Screening for genvarianter

I dag er det blevet mere og mere almindeligt at lede efter &rsa-
ger og forklaringer p4 mange sygdommes natur ved at under-
spge menneskets genom. Vi kender allerede til mange gene-
tisk arvelige sygdomme, som det i dag er relativt enkelt at te-
ste en patient for.

Genetisk nedarvede sygdomme har den fordel rent diagno-
stisk, at allelforholdet oftest stér i forholdet 1:1. Dvs. at der pa
det ene af de 2 alleler, der udger ét kromosom, er en variation,
ogsa kaldet mutation/polymorfi, der afslgrer den genetiske
sygdom. Men hvad ggr man, nar variationen ikke er genetisk
nedarvet, men opstaet spontant? Feks. som sporadisk opstéet
cancer?

Udfordringen i at screene for og diagnosticere sporadisk op-
staede varianter ligger i at fa udviklet analyse- og méalemeto-
der, der er sensitive nok til at kunne detektere variationerne.

BAGGRUND

Der er naturligvis en leegelig interesse i at kunne diagnosticere
en variation, der kan udvikle sig til en alvorlig cancer s tidligt
iforlpbet som overhovedet muligt. Ligeledes kan det mulige
sygdomsforlgb ikke blot reduceres for patienten, men ogsa op-
startes sa tidligt, at der ikke behgves at anvendes lige s& bivirk-
ningsfyldt behandling.

I forbindelse med udfgrelsen af mit bachelorprojekt beslut-
tede jeg mig for at underspge, om der var noget, der ville kun-
ne imgdekomme behovet for en mere sensitiv detektion og
derved diagnostik. Det hovedspgrgsmal, jeg stillede mig selv,
var: Hvordan fanger man de fa celler med forandringer i
DNAt, og hvor langt kan man ga ned i fortynding, for meto-
dernes sensitivitet bliver en begreensning? Jeg satte migind i
de metoder, der er tilgeengelige, og som anvendes pa Sektion
for Molekylaergenetisk Diagnostik pa Rigshospitalet, hvor jeg
udfgrte mit forspg og skrev mit projekt.

I Sektion for Molekylaergenetisk Diagnostik screener man
for variationer i DNA fra patienter ved hjeelp af sanger-sekven-
tering. Det er ogsa muligt at screene ved hjeelp af smeltekurve-
analyser. Sanger-sekventering kan bestemme den specifikke
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BILLEDE 1: Her ses, hvordan en heteroduplex dannes ved PCR
under afkoling af et opvarmet produkt.

basesammensatning af den sekvens, der undersgges, hvilket
er npdvendigt for at kunne verificere et provesvar. Det kan
man ikke ved smeltekurver alene. Til gengeeld er smeltekurve-
analysen mere sensitiv i forhold til at kunne detektere varian-
terne. Man kan ggre det i dag, at man anvender smeltekurven
til at underspge, om der er en variation, for man begynder at
sekventere.

Men forud for begge metoder ma prgvematerialet opforme-
res. Det ggr man ved hjeelp af PCR.

Bade smeltekurveanalysen og sekventeringen er metoder,
der ikke i sig selv giver megen mulighed for at eendre pé sensi-
tiviteten. Til gengeeld kan man undersgge, om det er muligt at
lave en PCR- protokol, der i en eller anden grad selektivt kan
opformere pa den andel af DNAet, der indeholder variationer-
ne. For at fa en forstéelse for, hvad det er, der sker, vil jeg i det
fplgende beskrive analyseprincippet bag dannelsen af de sa-
kaldte heteroduplex, som dannes under PCR-reaktionen samt
smeltekurveanalyserne.

HETERODUPLEX
Forst skal vi opformere DNA'et fra patienten.
I prpvematerialet er der 2 alleler fra de normale gener, WT (ho-
mozygot normal), og 2 alleler fra de varierende, mut (homozy-
got mutation), (vi forudseetter, at der er en variation i prove-
materialet). Under opformering ved PCR sker der det, at ét af-
skrevet allel fra WT kan seette sig sammen med ét allel fra
mut. Herved opstér det sdkaldte heteroduplex, som altsd er en
dobbeltstrenget DNA- sekvens med en enkelt baseafvigelse pa
det ene allel. Se billede 1.

Det viser sig, at heteroduplex har en lavere denaturerings-
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BILLEDE 2: Qverst i figuren ses, hvordan LCGreen+ har bundet sig
til et dsDNA. Nederst ses, hvordan LCGreen+ frigives ved denature-
ring af dsDNA, hvorved fluorescensen formindskes.

temperatur end homoduplex, idet den svagere binding i
punktmutationen brydes ved lavere varmepavirkning. Teore-
tisk beregning vil estimere 1:1-dannelse af heteroduplex i for-
hold til homoduplex, hvis man forudsaetter, at der er lige stor
sandsynlighed for, at de hver iseer dannes. Det er altsé den
samlede maengde af heteroduplex, der gges, mens forholdet
mellem heteroduplex og homoduplex forbliver konstant. Nar
nu PCR- reaktionen er udfgrt, kan man male pa det opformere-
de DNA ved hjeelp af smeltekurveanalyse.

SMELTEKURVEANALYSEN
Via smeltekurver kan detektion og separation af heteroduplex
fra homoduplex opnas.

Farvestoffet LCGreen+, der er et fluorocrom, binder til dsSDNA
og tilseettes i PCR-mixet. Det afgiver fluorescens som funktion
af den temperatur, hvormed dsDNAet udsaettes. Se billede 2.

I takt med varmebaseret denaturering af dsDNA vil der ske
et proportionalt fald af fluorescens. Til maling af dette anven-
des en sakaldt LightScanner, og metoden er Hi-Res MeltingTM,
som er et softwareprogram, der kan behandle data fra fluore-
scens. I en given maengde amplificeret DNA vil en vis procent-
del af dette, den del der er heterozygot, altsa foranledige fald i
flourescens- signalet fpr den meengde DNA, der er homozygot.
Dette visualiseres af Hi-Res MeltingTM som sékaldte smelte-
kurver, hvorved der tydeligt kan detekteres tilstedeveerelsen af
heteroduplex. Se billede 3.

Metoden kan altsa afslgre, om det afskrevne gen for en vis
procentdel af cellerne indeholder en variant. Altsd en mulig
mutation, der kan veere potentielt cancerfremkaldende. Ved
hjeelp af softwaren pa lightscanneren kan man kigge pa et af-
greenset forlgb af kurven. Det, der er interessant, er det sted,
hvor kurvefaldet ligger. Billede 4 viser et zoom af dette sted.

Dette var s& mine metoder, jeg kunne benytte mig af. Men
hvilke parametre kunne jeg sé justere pa for at regulere speci-
ficitet og sensitivitet? Jeg mente jo, at svaret matte veere val-
get af protokol til PCR. Det var jo her, at heteroduplex blev dan-
net. Jeg spgte derfor efter yderligere viden om emnet i
litteraturen. Forst blev jeg klar over, at der var noget grund-
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BILLEDE 3: Her ses to kurver med fluorescensen (y) som funktion af
temperaturen (x). Man kan se, at faldet pa kurverne sker ved for-
skellige temperaturveerdier.

leeggende teori, jeg matte forstd. Teori omkring den sakaldte
Tm og Tc.

TMOGTC

Tm er den temperatur, hvorved en given dobbeltstrenget
DNA-sekvens er denatureret for 50 % af sekvensernes ved-
kommende i et PCR-produkt. Hvis der blandt de afskrevne se-
kvenser er dannet heteroduplex, vil disse have en lidt lavere
denatureringstemperatur pga. den lidt svagere binding ved
varianten. Det er som tidligere neevnt det, man benytter sig af
under smeltekurveanalysen.

Sa ved at finde den specifikke denatureringstemperatur for
en sekvens med varianten kan man i protokollen fastholde
denne temperatur og derved minimere afskrivning af sekven-
ser uden varianten, idet disse slet ikke er denatureret endnu
og derfor ikke afskrives.

Det lille temperaturinterval, hvori kun heteroduplex er de-
natureret og endnu ikke homoduplex, kaldes Tc, den kritiske
temperatur. Den kritiske temperatur Tc, hvorved der denature-
res forholdsvis flest heteroduplexer i forhold til homoduplexer,
kan fastseettes specifikt for hver sekvens, der pnskes afskrevet.
Tc er atheengig af basesammensaetning samt leengde pé se-
kvensen. Tc er omsteendelig at fastseette og findes eksperi-
mentelt for hver sekvens, der arbejdes med ilaboratoriet.

PROTOKOLLERNE
Jeg blev opmaerksom pé en protokol udviklet i Kina af Li. et. al.
kaldet COLD.

COLD-PCR-protokollen har en eksperimentelt fastsat Tc-tem-
peratur. Som netop beskrevet i afsnittet om Tm og Tc skulle
denne fastseettelse gerne sikre, at der fortrinsvis denatureres
og opformeres heteroduplex. P4 Sektion for Molekyleergene-
tisk Diagnostik pa Rigshospitalet havde min vejleder Peter
Bohm udtenkt en anden protokol. Touch-Up-protokollen.

Touch-Up er skabt til at undgé det eksperimentelle arbejde.
Tanken er, at der ved en dynamisk ggning af denaturerings-
temperaturen automatisk vil opformeres flere heteroduplex,
fordi den dynamiske temperatur vil ramme Tm for heterodu-



BILLEDE 4: Her ses heteroduplexdetektion
for forskellige fortyndingsgrader, hvor flu-
orescensforskellen (y) er en funktion af
temperaturen (x). Man kan tydeligt se af
toppunkterne pa kurverne, at de har for-
skellige fluorescensveerdier, men naesten
samme smeltetemperatur for dobbeltbe-
stemmelser af fortyndinger pa , 1:10,
1:20, 1:75 samt

plex i flere cykler, for Tm for homoduplex rammes. Herved
skulle opformeringen af heteroduplex altsé automatisk gges i
forhold til homoduplex uanset Tc. Herved undgar man det sto-
re eksperimentelle arbejde med fastsaettelse af Tc, hvilket er
bade tids- og ressourcebesparende.

Min nye viden ledte mig frem til det endelige spgrgsmal, jeg
stillede mig selv: Er Touch Up-PCR eller COLD-PCR mest veleg-
net som metode til opformering af heteroduplex fra et PCR-
produkt pé ca. 150bp med kendt punktmutationsvariant, idet
denne variation efterfplgende gnskes verificeret ved sekvente-
ring? (For neermere og preecis information om kriterier for valg
af prgvemateriale, primere til PCR, forspgsopsaetningen med
videre henvises til netudgaven af denne artikel).

Nu havde jeg altsé 2 protokoller, jeg ville afprgve. Jeg forspg-
te at gennemteenke, om min fremgangsmade ville lede til re-
sultater, der kunne sige noget om muligheden for at imgde-
komme det oprindelige behov, der altsé var en generel pgning
af diagnostisk sensitivitet. Forskellen mellem Touch-Up- og
COLD-protokollen havde forskelligt opsaet for denaturerings-
temperatur, og det var jo det, der rent teoretisk skulle kunne
gore en forskel efterfplgende. Samtidig valgte jeg at tage stan-
dard-PCR-protokollen Touch Down med i forspget som refe-
rence.

Det neeste relevante spgrgsmal matte veere: Er forspgets re-
sultater sammenlignelige med andre(s) resultater? Igen méatte
svaret veere tilneermelsesvist ja. Jeg havde forspgt at veelge op-
seet, provemateriale og protokoller, der 18 sa teet pa de forspgs-
opseet, som jeg ilitteraturen havde taget som udgangspunkt.

MATERIALER OG METODE
Jeg fremstillede fortyndingsreekker af prgvematerialet.

+ WT2: Wild Type nr. 2 DNA uden en mutation i BRCA1-genet
€XO0N 11-4.

« WT3: Wild Type nr. 3. DNA med en punktmutation i BRCA1-
genet exon 11-4 kaldet 2201.

BRCA1 WT3
exon 11-4

Type punktmutation
Nt2201 C-T

Fortyndingerne blev lavet i fplgende forhold:
WT3 WT2
1

10
20
50
75

RS NG NS [N [N

Alt provematerialet, der blev overfgrt til PCR-reaktionsplader-
ne, stammede altsd fra samme pool.

Kontroller: Jeg lavede dobbeltbestemmelser til alle prover
samt blindprever. Jeg lavede 2 dobbeltbestemmelser pd DNA
uden variationen WT for at sikre, at der ikke er signal fra WT.
Jeg tilsatte prpvemateriale og reagenser af ens meengde til 3
PCR-plader, og herefter var fremgangsmaden:

- Touch-Up-, COLD- og Touch-Down-protokollerne udfpres pa
PCR-maskinen.

- Smeltekurveanalyser udfgres.

- Sekventering pa PCR-produkterne fra de 3 PCR-plader.

- Data opsamles og udprintes.

TOLKNING AF RESULTATER
Smeltekurveanalyserne.
Det optimale er en opformering af heteroduplex. Hvis det lyk-
kes at fa et resultat, hvor de hgje fortyndingsgrader 1:20-1:75
giver et hpjt fluorescenssignal, dvs. et signal, der tilneermer sig
signalet for fortyndingen 1:1, betyder det, at primerseet og pro-
tokol i samspil har veeret velegnet til opformering af heterodu-
plex. Méden at vurdere smeltekurverne pa er vist pa billede s.
For det enkelte primerseet vil der veere et maks. fluoroscens-
signal for fortyndingen 1:1, der udggr 100 %. Bundlinjen for
WT2 udggr o %. For hver enkelt fortynding udregnes det pro-
centvise forhold for fluorescenssignalet i forhold til 1:1. Dette
gores for samtlige 3 protokoller.

SEKVENTERINGEN

Jeg underspgte, ved hvilke fortyndingsgrader varianten frem-
kommer tydeligst ved sekventering. Dette er gjort pa bag-
grund af visuel inspektion. Det optimale er en tydelig sekvens-
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BILLEDE 5: Figuren viser smel-
tekurven for varianten med an-
vendt primersaet 3. Der ses til-
stedeveerelse af heteroduplex
for fortyndingerne samt en lille
afvigelse for dobbelt- bestem-
melserne. Alle WT giver 0 i fal-
daendring.

RESULTAT FOR FORTYNDING AF VARIANTEN 2201 | 1:75

BILLEDE 6: Her ses sekventeringsre-
sultatet, efter at COLD- og Touch-
Up-protokollen er anvendt pa vari-
anten kaldet 2201 i fortyndingsfor-
holdet 1:75. Den ekstra rgde top,
thymin, der ses sammenfaldende
med den sorte, guanin, ud for
COLD-protokollen, repraesenterer
det visuelle bevis pa opformerin-
gen af varianten. Placeringen er
markeret med en red prik oppe i
bogstavlinjen. Ved sammenligning
med Touch-Up anes maske en svag
rod top, men langtfra tilstraekke-
ligt til at diagnosticere ud fra.

afvigelse for varianten ved sa hgj en fortyndingsgrad som mu-
ligt, i forhold til signalet for fortyndingen 1:1, der udggr det teo-
retiske hpjst mulige signal for denne prgve. (For neermere
gennemgang af resultater og diskussion ud fra resultaterne
henviser jeg til netudgaven af denne artikel).

KONKLUSION

Resultaterne viste, at det lykkedes at opformere andelen af he-
teroduplex med Touch-Up-protokollen i en grad, sa det var
muligt at detektere varianter i fortyndingsforhold 1:20 ved se-
kventering. Det var en fordobling i forhold til tidligere opnae-
de resultater. Det undrede mig, at jeg generelt ikke opndede
specielt gode resultater for COLD-protokollen, der generelt kla-
rede sig darligere end selve referencen Touch-Down. COLD-
protokollen viste dog nogle helt bemaerkelsesveerdige resulta-
ter ved brug af et bestemt primersaet, hvor andelen af opfor-
meret heteroduplex oversteg det teoretisk mulige. Mine resul-
tater viste en opformeringsevne, hvorved en fortynding pa
1:75 var tydelig ved sekventering, se billede 6.

HVAD KAN DET BRUGES TIL?
Mulighederne for at anvende de opnéede resultater er mange.
Som afslutning pa denne artikel beskrives én mulighed.

Der laves store underspgende mutationsscreeninger pa be-
folkningsgrupper for at afdeekke og underspge, om der er fore-
komst af bestemte mutationer i forbindelse med bestemte li-
delser og kliniske symptomer. Mine resultater kan teenkes at
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blive anvendt til at reducere ressourceforbruget ved omfatten-
de folkesundhedsunderspgelser for genvarianter, idet mine re-
sultater viser, at jeg ved blot 1:10 kan se en variant ved sekven-
tering. Ud fra dette ville det blive muligt at poole
patientprgver i grupper af 10 personer, og er der ikke en vari-
ant, s& ved man, at det ikke er, fordi man bare ikke har en me-
tode, der er sensitiv nok til at registrere den.

Visse folkeunderspgelser som for eksempel @sterbrounder-
spgelsen rummer mutationsscreeninger pa op mod 100.000
deltagere. En reduktion pé blot 10 % af de analyser, der skal ud-
fgres, er enorm. Fra 100.000 til 10.000. Perspektivet for den
pkonomiske og ressourcesmaessige besparelse er anseelig. &

Alle referencer er tilgeengelige via netudgaven af denne
artikel. Netudgave af projektet kan ses pd dbio’s hjemmeside
under Fagbladet/faglige artikler.
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