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ANOTACE

Mikrosatelity jsou opakujici se nukleotidové sekvence, které jsou vyuzivany v mnoha
odvétvich molekularni biologie a genetiky jako nastroj pro identifikaci osob ¢i zvifat. Zaroven
se ovSem muze jednat o mozné piiCiny nékterych neurodegenerativnich onemocnéni. Tato

préace popisuje pivod mikrosatelitil, jejich vyznam, mozné pouziti a metody jejich analyzy.

KLICOVA SLOVA

Mikrosatelity, identifikace osob, paternita, PCR

TITLE

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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UvVOD

Mikrosatelity jsou soufasnymi nastupci minisateliti vyuzivanych na poli
kriminalistiky a identifikace osob. Jsou to tandemové repetice, které vynikaji svou
variabilitou a kodominantnim chovanim. Kromé¢ jejich vyuziti coby genetickych markeri
jsou ale také predpokladanymi pti¢inami nékterych neurodegenerativnich onemocnéni. Tato

domnénka je v soucasnosti predmétem studii.

Jedna se o nastroj, ktery je v dneSni dobé vyuzivan jako diikkazni material v rdmci
soudnich sporii a vySetfovani. Zaroven jde o nenahraditelny ukazatel pro zkoumani a
studium ptibuznosti zivo¢isnych druhi a jejich chovani.

Cilem prace je shrnuti soucasnych poznatkli o mikrosatelitech, jejich pfinos pro
kriminalistiku, populacni genetiku a studium zivo€ichd. Déle jsou v préaci popsany metody

pro vyhledéani a analyzu mikrosatelitovych sekvenci.
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1 DNA

1.1 Zakladni informace

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je nositelkou genetické informace pro bunécné a
vetsinu nebunécnych organismu. Je velmi diilezitd, protoze urcuje dalsi vyvoj a vlastnosti
daného organismu. Jsou ji kdédovana jak prokaryota, jejichz DNA se nachazi volné v
cytoplazmé, tak i eukaryota, kterd maji deoxyribonukleovou kyselinu ulozenou hlavné ve

svém bunécéném jadre jako soucast chromatinu [1].

Samotna molekula DNA byla postupné objevovana v pribéhu nékolika desetileti. Na
samotném pocatku v roce 1869 némecky chemik Johann Friedrich Miescher izoloval latku
Z bunééného jadra leukocytu, které dal jméno ,,nuklein“[2]. V roce 1928 na jeho praci
nepiimo navazal anglicky mikrobiolog Fred Griffith, ktery se zabyval patogenitou
opouzdienych bakterii Streptococcus pneumoniae. Sérii pokusu zjistil, ze kultury musi
obsahovat nezndmou latku, kterd zptisobuje zménu neskodnych neopouzdienych bunék na
Casto smrtici buniky opouzdiené. Pravé na zakladé jeho experimenti v roce 1944 Oswald
Theodor Avery se svymi spolupracovniky izoloval onu neznamou latku ze suspenze
usmrcenych bakterii. Ve védeckém svété se tak poprvé objevily nukleové kyseliny ve své

roli nositelek genetické informace [3].

Az v roce 1951 bylo objasnéno, Ze se molekula DNA sklada z polynukleotidového
fetézce, jehoz zdkladem jsou nukleotidy. Kazdy nukleotid je tvofen tfemi slozkami - a to
molekulou cukru deoxyribozy, dusikatou bazi a slabé kyselou molekulou fosfatu. Dusikaté
baze se déli na pyrimidinové a purinové. Mezi purinové se fadi adenin a guanin, zatimco

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

Vlastni struktura DNA byla objevena v roce 1953 americkym biologem Jamesem
Dewey Watsonem a britskym fyzikem Francisem Harry Compton Crickem. Jejich zavérem
bylo, Ze se molekula DNA skladda ze dvou polynukleotidovych fetézct, které jsou navzijem
spojeny vodikovymi mustky. Ty se z prostorovych divodi tvofi pouze mezi urcitymi bazemi
dle pravidel komplementarity, vzdy mezi adeninem s thyminem a guaninem s cytosinem.

Vytvareji tak spolecné typicky tvar dvousroubovice [4].

Nukleotidy jsou uspotadany v polynukleotidovém fetézci ve specifickém potadi,
nebo-li sekvenci. Usek takového fetézce je nazyvan gen. Lidska DNA se sklada ze 3 miliard
nukleotidi, které¢ dohromady vytvareji priblizne€ 20 000 az 25 000 gent kodujicich bilkoviny.
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Jako genom pak oznaCujeme veskerou genetickou informaci véetné genii a nekddujicich

sekvenci [5].

1.2 Repetitivni useky DNA

V eukaryotické DNA miizeme nalézt jedine¢né a opakujici se, tzv. repetitivni
sekvence. Mezi jedine¢né fadime strukturni geny nebo naptiklad pseudogeny. Jedine¢nymi
je nazyvame proto, ze se v genomu vyskytuji pouze v jedné nebo velmi malém poctu kopii.
Naopak repetitivni sekvence mohou zaujimat v ptipad¢ nékterych eukryotnich organismu az
90 % celého genomu [6]. Jejich fazeni muze byt blokové nebo mohou byt zcela ndhodné

rozptyleny po celém genomu, rozliSujeme tak repetitivni sekvence rozptylené a tandemové

[7].

1.2.1 Rozptylené repetice DNA

Rozptylené repetice DNA jsou v literatufe oznacovany jako TEs (transposable
elements). Jsou to segmenty DNA, kter¢ ziskaly své jméno na zéklad€ svého vzniku. Tyto
genetické elementy jsou semiparazitické a velmi mobilni, schopné pohybovat se po genomu
a kopirovat se procesem transpozice [8]. Jsou soucasti tzv. ,,junk DNA®, ktera tvofi pfiblizné
45 % lidského genomu [9]. Rozptylené repetice se d€li podle své délky na kratké a dlouhé.
V piipadg, Ze je repetice kratsi nez-1i 500 pard bazi, jedna se 0 repetici kratkou. Pokud je

repetice delsi nez 500 pard bazi, tak se jedna o rozptylenou repetici dlouhou [10].

Segmenty lze dale rozlisit podle vzniku na DNA transpozony, které mohou byt déle
déleny, a retrotranspozony (viz. Obrazek 1) [11]. Transponibilni sekvence (transpozony)
vznikaji vétSinou procesem transpozice, tedy ,,skdkani“ segmentu DNA z jedné pozice
V genomu na pozici jinou. Tyto segmenty vedou K urcité variabilité¢ genomu. To ale také
znamena, Ze mohou zptsobovat genetické poruchy [12]. Zde hovofime naptiklad o akutni
myeloidni leukémii, akutni lymfoblastické leukémii, chronickych leukémiich nebo
Edwingové sarkomu. Kromé rakoviny mohou pohyby transpozonii v rdmci genomu

zpusobovat i Anderson-Fabryho ¢i Sandhoffovu chorobu [13].

15



(a) (b)

Transpozon Retrotranspozon
; = = £ ==
3 5 7 5
Donor DNA Donor DNA
transkripce
vystépeni 4
transponazou RNA e—
reverzni
transkripce
[:]% DNA meziprodukty %:]
| ‘
I’ekombinace rekombinace
5 1 [ 3 5 ] [ 3
3 5 3
cilova DNA cilova DNA

Obrazek 1: Zptsob vzniku transpozont a retrotranspozontl, upraveno [14].

1.2.1.1 Transpozony ,,cut and paste*

U této prvni skupiny transpozont miizeme pozorovat typicky pohyb v rdmci genomu.
Nejdtive dojde k jejich vyStépeni a posléze k jejich opétovnému zatrazeni, ovSem do jiné
casti genomu. Cely mechanismus je kodovan enzymem transpondzou. Tento druh

transpozontl byl pozorovan kupiikladu v kukutici nebo u octomilky ¢i bakterii [11].

1.2.1.2 Replikativni transpozony

Tato druhd skupina transpozonl je vétSinou piitomna u bakterii. Segmenty jsou
pfenaSeny za pomoci plasmidi. Nedochdzi pouze k prosté transpozici, ale zaroven
k cilenému kopirovani urcitych segmentt, diky ¢emuz je sekvence po transpozici pfitomna

Vv obou zucéastnénych plasmidech [11,15].

1.2.1.3 Retrotranspozony

Retrotranspozony vznikaji transpozici, ovSem za UCasti reverzni transkriptdzy pii

procesu reverzni transkripce. Za pomoci enzymu integrazy jsou zreplikované sekvence
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vlozeny do jiné casti genomu, zatimco plvodni sekvence zlstdvd na svém miste.
Mechanismus retrotranspozont je ¢asto pfirovnavan k ¢asti replika¢niho cyklu retrovirt

[11,16].

1.2.2 Tandemové repetice DNA

Tandemové repetice DNA jsou slozeny z jediné sekvence, ktera se nékolikrat opakuje
v fadé za sebou [17]. Repetice tohoto typu mohou byt dlouhé od nékolika nukleotidd az po
celé skupiny genovych usekl. Vznikaji chybami, ke kterym dochazi pti rekombinaci. Praveé
tandemové repetice DNA mohou byt diky své vysoké variabilité¢ vyuzity jako markery pro
nékteré genetické poruchy [7]. Repetice se nachazeji jak v kodujici ¢asti genomu, tak i v ¢asti
nekodujici. Tvoii piiblizné tfetinu proteinovych sekvenci v lidském genomu, u jinych

organismil to mize byt i vice.

Nejdelsim repeticim tohoto typu fikame satelity. Skladaji se z primarnich a
sekundarnich jednotek. Primarni jednotka je sekvence, ktera tvoii zaklad kazdé repetice. Ma
ovSem sklon postupem Casu mutovat a dava tak vzniku nedokonalym (degradovanym)
repeticim. Praveé tyto delSi repetice, slozené z nékolika degradovanych, nazyvame
sekundérni. Ty se dale multiplikuji a diky nim tak vznikaji dal$i nové dokonalé repetice (viz.

Obr. 2). Satelitni DNA je hojna v oblasti centromer a konstitutivniho chromatinu [18].

A primarni jednotka
' 5 —————— GGAAT 3
£ LI ———— G
5 ——GGAATGGAATGGAATGGAATGGAAT - GGAAT F
£ DDLLYODDILIVOILIY OOLLY DOLLYE vvevrees DD LL Y. S
§ —GGAATGARATGGAACGGAATGGAAT - ceve GGAAT 3
D0 LILYVILLLY DOLLY DOLLY DOODLLEereeeenes JOLLY: S
sekundarni jednotka >
5'—GGAATGAAATGGAACGGAATGAAAT GGAACGGAAT
£ —DJLIVYILLLY DDLLO DILIVILLLY DD LLD DDLLY v
i >
i " GAAATGGAACGGAAT: - GGAAT 3
* DLLLYIOLLD DOLLYE e DOLL Y- G

Obrazek 2: Satelity — primarni a sekundarni jednotka [18].
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Satelity muzeme dale rozliSit podle délky jejich opakujici se zdkladni sekvence na

mikrosatelity, minisatelity a makrosatelity.

Nejdelsim typem tandemové repetice jsou makrosatelity, které mohou mit od 100 part
bazi az po n€kolik kilobazi. Makrosatelitiim, neboli MSRs, nebyla velmi dlouho vénovana
pfili§ velk4 pozornost ve srovnani s minisatelity a mikrosatelity. Tyto repetice ovSem tvofi
podstatnou ¢ast genomu. Na zaklad¢€ nedavnych vyzkumi se ukazalo, ze tyto repetice hraji
vyznamnou strukturdlni a regulac¢ni roli v organizaci jaderného chromatinu. Bohuzel,

makrosatelity jsou zaroven spojovany s rakovinou a jinymi genetickymi poruchami [19].

Minisatelity piedstavuji pon¢kud delsi tandemové repetice, které maji délku od 10 bp
az do 100 bp. Najdeme je obvykle v telomerach a subtelomerickych oblastech chromozomul.
Motivy se opakuji obvykle 20x az 50x, coz vede k vytvotfeni tandemt dlouhych 1000-5000
pari bazi. Ve srovnani s makrosatelity se jedna pouze o kratké useky. Vysoka variabilita
pomeérné kratkych minisatelitd (VNTR — variable number tandem repeats) vede k tomu, ze
Ize v souvislosti s nimi mluvit o tzv. DNA fingerprintingu, nebot” minisatelity mohou
prochazet zménami vV dob€ meidzy [20]. Jsou natolik jedinecné, Ze byly po dlouhou dobu
vyuzivany jako genetické markery. Postupem Casu ovSem byly nahrazeny mikrosatelity,
jejichz kratkd délka umoznuje snadnou amplifikaci PCR. Diky této skutecnosti se jiz

minisatelity pfi analyzach téméf nepouZzivaji, pouze k doplnéni [21].

Na zakladé¢ nékterych védeckych studii, je mozné ptedpokladat, ze VNTR také
ovlivituji nekteré pochody v lidském téle. Mezi zmiflované patii napiiklad produkce

inzulinu, kterd ma ptimou navaznost na diabetes mellitus [22].
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2 MIKROSATELITY

2.1 Charakteristika a klasifikace mikrosatelitu

V odborné literatuie jsou mikrosatelity oznacovany nékolika zpiisoby. Mezi
nejcastéjsi patfi STRs = single tandem repeats, SSRs = simple sequence repeats nebo SSTRs
= simple sequence tandem repeats. Jak jiz z prvni a posledni zkratky vyplyva, mikrosatelity
patii mezi tandemové repetice. Obvykle se SSTRs nachazeji v nekddujici ¢asti DNA, které
se nékdy tika ,,temnd hmota* molekularni biologie a genetiky, hlavné proto, ze si odborna
spole¢nost velmi dlouho myslela, Ze je tato ¢ast DNA odpadni pozustatek, ktery nema zddny
vliv ani tcel pro dany organismus ¢i buiiku [23]. Jedna se hlavn€ o telomery, subtelomery a
heterochromatin u centromer. Mezi mikrosatelity ovSem existuji i vyjimky, pfevazné z fad
trinukleotidd, které expanduji do kodujici ¢asti genomu. Tyto repetice maji Casto za nasledek

vazna neurodegenerativni onemocnéni ¢i jiné geneticky podminéné vady [24].

Repetice se skladaji z 1 az 6 para bazi, které se obvykle v ramci genomu opakuji 5-
50x. Samotné repetice jsou ohrani¢ené ptilehlymi oblastmi (flanking regions), které jsou
obvykle unikatni pro dany genom. Tyto oblasti jsou dlouhé 30-50 para bazi. Pravé diky
jejich pfitomnosti a vlastnostem je mozné mikrosatelity velmi snadno cilené¢ amplifikovat

pii PCR [25].

Mikrosatelity mizeme klasifikovat na zékladé pocétu opakujicich se
bazi na di- (napi. TGTGTGTG), tri- (napi. TGCTGCTGCTGC),
tetra-  (napf. TGCATGCATGCA), penta- (napi. TGCAATGCAATGCAA)
a hexanukleotidy (napt. TGCAATTGCAAT). V genomu se nejvice vyskytuji
mononukleotidy. Pfevazné je v nich zastoupen A/T. U dinukleotidii najdeme pievahu
GT/CA a AT/TA motivi, kterych je také v genomu mnohem vice nez v ptipad¢ trinukleotida
vyskytujicich se ze vSech mikrosatelitli nejméné. Tetranukleotidy jsou obvykle sloZené z

motivt bohatych na variace A/T [26].

Dale je mozné mikrosatelity rozdélit podle zptsobu jejich opakovani v genomu na
dokonalé, v nichz se neustdle opakuje stejnd sekvence nukleotidd (..GTGTGTGT...),
nedokonalé, ve kterych je opakujici se motiv pferusen jinou bazi (..GTGTGGGTGT...)
a slozené repetice, které jsou poskladané z vice odlisSnych tandemovych repetic

(..TGTGTGCACACA...).
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Mikrosatelity rozlisujeme i podle jejich umisténi v ramci genomu, kdy se mize jednat
o nuSSRs, které se nachazeji v jadre, cpSSRs, jez pochazeji z chloroplastii a mtSSRs, které

najdeme v mitochondriich. Nejvétsi zastoupeni maji mikrosatelity nuSSRs [27].

2.2 Mechanismy vzniku a funkce mikrosatelita

Pfesny mechanismus vzniku mikrosatelitd neni doposud znam, navzdory mnoha
pracem, které se touto problematikou zabyvaji [28]. Existuji dohady, Ze se mikrosatelitové
repetice vyvinuly z rozptylenych repetitivnich sekvenci, pravdépodobné z retrotranspozont,
nebo se zformovaly de novo z jedine¢nych sekvenci [29]. Jsou pfedev§im charakterizovany

vysokou schopnosti mutovat, z ¢ehoz posléze vyplyva jejich vysoky polymorfismus.

Mikrosatelity mohou a nemuseji ovlivilovat funkce organismu. U nékterych druht
rostlin a zvifat bylo prokazéno, ze mikrosatelity ve skutecnosti hraji velkou roli. Jsou
soudasti regulace ¢&i vlastniho fungovani gend. Casto jsou také spojovany S patogenitou a

genomovou variabilitou mikroorganisma [25].

2.3 Mutace mikrosatelitu

Mrwe

Cetnost mutaci mikrosateliti se pohybuje okolo 1072 - 10 na lokus v jedné dané generaci
(viz. Tabulka 1). Jedna se o mnohem vyssi frekvenci, nez s jakou probihaji bodové mutace

v kodujicich ¢astech genomu [30].

Mutace mikrosatelitli je velmi tézké zachytit a zaznamenat nebot’ se jedna o relativné
vzacné udalosti. Mnoho nalezenych mutaci je ve skutecnosti pouha zaména vzorku nebo se
jedné o neptesnost, ¢i chybu ve zkoumanych rodokmenech, které slouzi jako materiél pro
»stopovani® mutaci. Dochazi tak k ziskdvani zavad¢jicich konecnych vysledkd. Méfeni

cetnosti mutaci je timto vyznamné ztizeno [31].
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Tabulka 1: Srovnani frekvence mutaci mikrosatelitd u savct, upraveno

[31].
Elavik 2.2 =104 Petrukhin et al. 1993
Elovik 1.0x10 *» Weissenbach et al. 1992
Elovk (dinukleotidy) 5.6 %10 4 Weber and Wong 1993
Clovék (tetranuklectidy) 21 x10°? Weber and Wong 1993
mMy:  (Ckmm/105)" 1.2 x 1071 Dallas 1992
MyE (Gfap/150)° 4.7 % 1074 Dallas 1992
Prase 7.0 x 10°* Ellegren 1995
Ovce 1.3 x10°* This study

“Dochazi zde pravdépodobné k nadhodnoceni. PFicinou jsau mutace v lidskych lymfoblastickych bunéénych
liniich, které byly poufity pro tenta konkrétni vyzkum DMA (Bachs et al. 1994).

"0dhadovana fetnost pro my3i byla hodnocena pro jednotlivé kankrétni mikrosatelitové lokusy

2.3.1 Mutacni rychlost

Mutace neprobihaji na riiznych mikrosatelitovych lokusech stejnou rychlosti. Existuji
faktory, které ovliviiuji pravdépodobnost vzniku mutace. Mezi nejvice ziejmé fadime délku
jednotlivych lokusti. Dlouhé a nepterusované mikrosatelitové sekvence mutuji mnohem vice
a jsou tedy i mnohem vice polymorfni nez mikrosatelitové lokusy kratsi.

Naopak v ptipadé délky jednotky repetice dochazi k vétsimu poc¢tu mutaci, jedna-li se

cvwr

mutacni rychlost, tudiz kuptikladu tetranukleotidy nemutuji zdaleka tolik jako dinukleotidy.

Zaroven bylo v ramci studie zdrode¢nych buniek zjiSténo, Ze se mnohem vice mutaci
objevuje u jedinci muZzského pohlavi, nez-1i u jedinct Zenského pohlavi. Kuptikladu pomér
ziskany pro zastupce lidského druhu byl 4:15, kdy 4 mutace ptedstavuji Zenské zarodecné
buiiky a 15 mutaci zarode¢né buitkky muzské (pozn. studie Weber a Wong 1993). U vétSiny
téchto zaznamenanych mutaci se jednalo o zmény, ke kterym doSlo v ramci mitozy.
K podobnému zavéru se dospélo i v ptipadé vyzkumu provadéného na ovcich (pozn. studie
Crawford a Cuthbertson 1996). Pravé na zakladé téchto dvou nezavislych studii lze
predpokladat, Ze mutace mikrosatelitl pievazné vznikaji u muzského pohlavi, protoze jejich
zarode¢né bunky prochdzeji veétSim mnoZstvim mitotickych zmén. To nadéle potvrzuje

myslenku, Ze k mutacim mikrosateliti prevazné dochazi pii mitoze [31].

2.3.2 Muta¢ni mechanismy

Ve vétsin€ odbornych praci a vyzkumi jsou v soucasné dob¢ brany jako hlavni pficiny
mutaci chyby pfi rekombinaci, nerovnomérny crossing-over a sklouznuti DNA polymerazy,

tzv. DNA slippage [32].
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Vyzkum, ktery byl proveden na kulturach Escherichia coli odhalil, ze kmeny
s funkénim, ale i nefunkénim rekombinacnim systémem maji pfiblizn€¢ stejnou mutacni
frekvenci. Coz vede k zavéru, ze pravé mechanismus rekombinace nepatii mezi nejvice

obvyklé pfi¢iny mikrosatelitové variability [33].

V pribéhu replikace nebo opravy DNA muze dojit k tzv. sklouznuti DNA polymerazy
neboli DNA slippage. Tento jev muze posléze probihat dvéma riznymi zpusoby (viz. Obr.
5). Pokud dojde k tvorbé klicky na polymerovaném ftetézci, pak se celé vlakno timto
zpusobem umele prodlouzi. Opaénym procesem je tvorba smycky na templatovém fetézci,
diky které dojde k preskoku casti sekvence a vladkno je tak uméle zkraceno. Zvlastnim
pripadem jsou trinukleotidové repetice, které maji tendenci stabilizovat prechodovy stav
klicky tvorbou vlasenkovité struktury a tim padem podporuji vznik této chyby. CAG/CTG
trinukleotidovym repeticim mizeme pravé diky tomuto jevu piisoudit néktera onemocnéni

[18].

Sklouznuti DNA polymerdzy vede k destabilizaci mikrosateliti. A to proto, ze bud’
neni pfitomen zadny efektivni zpiisob opravy DNA kli¢ek a smycek nebo proto, Zze dochazi
ke zménam DNA polymerdzy a jejich kofaktoril, vedoucich ke zvysené frekvenci samotného
sklouznuti. Vyznamny vliv mutaci, které jsou zpisobené pravé prvnim z téchto dvou
divodt, byly zaznamendny v ramci nékolika studii. Ovlivnény jsou jimi jak kmeny
Escherichia coli [34], tak i mikrosatelity pfitomné v kvasinkach [32, 35] a buiikach savct
[36]. Mutace zptsobené alteracemi DNA polymerazy nebo jejich kofaktorti nemaji natolik

zavazny Vliv [24].
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Obrazek 3: Tvorba klicky [vlevo] a smycky (vpravo) pii sklouznuti DNA
polymerazy, upraveno [18].

2.3.3 Teoretické mutacni modely

Existuji Ctyfi teoretické mutani modely. VSechny jsou vyuZivany k nastaveni urcitych
parametrQ pro spravné posouzeni udajl ziskanych z genetickych dat. Modely jsou pouZzity

k ziskani pfedpokladaného poctu alel ze zkoumané heterozygotni populace.

2.3.3.1 1A model

IA model neboli ,,infinite alleles*, je model, ve kterém kazda mutace nahodné€ vytvori
novou alelu. To v praxi znamena, Ze kazdy mikrosatelitovy lokus po mutaci zméni pocet
jednotek repetice. Napt. alela s 10 repeticemi je stejné¢ blizka alele s patnacti jako alele

S Sestndcti repeticemi. Jinak feceno nezavisi na tom, jak blizké si jsou alely v poctu repetic
[39].

V soucasné odborné literatufe nalezneme tento model pod nézvem ,,infinite many

alleles model“. Stale se ovSem jedna o ptivodni model, ktery byl poprvé zminén v roce 1964
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(Motoo Kimura a James Crow). Model pfipoustél existenci mnohatisicové sekvence
nukleotidii a naznacoval, Ze v jakémkoli lokusu mtiize existovat nepfeberné mnozstvi alel.

Prav¢ na tomto zakladé ziskal model své jméno [37].

2.3.3.2 SM model

Zkratka SM znamena ,,stepwise mutations model. V piipadé, Ze mikrosatelitovy
lokus mutuje, tak ztrati, anebo ziskd novou repetici. To vlastné znamena, ze alely, které se
li§i jednim motivem jsou si bliz§i svym piivodem nez alely, které se 1isi ve vicero motivech.
Model piedpoklada, ze v populaci dochdzi k ndhodnému kiizeni a alely jsou, vice, ¢i méné

selektivné ekvivalentni pro kazdy vybrany mikrosatelitovy lokus [38].

Prave tento model je v soucasnosti preferovan v ptipadé, ze je potteba urcit pribuznost
zkoumanych alel. Nelze jej uplatnit pouze ve vyjimecnych piipadech mezi které fadime
naptiklad homoplazii. Homoplazie je vyraz pouZzivany k oznaceni dvou alel, které sice
vypadaji stejné, ale lisi se svym ptivodem. Kupiikladu hypoteticky alela A i alela B maji 8
repetic. Zatimco predek alely A mél 7 repetic a posléze doslo k prodlouzeni o jednu repetici,
alela B mohla pochazet z ptedka jenz mél repetic 9 a posléze doslo ke zkraceni o jednu
repetici. Na zakladé¢ délky repetice v danych lokusech 1ze uréovat vzajemnou fylogenetickou
piibuznost skupin organismi. Poptipadé evoluéni zatfazeni daného rostlinného ¢i zvireciho

druhu [39].

Model prosel v minulosti n€kolika Gpravami. Nyni se pfi hodnoceni poc¢itd s hornim
limitem pro délku mikrosatelitl, s vySs$i pravdépodobnosti mutaci u delSich motivi a
pusobenim bodovych mutaci, které narusuji jinak nekone¢ny riist mikrosatelitovych repetic

[40].

2.3.3.3 TP model

,»1wo phase* model byl pfedstaven v roce 1994 jako rozsiteni ,,stepwise* modelu pro
mikrosatelity. RozSifuje jiz zminénou teorii o pravidlo, Ze nejvice probihajicich mutaci
zpiisobi ziskani nebo ztratu repetice. A v nékterych vyjimecnych ptipadech dochazi ke ztrate

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

Jedna se o tzv. ,,K-alleles* model, ktery byl navrzen v roce 1970. Crow a Kimura, jimz
tento model patii, pfedpokladaji, Zze pokud je v mikrosatelitovém lokusu piesné k alel, pak

je pravdépodobnost, Ze alela zmutuje na jinou u/k-1, kdy x4 oznacuje mutaéni frekvenci [25].

2.3.4 Nulové alely

Nulové alely jsou velmi specifickym jevem, ktery mize mit vyznamny vliv v rdmci
urcovani paternity a pribuzenskych vztaht. Nejedna se pfimo o mutaci mikrosatelitt, ale
stejné jako jiz zminéna homoplasie, muze i nulova alela velmi negativné ovlivnit vysledky
analyzy mikrosatelitové DNA. Jedna se o mutaci na templatovém vlakné¢ DNA, piimo
vV misté, ke kterému je komplementarni primer nasedajici pii PCR. Mutaci je nasednuti

primeru naruSeno a neprobéhne amplifikace vybraného mikrosatelitového useku.

Na zaklad¢ tohoto principu je mozné udélat chybu pfi urCovani paternity nebo pii
zkoumani chovéani jednotlivych druht zivocichd. Pokud ma jeden z vySetfovanych rodici
neamplifikujici se alelu a jevi se tedy jako homozygot, mlad’ata, ktera nulovou alelu zdédi
poté mohou byt chybné oznacena jako produkt mimoparové paternity (v pfipad¢, Ze se jedna

o otce) nebo vnitrodruhového hnizdniho parazitismu (v ptipad¢, Ze se jedna o matku) [42].
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3 VYUZITI MIKROSATELITU

Prestoze jsou mikrosatelity vysoce variabilni, jsou ovSem zarovei somaticky stabilni,
coz umoziuje jejich vyuziti coby molekuldrnich markert. Jejich vyhodou oproti
minisatelitim, které byly vyuzivany pro tyto tcely diive, je skutecnost, Ze se mikrosatelity

objevuji v ramci genomu mnohem castéji.

Prvni studie zabyvajici se mikrosatelity se objevily ke konci 20. stoleti. Polymorfni
lokusy (tj. pozice genu na chromozomu) byly hledany na zékladé tzv. DNA fingerprintingu,
za pouziti DNA sondy (radioaktivné ¢i jinak znacené), ktera byla slozena z nékolika

opakovani di-, a tetra nukleotidovych repetic (viz. Obr. 4) [43].

Denaturace
nukleoveé kyseliny

Hybridizace sondy
[ F——

Detekce sondy

[——
| ']

Obrazek 4: Hybridizace DNA sondy v ramci DNA fingerprintingu [44].

Tato sonda se hybridizuje na své klony, které jsou poté osekvenovany a obklopeny
jedinecnymi sekvencemi nukleotidi, které¢ davaji vznik DNA primerim. V takovém ptipadé
je poté mozné s pouzitim pfipravenych primera provést amplifikaci za pomoci PCR. Pokud
ziskame uspokojivé vysledky v rdmci PCR, pak mohou byt tyto primery vyuzity pro PCR

screening v ramci populace daného druhu [45].

Mikrosatelity jsou vyuzivany jako genetické markery z n€kolika divodd. Mezi jejich

nesporné vyhody patii jak jejich variabilita, ktera je ¢ini velmi specifickymi, tak 1 moZnost
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jejich pomérné snadné amplifikace za pomoci PCR. Narozdil od minisatelitovych markert,
mikrosatelity jsou lokus specifické. To znamend, Ze se nenachazeji na vicero
mistechchromosomu. Jejich dalsi a neposledni vyhodou je jejich kodominantni chovani,
kter¢ umoznuje cCasteCny fylogeneticky projev vSech pfitomnych alel. Diky témto
vlastnostem jsou mikrosatelitové markery vyuzivany ve forenzni genetice, pti ur€ovani
pfibuznosti mezi jedinci nebo napt. i pro demografické rozlozeni, ¢i sledovani migrace

urcitych specifickych druhti zivocicht [46].

3.1 Urcovani paternity

Paternita neboli otcovstvi, v uz§im slova smyslu geneticky vklad otce, je zjistovana
na zéklad€ porovnani vybranych mikrosatelitovych lokusti mezi zkoumanymi jedinci, tzn.
potomky a potencialnimi rodi¢i. Pro své vlastnosti jsou mikrosatelity vice nez vhodnym
nastrojem. Disponuji vysokou variabilitou a ptirozenou alelovou kodominanci. Vychazi se
z predpokladu, ze polymorfismy v poctu tandemovych repetic (VNTR) se dédi podle
mendelovské dédi¢nosti a potomci by tudiz méli mit jednu z moZznych kombinaci alel svych

rodicl, aby byl potvrzen jejich biologicky ptvod.

Testy otcovstvi (paternity) u lidi byly v minulosti prevazné zalozeny na porovnavani
krevnich skupin. Problém byl v tom, Ze se nejednalo o metodu, na jejimz zakladé by Slo
otcovstvi potvrdit. ABO systém byl pouzivan pouze k vyvraceni otcovstvi. Na rozdil od
systému krevnich skupin je metoda porovnavani mikrosateliti pfesnéjsi a vice informativni

[47].

V piipadé, ze alely potomki odpovidaji rodicim, jedna se s Vvysokou
pravdépodobnosti o biologické rodice zkoumanych potomkl. Naopak v ptipade, Ze se u
nékterého z potomki objevi alela, kterou nevlastni ani jeden z potencidlnich rodicu, tak se
da témef s jistotou fici, ze dany jedinec je cizi (viz. Obrazek 5). Tento princip zanedbava
moZnost vzacné se vyskytujicich mutaci zrovna zkoumaného mista. Testy paternity
neprobihaji na zéklad¢ analyzy jediného lokusu, obvykle je k urceni ptibuzenskych vztahti

vyuzito mezi 3-6 mikrosatelitovymi lokusy, které jsou poté vzajemné porovnavany. Ke
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stoprocentni shodé nedochazi, ale ¢im vice lokust se shoduje, tim vyssi je pravdépodobnost,

ze se jedna o rodice potomka [43, 48].

e Genotyp (bp)

‘ ‘ Matka: /

? Otec: 131/134

‘ ‘ Potomek 1: /134
‘ ‘ Potomek 2: /137

Sledovany otec mohl zplodit potomka 1, ale zcela jisté neni otcem potomka 2

Obrazek 5: Analyza pribuzenskych vztahii na zaklade
elektroforetogramt 4 heterozygota [48].

3.2 Analyza pribuzenskych vztahu

Mnoho védeckych vyzkumil se snaZi v dneSni dobé mapovat a hledat podobnosti mezi
mikrosatelity riznych druhti a tim prokazovat jejich podobnost. Data, ktera jsou ziskavana
na zaklad¢ analyzy mikrosatelitovych sekvenci jsou velmi dilezitd pro zjiStovani
ptibuzenskych vztahli napf. mezi riznymi druhy ptédkd. Pravé na jejich zakladé byly
potvrzeny fenomény, jako jsou mimoparova mladata nebo vnitrodruhovy hnizdni
parazitismus. Mikrosatelity byly v tomto ptipadé vyuzity jako dikaz pro reprodukéni

chovani jednotlivych zivo¢isnych druhti a jejich abnormalit [43].

Zachovalé mikrosatelity nalezené u ploskonosych opic naptiklad prokazuji podobnost
mezi opicemi a ¢lovékem. Konkrétné repetice AP74 je svou délkou velmi podobna repetici

Vv lidském genomu [49].

Analyza ptibuzenskych vztahli je vyznamnym néstrojem pro studium obvyklého
chovani a migracnich navyku zivocicht. Pred mikrosatelity byla vyuzivana metoda DNA
fingerprinting (metoda ,,otisku prstu) [50], ktera vsak byla posléze nahrazena metodou STR

analyzy [51].

28



Analyzu piibuzenskych vztahit mtizeme rozdélit do nékolika typu. Jiz v roce 2003 byla
analyza rozdé€lena do ¢tyf konkrétnich kategorii. A to exkluze (vylouceni) (z angl.
exclusion), kategorické pfidéleni (z angl. categorical allocation), ¢astecné ptidéleni (z angl.
fractional allocation) a rodi¢ovské piid€leni (z angl. parental allocation). V poslednich Sesti
letech se objevily nové techniky, které vyznamné ovlivnily dosavadni kategorie. VylepSeni
stavajicich metod zapfic¢inilo dokonce vznik dvou zcela novych kategorii. Prvni z nich byla
pojmenovana analyza Gplné rodi¢ovské pravdépodobnosti (z angl. full probability parentage

analysis) [52] a druha sourozenecka rekonstrukce (z angl. sibship reconstruction*) [53].

Exkluze (vylouceni) je kategorie, kterd je zaloZzena na ponckud jednoduchych
pravidlech. Ridi se zakony Mendelovské dédi¢nosti, kde vychézi z pravidla, Ze kazdy rodi¢
a jeho potomek musi mit alesponi jednu stejnou alelu v lokusu [54]. V piipad¢, ze domnély
rodi¢ Zadnou alelu se svym potomkem nesdili, nejedna se o pravého rodice. Princip metody
se mozna zda byt jednoduchy, ale ma také své problémy, které mohou byt zplisobeny
nulovymi alelami a vysokou muta¢ni aktivitou mikrosatelitt, ktera zptisobuje rozdily mezi

lokusy pravého rodice a jeho potomka [55].

Pravé z diivodu téchto moznych problémi se obvykle analyzuje vétsi mnozstvi lokust,
aby mohlo byt bezpe¢né vylouceno nebo potvrzeno rodi¢ovstvi. V soucasné dob¢ se pro
vylouceni otcovstvi musi liSit alespon dvé zkoumané alely. I pies vSechna sva uskali je tato

metoda standardnim postupem pro vétSinu analyz rodicovstvi [56].

Kategorické ptidéleni je metodou, kterd vystupuje na svétlo svéta v piipadé, Ze je
potieba zhodnotit vétsi mnoZzstvi potencialnich rodict a jejich potomki, coz pfedchozi
metoda neumoznuje. Jedna se o nejrozsifenéji pouzivanou metodu uréovani ptibuzenskych
vztahti viibec. Na rozdil od exkluze je princip této metody zalozen na pienosu celych

rodi¢ovskych genotypt, které maji riznou Sanci, ze je potomek zdédi [57].

Pracuje se zde s principem pravdépodobnosti, ve kterém plati, ze je mnohem cast&jsi
pfenos konkrétniho genotypu od homozygotniho rodice, nez-1i od rodice heterozygotniho.
Metoda tedy upln€ nevylucuje ani nepotvrzuje pravého rodice, ale misto toho vybira toho
nejvice pravdépodobného. Proto je vyuzivana prevazné v piipadech, kdy je rodi¢ uplné

neznamy [58, 59].

Caste¢né pridéleni je kategorie, pod kterou patfi technika zalozend na metodd
predchozi. Ackoliv by se zdalo, ze obé metody pokryvaji vétSinu potieb analyz ptibuznosti,
kazda studie ma trochu jiné cile. A prave tato technika je pro nékteré z nich vhodné&jsi. Na
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rozdil od metody kategorického ptidéleni, kterd nakonec vybere nejpravdépodobnéjsiho
otce, tato metoda vybere celou skupinu pravdépodobnych otci. A stejné tak nékteti
potencialni rodi¢e mohou mit necelé ¢islo pravdépodobnych potomkii. Ackoliv by se mohlo
zdat, Ze metoda nemtize nikdy dojit ke spravnym vysledkiim, nebot’ jiz z principu véci neni
mozné, aby rodi¢ nemél celé ¢islo potomkd, udaje ziskané touto technikou jsou uzite¢né pro

statistické a hypotetické ucely [59,60].

Analyza uplné rodi¢ovské pravdépodobnosti je jednou z novéjSich metod. Na rozdil
od ptedchozich technik pracuje tato metoda v ramci vlastniho modelového ramce, do kterého
zahrnuje vsechny faktory ovliviiujici spravnou analyzu piibuzenskych vztaht. Patii k ni 1

data a udaje o dané populaci [59].

Mize se jednat kupiikladu o teritorialni navyky zvifat nebo vzdalenost samice od
samce. To ¢ini metodu v pfipad¢ zvitat flexibilngj$i, nebot’ do ni mizeme zahrnout i rozdily
v pravdépodobnosti, které sebou piinaseji rozdilné hierarchie samcti v ramci zkoumané
skupiny. Sance, z¢ mlad’ata patii dominantnimu samci jsou mnohem vé&tsi, nez-li $ance, Ze

potomeci patii samci submisivnimu [61].

Rodicovska rekonstrukce je metoda, kterd pracuje s mladaty, o jejichz rodin€ mame
urcité pfedchozi informace. Jedna se kuptiikladu o vejce z hnizda, které bylo chranéno

specifickym samcem [62] nebo mlad’ata, ktera se spole¢né vyvijela ve stejném lané [63].

Genotyp rodi¢e 1ze za téchto podminek dodatecné sestavit, pokud mame k dispozici
dostate¢né mnozstvi potomku [64, 65]. V piipadé, ze je jeden z rodi¢t znam, lze taktéz jeho
genotyp oddélit od genotypil potomk a ziskat tak dostatek informaci k sestaveni genotypu
chybgjiciho rodice [59].

Dalsi vyhodou zpétného hledani genotypu je fakt, ze je v rdmci genotypu potomstva
mozné sledovat vztahy mezi alelami. To nam napomaha pfi sestavovani genotypii v ptipad¢,

ze se jedna o vice riznych otcti [59, 65].

Metoda je velmi uzite€na, ma ovsem i svoje nevyhody. Vyzaduje vysoce polymorfni
lokusy a nefunguje v ptipad¢, ze neni k dispozici dostate¢né mnozstvi potomkii, ze kterych
by se dal rekonstruovat genotyp. Obvykle je proto pouzivana pouze v piipadé zvitat, ktera
maji velkd mnozstvi (vice nez 6) potomkul. To automaticky vyfazuje vétSinu savcl a ptaky
[59].
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Sourozenecka rekonstrukce je posledni vyuzivany typ analyzy ptibuzenskych vztaha.
Metoda zpocatku nebyla ptili§ vyuzivana. Dnes k ni byly vytvoreny urcité smérnice, podle
kterych je mozné se Fidit. Metoda slouzi, stejné¢ jako metoda piedchozi, k rekonstrukci
genotypu. Od jiz zminéné se 1isi tim, ze mame k dispozici skupinu mlad’at, o které nemame
zadné predchozi informace. Principem metody je rozdé€leni skupiny na uplné sourozence a
neuplné sourozence (polovi¢ni). Rozdé€leni mize probihat jak na zaklad¢ pravdépodobnosti
dédéni znaki [66], tak 1 kombinaci riznych metod vyuzivajicich mendelistickych zakont

dédicnosti [59].

3.3 Kriminalistika a forenzni genetika

Mikrosatelity jsou diky své vysoké specifité velmi oblibenym nastrojem v mnoha
ruznych oborech vcéetné forenzni genetiky, kterd vyuzivd mikrosatelity jako soucést
dikazniho materidlu u soudnich fizeni, at’ uz se jedna o lidskou nebo zvifeci DNA.
Pravdépodobnost, Ze nedojde ke shod¢ mezi podezielym a vzorky ziskanymi z mista ¢inu je

ve vétsing piipadu vice nez jedna ku milionu [67].

V dnesni dobé je nejenom mozné u lidi otcovstvi potvrdit, ale také vyvratit na zdkladé
shody mezi zkoumanymi mikrosatelitovymi lokusy. Této skuteCnosti je vyuzivano
Vv piipadech znasilnéni. Shody mezi ziskanymi vzorky lze totiz vyuzit k odhaleni a usvédceni
pachatele [68]. Pouzivaji se rizné analytické postupy, které budou popsany v nasledujicich

kapitolach.

3.3.1 DNA fingerprinting

Pfedchtidcem STR analyzy byl DNA fingerprinting (geneticky ,,0tisk prstu). Jedna se
o metodu, ktera ve stejnou chvili detekuje velké mnoZstvi pfitomnych minisateliti ve vzorku
a vytvafi tak unikatni geneticky ,,otisk prstu®. Pravdépodobnost, Ze by dva lid¢, ktefi nejsou
jednovajecna dvojcata, méli stejny ,,otisk* je velmi mald. Kazdy ¢lovék ma svlij vlastni

unikatni ,,otisk prstu®, se kterym se narodi [49, 69].

Piivodni DNA fingerprinting byl zaloZzen na metodé polymorfismu délky restrikénich
fragmentti (RFLP) (viz. Obr. 6). Metoda vyuziva restrikénich enzymd, které $tépi vlakno
izolované DNA na fragmenty. Ty jsou posléze vlozeny na agardzovy gel, kde jsou
separovany podle velikosti elektroforézou. Poté jsou pieneseny na nitrocelulézovou

membranu, kde se na né navazi znacené komplementarni sekvence - sondy. Membrana je
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pfenesena na rentgenovy film. Ten ndm po vyvolani ukazuje umisténi oznacenych sekvenci

v podob¢ prouzki [70].

) s Restrikini

1 Extrakce X} ~ enzymy

DMA vzorek
3  Elektroforéza
_—
4 Pfenosna dlouhe fragmenty
membranu DA
kratke fragmenty
,I DA
DMA fingerprint
o o '_W:,n =
ERT— -
5 . LI
inkubace =g - Ay
nadenymi - Rentgenoué
sondami zatent

Obrazek 6: Schéma metody RFLP, upraveno [70].

Vysledek analyzy nazyvame DNA fingerprint. Na zaklad€ porovnani jednotlivych

fingerprinta 1ze podezielého usvédcit nebo zprostit viny (viz. Obr. 7) [70].
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Misto ¢inu I Podeziely 1 Podeziely 2 Podeziely 3

Obrazek 7: Srovnani DNA fingerprintu ziskaného z mista ¢inu, s DNA
fingerprinty podezielych, upraveno [70].

Historicky poprvé v ramci policejniho vySetfovani byla DNA analyza pouZita v roce
1986, kdy doslo k brutdlnimu znasilnéni a vrazd¢ patnactileté divky. O rok pozdéji bylo
nalezeno télo Ctrnactileté divky, ktera byla znasilnéna a zavrazdéna stejnym zplsobem.
Podeziely byl sedmnactilety chlapec z mistni hospody, ktery véd¢l, kde se naslo télo druhé
zavrazdéné diive nez policie. Dokonce se pod natlakem k vrazd€ i pfiznal, ale odmital, Ze
by zavrazdil prvni divku a v jeho vypovédi a pfiznani se objevovaly zvlaStni mezery a
neptesné detaily. K potvrzeni nebo vyvraceni jeho viny byl ptfizvan doktor Alec J. Jeffreys
z University of Leicester [59, 60], ktery byl jiz v t& dobé zndmy, nebot’ se mu podatilo dva
roky zpatky vyftesit pfipad tamni rodiny imigrantli z Ghany. K matce, kterd zde Zila se svymi
dvéma détmi, se mél pfipojit jeji posledni potomek. U n€j ovSem byly nalezeny falesné
cestovni doklady, a tak mu hrozilo, ze bude vykazan ze zemé&, pokud se neprokaze, Ze
k rodiné doopravdy patii. Pravni zastupce rodiny se docetl 0 DNA fingerprintingu doktora
Jeffreyse a prizval jej k ptipadu. Na zakladé DNA analyzy, provedené na chlapci a domnélé
roding, bylo prokazano, ze chlapec je opravdu jeji soucasti. Jednalo se o upln€ prvni zndmy

ptipad vyuziti DNA analyzy ve véci pravniho sporu [69].
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V piipadé€ obou brutalnich znésilnéni mladych divek byly k dispozici vzorky ejakulatu
a domnélému pachateli byl odebran vzorek krve. Na zakladé testi, které doktor Jeffreys

udélal, bylo vylouceno, ze by zadrzeny muz zlo¢in spachal, ackoliv se k nému piiznal [71].

Na zékladé¢ domnénky, Ze sériovy vrah musi zit nékde v okoli, se inspektor rozhodl
Kk naprosto zasadnimu a pon¢kud odvaznému kroku. Udalosti se dnes fika hon na DNA (z
angl. DNA-based manhunt). V okruhu 8 kilometri byly v§em muzim mezi 18 a 34 lety
odebrany vzorky krve. Jednalo se pfiblizné o 5 000 vzork®. Cena za testy pro takové
mnozstvi lidi nebyla mala. Na cely napad bylo pfistoupeno pouze na zakladé medialni
sledovanosti celého piipadu a vyslovného souhlasu tehdejsi premiérky, Margaret

Thatcherové.

Testovani nepiinaselo kyzené ovoce. Nakonec se ovSem na vySetfovatele usmalo Stésti
a ziskali informaci, Ze jeden mlady muz poslal misto své krve cizi vzorek. Po prezkoumani
pravého vzorku krve se objevila naprosto piesna shoda a pachatel tak byl usvédcen z obou

vrazd a odsouzen. Tento piipad vyznamné piispél ke slavé metody i jejiho tvirce [69, 71].

3.3.2 DNA profiling

Nastupcem DNA fingerprintingu se stalo DNA profilovani (z angl. DNA profiling),
kterému se dnes také tfika STR analyza (z angl. STR analysis). Neni zde vyuzivano

minisatelitd, ale jejich kratSich ptibuznych, tedy mikrosatelita [72].

V prvnim kroku je DNA extrahovéana ze vzorku biologického materidlu. STR analyza
je metoda natolik citliva, Ze je potfeba pouze velmi malé mnoZstvi genetického materialu,
aby se dala aplikovat. Jedna se o vlastnost metody, ktera je v kriminalistice velice vyznamna.

Diky tomuto pokroku je totiz moZzné ziskat dostate¢né mnozstvi DNA 1 tfeba z vlasi.

Na rozdil od DNA fingerprintingu metoda STR nevyuziva restrikéni enzymy

k nastiihani tisektt DNA ale misto toho se vyuziva amplifikace (namnoZeni) za pomoci PCR
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(viz. Obr. 8). V ramci tohoto procesu vznika veliké mnozstvi kopii STR sekvenci, které jsou

pak dale zpracovavany [73].

1 Extrakce

2 PCR se znafenymi primery

Vzorek DNA

3 Elektroforéza

Znatené STRs

DNA profil

. . fi
4 Vizualizace ||L

Obrazek 8: Jednotlivé faze analyzy mikrosatelit od
extrakce az po vizualizaci, upraveno [66].

Na zékladé¢ STRs Ize velmi dobfe identifikovat osoby, véetné jejich ostatkt, a to i
Vv piipadé, Ze se jednd o masové hroby [74]. Slavnym pfipadem takové analyzy se stala
identifikace dvou chybéjicich ¢lent posledni carské rodiny Romanovct, ktefi byli pohibeni
ve spole¢ném masovém hrob¢. Na zakladé provedenych testl bylo prokazano, Ze chybéjici
dva clenové rodiny jsou pohibeni v nedalekém odd¢leném hrobé. Byly tak vyvraceny

legendy, podle kterych nekteti ¢lenové rodiny piezili [73, 75].

FBI urcila Cetnost mutaci pro 13 klicovych STRs, které se ptirozené vyskytuji
Vv lidském genomu riznych etnickych skupin. K tomuto dni FBI analyzovalo genetické tidaje
stovek Kavkazanli, Afroameri¢anti, Hispancti a Asiatd. Statistika provedend na zakladé
ziskanych udaji ukazuje, ze genetickd shoda je u nepfibuznych jedincl stejné etnické

skupiny se Sanci pfiblizné jedna ku 575 triliontim [76].

DNA profilovani je hojné¢ vyuzivano ve svété jako ndstroj pro feSeni zlo¢inu a
potlacovani kriminality. Ve Velké Britanii méli na rozdil od americké FBI 11 klicovych STR

lokust, které jsou testovany, spolecné s lokusem urcujicim pohlavi. Nedavno byl tento
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postup rozsifen o dalSich pét moznych mikrosatelitovych lokusti v rdmci snahy pfizplsobit

se zbytku Evropy [77].

DNA profily jsou skladovany v Narodnich DNA databazich, které ma vétSina zemi.
Nachazeji se zde profily lidi, ktefi se dopustili zavaznych trestnych Cind. Prvni takova

databaze vznikla v roce 1995 ve Velké Britanii [78].

Vysledky STR analyzy nejsou u soudu brany na lehkou vahu a mohou slouzit jako

rozhodujici diikaz.

Jako ptiklad mizeme uvést znasilnéni divky ve véku tiiadvaceti let, které se stalo
Vv Indii. Za pachatele byl oznacen Sestadvacetilety muz. Divka podala trestni oznameni na
policii a muz byl zadrzen. Do laboratotfe byly poslany vzorky ejakulatu ze sukné napadené
divky a vzorek krve od domnélého pachatele. Ziskané elektroforeogramy posléze byly
porovnavany mezi sebou a byla hledana shoda. Sledovalo se 10 mikrosatelitovych lokust
S pouzitim tii riznych fluorescencnich barviv (modré, zelené a zluté) a byla prokazana

naprosta shoda (Tab. 2). Podeziely tak byl oznacen za pachatele trestného ¢inu [79].

Tabulka 2: Porovnani mikrosatelitovych lokust ze vzorku obéti a ze
vzorku krve pachatele, vSude panuje naprosta shoda, upraveno [79].

Barva Lokus Vzorek Vzorek krve  Shoda
obéti pachatele
Modra D351358 { 15 15 Shoda
2 17 17
VWA 1 15 15 Shoda
2 18 18
FGA 1 18 18 Shoda
2 20 20
Zelena AMEL 1 X X Shoda
2 Y Y
D@s1179 1 10 10 Shoda
2 14 14
D21511 1 32.2 32.2 Shoda
2 32.2 32.2
D185S51 1 11 11 Shoda
. 2 19 19
Zluta D55818 1 12 11 Shoda
2 13 13
D13S317 1 3 8 Shoda
2 12 12
D75820 1 9 9 Shoda
2 9 g9
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3.33 Y-STR

Analyza STR na muzském pohlavnim chromozomu je Siroce vyuzivana v oblasti
forenzni DNA analyzy, pfevazné v piipadech, kdy autozomalni DNA profilovani neni
dostate¢né. Analyza Y-STRs pouzitd pii vySetfovani mé moc zcela vyloucit osoby muzského
pohlavi z ucasti na spachani trestného C¢inu. Zaroven je na jejim zakladé mozné urcit pavod

pachatele a paternalni pokrevni piibuzné, a to i velmi vzdalené [80].

V soucasné dobé¢ je pouzivan pouze jeden, pohlavi urCujici lokus, a to amelogenin.
Pouzivani pouze jediného lokusu k urcovéani pohlavi je kritizovano védeckou komunitou,
nebot’ na chromozomu Y miize dojit ke vzacnym delecim pfimo ve zminéném lokusu.

Provedené DNA analyzy poté vykazuji nespravné pohlavi [81].

Y-STR analyza je v mnoha ohledech nadfazena obycejné STR analyze, ktera miize byt
pouzita pouze za urCitych okolnosti. Y-STR analyza je velmi jedinecnd, nebot” ndm
umoznuje analyzovat i vzorky, ve kterych je smiSeny geneticky materidl mnoha rtiznych
darcti nebo Zeny a muze v piipadech znasilnéni. To je mozné i u klasického profilovani, ale
jenom za ptedpokladu, Ze je dopfedu zndmo, ze ve vzorku je piitomno mnohonésobné vétsi

mnozstvi genetického materialu jednoho z darct [82].

Na druhou stranu Y-STR analyza nemiize byt aplikovana na ptimou identifikaci osob,
nebot’ jeji DNA profil je v naprosté vétsSing piipadi sdilen pfibuznymi muzského pohlavi.
Této vlastnosti je naopak vyuZzivano pii ur¢ovani otcovstvi nebo rekonstrukci rodokmenti a

ptibuzenskych vztaht [80].

V roce 2010 byly popsany RM Y-STR, coz jsou rychle mutujici (z angl. rapidly
mutating) Y-STR lokusy. Mutace na nich zaznamenané mohou slouzit pfi odliseni jedinct

stejné paternalni linie, coz je vyznamné pro ucely kriminalistiky a forenzni genetiky [83].

Nasledujici kazuistika rozebird piipad vyuziti Y-STR analyzy v policejnim
vySetiovani, ve kterém nebylo obycCejné DNA profilovani dostacujici. Potvrzuje tak

dulezitost a vyjimec¢nost metody.

V roce 1999 byla v Nizozemi zavrazdéna a znasilnéna divka, kdyz jela na oslavu
v nedaleké vesnici. Na zaklad¢ stop spermatu, které byly nalezeny, bylo provedeno klasické
DNA profilovani a vysledky byly porovnany s dostupnou DNA databazi. Nebyla nalezena

zadna shoda.
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Vysetfovatelé postupné zatkli a vyslechli nékolik podezielych, u kterych byl taktéz
vyhotoven autosomalni DNA profil. I zde byli neuspésni. Situaci nijak neprospivalo, Ze
divka byla zavrazdéna velmi blizko centra pro politické Zadatele o azyl. Na tomto zakladé
byl zatéen a DNA analyzovan muz z Irdku ve spolupraci s INTERPOLem a taktéz muz
z Afghanistanu. U zadného z nich nebyla nalezena shoda. V okoli azylového centra se
zvySovalo napéti mezi mistnimi a uprchliky, nebot’ zde panovalo ptfesvédceni, ze vrazdu
spachal nektery z cizincti. Ve chvili, kdy se zaCalo stupiiovat nasili, byla na popud vedeni

vysetiovani zahajena Y-STR analyza vzorkl spermatu.

Porovnanim vysledka s pristupnymi Y-STR referecnimi profily se dospélo k zavéru,
ze predkové vraha, a tudiz velmi pravdépodobné i sdm vrah jsou ze severo-zapadni Evropy.
Ackoliv mistni vysledkim analyzy pfili§ nevétili, potyCky ustaly. Pfipad samotny nebyl

vyfeSen a byl odloZen na celych ¢trnéct let.

V Nizozemi doslo ve zminénych ¢trnécti letech ke zménam v legislativé ohledné Y-
STR, nebot’ do t¢ doby mohlo byt pfi vysetfovani a soudnich sporech legaln¢ pouzito pouze

autosomalni DNA profilovani.

Piipad byl po téchto zménach znovu oziven. Na zakladé schopnosti Y-STR analyz
stopovat paternalni pokrevni linie bylo zahdjeno v mist¢ vrazdy dobrovolné odebirani
vzorkd. Vysetiovatelé predpokladali, ze se jim podafi najit vzdalené piibuzné pachatele.
Velmi zvlastni je, ze shoda byla nalezena skoro okamzité. Na obou muzich byla provedena
dodatecnd autosomalni STR analyza, kterd vyloucila, Ze by se jednalo pifimo o hledaného

vraha. Tento objev v kazdém ptipadé potvrdil domnénku, Ze vrah ma pfibuzné nékde v okoli.

Genealogicky vyzkum ukazal, Ze oba muzi jsou velmi vzdalené ptibuzni, ackoliv maji

jina piijmeni. Jejich pokrevni spiiznénost sahala aZ do dob napoleonské okupace.

U obou muzli se zacalo s testovanim piibuznych a zacalo se vyuZzivat vicero
zkoumanych Y-STR lokust. Tim se mélo postupné zuzit pole podezielych az k blizkym

pfibuznym vraha, které by Slo odhalit na zaklad¢é autosomdlniho DNA profilovani.

K ptekvapeni vSech ptitomnych byla zjiSténa naprostd shoda pro autosomalni STR
analyzu u jednoho z dobrovolnikd, ktery se pozdeji k ¢inu i pfiznal. Dobrovolné se nechal
odebrat, protoze védel, ze by byl diive ¢i pozdé€ji dopaden pres své vzdalené ptibuzné, a tak
doufal, ze vySetfovani bude zahrnovat tolik vzork jeho ptibuznych, Ze dojde k chybé a za

vraha bude oznacen nékdo jiny [84].
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4 ANALYZA MIKROSATELITU

Analyza mikrosatelitl je v soucasnosti proces, ktery se neobejde bez vyuziti
PCR (viz Obr. 9). Samotna analyza je nedilnou soucasti DNA profilovani, které je velmi
dalezitym nastrojem kriminalistiky a forenzni genetiky. STR analyza je natolik citliva, ze
neni potieba pfiliS mnoho DNA k tomu, aby se dosahlo optimalnich vysledkt. I malé
mnozstvi DNA je amplifikovdano metodou PCR za pomoci primert [66]. Jedna se o
syntetické primery, oligonukleotidy o velikosti 18 — 24 nukleotidi, které funguji jako
specialni sekvence, od kterych DNA polymeraza zahajuje syntézu [85]. Kazdy par primert
oznacuje zacatek a konec sekvence (,,flanking regions®), kterou chceme amplifikovat.

Po PCR amplifikaci mikrosatelitovych lokusti, jsou ziskané DNA fragmenty

separovany a analyzovany rtiznymi technikami, jako je gelova elektroforéza, kapilarni

elektroforéza, hmotnostni spektrometrie, ¢i hybridizacni Cipy. Jednotlivé techniky budou

v nasledujicich kapitolach blize popsany a jejich srovnani je uvedeno v tabulce 3.

Tabulka 3: Srovnani DNA separacnich technik, upraveno [86].

Technika Rychlost/Vzorek Naklady
PAGE/stribreni hodiny +
Automatizované hodiny +++
sekvenatory
CE minuty ++
MALDI-TOF-MS vtefiny ++++

41 PCR

PCR metoda neboli polymerazova fetézova reakce (z angl. polymerase chain reaction)
je velmi dulezitou soucasti diagnostiky, forenzni genetiky a molekularni biologie. Je totiz
schopna namnoZit geneticky material pottebny k provedeni dalSich analyz. V dnesni dobé je

naptiklad nepostradatelnou soucasti SARS-CoV-2 diagnostiky.

Za poslednich sto let se objevilo velmi malo metod, které se dokazi PCR vyrovnat.
Objeveni této metody znamenalo revoluci na poli biologického a genetického vyzkumu.

Prvni kroky smérem k objevu PCR ucinil americky biochemik Kary Mullis v roce 1983.
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Vsiml si, Ze pokud provede denaturaci DNA a rozd¢li tim dvojvldknovou DNA (dsDNA) na
dvé jednovldknové (ssDNA) a piida reverzni primery (pro urceni celkové délky vybrané
sekvence), tak ziska silnéjsi signal, néz jaky poskytovalo do té doby pouZzivané Sangerovo
sekvenovani. Analyza vzorku tak piestala byt limitovana malou koncentraci DNA [87].

vvvvvv

vzdy v rdmci denaturaéniho procesu znicena a tim padem byl zptlisob ¢asové narocny, nebot’
polymeraza musela byt znovu piidana v kazdém PCR cyklu. Tento problém byl pozdéji
vyfeSen za pomoci automatizovaného systému zvaného ,,.Baby Blue“. Vyuzita byla
polymeraza z bakterie Thermus aquaticus, ktera je schopna piezit i teploty okolo 94°C. Tim

doslo k eliminaci nutnosti pfidavani ¢erstvé polymerazy do kazdého PCR cyklu [87, 88].

Pro tspésné provedeni PCR metody vzdy potiebujeme pét zakladnich reakénich
komponent. Patii mezi n¢ templatovd DNA, kteréd byla izolovéna ze zkoumaného vzorku,
synteticky pfipravené primery, které jsou komplementdrni k unikatnim sekvencim
(,,flanking regions) obklopujicim vybrany mikrosatelitovy lokus, smés nukleotidi dNTP,
kterd slouzi jako stavebni material pro nové vldkno a DNA polymerdza (napf. taq

polymeraza z Thermus aquaticus) [87].

Soucasti kazdé PCR amplifikace jsou teplotni cykly, z nichZ kazdy ma tii faze, pfi
kterych je pouZzivana jina teplota. Jedna se o denaturaci, annealing (zihani) a extenzi
(viz. Obr. 9). Cyklus je v ramci PCR opakovan piiblizné 25-35x [42, 89].

Na pocatku je PCR zahajena denaturaci, ktera zptisobuje rozvolnéni fetézcli DNA.
Teplota je okolo 94°C. Proces je nasledovan fazi annealing, pfi kterém je zamérné sniZena
teplota, nebot’ je potfeba, aby na separovand vlakna DNA nasedly primery, (piedni
nforward* primer a zadni ,,reverse* primer). Teplota je snizena piiblizné na 50-60°C. Na
zakladé podobnosti mikrosateliti u piibuznych organismii mohou byt pro analyzu vyuZity

Jiz znamé primery pochazejici od uzce ptibuznych druhi [90].

Cely cyklus zakoncuje faze extenze, pti které dochazi k syntéze komplementarniho

fetézce DNA, za ucasti DNA polymerazy, ktera nasedne na pfitomné primery a piipoji volné
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nukleotidy na templatové vlakno na zaklad¢ pravidel komplementarity bazi. Posledni faze

probiha pii teploté 72°C [42, 87].

B 1T TG

Teplota 95°C 1
DNA vlédkna se oddéli J

Denaturace

55°C
Primery se vazi na templatova viakna DNA

2. Annealing/Zihani

1 Taq polymeraza syntetizuje
nova DNA vidkna

RIRASERARENNEOANEEN

\ Dvé nové
/ DNA molekuly / \

Obrazek 9: Tii faze teplotniho cyklu PCR, upraveno [89].

Amplikony které jsou touto cestou ziskany, jsou posléze dal analyzovany napf.

preneseny na polyakrylamidovy nebo agar6zovy gel a je provedena elektroforéza.

PCR debutovalo ve forenzni genetice poté, co se védctim podarilo amplifikovat Sest
vysoce polymorfnich minisatelitovych lokust v jediné PCR mikrozkumavce. Hlavnim
uspéchem celé demonstrace byl fakt, Ze se amplifikace mohla zopakovat a vyuzit i pro velmi
mala mnozstvi lidské DNA. Vyzkum v tomto poli vedl k pfedstaveni multiplexové PCR,
ktera je schopna amplifikovat vicero riznych DNA sekvenci ve stejném Casovém useku.
Amplikony na polyakrylamidovém gelu byly barvené stiibrem a srovnavany s alelovymi

markery. Roz8ifovani a vylepSovani téchto postupli vedlo k vyuzivani fluorescenéné
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znaCenych amplikonti v ramci kapilarni elektroforézy. Praveé diky tomuto vyvoji je nyni

mozné pracovat i s velmi malym mnozstvim nékdy i degradovaného DNA materialu [88].

Vétsina mikrosatelitti cenéna ve forenzni genetice patii mezi tetranukleotidy [79].

4.2 Kapilarni elektroforéza (CE)

Po uspésné PCR amplifikaci mikrosatelitovych lokusti, mohou byt ziskané DNA
fragmenty separovany a rozdéleny podle velikosti, za pomoci kapilarni elektroforézy. Jeden

zZ dvojice primert je v tomto piipadé oznacen fluorescen¢nim barvivem [66].

Kazdy fragment, ktery je oznacen fluorescencnim barvivem je pak ozaren laserem a
emituje barevné zareni, které je zachyceno detektorem a pteneseno do pocitace, kde mizeme
zaznamenané signaly vidét v podobé riizné barevnych a vysokych piki [66]. Cim vice STR
sekvenci je testovano, tim pfesnéjsi a i€innéjsi metoda je.

Fragmenty jsou umistény do kapilary, ktera je naplnéna nosnym médiem. Mize se
jednat naptiklad o vodny elektrolyt nebo specificky gel. Elektricky nabité castice jsou
posouvany v kapilafe vlivem ptitomného elektrického pole. Castice se pohybuji po nosném

médiu a jsou separovany podle velikosti na zakladé svého negativniho naboje [91].

Amplifikované produkty mohou byt znaceny riznymi zptisoby. Jako priklad mizeme

uveést znaceni fluorescenénim barvivem nebo barveni stfibrem.

Pravé fluorescencni vicebarevna metoda nam dovoluje analyzu vétSiho poctu
mikrosatelitovych lokust ve stejnou dobu, a to ve stejné kapilafe. A to i v ptfipad¢, Ze jsou
mezi zkoumanymi alelami takové, které pochazeji ze vzajemné se prekryvajicich lokust.
K jejich viditelnému rozliSeni nam slouzi primery, které jsou odliSené riznymi
fluorescenénimi barvivy. Detektor posléze zachyti a zpracuje urcité mnozstvi signald, na

zakladé poctu pouzitych barviv [79].

Budoucnosti kapilarni elektroforézy je CAE, volné pielozeno jako kapilarni fadova
elektroforéza (z angl. capillary arreys electrophoresis). Jedna se stale 0 kapilarni
elektroforézu, kterd je ovSem schopna paralelné vyuzivat vice kapilar. Lze tak analyzovat

vice vzorkl soucasn€. Metoda byla poprvé popsana v roce 1992 [92].

Zde je nutno také zminit mikro¢ipovou CE, coZ je vlastné kapilarni elektroforéza,
kterou se podafilo vméstnat na mikroCip [93]. Jedna se o veliky pokrok, ktery by mohl

jednoho dne pomoci s analyzou DNA v terénu, kde neni k dispozici laboratof. Na mikroc¢ip
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se vV roce 1999 podatilo dostat i 96 kapilarovou CAE, kterd je schopna analyzovat vzorky i

ve dvou vtefinach [94].

4.3 Gelova elektroforéza

Tato metoda je zaloZzena na pohybu negativné nabitych castic v elektrickém poli.
Molekuly se pohybuji smérem k anod¢ rtiznou rychlosti, ktera je nepiimo umérna jejich
velikosti. Cim mensi &astice, tim déle je schopna putovat. Gelova elektroforéza je provadéna
obvykle na agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu (PAGE). Na nich jsou pfitomny pory

ruzné velikosti, které tvofi sito pro zachyceni cilovych molekul.

Fyzikalni vlastnosti polyakrylamidového gelu a velikost jeho port jsou zavislé na
koncentraci polyakrylamidu a stupni jeho zesitovani. K sekvenovani DNA a hlavné také
STR fragmenti pouzivame obvykle denaturované polyakrylamidové gely, které maji

schopnost vysokého rozliseni a to az na jednu bazi [95].

V roce 1997 bylo prokéazano, ze i gely agar6sové mohou byt pouzity pro STRS. Timto
zpusobem byly zatim detekovany nékteré specifické tetranukleotidy a dinukleotidy [96].

4.4 Hmotnostni spektrometrie

Jednd se o metodu, kterd je zaloZena na rozdéleni nabitych Castic podle jejich
molekulové hmotnosti, a to v elektrickém nebo magnetickém poli. Po dlouhou dobu bylo
mozné timto zplisobem délit pouze ¢astice do urcité velikosti. V piipad¢, ze zde byl pokus
ionizovat ¢astici s vétsi molekulovou hmotnosti, dochazelo k nespravnému $tépeni. Proto se
zaCala pouzivat matrice, coz je latka, kterd zachycuje ionizacni energii laseru a rozprostira
ji na molekuly vzorku bez toho, Ze by je Sté€pila. Této metodé se fikd MALDI, v piekladu
matrici asistovand laserovd desorpce/ionizace (z angl. matrix assisted laser

desorption/ionization).

Pro c¢astice vysoké molekulové hmotnosti se pouziva technika MALDI-TOF, coz je
MALDI, ke kterému je pfidan detektor doby letu TOF (z angl. time-of-flight). Ten nam
umoziuje zachytit a zméfit dobu priletu, ze které je poté mozné vypocitat rychlost
prolétajici ¢astice. Vyhodou metody je jeji rychlost a citlivost. Déle také nestépi Castice,
takZe je mozné méfit 1 smési. MALDI Ize kombinovat s ostatnimi separa¢nimi technikami

jako je gelova elektroforéza nebo kapalinova chromatografie [97].
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V roce 1998 byla nahlasena detekce mikrosateliti do velikosti 150bp [98], ktera byla
poté nasledovana v roce 1999 vyzkumem GeneTrace, pii kterém bylo dokézano, ze lze

hmotnostni spektrometrii spolehlivé zaznamenat STRS ve vzorku za méné nez 5 sekund [99].
4.5 Hybridiza¢ni ¢ipy

Technologie hybridiza¢nich ¢ipti je v literatufe také nazyvana genetickymi ¢ipy nebo
mikroCipy. Na jejim zakladé¢ se provadi analyza celého genomu, kterd umoziuje
vysetiovatelim zkoumat zmény exprese u velikého mnozstvi genii soucasné. Princip spociva
V naneseni a imobilizaci zna¢enych sond na pevnou matrici, na kterou je poté pridavan
zkoumany biologicky vzorek. V piipad¢ matrice se obvykle jedna o keramické ¢i kiemikové
¢ipy, sklo nebo nylonovou membranu. Metoda funguje na jediném principu, a to, ze ¢im
vEtsi je exprese daného genu, tim veEtsi je mnozstvi znaceného cile a tim padem o to silnéjsi

je 1 vystupni signal [100].
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ZAVER

Tématem této prace je identifikace osob pomoci analyzy mikrosatelitii. V tivodu je
popséna charakteristika mikrosatelitl a jejich zatazeni v rdmci DNA. V dalsi ¢asti prace jsou
popsany mutace, které jsou nedilnou soucasti mikrosatelitii. Je zde popsan jejich vznik a
vyznam pro identifikaci jedincii. Déle se prace vénuje vyuziti mikrosatelitli v ramci urcovani
paternity a piibuzenskych vztah. Vyznamna ¢ast kapitoly je vénovana kriminalistice a
forenzni genetice. Zde je uvedena i patiicnd kazuistika. Posledni ¢ast prace se zabyva

popisem jednotlivych metod uZivanych pro analyzu mikrosatelitu.

STR analyza je vyznamnym nastrojem pro identifikaci jedincti a sestavovani DNA
profilt. Je to metoda, ktera pomohla vyftesit velké mnozstvi ptipadi a je na dennim potradku

soudnich sport a policejnich vySetfovani.

Ackoliv se vyzkum nezastavuje a ve svété se objevuji pokusy o novéjsi a presnéjsi
metody, STR analyza se za poslednich vice neZ dvacet let zaslouZila o to, aby se stala

nezapomenutelnou souc¢ésti historie kriminalistickych a forenznich metod.
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