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SOUHRN

Methylace DNA je epigeneticka modifikace, ktera ma velky potencial pro forenzni
ucely. Na zédkladé¢ methylace DNA lze ve forenzni praxi urcit bliz8i idaje o analyzovaném
vzorku (identifikace t€lnich tekutin a tkani) a o inkriminované osobé (ur¢eni fenotypovych
charakteristik, zdravotniho stavu, Zivotniho stylu, staii). Zejména determinace véku jedince je
v kriminalistické praxi velmi dulezita. Pro uréeni urovné methylace se vyuzivaji rizné metody
(bisulfitické sekvenovani, metody zalozené na restrik¢énich endonukleasach, metody zalozené
na afinitnich mikroc¢ipech). Firma QIAGEN vyvinula epigenotypiza¢ni kit PyroMark Q48 FX
Age Assay pro urcovani véku jedinct na zdkladé polského vyzkumu, ktery vyuziva techniky
bisulfitického pyrosekvenovani (spojeni bisulfitické konverze s genotypizaci pomoci

pyrosekvenovani).

V experimentalni ¢asti této diplomové prace bylo provedeno beta testovani druhé verze

zminéného kitu pro ovéfeni jeho piesnosti na vzorcich kontrolni DNA od firmy QIAGEN a na



232 vzorcich DNA vyizolovanych z periferni krve &eskych darct krve. Cast testovani byla
provedena v ramci mezinarodni spoluprace, kterého se zucastnily forenzni laboratoie z Danska,
Francie, Némecka a USA. Urovei methylace byla stanovena u kazdého vzorku u péti markert
na konkrétnich CpG mistech (CpG7 pro ELOVL2, CpGL1 pro Clorfl32, CpG7 pro TRIM59,
CpG1 pro KLF14 aCpG2 pro FHL2). Na zaklad¢ téchto hodnot byl pomoci vékového
kalkulatoru od firmy BioVectis ur¢en odhadovany vék daného jedince. Data byla posléze
statisticky analyzovana a srovnana s 1. verzi kitu. Bylo zji§téno, ze 2. verze Kitu ma mnohokrat
vys§i presnost nez 1. verze. Stiedni absolutni odchylka byla stanovena na 3,21 let pro v§echny
vzorky. Nejvyssi hodnota stiedni absolutni odchylky byla zaznamenana u nejstar$i vékové
skupiny 50-63 let, a sice 4,18 let. Kit vykazoval pomérn¢ slabou korelaci mezi jednotlivymi
markery a chronologickym vékem az na marker FHL2. Korelace mezi odhadovanym

a chronologickym vékem byla naopak pomérn¢ vysoka, a to 88,4 %.
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SUMMARY

DNA methylation is an epigenetic modification that has great potential for forensic
purposes. Based on DNA methylation, data on the analysed sample (identification of body
fluids and tissues) and on the incriminated person (determination of phenotypic characteristics,
health status, lifestyle, and age) can be determined. Determining the age of an individual is very
important in forensic practice. Various methods are used to determine the level of methylation
(bisulfite sequencing, methods based on restriction endonucleases, methods based on affinity
microarrays). QIAGEN developed the PyroMark Q48 FX Age Assay epigenotyping Kit for
determining the age of individuals based on Polish research using bisulfite pyrosequencing

techniques (combining bisulfite conversion of cytosine with genotyping by pyrosequencing).

In the experimental part of this master’s thesis, beta testing of this kit was performed to
verify its accuracy on control DNA samples from QIAGEN and on 232 DNA samples isolated

from the peripheral blood of the Czech blood donors. Part of the testing was carried out in an



international collaboration involving forensic laboratories from Denmark, France, Germany,
and the USA. The level of methylation was determined for each sample for five markers at
specific CpG sites (CpG7 for ELOVL2, CpG1 for Clorfl32, CpG7 for TRIM59, CpG1 for
KLF14, and CpG2 for FHL2). Based on these values, the estimated age of the individual was
determined using an age calculator from BioVectis. The data were then statistically analysed
and compared with the first version of the kit. It has been discovered that the second version
has several times higher accuracy than the first version. The mean absolute deviation was set at
3,21 years for all samples. The highest value of the mean absolute deviation was observed for
the oldest age group 50-63 years, namely 4,18 years. The kit showed a relatively weak
correlation between individual markers and chronological age except the FHL2 marker. On the
other hand, the correlation between estimated and chronological age was quite high, namely
88,4%.
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SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

5caC 5-karboxylcytosin

5fC 5-formylcytosin

5hmC 5-hydroxymethylcytosin

5mC 5-methylcytosin

AB hybridiza¢ni pufr (annealing buffer)

AFLP polymorfismus délky amplifikovanych fragmentd

APS adenosinfosfosulfat

ATP adenosintrifosfat

BB vazebny pufr (binding buffer)

BD desulfonaéni pufr (desulfonation buffer)
BL nanaseci pufr (loading buffer)

BS-Seq  bisulfitické sekvenovani
BW promyvaci pufr (wash buffer)
CCD zatizeni s vazanymi naboji (Charge-Coupled Device)

COBRA Kkombinovana bisulfiticka restrikéni analyza (Combined bisulfite restriction

analysis)
dATP deoxyadenosintrifosfat
dCTP deoxcytidintrifosfat
dGTP deoxyguanosintrifosfat

DNMT  DNA methyltransferasa
dNTP deoxynukleotidtrifosfat
DS denaturaéni roztok (denaturation solution)

dsDNA dvouvlaknova DNA



dTTP deoxythymidintrifosfat

EB eluéni pufr (elution buffer)

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

FISH fluorescencéni in situ hybridizace

HPLC-UV vysokoucinna kapalinova chromatografie s UV detekci

LC MS/MS kapalinova chromatografie spfazena s tandemovou hmotnostni spektrometrii
INcRNA  dlouha nekodujici RNA (long non-coding RNA)

LUMA  luminometric methylation assay

MAD stfedni absolutni odchylka (Mean Absolute Deviation)

MBP methyl-CpG vazebny protein (methyl-CpG binding protein)
MRNA mediatorova RNA

MtDNA  mitochondridlni DNA

MeDIP imunoprecipitace methylované DNA

MIRA methylated CpG-island recovery assay

miRNA  mikroRNA

MPS masivné paralelni sekvenovani (Massively Parallel Sequencing)

MS-HRM methyla¢né specifické tani s vysokym rozliSenim (methylation-specific high

resolution melting)
MS-MLPA methylation-specific multiplex ligation-dependent probe amplification
MSP methylaéné-specifickd PCR
MSRE methylacné citliva restrikéni endonukleasa
NCRNA  nekédujici RNA
PacBio  Pacific Bioscience
PCR polymerasova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
piRNA PIWI interagujici RNA (PIWI interacting RNA)

PPi pyrofosfat



pre-mRNA pre-mediatorova RNA

gPCR
r

r2

RE
RFLP
RLU
RRBS
SAM
SD
SIRNA
SMRT
SnoRNA
SNP
SNRNA
SOLID
SSDNA
TET
TRF

WGBS

ZMW

kvantitativni PCR

korela¢ni koeficient

koeficient determinace

restrikéni endonukleasa

polymorfismus délky restrikénich fragment

relativni luminiscen¢ni jednotky

bisulfitické sekvenovani se snizenym zastoupenim
S-adenosylmethionin

smérodatna odchylka

kratka interferujici RNA (short interfering RNA)
sekvenovani jedné molekuly v realném case (single-molecule real-time sequencing)
kratka jadérkova RNA (short nucleolar RNA)

bodovy polymorfismus (single-nucleotide polymorphism)
kratka jaderna RNA (short nuclear RNA)

Sequencing by Oligo Ligation Detection

jednovlaknova DNA

translokacni enzymy

telomerové restrikéni fragmenty

celogenomové bisulfitické sekvenovani

zero mode waveguide
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1. UVOD

Epigenetika je pomérné novy obor, podobor genetiky, ktery se zabyva studiem zmén
Vv genové expresi, které nejsou vyvolany zménou v sekvenci nukleotidt DNA. Jde tedy o zménu

fenotypu bez zmény genotypu, na niz se uplatnuji rizné epigenetické mechanismy.

Jednim z téchto mechanismt je methylace DNA, konkrétn¢ methylace 5. uhliku
cytosinu. Tato modifikace ovliviiuje expresi riiznych geni a je dalezita pro udrzeni homeostaze.
Deregulace v mechanismu methylace DNA muize vést k patogennim stavim a vyvolat rizné
nemoci, jako je naptiklad rakovina. Methylace DNA mtize byt ovlivnéna riznymi faktory, jako
je zivotni styl, socioekonomicky status, vliv Zivotniho prostiedi, zdravotni stav, ale tfeba i vék,
proto se jevi jako dobry marker ve forenznich védach. Urcovani véku je jednou z jejich hlavnich

aplikaci, jez se muze vyuzit pro dopadeni pachatele trestného Cinu.

Existuyje mnoho metod pro odhad véku na zidkladé wrovné DNA methylace
Vv konkrétnich CpG lokusech; jedna z nejpouzivanéjSich metod je zalozena na bisulfitickém

pyrosekvenovani. Na jejim zaklad¢ je zaloZena i metoda urCovani véku od némecké firmy

QIAGEN.

Ovéfeni presnosti nové verze Kitu PyroMark Q48 FX Age Assay firmy QIAGEN

k odhadu véku je cilem experimentalni ¢asti této diplomové prace.



2. CILE PRACE

% Vypracovani reserSe ohledn¢ problematiky uréovani véku pomoci méteni methylace
DNA.
% Provedeni validace kitu PyroMark Q48 FX Age Assay podle rozpisu QIAGEN

a Vv ramci mezinarodni spoluprace.



3. LITERARNI PREHLED

3.1 Epigenetika

Epigenetika je védni podobor genetiky, ktery se zabyva dédi¢nymi zménami genové
exprese, které nejsou vyvolany zménou sekvence nukleotidtt DNA. Jde tedy o zménu fenotypu
bez zmény genotypu. Epigenetické zmény se vV genomu vyskytuji pravideln€, ale mohou byt
také ovlivnény mnoha faktory v prubéhu Zivota jako napiiklad vékem, zivotnim stylem,
prostfedim a zdravotnim stavem. Nekteré epigenetické zmény mohou mit Skodlivé ucinky na

organismus a mohou vést k nemocem, jako je naptiklad rakovina (Egger et al., 2004).

Epigenetika, jak je chapana dnes, vznikla teprve v 80. letech 20. stoleti. Prvni
epigenetické myslenky mizeme najit na pocatku 19. stoleti v dile francouzského biologa
Jeana-Baptista Lamarcka Philosophie zoologique. Lamarck je povazovan za autora prvni
evolucni teorie, kterd je postavena na predstave, Ze organismy se adaptuji na podminky vnéjsiho
prostiedi tim, Ze se vyvijeji. Pfredpokladal také, Ze nove ziskané znaky se dédi¢né prenaseji do
dalsich generaci. Na tyto myslenky navazuje soucasna epigenetika. Pojem epigenetika, kterym
oznacil spojeni genetiky a vyvojové biologie, zavedl ve 40. letech 20. stoleti britsky vyvojovy
biolog Conrad Hal Waddington. Waddington chtél timto terminem vyjadfit souhrn zmén
exprese gend, jejimz nasledkem dochdzi k rozriiznéni v ontogenezi. Waddington také
formuloval teorii epigenetické krajiny, kterd pojednava o genové regulaci embryogeneze. Ve
svych experimentech s Drosophilou melanogaster zjistil, ze zména vyvolana pii embryogenezi
je prenaSena do dalSich generaci. V 70. a 80. letech 20. stoleti doSlo k objeveni modifikaci
DNA, jako je methylace DNA a jeji vliv nanadorové bujeni, dvojici americkych védci
Andrewem P. Feinbergem a Bertem Vogelsteinem. Také byla objevena konkrétni methylace
cytosinu britskym védcem Robinem Hollidayem. Dalsim zlomem bylo v roce 1984 objeveni
genového imprintingu pomoci experimentu Davora Soltera a Azima Suraniho, kteti provedli
prenos jader po fertilizaci mySich oocytd. Poslednim velkym objevem je proces RNA
interference, za ktery ziskali v roce 2006 Nobelovu cenu za fyziologii a 1ékarstvi americti védci

Craig Mello a Andrew Fire (Vyskot, 2010).



3.1.1 Epigenetické modifikace

Zakladnimi epigenetickymi modifikacemi jsou modifikace histont, interakce

mediatorové RNA (MRNA) s nekddujicimi RNA (ncRNA) a methylace DNA (viz Obrazek
¢. 1) (Egger et al., 2004).

Histon

acetyltranferaza

Histonové ocasky |

MODIFIKACE HISTONU - rr
Histondeacetyliza m

Histonové ocasky

Histon Histon

DNA
DNA

METHYLACE DNA NEKODUJICI RNA

DNA : _/ Histonové
metyltranferiza =N 7 ocasky

Histon
LncRNAs : é

miRNAs

Obrazek ¢. 1: Zakladni epigenetické modifikace (upraveno dle Coco et al., 2019).

3.1.1.1 Modifikace histonu

Histonovy oktamer je proteinovy komplex, ktery se sklada z dimert histontt H2A, H2B,
H3, H4, kolem kterého se obtaci molekula DNA v jadfe. Spojenim histonti s DNA vznikaji
nukleozomy, které se dale formuji do chromatinu. Modifikace histonti se dé&je pomoci
posttransla¢ni methylace, acetylace, fosforylace, ubikvitinace, sumoylace a ADP-ribosylace,
které jsou klicové pro specifické zmény chromatinu, a tim padem maji vliv na genovou expresi.
Histonové modifikace maji za nasledek transkrip¢ni inaktivaci ¢i aktivaci chromatinu a jsou
vysledkem navéazani specifickych chemickych skupin (dle typu modifikace) na N-termalni
konce histonl (,,histonové ocasky*) za pomoci pfislusnych enzymia (napf.: histon
methyltranferasa pro methylaci, histon acetyltransferasa pro acetylaci, histon fosforylasa pro
fosforylaci atd.). Existuje tzv. histonovy kod, jenz je téméf univerzalni, a ktery determinuje
modifikaci konkrétni aminokyseliny v konkrétnim histonu, ktera vede k aktivaci ¢i inaktivaci

transkripce (napf.: methylace lysinu 9 v H3 histonu vede K transkripéni inaktivaci, zatimco
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methylace lysinu 4 v témze histonu vede k transkrip¢ni aktivaci). VSechny tyto modifikace jsou
reverzibilni diky specifickym enzymtuim (napf.: histon demethylasa, histon deacetylasa, histon
fosfatasa atd.). Diky tomu muze dojit ke zméné exprese genl na zakladé enviromentalnich nebo

fyziologickych zmén (Masopust, 2010; Vyskot 2010).

3.1.1.2 Nekédujici RNA

Nekodujici RNA (ncRNA) je funkéni molekula RNA, ktera vznika transkripci DNA,
ale na rozdil od kodujici RNA se netcastni procesu proteosyntézy. Funkci nCRNA je regulace
genové exprese na transkripéni a posttranskripéni irovni. NcRNA se déli na dlouhé ncRNA
(IncRNA z anglického long non-coding RNA), které jsou delsi nez 200 bp a kratké ncRNA,
které se dale déli na kratké jaderné RNA (snRNA z anglického short nuclear RNA), kratké
jadérkové RNA (snoRNA z anglického short nucleolar RNA), mikroRNA (miRNA), kratké
interferujici RNA (siRNA z anglického short interfering RNA) a PIWI interagujici RNA
(PIRNA z anglického PIWI interacting RNA). V lidském genomu se nachdzi vice nez
10 000 IncRNA a jejich funkce se vzajemné lisi, naptiklad IncRNA XIST se uplatituje pti
inaktivaci jednoho z X chromozomii v samicich bunkach u savci. SNRNA se nachazi
Vv lidskych bunkach ve vysoké koncentraci a Uc€astni se upravy pre-medidtorové RNA
(pre-mRNA); konkrétné se ucastni rozpoznavani a vystfizeni intronti a nasledného spojeni
exond. Obdobnou funkci ma snoRNA, ktera se ucastni uprav ribozomalni RNA (rRNA)
a tvorby ribozomu. MiRNA a SiRNA jsou 21-24 bp dlouhé RNA s téméf totoznou tlohou, ale
s rozdilnym zpGsobem vzniku, které se tcastni procesu RNA interference. Byly objeveny
v 90. letech 20. stoleti u Caenorhabditis elegans a nachazi se téméf u v§ech mnohobunécnych
organismi. Tyto kratké RNA se vazi K mRNA, kterou tim uml¢i a znemozni tak jeji preklad do
proteinu. V nekterych ptipadech je mRNA po navazani degradovana. Jejich funkce je tedy
regulace produkce proteini béhem bunééné diferenciace a zarodecného vyvoje. Nejpozdeji
objevenou skupinou (v roce 2006) jsou piRNA, které maji dulezitou roli pfi tvorbé spermii
(Stangk, 2015),

3.1.1.3 Methylace DNA

Methylace DNA je epigeneticka modifikace DNA, pfi které¢ dochazi ke kovalentnimu
pienosu methylové skupiny na 5. uhlikovy atom pyrimidinového kruhu cytosinu pomoci

enzymu z rodiny DNA methyltranferasas (DNMT). Vznika tak sloucenina 5-methylcytosin
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%

(5mC) (viz Obrazek ¢. 2). DNMT ziskavaji methylovou skupinu pro pienos
z S-adenosylmethioninu  (SAM). U rostlin je methylace cytosinu distribuovana jak
v symetrickych sekvencich, tak v asymetrickych sekvencich. U savcl dochazi k methylaci
cytosinu ve vSech sekvencich, ale naprosta vétSina je zastoupena v CpG mistech (oblast DNA,
kde je cytosin nasledovan guaninem, tedy 5-—C—fosfat—G—3') somatickych bunék.
Methylace DNA je obvykle odstranéna béhem tvorby zygoty a znovu obnovena v embryu
behem uhnizdéni vajicka v déloze. VétSina DNA methylace je nezbytna pro normalni vyvoj
ama dulezitou roli v mnoha procesech, jako je inaktivace chromozomu X, genomovy
imprinting, potlaceni transpozice a transkripce repetitivnich sekvenci atd. Pfi jeji deregulaci

mize dojit k vaZnym porucham a onemocnénim (Jin et al., 2011).

O

cytosin methylcytosin
Obrazek €. 2: Methylace cytosinu na SmC pomoci enzymu DNMT (vytvoreno v programu ChemSketch).

V genomu se nachézeji i tzv. CpG ostritvky, coz jsou iiseky DNA dlouh¢ az 1000 bazi,
které maji vysSi frekvenci CpG dinukleotidii nez zbytek genomu, ale vétSinou nejsou
methylované. Az 70 % promotorti genl se nachazi v asociaci s CpG ostrivky. Methylace CpG
ostrivkill vede ke stabilnimu uml¢ovani genové exprese. Role CpG ostrivka pii regulaci genové
exprese stale neni zcela jasnd a jsou zapotiebi jeji dalsi studie. Rodina DNMT zahrnuje tfi
enzymy, které pfimo katalyzuji ptidani methylové skupiny na DNA, a sice DNMT1, DNMT3A
a DNMT3B. Enzym DNMT1 je tzv. udrzovaci methyltranferasa, ktera methyluje prevazné
hemimethylovanou DNA. Béhem replikace DNA se DNMT1 véaze na nové syntetizované
vlakno a dle vzoru vlakna ptivodniho toto vlakno pfesn¢ methyluje. Kromé této funkce ma také

schopnost opravy methylace. Enzymy DNMT3A a DNMT3B jsou si velmi strukturné i funk¢éné



podobné, 1isi se pouze vzorcem genové exprese. Tyto DNMT provadéji methylaci de novo.
Existuje i enzym DNMT3L, ktery sam o sobé nema katalytickou funkci, ale stimuluje aktivitu
DNMT3A a DNMT3B. V genomu miize dojit i k procesu demethylace, ktery je zprostiedkovan
translokacnimi enzymy (TET). TET dodavaji hydroxylovou skupinu za vzniku
5-hydroxymethylcytosinu (5ShmC), ktery mtize byt u savct pfeveden zpét na cytosin (Moore
etal., 2012).

Byly objeveny dva rizné mechanismy, kterymi DNA methylace potlac¢uje genovou
expresi a umlcuje konkrétni genové oblasti. Prvni z mechanismii je zalozen na zabranéni
ptistupu transkripénich faktor k DNA. Druhy mechanismus je zaloZen na vazbé methyl-CpG
vazebnych proteint (z anglického methyl-CpG binding proteins, MBP) na 5mC. Tyto proteiny
maji mnohokrat vyssi afinitu k methylované DNA nez k nemethylované. Proteiny MBP
poskytuji spojeni mezi methylaci DNA a modifikaci chromatinu tim, Ze se spojuji s riiznymi
modifikatory chromatinu, coz vede ke zvySeni kondenzace chromatinu, a tim K represi
transkripce. Prvni z identifikovanych MBP je protein MeCP2, jehoz mutace u lidi zpisobuje

Retttiv syndrom (Bogdanovi¢ et Veenstra, 2009).

3.1.2 Forenzni epigenetika

Forenzni epigenetika se zabyva uplatnénim epigenetiky pii vySetfovani zloCint.
Forenzni védy pouZivaji jako ditkazni material pro ztotoZnéni nejcastéji DNA, kterd se ziskava
z biologickych stop. Biologickou stopou mohou byt epitelové buniky nebo télni tekutiny, jako
je krev, sperma, sliny, vaginalni tekutina, mo¢, pot. Ziskana DNA se podrobi profilovani pro
identifikaci dané osoby. Profil DNA ziistava nezménény po cely Zivot jedince, nelze z néj tedy
vycist nedédi¢né, dynamické informace jako pfitomnost nemoci, vék atd. Dalsi limitaci je, Ze
profil neumoziuje urceni tkanového puvodu stopy. Naproti tomu forenzni epigenetika je
vyuzitelnd pro urceni fenotypovych charakteristik, véku, pro identifikaci télnich tekutin a tkani,
pro rozliSeni jednovajecnych dvojcat, pro ziskani informaci o okolnostech vedoucich ke zranéni
nebo smrti a pro ziskani informaci o patologickych stavech. Vétsina epigenetickych metod je
zalozena na charakterizaci methylace DNA, nebot” se jednd o specifickou chemickou
modifikaci, kterd slouzi jako vhodny detekcni a diagnosticky biomarker pro vybrany gen. Mira
methylace je proménna v zavislosti na environmentalnich a dalSich faktorech (viz Obrazek
¢. 3). Analyza methylace vykazuje vysokou citlivost a specificitu. Vzhledem k tomu, Ze metody

analyzy methylace vyuzivaji jako vzorek extrahovanou DNA, dochazi tak k minimalni spotfebé



a zniCeni fyzického materialu, coz je pfi feSeni kriminalnich pfipadl zasadni. Forenzni védci
tak nemusi fesit dilema, které testy provést pii limitovaném mnozstvi vzorku, aby neztratili
rozhodujici dikazni materialy. Dal§i vyhodou je moznost vyuziti standardnich protokolt

(Kader et Ghai, 2015).

typ tkané socioekonomicky status

CH, NH, NH,
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Obrazek ¢. 3: Moznosti forenzniho epigenetického profilovani jedince (upraveno dle Vidaki et Kayser, 2017).

Piikladem aplikace forenzni epigenetiky je identifikace té€lnich tekutin a tkani. Ta
funguje na principu hodnoceni diferencialn€ methylovanych oblasti v rliznych tkdnich. A¢ se
stejny gen nachazi ve vSech télnich tkanich, jen v n€kterych z nich je exprimovan a v nékterych
je pomoci methylace DNA uml¢en. Nékdy samotnd identita tekutiny miize byt dostate¢nou
informaci pro ovlivnéni vysetfovani pfipadu. Identifikace té€lesnych tekutin se mize vyuzit
tteba pii nalezeni smési na miste ¢inu, kdy nalezena skvrna mize obsahovat vice télnich tekutin
od vice zlstavitell stopy. Dalsi aplikaci je rozliSeni jednovajecnych dvojcat, které maji téméef
identicky genom, ale mohou se lisit epigenomem, ve kterém se odrazi odlisna environmentalni
historie. Usp&$nost epigenetického rozliseni jednovajeénych dvojéat se zvysuje s vékem
a s rozdilnosti v environmentalnich inzultech (jedno z dvojéat je kufdak a druhé ne). Dalsi

dulezitou aplikaci je urceni véku dané osoby (Virkler et Lednev, 2009; Williams, 2018).



3.2 Urcovani véku

Ve forenznich védach je urcovani véku diilezité jak pro odhaleni neznamého pachatele
trestného Cinu, tak i pro identifikaci lidskych ostatkti. Ur€ovani v€ku se muize vyuzit i pfi
kontrole nelegalnich imigrantt, kdy aplikovatelnost prava na azyl zavisi na véku jedince.
Existuji rizné metody vyznacujici se riznou presnosti. Rutinn€ se vyuzivaji metody zalozené
na morfologii zubi, kostnaténi epifyzy a elongaci kosti. Chemické metody zahrnuji sledovani
racemizace kyseliny asparagové, akumulace olova, sitovani kolagenu, chemického slozeni

zubt a glykosylace proteint (Bakaert, 2015).

Dale existuji molekularné genetické metody, jejichz vyhodou pfi odhadu véku je, Ze
jsou v zasadé¢ pouzitelné témét pro kazdou tkan obsahujici DNA. Jednim z prvnich
zkoumanych genetickych markerti pro uréovani v€ku byla mitochondrialni DNA (mtDNA).
Mitochondrie jsou oxidacni centra bunék, ve kterych dochazi k oxidativni fosforylaci, kterou
doprovazi uvolilovani volnych radikalt. Tim je mtDNA neustale pod oxidacnim stresem, coZ
vede k aktivni mutagenezi a ke kumulaci mutaci se starnutim. Ve forenznich védach se vyuziva
pievazné bodovych mutaci a deleci. Akumulace mutaci v mtDNA se ale velmi liS§i mezi
jednotlivei 1 mezi tkdnémi jednoho jedince. Tato metoda je tedy pii odhadovani véku pomérné
hrubym ukazatelem a umozinuje pouze déleni vzorkl podle vékovych skupin, ale neumoziuje
odhad veku s ptesnosti dostate¢nou pro forenzni védy (Zapico et Ubelaker, 2016; Zolotarenko
etal., 2019).

Dalsi zptisob je zalozen na sledovani zkracovani telomer, ke kterému dochazi pfi
kazdém buné¢ném déleni. Existuji rizné metody k uréeni délky telomer, jako je polymerasova
fetézova reakce (PCR), metoda telomerovych restrikénich fragmenti (TRF), fluorescencni
in situ hybridizace (FISH). Byly provedeny rtuzné studie, které vSak zaznamenaly velkou
chybovost zptisobenou vysokou variabilitou délky telomer i u jedinct stejného véku. Délku
telomer ovliviji i dalsi faktory, jako jsou nemoci, zivotni styl jedince, dédi¢nost, diky cemuz
neni tato metoda presnd a je spiSe vhodna pro aplikaci v mediciné nez ve forenznich védach

(Montpetit et al., 2014; Zolotarenko et al., 2019).

Dale se da vyuzit kvantifikace pfeskupeni subgent receptori T bunék v krvi. Tato
technika dokaze rozdélit jedince do vékovych skupin po 20 letech, coz je presnost, ktera
nedostacuje pro implementaci metody do forenzniho vysetfovani. Nejvhodnéjsi technikou pro

predikci véku se jevi ur€ovani na zakladé zmény hladiny methylace DNA (Parson, 2018).



3.2.1 Urcovani véku na zakladé methylace DNA

Chronologicky vék neni pfesnym ukazatelem procesu starnuti, proto byl navrzen
koncept tzv. biologického veku, ktery piedpovida stav starnuti osoby ¢i organt. K urceni
biologického véku jsou zapotiebi spolehlivé biomarkery starnuti, na jejichz identifikaci se
pracuje uz od 80. let 20. stoleti. Jako nejslibnéjsimi markery pro predikci véku se ukazaly
biomarkery zaloZzené na methylaci DNA, které maji mnoho vyhod, napt. vztahuji se na vSechny

zdroje DNA a na celé vékové spektrum (Horvath et Raj, 2018).

Bylo provedeno mnoho studii, které¢ ukazuji, ze methylace DNA v normalnich
(nenadorovych) bunikach se b&éhem procesu starnuti méni. Vyuziti novych typizacnich
technologii, zejména ¢ipu Illumina Infinium 27k arrays a lllumina 450k arrays, umoznilo velmi
pfesné stanovit urovenn methylace DNA na desitkach tisic CpG mist. Tti nezavislé studie
zjistily, ze ke zvySeni methylace DNA souvisejici s vékem dochazi ptednostné na CpG
ostruvcCich, na promotorech bivalentnich domén chromatinu kli¢ovych vyvojovych gent a na
cilovych mistech proteinové skupiny Polycomb. Dalsi dvé studie ukazaly, Zze hypermethylace
spojena s vékem probihd piednostné u promotort s vysokou hustotou CpG, které se casto
nachazeji po sméru transkripce od klicovych vyvojovych genu. Tyto studie také potvrdily, ze
ztrata methylace postihuje CpG v oblasti s nizkou CpG hustotou a vétSina z téchto mist byla
puvodné methylovana. Ztoho vyplyva, Ze s pfibyvajicim vékem dochazi k deregulaci
mechanismu odpovédného za udrzeni methylace DNA a Groven methylace se postupné linearné
méni. Tento proces se nazyva epigeneticky drift (Maegawa et al., 2010; Rakyan et al., 2010;
Teschendorff et al., 2010; Heyn et al., 2012; Hannum et al., 2013; Teschendorff et al., 2013).

Epigeneticky drift neni jednotny napfi¢ genomem a je zna¢né variabilni mezi stejné
starymi jedinci, coz dokazuje, Ze zmény methylace nejsou geneticky naprogramované.
Na druhou stranu jsou zmény methylace vysoce konzervativni v ramci druhu a vyssi drift
vykazuji proliferujici tkané. Vysvétleni epigenetického driftu je tedy piitomnost chyb
spojenych s replikaci pro udrzeni epigenetickych stavii. Dokonce l1ze do jisté miry predpovédét
driftem postizené geny dle pozice v genomu (napt. dle blizkosti retrotranspozonu). Vazba
transkrip¢nich faktorid, kondenzace chromatinu nebo hustota nukleozomu jsou faktory, které
opravuji epigenetické chyby nebo zabranuji jejich vzniku. Naopak existuji faktory, které
epigeneticky drift indukuji, jako chronicky zanét plic, jater, tlustého stfeva, zaludku a jicnu.
Dalsi faktory jako expozice chemickym latkam v zivotnim prostiedi, napf.: riznym kovim
(nikl, arsen), polutantim Vv ovzdusi (benzen), proliferatorim peroxisomi (kyselina

di/trichloroctova), endokrinnim disruptorim (dioxiny), modifikuje epigenetické zmény
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a pravdépodobn¢ ovliviuje drift, ale rozsah jejich ucinku neni zcela prozkouman (Baccarelli et

Bollati, 2009; Issa, 2014).

Na zéklad¢ biomarkerti stdrnuti vychdzejicich z methylace DNA byly vytvoieny
tzv. epigenetické hodiny pro urceni stari. Epigenetické hodiny se sklddaji ze souborti CpG mist,
jejichz troven methylace DNA stanovuje biologicky vék dané osoby. Tyto hodiny pomoci
matematického algoritmu odhaduji vék z kombinace soubori CpG mist; tento veék se oznacuje
jako epigeneticky. Existuje mnoho typt epigenetickych hodin (viz Obrazek ¢. 4), vétSinu z nich
1ze vSak aplikovat pouze na jeden typ tkadn¢ jako napft. tzv. Hannumovy hodiny, které vyuzivaji
k odhadu véku hladinu methylace DNA v krvi. V roce 2013 vyvinul védec Steve Horvath
tzv. Horvathovy hodiny, které se daji aplikovat na témét jakykoliv typ lidské tkan€ s vyjimkou
spermatu. Horvathovy hodiny jsou =zalozeny na hodnotich DNA methylace
u 353 individualnich CpG mist, kde 193 CpG mist pozitivne a 160 CpG mist negativné koreluje
s vékem. Epigenetické hodiny mohou také odhalit pti¢inu zrychleni biologického starnuti, coz
jsou vétsinou rizné chronické degenerativni onemocnéni, které mohou vést k predcasné smrti.ﬂ
Epigenetické hodiny mohou slouzit jako biomarkery pro predikci téchto nemoci (Horvath,
2013; Salameh et al., 2020;).

Pro detekci methylace DNA existuji rizné metody. Jednou z nejvyuzivanéjSich je
metoda bisulfitické sekvenace (BS-Seq), kterd spojuje metodu bisulfitické konverze

s technikami masivné paralelniho sekvenovani (MPS) (Guerrero-Bosagna, 2013).

V ptipadé spojeni s pyrosekvenaci se metoda nazyva bisulfiticka pyrosekvenace, ktera

kvantitativné stanovuje methylaci DNA tseku az do délky 115 bazi (Bassil et al., 2013).
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Obrazek ¢. 4: Ruzné typy epigenetickych hodin véku vyvinuté pro lidi a pro mysi véetné poctu CpG mist a typu
analyzované tkan¢ (upraveno dle Salameh et al., 2020).

3.3 Bisulfiticka konverze

Methylace cytosinu byla poprvé stanovena v 60. letech 20 stoleti. Existuji rizné metody
pro jeji identifikaci; zdsadnim zlomem bylo vyvinuti metody bisulfitické konverze australskou

genetickou Mariannou Frommerovou Vv roce 1992 (Vyskot, 2010).

Jeji metoda spociva v konverzi cytosinu na uracil u jednovlaknové DNA (ssSDNA)
pomoci hydrogensiti¢itanu sodného (NaHSOz) a v nasledné amplifikaci modifikované DNA
pomoci PCR. Jako vzorek vyuzila lidskou DNA z placenty, spermii, jater a bunéc¢né linie HeLa
a uroven methylace stanovovala v lidském kininogenu. Hydrogensificitan sodny
Vv denaturované ssDNA piednostné deaminuje cytosinova rezidua za vzniku uracilu, ale s 5mC
cytosinil) na thyminy, ale 5mC rezidua jsou amplifikovana jako cytosiny (viz Obrazek €. 5).
Dochazi tak k rozliSeni methylované DNA od nemethylované. Bisulfiticka konverze vede
k produktim, ve kterych protilehlé fetézce DNA jiz nejsou komplementarni. Je mozné
navrhnout dva pary PCR primert, kde kazdy par je specificky pro jeden z bisulfiticky
prevedenych fetézci DNA (Frommer et al.,1992).
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nemethylovana DNA

puvodni sekvence DNA G C A T C A C

bisulfiticky konvertovand DNA | G U A T U A U

PCR amplifikovana DNA G T A T T A T
methylovana DNA

ptivodni sekvence DNA G Cmet A T Cmet A Cmet

bisulfiticky konvertovand DNA | G C A T C A S

PCR amplifikovand DNA G C A T C A C

Obrazek ¢. 5: Ukazka zmény sekvence u nemethylované a methylované sekvence DNA pfi bisulfitické konverzi
a nasledné PCR amplifikaci. Legenda: A = adenin; G = guanin; T = thymin; U = uracil; C = cytosin; C met =
methylovany cytosin.

Bisulfiticka konverze je povazovana za zlaty standard pro detekci methylace DNA,
nebot’ je jak kvalitativni, tak kvantitativni a zdrovent ma potencial identifikovat SmC s pfesnosti
na jeden par bazi. Diive tato metoda vyZadovala pisobeni hydrogensifi¢itanu sodného pies noc,
coz zpusobovalo nepfijatelné poskozeni DNA. V dnesni dob¢ je cely proces konverze véetné
purifikace bisulfiticky konvertované DNA proveden za méné nez 2 hodiny, takze poskozeni
DNA je mensi. Bisulfiticka konverze zahrnuje 3 zakladni kroky (viz Obrazek €. 6). V prvnim
kroku nastava sulfonace, kdy v pozici C-6 cytosinu dochazi k nukleofilni adici
hydrogensifi¢itanového aniontu. Ve druhém kroku vysledny cytosin-sulfonat prochéazi rychlou
hydrolytickou deaminaci za vzniku 5,6-dihydrouracil-6-sulfonatu, ktery je derivatem
uracil-sulfonatu. Ve tetim kroku dochazi k alkalické desulfonaci, kde je sulfonatova skupina
odstranéna, ¢imz vznika uracil. V ptipadé S5SmC je tato reakce blokovana extrémné nizkou
reak¢ni rychlosti tvorby 5-methyl-6-dihydrocytosin-6-sulfonatu, a proto nedochazi ke konverzi
na uracil (Kundu et al., 2020).
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Obrazek ¢. 6: Princip bisulfitické konverze zahrnujici krok sulfonace, hydrolytické deaminace a alkalické
desulfonace (vytvofeno v programu ChemSketch).

3.3.1 Metody zaloZené na bisulfitické konverzi

Byla vyvinuta fada metod odvozenych od bisulfitické konverze pro rychlou a piesnou
analyzu methylace. Jednou z nejpouzivanéjsich je methyla¢né-specificka PCR (MSP), jejiz
vyhodou je rychlost, citlivost a jednoduchost; neni ale dostate¢né kvantitativni. Tato metoda
vyuziva specifickych primert odlisnych pro konvertovanou methylovanou a nemethylovanou
DNA. Primery pro methylovanou DNA detekuji nekonvertované cytosiny a primery pro
nemethylovanou DNA detekuji thyminy pfevedené z cytosini. Produkty jsou poté zobrazeny
za pomoci gelové elektroforézy. Dal§i metodou je MethyLight, kterd kombinuje MSP techniku
s fluorescenci pomoci TagMan sondy. TagMan sonda ma na 5’konci fluorofor a na 3 "konci
zhésec, ktery zabraiiuje fluorescenci fluoroforu. Pfi PCR je sonda hybridizovana s DNA a DNA
polymerasa svou exonukleasovou aktivitou sondu rozlozi, ¢imz se separuje fluorofor od
zhasece a dojde k emisi fluorescence. V piipad¢, ze sondy s DNA nehybridizuji, k fluorescenci
nedochazi. Tato metoda umoznuje kvantifikaci a je vysoce specificka, ale TagMan sondy jsou
drahé (3000 K¢ za sondu vs. 200 K¢ za primer). Kombinovana bisulfiticka restrikéni analyza,
tzv. COBRA analyza (z anglického Combined bisulfite restriction analysis), je technika

spojujici bisulfitickou konverzi se §t€penim pomoci restrikénich endonukleas (RE) po PCR
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amplifikaci. PCR produkty jsou posléze separovany pomoci elektroforézy v denaturujicim gelu
a zpoméru Stépenych/nestépenych produktl lze zjistit stupeit methylace. Methylaéné
specifické tani s vysokym rozliSenim, tzv. MS-HRM analyza (z anglického methylation-
specific high resolution melting), je zalozena na odlisné teploté tani dvouvldknové DNA
(dsDNA). Podstatou metody je rozdilny pocet vodikovych mustkti mezi bazemi — cytosin
S guaninem jsou spojeny tiemi vodikovymi mustky, adenin s thyminem pouze dvéma mustky.
Vyssi podil cytosinu s guaninem zpusobuje pevnéj$i vazbu mezi vlakny dsDNA, coz ma za
nasledek vyssi teplotu tani potfebnou k disociaci na jednotlivé fetézce. Pt MS-HRM je nejdiive
provedena bisulfiticka konverze dané DNA a nésledn¢ je DNA amplifikovana v pfitomnosti
fluorescenéniho interkalacniho barviva. Mnozstvi methylace je stanoveno na zakladé poklesu
fluorescence zavislé na rostouci teploté. PIn¢ methylovana a plné¢ nemethylovana DNA jsou
pouzity jako standardy, podle kterych je urcen stupeit methylace DNA. Tato metoda je pomérné
levna a citliva, ale vyzaduje DNA bohatou na CpG dinukleotidy. Pro DNA s niz$im obsahem
CpG lze aplikovat obménénou metodu dMS-HRM s digitalni PCR, pfi niz se pouziva natedény
vzorek (Bartosik et Ondrouskova, 2016).

3.4 Masivné paralelni sekvenovani

Sekvenovani nukleovych kyselin je metoda, kterd pfesné stanovuje potadi jednotlivych

nukleotidd v molekule DNA nebo RNA (Sanger et al., 1977).

Diky vyssi dostupnosti a snizovani ceny se pouziti metod sekvenovani exponencialné
zvySuje. Prvnim velkym projektem byl ,,Human Genome Project dokonceny v roce 2003,
ktery mél za cil osekvenovat kompletni lidsky genom. Tento projekt byl dokoncen pomoci
sekvenovani prvni generace, tzv. Sangerova sekvenovani a byly na n¢j vynalozeny 3 miliardy

americkych dolart (Grada et Weinbrecht, 2013).

Masivné paralelni sekvenovani (z anglického Massivelly Parallel sequencing) je
technika sekvenovani DNA, kterd zptsobila revoluci v genomickém vyzkumu. Pomoci MPS
1ze osekvenovat cely lidsky genom v pomérné kratkém cCase. Pomoci bioinformatické analyzy
jsou jednotliva ¢teni namapovana do lidského referencniho genomu. Masivné paralelni
sekvenovani miize byt pouzito k sekvenovani celych genomii nebo pouze specifickych oblasti,
napiiklad kodujicich oblasti (celych exomil) nebo malého poctu jednotlivych genii (Behjati

et Tarpey, 2013).
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Hlavnim rozdilem mezi Sangerovym sekvenovanim a MPS technikami je objem
sekvenovani. Zatimco Sangerovou metodou lze sekvenovat pouze jeden fragment DNA
Vv realném cCase, pii MPS technikach dochazi k sekvenaci miliont fragmentti sou¢asné v jednom
béhu. Vzhledem k tomu jsou tyto techniky rychlejsi, G¢inngjsi a levné&jsi a stale ¢astéji nahrazuji
Sangerovo sekvenovani. Platformy MPS funguji na rtiznych principech (viz Obrazek ¢. 7), ale

vSechny jsou zaloZzeny na paralelni analyze (van Dijk et al., 2014, Illumina, 2020).
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Obrazek ¢. 7: Schematické znazornéni zakladnich kroki pfi sekvenovani DNA pomoci riznych MPS platforem
(upraveno dle Gupta et Verma, 2019).

Platforma Illumina je zaloZena na principu sekvenovani syntézou. Vyuziva specialnich
adaptori ligovanych na oba konce fragmentl. Dochazi zde k tzv. mustkové amplifikaci
v priatokovych komirkach s oligonukleotidy, které jsou ukotveny na dné téchto komarek a jsou
komplementarni K adaptordm. Pfi této metodé dochazi k syntéze komplementarnich fetézca
k fragmentim ukotvenym pies oligonukleotidy. K syntéze se pouzivaji fluorescencné znacené
nukleotidy (4 barvy odpovidajici 4 typim nukleotidli) a fluorescencni signaly jsou
Zaznamenany pomoci zafizeni s vazanymi naboji (z anglického Charge-Coupled Device, CCD)
(Bentley et al., 2008; Tripathi et al., 2019).

Technologie SOLID (Sequencing by Oligo Ligation Detection) vyuziva k amplifikaci

emulzni PCR s magnetickymi kulickami (obdobné jako u pyrosekvenovani) a princip je zalozen
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na sekvenovani ligaci. Kratké sondy o osmi nukleotidech s navazanym fluoroforem na
nekterych pozicich (4 barvy odpovidajici 4 typtim bazi) jsou hybridizovany s templatem na
zaklad¢ komplementarity bazi. Navazané sondy jsou ndsledné spojeny ligaci pomoci enzymu
ligasy a fluorescence je zaznamenana kamerou. Poté jsou sondy Stépeny a pokracuji dalsi

liga¢ni cykly (Applied Biosystems, 2008).

Ion Torrent technologie vyuziva taktéz emulzni PCR s magnetickymi kulickami, které
se vlozi do jamek specidlniho Cipu. Do jamek se stiidavé ptidavaji 4 typy bazi a pfii jejich
inkorporaci se uvolni proton, ktery zptisobi zménu pH roztoku v jamce. Tato zména je
detekovana a ptevedena na signal na zakladé kterého jsou vyhodnoceny inkorporované baze
(Rothberg et al., 2011; Tripathi et al., 2019).

Existuji i technologie tzv. tieti generace sekvenovani, u kterych nedochazi k amplifikaci
fragmentt, jednotlivé molekuly jsou tedy ¢teny v redlném case. Tim padem jsou tyto metody
rychlejsi a umoziuji delsi ¢teni. Nejvice pouzivanymi technologiemi této generace jsou Pacific
Bioscience (PacBio) a Oxford Nanopore. PacBio SMRT sekvenovani (sekvenovani jedné
molekuly v realném case — Single-Molecule Real-Time sequencing) se provadi na specialnich
¢ipech obsahujicich statisice jamek, které slouzi jako vinovody, tzv. zero mode wave-guides
(ZMWs). V téchto ZMWs jsou DNA a polymerasa imobilizovany na dné. Jednotlivé molekuly
DNA se pripravuji ligaci specialnich adaptorti, které vytvoii z dsDNA cirkularni DNA. Po
inkorporaci fluorescencné znaceného nukleotidu dochazi k excitaci pomoci paprsku ozafujicim
ZMWs zespod a emisi svétla, které je zaznamenano pomoci CCD kamery (Eid et al., 2009;
Gatew et Tarekegn, 2018).

Oxford Nanopore technologie je zaloZzena na specidlnim nanoporu, ktery se nachazi
Vv membrané. Je vyroben ze syntetického polymeru zalitém v iontovém roztoku. Nanoporem
prochazi molekula DNA taZena napétim, coz generuje iontovy proud. Pfi priichodu kazdého
Z nukleotidii dochdzi k charakteristickym zménam proudu, a diky tomu lze urcit sekvenci

molekuly DNA (Schneider et Dekker, 2012; Deamer et al., 2016).

3.4.1 Pyrosekvenovani

Pyrosekvenovani je metoda sekvenovani syntézou. Je zaloZenO na enzymoveé
sptfazenych reakcich a bioluminiscenci, ktera umoziuje vizualizovat uvolnéni pyrofosfatu

a inkorporaci nukleotidu v realném case (Ronaghi et al., 1998).

17



Tato metoda mutize byt vyuzita pro identifikaci bodovych polymorfismi (SNP), pro
sekvenovani kratkych sekvenci, ale také pro sekvenovani celych genomi (Marguiles et al.,

2005).

Zarozvojem této metody stoji Svédsky profesor Pal Nyrén, ktery roku 1986 dostal napad
na alternativni metodu DNA sekvenovani. Zakladnim konceptem bylo sledovani aktivity
enzymu DNA polymerasy pii za¢lenovani nukleotidii do nové syntetizovaného fetézce pomoci
analyzy uvoliiované¢ho pyrofosfatu (PPi). Protoze DNA polymerasa inkorporuje do nove
vznikajiciho fetézce nukleotid na zdkladé komplementarity bazi (guanin se sparuje vzdy
S cytosinem a adenin vzdy s thyminem), muze proto jeji aktivita deSifrovat slozeni templatové
DNA pfi vyuziti znamych nukleotidd. Pyrofosfatova metoda stanovi, zda byl nebo nebyl
nukleotid zaélenén do nové vznikajiciho fetézce. Uplny vyvoj této metody trval témé 10 let,

jednim z hlavnich divodii byl problém s financemi (Nyrén, 2007).

Cely proces pyrosekvenovani lze rozdélit do téchto fazi: amplifikace cilové DNA
pomoci PCR, purifikace templatu, pfiprava vzorku vysoce kvalitni ssDNA a samotna

pyrosekvenacni analyza nukleotidi (Diggle et Clarke, 2003).

Jako templat se pro pyrosekvenovani pouzivda PCR produkt. Pfed samotnym
pyrosekvenovanim by mél byt PCR produkt purifikovan. Pfi purifikaci DNA je dalezité ze
smési odstranit neinkorporované nukleotidy a PCR primery, které by mohly néslednou
pyrosekvenacni reakci narusit. Soli ptitomné v PCR reakci mohou inhibovat aktivitu enzymi
ameéli by byt odstranény nebo natfedény. Existuji dv€ strategie pro pfipravu a piecisténi
templatové DNA, a sice pfiprava templatu na pevné fazi nebo enzymaticka piiprava templatu.
U metody ptipravy templatu na pevné fazi dochazi k zachyceni biotinylovaného DNA templatu
pevnym nosi¢em. Jako pevny nosi¢ se vyuzivaji magnetické nebo sefar6zové kulicky potazené
streptavidinem. Jeden z primert je znaceny biotinem, takze amplikony znacené biotinem jsou
zachyceny streptavidinem na povrchu kuli¢ek. Po sedimentaci jsou ostatni slozky PCR reakce
promytim odstranény, ¢imz je ziskana dsDNA, kterd je pfevedena alkalickou denaturaci pomoci
NaOH na ssDNA (viz Obrazek ¢. 8). Oba typy fetézci v roztoku, biotinylované
I nebiotinylované, mohou byt pouzity jako templatova vlakna pro naslednou pyrosekvenacni

analyzu (Fakhrai-Rad et al., 2002).
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Obrazek ¢. 8: Izolace biotinylované DNA pomoci kuli¢ek potazenych streptavidinem (upraveno dle Shuikan et
al., 2019).

Druhéd metoda je enzymaticka piiprava templatu, kterd umoznuje vyuzit dsDNA jako
templat pro naslednou pyrosekvena¢ni analyzu. Tato metoda zahrnuje pouziti enzymu
degradujici nukleotidy a exonukleasu I. Tyto enzymy se piidaji k PCR produktim a smés se
inkubuje pti pokojové teploté nebo pii 35 °C. Jako enzym degradujici nukleotidy se pouZziva
alkalicka fosfatasa z krevet ¢i z teleciho stieva nebo apyrasa. Enzymy degradujici nukleotidy
odstrani neinkorporované nukleotidy a exonukleasa I degraduje volné primery z amplifika¢niho
kroku PCR. Poté se do smési pfidaji sekvenacni primery a zvySenim teploty se inaktivuji
enzymy pouzité k precisSténi templatu. Poté se smés prudce ochladi, ¢cimz se vytvoii komplex
templat—primer. Existuji dva enzymatické komplexy pro pfipravu templatu touto metodou,
a sice pouziti alkalické fosfatasy s exonukleasou I, ktery pfipravi templat za 20 minut. Za
3 minuty je templat ptipraven pomoci kombinace malého mnozstvi apyrasy, anorganického PPi

a exonukleasy | (Ronaghi, 2001).

Samotna pyrosekvenacni analyza je zaloZzena na vyuziti ¢tyf enzymd, a sice Klenowova
fragmentu DNA polymerasy |, ATP sulfurylasy, luciferasy a apyrasy (viz Obrazek ¢.9).

Klenowtv fragment se ziskava proteolytickym Stépenim 109 kDa nativni polymerasy
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pochazejici z bakterie Escherichia coli. ATP sulfurylasa je ziskavana klonovanim z genu MET3
kvasinky Saccharomyces cerevisiae, byla vsak nalezena i v fad¢ dalSich organismu, jako je
Spenat nebo krysa. Luciferasa pochazi ze svétlusky Photinus pyralis a produkuje svétlo
v zelenoZluté oblasti. Apyrasa je enzym zavisly na Ca?* a Mg?* a hraje dtlleZitou roli v riznych
biologickych procesech (kontrola hladiny cukru v krvi, regulace imunitni odpovédi atd.). Byla
popsana v mnoha organismech, ale komeréni apyrasa je ziskdvana zhliz brambor
Solanum tuberosum. Reak¢éni smés také obsahuje adenosinfosfosulfat (APS), D-luciferin
a templatovou ssDNA se sekvenacnimi primery. Nejprve dochéazi k hybridizaci sekvenacnich
primer s templatovou ssDNA. Poté je komplex templat—primer inkubovan s uvedenymi
enzymy asubstraty. Nasledné se do reakéni smési piida jeden ze Ctyf druha
deoxynukleotidtrifosfati (ANTP), a sice deoxyadenosintrifosfat (dATP),
deoxythymidintrifosfat (dTTP), deoxycytidintrifosfat (ACTP) nebo deoxyguanosintrifosfat
(dGTP). Prvni z enzymatickych reakci je DNA polymerace, kdy se dany dNTP zac¢leni do nové
vznikajiciho DNA fetézce. Zaclenény nukleotid vytvori komplementarni par s nukleotidem na
templatovém vlakné. Nasledn¢ Klenowiv fragment DNA polymerasy I uvolni anorganicky
PPi, ktery slouzi jako substrat pro ATP sulfurylasu (uvolnény PPi je ekvimolarni k mnoZstvi
zaclenéného dANTP). ATP sulfurylasa pfevede PPi na adenosintrifosfat (ATP) za ptitomnosti
APS. Vzniklé ATP umozni konverzi D-luciferinu na oxyluciferin zprostiedkovanou
luciferasou. Oxyluciferin generuje svételny signal (mnozstvi svétla je pfimo tmérné k mnozstvi
ATP). K detekci produkovaného svétla slouzi CCD kamera. Svétlo je vytvoieno a detekovano
pouze tehdy, je-li do reak¢éni smési ptidan spravny dNTP. Posledni reakci je degradace
nezaclenénych nukleotidti a ATP pomoci enzymu apyrasy. Nasleduje ptidani dalsiho dNTP do
reak¢éni smési a cyklické opakovani enzymatickych reakci. Vysledkem pyrosekvenovani je
pyrogram a kazdé produkované svétlo je zaznamenano jako vrchol kiivky (pik) na pyrogramu
(Nourizad, 2004; Ahmadian et al., 2006).
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Obrazek ¢. 9: Obecné schéma pyrosekvenace.

-

Jedna z nejznaméjsich technologii MPS, ktera je zalozena na pyrosekvenaci, je
technologie 454 (Roche), jez je v$ak od roku 2016 jiz nepodporovana (viz Obrazek €. 7). Tato
metoda V sobé kombinuje emulzni PCR s pyrosekvenaci. Nejprve je DNA izolovana,
fragmentovana a na konce fragmenti jsou ligovany dva specialni typy adaptorti. Emulzni PCR
se vyuziva pro klonalni amplifikaci. Pfi emulzni PCR se vytvoii emulze vody s olejem. Ve
vodné fazi se nachazi veskeré komplementy pro PCR a specialni kulicky nesouci na povrchu
oligonukleotidové primery komplementarni Kk jednomu z typt adaptorti. Druhy primer
komplementarni k druhému typu adaptoru je pfidan do emulze. Po dikladném promichani vody
s olejem dochazi k emulgaci a vytvoteni miliont kapicek, ve kterych probiha PCR amplifikace.
V kazdé kapicce by se méla nachazet pouze jedna kulicka sjednim templatem (nutna
optimalizace). Po PCR amplifikaci nasleduje rozbiti emulze, denaturace a pfeneseni kulicek
se sSSDNA do jamek mikrotitraéni desticky, ve kterych probihd pyrosekvena¢ni analyza
(Higuchi et al., 2011).
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3.5 Bisulfitické sekvenovani

Jednou z nejlepsich technik pro studium methylace DNA je bezpochyby BS-Seq, které
V sobé spojuje bisulfitickou konverzi stechnikami MPS. Celogenomové bisulfitické
sekvenovani (WGBS) slouzi k detekci methylace DNA v celém genomu. Sklada se z krokd:
precisténi a fragmentace genomové DNA, oprava konct fragmenti DNA, pfipojeni adeninu
ke 3konci fragmentut (tzv. A-tailing), ligace methylovanych adaptéri na fragmenty, velikostni
selekce fragmentt, bisulfiticka konverze, PCR a sekvenovani vysledné knihovny. Hlavni
vyhodou WGBS je jeho schopnost posoudit stav methylace téméf kazdého CpG mista, véetné
oblasti s nizkou hustotou CpG, jako jsou intergenni ,,genové pouste®, ¢astecné methylované
domény a vzdalené regulacni elementy. Dals$i vyhodou je moznost determinace absolutni
urovné methylace. WGBS je vSak velmi drahé technika. Moznost, jak snizit ndklady, je vyuzit
metodu bisulfitického sekvenovani se snizenym zastoupenim (RRBS), ktera vyuziva
fragmentaci DNA pomoci RE Mspl necitlivé k methylaci ($tépi jak cytosiny, tak 5mC). Pied
samotnou bisulfitickou konverzi se pak vyberou fragmenty bohaté na CpG, které jsou dale
analyzovany (vybérem fragmentt o délce 40—220 bp se pokryje 85 % vSech CpG ostruvki).
RRBS se §iroce vyuziva pfti profilovani vzorkl ve velkém méfitku. Nevyhodou RRBS je nizké
pokryti vzdalenych regula¢nich elementl a intergennich oblasti; v takovém ptipadé je vhodnéjsi

WGBS metoda (Yong et al., 2016; Rauluseviciute et al., 2019;).

3.5.1 Bisulfitické pyrosekvenovani

Jak uz bylo zminéno, metoda bisulfitické pyrosekvenace v sobé spojuje techniku
bisulfitické konverze s pyrosekvenovanim. Nejprve je DNA konvertovdna pomoci
hydrogensifi¢itanu sodného a nasledné je oblast zajmu amplifikovana pomoci PCR. Inkorporaci
biotinylovaného PCR primeru je umoznéna separace dsDNA za vzniku templatové SSDNA.
Pyrosekvenacni primery hybridizuji s touto sSDNA, coz vede k nasledné syntéze fetézce.
Pyrosekvenovani je metoda pro analyzu sekvenci DNA o maximalni délce 115 bp. PCR
amplikony pro pyrosekvenovani by mély mit délku 150-250 bp. Vytvoieny signal je imérny
mnozstvi uvolnéného pyrofosfatu, proto Ize detekovat a kvantifikovat procento
nekonvertovanych cytosini a ptevedenych thyminl v kazdém CpG misté. Vyhodou této
metody je zavedeni vnitini kontroly (sekvence DNA obsahuje kontrolu pro nekonvertované
cytosiny) a umoznéni piesné kvantifikace vice CpG methyla¢nich mist v amplikonu ve stejné

reakci. Jedinou vyznamnou nevyhodou je, ze v kazdé reakci lze sekvenovat pouze kratké
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fragmenty, coz limituje pocet CpG mist, které mohou byt hodnoceny. Bisulfitické
pyrosekvenovani nabizi viceucelovou platformu poskytujici kvantitativni vysledky v kratkém
Case bez technickych potizi a vysokych nédkladi. Tuto metodu lze vyuzit i pro profilovani

methylace celého genomu (Shen et Waterland, 2007; Bassil et al., 2013; Delaney et al., 2015).

3.6 Dalsi metody analyzy methylace DNA

V dnesni dobé existuje mnoho metod pro stanoveni methylace DNA. Vybér
nejvhodnéjsi metody pro konkrétni vzorek zévisi na vice faktorech: cil studie (objev
epigenetickych zmén de novo nebo vyzkum methylaénich mist konkrétnich sledovanych genti),
mnozstvi a kvalita DNA, pozadavky studie na citlivost a specifi¢nost, robustnost a jednoduchost
metody, dostupnost bioinformatického software pro analyzu a interpretaci dat, dostupnost
specializovaného vybaveni a ¢inidel, cena. Existujici metody mutzeme rozdélit do jedné
z nasledujicich kategorii: (l.) celkové zmény methylace genomu (pro objev neznamych
epigenetickych zmén) nebo (II.) hodnoceni methylace DNA v konkrétnich sledovanych
regulacnich oblastech ¢i genech (viz Obrazek ¢. 10) (Kurdyukov et Bullock, 2016).

HPLC-UV
. . LC MS/MS
GLOBALNI nebo Globalni ELISA
LOKUSOVE —=
SPECIFICKA LUME
Lokusové
@peciﬁcka’
JSOU ot Nﬁh ) Metody zaloZené na:
_ . - analvza celeho genomu
KAN DIDA,Tl\ 1 bisulfitické konverzi
GENY ZNAMY? MSRE/RE
afinité vyufivajici proteiny
@Ana
Metody zaloZené na bisulfitické konverzi:
MSP
MethyLight
COBRA
MS-HRM
Pyrosekvenoviani
BS-Seq

Obrazek ¢. 10: Piehled metod analyzy methylace DNA.
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3.6.1 Analyza methylace genomu na globalni irovni

Jako zlaty standard pro kvantifikaci mnozstvi cytosinu a 5mC pfitomnych
V hydrolyzovaném vzorku DNA je povazovana metoda vysokoucinné kapalinové
chromatografie s UV detekci (HPLC-UV). DNA je nejprve hydrolyzovana na jednotlivé baze,
5mC a cytosiny jsou chromatograficky separovany a dané frakce zméfeny. Pro kazdy vzorek
lze vypocitat poméi 5mC a cytosind, ktery mulze byt porovnan s experimentalnimi
a kontrolnimi vzorky. Nevyhodou této metody je potieba specializovaného vybaveni
a pozadavek velkého mnozstvi vysoce kvalitniho vzorku (3—10 pg). Kapalinova chromatografie
spiazena s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC MS/MS) je alternativou k HPLC-UV
vyzadujici mnohem mens$i mnozstvi vzorku. Dal$i vyhodou je, Ze lze vyuzit 1 méné kvalitni
DNA pro analyzu. Potiebné vybaveni a znalosti ale nejsou rozsifené, proto je tato metoda malo

vyuzivana (Kuo et al., 1980; Song et al., 2005).

Metody zaloZené na ELISA (z anglick¢ho enzyme-linked immunosorbent assay) jsou
rychlé a jednoduché, ale vhodné pouze pro hruby odhad methylace kviili vysoké variabilité.
DNA se zachyti na ELISA desticku a 5SmC jsou stanoveny pomoci inkubace s primarni
protilatkou a znacenou sekundarni protilatkou a nasledné s detekénimi ¢inidly (So et al., 2014;

Kurdyukov et Bullock, 2016).

Dalsi metodou je urceni uUrovné methylace u retrotranspozoniit LINE-1 pomoci
bisulfitické konverze a nasledné pyrosekvenace. I kdyz LINE-1 obsahuje relativné malo CpG
mist, velmi dobfe dokumentuje zmény methylace v genomu a je velmi vhodna pro lidskou
DNA. Také nepotiebuje velké mnozstvi vzorku a lze ji pouzit na tkané zalité v parafinu (Shen

et Waterland, 2007; Zhu et al., 2014).

Polymorfismus délky amplifikovanych fragmentd (AFLP) a polymorfismus délky
restrikénich fragmentii (RFLP) nebo jejich kombinace jsou levné a rychlé metody, které se daji
pouzit témet pro kazdy druh. Tyto metody ale s ndstupem lepSich modernéjSich technik
zanikaji, nebot’ dokdzou urcit jen malé procento methylace a maji mnoho technickych problémi

(Kurdyukov et Bullock, 2016).

Posledni technikou je technika LUMA (luminometric methylation assay), jez vyuziva
dv¢ restriktasy s rozpoznavacim mistem CCGG: Hpall (8tépi pouze methylovanou DNA)
a Mspl (Stépi veskerou DNA). Jako vnitini standard pouziva RE EcoRI s odliSnym
rozpoznavacim mistem. Pfi nésledné pyrosekvenacni analyze jsou piesahy vyplnény

a z poméru aktivity Hpal/Mspl je stanovena troven methylace ve vzorku. Tato metoda je
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vysoce specifickd s nizkou variabilitou a nizkou spotfebou DNA. Vyzaduje vSak vysoce

kvalitni DNA (Karimi et al., 2006; Kurdyukov et Bullock, 2016).

Vsechny zminéné metody ale nejsou zcela spolehlivé a maji tendenci bud’
podhodnocovat nebo nadhodnocovat troveinn methylace. Jelikoz methyla¢ni analyza genomu na
globalni urovni neposkytuje zadné informace o genomovych pozicich, ve kterych dochazi

k zménam methylace, je obtizné spojit tyto zmény s funkénimi vysledky (Lisanti et al., 2013).

3.6.2 Hodnoceni methylace DNA v konkrétnich sledovanych regulacnich

oblastech ¢i genech v celém genomu

Z pocatku byla analyza methylace DNA omezena pouze na techniky jako je Southern
blotting nebo genové specifickd PCR. Dnes ale existuje mnoho sofistikovanych metod pro
identifikaci methylace DNA u konkrétnich gend ¢i regulacnich oblasti v celém genomu.
Obecné jsou tyto metody zalozené na jednom z téchto principt: (I.) metody zalozené na
bisulfitické konverzi, které jsou nejbéznéjSim pfistupem (viz predchozi), (II.) metody zaloZené
na RE, (I1l.) metody zaloZzené na afinité vyuzivajici proteiny pro frakcionaci methylované

vs. nemethylované DNA (Rauluseviciute et al., 2019).

3.6.2.1 Metody vyuZivajici restrikéni endonukleasy

U metody II. se vétSinou vyuziva methylacné citlivych restrikénich endonukleas
(MSRE) jako jsou napt.: Acil, Bsul5l, Hpall, Hinll, Hin6l, Narl, jejichz aktivita je blokovana
5mC, a tudiz $tépi pouze nemethylované cytosiny v rozpoznavacim misté. Po nasledné PCR
amplifikaci tedy pouze nestépena methylovana DNA vede k detekovatelnym produktim.
Opacna metoda je vyuziti RE jako napt.: FSpEl, Glal, McrBc, Sgel atd., které $tépi pouze 5mC
V rozpoznéavacim misté. Nasledné mize byt amplifikovana pouze nemethylovana DNA, ¢ehoz

muize byt vyuzito napf. pro analyzu hypomethylovanych cilii u nemocnych pacienttt (Hofner
et al., 2020).

Od nastupu metody BS-Seq je vyuziti metod zalozenych na MSRE a RE méné Casté
s vyjimkou vyuziti v oblasti nadorové epigenetiky. Hlavni nevyhodou téchto metod je nutnost
pfitomnosti daného rozpoznavaciho mista pro MSRE/RE v analyzovaném genu. Jednou
z téchto metod je spojeni MSRE s kvantitativni PCR (QPCR). Metoda MSRE-gPCR vyuziva

kombinaci vice MSRE pro §tépeni DNA a vyZzaduje alespoil 3 rozpoznavaci mista. V dalSim
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kroku jsou produkty amplifikovany pomoci qPCR, ktera kromé detekce produkti poskytuje
kvantifikaci methylace sledovanych oblasti. Pro stanoveni absolutniho a relativniho mnozstvi
methylace ve zkoumanych oblastech genomu se vyuziva kalibra¢ni kiivka (Beikircher et al.,
2017).

Metoda MS-MLPA (z anglického methylation-specific multiplex ligation-dependent
probe amplification) je technika, ktera vyuziva MSRE Hhal s rozpoznavacim mistem GCGC
v sond¢. Sondy pro MS-MLPA jsou konstruovany tak, aby cilily pouze na jeden CpG
dinukleotid v ramci jednoho CpG ostruvku. Sondy se skladaji ze dvou ¢asti, které jsou po
navazani na cilovou sekvenci blizko sebe spojeny ligaci. Jedna z reakci se provadi v pfitomnosti
Hhal a ligasy a informuje nas o trovni methylace DNA. Druha reakce se provadi pouze
sligasou bez Hhal a informuje nas o poctu kopii DNA. V piipadé nemethylovaného
rozpoznavaciho mista Hhal rozstipne hybrid DNA-sonda a nevznikne tak zadny PCR produkt.
Pokud je cilova DNA methylovana, Hhal neni schopen hybrid rozstépit a fragment bude béhem
nasledné PCR amplifikovan. Procento methylace je nasledné¢ vypocteno z porovnani
MS-MLPA schémat piki u reakci oSetfenych a neoSetienych Hhal. Vyhodou této metody je, ze
neni potieba bisulfitické konverze, ktera vyzaduje Casto slozitou standardizaci (Moelans et al.,
2017).

3.6.2.2 Metody zaloZené na afinitnich mikrocipech

Vyhodou metod zaloZzenych na afinitnich mikro¢ipech je schopnost monitorovat mnoho
genetickych lokust najednou. Nevyhodou je ¢asové naro¢na piiprava a absence spolehlivé
kvantifikace. Prvnim krokem je rozdéleni fragmentované DNA na dvé ¢asti. Jedna ¢ast slouzi
jako referenc¢ni, druha je obohacena o methylované sekvence. Pii metodé imunoprecipitace
methylované DNA (MeDIP) je methylovana sekvence vysrdZena pomoci monoklonalni
protilatky vytvorené proti 5SmC a po nasledné extrakci oznacena fluorescen¢nim barvivem,
zatimco referencni DNA je oznacena jinym fluorescen¢nim barvivem. Oba vzorky jsou poté
denaturovany a hybridizovany na mikro€ip. Srovnanim relativnich intenzit fluorescence obou
fluorescencnich barev v kazdé pozici mikroCipu lze semikvantitativné urcit stupenn methylace
mnoha lokust. Podobnou technikou je technika MIRA (methylated CpG-island recovery assay)
vyuzivajici MBP, které se specificky vazou na symetricky methylované CpG motivy. Komplex
methylované DNA-MBP je pak zachycen na pevny nosi¢ v afinitni koloné. Po zachyceni je

DNA eluovana z komplexu DNA-MBP a amplifikovana pomoci PCR nebo zpracovana
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a hybridizovana na mikrocip spolu s neobohacenou DNA jako u metody MeDIP (Yu et al.,
2010).

3.6.3 Metody pro stanoveni 5-hydroxymethylcytosinu

Oxidaci SmC za katalyzy proteiny TET vznikd 5hmC. Problémem vétSiny metod
detekujicich methylaci DNA je nemoznost rozlisit SmC od 5ShmC. Pfi bisulfitické konverzi jsou
jak 5SmC, tak SmhC rezistentni vii¢i hydrogensific¢itanu sodnému a nepfevedeny na uracil. Byly
vytvoreny ruzné techniky k odlisSeni SmC od ShmC. Jednou z nich je oxidativni BS-Seq, ktera
je zalozena na oxidaci ShmC na 5-formylcytosin (5fC) nebo 5-karboxylcytosin (5caC)
(viz Obrazek ¢. 11) pomoci ruthenistanu draselného (KRuOj4). 5fC a ScaC je mozné konvertovat
na uracil stejné jako nemethylované cytosiny. VylepSena technika oxidativni BS-Seq je
technika TAB-Seq (TET-assisted bisulfite sequencing), pii které jsou ShmC chranény
glukézovou skupinou ptred pusobenim TET. Nechranéné 5mC jsou poté pomoci TET
oxidovany na 5fC nebo 5caC a ptevedeny na uracil. 5hmC jsou tak jedina rezidua, ktera jsou

sekvenovana jako cytosiny (Yu et al., 2012).

Dal$im zpisobem je pisobeni enzymu glukosyltransferasy, ktery modifikuje 5hmC, ale
na 5mC neptsobi. Modifikované ShmC jsou pak rezistentni vii¢i St€épeni pomoci RE Mspl.
Stépend DNA je nasledné analyzovana pomoci MPS nebo qPCR. Dalsi moznosti je vyuziti
protilatek vi¢i ShmC (Kurdyukov et Bullock, 2016).

OH  NH, f‘::' NH: CT NHz
‘ ~=N H ‘ =N O ‘ =N
N 0 H ~x0 H O
H
S-hydroxymethylcytosin  5-formylcytosin S-karboxylcytosin

Obrazek ¢. 11: Strukturni vzorce 5-hydroxymethylcytosinu, 5-formylcytosinu a 5-karboxylcytosinu (vytvoieno
v programu Chemsketch).
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3.7. Bisulfiticka pyrosekvenece pomoci PyroMark Q48 Autoprep

Némecka biotechnologicka firma QIAGEN vyvinula technologii pro determinaci véku
jedincii na zékladé polského vyzkumu, kterd vyuziva pravé metody bisulfitické pyrosekvenace.
Polsky tym analyzoval 41 CpG mist z 8 kandidatnich lokusti (vybrany na zékladé¢ Hannum
etal., 2013), a sice ELOVL2, Clorfl32, KLF14, SLC6A4, F5, CCDC102B, TRIM59 a FHL2
pomoci bisulfitické pyrosekvenace. Cilem bylo nalézt CpG mista, jejichz trovenn methylace
vykazovala co nejvétsi korelaci s vékem. Pro usnadnéni technické stranky mél byt vyselektovan
€0 nejnizsi pocet co nejinformativnéjSich CpG mist. Na zakladé testovani 420 vzorkit DNA od
jedinct obou pohlavi ve véku 275 let byly vybrany nésledujici CpG mista: CpG7 u ELOVL2,
CpG1 u Clorfl32, CpG7 u TRIM59, CpG1l u KLF14 a CpG2 u FHL2 (Zbie¢-Piekarska et al.,
2015),

Pyrosekvenator PyroMark Q48 Autoprep analyzuje bisulfiticky konvertovanou DNA
po PCR amplifikaci. Tato metoda, kterou vyuzivam ve své diplomové praci, ma mnoho vyhod:
kvantifikace methylace v konkrétni sekvenci; métfeni urovné methylace v individualnich
I mnohonasobnych CpG mistech i mimo n¢; vhodnost pro stanoveni mutaci a SNP; vysoka
citlivost analyzy; malé mnozstvi vstupniho vzorku (1-10 ng DNA); plné automatizovany
protokol; vysoka rychlost a propustnost (analyza az 48 PCR produktl, tedy 8 vzorki
a 1 kontrolniho vzorku Vv jednom béhu, vice béhi v jednom dni, vysledky do nékolika hodin);
zavedeni vnitinich kontrol k potvrzeni Uplnosti bisulfitické konverze; snadny postup a pouZiti.
Na rozdil od ptedchozich pyrosekvenatori PyroMark Q48 ma vyssi propustnost a také veétsi
ptesnost a délku ¢teni. Navic zavedeni disku jako nosice pro templatovou DNA (piedesié
pyrosekvenatory vyuzivaly jako nosi¢ pro vzorky desku) zabrafnuje kiiZové kontaminaci mezi
jamkami v jednom b&hu nebo i navzajem mezi disky ve vice bézich (viz Obrazek 17A v Casti

4.3.4 Genotypizace pomoci pyrosekvenovani) (QIAGEN, 2021).
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Jako biologicky material byla k analyze pouzita vyizolovana DNA ze vzorkl periferni
krve. Vzorky periferni krve byly ziskany na zaklad¢ informovaného souhlasu od ¢eskych darct
krve ve véku 20-63 let v letech 2018-2019 a 2021 z Fakultni nemocnice v Olomouci. Do
analyzy byly uchovavany pfi teploté -20 °C.

4.2Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

% EpiTect Control DNA, methylated (100) (QIAGEN, kat. ¢. 59655)

s EpiTect Control DNA, unmethylated (100) (QIAGEN, kat. ¢. 59665)

% EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit (50) (QIAGEN, kat. ¢. 59824)

s PyroMark PCR Kit (200) (QIAGEN, kat. ¢. 978703)

¢ PyroMark Q48 Advanced CpG Reagents (4 x 48) (QIAGEN, kat. ¢. 974022)

% PyroMark Q48 Magnetic Beads (300) (QIAGEN, kat. ¢. 974203)

+¢+ Ethanol absolutni (Penta, kat. ¢. 71250-11001)

¢ Deionizovana voda

% Forward a reverse primery pro geny ELOVL2, Clorf132, TRIM59, KLF14 a FHL2
(Generi Biotech)

% Sekvenacni primery pro geny ELOVL2, Clorfl32, TRIM59, KLF14 a FHL2 (Generi
Biotech)

Pozn. sekvence pouzitych forward, reverse a sekvena¢nich primerti jsou uvedeny v kapitole Pfilohy jako
Priloha ¢. 1.

4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

% Vortex mixér VX-200 (Labnet International)
% Vortex mixér PV-1 (Grant-bio)

¢ Centrifuga MiniSpin (Eppendorf)

¢ Centrifuga 5430 (Eppendorf)

¢+ Centrifuga/vortex Combi-Spin (Biosan)

L)
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¢+ Centrifuga GmCLab (Gilson)

*¢ Laminarni box Mars Safety Class 2 (LaboGene)

¢ Mrazak a chladnicka (Gorenje)

%+ Spektrofotometr NanoDrop 1000 (Thermo Scientific)

+¢ Termocyklér Mastercycler Nexus (Eppendorf)

¢ Termocyklér Real-Time PCR Detection System CFX96 C1000 Touch (Bio-Rad)

< QIAcube (QIAGEN)

% QIAcube Starter Pack (QIAGEN, kat. ¢. 990395)

%+ Termoblok ThermoStat Plus Thermomixer (Eppendorf)PyroMark Q48 Autoprep
(QIAGEN)

% PyroMark Q48 Discs (50) (QIAGEN, kat. ¢. 974901)

% PyroMark Q48 Absorber Strips (100) (QIAGEN, kat. ¢. 974912)

4.3Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.3.1 Bisulfiticka konverze

1. Nejprve byly rozmrazeny vzorky s vyizolovanou DNA z krve.

2. Nasledn¢ byla spektrofotometricky stanovena koncentrace DNA pomoci Nanodropu.
Koncentrace DNA musi byt miniméln& 10 ng-pl™* a pomér absorbanci 260 nm/ 280 nm
by mél byt ~1,8.

3. Ve 100 ul 8-zkumavkovém stripu byly pfipraveny bisulfitické reakce za pomoci
EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit dle Tabulky ¢. 1. VétSinou bylo pfipraveno 12 reakci

soucasné ve 2 stripech.

Tabulka ¢. 1: Jednotlivé komponenty pro bisulfitickou konverzi a jejich objemy pro 1 reakci.

komponenty objem pro 1 reakci
DNA - . :
variabilni, zavislé na koncentraci DNA (dohromady 20 pl)
ddH:0
bisulfita¢ni roztok 85 ul
DNA ochranny pufr 35ul
konec¢ny objem 140 pl
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4. DNA byla nafedéna na koncentraci 200 ng-ul™ pomoci ddH20 do finalniho objemu
20 ul (napt. pfi koncentraci DNA 100 ng-pl™ byly pouzity 2 pl DNA a 18 ul ddH0).

5. Nasledné bylo k nafedéné DNA ptidano 85 pl bisulfitacniho roztoku a uzaviené stripy

s komponenty byly zvortexovany.

6. Poté bylo opatrné na povrch smési naneseno 35 pl DNA ochranného pufru. Doslo

k vytvofeni modrého prstence na povrchu, ktery znaci spravné pH pro bisulfitickou

konverzi (viz Obrazek ¢. 12A).

7. Uzaviené stripy byly posléze zvortexovany a centrifugovany. DoSlo k rovnomé&rnému

zabarveni roztoku na modro, coZ znaci dostatecné promiseni vzorku (viz Obrazek

& 12B).

A

B

Obrazek ¢. 12 A, B: Stripy s bisulfitickou reakci po ptidani DNA ochranného pufru pfed promichanim (A) a po

promichani (B).

8. Nasledné byly stripy s bisulfitickymi reakcemi umistény do termocykléru, ve kterém

probihala bisulfitickd konverze (viz Tabulka ¢. 2).

Tabulka €. 2: Protokol bisulfitické konverze.

proces teplota cas
denaturace 95°C 5 min
inkubace 60 °C 20 min
denaturace 95°C 5 min
inkubace 60 °C 20 min
inkubace 20 °C nedefinovano
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4.3.2 Purifikace DNA

Po bisulfitické konverzi bylo nutné odstranit veskeré nezadouci kontaminanty ze
vzorku. Pie¢isténi DNA mohlo byt provedeno pomoci automatického izolatoru QIAcube od
firmy QIAGENE (maximalni pocet vzorkd, které mohou byt v jednom b&hu precistény, je 12)

nebo manualné.

4.3.2.1 Purifikace pomoci QIAcube

1. Nejprve byly doplnény 200 pul a 1000 pl $picky s filtry do uplného zaplnéni zasobnikt
QIlAcube.

2. Byly pftipraveny potiebné chemikalie, a sice nanaseci pufr (BL-Loading Buffer),
promyvaci pufr (BW-Wash Buffer), desulfona¢ni pufr (BD-Desulfonation Buffer),
elu¢ni pufr (EB—Elution Buffer) a absolutni ethanol. BW pufr byl pfipraven pfidanim
30 ml absolutniho ethanolu do zasobniho roztoku. BD pufr byl pfipraven ptidanim
27 ml absolutniho ethanolu do zasobniho roztoku. VSechny reagencie byly vlozeny do

stojanu na reagencni lahve v QlAcube dle Tabulky ¢. 3.

Tabulka ¢. 3: Rozmisténi reagencii v QlAcube.

1. BL pufr 2. BW pufr
3. BD pufr 4. EB pufr
5. ethanol 6. x

3. Do kazdého adaptéru pro rotor byla umisténa jedna kolonka MinElute DNA Spin
Column a jedna sbérna 1,5 ml mikrozkumavka, ktera slouzi pro zachyceni DNA (viz
Obrazek ¢. 13). Dle poctu vzorku pro purifikaci byly adaptéry specificky umistény do
centrifugy QlAcube (viz Obrazek ¢. 14).

32



Obrazek ¢. 13: Pripraveny adaptér pro rotor u QIAcube.

4. Stripy s bisulfiticky konvertovanymi vzorky byly zcentrifugovany a nasledné byl
veskery objem (140 pul) piepipetovan do 2 ml mikrocentrifugaénich zkumavek
S bezpenym uzavérem, tzv. RB zkumavek.

5. RB zkumavky se vzorky byly dle jejich poc¢tu specificky umistény do adaptéru pro
trepacku pro 2 ml RB zkumavky (oznacen Cislem 2) a nasledné vlozeny do tfepacky

QIlAcube (viz Obrazek ¢. 14).

centrifuga tirepacka centrifuga  tiepacka
11® @) 111@® Ofl|7
- 88 S |
2 vz
vzorl 56 3 vzorky o0
0 Ol s\|@ O
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6 12
QIAGEN®

Obrazek €. 14: Rozmisténi vzorki dle jejich poctu ve tiepacce a centrifuze u QIAcube (upraveno dle QIAGEN).
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6.

Pro purifikaci byl pouzit protokol pro piecisténi ,,EpiTect Fast DNA Bisulfite* —
konvertovana DNA — az do 100 ng DNA. Po nachystani v§ech komponent (viz Obrazek

¢. 15) byla purifikace zahajena, pro 12 vzorku trvala kolem 72 minut.

Obrazek ¢. 15: QIAcube piipraveny pro purifikaci DNA.

4.3.2.2 Manualni preciSténi DNA

1.

Po dokonceni bisulfitické konverze byly stripy sreakcemi kratce zcentrifugovany
a jejich cely obsah (140 ul) byl pienesen do sterilnich 1,5 ml mikrocentrifuga¢nich
zkumavek.

Do kazdého vzorku bylo napipetovano 310 ul BL pufru. Vzorky byly nasledné
zvortexovany a kratce zcentrifugovany.

Nasledné bylo napipetovano 250 pl absolutniho ethanolu do kazdého vzorku. Vzorky
byly nasledné zvortexovany po dobu 15 sekund a kratce zcentrifugovany.

Cely objem vzorka (700 pl) byl pienesen do odpovidajiciho po¢tu kolonek MinElute
DNA Spin Columns, které byly umistény v odpovidajicim poétu 2 ml sbérnych
zkumavek. Kolonky byly nasledné centrifugovany pii 12 100 g po dobu 1 minuty.

Po odstranéni vodné faze bylo napipetovano 500 ul BW pufru do kazdé kolonky
a kolonky byly zcentrifugovany pii 12 100 g po dobu 1 minuty.
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10.

11.

12.

13.

4.3.3

Po odstranéni vodné faze bylo napipetovano 500 pl BD pufru do kazdé kolonky
anasledn¢ byly kolonky inkubovany 15 minut pii pokojové teploté (15-25 °C)
se zavienym vickem (dtlezité, aby nedoslo k okyseleni BD pufru oxidem uhli¢itym).
Po inkubaci byly kolonky zcentrifugovany pii 12 100 g po dobu 1 minuty.

Po odstranéni vodné faze bylo napipetovano 500 ul BW pufru do kazdé kolonky
a kolonky byly zcentrifugovany pii 12 100 g po dobu 1 minuty. Tento krok byl proveden
2X.

Po odstranéni vodné faze bylo napipetovano 250 pl absolutniho ethanolu do kazdé
kolonky a kolonky byly zcentrifugovany pii 12 100 g po dobu 1 minuty.

Nasledné¢ byly kolonky umistény do novych 2 ml odbérovych zkumavek
a zcentrifugovany pii 12 100 g po dobu 1 minuty pro odstranéni veskeré zbytkové
kapaliny.

Kolonky byly piemistény do sterilnich 1,5 ml mikrocentrifuga¢nich zkumavek
a inkubovany s otevienymi vi¢ky po dobu 5 minut pii 60 °C v termobloku pro odpaieni
veskeré zbyvajici kapaliny.

Kolonky byly pfemistény do novych sterilnich 1,5 ml mikrocentrifuga¢nich zkumavek.
Do stfedu kazdé membrany u kazdé kolonky bylo napipetovano 15 pl EB pufru
a kolonky byly inkubovany 1 minutu pii pokojové teploté.

Nakonec byly kolonky centrifugovany po dobu 1 minuty pii 12 100 g, ¢imz doslo k eluci
DNA.

PCR amplifikace

PCR amplifikace byla provedena v péti 1,5 ml mikrozkumavkach pro kazdy z péti
CpG lokust (ELOVLZ2, Clorfl32, TRIMS59, KLF14 a FHL2) zvlast. Reakéni smés byla
ptipravena dle Tabulek ¢. 4-8. Vétsinou bylo amplifikovano 12 vzorktt DNA zaroven.

Kvili moZné neptesnosti v pipetovani se pfipravovala reakéni smés pro 13 vzork.

Tabulka ¢. 4: Objem a koncentrace chemikalii pro PCR amplifikaci genu ELOVL2.

chemikalie objem pro 1 objem pro 13 finalni
reakci reakci koncentrace
Pyromark PCR Master Mix 2x 12,5 pl 162,5 ul pufr 1x
forward ELOVL2 primer 1,5 ul 19,5 ul 0,8 uM
reverse ELOVL2 primer 1,5 ul 19,5 ul 0,8 uM
voda v PCR kvalité 6 ul 78 ul
finalni objem 21,5 ul 279,5 ul
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Tabulka ¢. 5: Objem a koncentrace chemikalii pro PCR amplifikaci genu C1orf132.

chemikalie objem pro 1 objem pro 13 finalni
reakci reakci koncentrace
Pyromark PCR Master Mix 2x 12,5 ul 162,5 ul pufr 1x
forward C1orf132 primer 2 ul 26 ul 0,2 uM
reverse Clorfl32 primer 2 ul 26 ul 0,2 uM
voda v PCR kvalité 5ul 65 ul
finalni objem 21,5 ul 279,5 ul

Tabulka ¢. 6: Objem a koncentrace chemikalii pro PCR amplifikaci genu TRIM59.

chemikalie objem pro 1 objem pro 13 finalni
reakci reakci koncentrace
Pyromark PCR Master Mix 2x 12,5 ul 162,5 ul pufr 1x
forward TRIM59 primer 0,75 ul 9,75 ul 0,3 uM
reverse TRIM59 primer 0,75 ul 9,75 ul 0,3 uM
voda v PCR kvalité 7,5 ul 97,5 ul
finalni objem 21,5 ul 279,5 pl

Tabulka €. 7:0bjem a koncentrace chemikalii pro PCR amplifikaci genu KLF14.

chemikalie objem pro 1 objem pro 13 finalni
reakci reakci koncentrace
Pyromark PCR Master Mix 2x 12,5 ul 162,5 ul pufr 1x
forward KLF14 primer 0,5 ul 6,5 ul 0,6 uM
reverse KLF14 primer 0,5 ul 6,5 ul 0,6 uM
voda v PCR kvalité 8 ul 104 pl
finalni objem 21,5 ul 279,5 pl

Tabulka ¢. 8: Objem a koncentrace chemikalii pro PCR amplifikaci genu FHL2.

chemikalie objem pro 1 objem pro 13 finalni
reakci reakci koncentrace
Pyromark PCR Master Mix 2x 12,5 ul 162,5 ul pufr 1x
forward FHL2 primer 0,5l 6,5 ul 0,6 uM
reverse FHL2 primer 0,5 ul 6,5 ul 0,6 uM
voda v PCR kvalité 8 ul 104 pl
finalni objem 21,5 ul 279,5 ul

Pozn. Pyromark PCR Master Mix 2x obsahuje Hot Start Tag DNA Polymerasu, PyroMark PCR pufr a dNTPs.

2. Ptipravené reakéni smeési byli zvortexovany, zcentrifugovany a rozpipetovany do
jednotlivych jamek mikrotitra¢ni desticky.

3. Do kazdé jamky byl ptidan 1 ul ptislusné bisulfiticky konvertované prec¢isténé DNA.
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4. Po zalepeni desticky folii, zvortexovani a centrifugaci byla desticka vlozena do
termocykléru a byla provedena PCR amplifikace dle Tabulky €. 9.

Tabulka ¢. 9: Protokol PCR amplifikace.

proces cas teplota pocet cyklu
pocatecni aktivace PCR (pro aktivaci
Taq polymerasy) 15 min 95 °C 1
denaturace 30s 95 °C
hybridizace 30s 48 °C 52,5 °C
extenze 30s 72 °C 10
denaturace 30s 95 °C
hybridizace 30s 52 °C
extenze 30s 72 °C 40
zaverena extenze 10 min 73 °C 1
inkubace nedefinovano 4°C

Pozn. U 1.-10. cyklu hybridizace dochazi k postupnému zvySovani teploty o +0,5 °C za cyklus (48-52,5 °C).
Cykly 11-50 zachovavaji teplotu na 52 °C.

4.3.4 Genotypizace pomoci pyrosekvenovani

1. V PyroMark Q48 Autoprep Software byl vytvofen sekvenacni program (Soubor

nastaveni béhu) dle Tabulky €. 10, ktery byl nahran do pyrosekvenatoru PyroMark Q48

Autoprep. (viz Obrazek ¢. 16). Zaroven je mozné analyzovat az 48 PCR produktd

(nejcastéji bylo sekvenovano 9 vzorki o 5 PCR produktech pro kazdy z 5 CpG lokust,

tedy 45 PCR produktt soucasng¢).

Tabulka ¢. 10: Prehled sekvenci, pozic v genomu a CpG pozic u sekvenovanych gend.

ptislusny sekvence pozice v Cp_G
gen genomu pozice
sekvence pfed _
ELOVL2 |konverzi AGCCGGCGCCGGTTTCGCGCGGCGGCTCAA Chré: CpG
, 11044661 | misto 7
analyzovand sekvence | GAGTCTAGTCAGTCTAG
sekvence pied _
Clorfl32 | konverzi CGCCGCCTGCGCAGACCCAAATCTTGGTCC Chrl: CpG
, 207823681 | misto 1
analyzovand sekvence | GTCAGTCTGTAGTCGCTA
sekvence pied _
TRIM59 | konverzi CGTCGGCCACCGGCGC Chr3: CpG
, 160450199 | misto 7
analyzovand sekvence | GTCAGTCGCTGATCTAGTCG
sekvence pied CGCGTTCTTTCTTCTGCCGGCGAGCCAGGTA _
KLF14 |konverzi ATGGTAACAGAG Chrr: CpG
; 130734355 | misto 1
analyzovana sekvence | GTCAGTCGTTTAGTCTAGTCGAG
sekvence pred TCGGGAGCGTCGCCTCCGGCGTGGGCTCTCG _
FHL? | konverz GGCGCGAGTTTCGGACGAGGCCTGGG Chr2: CpG
, 105399288 | misto 2
analyzovana sekvence | GTCGATGTCAGTCAGTTCTAGTCGT
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Cpl

nens

25371

AGTVREYGTYGATTTYE TG VGEVGRETTTAS
GAGTCTAGTLAGTCTAG

Obrazek ¢. 16: Nastaveni béhu pro pyrosekvenaci v PyroMark Q48 Autoprep Software.

Nejprve byly injektory v cartridge pyrosekvenatoru procistény 200 pl deionizované
vody. Tento krok byl proveden 2x (do pfistroje byl vloZen absorp¢ni pasek, ktery
vstiebava tekutiny, po procisténi musel byt vyménén).

. Nasledné byly do injektori napipetovany vSechny potiebné komponenty k analyze
(nanasené objemy zalezi na poctu analyzovanych vzorkt a na po¢tu béhti provadénych
Vv jeden den). Pro sekvenovani 9 vzorki (45 obsazenych pozic) pii jednom béhu v dany
den bylo do injektort napipetovano: 80 pl dATP, 90 ul dGTP, 100 ul dTTP, 100 pul
dCTP (rozdil v objemu pfidanych dNTP je na zakladé charakteru analyzovanych
sekvenci), 320 ul vazebného pufru (BB-Binding Buffer), 550 ul denatura¢niho roztoku
(DS—Denaturation Solution), 310 ul substratu, 310 ul enzymu a 2480 pl hybridiza¢niho
pufru (AB—Annealing Buffer). Roztok enzymu a substratu byl ptipraven rozpusténim
jejich lyofilizovanych smési v 660 ul AB pufru.

. Po uzavfeni cartridge bylo pfistrojem ovéieno, zda doslo k napipetovani dostatecnych
objemd.

. Nasledné byl do pfistroje vlozen pyrosekvenacni disk s 48 jamkami. Nejprve byly
naneseny 3 pul magnetickych kuli¢ek do danych jamek disku.

. Poté bylo napipetovano 10 ul PCR produktt geni ELOVL2, Clorf132, TRIM59, KLF14
a FHL2 do pfislusnych jamek na disku (viz Obrazek ¢. 17A).
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7. Po zahgjeni pyrosekvenace doslo v prvnich 20 minutach k piipravé ssDNA, tento krok
zahrnoval odpafovani zahfivanim pro snizeni objemt v jamkach.

8. Po 20 minutach byly rucné pfidany 2 ul sekvenacnich primerti pro dané geny do
prislusnych jamek s PCR produkty a kulickami.

9. Nasledné byla provedena samotna pyrosekvenacni analyza (viz Obrazek 17B). Doba
trvani analyzy zalezi na poctu analyzovanych vzorka. Pro 9 vzorki (45 pozic) je doba

analyzy okolo 45 minut.

Obrazek ¢. 17 A, B: Pyrosekvenator PyroMark Q48 Autoprep pii piipravé na pyrosekvenaci (A) a pfi
pyrosekvenaci (B).

10. Po dokonceni analyzy byla data vyhodnocena pomoci PyroMark Q48 Autoprep
Software. Vystupem analyzy byl pyrogram. Pro kazdy vzorek bylo vyhodnoceno
procento methylace DNA u kazdého z péti CpG lokusu. Kvalita ziskanych vysledkt je
znazornéna pomoci barevnych prouzkt (modra, zluta a ¢ervena).

11. Odhad véku na zakladé procenta methylace DNA byl poté proveden pomoci kalkulatoru

veku, ktery je volné dostupny na webu BioVectis: http://biovectis.com/forensicl/age-

calculator.
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5. VYSLEDKY

Analyza vzorki se skladala ze tii casti:

1) Byly analyzovany kontrolni vzorky DNA od firmy QIAGEN, a sice plné methylovana
DNA a plné¢ nemethylovand DNA a smés vznikld smichanim obou kontrol v poméru
1:1. Tyto vzorky jiz byly bisulfiticky konvertované, proto byly podrobeny pouze
PCR amplifikaci a pyrosekvenaci (viz kapitola 5.2 Analyza kontrolni DNA).

2) Bylo analyzovano 15 vzorkti DNA vyizolovanych z periferni krve darct krve ve véku
20-55 let ve trech opakovanich pro kazdy vzorek (viz kapitola 5.3 Analyza DNA
z periferni krve ve tfech opakovani).

3) Bylo analyzovano 217 vzorktt DNA vyizolovanych z periferni krve darci krve ve véku
20-63 let s opakovanim analyzy pii $patnych vysledcich vzorku (analyza opakovana
u 18 vzorki) (viz Ptiloha ¢. 2 a 3 a kapitola 5.4 Analyza DNA izolované z periferni

krve).

Prvni dvé ¢asti byli soucasti testovani nové verze kitu pro odhad véku organizované
firmou QIAGEN, kterého se krom¢ nasi laboratote ucastnily i dalsi Ctyfi forenzni laboratote

z Danska, Francie, Némecka a USA.

5.1 Hodnoceni analyzy pomoci PyroMark Q48 Autoprep Software

a BioVectis kalkulatoru véku

Vysledky pyrosekvenacni analyzy byly vyhodnoceny pomoci specidlniho software
PyroMark Q48 Autoprep Software. Tento software automaticky zpracovava data
z pyrosekvenatoru a generuje pyrogram pro jednotlivé CpG lokusy u jednotlivych vzorki
(viz Obrazek ¢. 18).
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Osa X reprezentuje poradi nukleotidi, které byly cyklicky do reakce pfidavany. Osa Y
vyjadfuje intenzitu signalu luminiscence v relativnich luminiscen¢nich jednotkach (RLU)
emitovanych po zaclenéni daného nukleotidu do sekvence. Vyska jednotlivych piku je tedy
pifimo imérna mnozstvi inkorporovanych nukleotidi do syntetizovaného fetézce. Sekvence
v levém hornim rohu pyrogramu je oblast podrobena pyrosekvenacni analyze, kde pismena

Y oznacuji ptislusny cytosin v kazdém CpG misté v sekvenci.

CpG mista jsou v pyrogramu vyobrazena jako svétle modra pole. U kazdého genu se
stanovuje procento methylace u jednoho konkrétniho CpG mista, a sice CpG mista 7 pro
ELOVL2, CpG mista 1 pro C1orf132, CpG mista 7 pro TRIM59, CpG mista 1 pro KLF14 a CpG
mista 2 pro FHL2. Procenta methylace predstavuji pomér mezi intenzitami signalu C/T

v kazdém cytosinu daného CpG mista a jsou automaticky stanoveny software.

Svétle rizova pole pak reprezentuji kontroly bisulfitické konverze, ke kterym je vyuzivan
nemethylovany cytosin. Detekce signdlu neni u téchto kontrol o¢ekavana. Ptipadna tvorba piku
v kontrole znaci Spatné provedeni bisulfitické konverze a muze vyvolat komplikaci pii

vyhodnocovani procenta methylace daného CpG mista.
Kvalita ziskanych vysledk je stanovena na zdklad€ barevnych prouzkl u kazdého markeru:

e modrad = ,passed = analyza byla uspé$na, vysledek bez komplikaci;

e 7lutd =, check® = vysledek s moznymi komplikacemi, analyzu nutno ovéfit;
mozné komplikace: klesajici sila signalu; signal v nukleotidovém cyklu, kde se signal
neoc¢ekaval; signal v kontrole bisulfitické konverze;

e cCervena = ,failed” = analyza byla neuspésna, selhala;

mozné komplikace: pfili§ slaby signal nebo nerovnomérnost jednotlivych signali;

Spolehlivost tohoto hodnoceni neni ale zcela jasnd, nebot’ u nékterych vzorkt byla procenta
methylace stanovena 1 pfes Spatnou kvalitu vysledki (Zluta nebo Cervena barva prouzkl) a pii
nasledném odhadu véku pomoci kalkulatoru véku od BioVectis se odhadnuty v&k témér nelisil
od veéku skutecného. Napiiklad u vzorkt 18-0962-DG-4056 (CZG 28), 18-1088-DG-4201
(CZG 105) a18-1090-DG-4203 (CZG 107) byla kvalita vysledkti vyhodnocena jako neuspésna
(Cervena barva) u vSech 5 markert, ale odhadnuty vék se od skutec¢ného l1isil pouze o 1 rok (viz
Priloha ¢. 2). Marker Clorfl32 dle software vykazoval nejnizsi kvalitu vysledkti ze vSech
5 markerd. Vysledky byly nésledujici: analyzu 57,8 % bylo nutno ovéfit (zlutd barva), analyza
20,7 % selhala (Cervena barva), pouze 21,5 % vysledkii bylo bez komplikaci (modra barva).

Tato nizka kvalita vysledki vSak ve vétSin€ ptipadt neméla vliv na odhadovany vék jedince.
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Dutivodem mize byt, Ze software pouziva celou sekvenci k vyhodnoceni kvality vysledku, coz
nemusi byt relevantni pro analyzu C/T poméru Vv konkrétnim misté sekvence. Proto byla tato

kontrola brana spiSe jako orientacni.

Ziskana data procent methylace z PyroMark Q48 Autoprep Software byla posléze
vyhodnocena pomoci vékového kalkulatoru volné dostupného na webovych strankach firmy

Biovectis: http://biovectis.com/forensicl/age-calculator (viz Obrazek ¢. 19). Vékovy kalkulator

BioVectis je zalozen na linearné regresni rovnici, kterd byla vytvofena ve vyzkumu

Zbiec¢-Piekarska et al., 2015. Rovnice je nasledujici:

3,26847784751817 + 0,465445549010653 x C7 ELOVL2 - 0,355450171437202 x C1
Clorf132 + 0,306488541137007x C7 TRIM59 + 0,832684435238792 x C1 KLF14 +
0,237081243617191x C2 FHL2 = odhadnuty vék jedince

Home Page Life science R&D tools ~ Forensic ~ Drug Discovery projects ~
.
BIOVECTI S MSSCP genotyping method - Medical diagnostics projects ~ Drug Discovery service - Contact
.

References

The Age estimation calculator

The calculator estimates human age based on five epigenetic markers
Instruction:
1. Enter the percentage of marker methylation level (from 0 to 100%).
2. Press the AgePlex button - the estimated age will be shown in years
Marker [%]

ELOVL2-C7 |76

C1orf132 - C1

TRIM59 - C7

KLF14-C1 |7

w || g
IImNI

FHL2 - C2 41

AgePlex

Estimated Age
46

Obrazek ¢. 19: Kalkulator pro odhad véku dostupny na webu BioVectis, odhadovany vek je pro vzorek CZG-668.

5.2 Analyza kontrolni DNA

V prvni fazi byla nova verze kitu pro pyrosekvenaci otestovana pomoci kontrolni DNA
EpiTect Control DNA od firmy QIAGEN (pIné methylovana DNA, plné nemethylovana DNA
a jejich smés v poméru 1:1). Tato kontrolni DNA se vyuziva ke standardizaci systému.
Vysledky pyrosekvenacni analyzy u kontrolni DNA byly provedeny ve tfech opakovanich
(viz Tabulka ¢. 11).
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Tabulka €. 11: Procenta methylace u pln¢ methylované a pln¢ nemethylované kontrolni DNA a jejich smési
Vv poméru 1:1.

ELOVL2 Clorf132 TRIM59 KLF14 FHL2

[%0] [%0] [%0] [90] [%0] odhad véku
metylovana
DNA 79 80 89 (81|88 | 79|76 |71 |75 7865|123 | 122 | 113
nemetylovana
DNA 6 |6 | 7|5 4 16 3[4 |3 |3|5]4|3]10]10 9
smés DNA
1:1 3434|3438 41 |34 | 37 |36 |43 |42 |44 |24 |26 | 25| 58 | 57 | 58

Pozn.: Barevna vypli reprezentuje kvalitu vysledkt (modré/zlutéd/Eervend, viz vyse).

Primér procent methylace tii opakovani u vSech markert tii kontrol byl posléze
porovnan se vSemi dal§imi do testovani zapojenymi laboratofemi. Data z ostatnich laboratoti
byla pievzata z pfipravované védecké publikace ztohoto testovani: , Kampmann M.-L.,
Bearsting C., Drabek J., Papin J., Gauthier Q., Fleckhaus J., McCord B., Schneider P. M.,
Morling N. (2021): Collaborative exercise: Analysis of age estimation using the AgePlex kit
and the PyroMark Q48 platform* vytvofené ve spolupraci vSech péti laboratoti (Section of
Forensic Genetics, University of Copenhagen, Denmark; Institute of Legal Medicine,
University of Cologne, Germany; Laboratoire d'Hématologie Médico-Légale, France;
Department of Chemistry and Biochemistry, Florida International University, Miami, USA;
DNA laboratory IMTM, Palacky University Olomouc, the Czech Republic) (viz Tabulka ¢. 12
a 13).

Tabulka ¢. 12: Pramér procent methylace u vzorkd kontrolni DNA u vSech do testovani zapojenych laboratofi.

A, | s | P00 [IRIEED | TRITES) [
Olomouc 80 78 88 76 75

Dansko 72 73 98 78 55

plné methylovana DNA | Francie 80 85 90 80 56
USA 85 83 91 82 67

Némecko 73 85 88 77 38

Olomouc 6 5 4 3 4

5 ) Dansko 11 8 4 3 12
plné nergﬁlt'};\ylovana Francie 10 1 6 2 5
USA 9 7 4 2 3

Némecko 12 4 5 3 7

Olomouc 34 40 36 43 25

Déansko 38 42 49 49 33

smés 1:1 Francie 34 49 36 41 22
USA 36 49 40 43 35

Némecko 37 43 42 41 18
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Pramérna procenta methylace byla statisticky porovnana pomoci smérodatné odchylky

(SD) (viz Tabulka &. 13).

Tabulka ¢. 13: Hodnoty smérodatné odchylky u vzorki kontrolnich DNA.

kontrolni DNA ELOVL2 | Clorfl32 | TRIM59 | KLF14 | FHL2
plné methylovana DNA 4,86 4,66 3,69 2,15 12,51
plné nemethylovana DNA 2,06 2,45 0,80 0,49 3,19
smés 1:1 1,60 3,72 4,80 2,94 6,47

Na zéklad¢ hodnot SD lze vidét, ze nejnizsi odchylku z kontrolnich DNA vykazovala
naméfenych vSemi péti laboratoremi. Naopak pIné methylovana DNA vykazovala u vétsiny
markert vysoké hodnoty SD, coZ znaci i vysokou variabilitu v namétenych hodnotach procent
methylace mezi laboratoremi. Nejvyssi hodnoty SD byly pak zaznamenany u CpG lokusu
FHL2, kdy u plné¢ methylované kontroly byla hodnota SD dokonce 12,5. Zvlast¢ hodnoty
procent methylace z Danské laboratote byly velmi odlisné od hodnot z ostatnich laboratofi,
a také proto jsou ne€které hodnoty SD velmi vysoké. Na zédkladé¢ toho lze vyvodit, Ze vzorky
kontrolni DNA od firmy QIAGEN nejsou pfili§ vhodné pro standardizaci systému (vice
v Kampmann et al., 2021).

5.3 Analyza DNA z periferni krve ve tiech opakovanich

Ve 2) ¢asti byla nova verze kitu testovana na vzorcich DNA vyizolovanych z periferni
krve 15 darcu krve obou pohlavi ve véku 20-55 let. Kazdy vzorek byl analyzovan ve tiech
opakovanich. Nasledné byl vypocitan pramér hodnoty procenta methylace ze vSech tii

opakovani pro kazdy marker u kazdého jedince (viz Tabulka €. 14).

Tabulka ¢. 14: Procenta methylace ve tfech opakovanich s jejich primérmymi hodnotami pro vSechny markery
u 15 jedinci ve véku 20-55 let.

vzorek ELOVL? [% Clorf132 [% TRIMS9 [% KLF14 [%] FHL2 [%]
18-1494-DG-
4916CZG- | 43 | 46 | 48 475’ 35 | 33 | 27 371' 28 | 30 | 30 23’ 2(3|3]27] 27| 28] 28 277'
DNA-00285
19-0160-DG- o5 i ”
6616C2G- | 57 | 57 | 53 | > | 61 | 59 | 60 | 60 |32 | 34 |31 | % |4|4|3|37|30|30|2]|%
DNA-00703
18-1101-DG- " i
4214CzG- | 60 | 56 | 58 | 58 | 61 50 | 60 |26 | 23|27 | % |3|4|3|33|33|33|3 |2
DNA-00115
18-1423-DG-
4828CzG- | 58 | 60 | 58 5?' 58 | 53 | 56 5;" 20 | 30 | 32 3;" al3|3|33] 28|20 | 11 272'
DNA-00255
18-1126-DG- > ”
4240C2G- | 57 | 58 | 53 | 56 | 51 |57 | 51|53 |28 | 28| 26 | % |5|4|4|43| 30|20 |2 |%
DNA-00135
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vzorek ELOVL? [% Clorf132 [%] TRIM59 [% KLF14 [%] FHL2 [%]
18-1108-DG- o "
4221C2G- | 53 | 53 | 59 | 55 > |20 | 20| 26 |28 |a|4l4a] 4 |20|3|25 |2
DNA-00122

18-2425-DG-

5991 CZG- | 63 | 67 | 66 6;” 56 | 25 | 28 | 33 2?’ als|2|37] 34332 372'
DNA-00592

18-2015-DG-

5574 CZG- | 66 | 57 | 50 577’ 45 | 32 | 34 | 38 3;" 5|8|5| 6 | 35|33 33 3;"
DNA-00479

19-2825-DG- 60, 47, 37, 30,
ot 62 | 61 | 58 | D40 (38 |3 [ (7(7(4af6 . 35 | 34 | %
18-2018-DG-

5577CzG- | 63 | 62 | 66 673’ 577' 20 | 31 | 29 2?’ 5|5 447|355 |35 | 31 3;"
DNA-00482

18-1747-DG- — -

5182C2G- | 71 | 72 | 74 | "2 | 62 | 61 |60 | 61 |34 |38 |41 | |6|6|5|57 | 30 |38 | 40 | 30
DNA-00415

18-1251-DG- o " "
4482C2G- | 56 | 62 | 65 | 61 | 41 | 36 | 36 | 3| 34 | a7 | 36 | 2| 6|5|5(53| 38 |36 |35 |%
DNA-00193

18-0988-DG-

4073C2G- | 74 | 70 | 75 | 73 | 46 | 45 | 45 43?' 40 | 40 | 44 4?}' é 8|7(83]| 46 | 43 | 22 4?’
DNA-00052

18-1159-DG- o " i
4282C2G- | 77 | 74 | 76 | | a5 |45 | a7 || 45 | 42 | 42 | 43 | 8| 7|8 | 77| 43 | 46 | 42 | %
DNA-00160

18-0946-DG- " " o
4029CzG- | 76 | 78 | 77 | 77 | 45 | 48 > |52 [ a7 |50 | |s|8|8| 8 |30 |3 38|
DNA-00012

Pozn. Barevna vypln reprezentuje kvalitu vysledkd (modra/zluta/Cervena, viz vyse); tuéné hodnoty v zelenych
polich reprezentuji primér hodnot procent methylace u jednotlivych markerd.

Na zékladé hodnot z Tabulky ¢. 14 byly vypocitany hodnoty SD pro kazdy triplet
u kazdého markeru (viz Tabulka ¢. 15). Nasledné byla stanovena primérna SD pro kazdy

marker.

Tabulka ¢ 15: Smérodatna odchylka urovné methylace pro kazdy triplet a jejich primér u vSech markert.

Smérodatna odchylka hodnot methylace
marker | 285 | 703 | 115 | 255 | 135 | 122 | 592 | 479 | 10645 | 482 | 415 | 193 | 52 | 160 | 12 prggér
ELOVL2 | 252 | 231 | 2 | 1,15 | 2,65 | 346 | 208 | 802 | 208 | 208 | 153 | 458 | 2,65 | 1,53 | 1 2,64
Clorf132 | 416 | 1 1 | 252 | 346 | 289 | 265 | 1 231 | 252 | 1 |289|058 115|252 | 211
TRIM59 | 1,15 | 1,53 | 208 | 1,53 | 1,15 | 1,73 | 404 | 306 | 306 | 1,15 | 351 | 1,53 | 231 | 1,73 | 252 | 214
KLF14 | 058 | 058 | 058 | 058 | 058 | O | 153 | 1,73 | 173 | 058 | 058 | 058 | 1,53 | 058 | © 078
FHL2 | 058 | 1,15 | 058 | 10,12 | 058 | 306 | 153 | 115 | 7,23 | 231 | 1 | 153|208 | 208 | 1,53 | 243

Nejnizsi hodnota pruméru SD byla stanovena pro marker KLF14, ktery vykazoval SD

pouze 0,78. Methylace u KLF14 dosahuje nejni

A4

ZS1C

h hodnot ze vSech péti markert a rozsah

téchto hodnot je nizky, coz mize byt divodem nejnizsi variability u tohoto markeru. Nejvyssi
hodnoty priméru SD byly stanoveny na 2,64 u ELOVL2 a 2,43 u FHI2, coz bylo pfevazné
zpusobeno vysokou hodnotou SD u vzorka CZG479 (8,02) u ELOVL2 a CZG255 (10,12)
a 10645 (7,23) u FHL2. Obecné ale vSechny prumérné hodnoty SD u vSech markert vykazuji
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nizké hodnoty, coz znaci nizkou variabilitu mezi jednotlivymi opakovanimi. To potvrzuje, ze

tato metoda vykazuje pomérné vysokou robustnost.

Za pouziti kalkuldtoru véku od BioVectis byl na zaklad¢ udaja z Tabulky ¢. 14
vypocitan odhad véku u vSech 15 jedinct pro vSechna opakovani. Nasledné byl vypocitan

prumérny odhad véku u kazdého jedince (viz Tabulka ¢. 16).

Tabulka ¢. 16: Odhad veku pro 15 jedinch na zdklad€é hodnot z Tabulky €. 14 a jejich skutecny vek a vékova
kategorie.

pramér
vzorek vékova skute¢ny vék odhad véku odhadu
kategorie véku

18-1494-DG-4916 CZG-DNA-00285 20-25 20 27 31 34 31
19-0160-DG-6616 CZG-DNA-00703 20-25 23 28 30 25 28
18-1101-DG-4214 CZG-DNA-00115 20-25 25 28 26 28 27
18-1423-DG-4828 CZG-DNA-00255 20-25 25 29 31 25 28
18-1126-DG-4240 CZG-DNA-00135 20-25 28 32 29 28 30
18-1108-DG-4221 CZG-DNA-00122 20-25 29 25 28 26 26
18-2425-DG-5991 CZG-DNA-00592 30-35 30 31 35 34 33
18-2015-DG-5574 CZG-DNA-00479 30-35 32 40 39 34 38
19-2825-DG-10645 30-35 35 38 41 36 38
18-2018-DG-5577 CZG-DNA-00482 40-45 40 33 35 32 33
18-1747-DG-5182 CZG-DNA-00415 40-45 41 39 41 43 41
18-1251-DG-4482 CZG-DNA-00193 40-45 45 39 43 44 42
18-0988-DG-4073 CZG-DNA-00052 50-55 51 53 49 51 51
18-1159-DG-4282 CZG-DNA-00160 50-55 528 54 51 51 52
18-0946-DG-4029 CZG-DNA-00012 50-55 55 54 52 55 54

Hodnoty z Tabulek ¢. 14 a 16 byly pouzity ve spolecném testovani nové verze kitu,
kterého se kromé nasi laboratote zicCastnily Ctyfi dalsi forenzni laboratofe z Danska, Francie,
Némecka a USA (viz 5.2 Analyza kontrolni DNA; Kampmann et al., 2021). Dohromady bylo
pouzito 49 vzorki DNA jedincti ve véku 20-69 let ze vSech péti laboratofi. Vysledky z tohoto

testovani jsou pouzity v diskusi této diplomové prace.

5.4 Analyza DNA z periferni krve

V c¢asti 3) bylo otestovano 217 jedinct bez opakovani. Pouze vzorky, u kterych byly
vysledky analyzy Spatné (velky rozdil odhadovaného véku oproti chronologickému, rozdil 8 let
a vice), byly analyzovany znovu. Opétovné analyze bylo podrobeno 18 vzorki. Spatné

vysledky mohly byt zptisobeny chybou pii nékterém kroku v metodice (chyba pii pipetovani,
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kontaminace vzorku, chybné nafedéni primerd atd.) nebo pouzitim zavadnych chemikalii
(bisulfita¢ni roztok je velice citlivy a pouziti tohoto roztoku po datu exspirace muze vést ke
Spatnym vysledkiim analyzy). Pfi opétovném velkém rozdilu mezi odhadovanym a skute¢nym
vékem byla procenta methylace obou méfeni zprimérovana a tyto pruméry byly pouzity pro
stanoveni véku. V piipadé vyrazné lepsiho vysledku pii opakovaném pokusu byl bran pouze
ten pokus s lepsim vysledkem. Do analyzy vysledkt byly zafazeny i vzorky z Casti 2), takze
v ¢asti 3) bylo dohromady analyzovano 232 vzorka. Methylace u kazdého ze vzorki z ¢asti 2)
byly zprimérovany a z téchto primérnych procent byl vypocitan v€k jedince zatfazeny do této
Casti analyzy (viz Tabulka ¢. 14, Gdaje v zelenych polich). Vzorky pochazely z let 2018-2019
(dva vzorky pochazely z roku 2021, nebot’ musely byt znovu izolovany) a byly otestovany uz
1. verzi daného kitu laboratorni technickou Mgr. Helenou Jurtikovou ve spolupraci s dal§imi
pracovniky DNA laboratoife IMTM. 1. verze Kitu byla zaloZena na stejném principu a vyuZzivala
stejnych CpG mist, ale jeji pfesnost nebyla dostatecnd pro komeréni vyuZiti (rozdil mezi
chronologickym a odhadovanym vékem byl pfili§ vysoky u velké ¢asti vzorkd, viz Ptiloha €. 3).
Proto byla vyvinuta nova verze s novymi primery, ktera je nyni testovana na stejnych vzorcich

jako 1. verze pro porovnani obou verzi mezi sebou.

Kompletni seznam hodnot procent methylace u v§ech CpG mist u vsech péti markerd
(ELOVL2, Clorf132, TRIM59, KLF14, FHL2) pro 2. verzi (mnou testovana) a 1. verzi
(testovana Mgr. Jurtikovou) kitu véetné hodnoceni kvality vysledkt (pouze pro 2. verzi Kitu)
vSech 232 darcu krve testovanych ve 2) a 3) Casti lze nalézt v ¢asti Ptilohy (Pfiloha ¢. 2). Na
zaklade téchto hodnot byl odhadnut vék u vsech jedinct (pomoci BioVectis kalkulatoru véku).
V Priloze €. 3 lze vidét odhadovany vék vSech 232 testovanych jedinct pro oba Kity a jejich
skute¢ny chronologicky vek. Jedinci byli také rozdéleni do vékovych kategorii po 10 letech pro

srovnani presnost i U jednotlivych vékovych skupin.

Statisticka analyza dat byla provedena ve spolupraci s Mgr. Janou Vrbkovou, Ph.D.

5.4.1 Korelacni analyza véku

Na zéklad€ hodnot odhadu veéku (viz Ptiloha €. 3) byla provedena korela¢ni analyza,
ktera ukazuje vzdjemnou linearni zdvislost mezi dvéma veliCinami, v tomto pfipadé¢ mezi
chronologickym vékem a odhadovanym vékem u vSech jedinch podrobenych testovani.
Korelaéni koeficient (r) miize nabyvat hodnot od -1 az do 1 a vyjadiuje miru zavislost mezi

veli¢inami (1 = piima zavislost; -1 = nepfima zavislost; 0 = neni zadna zavislost).
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Pro 2. verzi kitu (testovana mnou) bylo r = 0,94 a pro 1. verzi (testovana
Mgr. Jurtikovou) bylo r = 0,89. Ob¢ tyto hodnoty znaci pomérné€ vysokou miru korelace, tedy
ze je zde vysokd zavislost mezi chronologickym a odhadovanym vékem. Pfi porovnani obou
verzi kit 2. verze vykazuje vyssi korelaci nez 1. verze, coz naznacuje i vyss$i piesnost analyzy

u této verze. To lze nazorné vidét na Obrazku ¢. 20, ktery ukazuje korela¢ni graf obou verzi.

korelagni graf pro 1. verzi kitu korelaéni graf pro 2. verzi kitu
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Obrazek ¢. 20: Korelaéni grafy zavislosti mezi chronologickym a odhadovanym vékem u 1. a 2.verze Kitu.

Pti porovnani obou grafii je vidét, Ze data u 2. verze jsou bliZze ke spojnici trendu nez
u 1. verze. Koeficient determinace (r?), ktery vyjadfuje kvalitu modelu je r?= 0,884 u 2. verze
ar>=0,792 u 1. verze. Model predikce véku pro 2. verzi kitu tedy vysvétluje 88,4 % vékového
rozptylu, zatimco 1. verze kitu vysvétluje 79,2 % vekového rozptylu. Na zaklad¢ téchto hodnot
Ize vyvadit, Ze silngjsi korelace u 2. verze kitu pravdépodobné znaci jeho vyssi piesnost oproti

1. verzi, coz ale musi byt potvrzeno vypoctem stiedni absolutni odchylky pro oba kity.

5.4.2 Stredni absolutni odchylka

Nasledné byl proveden vypocet sttedni absolutni odchylky (MAD z anglického mean
absolute deviation) zahrnujici vSech 232 testovanych jedinci, a pak byl MAD stanoven pro
kazdou vekovou kategorii zvlast. Vekové kategorie byly rozdéleny po 10 letech kromé posledni
kategorie zahrnujici jedince ve véku 50-63 let. MAD byl vypocitan pro obé verze kitu na
zéklad¢ dat z Prilohy €. 3 (viz Tabulka €. 17).

49



Tabulka ¢. 17: Hodnoty MAD pro jednotlivé vékové skupiny a celkovy MAD pro 2. a 1. verzi kitu.

vékova skupina | pocet jedinca | MAD 2. verze | MAD 1. verze

20-29 let 42 2,95 let 3,71 let
30-39 let 65 2,98 let 6,91 let
40-49 let 63 2,65 let 9,92 let
50-63 let 62 4,18 let 13 let

20-39 let 107 2,97 let 5,66 let
40-63 let 125 3,42 let 11,60 let
celkovy 232 3,21 let 8,78 let

MAD vyjadiuje pramérnou vzdalenost mezi kazdou hodnotou dat a primérem. Ukazuje
miru variability v systému, kdy jsou hodnoty MAD pfimo imérné variabilité dat. V tomto
ptipadé¢ ¢im vysSich hodnot MAD dosahne, tim vétsi je rozdil mezi chronologickym
a odhadovanym vékem. To znamend, Ze ¢im nizSich hodnot MAD dosahne, tim je dany kit
presnéjsi. Na zaklad¢ Tabulky ¢. 17 l1ze vidét, Ze piesnost 2. verze kitu je mnohem vyssi nez
ptesnost 1. verze. Hodnoty MAD pro vékové kategorie a celkovy MAD pro 2. verzi jsou pii
porovnani s 1. verzi niz$i u nékterych kategorii dokonce i vice nez 3x. Celkovy MAD = 3,21 let
pro 2. verzi kitu ukazuje, ze praimérny rozdil mezi chronologickym vékem a odhadovanym
vékem zahrnujici vSechny testované jedince je 2,7x nizsi nez ul. verze Kitu, kde je
MAD = 8,78 let. Nejmensi rozdil v hodnotaich MAD mezi 1. a 2. verzi kitu byl zaznamenan
u nejmladsi v€kové kategorie 20—29 let. Rozdil v hodnotich MAD mezi obéma Kity roste
s vékem. Hodnoty MAD u jednotlivych vékovych kategorii u 1. verze kitu vykazuji zvySujici
je MAD dokonce 13 let. Na zakladé MAD hodnot pro 1. verzi kitu Ize tedy vidét, Ze tento kit
je velmi nepfesny, tudiz nevhodny pro komercni ucely. Naopak 2. verze kitu vykazuje nizké

hodnoty MAD a zda se byt vhodnou pro pouziti ve forenznich védach.

U 1. verze kitu lze vidét, Ze hodnoty MAD s vékem rostou a nejnizSich hodnot
dosahoval MAD u nejmladsi veékové kategorie (3,71 let; 20-29 let) a nejvysSich hodnot
u nejstarsi vékové kategorie (13 let; 50-63 let). Naopak u 2. verze kitu jsou hodnoty MAD pro
jedince 20-29 let, 30—39 let a 4049 let podobné (2,95; 2,98 a 2,65 let), az u vékové kategorie
MAD bylo u této verze stanoveno u vékové skupiny 40-49 let (2,65 let), coz ukazuje na nejvetsi
piesnost odhadu pro tuto kategorii. Rozdil v piesnosti Kitu u nejstar$i kategorie mize byt
zpusoben faktory, které ovliviiuji methylaci DNA, jako je zivotni styl, socioekonomicky status

atd. (viz 3.1.2 Forenzni epigenetika) a epigenetickym driftem (viz 3.2.1 Urcovani véku na

50



zakladé methylace DNA). S vékem tedy narusta variabilita Vv methylaci DNA, coz mize logicky

vysvétlit nizsi presnost v odhadu véku u starsich jedinct.

Analyza MAD potvrzuje vysledky korela¢ni analyzy veku, a sice ze 2. verze kitu je
opravdu piesnéjsi nez 1. verze. U hodnot MAD je tento rozdil jesté 1épe pozorovatelny nez
u korela¢ni analyzy véku. Zlepsila se i pfesnost odhadu u starSich jedinct (zvlasté pro jedince
do 49 let). I proto se zda byt tato verze vhodna pro komercni ucely, nebot’ vyrazné zlepsila tento

nedostatek z piedchozi verze kitu.

5.4.3 Korela¢ni analyza methylace a véku

Pro ovéteni zavislosti mezi irovni methylace a vékem jedince byla provedena korela¢ni
analyza pro kazdé CpG misto u vSech péti markerti u obou kitli na zaklad¢ dat z Ptilohy ¢. 2.
Hodnoty blizké r = 1 vyjadiuji pozitivni korelaci, tedy ¢im je jedinec starsi, tim vyssich hodnot
procento methylace dosahuje. Naopak hodnoty blizké r = -1 vyjadifuji negativni korelaci
a procento methylace s pfibyvajicim vékem klesa. Hodnoty blizké r = 0 nevykazuji Zadnou

korelaci, neni zde tedy Zadna zavislost mezi vékem jedince a procentem methylace.

Pro 1. verzi kitu bylo r stanoveno: r =0,52 pro ELOVL2, r =-0,72 pro Clorf132, r= 0,68
pro TRIM59, r = 0,75 pro KLF14 ar = 0,69 pro FHL2.

Pro 2. verzi kitu bylo r stanoveno: r = 0,74 pro ELOVLZ2, r =-0,62 pro Clorf132,r=0,7
pro TRIMS59, r = 0,7 pro KLF14 ar = 0,83 pro FHL2.

Na Obrazcich €. 21-25 lze nazorn€ vidét korelaci u vSech markeri mezi procenty

methylace a chronologickym vékem.

korelaéni graf pro ELOVL2 (CpG7)
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Obrazek ¢. 21: Korelaéni graf pro CpG7 u ELOVL2 ukazujici zavislost mezi % methylace a vékem u obou kitt.
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korelaéni graf pro C1orf132 (CpG1)
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Obrazek ¢. 22: Korelaéni graf pro CpG1 u C1orfl32 ukazujici zavislost mezi % methylace a vékem u obou kitd.

korelaéni graf pro TRIM59 (CpG7)
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Obrazek ¢. 23: Korelaéni graf pro CpG7 u TRIM59 ukazujici zavislost mezi % methylace a vékem u obou kitd.

korelacni graf pro KLF14 (CpG1)
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Obrazek ¢. 24: Korelaéni graf pro CpG1 u KLF14 ukazujici zavislost mezi % methylace a vékem u obou kitd.
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korelaéni graf pro FHL2 (CpG2)
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Obrazek ¢. 25: Korelacni graf pro CpG2 u FHL2 ukazujici zavislost mezi % methylace a vékem u obou kitd.

Dle hodnot r a Obrazkta ¢. 21-25 lze pozorovat, ze marker C1orfl32 jako jediny
vykazuje negativni korelaci, tzn. s vzristajicim vékem hodnoty methylace klesaji. Ostatni

4 markery vykazuji pozitivni korelaci a jejich hodnoty methylace rostou s vékem.

Nejvyssi korelaci pro 1. verzi kitu vykazoval marker KLF14, ktery vysvétlil 56,3 %
(r?=0,563) vékového rozptylu v této sadé vzorkt. U 2. verze tento marker vykazoval o trochu
niz§i korelaci s vysvétlenim 49 % (r? = 0,49) vékového rozptylu. Naopak nejvyssi korelaci pro
2. verzi kitu vykazoval marker FHL2, ktery vysvétlil 68,9 % (r?> = 0,689) vékového rozptylu.
Tento marker vykazoval vyrazné niz$i korelaci pro 1. verzi kitu s vysvétlenim 47,6 %
(r?=0,476) vékového rozptylu Vv této sadé. Nejnizsi korelace bylo dosazeno u ELOVL2 pro
1. verzi kitu, ktery vysvétlil pouze 27 % v€kového rozptylu. Tento marker zaznamenal nejvyssi
rozdil v hodnotach r a 12, a tedy v korelaci mezi obéma kity. U 2. verze kitu ELOVL2 Vysvétlil
u Clorf132 s vysvétlenim 38,4 % (r? = 0,384), zatimco u 1. verze tento marker vysvétlil 51,8 %
(r* = 0,518). Nejmensi rozdil v korelaci mezi obéma kity byl zaznamenan u markeru TRIM59,
ktery vysvétlil 49 % (r? = 0,49) vékového rozptylu pro 2. verzi kitu a 46,2 % (r? = 0,462) pro

1. verzi kitu.

Pti porovnani korelace mezi obéma kity 2. verze vykazovala vyssi korelaci pro markery
ELOVL2, TRIM59 a FHL2, i kdyz u TRIMS59 byl tento rozdil velmi nizky. Markery C1orf132

a KLF14 vykazovaly naopak vyssi korelaci u 1. verze kitu.
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Pro posouzeni variability urovn¢ methylace mezi obéma kity byla provedena korela¢ni
analyza pro kazdy z 5 markerti na zéklad¢ dat z Prilohy €. 2 (viz Obrazek €. 26). Barevné body
znadi jednotlivé vékové skupiny (2029 let Cerna, 30-39 let rizova, 4049 let zelena, 5063 let

modra). Ciselné hodnoty na ose X a Y reprezentuji procenta methylace u jednotlivych markeri.

kit2

kit2

Obrazek ¢. 26 : Korelace urovné methylace pro ELOVL2, Clorf132, TRIM59, KLF14 a FHL2 pro oba Kity.

5.4.4 Korela¢ni analyza methylace pro 2. a 1. verzi kitu
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Cim je hodnota r blizsi k 1, tim vice jsou si hodnoty procent methylace u 2. a 1. verze
kitu podobné, a tim je vétsi zavislost mezi obéma kity pro dany marker. Hodnoty r blizké
0 neznaci témét zadnou korelaci, tzn. Ze procenta methylace jsou velmi odlisna a nevykazuji
zadnou zavislost mezi 2. a 1. verzi kitu pro dany marker. Negativni korelace (hodnoty blizké

r =-1) nebyla v tomto modelu o¢ekavana.

Nejvyssi korelace dosahoval marker KLF14 s r = 0,75, ktery vysvétluje 56,3 %
(r?=10,563) variability v methylaci. Tento marker dosahuje nejniz§ich hodnot procent
rozptyl ze vSech markerti, coz miize byt diivodem nejvyssi korelace. Druha nejvyssi korelace
byla zaznamenana u markeru FHL2 s r = 0,67, ktery vysvétluje 44,9 % (r?= 0,449) variability
v methylaci, a ktery u 2. verze Kitu také zaznamenal nejvyssi korelaci s vékem. U TRIM59 bylo
r = 0,63 s vysvétlenim 39,7 % (r> = 0,397) varibality v methylaci a u C1lorf132 bylo r = 0,57
s vysvétlenim 32,5 % (r? = 0,325) variability v methylaci. Téméi zadnou korelaci nevykazoval
marker ELOVL2 s r = 0,34, ktery vysvétluje pouze 11,6 % (r? = 0,116) variability v methylaci,
tzn., procenta methylace se u tohoto markeru mezi kity velmi lisila. Pravé marker ELOVL2 ma

nejvetsi vliv na predikovany veék v tomto modelu a jeho rozdilné hodnoty mezi obéma kity

muzou vysvétlit tak nizkou presnost 1. verze kitu.

5.4.5 Navrhy modeli pro 2. a 1. verzi kitu

Jak jiz bylo zminéno dfive, oba kity vychazi z modelu z polské studie Zbie¢-Piekarska
et al., 2015. Na tomto modelu, jehoz rovnice je uvedena v kapitole 5.1 Hodnoceni analyzy
pomoci PyroMark Q48 Autoprep Software a BioVectis kalkulatoru véku, je zalozen BioVectis
kalkulator véku, ktery byl pouzit ke stanoveni odhadu veéku na zakladé procent methylace
u jednotlivych markert v této praci. Pivodné se zdalo, Zze polsky model nesedi na ¢eskou
populaci, a to na zakladé vysledku z 1. verze kitu. 2. verze kitu, ktera byla testovana v této praci
naopak ukazuje, ze polsky model se zda byt vhodny. Tato 2. verze se tedy zda byt vyhovujici
pro komercni uziti ve forenzni praxi. Statisticka Mgr. Jana Vrbkova, Ph.D. se pokusila na

zaklade vysledka 1. a 2. verze kitu vytvorit nové modely pro vétsi pesnost téchto kitt.

Model 1A: 15,87005 + 0,16392 x C7 ELOVL2 - 0,37845 x C1 Clorfl32 + 0,39970 x C7
TRIM59 + 1,46335 x C1 KLF14 + 0,43050 x C2 FHL2 = odhadnuty vék jedince

Model 1B: 15,87005 + 0,25926 x C7 ELOVL2 - 0,28304 x C1 Clorf132 + 0,51142 x C7
TRIM59 + 1,51346 x C1 KLF14 + 0,44340 x C2 FHL2 = odhadnuty v¢k jedince
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Model 2A: -2,41053 + 0,43474 x C7 ELOVL2 - 0,33487 x C1 Clorfl32 + 0,24279 x C7
TRIMS9 + 0,98050 x C1 KLF14 + 0,46106 x C2 FHLZ2 = odhadnuty vek jedince

Model 2B: -2,41053 + 0,42637x C7 ELOVL2 - 0,35274x C1 C1orfl132 + 0,22305x C7 TRIM59
+0,96762x C1 KLF14 + 0,45902 x C2 FHL2 = odhadnuty v&k jedince

Model 1A a 1B byl vytvoien pro 1. verzi kitu a model 2A a 2B byl vytvoien pro 2. verzi
kitu. Vsechny 4 modely byly vyzkouseny na obou verzich Kitu zahrnujici vS§ech 232 testovanych
jedinct. Nasledné byly stanoveny hodnoty MAD pro kazdy model u obou kit (viz Tabulka
¢. 18).

Tabulka ¢. 18: Hodnoty MAD pro modely 1A, 1B, 2A a 2B pro 1. a 2. verzi kitu.

hodnoty MAD
1. verze kitu 2. verze Kitu
model 1A 2,99 let 5,34 let
model 1B 2,91 let 5,65 let
model 2A 7,86 let 2,31 let
model 2B 7,77 let 2,32 let
polsky model 8,78 let 3,21 let

Hodnoty MAD v Tabulce ¢. 18 ukazuji, ze kazdy z modeld vykazuje pomérné vysokou
ptesnost pro kit, pro ktery byl zkonstruovan, ale pro druhy z kit vykazuje nizsi pfesnost. Na
druhou stranu modely 2A a 2B vykazuji vyssi pfesnost pro 1. verzi kitu nez polsky model (MAD
7,86 let a 7,77 let vs. 8,78 let). Do budoucna lze tedy uvazovat o pouziti jednoho z téchto
modelt namisto polského modelu, ale to by nejprve vyzadovalo jejich ovéfeni na dalsich sadach
vzorkil (bylo by dobré zahrnout jest¢ mladsi kategorii pod 20 let a starsi kategorii nad 63 let).
I ptes vyssi presnost 1. verze kitu pfi pouziti modeli 2A a 2B je pfesnost u této verze stale velmi
nizka, a tudiz nedostate¢na pro pouziti ve forenzni praxi. Naopak vysoka ptesnost 2. verze byla
Vv této praci statisticky potvrzena a pfi pouziti modelu 2A ¢i 2B by potencionalné mohlo byt

dosazeno jesté lepsich vysledk.
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6. DISKUSE

vvvvvv

forenznich véd. Existuji rtizné metody pro urceni veéku jedince (viz 3.2 UrCovani veku).
Z nejslibnéjsich jsou metody zaloZzené na methylaci DNA (viz 3.3 Bisulfitickd konverze,
3.5 Bisulfitické sekvenovani a 3.6. Dalsi metody analyzy methylace). Cilem této diplomové
prace bylo provést validaci kitu PyroMark Q48 FX Age Assay, kterou vyvinula némecka firma
QIAGEN na zéklad¢ polského vyzkumu (Zbie¢-Piekarska et al., 2015). Podstatou této metody
je stanoveni urovn¢€ methylace u 5 CpG mist u 5 gend (CpG mista 7 pro ELOVL2, CpG mista
1 pro Clorfl32, CpG mista 7 pro TRIM59, CpG mista 1 pro KLF14 a CpG mista 2 pro FHL2)
pomoci bisulfitické pyrosekvenace. Jiz dfive byla vyvinuta 1. verze kitu, ktera byla otestovana
v DNA laboratoii IMTM Mgr. Jurtikovou a dal§imi ¢leny laboratofe. Tato verze ale nebyla
dostate¢né presnd, proto byla vyvinuta 2. verze kitu, jejiz testovani je pfedmétem této prace.

2. verze Kitu byla testovana na stejnych vzorcich jako 1. verze.

Zminéné markery byly ve studii Zbiec¢-Piekarska et al., 2015 vyselektovany ze
41 kandidatnich CpG mist u 8 gend (kromé zminénych jest¢ SLC6A4, F5 a CCDC102B).
Téchto 8 genti bylo vybrano na zékladé vyzkumu Hannum et al., 2013. Podstatou polské studie
s vékem. Nizky pocet markert je dileZity pro moznost rutinniho testovani (s vysokym poctem
markeri by byla analyza pftili§ komplikovand), ale nizky pocet markert by nemél byt na tkor
pfesnosti analyzy. Byla vybrana zminéna CpG mista, kdy nejvétsi korelaci vykazoval marker
ELOVL2 st = 0,912 a r?> = 0,83 (83 %). Pouziti pouze jednoho markeru by bylo ale velice
nepiesné, proto se pro testovani pouzily jesté dalsi 4 markery (dle miry korelace): Clorfl32
sr=-0,889 ar? = 0,79 (79 %), TRIM59 sr = 0,863 a r? = 0,74 (74 %), FHL2 sr=0,843
ar’=0,712 (71 %) aKLF14sr=0,731ar?>=0,53 (53 %).

Korelace u téchto markerti u 1. a 2. verze Kitu na Ceskych vzorcich byla nizsi nez
u polské studie (Zbie¢-Piekarska et al., 2015) azna KLF14 u 1. verze kitus r=0,75ar? = 0,563
(56,3 %). KLF14 vykazoval nejvyssi korelaci ze vSech markerti pro 1. verzi kitu a dosahl
I mirn€ vyssi korelace nez u polské studie, kde ale tento marker dosahuje nejnizsi korelace ze
vSech 5 markert. Nejvyssi korelace pro 2. verzi kitu byla zaznamenana u FHL2 s r = 0,83
ar>=0,689 (68,9 %), i presto jsou tyto hodnoty mirné niz§i nez u FHL2 markeru v polské studii.
Dtivodem vyssi korelace u polské studie miize byt zahrnuti vice jedincii mlads$i generace

(zahrnuta i vékova skupina 2—19 let), ktefi u tohoto modelu zpravidla vykazuji lepsi vysledky.
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Marker ELOVL2, ktery vykazoval nejvétsi korelaci v polské studii, vykazoval v ¢eské
populaci vyrazné nizsi hodnoty pro 2. verzi kitu s r = 0,74 ar? = 0,548 (54,8 %). U 1. verze Kitu
hodnoty spolu téméf nekorelovaly (r = 0,52 a r> = 0,27 (27 %). Tak nizkéa korelace byla
neocekavana vzhledem k mnoha studiim, které zaznamenaly vysokou korelaci s vékem
u tohoto markeru (Garagnani et al., 2012; Bacalini et al., 2017; Sukawutthiya et al., 2021).
ELOVL2 ma navic v modelu nejvétsi vliv na predikovany vek (viz linedrni regresni rovnice
Vv kapitole 5.1 Hodnoceni analyzy pomoci PyroMark Q48 Autoprep Software a BioVectis
kalkulator véku), kdy 1 velmi maly rozdil v hodnoté procenta methylace u tohoto markeru miize
zménit odhadovany vék, coz miize plsobit nepfesny odhad véku. To je moznou pfi¢inou velmi
nizké presnosti 1. verze kitu. Nizka korelace u tohoto markeru u 2. verze kitu byla
pravdépodobné zpusobena extrémné nizkymi hodnotami procent methylace u téch vzork,
které software vyhodnotil jako Spatné (Cervend barva), ale na zaklad¢ vysoké presnosti odhadu

véku byly 1 pfes Spatné hodnoceni kvality do analyzy zatazeny.

Nejniz§i hodnoty pro 2. verzi kitu vykazoval C1orf132 (r = -0,62 a r*> = 0,384 (38,4 %).
V ptipravované publikaci Kampmann et al., 2021, kterého byla ¢ast mé analyzy soucasti
(testovani kontrolni DNA a 15 vzorkl ve tfech opakovani), nevykazoval tento marker témér
zadnou korelaci (r = -0,25 ar? = 0,06 (6 %). Navic kvalita vysledki u tohoto markeru byla
velmi Spatnd, ve vétSin¢ ptipadd software vyhodnotil vyslednou analyzu markeru
jako neuspésnou (Cervena barva) ¢i s moznymi komplikacemi (zluta barva). Bylo by tedy
vhodné ovétit informativnost tohoto markeru a ptipadné uvazovat o jeho vytfazeni z analyzy ¢i

jeho nahrazeni jinym CpG mistem na témzZe genu ¢i jinym genem.

I ptfes vyrazné nizkou korelaci vétSiny markerd v tomto testovani pouzity model
vysvétlil 88,4 % (r = 0,94; r? = 0,884) vékového rozptylu u Seské populace u 2. verze Kitu, coz
je pomérn¢ vysoké procento. 1. verze kitu vykazovala horsi vysledky s vysvétlenim 79,2 %
(r =0,89; r>= 0,792) vékového rozptylu, coz naznacuje vyssi presnost nové verze kitu. Plivodni
polska studie (Zbie¢-Piekarska et al., 2015) vykazovala lepsi vysledky, a sice 94 %, coz mize
byt zptsobeno jiz zminénym zahrnutim vékové skupiny 2-19 let. Pfipravovana studie na
2. verzi kitu z péti laboratoii (Kampmann et al., 2021) vykazovala horsi vysledky nez 2. verze
kitu v nasi laboratofi, a sice 83 %, coz mohlo byt zplisobeno nizkym poétem vzorkl (49 vzorki
pro testovani). Dvé korejské studie (Cho et al., 2017; Jung et al., 2019) a jedna singapurska
studie (Thong et al., 2017), které také vychazely z polského modelu, vykazovaly taktéz
vysokou piesnost predikce veéku s 96 % (Cho et al., 2017), 93 % (Jung et al., 2019) a 95,5 %
(Thong et al., 2017). Ob¢ korejské studie testovaly 100 jedinci a singapurska studie testovala
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116 jedincti. Vyssi presnost mohla byt dana niz§im poc¢tem testovanych jedincti nebo také zde
mohla hrat roli ptislusnost k jiné etnické skupiné (v korejskych studiich vzorky pochazely od
Korejcti, v singapurské studii vzorky pochazely od Cinanti, Malajcti a Indd z populace

Singapuru).

Pro urCeni ptesnosti testovani byl stanoven MAD jak pro vSechny jedince zahrnuté
V testovani, tak pro jednotlivé veékové kategorie. Celkovy MAD byl stanoven na 3,21 let,
zatimco v 1. verzi Kitu byl MAD 8,78 let. Je tedy zjevné, ze 1. verze kitu nemize byt pouzita
pro komer¢ni tcely, proto byla vyvinuta zde testovana 2. verze. Vysledek této nové verze je dle
mého ndzoru velice dobry a tento kit se zdd byt vhodny pro komeréni vyuziti ve forenznich
laboratofich. Navic MAD pro tento kit dokonce vykazuje lepsi vysledky nez v polské studii
(Zbie¢-Piekarska et al., 2015), kde byl MAD stanoven na 3,9 let. Tento rozdil miuze byt
zpusoben zahrnutim starSich jedincti do testovani u polské studie (v€kova skupina 6075 let,
kdy u testovani v této praci byl maximalni vek testovaného jedince 63 let). U korejské studie
(Cho et al., 2017) byl MAD stanoven na 4,18 let a u singapurské studie (Thong et al., 2017)
byl MAD stanoven dokonce na 4,8 let. Tyto vysledky jsou horsi nez u 2. verze Kitu a u polské
studie. Muize zde hrat roli niz8i pocet vzorki a vek testovanych jedinct. Je otazkou, zda vyssi
hodnoty MAD mohou byt ovlivnény etnicitou testovanych jedincl, nebot’ v druhé korejské
studii (Jung et al., 2019) byl MAD vyrazné nizsi nez u studie Cho et al., 2017, a sice 3,48 let.

MAD byl stanoven i pro jednotlivé v€kové kategorie pro ob¢ verze kitu a srovnan
s polskou studii (Zbiec¢-Piekarska et al., 2015) a korejskou studii (Cho et al., 2017) (viz Tabulka
¢. 19).

Tabulka 19: Hodnoty MAD pro jednotlivé vékové kategorie u 2. a 1. verze kitu a u polské (Zbiec¢-Piekarska et al.,
2015) a korejské (Cho et al., 2017) studie.

2. verze kitu 1. verze kitu | Zbiec¢-Piekarska et al., 2015 | Choetal., 2017
2-19 let X X 2,8 let X
20-29 let 2,95 let 3,71 let X 2,42 let
30-39 let 2,98 let 6,91 let X 2,47 let
20-39 let 2,97 let 9,92 let 3,3 roky X
40-49 let 2,65 let 13 let X 3,82 let
50-59 let/50-63 let 4,18 let 5,66 let X 4,16 let
40-59 let/40-63 let 3,42 let 11,60 let 3,9 let X
60-69 let X X X 8,67 let
70-74 let X X X 12,28 let
60-75 let X X 5,6 let X
celkovy 3,21 let 8,78 let 3,9 let 4,18 let

Pozn.: Vékova skupina 50-59 let byla u publikace Cho et al., 2017, zatimco 50-63 let bylau 2. a 1. verze
kitu (pouze 3 vzorky nad 59 let), vékova skupina 4059 let byla u Zbie¢-Piekarska et al., 2015, zatimco 4063 let
u 2. al. verze kitu (pouze 3 vzorky nad 59 let).
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Pii porovnani 2. a 1. verze mezi sebou byl MAD u vSech vékovych kategorii pro 2. verzi
nékolikrat nizsi nez pro 1. verzi, coz potvrzuje nepouzitelnost 1. verze ve forenznich védach.

Ve studii Cho et al., 2017 byly hodnoty MAD pro jedince ve véku 20-29 let a 30—39 let
vékovych skupin tedy vyssi nez u 2. verze kitu, coZz je piekvapivé vzhledem k vysokému
celkovému MAD 4,18 let u této studie. Tato hodnota je dle vSeho zplisobena vysokymi

hodnotami MAD pro starsi testované jedince ve véku 60 az 74 let.

U polské studie (Zbiec¢-Piekarska et al., 2015) kategorie 20-39 let a40-59 let

vykazovaly niz§i ptesnost nez u 2. verze kitu, coz mohlo byt zptisobeno drobnymi rozdily

Vv analyze (rozdil v objemech u PCR reakce, rozdil v programu PCR reakce atd.).

U vétsiny studii byla zaznamendna nizsi presnost odhadu se vzristajicim vékem
testovanych jedinct. V 1. verzi kitu, v polské studii (Zbiec¢-Piekarska et al., 2015) a v korejské
studii (Cho et al., 2017) se MAD vékovych skupin postupné zvySoval, tedy kazda nasledujici
vékova skupina dosahovala vyssich hodnot MAD nez skupina pied ni. U 2. verze kitu byly
zaznamenany nejvySsi hodnoty MAD u nejstarsi kategorie (50-63 let). U vékovych kategorii
20-29, 30-39 a 4049 let dosahoval MAD podobnych hodnot, nejniz§si MAD byl piekvapivé
stanoven pro kategorii 4049 let. Nizsi pfesnost odhadu u starich jedincti miize byt zptisobena
faktory, které ovliviiuji irovenl methylace DNA. Kromé véku jsou to faktory jako Zivotni styl,
vliv prostiedi, nemoci (viz 3.1.2 Forenzni epigenetika), kdy jejich pisobenim mize dojit
k epigenetickému driftu (viz 3.2.1 UrCovani v€ku na zakladé methylace DNA). S vékem tedy
dochazi k narustu variability v methylaci DNA, coz miiZze ovlivnit vysledek predikovaného

veéku. Nejvetsi variabilita je pak logicky zaznamenana u starSich jedinci.

Polska studie Spolnicka et al., 2018 testovala dané markery na jedincich s urcitymi
nemocemi, které mohou byt potencionaln¢ spojeny se zrychlenym starnutim organismu
a mohou ovlivnit pfesnost predikovaného veéku. Tti skupiny testovanych jedincii byly:
31 pacientti s Alzheimerovou nemoci s Casnym zacatkem, 68 pacientti s Alzheimerovou nemoci
S pozdnim zaCatkem a 91 pacientd s Gravesovou—Basedowovou nemoci. U pacientt
s Alzheimerovou nemoci s pozdnim zacatkem nemoc neovlivnila stav methylace danych
markert, a tedy neméla vliv na odhadovany vék. Pacienti s Alzheimerovou nemoci s ¢asnym
zaCatkem a s Gravesovou—Basedowovou nemoci vykazovali zrychlenou hypermethylaci C7
u TRIMS9 zvlasté u mladsich jedincti, coz mélo vliv na piesnost odhadu véku (v praiméru 9 let
pro Alzheimerovu nemoc). Pro skupinu s Alzheimerovou nemoci s ¢asnym zacatkem byla
umladSich jedinci zaznamenana zvySena methylace u Cl1 KLF14. Pro skupinu
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s Gravesovou-Basedowovou nemoci byla u mladsSich jedincti zaznamenana sniZzena methylace
u C2 FHL2. Pouze u markertit ELOVL2 a C1orf132 nebyl zaznamenan vliv zminénych nemoci
na jejich methylaci. Tato studie tedy potvrzuje hypotézu o ovlivnéni odhadu véku dal$imi
faktory. Dle mého nazoru by bylo vhodné provést studii zahrnujici dalsi faktory, které mohou
ovlivnit stav methylace jako napt.: konzumace alkoholu, koufeni, télesna hmotnost/stravovaci

navyky atd.

Vysledky 2. verze kitu ukazuji na jeho velkou pfesnost, coz davd moznost jeho
potenciondlniho vyuziti v feSeni krimindlnich pfipadii. Jako potenciondlni feSeni pro zvySeni
piesnosti analyzy miZe byt pfidani jednoho ¢i vice CpG mista (tedy vyuZiti 6 ¢i vice markeri)
nebo zvoleni jinych CpG mist. V korejské studii (Cho et al., 2017) byl vyzkousen dalsi model
se stejnymi markery, ale s jinymi CpG misty (C1 pro ELOVL2, C1 pro Clorfl32, C5 pro
TRIMS9, C1 pro KLF14 a C1 pro FHL2), ktery m¢l vyssi pfesnost u této studie nez polsky
model (MAD = 3,34 let). Jesté vétsi presnosti (MAD = 3,29 let) bylo dosazeno vyuzitim 6 CpG
misty (C1 a C4 pro ELOVL2, C1 pro Clorfl32, C8 pro TRIM59 a C1 a C8 pro FHL2). Do
budoucna by bylo dobré pro vétsi moznost vyuziti kitu jeho otestovani i na dalSich tkanich
a télnich tekutinach (napf.: na spermatu, na DNA z vlasii a na dalSich zdrojich DNA, které

mohou byt na inkriminovaném misté nalezeny).

V piipadé zavedeni kitu do forenzni praxe pro stanoveni v€ku neznamych jedincu je
nutnost ovérit spravnost analyzy. Chybné vysledky analyzy by mohly pfinést komplikace
Vv pfipadu a zavedeni kitu by bylo tim padem kontraproduktivni. Analyza kvality vysledkl
pomoci PyroMark Q48 Autoprep Software je jednou z moznosti, bohuzel tato analyza nema
vysokou presnost. Napiiklad u markeru Clorfl32 vyhodnotil software 57,8 % vysledku
s moznymi komplikacemi (Zluta barva) a u 20,7 % analyza selhala (Cervena barva), pouze
u 21,5 % byla analyza bez komplikaci (modra barva), i piesto v drtivé vétSin€ piipadi nemél
vysledek kvality u tohoto markeru vliv na odhadovany vék. Studie Kampmann et al., 2021
Vv zasad¢ ignorovala hodnoceni kvality vysledkl software PyroMark Q48, nebot’ 218 vysledkt
z 960 software vyhodnotil jako $patné (Cervena barva) ¢i s moznymi komplikacemi (Zluta
barva), ale pfi kontrole vsech vysledkd vyskolenymi analytiky byly pouze 3 vysledky z 960
vyhodnoceny jako nepouzitelné, a sice vsechny u markeru KLF14. Na druhou stranu pfi selhani
analyzy (Cervena barva) u markeru ELOVL2 byl v mnoha ptipadech vysledny odhad véku velmi
nepresny, tudiz v ptipadé tohoto markeru by hodnoceni software mohlo byt pouzito. V kazdém

piipadé by mély byt vysledné pyrogramy vyhodnoceny vyskolenymi analytiky. Také by vzorky
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mély byt analyzovany ve vice opakovanich, coz by vzhledem k nizké spotiebé DNA nemél byt

problém.

Na zaklad¢ dat z 1. a 2. verze kitu byly statistickou Mgr. Janou Vrbkovou, Ph.D.
vytvoreny dalsi modely pro pocitani odhadu véku odlisné od polského modelu, ale s pouzitim
stejnych CpG mist. Z téchto 4 modeli 2 modely (2A a 2B) vykazovaly lepsi vysledky (nizsi
hodnoty MAD) pro oba kity nez pouzity polsky model. Lze tedy uvazovat o navrhnuti téchto
modelt firmé QIAGEN jako alternativu k polskému modelu. Bylo by ale nutné tyto modely
napied ovéfit na vice vzorcich s vétsim vékovym rozptylem (zahrnuti jedinc mladSich 20 let
a starSich 63 let). Bylo by tedy vyzadovano testovani dalSich vzorkli nebo by se dalo uvazovat
0 spolupraci s laboratofemi, které se zliCastnili mezinarodniho testovani (Kampmann et al.,
2021) nebo s laboratofemi, jejichz studie jsem v této diskusi pouzila (Zbiec¢-Piekarska et al.,
2015; Cho et al., 2017; Thong et al., 2017; Jung et al., 2019) a tyto modely aplikovat na jiz

otestované vzorky.

Pro standardizaci systému firma QIAGEN navrhla kontrolni vzorky DNA, a sice plné
methylovanou DNA, plné¢ nemethylovanou DNA a ptipadné jejich smés v poméru 1:1. Tyto
kontrolni vzorky byly otestovany 2. verzi kitu a jejich vysledek byl srovndn mezi v§emi do
testovani zapojenymi laboratofemi (Dansko, Némecko, USA a Francie). Vysledky ale
vykazovaly vysokou variabilitu uréenou vysokymi hodnotami SD zvlast¢ u methylované
kontrolni DNA. Proto bylo vyhodnoceno, Ze tyto vzorky nejsou pftili§ vhodné pro standardizaci
systému. Tyto kontrolni DNA maji funkci kontroly G¢innosti bisulfitické konverze, tim padem
mohou odhalit chybu pouze u bisulfitické konverze, ale ne u PCR amplifikace ¢i
pyrosekvenace. Také jsou vyuzivany pro vice uceld (hodnoceni specificity primerd pro MSP
a MethyLight PCR, kvantifika¢ni standardizace u analyzy tani s vysokym rozliSenim
a u MethyLight PCR, viz web QIAGEN https://www.giagen.com/). Dle mého nazoru by

vzorky pro standardizaci systému mély mit vyssi specificnost a také by mély obsahovat

kontrolu pro PCR amplifikaci.
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7. ZAVER

V teoretické Casti této diplomové prace byla vypracovana reSerSe na téma epigenetika
a epigenetické mechanismy, methylace DNA a jeji vyuziti ve forenznich védach zvlasté pti
predikci véku jedince, princip bisulfitické konverze a pyrosekvenace a dalsich metod pro

detekci a hodnoceni methylace DNA.

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na testovani 2. verze kitu PyroMark Q48 FX Age
Assay od firmy QIAGEN metodou bisulfitické pyrosekvenace. Byla stanovena uroven
methylace u 5 markerd, a sice U CpG mista 7 pro ELOVL2, u CpG mista 1 pro Clorfl32, u CpG
mista 7 pro TRIM59, u CpG mista 1 pro KLF14 a u CpG mista 2 pro FHL2 u kontrolni DNA
(methylovana, nemethylovand, smés 1:1) od firmy QIAGEN a u vzorkii DNA vyizolovanych
z periferni krve 232 darci krve ve vé€ku 20-63 let. 15 z téchto vzorkl z periferni krve bylo
analyzovano ve tfech opakovanich a spolu s kontrolni DNA byly jejich vysledky pouzity ve
spolecném testovani v ramci mezinarodni spoluprace, kterého se krom¢ DNA laboratore IMTM
zucastnili 4 dal$i forenzni laboratofe z Danska, Francie, Némecka a USA. Kontrolni DNA se
ukazala nepftili§ vhodna pro standardizaci systému, a to na zaklad€ srovnani procent methylaci
jednotlivych markerti a odhadu véku mezi vSemi zapojenymi laboratofemi (SD byla pfili§
vysoka). Naopak hodnoty procent methylace u stejného markeru u stejnych vzorkd
u 15 testovanych vzorku v triplikatech vykazovaly pomérné nizké hodnoty SD, coz ukazuje na

pomérné vysokou robustnost metody.

Vysledky analyzy pro 232 jedincti byly srovnany s 1. verzi kitu, ktera byla testovana na
stejnych vzorcich. Korela¢ni analyza chronologického véku s odhadovanym vékem ukazala
vyssi korelaci pro 2. verzi kitu, ktera vysvétlila 88,4 % vekového rozptylu (r = 94) nez pro
1. verzi kitu, ktera vysvétlila pouze 79,2 % vekového rozptylu (r = 89). To naznacuje vyssi
ptesnost 2. verze kitu. To bylo potvrzeno na zdkladé hodnot MAD, které byly 2,7x nizsi pro
2. verzi kitu nez u 1. verze (3,21 let vs. 8,78 let). 2. verze kitu zaznamenala i nizky rozdil
v MAD mezi v€kovymi kategoriemi (2,95 let, 2,8 let, 2,65 let a 4,18 let), naopak u 1. verze kitu
se presnost s vékem vyrazné snizovala (MAD = 3,71 let pro 20-29 let vs. MAD = 13 let pro
50-63 let).

Pii srovnani korelace procent methylace s veékem bylo vy$Sich hodnot korelace
u 2. verze kitu dosazeno pro markery ELOVL2 (r = 0,74), TRIM59 (r = 0,7) a FHL2 (r = 0,83).
Markery C1orf132 (r=-0,72) a KLF14 (r = 0,75) vykazovaly naopak vyssi korelaci u 1. verze

cvwvr
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r=0,68) a nejvyssi u ELOVL2 (r= 0,74 vs r = 0,52). Pii korela¢ni analyze methylace mezi
1. a 2. verzi kitu bylo nejvyssich hodnot dosazeno pro KLF14 s vysvétlenim 56,3 % (r = 0,75)
variability v methylaci a nejnizsi pro ELOVL2, u kterého hodnoty témét nekorelovaly (pouze
11,6 % sr=0,34).

Na zakladé procent methylace u vSech 5 markert byly vytvoifeny modely 1A a 1B pro
1. verzi kitu a 2A a 2B pro 2. verzi Kitu, které¢ byly testovany na obou verzich kitu. Modely 2A
(MAD 2,31 let pro 2. verzi a 7,86 let pro 1. verzi) a 2B (MAD 2,32 let pro 2. verzi a 7,77 let
pro 1. verzi) vykazovaly lepsi vysledky nez polsky model (MAD 3,21 let pro 2. verzi a 8,78 let

pro 1. verzi), ale jejich pfesnost se musi ovéfit.

2. verze kitu vykazuje n€kolikrat vys$si presnost nez 1. verze kitu a lze realn¢ uvazovat

0 jejim komer¢nim vyuziti ve forenzni praxi.
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9. PRILOHY

Ptiloha ¢. 1: Sekvence forward a reverse primer pro PCR amplifikaci a sekvenacnich

primerti pro pyrosekvenovani u pfislusnych gent.

Priloha ¢. 2: Kompletni seznam hodnot procent methylace u vsech péti markert
(ELOVL2, Clorf132, TRIM59, KLF14, FHL2) v&etné hodnoceni kvality vysledka u 230 darcti

krve testovanych ve 2) a 3) ¢asti experimentalni ¢asti diplomové prace.

Ptiloha ¢. 3: Odhadovany vek stanoveny 2. verzi kitu (testovano mnou) a 1. verzi kitu
(testovano Mgr. Jurtikovou) a chronologicky vék u 230 darci krve testovany pomoci PyroMark
Q48 FX Age Assay kitu.
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Ptiloha ¢. 1: Sekvence forward a reverse primeri pro PCR amplifikaci a sekvenaénich primerti pro

pyrosekvenovani u pfislusnych genti.

p rl;?:ny typ primeru sekvence
forward AGGGGAGTAGGGTAAGTGAG
ELOVL2 |reverse (biotinylovany) | CAACCAATAAATATTCCTAAAACTCC
sekvenacéni GGGAGGAGATTTGTAGGTTT

Clorfl32

forward

GGGGGTTAAGTTATTAAGTTTTGAAGTT

reverse (biotinylovany)

ATTTAATAAAACCAAATTCTAAAACAT

sekvenacni

TGAAGTTAGTAGGATTATTTAT

forward

GTGTGGAGTTAAGTAAAAGATAATT

TRIMS9 | reverse (biotinylovany) | ATAATCTAAAAAAAAAACTAAACCTAA
sekvenacni AAGTAAAAGATAATTTTTTAGAAGT
forward GGTTTTAGGTTAAGTTATGTTTAATAGTT

KLF14 |reverse (biotinylovany) | AAAATTTCCCTCTATTACCATTACCTAACT
sekvenacni ATAGTTTTAGAAATTATTTTGTTTT
forward GTTTTTAGGGTTTTGGGAGTATAGTAGTT
FHL2 reverse (biotinylovany) | TAAACAAACCCCTACCACC
sekvenacni GTTTTGGGAGTATAGTAGTTA

Piiloha ¢. 2: Kompletni seznam hodnot procent methylace u vSech péti markera (ELOVL2, Clorfl32,
TRIM59, KLF14, FHL2) u 232 darci krve testovanych ve 2) a 3) ¢asti experimentalni ¢asti diplomové prace pro

oba kity.
ELOVL2 (C7) | Clorfl32(Cl) | TRIM59 (C7) KLF14 (C1) FHL (C2)
vaorek kitl | kit2 | kitl | kit | kitl | kit2 | kitl | kit2 | kitl | kit
18-1494-DG-4916 (CZG 285) | 56 | 68 71 53 35 37 6 6 29 1
18-1233-DG-4398 (CZG 186) | 66 64 46 38 44 49 9 9 46 49
18-1807-DG-5246 (CZG 431) | 66 70 63 51,5 37 38,5 6 4 36 40

N -

18-2574-DG-6144 (CZG 625) | 56,5
18-1146-DG-4263 (CZG 149) | 66 | 77 | 59,5

18-2203-DG-5714 (CZG520) | 56 | 70 | 68

18-2492-DG-6061 (CZG 602) | 52 | 72 | 54

18-0994-DG-4079 (CZG58) | 50 | 64 | 68 5

18-1738-DG-5173 (CZG406) | 46 | 75 | 58 9

18-1917-DG-5374 (CZG 446) | 56 63 34 6 27 35
19-0160-DG-6616 (CZG 703) | 57 m 58 55 35 44 7 5 23 39
18-1017-DG-4105 (CZG 78) | 58,5 72,5 335 4 28,5
18-1540-DG-4964 (CZG 308) | 57 60 31 47 8 5 24 36
18-2487-DG-6053 (CZG 597) | 52 68 27 6 29
19-0135-DG-6587 (CZG 681) | 57 825 | 7L 38 32 65 5 355 | 31
19-0157-DG-6613 (CZG 699) | 68 49 35 51 85 7 43 38
18-0975-DG-4058 (CZG 40) | 59 52 32 51 7 6 31 4
18-1092-DG-4205 (CZG109) | 53 | 68 | 65 59 36 36 6 5 24 33
18-1101-DG-4214 (CZG 115) | 62 73 46 45,3 33 413 9 83 20 | 437
18-1423-DG-4828 (CZG 255) | 63 H 68,5 h 40 48 55 5 28 40




ELOVL2 (C7) | Clorfl32(Cl) | TRIM59 (C7) KLF14 (C1) FHL (C2)

vaorek kitl | kit2 | kitl | kit | kitl | kit2 | kitl | kit2 | kitl | kit2
18-1424-DG-4829 (CZG 256) | 58 | 75 | 52 45 36 4 9 8 29 39
18-1687-DG-5119 (CZG369) | 53 | 56 | 66 61 26 30 4 3 21 28
18-1939-DG-5389 (CZG 457) | 755 | 73 | 49 40 44 43 145 | 10 40 37
18-1078-DG-4188 (C2G99) | 75 | 61 | 57 52 29 36 5 4 27 37
18-2555-DG-6127 (CZG 610) | 665 | 63 | 695 | 5% | 45| 37 105 5 425 | 36
18-2576-DG-6146 (CZG627) | 63 | 71 | 51 42 35 38 10 7 34 48
18-0962-DG-4056 (C2G28) | 58 | 77 | 56 50 32 33 8 7 34 37
18-1026-DG-4114 (CZG85) | 62 | 65 | 68 -l 33 51 8 7 37 49
18-1171-DG-4294 (CZG 169) | 59 78 49 51 39 37 7 6 45 46
18-2391-DG-5951 (CZG570) | 60 | 69 | 51 37 44 35 6 6 39 37
18-0953-DG-4034 (CZG 19) | 56 66 68 50 32 29 7 6 33 35
18-1091-DG-4204 (CZG 108) | 53,5 | 51 79 63 30,5 27 6 6 33,5 32
18-1118-DG-4231 (CZG129) | 61 | 735 | 385 | 49 305 | 36 9 8 325 | 315
18-1126-DG-4240 (CZG 135) | 59 [ 70 | 47 49 38 5 6 4 38
18-1300-DG-4513 (CZG202) | 61 | 66 | 67 35 35 6 8 40 38
18-2177-DG-5688 (CZG511) | 57 | 72 | 41 40 9 7 38 38
18-2208-DG-5719 (CZG525) | 49 | 51 | 68 4 6 32 31
18-2378-DG-5936 (CZG 557) | 745 | 80 | 545 | 43 45 46 135 | 10 47 48
19-0026-DG-6473 (CZG 671) | 56 40 6 6 40 45
18-1108-DG-4221 (CZG 122) | 59 37 5
18-2196-DG-5708 (CZG 513) | 54 39 6 8 34 33
18-2653-DG-6236 (CZG 648) | 64 43 8 7 32 40
18-1522-DG-4939 (CZG 303) | 69 40 8 7 43 46
18-1813-DG-5251 (CZG 437) | 53 44 4 3 31 31
18-1999-DG-5456 (CZG 470) | 62 72 67 50 31 42 12 7 30 44
18-2396-DG-5956 (CZG 575) | 58 62
18-2425-DG-5991 (CZG 592) | 70,5 50,5
18-0963-DG-4043 (CZG 29) | 61 58
18-1454-DG-4875 (CZG 273) | 54 77
18-1543-DG-4967 (CZG 311) | 49 775
18-1614-DG-5040 (CZG 330) | 64 64
18-1657-DG-5087 (CZG352) | 59 | 67 | 62 53 37 45 5 5 36 31
18-1808-DG-5268 (CZG432) | 62 | 74 | 46 54 36 42 95 11 37 45
18-2009-DG-5568 (CZG 473) | 535 | 58 | 75 60 225 | 24 3 33 28 | 327
18-2154-DG-5601 (CZG498) | 47 | 70 | 525 | 64 25 32 5 7 325 | 38
18-2485-DG-6051 (CZG595) | 66 | 70 | 66 -l 31 35 8 5 32 32
18-2488-DG-6054 (CZG598) | 375 | 56 | 54 67 515 | 31 6 8 265 | 29
18-1165-DG-4288 (CZG 164) | 58 65 76 60 34 34 4 3 32 33
18-1489-DG-4911 (CZG 280) | 71 - 53 \ n 35 33
18-2010-DG-5569 (CZG 474) | 555 | 56 | 695 | 58 265 | 273 4 43 | 265 | 293
18-2015-DG-5574 (CZG 479) | 66 | 69 | 64 57 36 37 9 7 37 38
18-2558-DG-6130 (CZG613) | 62 | 67 | 57 43 34 38 8 6 42 42
18-1625-DG-5053 (CZG334) | 535 | 58 | 765 | 69 245 | 30 35 3 265 | 31
18-1664-DG-5094 (CZG359) | 56 | 67 | 57 45 35 31 7 6 41 38




ELOVL2 (C7) | Clorfl32(Cl) | TRIM59 (C7) KLF14 (C1) FHL (C2)
vaorek kitl | kit2 | kitl | kit2 | kitl | kit2 | kitl | kit2 | kitl | kit
19-0172-DG-6628 (CZG 712) | 65 71 55 46 43 42 8 5 43 44
18-0927-DG-3999 (CZG 10) | 645 | 68 62 56 40 44 75 5 435 | 42
18-1167-DG-4290 (CZG 166) | 67 77 61 45 39 45 7 8 48 43
18-1727-DG-5230 (CZG 404) | 55 66 71 59 36 32 4 4 33 30
18-2395-DG-5955 (CZG 574) | 59,5 | 66 70 60 295 | 36 6 6 31 33
18-1031-DG-4119 (CZG 90) | 66 70 56 49,5 41 38 8 6 40 39,5
18-1105-DG-4218 (CZG 119) | 53 67 79 67 34 32 4 3 32 29
18-1442-DG-4861 (CZG 267) | 54 | 70 70 68 34 29 5 4 33 34
18-2384-DG-5941 (CZG563) | 54 | 71 52 49 36 39 5 5 38 36
18-0986-DG-4070 (CZG51) | 60 75 37 41 46 51 10 9 51 53
18-0997-DG-4082 (CZG 61) | 54 78 58 45 44 9 6 39 43
18-1173-DG-4296 (CZG 171) | 56 61 47 61 9 7 50 50
18-1333-DG-4683 (CZG 226) | 57 795 28 4 3 265 27
18-1610-DG-5034 (CZG 326) | 54 68 36 40
18-1937-DG-5387 (CZG 455) | 63,5 | 63,3 | 44,5 39 32,5 37 5 5 355 | 37,7
18-2659-DG-6242 (CZG 654) | 67 65 | 60,5 58 32 41 7 5 35,5 36
18-0947-DG-4030 (CZG13) | 54 | 60 69 61 295 | 34 4 2 345 | 31
18-0998-DG-4083 (CZG 62) | 64 60 ‘ 38 34 7 5 39 39
18-1016-DG-4104 (CZG 77) | 58 56 ‘ 5 4 42 29
18-1168-DG-4291 (CZG 167) | 73 79 | 545 50 445 | 49 8 6 43 52
18-1235-DG-4400 (CZG 188) | 54 | 68 73 63 31 33 6 6 34 36
18-1456-DG-4877 (CZG 275) | 59 | 765 | 53 51 30 | 405 9 7 35 37
18-1490-DG-4912 (CZG 281) | 58 78 58 52 43 46 9 9 42 1
18-1919-DG-5376 (CZG 448) | 57 69 58 45 40 39 7 6 36 38
18-2168-DG-5680 (CZG 502) | 57 75 55 -I 42 51 6 5 38 42
18-2204-DG-5715 (CZG 521) | 63 77 46 48 40 43 7 6 39 45
18-2559-DG-6131 (CZG 614) | 64 73 64 56 32 37 8 7 35 34
18-1094-DG-4207 (CZG 111) | 56 | 587 | 71 55,7 26 30,3 4 3,3 30 22,7
18-1507-DG-4930 (CZG 294) | 56,5 745 -l 255 | 28 45 5 255
18-2014-DG-5573 (CZG 478) | 67 76 54 46 43 44 7 7 43 43
18-2201-DG-5713 (CZG 518) | 61 70 62 54 34 43 9 8 37 40
19-0030-DG-6477 (CZG 674) | 61 65 60 ‘ 35 43 5 4 32 34
18-0958-DG-4039 (CZG 24) | 65 75 50 39 46 10 10 39 42
18-1107-DG-4220 (CZG 121) | 50 65 67 ‘ 32 33 5 3 27 32
18-1419-DG-4824 (CZG 251) | 57 70 64 55 35 42 7 4 36 37
18-1662-DG-5092 (CZG 357) | 54 | 76 48 37 37 39 10 7 43 43
18-1688-DG-5120 (CZG 370) | 55 64 68 -I 35 38 6 4 31 31
18-1719-DG-5222 (CZG 396) | 61 68 67 56 37 36 6 4 31 31
18-1809-DG-5247 (CZG 433) | 63 73 55 44 36 38 10 8 37 44
18-1914-DG-5372 (CZG 443) | 49 | 457 | 51 31,7 28 29,3 4 2,7 29 27,7
18-2411-DG-5974 (CZG 581) | 67 76 57 -l 52 57 11 8 50 48
18-2609-DG-6181 (CZG 638) | 57 73 62 50 29 27 6 7 32 32
19-0138-DG-6590 (CZG 684) | 71 73 57 49 35 40 8 6 385 | 39
18-0969-DG-4049 (CZG 35) | 67 77| 535 51 365 | 39 75 7 445 | a1




ELOVL2 (C7) | Clorfl32(Cl) | TRIM59 (C7) KLF14 (C1) FHL (C2)
vaorek kitl | kit2 | kitl | kit2 | kitl | kit2 | kitl | kit2 | kitl | kit
18-1067-DG-4175 (CZG 93) | 53,5 715 315 | 55 35 5 315 | 17
18-1254-DG-4489 (CZG196) | 54 | 75 59 61 38 43 11 ! 42 45
18-1339-DG-4689 (CZG 232) | 58 | 70 60 55 36 37 6 6 36 38
18-1526-DG-4943 (CZG 307) | 50 | 55 72 63 27 30 4 4 26 28
18-1547-DG-4971 (CZG 315) | 53 | 68 62 54 27 28 4 4 28 29
18-1632-DG-5060 (CZG 341) | 53 | 67 62 \ 35 58 7 5 36 36
18-2018-DG-5577 (CZG482) | 59 | 66 64 \ 10 7 35 17
19-0138-DG-6591 (CZG 685) | 65 | 70 65 60 43 48 10 14 39 40
18-1147-DG-4264 (CZG 150) | 60 69 62 48,5 32 37,5 7 6,5 35 34,5
18-1718-DG-5221 (CZG395) | 46 | 65 67 46 26 28 4 4 28 28
18-1747-DG-5182 (CZG 415) | 64 71 63 49 4 40 8 7 4 42
18-2229-DG-5748 (CZG539) | 54 | 65 74 56 34 34 5 3 31 31
18-2234-DG-5784 (CZG544) | 56 | 73 71 61 36 33 5 5 32 33
18-2367-DG-5918 (CZG553) | 54 | 78 58 53 37 37 9 7 35 39
18-2422-DG-5988 (CZG589) | 64 | 76 50 47 33 39 9 5 39 1
18-1174-DG-4297 (CZG 172) | 56 | 65 71 - 34 31 4 3 39 36
18-1427-DG-4832 (CZG 258) | 59 | 74 63 52 40 35 6 3 37 39
18-1933-DG-5383 (CZG 451) | 47 | 64 74 65 29 30 5 2 35 32
18-2709-DG-6294 (CZG 657) | 59 62 -l 40 53 7 6 41 40
19-0138-DG-6592 (CZG 686) | 57 78 63 31 31 5 4 35 42
18-0920-DG-3992 (CZG4) | 55 55 w 39 39 6 4 33 38
18-0990-DG-4075 (CZG 54) | 57 59 ‘ 38 42 6 - 40 43
18-1096-DG-4209 (CZG 112) | 58 67 57 il 47 7 7 1 45
18-1403-DG-4807 (CZG 238) | 63 78 45 39 43 44 13 9 48 45
18-1023-DG-4111 (CZG 82) | 56 77 46 40 40 39 8 7 37 47
18-1301-DG-4514 (CZG 203) | 39 74 45 o7 35 46 7 6 23 37
18-2011-DG-5570 (CZG 475) | 49 67 12 52 25 33 8 5 29 43
18-2080-DG-5584 (CZG 484) | 47 66 44 56 28 37 7 4 32 38
19-0156-DG-6612 (CZG 698) | 53 | 73 | 525 W 325| 35 65 6 285 | 41
18-0959-DG-4040 (CZG 25) | 42 | 61 55 61 28 28 5 4 24 36
18-1030-DG-4118 (CZG 89) | 47 - 68 31 25 4 5 29 -
18-1139-DG-4256 (CZG 144) | 59 | 73 | 43 39 39 4 4 32 40
18-1251-DG-4482 (CZG 193) | 44 79 | 415 33 445 | 49 6 5 34,5 51
18-1616-DG-5042 (CZG332) | 38 | 723 | 12 61 27 | 317 6 57 23 39
18-1665-DG-5095 (CZG 360) | 38 71 34 45 33 39 5 7 30,5 39
18-1691-DG-5123 (CZG 373) | 405 | 73 | 545 46 435 | 45 65 7 375 | 46
18-1704-DG-5136 (CZG 386) | 55 | 73 | 44 35 47 39 7 7 40 1
18-2231-DG-5774 (CZG 541) | 48 56 76 69 30 23 5 3 27 30
18-2652-DG-6235 (CZG 647) | 51 | 67 71 66 32 34 7 5 27 27
18-1008-DG-4096 (CZG69) | 57 | 71 62 55 35 32 6 4 35 4
18-1552-DG-4975 (CZG 320) | 50 | 67 64 64 31 28 5 3 30 31
18-1740-DG-5175 (CZG 408) | 49 | 73 63 51 35 35 7 3 33 34
18-2175-DG-5690 (CZG509) | 47 | 59 63 67 33 30 4 3 30 27
18-2387-DG-5944 (CZG566) | 50 | 64 68 59 38 36 4 3 30 35




ELOVL2 (C7) | Clorfl32(Cl) | TRIM59 (C7) KLF14 (C1) FHL (C2)
vaorek kitl | kit2 | kit | kit2 | kitl kit | kit2 | kitl | kit2
18-2409-DG-5972 (CZG 579) | 535 | 72 59 47 425 | 43 95 8 39 43
18-2743-DG-6328 (CZG 668) | 58 70 63 55 36 35 7 5 35 40
19-0215-DG-6673 (CZG 714) | 50 | 655 | 68 515 30 34 6 45 32 39,5
18-0992-DG-4077 (CZG56) | 505 | 82 | 535 46 455 | 49 9 8 415 52
18-1002-DG-4087 (CZG 66) | 42 59 67 63 30 30 4 4 28 30
18-1068-DG-4176 (CZG 94) | 53 62 64 53 36 42 4 4 37 36
18-1636-DG-5064 (CZG 345) | 50 66 63 56 33 38 4 4 33 33
18-2152-DG-5599 (CZG 496) | 44 65 66 62 32 36 6 5 28 31
18-2608-DG-6180 (CZG 637) | 49 71 62 54 35 38 6 5 38 38
18-2658-DG-6241 (CZG 653) | 53 69 70 58 33 30 6 4 36 35
18-0982-DG-4066 (CZG47) | 50 | 57,7 | 62 45 32 | 347 5 6 33 | 337
18-1155-DG-4278 (CZG 156) | 52 | 63,7 | 73 - 28 29,7 5 47 31 | 337
18-1412-DG-4816 (CZG 247) | 55 74 63 o5 38 41 8 7 38 37
18-1512-DG-4944 (CZG 296) | 51 76 58 53 39 42 6 4 39 39
18-1651-DG-5080 (CZG 348) | 50 72 68 68 35 37 5 5 35 34
18-1154-DG-4277 (CZG 155) | 61 64 63 57 36 33 6 5 28 30
18-1724-DG-5227 (CZG 401) | 54 74 59 55 36 37 8 7 32 33
19-0031-DG-6478 (CZG 675) | 54 63 73 63 28 32 7 5 28 30
18-0924-DG-3996 (CZG8) | 58 78 54 44 45 46 12 9 39 40
18-1695-DG-5127 (CZG 377) | 52 63 72 63 34 38 5 4 30 30
18-2207-DG-5718 (CZG 524) | 52 67 68 60 33 34 6 5 27 33
18-2551-DG-6123 (CZG 606) | 45 61 73 65 26 26 5 3 28 31
18-0988-DG-4073(CZG-52) | 55 68 65 58 30 32 7 6 34 32
18-0995-DG-4080 (CZG59) | 62 71 61 52 36 il 10 9 37 40
18-1079-DG-4189 (CZG 100) | 46 60 61 66 40 31 5 2 25 26
18-1090-DG-4203 (CZG 107) | 55 | 765 | 48 49 38 38 8 75 26 36
18-1138-DG-4255 (CZG 143) | 54 69 54 52 32 36 6 5 28 32
18-1797-DG-5236 (CZG 421) | 52 72 62 61 36 40 8 7 32 36
18-2222-DG-5738 (CZG 535) | 54 73 52 46 30 34 6 4 33 35
18-0949-DG-4054 (CZG 15) | 49 69 54 50 30 32 8 6 33 37
18-1014-DG-4102 (CZG 75) | 44 61 63 54 31 30 5 4 29 30
18-1081-DG-4191 (CZG 102) | 57 79 | 515 40 41 48 10,5 10 415 49
18-1304-DG-4517 (CZG 206) | 51 66 58 53 27 28 9 6 27 30
18-1453-DG-4874 (CZG 272) | 58 73 63 7 31 37 6 6 33 38
18-2716-DG-6324 (CZG 664) | 47 62 66 72 31 35 5 4 28 27
18-0956-DG-4037 (CZG 22) | 48 60 64 50 il 40 4 4 28 30
18-1022-DG-4110 (CZG 81) | 46 62 57 64 28 32 6 6 32 1
18-1121-DG-4235 (CZG 130) | 55 74 55 53 36 39 11 9 1 45
18-1159-DG-4282 (CZG 160) | 55 69 57 55 39 42 9 9 37 37
18-1802-DG-5241 (CZG 426) | 53 68 53 48 33 36 8 6 35 39
18-2178-DG-5689 (CZG 512) | 52 70 44 50 31 36 6 6 31 34
18-2408-DG-5971 (CZG 578) | 56 78 52 43 1 42 10 9 46 46
19-0138-DG-6593 (CZG 687) | 50 | 653 | 64 27 29,7 4 37 29 | 327
19-0162-DG-6618 (CZG 701) | 49 64 59 54 32 34 5 3 28 31




ELOVL2 (C7) | Clorfl32(Cl) | TRIM59 (C7) KLF14 (C1) FHL (C2)

vaorek kitl | kit2 | kitl | kit2 | kitl | kit2 | kitl | kit2 | kitl | kit
18-0980-DG-4064 (CZG 45) | 48 60 61 69 30 29 4 4 25 27
18-1000-DG-4085 (CZG 64) | 49 62 67 64 29 31 6 5 33 33
18-1069-DG-4177 (CZG 95) | 48 55 66 68 31 29 3 3 28 27
18-1343-DG-4693 (CZG 236) | 59 65 45 59 42 44 10 8 39 45
18-1460-DG-4882 (CZG 278) | 51 60 65 56 32 39 6 5 24 29
18-1493-DG-4915 (CZG 284) | 56 61 59 64 32 33 8 5 24 30
18-1520-DG-4937 (CZG 301) | 59 69 59 52 29 34 7 7 31 32
18-1524-DG-4941 (CZG 305) | 48 54 71 69 31 32 4 2 25 28
18-1932-DG-5382 (CZG 450) | 49 61 66 -l 29 24 5 5 31 30
18-2660-DG-6243 (CZG 655) | 57 79 | 555 40 425 | 41 16 14 33 45
18-0946-DG-4029 (CZG 12) | 57 69 57 49 38 39 6 5 35 34
18-1024-DG-4112 (CZG 83) | 55 73 59 50 36 40 6 5 36 35
18-1180-DG-4303 (CZG 176) | 50 ! 39 50 28 51 11 9 24 45
18-1417-DG-4822 (CZG 249) | 57 71 58 53 34 36 6 4 37 36
18-1741-DG-5176 (CZG 409) | 62 63 64 63 29 41 7 5 17 30
18-1100-DG-4213 (CZG 114) | 62 74 54 50 33 40 10 6 28 42
18-1702-DG-5134 (CZG 384) | 55 69 65 54 38 47 6 3 38 40
18-2610-DG-6182 (CZG 639) | 54 72 48 48 37 35 6 4 42 43
18-1177-DG-4300 (CZG 175) | 59 66 62 61 39 37 8 6 35 36
18-1425-DG-4830 (CZG 257) | 59 74 51 46 32 34 11 8 38 42
18-1505-DG-4928 (CZG 293) | 66 76 59 52 34 35 9 7 38 4
18-1801-DG-5240 (CZG 425) | 54 62 66 70 29 28 6 3 28 27

18-0923-DG-3995 (CZG7) | 55 66 56 50 32 30 4 2 31 34

18-1013-DG-4101 (CZG 74) | 59 80 51 46 43 47 7 7 40 48
18-1021-DG-4109 (CZG 80) | 47 60 75 69 25 31 4 3 28 27
18-1182-DG-4305 (CZG 178) | 56 76 46 38 42 44 11 11 40 43
18-1700-DG-5132 (CZG 382) | 51 67 64 57 35 35 5 4 35 40
18-1027-DG-4115 (CZG 86) | 55 67 65 65 32 35 7 6 34 37
18-1088-DG-4201 (CZG 105) | 52 66 64 60 38 1 6 4 35 39
18-1608-DG-5032 (CZG 324) | 59 75 54 53 42 46 8 5 39 43
18-2423-DG-5989 (CZG 590) | 53 68 57 56 39 44 6 5 1 43
18-2603-DG-6175 (CZG 632) | 49 57 74 72 28 34 5 3 29 35
19-0135-DG-6609 (CZG 695) | 48 | 557 | 70 60 28 | 323 5 37 29 | 293
18-1329-DG-4679 (CZG 222) | 60 75 50 49 39 1 9 7 1 44
18-1938-DG-5388 (CZG 456) | 52 64 62 61 35 36 7 7 33 35
18-2379-DG-5947 (CZG 558) | 59 69 56 -l 40 35 6 5 1 44

Pozn.: Barevna vypln reprezentuje kvalitu vysledkd (modra/zluta/Cervend, viz 5.1 Hodnoceni analyzy pomoci

PyroMark Q48 Autoprep Software). Udaje o kvalité byli dostupné pouze pro 2. verzi kitu.



Ptiloha ¢. 3: Odhadovany vék stanoveny 2. verzi kitu (testovano mnou) a 1. verzi kitu (testovano Mgr.

Jurtikovou) a chronologicky vék u vzorki DNA od 232 darci krve testovany pomoci PyroMark Q48 FX Age

Assay kitu.
— om0 | | el | e — om0, | e | e | ek

kit2 kitl kit2 kitl
18-1494-DG-4916 (CZG 285) 20 20-29 31 27 18-1147-DG-4264 (CZG 150) 41 40-49 42 35
18-1233-DG-4398 (CZG 186) 21 20-29 24 19 18-1718-DG-5221 (CZG 395) 41 40-49 40 43
18-1807-DG-5246 (CZG 431) 21 20-29 21 18 18-1747-DG-5182 (CZG 415) 41 40-49 41 35
18-2574-DG-6144 (CZG 625) 21 20-29 22 19 18-2229-DG-5748 (CZG 539) 41 40-49 40 31
18-1146-DG-4263 (CZG 149) 22 20-29 26 18 18-2234-DG-5784 (CZG 544) 41 40-49 43 32
18-2203-DG-5714 (CZG 520) 22 20-29 26 17 18-2367-DG-5918 (CZG 553) 41 40-49 41 31
18-2492-DG-6061 (CZG 602) 22 20-29 22 21 18-2422-DG-5988 (CZG 589) 41 40-49 42 34
18-0994-DG-4079 (CZG 58) 23 20-29 26 21 18-1174-DG-4297 (CZG 172) 42 40-49 44 34
18-1738-DG-5173 (CZG 406) 23 20-29 19 21 18-1427-DG-4832 (CZG 258) 42 40-49 46 36
18-1917-DG-5374 (CZG 446) 23 20-29 25 23 18-1933-DG-5383 (CZG 451) 42 40-49 41 33
19-0160-DG-6616 (CZG 703) 23 20-29 28 20 18-2709-DG-6294 (CZG 657) 42 40-49 37 36
18-1017-DG-4105 (CZG 78) 24 20-29 25 22 19-0138-DG-6592 (CZG 686) 42 40-49 38 30
18-1540-DG-4964 (CZG 308) 24 20-29 26 19 18-0920-DG-3992 (CZG 4) 43 40-49 42 27
18-2487-DG-6053 (CZG 597) 24 20-29 25 22 18-0990-DG-4075 (CZG 54) 43 40-49 45 32
19-0135-DG-6587 (CZG 681) 24 20-29 25 16 18-1096-DG-4209 (CZG 112) 43 40-49 41 33
19-0157-DG-6613 (CZG 699) 24 20-29 25 19 18-1403-DG-4807 (CZG 238) 43 40-49 45 36
18-0975-DG-4058 (CZG 40) 25 20-29 24 26 18-1023-DG-4111 (CZG 82) 44 40-49 44 33
18-1092-DG-4205 (CZG 109) 25 20-29 25 17 18-1301-DG-4514 (CZG 203) 44 40-49 38 38
18-1101-DG-4214 (CZG 115) 25 20-29 27 18 18-2011-DG-5570 (CZG 475) 44 40-49 42 29
18-1423-DG-4828 (CZG 255) 25 20-29 28 23 18-2080-DG-5584 (CZG 484) 44 40-49 45 34
18-1424-DG-4829 (CZG 256) 25 20-29 28 21 19-0156-DG-6612 (CZG 698) 44 40-49 43 34
18-1687-DG-5119 (CZG 369) 25 20-29 29 24 18-0959-DG-4040 (CZG 25) 45 40-49 41 31
18-1939-DG-5389 (CZG 457) 25 20-29 28 18 18-1030-DG-4118 (CZG 89) 45 40-49 45 33
18-1078-DG-4188 (CZG 99) 26 20-29 33 21 18-1139-DG-4256 (CZG 144) 45 40-49 46 39
18-2555-DG-6127 (CZG 610) 26 20-29 34 24 18-1251-DG-4482 (CZG 193) 45 40-49 43 40
18-2576-DG-6146 (CZG 627) 26 20-29 30 23 18-1616-DG-5042 (CZG 332) 45 40-49 47 40
18-0962-DG-4056 (CZG 28) 27 20-29 28 25 18-1665-DG-5095 (CZG 360) 45 40-49 49 37
18-1026-DG-4114 (CZG 85) 27 20-29 30 23 18-1691-DG-5123 (CZG 373) 45 40-49 41 35
18-1171-DG-4294 (CZG 169) 27 20-29 30 21 18-1704-DG-5136 (CZG 386) 45 40-49 45 27
18-2391-DG-5951 (CZG 570) 27 20-29 27 22 18-2231-DG-5774 (CZG 541) 45 40-49 42 31
18-0953-DG-4034 (CZG 19) 28 20-29 34 23 18-2652-DG-6235 (CZG 647) 45 40-49 40 33
18-1091-DG-4204 (CZG 108) 28 20-29 33 22 18-1008-DG-4096 (CZG 69) 46 40-49 45 34
18-1118-DG-4231 (CZG 129) 28 20-29 33 25 18-1552-DG-4975 (CZG 320) 46 40-49 51 34
18-1126-DG-4240 (CZG 135) 28 20-29 29 22 18-1740-DG-5175 (CZG 408) 46 40-49 44 38
18-1300-DG-4513 (CZG 202) 28 20-29 29 24 18-2175-DG-5690 (CZG 509) 46 40-49 43 33
18-2177-DG-5688 (CZG 511) 28 20-29 31 24 18-2387-DG-5944 (CZG 566) 46 40-49 42 30
18-2208-DG-5719 (CZG 525) 28 20-29 25 25 18-2409-DG-5972 (CZG 579) 46 40-49 45 37
18-2378-DG-5936 (CZG 557) 28 20-29 32 22 18-2743-DG-6328 (CZG 668) 46 40-49 46 40
19-0026-DG-6473 (CZG 671) 28 20-29 25 25 19-0215-DG-6673 (CZG 714) 46 40-49 41 38
18-1108-DG-4221 (CZG 122) 29 20-29 29 29 18-0992-DG-4077 (CZG 56) 47 40-49 51 37
18-2196-DG-5708 (CZG 513) 29 20-29 32 24 18-1002-DG-4087 (CZG 66) 47 40-49 46 35




— om0, | g | el | el — oo, | e | e | ek

kit2 kitl kit2 kitl
18-2653-DG-6236 (CZG 648) 29 20-29 34 28 18-1068-DG-4176 (CZG 94) 47 40-49 45 35
18-1522-DG-4939 (CZG 303) 30 30-39 32 23 18-1636-DG-5064 (CZG 345) 47 40-49 47 35
18-1813-DG-5251 (CZG 437) 30 30-39 30 25 18-2152-DG-5599 (CZG 496) 47 40-49 45 33
18-1999-DG-5456 (CZG 470) 30 30-39 38 28 18-2608-DG-6180 (CZG 637) 47 40-49 42 34
18-2396-DG-5956 (CZG 575) 30 30-39 34 26 18-2658-DG-6241 (CZG 653) 47 40-49 47 38
18-2425-DG-5991 (CZG 592) 30 30-39 34 22 18-0982-DG-4066 (CZG 47) 48 40-49 57 35
18-0963-DG-4043 (CZG 29) 31 30-39 35 30 18-1155-DG-4278 (CZG 156) 48 40-49 43 40
18-1454-DG-4875 (CZG 273) 31 30-39 33 23 18-1412-DG-4816 (CZG 247) 48 40-49 51 37
18-1543-DG-4967 (CZG 311) 31 30-39 35 24 18-1512-DG-4944 (CZG 296) 48 40-49 46 43
18-1614-DG-5040 (CZG 330) 31 30-39 36 19 18-1651-DG-5080 (CZG 348) 48 40-49 48 42
18-1657-DG-5087 (CZG 352) 31 30-39 32 27 18-1154-DG-4277 (CZG 155) 49 40-49 47 44
18-1808-DG-5268 (CZG 432) 31 30-39 32 24 18-1724-DG-5227 (CZG 401) 49 40-49 47 31
18-2009-DG-5568 (CZG 473) 31 30-39 37 25 19-0031-DG-6478 (CZG 675) 49 40-49 56 41
18-2154-DG-5601 (CZG 498) 31 30-39 36 26 18-0924-DG-3996 (CZG 8) 50 50-63 42 36
18-2485-DG-6051 (CZG 595) 31 30-39 34 26 18-1695-DG-5127 (CZG 377) 50 50-63 47 38
18-2488-DG-6054 (CZG 598) 31 30-39 31 24 18-2207-DG-5718 (CZG 524) 50 50-63 47 39
18-1165-DG-4288 (CZG 164) 31,3 30-39 33 26 18-2551-DG-6123 (CZG 606) 50 50-63 43 45
18-1489-DG-4911 (CZG 280) 32 30-39 34 28 18-0988-DG-4073(CZG-52) 51 50-63 51 38
18-2010-DG-5569 (CZG 474) 32 30-39 34 22 18-0995-DG-4080 (CZG 59) 51 50-63 53 56
18-2015-DG-5574 (CZG 479) 32 30-39 38 26 18-1079-DG-4189 (CZG 100) 51 50-63 48 35
18-2558-DG-6130 (CZG 613) 32 30-39 30 31 18-1090-DG-4203 (CZG 107) 51 50-63 52 39
18-1625-DG-5053 (CZG 334) 33 30-39 34 24 18-1138-DG-4255 (CZG 143) 51 50-63 41 39
18-1664-DG-5094 (CZG 359) 33 30-39 28 20 18-1797-DG-5236 (CZG 421) 51 50-63 47 30
19-0172-DG-6628 (CZG 712) 33 30-39 37 30 18-2222-DG-5738 (CZG 535) 51 50-63 48 36
18-0927-DG-3999 (CZG 10) 34 30-39 33 27 18-0949-DG-4054 (CZG 15) 52 50-63 46 33
18-1167-DG-4290 (CZG 166) 34 30-39 37 27 18-1014-DG-4102 (CZG 75) 52 50-63 47 41
18-1727-DG-5230 (CZG 404) 34 30-39 30 22 18-1081-DG-4191 (CZG 102) 52 50-63 46 36
18-2395-DG-5955 (CZG 574) 34 30-39 36 25 18-1304-DG-4517 (CZG 206) 52 50-63 45 35
18-1031-DG-4119 (CZG 90) 35 30-39 39 28 18-1453-DG-4874 (CZG 272) 52 50-63 53 45
18-1105-DG-4218 (CZG 119) 35 30-39 38 26 18-2716-DG-6324 (CZG 664) 52 50-63 48 41
18-1442-DG-4861 (CZG 267) 35 30-39 38 33 18-0956-DG-4037 (CZG 22) 53 50-63 52 33
18-2384-DG-5941 (CZG 563) 35 30-39 36 29 18-1022-DG-4110 (CZG 81) 53 50-63 48 43
18-0986-DG-4070 (CZG 51) 36 30-39 37 27 18-1121-DG-4235 (CZG 130) 53 50-63 50 42
18-0997-DG-4082 (CZG 61) 36 30-39 36 37 18-1159-DG-4282 (CZG 160) 53 50-63 54 42
18-1173-DG-4296 (CZG 171) 36 30-39 32 26 18-1802-DG-5241 (CZG 426) 53 50-63 52 43
18-1333-DG-4683 (CZG 226) 36 30-39 36 25 18-2178-DG-5689 (CZG 512) 53 50-63 55 44
18-1610-DG-5034 (CZG 326) 36 30-39 43 33 18-2408-DG-5971 (CZG 578) 53 50-63 49 39
18-1937-DG-5387 (CZG 455) 36 30-39 39 24 19-0138-DG-6593 (CZG 687) 53 50-63 48 40
18-2659-DG-6242 (CZG 654) 36 30-39 43 31 19-0162-DG-6618 (CZG 701) 53 50-63 50 43
18-0947-DG-4030 (CZG 13) 37 30-39 42 29 18-0980-DG-4064 (CZG 45) 54 50-63 51 46
18-0998-DG-4083 (CZG 62) 37 30-39 37 41 18-1000-DG-4085 (CZG 64) 54 50-63 50 42
18-1016-DG-4104 (CZG 77) 37 30-39 38 29 18-1069-DG-4177 (CZG 95) 54 50-63 46 48
18-1168-DG-4291 (CZG 167) 37 30-39 44 43 18-1343-DG-4693 (CZG 236) 54 50-63 52 40
18-1235-DG-4400 (CZG 188) 37 30-39 44 29 18-1460-DG-4882 (CZG 278) 54 50-63 53 41
18-1456-DG-4877 (CZG 275) 37 30-39 41 32 18-1493-DG-4915 (CZG 284) 54 50-63 50 41




— om0, | g | el | el — oo, | e | e | ek

kit2 kitl kit2 kitl
18-1490-DG-4912 (CZG 281) 37 30-39 37 32 18-1520-DG-4937 (CZG 301) 54 50-63 50 43
18-1919-DG-5376 (CZG 448) 37 30-39 34 24 18-1524-DG-4941 (CZG 305) 54 50-63 44 38
18-2168-DG-5680 (CZG 502) 37 30-39 34 32 18-1932-DG-5382 (CZG 450) 54 50-63 50 37
18-2204-DG-5715 (CZG 521) 37 30-39 37 29 18-2660-DG-6243 (CZG 655) 54 50-63 44 38
18-2559-DG-6131 (CZG 614) 37 30-39 41 32 18-0946-DG-4029 (CZG 12) 55 50-63 54 44
18-1094-DG-4207 (CZG 111) 38 30-39 43 33 18-1024-DG-4112 (CZG 83) 55 50-63 50 46
18-1507-DG-4930 (CZG 294) 38 30-39 41 29 18-1180-DG-4303 (CZG 176) 55 50-63 48 38
18-2014-DG-5573 (CZG 478) 38 30-39 36 27 18-1417-DG-4822 (CZG 249) 55 50-63 51 44
18-2201-DG-5713 (CZG 518) 38 30-39 36 25 18-1741-DG-5176 (CZG 409) 55 50-63 60 36
19-0030-DG-6477 (CZG 674) 38 30-39 35 29 18-1100-DG-4213 (CZG 114) 56 50-63 50 43
18-0958-DG-4039 (CZG 24) 39 30-39 39 29 18-1702-DG-5134 (CZG 384) 56 50-63 54 41
18-1107-DG-4220 (CZG 121) 39 30-39 36 34 18-2610-DG-6182 (CZG 639) 56 50-63 46 36
18-1419-DG-4824 (CZG 251) 39 30-39 43 35 18-1177-DG-4300 (CZG 175) 57 50-63 59 53
18-1662-DG-5092 (CZG 357) 39 30-39 42 34 18-1425-DG-4830 (CZG 257) 57 50-63 52 44
18-1688-DG-5120 (CZG 370) 39 30-39 45 34 18-1505-DG-4928 (CZG 293) 57 50-63 57 51
18-1719-DG-5222 (CZG 396) 39 30-39 38 32 18-1801-DG-5240 (CZG 425) 57 50-63 51 30
18-1809-DG-5247 (CZG 433) 39 30-39 40 32 18-0923-DG-3995 (CZG 7) 58 50-63 54 50
18-1914-DG-5372 (CZG 443) 39 30-39 40 28 18-1013-DG-4101 (CZG 74) 58 50-63 49 42
18-2411-DG-5974 (CZG 581) 39 30-39 43 34 18-1021-DG-4109 (CZG 80) 58 50-63 47 43
18-2609-DG-6181 (CZG 638) 39 30-39 44 32 18-1182-DG-4305 (CZG 178) 58 50-63 64 41
19-0138-DG-6590 (CZG 684) 39 30-39 38 27 18-1700-DG-5132 (CZG 382) 58 50-63 57 52
18-0969-DG-4049 (CZG 35) 40 40-49 38 23 18-1027-DG-4115 (CZG 86) 59 50-63 59 55
18-1067-DG-4175 (CZG 93) 40 40-49 35 26 18-1088-DG-4201 (CZG 105) 59 50-63 60 52
18-1254-DG-4489 (CZG 196) 40 40-49 38 37 18-1608-DG-5032 (CZG 324) 59 50-63 50 41
18-1339-DG-4689 (CZG 232) 40 40-49 48 37 18-2423-DG-5989 (CZG 590) 59 50-63 56 43
18-1526-DG-4943 (CZG 307) 40 40-49 42 34 18-2603-DG-6175 (CZG 632) 59 50-63 63 44
18-1547-DG-4971 (CZG 315) 40 40-49 46 31 19-0135-DG-6609 (CZG 695) 59 50-63 58 44
18-1632-DG-5060 (CZG 341) 40 40-49 38 27 18-1329-DG-4679 (CZG 222) 60 50-63 55 48
18-2018-DG-5577 (CZG 482) 40 40-49 33 22 18-1938-DG-5388 (CZG 456) 60 50-63 59 39
19-0138-DG-6591 (CZG 685) 40 40-49 36 29 18-2379-DG-5947 (CZG 558) 63 50-63 60 43




