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Epigenetika je védni obor ve sféfe molekularni biologie, ktery se
zabyva dédiénymi zménami v genové expresi beze zmén v samotné
sekvenci DNA. Mezi hlavni a vyzkumné nejvyznamnéjsi
epigenetickou modifikaci je metylace cytosinti prostfednictvim
metyltransferaz. Z literatury je zndmo, Ze metylace cytosind se méni
s vekem. Metylaci podléhaji také Alu repetice, jakozto
retrotranspozony, které se v genomu vyskytuji ve velkém poctu.
Tento marker by mohl byt ve forenznich védach uzite¢ny k urceni

véku zlstavitele stopy z DNA nalezené na misté ¢inu.

V ramci teoretické Casti této prace byla vypracovana literarni reserSe
o epigenetice a jeji roli v regulaci genové exprese, metylaci
cytosinu, o Alu repeticich, biomarkerech epigenetického urceni
véku a 0 metodach analyzy metylace DNA pomoci PCR

a sekvenace.

V experimentalni ¢asti byly navrzeny a vyhledany primery pro Alu
podrodiny po bisulfitové reakci, byla optimalizovana PCR.

Ackoliv navrzené primery nevykazovaly ptiznivou amplifikaci Alu
podrodin, primery z literatury a odzkousené primery Alu podrodiny
amplifikovaly. Amplikony byly podrobené tagmentaci, byly
vytvofené knihovny, ze kterych byl vytvoren pool o koncentraci
4,3 ng/ul, ktery bude v budoucnu analyzovan metodou MPS

pro urceni véku ve snaze snizit potiebné mnozstvi vstupni DNA.

Alu repetice, PCR, metylace, epigenetika, predikce véku
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Epigenetics is a branch of molecular biology that deals with
heritable changes in gene expression without changes in the DNA
sequence itself. Among the primary and most significant epigenetic
modifications under investigation is the methylation of cytosines
mediated by methyltransferases. It is known from the literature that
cytosine methylation changes with age. Alu repeats, as
retrotransposons, are also subject to methylation and are abundant
in the genome. This marker may be useful in forensic science to

determine the age of perpetrator from DNA found at a crime scene.

In the theoretical part of this thesis, a literature search was done on
epigenetics and its role in the regulation of gene expression,
cytosine methylation, Alu repeats, biomarkers of epigenetic age
determination, and on methods of DNA methylation analysis by

PCR and sequencing.

In the experimental part, primers for Alu subfamilies were designed
and searched in the literature and PCR was optimized after bisulfite
reaction.

Although the designed primers did not show favorable amplification
of the Alu subfamilies, primers from the literature and the
previously tested primers amplified the Alu subfamilies. The
amplicons were subjected to tagging, libraries were constructed
from which a pool of 4.3 ng/pl was created, which will be analyzed
by MPS in the future to determine age in an effort to reduce the

amount of input DNA required.
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1. UVOD
Regulace genové exprese je nastroj, ktery udava, jaky gen se ma exprimovat a jaky ne.
Touto problematikou se zabyvéa epigenetika zkoumajici Sirokou skalu modifikaci DNA
bez zmén na jeji primarni strukture (Al Aboud et al., 2018). Tyto zmény se podileji
jak na vyvoji organismu, tak na patologickych procesech jako je rakovina nebo
diabetes (Fazzari, Greally, 2010). Vyznamnymi epigenetickymi modifikacemi jsou
naptiklad metylace DNA, modifikace histonti nebo editace RNA.

Tato prace klade diraz na metylaci cytosinu. Tento proces spociva
v kovalentnimu pfipojeni metylové skupiny na cytosin pomoci DNA metyltransferaz
za vzniku 5-metylcytosinu. Metylace cytosinu se soustied’uje na CpG mista (cytosin-
fostat-guanin). Tento reverzibilni proces hraje dillezitou roli v regulaci genové exprese
a diferenciaci bun¢k a tkani (Lanata et al., 2018).

Alu repetice jsou kratké useky DNA, které se vyskytuji napfi¢ celym genomem
v mnoha kopiich. Jsou klasifikované jako SINE retrotransposony, které se déli
do mnoha podrodin. Alu repetice se vyznamné podileji na regulaci genové exprese,
protoZe jsou bohaté¢ na CpG mista, které podléhaji metylaci (Deininger, 2011).
Metylace se ¢im dal vice vyuzivd jako biomarker starnuti, protoze nékteré CpG
ostrivky méni svlij metylacni profil v zavislosti n v€ku. Analyzou téchto ostravki
muzeme s vysokou piesnosti urcit chronologicky a biologicky vék (Borsky,
Holmannova, Borska et al., 2023). Analyza metyla¢niho profilu muze byt kromé
diagnostiky vyuzita v kriminalistice k odhadu v€ku ze vzorki DNA nalezenych
na misté ¢inu, naptiklad z krve nebo spermatu (Kotkova, Drabek, 2023).

Teoreticka cast této bakalafské prace se zabyva epigenetikou a jeji roli
v regulaci genové exprese, dale metylaci DNA, biomarkery starnuti a moZnostmi
analyzy metylace metodami PCR a sekvenace. Experimentdlni Cast se zaméfuje
na bisulfita¢ni reakci, navrh primert pro podrodiny Alu repetic po bisulfitacni reakci
a vyhedani primert v literatute, optimalizaci téchto primerti a odzkouSeni primert
na metylované DNA po bisulfitové reakci darct a pifipravu amplikond pro masivné
paralelni sekvenaci. Cil experimentu spociva v potencidlnim vyuziti podrodin Alu

repetic pro snizeni mnoZstvi vstupni DNA pro urceni véku.



2. CILE
e Sepsat literarni reSerSi o epigenetice, jeji roli v regulaci genové exprese
a 0 metodach epigenetického urceni véku.
e Vyhledat, navrhnout a otestovat PCR primery pro masivné paralelni

sekvenovani pro podrodiny lidskych Alu repetic po bisulfita¢ni reakci.
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3. TEORETICKA CAST

3.1.  Epigenetika a jeji role v regulaci genové exprese

Epigenetika je védni disciplina, ktera se zabyva dédicnymi zménami v genové expresi,
kdy dochazi K jinym zménam neZ zménam v samotné sekvenci DNA. Mechanismy
epigenetiky neovliviiuji sekvenci DNA jako takovou — reguluji genovou expresi jeji
chemickou modifikaci (Al Aboud et al., 2018). Metylace cytosini na CpG
dinukleotidech je nejlépe prozkoumanym epigenetickym jevem a jejim specialnim
pfipadem je genomovy imprinting. Mezi dalsi epigenetické zmény patii modifikace
histont, nuklearni reorganizace a editace RNA.

Vyse uvedené mechanismy mohou byt spojeny s ruznymi patologickymi
projevy, napiiklad s rakovinou nebo diabetem. Nejvyznamnéjsi strijce téchto projevi
jsou metyla¢ni zmény, a to jak globalni, tak specifické pro jednotlivé geny (Fazzari,
Greally, 2010).

3.1.1. Modifikace histoni

Histony jsou bazické nukleoproteiny obsahujici zna¢né mnozstvi argininu a lysinu,
jez hraji dulezitou roli ve stavbé nukleozomu, tvoficiho zaklady chromatinu
chromozoml.

Posttransla¢ni modifikace histonll, probihajici zejména na jejich N-konci,
zahrnuji acetylaci, metylaci, fosforylaci, ubikvitinaci a sumoylaci. Nejvétsi roli
v regulaci genové exprese hraje acetylace a deacetylace lysinovych zbytkt. Tyto
procesy indukuji konformac¢ni zmény nukleozomi, a tim méni celkovou
chromatinovou strukturu. Acetylace i deacetylace jsou udrzovany v rovnovaze
enzymaticky, histonovou acetyltransferazou (HAT) a histonovou deacetylazou
(HDAC).

Rada transkripénich faktorli je spojena s proteiny, které maji histon-
acetyltransferazovou aktivitu. Tyto proteiny, znamé jako koaktivatory, hraji klicovou
roli v aktivaci transkripce. Naopak histonové deacetylazy funguji jako korepresory

genové exprese zpusobujici kondenzaci chromatinu (Slaby et al., 2015).

3.1.2. Nuklearni organizace
Rozvrzeni jadra na kompartmenty neni nahodné a piedstavuje trojrozmérnou strukturu

a polarizaci chromozomu. Jednotlivé chromatinové domény savcii jsou uspoiadany
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radidln€. Pfesunuti gent pobliz nebo do heterochromatinovych domén ma za nasledek
jejich umlceni, které mtize byt permanentni. Naopak, geny pfesunuté do blizkosti
nebo piimo do domén transkripéné aktivniho euchromatinu jsou transkribovany
S vyssi Cetnosti. Jednim z ptikladl ovlivnéni exprese na zakladé organizace jaderné
struktury je rakovina, jejiz rizné typy dramaticky méni architekturu jadra a chromatinu

ve svij prospéch (Espada, Esteller, 2007).

3.1.3. Editace RNA

RNA je mimo jiné odpovédna i za ptenos informace o enviromentalnich podminkach
pfimo do systému pfenosu genetické informace, a to pomoci zmén na sobé samotné.
Tyto zmény ovliviiuji regulacni drahy fizené RNA. Jsou znamy dvé enzymatické
zmény. Prvni zménou je katalyza deaminace adenosinu na inosin (A-to-1) ADAR
enzymy. Druhou enzymatickou zménou (hlavné u savcl) je katalyza deaminace
cytidinu na uracil. Timto zplisobem je pozménovana sekvence aminokyselin savcl
a primatu (Mattick et al., 2009).

Vétsina editaci je lokalizovana v nekodujicich sekvencich, coZ naznacuje jejich
regulacni funkci ovlivilujici vyvoj a funkci mozku a ve formovani paméti, a to kvuli
ovlivilovani sekvenci aminokyselin receptorti neurotransmiterti, majicich vliv
na elektrofyziologické pochody synapsi (Mattick et al., 2009). Editace RNA u lidi
probiha pfevazné na Alu sekvencich, jez jsou specifické pro primaty, kde podporuji
kognitivni vyvoj (Mattick et al., 2009). Uprava Alu sekvenci slouZi k potlageni jejich
retrotranspozice. Pokud jsou Alu v regula¢ni oblasti genu, miize Giprava Alu sekvence
ovlivnit jeho expresi (Hancks, Kazaian, 2016). Alu RNA mutze fungovat jako
transkrip¢ni represor vazici se na RNA polymerazu I1, mtze tedy regulovat alternativni

sestith, stabilitu a translaci mRNA.

3.1.4. Genomovy imprinting
Organismy s diploidnim genomem obsahuji dvé sady homolognich chromozomi
Vv jadre. Tyto chromozomy nesou autozomalni geny, pficemz kazdy z téchto genli ma
dv¢ alely, z nichz kazd4 pochézi od jednoho z rodict.

Genomovym imprintingem se rozumi zvratitelny proces, pii kterém dochazi
k epigenetickym zmé&nam, piedevsim metylaci genti, v jedné z parentalnich generaci.

Tato epigeneticka modifikace zplsobuje rozdily v expresi genti mezi paternalnim
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a maternalnim genomem v diploidnich buiikdch potomkt. To znamena, Ze exprese
urcitého genu zavisi na tom, zda je gen zdédén od otce nebo od matky (Slaby et al.,
2015). Prikladem klinického projevu genomového imprintingu je Beckwith-
Wiedmanntv syndrom (prenatalni nadmérny rist ditéte), zpasobeny geny IGF2, LIT1,

jejichz exprimovana alela pochazela pouze od otce (Seemanova, 2003).

3.1.5. Metylace a demetylace cytosinii v DNA

Metylace zastava dilezitou roli v regulaci genové exprese a biologickych procest,
stejné tak jako v diferenciaci bunék a tkani. Metylace DNA je fizena metylacnimi
enzymy, které kovalentné ptipojuji metylovou skupinu na cytosinové baze. Naopak,
demetylacni enzymy jsou odpovédné za zpétnou demetylaci této baze.

Metylace DNA je rozvrzena nerovnomérné a asymetricky napii¢ genomem.
Kromé toho, ze metyla¢ni profil je specificky pro jednotlivé tkan¢ a bunky,
je asociovan i s mnohymi nadorovymi onemocnénimi.

Metylace je proces, pii kterém se diky metyltransferazam (DNMTs),
jez vyuzivaji S-adenosylmethionin jako kofaktor, kovalentné pfipojuje metylova
skupina na C-5 pozici cytosinu v fetézci DNA (Robertson, 2005). V 98 % piipada
probihda metylace cytosinii na CpG (cytosin-fosfat-guanin) usecich DNA (Jin, Li,
Robertson, 2011). Ty CpG useky, které jsou asociovany s promotory somatickych
bunék, jsou vétsinou na kodujicich mistech nemetylovany (Kim et al., 2009). Metylace
v CpG mistech v promotoru jsou asociovany s represi genu; naopak hypometylace
v oblasti promotoru a hypermetylace v oblasti genu jeho expresi podporuji (Lanata et
al., 2018).

13



Na Obrazku 1 je popsana konverze metylace cytosinové baze.

MNH; MNH,
SAM-CH; SAM

e L
A= _L

H DNMT H

CH,

Cytosin S-metyleytosin

Obrazek 1: Konverze cytosinu na 5-metylcytosin DNA metyltransferazou (DNMT),
ktera katalyzuje pienos metyl skupiny (CHz) z S-adenosylmethioninu (SAM) na pozici
5. uhliku (Pfevzato a upraveno z Gibney et Nolan, 2010)

Genom savcl obsahuje pfiblizng 3 x 107 zbytkdi 5-metylcytosinu (m5C),
pievazné obsazenych v dinukleotidech 5'-m°CG-3'. Reverzibilni procesy metylace
a demetylace hraji roli pfi regulaci normalniho vyvoje savci, i kdyz dosud nebylo
prokézano, ze by tento mechanismus piimo ovliviioval konkrétni gen s tkanove
specifickym G¢inkem. Metylace cytosinu hraje kli¢ovou roli v ireverzibilni inaktivaci
promotortl mnoha imprintovanych gent, gent podléhajicich inaktivaci X, stejné jako
promotoru transpozont a také endogennich retrovirli. Exprese imprintovanych gent je
pevneé stanovena v zarodecné linii pfedchozi generace, zatimco exprese genti vazanych
na chromozom X je urcena ve stadiu raného embrya (Bestor, 2000).

Demetylace cytosini miize probihat bud’ pasivné nebo aktivng.

Pasivni demetylace je znak oxidativniho stresu a probiha hlavné v pribéhu
déleni bunky. Jedna se o sniZeni aktivity nebo mnozstvi DNMTs. Mohou ji ovliviiovat
transkripéni faktory a mikro-RNA. V piipadé nizké koncentrace DNMT1 nejsou
metylacni vzorce plné prevzaty béhem mitézy z matetskych bunék do dcefinych
s nasledkem pasivni demetylace. Regulace enzymu DNMT1 je uskutecniovana pies
signalni drédhu mitogenem aktivované proteinkinazy/ERK (MAPK/ERK), jejiZ
poskozeni vede k chybné regulaci DNMT1 pii mitotickém déleni, coz vede ke globalni
demetylaci DNA v T-lymfocytech a rozvinuti autoimunitniho onemocnéni SLE
(systémovy lupus erythematodes).

Aktivni demetylace je tizena 5-TET (Ten Eleven Translocation) proteiny, které
aktivné odstranuji metyla¢ni znaceni cytosind. Tyto cytosiny jsou poté podrobeny

oprav¢ a vlozeny zpét do genomu (Lanata, Chung, Criswell, 2018). DNMT1 dale neni
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schopno re-metylovat nové nasyntetizovany fetézec DNA, protoze informace
0 metylaci se délenim bunék vytraci. Kvili tomu mohou TET proteiny oxidovat
5-hydroxymetylcytosin (konverze 5mC na 5hmC Kkatalyzovana TET dioxygenazou)
na 5-formylcytosin, ktery je dale oxidovan na 5-karboxycytosin (Wang, Loo, Kohli,
2022). Tymidin DNA glykosylaza poté tyto cytosiny odstranuje, coz indukuje opravu
bazi a nasledné predstaveni nového nemetylovaného cytosinu. (Scourizic, Mouly,
Bernard, 2015).

3.2.  Tkanova specificita
Starnuti je sled biochemickych dé&ju, které maji za disledek poSkozeni organismu
na molekuldrni, bunééné a organové urovni. Tato poSkozeni vedou ke ztraté
fyziologickych funkci az po smrt (Kristi¢ et al., 2014).

Buiiky riznych tkani jsou od sebe odlisné jak anatomicky, tak fyziologicky.
Tento fakt ma zaklad v odliSnosti bunécnych fenotypi, které jsou z velké casti
odrazem epigenetickych zmén hrajicich roli v bunécéné diferenciaci. NejvyznamnéjSim
markerem je metylace DNA (cytosint), ktera udava, jaky gen se ma exprimovat a jaky
ne. Metylace je uzce spojovana s CpG ostruvky v oblasti promotord (Christensen et
al., 2009). Zdravé tkané se od sebe odlisuji metyla¢nim profilem v oblasti promotort,
napiiklad vzorky odebrané z gastrointestinalni soustavy (zaludek, jicen, stievo)
vykazuji podobny metyla¢ni vzorec, ktery je odlisny od metylaéniho vzorce jinych
tkanovych struktur (napft. nervové soustavy) (Miller et al., 2023).

Donedavna bylo pfedpokladano, ze CpG ostruvky jsou nemetylované, kromé
téch na inaktivovaném X chromozomu a v imprintovanych regionech. V poslednich
letech se dostal do poptedi vyzkum tzv. tkadnové specifickych metylovanych regionli
(TDMR) pomoci metod ,,DNA methylation arrays®. TDMRs jsou oblasti v genomu,
které vykazuji rozdily v metylaci DNA mezi riznymi tkanémi organismu. Bylo
prokazéno, ze hraji dilezitou roli v regulaci genové exprese a v procesu vyvoje.
TDMR regiony jsou metylovany Vranych stadiich vyvoje a demetylovany
v pozdéjsim stadiu; napi. TMDR specifické pro varlata jsou plné metylované

pfi narozeni a demetylace nastava az postnataln¢ (Song et al.,2009).
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3.3.  Biomarkery epigenetického urceni véku

Ve forenzni sféte mize byt urceni veéku klicovym prvkem vysetiovani. Metylacni
profil urcujici v€k ze vzorkl spermatu (sexualni zlo€iny), tak z krve (nasilné trestné
¢iny) slouzi jako pomocny marker pro zazeni populace pti hledani pachatele. Krom¢é
tohoto vyuziti je metyla¢ni profil dilezity v klinické praxi pfi diagnostice chorob
(Kotkova, Drabek, 2023).

Dftive se v€k urcoval pomoci mitochondridlni DNA (mt-DNA). Uvoliovani
mitochondrii-vytvoifenych reaktivnich Kkyslikovych radikala v procesu rozpadu
enzymu pii oxidativni fosforylaci indukuje v samotné mitochondrii zmény (naruseni
fosfolipidii a proteint), jez vedou k mutacim, které jsou spojené se starnutim. Pfitom
se jednotlivé mutace mt-DNA mezi jednotlivymi tkanémi jednoho cloveka 1isi. To
stejné plati i v rozdilu mezi jedinci — profil mt-DNA mutaci je u kazdého ¢lovéka
unikatni, proto ani tato metoda neni pfili§ specificka a neurci presny vek, spise Sirsi
rozmezi (Zapico, Ubelaker, 2016).

Dnesni biomarkery pro urceni véku miizeme rozdélit do nékolika skupin.
Zakladni je rozdéleni na jednoduché a slozené. Jednoduché miiZeme vyclenit
na molekuldrni (epigenetické zmény, zkracovani telomer, bunéfnd senescence),
fyziologické a anatomické. Slozené biomarkery zahrnuji epigenetické hodiny a -omics
metody (Borsky, Holmannova, Borska et al., 2023).

Hodiny (epigenetické hodiny) jsou marker zalozeny na analyze metylace
na CpG ostruvcich (cytosin-fosfat-guanin) za vzniku 5-metylcytosinu, ktery ovlivituje
expresi genti v blizkosti téchto ostruvki. Bylo vyvinuto mnoho algoritmu, které z CpG
ostrivkll dok4zou urc€it kalendaini vek s velkou piesnosti. Pfiklad tohoto algoritmu
jsou Horvathovy hodiny, které dokazi presné urcit metylaci na zakladé 353 CpG mist,
a tak 1 biologicky vek, jehoz narust je pfi rakovinném bujeni zrychlen. Piekvapivé je
zrychleni pomalejsi pfi riznych somatickych mutacich, naptiklad pfi mutacich gent,
regulyjicich telomerazy nebo pii mutaci TP53 genu, ktery koduje p53 protein
(Horvath, 2013). Pti riznych patologiich se metylace méni a je tedy uren vyssi vék
nez kalendaini, ten je oznacovan jako biologicky. Diky ur¢enému biologickému véku
muzeme Vv klinické praxi odhadovat pravdépodobnost vyskytu riznych onemocnéni
jako rakovina nebo Alzheimerova choroba (Borsky, Holmannova, Borska et al., 2023).

Omiky jsou markery, které sleduji biomolekuly stejného typu a jsou postaveny
na velkém mnozstvi dat. Genomika sleduje genom, dédi¢nost a Vv nasem piipadé

hodnoti biologicky vék na zaklad¢ analyzy specifickych genti. Transkriptomika se
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zabyva RNA jako celkem (tRNA, mRNA, rRNA a nekodujici RNA), a to na trovni
transkripce, exprese a umisténi v bunice. Proteomika identifikuje a zkouma obsah
vSech proteinii na bunécné nebo tkanové urovni pomoci metod jako hmotnostni
spektrometrie nebo Western blot. Metabolomika se zabyva kvantifikaci a identifikaci
metaboliti  ve vzorku. Vsechny omiky se vyuzivaji jakozto hodiny K urceni
biologického véku (Borsky, Holmannova, Borska et al., 2023).

Jednoduché biomarkery méfi pouze jeden specificky a dulezity parametr nebo
omezenou skupinu vzijemné souvisejicich parametrii, které jsou znamy pro svou
spojitost s vékem. Tyto zmény reflektuji proces starnuti u lidi nebo laboratornich
modell. Mezi tyto markery patii genomova nestabilita, zkracovani telomer, bunécna
senescence, produkty pokrocilé glykace a glykosylace, mitochondrialni delece,
protemické markery, miRNA ametylace DNA. Tyto markery jsou definovany

Vv nasledujicich kapitolach.

3.3.1. Genomova nestabilita

Genomova nestabilita je stav, kdy je normalni struktura nebo sekvence genomu
naruSena nebo zménéna. Byva vyvoland poskozenim DNA rGznymi fyzikalnimi,
chemickymi a biologickymi faktory, ptfedstavuje riziko Casného Umrti a maligni
transformace bun€k. Genomova nestabilita se projevuje na urovni mikrosatelitt
a na trovni chromozomd.

Mikrosatelitni nestabilita je charakterizovana zménami v pocétu opakovanych
tandemovych repetic v disledku nedostatecné opravy DNA béhem replikace.
Chromozomalni nestabilita zahrnuje chromozomalni zlomy, translokace, delece,
duplikace nebo ziskani novych ¢asti chromozomt a je spojena s poruchami
v mechanismech opravy DNA, d€leni bun¢k nebo expozici genotoxickym latkam.

Pro kvantifikaci dvojitych zlomii DNA, indikujicich nestabilni DNA,
se vyuziva imunofluorescen¢ni méteni fosforylovaného histonu H2AX. Oxidace DNA
vytvaii produkt 8-0X0-2'-deoxyguanosin, jehoz hladiny stoupaji s vékem,
coz poskytuje neptimy ukazatel poSkozeni DNA.

Genetické vySetfeni mize odhalit genetické syndromy ovliviiujici rychlost
starnuti, ale neni schopno pfesné urcit rychlost starnuti konkrétniho jedince.
Retrotranspozony, znamé jako "skakajici geny", jsou schopny kopirovat svoji sekvenci
Z jednoho mista genomu na jiné misto. Pfispivaji ke genomové nestabilité indukci

riznych mutaci, a s veékem jejich aktivita vzristd. Ztrata represe a zmeény
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V heterochromatinu mohou rovnéz piispivat ke genomové nestabilité. LINE-1 (L1),
nejznaméjsi skupina retrotranspozond, je aktivni béhem embryogeneze a jeji mira
transkripce stoupa spolu s vékem. ZvysSena exprese této skupiny retrotranspozont je
Castéji detekovana u chorob jako revmatoidni artritida nebo karcinom. Kromé toho se
transkripce zvysuje i pii stresu a pii vystaveni ¢lovéka toxickym latkam (Borsky,

Holmannova, Borska et al., 2023).

3.3.2. ZKkracovani telomer

Zkracovani telomer je proces, pfi kterém pii kazdém mitotickém dé¢leni telomery
postupné ubyva 50 — 200 part bazi. Kdyz se zkrati na kritickou délku, bunka ztraci
schopnost dal§iho déleni a bud’ se stdva senescentni nebo podstupuje apoptdzu,
coz znamena programovanou bunéénou smrt. Délka telomer ovliviiuje nejen bunécné
déleni, ale také celkovou strukturu a prostorové rozlozeni dvousroubovice DNA
(telomerni DNA tvoii T-loops, které svym ohybem pronikaji do Sroubovice DNA) (Lu
et al., 2013). Dlouhé telomery ptispivaji ke stabilizaci struktury, zatimco kratké
telomery maji opacny efekt.

V minulosti byla méfena primérna délka telomer, ale nyni Se ukazuje
imunologicky nejaktivnéjsi a vyrazné piispivaji k prozanétlivym procestim, jako je
"inflammaging." Kratké telomery jsou také spojeny s vySSim rizikem celkové
mortality.

Existuje nékolik metod méfeni nejkratsich telomer, jako je qPCR (kvantitativni
polymerdzova ftetézova reakce), TRF (termindlni restrikéni fragment) a TeSLA
(Telomer Shortest Length Assay). Délka telomer je spojena s aktivitou enzymu
telomerazy, ktery zodpovida za de novo prodluzovani telomer vétSiny tkani dospélych.
I kdyZ nékteré buiiky, jako kmenové bunky, maji vysokou aktivitu telomerazy po cely
zivot, u jiz diferencovanych bunc¢k vys$Siho veéku tato aktivita neni dostate¢na
k zabranéni postupnému zkracovani telomer. Studie naznacuji, Ze aktivita telomerazy
klesa s vékem, zejména u osob starSich 40 let (Borsky, Holmannova, Borska et al.,

2023).
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3.3.3. Bunéc¢na senescence
Bunééna senescence se vyznacuje zastavenim déleni buiiky, zvySenou odolnosti buiiky
vuci apoptoze a zménami v metabolismu, produkci a morfologii. MnoZstvi
senescentnich bunc¢k se béhem starnuti zvysuje. Senescentni buniky vytvareji latky,
které dale vyvolavaji senescenci v okolnich bunikach. Prechod do senescence je
obvykle spustén podnéty, jako jsou oxidacni stres, poSkozeni DNA bez moznosti
reparace nebo zkracovani telomer.

Piechodu bunky do senescence piedchazi aktivace odpovédi na poskozeni
DNA (DNA damage response - DDR), pficemz kli¢ovou roli hraje transkrip¢ni faktor
p53. Bunka bud’ opravi DNA a pokracuje v bunééném cyklu, pfejde do stavu
senescence nebo do apoptozy.

Exprese markera (pl6 a p53) nejenze stoupa s vekem, ale také se lisi
Vv jednotlivych tkanich. Klinické studie prokazaly vyssi expresi pl6 a p21 v mnoha
typech tkani u osob starSich 66 let ve srovnani s mladSimi jedinci. Nejvétsi rozdily
byly zaznamenany v epidermis a ledvinach. Nartst exprese p16 byl zdokumentovan
také v lidskych T-lymfocytech a slinnych Zlazach dolniho rtu, kde byla zaznamenéana
korelace s poklesem kognitivnich funkci (Borsky, Holmannova, Borska et al., 2023).

Aktivace DDR, pokud je trvala, vede k produkci Senescence-Associated
Secretory Phenotype (SASP), kde se zvySené uvolniuji prozanétlivé cytokiny, ristové
faktory, protedzy, extracelularni vezikuly, solubilni receptory a ligandy. Lysozomalni
[-galaktosidaza je povaZovana za klicovy a snadno detekovatelny marker senescence,
jejiz aktivita s vékem klesa, coZ vede ke kumulaci substratii v lysozomech. Pfitomnost
lipofuscinu mize téz signalizovat senescenci, s vyhodou detekce nejen v zivych
buiikach a tekutinach, ale i v zamrazenych tkanich (Borsky, Holmannova, Borska

et al., 2023).

3.3.4. Produkty pokrocilé glykace a glykosylace

Glykace je d¢j charakterizovan vazbou sacharidl na proteiny, lipidy, nukleosidy bez
ucasti enzymil. Modifikuji se DNA, hemoglobin nebo protilatky a tyto zménéné
produkty se oznacuji jako produkty pokrocilé glykace (AGE, Advanced Glycation
End-products). Koncentrace AGE s ptibyvajicim chronologickym vékem roste
kumulaci, a to jak intracelularn¢ (disledkem je poskozeni mitochondrii),
tak extracelularné (pfipojenim na elastin nebo kolagen). AGE jsou odbouravany

glyoxalazovym systémem (skladajici se z glyoxalazy 1, 2 a kofaktoru gluthathionu).
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Aktivita procesu odbouravani AGE vékem klesa, tim padem je koncentrace AGE
dobrym ukazatelem starnuti, ale taky oxida¢niho stresu (Borsky, Holmannova, Borska
etal., 2023).

Glykosylace je fizena glykotransferazami, jez jsou katalyzatory kovalentni
vazby monosacharidu a proteinu ¢i lipidu. V kontextu glykosylace je ¢asto zmifiovana
glykosylace IgG protilatek, jejimiz zménami lze odvodit chronologicky a biologicky
veék. Na zakladé tohoto faktu byl vytvofen GlycanAge index, ktery vychazi z toho,
vys$si a koncentrace prozanétlivych agalaktosylovanych IgG protilatek je nizsi. Tento
pomgr se s rostoucim vékem obraci (Borsky, Holmannova, Borska et al., 2023).

Na Obrazku 2 je znazornéna UPLC (ultra-vykonna kapalinova
chromatografie) analyza glykosylovaného IgG imunoglobulinu. UPLC analyza je
schopna rozeznat stavbu N-glykanu navazaného na tézkém fetézci IgG (na misté
zbytku Asn) a rozd¢lit tyto komplexy 1gG s piislusnym N-glykanem do 24 vrchold
ktivky, peakd (GP1-GP24). Ukazalo se, ze 21 glykani z 24 analyzovanych ma
asociaci s biologickym veékem, pii ¢emz nejvétsi asociaci vykazuji galaktozové
glykany, kdy mnozstvi jejich digalaktozové formy (A2G2, FA2Gl, A2BG2
a FA2BG2) je s vékem snizovan (Kristi¢ et al., 2014).

Na této analyze byl zhotoven model predikujici veék a jiz vySe zminény
GlycanAge index, ktery dokaze predpovédét veék pomoci tii glykanovych proménnych
(GP6, GP14 a GP15) s odchylkou 9,7 let (Kristi¢ et al., 2014).
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Obrazek 2: UPLC analyza imunoglobinu IgG a jeho glykosylace. (Pfevzato z Kristi¢
etal., 2014)

3.3.5. Mitochondrialni delece

Mitochondrie jsou semiautonomni organely eukaryotickych bungk, které jsou dédény
maternaln€. Vyznacuji se svoji citlivosti na starnuti buiiky (zptisobenou napiiklad
zvySenym oxidacnim stresem). Se starnutim buiky mitochondrie nabyvaji
cirkularniho stavu a zmensuji sviij objem; nastavaji stale ¢astéjsi poruchy jejich déleni
a zaCinaji se kumulovat disledkem zpomaleni procesu mitofagie.

Starnuti bunky doprovazi zvySend cetnost mutaci mitochondridlni DNA
(mt-DNA), pficemz je Casem v buinice vEétSi podil zmutované mt-DNA, nez té
nezmutované. Pri¢inou tohoto jevu je pokles aktivity mitochondridlni DNA
polymerazy. Kromé morfologickych zmén mitochondrie ztraci svoji schopnost
Vv dostate¢né mife provozovat respiracni fetézec, to ma za nasledek mensi produkci
ATP jakozZto zdroje energie a vyssi produkei kyslikovych radikalt. Snizuje se také
hladina nikotinamidadenindinukleotidu v jeho redukované (NADH) a oxidované
(NAD") formé, ktery slouzi jako redoxni koenzym esencialni pro chod Krebsova
cyklu, glykolyzy a pfi oxidaci mastnych kyselin, expresi genti a oprav DNA. GDF15

(Grow Differentiation Factor 15) se vyznacuje nizkou expresi, ktera se vSak zvysuje
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pii bunéném stresu, spojeném se starnutim. Nasledkem zvysené exprese GDF15 se
snizuje mitochondridlni aktivita a narGsta mortalita. ZvySend hodnota GDF15 je
spojovana s onemocnénim kardiovaskularni soustavy a nadorovymi onemocnénimi

(Borsky, Holmannova, Borska et al., 2023).

3.3.6. Proteomické markery

V roce 2015 Menni et al. zvefejnila vyzkum, jehoz cilem bylo urcit proteomické
faktory starnuti v krevni plazmé a mozkomis$nim moku. K tomuto experimentu byl
vyuzit SOMAscan assay K analyze vzorkl krve od 202 Zen, nasledné od dalsich 677
jedinci. Vysledky ukazaly, Zejedenact proteini ma spojitost s chronologickym
vékem. Tyto proteiny byly dale analyzovany na trovni genové exprese a byly
vyClenény dva proteiny, které maji nejvEétsi asociaci s vékem, jsou to chordin-like
protein 1 (CHRDL1 gen) a pleiotropin (PTN gen) (Menni et al., 2015).

CHRDL1 je antagonista morfogenickych proteinii kosti a je klicovy regulator
embryonalniho vyvoje. Bylo zjisténo, ze je 90 % mnozstvi CHRLD1 v plazmé je dano
prostfedim, nikoliv dédi¢éné. CHRDL1 zna¢né& ovliviiuje vahu pfi narozeni. Pti nizké
porodni vaze je zde vétsi riziko infarkti, diabetu 2. typu a osteoporozy v pokrocilém
véku. Cim je v&tsi porodni vaha, tim je vice CHDRL1, a tim je tedy meni riziko vyse
zminénych onemocnéni. Tento marker mize byt sledovan pii ur€ovani véku, protoze

jeho mnozstvi v Krvi se stoupajicim vékem stoupa (Menni et al., 2015).

3.3.7. miRNA
MikroRNA (miRNA) jsou molekuly RNA o délce piiblizné 22 nukleotidl, které
nekdduji proteiny, ale maji kliCovou roli v regulaci genoveé exprese.

Tyto molekuly nejsou dulezité pouze béhem vyvoje jedince, ale také
Vv patologickych procesech a v pribchu starnuti. Vyzkum zaméfeny na analyzu
miRNA z plné krve ukdzal, ze nckteré miRNA vykazuji zmény v expresi
s postupujicim vékem (Borsky, Holmannova, Borska et al., 2023). V ramci vyzkumu
ve forenzni sféfe vzniklo mnoho studii, které se pokousely urcit chronologicky vék
pachatele pomoci miRNA. V roce 2020 Fang et al. (Fang et al., 2020) zvefejnil model
urceni véku ze stop krve pomoci machine learning AdaBoost algoritmu. Identifikoval

Sest miRNA, které souviseji S vékem, a to miR-98-3p, miR-324-3p, miR-32-3p, miR-
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330-5p, miR-374c-5p a miR-342-3p. Fangiiv model vykazoval chybovost v ur¢eni

veéku v rozmezi 5,52 az 7,46 let jak u muzt, tak u zen.

3.3.8. Metylace DNA pro urceni véku
V kontextu biomarkera starnuti a metylace je v dnesni dob¢ hojné vyuzivana metoda
epigenetickych hodin, pfi které se vyuziva méteni metylace na CpG ostriivcich.

Ma se za to, ze diky této metod¢ se da u zdravych osob s vysokou piesnosti
urcit chronologicky vék. U nemocnych osob nebo u osob s nezdravym Zivotnim stylem
je ur¢en vyssi vek nez jejich chronologicky; metoda urcuje tedy jejich biologicky vék.
Cim je uréen vyssi epigeneticky vék, tim je vétsi pravdépodobnost vzniku zavaznych
onemocnéni, jako jsou nddorova onemocnéni nebo Alzheimerova choroba (Borsky,
Holmannova, Borska et al., 2023). Urychleni epigenetického starnuti (Epigenetic Age
Acceleration — EAA) nam ukazuje rozdil mezi chronologickym vékem a vékem
uréenim pomoci metylaci. EAA v kladnych hodnotach poukazuji na vyssi biologicky
vék a v zapornych hodnotach znadi, Ze organismus starne pomaleji (Noroozi et al.,
2021).

Starnuti organismu je komplexni biologicky proces, ktery doprovazi mnoho
procest a faktorti. Radi se zde faktory genetické, epigenetické a enviromentalni.
Starnuti doprovazi také progresivni insuficience fyziologickych funkcei, coz s sebou
nese také veétsi riziko propuknuti riznych chorob, naptiklad rakoviny, Alzheimerovy
choroby nebo rtznych kardiovaskularnich onemocnéni.

Starnuti na bunéfné urovni se vyznacuje molekularnimi zménami.
Epigenetické zmény zahrnuji zmény genové exprese bez zmény samotné sekvence
(viz kapitola 3.1.). Je znamo, Ze metylace DNA tzce koreluje se starnutim,
chronologickym a biologickym vékem. Pfredmétem mnoha metod uréeni veku je

profilovani metylace na CpG ostriivcich (Maldonado et al., 2023).

3.4.  Sekvence DNA dle zastoupeni v genomu
3.4.1. Jedinecné sekvence

Nerepetitivni sekvence jsou jedine¢né single-copy DNA sekvence, které
zahrnuji kédujici sekvence, nekddujici RNA sekvence a sekvence regulujici genovou
expresi. Tyto sekvence tvoii asi 40-50 % celé lidské DNA (Liao et al., 2023), pficemz

jenom 4 % lidskych genti koduji aminokyseliny. Nerepetitivni sekvence se
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pro forenzni ur¢eni véku ¢loveéka vyuzivaji nejCastéji (Bekaert et al., 2015; Zbiec-
Piekarska et al., 2015; Kotkova, Drabek, 2023; Heidegger et al., 2022).

Repetitivni DNA sekvence jsou sekvence, jejichz vzor se opakuje napfi¢ celym
genomem a tvoii ho z ptiblizn€ 50 %. DNA repetice mohou byt rozdéleny podle poctu
opakovani. Mezi repetice s vysokym opakovanim spada satelitni DNA (satDNA)
(Liao et al., 2023). Satelitni DNA muze byt nalezena na specifickych mistech na
chromozomu, nejvice v centromerach a telomerach (Liao et al., 2023). Kromé repetic
s vysokym opakovanim jsou vV genomu i mén¢ opakujici se sekvence o velikosti 500 —
300 000 paria bazi. Tyto sekvence se dale déli na mikrosatelity, minisatelity, telomerni
repetice arozptylené repetice neboli transpozony. Mikrosatelity, minisatelity
atelomerni repetice jsou sekvence slozené z opakujicich se zakladnich jednotek
spojenych za sebou (tandemové). Transpozony neboli transpozibilni element mohou
byt jak DNA ¢i RNA a jsou to poloparazitni sekvence, ,,skakajici geny*. Repetitivni
sekvence se oproti nerepetitivnim sekvencim mén¢ uzivaji pro urceni véku. Jejich

vyuziti v§ak popsala napiiklad Giacconi et al., 2019.

3.4.2. Tandemové repetice

Skupina tandemovych repetic se sklddd z mikrosatelitnich, minisatelitnich
a telomernich repetic. Rozdil mezi mikro- a minisatelitnimi repeticemi je délka jejich
sekvence a cCetnost vyskytu v genomu. Mikrosatelitni repetice, sekvence dlouhé
<5 pari bazi, jsou nejhojnéj$imi tandemovymi repeticemi v lidském genomu.
Minisatelitni repetice jsou Oproti mikrosatelitnim repeticim delsi (>5 bp) a jejich
vyskyt v genomu je nizsi. Telomerni repetice se vyskytuji vyhradné na telomerach,
maji velikost 2-50 kb a jsou charakterizovany sekvenci bazi CCCTAA/TTAGGG

(Liao et al., 2023).

3.4.3. Transpozony

Transpozony se vyskytuji jak na DNA, tak na RNA fetézci. RNA transpozony
vyuzivaji proces cut-and-paste. Je to proces, pti kterém se enzymaticky transpozon
vysttihne ze svého ptvodnino mista a je vlozen na misto jiné prostiednictvim RNA
intermediatu — transpozon se prepise do formy RNA, ktera je poté reverzné
transkribovana zpét do DNA, ktera se integruje do genomu. Cut-and-paste vyuzivaji

k premisténi i DNA transpozony, ovsem bez meziproduktu RNA (Liao et al., 2023).
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RNA transpozony (retrotranspozony) mohou byt rozdéleny na Long Terminal Repeats
(LTRs), Long Interspersed Nuclear Elements (LINESs) a Short Interspersed Nuclear
Elements (SINEs). LTRs se vyznac¢uji dlouhymi termina¢nimi repeticemi na svych
koncich. Spekuluje se, ze evolu¢né tyto repetice pochazeji z infekci zptasobenych
retroviry. LINEs maji ve své struktuie promotor, ktery indukuje transpozici
endonukleazou a reverzni transkriptazou. Na LINE transpozonech jsou zavislé SINE
transpozice. Do RNA transpozonu spadaji také Alu repetice, které maji regulacni
funkci (polyadenylacni signaly) v genomu primata. Alu inzerce zpusobuji mnoho
lidskych patologii jako napiiklad rakovinu prsu ¢i predispozici k obezité (Liao et al.,
2023).

Retrotranspozony jsou tandemové repetice vyuzivajici meziprodukt RNA jako
prostfedek k piepisu a vlozeni do genomu. Tyto repetice 1ze rozdélit do dvou supin —
LTR (Long-Terminal Repeats) a non-LTR. Non-LTR retrotranspozony se dale déli
na LINE (Long Interspersed Elements) a SINE (Short Interspersed Elements). Alu
repetice jsou specifické pro primaty a se svoji délkou ptiblizné 300 bp a zastoupenim
kolem 11 % celé lidské DNA se fadi mezi SINE transpozony. Dfive byly Alu sekvence
povazovany za ,junk DNA®, kterd nemd Zadny funkéni smysl. Nové vyzkumy
prokazaly, ze hraly velkou roli v evolu¢nim vyvoji primatti a genomové architekture,
ovlivitujici genovou expresi a stabilitu genomu.

Inzerce Alu elementu pobliz genu mize ovlivnit expresi genu (Deininger,
2011). Alu repetice mohou pisobit rusivé v chodu exprese a funkce gend, proto jsou
regulovany epigenetickymi procesy, a to prevazné¢ DNA metylaci v mistech bohatych
na CpG dinukleotidy a histonovou modifikaci. Jejich metylaéni profil je tkanové
specificky a jejich snizend metylace je spojena s nddorovymi onemocnénimi. Pokud
se endogenné bunika oSetfi chaetocinem, ktery inhibuje SUV39 metyltransferazu
odpovédnou za metylaci histonu H3K9, dojde kzvyseni exprese Alu repetic.
To znamena, Ze metylace tohoto histonu reguluje Alu repetice inhibici jejich exprese
(Varshney et al., 2015). Bylo prokazano, ze ztrata té€chto regulacnich procest (vlivem
starnuti, senescence, stresu) vede k chorobam jako je rakovina, diabetes nebo
osteopordza (Larsen et al., 2018).

DNA transpozony muzeme rozdélit do podrodin podle jejich struktury
na ,Miniature Inverted-Repeat Transposable Elements“ (MITEs), Mavericks
a Cryptons. MITEs se vyskytuji na nekodujicich regionech zviieci i rostlinné DNA

amaji schopnost pozmeénit strukturu a funkci genu. Cryptons vyuzivaji tyrosin-
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rekombinazu umoznujici vystrihnout a opét vliozit DNA molekulu. Mavericks jsou
oproti ostatnim transpozonam delsi a jsou pritomny spise v DNA nizsich zivocichu.
V poslednich letech se zkoumaji jejich homologie k virové DNA. DNA transpozony
jsou charakterizovany terminalnimi invertovanymi opakujicimi se sekvencemi (TIR),
které se nachazeji na obou koncich transpozonu a jsou vzajemné komplementarni
(Liao et al., 2023).

3.5. Metody detekce metylace

K detekci globalni metylace diive slouzila kapalinové chromatografie, ktera ovSem
postradala specificitu. Navzdory feSeni tohoto problému riznymi instrumentalnimi
modifikacemi, jako je zavedeni fluorescence nebo hmotnostni spektrometrie,
se od této metody upustilo.

Nésledné byla zavedena metoda zalozend na elektroforetické separaci,
ktera nasledovala po PCR reakci specifickou pro metylovanou DNA po bisulfita¢ni
konverzi. V 90. letech minulého stoleti byly zavedeny metody vyuzivajici restrikéni
enzymy, izotopové znaceni a naslednou elektroforézu. Data z této analyzy poté byly
porovnavany s databazi. Od téchto metod bylo upusténo kvili narocnosti jak
technické, tak casové. K moderni analyze metylace DNA byly vyvinuty metody, které
v prvnim kroku ptipravi DNA tak, aby metylace byla detekovana v dalsim kroku.
V dnesni dobé se vyuzivaji metody s pouzitim endonukleaz, imunoprecipitace
a konverze bazi (Sun, Zhu, 2022).

3.5.1. PCR metody s vyuzitim restrikénich endonukleaz
V minulosti byly restrikéni endonukleazy citlivé pro metylaci (MREs) pouzivany
k fragmentaci DNA. Byly to nejcastéji enzymy Mspl (rozeznaval sekvence CCGG)
a Hpall (rozlisoval, zda jsou tyto sekvence metylované nebo nikoliv). Ziskané
fragmenty byly sekvenovany pro analyzu jejich metyla¢nich profili.
V roce 2010 byla vyvinuta metoda MRE-seq (sekvenace za pouziti MRE),
ktera kombinuje tfi endonukledzy a umoziuje urcit metylacni status jednotlivych bazi.
Vyhodou MRE-seq je relativné levné provedeni pro Siroké pokryti metyla¢niho
statusu. Mezi jeji nevyhody patii netplné pokryti genomu a tim sekvencéni zkresleni
dané (ne)ptitomnosti restrikénich mist, citlivost na metyla¢ni hustotu, ztrata

metylacniho kontextu (CpA, CpT, CpC), ztrata kvantifika¢ni informace, artefakty
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zpisobené nelplnym S$tépenim enzymem anebo naopak hvézdickovou aktivitou
enzymu, a hlavné pozadavek na velké vstupni mnozstvi DNA (Roberts et al., 2003).
Pokud chceme rozstépit celou genomovou DNA nebo RNA pomoci endonukleaz,
musime pouzit mnoho ruznych endonukleaz, kazdou specifickou pro urcitou sekvenci.

Tuto metodu Ize kombinovat s PCR a elektroforetickou separaci (Sun, Zhu, 2022).

3.5.2. Metody s vyuzitim afinity

V roce 2005 byla vyvinuta metoda na bazi interakce metylované DNA a protilatky.
Imunoprecipitace metylované DNA (MeDIP) spociva v osetieni DNA protilatkou
specifickou pro 5mC. Jako modifikace se miZze pouzit i protilatka specifickd
pro derivaty 5mC, jako napiiklad ShmC. Sekvenaci protilatkami-vychytané DNA
(MeDIP-seq) bylo dosazeno rozliseni 100-300 bazi.

Pro sekvenaci CpG regiond byla vyvinuta metoda MDB-seq, ktera vyuziva
afinitu proteint rodiny MDB k CpG nukleotidim. Tato metoda je schopna analyzovat
i sekvence s niz§im zastoupenim CpG dinukleotidd, proto je v dne$ni dobé vyuzivana
pro detekci metylace v celém genomu. Neni vSak schopna detekovat metylaci
jednotlivé baze (Sun, Zhu, 2022).

3.5.3. Metody s vyuzitim bisulfitové konverze
Nejrozsifengjsi zpisoby detekce metylace jsou s vyuzitim bisulfitové konverze, ktera
umoziuje chemicky rozlisit metylovany a nemetylovany cytosin.

Bisulfitova konverze je tfistupniova reakce. Denaturovana jednovlaknova DNA
(ssDNA) podléha sulfonaci navazanim hydrogensifi¢itanového aniontu (HSO3z3")
na pozici Sestého uhliku cytosinu za vzniku 5,6-dihydrocytosin-6-sulfonatu. V kroku
hydrolytické ireverzibilni deaminace je z 5,6-dihydrocytosin-6-sulfonatu hydrolyticky
odstépena aminoskupina za vzniku 5,6-dihydrouracil-6-sulfonatu. V poslednim kroku
desulfonace probiha alkalické odSt€peni hydrogensifi¢itanového aniontu
hydroxidovym aniontem za vzniku uracilu.

Cytosinova baze, kterd je metylovand, nepodléha této reakci. Nasleduje PCR,
kdy je vznikly uracil na zakladé komplementarity s adeninem amplifikovan jako
tyminova baze. Metylovany cytosin je amplifikovany jako cytosin (Patterson et al.,
2011; Chan et al., 2012).

Na Obrazku 3 je zndzornén priabéh bisulfitové reakce.

27



y...\\TCGA?G':T'-"AA.‘ccT ATCA ""CG.‘A._ ¢ ,\TCG --a3 ’

1.t hOCTACCAN T 1 oeacTAOTAGE  p oG

1
1
1
]
2R Cvtosln’
/ 1
‘ Denaturace B
Go = » / H
5. ATCOATCCT P 5 nggrCATEATEG g 0 o ppE0 -2 / i i
; ' o+ 4 rso. 1. Sulfonace
3ot BOCTACC;\ATTGGCHG.:AIT,T)‘GCATGGTAGC".;- l' N NH,
b H -
< " = ! 1 nmc odl
‘Blsulhtova konverze ! YR
\ 1 sulfonat
GATGYL TU 3 \ g s
5..--pTU SUTTAAuEeTURTIATEG 4 jypr00 -3 ! ' t
. ' » 'AH,O 2. Hydrolyticka
TAL e Hat
TAUG . ~AGT wanS’ 4 :
3.t NCVTAVGRA 115 geacTACTAGEA p g a0Y N : 2  deaminace
\ |
\
- 1 HN
}PCR amplifikace! v Uracil
]
‘\ 1 sulfonat
M ---P\’t.’G"TG'rTTr’.A"‘CQT"»I\'IT"‘TCG!‘,\> 'A':TG LY \‘ : (6] / SO,
1l [ Y 7 ]
3.t ARCETACAR R o o AN TARTAGC g g aRE 2 ' : ———
vV wsofon 3, Alkalicka
TAOT LA, N [ 0 -
a'...,\-?C’\-"‘“iﬂ; TTAaccerTCh? .-,:.1 Ceraccppeh 3 v | deaminace
3.t BOTTATGA A pp oG TS TAGE A rg g aGT " \ 1 .
\
A Uracil ’
/\ W oo
v
Pfima sekvence Klon & Sekvence \_____> O S )

Obrazek 3: Pribéh bisulfitové konverze nemetylovaného cytosinu na uracil. (Pfevzato
a upraveno z Patterson et al., 2011).

Celogenomova bisulfitova sekvenace (WGBS) je schopna detekovat metylaci
srozliSenim jedné bdze a je vyuZivdna pro analyzu celého genomu. Bisulfitova
konverze pfeménuje nemetylované cytosiny na uracil, které jsou PCR reakci
amplifikovany jako tymin, zatimco metylované cytosiny jsou dale amplifikovany jako
cytosin. Amplifikovana DNA po bisulfitové konverzi je poté sekvenovana. Vyhoda
této metody spociva ve vysokeé specificité, velkém rozliSeni a malé casové narocnosti.
Nevyhodou je potfeba velkého mnozstvi vstupni DNA kvili jejim ztratdm pii
bisulfitové reakci. Probihaji snahy o feSeni tohoto problému metodou tagmentace,
pfidanim Tn5 transponazy a sekvenacnich adaptori, coz ma za nasledek snizeni

potiebného mnozstvi vstupni DNA a snizeni ztrat (Sun, Zhu, 2022).

3.5.4. PCR metody bez nutnosti vyuziti bisulfitové konverze
V roce 2019 byla vyvinuta metoda TET-asistované pyridin boranové sekvenace

(TAPS) schopna rozliSit metylaci s rozliSenim na jedinou bazi v ramci celého genomu.
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V ramci této analyzy je SmC a ShmC oxidovén na 5caC, ktery je nasledné
redukovan na dihydrouridin (DHU), jez je dale PCR reakci konvertovan na tyminové
baze. Nemetylované cytosiny jsou ponechany, tak jak jsou. Timto zptisobem miize byt
metylace pomoci nasledné sekvenace kvantifikovdna. Dalsi adaptaci této metody je
enzymatické vyuziti deamindzy A3A. Tento enzym neni schopen deaminovat substrat
vytvofeny z SmC a ShmC pomoci TET2 a T4-BGT proteini. Nemetylované cytosiny
jsou deaminovany A3A enzymem na uracil a PCR reakci amplifikovany na tymin.
Vzorky jsou nasledné sekvenovany. Tato metoda sice snizi potiebné mnozstvi vstupni
DNA, ale zpasobuje také nerovnomérné pokryti analyzy genomu a zvySenou

degradaci bazi (Sun, Zhu, 2022).

3.5.5. Detekce metylace sekvenacni metodou z jedné buiiky
V poslednich letech se stale vice rozvijeji metody umoznujici sekvenaci epigenomu
jednotlivych bunék, s dirazem na epigenetickou heterogenitu buné€k stejného typu.

V roce 2013 byly vyvinuty single-cell Reduced Representation Bisulfite
Sequencing metody (scCRRBS). Jednim z piistupi k minimalizaci ztrat DNA téchto
metod v krocich PCR reakci je soustiedéni reak¢nich krokii do jediné zkumavky
a vyuziti preamplifikace. Po lyzi bun¢k a bisulfitové reakcei jsou ptidany hexamerni
primery, které nespecificky amplifikuji fetézec DNA. Tato metoda umoziuje pfidanim
péti pre-amplifika¢nich cykli zvysit pokryti genomu az na 48,4 % CpG mist a nabizi
moznost detailngjSiho zkoumani epigenetickych zmén na trovni jednotlivych bunék
(Sun, Zhu, 2022).

V dalsim vyvoji byla tato metoda dale modifikovana kombinaci
jednobunééného Stépeni MSRE a multiplex PCR, coz umoznilo zvysit pocet
analyzovanych CpG mist a snizit ztraty DNA pfi bisulfitové reakci. Tato upravena
metoda, nazvana jednobunécna restrikéni analyza metylace (SCRAM) umoziiuje
detailngj$i zkouméni epigenetické heterogenity v populaci bunék stejného typu
a poskytuje cenné informace o epigenetickych zménach na urovni jednotlivych bunék.
Neni vSak vhodna pro analyzu celého genomu, protoze vyzaduje vice specifickych
primert pro jednotlivd CpG mista.

Novym pfistupem k epigenetickému zkoumani je kombinace jednotlivych
omik (zvlasté pro identifikaci rakovinnych bun¢k). Napiiklad pomoci biotylovanych
oligo-dT primerd, konjugovanych na magnetické kuli¢ky, jsou separovany mRNA
a DNA, apak je profilovan metylom a transkriptom (scM&T-seq). Nebo je mozno
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omickymi metodami analyzovat chromatin a ur€it stav metylace sekvenaci metylomu

(ScNOMe-seq) (Sun, Zhu, 2022).

3.5.6. Metody s vyuzitim sekvenace nové generace

Epigenetické zmény jako DNA metylace jsou ve forenznich védach vyznamnym
biomarkerem urCeni v€ku. Bylo vytvoieno nékolik predik¢énich modeld véku
zalozenych na metodé pyrosekvenovani, vyuzivajici vzorky DNA z krve. Tato metoda
vyzaduje pouze malé mnozstvi analyzovanych CpG ostravkil, coz je pro forenzni
vyuziti ideéalni. Predikéni modely vykazuji celkem vysokou piesnost (odchylka se
pohybuje kolem 3-5 let). Vroce 2019 Daunay et al. provedl experiment, kdy
na zaklad¢ 6 modela predikce véku (Bekaert, Park, Thong, Weidner, Zbie¢-Piekarska
1 a Zbie¢-Piekarska 2) pomoci metody pyrosekvenovani otestoval celkové 100 vzorka
krve individudlnich jedinci ve véku od 19 do 65 let. Nejlepsi odhad véku prinesl model
Bekaert a Thong s odchylkou (MAD) 4,5 a 5,2 let. Nejmensi ptesnost ukazal model
Zbie¢-Piekarska 2 (MAD = 10,5 let) (Daunay et al., 2019).

Kromé pyrosekvenace se vyuziva také masivné paralelni sekvenovani (MPS),
jez se zda byt velice slibnou metodou v kontextu detekce metylace pro urceni véku.
Ve studii Naue et al. bylo sekvenovano celkové 208 jedinci jako trénovaci sada a 104
jedincti jakozto testovaci sada. Byla vyuzita metoda PCR, bisulfitové reakce
a sekvenace na sekvenatoru MiSeq pomoci kitu od spole¢nosti Illumina. Pro tento
experiment bylo vyuzito 13 lokusi jakozto markert pro uréeni véku. Vysledkem byl
odhad véku jedinct s odchylkou v pruméru 3,2 let a se stfedni kvadratickou chybou
(RMSE) 3,9 let, coz jsou piiznivé vysledky pro forenzni vyuziti (Naue et al., 2017).

Soucasnym state-0f-the-art forenzniho ur¢eni véku pomoci detekce metylace
je pozadavek na vstupni mnozstvi DNA v jednotkéch desitek nanogramt, coz je
zasadni nepomér k tomu, co je detekovatelné pomoci metod profilovani DNA (staci
desitky pikogramil) a jaké mnozstvi DNA je ponechdno ve stop€ zlo¢incem pii pachéni
trestného Cinu (stovky pikogramil pii dotykovych stopach).

Cilem této prace je proto zkoumat moznosti snizeni mnozstvi vstupni DNA
potiebného pro stanoveni véku pomoci detekce metylace cytosinu. Hlavni hypotézou
je, Ze misto testovani nerepetitivnich sekvenci lze efektivnéji vyuzit repetitivnich
sekvenci, coZ umozni detekci vice cili v ramci jediné buiniky a prirozené zesileni
signalu. Tato hypotéza bude podrobnéji testovana formou odpoveédi na diléi otazky,

jez tato prace bude experimentalné zkoumat.
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Jsou Alu repetice vhodné pro stanoveni véku?

Alu repetice se vyskytuji ve velké mife po celém genomu v kopiich v fadu statisict.
Tyto sekvence podléhaji metylaci, jejiz mira a profil se s vékem Clovéka méni. Tato
fakta dé¢laji z Alu repetic potencialn¢ vhodny marker pro urcovani véku.

Je metylace v souvislosti s vékem specificka pro urcité podrodiny Alu nebo
pro Alu repetice celkové?

Vétsina Alu repetic vykazuje velkou miru metylace, ale jeji profil zavisi na specifické
tkani a na umisténi v genomu. N¢které podrodiny (napi. AluYa5) vykazuji zna¢nou
hypometylaci (Bakshi et al., 2016).

Lze rozlisit Alu podrodiny pomoci PCR po bisulfita¢ni reakci?
Bisulfita¢ni reakce zté¢zuje navrh PCR primert kviili zméndm v DNA, konkrétné kvuli
konverzi cytosinu na uracil. Je mozné, Ze pro nékteré podrodiny Alu se nepodafi
uspesné provést design primerd, takze tyto podrodiny vibec nebudou amplifikovany.
Stejné tak je mozné, ze nékteré podrodiny budeme muset sloucit na urovni pouzitych
primert. Slouceni podrodin miize vést az ke generické amplifikaci vS§ech Alu sekvenci,
kdy je otdzkou, zda budou rozlisitelné bioinformaticky.

Lze sekvenovat Alu podrodiny pomoci masivné paralelniho sekvenovani?
Masivné paralelni sekvenovani umozZiuje detailni analyzu genomu vcetné
repetitivnich sekvenci. Touto metodou miiZzeme s velkou citlivosti analyzovat mnoho
CpG mist najednou (Salameh, Bejaoui, El Hajj, 2020), coz teoreticky dovoluje detailni
profilaci metylacnich vzorcti napfi¢c Alu podrodinami. Vzhledem K pfistrojové
dostupnosti je v sou¢asné dobé pro forenzni cely vhodnéjsi nez pyrosekvenovani.

Pro zodpovézeni téchto otazek byl zvolen nésledujici postup: V literatuie
nalézt a designovat primerové pary pro amplifikaci Alu podrodin po bisulfitaci,
tyto primerové pary optimalizovat natolik, aby se s jejich pomoci dala vytvorit

knihovna pro masivné paralelni sekvenovani s vyuzitim tagmentace.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Biologicky material

K experimentu byla pouzita DNA izolovana z krve tii mladych a ¢tyt starSich lidi,
ktera byla poskytnuta se souhlasem etické komise FNOL a LF UP pod ¢islem 119/18.
Vek darcu se u starSich jedincti pohybuje od 85-90 let a u mladych kolem 5 let. Piehled
vzorkl je znazornén v Tabulce 1. Kromé téchto vzorkt byl K testovani poskytnut

8. vzorek DNA jedince ve véku 54 let.

Tabulka 1: Seznam poskytnutych vzorkii DNA, jejich znaceni a v€k darctu

Cislo vzorku Oznaceni vzorku DNA Vék darce
1 22-0227-13940 5
2 22-0749-14571 5
3 22-0726-14541 5
4 23-0032-15454 90
5 23-0554-14338 87
6 23-0195-15643 86
7 22-0428-14190 85

4.2.  Poutzité chemikalie a reagencie
e Bisulfite Converted Human DNA Standard, 1 pug/50 pl (Zymo Research)
e CpGenome™ human methylated DNA standard
e MasterMix Qiagen z HotStarTaq Plus MasterMix (Qiagen)
e PCR Buffer, 10x (Qiagen)
e HotStarTag DNA polymerase, 5 U/ul (Qiagen)
e 25 nM DNA oligonucleotides (ANTPs) (IDT)
e EvaGreen® Dye, 20X in water (Biotium)
e DEPC H:0 (Qiagen)
e Etanol (98%, 75%)
e Primerové smési PM 696, 697, 698, 699, 703, 704, 705, 706, 707, 708, 189,
190, 400, 401
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4.3.

4.4,

4.5.

Spoti‘ebni material

PCR zkumavky 1,5 ml (Axygen)

Spicky s dojitym filtrem, objemy 10, 20, 100, 200, 1000 ul (Eppendorf)
Mikrozkumavky pro PCR s plochym vickem 0,2 ml (P-LAB)

Sbéraci zkumavky 2 ml (P-LAB)
PCR stripy (BIO-plastics)

Pomiicky

0,1 -2,5 ul mikropipeta (Eppendorf)
0,5 — 10 pl mikropipeta (Eppendorf)

2 — 20 pl mikropipeta (Eppendorf)

10 — 100 pl mikropipeta (Eppendorf)
20 — 200 pl mikropipeta (Eppendorf)
100 — 1000 pl mikropipeta (Eppendorf)
Chladici stojan na zkumavky (P-LAB)
Stojan na pipety (Eppendorf)

Poufzité kity

Qubit dsDNA HS Assay Kit (ThermoFisher Scientific)
QIAquick® PCR purification Kit (Qiagen)

EZ DNA Methylation-Gold kit (Zymo Research)
Nextera XT DNA Library preparation kit (Illumina)

Laboratorni pristroje

Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen)
LightCycler® 480 Il (Roche)

Minicentrifuga MiniSpin (Eppendorf)

Laminarni box Mars Safety Classe 2 (LaboGene)
MasterCycler Nexus Thermal cycler (Eppendorf)
4200 TapeStation systém (Agilent)

Centrifuge 5430 (Eppendorf)

Vortex V-1 plus (Biosan)
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4.7. Software
e BiSearch
e BioEdit

e PrimerSuite

4.8. Metodika
4.8.1. lzolace DNA

Izolace DNA ze vzorki krve byla provedena pracovniky UMTM pomoci izolatoru
MagCore MF, cat. no. MCA1601 dle protokolu dodavatele. Ptilozend cartridge
obsahovala elu¢ni pufr a magnetick¢é kulicky. Do reakce byla dodana
proteinkindza Ka nosnda RNA. Vzorky byly umistény do zkumavky s filtrem
a vickem. Celkovy elu¢ni objem byl 30 ul H20. Cely automatizovany proces extrakce
trva 120 minut.

Touto metodou byla izolovana DNA ze vzorkl krve ¢étyt starych (85-90 let)

a tii mladych jedinct (=5 let), ktera byla vyuzita v nasledujicich experimentech.

4.8.2. Fluorometricka kvantifikace DNA pomoci Qubit dsDNA HS Assay Kitu
Koncentrace DNA byla zméfena pomoci Qubit dSDNA HS Assay Kitu:
1) Standardy se nechaly vytemperovat pii laboratorni teploté 30 minut, Qubit HS
reagent byl zvortexovan.
2) V prilozené zkumavce byl ptipraven vzorek standardu smichanim 189 ul Qubit
HS pufru a 1 pl Qubit HS reagentu + 10 ul Qubit HS standardu #1/#2
3) 197 ul Qubit HS pufru, 1 pl HS reagentu a 2 pl vzorku DNA bylo smichano
ve zkumavce urcené pro fluorometrii.
4) Smichané vzorky byly zvortexovany a inkubovany 2 minuty pii laboratorni
teploté.
5) V menu fluorometru Qubit 2.0 byla nastavena moznost ,,DNA*: ,,dsSDNA High
Sensitivity* a nasledn¢ ,,Read new standards®.
6) Byl proméfen standard #1 a #2, poté pomoci tlacitka ,,Read” byly nacteny
jednotlivé vzorky.
7) Vrozhrani ,,Calculate stock concentration byla zvolena jednotka ng/ul
a mnozstvi vstupniho vzorku 2 pl.

8) Byla namé&fena hodnota koncentrace jednotlivych vzorkd.
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4.8.3. Bisulfitova konverze

Izolovana DNA byla podrobena bisulfitové konverzi pomoci EZ DNA-Methylation-

Gold kitu (Zymo research) dle ptiloZzeného navodu:

1)

2)

3)

4)

Byl piipraven CT Conversion reagent: zkumavka CT byla stocena (19360 g),
nasledné do ni bylo ptidano 900 pl vody, 300 pl M-Dillution pufru a 50 pl M.
Dissolving pufru.

Smichany roztok byl zvortexovan a inkubovdn 10 minut pfi laboratorni
teplote.

Do PCR zkumavky bylo napipetovano 130 pl z pfipraveného roztoku a 20 pl
DNA, sm¢s byla promichana pipetovanim a néasledné sto¢ena na 19360 g.
Vzorky byly umistény do termocykléru a byl spusStén program
(viz Tabulka 9).

Tabulka 9: Protokol termocykléru pro bisulfitovou reakci

5)

6)

7)

8)

9)

98 °C 10 min.
64 °C 150 min.
4 °C az 20 hod.

Byl pfipraven M-Wash pufr smichanim 1,2 mL M-Wash koncentratu a 4,8 mL
100% EtOH; smés byla nasledné zvortexovana.

Na pfiloZzenou Zymo-Spin kolonu umisténou ve sbémé zkumavce bylo
naneseno 600 pl M-Binding pufru. Vzorek (150 pl) bylo naneseno na kolonu
a promichano pfevracenim zkumavky.

Vzorek byl centrifugovan 1 minutu na 19360 g, poté byla sbérna zkumavka
vyprazdnéna.

Na kolonu bylo naneseno 100 ul M-Wash pufru, poté byla zopakovana
centrifugace po dobu 1 minuty.

Na kolonu bylo naneseno 200 pl M-Desulphonation pufru.

10) Vzorek se nechal inkubovat 15-20 minut pii laboratorni teploté, nasledovala

centrifugace po dobu 1 minuty.
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11) Na kolonu bylo naneseno 200 pl M-Wash pufru, vzorek byl centrifugovan
1 minutu a sbérnd zkumavka byla vyprazdnéna.

12) Na kolonu bylo naneseno 200 pul M-Wash pufru a vzorek byl centrifugovan
po dobu 1 minuty.

13) Kolona byla pfenesena na ¢Cistou zkumavku.

14)Na kolonu bylo naneseno 10 pl Elution pufru, vzorek byl nasledné
centrifugovan 1 minutu.

15) Postup byl zopakovan pro vSech 8 vzorkt izolované a kvantifikované DNA

(viz kapitola 4.1., Tabulka 1).

4.8.4. Navrh primeri
K navrhu primert byly pouzity sekvence podrodin Alu repetic z GenBank, z nich byl
nasledné vytvoifen konsenzus pro podrodiny AluY, AluSc a AluJb.

Sekvence jednotlivych podrodin pro navrh primert:

>AluSc sequence
ggccgggegeggtggetcacgcectgtaatcccagceactttgggaggecgaggegggeggatcacgaggtcaagagat
cgagaccatcctggccaacatggtgaaaccccgtctctactaaaaatacaaaaattagctgggegtggtggegegegect
gtagtcccagctactcgggaggctgaggcaggagaatcgcettgaacccgggaggeggaggttgcagtgagecgagat
cgcgccactgceactccagectggcgacagagcgagactccgtctcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

>AluY sequence

ggccgggegeggtggctcacgectgtaatcccageactttgggaggecgaggegggeggatcacgaggtcaggagat
cgagaccatcctggctaacacggtgaaaccccgtctctactaaaaatacaaaaaattagccgggegtggtggegggege
ctgtagtcccagctactcgggaggcetgaggcaggagaatggegtgaacccgggaggeggagcttgcagtgagecgag
atcgcgccactgcactccagectgggcgacagagcgagactcegtctcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

>AluJb sequence
ggccgggegeggtggctcacgcectgtaatcccageactttgggaggecgaggegggnggatcgettgageccaggag
ttcgagaccagcctgggcaacatggcgaaaccecgtctctacaaaaaatacaaaaattagccgggegtggtggegege
gcctgtagtceccagcetactcgggaggcetgaggegggaggatcgcettgageccgggaggtcgaggetgeagtgageceg
tgatcgcgccactgceactccagectgggegacagagcgagacccetgtctcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

aa
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Pro tyto sekvence byly mnou navrzeny primery, které byly nasledné i testovany
(viz Priloha 1, Tabulka 4). Dalsi primery byly vyhledany v literatufe nebo v databazi
UMTM (jiz odzkousené primery), které byly pouze testovany (P¥iloha 2, Tabulka 5
ao).

V software BioEdit Sequence Alignment Editor byla zhotovena konsenzni

sekvence z vyse zminénych sekvenci:

>AluSc, AluY, AluJb consensus sequence
GGCCGGGCGCGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCG
AGGCGGGCGGATCRCKWGRKCMVRRGAKYKMGASMMYMSYSKSBRMM
AYRKKGMRAMMCCSYSTCTMYWMAAAAWAYAMAAAWWWDVBSSGSS
BKKKKKSSSGSSSSYBKDDDBYCMVVBHHHYBSGRRRSBBDRRSVVGRRR
RDHKSBBKDRMSCSSGRRRSSKVRRBKBBVVDKDRVSSVRDDHBSSSSMM
HBBVMHYYMVVSYBKSGVSRVMRVRVSRVDMYSYBKYHHMAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Tyto sekvence byly dale pouzity v software BiSearch a PrimerSuite pro navrh
primerd po bisulfitacni reakci. Navrzené primery jsou uvedeny v Tabulce 2,

Priloha 1:

4.8.5. Testovani primeru navrZenych v software BiSearch a PrimerSuite
Reakéni smés byla pfipravovana ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu. Celkovy
objem jedné reakce byl 10 ul (1 ul PM + 9 ul PCR master-mixu). Bylo testovano
celkoveé 7 PM, a to PM 688, 689, 690, 691, 692, 693, 187. PM 187 pro gen MGMT
byl pfidan jakoZto kontrola, zda PCR reakce probiha v potadku.

PM 187: F: CGAATATACTAAAACAACCCGCG
R: GTATTTTTTCGGGAGCGAGGC
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K ptipravé PCR master-mixu bylo pouzito:

- 10x PCR buffer HotStartTag DNA polymerase (QiaGen)
- dNTPs (25 mM each)

- HotStartTag DNA polymerase

- EvaGreen 20x

- DEPC H20

- Metylovana bisulfitova DNA kontrola

- Nemetylovana bisulfitova DNA kontrola

Master-mix byl pfipraven dle Tabulky 3:

Tabulka 2: Obsah PCR master-mixu pro testovani navrzenych PM

Redici faktor 14 reakci [pl]

Reagencie
10x PCR buffer HotStartTaq DNA polymerase
_ 10 19,2
(QiaGen)
dNTPs (25 mM each) 125 1,5
HotStartTaq DNA polymerase 25 7,7
EvaGreen 20x 40 4.8
DEPC H20 131,1
Celkem 164,3

Po smichani a zvortexovani bylo do dvou zkumavek napipetovano po 70,2 pl
master-mixu. Do jedné zkumavky bylo napipetovano 3,5 pl metylované bisulfitované

DNA kontroly a do druhé zkumavky 3,5 ul nemetylované bisulfitované kontroly.

Primerové smési byly nafedény 20x (0,5 ul PM + 9,5 ul DEPC H;0) a byly
ptipraveny dva PCR stripy. Do jednoho PCR stripu bylo napipetovano do kazdé
zkumavky 9 ul PCR master-mixu s metylovanou bisulfitovanou DNA a do druhého
stripu 9 ul PCR master-mixu s nemetylovanou bisulfitovanou DNA do kazdé
zkumavky. Nasledn¢ byl do jedné zkumavky z kazdého PCR stripu napipetovan 1 pl
stejného nafedéného PM (2x7). PCR stripy byly nasledné nasazeny na PCR reakci
dle Tabulky 4.
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Tabulka 3: PCR protokol pro testovani navrzenych primert

PCR Teplota Cas
program [°C]
Predenaturace| 95 15
min.
Denaturace 94 15s o Sbér
15 cykla .
Annealing a Touchdown ﬂuor,ﬁlrscen;rﬁ\(/}
65 |30s| 1o signalu ve
elongace 1 °Cleyklus Kanalu
Elongace 72 60 s
Denaturace 94 15s
Sbér
Annealing a . fluorescen¢niho
elongace 51 305 35cyklu signalu ve FAM
kanalu
Elongace 72 60 s
Parking 4 00
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4.8.6. Testovani primeru nalezenych v literatui'e a dalSich navrZenych primeru
Primerové smési 696, 697, 698 a 699 byly dodate¢né navrzeny v software PrimerSuite.
K témto primerum byly do dalsiho experimentu vybrany PM 700, 701, 702, 703, 704,
705, 706, 707, 708, 189, 190, 400 a 401 (viz Tabulka 5 a 6, Priloha 2).

K piipravé PCR master-mixu pro 17 reakci bylo pouzito:

- 10x PCR buffer HotStartTag DNA polymerase (QiaGen)
- dNTPs (25 mM each)

- HotStartTaq DNA polymerase

- EvaGreen 20x

- DEPC H;0

- Metylovana bisulfitova kontrola

Master-mix byl pfipraven dle Tabulky 7:

Tabulka 7: Obsah PCR master-mixu pro testovani primert z literatury a ,,uspé$nych*

primerti
Reagencie Redici faktor 17 reakci [pl]
10x PCR buffer HotStartTaq DNA polymerase
10 19,9
(QiaGen)
dNTPs (25 mM each) 125 1,6
Metylovana bisulfitova kontrola 30 6,7
HotStartTaq DNA polymerase 25 8
EvaGreen 20x 40 4,9
DEPC H20 138,3
Celkem 179,4

Primerové smési byly nafedény 20x (0,5 ul PM + 9,5 ul DEPC H;0) a byly
ptipraveny tfi PCR stripy. PO smichani reagencii v 2ml zkumavce byl master-mix
zvortexovan. Do 17 zkumavek PCR stripti bylo napipetovano 9 pl ptipraveného

master-mixu. Do kazdé z téchto zkumavek byl napipetovan jeden z testovanych PM
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po 1 ul. PCR stripy byly kratce stoceny na centrifuze a poté nasazeny na PCR reakci
dle Tabulky 8.

Tabulka 8: PCR protokol pro testovani uspésnych PM a primert z literatury

PCR Teplota Cas
program [°C]

Predenaturace | 95 1.5
min.
Denaturace 94 15s 10 cykld Sberv ’
Annealing a Touchdown ﬂuorrelbscen%rilll\(/}
70 |30s| 10 signalu ve
elongace 1 °C/eyklus kanalu
Elongace 72 60 s
Denaturace 94 15s
Sbér
Annealing a . fluorescen¢niho
elongace 60 305 35cykli signalu ve FAM
kanalu
Elongace 72 60 s
Parking 4 0

4.8.7. Optimalizace primeru

Cilem tohoto experimentu bylo vytadit méné uspésni, nespolehlivé primery. Pro tento
experiment byly zvoleny PM 696, 697, 698, 699, 703, 704, 705, 706, 707, 708, 189,
190, 400 a 401. Smési z predeslého experimentu, o nichz bylo ptedpokladano,
ze amplifikuji Alu sekvence metylované bisulfitové kontroly, konkrétné PM 700, 701
a 702 byly vyrazeny, protoze nevykazovaly zadnou amplifikaci, nebo byl jejich
crossing point (Cp) moc vysoky. Tyto PM byly testovany na metylované bisulfitované
DNA ¢. 8.
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K ptipravé PCR master-mixu pro 14 reakci bylo pouzito:

- 10x PCR buffer HotStartTag DNA polymerase (QiaGen)
- dNTPs (25 mM each)

- HotStartTag DNA polymerase

- EvaGreen 20x

- DEPC H20

- Metylovana bisulfitovd DNA ¢. 8

Master-mix byl ptipraven dle Tabulky 10:

Tabulka 10: Obsah PCR master-mixu pro optimalizaci primert

Reagencie Redici faktor 14 reakci [pl]
10x PCR buffer HotStartTaq DNA polymerase
10 16,4
(QiaGen)
dNTPs (25 mM each) 125 1,3
Metylovana bisulfitova kontrola 30 5,5
HotStartTaq DNA polymerase 25 6,6
EvaGreen 20x 40 4,0
DEPC H20 113,9
Celkem 147,7

Jednotlivé PM byly 20x natedény (9,5 ul H20 + 0,5 PM); tato smés byla

oznaCena a zamrazena, PM vykazujici vyssi amplifikaci byly zfedény jeste 10x

(celkem 200x), tzn. PM 698, 704, 705. 706, 708, 190. Jiz ziedéné PM byly ziedény

nasledovné: 9 pl H20 + 1 pl PM.

Do dvou PCR stript byl napipetovan PCR master-mix, tzn. 14x9 ul. Do kazdé

reakéni zkumavky s master-mixem byl pfidan 1 pl nafedéného PM. Stripy kratce

sto¢eny nasazeny na PCR reakci podle Tabulky 11:
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Tabulka 11: PCR protokol pro optimalizaci primert

PCR Teplota o
program [°C]
15
Predenaturace 95 ]
min.
Denaturace 94 15s
- 15 cyklt Touchdown | Sbér fluorescenc¢niho signalu
Annealing a
65 30s -1 °C/eyklus ve FAM kanalu
elongace
Elongace 72 60 s
Before-melt 50 )
i Analyza kiivky tani
Melting target 95
Denaturace 94 15s
) Sbér fluorescencniho signalu
Annealing a 35 cykla
51 30s ve FAM kanalu
elongace
Elongace 72 60 s
Parking 4 o0

4.8.8. Testovani optimalizovanych primeri na bisulfitované DNA mladych

a starych jedinci

Vyizolovana DNA 7 darca (¢. 1-7, viz Tabulka 7) po bisulfitové konverzi bylo

podrobeno qPCR

reakci

pomoci

10 optimalizovanych primerovych

smeési

(viz Tabulka 11). Bylo ptipraveno celkem 70 vzorkt (10 PM x 7 vzorktt DNA darct).

K ptipravé PCR master-mixu pro 10 reakci bylo pouZito:

- 10x PCR buffer HotStartTag DNA polymerase (QiaGen)
- dNTPs (25 mM each)
- HotStartTaq DNA polymerase

- EvaGreen 20x
- DEPCH20
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- Vzorek izolované bisulfitované DNA darct (1-7)

Master-mix byl pfipraven dle Tabulky 12:

Tabulka 12: Obsah PCR master-mixu pro 10 reakci

Reagencie Redici faktor 10 reakei [pl]
10x PCR buffer HotStartTaq DNA polymerase
10 11,7
(QiaGen)
dNTPs (25 mM each) 125 0,9
Vzorek bisulfitované DNA (1-7) 30 3,9
HotStartTaq DNA polymerase 25 4,7
EvaGreen 20x 40 2,9
DEPC H20 81,4
Celkem 105,5

Postup dle Tabulky 12 byl proveden 7krat, pokazdé s jinym vzorkem DNA.

Jednotlivé PM byly nasledné 20x natedény (9,5 ul H20 + 0,5 PM). Primerové smési
PM 704, 705. 706, 708, 190 byly zfedény jesté 10x (celkem 200x), tzn. 9 ul H.O +

1 ul PM.

Do deviti PCR stripii byl napipetovan PCR master-mix, tzn. 70x9 ul. Do kazdé

reakéni zkumavky s master-mixem byl pfidan 1 pl nafedéného PM. Stripy kratce

sto¢eny nasazeny na PCR reakci podle Tabulky 13:
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Tabulka 13: Protokol gPCR reakce pro amplifikaci darcovské bisulfitované DNA
pomoci optimalizovanych primert

PCR Teplota Cas
program [°C]
15
Predenaturace| 95 ]
min.
Denaturace 94 15s Sbér fluorescenéniho
: 15 cykli Touchdown
Annealing a signalu ve FAM
65 30s -1 °C/cyklus
elongace kanalu
Elongace 72 60 s
Before-melt 50 i
i Analyza kiivky tani
Melting target 95
Denaturace 94 15s
Sbér fluorescencniho
Annealing a 35 cykla signalu ve FAM
51 30s
elongace kanalu
Elongace 72 60 s
Parking 4 0

4.8.9. Fluorometricka kvantifikace a tvorba pooli
Po gPCR amplifikaci byly obdobnym zptisobem jako v kapitole 4.3.6. amplikony
fluorometricky kvantifikovany pomoci Qubit dsDNA HS Assay Kitu.

Nasledn¢ byly amplikony ekvimolarn¢ smichany, objemy jednotlivych

napipetovanych PM jsou uvedeny v Tabulce 14.
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Tabulka 14: ekvimolarni smichani poolti: objemy jednotlivych PM pfislusné DNA

piidanych do pooli.
€. vzorku DNA
1 2 3 4 5 6 7

PM Objem PM [pl]
703 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
704 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
705 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
706 5,0 5,0 1,0 1,0 1,0 5,0 1,0
707 1,5 5,0 5,0 5,0 5,0 1,5 5,0
708 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
189 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
190 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
400 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
401 1,5 5,0 5,0 5,0 5,0 1,5 5,0

¥ wew

4.8.10. Precisténi poolu

Ekvimolarné smichané pooly byly pfecistény pomoci QIAquick Purification kitu

dle ptilozeného navodu.

1)

2)

3)

4)

5)
6)

Smichané vzorky byly smichany s pétinasobnym mnozstvim PB pufru (50 ul
na vzorek) a promichany pipetovanim.

Vzorky byly pfeneseny na kolony umisténé ve sbérné zkumavce

a centrifugovany jednu minutu pii 13 000 rpm (19 000 g).

Na kolony bylo pfidano 750 ul PE pufru, nasledovala centrifugace 1 minutu
pii 13 000 rpm (19 000 g).

Sbérné zkumavky byly vyprazdnény. Kolony se vzorky byly opét
centrifugovany 1 minutu pfi 13 000 rpm (19 000 g) pro odstranéni zbytk PE
pufru.

Kolony byly umistény do novych 1,5mL zkumavek.

Na kolony bylo naneseno 20 ul DEPC H20 a po jedné minuté byly vzorky
opét centrifugovany jednu minutu p#i 13 000 rpm (19 000 g).
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Vsech 7 ptecisténych poola bylo nésledné kvantifikovano fluorometricky pomoci
Qubit dsDNA HS Assay Kitu stejnym postupem jako v pifedchozich métenich. Poté
byly pooly nafedény na koncentraci 0,5 ng/ul viz Tabulka 15.

Tabulka 15: Schéma nafedéni poold na koncentraci 0,5 ng/ ul

Cislo poolu Objem vzorku [ul] Objem H,0 [ul]
1 7,3 2,7
2 1,9 8,1
3 2,6 7,4
4 3,1 6,9
5 4,9 51
6 2,5 7,5
7 6,1 3,9

4.8.11. Priprava knihoven
K ptipravé knihoven byl pouzit Nextera XT DNA Library preparation kit.

1) V 0,2mL zkumavkach bylo smichano 2,5 ul Tagment DNA pufru, 1,25 pl
ATM mixu a 1,25 pl vzorku nafedéného na koncentraci 0,5 ng/pl.

2) Obsah zkumavek byl promichan pipetovanim a kratce zcentrifugovan.

3) Zkumavky byly umistény do termocykléru MasterCycler Nexus (Eppendorf)
a byl spustén program dle Tabulky 16.

Tabulka 16: Program pro tagmentaci

55°C 5 min.

10°C oo

4) Do vzorka inkubovanych v termocykléru bylo pfidano 1,25 pl NT pufru.
Po promichani pipetovanim byly vzorky kratce zcentrifugovan.

5) Vzorky byly inkubovany 5 minut pii laboratorni teploté.
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6) Do vzorki bylo ptidano 3,75 ul NPM mixu, 1,25 pl index primeru i5 a 1,25 pl
index primeru i7. Jejich kombinace musela byt unikétni pro jeden béh. Prehled

vlozenych i5 a 17 indexovych primert je vypsan v Tabulce 17.

Tabulka 17: Ptehled jednotlivych indexovych primert i5 a 17 vloZenych do poola

i5 i7

Cislo poolu Znadeni indexu

1 1

2
3
4

N NN O o o o

2
3
4
5
6
7

7) Vzorky byly umistény do termocykléru a byl spustén program dle Tabulky 18.

Tabulka 18: Program pro indexa¢ni PCR

Teplota [°C] Cas
72 3 min.
95 30s
95 10s
55 30s 16 cykll
72 30s
72 5 min.
10 oo

8) Amplifikované knihovny byly ptecistény pomoci QIAquick Purification kitu
(viz vyse) a kvantifikovany pomoci Qubit dsDNA HS Assay kitu (viz vyse).
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9) Indexované knihovny byly ekvimolarné smichany dle Tabulky 19 do jediného
poolu, ten byl kvantifikovan pomoci Qubit dsDNA HS Assay kitu a uchovan
k budouci sekvenaci.

Tabulka 19: Objemy z dil¢ich poold, napipetované do jednoho ekvimolarniho poolu.

Cislo  Objem
poolu [i]
1 2,27

3,00
2,46

2,21

2

3

4 2,87
5

6 2,03
7

1,72
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5. Vysledky

5.1. Vyhodnoceni testovani primeri navrZenych v software BiSearch
a PrimerSuite
Primery navrzené v software PrimerSuite a BiSearch byly otestovany kvantitativni
PCR reakci specifickou pro detekci metylace. Testovani primerovych smési,
jmenovit¢ PM 688, 689, 690, 691, 692, 691 a 187, probihalo s reagenciemi
poskytnutymi UMTM (viz Tabulka 2). PCR reakce byla uskute¢néna v LightCycler®
480 Il (Roche).
Experiment ukazal, Ze nedochazi k amplifikaci metylované bisulfitové
kontroly DNA pomoci navrzenych primert, a tak byly primery z dalsich experimentd

vyfazeny.

5.2.  Vyhodnoceni testovani primeri nalezenych v literatufe a dalSich
navrZenych primeri
V ramci reSerSe byly vyhledany primery specifické pro podrodiny Alu repetic. Byly
vybrany primery podle Weisenbergera, 2005 a Erichsena, 2018. Déle byly vybrany jiz
odzkousené primery z databaze UMTM (PM 700, 701 a 702), které vykazovaly
amplifikaci pro Alu podrodiny. Tyto primery jsou vypsany v Tabulce 5 a 6. Dale byly
navrzené dalsi primery pro Alu podrodiny (viz Tabulka 2), tzn. PM 696, 697, 698
a 699.
Kromé& PM 701 doslo k amplifikaci ve vSech vzorcich. Kvili vysokému Cp
byly vytazeny i PM 700 a 702.

5.3.  Vyhodnoceni kvantifikace izolované DNA pomoci Qubit dsDNA HS Assay
kitu

Izolovana DNA darct byla kvantifikovana pomoci Qubit dsDNA HS Assay kitu.

Koncentrace jednotlivych DNA jsou uvedeny v Tabulce 20.

Tabulka 20: naméfena koncentrace pomoci Qubit fluorometru v ng/pl

Kontrolni

Mladi c[ng/pl]l| Stafi c[ng/ul] oA  © [ng/ul]
1 34,6 4 28,7 8 46,5
2 409 5 31,8
3 46,5 6 5,97
7 23,1
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5.4.  Vyhodnoceni optimalizace primeru

Pokus ukazal, ze primery z literatury vykazuji amplifikaci DNA metylované
bisulfitové kontroly (viz Obrazek 4).

Amplification Curves
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Obrazek 4: Priubéh PCR reakce pro optimalizaci primert pro metylovanou
bisulfitovanou DNA, PM 696, 697, 698, 699, 703, 704, 705, 706, 707, 708, 189, 190,
400 a 401. Popis je uveden ve formée tabulky nize.
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Jednotlivé PM byly vyhodnoceny dle Cp (bod ktizeni) do Tabulky 21.

Tabulka 21: Analyza primeri po gPCR experimentu optimalizace

PM Specificita Cp Pozn.

Alu bisulfite primers -

Alu bisulfite primers - 5 .
Vytazeno (nespolehlivé)
AluY bisulfite primers -

AluSc bisulfite primers -

703 AluM1 bisulfite primers 16,7

704 AluM2 bisulfite primers 16,1

705 AluM3 bisulfite primers 15,2

706 AluU3 bisulfite primers - Kfivka tani detekovana
707 Alu bisulfite primers 5

708 Alu bisulfite primers 9

189 Alu M5 15,9

190 AluC4 31

400 AluM5 methylated 15,4

401 AluM5 unmethylated 25,4

Softwarové navrzené primery na rozdil od primeri nalezenych v literature
nevykazovaly priznivou amplifikaci DNA metylované bisulfitové kontroly pro dalsi
experimenty, a tak byly vyrazeny.

Dale bylo analyzovano 10 primerovych smési sloZzené z primerti nalezenych
V literatute. Ziskané Cp hodnoty poskytuji informaci o ucinnosti amplifikace.
Primerova smés 703 vykazovala hodnotu Cp 16,7, primerova smés 704 méla hodnotu
Cp 16,1 a primerova smés 705 dosahla hodnoty Cp 15,2. Tyto vysledky naznacuji
usp&Snou amplifikaci, pficemz niz§i hodnota indikuje silnéjsi signal amplifikace.
Primerova smés 706 nevykazovala piiznivé Cp, nicméné nebyla vyfazena
z experimentu kvuli pozitivni analyze kiivky tani. Naopak primerové smési 707, 708
dosahovaly nizkych hodnot Cp (Cp =5 a 9), coz svéd¢i o silné amplifikaci cilovych
sekvenci. Primerové smési 190 a 401 vykazovaly vyssi Cp, primerové smési 189 a 400

vykazovaly uspésnou amplifikaci DNA s Cp 15,9 a 15,4.
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5.5. Vyhodnoceni testovani optimalizovanych primeru na bisulfitované DNA
mladych a starych jedinci

Vzorky darcu (viz Tabulka 1) byly podrobeny bisulfitové konverzi pro zménu

nemetylovanych cytosini na uracil. Bylo vytvoieno 7 PCR master-mixu, kazdy z nich

obsahoval jinou izolovanou DNA po bisulfitové konverzi. Na kazdé DNA bylo

vyzkouseno vsech 10 optimalizovanych PM (viz Tabulka 21). Vsech 70 vzniklych

vzorkli bylo nasazeno na kvantitativni PCR reakci, jejiz pribéh je zndzornén

na Obrazku 5.
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Obrazek 5: Pribéh qPCR reakce pro 7 vzorki DNA po bisulfitové reakci
amplifikované primerovymi smésmi PM 703, 704, 705, 706, 707, 708, 189, 190, 400
a 401

Amplifikaci vykazovala vétSina vzorki. Nulovou amplifikaci vykazovaly

vzorky s pridanou primerovou smési PM 189. Dale neprobéhla amplifikace u vzorki

401-3, 401-4, 401-5, 401-7 a 706-5.

5.6.  Vyhodnoceni kvantifikace DNA a zaloZeni knihoven
Kiivky PCR byly rozd¢leny dle jejich Cp a byl vybran vzdy jeden vzorek amplifikovan
danym PM s nejmensim Cp a s nejvyssim Cp. Byla zméfena koncentrace téchto

amplikonti pomoci Qubit dSDNA HS assay Kitu, koncentrace viz Tabulka 22.
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Tabulka 22: Fluorometricky naméfena koncentrace amplikoni DNA jednotlivych
PM.

¢. DNA-PM Koncentrace [ng/ul]
6-703 0,71
3-703 0,28
1-704 1,78
7-704 -
6-705 0,28
2-705 1,23
1-706 0,60
2-706 14,92
1-707 11,12
4-707 0,95
1-708 0,85
7-708 -
189 -
3-190 0,55
4-190 0,91
1-400 18,70
5-400 9,63
1-401 12,10
6-401 0,83

Po ekvimolarnim smichani do 7 poolt byla opét fluorometricky zméfena
koncentrace pomoci Qubit dsDNA HS Assay Kitu, viz Tabulka 23.

Tabulka 23: Koncentrace ekvimolarné smichanych poolti amplikonti

v, Koncentrace
Cislo
poolu [ng/ul]

1 0,69

2,63
1,92

1,03

2

3

4 1,64
5

6 1,98
7

0,82
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Po tagmentaci a tvorb&é knihoven byla naméfend koncentrace uvedena

v Tabulce 24.

Tabulka 24: Namétena koncentrace knihoven vytvotrenych z poolti amplikont

Cislo

knihovny Koncentrace [ng/pl]

4,39
3,33
4,05
3,48
4,51
4,92
5,80

N ol A WIN BR

Ekvimolarné smichany pool z vyse uvedenych knihoven byl fluorometicky
kvantifikovan na 4,3 ng/ul. Tento pool bude v budoucnu sekvenovan metodou
masivné paralelniho sekvenovani (MPS).

Pro dalsi postup v projektu (pro masivné paralelni sekvenovani) se mi podatilo
optimalizovat tyto primerové smési: PM 703 pro podrodinu Alu uMl1, PM 704
pro Alu uMz2, PM 705 pro Alu uM3, PM 400 a 401 pro Alu M5, PM 190 pro Alu C4,
PM 706 pro Alu U3 a PM 707 a 708 pro Alu po bisulfita¢ni reakci.

Naopak se mi nepodatilo amplifikovat podrodiny AluY pomoci PM 700, AluSc
pomoci PM 701 a AluJb pomoci PM 702. Déle se nepodafilo pomoci navrzenych PM
688, 689, 690, 691, 692, 693, 696, 697, 698 a 699 amplifikovat podrodiny AluY,

AluSc a Aludb a jejich konsenzualni sekvenci.
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6. DISKUSE

Metylace DNA je jeden z nejvyznamnéjSich epigenetickych mechanismu, ktery
reguluje expresi genu. Tento proces je esencialni v obdobi vyvoje plodu, kdy pomoci
DNA metyltransferaz probiha metylace a demetylace de novo a tim je umoznéno
bunkam, aby se diferencovaly do specifickych tkani (Moore, Le, Fan, 2013). Metylace
je soustfedéna vyhradné na cytosinovych bazich v CpG dinukleotidech, které jsou
sdruzeny v CpG ostravky. Zmény metyla¢niho profilu jsou asociovany S riznymi
chorobami — naptiklad pii rakovinném bujeni je typicka hypometylace genomu
a hypermetylace specifickych genti (Robertson, 2005).

Ve forenznich védach mizeme z DNA ziskat epigeneticky metylacni profil,
diky némuz mize byt urfen piiblizny vek zistavitele stopy, a tim z(zit populaci
podezielych pii hledani nebo identifikaci pachatele. Nase hypotéza se opira o fakt, ze
Alu repetice se hojn¢ v mnoha kopiich vyskytuji napti¢ genomem. Z tohoto hlediska
je mozné piedpokladat, ze bude pro epigenetické vySetfeni potieba méné vstupni
DNA.

V ramci experimentalni ¢asti byly optimalizovany primerové smési
pro amplifikaci Alu podrodin a tim se provedly prvni kroky pro testovani vyuZiti
repetic jako zdroje epigenetického signalu pro urceni véku. Mnou navrZzené primery
pro Alu podrodiny AluSc, AluJb a AluY a jejich konsenzus nevykazovaly amplifikaci,
zatimco jiz odzkousené primery a primery z literatury (Weisenberger et al., 2005;
Erichsen et al., 2018) amplifikovaly Alu repetice metylované bisulfitové DNA;
konkrétné se podafilo amplifikovat Alu podrodiny Alu uM1, Alu uM2, Alu uMs3,
Alu M5, Alu C4, Alu U3.

Tento rozdil v uspéSnosti amplifikace (mnou navrzené vuci vyhledanym
Vv literatufe) by mohl byt zplisoben nékolika faktory: navrZzené primery mozna nemély
dostate¢nou specificitu pro amplifikaci cili z bisulfitové DNA. Softwarovy navrh
primerti probihal dle manuali na Internetu a optimalizace PCR byla sméfovana
ke kompatibilité¢ s pufry pro primery z literatury. Je mozné, ze pro mnou navrzené
primery bude vhodnéjsi jiny pufr, poptipad¢ jina polymeraza. Primery z literatury jiz
prosly optimalizaci a validaci, coz muze vysvétlovat jejich lepsi efektivitu. Kromé
specificity mohla v netspésné amplifikaci hrat roli kvalita a kvantita DNA. Bisulfitova
konverze muze mit za nasledek ubytek a degradaci konvertované DNA. Pokud vychozi

kvalita nebo kvantita DNA nebyla dostatecnd, mohlo to ovlivnit uspéSnost amplifikace
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Alu repetic. Tato moznost je ale malo pravdépodobna, protoze by se projevila jak
unavrzenych, tak u vyhledanych primeri. Kromé téchto téchto faktorti mohla
amplifikace selhat i z divodu chyb lidského faktoru, akoliv byla prace provadéna dle
danych pracovnich postupt a za idedlnich podminek pro praci s DNA. Lidska chyba
pti pipetovani by se vSak projevila systémovée a ne jen u mnou navrzenych primert.

Vysvétlenim neni, ze se podrodiny AluSc, AluJb a AluY v genomu vyskytuji
V men$i mife nez Gispé$né amplifikované podrodiny. AluY je nejmladsi Alu podrodina,
podléha cCasté retrotranspozici a Vyskytuje se v genomu v pomérné velké mife, stejné
jako podrodina AluSc. Alulb jsou evolu¢né nejstarsi a v genomu se vyskytuji
v nejmensi mife (Liu et al., 2009), nicméné tyto repetice byly amplifikovany v ramci
experimentu Yang et al., 2004 za vyuziti mén¢ cyklt v PCR reakci.

Vysvétlenim by mohl byt technicky problém, naptiiklad rozpusténi mnou
navrzenych primeri pro Alu repetice po syntéze a lyofilizaci ve Spatném pufru
(se Spatnym pH), ktery by ovlivnil jejich efektivitu. Tato hypotéza je testovatelna
novou objednavkou primeri a jejich rozpusténim ve vode.

Moznosti optimalizace navrZzenych primerd mizZe byt pokus revidovat navrh
primerd po bisulfitacni konverzi nebo optimalizovat podminky PCR reakce, napft.
navySenim poctu cykla.

Pro budouci experimenty muzeme také zvazit, zda jsou i jiné repetice, které
mohou byt teoreticky vhodnéjsi pro nas experiment. Kromé Alu repetic by mohly byt
pouzity LINE-1 elementy, které také podléhaji metylaci a mohly by tak slouZzit jako
marker pro ur€eni véku. Jejich analyzu, stejné€ jako pro Alu elementy, provedl Erichsen
et al., 2018 a objevil mezi LINE-1 elementy a vékem korelaci.

Uspésna amplifikace primert z literatury poukazuje na specifiénost vigdi
podrodinam Alu repetic; tyto amplikony dale poslouzi jako vzorek pro masivné
paralelni sekvenaci pro vypracovani modelu pro urceni véku darct a pro potvrzeni
poznatku z ¢lanku Erichsen et al., 2018.

Hypotéza, ze je metylace spojena s vékem specificka pro urcité podrodiny Alu
nebo pro Alu repetice celkoveé bude odzkousena metodou masivné paralelni sekvenace
pro kvantifikaci metylacniho stavu jednotlivych CpG mist v amplifikovanych Alu
sekvencich. Nasledné budou metylaéni profily Alu sekvenci riznych vékovych skupin
porovnany a analyzovany, zda existuji vyznamné statistické rozdily v metylaci mezi
riznymi podrodinami. Experiment dle Xie et al., 2009 ukazal, Ze metylace nékterych

podrodin Alu repetic je veékove specifickd, coz naznacuje, ze metylace mize byt
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selektivni pro urc¢ité Alu repetice (podrodiny) spiSe nez uniformni pro vsechny Alu
repetice.

V ramci experimentu jsme potvrdili, Ze je mozné rozlisit Alu podrodiny
pomoci PCR po bisulfitacni reakci, prestoze je navrh primert pro DNA templat po
specificky navrzené pro jednotlivé Alu podrodiny byly odzkouseny na metylované
DNA po bisulfita¢ni reakci, ktera zménila nemetylované cytosiny na uracil.

Hypotézu, zda Ize sekvenovat Alu podrodiny pomoci masivné paralelniho
sekvenovani (MPS) zatim touto praci nelze potvrdit, ani vyvratit, protoze DNA bude

sekvenovana az v ramci budoucich experimentt.
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7. ZAVER

V ramci teoretické ¢asti této bakalaiské prace byla vypracovana literarni reSerSe
0 epigenetice a jeji roli v regulaci genové exprese. Dalsi kapitoly byly zaméieny
na metylaci cytosinu, Alu repetice, biomarkery epigenetického uréeni véku
a na metody analyzy metylace DNA pomoci PCR a sekvenace.

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na bisulfitovou konverzi, navrh PCR
primeri pro Alu podrodiny po bisulfitové konverzi, vyhledani primera v literatufe,
jejich testovani pomoci kvantitativni PCR reakce a nachystani vzorkl pro pfipravu
tagmentacnich knihoven a poold pro budouci experiment masivné paralelniho
sekvenovani.

Po uspésné automatizované izolaci DNA z krve darcu byla kvantifikovana
DNA podrobena uspésné bisulfitacni konverzi. Nasledoval navrh primert pro Alu
podrodiny AluSc, AluY, Alulb jednotlivé a pro jejich konsenzuélni sekvenci. Zadny
z téchto primeru nevykazoval amplifikaci metylované bisulfitové DNA darce. Dale
byly testovany primery vyhledané v literatuie a jiz odzkousené primery z databaze
UMTM, ty naopak vykazovaly p¥iznivou amplifikaci Alu repetic u valné vétsiny
metylovanych bisulfitovanych vzorkih DNA darcd. Nasledné byly z amplikont
zhotovené pooly, podrobeny tagmentaci, kvantifikovany fluorometricky a byl
vytvoren jeden jediny pool o koncentraci 4,3 ng/ul, ktery bude v ramci diplomové
prace testovan metodou masivné paralelniho sekvenovani.

Na zaklad¢ vysledki mizeme usuzovat, ze na zakladé kvantitativni PCR
reakce nas experiment prokazal specificitu vii¢i Alu repeticim po bisulfitové konverzi,
coz nabizi pfedpoklad pro moZnost pro testovani metody stanoveni v€ku ze vzorkl

krve (poptipad¢ jiné tkan€) zameéfeného prave na analyzu repetitivnich Alu sekvenci.
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SEZNAM ZKRATEK

A3A apolipoprotein B enzym upravujici mRNA
ADAR adenosin deaminéaza ptisobici na RNA
AGE konec¢né produkty pokrocilé glykace

ATP adenosintrifosfat

Bp pary bazi

CHRDL protein podobny chordinu

CpA cytosin-fosfat-adenin

CpC cytosin-fosfat-cytosin

CpG cytosin-fosfat-guanin

CpT cytosin-fosfat-thymin

DDR odpovéd’ bun¢k na poskozeni DNA
dNTPs deoxynukleosid trifosfaty

DNMTs DNA metyltransferazy

EAA akcelerace epigenetického véku
FNOL Fakultni nemocnice Olomouc
GDF15 protein zapojeny do regulace ristu a diferenciace (Growth

Differentiation Factor 15)

GP1-24 oznaceni peakll

H2AX histon

H3K9 histon H3 na lyzinu 9

HAT histonova acetyltransferaza

HDAC histonova deacetylaza

IgG imunoglobulin G

LINE dlouhé rozptylené jaderné elementy, typ transpozonu
LF UP Lékarska fakulta Univerzity Palackého

LTRs dlouhé termindlni repetice

MAD median absolutnich odchylek

m5C 5-metylcytosin

MRNA messenger RNA

MDB doména proteint vazajicich se na metylované CpG sekvence
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MDB-seq sekvenacni metoda pro detekci metylovanych CpG mist

MeDIP imunoprecipitace metylované DNA

MeDIP-seq sekvena¢ni metoda pro analyzu metylované DNA pomoci MeDIP
MITEs malé transpozony s obracenym opakovanim

MPS masivné paralelni sekvenace

mt-DNA mitochondridlni DNA

MREs restrikéni enzymy citlivé na metylaci

MRE-seq sekvenacni metoda vyuzivajici enzymy citlivé na metylaci

NAD nikotinamidadenindinukleotid

NADP nikotinamidadenindinukleotid fosfat

PCR polymerédzova fetézova reakce

PM primerova smeés

p53 tumor supresorovy protein

PTN pleitropin

gPCR kvantitativni polymerdzova fetézova reakce

rRNA ribozomélni RNA

SAM S-adenosylmetionin

SASP fenotyp spojeny se sekreci proteini béhem bunécného starnuti
SCM&T metoda pro analyzu metylomu a transkriptomu na Grovni jedné buiiky
SCRRBS sekvenaéni metoda pro analyzu metylace DNA na rovni jedné bunky
SCRAM jednobunécéna restrikéni analyza metylace

SINEs kratké rozptylené jaderné elementy

sSDNA jednotetézcovd DNA

SUV39 histonova metyltransferaza

T4-BGT T4-fag B glukosyltransferaza

TAPS TET-asistovana pyridin boranova sekvenace
TDMR tkanove specifické metylované regiony
TeSLA metoda pro méfeni nejkratsi délky telomer
TET ten-eleven translokacni enzym

tRNA transportni RNA
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TP53
TRF
UMTM
UPLC
WGBS
5caC
5fC
5hmC

gen kodujici tumor supresorovy protein p53
terminalni restrik¢éni fragment

Ustav molekularni a transla¢ni mediciny
ultra vykonna kapalinova chromatografie
celogenomova bisulfitacni sekvenace
5-karboxylcytosin

5-formylcytosin

5-hydroxymetylcytosin

66



9. SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 4: Konverze cytosinu na 5-metylcytosin DNA metyltransferazou (DNMT),
ktera katalyzuje pfenos metyl skupiny (CHz) z S-adenosylmethioninu (SAM) na pozici
5. uhliku (Pfevzato a upraveno z Gibney et Nolan, 2010)

Obrazek 2: UPLC analyza imunoglobinu IgG a jeho glykosylace. (Pievzato z Kristi¢
etal., 2014)

Obrazek 3: Prib¢h bisulfitové konverze nemetylovaného cytosinu na uracil.
(Ptevzato a upraveno z Patterson et al., 2011)

Obrazek 4: Pribéh PCR reakce pro optimalizaci primeri pro metylovanou
bisulfitovanou DNA, PM 696, 697, 698, 699, 703, 704, 705, 706, 707, 708, 189, 190,
400 a 401.

Obrazek 5: Pribéh qPCR reakce pro 7 vzorki DNA po bisulfitové reakci
amplifikované primerovymi smésmi PM 703, 704, 705, 706, 707, 708, 189, 190, 400
a 401
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Tabulka 20: naméfena koncentrace pomoci Qubit fluorometru v ng/ul
Tabulka 21: Analyza primert po qPCR experimentu optimalizace

Tabulka 22: Fluorometricky naméiena koncentrace amplikoni DNA jednotlivych
PM.
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11. Prilohy

Piiloha 1: sekvence navrzenych primeru v software BiSearch a PrimerSuite

Tabulka 10: sekvence navrzenych PCR primeri specifickych pro Alu repetice

po bisulfita¢ni reakci v software BiSearch a PrimerSuite

Pr'g:',?\;)m'x ér Primers Délka
688 F GTTTGTAATTTTAGTATTTTGGG 23
R CTTTTTTTTTAAAAATCTTCTC 22
689 F GTAATTTTAGTATTTTGGGAGGT 23
R CTTTTTTTTTAAAAATCTTCTC 22
690 F GTTTGTAATTTTAGTATTTTGGGAG 25
R CTTTTTTTTTAAAAATCTTCTC 22
691 F AATTTTAGTATTTTGGGAGGTYG 23
R CTTTTTTTTTAAAAATCTTCTC 22
692 F TTGTAATTTTAGTATTTTGGGAGG 24
R CTTTTTTTTTAAAAATCTTCTC 22
693 F GGTGGTTTAYGTTTGTAATTTTAGTATTTTG 31
R CTTTTTTTTTAAAAATCTTCTC 22
696 F TAGTATTTTGGGAGGTTGAG 20
R ACAAACACCTACTACCACAC 20
697 F TTTATTAAAAATATAAAAATTAGTTGGG 28
R CTCCCAAAATACTAAAATTACAAAC 25
698 F AAAAATATAAAAAATTAGTYGGG 23
R CCCAAACTAAAATACAATAAC 21
699 F AAAATATAAAAATTAGTTGG 20
R CTCCCRAATAACTAAAACTACAAA 24

70



Ptiloha 2: seznam primerd nalezenych v literatufe a jiz odzkousenych primerti
Tabulka 11: Seznam primert specifickych pro Alu podrodiny, vyhledanych

V literatuie a jiz optimalizované primery

:;:)r:\er Smér Primers Délka Specificita Zdroj
F AACGTAATAACGAACGCCTA 20 )
700 Aluy bis.
R AAATACAATAACGCGATCTCGAC 23
F AATAAACCGAAATCGCGCCA 20 ) Odzkousené
701 AluSc bis.
R CGAAATCTCGCTCTATCGCCA 21 fastPCR
F ACAACATAACGAAACCCCGTC 21 .
702 Alulb bis.
R TCACTACAACCTCGACCTCC 20
703 F ATTATGTTAGTTAGGATGGTTTCGATTTT 29 Alu uM1
R CAATCGACCGAACGCGA 17 bis.
704 F GCGCGGTGGTTTACGTTT 18 Alu um2
R AACCGAACTAATCTCGAACTCCTAAC 26 bis. Weisenberger,
205 F ATTAGTCGGGCGTGGTGG 18 AluuM3 2005
R CCCGAATTCAAACGATTCTCC 21 bis.
F TGGTTAATATGGTGAAATTTTGTTTTTATT 30 .
706 AluU3 bis.
R TCCTACCTCAACCTCCCAAATAACT 25
F ATTTTAGTATTTTGGGAGGTCGAGGC 26 .
707 Alu po bis.
R GCAATCTCGACTCACTACAAACTCCG 26 .
Erichsen, 2018
F GGGTGGATTATGAGGTTAGGAGAT 24 .
708 Alu po bis.
R CATTCTCCTACCTCAACCTCCC 22

Tabulka 12: Seznam primert specifickych pro Alu podrodiny vyhledané v literatuie

a jiz optimalizované primery — pokra¢ovani

Pr.lmer Smér Primers Délka Specificit Zdroj
Mix
F GGTATGATGGCGTATGTTTGT 21
189 Alu M5
R GACTCACCACAACTTCCAC 19 .
Weisenberger
GGTTAGGTATAGTGGTTTATATTTGTAATTTTAGT 36 2005
190 A Alu C4 '
R ATTAACTAAACTAATCTTAAACTCCTAACCTCA 33
400 F AGATCGAGATTATTTCGGTTAAAAC 25 Alu M5
R TCCCAAATAACTAAAAATACAAACG 25 meth. L
Odzkousené
201 F ATTGAGATTATTTTGGTTAAAATGG 25 Alu M5
R CCAAATAACTAAAAATACAAACACC 25 unmeth.
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