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Souhrn

Kratké tandemové repetice (STR) ¢i mikrosatelity jsou kratké sekvence DNA, které
jsou v genomu nekolikrat za sebou opakovany. Pocet repetic se 1iSi mezi jedinci a k detekei je
po PCR standardné vyuzivana kapilarni elektroforéza. Mikrosatelity jsou ve forenzni genetice
pouzivany jako identifikaéni marker pifi stanoveni DNA profilu. Metody, které jsou
konvencné vyuzivané, jsou v nékterych ptipadech casové, finan¢né a technicky narocné.
V této praci byla navrzena alternativni analyza profilovani DNA pomoci HRM metody na
termocyklérech jako je napi. CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System. Obvykle je
HRM analyza vyuzivéana pro detekci bodovych polymorfismt a mutaci.

V teoretické Casti prace jsou popsany soucasné metody STR profilovani a metoda
High Resolution Melting (HRM), kterd rozliSuje amplikony DNA na zéklad€ kiivek tani.
Principem post-PCR ¢asti HRM analyzy je postupna denaturace amplikonll zvySujici se
teplotou. kdy jsou detekovany uvoliiované fluorofory.

V praktické Casti prace bylo provedeno profilovani mikrosatelitd (VWA, D18S51).
HRM metodou. Nejprve byly tyto mikrosatelity testovany na dvou riznych termocyklérech a
ve dvou riznych reakénich smésich. Nésledné byla otestovana stabilita profilu kiivek a
teplota tani pfi raznych koncentracich vstupni DNA, reprodukovatelnost a schopnost HRM
slucovat stejné genotypy do jednotnych klastri. Bylo zjisténo, Ze HRM analyza na cykléru

Bio-Rad s firemnim softwarem nemtize byt pouzita pro profilovani DNA.



Summary

Short tandem repeats (STRs) or microsatellites are short sequences of DNA that are
repeated numerous times in each others trail in genome. The number of repeats varies among
individuals and can be detected by capillary electrophoresis after PCR. Currently, STRs are
workhorse of forensic human identification by DNA profiling and databasing but the method
has several limitations. It is laborious, time-consuming, expensive, and technically
challenging in some cases. In this thesis, it has been proposed that STRs could be analysed by
high resolution melting on amenable thermocycler such as CFX96 Touch Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad), though usually HRM is used only for single nucleotide
polymorphisms (SNPs) genotyping or for mutation scanning.

In the theoretical part of this thesis, current methods of STR profiling are described
together with method of High Resolution Melting (HRM) which differentiates DNA
amplicons based on melting curves. During the post-PCR analysis, DNA is exposed to
gradually increasing temperature and fluorophores released from dsDNA upon denaturation
are detected.

In the experimental part of this thesis, DNA profiling by High-resolution melting
(HRM) was performed, for two STRs (VWA, D18S51), two types of thermocyclers, and two
premix mixtures. Then, stability of melting profiles and melting temperatures at different
input DNA concentrations, reproducibility and ability of HRM to cluster genotypes was
tested. It was concluded that HRM cannot be used for DNA profiling using BioRad

thermocycler and its firmware.
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1 Uvod

Mikrosatelity, short tandem repeats, STR jsou jednoduché, tandemové se opakujici
sekvence, které se nejcastéji vyskytuji v nekddujicich oblastech DNA. Velka mutacni rychlost
zpusobuje polymorfismus v populaci a ¢ini z mikrosatelitii ucinny geneticky marker.
V prilehlych, ,flanking” oblastech, ohranicujici mikrosatelitové lokusy, lze navrhovat
specifické primery a vyuzit tak mikrosatelity pro profilovani DNA, genetické mapovani ¢i
fylogenetickou analyzu. Profilovani DNA pomoci mikrosateliti nalezlo velké uplatnéni
V paternitnich analyzach a forenznich identifikacich. Standardni analyza mikrosateliti sestava
z amplifikace kvantifikované DNA nésledované kapilarni elektroforézou, kde jsou rozliseny
fluorescencné znacené amplikony. V poslednich letech je snaha tyto kroky zrychlit a sloucit
na integrovany mikrofluidni ¢ip. Screeningovou nebo genotypizaéni alternativou pro
zrychleni a zlevnéni profilovani mikrosatelitl by mohla byt vysokorozliSovaci analyza kiivek
tani (high resolution melting, HRM), ktera nepotiebuje K analyze amplikonti kapilarni
elektroforézu.

HRM se vyvinula na zéklad¢ dvou inovaci: ptevedeni PCR na testovani v redlném case a
analyzy podle kiivek tani (low resolution melting, LRM). VyuZiti HRM 1 u mikrosatelit,
konkrétn¢ u vzorkli nalezenych na mistech ¢inu, by mohlo znamenat levnou a rychlou analyzu
na arovni screeningu (predeSlo by se zbyte¢nému, zdlouhavému a drahému analyzovani
irelevantnich vzorki). Pokud by rozliSeni alel pomoci HRM odpovidalo rozliseni, dosazeného
standardni analyzou mikrosatelitli, mohlo by HRM nahradit soucasné fluorescencné znacené

profilovaci kity.



2 Cil prace

Cilem této bakalaiské prace je vypracovat v teoretické ¢asti literarni feSersi, zabyvajici se
kratkymi tandemovymi repeticemi (mikrosatelity), jejich pozici a chovanim v genomu a
vyuzitim pfi profilovani DNA. V posledni ¢asti reSerse je predstavena metoda High resolution
melting, HRM.

Prakticka Cast se zabyva testovanim a analyzou vybranych mikrosatelitovych lokusu
metodou HRM. Byly vybrany mikrosatelity VWA a D18S51, které byly profilovany za pomoci
primert podle ¢lanku Nicklas et al., 2011. U lokusu VWA jsem se pokusila rozlisit alely 14/14,
15/15, 16/16, 17/17, 18/18, 19/19, 14/16, 14/18, 14/19, 15/16, 15/19, 16/17, 16/18, 17/18,
17/19, 17/21, 18/19. Na lokusu D18S51 to byly alely 13/13, 14/14, 15/15, 16/16, 18/18,
14/15, 12/13, 12/15, 18/18, 12/17, 12/21, 12/22, 13/15, 13/16, 13/17, 13/19, 14/15, 14/17,
14/20, 15/17, 15/18, 16/18, 16/19, 17/18, 17/21. Hlavnim cilem byla standardizace a
optimalizace metody tak, aby od sebe jednotlivé genotypy §ly odlisit na zaklad¢€ tvaru kiivky a
teploty bodu tani Tm. Naslednym cilem bylo charakterizovat diskrimina¢ni schopnost metody

HRM pro screeningové profilovani DNA.



3 Soucasny stav reSené problematiky

3.1 Mikrosatelity

Mikrosatelity (Simple Sequence Repeats, SSRs, Short Tandem Repeats, STR) jsou
kratké, tandemové se opakujici sekvence DNA, slozené z 1-6 part bazi (bp). Vyskytuji
se v eukaryotickém i prokaryotickém genomu (Field et Wills, 1998; Toth et al., 2000). Byly
detekovany pted vice nez 35 lety a zpocatku nebyly povazovany za sekvence se specifickou
ulohou. Na konci 80. let minulého stoleti, s rozvojem PCR, se zacaly vyuzivat jako markery
s mendelistickou dédi¢nosti pro mapovani genomu a jako asocia¢ni markery pro geneticka
onemocnéni (Queller et al., 1993; Charlesworth et al., 1994; Di Rienzo et al., 1994; Estoup
etal., 1995). Diky vysoké frekvenci mutaci, ktera je vyssi nez ve zbytku genomu (Jarne et
Lagoda, 1996), jsou mikrosatelity vysoce polymorfni napti¢ populaci. Zarovei jsou pfitomny
v genomu ve velkém poctu, coz vedlo k jejich popularité v populacni genetice a forenzni
genetice (Goldstein et Schlétterer, 1999). V 90. letech minulého stoleti se staly zakladnim

genetickym (profilovacim) markerem pro identifikaci osob a zjisténi piibuznosti (Obr. 1).
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Obr. 1: Pocet studii zabyvajicich se STR analyzou ve forenznich védach od roku 1992 na zakladé
dat z PubMed: Srovnani poc¢tu publikaci, které se zabyvaly problematikou STR ve forenzni getetice
od roku 1992 do roku 2015 (na zaklad¢ dat z PubMed databaze, kli¢ova slova: STR forensic analysis,
filtr: Humans).

Kromé STR (short tandem repeats) existuji v lidském genomu i polymorfismy SNP
(bodové polymorfismy, single nucleotide polymorphisms). Bodové polymorfismy, SNP, jsou
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pocetné zastoupeny v genomu mnoha organizmt. V lidském genomu je to primérné kazdych
100-300 bp (Thorisson et al., 2005), ve srovnani s STR, kde je to kazdych 2000-30000 bp
(Webster et al., 2002). Frekvence mutace na generaci se li$i u obou markerd. U STR je to
v praiméru 10 do 10 nukleotiddi na lokus na generaci (Ellegren, 2000), a u SNP jen 10
(Guichoux et al., 2011).

3.1.1 Pozice mikrosatelitti v genomu

Vétsina mikrosatelitl se nenachazi v protein-kédujicich sekvencich, nicméné mnoho
studii poukazuje na velké mnozstvi STR nachazejicich se v transkribovanych oblastech

genomu, zahrnujici i protein-kodujici geny (Tab. I).

Tab. I: STR v kédujicich oblastech — jejich funkce a fenotypovy efekt v nékolika
druzich (Li et al., 2004)

) STR funkce a pozorovany
Druh Repetice Gen Reference
fenotypovy efekt

Expanze zptusobi Zoghbi at Orr
(CAG)n HD _
Huntingtonovu chorobu (2000)

Clovek Spinobulbarni muskularni
(CAG)n KR _
atrofie Mao et al. (2002)
(CAG)n SCA Spinocerebelarni ataxie
_ Homeobox | Tripletova expanze vede
Drosophila (CAG)n _ Ferro et al. (2001)
gen DLX6 |k buné&cné smrti
) LOS
Haemophilus Zprostiedkovani variace a
CAAT component S ~|Inzana et al. (1997)
somnus adaptace lipooligosacharidii
gene

Mikrosatelity v kodujicich oblastech maji specifické slozeni nukleotidi: A/T repetice
jsou mnohem frekventovangjsi (11,8 % z 45425 kodujicich sekvenci) nez G/C repetice
(0,7 %) (Olivero et al., 2003). V intronech se nejéastéji nachazeji mikrosatelity ve formé
dinukleotida (Toth et al., 2000).

Z dinukleotidovych repetic je u obratlovci nejvice zastoupen dinukleotid (AC)n, ktery
je az trojnasobn¢ CastéjSi nez druhy nejéastéj$i (AT)n motiv (Chistiakov et al., 2005).
U rostlin je to pak TA a GA (Depeiges et al., 1995).
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Trinukleotidové motivy se nejvice studuji ve spojeni s rlznymi onemocnénimi.
Nachézeji se také ¢asto v exonech, kde nenarusuji ¢teci ramec (Jurka et Pethiyagoda, 1995).
Naptiklad repetice GTC (kodujici valin) jsou na lidském chromozomu nejcastéji lokalizované
v subtelomerach (Nanda et al., 1990).

Nejvice zastoupenymi motivy u tetranukleotidovych repetic jsou GATA a GACA,
jejich distribuce a hustota se 1iSi mezi druhy. V genomu lidi a rajcat se nachazeji Casto
v oblasti centromer (Nanda et al., 1990; Arens et al., 1995). U hada (gonozomy ZZ maji
samci, ZW samice) jsou akumulovany na pohlavnim chromozomu W. Tetranukleotidové
repetice jsou Siroce vyuzivany v biologickych studiich, jelikoz jsou vysoce polymorfni a
zaroven maji méné Casty prokluz, stutter, viz nize (Weber et Wong, 1993; Ellegren, 1995).

Zmény v poctu trinukleotidovych mikrosatelitl jsou podstatou neurodegenerativnich
onemocnéni, jako je naptfiklad Huntingtonova choroba, pfi které dochéazi k tbytku neuront
ocasatého jadra (corpus striatum) pii nartstu poctu opakovani CAG motivu v genu kodujiciho
protein huntingtin nad 40 (Moxon et Wills, 1999; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3064).
Dalsim piikladem je spinocerebelarni ataxie (Zoghbi et Orr, 2000). Podstatou tohoto
onemocnéni je expanze CAG repetic, které koduji dlouhy polyglutaminovy fetézec
v ataxinech. Prodluzovéani délky fetézct vede ke zméné sekundarni struktury a agregativni
tvorbé inkluzi v bunice (Hammock et Young, 2005; Zumrova et al., 2007).

Trend zvySovani poctu jednotlivych trinukleotidovych nestabilnich repetic se mize
prenaset na dal$i generace. Tento jev se nazyva geneticka anticipace. Jedno z onemocnéni,
které je zptisobeno touto mutaci, je syndrom fragilniho X. Zacatek sekvence u odpovédného
genu jsou CGC triplety. V bézné populaci se jejich pocty pohybuji ve skale 7-56 a jakmile
pocet repetic presahne horni hranici, usek se stdva nestabilnim a mnoZstvi tripleti CGC

nekontrolované roste. Zvysujici se pocet opakovani trinukleotidli zplisobi, Ze nemoc se

S 4

2005).

Zastoupeni genomickych mikrosateliti se 1i8i mezi taxony. V rostlindch jsou
mikrosatelity zastoupeny v mensi ¢asti genomu nez u zivocicht: v Arabidopsis tvoii 0,85 %
genomu a v Zea mays 0,37 %, zatimco u ryb je to 3,21 % v Tetraodon nigroviridis a
2,12 % u Fugu (Crollius et al., 2000). Distribuce mikrosatelitii se neli$i jenom mezidruhové,
ale také v ramci chromozomu jednoho organismu (Arabidopsis thaliana) (Schlétterer, 2000).
Redukce hustoty mikrosatelitii najdeme v oblasti centromery; tento fenomén byl popsan i u
Drosophila melanogaster (Pardue et al., 1987; Lowenhaupt et al., 1989). U ptakd jsou

mikrosatelitové markery mélo prozkoumané a prakticka aplikace je omezena,; je mélo udaji o
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SSR genomové distribuci a velikosti napfi¢ raznych ptacich taxont, avSak jsou postupné
ziskavany nové poznatky; jednim z nejnovéjSich je osekvenovani genomu kura bankivského
(Gallus gallus) (International Chicken Genome Sequencing Consortium, 2004). Nicméné u
studii ptakd je rozsifena tzv. cross-species amplifikace, kdy se vyuzivaji primery odvozeny od
ptibuzného druhu (Primmer et al., 1996).

Mikrosatelity jsou klasifikovany podle typu opakovani sekvence do nékolika rodin —
dokonalé (perfect), nedokonalé (imperfect), pferusené (interrupted) a slozené (composite).
U dokonalych mikrosatelitii neni repetitivni sekvence pferusena zadnou jinou bazi nepfislusici
do motivu (TATATATATATATATA), zatimco u nedokonalych je v¢lenéna jind sekvence,
ktera narusi opakujici se motiv (TATATATACTATATATA). V piipadé¢ prerusenych
mikrosatelitii je v opakujici se sekvenci v€lenénd jind, nerepetitivni, krat$i sekvence
(TATATACGTGTATATATATA). U slozenych obsahuje sekvence dvé ruzné, delsi,
opakujici se sekvence (TATATATATAGTGTGTGTGT) (Oliveira et al., 2006).

Homozygotni mikrosatelitni lokusy maji alely se stejnym pocétem repetic na obou
homologickych chromozomech, zatimco heterozygotni lokus mé jiny pocet opakovani pro
kazdou alelu. Napiiklad jedna alela mlze obsahovat 9 opakovani, zatimco druhd 10.
V populaci se nachazi na lokusu né¢kolik alel, charakterizovanych pocétem opakujicich
se repetic. Vysokd uroven polymorfismu zpusobuje vysokou diskrimina¢ni silu
mikrosatelitli - mikrosatelitové markery jsou uZiteCny nastroj pro rozliSovani jedinch
Vv populac¢nich genetickych studiich a forenznich védach. Za piedpokladu, Ze m je pocet alel
v populaci, maximalni pocet riznych genotypt bude m(m+1)/2 a pocet moznych
heterozygotnich genotypt m(m-1)/2 (Oliveira et al., 2006). Naptiklad pti m = 55 na lokusu
D18S51 (http://www.cstl.nist.gov/strbase/str_D18S51.htm, navstiveno 10.11.2016), je 1540
ruznych genotypti a 1 485 heterozygotnich genotypi.

Nékteré STR lokusy maji vzacné alely, které obsahuji ¢aste¢né opakovani repetice.
Tyto alely jsou ozna¢ovany jako mikrovarianty. Mikrosatelity vyuzivané v kriminalistice maji
opakujici se motiv slozeny ze 4 part bazi. Mikrovarianta nastane, jestlize opakujici se motiv
neni Uplny. Pfikladem muze byt alela 9.3 na lokusu THO1, ktery obsahuje 9 celych opakovani
tetranukleotidového motivu AATG a desaté, které je neuplné, obsahuje tfi nukleotidy (Butler,

2005).

3.1.2 Generovani mikrosatelitového polymorfismu

Frekvence mutaci pro eukaryotickou sekvenci je piiblizné 1 na 10° nukleotidd

na generaci (Crow, 1993). Je zndmo, ze muta¢ni rychlost mikrosatelitd je mnohem vyssi nez
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u zbylych ¢asti genomu (Jarne et Lagoda, 1996), dosahuje od 1 na 102 do 1 na 10° nukleotidi
na generaci (Sia et al., 2000).

Mutaéni rychlost zavisi na typu mikrosatelitii. Naptiklad bodové mutace
u prerusenych a nedokonalych mikrosateliti naruSuji dokonalé repetice a redukuji prokluz
polymerazy, stutter, coz je hlavni muta¢ni mechanismus (Jin et al., 1996).

Mikrosatelitni stabilita je citlivy indikator genomické stability, kterd ma souvislost
s lidskymi onemocnénimi. Prikladem muze byt globalni mikrosatelitni nestabilita, vyplyvajici
Zchyb u oprav nespravného parovani bazi (tzv. mismatch repair). Ta je asociovéana

S hereditarnim nepolypdznim kolorektalnim karcinomem (Marra et Bolland, 1995).
Mutaéni mechanismy

K vysvétleni vysoké miry mutaci u mikrosatelitti bylo popsano nékolik mechanismi:
chyby béhem rekombinace, nerovnomérny crossing-over a prokluz polymerazy béhem DNA
replikace Ci reparace (Strand et al., 1993).

V soucasnosti je obvykle pfijimano, ze replikacni prokluz je hlavni mechanismus
zpusobujici vznik novych mikrosatelitovych alel (Brinkmann et al., 1998) (Obr. 2). Tento typ
mutace nastane, jestlize DNA polymeraza narazi na isek obsahujici repetice a dojde k jejimu
uvolnéni z templatového DNA vldkna. Nésledné se znovu napoji na komplementarnim, ale
nespravném misté a replikace pokracuje. Bud’ dojde k deleci vybraného tseku nebo naopak
K inzerci dalSich repetic (Canceill et al., 1999). Je prokazano velké mnozstvi ,,Slippage*
mutaci, ovSem ty jsou zodpovédné pouze za narust ¢i ztratu jedné ¢i dvou repetic (Hentschel,

1982; Streisinger at Owen, 1985; Schlotterer at Tautz, 1992).

Oprava
Prokluz

v
sesterského vlékna/i"(_:..-CD:)\_
EL D G ‘

Expanze
Delece Oprava

Prokluz \ 4Ib—\_

templatového vldkna

Obr. 2: Schéma prokluzu polymerazy: V horni ¢asti schématu je znazornéna inzerce (expanze) nové
repetice, kdy klicka vznikd na rostoucim, polymerovaném vlakné, coz je Castéj$i model, zatimco
v dolni ¢asti je znazornéna delece, kdy z ptivodnich ¢ty opakovani jsou tii repetice a klicka vznika na

templatovém fetézci.
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Dal$im mutaénim mechanismem vedoucim ke zménam v poctu repetic muze byt
nerovnomérny crossing-over nebo genova konverze (Hancock, 1999; Brohede at Ellegren,
1999; Richard at Paques, 2000).

Pfi¢inou nerovnomérného crossing-overu je nespravné urceni parovani homolognich
sekvenci u homolognich chromozomu nebo sesterskych chromatid, kvtli velkému mnozstvi
tandemovée se opakujicich repetic. Pfi nésledné rekombinaci jeden chromozom ztrati DNA
sekvenci, zatimco druhy homologni chromozom ji ziska (Golberg et al., 1983) (Obr. 3).
Vysledkem nerovnomérného crossing-overu mohou byt velké zmény, jako ztrata ¢i narGst

vétsiho mnozstvi repetitivnich Gsekt (Oliveira et al., 2006).

Par homolognich
Eepetitivnd selovetice  chromozomd

AN

(1] e
ey = e ==
Draplikace

Obr. 3: Znazornéni nerovnomérného crossing-overu: Vysledkem nerovnomérného crossing overu
je rozdilna délka repetitivnich sekvenci na obou homolognich chromozomech. (Pfevzato a upraveno

https://sciknowledge.wordpress.com/2013/01/06/genome-evolution/)

Cast&j$i nez crossing-over je za polymorfismus tandemovych repetic zodpovédna

genova konverze (Richard at Paques, 2000).

Genova konverze a crossing-over jsou casto (ovSem ne vzdy) sdruzené
(Szostak et al., 1983). Genova konverze generuje novou alelu darcovstvim genetického useku
z alely, ktera je pfitomna na homolognim chromozomu (Obr. 4).

Welch et al. (1990) jako prvni navrhli korelaci mezi genovou konverzi a ptestavbou
tandemovych repetici, kdyz pozorovali meiotickou expanzi a zkraceni na lokusu CUP1
Saccharomyces cerevisiae. Pozd¢ji byla prestavba tandemovych repetic zplisobena genovou
konverzi pozorovana i u Drosophila melanogaster (Paques at Wegnez, 1993; Thompson-
Stewart et al., 1994; Delattre et al., 1995; Paques et al., 1996).
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(b) Gene conversion
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Obr. 4: Srovnani genové konverze a crossing-overu:
(@) Dveé DNA molekuly.
(b)  Genova konverze — Eervena DNA je donor a poskytne ¢ast své genetické informace (e-€'
region) modré DNA.
(c) DNA crossing — over — u dvou DNA probéhne vyména genetické informace (f-f' a F-F')

(pfevzato z: http://www.web-books.com/MoBio/Free/Ch8D4.htm)

Schidtterer (2000) uvedl nékolik potencialnich faktordi, které mohou pfispivat
K pozorovanym rozdilim ve vyvojové rychlosti mikrosateliti — pocet opakovani, sekvence
opakujiciho se motivu, délka opakujiciho se motivu, flanking sekvence (pfilehla sekvence),
pteruseni v opakujici se sekvenci, mira rekombinace, mira transkripce.

. Pocet opakovani (Repeat number)

- Na zaklad¢ pozorovani z rodokment (Weber at Wong, 1993;
Brinkmann et al., 1998; Schiétterer et al., 1998; Schug et al., 1998b)

vyplynulo, Ze mira mutaci roste s po¢tem opakovani v ptivodni alele.
o Typ repetice (Repeat type)

- Piikladem mtze byt srovnani di- a tetranukleotidovych
mikrosatelitt.  Pfimé  sledovani mutaci na  mikrosatelitech
v rodokmenech naznacuje, Ze mira mutace u tetranukleotidii je vySsi
nez u dinukleotidd (Weber at Wong, 1993). Ovsem studie z roku 1999
(Lee et al., 1999), ktera srovnavala stejny pocet opakovani u obou typt
repetice, ukazala, Ze mira mutaci u tetranukleotidii je znacné nizsi.

Tento vysledek se shoduje se studiemi in vitro ,,slippage™ mutaci, které

16


http://www.webbooks.com/MoBio/Free/Ch8D4.htm

naznacuji negativni korelaci mezi délkou opakujiciho se motivu a

mirou prokluzu (slippage rate) (Schlotterer et Tautz, 1992).
o Ptilehla sekvence (Flanking sequence)

- Glenn et al. (1996) pozoroval vyznamnou negativni Kkorelaci
mezi alelickou diversitou a GC bazemi pfitomnych v ptilehlé sekvenci,

a také mezi poctem opakovéani a obsahem GC v prilehlé, ,,flanking

sekvenci, zatimco Balloux et al. (1998) nepozoroval zadny vliv.

Oznacime-li genovou konverzi jako hlavni diivod mikrosatelitniho vyvoje, pridame

tim dal$i vyvojovou linii do tradiéniho ztvarnéni evoluce mikrosateliti (Obr. 5).

Importované mikrosatelity Nové mikrosatelity Monomorphic
phase
Transponovatelné  sybstituce  Inzerce Delece Nerovnomérny
elementy crossing over
[TEJAAACACACA CTCGCACA CTCGCACA CTCGCATCCACA CTCGCAGA
CTCGCACA
=
CTCGCA
CTCGCACACA

Microsatellite
copy a

CACT (CA)g
(CA) (CA)s
Mutacnl tendence
CACTCAh
CA)CT(CA)g
A
Rist Opravny systém 2 Starnun
Replication (C12
R No mutation (99.784%)
EEEaa 1 repeat (0208%) (AN jigzZ MuteEnl tandance
—/- (2-4) repeats (0.008%) -
Genova ! Polymorphic
konverze phase

v

Microsatellite _—(CA),,
copy b /

Obr. 5: Inkorporace genové konverze do vyvoje mikrosateliti: Mikrosatelitni sekvence prod¢laji
dvé faze — monomorfni (nahote), ve které je pocet opakovani piili§ nizky na to, aby mohl mikrosatelit
piedstavovat potencionalni substrat pro prokluz polymerazy a zménu v délce a polymorfni faze (dole),
ve které je pocet opakovani dostate¢ny (8) pro dal$i nartist i ztratu repetic (s tendenci nartstu mutaci u
mensich repetic a ztratou u vétSich repetic). PferuSenim repetitivni sekvence se muiize mikrosatelit
vratit do monomorfni faze. Genova konverze (vespod) s dalsi kopii mikrosatelitu zptisobi narist nebo

ztratu vétSiho mnozstvi repetic v jednom kroku (Pfevzato a upraveno z Balaresque et al., 2014).
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Miuzeme uzaviit, Ze mikrosatelity jsou dynamické sekvence, u kterych se molekularni
struktura méni v prubéhu Casu riznymi vyvojovymi mechanismy (Balaresque et al., 2014).
Délka repetice a pocet opakovani maji pifimy vliv na jejich polymorfismus a miru mutace

(Schlotterer, 2000).

3.1.3 Soucasné metody genotypizace mikrosatelitti a jejich omezeni

Mikrosatelity jsou od konce osmdesatych let vyuzivany pro aplikace, jakymi jsou
profilovani DNA, analyza piibuznosti nebo genetické mapovani. Staly se uziteCnym
nastrojem diky své genomové distribuci, vyvojové rychlosti a biologické funkeci.
Mikrosatelitni genotypizace je Siroce vyuzivana jako identifikacni marker (Ellegren, 2004;
Mittal et Dubey, 2009; Jones et al., 2010).

Poprvé bylo profilovani DNA popsdno v roce 1985 anglickym genetikem Alecem
Jeffreysem. Ten objevil urcité regiony DNA, obsahujici sekvence, které se nékolikrat
opakovaly. Objevil také, Ze se tyto opakujici sekvence 1i8i u riiznych jedincl. Na zakladé
vyvoje techniky, ktera byla schopnd otestovat délku repetic, zacal Jeffreys provadét testy
na zjisténi lidské identity. Tyto repetice se pozd¢ji staly znamé jako VNTRSs a technika uzita
prof. Jeffreysem byla nazvana RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). RFLP
metoda vyuzivd enzymy restrikéni endonukledzy, které Stépi genom na rizné dlouhé
fragmenty. Velikost fragmentli je polymorfni diky existenci a umisténi S§tépného mista
(Butler, 2005). VNTRs neboli minisatelity jsou tandemové se opakujici sekvence dlouhé 15-
100 bp (Martin et Hine, 2017), zatimco STR jsou dlouhé 1-6 bp. Genotypizace s VNTRs
markery se ukdzala jako limitujici kvili nizké reprodukovatelnosti a vysokym narokiim na
mnozstvi a kvalitu testované DNA. Mikrosatelity umoznuji efektivngjsi PCR amplifikaci a
jsou detekovatelné 1 \% degradované DNA
(http://science.kennesaw.edu/~rrascati/forensicpolymorphs.html).

Techniky, vyuZivané forenznimi DNA laboratofemi, zabyvajicimi se testovanim lidské
identity, pro lékafskou diagnostiku ¢i pro genové mapovani, jsou zaloZeny na stejném
principu. Celkovy geneticky profil 1ze sestavit z velmi malého mnozstvi DNA obsazeného
Vv krvi, slinach, kostech, vlasech nebo v jiném biologickém vzorku. Profilovani DNA mtize
byt provedeno RFLP metodami ¢i metodami, které funguji na zdkladé PCR reakce. PCR
metody se dostaly do poptedi diky schopnosti zanalyzovat i vzorky z mista ¢inu, které jsou
Casto ve Spatné kvalité a kvantité (Butler, 2005).

Pti srovnani SNP a STR vychdzi v mnoha ohledech vyhodnéjsi pouzit STR markery.

Naptiklad pfitomnost mnoha alel na lokusu u STR umoziuje identifikaci jednotlivych
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zastupcu ve smési (Schlotterer, 2004; Li et al., 2008), coz je pomoci bodovych polymorfisma
jen se dvéma alelami obtizn¢ dosazitelné. V evolucnich studiich nebo studiich
u nesekvenovanych genomt lze u STR s vyhodou vyuzit kiizovou amplifikaci univerzalnimi

primery (Sharma et al., 2007).
Nomenklatura DNA markeru

Jesté pred stanovenim nomenklaturnich pravidel platilo, ze mikrosatelitu se dal nazev
genu, do kterého spadal. Piikladem muze byt STR marker THO1, jehoz nézev je odvozen
od genu tyrosin hydroxylazy, ktery je lokalizovany na chromozomu 11. Dodatek 01 pochazi
z faktu, Ze repetice se nachazi v intronu 1 genu pro tyrosin hydroxyldzu. Markery, které
se nachdazi mimo genové oblasti, jsou nazvany podle chromozomalni pozice. STR lokus
D16S539 — D: DNA, 16: chromozom 16, S: ,,Single copy sequence® (jedna kopie dané
sekvence v ramci genomu), 539: 539. lokus popsany na chromozomu 16 (Butler, 2005).

Pokroky nastaly v PCR, kdy multiplexni (mnohonasobnd) PCR, ve které je uzito vice
para specifickych primert, komplementarnich k riiznym cilovym sekvencim, umoziuje ko-
amplifikaci n€kolika mikrosatelitd v jednom PCR koktejlu v jediné zkumavce. Alternativou
tohoto multiplexingu miize byt proces oznacen jako ,,pseudo-multiplexing* ¢i ,,pool-plexing*
(Ghislain et al., 2004; Meudt et Clarke, 2007), kdy jsou amplikony michany az po PCR a
operator se tak vyhne se tak kroku optimalizace koncentraci primert v jediné multiplexni
PCR (Obr. 6).

_[\: Y

— — = Y
\ = I
110bp- | X i

—_—

ol
Selektivni PCR 100 bp 110 bp
L. amplifikace vzorku — . Kapilarni 2 A
Pn-s‘elektnnu PCR ¢ riznymi primery Riizné amplikony elekiroforéza Vysledné polymorfismy
amplifikace vzorku ;o zene rozdilnymi | pozorované u jednotlivych
fluorefory. Poolplexing sl

TRENDS in Plant Science

Obr. 6: Schématické znazornéni PCR ,poolplexing“: Pfi selektivni PCR amplifikaci jsou
v nékolika zkumavkach rizné primery, znaené riznymi fluorofory. To proto, aby pozdéjsi PCR
produkty, z riznych kombinaci primerti, mohly byt slouc¢eny pro kapilarni elektroforézu. Kapilarni
ptistroj pak detekuje fragmenty na zakladé spektra fluoroforu. Tento proces je Casto nespravné
oznacen jako ,,multiplexovani®, ale dava se pfednost piesnéj$imu ,,poolplexing™ (pfevzato a upraveno

z Meudt et Clarke, 2007).
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Problémem pfi genotypizaci jsou nulové ¢i neamplifikujici se alely, které zdanlivé
ukazuji na homozygotnost vzorku. Pfedstavuji problém pfii parentdlnich analyzach, kdy
genotyp potomka neodpovidd rodiCovskym genotyptim. Pficinou nulové alely miize byt
mutace V prilehlé sekvenci pro nasedani primerti, Spatnd amplifikace rizné dlouhych alel
(Wattier et al, 1998) nebo horsi kvalita templatové DNA (Gagneux et al, 1997; Garcia de
Leon et al, 1998).

Nastup nové generace sekvencnich technologii (next-generation sequencing, NGS
nebo také massive parallel sequencing, MPS) umoznil rychlejsi identifikaci mikrosatelitii
(Abdelkrim et al., 2009; Rasmussen et Noor, 2009; Santana et al., 2009). Generovani
obrovského mnozstvi sekvenci a nasledné seskupovani do vetfejnych databazi bylo vyuzito
k vyhledavani novych STR markert.

V soucasnosti je napt. v USA vyuzivano 20 STR lokust ke stanoveni DNA profilu
forenzniho vzorku. Tyto lokusy, které byly vybrany FBI laboratofi po zhodnoceni mnoha
STR, jsou vyuZivany v DNA databazi, kterd se nazyvd Combined DNA Index System
(CODIS) (Hares, 2015). Ekvivalentem pro Evropu je European Core Loci (Tab. I1).

Tab. II: STR lokusy vyuZzivané pi'i DNA profilovani

Originalnich 13 (+1) lokust od roku 1997
CSF1PO, FGA, THO01, TPOX, VWA, D3S1358,
D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539,
CODIS STR lokusy (U.S.) D18S51, D21S11, (+Amelogenin)

7 ptidanych v roce 2017

D1S1656, D2S441, D2S1338, D10S1248,
D12S391, D19S433, D2251045

FGA, THO1, vWA, D1S1656, D25441, D3S1358,
D8S1179, D10S1248, D12S391, D18S51,
Evropské STR lokusy D21S811, D2251045

D2S1338, D16S539, D195433, SE33,

Amelogenin

Prevzato: http://www.cstl.nist.gov/strbase/coreSTRs.htm (navstiveno: 2.3.2017)

Je k dispozici velké mnozstvi komerénich, forenzné genetickych kitt, vyuzivanych pro

PCR amplifikaci STR markert (Tab. I11).
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Tab. III: Prehled komer¢nich STR Kkitu

Applied Biosystems

AmpFISTR Identifiler, AmpFISTR Identifiler Direct, AmpFISTR
Identifiler Plus, AmpFISTR NGM, AmpFISTR NGM SElect,
AmpFISTR GlobalFiler, AmpFISTR VeriFiler, AmpFISTR MiniFiler,
AmpFISTR Yfiler, AmpFISTR SGM Plus, AmpFISTR Profiler Plus,
AmpFISTR Profiler Plus ID, AmpFISTR, AmpFISTR Sinofiler,
AmpFISTR Profiler, AmpFISTR SEfiler, AmpFISTR SEfiler Plus,
AmpFISTR Green I, AmpFISTR Blue

Promega Corporation

PowerPlex 16, PowerPlex Fusion, PowerPlex Y, PowerPlex Y23,
PowerPlex 1.2, PowerPlex 1.1, PowerPlex 2.1, PowerPlex 16, PowerPlex
ES, PowerPlex 16 HS, PowerPlex 18D, PowerPlex ESX 16, PowerPlex
ESX 17, PowerPlex ESI 16, PowerPlex ESI 17, PowerPlex 21, Silver
Stain Systems

QIAGEN N.V.

Investigator IDplex Plus Kit, Investigator ESSplex SE Plus Kit,
Investigator ESSplex Plus Kit, Investigator Nonaplex ESS Kit,
Investigator Hexaplex ESS Kit, Investigator HDplex Kit, Investigator
Triplex AFS QS Kit, Investigator Triplex DSF Kit, Investigator Argus X-
12 Kit, Investigator Argus Y-12 QS Kit

Biotype

Mentype®: Nonaplex I, Nonaplex?®, Nonaplex® Twin, Pentaplex ESS,
Argus Y-MH®S, Argus X-8, Chimera®

Beckman Coulter

Genome Lab™ Human STR Primer Set

Prevzato: http:/lwww.cstl.nist.gov/strbase/multiplx.htm (navstiveno: 2.3.2017)

Analyza mikrosateliti kapilarni elektroforézou

Pti PCR reakci se pro DNA fragmenty pouziva fluorescencni znaceni. Nasleduje

kapilarni elektroforéza (Capillary Electrophoresis, CE), kterd vyuZiva principy klasické

deskové elektroforézy. Dochazi k pohybu elektricky nabitych ¢astic v elektrickém poli. Jak

nazev napovid4, provadi se v mikrokapilarni trubici, kterd je naplnénd nosnym mediem

(elektrolyt, gel). Jakmile jsou vzorky, gelovy polymer a pufr ptipraveny v piistroji, kapilara

se naplni gelovym polymerem a vzorky jsou nasazovany elektrokineticky. K rozdé€leni

nabitych ¢astic na zakladé molekulové hmotnosti dochazi proplétanim pies gel, ktery funguje

jako molekularni sito (Butler, 2004).
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Pro lepsi rozliSeni a odstranéni efektu sekundarnich konformaci musi byt
amplifikované STR fragmenty denaturované. Teplota je proto v kapilafe vyssi nez teplota
okolni (mezi 50 °C a 70 °C). Dale se piidavaji denaturujici aditiva, jako je naptiklad
mocovina ¢i formamid (Rosenblum et al., 1997).

K vyhodnoceni DNA profilu se pouzivd fragmentacni analyza. Vysledek
elektroforézy je zaznamenan na elektroforetogramu, kde jsou jednotlivé fragmenty DNA
predstavovany pomoci pika. Vyska piku je pfimo umérna intenzité fluorescence a srovnava se
S vnitinim standardem (soubor fragmentii o znamé délce, znaceny jinou fluorescencni
barvou), ktery se analyzuje s testovanou DNA (Butler, 2005).

Diky fluorescenénimu barveni jednotlivych fragmenti DNA miizeme analyzovat
vicero nezavislych lokusti v jednom nésttiku. Fluorescenéni barvy, které se vyuzivaji, jsou
napt.: 5-FAM, 6-FAM, JOE, R110, HEX, NED, TET, ROX. K detekci barev se vyuziva
fluorescen¢ni detektor s dualnim argonovym laserem, ktery je nutny k probéhnuti excitace.
Produkuje dva svételné paprsky s riiznou vinovou délkou. Fluorescencni barvy pak vyzari
pfijatou energii ve form¢ barevného svétla, které je ndsledné zachyceno detektorem (Applied
Biosystems, 2000).

Konvenéni techniky profilovani STR, které zahrnuji gelovou ¢i kapilarni elektroforézu
jsou nakladné a zdlouhavé. Jednoducha analyticka metoda, ktera pomize vybrat predbéznym
screeningovym testem pouze malou ¢ast vzorkli k podrobnému profilovani STR, zlevni a
zrychli analyzu ¢i by uplné v n€kterych piipadech nahradila nutnou elektroforézu, by usettila
Casto dulezity Cas i prostiedky (Nicklas et al., 2011). Takovou metodou by mohlo byt vyuziti
kiivek tdni amplikonu.

Kfivky tani popisuji denaturaci dvousroubovice. Na rozdil od elektroforetické mobility,
ktera zavisi na velikosti DNA fragmentl, disocia¢ni teplota nebo teplota tani (Tm)
dvousroubovice DNA (dsDNA) se méni také v zavislosti na nukleotidové sekvenci, délce a
stupni komplementarity mezi dvéma fetézci DNA. Rozdil v tdni STR alel mize byt vyuzity
ke genotypizaci dsSDNA molekul v procesu nazvaném analyza kiivek tani (High resolution

melting analysis) (Nguyen et al., 2012).
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3.2 Metoda High Resolution Melting

High Resolution Melting metoda byla piedstavena roku 2002 ve spolupraci University
of Utah a Idaho Technology. Jeji popularita stale roste diky jednoduchosti a vyuzitelnosti.
Prvnim krokem je PCR amplifikace pozadovaného useku za pfitomnosti fluorescencniho
barviva, vazicitho se k dsDNA. Po probé¢hnuti PCR jiz neni nutna z&4dna separace ¢i jiné
zpracovani vzorkll. VysokorozliSovaci analyza kiivek tani (High resolution melting, HRM) je
vyuzivana v termocykléru umoznujicim real-time PCR. Hned po amplifikaci jsou generovany
kiivky tani diky monitorovani fluorescence pii postupném zahiivani amplikonti. HRM lze uzit
pro genotypizaci a mutacni skenovani. Dokaze rozli§it SNP, mensi delece a inzerce (White et
al., 2006; Reed et al., 2007).

Prvné popsané analyzy kiivky tani amplifikovaného produktu s vyuzitim SYBR®
Green I dsDNA interkala¢niho barviva k detekci dimerid €i jinych nespecifickych produkti
nyni nazyvdme Low resolution melting, LRM. HRM se od LRM odliSuje barvivy lépe se
vazicimi k dsDNA, kvalitnéjsimi cykléry, které¢ dokazi presnéji zahiivat na urcené teploty a

propracovangj$im software, ktery dokaze 1épe rozlisit jednotlivé alely.
Princip analyzy tani

Kfivka LRM je generovana zvySovanim teploty, typicky po 0,5°C krocich. Tim dochazi
k postupné denaturaci amplifikované DNA. Jelikoz SYBR® Green I je fluorescenéni pouze
pokud se vaze na dsDNA, fluorescence klesd, jakmile je DNA duplex denaturovéan. Profil
kiivky zavisi na délce, obsahu GC bazi, sekvenci a heterozygotnosti amplifikovaného useku.

Princip HRM je stejny jako LRM, rozdil je jen v tom, Ze krok ¢teni fluorescence je
zmensen. Misto 0,5°C inkrementt jsou to typicky 0.008 - 0.3°C kroky. K analyze se vyuZzivaji
DNA-saturyjici fluorescen¢ni barviva (LSGreen, EVAGreen). Monitorovanim postupné
zmény fluorescence v realném cCase zpisobené pozvolnym uvoliovanim barviva z
denaturujici DNA dvousroubovice, je generovana ktivka tani. Po amplifikaci, tésné pied
tanim dvousroubovice, je fluorescence nejvétsi, kvili zaclenéni barviva do mnoha kopii
dvousroubovicovych amplikonti. Jakmile teplota roste, fluorescence sldbne az dosahne

minima, pii které je amplikon zcela rozvolnén na dva jednotetézce (Obr. 7) (Bio-Rad, 2010).
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Obr. 7: Krivka tani: Na obrazku je znazornéna kiivka tani. Na pocatku je fluorescence vysoka kvuli
mnoha kopiim amplikonti a integrovaného barviva. Cim je teplota vyssi, tim je fluorescence slabsi.

V bodé teploty tani je fluorescence nejniz$i a DNA z dvoufetézcové formy piejde do jednofetézcové.

(Ptevzato z

http://www.biotechniques.com/news/The-Moments-Melting-Curve-

Analysis/biotechniques-354585.html#.WJi4CxvhDIU).

Nejvyssi mira poklesu fluorescence je v bodu tani (Tm) dvousroubovice DNA. Teplota
bodu tini (Tm) je definovdna jako teplota, ve které je 50 % DNA vzorku pfitomno
ve dvousroubovici a 50 % v jednoSroubovicové formé&. Teplota Tm je typicky vyssi pro delsi

DNA fragmenty ¢i s vy$§im obsahem GC. Vynesenim derivovanych dat fluorescence oproti

teploté do grafu 1ze odvodit Tm (Kapa biosystems, 2014) (Obr. 8).
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Obr. 8: Znazornéni prubéhu real-time HRM analyzy: V horni Casti obrazku (A) je znazornéna
disociace dsDNA béhem zvySovani teploty. V ¢asti B je generovana kiivka tani. Nejvétsi fluorescence

je pfi navazani barviva na dsDNA. V casti C je pak vyobrazena kiivka derivaéni, ve které je

zviditelnény bod T, (Pievzato a upraveno ze Sun et al., 2016).
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Teplota tani (Tm) PCR produktu je dulezity aspekt; je to ovSsem pouze jeden bod z celé
ktivky tani. Vice informaci ziskdme z kompletni kiivky. Tvar se vyuzivd k mutaénimu a
sekven¢nimu skenovani a jako indikator heteroduplext (Reed et al., 2007).

Préavé analyza heteroduplext je uplatiiovana pti HRM analyze. Kazdy DNA duplex ma
charakteristicky profil tani (Reed et Wittwer, 2004). Rtizné SNP kiivku tdni méni a ovliviluji
teplotu tani (Tm) rozdilné (Venter et al., 2001) (Tab. 1V). Vzorek se standardni sekvenci v
obou aleldich nebo shomozygotni mutaci generuje po amplifikaci 1 typ homoduplexu
(vSechny baze se budou parovat). Profil tani ziistava stejny a pouze se objevi posun vici
standardni Tm kiivce. Naopak po amplifikaci heterozygotniho vzorku, nesouciho dvé rtizné
alely téhoz genu, vznikaji 4 rizné produkty (2 homoduplexy + 2 heteroduplexy).
Heteroduplexy se projevuji zejména snizenim Tm a zménou ve tvaru kiivky tani (Reed

et Wittwer, 2004).

Tab. IV: Predpokladana zména Tm u lidskych SNP (Kapa biosystems, 2014)

Trida SNP | Substituce bazi Zména Tm Vyskyt v lidském genomu
I C/TaG/A Velkd —az 0,5 °C 64 %
I C/IAaGIT Velka —az 0,5 °C 20 %
i CIG Mala — (0,2 - 0,5 °C) 9%
v AIT Velmi mala — méné jak 0,2 °C 7%

Vzhledem k vysoké citlivosti HRM je spravné navrhnuti experimentu kritickym
faktorem. Zvlastni pozornost by méla byt vénovana PCR reagenciim, navrZeni primert a PCR
protokolu. I malé rozdily v po€ate¢nim nastaveni mohou vyrazné ovlivnit kone¢né vysledky.
Délka amplikont by neméla ptesahovat 400 bp (Kapa biosystems, 2014).

DNA kvalita a kvantita jsou dalsi faktory, které mohou negativné ovlivnit analyzu.
Pufry, vyuzivané napt. pti DNA izolaci, obsahuji soli, které mohou negativné ovliviiovat
chovani PCR produktu pfi tdni dvouSroubovice. To milze mit za nasledek nizkou citlivost,
Spatnou reprodukovatelnost ¢i chybné urceni genotypi. VSechny DNA vzorky by mély byt pti
izolaci eluovany pufrem bez soli, videdlnim piipadé 10 mM Tris-HCI, pH 8,5 (Kapa
biosystems, 2014).

HRM byla prokazana jako relativné uCinny, pifesny a levny zpusob analyzy
genetickych variaci a polymorfismi, zejména SNP (Nicklas et al., 2011; Nguyen et al., 2012).

Pted né¢kolika lety byla HRM pouzita i k analyze STR. Nicménég, pouze 3 studie

se zabyvaji provedenim této metody pro forenzni aplikace. Tyto prace naznacily, ze analyza
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STR HRM muze byt rychly, jednoduchy a levny geneticky screeningovy nastroj pouzitelny
ve forenzni identifikaci (Nicklas et al., 2011; Nguyen et al., 2012, Deng et al., 2016). V mé

praci tuto hypotézu testuji.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Biologicky material

Na testovani mikrosatelitti byly pouzity:

1) Trojice DNA biologicka matka, biologicky otec, dité, s referen¢nimi ¢isly 13185,
13173 a 13166 se znamymi profily DNA na lokusech VWA a D18S51.

2) 3 vyizolované¢ DNA s nasledujicimi referen¢nimi Cisly: 13157 ndlezici k bunécné
linii SW 403; 13158, bunécna linie CCRF — CEM a 13184, buné¢na linie SW 480, u kterych
byly zndmy profily DNA na lokusech VWA a D18S51.

3) 48 DNA vyizolovanych z bukalniho stéru od osob z europoidni populace, které
vzorky poskytly spolu s informovanym souhlasem, a u kterych byly znamy profily DNA na
lokusech VWA a D18S51. DNA m¢lo nasledujici referenéni ¢isla: 1238, 1278, 1306, 1382,
2211, 2212, 2592, 2596, 2927, 2946, 2958, 3544, 3115, 3963, 3975, 4539, 4709, 5124, 5213,
5401, 5491, 5599, 5706, 6063, 6171, 6308, 6679, 7214, 7309, 7352, 8795, 8858, 9010, 9064,
9068, 9192, 9341, 9518, 9539, 9693, 9174, 9720, 14714, 14619, 14620, 14621, 12555.

Izolaci DNA provedly laborantky LEM UMTM. Veskera vyizolovana DNA byla

rozpusténa ve vodé pro molekularni biologii a uchovavana v mrazni¢ce pii -20 °C.
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4.2 Design experimentii

Planované experimenty mély splnit nasledujici dil¢i cile:

Ove¢rit kvalitu a kvantitu vybranych DNA vzorki

Otestovat vliv koncentrace DNA na profil kiivek a teplotu disociace Tm pfi
HRM analyze

Precistit DNA a zjistit vliv ¢istoty DNA na analyzu HRM

Otestovat vliv slozeni PCR smési na analyzu HRM

Srovnat vhodnost termocykléri pro HRM

Najit nejvhodné&jsi parametry software Precision Melt Analysis (Bio-Rad)
k HRM analyze

Z vysledku téchto experimenti pak mél byt uéinén zavér ohledné vhodnosti HRM jako

nastroje k profilovani DNA
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4.2.1 Ovéreni kvality a kvantity vybranych vzorkii - pireméi‘eni koncentrace
DNA

Spektrofotometrické:

Pied samotnymi PCR reakcemi bylo nutné zméfit na piistroji NanoDrop koncentraci a
Cistotu pomérem absorbanci pii 260 nm a 280 nm.

DNA vzorky byly promichany na Vortexu. Na pfistroj Nanodrop ND-1000 bylo
napipetovano 1 pl deionizované vody na ¢oc¢ku pro nastaveni hodnoty nula, ,,vyblankovani‘,
Po zméfeni se voda setfela buni¢inou a pieslo se k samotnému méfeni vzorkd. Bylo
napipetovano 1 ul DNA vzorku a zméfena absorbance pii vinové délce 230, 260 a 280 nm.

Fluorometrické:

Vzhledem k dal$im experimentim S fedénim bylo nutné zméfit presnéji koncentraci
3 DNA vybranych K testovani (13157, 13158 a 13184) na fluorometru Qubit ® 2.0.

Do mikrozkumavky bylo napipetovano 198 pl pufru Qubit ® dsDNA HS Buffer, 1 ul
fluorescenéni barvy Qubit ® ds DNA Reagent *200x concentrate in DMSO* a 1 ul mé&feného
vzorku. Mikrozkumavka byla kratce zvortexovana a vlozena do pfistroje. Pfislusnym

programem byla zmétfena koncentrace za vyuziti archivované kalibra¢ni kiivky.

4.2.2 Testovani vlivu koncentrace DNA na profil kiivek a teplotu disociace
Tm pfi HRM analyze - fedéni DNA
Veskera dalsi vyuZzivand DNA byla nafedéna na koncentraci cca 5 ng/ul, kterd byla

pfidavana do jednotlivych reakci. Redéni vyuzivanych 47 vzorkd vyizolovanych z bukalni

sliznice a trojice DNA matka, otec, dit¢ je podrobné&ji uvedeno v Priloze 3.

Kvuli analyze vlivu vstupniho mnozstvi DNA na teplotu tani Tm a profil kiivek tani
bylo nutné pro dalsi testovani u DNA 12157; 12158 a 13184 natedit koncentraci:
1; 1/2; 1/4; 1/8; 1/16, 1/32; 1/64, 1/128; 1/256; 1/512

4.2.3 Testovani vlivu cistoty DNA na analyzu HRM - precisténi ethanolovou
precipitaci
Soli, obsazené Vv izola¢nich pufrech, mohou mit nepfiznivy vliv na chovani PCR

produktu pfi tdni dvousroubovice. Mohou ménit nespecificky teplotu tani Tm a tvar kiivky

(Kapa biosystems, 2014). Proto jsem piecistila DNA pomoci ethanolové precipitace.
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K DNA ve zkumavce byla ptidana PCR voda do objemu 100 pl. Nasledn¢é bylo
ptidano 1 pl TE pufru o koncentraci 0,5 mol/l, 10 pl octanu sodného a 330 pl 96% ethanolu.
Vse bylo promichano a ulozeno do mraznicky na 15 minut. Po uplynutém case prob¢hla
centrifugace v chlazené centrifuze pii 2500 g, 30 min. pii 4 °C. Byl odpipetovan supernatant
do odpadu, zkumavka byla otoc¢ena kratce na vatu pro odsati a kratce sto¢ena na centrifuze.

Po vyjmuti bylo do zkumavky pfiddno 500 ul 70% ethanolu a kratce zvortexovano
a zcentrifugovano pii 2500 g, 15 min. pfi 4 °C. Supernatant byl zase odpipetovan do odpadu
a zkumavka byla otoCena kratce na vatu a stoCena na centrifuze. Znovu bylo ptidano 500 pl
70% ethanolu, kratce zvortexovano a centrifugovano pti 2500 g, 15 min. pii 4 °C, do odpadu
byl odpipetovan supernatant, zkumavka byla oto¢ena na vatu a prob&hlo suseni ve flowboxu

5 min. Nakonec bylo pfidano 50 ul H20, zvortexovano 20 s a inkubovano 5 min. pii 70 °C.

4.2.4 Testovani vlivu sloZeni PCR smési na analyzu HRM
Pii optimalizaci byly pouzity 2 druhy PCR master mixt: kit Master mix GoTaq ®
gPCR Master Mix a master mix pfipraveny smichanim individualnich reagencii (Thermo

Scientific).
4.2.4.1 Testovani reakéni smési GoTaq ® qPCR Master Mix

Objem celkové smési pro rozpipetovani jednotlivych reakcei byl stanoven:
x.1,17 .y
X ... pocet vzorku

1,17 ... pipetovaci faktor
y ... objem jedné PCR reakce

PCR mix byl pfipraven napipetovanim reagencii podle Tab. VI. Objem pipetovani byl

stanoven vzorcem viz vyse.

Tab. VI: Reakéni smés GoTaq ® qPCR Master Mix (2)

Reagencie Faktor Fedéni Objem [ul]
H20 -

Promega pufr GoTaq 2

PM 200

Celkem -
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Na jednu reakci byl stanoven celkovy objem 10 pl. Pipetovalo se 9 ul reakéni smési
bud’ do jednotlivych PCR zkumavek nebo do 96 jamkové desticky. K reakéni smési byl
ptidan 1 pl DNA.

4.2.4.2 Testovani reakéni smési Thermo Scientific
V piipad¢ tohoto master mixu nebyl pouzity komercni kit, ale jednotlivé reagencie

uvedené v Tab. VII. Objem pipetovani byl stanoven vzorcem viz vyse.

Tab. VII: Reakéni smés Thermo Scientific

Reagencie Faktor Fedéni | Objem [ul]
H>O

PCR pufr 10x 10

Eva Green 20x 20

Thermo Taq DNA polymeraza 5 U/ul 100

dNTPs, 25 mM 125

Primerova smés PM, 50 pm kazdy primer | 200

Celkem

Celkovy objem jedné reakce byl 10 ul. Do jednotlivych PCR zkumavek se pipetovalo
9 ul PCR reakéni smési a poté byl ptidano 1 ul DNA.

K amplifikaci byly vyuzivané primerové smesi PM 496, 498. Veskeré primerové smeési
byly ptipraveny do mikrozkumavek na chladici desti¢ce ze zasobni koncentrace 100 pm Vv

poméru 1:1 (Forward : Reverse). Primerové smési jsou vedené v Tab. VIII.

Tab. VIII: Primery pouzivané k amplifikaci

Oznaceni
Lokus primerové Sekvence primeru (5‘— 3¢) Zdroj

smési

F: TGAGTGACAAATTGAGACCTT
D18S51 | PM 496 Nicklas et al. 2011
R: GTCTTACAATAACAGTTGCTACTATT

F: ATAATCAGTATGTGACTTGGATTGA
VWA PM 498 Nicklas et al. 2011
R: ATAGGATGGATGGATAGATGGA
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4.2.5 Testovani vhodnosti termocykléru pro HRM

PCR amplifikace probéhla v termocyklérech LightCycler® 480 Instrument II (Roche)
a Bio-Rad CFX96. Analyzované vzorky byly amplifikované podle nasledujicich ¢asovych a
teplotnich intervala (Tab. X a X).

Tab. 1X: Casovy a teplotni interval PCR reakce (1)

Krok PCR | Teplota Cas | Potet cykli
Aktivace 95 °C 2:.00 | 1
Denaturace 95°C 0:03
Annealing 60 °C 0:30 w0

65-95 °C
HRM 0,3 °C inkrement 0:05|1

(0,5 °C inkrement)*
Konec reakce | 37 °C 0:01 |1

* Inkrement pouzity v LightCycler® 480 Instrument 11

Tab. X: Casovy a teplotni interval PCR reakee (2)

Krok PCR Teplota Cas | Poéet cykli
Aktivace 95 °C 2:00 |1
Denaturace 95 °C 0:03
Annealing 60 °C 0:30
24
Prodlouzeni
72 °C 2:00
ret€zce
65-95 °C
HRM 0:05 | 1
0,3 °C inkrement
Denaturace 95 °C 0:03
Annealing 60 °C 0:30 A
Prodlouzeni L 4 kovani
72 °C 2:00 X Opakovani
fetézce
65-95 °C
HRM 0:05 | 1
0,3 °C inkrement
Konec reakce | 37 °C 0:01 |1
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4.2.6 Nastaveni Bio - Rad Precision Melt Analysis Software

Nejprve bylo vyuzito parametra, které byly v programu prednastaveny pro SNP.
Nasledn¢ byly parametry upraveny ru¢né s ohledem na pocet klastri pro pozd¢jsi srovnani.

Hodnoty ptednastavené jsou znazornéné v Tab. XI:

Tab. XI: Parametry pro klastrovani 1 (piednastaveny softwarem)

pre-melt | post-melt | Temperature-shifted | Tm difference L\gﬁlstl t?\L/jl'; \)//e shape
range [°C] | range [°C] | bar height threshold [°C]

71,7 78,1

72,2 78,6 02 0,15 50

Typicky jsou tyto parametry vyuzity pro analyzu SNP. Poté byly jednotlivé hodnoty zménény

a nastaveny ru¢n¢ na hodnoty zobrazené v Tab. XII:

Tab. XII: Parametry pro klastrovani (2) (nastaveny ru¢n¢)

pre-melt range | post-melt | Temperature- Melt curve Tm difference
[°C] range shifted bar shape threshold [°C]
[°C] height sensitivity
VWA 66,3 79 0,5 0,15 90
67,2 79,9
D18S51 | 71,8 77,5 0,2 0,15 90
72,5 78,1

Na zéklad¢ nastavenych parametrii byly zanalyzovany kiivky tani jednotlivych genotypl
u lokust VWA a D18S51. Po vyhodnoceni softwarem byly jednotlivé vzorky roziazené do

klastru.
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4.3 Seznam pouzitych chemikalii a reagencii

deionizovana voda Vv kvalité¢ pro molekularni biologii
DNA-ExitusPlus (AppliChem)

ethanol (90%, 70%)

EvaGreen (Biotium)

GoTaq ® qPCR Master Mix (Promega)

Magnesium chlorid 25 mM (Thermo Scientific)
Nuklelotidy dNTPs 25 mM (Bioline)

Octan sodny 3M

Primery (ozn. 999, 1000, 1003, 1004) (Generi biotech)
Qubit ® ds DNA Reagent *200x concentrate in DMSO*
Qubit dsDNA HS Buffer

TE pufr (10 mM Trisa 1l mM EDTA)

Thermo-Start PCR buffer 10x (Thermo Scientific)
Thermo-Start Tag DNA polymerase 5 U/ul (Thermo Scientific)

4.4 Pristrojové vybaveni laboratore

Centrifuga Centrifuge 5430 (Eppendorf)

Centrifuga Eppendorf Concentrator 5301 (Eppendorf)
CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)
Chladnic¢ka a mraznicka (Gorenje)

LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche)
Spectrofotometer ND 1000 (Biotech)

Precision Melt analysis software (Bio-Rad)

Qubit® 2.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific)
Termostat Bio TDB — 100 (BioSan)

Vortex mixer VX-200 (Labnet)
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5 Vysledky
Cilem vSech provadénych experimenti bylo zhodnoceni metody HRM jako nastroje

k analyze mikrosatelitovych lokust.

5.1 Koncentrace, ¢istota a redéni jednotlivych vzorku

Vysledky méteni, které probéhlo na ptistroji Nanodrop ND-1000 a nasledné fedéni
jednotlivych vzorkt je zndzornéno v Priloze 3.

Vysledky méfeni koncentraci vzorku 13157, 13158, 13184 na pfistroji Qubit ® 2.0. je

uvedeno v Tab. XIII.

Tab. XI11: Zmérené vychozi koncentrace na fluorometru

Vychozi koncentrace
zmérena na fluorometru [ng/pl]

13157 | 61
13158 | 197
13184 | 172

DNA

Vzorky byly z vychozi koncentrace nafedény na jednotnou koncentraci 5 ng/ul a dale
nafedény na fedici fadu viz kapitola 4.2.2..

Méfeni Cistoty a koncentrace po provedeni ethanolové precipitace u vzorku 13157,
13158, 13184 na piistroji NanoDrop pomérem optické hustoty 260/280 a poté na piistroji
Qubit ® 2.0. je znazornéno v Tab. XIV

Tab. XIV: Zméiena koncentrace a istota procisténé DNA ethanolovou precipitaci

. Koncentrace [ng/ul] Koncentrace [ng/ul]
DNA | Cistota (260/280) (spektrofotome’zgr)u (fluorometr) oF
13157 | 1,58 25,73 0,90
13158 | 1,62 29,77 3,26
13184 | 1,69 78,90 4,24

Pro dalsi praci s koncentracemi byla vyuzivana koncentrace namétena fluorometrem a
vzorky byly pro dalsi testovani nafedény na jednotnou koncentraci 0,5 ng/ul (tato koncentrace
je dale zobrazena jako 1/10) a poté nafedény na koncentrace z ptivodni fedici fady. Tedy na
1/256 a 1/512 (odpovidajici 3,9.102 ng/ul a 1,9.10°2 ng/ul)
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5.2 Srovnani Termocyclérii a PCR reakénich smési

Srovnavani cykléru a PCR master mixt patfilo k optimalizacnim experimentim,
jejichz  vysledky slouzily k dalsSim provadénym pokusim s HRM. Testovany byly
termocykléry: LightCycler® 480 Instrument II (Roche) a CFX96 Touch Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad). DNA vyuzita K testovani byla trojice: matka (13185), otec
(13173) a dité (13166) pro kontrolu mendelovské dédicnosti znakt a jako negativni kontrola
byla pouzita DEPC voda. Pro amplifikaci byl pouzit PCR program 1 (kapitola 4.2.5) a master
mix Thermo Scientific (slozeni viz 4.2.4.2). V dalsi ¢asti srovnavani byl vyuzit také GoTaq ®
(Promega) master mix (viz 4.2.4.1). Cilené lokusy byly VWA a D18S51 (primerové smési viz
4.2.4). Vysledky srovnavani jsou vedeny v Obr. 9.
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Jednotlivé DNA se jiz jevi odlisné na zakladé profilu tani kiivek.
Hodnoty T:

cast A: 13185 —76,13 °C; 13166 — 76,87 °C; 13173 — 76,59 °C.
¢ast B: 13185 — 74 °C; 13166 — 74 °C; 13173 - 75 °C

¢ast C: 13185 — 74,50 °C; 13166 — 75,50 °C; 13173 — 75,50 °C

37

Obr 9: Srovnani Termocykléri za pouziti Thermo Scientific master mixu a srovnani Thermo
Scientific a GoTaq ® (Promega) v CFX96 cykléru (lokus VWA): V horni ¢asti obrazku (A, B) je
vyobrazeno srovnani 2 termocyklérii - CFX96 a LightCycler® 480. Ve spodni ¢asti (B, C) je pak

srovnani dvou riznych mixd, kdy amplifikace probéhla v termocykléru CFX96 (Basic program).




Cilem dalsi optimaliza¢ni ¢asti byl vybér PCR reakéni smési. Srovnany byly dvé
smési: GoTaq ® qPCR Master Mix (komeréni kit) a Thermo Scientific master mix (namichan
z dil¢ich reagencii) (pipetované objemy viz kapitola 4.2.4). Pokud by namichana smés
z reagencii ThermoScientific méla stejné parametry jako draz$i komercni smeés, pouzivali
bychom dale jen michanou smés. Nastaveni cykléru, DNA a PM zistalo shodné. Srovnani
probéhlo ve dvou softwarech, které nabizi cyklér Bio-Rad CFX96, Basic (Obr. 9) a Precision
Melt Analysis (Obr. 10).

A
poo L. : : : : : e ]
0,05 .
- o1t
3 = O T SR JO PN SEPOUEP. Wh S S, R e
: : : : Thetmo Scientific |
0,25 "'... ............... . ............... S A . ............... .T
71 72 73 74 75 76 77 78
Teplota “C
B
oo0 -
010 -
025 4---
72 73 74 75 F-] 77 78
Teplata “C

Obr 10: Srovnani reakénich smési v pristroji CFX96 (lokus VWA): Srovnani dvou master mixa.
Vyhodnocena probéhlo v programu Precision Melt Analysis. V pfipadé master mixu Thermo
Scientific (A) program nerozpoznal tfi rozdilné DNA a dvé vyhodnotil jako shodné. Naopak pfi
pouziti GoTaq ® (B) je jiz patrné, ze se jedna o tfi rizné DNA. Program spravné prifadil tfi riizné
klastry. V obou ptipadech byl vybran vzorek 13173 jako referencni (rovna ¢ara) a ostatni vzorky se

tfadily podle ng;.
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Master mix GoTaq® (Promega) poskytl mnohem lepsi vysledky pfti pouziti v HRM
analyze. Program Precision Melt Analysis s pfednastavenymi hodnotami pro SNP
(viz kapitola 4.2.6) ptifadil tfi rizné klastry a rozliSil tak vSechny DNA (Obr. 10B).
V piipadé michaného mixu program odlisil DNA pouze dvé. (Obr. 10A).

Zhodnoceni:

Na zéklad¢ téchto experiment byl pro dalsi testovani vybran cyklér CFX96 Touch
Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad), ktery nabizi vétsi moznosti v post-PCR detekci.
Vysledky amplifikace jsou totozné, avSak v piipadé LightCycler® 480 (Obr. 9A) hiie
¢itelné. Reakéni smés byla vybrana GoTaq® qPCR Master Mix (Promega), ktera poskytla
mnohem lepsi vysledky, co se ty¢e rozliSitelnosti riznych DNA (Obr. 10B).

5.3 Vliv rozdilné koncentrace vstupni DNA na chovani krivek tani a
teplotu T

Na pocatecni testovani profila kiivek byl vybran PCR protokol 1 (viz kapitola 4.2.5),
reakéni smés GoTaq ® qPCR Master Mix (rozpis viz kapitola 4.2.4.2. Testovany byly lokusy
VWA a D18S51; vyuzité primerové smési 496 a 498 jsou uvedené v Kkapitole 4.2.4.3.
K testovani byly vyuzity 3 DNA vzorky bunéénych linii (13157, 13158, 13184) a jako
negativni kontrola slouzila DEPC voda.

Cilem bylo zjistit stabilitu tvaru kiivky s klesajicim mnozstvi DNA v reakci. Pokud by
tvar kiivky byl staly i pfi redukovaném mnoZzstvi vstupni DNA, pouZivali bychom dale jen
minimalni pfipustné mnozstvi DNA s ohledem na zachovani DNA na dalsi projekty. Vzorky
byly natfedény z ptivodni koncentrace 5 ng/pl na fedici fadu 1-1/512. Ukazka generovanych
ktivek viz Obr. 11 a Obr. 12, kde jsou znazornény DNA 13157, 13158 a 13184 a vysledné
profily kiivek pro oba testované lokusy.
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Obr. 11: Profil kiivek tani za rozdilného redéni na lokusu VWA: Profil generovanych kfivek o
ruzné koncentraci (fedéni 1-1/512) na mikrosatelitovém lokusu vWA se jevi vizualné i podle teplot T
relativné stabilng.

Hodnoty T:

13157: 1 (74 °C); 1/2-1/16 (75 °C); 1/32 (75,5 °C); 1/64 (75 °C); 1/125 (75,5 °C); 1/256-1/512
(75,5 °C)

13158: 1-1/2 (74,5 °C); 1/4 (74,5 °C); 1/8-1/512 (74,5 °C)

13184: 1-1/512 (74,5 °C)
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Obr. 12: Profil kifivek tani za rozdilného Fedéni na lokusu D18S51: | na lokusu D18S51 se profil
generovanych kiivek na obou mikrosatelitovych lokusech zda po vizualnim zhodnoceni napii¢
fedénim stabilni.

Hodnoty T:

13157: 1-1/512 (75,5 °C)

13158: 1-1/512 (75,5 °C)

13184: 1-1/4 (75 °C); 1/8-1/512 (75,5 °C)
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Zhruba po tfech mésicich byla vyuzita stejna trojice archivované DNA (13157, 13158,
13184) k testovani teploty Tm. Testovaly se 3 koncentrace z fedici fady (1/10, 1/256 a 1/512)
a pouzivan byl PCR protokol (2) (viz kapitola 4.2.5).

Cilem bylo testovani vlivu po¢tu PCR cyklu na teplotu Tm. Pokud by se Tm ménila
Vv zavislosti na poctu cykld PCR, musela by byt PCR déle optimizovana pro nalezeni
optimalniho mnozstvi vstupni DNA a poctu cykl PCR. Prvni zaznamenana teplota byla po
25 cyklech a poté po 5 cyklech az na kone¢nou teplotu Tm po 45. cyklu. Vysledky testovani a
veskeré hodnoty Tm jsou uvedené v Priloze 2 a Priloze 3. Nasledné se piistoupilo i
K testovani vlivu Cistoty DNA na HRM analyzu, jelikoz chovani teploty tani bylo nestalé.
Proc¢isténi bylo provedeno ethanolovou precipitaci, viz kapitola 4.2.3. Srovnané profily kiivek
tani za rozdilného fedéni a Cistoty po 45. cyklu PCR reakce jsou zaznamenané na Obr. 13 a
14. Vysledné hodnoty teploty Tm z rGznych cykli a rozdilného tedéni jsou zobrazeny
Vv Priloze 2 a Priloze 3. Statistické zhodnoceni pak viz Obr. 15.
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Obr. 13: Profil krivek tiani DNA 13158 pfi rozdilném tedéni na lokusu VWA
(neprocisténo/procisténo): Kiivky tani na lokusu VWA vykazuji stabilni tvar pii riznych koncentraci
DNA. Procisténi nemélo na ktivky zadny vliv, nijak se nezménila poloha v grafu. Hodnota 1/512 se
Vv pripad€ procisténi neamplifikovala, coz naznacuje, Ze dalSim ¢isténim dochazi ke ztratim DNA.
Hodnoty Tm:

Prodisténo: 1/10-1/512-75 °C

Neprodisténo: 1/10-1/256-75 °C
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Na lokusu D18S51 procisténi opét nemélo vliv a nijak nezménilo tvar kiivek.

(Obr. 14).
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Obr. 14: Profil krivek tani DNA 13158 pfi rozdilném fedéni na lokusu D18S51
(neprocisténo/procisténo): Srovnani fedéni koncentraci na lokusu D18S51, v tomto piipadé nejvetsi
srovnani fedéni 1/10 (0 koncentraci 0,5 ng) a 1/256. Procisténi nemélo zadny vliv na stabilitu profilu
¢i polohu ktivek v grafu.

Hodnoty T:

Neprocisténo: 1/10-75 °C, 1/256-75,5 °C

Procisténo: 1/10-75 °C, 1/256-75,5 °C

Vysledné teploty Tm pro vSechny testované DNA, jednotliva fedéni a testované cykly
jsou zaznamenany Vviz Pfiloha 2 a Pfiloha 3.

Bylo statisticky vyhodnoceno, zda teplota Tm dosadhne ustaleni béhem 45 cykld a
zaroven, zda na ustaleni teploty ma vliv ptecisténi DNA. Celkové zhodnoceni teploty Tm pro

oba lokusy je vyobrazeno na Obr. 15.
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Obr. 15: Zhodnoceni lokusu D18S51 a VWA (nepro¢isténo/procisténo) na dosaZeni stabilni teploty: Stabilni teploty bylo dosaZeno pouze v 11-33 %
pripadd. Z graft vyplyva, ze pro¢isténi DNA mélo spiSe negativni vliv a dosahnout stabilni teploty se podafilo pouze u D18S51 v PCR 2 a 3.
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Dalsi parametr, ktery by mohl ovlivnit analyzu HRM pfi testovani mikrosateliti, je
prvni naméfena teplota. Podle Tab. XV a XVI mizeme usuzovat, ze nejstabilnéji se jevi
fedéni 1/10 a 1/256, které vykazuje nejmensi rozptyl hodnot a vzdy byla néjaka teplota

namétfena. Hodnota 1/512 se jevi jiz nizkd na to, aby vykazovala stabilni vysledky.

Tab. XV: Prvni naméfrena teplota na lokusu VWA

PCR béhy| 13157/10 | 13157/256 | 13157/512 | 13158/10 | 13158/256 | 13158/512| 13184/10 | 13184/256 | 13184/512
1 76 76 75,5 75,5 75 75 75,5 75 75
2 76 75 74,5 75 76 74,5 75 75 75
3 75,5 75,5 74,5 75,5 75 75 74

Tab. XVI: Prvni naméfena teplota na lokusu D18S51

PCR béhy| 13157/10 | 13157/256 | 13157/512 | 13158/10 | 13158/256 |13158/512| 13184/10 | 13184/256 | 13184/512
1 76,5 76,5 76,5 76,5 76 76 76,5 76 75,5
2 77 75,5 75,5 76 76 74,5 76 75,5 74
3 76,5 75,5 76,5 76 76 75,5
Zhodnoceni

Veskeré pokusy byly zopakovany minimaln¢ ttikrat. Kfivky tani se chovaji stabilné pfi
rizném fedéni (Obr. 11 a 12). Pfi podrobnéjsim testovani teploty Tm po nékolika mésicich
byl jiz rozdil v hodnotich Tm pro stejnou DNA vyssi, schopnost amplifikovat nejmensi
koncentraci klesala s kazdym dal§im pokusem a hodnoty nevykazovaly takovou stabilitu jako
Vv pfechazejicim pokusu. Pozitivni vliv nemélo ani pro€isténi DNA ethanolovou precipitaci.
Nijak nestabilizovalo chovani teploty Tm a dokonce mélo v ptipad¢ lokusu VWA negativni vliv
(viz Obr. 16). Zda se, ze u teplot disociace dochazi k postupnému snizovani hodnot s vétsim
fedénim. Hodnota 1/512 se zde jevi jiz ptili§ nizka na to, aby generovala stabilni vysledky.
Casto nedoslo k amplifikaci viibec (viz Tab. XV a XVI). Chovéni teploty Tm se vsak jevi
nepiedvidatelné a precisténi DNA od soli to nijak nezménilo. D4 se tedy usuzovat, Ze
koncentrace soli u HRM analyzy nehraje az takovy vliv anebo Ze v pivodnim izolatu DNA jiz
bylo soli zanedbatelné mnozstvi.

Bylo provedeno malo opakovani pro jednotlivé koncentrace, aby mohly byt vyvozené
jednozna¢né zavéry, ale vsechny tyto prokazané nestability mohou mit vliv na genotypizaci.
Rozdilné koncentrace u DNA se miZe jevit na profilu kfivky tani jako naprosto jiny genotyp,

vzhledem K nestabilnimu chovani teploty Tm.
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5.4 Metoda HRM jako nastroj ke genotypizaci

Na zéklad¢ nastaveni softwaru byly jednotlivé vzorky DNA fazeny do klastrii podle

tvart kiivek tani. Byla vytvofena hlavni hypotéza, se kterou se pfistupovalo k samotnému

hodnoceni vyslednych klastru (shlukt). Pokus byl proveden 3x, aby bylo mozné zhodnotit

reprodukovatelnost utvofenych klastrii. Genotyp byl zjistén standardnim vyhodnocenim na

kapilarni elektroforéze na Ustavu experimentalni botaniky a je popsan jako spojeni &islenych

hodnot alel (homozygot alel 15 a 15 je zobrazen jako 1515).

Hypotéza:

1.

Neocekavame, ze metoda HRM bude schopna rozlisit vsechny genotypy
mikrosatelitit (u testovaného souboru je to 13 teoreticky moznych genotypii u
VWA, 25 genotypit u DI18S51). Pri slucovani genotypii do shlukui, klastrii,
ocekavame, ze pri formovani homoduplexut a heteroduplexu neni ani tak diilezita

délka alely, ale spise rozdil délek alel u heterozygota (Tab. XVII)

Alternativni hypoteézy:

1.
2.
3.

Zdlezi na délce alel
Zalezi na délce alel i na rozdilu délek alel u heterozygota
Nezalezi na délce alel, ale stejné dlouhé alely homozygota se mohou lisit kviili

mikrovariantam

Tab. XVI1I: Oc¢ekavané klastry podle hlavni hypotézy

D18S51 VWA

Alely rozdil klastr |alely rozdil klastr| [alely rozdil klastr |alely rozdil klastr
alel alel alel alel

1616 0 1 14173 4 1414 |0 1 1418 |4 4

1414 0 1 16193 4 1515 |0 1 1519 |4 4

1818 0 1 1316 |3 4 1616 |0 1 1721 |4 4

1515 0 1 12153 4 1717 |0 1 14195 4

1313 0 1 1317 |4 5 1818 |0 1

1718 1 2 1721 |4 5 1919 |0 1

1213 1 2 1217|5 6 1516 |1 2

1415 1 2 1318 |5 6 1617 |1 2

1718 1 2 1420|6 7 1718 |1 2

1618 |2 3 13196 7 1819 |1 2

1315 |2 3 12219 8 1416 |2 3

1517 |2 3 122210 8 1618 |2 3

1518 |3 4 1719 |2 3

Pro ptedbézné zhodnoceni hypotézy byla provedena simula¢ni in silico reakce HRM,

s vyuzitim softwaru uMelt (https://www.dna.utah.edu/umelt/um.php), ktery je vyuzivan pro

46


https://www.dna.utah.edu/umelt/um.php

predikci kiivek tani. Kviili omezeni softwaru, ktery je designovan na rozliSeni SNP a nezvlada
délkové polymorfismy v heterozygotnich genotypech STR, byla provedena simulace pouze
homozygotnich genotypt VWA (Obr. 16) a D18S51 (Obr. 17) s rozdilnymi délkami.
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Obr. 16: Simulace HRM homozygotnich genotypd lokusu VWA v softwaru uMelt: Srovnani
testovanych genotypu simulaéni HRM analyzou v predikénim softwaru kiivek tani uMelt. Testované

genotypy byly srovnany s extrémnimi homozygoty 22/22 (cerveng) a 10/10 (zeleng).
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Obr. 17: Simulace HRM homozygotnich genotypd lokusu VWA v softwaru uMelt: Srovnani
testovanych genotypl na lokusu D18S51 simulacni HRM analyzou pomoci predikéniho softwaru
uMelt. Testované genotypy (modie) byly srovnany s extrémnimi homozygoty 26/26 (¢ervené) a 10/10

(zeleng).

Software uMelt (https://www.dna.utah.edu/umelt/um.php) neumoznuje automatické

klastrovani. Mezi testovanymi genotypy (modie) neni v piipadé VWA (Obr. 16) téméf rozdil
v profilu a teploté tani, u D18S51 (Obr. 17) je rozdil vétsi, ovSem i tak se chovaji pfi tani
dvousroubovice podobné. Vyraznéji se ale odliSuje genotyp 10/10 (zelené) v obou piipadech.
Mizeme tedy fict, Ze na délce opakovaného motivu nejspi§ zaleZi a vyslovena hlavni
hypotéza se zda byti chybna. Nicméné vyuziti programu uMelt pro predikci u STR nebylo

zatim v literatufe popsano, a proto hypotézu zatim nezavrhnujeme.

5.4.1 Schopnost rozliSeni genotypii na lokusu viWA a D18551
Genotypy byly hodnoceny na 47 vzorcich (vyizolované pracovniky IMTM ustavu)

Pouzita PCR reak¢ni smés byla GoTaq ® qPCR Master Mix, uzita primerova smés pro lokus
VWA PM 498 (objemy pipetovani viz kapitola Pfiprava reakéni smési 4.2.4). Veskeré pokusy
byly provadéné na Termocykléru Bio-Rad CFX96, PCR protokol byl pouzit ¢.1 (viz 4.2.5).
Kone¢né vyhodnoceni probéhlo v programu Precision Melt Analysis (parametry nastaveni
jsou uvedeny v kapitole 4.2.6).

Program Precision Melt Analysis podle nastavenych parametri (SNP deafult) a
parametril ruén€ nastavenych roztiidil genotypy do klastri na zdklad¢ tvarh kiivek tani.

Veskeré vysledky ptifazenych klastr pro genotypy dvou testovanych mikrosateliti u 47
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vzorki DNA jsou uvedeny v Tab XVIII a Tab. XIX. Ve sloupcich je uvedeno identifikacni
¢islo vzorku, genotyp a dislo klastru. Vzorky, které spadly do stejného klastru, jsou

vyznaceny barevné.
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Tab. XVIII: Vysledky klastrovani jednotlivych genotypt lokusu VWA

PCR 1 pfednastaveno PCR1 nové nastaveni PCR2 pfednastaveno PCR2 nové nastaveni PCR 3 pfenastaveno PCR 3 nové nastaveni
sample cluster genotype sample cluster genotype sample cluster genotype sample cluster genotype sample cluster genotype sample cluster genotype
1238 5 1818 "238 5 1818 1238 4 1818 1238 5 1818 1238 2 1818 1238 4 1818
12555 |18 1721 12555 [l 1721 1270 2 1515 1270 B 1515 1270 4 1515 1270 3 1515
1270 2 1515 1270 2 1515 1306 2 1616 1306 2 1616 1306 2 1616 1306 2 1616
1306 3 1616 1306 3 1616 1382 3 1919 1382 2 1919 1382 2 1919 1382 2 1919
1382 2 1919 1382 2 1919 14619 2 1719 14619 2 1719 14619 5 1719 14619 SN 1719
14619 |3 1719 14619 2 1719 14620 2 1717 14620 2 1717 14620 2 1717 14620 2 1717
14620 4 1717 14620 4 1717 14621 2 1717 14621 2 1717 14621 2 1717 14621 |3 1717
14621 4 1717 14621 4 1717 14714 2 1616 14714 2 1616 14714 2 1616 14714 2 1616
14714 |3 1616 14714 |3 1616 2211 2 1717 2211 % 1717 2211 2 1717 2211 2 1717
2211 4 1717 2211 4 1717 2212 4 1717 2212 5 1717 2212 5 1717 2212 B 1717
2212 4 1717 2212 4 1717 2592 3 1616 2592 2 1616 2592 7 1616 2592 13 1616
2592 3 1616 2592 3 1616 2596 3 1717 2596 2 1717 2596 5 1717 2596 F 1717
2596 3 1717 2596 2 1717 2927 2 1519 2927 2 1519 2927 2 1519 2927 2 1519
2927 2 1519 2927 3 1519 2946 7 1515 2946 6 1515 2946 R 515 2946 19 1515
2946 2 1515 2946 2 1515 2958 2 1616 2958 2 1616 2958 2 1616 2958 2 1616
2958 3 1616 2958 3 1616 3115 2 1717 3115 2 1717 3115 2 1717 3115 2 1717
3115 4 1717 3115 4 1717 3544 2 1717 3544 2 1717 3544 2 1717 3544 4 1717
3544 4 1717 3544 4 1717 3963 2 1616 3963 2 1616 3963 2 1616 3963 2 1616
3963 3 1616 3963 3 1616 3975 2 1818 3975 2 1818 3975 2 1818 3975 2 1818
3975 5 1818 3975 5 1818 4539 2 1516 4539 % 1516 4539 2 1516 4539 2 1516
4539 A 1516 4539 12 1516 4709 3 1616 4709 3 1616 4709 2 1616 4709 2 1616
4709 3 1616 4709 3 1616 5124 B 1516 5124 B 1616 5124 2 1616 5124 2 1616
5124 3 1616 5124 3 1616 5213 2 1717 5213 2 1717 5213 2 1717 5213 2 1717
5213 4 1717 5213 4 1717 5401 5 1418 5401 4 1418 5401 6 1418 5401 18 1418
5401 A 1418 5401 N 1413 5491 3 1718 5491 3 1718 5491 2 1718 5491 3 1718
5599 2 1719 5599 2 1719 5599 3 1719 5599 2 1719 5599 2 1719 5599 2 1719
5706 B 1419 5706 6 1419 5706 6 1419 5706 4 1419 5706 6 1419 5706 FE 1419
6063 5 1818 6063 5 1818 6063 2 1818 6063 2 1818 6063 2 1818 6063 4 1818
6171 7 1819 6171 7 1819 6171 3 1819 6171 3 1819 6171 4 1819 6171 3 1819
6308 3 1616 6308 3 1616 6308 3 1616 6308 3 1616 6308 4 1616 6308 N 516
6679 3 1616 6679 3 1616 6679 2 1616 6679 2 1616 6679 2 1616 6679 2 1616
7214 5 1818 7214 5 1818 7214 2 1818 7214 2 1818 7214 2 1818 7214 2 1818
7309 5 1818 7309 5 1818 7309 2 1818 7309 2 1818 7309 2 1818 7309 2 1818
7352 4 1717 7352 4 1717 7352 3 1717 7352 2 1717 7352 2 1717 7352 2 1717
8795 2 1618 8795 3 1618 8795 2 1618 8795 2 1618 8795 2 1618 8795 2 1618
8858 2 1719 8858 3 1719 8858 2 1719 8858 2 1719 8858 2 1719 8858 4 1719
9010 B 1414 9010 6 1414 9010 7 1414 9010 6 1414 9010 6 1414 9010 1414
9064 10 1516 9064 2 1516 9064 3 1516 9064 3 1516 9064 4 1516 9064 1516
9068 1 1414 9068 6 1414 9068 10 1414 9068 1 1414 9068 1 1414 9068 5 1414
9174 7 1718 9174 7 1718 9174 3 1718 9174 3 1718 9174 4 1718 9174 15 1718
9192 3 1617 9192 2 1617 9192 2 1617 9192 2 1617 9192 2 1617 9192 2 1617
9341 FE 1416 9341 I 1416 9341 5 1416 9341 4 1416 9341 E 1416 9341 16 1416
9518 1 1414 9518 10 1414 9518 1 1414 9518 1 1414 9539 2 1617 9539 2 1617
9539 2 1617 9539 3 1617 9539 2 1617 9539 2 1617 9693 2 1719 9693 2 1719
9693 3 1719 9693 2 1719 9693 2 1719 9693 2 1719 9720 10 1416 9720 F7 1416
9720 BN 1416 9720 6 1416 9720 6 1416 90 4 1416



Tab. XIX: Vysledky klastrovani jednotlivych genotypt lokusu D18S51

PCR 1 pfednastaveno PCR1 nové nastaveni PCR2 pfednastaveno PCR2 nové nastaveni PCR 3 pfenastaveno PCR 3 nové nastaveni
sample cluster genotype sample cluster genotype sample cluster genotype sample cluster genotype sample cluster genotype sample cluster genotype
1238 6 1518 1238 6 1518 1238 1 1518 1238 1 1518 1238 1 1518 1238 o 1 1518
1270 1 1618 1270 1 1618 1270 1 1618 1270 1 1618 1270 3 1618 1270 19 1618
1306 1 1315 1306 1 1315 1306 1 1315 1306 1 1315 1306 1 1315 1306 1 1315
1382 5 1217 1382 5 1217 1382 1 1217 1382 1 1217 1382 1 1217 1382 1 1217
14619 1 1718 14619 1 1718 14619 1 1718 14619 1 1718 14619 1 1718 14619 1 1718
14620 4 1417 14620 4 1417 14620 1 1417 14620 1 1417 14620 1 1417 14620 1 1417
14621 1 1417 14621 1 1417 14621 1 1417 14621 1 1417 14621 1 1417 14621 1 1417
14714 1 1315 14714 1 1315 14714 1 1315 14714 1 1315 14714 1 1315 14714 1 1315
2211 1 1213 2211 1 1213 2211 1 1213 2211 1 1213 2211 1 1213 2211 1 1213
2212 1 1318 2212 1 1318 2212 1 1318 2212 1 1318 2592 3 1213 2592 1 1213
2592 5 1213 2592 5 1213 2592 1 1213 2592 |6 1213 2596 1 1619 2596 1 1619
2596 1 1619 2596 1 1619 2596 1 1619 2596 1 1619 2927 1 1616 2927 o | 1616
2927 o 1616 2927 10 1616 2927 7 1616 2927 {7 1616 2946 1 1213 2946 3 1213
2946 4 1213 2046 4 1213 2946 1 1213 2946 1 1213 2958 1 1415 2958 1 1415
2958 1 1415 2958 1 1415 2958 1 1415 2958 1 1415 3115 1 1619 3115 1 1619
3115 4 1619 3115 4 1619 3115 1 1619 3115 1 1619 3544 1 1415 3544 o | 1415
3544 o 1415 3544 10 1415 3544 1 1415 3544 |13 1415 3963 1 1317 3963 1 1317
3963 1 1317 3963 1 1317 3963 1 1317 3963 1 1317 3975 1 1414 3975 1 1414
3975 5 1414 3975 5 1414 3975 1 1414 3975 1 1414 4539 1 1414 4539 3 1414
4539 12 1414 4539 |12 1414 4539 1 1414 4539 1 1414 4709 1 1222 4709 3 1222
4709 1 1222 4709 1 1222 4709 1 1222 4709 1 1222 5124 1 1415 5124 1 1415
5124 1 1415 5124 1 1415 5124 1 1415 5124 1 1415 5213 3 1317 5213 s 1317
5213 1 1317 5213 1 1317 5213 1 1317 5213 1 1317 5401 1 1414 5401 1 1414
5401 1 1414 5401 1 1414 5401 1 1414 5401 1 1414 5491 1 1616 5491 3 1616
5491 1 1616 5491 1 1616 5491 1 1616 5491 1 1616 5599 o 1616 5599 18 1616
5599 1 1616 5599 1 1616 5599 1 1616 5599 1 1616 5706 1 1818 5706 1 1818
5706 4 1818 5706 4 1818 5706 1 1818 5706 1 1818 6063 1 1221 6063 3 1221
6063 17 1221 6063 7N 1221 6063 7 1221 6063 18 1221 6171 3 1515 6171 e 1515
6171 5 1515 6171 5 1515 6171 1 1515 6171 1 1515 6308 2 1316 6308 2 1316
6308 5 1316 6308 5 1316 6308 1 1316 6308 5 1316 6679 1 1213 6679 3 1213
6679 12 1213 6679 |12 1213 6679 1 1213 6679 |6 1213 7214 1 1415 7214 1 1415
7214 1 1415 7214 1 1415 7214 1 1415 7214 1 1415 7309 1 1715 7309 1 1715
7309 1 1715 7309 1 1715 7309 1 1715 7309 1 1715 7352 1 1721 7352 1 1721
7352 4 1721 7352 4 1721 7352 1 1721 7352 5 1721 8795 1 1313 8795 3 1313
8795 6 13138795 6 1313 8795 1 1313 8795 1 1313 8858 1 1414 8858 3 1414
8858 [ 1414 8858 10 1414 8858 1 1414 8858 15 1414 9010 1 1817 9010 3 1817
9010 4 1817 9010 4 1817 9064 1 1616 9064 1 1616 9064 1 1616 9064 1 1616
9064 1 1616 9064 1 1616 9068 1 1420 9068 1 1420 9068 1 1420 9068 3 1420
9068 1 1420 9068 1 1420 9174 1 1319 9174 1 1319 9174 1 1319 9174 1 1319
9174 1 1319 9174 1 1319 9192 1 1616 9192 1 1616 9192 1 1616 9192 1 1616
9192 4 1616 9192 4 1616 9341 1 1515 9341 5 1515 9341 3 1515 9341 s 1515
9341 1 1515 9341 1 1515 9518 1 1515 9518 1 1515 9539 1 1414 9539 1 1414
9518 13 1515 9518 |13 1515 9539 1 1414 9539 1 1414 9693 1 1313 9693 1 1313
9539 1 1414 9539 1 1414 9693 1 1313 9693 1 1313 9720 3 1215 9720 [ 1215
9693 1 1313 9693 1 1313 9720 1 1215 9720 1 1215

9720 1 1215 9720 1 1215



Hlavni hypotéza (oznacena jako cluster expert), Ze metoda nerozlisi vS§echny genotypy
mikrosatelitt VWA a D18S51 a dulezitéjsi nez délka, je rozdil alel u heterozygota, byla
statisticky otestovdna. Ocekavané klastry byly srovnany s klastrovanim podle software.
Vysledky statistiky jsou zobrazeny v Tab. XX, kde je srovnani testovanych mikrosatelit

(D18S51 a VWA) i obou nastavenych parametrt pro klastrovani.

Tab. XX: Statistické srovnani hlavni hypotézy s idaji klastrovani podle softwaru

purity nmi rand_index
D13551-1-new 0,370 0,188 0,575
____________ D18S51-1-SNPdefault | 0370 | 0188 [UCT0878
D18551-2-new 0,444 0,216 0,407
____________ D18s51-2-SNPdefault | 0356 | 0069 | 0245
D18551-3-new 0,409 0,255 0,595
D18551-3-SNPdefault 0,364 0,083 0,377
VWA-1-new 0,739 0,307 0,581
______________ vwa-1-sNPdefault | ET 061 0849 0600
VWA-2-new 0,717 0,278 0,555
______________ vWA-2-SNPdefault | o4 | 0207 | 0834
VWA-3-new 0,711 0,261 0,567
VWA-3-SNPdefault 0,711 0,256 0,567
Legenda:
Lpurity® ... Evaluace klastrovani — Pohybuje se od hodnot 0-1 (0 - $patné klastrovani)
»nmi ... Normalized mutual information — Kvalita utvofenych klastrti proti po¢tu moznych

klastrti (0-1)
»rand_index“  Penalizuje fale$nou pozitivitu a faleSnou negativitu béhem klastrovani
,new, default® Nastaveni parametru v Precision Melt Analysis Software
1,2,3 ... PCR béhy

Podle statistického vyhodnoceni jsou parametry ,purity”, ,normalized mutual
information a ,,rand index* pfili§ nizké. Lépe se klastruje VWA, ovSem hodnoty jsou i tak
ptili§ nizké a zdaji se byt spiSe ndhodné. Srovnani dvou nastaveni softwaru - SNP default a

ruéni nastaveni U tfi provedenych PCR je zobrazeno v Tab. XXI az Tab. XXVI.
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Tab. XXI: Klastrovani D18S51 — SNP default (piednastaveno) a vlastni nastaveni
parametri (1. PCR)

cluster expert cluster expert
cluster HRM| 1 213|456 |7]8 sum cluster HRM| 1 2013|4567 38 sum
1 715 4 3 2 1 2 1 25 1 7 514 3 2 1 2 1 25
2 2 2 2 1 7 2 2 2 2 1 7
3 2 1 1 1 5 3 2 1 1 1 5
4 1 1 2 4 1 1 2
5 2 1 3 5 2 1 3
6 1 1 2 6 1 1 2
7 1 1 7 1 1
8 1 1 8 1 1
sum l6 11014 |7 13121212 46 sum 161101 4 |7 3121212 46
purity — 0,370 purity — 0,370
nmi — 0,1882 nmi — 0,1882
rand_index — 0,5749 rand_index — 0,5749
Tab. XXII: Klastrovani D18S51 — SNP default a vlastni nastaveni parametri (2. PCR)
cluster expert cluster expert
cluster HRM| 1 2 3 4 5 6 7 8 sum cluster HRM| 1 2 3 4 5 6 7 8 sum
1 5|9 14713211211 43 1 13| 614116122211 36
2 1 1 2 2 1 1 1 3
sum 16| 9 4 7 3 2 2 2 45 3 2 2
A 1 1
5 1 1
6 1 1
7 1 1
sum 1619 [ 4] 7 3 2 2 2 45
purity — 0,356 purity — 0,444
nmi — 0,069 nmi — 0,216
rand_index — 0,245 rand _index — 0,4

Tab. XXIII: Klastrovani D18S51 — SNP default a vlastni nastaveni parametri (3. PCR)

cluster expert cluster expert
cluster HRM| 1 2 3 4 5 6 7 8 sum cluster HRM| 1 2 3 4 5 6 7 8 sum
1 12/9 13|52 1111212 36 1 71503141211 1 23
2 1 1 2 1 1
3 2 1 1 1 1 6 3 4 3 1 2 10
4 1 1 4 2 1 3
sum 151101417 1|3 11212 44 5 1 1 1 3
6 | 1 2
7 1 1
8 1 1
sum 1510141731 ]2]2 44
purity — 0,363 purity — 0,409
nmi — 0,083 nmi — 0,255
rand_index — 0,377 rand_index — 0,595
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Tab. XXIV: Klastrovani VWA — SNP default a vlastni nastaveni parametri (1. PCR)

cluster expert cluster expert
cluster HRM 1 2 3 sum cluster HRM 1 2 3 4 sum
1 2 2 1 4 2 3 9
2 3 1 3 8 2 o |1 |2 1 13
3 10 1 2 13 3 3 3
4 8 8 4 5 5
Z 3 5 ; 5 2 1] 1 4
- L L 3 g - 1 1 ;
8 1 1
9 1 ) 8 1 1
10 1 1 9 1 1
11 1 10 1 1
sum 29 6 7 46 sum 29 6 7 4 46
purity — 0,761 purity — 0,739
nmi — 0,349 nmi — 0,307

rand_index — 0,6

rand_index — 0,58

Tab. XXV: Klastrovani VWA — SNP default a vlastni nastaveni parametra (2. PCR)

cluster expert cluster expert
cluster HRM 1 2 3 sum cluster HRM 1 2 3 4 sum
§ ‘:’ 3 ‘]‘ ?‘l‘ 2 193 [ 5 [1 28
4 2 5 3 2 4 6
5 : 5 4 2 2 4
6 1 2 S] 2 2
7 5 2 6 2 2
8 1 1 7 1 1
9 1 1 8 1 1
sum 29 7 7 46 sum 29 7 7 3 46
purity — 0,674 purity — 0,7174
nmi — 0,207 nmi — 0,278

rand_index — 0,534

rand_index — 0,555
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Tab. XXVI: Klastrovani VWA — SNP default a vlastni nastaveni parametri (3. PCR)

cluster expert cluster expert
cluster HRM | 1 | 2 | 3 | 4 sum cluser HRM | 1 | 2 | 3 | 4 sum
! 1 1 1 16331 23
2 20 | 4 | 4 | 1 29 5 2 | 2 4
3 2 |3 5
2 5 1 3 3 3 1 4
5 1 2 3 4 1 1
6 1 1 5 1 1 2
7 1 1 6 1 1 2
8 1 1 7 1 1 2
9 1 1 8 1 1
sum 28 7 7 3 45 9 1 1
10 1 1
11 1 1
12 1 1
13 1 1
14 1 1
sum 281 7 1713 45
purity — 0,711 purity — 0,711
nmi — 0,256 nmi — 0,261
rand_index — 0,567 rand_index — 0,567

V piipad€ srovnani lokusii navzajem vychazi 1épe VWA, kdy se utvoftilo vice klastr,
avSak podle statistického zhodnoceni se mira klastrovdni neshoduje s pfedpovézenou
hypotézou.

Na zaklad¢ ptechazejiciho vysledku, kdy se nepotvrdila domnénka, ze na délce alel u
metody HRM nezalezi ani u jednoho testovaného mikrosatelitu, bylo provedeno nové
statistické vyhodnoceni podle alternativnich hypotéz. Pfi klastrovani v programu Precision
Melt Analysis Software zdlezi na unikatnim genotypu alely. Vysledky klastrovani jsou
shrnuté do tabulky XXVII na zakladé¢ statistickych parametrt ,,purity*, ,,normalized mutual

information® a ,,rand index*.
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Tab. XXVII: Statistické srovnani alternativnich hypotéz s udaji klastrovani podle

softwaru
purity nmi rand_index
D18551-1-new 0,217 0,388 0,653
____________ D18S51-1-SNPdefault | 0217 | 0388 | 0653
D18551-2-new 0,244 0,299 0,366
____________ D18S51-2-SNPdefault | 0133 | 0080 | 0118
D18551-3-new 0,273 0,443 0,664
D18551-3-SNPdefault 0,205 0,264 0,342
vWA-1-new 0,696 0,770 0,906
______________ WA-L-SNPdefault | 10696 L0788 | 0914
vWA-2-new 0,391 0,507 0,635
______________ VWA2-SNPdefault | 0348 | 043 | 0661
vWA-3-new 0,467 0,533 0,709
vWA-3-SNPdefault 0,356 0,461 0,594
Legenda:
purity Evaulace klastrovani — Pohybuje se od hodnot 0-1 (0 - $patné klastrovani)
,,nmi‘ Normalized mutual information — Kvalita utvofenych klastrti proti po¢tu moznych

klastra (0-1)
»rand_index“ Penalizuje faleSnou pozitivitu a faleSnou negativitu béhem klastrovani
new, default ~ Nastaveni parametri v Precision Melt Analysis Software
1,23 PCR béhy

Podle statistického vyhodnoceni jsou parametry ,,purity”, ,,normalized mutual
information a ,,rand index* pfili§ nizké i u alternativni hypotézy. Lépe se klastruje VWA,

ovSem hodnoty jsou i tak ptili§ nizké a zdaji se byt spiSe nahodné.

Zhodnoceni

Hlavni stanovend hypotéza se ukazala jako chybna. Podle statistického zhodnoceni
lokusu D18S51 i VWA jsou statistické miry ,,purity®, ,,normalized mutual information* a ,,rand
index“ pfili§ nizké. Pro realnou pouzitelnost metody HRM pro screening STR genotypl by
bylo potieba dosdhnout hodnoty alesponn 0,8. Témét vzdy vychdzi 1épe ru¢ni nastaveni
programu. Alternativni hypotéza, Ze klastrovani v programu Precision Melt Analysis Software
se d¢je na zakladé unikatniho genotypu, se ovSem také nepotvrdila. I pfi této hypotéze jsou
statistické parametry shody klastru s referenénim genotypem piili§ nizké na to, aby se daly
brat za smérodatné. V pfipad¢ lokusu VWA jsou jednotlivé miry lepsi, avSak zda se, Ze

klastrovani probihd nedostatecné standardné a je nezopakovatelné.
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6 Diskuze

Cilem této bakalaiské prace bylo zhodnotit metodu High resolution melting (HRM)
jako nastroj ke screeningu nebo genotypizaci STR. Z ¢lanku Nicklas et al. (2011) byly
vybrany dva mikrosatelity k testovani, jejichZ primerové sekvence byly pouzity (Tab VIII).

Bylo provedeno nékolik optimalizacnich testi. Nejprve bylo nutné zvolit vhodny
cyklér. Oba testované termocykléry (LightCycler® 480 Instrument II (Roche) a CFX96
Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)) vykazovaly shodné vysledky (Obr. 9).
Cyklér CFX96, ktery byl vybran pro testovani HRM, nabizi program Bio-Rad Precision Melt
pro post-PCR detekci amplikontl, ktery umoziuje slucovat (klastrovat) shodné vyhodnocené
DNA. Byly vyzkouseny dva PCR programy (Tab. IX a X). Program 1, vyuzivany k analyze
47 vzorkl, se nastavenim vyrazné liSil od nastaveni vyuzivaného v ¢lanku Nicklas et al.
(2011). Zejména tedy krok pro nasednuti primerti a prodlouZeni fetézce. Ve vySe zminéném
¢lanku vyuzivali rozdilnych teplot pro nasednuti (56 °C) a prodlouzeni fetézce (65 °C),
zatimco V této praci byl krok pro nasednuti i prodlouzeni slouc¢en (60 °C) na zakladé
doporuceni vyrobce PCR koktejlu GoTaq ®. Chybél také krok pro stabilizaci (72 °C) 2 min.,
ktery ovSem jiz byl zahrnut v programu 2, ktery byl nasledné vyuzivany k $ir§imu testovani
teploty Tm. Zadny rozdil u amplifikace pozorovany nebyl (data nezvefejnéna). V ¢lanku
Nguyen et al. (2012) byl vyuzit také pouze jeden krok pro nasednuti i prodlouzeni (68 °C)
s uspokojivymi vysledky.

Byly srovnany dvé reakéni smési, komeréni GoTaq ® qPCR Master Mix a master mix
ptipraveny z jednotlivych komponent. Mnohem lepsi vysledky vykazovala komer¢ni reakéni
smés GoTaq ®, kterd je pfimo urCena pro real-time PCR, obsahuje novou fadu dsDNA
vazajicich se barviv, které vykazuji vétsi fluorescenci pii vazbé na dvousroubovici DNA a je
tedy vhodna pro analyzu HRM. Zaroven obsahuje jasné optimalizovanou koncentraci MgCl2
pro gPCR (Promega, 2014).

Diulezité kritérium pii genotypizaci pomoci HRM je stabilita teploty tani Tm. Rizné
hodnoty teploty generuji rizny tvar kiivky a dochazi tak k odchylkam pfii slu¢ovani DNA do
klastrti. Bylo provedeno n¢kolik experimentti k monitorovani teploty Tm. Nejprve bylo vyuzito
PCR programu 1 a fedici fady 1-1/512, kdy koncentrace 1 odpovidala 5 ng/ul. Jednotlivé
profily tani se zdaly byt shodné. Rozdil v Tm u VWA byl ovSem az 1,5 °C. Vétsi stabilitu
generoval lokus D18S51, kdy byl rozdil pouze 0,5 °C (Obr. 11, 12). Po tfech mésicich byly
vyuzity vzorky archivované DNA a provedena ethanolova precipitace pro zbaveni DNA

moznych soli, vyskytujicich se v pufrech, které se vyuzivaji pii izolaci. Soli mohou zpiisobit
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rozdily pfi generovani kiivek tani a zvyseni teploty Tm (Nguyen et al., 2012), coz je v ptipadé
analyzy pomoci HRM nezadouci. Jelikoz byla pfi precisSténi ztracena ¢ast DNA, nemohlo byt
vyuzito puvodni fedici fady. Vzorky byly fedény na jednotnou koncentraci 0,5 ng/ul
(oznacenou 1/10) a poté na koncentrace s oznaCenim 1/256 a 1/512, které odpovidaly
koncentracim v pivodni fedici fad€. Byl vyuzit PCR program 2, ktery byl nastaven tak, aby
zaznamenaval komplexnéji teplotu tani Tm. Prvni méfena teplota byla po 25. cyklu a poté po 5
az do konecného 45. cyklu. Pavodni pfedpoklad byl, ze teplota klesd s rostoucim poctem
cykli az do ustdleni. OvSem tato hypotéza byla vyvracena provedenou statistikou, kdy
ustaleni nastalo jen v 11-33 % piipadd. Dalsi hypotézou byla stabilizace teploty po provedené
ethanolové precipitaci. Podle statistickych tdaji i tato hypotéza byla chybna. Precisténi
pomohlo pouze u dvou ze 6 provedenych PCR reakci. Provedeni ethanolové precipitace
v mnoha ptipadech spiSe uskodilo a DNA nebyla amplifikovana vitbec. Diivodem mohl byt
zbytek ethanolu, ktery narusil PCR reakci ¢i presuSend DNA. Nepovedlo se tak stabilizovat
teplotu Tm. V ¢lanku Nicklas et. al (2011) se teplota tani Chovala velmi stabilné a téméf se
neménila, byla ovSem testovdna pouze v rozmezi tii dnli a ne tfi mésict. Zaroven ¢Elanek
prokazal stabilni profil tani pfi rizném fedéni, ovSem teploty Tm chybi uplné. V mych
pokusech se testované teploty chovaly rozdilné v ramci stejného fedéni u rozdilnych vzorka
DNA (Piiloha 1, 2), kdy napiiklad hodnota 1/512 se vramci jednoho PCR jednou
amplifikovala u 40. cyklu a u jiného vzorku pii 35. cyklu. Na viné mohou byt rizné
koncentrace vstupni DNA, ackoliv mély byt vzorky fedény shodné podle méteni fluorometru
Qubit ® 2.0.. Me¢feni jiz tak vykazovalo az 20x nizS§i hodnoty oproti méfeni
spektrofotometrem, které prob&hlo soubézné (Tab. XIV). Jiny experiment praveé probihajici
na IMTM dokazuje, Ze tato hypotéza se zda byti pravdiva. Testovani koncentraci kvantitativni
PCR ukazuje, Ze u shodn¢ natedénych vzorkid na zaklad¢ fluorometrickych méfeni, se redlna
koncentrace 1i$i az 100X. Rozdil v mnozstvi vstupni DNA ma zcela jisté vliv na genotypizaci
pomoci HRM.

Veskeré vzorky, které byly vyuzZity pro profilovani, byly rozpuStény ve vodé a
nafedény na jednotnou koncentraci 5 ng/ul na zdkladé méfeni na spektrofotometru
(P¥iloha 3). Nafedéné vzorky DNA mohly tedy obsahovat pfilis rozdilné koncentrace na to,
aby je program shlukoval podle tvaru kiivky a teploty tani Tm shodné.

Pti samotném hodnoceni genotypizace bylo vyuzito softwaru, ktery nabizi pfimo firma
Bio-Rad k termocykleru (Precision Melt Analysis Software). K hodnoceni klastrovani bylo
vyuzito dvou rozdilnych nastaveni. Nejprve bylo vyuzito pfednastavenych hodnot pro SNP

detekci. Nastaveni nevykazovalo podle statistickych parametri dobrych vysledkii. Hife se
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klastrovaly genotypy mikrosatelitu D18S51, kdy napiiklad v PCR béhu 2 program zachytil
pouze dva riizné genotypy z 25 moznych. Jednim z moznych vysvétleni mize byt sekvence
mikrosatelitu [AGAA]n, ktera je pomérné jednoducha a program pro jednonukleotidové
polymorfismy ji nedokaze rozliSit, co se tyCe délky vubec a zachytava pouze piipadné
mikrovariantni zmény v jinak stabilni repetici. Genotypy mikrosatelitu VWA vykazovaly lepsi
klastrovaci vlastnosti at’ uz pii prednastaveném, ¢i vlastnim nastaveni. V jiz zminéném ¢lanku
Nicklas et al. (2011) se povedlo rozdélit 11 genotypit VWA do 7 skupin. Genotypy
mikrosatelitu D18S51 vykazovaly lepsi vlastnosti a upln¢ tak odporuji ziskanym vysledkiim
této prace. 19 hodnocenych genotypli program vyuzivany autory ¢lanku rozttidil do 13
klastr.

Muizeme uzaviit, ze pfednastavené¢ parametry pro SNP nejsou vhodné pro analyzu
STR. Nepovedlo se ov§em najit takové parametry, aby umoznilo klastrovat genotypy jednoho
¢i druhého mikrosatelitu. Velkym problémem pouzitého softwarového programu je jeho
uzavienost. Nejsme schopni presné fict, na jakém principu funguje klastrovani a nemtizeme
nastavit jednotlivé parametry a pocet klastrd, do kterych se budou vzorky shlukovat. Takové
moznosti nabizi napfiklad software Rotor-Gene, ktery vyuzivali autofi ¢lanku Nicklas et al.
(2011) a Deng et al. (2016).

Problém pii genotypizaci s vyuzitim HRM je samotny pocet studii, které by se tim
zabyvaly. Specidlné¢ pro forenzni genetiku jsou pouze 3 a vSechny byly uzavieny
s jednoznaéné pozitivnim vysledkem a nadé&jnou predikci do budoucna-vyuziti HRM metody
jako rychly screening ve forenzni analyze (Nicklas et al., 2011, Nguyen et al., 2012 a Deng et
al., 2016). Nizky pocet citaci by mohl naznacovat néjaky problém s reprodukovatelnosti.
Prace Nicklas et al. (2011) byla citovana celkem 7x, publikace Nguyen et al. (2012) tiikrat a
publikace Deng et al. (2016), ktera se zabyvala konkrétné HRM analyzou Y-STR, byla
citovana jednou. Pouze prace Deng et al. (2016), se ze vSech praci odkazujicich se na studie
Nicklas et al. (2011) a Nicklas et al. (2011) zabyvala stejnou problematikou a vysla se stejné

optimistickou progndzou.
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7 Zavér

Prvni ¢ast teoretické ¢ast bakalaiské prace byla vénovana problematice mikrosatelitl. Za
pouziti uvedené literatury byla vypracovana literarni reSerSe, ve které je shrnuto jejich
umisténi v genomu, mira polymorfismu a soucasné moznosti genotypizace. Jako moznou
alternativou ke konvenénim metodam byla navrhnuta metoda HRM (High resolution
melting), které je vénovéana druhd ¢ast teoretické reserse.

V experimentalni Casti bakalaiské prace bylo provedeno DNA profilovani pomoci
vysokorozliSujicich kfivek tani mikrosatelitovych amplikonti. K testovani byly vyuzity
mikrosatelity VWA a D18S51 a cyklér Bio-Rad. Na zakladé mych vysledkii neni mozné uéinit
jednoznaéné obecné zavery. Kazdopadné za podminek nastavenych v této praci, pii pouZiti
cykléru Bio-Rad a jeho softwaru, metoda uzit k profilovani DNA nejde. Nepodatilo se plné

optimalizovat podminky a ani najit vhodné nastaveni pro post-PCR detekci.
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8 Seznam zkratek

CE kapilarni elektroforéza (capillary elektrophoresis)

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleotidova kyselina (deoxyribonucleic acid)

dNTPs deoxynukleotid trifosfatu

dsDNA dvouretézcova deoxyribonukleotidova kyselina (double stranded
deoxyribonucleic acid)

HRM vysoko rozliSovaci analyza kiivek tani (high resolution melting)

kb kilobaze (kilobase)

LRM analyza ktivek s nizkym rozliSenim (low resolution melting)

MPS masivné paralelni sekvencovani (massive parallel sequencing)

NGS sekvenovani nové generace (next-generation sequencing)

PCR polymerédzova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

PM primerova smeés (primer mixture)

gPCR kvantitativni PCR, PCR v re4lném Case

RFLP polymorfismus délky restrikénich fragmentl (restriction fragment length
polymorphisms)

SNP jednonukleotidovy polymorfismus (single nucleotide polymorphism)

SSDNA jednoftetézcova deoxyribonukleotidova kyselina (single stranded

deoxyribonucleic acid)

SSRs kratké tandeomé repetice (short tandem repats)

STR kratké tandeomé repetice (short tandem repats)

TE pufr TrissEDTA pufr (Tris/EDTA buffer)

Tm teplota tani (melting temperature)

VNTRs variabilni pocet tandemovych repetic, minisatelity (variable number tandem
repeats)

Y-STR mikrosatelity na chromozomu Y
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10 Prilohy

Priloha 1: Zhodnoceni Ty, pFi rozdilném redéni na lokusech VWA a D18S51 (bez procisténi)

Tm Tm Tm Tm Tm Tm Tm Tm Tm Tm Tm Tm Tm Tm Tm
Vzorek | 25 30 35 40 45 |25 30 35 40 45 | 25 30 35 40 45
[°C1_I°Cl _[°Cl _[°Cl _[°C] [I°C] [°Cl [°Cl [°Cl [°Cl | [°C] [°Cl [°C] [°Cl [°C]
VWA PCR 1 PCR 2 PCR 3
13157/10 | 76 755 75 745 745 [/ 76 75 76 74| [/ 755 75 745 745
13157/256| / 76 755 75 75| / [ 75 745 745]| |/ [ 755 [ 74
13157/512| |/ /[ 755 75 745]| |/ / / [ 745] | / / /| 745
13158/10 | / 755 745 745 74 | [/ 75 75 745 75| [/ 755 75 745 745
13158/256| / [ 75 745 74 | |/ [ 76 75 75| |/ / [ 75 745
13158/512| |/ / [ 75 745 / / / [ 745] | / / / /
13184/10 [ / 755 75 745 T745( / [ 75 745 745]| |/ [ 75 745 75
13184/256| / [ 75 745 74| [ 75 | [ 745]| | / / /74
13184/512| |/ / [ 75 T745[ |/ / / [ 75| [ / / / /
D18S51 PCR 2
13157/10 (76,5 76 755 75 75 |77 765 755 75 75 |765 76 755 75 745
13157/256| / 76,5 755 75 75 | [/ [ 755 [ 755]| |/ /755 [ 74
13157/512| |/ /[ 765 755 75 | [/ / / [ 755] |/ / / / /
13158/10 [ / 76,5 755 755 75| / 76 76 75 75| [/ 765 76 755 75
13158/256| / [ 76 755 75 | / / [ 76 75 | [/ / /76 755
13158/512| |/ / / [ 76 | [/ / / [ 745]| | / / / /
13184/10 [ / 76,5 755 75 75 | / [ 76 755 75| |/ /76 75 75
13184/256| / [ 76 755 75| [/ [ 755 74 745]| | / / /755
13184/512| |/ / [ 755 75 [ |/ / / [ 74| | / / / /
Ptiloha 2: Zhodnoceni T, pFi rozdilném redéni na lokusech VWA a D18S51 (pro¢isténi)
Tm Tm Tm Tm Tm Tm Tm Tm Tm Tm Tm Tm Tm Tm Tm
Vzorek 25 30 35 40 40 |25 30 35 40 45 25 30 35 40 45
[°PC1 _[°Cl [°C] [°C] [°C] [I°C] [°C] [°Cl [°Cl [°Cl [I°C] [°C] [°Cl [°Cl [°C]
VWA PCR 1 PCR 2 PCR 3
13157_10 | 76 755 75 745 745|176 755 75 75 745|76 755 75 75 745
13157_256( / / /755 745]| / / [ 755 745| / / /755 75
13157 512 / / / /[ 745] [/ / / [ 745] [/ / / / /
13158 10 | 76 75 745 74 74 | 76 755 745 745 74 | 76 755 745 745 74
13158 256 / / / / / / / [ 75 745| |/ / / /745
13158 512 / / / / / / / / / / / / / / /
13184 10| 76 75 745 745 745| 76 75 745 745 74576 75 74,5 745 745
13184 256 / / [ 75 745]| [/ / / [ 745] [/ / / /745
13184 512 / / [ 75 745]| |/ / / / / / / / /
D18S51 PCR 1 PCR 2 PCR 3
13157_10 | 77 76 755 75 75|77 76 755 75 75|77 765 755 75 75
13157_256| / / [ 76 755 [/ / / [ 755 [/ / / /755
13157 512| / / / [ 755 [/ / / / / / / / /| 755
13158 10 | 77 76 755 75 75 | 77 765 755 75 75|77 765 755 75 75
13158_256( / / / / / / / [ 76 755| [/ / /76 755
13158 512| / / / / / / / / / / / / / / /
13184 10 |76,5 76 755 75 745| / [ 76 75 75|77 765 755 75 75
13184 256| / / / [ 755 [/ / / [ 755 [/ / / /755
13184 512 / / / /[ 755] [/ / / / / / / / [ 755

*Teploty byly v obou piipadech zaznamenavany po 25 cyklech az do kone¢ného 45. cyklu.
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Ptiloha 3: Zméiena koncentrace a Cistota jednotlivych vzorki DNA a nasledné fedéni na
koncentraci cca 5 ng/pl

DNA Vychozi koncentrace | 260/280 | Mnozstvi Mnozstvi| Kone¢na koncentrace
[ng/ul] DNA [ul] vody [ul] [ng/ul]

1238 179,83 1,95 0,8 29,2 4,79

1270 21,99 1,75 6,7 23,3 4,91

1306 28,98 1,85 50 25,0 4,83

1382 23,27 1,67 6,4 23,6 4,96

2211 23,22 2,01 6,8 23,2 5,26

2212 24,41 1,96 5,9 24,1 4,80

2592 59,97 1,79 2,4 27,6 4,79

2596 12,63 1,81 11,9 18,1 5,01

2927 171,62 2,13 0,8 29,2 4,57

2946 24,01 2,03 5,6 24,4 4,48

2958 16,64 15 8,5 215 4,71

3115 28,37 2,07 53 24,7 5,01

3544 155,86 1,53 1,0 29,0 5,19

3963 16,74 2,03 9,0 21,0 5,02

3975 14,82 1,78 10,9 19,1 5,38

4539 15,81 1,89 10,1 19,9 5,32

4709 32,13 1,89 4,5 25,5 4,81

5124 7,85 1,61 19,1 10,9 4,99

5213 29,26 1,79 50 25,0 4,87

5401 45,45 1,52 3,2 26,8 4,84

5491 11,28 1,86 13,3 16,7 5,00

5599 26,2 1,75 57 24,3 4,97

5706 15,64 1,7 9,6 20,4 5,01

6063 12,82 1,77 11,7 18,3 4,99

6171 10,66 1,94 14,1 15,9 5,01

6308 16,38 1,98 9,8 20,2 5,35

6679 15,04 1,61 10,0 20,0 5,01

7214 20,16 15 7,1 22,9 4,77

7309 25,83 2,02 5,6 24,4 4,82

7352 12,75 1,92 11,8 18,2 5,01

8795 25,68 2,11 58 24,2 4,96

8858 32,84 1,92 4,4 25,6 4,81

9010 38,27 2,16 3,8 26,2 4,84

9064 109,98 2,03 13 28,7 4,76

9068 139,45 2,08 1,0 29,0 4,64

9192 25,06 2,22 6,0 24,0 5,01

9341 55,25 1,92 2,6 27,4 4,78

9518 50,6 2,1 2,8 27,2 4,72

9539 11,89 2,09 12,6 17,4 4,99

9174 87,75 2,09 17,0 13,0 4,97

9720 89,97 1,57 1,6 28,4 4,79

14714 24,85 2,07 6,0 24,0 4,97
14619 11,24 1,92 13,3 16,7 4,98
14620 12,75 2,15 11,8 18,2 5,01
14621 111,92 2,01 13 28,7 4,84
12555 373 2,29 0,4 29,6 4,97
13185 295 1,67 0,2 9,83 5,90
13173 140 1,78 0,36 9,64 5,04
13166 112 1,83 0,45 9,55 5,04
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