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Úvod  
 
Glutathion S-transferasa M1 (GSTM1; EC 2.5.1.18) 

je cytosolický enzym, který se katalyticky podílí na bio-
transformaci xenobiotik v mnoha lidských tkáních. Tento 
konjugační enzym je kódován genem GSTM1 lokalizova-
ným na 1. chromosomu v pozici 1p13.3. Gen je součástí 
genového klastru o velikosti 100 kb, jenž se skládá z pěti 
vzájemně homologních genů GSTM1-GSTM5. Přibližně 
polovina lidské populace obsahuje rozsáhlou deleci 20 kb 
zahrnující kompletní gen GSTM1 (cit.1,2). Tato delece pod-
miňuje nulovou alelu, GSTM1*0; běžná populační alela se 
označuje GSTM1*1.  

Nulový genotyp GSTM1*0/*0 způsobuje díky absenci 
funkčního enzymu výrazně pomalejší eliminaci karcino-
genních látek z organismu. Je proto považován za rizikový 
genetický faktor při rozvoji aplastické anémie3, maligních 
nádorů jater4, plic5, střev6, hlavy a krku7. Zvýšené riziko 
maligních procesů souvisí zejména s vyššími koncentrace-
mi genotoxických aduktů vznikajících mezi deriváty poly-
cyklických aromatických uhlovodíků (PAU) a molekulami 
DNA. Tvorba těchto aduktů je vystupňována u osob s nu-
lovým genotypem vystavených dlouhodobé expozici PAU 
(cit.8–10), včetně silných kuřáků11.   

Překvapivě málo studií se zabývá riziky PAU u hete-
rozygotních nosičů alely GSTM1*0, přestože i u nich byla 
zaznamenána zvýšená genotoxicita a mutagenita12. Nedo-
statek těchto studií je způsoben především analytickými 
důvody. Doposud používané vyšetřovací metody založené 
na polymerasové řetězové reakci (PCR) jsou schopny vel-
mi obtížně odlišit osoby s heterozygotním genotypem 

GSTM1*0/*1 od jedinců GSTM1*1/*1. Výjimkou je kvan-
titativní real-time PCR, při které lze nižší počet genových 
dávek GSTM1 určit z vyššího počtu reakčních cyklů po-
třebných k překonání meze detekce (Ct, cycle threshold). 
Pro dostatečnou spolehlivost této metody je však nutná 
velmi dobrá kvalita extrahované DNA, vysoká účinnost 
PCR, normalizace výsledku analýzy GSTM1 vůči genům 
s konstantním počtem kopií v diploidních buňkách a sofis-
tikované matematické algoritmy k vyhodnocení příslušné-
ho genotypu. Přesto bývají výsledky u 1–3 % analyzova-
ných vzorků uzavírány jako nehodnotitelné13,14.   

Cílem naší studie bylo navrhnout pracovní postup pro 
jednoznačnou a spolehlivou genotypizaci GSTM1 použitel-
nou v molekulární diagnostice. Pro tento účel byla vybrána 
technologie digitální PCR (dPCR), při níž se provádí abso-
lutní kvantifikace molekul templátové DNA. Při dPCR je 
každá molekula DNA individuálně amplifikována 
v příslušném reakčním segmentu – jamce, mikrokomůrce 
či v kapičce vodné fáze rozptýlené v oleji (podle systému 
a jeho výrobce). Pokud v daném segmentu došlo 
k amplifikaci, je díky přítomnosti hydrolyzačních či hybri-
dizačních sond ve směsi zachycen na detektoru pozitivní 
fluorescenční signál, tento segment je v softwaru označen 
číslicí 1. Není-li v segmentu přítomna molekula templátu 
a nedošlo k její amplifikaci, je každý takový segment hod-
nocen číslicí 0. Celkové množství pozitivně hodnocených 
segmentů odpovídá absolutnímu počtu templátových mo-
lekul DNA ve směsi, který se následně vztahuje na přísluš-
nou objemovou jednotku. V případě heterozygota 
GSTM1*0/*1 by množství templátových molekul DNA 
obsahujících jeden funkční gen GSTM1 (tedy jednu geno-
vou dávku) mělo být poloviční než u homozygotů 
GSTM1*1/*1 se dvěma genovými dávkami.  

 
 

Experimentální část 
 
Vyšetřovaný soubor tvořilo 50 extraktů genomové 

DNA získaných od 25 mužů a 25 žen s mediánem věku 
47 roků (rozsah 20–82 roků). K extrakci DNA z krevních 
buněk byla použita souprava QIAamp DNA Blood Mini 
Kit, Qiagen, SRN. Studie byla schválena Etickou komisí 
Lékařské fakulty UK v Hradci Králové a každý účastník 
podepsal před svým zařazením informovaný souhlas.  

Ke genotypizaci bylo použito zařízení QX100 Droplet 
Digital PCR System, Bio-Rad, USA. Amplifikační směs 
(25 l) obsahovala 12,5 l 2 koncentrovaného ddPCR 
Supermixu (Bio-Rad, USA), 100 ng genomové DNA, am-
plifikační primery ve finální koncentraci 900 nmol l–1 
a hydrolyzační sondy o koncentraci 250 nmol l–1. Pro hod-
nocení amplifikace byl použit program  QuantaSoft verze 
1.7.4 (Bio-Rad, USA). Absolutní množství GSTM1 bylo 
následně normalizováno vůči β-globinovému referenčnímu 
genu, který v každé diploidní buňce disponuje dvěma ge-
novými dávkami.  

Sekvence primerů a sond byly následující: přímý (forward) 
primer pro GSTM1 5’-CACCTGCATTCGTTCATGTGAC-3’, 
reverzní primer pro GSTM1 5’-AAGCAAGAGCAGA-
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GAGGAGAC-3’, hydrolyzační sonda pro GSTM1 5’-FAM-
TTCAGTCCTGCCATGAGCAGGCACABHQ1-3’, přímý 
primer pro β-globin 5’-GAGGGTTTGAAGTCCAA-
CTCCTAA-3’, reverzní primer pro β-globin 5’- CAGGG-
TGAGGTCTAAGTGATGACA-3’ a hydrolyzační sonda 
pro β-globin 5’-HEXCAGTGCCAGAAGAGCCAAGGA-
CAGGT-BHQ1-3’.  

K porovnání dat odpovídajících jednotlivým genoty-
pům byl použit Studentův t test. Rozdíly byly považovány 
za statisticky významné při hodnotách P<0,05. 

 
 

Výsledky a diskuse 
 
Digitalní PCR provedená ve více než desetitisíci kapi-

ček vodné fáze rozptýlených v oleji (droplet digital PCR) 
umožnila určení genotypu v genu GSTM1 u všech vyšetře-
ných osob. Záznam analýzy DNA pomocí dPCR 
a hodnocení podle počtu kapiček s proběhlou amplifikací 
genu GSTM1 je zobrazen na obr. 1. 

U pěti osob s genotypem GSTM1*1/*1 byl poměr 
počtu kopií GSTM1 vůči β-globinovému genu 1,01±0,02. 
Tento výsledek odpovídal přítomnosti dvou funkčních alel 
genu GSTM1, resp. dvěma jeho genovým dávkám v di-
ploidních buňkách. Heterozygotní jedinci s genotypem 
GSTM1*0/*1 (n=23) měli v buňkách jen jednu funkční 
alelu GSTM1*1, proto byl u nich zjištěn poměr genových 
dávek GSTM1/β-globin 0,50±0,03 (P<0,001). A konečně, 
jedinci s genotypem GSTM1*0/*0 (n=22), tedy s delecí 
přítomnou na obou párových chromosomech, nevykazova-
li při digitální PCR žádné známky amplifikace genu 
GSTM1.     

Prevalence rizikové alely GSTM1*0 byla v našem 
souboru osob 67 % a korespondovala s výsledky zjištěný-
mi v jiných studiích12,14. Frekvence jednotlivých genotypů 
GSTM1*1/*1 (10 %), *0/*1 (46 %) a *0/*0 (44 %) odpo-
vídaly Hardy-Weinbergově rovnováze.  

Digitální PCR lze považovat za techniku, která doká-
že jednoznačně určit příslušný genotyp v rámci delečního 
polymorfismu v genu GSTM1. Předpokládáme, že její 
unikátní schopnost selektivní amplifikace jednotlivých 
molekul DNA bude v budoucnu využitelná i k analýze 
dalších rozsáhlých delecí, např. v genu GSTT1 pro nádoro-
vou diagnostiku15, JAG1 u Alagillova syndromu16, FECH 
u porfyrií17, DSG4 u hypotrichóz18, HOIL1 
u imunodeficitů19, PH1 u primární hyperoxalurie20, 
POLR3B u leukodystrofie21 nebo ABCC2 u Dubin-
Johnsonova syndromu22. Vyšetřovací přístup založený na 
digitální PCR byl již úspěšně použit k diagnostice ztrát 
heterozygosity v onkosupresorových genech NF1 
a BRCA2 (cit.23,24).  

 
 

Závěry  
 
Digitální PCR je vhodnou a spolehlivou technologií 

pro určení genotypu v rámci delečního polymorfismu 
v genu GSTM1, jenž kóduje cytosolický enzym důležitý 
pro biotransformaci xenobiotik. 

 
Tato studie byla finančně podpořena prostředky pro-

jektů PRVOUK P37/09 a P37/11 Lékařské fakulty 
v Hradci Králové, Univerzity Karlovy v Praze. 
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Glutathione S-transferase M1 is a cytosolic enzyme 

important for the biotransformation of xenobiotics in vari-
ous human tissues. The aim of this study was to perform 
genetic analysis of deletion polymorphism in the GSTM1 
gene by using the technology of digital PCR. For genotyp-
ing, the QX100 Droplet Digital PCR System was used. 
The absolute quantity of GSTM1 copies was normalized to 
the β-globin reference gene. In our experimental group, the 
prevalence of GSTM1*0 null variant was 67 %. Frequen-
cies of GSTM1*1/*1 (n=5), GSTM1*0/*1 (n=23), and 
GSTM1*0/*0 (n=22) genotypes were 10 %, 46 %, and 
44 %, respectively. Digital PCR seems to be an available 
and reliable technology for GSTM1 deletion polymor-
phism genotyping.  


