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Abstrakt

Kapilarni elektroforéza (CE) je metoda zalozend na principech tradi¢ni deskové
elektroforézy. Diky modernim zptisobum fluorescen¢niho znaceni a jeho detekce, dosahuje
vys§i spolehlivosti analyzy a piesnéjSich vysledki. Tato metoda je vyuZitelnd v mnoha
oborech, kde dokonce miiZe nahradit doposud pouzivané metody jako je napf. vysokouc¢inna
kapalinova chromatografic (HPLC). Dilezité vyuZiti CE je ve forenznim zkoumani, kde se
jedna piedevs§im o identifikaci jedince na zakladé analyzy DNA i z velmi malého mnoZstvi
materidlu. Tim se zabyva tzv. STR analyza, kterd pro své ucely vyuziva kratké tandemové
repetice (STR) vykazujici vysokou variabilitu v populaci. K ziskani spravnych dat je dtlezité
odpovidajici vybaveni, piistroje, softwary, kity, na jejichZ vyvoji se podileji i komeréni firmy
jako je Promega Corporation a Applied Biosystems. Cela analyza vede k ziskani DNA profilu
a jeho vyhodnoceni na zidklad¢ shody vzork ziskanych na misté¢ ¢inu a kontrolnich
(srovnavacich) vzorkli. STR analyzu Ize vyuzit kromé lidské DNA i u zvifeci DNA zejména
v chovu koni, skotu apod., kde napomaha uréeni piivodu jedince a vybéru jedince s nejlepSimi

znaky.
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Abstract

The capillary electrophoresis (CE) is an analytical method based on the principle of the
traditional plate electrophoresis. Modern ways of fluorescence marking and the detection
result in the higher reliability of analyses as well as in more precise results. The utilization of
this method is wide within a lot of science fields. In special cases this method can even
replace methods used so far, i.e. HPLC. The CE is mainly used in the forensic investigation in
particular for person identification based on the DNA analysis of the even minimal sample
amount. The STR analysis is an example of such examination. It uses short tandem repeats
with high variability within the population. Commercial companies e.g. Promega Corporation,
Applied Biosystems etc., develop corresponding instrumentation, software and kits which are
important for receiving correct data.

As a final result it is obtained DNA profile evaluated by comparison of samples from
the “crime scene” with the reference samples.

Besides the using in the human domain the DNA profiles are often used in the
veterinary practice, in animal (cats, dogs, horses, cattle etc.) raising or breeding, for

improving the particular characteristics.
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1 Uvod ke kapilarni elektroforéze

Kapilarni elektroforéza (CE) je metoda, kterd se objevila v 80. letech 20. stoleti jako
vylepSeni klasické deskové elektroforézy. CE pracuje na stejném principu, vyuziva pohybu
nabitych castic v elektrickém poli v kapilate naplnéné nosnym mediem, kterym je napiiklad
vodny elektrolyt nebo specificky gel. Gel funguje nejen jako nosné medium, ale také jako
molekularni sito, které rozd€luje nabité ¢astice podle jejich molekulové hmotnosti (velikosti).
Tato metoda muze byt Gspé$né pouzita k separaci iontovych, hydrofilnich a lipofilnich
slouCenin, vcetné anorganickych a organickych iontl, drog, aminokyselin, biologickych
amind, nukleovych kyselina a biopolymerd. To diva metodé moznosti vyuZziti v mnoha
oborech, mezi které patii nejen DNA analyza a mapovani lidského genomu, ale také analyza
drog, farmacie, klinicka a forenzni farmakologie a toxikologie. V neposledni fadé mezi tyto
obory patii forenzné genetické zkoumani, kde se CE vyuZiva k urCovani piibuzenskych
vztahti a k identifikaci jedince z riznych typt biologického materidlu zajisténého na misté
¢inu, Casto i ve velmi malém mnoZzstvi. Diky tomu se v poslednich letech ¢im dal tim Cast&ji
vyuziva pro tcely kriminalistiky. Vyhodou metody je jeji schopnost snizit dobu analyzy a
také niz§i naro¢nost na spotfebu pufrti a dal$ich materiald. Proto je tato metoda i levné&jsi nez

starSi metody.

1.1 Pristrojové vybaveni pro kapilarni elektroforézu

Pro analyzu vzorkti kapildrni elektroforézou je na trhu dostupnych nékolik typt
pfistroji firmy Applied Biosystems, ktera je hlavnim dodavatelem pfistrojii pro vétSinu
laboratoti ve svété. Jedna se o genetické analyzatory, které provadéji jak fragmentacni tak
sekvenacni analyzu. Spolu s neustdlym vyvojem metody se vyvijeji i nové piistroje. ZlepSuje
se jejich ovladatelnost, piesnost a postupné se zvysuje i jejich kapacita, kterd se odviji
pfedevS§im od poctu kapilar v pfistroji. Jeden z prvnich pfistroji pro CE ABI PRISM 310
zahrnuje pouze jednu kapilaru, a i kdyZ jsou dnes dostupné nové fady piistroju, je stale
vyuzZivan v nékterych laboratofich. Dalsi fada ptistroji, ktera zahrnuje modely ABI PRISM
3100 — avant a ABI PRISM 3130, obsahuje ¢tyfi kapilary, coZ umoziiuje provadét vice analyz
vzorki souc¢asné. ABI PRISM 3100 (viz Obr. 1) méa dokonce 16 kapilar stejné jako nova rada
ABI PRISM 3130 a ABI PRISM 3130xl, ktera je vSak mnohem vice automatizovana.

Pfistroje této fady kontroluji veskeré pouzité chemikalie i optimalni vyuziti kapilar a jsou
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proto vhodné pro laboratofe, kde se zpracovava velké mnozstvi vzorka a je nutné pracovat
v systému kvality (QA). Dostupny je i zcela novy geneticky analyzator ABI PRISM 3500 Dx,
obsahujici osm kapilar, ktery je vhodny jak pro analyzu in vitro kultur v medicing, tak i pro

fragmentacni a sekvenac¢ni analyzu (http://www.appliedbiosystems.com/).

Obr. 1: Schéma genetického analyzatoru ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems 2003).
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1.2 Fluorescencni barveni, fluorescencni barvy

Metoda fluorescencniho barveni je zalozena na fyzikalnich jevech emise a excitace
svétla. Fluorescenéni barveni, tj. navazani vhodnych fluorescenénich barev na jednotlivé
fragmenty DNA, umoziiuje analyzovat mnoho nezdvislych lokusti v jednom néstiiku.
Intenzita fluorescence jednotlivych barev se lisi, proto je dulezité zvolit spravné mnozstvi
barvy pro ziskani pozadovanych vysledkt. To znamena, Ze pro stejnou intenzitu jedné barvy
se musi jiné barvy pfidat az nékolikandsobné vice nebo né€kolikanasobné méné. Pti analyze se
nevyuzivd pouze jedna barva, ale pouZivaji se tzv. komplexy barev (multiple-colours).
Komplexy obsahuji az pét barev, z nichZ je vzdy jedna vyhrazena pro vnitini standard (viz
Obr. 2), ostatni slouzi pro zviditelnéni fragmentd urcité délky. Emisni a excitaéni spektrum
barvy zalezi na pouzit¢é DNA, na chemické struktufe barvy a na fyzikdlnich podminkach
(pufry, pH, koncentrace, slozeni polymert, aj.). Zalezi také na tom, zda se jedna o
jednovlaknovou DNA (ss-DNA) nebo o dvouvldknovou DNA (ds-DNA). Od charakteru
barvy se odviji i jeji detekce (Applied Biosystems 2000).
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Obr. 2: Emisni spektra péti fluorescenénich barev pouZitych v AmpFISTR® Identifiler PCR
Amplification Kit, barva LIZ je zde vyhrazena pro vnitini standard (Applied Biosystems 2006).
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Mezi predni vyrobce prislusenstvi a vybaveni pro CE patii firma Applied Biosystems,

plati to i1 pro pfipravu fluorescencnich barev. K dostupnym barvam na trhu patii napiiklad

5-FAM, 6-FAM, R110, TET, JOE, R6G, HEX, NED, TAMRA, ROX. Kazda z téchto barev,

po excitaci argonovym laserem, emituje spojité spektrum svétla (Applied Biosystems 2000).

Maximalni emisni a excita¢ni vlnova délka jednotlivych fluorescenénich barev je uvedena

v nasledujici tabulce (Tab. 1).

Tab. 1: Maximalni emisni a excita¢ni vinova délka jednotlivych fluorescenénich barev (Applied

Biosystems 2000).

Dye? Emission Amax Excitation Amax
(nm) (nm)
6-FAM 517 494
5-FAM 522 493
R110 525 501
TET 538 522
R6G 549 529
HEX 553 535
JOE 554 528
TAMRA ([F]dNTP) 572 555
NED 575 553
TAMRA 583 560
ROX 607 587

# vSechny oligonukleotidy byly fluorescenéné znaceny za nasledujicich podminek: doba znageni 10-7

min, 1X TE pufr, pH 8.0, laboratorni teplota, detekéni systém TagMan® LS-50B PCR


https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catID=601705�
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1.3 Detekce fluorescence, matrice

Detekce jednotlivych castic proudicich kapilarou se provadi nckolika zpiisoby,
naptiklad hmotnostni spektrometrii, méfenim absorbance v UV/Vis oblasti apod. Pri
vyuzivani fluorescenénich barev se k detekci pouZivd fluorescenéni detektor s dualnim
argonovym laserem, ktery je schopny generovat dva svételné paprsky raznych vinovych délek
pro excitaci fluorescen¢nich barev. Ty nasledné vyzaii pfijatou energii v podobé barevného
svétla, které zachyti detektor piistroje. Naptiklad pfistroje pro kapilarni elektroforézu ABI
PRISM 310 (star$i model) i ABI PRISM 3100 (nov¢jsi verze piistroje) pouzivaji argon-ion
oblasti, aby byla zachovana dostate¢na piesnost detekce (Applied Biosystems 2000, Applied
Biosystems 2003).

Dalsi dualezitou slozku procesu analyzy tvofi matrice. Jednd se o nastaveni parametri
analyzy vytvotenim kalibrac¢ni kiivky ze standardnich vzorkid. Matrice mize mit velky vliv na
pribéh analyzy a nasledné i na kvalitu vysledkd, jde o tzv. matrix effects. V kapilarni
elektroforéze se matrice nastavuje pomoci fluorescen¢nich barev. Pro nastaveni se nechaji
,,béZet* postupné vSechny standardy pouzitych barev, tak aby se nadefinovalo mnoZstvi
emitované fluorescence ve vSech detekénich oblastech. Emisni spektra barev se méni se
zménou fyzikalnich podminek, jako je napt. pH, a proto je nutné znovu nastavit matrici vzdy,

kdyz se tyto podminky zméni (Applied Biosystems 2000).

1.4 Fragmentacni analyza

Fragmenta¢ni analyza se zabyva fragmenty DNA a vyuziva je k identifikaci jedince,
zjistovani pribuzenskych vztahii a k urCovani otcovstvi. DNA fragmenty jsou fluorescencéné
nazna¢eny béhem PCR (polymerazova fetézova reakce) reakce pomoci specifickych primera
a fluorescen¢nich barev, néslednou analyzou se ziskd elektroforetogram s kombinaci pika
typickych pro daného jedince (DNA profil).

Fragmenty DNA jsou reprezentovany jednotlivymi piky v elektroforetogramu. Délka
téchto fragmentli se porovnava s vnitinim standardem (Internal Size Standard), coz je soubor
fragmentli zndmé délky znaceny odlisSnou fluorescenéni barvou, ktery se analyzuje spolu se
vzorkem testované DNA. Intenzita signalu (fluorescence) je znazornéna vyskou pika (Butler

2005).



1.5 Sekvenacni analyza

Sekvena¢ni analyza je stanoveni primarni struktury DNA, tj. pfesného potadi
jednotlivych nukleotidd (Adenin, Thymin, Guanin, Cytosin) (Klug et al. 2006). Znalost
ptesného poradi jednotlivych nukleotidii se vyuziva v mnoha oborech, jako jsou medicinska
diagnostika nékterych chorob nebo vrozenych vad, forenzni biologie, coZ je vyuZziti biologie
pro pravni ucely (forenzni antropologie, odontologic...) a v neposledni fadé biologicka
klasifikace a biotechnologie. Sekvenacni analyza mitochondridlni DNA (mtDNA) je
dulezitym nastrojem forenznich genetiki vhodnym pro identifikaci lidskych pozustatkid napt.
pfi hromadnych neStéstich, pfi nalezu masovych hrobii nebo v ptipadech degradované DNA
(viz kapitola 2.1.1). VSeobecné pouzivani fluorescen¢nich barev zjednodusuje DNA
sekvenovani a celou CE. Ctyfi rtizné fluorescenéni barvy odpovidaji étyfem nukleotidim.
Obvykle se Thymin znaci cervené, Cytosin modie, Adenin zelené¢ a Guanin je znacen Zluté.
Sekvenacni analyzu lze provadét na rozmanitych piistrojich véetn¢ ABI PRISM 310, ABI
PRISM 3100 a ABI PRISM 377 (Butler 2005). Vysledkem primarni sekvenacni analyzy je
elektroforetogram, jak ukazuje obrazek (Obr. 3). Nasleduje sekundarni sekvenacni analyza,
kdy jsou data nashromazdéna pomoci Data collection softwaru v sekvenatoru zpracovana
vhodnym softwarem. Data se zpracovavaji pomoci algoritmu pro vyhodnoceni vysledkt napf.

odhaleni jednotlivych mutaci (http://www.appliedbiosystems.com/).

Sekvenaci DNA se zabyva mnoho svétovych projekti, jednim z nich je Human Genome
Project, ktery v roce 2003 dokoncil po tfinacti letech nové genetické mapy chromozémi pro
soucasnou populaci. Napomaha tim vyvoji novych technologii, diagnostice riznych nemoci

atd. (http://www.accessexcellence.org/RC/AB/IE/Intro The Human Genome.php).
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Obr. 3: Sekvenaéni elektroforetogram ( http://WWW.CStI.nist.qov/div831/strbase/).
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2 Vyuziti kapilarni elektroforezy

Kapilarni elektroforéza je vSestranné vyuzitelnd metoda, kterd v nékterych piipadech
piebira ukoly dfive feSené napiiklad metodou vysokouc¢inné kapalinove chromatografie
(HPLC). V dnesni dobé se vyuZivd v mnoha raznych oborech. Metoda se neustale vyviji,
zdokonaluji se nejen piistroje a chemikalie (polymery, fluorescencni barvy, apod.), ale i kity a
vyhodnocovaci softwary. Také proto jesté neni kapacita této metody zcela vyuZita a lze jen
o¢ekavat, ze metoda pronikne i do dalSich oblasti védy. Dale se v této kapitole zam&iim

zejména na jeji aplikaci ve forenznim zkoumani.

2.1 Analyza DNA ve forenzni praxi

Nové metody extrakce DNA, jeji separace od ostatniho bunééného materialu, zptisoby
uchovavani, ale také moznosti kvantifikace a detekce umoznuji stale vétsi vyuZiti metody CE
ve forenznim zkouméani (Tagliaro et al. 2006). Jedna se piedevsim o identifikaci osob pfi
hromadnych nestéstich, identifikaci pachatele trestného ¢inu, identifikaci pohieSované osoby,
piipadn¢ urceni otcovstvi. Zakladem analyzy DNA je exponencialni amplifikace pomoci
PCR, po které nasleduje analyza fragmenti DNA liSicich se délkou nebo zjiSténi sekvence
vybranych oblasti zkoumané DNA. Forenzni genetika se zaméfuje piedev§im na analyzu

fragmentt obsahujicich variabilni pocet tandemovych repetic (VNTR) nebo oblasti s kratkymi
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tandemovymi repeticemi (STR oblasti), které vykazuji vysokou variabilitu v populaci
(Tagliaro et al. 1996). Analyza autozomalnich STR je v dnesni dobé nejvice vyuZivanou
metodou pro Ucely stanoveni individualni identifikace osob a ur€ovani piibuzenskych vztaht.
Pro tuto oblast zkoumani, ale nejen pro ni, se neustale vyvijeji nové, komeréné dostupné
amplifikacni kity.

Dalsi dulezitou analyzou je analyza STR oblasti na Y-chromozomu, kterou lze vyuzit
pro ,,skupinové* urceni ptibuzenského vztahu na zaklad¢ zarazeni jedince muzského pohlavi
do jedné paternalni linie, tj. skupiny jedinct se shodnym haplotypem Y-chromozdému
(Goundar et al. 2009). Diky své citlivosti je metoda schopna zachytit muzskou DNA i ve
vzorku kde prevazuje Zenska DNA az stonasobn¢ nad DNA muzskou. Proto je pro ucely
forenzniho genetického zkouméni vhodnd piedev§im pro analyzu smiSenych vzorka
Vv ptipadech znasilnéni (posSevni stéry) a pti analyze epitelidlnich zbytkli nalezenych pod nehty
obéti (Butler 2003).

Novou oblasti, na kterou se v soucasné dobé zaméfuje vyzkum, je forenzni analyza
vyuzivajici SNP c¢éstice, mitochondridlni DNA nebo mRNA pro specifické geny v télnich
tekutinach, coz by mohlo byt v budoucnu pouzito pro specifické stanoveni tkang, ze které byl
DNA profil ziskan, tj. krev, sliny, sperma atd. (Tagliaro et al. 2006).

V neposledni fadé se metoda CE pouziva i pro non—-human analyzu DNA, ptedevsim pii
Slechténi dobytka a koni a pro ur€eni piesného ptivodu daného jedince, v ptipadech paSovani
exotickych druhli zvéfe nebo pachani trestnych ¢inti. Samoziejmé ma analyza DNA 1 sva
omezeni, mezi ktera patii predevS§im degradace DNA, nebo kontaminace DNA at’ uz dalSi
osobou (napiiklad osobou, ktera se vzorkem manipulovala) ¢i latkami, které se do vzorku
mohou dostat z okolniho prostiedi a tim ztizit jeho analyzu. Na tyto a dalsi negativni Cinitele
se zamé&iuje neustaly vyzkum, ktery ma za cil co nejvice eliminovat omezeni metody a pfispét

tak k presnéjsim vysledkum.

2.1.1 Analyza mitochondrialni DNA

Kromé¢ jaderné DNA lze k identifikaci jedince vyuzit i mitochondridlni DNA (mtDNA).
Analyza mtDNA (sekvena¢ni analyza) se Casto vyuZiva ve forenznim zkoumani, a take
v archeologii a antropologii. Ve forenzni praxi se mtDNA vyuZiva v piipadech, kdy ziskana
jadernd DNA neni pro standardni STR analyzu vhodna. Typicky se tento jev vyskytuje u

tkani, pfedevsim vlasi a kosti, kde je jaderné DNA nedostatek pro analyzu, nebo v ptipadech
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poskozenych ostatktli, kdy je jaderna DNA zni¢ena a mtDNA je zachovana (napf: spalené
ostatky nebo ostatky ve vysokem stadiu rozkladu). Analyzu mtDNA Ize provést z DNA
ziskané ze zubu, vlast bez kofinku nebo z kosti, popiipadé¢ i z degradovanych stop. Proto se
mtDNA vyuziva hlavné pfi identifikaci obéti hromadnych nehod nebo pfi nalezu masovych
hrobt (Buckleton et al. 2005). Pti sekvena¢ni analyze mtDNA jsou nejcastéji zkoumany dva
hypervariabilni useky (HVI a HVII) nachédzejici se na nerckombinantni ¢asti
mitochondridlniho genomu. Tyto Useky poskytuji informace, které slouZi k odliSeni dvou

nepiibuznych jedinct (Budowle et al. 1999).

2.1.2 Analyza STR na Y-chromozému

Fragmentacni analyza STR na Y-chromozomu se stdle vice vyuzivd pfi uréovani
paternalni linie. Na zéklad¢ této analyzy lze muzského jedince zatadit do piislusné skupiny
podle shodnosti Y-STR markert, jak ukazuje napf. nedavna studie provedena v Ceské
republice (Zastera et al. 2010). Y-chromozom se vyskytuje pouze u muzi, a proto jsou
genetické markery na Y-chromozému specifické pro muzskou ¢ast smiseného biologického
materidlu (biologicky material obsahujici DNA dvou osob — muze a Zeny) pii vySetfovani
piipadi znésilnéni nebo pfi analyze epitelialnich bun€k ve vzorcich zpod nehti obéti. Stejné
tak miize byt analyza Y-chromozému vyuzita pii vySetfovani pohfeSovanych osob, pii
historickych vyzkumech nebo pfi ur¢ovani genealogickych vztaht

(http://www.cstl.nist.gov/div831/strbase/). Tato analyza je zaloZenad na skute¢nosti, ze STR

jsou umistény na nerekombinacni ¢asti Y-chromozomu, takze se geneticka informace pienasi
Z otce na syna beze zmény. Vyjimkou jsou mutace na Y-chromozomu (Butler 2006). Y-STR
lokusy se Siroce vyuzivaji v laboratotich po celém svété pro uréeni skupinové piislusnosti a
pro genealogii (Butler 2003).

Tab. 2 ukazuje ptehled Y-STR lokust, jejich umisténi na chromozoému, alelové rozpéti

a stupent mutace.

Tab. 2: Charakterizace STR na Y-chromozomu (Butler 2006).

STR Marker Position (Mb) Repeat Motif Allele Range Mutation Rate (%)
DYS393 3.17 AGAT 817 0.05

DYSI19 10.12 TAGA 10-19 0.20

DYS391 12.54 TCTA 6-14 0.40

DYS439 12.95 AGAT 815 0.38
DYS3891/11 13.05 [TCTG] [TCTA] 9-17/24-34 0.20, 0.31
DYS438 13.38 TTTTC 6-14 0.09

DYS390 15.71 [TCTA] [TCTG] 17-28 0.32

DYS385 a/b 19.19, 19.23 GAAA 7-28 0.23

DYS392 20.97 TAT 6-20 0.05
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2.1.3 Vyuziti analyzy DNA u zvirat

Slechténi zvifat provéazi lidstvo po cela staleti. Zvifata s lepdimi znaky, jako je vySsi
dojivost u dobytka nebo rychlost a sila u koni, jsou vyuZivana pro chov po mnoho generaci.
Dftive se tyto znaky posuzovaly pozorovanim daného jedince, dnes se tato praxe pienesla do
oblasti molekularni biologie, kdy se vyuzivd DNA. PCR amplifikaci a detekci kratkych
repetitivnich sekvenci nebo mikrosateliti 1ze aplikovat i na zvifata. Takto lze urcit jedince
s kvalitn&j$imi genetickymi znaky rychleji, spolehlivéji a levnéji nez predchozimi metodami.
Materialni vybaveni pro analyzu je stejné jako pro lidskou DNA, pouzivaji se stejné piistroje,
mezi kity pro analyzu zvifeci DNA patii napt. StockMarks® vhodny pro kong, dobytek a psy
(Applied Biosystems 2007). Vytvofeni DNA profilu u daného zvifete slouzi k jeho
identifikaci stejné jako u ¢loveka. V roce 2009 se britskym forenznim védclim podafilo urcit
konkrétniho psa podle jeho DNA profilu ziskaného z krve z mista ¢inu. Do té doby byli védci
schopni urcit pouze plemeno psa, ale ne presného jedince. Celé vySetiovani vedlo k zatCeni

majitele psa, ktery ho pouzil jako vrazednou zbran. (http://news.bbc.co.uk

[2/hi/uk_news/england/london/8559319.stm). Timto tématem se dale zabyvaji forenzni

zoologové, ktefi pracuji na analyze psi DNA a jejim vyuziti ve forenznim vysetiovani (Ogden
et al. 2009).

Sekvenacni analyza genu pro cytochrom b mize napomoci spravnému zafazeni druhi
do fylogenetické linie a lze ji aplikovat na ptaky, savce, plazy, obojzivelniky i ryby (Parson et
al. 2000). Ve forenzni praxi se tato metoda vyuZiva k odhaleni pivodu pasované exotické

zvete, napt. papouskd.

2.2 Vyuziti kapilarni elektroforézy v mediciné

Kapilarni elektroforéza nahrazuje obvyklé klinické laboratorni metody, poskytuje
rychlejsi zpracovani velkého mnozstvi vzorkli a je snaze ovladatelna. V dnesni dobé se
vyuziva pii diagnostice mnoha chorob, vcetné prenatalni diagnostiky vrozenych vad, napf.
Downova syndromu. Pro tento ucel se DNA ziskava po odbéru plodové vody (po 15. tydnu
téhotenstvi) z amniotickych bunck, kde jsou sledovany STR oblasti na chromozému 21
predevsim D21S11. V elektroforetogramu se pak objevi jeden pik (nebo dva v poméru 1:1)
pro normalni genotyp a 3 piky (jedna se o trisomii 21. chromozému) v poméru 1:1:1 (dva
piky v poméru 2:1) pro genotyp s vrozenou vadou (Gelfi et al. 1995).
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3 STR analyza ve forenzni praxi

V 90. letech 20. stoleti doslo ke zménam technologii v oblasti PCR pro STR lokusy.
Tak se analyza STR dostala do vedouci pozice mezi metodami vhodnymi pro identifikaci
jedince. V soucasnosti postupné nahrazuje diive pouzivané metody, napiiklad minisatelitni
analyzu a analyzu jediného lokusu vyuzivajici VNTR ¢astice. STR analyza vyuZziva lokusy
obsahujici kratkeé tandemové repetice, coZ jsou specifické Useky DNA vykazujici vysokou
variabilitu v populaci. Vyhodou metody je mnohem mensi mnozstvi vstupniho materialu

v

potiebné pro analyzu a spolehlivéjsi vysledky nez metody uvedené vyse (Buckleton et al.
2005).

3.1 STR a STR oblasti

Kazdy jedinec ma unikdtni DNA. Vyjimku tvoii jednovaje¢na dvojcata, ale i ta se
mohou liSit v minoritnim méfitku v disledku mutaci. STR lokus obsahuje repetitivni segment
dlouhy od dvou do osmi bazi (dimery, trimery, tetramery...), ktery vykazuje urcitou
variabilitu pro danou populaci. Cim vice lokusi je studovano, tim mensi je pravdépodobnost
nahodné shody dvou DNA profild, které vychazeji od dvou zcela nepfibuznych jedinct. Mira
této pravdépodobnosti zavisi na frekvenci jednotlivych znakl v populaci. Pro jednoznacné
stanoveni individualni identifikace je zapotifebi testovat minimalné osm lokusa tak, aby se
pravdépodobnost vylouc¢eni ndhodného jedince pohybovala okolo 1x10™°, coz je dostacujici
hodnota napt. pro soudni jednani (Butler 2005). Lokusy obsahujici dimerni tandemové
repetice se ve forenzni praxi, pro lidskou DNA, nepouZivaji pro svou nachylnost k vytvaieni
stuttert (viz kapitola 5.2) a Spatného navazani mezi bazemi, které znemoziuje spravnou
interpretaci vysledkli. Naopak pii STR analyze DNA koni a skotu nejsou jiné nez dimerni
tandemové repetice dostupné. Trimerni, tetramerni a pentamerni lokusy jsou vici témto
jevam vice odolné a proto jsou také mnohem vhodnéjsi pro STR analyzu. STR lokusy se
vybiraji na zakladé¢ né€kolika kritérii, mezi ktera patii: vysoka variabilita v dané populaci,
pozadovana délka spadajici do rozmezi 90-500 bp (kratsi tseky podléhaji méné degradaci)
(Buckleton et al. 2005). Mezi dalsi kritéria STR lokust patii i nizka mira mutaci DNA, nizké
procento stutteri pro dany lokus a v neposledni fad¢ je nutné znat i ptesné umisténi lokusu na
chromozému. Nazvoslovi lokusti zéavislé na jejich pfesném umisténi na chromozému

umoziuje komunikaci mezi jednotlivymi pracovisti, at’ uz se jedna o laboratofe nebo
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komeréni firmy (Butler 2005). Nékteré STR lokusy, jejich umisténi na chromozomu,
ptislusnou fluorescenéni barvu a zastoupeni v jednotlivych kitech firmy Applied Biosystems
ukazuje tabulka (Tab. 3). Pro analyzu DNA se vyuZivaji specifické Kity, o kterych se zminim

v nésledujici kapitole.

3.2 Komerc¢né dostupné kity pro STR analyzu

S rozvojem technologii v 90. letech 20. stoleti rostl pocet STR lokusti amplifikovanych
v jednom multiplexu. Z puvodnich 3-4 STR lokust znacenych stiibrem se dnesni kity dostaly
az na pocet 15 a vice STR lokusti znacenych fluorescenénimi barvami. Komercni firmy hraji
v tomto vyvoji velkou roli a podileji se na kombinacich STR lokust v jednotlivych kitech.
Komer¢ni kity jsou pouzivany predevs§im v laboratofich zabyvajicich se diagnostikou nebo
rutinnim forenznim zkoumanim, které tak mohou porovnavat jednotlivé vysledky a analyza je
pro né¢ méné Casoveé narocnd. Mensi laboratofe si naopak multiplexy tvoii samy a pfispivaji
tak k jejich vyvoji.

Mezi hlavni dva vyrobce STR kit vyuzivanych ve forenzni praxi patii americké firmy
Applied Biosystems (Foster City, Kalifornie) a Promega Corporation (Medison, Viskonsin).
Jejich Kity se liSi nejen v poctu zastoupenych lokusu, ale i vnitinim standardem. Kity Applied
Biosystems obsahuji vnitini standard se 16 fragmenty DNA, ktery je znaceny fluorescen¢nimi
barvami ROX (Cervend) pro ctyfbarevnou analyzu nebo LIZ (oranzova) pro pétibarevnou
analyzu. Kity PowerPlex® od Promega Corporation obsahuji vnitini standard Internal Lane
Standard 600 (ILS 600), ktery obsahuje 22 DNA fragmenta v rozpéti 60-600bp a je znacCen

fluorescen¢ni barvou CRX (Cervena) (Butler 2005).
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Tab. 3: STR lokusy, jejich umisténi na chromozomu a p¥islu$na fluorescenéni barva pro dany STR kit (upraveno podle http://www.appliedbiosystems.com/).

SEfiler™  SGM Plus®

Kit Kit Kit
6-FAM™ 5. FAM™
6-FAM™ 5. FAM™

Profiler Plus®

kit

5-FAM™

COfiler®
kit
JOE™

Profiler®
kit
JOE™

5-FAM™

5>-FAM™

VIC®

JOE™

6-FAM™

PET® JOE™

PET® JOE™

“neov | weom |

5>-FAM™

MiniFiler™
Kit
PET®
VIC®

6-FAM™

6-FAM™

JOE™

6-FAM™ 5-FAM™

VvIC®

VvIC® JOE™

Chromosome  Identifiler®

Location
CSF1PO 5033.3-34 6-FAM™
D2S1338 2035-37.1 VIC®
D351358 3p VIC®
D5S818 5021-31 PET®
D75820 7011.21-22 6-FAM™
D8S1179 8024.13 6-FAM™
D13S317 13q22-31 VIC®
D16S539 16q24-qter VIC®
D18S51 18g21.3
D195433 19q12-13.1
D21S11 21911.2 - q21 IGEN VAL
FGA 4928 PET®
THO1 11p15.5 VIC®
TPOX 2p23-2per
VWA 12p12-pter
SE33 6014
Amelogenin x:$?§i1£?22.3
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3.2.1 Priklady komer¢nich Kkita firmy Applied biosystems pro STR analyzu vyuZivanych

ve forenzni praxi

AmpFESTR® Identifiler® Plus

Tento kit zahrnuje celkem 15 lokust obsahujicich tetranukleotidové repetice a
amelogeninovy systém pro uréeni pohlavi. Primery jsou navrZeny tak, aby nevznikaly
artefakty Spatnym navazanim fluorescenéni barvy na primer tzv. dye-labeling artefacts.
AmpFLSTR® Identifiler® Plus obsahuje tyto STR lokusy: D8S1179, D21S11, D7S820, CSF
1PO, D3S1358, THO1, D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433, VWA, TPOX, D18S51,
amelogenin, D5S818, FGA. Ttinact lukust je shodnych s CODIS (Combined DNA Index
Systems), coZ je software umoziujici vedeni DNA databaze navrzeny FBI (Federal Bureau of
Investigation). V roce 2005 tato databaze obsahovala vice nez 1,5 milionu STR profilt
v dubnu 2010 jiZ pies 8 milioni STR profila (http://www.fhi.gov/hg/lab/codis/clickmap.htm),

které napomahaji vySetfovani trestnych ¢ini napii¢ vSemi padesati staty USA (Butler 2005).
Tento software vyuziva pies 40 dalich stati véetné Ceské republiky. Zbylé 2 lokusy
D251338 a D195433 jsou shodné s AmpFISTR SGM Plus™ PCR Amplification Kit. Identifiler®
Plus vyuZiva pétibarevné fluorescencni znaceni, kde je jedna barva vyhrazena pro vnitini

standard - GeneScan™ 500 LI1Z® Size Standard (Applied Biosystems 2009a).

AmpFSTR® Yfiler™

Yfiler™ je kit, ktery amplifikuje celkem 17 STR lokust vyskytujicich se na
nerekombina¢ni ¢asti Y-chromozomu. Jedenact z nich je doporuceno SWGDAM (Scientific
Working Group — DNA Analysis Methods): DYS19, DYS385a/b, DYS389I/11, DYS390,
DYS391, DYS392, DYS393, DYS438 a DY S439 zbylych 6 lokust je vysoce polymorfnich a
jsou to tyto: DYS437, DYS448, DYS456, DYS458, DYS635 (Y-GATA C4) a Y-GATA H4.
Lokusy jsou znaéeny fluorescenénimi barvami 6-FAM, VIC, NED a PET Posledni barva LIZ
je vyhrazena pro GeneScan — 500 Size Standard (Applied Biosystems 2006b). Srovnavaci
studie prokazala vysoky stupen shodnosti vysledkd mezi kitem Yfiler™ (Applied
Biosystems) a PowerPlex® Y (Promega), coZ umoZiiuje srovnavani vysledki, i kdyZ byly pro
analyzu pouzity rozdilné amplifika¢ni kity. Je to dano faktem, Ze Yfiler™ obsahuje stejnych
12 lokusi jako PowerPlex® Y, lisi se tedy jen péti lokusy, které jsou u Yfiler™ navic (Gross

et al. 2006). Mohou se vsak objevit rozdily ve vysledcich mezi jednotlivymi laboratofemi, jak
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prokazala srovnavaci studie z roku 2008. Porovnavany byly bézné vyuzivané komercni kity
Yfiler™ (Applied Biosystems) a PowerPlex® Y (Promega), ale také méné znamé kity b&zné
v némecky mluvicich zemich stfedni Evropy: Y-nanoplex (Biotype) a DYSplex (SERAC).
Prokazalo se, Ze ve vysledcich se miize vyska pikti pro jednotlivé lokusy lisit. Tyto rozdily

byly zptisobeny odlisnymi laboratornimi postupy (Parson et al. 2008).

AmpFESTR® MiniFiler™

Posledni generace autozomélnich STR multiplexéi jako je Identifiler® (Applied
Biosystems) a PowerPlex® 16 (Promega) vyuZivaji celkem 15 STR lokust spoletnd
s amelogeninovym lokusem v jedné reakci a maji Siroké vyuZiti ve forenzni genetice.
Nicméné velké lokusy jsou nachylné k alelickému drop-out a to v pfipadech, kdy je DNA
degradovana (rozstépena enzymy na mensi fragmenty) nebo jeji vzorek obsahuje PCR
inhibitory (Mg2+, KCI, NaCl, iontové detergenty jako je SDS, etanol, isopropanol, fenol,
atd.). Proto byly vyvinuty primery, které redukuji délku amplikonil tak, aby se vytvotily mini
STR sekvence. V roce 2007 uvedl Applied Biosystems prvni komeréné dostupny mini STR
multiplex tzv. AmpRSTR ® MiniFiler™ PCR ampilifikaéni kit. Obsahuje amelogeninovy
lokus a osm z velkych STR lokust, které byly pouzity u AmpFISTR Identifileru. Jedna se o
tyto: CSF1PO, FGA, D251338, D7S820, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11, amplikony
téchto lokusu jsou redukovany na délku do 201 bp (Alenizi et al. 2009). Pét z téchto lokusu je
obsazeno téZ v AmpFISTR SGM Plus™ amplifika¢nim kitu. Pokud je k dispozici dostate¢né
mnoZzstvi DNA pro vice analyz, je vhodné kombinovat vysledky ziskané z MiniFiler™ pravé
s Identifiler® nebo SGM Plus™, zvysi se tak moZnost spravného urdeni STR profilu (Mulero
et al. 2008).

AmpFISTR® NGM™

AmpFISTR® NGM™ patii mezi nejnovéjsi kity firmy Applied Biosystems a obsahuje
STR lokusy doporuc¢ené pro evropské populace na zakladé spoluprace s ENFSI (European
Network of Forensic Science Institute). Zahrnuje celkem 16 STR lokusti a amelogeninovy
systém pro urceni pohlavi. Deset lokust je shodnych s AmpFISTR SGM Plus™ (D3S1358,
VWA, D16S539, D2S1338, D8S1179, D21S11, D18S51, D19S433, THO1 a FGA). Dale
amplifikuje 3 mini STR lokusy (D10S1248, D22S1045 a D2S441) a dva vysoce polymorfni
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lokusy (D1S1656 a D12S391). Kit vyuziva wvnitini standard GS500 Size Standard
kompatibilni s GeneMapper softwarem (Applied Biosystems 2009b).

3.2.2 Priklady komeré¢nich kitd firmy Promega pro STR analyzu vyuZivanych ve

forenzni praxi

PowerPlex® 16

Jedna se o autozomalni amplifikacni kit, ktery zahrnuje celkem 16 STR lokust: Penta E,
D18S51, D21S11, THO1, D3S1358, FGA, TPOX, D8S1179, vWA, Penta D, CSF1PO,
D16S539, D7S820, D13S317, D5S818, Amelogenin (pro urceni pohlavi). PowerPlex® 16
pouZitiva tii fluorescenéni barvy (fluorescein, TMR, JOE). Stejné jako PowerPlex® Y pouzivéa
PowerPlex® 16 Internal Lane Standard 600 (ILS 600) (Promega 2008a). Analyza STR lokust
ve forenzni praxi je velmi tispéS$na metoda uz od svého zaloZzeni. Za poslednich 20 let se stala
metodou vhodnou pro identifikaci lidskych pozustatkt starSich nez 10 — 15 let. To potvrzuje i
studie, ktera vyuziva pro identifikaci lidskych poztstatkli z masovych hrobi II. svétové valky

mimo jiné i amplifika&ni kit PowerPlex® 16 (Marjanovi¢ et al. 2007).

PowerPlex® Y

Y — STR markery se vyskytuji na nerekombinantni ¢asti Y-chromozému (NRY) a jsou
vyuZivany pro analyzu muzské DNA. PowerPlex® Y je jednim ze zastupct amplifikaénich
kitd obsahujicich Y-STR markery. Poskytuje amplifikaci 12 lokust a tfi fluorescen¢nich
barev (DYS19, DYS385a/b, DYS3891/Il, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DY S437,
DYS438 a DYS439) a je kompatibilni s pfistroji firmy Applied Biosystems. Primery
specifické pro jednotlivé lokusy jsou znaceny Fluoresceinem (FL), TMR nebo JOE.
PowerPlex® Y vyuziva Internal Lane Standard 600 (ILS 600). VSech dvanact lokust je
amplifikovano najednou v jedné multiplex PCR reakci (Promega 2008b). Tento kit byl vyuZit
napf. k vytvoreni haploskupin na zakladé vyskytu haplotypt v Ceské populaci (Zastera et al.
2010).

PowerPlex® ESX a ESI Systems

Firma Promega vyvinula ve spolupréci s ENFSI a EDNAP (European DNA Profiling
Group) &tyfi nové kity (PowerPlex® ESX 17 a PowerPlex® ESI 17, PowerPlex® ESX 16 a

PowerPlex® ESI 16) pro pouZiti v evropskych laboratorich, aby bylo moZné porovnavat
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forenzni vzorky mezi jednotlivymi staty. Kazdy z nich obsahuje pét novych lokust vybranych
ENFSI a EDNAP (mini STR lokusy mensi nez 125 bp D10S1248, D22S1045, D2S441, a
midi STR lokusy od 125 do 185 bp D12S391, D1S1656) spole¢né s 11 obvykle vyuZivanymi
STR lokusy po celé Evrop¢ (D8S1179, D18S51, D21S11, FGA, THO1, vWA, D2S1338,
D3S1358, D16S539, D195433 a Amelogenin). Kity PowerPlex® ESX 16 a PowerPlex® ESI
16 jsou navrzeny stejn& jako PowerPlex® ESX 17 a PowerPlex® ESI 17, jedinym rozdilem je,
ze neamplifikuji lokus SE33. Jeden primer pro kazdy lokus je znacen fluoresceinem, JOE,
TMR-ET nebo CRX-ET a je nasledné rozpoznan jako modry, zeleny, zluty a Cerveny signal,
posledni barva (oranzova) patii vnitinimu standardu, v tomto ptipadé CC5-labeled Internal
Lane Standard 500 (CC5 ILS 500) (Promega 2009a, Promega 2009b). Kity PowerPlex® ESX
17 a PowerPlex® ESI 17 maji odlisné€ usporadany a fluorescenéné znaceny jednotlivé lokusy
jak ukazuje obrézek (Obr. 4). Nejmensi lokusy (< 200bp) v PowerPlex® ESX 17 jsou
navrzeny tak aby v PowerPlex® ESI 17 byly vétsi (> 200 bp). Lokusy D12S391 a D1S1656
jsou v amplifika¢nich Kitech zastoupeny poprvé, proto je neni mozné s ni¢im porovnat. Kity
vykazuji vysoky stupen shodnosti u vSech vzorkt navrZzenych NIST (National Institute of
Standards and Technology), které byly analyzovany na obvykle vyuzivanych komerénich
kitech, kam patii Identifiler® a PowerPlex® 16 (Hill et al. 2010).

Obr. 4: Porovnani PowerPlex® ESX 17 a PowerPlex® ESI 17 systému (Hill et al. 2010).

{A) PowerPlex ESX 17 System
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4 Hodnoceni elektroforetogrami (primarnich dat)

Data, ziskana analyzou DNA pomoci kapilarni elektroforézy, mohou byt zobrazena
Vv podobé elektroforetogramu nebo tabulky (ve vétsing pripadi se pouziva kombinace obou
variant). Vysledkem jednoho nastiiku je jeden elektroforetogram ukazujici migraci
fluorescenéné znacenych fragmentl v Case, které putuji polymerem za pusobeni elektrického
pole. Intenzita fluorescence je dana vySkou pikti a je zndzornéna na ose y, osa X pak
znazorfiuje migraéni ¢as jednotlivych fragmentt, od kterého se odviji jejich délka. Cim vyssi
je migracni Cas, tim je fragment del3i. Tabulka naopak podédva piesné kvantitativni udaje. Pro

vyhodnocovani nashiranych dat se vyuZzivaji specialni softwary (Applied Biosystems 2000).

4.1 Priklad komerc¢né dostupnych softwarii pro analyzu dat ziskanych

kapilarni elektroforézou

GeneScan, produkt firmy Applied Biosystems, je jednim ze starSich, stale vyuZivanych
softwari pro CE vhodnych pro vyhodnocovani dat ziskanych analyzou DNA napi. na
ptistrojich ABI PRISM 310, ale i na novégjSich pftistrojich, kde je vSak Casto nahrazovan
nov¢j§im softwarem GeneMapper (Applied Biosystems). Pouziti GeneScan softwaru je
rychlejsi a jednodussi nez diive pozivané metody. RozliSovaci schopnost softwaru je 5000 bp,
pfi¢emz je zachovana dostateCna piesnost ziskanych vysledkt. K vyhodnocovani pouziva
Ctyfi nebo pét fluorescencnich barev, z toho je vzdy jedna vyhrazena pro vnitini standard.
Vnitini standard (GeneScan Internal Lane Size Standard) se nanasi do stejné kapilary jako
experimentalni vzorky. Podléha tedy stejnym elektroforetickym sildm jako zkoumané vzorky
a funguje jako kontrola. Porovnanim jednotlivych fragmentt s vnitinim standardem se stanovi
jejich délka, coZ zajistuje software. Firma Applied Bisoystems nabizi 5 rtiznych standardi,
které jsou znaceny fluorescenénimi barvami TAMRA nebo ROX (viz Tab. 4). Kazdy standard
je vhodny pro jinou délku DNA fragmentt (Applied Biosystems 2000).
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Tab. 4: Vnitini standardy (Applied Biosystems 2000).

Vnitini standard Délka fragmenti Podminky Fluorescenéni barva
GeneScan-350 35-350 bp - TAMRA nebo ROX
GeneScan-400HD | 50-400 bp - TAMRA nebo ROX
GeneScan-500 35-500 bp - TAMRA nebo ROX
GeneScan-1000 100-900 bp Nedochazi k denaturaci | Pouze ROX
100-539 bp Dochézi k denaturaci
GeneScan-2500 100-5000 bp Nedochazi k denaturaci | TAMRA nebo ROX
100-536 bp Dochézi k denaturaci

K nové generaci softwari lze zafadit GeneMapper, ktery v sobé kombinuje vyhody

GeneScan s novymi a vylepSenymi funkcemi (http://www.appliedbiosystems.com/). Zahrnuje

Vv sobé nékolik algoritmtl, které jsou schopny rozpoznat urcité struktury (napt. nesymetrické
nebo rozstipnuté piky), jeZ se diive musely zjistovat manualné. Nové pouzivané algoritmy by
mély pomoci ke spravné interpretaci dat. Mezi dalSi funkce GeneMapperu patii i zachyceni
LOH (lost of heterozygozity) nebo AFLP (amplified fragment polymorphism) (Applied
Biosystems 2004), coz je vizualizace stovek amplifikovanych DNA restrikénich fragmenti
souCasng, ktera se vyuziva napt. pfi hledani stupné shodnosti nékterych izolata (Applied
Biosystems 2000). Pro software GeneMapper se vyrabé&ji vnitini standardy (Size Standards),
které plni stejnou funkci jako vnitini standardy u softwaru GeneScan. Jednotlivé standardy

odpovidaji ur¢ité délce fragmentu, jak ukazuje nasledujici tabulka (Tab. 5).

Tab. 5: Vnitini standardy GeneMapper (Applied Biosystems 2004).

Vnitini standard Délka fragmenti
377_F_HID_GS500 75, 100, 139, 150, 160, 200, 250, 300, 340, 350, 400
377_G5_HID_GS500 75, 100, 139, 150, 160, 200, 250, 300, 340, 350, 400, 450
CE_F_HID_GS500 75, 100, 139, 150, 160, 200, 300, 340, 350, 400
CE_G5_HID_GS500 75, 100, 139, 150, 160, 200, 300, 340, 350, 400, 450

Firma SoftGenetics je konkuren¢nim vyrobcem softwart pro kapilarni elektroforézu.
GeneMarker software je schopny pracovat se ¢tyf nebo péti barevnym fluorescenénim
znaCenim a je kompatibilni s pfistroji a amplifikacnimi kity firmy Applied Biosystems i

Promega Corporation (http://www.softgenetics.com/GeneMarker.html).
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5 DNA profil a jeho hodnoceni

Karyotyp ¢lovéka tvoii 23 part chromozomu (22 part autozomd a 1 par gonozomui). Na
chromozomech jsou uloZeny jednotlivé geny, které se mohou vyskytovat ve dvou riznych
forméach. Prvni forma je dominantni pro dany gen (A), druha forma je naopak pro dany gen
recesivni (a) (Klug et al. 2006). Tyto alely charakterizuji genotyp kaZzdého jedince. Ve
vysledku je tedy mozné utvorit tii rizné genotypy a to AA a aa pro homozygotniho jedince a
Aa pro heterozygotniho jedince. DNA profil je pak kombinace genotypa ziskanych pomoci
nékolika lokust. Metoda DNA profilovani (DNA typing) se zabyva urovanim genotypl ve
specifickych mistech molekuly DNA. Lokusy jsou specifické pro identifikaci jedince a danou
populaci tak, aby byla minimalizovana pravdépodobnost shody mezi dvéma nahodné
vybranymi nepiibuznymi jedinci (Butler 2005). Je nezbytné porozumét jevum, které mohou
byt nésledkem genetické anomélie, PCR reakce, nebo mohou byt zpusobeny
elektroforetickym zatizenim, aby bylo mozné rozpoznat, zda se jedna o smiseny vzorek nebo
0 vzorek DNA jednoho jedince (Buckleton et al. 2005).

5.1 Nespecifické artefakty

Nespecifické artefakty vznikaji v pribéhu PCR amplifikace STR alel a objevuji se ve
vysledném elektroforetogramu. Castym diivodem pro tyto neobvyklé piky je degradovany
vzorek DNA nebo kontaminace vzorku napi. nevyuzitymi primery. Nelze je jakkoliv
predvidat nebo urcit jejich pozici ani tvar, muze se jednat jak o odlisnou sekvenci STR alely
tak o Castecné renaturovany produkt PCR. Tyto artefakty mohou ovlivnit cely vysledek
elektroforézy (Buckleton et al. 2005). Existuje nékolik moznosti jak vylepsit kvalitu DNA
profilu. Jednou z nich je navySeni PCR cykli ze standardnich 28 na 34 cykla, druhou
moznosti je post-PCR purifikace, kterd navySuje senzitivitu kapilarni elektroforézy (viz Obr.
5) (Michel et al. 2009).
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Obr. 5: Vliv post-PCR purifikace na citlivost CE (Michel et al. 2009).

Elektroforetogram pro lokusy D19S433 a FGA ukazujici obnoveni piki po post-PCR purifikaci. A) 28
cyklit PCR bez post-PCR purifikace, B) 28 cyklti PCR po post-PCR purifikaci 1p injekci, C) 28 cyklid PCR po
post-PCR purifikaci 4 injekci

(A) D195433 FGA

)
! Ll . LAl

5.2 Stutter piky

V prubéhu PCR amplifikace di-, tri-, nebo tetranukleotidovych mikrosatelitii vznikaji
minoritni produkty dlouhé 1-4 repetitivni jednotky. Tyto produkty jsou o 1-4 repetitivni
jednotky krat$i nez hlavni alela, patfi mezi minoritni piky a jsou oznaCovany jako stutter.
Mohou vznikat v disledku klouzani polymerazy pii prodluzovani (elongaci) DNA vlakna.
Stutter piky komplikuji analyzu dat u vzorkt,, mohou dokonce zpisobit zaménu homozygota
(objevuje se jedna alela) za heterozygota (objevuji se dv¢ alely) v piipadé, Ze se objevi
v elektroforetogramu jedna alela a stutter pik. Proto mize byt obtiZzne rozlisit, zda se jedna o
stutter pik nebo o minoritni alelu u smiseného profilu. Amplifikace s velkym poctem stutter
pikd ukazuje pravé na smiSeny profil nebo na dalSi probléemy PCR a elektroforézy (Applied
Biosystems 2000). Proporce stutteru jsou méfeny rozdilem mezi vysSkou stutteru a vysSkou
hlavni alely, stutter pik by mél byt mensi nez 20% vysky hlavni alely. Procento stutter pikt
roste u vSech lokust s navySenym poétem PCR cyklu a také s rostoucim po¢tem templatové
DNA. Procento stutterti dale zavisi na tom, zda se jedna o di-, tri- nebo tetranukleotidovou
repetici. V pripadé tetranukleotidovych repetic Se stuttery objevuji pfiblizné v 15 % pro di- a
trinukleotidové je toto procento mnohem vyssi az 30 % (Butler 2005). Pii 34 cyklech PCR a

vstupnim mnozstvim 1ng DNA do PCR reakce se objevuji stutter piky ptiblizné u 40 % alel,
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zatimco pii < 100 pg DNA se objevuji stutter piky jen u 5 % alel (Gill et al. 2000). N¢ktere
STR lokusy jsou nachylnéjsi k tvorb¢ stutterd vice nez jiné jak ukazuje tabulka (Tab. 6).

Tab. 6: Nejvyssi procenta stutterd naméfenych pro jednotlivé alely za pomoci AmpFISTR® Identifiler™
PCR Amplification Kit (Applied Biosystems 2006a).

STR lokus % stuttert STR lokus % stuttert STR lokus % stuttert
CSF1PO0 9,2 D5S818 6,8 D13S317 8,0
D251338 111 D75820 8,2 D16S539 10,4
D351358 10,7 D8S1179 8,2 D18S51 17,0
D195433 13,3 D21S11 9,4 FGA 14,7
THO1 5,1 TPOX 4.8 VWA 12,6

5.3 Pull-up piky (Bleedtrough) a spikes

Pull-up piky, objevujici se v elektroforetogramu, jsou malé piky jedné barvy lezici
ptimo pod velkymi piky jiné barvy (Butler et al. 2004). Jejich vznik je zpisoben dvéma
duvody. Prvni — matrice je vytvoiena ze Spatnych sett filtri nebo ze $patnych fluorescenénich
barev (Spatné nastavend matrice). Druhym duvodem je signal nékterych velkych pikt — pokud
je mimo méfitko, mohou se vzorky prekryvat (Applied Biosystems 2000).

Spikes jsou obvykle velmi ostré piky vyskytujici se se stejnou intenzitou fluorescence
napii¢ vSemi barvami. Po re-injekci vzorku do kapilary se tyto piky neobjevuji na stejné
zakladni linii (baseline). Pokud tyto problémy (vychylena baseline, pull-up piky a spikes)
stale pretrvavaji, je nutné reanalyzovat data. To znamend, Ze se pouzije nova matrice na stary

vzorek dat a provede se nova analyza (Applied Biosystems 2000).
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Obr. 6: Schéma elektroforetogramu obsahujiciho Pull-up piky, spikes a stutter piky (upraveno podle
Butler 2005).

STR alleles

Dye blob  stutter “ spike

Pull-up x-"_f_'_{.’-:-f
(bleed-through)—

5.4 Alelicky drop-out (,,null* alleles, ,,silent* alleles)

Alelicky drop-out vznika pti PCR amplifikaci, kdy pfi malém mnozstvi templatove
DNA je jedna z alel vice amplifikovana nez druha. Pokud se tento jev objevi v ptipadé
heterozygotickeho genotypu (s dvéma odlisnymi alelami) a jedna z alel se amplifikuje malo,
vede drop-out k faleSnému homozygotickému genotypu a tak ke Spatné interpretaci dat
(Miller et al. 2002).

6 Zavér

Kapilarni gelova elektroforéza je vSestranné vyuzitelnda metoda, ktera umoziuje jak
sekvenacni, tak fragmentacni analyzu. Sekvenacni analyza mitochondridlni DNA patii mezi
dalezit¢ metody forenzni genetiky pii identifikaci jedince. Je vhodna pro analyzu vzorkt
degradované nebo inhibované DNA, pro identifikaci lidskych pozistatki pii hromadnych
nestéstich nebo pro identifikaci tél z masovych hrobii. V nékterych ptipadech je analyza

mtDNA schopna poskytnout dostatecné informace z DNA staré i nékolik desitek let. Do této
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oblasti analyzy DNA pochazejici z masovych hrobu za¢ina pronikat i fragmenta¢ni analyza
metodou, proto je ji v praci vénovana nejvetsi Cast.

Pokroky STR analyzy za poslednich 20 let jsou obrovské, o ¢emz svédéi stale se
zlepSujici instrumenty (softwary, kity, chemikalie, atp.). Od poc¢atku metody byly vyvinuty i
nové zpusoby znaceni fragmentli a S tim souvisejici detekéni mechanizmy. Nové pfistroje jsou
vice automatizovane, coz vede ke sniZzeni moznosti lidské chyby, poptipadé k mensi moznosti
kontaminace vzorku. Toto vSechno piispiva k ziskani piesnéjsich vysledku a k jejich snazsi
interpretaci. Metoda spliiuje pozadavky, které jsou na ni dnes kladeny, ale stdle ma prostor
pro dalsi rozvoj. Lze oCekavat narist po¢tu STR lokusi amplifikovanych v jedné reakci, jak
napovida dosavadni vyvoj, ktery vedl od 4 lokusti znacenych stiibrem az k dneSnim 15-17
lokusiim znacenym fluorescencnimi barvami. Narist poctu fluorescencnich barev neni tak
velky piesto se dva hlavni vyrobci vtomto sméru lisi. Applied Biosystems pouziva
pétibarevné znaceni, naproti tomu Promega Corporation ma ve svych kitech jen ¢tyfbarevné
znaceni, presto vSak dosahuje shodnych mnohdy kvalitngjsich vysledka. Produkty dalSich
firem zabyvajicich se vyrobou komponent pro CE (Biotype, SERAC, SoftGenetics) nejsou tak
bézné vyuzivané jako produkty piedchozich dvou zminénych firem.

STR analyza neslouZi jen pro identifikaci lidi nebo jejich zafazeni do urcité
haploskupiny, ale pronikla jiz i do svéta zvifat. Zde je pomocnikem pfi Slechténi dobytka a
koni. V mediciné ma své misto pii diagnostikovani genetickych poruch a vrozenych vad.
Doplniuje tak klasické metody genealogie, toto spojeni by mohlo urcit puvod nékterych
genetickych vad, které jsou doposud povaZzované za spontanni. V3e v3ak zalezi na tom, zda se
podaii ziskat dostate¢né mmozstvi vzorkl, které by podpofilo ,,rodokmenové™ vysetieni.
V tvahu je v8ak tieba vzit i mozZnosti etickych problémut a piipadné zneuziti ziskanych

informaci.

28



7  Seznam zkratek

zkratka

AFLP

CE
CODIS
ds-DNA
ss-DNA
EDNAP

ENFSI

FBI
HPLC
LOH
mMRNA
MtDNA

NIST

PCR
QA

SNP
STR

SWGDAM

VNTR

anglicky nazev

Amplified Fragment Length Polymorphism

Capillary Electrophoresis
Combined DNA Index Systems
double strand DNA

single strand DNA

The European Profiling Group

European Network of Forensic Science
Institute

Federal Bureau of Investigation

High Performance Liquid Chromatography
Lost of Heterozygozity

messenger RNA

mitochondrial DNA

National Institute of Standards and
Technology

Polymerase Chain Reaction

Quality Assurance

Single Nucleotide Polymorphism

Short Tandem Repeat

Scientific Working Group on DNA Analysis

Methods

Variable Number of Tandem Repeat
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¢esky vyznam

polymorfismus délek amplifikovanych
fragmenti

kapilarni elektroforéza
databdze DNA pro USA
dvouvlaknova DNA
jednovldknova DNA
evropska védecka skupina

evropsky institut forenznich véd

federalni titad pro vysetfovani
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
ztréta heterozygozity

messengerova DNA

mitochondrialni DNA

organizace podporujici vyzkum v USA

polymerdzova fetézova reakce

zéruka kvality

jednonukleotidovy polymorfizmus
kratké tandemové repetice

védecka pracovni skupina v oblasti DNA

analytickych metod

variabilni pocet tandemovych repetic
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