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ký poločas v porovnání s přirozenými analogy jsou důle�i-
té aspekty potenciálního vyu�ití LNA oligonukleotidů 
nejen v léčbě malignit, virových infekcí, autoimunitních 
onemocnění či alergií4, ale také v klinické diagnostice. 
Fluorescenčně značené sondy konstruované na bázi LNA 
oligomerů se pou�ívají při FISH (fluorescenční in situ 
hybridizace) analýzách nebo při detekci bodových mutací 
pomocí polymerasové řetězové reakce v reálném čase 
(real-time PCR, ve zkratce rt-PCR)3. Neznačené LNA 
oligomery jsou součástí kotvících sond (tzv. LNA-capture 
probes) při vy�etření jednonukleotidových polymorfismů 
v mikrotitračních destičkách a při detekci somatických 
mutací, které provázejí maligní transformaci buněk v růz-
ných biologických tkáních5−7.  

Somatické bodové mutace v genu K-ras (Kirsten ras 2 
gen, lokalizace 12p12.1) se objevují u 30−50 % případů 
sporadického kolorektálního karcinomu; onemocnění pro-
vázeného genetickými změnami v mnoha protoonkoge-
nech, tumor supresorových genech a genech opravných 
(repairových). Mutace v genu K-ras byly prokázány nejen 
v nádorové tkáni, ale té� ve stolici8 a v krevní plasmě po-
sti�ených osob9. Genetické změny vázané předev�ím na 
kodony 12 a 13 jsou jednou z klíčových událostí při trans-
formaci buněk benigního střevního adenomu v zhoubný 
kolorektální karcinom10.  

Konstrukcí plně komplementárních krátkých syntetic-
kých oligonukleotidů vůči �zdravým� alelám  genu K-ras, 
které byly vytvořeny na bázi PNA molekul (peptide 
nucleic acids, základ oligomeru tvoří 2-aminoethyl-
glycinový řetězec) a jejich přidáním do reakční směsi lze 
takto zvýhodnit amplifikaci alel mutantních. Díky vytvoře-
ní komplementární �svorky� mezi PNA oligomerem 
a alelami s normální sekvencí byl tento děj označen jako 
PCR clamping. Pomocí této modifikace metody PCR byla 
s velkou citlivostí a specifičností zji�těna přítomnost mu-
tantních alel genu K-ras ve vzorcích cholangiokarcinomu, 
karcinomu pankreatu11, endometria12 a plic13. Relativními 
nevýhodami PNA oligomerů jsou ni��í rozpustnost a pre-
cipitace během skladování, ni��í teplota tání a v některých 
aplikacích té� vy��í nespecifické pozadí při rt-PCR. Cílem 
na�í studie bylo vyu�ít diagnostické mo�nosti neznačených 
LNA oligonukleotidů pro detekci mutací genu K-ras meto-
dou rt-PCR clamping ve vzorcích malignizovaných tumo-
rů tlustého střeva.       

 

DETEKCE BODOVÝCH MUTACÍ  
V KIRSTEN RAS 2 GENU METODOU 
LOCKED NUCLEIC ACIDS CLAMPED 
PCR   
 
MARTIN BERÁNEKa, JAN BURE�b, MARTIN 
�ÁCHAc, LUKÁ� SÁKRAc, MILO� RAJMANc, 
PAVEL JANDÍKd, EMIL RUDOLFe a OLFERT 
LANDTf 
 
 
a Ústav klinické biochemie a diagnostiky, Lékařská fakulta 
Univerzity Karlovy  a Fakultní nemocnice Hradec Králo-
vé, b 2. Interní klinika, Lékařská fakulta Univerzity Karlovy  
a Fakultní nemocnice Hradec Králové, c Chirurgická klini-
ka, Krajská nemocnice Pardubice, d Chirurgická klinika, 
Lékařská fakulta Univerzity Karlovy  a Fakultní nemocni-
ce Hradec Králové, e Ústav lékařské biologie a genetiky, 
Lékařská fakulta Univerzity Karlovy  Hradec Králové, 
f TIB MOLBIOL, Berlin, SRN 
beranek@lfhk.cuni.cz 

 
 

Do�lo 28.2.07, přijato 9.5.07.  
 
 

Klíčová slova: DNA, gen K-ras, polymerasová řetězová 
reakce, somatické mutace, kolorektální karcinom 

 
 
Úvod 

 
LNA molekuly (locked nucleic acids, tedy volně pře-

lo�eno nukleové kyseliny s �uzamčenou� konformací) 
patří mezi syntetická analoga přirozených nukleotidů, kte-
rá lze chemicky spojit v LNA oligonukleotidové řetězce. 
Vzniklé oligomery disponují řadou strukturních i funkč-
ních odli�ností oproti přirozeným řetězcům nukleových 
kyselin. Důle�itou součástí ka�dého LNA monomeru je 
methylenový můstek mezi 2�-hydroxylovou skupinou 
a 4�-uhlíkem furanosového kruhu (oxy-LNA), viz obr. 1. 
Hydroxylovou skupinu na 2�-uhlíku je mo�no té� substitu-
ovat skupinou thiolovou (thio-LNA) nebo aminovou 
(amino-LNA). Methylenový můstek určující bicyklický 
charakter LNA nukleotidů fixuje ribosu v 3�-endo konfor-
maci, co� významně zvy�uje termodynamickou a biologic-
kou stabilitu komplementárně vznikajících LNA/DNA či 
LNA/RNA dvou�roubovic v porovnání s jejich nemodifi-
kovanými analogy1,2. Začleněním jediného LNA nukleoti-
du do sekvence oligomeru lze po hybridizaci 
s komplementárním řetězcem zvý�it teplotu tání výsledné 
dvou�roubovice o 1−3 °C (cit.3).  

Vy��í afinita ke komplementárním sekvencím, vět�í 
odolnost vůči účinkům nukleas, a následně del�í biologic-

Obr. 1. Chemická struktura oxy-locked nucleic acids (LNA) 
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Experimentální část 
 
Do studie bylo zařazeno 133 vzorků primárních spo-

radických střevních adenokarcinomů pacientů Chirurgické 
kliniky Fakultní nemocnice Hradec Králové, Chirurgické 
kliniky Krajské nemocnice Pardubice a  2. Interní kliniky 
Fakultní nemocnice Hradec Králové. Ka�dý kolorektální 
karcinom byl klasifikován klinicky dle TNM stupnice 
(zkratka z anglických slov tumor, node a metastasis) 
a histologicky dle stupně buněčné diferenciace. Kontrolní 
skupinu tvořilo 20 bioptických vzorků morfologicky nor-
mální střevní sliznice osob s negativním koloskopickým 
vy�etřením. Studie byla schválena Etickou komisí Lékařské 
fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Králové a ve�kerý biolo-
gický materiál byl získán s informovaným souhlasem pacien-
tů. V�echny vzorky tkání pocházely z čerstvých resekátů či 
vzorků čerstvě bioptovaných. Bezprostředně po odběru byly 
vzorky v plastových zkumavkách ulo�eny do mrazícího boxu 
na teplotu �70 °C. Ani v jednom případě nebyl pou�it vzorek 
po fixaci ve formalínu nebo zalitý v parafinovém bločku.  

Stabilizovaná buněčná linie lidského kolorektálního 
adenokarcinomu SW480 (p53−/−, APC−/−) byla získána 
z American Type Culture Collection (ATCC), USA. Tato 
linie obsahuje bodovou mutaci GGT→GTT (G12V) 
v kodonu 12 genu K-ras. Buňky byly kultivovány v Dul-
bekově modifikovaném Eaglově médiu (Gibco, USA) 
obohaceném o 10% fetální hovězí sérum (Gibco, USA), 
penicilin G (100 U ml−1) a streptomycin (100 mg ml−1). 
Inkubace probíhaly v inkubátoru s řízenou atmosférou (5% 
CO2) při 37 °C. Buněčné kultury byly pasá�ovány dvakrát 
týdně pomocí 0,05% roztoku trypsin/EDTA dle protokolu 
společnosti ATCC.  

DNA byla ze vzorků tumorů a z buněčného sedimen-
tu linie SW480 izolována standardní fenol-chloro-
formovou extrakční metodou14. Vy�etření pomocí rt-PCR 
byla provedena v přístroji LightCycler 1.5 (Roche Dia-
gnostics, SRN). Reakční objem ve skleněných kapilárách 
byl 10 µl. Ka�dá kapilára obsahovala 60 ng DNA templá-
tu, 1 µl reakční směsi LightCycler DNA Master HybProbe 
(Roche), chlorid hořečnatý (finální koncentrace ve směsi 
5 mmol l−1), fluorescenčními značkami opatřené hybridizač-
ní sondy S1 a S2 (ka�dá s finální koncentrací 0,3 µmol l−1), 
oxy-LNA oligomer O1 (0,1 µmol l−1) a dva primery P1 a P2 
(0,5 µmol l−1). Sondy S1 a S2 hybridizovaly ke kódujícímu 
řetězci ve vzájemné vzdálenosti dva nukleotidy − pro účinný 
přenos fluorescenční rezonanční energie (FRET, fluorescen-
ce resonance energy transfer) mezi pou�itými fluorochromy. 
Sonda S1 byla na 3�-konci značena fluoresceinem (donor-
fluorochrom s excitačním maximem 497 nm a emisním 
maximem 525 nm); sonda S2 byla na svém 5�-konci zna-
čena fluorescenční značkou LC RED 705 (akceptorový 
fluorochrom s emisním maximem 705 nm, Roche) a její 
hydroxylová skupina na 3�-uhlíku byla blokována fosfory-
lací (v sekvenci sondy S2 označeno symbolem PH-3�) pro 
zabránění polymerace. Stejným způsobem byl opatřen i 3�-
konec pou�itého oxy-LNA oligomeru O1. Oba primery 
(P1 primer: 5�-AGG CCT GCT GAA AAT GAC TG-3� 

a P2 primer: 5�-GGT CCT GCA CCA GTA ATA TGC A-3�), 
sondy (S1, donor fluorescence: 5�-CGT CCA CAA AAT 
GAT TCT GAA TTA GCT GTA TCG TCA AGG CAC 
T-fluorescein-3�; sonda S2, akceptor fluorescence: 5�-LC 
RED 705-TTG CCT ACG CCA CAA GCT CCA A-PH-3�) 
a oxy-LNA oligomer O1 (5�-CCT ACG CCA CCA GCT 
CC-PH-3�) byly syntetizovány v TIB MOLBIOL, SRN 
podle návrhu Chen a spol.11. Délka amplifikovaných PCR 
produktů byla 164 bp. Pozice nasedání primerů, sond 
a LNA oligomeru O1 na řetězce DNA schematicky zná-
zorňují obr. 2a,b. Teplotní podmínky pro rt-PCR byly ná-
sledující: iniciální denaturace 10 minut při 95 °C následo-
vaná 45 amplifikačními cykly (denaturace 5 s při 95 °C, 
hybridizace primerů 10 s při 60 °C, elongace 7 s při 72 °C). 
Celková doba analýz se pohybovala okolo 60 minut.  

Jako pozitivní kontrola byla pou�ita DNA z nádorové 
buněčné linie SW480. Negativní amplifikační kontrolu 

Obr. 2. Schematické znázornění pozic primerů (P1 a P2), sond 
(S1 a S2) a oxy-LNA oligomeru (O1) v exonu 1 genu K-ras; 
obr. 2a ukazuje situaci, kdy je ve vzorku přítomna DNA 
s normální sekvencí v genu K-ras a oligomer O1 díky vy��í kom-
plementaritě vytěsňuje při optimální teplotě sondu S2 z vazby na 
DNA templát, co� vede k ztrátě mo�nosti přenosu fluorescenční 
rezonanční energie mezi dvojicí fluorochromů vázaných na kon-
cích hybridizačních sond, tj. fluoresceinu (F) jako donoru fluores-
cence a LC 705 (L) jako akceptoru fluorescence. Na obr. 2b je 
znázorněna situace, kdy v přítomnosti mutantní alely genu K-ras 
(v kodonu 12) přednostně hybridizuje sonda S2 a po přenosu 
fluorescenční rezonanční energie dochází k emisi záření fluo-
rochromu LC 705 a k jeho následnému zachycení na detektoru     

a 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
b 
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tvořila reakční směs bez přítomnosti DNA templátu. 
K vyloučení mo�nosti inhibice rt-PCR byl ka�dý vzorek 
DNA amplifikován paralelně s a bez přítomnosti LNA 
molekul v reakční směsi. Pro ověření výsledku a pro bli��í 
specifikaci zji�těného typu bodové mutace byla stanovena 
nukleotidová sekvence PCR produktů s pou�itím soupravy 
GenomeLabTM DTCS Quick Start Kit a kapilárního sekve-
nátoru CEQ 8000 (Beckman Coulter, USA).   

Ředicí řada vzorků pro zji�tění citlivosti metody byla 
připravena sériovým ředěním DNA pocházející z linie 
SW480 extrakty DNA kontrolní skupiny s normální sek-
vencí genu K-ras (sekvence byly předem ověřeny stanove-
ním nukleotidové sekvence v exonu 1). Vytvořená ředicí 
řada obsahovala tento podíl mutantních alel v 60 ng DNA 
templátu: 33 %; 6,7 %; 1,3 %; 0,27 %; 0,05 %; 0,01 %.  

 
 

Výsledky a diskuse 
 
Amplifikace produktů z oblasti 1. exonu genu K-ras 

pomocí rt-PCR proběhla ve v�ech DNA vzorcích extraho-
vaných z nádorové i nenádorové (kontrolní) tkáně. Se-
lektivní amplifikace mutantních alel při LNA-clamped 
rt-PCR prokázala přítomnost bodové  mutace v genu K-ras 
u 45 vy�etřených karcinomů (34 %). Frekvence výskytu 
mutací ve sledovaném souboru vzorků je v souladu 
s výsledky na�ich předchozích experimentů15. Amplifikační 
křivky typické pro mutantní alely genu K-ras ukazuje obr. 3.  

Následná konfirmace provedená stanovením nukleoti-
dové sekvence PCR produktů umo�nila blí�e specifikovat 
v�echny detegované mutace. Přesto�e jsme pro LNA-

clamped rt-PCR pou�ili fluorescenční sondu navr�enou 
primárně pro mutantní typ GGT→TGT (G12C), který byl 
zachycen ve dvou vzorcích, pou�itá metoda byla schopna 
spolehlivě detegovat takté� substituce GGT→GAT 
(G12D, 17 případů), GGT→GTT (G12V, 16 případů), 
GGT→AGT (G12S, 4 případy) a GGT→GCT (G12A, 
2 případy), a to ve frekvencích blízkých závěrům vět�ích 
populačních studií16. Bodové mutace v genu K-ras analy-
zované metodou rt-PCR clamping ve vzorcích karcinomu 
pankreatu a cholangiokarcinomu jsou prokazovány vý-
hradně v 12. kodonu genu11. Konstrukce pou�itých sond 
nám v�ak v případě kolorektálního karcinomu umo�nila 
zachytit rovně� genetické změny v kodonu 13. Záměna 
GGC→GAC (G13D) byla v na�em souboru vzorků dete-
gována celkem ve čtyřech případech.  

Mutace v kodonech 12 a 13 představují u kolorektál-
ních karcinomů 90 % v�ech genetických změn prokazatel-
ných v genu K-ras. Dosud provedené studie ukázaly, �e 
transverze GGT→GTT jsou významným prognostickým 
faktorem pro vy��í výskyt pooperačního relapsu této cho-
roby. Naopak, nejčastěj�í záměna GGT→GAT bývá dete-
gována spí�e v méně rozvinutém stádiu tumoru a pravdě-
podobně nijak neovlivňuje délku pře�ití16.   

Jedním  ze stě�ejních cílů na�í práce bylo optimalizo-
vat amplifikaci mutantních alel genu K-ras ve vzorcích 
kolorektálních karcinomů. Klíčovým předpokladem pro 
cílenou amplifikaci mutantních sekvencí bez rizika fale�ně 
negativních či fale�ně pozitivních výsledků je mno�ství 
LNA molekul přidávané do reakční směsi. Optimální kon-
centrace LNA pro rt-PCR clamping (0,1 µmol l−1) byla při 
stejném mno�ství DNA templátu v reakční směsi dvacet-
krát ni��í oproti pou�ívaným koncentracím PNA oligome-
rů11. Tento fakt svědčí o řádově vy��í účinnosti námi pou-

Obr. 3. Amplifikační křivky real-time PCR; oblast 1. exonu 
genu K-ras byla amplifikována v přítomnosti fluorescenčních 
hybridizačních sond umo�ňujících vizualizaci vznikajících PCR 
produktů. Přeru�ovanými čarami 1−7 jsou znázorněny amplifika-
ce bez přítomnosti LNA oligomeru v reakční směsi, plnými čara-
mi 8−14 jsou vyznačeny amplifikace toto�ných vzorků DNA při 
LNA-clamped rt-PCR. Ve čtyřech případech zde byly detegovány 
bodové mutace v genu K-ras. Stanovením nukleotidové sekvence 
byly následně zji�těny mutace G12D (tomuto vzorku odpovídá 
amplifikační křivka 8), G12S (křivka 9), G12V (křivka 10) a 
G13D (křivka 11). Ve třech případech byly mutace vyloučeny 
(nedo�lo k amplifikaci, křivky 12−14). Vzhledem k přítomnosti 
jak mutantní, tak normální sekvence v DNA extraktech získaných 
z kolorektálních karcinomů jsou amplifikace prováděné bez pří-
tomnosti oxy-LNA oligomeru silněj�í a počty cyklů rt-PCR nut-
ných pro detekci fluorescenčního signálu ni��í 

Obr. 4. Určení citlivosti metody LNA-clamped rt-PCR; ampli-
fikační křivka 1: v 60 ng DNA templátu bylo zastoupeno 20 ng 
mutantních alel genu K-ras z linie SW480 (33 %); křivka 2:  4 ng 
(6,7 %); křivka 3: 0,8 ng (1,3 %); křivka 4: 0,16 ng (0,27 %); 
křivka 5: 0,03 ng (0,05 %); křivka 6: 0,006 ng (0,01 %, bez am-
plifikace). Díky LNA clamping nebyly amplifikovány normální 
alely genu K-ras. Proto i přes stejné výchozí mno�ství DNA 
templátu stoupá počet cyklů potřebný k detekci fluorescenčního 
signálu podle sni�ujícího se mno�ství mutantních alel ve vzorcích 
ředicí řady. Citlivost metody je přibli�ně 0,03 ng. Vzorek bez 
DNA templátu (negativní kontrola) je znázorněn přeru�ovanou 
čarou (křivka 7)         
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�ité modifikace PCR clamping.    
Vy�etřením vzorků morfologicky normální střevní 

sliznice jsme nezaznamenali �ádné amplifikační křivky při 
rt-PCR ani jiné nespecifické produkty na elektroforetic-
kém gelu. Negativní výsledek potvrdilo té� sekvenování 
PCR produktů amplifikovaných v reakčních směsích bez 
přítomnosti LNA oligonukleotidů.  

Na základě ředicí řady popsané v Experimentální 
části byla určena citlivost na�í vy�etřovací metody. Nejni�-
�í amplifikovatelné mno�ství mutantních alel obsa�ené 
v 60 ng DNA matrice bylo 30 pikogramů (0,05 %). Určení 
detekčního limitu znázorňuje obr. 4. Citlivost této jed-
nostupňové metody je v souladu s pracemi vyu�ívajícími 
pro rt-PCR PNA oligomery11,17.  

 
 

Závěr 
 
Několik autorů popsalo mo�nost detekce velmi ma-

lých mno�ství cirkulujících nádorových buněk v krevní 
plasmě, �luči, pankreatické �ťávě, sputu nebo v sentinelo-
vých uzlinách na základě přítomnosti mutací v genu K-ras 
metodou PNA-clamped rt-PCR (cit.11,13,18). Podobně i na�e 
modifikace vyu�ívající LNA oligonukleotidy k cílenému 
zablokování amplifikace normálních alel genu K-ras 
umo�ňuje specifickou detekci malých mno�ství mutant-
ních alel v kodonech 12  a 13. Představuje rychlou a spo-
lehlivou alternativu pro vy�etření mutací ve vzorcích DNA 
pocházejících přímo z nádorové tkáně nebo jiného biolo-
gického materiálu. Pro bli��í identifikaci nalezených muta-
cí je v�dy nezbytné stanovit nukleotidovou sekvenci získa-
ných PCR produktů.   

 
S e z n a m  z k r a t e k  
 
bp           počet párů bází 
FISH      fluorescenční in situ hybridizace 
FRET     fluorescence resonance energy transfer 
LNA      locked nucleic acids 
PNA      peptide nucleic acids 
rt-PCR polymerasová řetězová reakce v reálném čase 
TNM     mezinárodní klasifikace maligních tumorů 

(z anglického Tumor, Node, Metastasis) 
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The aim of the study was to examine diagnostic possi-

bilities of LNA (locked nucleic acids) -clamped PCR for 
detection of somatic mutations in the K-ras gene in 133 
samples of human malignant colorectal tumors. Selective 
real-time PCR amplification of mutant alleles of the K-ras 
gene (codon 12 and 13) revealed the presence of mutations 
in 45 samples of the tumors. The detection limit of the 
used method for K-ras mutant alleles was 0.03 ng. LNA-
clamped PCR suppressing amplification of the wild-type 
alleles of the K-ras gene provides a very sensitive and 
specific detection of mutations present in DNA samples of 
colorectal carcinomas.  


