Titel:

Sporadiske DNA mutationer og sensitiviteten af malemetoder.

Undertitel:

Screening af DNA for sporadiske mutationer stiller store krav til sensitiviteten af de anvendte
malemetoder. I en prove der enskes undersegt, vil andelen af celler der indeholder DNA med
mutationer i genomet kunne vare meget mindre en anden af celler uden DNA mutationer. Hvordan
fanger man de fa celler med forandringer i DNAet og hvor langt kan man gé ned i fortynding for

metodernes sensitivitet bliver en begraensning?

Forkortelser og begrebsdefinitioner:

Heteroduplex: Nar et nukleotid 1 en dobbelt strenget DNA ikke er bundet til sit
Komplementare nukleotid, kaldes det et heteroduplex. F.eks. nér A
eller T bindes til C eller G. Dannes kun in vitro.

Heterozygot: Et gen med forskellige allele former.

Homoduplex: dobbelt strenget DNA hvor de enkelte nukleotider er komplementere.

Homozygot: Et gen med ens allele former.

Tm: Smeltetemperaturen for en given DNA sekvensmangde hvoraf 50%
er denatureret.

Tc: Kritisk smeltetemperatur. Temperaturen hvor kun heteroduplex og
ikke homoduplex denatureres.

PCR: Polymerase Chain Reaction. Metode til at amplificere en given

mangde DNA.

Cykler: Cykler er betegnelsen for de temperaturgentagelser der gennemgés
ved PCR i en termocykler.

COLD PCR: PCR protokol med eksperimentelt fastsat Tc.

Touch-Up PCR:

WT2:

WT3:

PCR protokol med dynamisk denatureringstemperatur.
Wild-Type DNA uden mutationer i udvalgte sekvens.

Wild-Type DNA med homozygote punktmutationer for exon 11-4
Nt;2201 samt exon 13 nt;4227.



Indledning
Hvert ar far ca. 15.000 danske mand og 15.000 danske kvinder stillet en cancer diagnose.

Dette ager behovet for udvikling af stadig mere brugbare og effektive molekylaer diagnostiske

metoder, da cancer opstar pd baggrund af mutationer i DNA.

Pé sektion for molekylar genetisk diagnostik pa Rigshospitalet arbejdes der pé at udvikle
sensitive metoder til mutationsscreening af DNA. Dette gores ved brug af de 2 metoder
smeltekurveanalyse (forklares senere) og sekventering. Begge metoder er baseret pa en

forudgidende PCR reaktion.

Mit projekt undersegte, hvorvidt PCR protokollen ’COLD” eller "Touch-Up” var bedst til at
opformere heteroduplex (forklares senere). Jo mere heteroduplex der opformeres, jo sterre
sandsynlighed er der for at en variant kan detekteres ved sekventering. Standard protokollen

Touch-Down blev brugt som reference.

Touch-Up og COLD PCR protokollerne adskiller sig fra hinanden ved at have henholdsvis en
dynamisk og en eksperimentelt fastsat denaturingstemperatur. Opsatningen af mit forseg er
baseret pa fremstillingen af en raekke fortyndinger af DNA med en homozygot punktmutation i

BRCAI genet med DNA uden mutationen. Fortyndingerne raekker fra 1:1 til 1:75.

Forseget viste at Touch-Up protokollen er bedst til at opformere DNAet med mutationer. Der var

dog enkelte resultater der viste at COLD protokollen var overlegen under bestemte forhold.

Resultaterne for forseget kan taenkes at blive anvendt til at reducere ressourceforbruget ved
omfattende folkesundhedsunderseggelser for genvarianter. Mine resultater viser, at jeg ved blot 1:10
kan se en variant ved sekventering. Udfra dette ville det blive muligt at poole patientprover 1
grupper af 10 personer. Er der ikke en variant, sd ved man, at det ikke er fordi, at man bare ikke har
en metode, der er sensitiv nok til at registrere den.

Visse folkeundersggelser, som for eksempel Osterbroundersggelsen, rammer mutationsscreeninger
pa op mod 75.000 deltagere. En reduktion pa blot 10% af antallet af udferte analyser er enorm. Fra

75.000 til 7500. Perspektivet for den ekonomiske og ressurcesmassige besparelse er anseelig.



Procedure ved svarafgivelse
Ved en variationsscreening af en patientprove skal provesvaret, uanset valg af PCR protokol til
amplification af heteroduplex til smeltekurveanalysen, efterfelgende verificeres ved anden metode

for et svar kan frigives. P4 Rigshospitalet anvendes sanger sekventering som anden metode.

Metodernes sensitivitet

Sekventering er som metode er ikke lige sa sensitiv til detektion af varianter som
smeltekurveanalyserne. Derfor vil begraensningen for den mindst mulige detekterbare koncentration
af varianter 1 en prove vere fastsat af sekventeringsmetodens sensitivitet. For det er jo fint nok at
kunne pavise heteroduplex, og dermed ogsa forekomsten af en variation i en prove via
smeltekurveanalyser. Men hvad nytter dette, hvis det efterfolgende ikke er muligt at {4 bekreaeftet
resultatet via sekventering, fordi andelen af dannet heteroduplex ikke er stor nok til at det kan ses pa

sekventeringen?

Heteroduplex
Af en samlet mangde oprenset DNA fra et provemateriale med genmutation i udger celler hvis

DNA der indeholder genvarianten en vis procentdel i forhold til de celler uden.

Det er derfor hensigtsmassigt at udvikle en metode der er sensitiv nok til at kunne detektere

forekomsten af selv meget sma koncentrationer af celler med variationer i generne.

Rent metodemeessigt er det man benytter sig af dannelsen af heteroduplex.

Der er 2 alleler fra de normale gener, WT (homozygot normal), og 2 alleler fra de varierende,
mut( homozygot mutation). Under opformering ved PCR sker der det, at ét afskrevet allel fra
WT kan satte sig sammen med ét allel fra mut. Herved opstar det sdkaldte heteroduplex som
altsd er en dobbelt strenget DNA sekvens med en enkelt baseafvigelse pa det ene allel. Se billed

1.
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Billede 1 : Her ses hvordan en heteroduplex dannes ved PCR, under afkeling af et opvarmet

produkt.

Det viser sig at heteroduplex har en lavere denatureringstemperatur end homoduplex idet den

svagere binding i punktmutationen brydes ved lavere varmepavirkning.

Dog er der for hver nye denatureringscykel mulighed for, at denaturerede strenge fra heteroduplex
setter sig sammen med sin egen komplementare streng og danner en homoduplex. Man kan derfor
ikke teoretisk regne med, at blot fordi heteroduplex amplificeres, sa vil alle nye produkter ogsa
blive heteroduplex. Teoretisk beregning vil estimere 1:1 dannelse af heteroduplex i forhold til
homoduplex, hvis man forudsetter at der er lige stor sandsynlighed for at de hver is@r dannes. Det
er altsd den samlede mengde af heteroduplex der oges, mens forholdet mellem heteroduplex og

homoduplex forbliver konstant.
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Tm er den temperatur, hvorved en given dobbelt strenget DNA sekvens er denatureret for 50% af
sekvensernes vedkommende i1 et PCR produkt.

Hvis der blandt de afskrevne sekvenser er dannet heteroduplex, vil disse have en lidt lavere
denatureringstemperatur pga. den lidt svagere binding ved varianten. Dette kan man anvende.
Ved at finde den specifikke denatureringstemperatur for en sekvens med varianten, kan man 1
protokollen fastholde denne temperatur og derved minimere afskrivning af sekvenser uden
varianten, idet disse slet ikke er denatureret endnu og derfor ikke afskrives. Det lille
temperaturinterval hvori kun heteroduplex er denatureret og endnu ikke homoduplex kaldes Tc,
den kritiske temperatur. Den kritiske temperatur Tc, hvorved der denatureres forholdsvis flest
heteroduplexer i forhold til homoduplexer, kan fastsattes specifikt for hver sekvens der enskes
afskrevet. Tc er athaengig af basesammensatning samt leengde pa sekvensen. Tc er omstendig at

fastsatte og findes eksperimentelt for hver sekvens der arbejdes med i laboratoriet.

Smeltekurveanalysen

Via smeltekurver kan detektion og seperation af heteroduplex fra homoduplex opnés.



Farvestoffet, LCGreen+ der er et fluorocrom, binder til dSDNA og tilsattes 1 PCR mixet.(;) Det

afgiver fluorosens som funktion af den temperatur hvormed dsDNAet udsattes. Se billed 3.
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Billede 3: Overst i figuren ses hvordan LCGreen+ har bundet sig til et dSDNA. Nederst ses

hvordan LCGreen+ frigives ved denaturering af dsDNA, hvorved fluorescensen formindskes. (1

I takt med varmebaseret denaturering af dsSDNA vil der ske et proportionalt fald af fluoroscens.
Til méling af dette anvendes en sikaldt LightScanner og metoden er Hi-Res Melting™ som er et

softwareprogram der kan behandle data fra fluoroscens. )

I en given mangde amplificeret DNA vil en vis procentdel af dette, den del der er heterozygot,

altsa foranledige fald i flouroscens signalet for den mangde DNA der er homozygot.

Dette visualiseres af Hi-Res Melting™ som sakaldte smeltekurver, hvorved der tydeligt kan

detekteres tilstedeverelsen af heteroduplex. Se billed 4.
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Billede 4: Her ses to kurver, med fluorescensen(y) som funktion af temperaturen(x).

Man kan se, at faldet pa kurverne sker ved forskellige temperaturvardier.

Metoden kan derved fungere som direkte indikator péd, om det afskrevne gen for en vis
procentdel af cellerne indeholder en variant, altsa en mulig mutation der kan vere potentielt
cancerfremkaldende.

Ved hjelp af softwaren pé lightscanneren kan man kigge pa et afgranset forleb af kurven. Det

der er interessant er det sted, hvor kurvefaldet ligger. Billede 5 viser et zoom af dette sted.
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Billede 5: Her ses heteroduplexdetektion for forskellige fortyndingsgrader, hvor
fluorescensforskellen(y) er en funktion af temperaturen(x). Man kan tydeligt se af toppunkterne
pa kurverne, at de har forskellige fluorescensverdier men nasten samme smeltetemperatur for

dobbeltbestemmelser af fortyndinger pa 1:1, 1:10, 1:20, 1:75 samt



PCR protokollerne

COLD-PCR protokollen
COLD-PCR protokollen har en eksperimentelt fastsat Tc temperatur. Som beskrevet i afsnittet om
Tm og Tc, skulle denne fastsattelse gerne sikre, at der fortrinsvis denatureres og opformeres

heteroduplex

Touch-Up protokollen

Touch-Up protokollen er skabt til at undga dette eksperimentelle arbejde. Tanken er, at der ved en
dynamisk egning af denatureringstemperaturen automatisk vil opformeres flere heteroduplex, fordi
den dynamiske temperatur vil ramme Tm for heteroduplex i flere cykler for Tm for homoduplex
rammes. Herved skulle amplificationen af heteroduplex automatisk eges i forhold til homoduplex
uanset Tc. Herved undgéar man det store eksperimentelle arbejde med fastsattelse af Tc, hvilket er

bade tids og ressource besparende.

Sanger sekventering

S5-ATTGCTTACACGTG-

PCR reaktion indeholdende:

+ DMNA-polymerase, sekventeringsprimer

+ Deoxynukleotider (dATP, dCTP, dTTP, dGTP)

= Stop nukleotider market med fourescence
(ddATPR, , ddTTPR, 1

Detektering

5-A- 3"

5-AT- 3’

5-ATT-3
S-ATTO-3
5-ATTGC-3"
S-ATTGCT- 3
S-ATTGCTT-3"
5-ATTGCTTA-3'
S-ATTGCTTAC-3
10. 5-ATTGCTTACA-3 10.
M. 5"-ATTGCTTACAC-3’ 11.
12 5-ATTGCTTACAC -3 12
13.5-ATTGCTTACACGT-3' 13, =
T4 5-ATTGCTTACACGT -3 14
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Figur 6. princippet i sekventering.



Ved hjzlp af primere og DNA-polymerase syntetiseres en stor mangde nye DNA strenge der er
identiske 1 5’enden (primeren) som vist pd figur 6. Der anvendes dNTP og syntesen udferes
parallelt i 4 ror (ABIprism-systemet) hvor der i1 hver ror kun er én type ddNTP.

DNA syntesen standses, reaktionsblandingen varmedenatureres og reaktionsblandingen fra de 4 ror
adsilles via gel-elektroforese.

Ved sekventering 1 dette projekt vil de forskelligefarvetoppe reprasentere:

N = Adenin N = Cytosin

N = Thymin N = Guanin

Materialer og metode

Jeg fremstillede fortyndingsreekker af provematerialet:

* WT2: Wild Type nr. 2 DNA uden en mutation i BRCA1 exon 11-4.
* WT3: Wild Type nr. 3. DNA med en punktmutation i BRCA1 exon 11-4 kaldet 2201.

BRCALI Type
WT3 punktmutation
exon 11-4 Nt2201 C—T

Fortyndingerne er lavet I folgende forhold:

WT3 WT2
1

10
20
50
75

| et [ | [

Alt pravematerialet der overfores til PCR reaktionspladerne stammer altsé fra samme pool.

Kontroller: Jeg laver dobbeltbestemmelser til alle prover, samt blindprever. Jeg laver 2

dobbeltbestemmelser pA DNA uden variationen,WT, for at sikre at der ikke er signal fra WT.

Primere/primer design:

Primerene er designet efter geeldende regler for primerdesign. Primerne er testet og optimeret inden
det eksperimentelle laboratoriearbejde er startet. Jeg har arbejdet med 3 primersat der placerer
varianten 3 forskellige steder i den afskrevne sekvens og giver en sekvenslaengde pé 150 base par..

Jeg har gjort dette, for at undersege om det havde betydning for resultatet.



Der tilsettes provemateriale og reagenser af ens mengde til 3 PCR plader og herefter er

fremgangsmaden;

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

* Smeltekurveanalyser udferes.

* Sekventering p4 PCR produkterne fra de 3 PCR plader.

* Data opsamles og udprintes.

Tolkning af resultater

Smeltekurveanalyserne

Det optimale er en opformering af heteroduplex. Hvis det lykkes at fi et resultat hvor de hoje

fortyndingsgrader 1:20-1:75 giver et hejt fluorescenssignal, dvs. et signal der tilnaermer sig

signalet for fortyndingen 1:1, betyder det at primersat og protokol i samspil har varet velegnet

til opformering af heteroduplex. Méaden at vurdere smeltekurverne pé er vist pa billed 6.
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Billed 6. Figuren viser smeltekurven for varianten med anvendt primerset 3. Der ses

tilstedevaerelse af heteroduplex for fortyndingerne, samt en lille afvigelse for dobbelt

bestemmelserne. Alle WT giver 0 i faldendring.




For det enkelte primerset vil der vaere et max. fluoroscenssignal for fortyndingen 1:1 der udger
100%. Bundlinjen for WT2 udger 0%. For hver enkelt fortynding udregnes det procentvise

forhold for fluorescenssignalet i forhold til 1:1. Dette gores for samtlige 3 protokoller.

Sekventeringen

Det skal som minimum vare muligt at skelne de enkelte baser fra hinanden. Er det ikke det
forkastes data for pageldende prove. Der er udfert sekventering for de udvalgte prover med bade
forward og reverse primere.

Af de vellykkede sekventeringer udvalgte jeg de prover, hvor sammenligning gav mening. Det vil
sige en udvalgt prove fra Touch-Up PCR eller COLD PCR skulle sdledes kunne sammenholdes

med tilsvarende preve for Touch-Down PCR.

Jeg undersoagte, ved hvilke fortyndingsgrader og ved hvilke primere varianten fremkommer

tydeligst ved sekventering. Dette er gjort pa baggrund af visuel inspektion.

Det optimale er en tydelig sekvensafvigelse for varianten ved sa hgj en fortyndingsgrad som muligt,
1 forhold til signalet for fortyndingen 1:1, der udger det teoretiske hojst mulige signal for denne

prove.

Resultater

Alle primerset har virket. Fortyndingen 1:50 mislykkedes for alle 3 protokoller.

Jeg godkender mine kontroller.

Smeltekurver.
Touch-Up Protokollen

1%
2201 Primersaet Primersaet Primerseet
1 2 3
1:1 100 100 100
1:10 92 90 &9
1:20 75 59 66
1:75 38 28 39




%

Touch-Up 2001

1.1

1:10 1:20

1.75

Primersaettets evne til at opformere

Cold Protokollen

varianten 2201

O Primerseet 1
W Primersaet 2

O Primerseet 3

1%
2201 Primersaet Primersaet Primersaet
1 2 3
1:1 100 100 100
1:10 68 77 54
1:20 46 137 38
1:75 19 111 20
coLD 2201
T
10C
%
518
[

1:1
Primersasttets evne tll at opformere varlanten 2201

140, #4220

1473

OFrimers=t 1
BEFrimersz=t 2

oFrimersast 3



Touch Down Protokollen

1%
2201 Primersaet Primersat Primersat
1 2 3
1:1 100 100 100
1:10 81 72 75
1:20 56 52 60
1:75 27 21 28
Touch-Down 2201
100+
80+
60+
% ol E— @ Primersaet 1
204 W Primerseet 2
ol O Primerseet 3
11 1:10 1:20 1:75

Primersaettets evne til at opformere
varianten 2201

Sekventering:

Resultaterne af sekventeringen viser de 4 basers placering pa sekvensen for exon 11-4 lige omkring
varianten 2201.

M = Adenin N = Cytosin

N = Thymin N = Guanin

Pa forward sekvensen ses tilstedevarelsen af thymin M pa samme punkt som cytosin (1, der er
altsd en synlig variant. (red prik inde 1 sorte rektangel). Cytosin er wild type basen. At der ogsa er

thymin pa samme basetop viser, at der er opformeret bade wildtype og variant sekvenser.



Sekventering Resultat for 2201 primerseet 2 fortynding 1:20

Exon 11-4 ROIs

td2201_3 1 &

TouchUP_220

Jaxon 114

IGAACAGACARGTARARAAGRACATGACRG G

GhReaTGARC)LG

CAGAGCTE

ATACTTTCCCAGAGCTGAAGTTARCARRTGCA

GT1T

Sekventerings resultat for 2201 primerseet 2 fortynding 1:75

TouchUP_2201_

Diskussion

Exon 11-4 ROls rE’“’”"""‘ ‘ | ' | |
}2[_] CGAACAGACAARGTAARAGACATGACA GATACTTTCCCAGAGCTGAAGTTAACARATGCAL TGGTTCT
w 75 CCAARTGRACAGACAAGTARAAGACA CGATACTTTCCCAGAGC TGAAGTTARCAARATGCACETGGTTC
L] .- . - 8 -

G G cg e gt G
Cold_2201_2 1 f\

III-.

II
;‘l 1
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Primersaet 2 skiller sig ud ved at have opformeringsevne pa over 100% for COLD protokollen for

1:20 og 1:75. Herved ikke blot tilneermer fortyndingerne sig forholdet 1:1, de ligefrem overskrider

det. Dette burde teoretisk set ikke vaere muligt. Men resultaterne viser, at det er sket.

Hvad dette skyldes star &bent. Min forste tanke var, at jeg havde lavet en fejl. Ombyttet prover. Men

resultatet af sekventeringen pd proven “afviste” denne forklaring, da den efterfolgende péviste at det

var den rigtige sekvens der var amplificeret. En elektroforese gel viste at kun ¢t produkt var

afskrevet. Der var altsé ikke tale om uspicifik primerbinding. Et eller andet er sket i denne prove.



Teorien beskriver et max. pa 1:1 mellem hetero- og homoduplex. Det er derfor et interessant
resultat, som det giver mening at undersege naermere.

Det er pafaldende at resultatet tilsyneladende kun ger sig gaeldende for primersat 2. Alle
fortyndinger stammer fra den samme oplesning for samtlige prover. Det eneste der er afvigende for
primersat 2, er netop anvendelsen af primersat 2. Dette indikerer en meget stor vigtighed af, hvilke

primere der anvendes til mutationsscreeninger.

Teorien der er beskrevet omkring fastsattelse af Tc i COLD protokollen kunne bekreaftes af mine
resultater. De peger ihvertfald i retning af, at noget tyder pa at jeg har ramt den helt pracise Tc for
sekvensen og primerne og at dette optimerer resultatet for mutationsscreening. Ganske som
udviklerne af COLD protokollen har beskrevet i artiklen af Jin Li et. al.(a7) Jeg vil nu nok alligevel
afvise denne forklaringsmodel, idet det undrer mig, at samme @gning i opformeret heteroduplex
ikke er fundet sted for fortyndingen 1:1 samt 1:10. Det samme billede burde vaere gaeldende for

denne fortynding, hvis jeg skal folge forklaringen om et pracist ramt Tc.

Resultatet er ogsa interessant, da det kan henlede opmarksomheden pa de patientprover der evt. kan
vise sig at blive diagnosticeret falsk positive/negative, idet der kan forekomme denne slags

resultater. Dette er overordentligt vigtigt at holde sig for gje.

Det er vanskeligt at finde en teoretisk forklaringsmodel pa hvad der kan vare sket. En
kontaminering af mine PCR brende med ren heteroduplex lyder usandsynlig, for hvor skulle de

vare kommet fra?

Primernes og protokollers evne til opformering i samspil sammenfattet for variant 2201
Resultatene viser at Touch-Up protokollen opnar de bedste opformeringer af heteroduplex, bortset
fra hvis det lykkes at ramme Tc, hvorved COLD protokollen bliver overlegen. (hvis det antages at

resultatet skyldes optimale Tc betingelser).

Resultaterne kan give anledning til en forklaring pa hvorfor Touch Up er bedre til at opformere
heteroduplex end referencen Touch Down. Den dynamiske temperaturggning under denaturering
mi formodes at afstedkomme at Tc tangeres undervejs 1 cyklen. Af resultatet for COLD protokollen

primersat 2 ses det, hvor stor opformeringen rent faktisk bliver i forhold til de andre protokoller,



hvis det forudsettes at det er den nejagtigt ramte Tc, der er arsagen til resultatet. Der er sket en
pgning af opformering fra 52% for Touch Down til 137% for COLD for 1:20 primerset 2. Jeg ser
det som en sandsynlighed, at det er det interval hvor Touch-Up protokollen rammer de optimale
betingelser for Tc, som eger mangden af opformeret heteroduplex, i en sddan grad at den er bedre

til opformering end referencen Touch Down.

COLD protokollen er vaesentligt ringere til generel opformering af heteroduplex. Den klarer sig
% vis ligefrem ringere end Touch Down protokollen ved anvendelse af visse primersat. Dette er
overraskende, da en nejagtig fastsat Tc burde give optimale betingelser for dannelse af
heteroduplex. Jeg mistaenker, at jeg har fastsat min denatureringstemperatur fejlagtigt for COLD
protokollen. Jeg havde ikke tid til at lave det eksperimentelle arbejde for at fastsatte Tc, sa jeg
fastsatte Tc pa et teoretisk grundlag. Det er en meget stor fejlkilde for de generelle COLD

resultater,

Rent praktisk er Touch-Up protokollen lettere at anvende en COLD protokollen, idet den ikke

kreever et stort eksperimentelt forarbejde.

Primere
Jeg har anvendt 3 forskellige primere. Der er bortset fra de afvigende resultater for COLD
protokollen, ikke noget der tyder pa at der er bemaerkelsesvardig stor forskel pé resultatet alt

efter hvilken man benytter.

Sekventering

Alle 3 protokoller er anvendelige til detektion af varianter i frtyndingen 1:1 og 1:10. For 1:20 er
det kun Touch-Up der viser en variant der er sé tydelig at "man ikke skulle vide at den var der
for at se den”. Generelt vil der vare en variation 1 hvor pane sekvenserne bliver, dvs. hvor meget

baggrund der fremkommer, alt efter hvilket materiale der sekventeres pé.

1:75 giver for alle 3 protokoller en sa lille variation, at den ikke vurderes som synlig. Jeg kan se
en lille variation, men det er kun fordi jeg ved, hvor jeg skal kigge. Jeg vurderer dog endnu
engang, at det trods alt er synligheden af varianten i PCR produktet for Touch-Up der er mest

fremtraedende.



Sammenligning af smeltekurver og sekvenser

Touch-Up har en synlig variant ved sekventering ved fortyndingen 1:20. Det svarer pa
smeltekurven til et forhold for fluorescenssignalet mellem 1:1 og 1:20 péa 66%. Jeg vurderer
derfor at en variant vil kunne ses pa sekventering, hvis forholdet for fluorescenssignalet 1:1 og

en given fortynding ligger pa 66% eller derover

Jeg vurderer, at fortyndingsgraensen for Touch-Up protokollens evne til at opformere
heteroduplex der efterfolgende giver en synlig variant ved sekventering ligger et sted mellem
1:20 og 1:75. Det svarer til et % tal for forhold for fluorescenssignalet mellem 1:1 og en given
fortynding pd mellem 66% og 39% Varianten er tydelig ved 1:20 men da der er et meget stort
forholdsmaessigt spring ned til en 1:75 forynding der ikke giver synlig variant, er det ikke til at
sige, hvor den pracise grense ligger.

Det er @rgeligt at fortyndingen 1:50 mislykkedes. Resultater fra denne prave ville have kunnet

afslore en storre pracision i intevallet mellem synlig/ikke synlig variant.

Den visuelle vurdering er dog mangelfuld, fordi den representerer et individuelt fastsat skon.
Det er muligt at varianten for bade Touch-Down og COLD ved 1:20 af mere rutinerede og
erfarne bioanalytikere ville betragtes som en tydelig variant. Forskellen er sa lille, at det er
vanskeligt at vurdere pracist.

Men jeg vil mene, at fortyndingsforholdet kan gges yderligere fra 1:20 med stadig synlig variant
for Touch-Up.

Af resultaterne ses det ganske specielle forhold der
opstédr ved anvendelse af primerset 2 for hhv. 1:20 og
1:75 for COLD. Varianten er tydelig ved sekventering
for begge fortyndinger. Da jeg dog ikke er helt sikker
cee pa at resultatet er gyldigt som grundlag at lave
postulater pd, vil jeg blot konstatere det, og vente med

at konkludere noget til en evt. reproducering af

resultatet er fundet sted.
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Billede 7 . Sekventering af 1:75 for 2201 med primersat 2. COLD gverst og Touch-Up nederst.

Konklusion

Touch-Up protokollen er generelt bedst til at amplificere heteroduplex i et PCR mix, idet
variationen efterfolgende skal verificeres ved sekventering. Konklusionen galder for en
sekvenslengde pa ca. 150bp. COLD er muligvis bedst til at amplificere heteroduplex i et PCR
miXx, idet variationen efterfolgende skal verificeres ved sekventering, hvis Tc for opsattet

rammes ngjagtigt.

Perspektivering

Jeg anbefaler en gentagelse af forseget for variationen 2201 med primersat 2 for at fa
bekraftet/afkraeftet, om det afvigende resultat opstod pa baggrund af en fejl/tilfeeldighed eller om
resultatet var reelt. Hvis resultatet kan reproduceres er det dbentlyst fornuftigt at arbejde videre
med COLD protokollen. Viser det sig omvendt ikke at kunne reproduceres, vil jeg mene at det er
for stort et arbejde at skulle fastsatte Tc for at f brugbare COLD resultater, nar Touch-Up giver

sa generelt gode resultater.

Jeg mener ogsa, at det skal overvejes, hvor stor en fortyndingsgrad det giver mening at anvende i
det hele taget, idet fund af varianter 1 celler skal vaere reprasentativt for patienten. Der vil vaere
en grense for dette. Fastsettelse af denne graense kan hjelpe med at afgraense behovet for en
metodes sensitivitet, og dermed ogsa tidkonsumerende videreudvikling og ressourceforbrug.

Jeg anbefaler en gentagelse af forseget med fortyndingsintervaller mellem 1:20 og 1:75 pé
intervaller af fx. 1:10. Herved vil der opnds en langt mere pracis graense for hvornir varianter er

synlige pd sekvenser, sammenholdt med % vise forhold for smeltekurverne.

Jeg anbefaler en matematisk tilgang til dette. Ved at erstatte min visuelle inspektion af
sekvenserne med en negtern forholdsbergning for variationens tophejde af basen i forhold til
tophgjden af WT tophgjden af basen, kan man lave en kalibreringskurve. Det er nemlig min
klare formodning at der forefindes et proportionalitetsforhold mellem forholdet for 1:1 og div.
fortyndinger pa smeltekurverne, samt forholdet mellem varianternes tophejde péd sekvenserne.
Denne kalibreringskurve vil derfor sige noget generelt om forholdet mellem de 2 metoder, da

sammenligningsgrundlaget for begge er baseret pa forholdsbergning og ikke visuel inspektion.



Der laves store undersegende mutations screeninger pa befolkningsgrupper, for at afdekke-
/undersege om der er forekomst af bestemte mutationer i1 forbindelse med bestemte lidelser og
kliniske symptomer. Mine resultater kan taenkes at blive anvendt til at reducere
ressourceforbruget ved omfattende folkesundhedsunderseggelser for genvarianter, idet mine
resultater viser, at jeg ved blot 1:10 kan se en variant ved sekventering. Udfra dette ville det blive
muligt at poole patientprover i1 grupper af 10 personer, og er der ikke en variant, s& ved man at
det ikke er fordi, at man bare ikke har en metode der er sensitiv nok til at registrere den. Dette er
naturligvis forudsat at mutationen er homozygot. Ved heterozygote mutationer vil allelforholdet

blive halveret.
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