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Abstract

This work investigates the separation of DNA heteroduplexes under the
conditions of partial denaturation using capillary gel electrophoresis. The
separation is modelled using nearest-neighbourhood approximation. Frag-
ments of K-RAS oncogene with point mutations and of MDR1 gene with
a single nucleotide polymorphism are used as systems samples. Optimal se-
paration conditions are investigated experimentally. By direct comparison
of theoretical and experimental data, relative mobilities of homoduplex and

heteroduplex fragments can be interpreted.

Based on acquired information, transformation function is proposed for
evaluating electropherograms in the multicapillary array. Transformed mi-
gration times are then used to generate a temperature map of multicapillary

array.

These findings together help to understand the theoretical background of
mutant DNA separation in CE in multicapillary arrays as well as in other

systems.



Abstrakt

Prace se zabyva studiem separace heteroduplexii DNA za podminek ¢4-
ste¢né denaturace metodou kapilarni gelové elektroforézy. Pro teoretickou
simulaci separa¢niho procesu je pouzita aproximace nearest-neighbourhood.
Jako modelové systémy jsou pouzity vzorky mutaci onkogenu K-RAS a jed-
nonukleotidovy polymorfismus genu MDRI1, u kterého je provedena experi-
mentalni optimalizace pro nalezeni optimalnich separa¢nich podminek. Pti-
mym porovnanim teoretickych a experimentalnich dat jsou vysvétleny vza-

jemné mobility homoduplexnich a heteroduplexnich fragment.

Na zakladé ziskanych poznatku je navrzena transformaéni funkce pro
vyhodnocovani elektroferogrami z multikapilarniho pole. Hodnoty transfor-
movanych migrac¢nich ¢asu jsou zpétné vyuzity pro vytvofeni teplotni mapy

multikapilarniho pole.

Zjisténé skutecnosti pfedstavuji dvodni poznatky slouzici k pochopeni
teoretickych principu separace mutantni DNA za podminek ¢aste¢né dena-

turace pomoci CE v kapildrnich polich ¢i jinych metod.
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Kapitola 1
Uvod

Sekvenace lidského genomu oteviela cestu k diagnostice dédiénych cho-
rob a vcasné diagnostice a sledovani progrese zavaznych onemocnéni pomoci
testovani DNA na pfitomnost genetickych variaci (napf. mutac{ nebo jedno-
nukleotidovych polymorfismiu SNP). Piikladem je karcinom tlustého stieva,

kde byla prokazana frada DNA poruch onkogent a tumor-supresorovych genii.

Za standardn{ a téméf univerzalni zpisob mutaéni analyzy a SNP scree-
ningu se povazuje piima DNA sekvenace. Jeji nevyhodou je nizka citlivost,
pokud se mutantni DNA vyskytuje ve vzorku spolu s nadbytkem normalni
DNA, coz je ¢asty piipad pii testovani vzorku tkéani, napf. biopsii odebranych
z tumoru. Nelze opomenout ani pomérné vysoké naklady. Za ticelem zvyseni
citlivosti a sniZzeni nakladi byla vyvinuta fada alternativnich metod pro

mutaéni analyzu.

Metody zalozené na separaci normalni a mutantni DNA v dusledku roz-
dila v jejich denaturaci maji velky potencial. Umoziiuji s vysokou citlivosti
spolehlivé zachytit i nizké koncentrace mutantni DNA. Kvili chybéjicimu
teoretickému modelu vsak dosud nejsou nékteré experimentalni problémy
vyfeSeny, coz brani Sirsimu nasazeni téchto metod v klinické praxi. Nalezen{

takového teoretického modelu je hlavnim cilem predkladané prace.



Kapitola 2

Literarni reserse

2.1 Uvod do problematiky genetickych variaci

2.1.1 Jednonukleotidové polymorfismy a mutace

Jednonukleotidové polymorfismy (single nucleotide polymorphisms, SNP)
predstavuji nejcastéjsi formu vrozené genetické variace lidského genomu.
Jednad se vrozené o zamény (substituce) nukleotidu, které lze nalézt v kédu-
jicich (exonech) i nekédujicich (intronech) ¢astech genu. Od vrozenych bo-
dovych mutaci se 1isi tim, ze vétSinou neméni aminokyselinovou sekvenci
kédovaného proteinu, a jejich funkéni disledek proto neni vzdy zcela ziejmy.
Casto se vyskytuji v regula¢nich regionech, napf. v mistech vazeb tran-
skripénich faktorl, ¢imz ovliviiuji genovou expresi. Dalsim kritériem, vyme-
zujicim SNP oproti DNA mutacim, je jejich casty vyskyt v obecné populaci,

ktery musi byt alespon 1%.

Bodové mutace predstavuji zménu (substituci, deleci ¢i inserci) jednoho
nukleotidu v DNA, kterda vede ke zméné aminokyselinové sekvence kdédova-
ného proteinu. Zmutovany protein byva c¢asto nefukéni nebo neregulovatelny.
Mutace lze délit na vrozené (zarodecné, napf. u syndromu cystické fibrézy)
a ziskané (napf. v dusledku pusobeni zafeni nebo chemickych karcinogenti).
Vrozené mutace lze detekovat v kterékoliv burice téla (nejcastéji v krevnich
bunikdch - lymfocytech), zatimco ziskané mutace se nachdzeji pouze v po-

stizené tkdni (tumoru).

10
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2.1.2 MDRI1

Human multidrug-resistance gene (MDR1, téz ABCB-1) kdéduje inter-
mebrénovy P-glykoprotein. Tento protein funguje jako membrénovy pre-
nasec, ktery aktivné ¢erpa xenobiotika z burnky. Jeho substriatova specificita
je pomérné sirokd. Podili se na od¢erpavani celé fady 1é¢iv (napf. chemotera-
peutik), coz ovliviiuje jejich terapeutické uc¢inky a zplsobuje obtize pfi léché

rakoviny [13].

Nedavné studie odhalily fadu nukleotidovych polymorfismu genu MDR1
[24]. U nékolika z nich byla vysledovana zavislost se zménénou funkéni aktivi-
tou P-glykoproteinu. Jednim z nejvyznamnéjsich je polymorfismus C3435T,
ktery se naléza v exonu 26, u kterého byla pfimo prokizdna zména substré-

tové specificity [27].

2.1.3 K-RAS

Gen K-RAS kéduje maly regula¢ni G-protein p21Ras. Aktivovany pro-
tein p21Ras zahajuje kindzovou kaskaddu. Kinazy této kaskady se podileji
na regulaci metabolickych déju buiky ¢i na aktivaci transkripénich faktoru
nutnych pro déleni bunky [19].

Bodové mutace v kodonech 12, 13 a 61 genu K-RAS zapficifiuji perma-
nentni aktivaci proteinu p2lras, coz vede ke stalé ristové stimulaci bunky a
naslednému nekontrolovanému déleni, které koné¢i vznikem tumoru. Nejcas-

téji se mutace objevuje v burikach slinivky, tlustého stfeva a plic [14].

2.2 Vybrané metody detekce SNP a bodovych

mutaci

Nasledujici metody jsou vhodné k detekci SNP a bodovych mutaci ve
fragmentech DNA o délce fadové 100 bp. Vybrany byly pfedevsim metody,
které jsou zalozeny na termodynamické stabilité DNA nebo na tvorbé se-
kundérnich struktur [16,21]. DNA sekvenace dle Sangera byla popséna jako

srovnavaci etalon ostatnich metod.
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2.2.1 DNA sekvenace dle Sangera

DNA sequencing with chain-terminating inhibitors je ndzev metody vy-
vinuté F. Sangerem pro elektroforetické sekvenovéani DNA [36]. Zakladem
metody je provedeni polymerasové retézcové reakce (PCR) ve smési, kterd
obsahuje vedle deoxyribonukleotidu i dideoxyribonukleodity. Dideoxyribo-
nukleotid inhibuje dalsi prodluZovani fetézce polymerasou pii PCR. Smeés
fragmenti DNA se pak v gelu elektroforeticky separuje podle délky frag-
mentu. Puvodné se pouzivaly dideoxyribonukleotidy radioaktivné znacené
32P a fragmenty DNA se separovaly plosnou gelovou elektroforézou. Nynf
se pouzivaji fluorescen¢né znacené dideoxyribonukleotidy a elektroforetickd

separace probiha v kapildrach [5].

2.2.2 Heteroduplexni analyza

Usek DNA s vyskytem bodové mutace se amplifikuje metodou PCR. Pro-
dukty PCR se néasledné zahteji na teplotu 94°C a postupné ochladi na 50°C.
Jsou-li ve vzorku pfitomna podobnd vldkna DN A lisici se v jednom & nékolika
malo pédrech bazi, vzniknou timto postupem heteroduplexy. S tim se setkdme
napfiklad u heterozygotnich bodovych mutaci. Smés duplexu se nésledné se-

paruje metodou gelové elektroforézy [30].

2.2.3 Denaturing High-Performance Liquid Chromatography

Metoda Denaturing High- Performance Liquid Chromatography (DHPLC)
[46]) umoziiuje detekci SNP ¢i bodovych mutaci na zékladé riznych retenénich
casu pfii separaci homo- a heteroduplexi DNA. Separace probihd v uspo-
fadani iontové-parové chromatografie pii teploté ¢astecné tepelné denatu-
race analyzovanych fragmentii DNA. Kolona obsahuje jako staciondrni fazi
porézni poly(styren-divinylbenzen). Mobilni fize je slozena z vody a orga-
nického rozpoustédla (napf. acetonitrilu), a ddle obsahuje iontové-parové
¢inidlo (napf. triethylammonium) spolu s malym protiiontem (napf. aceté-
tem). V prubéhu separace se postupné zvysuje podil organického rozpou-
stédla v mobilni fazi, coz vede k postupné desorpci TEAA-DNA komplexi
jednotlivych homo- a heteroduplexnich forem ze stacionarni fize a tim i k je-

jich separaci.
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Afinita komplexi s dsDNA ke stacionarni fazi je zptisobena nepolarni in-
terakci. Celkova retence dsDNA je dana poc¢tem paru bazi ve dvojsroubovici.
race proto vice zavisi na zastoupeni a sekvenci bazi nez na délce vldken. Pfi
teplotach, kdy dochdzi k ¢éstetné denaturaci (¢dstecnému rozpleteni) DNA,
se uplatnuji vlastnosti jak dsDNA, tak ssDNA.

Retencni ¢asy pfi DHPLC jsou nejkratsi pro heteroduplexy a vzrustaji
s rostouci teplotou tani dvojsroubovice. Detekce se obvykle provadi fluo-

rescencné, pripadné UV detektorem.

2.2.4 Single-strand conformation polymorphism

Metoda Single-strand conformation polymorphism (SSCP) (31] je zalo-
zena na empirické skutecnosti, ze i jednovlaknovd DNA zaujima v roztoku
za jistych podminek definovanou sekundarni strukturu. Sekundérni struktura,
je ovlivnéna zejména teplotou, pH a slozenim pufru. Obecné plati, ze nizké

pH a teplota ji 1épe zachovavaji.

Zémeéna jednoho nukleotidu muze tuto sekunddrni strukturu ovlivnit,
takze fragmenty s riznou sekvenci v misté SNP ¢i bodové mutace se oddeli
béhem gelové elektroforézy v nedenaturujicim prostiedi v dusledku rozdil-

nych hodnot efektivnich prumeéru.

Separace pii SSCP byla puvodné provadéna plosnou gelovou elektro-
forézou. Nyni lze separaci provadét i pomoci kapilarni gelové elektroforézy
s fluorescencni detekci. Pfi PCR reakci lze pouzit primery znacené ruznymi

fluorescen¢nimi znackami, takze lze snadno odligit 5-3’ a 3’-5’ vldkno.

2.2.5 High resolution melting analysis

Tato metoda je zaloZzena na méfeni zavislosti helicity (miry sparovani
dvou vldken) dvojsroubovice fragmentu DNA na teploté [20,44,47]. Obvykle
i zdména jednoho nukleotidu ve fragmentu dvojsroubovice DNA ovlivn{ jeho

termodynamickou stabilitu.

Pii metodé se méii fluorescence vzorku obsahujicim interkalovanou fluo-

rescen¢ni znacku* v zavislosti na teploté. Vysledkem jsou hysterezni kiivky

*obvykle SYBR Green ¢i LC Green
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tani, které se po normalizaci intenzity fluorescence obvykle vyhodnocuji v di-
ferencidlnim tvaru. Na zdkladé srovnani tvaru kiivek a poloh inflexnich bodi
se standardnim (zndmym) vzorkem je tedy mozné urcit sekvenci v misté

polymorfismu ¢i mutace.

Pokud mé& homoduplex s mutaci téméf totoznou teplotu tani jako homo-
duplex normalniho typu, lze citlivost metody zvysit vytvorenim heterodu-
plext. Ke vzorku se pfidd DNA normélniho typu a smés se zahteje. V piipadé,
ze vzorek obsahuje mutantni DNA, vzniknou heteroduplexy, které vyraznym

zpusobem zméni kiivku tani analyzovaného vzorku.

2.2.6 Denaturant gel electrophoresis

Elektroforéza v denaturujicim gelu (DGE) predstavuje rodinu metod,
které jsou zalozeny na elektromigracnim déleni v disledku zmeény termo-
dynamické stability dvojsroubovice DNA po zdméné jediného paru bézi.
Spoleénym rysem této skupiny metod je migrace ¢astecné denaturované DNA
v gelu, pficemz mobilita fragmentu dvojsroubovice DNA velmi zavisi na jeho
aktudalni helicité - ¢im je helicita fragmentu DNA mensi, tim mensi je jeho
mobilita, vizte obrazek 2.1. Vyjimkou jsou fragmenty s nulovou helicitou, kdy
se v dusledku nadmérné denaturace ptivodni dvojsroubovice DNA rozpadne
na samostatna vlakna, kterd se déale pohybuji bez dalstho zadrzovani v gelu
s mobilitou vyssi nez v pripadé ¢asteéné denaturované dvojsroubovice. Délka
fragmentu DNA vhodného pro DGE se pohybuje v rozmezi 100 az 300 paru
bézi [6].

Metody zalozené na denaturac¢ni elektroforéze jsou obecné pouzitelné jen
pro detekci téch mutaci, které se nachdzeji v termodynamicky méné stabilni
oblasti analyzovaného fragmentu DNA [45]. Pokud by se mutace nachizela
v termodynamicky stabilnéjsi ¢dsti, bude pfi podminkach ¢astec¢né denatu-
race stabilnéjsi ¢asti zcela denaturovana méné stabilni ¢ast, coz zapficini, ze
se mobility duplexi nebudou takika liSit. Rovnéz hrozi{ nebezpeéi tplného
rozpleteni vlaken dvojSroubovice. Pro prekonani zminéného omezeni a roz-
§iteni pouzitelnosti téchto metod byva casto pouzita metoda spojeni vlaken
dvojsroubovice GC-svorkou (GC-clamp). GC-svorka je tisek DNA o délce
priblizné 40 paru bazi bohaty na guanin a cytosin, ktery se k analyzovanému

fragmentu DNA obvykle pfipojuje pii PCR (jeden primer je na 5 konci
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denaturant ——>
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Obrazek 2.1: Vliv miry denaturace dvojSroubovice DNA na jeji mobilitu;
gel obsahuje vodorovny gradient denaturantu, podél horni hrany gelu byl
rovnomérné nanesen vzorek obsahujici normalni a mutantni typ a poté byla
spusténa elektroforéza ve svislém sméru, po skonceni elektroforézy byly po-

lohy fragmentu DNA visualizovany (pfevzato z [18])

prodlouzen o GC-svorku), nebo ligaci k hotovym PCR produktum [6]. Frag-
menty DNA spojené GC-svorkou maji hladsi profily termodynamické stabi-
lity u domén, které sousedi s GC-svorkou, coz je pro elektroforetickou separaci
zédouci [39] (vizte dale).

Poprvé byla myslenka elektroforézy DNA v ¢asteéné denaturujicim pro-
stfedi popsdna v préaci Fischera a Lermana [18|, ktefi uispésné separovali
fragmenty DNA v plosném polyakrylamidovém gelu, jenz obsahoval gradient
mocoviny jako denaturant. Metodu nazvali denaturating gradient gel electro-
phoresis (DGGE).

Misto tohoto klasického uspofadani s gradientem chemického denatu-
rantu lze k denaturaci pouzit i gradient teplotni, ktery ma na dvojsroubovici
DNA podobny ucinek. Metoda vyuzivajici casové zmény teploty se nazyvé

temporal temperature gradient electrophoresis (TTGE) [8].

Pfi pouziti chemického nebo teplotniho gradientu dochézi k ¢dstecnému
tani DNA, a tedy i separaci pouze v izkém rozmezi denatura¢nich podminek.
P#i vhodné zvolené konstantni teploté lze tedy dosdhnout lepsich vysledku
separace, nebot separace probihd po celou dobu za podminek, kdy majf frag-
menty navzajem odliSnou hodnotu aktualni mobility. Takové uspofadédni se

nazyva constant denaturant gel electrophoresis (CDGE) [8].
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Obrazek 2.2: Analyza DNA technikou DGGE; na gelu jsou patrné dvojice
prouzku patfici homoduplexim (na obrazku nize) a heteroduplexim (na

obrazku vyse) (pfevzato od Genomac International)

Jestlize je teplota tdni homoduplexi normélniho a mutantniho typu té-
meéf totoznd, lze stejné jako v pripadé high resolution melting analysis pouzit
pfidavku DNA normaélniho typu a sledovat, zda se tvofi heteroduplexy, ¢imz

se citlivost metody podstatné zvysi.

2.2.7 Denaturant capillary electrophoresis

Posledni desetileti jsou v experimentalni molekuldrni biologii a genetice
ve znameni pfechodu od klasické gelové elektroforézy k metoddm kapilarni
elektroforézy [25].

Jako separaéni matrice se pfi DCE metodéch pouzivd linedrni (nezesito-
vany) polyakrylamidovy gel v kapilarach. Péry dilezité pro separaci vzni-
kaji v gelu nahodile v disledku splétani a rozplétani vlaken polyakryla-
midu [32]. DNA je stejné jako pii DGE denaturovéna teplotou, pfipadné
teplotou a chemickym denaturantem [6]. K detekci se vyuzivd fluorescenéni

znacCka navdzand na konec vldkna dvojsroubovice (obvykle na GC-svorku).

Kapilarnim analogem metody CDGE je constant denaturant capillary
electrophoresis (CDCE) [26]. Pfi pouzit{ multikapildrniho pfistroje, kde se
teplota muze mezi kapildrami lisit, lze namisto drzeni konstatni teploty s tep-
lotou v tzkém rozsahu kolem optiméalnich podminek cyklovat, pak se hovoii
o cycling gradient capillary electrophoresis (CGCE) [28]. Tyto metody byly
pouzity v celé radé klinickych aplikaci [28,29].

Dalsim piikladem uspésného pouziti metody DCE je separace fragmentu
DNA obsahujic{ mutace v kodonech 12 a 13 genu K-RAS [7,9] (obrdzek 2.3).
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S rozvojem mikrocipovych separa¢nich technik se objevuji snahy prenést

heteroduplexni analyzu i na tuto platformu [22].

Codon 12 Codon 13

j :\:1’— J{—Tl J{{z TGC

ST $2 s3sal,ss

Relative fluorescence

& MGAT ] L J GTC
IO VW WIS SN A J._J\. L

30 33 36 39 30 33 36 39

Migration timc, minutes

Obrézek 2.3: Elektroferogramy separace ruznych mutaci K-RAS v kodonu 12
a v kodonu 13 metodou DCE (pfevzato z (7))
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2.3 Zaklady teplotni denaturace DNA

2.3.1 Nevazebné interakce v DNA

Pérovéani vldken DNA do dvojsroubovice popisuje model Watsona a Cri-
cka [43]. Jeho zdkladem jsou vodikové interakce mezi komplementdrnimi
béazemi (C/G a A/T). Dalsim efektem, ktery pfispiva ke stabilizaci dvoj-
sroubovice, jsou patrové interakce mezi purinovymi a pyrimidinovymi jadry.
Patrové interakce vznikaji jednak mezi bazemi komplementarnich vldken (in-

terstrand stacking), tak mezi bazemi téhoz vldkna (intrastrand stacking).

Pii pouziti metod vypocetni chemie (Resolution of Identity Density Fun-
ctional Theory Augmented with an Empirical Dispersion Term, RI-DFT-D)
se ukazuje, ze pii parovani dvou vldken DNA je pokles Gibbsovy energie
zpusobeny vodikovymi interakcemi priblizné dvojnasobny nez pokles Gibb-
sovy energie v dusledku patrovych interakei [23]. Metoda RI-DFT-D déle
predpovida, ze pfi vzniku dvojsroubovice je pokles Gibbsovy energie zpu-
sobeny patrovymi interakcemi v prepo¢tu na jeden par bazi priblizné kon-
stantni. V zdvislosti na sekvenci DNA se méni pouze pomér energie ptipada-

jici na vnitrovldknovy a mezivldknovy stacking.

V pfipadé, ze par bazi neni komplementarni dle Watsona a Cricka, je
tento par rovnéz stabilizovan vodikovymi a patrovymi interakcemi. Moznost
vzniku vodikovych interakei a tim termodynamicka stabilita je napf. u paru

A-C velmi zavisld na pH [2].

H /

\
N N—H--0 CHy _
fﬁ \ NK/ WPV
N H-—N /
/A N;/ % N_/ N

TN\ ° Nk ‘°>/_c \

Obrézek 2.4: Znéazornéni vodikovych interakci mezi adeninem a thyminem a

guaninem a cytosinem, jak je ur¢ili Watson a Crick [43]
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5’-ATCGTGA-3’
3’ -TAGCACT-5’
Obrazek 2.5: Znazornéni nearest-neighbourhood paru — oznacen je par GT/CA;

sekvence obsahuje nasledujici nearest-neighbourhood péry: AT/TA, TC/AG,
CG/GC, GT/CA, TG/AC a GA/CT

2.3.2 Nearest-neighbourhood aproximace

Pti klasickych termodynamickych vypoctech se pouzivd nearest-neigh-
bourhood aproximace zalozena na predpokladu, Ze velikost pfispévku paru
béze k termodynamickym veli¢indm je ovlivnéna (i) druhem péaru (A-T, G-C)
a (ii) bezprostfedné pfedchézejicim parem (pfipadné koncem dvojsroubovi-
ce). Vysledkem nearest-neighbourhood aproximace je 10 linearné nezavislych

paru dvojic bazi sparovanych dle Watsona a Cricka.

Nejjednodussi modely zalozené na této aproximaci [38] uvazuji vyhradné
interakce mezi sousednimi pary bazi, ke kterym pricitaji termodynamicky
piispévek dvou krajnich pard béazi. Jako takové jsou validni pouze pro oligo-

nukleotidy DNA, ve kterych tani probiha jako dvoustavovy proces.

Piesnéjsi modely uvazuji vznik domén tvofenych dvojsroubovici a domén
tvofenych klubkem ¢i smyckou, jak popisuje napf. prace Polanda a Sche-
raga [34,35]. Mikrostav fragmentu DNA je popsin vektorem p, ktery na
i-té pozici obsahuje 0 v pfipadé nesparovaného i-tého pdru bédzi (smycka
¢i klubko) a 1 pro spéarovany i-ty par bazi (dvojsroubovice). Vedle nearest-
neighbourhood aproximace tento model definuje entropicky clen smycek pro
interakci dalekého dosahu. K tani DNA v tomto modelu dochazi vznikem

smycek uprostied fragmentu ¢&i stuzek na jeho okrajich.

Od statisticko-termodynamického piistupu Polanda a Scheregy byly po-
stupné odvozovany dalsi modely. Jednim z poslednich je tzv. ,stitchprofiles”
[42]. Pfi vypoctu tento model pfisuzuje ruzné statistické vahy stavim, kdy
se par bazi vyskytuje jako izolovany par, par ukoncujici dvojsroubovici ¢i
péar obklopeny péry béazi (ve smyslu nearest-neighbourhood). Statistickd vaha
téchto stavil zavisi na teploté, coz vyzaduje znalost termodynamickych dat

sousednich paru béazi. Smy¢ky jsou reprezentovany entropickym ¢lenem [12].

Ptedchozi modely predpokladaly, Zze se mohou parovat pouze baze, které

si odpovidaji poradim v komplementarnim vlaknu, coz nebyva splnéno napf-.
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pro RNA. Za timto ucelem byly vyvinuty dvojrozmérné modely, kterymi se

vsak vice nebudu zabyvat.

2.3.3 Zpisoby znazornéni tani duplexu

Zékladnim zpuisobem zndzornéni tani fragmentu dvojsroubovice DNA je
pravdépodobnostni profil (obrazek 5.2 v kapitole 5.2). Tento profil pfedstavuje
grafické zndzornéni vektoru p makrostavu statisticko-termodynamického mo-
delu pfi zvolené teploté. Jinymi slovy ukazuje, s jakou pravdépodobnosti je

dany pér bazi pfi zvolené teploté skutecné sparovany (miru helicity ).

Alternativou je opaény pristup. Tedy zjistovani teploty pfislusejici zvo-
lené helicité kazdého paru bazi. Pokud se zvoli helicita & = 0,5, ziskd se

timto zptsobem teplotni profil (obrazek 5.1 v kapitole 5.2).

Vyéerpavajicim popisem tani dvojsroubovice DNA jsou diagramy stit-
chprofiles, které vychéazeji piimo ze statisticko-termodynamického modelu
a ukazuji, s jakou pravdépodobnosti vznikne mezi dvéma misty smycka,
nebo budou spojeny dvojsroubovici [40]. Jejich pouziti méd vsak vyznam az

u delsich fragmentu DNA, které obsahuji nékolik teplotnich domén.

2.3.4 Termodynamicka data homo- a heteroduplexi

Termodynamicka data potfebna pro algoritmy vyuzivajici aproximaci

nearest-neighbourhood byla ziskana méfenim teplot tani oligomeri DNA.

V préci Doktyzce et al. [17] byla experimentalné méfena teplotni stabilita
homoduplexnich oktameru 5-GTCXYZGC-3’, kde XYZ predstavuje ménici
se tripletni sekvenci bazi. Hodnoty standardnich Gibbsovych energii tvorby

duplexiu AG® a teplot tani Ty, byly ziskdny pro vsech 128 variaci.

V sérii ¢ldnki Allawiho a SantaLucii [1-4, 33] byla zkoumaéna teplotni
stabilita ruznych heteroduplexi o délce 9-16 part bazi. Na zdkladé nearest-
neighbourhood aproximace byla ziskdna termodynamickd data (AH®, AS®,
AGE,).

Blake a Delcourt [11] méfili termodynamické vlastnosti polymernich DNA
s ruznymi repetitivnimi sekvencemi, kterou syntetizovali v plasmidech. Na
zékladé statistické analyzy urCili termodynamickd data (AH°, AS°) pro

nearest-neighbourhood pary.
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2.3.5 Vliv koncentrace iontid na termodynamickou stabilitu
homoduplexi

Termodynamicka data uvedena v predchozich ¢lancich jsou platnd pfi
iontové sile, kterd odpovida koncentraci [Nat] = 1 moldm~3. Iontovi sila
elektroforetickych pufri vsak byva podstatné slabsi, proto je nutné data
prepocitat. Empiricky vztah (2.1), ktery popisuji zdvislost standardni Gi-
bbsovy energie vzniku dvojsroubovice na koncentraci Na™, byl odvozen na
zdkladé dat ziskanych pii meéfeni termodynamické stability oligonukleotidu

DNA v prostfedi s ruznou iontovou silou [37].
AG%,([Nat]) = AGS;(1M NaCl) — 0,114 kcalmol ™ - N - In[Na*]  (2.1)

Proménna N piedstavuje pocet fosfatovych skupin v jednom fetézci dvoj-
sroubovice oligonukleotidu (napf. pro oligomer o délce 8 pari bazi N = 7). Za
pfedpokladu nezavislosti entalpického ¢lenu na koncentraci soli ma korekce

entropického ¢lenu tvar

AS°([Nat]) = AS°(1IM NaCl) + 0,368 cal K™ ! mol™' - N - In[Na*]. (2.2)



Kapitola 3
Cile prace

1. Aplikovat model nearest-neighbourhood na piipad separace homodu-

plexnich a heteroduplexnich forem DNA metodou zaloZzenou na DCE

2. Interpretovat potradi piku a vzdjemné rozdily mezi migracnimi casy

piku na elektroferogramu pii analyze metodou DCE
3. Optimalizovat heteroduplexni analyzu MDRI1 fragmentu metodou DCE

4. Nalézt metodu pro standardizaci elektroferogrami z multikapilarniho

pole pfi pouziti metotody DCE

5. Zmapovat aktualni teploty v multikapilarnim poli
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Instrumentace a metodika

4.1 Pristroje a zarizeni

4.1.1 MegaBACE 1000

Pfi experimentech byl pouzit pfistroj MegaBACE 1000 od firmy Amer-
sham Bioscience (nyni GE Healthcare). Jednd se o 96 kapildrovy pfistroj
uzpusobeni k ddvkovani vzorki ze standardni mikrotitra¢ni desticky o 8 x 12
jamkach. Kapilary jsou usporadany do Sesti poli po Sestnacti kapilarach tak,
ze dvé po sobé jdouci fady kapilar tvofi pole. V dalsim textu budou sloupce
znaceny pismeny (A-H) a fady &isly (1-12). Katoda je samostand pro kazdou
kapildru, anoda je spolecna pro vSechny kapilary tvofici pole. Délka kazdé ka-
pilary je 600 mm, vzdalenost k detektoru je 400 mm. Vnitini primér kapilar
je 75 um. Kapildry maji vnitini vnitini povrch potazen (coated) linedrnim
polyakrylamidem pro potlaceni elektroosmotického toku [15]. Prostor mezi
kapildrami je temperovan proudicim horkym vzduchem. Detekce je prova-
déna na bazi laserem-indukované fluorescence pii vlnové délce 520 nm po

exitaci argonovym laserem o vlnové délce 488 nm.

4.1.2 Teplomér PT232 s Pt ¢idlem

Pro sledovéni teploty v temperovaném prostoru byl pouzit teplomér typu

PT232 vyrobeny firmou Papouch s.r.o. K nému bylo ¢tyfvodi¢ové pfipojeno

23
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nezapouzdiené platinové ¢idlo Pt 100 dodané firmou JSP s.r.o. pod kata-
logovym ¢islem T1027. Spolehlivost ¢idla byla ovéfena porovnanim se za-
pouzdienym okalibrovanym Pt 100 ¢idlem dodanym toutéz firmou pod kata-
logovym ¢islem T10272. Teplomér dokdze zaznamendvat teplotu s pfesnosti
0,1 °C v rozsahu —50 az +400 °C, ¢idlo je uzpusobeno k méfeni v rozsahu
—40 az +180°C.

4.2 Chemikalie a vzorky

4.2.1 Fragment MDR1

Sekvence pouzivaného MDRI1 fragmentu vcetné GC-svorky je uvedena
na obrazku 4.1. Primery byly navrzeny v laboratofi molekuldrni genetiky
a onkologie, Genomac International, kde byla rovnéz provedena amplifikaci
klinického vzorku metodou PCR. Produkty PCR byly znaceny na 3’ konci

GC-svorky fluorescenéni znackou FAM (karboxylfluorescein).

GAGAACATTG CCTATGGAGA CAACAGCCGG GTGGTGTCAC AGGAAGAGAT
CGTGAGGGCA GCAAAGGAGG CCAACATACA TGCCTTCATC GAGTCACTGC
CTAATGTCGG GCGGGGGCGG CGGGACGGGC GCGGGGCGCG GCGGGCG

Obraézek 4.1: Sekvence MDR1 fragmentu pouzitého pii experimentech. Misto
vyskytu SNP je vyznaceno podtrzenim, GC-svorka je oznaCena modre, sek-

vence odpovidajici primerim zelené

4.2.2 Fragment K-RAS

Sekvence K-RAS fragmentu véetné GC-svorky, ktery byl analyzovan me-
todou DCE v ¢ldncich [9] a [7], je uvedena na obrazku 4.2.

ATGACTGAAT ATAAACTTGT GGTAGTTGGA GCTGGTGGCG TAGGCAAGAG
TGCCTTGACG ATACAGCTAA TTCAGAATCA TTTTGTGGAC GAATATGATC
CAACAATAGA GGCGGGCGGG GGCGGCGGGA CGGGCGCGGG GCGCGGCGGG CG

Obrazek 4.2: Sekvence K-RAS fragmentu pouzitého v [7]. Mista vyskytu mu-
taci jsou vyznacena podtrzenim, prvni dvé mutace jsou v kodonu 12 (GGT),
dalsi dvé v kodonu 13 (GG), GC-svorka je oznafena modfe, sekvence od-

povidajici primerum zelené
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4.3 Metodika

Elektroforeticka separace probihala v linedrnim polyakrylamidovém gelu
»GMC-MTRX" od firmy Genomac International. Gel obsahuje jako denatu-
rant mocovinu o koncentraci 7mol dm 3. Pro separaci byl pouzit pufr ,, GMC-
MBBUFF* od firmy Genomac International (pH = 7,63, I = 26 mmoldm 3,
koncentrace kationickych forem ¢*! = 23 mmol dm~3).

Kapilary byly naplnény gelem pod tlakem 1000 psi. Nasleduje 300sekun-
dovy béh pouze s pufrem pfi napéti 10 kV (prerun). Vzorek byl ddvkovan
elektrokineticky pri napéti 3,0 kV po dobu 120 s. Separace probiha pfi kon-
stantnim napéti 8,0 kV, ¢emuz odpovida proud pfiblizné 7 pA.

Teplota byla mérena teplomérem PT232 a neni-li v textu uvedeno jinak,
¢idlo bylo umisténo v temperovaném prostoru pfistroje MegaBACE 1000
uprostied vzdélenéjsi strany kapildrntho pole (fada 12) na strané katody.

Toto misto bylo zvoleno vzhledem k snadné opakovatelnosti umisténi ¢idla.

4.4 Software

Pro vypocet teplotnich profili a profil helicit byla pouzita webova apli-
kace http://stitchprofiles.uio.no [41]. Pfi vypoctech byla volena sada
termodynamickych dat ,,Blossey and Carlon 2003“ a koncentrace ionti Na*

23 mmol dm 3.

Zpracovani binarnich souboru s elektroferogramy bylo provedeno dvéma
vlastnimi programy napsanymi v jazyce C. Prvni program uré¢i polohu piku
primeru, provede transformaci (kapitola 5.3.2) a data ulozi ve stejném binar-
nim formatu. Druhy program umoznuje pfevést udaje ulozené v bindrnich

souborech na textova data.

Statistické analyzy rozlozeni migracénich Casu a transformovanych mi-
gracnich ¢asu byly pocitdny aplikaci NCSS (http://www.ncss.com). Byly

vyuzivany funkce popisné statistiky a linearni korelace.
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Vysledky

5.1 Vypocty termodynamickych parametru dle

modelu nearest-neighbourhood

Stabilitu homoduplexu a heteroduplexii, které se lisi pouze v jednom pédru
b4zi na stejném misté (vyskyt SNP ¢i bodové mutace), 1ze porovnat pomoci
jednoduchého nearest-neighbourhood modelu. Jedinym ptredpokladem je, aby
se zménou paru bazi nezménila délka teplotni domény, nebot ta odpovida
délce smycky, kterd vznikne jejim roztatim (vizte kapitolu 2.3.2). Pokud by
nebyla tato podminka splnéna, neslo by takto jednoduchy model pouzit, ne-
bot jind délka smy¢ky znamend i jinou hodnotu entropického piispévku (loop
entropy factor), coz nelze v jednoduchém nearest-neighbourhood modelu po-

stihnout.

Zékladni jednotkou modelu je triplet bazi, ktery je sparovan s komple-
mentarnim tripletem. Krajni pary bazi jsou vzdy sparovany dle Watsona
a Cricka, zatimco prostiedni par je sparovan dle Watsona a Cricka pouze

v pfipadé homoduplexi, kdezto v piipadé heteroduplexi nikoliv.

Hodnotu standardni Gibbsovy energie tvorby duplexu, ktera pfipad&
na jednotlivé tripletni sekvence, lze v ramci modelu nearest-neighbourhood

spoéitat z termodynamickych dat zvefejnenych v [1-4,33] podle vzorce 5.1.

AG® = AH®° — TAS® (5.1)

Naptiklad hodnota Gibbsovy energie pro tripletni sekvenci AAG/TTC se
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spocte jako

AGi A rTc = AGAa T + AG)G/TC (5.2)
= AHprr + AHRgrc — T (ASZA/TT + ASZG/TC)

Piimym dosazenim citovanych termodynamickych dat by se ziskala hod-
nota, kterd odpovidd koncentraci soli v ekvivalentu Nat 1 moldm™3 [37].
Pufr pouzivany pii elektroforetické separaci mé ovSem mnohem nizs{ hod-
notu iontové sily, proto je nutné nejprve prepocitat hodnotu entropického

clenu podle vztahu (2.2).

Pii heteroduplexni analyze vzorku s jednim SNP ¢&i s jednou bodovou
mutaci se nevyskytuje libovolnad kombinace homoduplexu a heteroduplexy,
ale pouze takova, kterou lze vytvorit ze dvou 5-3’ vldken a ze dvou 3’-5’
vldken k nim komplementarnich. Vsechny tripletni sekvence, které se mo-
hou vyskytnout soucasné v jednom vzorku pii heteroduplexni analyze, jsou
uvedeny v jednom fadku tabulky 5.1. Ke kazdému tripletnimu duplexu je
v tabulce vypoctena hodnota standardni Gibbsovy energie, kterd odpovid4
jeho vzniku pii 75°C pfi koncentraci Na™ 23 mmoldm ™3, coz odpovids kati-

onické koncentraci bézné pouzivaného elektroforetického pufru.
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Tabulka 5.1: AG%5 [kJ mol~!] tvorby duplexii pro vsechny tripletni sekvence

vyskytujici se pii heteroduplexni analyze

| # | NN-okoli | SNP | HM1 | HM2| HT1 | HT?2
0l.] AxA |AoT] 262] 453] 745][ 11,49
02.| AxA |AoG || 262| 003| 933| 9,19
03.| AxA |A-C|| 262|-097| 665 9,84
04.| AxA |ToG|| 453| 003| 1205 | 637
05.| AxA | ToC | 453|-097| 773 | 7,52
06.| AxA | GeoC| 003 -097| 6361207
07.| AxT |AoT | 292| 292| 9121290
08.| AxT |AoG| 292|-051| 7.87| 854
09.| AxT |AoC| 292|-051| 530]10,69
10.| AxT |GeoC | —051| 051 578 16,84
11.| AxG |AoT | 1,29| 1,13| 893 10,56
12.| AxG |AoG | 1,29| —248| 10,34 | 6,85
13.| AxG |AoC | 1,29|-319| 7,37| 9,29
14.| AxG |ToG | 1,13 | —248| 11,25 | 4,88
15.| AxG |ToC| 1,13|-319| 556 | 7,5
16. | AxG |GoC | —248| -319| 6,69 | 14,65
17.| AxC |AoT | 082] 166| 872]11,50
18.| AxC |A—G | 082|-346| 956 | 642
19.| AxC |AoC | 082|-295| 231| 877
20.| AxC |ToG || 1,66 |-346| 981 | 341
21.| AxC | TeoC| 166 -295| 433 6,02
22. | AxC | GeoC | —346 | —2,95 | 2,82 | 12,54
23.| GxA |AoT| 136 243| 705 10,09
24.| GxA |AoG| 1,36 -241| 748| 4,98
25.| GxA |AoC| 1,36 -392| 476 | 896
2. | GxA |ToG| 243|-241| 1013 3,38
27.| GxA |ToC | 243|-392| 561| 921
28.| GxA | GeoC | -241|-392| 340/ 7,77
29.| GxG | AT || 003|-097| 853| 9,16
30. | GxG | AoG || 003|-492| 849 | 264
31.| GxG |AoC| 003|-614| 548| 841
32. | GxG | TG | —097|-492| 933| 1,89
33.| GxG | TeoC | —097|—614| 344 9,20
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Tabulka 5.1: (pokracovani) AGSs [kJmol~!] tvorby duplexii pro vsechny

tripletni sekvence vyskytujici se pfi heteroduplexni analyze

| # | NN-okoli | SNP | HM1 | HM2 | HT1 | HT? |
3.1 GxG | GoC | -492| -6,14] 3,73 10,35
35.| GxC | AoT | —044 | -044 | 832 |10,10
36.| GxC | AoG | —044 | -590| 771 221
37.1 GxC | AoC | —044 | -590| 042 7,89
38.| GxC |GeoC | —590|-590| 0,14 | 824
39.| TxA |AoT | 423 423| 578 10,08
40.| TxA |AoG| 423|-043| 898 | 838
41.| TxA | AoC | 423|-043| 7.72|11,20
42.| TxA |GeoC| -043]-043| 694| 7,30
43.| TxG |A—T| 290 | 083| 726 9,15
44. | TxG |AoG| 290|294 999 | 6,04
45. | TxG | AoC| 290 | -2,65| 844 10,65
46.| TxG | TG | 083]-294| 1040 | 6,23
47.| TxG |TeC | 083 -265| 621 897
48.| TxG | GeC | -294|-265| 727| 9,88
49.| CxG | AoT | -050 | —0,50 | 8,74 | 822
50.| CxG | AoG | —050| 516 | 998 | 3,87
51.| CxG | A~C | -050|-5,16| 695| 9,85
52.| CxG | GeoC | —516 | —5,16 | 7,60 | 12,46

Tabulka obsahuje standardni hodnoty Gibbsovy energie tvorby duplexu
v kJ mol~! spoétené v ramci nearest-neighbourhood aproximace pro viechny
tripletni sekvence DNA, které se mohou vyskytnout pfi heteroduplexni ana-
lyze na zdkladé termodynamickych dat zvefejnénych v [1-4,33,37] pfi teploté

75 °C a iontové sile ekvivalentu 23 mmol dm =3 Nat.

Jednotlivé fadky jsou vytvareny podle nasledujiciho principu: prvni slou-
pec predstavuje ¢islo fadku, druhy sloupec obsahuje nejblizsi okolf zdmény,
tFeti sloupec zaménu, dalsi sloupce obsahuji hodnotu standardni Gibbsovy
energie pro homoduplexy (HM 1 a HM2) a heteroduplexy (HT'1 a HT 2).
Napiiklad faddek 13 oznaceny AxG : A—C obsahuje energie odpovidajici
po fadé nésledujicim duplexim AAG/TTC (HM1), ACG/TGC (HM2),
AAG/TGC (HT1), ACG/TTC (HT2).
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5.2 Teoreticka studie modelovych systému

5.2.1 Pripad jednonukleotidové zdmeény (polymorfismu
MDR1)

Pomoci aplikace stitchprofiles byl vytvoren teplotni profil dvou homodu-
plexu MDRI1 fragmentu obsahujicich jako jedenapadeséaty par bézi cytosin-
guanin v piipadé normalniho typu (wild type) a thymin-adenin v piipadé po-
lymorfismu, obrézek 5.1. Hodnota teploty tani domény s moznym vyskytem

polymorfismu je u normalniho typu 79,1 °C a u polymorfniho typu 78,6 °C.

Fragment MDR1 obsahuje dle vypoctl pouze dvé teplotni domény. Vyssi
(stabilnéjsi) teplotni doména pifipadd na GC-svorku, niz§i doména na béze
v polohdch 26-104. Polymorfismus se nachdzi uvniti nizsi teplotni domény,

tudiz je splnéna nutnd podminka pro heteroduplexni analyzu.

Pomoci aplikace stitchprofiles byly pro oba homoduplexy MDRI1 frag-
mentu vytvofeny pravdépodobnostni profily pfi teplotach blizkych teploté
tani: 78,4, 78,8 a 79,2 °C, obrazek 5.2.

Rozdil helicit homoduplexi MDR1 fragmentu je pfi teploté 78,8 °C vy-

razny, coz umoziuje jejich snadnou separaci.

Termodynamicka stabilita heteroduplexa

Model stitchprofiles [42] umoziiuje spocitat teplotni mapy i pro fragmenty
DNA, kde se vyskytuje zafazeni nespravné baze (mismatch). Bohuzel tato
funkce neni v jeho soucasné implementaci [41] dostupnd, proto muzeme pouze

pfiblizné odhadovat teplotni stabilitu heteroduplexi.

Jestlize zdména paru béaze na misté SNP ¢i bodové mutace neovlivni
délku smycky, lze na tuto zménu pohlizet jen z pohledu nearest-neighbourhood
aproximace (kapitola 5.1). Podle pravdépodobnostniho profilu (obrézek 5.2)
se zda byt tento predpoklad opravnény. Na zakladé termodynamickych dat
uvedenych v [1,2,37] jsem vypocital hodnoty prispévku jednotlivych tripleta

ke Gibbsové energii vzniku dvojsroubovice. Udaje jsou uvedeny v tabulce 5.2.

Podle spoctenych dat lze usuzovat, ze pii teploté 79 °C se budou dobfe
separovat jak homoduplexy, tak heteroduplexy fragmentu MDRI.
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Obrazek 5.1: Teplotni profil homoduplexi MDR1 fragmenti vytvofeny po-
moci aplikace stitchprofiles [42], termodynamickd data ,Blossey and Carlon

2003“, koncentrace soli 23 mmol dm~3
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Obrazek 5.2: Pravdépodobnosti profil homoduplexi MDRI1 fragmentu pfi
teplotach 78,4, 78,8 a 79,2 °C (dle klesajici helicity ®) vytvoreny pomoci
aplikace stitchprofiles [42], termodynamické data ,Blossey and Carlon 2003%,

koncentrace soli 23 mmol dm 3
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Tabulka 5.2: Hodnoty piispévku jednotlivych tripleti ke Gibbsové energii
vzniku duplexu spocitané za pouziti nearest-neighbourhood aproximace z ter-
modynamickych dat uvedenych v [1,2,37] pro teplotu 79 °C pfi koncentraci
Nat 23 mmoldm™3

‘ pofad{ ‘ sekvence I duplex l AG5g[kJ mol 1] l

1 TCG/AGC | homo -1,78
2 TTG/AAC | homo +1,63
3 TTG/AGC | hetero +6,54
4 TCG/AAC | hetero +8,62

5.2.2 Pfipad vicenukleotidové zidmény (mutace K-RAS)

Na obrédzcich 5.3 a 5.4 jsou zndzornény vypoctené pravdépodobnostni
profily tdni homoduplexi K-RAS fragmentt pii teploté 74,5 °C. Pravdépo-
dobnostni profily kodonu 12 a 13 na obrazku 5.4 se prekryvaji.

Kvili nésledné analyze elektroferogramu je potieba znat prispévky hepta-
merni sekvence, kterd pokryva kodony 12 a 13, ke Gibbsové energii tvorby
duplexu. Z pravdépodobnostniho profilu fragmenti K-RAS znédzornénych na
obrazcich 5.3 a 5.4 1ze usuzovat, Ze je splnéna podminka konstantni délky tep-

lotni domény, a mizeme tedy pouzit aproximaci predstavenou v kapitole 5.1.

Vypoctené hodnoty pokryvaji vSechny homoduplexy a heteroduplexy,
které se mohou vyskytnout pfi heteroduplexni analyze fragmenti K-RAS.

Ciselné hodnoty jsou uvedeny v tabulce 5.3.
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Obrazek 5.3: Pravdépodobnosti profily tanf homoduplexu K-RAS fragmentu
s mutaci ve druhém paru bazi kodonu 12 a druhém péru béazi kodonu 13
pii teplote 74.5 °C vytvoreny pomoci aplikace stitchprofiles [42], termody-
namickd data .Blossey and Carlon 2003*, koncentrace soli 23 mmol dm™3;

poradi profilu podle klesajiel helicity: kodon 12: C > Gy > T > A: kodon

13: C=CGwr>A=T
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Obrdazek 5.4: Pravdepodobnosti profily tani homoduplexu K-RAS fragmentu
s mutaci v prynim paru bazi kodonu 12 a prvnim paru bazi kodonu 13
pii teploté 74.5 °C vvtvoreny pomoci aplikace stitchprofiles [42]. termody-
namickd data Blossev and Carlon 20037, koncentrace soli 23 mmol dm=3:

profily kodonu 12 a 13 se prekryvaji. poradi profilu podle klesajicl helicity:

C>Guwr>1T= A
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Tabulka 5.3: AG2; [kJmol '] tvorby duplexu pro sckvence obsazené v exo-
n 1 K-RAS

‘ k()dmrli{()xnn('vnf‘ .Vx'(r‘rli{v('n('(‘ ! WT { HM ‘ HT ‘ HT l#‘

12 AGT | TAGTGGC | =981 | =397 312 ] —0.83 | 44

12 TGT | TTGTGGC | —9.81 | —6.04 | 353 | —0.64 | 46
12 CGT L TCGTGGC | =981 | =952 1 3.01 | 0.40 | 48
12 | GAT | TGATGGC | —981 | —520| —0.84 | —2.53 | 21
12 GIT | TGITGGC | =981 | —6.04 | 1.91 | —4.55 | 19
12 GOT | TGOTGGC | =981 | —10.32 | 5.68 | —4.04 | 22
13| AGC | TCGTAGC | —981 | =397 312 —0.83 | 44
13 TGO | TGGTTGC | —981 | —6.04 | 3.53 | —0.64 | 46
13 CGC UTGOTCCC | =981 | =952 | 301 | 040 | 48
13 GAC | TGGTGAC | —9.81 | —4.35 | 380 | —1.70 | 36
13 GTC | TGGTGTC | —9.81 | —4.35 | 398 | —3.49 | 37

13 e TGGTGCC ~9.811 —-9.81 433 | —4.05 | 38

Tabulka obsahuje standarduni hodnoty Gibbsovy energie tvorby duplexu
v kJmol ' opii 75 °C a koncentrace soli 23 mmoldm™? spoctené voramci
nearest-neighbouwrhood aproximace pro sckvence o délee 7 paru bazi na
zaklade termodynamickyeh dat zverejunenyeh v [1 4033, 37]. Kazdy rdadek
odpovida jednomu clektroferogramu z obrazku 2.3; ¢islo radku (#) odkazuje

na tripletni sckvenei mutace v tabulee 5.1
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5.3 Elektromigracni charakteristiky zvolenych

fragmentt

5.3.1 Teplotni optimalizace separace MDR1 systému

Mocovina obsazena v denaturujicim gelu. ktery se pouziva pii separaci
mectodou DCE. snizuje vypocétenou teoretickou teplotu tani pfiblizné o 22
2% °C*. Presny vliv mocoviny na teplotnf stabilitu dvojsroubovice DNA vsak
neby! dosud dobre popsan [10]. Budu predpoklddat, ze pusobeni mo¢oviny
na fragmenty DNA. které se Lisi pouze v jednom paru béazi. snizuje jejich

teplotu tani stejuyim zpusoben.

Byla provedena série ¢tyt separaci NDR1 fragmentu pfi ruznych tep-
lotach s cilem najit optimalni teplotu. Pri teplotach 49,7 °C a 50.6 °C se
nedostateéne separuji homoduplexy, obrazek 5.5. Po zvyseni teploty o 2,0°C
na 52.6°C se separace homoduplexu vyrazné zlepsila, zatimceo heteroduplexy
zustaly stale separovany. Zaroven se ve vetsingé kapilar 1isil migracni cas piku
duplexu od migracniho casn .ciziho pikuf. Aby v zadné kapilafe neinter-
feroval ..cizi pik= s piky homoduplexu, byla na zavér optimalizace zvysena

teplota na 53.0 °C.

Migracni casy duplexu z kapilary EO4 jsou uvedeny v grafu na obrazku
5.6. Kapilara E04 byla zvolena pro ilustraci proto, 7e v jejim piipade od-
povidaji migracui ¢asy duplexu priblizné medianu hodnot celého kapilarniho

pole.

“zjisteni na zaklade viastnich drivejsich vysledku
"Povaha .ciziho piku™ neni zcela jasna, kazdopadné se jednd o fluorescenéné znaceny
fragment DNA. Muze to byt vedlejsi PCR produkt. primer s GC-svorkou vytvaiejici

sekundarni strukturu, dve GC-svorky drziei v sekundarni struktufe, atp.
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Obrizek 5.5: Elcktroferogram elektroforetické separace fragmentu MDR1
v MegaBACE 1000 nameéreny pri teploté 49.7 °C v kapilare E04: pik pri-
meru je oznacen (p). cizi pik (). homoduplexy (1. 2). heteroduplexy (3. 4):

casova osa odpovida vzorkovani 1.75 Hz
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Obrazek 5.6: Vv teploty na migraéni ¢asy homoduplexu (piky 1 a 2) a hete-
roduplexu (piky 3 a 1) NDR1 fragimentu: data z kapilary E04 (interpolovano

kubickym splinem): ¢asova osa odpovida vzorkovani 1.75 Hz
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5.3.2 Normalizace elektroferogramii v multikapilarnim poli

Obrazek 5.7 predstavuje tii elektroferogramy z ruznych kapilar jednoho
behm MegaBACE 1000 pii teplote 52.6 °C. jak byly ziskany pii teplotni op-
timalizaci MDRT fragmentu. Je patrné, ze migraéni ¢asy jednotlivych flu-
orescencne znacenych fragmentu DNA se mezi kapilarami 1isl, coz ztézuje

vvhodnoceni elektroferogranii.

Byla proto navrzena transformace migracnich ¢asu, resp. mobilit DNA
fragmentu podle vnitiniho standardu. Velicinou nezavislou na zmeéné se-
paracnich podminek v kapilarach je pomér mobility fragmentu DNA ku mo-

bilit¢ standardu
It

konst. = .
Hstandard

Za viitrnl standard byl zvolen primer. nebot

e je obsazen v kazddém vzorku a lze jej snadno detekovat,
e jedna se o molekulu DNA.

e nepodléhd teplotul denaturaci, a tudiz jej lze pouzit pii libovolné tep-

lot¢ separace.

Transformacni funkce casové osy (5.4) ma tvar, ktery vychdzi z inva-
riantu pomcru wmobilit. byla vsak upravena. aby byla monoténné rostouct
a omezend. Povazuji za dulezité zduraznit. Zze vzhledem k mobilitam frag-
mentu se jednd o linearni funkei. Pro uéely dalstho poéitacového zpracovéni
je vvhodné. pokud jsou hodnoty transformacni funkee (5.4) z oboru celych
¢isel. Vodalsim textu jsou proto uvadény hodnoty této funkce po vynasobeni
10" a zaokrouhleni na nejblizsi nizsi celoéiselnou hodnotu.

fliHy=1- Wt"”f’““" (5.4)

Elcktroferogramy 5.7 po transformaci ¢asové osy funkei f(#) jsou uveden
o . . o . o

na obrazku H.8.

Nasledne byla provedena statistickda analyza migracénich ¢asu a trans-
formovanych migracnich casu primeru, ,ciziho piku” a homoduplexnich a

heteroduplexnich piku. Jeji shrouti je uvedeno v tabulce 5.4.
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Obrazck 5.7: Elcktroferogramy jednoho héhu elektroforetické separace frag-
mentu MDR1 v MegaBACE 1000 namétené pii teploté 52.6 °C v kapilarach

HO3. H11 a H12: pik primeru je oznacen (p). cizi pik (*), homoduplexy (1,
2). heteroduplexy (3. 1) casovd osa odpovida vzorkovani 1.75 Hz
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Obrazek 5.8: Transformované elektroferogramy jednohio béhu elektroforetické
separace fragmentu MDR1 v MegaBACE 1000 nameétené pii teploteé 52,6 °C
v kapilarach HO3. H11 a H12: ¢izf pik je oznacen (*), homoduplexy (1. 2), he-
teroduplexy (3. 1): casova osa odpovidd transformovanému pomeru mobilit,

vizte kapitolu 5.3.2
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Tabulka 5.1: Statisticky popis migraénich casu (prvni édst tabulky) a trans-
formovanyeh migracnich casu (druhd ¢ast tabulky) piku pfi DCE MDRI1

fragmentu pri teplote 52.6 °C

| 1)1;1:77 - ’ rozdélent ‘ 1. kvartil ‘ nedian } 3. kvartil ’

»7;;'11711(*1‘ nenormalni 2712 2741 2790
cizi pik nenormalni 3314 3364 3429
homoduplex 1| nenormalni 3439 3486 3540
homoduplex 2| nenormalni 3541 3599 3657
heteroduplex 3 | nenormalnd 3767 3836 3927
Leteroduplex 4 | nenormélnd 3866 3927 4020

' cizi pik normaluf* 1860 | 1881 1903
homoduplex 1| nenormalni 2062 2130 2201
homoduplex 2 | nenormalni 2310 2378 2457
heteroduplex 3 | nenormalnd 2788 2848 2921
heteroduplex 4 | nenormalni 2986 3034 3084

*po vy jmuti tif odlehlyeh bodu

Rozdeleni migracnich ¢asu primeru a migrac¢nich casu ciziho piku neni
mezi kapildrami normalni. Po provedeni transformace se rozdélen{ migra¢nich
casu cizihio piku stane normalnim s pomeérné uzkym intervalem mezi prvni a
tretim kvartilem?. coz vvpovida o teplotni nezéavislosti .ciziho piku® a sprav-

nosti transformaceni funkce.

Homoduplexy a heteroduplexy maji i po transformaci v ruznych ka-
pilarach ruzné hodnoty transtormovanych migracnich ¢asu. Na transformo-
vaném clektroferogramu z kapilary H12 je zfetelné vidét. ze homoduplex
normalniho tvpu ma nizsi mobilitu nez cizi pik™, i kdyz v ostatnich ka-
pildrach je tomu naopak. Protoze transformace neodstranuje denaturacui
vlivy., muze byt tento rozdil vysvétlen ruznym stupném ¢astecné denaturace,

tedy ruznou stredni hodnotou teploty v kapilarach.

7 grafu helicit (obrazek 5.2) je patrné, ze odchylka teploty od teploty
tani v radu desetin stupne Celsia ma znac¢uy vliv na helicitu teplotni domény

duplexu. tedy i na aktudlni mobilitu duplexu pri DCE. Transformované mi-

YZména migracniho ¢asu ciziho piku o jednotku odpovida pii danych hodnotach mi-

gracnich ¢asu primeru zméneé transformovaného migracniho ¢asu ciziho piku o tii jednotky.
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oracnl Casy tak zcela idedlné umoznuji zjisténi aktudlni teploty uvniti ka-
pilary. To muze mit zasadni vyznam pro experimentalnl optimalizaci ¢ jind

pouziti.

5.3.3 Vlastnosti temperovaného prostoru kapilarniho pole

Teplomerem PT232 byla zimméfena teplota na ruznych mistech tempero-
vancho prostoru MegaBACE 1000. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 5.5.
Z tabulky je patrné. ze teplota v temperovaném prostoru neni homogenni a
z¢ rozdily jsou dokonce v fadu stupinu Celsia. Lze si povSimnout, ze teplota
u vzdalencjsiho konce kapilarniho pole na strané katody (fada 12) je nizsi

nez teplota u blizsiho konce (fada 1).

Tabulka 5.5: Teplota v temperovaném prostoru MegaBACE 1000 na ruznych
mistech (1), nastavena teplota, znaménko + zna¢i pouziti pridavného odporu.
ktery méni chovani vestaveného cidla; 77 teplota uprostred blizsi hrany ka-
pildarniho pole. T4 teplota uprostied vzdalenéjsi hrany kapilarntho pole, T3

teplota priblizne 2 e pod vestavénym cidlem)

L[°C)L [ 1) | 1O | B
450 451 415 | 437

150+ | 504 | 46.9
50.04 | 56.8 | 53.7

5.3.4 Teplotni mapa kapilarniho pole

Vvsokokapacitni separace s pouzitim kapilarnich poli jsou dnes rutinni
pro radu aplikaci v molekularni biologii. forenzni genetice atp. Hlavnim pred-
pokladem je reprodukovatelnost mezi jednotlivymi kapilarami. napf. pokud

jde o udrzeni stejnyel teplotnich podminek.

Na zdklade odchylek transformovanych migraénich ¢asu jednotlivych du-
plexu MDR1 od medianu lze vyvtvorit teplotni mapu pole 96 kapilar. Vypocty
helicit pomoci aplikace stitchprofiles ukazuji, ze v rozsahu celkové helicity

fragmentu 40 80 % se lisi homoduplex normalnitho typu od polymorfniho
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homoduplexu priblizne o 0.48 °C. Napriklad helicitu 60 % dosahuje homodu-
plex normalniho typu pii teploté 78.98°C. kdezto homoduplex polymorfniho
typu pri teplote 78.50 °C. Pritadime-li rozdilu transformovanych migracnich
casu (mobilit) teplotuf interval 0.48°C, lze prevést odchylky migraénich ¢asu
na stupn¢ Celsia za predpokladu linearnitho chovani zmény teploty oproti
zmene mobility. Na zdklade této tvahy odpovidd zména transformovaného
migracniho casu homoduplexu o 62 jednotek pii separaci pii teploté 52,6 °C
zene teploty o 0.1°C. Pri separaci pii teploté 53,0°C odpovida stejné zmeéne

teploty posun transformovancého migraéniho ¢asu o 59 jednotek.

Jinon moznosti, jak prevést odchylku transfomovaného migracéniho ¢asu
na odchylku teploty. je porovnat polohy piku dvou teplotné blizkych béhu
separaci (52.6°C a 53.0°C). Z pricin. které budou diskutovany v kapitole 6.4,
se transformovana poloha ..ciziho piku* pti béhu 53.0 °C posunula o 97 jed-
notck smerem k nizsim hodnotam. Za predpokladu. Ze stejnym zpusobem
byla ovlivicna mobilita vsech duplexu. lze urcit. ze zmeéné teploty o 0.1 °C
odpovida 67 jednotek (homoduplex norméalniho typu). resp. 64 jednotck (ho-

moduplex mutantnitho typn).

Rozdeleni transformovanych migracnich c¢asu homoduplexu a heterodu-
plexu neni normdlni a interval mezi prvnim a tretim kvartilem je pomérné
siroky. coz svedel o nenahodném rozdéleni teplot v kapilarnim poli. Teplotni
mapa ukazuje. ze dvandctd rada kapildr je vyrazné chladnéjsi a jedendcta rada
vyraznud teplejsi nez zbytek kapilarniho pole. Dalsi teplé misto predstavuji ka-

pilary D Fx7 &. naopak roh pole u kapilary HO1 je pomérné chladny.

Trojrozmmérné znazorneni teplotni mapy kapilarniho pole spoctené podle
transformovanyeh migracnich ¢asu homoduplexu na zakladé vypocétu helicit
jsou uvedeny na obrdazeich 5.9 a 5.10. Dvojrozmérné zndzornéni téhoz je

uvedeno na obrazku H.11.
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Obrazek 5.9: 3-D teplotni mapa kapildarniho pole sestrojena na zakladé od-
chylek od medidnu hodnot transformovanych migracnich ¢asu homoduplexu
normalniho typu (pik 1) pri stiedni teploté 52,6 °C (hodnoty pro kapildry
A0G. A0%. C12. DOL. E01. E11. E12, H1. H7 pii stifedni teploté 53,0 °C;
idaje pro kapilary D03, GO1. GO6 chybi a voleny nulové); dolni obrdzek

vznikl otocenim hornihio o 90° po sméru hodinovych rucéicek
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Obrazek 5.10: 3-D teplotnf mapa kapilarniho pole sestrojena na zakladé od-
chylek od medianu hodnot transformovanych migraénich ¢asu homoduplexu
polvmorfniho tvpu (pik 2) pri stiednt teploté 52.6 °C (hodnoty pro kapilary
A0G. A%, (12, DO1. EOL1. E11. E12. H1. H7 pfi stiedni teplote 53.0 °C:
idaje pro kapilary DO3. GO1. GO6 chybi a voleny nulové): dolni obrazek

vznikl otocenim horniho o 90° po smérn hodinovych rucicek
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Obrazek 5.11: 2-D teplotul mapy kapilarniho pole; horni obrazek je 2-D verze
mapy 5.9 (podle homoduplexu normalniho typu). dolni obrézck je 2-D verze
mapy 5.10 (podle homoduplexu normalniho typu): ddaje pro kapildary D03,

GOl a GO6 chybi a jsou voleny jako nulové
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Diskuse

Metody zalozené na zmménach ve struktuie DNA v dusledku ¢éastecné
denaturace se v soucasné dobeé jevi jako perspektivini smér pro analyzu bo-
dovveh mutaci a SNP.V porovinani s klasickou metodou sekvenace jsou tyto
techniky ryvehlejsic citlivejsi a také levnéjsi. Podskupinu téchto metod tvori

techniky vyuzivajicf princip denaturacni kapilarni elektroforézy (DCE).

Pricipem DCE je separace ¢asteéné denaturovanych fragmentu DNA na
zaklade jejich aktudalni mobility, kterda zavisi na jejich helicité. Vzorky se
ziskajl amplifikaci analyzované ¢asti genu metodou PCR. Nachazi-li se v jedné
alele bodova mutace nebo polvmorfismus. dochdzi pii zpétné hybridizaci
denaturovanveh fragmentu ke tvorbé homoduplexu a heteroduplexu. pokud
jsou obe alely shodné. vznikne pouze homoduplex. Protoze teplotni stabilita
DNA fragmentu zavisi na jeho sckvenei. je v nékterveh pripadech na zaklade

migracnich casu fragmentu uréit tvp mutace.

6.1 Termodynamické parametry mutaci pri hete-

roduplexni analyze

Existuji vsak bodové mutace. které neménit nejblizsi okoli, a tedy za pred-
pokladu platnosti nearest-neighbourhood aproximace ani termodynamické
vlastnosti dvojsronbovice. 'V otabulee 5.1 jsou takové mutace uvedeny na
radcich 7. 10, 35, 38.39. 12, 49 a 52. Kvuli stejuyim termodynamickym vlast-
nostem nelze tvto mutace z principu zjistit /odlisit zdkladni heteroduplexni

analvzou  pri DCE se homoduplexy nebudou navzajem separovat.

47
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Tyvto mutace lze detekovat vvtvorenim heteroduplexu po pridani DNA
normalnihio tyvpu. Pri teplote 75 °C maji heteroduplexy vsech téchto mutaci

vyrazne odlisnon hodnotn Gibbsovy energie ve srovndni s homoduplexy.

Jak je ziejmé 7 tabulky 5.1. podminka odlisné Gibbsovy energie tvorby
heteroduplexu a homoduplexn je obeené splnéna pro vsechny mutace pii
teplote 75 “C. Heteroduplexy lze tedy pri této teploté vzdy separovat od

homoduplexu.

6.2 Poradi piktu pri heteroduplexni analyze

Hodnota Gibbsovy cnergice tvorby homo- a heteroduplexu zavisi na sck-
venel a lze ji priblizne spocitat na zaklade nearest-neighbourhood modelu.
Model. ktery navrhuji. predpoklada. ze zména teploty tani mutovancého frag-
mentu je amerna zméne Gibbsovy energie tvorby duplexu v misté mutace.
Tento model lze dspesné pouzit k analvze odlisnych vzoru piku na elektrofe-

rogramech namctenyeh v [7]. obrazek 2.3.

Nejprve porovinejme namerené elektroferogramy a spoctené hodnoty Gi-
bbsovy cnergie tvorby duplexu pro mutace v prvnim pédru bazi kodonu 12
(GGT) genu K-RAS (prvaf ¢dast tabulky 5.3). U mutace CGT se Gibbsovy
cnergie pro homoduplexy lisi velice nepatrné. proto nedojde k jejich uplné
sceparaci pri elektroforéze. Voostatnich pripadech se Gibbsovy energie 1isi do-
statecnd pro dobré rozdeleni. pricemz separace homoduplexu u mutace AGT
by mdcla byt lepsi nez v pripade mutace TGT. coz je patrné i z elektrofero-
eramil. Rozdil Gibbsovych energii pro prvnf a druhy heteroduplex je ve vsech
trech pripadech priblizne stejuy a dostacuje k separaci. Pravdépodobnostni
profil fragmentu K-RAS na obrazku 5.4 vvtvofeny pomoci aplikace stitch-
profiles predpovida velice podobné helicity homoduplexu u mutaci TGT a
AGT. coz neni v souladu s jednoduchym nearest-neighbourhood modelen.

ani s clektroferogramy.

Porovname-li prvni a tieti cast tabulky 5.3. tedy Gibbsovy energice tvorby
duplexu pro mutace v prvaim paru bazi kodonu 12 (GGT) a kodonu 13
(GGCY). zjistime. ze jsou shodné. To je zpusobeno tim. ze maji zcela shodné
nejblizsi okoli (TxG). a tedy nearest-neighbourhood aproximace nemuze ddt
jiné vysledky. Taktéz hodnoty helicit homoduplexnich fragmentu obsahuji-

cich stejny typ mutace jednou v kodonu 12 a podruhé v kodonu 13 spoctené
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pomoci stitchprofiles se lisi v tadu tisicin (obrdzek 5.4). Elcktroferogramy

potvrzujl shodné vzory piku u techto mutaci.

Gibbsovy energie pro mutace v druhiém paru bazi kodonu 12 (GGT) jsou
uvedeny ve driuhé ¢asti tabulky 5.3. Hodnoty Gibbsovyeh energii tvorby ho-
moduplexn pro mutaci GC'I jsou si velice blizké. proto zde nedojde k jejich
scparaci. jak je patrné z clektroferogramu. Separace homoduplexu u mu-
taci GAT a GT'I' prob¢hne v obou piipadech priblizné stejne dobre. Rozdil
mezi Gibbsovymi energiemi tvorby ruznyveh heteroduplexu je u mutace GAT
mensi nez v dalsich dvou pripadech. proto i oddélent heteroduplexu je elek-
troferogramu s mutaci GAT horsi. Priblizné stejuou separaci heteroduplexu
v pripade mutace GT'T a GCT 1ze zduvodait tak. Ze od jisté¢ hodnoty Gibb-
sovy cnergie se jiz helicita prislusné teplotnf domény fragmentu prilis neménd.

ncbot je pri dané teplote témer roztata.

Z mutaci ve druhém paru bazi kodonn 13 (GGC) téhoz genu je pozoru-
hodua zejmcéna mutace GCC. nebot se v elektroferogramu vyskvtuji jen tii
piky. Porovnanim s tabulkou 5.3 zjistime. ze oba homoduplexy maji stejuou
hodnotu Gibbsovy energic. Duvodem je skutecénost, ze tato mutace nemeéni
vlastnosti svého nejblizsiho okoli (GGC/CCG = GCC/CGQG). Podle termo-
dyvnamickyeh dat by méla u dalsich dvou dvojic homoduplexu probéhnout
sceparace hladee. coz potvrzuji i elektroferogramy. Veli vyrazna separace he-
teroduplexu nmutaci G'1TC a GCC je ve shodé s vypo¢tenymi daty. Nicméné
predpovezend mira separace heteroduplexu byla vétsi u mutace GCC. Stejne
tak nelze na ziklade nizsiho rozdilu Gibbsovych energif tvorby heteroduplexu
u mtace GAC vysvitlit, pro¢ se heteroduplexy separuji tak malo. Podle
delsich migracnich casu pri analyze mutace GAC vsak muze byt v kapilare

VVSSE teplota. coz mé za nasledek prilisnou denaturaci heteroduplexu.

Mutace GT'T. GCT kodonu 12 (GGT) a GTC. GCC kodonu 13 (GGC)
centt K-RAS maji hodnotu standardni Gibbsovy energie tvorby jednoho # he-
teroduplexu velice blizkou hodnotam prislusejicim homoduplexum. Tomu od-
povida vvrazné oddélent heteroduplexu a ziména vzoru piku namisto dvou

dvojic na jednu ¢tverici (vyjima GCC s jednim pikem homoduplexu).

Vyse zminené odcehylky od predpovézeného chovani mohou mit pficinu
v nepiesnyeh vstupnich termodynamickyeh datech. ktera byla pro heterodu-
plexy merena jen u oligonukleotidu. Rovneéz vliv iontové sily na entropii je
odvozen empiricky a pro oligonukleotidy. V ostatuich pripadech vsak apro-

ximace plati velice dobre.
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6.3 Teplotni optimalizace separace MDR1 systému

Human multidrug-resistance gene (MDR1) kéduje membranovy trans-
portni glvkoprotein, ktery aktivné prenasi xenobiotika ven z bunky. Mutace
ncho polvinorfisiny tohoto genu ovliviiuji terapeutické pusobeni fady 1éku.
Tento gen je intenzivineé studovan zejména v souvislosti s chemoterapeutiky.
V této praci jsem se zabyval optimalizaci metody DCE pro analyzu MDRI1

fragmentu z exonu 26.

Jako optimalnf teplota pro DCE analyzu tohoto fragmentu byla experi-
mentalne urcena hodnota 53°C. Z ¢isté termodynamického hlediska se jedna
podle grafu 5.6 o hodnotu mirné nad optimem. nicméné pouzitim této teploty

s¢ zabrani interferenci .ciziho piku™ s homoduplexy MDR1 fragmentu.

Gibbsovy cnergie z tabulky 5.2 velice dobte koresponduji s vyslednym
vzhledem elektroferogramu DCE separace MDR1 fragmentu. kdyz rozdil mo-
bilit mezi homoduplexy je piiblizne stejuy jako rozdil mobilit mezi hetero-
duplexy. pricemz homoduplexy se od heteroduplexu separuji velmi vyrazné.

Duplexy se separuji v poradi dle klesajicl mobility: C/G, T/A, T/G. C/A.

6.4 Transformacni funkce a teplotni mapa kapilar-

niho pole

V klinické diagnostice se casto pouzivaji multikapilarni ptistroje, které
wmoznuji zkratit dobu analyzy velkého mnozstvi vzorku az stokrat. Separaéni
podminky se vsak v jednotlivych kapilardach pole lisi, coz ovliviiuje prubéh
separace a znesnadnije vvhodnocent elektroferogramu. Byla proto navrzena

transformacni funkee (5.4). kterd se snazi vétsinu téchto vlivu potlacit.

Transformacni funkee je zalozena na skutecnosti. ze ve vsech kapilarach
by el byt invariatni pomer mobilit duplexu DNA a primeru jako vnitiniho
standardu. Vyslednd podoba funkee byla navrzena tak, aby zachovavala
poradi piku v clektroferogramu. jako by se jednalo o ¢asovou skalu, 1 kdyz

vynasené hodnoty odpovidaji mobilitam.
Ziménu transformovanyeh migraénich casu se podarilo prevést na teploty
dvéma zpusoby s podobnyvim vysledkem. Nevelké rozdily v absolutnich hod-

notdach teplot mohou byt zpusobeny nedostateéné presnym mérenim teploty
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(pouze desetiny stupne Celsia) nebo nedostateéné presnvini vstupnimi termo-
dyvnamickymi daty. ktera hudou ovlivnéna chemickym denaturantem. Zménu
mobility .ciziho piku~. jak vzhledem k primerun, tak absolutni lze vysvetlit
snad zienou vlastnosti separaéni matrice. kterda mohla byt zapficinéna ko-
lisanim tlakn pri plueni kapilar gelem. Predpoklad. Ze tato zména ovlivnila
mobilitu vsech duplexu totoznyin zpusobeni. se ukazuje jako opravnény. ne-
bot teplotni mapa vytvorend na zaklade zmeén migracnich ¢asu heteroduplexu
dava za tohoto predpokladu stejny visledek jako teplotui mapa vytvorena

na zaklade homoduplexu.

Zunacny teplotnl gradient mezi jedendetou a dvanactou radou kapilar pra-
meni z mmistény kapilar v temperované prostoru. Kapilary dvanacté fady
jsou ¢astecne mmistény mimo proud teplého vzduchu. ktery vvhiivad tempe-
rovany prostor. zatimeo kapilary jedenacté fady se nachazeji primo v proudu
vzduchu. Zyvvsend teplota uprostied kapildarniho pole muze pochdzet z Jou-

lova tepla okolnich kapilar.

Transformacni funkee vvuziva pouze jeden vnitini standard — primer,
1 kterého se predpoklada chovani odpovidajicl ssDNA. Pro lepsi standardi-
zaci. jenz by postihla i zmcéun vlastnosti separaéni matrice, by bylo vhodné
pouzivat dvoubodovou transformaci s druhyin standardem na opaéném konci
rozsahu maobilit. Vhodnym standardem by byl fragment DNA s GC-svorkou
a s jednon nizkoteplotui domdénou. ktera by byla jiz od nizkych teplot zcela
roztata. Nevvhodou druhcho standardu jsou vsak vyssi ndklady a kontami-

nace vzorku.
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Zaver

Vysledek predkladandé prace predstavuje teoreticky pristup k problema-

tice denaturace DNA fragmentu a prinasi novy pohled na teorii elektrofore-

tické separace DNA s viskvtem mutaci a SNP.

N |

Za pouziti aproximace nearest-neighbourhood byly spoéteny prispevky
nejblizsihio okoli viech existujicich SNP ke Gibbsove energii tvorby ho-

moduplexu a heteroduplexu.

Na zaklade aproximace nearest-neighbourhood se podafrilo vvsvetlit ruz-
not vzajemnou mobilitu homoduplexnich a heteroduplexnich fragmen-

tu v pripadc ruznyeh mutaci v kodonech 12 a 13 genu K-RAS.

Byla optimalizovdana DCE separace MDR1 fragmentu. Jako optimaln{
teplota separace byla uréena hodnota 53.0 °C. Vys§si teplota nez ter-
modynamické optimum byla urcéena proto. aby homoduplexy neinter-
ferovaly s .cizimm pikem™. ktery byl ve vSech pripadech piitomen jako

artefakt PCR.

Bvla nalezena transformacni funkee. ktera wimoznuje porovnavat elek-
troferogramy 7 ruznych kapilar multikapilarniho pole. Funkce pouziva
primer jako vnitinf standard a je zaloZzena na invariantu pomeéru mobi-
lit primern a duplexu pri zvolené teploté. Jeji validita byla prokdzdna
pii DCE separaci MDRT1 fragmentu.

Na zdklade ruznyeh hodnot transformovanych migra¢uich ¢asu homo-

duplexu v multikapilarnim poli byla vytvofena jeho teplotni mapa.
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Rozdil mezi prumérnou teplotou .nejehladnéjsi a wnejteplejsi kapilary
cinil 1.17C

Zjistendé skutecnosti predstavuji ivodni poznatky slouzicl k pochopent
teoretickvel principu separace mutantni DNA. Ziskané poznatky o mecha-
nismecl. véetne nekteryeh semi-empirickyveh vysledku, bude mozné vyuzit
napr. pri experimentaluf optimalizaci DNA molekuldrnich markeru v klinické
praxi a ddle pro prenos techto metod z kapilarni na mikroc¢ipovou platformu.
Lze ocekavat. ze popsané teoretické principy najdou uplatuéni i v pripadé
jinvch (ne-clektroforetickyeh) metod zalozenyeh na denaturaci DNA. napf.

high resolution melting analysis.
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