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Abstrakt

Béhem uplynulych dvaceti let doSlo v oblasti analyPNA z historického
materialu k nesmirnému pokroku. Tato analyza seledem k moZznostem zachovani
jednotlivych tkani provadi fiedevSim ze vzoik ziskanych z kosti a zib Vyjimecné
je mozna analyza &kké mumifikované tk&h Limitujicimi  faktory €chto analyz
je vysoky stupg degradace a malé mnozstvi DNA izolované z toho&terralu. Prvni
vyzkumy byly zangfeny pouze na kratké usekyepevSim mitochondrialni DNA. Dnes
je jiz mozna analyza celych mitochondrialnich gefasowasnych i vyhynulych druh
Zivogichu. V pripadt analyz provéaéhych z lidskych ostatkjsou mnohem cerisi Useky
jaderné DNA, které ndm mohou pomoctitmpohlavi jedince, ale i mozné&ipuzenské
vztahy jedin@ pochazejicich nd&gklad z jednoho hrobu.

Zasadnim krokem celé analyzy DNA je jeji extrakdeumk. V kazdé laboraia,
kde se pracuje s historickou DNA, vyuZivaji prgwodobr jinak modifikovany extraéni
protokol. Hlavnim poZadavkem na exttak metody je to, aby poskytovaly DNA
v takovém mnoZstvi &istott, aby mohla byt vyuZita dhem dalSich krak analyzy.
Vzhledem k vysoké fragmentaci DNA je nutné tomuakitéi @izpasobit vSechny kroky
analyzy - pedevsim jeji izolaci a amplifikaci. V neposledatt je dilezité kthem prace
(nejen) s historickou DNA dodrzovat vSechna tgait, ktera by a zabranit kontaminaci

zpasobenou novodobou DNA a tak imivysledky celé analyzy.

Naplni této prace byla analyza DNA jedinpochézejicich zdkolika pohebi¥d’
rizného std. Metoda byla nejprve @ena na vzorcich, u kterych nedoslo kdSspe
analyze DNA dive pouzivanou metodou. Pro izolaci jsme vybrabtgkol zaloZzeny
na adsorpci DNA na silikat. U ziskané aDNA jsme Hiikpvali STR lokusy, gicemz
jejich primery byly speciek navrzeny tak, aby vysledné produkty syntézy byly
co nejkratSi, tedy pouzitelné pro analyzu degradévBNA. Ziskané STR profily jsme
dukladre porovnavali s profily osob, které by mohli byt egim vrEjSi kontaminace.

Pti zpracovavani této prace jsme dosahliggspsti analyzy fesahujici 50%.

Kli ¢éova slova:historicka DNA, adsorpce na silikat, miniSTR, kastb.



Abstract

During the last twenty years, immense progress roeduin the area of analysis
of DNA extracted from historical material. Consider the common level of preservation
of tissue material, this analysis is usually exeduin samples procured from bones and teeth.
The analysis of soft mummified tissue is possibié/an rare cases. Limiting factor of these
analyses is a high degree of degradation and smmadlint of DNA extractable from this kind
of material. First researches concentrated onlghamt sections of mainly mitochondrial DNA.
Today, the analysis of the complete mitochondreaiame of both contemporary and extinct
organisms was made possible. In case of analyseducted on human remains, sections
of nuclear DNA are far more valuable, because tayreveal information including not only

subject’s sex, but also possible kinship betwedjests found e.g. in the same grave.

Fundamental component of the whole analysis iptbeess of extracting DNA from
cells. Probably every laboratory working with higtal DNA uses a differently modified
extract protocol. The main requirement for methotlextraction is to secure enough DNA
with such a level of purity that would allow itseufor following steps of the analysis. Taking
in consideration high fragmentation of DNA, it isa@ssary to optimize all parts of the analysis
to this factor - including its isolation and ampétion. Last but not least, while working with
(not only) historical DNA, it is important to abid® the precautions preventing contamination

of the sample with recent DNA and consequentlyrdgstg the result of the analysis.

The objective of this thesis was the analysis ofAD&ktracted from individuals from
several burial-grounds belonging to different histl periods. First, this method was verified
on samples, at which previous method of DNA analyailed. For isolation of aDNA, we
chose protocol based on silica extraction. On aDMécured with the use of this method,
we amplified STR locus with primers modified in ayvmaking the resulting product of the
synthesis usable for analysis of degraded DNA. ltext STR profiles were thoroughly
compared with profiles of people, who might haverbéhe source of external contamination.
While working on this thesis, the analysis was ssstully rendered in more than 50%

of cases.

Key words: historical DNA, silica based extraction, miniSTédne, teeth.
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1 Seznam zkratek

A
aDNA
bp

C

CE
dH,O
DNA
ddNTP
dNTP
dsDNA
DTT
EDTA
EtBr
FTDNA

GuSCN
KUP
mtDNA
NDNA
PCR
PPi
PVP
PVPP
PTB
RT - gPCR
rpm
SNP
STR
SDS

TE pufr
Tris

adenin
starodavna DNA
pary bazi
cytosin
kapilarni elektroforéza
ultradista destilovana voda bez nukleaz
deoxyribonukleova kyselina
dideoxyribonukeotid trifosfat
deoxyribonukleotid trifosfat
dvouetezcova DNA
dithiotreitol
kyselina etylendiaminotetraoctova
ethidium bromid
Family Tree DNA
guanin
guanidinium thiokyanat
Kriminalisticky Ustav Praha
mitochondrialni DNA
jaderna DNA
polymerazovéetézova reakce
pyrofosféat
polyvinyl pyrolidon
poly(vinyl-polypyrolidon)
polypyrimidine tract-binding protein
kvantitativni Real — time PCR
ot&ky za minutu
jednonukleotidovy polymorfismus
kratka tandemova repetice
sodium dodecylsulfat (laurylsiran sodny)
thymin
pufr obsahujiciigdevsim Tris a EDTA

tris(hydroxymethyl)aminometan, 2-amino-2-hyxymethyl-propane-1,3-diol



2 Uvod a cile prace

V pribéhu nrekolika poslednich desetileti zaznamenalédas obrovsky krok
dopredu. Vyzkumy, které byly jeStpied nedavnem népdstavitelné jsou dnestinou
praxi. Touhaclovéka poznavat stale novéeai se tak nize plreé realizovat. Patrani
po biologickém i geografickémapodu ¢lovéka probihd jiztadu desitek (mozna i stovek)
let. V tomuto pétrani nam v séasné dob vyrazré napomaha i analyza DNA z ostatk
lidi, ktefi Zili v doke i pred rekolika tisici lety.

V souwasné dob se lidé neustale snazi poroztinveSkerym informacim, které
do své struktury zakddovala molekula DN&hbm tisi@ let své existence. Aby vSak bylo
mozné tyto informace zpracovavat, jeipbl je nejprve ze struktury DNA ziskat. Rozvoj
molekularni biologie v8ak nabizi kazdym dnem no@étmje, které saasné analyzy
zdokonaluji a pomahaiji tak v objevovani stale nbvyyoeznatk:.

Jednim ze zasadnich kfok poznani nasSi minulosti byl objev moznosti zadmiv
molekuly DNA i velice dlouhou dobu po smrti jedincdezéalezi fitom na tom, zda
se jednalo o ostatky lidské, nebo ie¢i. Prvni objevy tohoto druhu bylyinény jiz
v polovire osmdeséatych let minulého stoleti - nejprve se gm rékolik set let staré
ostatky vyhynulého druhu zebrygquagga(Higuchi et al., 1984), v dalSich letech se pak
zatalo i se zkoumanim ostdikidskych (Hagelberg et al.,, 1989; Paabo, 1985uhEo
po odhalovani minulosti tim dostala novy razm K velkému rozvoji genetického
zkouméani zarieného nejen do minulostiippélo i objeveni metody PCR (Saiki et al.,
1985). Do dnesni doby jsme jiz dikymnito objewim zjistili mnoho cennych informaci
onasSi minulosti, mnoho nam jich vSakistava stale skryto. K odhaleni zatim
nezodpo¥zenych otazek by mohlo fippét zdokonaleni fedevSim izolénich
a amplifika&nich metod. NejpouZivgjsi jsou pro vyzkum historické DNA (aDNA) dnes
izolaéni metody vyuZivajici principu adsorpce na silikégra byla poprvé publikovana
v roce 1993 (HOss and Paabo, 1993). Od téeto chpligwulo jiz mnohatasu a tato metoda
doznala velkého rozvoje a modifikaci. Stale se vad#tazuje jako neffinngjSi

pii extrakcich z materials malym obsahem DNA (Lee et al., 2010).

Analyza DNA z materialu, ktery obsahuje jen velmaléhmnozstvi této molekuly,

piipadré DNA vysoce degradovanou vlivem okolniho predf, je velice obtizna. DNA



muze byt poSkozena n#glad pisobenim vysoké teplotyfip ohoreni ostatk nebo
dlouhodobym psobenim kyselého/zasaditého phidp. MoZznosti vzniku poSkozeni
v molekule aDNA je samdejm¢ celé fada, vysledkem je ale vzdy fragmentace
a degradace aDNA, ktera znemoje rekteré BEZné pouzivané kroky analyzy recentni
DNA. Specialg pro tyto gipady, kdy je aDNA jiz poSkozena a fragmentovandy b
vytvoieny miniSTR lokusy. MiniSTR lokusy nam umngi analyzu mensSich fragment
aDNA a tim zvySuji prawpodobnost Usfchu analyzy degradované aDNA.

Velkym problémem $ vyzkumu degradované aDNA je jeji kontaminace
pochazejici z wjSiho okoli. K této kontaminaci #e dojit prakticky f kazdém kroku
analyzy. Rozpoznani ¥$i kontaminace, zvl@Spokud se jedna oc¢hkolik malo burk,
byva WwtSinou velice obtizné. ezité je proto striktni dodrzovani operi, ktera riziko

vzniku kontaminace minimalizuji.

2.1 Cile prace

Cilem této prace je @¥it ucinnost no¢ publikovanych protokdl ve srovnani
s protokoly dive pouzivanymi $ izolaci DNA z kosterniho a zubniho materialu.
Owerovani bude probihat nejprve na recentnim mateadlyripact uspsné izolace DNA
z téchto vzorki, i na materidlu datovanéntilplizné od 2 tisicileti p. n. I. po 17. stoleti n. I.
Genotypizace usgne analyzovanych jediricbude provagha miniSTR lokusy (viipad
ziskani kvalitni DNA bude a¥ena moznost vyuziti i komarich kiti obsahujicich
klasické STR lokusy). Vifpad ziskani Usgsného izolaniho protokolu bude tento

nasledg zaveden do forenzni praxe.
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3 Teoretickacdast

3.1 Jaderna DNA

Lidské €lo se sklada z mnoha miliard hihkn V kazdé z d&chto jednotlivych bu#k
se nachazi organi@ai centrum - jadro - ve kterém se naléza vzdy &tejeneticka
informace. Vyjimku mohou tuat napiklad zralé erytrocyty, které jiz jadro neobsahuiji.
se naléza atSina genetické informace, kterou méika k dispozici a kterd slouzitkzeni
pochodi v ramci buiky a nasled& i celého organismu. Tato geneticka informace
je zakédovana uvritmolekuly deoxyribonukleové kyseliny (DNA). DNA wlsé nese
informaci pro replikaci biky i pro syntézu proteina enzyni nezbytnych v procesech,
které v buice neustéle probihaji. DNA je v j@ddolie chragna od okolniho buftného
prostedi pomoci jadernych olialKrom¢ DNA, kterd se naléza v jéelje v buice mozné
najit také tzv. mimojadernou DNA nachazejici seiwwamnondriich (viz dale), ifpadré

v plastidech v biice rostlinné.

DNA nachézejici se v j&d buiky nese genetickou informaci, ktera jgegavana
v ramci rozmnozZovaciho procesu z jedné generacegereeraci dalSi. #® pohlavnim
rozmnozovani si navvznikly jedinec ve svém genomu nese jednu pologeuaetické
informace ziskané od otce a jednu polovinu ziskassbumatky. Jaderny genom je tedy
dédén podle Mendelovych zakén Tento zfisob @&di¢nosti v sob nese diky kombinaci
jednotlivych genomd moznost lépecelit zménam okolnich podminek a lépe se jim
prizpasobit. Nezastupitelnou roli hraje tento fakfi préovani gibuzenskych vztah

Zakladni strukturu DNA tvd polymer sloZzeny z jednotlivych nukleolid jedna
se 0 molekulu sloZzenou z dusikaté (pyrimidinovBpadré purinové) baze, cukerného
zbytku (deoxyribozy) a fosfatu. Samotnou kostru D& cukerny zbytek deoxyribozy
a fosfat. Jednotlivé dusikaté baze poté vedou ilbidit¢ uvnitt DNA - jsou mozné celkem
4 varianty - adenin (A), thymin (T), cytosin (C)gaanin (G). Rzné kombinace v gadi
za sebou jdoucich nukleotidvedou k rozmanitosti uvrijednotlivych Ziv@isnych druli

i mezi nimi. Lidé maji uvnitsvé jaderné DNA okolo 3 miliard nukleoiid

JelikoZz je DNA dvogetzcovou strukturou je nutné, aby byly jednotlikeiczce

spojeny. K tomuto spojeni dochazi mezi jednotlivipdizemi a je realizovano pomoci
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vodikovych niistkia (H-mustki). Baze se navzajem paruji nasledov s T pomoci dvou
H-mustki a C s G pomocitit H-mustki (viz obrazeké. 1). Z tohoto vyplyva Zze spojeni
mezi C - G je silySi nez v pipact vazby mezi A - T. Dvaettzce DNA, které jsou
navzajem spojeny pomoci vodikovychistki, jsou navzajem orientovany antiparateln
tzn. op&né, kdy se 5°konec jednohtettzce paruje s 3’koncerrettzce druhého &fsla
udavaji pozici uhliku v deoxyribozovém zbytku). 8ekce DNA je, @ procesech

probihajicich v biice, vZzdyétena ve sréru od 5'konce k 3’konci.

ol |
OQF;'/O Adenin H Thymin L
| N N—H---0 0
o] (/ W Fl)
-
0 I / \N"H—N \\ o & O
o
O ~/o
Q-- O
( 4 |
F’a
.
N H- o 4-"o
2-Desoxy-p-D-Ribose
O O Guanln — -
\.p/ H H
Cvtosm 9]
O | Fhosphat
W 0" L0

| 8]

Obrazeké. 1 Vzajemné parovani bazi v antiparalelnfeltzcich DNA. Revzato

z www.onlinekolagen.pl

Spojeni mezi ddéma antiparalelnimietzci DNA je mozné rozruSitdhem procesu,
ktery se nazyva denaturace. Denaturaci DNA je mo¥yolat iznymi zpisoby,
nagiklad zvySenim teploty na teplotu blizkou bodu vaabo pidanim chemickych latek
jako je ma@&ovina nebo formamid. Proces denaturace je vratizg o vyvolat napklad
zchlazenim DNA, jedna se o proces nazyvany renauf2NA. Téchto dvou proces
se hoji vyuziva i sowasnych metodach analyzy DNAjedevsim fi amplifikaci
pomoci PCR (viz kapitola. 3.5.5).

DNA je vjade uspdadana do jednotlivych uUtvarnazyvanych chromozomy.
Lidska buika obsahuje celkem 22 @aautozoni (nepohlavnich chromozaipa 1 par

gonozoni (pohlavnich chromozo@) - muzi maji heterogametni sestavu gonozdixy)
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a Zzeny homogametni sestavu (XX). DNA je do jedagtihh chromozoma v podstat
sbalena a cel& struktura je naskedhrarna pomoci specialnich protéinnazyvajicich

se histony. V lidské hice mizeme ve strukii@ DNA nalézt celkem 4uené typy
histoni - H1, H2 (vyskytuje se ve dvou formach H2A a H2B)3 a H4. DNA je
,obmotana“ okolo oktameru histdrH2A, H2B, H3 a H4. Tato struktura tidzv. 10 nm
vlakno. Celad molekula je poté jgstice zkondenzovana navinutim na histon H1. Timto
zpasobem vznika tzv. 30 nm vlakno. Usek mezi jedngitfivhistony H1 je dlouhy 146 bp
(base pairs). 8a kondenzovaného chromozomu jifizné 700 nm, délka se uwiznych

chromozond lisi.

Chromozomy se té#i ve vSech bikach lidského dla nachazeji v diploidni
sesta¥, tzn.ve dvou kopiich. Vyjimku twd pouze biky zarodeéné, v jejichz jate se
nachazi pouze haploidni §g chromozom - 22 autozom a 1 gonozom (X nebo Y).
Pti oplozeni vajka spermii dojde k appovnému obnoveni diploidniho o chromozom
v jadie buiky a tento stav je potéigdavan Bhem vyvoje celého organismugldnim

jednotlivych burk dale.

Béhem Zivota té¥ kazdé buky dochazi kjejimu &eni pomoci mitozy.
Pfi mitoze dochazi k replikaci - zdvojeni - genetickéormace a naslednk rozcleni
do dvou samostatnych btka Po dokogieni mitozy maji nova (démna) i matéska butka
diploidni patet chromozom a nesou stejnou genetickou informaci. 8kterych gipadech,
kdy dojde k chyb pti replikaci gripadre pri rozchodu jednotlivych chromozaimdo burk,
neni geneticka informace migké a dcnné buiky naprosto shodna.

Pri jiném typu cleni burgk, nazyvaném meioza, dochazi k redukcictpo
chromozond v jadfe buiky na polovinu. Bhem meiotického @&eni vznikaji buiky
pohlavni. Z jedné maiteké buiky vznikaji, narozdil od mitotickéhoéteni, ctyti bunky
dceainné. To je umozmo dwma po sob nasledujicimi mitotickymi &dlenimi buiky, prvni
déleni je dtleni redukni, kdy dojde ke vzniku haploidni sestavy chromoé@mi druhém

déleni jiz vznikaji nové haploidni Biky.

V DNA muzeme najit kodujici oblasti a oblasti nekédujiciotMastech kodujicich
se nachazeji exony gen oblasti DNA, z nichZz je igpisovana genetickad informace
do mRNA [Ehem transkripce a nasletinprekladana v procesu translace - vznikaji

proteiny, enzymy, kdduji se latkyiléZzité pro fungovani samotnéiiky. V oblastech kde
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se geny nenalézaji, kgpisu informace &tSinou nedochazi a tyto oblasti jsou mistem, kde
muze ¢astji dochazet k mutacim - jedna se o nekodujici abRaBIA. VysSiho vyskytu
mutaci v nekddujicichtastech genomu se v s@sné dob hojré vyuziva napklad
ve forenzni geneticetpindividualni identifikaci jedince. Geny samotnéotti priblizné
5% sekvence DNA a skladaji se z ek@nintroni. Introny nejsou &éhem procesu translace
ve WtSine pripadi do kon€né sekvence proteinu zahrnuty. Pozice ve kteréasbazi
urcita sekvence v molekule DNA je ozfmvana jako lokus. Kazdy gen praoéily protein
se vzdy naléza ve stejném lokusu v obou kopiichékdarchromozomu (pokud v tomto
mis€ nedojde k mutaci). Sekvence, kterd se naléz4 @mdalokusu na chromozomu
ziskaném od matky a od otceibe, ale nemusi byt stejna. Jednotlivé variantgkwenci
DNA vdaném lokusu se nazyvaji alely. Jednotlivéelyal se v genomu nalézaji

v heterozygotni (rozdilné)fipadre homozygotni (shodné) sestav

V centralni oblasti chromozomu se naléza centroymdeaa od sebe odhlije jeho
kratké (p) a dlouhé raménko (g). Podle gammezi kratkymi a dlouhymi raménky
rozliSujeme #kolik typa chromozoni - metacenrické, submetacentrické a akrocentrické.
U nekterych chromozorn miaZzeme zaznamenat absenci kratkych ramének, tyto
chromozomy se nazyvaji telocentrické. V lidskémykéypu telocentrické chromozomy
ale nenajdeme. Na centromeru se také vazi vlakrastnici se rozestupu chromoziom
pii vliastnim @leni buiky. Na konci kazdého z ramének se nachazi oblastozana jako
telomery. Tato oblast chrani chromozom proti zkvacd @i replikaci. Jednou z teorii jak
udélat bunku nesmrtelnou je i zamezeni zkracovani telomea Hyl tato teorie fungovala

I v praxi zistava zatim otazkou.

3.1.1 DNA polymorfismy

Variabilita v DNA mezi jedinci téZe populace je @atna na kombinaci
jednotlivych alel nachazejicich se v danych lokbsdednotlivé varianty - polymorfismy -
v DNA mohou byt zkoumany na dvou zakladnich aroknicna drovni polymorfisiin
sekverinich a délkovych.

P zkoumani sekvefmich polymorfisni se zamtujeme na ptadi jednotlivych bazi
v daném lokusu. Mezi sekvam polymorfismy pat nag. SNP (single nucleotid

polymorphism;  jednonukleotidové  polymorfismy) a  Bwypariabilni  oblasti
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v mitochondrialni DNA (mtDNA). Tyto jedevsim jednobodové zény jsou po genomu
hojr¢ rozStené a Ize jich vyuzit napv popul&ni, evolini, ale i forenzni genetice.

U zkoumani polymorfisiin délkovych se zagiujeme na p&et opakovani dané
sekvence v witém lokusu. Mezi tyto délkové polymorfismgadime VNTR (variable
number of tandem repeats) - minisatelity, které jggoumany pomoci metody RFLP

(restriction fragment lenght polymorphism) a STRof$ tandem repeats) - mikrosatelity.

Prvni, kdo pozoroval délkové polymorfismy, byl igagné 80. let 20. stoleti Alec
Jeffreys na univerzit v Leicesteru. Jeffreys se vSak #atku nezabyval imo
polymorfismy samotnymi, ale zkoumal svalovy prot@nyoglobin a geny, které tento
protein kéduji uiiznych savaé. Geny pro tento protein hledal v celé genetickérmaci
na zaklad repetitivnich nukleotidovych sekvenci, které sehdeji v okoli tohoto genu.
Zjistil, Ze pozice genu je utrnych druli Zivocichi rizna. DalSi pokusy, ze kterych
naslede ziskal vysledky byly jiz pouze z lidské DNA - zeolé opakujici se sekvence
se nachazely naiznych mistech lidského genomu, a navic se liSilyzinjednotlivci.
Postupentasu zjistil, Ze neni v podstatmozné nalézt dva jedince, ktdy neli stejny
.vzorec" poskladany z analyzyédhto repetitivnich sekvenci (Jeffreys et al., 1985)
Této skuténosti se nasledrzatalo vyuzivat v kriminalistice ip uréeni pachatele trestného
¢inu. VNTR se nejvice vyuzivaly ipdevSim v 90. letech, dnes uZz je tato metoda

ve forenzni genetice spiSe raritou.

V souwtasné dob se celositové jednoznéné nejvice pro individuélini identifikaci
jedince ve forenzni a archeogenetice pouziva aa&@yR lokus. STR lokus je misto, kde
se opakuje &kolik nukleotidi dlouhy motiv (nap TATC, AAAGA apod.). Poet
opakovani se na jednotlivych chromozomealzenliSit v ugitém rozsahu, nagklad mezi

10 a 20. Tyto repetitivni sekvencéibeme nalézt hofnrozptylené po celém genomu.

Kombinace pétu jednotlivych opakovani se pouziva pr@éami pivodu materialu
od daného jedince. Pro analyzu jsou vybirany takokeésy, které jsou v populaci vysoce
polymorfni, aby bylo dosaZzeno ifipcelkem malém p&u ziskanych STR vysoké
pravdEpodobnosti vyloteni nahodné shody v populaciradow stai desitka marke,
abychom mohli potvrdit, nebo vyléil shodu. Nagiklad jedinec, ktery ma na jednom
chromozomu v daném lokusu 12 opakovariitérsekvence a na chromozomu druhém

opakovani 16 - ma heterozygotni sestavu alel ,12/T§to Udaje jsou nezbytnéfip
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individualni identifikaci jedince. Kombinaciétsiho pd@tu jednotlivych STR lokus
ziskdvame $ porovnavani tkolika vzorki vétsSi prava@podobnost, Ze biologicky material

pochazi z daného jedince.

3.1.2 Nomenklatura STR

Od roku 1994 mé& ozkavani jednotlivych STR lokussva pevia dana pravidla
(Bar et. al., 1994). Pokud se lokus nachazi gvnebo pobliz witého genu, je ozriani
tohoto genu zahrnuto i do nazviigusného STR - napTHOL, vWa, CSF1PO. Jestlize
se lokus nachazi mimo genovou oblast, je éengodle pozice, kde se na chromozomu
nachazi. Pro nazornosthkolik piikladi: D5S818 - D oznalje, Ze se jednd o DNA,
nasledujici cislo ozn&uje na kterém chromozomu se dany lokus naléza,
pismeno S ozraje jedno-kopiovou (single copy) sekvenci a posiedisio ozn&uje
pofadi lokusu, ve kterém byl na daném chromozomu pop§&&ndéeni gonozomu
se provadi pismenem dauwjicim dany chromozom, nAp DYS19 (lokus se nachazi

na chromozomu Y)ipadre DXS679(lokus se nachazi na chromozomu X).

3.1.3 ChromozomY

Lidsky chromozom Y pdt mezi nejmensi chromozomy celého naSeho karyotypu.
Strukturre mizeme Y chromozom roztit na dw ¢asti. Prvni z nich j€asti mensi, ktera
se astni rekombinace s homolognim Usekem chromozomDrdha je pakéasti &tSi
(cca 95%), ktera serekombinace &asini - c¢ast nonrekombinantni. Tento
nonrekombinantni Usek je vzdyegavan v nezgméné podoB po muzské linii z otce
na syna. Vyjimku v tomto pravidle tiiomutace, které v DNA chromozomu Y vznikaji

de-novo.

Vyzkum struktury Y chromozomu se vyuZziva v mnokdnich oborech - forenzni
genetice, genealogii a v neposlediaid i ve vyzkumu evoluce a migracéloveka
v pribéhu minulych tisicileti. Velkd vyhoda, kterou je pgenealogické studieig@nos
Zz otce na syna, je zaravenagiklad pro forenzni genetiku velkou nevyhodou - tim,
Ze nedochazi k rekombinaci, jsote@avany stale stejné geny (a jejich alely), veykter
nedochazi ke zémam. Stejny Y chromozom tak thbeme teoreticky nalézt u vSech
muzskych potomk daného jedince po mnoho generaci (Jobling andr-Bridth, 1995).
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Stejre jako v gipadt autozond je mozné studium polymorfisirchromozomu Y na arovni
délkové - Y-STR a sekvéni - Y-SNP. Bez znalosti shody autozomalnich STRkvS
nemiZzeme ani fi velkém pd@tu shodnych Y-STR potvrdit, Ze biologicky matep@ichazi
Z jedné osoby.

Prostednictvim analyz chromozomu Y tZeme studovat vyvoj a migraci
modernihcatlovéka. Kazdého muze iiteme podle kombinace alel na jeho chromozomu Y
zaradit do utité haploskupiny. Vramci kazdé haploskupinyizeme najit #kolik
sekverné si podobnych haplotyp Jednotlivé haploskupiny jsou od sebe ey
néjakou vyznamnou zgmou - mutaci - ve strukte chromozomu Y a jsou oztwvany
velkymi pismeny A - R. Haplotypy jsou poté Zeay cislicemi a malymi pismeny
(pti ozna&ovani dochéazi kjejich ®tani, nap Rlal). Pro podroksi urtovani
jednotlivych haplotyp se v dnesni da@lvyuziva spiSe Y-SNP.iPzakladnich analyzach se
standarda vyuziva jen gkolik malo Y-STR z celkového @tu priblizné 400 (Hanson and
Ballantyne, 2007) - v roce 1997 bylo ustanoveno-$TR lokusi, které by ndly tvorit
tzv. jadro, ,minimalni haplotyp* a vyskytovat sé gazdé analyze - DYS19, DYS389 I/,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 a DYS385 a/b a YCMlayser et al., 1997).
V roce 2003 byly tyto lokusy dopiny jeSt o dva dalSi - DYS438 a DYS439. Pro detailni
uréeni Y- haploskupiny je vyhoda znat velké mnozskef jgdnotlivych Y-STR lokus.
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Obrazek¢. 2 Rozsieni jednotlivych haploskupin chromozomu Y v EwogPrevzato
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3.2 Mitochondrie a mitochondrialni DNA

Mitochondrie je jednou z cytoplazmatickych organeukaryotické biky.
Je hlavnim sidlem oxidaiho metabolismu eukaryot - nachazeji se v ni egzym
citratového cyklu, enzymy oxidace mastnych kysedinenzymy a redoxni proteiny,
podilejici se na transportu elektioa oxid&ni fosforylaci. Velikost a p&et samotnych
mitochondrii je promdnliva v zavislosti na jejich tkéovém pivodu a momentélnim
metabolickém stavu (Voet and Voet, 2004). Obvyldeuj ovalného tvaru o rozmech

v fadupm.

Mitochondrie je semiautonomni organelou s vlastrgemomem, ktera vznikla
pravdépodobré pohlcenim cyanobakterie jinou ikou. Obal mitochondrie tvo dwe
membrany - v&Si a vnitni. Mezi olma membranami se nachazi intermembranovy
prostor. Vnitni membréana vybih& uviimitochondrie ve vchlipeniny, tzv. kristy. Prostor

uvnitt mitochondrie ohrageny vnitni membranou je vyptm mitochondrialni matrix.

Patet mitochondrii v lidské hice se liSi pedevSim podle typu tkdnve které
se butka nachazi. V odliSnych batnych typech mze buika obsahovat desitky, stovky
az tisice mitochondrii (Robin and Wong, 1988)arRrny paiet mitochondrii na jednu
buiku byl experimentakstanoven na 107. | samotna molekula mtDNA setechondrii
vétSinou nachazi ve vice kopiich. &b kopii mtDNA se variabik pohybuje od jedné
do patnacti, prmérna hodnota byla experimentélistanovena na 4,6 mtDNA v jedné
mitochondrii. Tento p&et dava po vynasobenigonérnym patem mitochondrii na jednu
buiku priblizny patet kopii mtDNA v jedné hice 500 (Satoh and Kuroiwa, 1991). Tato
skut&nost se stava vyhodouipzolaci DNA ze vzork obsahujicich jen malé mnozZstvi
biologického materiélu, jako jsou kosterni a zubwodistatky.

Lidska mtDNA ma na rozdil od DNA jaderné, ktera wgskytuje ve fornd
chromozond, kruhovou strukturu o délce 16 569 bp a kédujeere 37 genh - geny pro
12S a 16S rRNA, 22 génpro tRNA a 13 geln pro proteiny paebné khem oxid&ni
fosforylace a energetické produkce vibe (Anderson et al., 1981). Ostatni proteiny,
pottebné Bhem procesu oxidativni fosforylace a pro fungovamtochondrie, jsou
kédovany nDNA, syntetizovany v cytoplaZra nasledétransportovany do mitochondrie.
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Kruhova molekula mtDNA je stefn jako jaderné chromozomy tkena
dvousroubovici DNA, ktera obsahujayii typy nukleotidi - A, C, T a G. Molekula
MtDNA obsahuje dva typyetzch - rettzec tzky aietzec lehky. Bzky fetzec nese
ve své sekvenci vice G nééttzec lehky. Guanin ma zé&yi typa nukleotich nejwtsi
molekularni hmotnost, proto $etzec oznauje jako &zky (Butler, 2005). Co do funkce
muzeme na molekule mtDNA rozliSit kodujici a nekodupblast. Okolo 90% nekddujici
oblasti mtDNA se sklada z tzv. kontrolniho Usekisfiacement loop, D - snika), coz je
1 100 bp dlouhy Usek zahrnujici replika pacatek - ori - ¥Zkéhoretzce (Anderson et al.,
1981).

Pro analyzu lidské mtDNA se obvykle vyuZiva jen &0 z celkového pau
16 569 bp. Jedna se o tzv. hypervariabilni regioaghazejici se v D - srige mtDNA.
Hypervariabilni region | je 342 bp dlouhy Usek ramdjici se mezi nukleotidy
16 024 - 16 365. Hypervariabilni region Il je 268 dlouhy usek mezi nukleotidy 73 - 340.
V n¢kterych gipadech se navic vyuziva je&nalyza hypervariabilniho regionu lll, coz
je 137 bp dlouhy Usek mezi nukleotidy 438 — 474t%let al., 2000).

3.3 Starodavna DNA

aDNA v solé nese spoustu informaci, které se #gghu casu natil clovek ¢ist
a vyuzivat. Tyto informace nam mohou slouzit v&mgjSich oborech - archeologii,
antropologii, archeogenetice, paleontologii, géogia popula&ni genetice, a mnoha
dalSich. Ve vSechéthto oborech pomaha odpovidat nikteré otazky, které postupem

rozvoje \&dy a techniky vyvstavaji.

Samotna analyza DNA pochazejici z historického riéte je pongrné mladym
oborem. P&atky tohoto oboru sahaji do poloviny 80. let 20ledf, kdy doSlo k masivnimu
rozvoji technologii v oblasti molekularni biologi¢.této dolé se zéala roz&tovat oblast
vyzkumu DNA i na archeologicky materiadl. Terminget se pro DNA izolovanou
z archeologického materialu héjpo celém s#te rozstil je ,ancient DNA" (starodavna
DNA, aDNA). Prvni UspSna izolace aDNA byla publikovana v roce 1984 -n@d
se o0 analyzu jiz vytelého druhu zebry gquagga(Higuchi et al., 1984). Prvni izolace
aDNA z lidskeho materialu byla poté publikovanaove 1985, analyza byla provedena

u 5 000 let staré egyptské mumie (Paabo, 1985as\edujicich letech se&do objevovat
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mnoho praci, které se zabyvaly aDNA (fiklad Hagelberg et al., 1989, Hagelberg et al.,
1991). | kdyz je vsatasné dob wveérohodnost mnoha zéthto analyz ¢asto
zpochyhiovana, pedevsim pro velkou pragdodobnost vyskytu kontaminace, byly tyto
prace nespofn velkym krokem v oblasti molekularni genetiky. Oed$ dilezitym

a revolgnim krokem v analyze aDNA je vynalezeni metody dikpce pomoci PCR
(Saiki et al., 1985). Pomoci PCR je teotreticky mdXytvdit i nékolik miliona kopii
urcitetho Useku DNA jen z jedné jediné molekuly DNA z(vkapitola 3.5.5). Tato
skut&nost umoznila analyzu vzaitk kde je pitomno jen ®&kolik malo burk,

v extrémnich fipadech jen jedna jedinaika.

V zivych buikach dochazi v molekule DNA vlivemugobené nejizregjSich
enzymi k neustalym poskozenim a naslednym opravam. Poka# k oprav nedojde
véas, zafixuje se tato zma do struktury DNA - vznikne mutace. Po smrti oigenu jiz
k opravhym mechanisim nenize dochazet - butiné kompartmenty se &ou rozpadat
a jejich obsah se dostane do &tmé cytoplasmy. Nasledrzatne pod vlivem fisobeni
enzymi dochazet i k postupnému rozpadu genetické infoem@iento proces je zahgjen
prakticky ihned po smrti bidnymi enzymy zvanymi endonukleazy (enzymypsti
DNA). Diky endonukleazam dochazi k pgme rychlému &tpeni molekuly DNA
na mensi Gseky - k tzv. fragmentacinnost endonukledz itie byt zpomalena,fpadré
Uplné zastavena ve velmi specifickych podminkach - jedea gedevsim o rychlé
vysychani tkaé a nizkou teplotu, ffpadre je DNA absorbovana do mineralni matrix.
V delSim ¢asovém horizontu ovliji proces rozpadu DNA ipdevsSim fyzikalni
a chemické faktory wSiho okoli. Bmito faktory mohou byt ndfklad oxidace a/nebo
hydrolyza, kyselé/zasadité pHiqy, chlad/vysoka teplota, apodii Rménéach ve struktie
molekuly DNA dochéazi samegjmé k nevratné ztrét casti informace, kterou ve své

struktu'e nesla.

Rozpad DNA na malé fragmenty nastava reldtibrey po smrti a dale postupuje
jen velice pomalu. V archeologickych vzorcich j&ydiéto skuténosti mozné ve &Sin¢
piipadi nalézt jen fragmenty o délce mezi 100 az 500 bjgantji je to do 300 bp (Handt
et al., 1996; Hoss et al., 1996; Paabo, 1989; Paila., 1989). Jen velice vyjirdm
se vyskytuji i fragmenty delSi nez 1 kbp. Experityehkteré v roce 1989 provadPaabo,
prokazali gitomnost stej& dlouhych fragmerit DNA (okolo 300 bp) v kostech starych
4 000 a 13 000 let (Paabo et al., 1989).
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Fragmentace nastava, jak jiz bylo zama vySe, vlivem enzymatickych prodes
které z&inaji pisobit témét ihned po smrti organismu, ale i diky neenzymatické
hydrolytickému ,lamani“ fosfodiesterovych vazeb memkernou a fosfatovou slozkou
kostry DNA (Lindahl, 1993a). Timto Agobem vznikaji zlomy pouze na jednom z vlaken
molekuly DNA. Ke zlonim zpisobenych hydrolyzou #iie také dochazet v oblasti
glykosidické vazby mezi dusikatou bazi a cukernostiou DNA. V takovémto ifppads
dochéazi naslednk vyskytu tzv. abazickych mist (Lindahl, 1993bakdile je jednou
nukleotid z DNA uvolgn, zvySuje se na tomto mistychlost vyskytu dalSich zn,
piedevsim zlora (Friedberg et al., 1995). Fragmentace aDNA jeijednhlavnich dvodi
nemoznosti amplifikace delSich G§dRNA.

V mnoha pipadech nenifgkazkou amplifikace DNA jenifiomnost zlond, nebo
chykeni bazi, ale vyskyt poSkozeni, kteréigpbuji blok @i elongaci DNA pomoci Taq
polymerazy. Tato poskozeni vznikaji ¢eg€ji pusobenim volnych radikél (predevsim
peroxidového, hydrogen peroxidového a hydroxy rad)k které jsou dsledkem vgjSi
radiace. Vlivem oxidativnich procesznikaji produkty nazyvajici se hydantoiny (Ho$s e
al., 1996), které brani elongaci DNAi jeji amplifikaci pomoci PCR. Pokud je ve vzorku
piitomno ¥tSi mnozstvi dvou oxidovanych pyrimidin 5-hydroxy-5-methyl hydantoinu

a 5-hydroxy hydantoinu - je amplifikace pomoci P@Rkticky téngt nemozna.

DalSim typem poSkozeni v aDNA jsou tzv. cross kyir{Poinar et al., 1998),
které také blokuji polymerazuiglongaci vznikajicihdettzce DNA.

Mnoho dalSich poskozeni se znamym i neznamyisapem vzniku se ftZe
vyskytovat v aDNA. Tato poskozeni nemusiugpbovat nemoznost amplifikace,
ale mohou vést napk chybnému Zazeni baze a nasletlk chybnému uteni sekvence.
Nejcastji se vyskytuje hydrolyticka ztrata amino skupinydeainu, cytosinu,
5-methylcytosinu a guaninu, coz vede ke vzniku kymanthinu, uracilu, thyminu
a xanthinu (Friedberg et al., 1995). Tyto&m zpisobuji Spatné ¥azeni bazi - A misto G
a C namisto T, v obouripadech se jedna o transici. Tato skntest zgisobuje zkresleni
ziskanych vysledk VySSi vyskyt transici v degradované DNA p#éisuzovan vysoke
rychlosti hydrolytické deaminace cytosinu a 5-méttyosinu na uracitespektive thymin
(Gilbert et al., 2003a, 2003b).
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Cooper, 2005; upraveno)

VSem vySe uvedenym skgtestem je ieba pizpisobit dalSi postup zkoumani
aDNA - predevSim typ pouzitych izalaich a amplifikénich metod. Ostatni kroky

analyzy aDNA jsou shodné s metodami popuigti forenzni genetiky.

Béhem let vyzkumu aDNA bylo navrzeno ékolik metod, které by &y umét
odhalit zneény, které v DNA nastaly aZ post-mortem a zvysit talkalitu i kvantitu
amplifikované aDNA a &ohodnost nasledné sekvenace. Jednim z takovyastump
je pouziti Uracil - N — glykosylazy, kteratfipamplifikaci aDNA ukorti prodluZzovani
fettzce v mist, kde se nachazi produkt vznikajicfi pleaminaci cytosinu - uracil.
Amplifikace daného Useku probiha pouze podle drohdfikna, kde je Zazen sekveiné
spravny nukleotid. Tento postup je jednim z mozrgmisohi jak omezit vyskyt faleSnych
vysledii, zpisobenych chemickymi z¢énami v aDNA (Hofreiter et al., 2001a; Gilbert et

al., 2003a).

VSeobecn se fedpoklada, Zze mira degradace DNA zavigidevSim na wjSich
faktorech, zatimca@asovy Usek, ktery uplynul od smrti je az driddym ukazatelem.
DNA molekula nemize pravdpodobr piezit déle nez 10 000 let v mirném (temperate)
klimatu a déle nez 100 000 - 500 000 let ve spdarih podminkach, jako je rychlé
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vysuseni, nizka teplota a anaerobni gealt(Willerslev and Cooper, 2005). Ukazuje se,
Ze dlouhodob stala nizka teplota je praysbdobré klicovym faktorem pro zachovani
DNA (Hofreiter et al., 2001b; Smith et al., 2001;jlMfslev et al., 2004). Bv¢jSi prace
piedpokladaly moznost izolace aDNA i z ostatlstarSich vice jak 1 000 000 let
(Golenberg et al., 1990; Soltis et al., 1992), gfizsk vSak ukazalo, Ze tyto odhady byly
zkresleny pitomnosti novodobé kontaminace ve vzorcich (Paamb Wilson, 1991;
Young et al., 1995).

Jako jedna z moznosti jakcitrzachovalost aDNA vzorku se v minulosti ukazala
analyza miry racemizace aminokyselin (Poinar et1896). Ri delSim casovém Useku
uplynulém od smrti jedince mohou degradia procesy poSkodit integritutiznych
biomolekul a tak ovlivnit reliabilitu metod pouZiwzch pro analyzu aDNA. V lidskénslée
vznikaji pirozenou cestou pouze L-aminokyseliny (enantiomer@}aminokyseliny
se hromadi v tkanich s velice pomalym metabolismemgiklad v dentinu a kostech. Po
smrti dochézi k dalSimu neenzymatickému vznikwéssnh- a D- enantiomér, vznika
tak opticky neaktivni racemicka $m (pongr enantiomer 1:1). Podle pogru
L- a D- forem aminokyselin Ize &it dobu uplynulou od smrti jedince.

Pro tyto vyzkumy se pouzivaqdevsim kyselina asparagova, (Dobberstein et al.,
2008; Ritz et al., 1993). Je mozné ale i vyuzilSida aminokyselin - glutaminu, nebo

glutamoveé kyseliny, serinu, threoninu, arginindanau (Griffin et al., 2008).

Dobberstein (Dobberstein et al., 2008)¢awal miru racemizace asparagové
kyseliny v dentinu u jeding kteri méli rozdilny post mortem interval - 3 dny, Zsice, 8,
400, 700 a1 700 let. Stgjnako Ogino (Ogino et al., 1985) prokazal, Zze et této
metody na jedince, kiejsou po smrti jen kratkou dobu (cca do 50 lethine podstat
mozna. Rozdily v pogiu L- a D- enantiomdr jsou u &chto jediné, vzhledem k tomu,
Ze je degradace protdira na ni zavisla rychlost racemizace aminokysdiied po smrti
velice nizka, tak zanedbatelné, Ze neni moZaéng uteni doby smrti. V fipact delSich
post mortem intervél zavisi mira racemizace na i specifickychéjgich podminkach.
Pokud nebyly okolni podminky tak extrémni, aby zyy§vysoka teplota), nebo naopak
snizily (permafrost) rychlost degradace biomolefndgiklad kolagenu), rize byt tato
metoda pouZzita pro fiplizné ukeni post mortem intervalu. Ne&p&i rozdily v mie
racemizace, které se signifikaatrzvySuji s rostoucim post mortem intervalem, byly

zaznamenany vifpac kolagenu.
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3.4 Hlavni zdroje aDNA

Jako nejastjSi zdroje aDNA slouZzi diky&tSi pravépodobnosti zachovani DNA
piedevsim kosterni a zubni pistatky. Tyto typy tkani obsahujiti podil anorganicke
slozky a molekula DNA je v hikach €chto tkani daleko lépe chréma ged pisobenim
vlivii okolniho progdedi. Tyto typy tkani také nepodléhaji hnilobnym qagim,
jako je tomu u tkani #kkych a tak je mozné jejich zachovani po veliceutitmu dobu.
V nekterych specifickych fdpadech vSak je mozné, rfapii rychlém vysuSeni materialu,
Ze se zachova aDNA i v &kych tkanich - pedevSim v #Zi a svalech - po dobu
I n¢kolika tisiai let (Paabo, 1985).

3.4.1 Kostni tkai

Kost je specializovanym typem pojiva obsahujicinziimens¢nou hmotu - matrix
- a ti typy kostnich buék - osteocyty, osteoblasty a osteoklasty. Pro efekprenos latek
ve zvapenaté matrix jsou vSechny kostni tky navzajem propojeny bgdnymi
vybeZky. Kosti jsou na zevnim a viitim povrchu opdény vazivovou vrstvou - periostem

(zevni vrstva) a endostem (umit vrstva).

Anorganicka hmota tud priblizn¢ 50% suché hmotnosti kostni matrix. Nejvice
zastoupenymi prvky jsou vapnik a fosfor, které wgyi krystaly hydroxyapatitu
Cao(POy)s(OH),. DalSimi ionty mohou byt: ulditany, citraty, hacik, draslik a sodik.

Velké mnozstvi anorganickych latek pomaha chramikip i po smrti organismu.

Organickou hmotu kostni matrix tioz 95 % kolagen | a amorfni matrix
s glykosaminoglykany navazanymi na proteiny. Od¥aprkost obsahuje velké mnoZstvi
kolagenu, a proto si i po dekalcifikaci zachovavég $var.

Bungénou slozku kosti tvi:

» Osteoblasty, které jsou ulozeny na povrchu kostamt tésre vedle sebe
ajsou navzajem propojeny cytoplazmatickymi &&ky, syntetizuji
organické sotasti kostni matrix (kolagen I,  proteoglykany

a glykoproteiny). Pokud jsou osteoblasty Zivotaget®y zajisuji ukladani
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anorganickych komponent - diky polarizacinky se tak dje pouze
na stranu fivracenou ke kosti. Osteoblasty se po zaliti do¢noxtvorené

matrix premeni v osteocyty.

» Osteocyty jsou umishy v lakunach vzniklych ukladanim kostni matrix
okolo osteoblagt V jedné lakun je vZzdy umisin jen jeden osteocyt,
ktery je se sousednimi osteocyty propojen pomodiptgzmatickych

Vybzka.

» Osteoklasty jsou velké, mnohojaderné, bdhedzwtvené a pohyblivé
bunky, které resorbuji kostni tkd Vyvojove¢ osteoklasty nept
k osteoklastim a osteocyim. Vzhledem k tomu, Ze obsahuji vice jader,

obsahuji i vice genetické informace a tak jsou vigoklanalyzam aDNA.

Makroskopicky lze pak kostni tka rozctlit na kompaktni a spongiézni
(houbovitou). Kompaktni tk@je pevna a tvrda, t¥dsouvislou hmotu. Spongidzni kostni
tkan je tvarena siti kolagennich tradiei. Pri mikroskopickém pozorovani je vSak patrné,
Ze oba typy maji stejnou zakladni histologickowlsta Pro analyzu aDNA je obegn
vhodrejSi kompaktni tka, ve které je obsazeno vice bk je \tSi pravépodobnost

jejich zachovani.

Na €le ¢loveka rozliSujeme &kolik typa kosti - kosti dlouhé, kratké, ploché
a nepravidelného tvaru. U dlouhych kosti jsouedy kosti tvdeny spongiozni
(s kompaktni vrstwkou na povrchu) a proximalni a distalni konce kdstmpaktni
(s malou oblasti spogiézy sousedici s kostf@ing. Kratké a nepravidelné kosti jsou
vétSinou vyplrény spogidzou a kryty kompaktou. Ploché kosti maji @stvy kompakty a
mezi nimi jednu vrstvu spongi6zy. Dutinky spongitinkosti a dutiny dlouhych kosti
jsou vyplréeny hematopoetickou kostnfehi.

3.4.2 Zubni tkai

Zubni tk& obsahujetrzné typy busk a zubni hmotu - zubovinu (dentin). Spodni
cast zubu je kryta cementem, hoeast sklovinou (email). Dutina uvhizubu je vyplgna

dieni. Zub je upewn za¥snym aparatem v alveolarnim \¥#iu celisti. Chrup zdravého
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dosglého ¢loveéka tvai 32 zulh (8 fezaki, 4 Sptaky, 8 zuld trenovych, a 12 stalek).
Détsky (mlé&ny) chrup obsahuje jen 20 zulzakladni stavba vSech tyguhi se nelisi.

Jednotlivé slozky zubu a bkl vyskytujici se v nich:

» NejpodstatsjSi sloZzkou skloviny jsou vapenaté soliidp 95%), z nichz
vétSinu tvdi hydroxyapatit. Organické latky tiigen asi 0,5% afedstavu;ji
je hlavre amelogenin a enamelin.fiPodvapréni se sklovina rozpadne,
protoze na rozdil od kosti neobsahuje Zadny koladggklovina zubu
je tvorena ¢innosti vnitnich buk ameloblast. Ameloblasty jsou nay
tvorenou sklovinou posunovany 8rem k povrchu zubu atipprorezavani
zubi se z povrchu zubu samovélodstrani. Z tohoto td/odu je sklovina
pro analyzu aDNA nevhodnym vzorkem, ma vzhlederauéepevnosti vSak

nezastupitelnou funkci v ochréaburgk nachazejicich se pod ni.

» Zubovina (dentin) vytvid zakladni tvar zubu, ma mezenchymaliiivqud
a je produktem odontobldistkteré jsou uloZeny na rozhrani dentinurengl
zubu. Dentin je rek¢éi nez sklovina, obsahuje asi 80% anorganickych
(hydroxyapatit) a fblizné¢ 20% organickych (kolagen 1) latek.. Tvorba

dentinu pokrauje, na rozdil od skloviny, i po ukdeni vyvoje zubu.

» Koren zubu je kryt zubnim cementem. Svou strukturowigei cement
nejvice podoba kosti. Cement, obvykle na tuzkém yruhkrajine zubniho
kréku prekryva ukoweni skloviny fidéeji korei praw na jeji hranici. Biiky
tvorici cement se nazyvaji cementocyty a jsou, &ti@jko osteocyty v kosti,

uloZeny v dutink&ch tue@nych sekundarnim cementem.

» Dien je tva‘ena jemnym vazivem, které vedle charakteristickfcimk,
vlaken a zakladni amorfni hmoty obsahuje bohatéicéwervové pleten
Dien vypliuje dutinu zubu a Kenového kanalku. Bikami zubni derg,
vedle charakteristicky usp@danych odontoblast jsou predevsim
fibroblasty.
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3.5 Analyza vzorku

3.5.1 Primarni vizualni analyza

Tohoto prvotniho kroku se c¢astni ¥tSinou jen forenzni antropologové,
odontologoveé, fipadré pracovnici archeologického vyzkumu. Hlavnim cilgnurceni
puvodu ostatk - lidsky, gipadreé zvireci. V @gipad, Ze to stav ostatkdovoluje, provadi

se i odhad &u a pohlavi daného jedince.

Nasledné kroky analyzy jsou jiz provsny v genetické laborato

3.5.1.1 Vylér mista pro odebrani vzorku

JelikoZ je zubni tk& jednou z nejtvrdSich tkani nachéazejicich se kéds tle
je vysoka pravépodobnost jejiho zachovani. Yipad nalezu zubu je mozné vzorek
pro analyzu odebrat z dentinu nebo ze zulbenid Diren ale byva velic&asto gisobenim
vngjSich podminek vysoce degradovana a odebrani vzekiedy provadi jen z dentinu,

ktery je pod vrstvou skloviny Iépe chggm(Shimora et al., 2004).

Pokud je nutné zachovanékterych morfologickych charakteristik zubu je denti
odebiran odontology (Edson et al., 2004). Dentinpje vzorky odebiran rpdevsim
ze zubniho kiene. Vzorky po odebrani mohou vazit okolo 0,1 -d@fampietro et al.,
2005).

Dien, pokud se zachova, se odebira renavé dutiny uvnit zubu. Na odd&eni
korunky a kdene je mozné pouzit napdiamantovyiezaci kotou. Koien je poté
diamantovym kototem jeS¢ roztiznut po stedni linii aby bylo mozné odebrat tkérens
(Pfeiffer et al, 1998; Mornstad et al., 1999).

U kosterniho vzorku je v optimalnimtipadt proveden odér z dlouhych
kosti - kosti stehenni (femuru), kosti pazni (humekosti holenni (tibie) (Anslinger et al.,
2001). V rekterych gipadech je mozny i odb ze Zeber (Stone and Stoneking, 1998).
Ve &tSing pripadi se odebird kousek kosti z jejihdestu, kde je kost vice kompaktni
a proto obsahuje i vice b&k Pro odlr se ¢tSinou vybira takové misto, aby nedoSlo
k celkovému poSkozeni kosti a ta mohla byt ndsledyuzivana k dalSim analyzam
provagnym archeology, nebo antropology.
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3.5.2 isténi a priprava vzorku

Jednim za zasadnich kifokpri praci s aDNA je ¢isteni vzorku. Na povrchu
kosti/lzubu se nachazi nejvice ,latek”, které bk pasledné izolaci aDNA mohly
byt zdrojem kontaminace - novodob& DNA pracovunilag. archeologického vyzkumu,
zviteci, fipadré bakterialni DNA. Tuto vrstvu je proto nutné co ldpgp odstranit,
abychom pipadné kontaminaci novodobou DNAegchazeli.

Jestlize byly ostatky uloZenyiimo v zemi je nutné kosti/zuby nejprveisiit
od zeminy, pipadré zbytki mékkych tkani a az nasledrpokraiovat v dalSim hlubSim
¢isteéni (Hagelberg and Clegg, 1991). Toto prvotiS@ni je mozné provad nagiklad

vysterilizovanym skalpelem.

Nasled’ je mozné #kolik postug - oCiSteni povrchu vzorku jest pomoci
macer&nich a chemickych metod - pouZiva seifldpd omyti v destilované vegdbelicim
roztoku chlornanu (Mdrnstad et al., 1999; Stoneaalet 2001), pop je mozno dinek
chlornanu zvysit pouzitim ultrazvukové l&zfNelson and Melton, 2007) a ethanolu, jehoz
koncentrace seide pohybovat mezi 70 - 100% (Pfeiffer et al., 1998lson and Melton,
2007; Davoren et al., 2007). VysuSeni vzorku séemprovadt piirozeré vzduchem
(Edson et al., 2004) nebai gvySené teplatokolo 50°C (Davoren et al., 2007).

Nezastupitelnou dlohu ma mechanic&éteni povrchu vzorku, které je mozné
provadtt nékolika zpisoby - pouzivaji se né&gnéjSi brusky, skalpely, nebo i smirkovy
papir (Steadman et al., 2006; Davoren et al., 20®i7§iSteni se odstrani horni vrstva kosti
o tlou¥ce fiblizné 2 - 3 mm (Davoren et al., 2007). MnozZstvi odsirgn kosti
samozejm¢ zavisi na zachovalosti a dostupném mnozstvi kogidne. Pokud se na
odebraném vzorku nachazi prasklinagizye se okolo ni kousek kosti pro dokonalé

ocisténi vzorku (Edson et al., 2004).

Po aisteni se vzorek rozdrti na jemny prasek, ktery se potésti do izolaniho
roztoku. Vzorek se na praSek radm pomoci kostniho nebo mineralogického mlynku,
nebo je mozné vyuZitdci vibr&ni zd&izeni (Stone and Stoneking, 1998). Na rozdrceni
kosti je také mozné pouziteti misku sdrkou (Steadman et al., 2006)ed rozemletim
v mineralogickém mlynku je mozné vzorek nejprve amitr pomoci tekutého dusiku

(Bender et al., 2000). V stéasné dob se nejvice vyuziva mleti ve specialnim mlynku,
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ve kterém dochéazi verglavém magnetickém poli k rozdrceni vzorku jitvd zmrazeného
v tekutém dusiku (Lee et al., 2010).

Existuje i rekolik chemickych a maceéaich postup pro @isteéni kosti. Napiklad
Steadman (Steadman et al., 2006) testoval ulimych maceraich a chemickych technik
na zachovani DNA ve vzorku kosti. Jako vzorky byt studii pouzita pragé Zebra.
Techniky Ize v jeho praci roztit do Sesti zakladnich skupin: bakterialni macerae vod
s pokojovou teplotou, bakterialni macerace v teqlé& (teplota okolo 37°C), macerace
varem (voda projdeips 100°C, fipadreé zahrnuje pouziti mikrovin), chemicka macerace
(béleni chlornanem sodnym, nebo peroxidem vodiku)ymsaticka macerace (zahrnuje
piedevSim papain, pepsin a trypsirgkdly se pouziva i praci prasek) a macerace
s bezobratlymi Zivéichy. Kazda z vySe uvedenych technik je jik@so¥ nar@&na a ma
jiné inky na kost (vice viz Steadman et al., 2006). Tsitalie ukazala, Ze nejSelj$i
maceré&ni metody pro extrakci DNA z kosti a naslednou dfilalci jsou ty, @i kterych
se pouze na nutnou dobu zvysi teplota, tedy maednadkou vodou, macerace varem,

pouziti mikrovin a pouziti detergentu/utitanu sodného.

3.5.3 Extrakce DNA

DalSim zasadnim krokem analyzy aDNA je jeji izolaceburek. Zakladnim
principem izolace je, Ze sdipraveny - rozdrceny - vzorek vystavi &n organickych
¢inidel, kterd separuji DNA od zbylého biologickéhmaterialu, nap proteini. Smes
se poté st&i na centrifuze a DNA tistane rozptylena v horni vrstvOstatni biologicky
material Zistane ve spodni organické vistnebo na rozhrani obou vrstev. Horni vrstva

se poté odfiltruje a zkoncentruje. DNA se §isti a @ipravi k nasledné amplifikaci

Metody izolace DNA z kosterniho a zubniho materigdumozné rozélit podle

n¢kolika kriterii, nejzaklad&si z nich je podle pouzivanych reagencii:

» Metody zaloZzené na phenol/chloroformové izolaciasledné alkoholové

precipitaci (Hanni et al., 1995; Ricaut et al., 20

» Metody vyuZivajici silikatové mikropartikule (Hosand P&abo, 1993;
Rohland and Hofreiter, 2007; Yang et al., 1998)
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vix /s

postupy - pouziti Chelexu 100 (chelata styren-divinylbenzenova pryskge) (Faerman
et al., 1995; Faerman et al., 1998), Dextranu BKedmar et al., 2000) i ndjklad Coca
Coly (Scholz and Pusch, 1998).

V dnesni dob je nejvice vyuzivanou metodou dekalcifikace vzopkmoci EDTA
a proteinazy K, kterd4 nagtenim proteii napomaha uvolmi DNA, a nasledna izolace
silikou. Metoda izolace pomoci $8i phenol/chloroform je jiz na Ustupu, ale stalgess

v nékterych no¥jSich pracich vyskytuje (Ricaut et al., 2005)

3.5.3.1 Extrakni pufr

Pro uvolréni DNA z kosterniho/zubniho vzorku je nutné pougitiralcniho pufru.
Jeho zakladni slozeni byva vzdy stejné, al@Zense mira liSit podle jednotlivych
protokoli. NejobvyklejSi sloZzeni extrgkiho pufru obsahuje 10 mM Tris, pH 8,0,
100 mM NaCl, 50 mM EDTA, pH 8,0, 0,5% SDS (Davornal., 2007; Edson et al.,
2004; Pfeiffer et al,. 1998) a proteindzu K (20/'miy. Proteindza K se pouZivéegolevsim
pro jeji schopnost &beni proteif, které pochazejici hlagnz kostni matrix. Mnozstvi
extrakeniho pufru se pohybuje od 4Q0 (Foran, 2006) az po 3 ml (Edson et al., 2004)
podle pouzitého protokolu a je samgme zavislé na mnozstvi rozdrceného vzorku.
Vyskytuji se i fizné modifikace slozeni extrékiho pufru: Anslinger (Anslinger et al.,
2001) popsal extraki pufr slozeny z 1 M Tris, 1 M KCI, 10% SDS a Wb EDTA,
obsahujici navic 0,4 M DTT a proteinazu K. Na 0,Xkasti bylo vjeho praci pouzito
2 ml extrakniho pufru a 2 mg proteinazy K a inkubovano po dallni pii teplo& 56°C.

3.5.3.2 Fenol - chloroformova izolace DNA

Vzorek se v extralnim pufru (viz vyse) nechava inkubovat detji pies noc
pii zvySené teplat 56°C (Pfeiffer et al., 1998; Rennick et al., 20B6ran, 2006; Edson et
al., 2004). Po inkubaci se realizuje vlastni extealavolrtné DNA - ke vzorku seifma
smes fenol:chloroform:isoamylalkohol, jednotlivé slgZjsou ve smisi v pongru 25:24:1.
Po protepani vzorku vznikne horni vodna a dolni organickatva. Isoamylalkohol

napomaha zvysSovani rozpustnosti fenolu v chlorotoriezi olEma vrstvami - vodné
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a organické - dojde k vyt¥eni prstence srazenych proteiik dokonalému od#eni fazi
dojde aZz po centrifugaci. Postup je nutné opaka@atdo Uplného WsSténi vzorku
od proteirii, poté nasleduje promyti n - butanolem (Pfeifferaét 1998; Edson et al.,
2004), nebo promyti jen chloroformem a isoamylatdem v pongru 24:1 pro odstrami
veskerého fenolu ze vzorku (Davoren et al., 2007).

Po izolaci je mozné jeStzkoncentrovani pomoci mikrokoncentratoru (fildpd
Centricon - 108).

3.5.3.3 Adsorpce na silikat

Zakladnim principem této metody je, Ze se DNAfitgmnosti tzv. chaotropnich
soli adheruje na povrch silikatovych mikropartikulk roztoku obsahujicimu zlyzovany
burg¢ny obsah, se fwlava chaotropni ¢ a suspenze silikatovycliastic (vyrobené
z dioxidu Kemiku). Ri protrepavani (vortexovani) sisi dochazi ke snadj$imu ulpivani
DNA na castice. Zbyly bu&ny obsah #stava rozptylen v roztoku a Ize jej nasledn
jednoduse odstranit¢astice se nechaji usadit, nebo s&enusazeni urychlit centrifugaci,
odsaje se supernatant ngticemi a samotn#&stice se znovu proplachnou novou davkou
pufru s chaotropnimi solemi. Po @pvné centrifugaci a odséati supernatanfistane
nacasticich adherovanésta DNA. Tu pak lze z povrcheéastic snadno uvolnitiganim
vody nebo vhodného pufru, ktery jiz chaotropni swbbsahuje. Po odeténi zistanou
na dré jen samotné&astice, nad nimiz j&isty roztok DNA. Ten se nasledimpresune

do nové zkumavky.
Pro aplikaci zakladniho principu adsorpce DNA ni&&i existuje vice postup

Prvni z tchto postup byl popsan v roce 1993 Hossem a Paabem (Hoss&ilabP
1993). Ri tomto postupu se k rozdrcenému kostnimu vzotkddpextrakni pufr slozeny
z10M 0.1 M Tris - HCI pH 6.4, 0.02 M EDTA pH 8201.3% Triton X - 100 obohaceny
o guanidinium thiokyanat (GuSCN). GnSCNispbi jako chaotropnicinidlo, které
napomaha denaturaci protéim zarové napomaha vyti@ni vysoce specifické vazb
DNA a silikatovych mikropartikuli. Po inkubacifip teplo€ 60°C po dobu jedné
az rekolika hodin a nasledné centrifugaci se odebrapgswatant necha znovu inkubovat
v extrakknim pufru se suspenzi silikatovyélastic, a to po dobu 10 mintippokojové

teplo€. Poté se silikatovy pelet dvakrat promyje pufrelozenym z 10 M GuSCN
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a 0,1 M Tris - HCI, pH 6,4, dvakrat v 70% ethanaljedenkrat v acetonu. Po vysusSeni
peletu @i teplo& 56°C se DNA vymyje pomoci 8 vody nebo TE pufru. V ifppact delsi
casové prodlevy mezi izolaci a naslednou amplifilsecivzorek DNA skladujefp-20°C
(H6ss and Paabo, 1993).

Metoda ma krom nespornych vyhod, jako jsou vysoka extrak vynosnost,
snadnost a rychlost i¢kolik nezanedbatelnych nevyhod. Jednou z moznyahyhusl
je predevSim to, Ze silikadtové mikropartikule mohou lghibitorem nasledné PCR,

proto je nutné dokonalé vigténi extraktu.

V roce 2007 vySla prace Rohlanda a Hofreitera (Rwdhland Hofreiter, 2007)
upravujici mivodni HoOssovu metodu. fiP tomto postupu se kostni prasekida
do extrakniho pufru obsahujiciho 0,45 M EDTA, pH 8,0, 0,5%- lauroylsarcosin,
1% PVP, 50 mM DTT, 2,5 mM PTBa 0,25 mg/ml proteindzy K. Po inkubadep noc
pii teplo€ 37°C ve tm a centrifugaci nasleduje odebrani supernatantry kte pida
k vazebnému pufru obsahujicimu 5 M GnSCN, 25 mM IN&D mM Tris, pH 8,0
a 15ul suspenze silikatovych mikropartikuli. Inkubaceolpiha po dobu jedné hodiny
pii pokojové teplot. Po centrifugaci se supernatant odstrani a pelgdenkrat promyje
vazebnym pufrem, ktery je jiz bez obsahu silikatvynikropartikuli a jedenkrat pomoci
NewWASH roztoku (sloZeni viz Rohland and Hofreit2d07). Nasledhse pelet vysousi
pii 56°C po dobu 7 minut a DNA se nakonec vymyje poimt®ul TE pufru i teplog
56°C po dobu 10 minut. Po centrifugaci se vodnyolopiemisti do nové zkumavky.

V sowasné dob je jiz klasicka adsorpce na silikatové mikropartik na Ustupu
a je pouzivanaipdevsim izolace pomoci promyvariep kometné¢ dodavané kolonky,
které maji silikatovou membranu (viz obrazé&k4). Extrakt obsahujici DNA se smisi
s pufrem obsahujici chaotropni soli. Rklddném promichani dochazi promyvani této
smesi (centrifugaci, nebo s pouzitim vakuagp kolonku k ulpivani DNA na membranu.
Kolonka je nasledhpratistena pufrem obsahujicim mimo jiné 96% ethanol. Z me&my
je DNA uvolrina pufrem, ktery neobsahuje chaotropni sdlipgdré je mozné pouzit

i ¢istou destilovanou vodu.

Vyhodou této modifikace jeipdevsim to, Ze jiZ neni geba odstrgovat silikatove

mikropartikule ze vzorku a nehrozi tak jimitgobena inhibice nasledné amplifikace.
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Tato metoda byla popsana v mnoha pracich, zabysfajise izolaci aDNA
nagiklad Yangem (Yang et al., 1998), Anderungem (Aodgr et al., 2008) nebo
Davorenem (Davoren et al., 2007). Vice vislusna literatura.

Extrakt DA smiseny s
§

|\ pufrem ohsatnyicim
. chaotropni soli

Ailikatord
membtina

Cisty izolat DHA

Obrazeke. 4 Kolonka pro izolaci/purifikaci DNA se silikatow membranou; postugip

promyvani snissi DNA/pufr obsahuijici chaotropni soli.i®zato z MinElut® Handbook,
upraveno)

3.5.4 Kvantifikace DNA

Kvantifikace DNA v izolatu se provadi hned &olika divoda - abychom mohli
posoudit @innost izol&ni metody, a abychom mohli spréprovadt dalsi kroky analyzy
DNA. Predevsim pro nésledujici krok - PCR - je nutné anabZstvi DNA obsazené
v ziskaném izolatu. Kvantifikaci je mozné provtdnnoha zpsoby - spektrofotometrii,
s vyuzitim interkal&nich barviv, pomoci Real - time quantitative PCRI (RgQPCR) -
nagiklad s vyuZitim TagMan sondyfipadre barviva SYBRGreen.
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» Spektrofotometrie - tato metoda je zaloZena nailo@dbsorpci sstla pri rozdilné
koncentraci roztoku (sé#si). Fi prochazeni paprsko ukité vinové délce dochazi
v homogennim prostdi k pohlcovani fotan Cely tento proces se provadi
v pristroji - spektrofotometru, kde jsou Udaje nastedn vyhodnocovany.
Spektrofotometrie je v s¢asné dob pomErné nespolehlivou metodou, proto

se jiz pro stanovené mnozstvi DNA v izolatu #mepouZziva.

» Interkal&ni barviva - nejastji pouzivanym barvivem se schopnosti se vrtieze
do struktury DNA byl v minulosti jednoztia¢ ethidium bromid (EtBr). Toto
interkala&ni barvivo po osviceni UV gtlem emituje viditelné sitlo
riZzovo-oranzové barvy. EtBr sasto vyuZival fi gelové elektroforeze ve spojeni
s 1,5 - 2% agarozovym gelem. Tentougpb ma vSak tu nevyhodu, Ze EtBr
zanechava na agarozovém gelu stopy, coz znamezetekci velmi malych
mnozstvi DNA. | z tohoto w/odu neni EtBr vhodny pro praci s aDNA. EtBr navic
pati mezi latky s teratogenimiciinky, proto je jeho pouZivani v stasné dob
nahrazovano jinymi interkataimi barvivy (Napiklad SYBR'Green, viz nize).

» RT - gPCR - nejpouziv&jsi a pravdpodobré v dnedni dob nejpresrgjSi metodou
pro zjis€éni mnozstvi DNA ve vzorku je RT - gPCRti Reto metod je snimana
fluorescence iimo kthem amplifikace DNA (Higuchi et al., 1992; Higuadti al.,
1993) - tedy v realnériase.

Cely RT - gPCR proces je charakterizovétivkou (viz obrazeke. 5),
kterou Ize rozdit na ti hlavni oblasti: oblast exponencidlniho mnoZeimedrni
fazi a fazi plateau, ve které uz prakticky nedochédalsi amplifikaci vzorku
(je to zpisobeno vyerpanim wkteré z reaénich komponent). Pro zhodnoceni
mnoZzstvi DNA ve vzorku je tdezita tzv. G hodnota, tedy misto, kdy dosSlo
k detekci fluorescence nad ¢itou hranici (threshold).Cim wtsi je paateni
mnozstvi DNA ve vzorku, tim ithe dojde k detekci fluorescence a nastedn
nastane i faze plateau. Rychlost amplifikace jedrymh vzorki je srovnavana

s rychlosti amplifikace standardu o znamé koncentra
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Obrazeké. 5 Krivky znazonujici zavislost pibéhu RT - gPCR na vstupnim
mnoZstvi DNA. (Pevzato zavww.giagen.com)

TagMan sonda - kratky oligonukleotid, ktery je n&kdhci ozn&en
fluorescednim barvivem (reporter) a na 3’konci m& navazany
tzv. zhase fluorescence, tedy molekulu, ktera brani v emitdva
fluorescekiniho z&eni do okoli. Tento oligonukleotid (sonda) se vaze
do oblasti mezi dvojici primérpro amplifikaci daného Useku. TagMan
sonda funguje na bazi 5"exonukleadzové reakce, mathena, ze jakmile
dojde polymerazaipelongacirettzce na misto, kde je navazana sonda,
,0dStipne” 5°konec s navazanym reportérem. Totdépesi reportéru
umozni detekci fluorescéniho barviva navazaného na ag&ném
5’konci (Holland et al., 1991).

SYBR®Green - interkakni fluorescenini barvivo, které se stejrjako
EtBr vmezéuje do struktury DNA. SYBRGreen se nespecificky vaZze
na dsDNAimz umo#uje jeji detekci fi RT - gqPCR (Morrison et al.,
1998; Skeidsvoll and Ueland, 1995).
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3.5.5 Amplifikace DNA pomoci PCR

Dnes jiz nepostradatelnou metodou vyuzZivantiuapalyze DNA v nejizrgjSich
védeckych odvtvich je jeji amplifikace. Pro amplifikaci DNA jeyuZivana polymerazova
iettzova reakce (polymerase chain reaction, PCR) (®4idéil., 1985), diky které je mozné
umgle ,vyrobit* i z velice malého mnozstvi DNA milionkopii stejné sekvence. PCR
je v podstat in vitro replikace utitého useku DNA pomoci DNA polymerazy. Dany usek
DNA, ktery se ma namnozit, musi byt nacgtku a na konci ohraien primery (Useky
DNA dlouhé i rgkolik desitek bazi, iezité pro nasednuti polymerazy) a v reakci musi by
mimojiné Fitomny vSechnytyii typy nukleotidi pro prodluZzovani nav vznikajiciho

retézce.

Prvni, kdo objevil PCR byl v roce 1983 Kary Mul(igery za to o deset let po%d
ziskal Nobelovu cenu za chemii). Prvni publikagéeowvana PCR vSak vysla az o dva roky

pozcEji v casopise Science (Saiki et al., 1985).

Béhem pfibechu PCR se sitda rekolik na sebe navazujicich knbk v prvnim kroku
je DNA denaturovana, tjietzce dvouSroubovice DNA se zalim na witou teplotu
odctli. Templaty - oddlené rettzce - poté slouzi k vyr@bnovych DNAfetzci. Nové
fetzce se tvid pasobenim enzymu - polymerazy, ktera kopiruje stavigiczec. Ri PCR
se netastji vyuziva Taq polymeraza - termostabilni enzymloxany z bakterie Thermus
agaticus. Tag polymeraza je tak idealni pro PGReim které musi polymeraza odolavat
rychlym zménam teplot a musi byt fudki i pii vySSich teplotach. Proces je mnohokrét
opakovan a teoreticky selem kazdého cyklu get kopii zdvojnasobi. V kokaé fazi

je vytvareno i rekolik miliont kopii (Isenberg and Moore, 1999).

PCR se v dnesni ddlprovadi v pistroji - termocykleru, ve kterém jsou v kovové
desttce vzorky stidaw zaliivany a ochlazovany i oc¢hkolik desitek stupia béhem
nékolika sekund podle nastaveného protokolu. Vedgbed zavedenim termocykier

se PCR provatla pomoci zativani vzorku a nasledného ochlazovani ve vodni.lazn

Jako optimalni mnozZstvi DNA pro amplifikaci pomo€ICR je pouzivano
200- 1000 pg (Edson et al., 2004)i Fomto mnozstvi probiha PCR optimélra
nedochazi k inhibici reakce @gobené pouzitim naditného mnozstvi DNA. Teoreticky je

vS8ak mozna amplifikace DNA i z jedné jedinénky. Jedné biice odpovida mnozstvi
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DNA okolo 6,6 pg (Anoruo et al., 2007), toto mneige ale jiz pro vyuziti ve forenzni

a archeogeneticeipis malé.

Pfi PCR se pro kazdou sadu reakci pouziva amptifika negativni - kontrola,
neboli blank, tedy vSechny pouzité reagencie b&idapého vzorku DNA (v praxi
se vyuzivA misto vzorku fiddni destilované vody) pro vyldeni pipadné vijSi
kontaminace. Zarowese pouziva i standardni korae¥ vyralind DNA o zndmé sekvenci

a koncentraci - pozitivni kontrola - pro&eni sprava prokehlé PCR.

PCR se provadi vékolika cyklech opakujicich se z nasledujicithkroka. Paet
téchto cykhh se obvykle pohybuje okolo 30.fiPvySSim pdtu cykli se zvySuje
pravdEpodobnost vyskytu artefakie (tinnost PCR klesa:

» Denaturace - DNA se po dobuapxrné 20 - 30 sekund z@iva na teplotu
94 - 98°C. B této teplot se diky rozruSeni vodikovych tstka rozvokiuje
dvouSroubovice DNA. Odidena vldkna jsou tak fpravena pro nasednuti

primer.

» Nasednuti primér - anealing - Bhem tohoto kroku se teplota snizi
na 50 - 65°C, coz umozni nasednuti pritnea specifickd mista DNA (dana
sekvenci primef). Jednotlivé primery mivaji i odliSna teplotni opa
pro své nasednuti na komplementarni Usek DNA. Nmagoy se poté navaze

polymeraza, ktera Zae syntetizovat nové vidkno DNA.

» Elongargni faze - teplota pouzivandi pomto kroku zavisi hlavhna pouZzitém
typu DNA polymerazy. NejgrejSi Taq polymerdza ma optimum aktivity
okolo 72°C. B tomto kroku dochazi k samotné syntéze DNA. Veirsm
od 5' konce ke 3' koncifpusta vlakno, které je komplementarni &vpdni
molekule DNA - polymeradza prodiuZzujéettzec za 3’koncem primeru.
Na konci elongéni faze by nila byt kazda nami pozadovan@st DNA

zreplikovana.

Jak jiz bylo zmigno vySe, je pro PCR moznécité rozgti teplot, i kterych
se jednotlivé kroky provéagi. Stejna variabilita plati i v rozsahu doby trvgednotlivych

kroka - pti denaturaci a elongaci zavisi doba trvani na déseku, ktery je amplifikovan.
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3.5.5.1 Hot-start PCR

BéZn& DNA polymeraza vykazuje ditou ¢innost i mimo své teplotni optimum
(Tag polymeraza ma teplotni optimum okolo 72°C)kyDiomu se mohou primery
nespecificky navazat na templatovou DNA a mohouasé tvorit nespecifické produkty
riznych délek a sekvenci.tiPnizkych teplotach iive také dochazet k vzgjemnému
.slepeni“ dvou primer za vzniku tzv. dimeér. Tyto nespecificky vzniklé sekvence
zpasobuji problémy p samotné PCR - diky své malé délce dochazi khgpiefereni
amplifikaci predevSim na ukor delSich sekvenci, které jsou idmgEtem naseho zajmu.
Témto nepijemnym jewim lze gedchazet iniciaci samotné PCR reakce iazypysené
teplo€ - hot-start PCR. Hot-start PCRi#e byt provedena tak, Ze se d@Zdwnsazeni uiité
teploty do reakceffla polymeraza,ippadre jina dilezita slozka reakce itomto postupu
se vSak musi otéM zkumavky se vzorky, které jsou blizko sebe a homésob#
se zvySuje riziko kontaminace mezi vzorky. Protéabyyvinuta modifikovana Tag DNA

polymeraza, ktera Zaa syntetizovat nova vlakna DNA az po aktivacitou teplotou.

Modifikovand Taq DNA polymeraza vyZaduje tath na 95°C #tSinou po dobu
10 - 11 min pro svou aktivaci. Chemicka modifikakegrd brani funénosti polymerazy
za pokojoveé teploty, jeippH okolo 7,0 odstrama a enzym znovu ziska svou plnou
funkénost. pH Tris pufru sedhem PCR reakce &ni spolu s teplotou -ip25°C je pH 8,3,
pii 95°C se snizi na 6,9, coZz umozni aktivaci DNAypwrazy. Inicigni denaturace
umozni plné denaturovanitimmné dsDNA, vetre dimefi, které mohly nespecificky
vzniknout za pokojové teploty. AZ po denaturacdsecelého procesu zapoji polymeraza,

ktera jiz mize amplifikovat nami pozadovany lokus.

V sowasné dob jsou jiz na trhu i polymerazy, které pro svou akti potebuji
jen 1 - 2 minuty. Tento krok je spiSe pro urychleeiého procesu PCR, nez pro zvySeni

vynosi amplifikace.

3.5.5.2 Multiplex - PCR

V dobé poacétki PCR bylo mozné amplifikovat pouze jeden lokusdng PCR
reakci. Dnes je jiz mozna amplifikace dvou a vimeuki najednou - multiplex PCR.
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Multiplex PCR reakce obsahuje shodné vSechny zakladmponenty jako
monoplex PCR reakce. Rozdil je pouze vtpopafi primefi, které reakce obsahuje.
Dulezitymi podminkami pro multiplex PCR jsou vzajemkampatibilita Gznych pad
primeri, tedy stejna nebo ho#&mpodobna teplota annealingu (nasednuti na temaléb)
aby mezi sebou primery netily dimery. Ri tvorb¢ multiplex PCR reakci je piwba klast
velky diraz na vyvazenost amplifikacéznych lokus, tzn. aby nedochazelo k prefe¢an
amplifikaci jednoho lokusu na ukor lokusu jinéhobvgkle s delSim amplikonem.

Vyvazena by rdla byt amplifikace také vijpact heterozygotniho vyskytu alel.

Pro rozliSeni jednotlivych STR loktaisii detekci se  multiplex PCR vyuzZiva
fluorescerni zna&eni primet (zna&i se pouze forward primer). Je také nutné, aby mezi
jednotlivymi amplikony ozn&enymi jednou barvou byly dostétee rozestupy a navzajem
se nepekryvaly. V dnesni dah kdy je mozné detekovat az 5 fluorestrdoh barev
zarova (zna&eni napiklad podle obrazkg. 6), je mozné amplifikovat i 20 STR lokus
béhem jedné PCR reakce. Bdivymi kroky byva optimalizace koncentrace jedngftiw
primeri a hdecnatych iont. VSechny tyto problémy byvaji jiz vgSeny v komeng
dostupnych multiplex PCR kitech - vyvazenost upik jednotlivych STR lokusech,

koncentrace priméri optimalni teplota pro nasednuti primer

Emission Spectra of S-dye Set
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—&FAM™ dya —VIC™ dya FED™ dye

——reT™ dye Liz™ aye (Prevzato avww.appliedbiosystems.com

3.5.5.3 Nested PCR

Jednou z mnoha moznych variant vychazejicich 2ddé$PCR je tzv. nested PCR,
ktera by ndla sniZzit riziko nechiné nespecifické amplifikace iseku DNA za ¢edGvanou
vazebnou sekvenci praiplusny primer. Jakdéasty problém klasické PCR se vyskytuje
navazani primér na chybné sekvence a nasledna amplifikace jing#GUDNA. Tato
chybna sekvence ime vzniknout nafiklad mutaci v samotné sekvenci DNA - vznikne

obdobna sekvence té, na kterou obvykle naseda prifte nasednuti primeru na tuto
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chybnou sekvenci tak dojde k amplifikaci jiného KiseDNA, neZz ktery jsme chbii
amplifikovat.

Nested PCR tedy obsahujeédsady primek pro d¥ po sok nasledujici PCR
reakce. Nejprve se amplifikuje Usek, ve kteréem g@mnplatem genomickd DNA.
Pri nadsledné PCR (nested reakce) se jako templatijpqubdukt z pedchazejici reakce.

Timto zpisobem je dosazeno vysoké speaifisti amplifikace.

3.5.5.4 MiniSTR primer sety

Jak jiz bylo fe¢eno vySe, obsahuje aDNAg&téinou fragmenty okolo 300 bp.
Komern¢ vyrakené multiplexové amplifikéni kity obsahuji ¥tSinou i primery pro STR,
které maji delsi amplikon (Usek, ktery se ma aniohfat). Z tohoto dvodu byly
vytvoreny tzv. miniSTR. Primery jsou ¥dhto gipadech vice posunuty Kk vlastni
tandemové repetici - amplifikuje se tak kratSi UdeMA (viz obrdzek¢. 7). Tato
skute&nost je vyhodou i analyzach aDNA, kde je prasgodobnost vyskytu pouze
kratSich fragmerit DNA.

miniSTR primers

/

— —

oun
g - %~ Obrazek ¢. 7 Posunuti primér blize
/ vlastni tandemové repetici. i¥zato
Z www.cstl.nist.gov/strbase/miniSTR.htm

commercial kit primers

upraveno)

Béhem analyz DNA v polovia 90. let 20. stoleti se ukézalo, Ze kratSi Useky
se u degradovanych vzdrlamplifikuji Iépe nez Useky dlouhé (Lygo et al.949Whitaker
et al., 1995). V pibé¢hu dalSich let bylo navrzencikolik prvnich miniSTR primer -
prvni publikace se zatfovaly spiSe na jednotlivé lokusy (Yoshida et &91), postupem
¢asu se jiz z&lo publikovat vice lokus najednou (Wiegand and Kleiber, 2001).

V nékolika poslednich letech, spolu s rozvojem techéiick pokroku v molekularni
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genetice a automatizaci mnoha prdcedoslo k navrzeni miniSTR primempro mnoho
dalSich STR lokus(Butler et al., 2003; Coble and Butler, 2005; Hdiilal., 2008).

Primery pro miniSTR lokusy byly navrzeny tak, abgcdazelo k amplifikaci
co mozna nejkratSiho Useku DNA - vlastni STR lokukratkého Usekuijehlé DNA.
Je ale dlezité si u¢domit, Ze wkteré amplifikované Useky byly zkraceny vice nez
jiné - zalezi pedevSim na nalezeni vhodného mista v okoli tandémaospetice
pro nasednuti primeru. Z tohoto vyplyva, ze ne kiggchszné pouzivané STR jsou pro

tvorbu miniSTR vhodné.

Oproti nesporné vyhad pri amplifikaci vysoce degradované DNA je jednou,
ale v rekterych gipadech vyraznou nevyhodou moznost amplifikace oukolika
miniSTR lokusi béhem jedné PCR reakce - vzhledem ke zkraceni akpldiné casti
se mnoho lokus piekryva a neni mozné je amplifikovat spwi& | v piipact komegné
vyrakeneho kitu MiniFilerje mozné amplifikovat pouze 8 miniSTR lokugMulero et
al.,2008). V pipact malého mnozstvi DNA v izolatu je tak moZzné oteatgen omezené

mnozstvi lokus.

Mini - primery nebyly samadzjmé navrzeny jen pro analyzu nDNA, zahrnujici
STR vyskytujici se na autozomech a chromozomu &/i pfo mtDNA. U mtDNA dochazi
pomoci mini - primer sétk amplifikaci isek okolo 150 bp (Lee et al., 2008). Vyuzity
byly nagiklad @i analyze mtDNA neandrtalce (Krings et al., 1997).

3.5.5.5 Artefakty vznikajici bkihem amplifikace DNA

Pfi vyhodnocovani jednotlivych alel daného lokusumsé&Zeme setkat s mnoha
nezadoucimi artefakty, které mohou vzniknogihdm PCR reakce. Mohou to byt stutter
piky, +A/-A piky, chyljici, nebo naopakigbyvajici alely.

» Stutter piky - jde o amplikony kratSi o jedno opakoi nukleotidového motivu,

vznikajici fredtasnym ukotenimgéinnosti polymerazy.

« +A a -A piky - Taq polymerazafipava na 3’konci amplikonu adenozinovy
nukleotid bez souvislosti se sekvenci templatu.td emlenozin ma tendenci se od

amplikonu nespecificky uvabvat, proto nize dochazet k tomu, zZeskieré piky
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se vyskytuji ve dvou forméch, liSicich se o 1 nakith to se projevi vznikem piku
se d¥ma vrcholy.

» Drop-in - @i amplifikaci dojde k ,objeveni” jedné alely nawnekterém z lokus,
nejedna se vSak o kontaminaci cizorodou DNA {ipgd vnejSi kontaminace
by doslo k amplifikaci vice alel viznych lokusech).

» Drop-out - dochazi kdmu v situaci, kdy se jedna alela amplifikujéegnosts
na ukor alely druhé. O alelickém drop-outu bychonili mvaZzovat v kazdém
piipadt, kdy nam pi analyze vyjde jedinec v daném lokusu jako homotyg

Toto plati zejménaipanalyze velmi malych vstupnich mnozstvi DNA.

3.5.6 Postamplifika&ni purifikace

Postamplifik&ni purifikace je pipravnym krokem pro nasledujici analyzu DNA
na sekvenatoru. Purifikace se provadi pro odstiaprebyte&nych chemickychéinidel
pouzitych pro PCR od samotného vzorku DNA. Toutstae je moz# docilit i zvySeni

citlivosti celé genetické analyzy.

3.5.7 Sekvenace

Pro ziskani fesné informace o sekvenci amplifikovaného Useku BfdAvyuziva
jeho sekvenace. Pro sekvenovani DNA je v dnesné doiwné vyuzit &olik raznych
metod. Jednou z nich je tzv. Sangerova metoda,lingideoxyterminagni metoda (Sanger
et al., 1977), dalSi tize byt pyrosekvemi technologie.

Cyklické sekvenovani (Sangerovo) ma obdobny prijadip klasicka PCR, ale jsou
pouzivany odliSné typy reagencii. Krémmormalnich - deoxyribonukleotidovych bazi,
které prodluzuji rostoucifettzec DNA, se pouziva i set termimich -

dideoxyribonukleotidovych bazi, které rostoietftzec ukowuji (Sanger et al., 1977).

Principem metody je pouZziti ddNTP - rigpad ddTTP (27,3" - dideoxythymidin
trifosfat), které maji inhil#ni vliv na DNA polymerazu. Tento inhimi vliv je vyvolan
navazanim ddT misto odpovidajiciho dT do prodletugi se oligonukleotidovéhetizce.

Termina&ni bdze neobsahuji 3" - hydroxylovou skupinu, ktggdnutnd pro navazani
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dalSiho nukleotidu (Atkinson et al., 1969). Zvolihero reakci vhodny pogr ddNTP ku
dNTP (nap. 1:100), ziskameipsekvenaci sis fragmeni rizné délky, liSicich se mezi

sebou vzdy o jeden nukleotid.

Pyrosekvetini analyza (technologie) je dalSi z moznosti se&een DNA.
Je zaloZzend na principu sekvenacéhdm syntézy a nevyuziva elektroforézu ani

fluorescekini znaky. Vyhodou pyrosekvemi technologie je jeji jednoduchost a rychlost.

Pyrosekvetini analyza je provama v jednozkumavkovém formatu, ve kterém
kask&da enzymatickych reakci umozni inkorporacieutldu a uvolgny pyrofosfat (PPi)
zpasobi vyzéeni detekovatelného &la. Swtlo se produkuje po enzymatické konverzi
PPi, ktery je vyloden po pipojeni nukleotidu dd@ettzce. Produkované &tlo je okamzi¢
detekovano najklad pomoci CCD detektoru a mnozstvi uvmiého PPi a nasledn
swtelnd intenzita je proponi k paitu inkorporovanych nukleotid(Andréasson, 2005).

3.5.8 Detekce fragmerit

Produkty amplifikace nebo sekvenace jsou &mdhny podle své délky za pouziti

gelovéci kapilarni elektroforézy.
3.5.8.1 Gelova elektroforéza

Pri gelové elektroforéze putuji fragmenty gelem pdivem elektrického nafii
od katody (-) k ano#l (+). Nagti musi byt zvoleno tak, aby byl gie¢h elektroforézy
dostatén¢ rychly, ale nedochézelo kigirivani gelu. KratSi produkty prochézeji gelem
rychleji, zatimco delSi jsou br&dy omezenou velikosti pbrgelu (zavisi na hustbgelu).
VSechny vzorky maji stejnou vychozi pozici a podiehlosti jejich pfichodu péry gelu
je mozné utit jejich délku. Nejvice se vyuziva agarozovyizfné koncentrace), nebo

polyakrylamidovy gel.

3.5.8.2 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (CE) je jednou z moZnositk jseparovat amplifikované
Uuseky DNA. Obrovskou vyhodou oproti klasicky powtie elektroforéze gelové je to,

Ze je tento zfsob jiz plrt automatizovany. DalSi neopomenutelna vyhoda jepite
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analyze pomoci CE dochazi pouze k minimalni igidt vzorku a je tak mozné
elektroforézu kdykoliv zopakovat bez nutnostiippavy vzorku nového. Pro ziskani
vysledki neni nutné zadné fotografovani nebo slozité vybodwani bandl, vysledky jsou
ihned po skoeni elektroforézy dostupné v podoblektroforetogramu. Nevyhodouide
byla velkd ¢asova nargnost analyzy $tSiho pd@tu vzorki. Dnes je jiz tento problém
podstatg redukovan diky pouZiti vicekapilarovych elektr@or

Hlavni sodasti CE je skletna kapilara o vnihim prtiméru 50 - 100um a délce
mezi 25 a 75 cm, ve které je specialni viskozniympelr. Dale se CE sklada ze dvou
elektrod, nddobek obsahujicich pufr, laseru uméto blizko konce kapilary a detektoru
fluorescence (nd@p CCD kamera). Do kapilary je nasan polymer, ktenyaté prochazi
amplifikované fragmenty DNA z analyzovaneho vzorkied analyzou dalSiho nového

vzorku dojde vzdy k vyrn¢ polymeru v kapilge.

Metod jak oznait produkty amplifikace je &kolik - pouZziti interkal&niho barviva,
fluorescekiné znaenych dNTPs (deoxynukleofii nebo primeak znatenych na 5’konci.
NejvyuZivargjsi je z €chto i metod zné&eni primet, je to hlave z toho divodu, Ze dojde
k ozna&eni pouze jednohdettzce DNA, druhy komplementarni amplifikovartgttzec
zustane pro detektor neviditelny. Nag€ji se pro zna&eni vyuzZivaji fluorofory, které
emituji s\tlo v rozmezi 400 - 600 nm (tedy ve viditelédgsti spektra). Dnes je jiZ mozné
pouZziti rekolika barev pro zngeni jednotlivych primer a tak vytvdeni multiplexové PCR
reakce. Kazdé z fluoresagrich barviv pouzitych v multiplexové reakci musitnsivé
emisni maximum § jiné vinové délce, aby bylo moznéi pletekci barvy rozlisSit - mozné

znaeni je ukazano na obrazku6.

Pri detekci fluorescetné znaenych fragmerit dochazi k zachyceni emitovaného
swtla. i detekci dojde nejprve k tomu, Ze foton (z laserapomniZze excitaci elektronu
fluoroforu - fluorofor se dostane do excitovanélavs. Vysledkem celé reakce je emise
swtla o niZzSi energii (delSi vinové délce). Emitovasstelnd energie je ipménéna
na elektricky signal, ktery je propon wvici mnoZstvi emitovaného &tla pritomnymi
fluorescekiné znaenymi molekulami (Albin et al., 1991). Detektor dhescence
(napiklad CCD kamera) poté & mnozstvi s@tla uvolreného z fluoroforu. Intenzita
swtla mize byt vyjadena jako relativni fluoresceéni jednotky (RFUs, relative

fluorescence units).
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Pred vlastni analyzou pomoci CE se do vzorku viyapvnitni standard. Kazdy
vnitini standard ma pevndanou délku jednotlivych fragmént je ozn&en odliSnym
fluoresceknim barvivem. K separaci jednotlivych fragmenbchazi stejajako v gipact
gelové elektroforézy pomoci rozdilné mobilityizné dlouhych fragmerit - kratSi
fragmenty putuji polymerem rychleji.

Pro vyhodnoceni elektroforetograre dilezité nejen srovnani pozice jednotlivych
piki vacéi vnittnimu standardu, ale i porovnani s alelickym ridem. Alelicky zelik
je umgle pripravena srés v populaci se n&gstji vyskytujicich alel. V pipadt pouziti
komecknich kita je alelicky Zebik dodavan vyrobcem spolu siglusnym kitem. Alelicky
Zekrik by el projit analyzou vzdy se vzorky (Smith, N. R., 599

3.6 Dekontamin&ni opatieni pfi analyze aDNA

Analyza aDNA pouziva dkolik vysoce citlivych technologii. Diky tomu ine
dojit k UsgsSné analyze i ip obdrzeni jen &kolika kopii aDNA ze vzorku - pokud
je vzorek extrém& zniceny. Ritomnost vejSi kontaminujici DNA niZe byt proto
naprosto zriujici pro cely proces analyzy aDNA. | jakékoliv rmmalni mnozstvi
zanesené novodobé DNA, lidské mikrobialni, miZze znamenat chybnou interpretaci
pozcjSich vysledk analyzy a sekvenace vzorku. &lhto divodi je poteba prova&
takovA opaeni, aby byla pravbodobnost kontaminace co mozna nejvice

minimalizovana.

Ve studiich, které byly provédy predevSim v polovit osmdesatych a na §tku
devadesatych let, nebyla jesutinné dodrzovana nutna ogahi, ktera by vedla k prevenci
pied kontaminaci s@asnou DNA. Moznost kontaminace je nutné zvazit &¥la
v ptipadech, kdy je aDNA izolovana z ostiatkkteré jsou starSi, nez teoretickd doba
po kterou nize DNA ,prezit" (tzn. starSi nez 0,1 - 1 Myr) (Willerslev a@doper, 2005).

V pozcjSich letech se vytwdo nekolik pravidel, ktera by se &a rutinrge dodrZovat

pii praci se vzorky obsahujicimi aDNA.
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Béhem analyzy aDNA se provadi mnoho kiipkteré by nily zajistit ochranu fed

piipadnou kontaminaci cizorodou DNA.

>

Jednim z krok pro zajiSéni autenticity vysledk je analyza DNA vSech
pracovniki v laboratdi. Tento krok se provadi profipad uteni zdroje

piipadné vzniklé kontaminace.

Samozejmosti je pouziti ochrannych priedki, jako jsou rukavice, rouska,

laboratorni plaSa aerosol - resistentni pipetovédyi (Handt et al., 1996).

Pracovni prosedi by nglo byt pravidelg dekontaminovano a dop@eno
je i pouziti UV pro dekontaminaci.

Pre - a post - amplifikami mista musi byt fyzicky odtena, aby nemohlo
dochéazet k feneseni DNA jiz amplifikované natkolik miliont kopii do
neamplifikovanych vzonk | stopové mnozstvi jiz amplifikované DNA
pienesené do neévizolovaného vzorku aDNA by bylo pro celou analyzu

naprosto zrdujici.

Béhem analyzy se vzdy pracuje pouze s jednou polozKgidtovany
vzorek je vzdy zkouman mimo znamy refehenvzorek, aby se zabrénilo
pieneseni DNA (tzv. cross - kontaminaci) a znehodmioceiskanych

vysledk.

Instrumenty, jako jsou naiklad pipety se dekontaminuji shadpako
pracovni prosgedi pomoci isopropanolu, 10%lizi lazré nebo UV zéeni

(Handt, et al., 1996), v idealnintipact kombinaci uvedenych moznosti.

Tyto dekontaminéni kroky maji nejétSi vyznam v dob pred extrakci

a amplifikaci DNA.

>

Pii extrakci i amplifikaci vzorku se vyuZiva tzv. blg neboli negativni
kontrola - smis vSech pouzitych reagencii baztgmnosti DNA ze vzorku.
Negativni kontrola projde vSemi kroky jako analyany vzorek. Pokud
je ve vysledcich v negativni kontroletitpmna jakékoliv sekvence,
je ztejmé, Ze doSlo k zaneseni cizorodé DNA do viZokk Ze je analyzu
treba opakovat.
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Pozitivni kontroly obsahujici znamou DNA se vyuZivieéhem amplifik&niho
a sekvenéniho kroku pro monitorovani spravnéhoilpthu €chto kroki. Neni mozné
pokratovat v analyze aDNA, pokud pozitivni kontrola selb&hem amplifikace,

pii sekvenaci nebo v oboudipadech (Isenberg and Moore, 1999).
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4 Material a metody

4.1 Spotebni material

Nazev (vyrobce): V textu:

Dispolab (Copan Italia) tampon Dispolab
Microcon® YM-30 (Millipore) Microcon 30
Microcon® YM-100 (Millipore) Microcon 100
Zkumavka 1,5 ml (Eppendorf AG) 1,5 mml zkumavka
Zkumavka 2ml (Eppendorf AG) 2 ml zkumavka

MicroAmp® reaction tube with cap 0,2ml (Applied Biosystemszkumavka 0,2 ml

MicroAmp® optical 96well reaction plate with barcode (AfBio.) 96 jamkovéa destka

Tube for buffer AL (15ml) (Qiagen)

50 ml zkumavka (Equimed®)

15 ml falcon zkawka

50 ml falcon zkumavka

MinEluteTM spin columns (Qiagen) izalai kolonka

Amicon®Ultra (Millipore) AmiconUltra

4.2 Pouzité chemikalie

Water, Mol Bio grade, DNase -, Rnase - and pragarfree (5SPRIME) dyD

DNA, RNA Nucleasa - free Water (Eppendorf AG) LH
Proteinaza K (Sigma-Aldrich Co.) PK
Sodium dodecyl sulfate ultra pure (ICN Biomedicéts,) SDS

Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dibigl 99+% (Sigma-Aldrich Co.)
EDTA

ChelexX’ 100 Resin (Bio-Rad Laboratories) Chelex 100
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Poly(vinyl-polypyrrolidone) (Sigma-Aldrich Co) Pdlinyl-
polypyrolidone)

MinElute™ PCR Purification Kit (Qiagen) izalai kit MinElute
Quantifiler™ Human DNA Quantification Kit (ApplieBio.) Quantifiler Human
Quantifiler™ Duo DNA Quantification Kit (Applied Bsystems) Quantifiler Duo
AmpFISTR® MiniFiler™ PCR Amplification Kit (Applied Bio.)  MiiFiler

AmpFISTR Yfiler® PCR Amplification Kit (Applied Biosystems) YFiler

AmpliTaq Gold® DNA Polymerase (Applied Biosystems) Gold DNA pobraza
AmpFISTR® Control DNA 007 (Applied Biosystems) standardni DR®Y
PowerPleR Y System (Promega Corporation) PowerPlexY

Prototype PowerPIEXEPO1-SE System (Promega Corporation)  PowerPlex £F01

Prototype PowerPIEXEP02-SE System (Promega Corporation)  PowerPlex P02

PowerPleR ESX 17 System (Promega Corporation) PowerPlex EBX-1

PowerPleR ESI 17 System (Promega Corporation) PowerPlex ESI-1

Gold ST*R 10X Buffer (Promega Corporation) pufr G8thr

iTag DNA Polymerase (Bio-Rad Laboratories) iTagypwkraza

9947A DNA (Promega Corporation) standardni DNA
9947A

9948 DNA (Promega Corporation) standardni DNA 9948

Hi-Di™ Formamid (Applied Biosystems) formamid

Internal lane standard 600 (Promega Corporation) S a0o0

CC5 internal lane standard 500 (Promega Corporation Orange ILS 500

GeneScan™ 500 LIZ™ size standard (Applied Biosysjem LIZ 500

BigDye® XTerminatorTM Purification Kit (Applied Biosystetns kit BigDye
Xterminator
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Incidur® Spray (Ecolab) Incidur Spray

DNA-RemoverTM (Minerva Biolabs) DNA Remover

4.3 Pouzité technické vybaveni

Medezine 4000 (Medezine) fezatka kosti
Dremef’ model 395, Type 5, Code 32 bruska

Dremef’ 408 brusny kotod
Holten LaminAir model 1.5 (Holten) laminarni box
Holten LaminAir HBB2448 (Holten) laminarni box
Comfort Securitas laminarni box
Spex SamplePrep 6770 Freezer/fiill mlynek
Thermomixer Comfort 1,5 ml (Eppendorf AG) an tepaka
HIM20 (Grant Boekel) rotaéni trepaka
Concentrator 5301 (Eppendorf AG) vakuova odparka
Centrifuge 5415D (Eppendorf AG) centrifuga
Centrifuge 5417R (Eppendorf AG) centrifuga
Centrifuge 5810R (Eppendorf AG) velka centrifuga
IKA® Vortex Genius 3 (Vitriurfi) vortex

ABI PRISM® 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Bioarkifikator

LightCyclef® 480 Il (Roche) LightCycler
Veriti™ 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) thermocykler Veriti
GeneAmf¥ PCR System 9700 (Applied Biosystems) thermocykl&®@0

ABI PRISM® 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems) salater

36 cm kapilara s polymerem POP-4™ (Applied Biosyste kapilara sekvenatoru
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4.4 Material

4.4.1 ZkuSebni vzorky

Nejprve jsme testovali skolik vzorka, které ndm slouzily pro @veni vykeru
izolaéni metody. Tyto vzorky byly vybrany na zakéajZ v minulosti provedené analyzy
DNA pracovniky KUP (Kriminalisticky Gstav Praha)edhalo se celkem &tyii vzorky
paftici ttem jedinédm, od jednoho jedince jsmeéink dispozici kosterni i zubni vzorek.
Tyto analyzy byly provedeny jinou izalai metodou (viz filoha 9.1). U jednoho nami
vybraného vzorku byl pracovniky KUPtide ziskancésteény STR profil, ktery byl
nasledg srovnavan s nasSimi vysledky. Ve zbylychipadech nebyl jvodni metodou
ani po rgkolika opakovanich ziskan zadny STR profil. Tytorky slouzily pro o¥ieni
acinnosti nami vybranych izotmich metod ve srovnani s metodotivd pouZivanou.
Vzhledem k citlivym informacim souvisejicim s vyi&etanim jsou vzorky ve vysledcich
ozna&eny jako ZK01, ZK02 a ZKO03.

VSechny tyto vzorky byly jiz &Stény a nadrcenyifed zapoetim této prace. Proto
u nich neplati postup uvedeny v kapitolach 4.5415a2.S #€mito vzorky bylo @i piipraw
zachazeno standar@mpodle protokal pro kosterni a zubni vzorky aeané pro forenzni
analyzu DNA - pouZzivaly se ochranné paoky (rukavice, rousky, ochranny &g, ¢isteni

afezani vzork probihalo v laminarnim boxu, pro praci se pouzpa@lze sterilni material.

4.4.2 Novorozenec z hradu Rokstejn

Analyzovali jsme vzorek, ktery jsme odebrali z femunovorozence. Tento
novorozenec byl nalezen za&ng v zékladech hradu RokStejn. Diky této skotesti

je znama i fiblizna doba, kdy k patveni novorozence doslo - okolo roku 1280 n.l.

Femur byl na pohled v dobrém stavu, povrch byl ¢ditfy nedochazelo k droleni
kosti. Pohlavi vzhledem ke gtdedince nebylo mozné odhadnout a bytednmetem nami
provadné genetické analyzy. Pro nasi praci jsme @iéténi (viz kapitola 4.5.1) nejprve
kost rozezali na malé kousky cca 0,5 x 0,5 cm a #tiicha dvé ¢asti - ¢ast s ¥tSim
podilem kompaktni tk&na druhou s §Sim podilem tk&hspongiozni. Tyto dv¢asti jsme
nasleds analyzovali kazdou zvl&$ro vzajemné porovnani vysladk
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4.4.3 30 jedin@ z riznych nalezi$’ v Praze a okoli

Prevazi zubni vzorky 30 jedinc jsme ziskali od Mgr. Pavla Kubalka
ze spolénosti Labrys s.r.o. Jedna se o vzorky pochazejitizizych poliebid’ a tedy
i rizné datace. Vzhledem k unikatnim podminkam na kaZpéhebisti nebylo mozné
dop‘edu odhadnout, zda bude analyzaégep u mladSichi starSich vzork.

VSechny vzorky byly odebiranyftipno pi archeologickém vyzkumu na mist
pohtebis€ a dodany v samostatnych uzaviratelnychécish. DalSi  manipulace
se vzorky <isténi, drceni - byla jiz provasha vyhrads v laboratdich KUP. Z pracovnik
spole&nosti Labrys s.r.o.fisel do styku se vzorky pouze Mgr. Pavel Kubalak kterého
byl odebran vzorek DNA ve for&rbukélniho stru na tamponu Dispolab. Tento vzorek byl
analyzovan a vyhodnocen pro srovnani s vysledkyyaypazorki aDNA a pro vylodeni

piipadné kontaminaceigmanipulaci se vzorky na méshalezu.

U vzorka jsme nejprve obdrzeli pouzéselné oznéeni kazdéeho jedince, abychom
nemohli byt i analyzach a vyvozovani z&w ovlivnéni. Udaje o piblizném stéi a
lokalité pohrebisg, véku jedindi a morfologicky odhadnutém pohlavi jsme obdrzelvaz
chvili, kdy byly analyzy hotové a bylo znamo pohlaeneticky uené. VSechny tyto
dodatén¢ ziskané udaje jsou uvedeny v tabuicel. Jedinci jsou uvedeni padselnym
oznaenim 1 — 30. JelikoZ jsme & k dispozici gevazré zubni vzorky, jsou vysledky
analyzy aDNA ¢&chto jediné v kapitolach 5.3.2, 5.4, 9.3 a 9.4 zaznamenany pod

oznaenim zub «islo pislusného jedince.

Pohlavi a gblizny vék byl u kazdého jedince odhadnut pracovniky sproeti
Labrys s.r.o. V fipact uspgsSné analyzy DNA byl tento odhad srovnavan s geketic
uréenym pohlavim daného jedince. Jeniippd vzorka ¢. 27 - 30 nebylo vzhledem
k détskému ¥ku jedindi pohlavi odhadnuto a bylargdmétem nami provéaghé genetické

analyzy.
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vz. ¢ Lokalita Hrob ¢&. Sex| Vék datovani | vzorek
1 P-Jinonice, Zam&=k 2005 1 F 20-30 ? zub
2 Praha 6 Repy (sonda Ill) 18 F? 14 asi 17.s}. zub
3 Praha 6 Repy (sonda Il 27 ? 7 asi 17.sl. zub
4 Praha 6 Repy (sonda Ill) 14 F >60 asi 17.st. zub
5 Praha 6 Repy (sonda Il 45 M 40-60 asi 17.sl. zub
6 Praha 6 Repy (sonda Ill) 44 M 40-60 asi 17.st. zub
7 Praha 6 Repy (sonda Il 52 F 20-30 asi 17.9}. zub
8 Praha 6 Repy (sonda IlI) 51 M 20-30 asi 17.sl. zub
9 Libeznice 2009 383)IH4 A M 30-40 4000 BP zub
10 Libeznice 2009 383/H4 B ? 30-4d 4000 BpP zub, kgst
11 Libeznice 2009 615/H5 M 40-50 ? (14C zub
12 P-Brevnov 2009 1 M 40-50 12.st. zub
13 P-Brevnov 2009 2 M 40-51 12.st. zub
14 P-Brevnov 2009 2 Pl M ? 12.st. zub
15 P-Brevnov 2009 3 M >60 12.st. zub
16 Zbuzany 2008 374 B M 30-40 10-12.sj. zub
17 Zbuzany 2008 386 F >60 10-12.s}f. zub, kdst
18 Zbuzany 2008 388 A M 50-60 10-12.s¢. zub
19 Zbuzany 2008 374 M 30-40 10-12.s}. zub
20 Zbuzany 2008 376 M >60 10-12.st. zub
21 Zbuzany 2008 385 M7 30-40 10-12.gt. zub
22 Zbuzany 2008 379 ? 11 10-12.s}. zub
23 Zbuzany 2008 391 F 40-50 10-12.sf. zub
24 Zbuzany 2008 381 F 30-40 10-12.st. zub
25 Zbuzany 2008 383 F 50-60 10-12.sf. zub
26 Praha 6 Repy (E 1) 1 M 50-60 asi 17.st zub
27 PReporyje, Karban 2006 25 2 6 2?7 zub
28 P-Reporyje, Karban 2006 49 A7 11 ?2?? zub
29 PReporyje, Karban 2006 49 B2 8 2?7 zub
30 P-Reporyje, Karban 2006 49 ¢ 7 7 ??7? zub

Tabulkag. 1 Udaje o jedincich z poébi& v Praze a okoli poskytnuté spéesti Labrys.
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4.4.4 4 jedinci z iznych nalezi® na Moravé

Pro analyzu jsme vybrali dalétyii jedince pochéazejici Ziznych nalezi§
na Mora¥ - Blucina, Velim, Staré Msto a Slatinice. Tyto jedinci byli vzhledem
k riznému @ivodu i odliSné datace. Makroskopicky byly vSechmgtk v dobrém stavu,
povrch byl jednolity, nedochazelo k olupovani atiiadovanicasti kosti.

Pro analyzu jsme vzZdy & k dispozici kost stehenni (femur). Kosti bylyigieny
podle popsaného postupu v kapitole 4.5.1 a z kd#déodebran vzorek o velikosti

piiblizné 0,5 x 1 cm, ktery byl nasledmozdrcen a podroben vSem kiok dalSi analyzy.

Oznafeni] Lokalita Datace StéFi (roky)
Kost¢.1 Blucina doba laténska 100 - 200.p.l. 2100 - 2200
Kost¢. 2 | Staré Msto 800 - 900 n.l. 1100 - 120¢

Kost¢.3 Velim knovizska kultura 700 - 130G.p.l. | 2700 - 3300

Kost¢. 4 |  Slatinice | zvoncové pohéary 2000 - 220@.pl. | 4000 - 4200

Tabulkac¢.2 Ozn&eni vzorki jedinal pochézejicich z Moravy, datace kosternich ostatk
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4.5 Metody

4.5.1 Riprava vzorku

45.1.1 Zubnivzorek

Po obdrZeni jsme zuby ulozili v uzaviratelnychcséh do chladriky a gred dalSim
zpracovanim jsme je skladovalti peplo& 4°C. Ri ¢iSténi zubnich vzork jsme nejprve
skalpelem oSkrabali hlinu z povrchu zubu. Zuby j$me8li pomoci rot&ni brusky Dremel
a brusnych kotatkid. Nejprve jsme v laminarnim boxu Holten obrousitiyiky hliny
a nasleda cca 0,5 mm vrstvu skloviny a dentinu z povrchutéPieme vynsnili brusny
kotoutek za novy a obrousili jeStca 0.5 - 1 mm zubniho povrchu. Ve vSetipgdech
jsme odstranili Zluté, fppadré nahrédlé zabarveni zubu. &d&teny zub jsme ulozili
do 15 ml falcon zkumavky aied dalSim zpracovanim ponechali v chlédaeigi teplog
4°C.

45.1.2 Kosterni vzorek

V pripact ¢isteni kosterniho vzorku jsme nejprve oSkrabali vrcabarvenou
vrstvu - periost - pomoci skalpelu. Nasledame z kosti obrousili cca 0,5 mm vrstvu.
Po vynené brusného kotatku za novy jsme jeStobrousili dalSi 0,5 -1 mm kostniho
povrchu. Ztakto &stené kosti jsme wizli, z jejiho stedu (aby nedoSlo k posSkozeni
morfologie kosti), kousek oi€e cca 0.5 - 1 cm. Na tomtoivgnutém kousku kosti jsme
jese obrousili vnitni ¢ast kosti, ktera bylafjyracena k #éenové dutirg. Takto gipravenou
kost jsme dali do 50 ml falcon zkumavky a uchovépl teplog 4°C v chladnice. Rez
kosti jsme vzdy provati specialni ortopedickou pilou Medezine 400@i Fzani touto

pilou dochazi pouze ke kmitavému pohybu kdguikoliv k jeho otéeni.

Béhem prace se vzorky byly vzdy pouzivany ochrannéip@ly - rukavice,
ochranny odv, navlékaci rukavy, ochranna pokryvka hlavy, rauS¥eSkera manipulace
se vzorky probihala v prostorach laminarniho bollezi praci s jednotlivymi vzorky
doSlo k vyklizeni prostoru laminarniho boxu,reei zbylého prachu Z@dchoziho vzorku
a desinfikovani pomociifpravku Incidur Spray. Pro manipulaci s kazdym keon byl
pouzit minimal& jeden par novych rukavic, aby nedochazelddnpsu kostniho/zubniho

prachu mezi jednotlivymi vzorky.
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45.2 Drcenivzorku

Po a@isteéni vzorki jsme gistoupili k jejich rozdrceni. Drceni probihaldi peplot
tekutého dusiku (-196 °C) w¥istroji Spex SamplePrep 6770 Freezer/RlilPro paateni
zchlazeni fistroje jsme pouZzili 4 - 5 | tekutého dusiku. VZojeme umistili do specialni
polykarbonatové  trulktky® uzaviratelné pomoci ocelovych uzév. Uvnite
polykarbonatové trubky byl spolu se vzorkem i ocelovy tloek, ktery po zmrazeni
vzorku pomoci tekutého dusiku svym pohybem wv&avém magnetickém poli vzorek
rozdrtil. Pro drceni kostniho/zubniho vzorku jsnoeifili protokol popsany v tabulce 3.
Po vyjmuti z pistroje byla trubika s rozdrcenym vzorkem ponechétigpokojové teplat
az do uplného rozmrazeni. Rozdrceny vzorek byl gw#mistn do 15 ml falcon

zkumavky a ot uchovavan p teplot 4°C v chladnice.

pocet cykia 3
Poéate“:m, 10 min
zchlazeni

Doba drceni 2 min
Chlazeni 2 min

Rychlost drceni | 10 CPS

Tabulka ¢. 3 Protokol pouzity pro drceni kostnich/zubnichonkd. CPS = cykly
za sekundu (10 CPS = 20 poliyttoucku za sekundu)

Mezi drcenim jednotlivych vzotk byly polykarbonatové trubky i ocelové
souasti - tlokek a uzavry dikladre ocisteny a desinfikovany. Nejprve dosSlo k omyti
tekouci horkou vodou, aby se odstranil zbyly praciiceného vzorku. Poté byly s@sti
vydesinfikovdny pomoci Incidur Spray. Nasledovalooufiti DNA Removeru
pro odstradéni pripadné zbylé DNA a omyti di. Ususeni probihalorippokojové teplat
v laminarnim boxu. Po uschnuti byl je§iroveden s na tampon Dispolab pro kontrolu

piipadné kontaminace @pobené reziduem prasku iegdchazejiciho vzorku.

Manipulace se vzorky -fpndavani do a z polykarbonatové tikdyi - probihala
vyhradré v laminarnim boxu za pouZziti ochrannych gaek - rukavic, o&vu, rousky

a pokryvky hlavy. Pro manipulaci s kazdym vzorkeytylpouzity nove rukavice.
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45.3 lzolace DNA

4.5.3.1 Adsorpce na silikat

Pro extrakci DNA pomoci adsorpce na silikat jsmeiio protokol publikovany

Yangem et al., (1998). Tento protokol jsme raimmodifikovali.
» Extrakeni pufr

Pro extrakci DNA z kostni i zubni tk&rjsme pouZzivali jednotny extra&ki pufr
slozeny ze sisi 0,5 M EDTA, 0,5 % SDS a 50 ul proteindzy K (26/pm). Extrakci jsme
provacli v 2 ml zkumavkach s kulatym dnem. K 70 - 100 kagtniho/zubniho prasku
jsme gidali 1 ml vySe popsané i a inkubovali jsme ip teplo€ 56°C po dobu
22 - 26 hod. Po této dslisme vzorek centrifugovali rychlosti 2 000 rpmgmbu 5 min.

¢ MinElute™ PCR Purification Kit

Pro izolaci DNA a pecisténi od gipadnych inhibitoi jsme zvolili kit MinElute.
Tento kit je primara uréen vyrobcem fedevsim na post - amplifikai preciSténi vzorku.
Lze jej vSak také s vysokou wynosti pouZit pro izolaci DNA (Anderung et al., 800
Lee et al., 2010; Yang et al., 1998).

Souwasti kitu:
> Pufr PB (je mozZné pouzit i pufr PBI)
> Pufr PE
> Pufr EB
» Kolonky MinElute se silikatovou membranou

Nejprve jsme fenesli do 15 ml falcon zkumavky 800 - 900 ul sup@ntu (podle
mnozstvi nad usazenym kostnim/zubnim prachem).mto supernatantu jsmeigali
pétinasobné mnoZstvi pufru PB obsahujiciho guaniguirdchlorid a isopropanol. Timto
postupem jsme ziskali celkem 4,8 - 5,4 mléshvzorku a PB pufru. Tuto sfa jsme
dukladre vortexovali po dobu cca 30 sec. Do izolakolonky MinElute se silikatovou
memebranou jsme potégmesli 500 pl této s#si. Centrifugovali jsme i rychlosti
13 000 rpm po dobu 1 min. Odstranili jsme profi@oou tekutinu ze spodii@sti kolonky
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a na kolonku oft prenesli 500 pl swsi. Takto jsme postupovali az do Uplného
spotebovani srsi. Nasledovalo promyti kolonky pomoci 700 ul puRE obsahujiciho
96% ethanol, centrifugovali jsme &pl3 000 rpm po dobu 1 min. Tato centrifugace
13 000 rpm/1 min byla opakovana pro dokonalé oda&tiaPE pufru z kolonky. Nasledn
jsme vrchni¢ast kolonky pemistili do nové, sterilni, 1,5 ml zkumavky a nanmbednu
kolonky penesli 50 pl pufru EB. Po 1 minfippokojové teplat jsme centrifugovali
rychlosti 13 000 rpm po dobu 1 min. Postup jsmeakopali a celko¥ ziskali giblizné

95 ulcistého izolatu.

Koncentrace pomoci AmiconUltra

Jelikoz se p opakovaném ifemig’ovani sndsi vzorek/PB pufr zvySuje riziko
kontaminace, zkoncentrovali jsme tuto &smza pouZiti koncentratoru AmiconUltra

a promyti pes kolonku provedli pouze jedenkrat.

Nejprve jsme celych 4,8 - 5,4 ml 8an premistili do koncentratoru AmiconUltra.
Centrifugovali jsme po dobu 4 - 8 miti pychlosti 4000 g do doby neZ v koncentratoru
zbylo cca 500 ul tekutiny (u kazdého koncentrat@niconUltra to trvalo jinak dlouhou
dobu). Tekutinu jsme nasledimpiemistili do izol&ni kolonky MinElute se silikatovou
membranou a centrifugovalitiprychlosti 13 000 rpm po dobu 1 min. Odstranilimpgs
tekutinu ze spodniasti kolonky a do kolonkyiali 700 pl pufru PE. Nasledujici postup
byl shodny s vySe popsanym.

45.3.2 Chelex 100

Pri porovnavani tinnosti metod jsme pouZili i izolaci pomoci suspepzyskyice
Chelex 100 (Walsh et al., 1991). Tato metoda izlse ve forenzni labord&goouziva
piedevsim pro izolaci DNA ze vzairks vysokym obsahem DNA - nidklad stopy krve,
nebo bukalni gty. Publikovano vSak bylo i ugpné pouziti na tvrdé tkdn kosti a zuby.
PouZili jsme dva protokoly, které byly popsané terkitde s pozitivnim vysledkem
pii izolaci.
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Postup podle Newmana (Newman et al.,2002):

Pro izolaci bylo pouzito 0,3 g kostniho/zubniho §é& K tomuto prasku bylo
piidano 600 pl 5% suspenze Chelex 100. Ré&ladiném zvortexovani byl vzorek
inkubovan pes noc p teplot 65°C. Nasledovala denaturacg $5°C po dobu 8 min.

Vzorek byl zcentrifugovan. DNA sedla nachazet rozptylena v supernatantu.

Postup podle Woodwarda (Woodward et al. 1994):

0,3 g vzorku bylo inkubovano spolu s 500 pl 5% sage Chelex 100fp56°C
po dobu 15 min, po zvortexovani po dobu 1 min rtslala denaturaceig®5°C po dobu
10 min. Vzorek se centrifugovatid2 000 g po dobu 3 min.

Odstragni huminovych kyselin

Pri pouZiti izolace pomoci Chelex 100 je moznécssné odstrami huminovych
kyselin, které mohou Zobovat inhibici nasledné PCR. Pro odstranhuminovych
kyselin jsme k 500/600 pl 5% suspenze Chelex 1@@dléppouzitého protokolu)iplali
50 mg PVPP (Sutlovic et al., 2007) a dale postulgealle vySe popsanych protokol

Srovnavaci vzorky - bukalniésy:

Nejprve jsme nechali tampon Dispolab s bukalnignest odmaéet v 1 ml dHO
po dobu 30 min. Kazdych 5 minut jsme zkumavku obgahtampon vortexovali. Poté
jsme tampon vyjmuli a zkumavku s lyzatem &keentrifugovali i rychlosti 13 000 rpm
po dobu 3 min. Odsali jsme supernatant a do zkusngvilali 200 pul 5 % suspenze
Chelex 100 a 4 pl proteinazy K. Inkubovali jsme rgcni trepace po dobu 30 min
pii teplo€ 56°C a naslednjsme DNA denaturovali po dobu 8 mirti ggeplo& 100°C.
Nakonec jsme centrifugovalifiprychlosti 13 000 rpm po dobu 1 min. Izolovana DNA

se nachazela rozptylena v supernatantu.
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4.5.4 Kvantifikace

Po izolaci DNA jsme jeji kvantifikaci provétl kitem QuantifilerHuman nebo
Quantifiler Duo. V pipac prvniho kitu dochazi ke kvantifikaci celkové DNAompoci
sekvence na chromozomu 5, u druhého kitu se kvaunjef celkova lidska DNA pomoci
sekvence na chromozomu 14 a&mm jeji pripadna muzska slozka (viz tabulka4).
Oba tyto kity jsou ufeny ke kvantifikaci s vyuzitim RT - qPCR a jsou azany
na principu TagMan sondy. Pro kazdou reakci jsmeZzgpio 10,5 pl Primer Mix,
12,5ul PCR Reaction Mix a 2ul vzorku. Kazdy vzorek jsmefipravovali v dubletu.
Vzorky jsme pipravili v amplifikacni destéce s 96 jamkami, figkryli specialni folii

a analyzovali pomoci kvantifikatoru nebo LightCycle

amplifikovana

délka amplifikované

ol sekvence sekvence
Quantifiler Human 5p15.33 62 bp
14q11.2 140 bp
Quantifiler Duo
Ypll.3 130 bp

Tabulkac¢. 4 Sekvence amplifikované kity Quantifilduman a QuantifileDuo.

4541 Koncentrace vzorku

V pripact, Ze vySla u izolatu nizka kvantifikaceigtoupili jsme k zkoncentrovani
tohoto izolatu do nizSiho objemu pomoci Microconri@go Microcon 100. Nejprve jsme
vzorek centrifugovali po dobu 10 mitii pychlosti 3000 rpm. Nasledrjsme na membranu
nanesli 20 - 30 ul d#D, nechali jsme Microcon 30 (100) 5 - 10 min sthtgmkojové
teplo€ a po otdeni koStku microconu membranou dolu do nové, sterilni

1,5 ml zkumavky jsme centrifugovali po dobu 1 minrgchlosti 3000 rpm.
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4.5.5 Amplifkace DNA

Amplifikaci jsme provadli vtermocykleru Verity a termocykleru GA 9700
se zlatym nebo hlinikovym bi&em uvnit termocykleru. K amplifikaci jsme pouZzivali
0,2 ml mikrozkumavky. Rprava vzorku pro PCR byla provadh v mistnosti fyzicky
odcklené od mistaifpravy a izolace vzorka od post - PCR zény.

4551 MiniFiler

DNA jsme nejprve amplifikovali pomoci konk vyrabiného kitu MiniFiler.
Tento kit umoauje amplifikaci osmi miniSTR lokus - CSF1PO, FGA, D13S317,
D7S820, D2S1338, D21S11, D16S539, D18S51 + detaddoiavi jedince pomoci genu

pro amelogenin.

Reakci jsme vzdy provétl v objemu 25 pl a pro amplifikaci jednoho vzorku
pomoci kitu MiniFiler jsme vzdy pouzili 10l MiniFiler Master Mix (obsahujiciho i DNA
Taq polymeréazu), ml MiniFiler Primer Set. Zbylych 10 ul byl v reakidolat obsahujici
DNA, ktery byl gipadré doplreny dH,O - podle vysledik kvantifikace. V pipack,
kdy nebyla provedena kvantifikace jsme pouZili 1Gzplatu DNA. Pro pozitivni kontrolu
jsme misto vzorku pouZili pl DNA standardni DNA 007 a pl dH,0, v piipadt negativni
kontroly jsme pouzili jen 10 pl di®.

Na termocykleru jsme pouZili teplotni profil dopdemy vyrobcem kitu:

e (Ovodni denaturace: 95 °C po dobu 11 min,
* 30 cyki:
o denaturace: 20 gi®4 °C,
0 nasedani primér(annealing): 2 minip59 °C,
0 extenzeetzce: 1 min pi 72 °C,
o finalni extenzeetézce: 45 min fi 60 °C,

» zchlazeni a uchovavani. pii 4 °C.
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4552 PowerPlexyY

V pripact ziskani muzské DNA - zji&o pomoci genu pro amelogenin v kitu
MiniFiler, ptipadré kvantifikaci kitem Quantifiler Duo - jsme amplifikali DNA kitem
PowerPlex Y. Pomoci tohoto kitu je mozna amplifikac 11 STR
na chromozomu Y - DYS391, DYS389I, DYS439, DYS3891¥S438, DYS437, DYS19,
DYS392, DYS393, DYS390 a DYS385a/b.

Reakci jsme provati v objemu 25 ul a proifpravu kazdé reakce jsme pouzili
2,5ul PowerPlex Y 10X Primer Pair Mix, 2,5 ul pufru @obtar, 0,5 pl iTag DNA
polymerazy, 9,5 ul dk© a zbylych 10 ul fipadalo na izolat obsahujici DNAfipadré
doplreny dH,O. Jako pozitivni kontrolu jsme pouZzili Oub muzské standardni DNA 9948
a 9,5ul dH,0, pro negativni kontrolu bylo do reakce pouzitqd@H,O.

Na termocykleru jsme pouzili teplotni profil dopdemy vyrobcem Kitu:

e Uvodni denaturace:
o0 95 °C po dobu 11 min,
0 96 °C po dobu 1 min,

e 10 cykh:
o denaturace: 30 gi®4 °C,
o0 nasedani primér ramp29 % na 60 °C, poté 30 & 60 °C,
0 extenzaetzce: ram@3 % na 70 °C, poté 45 $ig0 °C,

e 24 cykh:
o denaturace: 30 @0 °C,
0 nasedani primér ramp29 % na 60 °C, poté 30 & 60 °C,
0 extenzerettzce: ram@3 % na 70 °C, poté 45 & [F0 °C,
o finalni extenzeéetizce: 30 min fi 60 °C,

» zchlazeni a uchovavani. pii 4 °C.

455.3 Yfiler

Druhy komeéné dodavany kit, ktery jsme pouzili pro amplifikacilT8 lokusi
nachazejicich se na chromozomu Y byl kit Yfilertovhto kitu je mozna amplifikovat
celkem 16 Y-STR lokus- DYS456, DYS389], DYS390, DYS389ll, DYS458, DYS19
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DYS385a/b, DYS393, DYS391, DYS439, DYS635 (Y GATA)CDYS392, Y GATA
H4, DYS437, DYS438 a DYS448.

Reakci jsme provati v objemu 25 ul a proifpravu kazdé reakce jsme pouzili
9,54l pufru PCR Reaction Mix, fl smesi primei YFiler Primer Set, 0,461 GoldDNA
Polymerazy. Zbylych 10 pl byl izolat DNA, ktery bykipadré doplreny dHO podle
vysledki kvantifikace. V pipac, kdy nebyla provedena kvantifikace jsme pouZili
10 plizolatu DNA. Pro pozitivni kontrolu jsme mdswzorku pouzili 10 pl muzské
standardni DNA 007, vifpact negativni kontroly jsme pouzili 10 ul d@.

Na termocykleru jsme pouzili teplotni profil dopdemy vyrobcem Kkitu:

e (Ovodni denaturace: 95 °C po dobu 11 min,
* 30 cykih:
o0 denaturace: 1 minip94 °C,
0 nasedani primér(annealing): 1 minip61 °C,
0 extenzaettzce: 1 min g 72 °C,
o finalni extenzeetézce: 80 min fi 60 °C,

» zchlazeni a uchovavani. pii 4 °C.

45.5.4 PowerPlex ESX 17 (EPO1-SE) a PowerPleRIEL7 (EP02-SE)

Pro amplifikaci pomoci kit PowerPlex ESX 17 (EP01-SE) a PowerPlex ESI 17
(EP02-SE) jsme pouzivali reakci v objemu 25 pl. piipravu jedné reakce jsme pouzili
5ul PowerPlex® ESX (ESI) 5X Master Mix a 2,5 plwoPlex® ESX (ESI) 17
10X Primer Pair Mix. Zbylych 17,5 ul jsme doplnizolatem DNA, gipadré dH,O.
Jako pozitivni kontrolu jsme pouzili 0,5 ul stardid@r DNA 9947A a 9,5 ul diD,
pro negativni kontrolu bylo do reakce pouzito 1@H}O.

Oba tyto kity amplifikuji 16 autozomalnich STR Iaku- D22S1045, D2S1338,
D19S433, D3S1358, D2S441, D10S1248, D1S1656, DI,8BA6S539, D12S391,
D21S11, vWA, THO1, SE33, FGA, D8S1179 + gen prolagenin utujici pohlavi. Tyto
lokusy jsou vSak v kazdém kitu zZfemy jinou fluorescetni barvou a maji i odlighdlouhé
amplikony. Ri sowtasném pouziti obow¢hto kit Ize ziskat kombinaci jejich vysledlk
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celkem 12 miniSTR lokus To je umozano riznou délkou amplikain u stejnych STR
v jednotlivych kitech.

Nejprve jsme pouzivali testovaci prototyp kitu ESX- EPO1 17 a ESI 17 - EP02
17. Pozdji jsme jiz pracovali se sériéwyrabinymi kity ESX 17 a ESI 17.

Kity EPO1 - SE a EP02 - SE maji podobny teplotnofipr pouzivany
na termocykleru, liSi se pouze v teglpro nasedani primer

EPO1 - SE

e (Ovodni denaturace: 96 °C po dobu 2 min,
* 30 cyki:
o denaturace: 30 @4 °C,
0 nasedani primér 2 min (i 60 °C,
0 extenzaettzce: 90sph 72 °C,
o finalni extenzeetézce: 45 min fi 60 °C,

» zchlazeni a uchovavani. pii 4 °C.
EPO2 - SE

e (Ovodni denaturace: 96 °C po dobu 2 min,
* 30 cykih:
o denaturace: 30 @4 °C,
0 nasedani primér 2 min i 59 °C,
0 extenzaettzce: 90sph 72 °C,
o finalni extenzeetézce: 45 min fi 60 °C,

» zchlazeni a uchovavani. pii 4 °C.
V piipack kitt ESX 17 a ESI 17 je jiz pouZivany teplotni profibgermocykler sjednocen:

e (Ovodni denaturace: 96 °C po dobu 2 min,
* 30 cyki:
o denaturace: 30 @4 °C,
0 nasedani primér 2 min i 59 °C,
0 extenzaetzce: 90sHh 72 °C,
o finalni extenzeetézce: 45 min fi 60 °C,

» zchlazeni a uchovavani. pii 4 °C.
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4555 Identifiler

Kit Identifiler jsme pouZzivali pro amplifikaci buk@ich sgru, které nam slouzily jako
srovnavaci vzorky pro vyl@eni kontaminace. Tento kit amplifikuje 16 autozomiéh
STR - CSF1PO, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179SB1B D16S539, D18S51,
D21S11, FGA, THO1, TPOX, VWA, D2S1338, D19S433 a&lagenin.

Pro amplifikaci kazdého vzorku pomoci kitu Iden@fi jsme v souladu s pokyny
popsanymi vyrobcem pouzili 9,54 ul pufru PCR Idffleti Reaction Mix, 5 pl swsi
primeri Identifiler Primer Set, 0,46 ul Gold DNA polymeyaa 1 - 10 ul vzorku - podle
vyslé kvantifikace. Jako pozitivni kontrolu jsme uddi 10 pl standardni DNA 007,

jako negativni kontrola bylo pouzivano 10 pl.@H
Na termocykleru jsme pouzivali nasledujici teplgrdfil doporweny vyrobcem kitu:
e Uvodni denaturace: 95 °C po dobu 11 min
e 28 cykii:

denaturace: 1 minip94 °C,

nasedani primér 1 min @i 59 °C,

O O O

extenzerettzce: 1 min p 72 °C,
o finalni extenzeéetizce: 60 min fi 60 °C,

» zchlazeni a uchovavani. pii 4 °C.

4.5.5.6 Pentaplexy miniY lokué

Pro &ely analyzy degradované aDNA jsme si v naSi lab#@iratamichali dva
pentaplexy obsahujici miniY lokusy. Prvni pentapleksahoval systémy DYS446,
DYS444, DYS438, DYS388 a DYS481. Vdruhém byly desy systémy DYS426,
DYS459, DYS392, DYS449 a DYS447 (M#net al., 2009).

PCR reakci jsme provall v objemu 15 pl. Pro kazdou reakci jsme pouZili
1,5 pl pufru Gold Star, 1,5 pl namichanéésinprimefi a 1,5 U Gold DNA polymerazy.
Do 15 ul jsme doplnili vzorek, ifpadré dH,O podle mnozstvi DNA ve vzorku
stanoveném ipkvantifikaci. Pro negativni kontrolu bylo pouzivda 10 pl dHO.

Jako pozitivni kontrolu jsme pouzivali 1 pl stardidrDNA 007 a 9 pul dbD.
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Na termocykleru jsme pouzili nasledujici teplotniofp popsany Vékem
(Vargk et al., 2009):

e (Ovodni denaturace: 95 °C po dobu 11 min,
* 30 cyki:
o denaturace: 30 gi®4 °C,
o nasedani primér 90 s i 59 °C,
0 extenzeetzce: 90sHh 72 °C,
o finalni extenzeetézce: 90 min fi 60 °C,

» zchlazeni a uchovavani. pii 4 °C.

Y STR lokus primer forvard a reverse znaeni citace
TATTTTCAGTCTTGTCCTGTC Hanson and
DS GAGACTCTGTCTGAAGAGAG 6-FAM Ballantyne, 2007
= TCTAAGGGATCCAAAGGCAGAA Hanson and
% DUEAAA GTGTGAACCATTTGGCATGTTTA 6-FAM Ballantyne, 2007
S
g DYS438 TGGGGAATAGTTGAACGGTAA vIC Ayub et al., 2000
o GGCAACAAGAGTGAAACTCCA Park et al., 2007
=
£ GAATTCATGTGAGTTAGCCGTTTAGC
S DYS388 GAGGCGGAGCTTTTAGTGAG VIC Butler et al., 2002
AGGAATGTGGCTAACGCTGT Hanson and
Dl ACAGCTCACCAGAAGGTTGC NED | Ballantyne, 2007
GGTGACAAGACGAGACTTTGTGT Thomas et al.,
DAEAAE CTCAAAGTATGAAAGCATGACCA 6-FAM 1999
= CAGGTGAACTGGGGTAAATAAT Hanson and
b DA TTGAGCAACAGAGCAAGACTTA 6-FAM Ballantyne, 2007
Q.
S
€ DYS392 AAAAGCCAAGAAGGAAAACAAA vIC Schoske et al.,
8 GAAACCTACCAATCCCATTCCTT 2003
>_
£ CTTGCTCTTTTTCTTTTCTCTCTT
c DYS449 GCACTCTAGGTTGGACAACAA VIC Park et al., 2007
GGTCACAGCATGGCTTGGTT i
DYS447 GGGCTTGCTTTGCGTTATCTCT NED Butler et al., 2003

Tabulka¢. 5. Sekvence a zdeni forward primer pouzitych v miniY pentaplexu | a miniY
pentaplexu Il.
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DYS446 DYS444 DYS426  DYS459
i i i i 'l L i i
L] ] ] ) L] L] L] | )
50 1a0 287 315 85 110 136 156
DYS481 DYS447
H M
115 158 200 245
mimY pentaplex I mimY pentaplex IT

Obrazek ¢. 8 Rozsahy (v bp) jednotlivych STR lokusamplifikovanych miniY

pentaplexem | a miniY pentaplexem Il.

Optimalizace koncentrace prinfieminiY pentaplex | a Il

Pred pouZzitim miniY pentapléx| a Il na ,ostré" vzorky, jsme nejprve otestovali
vyvazenost pik pii koncentracich popsanych v litertdu Ve dvou fipadech jsme byl
nizkym, nebo naopak vysokym signalem jednotlivygtémi nuceni koncentraci upravit
(viz tabulkac. 6).

Testovani citlivosti miniY pentapléxna standardni DNA 007 a 9948

Pred pouzitim obou pentaphexa vzorky obsahujici aDNA jsme nejprve otestovali
citlivost na standardni DNA 007 a 9948. Testovaing citlivost naiznych koncentracich
DNA - 250 pg, 100 pg, 50 pg, 25 pg a 12,5 pg DNeé¢ odpovida fiblizné 40, 15, 8, 4
a 2 diploidnim bitkam - gredpoklad 6,6 pg DNA na kiku (Anoruo et al., 2007).
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Y STR lokus | Koneentrace pouzitfch primer citace
jtorure. | MOV

_ DYS446 4,0 4,0 Hanson and Ballantyne, 2007
c%z_ DYS444 10,4 10,4 Hanson and Ballantyne, 2q07
g DYS438 2,0 1,0 Ayub et al., 2000

E DYS388 4,2 4,2 Butler et al., 2002

g DYS481 1,2 1,2 Hanson and Ballantyne, 2007
_ DYS426 0.6 3,0 Thomas et al., 1999

ig_ DYS459 2,8 2,8 Hanson and Ballantyne, 20D7
%i DYS392 14 14 Schoske et al., 2003

Z| Dvysase 5,2 5,2 Park et al., 2007

- DYS447 1,8 1,8 Butler et al., 2002

Tabulka ¢. 6 Koncentrace primér pouzivanych v miniY pentaplexu | a miniY

pentaplexu II.

4.5.6 Purifikace amplifikatu

Jelikoz se ndm po amplifikaci pomoci pentapldxa Il vyskytli ve vysledném
elektroforetogramu artefakty @pobené nedostadtgym peciSténim primefi vyrobcem,

zatali jsme amplifikat pecistovat.

Na pecisteni amplifikatu od zbylych priméra ionti jsme pouzili kit BigDye
XTerminator: 10 pl amplifikatu vznikléhoéhem PCR jsmefidali do gripravené srsi
45 ul SAM™ Solution a 10 pl XTerminat8¥ Solution, inkubovali 30 min za stalého
ttepani a centrifugovali 2 min fip 2000 rpm. Celé igciStovani jsme provai
v 96 jamkové desice. Po pecistetni se DNA nachazela rozptylena v supernatantu
a prebyte&né primery, nukleotidy a iontyistaly nachytany na dnjamky na usazenych
¢asticich.Cast supernatantu jsme poté pouZili pro elektroforéz sekvenatoru.
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4.5.7 Stanoveni genetického profilu

Ke stanoveni genetického profilu jsme pouzilitispoj pro kapilarni
elektroforézu - sekvenator. Vzorky ke genotypizggine gipravovali v 96-jamkove
desttce. U amplifikace pomoci komarich kiti (viz kapitola 4.5.5.1 - 4.5.5.5) jsme
pouzili 2 pl produktu vznikléhodhem PCR a 12 pl Hi-Di formamidu. Urggisténych
produkti PCR vzniklyjch amplifikaci popsanou v kapitole 8.6. jsme misto

12 pl formamidu a 2 pl vzorku pouzili 4 pigdisttného vzorku a 8 pl formamidu.

VSechny vzorky jsme fpd vlastni genotypizaci denaturovali aim
v termocykleru (Verity nebo GA 9700) po dobu 3 nmii teplo& 95°C nasledovanym
prudkym zchlazenim v destie s ledem. Standardni R#ppii nastiku sekvenéatoru bylo
3kV po dobu od 10 sa 30 s.

Kromé produktu PCR a formamidu jsme do vzorkegelektroforézouiali také
vnitini standard. Vninhi standard je délkovy marker, ktery je ozra jinou fluoresceami
barvou nez amplifikované fragmenty DNA vzorku. Temharker vytvéi zietelné piky
reprezentujici fragmenty o zndmémcpobazi v pevé stanovenych intervalech a podle
nich se pak odstaji skut€éné délky zkoumanych alel.fiPamplifikaci pomoci kitu
PowerPlex Y jsme pouzili 1 pl viitiho standardu ILS 600, u &iod vyrobce Applied
Biosystems (MiniFiler, a YFiler) jsme pouzili 0,3 ynitfniho standardu LIZ 500 a u it
ESX (EPO1) a ESI (EP0O2) jsme pouzili 1ul CC5 ILS05WySe popsané mnozstvi
vnitiniho standardu je vzdy vztazeno na jeden vzorekvzbrki po pgecisteni jsme
pouzivali vnitni standard LIZ 500 - testovali jsmi&izna mnoZzstvi, nakonec jsme pouzivali
jen 0,02 - 0,03 ul na jeden vzorek.

Ke kazdému z pouzitych multiplexovych kijsme v kazdém jednotlivémébu
sekvenatoru analyzovali také odpovidajici aleliziefiik. Podle alelického Zétku jsme
odeiitali stanovené profily vzokk tzn. gifazovali jsme konkrétni alely k pikn v

elektroforetogramu.

4.5.8 Vyhodnocovani vzori

Pfi  vyhodnocovéni elektroforetogram ziskanych z analyzy  kapilarni

elektroforézou - sekvenatorem jsme pouZzivali sakwaGeneScan verze 3.7.1 a
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GeneMapper ID-X verze 1.1 (oba Applied Biosystempe)yripac software GeneMarker
verze 1.71 (SoftGenetics LLC).fiPvyhodnocovani s pouzitim prvniho jmenovaného
softwaru (GeneScan) dochazi pouzeikgzeni pozice danému piku. Zbylé dva programy
(GeneMapper a GeneMarker) jiz uniaf automatické porovnani piks alelickym

Zelrikem a pirazenicisla alely.

Kazdy vzorek jsme vzdy vyhodnocovali podle alelloézelsiku, ktery byl
analyzovan sekvenatorem spolu se vzorky a proggitanalyze shodnymi podminkami.

Jako potvrzenou alelu jsme brali aZz alely vyskgiujse nejméh ve dvou
nezavislych izolacich a amplifikacich pomoci danéita, piipadre miniY pentaplexu.
V piipact rozdilnych alel ve dvou izolacich nebyly tyto gldbrany jako vyskytujici

se v daném profilu a byly vgzeny jako artefakty, nebo kontaminace.

Jednotlivé piky byly hodnoceny jak podle svého uyatak podle velikosti.
Z vyhodnocovani byly azeny piky, které byly zalomené, zakulacengpagureé prilis
uzké (spiky), neodpovidaly alelickému Zidn a stuttery. B vyhodnocovani jsme také
meli nastaveny deteaini vySkovy limit pro jednotlivé piky. Vippadt nedosazeni tohoto

limitu nebyl pik hodnocen.

4.5.9 Dekontaming&ni opatieni

Pri izolaci aDNA jsme dodrzovali vSechny dopdené postupy pro zamezeni
vzniku kontaminace ve vzorcich.riFakékoliv manipulaci se vzorky jsme pouzivali
ochranné poricky - rukavice, rousku, ochranny @da ochrannou pokryvku hlavy.

V piipact pripravy vzorki jsme je&t navic pouzivali ochranné navlékaci rukavy.

Pripravu vzorku - zahrnujic€isteni a fezani, mleti vzorku na prasek, izolaci,
kvantifikaci a gipravu PCR jsme vzdyéthli ve fyzicky oddlenych laborattich. PCR
a post - PCR zo0na, kde jsme manipulovali s amphi@nou DNA byla umigha v jiném
pate a genaseni amplifikovanych vzarkz post - PCR do pre - PCR zény bylo zakazano

a tento zakaz byl strikrdodrzovan.

Pfi praci jsme pouZzivali vyhradnaerosol - resistentni jednorazové, sterilni

pipetové Spiky a autoklavem sterilizované zkumavky - 2, 1,520l a dHO.

70



Po ukorteni prace v laboratb byl vzdy povrch pracovni plochy a laminarniho
boxu oSaten desinfe&nim prostedkem Incidur Spray aripravkem DNA Remover, ktery
odstraiuje pripadné zbytky DNA.

45.10 Autentizace vzori

| pres vySe uvedena dekontamina opateni je vznik kontaminace teoreticky
mozny. Z tohoto @ivodu jsme se vSemi nam dostupnymi piedky snazili pipadnou

kontaminaci odhalit.

VSechny ziskané vysledky jsme nejprve porovnali zAgam mezi sebou,
pro zjiseéni moznych pibuzenskych vztaha pro potvrzeni autenticity kazdého z nich.
Nami ziskané STR profily byly dale porovnavany $Sgrofily antropolo@, kteri prisli
do styku se vzorky - Mgr. Pavla Kubalka a RNDr. Mdbockalové, PhD. Oba tyto STR
profily jsme ziskali izolaci bukalniché&t vySe jmenovanych antropolbgV neposledni
fack byly vysledky srovnavany s STR profily koleg laboratde a s narodni databazi
DNA pro zjis&ni, zda nedoslo kipnosu DNA z recentnichiipadi feSenych na KUP

do ndmi analyzovanych vzark

Pri ovéiovani pivodnosti nami ziskanych vzarkisme u kosti¢. 1 pochazejici
z polebist Blucina ¢cast odebrané kosti kontaminovali a #gigali jsme, zda je mozné
kontaminaci detekovat i poc¢dteni a obrouSeni vzorku. Nerozemlety vzorek Kkosti
oroznerech cca 1 x 1 cm jsme kontaminovali pomoci 0,5 ail,O obsahujici
10 pl standardni muzské DNA 9948 (10 ng DNA/ul) & tl dHO obsahujici 10 pl
izolatu bukalniho stu jednoho z koley v laboratéi (u této DNA nebyla znama
koncentrace). Takto kontaminované vzorky jsme nedlyden @i pokojové teplat
v laminarnim boxu. Vzorky jsme omyli tekouci vodauogt nechali tyden vysusSitip
pokojové teplat v laminarnim boxu. Naslednsme vzorky obrousili a rozdrtili v tekutém
dusiku (postup viz kapitola 4.5.1 a 4.5.2). Vzoypye analyzovali pomaoci KitMiniFiler,
ESI, Yfiler, PowerPlex Y a miniY pentapléx a Il.
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5 Vysledky

5.1 Metoda izolace DNA a stanoveni STR profilu mkuSebnich

vzorku

Pro izolaci zkuSebnich vzaikjsme vyzkousSeli metodu popsanou Yangem et al.
(1998) a nasledn Anderungem et al.,, (2008) zaloZzenou na principgsogate DNA
na silikat (viz kapitola 4.5.3.1) a dva@zné protokoly pro izolaci pomoci Chelex 100
(viz kapitola 4.5.3.2). Amplifikaci jsme nejprve weSech pipadech provédi kitem
MiniFiler.

5.1.1 Izolace DNA pomoci Chelex 100 a poly(virpblypyrolidonu)

Izolace DNA ze zkuSebnich vzdrkpomoci 5 % suspenze Chelex nebyla
ani po rgkolika opakovéanich kazdého z obou protaékalsgdna - @i kvantifikaci,
ani pi PCR nedoslo ve vzorku k detekci zadné DNA. &spst izolace nezvysilo
ani pidani PVPP, ktery & ze vzorku odstranit huminové kyseliny a zabrdalt inhibici
nasledné PCR. @it ucinnost PVPP na odstrami huminovych kyselin se nam tedy

vzhledem k negativnimu vysledku izolace pomocileh&00 nepoddo.

5.1.2 lzolace kitem MinElute™ PCR Purification Kit

Izolace DNA z kosterniho a zubniho materialu pomohbto kitu se ukazala jako
velmi &inn4, jelikoz se ndm potllo ziskat plny profil u iti ze ¢ty zkuSebnich
vzorka - dvou vzork kosti a jednoho zubniho vzorku, u kterych jiz byleovedena
extrakce jinou metodou pouzivanou na KUP.&trtého vzorku kosti pochazejiciho
od stejného jedince jako zubni vzorek bylo ampdifik kitem MiniFiler ziskano celkem
6 STR lokud. Na €chto vzorcich jsme si Ugpns owefili tcinnost nami vybrané metody
na vzorky ze zubni i kostni tk&nV nasledujici tabulcé. 7 jsou uvedeny profily, které
byly ziskany dive provedenou analyzou DNA a nami stanovené STdRlyr Ziskané
profily jsou vzhledem k tomu, Ze se jednalo o matesouvisejici s vyS&dvanim trestnych

¢inu zverejnény pod smyslenym ozgianim ZK01, ZK02 a ZK03.
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STR ZK01 ZK01 ZK02 ZK02 ZKO03 ZKO03 ZKO03
pavodni| novy | pavodni| novy |pavodni| novy zub

CSF1PO -- 11/12 -- 10/11 -~ 12 12

FGA 19 19/23 -- 23/25 -- 21/22 21/22
D13S317 -- 12/14 -- 9 -- 8 8
D75S820 -- 10 -- 10/11 -- -- 11/12

amelogeninl XY XY - XY -- XY XY

D251338 -- 17/19 -- 23/24 -- 17/24 17/24
D21S11 30 30 -- 31/32.2 -- 29/32 29/32
D16S539 8/11 8/11 -- 10/11 -- -- 9/12
D18S51 -- 12/13 -- 16/17 -- 14/16 14/16

Tabulka¢.7 Porovnani vysledkziskanych po izolaciitve pouzivanou metodou a izolaci
pomoci kitu Post PCR Purification MinElute kit a@lifikaci kitem MiniFiler.

5.2 Optimalizace miniY pentaplex | a Il

5.2.1 Koncentrace primefi v MiniY pentaplexu | a ll

Pred pouzitim miniY pentaplexu | a Il na vzorky obsagbi aDNA jsme nejprve
otestovali vyvazenost pikjednotlivych Y STR lokus s pouzitim standardni DNA.
Pro gipravu PCR reakce jsme pouZili koncentrace priimmopsané jiz tive v literatute
(viz. tabulka¢.8). U dvou STR lokus byly signaly giliS vysoké/nizké oproti ostatnim
STR lokusim v pentaplexu. Uéthto lokusi jsme upravili koncentrace primgrty jsou

popsany v tabulce. 8.

Y STR lokus koncen"?\fi rFT)l(())lIJ/flli[)yCh primier
popsana nova
DYS438 2.0 o
DYS426 0.6 30

Tabulka¢. 8 Upravena koncentrace primigaro DYS438 a DYS426 v miniY pentaplexech
lall

73



5.2.2 Mnozstvi DNA detekovatelné pomoci miniY pgaplexu | a

Prfi urcovani deteknich limitd jsme u obou pentapléxzjistili, Ze pro stanoveni
aplného profilu postalje 50 pg DNA do jedné reakceii R5 pg standardni DNA jiz

dochéazelo k dropoutu jednotlivych alel. Vice vizéadeke. 9.

M File Edit Projeck Sample: Settings Wiew ‘Windows Help = | B
=Y an 1200 150 180 210 240 270 300 -
5000
4500
3000 7 | 1 I f f
1500 7 | I t ! f
o i) 1 i | )
3B :1_250_BOS_003 fsa / [ 36:1_250_BOS 003 fsaf

O 3v: 1_250:305_003 fsal R :1_250_BOS_00%.fsa !
[EHE 30:1_250_B05_003 f=a ¢

4500
3000 7 ‘ " . ’
1500 - I | | 4 | \ f
] | h! | | ! il il
0 1l i J,-'. ! L& ! }G\
5B :1_100_CO05_005 f=a / [EE 56:1_100_C05 005.fsa i
I 5v:1_100_C05_005.fsa i AR 1_100_C05_005.fsa /
£0:1_100_CO5_005 f=a /
2400
1200 | | !
1200 | | | | i
800 | ! | | |
| ’l 1 | |
] ! ) I W ! Il M
9B :1_50_ED5_009.fsa ¢ [EHE 9G:1_50_ED5 009 fsa !

O QY:I_5D:ED5_DDQ.fsa." aR :1_50_E05_D09 fsa /
[EE 90:1 50 E05 0093/

1 M | J“l | | L

120 :1_25_G05_013.fsa / B 136:1_25_G05_013fsa/
LI  12v:1_25_G05_013.fsa /¢ 12R;1_25_G05_013.fsa /
[EHE 130:1.25 G605 013.fsa’
400 I
L] l L | :
o L 1Y l_,q‘ 1| -5.| | | L
158 :1_12,5_HOS5_015.fsa f EE 1561 12,5 _HO5 015.fsa #
I 15v :1_12.5_H05_015.fsa ¢ 16R : 1_12.6_HO5_D15.f=a &

EE  150:1_12.5_HOS_015.fsa )

Obrazeke. 9 Amplifikace 250 pg, 100 pg, 50 pg, 25 pg a l2gsstandardni DNA 007
pomoci miniY pentaplexu | a naslednégisténi kitem BigDye XTerminatorCervenymi

Sipkami jsou vyzn&na mista alelického dropoutu.

Vzhledem k tomu, Ze byla pro optimalizaci pouzianslardni DNA, kter& na rozdil
od aDNA neobsahuje zlomy a jiné &my v sekvenci, pouzivali jsme pro vzorky
minimalné 100 pg aDNA. | pesto, Ze jsme iip50 pg standardni DNA dostali plny profil,
v pripact pozitivni kontroly jsme pouZzivali také 100 pg DNAoto mnozstvi jsme zvolili
tak, abychom vylotili moZnost vzniku alelického dropoutu a timizpbené znehodnoceni
celé série vzork a abychom népsytili PCR reakci.
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5.2.3 Mnozstvi amplifikatu pouzivané pro genotygaci

Po pgecisteni amplifikatu pentaplek | a Il bylo nutné upravit mnoZzstvi
preciSttného amplifikatu davaného do formamidu pro genasgi Standardh
sevlaborath na KUP pouziva 2 pl negisttného amplifikatu dopkné
12 pl formamidu. Bhem purifikace vSak dojde k odsteam ionti, soli, gebyte&nych
primeri i nukleotidi. Elektrokinetické nasavani vzorku do kapilary sadtoru je tak
velice usnadéno a tim padem se zvysi icianost celého prvniho kroku kapilarni
elektroforézy. Z tohoto /odu neni nutné pouzivat tak velké mnoZstvi ankalifané
DNA jako pri reakci bez pedchozi purifikace.

Pro purifikaci jsme pouzili 10 pl amplifikatu a $8 dalSich reagencii (viz kapitola
4.5.6). Ri tomto rozedni amplifikatu by bylo pdeba do sekvenatoru dat
12 - 14 pl purifikovaného amplifikdtu abychom ddsapiiblizné stejného mnozstvi
amplifikované DNA. Toto mnoZstvi se vSak ukazalkojamadnérné a dochazelo k tomu,
Ze kEhem standardnpouzivaného 30 s a 10 s rfkat do kapilary sekvenatoru, signal
piekrctil hranice deteéniho systému sekvenatoru a nebylo mozné vysledkypadryotit.
NejvyhodrejSi se z hlediska vySky a kvality gikukadzal porar 4 pl pecisttného

amplifikatu a 8 pl formamidu.

V piipact vnitiniho standardu LIZ 500 pro sekvenator jsme, vzimelesnazSimu
elektrokinetickému nasavani vzorku kapilarou, lghké nuceni upravit mnozstvi davané
do jedné reakce. Misto 0,3 pl stand@rdgouzivanych pro kity vyrdmé spolénosti
Applied Biosystems jsme pro jednu reakci pouZilisetkrat zmenSené mnozstvi,
tedy 0,03 ul. Dosahli jsme tak vyvazgiho pongru pika vnitiniho standardu a vlastniho

vzorku v elektroforetogramu.
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5.3 Stanoveni autozomalnich STR profil u vzorki
obsahujicich aDNA

Izolaci DNA u vSech vzork uréenych k aDNA analyze jsme provedli podle
protokolu popsaném v kapitole 4.5.3.%ithost tohoto protokolu jsme si nejprvestili
na kontrolnich vzorcich (vice viz kapitola 5.1.2).

5.3.1 Koncentrace vzorku pomoci AmiconUltra

Pro urychleni prace a snizeni rizika kontaminaceejs/ pfibéhu prace zkusili
pouzit koncentratory AmiconUltra (postup viz kafat@. 4.5.3.1), kterymi jsme sniZili
objem izol&ni reakce z cca 5 ml na 500 pfeBpokladali jsme, Ze obsah aDNA v izolatu
zastane stejny, fpadre se minimalg snizi. BohuZel se tato cesta ukazala pouze jako
rychlejSi varianta izolace. Co se tyka mnozstviahdavané DNA, to bylo podle provedené
kvantifikace DNA rkolikrat nizsi (v ptiméru 5,2 krat nizsi) nezippouziti klasického
protokolu. Vzhledem ktak velkym ztratam ve &#riosti aDNA nebyl tento postup
pii dalSi praci vyuzit. Vysledky kvantifikace izolatziskaného s pouZzitim a bez pouziti
koncentratoru AmiconUltra jsou zaznamenany Vv nagied tabulce ¢. 9. Jelikoz
se kvantifikace provadi vzdy v dubletech pro jetimétvzorky, jsou vzdy uvedeny &b
ziskané hodnoty.

Vysledky kvantifikace | Predikované mnoZstvi
(hodnota Ct) DNA ve vzorku
vzorek bez pouziti 35,49 0,070 ngil
koncentratoru 35,43 0,073 ngll
vzorek po pouziti 38,23 0,012 ngul
koncentratoru 37,49 0,019 ngul

Tabulka¢. 9 Porovnani mnozstvi DNA po izolaci bez pouzdh&entratoru AmiconUltra a

s jeho pouzitim (jedna se o izolat z femuru novenaz z hradu Rokstejn).
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5.3.2 Amplifikace vzorku obsahujicich aDNA

Po izolaci vzorky proSly kvantifikaci (vysledky vigiloha ¢. 9.3). Pokud bylo
pomoci kvantifikace mozné detekovat DNA nasledoaagplifikace vzorku. Nejprve jsme
vzdy provadli amplifikaci kitem MiniFiler, ktery obsahuje 8 miSTR lokus + detekci
pohlavi jedince pomoci amelogeninu. Celkem jsmeloimi aDNA ze vzork
pochézejicich od 35 jedifiz miznych poliebid (vice viz kapitola 4.3). UsSns se nam
poddilo amplifikovat aDNA u 19 z nich, kde jsme téihnwzdy ziskali vSech 8 miniSTR
lokusi. V piipact 4 jedindi se jednalo o Zenské pohlavi, v ostatnich ZXfpagulech
o pohlavi muzské. V tabulee 10 jsou zaznamenany jednotlivé STR profily naspsans
analyzovanych jediric ziskané kitem MiniFiler. Na obrazk&é 10 je uveden fjklad
ziskanych elektroforetogram v obou pipadech bylo ziskany alely ve vSech 8 miniSTR
lokusech, které jsme analyzovali a amplifikovaly @lg¢ alely amelogeninu (v obou
piipadech se jednalo o muze).
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| ujm f' !ﬂﬂ ;":
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178 ;1_ROKSTEINZ-MIKRO_COZ f5a / HE 176 1_ROKSTEINZ-MIKRO_COZ f5a
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1200 | l

1500 | ‘

1200 | h ‘ ‘
|

o00 |
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I J’ L\I i ‘J I‘. | & Iffl‘.

1B - 1_ZUBI4-1ul_FO1 fsa / EE 316 1_ZUB14fu_FO1 fsa )
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Obrazeke. 10 Amplifikace kitem MiniFiler u novorozence zaldlu RokStejn a zubt 14.
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=
s | 2| 8§ |2 |2l g |3 |6 |
g a) a a) a a) a O

Zub 5 XY | 16/21 | 29/31.2| 10/11 10 9/11 13/24 11/12 22

Zub 6 XX | 23/24 31.2 8/9 11/12 11/13 17 10 20}

Zub 8 XY 25 28 11 11/12 12 11/19 10/11 20
Zub 12 XY -- 29/30 8/12 9/11 13 14 11 20/2}1
Zub 13 XY 25 26/29 9/11 | 10/12 11 14/16 11 19/43
Zub 14 XY | 17/28 | 29/32.2| 9/11 9 11/13] 12/22 11/12 22/34
Zub 15 XY | 18/22 30 9/12 8/12 11/12 14/18 11/12  19/31
Zub 16 XY | 11/24 28 8/9 10/13| 11/12 12/13 10 21/35
Zub17 | XY | 20/23 | 28/332| 11 | 810 1112 15/1B 13/14 18/p2
Zub18 | XY | 20 | 2930 | 912 | 11 | 90| 1317 11| 2UR
Zub 20 XY 23 30 12/13 9 11/12| 14/18 10/12 17/
Zub 23 XX | 17/20 28/29 11 8/9 12 16/18 12/13 20/41
Zub 25 XY 19 30 9/11 8/10 11 12/14 11/12 20
Zub 27 XY -- 28/31 11/12 -- 11/13 16 10 --
Zub 28 XY | 19/20 ?:;2?2/ 9/11 9/10 9/11 12/17 12 19/2p
Zub 29 XX 17 28/29 12 11/12| 11/14| 15/17 10/12 20
Zub 30 XY | 14/16 29/30 9/12 10 12/13 12/14 -- --
Rokstejn | XY | 19/21 29/30 12 9/10 12 12/18 10/1p 19
Kosté. 1 | XX | 17/19 28/30 10/11] 8/10 8/12 12/1y 11 20/26

Tabulka¢. 10 Vysledné profily jedincé. 5, 6, 8, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 20, 23, 25, 2
28, 29 a 30 od spalrosti Labrys, novorozence z hradu RoksStejn a kbsti z nalezigt
Blucina, ziskané po amplifikaci kitem MiniFiler.

Pokud bylo v izolatu dostateé mnozstvi aDNA pro dalSi analyzu, pakreali
jsme amplifikaci autozomélnich STR pomoctikiSX (EP01) a ESI (EP02). JelikoZ oba

tyto kity amplifikuji stejné STR, jen v jiném padi, je mozné vysledky amplifikace
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kombinovat. Kontrola vysledks kitem MiniFiler probihala pomoci¢p shodnych STR
lokusia. F¥i porovnavani vysledk nebyly mezi jedinci pochéazejici ze stejného ipbist
zaznamenany zadné mozngébpzenské vztahy. Vysledky této analyzy jsou zaarany

v tabulkach®. 11 a 12.

STR Zub 5 Zub8 | Zub12 | Zub13 | Zub15 | Zub 18 | Zub 20
Amelogenin] XY XY XY XY XY XY XY
D3S1358 14/15 14/18 14/17 14/16 16/17 14/14 14/1p
THO1 6/9.3 9/9.3 8 8/9.3 8/9.3 6/9 9.3
D21S11 | 29/31.2 | 28/31.2 29/30 26/29 30 29/3( 30
D18S51 13/14 11/19 14 14/16 14/18 13/17 14/1$
D10S1248] 13/17 15/16 14/16 13/14 13 14/15 14/1%
D1S1656 | 15/18.3 12/15 | 15.3/173 16.3 12 18.3 14
D2S1338 16/20 25 -- 25 18/22 20 23
D16S539 9/11 12 13 11 10/11 9/10 11/12
D22S1045] 15/17 15/16 15/16 15 15/16 11/14 16
VWA 18 15/17 14/17 18 15/18 15/17 15/1]
D8S1179 14 12/15 10/15 13 11/15 12/13 12/13
FGA 22[22.2 20 20/21 19/21 20/21.2 21/23 17/2h
D25441 11 10/14 10/11 11/14 11 11/15 11/14
D12S391 17 19/20 18//22 18 18/19 21 17
D19S433 14/15 13/14 12/14 13/14| 14/15/16.2 14 --
SE33 -- 16 28.2/29.2 16 16 19/20 8/36

Tabulka¢. 11 Vysledky amplifikace kity ESX a ESI u jediin¢. 5, 8, 12, 13, 15, 18 a 20.
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STR Zub 23 Zub 25 Zub 27 Zub 28 Zub 29 Kost ¢.1
Amelogenin XX XY XY XY XX XX
D3S1358 14/15 15/17 16 15/16/18 15/16 15/16
THO1 6 6 9.3 8/9.3 7/9.3 7/9
D21S11 28/29 30 28/31 32.2/33.2 28/29 28/30
D18S51 16/18 12/14 16 12/17 15/17 12/17
D10S1248 14/16 14 13 13 13/15 13/14
D1S1656 12 11/12 - 16/16.3 12 12/17
D2S1338 17/20 19/25 16/19 19/20 17 17/19
D16S539 12 11 11/13 9/11 11/14 8/12
D22S1045 15/16 15 11 15/16/17 15/16 14/16
VWA 15 16/17 17 16/17 14/16 16/17
D8S1179 12/13 11/13 14 13/14 10/14 13
FGA 20/21 20 -- 19/20 20 20/26
D2S441 10/11 14 11 10/14 10/11.3 11/11.3
D12S391 17/21 17/21 -- 15/23 17.3/20 15/18
D19S433 13/14 13/16 -- 15 14 15
SE33 -- -- -- - 19/20 15/22.2

Tabulka¢. 12 Vysledky amplifikace kity ESX a ESI u jedin¢. 23, 25, 27, 28, 29
a kostic. 1.

5.4 Amplifikace STR nalézajicich se na chromozamY

V pripac, Ze nam opakov&nukazoval amelogenin na muze, amplifikovali jsme
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JelikoZ nejsou oba tyto kontei kity zangreny specialés na analyzu aDNA tak
obsahuji i STR lokusy delSi nez 300 bp, které fsmou nebyvaji u aDNA fitomné.
To se nam u &Siny vzorki potvrdilo a Y - STR lokusy nachéazejici se okolartice
300 bp nebyly aniifp nékolika opakovanich uggre amplifikovany. Vyhodou kombinace
téchto dvou kit od konkuretinich vyrob@ je moznost potvrzeni vysletlku 11 Y - STR,
které jsou spolmé v oboudchto kitech.

V piipact amplifikace pomoci miniY pentaplexu | a I, jsméskali u jedenacti
jedinail alely ve vSech, respektive téfmve vSech nami amplifikovanych lokusech.
U zbylych ¢tyrech jeding jsme amplifikaci ziskali maximainé amplifikovanych lokus.
Vysledky této analyzy Y chromozomu jsou shrnutyabulkach¢. 13 a 14. V fipad
DYS426 nejsou vtabulkach uwvad/ alely, ale pozice jednotlivych pik
v elektroforetogramu. Je to z tohavibdu, Ze jsme ne#hi k dispozici referenni data pro

pozice jednotlivych alel nachazejicich se v torotabu.

Y STR Zub5 | Zub 8 | Zub 12 | Zub 13 | Zub 14 | Zub 15| Zub 16 | Zub 17
DYS446 13 14 13 22 13 13 13 12
5 DYS444 12 14 10 13 14 13 14 13
S
% DYS438 12 11 10 10 11 10 11 --
Q
E DYS388 12 12 13 13 12 13 12 12
DYS481 24 24 31 21 25 31 25 22
DYS426 | 91,05| 90,96 88,55 88,77 91,36 88,84 91,38 91M1
g DYS459 9/10 9/10 8/10 9/10 9/10 9/10 9/1@ 9/1(
=3
% DYS392 13 11 11 11 11 11 11 10
Q
E DYS449 29 - 30 30 32 28 31 29
= DYS447 24 23 - 23 23 25 23 24

Tabulka¢. 13 Vysledné alely ziskané amplifikaci pomoci rdipentaplex | a Il u jeding
¢.5,8,12,13, 14, 15,16 a 17.
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YSTR | zub 18| Zub 20 | Zub 25 | Zub 27 | Zub 28 | Zub 30 | Rokétejn
DYS446 13 13 13 12 16/17 13 12
x| Dvsa4s | 12 13 12 13 14 - -
°
IS
c | Dysass 12 11 12 12 17 11 12
o
>
£ | ovsses 12 12 12 - - - 12
DYS481 23 25 22 - - - 25
Dysa2e | 9165 | 9147| 9159 8868 91,78 916 o1.8p
g pysaso | 910 | 9110 | 90| 810 9 - -
=
£ | Dysso2 12 11 13 13 18 12 11
o
>
= | Dysaa9 29 32 29 - - - -
s
DYS447 25 23 25 - - - -

Tabulka¢. 14 Vysledné alely ziskané amplifikaci pomoci rdipentaplex | a Il u jeding

¢. 18, 20, 25, 27, 28, 30 a novorozence z hradu tepks

V pripact amplifikace komeamimi kity PowerPlex Y a Yfiler se nam padila
pouze u dvou jediric amplifikovat vSechny lokusy. U ostatnich jedinezdy chyklo
n¢kolik lokusi, které vzhledem k pra¥égodobné fragmentaci DNA nebylo mozné

amplifikovat. Tyto chyBjici produkty PCR se é&Sinou nachazely v oblasti mezi

200 - 300 bp.

Pfi obdrZzeni dostateého pdtu Y - STR jsme provedli geni Y - haploskupiny
pomoci on - line dostupného programu HaplogroupliPter. Nefastji se nam vyskytla
haploskupina R - celkem d&vjedindi (R1a v @ti ptipadech a R1b vé&tyiech gipadech),
nasledovala haploskupina | - dva jedinci a G - feplinec. U vzork s malym pétem
uréenych Y - STR lokus nebylo utovani haploskupin vzhledem k nizkému procentu

pravdpodobnosti provamho. Tyto vysledky koreluji i s dneSnim vyskytemrjedivych
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AR 1

haploskupin \Ceské republice - nejroagisji je haploskupina R (R1a - vychodoevropsky
i R1b - zapadoevropsky upod), malo frekventované potom haploskupiny |1 a G
(haploskupina G se vyskytuje v Eviop 1 - 10 % muzské populace, nejréesijsi je

u populace kavkazské (Athey, 2007), haploskupirse Iv Evrop vyskytuje ve ¥tSim
zastoupenifedevsim v severnich oblastech -ifldpd ve Svédsku — viz obrazek2).

Vysledky amplifikace kity PowerPlex Y a YFiler acené haploskupiny jsou

zaznamenany v tabulka¢hl15 a 16.

Y-STR Zub5 | Zub 8 | Zub 12 | Zub 13 | Zub 14 | Zub 15 | Zub 16 | Zub 17
DYS456 16 - - 15 17 - 17 14
DYS389I 13 13 13 12 13 12 13 13
DYS390 23 25 24 22 25 24 25 --
DYS389ll 29 29 30/31 28/30 29 29 -- --
DYS458 17 - - 16 16 -- 16 17

DYS19 14 15 16 15 16 -- 16 14

DYS385a/b 11/14 11/15 14/15 14 11/14 15 11/14 11/34

DYS393 13 13 13 14 13 13 13 13
DYS391 11 10 11 10 10 11 10 11
DYS439 12 11 - - 11 -- 12 15
DYS635 23 -- -- -- 23 -- 23 --
DYS392 13 11 11 11 11 11 -- 10
Y GATA H4 11 -- -- 12 12 -- 12 12
DYS437 15 14 15 16 14 15 14 15
DYS438 12 11 10 10 11 10 11 12
DYS448 19 - -- -- 20 -- 20 --
Y-haploskupina] R1b Rla I2a G2a Rla I2a Rla R1b

Tabulka ¢. 15 Vysledky amplifikace STR loktisna Y chromozomu pomoci kit
PowerPlex Y a Yfiler u zub5, 8, 12, 13, 14, 15, 16 a 17 od spalssti Labrys.
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Y-STR Zub 18 | Zub 20 | Zub 25 | Zub 27 | Zub 28 | Zub 30 | Rokstejn
DYS456 16 17 15 - -- -- 16
DYS389I 13 13 14 13 13/14 13 13
DYS390 24 -- 23 23 -- 12/14 25
DYS389ll 29 32 -- -- 25 31 30
DYS458 19 17 17 -- -- -- 16
DYS19 14 -- -- 15 16 16 17
DYS385a/b 11/14 11/14 11/14 16 -- -- 10
DYS393 13 13 13 12/13 12 13 13
DYS391 11 10 11 10 10 11 10
DYS439 -- -- -- -- -- -- 12
DYS635 -- -- -- -- -- -- 23
DYS392 12 11/13 13 13 13 -- --
Y GATA H4 12 12 12 -- -- -- 12
DYS437 15 14 15 14/17 -- -- 14
DYS438 12 11 12 8/10/12 10/11 -- 12
DYS448 - - - - - - -
Y-haploskupina R1b Rla R1b Rla
Tabulka ¢. 16 Vysledky amplifikace STR loktisna Y chromozomu pomoci kit

PowerPlex Y a Yfiler u jedinc ¢. 18, 20, 25, 27, 28 a 30 od spwlesti Labrys

a novorozence z hradu Rokstejn.
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5.5 Porovnavani morfologicky a geneticky ziskam® pohlavi

U tiinacti jedindi, od kterych jsme #i vzorky od spolénosti Labrys, jsme it
moznost porovnat vysledky morfologického odhaduladhs nami geneticky genymi
vysledky. U dalSich i nami Usgsre urcenych jediné se jednalo o i, u kterych nebylo
morfologické uéeni pohlavi provatho, proto nemohlo dojit ani ke srovnani obou metod.
U jedenacti ze finacti porovnavanych jediic jsme dosahli shody - tedy v 84%
srovnavanych ifipadi. U zbylych dvou jedint se morfologické a genetickéceni pohlavi
liSi - v piipact jedince¢. 17. bylo pohlavi morfologicky odhadnuto jako Zematimco
podle amelogeninu vySel muz a tigact jedincec¢. 6 byl vysledek opany - morfologie

ukazovala na muZze, zatimco amelogenin na Zenu.

5.6 Usgsnost analyzy aDNA

Celkem se nam potilo izolovat a analyzovat aDNA u 19 jedihz celkového
poctu 35, tedy u 54% analyzovanych jedin@e zubnich vzork jsme UspSre izolovali
aDNA u 53% jeding (celkem jsme i k dispozici zubni vzorky od 30 jedificanalyza
byla UsgsSna v 16 fipadech). U kosternich vzarkjsme uspSre analyzovali aDNA
ve 42% procentech @ jsme k dispozici kosterni vzorky od 7 jedina usgsSna byla
analyza ve 3 iipadech). Ve dvouifpadech jsme #ii k dispozici zubni i kosterni vzorek
od téhoz jedince - aDNA se nam ptittaanalyzovat pouze vifpad jednoho jedince,

a to ze vzorku skalni kosti.

5.7 Owrovani vysledki

Po srovnani nami ziskanych vyslédk STR profily osob, které mohlyipadré
vzorky kontaminovat - pracovniky labor&toa antropology, ktése vzorky manipulovali,
jsme vylouili tyto osoby jako moznégvodce kontaminace. Pouze v jednoippd jsme
nasli shodu s mym STR profilem. Vzorek, ktery bgktb kontaminovan byl z dalSich

analyz vyloden a nebyl zahrnut do katreého vyhodnoceni vysledk

STR profily, se kterymi jsme srovnavali ndmi zis&awysledky jsou uvedeny
v tabulkach 17A, 17B, 18 a 19 vilpze ¢. 9.2. Ani v fipadt srovnani vysledk s narodni
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databazi DNA, obsahujici vSechny STR profily zigkae vzork, které proSly analyzou
na KUP, jsme neziskali shodu. Vysledné STR prafiigly nejsou kontaminovany DNA

pochazejici z recentnich zditdpNA.

Pri ovérovani moznosti kontaminace exogenni DNA jsme uikost z poliebisg
Blucina ziskali amplifikaci kitem PowerPlex ESI pouz®fp, ktery byl jiz dive z této
kosti izolovan. Tento profil nevykazoval anitip amplifikaci kity uenymi
pro analyzu Y - STR Zadné znamky kontaminace muZskNA - nedoSlo k zadné

amplifikaci alel nachézejicich se na chromozomu Y.
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6 Diskuse

6.1 Dekontamin&ni opatiFeni

P praci se vzorky obsahujicimi aDNA jsme dodrzovdi diive doporgované
postupy pro zabra&ni vzniku kontaminace cizorodou DNA. Tato kontancmase nam
vyskytla pouze jednou - kontaminace mou DNA - vkdegl okamZzit vyiazen a jiz s nim

nebylo dale manipulovano.

Pro owtreni mozného rizika kontaminaceiwtjSi manipulaci na mistnalezu
ostatki jsme owtovali moznost kontaminaceiipmyti a ¢iSténi ostatk. Z nami
provedeného pokusu vyplynulo, Ze jsme veSkerou aoimujici novodobou DNA
odstranili omytim v tekouci va&d a naslednym ikladnym obrouSenim povrchu.
Nepotvrdila se nam publikovana data (Gilbert et 2005; Gilbert et al., 2006; Sampietro
et al., 2006), kde byl krokisteni a myti vzorku ozngen jako nejvice rizikovy z hlediska
mozné kontaminace vzarkecentni DNA.

6.2 lzolace DNA

Pri testovani metod vhodnych pro izolaci aDNA jsmkojanejvhodgjSi metodu
oznaili dekalcifikaci snmési EDTA/SDS/proteindza K s naslednou izolaci a fiaGi
kitem MinElute™ PCR Purification Kit, zaloZeném pancipu izolace adsorpci DNA
na silikat. Tento postup izolace byl jako nejvyngShozn&en i v odbornychilancich,
které jsou publikovany v séasné dob (Lee et al., 2010). Tento &pob izolace se ukazal
nejen jako velice vyhodny svou vysokou vynosnogiADoproti jinym typim izolace,
ale i jako velice dobry Zisob jak vzorek zarovepurifikovat (Lee et al., 2010). Oproti
puvodnimu popsanému protokolu (Yang et al, 1998) jpim@asi praci zvysili mnozstvi
odebiraného supernatantu obsahujiciho aDNAvpgnich 500 pl na maximalni mozné
odebiratelné mnozstvi (cca 800 - 900 ul). Timtok&m jsme zvysili pravipodobnost
izolace aDNA a mnoZzstvi, které bylo ze 70 - 100vwngrku izolovano.

Podle informaci od vyrobce by kolonka pouzivana igaaci nela byt schopna
ve své membranzadrzet fragmenty dlouhé 70 bp - 4 kbp (MinElutenHbook). Spodni
hranice 70 bp pk vyhovuje nami provashym analyzam, kde ma teoreticky nejkratSi
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amplifikovany produkt délku 85 nukleotidKratSi fragmenty DNA jsou z tohotaigbdu
pro amplifikaci nevyuzitelné a proto nam nevadicjejnezachyceni v membrakolonky.
Vyrobce také udava navratnost DNA pluci z kolonky okolo 80%. Tento faktihe byt
davodem neusfchu v gipadech, kdy mohlo byt ve vzorkuifmmno jen velice malé
mnozstvi DNA. Na tuto skuteost je nutné se zatfit v budoucich studiich,
aby jiz nedochazelo k tak velkym ztrdtdm aDN#hjgji izolaci a purifikaci.

Koncentrace sisi PB pufru a supernatantu ziskaného dekalcifikaorku pomoci
koncentratok AmiconUltra se v naSentipadct neukazala vzhledem ke zgaiasti DNA,
na rozdil od prace \nka (Varek et al., 2009) jakoifinosna. V pipad prace s recentnimi
vzorky, kde je pedpoklad ¥tSiho mnoZstvi, DNA by tento krok mohl urychlit o8l
analyzu. Obeah ale tento krok nelze dopatiti pro praci se vzorky, kde jergdpoklad

velice malého mnozZstvi vysoce degradované DNA.

Izolace suspenzi Chelex 100 nedavdldgstovani pozitivni vysledky, proto nebyla
pii izolaci aDNA vyuzita. | pes to, Ze v publikovanyctlancich (Newman et al., 2002;
Woodward et al., 1994) doséhli vysokédarosti DNA, v gipact ndmi provedené izolace
DNA na zkusSebnich vzorcich seinost gchto protokol nepotvrdila. Bi¢in maze byt
hned rkolik - DNA nebyla ve vzorcichtbec gitomna, mnozstvi DNA obsazenégchto
vzorcich bylo piliS malé, nebo nedoSlo¢hem izolace k uvokni DNA. Vzhledem
k GsSnosti izolgniho protokolu s vyuzitim kitu MinElute™ PCR Pucgition Kit
a za pouziti fblizné trojnasobs mensiho mnozstvi vzorku se prvni moznost jevi
k uvolréni DNA do roztoku vbec nedoSlo. Tomuto faktu by nadvovalo i to,
Ze qiizolaci DNA z kosterniho/zubniho materialu doch&alekalcifikaci a uvalovani
DNA pramérné béhem 12 - 24 hod. Vifpacdt jednoho z pouzitych protokin(\WWoodward
et al., 1994) nebyas na dekalcifikaci a uvaini DNA dostateén¢ dlouhy, navic nebyla
pouzita proteindza K, ktera by ¢ém bhem izolace na&pit proteiny a pomaoci
tak uvohovat DNA ze vzorku. U druhého protokolu (Newmarlet 2002) by¢asovy usek
pouzity pro delkacifikaci @l jiz byt dostaténé dlouhy, nebyla vSak pouzita obvykla
teplota inkubace okolo 55 - 56°C, ale teplota zagSea 65°C a ap nebyla do protokolu
zahrnuta proteinaza K, coZz mohlaispbit nedsgch.
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6.3 Amplifikace DNA

Pri amplifikaci se jako nevyhodjsi z hlediska mnozstvi obdrzenych STR lakus
ukazala kombinace komariho kitu MiniFiler, ktery amplifikuje 8 autozomabh
miniSTR lokusi a ndmi pipravené miniY pentaplexy. Dagtové analyzy jsme provéli
komegnimi kity ESX, ESI pro amplifikaci autozomalnich BTa Yfiler a PowerPlex Y,
pro amplifikaci STR nalézajicich se na chromozomuAmplifikace kazdého vzorku byla
vzdy opakovana nejmén dvakrat. B amplifikaci se nam stavalo, v souladu
s publikovanou literaturou (Paabo et al., 1989)byly amplifikovany pedevSim kratSi
lokusy DNA v délce do 300 bp. U lokiugpohybujicich se svym rozsahem v této oblasti
(250 - 300 bp)c¢asto dochazelo k alelickému dropoutu. Z tohofovodlu byla kazda
amplifikace, pedevsim komenimi kity nékolikrat opakovana, abychom mohli vykiu
piitomnost artefakit vznikajicich Bhem amplifikace.

6.4 Hodnoceni vysledik

Jak jiz bylo zmigno vySe, kazda izolace a amplifikace byla pro vadi
opakovana nejmén dvakrat. VSechny nami ziejnéné vysledky proSli vzajemnym
porovnavanim se ziskanymi profily antropalog koled v laboratdi, abychom vylodili
piipadnou kontaminaci. Ziskané STR profily analyzgednjedind nebyly navzajem
shodné a neshodovali se ani s STR profily pracdvidkoratde. Z €chto divodi jsme
vylowcili jak moznost cross kontaminace mezi vzorky n@@ma tak i moznost

kontaminace cizorodou DNA.

Ve dvou pgipadech jsme i moZnost porovnat dinnost nami pouzivaného
izolacniho protokolu na kosterni (kost skalni) i zubnbnek téhoZz jedince. V jednom
z téchto pipadi (jedinec¢. 17) byla analyza aDNA z kosterniho vzorku &&s@. Tato
skut&nost je v rozporu &stym a jist opravrenym tvrzenim, Ze jsou zubni vzorky,
vzhledem k ochrarinsklovinou (Oota et al., 1995), lepSizdrojem aDNA (Gilbert et al.,
2006; Sampietro et al., 2006). Naopak jsme timokgzali, Ze mnozstvi zachovalé aDNA
se mize liSit, gedevSim vlivem okolniho prastdi (které neustéletipobi na ostatky),

i v ramci jednotlivych¢asti skeletu daného jedince. Toto tvrzeni s&sjog plati i pro
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jedince nalézajici se na jednom pethisti, gipadré v jednom hrob (jak mizeme vidt
nagiklad u jediné ¢. 16 a 19).

Pri zpétném porovnavani vysledkziskanych aDNA analyzou ze zubniho vzorku
jedince ¢ 17 jsme zjistili, Ze i vtomto ffpadt byl ziskan ¢ast&€ny profil DNA,
odpovidajici profilu ziskanému pagdze vzorku kosti. Tento profil vSak nebyl dostate&
kvalitni na to, abychom ho povazovali za &8p analyzovany vzorek. Najdou se vSak
i prace, publikujici vysledky, které jsou jiz navpr pohled vysledkem artefaktpii
amplifikaci, gipadré vrejSi kontaminace. Jakariglad mizeme uvést praci publikovanou
v roce 2005 (Ricaut et al., 2005), ve které jsobligovany vysledky #kolika izolaci
a amplifikaci téhoz vzorku - napu prvni izolace jednoho vzorku vipadt STR VWA
amplifikovali kitem AmpFISTR Profiler Plus alelu 14, vifpads druhé izolace alely
11/12/13/17, v fipack STR D21S11 z prvni izolace amplifikovali alelu 29zolace druhé
alelu 30.2 a zieti izolace alelu 29.1. Zc¢hto publikovanych Gdajje jasné, Ze s nejedna

o vysledky, které by bylyd&rohodné

Nami provadna analyza byla ugpna celkem u 54% jedific V ostatnich
piipadech sendm nepoddlo opakovar z nékolika izolaci ziskat shodné vysledky,
z tohoto divodu zde nejsou tyt@ast&né profily uvadny jako UsgsSné analyzované.
Dostatény paiet Y STR loku§ po ugeni haploskupiny jsme ziskali u 12 jedinc
muzského pohlavi. Nezjistili jsme Zadnou haploskupktera by se na naSem Uzerirk
nevyskytovala.

UspsSnost s jakou jsme analyzovali vzorky obsahujicNADjsme v porovnani
s jinymi autory hodnotili jako velice uspokojivodlapriklad Ricaut (Ricaut et al., 2005)
neziskal analyzou 10 jediincze 4. - 10. stoleti n.l. té&h zadné vysledky ip analyze
jaderné aDNA. Stone a Stoneking (Stone and StogekitP99) dosahli pouze
15% UspsSnosti pi analyze jaderné aDNA u jedincze 700 let starého piabiSe.
Gotherstrom (Gotherstrom et al., 2002) izoloval efadu aDNA ve 29% fijpadi
(12 ze 42), st jim pouzivanych vzoik se pohybuje od doby Zelezné az po 750 let n. I.
Naproti tomu nafiklad Keyser-Tracqui (Keyser-Tracqui et al., 2008)sahla térs
80% uspsSnosti analyzy jaderné aDNA u jedingriblizn¢ 2000 let starych a Vahk
(Varek et al., 2009) @ pii izolaci jaderné aDNA u jediric ze 7. stoleti n. |I.
100% uspsnost. Takovato ugpnost je vSakipanalyze jaderné aDNA spiSe vyjimkou.
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ZvySeni uspsnosti bychom mohli dosdhnoutiaaenim analyzy mtDNA, ktera se
v bunkach vyskytuje v mnohonasobrvétSim mnozstvi nez DNA jaderna. Ve studiich,
které byly provadny se uspdnost izolace mtDNAasto pohybuje nad 70% (Stone and
Stoneking, 1999). Jistou nevyhodou je vSak pouzénwost z#azeni jedince do tité
MtDNA haploskupiny. Na rozdil od analyzy jaderné i pii analyze mtDNA weni
piibuznosti (vzhledem ke #pobu @di¢nosti), mozné jen po maske linii.

Shodu morfologického a geneticky¢aného pohlavi jsme zaznamenali v jedenacti
srovnavanych fjpadech, neshodu ve dvou. Tato neshoda by mohigad jedincec. 6,
kdy jsme geneticky @ili Zenu, vzniknout vlivem alelického dropoutu aleY. Tuto
moznost jsme ale vyvrétili pokusem amplifikovatttemzorek pomoci miniY pentapléx
kdy nedoSlo k amplifikaci Zadné alely nachéazejécha chromozomu Y.
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7  Zawr

Béhem zpracovavani této prace se nantsigppoddilo analyzovat recentni DNA
ze vSechdétyt zkuSebnich vzorfk a aDNA u devatenacti jedificz celkového pétu
tiicetipéti, které jsme rdli pii zpracovavani prace k dispozici¢chto vysledk jsme
dosahli izolaci komeén¢ dostupnym kitem MinElute™ PCR Purification Kit aaeném
na principu izolace adsorpci DNA na silikat. Vztdedk rozdilnému stajedinail a mistu
pohibeni jsme tuto Ugnost vyhodnotili jako velice uspokojivou. WSpost extraéniho
protokolu u zubnich vzotk ¢inila 53%, u vzork z kosti 42%. Nerizeme vSak pka
porovnat @innost izolace na vzorky pochazejici ze zubni naisterni tkag, jelikoz jsme

zpracovavali celkentitet zubnich vzonk a jen 7 vzork kosti.

Pri amplifikaci izolati z historického materidlu se nam velice @kio pouziti
miniSTR lokus - jak komeénich kiti, tak nami namichanych miniY pentapie¥okud se
nachézely v izolatu fragmenty DNA v rozmezi od 1di® 300 bp v jinak neporuSeném
stavu, byli jsme schopni je amplifikovat.

Nejvyssi uspsnost jsme fedpokladali u vzonk pochazejicich ze 17. stoleti, coz
se kEhem prace nepotvrdilo, z celkovéhatposedmi jeding jsme Gspsne analyzovali jen
tii - 37,5% uspSnost. O mnoho UgprejSi jsme ale byli v fipad vzorki z 12. (lokalita
Brevnov) a 10. - 12. stoleti (lokalita Zbuzany), ksime dosahli usgEnosti 100% a 60 %.
NejveétSim usgchem celé prace je analyza aDNA z kosti, kterd geovna do doby
laténske, tedyiiiblizné 2200 staré. Izolat aDNA z této kosti byl veliceaktni a podélo
se nam amplifikovat vSech devatenact nami analyrgmia autozomalnich STR lokius

a ukit pohlavi. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o Zenl§i@malyzy jiZ neprobihaly.

Tato metoda se dik¢mto vysledkm ukazala natolik aggnou, Ze byla zavedena
i do forenzni praxe na KUP.iikzité je ale neustalé zdokonalovani metod cel&yangak
recentni tak aDNA, které nam mohou pomoci zvysSiavd¥podobnost zachyceni
i minimalniho pétu molekul DNA. Vzhledem k rychlosti vyvoje novychetod, je térs
jisté, Ze se &em rekolika let (mozna jestletos), objevi metoda, diky které bude mozné

aspEsre analyzovat tSi procento zkoumanych jedinc
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9 Hrilohy

9.1

Protokoly pouzivané na KUP k izolaci DNA z &sti a zuhi

Protokol pouzivany na KUP pro izolaci DNA z kostu |

Ke kostni pilinam vzniklym drcenifézem @isttné kosti pidat do
50 ml centrifugani zkumavky 40 ml 0,5 M EDTA a nechat na tothtiepace
24 hod i 4°C.

Centrifugace 15 minip2 000 RCF. Odsét supernatant.

Pridat 40 ml extrakniho pufru EDTA-SARCO pH 8,0 (pro odstsn
piebyt&ného Ca2+).

Centrifugace 15 minip2 000 RCF. Odsét supernatant.

Pridat 10 ml SEB pufru, 400 pul 1 M DTT a 100 ul piogezy K (20 mg/ml),
promyvat na roténi trepace ges noc pi 56°C.

Kroztoku gidame stejny objem s#ai  fenol:chloroform:isopropylalkohol
v poneru (100:100:4) a intenziwprotepeme.

Emulzi preneseme do zkumavky se&toym PLG (Phase Lock Gel; Eppendorf)
Centifugace 5 minip1 500 g.

Vodnou fazi peneseme do koncentratoru Centricon 30 (Millipore).
Cetrifugace 20 minip1 000 RCF.

Obratime filtr&ni vloZku Centriconu afflame cca 200 pul $0.

Centrifugace 2 minip1 000 RCF.

103



Protokol pouzivany na KUP pro izolaci DNA z kostiwi Il (Bromova, 2003)

0,5 g kostniho prasku se smicha s 1 ml 0,5 M EDGiA 8,0) - nech& se 2 dny na
rolleru @i pokojoveé teplat.

Prida se 25ul (20 mg/ml) proteinazy K necha se dalSi den nizmnol

Centrifugace 10 minip4 000 g.

Supernatant (cca 0,5 ml) sé&epese do novych zkumavek 1,5 ml zkumavek
(Eppendorf).

Ke vzorku se pda 20ul silikatu a 0,5 ml 4 M GuSCN (pH cca 7,0).

DNA se necha navazovat na povrch silikatu 2 hoginpokojové teplal.
Centrifugace 40 sip13 000 g.

Peleta se omyje dvakrat v 70 % etanolu a superns¢aodsaje.

Peleta se jedenkrat omyje v acetonu a supernaatdsaje.

Peleta se susiipb6°C.

DNA se uvolni do 75 pl sterilni vody (s vodou skubuje i 56°C 15 minut,

po kazdych pti minutach se préeépe na vortexu).

Po centrifugaci 2 minip 13 000 g se odebere cca 72 pl do nové zkumavky,

ve které se uchovavip20°C.
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9.2 Eliminace: STR profily

ESI-17 001 Kost¢. 1 Identifiler 002
Amelogenin XX XX Amelrc])geni XY
D3S1358 14 15/16 D55818 9/12
THO1 7/9.3 7/9 FGA 20/21
D21S11 28 28/30 D8S1179 13/14
D18S51 14/17 1217 D21S11 29/30
D10S1248 15 13/14 D7S820 10
D1S1656 17.3 12/17 CSF1PO 10
D2S1338 17/23 17/19 D351358 13/15
D16S539 11/12 8/12 THO1 7/9.3
D22S1045 11/17 14/16 D13S317 11/14
VWA 14/18 16/17 D16S539 11/13
D8S1179 13 13 D251338 20/23
FGA 22/26 2026 D195S433 12/14
D2S441 11/14 11/11.3 VWA 16/17
D12S391 19/19.3 15/18 TPOX 8
A) D19S433 13 15 B) D18S51 12/13
SE33 17 15222 | | | -

Tabulka¢. 17 A Srovnéni STR profil ziskanych analyzou DNA bukalniho¢st 001
a kostic. 1. Amplifikace probihala kitem PowerPlex ESI-1®yznaeny jsou
spole&né alely.

Tabulkac¢. 17 B STR profil ziskany amplifikaci bukalnih@rst 002 kitem Identifiler.
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PowerPlex 16 | 003 | 004 | 005 | 006 | 007 | 008 | 009 | 010
D3S1358 14/18| 16/17| 15/17 16 | 15/17] 17/18| 16/18 16
THO1 7/9.3| 7/8 | 6/9.3 | 7/93| 93| 9/93| 6/8 93
D21S11 30.2/ | 30 |30/30.2|29/31.| 30 | 30/32.2| 30 30
D18S51 15 | 15/21| 13/14 | 12/13| 12/2q 16/18] 13/14 13/16
Penta E 5/13 | 14 | 11/20 | 10/12| 7/10| 75| 12/15 12/13
D5S818 11/12| 10/12| 11/12 12 13 12 | 1012 1211
D13S317 8/11 | 11/14| 1112 | 11/12| 12 11 8/11]  9/12
D7S820 8/10 | 9/10 | 10/12 | 10/12| 10/11 11/12] 8/9| 8/1}
D16S539 9 13 | 11/12 12 | 11/12] 11 | 11/13 9/1]
CSF1PO 11/12| 11 11 10113| 1011 11/12| 914 111p
Penta D 11/12 | 11/13] 12/13 o | 10112 12/13] 1012 13/1p
AMELO XY | XY XY XX | XX XX [22/25 | XX
VWA 17/18| 17/18) 17/18 | 14/16| 17/19 16/18 18| 15/f8
D8S1179 12/13| 14/17| 10111 | 1113 13714 12715 14| 1015
TPOX 8/12 | 8/10| 811 | 811 | 11 | 10/11 8 11
FGA 19/21| 21 | 19/21 | 21/25| 21/27 22/24] 22/256 18/32

Tabulka¢. 18 Autozomalni STR profily porovnavané s vysledkyalyzy aDNA.

YFiler 011 012 013 014 015
DYS456 16 16 15 14
DYS389l 13 14 13 13 14
DYS390 24 24 23 24 22

DYS389ll 30 31 29 29 31
DYS458 17 17 19 16
DYS19 16 16 14 14 15

DYS385a/b | 11/14 | 13/14 | 11/15| 13/15  14/1f
DYS393 13 13 13 12 15

DYS391 10 10 12 9 10
DYS439 12 11 12 12 11
DYS635 24 23 20 24
DYS392 11 13 13 11 12

Y GATA H4 13 12 12 10

DYS437 14 14 15 15 14
DYS438 11 11 12 9 10
DYS448 20 19 19 20

Tabulka¢. 19 Y-STR profily porovnavané s vysledky analyDNA.
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9.3 Kvantifikace - mnozstvi DNA ve vzorku

vzorek Vysledky kvantifikace | Predikované mnozstvi
(hodnota G) DNA ve vzorku (ngful)
Zub 5 36,08; 36,76 0,038
Zub 6 36,34, 36,21 0,042
Zub 8 34,34; 34,33 0,147
Zub 12 35,00; 34,89 0,099
Zub 13 31,43; 31,68 0,899
Zub 14 30,68; 30,89 1,481
Zub 15 35,13; 34,90 0,095
Zub 16 28,51; 28,43 6,654
Zub 17 35,23; 35,08 0,087
Zub 18 35,59; 35,07 0,078
Zub 20 31,22; 31,61 0,985
Zub 23 33,21; 32,71 0,361
Zub 25 31,29; 31,68 0,940
Zub 27 37,70; 36,68 0,023
Zub 28 34,52; 34,96 0,113
Zub 29 32,22; 32,10 0,607
Zub 30 35,13; 35,62 0,075
Kost 1 34,15; 34,01 0,174
RokStejn 35,71, 34,65 0,085

Tabulkac¢. 20 Vysledné hodnoty kvantifikace u @Spe analyzovanych vzork

Vysledné hodnoty u vzoik které nebyly dsgné analyzovany nejsou v tabulce
¢ 20 uvadny, jejich hodnota Ct se pohybovala mezi 38 a 4@xfmalni pdéet cykii),

~ v 7

tzn. predikované mnozstvi DNA bylo 0, 014 ng/ulizsh

Predikované mnozstvi DNA ve vzorku jsme v¥jtali podle rovnice:

koncentrace =7 * 18 * e
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9.4 Family Tree DNA - srovnani vysledi

Diky navazané spolupraci s projektem Genebaze jswle moznost zaslatit
vzorky - izolat DNA jedinces. 5, 14 a 16 do laborat® Family Tree DNA (FTDNA) do
USA.

V této laboratéi se pokusili o test celkem 56 Y-STR lokudzolaty jsem ped
transportem umistili do sterilnich 1,5 ml zkumaveknechali je odgd do sucha ve
vakuové odparce - doSlo k odpai pouze tekutiny, DNA tstala na dé& zkumavky.

V USA byly poté takto odgené izolaty ot resuspendovany a podrobeny analyze

chromozomu Y.

U vzorku ¢. 5 bylo ziskano celkem 28 Y-STR, tedyeg® jedna polovina
z analyzovaného gtu. V pripact jedincec. 14 bylo ziskano celkem 30 Y-STR Nejmensi
pocet 13 Y-STR ziskali pracovnici laboré&o(FTDNA) u jedince¢. 16. Ziskana data
v mnohém pecila naSe o¢ekavani a to fedevSim zdvodu pravédpodobné velké
fragmentace materialu a zafani laboratée predevsSim na praci s bukalnimést. Ziskané
vysledky byly nasledhsrovnany s vysledky naSimifiFsrovnavani jsme narazili na &v
neshody u jedincé. 5 - v lokusu DYS391 jsme v naSerfigac ziskali opakovas alelu
11, v gipact laboratde FTDNA byla ziskana alela 10. O jednu alelu kraSiplikon
ziskali v FTDNA i v gipact lokusu DYS438 (FTDNA alela 11, naSe vysledky alEp.
Tato nesrovnalost mohla vzniknout tigpad tim, Ze mohly byt pouzity odliSné primery,
které nasedaji na jiny isek DNA. Yipact zbylych Y-STR, které se potiw amplifikovat
v obou laboratiich se jiz Zadna dalSi neshoda nevyskytuje. Pordvagech us§sns
amplifikovanych Y-STR je popséano v tabutce?1.
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Zub €. 14 |FTDNA| NV Zub €.16 |FTDNA| NV Zub ¢.5 |FTDNA| NV
DYSI¢ - 16 DYSI¢ - 1€ DYSI1¢ - 14
DYS389I 13 13 DYS389I - 13 DYS389I 13 13
DYS389ll 29 29 DYS389ll - - DYS389ll - 29
DYS390 25 25 DYS390 - 25 DYS390 - 23
DYS391 10 10 DYS391 - 10 DYS391 10 11
DYS392 - 11 DYS392 - - DYS392 - 13
DYS393 13 13 DYS393 - 13 DYS393 13 13
DYS385a,b - 11/14 DYS385a,b - 11/14 DYS385a,b - 11/14
DYS437 - 14 DYS437 - 14 DYS437 - 15
DYS438 11 11 DYS438 11 11 DYS438 11 12
DYS439 11 11 DYS439 - 12 DYS439 12 12
DYS472 8 - DYS472 8 - DYS472 8 -
DYS590 8 - DYS590 8 - DYS590 8 -
DYS537 11 - DYS537 12 - DYS537 10 -
DYS531 11 - DYS531 11 - DYS531 11 -
DYS460 11 - DYS460 - - DYS460 10 -

Y-GATA-H4 12 12 | Y-GATA-H4 - - Y-GATA-H4 11 11
DYS456 17 17 DYS456 - - DYS456 16 16
DYS576 18 - DYS576 - - DYS576 14 -

YCAII 19/23 - YCAII 19/19 YCAII 19/23 -

CDY 34/34/3 CDY - - CDY 38/39 -
DYS607 8? - DYS607 - - DYS607 15 -
DYS458 16 16 DYS458 16 16 DYS458 17 17
DYS459 9/10 9/10] DYS459 9/10 9/10f DYS459 9/10 9/10]
DYS455 11 - DYS455 - - DYS455 11 -
DYS454 11 - DYS454 - - DYS454 -
DYS464 12//15 - DYS464 167 - DYS464 15 -
DYS557 15 - DYS557 - - DYS557 16 -
DYS450 8 - DYS450 - - DYS450 - -
DYS413 21,22 - DYS413 - - DYS413 23/26 -
DYS481 25 25 DYS481 25 25 DYS481 24 24
DYS436 12 - DYS436 12 - DYS436 12 -
DYS490 - - DYS490 12 - DYS490 12 -
DYS425 - - DYS425 127 - DYS425 - -
DYS520 21 - DYS520 - - DYS520 20 -
DYS487 13 - DYS487 - - DYS487 - -
DYS448 - 20 DYS448 - 20 DYS448 - 20
DYS635 - 23 DYS635 - 23 DYS635 - 23
DYS447 - 23 DYS447 - 23 DYS447 24 24
DYS444 - 14 DYS444 - 14 DYS444 12 12
DYS640 - - DYS640 - - DYS640 11 -
DYS448 - - DYS448 - - DYS448 - 19

Tabulkac¢. 21 Porovnani ziskanych vyslédanalyzy Y chromozomu u jedia€. 14, 16 a

5. FTDNA = laboratd Family Tree DNA, NV = nami ziskané vysledky. Negralosti i

amplifikaci stejnych lokusv piipact jedincec. 5 jsou ozn&ny mode.
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