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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a lékskych \&d

Kandidat: Lucie Vor&kova

Skolitel: RNDr. Hana Klusiiova Ph.D.

Nazev bakalEské prace: Analyza mtDNA pomoci LightCycl&r#80 a moZnosti
UAHti ve forenzni genetice

Cilem teoretické&asti této prace je poskytnout zakladiéhded o mitochondrialni
DNA. Vzhledem k porérné vysoké narénosti analyzy mtDNA Sangerovou sekéeh
metodou (jak po strancgasové tak finatni) je snahou mnoha forenznich labofato
hledat nové metodické postupy v této analyze. Podem praktickécasti je zjistit
moznosti vyuziti metody High resolution melting (MIR provacné pomoci zdzeni
LightCyclef® 480 i analyze mtDNA ve forenzni praxi.

V praktickécasti jsme nejprve uvedli zakladni informace o matbdvyuzivanych
pii analyze mtDNA ve forenzni genetice. Dale jsmevpdb optimalizaci metody High
resolution melting pro oblast HVI mtDNA prov&e na z&zeni LightCyclef 480 a
testovali metodu naéfi reprezentativnich bukalnichéstch nalezicich kém tiznym
haplotypim.

Metodou HRM jsme usgpre rozlisili jednotlivé haplotypy mtDNA v oblasti HVI
Jedna se o pilotni studii, pro zavedeni této singené metody do forenzni praxe je
nutné provést dalsi testovani &tsiho pd@tu vzorki pro nejiizngjsi haplotypy, u vzonk

s nizkou koncentraci mtDNAfipadré metodu rozgit také o oblast HVII.

Klicova slova: forenzni genetika, mitochondrialni DNRightCycle® 480, High

resolution melting



ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculta of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biological and Medical Sciences

Candidate: Lucie Vokkova

Supervizor: RNDr. Hana Klugova Ph.D.

Title of bachelor thesis: LightCycf&r480 for mtDNA analysis and its use in forensic
genst

The aim of the theoretical part of the presdri@achelor’s thesis is to provide a basic
overview of mitochondrial DNA. The Sanger sequegaimethod is wildly used for the
mitochondrial DNA analysis but it has few negatitiest have to be mention (e. g. high
financial and time demands) and therefore othereouhr genetics techniques instead
of Sanger should be tested. High resolution meltimethod and LightCycl&r 480
instrument might be very useful tool for the mitoodrial DNA analysis.

The aim of the practical part of the preserf@adhelor’s thesis is to provide methods
that are commonly used in the forensic geneticsidg®ewe present major possibilities
of the LightCyclef instrument usage with the accent to sequence hikitya
mitochondrial DNA analysis. We perform the optinmiiaa of the method HRM by the
use of the LightCyclér 480 instrument. Five representative samples \hitaet various
haplotypes mtDNA were tested in HVI region for #egjuence variability.

We successfully determined haplotypes mtDNAJW region of all samples. It's a
primary study, then for implementation in the faenroutine it’s necessary perform
testing for more samples with different haplotydes; amounts of mtDNA and extend

the method for the region HVII.

Key words: forensic genetics, mitochondrial DNAghtCyclef® 480, High resolution
Meeting
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Uvod

Genetika, jako mladyipodowdny obor, je jednim z odti, které jdou nejvice
kupiedu.
Znalost genetické informace se krmdrigékastvi vyuzivd nafiklad v zemgdélstvi Ci
kriminalistice.Forenzni genetika je specificky obor genetiky, kieyuziva poznatky z
molekularni biologie, biochemie #ady dalSich fibuznych biologickych disciplin
k identifikaci osob, stanovenifipuznosti a dalSim genetickym té&st ucenym
predevsim pro wkazni &ely. Pro poteby obja#ovani trestni &ci se zkouma lidsky
biologicky material obsahujici Useky DNA, které ysa kazdeho jedince specifické
(jedingné) a neopakovatelné (vyjimku t¥gouze jednovajma dvogata).

Oddleni genetickych expertiz provadi standardni anajgelerné DNA, ktera vede
k individudlni identifikaci osoby. Porovnanim sréwacich vzorik se stopami lze
jednoznéné urcit osobu, jejiz biologicky material byl zaji&t na mist trestnéhaiinu
nebo lze identifikovat neznamou osobu. Déle remizapecialni analyzy Y-
chromozomu, X-chromozému a mitochondridlini DNA. dyanalyzy neumaiji
individualni identifikaci a pouzivaji se ve zvlagtim pripadech ¥tSinou jako doplkova
analyza ke standardni analyze jaderné DNA (httpaivpolicie.cz/clanek/

celorepublikove-utvary-kriminalisticky-ustav-prabpravodajstvi-test-3.aspx?g=Y2hud
WO09Mw%3d%3d.
Mitochondrialni DNA analyza neumiafje individualni identifikaci jak je tomu u

NDNA, slouzi ,pouze” k ufeni skupinové fislusnosti. [@di se po maternalni linii,
tudiz osoby jedné maternalni linie maji shodnowse& mtDNA (podoba# plati i pro
analyzu chromozému Y). Analyza mtDNA vyZaduje r@gsi metodiku
vyhodnocovani dat, nez je tomu u ostatnich metiedprasto niize byt velmi uziténa
ve forenznim vysébvani. Analyza mtDNA pnasi i rekteré vyhody, a to zejméndip
dlouhodobém uloZeniélesnych poistatki v zemi, kdy dochézi k rychlé degradaci
jaderné DNA, kterou jiz po dkolika letech nelze vyuzit. Mitochondrialni DNA je
stabilrgjSi a je pitomna v biice ve ¥tSim patu identickych kopii (cca 500 kopii), coz
zvysuje pravdpodobnost k nalezeni ugekhodnych ke zkoumani.

Analyza mtDNA se v kriminalistice uptatie zejména pro identifikaci osob
z lidskych posstatka a k objastni piibuzenskych vztah Mimo kriminalistiku slouZzi
k reSeni otazekivodu a migraceélovéka.



Zadani (cile) bakalaské prace

Cilem této bakataké prace je fimést gehledny a souhrnny pohled na analyzu
mtDNA ve forenzni genetice a &it metodu HRM s vyuZitim LightCyclefu480 pro
uréeni sekvedni variability mtDNA v oblasti HVI u zkuSebnich vddi.

Ve své praci se ndjee budu ¥novat zakladnim informacim o mtDNA a analyze
MtDNA. V dalSich kapitolach se budu snazit popdavmi moZznosti vyuZziti Zézeni
LightCycle® 480 s drazem na analyzu sekvar variability mtDNA. Prace je
doplngna vysledky testovani metody HRM pomoci LightCyeferd80 pro ukeni
sekverini variability mtDNA v oblasti HVI u pti reprezentativnich vzotk

10



|. Teoreticka ¢ast

1. DNA

1.1 Struktura DNA

DNA (neboli deoxyribonukleovad kyseling je nukleovd kyselina obsaZzena
piedevsim v bugtném jade (ale i v jinych bu&nych organelach — mitochondriich a
chloroplastech - véthto organeladch se vSak nachézi kruhova DNA baiehio typu,
coz dokazuje bakterialniigod tchto organel), ktera je nositelkogdikné informace
v podolg geni. Molekula DNA je velmi dote uzgisobena pro uchovavani a kopirovani
genetické informace. DNA je pro Zivot nezbytnowkdat, jez ve své strukte koduje a
bunkam zadava jejich program a tirfreguuje vyvoj a vlastnosti celého organismu.

DNA je dlouhd makromolekula — polymer, tepa d¢émaietzci staenymi do tzv.
»dvojité Sroubovice®. V kazdéntettzci se stida gtiuhlikovy sacharid deoxyrib6za
(monosacharid 2-deox§-D-rib6za) se zbytkem kyseliny fosf@reé (tzv. fosfat - P¢
). Na deoxyribozu je po strampiipojena jedna zeétyi tzv. heterocyklickych dusikatych
bazi. D¢ jsou odvozeny od struktury purinu — adenin (A) wamgn (G) a d¥ od
pyrimidinu — thymin (T) a cytosin (C) (Raclavskyd8).

Dusikaté baze se mohou mezi sebou parovat giomealikovych vazeb. To, které
bdze se budou mezi sebou parovat, neni dano n&hddnto dano jejich
komplementaritou. Toto komplementérni parovani b@zdziuje patim bazi zaujmout

energeticky nejvyhodijsi konformaci v ramci dvousSroubovice (http://weddur.cuni.
cz/studiumchemie/materialy/Milada Rostejnska/BioohgPLO/PDF/Vyklad/(3)Nukle
oveKyseliny.pdf. Geneticka informace je v DNA zapsana \gmh bazi, samdejmeé

jen v jednom zietzci, druhy fettzec je jeho dopikem (je tzv. komplementarni).
Adenin se vzdy paruje sthyminem (A-T) &va vodikovymi vazbami a guanin
s cytosinem (G-C) se parujemi vodikovymi vazbami. Vodikové imtky mezi bazemi
jsou dostaténé silné k drzeni bazi pohromgdale sodasré dosti slabé k tomu, aby se
mohly @i ptenosu informaci (expresi) od sebe &éduat.
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1.2 Funkce DNA

DNA je zodpowdna za genetickyipnos ddicnych znak, a sodasreé slouzi jako
depositd genetické informace. Z chemického hlediska je taformace souborem
navodi pro vyrobu v3ech typ bilkovin daného organismu. Useku DNA, nesoucimu
instrukci pro vyrobu jedné bilkoviny, g&a gen (pesrgji strukturni gen) a souboru
vSech gef fikame genom (Vodrazka, 2002). Proteiny kodigsto pouze maléast
celkové sekvence DNA (tyto genyealstavuji jen 1,5 % lidského genomu).

Gen je z molekularniho hlediska uUsek nuklekysgeliny se specifickym gadim
nuleotidi, které podmiuje strukturu a funkci genového produktu. Obsahjapnak
useky kodujici — exony (asi 30%) a Uuseky nekoddyjicitrony (asi 70%).

1.2.1 Nekodujici DNA

Nekddujici DNA (,Junk DNA") reprezentuje sekvenggjjichZ funkce zatim nebyla
odhalena. Tvih 98% celé DNA. Tato DNA nenese Zadnou genetickaiorinaci.
Z hlediska kriminalistiky ma vSak nesmirny vyznajelikoz se zde ve &Si mie

nachazi vysoce polymorfni lokusyjldzité gedevSim pro genetické expertizy.

1.2.2 Koédujici DNA
Kodujici oblast tvid asi 2% celé DNAlovéka. Genetické informace jsoigmaseny

geny, coz jsou konkrétni iseky DNA o konkrétni stoi nukleotid. V kddujici DNA
se spiSe nachazi mgpolymorfni lokusy.
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2. Jaderna DNA

2.1 Stavba a funkce buéného jadra

Jadro (nucleus) je b&na organela eukaryontnich kiln ve které jsou sousidény
dédi¢cné informace. Tato informace je zakddovana v setiviedizi molekul DNA, které
tvori urgity pocet chromozom. Jadro je ohrateno dvojitou jadernou membranou s
cetnymi nuklearnimi péry. Velikost porje uzpmsobena tak, aby jimi nemohly
prochazet chromozomy a ribozémy. Uvnjadra je uloZena jaderna DNA (nDNA)
uspdadana do chromozdm

2.2 Chromozémy

Chromozdm je lineérni vlaknity atvar, kteryrgzctlen centromerou na kratké (p-) a
dlouhé (g-) raménko. Konce ramének, kterymitieno zakodeni replikace na 3'-
koncich DNA chromozému, se nazyvaji telomery. KorigBlA v telomerach se
vyznauji sekverné specifickymi tandemovymi repeticemi.

Kazdy chromozdm je slozen pouze z jedné lmiearolekuly DNA, jak je patrno
z obr. 1, na kterou jsou navazany jednoduché bézickteiny - histony, jez umadji
svinuti tenkého vlakna do kompakf$i struktury. Tento komplex DNA a protdirse
nazyva chromatin.

VIakno DNA v chromozdmu obsahuje velké mnoZgani. Kazdy gen lze ztotoznit
s ucitym usekem DNA. Pozice (misto) na chromozomu, ré3§A, na kterém se
piislusny gen vyskytuje, oztajeme jako lokus. Konkrétni varianta genu tiglpSném

/’ cT

lokusu se nazyva alela.

DNA

Chromosome

GA

Cell

. Gene

g
Nucleus L\ ,ﬁ?

Obr. 1: Schematické zobrazeni DNA (http://www.riversidieom.com/health reference
/Tools/DS00549.cfim?RenderForPrinj=1
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3. Mitochondrialni DNA

3.1 Stavba mitochondrii

Mitochondrie jsou intracelularni, semiautonénenganely plovouci v cytoplazim
eukaryotnich bukk. Jejich pdet zavisi na typu tkan ve které se hika nachazi, a na
jeji nar@nosti na energii — ndphepatocyty (jaterni biky) obsahuji stovky az tisice
mitochondrii (Robin & Wong, 1988). Tvar a velikgstu tiznych bugk také rozdilng,
vétSinou vSak maji protahly tvar

Obal mitochondrie je t¥en dwma lipoproteinovymi membranami, mezi nimiz se
nachazi intermembranovy prostor. \fnit membrana je zprohybana (znazom
na obr. 2), takze strem do nitra mitochondrie vytyiacetné vchlipeniny, ozgavané
jako kristy. Vnitni membrana ohrafije prostor vyplany velmi hustym roztokem
tvofenym enzymy oxidaiho metabolismu, substraty, nukleotidovymi kofakta
anorganickymi ionty, tzv. mitochondrialni matrix.

Mitochondrie se v hice no¥ nevytvdeji jako ostatni organely, ale mnozi se
délenim. Maji vlastni kruznicovou molekulu DNA, velrpiodobnou molekule DNA
bakterii a také g)j vlastni proteosynteticky aparat.

por

ribosom

krista . A

mezimembranovy
prostor

FoF, ATPasa
vnéjsi

membrana vnitfni

membrana ; 75

Obr. 2: Struktura mitochondrie (http://vydavatelstvi.vech/knihy/uid es-002 v1/
hesla/mitochondrie.htnl
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3.2 Struktura lidské mtDNA

Typickd mtDNA je tvéena kruZnicovou molekulou dsDNA (na rozdil od nDNA
vyskytujici se ve fortachromozéni) o délce cca 16-20 kb, ktera neni vazana na zadny
bilkovinny nost typu histori. V antiparalelnichiettzcich DNA je odliSny porr
purind a pyrimidini, proto zde rozliSujemiettzec tzky (H, heavy) aetézec lehky (L,
light). TéZky fettzec nese ve své sekvenci vice guaninu (G)re&Zce lehky. Guanin
ma ze vSech typnukleotidi nejwtSi molekularni hmotnost, proto settzec oznauje
jako €zky (Butler, 2005).

Na mtDNA se nachazirgvazié kodujici oblasti (93%), zatimco jaderny genom je
tvofen koédujici DNA jen z necelych 2 %. Minimélrse zde vyskytuji repetitivni
sekvence, geny neobsahuji intronyétaré se dokonce navzajerreRryvaji.

Pa@et gerti v mtDNA je na rozdil od jaderné DNA zanedbatelyDNA koduje 37
geni (NDNA koduje 25-30 tisic) — geny pro 12S a 16S ARI92 tRNA a dalSi geny
potrebné v oxidativni fosforylaci a energetickou prociuk buice — cytochrom b, dv
podjednotky ATPazy it podjednotky cytochrom ¢ syntazy a sedm podjednbt&DH
dehydrogenazy (viz obr. 3).&&ina proteid potebnych pro fungovani mitochondrie je
v8ak kdédovana nDNA, nasleginsyntetizovana v cytoplazma transportovana do
mitochondrie (Andersom et al., 1981).

Kromg jiz zmintnych kodujicich sekvenci, je nekddujici oblast st@ z piblizné
1100 bp dlouhého useku - tzv. kontrolni Usek (Zspment loop, D-sntka). Lezi zde
misto iniciace replikace Hetézce a mista iniciace transkripce. Misto pro iniciac
replikace Lietzce lezi v malém nekddujicim Useku asi 5.7 kb athiko replikace H
retzce (http://www.biopticka.cz/sluzby/molekularni-gika/vyzkum-mtDNA.htm.

D-smyka je diky své vysoké polymorfnosti a nukleotidovariabilitt hojne
vyuzivdna pro zkoumani ve forenzni genetice. Vanilktaci v této nekodujici oblasti
nema naslednzadny vliv na fungovani mitochondrie ani na fungoiv buiky jako
takové (Butler, 2005). Oblast D-siky je tén#f totozna s hypervariabilni oblasti
(hypervariable region - HVR), ktera sélicha & ¢asti — HVI, HVII, HVIII.
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Obr. 3: Priklad molekuly mtDNA: na lidské kruhové molekule DMNA je znazorgno
umisgni nekterych geid (http://cs.wikipedia.org/wiki/Mitochondri%eC3%A1In28%
AD_DNA)

3.2.1 Shrnuti rozdiki jaderné a mitochondrialni DNA
Rozdii mezi mtDNA a nDNA, jak je patrno z tabulky 1, jenaho. K &m
nejzakladejSim pati predevSim lokalizace v e, odliSna struktura, sekvence,

mnoZstvi obsaZzené v fice a zgsob ddi¢nosti.

Jednou z charakteristik, které umigi veétSi pravépodobnost ziskdni vysledlk
z mtDNA, je jeji vyskyt v bitkach v mnohem vySSim i kopii, nez je tomu u nDNA.
| kdyZz nDNA obsahuje mnohem vice informaci, vyskgtse v biice pouze ve dvou
kopiich (1 maternélni a 1 paternalni), zatimco miDNese jen zlomek genetické
informace a vyskytuje se vhece ve stovkach kopii. Diky&&imu pd@tu kopii je
pravdpodobnost zachovani mtDNA vySSi nez u nDNA (Bu2€05).

Divodem vysSiho vyskytu mutaci, v porovnani s nDNANiZSi stupe repargnich
proces uplatiujicich se v mtDNA. VySSi mutai rychlost pomaha k vytweni &tSi
variability ve vzorcich pochazejicich z jedné maédmi linie, kterd by se jinym
mechanismem netnila (Butler, 2005). DalSimtvodem tSi nachylnosti ke vzniku
mutaci, je lokalizace molekuly mtDNA v blizkostiitimi mitochondrialni membrany,
kde vznikaji reaktivni kyslikové radikaly, které jnenutagenni &inky. Na rozdil od
jaderné DNA také neni chré&ma histony (Koarek, 2007).

Kruhova struktura mtDNA je mé&machylna k pisobeni exonukleaz, ktereegi
DNA a poméha molekule projit celou analyzou v n&zmém stavu. VySSi odolnost
MtDNA zpasobuje i fakt, Ze je uloZzena v dvoumembranové aigagButler, 2005).
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Tab. 1: Rozdily mezi jadernou a mitochondrialni DNA - weao (Butler, Forensic
DNA Typing 2005)

Charakteristika Jaderna DNA Mitochondrialni DNA
Velikost genomu 3,2 miliard pabazi 16 568 parbazi
Patet kopii v buice 2 (jedna kopie od kazdéhg cca 500
Z rodich)
Procento celkové DNA na| 99,75 0,25
bunku
Struktura linearni, chromozémy kruhova
Dédi¢nost po matce i otci - po matce - maternalni

mendelovska

Chromozomalni parovani | diploidni haploidni

Rekombinace ano ne

Replikatni opravy ano ne

Unikatni ano (vyjma jednovajaych | ne (stejna v celé maternalni

dvojcat) linii)

Vyskyt mutaci nizky 5-10x vySSi nez u jadernée
DNA, v D-kli¢cce 100x
vySSi

Podil kédujici DNA 2-3% 93%

Introny ano ne

3.3 Mitochondrialni dédiénost

Dédicnost znak kddovanych mitochondrialni DNA sidi vyhrad maternalni
(matroklinni) @di¢nosti — je ddéna od matky, na rozdil od mendelovskeidnosti
jaderného genomu, ktery je rovnémé dédén od obou rodii, s vyjimkou Y
chromozomu (Giles et al., 1980).

Spermie obsahuji jen maly e mitochondrii (avSak dost&te mnoZzstvi k tomu,
aby ntly dostatek energie na cestu k vkji), které jsou po fertilizaci destruovany
vajickem (Zenskou pohlavni bkou). Mitochondrie pochazejici ze spermie jsouvaikti
vyhledany a likvidovdny pomoci procesu vyuZivajécibibiquitinaci, jehoz cilem je
oznaeni spermii bilkovinou ubiquitinem a jejich naslédrecyklace (Sutovsky et al.,
1999). A to je dvod, pra je veSkerd mtDNAisté maternélniho jvodu.
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Vytvéeni maternalnich linii pomaha v situacich, kdy gmal DNA chceme ziskat
informace (souvislosti) mezi osobami vzd&epfibuznymi, u kterych byla analyza
NDNA nedostaujici. AvSak i analyza mtDNA ma své nevyhody. T@jvgznamgjsi je
fakt, Ze jednotliv&leny maternalni linie nelze od sebe touto analyzaliSit. MtDNA
se roviZ nenuze pouzit k testovani otcovstvi ani nera slouzit pro individualni
identifikaci (Rapley & Whitehouse 2007).

3.4 Hypervariabilni oblasti

Pro analyzu lidské mtDNA se z celkovéh@tpol6 569 bp vyuZiva pouze 747 bp.
Jde o tzv. hypervariabilni oblast, HVR (HypervakalRegion) nachazejici se v D-
smycce mitochondrialni DNA.

V tomto kontrolnim Useku se nachazeji 3 hyagabilni oblasti (HVI, HVII a
HVIII). Hypervariabilni oblast | (HVI) se povaZzujea oblast nizkého rozliseni. Je to
Usek 342 bp dlouhy, nachazejici se mezi nukledt®lp24 — 16365. V HVI se nachazi
celkem 88 variabilnich pozic, coz je asi 26% z oee&k delky HVI (Lutz et al., 2000).
Hypervariabilni oblast Il (HVII) se povaZuje za abt s rozliSenim vysokym. Jedna se o
usek 268 bp dlouhy, nachazejici se mezi nukleoti®ly- 340. V HVII se nachazi 65
variabilnich pozic, tedy 24% celkové délky HVII (fzuet al., 2000). Hypervariabilni
oblast Il (HVIII) je 137 bp dlouhy Usek mezi nuklidy 438 — 474 a nachazi se &m
25 variabilnich mist, coz jeiplizné 18% z celkové délky HVIII (Lutz et al., 2000).

Analyza &chto oblasti slouzi k fifazeni jedince do &ité mitochondrialni
haploskupiny. Jedinci, kite maji na uitych diagnostickych pozicich HVR stejné
nukleotidy, setadi ke stejnému haplotypu. Haplotypy se pak naazkiz konkrétnich
polymorfismi pfitazuji k haploskupindm.

Pokud jsou analyzované vzorky od osob, ktsoél jspolu v fibuzenském vztahu,
tak se pedpoklada, ze v sekvencich hypervariabilnich tiselbude Zadny rozdil — stav
zvany homoplazmie (Morovvati, 2007). Vyjimku mohiwerit piipady, u kterych doslo
k mutacim v sekvencéj pii stavu zvaném heteroplazmie (Bendall & Sykes, ]9y
se objevi nova mitochondrialni mutace provazetitoqmnosti vice variant nukleotid
na reékterych pozicich v ramci mtDNA. &em dleni burgk dochazi k ndhodnému
roz&leni mutantni a normalni mtDNA do dogych burgk. Stupé heteroplazmie se u
now vznikajicich busk muze liSit, proto kazdy Zleni jedné rodiny mze zddit rizné
procentualni zastoupeni mutambtDNA a mit tak rozdilny haplotyp.
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3.5 Haploskupiny

Na zaklad mutaci v mtDNA Ize uiit tzv. "haplotyp”, z kterého se dale daji sestavit
genealogickeé vyvojové stromy. Velké skupiny navaa@ibuznych haplotyp mizeme
popsat jako tzv. haploskupiny, které se @mnjiakombinaci pismen (u mtDNA od A az
po Z) acislic (tedy nap N9a). Haploskupiny charakterizujizné populace, jejich
historii a migraci. Kazda z existujicich haploskupia své definovatelné podskupiny.

V priibéhu zkoumani vzork DNA u riznych populaci se zjistilo, Ze jednotlivci
spadaji do haploskupin, které mohou byt definouwaitymi polymorfnimi nukleotidy
(see Wallace et al. 1999, Ruiz-Pesini et al. 2004).

MtDNA haploskupiny jsou rozteny na zakladl polymorfismu v oblastech
HV1/HV2 a genomovych variaci. Haploskupiny A, B,[@, E, F, G a M jsou typické
pro Asiaty, zatimco &tSina pivodnich Ameriani (Indiani) spada do haploskupin A, B,
C a D. Haploskupiny L1, L2 a L3 jsou Afdani a haploskupiny H, I, J, K, T, U, V, W a
X jsou typicky spojovany s evropskymi populacemial&lce et al. 1999).

Evropané se mohou rodd do dvou skupin podle iftomnosti (fiblizné 25%) i
negitomnosti (75%) Ddel vazebného mista na nukleotdpwzici 10 394. Vazebné
misto pro Ddel na pozici 10 394 maji skupiny I, K.aNa druhé straf) vazebné misto
na pozici 10 394 ztratily haploskupiny H, T, U,W,a X (Wallace et al. 1999).

Tab. 2. Procentudlni zastoupeni jednotlivych haploskupiBNA v Evrop (Wallace et
al. 1999)
Haploskupina H T U Vv X I J K
Zastoupeni 40,5 15,2 14,7 4,8 6,9 6,7 11,8 91
v Evrop (%)

Swij vysledny haplotyp rizeme vlozit do nasich i stovych internetovych databazi
a porovnat tak své vysledky s vysledky liditznmych koud planety, v naSemijpad
piedevsSim Evropy, ifpadré Ameriky a udlat si komplex#jSi obrazek o migraci
piedki a naSich ,pibuznych* v jinych zergpisnych oblastech_(kotacka.webnode.cz/

geneticka-genealoqgie/

Genealogické testy DNA byly a zatim pt8inou jsou vnimany pouze jako zest
rodinné historie, ale postupefiasu s jejich stale rostouci popularitou, vyvojem a
rozvojem s¥tovych databazi skytaji nové a nové moznosti (Kkataeebnode.cz/

geneticka-genealoqgie/
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ll. Prakticka ¢ast

1. Analyza mtDNA

Analyzy mtDNA se vyuziva, jak jiz bylo zngimo, zejména ip dlouhodobém
uloZeni &lesnych poistatki v zemi, kdy dochézi k rychlé degradaci jaderné DNA
kterou jiz po gkolika letech nelze vyuZzit, nebo je-li vzorek na&ezave velmi malém
mnozstvi. Jedna sefquevSim o kosterni {pdevsSim Zebra a dlouhé kosti) zubni
pozistatky, dale o vlasy, které jsou zbavenyikki, pogipac i degradované stopy.
Analyza nDNA by u d&chto typi vzorki neposkytla usfné vysledky jadernych DNA
markefi, proto se ufednosiiuje analyza mtDNA.

Hi sekvendani analyze mtDNA jsou n&jstji zkoumany dva hypervariabilni GUseky
(HVI a HVII), které se nachazeji na nerekombinatsti mitochondrialniho genomu.
Tyto Useky poskytuji informace, které slouzi k &dhi dvou nefbuznych jeding
(Budowleet al. 1999).

Analyza mtDNA je sloZena, ste&jriak jako analyza nDNA, zékolika po sob
jdoucich krok. Mezi n¢ pafi: priprava vzorku, extrakce DNA, amplifikace DNA,
sekvenace DNA a v posledisict vyhodnoceni dat.

1.1 Friprava vzorku

Pro pipravu vzorku je velmi dlezité aistit zkoumany material od jakékoliv
kontaminujici latky na jeho povrchu, aby se zdgstize vysledna DNA pochazi
opravdu ze vzorku a nikoli z jiného zdroje (Hageth& Clegg, 1991).

U vlag je tento krok provash pomocicisténi detergenty v ultrazvukové vodni lazni.
Po odstraéni kontaminujicich ¢astic z povrchu vlasu je tento vlas uraistdo
extrakiniho roztoku a néaslednrozdrcen pomoci malého tléku. V roztoku se poté
nachazi jak DNA, tak i butny material (Isenberg & Moore, 1991).

Kosti a zuby také prochazeji proces&ateni. Nejprve dojde k obrouseni povrchu,
kdy se odstrani kontaminanty nachézejici se nacpavkosti. Nasledh se odebere
mala cast tkag, ktera se poté rozdrti na jemny prasek (Isenbertyldore, 1991).
Vzorek by se il odebirat ze $ednic¢asti kosti tak, aby nedoSlo k poSkozeni kosti a
mohla byt pouzita pro dalSigfeni. Ri srovnani usgsnosti analyzy mtDNA ziznych
¢asti skeletu se ukazalo, Ze Zebra a stehennidastpro analyzu nejvhod§i (Edson
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et al., 2004). Zuby se nejprve tnou na polovinu a odebere se degtiaubni den,
které jsou vyuzity pro extrakci DNA. Werstvych zub se DNA extrahuje pouze
Z dierg, zatimco u extréninstarych zub se naopak DNA extrahuje jen z dentinu
(zubni den je jiz vyschld). PraSek vznikly rozdrcenim zubrkostni tk&s je nasleda
také umisin do extrakniho roztoku (Isenberg & Moore, 1991).

1.2 Extrakce (izolace) a purifikace vzorku

BEhem degradace biologického materialu vznika v tkidada latek, které svou
piitomnosti narusuji béh PCR a jsou proto ozéavany jako PCR inhibitory. V
kostni tkani se setkdvame zejména stegjSimi derivaty hemu, blokujicimiinnost
Tag-polymerazy. VSechny tyto latky musi byghbm extrakce a purifikace DNA
odstrarny (Simkova, 2002).

Zakladnim principem izolace je ziskat z roede lidské tka®h DNA ukrytou v
mitochondriich.

Prvnim krokem je lyza b, ze kterych chceme DNA ziskat. WAmych bugk stai
obvykle rozpou&ni cytoplazmatické membrany a denaturace proteiatergentem
(obvykle Triton X-100 a SDS, z ang. sodium dodeswylphate). AvSak pro lyzu
pevnych tk&ni musi byt pouZit&jaka forma mechanické sily (Raclavsky, 1998). Jako
formu mechanické sily fiZeme pouzit ndap protepavani vzorku se sklemymi
kulickami na vortexu, drceni tkAzmrazené tekutym dusikemiedti misce atd.

Burécny obsah vetre DNA se z lyzovanych buwk uvolni do extrakniho pufru,
ktery kron® detergent obsahuje také ethylendiaminotetraoctovou kysdlfDTA). Ta
funguje jako chelatmi latka, a to tak, e tvbkomplexy s C& ionty (Raclavsky,
1998). Vyvazanim Ca je zajistna inaktivace nukledz, tj. enzymnkteré se za
normalnich podminek nachazeji v cytopl&zrbunky a Stpi nukleové kyseliny.
V piipac, Ze by nukledzyistaly aktivni, doslo by k rozfteni DNA a jakakoliv dalSi
analyza genetickeého materialu by byla bedpetna (Katarek, 2007).

Pro zvySentistoty izolované DNA se dkdy k lyzanimu roztoku fiddva enzym
proteinaza K, ktery 8pi bilkoviny, Wetné histori vazanych na strukturu DNA
(http://biologie.upol.cz/metody/Izolace%20nukleoly620kyselin.htr

Extrakce mtDNA by @la byt provadna ve sterilni laboratqg jelikoz jeji analyza je

citliv¢jSi na kontaminaci nez analyza nDNA, a toiazatiu WtSiho p@tu kopii v buice
(Butler, 2005).
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V sowasné dob se pouziva Siroka Skala izotdch metod. Mezi nejpouzivgsi
metody v naSi laborato se fadi extrakce DNA z buk adsorpci na silikat,
v ojedirglych pripadech fenol — chloroformova extrakce.

1.2.1 Adsorpce na silikat
Metoda vyuzivajici adsorpce nukleovych kyseha silikatovy povrch pét

k nowjSim technikam. Oproti fenol-chloroformové metog rychlejsi a bezpegjsi
(odpada manipulace s toxickym chloroformem a Zimaygnolem) a zajidije ziskani
vysocecisté DNA (Katarek, 2007).

Zakladnim principem adsamich metod, jak je patrné z obrazku 4, je vyuziti
schopnosti nukleovych kyselin adsorbovat se nagigve oxidu kemkitého — silikatu
(zpravidla speciakh pripraveného skla) v fitomnosti chaotropnich soli (jodid sodny
nebo guanidin thiokyanat). Silikattde byt dvojiho typu, a to jako drobné skieé
kulicky ¢i jako silikatove frity v kolonce (sklemé sitko zabudované ve zvilastni
mikrozkumavce bez dna).

DNA se pi praichodu kolonkou v fitomnosti chaotropnich soli zachyti na drit
(Raclavsky, 1998), avSak ostatniistoty ¢i PCR inhibitory Astavaji v roztoku, ktery
se po centrifugaci nachazi ve spodnérsb zkumavce. Zachycena DNA se poté
nékolikrat promyje novou davkou pufru s chaotropngoiemi a naslednou centrifugaci.
Adherovanou DNA lze z kolonky snadno uvolnitdanim el@éniho pufruci vody, které
neobsahuji chaotropni soli a snizi tak iontovou silztoku. Po kratkodobé inkubaci
dojde k uvolgni DNA z kolonky do pufru, ktery je po centrifuggaieveden daisté
zkumavky.
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Obr. 4: Princip navazani DNA na povrch SiO2 materialuofBova, 2003)

Fenol — chloroformova extrakce
Klasickym a stéale hofnpouzivanym postupem pro odstkan proteini a lipida
z burg¢nych lyzati je extrakce pufrem ekvalibrovanym fenolem nebasinienolu,
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chloroformu a izoamylakoholu. Tyto organické latkg nemisi s vodou, a proto po
piidani do vodného prastdi bugéného lyzatu zfisobi tvorbu dvou vrstev — fazi

(Smarda et al., 2005). Ve spodni organické ¥rstorené fenol/chloroformem jsou

obsazeny veSkeré nepolarni latky, naproti tomu iheadna faze obsahuje vSechny
latky polarni, tedy i DNA.

Nejprve se do roztokuriga proteindza K a SDS (dodecyl sulfat sodny), éb§lo k
rozruSeni bu&né stny a proteii. Chloroform se nemisi s vodnym roztokem
obsahujicim DNA, ale ip protiepani &chto ¢asti mize srazet proteinyifitomné ve
vodné sloZzce. Naslednou centrifugaci se na rozhtghto dvou fazi objevuje bily
prstenec srazenych protéirHorni vodnou vrstvu s obsahem DNA opatpienaSime
do nové zkumavky pro dalSi analyzu (Kéchl et aD®)0

Pro dokonalé odstrami proteiri je nutno extrakci opakovat &ovnym gidanim
smesi fenol-chloroform-izoamylakohol a piepavanim tak dlouho, dokud se na
rozhrani nefestane po odstdni objevovat bild proteinova sraZzenina. Nakonec je
nutné extrahovat jeSfednou - pouze s&si chloroformu s izoamylakoholem (24:1),
aby byly odstraény i stopy fenolu v roztoku, které by mohly intedeat nap. s
pouzitim enzym pii  dalSim opracovani izolovanych nukleovych kyselin
(http://biologie.upol.cz/metody/Izolace%20nukleoly620kyselin.htr

1.3 Amplifikace mtDNA pomoci PCR

Polymerazovéetzova reakce (Polymerase Chain Reaction - PCR) jeodae
molekuléarni biologie pro enzymatickou replikaci DNA vitro bez pouZiti Zivych
organisnii. Jako templat se pouziva malé mnozstvi DNA, kjere prabéhu cyklické
reakce o fech teplotnich fazich exponenci@lamplifikovdno. PCR se pouZivd na
amplifikaci specifické oblasti DNA. Mohou to bytdeotlivé geny,casti genu nebo
nekodujici oblasti, jejichz délka obvykle rfepahuje 10 kb (VIaSkova & TreSlova,
2008).

Podstatou PCR je cyklicky se opakujici enzytnosyntéza novychiettzci
vybranych Usek dvouettzcové DNA ve smru 5'—3' prostednictvim DNA-
polymerdzy. Studovany uUsek nukleotidové sekvencesyjmezen fpojenim dvou
primeri (Useky dlezité pro nasednuti polymerazy, zpravidla obsahybuze 20-25
nukleotidi), které se vazou na protilehtéttzce DNA tak, Ze jejich 3'-konce siiuji
proti sotkg. Po gidani DNA-polymerazy a nukleotid(v roztoku musi byt jitomny
vSechnytyii typy nukleotidh) pak probiha syntéza novych vidken na obou matyico
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fetézcich protismirné. K syntéze DNA se pouzivaji termostabilni polynzgr&olované

z termofilnich mikroorganisfy) nag. Tag DNA-polymerdza z Thermus aquaticus
odolavajici teplotam, ip nichz DNA denaturuje. To umaégnje, aby syntéza DNA
probihala opakovanformou cykh (Smarda et al., 2005). Tento proces §&atikrat
opakovan. Bhem kazdého cyklu se teoretickycpo kopii zdvojnasobi a v koteé fazi

je tak vytvaeno i rekolik miliéna kopii (Isenberg & Moore, 1991).

Jako optimalni mnozstvi DNA je pro amplifikaza pomoci PCR povazovano 10 —
1000 pg. Jelikoz je vS8ak DNA v extraktu v nestatelmém mnoZstvi, pouziva se pro
pocateni PCR reakci 1 - 10ul extraktu DNA (Edson et2004).

Mezi z&kladni komponenty PCR figia) templatova DNA, (b) primery, (c) DNA-
polymeraza, (d) volné nukleotidy — dNTPs ¢nvSechétyi deoxynukleotidtrifosfat,
které slouzi jako stavebni kameny pro syntézu nb\), (e) haecnaté ionty —
negastji chlorid haecnaty (maji v reaéni snesi funkci kofaktofi - tvori rozpustny
komplex s jednotlivymi dNTPs, ktery je néaslédiwzpoznavan DNA-polymerazou) a
() PCR pufr (tvai vhodné prosedi procinnost polymerazy).

Jeden cyklus PCR ma 3 zakladni faze (zn&norna obrazku 5):

1) Denaturace — probiha vrozmezi 94-98°C; z dsDNA ik&nrozruSenim
vodikovych niistka jednovlaknova DNA, na kterou mohou nasedat primery

2) Hybridizace (annealing) primér— sniZzeni teploty na 50-65°C umozni
primerim komplementamh nasednout na specificka mista templatové DNA.
Mista vazby primer vymezuji oblast genomu, ktera bude v dalSich «ykle
PCR amplifikovana (Kearek, 2007). Na navazané primery se poté navaze
DNA-polymeréaza.

3) ProdluZzovani (elongace) prinier i teplo€ okolo 72°C dochazi k aktivaci
termostabilni polymerazy, ktera rozpozna a nasediae 3‘'-OH-konce
navazanych primér Polymerdza fipojuje k primetim nukleotidy
komplementarni k templatové DNA a prodluzuje tekézec ve srru 5'—3'.

Reakce PCR probihd v sasné dob v automatizovaném fifstroji zvaném
termocycler. Dochazi zde k pravidelnémtidani teplot, resp. k zéhkani ¢i chlazeni
zvlastniho kovového btku, ve kterém jsou umisty mikrozkumavky se s#si.
Teplota rea&ni snesi a délka cyklu jetizena programem, ktery byl nastaven
uzivatelem.
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Obr. 5: Zakladni faze jednoho cyklu PCR_ (http://www.théfiki.org/Structural
Biochemistry/Polyermase Chain_Reaction/How PCR egofmed

1.4 Sekvenace DNA

Sekvenace je souhrnny termin pro biochemickiédbdye kterymi se zjiuje primarni
struktura neboli piadi nukleovych bazi (A, C, G, T) v kratkych sekviehcDNA.

V sowasné dob je nejvice pouzivdna enzymatickd Sangerova metoda
(dideoxyterminani reakce — ddNTP), ktera zastinila druhou, chemichMaxam-
Gilbertovu metodu.

Sangerova metoda vyuZivad stejného principw jJBICR (proto se v angting
ozna&uje jako ,cycle sequencing®). Zde se ovSem pouXjem¢ DNA-polymerazy a
klasickych deoxyribonukleotidovych bazi (dANTP) dradijicich rostouctetézec, také
bazi terminanich, tzv. dideoxyribonukleotidovych bazi (ddNTReré naopak rostouci
ietzec ukowriuji (Sanger et al., 1977). Kazdy ddNTP je aamjinym fluorescetnim
barvivem, jak je patrné z obrazku 6.

Hi reakci DNA-polymeraza ifpoji nukleotid tak, Zze zd& odSepi difosfat a
ziskanou energii vyuzije k tvotbfosfodiesterové vazby mezi zbyvajicim fosfatem a
kyslikem OH-skupiny fedchoziho nukleotidu na 3'-konci (Raclavsky, 1998).
Pritomnost syntetickych ddNTPupobi inhibéni vliv na DNA-polymerazu. Tento
inhibi¢ni vliv je vyvolan navazanimifslusného ddNTP misto odpovidajiciho dNTP do
prodluzujiciho serettzce. Polymeraza tak nebude schopna pmikat v Fipojovani
dalSiho nukleotidu, nelfoddNTP méa na 3‘ uhlikovém atomu navdzan pouze vodik
misto OH-skupiny, ktera je pabna pro tvorbu fosfodiesterové vazby (Atkinsomlet
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1969). Vysledkem tohoto procesu je vznik velkéhétpgedndetezcovych fragmerit
DNA ruzné délky, které se budou v k@&né fazi liSit o délku jedné baze (Andréasson,
2005).

Specifické reakce jsou rozliSeny podle typwitych dNTP a ddNTP. Klasické
deoxyribonukleotidové baze seént s totoznymi dideoxyribonukleotidovymi bazemi o
piipojeni do rostoucihorettzce DNA. No¥ vznikly tettzec, jenZz je ukaten
terminatorovou bazi, ma na svém konci ¢am, které je rozpoznavandi masledné
detekci (Andréasson, 2005). Fluoresagenmuze byt zn&en bul’ primerci ddNTPs.

Kon&né produkty sekvenace jsou naskedozclovany podle své délky za pomoci
gelovéci kapilarni elektroforézy.

Vyznamného pokroku ve stanovovani sekvenci Déiymovou metodou bylo
dosazeno po zavedentfigiroji pro automatické sekvenovani DNA, tzv. sekvenator
(Smarda et al., 2005). Ty jsou zaloZeny na prindigpilarni elektroforézy. Separace
fragmenti probihd ve velmi tenké sklemé kapilde obsahujici viskézni hydrofilni
polymer (obdoba gelu). Kapilara a kladna elektredtupuji do jamky se vzorkem,
vlozi se napti (vyrazré vysSi nez u gelové elektroforézy - haf5 kV) a zaporé
nabité fragmenty DNA vstupuji do kapilary a posgimmeérem k anod, ktera je na
druhém konci kapilary. &xem putovani kapilarou dochazi k velmiinné separaci
jednotlivych fragmerit dle velikosti. Fragmenty DNA nesouci jednu gyt
fluoresceknich zn&ek jsou ozieny argonovym laserovym &lem, dochazi k excitaci
a emitované sitlo je snimano tzv. CCD kamerou (4 vinové délkyujsenimany

souasre). Software vyhodnocuje emisni obrazceiavadi je do podoby barevnych
kiivek (TreSlova, 2008).

Primer for
replication

Prepare four reaction mixtures,
nclude in each a different

replication-stopping nuclectide : f
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Obr. 6: Postup sekvenace DNA (http://tomas.cooked.cz/thaésecey
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1.5 Databaze mtDNA

Analyzou ziskané udaje nukleotidovych sekvem@NA mohou byt porovnavany a
nasledg ukladany v databazich. Vysledné profily jsou pordany s refergmi
sekvenci, pro kterou se vzilo ozeai Cambridge Reference Sequence (CRS). Je to
sekvence lidské mtDNA, ktera byla jako prvni v rdc@81 sekvenovana v labor#to
Fredericka Sangera v Cambridge (Anderson et al81)19V roce 1999 prathla
opétovna sekvenace stejného materialu, jako v roc&.19#ové sekvenci (tzv. rCRS —
revidovana CRS) bylo opraveno 11 chyb v CRS. Z&unizh nebyla na&sti nalezena
v oblastech HVI a HVII, které jsou nejvice vyuziyaoro analyzu mtDNA (Anderson,
1981).

JelikoZz je mtDNA populme ¢i rasow vazana, je velkym pomocnikem patrani po
neznamém pachateli — pad#e nam pblizit geograficky @vod pachatele. Mezi jednu
z nejwtSich databazi séadi mtDatabaze SMGF (The Sorenson Molecular Geggalo
Foundatin). V sotasné dob tato databaze obsahuje data od vice nez 75, @00 i
z celého s#ta (http://www.smgf.org/pages/mtdatabase.jspx

Pro pehlednou klasifikaci mtDNA profil je dopordeno gifazovani
¢trnactimistného identifikaniho kodu ke kazdému profilu. Prvrii pismena oznauji
zemi mivodu — pouzivaji se mezinarodni kody pro danou z@majF. pro Ceskou
republiku jsou typicka pismena CZE). Dal&i pismena oznauji etnickou skupinu
(nag. AFR = Africané, CAU = bloSi apod.). Poslednich Sesisel pedstavuje
sekverini ¢islo daného profilu — gadi dané sekvence v databazi ndyyl-li vzorek
sekvenovan jako paty, bude mu néaleisio 000005) (Miller & Budowle, 2001).
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2. Hlavni moZnosti analyzy pomoci LightCyclerd 480

LightCyclef’ 480 je nejnowjsi systém, ktery umditije provadt real-time, online
PCR kombinovanou s rychlym cyklovanim pro 96 ne8é @zorki (dle typu vioZzeného
termobloku) (LightCyclét Real-Time PCR Systems Application Manual). Vysiedk
mohou byt kvantifikovany a analyzovany gasré pomoci monitorovani fluorescence
béhem amplifikace nukleovych kyselin. Opticky systéomoziuje provedeni
multiplexni PCR reakce za pomoci seksm@nspecifické detekceippouziti iznych
typt sond (napp HybProbe sondy, SimpleProbe sondy, hydralgzaondy nebo sondy
jiného typu). Sekvamé nezavisla online detekce ae byt provedena pomoci
SYBRGreen | barviva (Bustin et.al, 2004). Analyzéivék teplot tani umaiuje
genotypizaci (detekce jednonukleotidych polymorfisnSENP) za pomoci specifickych
sond nebo Ize produkt charakterizovét gouziti High resolution melting dye (HRM
analyza) (LightCyclét Real-Time PCR Systems Application Manual).

2.1 Kvantifikace

Kvantifikace je dlezitym krokem pi zpracovavani vzofk jelikoz nam pomaha
uréit vychozi mnoZstvi d@istotu extrahované DNA. Znalost mnozZstvi templatbweA
umozni spravné nastaveni PCR a dosazeni optimapstedia (Nielsen, et al., 2008).

Hi kvantifikaci je vhodné pouZit negativni (blank)pazitivni kontroly (znama
DNA), pro pipadné vylodeni kontaminace vzorku cizorodou DNA (Isenberg &
Moore, 1991).

Tato metoda dnes zahrnuje cetadu postupp a ma celodadu variant. Ve forenzni
genetice je vSak v stasné dob nejvice vyuzivano real-time PCR, vzhledem k jeji
vysoké pesnosti, citlivosti a v neposledfsice malé spaebs vzorka.

2.1.1 Princip real-time PCR
Metoda je zaloZena na klasické PCR s tim teadiZze specialniifstroj umouje

kontinualre monitorovat piristky DNA kthem kazdého cyklu (u klasické PCR se
detekuje az finalni produkt — tzv. metoda end-poiékladni podminkou jeffitomnost
fluorescerniho substratu, ktery se vaze na syntetizovanou BNAoveé detekované
fluorescence pak odrazi mnozstvi nasyntetizovarideauvé kyseliny. Data jsou tedy
shirana Bhem celého PCR procesu na specialnich "termocyitiéres optikou
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umoziujici excitaci substrat a naslednou detekci fluorescence v kazdé jamce
(http://www.Ifhk.cuni.cz/farmakol/interakce/micudeal-PCR.htr

Fluorescence je d¢fena khem kazdého cyklu PCR a jeji intenzita jEnpo i
ne@imo unérna mnozstvi amplifikatuiftomného v reakni snesi.

2.1.2 Sondy pouZzivané v real-time PCR
Jednd se o fluoresaan latky uvohujici z&eni v pabéhu PCR. Bli se podle

specifénosti k pozadovanému PCR amplikonu na:
1) nespecifické sondy- interkal&ni a ,minor groove binding* Ilatky
(nespecificky se vazou na didéknovou DNA)
» SYBR Green |
» Eva Green
» Ethidium-bromid (http://mat.skolabiotechnologie2206/I1l.workshop/
Q_PCR.pdf

Nespecifické sondy jsou fluores¢éen barviva vmezgijici se do dsDNA

(znadzorgno na obrazku 7). Tato barviva umiaf detekovat heteroduplexy, které
vznikaji po PCR reakci. Sekvém varianty polymorfnich oblasti jsou naslédn
detekovany jako zemy tvaru v Kivce tani. Zm¢nu tvaru nizeme vi@t pii porovnani
normalizovanych kvek tani homozygotnich standérdzhledem k heterozygotnimu
vzorku (Gundry et al., 2003, Wittwer et al., 2003).

2)specifické sondy ve své struktie maji kratky oligonukleotidovietzec,
kterym se hybridizuji kK PCR@likonu
> Hydrolyzasni sondy (TagMa)
» Hybridizatni sondy FRET
» Scorpions (http://mat.skola-biotechnologie.cz/2008/orkshop/Q
PCR.pdj
Specifické sondy pracuji na principu FRET dfiescence resonance energy transfer)
mezi fluorescetnim barvivem (fluorofor) a zh&&em (quencher) — nafst
fluorescekni aktivity je zpisoben zvySenim vzdalenosti mezi molekulou

fluoresceniho barviva a molekulou zha&®e po rozStipnuti navazané sondy
polymerazou (zhagese oddluje béhem amplifikace pomoci hydrolyzy a/nebo ztraty
sekundarni struktury).
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Obr. 7 : Ukazka navazani A) specifické a B) nespecifickeédyo(http://www.lfhk.cuni.
cz/farmakol/interakce/micuda/real-PCR.Htm

2.1.3 Analyza absolutni kvantifikace
Absolutni kvantifikace umakije kvantifikovat jedinou cilovou sekvencifimo

determinuje vychozi pet kopii cilovych molekul a vysledek je vyjath jako absolutni
hodnota.

Kvantifikace se provadi préstnictvim matematické analyzy ampliftkach kivek
vzniklych vynesenim na#bené fluorescence oproti famovému cislu gislusného
cyklu.

Typicka amplifik&ni kiivka mé esovit zakiveny tvar a lze ji rozélit na 3¢asti:

1) ,background” (lag) fazi, kdy je amplifikatak malo, zZe jeho fluorescence fest
nedosahuje #fitelnych hodnot (p&ateini faze trva, dokud neni fluoreséen signal z
PCR produktu #tSi nez fluorescemi pozadi sondy);

2) exponencialni (log-linearni) fazi, kdy msbé produktu exponenciamoste (trva
asi 4-8 cykii) a

3) konénou fazi platé, kdy dochazi k saturaci systému, 2stvd amplifikovaného
produktu se dale nemi a fluorescetni signal Astava konstantni.

Plati, Zec¢im diive amplifika&ni kiivka dosdhne exponencialni faze, poprekrati
urcity fluorescewni prah umisiny do této faze, tim vice startovnich templatovych
molekul bylo gitomno ve vzorku na gatku reakce (http://www.generi-biotech.com/

real-time-pcr-sondy-kvantitativni-real-time-pgr/
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Cyklus, pi kteréem kazda reakce poprvéegraii pozadi, je zavisly na mnozstvi
cilovych molekul, které jsouifftomny na poatku reakce. Bod,ipkterém fluorescence
vzorku vzroste nad fluorescenci pozadi, se naz@rassing point“ (CP, bod pseiiku)
vzorku. Pro vytvéeni standardni tlvky se pouzivd postupnérexkni externich
standard s predem znamou koncentraci. Amplifikace standardndatioki probiha v
samostatnych jamkéach, ale v ramci stejnélbubpristroje LightCycle? 480. Body
prasetiki (CP) standarila neznamych vzotkjsou poté pouzity pro teni koncentrace
cilové DNA (LightCyclef Real-Time PCR Systems Application Manual).

LightCycler® 480 poskytuje dvmetody k provedeni analyzy absolutni kvantifikace.
Obk¢ metody pouzivaji k vypdu nezndmé koncentrace standardfividy, ale kazda
metoda wtuje bod piisetiku (CP) vzorku jinym zfisobem:

» Metoda maxima druhé derivace — identifikuje botsgfiku (CP) vzorku jako

bod, ve kterém se lame fluoreséenkiivka vzorku prudce nahoru. Tento bod
zlomu odpovida maximu druhé derivace amplifikia kiivky. P¥i praci s
komplexnimi fluorescemimi daty Kivky se software umi vygédat s efekty
a artefakty jako jsou piky v log-linearni faziiwky, pozadi Sumu nebo
pracovat s kvkami, pro které dosud nebylo dosazeno plato faze.

» Metoda gesnych bod (Metoda Fit Points) — vyZaduje odstranit Sum pdzad
horizontalni prahovouimkou (noise band), vyl@it platd hodnoty vioZzenim
rekolika log-linearnich bofl a poté proloZzit exponencialdésti amplifik&ni
kiivky piimku (log-line). Pésenice @imky (log-line) s horizontalni
prahovou fimkou uguje body pisesiki (crossing points). LightCycl&r480
Software pouzivd vygdtané body pis&ika standardnich vzotk k
vygenerovani standardnfikky bodu piasetiku versus koncentrace vzorku
(LightCyclef Real-Time PCR Systems Application Manual).

2.1.4 Analyza relativni kvantifikace

Relativni kvantifikace se pouziva ke stanoveirly genové exprese mezi vzorky a
vyjadiuje ji v pongru k mnoZzstvi jiné DNA. Porovnava se mnoZstvi al@ekvence v
testovaném vzorku oproti kontrolnimu vzorku, ktesipuzi jako standard neboli

refererni gen.
Relativni kvantifikace srovnava dva pam
» poner cilové sekvence (,Target) a refetern DNA sekvence (,Reference")
vV neznameém vzorku a
» poner stejnych sekvenci ve standardnim vzorku zvanéatibtator".
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.rarget’ je nukleova kyselina, ktera nas zajima e(sficka DNA sekvence).
.Reference"” je nukleova kyselina, kterd se vyslgtujkonstantnim mnoZstvi kopii ve
vSech vzorcich a slouzi jako vimt kontrola. ,Kalibrator” je obvykle pozitivni vzek
se stabilnim posrem cilového genu ku referenci, pouziva se k ndmaeil vSech
vzorka béhem jednoho &hu, a také slouzi v porovnanéhi na fiznych LightCycler
480 strojich (LightCyclét Real-Time PCR Systems Application Manual).

2.2 Genotypizace

Tento proces je zaloZen na faktu, Ze vodika#y spojujici d¥ protilehld vlakna
DNA do dvousroubovice jsou velice slabé, mohoutbgly roztrzeny i porrné malou
davkou energie — néjxlad olfevem. Tento proces se nazyva denaturace (tani) a je
vratny — s poklesem teploty se totiz vidkna DNACtopplétaji a vytvEeji vychozi
dvousroubovici (renaturace) (Raclavsky, 1998).iPkst DNA taje nejrychleji v ¢itém
rozsahu teplot bliZzicich se tzv. tegltdni - T,

Teplota, fi které se rozvinuje (tajefettzec DNA, kolisa v Sirokém rozsahu
v zavislosti na sekvenci, déldettzce a obsahu GCietzci. Teplota tani rive byt
raizna nap. pro produkty se stejnou délkdettzce, ale siznym pongrem GC/AT ¢i
pro produkty se stejnou délkdatézce a stejnym obsahem GC, aléizym pdadim
GC. Nespravné parovani bazi mezimha DNA molekulami vede také ke snizeni
teploty tani (LightCyclét Real-Time PCR Systems Application Manual).

i tomto procesu je monitorovana fluorescence vizoitera se se zvySovanim
teploty sniZzuje, icemz plati, Ze fluoresceéni aktivita oligonukleotidové sondy nebo
interkal&niho barviva je imo Unérna mnozstvi dsDNA fitomné v rea&ni sntsi.

V piipact specifického dvoiettzcového DNA barviva SYBR Green | je toto
zpiusobeno vlivem rozvijeni DNAetzci s naslednym uvabvanim SYBR Green |

molekul. Pro hybridizéni sondy je pokles fluorescenceigpben vlivem odtani hybridu
sonda-cilovA DNA, coz ma za nasledekd’bahaSeni referémiho barviva nebo

prostorové odtrzeni molekul barviva (LightCycler®edkTime PCR Systems
Application Manual).

2.2.1 Analyza Wivky tani (Tm Calling analyza)

Analyza kivky tani je post PCR metoda, ktera se pouzivacknircharakteristické
teploty tani cilové sekvence DNA a identifikaci ggmpu ¢i produkit PCR na zaklad
jejich teplot tani. Pro deni teploty tani kazdého vzorku vyuZiva tato arelgzireni
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fluorescence éghem programu tani. Teplota tanifivzorku je definovana jako bodiip
které dochézi k rozvinuti (tani) poloviny molekuNB nebo k odtrZzeni poloviny sond
od DNA (LightCyclef Real-Time PCR Systems Application Manual). Ve spbjs

oligonukleotidovymi sondami lze s jeji pomoci prd¥ta detekci znamych SNP
polymorfismi a mut&ni analyzu vubec, @i pouZiti interkalénich barviv se metoda
pouziva k odliSeni specifickych a nespecifickych odukii PCR reakce
(http://www.generi-biotech.com/real-time-pcr-sonidyantitativni-real-time-pcj/

Ri amplifikaci PCR produktu se do reak smési piida fluorescetni dsDNA
interkal&ni barvivo (nap. SYBR Green |, LCGreen), které se navaze do DNA
dvouSroubovice. Touto vazbou se fluorescence DNAlsfaig zvySi, gicemz
fluorescence v roztoku je naopak nepatrna. Dikyutonjevu se mize analyza #vky
tani uskuténit. Po prohnuti PCR z&ind samotnd analyzaiikky tani - nejprve
dochazi k ochlazeni vzorku na relativmizkou teplotu a naslednk pomalému
zahivani az nad iffedpokladanou teplotu tani DNA.&éBem postupného zékani
dochazi k tani (denaturaci) DNA (dsDNA disociujess®NA) a interkaléni barva se z
jedndetézci uvoliuje, coz se projevuje poklesem fluoresggho signalu. Nejtsi
pokles vSak nastava v uzkém teplotnim rozmeziéRirial., 1997).

Analyza zobrazuje grafikek tani vzork, které ukazuji intenzitu fluorescence proti
piislusené tepleét (kiivka nahle strra klesa v okoli T,). Teplota v inflexnim bao#l
kiivky se rovna teplat tani a lIze ji snadno zjistit zdpornou derivaciofescence v
kazdém miteném bod (-dF/dt), kde se v grafu objevi jako vrchol piku
(http://www.generi-biotech.com/real-time-pcr-sondsantitativni-real-time-pci/

Kiivky tani jsou specifické pro jednotlivé DNA sekeen

2.2.2 High resolution melting - HRM (Analyza WKivky tani s vysokym
rozliSenim)

V 60. letech 20. stoleti se pro melting (,tardsDNA uzivalo UV absorbance.

Pouziti této analyzy vyZzadovalo pg mnozstvi DNAhiZ#gani vzorki bchem analyzy
probihalo rychlosti 0,1-1°C/min, proto byla analymkortena az za&kolik hodin. V
roce 1997, kdy se na trhu poprvé objeviispoj LightCyclef, zasala byt vice
vyuzivdna metoda melting DNA analyzy s vyuZitimoflescetiniho zngeni. Pro tento
typ analyzy se vyuziva malych objénchemikalii i vzork, coz umo#uje lepSi
kontrolu teploty v pitbéhu reakce — zafvani vzorki probih& rychlosti 0,1-1°C/sec, a
doba tani se tak zkratila nackolik minut (http://dna.utah.edu/Hi-Res/TOP_Hi-
Res%20Melting.html K provedeni HRM std pouze pitomnost nezngenych primei
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a saturanich barvéek vmezeéujicich se do dsDNAfidanych ped PCR (Reed et al.,
2007). Ohromnou fiednosti této analyzy je fakt, Ze se ddbghu reakce jiZ nemusi
zasahovat, neni patba pidavat zadné dalSi chemikalte elektroforeticky separovat
produkt po PCR, coZ zahingje pfipadné nezadouci kontaminaci (Chou et al., 2005).
HRM je screeningova metoda, ktera umgeé ve \tSire pripadi presné rozliSeni
raiznych polymorfisdd a mutaci lokalizovanych ve stejném fragmentdkdh byla
HRM analyza navrzena pro detekci heterozygatchyti také homozygotni varianty
polymorfnich oblasti. RozliSeni obou forem homozyge polymorfnich oblastech je
vSak mozZné pouze wkterych oblasti - v zavislosti na sekvenci analgwho Useku
(http://www.linkos.cz/odbornici/org_info/MOU_vyzkumpdf). Primérné 84% ze vSech

lidskych SNP polymorfistin vyasti v zaminu A:T na C:G s rozdilemJv praméru o
1°C v kratkych amplikonech. Ve zbyvajicich 16% jsgto zmeny opa&né ¢i neutralni
(T:A na A:T nebo G:C na C:G) a rozdil, Je tak je& nizsi, a to diky zachovani stejné
symetrie sekundarni struktury. 4%chto znén nejevi zadny rozdil v J (Palais et al.,
2005).

Metoda zahrnuje genotypizatipiredsekvenéni skenovani amplifikenich produki
(maze byt pouzita jako nahrada sekvenové@npro uzsi vykr pozitivnich vzork pro
nasledné sekvenovani), déle analyzu neznamych &, metylani analyzu,
kvantifikaci nebo mize slouZzit jako alternativa ke gelové elektrofor€Zessen et al.,
2009). Pro zvySeni senzitivityipanalyze SNP by gh byt pouZzit fragment DNA o délce
80-100 bp, a pokud je to moznéginby obsahovat G-A variantu — je zdéegpoklad
vétSiho rozdilu teplot tani (Reed & Wittwer, 2004).

i analyze DNA o nizké kvalitse mohou v reakci také vyskytovat nespecifické
produkty, jak je patrné z obrazku 8. Jejich pikedstavuji ve #tSiné pripadi kratSi
produkty o typicky nizsi intenzit tudiz v grafu vykazuji vzhledem k primarnimu
produktu nizSi teplotu tani. Tento jédasto vyusuje ve Spatné vyhodnoceni HRM
analyzy. Tyk4 se to zejména vzoyrkkteré byly amplifikovany pozgi (na zaatku
reakce neni dostatek produktu, amplifikace tedybitvd delSi dobu) nebo nedosahly
platé faze PCR. Mohou tak poskytovat nq@znaci Spatré vyhodnotitelnd HRM data
(http://www.appliedbiosystems.com
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Obr. 8: Graf analyzy kivky tani (http://www.generi-biotech.com/real-tinper-sondy-

kvantitativni-real-time-pci/

Diky velkému rozvoji této metody se rogtd i moznost vyru riznych
interkal&nich barvéek vytvaenych speciakhpro HRM analyzu. Kroijiz zminované
SybrGreen | Ize pouZit batky oznaené jako LCGre€h(LCGreen I, LCGreen Plus).
Jejich vyhoda spiva ve vyuziti pro Siroké spektrum koncentraci Dbhthem PCR, na
rozdil od SybrGreen I, kde je geba pouzit jen ditou koncentraci DNA, aby nedoslo
k inhibici PCR (Krypuy et al., 2006, Wojdacz & Dalwic, 2007).
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3. Vlastni prace

V sowasnosti je pro forenzni analyzy mtDNA &&5€ji vyuzivano sekvenovani
oblasti HVI a HVII Sangerovou metodou. Tato metgaejencaso, ale i finargné
pomérné nara@na. Z tohoto dvodu jsme se pokusili pro stanoveni sekvérvariability
MtDNAv oblasti HVI vyuzit metody HRM, ktera by gdiuké zkoumani znaé
zjednodusila, urychlila a zlevnila.

Analyzu jsme provedli praizné koncentrace primea MgCh v reakéni snesi PCR,
sekvence priméra teplotu pro anealing primejsme evzali z analyz mtDNA, které
jsou Ezre vyuzivany v laboraiio Kriminalistického Ustavu.

3.1 Material

K praci jsme pouzili 5 srovnavacich vzorikteré dobrovolé poskytli pracovnici
genetické laborate Kriminalistického Ustavu. Jejich haplotyp mtDNAblasti HVI je
znam (viz tab. 3), byl jizidve stanoven Sangerovou seku@rianetodou. Vzorky jsme
zajistili stry sliznice dutiny astni (bukélnimi &t) za pomoci sterilnich vatovych
tampoéri navrzenych tak, aby smvaly hygienické pozadavky.

Tab. 3: Prehled haplotyp u jednotlivych vzork (rozdily vi¢i rCRS)

ozna‘eni vzorku | zndma sekvence v oblasti HV
1 shoda s rCRS

2 shoda s rCRS

3 T16298C

4 T16298C

5 T16189C

3.2 Metody

DNA 5 vzorki jsme extrahovali z bukalnichési metodou adsorpce na silikatovou
membranu (Greenspoon et al. 1998) pomoci QlAamp DWiAi Kitu (Qiagen),
standardnim postupem uvedenym vyrobcem kitu v teiském manualu.
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PCR probihala v #aeni LightCycle? 480 (Roche) s pouzitim HRM mastermixu
(Roche). K amplifikaci HVI segmentu jsme pouzilirpery Al, BO (sekvence primier
uvedeny v tab. 4), které jsoddn¢ uzivany v laborat® Kriminalistického Ustavu ifp
analyze mtDNA Sangerovou sekvénametodou.

Tab. 4: Sekvence pouZzitych prime(Buttler, 2005)

primer sekvence
Al 5-CACCATTAGCACCCAAAGCT-3
BO 5-CACCATCCTCCGTGAAATCA -3’

Teplotni protokol pro amplifikaci a naslednmetodu HRM jsme pouzili podle
doporieni v uzivatelském manualu s teplotou pro anegimgeri 60 °C (viz tab. 5),
ktera je opt béZzneé uzivana v laborato Kriminalistického Ustavu ip analyze mtDNA
Sangerovou sekvetrai metodou.

Tab. 5: Teplotni protokol PCR a nasledné HRM

Teplota | Cas (mm:ss)| Rychlost zmény teploty
(C°) (Cols)
Inkubace 95 10:00 4.4
Amplifikace — 40 cykhi 95 00:10 4.4
60 00:15 2,2
72 00:18 4,4
HRM 95 01:00 4.4
40 01:00 2,2
65 00:01 1
95 _ _
Chlazeni 40 00:10 2,2

Koncentraci jednotlivych slozek reak sntsi PCR jsme pouZili podle dopaeni
v uZivatelském manudlu, nicm&bylo nutné provést testovani prizné koncentrace
primeri a MgChb. NasSi snahou bylo ziskat dostaté mnozstvi PCR produktu pro
naslednou analyzu HRM a zardveabranit tvorb nespecifickych prodult které by
ovlivnily prabéh kiivky tani. Testovani jsme provedli pro Sestnych reaknich snési,
vzdy v @ti replikdtech u dvou vybranych vzdrk Sokasr® se vzorky byla

37



amplifikovana negativni izotmi kontrola a negativni PCR kontrola. Slozeni
testovanych reakich snési a s pisluSnymi vysledky je uvedeno v tab. 6.

Tab. 6: SloZeni testovanych reakich snési PCR a fislusné vysledky

slozka konefna koncentrace v reakci

oznateni smesi 12| 3| 4, 5 6

MasterMix Ix| 1Ix| 1x| 1x] 1x | 1x
primer AL(uM) 0,2/0,2|0,2| 0,6/ 0,6 | 0,6
Primer BO (UM) 0,202/ 02| 0,6/ 0,6 | 0,6
MgCl, (mM) 1,5/2,0(25| 15 20 |25
DNA (ng) 1,0{10(10|1,0f 1,0 | 1,0
voda (doplgna do celkového objemu) - - - - - -

celkovy objem (ul) 200 20| 20| 20| 20 | 20
mnozstvi PCR produktu O|+ | + | 0 |+++]|++
nespecifické PCR produkty - | ne|ano| - ne | ano

0 — negativni vysledek PCR reakce
+ - minimalni vysledek PCR reakce
+++ - optimalni vysledek PCR reakce

Ztab. 6 je 'jmé, Ze fi nizSi koncentraci primér(0,2 uM) a nizké koncentraci
MgCl, (1,5 mM) nedochazi k dostateé tvorlE produktu a naopak fp vysoké
koncentraci MgGl (2,5 mM) neprobiha amplifikace specificky, tj. vyskytuge
nespecifické produkty. Jako vyhovujici jsme zvdditits ozn&enouc¢. 5 (koncentrace
primeri 0,6 UM, koncentrace Mggl 2,0 mM) a tu jsme pouzili pro analyzuétp
reprezentativnich vzotk Tuto amplifikaci jsme provedli pro kazdy vzoreke v
dvou replikadtech a s@asre se vzorky byla amplifikovana negativni izété kontrola a
negativni PCR kontrola.

Po amplifikaci jsme provedli HRM analyzu vizzeni LightCyclef 480 (Roche) a
ziskali tak Kivky tani produkt PCR u jednotlivych vzorfk Tyto kivky jsme
analyzovali pomoci softwaru, ktery je $@sti zaizeni LightCyclef 480 (Roche).
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3.3 Vysledky a diskuze

Na zaklad analyz kivek tani s vysokym rozliSenim byly softwarem vaprk
automaticky rozidény do ti skupin, které odpovidajitislusnym haplotypm. Na obr.
9 je vidét zavislost poklesu fluorescenci s postupnym zvgiéwm teploty vzorik. Na
tomto grafu je ozngen rozdilny piib¢h tani amplifik&nich produki modrou, zelenou a
hnédou barvou, a tyto barvy odpovidaji také jednotiiviiaplotymm (viz tab. 7).
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Obr. 9: Ziskané normalizované&ilky tani (barvy odpovidaji jednotlivym haplotym
—viz tab. 7)

Tab. 7: Barvy kivek u jednotlivych haplotyjp

oznaeni vzorku | znama sekvence v oblasti HV| barva k¥ivky
shoda s rCRS modra

2 shoda s rCRS modra

3 T16298C hida

4 T16298C hada

5 T16189C zelena

Jedt vyrazreji je rozdilny phabeh kiivek tani amplifik&nich produki ziejmy
z diferergniho grafu (viz obr. 10), coZ je pouze jina formadzorgni ziskanych
fluoresceknich dat. Zde jeilkvka tani znazorna jako rozdil fluorescence vzorkadv
fluorescenci nami vybraného vzorku (zde aamamode) pi jednotlivych teplotach. |
v tomto grafu jsou bare¥rnvyznaeny jednotlivé haplotypy.
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Obr. 10: Diferercni graf normalizovanychikek tani (barvy odpovidaji jednotlivym

haplotypim — viz tab. 7)

Na z&klad ziskanych vysledk miZzeme konstatovat, Ze pomoci metody HRM pro
mtDNA v oblasti HVI, kterou jsme provedli n&izeni LightCyclef 480 (Roche), jsme
pét reprezentativnich vzotkrozadili do tech skupin, kde vzorky nalezZici do jedné
skupiny maji i shodny haplotyp.

Metodou HRM nejsme sice schopniitirkonkrétni haplotypy vzoik nicmér
pokud jsou touto metodou ri@zeny dodznych skupin podle gbéhu kiivky tani, maji
tyto vzorky odliSny haplotyp. Vzhledem k pémé vysoké sekvetni variabili€
MtDNA v oblasti HVI je mozZna interference jednoyioh zangn, a proto pokud by po
analyze metodou HRM byly neznamé vzorky na zaklad/ky tani z&azeny do jedné
skupiny, bylo by nutné tuto shodu &t naslednou sekvenci Sangerovou metodou.
Vzhledem ktomu, Ze metoda HRM neni destruktivid, mozné pouzit ifmo
amplifikaéni produkt po HRM.

Metoda HRM se tedy jevi jako vhodnou screeningavetiodou pro jednoduché, rychlé
a ekonomické analyzy mtDNA.
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Zavér

V poslednich letech zaznamenava vyuziti gkpetikriminalistice obrovsky rozvoj.
Analyza DNA je povaZovana jiz zaé¢inou ve vSech typechtipadi. S jejich
mnoZstvim stoupa i get €ch, které je obtizn&eSit pouze za pomocitupodns
vyuzZivanych autozomalnich lokiusZ téchto divodi je snahou mnoha laboraio
zefektivnit specialni analyzy mtDNAfipadré hledat nové metodiky a postupy. Jednou
z moznosti je préwyuZiti metody HRM provéathé na z#zeni LightCyclef 480.

HRM technika pét sice k no¥jSim metodam, ale vzhledem k rychlému rozvoji se
stava nejvice zadanou, a t@@evsim diky lepSi dostupnostigiroji a barevnych sond.
Jeji velkou vyhodou je nizka ekonomicka ridrmst a jednoduchost provedeni. Neni
potteba manipulace se vzorky ani separace produktur.(m@pgelu), zmensi se tak
riziko nezadouci kontaminace. Metoda HRM neni déstrni, takZe jakykoliv vzorek
muze byt nasledhosekvenovan.

Provedli jsme optimalizaci metody HRM pro ddtlaHVI mtDNA pro zdizeni
LightCyclel® 480. Dale jsme provedli pilotni studii natireprezentativnich vzorcich, u
kterych jsme usgre rozliSili metodou HRM jednotlivé haplotypy mtDNA eblasti
HVI. Na zaklag ziskanych vysledk Ize gredpokladat, Ze metoda HRM je vhodna
screeningova metoda pro forenzni genetiku. PraiggiSné zavedeni do forenzni praxe
je samogejme¢ tieba provest dalsi testovani ésiho p@tu vzorki, u vzorki s nizkou
koncentraci mtDNA, dale pro némngjSi haplotypy a fipadré metodu roz§it také o
oblast HVII.
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