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ANOTACE 
 

Mikrosatelity jsou opakující se nukleotidové sekvence, které jsou využívány v mnoha 

odvětvích molekulární biologie a genetiky jako nástroj pro identifikaci osob či zvířat. Zároveň 

se ovšem může jednat o možné příčiny některých neurodegenerativních onemocnění. Tato 

práce popisuje původ mikrosatelitů, jejich význam, možné použití a metody jejich analýzy.  
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Identification of persons using microsatellites analysis 

 

ANNOTATION 

 

Microsatellites are repeating nucleotid sequences, that are used in many different branches of 

molecular biology and genetics as a tool for identification of persons and animals. They are also 

possible cause of some neurodegenerative diseases. This work describes the origin of 

microsatellites, their significance and possible uses, while also describing methods of their 

analysis. 
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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

A  adenin 

bp páry bazí (z angl. base pairs) 

C cytosin 

CAE kapilární řadová elektroforéza (z angl. capillary arreys 

electrophoresis) 

CE kapilární elektroforéza (z angl. capillary electrophoresis) 

cpSSRs chloroplastové jednoduché repetitivní sekvence (z angl. chloroplast 

simple sequence repeats) 

DNA deoxyribonukleová kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid) 

dsDNA dvojvláknová DNA (z angl. double strand DNA) 

G guanin 

KA model K-alelový model (z angl. K-alleles model) 

MALDI matricí asistovaná laserová desorpce/ionizace (z angl. matrix 

assisted laser desorption/ionization) 

MSRs makrosatelitové repetice (z angl. macrosatellite repeats) 

mtSSRs mitochondriální jednoduché repetitivní sekvence z angl. 

mitochondrial simple sequence repeats) 

nuSSRs jaderné jednoduché repetitivní sekvence (z angl. nucleic simple 

sequence repeats) 

PAGE polyakrylamidová gelová elektroforéza (z angl. polyacrylamide gel 

electrophoresis) 

PCR polymerázová řetězová reakce (z angl. polymerase chain reaction) 

RFLP polymorfismus délky restrikčních enzymů (z angl. restriction 

fragment length polymorphism) 

RM rychle mutující (z angl. rapidly mutating) 

SM model model postupné mutace (z angl. stepwise mutation model) 

ssDNA jednovláknová DNA (z angl. single strand DNA) 

SSRs jednoduché repetitivní sekvence (z angl. simple sequence repeats) 



 
 

SSTRs jednoduché tandemově se opakující sekvence (z angl. simple 

sequence tandem repeats)  

STRs krátké tandemové repetice (z angl. short tandem repeats) 

T thymin 

TEs mobilní elementy (z angl. transposable elements) 

TP model dvoufázový model (z angl. two phase model) 

VNTR variabilní počet tandemových repetic (z angl. variable number 

tandem repeats) 

Y-STR krátké tandemové repetice umístěné na Y chromosomu (z angl. 

 Y-short tandem repeats)
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ÚVOD 

Mikrosatelity jsou současnými nástupci minisatelitů využívaných na poli 

kriminalistiky a identifikace osob. Jsou to tandemové repetice, které vynikají svou 

variabilitou a kodominantním chováním. Kromě jejich využití coby genetických markerů 

jsou ale také předpokládanými příčinami některých neurodegenerativních onemocnění. Tato 

domněnka je v současnosti předmětem studií. 

Jedná se o nástroj, který je v dnešní době využíván jako důkazní materiál v rámci 

soudních sporů a vyšetřování. Zároveň jde o nenahraditelný ukazatel pro zkoumání a 

studium příbuznosti živočišných druhů a jejich chování. 

Cílem práce je shrnutí současných poznatků o mikrosatelitech, jejich přínos pro 

kriminalistiku, populační genetiku a studium živočichů. Dále jsou v práci popsány metody 

pro vyhledání a analýzu mikrosatelitových sekvencí. 
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1 DNA 

1.1 Základní informace 

Deoxyribonukleová kyselina (DNA) je nositelkou genetické informace pro buněčné a 

většinu nebuněčných organismů. Je velmi důležitá, protože určuje další vývoj a vlastnosti 

daného organismu. Jsou jí kódována jak prokaryota, jejichž DNA se nachází volně v 

cytoplazmě, tak i eukaryota, která mají deoxyribonukleovou kyselinu uloženou hlavně ve 

svém buněčném jádře jako součást chromatinu [1]. 

Samotná molekula DNA byla postupně objevována v průběhu několika desetiletí. Na 

samotném počátku v roce 1869 německý chemik Johann Friedrich Miescher izoloval látku 

z buněčného jádra leukocytů, které dal jméno „nuklein“[2]. V roce 1928 na jeho práci 

nepřímo navázal anglický mikrobiolog Fred Griffith, který se zabýval patogenitou 

opouzdřených bakterií Streptococcus pneumoniae. Sérií pokusů zjistil, že kultury musí 

obsahovat neznámou látku, která způsobuje změnu neškodných neopouzdřených buněk na 

často smrtící buňky opouzdřené. Právě na základě jeho experimentů v roce 1944 Oswald 

Theodor Avery se svými spolupracovníky izoloval onu neznámou látku ze suspenze 

usmrcených bakterií. Ve vědeckém světě se tak poprvé objevily nukleové kyseliny ve své 

roli nositelek genetické informace [3]. 

Až v roce 1951 bylo objasněno, že se molekula DNA skládá z polynukleotidového 

řetězce, jehož základem jsou nukleotidy. Každý nukleotid je tvořen třemi složkami - a to 

molekulou cukru deoxyribózy, dusíkatou bází a slabě kyselou molekulou fosfátu. Dusíkaté 

báze se dělí na pyrimidinové a purinové. Mezi purinové se řadí adenin a guanin, zatímco 

mezi pyrimidinové patří thymin, cytosin a uracil. Uracil se vyskytuje pouze v RNA.  

Vlastní struktura DNA byla objevena v roce 1953 americkým biologem Jamesem 

Dewey Watsonem a britským fyzikem Francisem Harry Compton Crickem. Jejich závěrem 

bylo, že se molekula DNA skládá ze dvou polynukleotidových řetězců, které jsou navzájem 

spojeny vodíkovými můstky. Ty se z prostorových důvodů tvoří pouze mezi určitými bázemi 

dle pravidel komplementarity, vždy mezi adeninem s thyminem a guaninem s cytosinem. 

Vytvářejí tak společně typický tvar dvoušroubovice [4]. 

Nukleotidy jsou uspořádány v polynukleotidovém řetězci ve specifickém pořadí, 

nebo-li sekvenci. Úsek takového řetězce je nazýván gen. Lidská DNA se skládá ze 3 miliard 

nukleotidů, které dohromady vytvářejí přibližně 20 000 až 25 000 genů kódujících bílkoviny. 



 

15 
 

Jako genom pak označujeme veškerou genetickou informaci včetně genů a nekódujících 

sekvencí [5]. 

1.2 Repetitivní úseky DNA  

V eukaryotické DNA můžeme nalézt jedinečné a opakující se, tzv. repetitivní 

sekvence. Mezi jedinečné řadíme strukturní geny nebo například pseudogeny. Jedinečnými 

je nazýváme proto, že se v genomu vyskytují pouze v jedné nebo velmi malém počtu kopií. 

Naopak repetitivní sekvence mohou zaujímat v případě některých eukryotních organismů až 

90 % celého genomu [6]. Jejich řazení může být blokové nebo mohou být zcela náhodně 

rozptýleny po celém genomu, rozlišujeme tak repetitivní sekvence rozptýlené a tandemové 

[7].  

1.2.1 Rozptýlené repetice DNA 

Rozptýlené repetice DNA jsou v literatuře označovány jako TEs (transposable 

elements). Jsou to segmenty DNA, které získaly své jméno na základě svého vzniku. Tyto 

genetické elementy jsou semiparazitické a velmi mobilní, schopné pohybovat se po genomu 

a kopírovat se procesem transpozice [8]. Jsou součástí tzv. „junk DNA“, která tvoří přibližně 

45 % lidského genomu [9]. Rozptýlené repetice se dělí podle své délky na krátké a dlouhé. 

V případě, že je repetice kratší než-li 500 párů bazí, jedná se o repetici krátkou. Pokud je 

repetice delší než 500 párů bazí, tak se jedná o rozptýlenou repetici dlouhou [10]. 

 Segmenty lze dále rozlišit podle vzniku na DNA transpozony, které mohou být dále 

děleny, a retrotranspozony (viz. Obrázek 1) [11]. Transponibilní sekvence (transpozony) 

vznikají většinou procesem transpozice, tedy „skákání“ segmentu DNA z jedné pozice 

v genomu na pozici jinou. Tyto segmenty vedou k určité variabilitě genomu. To ale také 

znamená, že mohou způsobovat genetické poruchy [12]. Zde hovoříme například o akutní 

myeloidní leukémii, akutní lymfoblastické leukémii, chronických leukémiích nebo 

Edwingově sarkomu. Kromě rakoviny mohou pohyby transpozonů v rámci genomu 

způsobovat i Anderson-Fabryho či Sandhoffovu chorobu [13].   
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1.2.1.1 Transpozony „cut and paste“  

U této první skupiny transpozonů můžeme pozorovat typický pohyb v rámci genomu. 

Nejdříve dojde k jejich vyštěpení a posléze k jejich opětovnému zařazení, ovšem do jiné 

části genomu. Celý mechanismus je kódován enzymem transponázou. Tento druh 

transpozonů byl pozorován kupříkladu v kukuřici nebo u octomilky či bakterií [11]. 

1.2.1.2 Replikativní transpozony 

Tato druhá skupina transpozonů je většinou přítomna u bakterií. Segmenty jsou 

přenášeny za pomoci plasmidů. Nedochází pouze k prosté transpozici, ale zároveň 

k cílenému kopírování určitých segmentů, díky čemuž je sekvence po transpozici přítomna 

v obou zúčastněných plasmidech [11,15]. 

1.2.1.3 Retrotranspozony 

Retrotranspozony vznikají transpozicí, ovšem za účasti reverzní transkriptázy při 

procesu reverzní transkripce. Za pomoci enzymu integrázy jsou zreplikované sekvence 

Obrázek 1: Způsob vzniku transpozonů a retrotranspozonů, upraveno [14]. 
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vloženy do jiné části genomu, zatímco původní sekvence zůstává na svém místě. 

Mechanismus retrotranspozonů je často přirovnáván k části replikačního cyklu retrovirů 

[11,16].  

1.2.2 Tandemové repetice DNA 

Tandemové repetice DNA jsou složeny z jediné sekvence, která se několikrát opakuje 

v řadě za sebou [17]. Repetice tohoto typu mohou být dlouhé od několika nukleotidů až po 

celé skupiny genových úseků. Vznikají chybami, ke kterým dochází při rekombinaci. Právě 

tandemové repetice DNA mohou být díky své vysoké variabilitě využity jako markery pro 

některé genetické poruchy [7]. Repetice se nacházejí jak v kódující části genomu, tak i v části 

nekódující. Tvoří přibližně třetinu proteinových sekvencí v lidském genomu, u jiných 

organismů to může být i více. 

Nejdelším repeticím tohoto typu říkáme satelity. Skládají se z primárních a 

sekundárních jednotek. Primární jednotka je sekvence, která tvoří základ každé repetice. Má 

ovšem sklon postupem času mutovat a dává tak vzniku nedokonalým (degradovaným) 

repeticím. Právě tyto delší repetice, složené z několika degradovaných, nazýváme 

sekundární. Ty se dále multiplikují a díky nim tak vznikají další nové dokonalé repetice (viz. 

Obr. 2). Satelitní DNA je hojná v oblasti centromer a konstitutivního chromatinu [18]. 

Obrázek 2: Satelity – primární a sekundární jednotka [18]. 
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Satelity můžeme dále rozlišit podle délky jejich opakující se základní sekvence na 

mikrosatelity, minisatelity a makrosatelity.  

Nejdelším typem tandemové repetice jsou makrosatelity, které mohou mít od 100 párů 

bazí až po několik kilobazí. Makrosatelitům, neboli MSRs, nebyla velmi dlouho věnována 

příliš velká pozornost ve srovnání s minisatelity a mikrosatelity. Tyto repetice ovšem tvoří 

podstatnou část genomu. Na základě nedávných výzkumů se ukázalo, že tyto repetice hrají 

významnou strukturální a regulační roli v organizaci jaderného chromatinu. Bohužel, 

makrosatelity jsou zároveň spojovány s rakovinou a jinými genetickými poruchami [19]. 

Minisatelity představují poněkud delší tandemové repetice, které mají délku od 10 bp 

až do 100 bp. Najdeme je obvykle v telomerách a subtelomerických oblastech chromozomů. 

Motivy se opakují obvykle 20x až 50x, což vede k vytvoření tandemů dlouhých 1000-5000 

párů bazí. Ve srovnání s makrosatelity se jedná pouze o krátké úseky. Vysoká variabilita 

poměrně krátkých minisatelitů (VNTR – variable number tandem repeats) vede k tomu, že 

lze v souvislosti s nimi mluvit o tzv. DNA fingerprintingu, neboť minisatelity mohou 

procházet změnami v době meiózy [20]. Jsou natolik jedinečné, že byly po dlouhou dobu 

využívány jako genetické markery. Postupem času ovšem byly nahrazeny mikrosatelity, 

jejichž krátká délka umožňuje snadnou amplifikaci PCR. Díky této skutečnosti se již 

minisatelity při analýzách téměř nepoužívají, pouze k doplnění [21].  

Na základě některých vědeckých studií, je možné předpokládat, že VNTR také 

ovlivňují některé pochody v lidském těle. Mezi zmiňované patří například produkce 

inzulinu, která má přímou návaznost na diabetes mellitus [22].  
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2 MIKROSATELITY 

2.1 Charakteristika a klasifikace mikrosatelitů 

V odborné literatuře jsou mikrosatelity označovány několika způsoby. Mezi 

nejčastější patří STRs = single tandem repeats, SSRs = simple sequence repeats nebo SSTRs 

= simple sequence tandem repeats. Jak již z první a poslední zkratky vyplývá, mikrosatelity 

patří mezi tandemové repetice. Obvykle se SSTRs nacházejí v nekódující části DNA, které 

se někdy říká „temná hmota“ molekulární biologie a genetiky, hlavně proto, že si odborná 

společnost velmi dlouho myslela, že je tato část DNA odpadní pozůstatek, který nemá žádný 

vliv ani účel pro daný organismus či buňku [23]. Jedná se hlavně o telomery, subtelomery a 

heterochromatin u centromer. Mezi mikrosatelity ovšem existují i výjimky, převážně z řad 

trinukleotidů, které expandují do kódující části genomu. Tyto repetice mají často za následek 

vážná neurodegenerativní onemocnění či jiné geneticky podmíněné vady [24].  

Repetice se skládají z 1 až 6 párů bazí, které se obvykle v rámci genomu opakují           5-

50x. Samotné repetice jsou ohraničené přilehlými oblastmi (flanking regions), které jsou 

obvykle unikátní pro daný genom. Tyto oblasti jsou dlouhé 30-50 párů bazí. Právě díky 

jejich přítomnosti a vlastnostem je možné mikrosatelity velmi snadno cíleně amplifikovat 

při PCR [25]. 

 Mikrosatelity můžeme klasifikovat na základě počtu opakujících se                                

bazí na di- (např. TGTGTGTG), tri- (např. TGCTGCTGCTGC),                                                            

tetra- (např. TGCATGCATGCA), penta- (např. TGCAATGCAATGCAA)                                    

a hexanukleotidy (např. TGCAATTGCAAT). V genomu se nejvíce vyskytují 

mononukleotidy. Převážně je v nich zastoupen A/T. U dinukleotidů najdeme převahu 

GT/CA a AT/TA motivů, kterých je také v genomu mnohem více než v případě trinukleotidů 

vyskytujících se ze všech mikrosatelitů nejméně. Tetranukleotidy jsou obvykle složené z 

motivů bohatých na variace A/T [26].  

Dále je možné mikrosatelity rozdělit podle způsobu jejich opakování v genomu na 

dokonalé, v nichž se neustále opakuje stejná sekvence nukleotidů (...GTGTGTGT...), 

nedokonalé, ve kterých je opakující se motiv přerušen jinou bazí (...GTGTGGGTGT...)           

a složené repetice, které jsou poskládané z více odlišných tandemových repetic 

(...TGTGTGCACACA...).  
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Mikrosatelity rozlišujeme i podle jejich umístění v rámci genomu, kdy se může jednat 

o nuSSRs, které se nacházejí v jádře, cpSSRs, jež pocházejí z chloroplastů a mtSSRs, které 

najdeme v mitochondriích. Největší zastoupení mají mikrosatelity nuSSRs [27].  

2.2 Mechanismy vzniku a funkce mikrosatelitů 

Přesný mechanismus vzniku mikrosatelitů není doposud znám, navzdory mnoha 

pracem, které se touto problematikou zabývají [28]. Existují dohady, že se mikrosatelitové 

repetice vyvinuly z rozptýlených repetitivních sekvencí, pravděpodobně z retrotranspozonů, 

nebo se zformovaly de novo z jedinečných sekvencí [29]. Jsou především charakterizovány 

vysokou schopností mutovat, z čehož posléze vyplývá jejich vysoký polymorfismus. 

 Mikrosatelity mohou a nemusejí ovlivňovat funkce organismu. U některých druhů 

rostlin a zvířat bylo prokázáno, že mikrosatelity ve skutečnosti hrají velkou roli. Jsou 

součástí regulace či vlastního fungování genů. Často jsou také spojovány s patogenitou a 

genomovou variabilitou mikroorganismů [25]. 

2.3 Mutace mikrosatelitů 

Vysoká variabilita mikrosatelitů je zapříčiněna mutacemi v rámci jednotlivých lokusů. 

Četnost mutací mikrosatelitů se pohybuje okolo 10-2 - 10-6 na lokus v  jedné dané generaci 

(viz. Tabulka 1). Jedná se o mnohem vyšší frekvenci, než s jakou probíhají bodové mutace 

v kódujících částech genomu [30].   

Mutace mikrosatelitů je velmi těžké zachytit a zaznamenat neboť se jedná o relativně 

vzácné události. Mnoho nalezených mutací je ve skutečnosti pouhá záměna vzorku nebo se 

jedná o nepřesnost, či chybu ve zkoumaných rodokmenech, které slouží jako materiál pro 

„stopování“ mutací. Dochází tak k získávání zavádějících konečných výsledků. Měření 

četnosti mutací je tímto významně ztíženo [31]. 
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2.3.1 Mutační rychlost 

Mutace neprobíhají na různých mikrosatelitových lokusech stejnou rychlostí. Existují 

faktory, které ovlivňují pravděpodobnost vzniku mutace. Mezi nejvíce zřejmé řadíme délku 

jednotlivých lokusů. Dlouhé a nepřerušované mikrosatelitové sekvence mutují mnohem více 

a jsou tedy i mnohem více polymorfní než mikrosatelitové lokusy kratší.  

Naopak v případě délky jednotky repetice dochází k většímu počtu mutací, jedná-li se 

o kratší jednotku. Čím více nukleotidových párů tvoří jednotku repetice, tím nižší je její 

mutační rychlost, tudíž kupříkladu tetranukleotidy nemutují zdaleka tolik jako dinukleotidy. 

Zároveň bylo v rámci studie zárodečných buňek zjištěno, že se mnohem více mutací 

objevuje u jedinců mužského pohlaví, než-li u jedinců ženského pohlaví. Kupříkladu poměr 

získaný pro zástupce lidského druhu byl 4:15, kdy 4 mutace představují ženské zárodečné 

buňky a 15 mutací zárodečné buňky mužské (pozn. studie Weber a Wong 1993).  U většiny 

těchto zaznamenaných mutací se jednalo o změny, ke kterým došlo v rámci mitózy. 

K podobnému závěru se dospělo i v případě výzkumu prováděného na ovcích (pozn. studie 

Crawford a Cuthbertson 1996). Právě na základě těchto dvou nezávislých studií lze 

předpokládat, že mutace mikrosatelitů převážně vznikají u mužského pohlaví, protože jejich 

zárodečné buňky procházejí větším množstvím mitotických změn. To nadále potvrzuje 

myšlenku, že k mutacím mikrosatelitů převážně dochází při mitóze [31].  

 

2.3.2 Mutační mechanismy 

Ve většině odborných prací a výzkumů jsou v současné době brány jako hlavní příčiny 

mutací chyby při rekombinaci, nerovnoměrný crossing-over a sklouznutí DNA polymerázy, 

tzv. DNA slippage [32]. 

Tabulka 1: Srovnání frekvence mutací mikrosatelitů u savců, upraveno 

[31]. 
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Výzkum, který byl proveden na kulturách Escherichia coli odhalil, že kmeny 

s funkčním, ale i nefunkčním rekombinačním systémem mají přibližně stejnou mutační 

frekvenci. Což vede k závěru, že právě mechanismus rekombinace nepatří mezi nejvíce 

obvyklé příčiny mikrosatelitové variability [33]. 

V průběhu replikace nebo opravy DNA může dojít k tzv. sklouznutí DNA polymerázy 

neboli DNA slippage. Tento jev může posléze probíhat dvěma různými způsoby (viz. Obr. 

5). Pokud dojde k tvorbě kličky na polymerovaném řetězci, pak se celé vlákno tímto 

způsobem uměle prodlouží. Opačným procesem je tvorba smyčky na templátovém řetězci, 

díky které dojde k přeskoku části sekvence a vlákno je tak uměle zkráceno. Zvláštním 

případem jsou trinukleotidové repetice, které mají tendenci stabilizovat přechodový stav 

kličky tvorbou vlásenkovité struktury a tím pádem podporují vznik této chyby. CAG/CTG 

trinukleotidovým repeticím můžeme právě díky tomuto jevu přisoudit některá onemocnění 

[18].  

Sklouznutí DNA polymerázy vede k destabilizaci mikrosatelitů. A to proto, že buď 

není přítomen žádný efektivní způsob opravy DNA kliček a smyček nebo proto, že dochází 

ke změnám DNA polymerázy a jejích kofaktorů, vedoucích ke zvýšené frekvenci samotného 

sklouznutí. Významný vliv mutací, které jsou způsobené právě prvním z těchto dvou 

důvodů, byly zaznamenány v rámci několika studií. Ovlivněny jsou jimi jak kmeny 

Escherichia coli [34], tak i mikrosatelity přítomné v kvasinkách [32, 35] a buňkách savců 

[36]. Mutace způsobené alteracemi DNA polymerázy nebo jejích kofaktorů nemají natolik 

závažný vliv [24]. 
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2.3.3 Teoretické mutační modely 

Existují čtyři teoretické mutační modely. Všechny jsou využívány k nastavení určitých 

parametrů pro správné posouzení údajů získaných z genetických dat. Modely jsou použity 

k získání předpokládaného počtu alel ze zkoumané heterozygotní populace.  

2.3.3.1 IA model 

IA model neboli „infinite alleles“, je model, ve kterém každá mutace náhodně vytvoří 

novou alelu. To v praxi znamená, že každý mikrosatelitový lokus po mutaci změní počet 

jednotek repetice. Např. alela s 10 repeticemi je stejně blízká alele s patnácti jako alele 

s šestnácti repeticemi. Jinak řečeno nezávisí na tom, jak blízké si jsou alely v počtu repetic 

[39]. 

V současné odborné literatuře nalezneme tento model pod názvem „infinite many 

alleles model“. Stále se ovšem jedná o původní model, který byl poprvé zmíněn v roce 1964 

Obrázek 3: Tvorba kličky [vlevo] a smyčky (vpravo) při sklouznutí DNA 

polymerázy, upraveno [18]. 
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(Motoo Kimura a James Crow). Model připouštěl existenci mnohatisícové sekvence 

nukleotidů a naznačoval, že v jakémkoli lokusu může existovat nepřeberné množství alel. 

Právě na tomto základě získal model své jméno [37]. 

2.3.3.2 SM model 

Zkratka SM znamená „stepwise mutations“ model. V případě, že mikrosatelitový 

lokus mutuje, tak ztratí, anebo získá novou repetici. To vlastně znamená, že alely, které se 

liší jedním motivem jsou si bližší svým původem než alely, které se liší ve vícero motivech. 

Model předpokládá, že v populaci dochází k náhodnému křížení a alely jsou, více, či méně 

selektivně ekvivalentní pro každý vybraný mikrosatelitový lokus [38]. 

Právě tento model je v současnosti preferován v případě, že je potřeba určit příbuznost 

zkoumaných alel. Nelze jej uplatnit pouze ve výjimečných případech mezi které řadíme 

například homoplazii. Homoplazie je výraz používaný k označení dvou alel, které sice 

vypadají stejně, ale liší se svým původem. Kupříkladu hypoteticky alela A i alela B mají 8 

repetic. Zatímco předek alely A měl 7 repetic a posléze došlo k prodloužení o jednu repetici, 

alela B mohla pocházet z předka jenž měl repetic 9 a posléze došlo ke zkrácení o jednu 

repetici. Na základě délky repetice v daných lokusech lze určovat vzájemnou fylogenetickou 

příbuznost skupin organismů. Popřípadě evoluční zařazení daného rostlinného či zvířecího 

druhu [39]. 

Model prošel v minulosti několika úpravami. Nyní se při hodnocení počítá s horním 

limitem pro délku mikrosatelitů, s vyšší pravděpodobností mutací u delších motivů a 

působením bodových mutací, které narušují jinak nekonečný růst mikrosatelitových repetic 

[40]. 

2.3.3.3 TP model 

„Two phase“ model byl představen v roce 1994 jako rozšíření „stepwise“ modelu pro 

mikrosatelity. Rozšiřuje již zmíněnou teorii o pravidlo, že nejvíce probíhajících mutací 

způsobí získání nebo ztrátu repetice. A v některých výjimečných případech dochází ke ztrátě 

nebo zisku většího souboru repetic [41]. 
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2.3.3.4 KA model 

Jedná se o tzv. „K-alleles“ model, který byl navržen v roce 1970. Crow a Kimura, jimž 

tento model patří, předpokládají, že pokud je v mikrosatelitovém lokusu přesně k alel, pak 

je pravděpodobnost, že alela zmutuje na jinou µ/k-1, kdy µ označuje mutační frekvenci [25]. 

2.3.4 Nulové alely 

Nulové alely jsou velmi specifickým jevem, který může mít významný vliv v rámci 

určování paternity a příbuzenských vztahů. Nejedná se přímo o mutaci mikrosatelitů, ale 

stejně jako již zmíněná homoplasie, může i nulová alela velmi negativně ovlivnit výsledky 

analýzy mikrosatelitové DNA. Jedná se o mutaci na templátovém vlákně DNA, přímo 

v místě, ke kterému je komplementární primer nasedající při PCR. Mutací je nasednutí 

primeru narušeno a neproběhne amplifikace vybraného mikrosatelitového úseku. 

Na základě tohoto principu je možné udělat chybu při určování paternity nebo při 

zkoumání chování jednotlivých druhů živočichů. Pokud má jeden z vyšetřovaných rodičů 

neamplifikující se alelu a jeví se tedy jako homozygot, mláďata, která nulovou alelu zdědí 

poté mohou být chybně označena jako produkt mimopárové paternity (v případě, že se jedná 

o otce) nebo vnitrodruhového hnízdního parazitismu (v případě, že se jedná o matku) [42]. 
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3  VYUŽITÍ MIKROSATELITŮ 

Přestože jsou mikrosatelity vysoce variabilní, jsou ovšem zároveň somaticky stabilní, 

což umožňuje jejich využití coby molekulárních markerů. Jejich výhodou oproti 

minisatelitům, které byly využívány pro tyto účely dříve, je skutečnost, že se mikrosatelity 

objevují v rámci genomu mnohem častěji. 

První studie zabývající se mikrosatelity se objevily ke konci 20. století. Polymorfní 

lokusy (tj. pozice genu na chromozomu) byly hledány na základě tzv. DNA fingerprintingu, 

za použití DNA sondy (radioaktivně či jinak značené), která byla složena z několika 

opakování di-, a tetra nukleotidových repetic (viz. Obr. 4) [43].  

 

Tato sonda se hybridizuje na své klony, které jsou poté osekvenovány a obklopeny 

jedinečnými sekvencemi nukleotidů, které dávají vznik DNA primerům. V takovém případě 

je poté možné s použitím připravených primerů provést amplifikaci za pomoci PCR. Pokud 

získáme uspokojivé výsledky v rámci PCR, pak mohou být tyto primery využity pro PCR 

screening v rámci populace daného druhu [45]. 

Mikrosatelity jsou využívány jako genetické markery z několika důvodů. Mezi jejich 

nesporné výhody patří jak jejich variabilita, která je činí velmi specifickými, tak i možnost 

Obrázek 4: Hybridizace DNA sondy v rámci DNA fingerprintingu [44]. 
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jejich poměrně snadné amplifikace za pomoci PCR. Narozdíl od minisatelitových markerů, 

mikrosatelity jsou lokus specifické. To znamená, že se nenacházejí na vícero 

místechchromosomu. Jejich další a neposlední výhodou je jejich kodominantní chování, 

které umožňuje částečný fylogenetický projev všech přítomných alel. Díky těmto 

vlastnostem jsou mikrosatelitové markery využívány ve forenzní genetice, při určování 

příbuznosti mezi jedinci nebo např. i pro demografické rozložení, či sledování migrace 

určitých specifických druhů živočichů [46].  

3.1 Určování paternity  

Paternita neboli otcovství, v užším slova smyslu genetický vklad otce, je zjišťována 

na základě porovnání vybraných mikrosatelitových lokusů mezi zkoumanými jedinci, tzn. 

potomky a potenciálními rodiči. Pro své vlastnosti jsou mikrosatelity více než vhodným 

nástrojem. Disponují vysokou variabilitou a přirozenou alelovou kodominancí. Vychází se 

z předpokladu, že polymorfismy v počtu tandemových repetic (VNTR) se dědí podle 

mendelovské dědičnosti a potomci by tudíž měli mít jednu z možných kombinací alel svých 

rodičů, aby byl potvrzen jejich biologický původ.  

Testy otcovství (paternity) u lidí byly v minulosti převážně založeny na porovnávání 

krevních skupin. Problém byl v tom, že se nejednalo o metodu, na jejímž základě by šlo 

otcovství potvrdit. ABO systém byl používán pouze k vyvrácení otcovství. Na rozdíl od 

systému krevních skupin je metoda porovnávání mikrosatelitů přesnější a více informativní 

[47]. 

 V případě, že alely potomků odpovídají rodičům, jedná se s vysokou 

pravděpodobností o biologické rodiče zkoumaných potomků. Naopak v případě, že se u 

některého z potomků objeví alela, kterou nevlastní ani jeden z potenciálních rodičů, tak se 

dá téměř s jistotou říci, že daný jedinec je cizí (viz. Obrázek 5). Tento princip zanedbává 

možnost vzácně se vyskytujících mutací zrovna zkoumaného místa. Testy paternity 

neprobíhají na základě analýzy jediného lokusu, obvykle je k určení příbuzenských vztahů 

využito mezi 3-6 mikrosatelitovými lokusy, které jsou poté vzájemně porovnávány. Ke 
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stoprocentní shodě nedochází, ale čím více lokusů se shoduje, tím vyšší je pravděpodobnost, 

že se jedná o rodiče potomka [43, 48].  

3.2 Analýza příbuzenských vztahů 

Mnoho vědeckých výzkumů se snaží v dnešní době mapovat a hledat podobnosti mezi 

mikrosatelity různých druhů a tím prokazovat jejich podobnost. Data, která jsou získávána 

na základě analýzy mikrosatelitových sekvencí jsou velmi důležitá pro zjišťování 

příbuzenských vztahů např. mezi různými druhy ptáků. Právě na jejich základě byly 

potvrzeny fenomény, jako jsou mimopárová mláďata nebo vnitrodruhový hnízdní 

parazitismus. Mikrosatelity byly v tomto případě využity jako důkaz pro reprodukční 

chování jednotlivých živočišných druhů a jejich abnormalit [43]. 

Zachovalé mikrosatelity nalezené u ploskonosých opic například prokazují podobnost 

mezi opicemi a člověkem. Konkrétně repetice AP74 je svou délkou velmi podobná repetici 

v lidském genomu [49].  

Analýza příbuzenských vztahů je významným nástrojem pro studium obvyklého 

chování a migračních návyků živočichů. Před mikrosatelity byla využívána metoda DNA 

fingerprinting (metoda „otisku prstu“) [50], která však byla posléze nahrazena metodou STR 

analýzy [51]. 

Obrázek 5: Analýza příbuzenských vztahů na základě 

elektroforetogramů 4 heterozygotů [48]. 
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Analýzu příbuzenských vztahů můžeme rozdělit do několika typů. Již v roce 2003 byla 

analýza rozdělena do čtyř konkrétních kategorií. A to exkluze (vyloučení) (z angl. 

exclusion), kategorické přidělení (z angl. categorical allocation), částečné přidělení (z angl. 

fractional allocation) a rodičovské přidělení (z angl. parental allocation). V posledních šesti 

letech se objevily nové techniky, které významně ovlivnily dosavadní kategorie. Vylepšení 

stávajících metod zapříčinilo dokonce vznik dvou zcela nových kategorií. První z nich byla 

pojmenována analýza úplné rodičovské pravděpodobnosti (z angl. full probability parentage 

analysis) [52] a druhá sourozenecká rekonstrukce (z angl. sibship reconstruction“) [53]. 

Exkluze (vyloučení) je kategorie, která je založena na poněkud jednoduchých 

pravidlech. Řídí se zákony Mendelovské dědičnosti, kde vychází z pravidla, že každý rodič 

a jeho potomek musí mít alespoň jednu stejnou alelu v lokusu [54]. V případě, že domnělý 

rodič žádnou alelu se svým potomkem nesdílí, nejedná se o pravého rodiče. Princip metody 

se možná zdá být jednoduchý, ale má také své problémy, které mohou být způsobeny 

nulovými alelami a vysokou mutační aktivitou mikrosatelitů, která způsobuje rozdíly mezi 

lokusy pravého rodiče a jeho potomka [55].  

Právě z důvodu těchto možných problémů se obvykle analyzuje větší množství lokusů, 

aby mohlo být bezpečně vyloučeno nebo potvrzeno rodičovství. V současné době se pro 

vyloučení otcovství musí lišit alespoň dvě zkoumané alely. I přes všechna svá úskalí je tato 

metoda standardním postupem pro většinu analýz rodičovství [56]. 

Kategorické přidělení je metodou, která vystupuje na světlo světa v případě, že je 

potřeba zhodnotit větší množství potenciálních rodičů a jejich potomků, což předchozí 

metoda neumožnuje. Jedná se o nejrozšířeněji používanou metodu určování příbuzenských 

vztahů vůbec. Na rozdíl od exkluze je princip této metody založen na přenosu celých 

rodičovských genotypů, které mají různou šanci, že je potomek zdědí [57]. 

Pracuje se zde s principem pravděpodobnosti, ve kterém platí, že je mnohem častější 

přenos konkrétního genotypu od homozygotního rodiče, než-li od rodiče heterozygotního. 

Metoda tedy úplně nevylučuje ani nepotvrzuje pravého rodiče, ale místo toho vybírá toho 

nejvíce pravděpodobného. Proto je využívána převážně v případech, kdy je rodič úplně 

neznámý [58, 59]. 

Částečné přidělení je kategorie, pod kterou patří technika založená na metodě 

předchozí. Ačkoliv by se zdálo, že obě metody pokrývají většinu potřeb analýz příbuznosti, 

každá studie má trochu jiné cíle. A právě tato technika je pro některé z nich vhodnější. Na 
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rozdíl od metody kategorického přidělení, která nakonec vybere nejpravděpodobnějšího 

otce, tato metoda vybere celou skupinu pravděpodobných otců. A stejně tak někteří 

potenciální rodiče mohou mít necelé číslo pravděpodobných potomků. Ačkoliv by se mohlo 

zdát, že metoda nemůže nikdy dojít ke správným výsledkům, neboť již z principu věci není 

možné, aby rodič neměl celé číslo potomků, údaje získané touto technikou jsou užitečné pro 

statistické a hypotetické účely [59,60]. 

Analýza úplné rodičovské pravděpodobnosti je jednou z novějších metod. Na rozdíl 

od předchozích technik pracuje tato metoda v rámci vlastního modelového rámce, do kterého 

zahrnuje všechny faktory ovlivňující správnou analýzu příbuzenských vztahů. Patří k ní i 

data a údaje o dané populaci [59].  

Může se jednat kupříkladu o teritoriální návyky zvířat nebo vzdálenost samice od 

samce. To činí metodu v případě zvířat flexibilnější, neboť do ní můžeme zahrnout i rozdíly 

v pravděpodobnosti, které sebou přinášejí rozdílné hierarchie samců v rámci zkoumané 

skupiny. Šance, že mláďata patří dominantnímu samci jsou mnohem větší, než-li šance, že 

potomci patří samci submisivnímu [61].  

Rodičovská rekonstrukce je metoda, která pracuje s mláďaty, o jejichž rodině máme 

určité předchozí informace. Jedná se kupříkladu o vejce z hnízda, které bylo chráněno 

specifickým samcem [62] nebo mláďata, která se společně vyvíjela ve stejném lůně [63].  

Genotyp rodiče lze za těchto podmínek dodatečně sestavit, pokud máme k dispozici 

dostatečné množství potomků [64, 65]. V případě, že je jeden z rodičů znám, lze taktéž jeho 

genotyp oddělit od genotypů potomků a získat tak dostatek informací k sestavení genotypu 

chybějícího rodiče [59]. 

Další výhodou zpětného hledání genotypu je fakt, že je v rámci genotypů potomstva 

možné sledovat vztahy mezi alelami. To nám napomáhá při sestavování genotypů v případě, 

že se jedná o více různých otců [59, 65].  

Metoda je velmi užitečná, má ovšem i svoje nevýhody. Vyžaduje vysoce polymorfní 

lokusy a nefunguje v případě, že není k dispozici dostatečné množství potomků, ze kterých 

by se dal rekonstruovat genotyp. Obvykle je proto používána pouze v případě zvířat, která 

mají velká množství (více než 6) potomků. To automaticky vyřazuje většinu savců a ptáky 

[59]. 
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Sourozenecká rekonstrukce  je poslední využívaný typ analýzy příbuzenských vztahů. 

Metoda zpočátku nebyla příliš využívána. Dnes k ní byly vytvořeny určité směrnice, podle 

kterých je možné se řídit. Metoda slouží, stejně jako metoda předchozí, k rekonstrukci 

genotypu. Od již zmíněné se liší tím, že máme k dispozici skupinu mláďat, o které nemáme 

žádné předchozí informace. Principem metody je rozdělení skupiny na úplné sourozence a 

neúplné sourozence (poloviční). Rozdělení může probíhat jak na základě pravděpodobnosti 

dědění znaků [66], tak i kombinací různých metod využívajících mendelistických zákonů 

dědičnosti [59].  

3.3 Kriminalistika a forenzní genetika 

Mikrosatelity jsou díky své vysoké specifitě velmi oblíbeným nástrojem v mnoha 

různých oborech včetně forenzní genetiky, která využívá mikrosatelity jako součást 

důkazního materiálu u soudních řízení, ať už se jedná o lidskou nebo zvířecí DNA. 

Pravděpodobnost, že nedojde ke shodě mezi podezřelým a vzorky získanými z místa činu je 

ve většině případů více než jedna ku milionu [67].  

V dnešní době je nejenom možné u lidí otcovství potvrdit, ale také vyvrátit na základě 

shody mezi zkoumanými mikrosatelitovými lokusy. Této skutečnosti je využíváno 

v případech znásilnění. Shody mezi získanými vzorky lze totiž využít k odhalení a usvědčení 

pachatele [68]. Používají se různé analytické postupy, které budou popsány v následujících 

kapitolách. 

3.3.1 DNA fingerprinting 

Předchůdcem STR analýzy byl DNA fingerprinting (genetický „otisk prstu“). Jedná se 

o metodu, která ve stejnou chvíli detekuje velké množství přítomných minisatelitů ve vzorku 

a vytváří tak unikátní genetický „otisk prstu“. Pravděpodobnost, že by dva lidé, kteří nejsou 

jednovaječná dvojčata, měli stejný „otisk“ je velmi malá. Každý člověk má svůj vlastní 

unikátní „otisk prstu“, se kterým se narodí [49, 69]. 

Původní DNA fingerprinting byl založen na metodě polymorfismu délky restrikčních 

fragmentů (RFLP) (viz. Obr. 6). Metoda využívá restrikčních enzymů, které štěpí vlákno 

izolované DNA na fragmenty. Ty jsou posléze vloženy na agarózový gel, kde jsou 

separovány podle velikosti elektroforézou. Poté jsou přeneseny na nitrocelulózovou 

membránu, kde se na ně naváží značené komplementární sekvence - sondy. Membrána je 
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přenesena na rentgenový film. Ten nám po vyvolání ukazuje umístění označených sekvencí 

v podobě proužků [70]. 

 

 

Výsledek analýzy nazýváme DNA fingerprint. Na základě porovnání jednotlivých 

fingerprintů lze podezřelého usvědčit nebo zprostit viny (viz. Obr. 7) [70]. 

Obrázek 6: Schéma metody RFLP, upraveno [70]. 
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Historicky poprvé v rámci policejního vyšetřování byla DNA analýza použita v roce 

1986, kdy došlo k brutálnímu znásilnění a vraždě patnáctileté dívky. O rok později bylo 

nalezeno tělo čtrnáctileté dívky, která byla znásilněna a zavražděna stejným způsobem. 

Podezřelý byl sedmnáctiletý chlapec z místní hospody, který věděl, kde se našlo tělo druhé 

zavražděné dříve než policie. Dokonce se pod nátlakem k vraždě i přiznal, ale odmítal, že 

by zavraždil první dívku a v jeho výpovědi a přiznání se objevovaly zvláštní mezery a 

nepřesné detaily. K potvrzení nebo vyvrácení jeho viny byl přizván doktor Alec J. Jeffreys 

z University of Leicester [59, 60], který byl již v té době známý, neboť se mu podařilo dva 

roky zpátky vyřešit případ tamní rodiny imigrantů z Ghany. K matce, která zde žila se svými 

dvěma dětmi, se měl připojit její poslední potomek. U něj ovšem byly nalezeny falešné 

cestovní doklady, a tak mu hrozilo, že bude vykázán ze země, pokud se neprokáže, že 

k rodině doopravdy patří. Právní zástupce rodiny se dočetl o DNA fingerprintingu doktora 

Jeffreyse a přizval jej k případu. Na základě DNA analýzy, provedené na chlapci a domnělé 

rodině, bylo prokázáno, že chlapec je opravdu její součástí. Jednalo se o úplně první známý 

případ využití DNA analýzy ve věci právního sporu [69].  

Obrázek 7: Srovnání DNA fingerprintu získaného z místa činu, s DNA 

fingerprinty podezřelých, upraveno [70]. 
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V případě obou brutálních znásilnění mladých dívek byly k dispozici vzorky ejakulátu 

a domnělému pachateli byl odebrán vzorek krve. Na základě testů, které doktor Jeffreys 

udělal, bylo vyloučeno, že by zadržený muž zločin spáchal, ačkoliv se k němu přiznal [71]. 

Na základě domněnky, že sériový vrah musí žít někde v okolí, se inspektor rozhodl 

k naprosto zásadnímu a poněkud odvážnému kroku. Události se dnes říká hon na DNA (z 

angl. DNA-based manhunt). V okruhu 8 kilometrů byly všem mužům mezi 18 a 34 lety 

odebrány vzorky krve. Jednalo se přibližně o 5 000 vzorků. Cena za testy pro takové 

množství lidí nebyla malá. Na celý nápad bylo přistoupeno pouze na základě mediální 

sledovanosti celého případu a výslovného souhlasu tehdejší premiérky, Margaret 

Thatcherové.  

Testování nepřinášelo kýžené ovoce. Nakonec se ovšem na vyšetřovatele usmálo štěstí 

a získali informaci, že jeden mladý muž poslal místo své krve cizí vzorek. Po přezkoumání 

pravého vzorku krve se objevila naprosto přesná shoda a pachatel tak byl usvědčen z obou 

vražd a odsouzen. Tento případ významně přispěl ke slávě metody i jejího tvůrce [69, 71]. 

3.3.2 DNA profiling 

Nástupcem DNA fingerprintingu se stalo DNA profilování (z angl. DNA profiling), 

kterému se dnes také říká STR analýza (z angl. STR analysis). Není zde využíváno 

minisatelitů, ale jejich kratších příbuzných, tedy mikrosatelitů [72]. 

V prvním kroku je DNA extrahována ze vzorku biologického materiálu. STR analýza 

je metoda natolik citlivá, že je potřeba pouze velmi malé množství genetického materiálu, 

aby se dala aplikovat. Jedná se o vlastnost metody, která je v kriminalistice velice významná. 

Díky tomuto pokroku je totiž možné získat dostatečné množství DNA i třeba z vlasů. 

Na rozdíl od DNA fingerprintingu metoda STR nevyužívá restrikční enzymy 

k nastříhání úseků DNA ale místo toho se využívá amplifikace (namnožení) za pomoci PCR 
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(viz. Obr. 8). V rámci tohoto procesu vzniká veliké množství kopií STR sekvencí, které jsou 

pak dále zpracovávány [73]. 

Na základě STRs lze velmi dobře identifikovat osoby, včetně jejich ostatků, a to i 

v případě, že se jedná o masové hroby [74]. Slavným případem takové analýzy se stala 

identifikace dvou chybějících členů poslední carské rodiny Romanovců, kteří byli pohřbeni 

ve společném masovém hrobě. Na základě provedených testů bylo prokázáno, že chybějící 

dva členové rodiny jsou pohřbeni v nedalekém odděleném hrobě. Byly tak vyvráceny 

legendy, podle kterých někteří členové rodiny přežili [73, 75]. 

 FBI určila četnost mutací pro 13 klíčových STRs, které se přirozeně vyskytují 

v lidském genomu různých etnických skupin. K tomuto dni FBI analyzovalo genetické údaje 

stovek Kavkazanů, Afroameričanů, Hispánců a Asiatů. Statistika provedená na základě 

získaných údajů ukazuje, že genetická shoda je u nepříbuzných jedinců stejné etnické 

skupiny se šancí přibližně jedna ku 575 trilionům [76]. 

DNA profilování je hojně využíváno ve světě jako nástroj pro řešení zločinu a 

potlačování kriminality. Ve Velké Británii měli na rozdíl od americké FBI 11 klíčových STR 

lokusů, které jsou testovány, společně s lokusem určujícím pohlaví. Nedávno byl tento 

Obrázek 8: Jednotlivé fáze analýzy mikrosatelitů od 

extrakce až po vizualizaci, upraveno [66]. 
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postup rozšířen o dalších pět možných mikrosatelitových lokusů v rámci snahy přizpůsobit 

se zbytku Evropy [77]. 

DNA profily jsou skladovány v Národních DNA databázích, které má většina zemí. 

Nacházejí se zde profily lidí, kteří se dopustili závažných trestných činů. První taková 

databáze vznikla v roce 1995 ve Velké Británii [78]. 

Výsledky STR analýzy nejsou u soudu brány na lehkou váhu a mohou sloužit jako 

rozhodující důkaz.  

Jako příklad můžeme uvést znásilnění dívky ve věku třiadvaceti let, které se stalo 

v Indii. Za pachatele byl označen šestadvacetiletý muž. Dívka podala trestní oznámení na 

policii a muž byl zadržen. Do laboratoře byly poslány vzorky ejakulátu ze sukně napadené 

dívky a vzorek krve od domnělého pachatele. Získané elektroforeogramy posléze byly 

porovnávány mezi sebou a byla hledána shoda. Sledovalo se 10 mikrosatelitových lokusů 

s použitím tří různých fluorescenčních barviv (modré, zelené a žluté) a byla prokázána 

naprostá shoda (Tab. 2). Podezřelý tak  byl označen za pachatele trestného činu [79]. 

 

Tabulka 2: Porovnání mikrosatelitových lokusů ze vzorku oběti a ze 

vzorku krve pachatele, všude panuje naprostá shoda, upraveno [79]. 
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3.3.3 Y-STR 

Analýza STR na mužském pohlavním chromozomu je široce využívána v oblasti 

forenzní DNA analýzy, převážně v případech, kdy autozomální DNA profilování není 

dostatečné. Analýza Y-STRs použitá při vyšetřování má moc zcela vyloučit osoby mužského 

pohlaví z účasti na spáchání trestného činu. Zároveň je na jejím základě možné určit původ 

pachatele a paternální pokrevní příbuzné, a to i velmi vzdálené [80]. 

V současné době je používán pouze jeden, pohlaví určující lokus, a to amelogenin. 

Používání pouze jediného lokusu k určování pohlaví je kritizováno vědeckou komunitou, 

neboť na chromozomu Y může dojít ke vzácným delecím přímo ve zmíněném lokusu. 

Provedené DNA analýzy poté vykazují nesprávné pohlaví [81]. 

Y-STR analýza je v mnoha ohledech nadřazena obyčejné STR analýze, která může být 

použita pouze za určitých okolností. Y-STR analýza je velmi jedinečná, neboť nám 

umožňuje analyzovat i vzorky, ve kterých je smíšený genetický materiál mnoha různých 

dárců nebo ženy a muže v případech znásilnění. To je možné i u klasického profilování, ale 

jenom za předpokladu, že je dopředu známo, že ve vzorku je přítomno mnohonásobně větší 

množství genetického materiálu jednoho z dárců [82]. 

Na druhou stranu Y-STR analýza nemůže být aplikována na přímou identifikaci osob, 

neboť její DNA profil je v naprosté většině případů sdílen příbuznými mužského pohlaví. 

Této vlastnosti je naopak využíváno při určování otcovství nebo rekonstrukci rodokmenů a 

příbuzenských vztahů [80]. 

V roce 2010 byly popsány RM Y-STR, což jsou rychle mutující (z angl. rapidly 

mutating) Y-STR lokusy. Mutace na nich zaznamenané mohou sloužit při odlišení jedinců 

stejné paternální linie, což je významné pro účely kriminalistiky a forenzní genetiky [83]. 

Následující kazuistika rozebírá případ využití Y-STR analýzy v policejním 

vyšetřování, ve kterém nebylo obyčejné DNA profilování dostačující. Potvrzuje tak 

důležitost a výjimečnost metody. 

V roce 1999 byla v Nizozemí zavražděna a znásilněna dívka, když jela na oslavu 

v nedaleké vesnici. Na základě stop spermatu, které byly nalezeny, bylo provedeno klasické 

DNA profilování a výsledky byly porovnány s dostupnou DNA databází. Nebyla nalezena 

žádná shoda. 
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Vyšetřovatelé postupně zatkli a vyslechli několik podezřelých, u kterých byl taktéž 

vyhotoven autosomální DNA profil. I zde byli neúspěšní. Situaci nijak neprospívalo, že 

dívka byla zavražděna velmi blízko centra pro politické žadatele o azyl. Na tomto základě 

byl zatčen a DNA analyzován muž z Iráku ve spolupráci s INTERPOLem a taktéž muž 

z Afghánistánu. U žádného z nich nebyla nalezena shoda. V okolí azylového centra se 

zvyšovalo napětí mezi místními a uprchlíky, neboť zde panovalo přesvědčení, že vraždu 

spáchal některý z cizinců. Ve chvíli, kdy se začalo stupňovat násilí, byla na popud vedení 

vyšetřování zahájena Y-STR analýza vzorků spermatu.  

Porovnáním výsledků s přístupnými Y-STR referečními profily se dospělo k závěru, 

že předkové vraha, a tudíž velmi pravděpodobně i sám vrah jsou ze severo-západní Evropy. 

Ačkoliv místní výsledkům analýzy příliš nevěřili, potyčky ustaly. Případ samotný nebyl 

vyřešen a byl odložen na celých čtrnáct let. 

V Nizozemí došlo ve zmíněných čtrnácti letech ke změnám v legislativě ohledně Y-

STR, neboť do té doby mohlo být při vyšetřování a soudních sporech legálně použito pouze 

autosomální DNA profilování.  

Případ byl po těchto změnách znovu oživen. Na základě schopnosti Y-STR analýz 

stopovat paternální pokrevní linie bylo zahájeno v místě vraždy dobrovolné odebírání 

vzorků. Vyšetřovatelé předpokládali, že se jim podaří najít vzdálené příbuzné pachatele. 

Velmi zvláštní je, že shoda byla nalezena skoro okamžitě. Na obou mužích byla provedena 

dodatečná autosomální STR analýza, která vyloučila, že by se jednalo přímo o hledaného 

vraha. Tento objev v každém případě potvrdil domněnku, že vrah má příbuzné někde v okolí. 

Genealogický výzkum ukázal, že oba muži jsou velmi vzdáleně příbuzní, ačkoliv mají 

jiná příjmení. Jejich pokrevní spřízněnost sahala až do dob napoleonské okupace. 

U obou mužů se začalo s testováním příbuzných a začalo se využívat vícero 

zkoumaných Y-STR lokusů. Tím se mělo postupně zúžit pole podezřelých až k blízkým 

příbuzným vraha, které by šlo odhalit na základě autosomálního DNA profilování. 

K překvapení všech přítomných byla zjištěna naprostá shoda pro autosomální STR 

analýzu u jednoho z dobrovolníků, který se později k činu i přiznal. Dobrovolně se nechal 

odebrat, protože věděl, že by byl dříve či později dopaden přes své vzdálené příbuzné, a tak 

doufal, že vyšetřování bude zahrnovat tolik vzorků jeho příbuzných, že dojde k chybě a za 

vraha bude označen někdo jiný [84]. 
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4 ANALÝZA MIKROSATELITŮ 

Analýza mikrosatelitů je v současnosti proces, který se neobejde bez využití               

PCR (viz Obr. 9). Samotná analýza je nedílnou součástí DNA profilování, které je velmi 

důležitým nástrojem kriminalistiky a forenzní genetiky. STR analýza je natolik citlivá, že 

není potřeba příliš mnoho DNA k tomu, aby se dosáhlo optimálních výsledků. I malé 

množství DNA je amplifikováno metodou PCR za pomoci primerů [66]. Jedná se o 

syntetické primery, oligonukleotidy o velikosti 18 – 24 nukleotidů, které fungují jako 

speciální sekvence, od kterých DNA polymeráza zahajuje syntézu [85]. Každý pár primerů 

označuje začátek a konec sekvence („flanking regions“), kterou chceme amplifikovat.  

Po PCR amplifikaci mikrosatelitových lokusů, jsou získané DNA fragmenty 

separovány a analyzovány různými technikami, jako je gelová elektroforéza, kapilární 

elektroforéza, hmotnostní spektrometrie, či hybridizační čipy. Jednotlivé techniky budou 

v následujících kapitolách blíže popsány a jejich srovnání je uvedeno v tabulce 3.  

 

Tabulka 3: Srovnání DNA separačních technik, upraveno [86]. 

Technika Rychlost/Vzorek Náklady 

PAGE/stříbření   hodiny + 

Automatizované 
sekvenátory 

hodiny +++ 

CE minuty ++ 

MALDI-TOF-MS vteřiny ++++ 

 

4.1 PCR 

PCR metoda neboli polymerázová řetězová reakce (z angl.  polymerase chain reaction) 

je velmi důležitou součástí diagnostiky, forenzní genetiky a molekulární biologie. Je totiž 

schopna namnožit genetický materiál potřebný k provedení dalších analýz. V dnešní době je 

například nepostradatelnou součástí SARS-CoV-2 diagnostiky.  

Za posledních sto let se objevilo velmi málo metod, které se dokáží PCR vyrovnat. 

Objevení této metody znamenalo revoluci na poli biologického a genetického výzkumu. 

První kroky směrem k objevu PCR učinil americký biochemik Kary Mullis v roce 1983. 
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Všiml si, že pokud provede denaturaci DNA a rozdělí tím dvojvláknovou DNA (dsDNA) na 

dvě jednovláknové (ssDNA) a přidá reverzní primery (pro určení celkové délky vybrané 

sekvence), tak získá silnější signál, něž jaký poskytovalo do té doby používané Sangerovo 

sekvenování. Analýza vzorku tak přestala být limitována malou koncentrací DNA [87]. 

 Jeho postup byl ovšem poněkud složitější, než je tomu dnes. DNA polymeráza byla 

vždy v rámci denaturačního procesu zničena a tím pádem byl způsob časově náročný, neboť 

polymeráza musela být znovu přidána v každém PCR cyklu. Tento problém byl později 

vyřešen za pomoci automatizovaného systému zvaného „Baby Blue“. Využita byla 

polymeráza z bakterie Thermus aquaticus, která je schopna přežít i teploty okolo 94°C. Tím 

došlo k eliminaci nutnosti přidávání čerstvé polymerázy do každého PCR cyklu [87, 88].  

Pro úspěšné provedení PCR metody vždy potřebujeme pět základních reakčních 

komponent. Patří mezi ně templátová DNA, která byla izolována ze zkoumaného vzorku, 

synteticky připravené primery, které jsou komplementární k unikátním sekvencím 

(„flanking regions“) obklopujícím vybraný mikrosatelitový lokus, směs nukleotidů dNTP, 

která slouží jako stavební materiál pro nové vlákno a DNA polymeráza (např. taq 

polymeráza z Thermus aquaticus) [87].  

Součástí každé PCR amplifikace jsou teplotní cykly, z nichž každý má tři fáze, při 

kterých je používána jiná teplota. Jedná se o denaturaci, annealing (žíhání) a extenzi            

(viz. Obr. 9). Cyklus je v rámci PCR opakován přibližně 25-35x [42, 89].  

Na počátku je PCR zahájena denaturací, která způsobuje rozvolnění řetězců DNA. 

Teplota je okolo 94°C. Proces je následován fází annealing, při kterém je záměrně snížena 

teplota, neboť je potřeba, aby na separovaná vlákna DNA nasedly primery, (přední 

„forward“ primer a zadní „reverse“ primer). Teplota je snížena přibližně na 50-60°C. Na 

základě podobnosti mikrosatelitů u příbuzných organismů mohou být pro analýzu využity 

již známé primery pocházející od úzce příbuzných druhů [90]. 

Celý cyklus zakončuje fáze extenze, při které dochází k syntéze komplementárního 

řetězce DNA, za účasti DNA polymerázy, která nasedne na přítomné primery a připojí volné 
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nukleotidy na templátové vlákno na základě pravidel komplementarity bazí. Poslední fáze 

probíhá při teplotě 72°C [42, 87]. 

Amplikony které jsou touto cestou získány, jsou posléze dál analyzovány např. 

přeneseny na polyakrylamidový nebo agarózový gel a je provedena elektroforéza.  

PCR debutovalo ve forenzní genetice poté, co se vědcům podařilo amplifikovat šest 

vysoce polymorfních minisatelitových lokusů v jediné PCR mikrozkumavce. Hlavním 

úspěchem celé demonstrace byl fakt, že se amplifikace mohla zopakovat a využít i pro velmi 

malá množství lidské DNA. Výzkum v tomto poli vedl k představení multiplexové PCR, 

která je schopna amplifikovat vícero různých DNA sekvencí ve stejném časovém úseku. 

Amplikony na polyakrylamidovém gelu byly barvené stříbrem a srovnávány s alelovými 

markery. Rozšiřování a vylepšování těchto postupů vedlo k využívání fluorescenčně 

Obrázek 9: Tři fáze teplotního cyklu PCR, upraveno [89]. 
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značených amplikonů v rámci kapilární elektroforézy. Právě díky tomuto vývoji je nyní 

možné pracovat i s velmi malým množstvím někdy i degradovaného DNA materiálu [88]. 

Většina mikrosatelitů ceněná ve forenzní genetice patří mezi tetranukleotidy [79]. 

4.2 Kapilární elektroforéza (CE) 

Po úspěšné PCR amplifikaci mikrosatelitových lokusů, mohou být získané DNA 

fragmenty separovány a rozděleny podle velikosti, za pomoci kapilární elektroforézy.  Jeden 

z dvojice primerů je v tomto případě označen fluorescenčním barvivem [66]. 

Každý fragment, který je označen fluorescenčním barvivem je pak ozářen laserem a 

emituje barevné záření, které je zachyceno detektorem a přeneseno do počítače, kde můžeme 

zaznamenané signály vidět v podobě různě barevných a vysokých píků [66]. Čím více STR 

sekvencí je testováno, tím přesnější a účinnější metoda je. 

Fragmenty jsou umístěny do kapiláry, která je naplněna nosným médiem. Může se 

jednat například o vodný elektrolyt nebo specifický gel. Elektricky nabité částice jsou 

posouvány v kapiláře vlivem přítomného elektrického pole. Částice se pohybují po nosném 

médiu a jsou separovány podle velikosti na základě svého negativního náboje [91].  

Amplifikované produkty mohou být značeny různými způsoby. Jako příklad můžeme 

uvést značení fluorescenčním barvivem nebo barvení stříbrem. 

Právě fluorescenční vícebarevná metoda nám dovoluje analýzu většího počtu 

mikrosatelitových lokusů ve stejnou dobu, a to ve stejné kapiláře. A to i v případě, že jsou 

mezi zkoumanými alelami takové, které pocházejí ze vzájemně se překrývajících lokusů. 

K jejich viditelnému rozlišení nám slouží primery, které jsou odlišené různými 

fluorescenčními barvivy. Detektor posléze zachytí a zpracuje určité množství signálů, na 

základě počtu použitých barviv [79]. 

Budoucností kapilární elektroforézy je CAE, volně přeloženo jako kapilární řadová 

elektroforéza (z angl. capillary arreys electrophoresis). Jedná se stále o kapilární 

elektroforézu, která je ovšem schopna paralelně využívat více kapilár. Lze tak analyzovat 

více vzorků současně. Metoda byla poprvé popsána v roce 1992 [92]. 

Zde je nutno také zmínit mikročipovou CE, což je vlastně kapilární elektroforéza, 

kterou se podařilo vměstnat na mikročip [93]. Jedná se o veliký pokrok, který by mohl 

jednoho dne pomoci s analýzou DNA v terénu, kde není k dispozici laboratoř. Na mikročip 
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se v roce 1999 podařilo dostat i 96 kapilárovou CAE, která je schopna analyzovat vzorky i 

ve dvou vteřinách [94]. 

4.3 Gelová elektroforéza 

Tato metoda je založena na pohybu negativně nabitých částic v elektrickém poli. 

Molekuly se pohybují směrem k anodě různou rychlostí, která je nepřímo úměrná jejich 

velikosti. Čím menší částice, tím déle je schopna putovat. Gelová elektroforéza je prováděna 

obvykle na agarózovém nebo polyakrylamidovém gelu (PAGE). Na nich jsou přítomny póry 

různé velikosti, které tvoří síto pro zachycení cílových molekul. 

Fyzikální vlastnosti polyakrylamidového gelu a velikost jeho pórů jsou závislé na 

koncentraci polyakrylamidu a stupni jeho zesíťování. K sekvenování DNA a hlavně také 

STR fragmentů používáme obvykle denaturované polyakrylamidové gely, které mají 

schopnost vysokého rozlišení a to až na jednu bázi [95].  

V roce 1997 bylo prokázáno, že i gely agarósové mohou být použity pro STRs. Tímto 

způsobem byly zatím detekovány některé specifické tetranukleotidy a dinukleotidy [96]. 

4.4 Hmotnostní spektrometrie 

Jedná se o metodu, která je založena na rozdělení nabitých částic podle jejich 

molekulové hmotnosti, a to v elektrickém nebo magnetickém poli. Po dlouhou dobu bylo 

možné tímto způsobem dělit pouze částice do určité velikosti. V případě, že zde byl pokus 

ionizovat částici s větší molekulovou hmotností, docházelo k nesprávnému štěpení. Proto se 

začala používat matrice, což je látka, která zachycuje ionizační energii laseru a rozprostírá 

ji na molekuly vzorku bez toho, že by je štěpila. Této metodě se říká MALDI, v překladu 

matricí asistovaná laserová desorpce/ionizace (z angl. matrix assisted laser 

desorption/ionization).  

Pro částice vysoké molekulové hmotnosti se používá technika MALDI-TOF, což je 

MALDI, ke kterému je přidán detektor doby letu TOF (z angl. time-of-flight). Ten nám 

umožňuje zachytit a změřit dobu průletu, ze které je poté možné vypočítat rychlost 

prolétající částice. Výhodou metody je její rychlost a citlivost. Dále také neštěpí částice, 

takže je možné měřit i směsi. MALDI lze kombinovat s ostatními separačními technikami 

jako je gelová elektroforéza nebo kapalinová chromatografie [97]. 
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V roce 1998 byla nahlášena detekce mikrosatelitů do velikosti 150bp [98], která byla 

poté následována v roce 1999 výzkumem GeneTrace, při kterém bylo dokázáno, že lze 

hmotnostní spektrometrií spolehlivě zaznamenat STRs ve vzorku za méně než 5 sekund [99].  

4.5 Hybridizační čipy 

Technologie hybridizačních čipů je v literatuře také nazývána genetickými čipy nebo 

mikročipy. Na jejím základě se provádí analýza celého genomu, která umožňuje 

vyšetřovatelům zkoumat změny exprese u velikého množství genů současně. Princip spočívá 

v nanesení a imobilizaci značených sond na pevnou matrici, na kterou je poté přidáván 

zkoumaný biologický vzorek. V případě matrice se obvykle jedná o keramické či křemíkové 

čipy, sklo nebo nylonovou membránu. Metoda funguje na jediném principu, a to, že čím 

větší je exprese daného genu, tím větší je množství značeného cíle a tím pádem o to silnější 

je i výstupní signál [100]. 
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ZÁVĚR 

Tématem této práce je identifikace osob pomocí analýzy mikrosatelitů. V úvodu je 

popsána charakteristika mikrosatelitů a jejich zařazení v rámci DNA. V další části práce jsou 

popsány mutace, které jsou nedílnou součástí mikrosatelitů. Je zde popsán jejich vznik a 

význam pro identifikaci jedinců. Dále se práce věnuje využití mikrosatelitů v rámci určování 

paternity a příbuzenských vztahů. Významná část kapitoly je věnována kriminalistice a 

forenzní genetice. Zde je uvedena i patřičná kazuistika. Poslední část práce se zabývá 

popisem jednotlivých metod  užívaných pro analýzu mikrosatelitů. 

STR analýza je významným nástrojem pro identifikaci jedinců a sestavování DNA 

profilů. Je to metoda, která pomohla vyřešit velké množství případů a je na denním pořádku 

soudních sporů a policejních vyšetřování.  

Ačkoliv se výzkum nezastavuje a ve světě se objevují pokusy o novější a přesnější 

metody, STR analýza se za posledních více než dvacet let zasloužila o to, aby se stala 

nezapomenutelnou součástí historie kriminalistických a forenzních metod.  
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