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Abstrakt

Identifikace osob a piibuznosti, pomoci STR (short tandem repeat) lokusi, patii
Vv soucasné dob¢ k rutinné uzivanym metodam a to nejen ve forenzni praxi. Bézné jsou
analyzovany STR na autozomech a velmi popularni je i Y chromozom, ktery ma, bez
moznosti rekombinace, velky vyznam pifedev§im v genealogii. Chromozom X byl
dosud vtomto ohledu vyuzivan nejméné, prestoze je ve specifickych ptipadech
popisngjsi nez autozomalni lokusy.

Cilem této prace je poskytnout zakladni ptehled o X STR a o metodach bézné
pouzivanych k analyze mikrosateliti S dirazem na jejich specifické chovani, pokud jsou
lokalizovany na X chromozomu a naslednych moznostech vyuziti téchto specifit

zejména ve forenzni genetice.

Kli¢ova slova

STR polymorfismus ¢ X chromozom ¢ forenzni genetika ¢ testy piibuznosti

Abstract

Personal or kinship identification by STR (short tandem repeat) loci is currently a
routinely used method, not only in forensic practise. Autosomal STRs are usually
analyzed, Y chromosome also being popular because of his great importance (especially
in genealogy) due to his recombination incapability. The X chromosome has been used
least frequently in these respect, even though in specific cases, it might be more
descriptive than autosomal loci.

The purpose of this work is to provide a basic overview of the STR sequences and
methods that are commonly used to analyze microsatellites, with emphasis on their
specific behavior (if located on the X chromosome) and the subsequent possibilities of

using these specifities especially in forensic genetics.
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1. Uvod

DNA obsahuje oblasti, které¢ jsou pro kazdého jedince unikatni stejné jako otisky prsti a
proto mize byt vyuzita k identifikaci jedinci a urCovani vztahi mezi nimi (Jeffreys,
Wilson, Thein, 1985)., a proto mize.
Individualni a skupinova identifikace osob je hlavni doménou forenzni genetiky
V pocatcich se pro forenzni analyzu vyuzivaly minisatelity, o velikosti 9 — 100 bp,
postupné je ale nahradily mikrosatelity, tedy STR o délce 2 — 6 bp. Podstatnou vyhodou
analyzy STR je rychlost, s jakou je mozné zpracovat, vétsi mnozstvi lokusti souc¢asn¢ a
dale velkd presnost a mensi naroky na objem vzorku, ktery ma byt analyzovan.
Pti feSeni slozitéjSich pfipadd se ukézalo vyhodné nespoléhat pouze na autozomy a
vyuzit k testovani i genetickou informaci ulozenou V jinych oblastech genomu. Pro
paterndlni linii Y chromozom, ktery se udrZzuje beze zmén a pouze vyjimecné dochazi
k mezigeneratnim mutacim. Obdobou Y chromozomu pro maternalni linii jsou
hypervariabilni tseky mitochondrialniho genomu. Chromozom X zistaval stranou
zdjmu, kvili svému specifickému chovani, kdy se u samic savct chové jako autozom a
u samcu jako gonozom s absenci rekombinace (Pereira, et al., 2007). V poslednich
nékolika letech zna¢né stouplo mnozstvi publikaci vénujici se tomuto tématu. Ukazuje
se, ze chromozom X muze byt velmi uziteny pii analyze komplikovanych
ptibuzenskych vztaht ¢i jako dopliujici marker pfi identifikaci jednotlivct.

V Gvodu prace se zaméfuji na vymezeni forenzni genetiky a obecnych vlastnosti
tandemovych repetic. Nasledujici kapitola poskytuje piehled metod, které jsou
Vv soucasné dobé vyuZivany forenzni genetikou a posledni tfi kapitoly shrnuji fakty o X

chromozomu jako takovém a o polymorfismu lokusli na ném leZicich.



2. Forenzni genetika

Forenzni genetiku je mozné roz€lenit do tii hlavnich odvétvi. Prvnim je
kriminalistickd genetika, ktera zkouma ptedevsim stopy ponechané na misté trestného
¢inu s cilem spojit je s pachatelem. Druhym je genctika identifika¢ni, sem spada
napfiklad urCovani identity nezndmych osob pii hromadnych neStéstich a tietim
odvétvim je genetika kognativni, kterd se zabyva ptibuzenskymi vztahy. Dal sem patii i
studovani non-huménni DNA a to nejen zvifeci, ale i rostlinné, piipadné bakterialni
(http://www.cssfg.org/cz/1111/co-je-forenzni-genetika/).

Oproti lékatské genetice se forenzni genetika zabyva nekodujicimi oblastmi genomu,
které jsou mnohem polymorfnéj$i nez oblasti kodujici (http://www.cssfg.org/cz/1113/
metody-forenzni-genetiky/). Vybiraji se takové lokusy, které jsou v populaci co
nejvariabilngj$i a tedy i nejpopisnéjsi, ale musi byt i stabilni, aby se konkrétni alely

v riznych té€lnich tkanich nelisily (Schneider, 2007).

2.1. Historie

Pted rozvojem analyz DNA byly k identifikacim vyuzivany naptiklad imunologické
metody, €ili ureni krevnich skupin, nebo metody mikroskopické, jako je porovnavéni
trichologického materidlu. Nejefektivnéjs$i se vSak ukazalo testovani nekodujicich
repetitivnich oblasti.

Prvnim kdo objevil repetitivni sekvence byl anglicky genetik Alec Jeffreys, vSiml si,
opakujiciho se vzorce a také zjistil, Ze se pocet opakovani mezi jednotlivymi lidmi lisi.
Kromé& toho také vymyslel zpisob, jak jednotlivé sekvence porovnavat (pracoval s
VNTR). Pouzival metodu znamou pod zkratkou RFLP (restriction fragment length
polymorphism), pi#i které byly k urCeni vzorce produkti RFLP pouzivany restrikéni
endonukleazy (Jeffreys, Wilson, Thein, 1985).

Pro dalsi rozvoj forenzni genetiky mélo zasadni vyznam zdokonaleni technologii,
zejména PCR (polymerase chain reaction). Metoda PCR totiz zna¢n¢ urychlila analyzu
a umoznila amplifikaci n€kolika Useki najednou. Na pielomu 20. a 21. stoleti ve
forenzni genetice pievladlo vyuZzivani STR lokusi.

Od roku 2006 je dostupny komer¢ni kit (tj. sada obsahujici chemikélie potfebné pro
amplifikaci a detekci vzorkll) analyzujici osm lokusi na X chromozomu (Hedman,
Palo, Sajantila, 2009), v soucasnosti je jiZ mozné testovani az dvanacti lokusu v jedné

reakci.



2.2. Repetitivni sekvence

Repetitivni sekvence se nachazi napii¢ celou DNA a jejich délka miize dosahovat az
tisich bazi. Nejdelsi znich se nazyvaji satelity, obvykle jsou lokalizovany
V heterochromatinu, vétSinou v oblasti centromer.

Kratsi jsou minisatelity nebo téZ VNTR (variable number of tandem repeat), s délkou
repetice 9 — 100 bazi. V genomu jsou vice rozprostiené, ale najdeme je piedevs$im
Vv okoli telomer.

Mikrosatelity, STRs (short tandem repeats), piipadné¢ SSRs (simple sequence repeats),
maji opakujici se motiv dlouhy 2 — 6 bazi, jsou roztrousené napfi¢ celym genomem,
Casto i v kodujicich oblastech (Pena, et al., 1993). Jednotlivé lokusy jsou silné
polymorfni, proto se ukazaly byt velmi uzite¢né pfi identifikaci osob. Mikrosatelity
zaujimaji az 3% lidského genomu, v lidském genomu je jich vic nez milion (Chen, et
al., 2009) a na chromozomu X je mizeme najit po kazdych 300 — 500 bp (Alford, et al.,
1994).

2.3. Polymorfismus a jeho typy

Polymorfismus ¢ili variabilita, je existence vice nez jedné alely v populaci, at’ uz se
jedna o alelu kédujici sekvence (genu), nebo nepiepisované oblasti. Obecné zname dva
druhy polymorfismu, bud’ je to polymorfismus sekvencni, ktery vznikd substitu¢nimi
zaménami, pak se jednd o rozdilnost v pofadi nukleotidd. Druhym typem je
polymorfismus délkovy, coz je pravé piipad STR, ten vznikd zejména pii inzercich,
duplikacich, ptipadné delecich. Tento typ je charakterizovan rtiznym poctem opakovani
urc¢itého motivu (useku DNA).

Odlisnou formu alely povazujeme za polymorfismus, pokud jeji vyskyt v populaci

presahuje 1%, pokud je frekvence jejiho vyskytu nizsi, jde o mutaci.

2.4. Typy STR

Podle poctu nukleotidl, které se opakuji v fadé za sebou, rozliSujeme repetice
dinukleotidové,  trinukleotidové,  tetranukleotidové,  pentanukleotidové  nebo
hexanukleotidové. Pii  genetickych analyzach jsou nejvyuzivanéjSim typem
tetranukleotidy. Pfi praci s nimi se totiz omezuje na minimum mnozstvi artefaktd,
zpusobenych zejména prokluzovanim polymerazy, navic penta- a hexanukleotidy jsou
Vv populaci méné¢ Casté (Lygo, et al., 1994). Dalsi typ déleni STR vy¢lenuje tyto skupiny:

jednoduché repetice, ty obsahuji jednotky o stejné délce a sekvenci, sloZzené repetice



sestavaji ze dvou nebo vice sousedicich jednoduchych repetic a komplexni repetice,
které jsou tvoreny né€kolika bloky o variabilni délce (Urquhart, et al., 1994). Posledni
jmenované nejsou piili§ vyuzivané, prace s nimi je obtiznd kvili jejich nesnadnému
rozliSeni. Poslednim specifickym typem jsou mikrovarianty, coz jsou alely, které
obsahuji nekompletni repetici. Vznikaji predevsim vlivem deleci, inzerci ptipadné
nukleotidovych zamén. Problém s jejich vyhodnocovanim je, Ze nemaji mezi standardy
zddnou odpovidajici alelu. Takova alela se pak urcuje podle relativni blizkosti
K ostatnim, ndm znamym alelam (Crouse, et al. 1999). Cast&ji se vyskytuji u

heterozygoti, kde je pak jedna alela ,,normalni* a druha mikrovariantni.

2.5. Vyhody STR

Minisatelity jsou sice vysoce polymorfni, ale jejich zpracovani vyZzaduje velké
mnozstvi DNA vysoké kvality a vyuziti techniky ,,Southern blotting“. Ve vysledku je
je rychla, velmi presnd a k obdrzeni vysledkd staci malé mnozstvi DNA. Diky jejich
kratké délce je mozné vyuZit i ¢astecné degradovanou DNA a multiplexni PCR. DalSim
kladem testovani STR je moznost automatizace vétSiny procest (viz. kapitola 3.)
(Alford, et al., 1994). Schopnost identifikace jednotlivych STR zalezi na jejich

polymorfismu v populaci a na tom, kolik je jich najednou testovano.

3. Metodiky vyuZivané ve forenzni genetice

3.1. Extrakce DNA

Pti izolovani DNA z biologického materidlu nesmi dojit k degradaci a musi se
odstranit inhibitory PCR a kontamina¢ni latky (hemoglobin, indigo z dzinoviny,
necistoty z prostiedi...) (Larkin, Harbison, 1997). Degradace probihd po smrti buriky,
kdy je DNA rozkladdna nukleazami, vyznamné jsou i okolni podminky jako vlhkost,
teplo, ale 1 bakterie nebo houby. Inhibitory se navazi do aktivniho mista polymerazy,
ktera pak nemulze spravné fungovat. Je tfeba zabranit 1 UV zafeni, vlivem néhozZ se na
DNA vytvati tymidinové dimery, které zabrafnuji pohybu polymerazy po vldknu DNA.
Inhibitory mohou ptisobit jak na funkci polymerdzy tak na samotnou lyzi bunky.
Odstranit je Ize nékolika zpiisoby, bud’ natedit vzorek a s nim 1 inhibitor, nebo pfidanim

ruznych latek jako jsou albumin nebo betadin, pfipadné precisténim pies membranu.



Nejvyuzivangjsi metody pro izolaci DNA jsou izolace pomoci chelexu, FTA karet,
nebo adsorpci na kfemicité partikule/kfemicitou membranu. Diive hojné vyuzivanou
byla i fenol-chloroformova extrakce, od které se dnes upousti.

Kazda z téchto metod ma své vyhody a nevyhody, nelze tict, ktera z nich je nejlepsi.
Volba se musi fidit konkrétnimi podminkami — zejména stavem vzorku a mnozstvim

DNA.

Fenol-chloroformova extrakce

Ke vzorku se piida SDS (dodecylsiran sodny) a proteinaza K, EDTA (kyselina
ethylediamintetraoctova) a DTT (dithiothreitol), tyto latky rozbiji buné¢né membrany a
proteiny chranici DNA, nésledné se pfida smés fenolu a chloroformu, kterd oddéli
proteiny od DNA. Pii centrifugaci pak klesnou proteiny ke dnu zkumavky, zatimco
DNA zlstava ve vodné fazi, odkud se odebird. Nasledné¢ se DNA zkoncentruje
alkoholovou precipitaci.

Pro dokonalé odstranéni proteintl je tfeba proces opakovat, coZz znamena velké riziko
kontaminace béhem pienosu mezi zkumavkami.

Upravenou verzi tohoto postupu je diferencidlni extrakce, ktera se pouziva
k oddéleni epitelialnich a spermatickych bunék. Ke vzorku se nejdiive ptida smés latek
bez DTT, coz staci k ,,rozbiti* epitelidlnich bunék, po centrifugaci se odebere uvolnéna
DNA a teprve potom je pfidana smés obsahujici DTT, ktera rozrusi i buiiky spermatické

ze kterych se uvolni DNA (Kdchl, Niederstdtter, Parson, 2005).

Izolace chelexem

Princip této metody vyuziva funkce chelatacnich cinidel, tj. latek, které vyvazuji
kovové ionty. V tomto ptipadé jsou vyvazovany hotfecnaté ionty, které jsou nezbytné
k fungovani nukledz. Bez hoi¢iku nefunguji nukleazy a DNA neni rozkladana.
V prvnim kroku jsou vzorky promyty, aby se odstranili pfipadné inhibitory PCR (napf.
hem), pak jsou pridany do 5% roztoku chelexu a teplota je zvySena na bod varu. Varem
denaturuji proteiny a DNA je uvolnéna z buiikky. Nakonec se vzorky centrifuguji,
ssDNA je pfitomna v supernatantu a muze byt odebrana k dalSim krokiim analyzy.
Tento postup se ukdzal byt ucinnéjsi nez fenol-chloroformova extrakce, navic je postup
pomérné¢ nenaro¢ny, coZz s sebou nese mens$i riziko kontaminace (Walsh, Metzger,

Hiquchi, 1991).
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FTA karty

FTA karta je absorpéni papir na bazi celuldzy, ktery je napustén smési chemikalii,
ktera zlyzuje buiiky a denaturuje proteiny, navic predchéazi bakterialnim kontaminacim a
chrani pted UV zafenim (Borman, Fraser, 2010). DNA je stabilizovana a na tomto
médiu pfi pokojové teploté vydrzi i n€kolik let. Pfi izolaci se na néj képne krev, ktera se
nechd zaschnout, bunky lyzuji a DNA je imobilizovana. Pro nasledné namnozeni DNA
staci vlozit vysek karty pfimo do PCR reakéni smési. Velkou vyhodou je, ze vzorky
nepotiebuji zaddné zvlastni podminky pro skladovéani a zabiraji malo mista. V mnoha
zemich jsou FTA karty vyuzivané k odbéru a skladovani bukalnich stéri (de Vargas
Wolfgramm, et al. 2009).

Adsorpce na kiemenné partikule/kfemennou membranu

V dnesni dob¢ je adsorpce na kifemenné partikule pfip. kfemennou membranu tou
nejvyuzivanéj$i metodou extrakce DNA ve forenznich laboratofich, protoze jde o
rychlou a citlivou metodu. DNA se v pufru o vysoké koncentraci soli navaze na
membranu/partikule, necistoty jsou odmyty a néasledné je DNA vymyta pufrem s nizsi
koncentraci soli, piipadn¢ vodou (http://www.giagen.com/products/dnacleanup/

gelpcrsicleanupsystems/giaquick96pcrpurificationkit.aspx#Tabs=t1).

Existuje fada dalSich postupti, které byly UspéSné odzkouseny, Ctyii vySe uvedené,

patii mezi nejCastéji vyuzivané.

3.2. Kvantifikace

Kvantifikace ¢ili uréeni vychoziho mnozstvi DNA je velmi dileZity krok pfi
zpracovani forenznich vzorkl. Znalost mnozstvi templatové DNA umoziuje spravné
nastaveni PCR reakce a dosazeni optimalnich vysledka (Nielsen, et al., 2008).

Obecné se Casto vyuzivaji metody jako je Slot blot/dot blot kvantifikace s nanasenim
vzorku na nylonovou membranu (Walsh, Varlao, Reynold, 1992), Aluguant human
DNA quantitation system vyuzivajici luciferin (Mandrekar, et al., 2001) nebo
PicoGreen microtiter plate assay s dsDNA specifickou barvou (Singer, et al., 1997).
Ovsem pro forenzni genetiku, ktera bézné pracuje s mnozstvimi DNA, ktera se pohybuji
v fadech pikogrami, jsou tyto metody malo citlivé a rutinn€¢ uzivanou metodou je

prakticky jen real time PCR.
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Real time PCR

Na rozdil od klasického PCR (viz. podkapitola 3.3) je tato metoda obohacena o moznost
priabézného sledovani nartstani mnozstvi kopii templatu béhem jednotlivych cykla. Je
nutna pfitomnost fluorescen¢nich sond, které se vazi na syntetizovanou DNA. Urovei
zareni pak odpovida mnozstvi nasyntetizované DNA (Heid, et al., 1996). Pouzivaji se
rizné typy sond. Jednim typem jsou nespecifické, které se vazi na jakoukoli
dvouvlaknovou DNA, zastupcem této skupiny je barva SYBR-Green. Nespecifické
znaCeni je levngjSi, ale protoze se vaze na kazdou dvouvldknovou DNA, miize
poskytovat nepiesné vysledky, vlivem kontaminaci
(http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home/applications-technologies/real-
time-pcr/absolute-vs-relative-quantitation.html?ICID=EDI-Lrn3).

Specifické sondy se vazi do urcitého mista, musi byt tedy designovany tak, aby byly
komplementarni, coz zvySuje jejich cenu. Specifické sondy mohou byt hydrolyzaéni,
pak nesou na svém konci fluorescencni barvivo = fluorofor a ,,zhase¢®, ktery pokud se
naléza v blizkosti fluoroforu pohlcuje jeho emitované zafeni. Jakmile na vlakno nasedne
Taq polymeraza postupné sondu odchlipuje od DNA, az se rozlomi, fluorofor se vzdali
od zhasece a je zaznamenan narust fluorescence (Wittwer, et al., 2001). Piikladem muize
byt sonda typu Tag Man. Dalsim typem jsou sondy hybridizacni. Pak se vyuzivaji dva
oligonukleotidy, které se vazi na DNA tésné¢ vedle sebe a mezi donorovou a
akceptorovou barvou dochézi k pfenosu energie a vyzareni svétla. Jakmile jsou od sebe
oligonukleotidy odd¢€leny, nedochézi k pifenosu a donorova barva vyzatuje svétlo o jiné
vinové délce (van der Velden, et al., 2003). Ke kitim jsou nyni pfidavané vnitini
pozitivni kontroly, které odhali ptipadné chyby v postupu, nebo piitomnost inhibitorti

polymerdzy ve vzorku DNA.

3.3. Amplifikace - PCR (Polymerase chain reaction)

Pii amplifikaci dochdzi ke zmnoZeni sledovanych usekii DNA, coZ je zejména
v kriminalistice, kde mohou byt nalézana jen nepatrna mnozstvi biologického materialu,
zcela zasadni. Jeji vyhodou je rychlost a staci jen maly objem vzorku i ne pfili§ vysoké
kvality. OvSem 1 PCR ma své hranice, pfiliS malé mnozstvi DNA mulZe vést
k nepfesnostem pii vyhodnocovani (viz. podkapitola 3.5.). Podminkou prob&hnuti
reakce je znalost okolni sekvence tusekl, které chceme namnozit, aby mohly byt

ptipraveny odpovidajici primery (Zietkiewitsz, Rafalski, Labuda, 1994).
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PCR sestava z vice nez tficeti cykll, pticemz kazdy cyklus obsahuje tfi dil¢i kroky.
Nejdiive jsou vzorky zahiaté na teplotu 92-96°C, ¢imz se DNA denaturuje, nasledné
dochazi k navazani primerd na cilové sekvence (pii teploté 45-65°C) a nakonec jsou
nukleotidové fetézce prodluzovany ptisobenim polymerazy (pii teploté 72°C). PCR

reakce obsahuje templatovou DNA, tedy vzorek ktery chceme namnozit, 2 primery,
deoxytrinukleotidy (dNTP), DNA polymerazu a pufr s obsahem hofecnatych iontd,
které jsou nezbytné pro funkci polymerazy.

Metoda PCR je Siroce vyuzivand (kriminalistika, 1ékafskd diagnostika, genové
inzenyrstvi, molekularni fylogenetika...), aby co nejlépe spliovala potieby jednotlivych
aplikaci, dockala se mnoha modifikaci. Ve forenzni genetice se b&ézn¢ uziva hot start
PCR, kdy k aktivaci polymerazy dochazi po zvyseni teploty (Paul, Shum, Le, 2010).
Dalsimi modifikacemi jsou real time PCR (viz. podkapitola 3.2.) a multiplex PCR, i u

téchto postupl se pouziva hot start polymeraza.

Multiplexni PCR

Pokud je vjedné PCR najednou namnozeno vice cilovych produktd, hovofime o
multiplexni PCR. Nejproblemati¢téjsi je zvolit vhodné primery, musi totiz mit stejnou
teplotu tani, byt specifické k cilovym sekvencim, ale nesmi parovat mezi sebou. Navic
sekvence, ke kterym primery nasedaji, musi byt konzervativni, aby mutace nezabranily
navazani primeru k DNA. Designovani primera provadi pocitaCové softwary
(Henegariu, et al., 1997).

Zaroven s PCR probéhne i1 znaceni vzorkl, které se provadi pomoci fluorescencnich
barviv, které jsou pripojené K jednotlivym primeram. Takto znaené primery jsou drazsi
(Schuelke, 2000), ale pii multiplexni PCR nelze pouzit znaceni jednotlivych dNTPs,
protoze by od sebe nebylo mozné rozlisit alely jednotlivych lokust.

Ve zmilované vyhod¢, Ze k provedeni PCR staci jen malé mnozstvi DNA, se skryva
1 nevyhoda — velmi snadno se projevi jakékoli kontaminace. Ke kontaminaci mize dojit
mezi jednotlivymi vzorky, od laboratorniho pracovnika, z predchozi PCR a v piipadé
kriminalnich ¢inti je mozna kontaminace z mista ¢inu. Kontaminaci z prostredi ovlivnit
nelze, ale v dalsich pfipadech je prevenci prace v rukavicich, plastich a s rouskami,
¢isténi pracovnich ploch pomoci UV, jednordzovy materidl (zkumavky) a oddéleny
prostor pro vzorky pfed a po PCR. Kromé samotného vzorku je provadéna i PCR

standardli, neboli kontrol, pro provéreni optimalnosti podminek, za kterych reakce
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probiha a spravného laboratorniho postupu. Negativni kontrola zarucuje, ze zddna ze
slozek nebyla v prib¢hu analyzy kontaminovéana jinou DNA. Ve smési pro reakci je
templatova DNA nahrazena vodou nebo pufrem, takze pokud nedojde ke kontaminaci
v prub¢hu PCR, nebude detekovan zadny amplifikacni produkt. Pozitivni kontrola ovéfi
pfitomnost a spravného fungovani vsech slozek (jako templat se pouziva dobie
zachovand DNA o znamé sekvenci). Pro vylouceni kontaminace pracovniky laboratote
jsou genetické profily vSech, ktefi mohou pfijit se vzorky do styku, k dispozici pro
porovnani (Lygo, et al., 1994).

3.4. Elektroforéza

Elektroforetické metody slouzi k rozliSeni alel podle jejich velikosti. Provadi se bud’
kapilarni elektroforéza, nebo elektroforéza na gelu. Zakladnim principem fungovéni
elektroforézy je pohyb zaporn€ nabit¢é DNA v elektrickém poli ve sméru od zdporného
ke kladnému naboji. Tento zaporny naboj udili DNA jeji fosfatové skupiny.

Gelova elektroforéza probihd na platku agar6zového nebo polyakryamidového gelu,
pficemz elektroforéza na agaru slouzi k rozliSeni vétSich molekul, minimem je 500 bazi
(Voytas, 2001), polyakrylamidovy gel ma schopnost rozlisit mensi molekuly, do 10 bp
(Maniatis, Jeffrey,van deSade, 1975).

Kapilarni elektroforéza

Tenka kapilara (v priméru 50-100 ym) je naplnéna viskéoznim polymerem, ktery
vede proud. Oba konce kapilary jsou ponoiené do nadob s pufrem, spolecné
s elektrodami. Pied zahdjenim prace se kapildra ponofi do vzorku, do jejiho konce
vnikne malé mnozstvi kapaliny, a pak je ponofena zpatky do pufru. Pfi prichod
elektrického proudu se vzorky v kapilafe pohybuji, obdobné¢ jako u gelové
elektroforézy. V urcitém misté¢ kapilara prochédzi detektorem, ktery zaznamendva
fluorescenci. Pfi prichodu zna¢en¢ho PCR produktu se zméni signal z detektoru, ktery
pocitac¢ vyhodnoti jako pik. Cely tento proces je automatizovan. Do kazdého vzorku je
ptidavan vnitini standard (size standard) se znamymi délkami fragmentd. Spolu
S testovanymi vzorky se musi vyhodnocovat i zndmy vzorek, tzv. alelicky zebitik (allelic
ladder), jedna se o smés znamych alel, které se vyuzivaji pii identifikaci alel neznamych
(Fujii, et al., 2004).

Tato metoda je mnohem rychlejsi a presnéjsi, vysledky jsou rovnou zpracovavany

pocitacem. Nevyhoda spociva v jeji vyssi cené (Drossman, et al. 1990).
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Vyhodnocovani vysledkid elektroforézy se provadi na zakladé intenzity
fluorescenniho signdlu a okamziku projiti detektorem v pfipadé kapilarni

elektroforézy, v piipadé gelové podle polohy prouzku na gelu.
3.5. Mozné problémy pii vyhodnocovéni vzorku

Stutter efekt

Stutter pik je definovan jako produkt o jednu repetici kratsi nez je alela, se kterou je
asociovan. Jeho vznik je zpuisoben sklouznutim polymerazy (Gill, Sparkes, Kimpton,
1997). RozliSovani stutter piku od normalniho muze byt problematické zejména u
smiSenych vzorkd, v tvahu se bere procentualni vyskyt stutterd (Chen, et al., 2008).
Ten je pro kazdy lokus jiny, ale obecné je jejich nejmensi vyskyt u tetranukleotidu,

proto jsou také vyuzivany nejvic.

Netemplatova adice

Taq polymeréza casto na konec produktu ptida baze nezavisle na templatu, nejcastéji
to byva adenosin. Tim vznikne produkt o néco delsi nez ostatni. Je zadouci, aby byly
produkty sjednocené bud’ ve formé A+ nebo A- (tedy bez netemplatového prodlouzeni),
aby pocita¢ vyhodnotil vysledky spravné (Brownstein, Carpten, Smith, 1996). Pro
ziskani vSech produkt v neprodlouzené formé se napiiklad pouziva specidlni
polymeraza, nebo se piebyvajici badze odstrani enzymaticky. VétSinou je preferovano
pievedeni vSech produktii na A+ pomoci prodlouzeni posledniho cyklu PCR (Kondo, et
al., 2000).

LAllele drop out®, ,,null allele«

K alelickému drop outu dochazi pfedevsim pii analyzovani malého mnozstvi DNA.
Jedna ndhodna alela neni amplifikovana a to vede ve vysledku k faleSnému urceni
homozygota, ac je spravné profil heterozygotni (Alonso, et al., 2003). Pravdépodobnost
vyskytu tohoto jevu je téméf nulovd u dobie zachovanych vzork v dostatecném
mnozstvi (Tvedebrink, et al., 2009).

K jevu znamému jako ,,null allele* dojde, pokud je v oblasti primeru ptitomna néjaka
mutace, primer tedy nenasedne a alela se nenamnozi. Ve vysledku se mize projevit
stejné jako ,,drop out. Cetnost ,,null allele* se na tirovni populaénich dat po¢ita na
zakladé mensi frekvence heterozygotl, nez by odpovidalo Hardy-Weinbergoveé

rovnovaze (van Oosterhout, et al., 2004).
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4. X chromozom

Chromozom X je gonozomem, ¢ili chromozomem pohlavnim. U ¢lovéka obsahuje
I155Mbp a koduje 1669 gena  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.
cgi?taxid=9606&chr=X). Spole¢né se svym protéjskem, chromozomem Y, tvofi 23. par
lidskych chromozomi, ktery na rozdil od zbyvajicich 22 part neni homologni.

Chromozom Y je velky pouze 59 Mbp a kbéduje 426 geni
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/projects/mapview/maps.cgi?taxid=9606 &chr=Y).

Lisi se tedy nejen velikosti, ale i obsahem genti a morfologii.

4.1. Dédicnost X chromozomu

Pro zplisob pfenosu chromozomu X do dalSi generace je zcela zdsadni fakt, ze se
vyskytuje nerovnomérné u obou pohlavi. Zatimco u Zen jsou v paru dva chromozomy
X, u muzi je pouze jeden, ktery paruje s Y chromozomem. Tento stav, kdy Kk sob¢
chromozom nema homologni proté&jsek, se oznaduje jako hemizygotni. Zena proto vzdy
se stejnou pravdépodobnosti preda svym potomkiim jeden z X chromozomu, muz pieda
svym dceram X chromozom vzdy, synum nikdy. Toto schéma, bylo vypozorovano v 18.
stoleti na zaklad¢ prenost riznych druhti hemofilii (Ross, et al., 2005).

Vyznam téchto principt je uveden u jednotlivych podkapitol (viz. podkapitoly 4.4.,
45.,5.3)).

4.2. Parovani s Y chromozomem

Vzhledem k rozdilnosti pohlavnich chromozomu se vyvinuly mechanismy, které tyto
odli$nosti kompenzuji. Problém nastava uz v meidze, kdy spolu nemohou parovat celou
svou délkou jako ostatni chromozomy. K parovani dochazi pouze ve dvou tzv.
pseudoautozomalnich oblastech, které jsou tedy jedinymi tiseky, ve kterych mize dojit
k rekombinaci. PAR 1 se nachazi na koncich kratkého raménka chromozomu, obsahuje
24 gent a pies 2,6 Mbp (Ross, et al., 2005), PAR 2 na konci dlouhého raménka je velka
pouze 320 kb a na rozdil od PAR 1 zde dochazi k rekombinaci jen vyjimecné. Pro
spravny pribéh meidzy Cili i pro zajisténi plodnosti je limitujici parovani v oblasti
PAR1, PAR2 neni nezbytné nutna (Charchar, et al., 2003). Chyba v parovani znamena
nespravnou orientaci na dé¢licim vieténku, coz v disledku vede kaneuploidii ¢i

polyploidii  jako je Turneriv nebo Klinefelteriv syndrom. Ackoli jsou
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pseudoautozomalni oblasti ve srovnani se spojenim autozomil malé, selze jejich

propojeni jen malo kdy. (Kauppi, et al., 2011).

4.3. Vyvoj X chromozomu

Pohlavni chromozomy se vyvinuly z paru autozomu. Kromé pseudoautosomalnich
oblastni zistalo gonozomim jen velmi mélo shodnych oblasti. Rozdilnost mezi
chromozomy, se méfi na zakladé miry odlisnosti sekvence DNA, na kterych je stale
patrna homologie. Na X chromozomu jsou soustiedény piedevs§im na kratkém raménku.
Cim delsi je doba, po kterou v jednotlivych oblastech nedochazelo k rekombinaci, tim
zakladnich krocich, pfi¢emz po kazdé zméné piestalo dochazet k rekombinaci v dané
oblasti. K prvnim zménam, které vyustily v jejich soucasnou podobu, doslo
pravdépodobné kolem odd¢leni sav¢i a ptaci linie (Lahn, Page, 1999), pted 350 miliony
let (Rosser, Balesque, Jobling, 2009). Tvrzeni, ze se pohlavni chromozomy vyvinuly
Z autozomu potvrzuje i fakt, Ze nejsou homologni s pta¢imi pohlavnimi chromozomy

ZW. Chromozom X odpovida pta¢im chromozomim 1 a 4 (Graves, Gécz, Hameister,

2002).

4.4. Inaktivace X chromozomu

Kromé specifického parovani pres pseudoautozomalni oblasti je inaktivace nahodného
X chromozomu samic placentdlnich savcll dalSich mechanismem, ktery kompenzuje
rozdilnosti mezi pohlavnimi chromozomy. Nepatrny genovy obsah chromozomu Y by
vedl k vyrazné nerovnovaze mezi pohlavimi, ¢emuz predchazi pravé proces inaktivace,
kdy je jeden z X chromozomi utlumen. Neaktivni chromozom je u lidi patrny ve
svételném mikroskopu jako Barrovo télisko.

Inaktivace probihd v raném embryondlnim vyvoji a nasledné se pfenaSi do vSech
somatickych bunék (Deakin, et al., 2009). Utlumen je nahodné vybrany chromozom,
poté co je aktivovan gen Xist (X-inactive specific transcript). Jeho produktem je RNA,
ktera obali X chromozom v poloze cis, tedy ten, z n¢hoz byla RNA piepsana. Nasleduji
dalsi modifikace, jako je metylace, které inaktivaci stabilizuji (Barakat, et al., 2011).

Piesto inaktivace neznamena, Ze se odml¢i Uplné vSechny geny. U zen bylo
pozorovano 15% geni z celkového genového obsahu na X, které inaktivaci unikaji
vzdy, navic u nékterych Zen nebylo uml€eno dalSich 10%. Patii sem nckolik geni,

které maji homology na Y chromozomu, jinak by inaktivace postrddala svlij balan¢ni
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smysl, a nékteré dalsi. Vliv téchto genli se da dobie pozorovat na lidech s monosomii X
— Turnerovym syndromem. Inaktivace mé svlj vyznam i v téchto nefyziologickych
stavech, kdy zajistuje zivotaschopnost jedince s polysomii nebo monosomii X, coz je

jedina monosomie, ktera je vitalni. (Park, Carrel, Makova, 2010).

4.5. Genovy obsah X chromozomu

Chromozom X je obecné bohaty na geny souvisejici s uréenim pohlavi a reprodukci
a nejedna se pouze o Zenskou plodnost. Jednim z genu, lezicich na X chromozomu
zodpovidajicim za muzskou plodnost je napiiklad gen DAX 1 (Vaiman, 2002). Dalsi
geny ovliviuji inteligenci (bylo popsano 202 mentalnich retardaci vazanych na X,
pticemz 136 z nich je syndromatickych) piikladem muze byt FMR1 (viz. podkapitola
4.6.), piipadné maji vliv na vyvoj jedince, bun&nou signalizaci ¢i intracelularni
transport, jako je gen WAS zodpovédny za zprostiedkovani regulace aktinového
cytoskeletu (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/300392). Kromé& genii piepisovanych
do formy proteint, lezi na X chromozomu i geny kodujici regulacni RNA (Graves,
Gécz, Hameister, 2002).

I pfes tyto velmi zasadni funkce obsahuje jen asi 4% lidského genomu a hustota jeho
gent je velmi nizka. Tento jev ma nékolik alternativnich vysvétleni. Je mozné, ze byl
nizky genovy obsah uz na plivodnich autozomech, svou roli mohou hrét i jiz zminéné
regulatni RNA a pfitomnost velkych gend, véetné lidského nejvétsiho genu pro
dystrofin (2,4 Mbp (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1756)) (Ross, et al., 2005).

Hemizygotni sestava u muzi ma velky vyznam pro slozeni genti na X chromozomu,
pusobi zde totiz mnohem vétsi selekéni tlak, protoZe se projevi kazda, i recesivni, alela.
Neexistuje tedy muz, ktery by mél heterozygotni sestavu, tudiz, bude — li se jednat
o chorobu, budou pouze muzi zdravi nebo nemocni, nebudou zadni prenaSeci. Negativni
mutace je potom rychle z populace odstranéna a pozitivni se rozsiti. Toto neplati pro
zeny, které i pres inaktivaci stdle maji cca 50% somatickych bunék, ve kterych je
funkéni zdrava alela a projev recesivni je potlacen (Puck, Willard, 1998).

Tento selek¢ni tlak ovSem neni zaméfeny pouze na mutace, predpoklada se, ze
stejnym principem z X chromozomu vymizely tumorsupresorové a proonkogenni geny
(pfipadné na chromozomu ziistaly bez zminénych funkci), které by byly v hemizygotni
sestavé pro svého nositele letdlni (Graves, Gécz, Hameister, 2002) a nejspi§ byl X
chromozom touto cestou ochuzen o n¢které geny, u kterych se ukdzalo nezbytné byt

v paru (Ross, et al., 2005).
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4.6. Patologie spojené s X chromozomem, Syndrom fragilniho X
(FRAXA)

K chromozomu X se vaze velké mnozstvi chorob, vétSinou se jednd o choroby
recesivni, jako jsou kombinované imunodeficience, muskularni dystrofie atp.
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/omim), na které je vyvijen men$i selekéni tlak (viz
podkapitola 1.4), piikladem dominantni choroby je incontinentia pigmenti
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/308300).

Tandemové repetice a choroby vazané na X chromozom spojuje piedevsim syndrom
fragilntho X chromozomu. Je to nejbézn€jsi dédicna mentalni porucha s vyskytem
jednoho pfipadu na 2000-6000 zivé narozenych (Cohen, et al., 2011). Je zpusobena
expanzi repetic CGG v genu FMRI1 (fragile X mental retardation 1). Nemoc se projevi,
pokud mnozstvi repetic piesdhne 200. Dédi se v podobé premutace, kdy se pocet
opakovani pohybuje mezi 55-200, pfenaSeckou je vétSinou matka (Erickson, et al.,
2011). Zmnozeni tripletd zpisobi metylaci CpG ostrivkl a nasledné dojde k inhibici
exprese FMR1 genu. U zdravych jedincti se pocet opakovani pohybuje v rozmezi 3 —
55, kde jsou navic vlozené AGG triplety (Renciuk, Kypr, Vorlickova, 2010).

Stejné jako u ostatnich X-vazanych chorob jsou i zde projevy hor$i u muzi. Typicky
se jedna o chovani podobné autismu, problémy s vyjadiovanim a pracovni paméti, mize

se objevit agresivni nebo sebedestruktivni chovani (Erickson, et al., 2011).

5. Polymorfismus STR lokusii na X chromozomu

STR lokusy na X chromozomu jsou dosud v porovnani slokusy na ostatnich
chromozomech malo vyuzivany. Vyjimku tvoii chromozom Y, ktery sice neni vyuzivan
do takové miry jako autozomy, ale pfesto je pouzivanéj$i nez X chromozom (Hedman,
Palo, Sajantila, 2009). Uplatiuji se zejména pti identifikaci osob ¢i pfibuznosti, ale také

v 1ékarské diagnostice (Hammond, et al., 1994).

5.1. Nomenklatura

Jednotna nomenklatura lokusi je nezbytna pro vzajemné porozuméni pii predavani
informaci mezi jednotlivymi laboratofemi, pfipadné u soudnich sport (Urquhart, et al.,
1994).
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V piipadé nazvu lokusi, jako je DXS... znaci pismeno D, Ze se dana oblast nachazi
na DNA, X =na X chromozomu, S = single copy sequence a ¢islo, které nasleduje, tika,
kolikaty byl dany lokus objeven a popsan na konkrétnim chromozomu (Butler, 2005).

Nazev konkrétni repetice zalezi na jeji struktufe a po¢tu opakovani. Jako vlékno,
Z n&jz je repetice urCovana, se vybird vldkno kodujici. Pokud se jednd o STR, lezici
mimo kodujici oblast pouziva se nazev, ktery byl publikovan, pfipadné ulozen do
databaze jako prvni. Toto pravidlo plati, i pokud je pro jeden lokus pouzivano vic
riznych oznaceni. Motiv se voli od 5konce a je to prvni mozny (Bdrr, et al., 1997). V
oznaceni je dal jeste pocet kompletnich opakovani a za teCkou je uveden pocet
nukleotidi v netiplné repetici, pokud se takova repetice vyskytuje (Urquhart, et al.,
1994).

I pfes tato opatieni nomenklatura stile neni dofeSend a mnohdy je problematické
alelu oznacit. Zejména se jedna o pripady, kdy je mezi opakujici se useky vlozen jiny,

s neékterym odliSnym nukleotidem (Gomes, et al., 2009).

5.2. Vazebné skupiny na X chromozomu

Vzhledem k tomu, Ze jsou testované lokusy na jednom chromozomu, mohou byt ve
vazbé a dédit se jako haplotypy. Jinymi slovy jako urcity komplex alel, ktery je
prenasen spole¢né. Na chromozomu X jsou urceny 4 takové oblasti, konkrétné Xp 22.2,
Xq 12, Xq 26 a Xq 28, oblasti se ale jako celky dédi nezavisle, tedy dochdzi mezi nimi
k rekombinaci (Tillmar, et al., 2008). Vyjimka nastava pii pfenosu z otce na dceru, kdy
se X chromozom dédi jako haplotyp cely (Szibor, et al., 2005). Jedinym vyjimeénym
pfipadem, je genetické onemocnéni znamé jako Klinefelteriv syndrom, kdy ma muz v
genomu jednu kopii chromozomu Y a dvé kopie chromozomu X. Pak mize dochazet
k rekombinaci mezi haplotypovymi skupinami.

Sila vazby je udavéna v centiMorganech (cM) a zpravidla 1Mb odpovida 1cM neboli
1 rekombina¢ni udalosti na 100 meioz (Szibor, et al., 2003). Vlivem toho jsou alely
V populaci ve vazebné nerovnovaze, coz prakticky znamend, Ze pocet pozorovanych
haplotypt je mensi nez teoreticky mozny pocet kombinaci. A¢ je kombinaci méné, jsou
haplotypy uzite¢né, protoze vétSina z nich se v populaci vyskytuje jen s velmi malou
frekvenci. Pfi posuzovani pfibuznosti musi byt haplotyp brany jako celek, tedy nesmi
byt posuzovany frekvence jednotlivych alel v populaci, ale frekvence celé¢ kombinace.
Rozdily v distribuci alel jsou mezi pfibuznymi populacemi malé (Edelmann, et al.,
2002).
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Obr. ¢. 1 RozloZeni lokusii a vazebnych skupin na X chromozomu
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5.3. Testy ptibuznosti

Urceni piibuznosti ¢i pfimo paternity je zalezitosti nejen forenzni, ale provadi se i
pro soukromé ucely. Zejména v téchto piipadech se totiz ukazuje, ze lokusy na X
chromozomu mohou byt popisnéjsi, nez lokusy autozomalni (Shin, et al., 2004).

Testy jsou zalozené na faktu, ze pokud nedojde k mutaci ma potomek vzdy jednu
alelu od otce a druhou od matky. K mutacim muze s uréitou pravdépodobnosti
dochazet, ale pravdépodobnost, ze by béhem jedné meidzy doslo ke dvéma mutacim a
teoreticky otec by se od svého potomka lisil ve dvou alelach, je velmi mala. V takovych
ptipadech se soudi, ze nejde o shodu. Obecné je mozné fici, ze i tam, kde K identifikaci
postac¢i autozomalni STR jsou X chromozomalni dobrou metodou pro odstranéni
pochybnosti. Ukazalo se totiz, ze zadména nukleotidu, zejména vlivem sklouznuti
polymerazy, je na autozomech bézny jev (Chen, et al., 2009).

V testovani pfibuznosti muze nastat nckolik situaci, v nichz se rizni dulezitost
informaci, které mizeme z X chromozomu ziskat. Pokud méme urcovat ptibuzensky
vztah a mame k dispozici celou trojici (otec, matka, dit€) pro testovani postaci
informace na autozomech (Tillmar, et al., 2008). Pokud se jedna o tzv. deficientni
ptipady, je vyhodné vyuzit i informace z X chromozomu.

Jakmile jde o situaci otec — syn, informace z X chromozomu nejsou nijak prukazné,
protoZe z otce na syna se pienasi vzdy pouze chromozom Y. Ve vztahu matka — dcera je
uzitecnost lokusii na X chromozomu srovnatelna s autozomalnimi chromozomy. Jejich
vyznam stoupa pii provéfovani vztahi otec — dcera a matka — syn. V prvnim ptipadé je
jasné, ze jeden X chromozom dcery musi odpovidat X chromozomu od otce (neni
moznost rekombinace), ve druhém je jasné, ze veskera informace na X chromozomu
pochazi od matky (Zarrabeitia, et al., 2009). Dédi¢nost spojena s X chromozomem se
vyuziva i v pfipadech, kdy je tfeba provétit vzdalenéjsi ptibuznost. Tato metoda ovSem

selze, kdyz je nékde linie pferusena vztahem otec — syn (Szibor, et al., 2005).

5.4. Forenzni praxe

Ve forenzni praxi se vyuzivaji mikrosatelity k identifikaci podezielych a obéti
hromadnych nestésti jako jsou pozary, pady letadel... Mohou byt jedinym prostfedkem,
kdyZ nejsou téla v takovém stavu, aby se daly pouzit otisky prstli nebo zubni vzorce.
Celkem je na X chromozomu 26 trinukleotidovych a 90 tetranukleotidovych repetic, ale
vyuzivano je jen 18 tetranukleotidii, 3 trinukleotidy a jedna VNTR sekvence (Butler,

2005). Obeti katastrof se urcuji obdobné jako u testti paternity srovnanim s rodinnymi
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ptislusniky, pokud nejsou k dispozici osobni véci zemielého se vzorky DNA, a potom

plati vSechny zdkonitosti uvedené vyse. Co se ty¢e identifikace podezielych na zaklade

stop, je U zen X stejné popisny jako jakykoli autozom, u muzi ma o néco nizsi

vypovidaci hodnotu, protoze maji jen jednu alelu.

V soucasnosti je pro forenzni Gcely dostupny kit Mentype Argus X-12, ktery kromé

X-chromozomalnich markerG obsahuje jest¢ marker pro amelogenin, ktery slouzi

k urceni pohlavi testované osoby (Kao, et al., 2007).

Tab. €. 1 Pirehled lokusu kitu Investigator Argus X-12

Nazev lokusu | -okalizace na Motiv Alely | Vazebnd

chromozomu skupina
Amelogenin X | Xp22.1-22.3 — — —
Amelogenin'Y Ypll.2 — — —
DXS8378 Xp22.31 [CTAT]x 7-15 1
DXS10148 Xp22.31 komplexni repetice 13.3-38.1 1

[AAGA]x GAAAG
DXS10135 Xp22.32 13-39.2 1
[GAAA]y,
DXS7132 Xqll.2 [TCTA] 8-19 2
DXS10074 Xql2 [AAGA]« 4-21 2
[AGAG]x TGAAAGAG 1415
DXS10079 Xql2 [AGAALAGAG [AGAA], 2
HPRTB Xq26.2 [AGAT]x 7-19 3
DXS10101 Xq26.2 komplexni repetice 24 — 36 3
DXS10103 Xq26.2 komplexni repetice 15-21 3
[TCCA] TCTGTCCT
DXS7423 Xq28 8-19 4
[TCCA]y

DXS10134 Xq28 komplexni repetice 28 —44.3 4
DXS10146 Xq28 komplexni repetice 24 —46.2 4

Podle: http://www.sudmed.ru/index.php?act=Attach&type=post&id=4874

Pozn.: x/y = pocet opakovani konkrétniho motivu

— = data nejsou k dispozici
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Tab. €. 2 Pirehled lokusu kitu X-STR DECAPLEX

Nizev lokusu | LoKalizace na Motiv Alely | Vazebnd
chromozomu skupina
DXS8378 Xp22.31 [CTAT]« 7-15 1
DXS7132 | Obl.centromery [TCTA] 11-17 2
DXS6789 XQg21.33 _ 14 -25
[TCCA]x TCTGTCCT
DXS7423 XQg28 8-19 4
[TCCA],
DXS9902 Xp22.2 _ 7-13 —
DXS9898 Xq21.31 [TATC], ATC[TATC], | 8.3;9-15 —
DXS6809 XQg21.33 komplexni repetice 27— 38 —
DXS7133 Xq22.3 [ATAG]y 7-14 —
GATAL172D05 XQg23 [TAGA]x 5-12 —
GATA31EO8 Xg27.1 [AGAT]« 7,8,11,12 —

Podle: http://www.gep-isfg.org/ISFG/English/Working_Commissions/Sexual _
Chromosomes /crX2009esp.php

http://www.chrx-str.org/

Pozn.: y/y = pocet opakovani konkrétniho motivu

— = data nejsou k dispozici

5.5. Konkrétni situace a vyuziti

Prvnim ptikladem muze byt deficientni ptipad, kdy mame dv¢ sestry a potencialniho

otce, jehoZ genotyp nezname. Pfesto je tato situace feSitelnd, pokud zname profil matky

tohoto muze (,,babicky* sester ve stfedu naseho zajmu). VSechny alely potencialniho

otce by m¢ly byt u babi¢ky nalezeny. Pokud navic mame k dispozic bratry ,,otce” je

piipad jesté zjednodusen. Je - li to skute¢ny otec, musi byt jeho matka heterozygotni ve

vSech alelach, kde se bratfi, véetné ,,otce®, neshoduji.

Dal§im moznym piikladem je situace, kdy jsou potencialni otcové piibuzni —

napiiklad otec a syn, pak bude mit X chromozom hlavni vyznam (Szibor, 2007).

Naopak, pokud budou bratfi, je 50% Sance, Z¢ oba dva zdédi od matky stejny

chromozom a tim padem by nebyla informace z X chromozomu uzite¢na (Silveira, et

al., 2007).
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Vhodné vyuziti je i pfi analyze zenskych vzorkl na pozadi muzské kontaminace, zde

wevr

za piedpokladu, Ze by byla Zena ve vSech lokusech homozygotni (Szibor, 2007).

5.6. Lékarska diagnostika

Po analyze STR markeri se n¢které tkdn¢ mohou jevit jako chiméry. (Chimerismus
= ptitomnost dvou geneticky odlisnych bunéénych linii v jedné tkani.) Pfiinou
takového vysledku mize byt ptitomnost nadorovych bunék (Lorenzi, et al., 2009) nebo
odmitnuti transplantatu. Onemocnéni se ale muze projevit 1 opaCnym zpusobem, u
rakovinnych bun¢k se vlivem deleci na nékterych chromozomech heterozygoti projevi
jako homozygoti. V téchto piipadech je ale vyuzivano vic rtuznych chromozomi

najednou, nejen chromozom X.

5.7. STR aidentifikace zvirat

Repetitivni sekvence byly nalezeny u vSech eukaryotnich organismi, pfi¢emz
testovani non-humanni DNA ma vyznam ptedev§im u druhti zivocicht s izkou sociélni
vazbou na ¢loveéka, které mohou byt potencialné spojeny S trestnymi ¢iny (jako psi,
kocky, dobytek).

Identifikace zvitat s sebou nese nékolik problému, které¢ u aplikace této metody na
Clovéka odpadaji. Prvnim problémem je v tomto piipadé statistické vylouceni, tedy
ureni pravdépodobnosti s jakou se Vv celé populaci vyskytuje stejna kombinace alel.
Tato pravdépodobnost se pocita z frekvenci jednotlivych alel v populaci a pravé tyto
frekvence musi byt u kazdého druhu urceny. Dalsi komplikace je s inbreednimi zvifaty,
ktera jsou obtizné&ji identifikovatelna, kvuli vysokému stupni ptibuznosti a dalsi se
zpiisoby izolace DNA, které musi byt upravovany pii praci s nékterymi tkanémi jako je
naptiklad slonovina (Cassidy, Gonzales, 2005).

| v této oblasti se X chromozomalni markery ukazuji jako vhodny doplnék k analyze
pomoci autozomi a Y chromozomu (van Asch, et al., 2010). Ovéfeni piibuznosti timto

zpiisobem miZe byt uzite¢né naptiklad pfi Slechténi.

5.8. Mutace a mutacéni rychlost

Mutace mohou mit za nasledek zaménu nukleotid, pak se jedna o substituce,
konkrétné o transice (vyména purinové baze za purin a pyrimidinové baze za pyrimidin)
nebo transverze (purin za pirimidin a naopak) nebo zménu poc¢tu opakovani (duplikace,

delece, inzerce). Hlavnim mechanizmem vzniku mutaci je zfejmé sklouznuti vldkna pfi

25



replikaci. Mutace jsou ovliviiovany délkou a strukturou konkrétniho lokusu, Castéji se
vyskytuji u delsich alel, alely s pferusenymi repeticemi jsou k mutacim méné nachylné.
Svou roli ziejme hraje 1 pohlavi a ve€k, u starSich otctli je pravdépodobnost mutace vyssi
(Brinkmann, et al., 1998).

Mutace byvaji objeveny na zaklad¢é porovnani potomka a rodi¢t, jakmile je nalezen
rozdil muze se jednat se o mutaci. Problematika mutaci je zasadni predevsim pfi
urcovani otcovstvi a pfi ur€ovani obéti hromadnych katastrof. Vlivem mutace mtze byt
identita/paternita chybné vyloucena, ale mize dochazet i k fale$né pozitivité. Pokud se
potomek lisi pouze v jednom lokusu je vhodné provést dodatecné testy s vice
testovanymi lokusy, pfipadné vyuzit pravé chromozom X, pokud byli testovany pouze
autozomy (Chen, et al., 2009).

Mutace v tandemovych repeticich jsou spojené i s nékterymi chorobami jako je vyse
popsany syndrom fragilniho X, na jinych chromozomech pak naptiklad Huntingtonova
choroba (Weber, Wong, 1993).

6. Porovnani frekvenci alel v raznych populacich

Pokud maji byt n¢které lokusy vyuzivany v kriminalistice, je tfeba dobfe znat stupen
jejich polymorfismu, rozlozeni alel v populaci a zda populace je ¢i neni v Hardy-
Weibergové rovnovaze. Pro X chromozomalni STR je tfeba znat i vazebnou situaci
(Robino, et al., 2006). Na zakladé téchto frekvenci se pocitaji hodnoty jako napiiklad
PD (power of discrimination), ktera fika do jaké miry je dana sada alel informativni.

Pro muZe se spocte jako: 1- 2] f2 | pro zeny jako: 1-2 (2] fiz) + % fi* kde f; je
frekvence i-té alely v populaci. Cim mensi tedy budou frekvence alel v populaci, tim
vetsi bude konecna hodnota — pravdépodobnost, ze je tato kombinace unikatni. Pro
paternitni spory se pocitd obdobnid hodnota MEC (mean exclusion chance), jejiz
vypoclty zalezi na tom, zda je testovan pouze otec a dcera, nebo celé trio (véetné matky),
ptipadné zda jde o test autozomalnich markert (Szibor, et al., 2003).

Jako ukazku odlisnosti frekvenci jednotlivych alel uvadim srovnani frekvenci
Vv riznych svétovych populacich pro lokusy HPRTB (Xg26.2), DXS9898 (Xq21.31)
a DXS6789 (Xq21.33). Ztabulek je jasn¢ patrné, ze mezi populacemi jsou velké
rozdily, v nékterych se vyskytuje mensi pocet alel, ¢ili jsou méné polymorfni nez

ostatni, navic frekvence jednotlivych alel velmi kolisaji.
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Tab. ¢. 3 Frekvence alel lokusu HPRTB ve svétovych populacich

Lokalita _ ) y
Uganda Kolumbie Taiwan Span¢lsko
Alela
7 0,020 — — —
10 0,157 — — —
11 — 0,0061 0,0699 —
12 0,020 0,0915 0,2918 0,1172
12.2 — — — 0,0103
13 0,255 0,2317 0,3982 0,3000
14 0,275 0,3415 0,1824 0,1517
15 0,216 0,2348 0,0456 0,0345
16 0,039 0,0762 0,0122 0,0034
17 0,020 0,0092 — —
18 — 0,0092 — —
Tab. €. 4 Frekvence alel lokusu DXS9898 ve svétovych populacich
Lokalita
Aol Uganda Kolumbie Taiwan Spanélsko
7 0,039 0,0031 — —
8.3 0,098 0,1098 0,0182 0,2966
10 0,098 0,0122 0,0030 0,0103
11 0,255 0,0732 0,0669 0,1552
12 0,235 0,3293 0,5623 0,2724
13 0,157 0,3933 0,2644 0,2034
14 0,118 0,0762 0,0790 0,0517
15 — 0,0031 0,0061 0,0103
Tab. €. S Frekvence alel lokusu DXS6789 ve svétovych populacich
Lokalita
Aldia Uganda Kolumbie Taiwan Spanélsko
14 — — 0,0061 0,0069
15 0,294 0,0366 0,1793 0,0172
16 0,078 0,1250 0,2796 0,0172
17 0,059 0,0061 0,0578 0,0034
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18 0,020 0,0031 0,0061 —

19 0,157 0,0518 0,0152 0,0345
20 0,177 0,4759 0,1854 0,3828
21 0,137 0,1768 0,1581 0,2241
22 0,159 0,0945 0,0760 0,2276
23 0,020 0,0244 0,0274 0,0724
24 — 0,0031 0,0061 0,0138
25 — 0,0031 0,0030 —

Tab. ¢. 3—5 podle: Gomes, et al., 2007; Pico, et al., 2008; Hwa, et al., 2009; Aler, et
al., 2007

7. Zavér

V poslednich dvou dekadach zaznamenava vyuziti genetiky v kriminalistice
obrovsky rozvoj. Analyza DNA je povazovéna za b&znou ve vSech typech ptipadi.
S jejich mnozstvim stoupa i pocet téch, které je obtizné fesit pouze za pomoci pivodné
vyuzivanych autozomalnich lokust. Kromé chromozomu Y a mitochondridlni DNA se
dostavaji do stfedu z4jmu 1 testy lokusi na X chromozomu. Jejich hlavni doménou je
feSeni otazek tykajicich se pfibuznosti a testy paternity v tzv. deficientnich sporech.

Jejich Sirokému vyuziti do forenzni praxe stale brani nedostatek populacnich dat,
ktera jsou nezbytna pro stanovni pravdépodobnosti vylouceni — tedy statistické
pravdépodobnosti, Ze se v populaci nachazi dalsi clovek se stejnou sestavou alel. Navic
je tfeba dobfe zmapovat vazebnou situaci na chromozomu a pravdépodobnost
rekombinaci v ramci vazebnych skupin.

Nicméné je jasné, Ze testovani X chromozomu je uziteCnou metodou, minimalné

jako podpiirna analyza k autozomalnim lokustim.
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8. Seznam zkratek

ZKkratka
bp

cM
DNA
dNTP
dsDNA
DTT
EDTA

FMR1
kb

MEC
PAR
PCR
PD
RFLP

RNA
SDS
STR
sSDNA
SSR
VNTR

Xist

Anglicky vyznam

base pair

centiMorgan

deoxyribonucleic acid
deoxyribonucleotide triphosphate
double-stranded DNA
dithiothreitol

ethylenediaminetetraacetic acid

fragile X mental retardation 1
kilo-base pair

mega-base pair

Mean exclusion chance
pseudoautozomal region
polymerase chain reaction
power of discrimination
restriction fragment length
polymorphism

ribonucleic acid

sodium dodecyl sulfate
short tandem repeat
single-stranded DNA
simple sequence repeats

variable number of tandem repeat

X-inactive specific transcript
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Cesky pieklad

nukleotidovy par

centiMorgan

kyselina deoxyribonukleova
deoxynukleotidtrifostat
dvouvldknova DNA
dithiothreitol
ethylendiamintetraoctova
kyselina

tisic nukleotidovych parii
milion nukleotidovych part
pseudoautozomalni oblast
polymerdzova fetézova reakce
polymorfismus délky restrikénich
fragmentl

kyselina ribonukleova
dodecylsiran sodny

kratka tandemova repetice
jednovldkennd DNA
jednoducha repetice

variabilni mnozstvi tandemovych
repetic
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