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     Diplomová práce se zaměřuje na validaci metody PCR v reálném čase (real-time 

PCR) pro vyšetření mutací Z a S v genu SERPINA1, který se nachází na dlouhém 

raménku 14. chromozómu (14q32.13) a obsahuje pokyny pro přípravu proteinu zvaného 

alfa-1-antitrypsin (A1AT). A1AT je inhibitor serinových proteáz a chrání tkáně před 

degradací neutrofilní elastázou. Nedostatek, který je nejčastěji způsoben právě těmito 

mutacemi, může způsobit onemocnění plic a jater u dětí a dospělých. Metoda real-time 

PCR se po úspěšné validaci aplikovala na soubor 46 klinických vzorků DNA získaných 

z krve a 30 vzorků DNA z buněk bukální sliznice. Izolace DNA byla provedena 

extrakcí kitem QIAamp® DNA Mini Kit od firmy QIAGEN. Ke genotypizaci jsem 

použila sadu primerů a hybridizačních sond dle Snydera (2006). Analýza teploty tání 

probíhala v termocykléru LightCycler 1.2. Výsledky vzorků DNA získaných z krve 

byly následně porovnány s výsledky získanými akreditovanou metodou založenou 

na principu PCR/RFLP. Obě metody dávaly 100% shodné výsledky. V těchto vzorcích 

byla zjištěna frekvence Z alely 14 % a wt alely 86 %. Frekvence S alely byla nulová. 

Ve vzorcích DNA získaných z bukálního stěru byla zjištěna frekvence Z alely 3 % a wt 

alely 97 %. Frekvence S alely v této skupině vzorků byla nulová. 
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     This diploma thesis focuses on the validation of the method PCR in real-time (real-

time PCR) to investigate the Z and S mutations in the gene SERPINA1, located at the 

long arm of chromosome 14 (14q32.13) and provides instructions for making a protein 

named alpha-1 - antitrypsin (A1AT). A1AT is a serine protease inhibitor that protects 

tissues from degradation by neutrophil elastase. Deficiency, which is most commonly 

caused by these mutations, can cause children and adult´s liver and lung disease. 

A method of real-time PCR was applied after successful validation to a set of 46 clinical 

samples of DNA extracted from blood samples and 30 samples of the DNA from cells 

of the buccal mucosa. DNA isolation was performed by kit extraction QIAamp ® DNA 

Mini Kit by QIAGEN. I used a set of primers and hybridization probes according 

to Snyder (2006) for genotyping. Melting curve analysis was carried out in the 

thermocycler LightCycler 1.2. Results of DNA samples obtained from blood were 

compared with the results obtained through an accredited method based on the principle 

of PCR/RFLP. Both methods gave a 100% identical result. In these samples were 

determined frequencies 14 % of the Z allele and 86 % of the wt allele. The frequency 

of the S allele was zero. In samples of DNA extracted from buccal swabs were found 

frequencies 3 % of the Z allele and 97% of the wt allele. The frequency of the S allele 

in this group was zero. 
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1. ÚVOD  

 

V diplomové práci jsem se zaměřila na defekt v genu pro alfa-1-antitrypsin, 

strukturu, funkci genu a výsledného proteinu, který je kódovan tímto genem. Zabývala 

jsem se populačně nejčastějšími změnami v genu a jejich fenotypovými projevy. 

Alfa-1-antitrypsin (A1AT) je vysoce polymorfní glykoprotein, který je syntetizován 

hlavně v játrech, makrofázích a epitelových buňkách. Patří mezi hlavní inhibitory 

serinových proteáz, tzv. SERPINY = serine protease inhibitors. Serpiny kontrolují 

několik typů chemických reakcí tím, že blokují aktivitu enzymů. A1AT v krvi inhibuje 

trypsin, chymotrypsin, renin, kalikrein, urokinázu, plazmin a trombin. Hlavní funkcí 

je inhibice enzymu elastázy neutrofilů, která se uvolňuje z bílých krvinek při boji 

s infekcí. Nerovnováha mezi hladinou proteáz a jejich inhibitorů v organismu vede 

u dospělých k poškození plicních sklípků (alveolů), což má za následek vznik 

emfyzému plic a nevratného plicního onemocnění, které způsobuje extrémní dušnost. 

Gen pro A1AT (SERPINA1) je lokalizován na distálním konci dlouhého raménka 

chromozómu 14. Bylo identifikováno více než 90 alel, z nichž nejčastější je alela M. 

Nejdůležitějšími patologickými alelami jsou alely Z a S, jejichž výskyt je spojen 

se sníženou koncentrací A1AT a s tím souvisejícím onemocněním plic nebo jater. 

Experimentální část práce se bude zabývat optimalizací a validací metody real-time 

PCR pro vyšetření těchto mutací. Po validaci bude metoda použita ke genotypizaci 

souboru klinických vzorků DNA získaných z krve a buněk bukální sliznice. 

Ze získaných výsledků bude následně určena frekvence mutace Z a S v obou souborech. 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 

 

2.1. STRUKTURA A FUNKCE ALFA-1-ANTITRYPSINU 

 

     Alfa-1-antitrypsin (A1AT) je hlavní proteinázový inhibitor séra, který představuje 

ochranu před nadbytkem serinových proteáz. A1AT tvoří podstatnou část frakce alfa-1-

globulinů, proto na jeho nedostatek může upozornit jejich nízká hodnota při 

elektroforéze bílkovin. Za normálních okolností tvoří 90 % této frakce. Molekulová 

hmotnost A1AT je 52 kDa. [1, 2] 

     Za normálních podmínek organismus produkuje 34 mg A1AT/den/kg tělesné 

hmotnosti. Poločas A1AT v krvi je až 5 dní. Izoelektrický bod tohoto proteinu 

se pohybuje mezi 4 až 5. [3, 4] Jedná se o jednořetězcový protein, který je tvořen 

394 aminokyselinami a třemi uhlohydrátovými postranními řetězci vázanými 

na asparagin. Vyskytuje se v nejméně 75 polymorfních formách. [5, 6] 

     Alfa-1-antitrypsin se skládá ze tří β-listů (A, B, a C) a devíti α-šroubovic (A-I) 

s odkrytou mobilní reaktivní smyčkou obsahující methioninový zbytek v poloze 

358 polypeptidového řetězce, který je rozhodující pro interakci s neutrofilní elastázou. 

[7, 8] 

     Na obrázku 1 je zobrazena struktura A1AT, kde jsou β-listy A, B, a C uvedeny 

v červené, modré a zelené barvě (sA, sB a sC) a devět α-šroubovic je označeno písmeny 

A-I (hA až hI). Reaktivní smyčka (RCL) se nachází v horní části molekuly. 

 

 

Obr. 1: Struktura A1AT [9] 
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     Po připojení enzymu k molekule A1AT je enzym přemístěn z horního do dolního 

pólu proteinu, kde se inaktivuje a je odstraněn z cirkulace. Dochází ke konformační 

změně proteinu vložením reaktivního centra jako dalšího řetězce do β-listu molekuly. 

[10] Změnu konformace zobrazuje obrázek 2.  

 

Obr. 2: Konformační změna A1AT při inhibici neutrofilní elastázy [11] 

 

V levé obrázkové části je neutrofilní elastáza (tmavě šedá) inaktivována pohybem 

z horního do dolního pólu proteinu a v pravé části obrázku je reaktivní smyčka 

(červená) vložena jako další vlákno do β-listu A (zelená).  

 

     Elastáza neutrofilů je protein o molekulové hmotnosti 29 kDa, který je tvořen 

prekurzory buněk myeloidní řady pod vlivem růstových faktorů bíle krevní řady 

např. faktoru stimulujícího granulocyto-makrofágové kolonie (GM-CSF) nebo 

je deponovaný v cytoplazmatických granulích. Zralý granulocyt již není schopen tvorby 

elastázy. Je to enzym, který za normálních okolností slouží v plicní tkáni k likvidaci 

poškozených nebo starých buněk, bakterií a podpoře hojení. Při nedostatku A1AT 

dochází k nekontrolovanému napadení zdravé plicní tkáně a k rozvoji plicního 

onemocnění. [12, 13] 

     Funkční aktivita A1AT in vivo může být regulována několika faktory. Jeho 

schopnost inhibovat elastázy je znemožněna přítomností aktivních kyslíkových 

produktů, meziproduktů z aktivovaných neutrofilů a makrofágů, které mohou oxidovat 

methionin na methioninsulfoxid. Dalším faktorem způsobujícím oxidaci je kouření. 

Takto postižené molekuly A1AT pozbývají schopnost vázat a neutralizovat proteázy. 



14 
 

Tato situace je nebezpečná právě u pacientů s nízkými koncentracemi A1AT. Molekula 

může být také inaktivována proteolytickým působením thiolových proteáz. [6, 14] 

     A1AT potencuje proliferaci a diferenciaci B-lymfocytů navozenou cytokiny, působí 

kostimulačním efektem na produkci IgE (imunoglobulin E) a IgG4 (imunoglobulin G) 

lymfocyty B, které jsou stimulovány běžnými induktory např. IL-4 (interleukin 4). [12] 

     Při napadení organismu virem lidské imunodeficience (HIV) infekčnost významně 

koreluje se snížením exprese elastázy na buněčném povrchu monocytů, 

ale ne na lymfocytech. Snížené hladiny A1AT korelují se zvýšenou expresí elastázy 

na povrchu buněk a zvyšují infekčnost HIV. [15] 

 

2.2. LABORATORNÍ VYŠETŘENÍ A1AT 

 

     Pro stanovení A1AT jako proteinu lze použít metodu imunoturbidimetrie 

a imunonefelometrie. Vyšetření se provádí ze vzorku krevního séra nebo plazmy. 

Metoda je jednoduchá, rychlá a vysoce přesná. [2, 16] 

     A1AT je reaktant akutní fáze, proto je nutné odběr pro možnou falešnou negativitu 

opakovat. Akutní zánět může hladinu A1AT při jeho deficitu normalizovat, ale 

nedochází ke zvýšení typickému pro tento stav. [1, 17] 

     Výsledek laboratorního testu, který měří hladinu alfa-1-antitrypsinu v krvi, může být 

uveden v různých jednotkách měření: miligramech na decilitr (mg/dl), mikromolech 

na litr (μmol/l) nebo gramech na litr (g/l). Referenční rozmezí A1AT v krvi běžně 

udávané v českých laboratořích je 0,9-2,0 g/l. [2, 13] 

     Mezi příčiny zvýšené hladiny A1AT v krvi patří akutní záněty (vzestup v plazmě 

během 12 až 24 hodin, max. 4. - 5. den), nádory (např. mnohočetný myelom, kdy 

maligní plazmocyty v kostní dřeni produkují IL-6 (interleukin 6), který vede ke zvýšené 

produkci bílkovin akutní fáze - alfa-1-antitrypsinu), hepatopatie (akutní i chronická 

hepatitida, alkoholová cirhóza) a progresivní polyartritida. Zvýšenou hladinu 

fyziologicky pozorujeme v těhotenství. [17, 18] 

     Snížená koncentrace A1AT u postižených jedinců má za následek výskyt primárního 

plicního emfyzému (CHOPN). Dalším onemocněním, které je sdruženo s nedostatkem 

A1AT, je neonatální hepatitida nebo cirhóza. Někteří autoři uvádějí současný výskyt 

glomerulonefritidy nebo revmatoidní artritidy. [19] 
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2.3. CHARAKTERISTIKA GENU PRO A1AT 

 

     SERPINA1 gen (gen pro A1AT) patří do genové rodiny nazývané serpiny 

(inhibitory serinových nebo cysteinových peptidáz). Genová rodina je skupina genů, 

která sdílí stejné charakteristiky. Klasifikace jednotlivých genů do rodin ukazuje, 

že jsou geny fylogeneticky ve vzájemném vztahu a vznikly z jednoho původního 

genu. Oficiální název tohoto genu je inhibitor serinových enzymů (proteáz), clade A 

(alfa-1 antiproteinasa, antitrypsin), člen 1. Gen SERPINA1 se nachází na dlouhém (q) 

raménku chromozómu 14 v poloze 32.1. (14q32.13), který je znázorněn na obrázku 3. 

Přesněji řečeno, gen SERPINA1 se nachází od páru bází 94,843,083 do páru bází 

94,857,028 na chromozómu 14. [20]  

 

 

Obr. 3: Chromozóm 14 s lokusem q32.13 [21] 

 

     Gen SERPINA1 nebo jeho genové produkty jsou známé i pod jinými názvy:  

A1A, A1AT, A1AT_HUMAN, AAT, alpha-1 antiproteinase, alpha-1 antitrypsin, 

alpha1AT, alpha-1 proteinase inhibitor, PI, PI1, protease inhibitor 1 (anti-elastase), 

serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), 

member 1. [20]  

     A1AT je kódován přibližně 12,2 kb dlouhým genem, který je složen ze 7 exonů 

a 6 intronů. Ze 7 exonů jsou čtyři kódující (II, III, IV, V) a tři nekódující (Ia, Ib a Ic). 

SERPINA1 gen kóduje 418 aminokyselin proteinu, z toho 24 aminokyselin tvoří 

signální peptid (viz obrázek 4). [4, 14]  

 

Obr. 4: Struktura SERPINA1 genu s místním označením nejčastěji vyskytujících 

se mutací [4] 
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2.4. MUTACE V GENU SERPINA1 

 

     Gen A1AT vykazuje zřetelnou genetickou polymorfii. Bylo identifikováno více než 

120 mutací v genu SERPINA1. Některé z nich však nemají vliv na produkci A1AT, 

zatímco jiné ano. Mnoho mutací mění jednotlivé bloky stavebních proteinů 

(aminokyselin) v A1AT a dochází ke změně struktury celého proteinu. [1, 20] 

     Alely alfa-1-antitrypsinu se dědí v rodinách autozomálně kodominantně. 

Kodominantní dědičnost znamená, že mohou být vyjádřeny dvě různé varianty (alely) 

genu a obě verze přispívají ke genetické vlastnosti. Každý jedinec má dvě kopie genu 

pro A1AT a obdrží jednu kopii genu od každého rodiče. Většina lidí má dvě normální 

kopie alfa-1-antitrypsinového genu. Jedinci s deficitem mají buď jednu normální kopii 

a jednu kopii poškozenou nebo obě kopie poškozené. Ti, kteří mají jeden normální gen, 

mohou produkovat relativní dostatek A1AT a žít zdravý život, zejména pokud nekouří. 

Lidé, kteří mají poškozené obě kopie genu, nejsou schopni produkovat dostatečné 

množství A1AT. [16] 

     Bylo identifikováno více než 90 alel, ale jenom několik z nich bývá spojeno s nízkou 

nebo nedetekovatelnou hladinou A1AT v séru. [21] 

     Při analýze DNA jsou nejčastěji zachyceny alely PiM, PiS a PiZ. Alela PiM 

(zkráceně alela M) je populačně nejběžnější alelou SERPINA1 genu (wild type). 

Většina lidí má genotyp MM se dvěma kopiemi alely M v každé buňce a je spojen 

s normální hladinou A1AT v séru. Nejdůležitějšími patologickými alelami jsou alely 

PiZ (zkráceně Z) a PiS (zkráceně S). Celosvětově se odhaduje, že 161 milionů lidí má 

jednu S nebo Z alelu a jednu M alelu v každé buňce (genotypy MS nebo MZ). Označení 

M, S, Z alel vyplývá z rychlosti migrace v gelové elektroforéze. M alela migruje střední 

rychlostí, S pomalou a Z velmi pomalou rychlostí. [1, 20, 22]  

     V evropské populaci je relativně vysoká frekvence PiM, PiS a PiZ alel. Vysoký 

výskyt S a M alel v evropské populaci a s tím související relativní snížení plazmatické 

hladiny A1AT nemusí mít pro nositele pouze negativní dopad. Bylo prokázáno, 

že heterozygoti MZ a MS jsou lépe chráněni před tuberkulózou plic. Lepší prognózu, 

menší rozsah plicního poškození a menší riziko sekundárních infekčních komplikací 

mají pacienti s cystickou fibrózou plic. [12, 23] 
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2.4.1. Z mutace 

 

     Při nejběžnější mutaci v A1AT označované jako Z mutace (nebo Z alela) dochází 

k náhradě aminokyseliny kyseliny glutamové lysinem v pozici 342 proteinu 

(Glu342Lys, GAG→AAG). Jedná se o záměnu dusíkové báze guanin za adenin 

v nukleotidové pozici 11940 v exonu 5. Z alela produkuje velmi málo A1AT. [20, 22, 

24]  

     Mutace Z je v molekule alfa-1-antitrypsinu umístěna na hlavě provazce 5A a spodní 

části reaktivní smyčky. Tato změna ve struktuře bílkoviny podporuje interakci mezi 

reakčním centrem smyčky v jedné molekule a mezerou v β-listu A další molekuly 

A1AT, což způsobuje vznik molekulární vazby nebo tzv. polymeraci smyčka-list. [8, 

25]  

     Patologický genotyp spojený s jaterní lézí a nízkou hladinou A1AT je téměř vždy 

genotyp ZZ. Jeho frekvence je udávána v rozmezí 1: 1500-3500. Takový člověk 

nemůže mít normální hladinu A1AT, která by dostatečně chránila plíce a má tedy mírně 

zvýšené riziko poškození plic nebo jater, zejména pokud kouří. [1, 16]  

     Homozygoti ZZ jsou charakterizováni hladinou pod 10 % normálních hodnot, 

u heterozygotů MZ je hladina snížena na 60 % (50 % hladiny kódováno alelou M 

a 10 % alelou Z). [12] 

     Ve Spojených státech je předpokládaný výskyt heterozygotních genotypů Z 2 až 4 % 

a prevalence homozygotního genotypu ZZ je 0,02-0,04 %. Přibližně 4 % Evropanů jsou 

heterozygotní pro alelu Z (genotyp MZ) a cca 1/1700 jedinců je homozygotem ZZ. [26, 

27] 

 

2.4.2. S mutace 

 

     Alela S je další varianta, která způsobuje deficit A1AT (AATD). Vytváří středně 

nízkou hladinu tohoto proteinu. [16, 20]  

     Při mutaci v A1AT, označované jako S mutace (nebo S alela), dochází k náhradě 

aminokyseliny kyseliny glutamové valinem v pozici 264 proteinu (Glu264Val, 

GAA→GTA). Jedná se o záměnu dusíkové báze adenin za thymin v nukleotidové 

pozici 9628 v exonu 3. [12, 22, 23] 
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     Homozygoti SS vykazují 50 % normální koncentrace A1AT, heterozygoti MS asi 

80 % a jedinci s genotypem ZS méně než 40 % normální koncentrace. [28] 

     Ve Spojených státech má 3 až 8 % jedinců heterozygotní genotyp S a přibližně 

0,05 % populace má homozygotní genotyp SS. Na našem kontinentě je S mutace běžná 

v jižní Evropě, kde bylo prokázáno 28 % heterozygotních jedinců (genotyp MS) 

a výskyt jedinců s homozygotním genotypem SS je nižší než 1 %. [26, 27] 

 

2.4.3. Další mutace 

 

     Některé varianty A1AT patří mezi genetické polymorfismy, které nemají vliv 

na množství A1AT v séru ani na jeho funkci. Mezi M varianty patří M1 (Ala213Val, 

GCG→GTG), M2 (Arg101His, CGT→CAT) a M3 (Glu376Asp, GAA→GAC). 

Dalšími běžnými variantami jsou V, T, a Lfrankfurt. [4, 23] 

     Jiné varianty vedou k produkci abnormálně malé formy A1AT, která je rychle 

odbourána v játrech. V důsledku toho malý nebo žádný A1AT není k dispozici 

v plicích. Jedinci s těmito mutacemi mají zdravá játra a plíce jsou bez ochrany A1AT. 

Tvorba polymerů může být způsobena variantami S (Glu264Val) a I (Arg39Cys), které 

jsou spojeny s mírnějším nedostatkem a menším rizikem onemocnění. Rychlost tvorby 

polymerů je mnohem pomalejší než u varianty Z, Siiyama nebo Mmalton, což vede k menší 

retenci proteinu v hepatocytech, mírnějšímu nedostatku v plazmě a k zanedbatelnému 

riziku vzniku onemocnění u heterozygotů. Další variantou A1AT je F alela 

(Arg223Cys, CGT→TGT). Bodová mutace v této variantě zavádí cystein namísto 

argininu. Normální molekula A1AT má jeden zbytek cysteinu. Zavedení druhého 

zbytku cysteinu do této molekuly podporuje tvorbu disulfidových intramolekulárních 

a intermolekulárních vazeb s jinými molekulami A1AT. [4, 10, 20] 

     Stejně jako varianta I (Arg39Cys, CGC→TGC) je i varianta P (Val256Asp 

GAT→GTT) doprovázena mírným poklesem koncentrace bílkovin (60 až 70 % 

normální hladiny). [23] 

     Mezi další deficitní varianty A1AT, které jsou spojeny se snížením sérové 

koncentrace A1AT a vznikem emfyzému patří například Mheerlen, Mprocida, Mduarte, 

Mmineral Springs, Plowell a Wbethesda. Siiyama varianta je nejčastější příčinou nedostatku A1AT 

v Japonsku a varianta Mmalton na Sardinii. Obě z těchto alel pravděpodobně způsobují 
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jaterní onemocnění. Varianta Mmalton (ΔPhe52, delece TTC) je doprovázena 

dramatickým poklesem hladiny méně než 20 %. [14, 23] 

     Varianty A1AT, při kterých je hladina A1AT nedetekovatelná, se nazývají null 

alelické varianty a jsou spojeny s předčasným rozvojem emfyzému. Příkladem je alela 

Nullludwigshafen. Null varianty nezpůsobují polymeraci A1AT a tudíž nepředstavují riziko 

onemocnění jater. Nejčastější jsou mutace, které zavádějí předčasný stop kodon jako 

například Nullbellingham (Lys217AAG → StopTAG). [4, 14, 23]  

     Mezi nefunkční varianty patří vzácná mutace Pittsburgh (Met358Arg) v aktivním 

místě molekuly A1AT, kdy dochází ke změně inhibitoru elastázy na inhibitor trombinu. 

[4] 

 

2.4.4. Vztah mezi genotypem a hladinou A1AT v krvi 

 

     SERPINA1 alely jsou vyjádřeny kodominantně, proto bude mít typ a kombinace 

mutací za následek různou hladinu cirkulujícího A1AT a související klinické projevy. 

[29] Jednotlivé genotypy a jejich odpovídající krevní hladiny A1AT uvádí tabulka 1. 

 

Tab. 1: Genotypy a jejich odpovídající krevní hladiny A1AT (modifikace tabulky) [13] 

GENOTYP μmol/l mg/dl g/l 

MM (dvě normální 

kopie) 

20-48 150-350 1,5-3,5 

MZ (jedna normální a 

jedna deficitní kopie) 

17-33 90-210 0,9-2,1 

SS (dvě nepatrně 

deficitní kopie) 

15-33 100-200 1-2 

SZ (jedna deficitní a 

jedna nepatrně deficitní 

kopie) 

8-16 75-120 0,75-1,2 

ZZ (dvě deficitní kopie) 2,5-7 20-45 0,20-0,45 

NULL (dvě nefunkční 

kopie) 

0 0 0 

 

2.5. DEFICIT A1AT 

 

     Deficit A1AT byl poprvé popsán v roce 1963 Laurellem a Erikssonem, kteří zjistili 

absenci alfa-1-globulinů při elektroforéze sérových proteinů. [11] 
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     Jedná se o geneticky dědičné onemocnění, které předávají rodiče na své děti 

prostřednictvím svých genů a může vést k závažnému onemocnění plic u dospělých 

nebo k onemocnění jater v každém věku. [30] 

     Při jaterním onemocnění se abnormální molekuly proteinu A1AT mohou navzájem 

vázat a tvořit polymery, které se hromadí v endoplazmatickém retikulu hepatocytů. Tím 

je zabráněno jejich vyplavení do krevního oběhu. Polymery vznikají silnou interakcí 

mezi smyčkou jedné molekuly A1AT a β-skládaným listem druhé molekuly 

A1AT = polymerizace smyčka-list. Při kumulaci dojde k aktivaci kaspázy, stresových 

proteinů, poškození mitochondrií, apoptóze či autofagii. Tyto změny však nevysvětlují 

značnou variabilitu klinického průběhu onemocnění. [1, 6] Obrázek 5 uvádí schéma 

polymerizace A1AT. 

 

Obr. 5: Schéma tvorby polymerů A1AT v játrech [31] 

 

Na obrázku je zobrazeno schéma tvorby polymerů Z varianty alfa-1-antitrypsinu 

(Glu342Lys, viz černá šipka) nebo mutace v doméně (modrý kruh), která otvírá β-list 

a upřednostňuje vložení částečné smyčky a vznik nestabilního meziproduktu (M*). 

β-list může přijmout buď smyčka jiné molekuly A1AT za vzniku dimeru (D), který pak 

zasahuje do polymerů (P) nebo vlastní molekuly za vzniku latentní konformace (L). 

Jednotlivé molekuly A1AT v rámci polymeru jsou zobrazeny v barvě červené, žluté 

a modré. 
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     Podobný mechanismus tvorby polymerů se vyskytuje i u dvou dalších mutací, které 

vedou ke snížení plazmatické hladiny a zároveň k tvorbě jaterních inkluzí. Jedná 

se o variantu Siiyama (Ser
53

Phe) a Mmalton (delece 
52

Phe). [4, 12] 

     Čím větší je množství uloženého abnormálního A1AT, tím větší je poškození jater. 

Toto onemocnění lze zařadit mezi lyzosomální střádací choroby. Je jasné, 

že abnormální A1AT musí být určitým způsobem z endoplazmatického retikula 

vylučován, protože jinak by bylo postižení orgánů častější a vyskytlo by se v nižším 

věku. Postižení jater dále zhoršují i jiné faktory - hepatotoxické léky, pravidelný příjem 

alkoholu, virová onemocnění. [32] 

     Polymery A1AT mohou také přispět k nadměrnému zánětu a k rozvoji kožního 

onemocnění – panikulitidy. (viz kapitola 2.7.3.) [20] 

 

2.6. VÝSKYT DEFICITU A1AT  

 

     Deficit se sice vyskytuje na celém světě, ale jeho prevalence se liší podle počtu 

obyvatel a etnika. Tato porucha postihuje asi 1 na 1500 až 3500 jedinců. Tento stav 

se vyskytuje ve všech etnických skupinách, nejčastěji u bělochů evropského původu. 

U lidí asijského původu je deficit neobvyklý. [16, 20] 

     Z více než 12 milionů lidí, u nichž byla diagnostikována CHOPN (chronická 

obstrukční plicní nemoc) ve Spojených státech, je asi u 3 % z nich předpokládán výskyt 

deficitu A1AT. Odhaduje se, že 20 milionů lidí ve Spojených státech jsou nositeli 

neodhalených abnormálních kopií genu, které způsobují deficit a může dojít k předání 

do další generace. [13] 

     Frekvence Z a S mutace v celé Evropě se velmi liší mezi jednotlivými zeměmi, 

geografickými oblastmi a etnickými skupinami. Distribuce S varianty se značně liší 

od Z varianty a je také více homogenní. Nejvyšší frekvence S alely je v jižní Evropě 

(průměrná genová frekvence 5,64 %) s vrcholem na Pyrenejském poloostrově (genová 

frekvence >14 %). Distribuce postupně klesá podél jihozápadního gradientu směrem 

k severovýchodnímu. Naproti tomu, Z alela je nejběžnější v severozápadní Evropě 

s frekvencí klesající od západu na východ a ze severu k jihu. Průměrná genová 

frekvence je 1,40 % s vrcholem v jižní Skandinávii, Dánsku, Nizozemsku, Velké 

Británii a severní Francii (genová frekvence >2 %). [4, 10, 33]  
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     Frekvence Z alely v Evropě je nejvyšší ve skandinávských zemích a frekvence 

S alely ve Španělsku a Portugalsku. [34] 

     Rozvoj onemocnění do manifestního stádia trvá v průměru 7 let. Po objevení prvních 

příznaků je následně stanovena diagnóza. Deficit A1AT je nejčastější genetické 

onemocnění, kvůli kterému se provádí pediatrické transplantace jater. Environmentální 

faktory, zejména expozice tabákovému kouři, chemickým látkám a prachu, mají 

pravděpodobný dopad na závažnost deficitu A1AT. [13, 20] 

     Není jasné, proč nedostatek A1AT vede u některých pacientů k onemocnění jater 

a u ostatních způsobí onemocnění plic. Za tento rozdíl jsou částečně zodpovědné 

faktory životního prostředí. Plicní onemocnění se vyvíjí u homozygotů ZZ, kteří jsou 

kuřáci tabáku nebo jsou vystaveni dýchání dráždivých látek. Zatímco nekuřáci jsou 

ohroženi onemocněním jater, které se rozvíjí později v životě. [35] 

 

2.7. KLINICKÝ OBRAZ DEFICITU A1AT 

 

     Klinický stav spojený s nedostatkem A1AT vyplývá především z poškození tkáně 

v důsledku nekontrolované aktivity elastázy v plicích nebo hromaděním špatně 

složeného nebo agregovaného proteinu v játrech. [29] 

 

Mezi příznaky deficience A1AT patří: 

 

Příznaky týkající se plic: 

 dušnost 

 chronická bronchitida 

 kašel s nebo bez vykašlávání sputa 

 opakující se infekce dýchacích cest 

 menší tolerance zátěže 

 astma bez odpovědi na léčbu 

 celoroční alergie 

 bronchiektázie 
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Příznaky týkající se jater: 

 nevysvětlitelné onemocnění jater nebo zvýšené jaterní enzymy 

 zežloutnutí kůže a očního bělma (žloutenka) 

 otok břicha (ascites) nebo nohy 

 zvracení krve (z rozšířené žíly v jícnu nebo žaludku) [30] 

 

     Vrozený deficit je již v dětství provázen výraznými a závažnými klinickými 

příznaky. V důsledku vzniká chronická choroba bronchopulmonální, emfyzém plic 

a jaterní cirhóza. Získaný deficit vzniká jako důsledek nadměrných ztrát bílkovin 

případně proteinové malnutrice. [2] 

 

2.7.1. Onemocnění plic 

 

     Deficit A1AT se může projevit jako onemocnění plic u dospělých. Mezi první 

příznaky AATD patří dušnost a sípání, které se objeví mezi 20. až 40. rokem. Jiné 

symptomy mohou zahrnovat opakované respirační infekce, únavu, bušení srdce při 

vstávání, problémy se zrakem a nechtěný úbytek na váze. Později se může rozvinout 

polyglobulie a cor pulmonale. CT vyšetření prokáže bilaterální bazální emfyzém. Horní 

laloky plic a jejich vaskularizace jsou relativně normální. Nacházíme typický 

spirometrický nález s poklesem poměru FEV1/FVC a průkaz fenoménu zadržování 

vzduchu (air-trapping). [12, 16] 

     Deficit A1AT je diagnostikován u mnoha lidí s chronickou obstrukční plicní nemocí, 

která může být způsobena právě tímto deficitem. Někteří jedinci s pokročilým AATD 

mají poškozeny malé vzdušné vaky (alveoly) v plicích. Příznaky zahrnují rozedmu plic, 

potíže s dýcháním, kašel a sudovitý hrudník. Kouření nebo expozice tabákovému kouři 

zvyšuje výskyt symptomů a poškození plic. Mezi další běžné diagnózy patří astma, 

chronické bronchitidy a bronchiektázie - chronický zánětlivý nebo degenerativní stav 

bronchů a bronchiolů. [16, 20] 

     Deficit A1AT je nejčastější známý genetický rizikový faktor pro vznik emfyzému. 

Jedná se o plicní onemocnění způsobené zničením jemných stěn malých vzduchových 

vaků (alveolů). S touto destrukcí plicní sklípky ztrácí svoji pružnost. Ve větších 

alveolech nemůže správně probíhat výměna kyslíku a oxidu uhličitého. Emfyzém 
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obvykle vyvolává příznaky u lidí ve věku 30 nebo 40 let. I když neexistuje žádný lék, 

je k dispozici léčba příznaků a terapie, která zpomalí destrukci. Pacienti s těžším 

či pokročilým plicním onemocněním mohou být kandidáti na transplantaci plic. [13, 30]  

     Pacienti trpí na chronické bronchitidy. Plíce jsou oteklé, ucpané hlenem 

a je omezeno proudění vzduchu. Průdušky dýchacích cest jsou často v bronchospasmu, 

stahy svalů sníží průtok vzduchu a tento stav vede k rozvoji chronického kašle. [13] 

 

2.7.2. Onemocnění jater 

 

     Klinický obraz s AATD souvisejícím onemocněním jater je velmi variabilní 

a pohybuje se od chronické hepatitidy a cirhózy až k fulminantnímu selhání jater. [36] 

     Asi u 10 % novorozenců s homozygotním genotypem ZZ dochází k rozvoji 

syndromu neonatální hepatitidy. Prodloužená žloutenka po porodu s konjugovanou 

hyperbilirubinémií a abnormálními hodnotami jaterních enzymů jsou charakteristické 

klinické příznaky tohoto genotypu. Tento syndrom je považován za akutní reakci 

na polymeraci abnormálního proteinu v hepatocytech. [1, 34] 

     Děti s onemocněním jater v důsledku deficitu trpí průjmy, mohou mít špatný růst 

a nedostatečnou tělesnou hmotnost. Již v prvním roce života dochází ke zvýšení 

aminotransferáz a cholestatické žloutence. Nacházíme zvětšená játra a slezinu. 

Ztvrdnutí jater může vést k otoku břicha, které je způsobeno hromaděním tekutiny. 

U starších dětí a dospělých bývá přítomný pocit slabosti a únavy. Většina z nich však 

nemá vůbec žádné příznaky onemocnění jater. [30, 32]  

     Přibližně 15 % dospělých s deficitem má poškozená játra a vzhledem k tvorbě 

jizevnaté tkáně v játrech dochází postupně k rozvoji cirhózy. Mezi příznaky cirhózy 

patří zduření břicha, otoky chodidel nebo nohou a žloutenka. Jedinci jsou také vystaveni 

riziku vzniku hepatocelulárního karcinomu. [20] 

 

2.7.3. Další onemocnění 

 

     Vzácně se může u tohoto deficitu projevit onemocnění známé jako panikulitida. 

Jedná se o zánět podkožní tukové tkáně, liší se podle závažnosti a může se objevit 
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v každém věku. Vyskytuje se rovnoměrně mezi muži i ženami a průměrný věk nástupu 

je přibližně kolem 40. roku života. [13] 

     Panikulitida je zánět tukové a vazivové tkáně, která se nachází těsně pod vnější 

vrstvou naší pokožky. Vypadá jako včelí plástev, kde jsou kuličky tuku oddělené 

stěnami nebo septem. [30] 

     Může vzniknout z mnoha příčin a deficit A1AT je jedním z nich. Mezi další příčiny 

patří onemocnění pojivové tkáně (systémový lupus erythematodes, revmatoidní 

artritida). Panikulitida je základem tzv. lymfoproliferativních onemocnění (např. 

lymfom), onemocnění slinivky břišní, dny, dysfunkce ledvin, dále tzv. ateroembolizace, 

kdy se sraženina z krevních cév dostává do fibro-tukové vrstvy na kůži. Další příčinou 

mohou být nežádoucí účinky některých léků včetně kortikosteroidů. [13] 

     Onemocnění se projevuje výskytem typicky červených skvrn na kůži, které 

se mohou vyskytnout kdekoliv na těle. Běžně se nachází v oblasti stehen, hýždí 

a v oblastech podléhající zranění a tlaku. Skvrny se mohou vyvinout v hluboké vředy 

na kůži s poškozením tkáně, tzv. nekrózu. Tyto nekrotické skvrny jsou obvykle 

bolestivé na dotek. Lékařský termín pro tento stav je nekrotizující panikulitida. [30] 

 

2.8. LÉČBA DEFICITU A1AT  

 

     Léčba je ve většině případů zaměřena symptomaticky. Hlavním cílem je prevence 

nebo zpomalení progrese onemocnění plic.  

     Pacienti s emfyzémem podstupují terapii bronchodilatancii, inhalačními kortikoidy, 

případně využívají kontinuální oxygenoterapii. Volbou může být transplantace plic pro 

pacienty v konečném stadiu onemocnění plic. Mezi další postup patří odvykání kouření. 

Pro léčbu je zásadní, jestli osoba s AATD kouří nebo ne. U pacientů s emfyzémem 

se jako doplňková léčba používá intravenózní podávání A1AT. Léčba je nákladná 

a nezbytně celoživotní. Není jasné, zda má tento postup preventivní efekt. [6, 12, 16]  

     Skládá se z týdenních nitrožilních infuzí purifikovaného A1AT z plazmy zdravých 

dárců testovaných na hepatitidu A, B, a C, HIV i na další infekční viry. Cílem 

je zvýšení koncentrace proteinu v krvi, plicích a zpomalení nebo zastavení progrese 

plicního onemocnění. Tato léčba nemůže obnovit ztracené funkce plic, ale není 

považována za lék. Mezi nejčastější nežádoucí účinky patří bolesti hlavy, horečka, 
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kopřivka a únava. Závažné nežádoucí účinky např. anafylaxe a selhání srdce jsou velmi 

vzácné. [5, 16, 30]  

     Dlouhodobějšího efektu by se mohlo dosáhnout prostřednictvím technik 

proteinového inženýrství. Snahou je nahradit methionin v pozici 358 jiným 

aminokyselinovým zbytkem, který by nepodléhal oxidaci, neovlivňoval funkci proteinu 

a mohl poskytovat ochranu proti proteázám mnohem delší dobu. V úvahu připadá 

i genová terapie, při které by se do dýchacích cest aplikoval modifikovaný adenovir 

s vloženým genem pro A1AT. Po infekci tímto virem by mohly plicní epiteliální buňky 

exprimovat tento gen a lokálně vytvářet A1AT. Pokusy na zvířatech naznačují, že by 

tato metoda mohla být uskutečnitelná. Na experimentální úrovni zůstává i léčba 

kyselinou retinovou, která má pozitivní vliv na regeneraci alveolů u pokusných krys 

s deficitem. U člověka chybí o této léčbě dostatek poznatků. [6, 12] 

     Neexistuje žádná specifická terapie s deficitem souvisejícím onemocněním jater. 

Klinická péče spočívá především v poskytování podpůrných opatření, která se zaměřují 

na symptomy, léčbu biochemických abnormalit způsobených dysfunkcí jater a prevenci 

komplikací. [14] 

     Transplantace jater je někdy nezbytné život zachraňující opatření. Naštěstí studie 

ukazují, že pouze malé procento lidí s deficitem a postiženými játry vyžaduje 

transplantaci jater. Klinická pracoviště konstatují, že pacienti s těžkou poruchou funkce 

jater mají nízkou míru onemocnění a jsou schopni žít relativně normální život. 

Po transplantaci jater zdravého dárce uvolňují pacienti A1AT do krve. Perspektivním 

postupem je terapie orientovaná na blokádu polymerace in vivo a tím zabránění rozvoje 

poškození jater. Účinný by měl být jakýkoliv postup, který by urychlil sekreci A1AT 

z jaterních buněk. [12, 13] 

 

2.9. DIAGNOSTIKA DEFICITU A1AT 

 

     Deficit A1AT může být diagnostikován již v novorozeneckém či kojeneckém věku. 

Včasná diagnóza deficitu A1AT je velmi důležitá. [1, 30] 

     I když je deficit jedním z nejčastějších genetických poruch na světě, je často špatně 

diagnostikován. Mnoho pacientů má astma, bronchitidu, symptomy související 

se stresem, rozedmu plic způsobenou kouřením nebo chronickou obstrukční plicní 

nemoc neznámého původu. [13] 
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     Diagnostika se opírá o zjištění poklesu frakce alfa-1-globulinů v séru pod 2 % nebo 

o přímý průkaz nízké koncentrace A1AT. Kvantitativní stanovení A1AT v séru 

je variabilní, pouze stanovení fenotypu určí kompletní diagnózu. Histologické vyšetření 

jaterního punktátu prokáže PAS-pozitivní inkluze s obsahem A1AT. Diagnózu potvrdí 

až molekulární vyšetření Pi lokusu. Je vhodné pravidelné sledování transamináz, 

ultrasonografie (USG) je indikována pravidelně pro včasnou diagnostiku maligního 

zvratu. [32] 

     Diagnostika má význam u emfyzému a novorozeneckých hepatopatií. Odlišná 

pohyblivost nejčastějších variant M, S, Z na elektroforéze umožní základní screening 

a vzácné formy odliší nezbytné genetické vyšetření. Další význam je u reakce akutní 

fáze, kdy je syntéza A1AT v játrech stimulována prozánětlivými cytokiny. Nově 

je A1AT využíván jako endogenní marker při ztrátě proteinů (exsudativní enteropatie). 

Stanovení koncentrace A1AT ve stolici přispívá ke stanovení diagnózy a rozsahu 

Crohnovy choroby nebo ulcerózní kolitidy. [12] 

 

2.9.1. Klinické vyšetření 

 

     U osoby podezřelé na AATD se při vyšetření odhalí sudovitý hrudník. Při poslechu 

na hrudi stetoskopem se objeví dušnost a jsou slyšet dýchací šelesty. [16] 

 

2.9.2. Laboratorní vyšetření 

 

     Laboratorní diagnostika je založena na testování vzorku krve u osob, které jsou 

v podezření na AATD. Obvykle se provádí tři typy testů: 

 

1. genotypizace, která určí mutace v genu pro A1AT 

2. fenotypizace, která určí typ A1AT bílkoviny 

3. stanovení množství A1AT v krvi člověka (viz kapitola 2.2.) [16] 

 

     Isoelektrická fokusace (IEF) je klasická metoda pro stanovení fenotypu A1AT 

a je považována za zlatý standard pro identifikaci A1AT varianty. Tato metoda 

je poměrně pracná a časově náročná. Principem IEF je oddělení proteinů na základě 

jejich náboje v gradientu pH gelu. [24, 36] 
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     Varianty jsou pojmenované podle abecedy a souvisí s jejich migrační rychlostí 

v gelu. Normální A1AT migruje ve středu (M). Pokud varianty migrují rychleji než M 

jsou označeny A-L a pokud pomaleji jejich označení je N-Z. [10, 37]  

     Další významné laboratorní informace poskytuje biopsie jater, která určí závažnost 

poškození. Toto vyšetření s sebou nese velmi malé, ale potenciálně závažné riziko 

výskytu nežádoucích účinků (např. krvácení). Biopsie je vyhrazena pro pacienty 

s probíhajícím onemocněním jater. Při jaterní biopsii jedince s deficitem A1AT se pod 

mikroskopem zkoumají jaterní buňky, které jsou naplněny granulemi. Ve skutečnosti 

se jedná o abnormální A1AT protein, který nelze odstranit z jater. Granule jsou 

přítomny i u jedinců, kteří nemají s deficitem A1AT spojené onemocnění jater. Pomocí 

biopsie jater se prokazuje akumulace A1AT v jaterní buňce ve formě PAS pozitivních, 

diastáza rezistentních globulí a jejich podstatu je možné ozřejmit pomocí 

imunohistochemického vyšetření. [1, 13]  

     Ke genotypizaci SERPINA1 genu lze použít sekvenování nebo stanovení 

polymorfismu délky restrikčních fragmentů (PCR/RFLP). [22] 

     V rámci experimentální části diplomové práce byla k detekci nejčastěji vyskytujících 

se alel (M, Z a S) použita genotypizace pomocí real-time PCR a hlavním principem 

měření byla analýza teploty tání daných vzorků DNA se značenými hybridizačními 

sondami. 

 

2.9.3. Real-time PCR 

 

2.9.3.1.  Princip real-time PCR 

 

     Real time PCR (PCR v reálném čase) vychází z principu PCR a kromě kvantifikace 

má tato metoda široké uplatnění v klinické diagnostice při genotypizační analýze. Pro 

tuto metodu byl vyvinut speciální termocyklér (real-time cyklér), který je kombinací 

klasického termocykléru a fluorescenčního skeneru. Přístroj umožňuje detekci 

fluorescence a monitorování PCR reakce v reálném čase. [38] 

     Kvalitativní analýza (mutační analýza) je založena na detekci změn sekvence 

analyzovaných amplikonů. Ke genotypizaci lze použít hybridizační nebo hydrolyzační 

sondy. Při genotypizaci pomocí hybridizačních sond se používá analýza křivky tání. 

Přístroj měří charakteristickou teplotu tání cílové DNA a identifikuje různé genotypy 
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na základě odlišných teplot tání produktů. U každého vzorku je změřena teplota tání, 

pík tání, výška, šířka a plocha pod každým píkem. [39] 

     Rozlišení zdravé a mutované alely pomocí hydrolytických (TaqMan) sond probíhá 

na principu tzv. alelické diskriminace (viz 2.9.3.3.). 

 

2.9.3.2.  Genotypizace pomocí hybridizačních sond  

 

     Hybridizační sondy se velmi často používají v klinických laboratořích pro zjišťování 

genotypů asociovaných s chorobami pomocí analýzy křivky tání po dokončené PCR 

amplifikaci. Zjistíme malé mutace nebo polymorfizmy v genech zárodečných linií, které 

způsobují dědičné choroby (cystická fibróza, žilní trombóza, emfyzém, 

hemochromatóza a hypercholesterolémie). [39] 

     Jednoduše značené hybridizační sondy (FRET sondy) využívají principu FRET 

(fluorescence resonance energy transfer) = přenos energie mezi dvěma sousedícími 

sondami při jejich prostorovém přiblížení. Jedna sonda je značena na 3´ konci 

donorovým a druhá na 5´ konci akceptorovým fluoroforem a jsou navrženy tak, aby 

hybridizovaly k cílové sekvenci nukleové kyseliny v těsné blízkosti obvykle 

s dvounukleotidovou mezerou. Mutační (sensor) sonda hybridizuje s vyšetřovanou 

sekvencí a má nižší teplotu tání než sonda kotvící (anchor) sonda. Nižší teplota tání 

mutační sondy zajištuje, že je fluorescenční signál vygenerovaný během analýzy křivky 

tání stanoven pouze mutační sondou. [38, 40, 41] 

     Teplota tání je závislá na úrovni komplementarity mezi mutační sondou a templátem 

DNA. V případě, že je mutační sonda neúplně komplementární, hybrid je nestabilní 

a má nižší teplotu tání. Pokud je plně komplementární, má teplotu tání vyšší. 

Při ochlazení reakční směsi nasednou všechny sondy bez ohledu míry komplementarity 

na amplikon amplifikovaný předešlou PCR. Po nasednutí obou sond dochází k excitaci 

donorového fluoroforu, který emituje fluorescenční světlo k excitaci akceptoru. 

Výsledkem je nárůst fluorescence na maximum, který je detekován přístrojem. 

V případě, že vzorek obsahuje mutovanou alelu, dochází při postupném ohřívání směsi 

k uvolnění sondy a poklesu fluorescence. K uvolnění plně komplementární sondy 

z nemutované alely (wild type, wt) dojde až při vyšší teplotě, což je opět detekováno 

jako pokles fluorescence. Výsledek je interpretován jako změna fluorescence 

http://www.generi-biotech.com/sondy-hybridizacni-sondy
http://www.generi-biotech.com/sondy-hybridizacni-sondy
http://www.generi-biotech.com/sondy-hybridizacni-sondy
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při různých teplotách a z maxima vzniklého grafu tak lze stanovit genotyp pacienta. [38, 

41] Výsledné křivky tání pro různé genotypy zobrazuje obrázek 6.  

 

Obr. 6: Křivky tání zdravého homozygota (wt/wt), nemocného homozygota (mut/mut) 

a heterozygota (wt/mut) [42] 

 

V horní části obrázku je vynesena křivka tání (závislost intenzity fluorescence oproti 

teplotě), která v oblasti teploty tání strmě klesá. V dolní části obrázku vidíme zápornou 

derivaci křivky tání, kde je teplota tání zobrazena jako vrchol křivky.  

 

2.9.3.3.  Genotypizace pomocí hydrolyzačních sond 

 

     Principem genotypizace pomocí TaqMan sond je vzájemná diskriminace alel 

s použitím odlišně značených fluorescenčních hydrolyzačních sond, které se liší 

v sekvenci pouze v místě SNP (single nucleotide polymorphism). Na 5´ konci obou 

hydrolyzačních sond je navázán odlišně značený fluorofor (reportér) a na 3´ konci 

je zhášeč (quencher), který přijímá energii od fluoroforu a vyzařuje energii s delší 

vlnovou délkou. Sonda je navržena tak, aby její sekvence byla komplementární k určité 

cílové sekvenci uvnitř amplifikované oblasti. Jedna sonda je specifická pro wt alelu 

a druhá pro alelickou variantu. Pokud je sonda v neaktivním stavu, fluorofor se nachází 

v prostorové blízkosti zhášeče, který pohlcuje jeho fluorescenční záření. Na základě 

přítomné alely hybridizuje buď sonda specifická pro wt alelu nebo sonda pro alelu 
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mutovanou. Pokud se jedná o heterozygota, hybridizují obě dvě sondy. Hydrolyzační 

sondy využívají 5´- 3´ exonukleázové aktivity Taq DNA polymerázy k hydrolýze 

navázaných sond na cílové sekvenci DNA. Taq DNA polymeráza se aktivuje 

a prodlužuje řetězec ve směru 5´>3´. Když narazí na sondu, začne ji štěpit od jejího 

5´ konce. Následkem je prostorové oddělení fluoroforu a zhášeče, který přestane 

pohlcovat jeho excitovanou energii a dochází ke zvýšení fluorescenční aktivity. 

Nenavázaná sonda není štěpena, fluorescence je dál zhášena a následně dochází 

k jejímu rozkladu. Počet detekovaných alelických variant v jedné sérii měření závisí 

na designu metody a na schopnosti přístroje detekovat určitý počet odlišných 

fluorescenčních signálů. [40, 43, 44] Obrázek 7 zobrazuje alelickou diskriminaci sond 

v průběhu real-time PCR. 

 

Obr. 7: Mechanismus alelické diskriminace při použití TaqMan sond [45] 

 

Obrázek popisuje alelickou diskriminaci fluorescenčně odlišně značených (FAM nebo 

VIC) hybrolyzačních sond. TaqMan sonda (VIC) je komplementární k sekvenci, 

dochází k její hybridizaci a následně je vlivem exonukleázové aktivity DNA 

polymerázy štěpena, čímž dochází k oddělení fluoroforu (VIC) a zhášeče. Výsledkem 
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je zvýšení fluorescenčního signálu. Nekomplementární sonda (FAM) zůstává 

nenavázána, quencher dále zháší fluorofor a nevzniká žádný fluorescenční signál. 

 

     Signál fluorescenčních sond je zobrazen v bodovém grafu. Výrazný signál z jedné 

nebo druhé sondy znamená, že pacient je buď zdravý, nebo nemocný homozygot. 

U heterozygotního jedince dávají signál obě dvě sondy v poměru 1:1. Při detekci 

je nutno zohlednit tzv. background fluorescenci, kterou způsobuje řada faktorů. Mezi 

tyto faktory patří zejména degradace sondy, překryv fluorescenčních kanálů fluoroforů 

použitých sond, nesprávné hybridy sondy a její neodpovídající alely. Vzorky s velmi 

nízkým signálem fluorescence jsou označeny jako negativní. [46] Na obrázcích 8 a 9 

uvádím bodový graf a amplifikační křivku s vzrůstajícím fluorescenčním signálem sond 

s možnými výslednými genotypy. 

 

 

Obr. 8: Bodový graf fluorescenčních signálů s výslednými genotypy [47]  

 

 

Obr. 9: Amplifikační křivka s vzrůstajícím fluorescenčním signálem sond [47]  
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2.9.3.4.  Výhody a nevýhody metody real-time PCR  

 

     Tato metoda je poměrně nenáročná na provedení a reprodukovatelná. Další výhodou 

je možnost analyzovat velké množství vzorků najednou bez nutnosti dalších analýz 

např. elektroforetická separace. Hlavním limitem zatím zůstává vysoká pořizovací cena 

potřebných zařízení. [48] 

 

2.9.3.5.  Využití metody real-time PCR 

 

     Real-time PCR má velmi široké využití v molekulárně biologické diagnostice 

i výzkumu. V současné době patří k základním laboratorním postupům. Je významnou 

diagnostickou metodou pro detekci bodových mutací, jejichž povaha je důležitá pro 

diagnostiku onemocnění a správnou léčbu. Metoda dále slouží ke kvantifikaci množství 

produktu PCR, což má význam při studiu genové exprese nebo diagnostice některých 

patogenů. [38] 

 

2.9.4. Screening deficitu A1AT 

 

     U nemocných, u nichž se rozvine CHOPN ve věku do 45 let nebo u jedinců s velkou 

rodinnou zátěží CHOPN může být zjištění deficitu A1AT velmi cenné. V těchto 

případech by se měl provést screening rodiny nebo podobné opatření. Koncentrace 

A1AT pod 15 – 20 % normálních hodnot je vysoce podezřelá z homozygotního deficitu. 

[49] 

     Ke screeningu deficitu A1AT lze použít elektroforézu séra, protože A1AT tvoří 

téměř 80 % frakce alfa-1-globulinů. Diagnóza může být potvrzena kvantifikací A1AT 

v séru nefelometricky. [27] 

     Jako další screeningovou metodu lze použít semikvantitativní hodnocení hladiny 

A1AT se stanovením jeho biologické aktivity ve vzorcích zaschlé krve na kartičkách 

z filtračního papíru. Metoda je založená na principu enzymatického inhibičního testu 

v agarovém gelu. Otlak disku z kartičky s krevní skvrnou je umístěn mezi dvě agarové 

vrstvy, kdy jedna z nich obsahuje standardní množství trypsinu a druhá odtučněné 

mléko. Jakmile trypsin prochází diskem s krví, dochází k vytvoření komplexu trypsinu 
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s inhibitorem. Pouze aktivní trypsin projde vrstvou mléčného kaseinu, kterou natráví 

a tím poruší. Nad skvrnou krve s dostatečným množství A1AT zůstává mléčná zóna 

prakticky neprůhledná s difundovaným hemoglobinem. Velikost zóny udává 

semikvantitativní informaci o množství A1AT. [21] 
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3. CÍL DIPLOMOVÉ PRÁCE 

 

Cílem diplomové práce je optimalizovat a validovat metodu real-time PCR 

pro vyšetření mutací Z a S v alfa-1-antitrypsinovém genu. Optimalizace bude zahrnovat 

návrh master mixu, výběr vhodných primerů, značených hybridizačních sond a jejich 

množství, objem přidávané DNA, koncentrace hořečnatých iontů a teplotní profil PCR 

v termocykléru LightCyler 1.2. 

Validace bude zahrnovat určení pravdivosti a specifičnosti metody. V další fázi 

bude probíhat validace opakovatelnosti, mezilehlé preciznosti měření a určení citlivosti 

metody pomocí vzorků s klesající koncentrací DNA. 

Dalším cílem bude porovnat výsledky takto připravené metody u souboru 

klinických vzorků DNA získaných z krve a vyšetřených akreditovanou metodou 

založenou na principu PCR/RFLP. Poté vyšetřit vzorky DNA z buněk bukální sliznice. 
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

 

4.1. PŘEHLED POUŽÍVANÝCH PŘÍSTROJŮ, REAGENCIÍ 

A SPOTŘEBNÍHO MATERIÁLU 

 

4.1.1. Přístroje 

 

 Cyklér Veriti (Life Technologies) 

 Vortex BioVertex V1 (Biosan)  

 Centrifuga Microfuge 18 (Beckman Coulter) 

 Termoblok, suchá lázeň (Major Science) 

 Automatické pipety 0,2 – 1000 μl (Finnpipette)  

 Real-time termocyklér LightCycler 1.2 (Roche)  

 Elektroforetická vana se zdrojem (Owl) 

 Nanodrop ND 1000 (ThermoFischer) 

 

4.1.2. Reagencie 

 

4.1.2.1.  Reagencie na izolaci DNA 

 

     Pro izolaci DNA byl použit kit QIAamp® DNA Mini Kit od firmy QIAGEN®, který 

obsahoval:  

 

 Proteináza Q (Qiagen)  

 AL pufr (Qiagen)  

 AW1 pufr (Qiagen)  

 AW2 pufr (Qiagen)  

 AE pufr (Qiagen) 
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4.1.2.2.  Reagencie na PCR a real-time PCR  

 

Primery  

Primery byly navrženy podle Snydera, 2006.  

 

S MUTACE: 

FW  Forward primer   10 pmol/μl    5´ - AGC GTT TAG GCA TGT TTA AC – 3´ 

 

RE  Reverse primer      10 pmol/μl    5´ - AAG TTT ATA CAG AGT AGC AGT G – 3´ 

 

Z MUTACE: 

 

FW  Forward primer   10 pmol/μl   5´ - GTC CAC GTG AGC CTT GCT – 3´ 

 

RE  Reverse primer      10 pmol/μl   5´ - CAT GAA GAG GGG AGA CTT GG – 3´ 

 

Sondy  

Sondy byly navrženy podle Snydera, 2006.  

 

S MUTACE: 

 

Anchor sonda        5´ – CCC ACG ATA TCA TCA CCA AGT TCC – 3´ – Fluorescein 

(2 pmol/μl)    

       

Sensor sonda         LC Red 640 – 5´ – CAC CTG GTA AAT GAA CTC – 3´  

(2 pmol/μl)          

 

Z MUTACE: 

 

Anchor sonda        5´ – TGA AGC TGC TGG GGC CAT GTT T – 3´ – Fluorescein 

(2 pmol/μl)  

     

Sensor sonda         LC Red 640 – 5´ – GAC CAT CGA CAA GAA AGG GA – 3´ 

(2 pmol/μl)         
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4.1.2.3.  Další reagencie 

 

PCR: 

 10X Takara pufr (obsahuje 15 mM roztok MgCl2) 

 dNTPs 2,5 mM roztok (Takara) 

 Taq HS, koncentrace 5U/μl (Takara) 

 Demineralizovaná voda PCR kvality 

 

Real–time PCR: 

 Fast Start DNA Master 10x (Roche) 

 MgCl2 25 mM roztok (Roche)  

 Demineralizovaná voda PCR kvality 

 Dimethylsulfoxid (DMSO) 

 

Gelová elektroforéza: 

 Agaróza (Serva)  

 Velikostní marker XIII (Roche) 

 Ethidiumbromid 10 mg/ml (Merck) 

 

 

4.1.3. Spotřební materiál 

 

 PCR zkumavky 200 μl  

 Plastové eppendorfské zkumavky 1,5 ml  

 Špičky kompatibilní s použitými automatickými pipetami  
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4.2. IZOLACE DNA PRO OPTIMALIZAČNÍ A VALIDAČNÍ ÚČELY 

(PROTOKOL 1) 

 

     DNA jsem izolovala z pěti anonymizovaných vzorků plné nesrážlivé krve (EDTA) 

kitem QIAamp® DNA Mini Kit od firmy QIAGEN®. Před izolací je nutno vzorky 

vytemperovat na laboratorní teplotu a v suché lázni předehřát AE pufr na 70 °C. 

Na izolaci DNA byly použity kolonky s pevnou fází (SPE = solid phase extraction). 

 

4.2.1. Postup izolace DNA 

 

1) 200 μl vzorku plné nesrážlivé krve napipetujeme do eppendorfky na 1,5 ml 

2) Ke vzorku přidáme 20 μl QIAGEN Proteasy, 200 μl AL pufru pro uvolnění 

DNA z leukocytů a vortexujeme 

3) Inkubujeme vzorek 10 minut při 56 °C 

4) V dalším kroku přidáme 200 μl 96% etanolu a vortexujeme 

5) Přelijeme vzorek do kolonky se sběrnou tubou, zavřeme víčko a centrifugujeme 

1 minutu při 8000 ot./min 

6) Přemístíme kolonku do nové čisté sběrné tuby na 2 ml a tubu s filtrátem 

odstraníme 

7) Přidáme 500 μl AW1 pufru, centrifugujeme 1 minutu při 8000 ot./min 

a opakujeme krok č.6 

8) Po přidání 500 μl AW2 pufru centrifugujeme 3 minuty při 14 000 ot./min 

9) Přemístíme kolonku do čisté eppendorfky na 1,5 ml, tubu s filtrátem odstraníme 

10)  Elujeme DNA 150 μl předehřátého AE pufru (70 °C) 

11)  Inkubujeme 1 minutu při laboratorní teplotě a centrifugujeme 1 minutu při 8000 

ot./min 

12)  Eluovanou DNA zvortexujeme a uložíme do mrazáku na -20 °C. 

 

4.2.2. Optická charakteristika získané DNA  

 

     Koncentrace a čistota DNA byly měřeny na přístroji Nanodrop ND 1000 

(ThermoFischer). 
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Na obrázku 10 vidíme grafické vyhodnocení izolovaných vzorků DNA.  

 

 
Obr. 10: Grafické vyhodnocení optické charakteristiky pěti měřených vzorků DNA 

 

     Jedná se o graf závislosti absorbance na vlnové délce 260 nm, ze které určujeme 

čistotu a koncentraci nukleové kyseliny. Získané hodnoty koncentrace a čistoty DNA 

uvádí tabulka 2. 

 

Tab. 2: Optická charakteristika izolované DNA 

  

 

 

 

 

 

 

4.2.3. Závěry protokolu 1 

 

     Z tabulky 2 i obrázku 10 je patrné, že nejvyšší koncentraci DNA má vzorek č. 1, 

který jsme následně použili při optimalizaci a validaci PCR reakce. 

 

Vzorek 

DNA 

Koncentrace 

DNA (ng/μl) 

Čistota DNA 

(A260/A280) 

1 24,02 1,66 

2 15,78 1,66 

3 16,51 1,64 

4 17,66 1,61 

5 15,48 1,64 



41 
 

4.3. OPTIMALIZACE PODMÍNEK PCR PRO Z A S MUTACI V GENU 

A1AT (PROTOKOL 2) 

 

     Cílem optimalizace PCR reakce bylo určit nejlepší podmínky pro detekci mutací 

v alfa-1-antitrypsinovém genu. Pro optimalizaci byly použity primery (viz kap. 

4.1.2.2.). Pro obě mutace byl navržen master mix, jehož složení uvádí tabulka 3 

a optimalizovány tyto podmínky: množství DNA, primerů, hořečnatých iontů a teplotní 

profil PCR.  

Tab. 3: Složení a objem jednotlivých složek základního master mixu  

 

 

 

 

 

 

 

     Připravila jsem si základní master mix a 23 μl takto připraveného master mixu 

napipetovala do každé z deseti zkumavek. V další fázi jsem do každé zkumavky 

přidávala různá množství MgCl2, primerů a vzorku izolované DNA č. 1 (viz kap. 4.2.). 

Do 10. zkumavky byla místo DNA přidána H2O (negativní kontrola). Přídavky těchto 

komponent uvádějí tabulky 4 a 5. 

Tab. 4: Přídavky jednotlivých komponent k základnímu master mixu na detekci 

S mutace a teplotní profily pro optimalizaci PCR  

 

 

 

 

 

 

MASTER MIX 1 vzorek 12 vzorků 

10x Takara pufr (obsahuje 

15 mmol/l MgCl2) 

2,5 μl 30 μl 

dNTPs 2,5 mM roztok 

Takara 

2 μl 24 μl 

Forward primer 10 pmol/μl 0,5 μl 6 μl 

Reverse primer 10 pmol/μl 0,5 μl 6 μl 

Taq HS Takara 5U/ μl 0,25 μl 3 μl 

H2O 17,25 μl 207 μl 

 celkem 23 μl  

Vzorek Master 

mix 

Přídavek 

MgCl2 

Přídavek 

primerů 

Přídavek 

DNA 

Profil 

1 23 μl 0 0 2 μl 50 °C 

2 23 μl 1 μl 0 2 μl 50 °C 

3 23 μl 2 μl 0 2 μl 50 °C 

4 23 μl 0 RE 1,5 μl 2 μl 50 °C 

5 23 μl 0 0 4 μl 50 °C 

6 23 μl 2 μl oba 1,5 μl 2 μl 50 °C 

7 23 μl 0 0 2 μl 58 °C 

8 23 μl 2 μl oba 1,5 μl 2 μl 58 °C 

9 23 μl 2 μl oba 1,5 μl 2 μl 66 °C 

10 23 μl 0 0 0 50 °C 
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Tab. 5: Přídavky jednotlivých komponent k základnímu master mixu na detekci Z 

mutace a teplotní profily pro optimalizaci PCR  

     Vzorek Master 

mix 

Přídavek 

MgCl2 

Přídavek 

primerů 

Přídavek 

DNA 

Profil 

1 23 μl 0 0 2 μl 58 °C 

2 23 μl 1 μl 0 2 μl 58 °C 

3 23 μl 2 μl 0 2 μl 58 °C 

4 23 μl 0 RE 2 μl 2 μl 58 °C 

5 23 μl 0 0 4 μl 58 °C 

6 23 μl 2 μl oba 2 μl 2 μl 58 °C 

7 23 μl 0 0 2 μl 50 °C 

8 23 μl 2 μl oba 2 μl 2 μl 50 °C 

9 23 μl 2 μl oba 2 μl 2 μl 66 °C 

10 23 μl 0 0 0 58 °C 

 

4.3.1. Amplifikace vzorků a provedení elektroforézy 

 

PCR probíhala v cykléru Veriti při těchto podmínkách cyklování: 

 cyklování A: denaturace 95 °C 5 min, 35x (95 °C 60 sekund, 50 °C 30 sekund, 

72 °C 90 sekund), závěrečná elongace 5 min při 72 °C 

 cyklování B: denaturace 95 °C 5 min, 35x (95 °C 60 sekund, 58 °C 30 sekund, 

72 °C 90 sekund), závěrečná elongace 5 min při 72 °C 

 cyklování C: denaturace 95 °C 5 min, 35x (95 °C 60 sekund, 66 °C 30 sekund, 

72 °C 90 sekund), závěrečná elongace 5 min při 72 °C 

 

     Po PCR reakci byla provedena elektroforéza na 2% agarózovém gelu při napětí 

105 V po dobu 90 minut. Do jamek bylo naneseno vždy 15 μl vzorku a byla použita 

velká vana (12 zubů). Na pozici XIII byl nanesen velikostní marker XIII (Roche). 

 

 

 

 

 

 



43 
 

4.4. OPTIMALIZACE PODMÍNEK REAL-TIME PCR PRO Z A S MUTACI 

V GENU A1AT (PROTOKOL 3) 

 

     Cílem optimalizace real-time PCR reakce bylo určit nejlepší podmínky pro detekci 

mutací v alfa-1-antitrypsinovém genu. Kromě primerů byly použity hybridizační 

fluorescenčně značené sondy (viz kap. 4.1.2.2.). Složení a objem jednotlivých složek 

master mixu pro obě mutace uvádí tabulka 6. 

 

Tab. 6: Složení a objem jednotlivých složek základního master mixu pro obě mutace 

 

 

 

 

 

 

 

     Připravila jsem si základní master mix pro real-time PCR a 17 μl takto připraveného 

master mixu napipetovala do každé zkumavky. V další fázi jsem do jednotlivých 

zkumavek přidávala různá množství MgCl2, DMSO, primerů a sond. Do všech 

zkumavek kromě zkumavky č. 13 (negativní kontrola) jsem přidala izolovaný vzorek 

DNA č. 1. Přídavky těchto komponent u obou mutací uvádí tabulka 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MASTER MIX 1 vzorek 14 vzorků 

Fast Start DNA Master 10 x 2 μl 28 μl 

Forward primer 10 pmol/μl 0,4 μl 5,6 μl 

Reverse primer 10 pmol/μl 0,4 μl 5,6 μl 

Anchor sonda 2 pmol/μl  0,8 μl 11,2 μl 

Sensor sonda 2 pmol/μl 0,8 μl 11,2 μl 

MgCl2 Roche 25mM 1,2 μl 16,8 μl 

H2O 11,4 μl 160 μl 

 celkem 17 μl  
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Tab. 7: Přídavky jednotlivých komponent k základnímu master mixu na detekci obou 

mutací a teplotní profily pro optimalizaci real-time PCR 

 

 

4.4.1. Real-time PCR a analýza křivek teploty tání 

 

Real-time PCR probíhala v cykléru LightCycler 1.2. 

Podmínky denaturace: 30 sekund 95 °C, poté 40 cyklů (95 °C 10 sekund, 58 °C 

10 sekund, 72 ° C 15 sekund) 

Tm analýza: temperace 30 °C 1,5 min, denaturace k 75 °C rychlostí 0,1 °C/s. 

Analýza probíhala ve dvou kanálech s korekcí pozadí (kanál F1): 

 Kanál F2/F1 pro Z mutaci 

 Kanál F3/F1 pro S mutaci 

 

4.4.2. Elektroforéza 

 

     Po PCR reakci byla provedena elektroforéza na 2% agarózovém gelu při napětí 

105 V po dobu 90 minut. Do jamek bylo naneseno vždy 15 μl vzorku a byla použita 

velká vana (12 zubů). Do poslední pozice byl nanesen velikostní marker XIII (Roche). 

Vzorek Master

mix 

DMSO 

 
50μl/ml 

MgCl2 

 

25mM 

Primery 

 
10 pmol/μl 

Sensor 

sonda 
2 pmol/μl 

Anchor 

sonda 
2 pmol/μl  

Profil 

1 17 μl  0 0 0 0 58 °C 

2 17 μl  0,8 μl 0 0 0 58 °C 

3 17 μl  0 0,40 μl 0 0 58 °C 

4 17 μl  0 0 1,6 μl 0 58 °C 

5 17 μl  0 0 0 1,6 μl 58 °C 

6 17 μl  0 0 1,6 μl 1,6 μl 58 °C 

7 17 μl 1 μl 0 0 0 0 58 °C 

8 17 μl 1 μl 0,8 μl 0 0 0 58 °C 

9 17 μl 1 μl 0 0,40 μl 0 0 58 °C 

10 17 μl 1 μl 0 0 1,6 μl 0 58 °C 

11 17 μl 1 μl 0 0 0 1,6 μl 58 °C 

12 17 μl 1 μl 0 0 1,6 μl 1,6 μl 58 °C 

13 17 μl  0 0 0 0 58 °C 



45 
 

4.5. VALIDACE PRAVDIVOSTI METODY REAL-TIME PCR   

  (PROTOKOL 4) 

 

     V rámci první části validace metody jsem určovala pravdivost metody na sérii 

referenčních vzorků a specifičnost metody (určení zdravé alely u 5 vzorků DNA 

zdravých jedinců z protokolu 1). Použila jsem celkem 12 vzorků DNA. Jednalo 

se o izolovanou DNA zdravých homozygotů (wt/wt), postižených homozygotů (Z/Z) 

a heterozygotů (u S mutace S/wt a u Z mutace Z/wt), kterou jsem po 2 μl přidávala 

do jednotlivých zkumavek. Do 13. zkumavky jsem přidala 2 μl H2O (negativní 

kontrola). V 9. zkumavce byl sledován vliv dimethylsulfoxidu (DMSO) na výsledky 

analýzy. 

     Připravila jsem si master mix optimalizovaný v protokolu 3 a 18 μl takto 

připraveného master mixu napipetovala do každé zkumavky. Následně jsem 

do zkumavek přidávala vzorky DNA. Složení master mixu uvádějí tabulky 8 a 9. 

 

Tab. 8: Složení a objem jednotlivých složek master mixu pro S mutaci 

MASTER MIX 1 vzorek 12 vzorků 

Fast Start DNA Master 10 x 2,0 μl 24 μl 

Forward primer 10 pmol/μl 0,4 μl 4,8 μl 

Reverse primer 10 pmol/μl 0,4 μl 4,8 μl 

Anchor sonda 2 pmol/ul  2,4 μl 28,8 μl 

Sensor sonda 2 pmol/ul 0,8 μl 9,6 μl 

MgCl2 Roche 25mM 1,2 μl 14,4 μl 

H2O 10,8 μl 130 μl 

 celkem 18 μl  

 

 

Tab. 9: Složení a objem jednotlivých složek master mixu pro Z mutaci 

MASTER MIX 1 vzorek 12 vzorků 

Fast Start DNA Master 10 x 2,0 μl 24 μl 

Forward primer 10 pmol/μl 0,8 μl 9,6 μl 

Reverse primer 10 pmol/μl 0,8 μl 9,6 μl 

Anchor sonda 2 pmol/ul 0,8 μl 9,6 μl 

Sensor sonda 2 pmol/ul 0,8 μl 9,6 μl 

MgCl2 Roche 25mM 1,2 μl 14,4 μl 

H2O 11,6 μl 139 μl 

 celkem 18 μl  

 

 

 



46 
 

4.5.1. Real-time PCR a analýza křivky teploty tání 

 

Real-time PCR probíhala v cykléru LightCycler 1.2. 

Podmínky denaturace: 30 sekund 95 °C, poté 40 cyklů (95 °C 10 sekund, 58 °C 10 

sekund, 72 ° C 15 sekund) 

Tm analýza: 30 °C 1,5 min, denaturace k 75 °C rychlostí 0,1 °C/s. 

Analýza probíhala ve dvou kanálech: 

 analýza pro S mutaci probíhala v kanále F3/F1 (wt 46,4 °C) 

 analýza pro Z mutaci probíhala v kanále F2/F1 (wt 53,8 °C) 

 teplota se liší u vzorků s přídavkem DMSO (44,6 °C pro S mutaci a 49,6 °C pro 

Z mutaci) 
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4.6. VALIDACE OPAKOVATELNOSTI METODY REAL-TIME PCR 

(PROTOKOL 5) 

 

     V druhé části validace byla provedena analýza opakovatelnosti metody (n = 6) 

vzorku heterozygota pro S a Z mutaci. Připravila jsem si opět optimalizovaný master 

mix, jehož složení uvádějí tabulky 10 a 11. 18 μl takto připraveného master mixu jsem 

napipetovala do každé zkumavky a následně přidávala 2 μl téhož vzorku DNA. 

Do 7. zkumavky jsem přidala 2 μl H2O (negativní kontrola). 

 

Tab. 10: Složení a objem jednotlivých složek master mixu pro S mutaci 

 

 

 

 

 

 

Tab. 11: Složení a objem jednotlivých složek master mixu pro Z mutaci 

 

 

 

 

 

 

Real-time PCR a Tm analýza probíhala za stejných podmínek (viz kapitola 4.5.1.). 

 

 

 

MASTER MIX 1 vzorek 10 vzorků 

Fast Start DNA Master 10 x 2,0 μl 20 μl 

Forward primer 10 pmol/μl 0,4 μl 4,0 μl 

Reverse primer 10 pmol/μl 0,4 μl 4,0 μl 

Anchor sonda 2 pmol/ul  2,4 μl 24 μl 

Sensor sonda 2 pmol/ul 0,8 μl 8 μl 

MgCl2 Roche 25mM 1,2 μl 12 μl 

H2O 10,8 μl 108 μl 

 celkem 18 μl  

MASTER MIX 1 vzorek 10 vzorků 

Fast Start DNA Master 10 x 2,0 μl 20 μl 

Forward primer 10 pmol/μl 0,8 μl 8 μl 

Reverse primer 10 pmol/μl 0,8 μl 8 μl 

Anchor sonda 2 pmol/ul  0,8 μl 8 μl 

Sensor sonda 2 pmol/ul 0,8 μl 8 μl 

MgCl2 Roche 25mM 1,2 μl 12 μl 

H2O 11,6 μl 116 μl 

 celkem 18 μl  
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4.7. VALIDACE MEZILEHLÉ PRECIZNOSTI METODY REAL-TIME PCR 

(PROTOKOL 6)  

 

     Ve třetí části validace byla provedena analýza mezilehlé preciznosti metody (n = 5) 

vzorku heterozygota pro S a Z mutaci. Každý vzorek jsem měřila celkem pětkrát a to 

vždy jeden vzorek v různých sériích. Připravila jsem master mix dle tabulky 12 a 13, 

18 μl napipetovala do každé zkumavky. Následně jsem v pěti následujících sériích 

do zkumavek přidávala 2 μl téhož vzorku DNA. 

 

Tab. 12: Složení a objem jednotlivých složek master mixu pro S mutaci 

 

 

 

 

 

 

Tab. 13: Složení a objem jednotlivých složek master mixu pro Z mutaci 

 

 

 

 

 

 

Real-time PCR a Tm analýza probíhala za stejných podmínek (viz kapitola 4.5.1.). 

 

 

 

MASTER MIX 1 vzorek 10 vzorků 

Fast Start DNA Master 10 x 2,0 μl 20 μl 

Forward primer 10 pmol/μl 0,4 μl 4,0 μl 

Reverse primer 10 pmol/μl 0,4 μl 4,0 μl 

Anchor sonda 2 pmol/ul  2,4 μl 24 μl 

Sensor sonda 2 pmol/ul 0,8 μl 8 μl 

MgCl2 Roche 25mM 1,2 μl 12 μl 

H2O 10,8 μl 108 μl 

 celkem 18 μl  

MASTER MIX 1 vzorek 10 vzorků 

Fast Start DNA Master 10 x 2,0 μl 20 μl 

Forward primer 10 pmol/μl 0,8 μl 8 μl 

Reverse primer 10 pmol/μl 0,8 μl 8 μl 

Anchor sonda 2 pmol/ul  0,8 μl 8 μl 

Sensor sonda 2 pmol/ul 0,8 μl 8 μl 

MgCl2 Roche 25mM 1,2 μl 12 μl 

H2O 11,6 μl 116 μl 

 celkem 18 μl  
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4.8. VALIDACE CITLIVOSTI METODY REAL–TIME PCR 

 (PROTOKOL 7) 

 

     Čtvrtá validační část se týkala určení citlivosti metody. Analýza byla provedena 

na ředící řadě vzorku heterozygota S/wt a Z/wt s klesající koncentrací DNA. 

 

Příprava ředící řady:  

     Naředila jsem DNA na 20 ng/μl (20 ul, zkumavka č. 2). Připravila jsem si 

5 eppendorfských zkumavek s 10 μl demineralizované vody a označila čísly 3-7. 

Ze zkumavky č. 2 jsem odebrala 10 μl do zkumavky č. 3, vortexovala a odebrala z ní 

10 μl do zkumavky č. 4, opět vortexovala a pokračovala tímto způsobem 

až do zkumavky č. 7. 

 

     Připravila jsem master mix dle tabulky 14 a 15, napipetovala 18 μl do každé 

zkumavky. Do PCR zkumavek jsem následně přidávala vždy 2 μl DNA z každé 

zkumavky ředící řady a do 7. zkumavky 2 μl vody (negativní kontrola). 

 

Tab. 14: Složení a objem jednotlivých složek master mixu pro S mutaci 

 

 

 

 

 

Tab. 15: Složení a objem jednotlivých složek master mixu pro Z mutaci 

 

 

 

 

 

MASTER MIX 1 vzorek 15 vzorků 

Fast Start DNA Master 10 x 2,0 μl 30 μl 

Forward primer 10 pmol/μl 0,4 μl 6,0 μl 

Reverse primer 10 pmol/μl 0,4 μl 6,0 μl 

Anchor sonda 2 pmol/ul  2,4 μl 36 μl 

Sensor sonda 2 pmol/ul 0,8 μl 12 μl 

MgCl2 Roche 25mM 1,2 μl 18 μl 

H2O 10,8 μl 162 μl 

 celkem 18 μl  

MASTER MIX 1 vzorek 10 vzorků 

Fast Start DNA Master 10 x 2,0 μl 20 μl 

Forward primer 10 pmol/μl 0,8 μl 8 μl 

Reverse primer 10 pmol/μl 0,8 μl 8 μl 

Anchor sonda 2 pmol/ul 0,8 μl 8 μl 

Sensor sonda 2 pmol/ul 0,8 μl 8 μl 

MgCl2 Roche 25mM 1,2 μl 12 μl 

H2O 11,6 μl 116 μl 

 celkem 18 μl  
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     Následující tabulka uvádí jednotlivé zkumavky se vstupními a výslednými 

koncentracemi DNA, které byly použity k validaci citlivosti metody. 

 

Tab. 16: Ředění DNA a její výsledná koncentrace použitá k validaci citlivosti 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Podmínky real-time PCR a analýzy Tm se nemění (viz kap. 4.5.1.). 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vzorek  

(stejná DNA o jiné c., 

7.zk. voda) 

Vstupní koncentrace 

DNA 

Výsledná 

koncentrace 

DNA 

1 40 ng 20 ng/μl 

2 20 ng 10 ng/μl 

3 10 ng 5 ng/μl 

4 5 ng 2,5 ng/μl 

5 2,5 ng 1,25 ng/μl 

6 1,25 ng 0,62 ng/μl 

7 demineralizovaná voda 0 ng/μl 
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4.9. POROVNATELNOST VÝSLEDKŮ REAL–TIME PCR S VÝSLEDKY 

METODY PCR/RFLP (PROTOKOL 8) 

 

     Po optimalizační a validační části jsem se zaměřila na porovnatelnost výsledků 

s akreditovanou metodou založenou na principu PCR/RFLP. Vyšetřila jsem celkem 

46 vzorků DNA získaných z krve v několika sériích. V každé sérii se analyzovalo 

16 vzorků pro každou mutaci zvlášť (celkem 32 vzorků v sérii). Naměřené výsledky 

jsem po analýze porovnávala s výsledky získanými metodou PCR/RFLP a vloženými 

do laboratorního informačního systému. 

     Připravila jsem master mix zvlášť pro každou sérii vzorků dle tabulky 17 a 18. 

Do zkumavek jsem pipetovala 18 μl master mixu a 2 μl vzorku DNA.  

 

Tab. 17: Složení a objem jednotlivých složek master mixu pro S mutaci  

 

 

 

 

 

 

Tab. 18: Složení a objem jednotlivých složek master mixu pro Z mutaci  

 

 

 

 

 

 

     Podmínky real-time PCR a analýza Tm se nemění (viz kap. 4.5.1.). Analyzované 

vzorky DNA získané z krve uvádí tabulka 19. 

 

MASTER MIX 1 vzorek 18 vzorků 

Fast Start DNA Master 10 x 2,0 μl 36 μl 

Forward primer 10 pmol/μl 0,4 μl 7,2 μl 

Reverse primer 10 pmol/μl 0,4 μl 7,2 μl 

Anchor sonda 2 pmol/ul 2,4 μl 43,2 μl 

Sensor sonda 2 pmol/ul 0,8 μl 14,4 μl 

MgCl2 Roche 25mM 1,2 μl 21,6 μl 

H2O 10,8 μl 194,4 μl 

 celkem 18 μl  

MASTER MIX 1 vzorek 18 vzorků 

Fast Start DNA Master 10 x 2,0 μl 36 μl 

Forward primer 10 pmol/μl 0,8 μl 14,4 μl 

Reverse primer 10 pmol/μl 0,8 μl 14,4 μl 

Anchor sonda 2 pmol/ul (LC 640) 0,8 μl 14,4 μl 

Sensor sonda 2 pmol/ul 0,8 μl 14,4 μl 

MgCl2 Roche 25mM 1,2 μl 21,6 μl 

H2O 11,6 μl 208,8 μl 

 celkem 18 μl  
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Tab. 19: Analyzované vzorky DNA získané z krve 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vzorek Označení 

vzorku 

Typ 

vzorku 

1 12fn89 krev 

2 12fc81 krev 

3 12fd22 krev 

4 12fd23 krev 

5 12fe5 krev 

6 12fe6 krev 

7 12fb12 krev 

8 12fh63 krev 

9 12fh64 krev 

10 12fh96 krev 

11 12fi38 krev 

12 12fp67 krev 

13 12fk92 krev 

14 12fp29 krev 

15 12fp66 krev 

16 12fg81 krev 

17 12fp68 krev 

18 12fp69 krev 

19 12fp95 krev 

20 12fs36 krev 

21 192/13 krev 

22 333/13 krev 

23 286/13 krev 

24 515/13 krev 

25 516/13 krev 

26 696/13 krev 

27 697/13 krev 

28 698/13 krev 

29 719/13 krev 

30 905/13 krev 

31 957/13 krev 

32 1303/13 krev 

33 1376/13 krev 

34 1377/13 krev 

35 1378/13 krev 

36 1889/13 krev 

37 2303/13 krev 

38 2304/13 krev 

39 2446/13 krev 

40 2469/13 krev 

41 2470/13 krev 

42 2525/13 krev 

43 2577/13 krev 

44 2578/13 krev 

45 2579/13 krev 

46 2586/13 krev 
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4.10. SPOLEHLIVOST METODY REAL-TIME PCR PŘI POUŽITÍ VZORKŮ 

BUKÁLNÍ SLIZNICE (PROTOKOL 9) 

 

     Po ověření výsledků z protokolu 8 jsem hodnotila spolehlivost metody real-time 

PCR při detekci Za S mutace z alternativního zdroje DNA. V našem případě se jednalo 

o 30 vzorků DNA získaných z bukálních buněk. Připravila jsem master mix zvlášť pro 

každou sérii vzorků dle tabulky 17 a 18 (viz kapitola 4.9.). Analyzované vzorky DNA 

uvádí tabulka 20. 

 

Tab. 20: Analyzované vzorky DNA získané z bukálního stěru 

vzorek 

 

Označení 

vzorku 

Typ vzorku 

1.vzorek bs1 bukální stěr 

2.vzorek bs2 bukální stěr 

3.vzorek bs3 bukální stěr 

4.vzorek bs4 bukální stěr 

5.vzorek bs5 bukální stěr 

6.vzorek bs6 bukální stěr 

7.vzorek bs7 bukální stěr 

8.vzorek bs8 bukální stěr 

9.vzorek bs9 bukální stěr 

10.vzorek bs10 bukální stěr 

11.vzorek bs11 bukální stěr 

12.vzorek bs12 bukální stěr 

13.vzorek bs13 bukální stěr 

14.vzorek bs14 bukální stěr 

15.vzorek bs15 bukální stěr 

16.vzorek bs16 bukální stěr 

17.vzorek bs17 bukální stěr 

18.vzorek bs18 bukální stěr 

19.vzorek bs19 bukální stěr 

20.vzorek bs20 bukální stěr 

21.vzorek bs21 bukální stěr 

22.vzorek bs22 bukální stěr 

23.vzorek bs23 bukální stěr 

24.vzorek bs24 bukální stěr 

25.vzorek bs25 bukální stěr 

26.vzorek bs26 bukální stěr 

27.vzorek bs27 bukální stěr 

28.vzorek bs28 bukální stěr 

29.vzorek bs29 bukální stěr 

30.vzorek bs30 bukální stěr 

 

Podmínky real-time PCR a analýza Tm se nemění (viz kap. 4.5.1.). 
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5. VÝSLEDKY 

 

5.1. VÝSLEDKY OPTIMALIZACE PODMÍNEK PCR PRO Z A S MUTACI 

V GENU A1AT (PROTOKOL 2) 

 

     V prvním kroku jsem provedla optimalizaci podmínek PCR pro amplifikaci alfa-1-

antitrypsinového genu. K optimalizaci jsem použila vzorek izolované DNA č. 1 

z protokolu 1 (viz kapitola 4.2.), u něhož jsem v 9. zkumavkách optimalizovala 

množství DNA, primerů, hořečnatých iontů a teplotní profil PCR. 10. zkumavka 

sloužila jako negativní kontrola. Po PCR reakci byla provedena elektroforéza na 2% 

agarózovém gelu. Na výsledky detekce elektroforézou na 2% agarózovém gelu 

poukazují obrázky 11a, 11b. 

 

 

 délka produktu 320 bp  

 

Obr. 11a: Výsledky PCR amplifikace na elektroforéze pro S mutaci 

 

 

 

 délka produktu 230 bp 

 

Obr. 11b: Výsledky PCR amplifikace na elektroforéze pro Z mutaci 

 

     Výsledky elektroforézy ukázaly, že nejoptimálnější podmínky jsou v objemovém 

nastavení komponent a teplotního profilu jako ve vzorcích č. 1, 5 u Z mutace a vzorcích 

č. 1, 5 a 7 u S mutace, které popisuje tabulka 21. 
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Tab. 21: Optimální podmínky a přídavky komponent k základnímu master mixu pro 

PCR u obou mutací 

     vzorek 

    Z mutace 

master 

mix 

přídavek 

MgCl2 

přídavek 

primerů 

přídavek 

DNA 

Profil 

1 23 μl 0 0 2 μl 58 °C 

5 23 μl 0 0 4 μl 58 °C 

     vzorek 

    S mutace 

master 

mix 

přídavek 

MgCl2 

přídavek 

primerů 

přídavek 

DNA 

Profil 

1 23 μl 0  0 2 μl 50 °C 

5 23 μl 0  0 4 μl 50 °C 

7 23 μl 0 0 2 μl 58 °C 

 

     V další fázi optimalizace nepřidávám do základního master mixu další objem 

primerů ani hořečnatou sůl.  

 

5.2. VÝSLEDKY OPTIMALIZACE PODMÍNEK REAL-TIME PCR PRO Z A 

S MUTACI V GENU A1AT (PROTOKOL 3) 

 

     Po optimalizaci PCR amplifikace následovala optimalizace přídavků jednotlivých 

komponent k základnímu master mixu real-time PCR. Kromě primerů byly použity 

hybridizační fluorescenčně značené sondy (viz kap. 4.1.2.2.). Výsledky analýzy 

jednotlivých vzorků uvádí tabulka 22, ve které jsou tučně odlišeny vzorky s nejvyšší 

hodnotou fluorescence a teploty tání.  

 

Tab. 22: Výsledné hodnoty fluorescence a teplot tání pro jednotlivé vzorky 

 

 

 

 

 

 

 

 

vzorek Z mutace S mutace 

 F2/F1 Tm (°C) F3/F1 Tm (°C) 

1 0,005 52,4 0,009 46,6 

2 0,007 52,5 0,007 47,6 

3 0,016 53,8 0,009 46,4 

4 0,008 52,3 0,003 46,9 

5 0,002 53,0 0,012 46,4 

6 0,005 52,6 0,003 46,9 

7 0,006 50,3 0,008 44,6 

8 0,009 50,3 0,007 45,5 

9 0,013 49,6 0,009 44,2 

10 0,011 50,7 0,003 45,3 

11 0,002 50,4 0,009 44,7 

12 0,005 50,3 0,003 45,2 

13 0 0 0 0 
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     Na obrázcích 13 a 14 uvádím grafické výsledky u vybraných vzorků pro Z mutaci 

(vzorky č. 1, 3) a S mutaci (vzorky č. 1, 5). U obou mutací je zobrazena negativní 

kontrola (vzorek č. 13).  

 

 

Obr. 13: Teplota tání vybraných vzorků pro Z mutaci 

 

 

Obr. 14: Teplota tání vybraných vzorků pro S mutaci 

 

     Po reakci byla provedena elektroforéza na 2% agarózovém gelu, která ukazuje jeden 

specifický produkt předpokládané délky. Na výsledky detekce elektroforézou poukazují 

obrázky 15a, 15b. 
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délka produktu 320 bp 

 

 

Obr. 15a: Výsledek real-time PCR amplifikace elektroforézou u S mutace 

 

 

 

délka produktu 230 bp 

 

 

Obr. 15b: Výsledek real-time PCR amplifikace elektroforézou u Z mutace 

 

     Na základě výsledků optimalizace jsem při vyšetření mutace S nadále pracovala 

s podmínkami jako ve vzorku č. 5 (annealing 58 °C, Tm pro wild-type alelu 46,4 °C), 

v případě mutace Z s podmínkami jako ve vzorku č. 3 (annealing 58 °C, Tm pro wild-

type alelu 53,8 °C). Pro analýzu další vzorků jsem použila objemy jednotlivých složek 

master mixu včetně jejich přídavků, které uvádí tabulka 23. 

Tab. 23: Složení master mixu pro obě mutace  

 

 

 

 

 

 

 

MASTER MIX S mutace 

/1 vzorek 
Z mutace 

/1 vzorek 

Fast Start DNA Master 10 x 2,0 μl 2,0 μl 

primer FW 10 pM/ μl 0,4 μl 0,8 μl 

primer RE 10 pM/ μl 0,4 μl 0,8 μl 

anchor sonda 2 pmol/ul  2,4 μl 0,8 μl 

senzor sonda 2 pmol/ul 0,8 μl 0,8 μl 

MgCl2 Roche 25mM 1,2 μl 1,2 μl 

H2O 10,8 μl 11,6 μl 

 celkem 18 μl +2 μl vzorku 

DNA 
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5.3. VÝSLEDKY VALIDACE PRAVDIVOSTI METODY REAL-TIME 

PCR (PROTOKOL 4) 

 

     V protokolu 4 jsem se věnovala validaci pravdivosti metody na sérii referenčních 

vzorků a specifičnosti metody. Použila jsem celkem 12 vzorků DNA zdravých 

homozygotů (wt/wt), postižených homozygotů (Z/Z) a heterozygotů S/wt a Z/wt. 

13. zkumavka sloužila jako negativní kontrola a v 9. zkumavce byl sledován vliv 

DMSO na analýzu. Analyzované vzorky včetně výsledných genotypů popisuje 

tabulka 24. 

 

Tab. 24: Analyzované vzorky k validaci pravdivosti metody s výslednými genotypy 

 

Vzorek Identifikace vzorku 

(podle záznamů 

pracoviště) 

Genotyp 

vzorku 

1 DNA1 P.B. wt/wt 

2 DNA2 P.B. wt/wt 

3 DNA3 P.B. wt/wt 

4 DNA4 P.B. wt/wt 

5 DNA5 P.B. wt/wt 

6 AAT 2013 VZ 2 Z/Z 

7 AAT1 2012 Z/Z 

8     S mutace 

 

       Z mutace 

 

Kontrola  UKBD wt/wt wt/wt 

Kontrola  UKBD Z/wt Z/wt 

9       S mutace 

 

         Z mutace 

Kontrola UKBD wt/wt 

+ 1 μl  DMSO 
wt/wt 

Kontrola  UKBD Z/wt 

+ 1 μl  DMSO 
Z/wt 

10 AAT2 2012 wt/wt 

11 AAT3 2012 Z/wt 

12 FV 1/13 VZOREK 5 S/wt 

13 Negativní kontrola negativní 
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     Na obrázcích 16 a 17 uvádím příklady grafických výsledků získaných genotypů 

mutace S a Z. 

Obr. 16: Homozygot wt/wt pro S mutaci a heterozygot S/wt  

 

Obr. 17: Homozygot wt/wt pro Z mutaci, homozygot Z/Z a heterozygot Z/wt 

 

     Metoda analýzy Z a S mutace v genu A1AT poskytla jednoznačné výsledky 

z hlediska pravdivosti analýz u referenčních vzorků. Vliv DMSO způsobil posun teploty 

tání k nižším hodnotám, nevedl však k rychlejšímu odtávání sond a k ostřejším píkům. 

Přídavek DMSO proto analýzu neovlivnil a neposunul k lepším výsledkům. Na základě 

analýzy zdravých alel pěti vzorků jsem zjistila, že je metoda specifická a nedochází 

k interferenci ostatních látek, které jsou přítomné v analyzovaném vzorku. 
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5.4. VÝSLEDKY VALIDACE OPAKOVATELNOSTI METODY REAL-TIME 

PCR (PROTOKOL 5) 

 

     V protokolu 5 byla provedena analýza opakovatelnosti metody. Pro validaci jsem 

použila vzorek heterozygota Z/wt a S/wt v počtu opakování (n = 6). V tabulce 25 

uvádím analyzované vzorky včetně jejich výsledných genotypů. 

 

Tab. 25: Analyzované vzorky DNA s výslednými genotypy 

 

Vzorek Identifikace vzorku Výsledek analýzy 

1.-6.   S mutace 

          Z mutace 

Anonymizovaný vzorek S/wt 

AAT3 2012 Z/wt 

 

5.4.1. Hodnocení opakovatelnosti 

 

Naměřené hodnoty teplot tání testovaných vzorků jsem vložila do tabulky 26, 

vypočítala průměr, směrodatnou odchylku (SD) a variační koeficient (CV). 

Tab. 26: Hodnocení opakovatelnosti na základě hodnot teploty tání  

 

 

 

 

 

 

n = 6 

1 2 3 4 5 6 Průměr 

 

SD 

(°C) 

CV 

(%) 

WT 

alela 

pro Z 

mutaci 

52,15 

°C 

52,37 

°C 

52,37 

°C 

52,26 

°C 

52,1 

°C 

52,21 

°C 
52,24 °C 0,11 0,21 

Z 

mutace 

58,85 

°C 

58,63 

°C 

58,95 

°C 

58,95 

°C 

58,95 

°C 

58,95°

C 
53,79 °C 0,13 0,24 

WT 

alela 

pro S 

mutaci 

46,74 

°C 

46,64 

°C 

46,84 

°C 

46,74 

°C 

47,09 

°C 

46,84 

°C 
46,82 °C 0,15 0,33 

S 

mutace 

53,99 

°C 

53,59 

°C 

53,79 

°C 

53,79 

°C 

53,44 

°C 

53,79  

°C 
53,73 °C 0,19 0,36 

 



61 
 

     Na obrázku 18 a 19 uvádím výsledné křivky teplot tání při validaci opakovatelnosti 

vzorku heterozygota pro S a Z mutaci. 

 

 

Obr. 18: Křivka teplot tání vzorku S/wt při validaci opakovatelnosti 

 

 

Obr. 19: Křivka teplot tání vzorku Z/wt při validaci opakovatelnosti  

 

     Opakovatelnost analýzy vzorku heterozygota pro Z a S mutaci v genu A1AT 

poskytuje akceptovatelné výsledky. Tm pro zdravé a mutované alely uvádí tabulka 26. 

Hodnota CV pro wt alelu při analýze Z mutace je 0,21 % a pro mutovanou alelu 0,24 %. 

Hodnota CV pro wt alelu při analýze S mutace je 0,33 % a pro mutovanou alelu 0,36 %. 
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5.5. VÝSLEDKY VALIDACE MEZILEHLÉ PRECIZNOSTI METODY 

REAL-TIME PCR (PROTOKOL 6) 

 

V protokolu 6 byla provedena analýza mezilehlé preciznosti metody. Pro validaci 

jsem použila vzorek heterozygota Z/wt a S/wt, který jsem měřila celkem pětkrát a to 

vždy jeden vzorek v jedné sérii. V tabulce 27 uvádím analyzované vzorky včetně jejich 

výsledných genotypů. 

Tab. 27: Analyzované vzorky DNA s výslednými genotypy 

n= 5 Identifikace vzorku Výsledek analýzy 

S mutace 

Z mutace 

Anonymizovaný vzorek S/wt 

AAT3 2012 Z/wt 

 

5.5.1. Hodnocení mezilehlé preciznosti 

 

Naměřené hodnoty teplot tání testovaných vzorků jsem vložila do tabulky 28, 

vypočítala průměr, směrodatnou odchylku (SD) a variační koeficient (CV). 

Tab. 28: Hodnocení mezilehlé preciznosti na základě hodnot teploty tání  

n = 5 1 2 3 4 5 Průměr SD 

(°C) 

CV 

(%) 

WT alela 

pro Z 

mutaci 

52,48 

°C 

52,58 

°C 

52,58 

°C 

53,12 

°C 

52,15 

°C 

52,58 °C 0,35 0,67 

Z mutace  59,13 

°C 

58,77 

°C 

59,29 

°C 

59,76 

°C 

58,95 

°C 

59,18 °C 0,38 0,64 

WT alela 

pro S 

mutaci 

46,38 

°C 

46,69 

°C 

46,43 

°C 

46,58 

°C 

46,89 

°C 

46,59 °C 0,21 0,45 

S mutace  53,74 

°C 

53,64 

°C 

53,24 

°C 

53,72 

°C 

53,99 

°C 

53,67 °C 0,27 0,51 

 

     Validace mezilehlé preciznosti metody pro analýzu Z a S mutace v genu A1AT 

poskytla spolehlivé výsledky (viz tabulka 28), které jsou srovnatelné s výsledky 

získanými měřením vzorků (n = 6) v jedné sérii (viz kap. 5.4.1.). Hodnota CV mezilehlé 

přesnosti metody byla při vyšetření Z mutace pro wt alelu 0,67 % a pro mutovanou 

alelu 0,64 %. Hodnota CV při vyšetření S mutace byla pro wt alelu 0,45 % a pro 

mutovanou alelu 0,51 %.  
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5.6. VÝSLEDKY VALIDACE CITLIVOSTI METODY REAL–TIME PCR 

(PROTOKOL 7) 

 

     Čtvrtá validační část se týkala určení citlivosti metody. Analýza byla provedena 

na ředící řadě vzorku heterozygota pro S a Z mutaci s klesající koncentrací DNA (viz 

tabulka 29). 

 

Tab. 29: Analyzované vzorky s výslednými koncentracemi DNA použitými k validaci 

citlivosti metody  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Na obrázcích 20 a 21 uvádím grafické výsledky validace citlivosti metody při 

různých koncentracích DNA. 

 
 

Obr. 20: Teplota tání heterozygota Z/wt při validaci citlivosti metody  

vzorek Identifikace 

vzorku 

Výsledek analýzy 

S mutace Anonymizovaný 

vzorek DNA 

S/wt 

Z mutace AAT3 2012 Z/wt 

Vzorek (stejná DNA 

o jiné c., 7.zk. voda) 

Vstupní 

koncentrace DNA 

Výsledná 

koncentrace DNA 

1 40 ng 20 ng/μl 

2 20 ng 10 ng/μl 

3 10 ng 5 ng/μl 

4 5 ng 2,5 ng/μl 

5 2,5 ng 1,25 ng/μl 

6 1,25 ng 0,62 ng/μl 

7 demineralizovaná 

voda 

0 ng/μl 
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Obr. 21: Teplota tání heterozygota S/wt při validaci citlivosti metody 

 

     Metoda je dostatečně citlivá. Vzorky naředěné DNA dávaly spolehlivý výsledek i při 

nejnižší použité koncentraci DNA 0,62 ng/μl.  

     Na základě výsledků optimalizace a validace jsem zjistila, že metoda poskytuje 

spolehlivé výsledky a je ji možno aplikovat na klinické vzorky. 

 

5.7. POROVNANÍ VÝSLEDKŮ REAL–TIME PCR S VÝSLEDKY METODY 

PCR/RFLP (PROTOKOL 8) 

 

     V protokolu 8 bylo vyšetřeno celkem 46 klinických vzorků DNA získaných z krve. 

Naměřené výsledky jsem porovnala s výsledky získanými akreditovanou metodou 

PCR/RFLP a vloženými do laboratorního informačního systému. Výsledky genotypů 

analyzovaných vzorků v porovnání s výsledky PCR/RFLP uvádí tabulka 30. 
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Tab. 30: Analyzované vzorky DNA, jejich původní nález při PCR/RFLP a výsledek 

real-time PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vzorek Označení 

vzorku 

Typ 

vzorku 
PCR/RFLP Real-time 

PCR 

1 12fn89 krev Z/wt Z/wt 

2 12fc81 krev wt/wt wt/wt 

3 12fd22 krev wt/wt wt/wt 

4 12fd23 krev wt/wt wt/wt 

5 12fe5 krev Z/wt Z/wt 

6 12fe6 krev wt/wt wt/wt 

7 12fb12 krev wt/wt wt/wt 

8 12fh63 krev wt/wt wt/wt 

9 12fh64 krev wt/wt wt/wt 

10 12fh96 krev Z/wt Z/wt 

11 12fi38 krev wt/wt wt/wt 

12 12fp67 krev wt/wt wt/wt 

13 12fk92 krev wt/wt wt/wt 

14 12fp29 krev Z/wt Z/wt 

15 12fp66 krev Z/wt Z/wt 

16 12fg81 krev wt/wt wt/wt 

17 12fp68 krev wt/wt wt/wt 

18 12fp69 krev Z/wt Z/wt 

19 12fp95 krev Z/wt Z/wt 

20 12fs36 krev wt/wt wt/wt 

21 192/13 krev wt/wt wt/wt 

22 333/13 krev Z/Z Z/Z 

23 286/13 krev wt/wt wt/wt 

24 515/13 krev Z/wt Z/wt 

25 516/13 krev wt/wt wt/wt 

26 696/13 krev wt/wt wt/wt 

27 697/13 krev wt/wt wt/wt 

28 698/13 krev wt/wt wt/wt 

29 719/13 krev Z/wt Z/wt 

30 905/13 krev Z/wt Z/wt 

31 957/13 krev wt/wt wt/wt 

32 1303/13 krev Z/wt Z/wt 

33 1376/13 krev wt/wt wt/wt 

34 1377/13 krev wt/wt wt/wt 

35 1378/13 krev wt/wt wt/wt 

36 1889/13 krev wt/wt wt/wt 

37 2303/13 krev wt/wt wt/wt 

38 2304/13 krev wt/wt wt/wt 

39 2446/13 krev wt/wt wt/wt 

40 2469/13 krev wt/wt wt/wt 

41 2470/13 krev wt/wt wt/wt 

42 2525/13 krev wt/wt wt/wt 

43 2577/13 krev wt/wt wt/wt 

44 2578/13 krev wt/wt wt/wt 

45 2579/13 krev wt/wt wt/wt 

46 2586/13 krev wt/wt wt/wt 
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     Na obrázku 22 je zobrazen výsledek elektroforetické separace po provedení 

PCR/RFLP u vybraných vzorků s výslednými genotypy. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 22: Výsledek elektroforetické separace po provedení PCR/RFLP u určitých vzorků 

DNA v porovnání s velikostním markerem (25)  

Na obrázku vidíme elektroforetickou separaci jednotlivých fragmentů DNA 

po provedení PCR/RFLP. Po pravé straně gelu je přiložen žebříček délek jednotlivých 

fragmentů velikostního markeru, podle kterého jsem určila délky fragmentů 

jednotlivých vzorků pacientů a jejich genotypy. Při vyšetření S mutace jsem po separaci 

ve vzorcích 1, 2, 6 nalezla 2 fragmenty o délce 100 bp + 21 bp tzn., že jsou obě alely 

zdravé wt/wt a ve vzorku 5 3 fragmenty o délkách 121 bp + 100 bp + 21 bp a v tomto 

případě se jedná o heterozygota S/wt. Pokud bychom našla pouze 1 fragment o délce 

121 bp, jednalo by se o mutaci na obou alelách (postižený homozygot S/S). 

Při vyšetření Z mutace jsem po separaci ve vzorcích 1, 2, 4 nalezla 2 fragmenty o délce 

157 bp + 22 bp tzn., že jsou obě alely zdravé wt/wt. Ve vzorku 3 byly nalezeny 

3 fragmenty o délkách 179 bp + 157 bp + 22 bp a jedná se heterozygota Z/wt. Pokud 

bychom našli pouze 1 fragment o délce 179 bp, jednalo by se o mutaci na obou alelách 

(postižený homozygot Z/Z). 
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Na obrázcích 23, 24 a 25 uvádím příklady grafických výsledků získaných genotypů. 

 

 

Obr. 23: Homozygot wt/wt pro Z mutaci a hererozygoti Z/wt 

 

Obr. 24: Homozygot wt/wt pro Z mutaci, Z/Z a hererozygot Z/wt 

 

Obr. 25: Homozygoti wt/wt a heterozygot S/wt 
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     Výsledky vzorků DNA (izolace z krve) získané metodou real-time PCR jsou 

porovnatelné s výsledky naměřenými metodou PCR/RFLP. Obě metody dávají 100% 

shodné výsledky. Zastoupení získaných genotypů a počty vzorků uvádí tabulka 31. 

 

Tab. 31: Počty vzorků DNA s výslednými genotypy 

 

 

 

 

     Nejvyšší počet (34 vzorků) je zastoupen ve skupině genotypu wild type. Mezi 

46 vyšetřovanými vzorky DNA jsem detekovala 11 heterozygotních jedinců Z/wt. 

Mezi klinickými vzorky byl pouze 1 homozygot pro Z mutaci. Žádný z vyšetřovaných 

vzorků nebyl homozygotem ani heterozygotem pro S mutaci. Procentuální zastoupení 

genotypů těchto vzorků uvádí tabulka 32. 

 

Tab. 32: Procentuální zastoupení jednotlivých genotypů ve vzorcích DNA získaných 

z krve 

 

 

 

     Z tabulky 32 je patrné, že genotyp wt/wt je zastoupen v 73,91 %, heterozygotní 

genotyp byl detekován u 23,91 % a homozygot pro Z mutaci u 2,17 % jedinců 

z vyšetřované skupiny. Frekvenci alel jsem následně zjistila výpočtem ze získaných dat 

(tabulka 33). 

 

Tab. 33: Frekvence alel v souboru klinických vzorků DNA získaných z krve 

 

 

 

 

     Na základě výpočtu jsem ve vyšetřované skupině zjistila frekvenci Z alely 14 % 

a wild type alely 86 %. Frekvence S alely je v této skupině vzorků nulová. 

 

Genotyp Počet vzorků 

wt/wt 34 

Z/wt 11 

Z/Z 1 

Genotyp Frekvence (%) 

wt/wt 73,91 

Z/wt 23,91 

Z/Z 2,17 

Alela Frekvence (%) 

Z 14 

wt 86 
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5.8.  SPOLEHLIVOST METODY REAL-TIME PCR PŘI POUŽITÍ VZORKŮ 

BUKÁLNÍ SLIZNICE (PROTOKOL 9) 

 

     Hodnotila jsem spolehlivost metody real-time PCR při detekci Z a S mutace 

z 30 vzorků DNA získaných ze stěru bukální sliznice. Výsledek jednotlivých 

analyzovaných vzorků uvádí tabulka 34. 

 

Tab. 34: Analyzované vzorky DNA získané z bukálního stěru a výsledky real-time PCR 

vzorek 

 

Označení 

vzorku 

Typ vzorku Výsledek 

real-time PCR 

1.vzorek bs1 bukální stěr wt/wt 

2.vzorek bs2 bukální stěr wt/wt 

3.vzorek bs3 bukální stěr wt/wt 

4.vzorek bs4 bukální stěr wt/wt 

5.vzorek bs5 bukální stěr wt/wt 

6.vzorek bs6 bukální stěr wt/wt 

7.vzorek bs7 bukální stěr wt/wt 

8.vzorek bs8 bukální stěr wt/wt 

9.vzorek bs9 bukální stěr wt/wt 

10.vzorek bs10 bukální stěr wt/wt 

11.vzorek bs11 bukální stěr wt/wt 

12.vzorek bs12 bukální stěr wt/wt 

13.vzorek bs13 bukální stěr wt/wt 

14.vzorek bs14 bukální stěr wt/wt 

15.vzorek bs15 bukální stěr wt/wt 

16.vzorek bs16 bukální stěr wt/wt 

17.vzorek bs17 bukální stěr wt/wt 

18.vzorek bs18 bukální stěr wt/wt 

19.vzorek bs19 bukální stěr wt/wt 

20.vzorek bs20 bukální stěr wt/wt 

21.vzorek bs21 bukální stěr Z/wt 

22.vzorek bs22 bukální stěr wt/wt 

23.vzorek bs23 bukální stěr wt/wt 

24.vzorek bs24 bukální stěr Z/wt 

25.vzorek bs25 bukální stěr wt/wt 

26.vzorek bs26 bukální stěr wt/wt 

27.vzorek bs27 bukální stěr wt/wt 

28.vzorek bs28 bukální stěr wt/wt 

29.vzorek bs29 bukální stěr wt/wt 

30.vzorek bs30 bukální stěr wt/wt 

 

     Na obrázcích 26 a 27 můžeme vidět křivky teploty tání jednotlivých vzorků DNA 

získaných stěrem z bukální sliznice. 



70 
 

 

Obr. 26: Teplota tání vzorků DNA získaných z bukálních stěrů pro Z mutaci včetně 

negativní kontroly  

 

Obr. 27: Teplota tání vzorků DNA získaných z bukálních stěrů pro S mutaci včetně 

negativní kontroly 

 

     Metoda je spolehlivá i při vyšetření DNA získané z bukálního stěru. Zastoupení 

získaných genotypů a počty vzorků uvádí tabulka 35. 

 

Tab. 35: Počty vzorků DNA s výslednými genotypy 

 

 

 

 

 

Genotyp Počet vzorků 

wt/wt 28 

Z/wt 2 

Z/Z 0 
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     Nejvyšší počet (28 vzorků) je zastoupen ve skupině genotypu wild type. Mezi 30 

vyšetřovanými vzorky DNA jsem detekovala 2 heterozygotní jedince Z/wt. Mezi těmito 

vzorky nebyl žádný homozygot pro Z ani S mutaci a žádný heterozygot S/wt. 

Procentuální zastoupení genotypů těchto vzorků uvádí tabulka 36.  

 

Tab. 36: Procentuální zastoupení jednotlivých genotypů ve vzorcích DNA získaných 

z bukálního stěru 

 

 

 

 

     Z tabulky 36 je patrné, že genotyp wt/wt je zastoupen v 93,33 % a heterozygotní 

genotyp byl detekován u 6,67 % jedinců z vyšetřované skupiny. Frekvenci alel jsem 

následně zjistila výpočtem ze získaných dat (tabulka 37). 

 

Tab. 37: Frekvence alel v souboru vzorků DNA získaných z bukálního stěru 

Alela Frekvence (%) 

Z 3 

wt 97 

 

 

     Na základě výpočtu jsem ve vyšetřované skupině zjistila frekvenci Z alely 3 % 

a wild type alely 97 %. Frekvence S alely v této skupině vzorků je též nulová. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Genotyp Frekvence (%) 

wt/wt 93,33 

Z/wt 6,67 
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6. DISKUSE 

 

     Na oddělení molekulární biologie ÚKBD ve FN Hradci Králové se jako 

akreditovaná metoda na detekci Z a S mutace v genu pro A1AT používá stanovení 

polymorfismu délky restrikčních fragmentů (PCR/RFLP). Ve své práci jsem 

ke genotypizaci použila metodu real-time PCR na principu analýzy křivky tání 

se značenými hybridizačními sondami. Po úspěšné optimalizaci a validaci jsem tuto 

metodu použila ke genotypizaci vzorků. První soubor pacientů byl složen 

ze 46 klinických vzorků z ÚKBD, jejichž DNA byla izolovaná z krve. V tomto souboru 

jsem detekovala 34 jedinců zdravých wt/wt (73,01 %), 11 heterozygotů Z/wt (23,91 %) 

a jednoho jedince nemocného s genotypem Z/Z (2,17 %) V tomto souboru jsem zjistila 

frekvenci Z alely 14 %. Výsledky genotypů získané metodou analýzy křivky tání byly 

100% shodné s již dříve získanými výsledky akreditované metody používané na úseku 

molekulární biologie. V druhém souboru jsem provedla analýzu 30 vzorků DNA, která 

byla izolovaná ze stěru bukální sliznice. V tomto souboru bylo detekováno 28 zdravých 

jedinců wt/wt (93,33 %) a dva jedinci heterozygotní Z/wt (6.67 %). Mezi těmito vzorky 

nebyl žádný homozygot pro Z ani S mutaci a žádný heterozygot S/wt. V tomto souboru 

jsem zjistila frekvenci Z alely 3 %. Frekvence S alely v obou souborech vzorků byla 

nulová. 

     V kapitole 2.6 bylo pojednáno o distribuci frekvence Z a S alely v populaci, která 

se velmi liší mezi jednotlivými zeměmi, geografickými oblastmi a etnickými 

skupinami. Deficit A1AT je typický pro bělošskou populaci a v populaci černošské 

nebo asijské je velmi vzácný. Frekvence Z alely se v obecné populaci pohybuje mezi 

1 až 2 %. S alela se vyskytuje mnohem častěji a její frekvence je mezi 2 až 4 %. [51] 

     De Serres ve své práci z roku 2002 shrnul výsledky distribuce Z a S alel 

z 373 epidemiologických studií obecné populace z 58 států celého světa. Jako příklad 

z této práce uvádím průměrné frekvence alel ve státech střední Evropy pro Německo 

(S 2,21%; Z 0,99 %), Maďarsko (S 1,42 %; Z 0,58 %), Polsko (S 1,48 %; Z 0,41 %). 

Ze států severní Evropy jsou zde uvedeny frekvence pro Dánsko (S 2,20 %; Z 2,26 %), 

Estonsko (S 1,29%; Z 2,45 %), Finsko (Z 0,7 %; S 0,65 %), Lotyšsko (S 2,65 %; 

Z 4,09 %), Litvu (S 1,66 %; Z 0,98 %), Norsko (S 2,32 %, Z 1,6 %) a Švédsko 

(S 1,58%; Z 1,51 %). Frekvence alel pro státy jižní a západní evropy jsou uvedeny pro 

Francii (S 6,98 %; Z 1,14 %), Řecko (S 2,98 %; Z 0,3 %), Itálii (S 2,26 %; Z 1,43 %), 
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Portugalsko (S 9,44 %; Z 1,87 %) a Španělsko (S 11,16 %; Z 1,05 %). V Irsku 

je průměrná frekvence S alely 4 %, Z alely 0,8 % a ve Velké Británii 4,53 % pro S alelu 

a pro Z alelu 1,29 %. V USA je průměrná frekvence pro S alelu 2,66 % a Z alelu 

0,56 %.  

     Rozložením frekvence Z a S alely v evropské populaci se ve své práci zabývali 

Luisetti a Seersholm (2004). Frekvenci alel v jednotlivých evropských státech popisuje 

obrázek 28. 

 

Obr. 28: Rozložení frekvence (A) PiS a (B) PiZ genů v Evropě [33] 

 

     Na základě studie Luisettiho a Seersholma z roku 2004 by se měla frekvence alel 

v obecné populaci České republiky (viz obr. 28) pohybovat v rozmezí od 0,5 - 1,5 % 

pro Z alelu a frekvence S alely by měla být menší než 2 %. Z hlediska výskytu 

frekvence Z alely by měla mít Česká republika blízko ke státům střední Evropy 

(např. Rakousko, Německo, Maďarsko), jižní Evropy (např. Itálie) a západní Evropy 

(např. Francie, Španělsko a Velká Británie). Z hlediska výskytu frekvence S alely má 

Česká republika blízko k Polsku a ke státům východní Evropy. V roce 2005 vznikla 

studie Konečné, Procházkové a kol., které provedli genotypizaci ze vzorků krevních 

skvrn a sledovali výskyt deficitu A1AT u 197 dětí (věk od 2 měsíců do 5 let) 

se sníženou hladinou A1AT zachycenou při novorozeneckém screeningu. Na základě 

DNA analýzy bylo detekováno 22 dětí s genotypem Z/Z (11,17 %), 10 dětí S/Z 

http://thorax.bmj.com/search?author1=M+Luisetti&sortspec=date&submit=Submit
http://thorax.bmj.com/search?author1=N+Seersholm&sortspec=date&submit=Submit
http://thorax.bmj.com/search?author1=M+Luisetti&sortspec=date&submit=Submit
http://thorax.bmj.com/search?author1=N+Seersholm&sortspec=date&submit=Submit
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(5,08 %) a S/wt (5,08 %). Celkem 155 vyšetřených dětí mělo genotyp Z/wt (78,68 %). 

Frekvence Z alely byla 53,04 % a S alely 5 %. Frekvence Z alely v této populaci byla 

vzhledem k frekvenci v obecné populaci velmi vysoká. Na území České republiky 

dosud nevznikla žádná screeningová studie výskytu Z a S alel u obecné populace, tudíž 

nejsou přesně známé jejich hodnoty. 

     Ve světě vzniklo mnoho prací zabývajících se detekcí mutace Z a S s využitím 

různých metod od stanovení polymorfismu délky restrikčních fragmentů (PCR-RFLP), 

real-time PCR (analýza křivky tání, alelická diskriminace) až po sekvenační analýzu. 

Ve většině studií byla zároveň určována hladina A1AT v séru imunonefelometricky 

a fenotyp isoelektrickou fokusací. V Evropských zemích bylo provedeno mnoho 

sreeningových studií zaměřených na detekci Z a S mutace ve vzorcích DNA získaných 

z výluhů krevních skvrn na filtračním papíře ve formě Gutriho karet. Jednalo 

se zejména o populace novorozenců, jedinců s CHOPN, astmatem, onemocněním jater, 

rodinnou anamnézou deficitu A1AT a jeho sníženou hladinou v séru. [22, 53, 54, 55, 

56] 

     Ve Španělsku De la Roza, Costa et al. (2003) provedli studii u 86 pacientů 

s CHOPN. Deficit A1AT byl na základě genotypizačního vyšetření vyloučen 

u 74 pacientů (86 %), kteří měli normální koncentrace A1AT, i když 1 pacient měl 

genotyp Z/wt. Z 12 zbývajících pacientů (13,9 %) obsahovali pouze 2 jedinci Z alelu 

a 10 jedinců (11,6 %) mělo koncentrací nižší než stanovený limit bez přítomnosti 

Z alely. Získaná frekvence Z alely byla 1,74 %. V polské studii Chorostowské-Wynimko 

et al. z roku 2012 byla detekce dvou nejčastěji vyskytujících se mutací Z a S 

v SERPINA1 genu založena na genotypizaci metodou real -time PCR s použitím dvou 

hydrolyzačních fluorescenčně značených sond (VIC, FAM). Ze 658 novorozenců bylo 

630 (95,7%) zdravými homozygoty (wt/wt). Mutované alely byly detekovány u 28 dětí, 

Z alela u 18 (2,8%) a S alela u 10 novorozenců (1,5%). Frekvence Z alely byla 1,37 %, 

S alely 0,75 %. Frekvence alel ze španělské a polské studie jsou velmi podobné 

frekvenci v obecné populaci. 

     Mezi další studie v Polsku patří například dvě studie Kaczora, Sanaka et al. (2007). 

Kaczor, Sanak, Twardovska et al. (2007), ve své studii hodnotili frekvenci S a Z alely 

v obecné populaci (n = 859) na základě kvalitativní real- time PCR metody s použitím 

duálně fluorescenčně značených sond. V celkové populaci (průměrný věk 49,5 roků; 

rozsah 20-90 let) bylo detekováno 28 heterozygotů S/wt, 18 heterozygotů Z/wt 

a 1 homozygot SS. Byla zjištěna frekvence S alely 1,75 % a Z alely 1,05 %. Kaczor, 
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Sanak, Szczeklik et al. (2007) provedli velkou screeningovou populační studii výskytu 

deficitu A1AT pomocí real-time PCR s principem alelické diskriminace. Z 550 vzorků 

obecné populace bylo detekováno 12 heterozygotů Z/wt (2,18 %), 17 heterozygotů S/wt 

(3,09%), 1 homozygot S/S (0,18%) a 520 wt/wt jedinců (94,55 %). Frekvence alel v této 

populaci činila pro S alelu 1,7 % a pro Z alelu 1,09 %. Pro ověření výsledků byl každý 

mutovaný genotyp a 202 náhodně vybraných zdravých jedinců analyzován metodou 

PCR/RFLP (71 vzorků na vyšetření S mutace a 131 vzorků na vyšetření Z mutace), 

která byla validovaná pomocí externích referenčních vzorků DNA se známými 

genotypy (viz obrázek 29). 

 

Obr. 29: Výsledek elektroforetické separace po provedení PCR/RFLP s výslednými 

genotypy [54] 

 

     Porovnání výsledných alelových frekvencí z těchto dvou polských studií obecné 

populace ve srovnání s našimi výsledky (vzorky DNA z bukálního stěru obecné 

populace) můžeme vidět v grafické podobě na obrázku 30.  

 

Obr. 30: Porovnání alelových frekvencí ve studiích Kaczora, Sanaka, Szczeklika et al., 

Kaczora, Sanaka,Twardovske et al. (2007) ve srovnání s naší studií. 

 

     Frekvence alel v poských studiích jsou velmi podobné hodnotám v obecné populaci. 

Frekvence Z alely v naší studii je nepatrně vyšší než v obecné populaci. 

     Carroll et al. (2011) ve své studii prezentoval výsledky 3000 vzorků irské populace, 

která splňovala kritéria pro cílený screening deficitu A1AT (CHOPN, astma, 
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onemocnění jater, rodinná anamnéza deficitu a snížení hladiny A1AT v séru. Ve studii 

byla navíc vyšetřována DNA, získaná z bukálního stěru 1100 náhodně vybraných 

jedinců z obecné populace. Genotypizace těchto dvou souborů byla provedena pomocí 

analýzy křivky tání. V souboru náhodně vybraných vzorků irské populace (n = 1100) 

byla zjištěna frekvence Z alely 2,18 % a S alely 5,41 %. V souboru cílové populace 

(n = 3000) byla zjištěna frekvence Z alely 9,38 % a S alely 5,18 %. 

     Porovnání výsledků alelových frekvencí z naší a studie Carrolla et al. můžeme vidět 

v grafické podobě na obrázku 31. 

 

 

Obr. 31: Porovnání frekvencí alel ve vzorcích DNA získaných z krve cílové populace 

a bukálního stěru obecné populace ve studii Carrolla et al. a v naší studii 

 

     Při porovnání naších výsledků s výsledky studie Carrolla et al. (2011) jsme zjistili, 

že se alelové frekvence přibližně shodují. Frekvence alely Z je přibližně čtyřikrát vyšší 

v cílové populaci ve srovnání s populací běžnou (DNA z bukálních stěrů). Frekvence 

alely S ve studii běžné irské populace je v náhodných vzorcích podobná jako v populaci 

cílové na rozdíl od naší studie, ve které alela S nebyla zachycena. 
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     V německé studii Ortiz-Pallardó, Hui Zhou (2000) byla pro rychlou analýzu 

genotypu A1AT v souboru 24 vzorků DNA pacientů (včetně 5 zdravých kotrol wt/wt) 

použita metoda analýzy křivky tání. Výsledky byly potvrzeny analýzou SSCP (single-

strand conformational polymorphism) a přímým sekvenováním. Příklad výsledku 

sekvenování DNA v přítomnosti vzorku s wild type alelou nebo vzorku s genotypem ZZ 

popisuje obrázek 32. 

 

Obr. 32: Výsledek sekvenování vzorku s wild type alelou (A) a vzorku s genotypem ZZ 

(B), kdy červené šipky ukazují mutantní alely [25] 

 

     Extrakci genomové DNA z malého množství séra využili ke genotypizaci 

43 hospializovaných pacientů s CHOPN nebo emfyzémem ve své studii Francouzi 

Andolfatto a Namour (2003). Frekvence Z alely byla v této populaci 11,63 %, S alely 

8,14 %. %. Frekvence alel v této populaci byla vzhledem k frekvenci v obecné populaci 

vysoká. 

     Jako příklad studií uskutečněných mimo Evropu uvádím studii Bartels (2009) 

a Mahra, Edberga (2010) z USA. Bartels (2009) provedla studii, která popisovala 

detekci nejčastějších variant (M, Z a S) v SERPINA1 genu pomocí real-time PCR 

s alelickou diskriminací TaqMan sond ve 14 pacientských vzorcích, u nichž měla být 

potvrzena nebo vyloučena diagnóza deficitu A1AT. Navíc bylo použito 20 zaslepených 

vzorků DNA s již dříve stanoveným genotypem z jiné kliniky (Mayo Clinic, Rochester, 

MN) pro validaci metody real-time PCR.  

     Výsledné alelové frekvence z této studie (n = 14) v porovnání s naší studií popisuje 

obrázek 33. 
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Obr. 33: Grafické porovnání alelových frekvencí ve studii Bartels (2009) a naší studii 

 

     Pokud porovnáme výsledky z této studie s našimi výsledky (viz obr. 33), zjistíme, 

že jsou obě hodnoty frekvence Z alely vyšší než u obecné populace. Rozdílem byl 

záchyt S alely, která se v naší vyšetřované populaci nevyskytovala.  

     Mahr, Edberg ve své studii z roku 2010 zkoumali riziko rozvoje Wegenerorovy 

granulomatózy (WG) u pacientů s deficitem A1AT. Genotypizace byla provedena 

metodou real-time PCR s principem alelické diskriminace. Mezi 433 pacienty s WG 

byla zjištěna frekvence Z alely 4,16 % a S alely 6,24 %. U etnicky odpovídajících 

kontrolních jedinců (n = 421) byla frekvence Z alely 2,14% a S alely 3,80%. Na základě 

této studie byly posíleny důkazy o příčinné souvislosti deficitu A1AT s rizikem rozvoje 

WG. 
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7. ZÁVĚR 

 

     Práce je zaměřena na metodickou část vyšetření deficitu v alfa-1-antitrypsinovém 

genu pomocí real-time PCR s principem analýzy křivky tání. Deficit A1AT je nejčastěji 

spojen s mutací Z a S. Po uspěšné optimalizaci a validaci metody real-time PCR byly 

určeny nejvýhodnější podmínky reakce pro detekci obou mutací, které byly použity pro 

analýzu klických vzorků DNA získaných z krve a stěru bukální sliznice. Optimální 

podmínky pro vyšetření Z a S mutace jsou uvedené v tabulce 33. 

 

Tab. 33: Optimální podmínky real-time PCR pro vyšetření Z a S mutace 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Po genotypizaci souboru (n = 46) klinických vzorků DNA získaných z krve jsem 

porovnávala výsledky s výsledky již dříve získanými akreditovanou metodou 

používanou na úseku molekulární biologie (PCR/RFLP). Obě metody (real-time PCR 

i PCR/RFLP) byly dostatečně citlivé a výsledky 100% shodné. Bylo detekováno 

34 zdravých jedinců (73,01 %), 11 heterozygotů Z/wt (23,91 %) a jeden nemocný 

jedinec Z/Z (2,17 %). Frekvence mutované alely Z byla 14 %. S alela se v této populaci 

nevyskytovala.  

     Metoda PCR/RFLP patří ke starším genotypizačním metodám, kdy je po PCR 

amplifikaci nutná detekce na elektroforetickém agarózovém gelu a analýza trvá 2-3 dny. 

Během jedné série vyšetření lze analyzovat 5-10 vzorků. U metody real-time PCR není 

potřebná elektroforetická detekce a analýza trvá 1 den. Výhodou této metody je analýza 

až 32 vzorků během jedné série vyšetření. 

MASTER MIX  Z mutace S mutace 

Fast Start DNA Master 10 x 2,0 μl 2,0 μl 

Forward primer 10 pmol/μl 0,8 μl 0,4 μl 

Reverse primer 10 pmol/μl 0,8 μl 0,4 μl 

Anchor sonda 2 pmol/ul 0,8 μl 2,4 μl 

Sensor sonda 2 pmol/ul 0,8 μl 0,8 μl 

MgCl2 Roche 25mM 1,2 μl 1,2 μl 

H2O 11,6 μl 10,8 μl 

(LightCycler 1.2. Podmínky denaturace: 

30 s 95 °C, poté 40 cyklů (95 °C 10 s, 

58 °C 10 sekund), 72 °C 15 s. 

Tm analýza: 30 °C 1,5 min, denaturace 

k 75 °C rychlostí 0,1 °C/s. 

Analýza probíhala ve dvou kanálech 

F3/F1 (S) a F2/F1(Z) 

 

 

18 μl master mixu  

+  

2 μl vzorku DNA 
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     Na základě rychlejší analýzy bez nutnosti další detekce na elekroforetickém gelu 

a možnosti zpracování více vzorků během jedné serie, doporučuji pro vyšetření mutace 

Z a S v SERPINA1 genu metodu real-time PCR. 

     V další fázi jsem hodnotila spolehlivost metody real-time PCR pro detekci Z a S 

mutace z alternativního zdroje DNA, v našem případě stěru z buněk bukální sliznice. 

Soubor tvořilo 30 vzorků DNA, z nichž byli zachyceni 2 heterozygoti Z/wt (6.67 %). 

Mezi těmito vzorky nebyl žádný homozygot pro Z ani S mutaci a žádný heterozygot 

S/wt. Frekvence mutované alely Z byla 3 %. S alela se v této populaci nevyskytovala. 

Na základě získaných výsledků je metoda real-time PCR spolehlivá i při vyšetření DNA 

z bukálního stěru s nižším množstvím extrahované DNA.  

     Námi získané výsledky byly porovnány s výsledky evropských studií. V naší studii 

byla zachycena pouze mutovaná alela Z a její frekvence je přibližně stejná nebo jen 

lehce odlišná od frekvencí z evropských studií. 
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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

 

A1AT   Alfa-1-antitrypsin 

AATD   Deficit alfa-1-antitrypsinu 

CV   Variační koeficient 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DNA   Deoxyribonukleová kyselina (Deoxyribonucleic acid) 

dNTPs   Deoxyribonukleotidy 

EDTA    Etylendiamintetraacetilová kyselina 

FW   Forward primer 

FRET Přenos energie fluorescenční rezonancí (Fluorescent resonance      

energy transfer) 

GM-CSF  Granulocyto-makrofágové kolonie 

HIV   Virus lidské imunodeficience (Human imunodeficience virus) 

CHOPN  Chronická obstrukční plicní nemoc 

IEF   Izoelektrická fokusace 

IgE   Imunoglobulin E 

IgG4   Imunoglobulin G 

IL-4, 6   Interleukin 4, 6 

kDa   Kilodalton 

např.   například 

PAS    Periodic Acid Schiff 

PCR   Polymerázová řetězová reakce (Polymerase chain reaction) 

PCR-RFLP Polymorfizmus délky restrikčních fragmentů u produktů PCR 

RCL   Reaktivní centrum smyčky (Reactive centre loop) 

RE   Reverse primer 

SD   Směrodatná odchylka 

SERPINA  Inhibitory serinových proteáz (Serine protease inhitor) 

SNP   Jednonukleotidový polymorfismus (Single nucleotide  

   polymorphism) 

SPE   Extrakce na pevnou fázi (Solid phase extraction) 

SSCP   Jednořetězcový konformační polymorfismus (Single-strand  

   conformational polymorphism) 

Taq    Polymeráza Thermus aquaticus 

Tm   Teplota tání 

USG   Ultrasonografie 

WG   Wegenerorova granulomatóza  

Wt   Wild type 
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