Vydavatelstvi
Univerzity
Palackého

Jiti Drabek, ed. V




Univerzita Palackého v Olomouci

VYBRANE

METODY

FORENZNI
GENETIKY

Jifi Drabek, ed.

Olomouc 2022



Recenzenti:
kpt. Mgr. Barbora K¥enkova (ORCID 0000-0002-2318-6587)
kpt. Mgr. Pavel Tomek, PhD.

Autofi:

Alena Jurcekova, Jana Novackova, Jana Stranska, Jana Vrbkova,

Jiti Drabek, Karolina Bartakova, Lucie Kotkova, Markéta Dajbychova,
Rastislav Slavkovsky, Tomas Pexa, Vlastimil Stenzl

Neopravnéné uziti tohoto dila je porusenim autorskych prav a mize zakladat
obc¢anskopravni, spravnépravni, popf. trestnépravni odpovédnost.

1. vydani

Editor © Jifi Drabek (ORCID 0000-0002-5747-6478), 2022

Autofi © Alena Jurcekova, Jana Novackova, Jana Stranska

(ORCID 0000-0003-2777-1262), Jana Vrbkova (ORCID 0000-0002-7830-3058),
Jifi Drabek (ORCID 0000-0002-5747-6478), Karolina Bartakova

(ORCID 0000-0002-1489-6966), Lucie Kotkova (ORCID 0000-0001-7228-7512),
Markéta Dajbychova (ORCID 0000-0001-5344-5263), Rastislav Slavkovsky
(ORCID 0000-0001-9600-0627), Tomas Pexa, Vlastimil Stenzl

(ORCID 0000-0001-5711-4859), 2022

Tlustrace diagramt © Jana Stranska

© Univerzita Palackého v Olomouci, 2022

DOI:10.5507/1f.22.24461779
ISBN 978-80-244-6177-9 (online: ipdf)



Obsah

Kapitola 1:

DNA ve srovnani s jinymi forenznimi markanty

JiRf DRABEK

Kapitola 2:

Sestaveni profild DNA analyzou STR lokust - jejich vyuziti
pro identifikaci osob nebo urcovani pribuzenskych vztaht

ToMAS PEXA, Jiki DRABEK

Kapitola 3:

Identifikace neznidmého zvifeciho druhu

MARKETA DAJBYCHOVA

Kapitola 4:

Analyza kontrolni oblasti mtDNA vyuZitim masivné
paralelniho sekvenovani

JANA NOVACKOVA, VLASTIMIL STENZL, ALENA JURCEKOVA

Obsah

37

52

68



Kapitola 5:

Detekce metylace pyrosekvenovanim pro stanoveni
biologického véku

JANA STRANSKA, KAROLINA BARTAKOVA

Kapitola 6:

Fenotypovani DNA a predikce véku z krve

Lucie KOTKOVA, RASTISLAV SLAVKOVSKY, JANA VRBKOVA, JIRf DRABEK

Resumé
Summary
Seznam literatury
Seznam obrazkt

Seznam tabulek

85

106

132

133

134

145

147

Vybrané metody forenzni genetiky



Kapitola1:
DNA ve srovnani
s jinymi forenznimi markanty

Jifi Drabek

Ustav molekularni a transla¢ni mediciny,
Lékatska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci, Olomouc

Ceskoslovenska spole¢nost pro forenzni genetiku, z.s., Olomouc
4BIN, Olomouc

Vyvoj metod pfimého testovani DNA za Gcelem forenzni identifikace
zacCal v roce 1984, kdy si prof. Alec Jeffreys uvédomil moznosti vyuzi-
ti specifického typu polymorfismu v lidském genomu - variabilniho
poctu tandemovych repetic (Variable Number of Tandem Repeats,
VNTR, minisatelity) - k identifikaci osob. V anglickém hrabstvi Leices-
tershire byly v letech 1983 a 1986 znasilnény a zavrazdény dvé divky.
Jeffreys zanalyzoval VNTR ze stop z mista ¢inu a VNTR u slaboduché-
ho muZe, ktery se k jedné z vrazd doznal. Restrikénim stépenim DNA
na nékolika polymorfnich lokusech zarover, elektroforetickou separaci
a radioaktivni detekci (Restriction Fragment Length Polymorphism,
RFLP) dosahl vysledku, ktery vedl k vyvinéni tohoto muze. Nasledovalo
slepé testovani vSech potencialné podezielych muza z okoli zlo¢inu
(geneticky zatah, anglicky DNA dragnet). RELP technikou byl nakonec
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identifikovan skute¢ny pachatel Colin Pitchfork, ktery na sebe upoutal
pozornost tim, Ze za sebe na testy poslal svého kamarada. Kamarad
vSak nedokazal drzet jazyk za zuby a v hospodé se svym zaskokem
pochlubil. Genotypizac¢ni metody tim vstoupily na scénu forenznich
technik (1-3). Pro svou vysokou diskriminacni silu, srovnatelnou jen
s daktyloskopii, dostaly pfirovnani ,DNA otisky prsti” (anglicky DNA
fingerprinting). Toto medialni pfirovnani je vS§ak v nékterych ohledech
zavadéjici, a proto se preslo k pfesnéjsimu nazvu ,profilovani DNA, an-
glicky DNA profiling“. DNA ma oproti jinym markantlim kromé vysoké
diskriminaéni sily nékolik dalSich vyhod:

» je pfitomna (s vyjimkou ¢ervenych krvinek a krevnich desticek)
v kazdé lidské burice,

v pribéhu zZivota se neméni,

umoziuje urcit pribuznost,

da se zjistit i z mikrostop a stop latentnich,

falSovani profilu DNA vyZaduje expertni znalosti a vybaven{’,

vV vy Vv Vvyy

ma dobfe propracované pravdépodobnostni modely k logickému
vyhodnoceni sily diikazu,
» existuji sdilené databaze DNA profila zlo¢inct.

Ze vSech téchto dlivodd se stala pilifem soucasné kriminalistické praxe
nejen u zavaznych trestnych ¢int.

Za tficet let pouzivani doslo v genotypizacnich technikach k vyvoji.
Nejprve byla RFLP metoda nahrazena technikami rozliSujicimi délko-
vé polymorfismy typu kratkych tandemovych repetic, Short Tandem
Repeats (STR), které nevyZaduji tak velké mnoZstvi nedegradované
vstupni DNA a jsou lépe standardizovatelné. V soucasné dobé probiha
postupny piechod na metody masivné paralelniho sekvenovani, o cemz
bude napsano vice v kapitole 4 a 6 této knihy (4, 5). Zaroven byly pozna-
ny limity genotypizac¢nich metod a stanoveny pozadavky pro zachazeni

! Nesmime vSak zapomenout, Ze ani DNA neni Gplné rezistentni viici klasickym snaham
o znehodnoceni dikaz, jako je podvrzeni vzorku, sanace mista ¢inu prostfedkem nici-
cim veskerou DNA, zpochybnéni neporusenosti ditkazniho Fetézce (chain of custody).
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s genetickymi stopami na misté ¢inu i v laboratofi, aby sila diikazu byla

maximalizovana.

Dtikazy DNA obecné mohou pomoci:

1. uréit pohlavi pivodce stopy, kdy se vyuZiva rozdilti mezi chromo-
zoémem X a 'y,

2. zjistit pfibuznost mezi osobami, coZ nemusi byt omezeno jen na tu
nejcastéjsi forenzné testovanou pribuznost — vySetieni otcovstvi, ale
vztahuje se naptiklad i na identifikaci obéti hromadnych katastrof
nebo forenzni genealogii, kdy se genomicky otypovana DNA pfifadi
konkrétni osobé za vyuZiti tradiéniho sestavovani rodokmenu (6-8),

3. prokazat, Ze dva vzorky pochazeji ze stejného zdroje — ze stejného
genetického individua. Srovnani DNA vzorku z mista ¢inu a vzor-
ku kontrolniho, referen¢niho, porovnavaciho (nebo vzorkl ze dvou
raznych mist trestného ¢inu) miize slouzit jako silny diikaz, Ze se
danéa osoba vyskytovala na daném misté, nebo Ze dané osoba ma-
nipulovala s pfedmétem,

4. odhalit dalsi trestny ¢in recidivisty, pokud se jeho profil DNA do-
stal do kriminalistické DNA databaze (nékdy nazyvané nepfesné
Néarodni DNA databaze). Véasné odhaleni zlo¢ince a jeho odsouzeni
vede k znemoznéni dalsiho pachani trestné ¢innosti.

Genetické zakony jsou univerzalni (9), proto lze profilovat také DNA
rostlin (10), kdyZ je nutné identifikovat konkrétni rostlinu, pfipadné
kultivar. Profilovanim lze urcit sukcesi nekrofagniho hmyzu (11) a tak
pomoci vymezit okamZik smrti ¢lovéka rychleji neZ tradi¢nimi ento-
mologickymi postupy (entomolog musi ¢ekat aZ se vajicko nebo larva
vyvine do stadia dospélce, kdeZto PCR nemusi ¢ekat na nic). Lze pro-
filovanim urcit druh a napomoci identifikovat konkrétniho Zivocicha,
ktery pfi pokousani ¢lovéka zanechal v rané své sliny, nebo mikro-
organismus, u kterého lze za vyuziti evolu¢nich principt vysledovat
vzorec epidemického Sifeni a najit primarni zdroj nadkazy. Profil DNA
mikroorganismii mtiZe také charakterizovat misto ¢inu (12) nebo, mozna
prekvapivé a ne pfi standardnim vySet¥eni, napomoci rozlisit jedno-
vajecna dvojcata (13). Vycet situaci, kdy je profilovani DNA aplikovano
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na ne-lidskou DNA se stéle rozsifuje. Z dalsich ¢astych aplikaci zmiii-
me naptiklad detekci DNA ve vyrobcich ze slonoviny, ktera se nesmi
komerc¢né zpracovavat, DNA chranénych papouskli v paSovanych va-
jickach (14), DNA chranénych druhti zvéfe na jidelnicku restauraci (15)
nebo DNA jiker chranénych ryb v kaviaru (16). Zvifeci forenzni genetika
prejimé standardy lidské forenzni genetiky a nasleduje doporuceni In-
ternational Society for Forensic Genetics (ISFG) a International Society
for Animal Genetics (ISAG) (17).

Genotyp (zde ve vyznamu: soubor veskerych genetickych informa-
ci, tykajici se zkoumaného znaku ¢i znakt) do urcité miry predurcuje
fenotyp, vyjadieni genetické informace na viditelné Grovni (vnéjsi zna-
ky, Externally Visible Characteristics). Za¢inaji se objevovat komerc¢né
nabizené typizac¢ni soupravy, které podle genotypu dokazi odhadnout
pravorukost/levorukost, pfedc¢asnou ztratu vlasové pokryvky hlavy,
barvu o¢i (18), vlasu (19), kiZe nebo biogeograficky puvod, popfipadé
etnikum (20). Geneticka fenotypizace se neomezuje jen nalidi. Na DNA
arovni lze odhadnout naptiklad i psi fenotyp, co se tyce barvy a typu
srsti, velikosti téla, tvaru ucha a tvaru ocasu (21).

U rtznych geneticky podminénych znak je rlizna Grovein mezige-
nové interakce a environmentalnich vlivi (jako je vyziva matky v té-
hotenstvi, vystaveni se radioaktivnimu a slune¢nimu zafeni, prodélana
ockovani, historie mikrobiologické zatéze) a vliv nahody. Obecné vSak
plati, Ze sila fenotypizac¢niho DNA diikazu je mnohem nizZ§i nez sila
DNA genotypizacniho diikazu a pfinos tohoto typu vySetieni ke kri-
minalistické praxi je spiSe v operativni fazi vySetfovani a ne ve fazi
usvédcovani. Navic, je liché ocekavani, Ze genetika odhali predispozici
osoby stat se zlo¢incem nebo obéti.

Profilovani RNA, testovani meziproduktu pifenosu genetické infor-
mace z DNA do proteinu, mliZe pfinést informaci o typu tkané, ze které
pochazi biologicky material (22) (ovSem najit napfiklad dobry biomar-
ker pro vaginalni sekret, ktery by nereagoval zkiiZené jako biomarke-
ry krve, je velmi obtiZné), o denni dobé v okamZiku zanechani stopy
(testuje se aktualni exprese genetické informace, naptiklad cirkadialni
biomarkery melatonin a kortizol pro den a noc) nebo o prodleni od za-
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nechani stopy po okamZik jejiho zajisténi podle diferencialni degradace
jednotlivych mRNA. Je potfeba neustale myslet na to, Ze RNA degraduje
rychleji nez DNA, protoze RNazy jsou vS§udyptitomné. Vyjimkou je ti¥ida
kratkych RNA s regulacni funkci — mikroRNA, ktera ma ve forenzni
praxi potencial pro urceni typu télni tekutiny nebo tkané, protoZe je
velmi stabilni (23).

Epigenetika je studium vratnych dédi¢nych zmén vyjadieni ge-
netické informace beze zmény DNA sekvence, jen metylacni zménou
cytosinti v DNA nebo metylaci, acetylaci a deacetylaci histontli. Tyka
se napfiklad inaktivace jednoho z X chromozom Zeny v kaZdé burice
(lyonizace) nebo iniciace nddorového bujeni. Epigenetické profilova-
ni se zaméfuje na testovani metylace cytosint v ostrivcich bohatych
na cytosin a guanin a maZe podobné jako profilovani RNA prinaset
dynamickou informaci o aktivnich ¢astech genomu. Forenzni vyuziti
se prozatim soustfeduje na identifikaci tkané (24) a odhad véku (25, 26),
jak je popsano v poslednich dvou kapitolach této knihy, ale potencial
je Sirsi (27).

Na genetické Grovni jsou mezi jednotlivymi nepfibuznymi osobami
jen drobné rozdily v posloupnosti nukleotidt. Tyto rozdily jsou dvou
hlavnich typt typt.

Zaprvé se jedna o bodovy polymorfismus (SNP, anglicky Single
Nucleotide Polymorphism nebo SNV, Single Nucleotide Variant), kdy
jediny nukleotid miiZze na daném misté genomu nabyvat dvou, t¥i nebo
az Ctyt forem (A, C, T, G). Nemusi jit o zménu jen jediného nukleoti-
du - kupfikladu v extrémné variabilni oblasti na Sestém chromozomu,
v oblasti hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC, Major His-
tocompatibility Complex, u ¢lovéka zvaného HLA, Human Leukocyte
Antigens) se jednotlivé alely navzajem lisi v celych dlouhych segmen-
tech DNA.

Bodovy polymorfismus se vyskytuje na autozomech (nepohlav-
nich chromozomech 1 az 22), gonozomech (pohlavnich chromozomech
X aY)iv mitochondrialni DNA. Mitochondrialni DNA (mtDNA) patii
spolu s STR markery na chromozému Y k rodovym markertim, které
maji ve forenzni genetice nezastupitelnou tlohu (sekvenovani mtDNA
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u silné degradovanych vzorkd, profilovani DNA mikrosatelitd na chro-
mozému Y u znasilnéni s nadbytkem Zenského materialu ve vzorku)
(28). Zde jen zminim, Ze mtDNA se vyskytuje v mnoha kopiich v orga-
nelach s energetickou funkci, zvanych mitochondrie. Samotnych mi-
tochondrii jsou v kazdé burice obvykle stovky az tisice kopii (v lidském
oocytu 100 000, ve spermii jen 60, ve svalech se pocet lisi podle trénova-
nosti a aktualni potfeby energie). V kazdé mitochondrii je 1 az 10 kopii
mtDNA, takZe vySetfeni mtDNA muZe poskytnout informaci i v téch
pripadech, kde vy3etfeni znak( na autozomech a gonozomech selhalo
(naptiklad pro vysoky stupeii degradace materialu). Frekvence mutaci
je umitochondrii 10-20x vys$si nez u jaderné DNA, takZe se Casto setka-
vame s jevem zvanym heteroplazmie, kdy se v tkdni nebo v jednotlivé
burice vyskytuje smiSena populace variant mtDNA. O vySetfeni mtDNA
pojednavaji kapitoly 3 a 4 této knihy.

Zadruhé se jedna o délkovy polymorfismus, kdy se lidé mezi sebou
1isi v délce fragmentu DNA vymezené zleva i zprava néjakou konstant-
ni sekvenci. Délkovy polymorfismus je zptisoben pfitomnosti delece,
inzerce nebo variability v poc¢tu repetic. Repetice 1ze rozlisit podle pro-
storového uspoiadani na tandemové a roztrousené. Podle délky opa-
kujici se jednotky je rozliSujeme na mikrosatelity (2 aZ 10 nukleotidd,
forenzné nejpouzivanéjsi jsou tetranukleotidové; naptiklad CSFIPO),
minisatelity (10 az 1000 nukleotid, pouzival je Jeffreys (2, 3); napriklad
DI1S80, D2590), satelity (1000 az 5000 nukleotid(, forenzné se nepouZziva-
ji, protoZe jejich analyza vyZaduje intaktni DNA; nap¥iklad retropozi¢ni
virové sekvence SINE, LINE, LTR), CNV - anglicky Copy Number Varia-
tions (5 000 aZ 10 000 000 nukleotid?, zatim forenzné nevyuZité; uZzivany
klinicky, napfiklad se testuje amplifikace genu EGFR u nemalobunéc-
ného nadoru plic pro nastaveni biologické 1écby).

Nejpopularnéj$§im polymorfismem ve forenzni praxi jsou zatim mi-
krosatelity.
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Mikrosatelity

Mikrosatelity, kratké tandemové repetice (STR, Short Tandem Repeats,
zvané téZ Simple Sequence Repeats /SSR/), maji vysokou diskriminacni
silu, 1ze je kombinovat v jediné zkumavce do multiplexni reakce, jsou
celosvétoveé standardizované a databazované. Pokud je vstupni mate-
ridl analyzovatelny a vySeti'eni provedeno odpovidajicim zptisobem,
poskytuji STR vysledek s minimalizovanou moznosti subjektivity pii
interpretaci (coz je vyhodou ve srovnani s VNTR).

Pres veskeré vyhody pfi pouziti mikrosatelitli zlistavaji urcita ome-
zeni genotypizace: profilovanim DNA nedokaZeme od sebe rozlisit jed-
novaje¢na dvoj€ata? urcit stari vzorku nebo stari organismu. Pokud je
vzorek nedostacujici, degradovany nebo smiSeny (smésny), miZe se
stat, Ze STR poskytne slaby soudni ditkaz nebo neposkytne relevantni
diikaz vibec.

Prikladem mikrosatelitu je dinukleotidova repetice CTCTCTCTCTCT,
ktera miiZe byt zkracené zapsana jako (CT),, nebo tetranukleotidova
repetice ACTCACTCACTCACTC, zapsana jako (ACTC),. Pro soucasnou
forenzni praxi byly vybrany takové mikrosatelity, jejichZ alely nejsou
natolik dlouhé, aby jejich typizace byla ohroZena u degradovanych vzor-
ki, maji vysokou troven heterozygozity, nejsou navzajem ve vazbé, cho-
vaji se zpusobné v multiplexu, maji nizkou Groveil zadrhavani neboli
stutteru (viz niZe) a nizkou frekvenci mutaci. Vybrané mikrosatelity
nejsou pfitomny v kédujici sekvenci a byly pro forenzni ticely vybrany
tak, aby nebyly ve vazbé s nemocemi, tedy aby kromé individualizac-
nich Gdaji neodhalovaly zaroveri i dalsi citlivé zdravotni informace. Fo-
renzni profilovani DNA tvofi do urc¢ité miry vyjimku z citlivych dat dle
pohledu Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) 2016/679 ze dne
27. dubna 2016 o ochrané fyzickych osob v souvislosti se zpracovanim
osobnich idajl a o volném pohybu téchto Gdajli a o zruseni smérnice
95/46/ES (Obecné nafizeni o ochrané osobnich tdajt), zkracené General

2 I kdyZ moZnosti lze jsou — de novo SNP, retrotranspozice a CNV, epigenetické rozdily,
rozdily v pfeskupeni VDJC subgenti u bunék imunitniho systému, nebo pfitomnost
virovych parazitd.
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Data Protection Regulation, GDPR. VétSina evropskych zemi ma speci-
ficky zadkon o kriminalistické databazi DNA, kde je nastaveno, jaké pro-
fily DNA do databéaze patii, jaké fenotypové osobni charakteristiky l1ze
testovat, kdy je povoleno vyhledavani pfibuznych v databazi (familial
search), jak se uchovavaji a skartuji profily DNA a jak se archivuji a nic¢i
vzorky DNA. V Ceské republice takovy specialni zakon nemame a vie
je fizeno pokyny policejniho prezidenta nebo obecnéjsimi zakony, ty-
kajicimi se DNA.

Existuji také mikrosatelity, které jsou pro forenzni ti¢ely méné vhod-
né, nebot:

1. vpfipadé nadorového onemocnéni nespliiuji podminku neménnosti
v prubéhu Zivota — dochazi u nich ke ztraté jedné z alel (ke ztraté he-
terozygozity, anglicky LOH, Loss of Heterozygosity) nebo ke zméné
alely zadrhavanim, tedy muta¢nim procesem spocivajicim v proklu-
zu polymerazy (viz niZe),

2. jsou ve vazbé s geny zodpovédnymi za dédi¢na onemocnéni,

3. generuji ve velké mife elektroforetické artefakty,

4. nejsou dostatecné variabilni.

Obecné se mikrosatelity kromé forenznich aplikaci a vazebnich stu-
dii pouzivaji pro studie evolu¢ni a konzervacéni (konzervace ve smyslu
uchovani genetického dédictvi). Jejich relativné vysoka mutacni rych-
lost v priibéhu evoluce ¢lovéka umoZziiuje testovanim populaci nalézt
informaci o substruktufe populace, genetickém driftu, popula¢nim
efektu hrdla lahve, o nejbliZ8§im spole¢ném predkovi nebo o moZnos-
tech zachrany vymirajiciho druhu.

Konkrétni formy mikrosatelitt, alely, se 1ii po¢tem opakovani za-
kladniho motivu. Genotyp, zapsany podle genetické nomenklatury
jako D5S818*7/8, D55818 7, 8, D5S818 7, 8, popisuje osobu, ktera zdédila
po svych rodi¢ich na lokusu D5S818 alelu o délce 7 repetic a alelu o délce
8 repetic. Z genotypu nelze poznat, ktera alela pochazi od otce, a ktera
od matky. Mikrosatelit se urcuje dle kédujiciho fetézce prvni sekvence
daného lokusu, umisténé do databaze GenBank. Prvni vyskyt opakova-
ného motivu pfi ¢teni zleva doprava se zapocitava jako prvni repetice.
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,D“ v nazvu mikrosatelitu odpovida DNA, 5 odpovidéa 5. chromozému,
S odpovida unikatni sekvenci v celém genomu a ¢islo 818 registraci seg-
mentu v International Genome Database (GDB), coZ odkazuje na poradi
na chromozomu, méfeno od centromery. Mikrosatelity, které se pouzi-
valy pfed zavedenim nomenklatury (29, 30), si zachovaly sv(ij ptivodni
nazev - napriklad THOI je mikrosatelit v intronové sekvenci genu pro
tyrosin hydroxylazu.

Nelplné repeti¢ni motivy, mikrovariantni alely neboli mikrova-
rianty, se nazyvaji dle po¢tu Uplnych repetic, nasledovanych teckou
a po¢tem nukleotidi netiplné repetice. Napiiklad THOI alela 9.3 ma
devét repetic AATG a jednu netiplnou repetici ATG (31). VySetieni Pro-
filu DNA pomoci PCR a kapilarni elektroforézy odhaluje jen délku re-
petice. Sekvenovani nebo analyza pomoci hmotnostni spektrometrie
(MALDI-TOFF) muiZze odhalit dalsi Giroven polymorfismu — konkrétni
nukleotidové sloZeni repetic pfi jejich stejném poctu (32).

Jak probiha vysetieni profilovanim DNA

Kazdy krok dikazniho fetézce je stejné dulezity, protoZe fetézec je tak
silny, jako je jeho nejslabsi ¢lanek (» obr. 1). Napfiklad atoky na dikazy
DNA ze strany obhajoby v americké soudni praxi jsou v sou¢asné dobé
cilené zejména na procesni zachazeni s dikazni poloZkou a doprova-
zejici dokumentaci, protoZe biologickou podstatu sily dikazti DNA
(za splnéni urcitych podminek) uz nikdo nezpochybiiuje.

Ziskani a skladovani vzorku

Kazda jaderna buiika obsahuje DNA, takZe jakykoliv biologicky mate-
rial na misté ¢inu je potencialnim zdrojem profilu DNA. Podle Locarda
kazdy kontakt zanechava stopu, takZe Sance nalézt na misté ¢inu bio-
logicky material pachatele nikdy neni nulova (» obr. 2).

Nejcastéji na misté zavazného trestného ¢inu ¢inu nachazime krev
(ve které jsou bilé krvinky s jadernou DNA) a sperma (kde je jaderna
DNA lokalizovana v hlavi¢ce spermii). Na mistech nenasilnych trest-
nych ¢ini se mnohdy musime spokojit s vlasy a chlupy (DNA ve fo-
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likulech), buiikami koZzniho nebo endotelového epitelu (které mohou
byt nalezeny v lupech, slinach, mo¢i, exkrementech, zvratcich), apo-
ptotickymi buinikami z potu nebo zrohovatélé ktZe (33). Srovnavaci
vzorek od podezielé osoby se ziskava bukalnim stérem nebo sbérem
slin s uvolnénymi burikami endotelu, radéji neZ invazivnim odbérem
periferni krve nebo stfihanim nehtd.

Vysoka citlivost analyzy DNA je dvojsecné zbrarii — nese s sebou real-
né riziko kontaminace stopy jinym zdrojem biologického materialu,
moznost sekundarniho i terciarniho pfenosu (34). Proto je nutné za-
chovat integritu mista ¢inu tim, Ze se kriminalisti¢ti technici chrani
jednorazovym celotélovym oblekem, navleky na obuv, dvojitymi ru-
kavicemi a rouskou, pro kaZdou ditkazni poloZku pouZivaji separatni
prodysny obal a méni svrchni rukavice po zajisténi kazdé dikazni po-
lozky?®. Jakékoliv dalsi pomulicky (pean, pinzeta, kopicko, ntizky, shérny

3 Pokud pfedpisové nepostupuji, mohou se dockat tiplného znehodnoceni diikazniho
potencialu stopy, jak se tomu stalo napiiklad v italském pfipadu, kde Amanda Knox a jeji
pritel Raffaele Sollecito byli obvinéni z vraZdy Meredith Kercher na zadkladé dvou dika-
zU: stopy Amandy na stfence noZe a stopy Raffaela na pfezce Meredithiny podprsenky.
Ukéazalo se, Ze si kriminalisticti technici neménili rukavice mezi jednotlivymi diikaznimi
polozkami, podprsenkovou prezku zajistili az po 46 dnech od vraZdy, a pfitom zajisténi
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kartacek, tamponek, lepici paska) jsou opét nejlépe jednorazové, ale
hlavné ovérené bez DNA a bez DNaz. DluZno podotknout, Ze steriliza-
ce sebere Zivot mikroorganismtim, ale nemusi zarucit nepfitomnost
lidské profilovatelné DNA, a proto je ve forenzni genetice sterilizace
nedostateénym dekontaminac¢nim opatfenim.

Duikazni polozky (stopy) je moZno vysus§it nebo zamrazit, ale ne-
smi byt vystaveny plisobeni vyssi teploty a vlhkosti, ktera podporuje
rust bakterii a plisni, které dokazi pfitomnou DNA spotfebovat (35).
P¥i nasledném ohledani polozky v laboratofi plati stejné pfisna krité-
ria —jednorazové pomucky a vylouceni moZnosti kontaminace fyzickou
separaci pretlakovych prePCR a podtlakovych post-PCR pracovnich
mist, fizenym pohybem osob, pomtcek a materialu, dekontaminaci
po zpracovani kazdého dtikazu (ultrafialovym zafenim, gama zafenim
(36, 37), etylenoxidem (38) nebo lépe mytim povrchti chlore¢nany nebo
fosforecnany), pouZitim $picek s filtrem nebo s jednorazovym pistem
pfi pipetovani. Dodavatelé jednorazovych pomtiicek musi vhodnost
pro forenzni analyzy dokumentovat (certifikatem ISO13485). Pro srov-
nani finanéni naroc¢nosti: certifikovany kartacek nestoji 18 centd, ale
2,7 EUR, ale nahanéni ,fantoma z Heilbronnu® - neexistujiciho zlo¢in-
ce s DNA profilem kontaminujici motacky vatovych tycinek — stalo
10 000 000 EURA*

u jinych diikazt postupovali podle standardniho opera¢niho protokolu (SOP). Amanda
i Raffaele byli po mnoha soudnich peripetiich omilostnéni v celém rozsahu obZaloby.

4 Profil DNA Zeny byl nalezen na 40 mistech trestnych ¢int v Rakousku, Francii a Né&-
mecku mezi lety 1993 a 2009. V Némecku byl profil nalezen na mistech ¢inu ve vSech
spolkovych zemich kromé Bavorska a vyskytoval se u tzv. kebabovych vrazd, vrazd
piistéhovalcli - majitelt stankt s rychlym obé&erstvenim (8 Turki a jeden Rek). Na zad-
ném misté ¢inu nebyl popisovan pohyb Zeny v dobé zlo¢inu. Mezi zavraZzdénymi byla
i policistka Michéle Kiesewetter, zabita v némeckém Heilbronnu 25.4.2007 (odtud jméno
Jfantéma").

V bfeznu 2009 byl stejny Zensky Profil DNA zajistén z téla uhotfelého muZe-Zadatele
o azyl ve Francii, coZ vedlo ke kone¢nému odhaleni, Ze fantém neexistuje, a Ze DNA byla
pfitomna na sterilnich bavlnénych sbérnych Stéteccich firmy Greiner Bio uZ z vyroby
(tyto Stétecky v Némecku neodebiralo jen Bavorsko). Jako vrazi Michéle Kiesewetter
a dalsich obéti kebabovych vrazd byli identifikovani 4.11.2011 po netispé$ném piepadeni
banky v Eisenachu ¢lenové neonacistické teroristické buriky.
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Jako kontrola Gcinnosti téchto opatfeni musi kaZdy set zpracova-
vanych vzorkl doprovazet blank — negativni kontrola. Negativnich
kontrol byva vice, pokud Ize jednoznacné odliSit procesni kroky jako po-
tencialni zdroje kontaminace (negativni kontrola okoli stopy na misté
¢inu, negativni kontrola DNA izolace, negativni kontrola michdni PCR
kvantifikac¢ni reakéni smési a PCR profilovaci reak¢éni smési). Jako dalsi
kontrola slouZi eliminac¢ni databaze — povinné zavedeni profilu DNA
vSech osob, které se pohybuji v nejuzsim kordonu - ,na dokychnuti® -
kolem dtikazniho materialu, a vSech osob prichazejicich do styku se
stopou v pribéhu transportu do laboratofe a analyzy. Pokud by piece
jen ke kontaminaci ze strany vysetifovateld doslo, srovnani profilu s da-
tabazi zastavi sledovani faleSné stopy. Nicméné veskeré kontroly Gcin-
nosti protikontaminacnich opatfeni maji jen ur¢itou pravdépodobnost
odhaleni kontaminac¢niho Sumu, proto musi byt opatieni systémova,
predchazejici vzniku kontaminacnich udalosti. Tato opatfeni je nejlé-
pe pfijimat na bazi osvédcenych mezinarodnich standard® (ISO13485
ve vyrobé, ISO17025 v laboratofi).

Jako soucast ,chain of custody”, privodniho listu vzorku, se ke kaz-
dé poloZce zaznamenava spolu s podpisem kdo, kdy a proc¢ s polozkou
zachazel.

Pred samotnou izolaci DNA je vhodné zjistit biologicky charakter
vzorku orientac¢ni zkouskou (screeningovym testem). Tento krok miize
byt dileZity naptiklad p¥i rozliseni krevni skvrny od jinych skvrn, roz-
liSeni inkriminujicich spermii od irelevantnich koZnich Supinek u zna-
mého obéti, obvinéného ze znasilnéni, nebo pomuZe odhalit snahu
o podstrceni stopy — preamplifikované DNA na misto ¢inu (39).

Plati, Ze kazda relevantni stopa na misté ¢inu se musi ziskat jako
potencialni diikazni material. Nicméné mnoZstvi stop k analyze DNA
velice rychle narazi na finané¢ni a logisticky strop, proto je nutno pro-
vést vybér jak pfi sbéru stop, tak pfi rozhodnuti, ze které stopy se ma
ziskat profil DNA. Tato ¢innost neni Giplné standardizovateln4, protoze
kaZdé misto €inu je jiné. Pokud p¥i ,domaci zabijac¢ce” bude pét set krev-
nich skvrn na podlaze a po sténach mistnostiz kuchyné az do druhého
patra, nebude nutno provadét pét set profilovani (z kazdé skvrny jedno).
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Je vysoce pravdépodobné, Ze takovy pripad se obejde tiplné bez dlikazt
DNA, protoZe by nic relevantniho nepfinesly.

Teorie ,nového* diikazu (propagovaného napiiklad Lausannskou
skolou) (40), pfichazi s trendem ,case preassessment”, rozvahy, kdy je
specifikovan pomeér cena : vykon, potencialni vysledek a jeho diikazni
sila pfed samotnym provedenim laboratorni metody (41). Vede to k ze-
fektivnéni a zlevnéni analyz. Pokud je pfedem jasné, Ze strana obhajoby
ma relevantni alternativni hypotézu, kdy pravdépodobnost dikazu
za hypotézy obZaloby je stejna jako pravdépodobnost dikazu za hy-
potézy obhajoby, je zbyte¢né poustét se do zdlouhavé a drahé analyzy.
Tento diikaz bude irelevantni.

Kriminalisticky technik prochazi vycvikem a pfi sbéru stop dodrzu-
je pozadavky na bezpec¢nost a zakonnost. Pfi tom vS§em na misté ¢inu
vykonava tvotivou praci, do urc¢ité miry podobnou praci inspektora,
proto se na jeho ¢innost v némeckych zemich aplikuje mezinarodni
inspeké¢ni standard (ISO17020). Pri sbéru stopy technik vybira tako-
vou stopu, kterd miiZe pfidat na misku vah viny/neviny, ktera vzbu-
zuje predpoklad, Ze poskytne profil DNA a umoZzni archivaci, a ktera je
vhodna s ohledem na pfedchozi sebrané stopy.

Izolace DNA

PrestoZe existuji specidlni polymerazy a PCR smési, které umoznuji
amplifikovat DNA ve vzorku bez ptedchozi extrakce DNA, standardné
se ptred profilovanim DNA v biologickém vzorku zbavime vSech slozek,
které nas nezajimaji — proteint, tuk, cukr(, metabolit{, soli, inhibitora
PCR. Prvnim krokem izolace je lyza bunék, pak enzymatické nastépe-
ni proteint proteindzou K a oddéleni DNA od zbytku obsahu bunék
a podkladového materidlu. Dnes uZ se prakticky nepouZiva klasicka
fenol-chloroformova extrakce ani Chelex, preference ma spise extrakce
na pevné vrstveé, pfevazneé na kiemicitanu ve formé paramagnetickych
Castic nebo filtra¢ni kolonky. Pouziti extrakéni metody muiiZe zaviset
na osobni laboratorni valida¢ni zkuSenosti, protoZe na vybér je toho
mnoho: FTA karta, alkalicka lyza, vychytavani triplexem. Pro urcité
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buriky a tkané je nutno postup modifikovat: jednotlivé buriky lze izo-
lovat zachytnou laserovou mikrodisekci nebo mikropinzetou (42), kost
je nutno nadrtit a dekalcifikovat v EDTA, k vlastim se pfidava dithio-
threitol pro rozbiti disulfidickych mustkd, spermie jsou rezistentnéjsi
nezZ posSevni epitelové buriiky, proto lze diferencialni extrakci rozlisit
muzskou a Zenskou frakci smési.

Zatimco nelze ovlivnit degradaci DNA na misté ¢inu pfed sebranim
stopy, lze ji zabranit spravnym balenim stopy (jednotlivé do prodysnych
papirovych sackill), udrzovanim pfi nizké teploté p¥i pfevozu do labora-
tofe a stabilizaci vzorku v laboratofi (pomoci pfidavku jako je RNAlater,
zamraZenim nebo Iyzou). Do velké miry se 1ze vyporadat s inhibici PCR
(odstranénim inhibitor® v priibéhu izolace DNA, pouZitim rezistentnéj-
§1 DNA polymerazy v priabéhu PCR) a vyhnout se kontaminaci v pribé-
hu vSech dalsich krokt zpracovani vzorku (pouzitim DNA-free plastd
a reagencii, dodrZzovanim protikontaminacnich a dekontaminaénich
opatfeni, jak je stanoveno v SOP, standardnim opera¢nim protokolu).

Po extrakci je DNA rozpusténa v deionizované vodé nebo v 10 mM
TrisCl (s pfidavkem EDTA do koncentrace 0,1 mM, aby neinterferovala
s funkci polymerazy). Dlouhodobé se DNA uchovava v (hluboko)za-
mrazeném stavu anebo se miize vysusit na FTA karté nebo po pfidavku
trehal6zy uchovavat na suchém tmavém misté pfi pokojové teploté (43).

Kvantifikace DNA

PCR pro profilovani DNA vyZaduje vstupni mnozstvi DNA v ur¢itém
rozmezi (vétSinou 0,1 ng aZ 1 ng na reakci): pokud je DNA méné mohou
alely pfitomné ve vzorku chybét ve vysledném elektroforetogramu
(dojde k alelickému nebo lokusovému drop-outu, viz niZe). Pokud je
DNA vice, dochéazi v PCR k preferenéni amplifikaci kratkych fragmen-
td a v elektroforéze k navySeni Sumu a pfeteceni fluorescence (over-
scale) nad hodnoty, kdy je mozny odecet délky alely a kvantifikace. Toto
preteCeni se maZe projevit i v jinych barevnych kanalech, neZ kde je
pritomna alela, jako prusak, bleedthrough. Proto je americkym DNA
poradnim organem (TWGDAM), anglickou zpravou Caddy report (44)
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i vyrobci typizacnich souprav doporu¢eno mérit pfed samotnou ana-
Iyzou mnoZstvi DNA.

Metody kvantifikace DNA se postupné vyvijely od takovych, které
méfi veSkerou DNA (spektrofotometrie, fluorimetrie), ptes ty, které méri
veskerou lidskou DNA (hybridizace s chemiluminiscenc¢né znacenou
sondou) aZ po ty dnesni, které pomoci qPCR méri mnozstvi amplifiko-
vatelné lidské DNA, nejlépe v multiplexu, kde je rozliSena délka ampli-
fikovatelné DNA, templat chromozomu X, templat autozomu a templat
mitochondrialni DNA. Pro vytvoreni kalibra¢ni k¥ivky se pouZiva refe-
ren¢ni DNA standard (45).

PCR - vytvoreni DNA fragmenti

Pokud mame zjisténou koncentraci DNA, pfidame do komerc¢ni PCR
reakce poZadované mnozstvi DNA, uzavieme zkumavky, pfeneseme
ve stojanku do postPCR arealu, vloZime do termocykléru a nechame
bézet teplotni cykly polymerazové fetézové reakce.

V druhé kapitole této knihy je popsan konkrétni postup pro typi-
zacni soupravu Investigator ESSplex SE QS Kit (Qiagen). Obecné vzdy
po prvotni aktivaci polymerazy denaturac¢ni teplotou nasleduji opa-
kované cykly denaturace/hybridizace primerl s templatem/extenze
primert (nékdy miize byt pro hybridizaci a extenzi jen jeden krok, jed-
na teplota) a pak finalni extenzni krok, kdy se ke vSem namnozenym
molekuldam DNA prida beztemplatovy adenin.

Typiza¢ni smés je multiplexni — obsahuje vétsi mnoZstvi primero-
vych part, kdy kazdy par umozni amplifikaci jedné cilové sekvence.
Kromé mikrosatelitovych lokusti jsou v kaZdé smési i primery pro spe-
cificky lokus v intronu genu pro amelogenin na gonozomech, ve kterém
se nachéazi délkovy polymorfismus nemikrosatelitového typu. Delece
u chromozému X rozliSuje muzské a Zzenské pohlavi. SloZeni firemniho
PCR koktejlu je natolik optimalizované, Ze neméa smysl pridavat dalsi
PCR enhancery.

Pouzité stojanky se musi dekontaminovat pfedtim, neZ jsou znovu
pouZity — neZ se navrati do pre-PCR arealu. Pipety nebo dalsi labora-
torni nastroje se z mistnosti do mistnosti nepfenaseji.
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Elektroforeticka separace - rozdéleni DNA fragmenti

K rozliSeni produkti PCR amplifikace, amplikont, se vyuZiva fluo-
rescen¢ni znaceni jednoho z primert1 v kaZ?dém primerovém paru a ka-
pilarni elektroforéza. Fluorescen¢ni znaceni mtiZe byt ¢tyfbarevné az
osmibarevné, zaleZi na moznostech detek¢nich kanaldi pfistroje pro
kapilarni elektroforézu, ktery dokaze jednotlivé fluorescencni barvy
opticky a softwarové rozlisit. Amplikony se spolu s vnitinim délkovym
standardem nanesou do denaturujiciho formamidu a elektrokinetickou
injekci vstupuji do kapilary, kde se od sebe elektroforeticky oddéluji.
Velikost naboje je tmérna délce fragmentu, protoze kazdy nukleotid
nese zaporné nabity zbytek kyseliny fosforecné. Obecné je mobilita
fragmentu dan4 jeho délkou, sekundarni strukturou, nabojem, teplotou
piiseparaci a je konstantni pfi definovanych podminkach (proud, napé-
ti, iontova sila, pH, viskozita, velikost péru elektroforetického média).
Fluorescen¢né zbarveny amplikon emituje svételny signdl pfi priachodu
mistem, kde chybi vnéjsi obal kapilary a kam je zaroveii namitren papr-
sek excita¢niho laseru. Spektralni charakteristika a intenzita signalu
je po pruchodu zafeni optickym hranolem a multiplikatorem méfena
CCD detektorem.

Identifikace piki

RozliSeni piku alely od Sumu a piku arteficialniho je provadéno pomoci
softwaru na zakladé pfedem definovanych parametra. Déje se vztaZe-
nim k validovanym hodnotam analytické a stochastické prahové hod-
noty a vzhledem ke kalibrac¢ni délkové kfivce, vytvofené na zakladé
detekce fluorescenc¢né zbarvenych standardd uvnitt kazdé zkumavky
avzhledem k signalu firemné dodavané smési amplikon, tzv. alelické-
ho Zebficku. V sou¢asné dobé probihaji snahy vyhnout se nastavovani
prahovych hodnot tim, Ze nechdme piky identifikovat umélou inteli-
genci (46). Rozeznany pik se pak pievede na nazev alely podle délky
amplikonu v parech bazi.
» Limit detekce (analyticka prahova hodnota) - signal nad limitem
detekce je redlnym signalem a ne Sumem; pocita se jako primeér
signalu Sumu plus tfi smérodatné odchylky;
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Limit kvantifikace (stochasticka prahova hodnota) - jediny signal
nad limitem kvantifikace na jednom lokusu je realny homozygot;
pocita se jako primér signalu Sumu plus deset smérodatnych od-
chylek;

Arteficialni piky mohou nabyvat podob oznacovanych jako stutter,
bleedthrough, minus A, dye blob, spike, drop-in. Arteficialni absence
piku je null allele nebo drop-out;

Zadrhlé alely (stutter) — artefakt ¢innosti polymerazy, kdy se ros-
touci fetézec na moment odpoji od svého templatového fetézce
anebo se templat vyduje a polymeraza nasedne posunuta o jednu
repetici (vyjimecné vice), obdobné, jako kdyZ preskoci fetéz na kole;
Preteceni signalu mezi kanaly (bleedthrough, pull up) - pii velkém
mnozstvi elektroforeticky separovaného amplifikatu signal v jed-
né fluorescencni barvé muaze byt pfecten jako signal v dal$ich fluo-
rescenc¢nich barvach;

Beztemplatova adenylace (minus A) — polymeraza pridava, v zavis-
losti na konci templatové sekvence, jesté jeden adenin, ktery nema
k sobé templatovy tymin. Komeréni soupravy podporuji tuto ade-
nylaci tak, aby k ni dochazelo vZdy (modifikaci 5’ konce primeru
a prodlouZenim finalni doby extenze v PCR programu). Pokud neni
dodrZen amplifika¢ni protokol (zejména zavérecna adenylacni faze -
30 min/60 °C) nebo jsou amplifikaty uloZeny po néjakou dobu v tep-
lotach pod bodem mrazu (napf. pfes noc), dojde k jevu zvanému
upadani adenosinu, coZ se projevi jako pfitomnost ,minus A" piku,
a to bud tzv. split-peak (rozdvojeny pik), nebo shoulder-peak (Sikmy
pik s pozvolnym nabéhem zleva);

Karika (dye blob) — fluorescené¢ni znacka uvolnéné ze znaceného
primeru je nabita a mtZe elektroforeticky putovat a napodobovat
realny pik; kanikkovy pik ma vsak Sirsi zakladnu;

Bodec (spike) - pfitomnost krystalu soli nebo jiné necistoty (nejcas-
téji mocoviny) pfi prichodu detekénim okénkem miiZe vést k od-
razu laserového paprsku, coZ zptsobi silny signal ve tvaru tzkého
piku ve vSech fluorescen¢nich barvach;

Vybrané metody forenzni genetiky



» Pik navic (drop-in) - signal pochazejici z druhého vzorku, projevu-
jici se ve vice lokusech (kontaminace) nebo signal z minoritni kon-
taminace, projevujici se tfeba jen na jednom lokuse;

» Nulova, ticha alela (null allele) — alela, ktera je pfitomna, ale neni
identifikovana nasim typiza¢nim systémem, kterému vadi mutace
v misté vazby 3’ konce primeru na templat. Nulovou alelu mtiZze
odhalit srovnani vysledk, dosazenych za pouZiti rozdilnych typi-
zacnich souprav anebo sekvenovanim oblasti, pokryvajici vazebna
mista primert. Napfiklad u nékterych starsich typizac¢nich souprav
(PowerPlex 16HS, PowerPlex ESI17, PowerPlex ESX17, Identifiler) je
relativné ¢asto pozorovan jev, kdy je v elektroforetogramu pfitomen
pouze signal pro chromozom X, ale pi'esto se jedna o muze, jak je
moZno oveérit testovanim Y haplotypu. Z toho diivodu maji novéjsi
soupravy (PowerPlex Fusion 6C Promega, 26plex Qiagen) v multi-
plexu navic i lokus na chromozomu Y;

» Drop-out - alelicky: alela, ktera je pfitomna, neni identifikovana pti
profilovani kvili degradaci DNA a stochastickym efekttim; lokuso-
vy: Zadna ze dvou alel heterozygotniho lokusu neni identifikovana
kvili degradaci DNA a stochastickym efektiim. Degradovana DNA
poskytuje charakteristicky profil s klesajicim signalem a vyskytem
drop-out smérem k vétsim délkam DNA fragmentt (ski slope, seSup,
sjezdovka).

Odecteni profilu DNA

Pokud je pfi nastaveni analytické a stochastické prahové hodnoty profil
vyhodnocen s jednou nebo dvéma alelami na vSech testovanych loku-
sech, jedna se o profil tiplny (» obr. 4).

Pokud na nékterych lokusech neni Zadny pik nebo jen jeden pik pod
stochastickym limitem, jedna se o profil netiplny.

Pokud u nejméné dvou lokust jsou nejméné tii piky, jedna se o profil
smiSeny (smésny). U smésnych profilli dvou osob miizeme nékdy rozli-
§it majoritni a minoritni slozku. Nékteré smésné profily jsou tak kom-
plikované (drop-in + drop-out + ski slope + Sum + inhibice), Ze analyza
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Obr. 3 Schématické znazornéni heterozygotnich pikt a artefaktd,
které se mohou pfi analyze stejného lokusu objevit

Legenda: A — dva vyvazené signaly na lokusu; B — dva vyvazené signaly na lokusu s vi-
ditelnymi nedoadenylovanymi piky; C — alelicky drop-out u delsi alely (extrémni ne-
vyvazeni pikt) nebo nulova alela; D - dva vyvazZené signaly na lokusu a kaiika; E - dva
vyvaZené signaly na lokusu a elektricky vyboj; F — dva nevyvaZené signaly na lokusu;
G - tfi vyvaZené signaly na lokusu: pfeteceni z jiné barvy, tfialelicky lokus, kontaminace,
smésny vzorek nebo drop-in; H - signal zadrhlého amplikonu u kratsi alely (zadrhly
amplikon u delsi alely je pfekryt signalem kratsi alely); I - lokusovy drop-out nebo ne-
gativni kontrola

ooy

neni mozZna (nebo je moZna jen s vy$sim stupném nejistoty, za pouziti
software /47/).

Interpretace

Interpretace je vyvozovani racionalnich a vyvazenych zavéra z pozo-
rovani, vysledkd testl a méfreni. Co to znamena v pfipadé profilovani
DNA (48)? Pokud jsme jiz jako vysledek genotypizacni analyzy ziskali
profil DNA, mizeme zodpovédét otazku, co nalezeni tohoto profilu zna-
mena v kontextu vySetfovani nebo soudniho procesu (28). Analyza DNA
ma oproti jinym forenznim dtkazim tu vyhodu, Ze vystup kapilarni

Vybrané metody forenzni genetiky
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Obr. 4 Uplny profil DNA

Legenda: Vzorovy uplny profil DNA, ziskany pouZitim typiza¢ni soupravy PowerPlex
ESI17 (upraveno pro zvySeni Citelnosti). Na ose x je uvedena délka DNA fragmentt v pa-
rech bazi, na ose y je uvedena vyse signalu v relativnich fluorescenénich jednotkéch;
modré, zelené, Cerné a Cervené popisky odpovidaji nazviim lokusu a konkrétnim alelam
na lokuse. Nemikrosatelitovy lokus pro gen amelogenin dava signal jen pro chromozém
X, takZe se jedna o Zenu.

elektroforézy — piky na elektroforetogramu - Ize celkem snadno pievést
do digitalni podoby, databazovat a podrobit inferen¢ni analyze.

Analyza DNA byla v devadesatych letech pouZita v nékolika medial-
né vyzivnych, vysokoprofilovych kriminalnich pfipadech, kde se ti nej-
lepsi pravnici snaZili jeji vysledky zpochybnit (viz pfipad O. J. Simpson
/49/). To vedlo k ,vychytani“ procesnich chyb profilovani DNA a etab-
lovani bayesovské skoly interpretace dikazu ve forenznim kontextu,
ktera je koherentni, nezkreslujici, logicka, ¢itelna a robustni. Co je pod-
statou tohoto zptisobu interpretace?

Kapitola 1: DNA ve srovnani s jinymi forenznimi markanty



V prvni fadé poznani vyplyvajici z hlubsich filozofickych nahled?, Ze
Uplné objektivita poznani a znaleckého zkoumani neni mozna. Subjek-
tivni, personalni (ale ne nedeterminovany, emoc¢né podloZeny nebo na-
hodny) pohled znalce miiZe byt vSak maximalné objektivizovan. Urcity
déj se bud stoprocentné stal nebo stoprocentné nestal. Ale do naseho
poznani o ¢inu v minulosti vstupuje nedokonaly lidsky faktor a s nim
nejistota, takZe stoprocentni pravdépodobnost je z principu nedosaZzi-
telnd. Kompetentni znalec vSak dokaze nejistotu svych zavéra pro kaz-
dy zkoumany pfiklad kvantifikovat. Pfiznanim nejistoty roste hodnota
znalce a hodnota znaleckého posudku - pfedstirani vievédoucnosti
je nespravny a nebezpecny postup. Vlivem televiznich serialt mohou
néktefi laici podléhat tzv. CSI (Crime Scene Investigation) efektu — za-
slepeni nezpochybnitelnou aurou znaleckého zkoumani, a zvlasté profi-
lovani DNA. Nicméné dikaz DNA se nikdy nesmi hodnotit osamocené,
ale vZdy spolec¢né s ostatnimi diikazy, a to ipravou apriorni pravdépo-
dobnosti na pravdépodobnost aposteriorni (jak bude ukazano nize).
Tim se eliminuje nebezpeci CSI efektu pfi nahodné shodé s profilem
v databazi, tj. pfi zdsahu naslepo, ,cold hit“. Neni nutno se obavat, Ze
nahodné shody bez souvislosti s pfipadem vyskakuji z databaze jako
kralici z klobouku. V ¢eském prostiedi je referovani shody stanoveno
pokynem policejniho prezidenta. Nicméné v zahranicni literatuie jsou
pripady falesného zasahu naslepo popsany (50).

Prvnim krokem analyzy je zardmovani pfipadu do kontextu daného
kriminalniho pfipadu. Do tohoto ,zardmovani“ pat#i uréeni apriorni
pravdépodobnosti viny obZalovaného (ikon provadény soudcem, ne
znalcem) a zjiSténi informaci, které zasadnim zptsobem ovliviiuji vy-
pocet sily diikazu. Vypocet sily diikazu je napfiklad ovliviiovan faktem,
zda biologicka stopa podezielého byla nalezena na misté ¢inu nebo sto-
pa obéti byla nalezena na obleceni podezielého. Stejné tak vypocet sily
diikazu ovliviiuji dalsi informace o pripadu. Do tohoto zardmovani vSak
nepatii znalost profilu DNA ze srovnavaciho vzorku Zalovaného - na-
opak, tuto informaci nesmi mit znalec pfed analyzou stopy z mista ¢inu
k dispozici, aby nevédomé nepodlehl ,pozorovatelskému” zkresleni pfi
vyhodnocovani jednotlivych piki elektroforetogramu.

Vybrané metody forenzni genetiky



Pak nasleduje formulace nejméné dvou hypotéz, o které pii soudu
jde — vétSinou se jedna o jednu hypotézu obZaloby a jednu hypotézu
obhajoby, ale obhajoba miiZe navrhnout vice hypotéz, které se pro tiCely
vazeni dikazu slouci do jedné. Hypotézy (tvrzeni, scénare, verze, vari-
anty, teze) mohou byt formulovany pro rtizné hierarchické arovné (51):
na nejnizsi arovni, na trovni zdroje stopy, se mizeme napfiklad ptat:
,Z koho pochazi tato krevni skvrna?*. Odpovidajici hypotézy na této
urovni jsou pak:

HI: krevni skvrna na misté ¢inu pochéazi z podezielého
H2: krevni skvrna na misté ¢inu pochazi z neznamé osoby

Jiné hypotézy (u jiného pfipadu) na stejné hierarchické irovni mohou

byt:

HIl: semeno pochéazi od podezielého muze

H2: semeno pochazi od neznamé osoby, kterd neni pfibuzna podezie-
lému

Na vys8i Girovni, na tirovni ¢innosti, kondni, odpovidame naptiklad
na otazku: ,soulozila sle¢na A s chlapcem B?“. Hypotézami na této Girov-
ni budou napftiklad:

HI: sle¢na A souloZila s nezletilym B, jak je popsano v obZalobé

H2: sle¢na A posledni mésic neméla pohlavni styk,

nebo u jiného pfipadu:

HI: doslo k pohlavnimu styku mezi panem B a sle¢nou C, jak popisuje
sle¢na C

H2: k pohlavnimu styku doslo mezi sle¢nou C a nezndmym muZem

5 Kvuli profilovani DNA se nékdy zavadi jesté ,sub-source level", irovei zdrojové ¢astice,
partikule, mrté, kdy nevime, o jakou tkan se jedna. Hypotézami pak muZe byt HI: profil
DNA ziskany ze smésného vzorku pochazi od pana Rambouska a pani Rambouskové;
H2: profil DNA ziskany ze smésného vzorku pochazi od nezndmého nepiibuzného muze
a pani Rambouskové.
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Tteti, nejvyssi hierarchicka urover, tiroveri prestoupeni zdkona, zodpo-

vida naptiklad na otazku: ,doslo ke znasilnéni?“. Hypotézami mohou

byt:

HI:  ksexualnimu styku doslo pfi zneuziti bezbrannosti obéti, po donu-
ceni nasilim nebo pohriizkou nasili nebo pohrtzkou jiné tézké Gjmy

H2: sexualni styk byl konsenzualni.

Neni tfeba vysvétlovat, Ze s pfestoupenim z irovné zdroje na irovné
vy$Si s sebou nese narlist potieby dalsich informaci (negenetickych,
vCetné pravnickych) a nartst poZzadavkl na znalce, coZ zplisobuje
zvySeni naroc¢nosti vypoctu a narlst nejistoty. Treti hierarchicka aro-
ven je uz hajemstvim soudu, ve kterém ani soudni znalec nema slovo.
Vhodnym prostiedkem pro zhodnoceni sily diikazu pak mohou byt ba-
yesovské sité (52), které kombinuji teorii grafti s bayesovym teorémem.
Bayesovské sité dokaZi zpracovat vSechny typy diikazti pro pravdépo-
dobnostni ohodnoceni kladné odpovédi na otazku, zdali se trestny ¢in
stal podle tvrzeni obZaloby, tak, Ze se dosadi dil¢i pravdépodobnosti
do uzla grafu, spojenych smérovymi hranami.

Pokud jsou jiz dvé hypotézy jasné stanoveny, tak samotné zhodno-
ceni sily dikazu se provadi pomoci vypoctu vérohodnostniho pomé-
ru, likelihood ratio, LR. Vérohodnostni pomér je zlomek, kdy v Citateli
je pravdépodobnost (pfesnéji vérohodnost) dikaznich profild DNA
za predpokladu, Ze plati hypotéza obZaloby a ve jmenovateli pravdé-
podobnost diikaznich profild DNA za pfedpokladu, Ze plati hypotéza
obhajoby. Vérohodnostni pomeér je jediné ¢islo, kterym se shrne veske-
ry vysledek analyzy DNA (nebo veskery vysledek jakéhokoliv jiného
znaleckého vySetieni) (53).

Pokud pouZijeme znaceni:

H hypotéza
E dutkaz (evidence)
I souhrn dal$ich (nevédeckych) dikazt
|  vertikalni ¢ara znazortujici podminku ,za pfedpokladu, Ze*, tak
R P(E|H1,1)
~ P(ElH2,1)
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Zde je nutno zdlraznit, Ze vysledkem znalcova zkoumani je pravdépo-
dobnost diikazu za predpokladu platnosti dvou rozdilnych hypotéz. Je
chybou, pokud znalec referuje nebo soudce po znalci vyZaduje prav-
dépodobnost hypotézy a ne pravdépodobnost diikazu. Tato chyba je
tak Castd, Ze ma dokonce nékolik nazva: ,transposing the conditional®,
zaména podminky (pfedpokladu) a vyvozeni (tvrzeni), klam obousmeér-
nosti nebo ,prosecutor’s fallacy®, klam Zalujici strany.

Pokud pravdépodobnost vyjadiime jako Sanci (napf¥iklad pokud
pravdépodobnost jedné ¢tvrtiny vyjadiime jako Sanci jedna ku tfem),
pak proces zavzeti znaleckého vysledku do rozhodovani soudu je po-
psan Sancovou formou Bayesova vzorce®:

Aposteriorni podil $anci = apriorni podil $anci x LR, formalné:

P(H1
P(H2

E1) _ P(H1]I) § P(E|H1,1)

E,1) P(H21)" P(E|H2,1)

Soudce stanovuje apriorni podil $anci, poméaha specifikovat hypotézu
obZaloby a obhajoby a stanovuje hrani¢ni hodnotu aposteriorniho podi-
lu Sanci, kdy padne verdikt: ,vinen®. ZkuSeny soudce mtZe vSechny tyto
procesy zvladat podvédomé, ale i takovému zkuSenému soudci pomuzZe,
pokud si tyto své podvédomé kroky pievede do racionalni trovné. Bude
se pak lépe moci vyhnout klamu pfi skladani mozaiky viny a neviny
v soudnim pfipadu.

Zpatky ke zminéné subjektivité: znalec musi odhalit (a byt schopen
zdGivodnit), jaky model (jaky souhrn pifedpokladi o platnosti urcitych
predpokladii pro popis pfirodnich déji) pouZil pro analyzu. Do mode-
lu m0Ze patfit podminka Hardy-Weinbergovy rovnovahy v populaci
versus subpopulac¢ni efekty, nepfitomnost vazby mezi markery versus
vazba a vazebna nerovnovaha, pouziti detekéniho a stochastického
prahu versus kontinualni rozeznavani pikt, zptisob vyporadani se s pii-

6 Zpétné prevedeni podilu Sanci na pravdépodobnost se provadi podle vzorce: pravdé-
podobnost = Sance/ (Sance +1).
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tomnosti nulovych alel a s pfitomnosti alel, které nejsou v databazi,
zapocteni plochy ¢i vysky piku nebo pravdépodobnosti drop-in/drop-
-out pfi analyze smési. PouZiti jiného modelu mtZe za urcitych pod-
minek vést k diametralné odliSnému vysledku - jiny znalec mtZe bez
poruseni zasad logiky a odbornosti dojit k vérohodnostnimu poméru,
lisicim se v rozsahu nékolika fadua. Pro svij vysledek by vSak znalec mél
provést citlivostni analyzu, kterd odhali podminky, pfi jejichZ poruseni
se model rozsype. Opét na soudci zistava rozhodnuti, zda zavéry jsou
natolik robustni, aby prahova hodnota pro verdikt viny byla dosaZena
za pouZiti jakéhokoliv modelu.

Nyni miZeme pfistoupit k uvedeni konkrétnich priklada vypoctu
na soudnich pfipadech:

Pripad I:

V pfipadé péstniho souboje konéiciho smrti jednoho z bojujicich byly
z péstnich kloubtli obéti analyzovany krevni Smouhy. Podafilo se zis-
kat uplny profil DNA. Byl vytipovan europoidni podezfely na zakladé
svédectvi ¢iSnika z restaurace o tom, ktefi dva muZi se pohadali, a dle
jeho zlomeného nosu. Profil DNA podezielého se shoduje s profilem
DNA, zajisténym na obéti. Podezrely tvrdi, Ze v inkriminovanou dobu
v restauraci nebyl a uz viibec se s nikym nepral. Jaky je vérohodnostni
pomeér?

Hl: DNA pochazi od podezielého

H2: DNA pochéazi od neznamého neptibuzného muze

P(EIHL,I) nabyva konkrétni hodnoty pravdépodobnosti profilu DNA
na misté ¢inu za pfedpokladu, Ze DNA pochazi od podezielého. Pokud
by podeziely byl vrahem, tak by pravdépodobnost shody jeho profilu
a profilu na misté ¢inu byla rovna jedné, P(EIHLI) =17

P(EIH2,I) nabyva konkrétni hodnoty pravdépodobnosti profilu DNA
na misté ¢inu za predpokladu, Ze DNA nepochazi od podezielého a pfi-
tom podeziely ma stejny profil DNA. Pokud profil DNA od podezielého
nepochazi, tak profil DNA na misté ¢inu a profil DNA podezielého jsou

7 Zde pomijim moznost chyby.
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na sobé nezavislé. Profil DNA na misté ¢inu zavisi pak jen na frekvenci
tohoto profilu v populaci. O jakou populaci se jedna? Neni to populace/
etnikum podezi‘elého, ale populace, ze které by pochazel vrah, kdyby
jim nebyl nas podezrely. V pfipadé, jako je tento, by $lo o europoidni
populaci. P(EIH2,I) =f,

LR:l.

S
Slovni vyjadreni: Dikazy jsou 1/f krat pravdépodobné;jsi, pokud plati
hypotéza obZaloby, neZ pokud plati hypotéza obhajoby.

Priklad 2:
V pfipadé znasilnéni a vrazdy byly zpod nehtli Zenské obéti (z hypo-
nychia) ziskany buriky s muzskym profilem DNA. VySetfovatelé nemaji
zadné indicie, pomoci kterych by si vytipovali podezielého. Po zaslani
profilu DNA k porovnani do kriminalistické DNA databaze byla nale-
zena osoba se shodnym profilem DNA. Tato osoba tvrdi, Ze se na misté
nevyskytovala. Jaky je vérohodnostni pomér?
Pokud
Hl zdroj profilu DNA z hyponychia ma profil DNA v databazi
H2 zdroj profilu DNA z hyponychia nema profil DNA v databazi
P(H]) je n/N (apriorni pravdépodobnost, Ze ndhodna osoba z populace
ma svij profil DNA v databazi, je rovna podilu velikosti databaze a ve-
likosti populace)
n je pocet osob v databazi
N je pocet osob v populaci
f frekvence vyskytu profilu DNA v dané populaci, pak
LR =(1+ n-l Jl (54)

N A

—n

a

1

P(H1|data) = W
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- 1
" —krat pravdépodobné;jsi,

N-n
pokud plati hypotéza obZaloby, neZ pokud plati hypotéza obhajoby.

Slovni vyjadfeni: Diikazy jsou (1 +

Priklad 3:

Pri vySetfeni otcovstvi mame k dispozici bukalni stér matky, ditéte
a mozného otce. Ze spisu je zfejmé, Ze nékdo z Gcastnikd sporu lze:
matka ditéte tvrdi, Ze v dobé rozhodné souloZila jen s Zalovanym, Za-
lovany tvrdi, Ze matku ditéte nezna a nikdy s ni pohlavni styk nemél.
Hl Zalovany je otcem ditéte

H2 neznamy nepfibuzny muZ je otcem ditéte

Apriorni pravdépodobnost otcovstvi v takovém pfipadé mutZe byt
nastavena tak, jako bychom o pfipadu neméli Zddnou znalost: jako
padesatiprocentni. Pokud pomineme moZnost nulovych alel, mutaci
a subpopulacnich efektli (55), pak je LR (u vySetieni zvané také jako
index paternity, anglicky paternity index, PI) pro jednotlivé kombinace
genotypll matky, ditéte a naf¢eného rovno (» tab. 1).

Dil¢i indexy paternity pro jednotlivé lokusy se nasobi pro ziskani cel-
kového indexu paternity.

Slovni vyjadreni: dikazy DNA jsou PI krat pravdépodobnéjsi za ptred-
pokladu, Ze Zalovany je otcem ditéte, neZ Ze nékdo jiny je otcem ditéte.
U vySetfeni otcovstvi se vZilo uvadéni pravdépodobnosti otcovstvi
v posudku. Musim pfipomenout, Ze vypocet pravdépodobnosti ot-
covstvi by mél znalec provadét se znalosti apriorni pravdépodobnosti
otcovstvi, ur¢ené soudem. Pokud v usneseni tato apriorni pravdépo-
dobnost otcovstvi neni stanovena, mél by znalec provést vypocet nejen
pro hodnotu apriorni pravdépodobnosti rovnou 50 %,? ale i pro dalsi
apriorni pravdépodobnosti otcovstvi, ze kterych si soud miiZe dle vlast-
niho uvaZeni vybrat.

8 To se pak vzorec pro aposteriorni pravdépodobnost otcovstvi zjednodusi na
_ LR
LR+1’
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Tab. 1: Hodnoty PI pro kombinace profild DNA matky, ditéte
a Zalovaného

Matka Dité Zalovany PI
1
AA AA AA —
Py
1
AA AA AB P
2p,
1
AA AB AB P
2py
1
AA AB BC
2py
1
AB AA AA —
Py
1
AB AA AB P
2p,
1
AB AA AC
2p,
1
AB AB AA
Pyt P
1
AB AB AB
PitPs
AB AB AC !
2p, +Ps)
1
BB AB AA —
Py
1
BC AB AA —
Py
1
BC AB AB
2p,
1
BC AB AC P
2p,
1
BD AB AC
2p,
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Dalsi pfiklady vypoctu vérohodnostniho poméru zde uvadét nebudu,
zalezi na poctu prispévatelli do smési, poctu znamych prispévatelt
do smési a pouzitém modelu analyzy), by si vyzadala dedikovanou pu-
blikaci (vice napfiklad na strance http://www.isfg.org/Software).

Stejné tak nebudu uvadét zptisoby uvadéni vysledkt pomoci prav-
dépodobnosti vylouceni nebo pravdépodobnosti ndhodné shody - tyto
zpusoby vyjadfeni jsou v urcitych pfipadech iplné nevhodné a v jinych
pripadech méné vhodné, neZ vyjadieni pomoci LR a jako takové by mély
byt kanalizovany do propadlisté déjin.

Tuto ¢ast Gvodni kapitoly, ktera zkracené popisuje vSechny hlav-
ni kroky procesu analyzy DNA, zavrsim opétovnou zminkou o kont-
role kvality vySetieni. Spatné provedené nebo $patné vyhodnocené
profilovani DNA muZe vést k justiénimu omylu. Dikazy DNA byvaji
opravnéné povazovany za diikazy stézejni. Chyba se v§ak muliZe stat
v kazdém kroku analyzy a jen pfisné dodrZovani nejlepsi laboratorni
praxe miZe vést k minimalizaci chyb. 100% jistota je principialné nedo-
sazitelna, i pokud se jedna o vylouceni moZnosti chyby. Kontrola kva-
lity musi byt provedena nezavisle, nestranné, pravidelné, standardné
a systematicky - podle mezinarodnich norem. Na forenzné genetickou
laboratof se vztahuje norma CSN EN ISO IEC 17025 Posuzovani sho-
dy - VSeobecné poZadavky na zpusobilost zkuSebnich a kalibra¢nich
laboratofi - a vSechny evropské forenzné genetické laboratofe musely
pro tuto normu ziskat akreditaci do roku 2013. D4 se Fict, Ze udéleni
akreditace ma zarudit, Ze vySetfeni forenzné genetického vzorku ne-
stranné provadi proskolend a interné i externé kontrolovana osoba dle
standardniho opera¢niho protokolu, ve vhodné laboratofi, za pouZiti
kalibrovanych pfistroji a validovanych metod; vysledky interpretuje
dle odbornych doporuceni a jakoukoliv neshodu (odchylku od normy,
od interni fizené dokumentace nebo od o¢ekivani klienta) zkouma tak,
aby byla nalezena pfic¢ina neshody, aby doslo k napravé a byly podnik-
nuty preventivni opatfeni.
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Co Ize oc¢ekavat v budoucnosti?

Testovani mikrosatelitt zlistane po nékolik nasledujicich let jako za-

kladni profilovaci vySetfeni v DNA oblasti s ohledem na kompatibilitu

s existujicimi databazemi, pfestoZe se ve stale vétsi mife bude pouZivat
pro ziskani STR dat masivné paralelni sekvenovani. Pro specifické pfi-
pady, jako je identifikace obéti hromadnych nestésti nebo genetickou
fenotypizaci, se budou ve vyssi mife vyuZzivat vysokoobratkové metody,
odhalujici SNP.

Ohledné dalsi predikce vyvoje profilovani DNA ve forenznim kon-

textu je ve hie nékolik faktora:

>

Prekotny vyvoj metod genotypizace smérem ke zmenseni reakéniho
objemu a automatizaci celého procesu,

Metody umélé inteligence, které jako expertni systém zautomatizuji
odecitaci a interpretacni fazi vySetfeni,

Vyvoj metod zamérenych na fenotypové znaky (zmény v genové ex-
presi a epigenetické zmény, které nejsou zptsobeny zménou nukleo-
tidové sekvence DNA),

SniZovani ceny masivné paralelniho sekvenovani a jeho aplikova-
telnost na smiSené, degradované vzorky s malym mnoZstvim tem-
platu, stejné jako jeho aplikovatelnost na ur¢ovani pfibuznosti, kde
je benefitem informace o (mikro)haplotypech,

Zrychleni vySetfeni (56), provedeni vySetieni na misté ¢inu, ,point of
crime testing® jako obdoba podobného trendu v mediciné, vySetieni
u lazka, ,point of care testing”,

Ochrana soukromi versus moZnosti ,vycist“ z DNA i fenotypové
informace,

Standardizace dle mezinarodnich norem, v€etné porovnatelnosti
zaznamu v databazich,

Spoluprace se soudy na prijeti bayesovského pfistupu jako univer-
zalniho nastroje pro hodnoceni dtkazi.

Ocividné se jedna o problematiku, pfesahujici ramec této publikace.
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Co lze oéekavat v této knize?

Tato kniha si neklade za cil byt vS§eobjimajicim slabikafem forenzné
genetickych metod na Girovni state of the art v dobé svého sepsani. Ci-
lené vybira jen nékolik ovéfenych metod (a ovéfenych autort kapitol),
tykajicich se, jmenovité:

» Sestaveni mikrosatelitového profilu DNA u lidj,

Identifikace druhti zvirat,

Masivné paralelniho sekvenovani mitochondrialni DNA,
Epigenetického uréovani véku pomoci pyrosekvenovani,

vV v vy

Epigenetického uréovani véku pomoci masivné paralelniho sekve-
novani.

Pokud pomuZe zac¢inajici forenzni geneticce (zac¢inajicimu forenznimu
genetikovi) vyhnout se zacate¢nickym chybam nebo, dokonce, pokud
u nich vzbudi zajem o moznosti posunout moznosti forenzni genetiky
dal§im vyzkumem podle rozsifeného olympijského hesla Citius, Altius,
Fortius — Communiter, budou autofi vrnét blahem.

Podékovani

Kapitola byla vypracovana za pfispéni grantovych projektt
V120202022123, LM2018133, LM2018125, LM2018132,
CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000868, CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_026/0008448,
EF16_013/0001674, LX22NPO5102, IGA LF UP 2022_012.
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Kapitola 2:

Sestaveni profilid DNA
analyzou STR lokusU —
jejich vyuziti pro identifikaci
osob nebo urcovani
pfibuzenskych vztahu

Tomas Pexa'3, Jifi Drabek?34

!Aeskulab, k.s., Brno
2Ustav molekularni a translaéni mediciny,

Lékatska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci, Olomouc
3Ceskoslovenska spole¢nost pro forenzni genetikuy, z.s., Olomouc
44BIN, Olomouc

Uvod

Analyza vysoce polymorfnich oblasti genomové DNA obsahujicich
useky kratkych tandemovych repetici (STR, Short Tandem Repeats,
mikrosatelity) patii dnes ke stéZejnim metodickym postuptm forenz-
ni genetiky. Jde nejcastéji o tetranukleotidové repetitivni sekvence,
pficem?Z jednotlivé varianty/alely se li§i po¢tem opakovani zakladniho
motivu a tim také celkovou délkou (57). Pravé tohoto faktu vyuZiva
analyza zaloZena na amplifikaci STR Giseku a nasledném odliSeni dél-
kovych variant elektroforézou. Oproti tomu analyza zaloZena na sek-
venovani (dnes pievaZné jiz na masivné paralelnim sekvenovani) odhali
idalsi Groven rozdilnosti — mikrovarianty, kdy se alely nelisi délkou, ale
nukleotidovou zménou v konkrétni jednotce repetice. Nejcastéji vyuzi-
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vanymi jsou STR oblasti umisténé na autozomalnich chromozémech,
aleianalyza STR oblasti na pohlavnich chromozémech mé své misto.
Analyza STR na chromozomu Y, STR-Y, se pouziva pfi urc¢ovani otcovstvi
pfinedostupném nairceném a pfi jinych netiplnych rodokmenech, kdy
1ze sledovat nepferusenou linii po meci. Své nezastupitelné misto ma
pri analyze smési muzského a Zenského materialu (typicky po znasil-
néni), kdy umozni provést virtualné diferencialni extrakci tak, Ze signal
dava jen muZ (58). Analyza STR na chromozomu X, STR-X, se pouZiva pfi
vySetfeni pfibuznosti v rodokmenech s Zenskou linii a v rodokmenech,
kdy se v generacich stfida muz a Zena (59). MliZe slouZit i k rozpoznani
Klineferterova syndromu (60).

Cilem analyzy STR je sestaveni genetického profilu nebo profilu
DNA, ktery je charakteristicky pro kazdého jednotlivce. Pti pouZiti
v soucCasné dobé standardniho poc¢tu testovanych STR oblasti (>15 lo-
kusil) a nasledném porovnani sestavenych profilt DNA pak nenajdeme
dva jedince s identickym DNA profilem, pokud se nejedné o jednova-
jecna dvojcata. V praxi se vSak mliZeme setkat se situacemi, kdy pocet
vySetfenych lokust je z dlivodu degradace DNA niZsi neZ standard
nebo kdy je stopa smiSena, takZe sila dikazu DNA nemusi byt dosta-
te€na pro jednoznacnou identifikaci. Stejné tak je vzdy nutné myslet
na pozici v hierarchii dikazt — zdali se otazka soudu tyka pritomnosti
biologického materialu urcité osoby na misté ¢inu, zdali se tyka kon-
krétni ¢innosti pachatele v priibéhu pachani trestného ¢inu nebo az
té nejvyssi hierarchické irovné, trovné prekroceni zdkona. Proto je
vzdy nutné silu diikazu kvantifikovat bayesovskym zptisobem, pomoci
vérohodnostniho poméru pro konkrétni srovnavané hypotézy/scénare
(obZaloby a obhajoby). Bylo by chybou (a projevem CSI efektu) pfijmout
premisu, Ze DNA shoda znamend jednoznac¢né usvédceni ze zloc¢inu.

Vypocet vérohodnostniho poméru je univerzalni pfistup hodnoceni
diikazu DNA, vyuzitelny jak pro individualni identifikaci osob, tak pro
urcovani biologické pfibuznosti osob (48, 61). Je natolik univerzalnim,
Ze muze byt pouZit pro vSechna znaleckd hodnoceni (53, 62).
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Pribuzenska analyza

Nejcastéjsi pfibuzenskou analyzou jsou testy otcovstvi (paternitni tes-
ty), kdy ve vétSiné pripada testujeme matku, dité a potencialniho otce.
Cili nejéasté&jsi srovnavané hypotézy jsou, Ze biologickym otcem ditéte
je konkrétni testovany muz nebo neznamy nepiibuzny muz z populace.
Existuje ale nespocet dal$ich variaci paternitnich testli ve chvili, kdy
vzorek potencialniho otce neni dostupny, ale jsou dostupné vzorky pfi-
nejmensim jednoho jeho biologicky pfibuzného.

Maternitni testy pfichazeji v ivahu predevsim v p¥ipadech nale-
zU téla novorozence, kterého se Zena po utajovaném porodu zbavi.
Testovani rodi¢ovstvi viiéi nalezenému novorozenci se nékdy nazyva
reverzni. Paternitni, maternitni i $ir$i pfibuzenské testy se vyuZivaji
také v pripadech identifikaci neznamych tél, pokud neni k dispozici
informace nebo material pro pfimé porovnani (8).

Pfima identifikace

Prima identifikace neznamého téla se provadi pfimym porovnanim
dvou profilt DNA, jednim sestavenym z biologického materialu odebra-
ného z téla a druhym sestavenym ze srovnavaciho materialu. Obdob-
né identifikace pachatele se provadi porovnanim profili sestavenym
ze stop biologického plivodu s profilem ze srovnavaciho materialu.

Tato kapitola se zabyva postupem analyzy STR, vedoucim k sesta-
veni profilu DNA. V sou¢asnosti existuje zna¢né mnozstvi komer¢né
dostupnych kit pro analyzu STR oblasti, pfevazné od tf¥i hlavnich vy-
robcli — Applied Biosystems, Promega a Qiagen. Kity se li§i zastoupenim
STR oblasti, délkou amplikont, pouzitim fluorescencnich znacek, po-
stupem vlastni analyzy. Ve vSech ptipadech jsou k dispozici podrobné
manudly vyrobce ke kazdému dodavanému kitu; s jejich pouZitim je
moZné analyzu GspéSné provést.

V naSem piipadé projdeme postup analyzy na pfikladu kitu Investi-
gator ESSplex SE QS Kit firmy Qiagen. Analyzujeme celkem 17 STR ob-
lasti, z toho 16 na autozomalnich chromozémech a gen pro amelogenin
pro identifikaci biologického pohlavi. Analyza probiha ve dvou zaklad-
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nich krocich - amplifikace a nasledné fragmentacni analyza. Soucasti
PCR reakce je u tohoto kitu také systém vnit¥nich kontrol kvality ampli-
fikace, ktery umoziiuje v pripadé netispésné amplifikace pfimo odhalit
pravdépodobny diivod netspéchu.

Pristroje, reagencie, software
Pristroje

NanoDrop One (ThermoFisher)

Laminarni box Biohazard Faster BH-EN 2004-S (Faster)
Centrifuga Hettich Universal 32R (Hettich)

PCR Box ESCO PCR Cabinet (ESCO)

Suchy blok Dry Bath Incubator (Major Science)
Termocyklér Biometra TRIO (Jena analytik)

3100 Avant Genetic Analyzer (ABI)

Reagencie

Hi-Di Formamide (4311320, ThermoFisher)

10x pufr s EDTA (402824, Applied Biosystems)

POP-7 polymer pro 3100 (4363785, Applied Biosystems)®
Matrix Standard BT5 multi-cap (386125, Qiagen)

DNA Size Standard 550 (BTO) (386015, Qiagen)
Investigator ESSplex SE QS Kit (381575, Qiagen)

Verze software

DataCollection, version 2.0
GeneMapper ID, version 3.2.1
Familias, version 3.3

9 POP-7 je sice univerzalnéjsi, ale pro fragmentacni analyzu se ve vétsi mife pouziva
POP-4 s krat$i (36 cm) kapilarou.
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Protokol

Procesni diagram

v

Nejcastéjsim zdrojem DNA pro analyzu pfibuzenskych vztaht nebo
jako srovnavaci material pfiidentifikaci nezndmého téla je stér z bukal-
ni sliznice. V praxi se dale pouZivaji rlizné typy tkani zajisténé p¥i pitvé
neznamého téla, pfipadné biologické stopy zajisténé Policii CR (63).
Izolace DNA z rliznych typt biologického materialu a stop biologic-
kého ptvodu, s pouzitim raznych postupti a jejich variaci, je pro roz-
sah této kapitoly pfili§ obsahlé téma. Za vstupni material pro analyzu
STR oblasti a sestaveni profilu DNA proto povaZujme izolovanou DNA
se stanovenou koncentraci. Méfeni koncentrace DNA se standardné
provadi pomoci gPCR s fluorescenénim méfrenim v realném case, ale
jako rychly odhad mutZe slouZit spektrofotometrie na NanoDrop One.
V pfipadé podezieni na degradaci DNA miizeme nasadit kontrolni elek-
troforézu, kde se degradace DNA projevi jako Smouha (smear).

‘ Izolace DNA Kontrola izolace Redéni/zakoncentrovani DNA
30 min - 2 hod 15 min 20 min
Pfiprava denaturacni smési a

denaturace amplifikatu Amplifikace Priprava multiplexové PCR
(amplikonu) 1,5 hod 20 min

20 min
l ( ctmtteri b g o 22 )
Fragmentacni analyza Odecet a vyhodnoceni vysledku Stahas ?:tl: "::::: ant
45 min 30 min - 2 hod P
1 hod
-

Obr. 5 Procesni kroky pfi profilovani DNA

Multiplexova PCR

Izolace DNA a stanoveni mnoZstvi izolované DNA pomoci qPCR (64)
nebude zde popsana. Vychazime z bodu, kdy nadm kvantifikace DNA
pomoci gPCR pfinesla informaci o mnozstvi DNA, (ne)pfitomnosti inhi-
bitor(, pfitomnosti muzské DNA a zhodnoceni degradace DNA pomoci
pomeéru dlouhych a kratkych amplikond, popfipadé pomoci poméru
signalu jednokopiovych a vicekopiovych cilovych sekvenci.
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Redéni DNA

Optimalni koncentrace templatové DNA je dana manuéalem vyrobce;
u nasi typizaéni soupravy je stanovena na hodnotu 0,1 ng/pl. Citlivost
multiplexové PCR reakce vSak umoZnuje Gispé3né analyzovat DNA
o koncentraci o jeden fad nizsi. P¥i vyssi koncentraci je mozné DNA
jednoduse fedit s pouzitim vody pro PCR. V piipadé pfilis nizké kon-
centrace je mozné vyuzit rtizné postupy pro zakoncentrovani izolatu.
Prijatelnych vysledki miZeme dosdhnout jednoduchym pouzitim
centrifugacnich filtra Ultracel YM-100 (Microcon) anebo lépe pouzi-
tim vakuové odparky, pfipadné lyofilizatoru. Podminkou je mit Cisté
izolaty DNA bez inhibitortl (nesmi se pro izolaci pouZit metody jako je
QuickExtract, Chelex).

Priprava multiplexové PCR

PCR reakci provadime v jednotlivych 0,2 mL mikrozkumavkach (mtZze-
me pouZzit také prouZky - stripy nebo 96jamkové PCR desticky), které
pripravime pro kone¢ny pocet reakci, podle poc¢tu testovanych vzorka
vcetné pozitivni kontroly, negativni kontroly.

Po rozmraZeni reagencii pfipravime premix pro potfebny pocet
vzorki, véetné kontrol. Oproti firemnimu manualu je moZné podle nasi
zkuSenosti provadét PCR v polovi¢nim objemu (» tab. 2). Tento postup je
vSak nutné validovat. Pokud chceme zapocitat ztraty pfirozpipetovani,
je moZno pouzit tzv. ,bulharskou konstantu®, v tomto pfipadé nasobitel
o velikosti 1,17 pro kazdou polozku reakéni smési.

Tab. 2: Objemy premix®i v mikrolitrech (ul) pro rtizné pocty reakci

Pocet

zkumavek

Nuclease
free water 5) 15 20 25 30 35 40 45 50
(H,0 pro PCR)
Fast reaction
Mix 2.0

Primer Mix 1,25 3,75 50 6,25 75 8,75 | 10,0 11,25 | 12,5

B¥5 11,25 | 15,0 18,75 | 22,5 26,25 | 300 | 33,75 | 37,5
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Premix rozpipetujeme do pfipravenych 0,2mL zkumavek po 10 pl.
Do kazdé zkumavky s premixem piidame 2,5 pl testované DNA (0,25 aZ
0,5 ng DNA), pozitivni kontroly (kontrolni DNA o koncentraci 0,1 ng/ul
je soucésti kitu) a negativni kontroly (NTC, H,0 pro PCR). KaZda reakce
obsahuje 12,5 ul reakéni smési, véetné DNA. V pfipadé nizké koncentrace
izolované DNA muZeme vyuZit celou kapacitu reakce pridanim az 75 ul
izolatu (misto vody). S timto je ale t¥eba pocitat uz pfi pfipravé premixu.

VSechny zkumavky dikladné promichdme na vortexu a umistime
do termocykléru. Utdhneme vyhfivané viko (u jinych cyklért viko do-
lehne automaticky) a spustime pfislusny program (» tab. 3).

Tab. 3: Amplifika¢ni program ESSplex SE QS

PCR cyklus Teplota Cas Cykly
Denaturace 98°C 30s

Annealing (hybridizace) 64°C 55s 3 cykly
Extenze 72°C 5s

Denaturace 96°C 10s

Annealing 61°C 55s 27 cykll
Extenze 72°C 5s

Finalni extenze 68°C 2 min.

Finalni extenze 60°C 2 min.

Chlazeni 10°C 0

Délka trvani PCR reakce zavisi na parametrech pouZitého termocykléru
(na rychlosti zmény teploty) a na pfipadnych modifikacich programu.
V pfipadé pouziti termocykléru Biometra TRIO a pfi dodrZeni progra-
mu doporuc¢eného manualem je to 60 minut.

Amplifikaty je moZné do fragmentacni analyzy kratkodobé uchova-
vat v lednici p#i 6 °C aZ 8°C (maximalné 3 dny). Pokud je nutna dlouho-
dobéjsi archivace pfi-18°C az —-20 °C, musime se pfipravit na moznost
odpadavani adeninu (minus A piky).
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Fragmentacni analyza
Denaturace amplifikatu

1. Vyjmeme z mraznic¢ky Hi-Di™ Formamide, alelicky Zebtik (Allelic
ladder ESSplex SE QS, je soucast kitu) a DNA size standard 550 (BTO)
(je soucast kitu, ale pfi amplifikaci v polovi¢nim objemu je nutné do-
koupit zvlast), nechame rozmrznout pfilaboratorni teploté. Lehce
vortexujeme a kratce stoCime pi'ed otevienim zkumavek.

2. Pripravime denaturacni roztok pro potiebny pocet amplifika-
t +1 (Allelic Ladder) (» tab. 4). Pfi po¢tu vzorka bliZzicim se naplnéni
96jamkové desticky pouZijeme vice Zebiiku.

Tab. 4: Objemy denaturac¢niho roztoku v mikrolitech (ul) pro rizné

pocty vzorkl
Poéet vzorku 1 4 5 6 7 8 9 10
DNA size standard 550 (BTO) 0,5 2 2,5 3 3.5 4 4,5 5
Hi-Di™ Formamide 12 48 60 72 84 96 108 | 120

3. Denaturacni roztok rozpipetujeme do oznacenych 0,2 mL mikro-
zkumavek (alternativné do stripi nebo 96jamkové PCR desticky)

4. Pridame 1pl amplifikatu —kaZda reakce obsahuje 12,5 pl denaturac-
niho premixu +1pl amplifikatu (nebo alelického Zebfiku AL)

5. Provedeme denaturaci pfi 95°C/3 min. v suchém bloku (alterna-
tivné v termocykléru), nasledné ochladime v chladicim stojanku
0°C/>3min

Kapilarni elektroforéza

Pred prvni analyzou amplifikatd kitu Investigator ESSplex SE QS
na pfistroji Avant 3100 Genetic Analyzer je nutné provést spektralni
kalibraci s pouZitim matrice Matrix Standard BT5 multi-cap (Qiagen).
Spravny postup pro spektralni kalibraci najdeme v technickém manua-
lu k pfistroji. Dale potiebujeme provést instalaci soubort obsahujicich
DNA Size Standard, panel, biny pro identifikaci alel - soubory poskytne
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dodavatel kitu a aplikaéni specialista firmy ochotné pomuiZe s instalaci
a nastavenim analyzatoru.

V nabidce Modul Manager sestavime Run Modul, ktery urcuje pa-
rametry elektroforézy (mimo jiné podle délky pouZzité kapilary a typu
polymeru).

V nabidce Protokol Manager kombinujeme zvoleny Run Modul
a pfislusny Dye Set obsahujici pfislusnou barevnou matrici (Matrix
Standard). Tim vytvofime Instrument Protokol.

VySe uvedené kroky provedeme pouze jednou a pokud neni potieba
modifikovat podminky elektroforézy nebo analyzy, jsou parametry na-
staveny pro opakované pouZiti pfi fragmentacni analyze amplifikat
prislusného kitu.

Postup pfi obsluze Pristroje Avant 3100 Genetic Analyzer

1. Vytvoreni planu analyzy: spustime ovladaci PC a pockame na Giplné
nabéhnuti systému, v€etné zalohovani dat - spustime analyzator,
pockame az sviti zelena - spustime SW DataCollection.

2. Znabidky v levé zaloZce rozklikneme postupné GA Instruments -
ga3100-Avant - z nabidky zvolime Plate Manager - v dolni ¢asti po-
licko New - doplnime nazev (napt. RR-MM-DD-ESSplex-operator),
aplikaci (GeneMapper-GX270ABI3100), jméno zadavatele a jméno
operatora -» OK.

3. Objevi se tabulka PlateEditor: Podle pozice vyplnime nazev vzor-
ku, typ vzorku (Sample, Positive Control, Negative Control, Allelic
ladder), velikostni standard (SST-BTO-60-550 bp), panel (ESSplex_
SE_QS_v2), metodu analyzy (ESS_Qiagen), Results Group (zvoleny
adresar pro ukladani hrubych dat z analyzy), Instrument Protocol -»
OK.

4. Znabidky v levé zaloZce rozklikneme postupné GA Instruments -
ga3100-Avant -» ABI 3100 Avant » Run Scheduler - zvolime Plate
View - v hlavni ¢asti obrazovky najdeme vytvofeny plan desticky
(Find Plate Matching ..) zvolime Type of Search (Advanced) - Plate
ID - Start with - zacatek nazvu ID destic¢ky (doporucuje se vyu-
Zit znaceni, zaloZené na datumu, viz niZe) » Search - vybrat Plate
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Name - oznacit kliknutim - pfenést kliknutim do Zlutého platicka -
plato zezelena.
5. Zvolime Spectral Viewer - zvolime pfislusny Dye Set a zkontrolu-
jeme aktivni kalibraci — Matrix Standard BT5 multi-cap (Qiagen).
6. Spustime analyzu (zelenou Sipkou vlevo nahofe).

Doba trvani jednoho béhu (runu) v pfipadé pouZiti 50cm kapilary a po-
lymeru POP-7 je asi 50 min. V pfipadé vyrobcem doporuceného poly-
meru POP-4 a 36cm kapilary bude béh rychlejsi.

Vyhodnoceni vysledkt

Hodnoceni vysledk je provadéno v programu GeneMapper ID, ve kte-
rém se pro kazdé hodnoceni vytvoii samostatny Projekt (je dobré
pouzivat jednotny systém pro tvorbu nazvu Projektu, tfeba RRMM-
-DD-nézev kitu-operator, napiiklad 22-02-15-ESSPlex-TP). Do projektu
vlozime hruba data z fragmentacni analyzy vzork, pozitivni a nega-
tivni kontroly a Alelického ladderu, potom spustime analyzu. Pokud
probéhne tGspésné, program identifikuje vSechny piky a pridéli jim
oznaceni jednotlivych alel ve vSech lokusech (» obr. 6-10).

Pro odecet a zapis je mozZné zvolit manualni postup, nebo export
vysledkt ve zvoleném formatu tabulky (» obr. 11). V kazdém piipadé je
nutna fyzicka kontrola vysledkid analyzy operatorem/expertem.
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Vzorovy vysledek
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Obr. 6 Vysledek analyzy jednoho vzorku, Allelic Ladder (AL),
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Obr. 7 Vysledek analyzy jednoho vzorku, AL, PK modry fluorescen¢ni kanal
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Obr. 8 Vysledek analyzy jednoho vzorku, AL, PK zeleny fluorescen¢ni kanal
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Obr. 9 Vysledek analyzy jednoho vzorku, AL, PK Zluty fluorescencni kanal
(zobrazeny Cerné)
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Obr. 10 Vysledek analyzy jednoho vzorku, AL, PK c¢erveny fluorescencni kanal
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Obr.11 Export vysledkt v podobé tabulky
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Komentai a FeSeni problému

V idealnim pfipadé by mél byt ziskany profil DNA tplny, s balanco-

vanym signalem na Grovni lokusu a na Grovni fluorescenéni znacky,

s péknym tvarem piku a s optimalni vyskou kazdého piku. Idealni svét

a 100% jistota neexistuje, takZe se miZzeme setkat s témito problémy:

v

v

v

v

gPCR kvantifikace ukazuje nulu

Vnitini kontroly QS1 a QS2 davaji
signal, ale signal alel neni pfitomen
Vnitfni kontroly QS1 a QS2, stejné
jako signal alel chybi

Vnitrni kontrola QS1 v poradku,
QS2 ma snizeny signal, u alel se
projevuje efekt lyZaiské sjezdovky
(ski slope effect)

Vysoky stutter, rozkmitana zakladni
linie (baseline), bleedthrough,

-A artefakty

Nizky signal amelogeninu, pfi¢emz
zbytek profilu je v poradku.

Spatné vyvazeni signalu mezi
lokusy.

Spatné vyvazeni signalu mezi fluo-
rescenc¢nimi kanaly
N +1 artefakty u alel

Degradace vnitfniho standardu
nebo pozitivni kontroly

Alelicky Zebfik s ramenem doprava,
Spatné odméreny
Artefakty v negativni kontrole

Spatné vyvaZzeni signalu mezi
lokusy, mezi fluorescenénimi kanaly
a mezi alelami na lokuse.

Problém PFiéina a FeSeni

v Nebyla pfidana DNA do reakce. Opakovat a ten-
tokrat uz poradné. Pokud opakovani pfinese opét
nulu: s timto vzorkem neztracime ¢as. Kde nic
neni, ani STR nebere.

v Nebyla pfiddna DNA do reakce. Opakovat a tento-
krat uz poradné.

~ UplIné selhani PCR. Nebyl pridan reakéni koktejl,
$patné zaviena zkumavka se vyparila. Opakovat.

v Vreakei jsou pfitomny inhibitory. DNA precistime
nebo 10x nafedime. VybirAme metodu izolace
DNA, ktera se zbavuje inhibitort na prvni dobrou.

v Vreakci je pfilis mnoho templatu. Kvantifikujeme
DNA pomoci gPCR.

v Nedostateéné odpareny etanol v poslednich kro-
cichizolace DNA. Nezkracujeme krok pro odpare-
ni DNA (zaroveri DNA nepresusit).

v Primerové pary nedostate¢né promichany. Vorte-
xujeme 15 sekund.

v Nepresné pipetovani. Viskozni roztok pipetujeme
pomalu. Pro spravné pipetovani viz
https://www.youtube.com/
watch?v=QGX490kuKjg.

v PouZijeme spravny balik barev (dye set).

v Pouziti nespravného POP polymeru anebo ne-
spravné dlouhé kapilary. Pouzijeme doporucené.

v Pfiprava standardu nebo kontroly s pfili§ velkym
¢asovym predstihem. Redime a pfipravujeme
tésné pred pouZzitim.

+ Spatna kapilara. Vyménime kapilaru.

v Dlouhodobé skladovani PCR mixu pfi pokojové
teploté. Redime a pfipravujeme t&sné pred
pouzitim.

v Eluéni pufr s vysokym obsahem EDTA, ktery
vychytava horéikové kationty, potiebné pro poly-
merazu. Pouzivame eluéni pufr s EDTA s maximal-
ni koncentraci 0,1 mM.
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Problém PFi¢ina afeSeni

v Vysledek na STR elektroforetogra-
mu je s nizkym signalem, neodpovi-
da vysledku gPCR kvantifikace

v Vnitfni kontroly QS1iQS2 v porad-
ku, u alel se projevuje efekt lyzarské
sjezdovky

v P¥ilis vysoké (Siroké a nahore ufizlé),

pfipadné rozdvojené piky, vysoké
pozadi

v U alel se projevuje efekt Golden
Gate (doslovny preklad je Zlata bra-
na, coz u nas muze evokovat détské
fikadlo, pficemz originalni nazev
evokuje investiéni firmu, ktera se
zabyva zlatem a stfibrem. Navrhuji
Cesky termin ,efekt U-rampy”, aby-
chom se drzeli lyzarské termino-
logie).

v Malé nebo zadné piky, delsi lokusy
nelspésné amplifikovany

v BliZze nespecifikované nebo
kombinované problémy elektrofo-
retogramu

~ Spatné PCR destigky, net&snici adhezivni filmy

nebo vicka PCR zkumavek a desti¢ek zplso-
bujici odpar reakéni smési, $patna kalibrace
fluorescenénich spekter, $patny tepelny prenos
kvali pouZiti jiného cykléru, hlinikového PCR
bloku nebo neoriginalnich PCR zkumavek/desti-
éek. U cyklérti je mozno nastavit rychlost zmény
teploty (ramp rate).

v DNA je degradovana. Je mozno zkusit delsi
nastfik, do PCR dat vice templatu nebo lépe
profilovat DNA pomoci miniSTR (STR s kratkymi
amplikony).

v P¥ili§ mnoho templatové DNA. Je nutno vice fedit
DNA.

v Lokusy se stfedni délkou amplikond maji nizsi
signal neZ kratké a dlouhé lokusy. Formamid je
hygroskopicky a vychytal vodu ze vzduchu, coz
zpusobilo jeho rozklad na kyselinu mravenéi
a épavek. Pokud ma formamid konduktivitu vétsi
nez 100 pS/cm, soutézi s fragmenty DNA pfi vstu-
pu do kapilary. Pouzivame alikvoty deionizované-
ho formamidu, po rozmraZeni spotfebujeme.

v Malé mnozstvi DNA - upravime fedéni DNA,
zvySime mnozstvi izolatu do PCR.
v Inhibice - fedéni izolatu, opakovana izolace.

v Zanedbana tdrzba sekvencéru. Dodrzujeme
servisni plan.

v Koextrakce detergentu, krystalizace mocoviny,
soli, kovovych iontt nebo jinych inhibitord. DNA
precistime kolonkou. DodrZzujeme technologic-
kou kazeri.
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Kapitola 3:
|dentifikace
neznameého zvireciho druhu

Markéta Dajbychova
Genomia, s.r.0., Plzen

Uvod

Ve forenzni praxi se setkavame také s potiebou analyzovat zvireci ge-
nom. Zvite se ve forenznim piipadé muiiZe vyskytovat v roli obéti, v roli
svédka nebo v roli pachatele. Nékdy je zfejmé, o jaky zvifeci druh se
v pfipadu jedna a je moZné pfistoupit k identifikaci zvifeciho jedince
stanovenim STR nebo SNP identifika¢niho profilu, jindy je potfeba nej-
prve zjistit, z jakého zvifeciho druhu nalezena forenzni stopa pochazi.
Pristupt k druhové identifikaci zvirat existuje nékolik — analyzuji se
mitochondrialni geny (napt. ¢asti cytochrom c oxidazy I, podjednotky
rRNA) i jaderné geny a pseudogeny (napi. ITSI1, EEFIA).

Pro forenzni aplikace je vyhodna analyza mitochondrialnich geng,
nebot mitochondrialni DNA (mtDNA) je hojné pfitomna i u vice degra-
dovanych vzork(, mtDNA je haploidni a je pfitomna v buiice v mnoha
kopiich. Mitochondrialni DNA obecné nese vétSi mnoZstvi mezidru-
hovych rozdild neZ jaderna DNA, protoZe jeji mutacni rychlost je asi
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20x vy$8ineZ u jaderné DNA. Na druhou stranu v mitochondriich jsou
zapsany evoluc¢né velmi konzervované geny, které maji tiseky mezidru-
hové shodné (mista vhodna pro nasednuti cilenych primera) a zaro-
ven tato mista obsahuji druhové specifické sekvence. Toho vyuziva
fylogeneticka technika zvand DNA barcoding, ktera ziskala status
globalniho standardu pro druhovou identifikaci (The Barcode of Life

Initiative, BOLI). Univerzalnim parem primert je moZné amplifikovat

Usek, ktery nese naprosto specifické sekvence pro rizné prokaryotni,

houbové, Zivo¢isné i rostlinné druhy. Ziskané sekvence 1ze pak porovnat

s referen¢nimi genovymi knihovnami, napfiklad bioinformatickym

nastrojem BLAST (the Basic Local Alignment Search Tool), a vyhledat

druh vykazujici nejlepsi shodu.
Markery pouzivané pro DNA barcoding u riiznych skupin organi-
zm:

» prokaryota: ITS (65), COI (66), rbcL (67), 18S (68), 28S (67), 23S (69),
z toho bakterie: COI (70), rpoB (71), 16S (72), cpn60 (73), tuf (74), RIF
(75), gnd (76),

» houby: ITS (77), TEFla (78), podjednotky RNA polymerazy II, 18S (79),
28S (80),
rostliny: matK (81), rbcL (82), psbA-trnH (83), ITS (84),

Zivocichové: COI (85), Cytb (86), 12S (87), 16S (88).

Primery pro amplifikaci uvedenych specifickych markera lze vy-
hledavat ve webové databazi BOLD (Barcode of Life Data System)
http://v4.boldsystems.org/index.php/Public_Primer_PrimerSearch.

V néasledujicich odstavcich se zaméfim na druhovou identifikaci ¢ty¥
Zivocisnych vzorkl, pochazejicich z riznych forenznich pfipadd, analy-
zou useku jejich 16S rRNA metodou piimého DNA sekvenovani. Izolo-
vana DNA se pouziva jako templat do PCR reakce s primery specificky
se vazicimi do mitochondridlniho genu pro 16S rRNA. Déle se provadi
kontrola spravné amplifikace vizualizaci PCR produktu na agarézo-
vém gelu. Nasledné se PCR produkt enzymaticky precistuje soupravou
ExoSAP-IT, ktera hydrolyzuje nespotfebované primery a nukleotidy.
Precistény PCR produkt slouZi jako templat v cyklické sekvenacni re-
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akci s fluorescen¢né znacenymi dideoxynukleotidy (ddNTP), které fun-
gujijako terminatory polymerazové reakce. Pfi dostate¢ném mnozstvi
krok polymerazové reakce vzniknou rtizné dlouhé fragmenty, koncici
dideoxynukleotidem, oznacenym specifickou fluorescen¢ni znackou.

Souprava BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit obsahuje
nasledujici fluorescencni znaceni dideoxynukleotidi: ROX, TAMRA™,
Rhodamine 110, Rhodamine 6G. Mnozstvi templatu pfidavaného
do sekvenacni reakce se upravuje na zakladé fluorometricky zjisténé
koncentrace PCR produktu soupravou Qubit 1X dsDNA HS Assay Kit.
Produkt sekvenacni reakce se pfecistuje soupravou BigDye X Termina-
tor Purification Kit, kterd pomoci mikrokuli¢ek s aktivnim povrchem
vyvaze ze sekvenacniho produktu prebytecné soli, nespotiebované
nukleotidy a dideoxynukleotidy. Poslednim krokem analyzy je prfimé
sekvenovani DNA kapilarni elektroforézou v genetickém analyzatoru
ABI3130/3130XL. Produkty cyklické sekvenacni reakce se p¥i kapilarni
elektroforéze sefadi podle délky a postupnym snimanim fluorescence
koncového nukleotidu se ode¢ita vysledna sekvence. Ziskana hruba
data se pievadéji na sekvenci, ktera se porovnava s genovou databazi
s cilem najit organizmy s nejvétsi shodou v sekvenci.

Piistroje, reagencie, software
Laboratorni pfistroje a vybaveni

MagCore HFI16 Plus; katalogové ¢islo: MCA1603;
vyrobce: RBC Bioscience; dodavatel: KRD

Biometra TProfessional Basic; katalogové ¢islo: 846-070-601;
vyrobce: Analytik Jena; dodavatel: Biotech

MS 300V Power Supply for Electrophoresis; katalogové ¢islo:
MS-MP-300V; vyrobce: Major Science; dodavatel: Biotech

OWL D2; katalogové ¢islo: D2; vyrobce: Owl; dodavatel: Biotech

T100 Thermal Cycler; katalogové ¢islo: T100; vyrobce: Biorad;
dodavatel: Biotech

Qubit Fluorometer Q 32857; katalogové ¢islo: Q32857;
vyrobce: Invitrogen; dodavatel: Thermo Fisher Scientific
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pipetovaci $picky pro 1-200 pl Bevelled, wide bore (1,5 mm);
katalogové c¢islo: 613-1297; vyrobce: Axygen; dodavatel: VWR

IKA MS 3 Basic; katalogové ¢islo: 6450-0210; vyrobce: IKA;
dodavatel: Thermo Fisher Scientific

Centrifuge Galaxy 16DH; katalogové ¢islo: 521-2839; vyrobce: VWR;
dodavatel: VWR

ABI3130 Genetic Analyzer; katalogové ¢islo: 313001R;

vyrobce: Applied Biosystems™; dodavatel: Thermo Fisher Scientific

MicroAmp™ EnduraPlate™ Optical 96-Well Clear Reaction Plate,
katalogové cislo: A36924; vyrobce: Applied Biosystems™,;
dodavatel: Thermo Fisher Scientific

Software

Sequencing Analysis 5.2 (vyrobce: Applied Biosystems™;
dodavatel: Thermo Fisher Scientific)

BLAST (the Basic Local Alignment Search Tool) — webovy software
dostupny na https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Clustal Omega - webovy software dostupny
na https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

Reagencie

MagCore Genomic DNA tissue kit
(MGT-02 401; vyrobce: RBC Bioscience; dodavatel: KRD)

MagCore Forensic DNA Direct Kit
(MEC-03 406; vyrobce: RBC Bioscience; dodavatel: KRD)

Taq DNA polymerase 1.1 (koncentrace 1 U/ul), PCR Blue buffer w/o
Mg?* (10X koncentrovany); (T114; vyrobce a dodavatel: Top-Bio)

25 mmol/L MgCL, (T059; vyrobce a dodavatel: Top-Bio)

Deoxynucleotide Mix, 10 mM
(D7295; vyrobce: Sigma-Aldrich; dodavatel: Merck)
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Water, PCR Grade (PCRH20-RO; vyrobce: Roche; dodavatel: Merck)
primery zakazkové pfipravované (Merck)

GeneRuler 100 bp DNA Ladder, ready-to-use

(SM0243; vyrobce: UAB Fermentas; dodavatel: Biogen)
Ethidium bromide solution

(E1385; vyrobce: Sigma-Aldrich; dodavatel: Merck)
Tris-Borate-EDTA buffer 5X

(T6400; vyrobce: Sigma-Aldrich; dodavatel: Merck)
Agarose (A9539; vyrobce: Sigma-Aldrich; dodavatel: Merck)
ExoSAP-IT™ Express PCR Product Cleanup Reagent
(75001.1.EA; vyrobce: Applied Biosystems™,

dodavatel: Thermo Fisher Scientific)

Qubit 1X dsDNA HS Assay Kit (Q33230;

vyrobce: Invitrogen; dodavatel: Thermo Fisher Scientific)
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

(4337458; vyrobce: Applied Biosystems™;

dodavatel: Thermo Fisher Scientific)

BigDye X Terminator Purification Kit

(4376487, vyrobce: Applied Biosystems™,

dodavatel: Thermo Fisher Scientific)

POP-7™ Polymer for 3130/3130x] Genetic Analyzers
(4363785; vyrobce: Applied Biosystems™,

dodavatel: Thermo Fisher Scientific)
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Protokol

Procesni diagram

[ Forenzni stopa pochazejici |
L z neznamého druhu J

Izolace DNA PCR
(zvolit postup dle povahy stopy) 2 hod
'

Kontrola amplifikace
1 hod

‘ Sekvenaéni reakce ‘ PFeti§téni po sekvenaéni reakci ‘ Kapilarni elektroforéza

PCR produktu 45 min

Stanoveni koncentrace Preti&téni PCR produktu
10 min

1,5 hod 45 min 1 hod

J

Vyhodnoceni l

L

Obr. 12 Procesni kroky pfi identifikaci neznamého druhu Sangerovym sekvenovanim

Ptiprava vzorku a PCR

Cilem postupu je amplifikace fragmentu mitochondrialniho genu pro
16S rRNA (» obr. 12). Tento fragment je obsaZen v genomech napfic Zi-
vociSnymi druhy, proto je tfeba maximalné dodrZzovat pravidla nejlepsi
laboratorni praxe pro zamezeni kontaminace externi mtDNA. Izolaci
vzorku provadime v laminarnim ¢i biohazardnim boxu. Postup izolace
DNA volime dle povahy vstupniho materialu. Pro zpracovani zvifecich
forenznich stop miizeme pouzit napfiklad MagCore Genomic DNA tis-
sue kit nebo MagCore Forensic DNA Direct Kit, které jsou oba vhodné
pro automatickou izolaci nukleovych kyselin pfistrojem MagCore HF16
Plus.

Pro dalsi manipulace se vzorkem pouzivame DNA/RNA free plasty,
pokud mozno silanizované proti ulpivani vzorkid na povrchu (LoBind);
pro manipulace se vzorkem pouZzivame Spicky s filtrem.

Pripravime DNA izolovanou z forenzni stopy. Na spektrofotometru
zkontrolujeme €istotu a koncentraci vzorku. Optimalni hodnoty pomé-
ru absorbanci A

260
méla pfesahovat 2 ng/pl.

/A, vzorku DNA jsou mezi 1,7 a 1,9. Koncentrace by
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Sekvence primer#i pro amplifikaci tiseku 16S rRNA (89):
MI13U16S-F: ACCGTGCAAAGGTAGCATAAT
MI13U16S-R: TCCGGTCTGAACTCAGATCAC

Pripravime reak¢ni mix pro PCR dle nasledujiciho rozpisu (» tab. 5):

Tab. 5: Objemy PCR reagencii ve smési

Water, PCR Grade 12,65l
PCR Blue buffer w/o Mg?* (10X) 2,0pl
Deoxynucleotide Mix 0,4ul
25mM MgCl, 0,67 pl
Primer forward M13U16S-F 20 uM 0,54 ul
Primer reverse M13U16S-R 20 uM 0,54 pl
Taq DNA polymeraza 1.1 (1 U/pl) 1,0pl
DNA 2,2l

Napipetujeme PCR reakci pro poZadovany pocet vzork, pfi¢emz zafa-
dime vzorek pro pozitivni kontrolu amplifikace a vzorek NTC (non-tem-
plate control sample). Objem navysSime tak, abychom kompenzovali
pipetovaci ztraty (naptiklad o 17%). PCR pipetujeme v pre-PCR labo-
ratofi v PCR boxu nebo laminarnim boxu za dodrZeni vSech opatfeni
na zamezeni kontaminace vzorka.

PCR provedeme v termocykléru Biometra TProfessional Basic ¢i
jiném cykléru se srovnatelnou teplotni charakteristikou. Amplifikaéni

profil:
inicialni denaturace 94°C,180s
cyklovani 35x:
denaturace 94°C,40s
annealing 56°C,45s
extenze 72°C,45s
finalni extenze 72°C,10 min

Po PCR provedeme kontrolu amplifikace vizualizaci DNA fragmentt
na 2% agarézovém gelu barveném interkalac¢nim ¢inidlem (napfiklad
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ethidium bromidem nebo 1épe jeho nekarcinogenni alternativou) za po-
uziti elektroforetické soupravy, naptriklad OWL D2, a zdroje stejnosmér-
ného prouduy, naptiklad MS 300V Power Supply. Pracujeme v laboratofi
pro post-PCR aplikace. Sledujeme specifickou amplifikaci u jednotli-
vych stop a u pozitivniho kontrolniho vzorku a absenci PCR produktt
ve vzorku NTC. Amplifikované tseky maji pfiblizné velikost 500 bp,
kterou ovéfime porovnanim s velikostnim standardem GeneRuler
100 bp DNA Ladder.

Precisténi PCR produktu, stanoveni koncentrace a sekvenacni reakce

Precisténi PCR produktli provedeme pomoci precistovaci soupra-
vy ExoSAP-IT PCR Product. Na 10 ul PCR produktu pfidame 4 pl
ExoSAP-IT. Pfecisténi probiha v termocykléru Biorad T100 pfi teplot-
nim profilu:

inkubace 37°C,15 min

inkubace 80°C, 15 min

Pri prvnim kroku inkubace dochazi ke hydrolytickému Stépeni volnych
primert a defosforylaci nezaclenénych nukleotidi. P¥i druhém inku-
bac¢nim kroku dochazi k tepelné deaktivaci enzymu.

Stanoveni koncentrace PCR produktu provedeme fluorometricky
soupravou Qubit 1X dsDNA HS Assay Kit na pfistroji Qubit Fluorometer
Q 32857. Napipetujeme 199 pl Qubit 1X dsDNA HS Working Solution
do oznacené 0,5 mL zkumavky, pfidame 1l pie¢isténého PCR produk-
tu. Kratce zvortexujeme a inkubujeme pfi laboratorni teploté pfibliz-
né 2 minuty. Zkumavku pak vloZime do pfistroje Qubit Fluorometer
Q 32857 a zméfime koncentraci v jednotkach pg/mL.

Sekvenacéni reakci provadime pouZitim soupravy BigDye® Termi-
nator v3.1 Cycle Sequencing Kit, ktery obsahuje Ready Reaction Mix
a BigDye Terminator v1.1/3.1 Sequencing Buffer (5X). Pfipravime reak¢ni
mix dle nasledujiciho rozpisu (» tab. 6):
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Tab. 6: Objemy reagencii pro Sangerovo sekvenovani

Reagencie 1reakce, celkovy objem reakce 15 pl
Ready Reaction Mix 0,6 pl

BigDye Sequencing Buffer (5X) 3,9ul

Primer forward M13U16S-F (5uM) 1,0l

Templat 4,0 ng PCR produktu do celkové reakce
Water, PCR Grade doplnit do 15,0 pl

Cyklicka sekvenacni reakce probiha v termocykléru Biorad T100 di ji-
ném cykléru se srovnatelnou teplotni charakteristikou. Amplifikac¢ni

profil:

denaturace 96°C,180 s

cyklovani 30x
96°C,10 s
50°C,5s
60°C, 2 min

I

Precisténi produktli cyklické sekvenacni reakce provadime pomoci sou-
pravy BigDye X Terminator Purification Kit, ktera obsahuje SAM Solu-
tion a XTerminator Solution (roztok s mikrokuli¢kami). SAM Solution
kratce zvortexujeme; k celému objemu produktu sekvenacni reakce
(15 pl) pridame 30 pl roztoku SAM a 20 pl vody Water, PCR Grade. K pie-
Cistovanému produktu sekvenacni reakce pfidame 6 ul roztoku XTer-
minator Solution. Pipetujeme $pickou s primérem nasavaciho otvoru
vétsi nez 1mm, naptiklad pipetovaci $picky vyrobce Axygen, katalogové
Cislo: 613-1297. Roztok diikladné vortexujeme pred kazdym nabranim.
Takto pfipraveny mix umistime do t¥epacky IKA MS 3 Basic. Tfepacku
nastavime na rychlost tfepani 3000 1/min a ¢as 30 min. Po ukonceni
tfepani centrifugujeme vzorky pfi1300 g po dobu 2 minut v centrifuze
Galaxy 16DH. Opatrné odebereme do Cisté zkumavky /PCR desticky
roztok nad usazenymi mikrokulickami.
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Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforézu provedeme na p¥istroji ABI3130 nebo ABI3130x1
s pouZzitim separac¢niho prostfedi polymeru POP-7 a kapilar o délce
36cm.

Do PCR desticky MicroAmp™ EnduraPlate napipetujeme 10 pl pie-
¢isténych produktli cyklické sekvenacni reakce a desticku kratce stoci-
me. Desticku umistime do analyzatoru ABI3130/ ABI3130x], nastavime
parametry sekvenac¢niho béhu a béh spustime. Kapilarni elektroforézu
provadime s nastavenim sekvenacni chemie dye set Z_BigDyeV3 a Run
modulu UltraSeq36_POPT7 o parametrech elektroforézy:

Teplota 60°C
PreRun Voltage 15kV
PreRun Time 180s
Injection Voltage 12kV
Injection time 13s

Kazdy sekvenator je vSak unikat a parametry napéti a injekéniho ¢asu
jenutno verifikovat. Analyzacni protokol zvolime dle nastaveného mo-
dulu a setu fluorescencnich znaceni: KB_3130_POP7_BDTv3.mob

Vzorovy vysledek

Data z kapilarni elektroforézy jsou uloZena v souborech s pfiponou

*.abl. Tyto soubory lze prohliZet v riznych softwarech; pro Windows

jsou vhodné Sequencing Analysis, Chromas Lite, ABI Sequence Scanner,

ABI Peak Scanner, BioEdit a dalsi. Takové softwary dokazi prohlizet

piky, kvalitu pikt1 a exportovat vystupy v riznych forméatech:

» *.phd.l textovy soubor s ode¢tenou sekvenci, kde u kazdé baze je
uveden ukazatel kvality

> *.seqtextovy soubor s odectenou sekvenci je formatu Fasta

> *txt textovy soubor s odectenou sekvenci

Nejprve je tfeba posoudit kvalitu jednotlivych pikt. Software Sequen-
cing Analysis, ktery byva béznou soucasti dodavky pristroje ABI3130/
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ABI3130x], stanovuje kvalitu zjisténi kazdé jednotlivé baze (parametr
quality value /QV/) — barevné oznacuje, které baze jsou akceptovatelné,
baze, u kterych je t¥eba vizualni kontrola, a baze, které nejsou akcep-
tovatelné. Je tfeba prohlédnout naméiena data a u bazi s nizsi QV pro-
vést rucni odecet vysledné baze. Obdobnou funkci umoziuji i ostatni
zminéné softwary. Zkontrolovanou sekvenci dat je mozné exportovat
ve formatu Fasta nebo jako prosty text.

Pro zjiSténi, kterému druhu sekvence patfi, je tfeba porovnat sek-
venci s databazi GenBank, k ¢emuZ je vhodny webovy software BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool), ktery vyhledava oblasti podob-
nosti mezi biologickymi sekvencemi. Program porovnava vloZené nuk-
leotidové nebo proteinové sekvence s databazemi sekvenci GenBank
a vypocitava statistickou vyznamnost podobnosti. Sekvence se vklada
jako text ¢i Fasta do vyhledavaciho pole, nebo ji 1ze importovat pfimo
ze souboru. Vyhledavaci parametry lze optimalizovat, nicméné pro za-
kladni vyhledani stac¢i pouze vloZit sekvenci a stisknout tlac¢itko BLAST.
Doba prohledavani genové databaze je tmérna délce sekvence.

Vystupem BLASTu je pfehledova tabulka fazena sestupné od orga-
nizmu s nejlepsi shodou se zadanou sekvenci (» obr. 13). Tabulka zahr-
nuje latinsky taxonomicky nazev organizmu, odkaz na databazovou
sekvenci, procento identity (% bazi, které jsou identické s referen¢nim
genomem), query coverage (% délky shody kontigu, které odpovida na-
lezu v NCBI databazi), E value (poc¢et ndhodné ofekavanych zasahti -
¢im je E hodnota niZsi, tim lépe). BLAST dokaZe zobrazit i taxonomicky
strom a zafadit do néj porovnavanou sekvenci.

Pro ilustraci zde uvadim alignment sekvenci vzork z riiznych fo-
renznich pfipadd (» obr. 14 a 15). Vzorky byly jednoznacné identifikova-
ny a prislusi zastupctim rtiznych zvifecich kment. Na ukazce je patrna
mezidruhova odliSnost sekvenci. Alignment byl proveden webovym
bioinformatickym softwarem Clustal Omega https://www.ebi.ac.uk/
Tools/msa/clustalo/ (90).
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Save Search  Search Summary v © How to read this report? @ BLAST Help Videos  *DBack to Traditional Results Page

Job Title Nucleotide Sequence Filter Results

RID XX4TCZF601R  Search expires on 01-13 15:37 pm Download All v
Organism _only top 20 will appear [J exclude

Program BLASTN@ Citation v 9

Database ot Seo details v ‘ Type common name, binomial, taxid or group name ‘
+ Add organism

Query ID Icl|Query_456775

Description  None Percent Identity E value Query Coverage

Molecule type dna 0 o ] e
Query Length 465
Othor ropors  Distance tssal el MSAviewer © =3

Graphic Summary  Algnments  Taxonomy

Download  [Z Select columns ¥ Show 2]

select all 100 soquences selocted GenBank Graphics Distance free of results  EEEMSA Viewer
Description Scientific Name M okl cusvAl e, Gz | s P
o - Score Score Cover value Ident  Len
Gadus morhua mitochondrion, complete genome Gadus morhua 857 857 99% 00 10000% 16616 MN1228521
Gadus morhua ssembly, organelle Gadus morhua 857 857 99% 00 10000% 16656 15999407 1
Gadus morhua ger by, organell Gadus morhua 87 857 99% 00 100.00% 16656 LS990106

Obr. 13 Ukazkovy vypis vysledku BLASTu pro sekvenci ¢asti 16S RNA
druhu treska obecné (Gadus morhua)

Gadus morhua mitochondrion, complete genome
Sequence ID: MN122852.1 Length: 16616 Number of Matches: 1

Range 1: 2127 to 2590 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
857 bits(464) 0.0 464/464(100%) 0/464(0%) Plus/Plus
Query 1 TATGAATGGCATCACGAGGGCTTAGCTGTCTCCCATCTCCAGTCAATGAAATTGACCTCC 60

Shjct 2127 TATGAATGGCATCACGAGGGCTTAGCTGTCTCCCATCTCCAGTCAATGAAATTGACCTCC 2186
Query 61 CCGTGCAGAGGCGGGGATAATTACATAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAGACCTAA 120

Sbjct 2187 CCGTGCAGAGGCGGGGATAATTACATAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAGACCTAA 2246

Query 121  AGTAAGTCACGTTTAACATGCTGTGATAACAGT. TTAGTGATATTTACTGAAGTG 180

Shjct 2247 AGTAAGTCACGTTTAACATGCTGTGATAACAGT. TAGTGATATTTACTGAAGTG 2306
Query 181  TCTTTGGTTGGGGCGACCGCGGGGTAAAACACAACCCCCATGTGGACCGGGGATATTATC 240

Shjct 2307 TCTTTGGTTGGGGCGACCGLGGGE ACAACCCCCATGTGGACCGGGGATATTATC 2366

Query 241  CCTAATACTCAGAGCCTCTACTCCAAGTAACAGAAATTCTGACTTTTCTGATCCGGTATA 300

Sbject 2367 CCTAATACTCAGAGCCTCTACTCCAAGTAACAGAAATTCTGACTTTTCTGATCCGGTATA 2426
Query 301 ACCGATCAACGAACCGAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCCCTCTCAGAGCCCATA 360
e
Query 361 TCGACGAGGGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCTAATGGTGCAGCCGCTA 420
N it e
Query 421 TTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCTACGTGATCTGA 464

II\HIHIIIHII\IIIHI\HIIHHHIHHIHIII
Sbjct 2547 TTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCTACGTGATCTGA 2590

Obr. 14 Detail alignmentu sekvence ¢asti 16S RNA druhu treska obecna
(Gadus morhua) s referen¢ni sekvenci MN122852.1
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

Tunak_cerveny GTATGAATGGCTAAACGAGGCCTTAACTGTCTCTTACAGATAGTCAGTGAAATTGATCTC 60
treska_obecna ~TATGAATGGCATCACGAGGGCTTAGCTGTCTCCCATCTCCAGTCAATGAAATTGACCTC 59
pes_domaci ~TATGAATGGCCACACGAGGGTTTAACTGTCTCTTACTCCCAATCAGTGAAATTGACCTT 59
tur_domaci ~TATGAATGGCCGCACGAGGGTTTTACTGTCTCTTACTTCCAATCAGTGAAATTGACCTT 59
ERERUREEIR | REECER KE REREEEE X B oRRE REEREEEEE R
Tunak_cerveny CCTGTGCAAAAGCAGGAATAAGCACATAAGACGAGAAGACCCTGTGGAACTTAAAAATCA 120
treska_obecna CCCGTGCAGAGGCGGGGATAATTACATAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAGACCTA 119
pes_domaci CCCGTGAAGAGGCGGGAATACCACAATAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAATTAAC 119
tur_domaci CCCGTGAAGAGGCGGGAATGCACAAATAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAACTAAC 119
ded deded ko ok Rl R Fedde kR kNl drdeddr el W
Tunak_cerveny GCAGCCACTGCACACAAGATACGCACCTACTAGGTCTACAACTAAAACCTAAATGCTGGE 180
treska_obecna AAGTAAGTCACGTTTAACATGCTGTGATAACAGTAAAAAC----- TTAGTGATATTTACT 174
pes_domaci TAACCCAAACTTATGGATACTAGATACCTACAAGGCATAACATAACACCATTATTATGAG 179
tur_domaci CAACCCAAAGAGAATAGATTTAACCATTAA---—--- GGAATAACAACAATCTCCATGAG 172
*
Tunak_cerveny CTGCATTTTTCGGTTGGGGCGACCTTGGAGAAAAGAAAAGCCTCCAAAAATAAGACCATA 240
treska_obecna GAAGTGTCTTTGGTTGGGGCGACCGCGGGGTAAAACACAACCCCCATGTGGACCGGGGAT 234
pes_domaci TTAGCAATTTAGGTTGGGGTGACCTCGGAATATAAAAAAACTCCCGAGTGATTAA- -AAT 237
tur_domaci TTGGTAGTTTCGGTTGGGGTGACC TCGGAGAATAAAAAATCCTCCGAGCGATTTTAAAGA 232
ded dededededrde e w ek A ok ek
lunak_cerveny =~ ----------- CCCCTTAACCAAGAACAACCCCTCAACGTGCTAATAGTAACCAGACCCA 289
treska_obecna ATTATCCCTAATACTCAGAGCCTCTACTCCAAGTAACAGAAATTCTGACTTTTCTGATCC 294

--CACAAGTCAAAATACAACATCACTTATTGATCCA 278
--CACAAGTCAAATCACTCTATCGCTCATTGATCC- 272

* * * *

pes_domaci
tur_domaci --

lunak_cerveny ATAAAAATTGATCAATGGACTAAGCTACCCCAGGGATAACAGCGCAATCCCTCCTAAGAG 349
treska_obecna GGTATAACCGATCAACGAACCGAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCCCTCTCAGAG 354
pes_domaci ATAATTTTTGATCAACGGAACAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCTATTCAAGAG 338
tur_domaci ~AAAAACTTGATCAACGGAACAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCTATTCAAGAG 331
* THERAT kK A L A A R L e L e whw
lunak_cerveny CCCCTATCGACGGAGGGGCTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCTAATGGTGCAG 409
treska_obecna CCCATATCGACGAGGGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCTAATGGTGCAG 414
pes_domaci TCCATATCGACAATAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCTAATGGTGCAG 398
tur_domaci TCCATATCGACAATAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCTGATGGTGCAA 391
Wk kA L R 2 e A At L b A
Tunak_cerveny TCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAACAGTCCTACGTGATCTGAGTCCAAAAA 469
treska_obecna CCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCC-TACGTGATCTGAT-------- 465
pes_domaci CAGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCC-TACGTGATCTGT--------- 448
tur_domaci CCGCTATCAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCC-TACGTGATCTGAGT------- 443

Obr. 15 Multiple sequence alignment

Uvedu néco malo z pozadi jednotlivych pfipad:

» Piipad lunak cerveny. Bylo tfeba zjistit, jestli nalezené zbytky pefi
naleZi lundku €ervenému, ktery je fazen mezi kriticky ohroZené Zi-
vocisné druhy. Bylo podezteni, Ze nékdo lutidka zastvelil v II1. z6né
Chranéné krajinné oblasti Labské piskovce.

» Pripad treska obecna. Byla potfeba ovérit, Ze rybi maso pochazi
opravdu z uvadéného druhu.

» Pripad pes domaci. Na kraji vsi doslo ke stfetu drahého osobniho
automobilu se zvifetem, pravdépodobné psem. Na narazniku ulpél
jeden velky chlup. Majitel poskozeného auta se chtél domoci ndhra-
dy za opravu vozu na majiteli psa. Bylo tfeba ovéfit, z kterého Zivo-
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¢icha chlup pochazi. Potvrdilo se, Ze pochazi ze psa. Pak bylo tfeba
stanovit identifika¢ni STR profil toho psa a ztotoZnit ho s profilem
psa zijiciho v sousedstvi autonehody:.

» Pripad tur doméci. Tento vzorek byl analyzovan v ramci mezilabo-
ratorni kontroly kvality organizovanou forenzni sekci organizace
ISAG (International Society for Animal Genetics).

Komentai a feSeni problémua

Jako u kaZdé genetické metody, ispéch analyzy zavisi pfredevsim
na mnoZstvi a kvalité vstupniho materialu. Na vzorky zvirat 1ze apli-
kovat postupy precistovani a koncentrovani DNA, jako se pouZivaji pfi
analyzach vzork lidi. B€Zné se v praxi lze potkat se zvifecimi stopami
krve, slin, exkrementq, tkani a koZznich derivata jako chlupy, pefi nebo
Ziné. Obecné Ize tyto materialy zpracovavat shodnymi postupy, jako
se pouzivaji pro izolaci DNA ze stop pochazejich od ¢lovéka. Specifi-
kum ma krev ptakt a ryb, kterad na rozdil od savct obsahuje jaderné
erytrocyty. Tedy krevni stopy ptakli a ryb jsou na DNA bohat§i neZ
krevni stopy savct. S tim je tieba pocitat pfi volbé vstupniho mnoZstvi
materialu do izolace DNA.

Metoda analyzy tisek1 16S rRNA je obecné robustni a vSeobecné
uznavanou metodou, ktera s vysokou mirou Gspésnosti dokaze iden-
tifikovat celou fadu druht zvifat. Pro potvrzeni zavért forenzni ana-
Iyzy identifikace druhu Ize doporucit ovérit zavér jesté jinou metodou,
naptiklad sekvenaci iseku mitochondrialniho genu cytochromu b
(primery L14724 and H15149 /91/) nebo genu COI (primery LCO1490
a HCO2198 /92/).

Nejcastéjsim problémem pfi druhové identifikaci analyzou mtDNA
je kontaminace vzorku externi mitochondriadlni DNA. Kontaminaci
snadno odhalime shlédnutim elektroforetogramu sekvence. Mito-
chondrialni genom je haploidni, tedy sekvence by neméla obsahovat
prekryvy pikd, vyjma pfipadnych heteroplazmii. Detekujeme-li pfekry-
vy piki, jedna se mix mitochondrii z riznych druhti organizm?. Je-li
velky rozdil ve vstupnim mnozstvi mitochondrii dvou organizmd, je
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Sance na ziskani majoritni a minoritni sekvence a spésnou identifikaci
jednotlivych druha.

V databazi referencnich sekvenci nejsou zastoupeny mitochondrial-
ni sekvence vSech Zijicich Zivoc¢isnych druhti. Zejména u zvifat z volné
prirody mohou sekvence nékterych druhti chybét. BLAST vyhleda sek-
vence s nejvétsi shodou a oznaci taxonomicky pfibuzné druhy.

Lidska mitochondriani DNA je v prostfedi pomérné hojné zastou-
pena. MuiZe se tedy stat, Ze metoda identifikace Zivo¢isného druhu
analyzou gent mtDNA poskytne sekvence majici shodu s lidskou DNA
a zvifeci DNA bude bud viditelna jako minoritni sekvence nebo bude
proti lidské mtDNA v tak malém mnoZstvi, Ze nebude detekovatelna.

Problém PFiéina a Feseni

v P¥ili$ nizka koncentrace DNA

v Obsah inhibitort ve vzorku DNA

v Ve vzorku NTC je detekovan speci-
ficky/nespecificky PCR produkt

v Ve vzorku pozitivni kontroly amplifi-
kace je PCR produkt, ktery neodpo-
vida ocekavané velikosti nebo jsou
pfitomny nespecifické produkty

v PCR poskytuje vice PCR produktd,
jsou pritomny nespecifické PCR
produkty

v Ziskana hruba (raw) sekvenaéni
data jsou pfili§ vysoka

v Ziskana hruba (raw) sekvenaéni
data jsou pfilis nizka

v Ziskana sekvence vykazuje prekryvy
pikd

v Postupy koncentrovani DNA (napfiklad odpareni
zahfivanim nebo vakuové odpareni, precipitace
vzorku ledovym etanolem ¢i isopropanolem,
separace pomoci paramagnetickych ¢astic, sepa-
race na kolonkach a snizeni eluéniho objemu).

v Postupy pro precisténi vzorku (napfiklad precis-
téni na kolonce s iontoméni¢ovou membranou,
separace pomoci paramagnetickych ¢astic,
neutralizace inhibitora).

v Reakéni PCR mix byl kontaminovan, je nutné
opakovat PCR reakci, je vhodné dekontaminovat
pracovni prostiedi a pouZit nova baleni reagencii.

v Je tfeba opakovat PCR a zkontrolovat pouzité
primery.

v Optimalizace teploty hybridizace.
v Kontrola sekvence pouzitych primera.

v Opakovani sekvenaéni reakce s niz§im mnozstvim
templatu.
v Redéni vzorku pfed vloZenim do sekvenatoru.

v Opakovani sekvenacni reakce s vy$§im mnoz-
stvim templatu.
v Prodlouzeni ¢asu nastfiku vzorku do sekvenatoru.

v Vzorek obsahuje mtDNA riznych Zivocignych
druhd.

v Neéktery ojedinély nepomérny prekryv maze
znamenat heteroplazmii, nemusi se jednat o mix
vice druh.
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v Sekvenacni reakce neprobéhla optimalné,
sekvence vykazuje nespecifické piky -» opakovani
sekvenaéni reakce nebo opakovani celé PCR
a sekvenacni reakce nebo precisténi DNA a opa-
kovani analyzy.

v Sekvenacni data jsou optimalni, v Vzorek pravdépodobné nalezi Zivo¢isnému druhu,
presto BLAST nenasel 100% shodu jehoz mtDNA neni zaznamenana v databazi
s zadnym Zivoc¢isnym druhem referencnich sekvenci. BLAST nabidne evolu¢né
pfibuzné druhy.
Podékovani

Kapitola byla vypracovana za pfispéni grantovych projektt
V120202022123, LM2018133, LM2018125, LM2018132,
CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000868, CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_026/0008448,
EF16_013/0001674, IGA LF UP 2022_012.
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Kapitola 4:

Analyza kontrolni oblasti
mtDNA vyuzitim masivné
paralelniho sekvenovani

Jana Novackov4, Vlastimil Stenzl, Alena Jurcekova
Kriminalisticky tstav Praha, oddéleni genetiky

Uvod

Lidska mitochondrialni DNA (mtDNA) je kruhova a méa kdnonickou
délku 16569 bp (individualni délka se lisi podle inzerci a deleci ve srov-
nani s revidovanou cambridZskou referen¢ni sekvenci /rCRS/). Mutac¢ni
rychlost je o fad vyssi neZ u jaderné DNA. V jedné burice maze byt i tisic
mitochondrii a v jedné mitochondrii i patnact mtDNA oproti dvéma
kopiim jaderné DNA. mtDNA obsahuje asi 1200 bp dlouhou nekédujici
kontrolni oblast (cr-mtDNA z anglického control region mtDNA), ktera
ma v ramci populace vysokou variabilitu, proto se pro forenzni Gicely
provadi analyza pravé této kontrolni oblasti.

Mitochondrialni DNA je v nezménéné podobé dédéna z matky
na potomky, at uz Zenského nebo muZského pohlavi; mluvime o mater-
nalni dédi¢nosti. Jedinym mechanismem zmén jsou mutace; nedochazi
k rekombinaci a chybi korekturska funkce.
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Analyza sekvence mitochondrialni DNA ma ve forenzni praxi své
nezastupitelné misto (93, 94). Je vyuZivana pti zpracovani biologickych
vzorkl ze srovnavacich materialli (bukalnich stér) i z biologickych
stop obsahujicich degradovanou DNA nebo velmi malé mnozstvi DNA.
V téchto pfipadech jsou béZné analyzy jaderné DNA nelGispésné (jedna
se naptiklad o trichologicky material nebo o zna¢né degradovany kos-
terni material). Vétsi stabilita mtDNA ve srovnani s gDNA je dana tim,
Ze je chranéna lipidovou dvojvrstvou mitochondrii a zaroveri je kruhova
DNA nepfistupna pro exonukleazy.

Analyza mtDNA je dale vyuZivana pro uréovani pribuzenskych vzta-
ht po maternalni linii, nap¥iklad pfi identifikaci neznadmych mrtvol.
V piipadé analyzy mtDNA se jedna vzdy pouze o skupinovou identifi-
kaci - analyza mtDNA sama o sobé neodlisi jednotlivé osoby ze stejné
materndlni linie.

Pri analyze mtDNA muiZeme sledovat vyskyt heteroplazmie. Jed-
na se o stav, kdy se nemusi v burtice, tkani nebo v jedinci vyskytovat
identické varianty mtDNA. Zavedenim masivné paralelniho sekveno-
vani (MPS) se citlivost detekce téchto mist zna¢né zvysuje a miiZze vést
k presnéjsi genotypizaci dat.

V soucasné dobé se k rutinnimu stanoveni sekvence kontrolni ob-
lasti mtDNA vyuziva pfedevsim metoda Sangerova sekvenovani. Tato
metoda ma vSak urcita askali. Obvyklé primery vymezujici oblast sek-
venovani jsou pro svou velikost amplikont (241-404 bp) nevhodné v pii-
padé znacné degradovaného materialu. Je velmi obtiZzné degradovany
material dostate¢né a kvalitné prosekvenovat. Dal§$im omezenim je li-
mitace poc¢tu vzorki na jednu sekvenacni reakci, kdy lze p¥i obvyklém
laboratornim vybaveni analyzovat nanejvys osm vzorku. V neposledni
fadeé je zde také Casova a pristrojova naro¢nost metody.

Tyto nevyhody beze zbytku eliminuje masivné paralelni sekveno-
vani (MPS). Navic vysoka citlivost MPS a neustale se snizujici cena
za vzorek umoZziiuje pfeneseni metody do rutinni praxe.

MPS se rychle rozviji v klinické genetice (95, 96) a s drobnym zpoZz-
dénim i ve forenzni genetice (97, 98), (https://www.swgdam.org/_files/
ugd/4344b0_f61de6abf3b94c52b28139bff600ae98.pdf). Nespornou pred-
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nosti této metody je ziskdni zna¢ného mnoZstvi informaci z desitek aZ
stovek vzorkit béhem jedné sekvenaéni reakce. Princip MPS je zaloZen
na sekvenovani kratkych tisek, coZ umoZiiuje osekvenovat i znacné
degradovanou DNA. Metoda ma navic nizky limit detekce; nékteré
komeréni kity deklaruji, Ze metodika je vyuZitelna pro 100 pg vstupni
mnoZzstvi DNA. Mnozstvi vzorka do jedné sekvenacni reakce se odviji
od poctu unikatnich index, které jedinecné oznaci kazdy jednotlivy
vzorek. Pfi analyze kontrolni oblasti mtDNA je moZné osekvenovat az
96 vzork.

K analyze cr-mtDNA pomoci MPS pouZivame PowerSeq® CRM
Nested System, Custom (Promega Corporation). Tento kit je zaméren
pravé na analyzu kontrolni oblast lidské mtDNA, ktera obsahuje nejvi-
ce polymorfnich oblasti mitochondriadlniho genomu. Systém generuje
10 malych amplikond pokryvajicich kontrolni oblast mitochondrialniho
genomu v jednom multiplexu. Cilové oblasti jsou navrZeny tak, aby
byly v rozmezi 144-237 bp a zajistily tak optimalni vysledky z degra-
dovanych vzork.

Vyrobcem kitu doporucené vstupni mnoZstvi celkové DNA (gDNA
plus mtDNA) do reakce je 0,5 ng. Kvantifikované vzorky se fedi pomoci
nuclease free vody na poZadovanou koncentraci do objemu 12,5 uL. Pfi-
pravi se PCR master mix, ktery vyuziva funkcéné prodlouZené primery
a nested (vnofenou) PCR. Béhem jediné polymerazové reakce dojde
k v¢lenéni vSech dulezitych komponent — primeru, ktery vymezuje
oblast zajmu (tj. kontrolni oblasti mtDNA), I5 a I7 index1, které jsou
nezbytné k unikatnimu oznaceni kazdého vzorku a adaptért, kratkych
oligonukleotid{, které slouZi k pFipojeni sekvenovaného tiseku na re-
akéni komurku (flowcellu), na které probiha vlastni proces sekvenovani
ve stroji MiSeq.

Po PCR nasleduje purifikace k odstranéni nezac¢lenénych kompo-
nent PCR. Dle vyrobce lze pfecisténi provést pomoci kolonek nebo
magnetickych kulicek. Proci§téni pomoci kulicek se provadi pomoci
AMPure XP (Beckman Coulter), které se smichaji s amplifikatem v po-
méru 1:1. Po 5 min inkubaci pfi pokojové teploté se vzorek promyva
80% etanolem. Eluuje se do 25 uL. EB Buffer (10 mM Tris-Cl, pH 8,5).
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Obr.16 Schéma pfipravené knihovny po PCR
(pfevzato a upraveno dle Lange et al,, 2014)

Pted zavérecnou normalizaci je potfeba vzorky zkvantifikovat.
Jedna se také o jediné misto kontroly kvality vzorku pfed vlastnim
sekvenovanim. Kvantifikaci je moZné provést fluorometricky nebo po-
moci real-time PCR. V nasi laboratofi se provadi fluorometrické méfeni
pomoci kitu AccuGreen Broad Range dsDNA Quantitation Kit (Biotium)
na stroji QFX Fluorometer (DeNovix).

Proces normalizace je zavisly na typu sekvenac¢ni chemie a pfedpo-
kladané vysledné koncentraci knihovny k sekvenovani. Nase knihovny
se normalizuji na 4 nM podle nasledujiciho vzorecku:

(koncentrace [ng/uL]
nM =

260220 ) * 1000000
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(660 g/mol je primérna molarni vaha jedné baze, 220 bp je primérna
délka sekvenovanych amplikont). BEhem poolovani se viechny znor-
malizované knihovny spoji do jedné zkumavky. Diky indexovani, kdy
je kazdy vzorek unikatné oznacen béhem amplifikace, jsou sekvenacni
data pro kazdy vzorek ve smési jednoznacné prifaditelna.

Zavérecné fedéni je odvislé od pouZité sekvenacni chemie, pfipad-
né od poctu a kvality vzorkl. Postupuje se dle dokumentu # 15039740
v10 https://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/
documents/documentation/system_documentation/miseq/miseq-
-denature-dilute-libraries-guide-15039740-10.pdf, ve kterém jsou dle
luminy uvedena veskera doporuceni na fedéni a denaturaci knihovny
pred spusténim vlastniho sekvena¢niho béhu. Koncentrace knihovny
pripravené k sekvenovani je 9 pM, vklada se 10 % kontrolni PhiX. Phix
je uméle pripraveny bakteriofagovy genom o velikosti cca 500 bp, ktery
slouZi ke kontrole vlastniho sekvenovani.

Pred spusténim sekvenacniho béhu je nutné vytvofit tzv. Sample
Sheet pomoci programu Illumina Experiment Manager. Jedna se o se-
znam vzork(, které byly pfipraveny k sekvenovani. Ke kazdému vzorku
je nutné nadefinovat jeho indexovani (unikatni oznaceni vzorku), které
je nezbytné pro nasledny proces demultiplexovani, tj. procesu, kdy jsou
osekvenovana data roztfidéna k jednotlivym vzorktim na zakladé jejich
oznaceni.

Existuji rozdily mezi tvorbou Sample Sheet a spusténim sekvenac-
niho béhu. Tyto rozdily jsou dany pouZitou chemii pro pfipravu MPS.
Obecné to lze rozdélit na kity od spole¢nosti Verogen, Inc. (ForenSeq)
a v8echny ostatni kity (Promega, Qiagen), které jsou spoustény
v tzv. RUO formatu (Research Use Only).

Podle typu pfipravenych knihoven se pouzije i typ spousténi sekve-
nace. Pfistroj MiSeq FGx™ System (Verogen) ma 2 médy sekvenovani:
» Forensic Genomics - dostupné jenom pro kity od spole¢nosti Vero-

gen, Inc. (ForenSeq)

» Research Use Only (RUO) - pro ostatni kity
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Vlastni proces sekvenovani probiha na sekvenatoru MiSeq FGx System
(Verogen), ktery vyuziva systém SBS (sequencing by synthesis). Jedna
se o jeden z nejcastéji vyuzivanych systéma MPS. Principem sekve-
novani je tzv. bridge PCR, kdy se na povrch flowcell pomoci adapteru
zachyti denaturovany tisek DNA, ktery se bude sekvenovat. Po pfidani
neznacenych nukleotidi a enzymu do systému se zah4ji proces ampli-
fikace — enzym inkorporuje nukleotidy k vybudovani dvoufetézcovych
,mustk(" na substratu pevné faze.

Denaturace poneché jednovldknové templaty ukotvené k substratu.
Tento proces se neustale opakuje. V kazdém kanalu flowcelly se gene-
ruje nékolik milion®t hustych shluki (clustert)) DNA. Po zahjeni prv-
niho sekvenac¢niho cyklu se do flowcelly pfidaji vSechny ¢tyii znacené
reverzibilni terminatory, primery a enzym DNA polymeraza. Po excitaci
laserem se zachyti obraz emitované fluorescence z kazdého clusteru
na flowcellu. Zaznamena se identita prvni baze pro kaZdy cluster. Bé-
hem kazdého cyklu je pfifazena vZdy jedna baze v daném fragmentu
DNA. Tak dochazi k nékolikerému procteni viech tisekil DNA. Ziskana
data se v dalsi fazi setf¥idi, zarovnaji, porovnaji s referencni sekvenci
a identifikuji se sekvené¢ni rozdily.

Po kaZzdém sekvenovani se provadi kontrola primarnich dat, tj. kon-
trola kvality sekvenac¢niho béhu, v programu Sequencing Analysis
Viewer (SAV). V tabulce niZe jsou uvedeny nékteré dtlezité sledované
metriky (»tab. 7). Projected Total Yield (G) udava vytéZnost dat v giga-
bazich; hodnota by méla odpovidat ocekavanim dle Illuminy. Procento
Aligned odpovida procentu vzorku, ktery se zarovnal s genomem, pfed-
stavuje tak procentualni zastoupeni kontroly PhiX v reakci, procento
Error Rate by mélo byt do 0,5%, hodnota Q30 ukazuje, kolik procent
sekvenci ma pfifazenou bazi ¢teni s chybou mensi neZ 1 na 1000.

Vyhodnoceni analyzy MPS se provadi pomoci software GeneMarker
HTS (SoftGenetics, LLC.). BEhem hodnoceni sledujeme pokryti vzorku
sekvena¢nimi daty, minimalni coverage byla dle mezinarodni literatury
stanovena na hodnotu 100 (99, 100).
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Tabulka 7: Run Summary - pfehledny vypis zakladnich metrik
primarni analyzy

Yield Total  Projected Aligned ErrorRate Intensity

L] (G)  TotalYield(G) (%) %) Cycle1 7#2Q30
Read 1 0,54 0,54 17,66 0,46 110 87,08
Read 2 (I) 0,03 0,03 0 NaN 49 7841
Read 3 (I) 0,03 0,03 0 NaN 1061 | 9034
Read 4 0,54 0,54 17,40 041 336 78,68
?;’;‘I'“de"ed 1,07 1,07 17,53 0,44 223 82,88
Total 112 112 17,53 0,44 389 82,94

Pristroje, reagencie, software

Reagencie

PowerSeq® CRM Nested System, Custom (Promega Corporation)
https://worldwide.promega.com/products/forensic-dna-analysis-mps/
target-amplification-and-library-prep/
powerseqg-crm-nested-system-custom/?catNum=AX5810
AccuGreen Broad Range dsDNA Quantitation Kit (Biotium)
AMPure XP (Beckman Coulter)

Tris-HCI (pH 8,0) (Sigma-Aldrich)

2 N NaOH (Sigma-Aldrich)

Tween® 20 (Sigma-Aldrich)

Calcium chloride solution (CaCl,) (Sigma-Aldrich)

PhiX Control v3 (Illumina)

MiSeq Reagent Kit v2 (Illumina)

https://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/
documents/documentation/system_documentation/miseq/
miseqg-denature-dilute-libraries-guide-15039740-10.pdf

EB Buffer (10mM Tris-Cl, pH 8,5) Qiagen)

nuclease-free water (Promega Corporation)
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Pristroje
ABI Geneamp 9700 PCR Thermal Cycler (Thermofisher)
QFX Fluorometer (DeNovix)

MiSeq FGx™ System (Verogen)

Centrifuga, vortex

Pipety (objem 1-1000 pl)

Software

GeneMarker HTS (SoftGenetics, LLC.)

Sequencing Analysis Viewer (Verogen)

Illumina Experiment Manager (Verogen)

Protokol

Procesni diagram

P

Vlasy

Kosti
Zuby

Mékké tkané

Bukalni stér

-

lzolace DNA Kvantifikace Amplifikace
(2-24 hod) 2 hod 70 min
Normalizace Kvantifikace Purifikace
30 min 30 min 30 min
oot || eyl
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( Interpretace \‘ .
‘\ vysledki /v—{ Vyhodnoceni

Obr. 17 Schéma pracovniho postupu
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Priprava knihoven
Redéni vzork, amplifikace

1. Nechame rozmrznout nasledujici komponenty:

PowerSeq™ 5X Master Mix,

PowerSeq™ CRM Nested 10X Primer Pair Mix,

10X Index Primer 1,

10X Index Primer 2,

2800M Control DNA.

2. Naredime vzorky na vstupni mnozstvi DNA 0,5 ng (tj. 40 pg/uL)

v VvV vV VvV V

do reakce, tak aby byl minimalni objem nafedéného vzorku 12,5 pl
(pfi koncentraci pod 40 pg/uL se vzorek nefedi).

3. Komponenty zvortexujeme, sto¢ime a pfipravime PCR master mix
dle nasledujici tabulky (jsou zahrnuty i PK, NK) (» tab. 8):

Tab. 8: Reak¢ni objemy PowerSeq

Komponenta Objem nareakci [pL]
PowerSeqTM 5X Master Mix 50
PowerSeqTM CRM Nested 10X Primer Pair Mix 2,5
10X Index Primer 1 2,5
10X Index Primer 2 2,5
Naredéna DNA 12,5
Celkovy objem reakéniho mixu 25,0

4. Zvortexujeme, sto¢ime a rozpipetujeme 7,5 pl PCR master mixu
do PCR zkumavek.

5. Namyslime si unikatni indexovani a pfipipetujeme 2,5 pl 10X Index
Primer 1 a 2,5 ul 10X Index Primer 2 (idedlné kombinujeme dle na-
sledujici tabulky) (» tab. 9):

Vybrané metody forenzni genetiky



Tab. 9: Michaniindext

D701 D702 D703 D704 D705 D706 D707 D708 D709 D710 D711 D712

D501 1 9 17 25 33 41 49 57 65 73 81 89
D502 2 10 18 26 34 42 50 58 66 74 82 90
D503 3 11 19 27 & 43 51 59 67 75 83 91
D504 | 4 12 20 28 36 44 52 60 68 76 84 92
D505 5 13 21 29 37 45 53 61 69 77 85 93
D506 | 6 14 22 30 38 46 54 62 70 78 86 94
D507 | 7 15 23 31 39 47 55 63 71 79 87 95
D508 | 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 88 96

Do kazdé zkumavky pridame 12,5 ul vzorku, dtisledné propipetujeme.
7. PK (2800M Control DNA) zvortexujeme, sto¢ime a nafedime na ali-
kvoty 01 ng/uL. Pridame 12,5 pl nafedéné DNA do reakce obsahujici
PCR master mix a Index Primer ], 2.
8. Pro NK pouZijeme 12,5 pl nuclease free vody.
Zkumavky uzavieme, zvortexujeme, sto¢ime a vloZzime do termal-
niho cykléru. Spustime nasledujici program:

Viko vyhtivané na 106 °C; objem 25 ul

Teplota Cas Podet cyklii
96°C 10 min
96°C 5s
60°C 35s 30 cykld
72°C 5s
60°C 2 min
4°C o

Purifikace amplifikatu

1. Vyjmeme AMPure Beads a nechdme inkubovat pfi pokojové teploté
30 min.

2. Pripravime 80% EtOH (40mL abs. EtOH +10mL H,0) - pfipravujeme
VZDY CERSTVY!

Kapitola 4: Analyza kontrolni oblasti mtDNA vyuZzitim masivné paralelniho sekvenovani



10.

1L

. Nafedime proteindzu K (dodavana v lyofilizovaném stavu) na20 mg/mL

zasobni roztok:

a) Nejdfive pfipravime 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM CaCl,:
> 75ul 50mM Tris-HCI (pH 8,0)
> 15ul10mM CaCl,
> 1410ul H,0

b) Pfidame 0,5mL 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10mM CaCl, k lyofilizo-
vané proteinaze K, tim ziskame 20 mg/mL zasobniho roztoku (1ze
uchovat 2-3 mésice pii-20°C)

. Nafedime 20 mg/mL z4sobni roztok proteinazy K na 360 ug/mL pra-

covni roztok:
> 10 pl 20 mg/mL zasobni roztok
> 545ul 50mM Tris-HCI (pH 8,0), 10mM CaCl,

. Pridame 5 pl 360 pg/mL pracovniho roztoku proteinazy K ke kazdé-

mu vzorku.

. Do ¢isté 1,5 mL zkumavky rozpipetujeme 30 uL dikladné promicha-

nych vytemperovanych AMPure Beads, pfidame cely objem vzorku
(30 uL), dikladné propipetujeme a nechame 5 min inkubovat p¥i po-
kojové teploté.

Umistime zkumavky na magneticky separator a nechame inkubo-
vat, dokud nebude supernatant ¢iry, poté jej opatrné odstranime
(neodebereme kuli¢ky) a vyhodime.

. Promyjeme 200 uL 80% EtOH - pfidame EtOH, nechame 30 s inku-

bovat, odsajeme supernatant, vyhodime - zopakujeme 2x (celkem
3x promyti).

. Nechame 5 min inkubovat na magnetickém stojanku do vysuSeni

pelety (nesmi popraskat).

Do kazdé zkumavky pfidame 28 uL. EB Buffer (10mM Tris-Cl, pH 8,5),
resuspendujeme kulicky s navazanou DNA a nechame 2 min inku-
bovat pfi pokojové teploté mimo magneticky separator.

Poté vlozime zkumavky zpét na magneticky separator, nechame
inkubovat do vyc¢iSténi supernatantu, pfepipetujeme 25 pL vzorku
do ¢isté 0,2mL zkumavky.

Vybrané metody forenzni genetiky



Kvantifikace knihoven

L

Provedeme na stroji QFX Fluorometer (DeNovix) za pouZiti kitu
AccuGreen Broad Range dsDNA Quantitation Kit (Biotium) dle do-
poruceni vyrobce.

Pridame 2 ul vzorku do celkového objemu 200 ul roztoku.
Vysledky kvantifikace zaneseme do interni tabulky pro vypocet
fedéni pro naslednou normalizaci vzorku.

Normalizace knihovny, poolovani

L

Dle vypoctu fedéni nafedime jednotlivé vzorky na kone¢nou kon-
centraci 4 nM pomoci EB Buffer (10 mM Tris-Cl, pH 8,5).

Nejprve napipetujeme do ¢istych zkumavek poZadované mnoZstvi
EB Buffer (10mM Tris-Cl, pH 8,5), poté pfidame 5 pl vzorku ziskaného
po purifikaci » normalizace knihoven na 4 nM.

Z kazdé znormalizované knihovny napipetujeme 5 ul vzorku do ¢isté
1,5 mL zkumavky - poolovani knihovny.

Piiprava knihovny k sekvenovani

L
2.

Natedime 2 N NaOH na 0,2 N pomoci nuclease free vody

Do ¢isté 1,5 mL zkumavky napipetujeme:

> 5ul ZNORMALIZOVANE a ZPOOLOVANE KNIHOVNY

> 5ul 0,2 N NaOH, inkubujeme 5 min p¥i pokojové teploté = DENA-
TURACE KNIHOVNY

Pfidame 990 ul chlazeného HT1 Buffer - 20 pM denaturovana zpoo-

lovana knihovna

Do ¢isté 1,5 mL zkumavky napipetujeme:

> 270 ul 20 pM denaturované zpoolované knihovny

> 330 ul HT1 Buffer » 600 uL 9 pM denaturované zpoolované
knihovny

Do ¢isté 1,5 mL zkumavky pfipravime PhiX:

> 2ul PhiX Control (10 nM)

> 3ul EB Buffer (10mM Tris-Cl, pH 8,5)

> 5ul 0,2 N NaOH, inkubujeme 5 min = DENATURACE PHIX

Kapitola 4: Analyza kontrolni oblasti mtDNA vyuZzitim masivné paralelniho sekvenovani
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7.

Pridame 990 pl chlazeného HT1 Buffer - 20 pM denaturovana PhiX
Do ¢isté 1,5 mL zkumavky napipetujeme:

> 375ul 20 pM denaturované PhiX

> 225ul HT1 Buffer - 600 ul 12,5 pM denaturované PhiX

Do cisté 1,5 mL zkumavky pripravime konec¢né sekvenacni fedéni
(10% PhiX):

> 60ul12,5 pM denaturovana PhiX

> 540pul 9 pM denaturované zpoolované knihovny

Cely objem (600 pl) pfepipetujeme do sekvenacni cartridge na pozi-
cil7.

Sekvenovani

Research Use Only (RUO)

L

Zkontrolujeme rozmrazeni vSech reagencii v cartridge, cartridge
otieme do sucha. Klepnutim o pevny povrch se zbavime nechténych
bublin.

. Na obrazovce MiSeq zvolime moznost SEQUENCE a postupujeme

dle instrukci na obrazovce.

. PrihlaSovaci Gidaje na basespace nedavame, sekvenacni béh se spusti

potvrzenim tlac¢itka Next.

. Vyjmeme flowcellu z transportni nddobky, omyjeme miliQ vodou

a diikladné osusime papirovymi ubrousky nezanechéavajici vlakna
(Kimwipes — Kimtech).

. V pfistrojové ¢asti pro flowcell po odklopeni kryciho vika stiskneme

bilé tla¢itko, vyjmeme starou flowcellu a umistime novou. Zkontro-
lujeme spravné usazeni flowcelly, zaklapneme nastavec a zavieme
kryci viko.

. Na obrazovce sekvenatoru potvrdime Next.

Otevieme dvifka ¢asti sekvenatoru pro reagencie, vysuneme paku
sipperu smérem nahoru, vyjmeme lahev s 0,5% Tweenem, zkontro-
lujeme vyprazdnéni odpadniho kontejneru (popfipadé vylijeme),
vloZime promichanou ldhev s inkorpora¢nim pufrem, paku sipperu
stahneme dold.

Vybrané metody forenzni genetiky



1L

12.

13.

14.
15.
16.

17.

. Na obrazovce sekvenatoru potvrdime krok stisknutim Next.
. Po nékolika vtefinach vyjedou sippery z promyvaci kazety.
10.

VZdy c¢istou 1000 ul Spickou propichneme kryci f6lii kazety v misté
oznaceni pro vzorek — Sample (pozice €. 17), nasledné do jamky na-
pipetujeme 600 ul pfipravené knihovny.

Z ptistroje vyjmeme promyvaci cartridge a vloZime sekvenacni car-
tridge. Zavieme dvitka, potvrdime Next.

Na obrazovce vybereme moZnost Change Sample Sheet a vyhleda-
me v nabidce aktualni Sample Sheet pro dané vzorky. Potvrdime
Next.

Na obrazovce se zobrazi souhrnné nastaveni, které piekontrolujeme.
Je-li vSe v poradku, potvrdime krok stisknutim Next.

Nasleduje kontrola pratoku reagencii, ktera trva cca 5 min.

Po kontrole se spusti sekvenac¢ni béh potvrzenim Start Run.

Po dokonceni béhu se data ve formatu Fastq.gz ulozi pfimo v pfi-
stroji MiSeq.

Po skonceni sekvenovani se provede promyti stroje. Postupuje se
dle instrukci na p¥istroji.

Vzorovy vysledek

Vyhodnoceni dat se provadi pomoci software GeneMarker HTS

(SoftGenetics, LLC.) (101), kde jsou ve sloupci Variants uvedeny naleze-

né varianty v sekvenci kontrolni oblasti mtDNA, které jsou odecteny

oproti referenc¢ni sekvenci rCRS, Variants % uvadi procentualni zastou-

peni alternativniho nukleotidu, Coverage uvadi pocet ¢teni na dané

pozici, kdy byla dle zahranié¢ni literatury stanovena hrani¢ni hodno-
ta 100 (» tab. 10).

Kapitola 4: Analyza kontrolni oblasti mtDNA vyuZzitim masivné paralelniho sekvenovani
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Komentai a fesSeni problémua

MPS je otevieny systém, kdy malymi zménami ve workflow jsme schop-
ni ziskat jiny charakter dat. Princip metody zlstava stejny, ale zménou
navrzené knihovny (souboru primerti) jsme schopni sekvenovat i cely
genom mtDNA (16 569 bp). Stanoveni sekvence mitogenomu se jevi jako
vhodné pro rozliSeni jednovaje¢nych dvojcat (102).

Vyvoj technik MPS a specializovanych bioinformatickych pipeline
znacné zlepsil detekci variant mtDNA na nizké Grovni. Limit detekce
minoritni (heteroplazmické) alely pro detekci mutaci mtDNA je u San-
gerova sekvenovani zfidka lepsi nez 20 %, kdeZto u MPS je udavana
schopnost detekovat troven heteroplazmie aZ na 0,01 % (103). Hetero-
plazmie byla obecné, pfi vyuZiti Sangerova sekvenovani, povaZovana
spiSe za vyjimku neZ za pravidlo. Pfi zavedeni MPS technik se ukazalo,
Ze se v bézné populaci vyskytuje se zna¢nou frekvenci (104-106) a musi
byt zohlednéna pfi interpretaci forenznich diikazi. Jsou také popsany
rozdily v detekci heteroplazmickych variant u rtiznych typt vzork. Pri
pouziti MPS na analyzu vlasti mohou byt poméry heteroplazmickych
variant zcela odli$né od pomérli pozorovanych v krevnich butikach
a mohou korelovat s poméry sledovanymi v bukalnich buiikach (107).
Interpretacni doporuceni, vytvofené pro Sangerovu technologii, nejsou
pro citlivéjsi MPS vyhovujici.

Pro kontrolu pfipadné kontaminace nebo neshod v nalezenych vari-
antach je vhodné vyuzit prediktory mitoskupin (naptiklad Empop (108),
MitoTool (109), James Lick's mtHap utility, Haplogrep2 (110). Vystupy ze
vSech prediktord jsou srovnatelné. Urcovani haploskupin také mtze
pribliZzit cilovou skupinu pfi identifikaci neznadmych mrtvol ve znac-
ném stadiu rozkladu nebo p¥i nalezeni kosternich materialt - 1ze urcit
priblizny geograficky ptivod osoby.

Kapitola 4: Analyza kontrolni oblasti mtDNA vyuZzitim masivné paralelniho sekvenovani



Problém PFiéina a FesSeni
v Nizké koncentrace vzorku po pu- v Chybné fedéni vzorku nebo chyba pfi pfipraveé
rifikaci master mixu pro amplifikaci. Opakujeme PCR.
v Presuseni pelety pfi purifikaci. Opakujeme purifi-
kaci pfi zkraceni doby suseni.
v Vysoka Cluster density v Chybna normalizace a pool knihoven - pfili§
mnoho knihoven. Vice nafedime knihovny.
+ Mnoho primerovych dimer(, $patna purifikace.
Opakujeme celou pfipravu.

v Nizka Cluster density v Malo DNA, degradovana DNA. Zakoncentrujeme
DNA.

~ Spatna denaturace, $patna priprava knihoven.
Opakujeme celou pfipravu.

v Fowcell Error Rate v Systém MiSeq nezaznamenal vhodné prostredi

pro pouziti flowcelly. Dle pokynti vyrobce prove-

deme pokyn Pump, ptipadné Maintenance Wash

Podékovani

Kapitola byla vypracovana za pfispéni grantového projektu Zavedeni
novych metod identifikace lidského, zvifeciho a rostlinného materialu
do forenzni praxe pfi dokazovani trestnych ¢inti — V120162020015.
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Kapitola 5:

Detekce metylace
pyrosekvenovanim pro
stanoveni biologického véku

Jana Stranska? Karolina Bartakova'

1Ustav molekularni a transla¢ni mediciny,
Lékatska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci, Olomouc

2Neurologicka klinika, Fakultni nemocnice Olomouc

Uvod

Starnuti je proces asociovany s nejriiznéjs§imi molekularnimi modifika-
cemi v buiikach, jako jsou i epigenetické zmény, které vyvolavaji zmé-
ny v expresi genll ovlivitujici systémy odpovédné za Gdrzbu, opravné
a obranné odpovédi proti vnitinim a vnéjsim Gtokdm indukujicim ku-
mulativni poskozeni na rliznych tirovnich (111). Epigenetika zkouma dé-
di¢né zmény v genové expresi (a tim vétsSinou i fenotyp), které nevznikly
alteraci nukleotidt v DNA, ale modifikacemi DNA (metylaci cytosinu
na jednom z vlaken DNA) nebo modifikaci chromozomalniho scaffoldu/
leSeni (napf. acetylaci histont1). Mnoho studii naznacuje, Ze metylace
DNA je diilezitym prvkem starnuti. K dédi¢né, geneticky fizené DNA
metylaci se pridava fada faktord z vnéjsiho prostiedi, které ovliviiuji
plvodni metylacni status a vytvari tim markery epigenetického driftu

Kapitola 5: Detekce metylace pyrosekvenovanim pro stanoveni biologického véku



(112, 113). Rozdil mezi biologickym a chronologickym vékem muZe byt
zptsoben mnoZstvim faktor® klinickych a vnéjsich a miize také slouZit
jako indikator zvySeného rizika nemoci a imrtnosti (114).

S nastupem vysokokapacitnich technologii se zkoumani epigene-
tickych zmén zpfistupnilo a umoznilo Gspésnou identifikaci ve zmé-
nach metylace DNA spojenych s vékem (112, 115, 116). Tyto objevy vedly
k predikénim modeltim urceni véku. Metody na uréovani véku zalozené
na epigenetické analyze byly vétSinou zaloZeny na izolaci DNA z krve,
ale zkoumaly se i jiné zdroje DNA (117).

Forenzni védy jiZ dlouho potfebovaly k vyfeSeni kriminalnich
trestnych ¢inti relevantni biologicky marker k urceni véku pachatele
z biologickych stop (118). Pouziti kitu Ageplex, které je popsano v této ka-
pitole, je zavedeno k odhadu véku urc¢enim metylacni trovné markera
ELOVL2, Clorfl32, TRIM59, KLF14 a FHLZ2 izolovanych z lidské krve (119).

Pristroje, reagencie, software

Laboratorni vybaveni

Flowbox, Mars Safety Class 2 (ScanLaf)

Termocyklér, CFX96 Real-time System (BioRad)

Termocyklér, Mastercycler nexus (Eppendorf)
Mikrocentrifuga na 1,5 mL zkumavky, MiniSpin (Eppendorf)
Vortex (Labnet International)

Set of single/multi- kanalovych pipet se stojdnkem (Eppendorf)
Elektronicka multidavkovaci pipeta, Pipetman 2 + 20 ul (Gilson)
Chladici stojanky pro 96jamkové PCR desticky (Sarstedt)
Roboticka pracovni stanice QIAcube (Qiagen)

Centrifuga na desticky 5430 (Eppendorf)

QIAxcel Advanced Instrument (Qiagen)

Pyromark Q48 Autoprep, pyrosekvenator (Qiagen)

mrazak, -20 °C (Gorenje)

lednice, 2°C = 8°C (Gorenje)

Vybrané metody forenzni genetiky



Chemikalie
MagCore Genomic DNA Bisulfite Kit (kat. ¢. MGB400-02),
RBCBioscience, KRD

EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit (kat. ¢. 59824 nebo 59826), Qiagen,
Genetica

PyroMark PCR Kit (kat. ¢. 978703 nebo 978705), Qiagen, Genetica

PyroMark Q48 Advanced CpG Reagents (kat. ¢. 974022), Qiagen,
Genetica

AgePlex Mono Kit (kat. ¢. BVE-200-202), BioVectis, Dynex, obsahuje:
— 5PCR part primert

— 5 pyrosekvenacnich primera

PyroMark Q48 Magnetic Beads (kat. ¢. 974203), Qiagen, Genetica

High-purity (deionizovana) voda

Plasty
mikrozkumavky 1,5 mL, nuclease-free (kat. ¢. 1210-00), SSIbio, P-lab

8zkumavkovy strip bez vicek, 0,2mL (kat. ¢ 4316567), Applied
Biosystems, ThermoFisher Scientific

Spicky s filtrem (kompatibilni s pipetami), Eppendorf

Filter-Tips, 200 pl, predplnéné Spicky s filtrem (kat. ¢. 990332), Qiagen,
Genetica

Filter-Tips, 1000 pl, pfedplnéné Spicky s filtrem (kat. ¢. 990352), Qiagen,
Genetica

eluéni zkumavky 1,5 mL, Safe Seal Conical Tube (kat. ¢ 72706),
Sarstedt, Sarstedt

Sample Tubes RB, 2,0 mL mikrozkumavky (kat. ¢. 990381), Qiagen,
Genetica

PyroMark Q48 Disc (kat. ¢. 974901), Qiagen, Genetica

PyroMark Q48 Absorber strip (kat. ¢. 974912), Qiagen, Genetica
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Protokol

Procesni diagram

[ Zajidténi krevni ) Izolace DNA Bisulfitova konverze DNA
L stopy ) 2 hod 90 min

2 hod

PFeisténi DNA ‘

|

PCR amplifikace
methylaénich markert
ELOVL2 Clorfi32 TRIM59

KLF14 FHL2
3 hod

(" Uréeni biologického véku | Pyrosekvenovani
30 min J 3 hod

Obr. 18 Procesni kroky pii ur€ovani véku z krve pyrosekvenovanim

Bisulfitova konverze

L

Nechame rozmrazit pfecisténou/izolovanou DNA z krevniho vzor-
/A vzorku DNA se

260"~ 7280
pohybuje mezi 1,7-1,9 a koncentrace je nejméné 10 ng/ul.

ku. Zkontrolujeme, Ze pomér absorbanci A

Pfipravime si EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit (https://www.giagen.com/
de/resources/resourcedetail?id=ab2427dc-3da9-412¢c-8¢37-7e78d
397b6ac&lang=en): pfi teploté 2-8 °C skladujeme kolonky MinElute
DNA spin columns a pufry DNA Protect Buffer a Buffer BD. Ostatni
Casti kitu vCetné Bisulfite Solution skladujeme pfi pokojové teploté
(RT).

Pripravime si Buffer BW: ke koncentratu 52 mL Buffer BW pfidame
120mL 96-100% etanolu, pfidani oznac¢ime na vicku/etiketé, skla-
dujeme pfi RT. Pfed pouzitim vzdy lahvi¢ku s nafedénym pufrem
nékolikrat prevratime.

Pripravime si Buffer BD: ke koncentratu 3mL Buffer BD ptridame
27mL 96-100% etanolu, pfidani oznacime na vicku/etiketé, skladuje-
me pfi 2-8°C. Pfed pouzitim vZdy lahvicku s nafedénym pufrem né-
kolikrat prevratime. Po pouziti lahvicku ihned uzavieme. Pi¥ipadny
bily precipitat nevadi, nenanasime ho ale na MinElute DNA kolonku.
Vzorky a pufry nechame vytemperovat na RT. Zkontrolujeme, Ze
roztok Bisulfite Solution je kompletné rozpustény. Pokud neni,
muZeme Bisulfite Solution umistit do termobloku na 60 °C a vorte-
xovat, dokud se precipitat nerozpusti. Rozpustény roztok Bisulfite
Solution nedavame do ledu/chlazeného stojanku.
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6. PopiSeme si0,2mL PCR zkumavky. Do zkumavek si pfipravime smés
na bisulfita¢ni reakci (» tab. 11) (objemy jsou uvedeny pro 1 reakci).
Jednotlivé reagencie pfidavame v pofadi, uvedeném v tabulce.

Tab. 11: Reagencie bisulfita¢ni reakce

Reagencie

DNA xpl (200 ng)
RNase-free voda (20— x) pl
Bisulfite Solution 85ul
DNA Protect Buffer 35l
Celkovy objem 140l

7. Zavieme PCR zkumavky a fadné promichame. P¥ed bisulfitaéni
konverzi zkumavky uchovavame pfi pokojové teploté. Po pfidani
do bisulfita¢ni reakce by mél DNA Protect Buffer zménit barvu
ze zelené na modrou. To ukazuje dostatecné promichani a spravné
pH pro konverzi. DNA Protect Buffer nedavame do mrazaku, pokud
se tak stane, tak jej jiZ nepouZivame.

8. Provedeme bisulfita¢ni konverzi DNA na termocykléru (Eppendorf)
podle programu (» tab. 12). Vzhledem k tomu, Ze se v reakci nepou-
Ziva mineralni olej na pfekryti, je nanejvys vhodné pouZit termo-
cyklér s vyh¥ivanym vikem. Pokud pouZivame termocyklér, ktery
nam nedovoli zadat objem 140 ul, nastavime ho na nejvyssi mozny
objem. Konvertovana DNA muZe zUstat beze ztrat v termocykléru
pres noc pfi RT.

Tab. 12: Tepelné podminky bisulfitacni konverze

Teplota
Denaturace 5min 95°C
Inkubace 20 min 60°C
Denaturace 5 min 95°C
Inkubace 20 min 60°C
Hold o 20°C
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Precisténi DNA po bisulfita¢ni konverzi na pfistroji QIAcube

1. Po dokonceni bisulfita¢ni konverze zkumavky kratce zcentrifugu-
jeme. Poté ptepipetujeme celych 140 pl bisulfita¢ni reakce do ozna-
¢enych 2,0mL safe-lock mikrocentrifuga¢nich zkumavek (sample
tubes RB). V jednom béhu Cleanup na QIAcube miiZe byt pie¢isténo
az 12 vzorkd.

2. Pfipravime pfistroj QIAcube na protokol Cleanup. Otevieme dvitka
QIAcube, abychom ziskali pfistup k pracovnimu prostoru (» obr. 19).
Pro vice informaci viz manual vyrobce (https://www.giagen.com/
fi/resources/resourcedetail?id=f7d77c6e-0479-4b2b-a2e0-5ca747114
e34&lang=en).

Obr. 19 Pracovni prostor QIAcube

3. Pfipravime si stojan na reagencie. Nasledujeme pozice pro kazdou
reagencii (»obr. 20). Pfed umisténim na pracovni plochu ze v§ech
lahvicek s reagenciemi odSroubujeme vicka (pfedem si popiSeme).
MuZeme pouzit pouze lahvicky s reagenciemi urcené pro QIAcube,
jinak se mohou vyskytnout chyby pfi detekci roztokt. Pokud pufr
Buffer BL obsahuje precipitat, rozpustime ho zahfatim na max. 70°C
a jemnym promichanim. Stojan s reagenciemi umistime na urcené
misto v pracovnim prostoru.
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Obr. 20 Stojan s reagenciemi do QIAcube

4. Pfedplnéné stojany na Spicky 200 pl (modry) a 1000 pl (svétle Sedy)
s dostateénym poctem Spi¢ek umistime do pracovniho prostoru
na urc¢ené misto v pracovnim prostoru.

5. 2,0mL safe-lock mikrocentrifuga¢ni zkumavky (sample tubes RB)
s konvertovanou DNA umistime do stojanu (oznaceni ,2“) do tie-
packy dle poc¢tu vzorka (» obr. 21). Vicka zkumavek opatrné ohneme
a umistime do otvorli u hrany stojanu. Do otvort u hrany stojanu,
kde nejsou zasunuta vicka, nezasunujeme ucpavky (jsou uréeny pro
protokoly se Sroubovacimi zkumavkami) a nechame tam volna mis-
ta, aby se nepopletl software kontrolujici poc¢et vzorkl pii kontrole
naplnéni pracovniho prostoru. Naplnény stojan umistime na urcené
misto v pracovnim prostoru.

6. Pripravime si plastové adaptory do rotoru. Do adaptoru umistime
kolonku s membranou a jako sbérnou zkumavku popsanou 1,5mL
Safety Cap zkumavku (> obr. 22). Zatla¢ime je fadné do dané pozi-
ce, vicko ohneme a zasuneme do otvoru. Prostfedni pozice zlsta-
ne prazdna. Béhem protokolu je kolonka pfenesena na eluci DNA
do sbérné zkumavky. Adaptory umistime do vyklopnych ¢asti cen-
trifugy podle poctu vzorkl (»obr. 21), 1ze to jen jednim spravnym
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centrifuga tiepacka centrifuga tfepacka

7
2 vzorky 7 vzorki l 10
3 vzorky 8 vzorku l 10
4 vzorky 9 vzorkii . 10
11

1 7

2 8

o o 3 9
5 vzorkd 10 vzorkd 2 10
5 11

6 vzorkd

Obr. 21 Rozmisténi zkumavek v tfepacce a rozmisténi adaptorti v rotoru centrifugy
v zavislosti na po¢tu vzorkl

zpusobem. Vyklopné ¢asti musi byt v centrifuze vSechny, i kdyz
zpracovavame méné nez 12 vzork.

7. Zavieme dvifka pfistroje QIAcube a zapneme jej.

8. Rozsviti se dotykovy displej. Z hlavniho menu vybereme aplikaci
Cleanup tuknutim na ikonku.

9. Vybereme spravné jméno kitu, zdrojovy material a typ protokolu.
V seznamech se pohybujeme Sipkami nahoru a dold a vybereme
EpiTect Fast DNA Bisulfit, Converted DNA a Up to 100 ng DNA. Vibér
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Obr. 22 Rozmisténi kolonky, sbérné zkumavky a vicek v adaptoru
do rotoru pfi preciStovacim protokolu QIAcube

potvrdime tuknutim na ikonku Select. Tento protokol je navrzen
na precisténi konvertované DNA do 100 ng (DNA koncentrace se
po bisulfita¢ni konverzi dramaticky snizuje).

Znovu otevieme dvitka pFistroje a nasledujeme pokyny k naplnéni
pracovniho prostoru (vzorky, reagenciemi, plasty) zobrazené na dis-
pleji. Dokoncime a potvrdime pozadované ukony nebo potvrdime,
Ze jsou jiZ hotové.

Zavieme dvirka QIAcube a tukneme na Start. PreciStovaci protokol
trva s 12 vzorky pfiblizné 90 min.

Po dokonceni protokolu nasledujeme pokyny k Giklidu pracovniho
prostoru zobrazené na displeji.

MinElute spin kolonku ve sbérné zkumavce jesté jednou zcentrifu-
gujeme 1 min p¥il0 000g pro eluci zbytku DNA. Objem DNA po pi‘e-
¢istovacim protokolu na QIAcube je 15 ulL

Precisténou DNA muZeme uloZit pii 2-8 °C do 24 hod nebo zamrazit
na —20°C na del$i dobu.
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Precisténi DNA po bisulfita¢ni konverzi manualné

Pozn.: Pokud nemdme pristroj QIAcube, miiZeme konvertovanou DNA
precistit na kolonkédch manudlné. Centrifugujeme pfi RT na maximdlni
vykon.

1. Pufry temperujeme na RT.

2. Po dokonceni bisulfita¢ni konverze zkumavky kratce zcentrifugu-
jeme. Poté prepipetujeme celych 140 ul bisulfita¢ni reakce do ozna-
¢enych 1,5mL Safe-lock mikrocentrifuga¢nich zkumavek.

3. Pridame 310 pl pufru Buffer BL ke kazdému vzorku. Zvortexujeme
a kratce stocime.

4. Pridame 250 ul 96-100% EtOH ke kazdému vzorku. Pulzné vortexu-
jeme 15 s a kratce sto¢ime.

5. Oznacime si MiElute®DNA spin kolonky. VloZime je do sbérnych
zkumavek a do stojanku. Smés z piedchoziho kroku pfepipetujeme
na odpovidajici kolonku.

6. Kolonky centrifugujeme 1 min. Ze sbérnych zkumavek odstranime
roztok a kolonky umistime zpét do zkumavky.

7. Do kazdé kolonky pfidame 500 pl pufru Buffer BW. Centrifugujeme
1 min. Ze sbérnych zkumavek odstranime roztok a kolonky umisti-
me zpét do zkumavky.

8. Do kaZzdé kolonky pfidame 500 ul pufru Buffer BD. Davame pozor,
abychom nepfenesli Zadny precipitat. Minimalizujeme vystaveni
Buffer BD vzduchu, aby zbytecné nedochazelo ke zméné pH. Zavie-
me kolonku vickem a inkubujeme 15 min pf¥i RT.

9. Kolonky centrifugujeme 1 min. Ze sbérnych zkumavek odstranime
roztok a kolonky umistime zpét do zkumavky.

10. Do kazdé kolonky pfidame 500 ul pufru Buffer BW. Centrifugujeme
1 min. Ze sbérnych zkumavek odstranime roztok a kolonky umisti-
me zpét do zkumavky.

11. Promyti pomoci Buffer BW v kroku 10) zopakujeme.

12. Do kazdé kolonky pfidame 250 pl 96-100% EtOH. Centrifugujeme
1 min. Sbérné zkumavky vyhodime. Kolonky umistime do novych
2mL zkumavek a centrifugujeme 1 min k odstranéni zbytkovych
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roztokd. Pokud mame moZnost, inkubujeme oteviené kolonky
(ve zkumavkach) v termobloku 5 min p¥i 60 °C k odpafeni zbytko-
vych roztoka.

Sbérné zkumavky vyhodime. Kolonky umistime do novych 1,5mL
centrifugacnich zkumavek (nedodano s kitem). Pfidame 15 ul elucni-
ho pufru Buffer EB pfimo do stfedu membrany v kolonce a opatrné
zavieme vicko kolonky.

Kolonky inkubujeme 1 min p¥i RT. Eluujeme DNA - centrifuguje-
me 1 min. Kolonku vyhodime. Pfe¢isténou DNA miZeme uloZit pfi
2-8°C do 24 hod nebo zamrazit na 20°C na delsi dobu.

PCR amplifikace metyla¢nich markerti AgePlex

L

Pro PCR amplifikaci metyla¢nich markert pouzijeme PyroMark
PCR Kit (PCR reagencie, https://www.qgiagen.com/fi/resources/
resourcedetail?id=b8cdb9f4-clec-4045-83dd-468f4bf5b8fa&lang=en)
a AgePlex Mono Kit (PCR primery). Jeden z primert je oznacen
biotinem, aby byla umozZnéna imobilizace na magnetické kulicky
pokryté streptavidinem béhem pfipravy jednovlaknového DNA
templatu v sekvena¢nim béhu.

Pri RT nechame roztat PyroMark PCR Master Mix, primery, 25 mM
MgCl, and RNase-free vodu. Roztoky zvortexujeme, kratce scentri-
fugujeme a odloZime do chladiciho stojanku.

Pripravime a ozna¢ime si 8zkumavkové stripy o objemu 200 ul. Na-
chystame si reakéni smési (> tab. 13). Pro kazdy vzorek potiebuje-
me 5 riznych PCR reakci s 5 riznymi pary primerd pro markery:
ELOVL2, Clorfl32, TRIM59, KLF14 a FHL2.V tabulce (» tab. 13) je uve-
den vypocet pro 1 reakci, ¢tyfnasobek (1 sekvenaéni béh na pristroji
PyroMark) a dvanactinasobek (plna kapacita QIAcube) s pipetovaci
chybou 17 %. Jednotlivé reagencie prfidavame v uvedeném poradi,
abychom se vyvarovali vysoké lokalni koncentraci soli.
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Tab. 13: Slozky PCR amplifikace metyla¢nich markert

Reagencie 1reakce 4reakce 12 reakci
PyroMark PCR Master Mix, 2 x 12,5pl 58,5l 175,5ul
25mM MgCl, 1,0pl 4,7 ul 14,0l
AgePlex PCR Mono primer mix 2,0pl 9,4ul 28,1l
RNase-free voda 4,0ul 18,7l 56,2l
Celkovy objem 19,5l 91,3pl 273,8pul

4. Propipetujeme master mix, rozpipetujeme ho po 19,5 pl do stri-
p1/200 ul zkumavek.

5. Pripravu master mixu a rozpipetovani musime provést celkem 5x,
pro kaZdy z metyla¢nich markerti.

6. Do kazdé zkumavky s jednotlivymi markery pfidame 3 pl purifikova-
né konvertované DNA (5x). Zkumavky/stripy zvortexujeme a kratce
sto¢ime.

7. Spustime PCR amplifikaci na termocykléru Bio-Rad (» tab. 14). Pou-
zivame termocyklér s vyhfivanym vikem a nastavenim Ramp speed
nal’C/s.

Tab. 14: Tepelné podminky PCR amplifikace metyla¢nich markert

Krok Cas Teplota Poéet cykli
Hot start 15 min B 1
Denaturace 30s 94°C

Annealing 60s 56°C 45
Extenze 60s 72°C

Finalni extenze 10 min 72°C 1
Chlazeni o 4°C 1

8. Po amplifikaci mdZeme vzorky uchovat pfes noc pfi 2-8°C, na delsi
dobu pfi-20°C.

Pyrosekvenovani na p¥istroji PyroMark Q48

1. Pouzijeme PyroMark Q48 Advanced CpG Reagents. Rozpustime
lyofilizované Enzyme mixture a Substrate mixture pfidanim 660 ul
pufru PyroMark Advanced Annealing Buffer do kazdé ze zkumavek.
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Nevortexujeme, jen jemné protiepeme. Po rozpusténi jsou obé smési
stabilni nejméné 5 dni pfi 2-8 °C. Zamrazené reagencie by nemély
projit vice neZ 6 rozmrazovacimi cykly.

2. 48 pozic na disku pristroje PyroMark muiize byt vyuzito nékolika
zpusoby. MuZeme analyzovat 4 vzorky s 5 sekvena¢nimi primery
v duplikatu (40 obsazenych pozic) nebo 9 vzorkl v jednom opako-
vani v jednom sekvenacnim béhu (45 obsazenych pozic). Pro vyssi
presnost mizeme opakovat sekvenacni béh se stejnymi vzorky. Vice
informaci se do¢teme v manualu vyrobce https://www.giagen.com/
nl/resources/resourcedetail?id=650a0cl3-3b8e-4a77-b433-6ble50b
9525a&lang=en.

3. Zapneme program PyroMark Q48 Autoprep. Vytvofime soubor
Run Setup pro aktualni sekvenacni béh podle predchoziho béhu -
klikneme pravym tlac¢itkem v priizkumniku zkratek na ukonceny
béh (processed run file, modry obdélnicek se zaskrtavatkem) a vy-
bereme Copy and Rerun v kontextovém menu. Zkopiruje se jen na-
staveni béhu, ne samotny béh a analyzu dat. Vybereme standard
protocol type, zaskrtneme manual primer loading a dvojkliknutim
na danou jamku upravime nazvy vzorkil (edit sample ID), popiipadé
nakopirujeme z .txt souboru. UloZime soubor dle nasich zvyklosti
(napf. RRMMDD_Ageplex_operdtor). Nastaveni disku si mizeme
vytisknout z Tools menu vybérem Pre Run Information.

4. Pokud chceme nastavit novy pokus, pfes nabidku vybereme New
CpG Assay a (»tab.15) doplnime nezbytné informace (kdy A =adenin,
C=cytosin, G=guanin, T =thymin, R =G nebo A, Y = T nebo C). Vytvo-
Fime CpG Assay pro kazdy metyla¢ni marker. VloZime Sequence to
analyze z tabulky do okénka Sequence Before Bisulfite Treatment
v PyroMark Q48 Autoprep Software. Zaskrtneme Forward Orienta-
tion. MiZeme zamknout assay pro editovani kliknutim na tlac¢itko
Lock Assay umisténé dole v okné pfi nastavovani assaye (poté ne-
bude moZné po dokonceni pokusu upravovat parametry analyzy
nebo vysledky). Podle pokynt v kroku 3 vytvofime nastaveni disku.
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Tab. 15: CpG assaye pro metyla¢ni markery pfi ur¢ovani véku

o Sekvence k analyze (,Sequence to analyze”) UGS i
sekvence yze .5eq Y pozice (GRCh38)
ELOVL2 CCRTAAACRTTAAACCRCCRCRCRAAACCRAC Cc7 Chr6:11044661
Clorf132 | AAATCTACRCAAACRACRATAAATAATCC C1 Chr1:207823681
TRIM59 GGTTTGGYGYGGGAYGAGGYGAAGYGTYGG c7 Chr3:160450199

TGGTYGAYGGT GAGGAATTATTTTTTATTT

TYGYGTTTT TTTGTYGGYGAGTTAGGTA X
KLF14 ATGGTAATAGAG C1 Chr7:130734355

AGTTATYGGGAGYGTYGTTTTYGGYGTGGG

Al TTTTYGGGYGYGAGTTTYGGAYGAGGTTTGGG

Cc2 Chr2:105399288

5. USB disk se souborem vytvofenym softwarem PyroMark Q48 Au-
toprep vloZime do USB portu na pfistroji PyroMark Q48 Autoprep.
USB port je umistény na p¥istroji vpredu.

6. Pfed prvnim pyrosekvenacnim béhem dne se musi promyt vstfi-
kovace (injektory) v jednotlivych kazetach (» obr. 23) deionizova-
nou/high-purity vodou: na domovské obrazovce vybereme tlacitko
Cleaning a vSechny injektory. U vybranych injektor( se zobrazi sym-
bol kapky. Do pfistroje vloZzime absorpcni pasek s konci spojenymi
vlevo na pozici 9 hodin (» obr. 24). Do kazdé nadrzky injektoru urce-
ného k promyti napipetujeme 200 pl deionizované vody (pipetujeme
bez tvorby bublinek doli do ztiZené ¢asti nadrzky, nesmime vSak
porusit filtrl). Zavieme a zamkneme vicka kazet. Vybérem tlacitka
Start spustime prvni promyti. Poté nasledujeme pokyny a promy-
jeme injektory jesté jednou.

7. Ke spusténi sekvena¢niho béhu na domaci obrazovce vybereme tla-
Citko Sequence a nacteme béh z USB disku. Nastaveni béhu spusti-
me kliknutim na jeho nazev a Sipku, ktera se za nazvem béhu objevi.

8. Do pfistroje vloZime novy absorpc¢ni pasek (» obr. 24). Absorpéni
pasek ma maximalni kapacitu 8 mL tekutiny. Software upozorni
uZivatele na vyménu pasku pfed spusténim béhu, nastfikem nebo
promytim. Prostor komory lze vy¢istit etanolem, odstranime tak
prebytky odpadu.

9. Naplnime vstfikovace. Na obrazovce pfistroje vybereme vsttikova-
Ce, které chceme naplnit. U vybranych injektorti se zobrazi symbol
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Kazeta

FRAGILE FILTER AT
BOTTOM OF RESERVOIR

Obr. 23 Kazety s injektory:
Kazeta s nukleotidy: A - dATPaS, C - dCTP, G- dGTP, T - dTTP;
Kazeta s primery: P1- Primer 1, P2 — Primer 2, P3 - Primer 3,
P4/BB - Primer 4/Binding buffer;
Kazeta s reagenciemi: DS — Denaturation solution, E - Enzyme, S-Substrate, AB -
Annealing buffer.

Obr. 24 Komora pfistroje PyroMark Q48
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10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

17.

kapky. Pokud budeme spoustét pouze 1 béh v ramci dne, oznac¢ime
Last run today a software spocita objemy reagencii tak, aby vysta-
Cily pouze na 1l béh.

Rucné napipetujeme kazdou reagencii do daného injektoru podle
objemt zobrazenych na obrazovce pristroje. Pipetujeme bez tvorby
bublinek tak, aby se neposkodil filtr ve spodni ziZené ¢asti nadrzky.
Zavieme vicka kazet a zamkneme je zamecky.

Vybereme tlacitko Start. Vstfikovace se zelenym zaSkrtnutim uka-
zuji, Ze jsou jiZ naplnény a nepotfebuji byt plnény znovu. Vstfi-
kovace s otaznikem byly naplnény pfed delsi dobou a naplnéni
doporucuji, ale nemusi byt provedeno.

Do pfistroje vlozime disk/kotou¢ (» obr. 24): pfidrzime disk prsty
pomoci tchytd, umistime indexovy otvor kotouce (otvor u jamky Bl)
nad indexovy kolik kotouce na naboji rotoru a vloZime disk na rotor.
Kolik musi byt umistény v otvoru, aby mohl detekéni systém disk
rozpoznat. Disk zafixujeme v pozici zaSroubovanim pojistné matice
k rotoru.

Naneseme DNA templat (produkt PCR) a magnetické kulicky
na disk. Vynechavame pozice se symbolem @, které slouZi jako od-
padni jamky.

Pred pipetovanim zvortexujeme fadné magnetické kulicky do homo-
genni suspenze. Napipetujeme 3 pl magnetickych kulicek do kazdé
poZadované jamky na disku dle rozpisu. PouZivame elektronickou
multi-davkovaci pipetu. Magnetické kulicky po vortexovani rychle
sedimentuji, tudiZ opakujeme vortexovani mezi kazdym pipetova-
nim.

Napipetujeme 10 ul PCR produktu do spravné jamky na disku, na-
sledujeme pokyny na obrazovce.

Béh spustime tla¢itkem Start. Priprava jednovlaknové DNA zahr-
nuje odparovani v zahfivacim kroku (viko komory je v tomto kroku
oteviené) ke sniZeni objemu v jamce.

Po 20 min ru¢né pfidame sekvenaéni primery: napipetujeme 2 pl od-
povidajiciho sekvena¢niho primeru (4 uM) k danému vzorku v jamce
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18.

19.

20.

21

22.

23

24.

25.

na disku. Potvrdime tlac¢itkem Next. Viko pfistroje se automaticky
zavira a pyrosekvenovani za¢ing, ¢as se odecita.

Po dokonceni béhu se viko pfistroje automaticky otevie a data se
prenesou na USB disk. Po dokonceni pi‘enosu se zobrazi zprava Run
Complete.

Vybereme tla¢itko Home k navratu na domovskou stranku. Zvolime,
zda chceme spustit dalsi sekvenacni béh, nebo promyt vstfikovace.
Po poslednim béhu vyjmeme disk z pfistroje a promyjeme vst¥iko-
vace vybérem tlacitka Cleaning. Pokud byl vybran posledni béh dne,
automaticky se zobrazi oznameni o zahajeni promyvani.

K promyvani pokrac¢ujeme podle kroku 6). Zavieme a zamkne-
me vicka kazet, vyménime absorpéni pasky a vybereme tlacitko
Start. Uspésné promyté injektory se oznaéi zelenym zaskrtnutim.
Po ukonceni promyvani odemkneme vicka kazet a trosku je pootev-
feme. SlouZi to jako prevence kondenzace a minimalizuje usedani
prachu v kazetach.

Vezmeme si USB disk s pfenesenymi daty a analyzujeme data na PC
s PyroMark Q48 Autoprep Software. Zkontrolujeme, Ze v opera¢nim
systému PC mame nastavenou tecku jako desetinny oddélovac.

. V PyroMark Q48 Autoprep Software otevieme soubor béhu pfes

File — Open a v nabidce vybereme CpG analysis mode. VSechny jam-
ky z disku s nastavenou assayi (Assay Setup) odpovidajici vybrané-
mu zpusobu analyzy se automaticky zanalyzuji.

Analyza vybranych bunék miiZe byt spusténa kliknutim na tlacitko
Analyze Selected Wells (modré okno se zaskrtnutim) v tabulce Over-
view. MiZeme také kliknout pravym tla¢itkem mysi a z kontextové
nabidky vybrat Analyze Selected. Béhem analyzy se zobrazuje dia-
logové okno s pribéhem analyzy, tla¢itkem Stop a ndzvem buriky,
ktera je pravé analyzovana. Dialogové okno se zavie po dokonceni
analyzy nebo po kliknuti na tlac¢itko Stop. Po dokonceni analyzy se
béh automaticky uloZi na pozadi.

Podivame se na vysledky analyzy. Vybereme si zanalyzovanou jam-
ku (svétle modrou) v tabulce Overview. Odpovidajici pyrogram je
zobrazen v ¢asti Pyrogram a informace o jamce jsou uvedeny v ¢asti

Kapitola 5: Detekce metylace pyrosekvenovanim pro stanoveni biologického véku



Well Information. Pokud si vybereme v pfehledu jamek vice jamek
najednou, zobrazuji se informace o té jamce, ktera je oranZové ohra-
nicena.

26. Hodnoceni kvality je zobrazeno ve vysledku jako barva pozadi (pro-
cento metylace nebo procenta primérné metylace zobrazené v py-
rogramu): modra = v pofadku (Passed), zluta = zkontrolovat (Check),
Cervend = nezadarilo se (Failed).

27. K urceni hladiny metylace kaZzdého markeru spocitame primeér
hladin metylace ze dvou nezavislych pyrosekvenacnich béht. Pro
jednotlivé metyla¢ni markery pouZijeme hodnotu metylace mista
CpG 7 u ELOVLZ2, CpG1u Clorfl32, CpG 7 u TRIM59, CpG 1 u KLF14
aCpG2uFHL2.

28. Vysledky si miizeme vyexportovat z nabidky Reports. Vybereme
CpG Analysis Results nebo CpG Full Report.

29. Analyzu ulozime kliknutim na ikonku diskety v panelu nastrojt.

30. Pro stanoveni véku osoby, ktera poskytla vzorek, jdeme na webovou
aplikaci Age Calculator dostupnou na http://biovectis.com/forensicl/
age-calculator. Vyplnime tdaje dle pokynli na webové strance, vy-
pocet biologického véku spustime kliknutim na tlacitko AgePlex.
Aplikace pouzije k vypoc¢tu nejaktualnéjsi algoritmy (» obr. 25).

Vzorovy vysledek

Vysledek na strance BioVectis je odhadovany vék ptivodce v okamziku
zanechani stopy (popripadé v okamZiku odbéru kontrolniho vzorku).
V posudku by mél byt referovan spolu se statistickym parametrem,
Ziva MAD, mean absolute deviation (primérna absolutni odchylka mezi
predikovanou a realnou hodnotou) spolu s pravdépodobnosti odlehlych
hodnot. Napftiklad pfi MAD + 4 roky pro rozsah véku od 14 do 75 let mtzZe
byt 80% pravdépodobnost, Ze odhad bude spravny s odchylkou + 6 let,
70% pravdépodobnost, Ze odhad bude spravny s odchylkou +5 let,
60% pravdépodobnost, Ze odhad bude spravny s odchylkou + 4 roky
a 30% pravdépodobnost, Ze odhad bude spravny s odchylkou + 3 roky.
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http://biovectis.com/forensic1/age-calculator
http://biovectis.com/forensic1/age-calculator

Pro uz8i rozsah véku (naptiklad 15 aZ 35 let) jsou pravdépodobnosti pro
odchylky 6, 5, 4, 3 roky vyssi (90 %, 82 %, 68 %, 50 %).

BioVECTIS

The Age estimation calculator

The calculator estimates human age based on five epigenetic markers
Instruction:

1. Enter the percentage of marker methylation level (from 0 to 100%).
2. Press the AgePlex button - the estimated age will be shown in years

Marker [%]
ELOVL2 - C7

C1orf132-C1|53
TRIM59 - C7 |37

KLF14 - C1

T

FHL2 - C2 41

AgePlex

Estimated Age
42

Obr. 25 Vystup z online stranky BioVectis
(v tomto pfipadé byl kalendarovy vék 42 let shodné s odhadem)

Komentai a fesSeni problémua

» EpiTect Fast DNA Bisulfite Conversion Kit vyZaduje niz§i vstupni
mnoZstvi DNA, neZ jiné kity. I tak je nutné pocitat s nutnosti kom-
penzace DNA degradace a ztrat béhem konverze a precisténi.

» Pufr Buffer BL obsahuje guanidinové soli, které jsou nekompatibilni
s Cisticimi a dezinfek¢nimi prostiedky obsahujicimi bélidlo (mohou
vytvorit toxické vypary s obsahem chloru).

» Desulfonace jako posledni krok chemické konverze cytosint je za-
hrnuta pfi purifikaci na kolonce.
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» Cistici a dezinfekéni prostiedky s etanolem Ize pouZit k dezinfekci
povrchu pfistroje QIAcube — pracovniho prostoru nebo centrifugy,
ale ne dvitrek. Dvitka ¢istime pouze destilovanou vodou.

» K odstranéni kontaminace nukleovymi kyselinami na pracovnich
plochach, pomuickach, rotoru a odpadni nadobé v QIAcube mtiZeme
pouZit DNA-ExitusPlus.

» Lahvicky na pufry (QIAcube) neponorujeme do 70% etanolu. Modré
kolec¢ko neni odolné etanolu.

» Pokud pouZivime méné neZ 100 ng vstupni genomické DNA, mu-
Zeme pouZit Carrier RNA béhem kroku pfecistovani DNA (nutno
zkusit, v naSem pfipadé nebylo tieba). Lyofilizovanou Carrier RNA
(310 ug) rozpustime v 310 ul RNase-free vody, aby vysledna koncen-
trace roztoku byla 1 pg/pl. Rozpusténou Carrier RNA rozpipetujeme
po alikvotech (napf. po 50 pl) a skladujeme pfti-20°C. Pfipravujeme
objem roztoku Buffer BL-Carrier RNA pouze pro aktualni vzorky
(v poméru 1:100). Tento roztok by se mél pfipravovat vzdy Cerstvy,
je stabilni pfi 2-8°C aZ 48 hod.

Problém PFi¢ina a feSeni
v Nizky stuperi konverze po bisul- | + DNA $patné kvality (napf. kontaminace proteiny) -

fitacni reakci zkontrolujeme, Zze pomér A, /A, vzorku DNA se
pohybuje mezi 1,7 a 1,9.

v Mnozstvi DNA mimo doporuéeny rozsah - zvysime
nebo snizime mnozstvi vstupni DNA tak, abychom
zistali v rozsahu 1 ng — 2 ug purifikované DNA.

v Bisulfitaéni roztok obsahuje precipitaty - zahfejeme
Bisulfite Solution na 60 °C a vortexujeme do rozpusté-
ni precipitatd.

~ Spatné vysledky v navazujicich | v Selhani bisulfitadni konverze - vzorek DNA byl
aplikacich PCR degradovan pred modifikaéni reakci. Zajistime, Ze se

s vzorkem DNA manipuluje a skladuje se spravné.

v Malo nebo zadna DNA po puri- | v Carrier RNA nebyla pfidana do Buffer BL - pfipravime
fika¢nim kroku carrier RNA a pfidame do Buffer BL, jak je popsano
v Komentafich.

v Buffer BL obsahuje precipitaty -» Zkontrolujeme preci-
pitatu v Buffer BL. Rozpustime je zahfatim (max 70 °C)
a jemnym protfepanim.

~ Spatny nebo zcela chybny v V pozadi je kontaminujici sekvence z PCR - zkontrolu-
pyrosekvenaéni béh jeme PCR produkt na agarézovém gelu pro potvrzeni,

Ze mame pouze 1 specificky PCR amplikon
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Problém PFi¢ina a feSeni

v Chyby pfi pyrosekvenovani

souvisejici s analyzou

~ Spatny nukleotid napipe-
tovany do vstrikovade pfistroje
PyroMark Q48 Autoprep
Pumpa pfistroje PyroMark Q48
Autoprep nedosahne dostatec-
ného tlaku

Selhani pfi promyvani/naplrio-
vani injektord

v Chybné rozpusténé nebo skladované reagencie -
nasledujeme instrukce z této kapitoly nebo manuélu
vyrobce. Zafadime do nastaveni béhu prazdnou jamku
(pouze Annealing Buffer), abychom zkontrolovali, zda
peaky na pozadi nepochézi z nukleotidd.

v Chyba v poradi nukleotid(i - Spustime test vstrikova-
¢l (Cast 8.5 v PyroMark Q48 Autoprep User Manual).
Pokud problém pretrvava, musime kontaktovat tech-
nickou podporu QIAGEN.

v Spustime promyti $§patné naplnéného vstrikovace po-
dle kroku 6) E Pyrosekvenovani na pfistroji PyroMark
Q48.

v Zkontrolujeme, Ze jsou vi¢ka kazet zaviena a kazety
jsou pevné usazeny.

v Zkontrolujeme, zda je dostatek roztok( v nadrzkach
kazet. MuZe se jednat o potiZe se senzorem kapicek

nebo se vstfikovaci. Spustime test vstfikovact
(¢ast 8.5 v PyroMark Q48 Autoprep User Manual).

Zkontrolujeme, Ze indexovy kolik kotouce na rotoru
je umistén v indexovém otvoru kotouce (blizko jamky
B1), aby mohl detekéni systém disk rozpoznat.

v Zkontrolujeme, Ze objem v jamce nepresahl 20 pl.

v Roztok nebo magnetické kuli¢- | v
ky mimo jamky

v Odhadovany vék zasadné v Pokud nedoslo k chybé v ,mokré” ¢asti laboratorni
neodpovida chronologickému prace, mlze se jednat o $patné pouZiti modelu - jedna
véku se o jinou tkar nebo ptvodce biologického materidlu

se néjakym metylaéné dilezitym parametrem odlisuje
od skupiny, na zakladé které byl model vystavén.
Podékovani

Kapitola byla vypracovana za pfispéni grantovych projektt
V120202022123, LM2018133, LM2018125, LM2018132,
CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000868, CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_026/0008448,
EF16_013/0001674, IGA LF UP 2022_012.

Kapitola je aktualizovanym pfekladem Chapter 52: Detection of
metylation by pyrosequencing for biological age estimation (Karolina
Bartakova) z knihy Laboratory techniques in cellular and molecular
medicine (ISBN 978-80-244-6049-9, DOI: 10.5507/1£.22.24460499).
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Kapitola 6:
Fenotypovani DNA
a predikce véku z krve

Lucie Kotkova?, Rastislav Slavkovsky', Jana Vrbkové', Jifi Drabek!

1Ustav molekularni a translaéni mediciny,
Lékatska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci, Olomouc

2Neurologicka klinika, Fakultni nemocnice Olomouc

Uvod

Analyza DNA odebrané z biologickych stop na misté ¢inu ma ve forenz-
nim prostiedi jedinecné postaveni jako vyznamny a spolehlivy zptsob
identifikace osob.

V tomto kontextu je prace s DNA vyhradné komparativni — profil
sestaveny na zakladé vzorku odebraného na misté ¢inu je srovnavan
s DNA profily uloZenymi v policejni databazi nebo profily DNA poten-
cidlnich podezrelych identifikovanych tradi¢nimi vySetfovacimi me-
todami (120).

Pokud neni mozné vytipovat tizkou skupinu podezielych, feSenim
muze byt plosny screening DNA, kde jsou za soucinnosti vefejnosti ode-

voees

,haslepo’ porovnavany se vzorkem z mista ¢inu (121). Jednou z nejvy-
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znamnéjsich akci tohoto typu v historii ¢eské kriminalistiky je p¥ipad
vrazdy ve stfedoceské Kmetinévsi z roku 2004, kdy bylo odebrano a po-
stupné analyzovano 700 vzork® mistnich obyvatel.

Metoda plosného screeningu je ale vnimana jako eticky velmi pro-
blematicka a v nékterych zemich ji platna legislativa viibec neumoz-
fuje. Mimo to je velice zdlouhava a finan¢né nakladna.

Jako FeSeni se nabizi rozvijejici se oblast fenotypovani DNA. Jeho
cilem je vyuzit analyzu DNA nikoliv jako soudni dikaz o viné ¢i neviné,
ale jako vySetfovaci nastroj schopny zGZit skupinu potencialnich pode-
zfelych a nasmérovat vySetiovani vici specifické skupiné lidi. Mens§i
skupinu podezielych je v pfipadé potfeby nasledné mozné efektivnéji
otestovat konven¢nimi DNA testy vedoucimi k pfimé identifikaci pa-
chatele (120).

Fenotypovani DNA pracuje s pravdépodobnostnimi modely, které
umoziuji s jistou pravdépodobnosti odvodit vyskyt ur¢itého znaku
u pachatele (122). Jedna se nejc¢astéji o externé viditelné charakteris-
tiky jako je vék, biogeograficky ptivod, barva vlast, o¢i nebo kiiZe, ale
predpoklada se, Ze fenotypovani DNA by se mohlo v budoucnu rozsirit
ina dalsi vizualni charakteristiky (stavba postavy, ztrata vlasu, rysy
tvare) a znaky zivotniho stylu (koufeni, pozivani alkoholu nebo drog,
specificky jidelnicek, socioekonomicky status) (123).

Epigenetika, studium dédi¢nych zmén vyjadfeni genetické infor-
mace bez pfimé zmény sekvence DNA, mize vystupovat jako spojovaci
prvek mezi relativné stabilnim genomem a dynamickym prostfedim.
Za nejspolehlivéjsi epigeneticky marker je ve forenznim prostfedi po-
vaZovana analyza zmény metylace DNA, tedy mira modifikace cytosint
v CpG dinukleotidech (Gsek sekvence DNA, kde po cytosinu nasleduje
guanin, oddéleny pouze fosfatovou skupinou) v oblasti promotord ur-
¢itych gent, kterd ovliviiuje miru jejich aktivniho pfepisu (121).

Metylace cytosinu v konkrétni pozici na DNA Fetézci je binarni znak,
protoze dany cytosin metylovou skupinu bud obsahuje, nebo ne (124).
Realny biologicky vzorek ale obsahuje velké mnoZstvi DNA fetézcq,
u kterych se status cytosinu v dané pozici miiZe lisit, vysledna hodno-
ta metylace je tedy udavana bud od nuly do jedné nebo jako procento
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metylovanych cytosin® v dané oblasti nap#i¢ v§emi molekulami DNA
v testovaném vzorku.

PrestoZe burtiky raznych tkani v téle jedince maji shodny genom,
k zisku odli$nych vlastnosti a funkci jim pomaha mimo jiné DNA me-
tylace. Metyla¢ni analyza je proto vhodna pro identifikaci raznych typa
tkani a télnich tekutin nalezenych na misté ¢inu. Z toho vyplyva, Ze
moznosti forenzni aplikace detekce metylace jsou Siroké, nicméné tato
kapitola (stejné jako kapitola pfedchozi) se bude vénovat jen moleku-
larni predikci véku ziistavitele stopy.

Epigeneticka predikce véku zlstavitele stopy je zaloZena na premi-
se, Ze aktivita urcitych genti se v prabéhu lidského Zivota méni (125),
a ze v promotorech gent existuji urcité cytosiny, jejichZ narast nebo
pokles metylace jsou ovlivnény jen vékem.

V soucasné dobé je k dispozici nékolik rozsahlych paneld vyuziva-
jicich stovky CpG oblasti. Tyto panely a interpretace jejich vysledkt
jsou obvykle oznacovany jako epigenetické hodiny (112, 126). Vyznacuji
se vysokou pfesnosti urceni véku, ale vzhledem k jejich Grovni multi-
plexingu jsou pro rutinni forenzni praxi zcela nevhodné. Limitujicim
faktorem forenznich analyz totiz zpravidla byva nezbytné mnozstvi
vstupni DNA z mista ¢inu, jejiz kvalita i kvantita je z velké ¢asti mimo
kontrolu laboratoi'e a mnohdy vyrazné omezena.

Uznavany model Steva Horvatha z roku 2013 vznikl na zakladé ana-
lyzy témér osmi tisic vzorkd a vyuziva pro vékovou predikci 353 CpG.
Je charakterizovan primérnou absolutni odchylkou predikce 3,6 let
napfic sadou vice nez 50 testovanych tkani (112). Ve stejném roce publi-
koval svijj predikéni model zaloZeny na 71 CpG a s primeérnou absolutni
odchylkou 3,9 let i tym Gregoryho Hannuma; tento model uz byl ale
zaméfen Uzce na analyzu krevnich vzork (126).

Vzhledem k praktickym omezenim je vhodné pfesunout svou pozor-
nost k mens§im modelim, které pro predikci véku vyzaduji analyzu jed-
notek CpG (127). Bylo publikovano velké mnoZstvi takovych predikénich
model{i, nejc¢astéji zalozenych na metodé pyrosekvenovani (> tab. 16).
V konkrétnich CpG oblastech je mezi jednotlivymi modely pomérné
mala shoda, je tedy téZzké zvolit optimalni skladbu modelu.
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Analyzou miry metylace pomoci modelt vyvinutych v letech 2014 aZ
2017 je moZné odhadnout vék zlistavitele stopy s pramérnou absolutni
odchylkou 3-6 let (116, 119, 128-131).

Tab. 16: Modely pouZivané pro predikci véku a jejich praimérna
absolutni odchylka mezi predikovanou a redlnou hodnotou

Pocet CpG MAD
Weidner, 2014 3 4,5-5,4
Bekaert, 2015 4 3,8-4,0
Park, 2016 3 3,2-33
Thong, 2017 3 3,3-5,0
Zbie¢-Piekarska, 2015a 2 5,0-5,8
Zbie¢-Piekarska, 2015b 5 3,4-39
Huang, 2015 4 7.8-7,9

Jistou komplikaci pifedstavuje jiz zminéna tkarnova specificita DNA me-
tylaci. V riznych druzich tkani se pfirozené starnuti projevuje rozdilné;
napriklad CpG metylace zavisla na véku v krvi se neshoduje s metylaci
ve vzorcich spermatu (123). Proto je nutné vyvinout specifické predikéni
modely pro jednotlivé druhy tkani nachazené na misté ¢inu.

V soucasné dobé jediny komeréné dostupny forenzni test pro vé-
kovou predikci AgePlex (Qiagen, zaloZzeny na modelu Zbieé-Piekarska,
2015b) je validovan pro pouZiti pouze u krevnich vzorkd. Modely vyvi-
jené v ramci konsorcia VISAGE (https://wwwyvisage-h2020.eu/), které
dosahly trovné technologické ptripravenosti 5 (TRL5, technologie je
validovana v relevantnim prostfedi) jsou pfipravovany samostatné
pro analyzu vzorkl krve, spermatu, slin a kosti (119).

Nasledujici protokol byl vyvinut v ramci projektu Bezpe¢nostniho
vyzkumu VI20202022123 a popisuje provedeni vékové predikce zlistavi-
tele krevniho vzorku ze vzorku vyizolované DNA. Pii testovani tohoto
modelu bylo 80 % vzorkd predikovano spravné (maximalni pfipustna
odchylka predikované a skute¢né hodnoty byla ¢tyfi roky), pfi maxi-
malni pfipustné odchylce predikované a skutecné hodnoty pét let se
Uspésnost zvedla na 89 %. Vice neZ polovina vzork (51 %) byla spravné
vékoveé zatfazena s odchylkou dvou let (» obr. 26).
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Obr. 26 Procento vzorkl predikovanych s danou odchylkou od redlné hodnoty véku

Pristroje, reagencie, software
Reagencie

EZ DNA Metylation-Gold kit; Zymo Research
(D5005; dodava Amplicon)

Platinum Multiplex PCR Master Mix; Applied Biosystems
(4464268; dodava Fisher Scientific CZ)

EvaGreen Dye, 20x in the water; Biotinum
(Biot31000; dodava Labmark)

QIAxcel DNA High Resolution Kit; Qiagen (929002; dodava iBiotech)
QIAquick PCR Purification Kit; Qiagen (28104; dodava iBiotech)

Qubit dsDNA HS Assay Kit; ThermoFisher
(Q33230; dodava Fisher Scientific CZ)

Nextera XT DNA Library Preparation Kit; Illumina
(FC-131-1024; dodava GeneTiCA)

Nextera XT Index Kit; Illumina (FC-131-1001; dod4va GeneTiCA)

MiSeq Reagent Nano Kit v2 (300 cyklt1) / MiSeq Reagent Micro Kit
(300 cykla)/ MiSeq Reagent Kit v2 (300 cyklt) / MiSeq Reagent Kit v3
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(150 cyklt), vSe Illumina (MS-103-1001/ MS-103-1002 / MS-102-2002/
MS-102-3001; dodava GeneTiCA)

DEPC-Treated Water, nuclease-free; Ambion
(AM9906; dodava Fisher Scientific CZ)

Etylalkohol pro UV spektrometrii; Penta
(02850M1000; dodava Verkon)

Pristroje a laboratorni vybaveni
Laboratof pfijmu a zpracovani vzorku

NanoDrop Spectrophotometer ND-1000

Laboratoi* pre-PCR

Box Biohazard HERAsafe KS

VortexMixer, LabMark

Vortex Genie 2, P-lab

Centrifuga 5430 Eppendorf s vikyvnym rotorem FA-45-24-11-HS
Eppendorf, Minispin

Termocycler MasterCycler Nexus, Eppendorf

MiSeq, Illumina

PCR zkumavky, Eppendorf zkumavky 1,7mL, PCR desky

Pipety, Spicky

Laboratoi PCR
Centrifuga 5430 Eppendorf s viykyvnym rotorem A-2-MTP
Realtime PCR cycler CFX96, Biorad

Laboratoi post-PCR
Box Biohazard Mars Safety Classe 2
QIAxcel; Qiagen
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MiniCentrifuge Ohaus FC5306
Qubit 2.0 Fluorometr

PCR zkumavky, Eppendorf zkumavky 1,7 mL, PCR desticky,
0,2mL stripy, zkumavky ur¢ené pro fluorometrii

Chlazeny stojanek

Pipety, multikanalové pipety, Spicky

Software

Bio-Rad CFX Maestro 2.2 v5.2.008.0222
QIAxcel Screen Gel 1.5.0.16

lumina Experiment Manager 1.19.1
Bismark Bisulfite Mapper v0.22.3
Bowtie2 v2.4.4

SeqMonk v1.48.0

Protokol

Pfiprava knihovny Precisténi a kvantifikace
2 hod 30 min 20 min

Procesni diagram
Bisulfitova konverze — Metylspecificki qPCR | — Digitalni elektroforéza
4 hod — 3,5 hod — 20 min

Spojeni amplikont

jednotlivych vzorkd
o Masivné paralelni T P —

PFiprava poolu P . Bioinformatické vyhodnoceni

sekvenovani (lllumina) 4-24 hod ‘
17-24 hod L )
Obr. 27 Procesni kroky p¥i ur€ovani véku pomoci MPS z krve

NiZe uvedeny protokol byl upraven a optimalizovan na zakladé obecné-
ho postupu uvedeného v metodické publikaci Laboratory Techniques
in Cellular and Molecular Medicine (132).
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Bisulfitova konverze

Pro bisulfitovou konverzi pouZzijeme EZ DNA-Metylation-Gold kit
(Zymo research).

Idealni mnoZstvi vstupni DNA je 200-500 ng, vyrobce kitu pfipousti
rozsah 500 pg2 ug. Vzorky zpracovavame optimalné v sadach po deseti.

VsSechny centrifugacni kroky provdadime pii 19360g (14 000 rpm pri po-
loméru rotoru 87,8 mm).

1. Pfipravime CT Conversion reagent.
> Zkumavka oznacend CT Conversion Reagent obsahuje prasek.
Pred otevienim ji sto¢ime.
> Do zkumavky oznacené CT Conversion Reagent pfidame 900 ul
vody, 300 ul M Dillution pufru a 50 ul M-Dissolving pufru.
> Hotovou konverzni smés vortexujeme 10 minut pfi laboratorni
teploté.
2. V PCR zkumavce smichdme 130 pl pfipravené konverzni smési a 20 pl
DNA. Promichame propipetovanim a kratce sto¢ime.
3. Umistime do termocykléru a spustime program (» tab. 17).

Tab. 17: Protokol pro bisulfitovou konverzi

98°C 10 min
64°C 150 min
4°C aZ 20 hodin

4. Pripravime M-Wash pufr.

> Smichadme 1,2mL M-Wash koncentratu a 4,8 mL 100% etanolu.
Promich&me vortexovanim.

5. Na Zymo-Spin kolonku umisténou ve sbérné zkumavce naneseme
600 ul M-Binding pufru a plny objem vzorku (cca 150 pl). Promicha-
me nékolika pfevracenimi zkumavky.

6. Centrifugujeme 1 minutu. Vyprazdnime sbérnou zkumavku.
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10.

11

12.
13.

Naneseme na kolonku 100 pl M-Wash pufru a centrifugujeme 1 mi-
nutu.

. Naneseme na kolonku 200 ul M-Desulphonation pufru.
. Nechame inkubovat 15-20 minut p¥i laboratorni teplot€, pak centri-

fugujeme 1 minutu.

Naneseme na kolonku 200 pl M-Wash pufru a centrifugujeme 1 mi-
nutu. Vyprazdnime sbérnou zkumavku.

Naneseme na kolonku 200 pl M-Wash pufru a centrifugujeme 1 mi-
nutu.

Preneseme kolonku na ¢istou zkumavku.

Naneseme na kolonku 10 pl Elution pufru a centrifugujeme 1 minu-
tu.

Priprava qPCR

L

Kvantifikujeme konvertovanou DNA méfenim na NanoDropu. Jako
blank pouzijeme Elution pufr.

Nafedime vzorky DNA na koncentraci 10 ng/pl

Nachystame primerové mixy (»tab. 18). PouZivime primery o za-
sobni koncentraci 100mM a DEPC vodu. Hotové mixy zvortexujeme
a sto¢ime.

Tab. 18: Priprava primerovych mixt

CCDC102B_F 1,0ul PDE4C_F 154l Clorfl32_F 0,5l
CCDC102B_R 1,0ul PDE4C_R 15ul Clorf132_R 0,5l
ELOVL2_F 1,0ul FHL2_F 0,5ul voda 24,0pl
ELOVL2_R 1,04l FHL2_R 0,5l
Voda 21,0pl voda 21,0pl

4. Nachystame reakéni mixy (»tab. 19).
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Tab. 19: Pfiprava reakénich mixti

Objem na 1 reakci [pl]

Platinum Multiplex PCR Master Mix, 2 x 6,25
DEPC voda 4,2
EvaGreen, 20 0,3
Primerovy mixa/B/C 1,25
Celkovy objem reakéniho mixu 12,0

5. Rozpipetujeme reakéni mixy do PCR desticky po 12 ul. Napipetujeme
1l kazdého vzorku do odpovidajicich pozic reakéniho mixu A, Ba C.

113 (14 |15 |16 [17 [18 |19 |20 |21 [22 |23 |24

G |25 |26 |27 |28 |29 |30 |31 [32

' Reakéni mix A

Reak¢ni mix B

Reakéni mix C
| i analyzované
| 1-32 | vzorky

Obr. 28: Ilustra¢ni rozmisténi reakénich mixt
a analyzovanych vzorkli na PCR desticce

6. PCR desticku kratce stoc¢ime a umistime do termocykléru. Spustime
program (» tab. 20).
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Tab. 20: gPCR touchdown protokol

95°C 2 min
94°C 30s o
65°C* 90s
72°C 60s
snimdni fluorescence
94°C 30s
56°C 90s 30x
72°C 60s
snimdni fluorescence
72°C | 10min |

*=pokles teploty o 3 °C kazdy cyklus

Digitalni elektroforéza

Digitalni elektroforézu provedeme na pfistroji QIAxcel (Qiagen), za po-
uziti DNA High Resolution kitu. Pfi méfeni je vZdy nutné analyzovat ce-
lou fadu o dvanacti jamkach (minimalné 11 vzorkt + velikostni marker).
V pfipadé mensiho mnoZstvi vzorkl je nutné do nevyuzitych jamek
stripu napipetovat 10 ul DEPC vody. BliZ&i informace viz (133).

1. Reagencie a kazetu s kapilarami nechdme temperovat na laboratorni
teplotu (cca ptil hodiny).
> Dbame na to, aby kazeta byla vzdy umisténa ve svislé poloze
a kapilary byly ponofeny bud v promyvacim pufru, nebo v gelu
v obalu kazety, aby se pfedeslo jejich vysychani.
> Kazetu umistime do pfistroje napisem k sobé a pfipojime ¢ip.
Dvitka kazetového prostoru musi byt peclivé uzaviena, jinak
nedojde k detekci kazety pfistrojem.
2. Nachystame QX Alignment marker s rozsahem 15-600 bp.
> Do kazdé jamky 0,2mL dvanactijamkového stripu napipetujeme
15yl markeru a prevrstvime kapkou mineralniho oleje, aby se za-
branilo odpatrovani.
> Strip umistime do zasobniku pufrii na pozici oznacenou M1.
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3. Natedime velikostni marker (QX DNA Size marker) s rozsahem

25-500 bp na koncentraci 5 ng/pl v minimalnim objemu 10 pl (napf.
0,5ul do 10 ul DEPC vody).

4. Do stripu nebo nové PCR desticky (podle poc¢tu analyzovanych
vzorkll) smichame 8 ul DEPC vody a 2 ul vzorku. Pfed méfenim od-
stranime ze vzorku bublinky, které by mohly zplisobit zavzdusnéni

kazety.

5. Vzorky spole¢né s velikostnim markerem umistime do drzaku vzor-
k.
6. Nastavime parametry méfeni v programu QIAxcel Screen Gel

>
>

Na zaloZce ,Process Profile” zvolime ,Default High Res v2.0".

Na zaloZce ,Run Parametres”

- Levym tlac¢itkem mySi oznacime rady, ve kterych se nachazi
vzorky.

— Pravym tlac¢itkem mysi oznac¢ime jamku, ve které se nachazi
velikostni marker.

- Nastavime typ analyzy 0L500

Na zaloZce ,Marker” zadame velikost alignment markeru a veli-

kostniho markeru.

Na zalozce ,Sample selection” zkontrolujeme, popfipadé upravime

pozice vzorkt a velikostniho markeru.

Na zaloZce ,Sample information” vypiSeme nazvy analyzovanych

vzorkd.

Na zaloZce ,Run check” zkontrolujeme a odSkrtneme vSechny

vypsané body tykajici se pozice vzorkd, velikostniho markeru

a alignment markeru. Pokud nejsou pfitomny Zadné chyby nebo

varovani, spustime méfeni tla¢itkem Run.

Pokud néktera ze zaloZek pfi nastavovani zezZloutne, zadané infor-

mace si odporuji, nejcastéji kvali nekompatibilnimu velikostnimu

a alignment markeru nebo Spatné zadanému process profile.

Analyzu je nutné nechat dobéhnout do konce. Pokud by byla ukon-
¢ena predcasné nebude moZné analyzovat vysledky, pfistroj je neucho-
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va. Vzorky nataZené do kazety navic mohou znehodnotit nasledujici
béh.

Vyhodnoceni vysledki
L

ence Units [RFU x 1£0]

Relative Fluorese:

V rozhrani ,Analysis” vybereme v levé ¢asti okna pravé skonceny
béh, oznacime jamky obsahujici vzorky a pretdhneme je do stfedu
okna.

V zalozce ,Electrophoregram” zkontrolujeme kvalitu velikostniho
markeru. Pokud nebyla vytvofena velikostni §kala, musime ru¢né
odstranit pfebytecné piky (» obr. 29). V dolni ¢asti okna rozklikneme
variantu ,Peak result”, ozna¢ime prebytecné piky, pravym tlacitkem
otevieme moZnosti a zvolime , Delete selected peaks".
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Obr. 29 Elektroforetogram nespravné nacteného velikostniho markeru

Po odstranéni piebyte¢nych pikli se zobrazi spravna velikost frag-
ment velikostniho markeru. Na horni listé zvolime zaloZku ,Refer-
ence marker” a zvolime ,Apply“. Oznacime vSechny vzorky, na pravé
listé zvolime zalozku ,Analysis” (Default DNA v2.0) a zvolime ,Start
analysis”.

Na zakladé velikosti identifikujeme piky odpovidajici zajmovym
amplikonim a zaznamename jejich vysku v RFU (Relative Fluores-
cence Unit).
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Priprava samostatnych vzorkl (tvorba poolu, pfecisténi, kvantifikace)

L

Smichame amplikony A, B a C kazdého vzorku tak, aby RFU méné
koncentrovaného amplikonu byly shodné.

Priklad vypoctu je uveden niZe (» obr. 30). Koeficient pro prepocet
(v tomto pripadé 3), je mozné zvolit dle uvdZeni. U amplikonu s RFU
nizsim nez 0,5 ddvdme do poolu shodné 6 ul daného amplikonu.

Reakéni mix A Reakéni mix B Reakéni mix C
CCDC102B (RFU)  ELOVL2 (RFU) PDEA4C (RFU) FHL2 (RFU) C1orf132 (RFU)

Vzorek 1 31 14

12 19

11
L L} 2 L’ 3
11° 2,7 pldo poolu 19° 1,6 pldo poolu

1%‘ =2 pldopoolu

Obr. 30 Piiklad vypoctu pro smichani amplikont

Vzorky vzniklé spojenim vSech tii amplikonu piecistime pomoci

QIAquick Purification kitu.

a) Smichame vzorek s pétinasobnym mnozstvim PB pufru a promi-
chame pipetovanim.

b) Pfeneseme vzorek na kolonku umisténou ve sbérné zkumavce
a centrifugujeme pfi 13 000 rpm jednu minutu.

c) Pridame nakolonku 750 ul PE pufru a centrifugujeme p#il3 000 rpm
jednu minutu.

d) Vyprazdnime sbérnou zkumavku a centrifugujeme jesté jednu
minutu, aby se odstranily zbytku PE pufru.

e) Umistime kolonku na ¢istou 1,5mL nebo 1,7 mL zkumavku.

f) Naneseme na kolonku 20 ul DEPC vody. Pockame jednu minutu
a centrifugujeme pfi 13 000 rpm jednu minutu.

Zmérime koncentraci DNA v preciSténych vzorcich pomoci Qubit

dsDNA HS Assay kitu.

a) Standardy nechame temperovat pfilaboratorni teploté pfiblizné
30 minut. Qubit HS reagent pied pouZitim peclivé zvortexujeme.

b) Ve specialni zkumavce urcené pro fluorometrii pfipravime vzor-
ky standardt smichanim 189 ul Qubit HS pufru +1ul Qubit HS
reagentu +10 pl Qubit HS standardu #1/#2.
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c) Ve specialni zkumavce urcené pro fluorometrii smichame 197 ul
Qubit HS pufru, 1 ul Qubit HS reagentu a 2 ul vzorku.

d) Hotové vzorky zvortexujeme, nechame 2 minuty inkubovat.

e) V rozhrani fluorometru nastavime postupné moznosti ,DNA®
.dsDNA High Sensitivity" a ,Read new standards".

f) Postupné proméiime standard #1 a #2. Nasledné mtiZeme stisk-
nutim mozZnosti Read nacist jednotlivé vzorky.

g) Vrozhrani,Calculate stock concentration” zvolime spravnou jed-
notku ng/ul a mnoZstvi vstupniho vzorku 2 pl.

Priprava knihovny

K ptipravé knihovny pouZijeme Nextera XT DNA Library Preparation
kit.

1. Vzorky natfedime na koncentraci 0,5 ng/pl.

2. V0,2mL PCR zkumavce nebo stripu smichdme 2,5 ul Tagment DNA
pufru, 1,25 ul ATM mixu a 1,25 ul nafedéného vzorku. Promichame
pipetovanim a sto¢ime.

3. Umistime do termocykléru a spustime program (» tab. 21).

Tab. 21: Program pro tagmentaci

55°C 5 min
10°C o

4. Pfidame 1,25 ul NT pufru. Promichame pipetovanim, sto¢ime.
5. Inkubujeme 5 minut p¥i laboratorni teploté.
6. Pfidame 3,75 ul NPM mixu, 1,25 pl index primeru i5 a 1,25 ul index
primeru i7. Promichame pipetovanim, sto¢ime.
> Kombinace primerti i5 a i7 musi byt u kaZdého vzorku v jednom
béhu unikétni!
> P¥i pipetovdni indexti mdme otevienou vZdy jen jednu zkumavku,

aby se predeslo kriZové kontaminaci.
7. Umistime do termocykléru a spustime program (» tab. 22).
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Tab. 22: Program pro indexac¢ni PCR

72°C 3 min

95°C 30s

95°C 10s

59 30s 16x
72°C 30s

72°C 5 min

10°C o

8. Amplifikované knihovny pfecistime pomoci QIAquick Purification

kitu (viz Priprava samostatnych vzorkd, krok 2) a kvantifikujeme
pomoci Qubit dsDNA HS Assay kitu (viz Pfiprava samostatnych
vzork, krok 3; méfeni standardti miZzeme vynechat).

Priprava na sekvenovani a sekvenovani

L

Ekvimolarné smichame vSechny indexované knihovny urcené
k sekvenovani; pouZijeme chlazeny stojanek. Vznikly pool znovu
kvantifikujeme pomoci Qubit dsDNA HS Assay kitu (viz Pfiprava
samostatnych vzork, krok 3).

Vypocitame molaritu ziskaného poolu pomoci nasledujici rovnice:

106
clnMl = p X o5 230
> pje koncentrace DNA poolu, zadavame v ng/ul
> 660 g/mol je pramérna molarni vdha jedné baze
> 230 bp je primérna délka sekvenovanych amplikonti
Natedime pool na 2 nM a denaturujeme smichanim 10 pl poolu a 10 pl
Cerstvé pfipraveného 0,2 nM NaOH (napi. 5ul 5M NaOH +120 ul
vody).
K 10 pl denaturovaného poolu pfidame 990 pl HTL
Naneseme 600 pl poolu na sekvenacni flow cellu.
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6. Pripravime rozpis (tzv. sample sheet) pomoci programu Illumina
Experiment Manager.
> Zvolime variantu pro MiSeq, kategorii ,Other" a variantu ,,FASTQ
only*.
> Rozhrani,Workflow parameters” vyplnime parametry (» obr. 31)
a doplnime zbyvajici povinné polozky.

PCR Amplicon Run Settings

Reagent Cartridge Barcode™

Library Prep Worldlow [Ne:dem XT v]
Index Adapters [ Nextera XT Index Kit (24 Indexes 96 San |
Index Reads ) OiNone}) ) 1(Single) @ 2 (Dual)

BExperment Mame™

Investigator Name

Description

Date 7122021 @~

Read Type @ Paired End ) Single Read
Cycles Read 1 151 :

Cycles Read 2 151 s

Obr. 31 Nastaveni parametrt v programu Illumina Experiment Manager -
Workflow parameters

> Vrozhrani,Sample selection” pfidame odpovidajici pocet prazd-
nych fadkd. Vyplnime unikatni oznaceni vzorkd a odpovidajici
¢islai5 ai7 indext. Sekvence indext se vypisi automaticky. Nacte-
me soubor s koordinatami analyzovanych amplikonti ve formatu
*bed (» tab. 23). Hotovy ,sample sheet” ulozime.

7. Spustime sekvenacni béh na sekvenatoru [llumina MiSeq.
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Bioinformatickéa analyza
Priprava regionu zajmu pro bioinformatické analyzy

Pripravime soubor Manifest s koordinaty analyzovanych amplikont
ve formatu *.bed nebo *.txt (» tab. 23). Do textového souboru vkladame
jenom data o pozici regionu bez hlavicky (tu¢né).

Tab. 23: Hodnoty pro vytvoieni BED souboru.
Koordinaty jsou uvadény ve verzi hgl9

Chromozom Oznaceni

chr18 66389390 66389503 CCDC102B

chré 11044840 11044966 ELOVL2

chrl 207996950 207997095 Clorf132

chr19 18343815 18343970 PDE4C

chr2 106015677 106015868 FHL2
Sekundarni analyza

Standardné byl pro vyhodnocovani sekvenacnich dat pouZivan poci-
tac s nasledujicimi parametry: operacni systém na bazi jddra Linux —
Ubuntu 20, procesor 32 jader, 128 GB RAM. Na jiném zafizeni nebyl
postup testovan, z hlediska naro¢nych vypoctli je doporuceno pouzit
pocitac s alespori dvanacti jadry a operac¢nim systém typu Linux.

1. Otevieme slozku s daty ve formatu FASTQ pfimo na sekvenatoru
nebo data stdhneme z virtualniho prostiedi [llumina BaseSpace.
Na sekvenatoru MiSeq je standardni cesta D:\Ilumina\MiSeqOutput\
[datum a oznaceni analyz.béhu]\Data\Intensities\BaseCalls\),

2. Do samostatné slozky na vypocetnim pocitaci zkopirujeme soubo-
ry ve formatu *.fastq.gz oznacené Rl a R2 a Manifest.bed. Ostatni
soubory nejsou k nasledné analyze potfebné.

3. Provedeme alignment sekvenacnich dat (zarovnani sekvenacnich
dat s bisulfitové konvertovanym referen¢nim genomem) prostied-
nictvim balicku nastroji Bismark Bisulfite Mapper (134) za pomoci
aktivniho nastroje Bowtie2 (135).
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> V terminalu v pfikazové Fadce aktivujeme pracovni slozku, kde
se nachazeji fastq data a do pfikazového Fadku vloZime néasledu-
jici skriptovy piikaz, ktery zpracovava vSechna data v postupné
sekvenci:

FILES=./*1 00l.fastg.gz
for £ in SFILES
do
f2=5{f%.*}
fp=5{£f2%.%}
filename=5%{fp::-5}
echo "Processing $f file to $f.bam"
fastp --inl ${filenams}l 001.fastg.gz \
——-in2 ${filename}2 001.fastg.gz
——cutl ${filename}l 001T.fastg.gz \
——ocutZ ${filename}2 001T.fastg.gz -z 9 \
——adapter sequence=AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCA
——adapter sequence r2=AGATCGGAAGAGCCTCGTCTAGGGARAGAGTCT

bismark --bowtieZ --multicors 3 -p 3 \
--path_to_bowtie ~/tools/bowtieZ-2.4.2-linux-x86_ 64 \
-n 1 -1 28 \
~/reference/hgl9 %\
-1 S{filename}l 001T.fastg.gz
-2 ${filename}2 001T.fastg.gz
dons

“one

Prikaz je nutné rozsifit/upravit o cestu k uloZzenym vypocetnim
nastrojam, ktera je aktualni na vypocetnim systému (viz ~/tools/
bowtie2-2.4.2-linux-x86_64) a k referenc¢ni sekvenci (viz. ~/reference/
hgl9).
4. Prostfednictvim nastroje Bismark metylation extractor ziskadme

informaci o metyla¢nim statusu kazdé pfitomné CpG oblasti.

> Do pfikazového Fadku vloZime nasledujici pfikaz:
FILES=./*001T_bismark_bt2_pe.bam
for fin $FILES
do
~/tools/Bismark-0.22.3/bismark_metylation_extractor \
-p --comprehensive --multicore 12 --merge_non_CpG $f
done
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> Prikaz je nutné rozsirit/upravit o cestu k uloZzenym vypocetnim
néastrojlum, ktera je aktualni na vypocetnim systému (~/tools/
Bismark-0.22.3/)

> Ziskame data oznacena CpG_context_[nazev vzorku] bismark_
bt2_pe.txt

5. Pokud chceme znat sekvenacni pokryti v jednotlivych analyzova-

nych oblastech, je nutné nejprve vygenerovat indexované soubory

ve formatu *.bam

> Do pfikazového fadku vloZime nasledujici pfikaz:

FILES=./*.bam
for £ in SFILES
do
f2=5{f%.*}
echo "Processing $f file"
samtools sort -@ 24 5f -o 5{f2}_ sort.bam
samtools index ${f2} sort.bam
done

Do prikazového fadku vlozime nasledujici piikaz:

fp=${fE.*}

bedtools coverage -bed -d -b $f -a ./Manifest.bed >
./coverage_res/5{fp}_CpG cov_pos.txt

> Pfiprava Manifest.bed je popsana vySe, viz Priprava regionu zd-
jmu pro bioinformatické analyzy.

Terciarni analyza

6. V programu SegMonk (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/
projects/seqmonk/) vytvofime novy projekt a zvolime referenéni
genom hgl9. Naimportujeme ziskana data.
> V rozhrani ,File* zvolime moZnost ,Import data” a nasledné va-

riantu ,Text (generic)“. Vybereme umisténi soubora ziskanych
v bodé 4.

Kapitola 6: Fenotypovani DNA a predikce véku z krve


https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/seqmonk/
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/seqmonk/

> Priimportu vyplnime parametry udavajici, jaky typ dat se nacha-
zi v jakém sloupci importovaného souboru (> tab. 24).

Tab. 24: Nastaveni parametrl pfi importu vzork® do programu
SeqMonk

Column Delimiter

Start at Row

Chr Col

Start Col

End Col

Strand Col

ostatni parametry beze zmény

N B D W

> Pro anotaci zajmovych oblasti naimportujeme do programu
SegMonk manifest ve forméatu *.txt nebo bed.

> Vrozhrani File* zvolime moZnost ,Import annotation® a nasledné
variantu ,Text (generic)”. Vyplnime parametry (» tab. 25). Zajmové
oblasti budou ve vystupech programu oznaceny jako ,features".

Tab. 25: Nastaveni parametrli pfi importu anotace do programu
SeqMonk

Column Delimiter
Start at Row

Chr Col

Start Col

End Col

Name Col

A B WO N = O

Description Col

ostatni parametry beze zmény

7. Vygenerujeme seznam jednonukleotidovych préb.
> V rozhrani ,Data“ zvolime moZnost ,Define Probes” a nasledné
variantu ,Read Position Probe Generator"®.
> Zvolime vSechny analyzované vzorky, vyplnime parametry
(» obr. 32) a zvolime moZnost ,Create probes®.
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e — —
D rob e ———

Probe Generator Options Stores to use

Running Window Generator — -

Featire Probe Gerersor L0011_DOIT ismark biZ_pet

Feature Percentile Probe Generator 1001 A1 0017 bism,

IContig Probe Generator

[Even Coverage Probe Generator

MACS peak caller

Read Position Probe Generator

Random Position Generator

\Current Region Generator
Use reads on strand [l Reads -
Minimum read count per position 10
Valid positions per window 1
Limit to region [£1]| currently visible Region
Ignore Strand

[ Close ] [ Create Annotation Track ] [ Create Probes ]

Obr. 32 Nastaveni parametrt pfi tvorbé seznamu préb v programu SeqMonk

. Kvantifikujeme podil metylovanych cytosint v jednotlivych vzor-

cich.

> Vrozhrani,Data“zvolime moznost ,Quantitation pipelines” a na-
sledné variantu ,Bisulphite metylation over features".

> Vmenu Feature to quantify” zvolime variantu ,Existing probes".
Je vhodné nastavit minimalni pocet ¢teni na 10.

. Odfiltrujeme artefakty

> Vrozhrani,Filtering” zvolime moZnost ,Filter on values” a nasled-
né variantu ,Individual probes".

> Oznacime v8echny analyzované vzorky a zaddme hodnotu od-
povidajici poctu vzorkli obsahujicich pro danou prébu validni
data - tedy v rozsahu 0 azZ 100. Minimalni hodnota filtru by méla
odpovidat 75 % vzorkd, idealné > 90 %.

10. Vytvofime kvantifikacni report.

> Vrozhrani ,Report” zvolime moZnost ,Annotated probe report”.
Nastavime jednotlivé parametry (» obr. 33).
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Reporting on probes in "All Probes’ {560 probes)

Annotate with [cuerlapping v] [Soubor BED pro sekveno... v]

Annotation distance cutoff |2000 bp

unannotated probes
data for currently visible stores
0 annotations selected

Obr. 33 Nastaveni parametrt pfi tvorbé kvantifikaéniho reportu
v programu SeqMonk

1. Zaznamename hodnotu metylace v zajmovych oblastech (» tab. 26).

Tab. 26: Zajmové oblasti pro predikéni model

Oznaéeni Koordinaty (hg19)

Clorf132 chrl1:20,7997,026
FHL2, chr2:10,6015,745
FHL2, chr2:10,6015,748
ELOVL, chr6: 11,044,888

ELOVL, chr6: 11,044,894

CCDC102B chr18: 66,389,420
PDE4C chr19: 18,343,916

12. Metylaéni hodnoty v téchto oblastech dosadime do nasledujici rov-
nice:

x = 37,485 + (—0,306 x Clorf132) + (0,149 x FHL2,) + (0,251 X FHL2,)
+ (0,270 X ELOVL2,) + (0,140 X ELOVL2,)
+ (0,261 x CCDC102B) + (0,310 x PDE4C)

Vysledkem je odhadovany vék ptivodce DNA.
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Vzorovy vysledek

Vysledek predikce je ilustrovan na hodnotach t#i vzorkl v pribéhu
zpracovani celého protokolu (» tab. 27-31, » obr. 34).

Tab. 27: Preanalytické hodnoty

Vstupni koncentrace Koncentrace po konverzi Bk s
Ing/ull Ing/ull Redénina qPCR
Vzorek 1 77,4 49,1 4,9x
Vzorek 2 103,0 57,4 5,7x
Vzorek 3 69,0 337 3,4x
o 7
35001 i
§ 20001
= 1500 & »9"
1.0001 [
oso] &
T f—
1550 100150 200 250 300 400 500 p)
Size
s'ﬁa
3.000 B
g 25001
g 200 R
1500 V‘a 7
Z e
' 15 50 100150 200 250 300 40 50 Top)
H Obr. 34 Vizualni
vysledky digitalni
elektroforézy vzorku 2
b \ pro jednotlivé reakéni
1550100150 200 250 300 400 500 Top) .
sae mixy A-C
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Tab. 28: Vysledky digitalni elektroforézy

Reakénimix A ReakénimixB ReakénimixC

CCDC102B ELOVL2 PDE4C Clorf132
(GEY)] (GGY)] (GGY)] (GGY)]

Vzorek 1 1,18
Vzorek 2 1,02
Vzorek 3 0,92

Tab. 29: Rozpis pro tvorbu pool a vysledky po precisténi

Reakéni mix A Reakéni mix Reakéni mix C Koncentrace
[pi] B[ul] [pl] po preéisténi [ng/pl]
Vzorek 1 2,9 2,5 1,7 9,09
Vzorek 2 2,4 29 2,1 7,51
Vzorek 3 83 83 19 9,14

Tab. 30: Rozpis pro piipravu knihovny a vysledky po precisténi

Redéni Indexi5 Indexi7 K_oncentrace Mnozstvi
(DNA +voda [ul]) knihovny [ng/pl] do poolu [pl]
Vzorek 1 0,66+11,34 02 04 6,71 4,47
Vzorek 2 0,8+11,2 03 05 10,20 2,94
Vzorek 3 0,66+11,34 04 06 713 4,20

Tab. 31: Metylac¢ni hodnoty a finalni vysledek

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3
Clorf132 72,05% 88,59% 92,74%
FHL2, 50,15% 28,28% 42,88%
FHL2, 40,60% 24,34% 40,56 %
ELOVL, 46,98 % 25,19% 32,84%
ELOVL, 49,85% 25,41% 35,39%
CCDC102B 39,30% 57,19% 52,33%
PDE4C 39,33% 17,29% 27,06%
Predikovany vék 54,8+2,84 21,57+2,23 34,32+2,36
Skuteény vék 57 22 33

Obdobné jako u vysledkli AgePlexu v predchozi kapitole, miZeme
na zakladé vyse uvedené analyzy pfi maximalni odchylce + 4 roky s 80 %
pravdépodobnosti fict, Ze vék zlstavitele vzorku 1 je 55 let + 2,8 roky,
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vék zlistavitele vzorku 2 je 22 let + 2,2 roku a vék zlistavitele vzorku 3

je 34 let +24 roku.

Predik¢éni model je pravdépodobnostni; vysledny predikovany vék
je tedy nutné chapat jako pravdépodobnou, ale ani v rdmci uznané spe-

cificity ne jistou hodnotu.

Komentai a feSeni problému

Problém PFi¢ina a FeSeni

v Digitalni elektroforéza nevypo-
¢itala velikost pikd.

v Digitalni elektroforéza uvadi
abnormalné velké hodnoty
velikosti pikd (cca> 350 bp).

v Objem amplikonu, ktery by mél
byt pouZit pro pfipravu poolu,
je vy$si nez dostupny objem
vzorku.

v Koncentrace knihovny po pie-
¢isténi je niz8i nez 1 ng/pl.

v Pocet sekvenacnich ¢teni v tes-
tované oblasti je nizsi nez 1000.

v Je $§patné nacéteny velikostni marker, zkontrolujeme
ho a vymaZzeme prebyteéné piky. V rozhrani ,Reference
marker"” zmackneme ,Apply” a nechame analyzu
prepocitat.

v Jeden z amplikont byl softwarem mylné vyhodnocen
jako alignment marker o velikosti 600 bp. Zkontro-
lujeme a snizime baseline tak, aby byl skute¢ny pik
alignment markeru softwarem zaznamenan.

v Uvzork( s RFU niZ§im neZ 0,5 dame do poolu 6 pl
vzorku.

v Doslo k chybé pfi pripravé knihovny. Ze vzorku kvanti-
fikovaného v poslednim kroku Pfipravy samostatnych
vzorkd pfipravu knihovny zopakujeme.

v Dotéenou knihovnu osekvenujeme znovu. Pokud
problém pretrvava, ale na konci Pfipravy samostat-
nych vzorku byla koncentrace poolu vy$si nez 1 ng/pl,
zopakujeme pfipravu knihovny.

Podékovani

Chci vyjadtit podékovani vSem koleglim, ktefi se kromé spoluautora
také podileli na vzniku této prace: Helena Jurtikova (izolace DNA), Bar-
bora Blumov4 (izolace DNA, p¥iprava sekvenaénich pooldl), Patricia Ziz-
kovicova (sekvenovani).

Kapitola byla vypracovana za pfispéni grantovych projektd
V120202022123, IGA LF UP 2022_012.
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Resumé

Metodicka kniha ,Vybrané metody forenzni genetiky” je ur¢ena labora-
tornim pracovnikiim v KUP, v OKTE a v dalsich laboratofich, které se
zabyvaji genetickymi metodami s potencidlem pouziti v kriminalistice.
PoslouZi snad také studentlim bakalafskych, magisterskych a doktor-
skych studijnich programu pfirodovédeckych fakult.

Kniha si neklade za cil poskytnout celkovy prehled o souc¢asném
stavu vyvoje metod v oblasti forenzni genetiky. Cilem naseho 11¢lenné-
ho autorského tymu je poskytnout ¢tenartim pi‘ehled jen téch metod,
které jsme sami ve svych laboratofich zavedli a zvalidovali.

Po Gvodnj, teoretické kapitole nasleduje pét metodickych kapitol:
sestaveni profild DNA analyzou STR lokust, identifikace neznamého
zvifeciho druhu, mtDNA sekvenovani s vyuZitim masivné paralelniho
sekvenovani a dva zpusoby detekce metylace pro stanoveni biologic-
kého véku: pyrosekvenovani komeréni soupravou a masivné paralelni
sekvenovani laboratorné vyvinutou metodou.

Pred kaZdou metodickou kapitolou jsou popsany principy meto-
dy, pro nazornost jsme knihu zpestf¥ili obrazky a schématy. Za kazdou
kapitolou jsou tipy na feSeni pfipadnych problém?t. Kniha propaguje
nejlepsilaboratorni praxi pro zvyseni spolehlivosti forenznich labora-
tornich vysetfeni.
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Summary

The methodological book “Selected Methods of Forensic Genetics” is
intended for laboratory technicians at the Criminalistic Institute of
Prague (KUP), Department of Criminalistic Expertise (OKTE), and other
laboratories dealing with genetic methods with potential application
in criminalistics. It will also be useful for students of bachelor, master,
and doctoral programmes of science faculties.

The book does not aim to provide an overview of the current state
of methods development in the field of forensic genetics. The aim of our
1l-member author team is to provide readers with only those methods
that we ourselves have implemented and validated in our laboratories.

The introductory, theoretical chapter is followed by five method
chapters: DNA profiling by STR locus analysis, identification of an un-
known animal species, mtDNA sequencing using massively parallel
sequencing, and two methods of methylation detection for biological
age determination: pyrosequencing with a commercial kit and mas-
sively parallel sequencing with a laboratory-developed method.

Before each method chapter, the principles of the method are de-
scribed, and the book is illustrated with pictures and diagrams. Each
chapter is followed by tips for solving potential problems. The book
promotes best laboratory practices to increase the reliability of forensic
laboratory testing.

Summary
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