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Abstrakt

Na zékladé analyzy DNA lze predikovat barvu oc¢i, vlasi a biogeograficky ptvod jedince. Toho
se vyuziva ve forenzni genetice, kdy neznamy pachatel zanecha biologicky material na misté trestného
¢inu. Pfedmétem vyzkumt je predikce biologického véku pachatele. V soucasnosti ale neexistuje zadny
standardizovany model, podle které¢ho 1ze spolehlivé biologicky vek jedince predikovat. Jako nejlepsi
metoda se jevi predikce biologického véku na zakladé methylace DNA, coz je stabilni epigeneticka
modifikace. Bylo zkoumano mnoho markerti v riiznych tkanich. Methylace téchto marker koreluje
s biologickym vékem, pozitivné€ ¢i negativné. Methylace je tkanove specificka, a tak nelze jeden model
aplikovat na vSechny tkan¢. Model pro predikci biologického véku se uplatni zejména pii vySetfovani
a objasiiovani trestné ¢innosti, kdy nezname identitu osoby, jez zanechala biologicky material na misté

¢inu ¢1 té€le obéti.

Kli¢ova slova: methylace, chronologicky vek, biologicky vék, analyza DNA, forenzni genetika

Abstract

Eye colour, hair colour and biogeographical origin can be predicted based on DNA analysis. This is used
in forensic genetics when an unknown perpetrator leaves a biological material on a crime scene.
Prediction of biological age is the subject of further research. Nowadays, there is no standardised model,
which can be used for accurate prediction. The best option for biological age prediction is DNA
methylation — stable epigenetic modification. Many markers have been evaluated. Methylation of these
markers correlates with biological age positively or negatively. Methylation has tissue specificity, so one
model cannot be applied on all types of tissues. Model for biological age prediction can be applied
during investiganting of a criminal activity, when the identity of a person commiting a crime is

unknown.
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1. Uvod

S motivy dlouhovekosti a nesmrtelnosti se setkdvame v riiznych pohadkach, filmech ¢i u historickych
postav. Spousta lidi si pfala pfinejmenSim zlstat stale mlada pfedev$im ve formé zachovani si mladé

vyhlizejiciho vzhledu.

Jednim takovym piikladem je hrabénka Alzb&ta Bathoryova (Bathory Erzesébet) piezdivana Cachticka
pani. Zila v letech 1560 — 1614 a byla uherskou hrab&nkou. Rod Bathoryii provazely etné vystiedni
a extrémni povahové vlastnosti, mezi nimiz se uvadi sklony k samolibosti, pyse, tyranstvi a sexualni
zvracenosti. Na druhou stranu vynikali svou statenosti a milovali dobrodruzstvi. Hrabénka Bathoryova
byla na svou dobu vzdélana, dokazala byt stfidavé velice laskava a nasledn€ nemilosrdné kruta. Jejim
snem bylo zlstat co nejdéle mlada a krasna. Podle legend se toho snazila dosahnout koupelemi v krvi
panen. Kruté zabijela své sluzky a vyuzivala na ony ritualy jejich krev. Vrazdy se vzdy snazila utajit.
Jednoho dne ale pravda stejné musela vyjit najevo, a tak byli odsouzeni nejprve hrabéncini pomocnici.
Sama hrabénka se ocitla v samovazbé ve véznici na Cachtickém hradu, kde o &tyii roky poté zemiela.
Nekteti historici ale oznacuji cely proces za vykonstruovany. K t€émto obvinénim melo dojit proto, aby
se uhersti Slechtici mohli ujmout hrabénc¢inych pozemkt (Bednatik, 2006; Lengyelova a Varkonyi,

2009).

Dale se motiv zachovani si mladého vzhledu objevuje napiiklad v pohadce Cisaiiv pekai a pekaitv
cisar, kde si kral Rudolf II. pfal omladnout. Najimal proto rtizné alchymisty, kteti pro n¢j, mimo ostatni

vynalezy, vyrabéli také elixir mladi.

1.1. Chronologicky vs. biologicky vék
Chronologicky (kalendaini) veék je pfesné vymezen datem narozeni. S biologickym veékem se muze
shodovat, ale také se od n¢j lisit. Biologicky vék udava miru vyvoje jedince a je ovlivnén Zivotnim

stylem a prostfedim (Demongeot, 2009).

1.2. Tradi¢ni ¢inska medicina
Tradi¢ni ¢inskd medicina (TCM), jejiz tradice saha vice jak 2 000 let do minulosti, je soubor metod
prevence, vySetfeni a 1é¢by zalozenych na tradi¢nim ¢inském 1écCitelstvi. Mezi hlavni 1é¢ebné metody
patii fytoterapie (terapie bylinnymi pfipravky), akupunktura, akupresura, masaze, cvi¢eni a dietetika
(kazdodenni strava sestavend na zaklad¢é konstituce ¢lovéka a ro¢niho obdobi). TCM ma vlastni
diagnosticky systém, kdy vnima télo jako celek, uvédomuje si souvislosti mezi jednotlivymi organy
anemocemi a diky tomu dokaze odhalit skryté pri¢iny nemoci. Vnima ¢lovéka v jednoté s jeho
prostfedim, ptirodou, roénim obdobim a zivotni etapou. TCM stoji na dvou zakladnich principech: jin
ajang a 5 elementech. Jin a jang jsou dvé stranky kazdého jevu v piirodé€. Jsou to protiklady, které
nemohou existovat jeden bez druhého a jejich existenci je nutno vyvazovat. Mezi 5 elementt patii dievo,

ohen, zemé¢, kov a voda. Tyto prvky jsou nezbytné pro fungovani prirody i lidskou existenci. TCM klade



velky ddraz na prevenci onemocnéni. Snazi se tedy nemocem piredchazet (TCM World, 2022). Yang
sheng fa je koncept udrZeni si fyzického i psychického zdravi az do staii. Nase zdravi mame ve vlastnich
rukou, a proto zalezi na tom, co pro ngj délame. Jidlo, které jime, nés piimo ovliviiuje a mélo by byt
kvalitni. Bez fadné vyzivy budeme pocitovat inavu a budeme mit snizenou imunitu, coz povede
k nemoci. Jidlo bychom nem¢li jist ani piilis horké, ani pfilis studené. Jidlo o extrémnich teplotach neni
vhodné pro zaludek, ktery vyzaduje jidlo télesné teploty, aby ho mohl co nejlépe travit. V TCM spada
kazda potravina do kategorie: horké, teplé, neutralni, chladné¢ a studené. Je vhodné konzumovat
potraviny, jejichz individualni teplota (podle kategorie) se jejich vzajemnou kombinaci vyrovna. Tim se
uvede do rovnovahy také jin a jang v nasem téle. Maso je podle TCM stejné dulezité jako zelenina.
Obsahuje dulezité pro ¢lovéka nezbytné nutrienty. Na druhou stranu pfili§ velké davky masa mohou
zpusobit obtize s pozornosti a nékteré nemoci. Abychom se tomuto vyvarovali, je diilezité konzumovat
maso spolené se zeleninou, ktera obsahuje také mnoho nutrientti (Aspell, 2012). Navic napomaha
traveni a Cisti stfeva a zaludek (Zhanwen a Lieguang, 2007). I pfestoZze zelenina obsahuje pottebné
nutrienty, neposkytuje télu vsSe, co potfebuje, proto je kombinace masa a zeleniny nezbytna. Neni
doporuceno konzumovat ptiliSné mnozstvi potravy stejné tak pfili§ nizké, kdy hrozi nedostatek
nutrientd. Oba pfipady povedou ke starnuti organismu. Nejvétsi porci jidla bychom méli jist rdno
a mensi vecer. Pro zachovani zdravi je dilezité také kultivace mysli, kterou 1ze zprostiedkovat pomoci
meditace, mindfulness a dalSiho. Je to jeden ze zpisobi, jak pfedchazet nemocem. NaSe mysl by méla
byt klidna, ale zaroven angazovand, ddle emocné stabilni a osvobozend od nadmérné touhy. To nam
umozni jednat jasn¢€ a rozumné. Aby se naSe mysl mohla soustfedit, je nutné v jeden okamzik vénovat
pozornost pouze jedné véci. Koni¢ky a ostatni aktivity jsou skvélym zptisobem, jak se odreagovat
od kazdodenniho stresu (Aspell, 2012). Jednim z hlavnich prostfedkt 1é¢by a prevence je v TCM
fytoterapie a uzivani vitalnich hub. Pii fytoterapii se vyuZzivaji propracované recepty sestavené z bylin.
Drive bylo rozsifené také uzivani produkti z minerald a zivo¢isnych produktd. Od jejich uzivani se dnes
ale spiSe upousti. TCM zna spoustu hub s pozitivnimi G¢inky na lidské zdravi. Jednim takovym
prikladem je Ganoderma lucidum (lesklokorka leskla, reishi), ktera je vyuzivana k dosazeni dlouhého
a zdravého zivota. Z této houby, nazyvané houba nesmrtelnosti, se vyrab¢l elixir mladi (Liu a Bau,
1980). V dnesni dobé¢ je vyuzivana pro zklidnéni mysli, na podporu imunity diky obsahu B-glukani
a jako antioxidant (Nahata, 2013).



2. Soucasné poznatky ve védé

2.1. Sekvenace lidského genomu
Human Genome Project (HGP) byl mezinarodni vyzkumny projekt na zmapovani sekvence veskeré
lidské DNA. Velikost lidského genomu ¢ini piiblizné 3,1x10° bp (Li, 2011), pficemz obsahuje asi
20 000 — 25 000 gend, avsak jejich presny pocet neni dosud znam. Odhaduje se na 22 333 gent,
viz obrazek 1 (Pertea a Salzberg, 2010).

vinné réva - I 20434
clovek e 22333
kur [N 16736
octomilka [N 12239
Ecoli M 2143

chiipkovy virus A | 11
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Upraveno dle Pertea a Salzberg, 2010.

Projekt byl spustén v fijnu 1990 a probihal do dubna 2003, kdy byl uspésné dokoncen. Za kompletni
dokonceni projektu by bylo nicmén¢ spravné povazovat az letosni rok, kdy bylo konsorciem T2T (the
Telomere-to-Telomere Consortium) dokonceno sekvenovani zbyvajicich 8% genomu. Publikace také
udava nové ¢islo o poctu gent, tedy 19 969 genu (Nurk et al., 2022). Americky Narodni institut zdravi
a Ministerstvo energetiky Spojenych statd americkych zprostiedkovali financovani projektu (Watson,
1990). Prispélo k nému celkem 18 zemi. Vétsina sekvenovani probihala na univerzitach a vyzkumnych
centrech v USA, dale ve Velké Britanii, Japonsku, Francii, Némecku a Cing. Nejprve byl projekt veden
Jamesem D. Watsonem (1990 — 1992), kterého pozd¢ji nahradil Francis S. Collins (1993 — 2003). Cilem
nebylo osekvenovani pouze lidského genomu, ale také n€kolika modelovych organismt (Escherichia
coli, Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans a Drosophila melanogaster), coz se takeé
zdatilo a diky HGP méame jejich kompletni sekvenci genomu. Publikovany byly také pfedfinalni verze

genomi nékterych organismi, mezi nimi Mus musculus (Collins et al., 2003).

Protoze genom kazdého jedince je unikatni, muselo byt osekvenovano nékolik jedincl (dobrovolniki),
z ¢ehoZ byla sestavena vysledna sekvence pro kazdy chromozom. Vysledkem tedy neni genom jednoho

konkrétniho jedince. Vzorky krve pro izolaci DNA byly anonymizovany, takze ani dobrovolnici sami



nevédi, zda jejich biologicky material byl nakonec pouZit, ¢i nikoliv. Osekvenovano bylo vSech 23
lidskych chromozomi, které se v bunkdch nachazeji v paru. (Lander et al., 2001) Jejich velikost se

pohybuje v rozmezi 50 — 300 Mbp.

Hlavni pouzitou metodou bylo tzv. BAC klonovani odvozené¢ od bakterialniho artificialniho
chromozomu (Collins et al., 2003). DNA byla nejprve fragmentovana na 150 — 200 kbp dlouhé useky.
Ty byly nésledn€¢ naklonovany do bakterie, kde se replikovaly. Vneseni DNA do bakterie umoziiuje
snadnou manipulaci a zajisti jeji stabilitu (Shizuya et al., 1992). Bakterialni klony byly rozstépeny
na men$i fragmenty o velikosti asi 2 000 bp, které se vyuzily pro samotné sekvenovani. U kazdého
klonu byla urcena ptesnd lokace v genomu, a tak bylo mozno zjistit, v jakém misté genomu se nachézi
jaka sekvence. Sekvence lidského genomu je v databazich pfistupnid vetejnosti (National Library

of Medicine).

Jako sekvenac¢ni metoda bylo vyuzito Sangerovo dideoxy sekvenovani (Collins et al., 2003). Vyuziva
principu replikace DNA. Ke kazdému jednofetézcovému fragmentu naseda primer, ktery je k dané
sekvenci komplementarni. Dale probiha syntéza DNA, kdy DNA polymeraza zatazuje
deoxyribonukleotidtrifosfaty (dNTPs) — dATP, dCTP, dGTP a dTTP. Smés obsahuje také
dideoxyribonukleotidtrifosfaty (ddNTPs) — ddATP, ddCTP, ddGTP a ddTTP ve stonasobné mensim
mnozstvi. Vzorek DNA je rozdélen do ctyi zkumavek, pficemz v kazdé je jeden ze Ctyi ddNTPs, ktery
je radioaktivné znaceny, a vS§echny dNTPs. DNA polymeraza zatazuje dNTPs, ale obcas zatadi ddNTP,
coz zpusobi terminaci syntézy. Je to zptisobeno tim, Ze ddNTP nema na 3° OH skupinu, tudiz se nemtize
vytvorit dalsi fosfodiesterova vazba, na kterou by byl navazan nésledujici ANTP. Diky tomuto ziskdme
fragmenty o riizné délce, ¢ehoz se vyuzije pii elektroforéze, kdy se jednotlivé noveé vzniklé fragmenty
sefadi podle délky. Na zdkladé radioaktivnich znacek pak miizeme zjistit, jaka baze se nachazi na jakém
konkrétnim mist€ a tedy zjistit pfesnou sekvenci DNA (Sanger ef al., 1997). Pozd&ji se metoda zacala
vyuzivat vriznych obmeénach, vcetné vyuziti fluorescence pro optickou detekci, kdy kazdy

dideoxynukleotid ma svou fluorescen¢ni znacku, viz obrazek 2.
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Obrazek 2: Schéma Sangerova sekvenovani. Vlevo nahore templat DNA, podle kterého vznikaji rizné dlouhé
fragmenty umisténé pod nim. Fragmenty se na zakladé riizné délky rozdéli na elektroforéze. Smérem odshora
od nejdelsiho po nejkratsi, které jsou dole. Z vysledku elektroforézy zjistime sekvenci, ktera je komplementarni

k templatu. 3dgenome, 2019.
Sangerové metodé sekvenovani predchazelo Maxam-Gilbertovo sekvenovani (Maxam a Gilbert, 1977).
Ob¢ vyse zminéné metody sekvenovani patii do 1. generace sekvenovani. Nasledovala 2. generace (next

generation sequencing) (Shendure a Ji, 2008) a 3. generace (third generation sequencing) (Rusk, 2009),

které jsou rychlejsi, levnéjsi a efektivnéjsi.

Znalost sekvence lidského genomu umoziuje rozvoj mediciny, leps§i porozuméni tomu, jak spolu
jednotlivé geny souvisi a také rozvoj forenzni genetiky. Pomaha nam pochopit dédi¢né faktory srdecnich
onemocnéni, rakoviny, diabetu, schizofrenie a dalSich (Collins ef al., 2003). Na zakladé sekvence
genomu konkrétniho jedince jsme schopni pfedchazet chorobam, které by jedince postihly a jiz
preventivné jim predchazet, takze by se nemuseli rozvinout do takové miry. Dale se otevira moznost
vytvaret 1éky, které maji vétsi efektivitu, zejména s ohledem na konkrétniho jedince. V pokrocilé
forenzni genetice lze aplikovat poznatky z biomedicinskych obora a naptiklad predikovat biologicky
veék donora biologického materialu. Pied spusténim HGP probihal vyzkum vice v jednotlivych
laboratotich. To se nasledn¢ do jisté miry zménilo. V sou¢asnosti je vice kooperativnich vyzkumti, Casto
mezinarodnich, kdy nékolik laboratofi spolupracuje najednom projektu. Diky HGP doslo také

k automatizaci a zvySeni efektivity bézn€ provadénych vyzkumnych metod (Collins ef al., 2003).

Projekt lze tedy povazovat za velmi uspé$ny. Mimo jeho velky vyznam je tu také fakt, ze byl dokoncen
diive, nez se predpokladalo. Plivodné byl pldnovan na 15 let a vystacil s méné financemi, nez se

predpokladalo. Financovan byl pfiblizné 200 miliony dolary (Collins ef al., 2003).

Paralelné k vefejnému HGP béZel druhy projekt na osekvenovani lidského genomu a to soukromy
projekt spole¢nosti Celera Genomics po vedenim J. Craiga Ventera. Nebyt tohoto projektu, vSe by
nebylo dokonéeno tak rychle, jak se podatilo. Diky J. C. Venterovi se zvysilo Gsili pfi sekvenovani, byl
prikopnikem automatickych genetickych sekvenatori a zaslouZil se v roce 1995 o prvni osekvenovani

genomu celého organismu, kterym byl Haemophilus influenzae (Nowak 1995). Obéma skupinam se
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zdatilo zmapovat lidsky genom nezavisle na sob¢. I pres nékteré neshody, jako naptiklad komu bude
sekvence genomu pfistupnd, se domluvili na publikaci predfindlnich verzi genomu ve stejny den
(Shampo a Kyle, 2011). Vysledky byly publikovany v roce 2001 v ¢asopisech Nature (Lander et al.,
2001) a Science (Venter ef al., 2001).

2.2. ENCODE
Protoze HGP vygeneroval velké mnozstvi dat, se kterymi je jeste potieba pracovat, jsou tu dalsi projekty,
které nam pomahaji objasnit dal§i otazky. Jednim znich je ENCODE (ENCyclopedia of DNA
Elements) - vyzkumny projekt navazujici na HGP. Jeho cilem je zmapovat funkéni elementy lidského
genomu. Odstartoval v zafi roku 2003 a pokracuje dodnes. Od jeho pocatku se toho o lidském genomu
dovidame stale vice a vice. Diky nému zjistujeme, jak jsou geny regulovany a jaké mohou byt isoformy

transkripti.

2.3. Starnuti

Starnuti je komplexni biologicky proces, ktery se tyka vSech tkani naseho té¢la. Dochazi k celkovému
poklesu vitality a odolnosti organismu, souvisi se zménami DNA 1 protein{i. Starneme jiz od okamziku
poceti. Starnuti ovlivituje kombinace genetickych a environmentalnich faktord, spole¢né se stravou
a zivotnim stylem (Srivastava, 2019). Je zde n¢kolik teorii podle jednotlivych pficin, které nam proces
starnuti pomahaji objasnit. Jednou takovou velice znamou a lehce piekvapivou je teorie starnuti podle

Davida Sinclaira, ktery zastdva nazor, Ze starnuti je nemoc, tudiz se da 1écit (Sinclair a LaPlante, 2019).

Mezi hlavni pfi¢iny starnuti lze zaradit zkracovani telomer, negativni plisobeni reaktivnich forem
kysliku (ROS) na DNA a ostatni biomolekuly ¢i hromadéni mutaci a jinych defekti DNA vzniklych

nejcastéji pii replikaci. Jednotlivé pfic¢iny starnuti budou nyni rozebrany podrobngéji.
2.3.1. Zkracovani telomer

Telomery jsou repetitivni nukleoproteinové komplexy na konci chromozomu vétSiny eukaryotickych
organismul. Nejcastcji je tvori opakujici se sekvence TTAGGG, tak je tomu u obratlovcl véetné cloveéka
(Moyazis et al., 1988). Na 3 konci maji ptesahujici vldkno, které vytvari G-kvadruplex (Kar et al., 2018).
Samotny 3 konec tvofi pfesah, ktery je zanoten do pfedchazejiciho double-strandu DNA, ¢imz vznika
tzv. T-smycka, viz obrazek 3 (Broccoli, 2004). S telomerami je asociovana fada proteind, které tvoii
komplex zvany shelterin. Jejich hlavni funkci je ochrana konct chromozomti, zaroven pomahaji udrzet

T-smycku (Bilaud et al., 1997; Van Steensel ef al., 1998).

Obrazek 3: Struktura telomery s 3 pfesahem zanofenym do double-strandu DNA tvofi T-smy¢ku. De Lange, 2004.
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Telomery jsou nekddujici sekvence, které zabranuji ztraté kodujici ¢asti chromozomt. Zaroven chrani
chromozom pied nukledzami a zamezuji rekombinaci s jinymi geny (Das et al., 2009). Pti kazdé
replikaci dochazi k jejich zkracovani, coz je zplisobeno nemoznosti polymerazy plné€ syntetizovat
opozd'ujici se vlakno DNA (Olovnikov, 1973). Opozd'ujici se vlakno je syntetizovano Okazakiho
fragmenty a po vystépeni primeru, zistava ¢ast vlakna nedosyntetizovand, viz obrazek 4. Primérna
délka telomer cloveéka je 5—15kb (Samassekou et al, 2010). Béhem kazdé replikace se zkrati
050—-200bp (Allsopp et al., 1992). Mohou se zkratit priblizn¢ Ctyficetkrat az Sedesatkrat,
nez dosahnou kritické délky = tzv. Hayflickav limit (Hayflick, 1965). Poté se bunka stava senescentni,
kdy jiz neni schopna se dale délit. Prodlouzeni telomer mize zprostfedkovat enzym telomeraza (Counter
etal., 1992). Jedna se oreverzni transkriptazu, ktera je schopna prodlouzit 3° ptesahujici vlakno
opozd'ujiciho se fetézce, ¢imz umozni DNA polymerdze dosyntetizovat dcefiné vlakno podle matrice.
Telomeraza je aktivni pouze v buiikach, které se casto déli. Jsou to buiiky embryonalniho vyvoje, buiiky
kmenové, bunky zarodecné linie a aktivované buiiky imunitniho systému (Forsyth ef al., 2002; Kim
et al,, 1994). V somatickych buiikach je vétSinou inaktivovana, aby nedoslo k neomezenému déleni
a rakovinnému bujeni (Allsopp et al., 1992). Zkracovani telomer je biomarkerem bunécného starnuti.
Souvisi také s nize zminénym oxidativnim stresem a onemocnénimi pojicimi se s vysokym vékem (Starr

et al., 2008).

Opozdujici se fetézec

>
Ty

7

Vedouci fetézec

“\

3
-~ )

\ 4
e

l Vyst&peni primert

Obrazek 4: Syntéza vedouciho a opozdujiciho se fetézce DNA, nasledné vystépeni primerl a vznik nekompletniho
5‘konce na noveé vzniklém vlakné podle opozdujiciho se fetézce. Upraveno dle Longhese, 2012.



2.3.2. Hromadéni somatickych mutaci

Na organismy pusobi exogenni vlivy jako je UV zéfeni, ionizujici zafeni, tézké kovy, chemické latky
a endogenni ROS. Ty béhem zivota jedince zptsobuji rizné chyby napft. v replikaci, a tak se hromadi
defekty na DNA. Buitka m4 ale opravné mechanismy, a tak jim do jisté miry mtize zabrdnit. Oprava
spociva napiiklad v proofreadingové aktivité polymerazy. Dale ma buiika fadu enzymd, které opravy
umoziuji. Pokud jsou chyby jiz piili§ rozsdhlé a neni mozné je opravit, vstoupi buiika bud’
do senescence, provede apoptdzu, nebo u ni dojde k nekontrolovatelnému déleni (Iyama a Wilson,
2013). To je zpisob, jak mnozstvi chyb v buiice snizit, protoze chyby se rozdéli do dvou dcefinych.

Toto je jeden ze zplsobi vzniku rakoviny (Hrycay a Bandiera, 2015).

2.3.3. ROS, mitochondrialni mutace
Mezi reaktivni formy kysliku (ROS z anglického reactive oxygen species) patii superoxid (¢O;),
hydroxylovy radikal (HOe), oba v podob¢ volnych radikalti obsahujicich neparovy elektron, a dale
peroxid vodiku (H»0.). K jejich vzniku dochazi hlavné v respiracnim fetézci a pro organismus jsou
toxické (Harman, 1956). Superoxid je mimo jiné produkovan také pfi oxida¢nim vzplanuti nékterych
fagocytt. Buiika se s timto oxidativnim stresem musi vypotadat, a tudiz je odstraiiuje pomoci enzymui
antioxidacni ochrany. Superoxid dismutdza katalyzuje pfemeénu superoxidu na peroxid vodiku, ktery je

mén¢ toxicky

20, + 2H* - 0, + H,0, . (1)

H,0; miZe byt nésledné pomoci glutathion peroxidazy redukovan na vodu
2GSH + H,0, — GS-SG + 2H,0 . @)
Reakci, kdy z H,O» také vznika voda a kyslik miize zprostfedkovavat katalaza
2H,0, - 0, + H,0. 3)

Pokud dochazi ke zvySené produkci ROS, vznika nerovnovéha a oxidativni stres. Ten ma za nasledek
poskozeni membran a makromolekul (lipidii, sacharidl, proteinti a nukleovych kyselin) (Hrycay
a Bandiera, 2015). Oxidativni stres souvisi také se zkracovanim telomer a starnutim (Starr et al., 2008)

a muze vést k neurodegenerativnim onemocnénim (Beetsch et al., 1998).

Mitochondridlni DNA (mtDNA) je ke vzniku mutaci nachylnéjsi nez jadernd DNA. CoZ je dano tim, Ze
postrada nekteré z opravnych mechanismu a histony. Musi se Casto délit, ¢imz vzrusta pravdépodobnost
vzniku mutaci. Dale v mitochondriich probiha bunécna respirace, pii které se uvoliluji ROS, jez mtDNA
poskozuji (Jacobs, 2003). Zpiisobuji jedno- nebo dvouietézcové zlomy, modifikace bazi a propojeni

priénymi vazbami (Hrycay a Bandiera, 2015).



Vyse byly popsany hlavni pti¢iny starnuti. Je jich ale jesté vice. Napiiklad genomova nestabilita, zmény
epigenomu, naruSeni udrzby stability a funk¢nosti proteind (proteostaza), deregulované detekce Zivin
vlivem metabolickych zmén, nahromadéni senescentnich bun¢k vyvolavajicich zanét ve zdravych
bunkach, vycerpani kmenovych bun¢k a naruseni mezibunécné komunikace. Pfi¢in mize byt jesté vice,
jen nebyly doposud objeveny. Diky tomu, Ze zname jednotlivé pficiny, je miizeme zkoumat a pokud
tyto procesy napravime, zpomalime tim starnuti a prodlouzime primérnou délku zivota. S prodlouzenim

stari ve zdravi se také snizi naklady na lécbu. (Sinclair a LaPlante, 2019).

Lidé, kterym je 100 a vice let, starnou pomaleji oproti mlad$im jedinciim. Bylo zjisténo, ze v jejich séru
jsou proteiny, jejichz exprese je jind nez u mladSich osob. Exprese nékterych proteinid je sniZend,
nekterych zase zvysend. Ukazalo se, Ze aktivita nékterych biologickych drah, jako je mTOR signalizace
a angiogeneze, je u 100letych lidi zvySend. Zaroven maji snizenou hladinu ghrelinu, coz je hormon,
ktery vyvolava pocit hladu vedouci ke zvySeni pfijmu potravy. Toto je konzistentni se zvySenou

hladinou GDF15, coz spole¢né predikuje anorekticky fenotyp (Sebastiani et al., 2021).

2.4. Antioxidanty
Mezi antioxidanty fadime antioxidacni enzymy a antioxidanty neenzymatické povahy. Antioxidacni
enzymy jsou vySe zminéné enzymy (superoxid dismutdza, glutathion peroxidaza a katalaza). Hlavni
ulohou antioxidanti je pfeména ROS na mén¢ reaktivni molekuly, ¢imz snizuji poskozeni biomolekul.
Antioxidanty neenzymatické povahy se na obrané proti ROS podileji také vyznamnou mirou. Zahrnuji
glutathion, hydrochinon, melatonin, NADPH a dalsi pfijimané v potravé jako je B-karoten, riboflavin
(vitamin B2), kyselina askorbova (vitamin C), a-tokoferol (vitamin E), lykopen a flavonoidy.
Nevyhodou antioxidantd je vSak to, ze zabranuji zni¢eni rakovinnych bunék pomoci ROS. (Hrycay

a Bandiera, 2015)

2.5. Methylace

Methylace DNA je jedna z vratnych epigenetickych modifikaci DNA. Jedna se o velmi stabilni
modifikaci. Dochazi k ni pomoci enzymatickych methyltransferaz (Dnmts). Dnmtl na DNA pienasi
methylovou skupinu (CH3) z S-adenosylmethioninu. Dé&je se tomu pii replikaci, kdy je potieba
methylovat nové vzniklé dcetfiné vlakno DNA podle matefského. K methylaci mize dochazet také
de novo. Ta je zprostiedkovana Dnmt3a a Dnmt3b, viz obrazek 5. VSechny vySe zminéné

methyltransferazy nachazime u savcd.



a CH;

3

Dnmt3a
5,TTGACAGCCGT3, Dnmi3b 5,TTG,*'i.GAIGCICGT3
X 5 ¥ 5
AACTGTCGGCA AMACTGTCGGCA

Obrazek 5: a) De novo methylace DNA pomoci Dnmt3a a Dnmt3b.
b) Methylace dcefinného vidkna DNA pfi replikaci podle matrice.
Moore et al., 2013.

Taktka vzdy je methylovan paty uhlik cytosinu v dinukleotidu CpG (tzv. CpG ostrivek), kdy tento
dinukleotid obsahuje cytosin a guanin, mezi nimiz je jeden fosfat. Methylaci cytosinu vznika
5-methylcytosin, viz obrazek 6. Mimo to je znama také methylace adenosinu (Wu ef al., 2016). CpG
ostriivky se nachazeji hojné v repetitivnich sekvencich a oblastech promotoru. Methylace nékterych
CpG ostruvki souvisi s biologickym vékem jedince. S v€kem se methylace DNA méni, a tak je vhodna

pro predikci biologického véku.

NH, NH,
CH,
j’\/ | Methvlace L
07 >N = o7
Demethylace
DNA DNA
Cytosin 5-methylcytosin

Obrdzek 6: Methylace cytosinu na patém
uhliku. Z cytosinu vznika 5-mythylcytosin
(5mC). Saini et al., 2013.
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Methylace promotoru vede k inaktivaci genu. Miize zabranovat nasednuti transktipcnich faktorti nebo
umoziovat vazbu inhibi¢niho komplexu, ktery mimo jiné obsahuje histon deacetylazy zptsobujici

kondenzaci DNA, viz obrazek 7.

Vazebné misto pro

RNA polymerazu lll
CpG
a) Z | I Pocatek transkripce
B | O | S
Promotor Aktivace genu pomoci
l DNA vazebnych proteind

Transkripce genu

l DMNA methylace

CHs CHs CHs

) P

| I.'

CHs CHs CHs CHs  CHs CHs | CHs CHs

Inaktivace genu
methylaci

Obrazek 7: Inaktivace genu pomoci methylace. a) Misto pro vazbu RNA polymerazy
Il na DNA je volné, tudiz je umoznéna jeji vazba a prepis genu. b) Misto pro vazbu
RNA polymerazy lll je methylovdno a RNA polymeraze lll neni umoznéno nasednuti.
Dochazi k inaktivaci genu. Moraes et al., 2016.

Methylace DNA se také podili na inaktivaci X chromosomu, genovém imprintingu a potlaceni
transkripce repetitivnich sekvenci. Hraje roli i v karcinogenezi, kdy v rakovinnych buiikach dochazi

k riznym demethylacim a de novo methylacim. Methylace ma proto vyznamny potencial v diagnostice

a terapeutické 1écbé (Yi a Tollefsbol, 2011).

2.6. Hydroxymethylace

Vedle methylace je vyznamnou modifikaci DNA také hydroxymethylace. K hydroxymethylaci dochazi
pomoci enzymu zrodiny TET, které pfeméni S-methylcytosin (SmC) na 5-hydroxymethylcytosin
(5hmC). Konkrétné se jedna o TET1, 2 a 3, viz obrazek 8. Vysokou hladinu TET enzymi najdeme
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v mozku, kde se uCastni regulace diferenciace nervovych buné¢k a mozkovych funkci, a dale

v embryonalnich kmenovych buiikach.

NH, DNMT1 Ha TET4 OH NH,
DNMT3A TETZ2
| ~ N DNMTEB TET3 I -~ N
H H
Cytosin 5-methylcytosin 5-hydroxymethylcytosin
(5mc) (5hmc)

Obrazek 8: Methylace (pomoci DNMT1, DNMT3A a DNMT3B) a nasledna hydroxymethylace (pomoci TET1, 2
a 3) cytosinu. Dahl et al., 2011.

Enzymy TET se ucastni také demethylace, kdy jsou schopné ShmC dale oxidovat na 5-formylcytosin

a ten dale na 5-karboxylcytosin.

2.7. Proteiny s potencialem ovlivnit starnuti
Tyto proteiny jsou kodovany tzv. geny dlouhovekosti, k jejichz aktivaci dochazi pti pustu, cviceni

a vystavovani se chladnym teplotam (Sinclair a LaPlante, 2019).

2.7.1. Sirtuiny
Sirtuiny patii mezi enzymy ze skupiny NAD" zavislych deacetylaz, které jsou schopné deacetylovat
lysinové zbytky na amino-koncich histonti a tim modulovat chromatin. Jejich substraty jsou také
proteiny nehistonové povahy (Olmos et al., 2011). Deacetylaci pomoci sirtuinti dochazi ke vzniku
nikotinamidu z NAD" a acetylované adenosindifosforibozy (Jackson a Denu, 2002). U ¢lovéeka, stejné
jako u ostatnich savcl, nachazime 7 sirtuini (SIRT1-7). Jedna se o homology kvasinkového Sir2.
SIRT1, SIRT6 a SIRT7 se nachazeji vjadfe buiky. SIRT3, SIRT4, SIRT5 jsou lokalizovany
v mitochondriich a SIRT2 je primarné cytosolicky. Kazdy ze sirtuini ma jinou funkci a podili se
na ruznych déjich, viz tabulka 1 (Li a Kazgan, 2011). Aktivita sirtuind je fizena bunéénym NAD". Jsou
inhibovany jejich vlastnim produktem nikotinamidem a také NADH (Anderson et al., 2003; Lin ef al.,
2004). Maji vliv na délku Zivota prostiednictvim metabolismu. Pti kalorické restrikcei, kdy je snizeny
ptijem glukozy, dochédzi k prodlouzeni délky zivota jednotlivych bunék. Tento proces funguje
skrze snizenou glykolyzu, pii které je NAD* redukovano na NADH. ZvySenym pomérem NAD*/NADH
dojde k aktivaci sirtuinti (Lin ef al., 2004). U kvasinek bylo vyzkoumano, Ze po vy¢erpani nikotinamidu,
dojde k aktivaci Sir2 a prodlouzeni Zivotnosti (Anderson et al., 2003). Bylo zjisténo, ze pfti kalorické
restrikci z diivodu snizené hladiny NADH, také dochazi k aktivaci Sir2 a prodlouzeni zivotnosti (Lin
et al, 2004). Ukazuje se, Ze kaloricka restrikce prodluzuje Zivot nejen u kvasinek, ale také u dalSich
modelovych organismt jako je Drosophila Melanogaster a Caenorhabditis elegans (Piper a Bartke,

2008; Li X. et al., 2011).
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Funkce

SIRT1 Energeticky metabolismus, stresova odpovéd’

SIRT2 Bunécény cyklus

SIRT3 Produkce ATP, antioxidativni stres, termogeneze

SIRT4 Sekrece inzulinu, oxidace mastnych kyselin

SIRTS Mocovinovy cyklus

SIRT6 Opravy DNA, metabolismus, zanét
SIRT7 rDNA transkripce

Tabulka 1: Shrnuti funkci jednotlivych savéich sirtuin( a déjd, na kterych se podileji. Li a Kazgan, 2011; Guarente,
2007.

2.7.2. mTOR
TOR (target of rapamycin) je vysoce konzervovana serin/threoninova kinaza. U savcl se oznacuje jako
mTOR (mammalian target of rapamycin). Je soucasti komplexi mTORC1 a mTORC2.
V mnohobunéénych organismech reguluje bunéény rist a metabolismus v zavislosti na nutrientech,
rustovych faktorech a energii. Deregulace v signalizaci méni cely bunéény metabolismus a vede
k chorobam spojenym se starnutim. Makrolidové antibiotikum rapamycin inhibuje aktivitu mTORCI.
U zivo€ichi mTORCI1 reguluje biogenezi ribozomu, syntézu proteind, transkripci, pfijem zivin

a autofagii, ktera je nezbytna pro piezivani buiiky (Cornu et al., 2013).

2.7.3. FOXO
FOXO (forkhead box O) jsou transkripcni faktory. U ¢loveka se vyskytuji FOXO1, FOX0O3a, FOX04
a FOX06. Dokazi zpomalit proces starnuti tim, ze zpomaluji bunécny cyklus, odstraniuji volné radikaly,

opravuji poskozeni DNA a indukuji autofagii (Ge et al., 2022).

2.74. AMPK

AMPK (AMP-aktivovana protein kinaza) se Ucastni rdznych signalnich drah. ZvySuje katabolické
procesy v téle. Je to hlavni kindza v regulaci autofagie. Tu zprosttedkovava pomoci fosforylace proteind
spojenych s autofagii, jako jsou mTORC1 nebo FOXO. Proto ma dulezitou roli pii starnuti. AMPK lze
aktivovat zvySenim pomeéru AMP/ATP. K tomu dochézi naptiklad pfi nedostatku zivin. Aktivace
AMPK indukuje také mitofagii a aktivuje tumor supresor p53. Dal§im aktivatorem je metformin, ktery
se pouziva k 1é€b¢ diabetu. Metformin aktivuje AMPK nepifimo tim, Ze inhibuje komplex I. respiracniho
fetézce, ¢imz se snizi syntéza ATP oxidativni fosforylaci. Vysledkem je zvySeni poméru AMP/ATP.
Ukézalo se, Ze metformin dokéaze prodlouzit Zivot nékterym modelovym organismtim (Ge et al., 2022).
Resveratrol také aktivuje AMPK. Reguluje SIRT1, ¢imz inhibuje ATP syntazu. To opét vede ke zvySeni
poméru AMP/ATP a aktivaci AMPK (Kulkarni a Canto, 2015).
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3. Zivotni styl
Ukazuje se, Ze dravym Zivotnim stylem lze piedejit mnoha onemocnénim, ktera souviseji se starnutim.
Zdravy zivotni styl nam muze také prodlouzit stafi ve zdravi. Jak jiz bylo zminéno, jednou z moznosti
je kaloricka restrikce, ktera aktivuje sirtuiny. Podobné miize fungovat puist ¢i preruSovany pust, ktery
spoc¢iva v konzumaci normalnich porci, mezi nimiz je nékolikahodinova prestavka (Anton
a Leeuwenburgh, 2013). Existuje n¢kolik variant pferusovaného pustu:

e 16/8 — konzumace jidla 8 hodin denng a putst 16 hodin denn¢

e 5:2—5dni v tydnu normalni strava, zatimco ve zbylych dvou dnech ptijem 500 — 600 kalorii

e 24hodinovy pust 1 — 2krat tydné

e Pist obden

e Spontanni vynechdni jidla — pokud jsme zaneprazdnéni nebo nemame hlad

Pro Zeny je doporucovano zvolit o hodinu kratsi interval posténi se oproti muziim. Na svéteé existuji
mista, kde se lidé dozivaji obdivuhodné vysokého véku a jsou zdravéjsi, nez lidé Zijici jinde. Témto
mistim se fika modré zony. Patii sem japonsky ostrov Okinawa, italsky ostrov Sardinie, fecky ostrov
Ikaria, poloostrov Nicoya v Kostarice a mésto Loma Linda v Kalifornii. Lidé se zde bézn¢€ dozivaji 90
¢i 100 let. Mista poji podobny Zivotni styl, prostiedi, ve kterém ziji, nizka mira stresu, zdravy jidelnicek
s vyuzitim lokalnich potravin a udrzeni fyzické aktivity. Stfedomoiska strava ma pozitivni vliv
na zdravi, snizuje mortalitu zptsobenou kardiovaskularnimi a nadorovymi onemocnénimi. Je také
prevenci obezity a metabolického syndromu (Di Daniele et al., 2017). Vy$e zminéné antioxidanty maji
také pozitivni vliv na zdravi. Dale se ukazuje, Ze vitamin D v prvnim trimestru t€hotenstvi pozitivné

ovlivituje délku telomer novorozence (Daneels et al., 2021).

Pravidelna fyzicka aktivita je dal$im zplsobem prevence napiiklad obezity, cukrovky, osteopordzy
a dalSich. Dle doporuc¢eni WHO by dospéli jedinci méli stravit 150 —300 minut aerobni fyzickou
aktivitou o stiedni intenzit€¢ nebo minimaln¢ 75 — 150 minut aerobni fyzickou aktivitou o vysoké
intenzité tydné. Nejenze je fyzicka aktivita prospé$na na svaly, srdce a plice, ale vyvolava také mirny
stres, pii kterém dochazi ke zvySovani hladiny NAD" a aktivaci gend dlouhovékosti (Sinclair a LaPlante,

2019). Sirtuiny navic stabilizuji telomery (Amano et al., 2019).

Dalsi soucasti zdravého Zivotniho stylu, ktery potencidlné muize vést k prodlouzeni Zivota, je
vystavovani se rozdilnym teplotam a opousténi termoneutralni zény. To opét predstavuje urcity stres.
Patfi sem saunovani a otuzovani, ktera maji bezesporu mnoho zdravotnich benefitd. Otuzovani
podporuje tvorbu hnédé tukové tkan€. V ni dochazi ke tvorbé tepla pomoci netfesové termogeneze. Déje
se tak pomoci UCPs (rozptahovaci proteiny). Nachazeji se na vnitfni mitochondrialni membrang.
Zpusobuji, Ze protony nejsou pieneseny na ATP-syntazu, ale prochazi do mezimembranového prostoru,

¢imz se tvoiti teplo (Caron ef al., 2017).
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Dle WHO v roce 2008 trpélo v Evropé pies 50% muzi a Zzen nadvahou a ptiblizné 23% Zen a 20% muzi
bylo obéznich. Vyskyt obezity se mezi lety 1980 a 2008 zdvojnasobil. Casty je vyskyt obezity také
u déti. Pres 60% déti, které jsou obézni pied pubertou, bude obézni i v dospélosti. Obezita je spojena
s mnoha rizikovymi faktory pro vznik hypertenze, kardiovaskularnich onemocnéni, diabetu mellitu 2.

typu, infarktu myokardu, nadort, artrézy atd. Obezité 1ze mnohdy ptedejit zdravym Zivotnim stylem.

4. Komer¢ni vyuZiti

Existuje spousta firem, které provadi genetické analyzy. Jejich nabidky jsou rozmanité. Jednou
z moznosti je analyza genetickych ptedpokladi pro lep$i sportovni vykony. Dozvime se, jak si
co nejlépe rozvrhnout trénink, aby nam vyhovoval na miru podle nasichgent, i jak co nejefektivnéji
spalovat tuk. Zjistime, jaky typ svalovych vlaken u nas dominuje, a hlavné¢ budeme schopni piedchazet

zranénim, coz souvisi také s regeneracni kapacitou (Ferec, 2018).

Muizeme také obdrzet jidelni¢ek sestaveny na miru podle nasich genti. Dalsi analyza nabizi stanoveni
oxidativniho stresu v naSich bunkach, jak se naSe télo vyporadava s toxiny a jak je eliminovat. Dale jsou
zde rizné kosmetické pripravky vyrobené na miru, které cili na starnuti pokozky. Zjistovany jsou
i alergie, kdy je testovano vice nez 100 alergizujicich latek. Test probiha stanovenim specifickych IgE
protilatek v krvi. Obdobné je zji§t'ovana intolerance potravin. Zkouma se vice nez 180 potravin pomoci
protilatek IgG. Diky genetické analyze je mozné alergii odhalit jesté pfed tim, nez dojde k rozvinuti
alergické reakce. V nabidce je také stanoveni predispozic pro riiznd onemocnéni, kdy se stanovuje
genetické riziko hypertenze, trombozy, periodontontalniho onemocnéni, Crohnovy choroby,
osteoporozy, revmatické artritidy, ADHD, schizofrenie, deprese, rakoviny prsu, prostaty, plic, kize,

tlustého stfeva a dalsi.

V neposledni tadé€ je spousta diet jako keto dieta, paleo dieta, raw dieta, samoziejmé vegetarianstvi

¢i veganstvi nebo dokonce dieta podle krevnich skupin.

Je vSak tfeba mit na paméti, ze v n¢kterych pfipadech mize vhodna dieta pomoci, nicméné nejprve
musime uvazit v§echna potencialni zdravotni rizika, ktera mohou nastat, nez se rozhodneme pro razantni

zmeénu jidelnic¢ku, a Ze ne vSechna doporuceni jsou védecky podlozena.

5. Forenzni aplikace

Vyse zminéné poznatky lze vyuziti ve forenzni a identifikacni genetice k predikci biologického véku
a snazs$i identifikaci neznamého jedince pii vySetfovani, kdy se okruh podezielych z(zi pravé na zaklade
biologického véku (Hewakapuge et al., 2008) nebo k predikci véku zesnulych osob (Correia Dias et al.,
2020).
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5.1. Statistické terminy
Pii predikci biologického veéku se Casto uzivaji statistické terminy jako korela¢ni koeficient, standardni

chyba, primérnd absolutni odchylka. Tyto terminy jsou vysvétleny nize.

5.1.1. Korela¢ni koeficient
Korela¢ni koeficient (r) je mirou linearni korelace mezi dvéma soubory dat. Nabyva hodnot od -1 do 1.
Hodnota 0 znamena, Ze mezi veli¢inami zadna korelace neni. Nej¢astéji je udavan Pearsontiv korelacni
koeficient, coz je podil kovariance (miry linearni zavislosti) veli¢in a soucinu jejich standardnich

odchylek.

5.1.2. Standardni odchylka
Standardni odchylka je absolutni mira rozptylu hodnot od jejich praméru. Udava, jak moc se hodnoty
v souboru mezi sebou li§i. Vypogita se jako druha odmocnina rozptylu. Cim je standardni odchylka

vetsi, tim vice se hodnoty odlisuji.

5.1.3. Rozptyl
Rozptyl udava, jak jsou hodnoty ve statistickém souboru rozptyleny. Lze ho vypocitat jako aritmeticky

pramér druhych mocnin vzdalenosti jednotlivych hodnot od jejich priméru.

5.1.4. Standardni chyba
Standardni chyba (SE) udava miru statistické ptesnosti a spolehlivosti odhadu. Pouziva se predev§im
k testovani hypotéz, kdy mame data zatizena vybérovou chybu. To znamend, Ze nezkoumame celou
populaci, ale pouze vzorek nékolika jedincti. Vypocitd se jako pomér standardni odchylky a druhé

v

odmocniny velikosti vzorku. Cim mensi je standardni chyba, tim piesnéjsi je odhad.

5.1.5. Primérna absolutni odchylka
Primérna absolutni odchylka (MAD) udava primér absolutnich odchylek jednotlivych hodnot od jejich
aritmetického pruméru. Pro vypocet MAD je nutno nejdiive vypocitat prumér ziskanych hodnot, dale
najit absolutni odchylku kazdé hodnoty od priméru (ode¢tenim jednotlivych hodnot od jejich pruméru

a prevedenim na absolutni hodnotu). Nakonec tyto absolutni odchylky zprimérujeme.

5.1.6. Stredni absolutni odchylka
Vypocet stiedni absolutni odchylky je témétf shodny s vypoctem prumérné sttedni odchylky. Lisi se

pouze v tom, Ze misto prumeéru se pouzije median.

5.2. Metody predikce biologického véku

5.2.1. Racemizace Kkyseliny asparagové
Pfi proteosyntéze u savcu dochazi k zafazovani pouze L-aminokyselin do vznikajiciho fetézce
polypeptidu. S pfibyvajicim vékem roste chemicka nestabilita aspartatovych a asparaginylovych zbytk,

a tak se spontanné méni na D- izomery (Bartosz, 1996). Vhodnou tkani pro tuto metodu je zubni dentin
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(Meissner a Ritz-Timme, 2010). Mnozstvi D-aspragové kyseliny roste v zubech s ptibyvajicim vékem

témer linearneé (Helfman a Bada, 1976).

Ohtani, 1995 stanovil pomér D/L izomert kyseliny asparagové pomoci plynové chromatografie.
Porovnaval pomér longitudinalni a transverzalni. Vétsi korelace mezi D/L a vékem byla zjisténa
u longitudinalniho segmentu (r = 0,995). Chyba v predikci se pohybovala mezi -2 az +3 roky. Aby bylo

dosazeno reprodukovatelnosti metody, je nutna kompletni separace D- a L- izomert.

Mimo dentinu je vhodny také purifikovany elastin, ktery byl zkouméan ve studii Ritz-Timme et al., 2003.
Korelace mezi pomérem D/L izomert a biologického véku se podoba korelaci zjisténé u Ohtani, 1995

(r=0,96 — 0,99).

Prestoze se metoda predikce biologického véku pomoci racemizace kyseliny asparagové jevi jako
slibna, ma své problémy. V prvni fadé¢ musi byt veskeré kroky standardizovany, piredevsim procesy
zavislé na teploté, aby bylo mozno porovnévat vysledky jednotlivych studii. Vzorek proteinu musi byt
purifikovany (Meissner a Ritz-Timme, 2010). Pro sprdvnou predikci nesmi byt v zubu pfitomny kazy
(Griffin et al., 2008). Dale u starsich jedinct dochazi k vétsim chybam v predikci a lze takto predikovat
vek pouze u zesnulych osob nebo u osob, u kterych byly zuby chirurgicky ziskany pii zubnim oSetieni.
Proto neni tato metoda zcela vhodna pro §ir§i vyuziti. Nicméné€ lze ji uplatnit pfi odhadovani stafi
kosternich pozlstatkii, které nejsou starSi nez 50 let. I piesto vSak spolehlivost silné zavisi

na podminkach post mortem (Meissner a Ritz-Timme, 2010).

5.2.2. Konecné produkty pokrocilé glykace
Konecné produkty pokrocilé glykace (AGEs) jsou heterogenni skupina latek, ktera vznika
neenzymatickou glykaci. Dochazi ke spojovani volnych aminoskupin bilkovin, lipidi a nukleovych
kyselin s karbonylovymi skupinami redukujicich cukrii, tzv. Maillardova reakce (Meissner a Ritz-
Timme, 2010). Reakce indukuje uvolnéni H,O,, ¢imz se zvySuje oxidativni stres. Ma za nasledek také
odpovéd’ na zanét a nejspiSe se podili na regulaci genové exprese (Nass ef al., 2007). AGEs jsou
charakteristické svou zlutohnédou pigmentaci a fluorescenci, které se vyuzivd ke stanoveni jejich
mnozstvi. To se zvySuje béhem starnuti v riznych tkanich, mezi které 1ze zahrnout ¢ocku, chrupavku,
kozni kolagen, perikardidlni tekutinu a pyramidové buiiky centralni nervové soustavy (Meissner a Ritz-

Timme, 2010).

Ve studii Pilin et al., 2007 se zaméfili na meziobratlové ploténky, Achillovy $lachy a Zebrové
chrupavky. V téchto tkanich dochazi béhem Zzivota ke zménam v barvé. Vzorky se skladali ze 151
meziobratlovych plotének, 163 Achillovych §lach a 52 Zebrovych chrupavek. Vysledky potvrzuji zmény
v barveé nekterych tkani v zavislosti na veéku jedince. AGEs pohlcuji modrou barvu, proto se jevi jako
zluté. Mnozstvi modré barvy mtizeme detekovat a urcit tak korelaci mezi modrou barvou a vékem. Barva
se meéni z bilé (15 — 20 let) pres Zlutou (lidé ve stfednim veéku) az na zlutohnédou. Nejvétsi korelace

mezi zménami barvy a vékem byla zaznamenéna u Zebrovych chrupavek (r = -0,87), o néco mensi byla
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na mnozstvi proteoglykant, jez jsou nejvice zastoupeny praveé v zebrovych chrupavkach.

Sato et al., 2001 zkoumali AGEs v hipokampu. Mozkova tkan byla ziskana od 31 jedincd (10 muzl
a2l zen), ktefi netrpéli diabetem, neurologickymi poruchami, ani Alzheimerovou chorobou.
Hipokampus byl oddélen v intervalu 8 — 72 h post mortem. Pomoci imunohistochemickych metod byly
AGEs v pyramidalnich bunikach detekovany slabé u mladych jedinci (18 let), imunoreaktivita byla vyssi
u 48letého jedince a silné signaly byly zachyceny u 86letého jedince. Tyto vysledky naznacuji spojeni

mezi akumulaci AGEs a starnuti centralni nervové soustavy (r=0,91). VE&k lze vypocitat pomoci rovnice

vék = 198,5x — 200,7 4

kde x = priimérna hustota barveni.

Predikce biologického véku pomoci AGEs miize fungovat u zesnulych osob, kde nelze ostatni metody
aplikovat nebo se zachovala jen ¢ast téla. Nicméné nevyhodou je, Ze od 45 let véku jedince vykazuje
metoda nepiesnosti. U onemocnéni jako napiiklad Alzheimerova choroba se AGEs akumuluji s veétsi

rychlosti, a tak nelze spolehlive predikovat vek u jedinct s t€émito onemocnénimi (Sato et al., 2001).

5.2.3. Mitochondrialni delece
Jednou z nejcastéjSich mitochondrialnich deleci je 4977 bp delece, zndma také jako common deletion.
Nejprve byla pozorovana u mitochondrialnich mitopatii Kearns-Sayrerova syndromu (Zeviani et al.,
1988) a chronické progresivni externi oftalmoplegie (Shoffner er al., 1989). U téchto onemocnéni se
v buiikach nachazi jak deletovand mtDNA, tak normalni mtDNA. Tento jev se nazyva heteroplasmie.
Deletovand mtDNA muze byt detekovdna pomoci metody Southern blot, kdy deletovana mtDNA putuje
elktroforetickym gelem rychleji nez normalni mtDNA. Kolem 40. roku zivota je zastoupeni 4977 bp
delece pfiblizn€ 0,00015% a zvySuje se na 0,0035% kolem 80. roku zivota. Zato pacienti s ischemickou

chorobou srde¢ni vykazuji az 0,85% deletované mtDNA a pacienti s jinymi srde¢nimi onemocnénimi

az 0,16% (Corral-Debrinski et al., 1991).

5.2.4. Délka telomer
S kazdym bunéénym délenim dochazi ke zkracovani telomer (Olovnikov, 1973), a tak se jejich délka

lisi u jedinct rizného véku, coz mize umoznit odhadnout vék jedince na zakladé jejich délky.

524.1. TRF
Nejprve se pro stanoveni délky telomer pouzivala TRF (terminalni restrikéni fragment) metoda. Metoda
probiha tim zplsobem, ze dochazi ke stépeni DNA enzymy v restrikénich mistech, jeZ se nachazeji
v subtelomerickych oblastech. Poté se zméti délka vzniklého fragmentu od mista pro restrikéni $tépeni
do konce chromozomu. Stanovuje se prumérna délka TRF. Metoda je aplikovatelnd na jedince

jakéhokoliv véku, nicméné nevyhodou je, ze TRF se lisi v jednotlivych tkanich jednoho jedince. Tato
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metoda je vhodna pro ziskani priblizné korelace mezi primérnou délkou TRF a biologickym vékem

jedince (Tsuji et al., 2002). U kazdého chromozomu v buiice se ale délka TRF lisi (Martens ef al., 1998).

Ve studii Tsuji et al., 2002 bylo vyuzito této metody k predikci biologického véku jedincd. Autoii
provedli analyzu vzorkl periferni krve 60 zdravych Japonct ve véku 0 — 85 let. Pro restrik¢ni $tépeni
byly pouzity enzymy Hinfl a Rsal. Bylo zjisténo, Ze TRF maji tendenci se s vékem zkracovat. Korela¢ni
koeficient ¢inil 0,832. Standardni chyba dosahla hodnoty 7,037. Biologicky v&€k jedince lze tedy

vypocitat podle rovnice
vék = —0,0095y + 148,9 + 7,037, (5)
kde y = primérna délka TRF; 7,037 = standardni chyba.

Nejtvrdsi tkani lidského téla jsou zuby, které ve své dieni zachovavaji podstatné mnozstvi DNA.
Takasaki et al., 2003 pouzili k predikci biologického veéku pravé zubni dien. DNA byla ziskana
ze zdravych molart 100 Japonci ve vékovém rozmezi 16 — 70 let. Od 4 osob z celé skupiny byly ziskany
2 molary od kazdého, tudiz jeden z nich byl uschovan po dobu jednoho roku pfi pokojové teplote (22°C).
Ke stépeni DNA byly opét pouzity Hinfl a Rsal stejn€ jako v predchozi studii. Priméma délka TRF se
s ptibyvajicim vékem snizovala. Korela¢ni koeficient byl stanoven na 0,749. Standardni chyba cCinila

7,52 let. Biologicky veék lze vypocitat pomoci rovnice
vék = —0,0119y + 168 £ 7,52, (6)
kde y = primérna délka TRF; 7,52 = standardni chyba.

Stanovena byla také délka TRF ze 4 zubl po dobu jednoho roku. TRF po jednom roce se lisila od TRF
stanovené ze zubl ihned po jejich ziskani. Rozdil byl 10 — 952 bp. Podle stanovené rovnice byl dale
vypocitan biologicky vék u 15 pifipada soudni pitvy. Vypocitany vék 12 z nich byl v mezich standardni
chyby, zbylé 3 nikoliv, viz tabulka 2.

Ptipad | Doba post mortem (dny) | Vypocitany vék | Skute¢ny vék Pricina umrti
1 0,5 43,5+7,52 48 Otrava oxidem uhelnatym
2 0,5 52,0+7,52 57 Bodné rany
3 1,0 42,6+7,52 45 Uskrceni
4 1,0 48.7+7,52 53 Otrava amphetaminem
5 1,0 65,8+7,52 61 Poranéni hlavy
6 1,5 37,1+£7,52 31 Otrava amphetaminem
7 1,5 44,0+7,52 48 Otrava amphetaminem
8 1,5 69,7+7,52 65 Poranéni hlavy
9 3,0 35,4+7,52 28 USskrceni
10 4,0 37,4+7,52 31 Astma
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11 4,0 63,3+7,52 61 Utonuti
12 6,0 35,3+7,52* 17 Utonuti
13 7,0 42,3+7,52 49 Poranéni hlavy
14 7,0 76,0+7,52* 51 Utonuti
15 7,0 46,3+7,52* 35 Utonuti

Tabulka 2: Tabulka uvadi 15 pfipad( soudni pitvy. U kazdého je uvedena doba post mortem, pticina umrti,
skutecny vék v dobé umrti a vypocitany vék podle rovnice (6), * oznacuje hodnoty, které prekrocily standardni
chybu, jednd se o ptipady, kdy pfic¢ina umrti bylo utonuti a také ubéhla delsi doba post mortem, tudiz predikce

neni tak presna. Takasaki et al,, 2003.
U vSech tfi hodnot predikovaného véku, které piekrocily standardni chybu, bylo pfi¢inou smrti utonuti
a uplynula delsi doba post mortem (6 — 7 dni). Je tedy mozné, Ze v téchto ptipadech zkracovani telomer

bylo ovlivnéno vné&js$imi faktory prostfedi, a proto zde nelze biologicky vek predikovat s takovou

spolehlivosti. Model se vSak uplatni pro pfibliznou predikci biologického véku v dobé umrti.

TRF metoda ma tadu limitaci, mezi které patii potifeba velkého mnozstvi DNA v jednom vzorku
od daného jedince (0,5 -5 pg). Pficemz mnozstvi DNA nalezené na misté trestného ¢inu ziskané
z otiskll prstli se mlize pohybovat i v setinach, desetinach ¢i par jednotkach ng (Raymond et al., 2009).
Dalsim omezenim je neptizniva ¢asova naro¢nost (3 — 5 dnil) Z téchto dtivodu je tedy vyhodnéjsi PCR.
Ta vyzaduje mensi mnozstvi DNA a redukuje Cas potfebny pro analyzu. Do analyzy pomoci TRF je
také zahrnuta Cast subtelomerickych oblasti, kdezto u PCR métime pouze telomery samotné, tedy jen
sekvenci TTAGGG. V téchto oblastech se mohou vyskytovat rizné polymorfismy v misté restrikéniho
Stépeni (Cawthon, 2002). Subtelomerické oblasti pii PCR zahrnuty nejsou, ¢imz se mize zvysit presnost
predikce (Hewakapuge et al., 2008). U PCR lze také dosahnout lepsi reprodukovatelnosti nez u TRF
(Marquez-Ruiz et al., 2018).

524.2. PCR
Nicméné i PCR ma sva omezeni. Jedno z hlavnich, se kterym se musime potykat pii analyze telomer, je
navrzeni vhodnych primer pro reakci. Jelikoz templatové sekvence telomer jsou TTAGGG
a CCCTAA, k nim navrzené primery by tvofily dimery a znemoznily by tak PCR. Cawthon, 2002 ale
prisel na zptisob navrzeni primerd, které nebudou PCR omezovat. Primery jsou k sekvenci telomer
pouze ¢asteéné komplementarni. Kazda Sesta baze komplementarni neni. Poslednich 5 bazi na 3° konci
je k templatu zcela komplementarni. Na 5° konci se nachazi 6 nekomplementarnach bazi. Pti vzajemném
spojeni primert, nedojde k syntéze, jelikoZ posledni bazi na jejich 3¢ konci je takova baze, aby po piidani
prvni baze podle templatu, doslo nasledné k zastaveni syntézy z diivodu nestability téchto dvou bazi.
Diky tomu nevznika produkt podle dimeru primert. Je zajisténo, Ze produkt vznika pouze, pokud primer

nasedl na templat, nikoliv na druhy primer. Cawthonovy primery se roz§itily a za¢aly se bézné pouzivat.

Ve studii Karlsson et al, 2008 byla provedena analyza délky telomer z krevnich vzorkli pomoci

kvantitativni real-time PCR (polymerase chain reaction). Bylo zjisténo, Ze mira zkracovani telomer je
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jina u ruznych jedinctu. SE predikce byla pfiblizné 22 let, coz je pfili§ vysoké Cislo a pro forenzné
genetické ucely je tato metoda nevyuzitelnd. Navic studie odhalila lisici se délku telomer v riznych
tkanich jedince. Zkoumany byly krevni vzorky a bukalni epitel. U krevnich bun¢k byly telomery kratsi
zatimco bunky bukalniho epitelu se obnovuji z kmenovych bunck. Velky rozdil v délce telomer byl
zji$tén u jedinci priblizné stejného veku. To mize byt vysvétleno mnoha faktory, které ovlivituji délku
telomer. Mezi né patii oxidativni stres a u¢innost antioxida¢ni ochrany, zivotni styl, onemocnéni a také

ruzna zdédéna délka telomer.

Obdobnou studii provedl Hewakapuge et al., 2008. Zde méfili délku telomer bun€k bukalniho epitelu
167 jedinci ve ve€ku 1-—96 let, taktéz pomoci kvantitativni real-time PCR. Dospéli k zavéru,
ze s ptibyvajicim vékem dochdazi k nelinedrnimu zkracovani telomer (r = -0.185). Telomery nékterych
starSich jedinct byly del$i nez telomery jedinct mladSich. Nejkratsi telomery byly objeveny u 26leté
zeny, zatimco nejdelsi u zeny 27leté. Nasledné byli jedinci rozdéleni do vékovych skupin po 10 letech.
Neukazalo se, ze by byl signifikantni rozdil v délce telomer mezi jednotlivymi skupinami. Proto dale
autofi rozdélili jedince do dvou skupin na mladsi (1 — 39 let) a starsi (40 — 89 let). Zde byl zjistén
signifikantni rozdil mezi délkami telomer téchto dvou skupin. Stejné jako Karlsson et al., zjistili,
ze v délce telomer stejné starych jedincii, nalezeme velkou variabilitu, tudiz nelze spolehlivé predikovat
biologicky vék jedince na zakladé délky telomer. Studie také ukazala rychlejsi zkracovani telomer
u muzi nez u Zzen. Piesnost predikce byla piiblizn€ 4%, coz je piili§ malo. Pro forenzni vyuZziti je nutna

ptesnost okolo 70%. Vztah pro vypocet biologického véku je
vék = (relativni telomerova délka — 1,5) / —0,005, @)

kde relativni telomerova délka = T/S,
pficemz T = absolutni koncentrace telomerové hexamerické repetice;

S = absolutni koncentrace genu 36B4.

Dalsi studie (Marquez-Ruiz ef al., 2018) se zabyvala stanovenim biologického veéku na zakladé délky
telomer DNA izolované ze zubl. Tuto metodu lze vyuzit u zesnulych osob. Zuby jsou diky jejich
umisténi v Celisti odolné viici vnéjSim podminkdm (teplota, vlhkost a pH). Dochazi v nich také
k pomalejsi degradaci DNA, tudiz z nich Ize izolovat DNA o vétSim mnozstvi a Casto ve vétsi kvalité
a s menSim mnozstvim kontaminujici DNA nez pfi izolaci z kosti (Rubio et al., 2009). DNA byla
ziskana z 91 zubu patficich 77 jedincim ve véku 15 — 85 let. VEétsi mnozstvi DNA nez v ostatnich
zubech bylo detekovano v molarech. Bylo zjisténo, Ze telomery se s pfibyvajicim vékem zkracuji
a to vice u muzl. Avsak néktefi mladsi jedinci méli telomery krat$i nez néktefi starsi jedinci. SE cinila

+ 13,18 let, coz je pro forenzni vyuziti prilis.

Predikce biologického veéku jedince na zaklade€ stanoveni délky telomer se jevila jako nadéjna, nicméné

tento fenomén je velmi komplexni a je ovlivnén mnoha faktory, tudiz pro forenzni vyuZiti neni zcela
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vhodny. Proto je nutno nalézt jiné moznosti, jak biologicky ve&k stanovit spolehlivéji. Navic

u jednotlivych metod chybi standardizace.

5.2.5. Methylace DNA
Dalsim zptsobem, jak stanovit biologicky ve€k jedince je podle methylace DNA a to pomoci riznych

markerd, které s pribyvajicim vékem vykazuji pozitivni ¢i negativni korelaci.

Ke stanoveni methylace genti se standardn¢ vyuziva bisulfitové sekvenovani. To je dano predevsim
kvalitou a kvantitou jeho vystupil a také jeho ucinnosti. Diky bisulfitovému sekvenovani detekujeme
methylaci DNA na trovni jednotlivych bazi. Probiha tim zpisobem, ze DNA je nejprve denaturovana,
aby se dvojvlakno rozdélilo na jednotliva vlakna. Poté pfichazi na fadu piidani hydrogenuhli¢itanu
sodného (NaHSO3), coz zplsobi, Ze cytosin, ktery methylovan neni, se zméni na uracil. Cytosin, ktery
je methylovan, zistdva beze zmény. Reakce, kdy se cytosin zméni na uracil, se nazyva bisulfitova
konverze. Probiha ve tfech krocich: sulfonace, hydrolyticka deaminace a alkalicka desulfonace,

viz obrazek 9 (Frommer ef al., 1992; Li a Tollefsbol, 2011).

sulfonace Hydrolyticka Alkalicka
deaminace desulfonace
NH, NH, o 0
. )| A
HN \[ Hsc-3 H;0 HN j\ OH HN *»|
0” >N ’\504 .0 N~ “so, 3 D”‘)\N
NH,
Cytosin Cytosin-505" Uracil-505 Uracil
Plvodni sekvence Sekvence po pfidani hydrogensifi¢itanu sodného
Nemethylovand DNA | A-T-C-G-G-T-C-A-T-C-G-C-A-T A-T-U-G-G-T-U-A-T-U-G-U-A-T
Methylovana DNA A-T-C-G-G-T-C-A-T-C-G-C-A-T A-T-C-G-G-T-U-A-T-C-G-U-A-T

Obrazek 9: Po pridani hydrogensifi¢itanu sodného k DNA dochazi u nemethylovananého cytosinu k bisulfitové
konverzi. Reakce probiha pres sulfonaci, hydrolytickou deaminaci a alkalickou desulfonaci. Béhem téchto kroku se
cytosin zméni na uracil. Methylovany cytosin zlstava beze zmény. Kombinace dvou obrazk{ Kirstensen a Hansen,

2009 a Active Motif's Bisulfite Conversion Kit Manual.
Po bisulfitové konverzi nasleduje PCR, pfi které se na misto uracilu zatazuje thymin. Vysledkem tedy
je nahrazeni nemethylovaného cytosinu thyminem. Nasledné 1ze porovnat tuto sekvenci se sekvenci

puvodni a zjistime, Ze methylace se vyskytuje na mistech, kde se objevil thymin (Frommer et al., 1992;

Li a Tollefsbol, 2011).

Bocklandt ef al., 2011 se zabyvali vyzkumem monozygotickych dvojcat. Ta jsou vhodnym modelem
pro studium methylace v priibéhu zivota. Pfi oddé€leni embryi je jejich methylacni vzorec témeér

identicky. Béhem Zivota dochazi ke zménam v methylaci v zavislosti na genetickych faktorech, vn&jsim
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prostfedi a stochastickych jevech. V této studii byla stanovena methylace 27 578 CpG ostruvki
ze vzorkl slin monozygotickych dvojcat ve véku 21 — 55 let. Byla zjisténa silna korelace u 88 lokust,
znichz 19 korelovalo svékem negativn€¢ a 69 pozitivné. Jde piedev§im o geny spojené
s kardiovaskularnimi chorobami a neurologickymi a genetickymi onemocnénimi. Data byla validovana
na 22 vzorcich slin dvojcat, 31 vzorcich nepiibuznych muzi a 29 vzorcich neptibuznych Zen ve véku
18 — 70 let. Silna korelace s vékem byla zjisténa u EDARADD (EDAR associated death domain),
NPTX?2 (neuronal pentraxin 2) a TomIL1 (target of myb1 like 1 membrane trafficking protein) (vSechny
nazvy gend byly cerpany z HUGO Gene Nomenclature Committee, © 2021). Methylace NPTX2 je
upregulovana pfi rakoviné pankreatu, tudiz lze tento marker vyuzit také pro molekularn¢ diagnostické
ucely (Park et al., 2007). Korelace pro jednotlivé geny: EDARADD (r = 0,96), NPTX2 (r = 0,92)
a TomlIL1 (r=0,90). Korelace methylace a véku vSech téchto genti byla zjisténa jak u dvojcat, tak
umuzd. U Zen s vékem siln€ korelovaly EDARADD a TomlILI1, ale NPTX2 nikoliv. Chyba v predikci
(absolutni rozdil mezi predikovanym a chronologickym vékem) Cinila 5,3 let pro muzsky model,
6,2 pro zensky a 5,2 pro kombinovany. Pfidani genu ELN (elastin) k modelu zvysilo jeho presnost.
Chyba predikce se snizila na 3,5 let.

Garagnani et al., 2012 zkoumali krevni vzorky 64 jedinci rizného véku a to matek a jejich potomki.
V¢ék matek se pohyboval v rozmezi 42 — 83 let a potomkl v rozmezi 9 — 52 let. Zaméfili se na geny
ELOVL2 (ELOVL fatty acid elongase 2), FHL2 (four and a half LIM domains 2) a PENK
(proenkephalin). Vysledky byly potvrzeny na 501 vzorcich jedinct ve véku 9 — 99 let véetn€ 7 vzorkt
pupecnikové krve. CpG ostrivky lokalizované v promotoru gent jsou u matek vici jejich potomkiim
hypermethylovany. Nejvétsi korelace s vékem byla zjisténa u ELOVL2 (r = 0,92), jehoZ mira methylace
dosahovala 7 — 91%. U FHL2 se mira methylace pohybovala v rozmezi 12 — 53% a u PENK byl rozdil
nejmensi (1 —27%).

Gen ELOVL2 kéduje transmembranovy protein pro syntézu dlouhych (C22 a C24) w3 a w6
polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA). PUFA jsou nezbytné v mnoha procesech jako produkce
energie, modulace zanétu a zachovani integrity bunéénych membran, z ¢ehoz je mozné vyvodit, Ze
ELOVL2 hraje roli ve starnuti prostfednictvim regulace rtiznych biologickych drah. Na zakladé
zjiSténych vysledkd je patrné, ze ELOVL?2 je silnym markerem a Ize ho vyuzit pro predikci véku jedince.
Hypermethylace ELOVL?2 je také slibnym markerem pro potencialni véasné odhaleni nemoci spojenych
s ptfibyvajicim vé€kem a monitorovani terapeutickych zakrokt ¢i pribéhu onemocnéni (Leonard et al.,
2002). ELOVL?2 je také spole¢né s FADSI (fatty acid desaturase 1) a FADS?2 (fatty acid desaturase 2)
davan do souvislosti s autismem. U ELOVL2 nachazime rizné jednonukleotidové polymorfismy.
Jedinci s alelami rs17606561, 1s3756963 a rs9468304 maji vétsi riziko autismu (Sun et al., 2018). Dale
je ELOVL2 spojovan také s obezitou. Byla vyzkoumana pozitivni korelace mezi recesivni alelou
152236212 ELOVL2 a BMI (body mass index) jedince. Recesivni alela vyznamnym zptisobem redukuje

enzymatickou aktivitu elongazy 2, kterou koduje, a ma za nasledek vys$si BMI. Dochazi ke zménam
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v syntetickych drahach PUFA. To vede k nevyvazenému poméru w3 a 6 PUFA. Alela rs2236212
prispiva k obezité, kterd mize vést k dalsim komplikacim jako dyslipidémie, diabetes mellitus 2. typu

a kardiovaskularni onemocnéni (Maguolo ef al., 2021).

Horvath v roce 2013 popsal v riznych tkanich 353 CpG ostrivki, které tvoti epigenetické hodiny. Z
nich 193 pozitivné koreluje s vékem a jsou hypermethylovany, zatimco zbylych 160 koreluje s vékem
negativné a jsou hypomethylovany. Byla zanalyzovana data o methylaci 8000 vzorkd z 51 riznych tkani
a bunéénych typi. Bylo zjisténo, Ze zmény v methylaci DNA probihaji rychleji béhem rlstu a vyvoje
organismu. Nejvice do jednoho roku zivota. Tedy ze epigenetické hodiny tikaji zpocatku rychle,
po jednom roce Zivota se zpomaluji a po skonceni puberty tikaji konstantni rychlosti. Model lze pouzit
na fadu tkani: krev, sliny, bukalni epitel, mozek, tlusté stfevo, tukova tkan, jatra, plice, délozni Cipek
a také konkrétni bunécné linie zahrnujici CD4+ T-lymfocyty, CD14+ monocyty a imortalizované

B-lymfocyty. Vyhodou tohoto modelu je jeho pouziti napii¢ spektrem tkani a jeho vysoka presnost.

vvvvvv

Jednim z markert, ktery vykazuje silnou korelaci s vékem, je gen ELOVL2, ktery byl podrobn¢ zkouman
ve studii Zbie¢-Piekarska et al, 2015. Autofi se zamérili na 7 CpG ostruvki lokalizovanych
na promotoru tohoto genu. Bylo zkoumano 303 krevnich vzorkt jedincti ve vékovém rozmezi 2 — 75 let.
Finalni model pro predikci véku byl sestaven z kombinace dvou CpG ostrivki ELOVL2 (C7 a C5),
pricemz SE ¢inila 6,85 let a MAD 5,03. Pfi rozdéleni souboru jedinct do veékovych kategorii (0 — 19,
20— 39, 40 — 59 a 60 — 80 let) bylo zjisténo, ze model je presnéjsi u mladsich jedinct. V kategorii
60 — 80 let se vyskytovalo nejvice chyb v predikci. Ve vekové skupiné 2 —39 let vysvétluje 80 %
variability. Methylace ostrivku C7 se rtiznila od 26 % u dvouletych jedinct do 80 % u 75letych jedinct.
Stejnych vysledkti bylo dosazeno i pii skladovani vzorkid v pokojovych podminkach po dobu 5 let.
Je tedy mozné model ziskany z krevnich vzorki aplikovat na krevni stopy pii forenznim vySetfovani.
ELOVL?2 je spolehlivym markerem, nicméné je potieba doplnit ho jesté o né&jaké dalsi pro zvétSeni

presnosti predikce.

V roce 2015 Yi et al. provedli studii, ve které izolovali a identifikovali tfi fragmenty DNA (P1 — P3),
u kterych dochazi k methylaci souvisejici s vékem. Izolovany byly z krve 40 darcd. Vysledky byly
ovefeny na 65 jedincich z bézné populace, jejichz vék se pohyboval v rozmezi 11 — 72 let. Methylace
téchto tii markert koreluje s vékem linearné. Fragmenty maji 100% homologii s témito lidskymi geny:
USP11 (ubiquitin specific peptidase 11), NOP14 (NOP14 nucleolar protein) a ZIC5 (Zic family member
5). U kazdého je jiny pocet CpG ostruvkil a kazdy vykazuje s vékem jinou miru methylace. Byl objeven
znaény rozdil v methylaci n€kterych CpG ostrivka téchto fragmentl u mladSich a starSich jedinct.
Dulezité je, Ze nebyly pozorovany velké rozdily u jedinci stejné vékove kategorie. Fragmenty vykazuji
tyto korelace: P1 (r=- 0,88), P2 (r=- 0,85) a P3 (r =0,80). Celkova korelace pro dany model je 0,96.

Primérna chyba mezi predikovanym a redlnym vékem je 4 roky, viz obrazek 10. Pokud model rozdélime
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na muzsky a Zensky, chyba ¢ini 4,7 a 2,9 let. Piesnost této metody je zalozena na vyhodnoceni vSech tii
fragmentl dohromady. Pro vyzkum byla vybrana periferni krev kvtili jejimu ¢astému vyskytu na mistech
trestnych Cind. Tento model se jevi jako relativné presny, a tak by mohl najit vyuziti pti predikci

biologického v€ku pro forenzni ucely. Biologicky vek lze vypocitat pomoci rovnice
vék = 103,007 — 49,205 X Mp,; — 71,875 X My, + 67,645 X M3 (8)

kde M1, M;;, M,3 jsou primérna procenta methylace fragmentt P1, P2 a P3.
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Obrazek 10: Predikovany vs. redlny vék. Priimérna chyba ¢ini 4 roky. Yi et al,, 2015.

Jiné markery byly vybrany ve studii Park ef al., 2016. Protoze se gen ELOVL?2 jevil jako nadéjny marker
(Garagnani et al., 2012; Zbiec¢-Piekarska et al., 2015), snazili se ho autofi doplnit o n¢jaké dalsi, které
by predikci véku zptesiovali. Byla zkoumana data 765 krevnich vzorkd Korejcii ve vékovém rozmezi
1 —101 let. Na zaklad¢ 535 vzorkl byl vyvinut model pro predikci biologického veku. Zbylych 230
bylo pouzito pro validaci modelu. Zjisténé CpG ostruvky, jejichZz methylace korelovala s vékem, jsou
spojeny s vyvojem a morfogenezi. Jejich distribuce se mirn¢ li§i u muzi a u Zen. Byly vybrany markery
ELOVL2, ZNF423 (zinc finger protein 423) a CCDCI102B (coiled-coil domain containing 102B).
U ZNF423 a CCDCI02B dochazi s piibyvajicim vékem k hypomethylaci, zatimco je ELOVL2
hypermethylovan. Byla stanovena korelace jednotlivych CpG ostruvki téchto genti: ELOVL2 CpG_01
(r=0,9352), ZNF423 CpG_01 (r=-0,7769) a CCDC102B CpG_01 (r =-0,9061). Kombinaci téchto tii
markert bylo dosazeno vétsi presnosti predikce. SE byla vypocitana na 6,32 a MAD na 3,156 let.
Vysledky déle ukazuji, Ze presnost predikce byla nizsi u skupiny nad 60 let oproti skupiné mladsi 60 let.
Diky vysokeé pifesnosti tohoto modelu, mohou byt tyto tfi markery dale vyuZity pro forenzni genetiku.

Biologicky veék lze vypocitat pomoci vztahu
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vék = 39,73167 + ZNF423 (CpGy;) X —0,28914 + ELOVL2 (CpGy;) X 1,19242 +
CCDC102B (CpGoy) X —0,69994. )

ELOVL?2 byl dale zkouman také ve studii Correia Dias et al., 2020 spolecné s geny FHL2, EDARADD
a PDE4C (phosphodiesterase 4C). U kazdého genu se jednalo o vice CpG ostrivkli. Odebrano bylo
53 krevnich vzorki zdravych Portugalct, z toho 35 osob zenského pohlavi a 18 osob muzského pohlavi
ve véku 1—95let. Uroven methylace byla vyhodnocena pomoci bisulfitového PCR sekvenovani.
Reprodukovatelnost sekvenovani byla ovéfena na 10% vzorkt. Rozdil v Grovni methylace pro vSechny
CpG ostritvky €inil 6,5% pro PDE4C, 4,3% pro EDARADD, 2,9% pro ELOVL2 a 3,9% pro FHL2.
Nejsilngjsi korelace s vékem byla zjisténa u CpG6 ELOVL2. Predikovany veék byl vypocitan pomoci
linearni regrese s MAD 8,01 pro ELOVL?2, 7,81 pro FHL2 CpG3, 10,57 pro EDARADD CpG3 a 11,87
pro PDE4C CpG2. Kombinaci téchto CpG ostrivkli byl sestaven multilokusovy model pro predikci
véku (APM). Predikovany vék silné koreloval s biologickym (r = 0,972). MAD od chronologického
veku Cinila 5,35 let. Jedinci byli dale rozdéleni do vékovych kategorii (< 18 let, 18 — 39 let, 40 — 60 let,
> 61 let). VEtsi rozdily mezi predikovanym a chronologickym vékem (vy$si MAD) byly pozorovany
s pribyvajicim vékem, stejné jako u Park et al, 2016. U dvou starSich vékovych kategorii byla také

presnost predikce niz§i nez ve dvou mladsich vékovych kategoriich, viz tabulka 3.

<18 let 18 — 39 let 40 — 60 let > 61 let
MAD 3,26 let 4,99 let 6,49 let 6,27 let
spravné predikce | 83,3% 83,3% 58,3% 76,5%

Tabulka 3: Shrnuti MAD u vékovych kategorii ze studie Correia Dias et al., 2020. Uvedena jsou také procenta
spravnych predikci v jednotlivych vékovyych skupinach.

Autori dale testovali multilokusovy APM na 51 krevnich vzorcich zesnulych osob. Byly pozorovany

ey

rozdily v urovni methylace Zijicich a zesnulych osob u stejnych CpG ostrivki. U zesnulych osob doslo

vy

také ke snizeni presnosti modelu. MAD se zvysila na 9,72 oproti 5,35 u Zijicich jedincl. Coz je

vysvétlitelné tim, Ze post mortem methylace degraduje. Tudiz tento model ziskany na zijicich osobach

nelze pouzit na osoby zesnulé.

Ve studii Correia Dias ef al., 2021 byly markery zkoumany nap#ic¢ riznymi tkanémi, které zahrnovaly
krev, kosti a zuby. Zkoumanymi markery byly ELOVL2, FHL2, EDARADD, PDE4C a Clorfi32
(MIR29B2 and MIR29C host gene). Methylace Clorf132 vykazuje negativni korelaci s vékem, ostatni
zkoumané v této studii pozitivni. Vzorky pochazely od 185 Portugalcli, 76 Zen a 109 muzd ve véku
1 — 94 let. Nejsiln€jsi korelace mezi methylaci a vékem byla nalezena u CpG6 ELOVL2. Pro APM bylo
vybrano 8 CpG ostrivkl ze zkoumanych markerti: EDARADD (CpG3), FHL2 (CpG1), FHL2 (CpG5),
FHL2 (CpG11), ELOVL2 (CpGS5), PDE4C (CpGS5), PDE4C (CpG9) a Clorf132 (CpG3). MAD Ccinila
5,96 let. Korelace mezi predikovanym a chronologickym vékem byla 0,92. Biologicky vek 1ze vypocitat

podle rovnice
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vék = 20,746 — 24,290 x EDARADD (CpG3) — 67,365 x PDE4C (CpG9) + 62,311 X
ELOVL2 (CpG5) — 59,739 x FHL2 (CpG11) — 26,162 X Clorf132 (CpG3) + 48,920 X

PDEA4C (CpG5) + 139,351 x FHL2 (CpG5) — 67,055 x FHL2 (CpG1).

(10)

Tabulka 4 shrnuje vyse uvedené studie predikujici biologicky v€k jedince podle methylace DNA.

V tabulce jsou studie barevné rozdéleny. Zelené jsou zvyraznény ty, u kterych vysla niz$i SE ¢i MAD

ajsou tedy presngjsi. Cervené jsou zndzornény studie, u kterych vysla SE ¢ MAD o néco vyssi.

Neznamena to ale, Ze by byly nepodstatné. Urcité se déle vyplati zkoumat kombinace riznych markerd,

které mohou zpfesiiovat tyto modely, viz Bocklandt et a/., 2011, kde po pfidani ELN dojde ke snizeni

MAD z 5,2 na 3,5. Sedé oznagenou studii nelze zatadit, jelikoz chybi udaj jak pro SE, tak pro MAD.

Jako presnéjsi se jevi studie Bocklandt er al., 2011, Horvath, 2013; Yi ef al., 2015 a Park et al., 2016.
Z téchto nejlépe vychazi Park et al., 2016., kde byly pouzity geny ELOVL2, ZNF423 a CCDCI102B.

MAD byla vypocitana na 3,156, coz je oproti ostatnim uvedenym studiim skutecné dobry vysledek.

) korelaéni rovnice pro vypocet
studie markery tkan i SE | MAD -
koeficient (r) biologického veéku
Bocklandt | EDARADD, 5,2
0,96, 0,92, 3
etal, NPTX2, sliny 0.90 - 5 (po -
2011 | TomlILI, ELN ’ pidani
ELN)
Garagnani 0,92 pro
l ELOVL2, krev ’ ) .
etal, -
FHL2, PENK ELOVL2
2012
Horvath, mnoho .
5013 353CpG | (vizstr. 0,96 - | 36 i
23)
ELOVL2 krev 0,93 6,85 | 5,03 i
Yi et al. vék = 103,007 — 49,205 x
’ USPI1, X _
2015 krev 0,96 celkove 4 Mpi— 71,875 Mgy +
NOP14, ZICS

67,645 x Mp3
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vék =39,73167 + ZNF423
Park et ELOVL2, 0.9352, (CpG_01) x -0.28914 +
TG ZNF423, krev -0,7769, | 6,32 | 3,156 ELOVL2 (CpG 01) x
cCbciozs -0,9061 1,19242 + CCDC102B
(CpG_01) x -0,69994
ELOVL?2,
FHL?2, Krev 0,972 i 535 ..
EDARADD, celkové
PDE4C
vek = 20,746 — 24,290 x
EDARADD (CpG3) —
ELOVL2, 67,365 x PDE4C (CpG9) +
FHL2, krev, 62,311 x ELOVL2 (CpGS5)
EDARADD, kosti, | 0,92 celkové | - 596 | —59,739 x FHL2 (CpGl1)
PDEA4C, zuby —26,162 x Clorfl32
Clorfl32 (CpG3) + 48,920 x PDE4C

(CpG5) + 139,351 x
FHL2 (CpGS5) — 67,055 x
FHL2 (CpG1)

Tabulka 4: Pfehled studii Bocklandt et al.,, 2011; Garagnani et al., 2012; Horvath, 2013; Zbie¢-Piekarska et al., 2015;
Yiet al, 2015; Park et al., 2016; Correia Dias et al., 2020; Correia Dias et al., 2021. U kazdé studie jsou uvedeny
zkoumané markery, jejich korelacni koeficient s biologickym vékem, tkané, na kterych byl dany model pro predikci
biologického véku vyzkouman, jeho SE, MAD a rovnice pro vypocet biologického véku; - studie dany udaj neuvadi;
* studie uvadi median absolute difference; ** rovnice je uvedena pouze jako y = bg + bixs + bx + ... + boxy; zelené
jsou zvyraznény studie, u kterych byla nizsi SE ¢i MAD a jejich modely jsou tedy presnéjsi; Cervené jsou zvyraznény
méné presné modely s vyssi SE ¢i MAD; Sedé oznacenou studii (Garagnani et al., 2012) nelze zaradit, jelikoz chybi

Udaj jak pro SE, tak pro MAD.
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6. Zavér

Vyse bylo popsano nékolik metod, jak lze urcit biologicky vék jedince na zakladé analyzy DNA.
V minulosti byla zkoumana racemizace kyseliny asparagové, koneéné produkty pokrocilé glykace
(AGESs), mitochondrialni delece a délka telomer. Od téchto metod se jiz upousti kvtli jejich nevyhodam
a limitacim, mezi které patii také snazsi degradace v biologickych vzorcich. V soucasnosti se jako
nejvice nadéjna jevi predikce biologického véku pomoci methylace. Methylace je stabilni a ve vzorcich
se lépe zachovava. Byly nalezeny markery, které koreluji s biologickym vékem pozitivné ¢i negativné.

Z markert bylo sestaveno mnoho modelt s riznou presnosti.

I methylace ma ale sva uskali. Byva tkanove specificka, a tak vétSinou nelze aplikovat jeden model
na Siroké spektrum tkani. Je tfeba nadale zkoumat nové markery s cilem sestavit co nejptesnéjsi model,
ktery umozni co nejpiesnéjsi predikci biologického véku. Dosavadni modely mohou byt doplnény
o dalsi markery, které je budou zptresiovat. Je také nutné ovétit modely na riiznych typech tkani
a u riznych etnik. Pfi predikci biologického veku je tireba mit na paméti, Ze mize byt ovlivnén faktory,
jako je zivotni styl a onemocnéni. Pti nékterych onemocnénich dochézi k deregulaci mehylace, a tak

bude biologicky vek téchto osob zkreslen.

a4

Cim uz§i bude rozmezi predikovaného véku, tim bude dany model pro forenzni vysetiovani uZitedngjsi.
Cilem v budoucnu by tedy mélo byt nalezeni co nejpiesnéjsSiho modelu sestaveného z markerd, které
nejvice koreluji s vékem. Model by zdrovenn melo byt mozné pouzit na rizné tkané. Tim, Ze je ale
methylace tkanove specificka, je pravdépodobné nerealné najit jeden univerzalni model. Misto toho
bychom mohli definovat par (naptiklad tfi) modely a k nim definovat, v jaky tkanich funguji spolehlive,

standardizovat je a plo$né vyuzivat.
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