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Epigenetika je v&dni podobor genetiky zabyvajici se regulaci genové
exprese a propagaci genetické informace organismu v reakci na zmény
prostiedi. K témto zménam dochazi bez ovlivnéni primarni struktury
DNA a mohu byt dédény z buriky na bufiku i z generace na generaci.
Mezi primarni epigenetické regulacni mechanismy fadime metylaci
DNA, coz je reverzibilni dédicny proces kovalentniho navazani
metylové skupiny na molekulu nukleové kyseliny, ktery je spolecny
pro vSechny organismy. V ramci mnoha studii bylo zjisténo, ze
metylace DNA na specifickych lokusech muze slouzit jako potencialni
biomarker starnuti a mize byt uzite¢nym néstrojem pro stanoveni véku
zustavitele stopy pfi vySetfovani kriminalnich ptipadu.

Cilem teoretické Casti prace bylo vypracovat literarni reSersi na téma
epigenetickych modifikaci, metylace cytosinu, biomarkerd starnuti
ametod analyzy metylace DNA. Cilem praktické casti pak bylo
pripravit vlastni metylované anemetylované standardy, zavést
do laboratorni praxe metodu NEBNext a jeji vysledky porovnat
s bisulfitaéni reakci, ktera se jiz v laboratoii bézné pouziva
a optimalizovat metodu BisQUE k vyhodnoceni u¢innosti konverze
vzorkil zpracovanych bisulfitacni i alternativni metodou.

V ramci experimentalni ¢asti prace byl uspeésné pripraven metylovany
i nemetylovany standard. Byla také provedena metoda NEBNext
na sad¢ pacientskych vzorki i standardd. Pomoci této metody se
podafilo stanovit vék s presnosti az 5 let, avSak standardy poukazovaly
na nedostate¢nou ucinnost konverze DNA. Pii provedeni metody také
dochazelo k vysokym ztratam DNA (az 97 %), které byly vyssi nez
ztraty u bisulfitové konverze (90 %). Pro vyhodnoceni uéinnosti
konverze byla nasledné optimalizovana nova metoda BisQuE, pomoci
které byla zméfena Gc¢innost konverze jako 100% u bisulfitace a az
99,96% u NEBNextu. Ziskané vysledky nepotvrdily, ze NEBNext je
k DNA Setrn¢jsi nez bisulfitacni konverze.
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Epigenetics is a subfield of genetics studying regulation of gene
expression and propagation of genetic information in response
to environmental changes. These changes occur without affecting
the primary DNA structure and can be inherited from cell to cell
and from generation to generation. The primary epigenetic regulatory
mechanisms include DNA methylation, which is a reversible heritable
process of covalently attaching a methyl group to a nucleic acid
molecule that is common to all organisms. Previous studies have found
that DNA methylation at specific loci can serve as a potential
biomarker of aging and can be a useful tool for determining the age
of the DNA originator in criminal investigations.

The aim of the theoretical part of the thesis was to summarize
the literature about epigenetic modifications, cytosine methylation,
biomarkers of aging and methods of DNA methylation analysis.
The aim of the practical part was to prepare our own methylated
and unmethylated standards, to introduce the NEBNext method into
laboratory practice and compare its results with the bisulfitation
reaction that is already commonly used in the laboratory and
to optimize the BisQUE method to evaluate the conversion efficiency
of samples processed by the bisulfitation and alternative methods.

Both methylated and unmethylated standards were successfully
prepared in the experimental part of the work. The NEBNext method
was also performed on a set of patient samples and standards. Using
this method, the age could be determined with an accuracy of up to 5
years, but the standards showed an insufficient efficiency of DNA
conversion. The method also resulted in high DNA losses (up to 97%),
which were higher than those of bisulfite conversion (90%). For the
assessment of conversion efficiency, a novel method called BisQuUE
was subsequently optimized, through which a conversion efficiency of
100% was measured for bisulfite conversion and up to 99.96% for
NEBNext. The results obtained did not confirm that NEBNext is more
DNA friendly than bisulfite conversion.
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Cile prace

Cilem teoretické casti prace bylo vypracovat literarni reSersi na téma epigenetickych
modifikaci, metylace cytosinu, biomarkert starnuti a metod analyzy metylace DNA.
Cilem praktické ¢asti pak bylo pfipravit vlastni metylované a nemetylované standardy,
zavést do laboratorni praxe metodu NEBNext a jeji vysledky porovnat s bisulfitacni
reakci, kterd se jiz v laboratofi bézné pouziva a optimalizovat metodu BisQuE
k vyhodnoceni tu¢innosti konverze vzorku zpracovanych bisulfitaéni i alternativni

metodou.



1 UVOD

Epigenetické zmény v DNA jsou zasadni pro regulaci genové exprese V bunikach
asouvisi s propagaci genetické informace v reakci na zmény prostfedi. Pisobenim
epigenetickych jevli v organismu dochazi ke zménam struktury i funkce
deoxyribonukleové kyseliny, které nejsou zplisobeny zménou sekvence nukleotidi
(Moore et al., 2013). Tim se podili na procesech diferenciace, morfogeneze a adaptivity
a variability organisml (Haluskova, 2009). Mezi epigenetické zmény fadime kovalentni
modifikace DNA, jako je metylace DNA, a post-transla¢ni modifikaci histont, jez se

podili na modelaci chromatinu.

Vyznamnym epigenetickym regulaénim mechanismem je metylace cytosinu,
jezbyla prvné pozorovana Vroce 1948 pii experimentu vyuzivajicim papirovou
chromatografii (Hotchkiss, 1948). Metylace je reverzibilni proces kovalentniho navazani
metylové skupiny z S-adenosyl-L-metioninu na cytosin pomoci rodiny enzymi zvané
DNA metyltransferasy. Tento proces je spole¢ny pro vSechny organismy véetné bakterii,
rostlin a savci, pficemz jeho patologické rozvinuti muze vést k zavaznym imunitnim,
onkologickym, neurologickym, genetickym i jingym porucham (Jin & Robertson, 2013;
Li et al.,, 2021; Rasmi et al.,, 2022; Younesian et al., 2022). Metyla¢ni zmény
ve specifickych oblastech DNA bohatych na cytosin mohou souviset s chronologickym
vékem a mohou byt tedy vyuzity jako potencialni biomarkery starnuti
(Christensen et al., 2009) ¢i jako dulezity nastroj k odhadu véku z télnich tekutin pfi
vySetfovani kriminédlnich ptipadi (Kotkova & Drabek, 2023; Rana, 2018; Zbiec-
Piekarska et al., 2015).

V ramci teoretické ¢asti diplomové prace jsem shrnula aktualni poznatky v oblasti
epigenetickych hodin a biomarkert starnuti a dale metylacnich zmén v DNA, jejich
analyzy a vyuZiti v oblasti forenznich v&€d. V rdmci experimentalni ¢asti jsem se neprve
zamgéfila na pfipravu nemetylovaného a metylovaného standardu pro dalsi experimenty.
Dale jsem se také sousttedila na bisulfitovou konverzi, jeZ je zlatym standardem v oblasti
analyzy metylacnich zmén a na zavedeni alternativni metody NEBNext, pficemz
vysledky obou metod byly posléze porovnany. Pro prozkoumani falesné pozitivnich
vysledki byla nasledné optimalizovana metoda BisQuE, ktera umoziuje vyhodnotit
ucinnost konverze nemetylovanych cytosinti na uracil po bisulfita¢ni reakci a u€innost

konverze metylovanych cytosint na karboxycytosin po NEBNext reakci.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Uvod do epigenetiky

Epigenetika je nastavba genetiky izce souvisejici s regulaci genové exprese a propagaci
genetické informace organismu v reakci na zmény prostiedi. Zabyva se zménami
struktury i funkce deoxyribonukleové kyseliny, které nejsou zptisobeny zménou sekvence
nukleotidii. Epigenetické jevy pfitom mohou byt pfendSeny z bunky na buiku

I Z generace na generaci (Moore et al., 2013).

Ackoli prakticky vSechny buiikky v organismu obsahuji stejnou genetickou
informaci, geny jsou exprimovany rozdiln¢, maji odlisné expresni profily v jednotlivych
typech buné¢k. Epigenetické zmény se ptitom zasadné podili na regulaci genové exprese
v ramci transkripce, translace a post-translacnich modifikaci. Timto jsou zapojeny
do procest  diferenciace, morfogeneze a adaptivity a variability organismu
(Haluskova, 2009). Jejich patologie se projevuje potlacenim ¢innosti genll zapojenych
do opravnych procest nukleovych kyselin a narusenim kontrolnich bodti bunétného
cyklu a systému programované bunééné smrti, ¢imZz mohou vést az k rozvoji

autoimunitnich chorob (Surace & Hedrich, 2019).

Mezi epigenetické zmény patii kovalentni modifikace DNA, jako je metylace DNA
a post-translaéni modifikace histont, jez se podili na modelaci chromatinu. Studie
Vv poslednich desetiletich ukazuji, Ze zeyména metyla¢ni zmény ve specifickych oblastech
DNA bohatych na cytosin mohou souviset s chronologickym vékem a mohou byt tedy

vyuzity i jako potencialni biomarkery starnuti (Christensen et al., 2009).



2.2 Biomarkery starnuti

Starnuti je komplexni a pfirozeny proces postupného nevratného snizovani vitality
a funk¢ni kapacity organismu. Jedna se o proces univerzalni pro vSechny organismy,
jenz ovliviiyje jejich fyziologicky stav na molekularni, bunécné i tkanové arovni. Stafi
jedince je téz vyznamnym rizikovym faktorem pro spoustu zavaznych chorob, jako jsou
napiiklad kardiovaskuldrni a onkologickd onemocnéni, cukrovka, neurologicka
onemocnéni (Wagner et al., 2016). Rychlost starnuti se pfitom mize vyznamné lisit
Vv zavislosti na pohlavi, zivotnim stylu a zivotospravé, genetickych predispozicich
a dalsich faktorech (Cowell et al., 1994; Olivetti et al., 1995). Veskeré faktory pfitom
doposud nebyly pln¢ prozkoumany.

Biologické znaky ¢i ukazatele, které slouzi ke sledovani procest starnuti
v lidském téle, nazyvame biomarkery starnuti. Mohou poskytovat informace
0 biologickém veku organismu a aktualnim stavu jeho télesnych funkei, stejné tak mohou
byt uzitecné pro odhad rychlosti starnuti a predikci vyskytu zdravotnich komplikaci
¢i smrti. Biomarkery starnuti pak mohou byt uzitecné také pro studium mechanismt
starnuti, klinickou diagnostiku nemoci spojenych se starnutim a vyvoj strategii

pro zlepSeni zdravi a prodlouzeni Zivota (Mogri et al., 2023).

Pro zavedeni nového biomarkeru starnuti do praxe je stanoveno nékolik kritérii.
Mezi tato kritéria fadime relevanci pro starnuti, minimalni invazivitu vySetfeni
a spolehlivost pii méfeni s nizkou technickou variabilitou. Biomarker by me¢l také
odpovidat na funk¢ni aspekty starnuti. Zarovenn by mél byt uplatnitelny pro Sirokou
populaci. Pfed zavedenim do laboratorni praxe pak musi biomarker projit analytickou

a klinickou validaci pro zajisténi spolehlivosti (Mogri et al., 2023).

Biomarkery starnuti miZeme rozdélit do dvou zakladnich skupin,
a to na jednoduché a slozené. Jednoduché biomarkery sleduji jeden parametr ¢i ptipadné
uzkou skupinu parametrd, které jsou asociovany s vékem. Mohou byt dale déleny
na a) molekularni, jez vychazi ze znaki starnuti na urovni bunék, nukleovych kyselin
¢i proteind, b) funkéni, které popisuji snizujici se funkéni kapacitu v prubéhu starnuti

a c) antropometrické, jez se zaméruji na strukturalni zmény télesné konstituce.

Molekularni biomarkery vychazi obvykle z métitelnych laboratornich parametrt,

sledovanych ve vzorcich krve, slin, spermatu ¢i jinych télnich tekutin. Do této skupiny



muzeme zatadit poskozeni nukleové kyseliny, zvySujici pravdépodobnost ¢asného umrti
(Whittemore et al., 2019), zkracovani telomer, jez vede k postupné destabilizaci
dvousroubovice DNA (Shay, 2018), poruchy homeostazy proteind, mitochondrialni
dysfunkce, vycerpani kmenovych bun¢k a dalsi. Dulezitym molekularnim parametrem
jsou také epigenetické zmény v DNA, jez budou blize popsany v nasledujicich
kapitolach. Do skupiny funkénich, neboli fyziologickych markerti fadime obvykle
parametry z bézné klinické praxe, jez souvisi s rychlosti starnuti, jako je napiiklad
maximalni tepova frekvence ¢i vitalni kapacita plic (Boss & Seegmiller, 1981).
Antropometrické neboli anatomické faktory pak zohlednuji aktudlni stav jedince. Do této
skupiny je mozné zaradit napiiklad mnozstvi a rozlozeni télesného tuku, svalové hmoty

¢i vysku postavy (Stoudt, 1981).

Slozené¢ biomarkery predstavuji vysoce komplexni zplsob hodnoceni
biologického veku. Vznikaji kombinaci rozsahlych souborti multiparametrickych dat,
jez jsou statisticky vyhodnoceny pomoci pocitacovych algoritmt ¢i umélé inteligence.
Skupinu sloZzenych markeri miiZeme rozdélit na epigenetické hodiny, jez funguji
na principu odhadu biologického véku na zakladé metylace na CpG ostrivcich DNA
a takzvané -omics metody, jez vychadzi z méfeni metabolomu, proteomu, transkriptomu
¢i jinych soubort déja ¢i latek, jez se vyskytuji v organismu v daném case (Rivero-
Seguraet al., 2020). Tyto metody pak dle konkrétniho zaméfeni rozdélujeme na

genomické, transkriptomické, proteomické a dalsi (Borsky et al., 2023).



2.3 Metylace a demetylace DNA

Mezi hlavni epigenetické regulaéni mechanismy genové exprese fadime metylaci DNA.
Jednd se o reverzibilni dédi¢ny proces kovalentniho navazani metylové skupiny
na molekulu DNA, ktery je spoleény pro vSechny organismy véetné bakterii, rostlin
asavci. Metylace DNA byla prvné objevena v poloviné minulého stoleti v sav¢ich
bunkach. S vyuzitim papirové chromatografie pak byla v roce 1948 poprvé pozorovana
pritomnost metyovaného cytosinu (Hotchkiss, 1948). Ve druhé poloviné minulého stoleti
pak bylo nékolika studiemi prokazano, Ze se metylace DNA podili na regulaci geni

a diferenciaci bun¢k (Compere & Palmiter, 1981; Holliday & Pugh, 1975).

Proces metylace DNA je regulovan rodinou enzymi zvanou DNA
metyltransferasy (DNMT), které jsou klicové pro rist a vyvoj vSech savcu a udrzeni
stability genomu. Patologicka exprese téchto enzymi miize znamenat rozvoj rdznych
forem onemocnéni. Muzeme zde zafadit napiiklad onemocnéni autoimunitni
(Lietal., 2021), onkologicka (Jin & Robertson, 2013), dale neurologicka, jako je
naptiklad Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, amyotroficka laterarni skler6za
(Rasmi et al., 2022; Younesian et al., 2022), genetické poruchy, metabolické poruchy
a dalsi. Primarni roli DNMT v organismu je pienos metylové skupiny na cilové misto na
rozvinutém chromatinovém vlakné DNA pod kontrolou opravnych DNA mechanismd,

donorem metylové skupiny je ptitom S-adenosyl-L-metionin (SAM) (obrazek 1).

De novo metylace DNA

F

b 048

Obrazek 1 Schéma de novo metylace za Gc¢asti DNMT3A a DNMT3B. Metylova skupina je
ptenesena z S-adenosyl-L-metioninu na nukleotidové vlakno.




U savcu byly identifikovany celkem c¢tyfi DNA metyltransferasy. DNA
metyltransferasa 1 se podili na uchovani metylace DNA béhem procesu replikace pomoci
kopirovani metyla¢niho vzoru matetského vldkna na vlakno nové syntetizované, neboli
dcefiné (Kim et al., 2008). DNA metyltransferasa 2 ma vyznam zejména jako tRNA
transferasa katalyzujici metylaci na 38. pozici v tRNA”gyc spise nez v metylaci DNA
(Gibney & Nolan, 2010). DNA metyltransferasa 3a a DNA metyltransferasa 3b cili
na nemetylované CpG dinukleotidy a podileji se tedy na de novo metylaci s funkci
Vv gametogenezi a ranné embryogenezi. Spolupracuji také s DNA metyltransferasou 1
na uchovani metylacniho vzoru béhem replikace (Weber & Schiibeler, 2007). U ¢lovéka
byl popsan také vyskyt DNA metyltransferasy 3-like; tato metylstranferasa v§ak na rozdil
od ostatnich nenese enzymatickou aktivitu (Kareta et al., 2006) a podili se pouze
naregulaci de novo metylace stimulaci aktivity DNA metyltransferasy 3a a DNA
metyltransferasy 3b v zarode¢nych bunkach (Veland et al., 2019). Exprese DNMT a genti
pro ten-eleven translokac¢ni enzymy (TET1, TET2, TET3) se lisi v zavislosti na konkrétni
tkani; ve studiich distribuce 5-hydroxymetylcytosinu (5hmC) a 5-metylcytosinu (5mC)
vmySich a lidskych tkénich byla prokazdna vysSi exprese v mozkové tkéani

(Ito et al., 2010; Khare et al., 2012).

Ackoliv mohou byt teoreticky metylovany vSechny cytosiny v DNA, v lidské
DNA dochazi k metylaci ptiblizné u tfi procent cytosint (Nafee et al., 2008). Nejcastéji
dochdzi k navazani metylové skupiny v oblasti promotoru, skupina se pfitom vaze na paty
uhlik v dinukleotidu cytosin-fosfat-guanin (CpG). Tyto dinukleotidy se v oblasti genomu
vyskytuji v nizké frekvenci kromé takzvanych CpG ostruvki, jez jsou neuspotradané
rozmisténé na DNA sekvenci (Babenko et al., 2017). Dtiv§jsi studie poukazovaly na to,
7e se CpG ostruvky vyskytuji predev§im v promotorové oblasti DNA (Baylin, 2005;
Doerfler, 1981), nové&jsi studie vSak toto tvrzeni vyvraci zjisténim, ze se pfiblizné
polovina CpG ostrivklli nenachdzi v oblasti promotoru, nybrz v intragenovych ¢i
intergenovych oblastech a mohou slouzit také jako markery pocatku transkripce
(Ilingworth et al., 2008). U obratlovct je metylovano vice nez 80 % CpG dinukleotidi
mimo CpG ostriivky, zatimco CpG dinukleotidy obsazené v CpG ostrivcich vykazuji
nizkou uroven metylace (Miranda & Jones, 2007). Navazani metylového zbytku
do oblasti promotoru pak mize vést k transkripénimu umléeni prostiednictvim blokace

vazby transkrip¢ich faktord na sekvenci DNA (Curradi et al., 2002).



Kromé C°-methyl cytosinu mohou vznikat dvé dal§i metylované baze, jmenovité
NO6-methyladenin (mPA) a neddvno objevena minoritni baze N*-methylcytosin (m*C).
Tyto modifikované baze se podileji na ochran¢ bakteridlni DNA pied GCinkem
specifickych  endonukleas prostfednictvim hostitelové specifického restrikéné-
modifikaéniho systému, ktery je povazovdn za obranny mechanismus proti
bakteriofigové infekci. Role m°A zahrnuji napiiklad regulaci virulence a kontrolu mnoha
funkci bakterialni DNA, jako je replikace, oprava, exprese a transpozice DNA
(Ratel et al., 2006). Pfitomnost N®-methyladeninu byla vnedavné dob& potvrzena
Vv lidském genomu, jeho pokles se pfitom miize projevit tumorogenezi (Xiao et al., 2018).
Demetylace DNA je d¢j, kdy dochazi k odstranéni metylové skupiny z S-metylcytosinu
pfi potiebé organismu modifikovat genovou expresi. Jednd se o kliCcovy proces
pro embryogenezi, gametogenezi, mechanismy percepce bolesti a dalsi (Pan et al., 2016).

Muze jit o pasivni, spontanni cestu nebo o cestu aktivni, za ucasti enzymd.

K demetylaci SmC zbytkt dochazi spontanné pii deaminaci 5mC na tymin nebo
na zaklad¢ opravy daného regionu genomu obsahujiciho 5SmC (Unnikrishnan et al., 2019).
Pti aktivni cesté demetylace je metylovana skupina cytosinu modifikovana a poté
odstranéna Cinnosti ten-eleven transloka¢ni enzymu, které jsou soucasti rodiny

translokac¢nich metylcytosin dioxygenas.

Rodina TET proteint zahrnuje tii proteiny (TET1, TET2 a TET3), které¢ katalyzuji
oxidaci metylové skupiny cytosinu na ShmC (Tan & Shi, 2012). Vsechny TET proteiny
obsahuji konzervovanou doménu, sestavenou z dvousroubovicového beta-helixu
(DSBH), doménu bohatou na cystein a vazebna mista pro kofaktory Fe(ll)
a 2-oxoglutarat, které spole¢né formuji katalytické misto. Studie struktury TET proteinti
naznacuji, Ze tato Kkatalyticka Cast vaze prednostné cytosiny v dinukleotidu CpG
a neinteraguje s okolnimi bazemi DNA (Hashimoto et al., 2014; Hu et al., 2013). Kromé
této katalytické domény maji TET1 a TET3 N-termindlni doménu zinkového prstu,

jez vaze DNA (Zhang et al., 2010).

Béhem aktivni cesty demetylace dochdzi nejprve k hydroxylaci DNA
5-metylcytosinu na hydroxymetylcytosin a dale k oxidaci 5hmC na 5-karboxycytosin
(5caC) pres S-formylcytosin (5fC). 5fC a 5¢caC mohou byt z DNA sekvence odstranény
pomoci mechanismu excise dané DNA baze a nahrazeny cytosinem (He et al., 2011).

Bylo zjisténo, Ze 5-hydroxymetylcytosin mize mit v genové regulaci roli sim o sobé



(Kriaucionis & Heintz, 2009; Tahiliani et al., 2009), zejména v nervové soustaveé
(Cheng et al., 2015). Takto modifikovana baze muize byt také odstranéna mechanismem
deaminace na 5-hydroxymetyluracil pomoci cytosindeaminasy. Aktivni i pasivni cesta
demetylace je spolu s de novo metylaci pro pichlednost vyobrazena na obrazku 2.

DNMT3A | | DNMT3B

NH; De novo metylace NH, DNMT1

P
cH,
NF | N | Uchovani
)\ )\ metylaéniho
¢ T o T vzoru
’ : béhem
Cytosin 5-metylcytosin replikace

Aktivni demetylace

TET
(ToG) ,
N A
N /)j/\ oH
NH: 0O
02\ H
‘\\ NF e I
S-karboxycytosin | TET D)\ N TET]  Shydroxymetylcytosin

5-form'ylc ytosin

Obrazek 2 Souhrnné schéma procesu de Novo metylace za G¢asti DNMT3A a DNMT3B, uchovani
metylacniho vzoru za ucasti enzymu DNMT1, pasivni demetylace 5-metylcytosinu na cytosin
a aktivni demetylace za ucasti enzymi TET a tymin-DNA-glykosylasy (TDG).

2.3.1 Vliv véku na metylacni procesy v DNA

Starnuti je zpusobeno fadou komplexnich a vzajemné propojenych faktort. Mezi tyto
faktory fadime oxidativni poSkozeni DNA, vyCerpani samoobnovujicich se kmenovych
bunék, mutace mitochondrialniho a jaderného genomu, hromadéni defekti v organismu,
zkréaceni telomer a dalsi procesy (Kirkwood, 2005). Jakakoliv zména v expresi enzymi
podilejicich se na metylaci DNA pfitom miZze mit velké nasledky pro cely organismus.
Velkym tématem je proto také vliv prostfedi a v€ku na metylaci DNA, expresi DNA

metyltransferas a TET enzymd.

Literatura datujici se od 60. let 20. stoleti poukazuje na skute¢nost, Ze ménici se
vek koreluje také se zménou urovné metylace DNA v genomu (Ahuja et al., 1998;
Berdyshev et al., 1967; Hernandez et al., 2011; Christensen et al., 2009;
Teschendorff et al., 2010). Vibec prvni dikazy korelace mezi vékem a DNA metylaci
pochazeji ze studii na vysokoucinné kapalinové chromatografii (HPLC), kdy byl méfen
obsah 5mC v hydrolyzované DNA. V roce 1988 zahajil americky Mezinarodni institut

starnuti (National Institute of Aging) program s cilem identifikovat biomarkery
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souvisejici s vékem v modelovych organismech (Baker & Sprott, 1988). V novém
tisicileti, po dokonceni projektu Human Genome Organisation (HUGO) s cilem
mapovani lidského genomu, vzristal také pocet vyzkumi na lidskych tkanich. V této
dobé bylo ve studich na mysich, hlodav¢ich i lidskych tkanich zjisténo, Ze trovenn SmC
v DNA klesa s vékem, coz vedlo k hypotéze, ze se vzrustajicim biologickym vékem
dochazi ke globalni hypometylaci DNA (Wilson et al., 1987). Tato hypotéza byla
zkoumana mnozstvim nasledujicich studii, pfi¢emz bylo mozné pozorovat v rtiznych
piipadech jak hypometylaci, tak 1 hypermetylaci DNA ¢i ptipadné zadné zmeény

Vv globalnim metylomu organismu (Unnikrishnan et al., 2018).

Velky pokrok ve studiu metylace DNA byl zaznamenan pii vyuziti
hydrogensifi¢itanové (bisulfitové) konverze, ktera je dnes jiz rutinni metodou
pii epigenetickych studiich. Pouziti hydrogensifi¢itanu sodného vede ke specifické
deaminaci nemetylovaného cytosinu na uracil. Umoznuje tim odliSeni nemetylovanych
od metylovanych cytosint, které zistavaji nezménény. Bisulfitovou konverzi po nékolika
mezikrocich nasleduje sekvenovani DNA. Pfi sekvenovéani se v soufasné dob¢ jiz
ustupuje od Sangerovy metody (Slatko et al., 2018) a piechazi se bud’ k metodam na bazi
oligonukleotidovych sond (k DNA chiptim) nebo k sekvena¢nim metodam nové generace
(NGS nebo také MPS, Massively Parallel Sequencing). NGS metody nam umoziuji
sledovat metylaci cytosint i v jinych nez CpG (tzv. CpH) metyla¢nich mistech.
Podchyceni CpG mist se li§i v zavislosti na pouzité technologii. I kdyZ nedochézi obecné
ke snizovani mnozstvi SmC v celém genomu s chronologickym vékem, je dokéazéano,

Ze V navaznosti na vék dochazi ke zménam v metylaci DNA.

Soucasné studie na my$ich i lidskych bunikach ukazuji, ze molekularni biomarkery
starnuti zaloZené na metylaci spliluji potfebna kritéria, tj. vztahuji se na vSechny zdroje
DNA (buniky, tkang, organy) a na celé vékové spektrum od prenatélni tkdné po tkané osob
dozivajicich se vysokého veéku (Horvath, 2013). Od svého objevu pfinesly tyto
biomarkery odpovédi na otazky tykajici se mediciny, biodemografie, endokrinologie,
Zivotospravy apod., pfinesly vSak také spoustu dalSich navazujicich otazek tykajicich se
rozdilu mezi epigeneticky odhadovanym vékem a chronologickym v€kem jedince. Stejné
tak pfinasi dalsi otazky o vlivu stresovych faktorti a prostiedi na epigeneticky profil
(Horvath & Raj, 2018).



2.3.2 Epigenetické hodiny

Vyuziti oligonukleotidovych sond a novych sekvenacnich metod umoznujicich
specifikovat CpG mista v lidském genomu pomohlo specifikovat zmény metyla¢niho
profilu DNA v souvislosti S nemocemi nebo starnutim. Studie z pocatku druhého tisicileti
(Bjornsson et al., 2008; Christensen et al., 2009; Teschendorff et al., 2010) ukazaly,
7e uroven metylace na specifickych mistech v lidském genomu Sse méni v souvislosti
s vékem. To bylo potvrzeno studii Bocklandta et al. na 34 muzich, kdy byla nalezena
korelace sveékem pro 88 CpG mist v80 genech v DNA pochazejici ze slin
(Bocklandt et al., 2011). Pro vytvofeni spolehlivych epigenetickych hodin je tieba vzit
Vv potaz také tkanovou specificitu metylace DNA. V predchozich studiich bylo prokézano,
7e k metylaci DNA dochazi v rizné mite specificky jak mezi druhy, tak i v zavislosti
na konkrétni tkani (Gama-Sosa et al., 1983). Dale byly zkoumany takzvané tkanoveé
specificky diferencialné metylované regiony (T-DMRS) a vyvojové specifické regiony
(DS-DMRs), jez jsou distribuovany zejména v promotorovych oblastech v rizné mife,
jak v zavislosti na konkrétni tkani, tak s ohledem na stafi jedince a jeho fyzicky stav
(Liang et al.,, 2011; Miller et al., 2023). Jejich metylace ¢i demetylace vede

k dynamickym zménam genové exprese.

Tato zjisténi vedla k dalsim vyzkum@m specifickych CpG mist korelujicich
s biologickym v&kem. Na jejich zdklad€¢ byl zapocat vyvoj bioinformatickych
a statistickych nastroji, jez umoznovaly t€Zzeni DNA metyla¢nich dat a hledani nejlepsiho
epigenetického modelu pro vék. Pomoci této metodologie bylo vyvinuto nékolik
epigenetickych hodin, které ptedpovidaji chronologicky vék na zdkladé metylace
ve 3 az 513 mistech CpG v DNA z vybranych lidskych tkani ¢i krve. Epigenetické hodiny
jsou definovany jako biochemicky test, ktery lze pouzit ke zjisténi véku na zaklade
sledovani zmén metylace v molekulach DNA (Duan et al., 2022).

V prvni generaci vyvoje epigenetickych hodin byly vyvinuty étyfi rizné metody
odhadu chronologického veku z lidské tkané. Nejpouzivanéjsi metoda byla vyvinuta
v roce 2013 (Horvath, 2013). Tyto epigenetické hodiny vyuzivaly udaje o metylaci DNA
na 8 000 vzorcich z 82 Illumina DNA metyla¢nich datasetd ziskané z vetejné€ dostupnych
soubort dat pro 51 typu lidskych tkani a bun€k. Ackoliv néktera CpG mista vykazovala
jednotlivé pouze slabou korelaci s veékem, konkrétni set CpG mist predpovidal

chronologicky ve€k s vysokou presnosti. Na zéklad¢ 353 CpG mist piedpovidaji tyto
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hodiny chronologicky veék s primérnou absolutni odchylkou 3,6 let. Dalsi epigenetické
hodiny byly vyvinuty z dat metylace DNA z krve. Tento model je zalozen na 71 CpG
mistech a vykazuje vysokou spojitost s chronologickym vékem s odchylkou 4,9 let
(Hannum et al., 2013), jejich predikéni schopnost vSak klesa s aplikaci na jiné tkanové
vzorky. Presnost epigenetickych hodin vyvinutych Horvathem et al. neni zménou tkané
pfili§ ovlivnéna s vyjimkou kosterniho svalstva, srdce a prsni tkané (Horvath, 2013).
Epigenetické hodiny, které jsou schopny predikovat vék z krve s vyuzitim pouhych tii
CpG mist, byly vyvinuty skupinou Weidner et. al. Dataset byl nejprve redukovan na 102
CpG mist, které byly spojovany s vékem. Dosahli primérné absolutni odchylky 3,3 let.
Z tohoto datasetu byla nakonec vybrana tfi mista lokalizovana na genech ITGA2B, ASPA
a PDE4C, jez mohou byt pouzita pro odhad chronologického véku za pomoci
bisulfitového pyrosekvenovani. Po aplikaci téchto epigenetickych hodin u 151 krevnich
vzorkli se podafilo dosdhnout primérmé absolutni odchylky méné nez 5 let

(Weidner et al., 2014).

Horvathova skupina se také zaméfila na vyvoj epigenetickych hodin, jez by Iépe
predpovidaly biologicky vék zaélenénim klinickych aspektt (napi. hladina albuminu,
kreatininu, glukosy apod.), aby mohly zachytit také zmény ve zdravotnim stavu.
Vysledné hodiny nazvané DNAmM PhenoAge vyuzivaji 513 CpG mist, piicemz sdilely
stejnych 41 CpG mist s Horvathovymi hodinami a 6 CpG mist s Hannumovymi
epigenetickymi hodinami. DNAmM PhenoAge byl vyvinut na datech z plné krve. Vysledky
prokazuji, ze Vv kazdé testované tkani siln€ koreluje s v€kem a vyrazn€ piekonava

predchozi méfeni v predpovéedi starnuti a mortality.

Pro piehlednost byly parametry jednotlivych epigenetickych hodin shrnuty

v tabulce 1.
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Tabulka 1 Epigenetické hodiny pro ur¢eni véku (Unnikrishnan et al., 2019)

Epigenetické hodiny Tkan Identifikovana | Presnost
CpG mista urceni
véku
Horvath (2013) Krev, mozek, bukalni 353 r’=0,96

bunky, srdce, jatra, plice,
placenta, tlusté sttevo, CD4
buiiky, sliny, ledviny,
svalova a prsni tkan, délozni
a tukova tkan,

imortalizované B bunky

Hannum et al. (2013) Krev 71 r’=0,91

Weidner et al. (2014) Krev 3 r>=0,98

PhenoAge, Levine et Krev 513 r’=0,92
al. (2018)

Kromé epigenetickych hodin se aktudlné k odhadu potencidlniho biologického
veku vyuziva také délka telomer. Takovy odhad véku spociva v méteni délky ochrannych
struktur na koncich chromozomu, zvanych telomery. Tyto struktury sestavaji z opakujici
se sekvence nukleotidi TTAGGG. S kazdym bunéénym délenim se pfitom telomery
zkracuji, coZ je spojovano s procesem starnuti (Benetos et al., 2001; Harley et al., 1990).
Analyza délky telomer umoznuje odhadnout biologicky vék jedince, pfi¢emz zkracené
telomery mohou indikovat vys$si biologicky vék a potencialni souvislosti s podlomenym
zdravim a procesem starnuti (Karlsson et al., 2008). Dale zde fadime odhady zalozené
na transkriptomech, proteomické a metabolické odhady a také kompozitni biomarkery.
Epigenetické hodiny se aktudlné jevi jako nejslibnéjsi zpiisob odhadu biologického véku
(Jylhdva et al., 2017; Lee et al., 2016). Stale je vSak nutné plné prozkoumat potencial

vsech uvedenych metod.
2.3.3 Vyuziti metylace DNA pro forenzni ucely

Forenzni véda vyuziva pfi vySetfovani krimindlnich pfipadi Siroké spektrum metod,
do kterého tadime identifikaci tkani a télnich tekutin, profilovani pomoci kratkych
tandemovych repetic (STR), coz jsou tandemoveé se opakujici jednotky repetic specifické

pro kazdého jedince, epigenetické zmény v DNA, kam fadime zejména analyzu
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metylacnich vzorct a dalsi (Rana, 2018). Jako kli¢ovy dukaz ve fazi vysetfovani se pfitom
muze jevit také stanoveni veéku, jez ndm umozni z(zit vybér potencialnich pachateli

¢1 identifikovat obét’.

na morfologické znaky vyskytujici se na zubech ¢i Castech skeletu. Nynéjsi metody
forenzniho odhadu véku ptivodce DNA se zamétuji na zejména na vyuziti krvavych
skvrn, spermatu ¢i jinych télnich tekutin, jez se Casto vyskytuji praveé na misté trestného
¢inu. Epigenetické zmény v DNA se pfitom ukazaly jako uZziteCny nastroj zejména
pro analyzu véku z krve ¢i spermatu. Za zlaty standard jsou v tomto ohledu povazovany
metody zalozené na bisulfitové konverzi, jez navzdory vysokym ztratim DNA v prub&hu
reakce umoziuje stanovit vék s vysokou ptesnosti. Napiiklad v roce 2019 bylo skupinou
Correia Dias et al. otestovano 51 vzorkd zemfielych, pfi¢emz se podatilo stanovit vek
s odchylkou 6,1 let (Correia Dias et al., 2020). Sousttedili se ptitom na lokusy ELOVLZ2,
FHL2, EDARADD, PDE4C a MIR29B2CHG , jejichz tiroven metylace byla prokazatelné
spojena s chronologickym veékem (Bacalini et al.,, 2015; Cho et al., 2017;
Weidner et al., 2014; Zbie¢-Piekarska et al., 2015). Bisulfitovou konverzi pro stanoveni
véku pivodce z krevnich vzorkl vyuzila naptiklad také skupina Bekaert et al. Sledovali
ptitom lokusy ASPA, PDE4C, ELOVL2 a EDARADD na 206 krevnich vzorcich ptivodct
o Sirokém v&kovém rozpéti 0-91 let, podafilo se pfitom stanovit vék s piesnosti 3,8 let
(Bekaert et al., 2015). Jako uzite¢né pro stanoveni veéku se prokazaly také vzorky
spermatu; skupiné Lee et al. se podafilo s pomoci tii CpG mist stanovit veék s presnosti
4,7 let ( Lee et al., 2015), coz bylo také potvrzeno nezavislou studii (Lee et al., 2018).
Odhad véku ze spermatu byl proveden také naptiklad skupinou Pisarek et al., podafilo se

pfitom stanovit vék s presnosti 5,1 let (Pisarek et al., 2021).

Piesnost stanoveni v€ku klesd se vzristajicim vékem jak pro krevni vzorky
(Cho et al., 2017; Thong et al., 2017; Zbie¢-Piekarska et al., 2015), tak pro vzorky
spermatu. Naptiklad ve studii Lee et al bylo dosazeno pro pivodce DNA ve véku kolem
20 let presnosti +2,9 let, avsak pro jedince starsi 50 let byla pfesnost snizena na +7,2 let
(Lee etal., 2018). Tento faktor je proto vzit v potaz také pti vyhodnoceni vysledkd. Piesto
vSak monitorovani metylacnich zmén v DNA poskytuje Siroké vyuziti a ma potencial
se stat dulezitym nastrojem pii policejnich vySetfovanich, identifikacich obéti katastrof

a feSeni dalSich policejnich piipadl (Kotkova & Drabek, 2023).
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2.4 Metody analyzy metylace DNA

V souvislosti s rozsifujicim se vyzkumem v oblasti epigenetiky a metylace DNA ptichazi
nové technologie a postupy, jez je mozné vyuzit pro dekdédovani metylacénich znakt
a hledani souvislosti se zdravotnim stavem puvodce. Tyto metody umoznuji monitorovat

jak znamé, tak i neznamé oblasti genomu ¢i1 konkrétniho genu.

Metody mlzeme na zdkladé principu rozdélit na chemické, zalozené
na specifickych chemickych reakcich, kam muzeme zatadit napiiklad bisulfitovou
konverzi ¢i reakce se slou¢eninami osmia, na metody enzymatické véetné specifickych
restrik¢nich enzymil, metody zalozené na afinitnim obohaceni a metody ptimo detekujici
metylaci DNA, jako je naptiklad jednomolekulové sekvenovani v realném ¢ase (SMRT)

nebo nanopérové sekvenovani firmy Oxford Nanopore Technologies (Burianova, 2022).

2.4.1 Chemicka konverze pomoci bisulfitu sodného

Bisulfitova konverze ¢i bisulfitova modifikace je zakladni metodou pro mapovani
metylace DNA, jez byla vyvinuta v 90. letech minulého stoleti. Tato metoda sestava
z tiistupnové  chemické reakce a vyuziva purifikovanou DNA a bisulfit
(hydrogensifi¢itan) sodny. Prvni krokem je denaturace DNA, nebot’ modifikace probiha
zvlast na kazdém vlakné (Frommer et al., 1992). Dalsim krokem bisulfitové modifikace
je konverze nemetylovaného cytosinu na uracil za pomoci chemické reakce s bisulfitem
sodnym, zatimco Cytosin Snavazanou metylovou skupinou zlstavda nezménén
(Jones, 2012). Pokud je vzorek nasledné¢ podroben PCR reakci, 5-metylcytosin je
propagovan jako cytosin na rozdil od uracilu, jenZ je amplifikovan jako tymin

(obrazek 3).
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GAATCGCATCGAGGTCCGA

l Bisulfitova konverze

® © ®

GAATCGUATCGAGGTUCGA

l PCR amplifikace

GAATCGTATCGAGGTTCGA

Obrazek 3 Modifikace DNA za ucasti bisulfitu sodného. Béhem bisulfitové konverze dochazi
k pfeméné nemetylovaného cytosinu na uracil, zatimco cytosin S navazanou metylovou skupinou
zustava nezménén. Nasleduje PCR, pfi niz je metylovany cytosin propagovan jako cytosin a
uracil jako tymin.

Tato metoda je idedlni pro studium znamého genu nebo cilové oblasti. Mezi jeji
vyhody patii zejména nizka finanéni naro¢nost a vysoka uc¢innost konverze (Hong &
Shin, 2021). Mezi slabé stranky této metody patii moznost ziskani nekonzistentnich
vysledki v dasledku degradace templdtové DNA po puasobeni hydrogensifi¢itanu
a pozadavky na vicenasobna opakovani pro potvrzeni vysledkd (Li & Tollefsbol, 2011).
Samotné provedeni metody vyzaduje pouziti vysokych teplot i nizkého pH, které muze
zpusobit depyrimidinaci a nasledné degradaci DNA (Tanaka & Okamoto, 2007). Tento
nedostatek muze byt kompenzovan prodlouzenou inkubaci za nizSich teplot okolo
53-60°C, je =zde vSak =zvySeno riziko nedostatecné konverze cytosini
(Grunau et al., 2001). Krom¢ toho mohou byt nemetylované cytosiny poskozeny
neumérné ve srovnani s 4mC nebo ShmC, coz vede ke tvorbé knihoven s nevyvazenym
slozenim nukleotidl, atedy se zkreslenou reprezentaci obsahu guaninu a cytosinu

a ke zkreslenym vysledkim pfi stanoveni véku ptivodce DNA (Olova et al., 2018).

2.4.2 Konverze s vyuzitim specifickych enzymatickych reakci

Navzdory vyhodam bisulfitové konverze, jako je vysoké rozliSeni na trovni jedné baze
a nizka finan¢ni narocnost, se v bézné laboratorni praxi setkdvame také s nevyhodou této
metody, kterou je poskozeni DNA zptsobené bisulfitem sodnym, jez ma za nasledek
fragmentaci a ztratu DNA a tim padem také zkreslena metylacni data. Muze také dojit

k nedostatecné konverzi, ktera vede Kk falesné¢ pozitivnim vysledkim. V roce 2021
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skupina Hong et al. publikovala ¢lanek, v némz se vénuji evaluaci G¢innosti konverze
DNA s vyuzitim vlastni metody BisQuE, ktera funguje na principu kvantitativni real-time
PCR. Pomoci této metody byla ovétena t¢innost konverze DNA u Sesti riznych souprav
pro bisulfitovou konverzi. Byla pfitom dosaZena U¢innost v rozmezi 94,0-99,9 %
(Hong & Shin, 2021). Doposud vsak nebylo publikovano zadné ovéteni vysledki této

metody jinymi védeckymi skupinami.

Pro ptekonani obtizi pii bisulfitové konverzi byla vyvinuta metoda enzymatické
konverze (obrazek 4), ktera detekuje SmC a ShmC na zékladé dvou po sob¢ jdoucich
enzymatickych reakci. Vyuziva pfitom pfirozené se vyskytujicich enzymu, které jsou

schopny rozpoznat metylovanou DNA in vivo.

NH3
§ e Tz QH  NH; NH, OH NH,
N . S S S
[ ‘J\\ 5 xExN TET2 | =N IET? OHC 2 NH TET2 o7 ""f';l\NH
= =, - |
H
Cytosin - . . . :
- 5-metylcytosin 5-hydroxymetylcytosin 5-formylcytosin 5-karboxycytosin
APOBEC T—'-ﬁGT
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{ﬂ} 5-(D-glukosyljoxymetylcytosin
E’ “NH OH NH,
‘N/J;*'(J R — 07 ™7 "NH
H S SN
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0 Sekvenovani NH, NH,
HyC 1
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Obrazek 4 Schéma enzymatické konverze. Pisobenim TET2 dochazi k pfeméné 5-metylcytosinu
na meziprodukty, jez nemohou byt deaminovany APOBEC. Tento proces umoziuje odliseni
v sekvenacni fazi, kde se prvné metylované cytosiny ukazuji jako cytosiny, zatimco
nemetylované cytosiny jsou sekvenovany jako tymin.

V prvni reakci enzymy TET2 a T4-fag beta glukosyltransferasa (T4-BGT) pievadi
SmC a 5hmC na produkty, jeZz nemohou byt deaminovdny pomoci enzymu
apolipoprotein B mRNA upravujici katalytickou podjednotku 3A (APOBEC3A). TET2
je Fe(ll)/alfa-ketoglutarat-dependentni dioxygenasa, ktera katalyzuje oxidaci 5mC
na ShmC, poté 5-formylcytosinu (5fC) a nakonec S5caC se soucasnou tvorbou CO2
a sukcinatu (Tamanaha et al., 2016). T4-BGT katalyzuje glukosylaci jak TET2-
formovaného, tak genomového ShmC na 5-(p-glukosyloxymetyl)cytosin (5gmC).
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V nasledujicim kroku APOBEC3A deaminuje nemodifikované cytosiny, ¢imz je prevadi
na uracil. Enzym ma pfitom silnou preferenci k dinukleotidim tymin-cytosin a cytosin-
cytosin na jednovlaknové DNA (Silva et al., 2018; Wijesinghe & Bhagwat, 2012). Mize
byt vyuzita také upravend forma tohoto enzymu, jez plné deaminuje vSechny cytosinové

nebo SmC oligonukleotidové substraty pti prodlouzeni reakéni doby.

Vyuziti téchto tfi enzymi nam tedy umoznuje efektivné odlisit SmC a ShmC
od nemetylovaného cytosinu. Enzym TET2 u¢inné oxidoval >99 % 5mC v fadé
organismu vcetné mysi, lidi a Arabidopsis thaliana, pficemz jeho aktivita je robustni
a dochazi z 70-80 % ke tvorbé 5caC a pfiblizné€ z 10 % ke tvorbé kazdého meziproduktu
5hmC a 5fC. Porovnanim bisulfitové konverze s enzymatickou se zabyva mimo jiné
skupina Vaisvila et. al. Zjistili, Zze ackoliv bylo po enzymatické konverzi detekovano
podobné mnozstvi SmC a ShmC jako po bisulfitové konverzi, knihovny vytvofené
pomoci enzymatického metylového sekvenovani (EM-seq) predCily knihovny
po bisulfitové konverzi v riznych specifickych oblastech: knihovny EM-seq mély vyssi
vytézky s pouzitim mensiho poctu cykli PCR pro vSechny vstupy DNA a obsahovaly
méné PCR duplikatt, coz vedlo k vice pouzitelnym ¢tenim pti bioinformatické analyze,
a tedy ke zvySeni efektivniho pokryti genomu. Knihovny EM-seq také vedly k vice
normalizovanému profilu guanin-cytosin nez bisulfitové knihovny, které maji profil
bohaty na dinukleotid adenin-tymin a chudy na guanin-cytosin. Celkové bylo
pro provedeni konverze potfeba také niz$i mnozstvi vstupni DNA pii zachovani kvality

vysledki (Vaisvila et al., 2021).

V poslednich letech bylo také skupinou Liu et al. popsano TET-asistované pyridin
boranové sekvenovani (TAPS), v némz je kombinovan enzymaticky krok nasledovany
chemickou reakci k detekci 5mC a 5hmC. TAPS detekuje také dalsi dvé kovalentni DNA
modifikace, konkrétné 5fC a ScaA, které jsou vSak v savéim genomu piitomny pouze
ve velmi nizkém mnozstvi (Ito et al., 2011). Modifikace TAPS metody nazyvana TAPSf
umoziuje pomoci B-glukosyltransferasy, jeZz navazanim glukosy chrani 5hmC proti
pusobeni TET enzymu, selektivné detekovat pouze SmC. Je znama téz takzvana
chemicky asistovana (CAPS) modifikace, pfi niz je TET enzym nahrazen oxidacnim
¢inidlem perruthenatem sodnym, jenz umoznuje selektivni detekci ShmC (Liu & Song,
2022). Dalsimi modifikacemi této metody je napiiklad metoda endonukleasového
obohaceni (eeTAPS), jez vyuziva Stépeni endonukleasou rozeznavajici DHU,

coz umoznuje piipravu knihovny s fragmenty, jejichz okraje odpovidaji metylovanému
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mistu (Cheng et al., 2021) a metoda TAPS pro cirkulujici volnou DNA (cfTAPS), jez
muze byt vyuzita napiiklad pro vcasnou detekci onkologickych chorob (Siejka-
Zielinska et al., 2021).

Metoda TAPS spoléha na schopnost TET1 enzymu oxidovat 5-metylcytosin a 5-
hydroxymetylcytosin  na 5-karboxycytosin. Pasobenim pyridin  boranu je 5-
karboxycytosin posléze redukovan na dihydrouracil (DHU). Béhem PCR poté dochazi
k amplifikaci dihydrouracilu na tymin, ¢imz je umoznéna diferenciace mezi

modifikovanymi a nemodifikovanymi cytosiny (obrazek 5).

C C C
5mC ScaC DHU

ShmC ScaC DHU

C C C

C
T
TETI Pyridin boran PCR
— — —
T
C

Obrazek 5 Schéma pribéhu TAPS reakce. Prvnim krokem je enzymaticka reakce TETI
s modifikovanymi cytosiny za vzniku 5-karboxycytosinu. 5-karboxycytosin je poté pyridin
boranem pfeménén na dihydrouracil, jenz je v prabéhu PCR transformovan na tymin.
Nemodifikované cytosiny zlstavaji nezmeénény.

DNA modifikace jsou s vyuzitim TAPS detekovany ptimo, S vysokou citlivosti
a specificitou, aniz by byly ovlivnény nemodifikované cytosiny. Metoda je téZ teoreticky
mén¢ destruktivni, nebot’ vyuziva teploty 37 °C, zachovava fragmenty DNA delsi nez 10
kilobazi a umoziuje vyS$$i rychlost mapovani spolu s rovnomérnéjSim pokrytim

(Liu et al., 2019).

2.4.3 Dalsi zpusoby analyzy metylace

Kromé metod zaloZenych na specifickych chemickych reakcich a na pouziti specifickych
enzymatickych reakci existuje také fada dalSich metod, jeZ ndm umoznuji analyzovat
metylaci cytosinu. Prvni takovou skupinou metod jsou metody zalozené na afinitnim
obohaceni metylované DNA, mezi jejichz vyhody patii zejména jejich spolehlivost,

specificita a nizka finan¢ni naro¢nost (Hsu et al., 2020; Pajares et al., 2021). Do této
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skupiny mtizeme zatadit naptiklad metodu imunoprecipitace metylované DNA (MeDIP),
metodu zachyceni pomoci metyl-CpG vazebné domény (MBD) a dalsi. Tyto pfistupy jsou
zalozeny na specifické precipitaci metylovanych cytosini, coZ umoziiuje vznik
obohacené frakce a naslednou snadnéjS$i analyzu (Aberg et al., 2012;
Cheung et al., 2012).

Metoda MeDIP byla prvné popsana skupinou Weber et al. (Weber et al., 2005).
Pro samotné obohaceni pfitom vyuziva monoklondlni protilatky, jez jsou cileny proti
metylovanym cytosinim (Ruike et al., 2010; Weng et al., 2009). DNA musi byt v tomto
pfipadé denaturovana a nahodné¢ fragmentovana na useky dlouhé 300-600 bp
(Mohn et al., 2009). Takto obohacena DNA miize byt nasledné vyuzita pro hybridizaci
na ¢ipech (MeDIP-chip) (Hsu et al., 2015), ptipadné pro sekvenovani (MeDIP-seq)
studi oznaCeno za robustni a cenové vyhodny piistup analyzy metylace DNA
(Aberg et al., 2015; Meyer et al., 2013), jenz byva vyuzivan ve formatu raznych
komerénich souprav (Aberg et al., 2014; Meyer et al., 2013). Tento pfistup vyuziva
k zachyceni rekombinantni vazebnou doménu MBD polypeptidu s vysokou afinitou
k metylovanym cytosinim (Serre et al., 2010). Dvouvlaknové DNA fragmenty jsou
nejprve vazany doménou, jez je soucasti afinitni kolony a nésledné¢ jsou eluovany
¢inidlem se zvySujici se koncentraci soli (Nair et al., 2011). Zvysujici se koncentrace soli

pfitom eluuje vicenasobné metylovanou DNA (Cross et al., 1994).

Dalsi skupinou metod pro analyzu metylace DNA jsou metody vyuzivajici
specifické restrikéni enzymy (MRE). Tyto metody jsou oproti metodam zalozenym
na specifickych enzymatickych reakcich zalozeny na restrinich endonukleasach
(naptiklad Mspl, Hpall, Smal), jez specificky §t€pi DNA po rozpoznani metylovaného
cytosinu, pfi¢emz analyza muze byt nasledovana sekvenovanim (MRE-Seq). MRE-Seq
konkrétné spociva ve specifickém Stépeni genomové DNA metylacné-senzitivnimi
restrikénimi enzymy, které nésleduje ptiprava knihovny a sekvenovani, jeZ umoziuje
detekci metylacnich mist v genomu (Rauluseviciute et al., 2019). Pro ucely vyssiho
rozliSeni a efektivity stanoveni celogenomového metyla¢niho profilu je mozné metody
MRE kombinovat také s metodou MeDIP ¢i jinymi metodami zaloZenymi na afinitnim

obohaceni (Li et al., 2015).
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Metylace cytosini muze byt detekovana také napiimo pomoci technologie
jednomolekulového ¢teni v redlném case firmy Pacific Biosciences ¢i nanoporového
sekvenovani firmy Oxford Nanopore Technologies. Tyto metody pieckonavaji omezeni
masivné¢ paralelniho skevenovani ve formé kratkého ¢teni, nebot’ umoziuji dlouhé ¢teni
na neamplifikované DNA. Pfi SMRT dochazi za katalyzy DNA polymerasou k zac¢lenéni
fluorescencné znacenych nukleotiddi do fetézct nukleové kyseliny, pficemz vysledné
fluorescen¢ni impulsy umoznuji pfimou detekci nukleotidi v templatovém vlakné
(Flusberg et al., 2010). Modifikace bazi pfitom méni kinetiku polymerasy, coZ umoziuje
detekci kovalentnich zmén v DNA. 5mC ma vSak konkrétné na kinetiku DNA
polymerasy mensi efekt (Tse et al., 2021), z tohoto diivodu je proto vyzadovano vyssi
pokryti ¢i modifikace 5SmC pro zvySeni kinetického efektu této bdze (naptiklad
glykosylace ¢i prevedeni na 5caC) (Clark et al., 2013). Tato metoda je ptistupna dlouhym
¢tecim délkdm a umoznuje mapovani metylacnich vzorcli i ve vysoce repetitivnich
genomickych oblastech. Metoda nanopdrového skevenovani spociva v detekci zmén
napéti pfi prichodu nukleotidi nanopérem. Nukleotidové vladkno je pfitom
elektroforetickymi silami vedeno skrz nanopor, ktery je soucdsti elektricky nabité
membrany. Na zaklad¢ konkrétni zmény napéti je mozné usoudit, kterd nukleotidova baze
nanopérem prosla (Liu et al., 2021). Metody pifimo detekce metylace cytosini jsou
limitovany nutnosti vkladu neamplifikované DNA v fddech mikrogrami, coz muze

znemoznit jejich vyuziti pro niz§i vstupni mnozstvi DNA (Gouil & Keniry, 2019).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristrojové vybaveni
Pre-PCR
e Biohazard Box HERAsafe KS; ThermoFisher Scientific
e VortexMixer; Benchmark Scientific
e Mini centrifuga/vortex Combi-Spin FVL-2400N; BioSan
e Vortex Genie 2; P-lab
e Vortex Lab Dancer; IKA
e Termoblok ThermoStat plus; Eppendorf
e Termoblok ThermoStat C; Eppendorf
e Mini centrifuga GMC Lab; Gilson
e Centrifuga MiniSpin; Eppendorf
e Termocyklér MasterCycler Nexus; Eppendorf
e Sckvenator MiSeq; Illumina
e TapeStation4200; Agilent Technologies
e Ultrasonikator ME220; Covaris
e Stripy 8 microTUBE V1 pro fragmentaci DNA; Covaris
e PCR zkumavky, Eppendorf zkumavky 1,7 ml, PCR desky, 0,2ml stripy,
zkumavky ur¢ené pro fluorimetrii

e Pipety, multikanalové pipety, $picky; Eppendorf
PCR

e Centrifuga 5430; Eppendorf
¢ Realtime PCR cyklér CFX96; Biorad

Post-PCR
e Biohazard Box Mars Safety Classe 2; LaboGene
e MiniCentrifuge FC5306; OHaus
e Qubit 2.0 Fluorimetr; ThermoFisher Scientific
e PCR zkumavky, Eppendorf zkumavky 1,7 ml, PCR desticky,
e 0,2 ml stripy, zkumavky uréené pro fluorimetrii

e Pipety, multikanalové pipety, Spicky; Eppendorf
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Software
e Bio-Rad CFX Maestro 2.2 v5.2.008.0222
e Agilent TapeStation Controller Software 5.1
e |llumina Experiment Manager 1.19.1
e SegMonk v1.48.1

3.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Vzorky
Vzorky periferni krve pouzité v nasledujicich experimentech byly vybrany z databaze
celkem 200 vzorkti zdravych Ceskych déarct krve ve v€ku 20 az 63 let. Vzorky byly
ziskany S informovanym souhlasem Vramci prvni faze projektu ENIGMA (Czech
Genome Project), schvaleného etickou komisi pod ¢islem 119/18.

Z databaze bylo vybrdno pro nasledujici experimenty celkem pét vzorkd,
viz tabulka 2. Pro nekteré experimenty byl také pouzivan referenéni laboratorni vzorek

(v€k ptivodce DNA v dob¢ odbéru 54 let).

Tabulka 2 Vzorky periferni krve ¢eskych darct

Oznaéeni vzorku | Cislo vzorku Vék darce

18-998-4083 1 37

18-1425-4830 2 57
18-2152-5599 3 47
18-2229-5748 4 41

19-160-6616 5 23

Soupravy

e Souprava pro kvantifikaci DNA Qubit™ Quantification Assay (ThermoFisher
Scientific), #Q32851. V zavislosti na pozadavcich méfeni byla pouzita souprava
pro mé&feni dsSDNA Broad Range (4 az 2000 ng), dsDNA High Sensitivity (0,1 az
120 ng) nebo ssDNA (0,2 az 240,0 ng)

e Souprava na piipravu metylovaného standardu pomoci CpG metyltransferasy
(New England Biolabs), #M0226S

e Souprava pro piipravu nemetylovaného standardu: GenomePlex® Complete

Whole GenomeAmplification (WGA) Kit (Sigma-Aldrich), #WGA?2
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e Souprava pro metyl-specifickou PCR geneMAP™ MGMT Methylation Analysis
Kit (GenMark), #MGM-RT50

e Souprava pro bisulfitovou konverzi EZ DNA-Methylation-Gold Kit (Zymo
Research), #D5005

e Souprava pro enzymatickou konverzi NEBNext: NEBNext® Enzymatic Methyl-
seq Conversion Module (New England Biolabs), #E7125S

e Souprava pro piecisténi DNA: QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen), #28106

e Souprava pro piipravu knihovny Nextera XT DNA Library Preparation Kit
(IMlumina), #FC-131-1024

e Souprava pro indexaci Nextera XT Index Kit (Illumina), #FC-131-1001

Chemikalie
e DEPC-Treated Water, nuclease-free (ThermoFisher Scientific), #AM9915G
Absolutni etanol pro UV (Penta), #02850M1000
e Platinum Multiplex PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific), #4464268
e EvaGreen Dye, 20x in water (Biotium), #31000
e Formamid (Sigma-Aldrich), #47671
e Hydroxid sodny (Lach-ner), #10006
e 1,8X AMPure XP Beads (Beckman Coulter), #A63882
e Tris-EDTA pufr (Sigma-Aldrich), #93283
e Metylovany standard (Zymo Research), #D5015

e Nemetylovany standard (Zymo Research), #D5014

e Metylovany standard (Merck), #58001M

e Nemetylovany standard (Merck), #S8001U

e Platinum™ Hot Start PCR Master Mix (2X) (ThermoFisher Scientific),
#13000012

e D1000 ladder (Agilent Technologies), #5067-5586

e DNA z lososiho mli¢i (Thermofisher Scientific), #AM9680

e Interni pozitivni kontrola (IPC) (ThermoFisher Scientific), #3005

e D1000 sample buffer (Agilent Technologies), #5067-5602

Proby pro evaluaci konverze
Proby pro evaluaci konverze metodou BisQuE byly syntetizovany dle Hong & Shin,
2021. Vyrobce: Eurogentec.
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e 5-Cy5®-TCC-AGG-CAG-TGC-GTC-TGC-TGT-MGB-Eclipse® 3°
o 5-ROX™-AAT-GTT-GTA-TGT-TAT-TTG-TGG- MGB-Eclipse® 3’
o 5-HEX-TGG-GTG-AAT-ATT-TAG-AAT-G- MGB-Eclipse® 3’

e 5-6-FAM-TGG-GTG-AAT-ACT-TAG-AAT-G- MGB-Eclipse® 3’

Primery pro evaluaci konverze
Primery pro evaluaci konverze metodou BisQUE byly syntetizovany dle Hong & Shin,
2021. Vyrobce: Merck.
5-GAA-ATG-GTT-AAG-AGA-AAG-GGA-AA
5-CCC-ATT-ACA-TTT-TTC-ATC-CTC-A

o 5-GGG-AAA-ATG-AGG-AAG-TGA-TGA

o 5-ACA-CAA-AAA-ACC-CTT-CAA-AAA-A

e 5-AAC-TGC-TAG-AAA-ACC-GCG-TC

o 5-GAG-GCA-GGC-TCT.TGC-TAT-GT
3.3 Metody

3.3.1 Priprava standardi

3.3.1.1 Priprava metylovaného standardu
Pro ptipravu metylovaného standardu byla vyuzita souprava firmy New England Biolabs,

#MO0226S (viz 3.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky).

Prvnim krokem piipravy metylované standardu byla pfiprava roztoku
S-adenosylmetioninu o koncentraci 1600 pM. V tomto kroku byl pouzit zasobni roztok

0 koncentraci 32 mM, ktery byl nafedénen na potiebnou koncentraci vodou bez nukleas.
Nasledné byly v nasledujicim pofadi smichany reagencie viz tabulka 3.

Tabulka 3 Reak¢ni mix pro ptipravu metylovaného standardu

Reagencie Objem (ul)
Voda bez nukleas 22
Metyltransferasovy reak¢ni pufr 5
S-adenosylmetionin (1600 uM) 5
DNA (80 ng/ul) 12
Metyltransferasa (M.sssl) 6 (24 1U)
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Vysledny roztok byl promichan pipetovanim a inkubovan pii 37 °C po maximalni
doporucenou dobu 4 h. Reakce byla nasledné zastavena zahtatim na 65 °C po dobu

20 min. Standard byl uchovan pii -20 °C do pouziti.

3.3.1.2 Priprava nemetylovaného standardu

Pro ptipravu nemetylovaného standardu byla vyuzita souprava GenomePlex Complete
Whole GenomeAmplification (WGA) Kit (Sigma-Aldrich), #WGA2 (viz 3.2 Pouzité

chemikalie, soupravy a roztoky).

Fragmentace

Nejprve byly izolovany vzorky DNA a byla kvantifikovana jejich koncentrace metodou
Qubit DNA BR. Byl piipraven roztok o koncentraci 1 ng/ul. Déale byl pfidan 1 pl
fragmenta¢niho pufru (10x) do 10 ul DNA vzorku v PCR zkumavce. Nasledné byla PCR
zkumavka vlozena do cykléru a zahtivana po dobu piesné 4 min pfi teploté 95 °C. Vzorek

byl poté ihned zchlazen na ledu a centrifugovan.

Priprava knihovny

Do kazdého vzorku byly pfidany 2 ul pufru pro ptipravu knihovny (1x) a 1 pl
stabilizaéniho roztoku. Vzorek byl promichan na vifivé tfepacce (zvortexovan),
centrifugovdn a poté zahiivan po dobu piesné 2 minut pii 95 °C. Poté byl zchlazen
na ledu, centrifugovan a znovu vracen na led. Nasledné byl ptidan 1 pl enzymu
pro ptipravu knihovny a vzorek byl opét zvortexovéan a centrifugovan. V poslednim

kroku ptipravy knihovny byl vzorek vlozen do termocykléru a inkubovan viz tabulka 4.

Tabulka 4 Nastaveni termocykléru pro pfipravu nemetylovaného standardu (piiprava knihovny)

Teplota (°C) Délka cyklu (min)
16 20
24 20
37 20
75 5
4 do ukonceni
Amplifikace

Po dokonceni pfipravy knihovny byly vzorky vyjmuty z termocykléru a centrifugovany.

Pro amplifikaci byly k ptipravenym vzorktim napipetovany reagencie viz tabulka 5.
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Tabulka 5 Amplifika¢ni mastermix pipetovany ke vzorkim po piipravé knihovny

Reagencie Objem (ul)
10x Amplifika¢ni mastermix 7,5
Voda 47,5
WGA DNA polymerasa 5,0

Vzorky byly nésledné vortexovany, centrifugovany a vlozeny do termocykléru

nastaveného na program viz tabulka 6.

Tabulka 6 Nastaveni termocykléru pro ptipravu nemetylovaného standardu (amplifikace)

Faze Teplota (°C) Délka cyklu

Iniciaéni denaturace 95 3 min

Naésledujici kroky byly opakovany celkem 14x

Denaturace 94 15s

Annealing a extenze 65 5 min

Po dokonceni reakce byly standardy uchovany pii -20 °C do pouziti.

3.3.2 Kvantifikace DNA

Pro kvantifikaci DNA byla pouzita souprava Qubit™ dsDNA Quantification Assay
(ThermoFisher Scientific), #Q32851 (viz kapitola 3.2 Pouzité chemikalie, soupravy
a roztoky). V zavislosti na pozadavcich méteni byla pouzita souprava pro méfeni dsDNA
Broad Range (4 az 2000 ng), dsDNA High Sensitivity (0,1 az 120,0 ng) nebo ssDNA (0,2
az 240,0 ng). Pro kvantifikaci DNA byly do Qubit zkumavek pipetovany reagencie viz
tabulka 7.

Tabulka 7 Reagencie pro kvantifikaci DNA

Reagencie Objem (ul)
Qubit pufr 198
Qubit barva 1
DNA 1

Po smichéni byla smés zvortexovana a byla méfena koncentrace DNA na Qubit

Fluorimetru.
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3.3.3 Metyl-specificka PCR
Pro metyl-specifickou PCR byla pouzita souprava geneMAP™ MGMT Methylation
Analysis Kit (GenMark), #MGM-RT50 (viz 3.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky).

Pro provedeni PCR byly smichany reagencie viz tabulka 8. Na reakci bylo potieba
kromé¢ vzorka pfipravit také pozitivni a negativni kontrolu, jez byly soucésti soupravy.

Tabulka 8 Reagencie pro metyl-specifickou PCR

Reagencie Objem na reakci (ul)
2x Master Mix 10
4x MGMT Primer Probe Mix 5
Konvertovand DNA/pozitivni nebo negativni kontrola 5

Vzorky i kontroly byly nasledné vortexovany, centrifugovany a vlozeny do real-
time cykléru nastaveného na program viz tabulka 9. Amplifikace byla ¢tena v kanalech

FAM a VIC.

Tabulka 9 Nastaveni real-time cykléru pro metyl-specifickou PCR

Teplota (°C) Délka cyklu Pocet cyklu
95 15 min 1
95 20s
i 45
60 1 min

3.3.4 Bisulfitova konverze

Pro bisulfitovou konverzi byla pouzita souprava EZ DNA-Methylation-Gold Kit (Zymo
Research), #D5005 (viz 3.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky). Vstupni mnozstvi
DNA do reakce bylo 100 ng.

Prvnim krokem bisufitové konverze je piiprava CT konverzniho reagentu. Do
zkumavky CT Conversion Reagent s potiebnym praskem, jez byla pied pouzitim stocena,
bylo piidano 900 ul vody bez nukleas, 300 pl M-Dillution pufru a 50 ul M- Dissolving
pufru. Hotova konverzni smés byla nasledné ttepana po dobu 10 minut pfi laboratorni

teploté.

Po ptipravé konverzniho reagentu bylo smichano 130 pl pfipravené konverzni
smési a 20 pl DNA. Smés byla promichana pipetovanim, kratce sto¢ena (10 000 g, 1 min)

a nasledné umisténa do termocykléru, nastaveného na program viz tabulka 10.
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Tabulka 10 Nastaveni termocykléru pro bisulfitovou konverzi

Teplota (°C) Délka cyklu
98 10 min
64 150 min
4 az20h

V ramci experimentalni casti byly také vyzkouSeny dva alternativni protokoly viz
tabulka 11 a 12. Tyto protokoly maji potencial pro lepsi PCR amplifikaci delsich DNA

fragment.

Tabulka 11 Nastaveni termocykléru pro bisulfitovou konverzi — alternativa 1

Teplota (°C) Délka cyklu
98 10 min
53 30 min
53 6 min
: 8 cykll
37 30 min
4 az20 h

Tabulka 12 Nastaveni termocykléru pro bisulfitovou konverzi — alternativa 2

Teplota (°C) Délka cyklu
98 10 min
53 4h
4 az20 h

Nasledné byl ptipraven M-Wash pufr smichanim 1,2 ml M-Wash koncentratu a

4,8 ml 100% ethanolu a promichan zvortexovanim.

Na Zymo-spin kolonku umisténou ve sbérné zkumavce bylo naneseno 600 pl M-
Binding pufru a plny objem vzorku (150 pl). Smés byla promichana nékolika
prevracenimi zkumavky. Poté byla smés centrifugovana (10000 g, 1 min)
a po centrifugaci byla vyprdzdnéna sbérnd zkumavka. Nasledné¢ bylo na kolonku
naneseno 100 ul M-Wash pufru a kolonky byly centrifugovany (10 000 g, 1 min). Poté
bylo naneseno 200 ul M-Desulphonation pufru, smés byla inkubovana po dobu 20 min
pfi laboratorni teploté a opét centrifugovana (10 000 g, 1 min). Nasledné bylo na kolonku
naneseno 200 ul M-Wash pufru, kolonky byly znovu centrifugovany (10 000 g, 1 min) a
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po centrifugaci byly vyprazdnény sbérné zkumavky. Tento krok byl jesté¢ jednou
zopakovan bez vyprazdnéni sbérnych zkumavek; namisto toho byly poté kolonky
pieneseny na Cisté zkumavky. Poté bylo ptfidano 10 pl Elution pufru a smés byla

centrifugovana po dobu 1 min.

Po bisulfitové konverzi bylo kvantifikovano mnozstvi DNA méfenim na Qubit
Fluorimetru (viz 3.3.2 Kvantifikace DNA) a DNA byla zamrazena pti -20 °C do dal$iho

pouziti.
3.3.5 Enzymaticka konverze

3.3.5.1 NEBNext
Pro enzymatickou konverzi NEBNext byla pouzita souprava NEBNext® Enzymatic
Methyl-seq Conversion Module (New England Biolabs), #E7125S (viz 3.2 Pouzité

chemikalie, soupravy a roztoky).
Piiprava DNA

Jako pocatecni material bylo vyuzito 100 ng fragmentované DNA, jez byla rozpusténa
celkem v 55 pul vody bez nukleas. DNA byla fragmentovana na ultrasonikatoru Covaris
ME220 nastaveného na program pro 8 microTUBE Strip V1 150 bp viz tabulka 13.

Tabulka 13 Nastaveni programu pro fragmentaci DNA

Base Pair Mode (cilova délka fragmenti, bp) 150
Duration (doba ptisobeni, S) 225
Peak Power ($pickovy vykon, W) 75
Duty Factor (Cinitel vyuziti, %) 25
Cycles per Burst (pocet cykla na zazeh, #) 1000

Oxidace 5-metylcytosina a 5-hydroxymetylcytosini

Prvnim krokem byla ptiprava TET2 pufru, ktera probéhla smichanim 100 ul TET2
reakéniho pufru s TET2 sSuplementem ve zkumavce. Tato smés byla zvortexovana

a pouzivana po dobu maximalné 4 mésict dle doporuceni vyrobce.

Nasledné byly ke 28 ul fragmentované DNA na ledu ptidany reagencie dle tabulky
14. Veskeré reagencie pro oxidaci 5-metylcytosini a 5-hydroxymetylcytosind byly

soucasti komer¢ni soupravy.
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Tabulka 14 Reagencie pro oxidaci 5-metylcytosind a 5-hydroxymetylcytosint

Reagencie Objem (ul)
TET2 pufr (viz krok Piiprava DNA) 10

Oxidac¢ni suplement

Dithiotreitol

Oxidaéni enhancer

TET 2

N N

Vysledna smés byla zvortexovana a sto¢ena. Nasledné bylo ke 45 ul DNA piidano
5 ul roztoku Fe'' ptipraveného rozpusténim 1 pl 500 mM roztoku Fe''v 1 249 ul vody.
Vysledna smés byla promichana pipetovanim, sto¢ena a umisténa do termocykléru

pro inkubaci v délce 1 h pii 37 °C.

Po inkubaci byly vzorky pfemistény na led a byl ptidan 1 ul Stop Reagentu ke
kazdému vzorku. Vysledna smés byla vortexovana a sto¢ena a inkubovana poté v délce

30 min pti 37 °C.
Procisténi TET2 konvertované DNA

DNA po oxidaci byla ptecisténa s vyuzitim smési AMPure XP Beads, jez byla pied
pouzZitim ponechdna minimaln€¢ 30 minut na pokojové teplot€¢ a resuspendovana

vortexovanim.

Prvnim krokem procisténi bylo pfidani 90 ul resuspendovanané smési AMPure
XP Beads ke kazdému vzorku. Smés byla poté promichdna pipetovanim a inkubovana pfi
pokojové teploté po dobu 5 min. Poté byly zkumavky umistény na magneticky stojanek
pro separaci kuli¢ek od supernatantu. Po oddéleni kulicek od supernatantu byl
supernatant odpipetovan. Poté byla smés na magnetickém stojanku procisténa priddnim
200 pl cerstveé pripraveného 80% ethanolu, ktery byl ve smési ponechan po dobu
30 s a poté odpipetovan. Tento krok byl opakovan celkem 2x. Poté byly kulicky s DNA
ponechany na pokojové teploté po dobu maximélné¢ dvou minut k vysuSeni a nasledné
byly promyty 17 pl eluéniho pufru mimo magneticky stojanek. Vysledna smés byla
promichéana pipetovanim, inkubovana po dobu 1 min pifi pokojové teploté¢ a umisténa
na magneticky stojanek. Po oddéleni kulicek od supernatantu bylo 16 pl supernatantu

odpipetovano do nové zkumavky.
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Denaturace DNA
DNA byla denaturovana dvéma zpisoby:

1. Pouzitim Cerstvé pfipravené¢ho 0,1 M hydroxidu sodného. Ke kazdému vzorku
po procisténi byly pfidany 4 pl hydroxidu sodného. Smés byla zvortexovana,
sto¢ena a umisténa do termocykléru zahiatého na 50 °C po dobu 10 min. Poté byly
zkumavky okamzité umistény na led.

2. Piidanim 4 pl formamidu k 16 pl oxidované DNA. Smés byla zvortexovana,
stoCena a vlozena do termocykléru zahiatého na 85 °C po dobu 10 min. Zkumavky

byly poté okamzité¢ umistény na led.
Deaminace cytosinii

Na ledu byly ke 20 pl DNA piidany reagencie dle tabulky 15. Veskeré reagencie

pro deaminaci cytosind byly soucasti komeréni soupravy.

Tabulka 15 Reagencie pro deaminaci cytosint

Reagencie Objem (ul)
Voda bez nukleas 68
APOBEC reakéni pufr 10
Bovinni sérovy albumin 1
APOBEC 1

Vysledna smés byla zvortexovana, stocena a inkubovéana po dobu 3 h pfi teploté

37 °C v termocykléru.

Procisténi deaminované DNA

DNA po deaminaci byla procisténa s vyuZzitim smési AMPure XP Beads, jeZ byla
pfed pouzZitim ponechdna minimalné 30 minut na pokojové teploté a resuspendovana

vortexovanim.

Prvnim krokem procisténi bylo ptidani 100 pl resuspendovanané smési AMPure
XP Beads ke kazdému vzorku. Smés byla poté promichéna pipetovanim a inkubovana
pfi pokojové teploté¢ po dobu 5 min. Poté byly zkumavky umistény na magneticky
stojanek pro separaci kulicek od supernatantu. Po oddéleni kuli¢ek od supernatantu byl

supernatant odpipetovan. Poté byla smés na magnetickém stojanku procisténa priddnim
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200 pl cerstveé pripraveného 80% ethanolu, ktery byl ve smési ponechan po dobu

30 s a poté odpipetovan. Tento krok byl opakovan celkem 2x. Poté byly kulicky s DNA

ponechany na pokojové teploté po dobu maximalné dvou minut k vysuseni a nasledné

byly promyty 21 ul eluéniho pufru mimo magneticky stojanek. Vysledna smés byla

promichana pipetovanim, inkubovana po dobu 1 min pfi pokojové teploté¢ a umisténa

na magneticky stojanek. Po oddé€leni kulicek od supernatantu bylo 20 ul supernatantu

odpipetovano do nové zkumavky.

3.3.6 Kvantitativni polymerasova iretézova reakce (QPCR)

Pro provedeni qPCR byly nejprve piipraveny primer mixy dle tabulky 16.

Tabulka 16 Ptiprava primerovych mixu

Mix A Mix B Mix C
CCDC102B_ F | 1,0ul |PDE4C_F 1,5ul | MIR29B2CHG_F | 0,5 ul
CCDC102B R | 1,0ul |PDE4AC R 1,5ul | MIR29B2CHG R | 0,5 ul
ELOVLZ_F 10ul | FHL2_F 0,5ul | Voda 24,0 pl
ELOVLZ2 R 10ul | FHL2 R 0,5 ul
Voda 21,0 ul | Voda 21,0 pl

Nasledné byly do stripu nebo desticky pipetovany reagencie viz tabulka 17.

Tabulka 17 Reagencie pro gPCR reakci

Reagencie Objem na jeden vzorek (ul)
Platinum Multiplex PCR Master Mix, 2x 6,25
Voda bez nukleas 2,20
Eva Green 20x 0,30
Primer mix A/B/C 1,25
DNA 3,00
Celkovy objem reakéniho mixu 12,00

Desticka Ci strip byly poté kratce sto¢eny a umistény do termocykléru nastaveného

na program viz tabulka 18.
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Tabulka 18 Nastaveni termocykléru pro gPCR

Teplota (°C) Délka cyklu Opakovani
98 2 min
94 30s
65* 90s 4x
72 60 s
Snimani fluorescence
94 30s
56 90s
30x
72 60 s
Snimani fluorescence
72 10 min

* = pokles teploty o 3 °C kazdy cyklus
Po gPCR byly vzorky uskladnény pti -20 °C do dalsiho pouziti.
3.3.7 Digitalni elektroforéza

Pro provedeni digitalni elektroforézy byl nejprve D1000 vzorkovy pufr ponechan
pii pokojové teploté po dobu nejméné 30 minut. Mezitim byl zapnut Agilent TapeStation
Controller software, kde bylo nastaveno odpovidajici mnozstvi vzorku a elektronicky
zebrik.

Vzorkovy pufr byl zvortexovan a kratce sto¢en. Nasledné byly do stripu nebo
desticky naneseny 3 ul pufru a 1 ul DNA. Takto pfipravené vzorky byly zvortexovany,
kratce stoCeny a umistény do pfistroje. Do pfistroje bylo také nachystano dostatecné

mnozstvi pipet a také D1000 ScreenTape. Tlacitkem ,,Start™ byla spusténa elektroforéza.

Vyhodnoceni bylo vzdy provedeno ihned po analyze.

3.3.8 Precisténi vzorku

Po provedeni digitalni elektroforézy byly jednotlivé amplikony A, B a C kazdého vzorku
smichany tak, aby RFU mén& koncentrovaného amplikonu byly shodné. Vzorky
vytvofené¢ smichdnim tfi amplikond byly néasledné¢ preciStény pomoci soupravy
pro piecisténi DNA: QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen), #28106 (viz 3.2 Pouzité

chemikalie, soupravy a roztoky)
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Nejprve byl vzorek smichan s pétinasobnym mnozstvim PB pufru a promichan
pipetovanim. Nésledné byl vzorek pfenesen na kolonku umisténou ve sbérné zkumavce
a centrifugovan (10 000 g, 1 min). Poté bylo na kolonku naneseno 750 ul PE pufru
a vzorek byl opét centrifugovan (10 000 g, 1 min). Po centrifugaci byla vyprazdnéna
sbérnad zkumavka a vzorek byl znovu centrifugovan pro odstranéni zbytku PE pufru.
V poslednim kroku ptecisténi byla kolonka pfemisténa na cCistou 1,5 ml zkumavku,
na kolonku bylo naneseno 20 ul vody bez nukleas a po jedné minuté byly vzorky opét
centrifugovany (10 000 g, 1 min). Nasledné byla zmétena koncentrace DNA ve vzorku

pomoci Qubit dsDNA HS Assay soupravy (viz 3.3.2 Kvantifikace DNA).

3.3.9 Priprava knihovny

Pro ptipravu knihovny byla pouzita souprava Nextera XT DNA Library Preparation kit
(lllumina) #FC-131-1024 a indexy byly pouzity ze soupravy Nextera XT Index Kit
(Illumina) #FC-131-1001 (viz 3.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky).

Vzorky byly nejprve nafedény na koncentraci 0,5 ng/ul. V 0,2 ml PCR zkumavce
bylo poté smichano 2,5 ul Tagment DNA pufru, 1,25 ul ATM mixu a 1,25 ul nafedéného
vzorku. Smés byla promichana pipetovanim a kratce stocena. Nasledné¢ byly vzorky

umistény do termocykléru a byl spustén program viz tabulka 19.

Tabulka 19 Program pro tagmentaci

Teplota (°C) | Délka cyklu (min)
55 5
10 -

Po tagmentaci bylo pfidano 1,25 ul NT pufru. Smés byla promichana

pipetovanim, stocena a nasledné inkubovana pfi laboratorni teploté po dobu 5 min.

V nasledujicim kroku bylo ptidano 3,75 pl NPM mixu, 1,25 ul index primeru i5
a 1,25 pul index primeru i7. Vzorky byly promichany pipetovanim, stoeny a umistény

do termocykléru nastaveného na program Tag PCR 16a viz tabulka 20.
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Tabulka 20 Program pro indexa¢ni PCR

Teplota (°C) Délka cyklu Opakovani cyklu
72 3 min
95 30s
95 10s
55 30s 16x
72 30s
72 5 min
10 -

Po dokonceni PCR byly amplifikované knihovny ptecistény pomoci QIAquick
Purification Kitu (viz 3.3.8 Ptecisténi vzorki) a kvantifikovany pomoci Qubit dSDNA HS
Assay soupravy (viz 3.3.2 Kvantifikace DNA).

3.3.10 Sekvenovani a vyhodnoceni sekvena¢nich vysledki

Vsechny indexované knihovny urcené k sekvenovani byly ekvimolarné¢ smichany
a vznikly pool byl znovu kvantifikovan pomoci Qubit dsDNA HS Assay soupravy
(viz3.3.2 Kvantifikace DNA). Takto piipraveny pool byl predan pftislusnym

zameéstnancum UMTM na sekvenovani.

Mezitim byl pfipraven rozpis (sample sheet) pomoci programu I[llumina
Experiment Manager. V tomto programu byla zvolena varianta pro MiSeq, v kategorii
,,Other* a byla zvolena varianta ,,FASTQ only. V rozhrani ,,Workflow parameters* byly

vyplnény potiebné parametry viz tabulka 21.

Tabulka 21 Nastaveni workflow parametri v programu lllumina Experiment Manager

Library Prep Workflow Nextera XT
Index Adapters Nextera XT Index Kit
Index Reads 2 (Dual)

Read Type Paired End
Cycles Read 1 151

Cycles Read 2 151

V rozhrani ,,.Sample detection* byl ptidan odpovidajici pocet vzorki. Dale bylo

vyplné€no unikéatni oznaceni vzorkli a odpovidajici €isla i5 a 17 indext, pficemz byly
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nasledné automaticky doplnény i sekvence indext. Poté byl nacten soubor s koordinatami
analyzovanych amplikont ve formatu .bed viz tabulka 22 a hotovy sample sheet byl

ulozen.

Tabulka 22 Hodnoty pro vytvoieni BED souboru (koordinaty jsou uvedeny pro genom hg19)

Chromozom Start Stop Oznaceni
Chr18 66389390 66389503 CCDC102B
Chr6 11044840 11044966 ELOVL2
Chrl 207996950 207997095 MIR29B2CHG
Chr19 18343815 18343970 PDEA4C
Chr2 106015677 106015868 FHL2

V rdmci bioinformatické analyzy po sekvenovani bylo vyhodnoceni prvotnich
sekvenacnich dat provedeno Ing. Rastislavem Slavkovskym, Ph. D. Tato data byla
nasledné pouzita pro vyhodnoceni v programu SeqMonk, kde byl vytvofen novy projekt
a zvolen referencni genom (hg19). Nasledn€ byla importovana ziskana data. Pii importu

bylo nutné vyplnit popis sloupct v importovaného souboru, viz tabulka 23.

Tabulka 23 Nastaveni parametrti pro import vzorka

Column Delimiter Tab

Start at Row

Chr Col

Start Col

End Col

N B B WO

Strand Col

Ostatni parametry nezménény

Pro anotaci z4jmovych oblasti byl do programu SeqMonk naimportovan ptikaz
ve formatu .txt nebo .bed. Pro import bylo tieba zvolit parametry viz tabulka 24, zajmové

oblasti byly poté ve vystupech programu oznaceny jako ,,features*.
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Tabulka 24 Nastaveni parametrii pro import anotace

Column Delimiter Tab

Start at Row

Chr Col

Start Col

End Col

Name Col

B B W N | O

Description Col

Ostatni parametry nezménény

Dalsim krokem byla kvantifikace podilu metylovanych cytosinil v jednotlivych
vzorcich. V ramci tohoto kroku byla v rozhrani ,,Data* zvolena moznost ,,Quantitation
pipelines* a nasledné byla vybrana varianta ,,Bisulphite metylation over features®. V
menu ,,Feature to quantify* byla poté zvolena varianta ,,Existing probes“. Poté byl
vytvoren kvantifikaéni report, kdy byla v rozhrani ,,Report* zvolena moznost ,,Annotated

probe report® a byly nastaveny uvedené parametry viz tabulka 25.

Tabulka 25 Nastaveni parametrti pro kvantifikaéni report

Annotate with Overlapping (+ ptilozeny BED soubor)
Include Unannotated probes

Include Data for currently visible stores
Select List Annotation 0 annotation selected

Pro stanoveni v€ku jsem poté pieSla do webového rozhrani

https://shiny.imtm.cz/apps/vrr/meth-age/, kde je po dosazeni metyla¢nich hodnot

pro jednotlivé lokusy vykalkulovan vysledek stanoveni véku.

3.3.11 Evaluace konverze DNA

Pro vyhodnoceni tspésnosti konverze a ztrat ¢i degradace DNA béhem konverze byla
pouzita metoda kvantitativni evaluace bisulfitové konvertované DNA, zkracen¢ BisQUE,
ktera byla publikovana Sae Rom Hong a Kyoung-Jin Shin v roce 2021 (Hong & Shin,
2021). Veskeré reakeni kroky byly ptevzaty z citovaného ¢lanku. Dle ¢lanku byly také
navrzeny proby a primery, jez jsou konkrétné¢ uvedeny v kapitole 3.2 Pouzité chemikalie,
soupravy aroztoky. Pro ti¢ely optimalizace byla v rdmci n€kolika experimentil otestovana

varianta PCR touchdown se sniZenim teploty ze 70 °C na 60 °C a ze 75 °C na 65 °C,
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z divodu neuspokojivych vysledkid byl vsak poté opét pouzivan plivodni protokol,
viz tabulka 26. Pozd¢;ji byla také ke standardiim a indikatorim pridavana DNA z lososiho
mli¢i (0,8 pl/vzorek) pro zvySeni specificity reakce. Indikatory i standardy byly také

piipravovany 24 hod piredem.

Tabulka 26 Nastaveni parametri pro kvantitativni PCR (BisQuE)

Teplota (°C) Délka cyklu Opakovani cyklu
94 2 min
94 15s
40x
60 455
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4 VYSLEDKY

4.1 Vysledky pripravy standardi

Standardy byly tuspésné piipraveny a metyla¢ni hodnoty byly ovéfeny metodou metyl-
specifické PCR, jiz predchazela konverze pomoci bisulfitu sodného. Porovnani

metylacnich hodnot bylo provedeno s vyuzitim komercnich standardi od firem Zymo

Research a Merck. Vysledky byly shrnuty v tabulce 27.

Tabulka 27 Porovnani metylovanych a nemetylovanych standardu, bisulfitova konverze

Ocekavana Zméiena
Vzorek uroven urovei
metylace (%) | metylace (%)
Metylovany standard (Zymo Research) 100,00 58,30
Nemetylovany standard (Zymo Research) 0,00 0,03
Metylovany standard (Merck) 100,00 78,20
Nemetylovany standard (Merck) 0,00 0,00
Metylovany standard — mnou pfipraveny 100,00 16,40
Nemetylovany standard — mnou ptipraveny 0,00 0,00

Na zaklad¢ vysledkli je mozné pozorovat, Ze mnou piipraveny nemetylovany
standard i komer¢ni nemetylované standardy dosahovaly uspokojivych nizkych hodnot

metylace. Naopak metylované standardy dosahovaly vSechny nizkych hodnot metylace,

cwwvr

Podobny experiment byl proveden take se tfemi vzorky pro otestovani funkénosti
metody NEBNext a porovnani ziskanych hodnot standardi s hodnotami po bisulfitové

konverzi. Byly ziskany vysledky viz tabulka 28.

Tabulka 28 Porovnani metylovanych a nemetylovanych standardi, NEBNext

Uroveii Rozdil oproti
Vzorek
metylace (%) bisulfitové konverzi
Metylovany standard (Merck) 56,00 Pokles 0 20 %
Nemetylovany standard (Merck) 0,00 Bez rozdilu
Nemetylovany standard — mnou 1,14 Nartst o 1,14 %

pfipraveny
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Na zdkladé¢ téchto vysledkl bylo mozné usoudit, ze kromé¢ metylovaného
standardu (Merck) nedoslo mezi vzorky k vyraznym odchylkam vysledkd v souvislosti

se zménou konverzni metody.

Z davodu nizkych metyla¢nich hodnot mnou pfipraveného metylovaného
standardu byla navysena inkubacni doba z ptivodni 1 h na maximalné doporucené 4 h.
Timto byl ziskén standard o hodnoté 63,6 % metylace. Jelikoz tato hodnota stale nebyla
dostate¢na, byl proveden experiment s navySenim mnozstvi enzymu z pivodnich 4 1U
na 12 IU a 24 1U, coz bylo maximalni doporuc¢ené mnozstvi. Jelikoz dostatecné hodnoty
metylace bylo dosazeno po navySeni mnozstvi enzymu na 24 IU, pro nasledujici
experimenty byl jiz metylovany standard ptipravovan vzdy s timto objemem enzymu.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 29.

Tabulka 29 Vysledky navyseni mnozstvi enzymu na 12 a 24 U

Vzorek Uroveii metylace (%)
Metylovany standard (12 1U) 77,70
Metylovany standard (24 1U) 95,58

4.2 Vysledky bisulfitové konverze

Po pfipravé standardi byla provedena bisulfitovd konverze. Metoda byla nejprve
provedena na sadé standardti pro jejich srovnani (viz tabulka 27), nasledné jsem se
zaméfila na sadu péti pacientskych vzorkli a mnou pfipravenych standardd, aby bylo
mozné kromé& urovné metylace u standardi také vyhodnotit ispéSnost stanoveni véku
zkrve. Vzorky byly nejprve uspéSné zpracovany bisulfitovou konverzi a nasledné
pokracovala série metod pro stanoveni vé€ku (PCR, digitalni elektroforéza, precisténi,
ptiprava knihovny a sekvenovani). Ztraty DNA po bisulfitové konverzi se pohybovaly
v pruméru okolo 90 %. Vysledky sekvenovani je mozné pozorovat v tabulce 30 a 31.
Vsechny vzorky i standardy se podafilo osekvenovat s dostatecnym pokrytim vSech
lokust vyjma lokusu PDE4C. Po vyhodnoceni metylace cytosinu pro jednotlivé vzorky
se podatilo stanovit vék s pfesnosti 4,4 let, pficemz nejptesnéji se podatilo odhadnout vék
Metylace cytosinu u metylovaného standardu dosahovala uspokojivych hodnot, avsak

u nemetylovaného standardu se objevily vysoké hodnoty (az 24,10 %).
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Tabulka 30 Vysledky sekvenovani po bisulfitové konverzi — pokryti lokusti; NS — nemetylovany
standard, MS — metylovany standard

Lokus Pokryti lokust

1 2 3 4 5 NS MS
MIR29B2CHG | 10038 | 16762 | 10238 | 9228 | 12130 | 11612 | 11606
FHL21 11144 | 10200 | 14556 3896 11842 3002 8612
FHL22 11400 | 10354 | 14928 | 3980 | 12212 | 3278 8946
ELOVL1 8326 3684 2582 1648 2274 180 5260
ELOVL2 8972 3872 2714 1700 2416 182 5016
CCDC102B 2734 416 600 640 616 7681 1060
PDE4C 40 164 830 30 658 0 404

Tabulka 31 Vysledky sekvenovani po bisulfitové konverzi — metylace cytosinu a stanoveni véku;
NS — nemetylovany standard, MS — metylovany standard

Lokus Uroveii metylace (%)

1 2 3 4 5 NS MS
MIR29B2CHG | 91,32 84,76 84,31 89,25 93,50 0,50 98,22
FHL21 57,09 62,90 58,17 50,39 | 49,10 17,33 96,74
FHL22 52,34 59,31 55,21 49,45 | 4595 | 24,10 96,87
ELOVL1 34,42 44,93 42,33 38,75 29,06 2,22 97,03
ELOVL2 40,69 50,67 47,53 45,10 | 39,55 7,69 97,92
CCDC102B 56,09 43,27 35,45 40,31 62,75 2,29 97,52
PDE4C 35,00 30,49 25,78 20,00 | 24,09 - 94,55
Predikovany

43 53 50 41 32
vek (roky)
Skutecny vék

37 57 47 41 23
(roky)
Odchylka

6 4 3 0 9
(roky)

Experiment byl nasledné zopakovan na stejné sad¢ vzorkil pro ovéteni vysledki
(tabulka 32 a 33). Ztraty po samotné konverzi se v tomto piipadé pohybovaly opét okolo
91 % a pti sekvenovani byl opét malo osekvenovan lokus PDE4C. Jelikoz byl tento lokus

velmi malo osekvenovan u vzorku ¢. 2, nebylo mozné u tohoto vzorku stanovit v€k
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s vyuzitim stanoveného vzorce. Po vyhodnoceni metylace cytosinu pro ostatni vzorky se
podatilo stanovit vék s piesnosti 2,5 let, pfi¢emz nejpiesnéji se znovu podaiilo odhadnout
veék u osob v rozmezi 40-50 let véku, naopak nejnizsi piesnost byla opét u osoby ve véku
23 let. Vékova odchylka vsak byla u této osoby 0 4 roky niz§i nez u piedchoziho
experimentu. Metylace cytosinu u metylovaného standardu byla vSak v tomto ptipadé
niz§i nez u predchozi experimentu a u nemetylovaného standardu bylo dosazeno opét
ptili§ vysokych hodnot az 18,54 %.

Tabulka 32 Vysledky sekvenovani po bisulfitové konverzi — pokryti lokusti; NS — nemetylovany
standard, MS — metylovany standard

Lokus Pokryti lokust

1 2 3 4 5 NS MS
MIR29B2CHG | 6966 | 11108 | 18512 | 6496 9682 | 17468 | 12428
FHL21 10308 628 4508 9778 | 11644 | 1122 | 10010
FHL22 10636 638 4606 | 10052 | 12044 | 1160 | 10176
ELOVL1 4582 | 10728 | 9208 2094 3938 1982 3994
ELOVL2 5296 | 12490 | 10438 | 2426 4202 1994 4454
CCDC102B 910 1418 1730 390 1532 7149 426
PDE4C 3894 10 218 2816 2910 16 4106
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Tabulka 33 Vysledky sekvenovani po bisulfitové konverzi — metylace cytosinu a stanoveni véku;

NS — nemetylovany standard, MS — metylovany standard

Lokus Uroveii metylace (%)

1 2 3 4 5 NS MS
MIR29B2CHG | 87,77 78,80 81,55 86,36 | 93,11 5,78 83,26
FHL21 53,92 55,41 54,69 53,06 | 37,84 | 18,54 | 56,84
FHL22 51,10 51,90 52,89 48,02 | 37,49 17,41 64,42
ELOVL1 36,71 | 43,48 42,19 38,68 | 31,55 0,40 52,78
ELOVL2 42,72 51,95 47,10 48,39 | 38,66 5,42 78,62
CCDC102B 61,45 | 41,95 43,63 55,90 | 60,70 3,47 76,53
PDE4C 26,05 - 20,18 27,08 | 21,80 - 77,89
Predikovany

39 - 45 42 28
vek (roky)
Skute¢ny vek

37 57 47 41 23
(roky)
Odchylka

2 - 2 1 5
(roky)

Pii konzultaci s vedoucim prace jsme se rozhodli s vyuzitim ChatGPT zjistit
divody moznych fale$né pozitivnich vysledkti u nemetylovanych standardi. Kromé
kontaminace, chyby pii PCR a nedostatecného pokryti pfi sekvenovani byly jako dalsi
diivod oznaeny konverzni artefakty, které mohou vznikat pfi nedostate¢né konverzi ¢i
nedostate¢né denaturaci DNA. Z tohoto diivodu jsme se rozhodli vyzkouset novou
metodu BisQuE, pomoci niz by bylo mozné zjistit, zda byly vzorky dostatecné

konvertovany.

4.3 Vysledky NEBNext

Po provedeni bisulfitové konverze jsem ptesla k otestovani alternativni konverzni metody
NEBNext. Metoda byla nejprve vyzkousena na malém mnozstvi vzorki viz tabulka 28.
Nasledné byla metoda provedena na sadé péti pacientskych vzorkli a mnou pfipravenych
standardd, aby bylo mozné ovéfit jeji tspéSnost v ramci stanoveni véku z krve. Vzorky
byly nejprve uspé€Sné zpracovany konverzi a nasledné pokracovala série metod
pro stanoveni v&ku (PCR, digitalni elektroforéza, ptecisténi, ptiprava knihovny

a sekvenovani). Ztraty DNA po konverzi se pohybovaly v priméru okolo 97 %.
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Po sekvenacni analyze bylo mozné vyhodnotit pokryti a metylaci cytosinu viz tabulka 34
a 35. Vzorek €. 2 se nepodafilo fadné€ osekvenovat, z tohoto diivodu do kone¢né analyzy
nebyl zahrnut. Nejméné osekvenovan byl lokus PDE4C, zbylé lokusy se podafilo
osekvenovat v poradku. Po stanoveni véku u jednotlivych vzorkt bylo mozné pozorovat
velké rozdily mezi jednotlivymi vzorky, pficemz naptiklad u vzorku ¢. 4 bylo dosazeno
odchylky 2 let, u vzorku ¢. 5 az 10 let. Primérna vékova odchylka v tomto pfipadé
dosahla 7 let. Pfi vyhodnoceni standardi bylo mozné pozorovat, Ze ackoliv metylovany
standard dosahoval kromé lokusu PDE4C pomérné vysokych hodnot, u nemetylovaného

standardu byla detekovana metylace az 65,5 %.
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Tabulka 34 Vysledky sekvenovani po NEBNext — pokryti lokusti; NS — nemetylovany standard,
MS — metylovany standard

Lokus Pokryti lokust

1 2 3 4 5 NS MS
MIR29B2CHG | 2736 58 4704 2638 2564 3080 7986
FHL21 4982 176 6640 5954 | 10496 | 4632 | 20762
FHL22 5100 176 6782 6106 | 10674 | 4730 | 21246
ELOVL1 2642 8 2896 1856 598 1296 | 10016
ELOVL2 2970 8 2808 1856 588 1268 9798
CCDC102B 2108 4 910 1086 292 816 1330
PDE4C 630 2 272 62 194 86 188

Tabulka 35 Vysledky sekvenovani po NEBNext — metylace cytosinu a stanoveni véku; NS —
nemetylovany standard, MS — metylovany standard

Lokus Uroveii metylace (%)

1 3 4 5 NS MS
MIR29B2CHG 67,8 93,5 85,1 94,8 65,5 92,4
FHL21 31,9 40,4 32,0 42,9 46,5 84,8
FHL22 52,9 35,6 24,8 39,7 46,0 90,3
ELOVL1 51,0 52,5 49,9 31,8 38,3 98,3
ELOVL2 56,2 69,8 52,9 40,1 66,0 99,2
CCDC102B 43,4 42,0 65,0 56,8 17,6 97,7
PDE4C 9,2 7,4 32,3 27,8 0,0 61,7
Predikovany v&k

44 38 39 33
(roky)
Skute¢ny vek

37 47 41 23
(roky)
Odchylka (roky) 7 9 2 10

Metoda NEBNext byla dale zopakovana na stejné sadé¢ vzorkii a standardu
pro ovéteni vysledku (tabulka 36 a 37). Ztraty po samotné konverzi se v tomto piipadé
pohybovaly opét okolo 97 % a pii sekvenovani byl opét malo osekvenovan lokus PDE4C.
Po vyhodnoceni metylace cytosinu U vzorkia se podafilo stanovit veék s piesnosti 5 let,

pficemz nejpresnéji se podaftilo stanovit vék u osob v rozmezi 37-41 let, naopak nejnizsi
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presnost bylo mozné pozorovat u osob ve véku 23 a 47 let. Primérna odchylka byla vSak
VvV tomto piipadé o dva roky nizsi nez u ptedchoziho experimentu. Metylace cytosinu
U metylovaného standardu byla v tomto pfipadé niz$i nez u predchozi experimentu

a U nemetylovaného standardu bylo opét dosazeno p#ili§ vysokych hodnot.

Tabulka 36 Vysledky sekvenovani po NEBNext — pokryti lokus®i; NS — nemetylovany standard,
MS — metylovany standard

Lokus Pokryti lokust

1 2 3 4 5 NS MS
MIR29B2CHG | 4220 5324 3652 5056 1448 4782 1984
FHL21 15052 | 16172 | 24128 | 19612 | 14080 | 1092 | 28602
FHL22 15396 | 16436 | 24740 | 20070 | 14350 | 1104 | 28972
ELOVL1 2310 6094 2352 2088 2224 84 3566
ELOVL2 2250 6100 2092 2084 2316 80 3618
CCDC102B 3418 5672 870 3074 2526 | 21458 730
PDE4C 698 1204 310 552 570 2 2498

Tabulka 37 Vysledky sekvenovani po NEBNext — metylace cytosinu a stanoveni véku; NS —

nemetylovany standard, MS — metylovany standard

Lokus Uroveii metylace (%)

1 2 3 4 5 NS MS
MIR29B2CHG | 88,24 | 71,89 | 87,50 | 73,02 | 90,04 2,72 83,60
FHL21 66,83 | 66,01 | 5537 | 32,77 | 43,50 99,08 56,29
FHL22 63,06 | 59,46 | 46,38 | 44,23 | 42,83 99,09 63,36
ELOVL1 42,22 | 49,82 | 57,62 | 34,87 | 29,33 2,38 62,51
ELOVL2 36,90 | 58,58 | 62,80 | 40,19 | 33,10 2,50 81,19
CCDC102B 51,79 | 33,97 | 36,78 | 47,80 | 65,41 1,27 76,10
PDE4C 0,57 27,74 | 39,35 | 29,71 | 25,61 - 77,71
Predikovany

36 61 59 42 30
vek (roky)
Skute¢ny veék

37 57 47 41 23
(roky)
Odchylka

1 4 12 1 7
(roky)
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Jelikoz byly pfi provedeni obou experimentll zaznamenany vysoké ztraty DNA,
které prevySovaly ztraty po bisulfitové konverzi, rozhodli jsme se provést alternativni
denaturaci pomoci formamidu na sad¢ standardii a referencnich vzorkti a vysledky
porovnat. Ztraty po konverzi byly v tomto ptipad€ snizeny na 95 %, stale byly vSak vyssi
nez po bisulfitové konverzi. Pét vzorki s dostate¢nou koncentraci amplikonti bylo poté
vybrano k sekvenovani. Pti analyze sekvan¢nich vysledkt (tabulka 38 a 39) bylo mozné
sledovat, ze pokryti lokusu PDE4C bylo u vzorka denaturovanych formamidem lepsi nez
u vzorkl denaturovanych NaOH. V ramci metylace cytosinu bylo mozné pozorovat rtizné
vysledky. Zatimco u nemetylovanych standardi bylo dosazeno lepsi vysledki
U denaturace formamidem (pramémé 0,80 % metylace) oproti denaturaci NaOH
(primérné 9,91 % metylace), u metylovanych standardi bylo dosaZeno lepSich vysledka
u denaturace NaOH (pramérné 75,29 % metylace) oproti denaturaci formamidem
(pramérné 69,78 % metylace). V obou piipadech byly vSak hodnoty u metylovanych
standardll nizké. U referen¢niho vzorku po denaturaci formamidem byl stanoven vék s
vysokou odchylkou (22 let). Experiment se vSak nepodafilo z ¢asovych duvoda
zopakovat, nelze tedy surcitosti fici, zda byla tato odchylka zplisobena zménou

denatura¢ni metody.

Tabulka 38 Vysledky sekvenovani po NEBNext — pokryti lokusi; Ref — referenéni vzorek, NS —
nemetylovany standard, MS — metylovany standard, F - formamid

Lokus Pokryti lokust
Ref F NS_F MS F | NS_NaOH | MS_NaOH

MIR29B2CHG 20218 4750 16932 7108 20294
FHL21 24540 570 20556 5538 24024
FHL22 25280 588 21048 5708 24392
ELOVL1 8788 830 17346 3688 18736
ELOVL2 8704 824 17132 3698 18518
CCDC102B 6930 29566 3558 24941 6470
PDE4C 11616 778 5228 652 446
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Tabulka 39 Vysledky sekvenovani po NEBNext — metylace cytosinu a stanoveni veéku; Ref —
referen¢ni vzorek, NS — nemetylovany standard, MS — metylovany standard, F — formamid

Lokus Uroveii metylace (%)
Ref F NS F MS_F NS _NaOH | MS_NaOH

MIR29B2CHG 86,56 0,55 92,37 9,91 90,20
FHL21 33,08 0,00 56,91 32,88 67,11
FHL22 35,89 0,00 56,38 18,85 70,14
ELOVL1 26,76 0,00 69,67 0,16 76,29
ELOVL2 44,32 0,00 84,13 18,34 83,25
CCDC102B 53,09 4,82 77,80 17,52 79,97
PDE4C 14,51 0,26 51,17 0,31 60,09
Predikovany

32
vék (roky)
Skute¢ny vek

54
(roky)
Odchylka

Y 22

(roky)

4.4 Vysledky metody BisQuE

4.4.1 Optimalizace metody

Jelikoz metoda BisQuE nebyla v laboratofi doposud pouzivana a pii prvnich testech
s vyuzitim laboratorniho Platinum Multiplex MasterMix vyvstaly potize se specificitou
prob, bylo tfeba metodu optimalizovat. Z tohoto divodu byla provedena série
optimalizaénich experimenti za riznych podminek. Na optimalizaci jsem spolupracovala

s Mgr. Lucii Kotkovou pfi elektronickych konzultacich s autory ¢lanku.

Z dtvodu nizké specificity prob pii vyuziti Platinum Multiplex MasterMix byl
objednan 2X Platinum™ Il Hot-Start PCR Master Mix, jenz byl pimo uveden v &lanku.
Po provedeni experimentu byly vSak ziskany faleSné pozitivni hodnoty i u negativnich
kontrol, jez bylo tfeba eliminovat. Falesn¢ pozitivni vysledky se objevily v kanalu short-T
(Ct=29) 1 po navyseni hot¢iku na 2 mM a navySeni mnozstvi polymerasy na dvojnasobek.
Z téchto divodi byla nasledné ptidana k polymerase DNA z lososiho mli¢i, jez ma

potencidl zablokovat nespecifické vazby, a tim eliminovat faleSné¢ pozitivni vysledky.
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Byly také provedeny experimenty s upravou cyklu na touchdown (postupné snizovani
teploty hybridizace v druhém kroku PCR) ze 70 °C na 60 °C a ze 75 °C na 65 °C. Tento
postup mél potencial, co se tyce vétsi specificity reakce. Pii touchdownu ze 70 °C na
60 °C doslo k mirnému zlepSeni vysledku, avSak pii extrémnim touchdownu z 75 °C na
65 °C nedoslo k zadné amplifikaci vyjma IPC. Pro nasledujici experimenty jsme tedy
pouzili touchodown 70 °C na 60 °C, avSak ackoliv doslo ke zlepSeni hodnot u negativnich
kontrol, zac¢alo dochazet k rozpadu standardu, kdy se objevovaly at’ uz Gplné chybéjici ¢i

nesmysIné hodnoty, viz obrazek 6.

Channel Assay Ctl ct2 Ct (priimér/c (ng) ¢ (log5)
FAM  ShortCstd 14,87 17,93 16,40 10,75000 1,476 Standard curve
FAM  ShortCStd 16,02 18,25 17,14 2,15000 0,476 Sho
FAM  ShortCStd 18,30 22,90 20,60 0,43000 -0,524 20,00
FAM  ShortCStd 17,67 19,45 18,56 0,08600 -1,524 | | e | y =-0,3907x + 16,809
FAM  ShortCStd 17,18 20,10 18,64 0,01720 -2,524 o s | R 19,00 R?'=0,3846

E ® ShortC
ROX Long Std 14,15 17,03 15,59 10,75000 1,372 o .
ROX long Std 1609 17,38 16,73 2,15000 0,372 | | | e . ©Long
ROX long Std 17,09 19,31 18,20 0,43000 -0,628 ¥ =’°|;§8_9§§;’3137’957 16,00 .
ROX long Std 1597 19,41 17,69 0,08600 -1,628 — 15,00
ROX long Std 1637 17,75 17,06 0,01720 -2,628 3 -2 1 0 1 2

Amount of DNA (ng, log5)

Channel Assa Ctl 2 Ct(pramér) c(n ¢ (log5,
FAM ShorZC std | 21,93 21,70 i 21,8)1 (ng,)souuu 1(,55322 Standard curve
FAM ShortC  std "wnnuannaay 2,36000 0,53352 27,00
FAM  ShortC  std "snnuannan 0,47200 -0,46648 e 25,00
FAM  ShortC std | 25,65 25,65  0,09440 -1,46648 PO ®3.00
FAM  ShortC Std “wapHsEE  0,01888 2,46648 2 [ °

E 2,001 ® ShortC
ROX Long Std 18,17 18,12 18,14 10,75000 1,37208 | v =-1,0715x + 20,517 19,00 5 @ Long
ROX long  Std | 19,61 20,74 20,17  2,15000 0,37208 R2=0,6319 7,00 Linedrni (Long)
ROX long  Std | 24,20 22,57 23,38 0,43000 -0,62792 15,00
ROX long  Sstd | 21,31 21,31 0,08600 -1,62792 3 2 1 0 1 2
ROX long  Std | 24,53 21,34 22,93 0,01720 -2,62792 Amount of DNA (ng, log5)

Obrazek 6 Ukazka standardii u experimentt ¢. 11 (vysSe) a 12 (nize) S podminkami touchdown
70 °C—60 °C. Ve sloupcich Ctl a Ct2 (duplikaty) je mozné pozorovat at’ uz nesmyslné,
¢i chybéjici hodnoty pro standardy.

Pro experiment ¢. 12 byla provedena také PCR cilena na glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenasu (GAPDH) pro ovéfeni integrity standardi, pfi¢emz bylo ovéteno,
ze standardy jsou v potradku a bez kontaminace. V reakci na uvedené vysledky probéhla
konzultace s autory ¢lanku, pfi niz bylo doporuceno pro snizeni rizika kontaminace
ptfipravovat standardy v TE pufru 24 h pfedem. Rozhodli jsme se také upustit
od touchdownu a vratit se k PCR podminkam dle ¢lanku. Po ovéieni tohoto postupu doslo
pfi experimentu za normalnich podminek (beztouchdownu) ke =zlepSeni hodnot

u standarda, C- a T- indikatory vSak vykazovaly kiivku ve tvaru U, viz obréazek 7.
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Channe Assa Ct1 ct2 Ct (pramér) c (n c(logs
¥ p }e (ng) (log5) Standard curve

FAM  ShortC std 19,43 19,95 19,69 11,00000 1,4393
FAM  ShortC Std 21,56 21,99 21,78 2,20000 0,4899 23,00
FAM  ShortC std 23,81 23,63 23,72 0,44000 -0,51 el e
FAM  ShortC Std 25,04 24,76 24,90 0,08800 -1,51 v ’
FAM  ShortC Std 27,36 26,94 27,15 0,01760 -2,51 2 £
2 y=-1,6949x+23,016 21,00 * ShortC
o R? = 0,9848 -
ROX Llong  Std 20,39 20,38 20,38 11,00000 1,4839 13,00 + Long
ROX Llong  Std 22,26 22,43 22,35 2,20000 0,4839 17,00
ROX Long Std 24,14 24,11 24,13 0,44000 -0,51 s , N 1500 . L )
ROX long Std 25,05 25,03 25,04  0,08800 -1,51 ) i A :chNA logs
ROX Long Std 27,63 27,39 27,51 0,01760 -2,51 mounta (ne, log3)
T -» C transforming
Ct (pramér) 29,00
FAM  ShortC Indicator 27,29 27,19 27,24 2700 . *
FAM  ShortC Indicator 23,00 22,95 22,97 25’00
FAM  ShortC Indicator 24,07 24,03 24,05 23’00 . *
FAM  ShortC Indicator 28,10 28,23 28,16 EZLOO
19,00
HEX  ShortT Indicator 19,36 19,41 19,68 17,00
HEX  ShortT Indicator 24,43 23,57 24,00 15,00
HEX  ShortT Indicator 27,49 27,40 27,45 13,00
HEX ShortT Indicator 29,58 29,69 259,64 13,00 18,00 23,00 28,00 33,00

CtT

Obrazek 7 Ukazka standarda (vySe) a C- T- indikatort (niZe) u experimentu ¢. 14. Standardy jsou
v potradku, avSak hodnoty Ctl a Ct2 (duplikaty) u T-indikatoru vykazuji kiivku ve tvaru U.

Toto bylo nasledn€ upraveno ptipravou standardi i indikatori 24 h predem a pridanim
0,8 ul DNA zlososiho mli¢i jak ke standardim, tak i k indikatorim. Poté byly

pii opakovanych experimentech jiz ziskany odpovidajici vysledky viz obrazek 8.
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Channel Assay Ct ¢ (ng) c (log5) Standard curve

FAM  ShortC  Std 21,28 12,50000 1,569 soo
FAM  ShortC Std 24,22 2,50000 0,569 . 00
FAM  ShortC Std 2491  0,50000 -0,43 g, | . v=-1$0_ﬁ§);;5284.593
FAM  ShortC  Std 2748  0,10000 -1,43 ol T 5o, 1
FAM  ShortC Std 29,19 0,02000 -2,43 § T e
H | ¥=-1,8364x + 24,589 3100 sy * ShortC
R*=|0,0872 ’ * lon
ROX Llong Std 21,37 12,50000 1,569 15,00 2
ROX  Llong Std 24,08  2,50000 0,569 7,00
ROX Llong Std 25,23 0,50000 -0,43 15,00
ROX Llong Std 27,25  0,10000 -1,43 3 . * 0 * :
ROX Llong Std 28,97  0,02000 -2,43 Amount of DNA (ng, log3)
T -> C transforming
28,00
Ct Ct primér 27,00 |y=0,9224%+0,6628 4

FAM ShortC Indicator 17,56 17,56 25,00 R*=0,5934 g
FAM ShortC Indicator 20,54 20,54 23,00 ‘
FAM ShortC Indicator 23,66 23,66 ;21,[)0 .
FAM ShortC Indicator 26,27 26,27 13,00 ) -

17,00 v
HEX  ShortT Indicator 18,28 18,28 15,00
HEX  ShortT Indicator 21,87 21,87 13,00

13,00 18,00 23,00 28,00 33,00

HEX ShortT  Indicator 24,49 24,49 ctT
HEX ShortT  Indicator 27,93 27,93

Obrazek 8 Ukazka standardt (vyse) a C- T- indikatort (nize) u experimentu ¢. 17. Ct hodnoty
u standardi i indikatort jsou v potradku.

4.4.2 Evaluace konverze
Po optimalizaci metody byl proveden test se vzorky po bisulfitové konverzi i NEBNext.
Po provedeni experimentu byly ziskdny odpovidajici kiivky standardl i indikatort,

jez bylo nasledné mozné pouzit pro dalsi vyhodnoceni, viz obrazek 9.

51



Channel Assay
FAM ShortC
FAM ShortC
FAM ShortC
FAM ShortC
FAM ShortC
ROX Long
ROX  Long
ROX Long
ROX Long
ROX Long
FAM ShortC
FAM ShortC
FAM ShortC
FAM ShortC
HEX ShortT
HEX ShortT
HEX ShortT
HEX ShortT

Std
Std
Std
Std
Std

Std
Std
Std
Std
Std

Indicator
Indicator
Indicator
Indicator

Indicator
Indicator
Indicator
Indicator

ct1
20,96
22,95
25,19

29,52

21,46
23,59
25,70

29,66

ct1
17,50
21,12
24,12
27,01

20,28
23,96
26,01
29,33

ctz
21,49
23,70
26,13
28,20
30,45

21,27
24,03
25,65
27,92
29,50

ctz
17,95
20,69
23,77
26,90

20,20
23,78
26,39
28,95

Ct (primér) ¢ (ng)

21,23
23,32
25,66
28,20
29,98

21,36
23,81
25,67
27,92
29,58

Ct (primér)
17,73
20,91
23,95
26,96

20,24
23,87
26,20
29,14

11,80000
2,36000
0,47200
0,09440
0,01888

11,80000
2,36000
0,47200
0,09440
0,01888

29,00
27,00
25,00

S 2300

(&)

21,00
19,00
17,00

19,00

c (logs)
1,5335
0,5335
-0,466
-1,466
2,466

1,5335
0,5335
-0,466
-1,466
-2,466

Ct value

Standard curve

31,00
25,00

Yy =-2,2391x + 24,634
R*=0,9975

y=-2,0546% + 24,712
R =0,0963 * ShorC

* Long

Amount of DNA (ng, log5)

T -= C transforming

y=1,0521x-3,7721 .
R%=0,9945

21,00

23,00 2500 27,00 2300 3100
CtT

Obrazek 9 Ukazka standardt (vyse) a C- T- indikatori (nize) u experimentu pro evaluaci konverze
vzorkli po NEBNext a bisulfitové konverzi. Standardy i indikatory byly méfeny v duplikatech
(Ctl a Ct2). Ct hodnoty u standardi i indikatort jsou v pofadku.

Nasledujici tabulky poté shrnuji vysledky po dosazeni ziskanych Ct hodnot do

vzorcl viz obrazek 10. Vzorce pro vyhodnoceni pochézi z ¢lanku autort metody (Hong

& Shin, 2021).

Ptevzato z Hong & Shin, 2021(Hong & Shin, 2021)

o Conversion efficiency

° Degradation level
e Recovery

Obrazek 10 Vzorce pro vyhodnoceni UspéSnosti konverze, Grovné degradace a ndvratnosti.

short = T

short — C + short — T

x 100 (%)

BS — DNA(short/long)

gDNA(short/long)

2 x BS—DNA

X 100 (%)

gDNA

V tabulce 40 jsou uvedeny Ct hodnoty a ziskané mnozstvi po dosazeni do rovnic

pro pacientské vzorky a standardy po bisulfitové konverzi. V tomto ptipadé byly pouzity

standardy a vzorky starsi (stafi £3 mésice — vzorky z 15. 11. 2023) i nové ptipravené (stari

2 tydny - 7. 2. 2024). Tabulka 41 poté shrnuje vyhodnoceni G¢innosti konverze, degradace

a navratnosti pro dané vzorky po dosazeni do vzorct.
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Tabulka 40 BisQUE: Ct hodnoty a odpovidajici mnozstvi pro vzorky po bisulfitové konverzi. MS
— metylovany standard, NS — nemetylovany standard, vzorek 1-5 — pacientské vzorky.

Ct hodnoty Mnozstvi (ng)
Long-
Vzorek | Status | Short- | Short- Txscl| c el ¢ T Long
C T
free
gDNA | 19,06 | 25,97 | 2356 | 19,51 |26,55|54,79| 2.17 | 58,63
ms BK =
7.2, Cna | 3359|3474 | 3278 |3353(2827|000 | 000 | 000
gDNA | 22,07 | 41,00 | 39,36 | 22,86 |27.37| 6,32 | 0,00 | 4.27
NS BK (9o
7.2, ona | 3540 | 3416 | 3217 |3020(2843| 000 0,00 | 001
gDNA | 19,06 | 25,97 | 2356 | 19,51 |26,55|54,79| 2,17 | 58,63
MsBK 9o
1511 | > 3412|3360 | 3158 |41,00|2823| 000 | 0,01 | 000
gDNA | 22,07 | 41,00 | 39,36 | 22,86 |27.37| 6,32 | 0,00 | 4.27
NsBK (o
1511 | O | 3362|3384 | 3183 | 41002823000 | 001 | 0,00
gDNA | 19,63 | 41,00 | 39.36 | 20,16 |41,00|36.48| 0,00 | 3537
Vzorek 1 [?I\‘T"A 3320 | 3500 | 3315 |41,00|2830|000| 000 | 0,00
gDNA | 18,24 | 41,00 | 39,36 | 18,40 |41,00]99,08] 0,00 | 140,39
Vzorek 2 DBI\‘T"A 3484 | 3392 | 3192 |37.67/2826/000| 001 | 000
gDNA | 2025 | 41,00 | 39.36 | 21,05 |41,00|23.36| 0,00 | 17,61
Vzorek 3 DBNS’A 36.26 | 33.68 | 31.66 |41,00|2816| 0,00 | 001 | 000
gDNA | 19,29 | 41,00 | 39.36 | 19,49 |41,00|4658| 0,00 | 59,77
Vzorek 4 DBNS,-A 3347 | 3534 | 3341 | 41,00 2836/ 0,00 | 000 | 000
gDNA | 19,30 | 41,00 | 39,36 | 20,05 |41,0046,25| 0,00 | 38,55
Vzorek 5 DBI\SI"A 3416 | 3452 | 3255 |3417/2836]000| 000 | 000
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Tabulka 41 BisQUE: Uginnost konverze, degradace a navratnost pro vzorky po bisulfitové
konverzi; MS — metylovany standard, NS — nemetylovany standard, vzorek 1-5 — pacientské
vzorky.

Utinnost Short/ . °
Vzorek Status konverze (%) | Long Degradace | Navratnost (%)

gDNA 0,93
gDNA 1,48

MSBK 15. | gDNA 093

11. BS-DNA 86,14 2742,34 | 293431 0,03

NSBK 15. | gDNA 148

11. BS-DNA 78,35 2514,65 | 1698,76 0,23
gDNA 1,03

Vzorek 1 BS-DNA 5258 145581 | 1411,27 0,02
gDNA 0,71

Vzorek 2 BS-DNA 89,11 153,26 217,15 0,01
gDNA 1,33

Vzorek 3 BS-DNA 96,46 2305,17 | 1737,69 0,06
gDNA 0,78

Vzorekd4  I'BSDNA | 51,09 1240,17 | 1591,40 0,02
gDNA 1,20

Vzorek 5 BS-DNA 7613 7.35 6,12 0,02

Stejné byly v tabulkach 42 a 44 vyhodnoceny Ct hodnoty a mnozstvi pro vzorky
po NEBNext, kdy byly hodnoceny jak star$i standardy a pacientské vzorky (stari
+3 mésice — vzorky ze 7. 11. 2023) — tabulka 42, tak i Cerstvé pfipravené standardy
s referen¢nim vzorkem (stafi 1 tyden), jez byly soucasti experimentu pro porovnani
denatura¢nich metod s vyuzitim formamidu a NaOH — tabulka 44. Tyto vzorky byly
méfeny v duplikdtu. Tabulky 43 a 45 poté uvadi vyhodnoceni uc¢innosti konverze,

degradace a navratnosti pro uvedené vzorky.
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Tabulka 42 BisQUE: Ct hodnoty a odpovidajici mnoZstvi pro pacientské vzorky a standardy ze
7.11. 2023 po NEBNext; MS — metylovany standard, NS — nemetylovany standard, vzorek 1-5—
pacientské vzorky.

Ct hodnoty Mnozstvi (ng)

Vzorek Status Shgrt- Shfl)_rt' e L??SE;C c T Long
NEBNext Mg | 9ONA| 2126 [41,00 | 3936 | 2153 | 11,30 | 0,00 | 12,09
7.1 DBI\SI:A 33,88 | 3516 | 3322 | 37,84 | 0,00 | 0,00 | 0,00
NEBNext NS g[ég_A 2222 | 41,00 | 39,36 | 22,99 | 567 | 0,00 | 3,85
7.11. N | 33522055 | 2732 | 2863 | 0,00 | 015 005
gDNA | 1892 | 41,00 | 39,36 | 19,98 | 60,77 | 0,00 | 40,72

Vzorek 1 [?,\?A 34,32 | 32,58 | 30,51 | 3503 | 0,00 | 0,01 | 0,00
gDNA | 18,67 | 41,00 | 39,36 | 19,55 | 72,74 | 0,00 | 57,03

Vzorek 2 DBNSA 33,18 | 31,59 | 29,46 | 29,40 | 0,00 | 0,03 | 0,03
gDNA | 19,13 | 41,00 | 39,36 | 20,25 | 52,26 | 0,00 | 32,96

Vzorek 3 [I)BI\SI,-A 31,46 | 32,72 | 30,65 | 31,62 | 0,01 | 001 | 0,00
gDNA | 21,04 | 41,00 | 39,36 | 23,09 | 6,93 | 0,00 | 356

Vzorek 4 DB,\?A 34,18 | 3501 | 3306 | 41,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
gDNA | 21,50 | 41,00 | 39,36 | 22,03 | 892 | 0,00 | 817

Vzorek 5 DBNSA 34,70 | 34,9 | 32,20 | 41,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
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Tabulka 43 BisQuE: Uginnost konverze, degradace a navratnost pro pacientské vzorky a
standardy ze 7. 11. 2023 po NEBNext; MS — metylovany standard, NS — nemetylovany standard,
vzorek 1-5 — pacientské vzorky.

Utinnost Navratnost

Vzorek Status Konverze (%) Short/Long | Degradace (%)

NEBNext gDNA 0,93
MS 7. 11. BS-DNA 61,65 99,09 106,00 0,06

NEBNext_ | gDNA 1,47
NS7. 11 BS-DNA 98,86 3,16 2,15 5,19

Vzorek 1 gDNA 1,49
BS-DNA 93,95 50,64 33,93 0,05

Vzorek 2 gDNA 1,28
BS-DNA 93,53 1,31 1,02 0,09

Vzorek 3 gDNA 1,59
BS-DNA 64,11 4,62 2,91 0,08

Vzorek 4 gDNA 1,95
BS-DNA 69,08 1177,35 604,97 0,10

Vzorek 5 gDNA 1,09
BS-DNA 85,78 1762,51 1615,51 0,11
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Tabulka 44 BisQUE: Ct hodnoty a odpovidajici mnozstvi pro vzorky po NEBNext s rtiznymi
ptistupy denaturace; R1-2 — referen¢ni vzorek (duplikaty), NS1-2 nemetylovany standard
(duplikaty), MS1-2 metylovany standard (duplikaty); F- formamid

Ct hodnoty MnoZstvi (ng)

Vzorek | Status |Short-|Short-|.. Long-

C T T-*>C C free C T Long
NEBNext gDNA | 22,06 | 41,00 | 39,36 22,12 | 6,36 0,00 7,62
R1F BS-DNA | 36,01 | 34,85 | 32,89 41,00 | 0,00 0,00 0,00
NEBNext gDNA | 22,06 | 41,00 | 39,36 22,12 | 6,36 0,00 7,62
R2 F BS-DNA| 33,29 | 32,23 | 30,14 30,36 | 0,00 0,02 0,01
NEBNext gDNA | 22,06 | 41,00 | 39,36 22,12 6,36 0,00 7,62
R1 NaOH |BS-DNA| 33,22 | 34,28 | 32,29 31,62 | 0,00 0,00 0,00
NEBNext gDNA | 22,06 | 41,00 | 39,36 22,12 6,36 0,00 7,62
R2 NaOH |BS-DNA| 34,76 | 33,67 | 31,65 41,00 | 0,00 0,01 0,00
NEBNext gDNA | 22,22 | 41,00 | 39,36 22,99 5,67 0,00 3,85
NS1 F BS-DNA | 36,02 | 30,28 | 28,09 29,24 | 0,00 0,08 0,03
NEBNext gDNA | 22,22 | 41,00 | 39,36 22,99 | 5,67 0,00 3,85
NS2 F BS-DNA | 38,05 | 28,75 | 26,48 27,73 0,00 0,27 0,09
NEBNext gDNA | 22,22 | 41,00 | 39,36 22,99 | 5,67 0,00 3,85
NS1
NaOH BS-DNA | 34,29 | 34,70 | 32,74 38,11 0,00 0,00 0,00
NEBNext gDNA | 22,22 | 41,00 | 39,36 22,99 5,67 0,00 3,85
mg’_éH BS-DNA| 33,89 | 32,51 | 30,43 30,14 | 0,00 0,02 0,01
NEBNext gDNA | 21,26 | 41,00 | 39,36 2153 | 11,30 0,00 12,09
MS1 F 33,54 | 35,06 | 26,51 | 24,12 41,00 | 0,00 1,44 0,00
NEBNext gDNA | 21,26 | 41,00 | 39,36 21,53 | 11,30 0,00 12,09
MS2 F BS-DNA | 35,26 | 29,65 | 27,42 29,26 | 0,00 0,13 0,03
NEBNext gDNA | 21,26 | 41,00 | 39,36 21,53 | 11,30 0,00 12,09
IZA:(%H BS-DNA| 33,52 | 33,46 | 31,43 31,68 | 0,00 0,01 0,00
NEBNext gDNA | 21,26 | 41,00 | 39,36 21,53 | 11,30 0,00 12,09
MS2
NaOH BS-DNA | 33,75 | 33,86 | 31,85 34,73 0,00 0,01 0,00
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Tabulka 45 BisQUE: U¢innost konverze, degradace a navratnost pro vzorky po NEBNext s
riznymi piistupy denaturace; R1-2 — referen¢ni vzorek (duplikaty), NS1-2 nemetylovany

standard (duplikaty), MS1-2 metylovany standard (duplikaty), F- formamid

Vzorek Status kog\j::;g?&)) Short/Long | Degradace Nav(r(;:)n ost
NEBNext gDNA 0,84
R1F BS-DNA 90,38 1015,58 1216,16 0,09
NEBNext gDNA 0,84
R2F BS-DNA 90,60 1,76 2,11 0,66
NEBNext gDNA 0,84
R1
NaOH BS-DNA 66,05 1,38 1,65 0,19
NEBNext gDNA 0,84
R2
NaOH BS-DNA 90,33 2480,37 2970,26 0,22
NEBNext gDNA 1,47
NS1F BS-DNA 99,67 2,91 1,98 2,96
NEBNext gDNA 1,47
NS2 F BS-DNA 99,98 2,83 1,92 9,39
NEBNext gDNA 1,47
NS1
NaOH BS-DNA 75,35 141,84 96,40 0,14
NEBNext gDNA 1,47
NS2
NaOH BS-DNA 92,31 1,18 0,80 0,59
NEBNext gDNA 0,93
MS1 F BS-DNA 99,96 501779,51 | 536753,59 25,54
NEBNext gDNA 0,93
MS2 F BS-DNA 99,64 4,77 5,10 2,39
NEBNext gDNA 0,93
MS1 BS-DNA 81,78 2,17 2,32 0,16
NaOH ’ ’ ’ ’
NEBNext gDNA 0,93
MS2 BS-DNA 79,65 17,94 19,19 0,12
NaOH ’ : : ’

V ramci vyhodnoceni je mozné pozorovat, ze u sondy Short-T spravné chybély
vramci genomické DNA (gDNA) hodnoty Ct, nebot' se tato sonda vaze pravée
na konvertovanou DNA, nikoliv na nekonvertovanou. Misto chybéjicich hodnot pak bylo
doplnéno ¢islo 41 jako Cislo prvniho neexistujiciho cyklu, jelikoZz metoda sestava prave
240 cykll, aby bylo mozné vysledky dale vyhodnotit. U vysledki po bisulfitové
konverze bylo dosazeno ucinnosti konverze v rozmezi 51-91 % s priimérem 76,13 %,

uvysledki pro NEBNext bylo dosazeno tuc¢innosti konverze v rozmezi 61-99 %
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s primérem 85,93 %. Co se tedy tyce ucinnosti konverze, u metody NEBNext byla
obecn¢ naméfena konverze vyssi. U pacientskych vzorkll pak bylo mozné pozorovat
velké rozdily v Gc¢innosti konverze. Pfi srovnani vzorki po NEBNext s raznymi
denaturacnimi ptistupy bylo také mozné pozorovat, ze ti¢innost konverze byla u vzorka
po denaturaci formamidem obecné vyssi (prumérné 96,71 %) nez u vzorkd po denaturaci

NaOH (prumérné 80,91 %).

Vyhodnoceni degradace je zavislé na poméru kratkych (Short-C a Short-T) ku
dlouhym (Long-C free) amplikoniim pro konvertovanou i genomickou DNA. Je-li tento
pomér >1, vysledek naznacuje, ze béhem konverze byla DNA degradovana. Jelikoz u
nékterych vzorkd (napiiklad MS BK 15. 11. — BS-DNA ¢i vzorek 1 — BS-DNA) nebyly
naméfeny Ct hodnoty pro Long-C free probu, byly po doplnéni hodnoty ,,41° dosazeny
vysoké podily Short/Long a posléze také vysoka troven degradace. Lze se domnivat, ze
Long-C free proba nebyla u téchto vzorkl amplifikovana kvili vysoké degradaci
dlouhych fragmentt. Tento jev se objevil jak u vzorkd po bisulfitové konverzi, tak i u
vzorkd po NEBNext. V ramci bisulfitové konverze jej bylo mozné pozorovat témét u
vSech vzorkll i standardl s vyjimkou nové pfipravenych standardid; u NEBNext se
vyskytoval rizné u novych i pfipravenych vzorkl i standardt. Podafilo-li se ziskat Ct
hodnoty pro Long-C free, Groven degradace byla zna¢né snizena na 0,24-6,12 pro
NEBNext i bisulfitovou konverzi. Vysledky nizsi nez 1 naznacuji, Ze DNA degradovana
nebyla, takové hodnoty byly vSak u obou metod ziskany vzdy pouze u jednoho vzorku.

Zbylé vysledky tedy naznacuji, Zze u vzorki doslo k nadmérné degradaci.

Uroveii navratnosti byla obecné velmi nizka v rozmezi 0,01-0,66 %, vyjimkou
byly pouze nemetylované standardy po NEBNext, konkrétné nemetylovany standard
ze 7. 11. 2023 (denaturace NaOH) a standardy novéj$i po denaturaci formamidem,
kde bylo dosazeno hodnot az 25,54 %. Paradoxné€ nové€ pfipravené nemetylované

standardy po denaturaci NaOH vykazovaly opét nizkou uroven navratnosti.

4.4.3 Evaluace konverze - porovnani amplifika¢nich piistupu

V ramci diplomové prace byl proveden jest¢ dalsi experiment, v némz byl srovnan
referen¢ni vzorek s metylovanym a nemetylovanym standardem po bisulfitové konverzi.
Pro samotnou konverzi byly vSak zvoleny rizné amplifikacni ptistupy, kdy byla pouzita

standardni metoda a také dve dalsi, jeZ byly uvedeny v pfirucce od vyrobce ke konverzni
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soupravé. Na obrazku 11 je mozné vidét, ze standardy i indikatory byly v pofadku a bylo

mozné ziskat kiivky i odpovidajici rovnici a hodnotu R?.

Channel Assay Ctl Ct2  Ct{prdmér} c(ng) c (log5) Standard curve
FAM  ShortC Std 22,69 22,60 22,65 11,80000 1,534 22100
FAM  ShoriC Std 25,34 25,23 25,28 2,36000 0,534 - 51,00
FAM  ShortC Std 26,77 26,92 26,85 0,47200 -0,47 . 25,00 ¥=-1,925x +25,952
- 2 _
FAM  ShortC  std 29,08 29,16 29,12 0,09440 -1,47 a0 R*=0,9869
= 2500 R
FAM  ShortC Std 30,12 30,59 30,35 0,01888 -2,47 | O e G < shortc
b R2=0,979 21,00 . « Lon
ROX  Long Std 21,35 21,79 21,57 11,80000 1,534 o0 8
ROX  Long Std 24,43 24,50 24,47 2,36000 0,534 00
ROX  Long Std 26,04 26,01 26,02 0,47200 -0,47 500
ROX  Llong Std 28,42 28,35 28,39 0,00440 -1,47 3 2 A é — ° et * z
ROX  Long Std 29,46 29,46 2946 0,01888 -2,47 mount of DNA (ng, log3)
Ctl G2 Ct(primér) T -> C transforming
FAM  ShortC Indicator 19,09 19,51 19,30 31,00
FAM  ShortC Indicator 22,50 22,88 22,69 200 1 0293~ 2,0785 e
FAM  ShortC Indicator 26,03 26,02 26,02 27,00 R2=0,9924 e
FAM  ShortC  Indicator 28,55 29,01 2878 9B =
2300 -

21,00
HEX  ShorT Indicator 20,21 20,79 20,50 1500 e
HEX  ShoriT Indicator = 24,45 24,67 24,56 1700
HEX ShortT Indicator 27,46 27,08 27,27 19,00 21,00 2300 2500 2700 2900 31,00
HEX  ShorT Indicator 30,03 29,53 29,78 aT

Obrazek 11 Ukazka standardd (vyse) a C- T- indikatord (nize) u experimentu pro evaluaci
konverze vzorku po bisulfitové konverzi s rozdilnymi amplifikaénimi piistupy. Standardy
i indikatory byly méfeny v duplikatech (Ctl a Ct2). Ct hodnoty u standardd i indikatort jsou
v poradku.

Ct hodnoty a dosazené mnozstvi pro vSechny vzorky je mozné sledovat v tabulce
46, tabulka 47 pak shrnuje vyhodnoceni Uc¢innosti konverze, degradace a ndvratnosti.
V tabulce je moZzné pozorovat chybéjici hodnoty u Short-C pro konvertované vzorky
a chybéjici hodnoty pro Short-T pro genomickou DNA. Jedna se pfitom o idealni
vysledky, které naznacuji, ze DNA byla 100% konvertovana, nebot” Short-C sonda se
vaze na konvertované vzorky pouze v piipadé, pokud obsahuji zbytky genomické DNA,
tj. nejsou konvertovany ze 100 %. Pro ucely vyhodnoceni pak byla do prazdnych poli
opét vloZena hodnota 41. V tabulce je mozné také u vSech referencnich vzorka pozorovat
chybéjici hodnotu IPC, spravné by vSak mélo byt IPC ptfitomno v konvertovanych
i genomickych vzorcich. V ramci ptfedchozich vysledi po bisulfitové konverzi bylo
pfitom u referenc¢nich vzorki IPC spravné detekovéano. Jelikoz nebyl experiment

zopakovan, lze se pouze domnivat, zda se jednalo o chybu v pfipravé vzorku ¢i metode¢.

Vysledky urovné degradace Vrozmezi 0,78-3,00 byly v tomto pfipad¢ velmi
podobné vysledkiim piedchoziho experimentu, tentokrat se vSak podafilo ziskat Ct
hodnoty pro Long-C free probu u vSech vzorka a bylo tedy mozné pro vSechny vzorky

degradaci vyhodnotit. Bylo také moZzné pozorovat mnohem vyssi Girovefi navratnosti
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Vv rozmezi 26,98-102,42 % (pramérné 61,73 %). Jelikoz je vypocet navratnosti zavisly na
hodnotach pro Short-C, Ize se domnivat, ze tyto oproti pfedchozim experimentiim vysoké
hodnoty byly dosazeny diky 100% konverzi DNA, a tedy dosazenou hodnotou Ct = 41.
Mezi vysledky pro jednotlivé metody vSak nebylo mozné pozorovat zadné obecné ,,lepsi“
vysledky, jez by napovidaly, Ze je dana metoda pro vzorky vice vhodna.

Tabulka 46 BisQUE: Ct hodnoty a mnozstvi pro referencni vzorek a standardy po aplikaci tii

ruznych metod amplifikace pii bisulfitové konverzi, ¢isla 1 a 2 oznacuji dva alternativni piistupy;
Ref — referen¢ni vzorek, MS — metylovany standard, NS — nemetylovany standard

Ct hodnoty Mnozstvi (ng)
Long-
Vzorek | Status |gnort- | Short- T Cg N T Long
C T
free
Ref gDNA | 22,08 | 41,00 40,12 21,24 141,00 25,46| 0,00 | 22,71
BS-DNA | 41,00 | 25,12 23,78 24,06 |27,79| 0,00 | 6,16 2,27
Ref 1 gDNA | 22,08 | 41,00 40,12 21,24 141,00(25,46| 0,00 | 22,71
BS-DNA | 41,00 | 24,32 22,95 23,48 |27,63| 0,00 | 12,26 | 3,64
Ref 2 gDNA | 22,08 | 41,00 40,12 21,24 141,00(25,46| 0,00 | 22,71
BS-DNA | 41,00 | 24,76 23,41 23,46 | 27,62 | 0,00 | 8,40 3,70
NS gDNA | 23,08 | 41,00 40,12 23,02 128,13(11,04| 0,00 5,31
BS-DNA | 41,00 | 25,22 23,88 23,54 127,38| 0,00 | 5,65 3,47
NS 1 gDNA | 23,08 | 41,00 40,12 23,02 128,13|11,04| 0,00 531
BS-DNA | 41,00 | 26,77 | 25,48 | 25,58 (28,80| 0,00 | 1,49 | 0,66
NS 2 gDNA | 23,08 | 41,00 40,12 23,02 128,13|11,04| 0,00 531
BS-DNA | 41,00 | 25,92 | 24,60 | 25,09 (28,69| 0,00 | 3,09 | 0,98
MS gDNA | 22,21 | 41,00 40,12 21,29 129,40(22,84| 0,00 | 21,80
BS-DNA | 41,00 | 25,51 24,18 24,35 128,33| 0,00 | 4,40 1,79
MS 1 gDNA | 22,21 | 41,00 40,12 21,29 129,40(22,84| 0,00 | 21,80
BS-DNA | 41,00 | 24,76 23,41 23,74 129,69| 0,00 | 8,40 2,95
MS 2 gDNA | 22,21 | 41,00 40,12 21,29 129,40(22,84| 0,00 | 21,80
BS-DNA | 41,00 | 25,27 23,93 23,46 129,56 | 0,00 | 541 3,70
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Tabulka 47 BisQuE: Uginnost konverze, degradace a navratnost pro referenéni vzorek
a standardy po aplikaci ti'i raiznych metod amplifikace pfi bisulfitové konverzi, ¢isla 1 a 2 oznacuji
dva alternativni pfistupy; Ref — referencni vzorek, MS — metylovany standard, NS —
nemetylovany standard

Vzorek | Status kog\f:;?g?%) Short/Long Degradace Nav(lz;:)n ost
Ref gDNA 1,12
BS-DNA 100,00 2,71 2,42 48,38
Ref 1 gDNA 1,12
BS-DNA 100,00 3,36 3,00 96,31
gDNA 1,12
Ref2 I'BsDNA| 100,00 2,27 2,02 65,95
NS gDNA 2,08
BS-DNA 100,00 1,63 0,78 102,42
NS 1 gDNA 2,08
BS-DNA 100,00 2,27 1,09 26,98
NS 2 gDNA 2,08
BS-DNA 100,00 3,16 1,52 56,08
MS gDNA 1,05
BS-DNA 100,00 2,46 2,35 38,56
MS 1 gDNA 1,05
BS-DNA 100,00 2,85 2,72 73,52
MS 2 gDNA 1,05
BS-DNA 100,00 1,46 1,40 47,40
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5 DISKUSE

Metylaci cytosinu fadime mezi vyznamné epigenetické regulacni mechanismy genové
exprese. Tento jev je spolecny pro vSechny organismy vcetné bakterii, rostlin a savct
a jeho spravny pribeh je kliCovy pro riist a vyvoj organismu a udrzeni stability genomu.
Dochazi pii ném k pienosu metylové skupiny DNA metyltransferasami na cilové misto
na rozvinutém chromatinovém vlakné¢ DNA pod kontrolou opravnych DNA mechanismi,
donorem metylové skupiny je pfitom S-adenosyl-L-metionin. Patologicka exprese téchto
metylacnich enzymil pfitom mize znamenat rozvoj rtiznych forem onemocnéni, kam
muzeme zatadit napiiklad onemocnéni autoimunitni (Li et al., 2021), onkologicka
(Jin & Robertson, 2013), dale neurologicka, jako je naptiklad Alzheimerova a
Parkinsonova choroba a amyotroficka laterarni skler6za (Rasmi et al., 2022;

Younesian et al., 2022), genetické poruchy a metabolické poruchy a dalsi.

V souvislosti s rozsifujicim se vyzkumem v oblasti epigenetiky a metylace DNA
prichdzi nové technologie a postupy pro dekdédovani metylacnich znakl a hledani
souvislosti se zdravotnim stavem ptuvodce. Byl také prokazén vyznam metylace cytosinu
pro stanoveni véku z krve 1 jinych télnich tekutin, ¢ehoz mize byt vyuzito i v rdmci
forenznich véd a vySetfovani kriminalnich ptipadd. Forenzni védy vyuZivaji
pii vySetfovani Siroké spektrum metod, do kterého fadime identifikaci tkani a télnich
tekutin, profilovani pomoci kratkych tandemovych repetic, epigenetické zmény v DNA,
kam fadime zejména analyzu metylacnich vzorci a dalsi (Rana, 2018). Jako klicovy
ditkaz ve fazi vySetfovani se pfitom miZe jevit také stanoveni véku, jez nam umozni zuzit
vybér potencialnich pachatelt ¢i identifikovat obét’. Za zlaty standard je v tomto ohledu
povazovana bisulfitova konverze, jez navzdory vysokym ztratam DNA v prib¢hu reakce
umoziuje stanovit veék s presnosti v rozpéti nizsich jednotek let pro krevni i spermatické
vzorky (Bekaert et al., 2015; Correia Dias et al., 2020; Lee et al., 2015; Lee et al., 2018;
Pisarek et al., 2021). Jelikoz bylo cilem diplomové prace mimo jiné porovnat vysledky
bisulfitové konverze s alternativni konverzni metodou NEBNext, byla nejprve
aplikovana prave bisulfitacni metoda na pacientské vzorky o rozpéti véku 23-57 let
a standardy, jejichz uroven metylace byla nejprve potvrzena metodou metyl-specifické

PCR.

Pfi prvnim experimentu bylo dosazeno stanoveni véku s presnosti 4,4 let, pti¢emz

nejpresnéji se podatfilo odhadnout vék u pivodct v rozmezi 40-50 let veku, nejnizsi
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pfesnost stanoveni byla naopak u pivodce ve veku 23 let. Po zopakovani experimentu
bylo dosazeno pfesnosti 2,5 let, pficemz nejpiesnéji se opét podafilo stanovit veék
ve véku 23 let. Tyto vysledky odpovidaji vysledkiim jinych skupin zamétujici se
na stanoveni véku z krve pomoci bisulfitaéni reakce, napiiklad skupina Bekaert et al.
sledovala lokusy ASPA, PDE4C, ELOVL2 a EDARADD na 206 krevnich vzorcich
puvodct o Sirokém vékovém rozpéti 0-91 let, podatilo se piitom stanovit vék s presnosti
3,8 let (Bekaert et al., 2015). Pfi zaméfeni na konkrétni vékové kategorie vSak tato
skupina ziskala nejvyssi piesnost u osob mladsich 20 let, s vékem 60 a vice let byla pak
vyrazné snizena. Presnost stanoveni ve&ku klesajici se vzriistajicim vékem byla
pozorovana u vice studii vyuzivajicich modely zacilené na obdobné lokusy (naptiklad
model Zbie¢-Piekarska vyuzivajici lokusy ELOVL2, MIR29B2CHG, TRIM59, KLF14
a FHL2), divodem pfitom mohou byt napiiklad environmentalni a populacni faktory,
nebot’ byla u jistych lokust prokazéana jejich rozdilna korelace v zavislosti na testované
populaci (Al-Ghanmy et al., 2021; Cho et al., 2017; Thong et al., 2017; Zbie¢-
Piekarska et al., 2015). Jelikoz byly mé experimenty zaméfeny pouze na malou sadu
vzorki, bylo by tfeba pro vyssi odpovidajici hodnotu provést opakovani také s vysSim
zastoupenim vSech vékovych kategorii. V obou experimentech také nebyl dostate¢né
osekvenovan lokus PDE4C, jehoz vysledky jsou soucasti vyhodnocovaciho vzorce
a jehoz nedostatecnym pokrytim mohlo dojit ke zkresleni vysledku. JelikoZ tento lokus
nebyl dostatecné osekvenovan ani u metody NEBNext, je mozné se domnivat,
ze nedostateéné pokryti mohlo byt zptisobeno nedostate¢nou PCR amplifikaci dané¢ho
lokusu a lepsi vysledky by bylo mozné ziskat navySenim mnozstvi potiebného primeru
v PCR mixu. V ramci vSech experimenti vyuzivajicich bisulfitovou konverzi byly také
zjiStény vysoké ztraty DNA dosahujici hodnot piesahujicich 90 %. Tyto ztraty
neodpovidaji hodnotam uvedenym piimo v protokolu od vyrobce soupravy, kde je
uvedena navratnost az 75 %. Pfi provedeni experimentu byly vSak dodrzeny veskeré
postupy, vstupni mnoZstvi DNA (100 ng) také odpovidalo doporucenim vyrobce (500 pg-
2 pg DNA). Ztraty DNA vsak odpovidaji ztratdm dosazenym jinymi veédeckymi
skupinami (Grunau et al., 2001; Kresse et al., 2023).

Dalsim krokem bylo otestovani metody NEBNext, jeZ slouZi ke stanoveni véku
na podobném principu jako bisulfitova konverze. Dochazi pfitom stejné jako u bisulfitové

konverze k pfeméné¢ nemetylovaného cytosinu na uracil s naslednou amplifikaci
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na tymin, zatimco metylovany cytoSin zustava beze zmény. Na rozdil od bisulfita¢ni
reakce vSak nedochdzi k pfeméné vlivem chemickych, ale enzymatickych reakci
(Vaisvila et al., 2021). Jelikoz pfi bisulfitové konverzi dochazi k vysokym ztratam DNA,
byla tato metoda otestovéana s potencialem nizsich ztrat genetického materidlu, ptipadné
také lepSich vysledki pii samotném stanoveni véku. NEBNext byl otestovan na stejné
sadé pacientskych vzorkl a standardd opét ve dvou opakovanich. V prvnim experimentu
bylo dosazeno velkych odchylek u stanoveni véku, kdy u pavodce ve véku 23 let bylo
dosazeno odchylky 10 let, u ptivodce ve véku 41 let poté odchylky 2 let, jednalo se tedy
celkové o mnohem vétsi vékové rozpéti nez u bisulfitové konverze. V priméru se
podatilo stanovit vek s presnosti 7 let, nejpresnéji byl uréen veék u pivodce ve veéku 41
let. Pfi druhém opakovani byl posléze stanoven vk s presnosti 5 let, pficemz nejpiesné;ji
se podaftilo stanovit v€k u ptivodell v rozmezi 37-41 let, naopak nejnizsi presnost bylo
mozné pozorovat u ptivodcti ve véku 23 a 47 let. Ackoliv se v ramci druhého experimentu
podarilo stanovit vek s vyssi presnosti, jednalo se stale o horsi vysledky nez u bisulfitové
konverze. Jelikoz se mi nepodafilo dohledat ¢lanky vénujici se stanoveni véku s vyuzitim
této konverzni soupravy, nelze vysledky porovnat. Souprava byla vSak jiZz GspéSné

vyuzivana pro celogenomové metyla¢ni analyzy (Morrison et al., 2021).

Po provedeni samotné konverze byly navzdory dodrzeni doporuéenych postupt
naméfeny vysoké ztraty DNA (az ve vysi 97 %). Z tohoto divodu jsme se rozhodli
dle doporuceni vyrobce piistoupit k obméné denaturacni metody z NaOH na formamid.
Aplikaci formamidu bylo dosazeno snizeni ztrat o ptiblizné 2 %, stale se v$ak jednalo
0 vysoke ztraty prevySujici hodnoty u bisulfitové konverze. Vzorky po odlisné denaturaci
byly také osekvenovany, pfi¢emz po analyze sekvancnich vysledki bylo mozné sledovat,
ze pokryti lokusu PDE4C bylo u vzorkl denaturovanych formamidem lepsi nez u vzorkt
denaturovanych NaOH. V ramci metylace cytosinu bylo moZné pozorovat rizné
vysledky. Ackoliv u nemetylovaného standardu byly dosazeny obecné lepsi vysledky
u denaturace formamidem a u metylovaného standardu naopak u denaturace NaOH,
Vv ptipad¢€ obou denaturacnich ptistupti byly hodnoty metylace u metylovanych standardi
nizké. Naopak u nemetylovaného standardu byla detekovéana fale$na pozitivita, jez byla
v8ak u denaturace NaOH mnohem vyssi. U referenéniho vzorku podrobeného denaturaci
formamidem byl stanoven vék s vysokou odchylkou 22,5 let. Experiment se vSak
nepodafilo zopakovat, nelze tedy s urcitosti fici, zda byla tato odchylka zplsobena

zménou denatura¢ni metody.
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V ramci experimenti u bisulfitové konverze i NEBNext byla detekovéana fale$na
pozitivita u nemetylovaného standardu. Jelikoz byly u nemetylovaného standardu
ovéfeny spravné hodnoty metylace v rozsahu 0,00-1,14 %, bylo tieba se zamé&fit na jiné
nedostatecné sekvenacni pokryti ¢i bisulfitacni artefakty, K jejichz tvorbé dochazi
pii nedostate¢né probehlé konverzni reakci, a jez by mohly reagovat s komponenty
nasledujcich reakci a tim poskytovat faleSny signal. Pro ovéieni Gc¢innosti konverze a
stanoveni degradace a navratnosti byla proto optimalizovana metoda BisQUE (Hong &

Shin, 2021), jez funguje na principu kvantitativni PCR.

U vzorkl po bisulfitové konverzi bylo vV rdmci prvniho experimentu dosazeno
ucinnosti konverze v rozmezi 51-91 %, u druhého experimentu bylo dosazeno konverze
100 % pro vsechny vzorky. U vzorkti po NEBNext bylo v prvnim experimentu dosazeno
ucinnosti konverze v rozmezi 61-99 %. Ackoliv tedy v prvnim experimentu byla
naméfena ucinnost konverze vyssi pro NEBNext, v rdmci druhého experimentu pouze
s bisulfitovou konverzi bylo dosazeno konverze 100 %, coz odpovida také informacim
uvedenym v piirucce vyrobce bisulfitaéni soupravy. Vyrobce soupravy NEBNext pfitom
ucinnost konverze neuvadi. Autofi metody BisQuE uvadi ucinnost konverze 99,90 %
u bisulfita¢ni soupravy (EZ-DNA) a 94,24 % u NEBNext soupravy. V piipad¢ bisulfitové
konverze tedy byla mnou ziskana u¢innost v prvnim experimentu niz$i nez v publikaci,
u druhého experimentu odpovidaly hodnotam od autorti publikace. V piipadé NEBNext
zalezelo na konkrétnim vzorku, vétSina vzorkl vSak dosahovala uspokojivych hodnot

kolem 90 % uc¢innosti konverze.

Dale byla také stanovena degradace, jejiZ vyhodnoceni je zavislé na poméru
kratkych (Short-C a Short-T) ku dlouhym (Long-C free) amplikoniim pro konvertovanou
i genomickou DNA. Je-li tento pomér >1, vysledek naznacuje, Ze béhem konverze byla
DNA degradovana. JelikoZ v prvnim experimentu nebyly u nékolika vzorkl ziskany Ct
hodnoty pro Long-C free probu, coz mohlo byt zpisobenou vysokou degradaci dlouhych
fragmentli, byly u téchto vzorkli ziskdny nadmérné vysoké hodnoty degradace.
Vezmeme-li v potaz pouze vzorky s hodnotami pro Long-C free probu, u nichz bylo
mozné degradaci spravné vyhodnotit, bylo v ramci prvniho experimentu dosazeno
degradace na urovni 0,24-6,12 pro NEBNext i bisulfitovou konverzi, v ramci druhého

experimentu se vzorky pouze po bisulfitové konverzi bylo dosaZzeno velmi podobnych
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hodnot 0,78-3,00 a degradaci se oproti prvnimu experimentu podafilo vyhodnotit u vSech
vzorki. Uroveri degradace uvedena autory BisQuE byla u bisulfita¢ni soupravy 1,49,
u NEBNext soupravy poté 0,86, coz naznacuje, Ze béhem NEBNext konverze k degradaci
nedoslo. Mnou naméfené hodnoty naznacuji, ze kromé jednoho vzorku u kazdé metody

doslo u vsech vzorka v ur¢ité mife k degradaci DNA, nebot’ bylo dosazeno degradace >1.

Uroveii navratnosti byla v ramci prvniho experimentu velmi nizka v rozmezi 0,01-
0,66 %, vyjimkou bylo pouze nékolik vzorki, kde bylo dosazeno hodnot az 25,54 %.
Uroveli navratnosti byla dle autor 50,58 % u bisulfitaéni soupravy a 18,24 %
u NEBNext. Mnou ziskana uroven navratnosti tedy byla u naprosté vétSiny vzorka
mnohem niz$i, ackoliv vyrobce bisulfitacni soupravy uvadi navratnosti az 75 %.
Potencialné mohly byt nizké % navratnosti a vysoka troveil degradace u prvniho BisQuE
experimentu zpisobeny dlouhou piipravou reakce spojenou s moznou degradaci vzorku
¢i sond. Usuzuji na to z toho, ze pii nasledujicim experimentu se vzorky po bisulfitové
konverzi, jehoz ptiprava trvala kvili niz§imu pocétu vzorkt kratsi ¢as, bylo dosazeno
mnohem vys$$i trovné navratnosti (v rozmezi 27-102 %), coz by také vice odpovidalo
vysledkiim autorit metody. Jelikoz vSak nebyly provedeny dalsi experimenty, nelze tento
vliv potvrdit ani vyloucit. Stejné tak neni mozné tyto vysledky porovnat s jinymi
védeckymi skupinami, nebot’ kromé autorti metody nebyla na téma BisQuE doposud

sepsana jina publikace.

Po shrnuti vSech dosazenych vysledki 1ze dospét k zavéru, Ze se bisulfitova
konverze stale jevi jako vhodnéjsi metoda pro stanoveni véku z krve a pro analyzu
metylace cytosinu nez NEBnext, nebot’ dosahuje nizsich ztrat a vyssi a¢innosti konverze
1 pfesnosti ve stanoveni véku. Nepopiraji v§ak potencial metody NEBNext, jenz je tieba
dale prozkoumat a metodu optimalizovat. V piipad¢ této metody je vSak tieba se zaméfit
na ztraty DNA po samotné konverzi a na analyzu vétsi sady vzorkli, aby mohla byt
presnéji zhodnocena schopnost metody stanovit vék z krve. Dale bude tieba prozkoumat

mozZnosti zvySeni konverzni G€innosti a navratnosti po zhodnoceni metodou BisQuE.
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6 ZAVER

V teoretické cCasti prace byla vypracovana literarni reSerSe na téma epigenetickych
modifikaci, metylace cytosinu, biomarker starnuti a metod analyzy metylace DNA.
V praktické ¢asti jsem se poté zaméfila na pfipravu vlastniho metylovaného

a nemetylovaného standardu, dale na zavedeni metody NEBNext do laboratorni praxe

a porovnani jejich vysledki s bisulfitacni reakci, jez se v laboratoti bézné pouziva.

Usp&sné jsem piipravila nemetylovany standard o 0,00 % metylace a metylovany
standard, jenz nejprve dosahoval 16,4 % metylace, po navysSeni inkubacni doby
a vstupniho mnozstvi enzymu se vSak podafilo pfipravit standard dosahujici 95,00 %
metylace, jenZ mohl byt pouzivan v dalSich experimentech. Nasledné byla v celkem dvou
opakovanich provedena bisulfitovd konverze na sad€ péti pacientskych vzorkl
a standardii. Konvertované vzorky byly posléze podrobeny sérii dalSich metod
pro stanoveni veéku z krve, pifi¢emz se podafilo stanovit veék s piesnosti 4,4 let,
pii opakovani experimentu pak 2,5 let, coz odpovida vysledkim ziskanym jinymi

védeckymi skupinami. Primérné ztraty DNA po konverzi se pohybovaly okolo 90 %.

Dale byla na stejné sad€ pacientskych vzorkii a standardi otestovana metoda
NEBNext, pfi stanoveni véku se pfitom podaiilo dosahnout piesnosti 5,0, pfi opakovani
experimentu pak 7,0 let. Dochazelo vSak K vysokym ztratam DNA (az ve vysi 97 %).
Z tohoto diivodu byl nasledné proveden experiment s alternativni denatura¢ni metodou
pomoci formamidu, pficemz byly snizeny ztraty DNA na 95 %, stale se vSak jednalo
0 vys$§i ztraty nez u bisulfitové konverze. Po vyhodnoceni sekvenacnich vysledka bylo
také mozné pozorovat, ze zatimco u nemetylovanych standardti bylo dosazeno lepsich
vysledki u denaturace formamidem, u metylovanych standardi bylo dosaZeno lepSich
vysledkt u denaturace NaOH. V obou piipadech byly vSak hodnoty u metylovanych
standardii nizké a byla detekovana faleSna pozitivita u nemetylovanych standardu,
coz mohlo byt zpiisobeno také nedostateénou konverzi DNA. Z tohoto diivodu jsme se
rozhodli optimalizovat novou metodu BisQuE, jez muze slouzit k evaluaci u¢innosti

konverze ve vzorcich po bisulfitové ¢i alternativni konverzi.

Pfi prvnim vyhodnoceni metody BisQUE bylo u vysledkt po bisulfitové konverzi
dosazeno ucinnosti konverze v rozmezi 51-91 %, u vysledkti pro NEBNext bylo dosazeno
ucinnosti konverze v rozmezi 61-99 %. U metody NEBNext byla tedy obecné namétena

konverze vyssi. Pii srovnani vzorkd po NEBNext s riznymi denatura¢nimi ptistupy bylo
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také mozné pozorovat, Ze u¢innost konverze byla u vzorklli po denaturaci formamidem
obecné vyssi (primérmneé 96,7 %) nez u vzorkl po denaturaci NaOH (primérné 80,9 %).
Podafilo-li se naméfit hodnoty pro Long-C free probu, byla detekovana degradace
v rozmezi 0,24-6,12, byla vSak detekovana také velmi nizkd troven navratnosti vV rozmezi
0,01-0,66 %, pouze nékolika vzorkt byla ziskdna navratnosti vys$i (az 25,54 %),
coz neodpovidalo publikaci autort metody. Tyto niz$i hodnoty uc¢innosti konverze
a navratnosti mohly byt potencialné zptisobeny dlouhou piipravou reakce, nebot’ v ramci
druhého experimentu se vzorky po bisulfitové konverzi, kde byla ptfiprava reakce
mnohem krat$i, nebot’ sestavala z méné vzorki, byla DNA 100% konvertovana a bylo
dosazeno navratnosti V rozmezi 26,98-102,42 %. Degradace také byla v tomto piipadé
sniZzena na 0,78-3,00 a bylo mozné ji vyhodnotit u vSech vzorkd. Pfi porovnani hodnot
pro jednotlivé amplifikaéni metody vSak nebylo mozné pozorovat Zadny obecné lepsi

vysledek, jenz by naznacoval, Ze je dana amplifikacni metoda pro DNA vice vhodna.

Na zaklad¢ vSech dosazenych vysledkd je mozné usoudit, ze metody NEBNext
i bisulfitova konverze mohou slouzit ke stanoveni véku z krve. Pti bisulfitové konverzi
vak bylo dosaZeno nizsich ztrat DNA a byl také stanoven vék s vy$$i piesnosti. Uginnost
bisulfitové konverze také pti druhém experimentu BiSQUE dosahla 100 %, coz odpovida
také hodnotam ziskanym autory metody. Ziskané poznatky napovidaji, Ze se bisulfitova
konverze jevi jako vhodnéjsi metoda pro analyzu metylace cytosinu a stanoveni véku
z krve. V ptipad¢ alternativni metody NEBNext bude tieba dale prozkoumat moznosti
sniZzeni ztrat DNA po konverzi a navySeni uc¢innosti konverze a navratnosti. Dale bude

tteba analyzovat jeji pfesnost ve stanoveni véku na vétsi sadé vzork.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

5caC

5hmC

5mC

5fC

5gmc
APOBEC3a
BisQuE
CAPS
cfTAPS

CpG

DHU
DNMT
DS-DMRs
DSBH
eeTAPS

EM-seq
fC
GAPDH
HPLC
HUGO
IPC

meA
m*C
MBD-capture
MeDIP
MSP
MRE-Seq
NGS
PCR
RNA
SAM
SMRT
STR
T4-BGT
TAPS
TDG
T-DMRs
TET
UMTM
WGBS

5-karboxycytosin

5-hydroxymetylcytosin

5-metylcytosin

5-formylcytosin

5-(p-glukosyloxymethyl)cytosin

apolipoprotein B mRNA upravujici katalytickou podjednotku 3A
kvantitativni evaluace bisulfitové konvertovan¢ DNA
chemicky asistovana modifikace

TET-asistované pyridin boranové sekvenovani pro cirkulujici volnou
DNA

cytosin-fosfat-guanin

dihydrouracil

DNA-metyltransferasa

vyvojove specifické regiony

beta-helix dvousroubovice

endonukleasové obohaceni TET-asistovaného pyridin boranového
sekvenovani

enzymatické metylové sekvenovani

formylcytosin

glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Human Genome Organisation

interni pozitivni kontrola

NEé-methyladenin

N*-methylcytosin

zachyceni pomoci metyl-CpG vazebné domény
imunoprecipitace metylované DNA

metylacné specifickd PCR

sekvenovani se Stépenim restrikénimi enzymy citlivymi na metylaci
sekvenovani nové generace

polymerasova fetézova reakce

ribonukleova kyselina

S-adenosyl-L-metionin

jednomolekulové sekvenovani v redlném case

kratké tandemové repetice

T4-fag beta glukosyltransferasa

TET-asistované pyridin boranové sekvenovani
tymin-DNA-glykosylasa

tkanovée specificky diferencidlné metylované regiony
ten-eleven translokaéni enzymy

Ustav molekularni a translaéni mediciny
celogenomové bisulfitové sekvenovani
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9 SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1

Obrazek 2

Obrazek 3

Obrazek 4

Obrazek 5

Obrazek 6

Obrazek 7

Obrazek 8

Obrazek 9

Obrazek 10

Obrazek 11

Schéma de novo metylace za ucasti DNMT3A a DNMT3B. Metylova skupina
je prenesena z S-adenosyl-L-metioninu na nukleotidové vlakno.

Souhrnné schéma procesu de novo metylace za uc¢asti DNMT3A a DNMT3B,
uchovani metyla¢niho vzoru za Gcasti enzymu DNMTT, pasivni demetylace 5-
metylcytosinu na cytosin a aktivni demetylace za ucasti enzymt TET a tymin-
DNA-glykosylasy (TDG).

Modifikace DNA za tcasti bisulfitu sodného. Béhem bisulfitové konverze
dochéazi k preméné nemetylovaného cytosinu na uracil, zatimco cytosin s
navazanou metylovou skupinou ziistava nezménén. Nésleduje PCR, pfii niZ je
metylovany cytosin propagovan jako cytosin a uracil jako tymin.

Schéma enzymatické konverze. Pasobenim TET2 dochazi k preméné 5-
metylcytosinu na meziprodukty, jez nemohou byt deaminovany APOBEC.
Tento proces umoznuje odliSeni v sekvenacni fazi, kde se prvné metylované
cytosiny ukazuji jako cytosiny, zatimco nemetylované cytosiny jsou
sekvenovany jako tymin.

Schéma prabéhu TAPS reakce. Prvnim krokem je enzymaticka reakce TET1
s modifikovanymi cytosiny za vzniku 5-karboxycytosinu. 5-karboxycytosin
je poté pyridin boranem pieménén na dihydrouracil, ktery je v pribéhu PCR
transformovan na tymin. Nemodifikované cytosiny zlstavaji nezmeénény.
Ukazka standardt u experimenti ¢. 11 (vySe) a 12 (nize) s podminkami
touchdown 70 °C-60 °C. Ve sloupcich Ctl a Ct2 (duplikaty) je mozné
pozorovat at’ uz nesmyslné, ¢i chybéjici hodnoty pro standardy.

Ukézka standardii (vySe) a C- T- indikatord (nize) u experimentu ¢. 14.
Standardy jsou v potadku, avSak hodnoty Ctl a Ct2 (duplikaty) u C-indikatoru
vykazuji ktivku ve tvaru U.

Ukazka standarda (vyse) a C- T- indikatord (nize) u experimentu ¢. 17. Ct
hodnoty u standardt i indikatori jsou v poradku.

Ukazka standardt (vyse) a C- T- indikatort (niZze) u experimentu pro evaluaci
konverze vzorkli po NEBNext a bisulfitové konverzi. Standardy i indikatory
byly méteny v duplikatech (Ctl a Ct2). Ct hodnoty u standard i indikatort
jsou v poradku.

Vzorce pro vyhodnoceni Uspésnosti konverze, urovne degradace a navratnosti.
Prevzato z Hong & Shin, 2021

Ukazka standardt (vyse) a C- T- indikatorti (niZze) u experimentu pro evaluaci
konverze vzorkt po bisulfitové konverzi s rozdilnymi amplifika¢nimi ptistupy.
Standardy i indikatory byly méteny v duplikatech (Ctl a Ct2). Ct hodnoty u
standardi i indikatort jsou v poradku.
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Epigenetické hodiny pro uréeni véku (Unnikrishnan et al., 2019)

Vzorky periferni krve ceskych darct

Reakéni mix pro pripravu metylovaného standardu

Nastaveni termocykléru pro piipravu nemetylovaného standardu (pfiprava
knihovny)

Amplifika¢ni mastermix pipetovany ke vzorkiim po ptipraveé knihovny
Nastaveni termocykléru pro pfipravu nemetylovaného standardu (amplifikace)
Reagencie pro kvantifikaci DNA

Reagencie pro metyl-specifickou PCR

Nastaveni real-time cykléru pro metyl-specifickou PCR

Nastaveni termocykléru pro bisulfitovou konverzi

Nastaveni termocykléru pro bisulfitovou konverzi — alternativa 1

Nastaveni termocykléru pro bisulfitovou konverzi — alternativa 2

Nastaveni programu pro fragmentaci DNA

Reagencie pro oxidaci 5-metylcytosint a 5-hydroxymetylcytosind

Reagencie pro deaminaci cytosinti

Ptiprava primerovych mixi

Reagencie pro gPCR reakci

Nastaveni termocykléru pro gPCR

Program pro tagmentaci

Program pro indexac¢ni PCR

Nastaveni workflow parametrti v programu Illumina Experiment Manager
Hodnoty pro vytvoteni BED souboru (koordinaty jsou uvedeny pro genom
hg19)

Nastaveni parametrii pro import vzorkt

Nastaveni parametrii pro import anotace

Nastaveni parametrii pro kvantifikacni report

Nastaveni parametrti pro kvantitativni PCR (BisQuE)

Porovnani metylovanych a nemetylovanych standardd, bisulfitova konverze
Porovnani metylovanych a nemetylovanych standardi, NEBNext

Vysledky navySeni mnozstvi enzymu na 12 a 24 [U

Vysledky sekvenovani po bisulfitové konverzi — pokryti lokusi; NS —
nemetylovany standard, MS — metylovany standard

Vysledky sekvenovani po bisulfitové konverzi — metylace cytosinu a stanoveni
véku; NS — nemetylovany standard, MS — metylovany standard

Vysledky sekvenovani po bisulfitové konverzi — pokryti lokust; NS —
nemetylovany standard, MS — metylovany standard

Vysledky sekvenovani po bisulfitové konverzi — metylace cytosinu a stanoveni
véku; NS — nemetylovany standard, MS — metylovany standard

Vysledky sekvenovani po NEBNext — pokryti lokusti; NS — nemetylovany
standard, MS — metylovany standard

Vysledky sekvenovani po NEBNext — metylace cytosinu a stanoveni véku; NS
— nemetylovany standard, MS — metylovany standard

Vysledky sekvenovani po NEBNext — pokryti lokusti; NS — nemetylovany
standard, MS — metylovany standard
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Tabulka 38

Tabulka 39

Tabulka 40

Tabulka 41

Tabulka 42

Tabulka 43

Tabulka 44

Tabulka 45

Tabulka 46

Tabulka 47

Vysledky sekvenovani po NEBNext — metylace cytosinu a stanoveni véku; NS
— nemetylovany standard, MS — metylovany standard

Vysledky sekvenovani po NEBNext — pokryti lokusii; Ref — referen¢ni vzorek,
NS — nemetylovany standard, MS — metylovany standard, F - formamid
Vysledky sekvenovani po NEBNext — metylace cytosinu a stanoveni véku; Ref
— referencni vzorek, NS — nemetylovany standard, MS — metylovany standard,
F — formamid

BisQuE: Ct hodnoty a odpovidajici mnozstvi pro vzorky po bisulfitové
konverzi; MS — metylovany standard, NS — nemetylovany standardm, vzorek
1-5 — pacientské vzorky.

BisQuE: U¢innost konverze, degradace a navratnost pro vzorky po bisulfitové
konverzi; MS — metylovany standard, NS — nemetylovany standard, vzorek 1-
5 — pacientské vzorky.

BisQuE: Ct hodnoty a odpovidajici mnoZzstvi pro pacientské vzorky a standardy
ze 7. 11. 2023 po NEBNext; MS — metylovany standard, NS — nemetylovany
standard, vzorek 1-5 — pacientské vzorky.

BisQUE: Uginnost konverze, degradace a navratnost pro pacientské vzorky a
standardy ze 7. 11. 2023 po NEBNext; MS — metylovany standard, NS —
nemetylovany standard, vzorek 1-5 — pacientské vzorky.

BisQuE: Ct hodnoty a odpovidajici mnozstvi pro vzorky po NEBNext s
riznymi ptistupy denaturace; R1-2 — referencni vzorek (duplikaty), NS1-2
nemetylovany standard (duplikaty), MS1-2 metylovany standard (duplikaty);
F- formamid

BisQUE: U¢innost konverze, degradace a navratnost pro vzorky po NEBNext s
riznymi pfistupy denaturace; R1-2 — referen¢ni vzorek (duplikaty), NS1-2
nemetylovany standard (duplikdty), MS1-2 metylovany standard (duplikaty),
F- formamid

BisQUE: Ct hodnoty a mnozstvi pro referenéni vzorek a standardy po aplikaci
tfi riiznych metod amplifikace pfti bisulfitové konverzi, ¢isla 1 a 2 oznacuji dva
alternativni pfistupy; Ref — referencni vzorek, MS — metylovany standard, NS
— nemetylovany standard

BisQUE: Utinnost konverze, degradace a névratnost pro referenéni vzorek a
standardy po aplikaci tfi riznych metod amplifikace pii bisulfitové konverzi,
¢isla 1 a 2 oznacuji dva alternativni pfistupy; Ref — referencni vzorek, MS —
metylovany standard, NS — nemetylovany standard
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