kolonky eluoval do čisté 1,5 ml eppendofky  pomocí 150 µl předehřátého AE 

pufru a centrifugace 1 minutu při 8000 ot/min. 

 

III.2.2 Extrakce DNA ze stěru bukální sliznice 

 

  Stěry bukální sliznice jsem prováděl pomocí odběrového tampónu FloqSwabs firmy 

Copan Flock Technologies a DNA izoloval pomocí SPE metody.  

   Po stěru bukální sliznice jsem tampón vloţil do eppendorfky s 400 µl PBS pufru 

zchlazeného na 4 °C a nechal za občasného vortexování inkubovat po dobu 60 minut při 

pokojové teplotě. Po uplynutí inkubačního času jsem odstranil tampón a do 

eppendorfky přidal 20 µl proteinázy Q skladované při teplotě 4°C, pro uvolnění DNA. 

Směs jsem inkuboval po dobu 10 minut při 56 °C. Dále jsem ke vzorku přidal 400 µl 

96% ethanolu a vortexoval.  
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      600 µl vzorku jsem poté přenesl na kolonu a centrifugoval 1 minutu při 8000 

ot/min. Opětnou centrifugaci jsem provedl se stejnou kolonou a čistou sběrnou tubou. 

Pro vymytí neţádoucích látek ze vzorku jsem pouţil 500 µl AW1 a 500 µl AW2 pufru a 

konečnou centrifugaci po dobu 3 minut při 13 000 ot/min. Po centrifugaci jsem DNA 

z kolonky eluoval 30 µl AE pufrem předehřátým na 70 °C. Pro získání většího mnoţství 

DNA z kolonky jsem provedl dvojnásobnou eluci. 
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III. 3 Popis provedených experimentů při detekci mutace 657del5 

 
 

III.3.1 Optimalizace metod fragmentační analýzy (EXPERIMENT I) 

III.3.1.1 Optimalizace podmínek PCR pro amplifikaci části NBS1 genu  

 

   Optimalizaci podmínek PCR jsem provedl za účelem vyhledání nejlepších podmínek 

pro pouţití PCR metody v detekci mutace 657del5. Optimalizace probíhala s pouţitím 

primerů dle (Pardini et al. 2009) a master mixu optimalizovaného pro Taq HS 

polymerázu Takara z hlediska objemu pouţitého pufru a dNTPs. Sloţení master mixu 

popisuje tabulka 3. 

Tab. 3: Sloţení master mixu a objemy jednotlivých komponent pro optimalizaci PCR. 

 

10x Takara pufr s obs. MgCl2 15 mmol/l 2,5 µl 

dNTPs  2,0 µl 

Primer 657delRe 10 pmol/µl 0,8 µl 

Primer 657delFW 10 pmol/µl  0,8 µl 

MgCl2  1,0 µl 

Taq polymeráza 0,25 µl 

H2O 15,6 µl 

 

   K 23 µl základního master mixu jsem v kaţdém kroku přidal vzorek anonymizované 

směsné DNA. Připravil jsem 10 vzorků s pouţitím master mixu a přidáním různých 

mnoţství přídavků MgCl2, primerů, DNA a u jednoho ze vzorků mnoţství Taq 

polymerázy. Přídavky k master mixu popisuje tabulka 4.  

 

   Při optimalizaci jsem pracoval s cyklérem Biometra, ve kterém jsem 

provedl amplifikaci vzorků 1 – 10 s pouţitím tří typů podmínek cyklování. Profily 

nastavení termocykléru byly: 

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

závěrečná 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) 

závěrečná 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) závěrečná elongace 5 min 72°C. 
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Tab. 4: Přídavky jednotlivých komponent k základnímu master mixu a teplotní profily 

pro optimalizaci PCR 

 

Vzorek Master mix Polymeráza MgCl2 Primery DNA Profil 

Vz 1 23 µl 0 0 0 + 2 µl C 

Vz2 23 µl 0 + 1 µl 0 + 2 µl C 

Vz3 23 µl 0 + 2 µl 0 + 2 µl C 

Vz4 23 µl 0 0 + 1 µl + 2 µl C 

Vz5 23 µl 0 0 0 + 4 µl C 

Vz6 23 µl 0 + 2 µl + 1 µl + 4 µl C 

Vz7 23 µl 0 0 0 + 2 µl A 

Vz8 23 µl 0 0 0 + 2 µl B 

Vz9 23 µl + 0,25 µl 0 0 + 2 µl C 

Vz10 23 µl 0 0 0 0 C 

 

 

   Detekce amplikonů probíhala s pouţitím elektroforézy na 2 % agarózovém gelu při 

podmínkách napětí 105 V po dobu 90 minut s mnoţstvím 10 µl produktu.  

 

III.3.1.2 Amplifikace kontrolních vzorků pro mutaci NBS1 657del5 

 

   V dalším kroku k vyhodnocení PCR jako metody pro detekci mutace 657del5 a její 

optimalizaci jsem provedl amplifikaci kontrolních vzorků s a bez mutace. Pracoval jsem 

s master mixem optimalizovaným podle vzorku 8 a nastavením termocykléru podle 

profilu B v kapitole III.3.1.1. Vzorky 1 a 2 se směsnou DNA homozygotní pro wild type 

společně se vzorkem stěru bukální sliznice BS 169 v této amplifikaci představovaly 

vzorky s genotypem bez mutace (genotyp wt/wt). Heterozygotní genotyp M/wt byl 

v amplifikaci zastoupen formou směsi rekombinantního DNA plazmidu (sekvence M/M 

s ohledem na mutaci 657del5) o koncentraci 10
4
 a vzorku směsné DNA (bez mutace) 

v poměru 1:1. Jako kontrolní vzorek homozygotního genotypu M/M pro mutaci 657del5 

jsem pouţil plazmid ředěný na koncentrace 10
7
 – 10

1 
kopií na 1µl

 
.  

   Cílem bylo zjistit optimální koncentraci plazmidu a směsi heterozygotního genotypu 

pro jejich vyuţití jako kontrolní vzorky M/M a M/wt při detekci mutace 657del5. Při 

amplifikaci jsem pouţil 1 µl ředěného plazmidu a 2 µl DNA u ostatních vzorků, viz 

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

 

 Vzorek 1 DNA směsná wt/wt 

Vzorek 2 DNA směsná wt/wt 

Vzorek 3 1 µl plazmidu s konc. 10
4
 + 1 µl DNA wt/wt 

Vzorek 4 Plazmid s konc. 10
7
 

Vzorek 5 Plazmid s konc. 10
6 

Vzorek 6 Plazmid s konc. 10
5
 

Vzorek 7  Plazmid s konc. 10
4
 

Vzorek 8 Plazmid s konc. 10
3 

Vzorek 9 Plazmid s konc. 10
2 

Vzorek 10 Plazmid s konc. 10
1 

Vzorek 11 DNA bukální stěr BS169 

   

   Detekci jsem provedl na 3 % agarózové elektroforéze, při pouţití napětí 105 V po 

dobu 90 min. Produkty jsem aplikoval v objemu 12 µl, společně s aplikací velikostního 

markeru XIII (Roche). 

    

III.3.1.3 Fragmentační analýza 

 

III.3.1.3.1 Amplifikace kontrolních vzorků se značeným primerem pro 

fragmentační analýzu 

 

   Vzhledem k tomu, ţe 3% agarózový gel není schopen rozlišit zdravé a postiţené alely 

z hlediska mobility v gelu, v další fázi jsem se zaměřil na práci s forward primerem 

značeným fluorescenční značkou FAM a na detekci amplikonů fragmentační analýzou 

na kapilární elektroforéze. Podmínky cyklování zůstaly shodné s nastaveným 

programem podle profilu B. Provedl jsem detekci anonymizované směsné DNA, čtyř 

různých koncentrací plazmidu, DNA z bukálního stěru BS169 a referenčního vzorku 

heterozygota (FN Motol). Reakční směs odpovídala směsi 3 z optimalizační části 

(kapitola III.3.1.1). Jednotlivé vzorky popisuje tabulka 6. 
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Tab. 6: Vzorky plazmidu s různými koncentracemi a kontrolními vzorky DNA pro 

získání optimální koncentrace plazmidu. 

 

Vzorek 1  2 µl DNA směsná wt/wt 

Vzorek 2 2 µl DNA směsná wt/wt 

Vzorek 3  2 µl směsi BS 169 + plazmid s konc. 10
1 

Vzorek 4 1 µl plazmidu s konc. 10
4
 

Vzorek 5 1 µl plazmidu s konc. 10
3 

Vzorek 6 1 µl plazmidu s konc. 10
2
 

Vzorek 7  1 µl plazmidu s konc. 10
1 

Vzorek 8 2 µl BS 169 
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III.3.1.4 Detekce mutace 657del5 fragmentační analýzou pomocí kapilární 

elektroforézy 

 

   Před spuštěním detekce kapilární elektroforézou jsem provedl ředění PCR produktů a 

přípravu detekčního mixu. Pro naředění vzorků 10x jsem smíchal 5 µl PCR produktu 

s 45 µl HIDI formamidu (uloţeného v -20 °C, nutno vytemperovat na pokojovou 

teplotu) a pro ředění 100x (5 µl 10x ředěného roztoku PCR produktu s 45 µl HIDI 

formamidu). Poté jsem si připravil detekční mix, který popisuje tabulka 7.  

Tab. 7: Objemy komponent pro namíchání detekčního mixu pro kapilární elektroforézu. 

 

HIDI formamid 28,1 µl 

LIZ 500 velikostní marker 0,4 µl 

 

   Konečným krokem bylo smíchání 28,5 µl detekčního mixu s 3,6 µl 100x ředěného 

PCR produktu a denaturace 5 minut při 95 °C. Poté jsem si připravil mikrotitrační 

destičku a napipetoval 20 µl směsi od kaţdého vzorku a spustil fragmentační analýzu. 
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III.3.2 Optimalizace podmínek real-time PCR pro detekci mutace 657del5 

(EXPERIMENT II) 

 

   Jako další metodu pro vyšetření přítomnosti mutace 657del5 jsem pouţil real-time 

PCR s detekcí pomocí hybridizačních fluorescenčně značených sond od firmy TIB 

MolBiol. Metodu jsem provedl na cykléru LightCycler 1.2 s master mixem obsahujícím 

10x pufr Fast start s polymerázou bez obsahu MgCl2, MgCl2 25mM (Roche), 

fluorescenčně značené senzor a anchor sody a primery A a B od firmy TIB MolBiol. 

Objemy jednotlivých komponent jsou popsány v tabulce 8.   

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

 

10x Pufr Fast start DNA bez obs. 

MgCl2 

2,0 µl 

Primer forward 10 pmol/µl 0,8 µl 

Primer reverse 10 pmol/µl 0,8 µl 

Anchor sonda 2 pmol/µl 0,8 µl 

Senzor sonda 2 pmol/µl 0,8 µl 

MgCl2 Roche 25 Mm 2,0 µl 

H2O 11,0 µl 

DNA 2 µl 

  

   Při optimalizaci jsem provedl výběr primerů a teploty annealingu pro detekci mutace 

657del5. Amplifikace probíhala s master mixem popsaným v tabulce 8 a primery a, f, r, 

s, které byly smíchány po dvojicích ve čtyřech jednotlivých vzorcích (f + a, f + r, s + a, 

s + r – TIB MolBiol). Tyto čtyři typy vzorků byly amplifikovány při třech různých 

teplotách annealingu (52°C, 57°C, 62°C). Vzorky 1 – 12 popisuje tabulka 9. Pro 

optimalizaci jsem pouţil nastavení LightCycleru: 95°C 10 min, 50x (95°C 10 sec, 

(různá 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 ACC TCT 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 primerů a teploty annealingu pro pouţití v metodě real-time PCR.¨ 

 

Vzorek Příd. MgCl2 Primery DNA Annealing 

Vzorek 1 0 f + a 2 µl 57°C 

Vzorek 2 0 f + r 2 µl 57°C 

Vzorek 3 0 s + a 2 µl 57°C 

Vzorek 4 0 s + r 2 µl 57°C 

Vzorek 5 0 f + a 2 µl 52°C 
Vzorek 6 0 f + r  2 µl 52°C 

Vzorek 7 0 s + a 2 µl 52°C 

Vzorek 8 0 s + r 2 µl 52°C 

Vzorek 9 0 f + a  2 µl 62°C 
Vzorek 10  0 f + r 2 µl 62°C 

Vzorek 11 0 s + a 2 µl 62°C 

Vzorek 12 0 s + r 2 µl 62°C 

  

 

   Druhou amplifikaci jsem provedl pro získání optimálního forward primeru pro detekci 

mutace 657del5 metodou real-time PCR. Pouţil jsem původní master mix a teplotu 

annealingu 57°C. V master mixu jsem pracoval s reverse primerem a optimalizovaným 

v předešlé amplifikaci a forward primery f a s. Společně s optimalizací forward primeru 

jsem také validoval kontrolní vzorky homozygotního M/M a heterozygotního M/wt 

genotypu mutace 657del5 zastoupených plazmidem M/M ředěným 10x a 100x a 

referenčním heterozygotním vzorkem M/wt z FN Motol. DNA s homozygotní wild type 

genotypem byla přítomna ve vzorcích 1 a 5. Vzorky jsou uvedeny v tabulce 10.  

 

Tab. 10: Vzorky pro výběr optimálního forward primeru a validace vzorků M/wt a 

M/M. 

Vzorek MgCl2 Primery DNA 

Vz.1 wt/wt č.2 0 f + a 2 µl 

Vz.2 plazmid  M/M 100x 0 f + a 2 µl 

Vz.3 M/wt LF Motol 0 f + a 1 µl 

Vz.4 plazmid M/M 10x 0 f + a 2 µl 

Vz.5 wt/wt č.2 0 s + a 2 µl 

Vz.6 plazmid M/M 100x 0 s + a 2 µl 

Vz.7 M/wt LF Motol 0 s + a 1 µl 

Vz.8 plazmid M/M 10x 0 s + a 2 µl 
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III.3.2.1 Analýza anonymizovaných vzorků DNA pro mutaci 657del5  

 

   Validaci metod fragmentační analýzy a real-time PCR jsem provedl z důvodu výběru 

nejoptimálnější metody pro screening mutace 657del5. Nejdůleţitějšími faktory byla 

dostatečná citlivost a pouţitelnost metody v práci s velkým mnoţstvím vzorků, ale také 

její časová a finanční náročnost. 

 

III.3.2.2 Charakteristika souboru anonymizovaných vzorků DNA 

 

   Pro validaci metod jsem pouţil soubor 20 anonymních vzorků, ve kterém byly 

zastoupeny pouze ţeny. Věkovou hranici, věkový průměr a medián vyšetřovaného 

souboru popisuje tabulka 11. 

Tab. 11: Věkové hranice, průměr a medián věku vyšetřované skupiny. 

 

nejniţší věková hranice 68 let 

nejvyšší věková hranice 35 let 

věkový průměr  57 let 

Medián 57 let 

 

 

  Vyšetřovaná skupina ţen byla v rozmezí věku 35 – 68 let, coţ poukazuje na vyšší 

věkový průměr 57 let a medián 57. Ve skupině byly nejvíce zastoupeny jedinci s věkem 

60 – 69 let a většina z vyšetřovaných ţen byla zastoupena v rozmezí let 50 - 69. Počet 

ţen v jednotlivých věkových desetiletích popisuje tabulka 12. 
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Tab. 12: Zastoupení věkových skupin ve vyšetřovaném celku. 

 

Věk (desetiletí) Počet vyšetřovaných 

60 – 69  9 

50 – 59  8 

40 – 49  2 

30 – 39  1 

20 – 29  0 

10 – 19  0 

 

 

   Věkové rozdělení souboru, z kterého vyplývá procentuelní zastoupení je popsáno na 

obrázku 17.  

 

 

 

Obr. 17: Zastoupení věkových skupin ve vyšetřovaném celku. 

Na obrázku je popsáno procentuelní zastoupení osob ve vyšetřovaném souboru závislé 

na věkovém rozmezí v desetiletích.  
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III.3.2.3 Analýza metodou fragmentační analýzy 

 

   Validace fragmentační analýzy probíhala vyšetřením 20 anonymních vzorků 

popsaných v kapitole III.3.2.2 s pouţitím PCR a kapilární elektroforézy. Postup metod 

fragmentační analýzy popisuje kapitola III.3.1. 20 vzorků společně s kontrolním 

vzorkem plazmidu s mutací M/M 657del5 bylo smícháno s master mixem obsahujícím 

primer s fluorescenční značkou FAM optimalizovaným v kapitole III.3.1.1 a vloţeno do 

cykléru.              

   Amplifikace vzorků  probíhala s nastavením cykléru: (denaturace 95°C 5 min, 35x 

(95°C 60 sec, 56°C 30 sec, 72°C 90 sec) závěrečná elongace 60 min 60°C) podle 

optimalizace fragmentační analýzy v kapitole III.3.1.1. Detekce amplikonů byla 

provedena na kapilární elektroforéze podle postupu v kapitole III.3.1.3. 

 

III.3.2.4 Analýza metodou real-time PCR 

 

  Při validaci metody real-time PCR  jsem pouţil 20 shodných anonymních vzorků 

popsaných v kapitole III.3.2.2, jako u validace metod fragmentační analýzy. Z výsledků 

optimalizace real-time PCR metody v kapitole III.3.2  jsem pouţil master mix 

s fluorescenčně značenými sondami (anchor, senzor) a primery a a f od firmy TIB 

MolBiol. Jako kontrolní vzorky byly pouţity plazmid s genem NBS1 M/M 657del5 a 

referenční heterozygot M/wt 657del5 z FN Motol. Real-time PCR probíhala na cykléru 

pro real-time PCR LightCycler s optimalizovanými parametry nastavení (denaturace 

95°C 10 min, 50x (95°C 10 sec, 57°C 10 sec, 72°C 15 sec)) podle kapitoly III.3.2. 
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III.3.3 Hodnocení populačního výskytu alely a genotypů mutace 657del5 

(EXPERIMENT III) 

 

   V experimentu III jsem se věnoval výskytu alel a jednotlivých genotypů spojených 

s mutací 657del5 ve vyšetřované skupině 177 osob. Ze skupiny 177 osob jsem zjistil 

populační výskyt heterozygotů v populaci České Republiky.     

 

III.3.3.1 Charakteristika vyšetřovaného souboru pro populační výskyt alely 

a genotypů s mutací 657del5   

 

   Pro zjištění populačního výskytu alely a genotypů mutace 657del5 byla vytvořena 

skupina 177 osob z běţné populace, ve které byl proveden stěr bukální sliznice. 

Popsaný v kapitole III.2.2. Poté bylo provedeno vyšetření DNA pomocí metody real-

time PCR podle optimalizace v kapitole III.3.2. 

   Z celku 177 osob je ve vyšetřované skupině zastoupeno 112 ţen a 65 muţů. Ode 

všech osob byl získán před odběrem buněk bukální sliznice Informovaný souhlas a 

vzorkům byl přidělen identifikační kód. Zastoupení muţů a ţen popisuje tabulka 13. 

 

Tab. 13: Zastoupení pohlaví ve skupině pacientů 

 

Pohlaví Počet vyšetřovaných 

Muţi 65 

Ţeny 112 

celkem  177 

 

   Procentuelní zastoupení pohlaví ve vyšetřované skupině je graficky znázorněno na 

obrázku 18. Z grafu je patrné, ţe ve vyšetřované skupině je vyšší procento ţen  63 % na 

rozdíl od 37 % muţů. 
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Obr. 18: Zastoupení pohlaví ve vyšetřované skupině.  

 

   Věkové rozdělení osob ve vyšetřované skupině popisují tabulky 14 a 15. Věkové 

rozmezí je velmi široké. Pohybuje se mezi 19. – 64. rokem, kdy nejstarší ze souboru je 

narozen roku 1949 a nejmladší roku 1994. Vyšetřovaná skupina má věkový průměr 30 

let s vyšším zastoupením osob ve věku 20 – 29 let. Nejvyšší počet 118 vyšetřovaných je 

ve věku 20 – 29 let. 

 

Tab. 14: Zastoupení věkových skupin ve vyšetřovaném celku 

 

Věk (desetiletí) Počet vyšetřovaných 

60 – 69 2 

50 – 59 7 

40 – 49 14 

30 – 39 35 

20 – 29 118 

10 – 19 1 
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Tab. 15: Věkové hranice, průměr a medián věku vyšetřované skupiny  

 

nejniţší věková hranice 19 let 

nejvyšší věková hranice 64 let 

věkový průměr  30 let 

median 26,5 roku 

 

 

   Hodnoty uvedené v tabulce 14 jsou procentuelně popsány na obrázku 19. Obrázek 

popisuje vysoké aţ 66 % zastoupení vyšetřovaných ve věku 20 – 29. Naopak ostatní 

ročníky jsou v souboru zastoupeny od 1 % do 20 %.  

 

 

 

Obr. 19: Zastoupení věkových skupin ve vyšetřovaném celku.  

Procentuelní rozdělení souboru 177 osob závislé na jejich věku ve skupinách po 

desetiletích.  
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IV. VÝSLEDKY 

 
 

IV.1 Výsledky optimalizací metod pro detekci mutace 657del5 

(EXPERIMENT I) 

IV.1.1 Výběr optimálního nastavení PCR amplifikace 

 

   V prvním kroku jsem provedl optimalizaci podmínek PCR pro amplifikaci části NBS1 

genu. Optimalizace PCR proběhla z důvodu získání nejvýhodnějšího nastavení objemů 

jednotlivých komponent master mixu pro amplifikaci části genu NBS1 a také optimální 

nastavení termocykléru pro citlivou detekci i časový faktor. Výsledky ukázaly, ţe 

nejoptimálnější podmínky jsou v objemovém nastavení komponent master mixu ve 

vzorcích 2,3,8 s pouţitím nastavením termocykléru podle profilu B. Podmínky popisuje 

tabulka 16. Na výsledky detekce elektroforézou na 2 % agarózovém gelu poukazuje 

obrázek 20. 

 

Tab. 16: Optimální nastavení PCR amplifikace části genu NBS1. 

 

Vzorek Master 

mix 

Polymeráza MgCl2 Primery DNA Profil 

Vz2 23 µl 0 + 1 µl 0 + 2 µl C 

Vz3 23 µl 0 + 2 µl 0 + 2 µl C 

Vz8 23 µl 0 0 0 + 2 µl B 

 

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

závěrečná elongace 5 min 72°C. 
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Obr. 20: Výsledky optimálního nastavení PCR amplifikace elektroforézou na 

agarózovém gelu. 

Na gelu bylo vyšetřováno 10 vzorků společně s velikostním markerem XIII. Z různého 

nastavení termocykleru a master mixu podle tabulky 4 v kapitole III.3.1.1.  je patrná 

různá intenzita bandů. Vzorky 5 a 6 jsou jen málo viditelné, z důvodu velkého mnoţství 

DNA. V případě vzorku 10 není band viditelný vůbec. Příčinou je master mix bez 

přítomnosti DNA. Nejoptimálnější svoji intenzitou jsou bandy 2, 3 a 8.   

 

   Jako nejvýhodnější nastavení metody PCR pro další práci jsem vybral nastavení 

vzorku 8 s profilem B. Výhodou je pouţití master mixu bez dalších přídavků a 

optimální nastavení cyklování, které je vyhovující pro vyšetřování mutace 657del5.   
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IV.1.2 Optimalizace množství DNA kontrolních vzorků a plazmidu 

 

   V kapitole III.3.1.2 jsem se věnoval amplifikaci kontrolních vzorků. 1) Wild type 

genotyp zastoupený vzorky č. 1, 2 a BS 169. 2) Vzorek směsné DNA - plazmidu o 

koncentraci 10
4
 + vzorku č.1, pro heterozygotní genotyp M/wt 657del5. 3) plazmid 

M/M 657del5 o koncentracích 10
7 

- 10
1
. Úkolem byla správná amplifikace vzorků 

pomocí PCR s podmínkami master mixu a nastavení termocykléru z kapitoly III.3.1.1 se 

získáním optimálních koncentrací plazmidu. Výsledky jsou poukázány na obrázku 21. 

 

 

 

Obr. 21: Výsledky optimalizace mnoţství DNA kontrolních vzorků a plazmidu na 

gelové elektroforéze. 

Na obrázku je znázorněn výsledek gelové elektroforézy s 11 vzorky a velikostním 

markerem XIII podle tabulky 5 v kapitole III.3.1.2. V pozicích 1, 2 a 11 jsou umístěny 

vzorky DNA s wild type genotypem. Na pozici 3 byl vloţen heterozygot (směs DNA 

wild type + plazmid 10
4
) vzorky koncentrací plazmidu 10

7 
– 10

1
 na pozicích 4 – 10.  

 

   Z výsledků detekce na agarózové elektroforéze v obrázku 21 je patrná optimální 

amplifikace vzorků ze stěru bukální sliznice. V případě plazmidu výsledky poukázaly 

na to, ţe při pouţití vysokých koncentrací DNA ztrácí amplifikace efektivitu. 

Homozygotní a heterozygotní genotyp ve vzorcích 3 – 10 není viditelný kvůli nízké 

rozlišitelnosti gelu, proto jsem z důvodu nízké citlivosti a časové náročnosti agarózové 

elektroforézy pro další práci pouţil metodu kapilární elektroforézy.  
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IV.1.3 Optimální nastavení fragmentační analýzy pro detekci mutace 

657del5 

 

   V optimalizaci fragmentační analýzy pro detekci mutace 657del5 jsem provedl 

amplifikaci kontrolních vzorků pomocí PCR metody s detekcí kapilární elektroforézou. 

Amplifikace a detekce probíhala podle podmínek optimalizace z kapitol III.3.1.1 - 

III.3.1.3.  Analyzovány byly 1) kontrolní vzorky č. 1, 2 a BS 169 obsahující 

homozygotní wild type genotyp. 2) vzorek heterozygotního genotypu (směsi vzorku BS 

169 + plazmidu 10
4
). 3) vzorek homozygotního genotypu 657del5 zastoupeného 

plazmidem s genem NBS1 a mutací 657del5  o koncentracích 10
4
-10

1
. Výsledky 

fragmentační analýzy pro jednotlivé genotypy popisují obrázky 22,23,24. 

 

 

Obr. 22: Výsledek homozygotního genotypu wild type bez mutace 657del5. 

 

 

Obr. 23: Výsledek DNA s mutací na jednom z chromozómů – heterozygotní genotyp 

mutace 657del5.   

 

 

   Obr. 24: Výsledek mutace v homozygotní formě zkrácená DNA o pět nukleotidů 

s mutací 657del5. 

 

   Výsledekem fragmentační analýzy byly píky o různé vzdálenosti od startu, coţ je 

způsobeno rozdílem 5 nukleotidů v délce úseku DNA mezi wild type alelou a alelou 

s mutací 657del5. 
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IV.2 Výběr optimálních primerů a nastavení metody real-time PCR 

pro detekci mutace  657del5  

 

   Optimalizaci real-time PCR jsem provedl se čtyřmi primery f, s, a, r. Pracoval jsem 

s dvojicemi primerů při třech různých teplotách annealingu 52°C, 57°C a 62°C. V první 

amplifikaci jsem jednoznačně odstranil primer r a jako optimální vybral reverse primer 

a. Amplifikace měla nejlepší podmínky při teplotě 57°C, kterou jsem pouţil k další 

optimalizaci. V druhé amplifikaci jsem pracoval na výběru forward primeru mezi f a s 

při teplotě annealingu 57°C. Z amplifikace jsem získal nejvýhodnější podmínky 

s primerem f. Pro další práci jsem proto vybral primery a a f s teplotou 57°C. Obrázek 

25 popisuje výsledky optimalizace dvojic primerů pře teplotě annealingu 57°C. 

 

 

Obr. 25: Výběr optimálních primerů pro real-time PCR. 

Výsledek optimalizace real-time PCR popisuje výběr optimálních primerů pro detekci 

mutace 657del5. Pík pro primery f a a je při teplotě annealingu 57°C nejoptimálnější a 

nejvýhodnější pro další pouţití.   

 

   V tomto kroku jsem také pracoval na optimální koncentraci kontrolních vzorků wt/wt 

č. 2, plazmidu M/M ředěného 10x a 100x od firmy IDT. Pro heterozygotní genotyp 

jsem následně získal vzorek pacienta M/wt z FN Motol. Výsledky jednotlivých 

genotypů jsou uvedeny na obrázcích 26 a 27. 
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Obr. 26: Homozygot wild type a heterozygot s mutací 657del5. 

           

 

 
 

Obr. 27: Rekombinantní plazmid (homozygotní genotyp M/M 657del5) a homozygot 

wild type.  

 

 

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

značenými sondami jsem vyhodnotil jako nevýhodnější metodu pro rychlou detekci a 

moţnost zpracování velkého mnoţství vzorků v jedné analýze.  
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IV.3 Porovnání výsledků dosažených fragmentační analýzou a 

metodou rel-time PCR (EXPERIMENT II) 

 

   Porovnání metod jsem provedl na 20 náhodně vybraných anonymizovaných vzorcích 

DNA z plné krve za účelem výběru metody pro screeningové vyšetření mutace 657del5. 

Postup je uveden v kapitole III.3.2. Tabulka 17 popisuje výsledky metod společně 

s kontrolními vzorky plazmidu M/M s mutací 657del5 a vzorek heterozygotní DNA 

získaného z FN Motol.  

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

 

Vzorky Real-time PCR Fragmentační analýza 

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 wt/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 

  

 

 

 

 

 

 



Diplomová práce  Michal Rataj 2013 

77 

 

   Metodou fregmentační analýzy vzhledem k čtyřkapilárovému modelu genetického 

analyzátoru, není moţné zpracovávat velké mnoţství vzorků najednou, na rozdíl od 

metody real-time PCR, která tento poţadavek splňuje (do rotoru LightCycleru 1.2 se při 

analýze vejde aţ 32 vzorků). Výhodou real-time PCR je spojení amplifikace DNA a 

detekce v jednom analyzátoru LightCycleru. Tak odpadá nutnost přípravy detekčního 

mixu pro práci s kapilární elektroforézou a manipulace se vzorkem, coţ zvyšuje riziko 

kontaminace vzorku. Přímá detekce amplikonů v reálném čase při amplifikaci také 

urychluje získání výsledků a jejich snadnou interpretaci.  

   Pokud jde o cenu vyšetření, cena jedné fragmentační analýzy byla okolo 600 Kč, cena 

jedné analýzy pomocí real-time PCR byla cca 650 Kč. Exspirace fluorescenčně 

značených primerů pro fragmentační analýzu byla přibliţně stejně dlouhá jako 

pouţitých hybridizačních sond pro real-time PCR.    

   Porovnáním všech aspektů obou metod, včetně času manuální práce (60 minut u 

fragmentační analýzy, 40 minut real-time PCR modelově pro 10 vzorků v sérii), jsem 

zjistil, ţe výhodnější k detekci genotypů a alely s mutací 657del5 je metoda real-time 

PCR. 
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IV.4 Populační výskyt alely a genotypů mutace 657del5 

(EXPERIMENT III) 

 

   Na detekci mutace 657del5 jsem pracoval se 177 vzorky stěrů bukální sliznice. 

Zastoupení genotypů pro mutaci 657del5 v populaci popisuje tabulka 15. 

Charakteristika souboru vyšetřovaných je uvedena v kapitole III.3.3.1. Stěry jsem 

prováděl pomocí tamponů FloqSwabs, jejichţ pomocí byla izolována DNA z buněk 

bukální sliznice. Postup je popsán v kapitole III.2.2. Amplifikaci a detekci 177 vzorků 

pro mutaci 657del5  jsem provedl pomocí metody real-time PCR optimalizované 

v kapitole III.3.2.  

   Vyšetření vzorků probíhalo s pouţitím master mixu obsahujícím primery (a a f) a 

fluorescenčně značené sondy (anchor, senzor) od firmy TIB MolBiol. Společně 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 III.3.2, vyšetřovány kontrolní 

vzorky homozygotního a heterozygotního genotypu pro mutaci 657del5  (plazmid M/M 

o koncentraci 10
3 

a referenční heterozygot M/wt z LF Motol). 

   Nejvyšší počet (175 osob) je zastoupen ve skupině genotypu wild type. Mezi 177 

vyšetřovanými vzorky DNA jsem detekoval 2 heterozygotní jedince s mutantní alelou s 

delecí 5 nukleotidů v pozici 657 – 661 (657del5). Ţádná z vyšetřovaných osob nebyla 

homozygotem pro 657del5. Počet jedinců s genotypy wt/wt, M/wt a M/M ve 

vyšetřované skupině včetně procentuálního vyjádření popisuje tabulka 18.  

Tab. 18: Zastoupení genotypů ve vyšetřované skupině 

 

Genotyp Počet vyšetřovaných 

wt/wt 175 (98,9%) 

M/wt 2 (1,1 %) 

M/M 0 

 

 

   Z tabulky 18 je patrné, ţe wild type genotyp je zastoupen v 98,9 % jedinců ve 

vyšetřované skupině. Heterozygotní genotyp byl detekován u 1,1 % jedinců. Výskyt 

mutace 657del5 jsem následně zjistil výpočtem ze získaných dat (Tabulka 19).  
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Tab. 19: Frekvence alel ve vyšetřované skupině.  

 

Alely Frekvence alel  

Wt 99,4 % 

M 0,6 % 

 

 

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

přítomna pouze v 0,6 % jedinců ve vyšetřované skupině. Získání frekvencí alel ve 

skupině 177 osob jsem vyuţil pro zjištění zastoupení alely v populaci České republiky. 

Vyhodnocení a výpočet ukázal populační odhad heterozygotního genotypu s mutací 

657del5 na 1:88. 
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IV.5 Sekvenační analýza pro konfirmaci validity použitých metod 

 

   Dosaţené výsledky byly následně konfirmovány sekvenováním amplikonů pomocí 

genetického analyzátoru na bázi kapilární elektroforézy. Výsledky pro jednotlivé 

genotypy ukazují obrázky 28-30. Všechny sekvenované vzorky DNA měly správně 

určený genotyp pomocí metod fragmentační analýzy a real-time PCR. 

 

 

 

Obr. 28: Homozygot wt/wt. V sekvenci není patrná, ţádná mutace. V obrázku je 

vyznačeno pět nukleotidů deletovaných v případě mutace 657del5. Viz obrázek 30.  

 

 

 

Obr. 29: Heterozygot M/wt. Z důvodu přítomnoste jedné alely s mutací 657del5 a rozdíl 

v sekvencích obou alel, není moţné metodou sekvenační analýzy sekvenci detekovat.  
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Obr. 30: Homozygot M/M - Mutace delece 5 nukleotidů mezi 131 a 132 pozicí. 

V sekvenci v porovnání s wild type alelou chybí v alele s mutací 657del5 nukleotidy 

ACAAA. 
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V. DISKUZE 

 

   Cílem této práce byl výběr nejoptimálnější metody pro detekci mutace 657del5 v genu 

NBS1 a doplnění informace dosud provedených populačních studií sledujících 

frekvenci této mutace v České republice. Pro screeningové účely se obvykle pouţívají 

metody, které jsou dostatečně citlivé a lze je vyuţít pro práci s velkým mnoţstvím 

vzorků pro zpracování v co nejkratším čase. Výhodnější jsou metody, které jsou co 

nejméně závislé na práci laboratorního personálu a disponují velkou mírou 

automatizace. Naopak výběr „moderní― metody s uvedenými výhodami se můţe 

projevit vysokými finančními náklady na instrumentaci a vyšetření. Je tedy nutné vybrat 

takovou metodu, která je optimální pro danou laboratoř, ekonomická a splňující 

poţadavky pro pouţití jak pro screeningové účely, tak pro klinickou praxi.  

   V této práci jsem provedl výběr vhodné metody pro detekci mutace 657del5 

mezi dvěma různými metodami, fragmentační analýzou a real-time PCR. Po 

optimalizaci obou metod jsem provedl validaci a porovnání metod na souboru 20 

anonymizovaných vzorků. Výsledkem byla shodná citlivost obou metod v detekci 

heterozygotní a homozygotní DNA s mutací 657del5. Porovnáváno bylo proto také 

časové a finanční zatíţení laboratoře, a také vyuţitelnost metod ve screeningu populace. 

Validace obou metod poukázala na niţší časovou i finanční náročnost metody real-time 

PCR a také její vhodné vyuţití pro screening zpracováním 32 vzorků během jedné 

analýzy. Po výběru nejoptimálnější metody real-time PCR, jsem provedl analýzu 

souboru 177 osob. Výsledkem byla přítomnost dvou jedinců s heterozygotním 

genotypem, z čehoţ vyplývá populační odhad 1:88. Jako konfirmační metoda byla 

zvolena sekvenační analýza z důvodu její přesnosti v detekci mutace 657del5, avšak její 

vyuţití pro populační screening není vhodné. 

   U nás i ve světě vzniklo mnoho prací zabývajících se mutací 657del5 od populací 

střední a východní Evropy, přes práce věnující se jednotlivým zemím a jejich částem aţ 

ke specifickým skupinám s vyuţitím různých metod od PCR – SSP (Polymerázová 

řetězová reakce – se sekvenčně specifickými primery) aţ po real-time PCR a sekvenační 

analýzy. 
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   Nejvýznamnější analýzu, která se zabývá mutací 657del5, provedl Varon et al. (2000). 

Ve studii byla vyšetřována tato mutace ve slovanské populaci tří zemí střední a 

východní Evropy - Česká Republika, Polsko a Ukrajina. V těchto zemích Varon et al. 

(2000) identifikovali celosvětově nejvyšší frekvenci mutace 657del5 na souboru 4416 

anonymních novorozenců, z nichţ 2274 novorozenců bylo z Polska, 1234 z České 

Republiky a 908 z Ukrajiny. Vzorky byly vyšetřovány metodou PCR-SSCP (PCR – 

jednořetězcový konformační polymorfismus), která identifikovala 8 heterozygotů 

z České republiky (1:154), 12 z Polska (1:190)  a 5 z Ukrajiny (1:182).  

    Screeningem populací jednotlivých zemí střední Evropy se zabývali práce (Drábek et 

al. 2002), (Ziólkowska et al. 2006) nebo (Maurer 2010). 

   Jednou z prací publikovaných pro Českou republiku je práce (Drábek et al. 2002). 

Drábek et al. vybrali skupinu 383 zdravých dárců kostní dřeně z běţné populace České 

republiky pro screening mutace 657del5. Vzorky byly vyšetřovány metodou PCR-SSP. 

Výsledky detekcí elektroforézou poukázaly na přítomnost 4 jedinců s heterozygotním 

genotypem (1:96). Screeningem polské populace se zabývala práce (Ziólkowska et al. 

2006). V práci bylo vyšetřováno 2050 osob z Polska pomocí metody fragmentační 

analýzy (PCR s detekcí kapilární elektroforézou) s pouţitím kontrolní metody 

sekvenační analýzy. Vyšetřením 2050 osob byla v souboru zjištěna frekvence 

heterozygotů 1:131. Výsledky fragmentační analýzy popisuje obrázek 31. 

 

Obr. 31: Výsledky fragmentační analýzy práce (Ziokowska et al. 2006). První graf 

popisuje tři píky přítomné u heterozygotního vzorku a druhý wild type homozygota. 

 

 

 

   Na rozdíl od populací zemí slovanského původu je frekvence mutace 657del5 

v Německu mnohem menší, na coţ poukazuje práce (Maurer 2007). Autor pracoval 

s 2146 vzorky německých novorozenců, z nichţ 990 vzorků pocházelo z programu 

screeningu novorozenců Charité v Berlínské lékařské univerzitě a 1056 vzorků 

novorozenců z Bavorska. K analýze byla pouţita metoda PCR amplifikace s detekcí 
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SSCP gelovou elektroforézou. Jako kontrolní metoda vzorků s mutací 657del5 byla 

provedena sekvenační analýza. Z detekce vyplynulo, ţe mutace 657del5 se v první 

skupině objevila v jediném případě z 990 vzorků (1:990).  Naopak v druhé skupině bylo 

z 1056 vzorků nalezeno šest jedinců s heterozygotním genotypem (1:176). Výsledky 

wild type genotypu a heterozygotní kontroly je uveden na obrázku 32. 

 

 

Obr. 32 (Maurer 2007):  

a) Výsledek analýzy SSCP wild type genotyp s heterozygotní kontrolou (vlevo). 

b) Výsledek mutace 657del5 heterozygotní genotyp s heterozygotní kontrolou.   

   Výsledky kontrolní sekvenační analýzy popisují sekvenci úseku s moţnou delecí pěti 

nukleotidů v pozici 657 – 661. Jednotlivé genotypy popisují obrázky 33-35.  

 

Obr. 33: Detekce wild  type alely metodou sekvenační analýzy (Maurer 2007). 

 

a) b) 
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Obr. 34: Detekce heterozygotního genotypu sekvenační analýzou. Od nukleotidu 154 je 

sekvence nečitelná. Příčinou je delece 5 nukleotidů na jednom z chromozómů (Maurer 

2007). 

 

 

Obr. 35:  Mutace 657del5 v homozygotní formě. Posun čtecího rámce o 5 nukleotidů 

(Maurer 2007). 

 

   V mé práci jsem také pracoval se sekvenační analýzou jako konfirmační metodou. 

Obrázky 25-27 sekvenační analýzy po detekci jednotlivých genotypů v mé práci jsou 

obdobné jako ve výsledcích práce (Maurer 2007). Porovnáním výsledků je patrná shoda 

v sekvenci u jednotlivých genotypů na obrázcích. Sekvence jednotlivých genotypů 

z výsledků mé práce jsou popsány v kapitole I.3.3    

   Detekci mutace 657del5 můţeme provést i pomocí některých nových aplikací PCR 

metody jako je metoda quantitativní real-time PCR popsané v práci (Maurer 2007). 

   Při screeningu zdravé populace pro mutaci 657del5 sledovalo několik autorů tuto 

mutaci také u jedinců s malignitami. Jednou z nejvýznamnějších prací v České 

Republice je (Seemanová et al. 2007). Analýza je zde zaměřena na vyšetření mutace 

657del5 a určení míry rizika vzniku malignit u příbuzných v rodinách s dědičně se 

vyskytujícím syndromem Nijmegen breakage. Autoři se věnovali detekci mutace v 24 

rodinách v České republice a na Slovensku po dobu více neţ 20 let. V souboru bylo 

přítomno 344 vyšetřovaných, z nichţ 141 bylo nosičů mutace 657del5 a 203 jedinců 
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s wild type genotypem. Výsledky detekovaly 13 jedinců s rozvojem malignity, z nichţ 

11 bylo nosičů mutace 657del5. Pardini et al. (2009) pracovali se 750 pacienty 

s kolorektálním karcinomem a dvěma kontrolními skupinami: 607 osob vyšetřených na 

kolorektální karcinom s negativním nálezem a 804 osob běţné populace. Analýza byla 

provedena pomocí PCR amplifikace s detekcí elektroforézou na 3 % agarózovém gelu. 

Jako kontrolní metoda byla pouţita sekvenační analýza. V souboru byla prokázána 

přítomnost 3 jedinců s heterozygotním genotypem mutace 657del5 mezi pacienty 

s kolorektálním karcinomem (1:250) a v kontrolních skupinách  byla zjištěna frekvence 

heterozygotů (1:152) a (1:804).  

   Další práci zabývající se skupinou pacientů s malignitami v České republice 

publikovali Malter et al. (2006). Malter et al. zpracovávali soubor 472 pacientek 

z onkologické kliniky 1.LF UK a VFN v Praze. Skupina pacientek měla histologicky 

diagnostikovaný karcinom prsu, ale nebyla u nich detekována mutace v genu BRCA. 

Analýza mutace 657del5 probíhala pomocí PCR amplifikace s detekcí elektroforézou na 

2% agarózovém gelu (PCR – SSP). V souboru nebyl nalezen jedinec s heterozygotním 

genotypem. Výsledek gelové elektroforézy popisuje obrázek 36. 

 

 

Obr. 36: Výsledek detekce mutace 657del5 v práci (Malter et al. 2006). 
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   Jedna z modifikací metody PCR (multiplex PCR s detekcí kapilární elektroforézou) 

byla pouţita v práci (Souček et al. 2003) pro detekci mutací 657del5, 698del4, 835del4, 

842insT a 1142delC v exonech 6,7,10 s pouţitím šesti primerů v souboru pacientů 

s Hodgkinovým a non-Hodgkinovým lymfomem z České Republiky. Vyšetřovaný 

soubor obsahoval 119 pacientů s Hodgkinovým a non-Hodgkinovým lymfomem, 

společně se 177 kontrolními vzorky od dárců bez diagnózy malignity. Výsledkem 

analýzy byla detekce 1 pacienta s non-Hodgkinovým lymfomem (1:119), u kterého byl 

zjištěn heterozygotní genotyp mutace 657del5 popsaný v obrázku 37. V kontrolním 

souboru nebyla nalezena osoba s mutací 657del5. 

 

Obr. 37: Pacient s non-Hodgkinovým lymfomem, u kterého byla detekována mutace 

657del5 pomocí multiplex PCR a kapilární elektroforézy (Souček et al. 2003). 

 

 

   Výsledky jednotlivých prací ve světě i v České republice popisují rozdílné frekvence 

zastoupení heterozygotních jedinců v populacích. Autoři pracují s různým mnoţstvím 

vzorků v analýzách nebo zastoupením osob z jednotlivých oblastí v zemích.   

   Varon et al. (2000) pracovali na detekci frekvence mutace 657del5 v zemích střední a 

východní Evropy (České republiky, Polska a Ukrajiny). Ve své práci uvádějí frekvenci 

heterozygotů s mutací 1:177. V Polsku Varon et al. analýzou soboru 2274 získali 

frekvenci heterozygotů 1:190, naopak v práci (Ziólkowska et al. 2006) byla detekována 

frekvence 1:131. Obě studie pracovali s obdobným počtem osob v souboru, jak je 

popsáno v tabulce 20. Vysvětlením různých výsledků můţe být rozdílné zastoupení 

osob v jednotlivých oblastech Polska, které má vliv na frekvenci, jak popisuje 

Ziólkowska et al. (2006).   

   Rozdíl frekvencí heterozygotů je také v porovnání prací (Varon et al. 2000) a (Drábek 

et al. 2002). Varon et al. ze souboru 1234 osob běţné populace České republiky získali 

populační frekvenci heterozygotů 1:154. Avšak práce (Drábek et al. 2002) pracující se 
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souborem 383 osob z České republiky získali populační frekvenci 1:96. Moţnou 

příčinou lišící se frekvence v obou pracích je rozdílný počet vzorků v uvedených 

populačních studiích. Frekvence 1:88 zjištěná v mé práci v souboru 177 osob se blíţí 

frekvenci analyzované v práci (Drábek et al. 2002), coţ můţe potvrzovat tuto hypotézu.  

    Společně s Ukrajinou, kde byla podle (Varon et al. 2000) zjištěna frekvence 

heterozygotů 1:182 a Polskem, patří Česká Republika k zemím s nejvyšším 

zastoupením mutace 657del5. Naopak Německo podle práce (Maurer 2007) nepatří do 

této skupiny. Frekvence heterozygotů v populaci v oblasti Berlína je uváděna Maurerem 

(2007) na 1:990, avšak vyšetřením skupiny 1056 novorozenců z Bavorska byla zjištěna 

vysoká 1:176 frekvence heterozygotů. Tento výsledek můţe poukazovat na různé 

zastoupení mutace 657del5 i v populaci Německa. Shrnutí prací popisuje tabulka 20. 

 

Tab. 20: Souhrn prací zabývajících se frekvencí heterozygotů celosvětově a v České 

republice s různými analyzovanými soubory.  

 

Práce Metoda Soubor Výsledky Frekvence 

 

 

 

Varon et al. 2000 

 

 

 

PCR-SSCP 

 

ČR          1234 

Polsko    2274 

Ukrajina  908 

 

8 heterozygotů 

12 heterozygotů 

5 heterozygotů 

 

1:154 

1:190 

1:182 

 

Drábek a et al. 2002 

 

PCR-SSP 

 

CR           383 

 

4 heterozygotů 

 

1: 96 

 

Ziolkowska et al 2006 

Fragmentační 

analýza 

 

Polsko    2050 

 

16 heterozygotů 

 

1:131 

 

 

Maurer 2007 

 

 

PCR-SSCP 

 

Berlín      990 

Bavor.    1056 

 

1 heterozygotů 

6 heterozygotů 

 

1:990 

1:176 

 

   Výsledky, které vycházejí z těchto prací, poukazují na to, ţe frekvence mutace 

657del5 v populaci České Republiky a střední Evropy je vysoká oproti výskytu ve 

světě. Z důvodu rizika vzniku malignit je nutné diagnostikovat tuto mutaci a předejít tak 

rozvoji malignity včasnou léčbou.  

   V mé práci a v diskutovaných pracích nebyl diagnostikován ţádný jedinec 

s homozygotním genotypem mutace 657del5 z důvodu nízké frekvence těchto jedinců, 

která je udána mezi 1:60 000 – 1:70 000 (Čepová 2004). Pro identifikaci reálné 

frekvence homozygotů s mutací 657del5 by tak bylo nutné pracovat s mnohem větším 
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souborem osob. Vzhledem k rychlosti námi optimalizované metody real-time PCR není 

pro laboratoř vyšetření souboru většího počtu osob větším analytickým či technickým 

problémem. 

   Vedle prací zabývajících se analýzou mutace 657del5 v populacích vznikají také 

studie zabývající se frekvencí mutace 657del5 ve specifických skupinách. V práci 

(Pardini et al. 2009) byly analyzovány frekvence heterozygotů a moţnosti diagnostiky 

malignit zapříčiněných mutací 657del5 v genu NBS1. Pardini et al. (2009) se v práci 

věnovali skupině 750 pacientů s kolorektálním karcinomem. Výsledkem byla nízká 

frekvence (1:250) heterozygotů ve skupině. Souček et al. (2003) se zabývali souborem 

119 pacientů s Hodgkinovým a non-Hodgkinovým syndromem, avšak výsledná 

frekvence heterozygotů byla 1:119. Také v práci (Malter et al. 2006) byla zjištěna nízká 

frekvence heterozygotů s mutací 657del5 v souboru 472 pacientek s karcinomem prsu. 

Ve vyšetřovaném souboru nebyl nalezen jedinec s alelou mutace 657del5. V popsaných 

pracích zabývajících se soubory osob s nádorovým onemocněním není patrné, ţe 

některé specifické skupiny pacientů s nádory mají vyšší frekvenci heterozygotů, avšak 

Seemanová a kol (2007), která se ve své dlouholeté práci (Seemanová et al. 2007) 

zabývala rizikem vzniku malignit u heterozygotů v 24 rodinách s Nijmegen breakage 

syndromem potvrzuje, ţe jedinci s heterozygotním genotypem mutace 657del5 mají 

vyšší riziko vzniku malignit. Souhrn studií je popsán v tabulce 21. 

 

Tab. 21: Souhrn prací zabývajících se detekcí mutace 657del5 ve specifických 

skupinách pacientů s malignitami. 

 

Práce Metoda Soubor Výsledky Frekvence 

 

 

 

Pardini et al. 2009 

 

 

 

PCR-elfo gel 

 

col. karc.  750 

S neg.       607 

běţ. pop.  804 

 

3 heterozygoti 

4 heterozygoti 

1 heterozygot 

 

1:250 

1:152 

1:804 

 

 Malter et al. 2006 

 

PCR elfo gel 

 

karc. prsu 472 

 

0 heterozygot 

 

    - 

 

 

 

Souček  et al. 2003 

 

 

Multiplex 

PCR 

 

Hodg. Non 

Hodg.       119 

Běţ.pop.   117 

 

1 heterozygot 

 

 0 heterozygot 

 

 

1:119 

    - 
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   Výsledky popsaných prací poukazují na to, ţe je moţné provést analýzu mutace 

657del5 ve specifických skupinách osob, coţ naznačuje moţnost pouţití analýzy pro 

detekci mutace u pacientů s karcinomem děloţního čípku.  

   Pro detekci mutace 657del5 je moţné pouţít několik metod s vysokou citlivostí a 

přesnou detekcí delece 5 nukleotidů. V pracích (Drábek et al. 2002), (Pardini et al. 

2009) a (Malter et al. 2006) byla pouţita metoda PCR – SSP.  Metoda PCR – SSP 

vyuţívá alelově specifických primerů, které jsou hybridizovány na DNA matrici pouze 

v případě úplné shodnosti sekvence s matricí. Pokud je v místě vazby primeru mutace 

neproběhne iniciace a DNA není amplifikována. V práci (Pardini et al. 2009) byla 

metoda PCR SSP spojena s kontrolní metodou sekvenační analýzou, která jasně 

potvrdila správnost primární metody. Jinou alternativou amplifikace PCR s detekcí 

elektroforézou je metoda PCR – SSCP. Tuto metodu pouţili autoři v práci (Varon et al. 

2000). Metoda PCR - SSCP je vhodná v detekci delecí, inzercí ale také hlavně 

substitucí. Jedná se o detekci pohyblivosti jednořetězcových úseků DNA, které 

v případě mutace mění svoji konformaci a tak i svoji pohyblivost v gelu. Metody 

v principu PCR amplifikace a elektroforézy jsou citlivými metodami, avšak nevýhodu 

je jejich pracnost a časová náročnost. Také není moţné provádět detekci velkého 

mnoţství vzorků v jedné analýze, a proto jsou pro screening a rychlou diagnostiku 

mutace nevhodné. Fragmentační analýza pouţívaná v práci (Ziólkowska 2006) je 

vhodná metoda pro detekci mutace 657del5 pro její citlivost. Její nevýhodou je 

zpracování malého mnoţství vzorků v jedné analýze.  

   Alternativami pro detekci mutace 657del5 jsou také metody na bázi PCR amplifikace 

jako quantitativní real-time PCR, multipex PCR a další. V mé práci jsem pracoval 

s real-time PCR, která byla vybrána jako nejoptimálnější pro detekci mutace. Z toho 

vyplývá, ţe PCR metody (real-time PCR, quantitativní real-time PCR nebo multiplex 

PCR) mohou být v budoucnu optimálními metodami pro rychlou diagnostiku a citlivou 

detekci mutace 657del5 u pacientů s karcinomem děloţního čípku a jiných specifických 

skupin pacientů s malignitami. 
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VI. ZÁVĚR 

 

   Práce je zaměřena na metodickou část detekce mutace 657del5 v genu NBS1. 

Optimalizace a validace metod je provedena za účelem získání nejvýhodnějšího postupu 

vyšetření mutací v genu NBS1 a její vyuţití pro rychlou diagnostiku mutací ve 

specifické skupině pacientů s karcinomem děloţního čípku. 

   Metoda fragmentační analýzy byla zavedena a optimalizována pro vyšetření mutace 

657del5. Bylo provedeno optimální nastavení master mixu bez přídavků jednotlivých 

komponent a průběhu amplifikace v PCR termocykléru podle profilu B, který byl 

nastaven pro dostatečnou amplifikaci a nejniţší časové zatíţení. V detekci mutace 

657del5 byla vyloučena elektroforéza na agarózovém gelu z důvodu neschopnosti 

rozlišit alely wild type a s mutací 657del5. Jako citlivější metoda detekce byla pouţita 

kapilární elektroforéza na genetickém analyzátoru ABI 3130, která splňovala 

dostatečnou rozlišitelnost. 

   Jako druhá metoda byla optimalizována real-time PCR. Bylo provedeno nastavení 

LightCykleru 1.2 v teplotě annealingu mezi teplotami (52°C, 57°C, 62°C) a počtu 

cyklů, který byl ustálen na 50. Při optimalizaci master mixu bylo pracováno na výběru 

primerů mezi dvěma forward f a s a dvěma reverse a a r primery. Metoda real-time 

PCR byla optimalizována na teplotu 57°C s pouţitím primerů f a a.       

    Porovnání metod fragmentační analýzy a real-time PCR bylo provedeno na dvaceti 

anonymizovaných vzorcích v Experimentu II. Postup a nastavení obou metod bylo 

převzato z optimalizace experimentu I a byla provedena analýza společně s kontrolními 

vzorky MM 657del5 rekombinantního plazmidu a vzorku heterozygotního genotypu 

z FN Motol. 20 anonymizovaných vzorků a kontrolních vzorků bylo analyzováno 

oběma metodami a výsledkem byla stejná citlivost metod při detekci mutace 657del5. 

Avšak vyuţitelnost metod ke screeningu populace se v některých aspektech liší. 

Vyšetření fragmentační analýzou nelze provézt s velkým mnoţstvím vzorků, z důvodu 

čtyřkapilárového modelu analyzátoru a z toho vyplývá i cena. Cena jedné analýzy 

fragmentační analýzou se pohybuje okolo 600 Kč pro čtyři vzorky.  Validace metody 

real-time PCR ukázala vyuţitelnost metody pro vyšetření většího mnoţství vzorků (32 

vzorků v rotoru). Cenové zastoupení jedné analýzy je předpokládáno na 650 Kč. Čas 
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pro manuální práci s fragmentační analýzou se pohybuje okolo 60 minut pro 

modelových 10 vzorků. V práci s metodou real-time PCR je tento časový úsek zkrácen 

na 40 minut. 

   Z důvodu shodné citlivosti obou metod pro detekci mutace 657del5 jsem posuzoval 

další aspekty. V porovnání obou metod je patrný jasný rozdíl v ceně analýzy, z důvodu 

průběhu analýzy s 32 vzorky metodou real-time PCR a 4 vzorky fragmentační analýzou. 

Čas pro manuální práci je v průběhu fragmentační analýzy o 20 minut vyšší oproti 

metodě real-time PCR. Příčinou je příprava master mixu a detekčního mixu. Po 

porovnání všech aspektů je jasné, ţe nejoptimálnější metodou pro screening mutace 

657del5 je real-time PCR.    

   Metoda real-time PCR byla po porovnání obou metod vybrána k vyšetření mutace 

657del5 v souboru 177 vzorků stěrů bukální sliznice a zjištění odhadu frekvence 

heterozygotů a homozygotů v populaci. Vyšetřovaný soubor byl charakterizován 

v kapitole III.3.3.1. Po analýze všech 177 pacientů byly v souboru nalezeni 2 jedinci 

s heterozygotním genotypem a ţádný s homozygotním genotypem. Vyhodnocením 

výsledků byla zjištěna frekvence heterozygotů 1,1 % ve vyšetřovaném souboru a 

frekvence alely M 657del5 byla vypočtena na 0,6 %.  Výpočtem byl z výsledků získán 

odhad heterozygotního genotypu v populaci 1:88. 

   Analýza mutací v genu NBS1 metodou real-time je velmi výhodná pro screening 

populace nebo specifických skupin osob. S ohledem na vyšší riziko vzniku malignit jak 

u pacientů s Nijmegen breakage syndromem, tak hlavně heterozygotních jedinců je 

důleţitá detekce mutací v genu NBS1. Vyuţití metody k detekci mutací ve skupině 

pacientů s karcinomem děloţního čípku, ale i pacientů s dalšími nádorovými 

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

5´dRp             Deoxyribóza s fosfátem na 5´-konci řetězce 

AP                   Apurinové/pyrimidinové místo 

APE1              AP endonukleáza 

ATB                Antibiotika 

ATM               Ataxie teleangiektázie mutovaný 

ATP                Adenosintrifosfát 

BCRT             BRCA C–terminální doména 

BER                Oprava vystřiţením báze 

BLM               Bloom syndrom gen 

BRCA             Karcinom prsu protein 

BS                    Bukální stěr 

CXXC             Zinc finger protein 

DDB 2             Protein vázající poškozené DNA 2 

Del                   Delece 

DNA                Deoxyribonukleová kyselina 

DNA–PKCS      DNA proteinkináza 

dNTP´s            Deoxynukleotidy 

DSB                 Dvouřetězcový zlom 

DSBR              Oprava obou řetězců 

DR                   Přímá oprava 

EDTA              Etylendiamintetraacetilová kyselina 

ERCC              Excision repair cross–complementing 

FAM                Fluorescein  

FANC              Fanconiho anémie, komplementární skupina  

FEN 1              Flap–endonukleáza 1 

FHA                Doména související s hlavní vidlicí 

FISH         Fluorescenční in situ hybridizace 

GADD45         Ochrana před dalším poškozením DNA 

Gy                    Gray 

HHRad23B     R23 - lidský homolog Rad53B 

HR                   Homologní rekombinace 

Chk                  Kináza kontrolního bodu buněčného cyklu 



Diplomová práce  Michal Rataj 2013 

94 

 

Ins                    Inzerce 

IVIG                Intravenózní imunoglobuliny 

kDa                  Kilodalton 

LIG 1               Ligáza 1 

LIG 3               Ligáza 3 

MGMT           O6–Methylguanin DNA methyltransferáza 

MMR              Mismatch oprava 

NBS1               Nijmegen breakage syndrom 1 

NBN                Nibrin 

NER                Oprava vystřiţením nukleotidu 

NHEJ              Nehomologní spojení konců  

PARP 1           Poly(ADP-ribóza) polymeráza 

PCNA              Proliferující nukleární antigen 

PCR                 Polymerázová řetězová reakce 

POLH              Polymeráza H 

ROS                 Reaktivní formy kyslíku 

RPA                 Replication protein A 

SDSA               Synthesis závislá na anealingu řetězce 

SDS–PAGE     Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu s přítomností dodecylsíranu  

                         sodného 

SMC–1            Strukturální údrţba chromozómů–1 

SPE                  Extrakce na pevnou fázi 

ssDNA             Jednořetězcová DNA 

Taq                  Polymeráza Thermus aquaticus     

TFIIH              Transkripční faktor II H 

UV                   Ultrafialové světlo 

WNR               Werner syndrom helikáza 

XP                   Xeroderma pigmentosum 

XRCC             X–ray repair cross–complementingprotein 
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