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Abstrakt

Nutnost rozeznani monozygotnich dvojcat z genetického hlediska je dulezit¢ nejen pro
uréovani paternity, kdy se rozhoduje, ktery ze dvou jednovajecnych dvojcat je otcem, ale také
napiiklad pro kriminalni pfipady, v nichz je nutné identifikovat pachatele, jimz je jedno
z monozygotnich dvojcat. Mimo rozbor a zhodnoceni molekularné biologickych metod se
prace zabyva i samotnymi monozygotnimi dvojcaty, jejich vznikem a pfi¢inami vzniku. Téma

zasahuje jak do oblasti forenzni genetiky, tak i do oblasti medicindlni.
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Abstract

The necessity of distinguishing monozygotic twins from a genetic point of view is important
not only for determining paternity, when it is decided which of two identical twins is the father,
but also, for example, for criminal cases, where it is necessary to identify the perpetrator who
is one of the monozygotic twins. In addition to analyzing and evaluating molecular biological
methods, the work also deals with monozygotic twins themselves, their emergence and the

causes of their emergence. The topic affects both forensic genetics and medical fields.
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1. Uvod

Forenzni genetika se podili na feSeni kriminalistickych piipadi prostfednictvim analyzy DNA
z biologickych stop. Cilem je individualni identifikace jednotlivce, jehoZ biologicky materiél
byl nalezen na misté ¢inu. Pro stanoveni profilu DNA se standardné pouziva fragmentacni
analyza 16-24 kratkych tandemovych repetic — STRs (z angl. short tandem repeats), které jsou
vysoce polymorfni a jejich kombinace je tudiz pro kazdého jedince specificka (Butler, 2007).
Tento proces umoziuje porovnani profilii DNA ze vzorkl zajisténych na misté ¢inu s profily
DNA v databazi profila DNA podezielych a obvinénych a poskytuje klicové ditkazy pro
objasnéni kriminalistickych ptipadd. V moderni forenzni genetice se ovSem setkdvame s
vyzvou v podobé¢ rozliSeni jednovajeénych neboli monozygotnich (MZ) dvojcat. MZ dvojcata
sdili téméft identickou genetickou informaci a analyzou STRs je nelze rozliSit. To miize byt
problematické naptiklad v ptipadech, kdy je jedno z dvojcat pachatelem trestného ¢inu, nebo
v ptipadech paternity, kdy je potieba zjistit, které z dvojcat je biologickym otcem ditéte. Proto
se s pribyvajicim poctem ptipadd, kde je rozliSeni mezi MZ dvojcaty nezbytné, stava

v

naléhavym ukolem nalézt nové, sofistikovanéjsi metody, které by umoznily spolehlivéjsi a
presnéjsi identifikaci.

Cilem mé bakalarské prace je vytvoreni ucelené literarni reSerSe, kterd se zabyva
zhodnocenim novych moznosti a metod molekularni biologie pro rozpoznani MZ dvojcat ve
forenznim kontextu. Na zacatku se vénuji samotnym MZ dvojcatim, aby doslo ke
komplexnimu vysvétleni problematiky a propojeni souvislosti. Zminuji se o tom, jak a kdy
vzorku za G¢elem rozliSeni MZ dvojcat. Ty Ize rozliSit pomoci DNA, ktera je vyuzita zejména
v analyze jednonukleotidovych polymorfismti (SNP, z angl. single-nucleotide polymorphism),
variability poctu kopii iseki DNA (CNV, z angl. copy number variation) a mitochondridlni
DNA (mtDNA). U Zen se vyskytuje také inaktivace X chromozomu (XCI). Dale 1ze vyuzit
epigenetické markery — tj. metylaci DNA, transkriptom — microRNA, a v neposledni fadé
existuje moznost rozliSeni podle imunitniho systému. Kazd4d metoda nemusi byt vhodna pro

vSechny ptipady, proto také vyhodnotim vyuziti jednotlivych metod pro tcely forenzni

identifikace.



2. Monozygotni dvojcata

V pievazné vétsSin€ jsou mnohocetna téhotenstvi dvojcetnd, coz znamena, Ze se narodi dvojcata.
Z tohoto diivodu se i tato bakalarska prace vénuje pouze ptipadim dvojcat, i kdyz informace
zde uvedené, jsou pouzitelné i pro vicercata. Dvojcata, kterd vznikla ze dvou zygot, byvaji
oznacovana jako dizygotni (DZ) a stejné jako sourozenci, sdili v priiméru polovinu genetické
informace. Naopak MZ dvojcata vznikaji z jedné zygoty, a proto se dlouho ptedpokladalo, Ze
tato dvojcata jsou geneticky Uplné identickd. MZ dvojcata jsou jednou z nejcastéjSich hlavnich
vrozenych abnormalit, kdy celosvétova celkova incidence je konstantni a v priiméru ve ¢tyfech

z 1000 porodt se narodi MZ dvojc¢ata (Bortolus et al., 1999).

2.1 Embryogeneze

Embryogeneze MZ dvojcat predstavuje komplexni proces, ktery zacina po oplodnéni vajicka
jednou spermii a pokracuje prostiednictvim nékolika klicovych udalosti v raném embryonalnim
vyvoji, jsou tedy vysledkem procesu zvaném ryhovani (angl. cleavage) moruly v raném
embryonalnim vyvoji (Gilbert, 2000).

Po rozdéleni zygoty se béhem dal§iho vyvoje téchto embryi kazdé znich vyviji
samostatné, pficemz kazdé ma vlastni placentu a amnioticky vak. Né&ktera dvojcata ovSem
mohou mit i sdilenou placentu nebo amnioticky vak. Na zaklad¢ sdilenych membran se
rozdéluji dvojcata na dichorionické diamniotické, kdy ma kazdé z nich vlastni obaly, ddle na
monochorionické diamniotické, kdy sdileji pouze placentu, ale amnioticky vak ma kazdé
dvojce sviij a poslednim typem je monochorionicky monoamnioticky, kdy dvojcata sdileji oba
dva obaly a tento typ byva nejrizikovéj$im t€hotenstvi z vyse jmenovanych typt (Mackie et al.,
2016).

Z celkového poctu ptipadit MZ dvojcat dojde u jedné tietiny (27,9 %) k déleni moruly
do ¢tvrtého dne po oplodnéni, kdy je morula tvoiena 16-32 buitkami a MZ dvojcata jsou tedy
dichorionicka (DC). Zbylé dvé tietiny (72,1 %) MZ dvojcat, ktera jsou jiz monochorionicka
(MC), prochazi procesem ryhovani mezi 4.—8. dnem po oplodnéni a morula je v tomto obdobi
tvofena jiz 40—150 buiikami (Lee et al., 2010; Mackie et al., 2016). Ve vyjime¢nych pfipadech
dojde k separaci po 8. dni po oplozeni, coz s sebou piinasi dalsi jedinecnosti — dvojcata sdileji
amnioticky vak (obr. 1). Naprostou vyjimkou jsou tzv. siamsk4 dvojcata, ktera byvaji srostla
¢astmi svych tél, nebot’ k ryhovani dochdzi az po 12.dni (Mackie et al., 2016). Rozdé€leni zygoty

mize byt zpuisobeno bud’ nahodnymi mechanickymi ¢i chemickymi vlivy, které se odehravaji



v déloze, nebo svou roli mohou hrat rizné genetické nebo epigenetické faktory (Matias et al.,
2020).

Kazda morula nésledné pokracuje v déleni a transformuje se v blastocystu, jez se sklada
zvngjsi vrstvy zvané trofoblast a z vnitini vrstvy embryoblastu. Blastocysta migruje a
implantuje se do sliznice d¢lohy, kde se zacina rozvijet embryondlni disk, ktery se diferencuje
do tfi zarode¢nych vrstev — ektodermu, mezodermu a endodermu — a ty dévaji vzniku

specifickym tkdnim a organtim téla (Gilbert, 2000).

1.-3.den

Dichorionické/Diamniotické

4. - 8. den

Monochorionické/Diamniotické

8.-13.den

Implantovana

blastocysta Monochorionické/Monoamniotické

zarodeéného

teréfku Siamska dvojcata

Obr. 1 — Chorionicita a amnionicita u dvojcat v zavislosti na rozdeleni zygoty

(prevzato od Dufendach, K. (Artist). (2008). Placentation. [Web] Wikipedia

https://commons.wikimedia.org/wiki/File%3APlacentation.svg, upraveno autorkou)

Aby bylo mozné rozliSit MZ dvoj€ata na zédklad¢ mutaci v DNA, musi tyto mutace

vzniknout v raném stadiu embryonalniho vyvoje, ale az po rozdéleni moruly, eventualné tésné


https://commons.wikimedia.org/wiki/File%3APlacentation.svg

pred rozd€lenim, a to v mistech, kterd pak budou nalezet pouze jednomu z dvojéat (Weber-
Lehmann et al., 2014). Mutace, které jsou pritomné v zdrodecné linii, jsou dédicné, ovSem
mutace vznikajici pozd¢ji v somatickych liniich se uz na potencidlni potomky nepiendsi
(Gilbert et al., 1996).

Béhem embryogeneze vstoupi zarode¢né buiiky do série komplexnich udalosti, které
jsou zakon€eny vytvofenim vajicka a spermii, bohuZzel zejména kvili neptistupnosti lidského
embrya vranych stadiich vyvoje je doposud malo znalosti o piesném vyvoji lidskych
primordialnich zarode¢nych bunék (PGCs, z angl. primordial germ cells) (Weber-Lehmann et
al., 2014). PGCs jsou brzy specifikovany v epiblastu a pied zacatkem gastrulace urychlené
migruji do extra-embryonélni oblasti, poté jsou PGCs opétovné urceny a znovu vstupuji do
embrya béhem ranych stadii gastrulace, aby mohly dosahnout vyvijejicich se pohlavnich Zlaz
(De Felici, 2013).

Proces gastrulace vytvafi primarni tkanové rozdily mezi tfemi zarodeCnymi listy.
Z endodermu se formuji organy a mezoderm dava vzniku svallim, ¢astem cévniho systému,
véetné samotné krve, nebo reprodukénimu systému, coz zahrnuje i gamety. Z ektodermu vznika
napf. epidermis. Jakmile dojde ke specializaci téchto tii primarnich bunéénych typl, mizou se
zacit vyvijet do specializovanych tkani ¢i organti (Wertheim, 2011).

Ve forenzni genetice se vyuzivaji zejména vzorky, jez jsou ektodermalniho ptvodu, tj.
dotekové vzorky, vzorky bukdlni sliznice ¢i sperma. Pfipadné se analyzuji stopy
mezodermalniho plivodu, a to krev. Mutace, které se objevuji u jednoho dvojcete jak v bukalni
sliznici, tak 1 ve vzorcich spermatu, ale nikoliv v krvi, musely vzniknout po procesu gastrulace
a také pred rozdélenim bukalni sliznice a spermatického prekurzoru. Pokud se mutace vyskytuje
ve vSech tfech typech zminénych vzorki, pak kni muselo dojit jeSt¢ ptfed rozdélenim
zarodecnych vrstev. Naopak mutace pfitomna pouze ve spermiich je tou nejnovéjsi (Weber-
Lehmann et al., 2014).

Epigenetické zmény jako napt. metylace DNA vznikaji ihned po oplodnéni, kdy dojde
k n¢kolika demetylacim DNA pre-imlanta¢niho embrya, a jsou nasledovany de novo metylaci
DNA (Zhu et al., 2018). Avsak prubéh vzniku epigenetickych zmén je ovlivnén nejen riznymi
technikami asistované reprodukce (ART) a manipulaci s embryem, ale také vystavenim embrya

raznym teplotdm, pH, nebo zménadm hormonalnich hladin (Mani et al., 2020).



2.2 Etiologie monozygozity

Samotny pivod monozygozity zkoumaji védci jiz mnoho dekéd, ptfi¢emz jako dvé jediné
pficiny, které se v pribéhu let dokdzaly potvrdit, jsou 1é€ba infertility a dédicnost. Mimo dva
zminéné plivody, které jsou jiz fadu let potvrzené, byla u mala ptipadli nahlaSena i fada dalSich
potencialnich etiologii (Blickstein, 2020).

Jako jedny z pravdépodobnych pfi¢in mizeme povazovat kupiikladu ART, kterym
vénovali studii Parazzini et al. (2016), jez zjistili, Ze frekvence narozeni MZ dvojcat po
pfirozeném poceti je 1,24/100 a po asistované reprodukci se tato frekvence zvysi na 20,05/100
porodii. Bylo zjisténo, ze ART s mikromanipulaci, a nasledny transfer blastocyst jsou spojeny
s mnohem vys§im poctem déleni zygot, nez je tomu u ART bez mikromanipulace, kterd je sama
o sobé spojena s velkym poctem déleni zygot (Blickstein, 2020; Saito et al., 1995). Avsak
zvysené déleni zygot je spjato spiSe v ptipadech s potfebou mikromanipulace, tj. opakované
oplodnéni a neuspesné implantace, nez se samotnym procesem mikromanipulace (Blickstein,
2020).

Druhou zminénou moznosti je genetickd pfi¢ina nazyvana FMZT — familiarni MZ
twinning (twinning je termin popisujici vznik dvojcat), kdy se v rodinach objevuje zvysSeny
vyskyt MZ dvojcat. FMZT vSak nebyva piili§ ¢asté, protoze se frekvence narozeni MZ dvojcat
do rodin, kde jiz jeden par MZ dvojcat je, oproti frekvenci narozeni MZ v bézné populaci tolik
nelisi (Harvey et al.,, 1977). FMZT ma autozomalné¢ dominantni dédicnost se sniZenou
penetranci (Hamamy et al., 2004) a chorionicita zistava v jedné rodin¢ neménnd, tzn. v dané
roding se vyskytovala bud’ pouze MC MZ dvojcata, anebo jen DC MZ dvojcata, a nevznikl
zadny cross-over MC a DC v ramci rodiny (Machin, 2009). Z tohoto tedy vyplyva, Ze by mohly
existovat dvé mutace jako predispozice pro FMZT — prvni se odehraje ta mutace, kterd
zpusobuje DC placentaci a po ni nasleduje druhd mutace zpisobujici MC placentaci (Machin,
2009). Béhem nov¢jsi studie (Liu et al., 2018) byly za pouziti celogenomového sekvenovani
zkoumany genetické faktory u rodiny, v niZ se ve Ctyfech generacich objevuje celkem sedm
partt MZ dvojcat zenského pohlavi. V ptislusné studii byla u danych jedinct objevena relativné
velka proporce genetickych polymorfismii, které byly detekovany v genech spjatych
s bunéénym spojenim, a to bud’ obsahovaly nové SNPs majici funkéni efekt, nebo byly
lokalizovany v CNVs specifickych pro MZ dvojcata. Z danych gent vypada slibn¢ gen FGFR1
snovymi SNPs, jehoZz nékteré mutace jsou spjaty s autozomalné dominantnimi syndromy.
Avsak 1 presto jsou vSechny nalezené kandidatni geny zodpovédné pouze za zvySeni mozné

pravdépodobnosti narozeni MZ dvojcat (Liu et al., 2018).



3. Rozdily u monozygotnich dvojcat a metody jejich detekce

U DZ dvojcat byvaji rozdily ihned od pohledu patrné, nebot’ vznikly oplodnénim dvou vaji¢ek
dvéma spermiemi, tudiz nesdili stejnou genetickou informaci a li$i se vyznamné i ve
fenotypovych znacich. U MZ dvojcat to ovSem tak snadné neni, protoze sdileji témé&f identickou
genetickou informaci, a tudiz i velmi podobny fenotyp. Avsak i mezi nimi lze nalézt urcité
rozdily. V pribéhu let doslo k mnoha zji§ténim, ktera odhaluji, Ze existuji zpusoby, jak tyto
rozdily detekovat a MZ dvojcata geneticky 1 epigeneticky odlisit (Fang et al., 2019; Li et al.,
2013; Meng et al., 2023). Diky genetické podobnosti jsou navic MZ dvojc¢ata idealni moZnosti,
jak studovat vliv epigenetickych modifikaci a environmentalnich faktor na fenotyp (Fraga et

al., 2005; Plomin & Daniels, 2011).

3.1 Bodové mutace

Bodova mutace, jiz Ize oznaclit také jako jednonukleotidovou variaci (SNV, z angl. single
nucleotide variation), je zména v jednom konkrétnim nukleotidu v sekvenci DNA. Tato zména
miZze zpusobit substituci, kdy se jeden nukleotid nahradi za jiny, inzerci, pfi niz dojde k vlozeni
nového nukleotidu do sekvence, nebo deleci, ktera ze sekvence odstrani jeden nukleotid. Tyto
bodové mutace mohou byt dédi¢né, ale nebyva vyjimkou ani jejich spontanni vznik zpiisobeny
vn¢jSimi faktory, jako jsou naptiklad UV zafeni ¢i dalS$i mutagenni latky. Zatimco pro SNP je
typické, ze je zména v jednom nukleotidu pfitomna v populaci ve frekvenci vétsi nez 1 %
(Kruglyak & Nickerson, 2001).

Pii studii Weber-Lehmann et al. (2014) zkoumali vzorky spermii dvou MZ dvojcat a
vzorek krve ditéte jednoho z dvojcat. Bylo detekovano pét de novo jednonukleotidovych
substituci v otci a synovi pomoci celogenomového sekvenovani metodou masivné paralelniho
sekvenovani (MPS) a nasledné byla jejich existence potvrzena jesté Sangerovou sekvenovaci
technologii. Metoda MPS umoziiuje rychlé sekvenovani celého lidského genomu jiz béhem
jednoho dne, diky ¢emuz je tento postup v porovnani s tradicni Sangerovou sekvenovaci
technologit, kterd vyZadovala tém¢ft deset let pro kompletaci rozsifrovani a zaméfuje se zejména
na sekvenovani kratSich usektli, naprosto unikatni (Behjati & Tarpey, 2013). Tato metoda
pfindsi revoluci v genetickém vyzkumu a diagnostice zejména diky schopnosti soucasné
sekvenovat miliony kratkych tseku. I ptes vyssi chybovost MPS, jeZ se pohybuje mezi 0,5 az
15 % (v zéavislosti na pouzité platformé) a je tudiz vyssi nez u tradicni Sangerovy sekvenovaci
technologie, miize byt tento nedostatek piekonan vhodnym pokrytim vzorku (Ballard et al.,

2020).



Pro potvrzeni, Ze mutace ditéti opravdu piedal otec, byla testovana také matcina krev.
Aby mohlo dojit k posouzeni, zda se mutace nachazeji i v dalSich vzorcich, zkoumali také
vzorky odebrané z bukalni sliznice a krve obou dvojcat, kdy se tedy posuzovala ptfitomnost
mutace ve vzorku jak v ektodermu, tj. bukalni sliznici, tak i v mezodermu, jenz je zastoupen
krvi. V bukalni sliznici byly nasledné detekovany 4 z 5 objevenych mutaci a v krvi se nachdzela
pouze jedna mutace. Tyto mutace byly objeveny na péti autozomech, konkrétné na 4., 6., 11.,
14. a 15. chromozomu, pfi¢emz pomér mezi pivodni bazi a bazi mutovanou byl mezi 50 % /
50 % a 80 % / 20 %. Z vyzkumu tedy vyplyva, ze byla objevena metoda rozpoznavani MZ
dvojcat na zéklad¢ detekce SNP pomoci MPS. Pro verifikaci vysledkl byla pouzita pravé
osvédcend metoda Sangerovy sekvenovaci technologie, ktera vysledky MPS potvrdila (Weber-

Lehmann et al., 2014).

3.2 Variabilita poc¢tu kopii usekii DNA

Analyza CNVs je metoda pouzivana v molekuldrni genetice, kterd se zabyva analyzou poctu
kopii urcité DNA sekvence v genomu jedince. V kontextu rozpoznavani MZ dvojcat je CNV
vyuzivana k porovnani genetické podobnosti mezi dvojcaty, ale i k identifikaci jejich rozdila.

CNVs, jez jsou nejvice prozkoumanym typem strukturdlnich variant, jsou useky DNA
o rizné délce, které se riizni v poctu kopii mezi jednotlivei v ramci jednoho druhu, a to
v rozmezi od 1 kb az po n¢kolik Mb (Abdellaoui et al., 2015). CNVs jsou distribuovany v celém
genomu, avSak zvysend frekvence vyskytu byla objevena v oblastech segmentalni duplikace
(Sharp et al., 2005).

I pfesto, Zze vznik CNVs ,,post-twinning® (tj. po rozdéleni zygoty) de novo je bran jako
urcitd ojedinélost, je i tak Castéj$i nez vytvoreni post-twinning bodovych mutaci, nebot’” maji
vys$si mutacni rychlost, kterd zplisobuje ¢astéjsi vznik mutaci (Itsara et al., 2010).

Hledénim post-twinning de novo CNVs se zabyvali Abdellaoui et al. (2015), ktefi ve
svém vyzkumu pozorovali 1 097 pari MZ dvojcat a porovnéavali hodnoty CNVs ziskané z krve
nebo bukalniho epitelu, ¢imz objevili 153 domnélych CNVs vétsich nez 100 kb vzniklych post-
twinning de novo pomoci metody microarray, z nichz byla vétSina lokalizovana na dlouhém
raménku 15. chromozomu, konkrétn€ 15q11.2. Z celkového poctu 153 identifikovanych CNVss
bylo vybrano 20 konkrétnich k dalsi analyze pomoci qPCR. Dva byly ovéfeny a vysledky
naznacuji, ze vétSina ze zbyvajicich 133 predpokladanych de novo mutaci pravdépodobné
obsahovalo zna¢ny pocet falesné pozitivnich vysledki (Abdellaoui et al., 2015). Tyto falesné
pozitivni vysledky mohou souviset s ¢etnou pfitomnosti segmentalnich duplikaci v oblasti

15q11.2 (Zody et al., 2006).



Pti pozorovani rozdilit mezi CN u 376 partt MZ dvojcat pomoci metody SNP array se
podatilo McRae et al. (2015) objevit jeden pouhy rozdil v CNV a to ~130 kb duplikaci na 5.
chromozomu mezi pozicemi 78 333 027-78 460 944 bp (obr. 2). Vzhledem k tomu, zZe
duplikace vykazuje v B alele ptitomnost Ctyt charakteristickych genotypti (AAA, AAB, ABB,
BBB), lze predpokladat, ze se jedna nejspiSe o mozaiku, coZ znamena, ze tato duplikace neni

ptitomna ve vSech buiikach zkoumaného jedince (McRae et al., 2015).
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Obr. 2 — diskordance poctu kopii v ramci jednoho paru MZ dvojcat, kde je zndazornéna ~130 kb
duplikace v oblasti vymezené cervenou prerusovanou carou u 1. dvojcete; vzrist R hodnoty
indikuje pritomnost této duplikace a ctyri charakteristické genotypy jsou taktéz zndazornény ve

spodnim levém grafu (prevzato z Mcrae et al. (2015), upraveno autorkou)

33 Mitochondrialni DNA

Heteroplasmie, neboli ptitomnost riiznych variant mitochondriédlni DNA (tj. mtDNA) v jednom
jedinci, je zajimavym fenoménem, ktery muze pfispivat variabilit¢ mezi jednotlivymi MZ
dvojcaty. Dfive se znalosti pouhé Sangerovy sekvenovaci metody nesla témet detekovat, avsak
s rozvojem MPS jiz lze zjistit, jaké je procentulani zastoupeni nukleotidii tvoficich bodovou
heteroplasmii (PHP). Na rozdil od jaderného genomu je mtDNA v ramci jedné buiiky pfitomna

v mnoha kopiich (Bouhlal et al., 2013). Savéi mtDNA kdduje 13 proteint, které jsou soucasti



jednotlivych podjednotek systému oxidativni fosforylace, také koduje 22 tRNA a 2 rRNA (Park
& Larsson, 2011) a je dédéna maternaln¢ (Hutchison et al., 1974).

Pro forenzni genetiku je vSak mtDNA dulezitd zejména z hlediska vysoké mutacni
rychlosti, ktera je oproti mutacni rychlosti jaderné DNA 10-20krat vyssi (Brown et al., 1979).
Za takové zvySeni mutacni rychlosti je zodpovédny nedostatek repara¢nich mechanismi a
protektivnich histonil, nebo generace reaktivnich forem kyslikii (ROS) (Brown et al., 1979),
které mimo jiné hraji svou roli také pfi procesu starnuti (Galtier et al., 2009).

Wang et al. (2015) pozorovali 10 pard MZ dvojcat, jimz byly pro vyzkum odebrany
krevni vzorky. Pomoci celogenomového mtDNA sekvenovani doslo k identifikaci 16
nukleotidovych pozic, které vykazovaly rozlisné zastoupeni bazi v osmi parech MZ dvojcat,
pficemz nukleotidové pozice nt207, nt240, nt16129, nt16183, nt16189 a nt16289 byly
lokalizovany v kontrolnim useku hypervariabilni oblasti HVS 1 a HVS 2, a zbylych 10 pozic
pochazi z kdédujiciho useku. MPS metoda odhalila PHP u jednoho paru MZ dvojcat. Jednalo se
o pozici nt240, ve které mél jeden jedinec pouze adenin a u druhého jedince se nachazel
v minoritnim zastoupeni 14,74 % i guanin. Pét pard MZ dvojcat vykazovalo také rozdilnou bazi
v nukleotidové pozici nt15301, coz je polymorfni misto, které je lokalizovano v kodujici oblasti
cytochromu b. Nukleotidova pozice nt1530 byla u jednoho vzorku z velké casti tvofena
zejména adeninem (88,01 %) a u parového vzorku €inil adenin pouhych 9,40 % (Wang et al.,
2015).

Hodnoceni a porovnavani odlisnych variant mtDNA v MZ dvojcatech se vénovali také
Bouhlal et al. (2013), jez ve své studii pracovali jen s jednim parem MZ dvojcat a na zakladé
komplementarnich metod zjist'ovali rizné variace v jejich mitochondridlni sekvenci. Vysledky
ze zkoumani MZ dvojcat odhalily 37 variant, které byly nalezeny u obou MZ dvojcat. 34 z nich
bylo tzv. homoplasmickych a zbylé 3 varianty byly témét homoplasmické. Pii lokalizaci bylo
27 z celkovych 37 variant objeveno na 12 genech napfi¢ celym mitochondridlnim genomem a
10 variant se nachazelo v HVS 1 a HVS 2.

Detekce odlisnych variant byla ovSem nizkofrekvencni, tj. < 0,01 % (Boubhlal et al.,
2013), coz je v porovnani s piedchozi studii (Wang et al., 2015), kde byla prahové hranice
nastavena na 5 %, velice nizky limit. Timto se tedy miize vysvétlit velky rozdil v poctu
nalezenych odlisnych variant mtDNA. Pfi analyze mitochondridlniho genomu pouzili Bouhlal
et al. (2013) také velice pevnd a specifickd kritéria, a to napiiklad pfesné danou kvalitu
nukleotidii nebo Ze potencidlni varianta musela byt vzdalend nejméné pét bazi od konce

sekvenéniho ¢teni.



3.4  Inaktivace X chromozomu

Inaktivace X chromozomu (XCI) se u zen vyskytuje v bunikach s cilem dosdhnout vyvazené
exprese X-vazanych gend, nebot’ muzi maji oproti zenam pouze jeden chromozom X (Lyon,
1961). XCI mulze zplsobovat uml€eni transkripce vétSiny genli na inaktivovaném X
chromozomu, kdy pak nesoumérna ¢i zeSikmena XCI pifedstavuje utlumeni stejného X
chromozomu ve vét§in¢ nebo vSech buikach dané tkané a mize tak byt vysledkem nejen
selektivnich, ale i nahodnych procesti (Sharp et al., 2000). ZeSikmena XCI byva podle
Shvetsova et al. (2019) vysvétlovana jako negativni selekce jedné z alel.

XClI tedy slouzi jako mozny zplsob rozliSovani MZ dvoj€at Zenského pohlavi. Tento
jev je velice vyhodny pro studium MZ dvojéat, protoze pokud dojde u jednoho dvojcete
k dysbalanci XCI, pak méme k dispozici jedno dvojce, které vykazuje nenahodnou XCI, a
druhé dvojce, které dysbalanci netrpi (Tiberio, 1994).

Zda bude inaktivovan X chromozom pravé od matky ¢i od otce, je podminéno jiz
embryonaln¢ (Loat et al., 2004). Inaktivace byva ndhodné pro jednotlivé bunky, ovSem ziistava
stejnd po celou dobu naslednych bunéénych déleni (Loat et al., 2004). To znamena, Ze
v okamziku, kdy vznikne inaktivace, a to bud materndlniho, anebo paterndlniho X
chromozomu, zlstava tato inaktivace neménna a je stabilné mitoticky dédéna vSemi dcefinymi
bunikami (Shvetsova et al., 2019). Vznik XCI v embryonalnim stadiu potvrzuje studie Monteiro
et al. (1998), nebot’ svymi vysledky dokazali, Ze po porovnani podobnosti znakl inaktivace X
chromozomu maji MC MZ dvojcata téchto spole¢nych znakl vice nez DC MZ dvojcata. XCI
tedy musela probéhnout jiz pfed 4. dnem po oplodnéni, nebot’ MZ dvojcata DC vznikaji po
(Mackie et al., 2016). Zeny jsou tedy buné&nymi mozaikami, protoZe se skladaji z populace
bun¢k s preferenéni expresi otcovského, nebo matetského X chromozomu (Shvetsova et al.,
2019). Bunécnou mozaikou chapeme stav, kdy jsou buiiky v téle geneticky odlisné, pfi¢emz
tento stav miiZe nastat pravé v disledku XCI u Zen.

Inaktivovana alela je vyznacna zejména silnou metylaci, pficemz existuje 15 % genli
v PAR oblasti (pseudo-autozomalni region), které se inaktivaci X chromozomu vyhnou a jejich
promotorové oblasti obsahuji vyrazné méné metylaci (Carrel & Willard, 2005).

Pti analyze MZ dvojcat dosli Fraga et al. (2005) k vysledkiim, ze ze zkoumanych 16
MZ zenskych dvojcat jich 13 (tj. 81 %) mélo totoZznou metylaci X chromozomu. Mezi nimi se
poté naslo 11 (tj. 85 %) MZ zenskych dvojcat, u nichz byly nalezeny nezeSikmené ndhodné
metylované alely. Zbyvajici dvé MZ Zenska dvojcata ze 13 (15 %) projevily zeSikmeny vzor
chromozomu X, ackoliv byl tento vzor v kazdém piipadé shodny mezi jednotlivymi sourozenci.
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Pfi pozorovani vSech zenskych MZ dvojcat bylo objeveno, ze pouze tii ze 16 (19 %) mély
zeSikmeny vzor metylace X chromozomu, jez se liSil mezi odpovidajicimi dvojcaty (Fraga et

al., 2005).

3.5  Metylace DNA

Metylace DNA je typickym piikladem epigenetické zmény, u niz nedochézi k projevu na
nukleotidové sekvenci, ale zpravidla byva dédi¢na (Conerly & Grady, 2010) a zavisla na
vn¢jSich faktorech (Xu et al., 2015). Mnoho studii uvadi, ze pary MZ dvojcat vykazuji jasné
epigenetické rozdily zahrnujici metylaci DNA, pficemz celogenomova DNA metylace i lokus-
specifickd DNA metylace byly mezi jednotlivymi dvojcaty taktéz rozdilné (Gordon et al., 2012;
Poulsen et al., 2007).

Metylace DNA byva katalyzovana DNA metyltransferdzami. Tyto enzymy maji za ukol
pfenést metylovou skupinu z methioninu, ktery je metabolizovan na S-adenosylmethionin
(SAM) na 5. uhlik cysteinu (Moore et al., 2013). Nejcastéji dochédzi k metylaci DNA v mistech,
kde se vyskytuji oblasti CpG, coz jsou mista, v nichz se nachdzi cytosin nasledovany guaninem,
presnéji se jedna o cytosin-fosfat-guanin dinukleotid (Turrina et al., 2021). Pravé tato mista
byvaji dulezita z hlediska epigenetiky, protoze CpG mista ¢asto podléhaji metylaci a tim, ze
jsou v genomu zastoupeny ve vicerych frekvencich, mohou sndze ovliviiovat regulaci genové
exprese (Conerly & Grady, 2010). V lidském genomu se nachazi zhruba 28 milioni CpG mist,
které by se daly vyuzit pro tcely forenzniho vysetfovani (Du et al., 2015). U MZ dvojcat bylo
také zjiSténo, ze vmladi vykazuji piiblizné stejné mnozstvi DNA metylaci, které se
se zvySujicim vékem zacinaji odliSovat nejen v mnozstvi, ale také ve vzorech DNA metylace.
Toto byva zplisobeno zejména odlisSnym plsobenim vnéjsich faktor na jednotlivece v rdmci

paru MZ dvojcat, jejichz metylace DNA se ¢asem méni (obr. 3) (Fraga et al., 2005).
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3letd dvojéata 50leta dvojéata

Obr. 3 — metylace 1.,3.,12. a 17. chromozomu u 3letych a
S50letych MZ dvojcat — zelené a cervené jsou u starSich
dvojcat obarvena mista, ktera oznacuji hypermetylaci a
hypometylaci, naopak zlute jsou u mladsich dvojcat
zvyraznénd mista, ktera maji stejnou distribuci metylace
DNA a jsou tedy vysledkem rovnomérného spojeni cervené
a zelené barvy (prevzato od Fraga et al. (2005), upraveno

autorkou)

Metylaci DNA jako metodou k rozpoznani MZ dvojcat se zabyvali Li et al. (2013), ktefi
se snazili pomoci celoepigenomové analyzy identifikovat potencidlni CpG mista, ktera by
mohla slouzit k rozliSeni 22 part zkoumanych MZ dvojcat. Princip tohoto vyzkumu je zalozen
na vyuziti metody Beadchip, pomoci nizZ zkoumali genomovou DNA, ktera byla oSetfena
hydrogenuhli¢itanem sodnym za ucelem deaminace nemetylovaného cytosinu na uracil,
pfiCemz metylované cytosiny zistaly beze zmény. Vysledkem tohoto vyzkumu byla
identifikace 3 616 CpG mist s riznou metylaci na zdklad€ dvou kritérii — ABDs > 13 a ABDf
> 0,17. ABDs vyjadiuje absolutni hodnotu tzv. ,,DiffScore®, ktery se zaméfuje na hodnoceni
rozdilné irovné metylace na specifickém CpG misté v rdmci kazdého paru MZ dvojcat a ABDf
zase popisuje absolutni hodnotu rozdilu B — hodnot v ramci kazdého paru MZ dvojcat, pticemz
B —hodnoty se mohou pohybovat v hodnotach od 0, kdy je dané CpG misto zcela nemetylovéno,
do 1, coz udava, ze je urcit¢é CpG misto kompletné¢ metylovano. Nasledné bylo vybrano 92
kandidatnich CpG mist nachazejicich se na 20 autozomech (vyjma 18. a 22. chromozomu) a X-
chromozomu, jako nejvhodnéjSich na rozliSeni vSech 22 zkoumanych part MZ dvojcat (Li et
al., 2013).

Analyze metylace DNA se vénovali také Xu et al. (2015), kteti zkoumali metylaci
LINE-1 pomoci pyrosekvenovani. Pro tuto metodu je typicka technika sekvenovani pomoci
syntézy, pti niz dochézi k monitorovani syntézy DNA v daném okamziku (Harrington et al.,
2013). O moznosti pozorovani DNA polymerizace na zdkladé¢ méfeni produkce pyrofosfatu,
ktery mize byt nasledné detekovan emisemi svétla, se jako prvni zminil Nyrén (1987).
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Vysledky Xu et al. (2015) poukazaly na miru metylace tfech CpG mist lokalizovanych
v promotorové oblasti LINE-1. V krevnich vzorcich tvofila hodnota miry metylace tiech CpG
mist v priméru 76,60 %. Ziskané hodnoty miry metylace LINE-1 tfi CpG mist z bukalnich
vzorkll se mirné liSily od vysledkl krevnich, zde Cinila primérnd hodnota miry metylace
v bukélnim stéru jen 70,08 %. Rozdil mezi témito primérnymi hodnotami udava, ze ve
specifickych tkdnich probihd rozdilna mira metylace. Z celkovych 119 pari MZ dvojc¢at nebyly
objeveny zadné signifikantni rozdily, vyjma 15 pari (tj. 12,61 %), které byly identifikovany na
zaklad¢ rozdil v mife metylace LINE-1, které mohou byt spojeny s rozdilnym Zivotnim
stylem, nahodnymi procesy nebo odliSnym prostiedim, v némz dvojcata ziji (Xu et al., 2015).

Vidaki et al. (2018) se rozhodli pro detekci CpG mist s rozdilnou metylaci u dvojcat
(tDMSs, z angl. twin differentially methylated CpG sites) ve stérech bukalni sliznice, a dale ve
vzorcich slin a nedopalkt cigaret. V bukélnich stérech odhalili 25 tDMSs, které obsahovaly
vice nez 0,5 rozdilti mezi jednotlivymi dvojc¢aty, u vzorka slin zase 27,3 % tDMSs, které mély
rozdily vétsi nez 0,1 a 31,8 % tDMSs, jejichz rozdily byly mensi, ale byly mezi dvojcaty
spolehlivé detekovatelné. Na cigaretovych nedopalcich bylo objeveno nejvice rozdild,
konkrétné 50 % tDMSs mélo rozdily mezi dvojcaty vétsi nez 0,1 a 22,7 % tDMSs mélo rozdily
mensi nez 0,1, ale byly opét spolehlivé detekovatelné. Tyto rozdily mezi vysledky z bukalnich
stért slouzicich ve forenznim zkoumani jako srovndvaci vzorky natipovanych osob a vzorka
zjiStovanych jako stopy (sliny, nedopalky) lze vysvétlit odliSnostmi ve stavbé bun€k nebo

riaznymi technickymi faktory, véetn€ neefektivity bisulfitové konverze (Vidaki et al., 2018).

3.6 MikroRNA

MikroRNA (zkracen¢ miRNA nebo miR) predstavuji jednu ze skupin malych nekodujicich
RNA, které se podileji na negativni posttranskripéni regulaci genové exprese (Catalanotto et
al., 2016). MiRNA byvaji dlouh¢ zhruba 18 az 22 nukleotidil a existuji v fadé eukaryotickych
bun¢k, kde hraji fundamentalni roli vtad€ biologickych procesti — diferenciace bunék,
proliferace, apoptdza, ale i v procesech starnuti (Brennecke et al., 2003; Chen et al., 2004).
Diky dvéma schopnostem — regulaci fady fyziologickych procest (hlavné procesu starnuti) a
tkanové specifité — jsou miRNA vyuzivany ve forenzni védé nejen jako biomarkery na
identifikaci télnich tekutin a tkani (Weber et al., 2010), ale i pro potencialni uréovani véku
(Noren Hooten et al., 2010). Bylo taktéz prokdzano, Ze miRNA muze zasahovat do stability
mRNA a Ze jeji vyuziti nekonc¢i pouze u odliSovani MZ dvojcat (Weber et al., 2010), ale lze ji

vyuzit i na identifikaci té€lnich tekutin. Weber et al. (2010) dosli k vysledku, Ze télni tekutiny se
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1i$i mnozstvim obsazenych miRNA, napf. plasma obsahuje nejvétsi mnozstvi specifickych
miRNA, kdeZto naopak mo¢ nebo pleuralni vypotek neobsahuji Zadné specifické miRNA.

Ve vyzkumu Xiao at al. (2019), kde bylo pozorovéano 15 parat MZ dvojcat a jedny MZ
trojCata, doslo k objeveni celkem 545 miRNA, které se u sedmi partt MZ dvojcat odliSovaly
svou expresi, a dale bylo mezi jednotlivymi dvojcaty nalezeno v priméru 78 miRNA, jeZ mély
taktéz odliSnou expresi. Stejné tak je ve studii uvedeno, ze ¢im star$i dany par MZ dvojcat je,
tim véEtsi pocet rozdilné exprimovanych miRNA se mezi dvéma sourozenci objevuje. Rozdily
v poctu miRNA u MZ dvojcéat pozorovali Wu et al. (2016) a jako vysledek své studie uvedli,
ze tento rozdil je zplisoben nejpravdépodobnéji environmentalnimi vlivy, jejichz ptikladem
miZze byt napiiklad strava a v ni pfijaty zinek (Ryu et al., 2011).

Ze vsech zkoumanych rozdilné exprimovanych miRNA se prokazaly jako nejslibnéjsi
miRNA markery zejména miR-142-3p a miR-3653-3p lokalizované na chromozomech 17 a 22,
nebot prave tyto dva markery vykazuji rozdilnou expresi u vSech parti zkoumanych MZ dvojcat
s vyjimkou nejmlads$iho paru. 214 rozdiln¢ exprimovanych RNA bylo nepochybné nalezeno
nejméné u dvou pari MZ dvojcat na vSech chromozomech, s vyjimkou chromozomu Y (Xiao
et al., 2019), pticemz 40 miRNA z nich bylo také oznaceno jako souvisejici s vékem (Noren
Hooten et al., 2010).

Studii rozliSovani MZ dvojcat na zdkladé miRNA vénovali také Fang et al. (2019), ktefi
zvolili metodu MPS a pozorovali ¢tyfi pary MZ dvoj€at. Analyza profilu miRNA pomoci MPS
prokazala, ze mnozstvi miRNA nalezené v krevnim vzorku se u vSech jedincti mirn¢ lisi a pocet
miRNA se pohybuje mezi 142—176 (obr. 4). Pti porovnavani profili exprese miRNA v ramci
vSech partt MZ dvojcat bylo objeveno 1041 miRNA, které se liSily v rdmci jednoho péru a
v priméru 85 miRNA, které mély rozdilnou expresi mezi nepiibuznymi jedinci. Jedinou
rozdilnou miRNA prokazujici se odlisSné mezi vS§emi osmi pozorovanymi jedinci byla miR-

451a (Fang et al., 2019).
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Pocet rozdilnych miRNA v MZ
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Nepiibuzni jedinci vykazovali mnohem vice rozdili v miRNA expresi nez jedinci
ptibuzni, coz ma logické vysvétleni — rozdily v sekvencich genomové DNA. I piesto, ze bylo
za pomoci MPS ziskano velké mnozstvi miRNA, byla rozdilna exprese, ktera vznika plisobenim
vnéj$iho prostiedi a tim ovliviluje fyzicky stav jednice, zaznamendna pouze u malé Casti
objevenych miRNA — zhruba 14 % (Fang et al., 2019).

Ob¢ dvé vyse uvedené studie (Fang et al., 2019 Xiao et al., 2019), které zkoumaly
microRNA k rozpozndvani MZ dvojcat, objevily ¢tyfi konkrétni miRNA — miR-451a, let-7c-
5p, miR-151a-3p a miR-29b-3p, které se nachézely alespoii ve dvou parech MZ dvojcat, a proto

je lze vyuzit jako markery vhodné pro identifikaci MZ dvojcat.

3.7  Imunologické znaky

Ackoliv nebyla doposud zaznamenana aplikace metody identifikace na zdkladé imunitniho
dvojcata odlisit (Meng et al., 2023).

V kazdém jedinci se jiz od narozeni tvoii naprosto unikatni imunitni repertoar, ktery se
sklada z vytvotenych protilatek a odrazi veskerou imunitni historii daného jedince. Jednou
z moznosti, ktera zajiSt'uje rozmanitost imunitniho repertoaru, je V(D)J oblast. Tato oblast je
cast gent, které koduji T-bunéény receptor — TCR (z angl. T-cell receptor) nebo B-bunécny
receptor — BCR (z angl. B-cell receptor), a sklada se ze tii oblasti — V — ¢ast variabilni, D — ¢ast
diverzitni a J — ¢ast spojovaci, pficemz pravé kombinace téchto segmenti béhem rekombinace

zarucuje variabilitu receptord, které jsou nasledné schopné rozpoznavat konkrétni antigeny a
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tvoti tak zéklad pro adaptivni imunitni odpovéd’ (Chi et al., 2020). TCR 1 BCR se lisi svoji
stavbou. T-cell receptory pro T-lymfocyty se tvoii z a a B fetézcl, obCasné také z fetézci y a 9,
kdezto B-cell receptory pro B-lymfocyty jsou sloZzeny ze dvou tézkych a dvou lehkych fetézct
(Cambier, 1992).

Meng et al. (2023) vénoval imunologickym znaktm studii, ve které se zabyval analyzou
diverzity CDR — komplementarni urcujici oblast (z angl. complementary determining region
3). CDR jsou tfi hypervariabilni smycky ve variabilnich oblastech na vSech fetézcich TCR.
V této studii doSlo konkrétné k pozorovani diverzity u ¢tyf pard MZ dvojcat v CDR3 jak v TCR
B fetézci, tak 1 v BCR tézkého fetézce, ktery je znamy také jako tézky fetézec imunoglobulinu
(IGH) (Meng et al., 2023). Pro analyzu byl zvolen pravé CDR3 v TCRp a IGH zejména kvili
tomu, ze ma klicovou roli v rozpoznavani antigenti a ma nejvétsi variabilitu (Chen et al., 2017).

Metoda vyzkumu Meng et al. (2023) spocivala v izolaci T-lymfocyti a B-lymfocytii
z periferni krve, z nichZ byla poté extrahovana genomova DNA. Pro naslednou amplifikaci byly
navrzeny PCR primery v konzervovanych oblastech V a J genu na obou koncich CDR3 oblasti
nejen TCR, ale i BCR.

Béhem analyzy vysledkli Meng et al. (2023) zjistili, Ze mezi zkoumanymi MZ dvojcaty
existuji rozdily ve frekvencich vyskytu riznych délek aminokyselinovych (AMK) sekvenci
CDR3 T-lymfocytarnich receptort . Konkrétné se jednalo o 4-10 rozdili ve frekvencich
vyskytu délek AMK sekvenci a 2—7 rozdilti ve frekvencich vyskytu délek sekvenci nukleové
kyseliny CDR3 TCRp. Z toho tedy vyplyva, ze mezi MZ dvojcCaty existuje odlisny pocet variant
aminokyselinovych sekvenci v oblasti CDR3 receptoru T-lymfocytt B, a i odliSny pocet variant
nukleotidovych sekvenci ve stejné oblasti, kdy tyto odliSné varianty maji délku 34 bp. Mimo
jiné doslo k vypozorovani, Ze se vSechny pary MZ dvojcat 1isi ve frekvenci pouziti genl
TRBIJ2-3 a Ze kazdy par ma unikatni zptisob kombinace genli V a J v DNA sekvencich TCRf
a té¢zkém fetézci BCR CDR3 (Meng et al., 2023).
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4. Vyuziti markera pro forenzni identifikaci z biologického vzorku

V ptedchozi kapitole byly vyjmenovany metody, které mohou byt vyuzity pro rozpoznavani
MZ dvojcat. OvSem kazda z téchto metod ma specifické vlastnosti, a proto nékteré z nich
nemusi byt pfili§ vhodné pro ucely forenzni identifikace, jelikoz biologické stopy nalezené na
misté¢ ¢inu mohou byt pouze v malém mnozstvi nebo horsi kvality. V této kapitole tedy
hodnotim vhodnost zminénych markeri pro forenzni ucely, moznosti jejich vyuziti a za jakych
okolnosti se mohou dané metody aplikovat.

Vhodnost metody je potieba piizpiisobit typu analyzovaného materidlu a jeho mnozstvi
a stupni degradace. Zpravidla se jedna o krev, sperma, sliny, ¢i epitelidlni buniky pochazejici
z dotekovych stop. Obecné lze fict, Ze dotekové stopy, které vznikaji uvolnénim nékolika
epitelialnich bun€k pii kontaktu kiize s predmétem, poskytuji mensi mnozstvi biologického
materidlu k analyze nezli tzv. silné stopy jako je sperma, sliny, ¢i krev. Je také dilezité védet,
zda vzorek pochdzi od jedné osoby nebo zda se jedna o smésny vzorek vice osob, coz je vhodné
nejdiive ovéfit fragmentacni analyzou STRs. Obecné nejspolehlivéjSim vzorkem pro
identifikaci osob z biologickych stop je molekula DNA (Brenner & Weir, 2003), ktera také diky
sveé sekundarni struktuie vykazuje v porovnani s RNA mnohem vyssi stabilitu. AvSak i DNA
je nachylna k degradaci, ktera mtize byt zptsobena UV zafenim a jinymi enviromentalnimi
vlivy, naptiklad superoxidovymi radikaly nebo peroxidem vodiku, které vznikaji bud’ ionizujici
radiaci, ale i metabolickymi aktivitami mikroorganismll (Alaeddini et al., 2010). Kvuli ¢etnym
degrada¢nim procestim, jez postihuji forenzni vzorky, je nutné zvysit zastoupeni moznych
DNA markerti (Machida et al., 2017). Idedlnim feSenim muze byt tedy osekvenovani celého
genomu natipovanych MZ dvojcat pomoci MPS za tuc¢elem nalezeni bodovych mutaci, které
jsou specifické pro jedno z dvojcat (Krawczak et al., 2012). Po detekci z4jmovych oblasti lze
tyto oblasti osekvenovat u zajisténé biologické stopy z mista ¢inu a porovnat je s kazdym
dvojcetem, abychom zjistili, zda se shoduji (Yuan et al., 2020). Vyhodou této metody je mensi
naroc¢nost na vstupni mnozstvi DNA u biologické stopy, jelikoz zajmové oblasti detekujeme ze
srovnavaciho materidlu zajisténého od MZ dvojcat. To ovSem vyzaduje spolupraci obou
dvojcat, vinného i nevinného.

Zvoleni vhodného srovnavaciho materialu je pro forenzni genetiku klicové. Zavisi totiz
na typu tkan¢, kterou v danou chvili analyzujeme. Detekovatelna zména v genetické informaci
mize vzniknout kdykoliv béhem embryogeneze, kviili cemuz se pak mutace mize nachazet ve
vSech zarode¢nych vrstvach, nebo naopak jen v jedné. VétSina analyzovanych vzorkd, véetné

bukalniho stéru, spermatu i dotekovych stop, je ektodermalniho ptivodu, a proto jsou v jaderné
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DNA téchto vzorkid zpravidla detekovatelné stejné mutace (Weber-Lehmann et al., 2014).
Vyjimku tvoii krev, jez je mezodermalniho ptivodu (Ferretti & Hadjantonakis, 2019), coz ma
za nasledek nepfitomnost nékterych mutaci (viz kapitolu 2.1). Je tedy vhodné zvolit krev jako
srovnavaci materidl zejména v ptipadech, kdy analyzujeme krev jako biologickou stopu z mista
¢inu. Jako vhodny srovnavaci vzorek tedy ve forenzni genetice figuruje bukalni stér, protoze je
stejn¢ jako dotekové stopy, kozni Supiny, vlasy nebo jiz zminéné sperma, ektodermélniho
puvodu a je pro ptipady kriminalistiky eticky 1 pravné snaze ziskatelny (Weber-Lehmann et al.,
2014).

Nevyhodou celogenomového sekvenovani, pii némz detekujeme SNPs, je jeho vysoka
cena a taky ¢asova narocnost. Yuan et al. (2020) se tedy domnivaji, ze by tento zdlouhavy
proces mohl byt nahrazen analyzou celého mitochondridlniho genomu, kde je pravdépodobnost
vzniku mutaci ¢i heteroplasmie vyssi, a to diky vy$$i mutaéni rychlosti mtDNA oproti jaderné
DNA (Brown et al., 1979). Pro ucely forenzniho dokazovani vyuzili Yuan et al. (2020) metodu
celogenomového sekvenovani DNA pomoci MPS u biologickych stop pochdzejicich ze Ctyt
trestnych ¢int za Gcelem rozliSeni MZ dvojcat. Jako srovnavaci vzorek byla pouzita krev od
obou dvojcat a nasledn¢ i1 dalsi druhy biologického materidlu. Detekované rozdily v mtDNA
nasledné pouzili jako diikaz pro vylouceni jednoho dvojete jako zlstavitele zkoumanych
biologickych stop a druhé dvoje bylo posléze soudem usvédCeno ze spachani nékolika
znasilnéni a jedné vrazdy.

Ve zminovaném piipad¢ se analyzou jaderného genomu nepodatilo detekovat bodové
mutace, které by vedly k rozliSeni MZ dvoj¢at. OvSem analyzou cel¢é mtDNA byla objevena
jedna somatickd mutace m.6903 T > C u jednoho z dvojcat, kde byly zaznamenany dvé baze
v jednom lokusu a cytosin byl oznacen za minoritni alelu. Pti analyze smiSenych vzorkiiz 1. a
2. ptipadu byla mutace m.6903 T > C detekovana, avSak ve stopach z 3. a 4. ptipadu tato mutace
nalezena nebyla. Proto byla provedena detekce SNPs i ve spermatickych vzorcich slouzicich
jako srovnavaci materidl u obou MZ dvojcat. Ve srovnavacim vzorku jednoho dvojcete byly
objeveny dva heterogenni lokusy, které v§ak nebyly objeveny v zadné stop€ pochézejici z mista
¢inu, a tudiz se podaftilo toto dvojce vyloucit. V tomto piipadé se analyza mtDNA prokazala
(Yuan et al., 2020).

Sekvenovani mitochondridlniho genomu také slouzi jako alternativni metoda pro
rozpoznavani MZ dvojcat v ptipadé, kdy vzorek postrada intaktni jadernou DNA (Strobl et al.,
2018). Ani tento marker ale neni stoprocentni a ma pro forenzni ucely urcité nedostatky.
Nékteré objevené rozdily v mtDNA, které jsou ptili§ malé, totiz nemusi byt u soudu dostacujici

18



(Fang et al., 2019). Toto ovSem plati i pro ostatni zminéné markery. Jako dal$i nevyhoda
figuruje nutnost osekvenovat stejné typy biologického materidlu, protoze se mtDNA
heteroplasmie mohou lisit v zavislosti na typu tkané, a proto je nutné, aby stopy z mista ¢inu a
srovnavaci vzorky osob pochdzely ze stejné tkan¢ a mohlo tak dojit k jejich porovnani (Wang
etal., 2015).

Nadéjnymi metodami pro mozné rozliSeni MZ dvojcat jsou CNV a XCI. CNV markery
lze vyuzit i pro identifikaci télnich tkani, a to naptiklad pro stopy krve nebo spermatu zanechané
na misté¢ Cinu nebo téle obéti (Zubakov et al., 2018), poptipadé lze urcit 1 bukalni stéry
(Abdellaoui et al., 2015). Hlavni vyhodu pti vyhodnocovani CNV je zvySena frekvence vyskytu
v oblastech segmentalni duplikace (Sharp et al., 2005), takze zhruba zndme useky, kde by se se
zvySenou pravdépodobnosti mohly CNVs nachazet. Pro vétSinu metod vhodnych pro detekci
CNVs je zapotiebi srovnani vzorki z mista ¢inu se srovnavacimi vzorky osob, kde by mél byt
pocet kopii zndm, aby se mohly vysledky potvrdit (Ueki et al., 2017). Tyto vzorky ale pfi
spolupraci obou dvojcat dokaZzeme ziskat a tim padem je mozné vzorky od obou dvojcat
porovnat se vzorky referencnimi. AvSak vyzkumy byly doposud zaméteny zejména na vyuZiti
CNVs k detekei riznych onemocnéni, naptiklad epilepsie (de Kovel et al., 2010), a proto je
nutné jesté¢ tyto markery prostudovat v souvislosti s forenznim vyuzitim. Pro MZ dvojcata
zenského ptiivodu je mozné pouzit také metodu XCI, u které byla objevena vysoka spojitost
s tkdnovou specifitou, pfi¢emz krevni vzorky obsahovaly nejvétsi prevalenci zeSikmené XCI
(Zito et al., 2019). Vzorky krve tedy musi byt porovnavany pouze se vzorky krve, abychom se
vyhnuli pfipadnym chybam v detekci. Kvili analyze jediného typu vzorku — krve, uvadi Zito
et al. (2019) ve své studii, Ze by mohlo dojit k problému pti hledani XCI i z jinych typt vzorkd,
protoze by jich v dané tkani nemusel byt dostatek, kviili cemuz by tedy nemusely byt MZ
dvojcata rozpoznana. Mimo jiné doslo také ke zjisténi, ze je XCI sdilena napfi¢ bunkami
imunitniho systému (Zito et al., 2019).

Jak miRNA, tak i metylace DNA jsou uzite¢né pro identifikaci MZ dvojcat, protoze
pravé u téchto dvou markerti byly objeveny konkrétni oblasti lisici se u vétSiny zkoumanych
MZ dvojcat, tudiz neni potieba provadet celogenomovy screening a staci se zaméfit pouze na
n¢kolik malo kandidatnich useki (Li et al., 2013; Xiao et al., 2019).

V ptipadé miRNA se jednd zejména o 17. a 22. chromozom, na nichZ se nachazi dvé
rozdiln¢ exprimované miRNA, konkrétné¢ miR-142-3p a miR-3653-3p (Xiao et al., 2019).
Mimo jiné miRNA vyc¢niva také ve své vysoké specifité, diky niz je mozné identifikovat té€lni
tekutiny. Nékteré miRNA jsou pfitomné ve vSech testovanych télnich tekutinach, ovSem jejich
koncentra¢ni zastoupeni se v zavislosti na dané tekuting lisi. Vyskyt nékterych jednotlivych
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miRNA je rizny mezi télnimi tekutinami (Weber et al., 2010), a proto je nutné brat tuto
skutecnost na védomi pii detekci rozdiln€ exprimovanych miRNA u jinych té€lnich tekutin, nez
je krev, v niz byly tyto dva konkrétni markery detekovany (Xiao et al., 2019). Také miize byt
problematické vyuzit miRNA u vzorki, kde se misi vice télnich tekutin a vice osob, coz je
velice Casté napiiklad u znésilnéni. V téchto ptipadech je lepsi vyuZzivat analyzu jaderné DNA
nebo mtDNA, kde je jednodussi tyto piivodce stopy rozlisit, zjistit jejich pomérové zastoupeni
ve smési a piipadné pfipravit testovaci vzorky se shodnym zastoupenim jednotlivych
prispévatelll (Yuan et al., 2020). U miRNA se také zkoumala stabilita vzorku po dobu jednoho
roku. Tento vzorek byl uchovavan za laboratornich podminek, tj. ve stalé vlhkosti a teploté¢ a
nebyl vystaven UV svétlu, a i pfesto vykazoval velmi podobnou expresi jako Cerstvé vzorky
(Zubakov et al., 2010). OvSem mimo laboratof pisobi na miRNA vnéjsi vlivy, a proto vzorky
casem podléhaji degradaci nebo ztrat¢ funkce (Alaeddini et al., 2010).

Stejné tak i u metylace DNA bylo detekovano 92 kandidatnich CpG mist na X
chromozomu a na 20 autosomech, krom¢ 18. a 22. chromozomu (Li et al., 2013), na néz se
muzeme pii detekci zaméfit (viz kapitolu 3.5). Standardné se na detekci metylace DNA vyuziva
metoda bisulfitové konverze. Tato metoda vyzaduje velké mnozstvi vstupniho materilu,
jelikoz béhem reakce dochazi k degradaci a fragmentaci velké ¢asti analyzované DNA, a to
z diivodu plisobeni NaHSO3, nizkého pH a vysoké teploty. Na misté ¢inu se mtize nalézt jen
malé mnozstvi biologického materidlu, které by pro bisulfitovou konverzi mohlo byt
nedostacujici. Metylace DNA slouzi jako epigeneticky marker, jenZ se v prib¢hu Zivota méni
(Xu et al., 2015), a proto jeji vyuziti ve forenznim odvétvi nekonci jen u detekce rozdila u MZ
dvojcat. Lze ji vyuzit i pro identifikaci piivodu tkané (Park et al., 2014). Metylace DNA je totiz
odlis$na pro specifické tkanég, a tudiz vhodna pro identifikaci télnich tekutin, pficemz s tkanove-
specifickymi funkcemi je spojena ptredevsim hypometylace (Lokk et al., 2014). Podobné¢ jako
u miRNA je tedy i u metylace DNA dulezité, aby biologicky material ze stopy byl porovnan se
stejnym biologickym materidlnem srovnavaciho vzorku. Pti opakujici se trestné ¢innosti osoby
je navic potieba zajistovat vzorek ke kazdému c¢inu zvlast, jelikoz je metylace DNA v Case
proménna.

Nejméné prozkoumanou metodou pro rozpoznavani MZ dvojcat jsou rozdilné imunitni
systémy. Jako prvni se fyziologickym rozdiliim imunitnich systéml mezi MZ dvojcaty, jako
potencidlnim markerem pro jejich rozpoznavani, vénovali Meng et al. (2023), kteti vSak uvadi,
ze v jejich studii byly zkoumény pouze Ctyti pary MZ dvojcat, a proto se domnivaji, Ze by
analyzou vétsitho vzorku mohlo byt objeveno vicero rozdili. Avsak i v tomto malém vzorku
byly u vSech partt MZ dvojcat objeveny rozdily v CDR3 oblasti na TCRp fetézci, z ¢ehoz pro
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forenzni identifikaci vychazi imunitni systém jako dal§i moznost pro rozliSeni MZ dvojcat
(Meng et al., 2023). Imunitni systém ma oproti epigenetickym markerdm vyhodu diky své
vysoké stabilité, kterd u jedinct zlstadva neménnad a zarucuje individualitu jedincti (Dupic et al.,
2021). Zmény v imunitnim systému jsou ovlivnény nejen faktory z vnéjsiho prostiedi, ale
stavba TCRp zavisi i na genetickych faktorech (Zvyagin et al., 2014). Rozdily v imunitnich
systémech se piimo nabizi k vyuziti identifikace MZ dvojcat, avSak tento marker potiebuje jesté

dalsi vyzkumy, aby mohl byt aplikovén i do forenzni praxe.
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5. Zavér

V ramci této bakalarské prace byly zkoumany nové moznosti pro rozpoznavani MZ dvojcat,
dekad. Tim, Ze jsou MZ dvojcata vysledkem rozdéleni jedné oplodnéné zygoty, sdili témét
totoznou genetickou informaci, ve které lze i pres urcité obtiznosti nalézt rozdily, jimiz je
mozné jedince odlisit. Markert pro rozliSeni je cela fada, avSak neexistuje Zadny univerzalni
typ markeru, ktery by byl vhodny pro vSechny ptipady. Tato bakalarska prace zkoumala bodové
mutace, variabilitu poc¢tu kopii, inaktivaci X chromozomu u MZ dvojc¢at Zenského pohlavi,
mtDNA, microRNA, metylaci DNA a rozdily v imunitnich systémech MZ dvojcat.

Pied aplikaci metody na konkrétni piipad je nutné zvazit vSechny nalezité okolnosti a
faktory, které¢ by mohly ovlivnit pribéh detekce rozliSovacich markerd. U vSech typt ptistupt
je dulezité veédét, s jakou tkani pracujeme. V nékterych pfistupech — napt. u miRNA nebo
metylace DNA — je klicové porovndvani biologického materidlu ze stopy se stejnym
biologickym materidlem srovnavaciho vzorku, poptipadé je nutné alespon porovnavat vzorky
s totoznym tkédnovym piivodem.

I ptesto, Ze jsou nékteré markery ve forenznim kontextu prozkoumany vice nez ostatni,
meéla by k nim 1 ostatnim moznym markertim stale smétovat pozornost, aby se 1épe prozkoumal
jejich potencial pro aplikaci na konkrétni forenzni piipady. Dosavadni vyzkumy se totiz
primarné soustiedily spiSe na biomedicinské odvétvi, a tak jsou tyto markery prostudovany
zejména v souvislosti s ur¢itymi poruchami ¢i chorobami. Za poslednich deset let se vSak
rozrostla Skala pouzitelnych markert, diky nimz je nyni moZzné objasnit ptipady, které byly

diive odlozeny kvili nedostatkiim tehdy dostupnych metod pro rozliSovani MZ dvojcat.
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