CVICENI Z GENETIKY CLOVEKA (KBB/GCCSB)

DNA FINGERPRINTING VE FORENZNI GENETICE — IDENTIFIK ACE NEZNAMEHO PACHATELE

I. UvoD

DNA fingerprinting je v sou¢asné dobé rutinni zplsob uréeni totoznosti osob z biologického vzorku na
zakladé polymorfism( sekvenci vybranych Usekd DNA. Je Siroce vyuZzivan jak v trestnich pfipadech,
tak ve sporech obcanskopravnich zejména ve spojitosti s ur€ovanim rodicovstvi. V obou pfipadech
jeho vysledky €asto slouzi jako hlavni dukazni materidl. Postup DNA fingerprintingu je zalozen na
urcovani genetické identity srovnavanim DNA sekvenci, které jsou jedineéné pro kazdou osobu (s
vyjimkou jednovajeénych dvojc¢at!). Pojem DNA fingerprinting zahrnuje v sobé techniky jako
polymorfismus délek restrikénich fragmentd (RFLP) a na PCR zalozené urceni variabilniho poctu

tandemovych repetic (VNTR) nebo kratkych tandemovych repetic (STR).

Metoda RFLP vychazi ze skuteCnosti, ze pocet restrikCnich fragmentd a jejich velikosti odrazi
specifické sekvence nukleotidd v DNA. Protoze RFLP potfebuje relativné vysoké mnozstvi kvalitni
DNA a navic je to ¢asové naro¢na metoda, nebyva bézné pouzivana. Metody detekujici VNTR nebo
amplifikaci kratkych Gsekd DNA. V souCasné dobé je uréovani STR lokus( nejbéznéjSi metodou
forenzni genetiky. Vzhledem ktomu, Ze detekce velmi kratkych STR lokusU je instrumentalné a
princip DNA fingerprintingu (viz. Obr. 1). Tato Uloha pouziva snaze detekovatelné VNTR lokusy,
jejichz vypovidaci hodnota je va¢i STR nizSi, avSak pro Ucely praktického cvi¢eni zcela postacuje.
VNTR lokusy se obvykle skladaji z opakujicich se sekvenci délky 10-200 bp. Protoze se jejich pocet
liSi mezi jednotlivci, Ize je takto pouzit jako specifické markery. Néasledujici Uloha v sobé spojuje
konkrétni praktickou otadzku po identifikaci jedince. Studenti by si takto méli snaze uvédomit
spole¢ensky vyznam molekularné-biologickych metod a porozumét zakladnimu konceptu forenzni
genetiky.



Podstatou néasledujici ulohy bude PCR amplifikace nekddujicich Usek(i DNA, o kterych je zndmo, ze
vykazuji polymorfismus u ¢lovéka. Pro identifikaci kazdého z biologickych vzorkd budou pouzity 4

odlisné typy primera pro lokusy: Serotoninovy transporter, (STT, kratky typ: 484 bp, dlouhy typ: 528

bp) u kterého je znam bimorfismus, dale pak Dopaminovy receptor (DRD4) s az 11 rozdilnymi alelami
(nejkratSi: 319 bp, nejdelSi: 799, narGst o 48 bp), D17S30 jez je vysoce polymorfni s vice nez 10

alelami a pohlavi determinujici oblast na chromosomu Y (SRY), kde pozitivni reakci vykazuji jen muzi.
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Obr. 1: Schematické znazorn éni principu DNA fingerprintingu

Studovany VNTR lokus na obrazku se vyskytuje v populaci ve dvou variantach — alely A a B. Kazda z variant obsahuje jiny
pocet repetitivnich jednotek ohrani¢enych konstatni oblasti, na kterou jsou navrzeny primery. Amplifikaci z téchto oblasti
obdrzime PCR fragmenty, které se liSi délkou v zavislosti na poctu repetic v dané alele. Pomoci gelové elektroférézy
separujeme DNA fragmenty podle jejich molekulové hmotnosti, coz umozriuje rozliSit rizné dlouhé PCR fragmenty. U
kazdé osoby jsme takto schopni urcit, které alely daného VNTR lokusu jedinec nese.



ll. UKOL aneb Kriminalka Holice vy3etfuje:

Na misté nasilného trestného Cinu byly zajiStény dva biologické vzorky — oznacené jako V1 a V2. V
daném okamziku se v okoli mista ¢inu pohybovaly tfi osoby (oznacené jako P1, P2 a P3), tyto byly
podrobeny odbéru biologickych vzorkd za Gcéelem identifikace. Rovnéz byl odebran vzorek obéti
(oznacen jako O1). VasSim ukolem je ur¢it plvod biologickych vzorkd V1 a V2, tj. jejich totoznost €i

rozdilnost se vzorky podezielych a obéti.

Na zakladé PCR profil G biologickych vzork G jednotlivych osob, ur €éete pavod neznamych

vzork i,z mista €inu*.

lll. PROVEDENI

JE NEZBYTNE PRACOVAT V RUKAVICICH A DBAT NA CISTOTU PRACE, ABY SE ZAMEZILO
KONTAMINACI VZORKU!! VSECHEN SPOTREBNI MATERIAL (SPICKY, ZKUMAVKY) MUSI BYT
STERILNi A CERTIFIKOVANY PRO PRACI S DNA.

1. Specialni material a pouzité roztoky:

10x PBS (na 1I: 80 g NaCl; 2 g KCI; 14,4 g Na,HPOy,; 2,4 g KH,POy; pH 7,4; autoklavovano)

10x TAE pufr (na 1I: 48,4 g Tris; 20 ml 0,5 M EDTA; 11,44 ml ledové kys. octové; pH 8,0)

1x TE pufr (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA; pH 7,5 autoklavovano)

FTA classic cards, FTA roztok (Whatman, UK)

Chelex (5% suspenze Chelexu-100 ve sterilni destilované vodé, Sigma-Aldrich)

Proteinasa K (20 mg/ml, Sigma - Aldrich)

Taq polymerasa (GoTaq 5Sunits/ul, Promega)

5x Betain/DMSO (1,3 M Betain rozp. v 1.3% DMSO; filtrovano pres Milipore 0,45 pm)

FR primer mix STT (rozpis na jednu reakci: 2 pl F primer 10 pmol/ul, 2 pl R primer 10 pmol/pl, 10 pl 5x
Betain/DMSO)

FR primer mix DRD4 (2 pl F primer 10 pmol/ul, 2 pul R primer 10 pmol/ul, 10 pl 5x Betain/DMSO)
FR primer mix D17S30 (2 ul F primer 10 pmol/ul, 2 pl R primer 10 pmol/ul, 10 pl 5x Betain/DMSO)
FR primer mix SRY (2 pl F primer 10 pmol/pl, 2 ul R primer 10 pmol/ul, 10 pl 5x Betain/DMSO)

6x Loading Dye (Promega)

100 kbp DNA ladder (Promega)

EtBr (5 mg/ml v H,0)

Tabulka 1. Sekvence primer( VNTR lokust

Lokus Forward Reverse
STT 5’ggcgttgccgcetctgaatge3’ 5’gacggactgagctggacaaccac3’
DRD4 5’'gctgctctactgggcecacgt3’ 5’gaccctcatggccttgcgcet3’

D17S30 5’cccacatccgcetccccaagttaa3’ 5’gagtgaagtgcacaggagggcaas3’

SRY Sattcatcgtgtggtctcgegad’ 5’ttctetctgtgcatggectgta3’




2. Extrakce DNA z krve a z bun &k bukalni sliznice pomoci FTA karty:

A. Extrakce z kapky krve (kroky psané kurzivou provadi vedouci cviceni)

1) Sterilni lancetou provedeme vpich do brfiSka prstu a kapku krve (cca. 5 - 10 pl) nakapneme na
FTA kartu, okamzité zakadpneme vzorek 150 pl methanolu a nechame schnout asi 20 minut pA
laboratorni teploté.

2) Na zaschly vzorek znovu nakapneme 150 pl methanolu a nechame uschnout, takto pripraveny
vzorek muzeme skladovat p/i laboratorni teploté.

3) Sterilnim jednordzovym skalpelem vyfizneme z FTA karty ¢tvercovy Usek (cca. 3 x 3 mm) z oblasti
vzorku a vlozime jej do 1,5 ml zkumavek obsahujici 200 ul FTA roztoku.

4) Vzorek inkubujeme 5 min pfi laboratorni teploté, poté odsajeme supernatant.

5) Znovu pfidame 200 pl FTA roztoku a inkubujeme 5 min pfi laboratorni teploté, supernatant
odsajeme.

6) Zopakujeme krok 4.

7) Ke vzorku pfidame 200 pl 1x TE pufru, poklepem promichame a odsajeme.

8) Zopakujeme promyti TE pufrem a supernatant odsajeme. Vysek FTA karty pfeneseme sterilni
Spickou do nové zkumavky.

9) Nechame vzorek uschnout na sténé oteviené zkumavky 1 hodinu pfi laboratorni teploté ve
flowboxu.

10) Do 0,2 ml PCR zkumavky napipetujeme 6 pl 5x GoTaq buffer, 5 ul Proteinasy K a 19 ul H,O
(eluéni mix) — pro vice vzorku pfipravime elu¢ni mix a rozpipetujeme jej po 30 pl.

11) Suchy FTA vysek pfeneseme sterilni Spickou do PCR zkumavky s uvedenou smési a dame do
termocycleru s nasledujicim programem: 60C, 30 min; 99C, 10 min; 4C, 5 min.

12) Supernatant opatrné odpipetujeme do Cisté zkumavky, tak abychom nenabrali viakna FTA vyseku
(inhibuji PCR). Ze vzorku odebereme 2 pl pro stanoveni koncentrace a vzorek umistime na led.

13) Ke 2 ul vzorku pridame 98 ul sterilni destilované vody a zméfime koncentraci DNA na

spektrofotometru, jako blank pouzijeme sterilni destilovanou vodu.*

! Nebo alternativni metoda stanoveni koncentrace DNA.



B. Extrakce z bunék bukalni sliznice (kroky psané kurzivou provadi vedouci cvi¢enti)

1)
2)
3)
4)

5)

6)

7

8)

Provedeme ddkladny stér bukalni sliznice SecurSwab odbérovym kitem.

Odbérovy tampdn pfeneseme do sterilni 2 ml zkumavky a zalomime konec se vzorkem.

Ke vzorku pfidame 400 pl 1x PBS a vortexujeme 30 sec.

Sterilni Spickou odstranime ze zkumavky odbérovy tampdn a vzorek to¢ime 10 min p/Ai 500g ve
vychlazené (4<C) centrifuze.

Opatrné odsajeme supernatant a pelet bunék resuspendujeme ve 30 - 50 ul 1x PBS.

Vzorek nanaSime na stfed FTA karty po cca. 25 ul kapkach vzdy do stejného mista, poté okoli
vzorku vyznac¢ime tuzkou a okamzité zakapneme vzorek 150 pl methanolu, nechdme schnout 20
min pA laboratorni teploté.

Na zaschly vzorek znovu nakapneme 150 pl methanolu a nechame uschnout, takto pfipraveny
vzorek muzeme skladovat pri laboratorni teploté.

Pokracujeme stejné jako pf extrakci z krve (viz. vySe, bod A.3).



3. Extrakce DNA z vlasovych ko Finka pomoci Chelexu:

1) Zapneme termoblok na 56 °C.

2) Vlasové kofinky (5 ks) odstfihneme od zbytku vlasu a sterilné pfeneseme do 1,5 ml zkumavky.

3) Sterilnim skalpelem sefizneme 200 pl Spicku.

4) Sefiznutou sterilni Spickou pfidame ke vzorku 100 ul 5% chelexu 100, chelex je nutné intenzivn é
promichat a ihned jej nabrat.

5) Ke vzorku pfidame 20 pl 5x GoTagq pufru.

6) Ke vzorku pfidame 10 pl Proteinasy K (20 mg/ml) a inkubujeme v termobloku 10 min pfi 56<C.

7) Vzorek povafime 10 min pfi 95 T (pootev fit vrsek)

8) Vzorek zchladime 30-60 sec na ledu.

9) Vzorky sto¢ime pfi 15 000 rpm (nebo pfi max. otackach), 10 min, RT.

10) Opatrné odpipetujeme supernatant do &isté zkumavky. Céstice chelexu inhibuji PCR!!!

11) Ze supernatantu odebereme 2 ul pro stanoveni koncentrace DNA a zbytek ponechame na ledu.

12) Ke 2 pl vzorku pfiddme 98 pl sterilni destilované vody a zméfime koncentraci DNA na

spektrofotometru.

%2 Nebo alternativni metoda stanoveni koncentrace DNA.



4. Polymerazova retézova reakce:

Pro kazdy biologicky vzorek z mista ¢inu provedeme 4 rizné PCR reakce. Je nezbytné peclivé oznacit

jednotlivé zkumavky a predejit tak zaméné vzorkua! VSechny kroky pfipravy PCR provadime na ledu.

1) DNA izolovanou z biologickych vzorka zfedime destilovanou vodou (PCR grade) na koncentraci
50 ng/pl (pokud je vychozi koncentrace nékterého ze vzorkd nizsi nez 50 ng/pl, upravime slozeni

nasledujiciho PCR mixu tak abychom do kaZdé z reakci vnesli 0,5 pg DNA ®).

2) PopiSeme si 0,2 ml PCR zkumavky pro amplifikaci jednotlivych lokusd dané osoby: STT, D17S30,
DRD4, SRY.

3) Do popsanych PCR zkumavek napipetujeme 14 pl FR primer mixu pro kazdy lokus zvlast!
4) Ke kazdému z FR mixud pfiddme 0,5 ug = 10 pl DNA izolované z vlasovych kofinku, ¢i FTA karty.
5) Pfipravime néasledujici PCR mix (rozpis na 4+1 reakci = analyza 1 biologického vzorku):

Tabulka 2. PCR mix pro analyzu jednoho biologického vzorku (5 PCR reakci).

Chemikalie Objem
dH,0 53,5 Ul
5x GoTaq buffer 50 Ml
dNTP (1 mM) 25
GoTaq Polymerase 1,5 Ml

6) Pfidame 26 ul PCR mixu ke kazdému FR mixu s DNA, lehce proklepeme, sto¢ime a dame do

thermocycleru na nasledujici program.

Tabulka 3. Teplotni program PCR.

Teplota (T) Cas E;;Ije;
95 2 min
95 30 sec
65 40 sec 40
72 1 min
72 5 min

Tabulka 4. Prehled sloZeni jedné PCR reakce — analyza jednoho lokusu.

Chemikalie Objem
FR primer mix STT (nebo DRDA4...atd.) 14 U
DNA 0,5 g 10 [
5x GoTagq buffer 10 Wl
dNTP (1 mM) 5
GoTaq Polymerase 0,3
dH»0 10,7 W
Celkovy objem reakce 50 Ul

% MnoZstvi DNA v PCR reakci méze byt i nizSi avSak je nutné dodrzet stejné mnozstvi ve vSech biologickych
vzorcich — vlasové kofinky i FTA. V krajnim pfipadé Ize mnoZstvi sniZit az na 0,3 g, avSak mdze dojit ke
ztraté néekterych slabéji amplifikovanych PCR fragmentd.
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5. Elektroforeticka separace PCR fragment G:

V pf¥ipad é barveni EtBr mame na pam éti, Ze se jednd o potencionalni karcinogen, pracuje  me

v rukavicich a dbame na zamezeni kontaminace pracov  ni plochy a nastroj a!!!

1) Navazime 0,7 g standardni Agardzy a k ni pfidame 0,7 g Low Melting Agardzy.

2) Pfidame 70 ml 0,5 x TAE pufru a vySku hladiny ozna¢ime fixem.

3) Agar6zu opatrné rozvafime v mikrovinné troubé, pfipadny odpar doplnime dest. vodou po znacku.

4) Vznikly gel nechame vychladnout, ale tak aby neztuhl! Do gelu pfidame 5 pl EtBr, dobre
promichame krouzenim nadoby a vlijeme do elektroforetické vany.

5) Do vany vlozime hfebinek a gel, nechame tuhnout asi 20 min.

6) Ke kazdym 50 ul vzorku pfidame 6 pl 6x nanaseciho pufru.

7) Gel prevrstvime 0,5x TAE pufrem.

8) Do prvni jamky naneseme 5 pul 100 kbp DNA markeru.

9) Do ostatnich jamek naneseme 15 ul PCR produktd a separujeme pfi 70 V, dokud ¢elo separace
nedosahne spodniho okraje gelu (cca. 1,5 h).

10) Vysledek separace vyfotografujeme v UV transluminatoru.

6. Vyhodnoceni:

Na zakladé porovnani elektroforetogramu uréime shodu ¢i neshodu mezi vzorky z mista ¢inu a vzorky
odebranym osobam se znamou totoznosti. Vypracujeme protokol obsahujici postup a vysledek

identifikace jedinc(.

Navod ke cvi €eni byl zpracovan v ramci projektu financovaného Mi nisterstvem 3kolstvi CR -
FRVS 514/2011/G4: Zavedeni ulohy na téma: DNA finge rprinting ve forenzni genetice —
identifikace neznamého pachatele.
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