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Souhrn
Predlozena diplomova prace se zabyva tématem dvojCat a moznostmi rozliSeni

monozygotnich dvojcat.

V souCasné dobé je kidentifikaci osob pouzivano DNA profilovani, které
je zaloZzeno na testovani souboru kratkych tandemovych repetic (short tandem
repeats, STRs). Pomoci téchto genetickych markerl vSak neni mozné navzajem
rozlisSit monozygotni (MZ) dvoj¢ata. Moznym feSenim je vyuziti celogenomového
sekvenovani k detekci vzacnych jednobodovych polymorfisma (single nucleotide
polymorphisms, SNPs), které se nachazeji v genomu pouze jednoho sourozence. Tato
metoda je vSak Casové, financné i technicky velmi naro¢na. Slibnym feSenim rozliSeni
MZ dvojCat se zda byt vyuziti epigenetickych markeru, konkrétné methylace DNA.
Methylace DNA hraje dulezitou roli v regulaci genové exprese, je ovliviiovana
pusobenim vnéjsiho okoli a pfispiva ke vzniku fenotypovych rozdild mezi MZ dvojcaty.

Moznym zpusobem rozliseni MZ dvojcat je také vyuziti biometrickych metod.

V ramci praktické Casti pfedloZzené prace byl sledovan epigeneticky stav jednoho
paru monozygotnich dvojcat pomoci methylacné specifické vysokorozliSovaci analyzy

kfivek tani (methylation-sensitive high resolution melting, MS-HRM).



Summary
This master thesis is concerned with the twins and with the possibilities

of distinguishing monozygotic twins.

Today, human identification is carried out by testing a set of short tandem repeats
(STRs). However, monozygotic (MZ) twins cannot be distinguished based on these
genetic markers. It is possible to use whole genome sequencing for detection of rare
single nucleotide polymorphisms (SNPs), which occur in genome of only one twin.
However, this method is time-consuming, expensive and labour-intensive. A promising
solution to this problem is analysis based on epigenetic markers such as DNA
methylation. DNA methylation plays an important role in regulating gene expression,
is influenced by environmental conditions and contributes to phenotypic discordances
between MZ twins. MZ twins can also be distinguished based on biometric

characteristics.

The experimental part of this thesis was designed to evaluate epigenetic state
of one pair of monozygotic twins by using methylation-sensitive high resolution melting
(MS-HRM).
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1 Uvod
Monozygotni (MZ) neboli jednovajeCna dvojcata vznikaji rozdélenim jednoho

oplozeného vajiCka (zygoty), a proto jsou geneticky téméf identicka. Pro forenzni
genetiku, ktera se zabyva urCovanim totoznosti osob a zjiStovanim pfibuzenskych
vztahU, v8ak geneticka shoda MZ dvojCat predstavuje problém. Sou€asna forenzné
geneticka analyza spociva v testovani souboru 16 — 24 kratkych tandemovych repetic
(short tandem repeats, STRs) (Butler, 2007) a jejim vysledkem je DNA profil unikatni
pro kazdého Clovéka, ovSsem s vyjimkou MZ dvojCat. Ke genetickému rozliseni MZ
dvojcat je potfeba vyuzit sofistikovanéjSi metodu, jakou se ukazalo byt celogenomové
sekvenovani. Bylo prokazano, Ze diky celogenomovému sekvenovani je mozné
detekovat vzacné mutace nachazejci se v jaderném genomu (Weber-Lehmann et al.,
2014) nebo mitochondridlnim genomu (Wang et al., 2015) pouze u jednoho
ze sourozencu. K zavedeni celogenomového sekvenovani do bézné praxe je vSak tato
metoda pfilis financné, Casové a technicky narocna.

Finan¢né, Casové i technicky méné naro¢né by vSak mohlo byt vyuziti znalosti
o upravach DNA, které se podileji na ovlivnéni exprese genetické informace, ale bez
zasahu do jeji nukleotidové sekvence. Jedna se o takzvané epigenetické zmény,
konkrétné o methylaci patého atomu uhliku cytosinu. Vysledkem takovéto analyzy
je methylomovy profil, pro jehoz spolehlivé uvedeni do praxe je vSak jesté nutné zjistit
a overit, které useky genomu se u MZ dvojCat dostatecné lisi stupném methylace
a zaroven vykazuiji stabilitu methylace v Case.

Diky fenotypovym rozdilim je mozné MZ dvojcata spolehlivé rozliSit také pomoci
biometrickych rysQ, jako jsou otisky prstl (Jain et al., 2002) a dlani (Kong et al., 2006)
nebo struktury oka (Hollingsworth et al., 2010).



2 Cile prace
Cilem teoretické Casti prace bylo sepsani reSerSe zaméfené na téma dvojcat,

na rozdily mezi jednovaje€nymi a dvojvajeCnymi dvoj¢aty, na dosavadni genetické
a negenetické metody rozliSeni jednovajeCnych dvojCat od sebe navzajem
a na moznosti rozlisit je pomoci epigenetické metody — detekci methylace cytosinu.
Cilem praktickeé ¢asti prace bylo naplanovat a provést Casosbérny pokus sledovani
epigenetického stavu jednoho paru monozygotnich dvojcat a zodpovédét otazku,
nakolik je methylomovy profil vhodny k identifikaci jednotlivého dvojcete, tedy nakolik

je methylomovy profil ve dvojéecim paru odliny a stabilni.



3 Soucasny stav resené problematiky

3.1 Dvojcata
Asi 2 — 3 % novorozencu pfichazi na svét porodem viceCetného téhotenstvi (Euro-

Peristat, 2013; Martin et al., 2017). V naprosté vétsiné se jedna o téhotenstvi
dvojCetna, ktera konCi porodem dvojCat. DvojCata mohou byt bud jednovajeCna
(monozygotni, MZ) nebo dvojvaje¢na (dizygotni, DZ).

Zhruba jednu tfetinu dvojCat pfedstavuji MZ dvojCata. Protoze vznikaji splynutim
jednoho vajicka s jednou spermii, maji stejnou genetickou vybavu, stejné pohlavi
a fyzicky jsou si vzajemné velmi podobna (Hall, 2003). Vznik MZ dvojCat je spiSe
nahodnym procesem, a tak je jejich vyskyt na celém svété vcelku rovhomérny.

Zbylé dvé ftretiny dvoj¢at potom tvofi DZ dvojCata. Ta vznikaji splynutim
dvou vajiCek se dvéma spermiemi, a proto jsou si geneticky podobna ve stejném
rozsahu jako sourozenci z jednoCetnych téhotenstvi. Mohou mit stejné, ale i rozdilné
pohlavi a fyzicky se podobaji mnohem méné nez MZ dvoj€ata (Hall, 2003). Vznik DZ
dvojcat byva vSak ovlivnén nékolika faktory, jako je etnicky pivod, vék a geneticka
vybava matky nebo pocet té€hotenstvi, ktera matka prodélala (Hankins et Saade,
2005). Nejméné dvojCetnych téhotenstvi bylo zaznamenano u asijské populace
(6 dvojCetnych téhotenstvi z 1000 t&hotenstvi), potom u populace z USA a Evropy
(10 — 20 z 1000) a nejvice u populace africké (40 z 1000) (Hall, 2003). DalSim faktorem
je biologicky vék matky. Vznik DZ dvoj€at je CastéjSi u Zen nad 36 let, protoZe v jejich
téle pfirozené dochazi ke zménam v hladinach hormonud ovliviujicich proces
otéhotnéni. Jedna se hlavné o vysSi hladinu folikulostimulaéniho hormonu (FSH), ktera
zpusobuje CastéjSi uvolfiovani dvou a vice vajicek béhem ovulace (Beemsterboer
et al.,, 2006; Hoekstra et al., 2008; Derom et al., 2011). DalSim faktorem je pocet
téhotenstvi, ktera matka prodélala. U Zen, které v minulosti otéhotnély alespon
Ctyfikrat, byl zaznamenany vyskyt dvoj¢etného téhotenstvi asiol—- 5 % vySSi
(Hankins et Saade, 2005). Velmi vyznamnym faktorem jsou genetické predpoklady
matky. V lidské populaci totiz existuji sekvenéni varianty dvou gend — genu pro beta
podjednotku FSH (gen FSHB) a genu pro protein pfenasejici extracelularni signaly
(gen SMAD3). Urcité varianty FSHB a SMAD3 pak maji rizny vliv na produkci FSH
nebo proteinu signalnich drah zapojenych v procesu dozravani oocytd, a tim ovlivAuji

pravdépodobnost poc¢eti DZ dvoj¢at (Mbarek et al., 2016).
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V souvislosti se vznikem a vyskytem dvoj€at je diskutovanym tématem vyuzivani
metod asistované reprodukce (assisted reproductive technology, ART).
Pfi problémech s pocCetim je mozné zvysSit Sanci na otéhotnéni umélou hormonalni
stimulaci ovulace, a to pomoci FSH a luteinizaéniho hormonu (LH). V pfipadé
neplodnosti partnerll ale samotna hormonalni stimulace nestaci a pfistupuje
se k technice mimotélniho oplodnéni (in vitro fertilisation, IVF), kdy je do délohy Zeny
pfeneseno jiz vzniklé embryo (embryotransfer, ET). Embryo se pfipravuje bud kultivaci
vajiCek v roztoku se spermiemi nebo vpravenim jedné spermie pfimo do cytoplazmy
zralého vajiCka (intracytoplasmic sperm injection, ICSI). Oplozena vajicka
jsou kultivovana 2 — 3 nebo 5 — 6 dni na specialnim médiu a poté je k pfenosu
do délohy pouZito jedno embryo (single-embryo transfer, SET), dvé (double-embryo
transfer, DET) nebo vice z nich (multiple-embryo transfer, MET). Bylo zaznamenano,
Ze technika SET a ICSI obecné zvysSuje pravdépodobnost vzniku MZ dvojcat oproti
pfirozenému poceti nejméné dvakrat (Vitthala et al., 2009), ale zalezi na samotném
provedeni techniky, podminkach kultivace embryi nebo vyvojovém stadiu
pfenaseného embrya (Vitthala et al., 2009; Kanter et al., 2015). VyuZziti techniky DET,
Casto v kombinaci s hormonalni stimulaci, zase zvySuje pravdépodobnost vzniku DZ
dvojCat a az tretina vSech téhotenstvi po vyuziti ART konéi porodem DZ dvojcat
(Joy et al., 2008; Groeneveld et al., 2012).

3.1.1 Monozygotni dvojcata
Monozygotni dvojata vznikaji splynutim jednoho vajicka s jednou spermii

a naslednym rozdélenim oplozeného vajiCka (zygoty) na dva vyvijeci se zarodky
(viz obrazek €. 1). V zavislosti na dobé uplynulé od oplozeni, kdy rozdéleni zygoty
nastane, se kolem embryi vytvari pfislusny pocCet vnéjSich a vnitfnich zarodecnych
oball (choriont a amnionu), které urcuji chorionicitu a amnionicitu dvoj¢at (Hall, 2003).
Asi ve tretiné pfipadl dochazi k rozdéleni mezi prvnim a tfetim dnem od oplozeni.
Kazdé z dvoj¢at pak ma vlastni chorion i amnion, a proto jsou oznacovana jako
bichorialni biamnialni. NejCastéji k rozdéleni dochazi mezi ¢tvrtym a sedmym dnem.
Dvojcata pak sdileji jeden chorion, ale kazdé ma vlastni amnion, a jsou tedy
monochorialni biamnialni. Vzacné (asi v 1 % pfipadu) rozdéleni nastane mezi sedmym
a Ctrnactym dnem. Dvojcata pak sdileji jak chorion, tak amnion , a jsou oznaovana
jako monochorialni monoamnialni. V extrémné vzacnych pfipadech maze k rozdéleni
zygoty dojit i po ¢trnactém dni od oplozeni, coz ma za nasledek vznik srostlych

(,siamskych®) dvojcat, ktera jsou vzdy monochorialni monoamnialni (Hall, 2003).
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Obrazek ¢. 1 — Embryogeneze monozygotnich dvojéat. Upraveno podle
Greaves et al., 2003; obrazky prevzaty z Tarsa et Moore, 2015.
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Chorionicita urcuje, kolika placentami budou embrya vyzivovana. Monochorialni
dvojCata vzdy sdileji jednu placentu a bichorialni dvojCata maji kazdé svou placentu,
ackoliv placenty bichorialnich dvoj¢at nékdy mohou splynout v jednu (Hall, 2003)
(viz obrazek €. 1). Od chorionicity se také odviji, jak bude probihat krevni zasobeni
embryi placentou. Zatimco bichorialni dvoj¢ata maji zcela oddélené placentarni krevni
obéhy, u monochorialnich je v 95 % pfipadl tento obéh spole¢ny. U monochorialnich
dvojcat totiz v placenté dochazi ke vzniku takzvanych anastozomdu, coz jsou cévni
spojeni mezi obéhy obou dvojcat (Lewi et al., 2007). Co se vyzivy plodu dale tyce,
ma vétSina MZ dvojcat vlastni pupec€ni $fidru. U monoamnialnich dvojcat se vSak
vzacné muze vyvinout pouze jedna pupecni Sfilira, ktera je rozdvojena, a vyzZivuje
tak oba plody (Frisch et al., 2011) (viz obrazek €. 1).

12



UrCeni chorionicity a amnionicity ma velky vyznam v prenatalni diagnostice,
protoze ¢€im vice struktur maji dvojCata spoleCnych, tim vysSi je riziko vzniku
komplikaci béhem téhotenstvi. U dvoj¢at se spole¢nou placentou muze napfiklad
dochazet k nerovhomérnému sdileni placentarniho krevniho obéhu,
coz ma za nasledek vétSi krevni zasobeni jednoho embrya na ukor druhého. Déje
se tak napfiklad u syndromu feto-fetalni transfuze (twin-to-twin transfusion syndrome,
TTS) nebo sekvence anémie-polycytémie (twin anemia-polycythemia sequence,
TAPS) (Lewi et al., 2003). V€asnym uréenim mozného rizika maze byt naplanovana
adekvatni léCba (napfiklad fetoskopicka laserova koagulace cévnich spojeni nebo
fetalni transfuze krve), ktera zabraruje poskozeni ¢i umrti jednoho nebo obou plod
(Khalek et al., 2013; Baschat et Oepkes, 2014). Nejlépe se chorionicita i amnionicita
urcuji v prvnim trimestru téhotenstvi pomoci ultrazvukového vySetreni, kdy je mozné
od sebe dobfe rozeznat vnéjSi a vnitini obaly embryi (Devlieger et al., 2001;
Blumenfeld et al., 2014).

3.1.2 Dizygotni dvojcata
Dizygotni dvojCata vznikaji oplozenim dvou vajicek, kazdého jednou spermii.

Obé oplozena vajiCka se vyvijeji zvlast, a DZ dvojCata jsou tak vzdy bichorialni
biamnialni (viz obrazek ¢&. 2). Kazdé zdvoj¢at pak ma bud vlastni placentu
se samostatnym placentarnim krevnim obé&hem nebo sdileji jednu zfuzovanou
placentu s jednim krevnim obéhem, podobné jako je tomu u bichorialnich MZ dvoj¢at
(Hall, 2003). DZ dvoj¢ata mohou vyjimeéné vzniknout i takzvanou heteropaternaini
superfekundaci, coz je pfipad, kdy je kazdé vajitko oplozeno spermii jiného muze.
K heteropaternalni superfekundaci mize dojit, kdyz ma zZena pohlavni styk se dvéma
muzi béhem intervalu jedné ovulace. Kazdé z dvoj¢at pak ma jiného biologického otce
(Lu et al., 1994; Hansen et Simonsen, 2008).
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Obrazek ¢. 2 — Embryogeneze dizygotnich dvojéat. Upraveno podle Greaves et al.,
2003; obrazky prevzaty z Tarsa et Moore, 2015.
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3.1.3 Uréeni zygotnosti dvojcat
V pfipadé dvojcetného téhotenstvi je uréeni zygotnosti dllezitym udajem, protoze

pomaha stanovit riziko vzniku moznych komplikaci, které mohou nastat jak béhem
téhotenstvi, tak i po ném. Obecné je rizikovéjSi té€hotenstvi s MZ dvojcaty.
V prenatalnim obdobi je mozné zygotnost odhadnout pomoci ultrazvukového
vySetieni uz v prvnim trimestru t€hotenstvi, a to stanovenim chorionicity a amnionicity
dvojcat (Devlinger et al., 2001). Problémem je, ze jen diky chorionicité a amnionicité
od sebe nelze rozlisit bichorialni MZ a bichorialni DZ dvojcata (Hall, 2003). Fyzicka
charakteristika placenty je tak ¢asto doplfiovana biochemickou a genetickou analyzou.
Biochemické testovani spociva v urCovani typl krevnich skupin, polymorfismu
u sérovych enzymu nebo stanoveni typl lidskych leukocytarnich antigend (human
leukocyte antigen, HLA). Podle toho, do jaké miry se tyto charakteristiky mezi dvojCaty
shoduji, Ize urcit, o ktery typ zygotnosti se jedna. K velmi spolehlivému urceni
zygotnosti dvojcat patfi geneticka analyza, takzvané profilovani DNA (Yang et al.,
2006). Profilovani DNA spoc€iva ve vySetfeni polymorfismi u vybraného souboru
16 — 24 kratkych tandemovych repetic (short tandem repeats, STRs) ve vzorku DNA

(Butler, 2007). K testovani je vhodné odebrat vzorek DNA nejlépe z nehematopoetické
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tkané, jako je napfiklad bukalni stér nebo tkan z pupecni $iudry. Vysledkem profilovani
DNA je geneticky profil, ktery je az na MZ dvojCata pro kazdého ¢&lovéka unikatni.
Shodné DNA profily tak znamenaji potvrzeni monozygotnosti dvojcat (Yang et al.,
2006). Kur€eni zygotnosti je mozné STR analyzu doplnit i testovanim souboru
bodovych polymorfismu (single nucleotide polymorphisms, SNPs) (Hannelius et al.,
2007).

3.1.4 Monozygotni dvojcata ve forenznich pripadech
V roce 2007 byl ve staté Missouri (USA) feSen pfipad MZ dvojcat nafCenych

z otcovstvi. Jednalo se o bratry Raymona a Richarda Millerovi, ktefi ve stejném
gasovém obdobi udrzovali sexudlni vztah s jednou Zenou. Zena posléze ot&hotnéla
a za otce svého ditéte oznacila Raymona Millera. Kdyz vSak vysla najevo pravda
0 jejim vztahu také s druhym bratrem, nechtél ani jeden z muzd pfijmout odpovédnost
za rodiGovstvi. Zena proto pozadala o provedeni testu otcovstvi. Vysledek testu byl ale
k potvrzeni nebo vyvraceni otcovstvi nevhodny, protoze oba muzi méli stejny profil
DNA. Jelikoz v tomto pfipadé neexistovaly kromé vzorki DNA Zadné jiné dikazy
a Zena uvedla jako biologického otce Raymona Millera, soud rozhodl, ze Raymon
biologickym otcem zUstane a bude plnit povinnost placeni vyzivného (FindLaw, 2017).
Jestli bylo rozhodnuto spravné, neni dodnes znamo.

V roce 2012 a na zacatku roku 2013 doSlo ve mésté Marseille (Francie) k sérii
znasilnéni a okradeni nékolika Zen neznamym pachatelem. Na zakladé rozpoznani
podoby pachatele zachyceného na videozaznamu a diky udajum ziskanych lokalizaci
mobilniho telefonu, ktery byl ukraden jedné z obéti, byla policie pfivedena na stopu
dvou muzl, monozygotnich dvoj¢at. Jednalo se o bratry Yohana a Elwina Gomisovi.
Kvlli jejich fyzické podobnosti vSak nebylo mozné urcit, ktery znich byl
na videozaznamu zachycen. Jedinym dukazem, kterym bylo mozné pachatele odhalit,
byly vzorky DNA zajisténé u obéti znasilnéni. Geneticka analyza vzorkud
vSak provedena nebyla, protoze analyza by byla finanéné velmi naro¢na a zaroven
by nezarucila uspésné identifikovani pachatele. Vzhledem k dalSim okolnostem
pfipadu byli oba bratfi vzati do vazby (Lauter, 2013). Po deseti mésicich se Yohan
k ¢inlm pfiznal, byl obvinén a Elwin byl z vazby propustén. Dodnes v8ak neni jisté,
jestli byl potrestan spravny pachatel a jestli se na Cinech nepodileli oba dva bratfi
(Hopkins, 2015).
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3.1.5 Moznosti rozliSeni monozygotnich dvojcat

3.1.5.1 Biometrie
Biometrie je véda, ktera se zabyva méfenim a analyzou charakteristickych

télesnych nebo s chovanim souvisejicich rysu a pouziva se ke zjisténi nebo potvrzeni
totoZznosti osob. Mezi charakteristické télesné rysy patfi otisky prsti a dlang,
stav a otisk chrupu, tvar obli¢eje a dlané&, struktura a barva duhovky oka nebo schéma
cévniho zasobeni sitnice oka. Mezi typické rysy spojené s chovanim patfi hlasovy
projev, mimika obli¢eje, styl chuze nebo dynamika pisma (Jain et al., 1999). Biometrie
byla padvodné vyuzZivana pFedevsim v kriminalistice, ale diky technickému rozvoji
se zaCala uplathovat i v bézném Zzivoté. Biometrické udaje (zejména otisky prstu,
biometrické podpisy a skeny obliceje) se staly soucasti zabezpelovacich
elektronickych systém( a v nékterych pfipadech nahradily pfFistupova hesla
k bankovnim uc¢tim, pocitaéum, mobilnim telefonim, slouzi ke kontrole vstupl
do objektl nebo jsou soucasti udaji cestovnich dokladu (Borkar, 2012).

Biometrické rysy musi spliovat nékolik kritérii, aby je bylo mozné pouzit
ke spolehlivému rozliSeni osob. Jedna se o univerzalnost rysu (kazdy Clovék musi
tento rys mit), stalost (rys by se nemél béhem zivota vyrazné ménit), jedinecnost
(rys by mél byt charakteristicky pouze pro jednoho Cclovéka) a spolehlivost
(rys by nemél byt napodobitelny a nemélo by se s nim dat manipulovat) (Jain et al.,
1999). Ve skuteCnosti vSak biometrické rysy nesplnuji vSechna kritéria v plném
rozsahu a i s pouzitim modernich méficich a snimacich zafizeni mize byt vysledek
analyzy neuspésny. Nedostatky ma zejména vyuziti ryst souvisejicich s chovanim,
které vykazuji nizkou stalost a spolehlivost (Jain et al., 1999).

Vyzvu ve vyuziti biometrie k identifikaci osob svou fyzickou podobnosti predstavuji
MZ dvojcata. Bylo v8ak prokazano, zZe jejich fenotypovy projev mulze byt natolik
rozdilny, Zeje mozné s vyuzitim biometrie oba sourozence navzajem odliSit.
Spolehlivym biometrickym rysem pouzivanym k rozliSeni MZ dvojcat jsou otisky prstu
(Jain et al., 2002; Tao et al., 2012). Vzory otiskl prstd se vytvareji jiz v prenatalnim
obdobi, jsou pro kazdého Clovéka jedinec¢né a béhem Zivota se v zdsadé nemeéni.
Ke zméné vzoru mlze dojit pouze nasledkem vaznéjsiho urazu a zjizveni pokozky
v misté poranéni nebo po odstranéni zarodecné vrstvy pokozky (Jain et al., 2002;
Kucken et Newell, 2005). Podobné Ize MZ rozliSit i na zakladé otisku celé dlané (Kong
et al., 2006). NejspolehlivéjSim biometrickym rysem vhodnym k rozliSeni MZ dvojcat
jsou struktury oka, konkrétné struktura a stavba duhovky (Hollingsworth et al., 2010)
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a schéma prokrveni sitnice (Kose et Ikibas, 2011). Tyto struktury jsou jednak unikatni
a neménné béhem Zivota, jednak neni mozné je umysiné zmeénit i ovlivnit. Nevyhodou
vSak zustava financni naroCnost pofizeni snimaciho zafizeni a moznosti ziskani
dat v bézné forenzni praxi. Diky moderni technologii je mozné rozliSit MZ dvojCata také
na zakladé analyzy jejich hlasového projevu, pfi kterém je vyhodnocovana vySka
a intenzita hlasu a doba, béhem které dojde k vytvofeni zvuku hlasivkami (Ariyaeeinia
et al., 2008). Analyza hlasu vSak patfi k metodam méné spolehlivym, protoze

hlas ses Casem muUze vyrazné ménit, Ize ho ovlivnit a napodobit.

3.1.5.2 Celogenomové sekvenovani
Moznosti rozliSeni MZ dvoj€at na genetické urovni se teoreticky zabyvali Krawczak

a jeho kolegové (Krawczak et al., 2012). VyuZili znalosti, Ze samc¢i zarodecné pohlavni
bunky podstoupi oproti samicim asi o 365 bunécnych déleni vice, nez dojde k jejich
vyvoji ve zralé pohlavni buriky (Drost et Lee, 1995). Existuje tak pravdépodobnost,
Ze v pfipadé MZ dvojcat muzského pohlavi dojde v zarodecné linii pohlavnich bunék
jednoho bratra béhem tolika déleni ke vzniku de novo mutace, kterou bude mozné
detekovat pouze vjeho pohlavnich bunkach. Zaroven existuje alespon 83%
pravdépodobnost, Ze tato mutace bude pfenesena i do jeho potomstva (Krawczak
et al., 2012).

Prakticky byla tato teorie ovéfena o dva roky pozdéji pomoci celogenomoveho
sekvenovani jaderného genomu dvou MZ bratri a ditéte jednoho z nich (Weber-
Lehmann et al., 2014). Celkem bylo odhaleno pét bodovych polymorfismu, které byly
pritomné pouze v genomu otce a jeho ditéte, ale ne v genomu stryce ditéte. Bylo
tak potvrzeno, ze po rozdéleni zygoty na dvé embrya muze dochazet v zarodecnych
pohlavnich burikach MZ dvoj¢at ke vzniku mutaci, které mohou byt pfeneseny do dalsi
generace, a které tak lze pomoci celogenomového sekvenovani detekovat pouze
u tohoto dvojcete a jeho potomka (Weber-Lehmann et al., 2014). Celogenomové
sekvenovani by tak bylo mozné vyuzit jak pfi identifikaci MZ dvoj¢at, tak pfi feSeni
paternitnich sporli s naféenymi MZ dvojcaty. V nedavné studii bylo také zjisténo,
ze MZ dvojCata je mozné rozliSit i na zakladé detekce bodovych polymorfism(
v mitochondrialnim genomu, opét s vyuZzitim metody celogenomového sekvenovani
(Wang et al., 2015).
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3.1.5.3 Epigenetické markery
Jednou z pfic¢in fenotypovych rozdild mezi MZ dvojcaty jsou drobné chemické

modifikace struktury chromatinu a DNA, které vdak neméni samotnou nukleotidovou
sekvenci. Jedna se o takzvané epigenetické zmény, z nichz nejCastéjSi je methylace
DNA a methylace a acetylace histonu. Epigenetické mechanismy hraji duleZitou roli
v regulaci genové exprese a jsou nepostradatelné k normalnimu vyvoji organismu
(Bird, 2002). Na rozdil od genetické informace jsou dynamické, protoZze podléhaiji
pusobeni vnéjSiho prostiedi a s pfibyvajicim vékem MZ dvoj€at se epigenetické rozdily
mezi nimi zvétsuji (Fraga et al., 2005; Kaminsky et al., 2009; Talens et al., 2012).
NejstudovanéjSim epigenetickym mechanismem je methylace DNA a bude ji vénovana

pozornost v dalSi kapitole.

3.2 Epigenetické rozliSeni MZ dvojcat
3.2.1 Methylace DNA

Methylace DNA predstavuje nejCastéjSi epigeneticky mechanismus, kterym
je u vétsiny eukaryotnich organismu regulovana genova exprese. Jedna se o drobnou
modifikaci DNA, ktera spociva v kovalentni vazbé methylové skupiny na molekulu
nukleotidu (Bird, 2002). K methylaci DNA dochazi béhem reakce katalyzované
enzymem DNA methyltransferazou (DNMT), ktera prenasi methylovou skupinu,
pochazejici ze substratu S-adenosyl-L-methioninu (SAM), na paty atom uhliku
pyrimidinového kruhu cytosinu, za vzniku 5-methylcytosinu (5-mC) (viz obrazek €. 4).
5-mC je nékdy oznaCovan také jako ,pata baze“ DNA (Lister et Ecker, 2009).
SAM je konvertovan na S-adenosyl-L-homocystein (SAH), ktery je dale metabolicky

zpracovan a vyuzit pfi syntéze aminokyseliny homocysteinu (Turner et al., 2000).

Obrazek ¢. 4 — ZjednoduSené schéma mechanismu methylace cytosinu. Upraveno
podle Zhong et al., 2016.

NH, NH,

DNMT CHs
e anii e

SAM-CHs SAH

Cytosin 5-methylcytosin

V genomech savcl byly doposud identifikovany tfi aktivni methyltransferazy:
DNMT1, DNMT3A a DNMT3B (Chen et Li, 2004). DNMT1 ma funkci udrzovani
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methylace pfi replikaci DNA, kdy pfenasi methylové skupiny na nové syntetizované
nemethylované vlakno DNA podle methylovaného templatu (Leonhardt et al., 1992).
Naopak DNMT3A a DNMT3B maji schopnost methylace DNA de novo a vytvareji
prvotni methylaéni vzorce na nemethylované DNA. Jejich funkce je nezbytna pro
normailni vyvoj jedince (Okano et al., 1999).

K methylaci obvykle dochazi v sekvencich, kde je nukleotid cytosinu (C)
nasledovan nukleotidem guaninu (G). ProtoZze se jedna o sled nukleotidu, které
se nachazeji na jednom vlakné DNA a které jsou navzajem spojeny fosfodiesterovou
(phosphodiester, p) vazbou, jsou tyto sekvence zkracené zapisovany jako CpG
(Bird, 2002; Li et Zhang, 2014). Celkové zastoupeni CpG v genomu je pomeérné nizke,
coz souvisi s chemickou nestabilitou methylovaného cytosinu. Muze totiz dochazet
ke spontanni deaminaci nestabilniho 5-mC na thymin (T), ¢imz se CpG méni v TpG.
V genomu byvaji CpG soustfedény do oblasti o délce zhruba 1 kb, ve kterych
je zastoupeni C a G bazi oproti zbytku genomu vysSi. Jedna se o takzvané CpG
ostrivky (Deaton et Bird, 2011). Sekvence CpG ostrivku zasahuji do promotorovych
oblasti az 70 % konstitutivné exprimovanych genu a cytosiny v téchto oblastech nejsou
zpravidla methylované (Saxonov et al., 2006).

Methylace DNA predstavuje jeden z mechanismu, kterym je tlumena genova
exprese. Methylova skupina totiz jednak zabrarfuje navazani transkripénich faktoru
k dané sekvenci, jednak predstavuje signal k navazani proteinu (methyl-CpG binding
domain proteins, MBDs), které spoustéji represivni modifikaci histont (Hug et al.,
1996; Bogdanovi¢ et Veenstra, 2009). Mezi oblasti s nejvys$si hustotou 5-mC tak patfi
CpG sekvence genu inaktivovanych na chromozému X u zen, CpG imprintovanych
genu na jedné rodiCovské alele a CpG repetitivnich sekvenci centromer, telomer
a mobilnich elementl (Bird, 2002).

3.2.2 Bisulfitaéni konverze DNA
VétSina technik methylacni analyzy vyzaduje pfevedeni epigenetické zmény

nazménu genetickou. Toho Ize dosahnout oSetfenim templatu DNA
hydrogensifiCitanem sodnym (sodium bisulphite nebo sodium hydrogen sulphite) —
NaHSOs, ktery deaminuje nemethylovany cytosin na uracil, zatimco methylovany
cytosin je pfed touto zménou chranén methylovou skupinou a pfeméné nepodiéha.
Béhem PCR je uracil parovan s adeninem, a tak je amplifikovan jako thymin, zatimco
5-methylcytosin zlstava amplifikovan jako cytosin (Frommer et al., 1992). Diky tomu

je mozné detekovat methylaci DNA az na uroven jednoho nukleotidu (Gu et al., 2010).
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OSetfeni DNA pomoci NaHSOs je nazyvano jako bisulfitacni konverze (bisulphite
conversion, BC) a ma tfi hlavni faze — sulfonace, deaminace a desulfonace
(viz obrazek €. 5). Nejdfive musi byt DNA denaturovana do jednoviaknového stavu
(single stranded DNA, ssDNA). Nasleduje sulfonace, béhem které dochazi k navazani
hydrogensifiCitanového aniontu (HSOs3’), pochazejiciho z NaHSOs, na Sesty atom
uhliku cytosinu, ¢imz vznika 5,6-dihydrocytosin-6-sulfonat. Poté nasleduje deaminace,
béhem které je z tohoto meziproduktu hydrolyticky odstépena aminoskupina (-NH2),
a vznika 5,6-dihydrouracil-6-sulfonat. Nakonec probiha desulfonace, béhem které
dochazi k alkalickému odstépeni HSOs', a vznika tak konecny produkt — uracil
(Patterson et al., 2011; Chan et al., 2012).

Obrazek ¢. 5 — Bisulfitacni konverze nemethylovaného cytosinu na uracil. Upraveno
podle Chan et al., 2012.

NH 1. Sulfonace NH, 2. Deaminace 0 3. Desulfonace 0
NZ ‘ HSO 3 N)\/H\ H20 HN I OH HNH
¢l\ OH ?I\ - i J\ - HSO; A\
0 N 0] N 803 + @] N 803 3 0] N
H H NH,4 H H
cytosin 5,6-dihydrocytosin-6-sulfonat 5,6-dihydrouracil-6-sulfonat uracil

Podminky, ve kterych reakce BC probiha (nizké pH, vysoka teplota), vSak nejsou
pro DNA optimalni a zpUsobuji jeji Caste€nou degradaci (Tanaka et Okamoto, 2007).
Podminky reakce zaroven ovliviuji, s jakou ucinnosti probéhne konverze C na U.
K provedeni BC je mozné vyuzit jak postup podle klasického protokolu (Patterson
etal.,, 2011), tak komeréné dostupné kity od raznych firem — napfiklad EZ DNA
Methylation Kit (Zymo Research, USA), EpiTect Bisulfite Kits (QIAGEN, Némecko),
EpIJET Bisulfite Conversion Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) nebo EpiMark®
Bisulfite Conversion Kit (New England BioLabs, USA). Vyhodou komercnich kitd
je snizeni Casové i technické naroCnosti provedeni BC, vysoka ucinnost konverze
C na U (>98 %), pfijatelné ztraty DNA i Cistota DNA vhodna pro dalSi analyzu (Holmes
et al., 2014).

3.2.3 Zkoumané oblasti genomu
Vramci epigenetického rozliSeni MZ dvojcat byly doposud zkoumany

oblasti repetitivnich Usekid DNA, které maji charakter mobilnich genetickych

elementl (mobile genetic elements, MGES). Jedna se o nekddujici sekvence DNA,
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které jsou v nékolika kopiich rozptyleny po celém genomu a predstavuji asi 45 %
celého lidského genomu (Lander et al., 2001). Repetitivhi sekvence obecné podléhaji
mensimu selekénimu tlaku nez sekvence unikatni, a proto vykazuji vétsi genetickou
i epigenetickou variabilitu mezi jedinci (Casa et Gabellini, 2012). Jakozto potencialni
markery vhodné k epigenetickému rozliSeni MZ dvojCat se v souCasné dobé zdaji
byt konkrétné elementy LINE-1 (Xu et al., 2015), Alu-Sp a Alu-E2F3 (Stewart et al.,
2015).

Hlavnim znakem mobilnich elementd je jejich schopnost ménit svou pozici
v genomu. Proces pfemistovani mobilnich elementl je oznaCovan jako transpozice,
a proto jsou MGEs nazyvany také jako transpozony. Podle zpusobu transpozice
jsou transpozény rozdéleny do dvou tfid — tfida | (RNA transpozoény) a tfida Il (DNA
transpozony). RNA transpozony se v genomu Sifi prostfednictvim RNA meziproduktu,
procesem retrotranspozice. DNA transpozony obsahuji sekvenci koédujici gen pro
enzym transpozazu, ktera katalyzuje proces vystfiZzeni transpozénu a jeho vlozeni
na jiné misto v genomu (Erwin et al., 2014). DNA transpozény v lidském genomu jsou
vSak povazovany za inaktivni (Lander et al., 2001).

Transpozony jsou dale klasifikovany na zakladé pritomnosti ¢i nepfitomnosti genl
potfebnych k transpozici. V pfipadé, Ze transpozony kéduji vSechny sekvence
nezbytné k transpozici, jsou oznaCovany jako autonomni. Opakem jsou neautonomni
transpozony, jejichz transpozice je Caste¢né nebo uplné zavisla na jinych elementech
(Slotkin et Martienssen, 2007).

3.2.3.1 LINE elementy
Dlouhé rozptylené jaderné elementy (long interspersed nuclear elements, LINES)

pfedstavuji skupinu autonomnich, které tvofi asi 21 % lidského genomu (Lander et al.,
2001). VSechny LINEs koduji ve své sekvenci gen pro reverzni transkriptazu (RT)
a podle fylogenetického puvodu RT jsou rozdéleny do péti nadrodin — R2, L1, RTE,
| a Jockey (Wicker et al., 2007). V lidském genomu jsou aktivnhi pouze elementy
z nadrodiny L1, nazyvané také jako LINE-1 elementy. LINE-1 se v genomu nachazeji
asi v 500 000 kopiich a tvofi tak zhruba 17 % celého genomu (Lander et al., 2001).
Z tohoto poctu kopii jich je vSak jen asi 100 aktivnich. Velmi Casto totiz dochazi
k chybné retrotranspozici, k pfestavbam struktury elementd nebo ke vzniku mutaci
v jejich sekvenci. Takové elementy pak neobsahuji kompletni nebo funkéni sekvence

potifebné k retrotranspozici (Brouha et al., 2003).
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3.2.3.2 SINE elementy
Kratké rozptylené jaderné elementy (short interspersed nuclear elements, SINES)

predstavuji skupinu neautonomnich RNA transpozoénu, jejichz retrotranspozice je
zavisla na proteinech kddovanych LINE elementy. SINEs jsou na zakladé podobnosti
v nukleotidové sekvenci rozdélovany do rodin, z nichz nejvyznamnéjsi a nejpoCetné;si
je rodina Alu element, typicka pouze pro primaty. Nazev Alu byl odvozen podle toho,
Zze vSechny elementy patfici do této rodiny obsahuji rekognicni misto pro restrikéni
endonukleazu Alul (izolovanou z grampozitivni bakterie Arthrobacter luteus)
(Khitrinskaya et al., 2003). V lidském genomu se Alu elementy nachazeji zhruba
v milionu kopiich, a pfedstavuji tak asi 11 % genomu (Lander et al., 2001).

Sekvence Alu elementl se od sebe nepatrné lidi. V riznych obdobich evoluce totiz
dochazelo ke vzniku mutaci, které jsou charakteristické jen pro urcitou skupinu
Alu elementl. Skupiny nesouci spoleCnou mutaci jsou oznaCovany jako podrodiny
a jsou rozdélovany do tfi hlavnich linii — AluJd (nejstarsi linie), AluS a AluY (nejmladsi
linie). | vramci jedné podrodiny se vSak v sekvencich elementi mohou vyskytnout
drobné rozdily. Varianty elementl z jedné podrodiny se oznacuji pismenem, Cislem
nebo kombinaci obojiho za nazvem hlavni linie. V lidském genomu pfevaZzuji elementy
z podrodiny AluS (varianty Alu-Sp, Alu-Sc, Alu-Sx a Alu-Sq) a AluY (varianty AluYab
a AluYb8) (Batzer et al., 1996; Kim et al., 2016).

3.2.4 Metody pouzité k epigenetickému rozliSeni MZ dvojcat

3.2.4.1 Bisulfitové pyrosekvenovani
Bisulfitové pyrosekvenovani predstavuje citlivou a pfesnou metodu detekce

methylace DNA u kratkych sekvenci. Vzorek DNA musi byt nejprve oSetien bisulfitacni
konverzi a nasledné je amplifikovan parem primerd, z nichZ jeden je biotinylovan,
¢imz dochazi k imobilizaci biotinylovaného primeru a amplifikované sekvence
na kulicky se streptavidinem. Nasledné jsou ke smési postupné pfidavany
deoxynukleotidtrifosfaty. Pokud dojde k zaclenéni komplementarniho nukleotidu
do imobilizované amplifikované sekvence, dojde k uvolnéni pyrofosfatu. Pyrofosfat
je enzymem sulfurylazou pfeménén na adenosintrifosfat (ATP). ATP je enzymem
luciferazou pouzit k oxidaci luciferinu, ¢imz dochazi k uvolnéni svételného signalu,
ktery je sniman kamerou. Intenzita svételného signalu proporéné odpovida poctu
zaclenénych nukleotidu a signal je zobrazen jako pik. Pokud nukleotid za¢lenén neni,

je degradovan enzymem apyrazou a odmyt. Vysledkem analyzy je pyrogram. Vyhodou
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bisulfitového sekvenovani je kvantitativni vyjadfeni stavu methylace a informace
0 poloze methylovaného nukleotidu v ramci sekvence (Bassil et al., 2013).
Bisulfitové pyrosekvenovani bylo uspésSné vyuzito krozliSeni MZ dvojcat

na zakladé detekce rozdili v methylaci LINE-1 elementl (Xu et al., 2015).

3.2.4.2 MS-HRM
Methylacné specificka vysokorozliSovaci analyza kfivek tani (methylation-

sensitive high resolution melting, MS-HRM) pfedstavuje citlivou, rychlou a financné
pomérné nenakladnou metodu analyzy methylace DNA. MS-HRM vyuziva rozdilné
teploty tani dvouvlaknovych PCR produktd vzniklych amplifikaci bisulfitovaného
templatu DNA.

Teplota tani (melting temperature, Tm) je definovana jako teplota, pfi které je pravé
polovina PCR produktl denaturovana zdvouvlaknové formy na formu
jednovlaknovou. Hodnota Tm zavisi na nukleotidovém slozeni sekvence, protoze podil
jednotlivych nukleotidld urCuje pevnost vazby obou komplementarnich viaken DNA.
Cytosin a guanin je spojen trojnou vazbou a adenin s thyminem vazbou dvojnou.
K rozdéleni trojné vazby je potfeba vySSi teplota nez k rozdéleni dvojné vazby, proto
¢im je podil C a G v sekvenci vyssi, tim vySSi Tm sekvence ma. K detekci rozdild v Tm
slouzi saturaéni fluorescenéni barvivo, které se rovnomérné interkaluje mezi
komplementarni vlakna DNA. Pfi denaturaci vlaken se barvivo uvolfiuje a dochazi
k poklesu fluorescenéniho signalu, ktery je zaznamenan fluorescenénim detektorem.
Vysledkem procesu je kfivka tani, ktera zobrazuje zmény fluorescence v zavislosti
na teploté (Wittwer et al., 2003).

Po bisulfitaéni konverzi a PCR amplifikaci DNA se u nemethylovanych usektd méni
pomér zastoupeni bazi ve prospéch A a T, a tak sekvence s niz§im stupném methylace
vykazuje niz8§i Tm nez sekvence methylovana. Pomoci MS-HRM neni mozné
lokalizovat methylovana mista, ale je mozné stupenn methylace vyjadfit alespon
procentualné, pomoci sestaveni dilu¢ni fady methylované a nememethylované DNA
0 znamém stupni methylace a porovnanim zkoumanych vzorkd se vzorky o znamém
stupni methylace (Wojdacz et Dobrovic, 2007; Wojdacz et al., 2008).

MS-HRM byla uspésSné pouzita krozliSeni MZ dvoj¢at na zakladé rozdill
v methylaci dvou SINE elementl, konkrétné elementu Alu-E2F3 a Alu-Sp (Stewart
et al., 2015).
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4 Material a metodika

4.1

4.2

4.3

4.4

Pristroje

- Laminarni box Mars Safety Class 2 (LaboGene, Dansko)

- Centrifuga: Centrifuge 5430 (Eppendorf, Némecko), MiniSpin (Eppendorf,
Némecko), Rotina 420 R (Hettich, Némecko)

- Vortex VX-200 (Labnet, USA)

- Spektrofotometr NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, USA)

- Termocyklér: CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad,
USA), LightCycler 480 Real-Time PCR System (Roche, USA), Peltier Thermal
Cycler PTC-200 (Bio-Rad, USA)

- Termoblok Bio TDB-100 (Biosan, USA)

- Chladni¢ka s mraznickou (Liebherr, Némecko)

Programy a software
- BiSearch Primer search, ePCR (Tusnady et al., 2005)

- NanoDrop 1000 Software (Thermo Scientific, USA)

- LightCycler® 480 Software, Version 1.5 (Roche, USA)

- GeneMarker HID V2.2.0 (Holland et Parson, 2011)

- CFX Manager™ Software (Bio-Rad, USA)

- Precision Melt Analysis™ Software (Bio-Rad, USA)

- Microsoft Office Excel 2013 (Microsoft Corporation, USA)

Pomiicky
- Pipeta0,1-2,5ul,0,5-10 ul, 2—-20 pl, 10 - 100 pl, 20 — 200 pl, 100 — 1000 pl

(Eppendorf, Némecko)

- Klasicky a chladici stojan na zkumavky a mikrozkumavky (P-LAB, CR)

- Sterilni pinzeta

Spvotfebni material

- Spicky s dvojitym filtrem 10 ul, 20 pl, 100 pl, 200 pl, 300 pl, 1000 pl (Eppendorf,
Némecko)

- Mikrozkumavky 1,5 ml a 0,2 ml (Eppendorf, Némecko)

- 96-jamkové pipetovaci desticky a kryci félie (Bio-Rad, USA)

- Stéroveé tyC€inky SK-4S (Isohelix, Velka Britanie)

- Silikagelové kulicky o priméru 0,5 — 1 mm (Sigma-Aldrich, USA)
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4.5 Chemikalie a roztoky
- Kit pro izolaci DNA — Quick-gDNA™ MicroPrep (Zymo Research, USA)

- B-merkaptoethanol (Bio-Rad, USA)

- Kit pro STR analyzu — PowerPlex® 18D System (Promega, USA)

- Kit pro bisulfitacni konverzi DNA — EZ DNA Methylation Gold Kit (Zymo

Research, USA)

- Voda oSetiena DEPC

- Absolutni ethanol pro UV spektroskopii (Penta, CR)

- 10x PCR pufr (Thermo Scientific, USA)

- 25 mM MgCl2 (Thermo Scientific, USA)

- 25 mM smés dNTPs (Bioline, Velka Britanie)

- 20x EvaGreen® Dye (Biotium, USA)

- 100 pM reverse a forward primery (Generi Biotech, CR)

- 5 U/ul Thermo Taq DNA polymeraza (Thermo Scientific, USA)
4.6 Biologicky material

V ramci Casosbérného pokusu byla pouzita DNA izolovana z bunék bukalni
sliznice jednoho paru monozygotnich dvoj¢at a jedné osoby nepfibuzné paru dvojcat
(zpUsob odbéru vzorku a postup izolace DNA je uveden nize). Od obou dvojcat
byl ziskan informovany souhlas s odbérem, uchovanim a epigenetickym vySetfenim
jejich biologického materialu. Tento formular byl schvalen etickou komisi FN a LF UP
Olomouc. Monozygotnost dvoj¢at byla ovéfena STR analyzou za pouZiti kitu Power
Plex 18 D System (Promega, USA), jak bude popsano nize. Dale byla pouzita
DNA izolovana firmou Generi Biotech (CR) zbukalnich stér(l patnacti osob
nepfibuznych paru dvojcat, které souhlasily s uchovanim a genetickym vySetfenim
jejich biologického materidlu. Jako pozitivni a negativni kontrola byl pouzit
komercni standard methylované a nemethylované lidské DNA — Human Methylated
& Non-methylated DNA Set (Zymo Research, USA).

4.6.1 Odbér vzorku
Odbér vzorkl od obou dvoj¢at a jedné nepfibuzné osoby byl provadén pravidelné

jednou tydné po dobu 30 tydnl. K odbéru byly pouzity sterilni stérové ty€inky a 1,5 ml
mikrozkumavky obsahujici zhruba 20 desikaénich silikagelovych kuliCek. Odbér
byl provadén stiranim bunék bukalni sliznice z vnitfni strany pravé i levé tvare.
Stér byl provadén otacivym a zaroven posuvnym pohybem tyC€inky po bukalni sliznici

po dobu 30 s. TyCinky byly nasledné zalomeny do pfipravenych zkumavek
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s desikantem, zkumavky byly uzavieny a uchovany pfi pokojové teploté. Do 24 hod
od odbéru byly vzorky pfevezeny do laboratofe a umistény do mraznicky, kde byly
skladovany pfi -20 °C. Odbér provadéla dvojCata inepfibuzna osoba samy,
vzdy ve stejny den.
4.6.2 l1zolace DNA

Vzorky bukalnich stérd byly rozmrazeny a zalomené tyCinky byly sterilni pinzetou
preneseny do Cistych 1,5 ml mikrozkumavek. Nasledné byla provedena izolace DNA
pomoci kitu Quick-gDNA™ MicroPrep (Zymo Research, USA) podle navodu
doporu€eného vyrobcem. Do postupu byl zafazen dodateCny krok predchazejici
pridani eluéniho pufru na kolonku, a sice centrifugace kolonky po dobu 1 min
pfi 16 000 x g. Timto dodate€nym krokem byl odstranén zbytek promyvaciho pufru
z kolonky. K eluci DNA bylo pouzito 20 pl elu¢niho pufru. Koncentrace DNA
byla stanovena spektrofotometricky. lzolovana DNA byla uchovavana v mraznicce
pfi -20 °C.
4.6.3 Test monozygotnosti dvoj€at

Monozygotnost dvojcat byla ovéfena analyzou osmnacti STR lokusu s pouzitim
kitu Power Plex 18D System (Promega, USA). Postup amplifikace vzorku byl proveden
podle navodu doporu¢eného vyrobcem kitu, pficemz celkovy objem reakce
byl zredukovan na polovinu (z puvodnich 25 ul na 12,5 pl) a do reakce byly vioZzeny
2 pl vzorku DNA o koncentraci 0,5 ng/ul. Celkem byly analyzovany ¢tyfi vzorky —
pozitivni kontrola (2800 M Control DNA, ktera je soucasti kitu), vzorky DNA obou
dvojCat a negativni kontrola (namisto vzorku DNA byla pouzita voda). Vzorky byly
amplifikovany pomoci PCR programu uvedeného v tabulce €. 1.

Tabulka ¢. 1 — Teplotni a ¢asovy priabéh PCR programu pro amplifikaci STR lokusd.

Teplota Cas Pocet cyklt
96 °C 2 min 1
94 °C 10s
. 30
60 °C 1 min
60 °C 20 min 1
4°C

Amplifikované vzorky byly skladovany pfi -20 °C a poté byly zaslany do firmy

SEQme s. r. 0. (CR), kde byla provedena jejich fragmentaéni analyza pomoci kapilarni

elektroforézy.
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4.7 Detekce methylace pomoci MS-HRM

4.7.1 Bisulfitaéni konverze DNA
VSechny zkoumané vzorky i standard methylované a nemethylované DNA byly

oSetfeny bisulfitacni konverzi. K bisulfitacni konverzi byl pouZit kit EZ DNA Methylation
Gold Kit (Zymo Research, USA) a postup byl proveden podle navodu doporu¢eného
vyrobcem kitu. Vstupni mnozstvi DNA pro konverzi bylo 75 ng a k eluci DNA bylo
pouzito 10 pl elu€niho pufru. Konvertovana DNA byla skladovana pfi -20 °C nejdéle
po dobu tFi tydna.
4.7.2 Primery pro PCR amplifikaci

Na zakladé informaci dostupnych v literatufe bylo ke sledovani epigenetického
stavu dvojc¢at vybrano sedm useku lidského genomu a z literatury byly také prevzaty
sekvence primert amplifikujicich dany usek bisulfitované DNA. Byly vybrany useky
s odpovidajicimi sekvencemi primerQ: LINE-1 (Xu et al., 2015) a Alu-Sx, Alu-Sp, Alu-
E2F3, PKD1P2, Alu-Sc, GUK1 (Fraga et al., 2005). Specifita vybranych primerut byla
ovéfena pomoci BiSearch ePCR (Tusnady et al., 2005). Primery byly po doruceni
v lyofilizovaném stavu rozpustény v 10 mM Tris-HCI na koncentraci 100 pM,
inkubované 10 min pfi 70 °C a nasledné skladovany pfi-20 °C. Smichanim
prislusného F (forward) a R (reverse) primeru v poméru 1:1 byla pro kazdy usek
pfipravena primerova smeés (primer mixture, PM). Kazda PM byla oznacena Ciselnym
kodem. Charakteristika primerovych smési je uvedena v tabulce €. 2.

Tabulka ¢. 2 — Seznam a charakteristika primerovych smési (PM) pouzitych pro PCR
amplifikaci zkoumanych tuseki genomu.

PM Zko’umany Smer T Délka | Amplikon
usek primeru [nt] [bp]
F AAAATCAAAAAATTCCCTTTC 21
555 LINE- R TTTTGAGTTAGGTGTGGGATATA o3 | 146-148
F GGTGGGAGGTTTAGGTATGG 20
556 |  Alu-Sx R ACACTTAAAAAACCCTTCAACCCAC o5 | 373388
F TTTGGTGATTAGGAAGGYGGGTA 23
557 | Alu-Sp R AAACTAATCTCAAACTCCCTACCTC 25 387
F GGTAATAATTTTAAAATTTGGGGGT 25
558 | Alu-E2F3 R ATTAAAAAAACCAATCAACCCITAA 25 174
F GGGGAAATTGAGGTATAGAGAG 22
559 | PKD1P2 R ATAAAAAACTCTACCCTTAACCTATC 26 206
5 F TTTAGGTTGGAGTGTAGAGGTA 22
R AACTAAACAATACACACICCTC 22
F GGTTAGYGAGGTATTGAGGTAAGT 24
561 ] GUKL R CCrTTCTCAAAACCCACAATTAAATAC | 27 370

Legenda: y odpovida C nebo T, r odpovida A nebo G; R odpovida sméru reverse;
F odpovida sméru forward.
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4.7.3 Priprava PCR reakcéni smési
PCR reak¢ni smés byla pfipravena podle rozpisu uvedeného v tabulce €. 3.

S ohledem na pocet testovanych vzorku byl objem PCR reak&ni smési vypocitan podle
vzorce: X . 1,17 .y, kde x odpovida poctu testovanych vzork, €islo 1,17 odpovida
predem uréenému faktoru a y odpovida celkovému objemu PCR reakéni smési v jedné

reakci. Celkovy objem jedné reakce byl 10 pl.

Tabulka ¢. 3 — SloZeni PCR reakéni smési pro 96 reakci.

Reagencie Finalni koncentrace Objem [pl]
DEPC H20 - 350
PCR pufr 1x 112,3
MgCl2 3mM 135,3
dNTPs 200 uM 9
Thermo Taq DNA polymeraza 1U/reakce 11,2
Eva Green® Dye 1x 56,2
CELKEM 674

Déale byla vodou nafedéna kazda PM na koncentraci 5 uM a kazdy vzorek
bisulfitované DNA a vzorek nebisulfitované nemethylované DNA na koncentraci
2,5 ng/ul.

Pripravena PCR reakéni smés byla rozdélena po 6 pl na 96-jamkovou desti¢ku.
Ke smési byly pfidany 2 ul nafedéné PM a 2 pyl nafedéného vzorku DNA. Finalni
koncentrace PM v reakci tedy byla 1 yM a finalni koncentrace DNA byla 500 pg/pl.
Kazdy vzorek byl na desticku nanasen v duplikatu. Jako pozitivni kontrola spravného
prubéhu reakce a bisulfitaéni konverze byl pouzit bisulfitovany standard methylované
a nemethylované DNA. Jako negativni kontrola byl pouZit nebisulfitovany standard
nemethylované DNA. DestiCka byla prekryta folii, kratce stoCena na centrifuze

a vlozena do termocykléru s nastavenym programem.

4.7.4 Nastaveni PCR programu
K analyze vSech zkoumanych usekl byl pouzit jeden PCR protokol, jehoz asovy

a teplotni prabéh je uveden v tabulce €. 4. K zajisténi specifické amplifikace vSech

useku byl do protokolu zafazen PCR touchdown program.
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Tabulka ¢. 4 — Teplotni a ¢asovy prubéh PCR programu.

Proces Teplota Cas Poéet cyklh
Aktivace polymerazy 95 °C 15 min 1
95 °C 15s
Touchdown 63 — 54 °C 50 s 10
72 °C 20s
95 °C 15s
PCR amplifikace 54 °C 50s 15
72 °C 20s
Denaturace 95 °C 15s
Hybridizace 60 °C 1 min 1
Melting po 25 cyklech 60 — 95 °C prirastek 0,5 °C/s
95 °C 15s
PCR amplifikace 54 °C 50s 5
72 °C 20s
Denaturace 95 °C 15s
Hybridizace 60 °C 1 min 1
Melting po 30 cyklech 60 — 95 °C prirastek 0,5 °C/s
95 °C 15s
PCR amplifikace 54 °C 50 s 5
72 °C 20s
Denaturace 95 °C 15s
Hybridizace 60 °C 1 min 1
Melting po 35 cyklech 60 — 95 °C prirastek 0,5 °C/s
95 °C 15s
PCR amplifikace 54 °C 50 s 5
72 °C 20s
Denaturace 95 °C 15s
Hybridizace 60 °C 1 min 1
Melting po 40 cyklech 60 — 95 °C pFirastek 0,5 °C/s
95 °C 15s
PCR amplifikace 54 °C 50s 5
72 °C 20s
Denaturace 95 °C 15s
Hybridizace 60 °C 1 min 1
Melting po 45 cyklech 60 — 95 °C pFirastek 0,5 °C/s
95 °C 15s
PCR amplifikace 54 °C 50 s 5
72 °C 20s
Denaturace 95 °C 15s
Hybridizace 60 °C 1 min 1
Melting po 50 cyklech 60 — 95 °C pFirastek 0,5 °C/s
Chlazeni 37 °C 1ls 1
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5 Vysledky

5.1 Oveéreni monozygotnosti dvojcat
Ovéfeni monozygotnosti dvojcat bylo provedeno klasickou STR analyzou

za pouziti kitu PowerPlex® 18D System (Promega, USA) a naslednou fragmentacni
analyzou vzorkl pomoci kapilarni elektroforézy. Vysledek analyzy vyhodnotil
doc. Mgr. Jifi Drabek, PhD. s pouzitim programu GeneMarker HID V2.2.0.
Monozygotnost dvoj€at byla potvrzena shodou dvojcat ve vSech 18 analyzovanych
STR lokusech. Jednalo se o 13 lokustu uvedenych v systému CODIS (D18S51,
D21S11, THO1, D3S1358, FGA, TPOX, D8S1179, VWA, CSF1PO, D16S539, D7S820,
D13S317, D5S818) a pét dodateCnych lokusu (Amelogenin, Penta E, Penta D,
D2S1338 a D19S433). Vysledky analyzy nejsou z divodu ochrany osobnich udaju
v této praci zvefejnény.

5.2 Detekce methylace pomoci MS-HRM

V experimentalni ¢asti byla provedena izolace DNA z bukalnich stéri pomoci kitu
Quick-gDNA™ MicroPrep (Zymo Research, USA), bisulfitacni konverze vzorkii DNA
pomoci kitu EZ DNA Methylation Gold Kit (Zymo Research, USA) a detekce methylace
pomoci HRM s pouzitim termocykléru CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad, USA).

K detekci methylace bylo pfedbézné vybrano sedm usek( lidského genomu
(LINE-1, Alu-Sx, Alu-Sp, Alu-E2F3, PKD1P2, Alu-Sc a GUK1). Analyza byla nejdfive
provedena ze vzorky methylovaného a nemethylovaného standardu a poté se vzorky
z bukalnich stér(. K analyze vSech sledovanych useku byl vytvofen jeden PCR
protokol, ktery zahrnoval PCR touchdown program a Sest krokd analyzy kfivek tani
oddélenych péti cykly standardni PCR amplifikace. Pro kazdy usek byl uréen optimalni
pocet cyklu amplifikace, po kterych byla hodnocena kfivka a teplota tani (Tm) daného
amplikonu. Hodnoceni kfivek tani bylo provedeno za pouZiti programu Precision Melt
Analysis™ Software (Bio-Rad, USA). Pro prehlednéjsi hodnoceni vysledkl byly krivky
tani v programu zobrazeny pomoci derivace kfivky, kdy je teplota v inflexnim bodé

zobrazena jako vrchol piku.
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5.2.1 MS-HRM u standardi DNA
K experimentalnimu ovéfeni specifity pouzitych primerovych sekvenci byla

provedena analyza kfivek tani pfislusnych produktd amplifikovanych na templatu
methylovaného a nemethylovaného standardu DNA. Na zakladé vysledku byly z dalSi
analyzy vyfazeny primerové sekvence amplifikujici usek LINE-1 a GUK1. U téchto
useku byl na prabéhu kfivky tani amplikonl patrny vznik nespecifickych produktt nebo
vice meltingovych domén (viz obrazek €. 10 a 11), které by znemoznily hodnoceni

vysledku pomoci Tm.

Obrazek ¢. 10 — Derivace kfivky tani useku LINE-1 amplifikovaného na templatu
bisulfitovaného (BC) standardu methylované a nemethylované DNA.
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Obrazek ¢&. 11 — Derivace krivky tani useku GUK1 amplifikovaného na templatu
bisulfitovaného (BC) standardu methylované a nemethylované DNA.
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U zbylych Useku (Alu-Sp, Alu-Sx, Alu-E2F3, PKD1P2 a Alu-Sc) byla provedena
amplifikace na templatu bisulfitovaného methylovaného a nemethylovaného standardu
a na templatu nebisulfitovaného nemethylovaného a methylovaného standardu DNA.
U amplikond z bisulfitovanych templatd byl pozorovan standardni prabéh kfivek tani,
pficemz kfivka tani byla u usekl Alu-E2F3, PKD1P2 a Alu-Sc hodnocena
po 35 cyklech amplifikace, u useku Alu-Sx po 30 cyklech a u useku Alu-Sp
po 40 cyklech. K detekci signalu u nebisulfitovanych vzorkd dochazelo oproti
bisulfitovanym v pfipadé vSech useku se zpozdénim nejméné 10 cyklu a z prabéhu
kfivek tani nebisulfitovanych vzorkd byl patrny vznik nespecifickych produktd, jejichz
Tm byla oproti teplotam bisulfitovanych vzork( o 2 — 5 °C nizsi. Bisulfitované standardy
tak slouzily jako pozitivni kontroly spravného prubéhu reakce i ucinnosti bisulfitacni
konverze testovanych vzorkd DNA z bukalnich stéri. U uspésné bisulfitovanych
vzorkl byly ocekavany Tm vrozmezi Tm bisulfitovaného nemethylovaného
a methylovaného standardu. Nebisulfitovany standard slouzil jako negativni kontrola.

U zkoumanych useku byly pozorovany pouze malé rozdily v Tm amplikonu
z methylovaného a nemethylovaného templatu. U usekd Alu-Sx a Alu-Sp nebyl
pozorovan zadny rozdil v Tm mezi amplikony z methylovaného a nemethylovaného
templatu. V pfipadé Alu-Sx byla Tm obou amplikonl rovna 82,0 °C (viz obrazek €. 12)
a v pfipadé Alu-Sp 74,5 °C (viz obrazek €. 13). U useku Alu-E2F3 a Alu-Sc
byl pozorovan rozdil v Tm obou amplikonl pouze 0,5 °C. V pfipadé Alu-E2F3 byla Tm
amplikonu z methylovaného templatu 74,0 °C a z nemethylovaného 73,5 °C
(viz obrazek €. 14). V pfipadé Alu-Sc byla Tm amplikonu z methylovaného templatu
76,5 °C az nemethylovaného 76,0 °C (viz obrazek €. 16). U useku PKD1P2
byl pozorovan rozdil 1,5 °C, kdy Tm methylovaného amplikonu byla 80,0 °C

a z nemethylovaného 78,5 °C (viz obrazek €. 15).
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Obrazek ¢. 12 — Derivace kfivky tani useku Alu-Sx amplifikovaného na templatu
bisulfitovaného (BC) standardu methylované a nemethylované DNA a na templatu
nebisulfitovaného (NC) standardu nemethylované DNA.

Meit Peak
b AN ® BC methylovana. |
3 Ao ; # BC nemethylovana
500 £l F.fr\\ .......... & NC nemethylovans
400 AR ) e

A{RFUMIT
g

200 L
100 ¥
0. -
4 .5‘. L -
100 & .;‘a\'f 3
B5 i [ &0 &5 20 95

Temperature, Celsius

Obrazek ¢. 13 — Derivace kfivky tani useku Alu-Sp amplifikovaného na templatu
bisulfitovaného (BC) standardu methylované a nemethylované DNA a na templatu
nebisulfitovaného (NC) standardu nemethylované DNA.

@ BC methylovana
# BC nemethylovana
# NC nemethylovana :
'_ R AT Rt SRR SRR SRR =
= S S 3
B0 L deendinodo R de, :
g ]
g w i ————,——e—eeeee i
%0 %

Temperature, Celsius

33



Obrazek ¢. 14 — Derivace krivky tani useku Alu-E2F3 amplifikovaného na templatu
bisulfitovaného (BC) standardu methylované a nemethylované DNA a na
templatu nebisulfitovaného (NC) standardu nemethylované DNA.
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Obrazek ¢&. 15 — Derivace kfivky tani useku PKD1P2 amplifikovaného na templatu
bisulfitovaného  (BC) standardu  methylované a nemethylované  DNA
a na templatu nebisulfitovaného (NC) standardu nemethylované DNA.
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Obrazek ¢. 16 — Derivace krivky tani useku Alu-Sc amplifikovaného na templatu
bisulfitovaného  (BC) standardu  methylované a  nemethylované  DNA
a na templatu nebisulfitovaného (NC) standardu nemethylované DNA.
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5.2.2 MS-HRM u vzorkt z bukalnich stéru
V ramci Casosbérného pokusu sledovani epigenetického stavu dvojcat u péti

zvolenych Useku byly pozorované zmény v Tm amplifikovanych usekud pouze nepatrné.
U useku Alu-Sp a Alu-E2F3 nebyly pozorovany zadné zmény v Tm amplikond
ani v ramci sledovani Tm Useku jednoho dvojCete, ani mezi dvojcaty navzajem. Teplota
tani byla v kazdém tydnu u kazdého dvojCete i nepfibuzné osoby v pfipadé Alu-Sp
rovna 74,5 °C a v pfipadé Alu-E2F3 byla pokazdé rovna 74,0 °C. U useku Alu-Sx byl
pozorovan pouze nepatrny rozdil v Tm , kdy béhem tficeti tydnd doSlo u dvojCat
i nepfibuzné osoby maximalné ke dvéma snizenim Tm 0 0,5 °C z teploty 82,0 °C
na 81,5 °C. Podobné vysledky byly zaznamenany také u useku Alu-Sc, kdy u jednoho
dvojCete byly zaznamenany dva poklesy v Tm 0 0,5 °C z teploty 76,5 °C na 76,0 °C,
u druhého dvojcete bylo takovych poklesli zaznamenano pét a u nepfibuzné osoby
Ctyfi. Nejvice rozdild v Tm bylo zaznamenano u useku PKD1P2, kdy bylo u jednoho
dvojCete béhem ftficeti tydnl pozorovano dvanact zmén v Tm z 80,0 °C na 79,5 °C
a u druhého dvojCete bylo takovach zmén pozorovano ¢trnact. U nepfibuzné osoby
se v pfipadé useku PKD1P2 hodnoty Tm pohybovaly v rozmezi 79,5 °C a 79,0 °C,
pficemz hodnota 79,0 °C byla naméfena pouze tfikrat. Vysledky teplot tani
zaznamenanych béhem ftficeti tydn u sledovanych Usekd Alu-Sx, Alu-Sp, Alu-E2F3,
PKD1P2 a Alu-Sc u paru dvojcat a nepfibuzné osoby jsou uvedeny v souhrnné tabulce
¢. 7. Pozorovany rozdil 0,5 °C v Tm u Useku PKD1P2 a Alu-Sc mezi dvojCaty

je zobrazen derivaci kfivky tani danych amplikonu na obrazku €. 17 a 18.

35



Obrazek ¢. 17 — Derivace krivky tani useku PKD1P2 amplifikovaného
bisulfitované DNA obou dvojéat.
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Obrazek ¢. 18 — Derivace krivky tani useku Alu-Sc amplifikovaného
bisulfitované DNA obou dvojéat.
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Pomoci parového t-testu bylo zjisténo, zZe teploty tani jednotlivych useku

se mezi dvoj¢aty ani mezi dvojcaty a nepfibuznou osobou statisticky vyznamné neliSi

(p-hodnota byla u kazdého souboru hodnot vy$Si nez 0,05). Pomoci jednovybérového

t-testu bylo zjiSténo, ze u dvoj€at ani u nepfibuzné osoby nedoslo u jednotlivych Usek

v pribéhu tficeti tydnu ke statisticky vyznamnym zménam v teploté tani

byla u kazdého souboru hodnot vyssi nez 0,05).

(p-hodnota
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Tabulka €. 7 - Zmény v teploté tani [°C] zaznamenané v obdobi 30 tydnui u tseku Alu-Sx, Alu-Sp, Alu-E2F3, PKD1P2 a Alu-Sc u paru monozygotnich
dvojcat a jedné osoby nepfibuzné paru dvojcat.

Alu-Sx Alu-Sp Alu-E2F3 PKD1P2 Alu-Sc
Tyden Dvojée 1 Dvojée 2 Nepribuzny Dvojée 1 Dvojée 2 Nepribuzny Dvojée 1 Dvojée 2 Nepfribuzny Dvojée 1 Dvojce 2 Nepiibuzny Dvojée 1 Dvojce 2 Nepribuzny
1 82,0 82,0 82,0 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 80,0 79,5 79,5 76,5 76,5 76,5
2 82,0 82,0 82,0 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 80,0 80,0 79,5 76,5 76,5 76,5
3 82,0 82,0 82,0 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 79,5 80,0 79,5 76,5 76,5 76,5
4 82,0 82,0 81,5 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 79,5 79,5 79,0 76,5 76,5 76,5
5 82,0 81,5 82,0 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 80,0 79,5 79,5 76,5 76,5 76,5
6 82,0 82,0 82,0 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 79,5 80,0 79,5 76,5 76,0 76,5
7 82,0 82,0 82,0 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 79,5 80,0 79,5 76,5 76,5 76,5
8 82,0 82,0 81,5 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 79,5 79,5 79,5 76,5 76,5 76,5
9 82,5 82,0 82,0 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 79,5 79,5 79,5 76,0 76,5 76,5
10 82,0 82,0 82,0 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 80,0 79,5 79,5 76,5 76,5 76,5
11 82,0 82,0 82,0 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 79,5 79,5 79,5 76,5 76,5 76,5
12 82,0 82,0 81,5 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 79,5 79,5 79,0 76,5 76,5 76,5
13 82,0 82,0 82,0 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 80,0 79,5 79,5 76,5 76,5 76,0
14 82,0 82,0 82,0 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 79,5 80,0 79,5 76,5 76,5 76,5
15 82,0 82,0 82,0 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 80,0 79,5 79,5 76,5 76,5 76,5
16 82,0 82,0 82,0 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 80,0 79,5 79,5 76,5 76,0 76,5
17 82,0 82,0 82,0 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 80,0 80,0 79,5 76,5 76,5 76,0
18 82,0 82,0 82,0 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 79,5 80,0 79,5 76,5 76,5 76,5
19 82,0 82,0 82,0 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 79,5 79,5 79,5 76,5 76,5 76,5
20 82,0 82,0 82,0 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 80,0 79,5 79,5 76,5 76,0 76,5
21 82,0 82,0 82,0 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 80,0 80,0 79,5 76,5 76,5 76,5
22 82,0 82,0 82,0 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 80,0 80,0 79,5 76,5 76,5 76,5
23 81,5 82,0 81,5 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 79,5 79,5 79,5 76,5 76,5 76,0
24 82,5 82,0 82,0 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 80,0 79,5 79,5 76,5 76,0 76,5
25 82,0 82,0 82,0 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 80,0 80,0 79,5 76,5 76,5 76,5
26 82,0 82,0 82,0 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 79,5 80,0 79,5 76,5 76,5 76,5
27 82,0 82,0 81,5 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 79,5 79,5 79,0 76,0 76,5 76,0
28 82,0 81,5 82,0 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 80,0 79,5 79,5 76,5 76,0 76,5
29 82,0 82,0 82,0 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 80,0 80,0 79,5 76,5 76,5 76,5
30 82,0 82,0 82,0 74,5 74,5 74,5 74,0 74,0 74,0 79,5 80,0 79,5 76,5 76,5 76,5
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Epigeneticky stav byl zjistén u Usekl Alu-Sx, Alu-Sp, Alu-E2F3, PKD1P2 a Alu-Sc
také v ramci nahodného vybéru patnacti osob nepfibuznych paru dvojCat. Teploty tani
zjisténé u jednotlivych usekld se pohybovaly v rozmezi stejnych hodnot, jaké byly
pozorovany v ramci ¢asosbérného pokusu. U testovanych nepfibuznych osob takeé
nebyl u Useku Alu-Sp a Alu-E2F3 pozorovan zadny rozdil v Tm danych amplikond.
U useku Alu-Sx byla u jedenacti osob zaznamenana Tm v hodnoté 82,0 °C a u Ctyf
osob v hodnoté 81,5 °C. U useku PKD1P2 byla ¢tyfikrat zaznamenana Tm 79,5 °C,
desetkrat 80,0 °C a jednou 80,5 °C. U useku Alu-Sc byla ¢tyfikrat zaznamenana Tm
76,0 °C a jedenactkrat 76,5 °C. Zjisténé hodnoty Tm u souboru nepfibuznych osob jsou

shrnuty v tabulce €. 8.

Tabulka ¢. 8 — Teploty tani [°C] zaznamenané u useku Alu-Sx, Alu-Sp, Alu-E2F3,
PKD1P2 a Alu-Sc amplifikovanych na templatu bisulfitované DNA 15 osob
nepfibuznych paru dvojéat.

Osoba Alu-Sx Alu-Sp Alu-E2F3 PKD1P2 Alu-Sc
1 82,0 74,5 74,0 80,0 76,0
2 82,0 74,5 74,0 80,0 76,5
3 82,0 74,5 74,0 80,5 76,5
4 82,0 74,5 74,0 79,5 76,5
5 82,0 74,5 74,0 80,0 76,0
6 82,0 74,5 74,0 80,0 76,5
7 81,5 74,5 74,0 80,0 76,5
8 82,0 74,5 74,0 79,5 76,5
9 82,0 74,5 74,0 80,0 76,5
10 82,0 74,5 74,0 80,0 76,5
11 81,5 74,5 74,0 80,0 76,5
12 81,5 74,5 74,0 79,5 76,0
13 82,0 74,5 74,0 80,0 76,0
14 82,0 74,5 74,0 80,0 76,5
15 81,5 74,5 74,0 79,5 76,5

Pomoci jednovybérového t-testu bylo zjisténo, Ze teploty tani u jednotlivych useki
se v ramci souboru testovanych nepfibuznych osob statisticky nelisi (p-hodnota byla

u kazdého souboru hodnot vyssi nez 0,05).
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6 Diskuze
V ramci praktické casti pfedloZzené diplomové prace byl sledovan epigeneticky

stav jednoho paru monozygotnich dvoj¢at a jedné osoby nepfibuzné paru dvojcat
v Casovém obdobi tficeti tydnu. Bylo také provedeno porovnani epigenetického stavu
dvojCat s nahodné vybranymi patnacti nepfibuznymi osobami. Na zakladé dostupné
literatury bylo ke sledovani epigenetického stavu vybrano sedm usekd lidského
genomu, u kterych byl mezi zdravymi monozygotnimi dvojCaty zaznamenan rozdil ve
stupni methylace. V péti pfipadech se jednalo o mobilni genetické elementy — LINE-1
(Xu et al., 2015), Alu-Sp, Alu-Sx, Alu-E2F3, Alu-Sc (Fraga et al., 2005) a ve dvou
pfipadech o unikatni genové sekvence — PKD1P2, GUKL1 (Fraga et al., 2005). Detekce
methylace u vybranych Usekl byla provedena pomoci vysokorozliSsovaci analyzy
kfivek tani (high resolution melting, HRM).

Po experimentalnim ovéreni specifity primerovych sekvenci pfevzatych z literatury
byly z dalSi analyzy vyfazeny primery amplifikujici usek LINE-1 a GUKL1. S pouzitim
téchto primeru byl z pribéhu kfivky tani danych amplikond patrny vznik nespecifickych
produktl, které by znemoznily jasnou analyzu vysledkd. V experimentalni Casti
tak byl sledovan epigeneticky stav u péti useku — Alu-Sp, Alu-Sx, Alu-E2F3, PKD1P2
a Alu-Sc.

Useky Alu-Sx, Alu-Sp, Alu-E2F3, PKD1P2 a Alu-Sc byly nejdfive amplifikovany
na templatu methylovaného a nemethylovaného standardu DNA. U usekd Alu-Sx
a Alu-Sp nebyl pozorovan zadny rozdil v teploté tani mezi amplikony z methylovaného
a nemethylovaného standardu. U useku Alu-E2F3 a Alu-Sc byl zaznamenan rozdil
v teploté tani amplikoni methylovaného a nemethylovaného standardu pouze 0,5 °C
a u useku PKD1P2 rozdil 1,5 °C. U amplikont methylovaného a nemethylovaného
standardu byl vSak oCekavan rozdil teplot tani nejméné 2 — 3 °C, jako tomu bylo
v podobnych studiich vyuzivajich detekci methylace pomoci HRM (Tse et al., 2011;
Do et al., 2014; Nando et al., 2017). Pfi amplifikaci bisulfitovaného nemethylovaného
templatu totiz dochazi ke zméné& nemethylovanych cytosind na thyminy,
¢imz se v amplifikované sekvenci zvySi podil nukleotidi spojenych dvojnou vazbou
(thymin s adeninem) namisto nukleotidii spojenych vazbou trojnou (cytosin
tani nemethylované sekvence nizSi nez u sekvence methylované, kde ke konverzi
cytosinu na thymin nedochazi. Methylovany a nemethylovany standard by tak mél
predstavovat horni a spodni hranici rozmezi teplot tani, ve kterych se budou pohybovat
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hodnoty teplot tani testovanych vzorkd. Moznym vysvétlenim je pouZiti nevhodnych
primerovych sekvenci, pomoci kterych nebyla zajiSténa rovnhomérna amplifikace
methylované a nemethylované sekvence. Predejit tomuto problému v budoucnu
by bylo mozné navrhem novych primerovych sekvenci, které by mély splhovat jista
kritéria. Sekvence primeru (v reverse i forward sméru) by méla obsahovat jeden nebo
dva CpG ostrlivky, které by se mély nachazet co mozna nejblize u 5" konce primeru.
Dale by se na 3" konci primeru mél nachazet alespon jeden thyminovy nukleotid.
(Wojdacz et al., 2008). K navrhu vhodnych primerovych sekvenci je mozné vyuzit
napfiklad program BiSearch Primer design (Tusnady et al., 2005), MethPrimer
(Li et Dahiya, 2002) nebo Primer 3 (Untergasser et al., 2012).

U testovanych vzorkd dvojéat a osob nepfibuznych dvoj¢atim také nebyl
zaznamenan vyznamny rozdil v teplotach tani u danych amplifikovanych usekl. Rozdil
byl ofekavan alespon u uUsekl Alu-Sp a Alu-E2F3, protoZze na zakladé detekce
methylace pomoci HRM u téchto usekl v nedavné studii (Stewart et al., 2015)
byl u péti, respektive u &tyf pard monozygotnich dvoj¢at z celkové péti testovanych
zaznamenan rozdil v teplotach tani 0,5 — 1,5 °C. Nejvyssi rozdil (1,5 °C) zaznamenany
ve Stewartové studii byl pozorovan u useku Alu-Sp mezi dvéma tfiapadesatiletymi
bratry. Obecné byl zaznamenan vyraznéjsi rozdil mezi sourozenci starSimi 40 let nez
mezi sourozenci ve véku 20 — 25 let (Stewart et al., 2015). Rozdily v epigenetickém
stavu monozygotnich dvoj€at v souvislosti s pfibyvajicim vékem byly potvrzeny také
dfive, pomoci metod globalni detekce methylace (Fraga et al., 2005; Kaminsky et al.,
2009; Wong et al., Talens et al., 2012). Vzhledem k faktu, Ze v pfedlozené diplomové
praci byla k analyze pouzita DNA dvojcat ve véku 22 let, rozdily v epigenetickém stavu
sledovanych usekl u nich nemusi byt jesté tak vyrazné. U souboru nahodné vybranych
nepfibuznych osob (muzi a zZen ve véku okolo 30 let) vS8ak vyznamny rozdil také
pozorovan nebyl.

Moznym vysvétlenim negativniho vysledku jsou nedostatky v postupu protokolu
samotného provadéni prace. Na zakladé informaci uvedenych ve Stewartové studii
vSak neni mozné dohledat detailni popis provadéni analyzy. V této diplomové praci
byly pro amplifikaci useku Alu-Sp a Alu-E2F3 vyuzity stejné primerové sekvence jako
ve Stewartové studii. Ve studii neni uveden cely prubéh PCR protokolu, ale krok
analyzy kfivek tani byl proveden stejnym zplsobem. K bisulfitacni konverzi autofi

vyuzili komeréni kit od jiného dodavatele, ale neuvadi, jakym zpUusobem byla
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kontrolovana ucinnost bisulfitacni konverze vzorkd. Ve studii také neni uvedeno,
s jakym nastavenim parametrt bylo hodnoceni analyzy provadéno.

Je v8ak potfeba také zohlednit, Ze problémem detekce methylace u mobilnich
elementl pomoci MS-HRM je jednak povaha samotnych elementd, jednak limitace
metody MS-HRM. Mobilni elementy se v genomu nachazeji ve statisicich kopii
a pokud se jich pouze mala ¢ast nachazi v hypomethylovaném nebo naopak
v hypermethylovaném stavu, neni mozné tento rozdil pomoci MS-HRM detekovat.
Metoda MS-HRM vSak byla uspésné vyuZzita ke globalni detekci methylace u LINE-1
elementl (Tse et al., 2011). Dulezitym pfedpokladem k uspésné analyze byl podle
autort navrh specifickych primerovych sekvenci, pomoci kterych byla amplifikovana
co nejkratSi sekvence s dostateCnym poctem CpG ostravku. V dalSich experimentech
by tak mély byt primerové sekvence navrhovany i s ohledem na charakteristiku
amplifikované sekvence.

ProtoZze se mobilni elementy zdaji byt perspektivnim markerem k epigenetickému
rozliSeni monozygotnich dvojcat (Xu et al., 2015) a metoda MS-HRM predstavuje
rychlou, jednoduchou, citlivou a ekonomicky zajimavou metodu detekce methylace,

bylo by pfinosné vénovat se optimalizaci metody i nadale.
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7 Zaver

V ramci teoretické Casti predlozené diplomové prace byla zpracovana literarni
reSerSe pojednavajici o jednovajecnych a dvojvajecnych dvojcatech a o moznostech
rozliSeni monozygotnich dvojéat pomoci genetické metody (celogenomové
sekvenovani) a pomoci metod negenetickych (epigenetické a biometrické metody).

V ramci praktické ¢asti diplomové praci byl naplanovan a proveden ¢asosbérny
pokus sledovani epigenetického stavu jednoho paru monozygotnich dvojcat.
Od dvojc¢at byly pravidelné jednou tydné odebirany vzorky bukalnich stérl po dobu
tficeti tydnu. Ze vzorkl byla izolovana DNA, ktera byla nasledné oSetfena bisulfitacni
konverzi. Pomoci methylaéné specifické vysokorozliSovaci analyzy kfivek tani byla
provedena detekce methylace DNA u péti usekl lidského genomu — Alu-Sp, Alu-Sx,
Alu-E2F3, PKD1P2 a Alu-Sc. Mezi dvojcaty byl pozorovan pouze nepatrny rozdil
ve stavu methylace u useku Alu-Sx, PKD1P2 a Alu-Sc. V pfipadé usekl Alu-E2F3
a Alu-Sp nebyl pozorovan zadny rozdil. Stav methylace vSech usekl byl u obou
dvojCat vramci ftficeti tydnu stabilni. ProtoZze rozliSeni monozygotnich dvojcat
je aktualnim a stale nevyfeSenym tématem, bylo by pfinosné vénovat se hledani
a pozorovani genetickych i negenetickych rozdili mezi monozygotnimi dvojCaty

i v budoucnu.
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5-mC
A
ART
ATP
BC

C
DEPC
DNA
DNMT
dNTP
Dz

HLA
IVF
LINEs
MGEs
MS-HRM
MZ
PCR
SAH
SAM
SINEs
SNPs
STRs

Taq
Tm

9 Seznam pouzitych zkratek

5-methylcytosin

adenin

metody asistované reprodukce
adenosintrifosfat

bisulfitacni konverze

cytosin

diethyl pyrokarbonat
deoxyribonukleova kyselina

DNA methyltransferaza
deoxynukleotid trifosfat

dizygotni

guanin

lidsky leukocytarni antigen
fertilizace in vitro

dlouhé rozptylené jaderné elementy
mobilni genetické elementy
methylacné specificka vysokorozliSovaci analyza kfivek tani
monozygotni

polymerazova fetézova reakce
S-adenosyl-L-homocystein
S-adenosyl-L-methionin

kratké rozptylené jaderné elementy
jednonukleotidoveé (bodové) polymorfismy
kratké tandemové repetice

thymin

Thermus aquaticus

teplota tani

uracil
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