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ANAL¯ZA  MUTACE  [657DEL(5)]  V EXONU  6  GENU  NBS-1  
U 472  PACIENTEK  SE  SPORADICK¯M  KARCINOMEM  PRSU  
V âESKÉ REPUBLICE.

THE  ANALYSIS  OF  NBS-1  GENE  MUTATION  [657DEL(5)]  IN  EXON  6  IN 
THE  POPULATION  OF  472  SPORADIC  BREAST  CANCER  PATIENTS  IN 
THE  CZECH  REPUBLIC.
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Souhrn
V˘chodiska: Nijmegen breakage syndrom (NBS) je zpÛsoben mutací [657del(5)] v exonu 6 genu NBS-1. Jedná
se o autosomálnû recesivní onemocnûní projevující se mikrocefalií, imunodeficitem, radiosensitivitou a predis-
pozicemi k malignitám lymfatick˘ch tkání. Nedávno byla v nûkolika studiích potvrzena vysoká incidence muta-
cí NBS-1 v rÛzn˘ch slovansk˘ch populacích. JelikoÏ u heterozygotÛ pro NBS-1 nelze vylouãit vy‰‰í incidenci
nádorÛ, je také nutné objasnit úlohu mutace NBS-1 v karcinogenezi karcinomu prsu. Metody: Celkem bylo vy‰et-
fieno na pfiítomnost mutace NBS-1 472 pacientek se sporadick˘m karcinomem prsu léãen˘ch na Onkologické kli-
nice 1.LF UK v Praze. DNA byla extrahována z monocytÛ v periferní krvi. Následnû byly provedeny 2 PCR reak-
ce pro kaÏd˘ vzorek. Vizualizace byla provedena pomocí elektroforézy na agarózovém gelu. Jako pozitivní byly
hodnoceny vzorky s pfiítomností specifického bandu pro NBS-1 gen  a pfiítomností bandu pro vnitfiní kontrolu.
Vzorky, kde byla pozitivní pouze vnitfiní kontrola byly hodnoceny jako negativní. U vzorkÛ, kde nebyl zastiÏen
band ani ve vnitfiní kontrole, byla reakce opakována. Vzorky DNA získané od dfiíve pozitivnû testovan˘ch jedin-
cÛ bylo pouÏity jako pozitivní kontrola. V˘sledky: Ve studované populaci 472 pacientek se sporadick˘m karci-
nomem prsu nebyla nalezena Ïádná mutace [657del(5)] v exonu 6. Závûr: Na základû této anal˘zy nelze pova-
Ïovat mutaci [657del(5)] v exonu 6 za mutaci zvy‰ující riziko karcinomu prsu.
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Summary
Background: Nijmegen breakage syndrome (NBS) caused by mutation [657del(5)] in exon 6 of NBS-1 is an auto-
somal recessive disorder with microcephaly, immunodeficiency, radiosensitivity, and predisposition to lympho-
id malignancies. Recently, high frequency of this NBS-1 mutation was found in some Slavic populations. Becau-
se NBS-1 heterozygotes may have high incidence of neoplastic changes, there is an urgent need to clarify the role
of NBS-1 mutation in breast cancer carcinogenesis. Methods: We analyzed the NBS-1 mutation [657del(5)] in
exon 6 in 472 sporadic breast cancer patients treated in the Department of Oncology, Charles University Prague.
DNA was extracted from peripheral blood monocytes. Subsequently two PCRs for each sample were carried out.
Reaction was visualized using electrophoresis on agarose gel. Agarose gel wells with both the NBS-1 gene-spe-
cific band and internal control band were interpreted as positive. Wells with internal control only were interpre-
ted as negative. PCR from samples giving neither an internal control band nor specific band were repeated. DNA
samples obtained from a previously typed NBS family were used as a positive control. Results: Based on previ-
ously published data we expect to find at least 5 mutation carriers. Surprisingly, in our population of 472 subjects
there was no mutation identified. Conclusion: Based on results of this study there is no relationship between NBS-1
mutation and breast cancer incidence. 
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pÛvodní práce

ÚVOD
Nijmegen breakage syndrom (NBS) je vzácn˘m dûdiãn˘m
autosomálnû recesivním onemocnûním, jehoÏ podstatou je
porucha opravn˘ch mechanismÛ DNA. Klinicky se projevuje
mikrocefalií, rÛstovou retardací, imunodeficitem, hypersenzi-

tivitou k záfiení X a zv˘‰enou incidencí k lymfoidním malig-
nitám (1). Mutace v genu NBS-1 vede k poru‰e syntézy pro-
teinu zvaného fibrin, kter˘ je dÛleÏit˘ pro opravu dvojit˘ch
zlomÛ DNA (2, 3). Nedávno bylo publikováno nûkolik pÛvod-
ních ãlánkÛ, které zmiÀují vy‰‰í neÏ oãekávanou incidenci
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[675del(5)] mutace genu NBS-1 u rÛzn˘ch slovansk˘ch náro-
dÛ. Jednalo se o populaci Ïijící v âeské republice, Polsku a na
Ukrajinû (4, 5, 6). V souvislosti s mutací NBS-1 byla nûkte-
r˘mi autory u heterozygotÛ popsána vy‰‰í incidence nádorÛ
(6). Vzhledem k pravdûpodobnû vy‰‰ímu v˘skytu heterozy-
gotÛ pro mutaci NBS-1 je nutné plnû objasnit dopad mutace
na incidenci nádorov˘ch onemocnûní. Ná‰ v˘zkum se zab˘-
val karcinomem prsu, kter˘ je nejãastûj‰ím nádorov˘m one-
mocnûním dospûl˘ch Ïen (7).

METODY
Celkem bylo zafiazeno 472 pacientek Onkologické kliniky 1.LF
UK a VFN v Praze s histologicky potvrzenou diagnózou kar-
cinomu prsu. Nábor probíhal v letech 2003 – 2005. Do popu-
laãní studie byly zafiazeny v‰echny Ïeny, které nesplÀovaly
kritéria pro mutaãní anal˘zu genÛ BRCA1 a BRCA2, a to bez
ohledu na vûk v dobû diagnózy ãi stádium v dobû diagnózy ãi
v dobû odbûru. Pacientkám byla odebrána zkumavka nesráÏ-
livé krve k následné izolaci DNA a mutaãní anal˘ze. 
DNA byla extrahována z mononukleárních bunûk periferní
krve s vyuÏitím kitÛ firmy Qiagen. 
Amplifikace vysokomolekulární DNA probûhla s vyuÏitím
GoTaq polymerázy (Promega), dNTP’s o koncentraci 0,2 mM
kaÏd˘ (Promega) a primerÛ, jejichÏ design je uveden v tabul-
ce ã. 1. Podmínky PCR reakce jsou shrnuty v tabulce ã. 2.
Vizualizace a separace produktÛ amplifikaãní reakce byla pro-
vádûna v 2% agarózovém gelu obsahujícím ethidium bromid.
Do kaÏdého bûhu elektroforézy byla zafiazena pozitivní kon-
trola specifická pro mutaci v NBS-1 genu (271 bp) a kontrola
negativní. 
V˘zkum probíhal ve shodû s Helsinskou deklarací a byl schvá-
len místní etickou komisí. V‰echny pacientky podepsaly for-
muláfi informovaného souhlasu. 

V¯SLEDKY 
V na‰em souboru 472 pacientek se sporadick˘m karcinomem
prsu jsme pomocí NBS-1 specifick˘ch primerÛ nezjistili ani
jednu mutaci. V˘sledek je v rozporu s oãekáváním. Na zákla-
dû literárních dat bvyl oãekáván v˘skyt mutací alespoÀ u 5
pacientek. Jeden z v˘sledkÛ po vizualizaci pomocí elektrofo-
rézy je na obrázku ã. 1.

DISKUSE
V na‰í studii jsme pouÏili metodiku PCR-SSP na detekci muta-
ce nibrinu [657del(5)] dfiíve publikovanou Drábkem a spol.
(5). Ve srovnání s dfiíve publikovan˘mi pracemi se single-
strand conformation polymorphism se u SSP dá oãekávat vy‰-
‰í senzitivita (8). 

U heterozygotních nosiãÛ mutace NBS-1 [657del(5)] se pfied-
pokládá vy‰‰í riziko vzniku nádorového bujení vzhledem
k poru‰e opravn˘ch mechanimÛ. Oãekává se i vy‰‰í citlivost
k radioterapii (9). Doposud nûkolik skupin nezávisle na sobû
publikovalo vy‰‰í ãetnost mutace NBS-1 [657del(5)] v zemích
stfiední a v˘chodní Evropy. Varon a spol. (4) udává ãetnost
mutace v ãeské populace 1:154 a 1:190 v polské populaci, Drá-
bek a spol (5) dokonce 1:95 v populaci 383 zdrav˘ch jedincÛ.
Steffen a spol. (6) vy‰etfiil na pfiítomnost mutace 1683 pacien-
tÛ s rÛzn˘mi typy nádorÛ. Mezi nejvût‰í skupiny patfiilo 105
pacientÛ s maligním melaninem, 234 pacientÛ s koloektální
karcinomem a 224 pacientek s karcinomem prsu. âetnost muta-
ce ãinila u maligního melanomu 1:26 (‰estinásobek oãekáva-
né hodnoty), u kolorektálního karcinomu 1:78 (dvojnásobek
oãekávané hodnoty) a u karcinomu prsu 1:56 (trojnásobek oãe-
kávané hodnoty). Celkem byla ãetnost v˘skytu mutace 1:105.
Cílem na‰í studie bylo potvrdit vysokou ãetnost mutace u spo-
radického karcinomu prsu, a tak nepfiímo potvrdit její moÏn˘
podíl na karcinogenezi tohoto nádoru. Pfiekvapivû jsme
v na‰em souboru 472 pacientek, kter˘ je svou velikostí víc jak
dvojnásobn˘ neÏ podskupina ve studii Steffena (6), nezjistily
ani jednu mutaci. âetnost je tedy niÏ‰í neÏ 1:472, coÏ je v˘raz-
nû ménû i ve srovnání se zdravou populací zemí stfiední
a v˘chodní Evropy.
Vzhledem k tomu, Ïe velikost na‰eho souboru je dostateãná, lze
spomûrnû znaãnou mírou jistoty zpochybnit v˘znam mutace NBS-
1 [657del(5)] pro karcinogenezi sporadického karcinomu prsu.

430NBS1ex6 5?- ACGGCAGGAAAGAAATCTTC &#8211; 3? (final conc. 0,6uM) 
431NBS1ex6 5?- CGGCAGGAAAGAAAACAAAT &#8211; 3? (final conc. 0,6uM)
517NBS1ex6 5?- ATGAATAGGCCAGTTATCACAG &#8211; 3? (final conc. 0,6uM)
33DRBex3 5?- TGCCAAGTGGAGCACCCAA &#8211; 3? (final conc. 0,6uM)
34DRBex4 5?- GCATCTTGCTCTGTGCAGAT &#8211; 3? (final conc. 0,6uM)

Obrázek ã. 1: Elektroforéza produktÛ PCR reakce demon-
struje oba nálezy: fyziologickou alelu i alelu mutovanou -
podrobnûj‰í vysvûtlení viz. obrázek.

Úvodní denaturace: 96°C/1 min.
A: 5x (denaturace 96°C/35 s., annealing 55°C/45 s., extenze 72°C/35 s.)
B: 21x (denaturace 96°C/25 s., annealing 55°C/50 s., extenze 72°C/40 s.)
C: 6x (denaturace 96°C/35 s., annealing 55°C/60 s., extenze 72°C/ 90 s.)
Závûreãná extenze: 72°C/5 min.

Tabulka ã.1.: Sekvence jednotliv˘ch primerÛ pouÏit˘ch pfii detekci NBS-1 [657del(5)].

Tabulka ã. 2.: Schéma amplifikaãní reakce.
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