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Abstrakt

Cilem této diplomové prace bylo vypracovat piehled o genové konverzi, jeji roli v patogenezi
lidskych onemocnéni a zhodnotit vyuziti metod zalozenych na sekvenovani nové generace
(NGS) pro detekci vzacnych zmén sekvence DNA. Jedna se o pilotni studii vyuziti NGS pro
detekci bodovych mutaci vznikajicich de novo v genu pro B-glukocerebrosidasu genovou
konverzi mezi nim a jeho pseudogenem v meiotickych a mitotickych buiikach kontrolnich
osob. Primery specifické pro aktivni gen byly pouzity pro selektivni amplifikaci tseku
devatého a desatého exonu genu, kde se ,,rekombinantni* zmény vyskytuji nejcastéji. Byla

vyuZzita metoda znaceni cilovych molekul DNA pomoci ndhodnych sekvenci v primeru.

Bioinformatickym zpracovanim byly detekovany bodové mutace v sekvencich ziskanych
z 20 vzorkli genomové DNA na platformé Illumina MiSeq. Sekvence byly filtrovany, tfidény
podle unikatniho znaceni jednotlivych molekul DNA a byly vytvofeny alignmenty téchto
sekvenci. Softwarovou detekci se zamérn€ nestriktnimi kritérii bylo v jednotlivych vzorcich
nalezeno 12-48 potencidlnich bodovych mutaci, které byly nasledné ovéfovany
pfehodnocenim alignmentl sekvenci nesoucich shodnou znacici sekvenci. Pocet alignmentt s
unikdtnim znacenim byl v rozmezi 7-15 tisic na vzorek. Ve tfech vzorcich byly nalezeny
v genu pro B-glukocerebrosidasu mutace potencialné vzniklé genovou konverzi, coz sveédci
pro niz§i frekvenci, nez jaka byla detekovéana star§Simi metodami. Analyza znacicich sekvenci

v primeru naznacuje mozné zpusoby zlepSeni citlivosti metody.

DalSim cilem bylo testovani metod pfipravy templatu pro NGS pomoci obohacovani
konvertovanych sekvenci. Jednalo se o metodu zalozenou na principu zdmkovych sond,
mutacné specifického PCR a izotermické amplifikace zprostredkované smyckou. Pti aplikaci
na lidskou genomovou DNA tyto metody vSak nevedly k ziskani dostate¢ného mnozstvi

kvalitniho templatu pro NGS.

Klicova slova: genova konverze, gen pro [-glukocerebrosidasu, pseudogen pro

B-glukocerebrosidasu, sekvenovani nové generace, bodova mutace



Abstract

This diploma thesis provides an overview of gene conversion, its role in the pathogenesis of
human diseases and the use of methods based on next-generation sequencing (NGS) for
detection rare variants of DNA sequence. Labeling of target DNA molecules by random
nucleotides in primer and NGS were used for detection point mutations arising de novo in the
B-glucocerebrosidase gene by gene conversion between it and its pseudogene in meiotic and
mitotic cells of control subjects. Primers specific for the active gene were used to selectively
amplify the ninth and tenth exon of the gene where “recombinant” variants occur most
frequently.

Sequences generated from 20 genomic DNA samples on Illumina MiSeq platform were
quality filtered, sorted by unique labels and consensus sequences were created from
alignments of sequences carrying the same DNA tag. The number of potential point mutations
in the samples ranged between 12 and 48. The mutations were manually re-evaluated from the
alignments. The number of alignments with unique labeling was in the range of 7-15 thousand
per sample. Only three samples carried possible recombinant mutations, suggesting a lower
frequency of conversion in the region than reported by other techniques. Analysis of unique
sequences in primer indicated possible ways to improve the sensitivity of the method.

Another goal was to test methods of preparing the template for NGS by enriching the
converted sequences. Methods based on padlock probes, mutational-specific PCR and loop-

mediated isothermal amplification yield sufficient amounts of good quality template for NGS.

Key words: gene conversion, B-glucocerebrosidase gene, B-glucocerebrosidase pseudogene,

next-generation sequencing, point mutation
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’
Uvod

Homologni rekombinace mtze probihat odliSnymi mechanismy, pfekiizenim nebo genovou
konverzi. Pfi genovéd konverzi dochdzi k jednostrannému pienosu fragmentu DNA mezi
donorem a vysoce homolognim akceptorem. Darcovskd molekula zlstavd na rozdil od
mechanismu piekiizeni béhem tohoto procesu nezménéna. Konverze probiha pii opravé
dvoutetézcového zlomu DNA molekul, ke kterému dochazi s vysokou frekvenci jak
v prokaryotickych, tak v eukaryotickych buiikdch. Genovéa konverze hraje roli v evoluci
genomu, protoze vede ke zménam v genech a nekodujicich sekvencich a ma také vliv na
rozvoj genetickych chorob. Genova konverze by mohla mit v budoucnu vyuZziti v genové
terapii. Pomoci tohoto typu rekombinace by bylo mozné vnaset do DNA s defektnim genem

gen funk¢ni.

Genova konverze se odehrava de novo v somatickych a pohlavnich bunikéch zdravého jedince,
coz znamena, ze k tomuto rekombina¢nimu procesu dochazi, jak béhem meidzy, tak i béhem
mitdézy. Vyznam konverze u zdravych jedincii je v somatickych bunikdch zanedbatelny,
u pohlavnich buné¢k je vSak riziko, ze daji vznik novému jedinci nesoucimu patogenni alely.
Genova konverze byla v buiikach zdravych jedinci v minulosti studovéana. V soucasné dobé
vSak disponujeme novymi pfistroji a metodickymi postupy, diky kterym jsme schopni

ptresnéji odhadnout, s jakou frekvenci ke konverzi dochazi.

V této praci se konkrétné zabyvam vyuzitim metod sekvenovani nové generace pro studium
genové konverze mezi genem a pseudogenem pro B-glukocerebrosidasu, diky které dochéazi

ke vzniku patogennich alel, které mohou byt pti¢inou vzniku Gaucherovy choroby.
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Cile prace

1) Zhodnotit vyuziti metod zalozenych na sekvenovani nové generace pro detekci
vzacnych bodovych mutaci lidské genomové DNA.

2) Zavést metodu znaceni jednotlivych molekul DNA v templatu pro sekvenovani nové
generace a sekvenovat touto technikou tusek devatého a desatého exonu genu pro
B-glukocerebrosidasu na sekvenatoru MiSeq.

3) Na zaklad¢ vysledki zptesnit odhad frekvence de novo genové konverze mezi genem
a pseudogenem pro P-glukocerebrosidasu u meiotickych a mitotickych bunék
kontrolnich osob a porovnat jej s diiveéjSimi odhady.

4) VysSetfit vhodnost pouziti metod na principu obohacovani konvertovanymi

sekvencemi.

11



Prehled literatury

1 Genova konverze

Genova konverze je typem homologni rekombinace, ke které dochazi béhem meiozy 1 mitdzy.
Genova konverze probiha pii opravé DNA poskozené vlivem vnéjSiho prosttedi (UV zafeni,
chemické latky, viry), vnitiniho prostiedi (poruchy replikace DNA, reaktivni kyslikové
formy) nebo v meidze béhem vymény genetické informace. Jedna se o jednostranny pienos
genetické informace mezi vysoce sekvenéné homolognimi tseky DNA - donorem a
akceptorem. Pfenos se odehrava mezi homolognimi chromozomy, sesterskymi chromatidami
nebo homolognimi sekvencemi na stejném nebo jiném chromozomu. U lidi jsou pfenaSené

useky dlouhé obvykle nékolik stovek para bazi (Elliott et al. 1998).

Homologni rekombinace v meidoze a mitéze

Meiodza u eukaryot probihd béhem spermatogeneze a oogeneze. K homologni rekombinaci
dochazi v profazi prvniho meiotického déleni, konkrétn¢ v pachytenu mezi dvéma duplexy
DNA. Frekvence rekombinace se u gamet liSi. Uvadi se, ze frekvence rekombinace u oocyti

je 1,5krat vyssi nez u spermatocytt (Tease, Hartshorne and Hultén 2002).

U mitoticky délicich se bun¢k dochazi k homologni rekombinaci pifedevSim pii opravé DNA
v disledku jejiho poSkozeni. Spontanné probihd mitotickd rekombinace v porovnani
s meiotickou rekombinaci vzacnéji, konkrétné 25 tisickrat méné Casto (Barbera and Petes
2006). Nejcastéji dochazi k mitotické rekombinaci mezi sesterskymi chromatidami, ale mtze
probihat i mezi homolognimi chromozomy. Z divodu reciproké mitotické rekombinace mezi
homolognimi chromozomy s heterozygotnimi alelami mohou z matefské bunky vzniknout
dvé homozygotni dcefiné buniky. Tento jev je nazyvan ztrata heterozygozity. Pokud dochézi
k reciproké mitotické rekombinaci mezi nealelickymi (ektopickymi) homolognimi
sekvencemi, mohou vznikat translokace, delece, duplikace, inverze a centrické nebo
dicentrické chromozomy. Mitotickd rekombinace mezi homolognimi chromozomy byla
poprvé popséana roku 1936 na modelovém organismu Drosofila melanogaster (Stern 1936).
K mitotické rekombinaci nedochazi v samotné mitdze, ale v bunééné interfazi (Fabre 1978,
Esposito 1978). Useky pienasené mitotickou genovou konverzi jsou o mnoho delsi nez tseky
pfenasené v meidze. Jedna se piiblizné o nékolik kilobazi dlouhy tsek v mitdoze a ne€kolik
stovek bazi dlouhy usek béhem meiotické genové konverze (Yim et al. 2014). Genova

konverze bc¢hem meidzy ma velky vliv na diversifikaci alel. Dochéazi ke sjednocovani
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ptibuznych a homolognich sekvenci, coz mé v urCitych ptipadech za nasledek vznik

komplexnich alel zptsobujicich dédi¢na onemocnéni (Jeffreys and May 2004).

Interalelicka a nealelicka genova konverze

Ke genové konverzi dochézi pii opravé dvouretézcového zlomu (Double-Strand Break, DSB),
dé€lime ji na interalelickou a nealelickou. K interalelické genové konverzi dochazi pii meidze
mezi alelami na homolognich chromozomech. Interalelickd genova konverze ma velky
vyznam pii tvorbé novych kombinaci polymorfismi v duplikovanych genech a zvySuje
mnozstvi haplotypi, napiiklad u hlavniho histokompatibilniho komplexu (Ohta 1999).
Ektopicka genova konverze probiha v meiodze 1 mitoze, jedna se o pienos genetické informace

mezi riznymi lokusy na raznych chromozomech (Galtier et al. 2001).

Chybné parovani bazi a genova konverze

Ke genové konverzi dochdzi nejen pii opravé DSB, ale také pii opravé chybného parovani
bazi, kdy dochazi k vystfizeni a nahrazeni baze na zaklad¢ komplementarity. Pokud je
opravnymi mechanismy bunky zjiSténa zdmeéna (mismatch) A/T, je vysoce pravdépodobné, ze
bude baze opravena na C/G a povede ke konverzi. Nalezem svéd¢icim pro vyznam tohoto
mechanismu muize byt vysoky obsah GC paru v oblastech, kde dochazi ke genové konverzi

s vysokou frekvenci (Galtier et al. 2001).

Koheziny

Koheziny jsou proteinové komplexy, jejichz funkci je regulace separace sesterskych
chromatid. V mitéze koheziny zajiStuji, ze k opravé DSB dochazi pfednostné mezi
sesterskymi chromatidami. Koheziny hraji také roli v meidze, kdy drzi sesterské chromatidy
pohromadé do pozdnich fazi profaze. Koheze sesterskych chromatid je na urcitych mistech
uvolnéna béhem DSB-zprostfedkované rekombinace v meidze, aby mohly spolu interagovat
homologni chromozomy, a nikoliv sesterské chromatidy (Klein et al. 1999). V profazi meidzy
dochdzi ke vzniku mnoha DSB, které nepokracuji do prekiizeni. K opravé téchto DSB
pomoci rekombinaci nejsou preferované sesterské, ale homologni molekuly. Predpoklada se,
ze vgenomu zustavaji stopy téchto zastavenych rekombinaci jako genové konverze

(Cortés-Ledesma and Aguilera 2006).
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1.1 Frekvence genové konverze

Frekvenci genové konverze ovliviiuje n¢kolik faktort: specifické DNA motivy a struktury,
stupent homologie, vzdalenost, pozicni efekt a délka homolognich sekvenci. Dale frekvenci

ovliviiuje, jestli se jedna o genovou konverzi v meidze nebo mitdze.

Specifické DNA motivy a struktury

Mista, ve kterych dochéazi k rekombinaci béhem meidzy nebo mitdézy Castéji, se nazyvaji
hotspoty. Tyto hotspoty se v genomu nevyskytuji ndhodné, prakticky se nevyskytuji v oblasti
centromer a telomer (Su, Barton and Kaback 2000, Rockmill, Voelkel-Meiman and Roeder
2006). Naopak vysoké zastoupeni hotspotil je v subtelometrické oblasti (Linardopoulou et al.
2005). Hotspoty se nachéazeji v mistech se specifickymi sekvencnimi motivy a DNA
strukturami, které jsou nachylné k DSB. Jedna se o sekvence, které maji potencial k tvorbé
jiné nez B-konformaci DNA, chi-like sekvence a purin-pyrimidinové useky vytvaiejici
levotoc¢ivou Z-konformaci DNA, déle sekvence tvofici trojvldknovou DNA (H-DNA),
napt. u genl kodujicich transkripéni faktory (c-myc) nebo sekvence bohaté na guanin, které
tvoii G-kvadruplexy (Chuzhanova et al. 2009). Kromé toho je vysoka pravdépodobnost
genové konverze u repetetivni sekvenci, napt. u Alu sekvenci. Pftimé repetice mohou tvofit
tzv. klouzavou DNA (slipped DNA). Invertované repetice mohou tvofit stabilni vlasenkovou
strukturu nebo strukturu kiiZovou, coz je dvojitd vlasenka (Lilley 1980). Vlasenky se mohou
vytvofit béhem replikace na opozd'ujicim se vldkné a zptlisobit tak zastaveni replikacni vidlice
(Gordenin and Resnick 1998). Hotspoty se nachéazeji také Casto v CpG bohatych oblastech,
napf. hotspot se sekvenci CCTCCCCT (Myers et al. 2005).

Nedavny vyzkum dokazuje, Ze vétSina DSB v meidze vznika u mysi a ¢loveéka v mistech, na
kterd se vaze histon-lysin N-metyltransferdiza PRDM9 (Baudat et al. 2010). Vazba tohoto
rekombinacni komplex. Tandemova pole DNA-vazebnych ,,zinkovych prsti® PRDM9 jsou
velmi polymorfni a jejich varianty maji afinitu pro rizné motivy DNA. Mista vzniku DSB u
clovéka jsou timto definovana preferencni afinitou variant PRDM9. Byly vytvofeny
rekombinac¢ni mapy meiotickych bunek u vzorkli ze spermii péti osob a ukazaly, Ze pozice a
frekvence vyuziti vétSiny hotspoti DSB se shoduji u osob nesoucich stejné alely PRDM9
(Pratto et al. 2014).

Kromé genové konverze muze u duplikovanych genti dojit na jednom vladkné ke vzniku

tzv. fuzni alely (Obr. 7) jako je tomu u genu CYP2/ a jeho pseudogenu CYP2IP. Ke spojeni
14



genu a pseudogenu zde dochazi ve dvou riiznych oblastech. Prvni z oblasti byla lokalizovana
v chi-like sekvenci GCTGGGC ve tfetim intronu a druhd oblast byla lokalizovana
v tandemové repetici minisatelitni sekvence TGGCAGGAGG v patém exonu pseudogenu

(L’allemand et al. 2000).

Stupeit homologie

Frekvence genové konverze také zalezi na stupni homologie dotéenych sekvenci. Genova
konverze obecné probihd, pokud je sekvenéni identita vyssi nez 80 %, nejcastéji se jedna o
95% homologii. Jsou zndmy 1 ptipady, kdy ke konverzi dochdzi, i kdyzZ je sekvenéni identita
niz8i nez 80 %, ale s o mnoho nizsi frekvenci. Jestlize u Escherichie coli klesne homologie

sekvenci ze 100 % na 90 %, tak frekvence konverze klesne 40krat (Reiter et al. 1998).

Vzdalenost a pozi¢ni efekt homolognich sekvenci

Frekvence genové konverze je vyssi intrachromozomadlni nez interchromozomalni a to jak
v meiodze, tak i v mitéze (Lichten, Borts and Haber 1987). U intrachromozomalni konverze
zalezi na vzdalenosti homolognich tseki. Cim je vétsi vzdalenost mezi homolognimi tseky,
tim je nizsi frekvence genové konverze. Z pokusi na mysich vyplynulo, Zze u vzdalenosti
mensi nez 55 kilobazi mezi homolognimi sekvencemi ke genové konverzi doslo ve 30 %
ptipadi. Pokud byla vzdalenost vétsi nez 370 kilobazi, frekvence klesla na 10 % (Ezawa,
OOta and Saitou 2006). Vyznamny je také pozicni efekt. Jestlize se nachazi homologni
sekvence v blizkosti centromery, dochazi ke genové konverzi az s 40krat nizsi frekvenci

(Lichten et al. 1987).

Délka homolognich sekvenci

Délka homolognich sekvenci je dalSim faktorem ovliviiujicim frekvenci konverzi. Byla
experimentalné stanovena minimalni velikost sekvence pro ti¢innou konverzi (tzv. Minimum
Efficient Processing Segment, MEPS) (Shen and Huang 1986). Délka MEPS zélezi na
organismu, u Saccharomyces cerevisae bylo MEPS stanoveno pfiblizné na 250 bazi (Jinks-
Robertson, Michelitch and Ramcharan 1993), u lidi na 350-450 bazi (Reiter et al. 1998).
V ojedinélych piipadech byla genova konverze pozorovana i mezi mensimi useky o velikosti
cca 10 bazi (Mézard, Pompon and Nicolas 1992). Pravdépodobnost genové konverze je vyssi
u delSich homolognich usekti. U 0,7 kilobazi dlouhych homolognich sekvenci sav¢iho
genomu dochazi ke genové konverzi v 17-60 % ptipadi homologni rekombinace vyvolané
DSB. U dvojnasobné¢ dlouhého useku vzrista ¢etnost genové konverze na 97 % (Taghian and

Nickoloff 1997).
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2 Oprava dvouretézcového zlomu

Ke genové konverzi dochazi v mistech DSB. V meidze je zlom iniciovan v profazi, kdy se
homologni chromozomy sparuji za tvorby synaptonemélniho komplexu a za ucasti PRDM9 a
Spoll proteini se vytvoii DSB (Baudat et al. 2010). V meidze je nejcastéj$i mechanismus
opravy dvoufetézcového zlomu DSBR (Double-Strand Break Repair) model, jehoz
vysledkem jsou jak produkty s ptekiizenim, tak produkty bez prekiizeni (Obr. 1). Alternativni
cestou genové konverze je oprava DSB hybridizaci (Synthesis-Dependent Strand Annealing,
SDSA), ktery je upfednostiiovan v mitdze, a vysledkem jsou jen produkty bez prekiizeni

(Obr. 1) (Allers and Lichten 2001).

Podobnym mechanismem muze dojit ke genové konverzi pii opravé zastavenych nebo
zkolabovanych replikacnich vidlic, kdy je zlom v jedné ¢asti vidlice opraven nej€astéji podle
neporusené sesterské chromatidy, kdy nedojde ke zméné genetické informace. Mechanismus
se nazyva zlomem indukovana replikace (Break-Induced Replication, BIR) (Obr. 2) (Morrow,
Connelly and Hieter 1997). BIR model se vyznacuje na rozdil od ostatnich modelti opravy
DSB tim, Ze pouze jeden konec DSB je homologni se sekvenci donora. Pokud je jako templat
pro opravu BIR pouZit stejny gen na homolognim chromozomu nebo jind homologni
sekvence, mize dojit ke konverzi. Tento model pomaha také mimo jiné udrzovat délku

telomer (Roumelioti et al. 2016).

Dal$im mechanismem opravy DSB rekombinaci je jednoietézcova hybridizace (Single Strand
Annealing, SSA) (Obr. 3). Dochazi k ni v pfipadé dvou pfimych repetic, které mohou byt
vzdaleny azZ desitky kilobazi. Pti opravé je nenavratné vysttiZena jedna z repetic a také oblast
mezi repeticemi. Tento model je proto ozna¢ovan jako mutagenni (Schildkraut, Miller and

Nickoloff 2005).
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Obrazek 1: Mechanismus opravy DSB modelem DSBR a SDSA. Po vytvoifeni DSB dochazi k degradaci
5" konct. Jeden volny 3” konec akceptorového fetézce putuje k duplexu donora, kde dojde odsunutim jednoho
donorového fetézce k tvorbé D-smycky. Volné 3” konce akceptora slouzi jako primery a prodluzuji se DNA
syntézou na zaklad¢ komplementarity podle fet€zci donora. SDSA model: invadujici vlakno se na 3" konci
uvolni od D-smyc¢ky a nasedne na komplementarni 3" sekvenci na druhé strané zlomu. Po doplnéni chybé&jicich
bazi a ligaci vznikne opravena molekula nesouci donorovou sekvenci. Donorova DNA je nezménéna. DSBR
model: D-smycka zlistava zachovana a dochazi k ligaci na obou stranach zlomu. Tim vznikaji dvé Holliadayovy
struktury. Podle zptsobu $tépeni Holliadovych struktur vznikd produkt s piekfizenim (reciprokéd rekombinace)

nebo produkt bez prekiizeni (genova konverze). Pievzato a upraveno z (Svendsen and Harper 2010).
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Obrazek 2: Mechanismus opravy DSB modelem
BIR. Po degradaci 5° konce 3” konec invaduje
k sekvenci donora za tvorby D-smycky. Po DNA
syntéze a ligaci se vytvori Hollidayova struktura,
kterd je rozstépena nukledzami. Pfevzato a

upraveno z (Svendsen and Harper 2010).

Obrazek 3: Mechanismus opravy DSB modelem
SSA. Po degradaci 5" koncd jsou piesahujici
3" konce odstfizeny a nasledné DNA ligazou
spojeny. Pfevzato a upraveno z (Svendsen and

Harper 2010).
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3 Pseudogeny

Roku 1977 C. Jacq objevil zkracenou formu genu pro 5S ribozom u Xenopus laevis. Tato
vysoce homologni sekvence k aktivnimu genu byla poprvé pojmenovana pseudogen (Jacq,
Miller and Brownlee 1977). Pseudogeny jsou vysoce homologni sekvence k aktivnim gentim,
které¢ ztratily schopnost tvofit funk¢ni protein. Vyskytuji se v genomu komplexnich
organismil, jako jsou obratlovci a vyssi rostliny, ale je mozné je najit i u bakterii, hmyzu nebo
napiiklad u organismil z fiSe Nematoda (Podlaha and Zhang 2010). Lidsky a mysi genom

obsahuje témér stejny pocet pseudogenti jako aktivnich genii (Zhang and Gerstein 2004).

Pseudogeny postradaji funkénost a doneddvna se myslelo, Ze i vyznam (Podlaha and Zhang
2010). Divodem ztraty funkcnosti je predCasny stop-kodén nebo posunuti cteciho ramce.
Nicméné nedavna studie pseudogenu u organismu Drosophila sechellia ukazala, Ze navzdory
pfedcasnému stop-kodénu mize vznikat funkéni protein (Stensmyr 2016). Vyznam
pseudogentl spo¢iva mimo jiné v tom, ze RNA transkripty mohou ovliviiovat funkci nejenom
matefského genu, ale 1 Gpln€ jinych geni. RNA transkripty pseudogenii mohou byt
procesovany na kratké interferujici RNA, které RNAi drahou reguluji aktivni geny.
Pseudogenni protein miize alostericky inhibovat protein koédovany aktivnim genem. Dokéazi
tedy zvySovat nebo snizovat genovou expresi a mohou hrat i roli v patogenezi,
napt. u lidskych nadord (Poliseno 2012). Pseudogen PTENPI ovlivituje funkci tumor
supresorového genu PTEN tak, Ze transkripty genu a pseudogenu kompetuji o navazani na
steyné miRNA molekuly. Na bunéénych liniich karcinomu prsu a tlustého stfeva byl zjistén
deficit pseudogenu PTENPI. Transkripty tumor supresorového genu byly umléeny miRNA v
disledku deficitu transkripti pseudogenu a doSlo tak k rozvoji rakovinného bujeni (Poliseno

et al. 2010).

Rozdéleni

Pseudogeny se d¢li na tfi hlavni skupiny, na pseudogeny jednotné (unitary), procesivni a
neprocesivni (Obr. 4). Jednotné pseudogeny vznikaji spontannimi mutacemi v aktivnich
genech. Procesivni pseudogeny vznikaji retrotranspozici mRNA transkripti a jejich
naslednym vmezefenim na nové misto v DNA. Maji polyA konec a nemaji promotorové
oblasti a introny (Maestre et al. 1995). Neprocesivni pseudogeny vznikaji duplikaci aktivnich
geni a naslednou mutaci. Obsahuji exony, introny a promotorové oblasti. Prikladem

neprocesivniho pseudogenu je pseudogen pro B-glukocerebrosidasu.
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Obrazek 4: Vznik pseudogeni. A. Neprocesivni pseudogeny vznikaji duplikaci a naslednymi mutacemi
v duplikovaném genu. B. Procesivni pseudogeny vznikaji transkripci genu do mRNA, ktera je reverzni
transkriptazou piepsana do kodujici DNA (cDNA), ve které vznikaji nové mutace a tato cDNA je zpét
inzertovana do genomu. C. U tzv. unitarnich pseudogenti dochazi v disledku mutaci k pfetvoteni genu na
pseudogen, tudiz aktivni gen k takto vzniklému pseudogenu chybi, na rozdil od pfedchozich dvou skupin.

pa oznaceni pro aktivni gen, pg pro pseudogen. Pfevzato a upraveno z (Poliseno 2012)

Onemocnéni zplisobena genovou konverzi mezi genem a pseudogenem

V disledku genové konverze mezi aktivnim genem a pfislusSnym pseudogenem dochazi
k vnaSeni patogennich alel, které mohou zplisobovat dédicnd onemocnéni. Ptikladem miiZze
byt genovd konverze mezi kationickym trypsinogenem (PRSSI) a pseudogenem
trypsinogenem 6 (PRSS3P2) zpisobujici chronickou pankreatitidu (Rygiel et al. 2015), nebo
mezi beta-crystallinem B2 a jeho pseudogenem zpusobujici katarakty (Sarhadi et al. 2001).
U Blackfan-Diamondovy anémie dochazi ke genové konverzi mezi geny pro ribozomalni
proteiny a jejich pseudogeny (Boria et al. 2010). Mezi dal$i onemocnéni, kterda mohou byt
zpusobend genovou konverzi mezi aktivnim genem a pseudogenem patii napiiklad
kongenitalni andrenalni dysplazie, von Willebrandova choroba, agamaglobulinémie, spinalni

muskularni atrofie, Gaucherova choroba a dalsi (Bischof et al. 2006).
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4 Gen a pseudogen pro B-glukocerebrosidasu

Gen a pseudogen pro B-glukocerebrosidasu jsou lokalizovany na chromozomu 121 (Ginns et
al. 1985). Tento na geny bohaty region obsahuje sedm gent, dva pseudogeny a je dlouhy
85 kilobazi. Nejblize aktivnimu genu pro B-glukocerebrosidasu (GBA) a pseudogenu pro
B-glukocerebrosidasu (GBAP) se nachazi gen MTXI a pseudogen MTXP pro metaxin (Obr. 5).
Sekvence GBA a GBAP byla popsana Horowitzovou roku 1989 (Horowitz et al. 1989). GBA
je dlouhy 7,6 kilobazi a je rozdélen na 11 exont a 10 intronii, v intronovych oblastech se
nachdzi 4 Alu repetice. GBAP lezi 16 kilobazi od genu, jeho délka ¢ini 5,7 kilobazi a mé
stejny pocet exonu a introni jako GBA, avsak obsahuje pouze 1 Alu repetici v sedmém
intronu (Zimran et al. 1990) a 55 bazovou deleci v devatém exonu. Sekvence GBAP je z 96 %
homologni k sekvenci GBA. GBAP je transkribovan diky zachovanému aktivnimu promotoru,
ktery ma stejn¢ jako promotor GBA dva TATA boxy a dva CAT boxy. Jediny rozdil
v sekvenci promotoru GBA a GBAP je v substituci v druhém CAT boxu (Horowitz et al.
1989). Aktivita promotoru GBAP je slabsi nez u GBA (Reiner and Horowitz 1988).

clk2 propinl  cotel GBA GBAP Thbs3 MUCI
e — ._#_
MTXP MTX

Obrazek 5: Znazornéni na geny bohaté oblasti na chromozomu 1q21. Potadi sedmi gend (c/k2, propinl,
cotel, GBA, MTX1, THBS3, MUCI) a dvou pseudogentt (MTXP, GBAP) v 1q21 oblasti chromozomu. MTX] a
MTXP jsou transkribovany v opaéném sméru nez ostatni geny a pseudogen. Pfevzato a upraveno z (Winfield et

al. 1997).

4.1 Mutace

U pacientli s Gaucherovou chorobou bylo zaznamenano pies 200 mutaci. Mezi nejcastéjsi
mutace se fadi 1226A>G (N370S), 1448T>C (L444P), 1342G>C (D409H), 1504C>T
(R463C). Substituce [.444P se nachazi v desatém exonu a objevuje se u vSech typu

Gaucherovy choroby (Tsuji et al. 1987).

Jako rekombinantni (Rec) se oznacuji komplexni alely, které obsahuji dvé a vice mutaci, které
se vyskytuji v GBAP (Obr. 6). Mutace L444P spolu s mutacemi A456P a V460V tvori
rekombinantni alelu RecNcil zacinajici v rozmezi devatého intronu a desatého exonu, kdy je
sekvence genu nahrazena sekvenci pseudogenu (Eyal, Wilder and Horowitz 1990). L444P a

A456P jsou mutace ménici smysl kodonu (missense) a V460V je tichym polymorfismem.
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Vzdalenosti mezi témito tfemi mutacemi jsou malé, déli je jen n€kolik bazi. Byly popsany i
dalsi rekombinantni alely Rec455 a RecTL zalinajici v rozmezi osmého intronu a devatého
exonu (Tayebi et al. 2003). Alela RecTL zahrnuje mimo L444P, A456P a V460V také mutaci
D406H z devatého exonu. Alela RecA455 obsahuje oproti RecTL navic 55 bazovou deleci
z devatého exonu (Beutler, Gelbart and West 1993a). V nasi laboratofi byla objevena alela
RecFS, ktera je zajimava tim, ze zahrnuje jen mutaci L444P a V460V, pfitom neobsahuje

mutaci A456P, ktera se nachazi mezi nimi (Hodanova et al. 1999).

Sekvence GBA je mezi intronem 8 a 3" neptekladanou oblasti z98 9% homologni
k sekvenci GBAP, coz je o 2 % vice, nez je tomu u zbylé¢ sekvence (96 %). Dokonce tento
region obsahuje 5 tisekli mensich nez 200 bazi, kde je homologie 100%. Proto v této oblasti

dochazi s nejvyssi frekvenci ke genové konverzi (Tayebi et al. 2003).

RecNcil

L444P A456P V460V
I

Klié;.exon GBA @ UTR == sekvence e ckvence GBAP il hotspot
chybéjici v GBAP

Obrazek 6: Znazornéni oblasti v GBA, ve kterych dochazi ke genové konverzi. Rec alely se nachazeji v
devatém a desatém exonu, kde nejcasteji dochdzi k rekombinacim. K rekombinacim dochazi také v mensi mife
v useku tfetitho exonu a druhého intronu (Cormand et al. 2000), dale také ve vyjimecnych piipadech v oblasti

mezi ¢tvrtym a sedmym exonem a ve 3" neprekladané oblasti. Pfevzato a upraveno z (Velayati et al. 2011).
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Kromé rekombinantnich alel byly popsany také fuzni alely, u kterych 3 konec GBA byl
nahrazen 5" koncem GBAP (Obr. 7). U fuzni alely 5" konec odpovida sekvenci GBA4 a 3’
konec sekvenci GBAP. Oblast mezi GBA a GBAP spolu s MTXP je vystiizena mechanismem
SSA (Obr. 3) (Zimran et al. 1990).

R 1 GBAaGBAP
I_- 16.0 222254 ' v normélnim komplexu

m : fuzni alela

Obrazek 7: Fuazni alela. V horni ¢asti obrazku je znazornén GBA a GBAP v normalnim komplexu, kde tmavé
pruhy znazoriiuji exony, svétlé introny a Srafované Alu repetice. V dolni ¢asti obrazku je znazornéna fuzni alela,
ktera ma stejnou velikost 7,6 kilobazi jako GBA. Usek na 3 konci dlouhy 1,6 kilobézi je nahrazen sekvenci
GBAP a sekvence mezi GBA a GBAP je nenavratné vystfizena. Hvézdickou je na GBA i GBAP znazornéna

oblast, ve které dochazi k rekombinaci. Pfevzato a upraveno z (Zimran et al. 1990).

4.2 Gaucherova choroba

Gaucherova choroba patii mezi nejcastéjsi lysosomalni onemocnéni. Je zplisobena deficitem
aktivity enzymu B-glukocerebrosidasy (GBA). Glukocerebrosidy nejsou enzymem §tépeny na
ceramidy a glukozu a hromadi se zejména v buiikdch makrofagového piivodu (Kattlove et al.
1969). Onemocnéni se dédi autosomalné recesivné. U prvniho typu choroby se incidence
celosveétoveé odhaduje zhruba na 1 : 40 000 a u druhého a tietiho typu na 1 : 100 000 (Charrow
et al. 2000). V populaci Askenazskych Zidi je incidence podstatné vyssi, uvadi se 1 : 855 a
Cetnost prenasect choroby se odhaduje na 1 : 14 u prvniho typu choroby (Beutler et al.
1993b). Mezi klinické pfiznaky patii zvétSeni jater a sleziny. Dale je postiZzena kosterni
soustava z divodu hromadéni glukocerebrosidii v kostni dieni. VéEtSina pacientl  trpi
osteoporozou, coz vede ke zvySené lamavosti kosti. Jedinci s Gaucherovou chorobou maji
nedostatek Cervenych krvinek (anémie), krevnich desti¢ek (trombocytopenie) a mohou trpét

zvySenou krvacivosti. Dale mohou byt postizeny plice a centralni nervova soustava (Cox and
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Schofield 1997). Gaucherova choroba se d¢li na tfi typy. VéEtSina pacienti spada do prvniho
typu bez neurologickych komplikaci (visceralni typ). Nejvyssi vyskyt jedincti postizenych
Gaucherovou chorobou prvniho typu je v populaci Askenazskych Zidt. Pacienti s druhym
typem nemoci (akutni neuronopaticky) maji tézce postizenou nervovou soustavu a umiraji
v kojeneckém véku (Stone et al. 2000). Pro tieti typ (chronicky neuronopaticky) je
charakteristické neurologické postizeni s pomalym vyvojem, jehoZ prvni pfiznaky se objevuji
v détském Skolnim véku nebo adolescenci. U tohoto typu nemoci se mohou vyskytovat
dychaci obtize v disledku infiltrace plic stfadajicimi makrofagy. Typickym neurologickym
pfiznakem je ztrata schopnosti pohybu o€i ze strany na stranu (okulomotorickd apraxie).
Nejvyssi incidence tretiho typu onemocnéni je v oblasti Svédska zvané Norbotten, kde jsou
pacienti obvykle homozygoti pro mutaci L444P v disledku efektu zakladatele (Dreborg,
Erikson and Hagberg 1980). Visceralni pfiznaky se v souc¢asné dobé mohou 1é¢it enzymovou
substituéni terapii, kdy je pacientim intravendzn¢ podavana modifikovana rekombinantni
B-glukocerebrosidasa (Barton et al. 1991). Dalsi moznosti je substrat redukéni terapie pomoci
inhibice glukosyl transferdzy, ktera katalyzuje tvorbu glukocerebrosidu z gluk6zy a ceramidu,
a tim dochdzi ke sniZeni zatéze mutantniho enzymu substratem. Nejnovéjsi studie provadéné
na jedincich s Gaucherovou chorobou typu 1 ukazaly, ze substrat redukéni terapie je uc¢inngjsi
nez enzymova substituéni terapie (Smid et al. 2016). V soucasné dob¢ probiha vyzkum lécby

pomoci chaperonti nebo genové terapie (Migdalska-Richards et al. 2017, Dahl et al. 2015).

5 Detekce vzacnych mutaci

5.1 Puavodni studie genové konverze mezi aktivnim genem a pseudogenem

V minulych letech byly pokusy o zachyceni vzacnych mutaci DNA vzniklych ptekiiZzenim
nebo genovou konverzi pomoci alelové specifické polymerdzové tfetézové reakce (alelove
specifické PCR, ARMS) (Fan et al. 2001). To mélo své nevyhody. Nebylo mozZné zjistit
rozsah konverzi z divodu neschopnosti detekovat jednotlivé rekombinantni molekuly.
Dal$im uskalim je chybovost DNA polymerazy, kterd zvySuje riziko faleSné pozitivity. Jako
materidl se vétSinou pouzivaly meiotické bunky, a to spermie od anonymnich darcua.
V pribéhu let doslo k vyvoji novych metod umoziujicich sekvenaci tisicti az milionti molekul
najednou. Pfi vyuziti polymeraz s niz$i chybovosti a technik umozujicich rozpoznat chyby

zpusobené polymerazami, 1ze zvysit presnost téchto metod.
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Detekce konverzi u kongenitalni adrenalni hyperplazie

Jedna ze starSich studii se zabyva genovou konverzi mezi genem pro 21-hydroxylazu a jejimi
pseudogeny (Tusié-Luna and White 1995). Deficit enzymu 21-hydroxylazy vede k rozvoji
onemocnéni kongenitalni adrenalni hyperplazie. Pacienti trpici touto chorobou nejsou schopni

syntetizovat kortizol.

Mutantni alely mohou obsahovat 30 kilobdzovou deleci na rozhrani intronu 2 a exonu 3
vznikajici nerovnomérnym piekiizenim nebo bodové mutace vzniklé genovou konverzi mezi
genem a pseudogenem. Jako material byly pouzity spermie a leukocyty zdravych osob, pro

porovnani frekvence genové konverze béhem meiodzy a mitozy.

Frekvence genové konverze byla stanovena pomoci dvoufazového semi-nested PCR.
V prvnim kole PCR byly pouzity primery specifické pro gen na rozhrani intronu 2 a exonu 3.
Molekuly nesouci bodovou mutaci pfed koncem druhého intronu (i2g mutace) byly
detekovany v druhém alelové-specifickém kole PCR. Sekvence horniho primeru byla stejna
jako v prvnim kole, sekvence dolniho primeru byla komplementarni ki2g na 3” konci.
Produkty 2. kola PCR byly vizualizovany autoradiografii na polyakrylamidovém gelu diky
radioaktivnimu znaceni jednoho z primerd. K ovéfeni senzitivity a specifity metody, byla
pouzita fedici fada od 500 ng do 1 pg DNA vzorku pfenasece i2g mutace. Pozitivni signal byl
ziskan 1 pfi mnoZzstvi 1 pg DNA, z ¢ehoZ lze usoudit, Ze je metoda senzitivni na Grovni témet
jedné molekuly. Frekvence genové konverze se liSila pfiblizn€ o 2 fady mezi jednotlivci.
Nejniz8§i mnozstvi DNA, pii kterém bylo mozné detekovat mutaci, bylo od 1 do 100 ng.
Takové mnozstvi DNA odpovida frekvenci genové konverze 1 : 1 000 az 1 : 100 000, a to jak
u spermatickych bunék, tak u leukocytli. De novo delece byla zjisténa s frekvenci 1 : 100 000
az 1:1 000 000 a to pouze u spermatickych bunék. Z toho vyplyva, ze k nerovhomérnému

prektizeni dochdzi pouze béhem meidzy (Tusié-Luna and White 1995).

U jednoho anonymniho darce bylo zji$téno, Ze u n€ho dochazi s vysokou frekvenci ke genové
konverzi a snizkou frekvenci k deleci. Pfi¢inou mohou byt negenetické faktory nebo
polymorfismus spjaty s CYP21 a CYP2IP. Jako negeneticky faktor ovliviiyjici frekvenci

konverze miiZe vystupovat v€k a pohlavi jednotlivce (Halldorsson et al. 2016).

Frekvence genové konverze mezi GBA a GBAP
V nasi laboratofi byla roku 2000 vypracovana diplomové prace, jejimz cilem bylo stanoveni
frekvence genové konverze mezi GBA a GBAP. Frekvence konverze byla méfena pomoci

dvou technik zaloZenych na PCR: kvantitativni kompetitivni PCR s fluorescencni detekci a
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diluéni metodou s radioaktivni detekci. Byla stanovena frekvence jednotlivych mutaci, které
nese rekombinantni alela RecA455 (mutace AS55, D409H, L444P, A456P, V460V) v genu
v souboru 10 vzorkti mitotickych a 10 vzorki meiotickych bunék. Nejvyssi frekvence byla
zaznamenana 1 : 200 kopii genomu u mutaci L444P, A456P a V460V. S nizsi frekvenci
1:2000az1:40 000 byly detekovany mutace A55 a D409H (Mrazova 2000).

Frekvence meiotické genové konverze v HLA a PAR1 oblasti

Dalsi studie se zabyvala frekvenci genové konverze pouze u meiotickych bunék, spermiich.
Detekce probihala ve 3 oblastech; dvé v HLA oblasti a tfeti v pseudoautozomalni oblasti
pohlavniho chromozomu PARI1. Nejprve se amplifikoval jeden haplotyp alelové specifickym
PCR mimo hotspot. Poté probéhla hybridizace alelové specifickymi oligonukleotidy, které
hybridizuji k sekvenci vnesené genovou konverzi nebo piekfizenim z jiného haplotypu.
Frekvence genové konverze v useku, kde dochazelo k rekombinacim nejcastéji, byla udavéna
1,3-3,4 x 10 na spermii. Frekvence prekfizeni byla niz3i nez frekvence genové konverze a
byla stanovena na 0,9-1,2 x 10°. Frekvence konverze se snizovala se vzdalenosti mezi
homolognimi sekvencemi. Nejmensi vzdalenost byla 300 bazi a nejvétsi 1 091 bazi (Jeffreys

and May 2004).
5.2 Nové metody pro zachyceni vzacnych mutaci

Sekvenovani nové generace

S rozmachem sekvenovani nové generace (Next-Generation Sequencing, NGS) vzriistaji
moznosti detekce vzacnych mutaci. Nyni je moZné sekvenovat cely genom s relativné
nizkymi néklady a s malou ¢asovou narocnosti. Diky RNA sekvenovani je moZné zkoumat
noveé sestithové varianty nebo stanovit mnozstvi mRNA k ur€eni genové exprese. Dale je
mozné urcit interakce mezi DNA a proteiny nebo metylace DNA. NGS je dnes Siroce

vyuzivano pro vyzkum i DNA diagnostiku.

Chybovost NGS

Nevyhodou NGS je pomérné vysoka chybovost, kterd komplikuje zachyceni vzacnych
mutaci. Chyby nemuseji byt zpisobeny jen amplifikaci, ale 1 pfi pfipravé vzorku, fdzemi pred
amplifikaci, béhem cyklického sekvenovani a analyzy obrazu. Polymerdza tvoii bodové
mutace, které jsou zpusobeny chybnou inkorporaci komplementdrniho nukleotidu nebo
»preskokem* polymerazy na jiny vysoce homologni templat. Konkrétn€ u platformy od firmy
[Mlumina je chybné identifikovano pfiblizné¢ 0,1 % bazi (Manley, Ma and Levine 2016).
Nekteré zdroje uvadeji rozmezi 0,05-1 % (Quail et al. 2008, Fuellgrabe et al. 2015). Zalezi na
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mnoha faktorech, napt. na délce sekvence, pouzitych chemikaliich a typu detekovanych
mutaci. Dal§im faktorem je typ pouzité platformy. Kazda platforma ma sklon k ur¢itému typu
mutaci, platforma od firmy Illumina k substitucim, Oxford nanoporové sekvenovani
k delecim, 454 Roche, Ion Torrent a PacBio k indelovym mutacim (Fuellgrabe et al. 2015).
Proto byla na trovni biochemie nebo zpracovavani dat vyvinuta fada opatieni zvySujicich

ptesnost sekvenovani.

Unikatni znac¢eni molekul DNA - tagy
Ke zvyseni citlivosti sekvenovani je mozné pouzit unikatni znaceni molekul tzv. tagy a zjistit,

jestli mutace vznikla chybou metody, nebo jestli jde o skute¢nou mutaci.

Unikatni sekvence — tag je pfifazen ke konkrétni molekule DNA: 1) jako soucést primert
béhem linearni amplifikace nebo PCR, 2) jako soucast primeru béhem reverzni transkripce
nebo 3) ligaci jako soucast oligonukleotidl, které zpravidla nesou sekvence adaptéri pro
sekvenovani. Tagem se rozumi sekvence 10-14 ndhodnych nukleotidi (pt. NNNNNNNNNN)
nebo ¢astecné degenerovanych nukleotiddi (pf. NNNNRNNYNN) (Kou et al. 2016). Pocet
nahodnych nukleotidli zalezi na poctu cilovych molekul v templéatu. V ptipadé 10 ndhodnych
nukleotidi je kapacita znadeni 4'°, coz se rovna 1,05 x 10° unikatnich sekvenci. Znagené
molekuly jsou obvykle nasledn¢ amplifikovany v dalsim kole pomoci PCR a produkty
sekvenovany NGS. Vysledné sekvence jsou rozdé€leny do skupin podle shodnych unikétnich
zna¢eni molekuly a mutace nalezené na jednotlivych molekulach jsou porovnany (Obr. 8).
Pokud se urcitd mutace nachazi na vSech nebo pfevazujici vétsin€ porovnavanych molekul,
jedna se s nejveétsi pravdépodobnosti o skutecnou mutaci, 1 kdyz mutace v ¢asnych cyklech
amplifikace mize byt pfitomna na vSech sekvencich nesoucich tag (tzv. jackpot mutace).
Citlivost metody zavisi na mnoha faktorech: na poctu cykli v prvnim kole amplifikace, na

chybovosti uzité polymerazy a na poctu cili v templatu (Kinde et al. 2011).

U molekuly DNA znacené tagy bylo zjisténo, Ze zdmény vznikajici behem amplifikace jsou
mnohem cast€j$i u substituce G>T neZ u reciproké zamény C>A. Divodem je oxidativni

poskozeni vzorku (Schmitt et al. 2012).
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Duplexové sekvenovani

Amplifikace znacenych molekul pomoci PCR muze vést k faleSn¢ pozitivnim vysledkim,
jestlize vlivem polymerazy dojde k chybné inkorporaci nukleotidu jiz v prvnim kole PCR.
K rozpoznani takto vzniklych zmén se uziva metoda duplexového sekvenovani, kterd tézi
z komplementarity bazi obou fetézci DNA (Obr. 8). NGS generuje data z jednovlaknovych
DNA (ssDNA) fragmentli a sekvenace téchto fragmentli je limitujici. Srovnadnim sekvenci
z individualné oznacenych amplikont jednofetézcovych fragmentl odvozenych z jednoho
fetézce dvouietézcové DNA (dsDNA) je mozné identifikovat vétSinu forem sekvenacnich
chyb. U této metody je udavana frekvence zachyceni artefaktu 1 : 10° osekvenovanych
nukleotidti (Schmitt et al. 2012). Jiné zdroje uvadeji, ze je mozné detekovat jednu mutaci

na>1 x 10’ nukleotidii (Kennedy et al. 2014).

Jedinou moznosti u duplexové analyzy, kdy by nebyla odhalena mutace v disledku chyby
sekvenace, je v tom piipad¢, ze by se stejnd mutace vyskytla u obou vldken na stejné pozici

nukleotidu. Tato pravdépodobnost je ale velice nizka.
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Obrazek 8: Duplexové sekvenovani. A) Priprava adapterd s unikatnimi sekvencemi - tagy. Standardni

sekvenacni adapter pro Illuminu nese na 5" konci jednoho vldkna 12 ndhodnych nukleotidi. Komplementarni

adapterova sekvence je nasledné¢ prodlouzena DNA polymerazou a vznikd dvoufetézcova komplementarni

sekvence, ktera je unikatni. B) Nasleduje ligace unikatné znacenych adapterti na nastépenou dsDNA, ktera je

takto individualné€ znacend na obou svych koncich. Vldkna jsou amplifikovana z asymetrickych primerovych

mist na adaptérovém konci a jsou podrobeny sekvenovani parovych koncii. Kazdy PCR duplikat, ktery vznikne

ze ssDNA nese unikatni sekvenci. C) Porovnanim sekvenci obou vldken z dsSDNA umoziuje odhaleni skute¢né

mutace od chyby metody. Pokud se jedna o chybu metody, tak se zména objevi jen na jednom vldkné DNA.

Pokud se jedna o skute€nou mutaci, zménu uvidime na obou vlaknech. Vyhodou duplexového sekvenovani je

moznost eliminace chyb i v prvnim kole PCR. Pfevzato a upraveno (Kennedy et al. 2014).
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6 Zamkové sondy

Zamkové sondy jsou dlouhé oligonukleotidy, na jejichz koncich jsou specifické sekvence,
které hybridizuji k cilovym mistim na stejném vlakn€¢ DNA. Mezi témito sekvencemi se
nachazeji univerzalni amplifikacni mista. 5" konec sondy je fosforylovany. V pfipad¢, ze
specifické sekvence hybridizuji k jednomu vldknu DNA piimo vedle sebe, dojde mezi
krajnimi nukleotidy na jejich 3" a 5" konci k ligaci a tim cirkularizaci sondy. Nasledné je
mozné tyto kruhové molekuly detekovat amplifikaci pomoci mechanismu valivé kruznice
(Rolling Circle Amplification, RCA), k ¢emuz slouzi univerzalni amplifika¢ni mista. Této
metody se mimo jiné vyuziva k zachyceni vzacnych mutaci v populaci zdravych bunék.
Metoda je schopnd odhalit jednonukleotidovou zdménu, diky vysoké specifité¢ ligazové
reakce. Jestlize je sekvence na 3 konci sondy alelové specifickd, k ligaci dojde pouze
v pripad¢ hybridizace na tomto 3" konci templatu. Metoda byla pouzita naptiklad k detekci
jednobazovych zamén u mitochondrialni DNA (Obr. 9) (Larsson et al. 2004).

mutantni DNA wild type DNA
Nrerirre” oo fi Nt ‘i
ligaza 01 ligace ligdza ® *

Ll LI

ligace neprobiha

polymeraza 1 AL primer

Y

1 RCA

Q

Obriazek 9: Pouziti zimkovych sond pfi detekci jednobazovych zamén. Zamkova sonda s adeninem na 3’
konci je navrzena pro detekci jednobazové zamény C>T. Zamkova sonda je ligovana a cirkularizovana jen
v ptipadé mutantni DNA jako templatu. Nasleduje amplifikace RCA pomoci univerzalniho primeru. RCA
amplifikace je zalozena na tvorbé ssDNA pomoci polymerazy s tzv. dislokdzovou aktivitou (oddéluje fetézec
DNA a nahrazuje jej noveé syntetizovanym fetézcem). Wild type DNA neni komplementarni ke 3” konci

zamkové sondy a ligace neprobihd. Pfevzato a upraveno z (Zhou et al. 2015).
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V roce 2008 publikoval Krishnakumar préci, v niz vyuzil vysoké specifity zdmkovych sond
k obohaceni vzorkti DNA pro NGS o sekvence oblasti, které byly predmétem jejich zajmu
(Krishnakumar et al. 2008). V jednom kroku bylo amplifikovano 5 471 exonii z 524 gent
(Shen et al. 2011). Metodu nazval SMART (Spacer Multiplex Amplification Reaction).
Specifické sekvence v tomto piipad¢ hybridizovaly ke genomové DNA (gDNA) v krajnich
oblastech intronli a byly od sebe vzdaleny 100-500 bazi. Sonda byla proto prodlouzena
pfidanim tzv. ,linkeru®, coz je asi 300 bazi dlouha sekvence, kterd neni komplementarni
k lidské DNA a spojuje dulezité koncové oblasti sondy. Obvykle se pouziva DNA sekvence
z bakteriofaga lambda. Po nasednuti zamkové sondy na jedno vldkno gDNA dochézi nejprve
k extenzi vldkna pomoci DNA polymerazy a poté¢ vtom samém kroku kligaci a
k cirkularizaci sondy (Obr. 10). Necirkularizované sondy a gDNA jsou nésledné degradovany
pomoci exonukledz a kruhové molekuly jsou detekovany amplifikaci pomoci PCR
(Krishnakumar et al. 2008, Shen et al. 2013). V nasem pfipad¢ je vzdalenost specifickych
mist pro zachyceni rekombinantnich molekul dlouha okolo 900 bazi. Proto jsme navrhli

novou  modifikovanou  metodu, kterou  jsme  nazvali ligacni metoda.
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Obrazek 10: Pouziti zaimkovych sond k obohaceni vzorki DNA, SMART. A) P¥iprava sondy. Pomoci dvou
navrzenych primertl se amplifikuje dvoufetézcova sonda. Sediva ¢ast primeru je komplementdrni k sekvenci
napf. bakteriofaga lambda, modra a oranzova ¢ast primeru je sekvenéné specifickd ke genomové DNA a zelena a
Cervena c¢ast jsou univerzalni amplifikaéni mista. 5° konce sondy jsou fosforylovany. B) Vznik kruhové
molekuly. Ke vzorku gDNA se pfidaji vytvofené sondy, které nasednou na specifické sekvence DNA molekul.
Dochazi k extenzi vlakna ve sméru Sipek a nasledn¢ k ligaci k 5" konci sondy. C) Amplifikace a pFiprava
molekul na NGS. Nasleduje PCR amplifikace. Primery pro PCR amplifikaci obsahuji univerzalni sekvenci
komplementarni k zamkovym sondam (Sedé&/Cervené a Sedé/zelen€) a sekvenci s indexy pro nasledné NGS.

Ptevzato a upraveno z (Shen et al. 2013).

6.1 Ligacni metoda

V nasi laboratofi byla zavedena nova modifikovana metoda, kterd spojuje vyhody unikétnich
tagl, zamkovych sond a metody SMART. Primery stejné¢ jako u zadmkovych sond obsahuji
specifickou sekvenci komplementdrni k cilové sekvenci gDNA, univerzalni sekvenci pro
naslednou amplifikaci a mezi tyto sekvence byl pfidan 10 bazi dlouhy tag (Obr. 11). Déle jsou
primery upraveny tak, Ze pét nukleotidii na 5" konci prvniho primeru a na 3" konci druhého
primeru je spojeno fosforothiotdtovou vazbou a 5° konec druhého primeru je fosforylovany.
Fosforothiotatové vazba zabranuje ti¢inku exonukledz a fosforylace 5 konce umoziuje ligaci.

V prvnim kole po nasednuti primert probiha prodlouZeni prvniho primeru DNA polymerazou
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nasledované ligaci s druhym primerem. Diky unikatnimu znaceni tagy je kazdé vlakno vzorku
gDNA v tomto kroku jednoznac¢né identifikovano. Nasleduje odstranéni nevyuzitych primert
a gDNA smeési exonukleaz, stejné¢ jako u zadmkovych sond. Degradaci liga¢nich produktt
vnasem piipadé nebrani cirkularizace, ale fosforothiotditova vazba na koncich
modifikovanych primert. Nasleduje PCR amplifikace pomoci univerzalnich primert a

sekvenace NGS.

extenze a ligace liga¢nich primeru
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Obrazek 11: Vznik jednovliknového liga¢niho produktu. Ligacni primery nasedajici sekvencné specifickou
¢asti (oranzove) na cilovou oblast gDNA. Primery obsahuji nehybridizujici sekvenci s unikatni sekvenci — tagy
(Cerven€) a univerzalni amplifikaéni sekvenci (tmavé modie). Primery maji na vyznacenych koncich 5
poslednich nukleotidli spojeno fosforothiotadtovou vazbou. Po nasednuti primerti na gDNA dochazi k extenzi
prvniho primeru (zelen€) a nasledné k ligaci druhého primeru, ktery ma 5° konec fosforylovany. Pievzato a

upraveno z (Hrdlickova, Lewis and Nehyba 2016).
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7 Asymetricka extenze

Metoda je zalozena na polymerazové reakci, pii které je pouzit pouze jeden primer.
Ptitomnost jednoho primeru v reakci vede k tvorbé pouze jednoho vldkna. Délka vldkna
zavisi na dob¢ extenze a 3" konec neni jednozna¢né ohranicen. Pouzity primer je opét slozeny
ze ti1 ¢asti. Na svém 3 konci nese specifickou sekvenci komplementarni ke sledovanému
useku na gDNA, na 5" konci nese univerzalni amplifikacni sekvenci nekomplementarni
ke gDNA a mezi t€émito sekvencemi je unikatni 10 bazovy tag. V ptipadé pouze jednoho
cyklu nasedani primeru a extenze vlakna je pocet vyslednych molekul mensi nebo roven (v
idedlnim pfipad¢) poctu molekul gDNA. V piipadé¢ nasledné amplifikace produktu
asymetrické extenze, je kazda molekula, kterd nese stejny tag, kopii stejného vlakna gDNA.
V ptipad€ vice cykli je produkce vldken linedrni nikoliv exponenciondlni, jako je tomu u
obvykle pouzivané PCR reakce se dvéma primery. AvSak informace o plvodu
amplifikovanych molekul se ztraci. Po nasledné PCR amplifikaci jsou sice v§echny molekuly
se stejnym tagem kopii stejného vldkna gDNA, ovSem jedno vldkno gDNA mohlo byt

ptedlohou pro vice molekul s rozdilnym tagem v prvnim kole.

8 Izotermalni amplifikace zprostiedkovana smyckou

Izotermélni amplifikace zprostfedkovana smyckou (Loop mediated isothermal amplification,
LAMP) je vysoce specifickd a efektivni amplifikacni metoda, pti které nedochézi k teplotnim
krokim a cyklim. Amplifikace probiha za konstantni teploty ptiblizné¢ 65 °C. Standardné jsou
pouzivany 2 pary primerti, vnéjsi forward a backward a vnitini forward a backward (Obr. 12).
Reakce probihd pomoci DNA polymerazy s vysokou tzv. dislokdzovou aktivitou, coz
znamena, ze je schopna oddélit fetézec DNA a nahradit jej nové syntetizovanym fetézcem.
Vétsinou se pouzivd Bst DNA polymerdza. MnoZstvi kopii amplifikované DNA je u LAMP
vys§i neZ u PCR. Produkt se detekuje na agar6zovém gelu, kde je patrny neostie ohraniceny
pas DNA (smir) vznikajici z divodu velkého mnoZstvi rizné dlouhych fragmenti DNA.
Dal§im zplGsobem detekce produktu amplifikace mlze byt pifitomnost bilé sraZzeniny
pyrofosfore¢nanu hote¢natého, kterd vznika jako vedlejsi produkt reakce (Mori et al. 2001).
Vyhodou této metody jsou nizké financni naklady, rychlost, niz$i citlivost k inhibitorim
komplexnich vzorkl a moznost zpracovani vzorkl horsi kvality. LAMP naslo Siroké vyuziti
v detekci cizorodé DNA i RNA, diky reverzni transkripci pfedchazejici LAMP (Liu et al.
2017, Carter et al. 2017). Metoda je vysoce citliva, je mozné zachytit jiz 6 molekul cizorodé

gDNA, respektive cDNA ve vzorku (Notomi et al. 2000). Metoda je také vysoce specificka
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diky 6 tsekim DNA, které primery rozpoznavaji. Nevyhodou je problematické navrhovani
primert a nemoznost detekovat mnozstvi a velikost produktu amplifikace jako tomu je u PCR

(Notomi et al. 2000).
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Obrazek 12: Mechanismus izotermalni amplifikace zprostiedkované smyckou. Prodluzovanim vnitiniho
forward primeru (FIP) dochézi k dislokaci fetézce dsDNA nové syntetizovanym fetézcem. Poté vnéjsi forward
primer (F3) dislokuje nové nasyntetizovany fetézec DNA, ktery slouZzi jako templat pro druhy vnitini backward
(BIP) a vnégjsi backward (B3) primer. Na obou koncich cilové sekvence se vytvoii smycka z divodu reverzné
komplementarnich sekvenci (F1 a B1). Vnitini primery FIP a BIP nasedaji na smycku a iniciuji dals$i amplifikaci
za  vzniku  slozitych ~ konkatemeri ~ (Notomi et  al. 2000). Prevzato a  upraveno

z https://www.neb.com/applications/dna-amplification-and-pcr/isothermal-amplification.
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Material a metody

9 Material

Vzorky biologického materialu

Genomova DNA byla ziskéna ze vzorka periferni krve 5 muza a 5 Zen (mitotické bunky) a
ze vzorkl spermatu 10 muzi (meiotické buniky). Jednalo se o nepiibuzné osoby, u kterych
nebyla diagnostikovana Gaucherova choroba. Déle byla ziskana gDNA z periferni krve od
dvou nepiibuznych darci s diagn6zou Gaucherovy choroby, heterozygoti pro mutace
RecA55/N370S a RecNcil/N370S. Vzorky byly ziskany z laboratofe Ustavu dédiénych
metabolickych poruch a Sexuologického tstavu VFN a 1. LF.

Pouzité pufry a média

Fostatovy pufr (PBS) — 37 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPOy, 1,8 mM K;HPO,,
pH 7,4

Boratovy pufr (BB) — 100 mM Na,B4O7-10H,O

TBE puft - 89 mM Tris, 89 mM H;BO;, 2 mM EDTA

NEB?2 pufr — 50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCL, 10 mM MgCl,, 100 pg/ml BSA
TE pufr — 10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA (pH 8)

Vazaci pufr — 0,1 M TrisEDTA (pH 7,5), 4 M NaCl

Promyvaci pufr — 1 M TrisEDTA (pH 7,5), 4 M NaCl

LB médium — 1% pepton, 0,5% kvasni¢ny autolyzat, 1% NaCl

SOC médium — 2% trypton, 0.5% kvasni¢ny autolyzat, 10 mM NaCl, 2.5 mM KClI,
10 mM MgCl,, 10 mM MgSOy, 20 mM glukédza

Lyzac¢ni roztok — 50 mM Tris, 100 mM MgSO, - 7H20, 100 mM KCI, 10 mM DTT

Komerc¢ni soupravy

TOPO® XL PCR Cloning Kit (Invitrogen)
Kompetentni buiiky E.coli TOP10 (Invitrogen)
FastPlasmid Mini-Prep Kit (5 Prime)

High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)
Streptavidine Magnetic Particles (Roche)
QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN)
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SeqCap Pure Capture Bead Kit (Roche)
Nextera® XT Library Prep Kit (Illumina)
KAPA Library Quantification Kit (Kapa Biosystems)

Pouzita laboratorni technika

Automaticky sekvenator ABIprism A3100 (Life Technologies)
Centrifuga (Sigma 4K 15)

Cyklér (Bio-Rad ALS 1296)

Elektroforeticky pfistroj (Bioanalyzer Agilent)

Gelové dokumentacni zatizeni (Syngene)

Inkubator (Biological termostat BT 120 M)

Laminarni box (Holten Lamin Air)

Minicentrifuga (Eppendorf 5415D)

Predvazky (Scout SC 2020)

Sekvenator (I1lumina MiSeq)

Spektrofotometr (Nanodrop Technologies ND 1000)
Souprava pro agar6zovou elektroforézu (Scie-Plas)
Souprava pro polyakryamidovou elektroforézu (Hoefer)
Termoblok (Techne Dri-Block DB-3)

Ttepacka (Schoeller)

UV-transluminator (Vilber Lourmat)

Vortex (Labnet)

Zdroj napéti (Consort EV 265)

Pouzity software

Sequencing Analysis 5.1

Microsoft Excel

Primer explorer V5 (https://primerexplorer.jp/e/)

FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/)
Samtools v. 1.4 (https://github.com/samtools/samtools)

bwa v. 0.7.15 (Burrows-Wheeler aligner, http://bio-bwa.sourceforge.net/)

IGV 2.4 (http://software.broadinstitute.org/software/igv/)


http://software.broadinstitute.org/software/igv/

Seznam primeri

Tab. I: Seznam pouzitych primert a jejich sekvenci

Oznaceni primeru

Sekvence

FS-S-3 5'-AACCATGATTCCCTATCTTC-3’
FS-S-5 5'-TTGCATTCTTCCCGTCACCCACCTC-3’
FS-A-3dl 5'-CCCAAGACTGGTTTTTCTACACACATGCA-3’
Biot Lig FS-S-3 57- /biot/CTCGAGGTAAAACGACGGCCAGTGNNNNNNNNNNA

ACCATGATTCCCT-3’

L444PplusM13R

5’-CAGGAAACAGCTATGACGGATGCATCAGTGCCACTGCGT
ACG-3’

L444PminusM13R 5'-CAGGAAACAGCTATGACGGATGCATCAGTGCCACTGCGT
ACA-3’
PSG-S2 5'-GGGGGTGGTAGCTCATGGCTAT-3’
PSG-S3 5'-AACCATGATTCCCTGTCTTG-3’
PSG-A2 5'-CCCAAGACTGGTTTTTCTACTCTCATGACT-3’
Lig5S_FS-S-3 5-C*A*T*G*T*AAAACGACGGCCAGTGNNNNNNNNNNAACC
ATGATTCCCTATCTTC-3’
Lig5S _del55 5-C*A*T*G*T*AAAACGACGGCCAGTGNNNNNNNNNNCTGG
ACCGACTGGAACCTTGC-3’
Lig3S_1444p 57-/5Phos/CGGACGCAGTGGCACTGATGCATCCNNNNNNNNN
NGTCATAGCTGTTTCC*T*G*T*A*C-3"
Lig3A 1444P 57-/5Phos/GGGTCGTTCTTCTGACTGGCAANNNNNNNNNNCAC
TGGCCGTCGTTTT*A*C*T*A*C-3"
LigSA FS-A-3 5 -C*A*T*C*A*GGAAACAGCTATGACNNNNNNNNNNGGTTT
TTCTACTCTCATGCA-3’
Amplil 5-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTAAAA
CGACGGCCAGTG-3’
Ampli2 5'-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCAGGA

AACAGCTATGAC-3’

Lig [.444P sense

5'-CTGGTTGCCAGTCAGAAGAACGACC-3’

Del55S_MI3S_biot

57-/biot/ ACCGGAATTCGTAAAACGACGGCCAGTGNNNNNNN
NNNTTGGGTGCGTAACTTGTCG-3’

GBAel10_read2

5’-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTTCCC
AGACCTCACCATTGC-3’

F3 LAMP Uset

5'-TGAACCCCGAAGGAGGAC-3’

FIP_ LAMP_Uset

5-GGTGGTAGAACATGGGCTGTTTGTNNNNNNGTGCGTAAC
TTTGTCGACAGT-3’

B3 LAMP Uset

5'-AGCAGAGCCATCGGGATG-3’

BIP_LAMP Uset

5-TCAGCAAGTTCATTCCTGAGGGCNNNNNNCATCAGTGCC
ACTGCGTACG-3’

F3 LAMP Lset

5'-GAGGGCTCCCAGAGAGTG-3’

FIP_ LAMP_Lset

5’-GACCTCACCATTGCCCTCACCNNNNNNCCAGTCAGAAGA
ACGAACC-3’

B3 LAMP Lset

5'-TGAGTCACCCAAACCATTGC-3’

BIP LAMP Lset

5’-AGCCTGGGCATTAAAGGGACAGNNNNNNAAGCTCACAC
TGGCCCAGT-3’

Vysvétlivky k Tab. I:

* fosforothiotdtovd vazba, /5Phos/ fosforylovany 5 konec,

/biot/ biotinylovany konec, N nahodny nukleotid

38




10 Metody

Izolace gDNA z periferni krve a ze spermatu

Genomova DNA z periferni krve a ze spermatu byla izolovana pomoci kitu QIAamp DNA
Blood Mini Kit (QIAGEN). Sperma 400 ul bylo centrifugovano 10 min pii 300 X g za
laboratorni teploty. Supernatant byl odstranén a peleta byla resuspendovana v 200 ul PBS.
Dale byl postup stejny pro krev i resuspendované sperma. Ke 200 ul vzorku bylo ptidano
20 ul protézy a 200 ul lyzacniho AL pufru. Poté byl vzorek inkubovan 10 min pii 56 °C
v termobloku. Po inkubaci bylo ke vzorku ptidano 200 ul 96% etanolu. Vzorek byl pfenesen
na kolonku a centrifugovan pfi 6 000 x g po dobu 1 min, eluat byl odstranén. Poté byla
kolonka 2krat promyta 500 pl pufry AWI1 a AW2, pokazdé byla centrifugovana 1 min pii
6 000 x g a eluat byl odstranén. Nakonec byla centrifugovana 3 min na sucho a poté
premisténa do Cisté zkumavky. Na kolonku bylo naneseno 50 pl elu¢niho AE pufru a vzorek
byl centrifugovan 1 min pti 6 000 x g. Eluat byl uschovan a jeho koncentrace byla zméfena na

spectrofotometru (Nanodrop Technologies ND 1000).

Purifikace gDNA pomoci etanolového srazZeni

Genomova DNA byla v pfipad¢ Stépeni endonukledzami preciSténa etanolovym sraZenim.
K vodnému roztoku gDNA byla pfidana 1/10 objemu 3 M octanu sodného a poté 3krat vice
objemu 96% etanolu (tzn. k 100 pl gDNA bylo pfidano 10 pl 3 M octanu sodného a poté
300 pl 96% etanolu). Poté byla smés opatrné promisena a inkubovéna 30 min pii -80 °C.
Nasledovala centrifugace 20 min pii 14 000 x g pti +4°C. Supernatant byl odstranén. Peleta
gDNA byla promyta 500 ul ledového 70% etanolu, vysuSena na vzduchu a rozpusténa v 80 ul
TE pufru (pH 8).

10.1 Elektroforéza

Horizontalni agarézova elektroforéza

K separaci a nasledné vizualizaci fragmenti DNA byl pouzit 1% agarézovy (SERVA) gel
s fluorescen¢nim barvivem 1x GelGreen (Biotinum) v 1x boridtovém pufru (BB). Gel byl
umistén do elektroforetické komory s 0,5x BB pufrem. Do jamek v gelu bylo naneseno 5 pl
vzorku smichaného s 2 pl 6x vzorkovacim pufrem. Do posledni jamky bylo naneseno 5 pl

velikostniho standardu GeneRuler 100 bp Plus (Fermentas). Komora byla pfipojena ke zdroji
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elektrického napéti, elektroforéza probihala pti napéti 10 V/em. Vizualizace probihala pomoci

UV-translumindtoru (Vilber Lourmat).

Vertikalni polyakrylamidova elektroforéza

Pro detekci velmi kratkych tUseki DNA (>100 bp) byla pouzita polyakrylamidova
elektroforéza (PAGE). SloZeni 12% polyakrylamidového gelu je uvedeno v Tab. II. Persiran
amonny (APS) a N,N,N’,N’- tetramethylethylendiamin (TEMED), které v soucinnosti
zpusobuji polymeraci akrylamidu (AA), byly pfidany az jako posledni. Smés byla urychlené
nalita do pfipravené aparatury, tloustka gelu byla 1 mm a gel byl ponechan 2 hodiny pii
pokojové teploté. Po polymeraci gelu byla aparatura umisténa do vertikalni elektroforetické
komory a zalita 1x TBE pufrem. Vzorky o 24 ul byly smichany s 5 pl 6x vzorkového pufru,
poté byly denaturovany 5 min pti 95 °C a premistény na led. Do promytych jamek byly
naneseny vzorky a do posledni jamky bylo naneseno 5 pl velikostniho standardu
GeneRuler 50 bp (Fermentas). Komora byla pfipojena ke zdroji elektrického napéti.
Elektroforéza probihala 1 hod pii napéti 70 V, poté bylo napéti zvySeno na 120 V po dobu
2 hod a 10 min. Aparatura byla rozebrana a gel po obarveni v roztoku 3x GelRed (Biotinum)

po dobu 3 min byl vizualizovan pomoci UV-transluminatoru.

Tab. II: Slozeni polyakrylamidového gelu

Slozeni polyakrylamidového gelu | MnoZstvi
urea 48 ¢
40% AA (29:1) 3,125 ml
10x TBE 1 ml
10% APS 42 wl
TEMED 6,5 ul
Hzo 1 ml

10.2 Purifikace PCR produktua

Purifikace pomoci kolonek se skelnym papirem

PCR produkty byly ptecistény pomoci komercéni soupravy High Pure PCR Product
Purification Kit (Roche) dle protokolu. Smés 100 pul PCR produktu (v ptipadé menSiho
mnozstvi PCR produktu, byl vzorek doplnén vodou do 100 pl) a 500 pul vazaciho pufru byla
nanesena na kolonku se skelnym papirem a centrifugovana 1 min pifi 14 000 x g, eluat byl
odstranén. Poté byla kolonka 2krat promyta 500 ul a 200 pl promyvaciho pufru a pokazdé

centrifugovéna pii 14 000 x g, eluat byl odstranén. Nakonec byla kolonka centrifugovana
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naprazdno 3 min pii 14 000 x g. Poté byla kolonka pfenesena do ¢isté 1,5 ml zkumavky, na
kolonku bylo naneseno 50 pl eluéniho pufru a kolonka byla inkubovana 3 min pfi pokojové
teploté. Kolonka byla centrifugovana pii 14 000 x g a koncentrace vzorku zméfena na

spektrofotometru.
Purifikace pomoci magnetickych streptavidinovych ¢astic

Priprava magnetickych streptavidinovych Castic

K 40 pl magnetickych streptavidinovych ¢astic v 1,5 ml zkumavce byl pfidan 1 ml vazaciho
pufru a obsah zkumavky byl lehce promichan. Poté byla zkumavka umisténa do
magnetického stojanku, magnetické castice se shlukly na sténu zkumavky a pufr byl
odpipetovan. Promyvani probéhlo celkem 3x. Nakonec bylo k ¢asticim pifidano 100 pl

vazajiciho pufru.

Purifikace PCR produktu

K 25 pl PCR produktu precisténého ptes kolonku bylo pfidano 25 upl magnetickych
streptavidinovych ¢astic ve vazacim pufru, smés byla ponechana 30 min za obcasného
lehkého promichani pfi laboratorni teploté. Poté byla zkumavka umisténa do magnetického
stojanku a roztok byl odstranén. Nésledné byly castice 2% promyty 1 ml promyvaciho pufru
pomoci magnetického stojanku, poté 2x 1 ml TE pufru. Nakonec bylo k magnetickym

¢asticim s navazanym PCR produktem piidano 25 pl vody.

Purifikace pomoci magnetickych ¢astic

Vysledny PCR produkt byl purifikovan pomoci komeréni soupravy SeqCap Pure Capture
Bead Kit (Roche), AMPure XP Beads. K 100 pul PCR produktu bylo pfiddno 68 pl
magnetickych castic v polyetynelglykolu. Smés byla promichdna a ponechana 5 min pfi
laboratorni teploté. Poté byla zkumavka umisténa do magnetického stojanku, kde byla
ponechdna 10 min. Roztok byl odstranén a magnetické castice shluklé na sténé zkumavky
byly 2x promyty 200 pl 70% etanolu. Pfi promyvani zlstdvala zkumavka v magnetickém
stojanku. Pro Uplné odstranéni etanolu byla zkumavka vloZzena na 7 min do inkubatoru
pii 37 °C. Nakonec bylo k magnetickym casticim pfidano 40 pl vody, do které se uvolnil
purifikovany PCR produkt a roztok byl pomoci magnetického stojanku ptenesen do Cisté

zkumavky.

U tohoto typu purifikace je mozna selekce na zdkladé¢ délky fragmentl DNA. Selekce je

zalozena na poméru objemu PCR produktu ku objemu polyetylenglykolu, ve kterém jsou
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magnetické Castice. Z divodu pouziti primerti delSich nez 50 bazi vznikaly po PCR dimery
dlouhé 100-200 bazi, které jiz nebylo mozné odstranit pies klasické purifikaéni metody jako
je purifikace ptes kolonku se skelnym papirem. Na zakladé¢ Obr. 13 jsme se rozhodli pro

pomér objemu PCR produktu a objemu magnetickych ¢astic v polyetylenglykolu 1 : 0,68.

bez ¢astic

1.5x
1.0X

I l':Ml 0.8x

"I'l 0.7x
2L 1Mo
' 1o

A N I 2.0x

Obrazek 13: Selekce fragmentii DNA podle délky pomoci magnetickych ¢astic. V horni ¢asti obrazku -
nasobek objemu PCR produktu a polyetylenglykolu, v levé Casti obrazku - délka fragmenti DNA po purifikaci.

Pfevzato a upraveno z https://www.broadinstitute.org/genome-sequencing/broadillumina-genome-analyzer-boot-

camp.
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10.3 Piiprava standardii - pozitivnich a negativnich kontrol pouzitych metod

PCR amplifikace DNA useku genu a pseudogenu pro GBA

Useky genu a pseudogenu pro GBA byly amplifikovany ve dvou PCR produktech P5 (2232,
gen) a PSG2 (2826 bazi, pseudogen). Jako templat byla pouzita gDNA zdravého jedince a
gDNA dvou slozenych heterozygot pro mutace (Rec455/N370S, RecNcil/N370S). Primery
byly ptfevzaty z literatury a délka antisensového primeru FS-A-3dl byla upravena s ohledem
na teplotu nasedani. U vSech produktd byla pouzita High-Fidelity Q5 polymeraza s 3'-5"
exonukleazovou aktivitou. Vyrobcem udavana piesnost inkorporace komplementarnich
nukleotidl v fetézci je 280% vyssi nez u Taqg DNA polymerdzy (Potapov and Ong 2017).
Slozeni reakéni smési pro amplifikaci aktivniho genu udava Tab. III a teplotni program
Tab. IV. Slozeni reak¢éni smési pro amplifikaci pseudogenu udava Tab. V a teplotni program

Tab. VL.

Tab. III: Slozeni reakéni smési pii amplifikaci aktivniho genu

Reakéni smés Kone¢na koncentrace | Objem (ul)
gDNA 4 ng/pl 1
QS5 pufr 1x 5
dNTPs 0,2 mM 2,5
FS-S-5 0,4 uM 1
FS-A-3dl 0,4 uM 1
Q5 polymeraza 0,4U 0,2
H,0 13,3
celkem 25
Tab. I'V: Teplotni program

Teplota Cas Cykly

95 °C 3 min

95 °C 10s

66 °C 20s 35 cykla

72 °C 2 min

72 °C 5 min
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Tab. V: Slozeni reakéni smési pii amplifikaci pseudogenu

Reakéni smés Kone¢na koncentrace | Objem (ul)
gDNA 4 ng/ul 1
Q5 pufr 1x 5
dNTPs 0,2 mM 2,5
PSG-S2 0,4 uM 1
PSG-A2 0,4 uM 1
Q5 polymeraza 04U 0,2
H,0 13,3
Celkem 25
Tab. VI: Teplotni program

Teplota Cas Cykly

95 °C 3 min

95 °C 10s

62 °C 20s 35 cykla

72 °C 2 min

72 °C 5 min

10.4 Klonovani PCR produktu

PCR produkty P5 zdravého jedince, P5 heterozygotnich pacienti a PSG2 zdravého jedince
slouzily k zaklonovani téchto usekt do vektoru TOPO XL. Klonované useky (PS5, P5-Rec455,
RecNcil, PSG2) byly nésledné pouzity jako pozitivni a negativni kontroly.

ProdlouzZeni 3" koncii PCR produktu

Klonovani PCR produkti do vektoru TOPO XL je zaloZzeno na TA klonovani pomoci
kovalentn¢ vazané topoizomerazy vyzadujici presahujici nukleotid adeninu na 3" konci PCR
produktu (Geng et al. 2006). Q5 polymerdza s 3'-5" exonukledzovou aktivitou odstranuje
pfesahujici 3" konce, proto je nutné prodlouzit 3~ konce PCR produktu o nékolik
deoxyadeninovych zbytkli pomoci termindln¢ transferdzové aktivity Klentaq polymerdzy.

Slozeni reakéni smési udava Tab. VII.

44



Tab. VII: SloZeni reakéni smési pti prodluzovani 3" konctt PCR produktii

Reakéni smés | Konecnd koncentrace | Objem (pl)

PCR produkt 4
PC2 pufr 1x 1
dATPs 0,2 mM 2
Klentaq 2,5U 0,5
H,O 2,5
celkem 10

Reakce probihala 30 min pfti 70 °C.

PCR produkt s prodlouzenymi 3" konci byl nasledné ptecistén ptes kolonku High Pure PCR
Product Purification Kit (Roche).

Ligace

Smés 2 pl precisténého PCR produktu s prodlouzenymi 3 konci a 0,5 pl komeréniho vektoru
TOPO XL (Invitrogen) byla inkubovana 20 min pti pokojové teploté. Reakce byla zastavena
pridanim 0,5 pl Stop solution.

Transformace bunék

Transformace chemicky kompetentnich bunék probéhla teplotnim Sokem. E.coli TOP 10
kompetentni buniky 4 x 50 pl byly rozmraZeny na ledové lazni. Opatrné byla pfidana ligacni
smés a buniky byly ponechény dalich 30 min na ledové 1azni. Poté byly bunky rychle zahtaty
ve vodni lazni na 42 °C po dobu 30 s a opét vraceny do ledové lazn€¢ minimalné po dobu
2 min. Néasledoval ptidavek 130 ul SOC média ptedehtatého na 37 °C. Inkubace probihala
v 37 °C po dobu 1 hod pfi tfepani 225 rpm.

Selekce pozitivnich bunéénych kloni
Po inkubaci byly transformované bunikky naneseny na misky sLB agarem a
kanamycinem (0,1%). Vektor TOPO XL nese selekéni marker pro rezistenci k tomuto

antibiotiku. Buniky byly inkubovany ptes noc pii 37 °C.

Selekce pozitivnich bunéénych kolonii byla provedena pomoci PCR amplifikujiciho vkladany
usek DNA. SloZeni reakéni smési jsou uvedeny v Tab. IIl a V, teplotni programy jsou

uvedeny v Tab. IV a VL.

Kolonie bunék byly jemné nabrany péaratkem a vloZeny do pfipravené ocislované zkumavky

se smeési pro PCR, poté byly buiikky na paratku naneseny na novou ocislovanou misku
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s LB agarem a kanamycinem (rozc¢arkovani), kde byly inkubovany ptes noc pii 37 °C. PCR
produkty z kolonii byly vizualizovany na 1% agarézovém gelu a u pozitivnich kolonii byly z
rozCarkované misky zalozeny tekuté kultury, 4 ml tekutého LB média s kanamycinem

inkubované ptes noc pii 37 °C a tiepani pti 225 rpm v 10 ml zkumavkach.

Izolace plazmidové DNA

Pro izolaci plazmidt byla pouzita komeréni souprava FastPlasmid Mini Prep Kit (5 Prime).

Zkumavky s buné¢nou kulturou byly centrifugovany 7 min pii 3 000 rpm. Supernatant byl
odstranén a bunécné peleta byla resuspendovana ve 400 pl ledového lyzacniho roztoku,
prenesena do 1,5 ml zkumavky, ve které byla promichéna po dobu 30 s a poté ponechana
3 min pfi laboratorni teploté. Bunécny lyzat byl pfenesen na kolonku a centrifugovan 1 min
pfi maximalnich otackach, eluat byl odstranén. Kolonka byla promyta 400 pl promyvaciho
pufru, centrifugovana 1 min pii maximdalnich otackach, eluat byl odstranén. K odstranéni
zbytkli promyvaciho roztoku nésledovala centrifugace prazdné kolonky 1 min pfi
maximalnich otdckach. Poté byla kolonka pfenesena do nové 1,5 ml zkumavky a plazmidova
DNA byla uvolnéna 50 pl eluéniho pufru a centrifugaci po dobu 1 min. Koncentrace

izolované plazmidové DNA byla zméfena na spektrofotometru.

Sekvenovani a analyza plazmidi
K sekvenaci byl pouzit primer odpovidajici vlozenému useku DNA; pro usek P5 primery
FS-S-S5 a FS-A-3dl, pro tisek PSG2 primery PSG-S3 a PSG-A2. Sekvenovani prob&hlo na

obou vlaknech vloZeného useku.

Vzorky byly sekvenoviny na automatickém sekvenitoru ABIprism A3100 (Life
Technologies). Sekvenaci provadéla diagnosticka laboratot Ustavu dédi¢nych metabolickych
poruch. Analyza sekvenci probihala v programu Sequencing Analysis 5.1. Sekvence
vlozenych tsekli P5 a PSG2 byly porovnavany se sekvencemi uvedenymi v databazi NCBIL
Plazmidy nesouci bezchybné sekvence aktivniho genu a pseudogenu pro GBA a
rekombinantniho genu Rec455 a RecNcil byly pouzity jako pozitivni a negativni kontroly

naslednych metod.

Uchovani vybranych kultur
Soucasné byla vytvotfena zasoba transformovanych bunék s genem a pseudogenem pro GBA
a rekombinantni alelou Rec455 a RecNcil. Cerstva bunééna kultura 300 pl byla pienesena do

1,5 ml zkumavky s 300 pl smési 65% glycerolu, 0,1 M MgSQy, 0,025 M Tris/HCI pH 8 a byla
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opatrn¢ promisena. Poté byla celd smés prudce zchlazena v 1azni suchého ledu a etanolu a

uchovana v -80 °C.
10.5 Asymetricka extenze
10.5.1 Piiprava templatu pro NGS - bez obohaceni konvertovanymi sekvencemi

Extenze primeru — 1. kolo

SloZeni reakcni smési pii extenzi primeru udava Tab. VIII a teplotni program Tab. IX.

Tab. VIII: SloZeni reakéni smési pfi extenzi primeru — 1. kolo

Reakéni smés Kone¢n4 koncentrace | Objem (ul)
gDNA 5,6 ng/ul 2
Q5 pufr Ix 5
dNTPs 2 mM 2,5
Del55S_M13S biot 0,08 uM 0,2
Q5 polymeraza * 0,4U 0,2
H,0 15,1
celkem 25

* Q5 polymeraza byla ptidana do jednotlivych vzorki az po nasednuti primert

Tab. IX: Teplotni program

Teplota Cas Cykly
95 °C Smin

72 °C — 1°C/cyklus 30s 12 cykla
60 °C 45 min

* pridavek QS5 polymerazy

72 °C 50s

* Vzorky byly pieneseny do ledové 1azné€ a ke kazdému bylo pfidano 0,4 U QS5 polymerazy,
poté byly vraceny zpét do termocykléru na 50 s pii 72 °C (extenze).

Primer Del55S M13S biot je biotinylovany na 5" konci a skladéa se ze tfi ¢asti: univerzalni
sekvence M13S na 5 konci, specifickd sekvence komplementarni k sekvenci aktivniho genu

v misté 55 bazové delece na 3" konci a tagu 10 bazi mezi témito sekvencemi.

Produkt 1. kola, ssDNA, byl pfecistén pies kolonku se skelnym papirem pomoci komeréni
soupravy High Pure PCR Product Purification Kit (Roche). Metoda je zaloZena na vazbé
nukleovych kyselin na skelny papir v pfitomnosti chaotropnich soli (guanidinium HCI). Pfi
purifikaci dojde k odstranéni soli a enzymt piitomnych v PCR reakci a k odstranéni kratkych

DNA fragmentl (primery, >100 bp). Genomova DNA neni odstranéna.
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PCR - 2. kolo
Slozeni reak¢ni smési pti PCR — 2. kolo udéva Tab. X a teplotni program Tab. XI.

Tab. X: Slozeni reakéni smési pii PCR — 2. kolo

Reak¢ni smés Kone¢na koncentrace | Objem (ul)
Precistény produkt 1. kola 5
Q5 pufr Ix 8
dNTPs 0,2 mM 4
Amplil 0,04 uM 0,1
GBAel0 read2 0,04 uM 0,1
QS5 polymeraza 04U 0,2
H,O 22,6
celkem 40

Tab. XI: Teplotni program

Teplota Cas Cykly
95 °C 3 min

95 °C 10s

60 °C 20s 35 cykla
72 °C 1,5 min

72 °C 5 min

Primer Amplil je na 3" konci komplementarni k sekvenci M13S a na 5" konci nese sekvenci
komplementarni k sekvenacnim primerdim NGS Illumina. Primer GBAel0O read2 je na
3" konci reverzné komplementarni k sekvenci aktivniho genu v oblasti desatého exonu a na
5" konci komplementarni k sekvena¢nim primerim NGS Illumina. PCR produkt je 733 bazi
dlouhy a zahrnuje cely usek potencialni RecTL alely.

PCR produkt byl vizualizovan na 1% agar6zovém gelu.

PCR produkt byl pfecistén pomoci komercni soupravy magnetickych ¢astic AMPure XP
Beads v polyetylenglykolu (Roche). Pomér objemu PCR produktu a objemu magnetickych
¢astic v polyetylenglykolu byl 1 : 0,68.

Délka a kvalita fragmentii byla stanovena na fluorescen¢nim pfiistroji Bioanalyzer Agilent,

ktery pracuje na principu kapilarni elektroforézy (Obr. 15).
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10.5.2 Ptiprava templatu pro NGS - s obohacenim konvertovanymi sekvencemi

Linearni PCR - 1. kolo

Slozeni reakéni smési pfi linedrnim PCR udava Tab. XII a teplotni program Tab. XIII.

Tab. XII: Slozeni reakéni smési pii linearnim PCR — 1. kolo

Reak¢ni smés Kone¢na koncentrace | Objem (ul)
gDNA 5,6 ng/ul 2
PC2 pufr 1% 2,5
dNTPs 0,2 mM 2,5
Biot Lig FS-S-3 0,6 uM 1,5
Klentaq polymeraza |0,75 U 0,15
H,0 16,35
celkem 25

Tab. XIII: Teplotni program

Teplota Cas Cykly
95 °C 5 min

95 °C 10s

60 °C 20s 30 cykla
72 °C 2 min

72 °C 5 min

Primer Biot Lig FS-S-3 je biotinylovany na 5" konci a skladd se ze tii Casti: univerzalni

sekvence M13S na 5” konci, specifickd sekvence komplementarni k sekvenci aktivniho genu

v oblasti intronu 8 na 3" konci a tagu 10 bazi mezi témito sekvencemi.

Produkt 1. kola, ssDNA, byl ptecistén nejprve pies kolonku se skelnym papirem pro

odstranéni nevyuZitych primert a poté preciSt€én pomoci streptavidinovych magnetickych

¢astic pro odstranéni gDNA.

Precistény produkt 1. kola navdzany na streptavidinové Castice slouzil jako templat v 2. kole

pfi amplifikaci aktivniho genu GBA.
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PCR - 2. kolo
Slozeni reak¢ni smési pti PCR — 2. kolo udéva Tab. XIV a teplotni program Tab. XV.

Tab. XIV: SloZeni reakéni smési pii PCR — 2. kolo

Reak¢ni smés Kone¢na koncentrace | Objem (ul)
Precistény produkt 1. kola 5
PC2 pufr Ix 4
dNTPs 0,2 mM 4
Ampli 1 0,4 uM 0,2
LigS5A FS-A-3 0,4 uM 0,2
Klentaq polymeraza 0,75U 0,15
H,O 26,45
celkem 40

Tab. XV: Teplotni program

Teplota Cas Cykly
95 °C 3 min

95 °C 10s

60 °C 20s 35 cykla
72 °C 1,5 min

72 °C 5 min

Primer Amplil je na 3" konci komplementarni k sekvenci M13S a na 5" konci nese sekvenci
komplementarni k sekvenénim primerdm NGS Illumina. Primer LigSA_FS-A-3 je na 3" konci
reverzné komplementarni k sekvenci aktivniho genu v oblasti desatého exonu. PCR produkt

je vice nez 1700 bazi dlouhy a zahrnuje cely Gisek potencidlni Rec455 alely.

PCR-ARMS - 3. kolo

Ve 3. kole PCR byla pro obohaceni PCR produktu 2. kola o sekvence nesouci rekombinantni
alely pouzita metoda PCR-ARMS (Amplification Refractory Mutation System). Stru¢né,
jeden z paru primerd pro PCR je navrZen tak, ze na svém 3" konci nese bazi komplementarni
k sledované zméné, napf. bodové mutaci. Amplifikace za optimélnich podminek probiha
pouze v piipadé pritomnosti mutace. Pro zvySeni specifinosti reakce se navic na tfeti
nukleotid od 3" konce primeru vkladd nekomplementarni baze (Little 2001). Slozeni reakéni

smési pii PCR-ARMS udava Tab. XVI a teplotni program Tab. XVII.
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Tab. XVI: Slozeni reakéni smési pii PCR-ARMS - 3. kolo

Reak¢ni smés Kone¢na koncentrace Objem (ul)
plazmid 2,5 x 10 ng/ul, 2,5 x 10™* ng/ul 1
PC2 pufr 1% 2,5
dNTPs 0,2 mM 2,5
Ampli 1 0,4 uM 1
L444PplusM13R 0,4 uM 1
DMSO 2% 1,25
Klentaq polymeraza | 0,75 U 0,15
H,0 15,6
celkem 25

Tab. XVII: Teplotni program

Teplota Cas Cykly
95 °C 3 min

95°C 10s

69 °C 20s 35 cykla
72 °C 2 min

72 °C 5 min

Pro optimalizaci nasedani ARMS primeru L444PplusM13 a L444PminusM13 specificky na
vldkna nesouci mutaci L444P byly pouzity zaklonované produkty aktivniho genu a

pseudogenu pro GBA a Rec alel Rec455 a RecNcil.

Primer 1.444PplusM13 je komplementarni na 3" konci k alele nesouci mutaci L444P a primer
L444PminusM13 k alele aktivniho genu bez L444P mutace. Primery jsou na 5" konci

komplementarni k sekvencnim primeriim NGS Illumina.

10.6 Priprava templatu pro NGS

Templat pro NGS byl dale zpracovan podle standardnich protokoli firmy Illumina. Indexy
oznacujici jednotlivé vzorky byly pfipojeny k templatim komercni soupravou Nextera® XT
Library Prep Kit. Koncentrace takto upravené¢ho templatu byla métena kvantitativni PCR,
reakce byla pfipravena komer¢ni soupravou KAPA Library Quantification Kit. Templaty byly

poté smichany ve stejném poméru, denaturovany a sekvenovany na pfistroji MiSeq.
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10.7 Ligaéni metoda

Ligace

Ligace probihala ve dvou krocich. V prvnim kroku dochazelo k nasedani primera na stejné
vldkno DNA (gDNA, respektive plazmidova DNA) béhem postupného snizovani teploty
z95°C na 56 °C. V druhém kroku probihala extenze vldkna z prvniho primeru a ligace
prodlouzeného vlakna k druhému primeru. Slozeni reakéni smési pii 1. kroku ligace
udava Tab. XVIII a teplotni program Tab. XX. Do reakéni smési 1. kroku ligace byla vybrana
jedna z kombinaci primerta dle Tab. XIX. Slozeni reakcéni smési pii 2. kroku ligace

udava Tab. XXI a teplotni program Tab. XXII.

Tab. XVIII: Slozeni reakéni smési — 1. krok ligace

Reakéni smés Kone¢nd koncentrace | Objem (ul)
gDNA 50 ng/ul 7,5
primer forward * | 0,4 uM 0,5
primer reverse ** |0,4 uM 0,5
PC2 pufr 1% 1
H,0 0,5
celkem 10

Tab. XIX: Kombinace forward a reverse primerti

primer forward *

primer reverse **

Lig5S_FS-S-3

Lig3S_L444P

Lig5S_del55

Lig3S_L444P

Lig3A 1444p LigSA FS-A-3
Tab. XX: Teplotni program
Teplota Cas Cykly
95 °C 5 min
95 °C — 2 °C/cyklus 2 min 10 cykla
75 °C — 1 °C/cyklus 1 min 23 cykla
56 °C 1 hod

Dvojice primerit (Obr. 11) je vZzdy komplementarni k jednomu vldknu DNA (S — sense

vlakno, A — antisensse vlakno). 5 konce druhych primerti (Lig3S 1.444P a Lig3A 1.444P)
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jsou fosforylovany a pét nukleotidli na 3" konci téchto primert je spojeno fosforothiotatovou
vazbou. P¢t nukleotidd na 5° konci prvnich primerd (LigdSS FS-S-3, Lig5S del55 a
LigSA FS-A-3) je spojeno fosforothiotatovou vazbou. Prvni primery nesou na 5 konci
univerzalni amplifikacni sekvenci a na 3" konci specifickou sekvenci k DNA, mezi
sekvencemi je 10 bazi dlouhy tag. Druhé primery nesou na 3" konci univerzalni amplifikacni

sekvenci a na 5" konci specifickou sekvenci k DNA, mezi sekvencemi je 10 bazi dlouhy tag.

Tab. XXI: Slozeni reakéni smési — 2. krok ligace

Reak¢ni smés Kone¢na koncentrace | Objem (ul)
dNTPs 0,2 mM 1
NAD+ 2mM 2,8
PC2 pufr I 1
Hifi T4 DNA ligaza |4 U 1
Klentaq polymerdaza |2 U 0,4
H,0 3.8
Celkem 10

Tab. XXII: Teplotni program

Teplota | Cas

56 °C 10 min
68 °C 20 min
56 °C 20 min

Restrikce

Odstranéni nevyuZzitych primerd a gDNA: k 20 pl ligacniho produktu byly pfidany
exonukleazy: 3,5 U exonukledzy I, 18 U exonukleazy III, 4 U exonukleazy T7, 0,4 U
exonukleazy T, 3 U Reclf, 0,2 U lambda exonukleazy.

V ptipadé optimalizace reakce s templatem plazmidové DNA, byly do reakce zaroven piidany
endonukledzy, které §tépi plazmid, ale nestépi v oblasti zajmu: 10 U EcoRI, 10 U EcoRV, 5 U
Spel, 5 U Mlul, 10 U Xhol, 10 U Xbal, 10 U HindIIIL, 5 U Notl.

Teplotni program restrikce je zaznamenan v Tab. XXIII.
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Tab. XXIII: Teplotni program

Teplota | Cas
25°C 30 min
37°C 2 hod
80 °C 10 min
95 °C 5 min
PCR

Neprecistény produkt ligacni reakce a restrikce byl pouzit jako templat pro PCR. Slozeni

reak¢ni smési pfi PCR udava Tab. XXIV a teplotni program Tab. XXV.

Tab. XXIV: Slozeni reakéni smési pti PCR

Reak¢ni smés Konec¢na koncentrace | Objem (pul)
Produkt ligacni reakce 7
PC2 pufr Ix 5
dNTPs 0,2 mM 5
Ampli 1 0,4 uM 1
Ampli 2 0,4 uM 1
Klentaq polymeraza 2U 0,4
H,0 20,6
Celkem 40

Tab. XXV: Teplotni program

Teplota Cas Cykly
95 °C 2 min

95°C 10s

60 °C 20s 35 cykla
70 °C I min

70 °C 5 min

Po amplifikaci byl PCR produkt vizualizovan na 1% agar6zovém gelu.

Ligace s vice cykly

Ke zvySeni efektivity ligatni metody byl pivodni protokol upraven: ligace probihala
v jednom kroku, naseddni primerd, extenze 1 ligace prodlouzeného vlakna probihala pti jedné
teploté ve 20 cyklech. Upraveno podle (Szemes et al. 2005). Slozeni reak¢éni smési pii ligaci

s vice cykly udava Tab. XXVI a teplotni program Tab. XXVIIL
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Tab. XXVI: Slozeni reakéni smési pii ligaci s vice cykly

Reak¢ni smés Konec¢na koncentrace | Objem (ul)
gDNA 50 ng/ul 7,5
primer forward * 0,4 uM 0,5
primer reverse * 0,4 uM 0,5
PC2 pufr 1x 2
dNTPs 0,2 mM 1
NAD+ 2 mM 2,8
Hifi T4 DNA ligaza 4U 1
Klentaq polymeraza 2U 0,4
H,O 43
celkem 20

*Do reakéni smési byla vybrdna jedna z kombinaci primert dle Tab XIX.

Tab. XXVII: Teplotni program

Teplota Cas Cykly
95°C 5 min

95°C 30s

65°C 5 min 20 cykla
Stépeni gDNA

Ke zvySeni efektivity nasedani primeri byla gDNA pfedem nastépena enzymem HindIII,

ktery nesStépi ve sledovanych oblastech GBA a GBAP. Slozeni reakéni smési pii Stépeni

gDNA udéava Tab. XXVIII.

Tab. XXVIII: Slozeni reak¢ni smési pfi Stépeni gDNA

Reakéni smes Konec€na koncentrace | Objem (pl)
gDNA 8,3 ng/ul 48
NEB2 pufr 1 x 6
HindIII 120U 6
celkem 60

Inkubace 16 hod pii 37 °C. Nasledné byla nastépena gDNA piecisténa etanolovou precipitaci.
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Ligace primeru
Pro ovéteni funk¢nosti ligazy byla provedena ligaéni metoda se dvéma sousednimi primery,
které¢ nasedaji na stejné vldkno DNA. Slozeni reak¢ni smeési pii 1. kroku ligace primert

udava Tab. XXIX a teplotni program Tab. XXX. Slozeni reakéni smési pii 2. kroku ligace

primert udava Tab. XXXI a teplotni program Tab. XXXII.

Tab. XXIX: Slozeni reakéni smési — 1. krok ligace primerti

Reak¢ni smés Kone¢na koncentrace | Objem (ul)
gDNA 50 ng/ul 7,5
Lig3S 1444pP 0,4 uM 0,5
Lig 1444P sense 0,4 uM 0,5
Ampligézovy pufr 1% 1
H,0 0,5
celkem 10
Tab. XXX: Teplotni program

Teplota Cas Cykly

95 °C 5 min

95 °C — 2 °C/cyklus 2 min 10 cykli

75 °C — 1 °C/cyklus 1 min 23 cykla

56 °C 1 hod

Primer Lig_1.444P sense naseda na stejné vlakno gDNA tésné pied primer Lig3S 1.444P.

Tab. XXXI: SloZeni reakéni smési — 2. krok ligace primert

Reak¢ni smés Kone¢n4 koncentrace | Objem (ul)
NAD+ 2 mM 2,8
Ampligédzovy pufr 1x 1
Ampligaza 4U 1
H,0 5,2
celkem 10

Tab. XXXII: Teplotni program

Teplota |Cas

56 °C 10 min
68 °C 20 min
56 °C 20 min

Produkt ligace byl vizualizovan na 12% polyakrylamidovém gelu.
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10.8 LAMP

Byly navrzeny dva sety primeri pro amplifikaci dvou oblasti genu GBA (U_set, L_set)
v programu Primer explorer V5, (http://primerexplorer.jp/elamp4.0.0/index.html). Nazvy a

koncentrace LAMP primert v mixu jsou zaznamenany v Tab. XXXIV. SloZeni reakéni smési

pfi LAMP udava Tab. XXXIII a teplotni program Tab. XXXV.
Tab. XXXIII: Slozeni reakéni smési pii LAMP

Reak¢ni smés Kone¢na koncentrace | Objem (ul)
gDNA 5,6 ng/ul 0,5
Izotermalni amplifikacni puftr | 1x 2,5
dNTPs 10 mM 3,5
Mg** 6 mM 1,5
LAMP mix primerti * 1
Bst 2.0 polymeraza ** 8U 1
H,O 15
celkem 25

** Bst 2.0 polymeraza byla pfidéna do jednotlivych vzorkl az po denaturaci po poklesu

teploty na 65 °C

* Tab. XXXIV: Slozeni LAMP mix primeri

Koncentrace Konec¢na koncentrace
v LAMP mix v reakéni smési
Nazev primeru primerti
FIP 40 uM 1,6 uM
BIP 40 uM 1,6 uM
F3 5uM 0,2 uM
B3 5uM 0,2 uM

Tab. XXXV: Teplotni program

Teplota Cas

95 °C 5 min
** pridavek Bst 2.0 polymerazy

65 °C 1 hod
80 °C 10 min

Produkty amplifikace byly vizualizovany na 1,5% agarézovém gelu.
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11 Bioinformatické zpracovani vysledki

Vysledkem sekvenovani kazdého ze vzorkli byly dva soubory ve formatu fastq, prvni
obsahujici sekvence ¢tené z 5" konce templatu (Readl), druhy z 3" konce templéatu (Read2).
Sekvence Readl obsahuje tag a Cast devatého exonu a intronu GBA. Sekvence Read2

obsahuje c¢ast desatého exonu a intronu. Diky tomuto uspotfadani je mozné detekovat mutaci

D409H z devatého exonu a mutace 1L444P, A456P a V460V z desatého exonu.

Bézny postup pro vyhleddvani mutaci zahrnuje mapovani na genom a parovani Readl a
Read2 sekvenci. Sekvence jsou poté filtrovany podle kvality, kterou pro kazdou bazi stanovi
sekvencni software, setfidény a obvykle indexovany v binarnim formatu bam. Pro analyzu
tagem oznacenych sekvenci nejsou bézné bioinformatické postupy vyuzitelné. Proto byl
pfipraven v jazyce perl skript, ktery provadi zpracovani sekvenci automaticky. Podilela jsem
se na vytvareni a optimalizaci bioinformatického postupu, vlastni skript byl napsdn mym

Skolitelem. Je soucasti Prilohy 1.
Skript provadi nésledujici kroky:

1) cteni hlavicek sekvenci a kodi kvality sekvence ve formatu fastq

2) filtrovani sekvenci

3) settidéni sekvenci se shodnymi tagy (ze sekvence Readl), uloZeni hlavicek sekvenci
se shodnymi tagy

4) vyhledani parovych sekvenci z Read2 k sekvencim Readl podle hlavicek, pfifazeni
tagu k sekvenci

5) settidéni sekvenci se shodnymi tagy

6) nalezeni mutaci ve srovnavanych sekvencich se shodnym tagem, vytvoreni
alignmenti sekvenci se shodnym tagem a s mutacemi v sekvenci

7) urceni poctu jednotlivych mutaci nalezenych po srovnani sekvenci se shodnym tagem

Vystupem skriptu byly alignmenty sekvenci nesoucich shodny tag, udaje o poctu sekvenci,
filtrovanych sekvenci, tagl, sekvenci pfipadajicich na jeden tag a udaje o detekovanych

zameénach.
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11.1 Filtrovani

Sekvence s vy$sim poctem chyb a zjevné artefakty bylo tieba jesté pied analyzou vysledka

odfiltrovat, aby nedoslo k jejich zkresleni.

Filtrovani pomoci kvality sekvence

Firma Illumina pouziva skore kvality Q pro hodnoceni kvality ¢tenych sekvenci. Skére Q pro
kazdou béazi odpovidd pravdépodobnosti, ze je baze ctena chybné. Pro zjisténi kvality
sekvence byl hodnocen ocekavany pocet chyb, ktery odpovidal souctu pravdépodobnosti
chyby u jednotlivych bazi (Edgar and Flyvbjerg 2015). Dle zjisténé kvality sekvence byly
filtrovany ty, které nesplnovaly kritérium. Kritériem bylo, ze v ndmi sledovaném useku, kde

oc¢ekavame bodové mutace, musi byt ocekavany pocet chyb mensi nez jedna.

Filtrovani podle podobnosti s referencni sekvenci

Mapovani nefiltrovanych sekvenci na genom ukézalo, ze kromé& malého mnozstvi fragmentt
(pravdépodobné primery-dimery), se sekvence mapovaly do oblasti exonu 9 az intronu 10
GBA. Bylo tedy moZzné miru podobnosti testované sekvence s referencni sekvenci stanovit
jako kritérium pro filtrovani nezadoucich sekvenci. Tento zpisob filtrovani vedl i k tomu, ze
potencialni sekvence vzniklé fuzi GBA a GBAP byly odstranény. Na tyto sekvence nebyla
vSak analyza zamétena a vzhledem k tomu, Ze jsou pravdépodobné velice vzacné, nebyly dale
zvazovany. Jako kritérium byla konkrétn€ pouZita mira shody 100 bazi (za 3" koncem primeru
u obou Readil) testované sekvence s referencni sekvenci. V analyze bylo empiricky stanoveno
7 povolenych odchylek u Readl sekvenci a 10 povolenych odchylek u Read2 sekvenci. Vyssi
pocet povolenych odchylek u Read2 sekvenci byl z diivodu ocekévanych bodovych mutaci

zpusobenych genovou konverzi.

Nékteré sekvenované artefakty neobsahovaly celou sekvenci primeru. Proto byla jako dalsi
kritérium pro filtrovani stanovena moZna odchylka sekvence od konstantnich ¢asti primerd.
V analyze byly stanoveny az 4 povolené odchylky, coz znamend, Ze az 4 baze konstantni

¢asti primeru testované sekvence se mohly odliSovat od sekvence referencni.

Filtrovani podle délky sekvence

Dal§im moznym zplsobem bylo filtrovani podle délky sekvence. O¢ekavana délka sekvence
byla 250 bazi. Pokud byly vySetfované sekvence kratsi, jednalo se ve vétSiné piipadi o
artefakty. Pfi findlni analyze nebyl tento zpisob filtrovani pouZit z ditvodu eliminace kratSich

sekvenci jiz pomoci ptfedchozich dvou typt filtrovani.
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Kritéria srovnavani sekvenci a detekce bodovych mutaci
Kritériem pro detekci bodovych mutaci byl nadpolovi¢ni vyskyt mutace v daném misté
alignmentu sekvenci, které nesou shodné tagy. Pro zohlednéni detekovanych zamén musely

alignmenty obsahovat minimaln¢ tfi sekvence.
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Vysledky

12 Optimalizace a vysledky jednotlivych metod

Optimalizace PCR

PCR u vsech pouzitych metod bylo optimalizovano z nékolika hledisek. Pouziti standardni
polymerazy (Klentaq, Red mix) nebo polymerazy (Q5) s 3’- 5’exonukledzovou aktivitou,
teplota nasedani primerti, délka pouzitych primerti, koncentrace hotfecnatych ionti,
koncentrace betainu, koncentrace dimetylsulfoxidu (DMSO). Byla vybrana takova reakce, pfi
které je nejvyssi vytéZznost, a nevznikaji nespecifické produkty. Kone¢né podminky jsou

uvedeny v protokolech u jednotlivych metod v ¢asti Materidl a metody.

13 Asymetricka extenze

13.1 Priprava templatu pro NGS - bez obohaceni konvertovanymi sekvencemi

Deset vzorkti gDNA z meiotickych bunék od 10 muzi a 10 vzorkii gDNA z mitotickych
bunck od 5 Zen a 5 muzi bylo pouzito k pfipravé templatu pro stanoveni frekvence genové
konverze u mezi GBA a GBAP. Templat pro NGS bez obohaceni konvertovanymi sekvencemi
se pripravuje ve dvou kolech. V prvnim kole prob¢hne extenze za pouZiti jednoho primeru,
ktery obsahuje 10 bazovy tag, tim je jednoznaéné oznafena kazda vytvorena molekula DNA.
Pouzity primer je specificky pro amplifikaci aktivniho genu GBA v misté 55 bazové delece.

Nevyuzité primery byly odstranény pted 2. kolem.

V druhém kole probihala amplifikace aktivniho genu GBA, vyhradné z produktd 1. kola,
nesoucich unikatni tag. K amplifikaci byl pouzit primer Amplil, ktery byl komplementarni
k univerzalni nehybridizujici sekvenci primeru z prvniho kola a primer GBAel0O read2
komplementarni k sekvenci desatého exonu GBA, piiblizn€é 50 bazi downstream od posledni
mutace RecTL alely. K ovéteni specificity metody byly provedeny slepé kontroly bez pfidani
templatu a dale slepa kontrola bez Amplil primeru v druhém kole. PCR produkty vSech

vzorkl a slepé kontroly byly vizualizovany na 1% agarézovém gelu (Obr. 14).
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Obriazek 14: Vysledné PCR produkty. Vzorky 1-10: PCR produkty po druhém kole, gDNA z meiotickych
bun¢k S1-S10. Vzorek 11: slepa kontrola bez Amplil primeru. Vzorky 12-16: PCR produkty po druhém kole,
gDNA z mitotickych bun€k zen Z1-Z5. Vzorky 17-21: PCR produkty po druhém kole, gDNA z mitotickych
bunék muzi M1-M5. Vzorek 22: slepa kontrola bez templatu. M: velikostni standard.

Pro purifikaci PCR produktu a odstranéni nevyuzitych primert po druhém kole byly pouzity
magnetické castice AMPure XP Beads v polyetylenglykolu. Po purifikaci probéhlo pfipojeni
indext pro NGS na platformé& Illumina podle standardniho protokolu. Délka fragmentl a
kvalita templatu byla zméfena na fluorescencnim pfistroji Bioanalyzer Agilent, ktery funguje

na principu kapilarni elektroforézy (Obr. 15).
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Obriazek 15: Méfeni délky a kvality templatu 6 vybranych vzorkii na elektroforetickém fluorescencnim
pristroji Bioanalyzer Agilent. Délka templatu po druhém kole odpovida 733 bazim (vzorky S6 - ¢ervené a M1
— zeleng), délka templatu po pfipojeni indexd odpovida 802 bazim (vzorky S6 — modie, M1 — tyrkysove, M5 —
ruzove, Z3 — oranzove) Osa X: délka DNA fragmentu, osa Y: jednotky fluorescence [FU]. Dimery byly Gispésné

purifikacni metodou odstranény a templat prodlouzen o indexy pro NGS.
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13.2 Priprava templatu pro NGS - s obohacenim konvertovanymi sekvencemi
Vzhledem k pfedpokladané nizké frekvenci genové konverze v fadech jedna ku tisict az
statisic kopii byl templat pro NGS obohacen o konvertované sekvence pomoci PCR-ARMS

ve 3. kole.

K optimalizaci PCR-ARMS byly jako templat pouzity zaklonované useky GBA, GBAP a
RecNcil alely. Plazmidovda DNA byla fedéna tak, aby pocet cilovych molekul pfiblizné
odpovidal 500 ng gDNA a vice. V reakci byla pouzita Q5 polymeraza s 3’-5"exonukledzovou
aktivitou a Klentaq polymeraza. Q5 polymeraza neni vhodnd k PCR-ARMS amplifikaci.
Specificka baze pro mutovanou ¢i wild type alelu na 3" konci primeru je opravena vzhledem
3’-5'exonukledzové aktivite¢ QS5 a vznikd nespecificky PCR produkt (Obr. 16). Klentaq
polymeraza se jevila jako dostatecné specifickd pro PCR-ARMS reakci, pii relativné vysoké
teploté nasedani (69 °C) a 2% DMSO. Na druhou stranu, Klentaq polymerdza ma vyrazné

vys$si chybovost v inkorporaci nukleotidi pfi tvorbé fetézce.

Vizualizace PCR produktu probihala na 1% agarézovém gelu.

1 000 bp
950 bp

500 bp

Obrazek 16: Optimalizace PCR-ARMS u zaklonovanych kontrolnich tisekit GBA, GBAP a RecNcil alely.
Vzorky 1-12: Klentaq polymeraza. Vzorky 13-25: Q5 polymeraza. Vzorek 1-4, 13-16: templatem je
zaklonovany usek GBA. Vzorek 5-8, 17-20: templatem je zaklonovana rekombinantni alela RecNcil. Vzorek 9-
12, 21-24: templatem je zaklonovany usek GBAP. Vzorek s lichym ¢islem: primer L444PplusM13. Vzorek se
sudym cislem: primer L444PminusM13. Vzorek 1,2,5,6,9,10,13,14,17,18,21,22: kone¢na koncentrace templatu

v reakéni smési 2,5 X 107 ng/ul. Vzorek 3,4,7,8,11,12,15,16,19,20: konecna koncentrace templatu v reakcni

smési 2,5 X 10™ ng/ul. Vzorek 25: slepa kontrola bez templatu. M: velikostni standard.
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Pti ptipravé obohaceného templatu o konvertované sekvence byla metoda postupné
upravovana oproti piivodné zamyslenému postupu. Diivodem byla nizka koncentrace a Spatna
kvalita vysledného produktu u plvodniho postupu. V 1.kole probéhla linearni PCR
s 20 cykly, misto pivodné zamyslené extenze primeru b&hem 1. cyklu. Tim doslo
k vyznamnému navyseni poctu molekul templatu pro 2. kolo, ovS§em na ukor unikétniho
znaceni pomoci 10 bazového tagu. Nasledovalo pirecisténi produktu 1. kola nejprve pies
kolonky se skelnym papirem pro odstranéni nevyuzitych primeri a poté pomoci
streptavidinovych magnetickych €astic pro odstranéni gDNA (primer 1. kola byl na svém
5" konci biotinylovan). Ve 2. kole byl amplifikovéan cely usek zahrnujici rekombinantni alelu
RecA55, PCR produkt byl dlouhy 1902 bazi (Obr. 17). Ve 3. kole doslo ke specifické
amplifikaci pouze molekul nesoucich mutantni alelu L444P, ptipadné rekombinantni alely
obsahujici tuto mutaci (Rec455, RecTL, RecNcil). Pies veSkerou snahu o optimalizaci

metody, se nepodafrilo pfipravit templat dostatecné koncentrovany a kvalitni pro NGS.

Obrazek 17: Srovnani PCR produkti po 2. kole. Vzorek 1: PCR produkt purifikovany pomoci
streptavidinovych magnetickych &astic. Vzorek 2: PCR produkt nepurifikovany pomoci streptavidinovych

magnetickych ¢astic. M: velikostni standard.
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14 Ligac¢ni metoda

Ligacni metoda byla slozena ze dvou krokt. V prvnim kroku dochazelo k nasedani primert
na gDNA (popf. na plazmidovou DNA). V druhém kroku bylo vldkno pomoci DNA
polymerazy extendovéano a soucasné navazano k druhému primeru pomoci DNA ligazy. Pro

oveteni byly pouzivany slepé zkousky bez ligazy a bez DNA polymerazy.

K odstranéni primerti a gDNA bylo do vzorku po ligaci ptidano 6 exonukledz. Aby dochazelo
k ucinngjSimu Stépeni, zaroven bylo pfidavano dalSich 8 endonukledz, které v oblasti
sledovaného useku nestépi. Jednovlaknovy ligacni produkt jiz zbaveny gDNA a primera byl
amplifikovan pomoci univerzédlnich amplifika¢nich primert. Vizualizace PCR produktu

probihala na 1% agar6zovém gelu.

Prvni pokusy ligacni metody s gDNA dopadly neuspésné, proto jsme piistoupili
k optimalizaci metody na kontrolnich plazmidech, kde jsme ocekavali, Zze s templatem o

vys$§im poctu cilll bude vysledek detekovan i pfi niz$i ucinnosti provedeného postupu.

Optimalizace 1. kola probé&hla z hlediska vybéru vhodnych polymeraz, ligdz a pufri. Z DNA
polymeraz byly vyzkouSeny: QS5, Klentaq, Dreamtaq, Ampli Taq Gold, Phusion a HiQu.
Z ligaz byly vyzkouSeny: termostabilni Ampligdza, T4 ligaza a HiFi Taq DNA ligédza. Byly
testovany jak ligdzoveé, tak polymerdazové pufry, nebot’” oba enzymy museli byt funkéni
v jednom prostfedi. Dale byl vyzkousSen betain, ktery byl ¢asto zmifiovan v plivodnich pracich
metod SMART (Krishnakumar et al. 2008), nebot’ mlZze zlepSit extenzi v GC bohatych
oblastech.

Z DNA polymeraz jsme ziskali PCR produkt u liga¢ni metody jen za pouziti Klentaq
polymerazy. Z ligdz se nam osvédcila Ampligdza a HiFi Taq DNA ligaza. Liga¢ni metody
jsme optimalizovali s PC2 pufrem, ve kterém byla funkéni jak Klentaq polymeraza, tak také
Ampligaza nebo HiFi Taq DNA ligaza. Betain pfidany do reak¢ni smési zhorSoval ucinnost

liga¢ni metody.

Déle bylo optimalizovano mnozstvi exonukle4dz a doba pisobeni k odbourani linedrni ssDNA
a dsDNA po 1. kole. Také byly vyzkouSeny riizné pufry, ve kterych by byla ti¢innost Stépeni
vys§i. Bylo zjisténo, Ze pusobeni exonukleaz na ligani produkt pfes noc neni dostacujici a
stale byla na agar6zovém gelu vizualizovana gDNA a primery. Naopak mnoZstvi exonukleaz
ptili§ neovliviiovalo kvalitu St€peni. Pro vyssi uCinnost Stépeni gDNA a primerd byly do

reakce pridavany také endonukledzy, které vyznamnou meérou piispély k vyssi efektivité
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Stépeni exonukledzami. Pfidani endonukledz k ligacnimu produktu mélo také zasadni vyznam
v pripad¢, kdy jako templat byla pouzita plazmidova DNA, kterd je cirkularni a bylo nutné ji
pro pusobeni exonukledz rozstépit. Optimalni prostfedi pro smés Ste€picich enzymii byl 1x

pufr lambda exonukleazy.

K ovéfeni dostatetné ochrany ligacnich produkti proti exonukledzovému Stépeni, bylo
provedeno PCR s primery, které maji na svém konci nukleotidy s fosforothiotatovymi
vazbami. Vyslednym PCR produktem byla dsDNA, na jejichz koncich byly nukleotidy s
fosforothiotatovymi vazbami. Byly vybrany exonukledzy Exol, ExoT, ReclJf a lambda
exonukleaza, které Stépi pouze ssDNA a byly pfidany k PCR produktu. PCR produkt nebyl

degradovéan a zachoval si i stejnou koncentraci.

K ovéteni funkénosti ligdzy v prostiedi PC2 pufru byl navrzen primer Lig [.444P sense
(dlouhy 25 bazi), ktery lezi na stejném vlakné vedle (ve sméru 5°-3") primeru Lig3S 1.444P
(dlouhy 55 bazi). Nejprve bylo nutné zjistit, kolik ng DNA je mozné vizualizovat na
polyakrylamidovém gelu. Byla pfipravena fedici fada primerti, kdy byly smichany oba vySe
zminéné primery a to tak, ze prvni smés obsahovala dohromady 17 ng DNA, druha 1,7 ng
DNA a treti 0,8 ng DNA. Ligacni reakce byla provedena s 2,5 ng primerd a Ampligazou.
Produkt ligace spolu s fedici fadou primert byly naneseny na 12% polyakrylamidovy gel
(Obr. 18). Z Obrazku 18 je patrné, ze doslo k ligaci primerii. Zda se, Ze Gi¢innost ligace neni

ptiliS vysoké z diivodu velkého mnozstvi neligovanych primert.
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25 bp

Obrazek 18: Optimalizace liga¢ni reakce. Zobrazeni produktd ligace primert (velikost 80 bp) a fedici fada
smési primert Lig L444P sense (25 bp) a Lig3S 1444P (55 bp). Vzorek 1: slepa kontrola bez ptidavku ligazy.
Vzorky 2-4: produkty ligace. Vzorky 5-7: fedici fada smési primerti. Vzorek 5: smés primerti o 17 ng DNA,
Vzorek 6: smés primerti o 1,7 ng DNA. Vzorek 7: smés primert o 0,8 ng DNA. M: velikostni standard.

Optimalizace ligatni metody na kontrolnich plazmidech probéhla za vySe uvedenych
podminek. Jako slepé kontroly reakce slouZily vzorky bez ptidavku polymerazy, ligdzy a
templatu, dale vzorky zaklonovanych GBA-P5 a GBAP-PSG2 (Obr. 19). PCR produkt byl
purifikovan a sekvenovan na sekvenatoru ABIprism A3100. Sekvence odpovidala cilovému

useku.
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Obrazek 19: Optimalizace liga¢ni metody. Vzorek 1-3: pozitivni kontrola, templatem zaklonovana RecNcil
alela. Vzorky se lisi koncentraci primert, ktera se snizuje zleva doprava (0,4 uM, 0,2 uM, 0,1 uM). Vzorek 4:
negativni kontrola, templatem zaklonovany GBA-P5. Vzorek 5: negativni kontrola, templatem zaklonovany
GBAP-PSG2. Vzorek 6: slepa kontrola, bez pfidani ligazy. Vzorek 7: slepa kontrola, bez pfidani
DNA polymerazy. Vzorek 8: slepa kontrola, bez ptidani templatu. M: velikostni standard.
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Dale byl vytvofen gradient koncentrace plazmidu se zaklonovanou RecNcil alelou, abychom
zjistili, pfi jakém poctu cilti jsme schopni PCR produkt po amplifikaci vizualizovat. Zjistili

jsme, ze se jednd o 20 fmol (Obr. 20).

1018 bp
BRI 1 000 bp
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Obrazek 20: Gradient koncentrace plazmidu se zaklonovanou RecNcil alelou. Vzorky 1-4: koncentrace
plazmidu se snizuje zleva doprava (20 fmol, 2 fmol, 200 attomol, 0,02 attomol). Vzorek 5: slepa kontrola bez

pridané DNA ligazy. Vzorek 6: slepa kontrola bez piidaného templatu. M: velikostni standard.

Po optimalizaci reakce na kontrolnich plazmidech jsme opét piesli ke gDNA. Z literatury o
zémkovych sondach bylo zjisténo, ze vyssi efektivita nasedani primert je u ligace s vice
cykly. PCR produkt nebyl vizualizovan ani po ligaci s 20 cykly. Dospéli jsme k nazoru, ze
pri¢inou nefunkc¢nosti ligacni metody neni nizké efektivita nasedani primerd na cilova mista

v DNA.

Dalsi pfic¢inou nizké efektivity ligacni metody mohla byt Spatna dostupnost cili pro primery u
gDNA. gDNA byla proto $tépena endonukledzou HindIll, kterd neStépi ve sledované oblasti.

Po nastépeni gDNA nebyla zaznamenana vyssi efektivita ligacni metody.

15 LAMP

Byly navrzeny 2 sety primertit U set a L _set. Kazdy ze setl se skldda ze 2 parG primerd.
Primery z U_setu nasedaji na GBA v misté, kde je u GBAP 55 béazova delece a na mutantni
alelu L444P. Primery L _setu nasedaji na mutantni alelu L444P a usek intronu 10, ktery je
v tomto misté specificky pro aktivni gen GBA. Produkt amplifikace byl vizualizovan na 1,5%
agarozovém gelu (Obr. 21). Pozitivni vysledky byly i po optimalizaci vyjimecné a nahodilé.

Z tohoto diivodu jsme jiz dale tuto metodu nerozvijeli.
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Obrazek 21: Optimalizace LAMP. Vzorky 1-5: U set primeri Vzorek 6: slepd kontrola bez pfidaného

templatu. Vzorek 7-10: L_set primerd. M: velikostni standard.

16 Vysledky NGS

16.1 Testovaci sekvenovani na platformé Illumina MiSeq

Byl piipraven testovaci templat pro NGS bez obohaceni konvertovanymi sekvencemi. Jednalo
se 0 PCR produkt po 3 kolech — 1. kolo: extenze primeru, 2. kolo: PCR a 3. kolo rePCR. PCR
produkt po tetim kole byl purifikovan ptes kolonku se skelnym papirem. Primery posledniho
kola PCR obsahuji na nehybridizujicim konci sekvenci potfebnou pro ptidani indexii na NGS.
Po pfidani indexti byl PCR produkt sekvenovan na platformé Illumina MiSeq. Bylo ziskano
vice nez 200 000 sekvenci z obou koncli PCR produktu, tzn. Readl a Read2. Po filtrovani
nevyhovujicich sekvenci, zlistalo méné nez 20 000 sekvenci s 4 043 hodnotitelnymi tagy v
Readl. Pii hodnoceni kvality sekvence pomoci FastQC bylo ziejmé, Ze jsou pfitomny ve vétsi
mife krat$i sekvence nez ocekavanych 250 bazi a s nizkou kvalitou. Analyza sekvenci
potvrdila ¢etnou piitomnost PCR artefaktli. Nebyly vSak detekovany zZadné sekvence, které by
pln€¢ odpovidaly sekvenci pseudogenu, coz potvrdilo, Ze byla selektivné amplifikovana

sekvence aktivniho genu.

Pro findlni sekvenovani byl upraven pracovni postup pfipravy templatu pro NGS. Nebylo
provadéno rePCR, koncentrace primerti byla snizena o vice neZ polovinu a vysledny PCR
produkt byl purifikovan pomoci magnetickych ¢astic AMPure XP Beads. Kone¢ny protokol
je zaznamenan v ¢asti Material a metody. Pfi findlnim sekvenovani byl zaznamenén vyrazné

nizsi pocet kratkych sekvenci a PCR artefaktd.
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16.2 Finalni sekvenovani na platformé Illumina MiSeq

Celkové bylo analyzovano vice nez 30 miliont ¢tenych sekvenci z dohromady 20 vzorkd,
jejichz podil odpovidal 1,2-7,8 % z celkového poctu (Tab. XXXVI). Kvalita jednotlivych
sekvenci a délky cteni byla hodnocena pomoci programu FastQC. Celkova kvalita byla nizsi,

pouze 70 % sekvenci mélo Q skore vétsi nez 30, z diivodu sekvenace templatu se stejnou

sekvenci.

Tab. XXXVI: Srovnani jednotlivych vzorki z mitotickych a meiotickych bun¢k je mozné diky indexim 1 a 2.

Procentualni zastoupeni jednotlivych vzorka bylo srovnatelné

Poradi OVZZ‘::;f;“ Index 1 (I7) | Index 2 (I5) Pmce“t“azf,‘/i)zasm“pe“‘
1 S1 TAAGGCGA |CTCTCTAT |7.7886
2 S2 CGTACTAG |CTCTCTAT |5.6855
3 S3 TCCTGAGC |CTCTCTAT |5.7429
4 S4 GGACTCCT |CTCTCTAT |5.1357
5 S5 TAGGCATG |CTCTCTAT [2.7079
6 36 TAAGGCGA |TATCCTCT |4.4961
7 S7 CGTACTAG |[TATCCTCT |5.1008
8 S8 TCCTGAGC |TATCCTCT |4.2628
9 S9 GGACTCCT |TATCCTCT [3.9808
10 S10 TAGGCATG |TATCCTCT |3.5659
11 M1 TAAGGCGA |GTAAGGAG [2.8316
12 M2 CGTACTAG |GTAAGGAG |5.1594
13 M3 TCCTGAGC |GTAAGGAG |1.1956
14 M4 GGACTCCT |GTAAGGAG [2.8611
15 M5 TAGGCATG |GTAAGGAG 3.2279
16 Z1 TAAGGCGA |[ACTGCATA [2.4760
17 72 CGTACTAG |ACTGCATA [4.2478
18 73 TCCTGAGC |ACTGCATA [2.3489
19 74 GGACTCCT |[ACTGCATA [3.5573
20 Z1 TAGGCATG |ACTGCATA [3.2061

Pomoci skriptu byl analyzovan pocet sekvenci ve vztahu k poctu tagh ve vSech vzorcich.
Vétsina sekvenci méla tag, ktery se vyskytoval jen jednou. Byly také zaznamenany

alignmenty s jednim shodnym tagem, které obsahovaly mnoho set 1 tisic sekvenci

(Tab. XXXVII, Obr. 22).




Tab. XXXVII: Vybrané pocty sekvenci se shodnym tagem, jejich Cetnost vyskytu a procentualni zastoupeni dle

poctu sekvenci na shodny tag a procentudlni zastoupeni vSech tagii

Pocet sekvenci se

Procentualni zastoupeni

Procenta vSech tagii

shodnym tagem Cetnost vyskytu poctu sekvenci (%) (%)

1 10 658 0,1272 0,13

299 1701 0,0203 10,01
1 053 797 0,0095 20,08
2473 456 0,0054 30,00
4 886 295 0,0035 40,31
8 155 211 0,0025 50,00
12 848 152 0,0018 60,00
19 443 107 0,0013 70,00
29 228 68 0,0008 80,00
46 431 33 0,0004 90,00
196 952 1 0,0000 0,00

71



75

1DDDD * T T T T T T T T
—+— Tagy
—— Sekvence
1000
=]
&
S 100
8
[aF
10
1

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

pocet sekvenci

Obrazek 22: Graf znazornujici pocet sekvenci v alignmentu se shodnym tagem (zelen€) a pocet shodnych tagi
na pocet sekvenci (fialove). Konkrétné se zde jedna o vzorek (Z5) z mitotickych bunék zeny. Osa X: pocet

sekvenci, osa Y: pocCet tagd.

Unikatnich tagl bylo v nasem piipad¢é okolo 200 000. U vsSech tagl bylo zjisténo zastoupeni
nukleotidii na kazdé pozici (Obr. 23). Dale byly sefazeny nejcastéji se vyskytujici tagy, byla
vypsdna jejich sekvence a procentudlni zastoupeni (Tab. XXXVIII). Sekvence odpovida

grafickému znazornéni nejéastéji zastoupenych nukleotidti v tagu na Obr. 21.
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Obrazek 23: Graf znazoriujici zastoupeni bazi na jednotlivych pozicich vSech tagia. Na prvnich osmi
pozicich od 5" konce tagu se s prevahou vyskytuje guanin. Ostatni baze se primérné vyskytuji 2x az 10X méné
Casto. Po guaninu je dalsi ¢asto zastoupenou bazi adenin, ktery se na desaté pozici od 5” konce tagu vyskytuje

nejcastéji. Osa X: pozice baze v tagu, osa Y: pocet bazi.

Tab. XXXVIII: Poradi a sekvence tagi, které se vyskytuji s nejveétsi ¢etnosti. V sekvenci 10 nejcastéjsich

tagd prevlada guanin, v mensi mife se vyskytuje adenin, cytosin se vyskytuje ojedinéle a tymin nebyl v sekvenci

obsazen

Portadi Sekvence tagu Cetnost vyskytu | Procentualni zastoupeni (%)
1 GGGGGGGCAA 10658 0,12725
2 GGAGGGGCAA 9195 0,10978
3 GGGGAGGCAA 8158 0,09740
4 GAGGGGGCAA 7763 0,09268
5 GGGGGGGGGA 7435 0,08877
6 GGGGGGGGAA 6200 0,07402
7 GGGGAGGGGA 6011 0,07177
8 GGGAGGGGGA 5939 0,07091
9 GGGGGCGCAA 5925 0,07074
10 GGGGGGACAA 5817 0,06945
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Dale bylo srovnano zastoupeni bdzi na jednotlivych pozicich v sekvenci u unikatnich tagi.
Opakujici se shodny tag byl zapoéitin pouze jednou. Cetnost vyskytu bazi byla opét
nevyrovnana (Obr. 24). Rozdil byl vSak mensi, nez byl zaznamendn u vSech tagl, kde se
pocitaly 1 opakujici se shodné tagy (Obr. 23). Podil na tom mize mit i chybné ¢teni sekvence

nékterého z Castych tagl, které by vedlo k tomu, ze tag by pak byl rozpoznan jako ,,unikatni®.

Tagy suréitymi sekvencemi se tedy vyskytovaly vyrazné castéji nez tagy s jinymi
sekvencemi, coz svéd¢i pro to, ze znaCeni sekvenci nemuselo byt u nejcastéjSich tagh
nahodné. Jen 299 sekvenci se shodnym tagem zaujimalo 10 % vSech sekvenci, 2 473 sekvenci

se shodnym tagem 30 % (Tab. XXXVII).

Unikatni tagy
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80000
70000
= 60000
8
% 50000 mA
ag mC
= 40000 G
mT
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20000
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0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
pozice tagu

Obrazek 24: Graf znazornujici zastoupeni bazi na jednotlivych pozicich unikatnich tagi. Na prvnich deviti
pozicich od 5" konce tagu se s pfevahou vyskytuje guanin. Po guaninu je dals$i ¢asto zastoupenou bazi adenin,

ktery na desaté pozici od 5" konce tagu vyskytuje nejcastéji. Osa X: pozice baze v tagu, osa Y: pocet bazi.
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Na ukéazku byla ndhodné vybrana ¢ast alignmentu Readl, ktera oproti referencni sekvenci

obsahuje odchylku v nadpolovi¢nim poctu srovnavanych sekvenci (Obr. 25).

R1 TATATCTCAA 1 110A

GTAAAACGACGGCCAGTGNNNNNNNNNNTTGGGTGCGTAACTTTGTCGACAGTCCCATCATTGTAGACATCACCAAGGACACGTTTTACAAACAGCCCATGTTCTACCACCTTGGC

.................. TATATCTCAR .+« v et e eeeee e e eeeieeeeaiieeeenaneeee e e Cae i B e
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.................. TATATCTCRR . & .ttt e ettt et ettt e ettt e e e et e e e e ettt e e e et e e e e A
.................. TATATCTCAR .+« v vt e ettt e e e ettt e et ettt e e e ettt e e e et e e e et e e e e AL
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.................. TATATCTCAR . « .ttt e et ettt e e e e e e e e e e ettt e e et e et e e e ettt et e et e et e e AL
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Obrazek 25: Znazornéni alignmentu, kde jsou sekvence se shodnym tagem srovnavany s referencni sekvenci.
Mezi bazemi 18 a 28 se nachazi tag. Posledni fadek alignmentu ukazuje programem rozpoznanou odchylku

oproti referencni sekvenci. Je patrnd mutace C>A v nadpolovi¢nim poctu srovnavanych sekvenci.

Detekce bodovych mutaci

Pocet sekvenci Readl byl na vzorek vrozmezi 119 586 az 672 305. Pocet alignmenti
s unikatnim tagem na vzorek byl v rozmezi 7 804 az 15 290 a dohromady u vSech vzorku ¢ital
217 191. V jednotlivych vzorcich bylo nalezeno 12-48 potencidlnich bodovych mutaci, které
byly nasledné ovétovany piehodnocenim alignmentli sekvenci. Vysledné byly detekovany
dveé bodové mutace L444P, jedna byla zachycena u vzorku z mitotickych bunék zeny a druha
u vzorku z meiotickych bun¢k muze. Déle byla detekovéna jedna bodovd mutace D409H u
vzorku z mitotickych bunék muZe. Frekvenci genové konverze mezi GBA a GBAP lze

odhadnout mens$i nez 1 : 10 000.
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Diskuse

Detekce velmi vzacnych zmén v gDNA, jakymi jsou naptiklad bodové mutace v GBA vzniklé
genovou konverzi, je obtizna. I pfi vyuziti soucasnych NGS technik vznikaji chyby, zejména
kvtli nezbytnosti vicendsobnych amplifikacnich krokti. Ty nevyhnutelné vedou ke vzniku
chyb z divodu chybovosti pouzitych DNA polymeraz. Proto byly navrZzeny techniky, které se
snazi vyskyt chyb zpisobeny laboratornimi postupy snizit nebo alespoil zjistit miru

chybovosti, aby bylo mozné vysledky smyslupln¢ interpretovat.

Soucasti studie bylo testovani zplsobu obohaceni konvertovanymi sekvencemi, coz by
umoznilo zjiStovani rozsahu rekombinovaného useku pifi sekvenovani. Ackoli NGS
sekvenovani PCR produktu bylo navrzeno tak, aby umoznilo identifikaci mutaci v kopiich
jedné molekuly DNA, obohaceni vzorku rekombinovanymi molekulami by umoznilo ziskat

jich mnohem vétsi pocet.

U liga¢ni metody byla snaha spojit vyhody specifity liga¢ni reakce, a tim rozeznani
jenonukleotidového polymorfismu (SNP), dale zachyceni delSiho useku (okolo 900 bazi) na
jedné molekule DNA a unikatni znaceni jednotlivych molekul. Z diivodu nefunk¢nosti ligaéni
metody byla snaha optimalizovat jednotlivé kroky postupu. Byly testovany riizné DNA
polymerazy, DNA ligdzy a pufry. Metodu se podafilo zoptimalizovat jen za vyuZiti templatu
o vysokém poctu cilovych molekul (plazmidové DNA) s Klentaq polymerazou, kterd neni pro
detekci vzacnych mutaci vhodnd z divodu vysoké chybovosti. Pouziti Q5 polymerdzy
pravdépodobné¢ nebylo mozZné zdivodu 3°-5" exonukledzové aktivity. Dale nebyl
optimalizovan pufr pro DNA ligdzu a zaroven pro DNA polymerazu, aby s vysokou u¢innosti
fungovaly oba enzymy. Byla testovana ligace s vice cykly, Stépeni gDNA, restrikce a
funkcnost liga¢ni reakce. Pfes veSkeré optimalizace nebyl zaznamenan zadny vysledek na
gDNA. Pozitivni vysledek s plazmidovou DNA byl zaznamenén teprve pii 20 fmol vstupniho
templatu, tj. 12 miliard cilovych molekul. Pfi 500 ng gDNA heterozygota byl pocet cilt

75 000. Liga¢ni metoda byla pro nase ucely z tohoto pohledu malo citliva.

Z divodu velice nizké citlivosti ligaéni metody byla snaha zavést dal§i metodu, ktera také
funguje na principu obohaceni konvertovanymi molekulami. U této metody zahrnujici ARMS
PCR opét nebylo mozné pouziti Q5 polymerazy z divodu 3°-5" exonukledzoveé aktivity, diky
které dochazi k odstranéni nekomplementarniho nukleotidu na 3" konci ARMS primeru.
Uskalim této metody byla také 3 kola PCR o 30 nebo vice cyklech, kdy je vysoké riziko

zaneseni chyb z divodu chybovosti Klentaq polymerazy. Rizikem jsou také nedokoncené
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produkty extenze z ptedchozich kol amplifikace, které mohou slouzit jako primery v
nasledujicich kolech a diferencialni amplifikace templati mtze vést k prednostni amplifikaci
jen nékterych templat, coz oboji vede ke zméné pomérti mezi sledovanymi sekvencemi.
Dalsim rizikovym krokem byla purifikace biotinylovaného PCR produktu pfes

streptavidinové castice, kdy dochazelo po purifikaci k ubytku koncentrace PCR produktu.

Metoda LAMP je pfevazné pouzivana pro detekci cizorodé DNA ve vzorku. Diky vysoké
specifit¢ a senzitivité je mozné LAMP pouzit i k zachyceni SNP. LAMP byla uspésné
aplikovana na detekci SNP a nasledné tak rozpoznani alely cytochromu P450 (Iwasaki et al.
2003) nebo kdetekci SNP, ktery je spojovan s odolnosti viici Iékiim proti malarii
(Yongkiettrakul et al. 2017). Vhodna délka amplikonu je mensi nez 300 bazi, pokud je delsi
nez 500 bazi, senzitivita metody je nizsi (Li et al. 2016). V nasem piipade se jednalo o délku
dvou amplikonti o 518 bazich a o 388 bazich. Pravdépodobné z diivodu delsiho amplikonu
nez je doporucovano, a zaroveil vysokého naroku na senzitivitu a specifitu z diivodu detekce

SNP byly pozitivni vysledky nestabilni a ojedinélé i po optimalizaci metody.

Po nelspéné optimalizaci ligacni metody, mutacné specifického PCR a LAMP byla
zavedena nova metoda, ktera jiz nefunguje na principu obohaceni konvertovanymi
molekulami. Tato metoda vyuziva jen jeden cyklus nasedani primeru a extenze vlakna, tudiz
byl pocet vyslednych molekul mensSi nebo roven (v idedlnim piipad€) poctu molekul
templatu. DalSi vyhodou bylo, Ze extenze primeru a PCR probihala za ucasti Q5 polymerazy a

PCR probihalo jen v jednom kole.

Pro znaceni jednotlivych molekul DNA tagem jsme se rozhodli z divodu pomérné vysoké
odfiltrovani chyb vzniklych pfi amplifikaci a sekvenaci diky tagim. Pfikladem muzZe byt
studie, kdy v genomové DNA faga M13mp2 bylo pomoci senzitivnich genetickych stanoveni
zjisténa substituéni frekvence 3 x 10° (McBride et al. 1992). M13mp2 DNA byla béznou
metodou bez pouziti tagh sekvenovana na platformé Illumina HiSeq. Substitu¢ni frekvence
byla udana jako 3,8 x 107, coZ je tisickrat vic, neZ je frekvence realna, a to z ditvodu vysoké
chybovosti sekvenace. Poté byly na nastépenou ssDNA M13mp2 ligaci pfipojeny tagy.
Zjisténa frekvence substituci byla v tomto piipadé stanovena na 3,4 x 10, Toto &islo je také
falesSné¢ vyssi, ale méné nez desetkrat. Tento rozdil je ddn mutacemi pravdépodobné
zanesenymi v prvnim kole PCR. Dale byly vyzkouSeny ligaci pfipojené tagy na duplexu

DNA. Frekvence mutaci byla uréena na 2,5 x 10, coz uZ je srovnatelné &islo s redlnou
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substituéni mutaci (Schmitt et al. 2012). V této praci byl pouzit tag jen pro jedno vldkno DNA
a vysledné sekvence nemohly byt srovnany s druhym tagem na druhém vlakné¢ DNA, jako je
tomu u duplexového sekvenovani. Do budoucna by bylo zajimavé vyzkousSet aplikaci

duplexového sekvenovani na konvertovanych sekvencich GBA.

Ptedpoklad uspésného oznaceni jednotlivych molekul DNA byl tag skladajici se z nahodnych
nukleotidii. Odhadované mnozstvi cili v gDNA, ktera byla pfidavéana do reakce, bylo 75 000,
teoreticky podet tagh 4'° tedy vyrazné pievysSoval pocet cilii v templatu. P¥i sekvenovani bylo
v jednotlivych vzorcich nalezeno 7-15 tisic hodnotitelnych alignment nesoucich unikatni tag.
Toto ¢islo by mélo predstavovat pocet kopii templatu, které byly amplifikovany. To vSak
nezahrnuje tagy, které byly reprezentovany pouze jednou nebo dvéma sekvencemi, protoze
kriteriem pro vytvoteni platného alignmentu byla pfitomnost nejméné tii sekvenci. Podil tagh
s poctem sekvenci mens$im nez ti byl velice vysoky, obvykle srovnatelny s poctem platnych
alignmentii. To bylo pozorovédno i jinymi autory (Brodin et al. 2015), ktefi jako moznou
pfi¢inu zvazuji chyby Cteni tagii zptisobené sekvenovanim a chybami polymerazy nebo posun
v pomérech poctu tagl zpisobeny amplifikaci. U ctenych sekvenci nebylo ndhodné
zastoupeni bazi tagii, ale byla zjiSténa prevaha bazi, konkrétn¢ guaninu, ktera byla patrné i u
nejcasteji zastoupenych tagii. Nepomér v poctu shodnych tagh na pocet sekvenci by mohl byt
teoreticky zplsoben prednostni amplifikaci urCitych tagl, coz je méné pravdépodobné,
protoze sekvence stagem nebyla souCasti nasedaci cCasti primeru. DalSim moznym
vysvétlenim by mohla byt nendhodna syntéza sekvence tagu, kdy by byly na nékterych
pozicich pfednostné zatrazovany urcité nukleotidy. Poslednim moZznym vysvétlenim je
tzv. prevzorkovani, ke kterému dochazi v ptipadé nizkého poctu cilovych molekul templatu
nasledované mnohonasobnou amplifikaci. Vysledky poté pfedstavuji spiSe poméry v PCR
produktech po prvnich kolech amplifikace neZ v pivodnim vzorku DNA (Jabara et al.
2011).V kazdém piipadé se tim sniZuje pocet hodnotitelnych cili. Z divodu nizkého poctu
zohlednovanych alignmentli nebylo mozné dosahnout vysokého poctu pozitivnich vysledkd.
Kritéria pro srovnavani sekvenci byla stanovena mirné, aby pfili§ pfisné podminky nevedly
k tomu, ze by nékterd z mutaci nebyla detekovdna. Podobné podminky vyuZivali 1 jini

(Kennedy et al. 2014).

Dale je mozna optimalizace metody z hlediska snizeni koncentrace primert, U€inngjsi
purifikace vysledného PCR produktu a snizeni poc¢tu cyklti PCR. Po testovacim sekvenovani

byla provedena tato opatieni, coz ve finalnim sekvenovani vyrazné snizilo pocet PCR
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artefaktl. Aby se pfedeslo pfipadnému prevzorkovani, bude vhodné pro dalsi sekvenovani

jesté vice snizit celkovy pocet cykli PCR.

Chyby zptisobené polymerazami a chyby v sekvenovani tagi mohou vést k falesn€¢ vysokému
poctu unikatnich tagii. Brodinova a spolupracovnici seskupovali dohromady tagy, které se
lisily jen o jednu bazi na zakladé predpokladu, ze s nejvétsi pravdépodobnosti piedstavuji
shodny tag se zanesenou chybou pii sekvenaci (Brodin et al. 2015). V této praci nebyl
zminény postup proveden. Tagy liSici se jednou bazi mohou piedstavovat skute¢ny rozdil a

seskupovani sekvenci muze tak vést k vneseni dalsi chyby.

Ve tfech vzorcich DNA z mitotickych i meiotickych bun¢k byly detekovany bodové mutace
vyskytujici se v pseudogenu. Frekvence de novo genové konverze mezi GBA a GBAP byla
odhadnuta jako mensi nez 1 : 10 000. Frekvence konverze diivéjsi prace ze stejné laboratoie
je u mutace L444P 1 : 200 a u mutace D409H 1 : 2 000 az 1 : 40 000 (Mrazova 2000).
Naméiend frekvence u mutace L444P je ve srovnani s nami odhadnutou frekvenci pomérné
vysoka vzhledem k poctu pacientli s mutacemi, coz naznacuje moznou nepiesnost pouzitych
metod. Frekvence de novo genové konverze mezi CYP21 a CYP21P byla odhadnuta 1 : 1 000
az 1 : 100 000 (Tusié-Luna and White 1995). Pocet nami nalezenych potencidlné
konvertovanych molekul odpovidd tadové odhadnuté frekvenci v ptredchozich studiich.

Nizky pocet nalezenych mutaci neumoznuje piesnéjsi odhad frekvence.

Pro lepsi odhad frekvence je tieba vyssi pocet hodnotitelnych sekvenci se shodnym tagem.
Pro zvySeni poctu cili je mozné pouzit vétStho mnoZstvi vychozi gDNA. Ackoli pocet
¢tenych sekvenci na vzorek byl pfijatelny (stovky tisic az vice nez milion sekvenci), byl
ptitomen vysoky pocet alignmentil s unikatnim tagem, kdy alignment tvofila jen jedna nebo
dvé¢ sekvence. Tento problém muze ¢astecné vyiesit vyssi pocet degenerovanych bazi v tagu,
kterym budou také kompenzovany mozné nepravidelnosti pii syntéze primert (Liang et al.

2014).

Nicméné tato studie vyuziti NGS pro nalezeni rekombinantnich alel ovéfila, ze pouziti tagh
umoziuje vyznamné eliminovat chyby zptsobené polymerdzami a sekvenovanim a je tak
slibnym pfistupem. Pouziti ndhodnych sekvenci jako taglh muze vSak vést jak k faleSné
negativnim, tak 1 faleSné¢ pozitivnim vysledkim (Liang et al. 2014). Tato studie neni
definitivni, ale jejim vyznamnym vysledkem je identifikace zpisobu, jakym je tieba
modifikovat laboratorni a bioinformatické postupy tak, aby bylo mozné dosahnout vyrazné

vys§iho poctu hodnotitelnych sekvenci. V tomto sméru je ji nutné povazovat za pilotni.

79



Studium de novo genové konverze ma také urcity vyznam pro genetické poradenstvi.
V rodinach, kde jeden rodi¢ je pacientem s diagnostikovanou Gaucherovou chorobou nebo
pfenaseCem pro patogenni mutaci, je mozné upiesnit riziko vzniku onemocnéni v disledku
vzniku de novo mutace konverzi u druhého z rodi¢t. V literatuie byla popsana pacientka s
Gaucherovou chorobou a genotypem RecNcil/N370S. U rodi¢t doty¢né Zeny nebyla alela
RecNcil v buiikach periferni krve zaznamenana. Otec byl prenase¢em mutace N370S. RecNcil
alela tak vznikla de novo genovou konverzi v maternalni zarode¢né buiice (Alfonso, Pocovi
and Giraldo 2008). Dalsi studie pojednavd o dvou pacientech s diagnostikovanou
Gaucherovou chorobou z neptibuznych rodin, u kterych byla zaznamenana mutace L444P,
ktera vznikla de novo v maternalni zarode¢né buiice. V tomto ptipadé¢ Slo o bodovou mutaci,
ne o komplexni rekombinantni alelu, jak tomu bylo v pfedchozim pftipadé

(Saranjam et al. 2013).
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Z.avér

e Technikou sekvenovani nové generace vyuzivajici znaceni jednotlivych molekul DNA
pomoci ndhodnych sekvenci v primeru (tagu) byly detekovany vzacné bodové mutace
vznikajici rekombinaci mezi genem a pseudogenem pro B-glukocerebrosidasu.
Vyzkum byl provadén na genomové DNA z 10 vzorkd meiotickych a 10 vzorki
mitotickych bunék zdravych osob.

e Vyuziti tagh eliminovalo vétSinu chyb vzniklych pfi amplifikaci a sekvenovani diky
porovnani sekvenci z alignmentu nesoucich shodny tag. Pomér bazi tagii nebyl zcela
nahodny, moznym vysvétlenim jsou nepravidelnosti pfi syntéze primeru, preferencni
amplifikace nebo prevzorkovani pii malém poctu molekul templatu. Metoda neodlisi
mutace, které vznikly v ¢asnych fazich amplifikace.

e V jednotlivych vzorcich DNA bylo pfitomno 7-15 tisic alignmentii s unikétnim tagem
odpovidajici predpokladanym pivodnim molekuldm templatu. Z malého poctu
nalezenych mutaci Ize odhadnout frekvenci genové konverze v devatém a desatém
exonu genu pro B-glukocerebrosidasu mensi nez 1 : 10 000, coz je nizs§i hodnota, nez
jaka byla detekovana star§Simi metodami.

e Vysledky téchto pilotnich experimentli vedou k ndvrhu metod, které umozni vétsi
pocet hodnotitelnych sekvenci a tim 1 vyS§i zachyt mutaci.

e Na vzorcich genomové DNA se technikami zaloZenymi na principu zamkovych sond,
mutacné specifického PCR a LAMP nepodatilo obohacovani konvertovanych molekul

DNA pro ptipravu templéatu pro sekvenovani nové generace
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Priloha 1

Skript pro filtrovani a tridéni sekvenci se shodnym tagem

#! /usr/bin/perl -w

# v. 0.01 M. Hrebicek, B. Pekova, L. Mrazovéa

Sfilename = S$ARGV[0];
$filename =~ /([A-Za-z0-9 J+)\.\w/;

Sbasename = "S$1";

Ssummaryheader = "basename";

Ssummary = "Sbasename";

Sconminseq = $ARGV[1]; # minimal number of sequences needed for valid consensus
Smislimit = SARGV[2]; # max numberf of mismatches in Rl primer

# counters

$linecounter = 0; counts lines in fastqg reads
Sreadcounterl = 0; R1 counts reads in fastqg file
Sreadcounter2 = 0; R2 counts reads in fastqg file
Staggedcounterl = number of correctly tagged reads

number of correctly tagged reads

R1 number of garbage reads

R2 number of garbage reads

Rl reads shorter than $readlenlimit
Rl reads shorter than $readlenlimit

0;
Staggedcounter2 = 0;
Suntaggedcounterl =
Suntaggedcounter2 = 0;

$shortreadcounterl = 0;
$shortreadcounter2 = 0;
Sheadercounter = 0;

0;
O.

S oHE S e o o HE o S

Srlemptygenocounter = 0; # R1 reads, where there we no difference from the consensus
Sr2emptygenocounter = 0; # R2 reads, where there we no difference from the consensus
Srlvalidbincounter = 0; # how many tag bins have higher number of reads than
minimal - conminseq

Sr2validbincounter = 0; # how many tag bins have higher number of reads than
minimal - conminseqg

# read parameters

Sreadlref = "GTAAAACGACGGCCAGTGNNNNNNNNNNTTGGGTGCGTAACTTTGTCG";

Sreadlfroml = 0; # first constant part of the primer limits; counts from O,
not 1

Sreadltol = 17;

Sreadlfrom2 = 37; # second constant part of the primer limits; counts from O,
not 1

Sreadlto2 = 47;

# Smislimit = 2; # tolerated number of mismatches in primer sequnces

Staglength = 10;

Sreadlenlimit = 100; # minimal read length

Srltrim = 0; # trim primer sequences

Srltrimlimit = 47; # trim sequence from 0 to the limit

Sr2trimlimit = 47;

Sseqcycles = 260; # run length set at the sequencer

Srlgbasegshift = 6814 - 38; # add this to read position to get the position in GBA
sequence

# difference calling
Srldiffrom = 48;
Srldiffto = 120;
Sr2diffrom = 20;
Sr2diffto = 120;

call differences only from this position in the read
call differences only to this position in the read
call differences only from this position in the read
call differences only to this position in the read

S o e e

Srldifflimit = 0; # report difference between the ref and consensus only if
there are more diffs than this
Sr2difflimit = 0O;

# control variables
#Sconminseq = 1; # minimal number of sequences needed for valid consensus
Sconresult = ""; # string sums up properties of consensus sequence
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# quality filtering parameters

# 1int codes for ascii error codes and corresponding probabilities for Illumina 1.18+ and
Phred+33

Sasciip = qw(33 1 34 0.79433 35 0.63096 36 0.50119 37 0.39811 38 0.31623 39 0.25119 40 0.19953
41 0.15849 42 0.12589 43 0.1 44 0.07943 45 0.0631 46 0.05012 47 0.03981 48 0.03162 49 0.02512
50 0.01995 51 0.01585 52 0.01259 53 0.01 54 0.00794 55 0.00631 56 0.00501 57 0.00398 58
0.00316 59 0.00251 60 0.002 61 0.00158 62 0.00126 63 0.001 64 0.00079 65 0.00063 66 0.0005 67
0.0004 68 0.00032 69 0.00025 70 0.0002 71 0.00016 72 0.00013 73 0.0001 74 0.00008);

Srlglimit = 1; # number of expected errors in the

Srlgfrom = 47; # calculate expected error in the region from
Srlgto = 147; # calculate expected error in the region ending at
Sr2glimit = 1; # the same for read2

Sr2gfrom = 20;
Sr2gto = 120;

# length filtering parameters
Srlminlength = 249;
Sr2minlength = 249;

# filtering by similarity to reference sequence parameters
Srlmaxmismatch = 7;

Srlfrom = 47;

Srlto = 147;

Sr2maxmismatch = 10;
Sr2from = 20;
Sr2to = 120;

# files
Sfastql = "$basename.fastqg";
Sreadlinhand = "READIIN";

open ($readlinhand, $fastgl) or die "Could not open $fastgl:$!\n";

Sreadtagdistl = S$basename.".readtagdistl.dat"; #
distribution of reads per tag
open (RDIST1, ">S$readtagdistl™) or die "Could not open S$readtagdistl:$!\n";

Sreadtagdist2 = S$basename.".readtagdist2.dat"; #
distribution of reads per tag
open (RDIST2, ">S$readtagdist2™) or die "Could not open S$readtagdist2:$!\n";

Sreadlother = S$basename.".readlother.fqg";
open (READIOTHER, ">S$readlother™) or die "Could not open $readlother:$!\n";

Stagfile = "all tags.txt";
open (TAGS, ">>Stagfile") or die "Could not open S$tagfile:$!\n";

Sgnuplotfile = "gnuplotcommands.txt"; #
commands for printing of charts by gnuplot
open (GPLOT, ">>S$Sgnuplotfile") or die "Could not open S$gnuplotfile:$!\n";

Stablefile = "table.tsv"; #
produces table with run parameters
open (TABLE, ">>Stablefile") or die "Could not open S$tablefile:$!\n";

Sread2in = "$basename.fastqg";

$read2in =~ s/ R1 / R2 /;

Sread2inhand = "READ2IN";

open (Sread2inhand, "$read2in") or die "Could not open Sread2in:$!\n";

Sread2out = $basename."read2out.fqg";
open (READ20UT, ">Sread2out") or die "Could not open S$Sread2out:$!\n";

Sread2other = $basename.".read2other.fq";
open (READ20THER, ">S$read2other™) or die "Could not open S$read2other:$!\n";

Sanalysis = S$basename.".analysis.txt";
open (ANAL, ">S$analysis"™) or die "Could not open $analysis:$!\n";

$diffdotalignl = S$basename.".diffdotalignl.txt"; #

reads forming alignments with consensus bases differing from reference
open (DIFALIGN1, ">$diffdotalignl™) or die "Could not open $diffdotalign:$!\n";
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Sdiffdotalign2 = $basename.".diffdotalign2.txt"; #
reads forming alignments with consensus bases differing from reference
open (DIFALIGN2, ">$diffdotalign2") or die "Could not open $diffdotalign:$!\n";

# read reference sequence from plain text file

# - tag bases have to to be written as Ns in the sequence for correct counting of
differences from the reference

$seqref = "delElOproductB.txt";

open (SEQREF, "$seqref") or die "Could not open $segref:$!\n";

# read reference sequence as plain text
Sreference = "";
while ($line = <SEQREF>) {
chomp ($1line) ;

Sreference = $reference.$line;

}
Sreference = uc(S$reference); # convert to uppercase
Srevreference = revcom(Sreference); # reverse and complement
Sreference = substr ($reference, 0, $seqcycles); # cut reference to the length of the
run
Srevreference = substr ($revreference, 0, $seqcycles); # cut reference to the length of the
run
# hashes
Srltagged = (); # hash with sequences ; tag is the key, value is a reference
to 2d array with reads
$rlheader = (); # hash: key is the shortened header, value is the tag
Sr2tagged = (); # hash with sequences ; tag is the key, value is a reference
to 2d array with reads
$taglgenotype = (); # hash holding tags as keys and string with R1 genotype
summary as values; used for matching genotypes with same tags
$rlvariants = ();
$r2variants = ();
Stagnumreads = (); # number of tags with the same number of reads; number of

reads is the key

# no changeable parameters below this line
Ak hkhkhkhkkhhhkhhkhkhkhkhhkhhkhkhkhk bk hhkhk bk hkhkhk bk kb hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkxk*x*k

print ANAL "Run: S$basename\n\nTolerated number of mismatches in primer sequences:
Smislimit\nTrim : S$rltrim\nShort read length limit: $readlenlimit\nMinimal number of sequences
needed for valid consensus: S$conminseg\n";

print ANAL "\nRead 1 file: S$fastgl\n";

$summaryheader = $summaryheader."\tMax primer mismatch\tMin con segs";
Ssummary = $summary."\tSmislimit\t$conminseq";
@read = ();

# read Read 1 fastg file into hashes
Sendfile = 0;

do {{
($endfile, Q@read) = getfgread (Sreadlinhand); # read one fastg read
Sreadcounterl++; # increase read counter

if ( filter(Sread[l], S$read[3], Sreference, $rlminlength, S$rlmaxmismatch, $rlfrom, $rlto,
Srlgfrom, S$rlgto, $rlglimit) == 0) { next;}

if (tagged(Sread[l]) == 1) {
#process tagged reads
Stag = substr($read[l],$readltol + 1, $taglength);
print TAGS "$tag\n";
Staggedcounterl++;
if (length(S$read[l]) < Sreadlenlimit) {$shortreadcounterl++;}

# add read to rltagged hash; tag is the key, the value is array of arrays
push @{Srltagged{Stag}}, [ Qread ]; # pushing anonymous array
reference to the read into the array

# add the part of the header (before the space) as a key and tag as value to
%$rlheader hash
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if (Sread[0] =~ /"~ (\S+)\s/) { # collect non-white
header text before the space

if (exists(Srlheader{$1})) {print ANAL "\nRead 1 Duplicate header $1\n";}
else {Srlheader{$1l} = S$tag;}
}

}
else {
# process untagged reads - print them to a fastqg file

print READIOTHER "S$read[0]\nSread[l]\n$read[2]\nSread[3]\n";
Suntaggedcounterl++;

}
}} until (Sendfile == 1);

print ANAL "Read 1 reads: Sreadcounterl\nRead 1 filtered tagged reads: S$taggedcounterl\nRead 1
non-tagged reads: $untaggedcounterl\nRead 1 reads shorter than S$readlenlimit:
$shortreadcounterl\nTag number: ".scalar (keys (%$rltagged))."\n\n";

$Ssummaryheader = $summaryheader."\tRl reads\tRl fitered tagged\tRl nontagged reads\tTags";
Ssummary =
Ssummary."\tSreadcounterl\tStaggedcounterl\tSuntaggedcounterl\t".scalar (keys ($rltagged)) ;

# call difference between the reference and consensus sequences
Staggedcounterl = 0;
Sdiffcallcounter =0;

while ((Stag, Sreads) = each(%rltagged)) { # Sreads hold a reference to 2D array with
reads (sharing the same tag)
Staggedcounterl++;
# Count how many tags have 1, 2, 3, etc. reads; Add numbers to a hash
if (exists ($Stagnumreads{@S$Sreads})) {Stagnumreads{@S$reads} = S$tagnumreads{@S$Sreads} + 1;}
# add the number of reads in @reads to hash
else {Stagnumreads{@S$reads} = 1;}

# Determine consensus
($cc, $conresult) = consensusmaker ($reads, 250, 0, $conminseq);
if (Sconresult == 1) {
Srlvalidbincounter++;
($diff, $diffc) = diffcaller (Sreference, S$cc, Srldiffrom, S$rldiffto);

if (sdiff =~ /\wt/) { $diff =~ s/\s+//;} else { sdiff = " ";}

Staglgenotype{$tag} = S$diff.":"; # add string with diffrences to the
hash, tag is the key.

if (Sdiffc > Srldifflimit) { # if more than tolerated number of
differences
Sdiffcallcounter++;
Sqg = dottedconsensus ($reads, Sreference, $cc) ;
print DIFALIGN1 "Rl S$tag $diffc $diffi\n$gg\n\n";
}
}

}
print ANAL "Called consensus for Read 1 reads ...\nRead 1 tagged reads: S$taggedcounterl\nRead

1 consensus reads with variant sequence: $diffcallcounter\n";

Ssummaryheader = $summaryheader."\tRl con reads\tRl con reads with variants\tR1l valid bins";
Ssummary = $summary."\tStaggedcounterl\t$diffcallcounter\t$rlvalidbincounter";

# Now print numbers of tags with different numbers of reads

print RDIST1 "##Reads per tag Tags Reads\n";

foreach $n (sort { $a <=> $b } keys (%tagnumreads)) { print RDIST1 "$n ".Stagnumreads{Sn}."
".$n*Stagnumreads{$n}."\n";}

# Erase the S$tagnumreads hash
$tagnumreads = ();

# process Read 2 reads
# read the fastg file into a hash with tags read from rlheader hash as keys; same as Readl
only tags come from the hash

Sendfile = 0;

do {{
(Sendfile, (@read) = getfgread (Sread2inhand);
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# filter : seq .. sequence, qual .. quality line, ref .. reference seq, minlength
minimal length, maxmismatch .. max of tolerated mismatches,
# from .. mismatch check from base, to .. dtto, gfrom .. quality dtto, gto .. dtto, glimit
limit on expected number of errors
if ( filter( Sreadll], S$Sread[3], $revreference, $r2minlength, S$r2maxmismatch, $r2from,

Sr2to, $r2gfrom, $r2gto, $r2glimit) == 0) {next;}
Sreadcounter2++; # increase read counter
Sread[0] =~ /" (\s+)\s/; # collect part of header text
before the space
if (exists(Srlheader{$1})) { # if the part of the header

before the space exists in header hash, get coresponding tag
#process tagged reads
Stag = $rlheader{$1l};
#print "Stag\n";
Staggedcounter2++;
if (length(Sread[l]) < S$readlenlimit) {S$shortreadcounter2++;}
# trim sequence and quality lines

if (Srltrim == 1) {
Sread[1] = substr(Sread[l], S$r2trimlimit + 1, length($read[l]) - S$r2trimlimit-1);
# trim sequence
Sread[3] = substr($Sread[3], S$r2trimlimit + 1, length($read[3]) - Sr2trimlimit-1);

# trim quality
}

# add read to r2tagged hash; tag is the key, the value is array of arrays
push @{S$r2tagged{sStag}}, [ QGread ]; # pushing anonymous array
reference to the read into the array
}
else {
# process untagged reads - print them to a fastqg file

print READ20OTHER "$read[0]\nSread[l]\nSread[2]\n$read[3]\n";
Suntaggedcounter2++;

}
}} until (Sendfile == 1);
print ANAL "Read 2 reads: Sreadcounter2\nRead 2 tagged reads: S$taggedcounter2\nRead 2 non-

tagged reads: S$untaggedcounter2\nRead 2 reads shorter than $readlenlimit:
$shortreadcounter2\nTag number: ".scalar (keys (%$r2tagged))."\n\n";

Ssummaryheader = $summaryheader."\tR2 reads\tR2 fitered tagged\tR2 nontagged reads\tTags";
Ssummary =
Ssummary."\t$Sreadcounter2\tStaggedcounter2\tSuntaggedcounter2\t".scalar (keys ($r2tagged)) ;

# call differences between the reference and consensus sequences

Sdiffcallcounter =0;

while ((Stag, Sreads) = each(%r2tagged)) { # reads hold a reference to 2D array with
reads (sharing the same tag)

Staggedcounter2++;

# Count how many tags have 1, 2, 3 , etc. reads; Add numbers to a hash

if (exists (Stagnumreads{@S$Sreads})) {Stagnumreads{@S$reads} = S$tagnumreads{@S$Sreads} + 1;}
# add the number of reads in @reads to hash

else {Stagnumreads{@S$Sreads} = 1;}

($cc, $Sconresult) = consensusmaker ($Sreads, 250, 0, $Sconminseq);

if (Sconresult == 1) { # 1if the number of reads in consensus is lower than
conminseq

Sr2validbincounter++;
($diff, S$diffc) = diffcaller(Srevreference, S$cc, S$r2diffrom, S$r2diffto);

if (Sdiff =~ /\w+/) { Sdiff =~ s/\s+//;} else { Sdiff

"o,y

if (exists(S$taglgenotype{$tag})) {Staglgenotype{Stag} = Staglgenotype{$tag}.S$diff;} # R2
diffcodes are separated by ":"
else {print ANAL "Error: Tag S$tag from r2tagged hash not found in taglgenotype\n";}

if (Sdiffc > r2difflimit) { # if more than tolerated
number of differences
Sdiffcallcounter++;
Sqq = dottedconsensus (Sreads, $revreference, Scc) ;
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print DIFALIGN2 "R2 $tag $diffc $diffi\nSgg\n\n";
}
}
}

print ANAL "Called consensus for Read 2 reads ...\nRead 2 tagged reads: S$taggedcounter2\nRead
2 consensus reads with variant sequence: $diffcallcounter\n";
Ssummaryheader = $summaryheader."\tR2 con reads\tR2 con reads with variants\tR2 valid bins";

Ssummary = $summary."\tS$taggedcounter2\t$diffcallcounter\t$r2validbincounter";

# Now print numbers of tags with different numbers of reads

print RDIST2 "##Reads per tag Tags Reads\n";

foreach $n (sort { $a <=> $b } keys (%tagnumreads)) { print RDIST2 "$n ".Stagnumreads{$n}."
".$n*Stagnumreads{S$n}."\n";}

# sort and count all variants

while ((Stag, S$genotype) = each(%taglgenotype)) {
($r1,S$r2) = split(/:/,$genotype);
#print "Sgenotype $tag \n";

if ((Srl eq "") || (Srl eq ™ ™) || (Srl eg "™ ")) { Srlemptygenocounter++;}
else {

@rlvar = split(/-/,Srl);

foreach my $v (@rlvar) {

if (exists($Srlvariants{$v})) { S$rlvariants{$v} = Srlvariants{S$v} + 1;}
else {Srlvariants{sv} = 1;}
}
}
if (($r2 eq ") || (Sr2 eq " ™) || ($Sr2 eq " ")) { Sr2emptygenocounter++;}

else {
@r2var = split(/-/,5%r2);
foreach $v (@r2var) {
if (exists($r2variants{S$v})

) { Sr2variants{$v} = S$r2variants{sSv} + 1;}
else {Sr2variants{sv} = 1;}

print ANAL "Reads without variants in genotype hash : Rl S$rlemptygenocounter, R2
Sr2emptygenocounter\n";

print ANAL "\n$summaryheader\n$summary\n";
print TABLE "S$summary\n";

print ANAL "\nRead 1 variants:\n";
foreach $g (sort {S$rlvariants{$a} <=> S$rlvariants{$b}} keys %rlvariants) {
print ANAL "$g\t".$rlvariants{$g}."\t".rlgenomic ($q)."\n";
}

print ANAL "\nRead 2 variants:\n";
foreach $g (sort {S$r2variants{$a} <=> $r2variants{$b}} keys %$r2variants) {
print ANAL "$g\t".S$r2variants{S$qg}."\t".r2genomic ($q)."\n";
}

# print graphs using gnuplot

print "gnuplot -c test.pg \"Rl - S$basename\" \"S$readtagdistl\" > Rl$basename.png\n";
system "gnuplot -c test.pg \"Rl - S$basename\" \"$readtagdistl\" \> Rl$basename.png";
print "gnuplot -c test.pg \"R2 - S$basename\" \"Sreadtagdist2\" > R2$basename.png\n";
system "gnuplot -c test.pg \"R2 - S$basename\" \"S$readtagdist2\" \> R2S$basename.png";

close S$readlinhand;
close RDISTI1;

close RDISTZ2;

close READIOTHER;
close $read2inhand;
#close READ20UT;
close READ20THER;
close SEQREF;

close ANAL;

close DIFALIGN1;
close DIFALIGNZ2;
close TAGS;

close GPLOT;
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CLOSE TABLE;

+ Il

T R R R R R R e R

sub rlgenomic {

my ( Svariant ) =@ ;

my Swarning =
$Svariant =~ /(\d+) ([ACGTNacgtn])/;

my Spos = $1;

my Sbase = $2;
if (($pos == 77) && (Sbase eq "C")) {Swarning = "\tD409H";}
Spos = 6767 + S$pos;
return "S$pos$baseSwarning";

(LTI
’

sub r2genomic {
my ( Svariant ) = @ ;
my Swarning = "";
S$variant =~ /(\d+) ([ACGTNacgtn])/;
my S$pos = $1;
my Sbase = $2;

if ((Spos == 34) && (Sbase eq "C")) {Swarning = "\tv460V";}
if ((Spos == 48) && (Sbase eq "C")) {Swarning = "\tA456P";}
if (($pos == 83) && (Sbase eq "C")) {Swarning = "\tL444P";}
Spos = 6767 + S$pos;

$base =~ tr/ACGTNacgta/TGCANtgcan/;
return "S$pos$baseSwarning";

}

# filter

Sk ok Kk ok ke sk k sk ok ok ke sk ok ok ok ok ok ke sk ok sk ok ok sk ke sk ok ok ok ok ok ke ok ok sk ok ok sk ke sk ok ok ok ok sk ke sk ok ok ok ok sk ke ok ok sk ok ok sk ok sk ok sk ok ok sk ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ke ok ok ok ok ok ok ok

# filters sequence by various criteria, if sequencce passes the filter it returns 1, otherwise

0

# newly added filtering by quality

# seq .. sequence, qual .. quality, ref .. reference, minlength .. minimal length, maxmismatch
.. max of tolerated mismatches,

# from .. mismatch check from base, to .. dtto, gfrom .. quality dtto, gto .. dtto

sub filter {

my ($seq, S$qual, S$ref, S$minlength, S$maxmismatch, S$from, $to, $gfrom, S$gto, $glimit) = @ ;

$ result = 1;

# filtering by length
# if (length($seq) < S$minlength) { S$result = 0;}
# filtering by similarity to reference sequence

if (length($seq) < $to) { S$to = length($seq);} # if the read sequence is
shorter than the limit, cut the limit
if (seqgfit($ref,$seq,S$from, $to, $Smaxmismatch) == 0) {Sresult = 0;}

# filtering by quality
# Expected number of errors is the sum of probabilities in the region

if (length($qual) < S$gto) { $gto = length($Squal);} # if the read sequence is
shorter than the limit, cut the limit

my Spsum = 0;

# print "$quall\ngfrom $from gto $gto\n";

for my $p (0 .. sgto - $gfrom) {
my Sascode = ord(substr($qual, Sp, 1));
if (exists(Sasciip{$ascode})) { $g = Sasciip{S$ascode}; S$psum = S$psum + $qg;}

# $z = substr($qual, S$p, 1); print "$z \tcode $ascode \tint $g pos S$p \n"
else {print ANAL "Error converting ascii quality code $ascode int $g pos S$p \n";}
}
if (Spsum >= S$glimit) { S$result = 0;}
return Sresult;

}

# diffcaller
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# compares reference and tested (i.e. consensus) sequences, returns a CIGAR-like summary (e.g.
145A170C200T) .

# Calls only substitutions,not deletions and insertions.

# Added a range in which the differences are called

sub diffcaller {
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my (Sref, S$tested, $from, $to) = @ ;
my $diffstring = "";
my S$diffcounter = 0;

my S$lastpos = 0;

if (length(Stested) <= length($ref)) {S$lastpos = length(Stested) - 1;} else { $lastpos =
length($ref) - 1;} # strings start at 0
if ($from > S$lastpos) {$from = $lastpos;}

(

if (Sto > S$lastpos) {$to = $lastpos;}
for my $a ($from .. Sto) {
if ( substr($ref,$a,l) ne (substr($tested,$a,l))) {
Sdiffstring = $diffstring.$a.substr (Stested, $a,1)."-";
Sdiffcounter++;
}
}
Sdiffstring = substr($diffstring, 0, length($diffstring) - 1); # remove the last extra
T_1
return ($diffstring.”™ ", S$diffcounter);

}

# consensusmaker
khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkkx

# iterates over a set of sequences with the same tag (received as a reference to the array of
arrays sharing the same tag)

# base that has most counts in the same position is added to the consensus sequence that is
returned

# 1if there are less that Sconminseqg (usually 3 or more ) sequence reads in a given position,
it breaks and returns consensus

# consensusmaker will return result code

sub consensusmaker {

my (Sreadsarrayref, S$len, Sposindex, Sconminseq) = @ ;
my S$Sconsensus = ""; # consensus sequence
my Scon = ""; # local storage for consensus

my Sresult = "";
my Spercent = 0;
my Spos = 0;

my S$lastpos = 0;
my $sum = 0;

my Svalid = 1;

# if low number of reads in array

if (Q@Sreadsarrayref <= $Sconminseq) {$result = $result."L".@S$readsarrayref;}
# BBEE quick reporter that the number of reads is sufficient

if (Q@QSreadsarrayref < S$conminseq) {Svalid = 0;}

# check length of sequences

my $c = 0;

foreach my $Sa (0 .. @Sreadsarrayref - 1) {

if (length (Sreadsarrayref->[$al[l]) <= S$readlenlimit) { S$Sc++;}
}
Sresult = Sresult."S$c";

# iterate over all positions in sequences

POS : foreach Spos (0 .. $len) { # for each position
my S$Acount = 0;
my $Ccount = 0;
my $Gcount = 0;
my S$Tcount = 0;
my S$othercount = 0;
my S$highest = 0;
my Sconreads = 0;
Scon = 'X';

# iterate over sequences from reads and count bases

RD : foreach my $Sa (0 .. @Sreadsarrayref - 1) {
#print $readsarrayref->[$al[l]." ".length($readsarrayref->[$alll])."\n";
if (Spos > (length (Sreadsarrayref->[$al[l]) - 1)) { next RD;}
if (substr ($readsarrayref->[$al[1l],$pos,1l) eq 'A') {SAcount++;}
elsif (substr (Sreadsarrayref->[$al[l],Spos,1l) eq 'C') {S$Ccount++;}
elsif (substr (Sreadsarrayref->[$al[l],Spos,1l) eq 'G') {S$Gcount++;}
elsif (substr (Sreadsarrayref->[$a][1l],S$pos,1l) eq 'T') {S$STcount++;}
elsif (substr (Sreadsarrayref->[Sal[l],Spos,1) =~ /\S/) {Sothercount++;} # if other

non-white character
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#print "S$Acount + $Ccount + $Gcount + $Tcount + S$Sothercount\n"

}

if ($SAcount > $highest) { S$highest = $Acount; S$con = 'A';}
if ($Ccount > Shighest) { $highest = $Ccount; S$con = 'C';}

if ($Gcount > Shighest) { $highest = $Gcount; S$con = 'G';}

if ($Tcount > Shighest) { $highest = $Tcount; S$con = 'T';}

if (Sothercount > S$highest) { $con = 'N';}

#print "S$con $highest ";print "S$SAcount + $Ccount + $Gcount + $Tcount + Sothercount\n";

Sconreads = $Acount + $Ccount + $Gcount + $Tcount + Sothercount;

if (Sconreads < $conminseq) { last POS;} #break if the bases are counted from less than
Sconminseqg reads

felse {
$consensus = $consensus.$con; # append the base
to consensus string
$sum = $sum + 100*$highest/$conreads; # sum percentage of

sequences that carry the consensus base
Slastpos = $pos;
Shighest = 0;

#)
}
#print "sum $sum pos S$Spos\n";
my Sperc = int ($sum/ ($lastpos + 1)); # divide the
sum of percentages by the last position
Sresult = S$result."CSperc"; # append the

percentage to result
#print "cons S$consensus Sresult\n";
return (Sconsensus, S$Svalid);

}

# getfgread
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# skips lines that do not start with @, then reads and chomps 4 lines into an array, returns 0
if not eof and the array

# otherwise 1 and an empty array

sub getfgread {

my ($fhandle) = @ ;
my Sendfile = 0;

my S$linecounter = 0;
my Gread = ();

my $line = "";

while (Slinecounter ne 4) {
if (defined (Sline = <S$Sfhandle>)) {
chomp ($1line);

if ((Sline =~ /"\@Q/) && (Slinecounter == 0)) { Sread[0]= S$Sline; S$linecounter++; next;} #
header line

elsif (Slinecounter==0) {next;}

elsif (Slinecounter == 1) { $read[l] = $line; $linecounter++; next;}
# sequence

elsif (Slinecounter == 2) { Sread[2] = $line; $linecounter++; next;}
+ +

elsif (Slinecounter == 3) { $Sread[3] = $line; $linecounter = 4;}

# quality, last line in fastqg record
}
else {$endfile = 1; last; }
}
return (Sendfile, Qread);

}

# tagged
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# test if there there are correct primer sequences flanking the tag in readl
sub tagged{

my (Stest) = @ ;
if ((seqgfit(Sreadlref, S$test, S$readlfroml, S$readltol, $mislimit) == 1) &&
(seqfit ($readlref, Stest, $readlfrom2, S$readlto2, S$mislimit) == 1))

{return 1;} else {return 0;}

}

# seqgfit
hkhkkhkkhkhkkhkhhkhkhkhkhkkhhkhkhhkhkhkhhkkhkhhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhhkhkhhkhkhkhhhkhhkhhkhkhkhhhkhhkhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkkhkhkkhk bk kb khkhkkhk bk kb hkhkkhkhkkx

# Checks i1f the start of the sequence is (almost) identical with the primer,

# assumes two reference and tested strings are equal or almost equal and have the same starts
# Returns 1 (passed) or 0 (failed).
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sub seqgfit {
my (Sreference, Stested, Sfrom, Sto, Smislimit) = @ ;
# sanity checks
my $lntest = length(S$tested)-1;
my $lnref = length($reference)-1;

if ((Sfrom > $Slntest) || (S$Sto > Slntest)) { return 0;} # sequence too short
my Smismatches = 0;
for my $a ($from..Sto) |

if (substr(Sreference,$a,l) ne substr(Stested,$a,1l)) {Smismatches++;}

}

if (Smismatches <= Smislimit) {return 1;} else {return 0;}

}

sub dottedconsensus{

my (Sreftoarray, Sreference,Sconsensus) = @ ;
my Soutput = "$reference\n";
foreach my $a (0 .. @Sreftoarray - 1) {
foreach my $b (0 .. length($reftoarray->[$all[l]l) - 1) {
if (substr($reftoarray->[$alll]l, $b, 1) eq (substr(Sreference, $b, 1))) { Soutput =
Soutput.".";}

else { Soutput = Soutput.substr (Sreftoarray->[$alll]l, S$b, 1);}

}
Soutput = Soutput."\n";

for $a (0 .. length(S$consensus) - 1) {
if (substr($consensus, $a, 1) eq (substr(Sreference, $a, 1))) { $Soutput = Soutput."-";}
else { Soutput = Soutput.substr ($consensus, $a, 1);}
}
return Soutput;

}

sub revcom {
my ($sequ) = @ ;
$Ssequ = reverse $sequ;
$sequ =~ tr/ABCDGHMNRSTUVWXYabcdghmnrstuvwxy/TVGHCDKNYSAABWXRtvghcdknysaabwxr/;
return S$sequ;
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