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ABSTRAKT

Polymerase Chain Reaction neboli PCR je molekuldrné genetickd metoda slouzici
k amplifikaci daného fragmentu DNA. V dneSni dobé je to jedna z nejpouzivangjSich
i aplikovanych oborech. PCR ma mnoho modifikaci odvozenych od klasického schématu
reakce — naptiklad multiplex PCR, inverzni PCR, nested PCR, asymetrickd& PCR a plno
dalSich. Ve forenzni genetické analyze se PCR vyuziva piedevs§im jako metoda amplifikace
studovanych lokusti pfi fragmentové analyze, jako soucast sekvenace a dale pak v kvantifikaci
jako real-time PCR.

Cilem této prace je shrnout vyuziti polymerazové fetézové reakce ve forenzni praxi

a nastinit metody, pii kterych se PCR pouziva.
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ABSTRACT

Polymerase Chain Reaction or PCR is molecular genetic method used to amplify the
DNA fragment. Today it is one of the most popular and successful molecular genetic
methods, which is used in many scientific and applied fields. PCR has many modifications
derived from the classical scheme of reactions - for example multiplex PCR, inverse PCR,
nested PCR, asymmetric PCR, and a lot more. The forensic genetic analysis is mainly used as
a PCR amplification method of the studied loci for fragment analysis, as part of the
sequencing and then quantified as a real-time PCR.

The aim of this paper is to summarize the use of polymerase chain reaction in the

forensic practice, and outline the methods in which PCR is used.
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1. UVOD
Pojem forenzni genetika pochazi z latinskych slov forensis, coz znamena soudni,

a genno, coz je nauka o dédi¢nosti a proménlivosti. Forenzni genetika je tedy obor genetiky,
ktery vyuzivda metod molekularni biologie k identifikaci osob, stanoveni ptibuznosti
a k dal$im genetickym testim pro rizné, zejména ditkkazni ucely. Forenzni genetika nezkouma
pouze lidské vzorky, ale pracuje také se vzorky rostlin [Craft et al., 2007], hub nebo zvirat
[Bellis et al., 2003].

Jednou z metod pouzivanych ve forenzni genetické analyze je polymerazova fetézova
reakce (PCR). Tato metoda umoziuje amplifikaci 1 velmi malého a degradovaného mnozstvi
DNA. Pravé toho se vyuziva v kriminalistické a identifikacni analyze, kde se v nékterych
ptipadech pracuje jen s velmi malym mnozstvim biologického vzorku.

Kazdy jedinec ma unikatni DNA (s vyjimkou jednovajecnych dvojcat), ¢ehoz se
vyuziva k identifikaci. Identifikace konkrétniho jedince je zalozena na vyskytu polymorfnich
oblasti v DNA, a to jak na autozomech, tak na gonozomech, a také v mitochondrialni DNA.
Forenzni genetika v dneSni dobé pracuje s vysoce polymorfnimi STR lokusy
a jednonukleotidovymi polymorfismy (SNP). Plati, ze ¢im vice polymorfnich lokust je
analyzovano, tim je vétsi pravdépodobnost identifikace konkrétniho jedince.

Polymerazova tetézova reakce je tedy ve forenzni genetické analyze vyuzivdna pfti
fragmentové analyze jako jeden z krokli vedoucich ke zjiSténi poctu opakovani kratkych
tandemovych repetic [Palha et al., 2010]. Déale se PCR pouziva jako soucast sekvenace pii
analyze jednonukleotidovych polymorfismu [Bataille ef al., 1999] a v kvantifikaci jako real-
time PCR [Alonso ef al., 2004].

Ve své bakalafské praci se budu nejprve zabyvat historii a charakteristiou
polymerazové tfetézové reakce. Dale zde popiSu nékteré vybrané modifikace PCR. Poté se
budu vénovat metodam vyuzivajicim PCR, které jsou pouZivany ve forenzni genetické
analyze. Zavér mé prace bude patiit konkrétnim kazuistikdm z jednotlivych oblasti forenzni

genetiky, kde se vyuzila PCR.



2. HISTORIE PCR

PCR je relativné mladou molekularné genetickou metodou. Jeji pocatky se datuji do
zacatku 80. let 20. stoleti. Za objevitele PCR je pokladan americky biochemik Kary Mullis.
Kary Mullis v té dob¢ pracoval jako védec kalifornské spole¢nosti Cetus Corporation. Jeho
novy koncept, nazvany PCR, byl spojenim nékolika dil¢ich postupti, které se samy o sobé
uzivaly uz dfive. Byla to jednak syntéza kratkych jednotetézcovych DNA tseki, zvanych
oligonukleotidy, a jednak uziti DNA polymerazy k cilové specifické syntéze DNA. DNA
polymeraza byla poprvé objevena roku 1955 Arthurem Kornbergem ze Stanfordské
Univerzity, oligonukleotidy byly v molekularni biologii pouzivany v 70. letech 20. stoleti.
Kary Mullis vSak nové vyuzil 2 oligonukleotidy (primery), a to tak, ze kazdy z téchto
oligonukleotidli byl komplementarni k jednomu vlaknu DNA. Tim se specificky amplifikoval
usek nachézejici se mezi témito oligonukleotidy. DalSi zdsadni novinkou bylo vyuZiti
produktu z prvniho kola amplifikace jako templatu pro kolo nasledujici, ¢imz Mullis docilil
cyklického chovani reakce, odtud se bere nazev ,,polymerase chain reaction® (polymerazova
fetézova reakce) [Mullis, 1990]. Prvni ¢lanek popisujici PCR vysel roku 1985 v Casopise
Science. Clanek se tykal detekce mutaci zptisobujicich srpkovitou anemii [Saiki ez al., 1985].

Jednim z prvotnich problémii PCR byla ¢asova néaro¢nost a pracnost. Metoda
vyzadovala manudlni pfenos zkumavek mezi vodnimi 1aznémi o riizné teploté. Snaha zbavit
se této namahavé cCinnosti vedla k sestrojeni prvniho termocykleru zvaného ,,Mr Cycle*
firmou Cetus Corporation. Vynalez termocykleru umoznil automatické nastaveni stiidani
teploty ve zkumavkach, ¢imz se cely proces jednak urychlil a jednak se vyloucila nepopularni
manualni prace.

Dalsi problém byla polymeraza. Pivodné se pro PCR pouzival Klenowtiv fragment
DNA polymerazy 1, izolovany z bakterie Escherichia coli. Tato DNA polymeraza je vSak
siln¢ termolabilni a nevydrzi teploty kolem 95°C, které jsou uzivany v denaturacni fazi PCR.
Proto se musela DNA polymeraza ptidavat pired kazdym cyklem. To bylo znacné nevyhodné,
a to jak z cCasovych diavodl, tak zdavodu vétsi pravdépodobnosti kontaminace vzorku.
Hledala se tedy polymeraza, kterd by odolala vysokym teplotam. Problém byl vyfeSen v roce
1988, kdy byla poprvé izolovana a pouzita termostabilni DNA polymerdza (tzv. Taq
polymeraza), pochazejici z bakterie Thermus aquaticus zijici v termalnich pramenech
Yellowstonského narodniho parku [Saiki a spol, 1988]. Jelikoz je tato bakterie termofilni,
optimalni teplota pro fungovani jeji Taq polymerazy se pohybuje kolem 72°C, zatimco
optimdlni teplota pro fungovani bézné polymerdzy z Escherichia coli se pohybuje kolem

37°C. Dnes jsou znamé termostabilni polymerazy i z jinych organismi, jako napi. Tth
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polymeraza, Tfl polymerdza, ad. VSechny tyto termostabilni polymerazy vydrzi i teploty
kolem 95°C potiebné pro denaturaci DNA.

Metoda byla patentovana firmou Cetus 28. ¢ervence 1985. Jako hlavni vynalezce byl
oznacen Kary Mullis, ktery za PCR obdrzel v roce 1993 Nobelovu cenu za chemii. V roce
1991 prodal Cetus patentova prava k PCR za 300 miliona dolart firmé Hoffman - La Roche.

Technologie PCR se brzy zacala vyuzivat v mnoha oborech. Vyjimkou nebyla ani
forenzni genetika.

V genetické analyze se pro identifikaci zpoc€atku vyuZzivaly tzv. minisatelity neboli
VNTR (Variable Number of Tandem Repeats), coz jsou dlouhé opakujici se tandemové
repetice nachdzejici se na riznych mistech genomu. Ty se analyzovaly pfedev§im metodami
zaméfenymi na detekci polymorfizmu délky restrik¢nich fragment (RFLP). V 90. letech 20.
stoleti se zacala pouzivat také analyza STR (short tandem repeats), coz jsou repetice kratké, se
zakladnim motivem o velikosti 2 - 6 nukleotidd. STR jsou krat$i nez VNTR, a jsou tudiz
vhodnéjsi pii analyze castecné degradované DNA, coz je bézné prave ve forenznich vzorcich.

PCR je dnes velmi dulezitou technologii, kterdA ma fadu variant a aplikaci
v nejruznéjsich disciplindch vyuzivajicich molekularné genetickou analyzu, jako je naptiklad

medicina, molekuldrni biologie, ekologie, archeologie, forenzni praxe a dalsi.

3. PRINCIP PCR

Metoda PCR slouzi k amplifikaci specifického tuseku DNA. Tento usek musi byt
lemovan sekvenci, kterou alespon z¢asti zndme, abychom mohli navrhnout vhodnou dvojici
primertt komplementarnich k lemujici sekvenci. Vyhodou metody je jeji vysokd citlivost.
Staci pouze malé mnozstvi DNA, aby doslo k amplifikaci daného tseku. Pro analyzu lze
pouzit 1 velmi stary nebo degradovany vzorek, pfi¢emz podminkou je, aby obsahoval alespoil
jeden jediny zachovany cilovy tsek DNA, c¢ehoz se vyuziva napt. ve forenzni genetice.
Zékladni jednotkou polymerazové fetézové reakce je jeden cyklus sestavajici ze tfi kroka:
denaturacni faze, anelacni faze a syntetickd faze. Béhem PCR se tento zakladni cyklus

mnohokrat opakuje (nejcastéji se pocet opakovani pohybuje v rozmezi 25 - 35 cykli).
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PCR : Polymerase Chain Reaction
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Obr. 1: Kroky polymerazové fetézové reakce [pievzato z Homepage of Andy Vierstraete]
3.1. Denaturacni fiaze

Smyslem denaturacni faze je Uplné rozvolnéni dvojfetézcové molekuly DNA na dva
fetézce. Pokud by doSlo jen k ¢astecnému rozestoupeni, molekula DNA by rychle
reasociovala a nedoslo by k navazani primerd. Z tohoto diivodu je dilezité zvolit spravnou
denaturacni teplotu a dobu, po kterou budeme touto teplotou pisobit. Pii volb¢ teploty a casu
musime brat ohled na zastoupeni GC pard vramci amplifikovaného fragmentu, na
koncentraci a zastoupeni iontli v reakéni smési a na pH roztoku. Obvykle se pouziva teplota
90 - 98°C po dobu 10 - 60 sekund. Pokud bychom zvolili piili§ vysokou teplotu nebo
neptiméfen¢ dlouhou dobu vyhievu, doSlo by k degradaci prekurzori, enzymit, DNA
a primert. Nicméné prvni denaturace v ramci celé PCR je vhodné prodlouzit na 2 - 5 minut,
aby se zajistilo uplné oddéIni fetézciit DNA.
3.2. Anelace s primery

Pro prednostni asociaci templatové DNA s primery je dulezity nadbytek primeri
v reakéni smési. Optimalni teplota pro nasedani primert zavisi na nukleotidové sekvenci,
délce a koncentraci primert. Obvykle je teplota nasedani primerti o 5°C niZ8i nez jejich
teplota tani. Z toho vyplyva, Ze by se anelacni teplota méla pohybovat v rozmezi 55 - 70°C
v zavislosti na parametrech primeru. Cim vy3si anela¢ni teplotu pouZijeme, tim se nam snizi

pravdépodobnost Spatného navazani primeru (tzv. misannealing) na templatovou DNA anebo
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reasociace primerd navzajem, protoze pii piili§ nizké teplot€¢ mohou primery nasedat i na
sekvence, které jsou komplementarni jen z€asti, a vytvori se nespecificky produkt. Nicméné
teplota nesmi piekroCit hranici, kdy uz by nedochazelo ke vzniku trvalé vazby primeru
s templatem. Doba anelace by méla byt dostatené dlouha pro uplné obsazeni
komplementarnich sekvenci na templatové DNA. Obvykle se pohybuje v rozmezi
30 - 60 sekund.
3.3.  Synteticka faze

Doba syntetické faze zavisi na délce a koncentraci templatové DNA a také na teploté.
Syntézu provadi enzym, a to DNA dependentni DNA polymerdza. Tato DNA polymeraza
musi byt termostabilni, aby nedochazelo k jeji degradaci béhem denaturacni faze. Nejcastéji
se vyuzivd Taq polymeraza, izolovand z bakterie Thermus aquaticus Zijici v termalnich
pramenech Yellowstonského narodniho parku. Se zvySujici se teplotou roste rychlost syntézy
Taq polymerazou: pifi 22°C nasyntetizuje 0,25 nukleotidu za vtefinu, pti 37°C to je 1,5
nukleotidu za vtetinu, pfi 55°C cca 24 nukleotidli za vtetinu, pii 70°C vice nez 60 nukleotidi
za vtefinu a pfi teplot¢ mezi 75 - 80°C dokonce 150 nukleotidii za vtefinu. Obvykle se
synteticka faze provadi pti 72°C. Pti této teploté je Taq polymeraza schopna syntetizovat vice
nez 3500 nukleotidii za minutu. Proto se syntéza usek do 3 kb provadi pti 72°C po dobu
I minuty. Synteticka faze posledniho cyklu PCR se protahuje na 5 - 10 minut, aby se
dokoncily vSechny syntézy [Bartlett ez Stirling, 2003].

4. SLOZENI PCR SMESI

PCR smés musi obsahovat néasledujici slozky: templatovou DNA, puft, reverse primer,
forward primer, dNTPs, dvojmocné kationty, DNA polymerazu a vodu. Dale zde mohou byt
aditiva a mineralni ole;.
4.1. Templatova DNA

Templatova DNA obsahuje cilovou sekvenci, kterou chceme amplifikovat, a slouzi
jako predloha (matrice) pro tvorbu nového vldkna. PCR lze aplikovat na DNA jadernou,
mitochondridlni i plasmidovou. Rozhodujici vliv na vysledek PCR ma kvalita a koncentrace
templatové DNA. Pro bé&Zznou PCR se pouziva mnoZstvi fadové 10*- 107 molekul templatové
DNA (zalezi na délce cilové sekvence). Cim véts§i mnozstvi DNA chceme amplifikovat, tim
vetsi mnozstvi templatové DNA musime pouZit.
4.2. Pufr

Slozeni a pH pufru se fidi pfedev§im druhem pouzit¢ DNA polymerdzy. Pro Taq DNA
polymerazu se obvykle pouziva 10 mM Tris-HCI (pH 8,3 - 8,4, pii 20 - 25°C) a 50 mM KCI.
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Pro Tth DNA polymerazu, Tfl DNA polymerazu a DNA polymerazy s proofreading aktivitou
(Pwo, Pfu, Vent DNA polymeraza) se pouziva 50 mM Tris-HCI1 (pH 9,0, 25°C) a 20 mM
(NHa), SO..
4.3. Primery

Primery jsou kratké jednotetézcové oligonukleotidy, které se komplementarné vazi
k templatové DNA a svoji 3'OH skupinu poskytuji DNA polymeraze. Polymeraza poté
primer prodluZzuje navazovanim dalSich ANTP a tim syntetizuje nové vlakno DNA. Pro
namnozeni jednoho fragmentu DNA se pouzZiva dvojice primerl — reverse a forward primer,
které ohranicuji cilovou sekvenci. Primery by mély byt navrhované tak, aby byly specifické,
obsahovaly podobné zastoupeni AT a GC part a neobsahovaly zaddnou intermolekulovou
nebo intramolekulovou komplementaritu. Délka primerii se pohybuje v rozmezi 18 - 28 bazi,
pfiCemZz oba primery by mély byt stejné dlouhé. Primer nemusi byt striktné zcela
komplementarni k templatové DNA, na 5 konci se za ur¢itych podminek muze lisit, ale 3
konec musi byt zcela komplementarni k poZzadované sekvenci. Teploty tani obou primert
musi byt velmi blizké, obvykle je rozdil mezi nimi nanejvyse 2 - 5°C. Koncentrace primeri se
nejcastéji pohybuje v rozmezi 0,05 - 1,0 uM ve 100 pl smési.
4.4. dNTPs

Volné deoxynukleotidtrifosfaty jsou vyuzivany jako stavebni kameny pro syntézu
nového vlakna DNA. Koncentrace kazdého deoxynukleotidtrifosfatu se pohybuje v rozmezi
20 - 200 pM. Témito dNTPs jsou dATP (deoxyadenosintrifosfat), dTTP
(deoxytymidintrifosfat), dCTP (deoxycytidintrifosfat) a dGTP (deoxyguanosintrifosfat).
V urcitych aplikacich mize byt dTTP nahrazen dUTP (deoxyuridintrifosfat). Béhem PCR
musi byt ve smési nadbytek volnych dNTPs, aby nedochazelo ke zpomalovani reakce.
Na druhou stranu vysokd koncentrace téchto prekurzori zvySuje pravdépodobnost
nespecifického nasedani dNTPs, a tim také chybovost DNA polymerazy.
4.5. Dvojmocné kationty

Jako dvojmocné kationty se nejastéji vyuzivaji Mg®" nebo Mn**. Slouzi pro aktivaci
DNA polymerazy. Koncentrace dvojmocnych kationtl se pohybuje v rozmezi 0,5 - 5 mM,
v zé&vislosti na mnozstvi templatové DNA, primerti a dNTPs. P1ili§ vysoka koncentrace téchto
kationti vede k chybovosti DNA polymerazy a zvySuje pravdépodobnost zafazeni
nespravného nukleotidu. Volba vhodného kationtu zalezi na DNA polymeraze. Polymerazy
vyuZivajici Mn** jsou obvykle méné procesivni a pomalejsi nez polymerazy vyuzivajici Mg*',
pficemz procesivita udava pocet nukleotidii nasyntetizovanych pied tim, nez polymeraza

oddisociuje z DNA templatu [Bartlett ez Stirling, 2003].
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4.6. DNA polymeraza

DNA polymeraza je enzym, ktery syntetizuje nové vldkno DNA podle templatu.
Pivodné se jako polymeraza pro PCR vyuzival Klenowlv fragment. Klenowlv fragment
vznikd pisobenim subtilisinu na DNA polymerazu I, kterd je izolovana z bakterie Escherichia
coli. Narozdil od DNA polymerazy I ztratil Klenowlv fragment 5'— 3° exonukledzovou
aktivitu, coZ znamena, Ze neni schopen degradovat DNA od 5 konce [Klenow ef Henningsen,
1970]. Vyuzivani Klenowa fragmentu pro PCR bylo nevyhodné, protoze teplotni optimum
tohoto enzymu je 37°C a béhem denaturacni faze dochazelo k jeho degradaci. Proto se
posléze zacaly pouzivat termostabilni DNA polymerazy, které se pifi denaturaci DNA
nedegraduji. Prvni a dosud nejb&znéji pouzivanou termostabilni polymerazou je Taq
polymeraza, ale existuji i dalsi termostabilni polymerazy (uvedené nize).

Taq polymerdza — Taq polymeraza je izolovand z bakterie Thermus aquaticus. Jeji
teplotni optimum se pohybuje v rozmezi 75 - 80°C. Pii této teploté je schopna nasyntetizovat
150 nukleotidii za vtefinu. Pro syntetickou fazi PCR se obvykle voli teplota 72°C, coz
odpovida rychlosti 50-60 nukleotidi za vtefinu. Pfi denaturacni teploté 95°C je polocas Zivota
Taq polymerazy cca 40 minut, coz staci na vice nez 30 cykli PCR [Bartlett ef Stirling, 2003].
Jelikoz Taq polymeraza postradd 3 — 5 exonukledzovou aktivitu, jeji pfesnost se pohybuje
kolem 1,3-10° bazi, coz znamend, ze spravné zainkorporuje pramérné 1,3-10° bazi, nez udéla
chybu [Slater et al., 1998].

Pfu polymerdza — Tato termostabilni polymerdza je izolovana z archaeabakterie
Pyrococcus furiosus. Pfu polymeraza ma proofreading aktivitu, coz je korektorska funkce
nekterych DNA polymeraz, kdy pii zatfazeni nespravného nukleotidu se uplatni jejich
3’— S5’exonukledzova aktivita, odStépi se chybné¢ inkorporovany nukleotid a polymerace
miiZze pokracovat dal. Tim se vyrazné snizuje chybovost téchto polymeraz — Pfu polymeréaza
je nejméné chybujici termostabilnich DNA polymerdza. Jeji ptfesnost se pohybuje kolem
7,7-10° bazi [Slater et al., 1998].

Tfl polymeraza — Tfl termostabilni polymeraza pochazi z bakterie Thermus flavus.
Polocas zZivota Tfl polymerazy je 40 minut v 95°C a optimalni teplota pro fungovani je 74°C.
Za piitomnosti Mg** kationtii v PCR smési katalyzuje polymeraci nového DNA vlakna podle
DNA templatu. Pokud zvolime jako kationty Mn?*', je Tfl polymeraza schopna polymerovat
vldkno DNA podle RNA templatu [1].

Vent polymerdaza — Vent DNA polymerdza je izolovana z archaeabakterie
Thermococcus litoralis. Tato polymeradza je vysoce termostabilni a jeji polocas zivota v 95°C

je 402 minut [2]. Diky své 3" — 5" exonukleazové aktivité se jeji presnost pohybuje kolem
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3,6-10° bazi [Slater et al., 1998].

Pwo polymerdza — Tato termostabilni DNA polymeraza je izolovana z archaeabakterie
Pyrococcus woesei. Ma 5'— 3 DNA polymerazovou aktivitu a 3" — 5" exonukledzovou
aktivitu. To znamend, Ze ma tato polymeraza schopnost proofreadingu, a tudiz negeneruje
tolik chyb jako Taq polymeraza [3].

Tth polymerdza — Tth je termostabilni polymeradza izolovana z bakterie Thermus
thermophilus. Teplotni optimum této polymerazy je 74°C a polocas zivota pii 95°C je 20
minut. Za ptitomnosti Mg** funguje jako DNA dependentni DNA polymeraza a v pfitomnosti
Mn*" se chové jako RNA dependentni DNA polymeraza, podobné jako Tfl polymeraza [4].
4.7. PCR voda

Pro PCR se vyuziva tzv. double-distilled a deionizovana voda, ze které jsou
odstranény piitomné kationty a anionty.

4.8. Aditiva a mineralni olej

Aditiva se do PCR ptidavaji pro zvySeni efektivity reakce. Jako aditivum se vyuziva
napt. glycerol, ktery zvySuje rezistenci Taq polymerazy proti tepelné degradaci nebo
dimetylsulfoxid (DMSO), ktery sniZuje teplotu pro separaci vlaken DNA. DalSimi aditivy
mohou byt Triton X-100, Tween 20, Ficoll 400 nebo etanol.

Mineralni olej zabranuje odpatfeni vzorku pii vysokych teplotaich. Pouziva se

v ptipad¢, kdy termocycler nema vyhtivané viko.

5. TERMOCYKLER

Termocykler je nedilnou soucasti kazdé PCR laboratofe. Je to programovatelny
inkubator, ktery umoznuje opakovani PCR krokli — denaturace DNA, nasedani primert
a syntetické faze v definovanych intervalech. Termocykler ma termalni blok s otvory pro
vlozeni mikrozkumavek s PCR smési. Prvni termocyklery byly sestrojeny pro PCR s pouzitim
Klenowa fragmentu DNA polymerazy I, ktery musel byt do smési pfidavan pred kazdym
cyklem. Proto tyto termocyklery obsahovaly automatickou pipetu a oteviené mikrozkumavky
pro opétovné zavadéni Klenowa fragmentu do PCR smési. Po zavedeni Taq polymerazy do
PCR se termocyklery konstrukéné zjednodusily a zdroveit zdokonalily. Termalni blok byl
vyroben ze stfibra, coZ umozZiovalo rovnomérné rozlozZeni teploty v bloku a rychlejsi teplotni
zmény. Teplota byla fizena olejovou lazni. Dnesni termocyklery vyuzivaji misto olejové lazné
Peltierovy ¢lanky tizené mikroprocesorem. Novodobé termocyklery také obsahuji vyhiivané
viko (nejcastéji na 104°C), které zabranuje kondenzaci vody na vicku mikrozkumavky a tim

1 zahu$tovani roztoku. Diky tomu se PCR smés nemusi pfevrstvovat mineralnim olejem [5].
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Obr. 2: Termocykler: TE (Peltier) Cooling PCR Thermocycler / UV Table [pfevzato

z ExtraGene]

6. MODIFIKACE PCR
6.1. Hot start PCR

Hot start PCR je metoda, ktera zabraiuje vzniku nespecifickych produktii béhem PCR.
Pii PCR, nejcastéji béhem vyhiivani vzorku na teplotu pocate¢ni denaturace, miize dochéazet
k nespecifickému nasedani primert na templatovou DNA nebo primert navzajem mezi sebou
(tzv. dimerizace primeril). DNA polymeraza poté tyto DNA tuseky prodluzuje a tim vznikaji
nevyhovujici produkty. Metoda hot start PCR zabraniuje syntéze DNA béhem nab&hové
teploty. Lze toho docilit n€kolika zptsoby. Prvni zptisob je pfidani polymerdzy az po prvni
denaturaci. To ovSem zvySuje riziko kontaminace a tento postup se v dneSni dobé uz moc
nepouziva [Butler, 2005]. Dal$i moZnosti je ptfidat do reakce voskovou bariéru a tim od sebe
fyzicky oddélit slozky nezbytné pro PCR (napt. oddéleni Taq polymerazy od zbytku smési).
Tato bariéra vlivem vysokych denaturacnich teplot roztaje a PCR se mlze rozebéhnout [Chou
et al., 1992]. Dalsi zplsob je vyuZiti specialni chemicky modifikované polymerdzy, tzv. hot
start polymerazy. Takovou polymerdzou je napt. AmpliTaq Gold DNA polymerdza. UzZivani
této polymerazy redukuje tvorbu nespecifickych PCR produktt tim, ze se AmpliTaq Gold
DNA polymeraza aktivuje az pisobenim denaturacni teploty 95°C po dobu nékolika minut
[Moretti et al., 1998].
6.2. Multiplex PCR

Multiplex PCR je varianta polymerazové fetézové reakce, ktera umoziiuje amplifikaci
dvou a vice lokusi v jedné PCR. Namnozeni vice lokust je dosazeno tak, ze se do reakce
piida vice part primerd, které se vazi k riznym useklim DNA. Z toho je patrné, ze je tfeba

optimalizovat podminky kazdé multiplex PCR, hlavné co se tyce designu a koncentrace
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primerd. Tento postup se vyuzivd v mnoha oblastech testovani DNA, napf. pii analyze deleci,
mutaci nebo polymorfismt [Henegariu ef al., 1997].
6.3. Inverzni PCR

Jednou z hlavnich nevyhod klasického formatu PCR je, ze se amplifikuji pouze
fragmenty, které jsou z obou stran ohrani¢ené zndmou sekvenci. Pokud je usek, ktery chceme
amplifikovat, vn¢ zndmé sekvence, je tieba uzit tzv. inverzni PCR.

Pfi inverzni PCR je fragment DNA nejprve nastépen vhodnymi restrikénimi enzymy,
které nestépi ve znamé sekvenci, a poté je zaligovan do cyklické formy (napt. pomoci T4
DNA ligazy). Primery navrzené pro inverzni PCR jsou komplementarni ke znamé sekvenci,
ale jejich 3" konce jsou v ptivodni molekule orientované od sebe (narozdil od klasické PCR,
kdy 3" konce smétuji k sob¢) [Ochman et al., 1988]. Po ligaci se pouzije druhd restrik¢ni
endonukledza, kterd $tépi v nam znamé sekvenci, a tak cirkularni DNA linearizuje. Tim se

sekvence komplementarni k primerim dostanou na okraje fragmentu a miZze prob&hnout

klasicka PCR.

Unkngwn sequence
%\A }w« sequence

-

snilua

Light digestion with rastriction enzyme.

+ many other fragments

Self ligate (low DMA concentration)

+ many other circular fragments

Light digestion with restriction enzyme
known to cut within the known sequence.

+ many other fragments

Suitable for PCR, the two terminal sequences are known.

Obr. 3: Princip inverzni PCR. Segment je nastépen v neznamé oblasti a nasledné zaligovan.
Pouzitim dalsiho restrikéniho enzymu S$tépiciho ve znamé sekvenci se ziskda DNA fragment,

ktery je ohrani¢en znamou sekvenci [pievzato z PCR STATION]
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6.4. Asymetricka PCR

Asymetricka PCR je variantou PCR, kterd umoznuje amplifikaci preferencné jednoho
vldkna DNA. Vysledkem asymetrické PCR jsou jednovlaknové DNA, které se vyuzivaji napf.
pro sekvenovani. Prebytku jednoho vldkna DNA lze docilit tak, Ze se do reakce ptida rozdilny
pomér primert. Obvykle se vyuzivd pomér primeri P1:P2 = 1:50 nebo 1:100. DalS§im
zpusobem je amplifikace DNA ve dvou krocich — v prvnim kroku probiha klasickd PCR se 2
primery a ve druhém kroku se do reakce piida pouze 1 primer. Mazars a spol. vyvinuli
metodu, kterd je zaloZena na rozdilné teploté tani primerti (rozdil v Tm alespont 10°C).
Nejprve probihd 20 - 25 cyklu klasické PCR, s anelacni teplotou odpovidajici primeru s nizsi
Tm. Poté se anelacni teplota zvysi na teplotu tani druhého primeru. Vyssi teplotou se prvni
primer inaktivuje, a tim probiha amplifikace pouze jednoho vlakna [Mazars ef al., 1991].
6.5. Nested PCR

Nested PCR umoziuje amplifikaci uréité sekvence z dlouhého fragmentu DNA. Pti
nested PCR se vyuZzivaji dva pary primerd — vnitini a vnéj$i. Vnéj§i par primerti vymezi
z dlouhého fragmentu DNA urcity lokus. Uvnitt tohoto lokusu je misto komplementarni pro
vnitini par primerd. Pomoci vnitinitho paru primerti se pak amplifikuje pouze potiebna
sekvence. Tento zpusob se vyuzivd tehdy, pokud se v dlouhém fragmentu DNA muze
vyskytnout vice mist komplementarnich k primeriim, ¢imZ by vznikaly nespecifické produkty.
Pfidanim wvnéjSiho paru primert se specifikuje, ktera sekvence bude amplifikovana

[Luptékova et al., 2010].

First Set of Primers Target DNA First Set of Primers

{Outer) \ {Outer)

U A
Y

Second Set of Primers

{Inner) \

E*E
i

Obr. 4: Princip nested PCR [pievzato z Institute for Viral Pathogenesis]
6.6. Miniprimer PCR

Second Set of Primers
{Inner)

Klasicka PCR vyuziva primery dlouhé 20 - 30 nt. Pomoci miniprimer PCR je mozno
amplifikovat fragmenty s vyuZitim primert dlouhych pouze 10 nt. Pro tento druh PCR se
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vyuziva S-Tbr DNA polymerdza. S-Tbr DNA polymeraza je termostabilni polymeraza, kde
N-terminalni 5'— 3° exonukledzovd doména z Thermus brockianus DNA polymerdzy I je
odstranéna a nahrazena 7-kDa dsDNA vazebnym proteinem Sso7d ze Sulfolobus solfataricus.
Miniprimer PCR se vyuziva napf. pro amplifikaci genu pro 16 S rRNA [Isenbarger ef al.,
2008].

6.7.  Methylation-specific PCR (MSP)

Tato metoda PCR umoziuje rychlé zjisténi stavu metylace CpG mist v ramci CpG
ostravkii. Nejprve se DNA modifikuje pomoci bisulfidu sodného. Tim se vSechny
nemetylované cytosiny pfevedou na uracily, které jsou primery rozpoznavany jako tyminy.
Amplifikace se provede pomoci dvou part primert — primer specificky pro metylovanou
DNA a primer specificky pro nemetylovanou DNA [Herman ef al., 1996].

6.8.  Alelové specificka PCR

Alelové specifickd PCR je uzivana k rozliSeni alel jednotlivych jednonukleotidovych
polymorfismi (SNP). Primery pro tuto modifikaci PCR se navzajem 1i§i poslednim
nukleotidem na 3" konci. Primery se navrhuji tak, Ze primer P1 je komplementarni k alele 1
a jeho 3’ termindalni nukleotid se 1i$i od DNA sekvence alely 2 (obsahuje SNP). Behem PCR
se namnozi pouze alela 1. Stejné tak pfi pouziti primeru P2 se amplifikuje pouze alela 2. Tato
metoda nachazi uplatnéni napf. pii detekci chorob zpisobenych jednonukleotidovym

polymorfismem (napf. srpkovita anémie) [Wu et al., 1989].

C

c —_—

G A
Perfect match Mismatch

R —— _/G

G A
Primer extended Primer not extended

Obr. 5. Princip alelové specifické PCR. Pomoci alelové specifického primeru je amplifikovana

pouze 1 alela, ke které je tento primer plné komplementarni [pievzato z SNP Scoring].
6.9. RTPCR

RT PCR je kombinaci technik reverzni transkripce a PCR. RT PCR je metoda, pomoci
které se nejprve prepiSe mRNA do komplementirni DNA (cDNA), a poté se tato cDNA
amplifikuje pomoci PCR. Enzymy, které ptepisuji mRNA do DNA, se nazyvaji reverzni
transkriptazy a jsou to RNA dependentni DNA polymerdzy. Reverzni transkriptazy, které se
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pouzivaji pifi RT PCR, mivaji vyssi teplotni optimum, protoze vys$i teplota rusi vlasenky
tvofici se na mRNA. Dalsi vlastnosti reverznich transkriptdz je sniZena nebo zadna aktivita
RNazy H, ktera specificky degraduje hybridy DNA x RNA.

RT PCR se provadi ve tfech zékladnich typech uspofadani. Prvnim zplisobem je
dvojstupiiovd RT PCR ve dvou zkumavkach. V prvni zkumavce probihd reverzni transkripce
— ptepis RNA do cDNA pomoci oligo (dT) primerti, ndhodnych hexanukleotidovych primerii
nebo sekvenéné specifickych primeri. Cast vzorku se prenese do druhé zkumavky, kde
probihd PCR. DalSim zptisobem je dvojstupiiova RT PCR v jedné zkumavce. Nejprve probiha
reverzni transkripce za piitomnosti reverzni transkriptazy, Mg**, dNTP a primert a pied PCR
cykly se do zkumavky pifidd DNA polymeraza, specifické primery a pufr. Poslednim
zpusobem je jednostupiiova RT PCR v jedné zkumavce. Pii tomto zpiisobu probiha reverzni
transkripce 1 PCR za stejnych podminek.

RT PCR slouzi napt. pro amplifikaci cDNA kopii vzacnych mRNA, studium genové
exprese nebo pro sekvenovani RNA [Vondrejs, 2001].
6.10. RACE PCR

Rapid amplification of cDNA ends (RACE) neboli rychld amplifikace koncti cDNA je
metoda umoznujici amplifikaci 5" a 3" koncti cDNA o nezname sekvenci.

3’ konec mRNA obsahuje tzv. poly-A sekvenci. Proto se pro reverzni transkripci
vyuzije oligo (dT) primer, ktery je na 5 konci prodlouzen o oligonukleotidovou sekvenci,
tzv. kotevni sekvenci. Tento primer také obsahuje na 3" konci 1 nukleotid komplementarni
k poslednimu nukleotidu pied poly-A sekvenci. Tim se zajisti spravné nasednuti primeru na
pocatek poly-A sekvence. Pomoci takovéhoto primeru se nasyntetizuje prvni vldkno cDNA.
Amplifikace se provadi pomoci vnitiniho primeru a primeru komplementarniho ke kotevni
sekvenci. Pro zvySeni specifity se pfi dalsi amplifikaci vyuzivaji vnofené (nested) primery.
Takovyto postup se nazyvd 3" RACE PCR.

Pti amplifikaci 5° konce mRNA se postupuje tak, ze se nejprve pouzije sekvenéné
specificky primer, pomoci kterého se nasyntetizuje prvni vladkno cDNA. Poté je pomoci
terminalni deoxynukleotidyltransferazy (TdT) a dATP pfipojena na 3" konec cDNA poly-A
sekvence. Syntéza druhého fetézce se provede pomoci oligo (dT) primeru nastaveného na 5’
konci o kotevni sekvenci a na 3" konci o 1 nukleotid komplementéarni k prvnimu nukleotidu
za poly-A sekvenci na cDNA. Pro zvyseni specifity se pii dal$i amplifikaci vyuzivaji vnofené
(nested) primery. Takovyto postup se nazyva 5" RACE PCR.

Béhem reverzni transkripce, pii 5" RACE PCR, se mize stat, Ze reverzni transkriptaza

nepiepiSe do cDNA celou zajmovou sekvenci, ale jen jeji ¢ast. TdT poté pfipoji poly-A
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sekvenci 1 k netplnym cDNA a béhem PCR se amplifikuji i predasné¢ ukoncené cDNA.
Proto lze vyuzit postup, ktery je zaloZzen na ptipojeni kotevniho primeru k 5° konci mRNA
jeste pred reverzni transkripci. Pokud reverzni transkriptdza nepiepise tuto kotevni sekvenci
do cDNA, nebude tato netiplnd cDNA bé¢hem PCR dale amplifikovana [Frohman, 1994].
6.11. PCR in situ

Tato metoda PCR umoziuje amplifikaci DNA v neporuSené¢ buiice a ndaslednou
vizualizaci pomoci in situ hybridizace. Jako templat pro in situ PCR Ize vyuzit i RNA, ale je
tteba do reakce vlozit krok reverzni transkripce. In situ PCR se vyuZziva v ptipadech, kdy na
buiku pfipada nejméné 20 kopii cilovych sekvenci, které maji byt detekovany. Vzorek tkané
je nejprve fixovan a permeabilizovan. Poté mize probéhnout amplifikace a vizualizace.
Existuji 2 zakladni metody znaceni amplifikovaného produktu — pfima a nepiima metoda.
Béhem piimé in situ PCR dochéazi ke znaCeni DNA uz béhem amplifikace. Pro tuto metodu se
vyuzivaji znacené¢ dNTP (typicky dUTP) nebo znacené primery (obvykle na 5" konci). Jako
znaCky se nejCastéji vyuzivaji biotin, digoxigenin nebo fluorescein. Po amplifikaci je vzorek
promyt, aby se odstranily PCR reagenty a volné amplikony. Detekce probihd diky znacenym
nukleotidiim, respektive primerim, ke kterym se navaze protilatka. Tato metoda je
povazovana za jednodussi, rychlejsi a levné;jsi.

Neptima in situ PCR probiha tak, ze nejprve probéhne PCR a poté dojde k in situ

hybridizaci se sondou. Sonda je pak rozeznavana piidanymi protilatkami [Innis et al., 1999].
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Obr. 6: Princip In situ PCR [ptfevzato z PCR STATION]
6.12. Real-time PCR
Real-time PCR neboli kvantitativni PCR umoziiuje monitorovani fluorescence

emitované¢ v prabéhu polymerazové fetézové reakce jakozto indikatoru amplifikace
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pozadovaného fragmentu v kazdém cyklu. Jako detekcni latky se nejprve pouzivala tzv.
interkalacni ¢inidla (SYBR Green I, ethidium bromid), jejichz fluorescencni aktivita stoupa
po navazani na dvouietézcovou DNA. Nevyhodou téchto latek je, ze detekuji veskerou DNA
pfitomnou v reakéni smési (i nespecifické produkty amplifikace) [Bookout e Mangelsdorf,
2003]. Proto se pro detekci zacaly pouzivat i jiné metody, jako jsou hydrolyza¢ni (molecular
beacon, TagMan) a hybridiza¢ni sondy.

TagqMan test je zalozen na 5" nukleazové aktivité Taq polymerazy, ktera rozstépi
a nahradi oligonukleotidovou sondu hybridizovanou s cilovou molekulou DNA.
Oligonukleotidova sonda obsahuje na svém 5” konci fluorescenéni barvu oznaovanou jako
Lreportér a na 3” konci fluorescencni barvu oznacovanou jako ,,quencher* neboli zhasec.
Pokud sonda neni rozstépena, zhase¢ redukuje fluorescencni signél reportéru. Po rozstépeni
sondy nedochazi k redukci fluorescen¢niho signalu reportéru, a tim je umoznéna fluorescence.
Pro zjisténi polymorfniho nukleotidu v bialelickém systému se pouzivaji dvé sondy, které
jsou rizné fluorescenéné znacené. Prvni sonda je komplementarni k bézné se vyskytujici alele
a druhd je komplementarni k variantni alele [Livak, 1999].

Molecular beacon (molekularni majacek) je dalsi metoda detekce signalu pro real-time
PCR. Oligonukleotidova sonda tvoii vlasenkové uspotfadani a na svém 5" konci obsahuje
fluorofor a na 3" konci zhasSe¢. V takovéto vlasenkové konformaci nedochdzi k fluorescenci.
Pti hybridizaci na cilovou sekvenci dojde k oddaleni fluoroforu a zhasece atim 1 k
fluorescenci [Tyagi et Kramer, 1996].

Dalsi metodou detekce fluorescencniho signalu jsou hybridiza¢ni sondy. Tato metoda
je zaloZzena na pouziti dvou oligonukleotidovych sekvenci znacenych fluorescencnimi
barvami, z nichz jedna naseda na polymorfni lokus. Prvni z nich obsahuje na svém 3" konci
fluorescein a druhd obsahuje na svém 5" konci jinou fluorescenéni znacku. Obé sondy
nasedaji tésn¢ vedle sebe na cilovou DNA. Pokud ob¢ sondy hybridizuji s cilovou DNA
a fluorescein je excitovan diky svételnému zdroji LightCycleru (Roche), dochdzi k emisi
zeleného fluorescenéniho svétla. Cést excitaéni energie je pievedena na piilehlou
fluorescenéni barvu, kterd néasledné emituje fluorescenéni svétlo delsi vlnové délky. Toto

svétlo je nasledné méfeno fotodiodou [Lareu ef al., 2001].

7. APLIKACE PCR

vvvvvv

molekularné genetickych metod. Slouzi k amplifikaci specifickych tsekit DNA [Bataille et

al., 1999], ¢ehoz miZe byt vyuzZito k nesmirn€ Siroké Skale nejriiznéjSich molekularné
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genetickych analyz — namatkou jmenujme determinaci pohlavi [Luptakova et al., 2010],
detekci mutaci v genech [Goossens ef al., 2003], zde byla také PCR metoda poprvé pouzita
v praxi [Saiki et al., 1985]. Dale pak k mutagenezi in vitro [Rashtchian et al., 1992], ptiprave
znalenych sond [Griffais et al, 1990], ke studiu genové exprese [Zhang et al., 2005],
k typizaci patogennich bakterii [Riggio et al., 2001], virti nebo hub, k sekvenovani [Innis et
al., 1988], k typizaci tkani €1 t€lnich tekutin [Fleming et Harbison, 2010], nebo ke studovani
DNA polymorfismu [Caratti ef al., 2010].

Diky tomuto Sirokému vyuziti se PCR uplatiiuje v mnoha védeckych i aplikovanych
oborech, jako jsou genové inzenyrstvi, molekuldrni archeologie, molekuldrni genetika,

mikrobiologie, zoologie, forenzni genetika, bioinformatika, medicina a dalsi.

8. VYUZITI PCR VE FORENZNi GENETICE

Polymerazova tetézova reakce se ve forenzni genetice uplatiiuje predevsim jako
metoda amplifikace studovanych lokusii pfi fragmentové analyze, jako soucést sekvenace
a dale pak v kvantifikaci jako real-time PCR.

Cilovymi lokusy fragmentové analyzy jsou pfedevS§im kratké tandemové repetice.
Sekvenace DNA je pak v rdmci forenzni genetiky vyuzivana zejména pro stanoveni sekvence
hypervariabilnich oblasti mtDNA.

8.1. STR polymorfismus

STR (short tandem repeat nebo také kratké tandemové repetice, mikrosatelity) jsou
sekvence DNA obsahujici kratky motiv, obvykle dlouhy 2 - 6 bp, ktery se n¢kolikrat za sebou
opakuje. Pocet opakovani zdkladniho motivu se mezi jedinci v populaci mize liSit, poté
mluvime o STR polymorfismu. Celkova délka STR se nejCastéji pohybuje v rozmezi
100 - 500 bp [Edwards et al., 1991].

STR se nachdzeji jak na autozomech, tak na pohlavnich chromozomech. Kratké
tandemové repetice nachazejici se na autozomech vykazuji mendelovskou dé&dicnost
[Edwards et al., 1991]. Rodi¢ a potomek tudiz vykazuji shodu alesponi v jedné alele ve
studovaném lokusu, pokud v germindlni linii nedoslo k mutaci [Asicioglu et al., 2004].
Mikrosatelity nachdzejici se na pohlavnich chromozomech se dédi nonmendelovsky.
Y chromozom piechazi z otce na syna v relativné nezménéné podobé, s vyjimkou mutaci
v zarodecné linii [Kayser et Sajantila, 2001]. Y-STR polymorfismus se vyuziva jako
doplilyjici analyza pfi paternitnim testovani [Csete et al., 2005], identifikaci obéti

hromadnych nestésti i forenzni kriminalistické analyze [Honda et al., 1999] a téz pti testovani
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muzskych paternalnich linii. Forenzné vyuzivané kratké tandemové repetice se nachazeji i na
X chromozomu [Bini et al., 2005].

STR byly pro forenzni praxi vybrany diky své hypervariabilit¢, robustnosti
amplifikace, malé velikosti PCR produktl a relativné snadnému multiplexovani. Pro forenzni
analyzu se nejCastéji vyuzivaji tetranukleotidové STR [Barral et al., 2000]. Jejich vyhodou
oproti dinukleotidovym a trinukleotidovym STR je nizsi vyskyt tzv. stutterd, které jsou dany
chybou DNA polymerazy. Ta naamplifikuje méné nebo naopak vice STR repetic, nez
v daném lokusu doopravdy je. V genomu organismit se vyskytuje velké mnozstvi
mikrosatelitl, ale pouze nékteré z nich jsou pouzivany pro forenzni praxi. Mezi kritéria
urcujici, jaké STR budou vybrany pro forenzni praxi, patii vysoka variabilita v dané populaci,
pozadovana délka lokusu, nizkd mira mutaci DNA a znalost pfesného umisténi daného lokusu
na chromozomu.

Dnes ve svété existuji desitky STR databazi slouzicich pro kriminalistické ucely.
Ve Spojenych statech americkych je to DNA databdze CODIS (Combined DNA Index
System), ktera vznikla v roce 1997. CODIS vyuziva 13 STR markerii, nachazejicich se na
ruznych chromozomech: CSFI1PO, FGA, THO1, TPOX, vWA, D3S1358, D5S818, D7S820,
D8S1179, D13S317, D16S359, D18S51, a D21S11 [Budowle ef al., 1998]. V roce 2000
uvedla firma Promega Corporation na trh PowerPlex® 16 System, coZ je multiplexni STR
systétm urceny k testovani otcovstvi, forenzni analyzy DNA, testovani lidské identity
a identifikaci tkanovych kultur, ktery obsahuje v§ech 13 CODIS STR markert, amelogenin na
urceni pohlavi a dva pentanukleotidové STR markery s velmi nizkou frekvenci stutter efekti
(Penta E a Penta D) [Krenke et al., 2002].

Evropa ma také svou DNA databazi, ktera vyuziva 7 STR markera - THOI, vWA,
FGA, D21S11, D3S1358, D8S1179 a D18S51 [Schneider et Martin, 2001]. O téchto
markerech rozhodla Evropskd rada v roce 2001 a nyni tvofi jadro vSech narodnich DNA
databazi v Evropé. Na konferenci v Glasgow v roce 2005 se skupiny ENFSI (European
Network of Forensic Science Institutes) a EDNAP (European DNA Profiling Group) dohodly,
ze Sance na ziskani vysledii z degradovanych vzorkl se zvysi, pokud budou analyzovany také
malé amplikony (tzv. mini-STR). Ke stavajicim 7 STR byly proto doporuceny 2 soubory,
obsahujici kazdy 3 mini-STR, jako kandidati pro novou databazi. Prvni soubor obsahuje
lokusy D10S1248, D2S441 a D22S1045 a druhy soubor obsahuje lokusy D12S391, D1S1656
a TPOX [Gill et al., 2006a; Gill et al., 2006b].

24



13 CODIS Core STR Loci
with Chromosomal Positions

=
TPOX
-
D3S1358 E g
E M
THO1 E
D5S818 HDBS”TE
Fea ™ D75820
| csFiPO 3 =
1 2 3 4 5 ® 7 8 9 1112
(=]
AMEL
BB E ¢
D13S317 E E E B £
E D16 539 w D18S51 D21S11 AMEL
e S e R ]

131415161?1 19202122X.Y

Obr. 7: Databaze CODIS zahrnujici 13 STR lokusti. Na obrazku je zndzornéno umisténi 13

STR lokust v lidském genomu a navic je zde zndzornén amelogenin slouzici pro urceni

pohlavi [pfevzato z DNA Initiative].
8.2. Fragmentova analyza STR lokusii

Fragmentova analyza STR lokusi slouzi ke zjisténi poctu opakovani zékladniho
motivu v repetitivni sekvenci ve studovaném lokusu. Z biologického vzorku nalezeného na
misté ¢inu je izolovana DNA. Existuji tfi hlavni metody izolace DNA pouZzivané ve forenzni
praxi — fenol-chloroformova extrakce, extrakce chelexem a silica extrakce (izolace na
sklenéné membran¢) [Castella et al., 2006].

Po izolaci DNA nasleduje amplifikace pomoci PCR. K amplifikaci STR lokusi se
obvykle vyuziva multiplex PCR, protoze pro forenzni analyzu je tfeba vyhodnotit vice STR
markerti najednou. V dneSni dobé¢ existuje mnoho komerénich kitd pro multiplex PCR
urcenych pro forenzni ucely [6, 7]. Tyto kity obsahuji fluorescencné znacené primery, které
umoziiuji amplifikaci aZz 16 lokusit najednou. Jednim z pouZivanych kitd je naptiklad
PowerPlex 16 System od firmy Promega Corporation. Tento kit umoznuje amplifikaci 16
lokusti — 15 STR markerti a amelogenin. Vzdy jeden primer od kazdého lokusu je oznacen
jednou ze tii fluorescencnich barev (fluorescein, carboxytetramethylrhodamine, 6-carboxy-4’,
5’-dichloro-2",7"- dimethoxy-fluorescein). Ctvrtou fluorescenéni barvou (carboxy-X-
rhodamine) je oznacen vnitini standard [Sprecher et al., 2000], coz je soubor fragmenti DNA
znam¢e délky, ktery se analyzuje spolu se vzorkem testované DNA.

Po amplifikaci DNA jsou vzniklé fragmenty rozdéleny podle velikosti pomoci
elektroforézy. Diive se pouzivala hlavné gelova elektroforéza. Tato metoda je ale pomérné

Casov¢ ndro¢nd, pracnd a nelze ji automatizovat, proto ji v poslednich letech nahradila tzv.
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kapilarni elektroforéza. Kapilarni elektroforézy umozinuji analyzu vice vzorkd najednou, coz
vyrazn¢ zvySuje pocet analyzovanych vzorkli za den. Pfi kapilarni elektroforéze dochézi
k separaci fragmentd DNA ve sklenéné kapilaie, ktera ma vnitini primér fadové desitky
mikrometrl a je dlouhd nékolik desitek centimetrti. Kapilara je naplnéna polymerem a oba jeji
konce jsou ponofeny do naddob s elektrolytem, kam jsou vnoifeny elektrody. Pro vpraveni
vzorkl ze zkumavky do kapilary se pouziva pulz elektrického napéti nebo rozdilny tlak mezi
konci kapilary. Separace fragmentli se déje na zakladé rizné rychlosti pohybu v elektrickém
poli. Obvykle se pro separaci DNA fragmentl pouziva napéti kolem 10-30 kV. U konce
kapilary se nachazi detektor. Jelikoz vzorky obsahuji fluorescenéné znacené primery, pouziva
se laserem indukovany fluorescen¢ni detektor [Tagliaro et Smith, 1996]. Laser generuje
paprsky rtznych vinovych délek, které vyvolaji excitaci fluorescencnich barev. Vyzaiené
barevné svétlo je pak zachyceno detektorem pfistroje. Rlizné dlouhé fragmenty DNA jsou
v elektroforetogramu reprezentovany jednotlivymi piky a intenzita signdlu je vyjadiena
vysSkou piku. Délka jednotlivych fragmenti se odecte pomoci vnitiniho standardu.
Pro rychlejsi vyhodnoceni délky STR se navic vyuziva jesté¢ vnéjsi standard (allelic ladder),
ktery obsahuje vSechny bézné se vyskytujici alely v populaci pro dané lokusy [Zhang et
Yeung, 1996].
8.3. mtDNA polymorfismus

Lidska mtDNA je cirkularni dvoufetézcova molekula o velikosti 16569 bp, ktera
koéduje 37 gentl, z toho je 13 gend kodujicich podjednotky komplexi respiracniho fetézce,
ktery je zodpovédny za tvorbu ATP v rdmci oxida¢né-fosforylacniho systému. Dale pak
mtDNA koduje 22 transferovych RNA a dvé ribosoméalni RNA. Kromé kodujici oblasti
obsahuje mtDNA také nekodujici oblast, tzv. control region, coz je regulacni oblast, kde se
nachazi replikacni pocatek t€zkého fetézce a oba pocatky transkripce [Anderson et al., 1981].
Kontrolni region obsahuje hypervariabilni oblasti nazvané HVR-I, HVR-II a HVR-III [Lutz
et al., 1998], které jsou vysoce polymorfni a vyuZzivaji se pro forenzni analyzu. V téchto
hypervariabilnich oblastech se vyskytuji predev§im jednonukleotidové polymorfismy (SNP).
Kromé téchto oblasti se ve forenzni praxi uplatiiuje také kodujici oblast pro 12S rRNA [Girish
et al., 2004], 16S rRNA [Imaizumi et al., 2007] a cytochrom b gen [Parson et al., 2000].

Pocet molekul mtDNA v jedné eukaryotni buiice se pohybuje kolem 1000-10000 kopii
na buiikku [Bogenhagen et Clayton, 1974]. Této skutecnosti se vyuziva pii analyze velmi
malého mnozstvi biologického vzorku, kde je jen malo jaderné DNA, ale mtDNA se zde

vyskytuje v mnohondsobné¢ vyssim poctu kopii.
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Mitochondrialni DNA je dédéna maternalné [Giles et al., 1980] a mutacni rychlost
jejiho hypervariabilniho kontrolniho regionu je vétSi nez mutacni rychlost jaderné DNA.
Podle Sigurdardottira et al. (2000) byla mutacni rychlost lidského HVR-I a HVR-II mtDNA
odhadnuta na 0,0043 mutaci za generaci. Vy$$i mutacni rychlost je ddna tim, ze mitochondrie
nemaji takové reparatni mechanismy jako jadernd DNA ataké se zde vyskytuji vysoce

reaktivni kyslikové radikaly, které vznikaji jako vedlejsi produkt pii oxidacni fosforylaci

[Hashiguchi et al., 2004].
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Obr. 8: Schéma lidské mitochondrialni DNA. Lidska mtDNA obsahuje 16569 bp, pficemz

koduje 22 tRNA, 128 a 16S rRNA a 13 gend kdodujicich podjednotky komplexi respiraéniho

fetézce. V regulacni oblasti se pak vyskytuje replikacni pocatek tézkého fetézce a oba pocatky

transkripce [pfevzato z Bioscience].
8.4. Analyza mtDNA

K analyze mtDNA se pfistupuje tehdy, pokud studovany vzorek obsahuje malé
mnozstvi jaderné DNA nebo pokud je vzorek degradovany. Mezi vzorky s nizkym obsahem
jaderné DNA patii zuby, vlasy nebo kosti. Polymorfismus mitochondridlni DNA se zjiStuje
na zékladé sekvenace hypervariabilnich oblasti mtDNA, kde se vyskytuji SNP. Ze vzorku se
nejprve extrahuje mtDNA, poté se pomoci PCR amplifikuje studovany lokus. Pfi pouZziti
degradovaného vzorku je vhodné zvysit pocet cykli PCR, naptiklad i na 42 [Gabriel ef al.,

2001]. Vlastni sekvenovani se provadi n¢kolika zptisoby.
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8.4.1. Sangerova metoda sekvenovani

Sangerova metoda sekvenovani neboli metoda terminace fetézce byla popsana na
konci 70. let [Sanger et al., 1977]. Pii tomto zplisobu sekvenace se pouzije produkt z prvniho
kola amplifikace jako templat pro asymetrickou PCR. Do PCR smési se navic pfidaji vSechny
Ctyfi druhy fluorescencné znacenych ddNTP, které na svém 3’ uhliku ribozy postradaji
hydroxylovou skupinu, a tim znemoZiuji navazani dalSich deoxynukleotidl do fetézce DNA.
Po dokonceni asymetrické PCR se ve zkumavce nachazi rizné dlouhé fragmenty DNA, které
maji stejny 5” konec fetézce, ale 1i8i se svoji délkou a na 3" konci fetézce maji jeden ze Ctyf
druhti fluorescenéné znacenych ddNTP. Kazdy druh ddNTP je znacen jinou fluorescencni
barvou. V dnesSni dobé se v laboratofich pouzivaji kity, obsahujici veskeré komponenty
dulezit¢ pro sekvenaci [7]. Rizn¢ dlouhé fragmenty DNA se rozdéli na kapilarni
elektroforéze a z elektroforetogramu se odecte sekvence nukleotidi [Rosenblum et al., 1997].
Alternativou této metody je pouziti znacenych primerti, kde jsou primery znaceny na svém 5°
konci fluorescenéni znaCkou. Tento zplsob sekvenace neumoziuje rozliSeni jednotlivych
koncovych ddNTP, proto musi asymetricka PCR probihat paraleln¢ ve ¢tyfech zkumavkach,
pfi¢emz do kazdé zkumavky je pfidan pouze jeden druh ddANTP [Ju et al., 1995].

8.4.2. Primer extension

Sangerové metod¢ podobna je metoda prodlouzeni primeru (primer extension), ktera
je zalozena na tom, ze do tésné blizkosti SNP nasedne primer. Ten je nasledné vhodnou DNA
polymerazou prodlouZen, ale pouze o jeden nukleotid, ktery odpovida polymorfnimu mistu.
Navazani praveé jednoho nukleotidu je zajisténo tim, Ze se v reakci nevyskytuji zddné¢ dNTP,
ale pouze fluorescenéné znacené¢ ddNTP. Této metod¢ prodlouzeni primeru se také fika
minisekvenovani [Morley et al., 1999]. Existuje n¢kolik technologii pouzivanych pro detekci
produktu. Nejcastéji vyuzivand je kapilarni elektroforéza. Dal$i moznosti detekce je
technologie microarrays, kde jsou primery pfichyceny k povrchu ¢ipu [Divne et Allen, 2005].

Jinou variaci této metody je alelové specifické prodlouzeni primeru (allele-specific
extension). V této metodé¢ DNA polymeraza amplifikuje pouze primery, které perfektné
nasedly na templatovou DNA, pficemZ primer je navrzen tak, aby svym 3" koncem nasedal na
polymorfni misto templatové DNA [Vallone et al., 2004].

Dalsi variantou primer extension uzivanou ve forenzni analyze je pyrosekvenovani,
které se vyuziva jak k sekvenaci mtDNA, napiiklad za tc¢elem druhové specifikace [Balitzki-
Korte et al., 2005], tak i k analyze STR lokusii [Divne et al., 2010]. Pyrosekvenovani je
zalozeno na detekci pyrofosfatu, ktery je uvolnén pii inkorporaci ANTP do nové vznikajiciho

fetézce. Uvolnény pyrofosfat slouzi jako substrat pro ATP sulfurylazu, ktera tvoii ATP.
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Za pomoci ATP konvertuje enzym luciferaza luciferin na oxyluciferin a béhem této reakce
dojde k vyzafeni svétla [Ronaghi et al., 1996]. Nezainkorporované dNTP jsou nasledné
degradovany vhodnym enzymem, napiiklad apyrazou [Ronaghi et al., 1998].

8.4.3. Allele-specific hybridization

Alelové specifickd hybridizace (allele-specific hybridization) je zalozena na rozliSeni
dvou cilovych sekvenci liSicich se v jednom nukleotidu. Alelové specifické sondy jsou
navrzeny tak, ze v centralni pozici obsahuji polymorfni bazi. Za optimalnich podminek jsou
stabilni pouze hybridy sonda — cilova sekvence, které jsou dokonale sparované. I zde existuje
n¢kolik metod detekce polymorfni baze, kterymi jsou TagMan test, molecular beacon nebo
hybridizaéni analyza vyuZivajici dvou oligonukleotidovych sond.

Po sekvenaci se analyzovany vzorek mt DNA porovna s tzv. referencni sekvenci
neboli Cambridge Reference Sequence. Cambridgeska referencni sekvence byla prvni
kompletné analyzovand sekvence mtDNA. Avsak tato sekvence obsahovala chyby. Chyby
byly zplsobeny chybami v sekvenaci mtDNA a vzidcnymi polymorfismy v referencni
sekvenci mtDNA. V roce 1999 byla Cambridgeska referencni sekvence poopravena a dnes je
pouzivana jako referen¢ni sekvence pro studium lidské evoluce, populaéni genetiky
a mitochondrialnich onemocnéni [Andrews et al., 1999].

8.5. Real-time PCR kvantifikace

Ve forenzni genetické analyze je real-time PCR hojné vyuzivanou metodou. Pouziva
se jak ke sledovani poctu kopii DNA, tak i k sekvenaci.

Kvantifikace forenzni DNA je dulezitym krokem pifed PCR amplifikaci. Cilem
kvantifikace je zjiSténi mnozstvi DNA ve vzorku z divodu optimalizace a nebo dokonce
vyhnuti se dalSimu zpracovani tohoto vzorku. Kvantifika¢ni krok muaze také odhadnout vliv
inhibitorti pfitomnych ve vzorku na naslednou amplifikaci [Whittle ez Sumita, 2008].

Pro kvantifikaci se uzivaji komeréné dostupné kity. Jednim znich je Quantifiler
Human DNA Quantification Kit (Applied Biosystems), ktery je ur¢en pro kvantifikaci lidské
jaderné DNA ve forenznich vzorcich. Tento kit detekuje lokus nachazejici se na kratkém
raménku 5. chromozomu, kde se nachéazi gen pro lidskou telomerdzu (hTERT). Vizualizace

cilové sekvence se provadi na zakladé TagMan testu.

Dal$im kitem vyuzivanym ve forenzni analyze je Quantifiler Y Human Male DNA
Quantification Kit (Applied Biosystems), ktery kvantifikuje pouze muzskou DNA nachazejici
se ve forenznim vzorku. Tento kit je zalozen na detekci SRY genu (sex - determining region

Y) nachazejicim se na kratkém raménku Y chromozomu. Quantifiler Y Human Male DNA
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Quantification Kit je vhodny zejména pro kvantifikaci muzskych vzorkl, kde se micha
muzskd a Zenskd DNA (naptiklad v pfipadech znasilnéni). Vizualizace cilové sekvence se

také provadi na zakladé¢ TagMan testu [Green ef al., 2005].

Quantifiler Duo DNA Quantification Kit (Applied Biosystems) soucasné kvantifikuje
autozomalni a Y-chromozomalni DNA a také detekuje PCR inhibitory v jediné reakci. Kromé
kvantifikace DNA poskytuje tento test také kvalitativni hodnoceni forenznich vzorki, protoZe
dokaze stanovit pomér muzské a zZenské DNA a rozsah inhibice PCR. Quantifiler Duo DNA
Quantification Kit detekuje RPPH1 gen (Ribonuclease P RNA component H1), ktery je
lokalizovan na dlouhém raménku 14. chromozomu, SRY gen a tzv. IPC (internal positive
control), ktery v kombinaci s hlavnim detekéni PCR systémem dokéaze rozhodnout, zda se zda
dany vzorek negativni diky selhani PCR (napf. kvtli obsahu inhibitord) nebo je tento vzorek
opravdu negativni. Vizualizace cilovych sekvenci se opét provadi na zakladé TagMan testu

[Barbisin et al., 2009].

9. PRIKLADY KAUZISTIK S VYUZITiM PCR V JEDNOTLIVYCH OBLASTECH
FORENZNIi GENETIKY

9.1. Kriminalisticka genetika

Cilem kriminalistické genetiky je nejCastéji zjisténi plivodce stop nalezenych na misté
trestného Cinu. Nalezené stopy nemusi pochazet pouze z Clovéka nebo zvirat, ale také
z rostlin. Jednim piikladem muze byt vrazda Zeny a jejiho nenarozeného ditéte z Floridy.
Podeziely byl obvinén na zdkladé suchého listu z dubu, Quercus geminata, ktery byl nalezen
v kufru jeho auta. Stejné druhy dubti se nalézaly i na misté nalezu mrtvého téla. DNA analyza
z nalezeného listu byla provedena na zékladé ¢ty STR lokust. Srovnavaci vzorky listd byly
sebrany z 24 strom Quercus geminata ve vzdalenosti 2-10 km od mista nalezené¢ho hrobu.
Na zéklad€ STR lokust byla provedena fragmentova analyza. Nicmén¢ se neprokézalo, Ze by
listy, které byly odebrany z vozu podezielého, odpovidaly stromim vyskytujicim se
v blizkosti nalezeného hrobu [Craft et al., 2007].
9.2. Identifikac¢ni genetika

Cilem identifikacni genetiky je genetické zkoumani srovnavacich vzorki osob za
ucelem jejich jednozna¢né identifikace. Toto zkoumani se uplatituje zejména pii identifikaci
obéti masovych katastrof. Ptikladem miize byt teroristicky utok na véze Svétového
obchodniho centra 11. zati 2001, kde se nachazelo 2749 obéti. Jako referencni profily byly

pouzity vzorky obéti, které byly ziskany z osobnich véci obéti. Pokud nebyly referencni
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vzorky obéti k dispozici, pteSlo se k ptfibuzenskému testovani. Pro identifikaci ostatkl se
pouzila analyza STR a mini-STR lokusti, pokud nebyly tyto analyzy Gspé$né, ptistoupilo se
k analyze mtDNA [Biesecker ef al., 2005].
9.3. Kognativni genetika

Kognativni genetika zkoumd srovndvaci vzorky osob za ucelem stanoveni jejich
biologickych piibuzenskych vztahi. V kriminalistice se kognativni testovani vyuZziva
naptiklad pfi testech paternity v piipadech znasilnéni nebo v ptipadech, kdy matka odlozila
sveé dité. Paternitni testy lze provadét jak z narozenych potomki, tak i z potracenych plodu.
Piikladem miize byt piipad ctrnactileté t€hotné divky, kterd Sla na potrat v 18. tydnu
t€hotenstvi. STR profily z potracen¢ho plodu a krve matky byly porovndny s STR profilem
domné¢lého otce. Domnély otec se shodoval ve vSech 7 testovanych STR lokusech
s potracenym plodem a pravdépodobnost otcovstvi byla vypoctena na 99.9969% [Csete et al.,
2005].
9.4. Biomolekularni archeologie a paleogenetika

Krom¢ pravnich oblasti uplatnéni se metody forenzni genetiky pouzivaji i v jinych
oborech. Biomolekuldrni archeologie a paleogenetika pracuji s velmi starymi a casto
i degradovanymi vzorky. Nastésti diky forenzné genetické analyze lze i s t€émito vzorky dost
Casto dale pracovat. Jako ptiklad bych zde uvedla analyzu krve Ludvika XVI., krale Francie.
Krev byla ziskana z nadoby na stielny prach, kde se ptivodné nachazel kapesnik, ktery byl
smocen v krvi Ludvika XVI. béhem jeho popravy roku 1793. Z domnél¢é krve byla provedena
analyza mtDNA (HVR-I i HVR-II), Y-STR profilu a n¢kterych somatickych STR markert.
Déle byla provedena analyza genu HERC2, kde SNP v exonu 86 ma vliv na modré zbarveni
oCi (z portréth LudvikaXVI je patrné, ze byl modrooky). Vysledky ukézaly, ze krev pattila
muZi, ktery byl heterozygotem pro SNP v genu HERC2. Z vysledkl zatim nelze urcit, zda
krev opravdu patiila krali Ludviku XVI., ale jedna z moznosti by byla porovnat tento vzorek
se vzorkem suchého srdce syna Ludvika XVI., které je uchované v bazilice sv. Denise
v Patizi [Lalueza-Fox et al., 2010].
9.5. Genogeografie

Genogeografie se zabyva geografickym plivodem a migracemi lidskych populaci.
V Ceské republice byla provedena studie Y-STR haplotypu, kterd objastiuje haplotypové
slozeni nasi populace. Do studie bylo zahrnuto 1750 neptibuznych muza Zijicich v riiznych
castech Ceské republiky. S vyuzitim PowerPlex Y™ kitu od firmy Promega Corporation se
analyzovalo dvandct Y-STR lokust. Celkem bylo nalezeno 1148 riznych haplotypt, které

patii do né¢kolika haploskupin. NejcastéjSimi haploskupinami v naSi populaci byly Rla
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(36.94%) a R1b (24.78%), pricemz Rla haploskupina je charakteristickd pro slovanské
populace vychodni Evropy a haploskupina R1b je charakteristickd pro zépadni Evropu.
Ostatni nalezené haploskupiny mély frekvence vyskytu mensi nez 10% - I1bl (typickd pro
Apeninsky poloostrov) se vyskytovala s frekvenci 9,07%, Ila (typickd pro Skandinavii
a Pobalti) byla zastoupena v 8,33% a E3b (typicka pro severni a vychodni Afriku, Blizky
Vychod a Stfedozemi) méla frekvenci vyskytu 6,63%. Dale zde byly zjiStény haploskupiny
J2,G2,11b2a, N, J1, Q, L, [1b2 a H [Zastera et al., 2010].
9.6. Genogenealogie

Genogenealogie se zabyva patranim po piedcich a vzdalenych ptibuznych. V soucasné
dobé probiha v Ceské republice projekt, ktery se zabyva sledovanim souvislosti mezi
paternalné dédénymi genetickymi markery a pfijmenim c¢eské muzské populace. Cilem této
studie je ovéteni vazby mezi pfijmenim (které je vétSinou dédéno paternaln€) a genetickymi

markery nachazejicimi se na Y chromozomu (Y-STR, Y-SNP) [8].

10. ZAVER

Ackoliv je polymerazova fetézova reakce relativné mladou metodou, je to jedna
z nejpouzivanéjSich molekularné genetickych metod. Béhem své kratké historie prosla PCR
ne¢kolika zménami, které vyrazné zjednoduSily, usnadnily a urychlily jeji pouzivani. Také
bylo vymysleno mnoho modifikaci PCR, které zlepSuji moznosti amplifikace studovaného
vzorku. Vyvoj PCR metody jde neustdle kupfedu, proto se d4 ptredpokladat, Ze budou do
budoucna vymysleny dal$i modifikace a nadale se bude zlepSovat citlivost a specifi¢nost
reakce.

Pro forenzni genetiku je PCR nepostradetelnou metodou vyuzivanou pro zjisténi
genetického profilu jedince. Stejné jako PCR prosla i forenzni genetika obrovskym vyvojem.
V dnesni dobé se metody forenzni genetiky uplatiiuji nejen v kriminalistické praxi, ale také
béhem identifikace osob pii hromadnych katastrofach, pti hledani vzdalenych ptibuznych
nebo pii zkoumani archeologickych nalezli. Nicméné ne vzdy funguji tyto metody tak, jak je
popisovano v televiznich seridlech. Napiiklad kontaminace materidlu ¢i jeho nedostatek
mohou zpusobit, Ze i ty nejlepsi metody selzou.

Do budoucna se predpoklada, ze by se dalo pomoci metod forenzni genetiky urcovat

naptiklad staii osob, fenotypové znaky nebo by se dala rozlisit jednovajecna dvojcata.
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