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ZKkratky:

COLD-PCR — CO-amplification at Lower Denaturation temperature PCR
dATPs — deoxyadenosine triphosphate
dCTPs — deoxycytosine triphosphate

DEPC — diethylpyrocarbonate

dGTPs — deoxyguanine triphosphate

DNA — deoxyribonucleic acid

dNTPs — deoxynucleotide triphosphate
dsDNA — double stranded DNA

dTTPs — deoxythimine triphosphate

FFPE — formalin-fixed, paraffin-embedded
MEC — mean exclusion chance

Pb — para bazi

PCR — polymerase chain reaction

PIC — polymorphism information content
RS — oligonukleotidové referen¢ni sekvence
SLS — deionizovany formamid s nizkou konduktivitou
SPN — single nucleotide polymorfism
sSDNA — single stranded DNA

STRs — Short Tandem Repeats

Tc — critical temperature

Tm — melting temperature

Tris HCI — buffer

Triton-X — detergent

VNTRs - variable number of tandem repeats
WT DNA — Wild-type DNA



1. Uvod

COLD-PCR (CO-amplification at Lower Denaturation temperature) je varianta
polymerazové fetézové reakce cilena na detekci sekvencnich variant pfitomnych
V minoritnim mnozstvi oproti standardni varianté. Metoda je zalozena na snizeni
denaturac¢ni teploty v PCR cyklech na troven, kdy jsou rozpleteny a amplifikovany
pouze heteroduplexy. Amplifikované heteroduplexy jsou tvofeny minoritné
zastoupenou variantni DNA molekulou (se somatickou nebo germinalni mutaci),
sparovanou s majoritné zastoupenou standardni (Wild-type) DNA molekulou. Naproti
tomu mutantni homoduplex ani standardni homoduplexy nejsou denaturovany, a proto
také nedochazi k jejich amplifikaci. V teoretické roviné dojde k tzv. nivelizované
amplifikaci ptivodné majoritnich a minoritnich tsekit DNA a tim ke zvyseni citlivosti
zachytu minoritni mutace.

Od roku 2008 byly techniky COLD-PCR s uspéchem pouzity pro zvyseni
citlivosti zachytu minoritni populace DNA sekvence s bodovymi polymorfismy (SNP)
za pomoci technik High Resolution Melting, Sangerova sekvenovani, dHPLC nebo
Gene Scanning. Pfestoze je ziejmé, ze v nekterych aplikacich PCR je COLD princip
nepouzitelny (napt. pii pouziti Skorpionovych primeril), metoda ma Siroké pole
uplatnéni. Ohledné pouziti COLD-PCR pro typizaci délkovych polymorfismt typu
mikrosatelitti v§ak neni dostupna zadna publikace.

Tato diplomova prace se zabyva otestovanim COLD-PCR principu pro
genotypizaci mikrosateliti v pfipadech, kdy by bylo mozné a vyhodné alespon
teoreticky navysit citlivost detekce minoritni DNA sekvence ve smési (napf.
u forenznich smésnych vzorkii pachatele a obéti, u detekce kontaminace DNA, ztraty
heterozygozity v nadoru nebo pii detekci DNA plodu cirkulujici v krevni plazmé
matky).



2. Cile diplomové prace

Cilem této diplomové prace je zjistit, zda metoda COLD-PCR (koamplifikace za

vvvvv

genotypizaci mikrosatelitii s ohledem na detekci signdltt minoritni slozky ve smési.

Diléi cile diplomové prace lze shrnout do nékolika bodu:

= Zpracovani literarni reSerSe popisujici mikrosatelity, princip COLD-PCR a jiné
citlivé metody pro detekci variant nukleovych kyselin.
= Porovnani ucinnosti amplifikace minoritni slozky ve smési COLD-PCR ve
srovnani se standardni PCR dosazené pomoci dil¢ich krokii:
o Optimalizace denaturacni teploty PCR reakce pro heteroduplexy.
o Srovnani ucinnosti metod PCR a COLD-PCR u smésnych vzorki
sledované pomoci absolutni a relativni vysky minoritniho piku (zkracené
vrchol kiivky, z anglického peak), spolu se sledovanim vzniku artefaktii

typu stutter.
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3. Teoreticka Cast

Teoreticka ¢ast této diplomové prace je rozdélena do dvou zakladnich oblasti. V
prvni oblasti je obecné shrnuta problematika mikrosateliti. Ve druhé oblasti je stru¢né
shrnuta metoda COLD-PCR a jiné metody zvysujici citlivost detekce minoritni

sekvence.

3.1. Mikrosatelity

Mikrosatelity, které se nazyvaji také STRs (short tandem repeats), SSRs (simple
sequence repeats), jsou specifické tandemové se opakujici kratké segmenty DNA. Délka
zékladni repetice mikrosatelitu je 1-6 part bazi'. Zakladni repetice se v&t§inou muize
opakovat 2-100krat.

Mikrosatelity se podle délky repetice rozdéluji na mono-, di-, tri- az
hexanukleotidy. Zapisuji se zkracen& (A)n, (AT)n, (AAT)n, (GATA)n,...2

Mikrosatelity jsou bud jednoduché¢ ...CACACACACACACA..., slozené
...CACACATGTGTG... nebo pierusované ... CACATTCACACATTCACA...*

Mikrosatelity se vyskytuji v celém genomu prokaryotickych i eukaryotickych
organismu, s nejvétsi koncentraci v intronech (81-75%). Koncentrace v exonech se
pohybuje pouze mezi 9-15%.*>® Mikrosatelity leZici v kodujicich oblastech mohou
ovliviovat transkripci, ale neni pfesné zjisténo jakym zptisobem. Tento jev byl zjistén
v souvislosti s vyzkumem Friedreichovy ataxie.’

Mikrosatelity jsou ve srovnani s jinymi neutralnimi oblastmi DNA velice
polymorfni, a to diky vysoké mutaéni rychlosti (10°3-10")8, kdy mutace jsou zpiisobeny
nerovnomérnym crossing-overem a sklouznutim polymerazy pii replikaci. Tyto mutace

jsou nejpravddpodobnéjsi u dlouhych, pravidelnych repetic.’
3.1.1. Nerovnomérny Crossing-over neboli prekiiZeni

Na rozdil od norméalniho crossing-overu, u meiotického d¢leni vznika u
nerovnomérného crosssing-overu na mikrosatelitech problém, jak najit spravné misto
oddéleni. Diky tomu dochézi k nerovhomémné vyméné DNA. Nastava situace, kdy je

jedno vlakno delsi a druhé kratsi (inzerce a delece).
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Obrazek ¢.1: Nerovnomérny crossing-ove r

3.1.2. Sklouznuti polymerazy pri replikaci, stutter

K prokluzu polymerazy dochézi v ptipad¢, kdy Cerstvé vznikla DNA je$té neni
zcela stabilizovana a dochazi u ni k teplotnim fluktuacim. Za téchto podminek mutize
dojit k tomu, ze DNA polymerdza nenasedne ptesné na templatovou DNA, ale dochazi
K posunuti. Vedlejsim produktem tohoto procesu je vytvoieni smycky, kdy se ssDNA
sparuje sama se sebou. V piipadé replikace mikrosateliti miZze dojit ke ztrat€ nebo
navyseni poctu jednotek repetice. Ke stutteru jako k jednomu z nechténych artefaktt
dochazi i v pribéhu PCR.
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Obrdzek ¢. 2: Slouznuti polymerézy pii replikaci'®
3.1.3. Vyuziti polymorfismu mikrosateliti

STRs se mohou pouzivat k identifikaci osob a vzorkii, piibuzenskym testam™,
popula¢né-genetickym  studiim, v neptimé diagnostice monogennich chorob,
ochranaiské genetice, ekologické a evolucni genetice, nebo pro vyzkum populaéni
historie. Jejich dalsi vyuziti mize byt v genealogickych studiich DNA a pti hledani

novych gend (pozic¢ni klonovani genil).
3.1.4. Mikrosatelit DXS101

V praktické ¢asti diplomové prace byl vyuzivan mikrosatelit DXS101.

Uvedeny mikrosatelit je vysoce polymorfni, vdzany na chromozom X vazany
ttinukleotidovy polymorfismus (opakuji se dva motivy ATT a CTT) s 18 alelami. Jeho
délka je mezi 179-233 paru bazi v zavislosti na pouzitych primech. PIC (polymorphism
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information content) tohoto mikrosatelitu je 0,884 a MEC (mean exclusion chance)
0,879. Ma typicky na chromozom X-vazanou dédi¢nost a v 340 meidzach nebyly
jistény zadné mutace'®. DXS101 je lokalizovan 104,9-121 cM od XP-telomery (Xp-tel)
korespondujici s Xq21.33-X22.3.%?

V literatufe jsou diskutovany experimenty, kdy mikrosatelit DXS101 a jemu
podobné poméhaji najit geny pro rizné nemoci, jako je hypogamaglobulinemie, jejiz
genetickd slozka lezi mezi Xq21.33 a Xq23.13 Dalsi vyuziti spociva ve zkoumani, zda
nemoci jako jsou dystonie, geneticky podminéna slepota, nachylnost ke zlomeninam a
mentalni retardace, jsou vazané k Xg22.'* Nejcast&jsim typem vyzkumu je viak
sledovéani, vjaké frekvenci se alely tohoto mikrosatelitu vyskytuji v urcitych
populacich. Jednd se napiiklad o populac¢ni vzorky z oblasti AfrikylS, Argentinym,

Brazilie’, Polskals, Italie'® nebo (vjinyzo.
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3.2. Metody PCR

3.2.1. PCR

Anglicky termin Polymerase Chain Reaction (PCR) lze ptelozit jako
,polymerazova fetézova reakce®“. Je to biochemickd metoda, ktera exponencidlné
enzymaticky amplifikuje vybrané sekvence DNA in vitro. Vysledkem reakce jsou tisice
az miliony kopii dané sekvence DNA.

PCR byla vyvinuta v roce 1983 ve spole¢nosti Cetus Corporation v Kalifornii
Kary Mullisem, ktery v roce 1993 ziskal spole¢né s Michaelem Smithem za tuto reakci
Nobelovu cenu za chemii.?!

Skoro vsechny aplikace PCR vyuzivaji tepelné stabilni DNA polymerazu, ktera
dobfe snasi drastické teplotni zmény v pribéhu amplifikace. Nejcastéji pouzivana
polymeraza je Taq polymeraza pochazejici z bakterie Thermus aquaticus. Tato DNA
polymerdza sestavuje komplementarni fetézec DNA z pfislusnych dNTP. Nové vznikly
fetézec DNA se muze pouzit jako templat pro dalsi naslednou syntézu (replikaci).
Z toho dtivodu je PCR cykliza¢ni proces, ve kterém dochézi k exponencidlnimu naristu
amplikont.

Polymerazova fetézova reakce ma tii zakladni kroky v jednom cyklu. Cykly se
opakuji 20-40krat.

3.2.1.1. Princip reakce

1. krok: Denaturace — vzorek se smési DNA a dalsimi komponenty se obvykle
na dobu 10 sekund zahieje na teplotu 95 °C. Pii této teploté dochazi k relaxaci a
nasledné denaturaci DNA ve vzorku rozrusenim vodikovych mistkd mezi nukleotidy ve
struktufe dsDNA. Dochézi ke vzniku jednovldknové templatové molekuly SSDNA.

2. krok: Hybridizace primert — teplota v reakéni smési se obvykle snizi na 65

°C po dobu 30 sekund. Tento proces umoziuje navazani primerd ke komplementarnim
specifickym mistim na templatové ssDNA. Nasledn¢ dochazi k navazani DNA
polymerazy na vzniklé dvouietézcové useky tvorené dvojicemi DNA-primerd.

3. krok: Syntéza DNA - teplota se ve smési zvysi obvykle (v zavislosti na
pouzit¢ DNA polymeraze) na 75°C. Nejcastéji pouzivana Taq polymeradza ma optimalni

aktivitu mezi 75-80°C. V této fazi DNA polymeraza syntetizuje novy fetézec. Pomoci

15



volnych dANTP se ve sméru od 5' konce ke 3' konci syntetizuje vldkno DNA
komplementarni k templatové DNA molekule. V optimélnich podminkach DNA
polymeraza dokaze zpracovat tisice bazi za minutu. V idedlnim pfipad¢ se za jeden
cyklus obsah DNA ve vzorku zdvojnasobi. Kazda vznikla DNA muze byt v dalSim

cyklu pouzita jako templat. Takto miiZe v 31 cyklech vzniknout az 1 miliarda kopii.?

CrE S > ,
N l : 5
/ 4_
syntéza

+DNA polymeraza

b e 2| zahtati hybridizace +dATP DNA
k oddé&leni primerﬁ +dGTP Z primerﬁ

SR e | Fetézcl +dCTP
+dTTP

dvousroubovice —

e PP t T
R R E) g
1. krok 2. krok 3. krok
prvni cyklus

Obrdzek ¢.3: Tii zékladni kroky PCR reakci®®

3.2.1.2. Reakéni smés

je sloZena z téchto zakladnich a nezbytnych slozek:
* Vzorek DNA, ktery ma byt amplifikovan
*  Primery
* DNA polymeraza
* Deoxynukleosidtrifosfaty (AINTPs)
* Pufrovy roztok
= Hoicik Mg”*
= DEPC voda

Vzorek DNA:
Zdroj DNA: mikroorganismy, stéry, télni tekutiny, vzorky z biopsii, bunky
tkanovych kultur nebo vlasy.

Pottfebné mnozstvi DNA pro jednu PCR reakci se pohybuje kolem 0,2.g.

16



Primery:

Primery jsou kratké useky oligonukleotidli, které obsahuji komplementarni
sekvence k templatové DNA. Délka primeru je nejcastéji 20-30 nukleotidl, ale mize
byt i delsi nebo krat$i. Pomér mezi dvojicemi bazi GC:AT by mél byt 1:1. Do reakéni
smési se davaji: jeden primer, ktery je komplementarni k zacatku cilové oblasti DNA a
jeden primer, ktery je komplementarni ke konci cilové oblasti DNA, kterou chceme
amplifikovat. Dodavané primery nesmi byt vzajemné komplementarni, aby nedoslo ke

vzniku nechténého dimeru, duplexu.?

DNA polymeriza:

Ridici enzym syntézy nové DNA. DNA polymeréaza je multijednotkovy enzym,
ucastnici se spolu s dalSimi enzymy procesu replikace DNA v buiikach zivych
organismil ve sméru 5°-3". Pro svou ¢innost potiebuje kromé DNA slouzici jako templat
také deoxynukleotidtrifosfaty (ANTPs).

DNA polymeraza pii PCR umoziiuje z jednoho vlakna DNA ziskat az fadovée
miliardy identickych kopii. Pfi tak vysoké efektivit¢ (okolo 100 bazi/s)®, DNA
polymeraza bez korekturni funkce pracujici za podminek in vitro bohuzel generuje na

kazdych tisic bazi priblizng 2.10” chyb.?

Obrazek ¢. 4 : DNA polymeréza27
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Deoxynukleosidtrifosfaty (ANTPs)

Jsou to stavebni kameny, ze kterych DNA polymeraza syntetizuje novy fetézec.
Ve své struktufe obsahuji makroenergetické vazby, které DNA polymeraza vyuziva
jako zdroj energie pii jejich zabudovavani do tvoficiho se fetézce DNA.

Do reak¢ni smési se dodavaji jako smés dATPs, dCTPs, dGTPs a dTTPs ve
formé¢ sodnych nebo lithnych soli. Jsou rozpustény v DEPC vodé o pH 7,5, ktera se
pouziva pro molekularné genetické analyzy. Koncentrace pouzivana pro PCR je 20 az

400 pmol/l roztoku.

Pufrovaci roztok

Pufrovaci roztok odolava zménam pH. U metody PCR je dulezité, aby reakce
probihala v prostfedi, ve kterém ma DNA polymeraza maximalni aktivitu, coz znamena

hodnotu pH roztoku kolem 8. Roztok vétsinou obsahuje KCI, Tris HCI, Triton-X.

Hoi¢ik Mg

DNA polymeraza potiebuje pro svou aktivitu hoi¢ik, ale jeho nadbytek aktivitu
snizuje. Proto se pted kazdou reakci musi pfepocitat potfebné mnozstvi hoi¢iku podle
koncentrace dNTPs a DNA polymeréazy. Nejcast&ji se koncentrace Mg®* pohybuje od

1,5 do 2mM. Jako nejbéZnéjsi zdroj Mg2+ iont se pouziva magnesium chlorid MgCl, %

DEPC voda

Tato voda je uréena Kk praci v molekularni genetice. Je to steriln¢ filtrovana voda
s dietylpyrokarbonatem (DEPC). Dietylpyrokarbonat inhibuje RNA-sy a DNA-sy,
modifikaci histidinu na N-karbethoxyhistidin.

3.2.1.3. Vyuziti PCR

PCR od svého vzniku prosla mnohymi zménami a byly vytvofeny 1 riizné
modifikace. Je to metoda pouzivana na celém svét€, ve vSech laboratofich a
vyzkumnych centrech. PCR je hojn¢ uzivana z toho diivodu, ze je rychla, jednoducha a
nendro¢na. Jeji vyuziti je velmi Siroké, od molekularni biologie aZ po testy paternity?.
Velky pokrok pfinesl objev PCR v medicing, kdy za vSechny aplikace je moZzno
jmenovat napiiklad rychlé a vysoce citlivé stanoveni srpkovité anémie V prenatalni

diagnostice.
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3.2.2. Metody ke zvySeni citlivosti detekce minoritni slozky

Technologie, které detekuji mutace v DNA, hraji duleZitou roli v oblasti
vyzkumu, prevence a 1écby rakoviny. Rakovina, nebo téz nadorové onemocnéni, je
skupina chorob, jejichz spolenym rysem je vznik somatické mutace, ktera uvolni
urcitou populaci vlastnich bunék organismu z kontroly a spusti jeji autonomni rist.
K dnes$nimu dni existuji rizné metody, které jsou schopny identifikovat s vysokou
citlivosti znamé nebo neznamé mutace, napiiklad ARMS (Allele-specific-PCR), RSM,
RFLP, iFLP a COLD-PCR.

3.2.2.1. The amplification-refractory mutation system (ARMS) —
PCR, allele specific PCR

ARMS je metoda uzivana pro detekci bodovych mutaci nebo malych deleci,
popsana v roce 1989.

ARMS je zalozena na pouziti sekvenéné specifickych PCR primert, které
umoznuji amplifikaci DNA pouze v piipade, kdy je cilova sekvence obsazena ve
vzorku. Timto se mozné zjistit pfitomnost nebo neptitomnost cilové alely. Pouzity
primer umozni amplifikaci jedin¢ za ptedpokladu, Ze je po celé délce a zvIasté na svém

3’terminalnim konci presn& komplementérni k cilové sekvenci.?®

3.2.2.2. The restriction site mutation (RSM) - PCR

Metoda RSM je kombinace restrikce a PCR, popsana v roce 1990.%

Tato technika je schopna detekovat mutace a polymorfismy V rozpoznavacich
mistech pro restrikéni enzymy v jakémkoliv genu nebo organismu.31 Restriktazy Stépi
standardni Wild-type DNA a tim umoznuji amplifikaci a detekci mutantni DNA (po

PCR miiZe nasledovat sekvenace).®
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Obrézek &. 5 : Princip RSM®

3.2.2.3 Restriction fragment length polymorphism (RFLP)-PCR

PCR-RFLP je kombinace restrikce a PCR stejn¢ jako metoda RSM, ale v tomto
pfipadé¢ jsou metody pouzity v obraceném potadi. Nejprve je amplifikovan tsek v délce
1 000 - 4 000 parti bazi. V nasledujicim kroku je provedeno restrikéni §tépeni vzniklého
je ptitomna specificka sekvence.

Nasledna elektroforéza takto ziskanych fragment a jejich vizualizace ukazuje
rozdily v DNA profilu standardni a mutované DNA.

Metoda se pouziva predevsim ke studiu nekodujici DNA, ale je mozné ji vyuzit i
pro piipady, kdy je dostupné jen malé mnozstvi templatové DNA. Rovnéz se jedna o
relativné jednoduchou a rychlou metodu s vysoce reprodukovatelnymi vysledky.
Nevyhodou této metody je nutnost provadet pocatecni screening pro nalezeni kombinaci

amplifikovatelnych useki a odpovidajicich restrikénich endonukleaz.®
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3.2.2.4. Inverse PCR-based RFLP scanning

Metoda je kombinaci inverzni PCR, RFLP a denaturujici vysoce ucinné
kapalinové chromatografie a je cilena zejména na nizkotroviiové mutace v bunéénych
liniich a lidskych nadorech.

Fragmenty DNA se spoji do kruhu. V dal§im kroku je ziskand kruhovda DNA
vystavena pusobeni Tagl restrikéniho enzymu, ktery ji nastépi. Nasleduje pfipojeni
specifickych adaptérii, genericka PCR amplifikace a genové-specificka inverzni PCR
amplifikace.*

Princip iFLP methody

po mutation Genomic DNA fragment
o lacking recognition sequence
v for a certain enzyme, A
Circularization

v

Digest with restriction enzyme A. Presence of a mutation
that generates the recognition sequence of A within the circle
results in a linear fragment of a single size

v
Ligation of linkers at the mutation and PCR

.ZZZZZZ
Gel visualization
mutation no mutation
PCR product No PCR product

Obrazek ¢. 6: Princip iFLP metody™®
3.2.2.5. A random mutation capture assay (RMC)

Metoda RMC™ je kombinaci restrikce a digitalni ARMS PCR.
Genomova DNA je Sté€pena restrikénim enzymem Tag”l, nafedéna aZz po troven
jediné molekuly DNA na zkumavku a amplifikovana jednak s mutant-specifickymi,

jednak se standardnimi primery.37
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3.2.2.6. Koamplifikace za sniZzené denaturacni teploty, COLD-
PCR

Prvni zminka o COLD-PCR® se objevila roku 2008 v asopise Nature
Medicine®. Principem této metody je spole¢na amplifikace standardni a mutované
DNA pfi snizené teploté denaturace. Metoda byla vyvinuta pro zvySeni citlivosti
detekce a identifikace minoritné zastoupenych mutaci nebo variant, které maji nizsi
teplotu tani ve srovnani s Wild-type DNA.

Metoda COLD-PCR piednostné obohacuje minoritni alely ze smési Wild-type
DNA a sekvence obsahujici mutace a to bez ohledu na typ mutace a jejich umisténi v
amplikonu. Funguje na principu rozdilu teplot tani (Tm) amplikonu, ktery je maly,
kriticky a reprodukovatelny. Zména jediného nukleotidu zméni teplotu tani amplikonu.
Teplota tani pro amplikon je tedy zavisla na slozeni sekvence. Tm amplikonu o délce
az 200 para bazi se muze lisit ptiblizné o 0,2 az 1,5°C. Kromé& samotné teploty tani je
také kritickou hodnotou teplota denaturace (Tc), ktera urCuje ucinnost PCR. Pokud
snizime pouzivanou teplotu denaturace na hodnotu kritické teploty, snizi se také
uéinnost, protoze se snizi pocéet denaturovanych amplikont. Rozdil mezi Tm a Tc je
v COLD-PCR velmi dilezity, protoze pii jeho vyuziti 1ze selektivné obohatit minoritné
zastoupené mutantni alely. V ptipadg, ze je teplota denaturace (Tc) nizsi nez teplota tani
(Tm) amplikonu Wild-type DNA, je umoznéna selektivni denaturace mutovanych
sekvenci v kazdém kole PCR, zatimco sekvence Wild-type DNA zlstavaji v podstaté
dvoufetézcové, a tim je jejich amplifikace podstatné mensi. VyuZitim tohoto postupu lze
zlepsit citlivost detekce az stokrat.*

Pro kazdou analyzu je rovnéz dilezité pouzit kvalitni vzorek DNA. V opacném
ptipadé mize dojit k falesné pozitivnim vysledkim. COLD-PCR je ov§em navrzena tak,
aby mohla fungovat i s poskozenou DNA, ziskanou napiiklad z formalinem fixovanych
a v parafinu zalitych vzorka (FFPE), jejichz kvalita je srovnatelna se vzorky zmrazené
DNA.“

Metoda COLD-PCR byla uspésné pouzita pro detekci mutaci u riznych cild,
jako je v-Ki-ras2, neboli KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog)®® %2,
GNAS1 (GNAS komplex locus)®, EGFR (epidermal growth factor receptor)*, BRAF
(v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1)*, nebo IDHI [isocitrat
dehydrogenaza 1 (NADP™")].%
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COLD-PCR ma dvé zakladni modifikace, a to Full-COLD-PCR a Fast-COLD-

PCR. Znich se pozdgji vyvinuly dalsi modifikace lce-COLD-PCR a Temperature-
Tolerant COLD-PCR (TT-COLD-PCR).*

Full-COLD-PCR a Fast-COLD-PCR pouzivaji stejné koncentrace ¢inidel a

stejné podminky jako konvenéni PCR. Rozhodnuti, zda provést modifikaci Full nebo

Fast, zavisi na typu mutace (viz ddle).

3.2.2.6.1. Modifikace Full-COLD-PCR

Full-COLD-PCR amplifikuje v§echny mozné mutace podél sekvence DNA.

Metoda ma pét zakladnich kroki:

1.

Denaturace: Denaturace probihd pii teploté 94-95°C, zalezi na pouzité
polymeraze.

Hybridizace: Teplota je sniZzena primémé na 70°C a amplikony se inkubuji
v pruméru 2-8 minut. Dochazi k hybridizaci mutantni alely a Wild-type DNA.
Pti tomto procesu vznikaji homoduplexy a heteroduplexy DNA.

Kriticka teplota: Teplota se zvysi na kritickou teplotu denaturace, ktera je
specificka pro kazdou sekvenci DNA. Pfednostn¢ se denaturuji heteroduplexni
formy amplikonu (maji v sob& neodpovidajici sekvence), které maji nizsi teplotu
tani nez homoduplexni formy molekul*’.

Nasednuti primeru: Teplota se snizi pfiblizné¢ na 55°C, na teplotu vhodnou pro
nasednuti primeru. Homoduplexni DNA ziistane dvouvlaknova a z toho divodu
nedochazi k hybridizaci primert.

Extenze: Teplota se zvysi na 72°C. DNA polymeraza dokon¢i komplementarni
fetézec k templatové DNA. Jako templatovd DNA slouzi heteroduplexni
amplikon, ¢imz dojde ke zvySeni minoritn¢ zastoupené mutace, ktera slouZzi jako
templat pro dalsi kola PCR. Opakovanim tohoto postupu dochézi ke zvétSovani

koncentrace minoritné zastoupené mutace.
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Q Ful-COLD PCR (for the enrichment of all mutation typesg

Cor : Ful-COLD PCR stage
{several cycles) (remaining cycles)
Denature all DNA Denature all DNA
_‘_Mulan! Wild-type  95°C 85°C  Mutant Wild-type
s
Indicates the presence Homoduplexed
of a mutation s
70°C /\ wild-fype dsDNA
Hybridize \3/
Demature e.g., 1T=865C
heteroduplex (target-specific temperature)
atT l
o
55°C
Reduce temperature 55°C
for primer annealing Preferentially
1 amplify mutant
72°C sequences
Primer extension 72°C

Obrdzek ¢& 7: Full-COLD-PCR™®

3.2.2.6.2. Modifikace Fast-COLD-PCR

Fast-COLD-PCR se provadi v pfipadé¢, kdy je ziejmé, Ze nepotiebujeme tvofrit
heteroduplexni formu z DNA mutanta a Wild-typu, protoze v nékterych piipadech
amplikon obsahuje hodné Tm-redukujicich variant (mutaci) jako jsou naptiklad G:C >
A:T, nebo G:C > T:A. Rozdil spociva v tom, Ze teplota tani mutantnich homoduplexd je
v porovnani s Tm redukujicimi variantami niz§i nez u normalniho (Wild-type)
amplikonu.

Na rozdil od Full-COLD-PCR je tento pfistup rychlejsi, jelikoz mu chybi dva
prvni kroky, ale ma i nevyhody. Jednou z nich je fakt, ze v pribéhu amplifikace mohou
byt amplifikovany pouze Tm-redukéni mutace. OvSem vyhodou Fast-COLD-PCR je
jeji robustnost, a dosazeni deseti- az sto-nasobné zesileni amplifikace oproti normalni
PCR.

Fast-COLD-PCR ma tii zakladni kroky. Prvnim krokem je denaturace, kdy je
teplota nastavena na kritickou teplotu, ktera prednostn¢ denaturuje vlakna alely s nizsi
teplotou tani (variantni, mutantni) oproti normalnim vlaknim DNA. Druhym krokem je
nasednuti primeru, tfetim krokem je naslednd extenze DNA. Tyto kroky jsou stejné jako

u piedchozi Full-COLD-PCR.
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(B Fast-COLD PCR ({for the enrichment of T -reducing muialiopsﬂ

Fast-COLD PCR stage

Conventional PCR stage

(several cycies) {remaining cycles_)
Denature all DNA Denatured mutant
et —x—  Wild-type dsDNA
95°C T.=865°C —
e e—
55°C Reduce temperature  s55°C
for primer annealing Preterentially
l amplify mutant
sequences
72°C Primer extension 72°C

Obrdzek ¢. 8: Fast-COLD-PCR*®

3.2.2.6.3 Modifikace Ice-COLD-PCR
Tato modifikace je kombinaci pfedchozich modifikaci Full- a Fast-COLD-PCR.

Dochazi zde ke zkraceni doby hybridizace a zlepSeni amplifikacniho potencialu.
Zaroven je zde mozné amplifikovat vSechny typy mutaci pomoci specifické, syntetické,
jednovlaknové, oligonukleotidové, Wild-type referen¢ni sekvence (RS), ktera se vaze

na Wild-type DNA templat a inhibuje jeho amplifikaci.

RS oligonukleotid ma tfi zakladni vlastnosti:

1. Shoduje se komplementarné s Wild-typ sekvenci DNA.

2. Zabranuje navazani primertu na heteroduplex RS : WT DNA, protoze RS je
krat$i nez Wild-type o <5 parli badzi a méa pevné&jsi vazbu k WT DNA nez
primery.

3. Obsahuje na 3" konci fosfatovou modifikaci, ktera zabranuje aktivité DNA

polymerazy.

Pti PCR se referencni sekvence ptidavaji v prebytku vzhledem k templatové
DNA, aby se rychle navazaly do amplikoni. Pfi kritické teploté denaturace ziistavaji
RS : WT duplexy dvoufetézcové a tim dochazi k inhibici amplifikace Wild-typ alel v

celém cyklu PCR. Naopak dvojice RS : mutantni duplexy jsou pfednostné denaturovany
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a amplifikovany. Pomoci Wild-typ specifickych RS mohou byt koncentrace vsech

mutace zvySeny bez ohledu na jejich typ a umisténi.
Ice-COLD-PCR ma pét zakladnich krokd velmi podobnych kroktim u Full-
COLD-PCR. Jedinou podstatnou odli$nosti je zde doba hybridizace, ktera se muze

zkratit aZ na 30 sekund z ptivodnich 2-8 minut:*

1. Denaturace: Denaturace probihd nejcastéji pii teploté 98°C, ale zase zavisi na

typu DNA polymerazy.

2. Hybridizace: Dochazi zde k hybridizaci duplexu RS : mutantni pfi teploté 70°C

na 30 sekund.

3. Kiriticka teplota: Heteroduplex obsahujici mutantni DNA se denaturuje pii

kritické teploté tani.

4. Navazani primeru: Primery se pii teplot¢ kolem 55°C navazi jen

rozpletenou mutantni DNA.

5. Extenze: Pii 72°C dochézi k amplifikaci mutantni DNA*

WT
F % F = 5" G a
Conventional PCR state — = Ice-COLD PCR stage 3’ c 5
{5 cycles) (~20-30 cycias)
— P — WT: mutant hybrid
98°C Denature all DNA at 98°C | PO—C 4 @ N =i
3- . 5
Denature = WT 3 T
and amplify N\ G WT: RS hybrid
K all DNA = 3 C 5 Hybridize at 5 3
72°C 55°C o p A
i s 70°C a2 o 5RS
Primer educe , mutan e -
extension temperatue A 3 3 Cc 5
for primer T 5 Mutant: RS hybrid
annealing = A ar
3e----- c-—--- 5'RS 3e----_. +——--5RS
Primer / 3 T 5
axtension /
. = Denature heteroduplexed
7.
= ':n’e'l?f;e:nn?awm molecules at defined T,
Py TS (0. T, =865C)
sequences ¢ '
2 G
S ¢ ¥ 5 G 3 s G 3
3 T 5 2 55 g T 5
5 G 3 WT remains double-stranded  WT; mutant heteroduplexes denature
3e C - 5'RS and will not be amplified and are available for amplification
. B A
3 g 5 5= G 3 3
So----- cC----- 5'RS
5% A 3 3@-----Cim====- 5'RS
T 3 C 5 3 T
se C - -5'RS : 5
: A WT:RS hybrid remains Mutant:RS hybrid is denatured,
3 T 5 double-stranded, one strand is both mutant strands are available

available for amplification

Denatured ssDNA

Strand formation
during PCR

Reference sequence
@® Phosphate molecule
Primer

Obrazek ¢. 9: lce-COLD-PCR*®

for amplification

na
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3.2.2.6.4. Modifikace Temperature-Tolerant COLD-PCR (TT-
COLD-PCR)

Tato modifikace je v soucasné dobé nejnovéjsi technikou ze skupiny COLD-
PCR, a je mozné ji aplikovat na vSechny situace, pro které byly vyvinuty diive zminéné
ptistupy Full-, Fast- a Ice- COLD-PCR. Metoda byla popsana v dobé, kdy veskera
experimentalni ¢ast diplomové prace byla pred dokoncenim.

Odstraniuje nedostatek ptedchozich piistupii COLD-PCR, coz byla nutnost
nastavit teplotu denaturace pro danou sekvenci v rozmezi + 0,3 °C od kritické teploty,
¢imz dochazelo k vyraznému omezeni moznosti provést amplifikace vice sekvenci
najednou.®

Temperature-Tolerant COLD-PCR je zalozena na postupném zvysovani teploty
denaturace tak, aby byly pfednostné denaturovany a amplifikovany mutantni alely ve

srovnani s alelami normalnimi (Wild-type).

Postup TT-COLD-PCR:

1. Ptfed zahgjenim jsou experimentdln¢ stanoveny teploty tani standardnich DNA
za pomoci konvenéni PCR, ¢imz je urCena pocéatecni kriticka teplota. Teploty
tani se daji zjistit i na zaklad& bioinformatické analyzy™.

2. Pocateni kritickd teplota se nastavi na > 1 ° C ve srovnani s minimalni teplotu

tani vSech amplikont.

Probéhne 7 cykli COLD-PCR.

Zvysi se kriticka teplota o 0,5°C.

Probéhne dalsich 7 cykla COLD-PCR.

o 0o k~ w

Timto zplisobem se zvySuje v priib&hu 7 cykld kriticka teplota az o 2,5°C, a tim

se vymezi teplotni kritické okno.
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T, =88°C
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TP53 exon6
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TP53 exon7
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Repeat at
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Enrich mutant seq N

cFinal =

Repeat at
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Enrich mutant seq 3

r
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rl‘c 2

Repeat at
=T,+05°C

r
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1
\

Mutant Tc

_ i

Heteroduplex
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e )

Full-COLD-PCR at T,

\

Primer annealing

=T, —2°C

min

Extend at 72 °C

Repeat x times
Enrich mutant seq 2

x =17 cycles
AT=25°C

In the present work:

Repeat x times
> Enrich mutant seq 1

Obrazek ¢ 10 : TT- COLD PCR®

Tento postup muze byt upraven zménou poctu cykld nebo posunutim okna

kritické teploty.

Nevyhody modifikace TT-COLD-PCR:

.
cyklu,
.
teploty,
.

software, ktery je vyuzivan termocyklérem.

muze dochazet k dimerizaci primerd zplsobené rostoucim poctem PCR

muze dojit k inaktivaci DNA polymerazy vlivem opakovaného zvySovani

musi se brat vpotaz maximalni pocet cykli povoleny pouzivanym

Pokud ovSem budou tyto nedostatky piekonany, lze vyuzivat optimalni TT-

COLD-PCR.*®
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4. Experimentalni ¢ast

Experimentalni ¢ast piedlozené diplomové prace je rozdélena do dvou
zakladnich kapitol. V kapitole 4.1. je uveden stru¢ny souhrn pouzitych materialti a
reagencii, spotiebnich materialii, piistrojii a software, se kterymi se v této diplomové
praci pracovalo. V kapitole 4.2. jsou popsany pouzit¢é metody. Konkrétné se zde
pojednava o biologickych vzorcich a jejich izolaci, o metodach PCR (,,standardni® PCR
a COLD-PCR) a dale o fragmentacni analyze ziskanych amplikontl.

4.1. Material a pomocné nastroje

4.1.1. Material a reagencie

DEPC - treated water (Ambion, USA)

DNA CEQ Sep Buffer Kit, (Beckman Coulter, USA)

DNA Size Standard Kit — 400 - DNA velikostni standard (Beckman Coulter, USA)
DNeasy Blood & Tissue Kit 250 (Qiagen, Nizozemi)

dNTP mix (Thermo Scientific, USA) koncentrace 25 mM

EVAGreen (Biotium, USA)

FlexiGene® DNA Kit (Qiagen, Nizozemi)

Smési primerti: PM 376 = 653+654 o sekvenci GAATATAATCCCAAGCGGTTTG a
GCAGCATTGAACCAGAGGAG.

MgCl; solution (Thermo Scientific, USA) koncentrace 25 mM

Mineralni olej (Beckman Coulter, USA)

QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen, Nizozemi)

SLS - deionizovany formamid s nizkou konduktivitou (Beckman Coulter, USA)
Thermo Start DNA polymerase (Thermo Scientific, USA) koncentrace 5U/ml

10x PCR pufr (Thermo Scientific, USA)

4.1.2. Spotiebni material

Mikrozkumavky pro PCR s plochym vi¢kem 0,2 ml (P-LAB, CR)
Mikrozkumavky se §roubovacim vickem 0,5 ml (P-LAB, CR)
Ochranné rukavice Digitil N (Hartmann, CR)
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Zkumavky 1,5 ml (P-LAB, CR)

Zkumavky 1,7 ml (P-LAB, CR)

Sbéraci zkumavky 2 ml (P-LAB, CR)

Spi¢ky s dvojitym filtrem (Eppendorf, Némecko) o objemech: 10, 20, 100, 200, 1000 pl
96-ti jamkové desticky LightCycler® 480 Multiwell Plate 96 clear + folie (Roche,
Svycarsko)

4.1.3. Pristroje a vybaveni

Centrifuge 5430 (Eppendorf, Némecko) — centrifuga

CEQ™ 8800 Genetic Analysis System (Beckman Coulter, USA) — geneticky analyzator
pro fragmentacni analyzu a sekvenovani

Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Némecko) — centrifuga

Chladici stojanek na mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)

Chladici stojanek na zkumavky 1,5 ml (P-LAB, CR)

Chladnicka a mrazak (Liebherr, Némecko)

Laminarni box (BioSan, USA)

LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche, Svycarsko) — termocyklér pro real-
time analyzu

MIR PTC 100 (Biotech, CR) — termocyklér

Mrazici box C340New Brunswick Scientific (USA)

Mrazici box LG (Jizni Korea)

Nanodrop - Spectrofotometer ND 1000 (Biotech, USA)

Pipety: 0,1 —2,5 ul; 0,5 — 10; pul; 2 — 20 pl; 10 — 100 pl; 20 — 200 pl; 100 — 1000 ul
(Eppendorf, Némecko)

Stojanek PCRack s vickem (P-LAB, CR)

Termostat Bio TDB — 100 (BioSan, USA)

Tprofessional basic thermocycler (Biometra, Némecko) — termocyklér

Vortex (Merci, CR)

4.1.4. Software

CEQTM 8800 Genetic Analysis System (Beckman Coulter, 2004)
FastPCR (primerdigital.com/fastpcr.html)
LightCycler 480 SW 1.5 (Roche, Svycarsko)
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Microsoft Office — Word, Excel a PowerPoint (Microsoft Corporation, USA)
ND — 1000 v3.3.0 (Biotech, USA)
Statistica v7.0 (StatSoft Inc.)

TProfessional Manager Software (Biometra, Némecko)

4.2. Metody

4.2.1. Biologické vzorky a jejich izolace

Vzorky DNA byly izolovany z vzorkl krve, nadorovych tkani, cytologického
materidlu pacientd, které byly soucasti grantovych projekt se souhlasem etické komise,
ptipadné byla DNA izolovana z bun&nych linii. Izolace vzorki byla provadéna pomoci
kiti: DNeasy Blood & Tissue Kit 250 a FlexiGene DNA Kit.

Celkové bylo pro ucely této prace pouzito 16 riznych biologickych vzorkii DNA.

Tuto &ast prace provadély laborantky DNA laboratofe Ustavu molekularni a

transla¢ni mediciny, Laboratof experimentalni mediciny pii Détské klinice LF UP a FN

Olomouc.

4.2.2. Metody PCR

4.2.2.1. Zméreni koncentrace vzorku DNA

Koncentrace DNA byla métfena spektrofotometricky na ptistroji Nanodrop.
Postup:
» Kazdy DNA vzorek se zamicha na Vortexu po dobu 5 sekund;
= zapne se Nanodrop a software ND1000 — vybere se pfislusny program;
* napipetuje se 1 pl deonizované vody na ¢ocku Nanodropu a zméfi se ,,blank®,
poté se utfe bunicinou;
= napipetuje se 1 pl vzorku DNA na coc¢ku Nanodropu a zméti se absorbance pii
230, 260, 280 nm;

= setfe se vzorek a vypne se piistroj Nanodrop.
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4.2.2.2. Priprava reakéni smési a postup PCR reakce

Objem reak¢ni smési byl nastaven na 10 pl na jednu mikrozkumavku nebo jednu
jamku v 96-jamkové desticce. Master-mixu bylo 9,5 ul a vzorku DNA bylo 0,5 ul
nezavisle na koncentraci vzorku.

Chemikalie na Master-mix se uchovavaji pti — 18°C az — 30°C.

Slozeni Master-mixu bylo:

= 1XPCR pufr

= 1,5mM MgCl,

= 0,2mM dNTPs

= (0,05 U/ul ThermoTaq DNA polymeraza

= (0,25 mM primerového paru

= 1x EvaGreen

» DEPC voda (dopliujici master-mix do objemu 9,5ul)

Nejdiive se chemikalie rozmrazi, zamichaji na Vortexu, sto¢i (zcentrifuguji) a
nasledné smichaji PCR pufr, MgCl,, dNTP‘s, primery, DEPC voda. Az poté se ptida
ThermoTaq DNA polymeraza, ktera se nerozmrazuje, jen zamichd na Vortexu a kratce
zcentrifuguje.

Ptipravi se 0,2ml zkumavky do vychlazené desti¢ky. Do pfipravenych 0,2ml
zkumavek se napipetuje 9,5ul Master-mixu, pfida se 0,5 pl vzorku DNA a do jedné
(posledni) 0,5 ul DEPC vodu jako negativni kontrola. Zkumavky se vlozi do karuselu a
vyvazi. Zapne se LightCycler® 480 nebo pfistroj Biometra. Spusti se piisluiny program
(viz nize). Po probéhnuti PCR reakci se provede fragmentace a vyhodnoceni.

96-jamkova desticka se pouzivala pro LightCycler® 480. Na pfistroji Biometra
se pouzivaly mikrozkumavky s plochym vi¢kem 0,2 ml.

Vzdy byly testovany dva vzorky DNA a jejich smési v optimalizacni fazi
v pomérech 1:100, 100:1, 1:50, 50:1, 1:10 a 10:1. Kazdy pokus byl opakovan
minimalné tikrat.

Prvni dva vzorky byly testovany pii vSech téchto pomérech. Nésledné podle
prvnich ptedbéznych vysledki uz byly dalsi vzorky testovany jen v poméru 1:10 a 10:1.

Pro piistroj LightCycler® 480 se nastavil program 1 (viz tabulka 1.) a vzorky se

vlozily do pftistroje na PCR reakci.
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Nazev Teplota ¢as (min:sec) pocet cyklu

1. denaturace 95°C 10:00 1

2. PCR touchdown 95°C 00:15 10
63°C 00:50
72°C 00:20

3. PCR amplifikace 95°C 00:15 25
63°C 00:50
72°C 00:20
4. +A boosting 65°C 00:20
5. Down pi‘ed metlingem 50°C 00:01

6. Melting 95°C prubézné

7. Parking 50°C 00:01

Tabulka cislo 1: Program 1 (LightCycler)

Pro COLD-PCR byl pouzit pfistroj Biometra a tii rlizné programy ¢islo 2,3,4
(viz tabulky 2,3,4).

Nazev Teplota ¢as (min:sec) pocet cykla

1.denaturace 95°C 10:00 1

2.PCR touchdown 95°C 00:15 10
63°C 00:50
72°C 00:20

3.PCR amplifikace 72-81°C 00:15 25
54°C 00:50
72°C 00:20

4.Melting 65°C 20:00 1
5.Parking 4°C pauza

Tabulka cislo 2: Program 2 (Biometra)

Nazev ¢as (min:sec) pocet cyklu

1.denaturace 95°C

2.PCR touchdown 95°C 00:15 10
63°C 00:50
72°C 00:20

3.PCR amplifikace 75,8-82°C 00:15 25
54°C 00:50

33



72°C 00:20
4.Melting 65°C 20:00 1
5.Parking 4°C pauza

Tabulka cislo 3: Program 3 (Biometra)

Teplota ¢as (min:sec) pocet cykli

1.denaturace 95°C 10:00 1

2.PCR touchdown 95°C 00:15 10
63°C 00:50
72°C 00:20

3.PCR amplifikace 76-83°C 00:15 25
54°C 00:50
72°C 00:20

4.Melting 65°C 20:00 1
5.Parking 4°C pauza

Tabulka cislo 4: Program 4 (Biometra)

Tyto programy se lisi teplotnim gradientem, kdy kazda zkumavka v uréeném

misté se zahtiva na jinou kritickou teplotu (viz tabulka 5).

Cisla Program 2: Program 3: Program 4:
zkumavek Teplotni gradient Teplotni gradient Teplotni gradient

72-81°C 75,8-82°C 76-83°C

1 72°C 75,8°C 76°C

2 72,3°C 76°C 76,2°C

3 72,9°C 76,4°C 76.7°C

4 73,8°C 77°C 77.4°C

5 74,9°C 77,8°C 78.2°C

6 76°C 78,5°C 79,1°C

! 77°C 79,3°C 79,9°C

8 78,1°C 80°C 80.8°C

9 79,2°C 80,8°C 81.6°C

10 80,1°C 81,4°C 82.3°C

11 80,7°C 81,8°C 82.8°C

12 81°C 82°C 83°C

Tabulka cislo 5: Teplotni gradienty

34




Po reakci se 96-jamkova desticka a zkumavky vyjmou a ulozi do mrazaku pro

dalsi zpracovani.
4.2.3. Fragmentacni analyza

Fragmenta¢ni analyza se provadi na sekvenatoru CEQ™ 8800 Genetic Analysis
Systém.

Master-mix na jeden vzorek byl napocitan na 19 pl SLS - deionizovany
formamid s nizkou konduktivitou a 0,25 ul DNA velikostni standard - DNA Size
Standard Kit — 400. Do prvni desti¢ky se napipetuje 1 pl amplikonu z predeslych PCR
reakci a 19 pl master-mixu a nasledné se do tii ¢tvrtin jamky nakape mineralni olej, aby
nedoslo k vypareni vzorkd. Do druhé desticky se nakape separacni pufr DNA CEQ Sep

Buffer Kit, vlozi se do pfistroje a zapne se program ¢islo 5 (viz tabulka 6).

Parametry Hodnoty
Kapilarni teplota 60°C
Denaturacni teplota 90°C
délka denaturace 180 sec
Napéti pii vstrikovani 2.0 kV
Délka vstrikovani 15 sec
Napéti pri separaci 4,8 kv
Délka separace 50 min

Tabulka cislo 6: Program 5 (Sekvenator)

4.2.4. Vyhodnoceni

Nasleduje vyhodnoceni a piepsani vysledkii z grafi do piehlednych tabulek.
Dale se udaje vyhodnocuji v programu Statistika 7 pomoci statistickych metod:
» dvoucestnd analyza rozptylu — Two-way ANOVA — srovnavani kvality dat u
dvou a vice souborl nezavislych na sobé
o Friedmanntv neparametricky test — sledovani zavislosti urcitych znaki
na danych podminkéach
* jednocestna analyza rozptylu — One-way ANOVA pro faktor teplota — srovnani
dvou souborti, zda se signifikantné lisi
o neparametricky Kruskaltiv-Wallisuv test — srovnani G¢innosti (efektivity)

metod za zkoumanych podminek
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o Tukeyovo parové porovnani — srovnava dveé skupiny dat navzajem
o Leventv test — zkoumani homogenity datového souboru
Vyhodnoceni zpracovala Mgr. Jana Vrbkova, Ph.D. Laboratoie Experimentalni

Mediciny UMTM pii FN Olomouc.
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5. Vysledky

Reprezentativni vysledky byly ziskdny z deviti jednotlivych vzorkl, a &ty
smésnych vzorktl. Tti zbyvajici vzorky byly kontaminovany béhem prace a uchovani.

U vsech jednotlivych vzorkt byly zkoumany dva druhy pikd. Prvnim z nich byl
stutter, ktery se nachazel na pozici o jednu repetici (2 bp) vétsi nebo mensi nez hlavni
pik ve vystupnim grafu ze sekvencéru Beckman CEQ8000. Druhym sledovanym pikem
byl hlavni, spravny pik, ktery mél na elektroforeogramu nejvétsi vysku. U smésnych
vzorka byl sledovan minoritni pik (spravny pik nalezici méné zastoupené slozce ve
smési) a majoritni pik (spravny pik nélezici vice zastoupené slozce ve smési). VSechny
pouzité jednotlivé vzorky byly homozygotni, takze ve smési ze dvou jednotlivych

vzorkl byly jen dva spravné piky.

5.1. Optimalizace teploty pomoci teplotniho gradientu

Vzorky byly testovany metodou COLD-PCR na pfistroji Biometra za pouziti
vyse zminénych programii. Metodou se porovnavaly teplotni gradienty u vzorki cislo 1
(212 pb), 2 (182 pb), 3 (224 pb), 4 (215 pb) a 5 (213 pb) prostiednictvim grafu
prumérnych vySek spravnych pikt pro jednotlivé teploty (viz graf 1), ve snaze urcit
nejucinngjsi denaturacni teplotu pro genotypizaci mikrosatelitu DXS101. Jak je vidét
(viz graf 1), nejucinngjsi kritické teploty (maxima) byly dvé, a to pii 77,4°C a 80,8°C.
Pii téchto teplotach pravdépodobné DNA zaujima takovou konformaci, ktera je vhodna
k amplifikaci. Vliv na tento fenomén by mohly mit vodikové vazby a jiné nekovalentni
interakce urcujici konformaci amplifikované DNA.

Minima teplotnich gradientd se nachazeji pifi teplotach 76,2°C a 83°C.
Vypovidaji, Ze amplifikace pfi t€chto teplotach skoro neprobiha.

Jako teploty s nejvétSim potencidlem pro dal§i experimenty byly vybrany
hodnoty 77,4° C a 80,8°C. Vybér byl proveden na zakladé efektivity amplifikacniho
procesu, zhodnocené na zakladé prabéhu teplotni kiivky (viz graf 1). U téchto teplot se
predpoklada dispozice k projevu COLD PCR efektu - Gc¢inn¢€jsi amplifikaci DNA
S minoritnim zastoupenim ve srovnani s DNA s majoritnim zastoupenim ve smési.
V kontrastu s ostatnimi sledovanymi teplotami, experimenty provadéné pii t€chto dvou

teplotach pravdépodobné poskytuji vétsi efektivitu tohoto procesu.
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Graf cislo 1: Graf primérnych vysek pikli pro jednotlivé teploty.
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5.2. Interpretace dat u jednotlivych vzorku

Vzorky zde pouzit¢ byly zkoumany metodou COLD-PCR pro denaturacni
teploty 77,4°C a 80,8°C a metodou normalni PCR pro denaturacni teplotu 95,0°C. Pro
kazdou teplotu byl pokus nejméné trikrat opakovan. Pii pokusech byly pouzity Ctyfi
vzorky s ¢isly 6-9 s homozygotnim genotypem 211 pb, 220 pb. 218 pb, 208 pb, pro
lokus DXS101.

U zkoumanych vzorki byly sledovany tyto hodnoty: vyska piku (¢im vyssi, tim

lepsi) a podil stutteru (¢im nizsi, tim lepsi).
5.2.1. Vyska piku

Jak lze vidét z grafu cislo 2, hodnoty ziskané z priamért hlavnich pika
u jednotlivych vzorkd (viz graf 2) jsou velmi podobné. Pohybuji se od 1,5-1,9.10° RFU.
Hodnoty byly méfeny pii tfech zkoumanych teplotach. Oproti tomu smérodatné
odchylky jednotlivych teplot vykazuji pomérmné zavaZnou odliSnost. Jak je patrné ze
zobrazenych dat, odchylky pro teplotu 77,4°C jsou vyrazné vétsi pro vétSinu
zkoumanych vzorkti ve srovnani s odchylkami pro ostatni teploty. Vyjimku tvofi pouze
vzorek 9, ktery ma podobny rozsah odchylek pro vSechny sledované teploty. Tuto
anomalii si lze vysvétlit tak, ze pro teplotu 77,4°C je vétsi moznost variability
prostorového uspotradani amplifikované DNA ve srovnani s ostatnimi teplotami, a proto
dosahujeme pii provadénych experimentech pomérné variabilnich vysledkt. Vzhledem
ke skutecnosti, ze k anomalii dochazi pouze u jedné ze sledovanych teplot, lze
predpokladat, ze diskutovand odchylka neni zpusobena chybami v pipetovani nebo

V operacnim postupu provedeni analyzy.
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Graf cislo 2: Primér vySek hlavniho piku pro jednotlivé vzorky pfi teplotach 77,4°C;
80,8°C a 95°C

Stfedni hodnota priméru vysek pika se vzhledem k teploté statisticky vyznamné
odlisuje podle one-way ANOVA (p-value=0,016107).

Praméry vysek pikt byly podrobeny Friedmannové neparametrickému testu pro
zjisténi, zda existuje zavislost vzorki na teploté, piipadné teploty na vzorcich.
Friedmanntiv neparametricky test vysel pro teplotu p-value = 0,03878 a pro vzorek p-
value = 0,1718. Pramér vysky piki se vyznamné lisil vzhledem Kk teploté, ale ne
vzhledem ke vzorku.

Za pomoci Levenova statistického testu byla zjistovana homogenita ziskanych
dat v ramci teplot (p-value = 0,0161066). Zkoumana data vykazovala statisticky
vyznamnou odchylku.

Tukeyovym parovym porovnanim bylo zjisténo, ze Statisticky vyznamné se lisi
pramér pikt pro teploty 77,4°C a 95°C (p-value = 0,024801) a také pro 80,8°C a 95°C
(p-value=0,030078), ale nelisi se pro dvojici teplot 77,4 a 80,8 °C.

Pro COLD-PCR pti teploté 77,4°C je velikost primérnych vysek piki o 14% =+
7% a pro teplotu 80,8°C je velikost primérnych vysek pikd o 13% + 3% mensi nez
u standardni PCR.

Z grafu a statistickych testu lze vyvodit, Ze metoda COLD-PCR pro teplotu

77,4°C a 80,8°C ma signifikantné nizsi icinnost nez standardni PCR pii 95°C.
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5.2.2. Podil stutteru a spravného piku

Hodnoty podila vysek stutteru vaci vySskam hlavniho piku pro sledované vzorky
se pohybuji u sledovanych teplot v rozsahu od 15% do 30%. Z grafu 3 je patrny trend,
kdy hodnoty podilu pro COLD teploty 77,4°C a 80,8°C jsou u vétSiny vzorkl zvySené
ve srovnani s teplotou 95°C. Smeérodatné odchylky jsou velmi podobné pro teploty
80,8°C a 95°C; pro teplotu 77,4°C jsou velmi rozdilné az na vzorek cislo 9, ktery ma

odchylky pro vSechny tfi teploty podobné.
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Graf cislo 3: Podil vysek stutteru a hlavniho piku pro izolované vzorky v teplotach

77,4°C; 80,8°C a 95°C

Podle jednocestné ANOVA se stiedni hodnota podilu stutteru a spravného piku
Vv zavislosti na teploté statisticky vyznamné lisi (p-value=0,044073).

Praméry vysek piku byly podrobeny Friedmannové neparametrickému testu, pro
zjisténi zda je vzorek zavisly na teploté, a dale jestli je teplota zavisla na vzorku. Podil
vySky stutteru a spravného piku se vyznamné liSil vzhledem K teploté (p-value =
0,03878), ale ne ke vzorku (p-value = 0,45749).

Za pomoci Levenova statistického testu byla zjiStovana homogenita ziskanych
dat v ramci teplot p-value = 0,0440726. Zkoumana data méla statisticky vyznamnou
odchylku.

Z Tukeyova parového porovndni bylo zji§téno, Ze statisticky vyznamné se 1isi
prumér pikt pro teploty 80,8°C a 95°C (p-value= 0,041308), ale nelisi se prumér pikia
pro dvojici teplot 77,4 a 80,8 °C a ani 77,4°C a 95°C.

Z grafu a testi tedy plyne, Ze metoda COLD-PCR pii 80,8°C ma statisticky

vyznamné vy$S$i stutter nez standardni PCR.
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5.3. Interpretace dat u smésnych vzorki

Smési vzorku 6,7 (211, 220 pb); 7,6 (220, 211 pb); 8,9 (218, 208 pb) a 9,8 (208,
218 pb) pro lokus DXS101, v pomérech 10:1 a 1:10 byly podrobeny zkoumani pomoci
COLD-PCR pro teploty 77,4°C a 80,8°C a normalni PCR pro teplotu 95,0°C. Reakce
byly pro kazdou teplotu celkem ttikrat opakovany.

Testovali jsme, jestli COLD-PCR modifikace zlepsSi signal obou slozek ve
smési, a dale, zda navysi signal minoritni slozky vuc¢i majoritni slozce. Byly sledovany
hodnoty: soucet majoritniho piku a minoritniho piku pro kazdou smés dvou
homozygotnich DNA a podil vySek majoritniho a minoritniho piku (rovnovéha pika ve

smési). Hodnoty pro soucet a podil byly sledovany pro tii zkoumané teploty.
5.3.1. Ovlivnéni signalu ve smési

Hodnoty ziskané pro soucty vysek pikt u standardni teploty denaturace (viz graf
4), vykazuji pro rozdilné kombinace DNA vesmés podobné hodnoty, které se pohybuji
kolem 1,9.10° RFU. V kontrastu s timto poznatkem dochazi k pom&ms velkému rozpé&ti
odchylek teplot u metody COLD-PCR. Jak je patrné ze zobrazenych dat, smérodatné
odchylky pro teplotu 77,4°C a 80,8°C jsou vétsi pro vétSinu zkoumanych vzorkl ve

srovnani s odchylkami pro teplotu 95°C. Toto je nejvice markantni U smésného vzorku

7,6.
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Graf cislo 4. Soucty vysek minoritniho a majoritniho piku pro smésné vzorky

v pomérech 1:10 pfi teplotach 77,4°C, 80,8°C a 95°C

42



Z podilu minoritniho piku k majoritnimu piku zobrazeného v grafu (viz graf 5)
je patrné, ze hodnoty pro teplotu 95°C jsou u zkoumanych vzorkt témér identické ve
srovnani s teplotou 77,4°C. Odchylky jsou u vSech vzorka a teplot srovnatelné.

U smésného vzorku 7,6 dochazi pti teploté 80,8°C k anomadlii, kdy hodnota
poméru pievysuje 140%. Tyto vysledky naznacuji, ze mohlo dojit v postupu prace na
tomto vzorku Kk chybé v pipetovani nebo ke Spatnému zachazeni se vzorky 7,6
v mezicase mezi PCR metodou a fragmentacni analyzou. Pokud se tento smésny vzorek

vyradi, nebudou nijak signifikantn¢ ovlivnény vysledky analyzy.
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Graf cislo 5: Podily vySek minoritniho a majoritniho piku pro smésné vzorky v poméru

1:10 pf1 teplotach 77,4°C; 80,8°C a 95°C

Rozdily v homogenité testovanych dat podle Levenova statistického testu pro
soucet (p = 0,092761232) a podil (p=0,660475217) minoritniho a majoritniho piku
nebyly signifikantni na hlading p=0,05.

Za pomoci Friedmanova testu byla zkoumana zavislost sledovanych hodnot
souctli a podili pikd u smésnych vzorki na teplot¢ a na jednotlivych smésnych
vzorcich. Friedmanniv neparametricky test vySel pro soucet spravnych pikl v zavislosti
na teplot¢ p-value=0,03878 a v =zavislosti na vzorku p-value=0,24066. Dale
Friedmanntiv neparametricky test vysel pro podil spravnych pikl v zavislosti na teplot¢,
p-value=0,04979 a v zavislosti na vzorku p-value=0,0858. Tento test Ize interpretovat
tak, ze zkoumané hodnoty vysek a poméru pikl nezavisi na konkrétnich DNA vzorcich.

Friedmantv test naopak ukazuje, ze metoda COLD-PCR ma oproti o¢ekavani spise
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negativni vliv jak na vysku pikd ve smési dvou homozygoti, tak na podil minoritni
slozky.
Z grafu a statistickych testu je zi'ejmé, Ze metoda COLD-PCR signifikantné

sniZzuje celkovou uéinnost u smésnych vzorki.
5.3.2. Ovlivnéni minoritniho piku

V predeslych testech se zkoumala celkova uc¢innost COLD-PCR, ale ¢astecn¢ i
ovlivnéni minoritniho piku (viz graf 2,3). V této sekci se zkouma pomoci statistickych
testl pouze to, jaky vliv ma COLD-PCR na minoritni slozku a déle jeji interakce
S majoritni slozkou ve smésnych vzorcich.

Za pomoci dalSich statistickych testi byla zkoumdna zéavislost ovlivnéni
minoritniho piku pro soucet a podil pik u smésnych vzorki pro teploty 77,4°C, 80,8°C
(COLD-PCR) a 95°C (normalni PCR). Podstatou posouzeni, s jakou mirou je zkoumana
metoda COLD-PCR schopna zefektivnit proces amplifikace minoritné zastoupené
DNA, je zhodnoceni ovlivnéni minoritniho piku. Pfi hodnoceni této efektivity je tfeba
posoudit ovlivnéni z hlediska zmén teploty i z pohledu studovanych vzork.

Pro objektivni posouzeni byla ziskand data podrobena dvoucestné analyze
rozptylu — two-way ANOVA a jednocestné analyze rozptylu — one-way ANOVA pro
faktor teplota. Jedna se o neparametricky Kruskaliv-Wallistiv, Tukeyiv a Leventv test.

Z hlediska dvoucestné analyzy rozptylu v modelu, zahrnujici faktor denaturacni
teploty i vzorku (vCetné jejich interakce) je vyznamny jak faktor teploty, tak i faktor
vzorkd. Vysledky je mozné interpretovat tak, Ze soucet minoritniho a majoritniho piku
se lisi vzhledem k teploté a v ramci urcité teploty 1 mezi vzorky. Statisticky vyznamné
jsou vzhledem k souctu pikt odlisné vysledky pro teploty 77,4°C a 80,8°C. Pro podily
spravnych pikd v modelu, ktery zahrnuje faktor teploty i vzorku (véetné jejich
interakce), jsou vyznamné oba faktory, ale nikoliv jejich vzajemna interakce. (viz
tabulka 7 a graf 6). Z vysledkd pro soucet pikd je patrna odlisnost mezi jednotlivymi
teplotami testovanymi metodou COLD-PCR, nicméné vysledky nenaznacuji odlisnost

od metody standardni PCR.

P pro soucet P pro podil

piku piku
Intercept 0,000000 0,000000
Vzorek 0,087158 0,000071
Teplota 0,025631 0,000398
Vzorek a Teplota 0,009426 0,220184
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Tabulka cislo 7: Two-way ANOVA pro soucet pikt

peak=Minor
vZorek*T; LS Means

Cumrent effect: F (6, 24 3.7114, p=.00943
Effective hypahesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

90000
80000
70000
60000 =T
77.4°C
50000 e
40000 80.8°C
=T
30000 95°C
20000
10000
0

6.7 7.6 8.9 9.8

Smés vzorkd v poméru 1/10

Graf cislo 6: Two-way ANOVA pro soucet piki

Pomoci Tukeyova parového porovnani bylo zjiSténo, Ze Statisticky vyznamné
jsou vzhledem k souétu pikt odlisnosti mezi vysledky pro teploty 77,4 °C a 80,8 °C (p-
value= 0,037056), a dale u podilu piku se statisticky vyznamné lisi vysledky pro teploty
80,8 °C a 95 °C (p-value= 0,007989).

Na zéklad¢ vysledku Levenova testu homogenity byl pro soucet pikli nalezen
rozdil stfednich hodnot souctu vysek pikd, ktery je vzhledem k teploté€ na hlading 5%
statisticky nevyznamny (p-value=0,086713) a pro podil pikd statisticky vyznamny (p-
value=0,009405). Data ukazuji na celkovou homogenitu dat u zkoumanych vzorkt pro

soucet a velky rozsah odchylek u podila.

Pomoci Kruskalova-Wallisova testu bylo zjisténo, ze rozdil stfednich hodnot
podilu vysek pikl je vzhledem k teploté statisticky vyznamny (Kruskaliv-Wallisiv test,
p-value=0,0151). Statisticky vyznamné¢ se liSil podil vySek pikti mezi teplotami 80,8°C
a 95°C.

Data ukazuji, ze se signifikantné 1isi vysledky pro metodu COLD-PCR a metodu
standardni PCR. Na zaklad¢ ziskanych dat se 1isi pouze podil vysek pika a nikoliv
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soucet jejich vysek, coz v disledku znamena, ze metoda COLD-PCR nezvysuje

minoritni slozku ve smési ve srovnani se standardni PCR.

Celkové jde shrnout, Ze metoda COLD-PCR (koamplifikace za sniZené
denaturac¢ni teploty) snizuje amplifikaci minoritni sloZky ve smési ve srovnani se

standardni PCR pro genotypizaci mikrosatelitu DXS101.
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6. Diskuze

Ptedlozena diplomova prace se zabyva metodou COLD-PCR a jeji optimalizaci
pro genotypizaci mikrosatelitli. Metoda COLD-PCR byla vyvinuta pro zvySeni citlivosti
detekce a identifikace minoritn¢ zastoupenych mutaci nebo variant, které maji nizsi

teplotu tani ve srovnani s Wild-type DNA.

V pribéhu diplomové prace bylo testovano 16 vzorki DNA izolovanych pomoci
DNeasy Blood & Tissue Kit 250 a FlexiGene DNA Kit. Z téchto 16 vzorki bylo pouze
9 reprezentativnich. U zbylych vzorkt doslo ke kontaminaci v prib&hu experimentu,

nebo uchovavani.

Optimalizace metody COLD-PCR pro genotypizaci mikrosatelitd probihala na
pfistroji Biometra. Pomoci teplotniho gradientu bylo zjisténo, ze maximalni signal je
ziskan pii dvou COLD-PCR teplotach, konkrétné 77,4°C a 80,8°C. Pro tento fenomén
nemame jind nez spekulativni vysvétleni. Jednou z moznosti jak vysvétlit, pro¢ praveé u
téchto teplot byl zaznamenan maximalni signal, je strukturalni uspotradani testovaného
mikrosatelitu  DXS101. Testovany mikrosatelit je slozen ze dvou zakladnich
strukturnich periodicky se opakujicich motivl, a to CTT a ATT.* Lze predpokladat, ze
pfi teploté 77,4°C dochazi k efektivnéjsi denaturaci sekvenci ATT, kde jsou tfi dvojné
vazby, na rozdil od sekvenci CTT, kde je jedna trojna vazba a dvé dvojné vazby. Stejné

je tomu i u teploty 80,8°C.

Minima, kterd byla zaznamenana u teplotniho gradientu, jsou dikazem snizené
efektivity amplifikace studované molekuly DNA. U téchto teplot je mozné
pfedpokladat, Ze dochazi ke strukturalnim zménam v amplifikované molekule DNA.
Tyto zmény pravdépodobné snizuji G€innost amplifikaéniho procesu. U diskutovanych
minim je naopak zna¢né nepravdépodobné, Ze by vznikla v disledku vlivu teploty na
dalsi slozky PCR smési, napi. na DNA polymerazu, jelikoZ pouzivany enzym je vysoce
teplotné stabilni.

Ziskané dv¢ teploty pfedstavujici maxima v teplotnim gradientu byly nasledné
vyuzity pro dal§i experimenty, ve snaze porovnat ucinnost metody COLD-PCR u

izolovanych a smésnych vzorkil se standardni metodou PCR bézici pii teploté 95°C.

PCR amplifikace pro metodu COLD-PCR se standardni PCR bylo provadéno na jiz
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diive zminéném pfistroji Biometra pro teploty 77,4°C a 80,8°C a LightCycleru pro
teplotu 95°C.

U izolovanych DNA vzorki se porovnavala zména vysky spravného piku a podil
stutteru a spravného piku. Data ziskand v prubéhu experimentii byla nasledné
vyhodnocovana za pouziti statistickych testl, které jsou popsany v kapitole 5.
Vysledky. Identické testy byly provadény jak pro jednotlivé vzorky, tak i pro smésné

vzorky.

Jako prvni byly statisticky vyhodnocovéany jednotlivé vzorky. Zde z vysledkt
statistickych testi plyne, Zze pro tfi dané teploty se stiedni priméry vySek piki
statisticky 1i$i vzhledem k teploté. Naproti tomu nedochazi ke statisticky vyznamnym
odlisnostem u studovanych vzorki DNA. Nicméné byla rovnéZ nalezena statisticky
vyznamna nehomogenita dat, coZ znamena, Ze bud’ doslo k chybé v priibéhu pipetovani
a nasledné prace se vzorky, nebo doslo v priubéhu ptipravnych operaci a izolace DNA
ke strukturdlnim zménam. Mezi mozné zmény patii denaturace DNA a jeji nasledna
Spatnd renaturace. Z toho divodu je mozné, Ze dochazi ke vzniku takto variabilnich

vysledkd.

U smésnych vzorkl bylo pomoci statistickych testti studovano ovlivnéni signali
slozek smési DNA s vyuzitim souéti a podili vySek jednotlivych pikd. Pro obé

pozorované hodnoty byly ziskany témét srovnatelné zavéry.

Z pohledu homogenity studovanych vzorkli nedochazi ke statisticky vyznamnym
odchylkam, na coz ukazuji nevelké rozdily ve smérodatnych odchylkéch zkoumanych
vysledk. Zkoumané hodnoty vysek a poméru pikli nezavisi na konkrétnich DNA
vzorcich, ale na teploté. Rozdil stfednich hodnot piki je statisticky vyznamny pro podil,
ale nikoliv pro soucet pikl. Pro podil se statisticky vyznamné lisi pro teploty 80,8°C a
95°C, pro soucet se statisticky vyznamné 1iSi pro teploty 77,4°C a 80,8°C. Pomoci
téchto testll bylo zjisténo, Ze¢ metoda COLD-PCR nezvySuje ucinnost amplifikace
minoritné zastoupenych DNA fragmentli ve srovnani se standardné pouZivanou

metodou PCR.

Pricinou nedostatecného zvyseni efektivity amplifikace molekuly DNA by
mohly byt vodikové vazby a jiné nekovalentni interakce urcujici konformaci
amplifikované DNA u mikrosatelitdi a nasledny vznik sekundarnich struktur (viz

obrazek 11) za GcCasti opakujicich se tandemovych motivil pfi sniZzenych teplotach. Z
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toho dlivodu je veskery pozitivni efekt na amplifikaci minoritni slozky ve smési pomoci
COLD-PCR anulovén. Z graft a statistickych testd je tedy zfejmé, ze metoda COLD-

PCR signifikantné nezvysuje celkovou u¢innost u smésnych vzorki.

T
T A
T T
AT A A

Obrdzek cislo 11: Piiklady sekundarnich struktur DNA s tandemovymi

repeticemi

Je mozné, ze pouziti jiné modifikace COLD-PCR, a to TT-COLD-PCR49, u
které by nebylo nutno provadét optimalizace pro denaturacni teploty, by mohlo zvysit
ucinnost amplifikace pro genotypizaci mikrosateliti. Zde se totiz kritickd denaturacni
teplota zvySuje v kazdém teplotnim okné€ po 7 cyklech amplifikace. Timto by se mozna
vytesil problém dvou denaturacnich teplot v optimaliza¢nim kroku. Pouziti TT-COLD-

PCR by mohlo vést k lepSim vysledktim amplifikace pfi genotypizaci mikrosatelitt.

Dalsi moznost ovlivnéni uc¢innosti COLD-PCR u mikrosatelitii je pouziti jinych
primeri nebo jiného mikrosatelitu, protoZe je teoreticky mozné, Ze mikrosatelit
DXS101 je né¢im zvlastni. Metoda TT-COLD-PCR by teoreticky mohla fungovat i pro
multiplexni smési nékolika primerd pro rozdilné mikrosatelity v jediné zkumavce.
Nicméné uvedené postupy dosud nebyly ovéfeny v praxi a jedna se tedy pouze o
hypotetické moznosti, jak vyfeSit problém pro genotypizaci mikrosatelit, pro kterou

byla COLD PCR vyhodnocena jako metoda nevhodna.
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7. Zavér

Ptedlozena diplomova price je zaméiena na aplikaci metody COLD-PCR
(koamplifikace za snizené denaturacni teploty) pii genotypizaci mikrosateliti u
jednotlivych homozygotnich vzorkii a u smési dvou homozygotnich vzorkl. Byla
zpracovana teoreticka Cast a prakticka (experimentalni) ¢ast.

Prvni, teoreticka cast diplomové prace popisuje problematiku mikrosatelitii a
PCR metod pro detekei variant nukleovych kyselin ve smési dvou variantnich DNA.

Druhd, experimentalni ¢ast diplomové prace byla zpracovana v Laboratofi
Experimentalni Mediciny UMTM pfi FN Olomouc. Pfi experimentech byla
porovnéavana ucinnost amplifikace minoritni slozky ve smési pii pouziti metody COLD-
PCR ve srovnani se standardni metodou PCR. Pfitom prvnim krokem byla optimalizace
denaturacni teploty PCR reakce pro heteroduplexy. Uz tento krok poskytl zajimavé
zjisténi, vzhledem k tomu, ze na teplotnich gradientech a nasledné prostfednictvim
grafu primérnych vysek spravnych piki vySel maximalni signél pii dvou hodnotach
COLD-PCR teplot, a to 77,4°C a 80,8°C.

Druhym krokem bylo srovnani uc¢innosti metod PCR a COLD-PCR u
jednoduchych a smésnych vzorkl, sledované pomoci absolutni a relativni vysky
minoritniho piku, spolu se sledovanim vzniku artefakti typu stutter. Oproti naSemu
ocekavani testovani jednoduchych a smésnych vzorkd pii COLD teplotach pfineslo
signifikantni sniZeni signdlu minoritni alely. Toto bylo prokazdno pomoci testi two-
way ANOVA a one-way ANOVA pro faktor teplota (neparametricky Kruskaloviv-
Wallistiv test, Tukeytv test a Leventv test).

Technika COLD-PCR tedy pravdépodobné neni vhodna pro DNA profilovani
pomoci genotypizace mikrosatelitll, protoze snizuje G¢innost amplifikace. Je mozné, ze
pfi nizsi teploté denaturace vznikaji sekundarni struktury (viz kap. 6. Diskuze) za ucasti
opakujicich se tandemovych motivi, a proto je veskery pozitivni efekt na amplifikaci
minoritni slozky ve smési pomoci COLD-PCR anulovan.

Je sice mozné, ze pouziti jinych primerd, nebo pouziti modifikace metody TT-
COLD-PCR muze prokazat pozitivni efekt COLD-PCR na STR detekci, nepovazujeme

to vSak za pravdépodobné.
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