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Abstrakt

Metylace DNA piedstavuje jednu z epigenetickych modifikaci, kterd vykonava v lidském téle
mnoho uloh prostfednictvim uml€ovani genti a udrzovani genomové stability. Metylacni zmény
se v pribéhu zivota kumuluji a soucasné studie poukazuji nato, Ze mira metylace v urcitych
usecich DNA (CpG dinukleotidech) koreluje s chronologickym vékem. Metylacni vzorec
se ale neméni pouze s pribyvajicim vékem, muze jej ovliviiovat i mnoho wvné&jSich faktora
souvisejicich s zivotnim stylem a biogeograficky ptivod jedinci. Proto je pro uspésny odhad
veéku klicové nalezeni takovych CpG tusekil, které jsou pokud mozno nezavislé na ostatnich
proménnych. Tato prace pojednava o problematice odhadu véku na zakladé analyzy metylace

konkrétnich lokusit DNA se zaméfenim na jeji vyuziti ve forenzni praxi.

Klicova slova

metylace DNA, epigenetika, forenzni genetika, bisulfitova konverze, sekvenovani DNA, odhad
veku



Abstract

DNA methylation is one of the epigenetics modifications which performs many functions
in human body by silencing genes and maintaining genomic stability. Changes
in DNA methylation accumulate during life and current studies indicate that the level
of methylation in certain loci (CpG dinucletotides) correlates with chronological age.
However, the methylation pattern changes not only with increasing age but it can also be affected
by our lifestyle choices and biogeographical origin. Therefore, the key for succesful age
estimation is finding such CpG loci that are independent (or as little dependent as possible)
on other variables. This bachelor thesis describes the issue of age estimation based on DNA

analysis of specific methylated DNA loci with focus on its application in forensic practice.
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Seznam zkratek

5-fC
ShmC
SmC
aDMRs

AID

APOBEC

CpT
CMS
ddNTP
DNA
DNMTI1
DNMT2
DNMT3a
DNMT3b
DNMT3L
DNMTs
dsDNA
LINE

LTR
MPS

5-formylcytosin
5-hydroxymetylcytosin
5-metylcytosin

odli$n¢ metylované regiony souvisejicich s vékem (z angl. age-associated

Differentially Methylated Regions)

aktivaci indukovana cytidin deaminaza (z angl. Activation Induced cytidine

Deaminase)

apolipoproteinovy B sestiihovy komplex (z angl. Apolipoprotein B Editing

Complex)

adenosintrifosfat (z angl. adenosine triphosphate)

bazova excizni reparace

index télesné hmotnosti (z angl. Body Mass Index)

par bazi (z angl. base pair)

cytosin-fosfat-adenin

cytosin-fosfat-guanin

cytosin-fosfat-thymin

cytosin-5-metylensulfonat

dideoxynukleotid trifostat (z angl.. dideoxynucleotide triphosphate)
deoxyribonukleova kyselina (z angl. Deoxyribonucleic Acid)
DNA metylstransferaza 1

DNA metyltransferaza 2

DNA metyltransferaza 3a

DNA metyltransferaza 3b

DNA metyltransferaza 3L (z angl. DNA methyltransferase 3-like)
DNA metyltransferazy

dvouvlaknova DNA (z angl. double stranded DNA)

dlouhé rozptylené jaderné elementy (z angl.. Long Interspersed Nuclear
Elements)

dlouh¢ koncové repetice (z angl. Long Terminal Repeats)

masivné paralelni sekvenovani



NaHSO3
PCR
PGM
RNA
SAM
SAP
SBE
SINE
SNP
ssDNA
TDG
TET enzym
WGBS

hydrogensifi¢itan sodny

polymerazova fetézova reakce (z angl. Polymerase Chain Reaction)

z angl. Personal Genome Machine

ribonukleova kyselina (z angl. Ribonucleic Acid)

S-adenosylmethionin

shrimp alkalicka fosfataza (z angl. Shrimp Alkaline Phosphatase)
jedno-bazova extenze (z angl. Single Base Extension)

kratké rozptylené jaderné elementy (z angl. Short Interspersed Nuclear Elements)
jednonukleotidovy polymorfismus (z angl. Single Nucleotide Polymorphism)
jednovldknova DNA (z angl. single strand DNA)

thymin DNA glykosylaza

z angl. Ten-Eleven Translocation enzyme

celogenomové bisulfitové sekvenovani (z angl. Whole Genome Bisulfite

Sequencing)
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1. Uvod

Epigenetika je v soucasnosti intenzivné se rozvijejici védni disciplina, ktera se vénuje zméndm
v DNA, jenz se neprojevuji na jeji nukleotidové sekvenci. Ptresto jsou ale tyto zmény dédicné
ajejich urovein se méni béhem lidského zivota v zavislosti na mnoha proménnych. Jednu
z epigenetickych zmén predstavuje metylace DNA, jejiz studiem se piiSlo mj. na to, Ze urcité
odlisné metylované useky v DNA koreluji s chronologickym vékem. Tato prace se bude zabyvat
problematikou odhadu chronologického véku na zakladé metylace DNA, predevs§im v kontextu
forenzniho vyuziti.

Odhad lidského veéku pomoci analyzy DNA mulze byt vyuzit ve forenzni praxi
pfiriznych pfilezitostech. Jednim z piikladi je situace, kdyje na misté krimindlniho ¢inu
zajistén vzorek tkané, jehoz profil DNA se neshoduje s zddnym zaznamem v DNA databazi.
V tomto piipadé¢ mizeme odhadem véku piiblizit fenotyp pachatele, obéti nebo jiného ¢loveka,
ktery se nachazel na misté ¢inu a zminovany biologicky material zanechal. PtibliZzeni fenotypu
odhadem véku mize byt prospésné i pii identifikaci obéti nehod, pfirodnich katastrof, vale¢nych
zlo¢inll nebo u lidskych poziistatkii objevenych v archeologickych naleziStich. Odhad véku 1ze
vyuzit 1pfifteSeni geopolitickych problémt — jednim z ptipadid je neddvna migracni krize,
kdy dochézelo k tomu, ze se n€ktefi migranti vydavali za mladsi, nez ve skutecnosti byli.

Cilem této prace je shrnuti dosavadnich poznatkl v této problematice formou literarni
reserSe od procesu, jakym dochdzi k metylacnim zméndm DNA, pies vyvin metyla¢nich zmén
v priub¢hu lidského zivota a zplsobi, jakymi byly na zéklad¢ téchto zmén odhaleny konkrétni
lokusy, které vykazuji vysokou korelaci s vékem a jsou vhodné pro forenzni ucely, az po urcité

vn¢jsi faktory a jiné okolnosti, které mohou ovlivnit vysledny odhad veku.



2. Metylace DNA

Metylace DNA je epigenetickd modifikace katalyzovana enzymy DNA metyltransferazami
(DNMTs); tyto enzymy piendsi metylovou skupinu z S-adenosylmethioninu (SAM) na 5° uhlik
cytosinového zbytku za vzniku 5-metylcytosinu (Moore et al., 2013). Patii mezi
reverzibilni a dédicné  epigenetické modifikace, podléha cetnym zméndm v pribéhu
embryonalniho vyvoje a v mensi mife i béhem Zzivota ¢lovéka. Byla objevena jiz v roce 1948
(Hotchkiss, 1948) a v soucasnosti patii mezi nejlépe prostudované epigenetické modifikace
(Conerly and Grady, 2010).

Cytosin byva vlidské DNA zpravidla metylovan v dinukleotidech CpG, mulzeme
se ovSem také v mensSi mife setkat s nonCpG metylaci — jednak béhem vyvoje clovéka
napft. v embryonalnich fibroblastech, kde se vyskytuji metylované dinukleotidy CpA a CpT
(Woodcock et al., 1997), tak i v tkdnich dospélych jedinct, napt. v mozku (Varley et al., 2013).
Vzhledem ktomu, zeunonCpG metylace zatim nebyla prozkoumdna korelace s vékem,
budu se v tomto textu dale zaméefovat pouze na metylaci v dinukleotidech CpG.

Metylace DNA je jednim z vyznamnych faktorGi mnoha molekuldrnich mechanismi,
které jsou nezbytné pro spravny vyvoj a funkci lidského organismu. Patfi mezi né¢ naptiklad
regulace genové exprese, bunéénd diferenciace, genomicky imprinting a inaktivace
chromozomu X. Obecné mulzeme fici, Ze se metylace DNA podili naumlCovani gent
(Jinetal.,2011). Metylovana DNA také brani transkripci repetitivnich usekii DNA
(Xu et al., 1999) a podili se na stabilit¢ heterochromatinu v centromerickych a telomerickych
oblastech tim, Ze znemoznuje rekombinaci v téchto ¢astech chromozomii béhem déleni bunck

(Xu et al., 1999). Témito mechanismy piispiva metylace DNA k udrzeni genomové stability.

2.1. DNA metyltransferazy

V lidském téle najdeme tfi DNA metyltransferazy (DNMTs), které katalyzuji pfenos metylové
skupiny, a to DNMT1, DNMT3a a DNMT?3b (viz Obrazek 1). VSechny tyto DNMTs se ve velké
mife ucastni metylacnich procesti v embryonalnim vyvoji (Moore et al., 2013), pficemz delece
kazdé jednotlivé metyltransferdzy je letadlni (Li et al., 1992). U dvou dalsich, DNMT2
a DNMT3L nebyla prokdzana metyltransferazova aktivita (Chedin et al., 2002; Liu et al., 2003).
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2.1.1. DNMT1

DNMTI1 metyluje s vysokou specifitou nemetylovany fetézec hemimetylovanych CpG usekt
béhem replikace DNA (Valinluck and Sowers, 2007). Timto zptsobem DNMTI1 zajistuje
dédi¢nost metylacniho vzorce — udrzuje v dcefinych bunikach stejnou uroven metylace DNA
jako v buiice matetské. Ackoli byla DNMTI1 osekvenovana anaklonovdna na zakladé své
de novo metyltranferazové aktivity béhem in vitro experimentu smySimi buikami
(Bestor et al., 1988), v eukaryotickych bunkéch in vivo zajistuje predevsim metylaci udrzovaci

(Margot et al., 2000).

2.1.2. DNMT3
DNMT3a a DNMT3b slouzi jako de novo metyltransferazy (Okano et al., 1999), coz znamena,

ze vytvaii nové metylacni vzorce na nemodifikovaném vldkné DNA. PrestoZe je toto rozdeleni
obecné piijimano (DNMTI1 jakozto wudrzovaci metytransferaza, DNMT3a a DNMT3b
jakozto de novo metyltransferazy), novejsi studie poukazuji nato, Zeje toto rozdéleni pfilis
zjednodusené (Tiedemann et al., 2014). De novo metyltransferazy také ptispivaji k udrzovaci
metylaci v diferencujicich se bunkéch (Liao et al., 2015).

DNMT3a metyluje piednostné volnou nukleozomalni DNA, oproti tomu DNMT3b
se vyznamn¢ podili na metylaci DNA v jadrové oblasti nukleozomu (Takeshima et al., 2006).
Ptesto se obé de novo metyltransferazy v piipadé potieby doplituji — az ~96 % CpG oblasti
mohou byt metylovany piiumlceni jedné z metyltransferaz tou druhou (Liao et al., 2015).
Katalyticky neaktivni DNMT3L pomaha obéma témto enzymtm tak, Ze zvySuje jejich schopnost

vazat se s donorem metylové skupiny (SAM), ¢imz stimuluje jejich aktivitu (Kareta et al., 2006).

2.2. Demetylace DNA

Demetylace DNA miiZe nastat pasivné béhem replikace v délicich se buiikach nebo aktivné,
a to jak v délicich se, tak i v ned¢licich se typech bunék (zndzornéno na Obrazku 1). K aktivni
demetylaci dochazi vlivem TET enzymi (nazvanych podle translokace mezi chromozomy
10 a 11), metylcytosinovych dioxidaz, které metylovany cytosin oxiduji, nebo vlivem deaminaz
AID (aktivaci indukovanou cytidin deamindzou) a APOBEC (apolipoproteinovym

B sestifihovym komplexem), které metylovany cytosin deaminuji (Bochtler et al., 2017).

11



2.2.1. Pasivni demetylace

Pasivni demetylace nastane tehdy, kdyZzdojde kinhibici nebo dysfunkci udrzovaci
metyltransferazy DNMT 1. Ztrata nebo Spatnd funkce této metyltransferdzy umoziuje cytosinu
v nove replikovaném vlakné DNA, aby zistal nemetylovany (Moore et al., 2013), 1 kdyZ by m¢l
byt spravné na zékladé templatového vldkna metylovan. Tento zplsob demetylace prispiva

k snizeni celkové urovné metylace s kazdym nésledujicim délenim.

2.2.2. Aktivni demetylace

Metylovany cytosin (5SmC) muze byt chemicky modifikovan na dvou mistech — ve své amino,
nebo metylové skupingé. K aktivni demetylaci mlze dojit bud’ deaminaci amino skupiny SmC
za vzniku thyminu (Shen et al., 1994), nebo oxidaci metylové skupiny 5SmC. Oxidaci 5SmC
katalyzuji TET enzymy, pficemz vznika 5-hydroxymetylcytosin (ShmC) (Tahiliani et al., 2009).
K pteméné ShmC na cytosin miize dojit dvéma zplsoby. Za prvé mize byt déile oxidovan
TET enzymy az na 5-karboxylcytosin (Ito et al., 2011), za druhé mlze byt deaminovan enzymy
AID/APOBEC na 5-hydroxymetyluracil (Guo et al., 2011). Ob¢ tyto modifikované baze jsou
rozpoznany thymin DNA glykosylazami (TDG), které zahaji bazovou excizni reparaci (BER),

drahu, na jejimz konci je modifikovand baze nahrazena cytosinem (Cortellino et al., 2011).

aktivni demetylace

P -

CHs
- DNMT
1 e OO

de novo metylace udrZovaci
met},dace

cytosin a- rnelylc;rlcrsm
R e
pasivn| demetylace

Obrazek 1: Zpiisoby metylace cytosinu a demetylace jeho derivatit (upraveno podle
Ambrosi et al., 2017)
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2.3. Zmény v metylaci DNA v pribéhu Zivota

Lidsky genom je po oplozeni avzniku zygoty aktivné¢ demetylovan (Smith et al., 2014),
krom¢ imprintovanych gent, ve kterych je metylace jedné z alel nezbytna pro spravny vyvoj
jedince (Okae et al., 2014). Odstranénim metylovych znacek zdédénych od rodict se bunky
embrya stavaji totipotentni (Messerschmidt et al., 2014), coz znamena, Ze se mohou diferencovat
v jakoukoli bunku, kterd se v budoucnosti bude v organismu vyskytovat. Béhem uhnizdéni
neboli implantace vajicka dochédzi k vyznamné de novo metylaci genomu, s vyjimkou CpG
ostruvkl, které jsou proti metylaci chranény (Laurent et al., 2010). CpG ostrivky jsou useky
DNA, které jsou bohaté na CpG dinukleotidy a pozitivné ovliviluji transkripéni aktivitu
genovych promotor (Deaton and Bird, 2011). Vyskytuji se ptedevS§im v promotorech
tzv. housekeeping gent, jejichz aktivita je pro bunky esencidlni. Po implantaci dochézi i nadale
k demetyla¢nim i de novo metylacnim zménam, avSak tyto modifikace jsou jiz tkanove ¢i genové
specifické (Luo et al., 2018).

Po narozeni clovéka jednak dochazi postupné krozsdhlé hypometylaci genomu,
kdy k nejveétsim zménam dochazi zejména v oblasti promotorit gend, kde se nachdzi malé
mnozstvi CpG dinukleotidli, v repetitivnich sekvencich a v tkdnové specifickych genech.
Oproti tomu v CpG ostrivcich, které jsou spojeny s promotory genli, dochédzi k postupné
hypermetylaci (znazornéno na Obrazku 2). Tyto zmény v metylaci DNA, které jsou spjaty
se zvySujicim se v€kem, se souhrnné nazyvaji epigeneticky drift (Heyn et al., 2012).

Epigeneticky drift je ovliviiovan jak stochastickymi chybami v pfenosu metylacniho vzorce
pfidéleni  bun€k, takiokolnim  prosttedim azivotnim  stylem, napf. koufenim
(Noreen et al., 2014). Z toho vyplyva, Ze béhem lidského Zivota dochazi k aktivnim pfeménam
metylacniho vzorce, smér téchto zmén je ale prakticky nepfedvidatelny. Studie ovSem ukazuji
1 pfitomnost odliSné¢ metylovanych regioni souvisejicich s v€kem (aDMRs), které zavisi
na biologickych mechanismech zapojenych do procesu starnuti (Bell et al., 2012). Na zaklad¢
metylace téchto aDMRs muzeme odhadnout tzv. epigeneticky ve€k, jinak nazyvan téz
epigenetickymi hodinami nebo DNAm vékem, ktery funguje jako indikator biologického
i chronologického véku. Pro forenzni ucely je ovSem dllezity odhad chronologického véku,
ktery udéava, kolik ¢asu ubé&hlo od data narozeni ¢lovéka, pokud mozno nezavisle na ostatnich
proménnych. Proto byly vytipovany vhodné lokusy avyvinuty predikéni algoritmy

chronologického véku, které budou vice popsany v dalSich kapitolach.
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Obradzek 2: Metylaéni zmény v DNA v pritbéhu Zivota. Cerné tecky znazoriuji metylované CpG,

bilé tecky nemetylované CpG. S timto se poji bud’to aktivni transkripce (modré sipky) nebo omezeni
transkripce (Cervené ¢arky). Modre zbarvené obdélniky reprezentuji hypometylované tseky, cervené

zbarveny obdélnik hypermetylovany tusek (upraveno podle Zampieri et al., 2015).
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3. Metody analyzy metylace DNA pro odhad véku

Analyza CpG usekti v DNA pro odhad véku je zaloZzena na porovndvani mnozstvi metylovanych
a nemetylovanych cytosinli, které se v danych tusecich vyskytuji. Vysledny pomér se nazyva
B-hodnota anabyva hodnot 0-1 (ev. 0-100 %). Vzhledem ktomu, ze se metylované
i nemetylované cytosiny paruji se stejnou bdzi (guaninem), jsou pro konvencni molekularné
biologické metody tézko rozlisitelné (Jung et al., 2015). Z tohoto divodu je vyuzivana metoda
bisulfitové konverze, kdy je vzorek nejprve oSetfen hydrogensifi¢itanem sodnym, coz ndm
umozni tyto dvé baze od sebe odlisit.

K detekci konkrétnich usekil, které se pouzivaji pfi forenzni analyze k odhadu véku,
je potieba nejdiive zjistit metylacni vzorec celého genomu (metylom). K tomuto ucelu slouzi
metody jako je naptiklad celogenomové bisulfitové sekvenovani (WGBS), kdy dojde
k bisulfitové sekvenaci celého genomu anazédkladé¢ toho se vytipuji konkrétni lokusy,
které vykazuji nejvétsi korelaci s vékem. Pro forenzni tcely se pouziva nékolik nize popsanych

metod, které jsou jiz zaméfeny pouze na analyzu téchto konkrétnich lokust.

3.1. Bisulfitova konverze

Prvnim krokem bisulfitové konverze je denaturace DNA, tj. rozvolnéni dvouvldknové DNA
(dsDNA) na jednotliva vldkna (ssDNA). Piidanim hydrogensifi¢itanu sodného (NaHSO3) dojde
na ssDNA k pfeméné cytosinli na uracil, pfiemz metylované cytosiny zlistanou nezménény
(Susan et al., 1994). Metylovany cytosin se paruje s guaninem a pfi nasledné amplifikaci PCR
(polymerazovou fetézovou reakci) je zachovan jako cytosin, oproti tomu uracil se paruje
s adeninem a namisto ptivodniho nemetylovaného cytosinu se objevuje thymin (viz Obrazek 3).
Pisobenim NaHSOs;, vysoké teploty anizkého pH dochézi pii bisulfitové konverzi
i k n¢kolika nezadoucim tucinkdm, ato k degradaci DNA, konverzi metylovaného cytosinu
na thymin anelplné konverzi cytosinu. K degradaci DNA dochazi depyrimidinaci
(Tanaka and Okamoto, 2007), kdy reakci s NaHSO;3; dochazi k poruseni N-glykosidické vazby
nezadoucim reakcim je v omezené mife mozné predejit snizenim doby trvani bisulfitové
konverze (Shiraishi, 2004), kdy je DNA vystavena vysoké koncentraci NaHSO; a teploté
70-90 °C, ale jen po dobu 20-40 minut, oproti ptfedchozim 16-20 hodinam

(Frommer et al., 1992). Neuplna konverze cytosinu a konverze cytosinu na thymin mize vést
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k faleSn¢ pozitivnim a faleSné¢ negativnim vysledkim urovné metylace CpG oblasti.
Pro spravnou interpretaci se v souCasnosti vyuzivda zejména piitomnost kontrolniho
nemetylovaného cytosinu ve zkoumané sekvenci. Pokud je tento cytosin plné konvertovan,
muizeme predpokladat, Ze doSlo ke zdafilé konverzi i v ostatnich pozicich, které koreluji

s vékem.

sulfonovany 2
cytozin nemetylovana DNA

NH, NH, G-T-G-G-C-G-C-G-A-G-C-T-T-C

f*\\NH+ HSO3' bN!—f l bisulfitova konverze 1

o oss »;Ao G-T-G-G-U-G-U-G-A-G-U-T-T-U

|
-NH, l H;0 l, PCR amplifikace l,
o]

cytozin

0 G-T-G-G-T-G-T-G-A-G-T-T-T-T
NH alkal NH 2
d’&o os A’}' Ao metylovana DNA
' G-T-G-G- ' -G- " -G-A-G-C-T-T-C
uracil sulfonovany uracil l 1
bisulfitova konverze
e G-T-G-G- -G~ -G-A-G-U-T-T-U
N
; |Nko bez konverze l, PCR amplifikace l
I
- G-T-G-G- -G- -G-A-G-T-T-T-T
5-metylcytozin

Obrazek 3: Nalevo konverze cytosinu na uracil, metylovany cytosin je nezménén. Napravo ukdzka
rozdilu zmeény ptivodné stejné sekvence DNA po bisulfitové konverzi a PCR amplifikaci, kdy jedna
ze sekvence je metylovdna a druha nikoli (Bartosik and Ondrouskovd, 2016)

Pfestoze 5-metylcytosin (5-mC) ziistava behem bisulfitové konverze nezménén (ojedinéle
muize dojit k jeho pfeméné na thymin, pfedev§im pokud reakce probihd velmi dlouho), jeho
hydroxylovana varianta 5-hydroxymetylcytosin (5-hmC) se béhem bisulfitové konverze méni
rychle na cytosin-5-metylensulfonat (CMS). CMS obvykle zastavuje DNA polymerazu béhem
ve vysledném PCR produktu (Huang et al, 2010). Vzhledem ktomu, ze 5-mC i5-hmC
se amplifikuji jako cytosin, je potieba pro odliseni téchto modifikovanych bazi pouzit oxidativni
bisulfitové sekvenovani, béhem kterého se selektivné oxiduje 5-hmC na 5-formylcytosin (5-fC).

Béhem nasledujici bisulfitové konverze dojde k preméné 5-fC na uracil (Booth et al., 2012).
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3.2. Masivné paralelni sekvenovani

Pod masivné paralelni sekvenovani (MPS) spadd mnoho metod, které maji spolecné to,
ze oproti star§Sim metodam, jako je pyrosekvenovani, umoznuji rychlej§i sekvenaci vétSiho
mnozstvi vzorkl (stovek az tisicti sekvenci najednou). Metodami MPS miizeme analyzovat cely
genom nebo jen jeho ¢asti — pro forenzni ucely specifické lokusy. Celogenomové bisulfitové
sekvenovani (WGBS), které se vyuZziva pro zjisténi metylomu celého genomu, je pro forenzni
ucely malo efektivni a finan¢né naro¢na metoda, protoze ackoli kazdy CpG dinukleotid mtze byt
teoreticky metylovan, v ramci celého genomu dochdzi k metylaci pouze ve zlomku téchto
dinukleotidi (Ziller et al., 2013) a z toho jenom mala ¢ast vykazuje korelaci s vékem.

Metody MPS, které byly vyvinuty pro forenzni ucely, jsou proto zaméfeny na analyzu
kratkych specifickych tseki DNA (Fordyce et al.,, 2015). Z pfistrojového vybaveni
se v soucasnosti vyuzivaji naptiklad vysoce automatizované systémy MiSeq nebo lon Personal
Genome Machine (PGM). Lokusy, kteréjsou analyzovany, projdou nejprve bisulfitovou
konverzi, (tak jako u dalSich zminovanych metod), béhem které dojde k rozliSeni metylovanych
a nemetylovanych cytosini. Na zdklad¢ nasledného odlisSného parovani téchto bazi dojde vyse
uvedenymi pristroji MPS k rozliSeni urovné metylace jednotlivych oblasti. PGM systém je
metoda zalozena na polovodiCovém systému, kdy se pii zalenéni nového nukleotidu
do vznikajiciho vldkna DNA uvolni proton. Tyto protony vytvaii zménu v pH okolniho roztoku,
které jsou zaznamenany senzorem, tento signdl je nasledné¢ proménén v napéti a digitalizovan
(Rothberg et al., 2011). MiSeq metoda vyuziva kamerové detekce fluorescencniho signalu,
ktery je uvolnén pii zaclenéni kazdého nového nukleotidu a je pro jednotlivé typy nukleotidl
charakteristicky (Kircher et al., 2009). Vzhledem k tomu, Ze MiSeq metoda zachycuje signaly

wewvr

Ob¢ metody dokazi analyzovat useky o délce 300—400 bp (pari bazi).

3.3. Pyrosekvenovani

Béhem pyrosekvenovani dochazi k syntéze komplementarniho vlakna k templatovému,
které je ptitomné ve vzorku. Pfi zaclenéni kazdého nového nukleotidu do vznikajiciho vldkna
DNA je sledem chemickych reakci vyvolan zdblesk svétla. Vzhledem k tomu, ze v reakéni smési
je vzdy ptitomen v danou chvili pouze jeden z nukleotidli, mizeme potadim téchto zéableskl

urcit konkrétni sekvenci DNA nové vznikajiciho vldkna.
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Ponévadz sekvenovéani probiha syntézou komplementarniho vldkna DNA, je potieba
ucinit dsDNA — produkt PCR po bisulfitové konverzi — jednovladknovou. Za timto ucelem je
na jednom z primerti navazan biotin. Po dokon¢eni PCR je do reakéni smési pfidan streptavidin —
protein, ktery na sebe navaze biotinylovanou DNA a po ocisténi zlstane v reakéni smési pouze

tato jednovldknova DNA, nakteré je biotin

‘ﬂTm navazany  (Tost and Gut, 2007). K tomuto
.‘. templatovému  vldknu se diky pfitomnym
DNA polymeraza Y A primerim  a DNA polymeraze  syntetizuje

) % ). komplemetnarni vlakno DNA. Jak je vidét

P o ., Nukleotidy na Obrazku 4, kazdy nukleotid v ¢ase svého
pyrofosfat

zaclenéni do nové vznikajicitho vldkna uvolni

ATP sulfurylaza pyrofosfat,  kteryje  nasledn¢  enzymem

ATP sulfurylazou pfeménén na adenosintrifosfat

\ ® (ATP). ATP slouzi jako energie pro enzym

ATP-I \ luciferdzu, kterd katalyzuje pfeménu pigmentu

P luciferinu na oxoluciferin, jenz vyvola svételny

v raza zéblesk. Intenzita svétla je piimo umérna

: J mnozstvi zaClenénych nukleotidi (v jednom
svétlo . . .

W momentu je v reakci pfitomny pouze jeden typ

pyrogram nukleotidu, mize jich byt al zaclenéno vice

oomEE = = a0 sebou). Po kazdém zadlenéni daného typu

k soo}- nukleotidu jsou zbylé nukleotidy rozlozeny

1 enzymem apyrazou a do reakce je pfidan novy

*

l l IJ J typ nukleotidu (Bassil et al., 2013). Z téchto
i

0 1191 Y
T svételnych vystupti je vytvoren graf — pyrogram.

: P PR Lt
ES GTCTGTCAGTCGCTGATCGATGTES
5 io i5 20 25

Obrazek 4: Priibéh pyrosekvenovdni. Na pyrogramu je na ose X je vyobrazena sekvence DNA (pFicemZ
E predstavuje pridani enzymu a S pridani substratu), ktera byla analyzovana, osa Y reprezentuje
intenzitu emitovaného svétla. Cisla v modrijch ramedcich piedstavuji B-hodnotu jednotlivych CpG
dinukletidil, tj. pomér metylovanych a nemetylovanych cytosinil, éervenou hvézdickou je oznacen

kontrolni nemetylovany cytosin (upraveno podle Bassil et al., 2013).
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Béhem pyrosekvenovani muze byt najednou osekvenovana sekvence dlouhd piiblizné
115bp (Bassil et al.,, 2013), cozje v porovnani s ostatnimi metodami relativné malo.
Pro forenzni cely je ale tato délka dostacujici, vzhledem k tomu, Ze cilové sekvence pro odhad
veku jsou vétsinou jednotlivé CpG useky. Zaroven funguje dobfe pii analyze forenznich vzork,
které se zpravidla vyznacuji tim, Ze obsahuji velmi malé mnozstvi DNA a/nebo DNA,
ktera je jiznéjakym  zpusobem  poSkozend.  Nazacitku roku 2020  publikovali
Fleckhaus and Schneider (2020) studii, ve které pfichdzeji s metodou multiplexovani
(sekvenovani vice tsekil najednou) prostfednictvim pyrosekvenovani, béhem ¢ehoz se cilové
useky pre-amplifikuji ptfed samotnou PCR. Do této doby byla nevyhodou této metody prave
moznost pouze samostatného sekvenovani jednotlivych cilovych useki, aby nedochazelo
ke ztrat& presnosti. Sest ze étrnacti zkoumanych CpG vykazovaly odchylky v méfeni v porovnani
s klasickym pyrosekvenovanim, a je tudiz potfeba tyto hodnoty nejprve normalizovat, aby bylo
mozné vysledky méfeni pouzit v predikénich modelech. Pokud se vysledky této studie na vétSim
mnozstvi dat potvrdi, mohla by byt tato metoda vyznamnou inovaci ve forenzni praxi, ponévadz

pyrosekvenovani patii mezi nejcitlivejsi sekvenacni metody.

3.4. Hmotnostni spektrometrie EpiTYPER
Dalsi metoda, kterd se vyuziva pro detekci metylované DNA, je EpiTYPER. EpiTYPER je

zalozen na kvantitativni analyze metylovanych CpG oblasti pomoci hmotnostniho spektrometru.
Pted vlastni analyzou projde DNA bisulfitovou konverzi a naslednou PCR, kdy se amplifikuje
pomoci primerti, na kterych je navazan T7 promotor (Kunze, 2018). Tento promotor funguje
po dokonc¢eni PCR anasledujicim ocisténim  shrimp alkalickou fosfatazou (SAP)
od nezaclenénych DNA nukleotidi jako DNA dependentni RNA polymerdza — enzym,
ktery syntetizuje RNA podle DNA ptedlohy. Vysledny produkt je tedy jednovldknova RNA,
jenz je specificky rozstépena enzymem RNazou A vzdy za uracilem. Timto vzniknou rizné
dlouhé¢ RNA fragmenty, které jsou ionizovany a putuji elektrickym polem smérem k detektoru.
korespondujici s metylovanym CpG dinukleotidem v DNA bude o 16 Daltont tézsi,
nez kdyz metylovan nebyl. B-hodnota daného CpG dinukleotidu se poté urci pomérem plochy
piku metylovaného fragmentu k celkové plose metylovaného i nemetylovaného piku fragmentu

(Suchiman et al., 2015). Tento postup je shrnut na Obrazku 5, kdy v dolni ¢asti vidime vysledek
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analyzy hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF, béhem které se fragmenty ionizuji laserem
za pritomnosti matrice v kombinaci s detektorem doby letu. EpiTYPER je rychld a ptfesna
metoda, béhem které se sekvenuje usek dlouhy 100-600 bp (Suchiman et al., 2015),
avSak v pfipad¢€ pfitomnosti vice stejné¢ velkych fragmentii nebo fragmentt ptili§ malé neb pfilis
velké velikosti miize dojit k tomu, Ze je metoda nezachyti. Oproti pyrosekvenovani se béhem této

metody muze analyzovat velké mnozZstvi vzorkll najednou.

nemetylovand DNA metylovana DNA bisulfitova
UG — UG =UG — UG — UG — UG CG—CG-CG—CG—CG——CG konverze
— N — % ~
4 J PCR (SAP)
TG -TG — TG — TG CG-CG—CG—CG
AC — AC — AC — AC GC - GC — GC — GC )
u U' In vitro
transkripce
AC - AC — AC — AC —— GG - GC — GC — GC —
#1 U-aAC-AC- U-GC-GC- .
2 U-specifické
#2 U—acC- U—aGCc- 7 Stépenf

MALDI-TOF

intenzita hmotnostni spektrometrie

I I
I I
1 ||
I I
—> +—> —> miz
16 Da 32Da

Obrazek 5: Pritbéh metody EpiTYPER. Osa X oznac¢uje pomér hmotnosti k naboji (m/z) a osa 'Y
intenzitu iontii. Modre jsou vyznaceny piky metylovanijch fragmentit DNA, zelené nemetylovanych

(upraveno podle Kunze, 2018).

3.5. Minisekvenovani SNaPshot

Metoda SNaPshot porovnavd pomér metylovanych anemetylovanych cytosinii metodou
jedno-bazové extenze (SBE) — prodlouzenim primert komplementéarnich k templatovému vlaknu
DNA o jednu bazi. Tyto primery jsou komplementarni k mistim na DNA, které jsou pftilehlé
k jednotlivym CpG usekim. SNaPshot jenazvan podle zkratky SNP, kterd oznacuje
jednonukleotidovy polymorfismus. V tomto piipadé SNP oznacuje variaci v cytosinu,
ktery mize byt metylovany (aje ipo bisulfitové konverzi amplifikovan stale jako cytosin)

nebo nemetylovany (v tom pfipad¢ je po bisulfitové konverzi amplifikovan jako thymin).
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Primer je prodlouzen vzdy pravé ojednu bazi ve formé fluorescencné znaceného
dideoxyribonukleotid trifosfatu (ddNTP) — uméle upravené¢ho nukleotidu, kterému byla odebrana
OH skupina na 3° uhliku. Kvili absenci této OH skupiny neni umoznéno navazani dalSiho
nukleotidu a syntéza nového vlékna je zastavena. Tyto primery prodlouzené o jeden ddNTP jsou
analyzovany kapilarni elektroforézou, béhem cehoz jsou jednotlivé useky rozdéleny podle
sveé velikosti a dochazi k detekci rozdilné intenzity jejich fluorescence
(Kaminsky and Petronis, 2009). Je dulezité, aby primery byly komplementarni k sekvenci,
ktera v sobé¢ neobsahuje pokud mozno zadny polymorfismus. V ptipadé, Ze by tomu tak bylo
(naptiklad vlivem toho, ze by v sekvenci komplementarni k primeru byly riizné¢ metylované jiné
CpG useky), by primer nenasedl na templatové vldkno spravné a mohlo by dojit k nespravné
detekci poméru metylovanych anemetylovanych cytosini v cilovych  sekvencich
(Kaminsky, 2005). Metoda SNaPshot umoziiuje analyzu vice usekl najednou, a to az nékolik

desitek (Fondevila et al., 2013).
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4. Odhad véku na zakladé metylace DNA pro forenzni ucely

4.1. Modely pro odhad véku

Modely pro odhad véku mtizeme rozdé€lit na multi-tkanové a tkanoveé specifické. Nize popsany
multi-tkanovy Horvathliv model je relativné velmi ptesny, avSak své uplatnéni nachazi pouze
v piipadech, kdy je kdispozici velké mnozstvi kvalitniho vzorku DNA. V kriminalistické
forenzni praxi najdou své vyuziti spiSe tkanové specifické modely, které jsou zalozeny
na analyze jen né¢kolika malo CpG oblasti. Vzorky DNA, se kterymi se pracuje, se Casto nachazi
v ruznych stupnich degradace, a Horvathliv model, zalozeny na zkoumani nékolika stovek CpG,
proto neni pro jejich analyzu vhodny. Pro pouziti spravného tkanové specifického modelu musi
byt tkan obsazena ve vzorku nejprve identifikovéna. Je dulezité brat v potaz, ze vzorek muze
obsahovat ivice typt tkdni, coz muze ovlivnit vysledny odhad véku, jelikoz CpG useky
vykazujici vysokou korelaci s vékem v jedné tkani mohou vykazovat korelaci podstatné mensi

v tkani odlisné (Horvath, 2013).

4.1.1. Horvathiiv model pro odhad véku

Horvath (2013) vytvoftil jako prvni multi-tkanovy predikéni model (Horvathovy epigenetické
hodiny) na zaklad¢ analyzy 8 000 vzorkl z celkem 51 tkédni a bunécnych typl jedinci napiic
vSemi veékovymi kategoriemi. Z téchto vzorki vybral 353 CpG dinukleotidli, ze kterych
193 vykazovalo hypermetylaci se zvySujicim se vékem a zbylych 160 hypometylaci. Horvath
analyzoval B-hodnotu vSech 353 CpG oblasti — jednotlivé CpG samy o sob¢ vétSinou nemaji
statisticky vypovidajici hodnotu, ale souhrnné vykazuji vysokou korelaci s chronologickym
vékem s odchylkou 3,6 let. Z téchto B-hodnot je vytvofena kalibra¢ni funkce. Jak je vidét
na Obrazku 6, tato kalibracni funkce (rychlost tikotu epigenetickych hodin) neni konstantni.
K nejrychlejsimu nartistu dochazi v prvnich nékolika letech lidského Zivota a postupné se tikot
zpomaluje az do piiblizné 20 let. Od dospélého veku poté dochdzi k tikotu konstantni rychlosti.
Na Obrazku 6 je dale znazornéno, jak dva jedinci stejného chronologického véku mohou
vykazovat rozdily ve v€ku epigenetickém. Horvathv model je dodnes vyuzivan nejen
ve forenznim, ale 1 v medicinském odvétvi (napf. pfi vyzkumu neurodegenerace

(Levine et al., 2015)). Nové¢jsi studie El Khoury et al. (2019) upozoriiuje na to, Ze v Horvathové
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modelu dochazi systematicky k podhodnocovdni odhadovaného véku vzorkil starSich lidi,

nejspise kvuli relativné malému zastoupeni starsi vékové kategorie v Horvathoveé studii.

nadpriimé&rmy tikot pramrny tikot
epigenetickych hodin e epigenetickych hodin

-~
|

%]
1

vaZeny primér urovné metylace
T

.i:

podprimérny tikot
epigenetickych hodin
20 40 60 20 100

vék (v letech)

=1

Obrazek 6: Zavislost tikotu Horvathovych epigenetickych hodin na chronologickém véku
(upraveno podle Horvath and Raj, 2018)

4.1.2. Tkanové specifické modely pro odhad véku
V poslednim desetileti dosSlo k vyvinu mnoha tkanové specifickych predikénich modelt
pro rizné typy tkani a bunéénych linii, se kterymi se setkavame ve forenzni analyze. Mezi né
patii zejména krev, sliny, buiikky ziskané bukalnim stérem, ejakulat a zuby. Tyto predikéni
modeli obsahujicich n€kolik desitek az stovek téchto usektli, ze kterych byly vytipovany
jednotky CpG, které v konkrétni tkani nejvice korelovaly s vékem.

Pfi vyvinu nového modelu se zpravidla postupuje tak, ze se vzorky rozdéli na dvé ¢asti,
a to na testovaci a trénovaci vzorek. Z trénovaciho vzorku obsahujiciho data s mnozstvim
proménnych se pomoci linearni regrese sestavi funkce, ktera je sloZzena z mnoziny regresnich
koeficientl a poté se méii odchylka skute¢nych hodnot od této funkce. Na testovacim vzorku
se nasledné testuje piesnost vytvoreného modelu.

Nize jsou uvedeny vybrané¢ modely ke kazdému vySe zminénému typu tkane.
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4.1.2.1. Modely pro analyzu krve

Nejvice modelil je prozatim zaloZeno na analyze krve, ve které se jako nejpresnéjsi marker jevi
n¢které¢ CpG useky vgenu ELOVL2 (Correia Dias et al.,, 2020; Park et al.,, 2016;
Zbie¢-Piekarska et al.,, 2015a, 2015b). Pouze na zakladé analyzy 7 CpG tohoto genu
Zbie¢-Piekarska et al. (2015a) vytipovali 2 z nich, které vykazovaly nejvétsi korelaci s vékem
a dohromady vytvotily zdklad pro vytvoreni modelu s tispé$nosti odhadu +7 let. Autofi tohoto
modelu pozdéji zptesnili tyto vysledky pfidanim ¢tyi dalSich CpG useka v genech Clorf132,
TRIMS59, KLF14, a FHL?2, pticemz z genu ELOVL?2 analyzovali uz pouze jeden usek. Z téchto
péti CpG usekti vytvorili model z 300 krevnich vzorkli odebranych od jedincti ve véku 2—75 let,
kdy se odhadovany vék lisil od toho skute¢ného s primérnou odchylkou 3,4 let v trénovacim
setu a 3,9 let v testovacim setu vzorki. Presnost tohoto modelu byla podstatné nizsi u jedincii
nad 60 let, kdy dochazelo ke zkresleni vysledki nejspiSe vlivem epigenetického driftu
(Zbiec¢-Piekarska et al., 2015b). Autofi vypozorovali také malé rozdily mezi presnosti odhadu
véku na zakladé pohlavi. U Zen dosahovala primérnd odchylka 3,7 let, pfiCemz u muzl
dochazelo k odhadu vyssiho véku, nez byl ten skute¢ny a odchylka ¢inila 4,0 let.

Park et al. (2016) pracovali oproti piedchozimu modelu testovanému na vzorcich
evropského obyvatelstva (konkrétné jedinct z Polska) na vyvinu predikéniho modelu,
ktery je zalozen na krevnich vzorcich ziskanych od darcti z Jizni Koreje. Ze vSech odlisné
metylovanych oblasti souvisejicich s veékem wvybrali tfi znich, které u asijskych jedinct
vykazovaly nejvétsi korelaci s vékem. Mezi né patiil stejné¢ jako v predchozich uvedenych
studiich
Zbie¢-Piekarskeé et al. CpG usek v oblasti genu ELOVLZ2, zbylé dva (ZNF423 a CCDCI102B)
se ale lisily. Nazaklad¢ tohoto modelu vysla primérnad odchylka v trénovacim setu o néco vyssi,
nez ve vySe uvedené studii Zbie¢-Piekarska et al. (2015b), a to 6,3 let u trénovaciho setu a 3,2 let
u testovaciho setu vzorku. I zde se opakoval trend snizujici se pfesnosti odhadu u seniort starSich
60 let.

Vzhledem k tomu, Ze ve vzorcich, ze kterych byly sestavovany predikéni modely, byl
Casto menSi podil déti a dospivajicich oproti plnoletym jedincim, rozhodli se Freire-
Aradas et al. (2018) vytvofit model ¢isté ze vzorkli 180 jedincti mladSich 18 let. Vytipovali
celkem Sest gent obsahujici CpG useky, které nejvice korelovaly s jejich vékem, z nichz se jevi

jako nejptresnéjsi CpG tuseky v genu KCNAB3. V tomto genu vypozorovali markantni rozdily
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v metylaci CpG usekit u vSech jedincti od 2 let véku az do 18 let. V dospélosti jiz metylacni
zmény téchto CpG usekll nezaznamenali, coz naznacuje, ze by gen KCNAB3 mohl byt unikatnim
markerem pravé pro neplnoleté jedince.

Pét jiz diive ovétenych vysoce korelujicich CpG usekd s veékem gent ELOVL2,
EDARADD, PDE4C, FHL2 a Clorfl32 analyzovali Correia Dias et al. (2020) na 51 vzorcich
krve jedinct zemfelych ve véku 24-86 let. Ze vSech tseku vySel jako nejptesnéjsi marker CpG
usek v genu ELOVL2. Primérna odchylka trénovaciho setu vysla 6,08 let a testovaciho 8,84 let,
coz je znateln¢ vice nez v prfedchozich modelech Zivych dérci. Zda za t€émito rozdily stoji vnéjsi
vlivy, které¢ piisobily na epigeneticky vek, nebo zda se epigeneticky vék méni n¢jakym zptisobem
1 po smrti, zatim neni zndmo.

Vyhodou krevni tkané jakozto materidlu pro forenzni analyzu je relativné velké mnozstvi
DNA najednotku objemu diky mmnozstvi bilych krvinek, takze je mozné provést analyzu
1zjejiho mensitho mnozstvi, cozlze wvyuzit prokrevni stopy zajisténé na misté cinu.
Pokud ovSem potfebujeme odebrat biologicky materidl zdjmové osobé, tak uodbéru krve
se jednd o relativné invazivni zdkrok. Z tohoto hlediska je tudiz daleko vhodnéjsi bukalni stér
neb sliny, jejichzodbér je jednoduchy, rychly, bezpeény anevyzaduje piitomnost

zdravotnického personalu.

4.1.2.2. Modely pro analyzu slin a bukalnich stéri

Co se ty¢e modeli proodhad ve€ku ze vzorkii bukalniho stéru, je =zajimava studie
Eipel et al. (2017). Zde autofi nejprve vytvorili predikéni model ze tii CpG usekli v genech
PDE4C, ASPA a ITGA2B, kdy odchylka piedstavovala rozdil od chronologického véku 4,3 let
v trénovacim vzorku a 7,03 let v testovacim. V kazdém vzorku bukalniho stéru se ale vyskytuje
jiny pomér epitelidlnich bun€k a leukocytl, pficemz oba typy bunék vykazuji odlisny
epigeneticky vzorec. Proto autofi zahrnuli do modelu i dva CpG markery, pficemz jeden z nich
je vzdy specificky pro ur€ity typ bunék. Timto vylepSenim model zpiesnili a vysledna odchylka
se snizila na 5,09 a 5,12 let. Dale také provedli kontrolu, zda néktery zpouzitych markera
vykazoval odliSnou metylaci na zéklad¢ toho, zda jednici, kterym byly vzorky odebrany, koufili,
nebo zda se metylace liSila na zaklad€ jejich pfislusnosti k etnické skupiné ¢ijejich pohlavi.
Ani jeden z téchto predpokladii nebyl potvrzen, jelikoz nebyly mezi vzorky vypozorovany zadné

signifikantni rozdily ovlivnéné n¢kterym z uvedenych faktort.
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Hong et al. (2017) vytvofili model pro odhad véku z analyzy sedmi CpG markert,
ato v genech SST, CNGA3, KLF14, TSSK6, TBRI, SLCI245 a PTPN7. Posledni zminény
je bunééné specificky marker prolymfocyty. Vysledkem tohoto modelu zalozeném
na 52 vzorcich slin byla odchylka od chronologického véku v trénovacim vzorku pouze 3,13 let
a v testovacim 3,15 let. Pfisestaveni modelu bez bunécné specifického markeru dosahovala

odchylka 4,1 let, coz dokazuje, k jak vyraznému zpiesnéni doslo jeho zahrnutim do modelu.

4.1.2.3. Modely pro analyzu ejakulatu

Lee et al. (2015) navrhli jako prvni predikéni model na zéklad¢ analyzy ejakulatu. Ve své studii
vychazeli pouze z 12 vzorki, ze kterych vytipovali 3 nejrelevantnéjsi CpG tuseky, z nichz vysel
jako nejpresnéjsi CpG tusek v genu 77C7B. Odhadovany veék byl ur€en s odchylkou pfiblizné
5let, coz ptedstavuje slibny zaklad pro nadchézejici modely. Tento model byl ovéfen
Lee et al. (2018), nejenom analyzou vice vzorkl od darcii, ale 1 analyzou skutecnych forenznich
vzork, které byly uchovavany v rozmezi od 3 mésicit do 17 let. Kvalitu markeru v genu 77C7B
potvrzuje iLietal. (2017), ktefi pomoci pouze tohoto jediného CpG useku byli schopni
odhadnout veék 38 ¢inskych Chanti ve véku od 21 do 54 let s odchylkou 4,05 let.

4.1.2.4. Modely pro analyzu zubu

Pro forenzni praxi muze byt v neposledni fadé uziteCny také odhad véku analyzou zubni tkén€.
Bekaert et al. (2015) pouzili diive ovéfené markery pro krevni vzorky v genech ASPA, PDE4C,
ELOVL2 a EDARADD. Tyto markery pouzili také pro analyzu 29 vzorkl dentinu od jedinci
starych 19-70 let. Odchylka od chronologického véku se pohybovala v rozmezi +4,86 let,
cozseda povazovat zavelmi dobry vysledek, vzhledem ktomu, zZe tyto markery
byly vytipovany na zdklad¢ analyzy krve (krevni vzorky v této studii vykazovaly odchylku £3,75
let) a také kvtli tomu, Ze se dentin sklada pfevazné z anorganickych latek. Giuliani et al. (2016)
analyzovali celkem 3 CpG useky gentt ELOVL2, FHL2 a PENK ve vzorcich nejenom dentinu,
ale i zubniho cementu a difené. Vzorky byly od 22 jedinci ve veéku 17-77 let anejlepSich
vysledkii dosahla analyza kombinace zubni difen¢ acementu, kdy se oba vzorky testovaly
dohromady. Odchylka v tomto ptipad¢ dosahovala pouze 1,20 let.

Odhad véku na zédklad¢ zubni tkané je z povahy materidlu vhodny na rozdil od vyse

uvedenych tkani zejména u piipadl, kdy je tfeba posoudit vék zemftelého. Vzhledem k tomu,
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ze jsou zuby odolné vuci dekompozici, mize byt jejich analyza provedena i dlouhou dobu

po umrti.

4.2. Vliv vnéjSich faktora na epigeneticky vék

Epigeneticky vék se lisi od chronologického v zdvislosti na Zivotnim stylu, stravé, fyzické
aktivité¢ a genetickych predispozicich a mize byt pouzit pro odhad délky zivota a miry rizika
onemocnénim rdznymi chorobami (Chen et al., 2016). Je tedy dulezité, aby byly tyto zmény
brany v potaz piisestavovani predik¢nich modeli ajejich vyhodnocovani, protoze uroven
metylace jednotlivych CpG usekl se mize liSit v zavislosti na nejriznéjsich vnéjsich faktorech.
Nize jsou uvedeny vybrané studie, které ukazuji konkrétni odlisnosti v rychlosti epigenetickych
hodin na zaklad¢ riznych proménnych.

Spoélnicka et al. (2018) analyzovali 5 CpG markerd (ELOVL2, MIR29B2C, FHL2,
TRIM59 a KLF14) uvrcholovych sportovcl, pficemz udvou znich, TRIM59 a KLFI4,
vypozorovali zvySenou metylaci v porovnani s kontrolnim vzorkem. Pozoruhodné je, Ze tyto
zmény znamenaji zrychlené epigenetické starnuti, coz by bylo v rozporu s tim, Ze na zakladé¢
mnoha studii (napi. Garatachea et al., 2014; Farahmand et al., 2009) dosahuji vrcholovi sportovci
delsi stfedni délky zivota, nez jedinci, ktefi se vrcholové sportovni aktivité nevénuji. Vysvétleni
se pravdépodobné nachazi vtom, ze hypermetylace v téchto tusecich zarovein zeslabuje
transkripci téchto genil, coz v disledku znamend sniZzené riziko zanétlivych a rakovinnych
procest, ktera pozitivné ovliviiuje délku zivota (Spdlnicka et al., 2018).

Weidner et al. (2014) vypozorovali pii vyhodnocovani modelu ze 141 vzorkli krve
vytvoteného na zdkladé¢ 3 CpG markerdt (ITGA2B, ASPA a PDE4C) zvySeny odhad véku
u obéznich lidi s indexem télesné hmotnosti (BMI) vy$S§im nez 30 oproti ostatnim jedinctim.
Ve stejném roce Horvath et al. (2014) provedli analyzu epigenetického véku u nékolika tkani,
ato krevni, svalové, tukové a jaterni ve vztahu k BMI. Ubunék krve, svali atuku
nevypozorovali v zavislosti na zvysujicim se BMI signifikantni rozdily, ovSem u jaternich bun¢k
dochazelo ke zvysujicimu se epigenetickému véku v priméru o 3,3 let skazdymi deseti
piibyvajicimi jednotkami BMI nad optimalni rozmezi. Dvacet jedna obéznich jedinci poté
podstoupilo banddz zaludku adiky tomu podstatné snizili svoji hmotnost — v priméru

o 14,6 jednotek BMI. Autofi poté porovnali epigeneticky ve€k jejich jaternich bunck
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s pfedchozimi hodnotami, avSak nevypozorovali zadné zmény. Mezi obéma meéfenimi ubchlo
devét mésicu, tudiz neni vyloucené, ze ve vét§im ¢asovém rozpéti by ke zménam mohlo dojit.
Ukazuje se, ze nejen fyzicky, ale i psychicky trénink ovliviiuje naSe epigenetické hodiny.
Pravidelnou meditaci mizeme dle Chaix etal. (2017) tyto hodiny zpomalit. V této studii
pii porovnani 353 CpG markerit podle Horvathova modelu u skupin dvou vékovych kategorii
(do 52 let a 52+) dochazelo s pfibyvajicim vékem k signifikantnim rozdilim v epigenetickych
hodindch  ukontrolni  skupiny nepraktikujici —mediaci, avSak u meditujicich jedincii
(praktikujicich denné alespont 30 minut a vice nez 3 roky) k témto zménam vlivem starnuti

nedochazi.

4.3. Mezipopulacni rozdily v metylaci DNA

Studie provedena na americkych obc¢anech, kteti byli kavkazského, afrického a Cinského ptivodu
objevila uvSech téchto populaci mnozstvi odlisSné metylovanych CpG oblasti. Dvé tietiny
z téchto oblasti maji vliv na fenotyp populaci, napf. na ndchylnost k ur€itym onemocnénim,
odli$né reakce na rizné l1éky a faktory prostiedi (zneciSténi ovzdusi atp.), u tfetiny z nich nebyl
zjistén vliv na genetickou variabilitu. Nepodafilo se ovSem prokazat, ze by jakakoli z téchto
odlisné¢ metylovanych oblasti patfila mezi metylované oblasti souvisejici s vékem (aDMRs)
(Heyn et al., 2013).

Pozd¢jsi studie, napt. Fleckhaus et al. (2017) dochézeji zavéru, ze i aDMRs se na zéklad¢
geografického ptivodu od sebe mohou lisit. Autofi provedli analyzu vzorkl ziskanych bukalnim
stérem u piiblizn¢ 50 jedinc pochazejicich ze tfech rtiznych geografickych oblasti, a to stiedni
Evropy, Blizkého Vychodu a zdpadni Afriky. Pfi analyze péti CpG tsekt (konkrétné v genech
ASPA, ITGA2B, PDE4C advou usekii v genu ELOVL?2) zjistili, Ze zpisob, jakym se m¢nila
celkovd metylace s pfibyvajicim vékem, byl uvSech populaci velmi podobny,
avSak byl zaznamenan rozdil v rozptylu hodnot metylace ujednotlivych CpG markera
mezi jednotlivymi populacemi. Nejmensi rozptyl v hodnotich vykazovaly vzorky odebrané
od jedincti z Blizkého Vychodu (atudiz jejich odhadovany vék byl nejpfesnéjsi) a nasledné
se zvySoval ptes hodnoty jedincii ze sttedni Evropy az k jedincim ze zapadni Afriky. Vysledky
ukazuji, ze pro forenzni uziti bude pravdépodobné vhodné zahrnuti i biogeografickych markert,
nicméné vzhledem k relativné malému poctu pouzitych vzorkid je tfeba jeSté dalSich studii,

které by tento trend potvrdily.
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Vzhledem k tomu, Ze se vétSina studii soustfedi na analyzu populaci z primyslovych
spolecnosti, Gopalan et al. (2017) provedli analyzu metylace DNA u lovecko-sbéracskych
populaci — Baka zijici v destném pralese sttedni Afriky a fKhomani San z pousté Kalahari v jizni
Africe. V této studii analyzovali stovky CpG oblasti, u kterych byla objevena korelace s vékem
v zavislosti na jejich metylaci, a porovnavali uroven metylace téchto CpG oblasti u jedinct
populaci Baka a tKhomani San s pfedchozimi studiemi provadénymi na jedincich z industrialni
spolecnosti. Ze vSech téchto CpG oblasti se ukdzal jako nejuniverzalngj$i ukazatel aDMR
v promotoru genu ELOVL2 (jeho metylacni vzorec se ménil v zavislosti na véku u vSech
populaci nejpodobnéji), stejné jako ve vySe uvedenych studiich provedenych na jedincich
z primyslovych spolecnosti. Provedli také analyzu 353 CpG markerti podle Horvathova modelu,
kdy nejptesnéjsiho vysledku dosahovaly vzorky ze slin osob z populace Baka (medidn odchylky
odhadovaného véku od chronologického vysSel 3,90 let), upopulace fKhomani San median
odchylky dosahoval 6,011let. Tento rozdil je nejpravdépodobnéji zapfi¢inén tim,
ze z ¥Khomani San byl vybran znaéné starSi vzorek populace (medidn véku ve vzorku byl 62,
oproti medidnu 30 u Baka) — autofi totiz vypozorovali podobny trend v odchylce odhadovaného

véku oproti chronologickému i u starSich lidi evropské populace, cozje také v souladu

se studiemi zminénymi v ptedchozich kapitolach.
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5. Zavér

Odhad véku na zakladé metylace DNA piedstavuje velmi komplexni proces, ktery je stale
pfedmétem intenzivniho vyzkumu. Metylacni zmény v DNA probihaji v pribchu celého Zivota,
pficemz k nejvétsim zméndm dochazi v raném vyvoji arychlost téchto zmén se zpomaluje
az do dosazeni dospélosti, béhem které¢ ke zménam dochdzi piiblizné¢ konstantni rychlosti.
Toto tempo se opét zrychluje v seniorském veku, kdy pfibyva nahodnych zmén v metylaci —
dochazi k epigenetickému driftu. Metylace DNA se neméni pouze s pfibyvajicim vékem,
ale ovliviiuji ji 1 riznorodé vnéjsi faktory a také biogeograficky ptivod jedinct. I pfes to, ze je
uroven metylace DNA také odlisna v jednotlivych typech tkani, studie ukazuji, ze pti vybéru
téch spravnych (mnohdy tkanove specifickych) lokust Ize sestavit predikéni modely pro vSechny
vyse uvedené typy tkani.

Do této doby jiz doslo k vyvinu mnoha relativné pfesnych modelt pro forenzni ucely
predevsim u dospélych jedincti. Specifickymi kategoriemi jsou déti a seniofi, u kterych byly
zaznamenany veétsi odchylky od skuteéného véku pii pouziti téchto modell, a je tedy zapotiebi
vyvinout modely takové, které zohlednuji odliSnou fazi vyvoje jejich metylomu.

Pro analyzu konkrétnich lokusti metylomu, na zéklad€ kterych lze odhadovat vek, bylo
dodnes vyvinuto nékolik riznych laboratornich metod. Kazda z nich ma sva specifickéd uskali
(citlivost, maximalni délku DNA, kterou je schopnéd detekovat, Casovou a financni narocnost)
a v praxi je tedy vybér spravné metody klicovy.

Vramci vyzkumu védei dochdzi stidle k novym poznatkim a objevovani dalSich
proménnych, které maji nebo by mohly mit dopad na vysledny odhad véku. Studie jsou ovSem
Casto provadény na menSich vzorcich populace a je zapotitebi dalSiho vyzkumu ve vétSim
mefitku na co mozna nejvariabilnéjSim vzorku populaci. Postupné ale dochazi ke zptesnéni
predikénich modeld a da setedy predpokladat, Ze zjisStovani chronologického véku clovéka
na zékladé¢ analyzy metylace DNA by se mohlo v budoucnu zacit pouzivat také v kazdodenni

forenzni praxi.
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