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PODĚKOVÁNÍ
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Stenzlovi, RNDr. Pavlu Čapkovi, Ph. D. za jejich odbornou pomoc a spolupráci při
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1.1 Historie vývoje forenzńı genetiky . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
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ABSTRAKT

V současné době prob́ıhá intenzivńı výzkum použit́ı genetických polymorfizmů pro

analýzu degradovaných vzork̊u, identifikaci a určeńı př́ıbuznosti. Daľśım výzkumným

ćılem je rozš́ı̌reńı možnost́ı forenzńı genetiky směrem k determinaci biogeografického

p̊uvodu a s ńım spojených fenotypových charakteristik, jako barva oč́ı, vlas̊u a pleti.

Prvńı část předkládané práce se zabývala zpracováńım studie založené na vyšet-

řeńı populačńıho vzorku z České republiky pomoćı sady marker̊u Investigator DIP-

plex (QIAGEN, Německo) obsahuj́ıćı 30 autozomálńıch inzerčně-delečńıch polymor-

fizmů. Diskriminačńı śıla (Power of Discrimination - PD), která udává pravděpodob-

nost, že dvě náhodně vybrané osoby nebudou mı́t stejný genotyp, pro celou sadu

dosáhla hodnoty 99,9999999999%. Tato část studie dospěla k výsledku, že uvedená

sada marker̊u je vhodná jako doplňkový panel marker̊u pro forenzńı identifikaci a

určováńı př́ıbuznosti v české populaci.

Druhá část předkládané práce představuje studii na středochorvatském po-

pulačńım vzorku pomoćı sady Mentype Argus X-8 (QIAGEN, Německo) obsahuj́ıćı 8

polymorfizmů krátkých tandemových repetic na chromozómu X (X-STR) rozdělených

do 4 vazebných skupin. PD celé sady marker̊u bylo 99,9999% u mužských vzork̊u a

99,99999999% u ženských. Tato sada marker̊u může být použita ve středo-chorvatské

populaci jako doplňuj́ıćı sada pro určeńı př́ıbuznosti a identifikaci.

Daľśı část práce byla věnována populačńı studii se sadou Decaplex X-STR obsa-

huj́ıćı 10 marker̊u X-STR, rovnoměrně lokalizovaných podél chromozómu X (kromě

páru DXS6809-DXS6789). PD celé sady dosáhla 99,999% u muž̊u a 99,9999999%

u žen. Dle výsledku této studie lze sadu Decaplex X-STR považovat za robustńı a

vhodnou pro použit́ı ve forenzńı genetice a př́ıbuzenské analýze v České republice.

Posledńı část předkládané práce se týkala výběru sady marker̊u pro určováńı

biogeografického p̊uvodu a barvy oč́ı. Výsledkem populačńı studie a statistického

modelováńı byl výběr 5 jednonukleotidových polymorfizmů: rs16891982, rs1426654,

rs7495174, rs12913832, rs916977. Přesnost predikce barvy oč́ı této sady SNP dosáhla

98,4%, biogeografický p̊uvod byl určen správně ve 100% př́ıpad̊u.

Kĺıčová slova: INDEL, X-STR, SNP, forenzńı genetika, fenotypové znaky, po-

pulačńı studie
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ABSTRACT

Nowadays intensive research is conducted for application of genetic polymorphisms

for degraded samples analysis, identification and kinship determination. Another

area of research in forensic genetics is biogeographical and phenotypic traits (eye,

hair and skin color) determination.

First part of presented work dealt with population study on the Czech popu-

lation using Investigator DIPplex (QIAGEN, Germany) marker set containing 30

autosomal insertion-deletion polymorphisms. Power of Discrimination (PD), which

is the probability of random selection of two persons with different genotypes, was

99.9999999999% for the whole marker set. This part of study concluded that ana-

lyzed marker set is suitable as an additional marker panel for identification and

kinship determination in the Czech Republic.

Second part of the presented study was devoted to population research of Cen-

tral Croatia using Mentype Argus X-8 kit (QIAGEN, Germany) containing 8 short

tandem repeat polymorhisms located on X choromosomes (X-STR) divided into 4

linkage groups. PD for the whole kit reached 99.9999% and 99.99999999% for males

and females, respectively. This kit could be used in Central Croatian population for

kinship analysis and for identification as an additional marker panel.

The next part of the presented study was the population research on the Czech

population using Decaplex X-STR kit containing 10 X-STR evenly spread across

X chromosome (except for DXS6809-DXS6789 pair). PD for the whole marker set

reached 99.999% for males and 99.9999999% for females. According to the results

of the study, Decaplex X-STR is robust kit suitable for forensic identification and

kinship analysis in the Czech Republic.

The last part of the presented study concerns the selection of marker for biogeo-

graphical ancestry and eye color determination. The population study and statistical

modeling resulted in the selection of 5 single nucleotide polymorphisms: rs16891982,

rs1426654, rs7495174, rs12913832, rs916977. Accuracy of the selected model for eye

color and biogeographical ancestry was 98.4% and 100%, respectively.

Key words: INDEL, X-STR, SNP, forensic genetics, phenotypic traits, popu-

lation study
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1 ÚVOD

1.1 Historie vývoje forenzńı genetiky

Analýza DNA vstoupila do forenzńı vědy před v́ıce než 25 lety. Zasloužil se o to

Alec Jeffreys, který zkoumal dědičnou variaci β-globinového genu u člověka pomoćı

metody RFLP (Polymorfizmus délky restrikčńıch fragment̊u - Restriction fragment-

length polymorphism). Tato metoda ovšem analyzuje jednonukleotidové polymorfi-

zmy (Single nucleotide polymorphism - SNP), které maj́ı obecně jenom dvě alely.

Avšak po objevu multialelických lokus̊u sestávaj́ıćıch z variabilńıho počtu tande-

mových repetic (Variable number tandem repeats - VNTR), začal Alec Jeffreys

zkoumat př́ıtomnost těchto variabilńıch lokus̊u v lidském genomu. Zjistilo se, že

gen pro lidský myoglobin obsahuje tyto variabilńı oblasti. Překvapivě se variabilńı

sekvence DNA, která byla př́ıtomna v myoglobinu, nacházela i v jiných mı́stech

lidského genomu. Sonda, jež byla vytvořena pro tento gen, hybridizovala s v́ıce lo-

kusy, a t́ım vytvářela na autoradiografu vzor proužk̊u neboli
”
otisk DNA“, který se

lǐsil u jednotlivých osob a dle kterého bylo možné posuzovat př́ıbuznost [1].

Prvńı př́ıpad, u kterého byla použita analýza DNA, se stal v roce 1985 [2]. Týkal

se pr̊ukazu toho, zda d́ıtě z Ghany, kterému hrozila deportace, patř́ı do rodiny rodák̊u

z Ghany s britským občanstv́ım. Testy DNA ukázaly, že d́ıtě skutečně do rodiny

patř́ı. Ř́ızeńı proti d́ıtěti bylo odloženo, a mohlo tak z̊ustat s rodinou v Londýně.

Prvńı forenzńı př́ıpad s použit́ım d̊ukaz̊u DNA se stal v roce 1986 [3]. Dvě

mladé ženy, Lynda Mann a Dawn Ashwotrh, byly znásilněny a poté zabity ve vesnici

v britském hrabstv́ı Leicestershire v letech 1983 a 1986. Okolnosti př́ıpad̊u, jako

mı́sto a zp̊usob provedeńı naznačovaly, že by se mohlo jednat o stejného pachatele.

Pod nátlakem společnosti policie zatkla muže, který se přiznal ke spáchańı jedné z

vražd, ovšem po provedeńı test̊u DNA byl tento muž vyloučen jako zdroj spermatu

nalezeného na mı́stech čin̊u. Z tohoto d̊uvodu byl v okoĺı mı́st činu zahájen masový

odběr DNA dospělých muž̊u. Bylo otestováno kolem 4000 muž̊u, ale bezvýsledně.

Až po roce byl zatčen Colin Pitchfork, nebot’ bylo zjǐstěno, že mı́sto něj odevzdal

vzorek DNA jiný muž. Vzorek, který byl odebrán od skutečného Colina Pitchforka,
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se shodoval se vzorky spermatu nalezenými na mı́stech čin̊u. Colin Pitchfork byl

odsouzen k doživotńımu vězeńı.

I když byly takovéto
”
otisky DNA“ vytvořené pomoćı multilokusových sond

silně variabilńı, interpretace výsledku takové analýzy byla velmi složitá. Proto byly

vytvořeny jednolokusové sondy specifické jenom pro jednu variabilńı oblast, jejichž

výsledkem byla detekce jednoho či dvou fragment̊u u každé osoby [4]. Tato analýza

byla použ́ıvána, dokud nebyla nahrazena polymerázovou řetězovou reakćı (Polyme-

rase Chain Reaction - PCR), která byla objevena v roce 1983 Kary Mullisem [5].

PCR byla poprve použita ve forenzńı genetice pro analýzu genu HLA-DQα (Human

Leukocyte Antigen) pomoćı alelově specifických prób [6]. Analýzu HLA vystř́ıdala

analýza krátkých tandemových repetic (Short Tandem Repeats - STR), které byly

v roce 1991 poprvé použity pro identifikaci kosterńıch nález̊u [7]. Poté byla v roce

1993 vytvořena prvńı široce použ́ıvaná sada marker̊u STR (
”
quadruplex“), která

obsahovala 4 STR [8]. V tomtéž roce byl publikován prvńı př́ıpad identifikace obět́ı

hromadného neštěst́ı pomoćı STR [9]. Během tohoto neštěst́ı, které se stalo ve státě

Texas, USA, zemřelo 74 osob. Byla analyzována DNA 61 osoby, a následně byly

výsledky genetické analýzy a určováńı přibuznosti interpretovány.

Společně s autozomálńımi STR se začaly ve forenzńı genetice použ́ıvat i ne-

autozomálńı markery. Na začátku devadesátých let dvacátého stolet́ı byla poprve

použita mitochondriálńı DNA (mtDNA) pro řešeńı forenzńıch př́ıpad̊u [10]. Později

byly použity STR markery, které byly lokalizovány na chromozómu Y [11]. Jednalo

se o př́ıpad vraždy, které předcházelo znásilněńı oběti. Provedeńı analýzy marker̊u

Y-STR pomohlo vyloučit neprávem obviněného muže.

Na konci 90. let minulého stolet́ı se začaly vyv́ıjet metody pro analýzu vzork̊u s

ńızkým počtem kopíı DNA. Za takové se považuj́ı ty vzorky, jejichž celkový obsah

DNA je 200 pg a méně. Právě u vzork̊u s tak ńızkým obsahem DNA může docházet

k selháńı aplifikace jednotlivých alel anebo lokus̊u a k daľśım stochastickým jev̊um,

které následně ovlivňuj́ı kvalitu výsledného profilu DNA a jeho interpretaci. Analýza

vzork̊u s ńızkým počtem kopíı DNA je spojena s řadou problémů, jako kontaminace a

ne vždy robustńı výsledky. Přesto tato analýza dovoluje určit genotyp u takzvaných

dotykových stop a je také využ́ıvána v oblasti lékařské genetiky pro analýzu jednot-

livých buněk po mikrodisekci [12].

Poznatky źıskané v oblasti forenzńı genetiky začaly být využ́ıvány v oblasti an-
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tropologie pro identifikaci nalezených kosterńıch poz̊ustatk̊u. Jedńım z nejznámněǰśıch

př́ıpad̊u byla identifikace ostatk̊u rodiny posledńıho ruského cara Mikuláše II. V roce

1991 byl v ruském městě Jekatěrinburg nalezen mělký hrob, ve kterém byl údajně

pohřben car Mikuláš II., jeho manželka Alexandra, jejich tři dět́ı, osobńı lékař a

tři členové služebnictva. Pro analýzu kosterńıch poz̊ustatk̊u byly použita kombinace

marker̊u STR a sekvenováńı mtDNA. Analýza STR potvrdila, že je mezi některými

osobami př́ıbuzenský vztah. Analýza mtDNA Mikuláše II. odhalila mitochondriálńı

heteroplazmii, což je př́ıtomnost v́ıce mitochondriálńıch genomů s rozd́ılnou nukle-

otidovou sekvenćı. Po porovnáńı sekvenćı mtDNA s žij́ıćımi př́ıbuznými z matčiny

strany bylo zjǐstěno, že jedna ze sekvenćı mtDNA údajné kostry Mikuláše II. se

shoduje se dvěma žij́ıćımi maternálńımi př́ıbuznými. Na základě těchto poznatk̊u

byl učiněn závěr, že se skutečně jedná o kosterńı poz̊ustatky rodiny Romanovc̊u.

[13]. V roce 2007 byly nalezeny kosterńı poz̊ustatky dvou osob, které se nacházely

70 metr̊u od hrobu s kosterńımi poz̊ustatky Romanovc̊u. Dodatečné testováńı po-

tvrdilo domněnku, že se jedná o děti Mikuláše II. - prince Alexeje a jeho sestru

[14].

Téměř okamžitě poté, co se testováńı DNA začalo použ́ıvat v soudńım ř́ızeńı

jako d̊ukaz, se objevila myšlenka založeńı databáze obsahuj́ıćı údaje o genotypech

jedinc̊u, neboli jejich profily DNA. V roce 1994 byla ve Velké Británii vytvořena

prvńı databáze profil̊u DNA pro autozomálńı markery, která v roce 2004 obsahovala

2,5 milion̊u profil̊u DNA [15]. Následně byla vytvořena mezinárodńı databáze profil̊u

pro markery lokalizované na chromozómu Y, která je velmi d̊uležitá pro výpočet

pravděpodobnosti náhodné shody a shodného p̊uvodu porovnávaných vzork̊u [16].

V České republice byla národńı databáze autozomálńıch profil̊u DNA založena v

roce 2002 a dnes obsahuje několik deśıtek tiśıc profil̊u z mı́st čin̊u, odsouzených osob

i rodinných př́ıslušńık̊u pohřešovaných osob.

S pokrokem v oblasti forenzńı genetiky byl také spojen vznik projektu ne-

viny (Innocence project - http://www.innocenceproject.org/), který se na požádańı

osob, jež tvrd́ı, že jsou odsouzeny neprávem, zabývá přezkoumáváńım jejich př́ıpad̊u.

Jedńım z prvńıch odsouzených propuštěných d́ıky analýze DNA po vyneseńı roz-

sudku byl Gary Dotson. Tento muž byl odsouzen za únos a znásilněńı, ovšem testy

HLA-DQα prokázaly, že nemohl být zdrojem spermatu. Obět’ se později přiznala, že

měla před únosem pohlavńı styk se svým př́ıtelem. Rozsudek pro Garyho Dotsona
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byl zrušen v roce 1989, po 8 letech vězeńı. V současné době byl v USA zrušen roz-

sudek na základě analýzy DNA u 306 osob. Pr̊uměrná doba, kterou tito lidé stravili

ve vězeńı, byla v́ıce než 13 let.

1.2 Struktura lidského genomu

Prvńı sekvence lidského genomu byly zveřejněny v roce 2001. Lidský genom se skládá

z 3,2 Gb nukleotid̊u a obsahuje 20000 až 25000 gen̊u. Na obrázku 1.1 je zobra-

zena struktura lidského genomu. Valnou většinu tvoř́ı nekóduj́ıćı oblasti extrage-

nové DNA, které obsahuj́ı pseudogeny, enhancery a silencery, ale také zbytky vi-

rových genomů. Kolem 20% genomu tvoř́ı unikátńı oblasti s dosud neznámou funkćı

[17]. Kóduj́ıćı oblasti představuj́ı jenom zhruba 2%. Největš́ı část genomu (50%) je

tvořena repetitivńımi sekvencemi, které jsou bud’ v bloćıch neboli tandemech, anebo

jsou rozptýlené v genomu. Lidský genom lze rozdělit na několik část́ı dle jeho vari-

ability. Jedna část genomu obsahuje velice konzervativńı části, které jsou identické

u člověka, myši a krysy. Druhá část je shodná u lid́ı a ostatńıch primát̊u. Třet́ı

je totožná u všech lid́ı. Posledńı část představuje sekvence, které se lǐśı mezi jed-

notlivými populacemi a uvnitř populace [18]. Forenzńı genetika může potenciálně

využ́ıvat 0,01% lidského genomu, protože takový pod́ıl maj́ı variabilńı sekvence,

které jsou odlǐsné u jednotlivých osob. Zhruba 85% těchto variabilńıch úsek̊u se lǐśı u

př́ıslušńık̊u stejné populace [19]. Tyto úseky jsou dobře charakterizovány a využ́ıvaj́ı

se pro identifikaci a určováńı př́ıbuznosti.

1.3 Typy forenzně využitelných marker̊u DNA

Ideálńı vlastnosti, které by měl mı́t marker použ́ıvaný ve forenzńı genetice pro iden-

tifikaci, jsou tyto:

• Vysoká polymorfnost, vysoká schopnost rozlǐsit osoby mezi sebou

• Jednoduchá, rychlá a levná analýza

• Vytvořeńı výsledk̊u, které lze jednoduše a jednoznačně interpretovat a které

lze jednoduše porovnat mezi laboratořemi

• Nepř́ıtomnost selekčńıho tlaku na marker
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Obrázek 1.1: Rozděleńı genomu dle struktury a funkce sekvenćı DNA

mtDNA - mitochondriálńı DNA, SINE - short interspersed nuclear elements = krátké

rozptýlené jaderné elementy, LINE - long interspersed nuclear elements = dlouhé

rozptýlené jaderné elementy, LTR - long terminal repeats, dlouhé terminálńı repetice

Zdroj: [20]

• Nı́zká mutačńı rychlost

• Nepř́ıtomnost selekce

Markery, které se použ́ıvaj́ı nebo použ́ıvaly ve forenzńı genetice, jsou na obrázku

1.2 seřazené dle těchto vlastnost́ı. Velmi d̊uležitý je také etický faktor. Zkoumaný

marker nesmı́ prozradit nic o zdravotńım stavu testované osoby. Proto se většina

v současnosti použ́ıvaných marker̊u nacháźı v extragenových oblastech. Polymorfi-

zmy lze rozdělit do dvou skupin: sekvenčńı a délkové. Sekvenčńı polymorfizmy maj́ı

stejnou délku, lǐśı se posloupnost́ı nukleotid̊u. Př́ıkladem sekvenčńıho polymorfi-

zmu je jednonukleotidový polymorfizmus (single nucleotide polymorphism - SNP).

Délkové polymorfizmy se lǐśı svou velikost́ı, př́ıkladem jsou již zmı́něné markery

STR.

1.3.1 STR

Polymorfizmy STR jsou v současné době nejpouž́ıvaněǰśımi markery ve forenzńı

praxi. Tento druh polymorfizmů byl nalezen na všech 22 autozomech a gonozomech

X, Y. STR se také nazývaj́ı mikrosatelitńı markery nebo repetice jednoduchých

sekvenćı (simple sequence repeats - SSR). Pojem
”
satelitńı oblasti“ popisuje úseky
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Obrázek 1.2: Srovnáńı r̊uzných identifikačńıch forenzńıch marker̊u

Zdroj: [21]

bĺızko centromery. Tento pojem vznikl během pokus̊u využ́ıvaj́ıćıch hustotńı gradi-

entovou centrifugaci, po ńıž vznikaly tzv.
”
satelitńı proužky“. Základńı repetitivńı

jednotka se skládá ze 2 až 7 nukleotid̊u. Obvyklá velikost amplifikovaných fragment̊u

marker̊u STR je 100-400 bp [3]. Alely takovýchto marker̊u se lǐśı počtem repetic, a

proto je lze jednoduše rozlǐsit pomoćı kapilárńı elektroforézy. Pro zviditelněńı alel

marker̊u STR se použ́ıvaj́ı flurescenčně značené primery, s nimiž prob́ıhá amplifikace

vybraných úsek̊u DNA. Velkou výhodou marker̊u STR je možnost vytvořeńı
”
mul-

tiplexu“, neboli amplifikace v́ıce úsek̊u DNA v jedné reakci. Běžné vstupńı množstv́ı

DNA do reakce PCR je kolem 0,5-1 ng. Použit́ı marker̊u STR je nejvhodněǰśı v

př́ıpadě vzork̊u obsahuj́ıćıch směs DNA několika osob, protože dovoluje relativně jed-

noduše rozpoznat, směs kolika osob zkoumaný vzorek obsahuje. Z d̊uvodu zaměřeńı

této dizertačńı práce se soustřed́ıme na markery STR, které jsou lokalizovány na

chromozómu X.

Chromozóm X (ChrX) byl pojmenován
”
X“ jako neznámý, protože již dř́ıve

bylo vědc̊um patrné, že se v mnoha aspektech lǐśı od autozómů [22]. Chromozóm

Y byl poté pojmenován zřejmě jako následuj́ıćı ṕısmeno v abecedě [21]. ChrX má

kolem 1,5 Mb a obsahuje zhruba 1000 gen̊u, z nichž 99 kóduje proteiny [23]. Většina
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úsek̊u ChrX je u muž̊u hemizigotńıch. U žen je aktivńı jenom jeden chromozóm

X, druhý je inaktivován pomoćı procesu lyonizace [24] a vytvář́ı Barrovo těĺısko.

To vysvětluje, proč jsou monozomie a trizomie ChrX dobře tolerovány. Např́ıklad

Turner̊uv syndrom, který je zp̊usoben monozomíı X, je jediná monozomie u lidského

organizmu, která je slučitelná se životem. Pravděpodobnost monozomie se u ženy

s podezřeńım na Turner̊uv syndrom zvyšuje, pokud byly pozorovány homozygotńı

genotypy u několika vázaných marker̊u na ChrX. Klinefelter̊uv syndrom (nejčastěji

47, XXY) bývá diagnostikován v poměrně pozdńım věku a jeho incidence je 1:500

muž̊u. Tento syndrom může být detekován během určováńı př́ıbuznosti pomoćı X-

chromozomálńıch marker̊u, když je odhalena heterozygozita hemizygotńıch úsek̊u. V

takovémto př́ıpadě je analýza pomoćı marker̊u na chromozómu X nevhodná, protože

zkoumaný muž obsahuje dva a v některých př́ıpadech i v́ıce ChrX [25]. Bylo zjǐstěno,

že i na inaktivovaném ChrX prob́ıhá transkripce 10% gen̊u, což znamená, že žena

má dvojité množstv́ı produkt̊u těchto gen̊u. Proto vznikla hypotéza, že tyto rozd́ıly

v expresi gen̊u mohou hrát roli v rozd́ılech mezi ženami nebo mezi ženami a muži

[22].

ChrX obsahuje nadpr̊uměrné množstv́ı repetitivńıch oblast́ı (56% oproti pr̊uměru

45%) [23]. Markery STR lokalizované na chromozómu X (X-STR) byly objeveny

spolu s autozomálńımi markery, ale začaly se použ́ıvat mnohem později [26]. Jedněmi

z prvńıch byly markery HPRTB (Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase) a ARA

(Androgen Receptor) [27]. U markeru ARA bylo později zjǐstěno, že se tato CAG

repetice nacháźı v prvńım exonu androgenńıho receptoru a kóduje polyglutami-

nový úsek. Zmnožeńı repetic na větš́ı počet než 43 zp̊usobuje X-vázanou spinálńı

a bulbárńı svalovou atrofii [28]. Proto z etických d̊uvodu přestal být marker ARA

využ́ıván ve forenzńı genetice [29].

Velké množstv́ı marker̊u na ChrX dovoluje použ́ıvat jak vázané, tak i nezávislé

markery. Rozd́ıl spoč́ıvá ve výpočtu frekvenćı haplotyp̊u. U nezávislých marker̊u se

frekvence haplotypu rovná součinu frekvenćı alel. Př́ıkladem nezávislých marker̊u

je sada Decaplex X-STR [30]. U vázaných marker̊u muśı být frekvence haplotypu

určena z populačńıch dat. Důvodem je omezená možnost rekombinace mezi markery,

které se nacházej́ı v těsné bĺızkosti. Použit́ı vázaných marker̊u je velmi vhodné při

testováńı př́ıbuznosti. Př́ıkladem vázaných marker̊u je sada Mentype R© Argus X-8

(QIAGEN, Německo).
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X-STR mohou být využity jak pro identifikaci, tak i pro určováńı př́ıbuznosti.

Markery na chromozómu X se nepouž́ıvaj́ı běžně pro analýzu stop, protože maj́ı

menš́ı rozlǐsovaćı schopnost než autozomálńı markery. Také X-STR nejsou vhodné

pro určováńı př́ıtomnosti mužské DNA ve vzorku obsahuj́ıćım ženskou DNA. Důvodem

je větš́ı pravděpodobnost toho, že alely muže se budou shodovat s alelami ženy, než

je tomu u autozomálńıch marker̊u. Ovšem X-STR mohou být velmi užitečné, pokud

je potřeba určit př́ıtomnost ženské DNA v mužském vzorku. Př́ıkladem takovéto

situace může být vzorek ženských epiteliálńıch buněk pod nehty podezřelého. Situ-

ace, že se mužská a ženská DNA budou shodovat ve všech lokusech, může nastat

pouze v tom př́ıpadě, že bude mı́t žena homozygotńı genotyp ve všech analyzovaných

lokusech [25].

Tabulka 1.1: Pravděpodobnost přenosu genetické informace (bez započteńı mutaćı)

Dědičnost Markery AZ Markery ChrY Markery mtDNA Markery ChrX

Matka → syn 50% - 100% 100%

Matka → dcera 50% - 100% 50%

Otec → syn 50% 100% 0% 0%

Otec → dcera 50% 0% 0% 100%

Paternálńı babička → vnučka 25% - 0% 100%

Maternálńı babička → vnučka 25% - 100% 25%

Paternálńı dědeček → vnuk 25% 100% 0% 0%

AZ - autozomálńı markery, ChrY - markery lokalizované na chromozómu Y, mtDNA

- mitochondriálńı DNA, ChrX - markery lokalizované na chromozómu X

Zdroj: [21]

Analýza X-STR může doplnit a v komplexńıch př́ıpadech určováńı př́ıbuznosti

dokonce mnohonásobně zvýšit informačńı hodnotu genetické analýzy. V tabulce 1.1

jsou uvedeny pravděpodobnosti přenosu genetické informace. Z této tabulky je pa-

trné, že informativita a vhodnost genetické analýzy s použit́ım marker̊u ChrX úzce

souviśı s pohlav́ım zkoumané osoby a s konkrétńım př́ıpadem určováńı př́ıbuznosti.

Obecně lze ř́ıct, že X-STR mohou být použity pro řešeńı komplexńıch př́ıpad̊u

určováńı př́ıbuznosti zahrnuj́ıćı minimálně jednu ženu. Protože dcera dostává od

otce kompletńı a jeho jediný ChrX, použit́ı X-STR je velmi vhodné, obzvlášt’ po-

kud neńı k dispozici matka dcery. X-STR jsou užitečné i pro deficientńı př́ıpady,

jako určováńı paternity u ženy, pokud je mı́sto jej́ıho údajného otce k dispozici jeho
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matka. Daľśım př́ıpadem je určováńı úplného sourozenectv́ı, kde autozomálńı mar-

kery obecně nejsou vhodné nebot’ výsledky analýzy podporuj́ı tuto hypotézu oproti

hypotéze neúplného sourozenectv́ı nebo nepř́ıbuznosti, jenom pokud maj́ı obě osoby

stejný genotyp, jehož pravděpodobnost je u úplných sourozenc̊u 25%. Pokud maj́ı

dvě ženy stejného otce, potom tyto ženy od něj dostaly stejný ChrX, což lze zjistit

pomoćı analýzy X-STR. X-STR jsou velmi užitečné, pokud se jedná o př́ıpad incestu.

Schmidke et al. [31] uvád́ı př́ıpad, kdy bylo zjǐst’ováno, zda je otcem nenarozeného

plodu ženského pohlav́ı otec budoućı matky, nebo jej́ı př́ıtel. Pokud by se jednalo o

incest, potom by plod neměl žádnou alelu X-STR, kterou by neměla matka. Protože

12 ze 16 paternálńıch alel nebylo nalezeno u matky, byl učiněn závěr, že otcem plodu

je př́ıtel budoućı matky. X-STR plně odpov́ıdaj́ı požadavk̊um na forenzńı markery

a jak již bylo popsáno, maj́ı široké spektrum využit́ı.

1.3.2 SNP

Jednonukleotidové polymorfizmy (single nucleotide polymorphism - SNP) jsou široce

využ́ıvány v kvantitativńı a lékařské genetice. Pomoćı marker̊u SNP jsou prováděny

studie určuj́ıćı soubor gen̊u odpovědných za zkoumaný kvantitativńı znak. Tyto mar-

kery hraj́ı také roli v kontrole inbrednosti kmen̊u. V lékařské genetice jsou markery

SNP využ́ıvány hlavně k vazebné analýze spojené s predikćı postižeńı zkoumaných

osob s geneticky podmı́něnou chorobou. Na tomto druhu polymorfizmů je založena

metoda RFLP. Vazebná neboli nepř́ımá analýza pomáhá i v dnešńı době u one-

mocněńı, kde jsou časté unikátńı mutace a zat́ım nebylo zavedeno sekvenováńı nové

generace.

Ve forenzńı genetice je relativně rozš́ı̌rena analýza SNP, ovšem jenom u mtDNA.

Pro analýzu jaderné DNA z̊ustávaj́ı STR nejpouž́ıvaněǰśımi markery. V současné

době zač́ıná forenzńı komunita uvažovat o rozš́ı̌reńı analýzy autozomálńıch SNP

marker̊u pro identifikaci a př́ıbuzenskou analýzu. Důvodem toho jsou výhody, které

analýza SNP přináš́ı. Prvńım z nich je malá velikost amplikonu, která může být do

100 bp, což je vhodné pro degradované vzorky [21]. Daľśım d̊uvodem je možnost

plně automatizované analýzy, protože lze, na rozd́ıl od marker̊u STR, zvolit metodu

nevyžaduj́ıćı určováńı velikost́ı fragment̊u. Během detekce marker̊u SNP na kapilárńı

elektroforéze nevznikaj́ı
”
koktavé“ ṕıky, které při analýze pomoćı STR zp̊usobuj́ı

pot́ıže s interpretaćı vzork̊u s ńızkým množstv́ım DNA, kdy docháźı k amplifikaci
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in vitro ke sklouznut́ı polymerázy a vytvořeńı arteficiálńıch fragment̊u. Jedńım z

hlavńıch d̊uvod̊u je to, že pomoćı SNP lze určit biogeografický p̊uvod, pigmentaci

oč́ı, vlas̊u a pleti. Rozd́ılné vlastnosti marker̊u SNP a STR jsou shrnuté v tabulce

1.2.

Tabulka 1.2: Rozd́ılné vlastnosti marker̊u STR a SNP

Vlastnosti STR SNP

Výskyt v genomu ≈ 1 na každých 15 kbp ≈ 1 na každý kbp

Obecná informativita Vysoká Nı́zká, 20-30%

informativity STR

Mutačńı rychlost ≈ 1 na 1000 ≈ 1 na 100 000 000

Druh marker̊u Di-, tri-, tetra-, penta-nukleotidové Nejčastěji bialelické markery:

repetice s velkým počtem alel A/G, C/T, A/T, C/G, T/G, A/C

Počet alel na marker Obvykle 5-20 Obvykle 2

Možnost multiplexu > 10 marker̊u s r̊uznými Amplifikace do 50 SNP v 1 reakci

fluorescentńımi barvami detekce tiśıc SNP pomoćı mikročip̊u

Velikost amplikon̊u ≈ od 75 do 400 bp Může být menš́ı než 100 bp

Určeńı biogeografického Ohraničené Některé SNP jsou spojeny s

p̊uvodu biogeografickým p̊uvodem

Informace o fenotypu Neńı Lze predikovat barvu oč́ı,

vlas̊u a pleti

Hlavńı výhoda pro Velký počet alel dovoluje větš́ı Malá velikost amplikon̊u je vhodná pro

forenzńı využit́ı úspěšnost detekce směsných degradované vzorky, ńızká mutačńı

vzork̊u rychlost může pomoci při

určováńı př́ıbuznosti

Hlavńı nevýhoda pro Interpretace výsledk̊u muśı brát Nejsou široce využ́ıvané základńı

forenzńı využit́ı v potaz r̊uzné artefakty vznikaj́ıćı lokusy, populačńı substruktura kv̊uli

během analýzy ńızké mutačńı rychlosti, problematická

interpretace směsných vzork̊u

Zdroj: [21]

Vlastnosti marker̊u SNP dovoluj́ı aplikaci r̊uzných metod genotypizace. Zmı́ńıme

se o metodách analýzy SNP nejv́ıce rozš́ı̌rených v oblasti forenzńı genetiky: Sange-

rovo sekvenováńı, prodlužováńı jedné báze a TaqMan assay. Sangerovo sekvenováńı

je velmi rozš́ı̌rené v lékařské genetice a je založeno na použit́ı modifikovaných nuk-

leotid̊u - dideoxynukleotid̊u (ddNTP). Nejprve je provedena amplifikace úsek̊u ob-

sahuj́ıćıch zkoumaný SNP. Potom následuje daľśı amplifikace se směśı jednoho pri-

meru, deoxynukleotid̊u a fluorescenčně značených ddNTP. Po začleněńı ddNTP se

zastav́ı elongace ćılového úseku. T́ım je vytvořen soubor fragment̊u o r̊uzné délce

podle toho, kdy je inkorporován př́ıslušný ddNTP. Tyto fragmenty jsou následně

rozděleny dle velikosti a barvy inkorporovaného ddNTP na kapilárńı elektroforéze,
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jej́ımž výsledkem je určeńı posloupnosti nukleotid̊u ve zkoumaném úseku. Metoda

prodlužováńı jedné báze je podobná Sangerovu sekvenováńı, proto se také nazývá

minisekvenováńı [21]. Prvńı krok této analýzy je stejný jako u předešlé metody,

potom ale následuje odstraněńı neinkorporovaných primer̊u a nukleotid̊u. Daľśım

krokem je přidáńı speciálńıch primer̊u a značených ddNTP. Při této metodě je ale-

lická specifita zaručena komplementaritou na 3’ konci primeru. Pokud je tato kom-

plementarita úplná, primer je prodloužen o jeden př́ıslušný ddNTP. Výhodou této

metody je možnost tvorby multiplex̊u, v takovém př́ıpadě se použ́ıvá nespecifické

přidáńı polyT na 5’ konec primer̊u. Metoda použit́ı sond TaqMan využ́ıvá 5’ exo-

nukleázovou aktivitu polymerázy Taq [32]. Reakce obsahuje pár primer̊u a dvě sondy,

z nichž je každá komplementárńı k jiné alele SNP a má jinou fluorescečńı značku.

Volná sonda má na sobě zhášeč, který bráńı fluorescenci. Po hybridizaci sondy s

templátovou DNA odštěṕı polymeráza Taq zhášeč, a t́ım několikanásobně zvýš́ı flu-

orescenci značky. Tato metoda dovoluje rychlou paralelńı analýzu velkého počtu

vzork̊u. Existence v́ıce metod pro analýzu marker̊u SNP dovoluje snadné určeńı

specificity a senzitivity jedné z metod a př́ıpadně jednoduchou konfirmaci výsledk̊u

pomoćı jiné metody.

Podle toho, za jakým účelem mohou být markery SNP ve forenzńı genetice

využity, je můžeme rozdělit do čtyř skupin [33]:

• SNP pro identifikaci: vyžaduj́ı vysokou heterozygozitu a ńızký koeficient inbre-

edingu

• SNP pro určováńı př́ıbuznosti: vazebné skupiny SNP, které představuj́ı haplo-

typové markery pro určováńı př́ıslušnosti k rodokmenové linii

• SNP pro určováńı biogeografického p̊uvodu: vyžaduj́ı ńızkou heterozygozitu a

vysoký koeficient inbreedingu mezi populacemi

• SNP pro určováńı fenotypových znak̊u: markery, které poskytuj́ı informaci o

pravděpodobnosti, se kterou bude zkoumaná osoba mı́t určitý fenotypový znak

Prvńı skupina představuje SNP určené pro identifikaci osob.V této oblasti bylo

již realizováno několik velkých projekt̊u. Jedńım z nich je již několik let existuj́ıćı

konzorcium SNP for ID, které vyvinulo sadu 52 SNP pro identifikaci [34], [35].

SNP obsažené v této sadě splňovaly následuj́ıćı kritéria [34]: 1) výsledný amplikon
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nesmı́ být deľśı než 120 bp, 2) minimálńı zjǐstěná 30% heterozygozita v jedné popu-

laci a minimálně 20% heterozygozita zjǐstěná u třech populaćı, 3) lokalizace na od

sebe vzdálených úsećıch ramének p a q autozomů, 4) minimálńı vzdálenost 100 kbp

mezi zkoumaným markerem SNP a soused́ıćım genem, 5) absence vazby s markerem

STR, který je využ́ıván ve forenzńı genetice a 6) absence zjǐstěných polymorfizmů

v oblasti navázáńı primeru. Pravděpodobnost náhodné shody dosáhla u této sady

hodnoty 5×10−21 pro bělošskou populaci, což je vyhovuj́ıćı pro forenzńı identifikaci,

pr̊uměrný paternitńı idex byl 549000. V současné době byla tato sada validována pro

populaci Kolumbie [36], Portugalska [37] a Slovinska [38]. Kidd et al. [39] se ř́ıdil při

výběru identifikačńıch SNP hlavně mı́rou mezipopulačńıho koeficientu inbreedingu.

Z analyzovaných 193 marker̊u bylo vybráno 19 SNP. Všechny vybrané markery byly

v Hardy-Weinbergově rovnováze, nebyla mezi nimi vazebná nerovnováha, vzdálenost

mezi těmito markery byla 1 Mbp, pr̊uměrná heterozygozita byla nejméně 45% pro

minimálně tři populace a hodnota koeficientu inbreedingu po porovnáńı 40 popu-

laćı byla méně než 0,06. Tyto markery se ukázaly jako velmi robustńı a vhodné

pro použit́ı nezávisle na p̊uvodu zkoumané osoby. Ve snaze vyřešit problematické

zjǐst’ováńı směsných vzork̊u při analýze SNP, byla v pr̊uběhu studie Westen et al.

[40] vyvinuta sada obsahuj́ıćı soubor třialelických SNP.

Skupiny vázaných marker̊u SNP přináš́ı nový pohled na určováńı př́ıbuznost́ı.

Studie Ge et al.[41] se zabývala vytypováńım vhodných haploskupin. Původně tato

skupina vybrala 254 haploblok̊u na 22 autozomech dle následuj́ıćıch kritéríı vzta-

huj́ıćıch se na jednotlivé haplobloky: minimálńı počet SNP - 3, mezipopulačńı koe-

ficient inbreedingu - 0,06, minimálńı heterozygozita - 20% a minimálńı počet ha-

plotyp̊u - 3. Po následném zpř́ısněńı kritéríı (Hardy-Weinbergova rovnováha a ab-

sence vazebné nerovnováhy s ostatńımi haplobloky) zbylo 24 haploblok̊u. Souhrnná

rozlǐsovaćı śıla pro tyto haplobloky byla 10−12. V ideálńım př́ıpadě by hodnota

informativity jednoho haplobloku měla být podobná jednomu markeru STR. Ta-

kový př́ıstup by mohl zvýšit užitečnost relativně malého počtu marker̊u SNP pro

př́ıbuzenskou analýzu.

Výzkum marker̊u SNP pro určováńı biogeografického p̊uvodu (Ancestry Infor-

mative Markers - AIM) zkoumá alely, které dostala osoba od obou rodič̊u, na rozd́ıl

od marker̊u lokalizovaných na chromozómu Y nebo mtDNA, které dovoluj́ı určit

př́ıbuznost jen k mužským osobám z paternálńı linie nebo k ženských osobám z
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maternálńı linie. Autozomálńı STR nejsou vhodné pro určováńı p̊uvodu, protože

frekvence jejich alel je v r̊uzných populaćıch obdobná. Daľśı d̊uvod je etický, STR

použ́ıvané pro identifikaci by neměly určovat p̊uvod zkoumané osoby. Markery AIM

jsou distribuovány po celém světě a maj́ı r̊uznou frekvenci v r̊uzných populaćıch.

Prvńı př́ıpad použit́ı marker̊u AIM u soudu se týkal sériového vraha z Louisiany,

kde bylo znásilněno a následně zavražděno pět žen světlé pleti [42]. Byla provedena

analýza pomoćı STR, která odhalila profil DNA obsahuj́ıćı velmi vzácné alely, který

se neshodoval s žádným profilem v databázi. Očit́ı svědci popsali pachatele jako

bělocha a byl vytvořen portrét pachatele. Ovšem i po roce a p̊ul vyšetřováńı nemělo

žádné výsledky. Proto byly vzorky DNA z mı́st čin̊u zaslány do laboratoře DNA-

Print, kde bylo provedeno určováńı biogeografického p̊uvodu pomoćı 71 marker̊u

AIM. Výsledek této analýzy ukázal, že zkoumaná osoba by měla být ze 85% sub-

saharský Afričan a z 15% americký Indián. Tento výsledek otočil směr vyšetřováńı,

a následně byl zadržen Derrick Todd Lee, jehož profil STR se, jak se poté zjistilo,

shodoval s profilem vzork̊u z mı́st čin̊u (viz Obrázek 1.3).

Obrázek 1.3: Př́ıpad sérijńıho vraha z Louisiany

Vlevo - portrét údajného pachatele, uprostřed výsledek analýzy 71 marker̊u AIM,

vpravo - zadržený Derrick Todd Lee, jehož profil STR se shodoval s profily z mist

činu

Zdroj: [42]

I když mohou AIM nepř́ımo poskytnout informaci o fenotypových znaćıch, tato

informace je vázaná na biogeografický p̊uvod. Proto je předevš́ım u bělošských po-

pulaćı vhodné použit́ı fenotypových SNP. Tyto SNP by mohly pomoci predikovat

fenotypové znaky pachatele, jako jsou barva oč́ı, vlas̊u a pleti. Fenotypové SNP
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mohou být také užitečné pro rekonstrukci vzhledu kosterńıch poz̊ustatk̊u neznámé

osoby. Protože jedńım z ćıl̊u této dizertačńı práce bylo vytvořeńı sady fenotypových

SNP, bude tato kategorie SNP detailněji probrána dále.

1.3.3 INDEL

Forenzně-genetický výzkum obrátil relativně nedávno svou pozornost k inzerčně-

delečńım polymorfizmům (Insertion-Deletion polymorphism - INDEL). INDEL jsou

hojně př́ıtomny v lidském genomu, uvád́ı se jeden INDEL na 7,2 Kbp lidského

genomu. Celkový počet INDEL je neznámý, nebot’ se údaje mezi studiemi značně lǐśı,

což může být zp̊usobeno jak detekčńı metodou, tak i studovanými soubory vzork̊u.

Markery INDEL představuj́ı 16-25% všech polymorfizmů v lidském genomu, velká

část z nich je lokalizována v promotorových a exonových oblastech gen̊u, nejv́ıce

z nich se nacháźı v intronových oblastech [43]. Ve své studii Mills et al. [43] určili

5 hlavńıch skupin INDEL: 1) inzerce nebo delece jednoho nukleotidu, 2) expanze

monomerńıch nukleotid̊u, 3) inzerce několika nukleotid̊u s jednotkou repetice 2-15

nukleotid̊u, 4) inzerce transpozon̊u, 5) INDEL obsahuj́ıćı náhodné sekvence DNA

od 2 do 9989 nukleotid̊u. Př́ıbližně 40% INDEL patř́ı do posledńı skupiny, z nichž

je v́ıce než 99% kratš́ıch než 100 bp [43]. Třet́ı skupina zahrnuje i markery STR,

které si lze představit jako multialelické INDEL, jejichž alely jsou tvořeny inzercemi

a delecemi tandemových repetic [44]. Ovšem v této části se soustřed́ıme na největš́ı

skupinu obsahuj́ıćı delece nebo inzerce náhodné sekvence DNA.

INDEL jsou, stejně jako většina marker̊u SNP, bialelické neboli maj́ı dvě možné

alely. Tyto alely mohou být pojmenovány jako
”
dlouhá“, která má inzerci frag-

mentu, a jako
”
krátká“, která nemá zkoumaný fragment. Studie Webera et al. [44]

porovnávala úseky, ve kterých se nacházej́ı INDEL v lidském genomu, a stejné úseky

v genomu šimpanz̊u. Překvapivým výsledkem byla skutečnost, že většina lidských

INDEL nebyla polymorfńı u šimpanz̊u. Pomoćı tohoto porovnáńı tato studie také

zkoumala p̊uvod INDEL̊u - delece nebo inzerce. Ukázalo se, že většina analyzovaných

marker̊u vznikla pomoćı delece. Závěrem studie bylo, že kolem 2000 zkoumaných

polymorfizmů typu INDEL vzniklo až po vyvinut́ı člověka/šimpanze/gorily z linie

společných předk̊u.

Polymorfizmy INDEL jsou výsledkem jediné mutace, a proto maj́ı nižš́ı mutačńı

rychlost ve srovnáńı s markery STR. Některé INDEL vznikaj́ı inzerćı mobilńıch ele-
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ment̊u. Př́ıkladem je vnořeńı retrotranspozonu Alu do genomu, č́ımž vzniká inzerce

o velikosti kolem 300 bp. Po vnořeńı retrotranspozonu L1 vzniká inzerce dlouhá

zhruba 6 Kbp [45]. Velikost amplikon̊u je u forenzně využitelných INDEL srovna-

telná s markery SNP a čińı 50-150 bp [46]. Tato velikost předurčuje aplikaci INDEL

na degradované vzorky, např́ıklad kosterńı poz̊ustatky. Protože INDEL maj́ı nižš́ı

mutačńı rychlost, jsou velice vhodné v př́ıpadech, kdy došlo k údajné mutaci v mar-

kerech STR [46], [47], [48]. Vhodnost INDEL pro identifikaci potvrzuje zjǐstěńı, že

většina zkoumaných INDEL má frekvenci
”
dlouhé“ alely v rozmeźı 30-50% [44].

Velkou výhodou marker̊u INDEL je možnost detekce těchto marker̊u pomoćı ka-

pilárńı elektroforézy. Postup detekce je obdobný postupu využ́ıvanému pro markery

STR: amplifikace s fluorescenčně značenými primery a následné rozděleńı amplifi-

kovaných fragment̊u na kapilárńı elektroforéze dle barvy a velikost́ı. Z toho vyplývá

možnost tvorby multiplex̊u a analýza paralelně až 40 marker̊u [46]. Pereira et al.

[47] představila sadu marker̊u obsahuj́ıćı 38 INDEL, které maj́ı velikost amplikon̊u

do 160 bp, a vyžaduj́ı vstupńı množstv́ı DNA 300 pg. Investigator DIPplex (QIA-

GEN, Německo) představuje prvńı a dosud jedinou komerčńı sadu INDEL. Nehledě

na veškeré výhody použit́ı analýzy INDEL pro identifikaci a určováńı př́ıbuznosti,

nejsou tyto markery zat́ım využ́ıvány ve forenzńıch laboratoř́ıch. Jedńım z d̊uvod̊u

může být existence rozsáhlých databáźı genetických profil̊u vytvořených pomoćı

analýzy polymorfizmů STR. Protože je však tato problematika v současné době in-

tenzivně zkoumanou oblast́ı forenzńı genetiky, zavedeńı INDEL pro rutinńı použit́ı

je jenom otázkou času.

1.4 Molekulárńı podstata pigmentace

Melanogeneze hraje zásadńı roli v procesu pigmentace u lid́ı, nebot’ barva lidské

pleti, vlas̊u a oč́ı je z velké části určena množstv́ım a typem př́ıtomného melaninu.

Odst́ıny barvy oč́ı vznikaj́ı také kombinaćı množstv́ı melaninu a struktury kolage-

nových vláken v duhovce (viz Obrázek 1.4). Proto mohou mı́t osoby s nepatrným

množstv́ım melaninu jak šedé, tak i modré oči. Bylo zjǐstěno, že u osob se světle

hnědýma očima je větš́ı poměr světlého melaninu (feomelaninu) oproti tmavému

melaninu (eumelaninu), zat́ımco u osob s tmavěhnědýma očima je tento poměr

obrácený. Studie neodhalily odlǐsný počet melanocyt̊u u r̊uzných barev oč́ı, proto

vznikla hypotéza, že škálu odst́ın̊u barev oč́ı vytvář́ı množstv́ı melaninu, jeho druh,
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kvalita a hustota [49]. To bylo potvrzeno zjǐstěńım, že se ve světlé pleti kumuluj́ı

málo zabarvené melanozomy kolem jádra keratinocyt̊u, zat́ımco v tmavé pleti jsou

melanozomy rozmı́stěny v keratinocytech rovnoměrně. S přibývaj́ıćım věkem počet

melanocyt̊u klesá, což je patrné u šedivěńı vlas̊u. Zároveň se však zvyšuje pigmen-

tace v podobě pigmentových skvrn, což může být vysvětleno proliferaćı melanocyt̊u,

které byly dlouhodobě vystaveny slunci [50].

Obrázek 1.4: Schematické zobrazeńı vzniku r̊uzných typ̊u barvy oč́ı

Zdroj: http://www.wikimedia.org/

Melanogeneze prob́ıhá v melanocytech, kde se vytvářej́ı melanozomy, jež jsou

následně transportovány do keratinocyt̊u, kde zajǐst’uj́ı ochranu pokožky proti UV

zářeńı. Jeden melanocyt zásobuje zhruba 30 keratinocyt̊u [51]. Na rozd́ıl od pokožky

z̊ustávaj́ı v duhovce melanozomy v melanocytech. Proces melanogeneze v melano-
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Obrázek 1.5: Schematické zobrazeńı procesu melanogeneze v melanocytech, popis v

textu

cytu je schematicky znázorněn na obrázku 1.5. Tohoto procesu se zúčastňuje kolem

1500 protein̊u, zhruba 600 protein̊u v každé fázi melanogeneze [52]. Dle pr̊uběhu me-

lanogeneze se melanozomy rozděluj́ı do dvou typ̊u: feomelanozomy, u kterých se pro-

ces zráńı zastav́ı na prvńım stupni, a eumelanozomy, které procházej́ı úplným proce-

sem zráńı. Feomelanozomy produkuj́ı světlý (žlutý/červený) feomelanin, zat́ımco eu-

melanozomy produkuj́ı tmavš́ı (hnědý/černý) eumelanin. Feomelanin je rozpustný,

zat́ımco eumelanin je nerozpustný derivát 3,4 di-hydroxyphenilalaninu (DOPA) .

Proces melanogeneze zač́ıná produkćı hormon̊u aktivuj́ıćıch MCR1 (Melanocortin-

Receptor 1), které jsou stimulovány UV. Př́ıkladem takového hormonu je α-MSH

(α- Melanocyte timulating Hormone). Oproti tomu ASIP (Agouti Signaling Pro-

tein) inhibuje signálńı dráhu receptoru MCR1 [53]. MCR1 následně zvyšuje v buňce

úroveň cyklického adenosinmonofosfátu (Cyclic Adenosine Monophosphate - cAMP),

což aktivuje transkripčńı faktory, které stimuluj́ı expresi protein̊u zúčastňuj́ıćıch
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se zráńı melanozomů [51]. Zráńı melanozomu zač́ıná vytvořeńım vezikul̊u z endo-

plazmatického retikula. Prvńı enzym, který se zúčastňuje přeměny tyrozinu na me-

lanin, je tyrozináza (Tyrosinase - TYR), která je transportována do melanozomu

[54]. Tento enzym je př́ıtomen v obou typech melanozomů. Produkce TYR je sti-

mulována transkripčńım faktorem MITF (Microphtalmia - Associated Transcription

Factor) [55]. V této fázi je zráńı feomelanozomů zastaveno a jsou následně transpor-

továny do keratinocyt̊u. Eumelanozomy pokračuj́ı v procesu zráńı pomoćı daľśıch

enzymů, jako např́ıklad TYRP1 (Tyrosine-Related Protein 1) a DCT (Dopachrome

Tautomerase). Tyto proteiny jsou nutné výhradně u tvorby eumelaninu. Rozhod-

nut́ı o tom, který druh melaninu bude produkován, záviśı na několika faktorech.

Hlavńım z nich je aktivita enzymu TYR, která je d̊uležitá pro syntézu obou typ̊u

melaninu. Pokud má tento enzym bazálńı aktivitu, potom jsou produkovány jen feo-

melanozomy. Vysoká aktivita TYR stimuluje enzymy TYRP1 a DCT, což následně

vede k produkci eumelaninu. Aktivita TYR záviśı na úrovni pH, která je regulována

cAMP, a samozřejmě na aktivačńıch a inaktivačńıch mutaćıch samotné TYR [51].

Daľśı skupinou protein̊u zúčastňuj́ıćıch se melanogeneze jsou membránové trans-

portéry, které zajǐst’uj́ı transport iont̊u a malých molekul (jako např. tyrozinu), a

regulaci pH, č́ımž také přisṕıvaj́ı k regulaci tvorby melaninu. Např́ıklad protein P,

který je kódován genem pro okulokutánńı albinizmus II (Oculocutaneous albinism

type 2 - OCA2), je transmembranový protein transportuj́ıćı malé molekuly. Iontové

kanály, jako např́ıklad TPCN2 (Two-Pore Segment Channel 2), SLC24A4 (Solute

Carrier Family 24 Member 4) a SLC24A5 (Solute Carrier Family 24 Member 5),

reguluj́ı koncentraci vápńıku v melanozomech [54]. Jiný transportér - SLC45A2 (So-

lute Carrier Family 45 Member 2) hraje pravděpodobně roli v transportu enzymů

během maturace melanozomů [56]. Protein KITLG (Kit Ligand Protein) aktivuje

KITRT (Kit Receptor Tyrosine Kinase), a t́ım stimuluje proliferaci a migraci mela-

nocyt̊u. U tohoto proteinu byla nalezena asociace s barvou vlas̊u ve skotské a dánské

populaci [57]. Několik asociačńıch studíı objevilo, že gen IRF4 (Interferon Regula-

tory Factor 4) lokalizovaný na 6p25.3 je spojen s pigmentačńımi znaky, ovšem funkce

tohoto genu zat́ım neńı jasná [58], [59].

Velmi zaj́ımavý je polymorfizmus rs12913832, který se nacháźı v 86. exonu genu

HERC2 (viz obrázek 1.6). Tuto heterochromatinovou oblast rozpoznává molekula

HTLF (Helicase-Like Transcription Factor) jako součást chromatin-remodeluj́ıćıho
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komplexu SWI-SNF (SWItch-Sucrose Non Fermentable). Alela T polymorfizmu

rs12913832 (v této studii označována jako A) je rozpoznána DNA-vazebnou doménou

HTLF, což zp̊usobuje rozvolněńı oblasti dovoluj́ıćı navázáńı transkripčńıch faktor̊u

MITF (Microphtalmia - Associated Transcription Factor) a LEF1 (Lymphoid Enhan-

cer Factor-1 ) a následnou transkripci genu OCA2, který se nacháźı ve vzdálenosti 21

kbp. Protein OCA2 napomáhá zráńı melanozomů, a t́ım zvyšuje množstv́ı melaninu,

které má za následek hnědou barvu oč́ı. Pokud je však v tomto polymorfizmu alela C

(v této studii označována jako G), potom HTLF nerozpoznává tuto oblast, a ta tak

z̊ustává heterochromatinovou a nedocháźı k transkripci genu OCA2. To zp̊usobuje

nezralost melanozomů u homozygot̊u pro alelu C (G) a výslednou modrou barvu oč́ı

[49].

Obrázek 1.6: Model p̊usobeńı polymorfizmu rs12913832 na determinaci barvy oč́ı

Zdroj: [49]

Mutace zp̊usobuj́ıćı modrou barvu oč́ı nejpravděpodobněji vznikly v severozápad-

ńı oblasti Černého moře, odkud před 6000-10000 lety začala migrace do severńıch

části Evropy. Velká frekvence modrookých lid́ı v oblastech Skandinávie a Baltského

moře naznačuje, že na tento fenotyp mohla p̊usobit pozitivńı selekce [60]. Vysvětleńım

může být větš́ı schopnost modrookých lid́ı ve srovnáńı s tmavookými zvládat sezonńı

afektivńı poruchu, jedno z hlavńıch depresivńıch onemocněńı [61].

Polymorfizmy ve všech genech, které se zúčastňuj́ı procesu pigmentace, mohou

být využity k predikci fenotypových znak̊u a s nimi spojeného biogeografického

p̊uvodu.
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1.5 Určováńı fenotypu ve forenzńı genetice

Molekulárně genetická analýza polymorfizmů DNA má téměř všechny vlastnosti

”
ideálńıho identifikačńıho systému“: d̊ukazńı materiál se neměńı v čase, technika

dovoluje určit jedinečné vlastnosti osoby, pomoćı této techniky lze spojit osoby

s mı́stem činu a je poměrně levná a rychlá. Přestože současná analýza polymor-

fizmů DNA produkuje obvykle velice relevantńı d̊ukazy, má ńızkou diskriminačńı

śılu pro vyšetřovatele. To znamená, že pokud je k dispozici DNA profil podezřelého,

který byl zatčen z d̊uvod̊u nesouvisej́ıćıch s DNA, anebo po prohledáńı databáze,

analýza shody DNA profilu z mı́sta činu a DNA podezřelého může být velmi silným

d̊ukazem. Ovšem pokud nemáme podezřelou osobu, analýza DNA z mı́sta činu po-

moćı současných metod neńı schopná určit viditelné fenotypové znaky, které by

mohly zmenšit množinu možných pachatel̊u. Tato skutečnost byla podnětem ke

vzniku studíı, které se zabývaj́ı výzkumem oblast́ı lidského genomu, jejichž vari-

abilita koreluje s viditelnými fenotypovými znaky.

K rozš́ı̌reńı poznatk̊u o melanogenezi přispěly hlavně celogenomové studie zahr-

nuj́ıćı r̊uzné populace. Takovým př́ıkladem je Rotterdamská studie obsahuj́ıćı celkem

7983 osob [62], [63]. Daľśım př́ıkladem je celogenomová studie islandské populace,

která byla validována na nizozemské populaci [59], [64]. Tyto studie identifikovaly

polymorfizmy v několika majoritńıch genech, jejichž produkty se zúčastňuj́ı mela-

nogeneze. Jedńım z pr̊ukopńık̊u v aplikaci těchto poznatk̊u do forenzńı genetiky

byla vědecká skupina Frudakise, která se zabývala výzkumem a následnou aplikaćı

marker̊u určuj́ıćıch hlavně biogeografický p̊uvod, ale také souvisej́ıćıch s barvou oč́ı,

vlas̊u a pleti [42]. Byly provedeny studie, jejichž snahou bylo určeńı fenotypových

znak̊u a biogeografického p̊uvod̊u kosterńıch poz̊ustatk̊u [65]. Nejv́ıce studíı bylo

zaměřeno na predikci barvy oč́ı. Barva oč́ı se neměńı během ročńıho obdob́ı a téměř

se neměńı v pr̊uběhu života, na rozd́ıl od barvy vlas̊u a pleti. Během sběru dat

je rozřazeńı jedinc̊u do skupin dle barvy oč́ı relativně jednoduché. V tabulce 1.3

jsou uvedeny vyvinuté sady marker̊u SNP pro predikci barvy oč́ı. Nejrozš́ı̌reněǰśım

projektem určováńı fenotypových znak̊u, konkrétně barvy oč́ı, je Irisplex [66], [67].

Tato sada obsahuje 6 SNP marker̊u ze 6 r̊uzných gen̊u (HERC2, OCA2, SLC24A4,

SLC45A2, TYR, IRF4) a byla vyvinuta na vzorćıch buněčných liníı projektu Hu-

man Genome Diversity [68]. Sada marker̊u navržená skupinou Ruiz et al. [69] je

modifikaćı Irisplexu obohaceného o jeden marker - rs1129038, který je ve vazbě s
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rs12913832. Daľśı sadou je 7-plex [70], který je zaměřen na celosvětovou populaci

a obsahuje mimo jiné markery SNP specifické pro africkou (rs6119471) a asijskou

populaci (rs1545397, rs885479). Daľśı práce byly založeny na analýze jednotlivých

populaćı: polské [71] a slovinské [72].

Z tabulky 1.3 je patrná zaj́ımavá skutečnost, že všechny sady obsahuj́ı marker

rs12913832, což potvrzuje d̊uležitost tohoto markeru pro predikci barvy oč́ı. Výběr

zbývaj́ıćıch marker̊u se lǐśı. Důvodem může být populace, na ńıž byla studie prove-

dena. Proto je velmi vhodné provést výzkum na populaci, pro ńıž se plánuje zavedeńı

určováńı fenotypických znak̊u. Pomoćı tohoto výzkumu bude možné vybrat soubor

nejinformativněǰśıch marker̊u a t́ım zvýšit mı́ru predikce u dotyčné populace.

Tabulka 1.3: Sady marker̊u SNP vyvinuté pro predikci barvy oč́ı

Marker Irisplex Ruiz et al. 7-plex Pospiech et al. Kastelic,

SNP Walsh et al. 2013 Spichenok et al. 2011 Drobnic

2011 [69] 2011 [71] 2012

[66] [70] modré vs [72]

nemodré oči

rs12913832 + + + + +

rs16891982 + + + - -

rs1393350 + + - - +

rs12896399 + + - + -

rs12203592 + + + - -

rs1800407 + + - - +

rs1426654 - - + - -

rs7495174 - - - - +

rs6119471 - - + - -

rs885479 - - + - -

rs1545397 - - + - -

rs1805008 - - - - +

rs1129038 - + - - -

rs916977 - - - - -
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2 HYPOTÉZY A CÍLE

Předložená práce měla následuj́ıćı ćıle a hypotézy:

• Provést populačńı studii pomoćı sady marker̊u Investigator DIPplex obsahuj́ıćı

inzerčně-delečńı polymorfizmy na populaci České republiky

• Vyhodnotit zjǐstěné populačńı charakteristiky sady marker̊u Investigator DIP-

plex na české populaci a porovnat je s ostatńımi populacemi

• Ověřit hypotézu, že sada marker̊u Investigator DIPplex je vhodná pro forenzńı

identifikaci a určováńı př́ıbuznosti v České republice

• Vyhodnotit zjǐstěné populačńı charakteristiky sady X-chromozomálńıch mar-

ker̊u Mentype R© Argus X-8 na středo-chorvatské populaci a porovnat je s

ostatńımi populacemi

• Ověřit hypotézu, že sada marker̊u Mentype R© Argus X-8 je vhodná pro forenzńı

identifikaci a určováńı př́ıbuznosti ve středńım Chorvatsku

• Vyhodnotit zjǐstěné populačńı charakteristiky sady X-chromozomálńıch mar-

ker̊u Decaplex X-STR na středochorvatské populaci a porovnat je s ostatńımi

populacemi

• Ověřit hypotézu, že sada marker̊u Decaplex X-STR je vhodná pro forenzńı

identifikaci a určováńı př́ıbuznosti v České republice

• Vytvořit soubor osob, u kterých bude dostupná informace o barvě oč́ı a p̊uvodu

• Otestovat tento soubor osob pomoćı marker̊u ve vybraných genech, které se

účastńı procesu pigmentace

• Vybrat nejlepš́ı model obsahuj́ıćı sadu marker̊u SNP, který může být použit

pro predikci barvy oč́ı v České republice

• Validovat vybraný model a určit jeho mı́ru predikce

• Ověřit hypotézu, že použit́ı kombinace marker̊u SNP souvisej́ıćıch s barvou oč́ı

a marker̊u SNP biogeografického p̊uvodu zlepš́ı predikci barvy oč́ı u neznámých

vzork̊u
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3 MATERIÁL A METODY

3.1 Soubor vzork̊u

3.1.1 Soubor vzork̊u pro studium Investigator DIPplex

Pro analýzu inzerčně-delečńı sady marker̊u Investigator DIPplex (QIAGEN, Německo)

byl použit soubor vzork̊u DNA z 55 nepř́ıbuzných jedinc̊u České populace. Všechny

osoby podepsaly před genetickým vyšetřeńım informovaný souhlas.Pro stanoveńı fo-

renzńıch parametr̊u, které jsou d̊uležité pro určováńı paternity, bylo vybráno 11 tríı

(matka - d́ıtě - otec) s paternitou, která byla prokázána pomoćı STR marker̊u.

3.1.2 Soubor vzork̊u pro studium Mentype R© Argus X-8

Pro studii sady X STR marker̊u Mentype R© Argus X-8 (QIAGEN, Německo) byly

použity vzorky od 178 nepř́ıbuzných osob (78 muž̊u a 99 žen). Osoby pocházely

ze středńıho Chorvatska, z Karlovacké, Záhřebské, Bjelovarsko-bilogorské a Sisacko-

moslavinské oblasti. Studie byla schválena etickou komisi Ústavu lékařského výzkumu

a profesńıho zdrav́ı v Zahřebu, Chrovatsko.

3.1.3 Soubor vzork̊u pro studium Decaplex X-STR

Pro populačńı studii sady X-STR marker̊u Decaplex byly použity anonymizované

vzorky 431 nepř́ıbuzných osob, z toho 234 muž̊u a 197 žen. Všechny osoby, které

byly vybrány pro tuto studii, pocházely z České Republiky.

3.1.4 Soubor vzork̊u pro studium Fenotypové SNP

Tato studie obsahovala dvě množiny dat (viz Tabulka 3.1): trénovaćı (N=131) a

testovaćı (N=128). Vzorky pro trénovaćı sadu byly źıskány od dobrovolńık̊u z České

Republiky a Kazachstánu, kteř́ı podepsali informovaný souhlas a vyplnili dotazńık

obsahuj́ıćı otázky ohledně p̊uvodu a barvy oč́ı. Testovaćı anonymizované vzorky

běloch̊u byly źıskány z Kriminalistického ústavu Praha, asijská data byla źıskána z

projektu HapMap [73] pomoćı vývojového prostřed́ı Rstudio [74].
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Tabulka 3.1: Popis soubor̊u vzork̊u

trénovaćı množina Testovaćı množina

Barva oč́ı

Světlá Tmavá Světlá Tmavá

47 84 29 99

Biogeografický p̊uvod

Běloch Asiat Běloch Asiat

100 31 47 81

3.2 Zkoumané markery

3.2.1 Investigator DIPplex

Sada Investigator DIPplex obsahuje 30 INDEL umı́stěných na autozómech (viz Ta-

bulka 3.2). Vybrané polymorfizmy jsou lokalizovány na 19 autozómech, vzdálenost

mezi jednotlivými INDEL je minimálně 10 Mbp. Sada marker̊u Investigator DIP-

plex také obsahuje úsek genu pro amelogenin pro určeńı pohlav́ı. Amelogenin je

gen zubńı skloviny, který je př́ıtomen jak na X, tak i na Y chromozómu. Na chro-

mozómu X je lokalizace genu Xp22.1-22.3. Na chromozómu Y se amelogenin nachaźı

na krátkém raménku - Yp11.2. Fragment, který se použ́ıvá pro určeńı pohlav́ı, je

na chromozómu Y o 6 báźı deľśı, než na chromozómu X. Úsek amelogeninu, který

je analyzován pro určeńı pohlav́ı, neńı polymorfńı, ovšem je hojně využ́ıván pro

sestavovańı sad marker̊u použ́ıvaných ve forenzńı genetice. Úskaĺı určováńı pohlav́ı

pomoćı tohoto markeru tkv́ı ve skutečnosti, že existuj́ı populace, u kterých je v

tomto úseku na chromozómu Y delece 6 báźı. Výsledkem analýzy vzorku muže s

takovouto delećı jsou dva fragmenty o stejné délce, které jsou nerozlǐsitelné na ka-

pilárńı elektroforéze. Byly doloženy jedinečné př́ıpady výskytu této delece u jedinc̊u

v Mexiku [75], Indii [76], Č́ıně [77], Japonsku [78] a Itálii [79]. Ovšem frekvence

delece v amelogeninu je velmi vzácná v bělošské populaci, a proto patř́ı amelogenin

k nejrozš́ı̌reněǰśım marker̊um pro určeńı pohlav́ı.
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Tabulka 3.2: Seznam polymorfizmů INDEL v sadě Investigator DIPplex

Lokus Chromozomálńı lokalizace Č́ıslo rs Sekvence polymorfizmu

HLD6 16q13 rs1610905 GCAGGACTGGGCACC

HLD39 1p22.1 rs17878444 CCTAAACAAAAATGGGAT

HLD40 1p32.2 rs2307656 GGGACAGGTGGCCACTAGGAGA

HLD45 2q31.1 rs2307959 CACG

HLD48 2q11.2 rs28369942 GACTT

HLD56 4q25 rs2308292 TAAGT

HLD58 5q14.1 rs1610937 AGGA

HLD64 5q12.3 rs1610935 GACAAA

HLD67 5q33.2 rs1305056 CTACTGAC

HLD70 6q16.1 rs2307652 AGCA

HLD77 7q31.1 rs1611048 TAAG

HLD81 7q21.3 rs17879936 GTAAGCATTGT

HLD83 8p22 rs2308072 AAGG

HLD84 8q24.12 rs3081400 CTTTC

HLD88 9q22.32 rs8190570 CCACAAAGA

HLD92 11q22.2 rs17174476 GTTT

HLD93 12q22 rs2307570 ACTTT

HLD97 13q12.3 rs17238892 AGAGAAAGCTGAAG

HLD99 14q23.1 rs2308163 TGAT

HLD101 15q26.1 rs2307433 GTAG

HLD111 17p11.2 rs1305047 CACA

HLD114 17p13.3 rs2307581 TCCTATTCTACTCTGAAT

HLD118 20p11.1 rs16438 CCCCA

HLD122 21q22.11 rs8178524 GAAGTCTGAGG

HLD124 22q12.3 rs6481 GTGGA

HLD125 22q11.23 rs16388 ATTGCC

HLD128 1q31.3 rs2307924 ATTAAATA

HLD131 7q36.2 rs1611001 TGGGCTTATT

HLD133 3p22.1 rs2067235 CAACCTGGATT

HLD136 22q13.1 rs16363 TGTTT

Zdroj: http://www.qiagen.com/
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3.2.2 Argus X-8

Sada marker̊u Mentype R© Argus X-8 se skládá ze čtyř vazebných skupin. Každá sku-

pina obsahuje dvojici X-STR marker̊u, mezi kterými je malá vzdálenost (viz Obrázek

3.1).

Obrázek 3.1: Lokalizace jednotlivých X-STR obsazených v Mentype R© Argus X-8

Zdroj: http://www.biotype.de
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3.2.3 Decaplex X-STR

Na rozd́ıl od předchoźı sady marker̊u, Decaplex X-STR obsahuje STR markery, které

jsou rovnoměrně rozmı́stěny po celé délce chromozómu X (viz Tabulka 3.3). Deca-

plex X-STR sd́ıĺı s Mentype R© Argus X-8 tři společné markery: DXS8378, DXS7132

a DXS7423.

Tabulka 3.3: Umı́stěńı marker̊u ze sady Decaplex X-STR na chromozómu X

Marker Chromozomálńı lokalizace Lokalizace (Mb)*

DXS8378 Xp22.31 9,330

DXS9902 Xp22.2 15,234

DXS7132 centroméra 64,572

DXS9898 Xq21.31 87,682

DXS6809 Xq21.33 94,825

DXS6789 Xq21.33 95,336

DXS7133 Xq22.3 108,928

GATA172D05 Xq23 113,061

GATA31E08 Xq27.1 140,062

DXS7423 Xq28 149,460

*dle NCBI 36

3.2.4 Fenotypové SNP markery

Tato studie zkoumala 22 marker̊u SNP, které koreluj́ı s biogeografickým p̊uvodem

anebo s barvou oč́ı (viz Tabulka 3.4). SNP byly vybrány z r̊uzných literárńıch zdroj̊u

- jak z výsledk̊u celogenomových asociačńıch studíı, tak i z praćı, zabývaj́ıćıch se apli-

kaćı určeńı fenotypu ve forenzńı genetice. Při výběru SNP byly preferovány markery

nacházej́ıćı se v kóduj́ıćı oblasti gen̊u. Vetšina zkoumaných SNPů se nacháźı na

15. chromozómu v oblasti gen̊u HERC2-OCA2. Bylo prokázáno, že tato oblast má

největš́ı rozlǐsovaćı schopnost v určováńı barvy oč́ı ze všech dosud zkoumaných ob-

last́ı. V této studii byly zkoumány polymorfizmy i v daľśı genech, které se zúčastňuj́ı

melanogeneze, a nebo se frekvence jejich alel lǐśı u př́ıslušńık̊u r̊uzných populaćı.

Z toho d̊uvodu tato studie zahrnovala i markery p̊uvodu, které jsou mnohdy těsně

spojeny s pigmentaćı.
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Tabulka 3.4: Umı́stěńı marker̊u ze sady Decaplex na chromozómu X

Č́ıslo rs Gen Cromozomálńı Genová oblast Alely ** Zdroj

lokalizace *

rs16891982 SLC45A2 (MATP) 5p13.2 Exon C/G [58]

rs12203592 IRF4 6p25.3 Intron C/T [58]

rs35264875 TPCN2 11q13.3 Exon A/T [59]

rs1393350 TYR 11q14.3 Intron A/G [59]

rs12821256 KITLG 12q21.32 Intergenová oblast C/T [59]

rs2031526 DCT(TYRP2) 13q32.1 Intron A/G [80]

rs12896399 SLC24A4 14q32.12 Intergenová oblast G/T [63]

rs1800407 OCA2 15q13.1 Exon A/G [81]

rs7495174 OCA2 15q13.1 Intron A/G [62]

rs4778138 OCA2 15q13.1 Intron A/G [59]

rs1545397 OCA2 15q13.1 Intron A/T [82]

rs4778241 OCA2 15q13.1 Intron A/C [62]

rs1667394 HERC2 15q13.1 Intron A/G [59]

rs12913832 HERC2 15q13.1 Intron A/G [83]

rs916977 HERC2 15q13.1 Intron A/G [58]

rs1426654 SLC24A5(NCKX5) 15q21.1 Exon A/G [84]

rs258322 MCR1 16q24.3 Intron C/T [58]

rs1805007 MCR1 16q24.3 Exon C/T [59]

rs885479 MCR1 16q24.3 Exon A/G [70]

rs4911414 ASIP 20q11.22 Intergenová oblast G/T [59]

rs1015362 ASIP 20q11.22 Intergenová oblast A/G [59]

rs6119471 ASIP 20q11.22 Intergenová oblast C/G [70]

* dle cytogenetických band̊u Ensembl (http://www.ensembl.org/); ** dle databáze

dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/)

3.3 Izolace DNA

DNA byla izolována z bukálńıch stěr̊u pomoćı Blood Mini Kit (QIAGEN, Německo)

dle následuj́ıćıho postupu.

1. Přidat do 2 ml zkumavky 600 µl PBS (Phosphate Buffered Saline), 600 µl
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AL pufru a 35 µl Proteinázy K. Do vzniklého roztoku ponořit bukálńı stěr a

promı́chat.

2. Inkubovat 10 minut při 56 ◦C.

3. Přidat 600 µl 96% etanolu a promı́chat.

4. Napipetovat do kolonky 600 µl vzniklého roztoku. Stočit 1 minutu při 6000 ×

g. Proces zopakovat 2 krát.

5. Napipetovat do kolonky 600 µl promývaćıho pufru AW1. Stočit 1 minutu při

6000 × g.

6. Napipetovat 600 do kolonky µl promývaćıho pufru AW2. Stočit 3 minuty při

20000 × g.

7. Napipetovat do kolonky 150 µl elučńıho pufru AE. Inkubovat 1 minutu při

pokojové teplotě, potom stočit 1 minutu při 6000 × g.

8. Vzniklý eluát přepipetovat do čisté zkumavky.

Po izolaci byla DNA kvantifikována na př́ıstroji Nanophotometer (Implen, USA).

3.4 Genotypizace

3.4.1 Investigator DIPplex

Vzorky DNA byly amplifikovány s použit́ım značených primer̊u pro následnou de-

tekci na kapilárńı elektroforéze.

Pro amplifikaci fragment̊u DNA bylo vyzkoušeno několik vstupńıch množstv́ı

DNA (0,2 ng, 0,5 ng a 1 ng). Jako nejlepš́ı bylo vyhodnoceno vstupńı množstv́ı 0,5

ng DNA. PCR reakce byla připravena dle tabulky 3.5 a provedena v cykleru Veriti

(Applied Biosystems, USA) v souladu s pokyny výrobce (viz Tabulka 3.6).

Po ukončeńı amplifikace byla provedena fragmentačńı analýza. Proto bylo 0,5

µl produktu PCR reakce smı́cháno s 0,75 µl vnitřńıho standardu BTO (QIAGEN,

Německo) a 12 µl Hi-Di formamidu (Applied Biosystems, USA) a analyzováno na ge-

netickém analyzátoru ABI PRISM 310 (Applied Biosystems, USA) za následuj́ıćıch

podmı́nek:
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• Délka kapiláry: 36 cm

• Polymer: POP-4TM(Applied Biosystems, USA)

• Modul: GS STR POP-4 (1 ml) G5

• Doba nástřiku: 5 s

• Napět́ı při nástřiku: 15kV

• Teplota běhu: 60◦C

• Napět́ı při běhu: 15kV

• Doba běhu: 20 min

Určováńı genotyp̊u bylo provedeno v programu Genotyper v3.7 (Applied Bio-

systems, USA) s použit́ım alelického žebř́ıčku.

Tabulka 3.5: Směs pro PCR reakci Investigator DIPplex

Složka Objem, µl

Reakčńı mix A 2,5

Primery 2,5

Polymeráza Taq 0,3

Voda 6,2

DNA 1,0

Celkový objem 12,5

Tabulka 3.6: Protokol PCR reakce Investigator DIPplex

Teplota Čas

94 ◦C 4 min

94 ◦C 30 s

30 cykl̊u61 ◦C 120 s

72 ◦C 75 s

68 ◦ 60 min

10 ◦ ∞
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3.4.2 Fenotypové SNP markery

Genotypy byly určeny pomoćı metody alelické diskriminace s použit́ım značených

sond TaqMan R© MGBTMna př́ıstroji 7900 HT Fast Real-Time PCR System (Applied

Biosystems). V každé reakci byla dvojice neznačených primer̊u a dvě sondy. Každá

sonda komplementárně hybridizuje jenom k jedné alele SNP markeru. Molekula

sondy má na 5’ konci navázanou fluorescenčńı značku (VICTMnebo FAMTM), na 3’

straně je zhášeč, který bráńı emisi fluorescence. K sondě je také připojena molekula,

která se váže do malého žlábku DNA (Minor groove binding - MGB), a zvyšuje t́ım

specificitu sondy. Po hybridizaci sondy a během elongačńı fáze DNA polymeráza

pomoćı své 5’ endonukleázové aktivity odstrańı ze sondy fluorescenčńı značku, č́ımž

se několikanásobně zvýš́ı emise fluorescence (viz Obrázek 3.2). Fluorescence vzorku

je měřena před začátkem amplifikace a na konci.

Po změřeńı fluorescence amplifikovaného produktu jsou vzorky vyneseny do

grafu (viz Obrázek 3.3). Osa x odpov́ıdá mı́̌re fluorescence VICTM, osa y odpov́ıdá

mı́̌re fluorescence FAMTM. Na obrázku představuje každý bod jednu osobu. Homozy-

goti pro alelu, k ńıž je komplementárńı sonda značena VICTM, se nacházej́ı v pravém

dolńım rohu. Homozygoti pro alelu, k ńıž je komplementárńı sonda značena FAMTM,

se nacházej́ı v levém horńım rohu. Heterozygoti se nacházej́ı uprostřed.

Pro analýzu bylo použito 2 µl neředěného roztoku DNA o koncentraci přibližně

15-20 ng/µl. Amplifikace a analýza byla provedena dle pokyn̊u výrobce (viz Tabulky

3.7, 3.8) zvlášt’ pro každý SNP marker.

Tabulka 3.7: Směs pro PCR reakci fenotypových SNP

Složka Objem, µl

TaqMan Universal Mix II,no UNG 5,00

Voda 2,75

Próba a primery 0,25

DNA 2,00

Celkový objem 10,00

Určováńı genotyp̊u bylo provedeno pomoćı programu Sequence Detection Sys-

tem Software v2.4.1 (Applied Biosystems, USA).
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Obrázek 3.2: Princip metody určováńı genotypu pomoćı sond TaqMan R©MGBTM

R - fluorescenčńı značka, Q - zhášeč, MGB - minor groove binding

Zdroj: [85]

Tabulka 3.8: Protokol PCR reakce fenotypových SNP

Teplota Čas

95 ◦C 10 min

92 ◦C 15 s
50 cykl̊u

60 ◦C 90 s
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Obrázek 3.3: Výsledek genotypizace pomoćı sond TaqMan R©MGBTM
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3.5 Statistická analýza

3.5.1 Testováńı Hardy-Weinbergovy rovnováhy

Testováńı Hardy-Weinbergovy rovnováhy (Hardy-Wenberg equilibrium - HWE) patř́ı

k základńım statistickým analýzám v populačńı genetice. Tento test byl měl být

proveden před testováńım jakýchkoliv hypotéz. Testováńı HWE dovoluje nejen od-

hadovat frekvence jednotlivých genotyp̊u, ale i odhalit genotypizačńı chyby nebo

asociaci marker̊u se zkoumaným fenotypem. Základńı předpoklady toho, že popu-

lace se nacháźı v HWE, jsou:

• Náhodné kř́ıžeńı

• Nekonečně velká populace

• Absence mutaćı

• Absence migrace

• Absence genetického driftu

• Absence selekce

Je zřejmé, že žádná lidská populace nesplňuje všechna tato kritéria. Ovšem ve

velkých populaćıch jsou takové jevy jako migrace, mutace a selekce zanedbatelné,

proto se očekává, že tyto populace budou v HWE. U populačńıho vzorku je potřeba

kontrolovat HWE, aby se zjistilo, zda je reprezentativńı. Odchylka od HWE může

naznačovat bud’ genotypizačńı chybu [86], [87], stratifikaci populace, smı́̌seńı několika

populaćı do jednoho souboru, anebo naznačovat, že vybraný marker skutečně kore-

luje se zkoumaným fenotypem [88] (viz Obrázek 3.4).

S odhadem, zda se populace nacháźı v HWE, je spojen odhad heterozygozity.

Tuto veličinu lze vypoč́ıtat pomoćı odhadu frekvence heterozygot̊u podle Hardy-

Weinbergova zákona. Pod́ıl heterozygot̊u lze odhadnout pomoćı genové diverzity i

přes alelické frekvence.
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Obrázek 3.4: Vývojový diagram postupu při odhaleńı odchylky od Hardy-

Weinbergovy rovnováhy
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V populačńı studii Investigator DIPplex byl test na HWE vypoč́ıtán ručně

pomoćı χ2 testu (viz Rovnice 3.1). Pro tuto studii byl také proveden odhad genové

diverzity podle práce Chakraborty et al. [89].

χ2 =
(O − E)2

E
, kde (3.1)

O - pozorované frekvence genotyp̊u

E - frekvence genotyp̊u odvozené pomoćı zjǐstěných frekvenćı alel dle vzorce

Hardy-Weinberga pro frekvence genotyp̊u

U vzork̊u analyzovaných pomoćı sady Mentype R© Argus X-8 a Decaplex X-STR

byl test HWE společně s odhadem genové diverzity proveden pomoćı programu

Arlequin v3.5 [90]. U vzork̊u analyzovaných pomoćı fenotypových SNP marker̊u

byly zjǐst’ovány odchylky od HWE pomoćı programu PLINK v1.07 [91].

Během testováńı HWE i jiných statistických test̊u na hodnotu hladiny význam-

nosti byla aplikována Bonferroniho korekce. Důvod korekce spoč́ıvá v tom, že pokud

testujeme v́ıce marker̊u najednou, existuje pravděpodobnost, že jeden test bude

mı́t signifikantńı výsledek jenom d́ıky náhodě. Při aplikaci Bonferroniho korekce

se hodnota významnosti vyděĺı počtem provedených testováńı. Např́ıklad, pokud

bylo provedeno testováńı HWE u 30 INDEL marker̊u ze sady Investigator DIPplex,

hodnota významnosti po Bonferroniho korekci je 0,0017. Neexistuje žádné striktńı

pravidlo ohledně použit́ı Bonferroniho korekce, a je tedy na vědci, zda se rozhodne

tuto korekci použ́ıt, či nikoliv [92].

3.5.2 Testováńı vazebné nerovnováhy

Test vazebné nerovnováhy (Linkage Disequilibrium - LD) zkoumá korelaci mezi ale-

lami r̊uzných marker̊u. Hlavńı otázka tohoto testu spoč́ıvá v určeńı toho, jak určitá

alela jednoho markeru ovlivňuje pravděpodobnost distribuce alel jiných marker̊u.

Jinými slovy tento test zkoumá, zda jsou na sobě analyzované markery závislé či

nezávislé. Signifikantńı výsledek testu LD může být také zp̊usoben t́ım, že zkoumaný

vzorek neńı v HWE. Důvodem je skutečnost, že test LD předpokládá frekvence ge-

notyp̊u dle zákona Hardy-Weinberga.

Vazebná nerovnováha byla testována u sady marker̊u Investigator DIPplex pomoćı
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programu SNPanalyzer v1.2 (Istech, Jižńı Korea). U fenotypových SNP marker̊u,

sady Mentype R© Argus X-8 a sady Decaplex byl pro testováńı LD použit program

Arlequin v3.5 [90]. U sad obsahuj́ıćıch X-STR markery byl test LD proveden zvlášt’

pro mužské a ženské vzorky.

3.5.3 Určováńı forenzńıch parametr̊u

Jedńım z hlavńıch kritéríı pro marker ve forenzńı genetice je jeho informativita.

Pokud se jedná o využit́ı markeru za účelem identifikace osoby, zkoumaný marker

by měl být co nejpolymorfněǰśı. Jinak řečeno - měl by se v dané populaci vyskyto-

vat v co nejv́ıce možných genotypech vykazuj́ıćıch přibližně stejnou frekvenci. Daľśı

charakteristiky, které hraj́ı roli ve výběru markeru, jsou ńızká mutačńı rychlost a

umı́stěńı mimo kóduj́ıćı oblast. Posledńı charakteristika je d̊uležitá ze dvou d̊uvod̊u.

Prvńı je etický, protože zkoumaný polymorfizmus nesmı́ poskytnout informaci o

zdravotńım stavu osoby, jej́ıž DNA je analyzována. Druhý d̊uvod je populačně-

genetický, protože polymorfizmus nacházej́ıćı se v kóduj́ıćı oblasti by mohl pod-

lehnout selekčńımu tlaku. Pokud by prob́ıhala selekce, nebylo by možné odhadnou

frekvence genotyp̊u podle zákona Hardy-Weinberga.

Informačńı obsah polymorfizmu (Polymorphism Informational Content - PIC) měř́ı

užitečnost sledovaného markeru (viz Rovnice 3.2). Markery s větš́ım počtem alel či

s alelami o stejné frekvenci dosahuj́ı vyšš́ı hodnoty PIC [93].

PIC = 1−
n∑

i=1

p2
i −

n−1∑
i=1

n∑
j=i+1

2p2
i p

2
j , kde (3.2)

i - i-tá alela

n - celkový počet alel

pi - frekvence i-té alely

Pravděpodobnost shody (Probability of a match - PM) je také d̊uležitým pa-

rametrem pro marker použ́ıvaný ve forenzńı genetice a lze ji pro jednotlivé mar-

kery spoč́ıtat dle rovnice 3.3. Tato rovnice byla sestavena Fisherem na základě

nasb́ıraných hodnot během analýzy krevńıho systému MNS [94].
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PM =
n∑

i=1

G2
i , kde (3.3)

Gi - frekvence i-tého genotypu ve zkoumaném populačńım vzorku

PM pro celou sadu marker̊u neboli k lokus̊u (Combined Probability of a Match

- CPM) lze vypoč́ıtat dle rovnice 3.4

CPM = 1−
k∏

m=1

PMm, kde (3.4)

PMm - pravděpodobnost shody m-tého lokusu

Daľśımi parametry, které se stanovuj́ı pro identifikačńı markery, jsou diskri-

minačńı śıla (Power of Discrimination - PD), pr̊uměrný paternitńı index (Average

Paternity Index - API) a pr̊uměrná pravděpodobnost vyloučeńı (Mean Exclusion

Chance - MEC). PD lze definovat jako pr̊uměrnou pravděpodobnost, že dvě náhodně

vybrané osoby budou mı́t jiný genotyp. V př́ıpadě autozomálńıch lokus̊u je součet

PM a PD roven jedné (viz Rovnice 3.5).

PD = 1− PM (3.5)

PD je v př́ıpadě X-vázaných lokus̊u jiná pro muže (PDM , viz Rovnice 3.6 ) a

ženy (PDF , viz Rovnice 3.7) [95].

PDM = 1−
∑

p2
i (3.6)

PDF = 1− 2(
∑

p2
i )

2 +
∑

p4
i (3.7)

Celková PD pro sadu k lokus̊u (Combined Power of Discrimination - CPD) lze

vypoč́ıst dle rovnice 3.8.

CPD =
k∏

m=1

PMm (3.8)

44



MEC je pravděpodobnost vyloučeńı otcovstv́ı. Výpočet MEC záviśı na tom,

které osoby byly testovány. Pokud se jedná o standardńı trio: matka - d́ıtě (v

př́ıpadě určováńı otcovstv́ı pomoćı X-STR se jedná vždy o dceru) - nařčený otec,

lze vypoč́ıtat MEC dle rovnice 3.9 [95].

MECT = 1−
∑

p2
i +

∑
p4
i − (

∑
p2
i )

2 (3.9)

Pokud je v př́ıpadě standardńıho tria mı́sto nařčeného otce jeho matka, lze MEC

vypoč́ıtat dle rovnice Krügera [96]. Pokud matka neńı testována, lze vypoč́ıtat MEC

pro duo (dcera-otec) pomoćı rovnice 3.10 [95].

MECD = 1− 2(
∑

p2
i )

2 +
∑

p3
i (3.10)

Daľśım parametrem, který je d̊uležitý pro forenzńı markery je hodnota pa-

ternitńıho indexu neboli věrohodnostńıho poměru. Věrohodnostńı poměr v tomto

př́ıpadě porovnává pravděpodobnost genotyp̊u za předpokladu, že nařčený otec je

biologickým otcem d́ıtěte s pravděpodobnost́ı genotyp̊u za předpokladu, že neznámý

nepř́ıbuzný muž je biologickým otcem d́ıtěte. Věrohodnostńı poměr je součást́ı Baye-

sovy věty, která je uvedena ve tvaru pod́ıl̊u pravděpodobnost́ı na obrázku 3.5. Baye-

sova věta v takovém tvaru je často využ́ıvaná ve forenzńı genetice v př́ıpadě jak iden-

tifikace, tak i určováńı př́ıbuznosti. Použit́ı Bayesovy věty je lidsky přirozené, protože

tato věta ukazuje jak lze zjistit výslednou pravděpodobnost jevu pomoćı aktuali-

zace výchoźı pravděpodobnosti. Výchoźı pod́ıl pravděpodobnost́ı je v tomto př́ıpadě

tvořen poměrem pravděpodobnost́ı hypotéz před genetickým vyšetřeńım. Tato část

Bayesovy věty je nejsubjektivněǰśı a jej́ı determinace nálež́ı soudci, jak v př́ıpadech

forenzńı identifikace, tak i v př́ıpadech určováńı př́ıbuznosti. Pro forenzńıho vědce

je nejpodstatněǰśı část Bayesovy věty věrohosnostńı poměr (Likelihood Ratio - LR),

což je pod́ıl pravdepodobnost́ı d̊ukaz̊u za předpokladu hypotézy obhajoby anebo

obžaloby. Hodnota LR nezáv́ıśı na hodnotě výchoźıho pod́ıl̊u pravděpodobnost́ı. Na

rozd́ıl od výchoźıho pod́ılu pravděpodobnost́ı, výsledný pod́ıl pravděpodobnost́ı je
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podmı́něn výsledkem genetického vyšetřeńı. Termin
”
paternitńı index“ nahrazuje

věrohodnostńı poměr v př́ıpadě určováńı otcovstv́ı.

Obrázek 3.5: Bayesova věta ve tvaru pod́ıl̊u pravděpodobnost́ı

Hp - hypotéza obžaloby, Hd - hypotéza obhajoby, E - d̊ukaz

V př́ıpadě paternitńı ho indexu znamená sybol
”
E“ výsledky genetického vyšet-

řeńı, Hp - hypotéza, že nařčený otec O je biologickým otcem d́ıtěte D z matky M,

Hd - hypotéza, že neznámý nepř́ıbuzný s nařčeným otcem muž je biologickým otcem

d́ıtěte D z matky M. Potom lze paternitńı index upravit dle konkrétńıho př́ıpadu

(viz Rovnice 3.11). V této rovńıce je uveden př́ıpad určováńı otcovstv́ı, pokud d́ıtě

má genotyp AiAj, matka AiAk a nařčený otec AjAl.

Pr(GD, GM , GO|Hp)

Pr(GD, GM , GO|Hd)
=
Pr(GD|GM , GO, Hp)

Pr(GD|GM , Hd)
=

1/2× 1/2

1/2× pj
=

1

2× pj
, kde (3.11)

GD - genotyp d́ıtěte

GM - genotyp matky

GO - genotyp nařčeného otce

Paternitńı index pro standardńı tria, tzn matka d́ıtě nařčený otec, lze vypoč́ıtat

dle vzorc̊u uvedených v práci Brennera [97] (viz Tabulka 3.9). API (Average Pater-

nity Index) představuje pr̊uměr paternitńıho indexu dosaženého za využit́ı testované

sady marker̊u na př́ıpadech s prokázaným otcovstv́ım. API byl vypoč́ıtán pro sadu

Investigator DIPplex.

U bialelických INDEL marker̊u byl vypoč́ıtán počet ”power-effective”, neboli

účinných marker̊u. Počet účinných marker̊u se rovná dvojnásobku zkoumaných mar-

ker̊u vynásobených pr̊uměrnou genovou diverzitou [98].
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Tabulka 3.9: Výpočet paternitńıho indexu pro standardńı tria

Dı́tě Matka Nařčený otec Vzorec LR

q pq q 1/q

q p q -

pq p nebo pr q 1/q

q q q 1/q

pq p nebo pr qr 1/2q

q p qr -

q pq qr 1/2q

q q qr 1/2q

pq pq pq 1/(p+q)

pq pq q 1/(p+q)

pq pq qr 1/(2p+2q)

q pq r 0

q q r 0

q p r -

Zdroj: [97]

3.5.4 Mezipopulačńı srovnáńı

Srovnáńı frekvenćı marker̊u typ̊u INDEL obsažených v sadě Investigator DIPplex

bylo provedeno ručně pomoćı χ2 testu s použit́ım alelických frekvenćı v německé,

asijské, africké, indiánské a celoevropské populaci. Očekáváné počty jedinc̊u př́ısluš-

ných populaćı byly spoč́ıtány dle postupu zobrazeného v tabulce 3.6. Výsledný vzo-

rec χ2 (viz Rovnice 3.1) se skládál ze čtyř d́ılč́ıch část́ı - alela 1 v populaci A, alela

1 v populaci B, atd.

Intrapopulačńı a interpopulačńı koeficienty genetické variability byly stanoveny

s použit́ım F-statistiky a vzorc̊u Wrighta [99]. FIS určuje subpopulačńı koeficient

inbreedingu a lze ho spoč́ıtat dle rovnice 3.12.

FIS = 1− Hobs

Hexp

, kde (3.12)

Hobs - pozorovaná heterozygozita v populaci

Hexp - očekávaná heterozygozita v populaci

Pomoćı mezipopulačńıho koeficientu inbreedingu FST lze určit genetickou vzdále-
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Obrázek 3.6: Určeńı očekáváných hodnot pro srovnáńı alelických frekvenćı v r̊uzných

populaćıch pomoćı χ2 testu

O - pozorované frekvence genotyp̊u, E - frekvence genotyp̊u odvozené pomoćı

zjǐstěných frekvenćı alel dle vzorce Hardy-Weinberga pro frekvence genotyp̊u

nost mezi sledovanými populacemi dle rovnice 3.13. Z této rovnice vyplývá, že č́ım

v́ıce se HS přibližuje HT , t́ım v́ıce se populace podobaj́ı.

FST =
HT −HS

HT

, kde (3.13)

HT - pod́ıl heterozygot̊u v celkové populaci

HS - pr̊uměrný pod́ıl heterozygot̊u v subpopulaćıch

Ve studii sady X-STR Mentype R© Argus X-8 byly pro srovnáńı mezi populacemi

použity bud’ frekvence haplotyp̊u (srovnáńı s populaćı Německa, Japonska a Ghany)

nebo alelické frekvence (srovnáńı s polskou a bosenskou populaci) pomoćı programu

Arlequin v3.5 [90]. Ve studii sady marker̊u X-STR Decaplex bylo mezipopulačńı

srovnáńı provedeno pomoćı porovnáńı hodnot FST pro každý marker. Srovnáńı české

populace s populaćı z Ugandy, severovýchodńıho Španělska, Polska a Německa bylo

provedeno pomoćı programu Arlequin v3.5 [90].

3.5.5 Rekonstrukce haplotyp̊u

Ve studii zabývaj́ıćı se výzkumem fenotypových SNP byla použita metoda rekon-

strukce haplotyp̊u v oblasti HERC2-OCA2, která, jak již bylo zmı́něno, silně koreluje

s pigmentaćı. Rekonstrukce haplotyp̊u byla provedena za účelem zjǐstěńı, zda nějaký

haplotyp asociuje s určitou barvou oč́ı. Protože se zkoumané SNP nacházej́ı na au-
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tozómech a soubor obsahoval vzorky od nepř́ıbuzných osob, nebylo možné stanovit

haplotypy př́ımo. K určeńı haplotyp̊u byl použit algoritmus Excoffier-Laval-Balding

(ELB) [100] v programu Arlequin v3.5 [90]. Pro provedeńı této analýzy bylo použito

p̊uvodńı nastaveńı programu. ELB je Bayesovská metoda rekonstrukce haplotyp̊u,

která aktualizuje výchoźı pravděpodobnost gametické fáze multilokusového geno-

typu pomoćı okolńıch lokus̊u a mı́stńı LD. Pro rekonstrukci haplotyp̊u byl trénovaćı

soubor rozdělen do dvou skupin dle p̊uvodu. Důvodem bylo to, že každá populace má

jiné genotypové složeńı, které může mı́t vliv na výsledek rekonstrukce haplotyp̊u. U

každého souboru byla zvlášt’ provedena rekonstrukce haplotyp̊u. Po provedeńı této

analýzy byla data opět spojena a rozdělena dle barvy oč́ı: světlá vs. tmavá.

3.5.6 Asociačńı studie

Asociačńı testy jsou hodně využ́ıvány v lékařské genetice pro určeńı gen̊u, které

mohou korelovat se zkoumaným komplexńım fenotypem. Takový fenotyp může být

výsledkem souhry jak faktor̊u genetických, tak i faktor̊u prostřed́ı. Aby bylo možné

pozorovat jakoukoliv asociaci, je potřeba mı́t minimálně dvě skupiny: ty, kteř́ı zkou-

maný fenotyp maj́ı, a ty, kteř́ı ho nemaj́ı. V lékařské genetice tyto skupiny nejčastěji

představuj́ı pacienty a kontroly. Pro studii fenotypových marker̊u byly nasb́ırané

vzorky rozděleny do dvou skupin - dle barvy oč́ı nebo dle biogeografického p̊uvodu

(viz Tabulka 3.1). Výstup asociačńıho testu kromě vlastńı p-hodnoty obsahuje poměr

pod́ıl̊u pravděpodobnost́ı (Odds ratio - OR) [101] s mezemi spolehlivosti. Př́ıkladem

výpočtu OR pro studii fenotypových SNP je rovnice 3.14. OR se rovná pod́ılu

pravděpodobnosti výskytu alely A u světlookých osob vydělenou pravděpodobnost́ı

výskytu opačné alely u světlookých osob a pravděpodobnosti výskytu alely A u

tmavookých osob vydělenou pravděpodobnost́ı výskytu opačné alely u tmavookých

osob. Pro porovnáńı se obvykle použ́ıvá minoritńı alela. Obor hodnot OR je [0,∞).

V př́ıpadě studie fenotypových SNP může OR < 1 svědčit o tom, že zkoumaný mar-

ker asociuje s tmavou barvou oč́ı. OR > 1 naznačuje, že zkoumaný marker může

asociovat se světlou barvou oč́ı.

OR =

Pr(A|S)
1−Pr(A|S)

Pr(A|T )
1−Pr(A|T )

, kde (3.14)

Pr(A|S) - pravděpodobnost výskytu alely A SNP markeru u osob se světlýma očima
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1-Pr(A|S) - pravděpodobnost výskytu opačné alely SNP markeru u osob se světlýma očima

Pr(A|T) - pravděpodobnost výskytu alely A SNP markeru u osob s tmavýma očima

1-Pr(A|T) - pravděpodobnost výskytu opačné alely SNP markeru u osob s tmavýma očima

Meze spolehlivosti (Confidence Intervals - CI) lze definovat jako rozsah hod-

not zkoumané proměnné vytvořený ze vzorku populace tak, že do něj s jistou

pravděpodobnost́ı bude patřit hodnota proměnné pro celou populaci [102]. Obvykle

se voĺı 95% CI. Odvozováńı závěr̊u o celé populaci se provád́ı na základě zkoumáńı

populačńıho vzorku. Správnost těchto závěr̊u záviśı na tom, jak dobře zkoumaný

vzorek reprezentuje celou populaci.

Signifikantńı výsledek asociačńıho test̊u u zkoumaných marker̊u může mı́t několik

zp̊usob̊u interpretace. Prvńı je př́ımá asociace mezi markerem a fenotypem. To zna-

mená, že zkoumaný marker zp̊usobuje predispozici k určitému fenotypu. Druhý je

nepř́ımá asociace. Jinými slovy, marker je v těsné bĺızkosti markeru, který zp̊usobuje

predispozici k určitému fenotypu. Třet́ı je falešně pozitivńı výsledek, který může být

zp̊usoben náhodou a nebo systematickou chybou (genotypizačńı chyba, stratifikace

populace) [103].

Asociačńı test byl proveden u studie fenotypových SNP marker̊u. Byla prove-

dena tři porovnáńı. Nejprve byla zkoumána asociace vybraných SNP s barvou oč́ı u

celého trénovaćıho vzorku. Poté byla asociace SNP s barvou oč́ı testována jenom u

bělošských vzork̊u. Posledńı asociačńı test zkoumal korelaci vybraných SNP s bio-

geografickým p̊uvodem a byl proveden na celém trénovaćım vzorku. Asociačńı testy

byly provedeny v programu PLINK v1.07 [91].

Úskaĺı asociačńıho testu spoč́ıvá v tom, že nedokaže odhalit interakce mezi

jednotlivými markery. Proto byla použita multifaktorová dimenzionálni redukčńı

analýza (Multifactor dimensionality reduction - MDR), která zkoumá korelaci kom-

binace zkoumaných marker̊u se sledovaným fenotypem.

3.5.7 Multifaktorová dimenzionálńı redukčńı analýza

MDR je neparametrická metoda, které nepředpokládá určitý typ dědičnosti predis-

pozice k projevu sledovaného fenotypu. Tato metoda je zaměřena na analýzu malého

množstv́ı pozorováńı, u kterých je sledováno velké množstv́ı proměnných. Dle práce

Ritchie et al. [104] je analýza MDR relativně odolná v̊uči šumu zp̊usobenému geno-
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typizačńı chybou a chyběj́ıćımi daty. MDR se nejčastěji použ́ıvá pro analýzu predis-

pozice ke komplexńımu onemocněńı, nebo obecně, ke komplexńımu fenotypu. Barva

oč́ı jistě představuje komplexńı fenotyp, který je tvořen v́ıce genetickými i negene-

tickými faktory.

Analýzu MDR lze rozdělit na dva procesy: nejprve jsou vytvořeny modely, které

jsou testovány, a následně je vybrán nejlepš́ı model (viz Obrázek 3.7). Prvńı proces

vyžaduje rozděleńı dat na dvě skupiny: 9/10 dat je použito na vytvořeńı modelu,

zbývaj́ıćı 1/10 na testováńı mı́ry predikce tohoto modelu. Před vytvořeńım model̊u

pomoćı analýzy MDR muśı být nastaven rozsah počtu marker̊u SNP, které mo-

hou být použity v modelu. U fenotypových SNP byly testovány kombinace od 1

do 4 marker̊u. Data z trénovaćıho souboru jsou rozdělena na
”
high risk“ a

”
low

risk“ dle poměru pacient̊u a kontrol. Pokud tento poměr přesahuje 1, potom jsou

tyto data označena jako
”
high risk“, pokud tento poměr nepřesahuje 1, potom jsou

data označena jako
”
low risk“. V tomto kroku docháźı k redukci dimenźı, nebot’ z

několika proměnných, z nichž každá představuje genotyp jednotlivých marker̊u, se

stává jedna proměnná představuj́ıćı multilokusový genotyp. Protože v př́ıpadě barvy

oč́ı nelze ani jednu ze zkoumaných skupin označit jako pacienty nebo kontroly, byla

MDR analýza provedena dvakrát: nejprve byly označeny jako pacienti světlooké

osoby, potom tmavooké osoby. Na základě toho, jak jsou zkoumaný marker nebo

kombinace marker̊u schopné správně rozřadit vzorky do skupiny ”pacient̊u”nebo

”kontrol”, je určena mı́ra klasifikačńı chyby. U modelu, který má nejmenš́ı klasi-

fikačńı chybu, je stanovena mı́ra predikčńı chybovosti pomoćı testovaćı skupiny dat.

Výpočet klasifikačńı a predikčńı chybovosti je stejný, ale je poč́ıtán z r̊uzných da-

tových skupin: klasifikačńı chybovost je poč́ıtána z trénovaćıho souboru, predikčńı

chybovost z testovaćıho souboru. Klasifikačńı a predikčńı mı́ra chybovosti se rovnaj́ı

pr̊uměru senzitivity a specifity [105]. Proces výběru nejlepš́ıho modelu prob́ıhá 10

krát a nazývá se Cross Validation (CV). Dobrý model by měl mı́t co nejvyšš́ı CV

a nejnižš́ı mı́ru predikčńı chyby. Zat́ımco mı́ra predikčńı chybovosti je nejmenš́ı u

nejlepš́ıho modelu, mı́ra klasifikačńı chybovosti se snižuje s počtem analyzovaných

marker̊u. To může vést k falešně pozitivńım výsledk̊um a k jevu zvanému ”model-

overfitting”. Tento jev nastává tehdy, když model popisuje šum zp̊usobený velkou

komplexnost́ı modelu mı́sto skutečných interakćı mezi markery [106]. Aby se předešlo

tomuto jevu, je před samotnou MDR analýzou potřeba použit filtr, který sńıž́ı riziko
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falešně pozitivńıch interakćı.

Obrázek 3.7: Schéma krok̊u během MDR analýzy

1 - rozděleńı dat do skupin: 9/10 pro určeńı nejlepš́ıho modelu a 1/10 pro určeńı jeho

mı́ry predikce, 2 - výběr n marker̊u, 3 - rozděleńı vzork̊u dle genotyp̊u a fenotyp̊u,

4 - determinace
”

high risk“ a
”

low risk“ genotyp̊u, 5,6 - určeńı modelu s nejmenš́ı

klasifikačńı chybou a následné určeńı jeho mı́ry predikce na nezávislých datech

Zdroj: [106]

Ve studii fenotypových SNP byl použit filtr ReliefF. Tento filtr hodnot́ı každý

marker podle dvou parametr̊u: vzdálenost mezi dvěma náhodně vybranými oso-

bami se stejným fenotypem a vzdálenost mezi dvěma náhodně vybranými osobami

s opačným fenotypem. Č́ım menš́ı je prvńı vzdálenost a č́ım větš́ı je druhá vzdálenost,

t́ım je větš́ı informativita zkoumaného markeru. Tato veličina může nabývat hodnot

od -1 (nejhorš́ı) do +1 (nejlepš́ı) [107].

Pro určeńı, zda je mı́ra predikce nejlepš́ıho vybraného modelu statistický signi-

fikantńı, muśı být následně použit permutačńı test. Tento test lze česky pojmenovat

jako
”
obměňovaćı‘. Nulová hypotéza tohoto testu je v př́ıpadě studie fenotypových

marker̊u následuj́ıćı: vybrané SNP markery nemaj́ı asociaci s konkretńım fenotypem.
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Aby mohla tato hypotéza být zamı́tnuta či nezamı́tnuta, genotyp̊um je náhodně

přǐrazen fenotyp. Potom u těchto dat prob́ıhá analýza MDR, na jej́ımž základě

je odhadnuta mı́ra predikčńı chybovosti. Takovéto náhodné přǐrazováńı fenotypu je

opakováno 1000 krát. Potom je vytvořena distribuce mı́ry predikčńı chybovosti všech

1000 pokus̊u. Na základě této distribuce je následně spoč́ıtána p-hodnota pro vy-

braný model a hladina významnosti [108]. Po provedeńı permutačńıho testu je tedy

možné udělat závěr, zda vybraný model (skupina SNP marker̊u) správně rozřazuje

vzorky do stanovených skupin se statistickou významnost́ı.

Metoda MDR byla použita ve studii fenotypových SNP na vzorky rozdělené

dle barvy oč́ı (světlá versus tmavá barva oč́ı) a nebo dle p̊uvodu (běloch versus

asiat) v programu MDR (http://www.epistasis.org). Před provedeńım MDR byla

data filtrována pomoćı filtru ReliefF programu MDR (http://www.epistasis.org).

Pět nejinformativněǰśıch SNP bylo vybráno pro MDR. MDR testovalo kombinace

marker̊u SNP obsahuj́ıćı od 1 do 4 marker̊u v modelu. Na základě teto analýzy

byl vybrán nejlepš́ı model pro určováńı barvy oč́ı a biogeografického p̊uvodu. Oba

modely byly následně testovány permutačńım testem pomoćı programu MDRpt

package (www.epistasis.org). Pro praktickou implementaci źıskaných model̊u byla

navržena Bayesovská śıt’.

3.5.8 Analýza pomoćı Bayesovských śıt́ı

Bayesovské śıtě (BS) představuj́ı perfektńı nástroj dovoluj́ıćı kombinaci v́ıce zkou-

maných jev̊u a snadnou aktualizaci odhadu jejich pravděpodobnost́ı. BS dovoluj́ı

zadat výchoźı pravděpodobnost nějakého jevu (v tomto př́ıpadě pravděpodobnost

barvy oč́ı nebo biogeografického p̊uvodu zkoumané osoby), následně zadat aktuali-

zuj́ıćı informace (v tomto př́ıpadě zjǐstěné genotypy) a v závěru vypoč́ıtat výslednou

pravděpodobnost jevu se započteńım aktualizuj́ıćıch informaćı. BS přestavuj́ı orien-

tovaný acyklický graf, v němž šipky představuj́ı př́ıčinná spojeńı. Tvorba śıt́ı podléhá

Bayesovu zákonu, který je zde uveden v nejjednodušš́ı formě (viz rovnice 3.15).

Slovně lze tuto rovnici popsat takto: pravděpodobnost A za předpokladu B se rovná

pravděpodobnosti B za předpokladu A, která je vynásobena pravděpodobnost́ı A a

vydělena pravděpodobnost́ı B.

Pr(A|B) =
Pr(B|A)× Pr(A)

Pr(B)
(3.15)
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BS se skládá z uzl̊u (rodičovských a dětských) a ze šipek. Uzel je proměnná,

která může nabývat r̊uzných stav̊u; šipky určuj́ı podmı́něnost mezi proměnnými.

Na obrázku 3.8 jsou zobrazena možná spojeńı uzl̊u v BS. Obrázek 3.8a představuje

spojeńı typu
”
nepř́ımá př́ıčina“: proměnná A je podmı́něně nezávislá na proměnné

C za předpokladu B. Proto, určujeme pravděpodobnost A jako Pr(A|B) a ne jako

Pr(A|B,C). A lze označit jako rodičovský uzel, B jako dětský uzel ve vztahu k A

a rodičovský ve vztahu k C. Druhý typ spojeńı je
”
společná př́ıčina“ (viz Obrázek

3.8b): na proměnné A záviśı jak proměnná B, tak i proměnná C. Posledńı typ spojeńı

je
”
společný účinek“ (viz Obrázek 3.8c): proměnná C je závislá na proměnné A a

B. Proto se pravděpodobnost C určuje jako Pr(C|A,B).

Obrázek 3.8: Typy spojeńı uzl̊u v Bayesovských śıt́ıch

Proces tvorby BS zahrnuje 3 kroky. Prvńı je definováńı proměnných, které bu-

dou v BS. Výběr proměnných záviśı na znalostech o daném tématu a úrovni detail̊u,

na kterých má být BS vytvořena. Daľśı krok je určováńı vztah̊u mezi proměnnými.

Vztahy jsou určovány šipkami a uzly lze spojit třemi výše uvedenými zp̊usoby. Po-

sledńım krokem je určeńı pravděpodobnost́ı stav̊u, kterých proměnné mohou nabýt.

Protože pro BS plat́ı pravidlo podmı́něné nezávislosti, pravděpodobnost dětského

uzlu je podmı́něna jenom nejbližš́ımi rodičovskými uzly. Takto vytvořená śıt’ má

výchoźı hodnoty pravděpodobnost́ı a je připravena pro aktualizaci a následném od-

hadu výsledné pravděpodobnosti. V našem př́ıpadě, je po vneseńı d̊ukazu v podobě

výsledku genotypizace konkretńıho vzorku aktualizována výchoźı pravděpodobnost
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barvy oč́ı a biogeografického p̊uvodu. Pomoćı BS lze spoč́ıtat i věrohodnostńı poměr,

který určuje pravděpodobnost źıskaných genotyp̊u za předpokladu dvou, vzájemně

se vylučuj́ıćıch hypotéz (světlé vs. tmavé oč́ı nebo běloch vs. asiat).

BS pro studii fenotypových SNP byly vytvořeny v programu Hugin Lite v7.6

(Hugin Expert A/S, Aalborg, Dánsko). BS byla vytvořena po výběru nejlepš́ıho mo-

delu pro určováńı barvy oč́ı a biogeografického p̊uvod̊u a byla složena z následuj́ıćıch

uzl̊u: barva oč́ı, biogeografický p̊uvod a markery SNP, které byly vybrány v rámci

analýzy MDR.

3.5.9 Validace vytvořeného modelu

Validačńı studie byla provedena na 128 vzorćıch: 47 Čech̊u, 39 Japonc̊u žij́ıćıch v To-

kiu (JPT) a 42 Han Č́ıňan̊u žijićıch v Pekingu (CHB). Pro validaci vytvořených mo-

del̊u byla použita vytvořená BS. Pro určeńı fenotypu byla stanovena hranice výsledné

pravděpodobnosti 0,7, která se ukázála jako kompromis mezi mı́rou chybného určeńı

fenotypu a pod́ılem vzork̊u, u nichž nebylo možné udělat závěr o fenotypu [67]. Po

provedeńı určeńı fenotypu byly určeny parametry, které hodnot́ı robustnost BS. Pro

světlou barvu oč́ı byla stanovena senzitivita, která měř́ı pod́ıl skutečně světlookých

osob, u kterých byla predikována světlá barva oč́ı. Dále byla odhadnuta specifita,

která určuje procento tmavookých osob, u kterých byla predikována tmavá barva

oč́ı. Pozitivńı predikčńı hodnota (PPH) udává pod́ıl skutečně světlookých osob ze

všech osob, u kterých byla predikována světlá barva oč́ı. Negativńı predikčńı hodnota

(NPH) je pod́ıl skutečně tmavookých osob ze všech osob, které byly predikovány jako

tmavooké. Posledńım stanoveným parametrem byla přesnost modelu, která se rovná

pod́ılu osob se správně určenou barvou oč́ı ze všech testovaných vzork̊u. Všechny

výše uvedené parametry byly také stanoveny pro určováńı biogeografického p̊uvodu.
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4 VÝSLEDKY

4.1 Investigator DIPplex

4.1.1 Optimalizace amplifikace a fragmentačńı analýzy

Bylo zjǐstěno, že optimálńı množstv́ı DNA v reakci o objemu 12,5 µl je 0,5 ng (viz

Obrázek 4.1). Vyšš́ı množstv́ı zp̊usobuje vytažené a abnormálně tvarované ṕıky.

Bylo pozorováno selháńı amplifikace lokus̊u nebo jednotlivých alel. Nejčastěji k vy-

padnut́ı alel a nebo lokus̊u docházelo u marker̊u rs161090, rs2307956 a rs1610937.

Nebyla nalezena korelace mezi velikost́ı amplikonu vypadlého lokusu a frekvenćı vy-

padnut́ı tohoto lokusu. Nejlepš́ı výsledky fragmentačńı analýzy byly dosaženy po

desetinásobném naředěńı směsi PCR po amplifikaci před nasazeńım vzorku na frag-

mentačńı analýzu.

Obrázek 4.1: Genetický profil vytvořený pomoćı sady Investigator DIPplex na

základě analýzy 0.5 ng templátové DNA
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4.1.2 Populačńı parametry

Za výše uvedených podmı́nek byly źıskány genotypy pro sadu Investigator DIP-

plex 55 osob z České republiky. Po provedeńı testu na rovnováhu HWE a použit́ı

Bonferroniho korekce bylo zjǐstěno, že všechny zkoumané markery byly v HWE

(viz Tabulka 4.1), p-hodnota byla ≥0,042. Pr̊uměrná heterozygozita zkoumaného

souboru byla 0,457, jej́ıž hodnota byla jenom nepatrně menš́ı než genová diverzita

(0,496). Intrapopulačńı koeficient inbreedingu byl v pr̊uměru 0,057. Provedený test

LD nezjistil statisticky signifikantńı vazebnou nerovnováhu mezi zkoumanými lokusy

(α=0,0017 po provedeńı Bonferroniho korekce).

4.1.3 Forenzńı parametry

CPM pro sadu Investigator DIPplex byla 1 z 6,8×1012. Tato hodnota CPM je menš́ı

než u běžně použ́ıvaných sad STR marker̊u, ale je srovnatelná s hodnotami CPM

pro ostatńı INDEL sady (viz Tabula4.2).

Hodnoty PM, PD, PIC a API pro jednotlivé lokusy jsou představeny v ta-

bulce 4.3. Pr̊uměrná PD byla lehce nad 60%. Tato hodnota znamená, že existuje

60% pravděpodobnost náhodného výběru dvou osob s r̊uznými genotypy téhož po-

lymorfizmu INDEL. CPD celé sady marker̊u dosáhla hodnoty 99,9999999999%. In-

formačńı obsah (PIC) jednotlivých polymorfizmů obsažených v této sadě marker̊u

INDEL byl v pr̊uměru 0,485, což odpov́ıdá PIC pro bialelické markery. API byl

pr̊uměrně 1,41. Kombinovaný pr̊uměrný paternitńı index byl u vyšetřovaných tríı

přes 25000. Pravděpodobnost otcovstv́ı dosáhla 99,99%, pokud byla zvolena 50%

výchoźı pravděpodobnost. Ovšem pokud byla sada Investigator DIPplex použita

společně se sadou marker̊u STR, např́ıklad PowerPlex 16, dokázala zvýšit celkový

paternitńı index o několik řád̊u (viz Tabulka 4.4).

Počet účinných marker̊u zkoumané sady INDEL byl na základě charakteristik

jednotlivých polymorfńıch marker̊u stanoven na 29,76, což se shoduje se skutečným

počtem marker̊u obsažených v Investigator DIPlex.
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Tabulka 4.1: Populačńı parametry marker̊u Investigator DIPplex v české populaci

rs č́ıslo p(+) p(-) p-hodnota* FIS Hex He

rs1611048 0,5455 0,4545 0,198 0,047 0,459 0,473

rs2307959 0,5455 0,4545 0,198 0,047 0,459 0,473

rs1611001 0,6182 0,3818 0,225 -0,001 0,385 0,473

rs2307652 0,4545 0,5455 0,198 0,047 0,550 0,473

rs1610905 0,4818 0,5182 0,042 0,235 0,523 0,382

rs1305047 0,5182 0,4818 0,042 0,235 0,486 0,382

rs1610937 0,6182 0,3818 0,185 0,076 0,385 0,436

rs2308292 0,6727 0,3273 0,238 0,009 0,330 0,436

rs16438 0,5273 0,4727 0,213 -0,021 0,477 0,509

rs17174476 0,4273 0,5727 0,183 0,071 0,578 0,455

rs2307570 0,5545 0,4455 0,106 0,154 0,450 0,418

rs2308163 0,6000 0,4000 0,074 -0,212 0,404 0,582

rs8190570 0,4273 0,5727 0,114 0,146 0,578 0,418

rs2307433 0,5455 0,4545 0,213 -0,027 0,459 0,509

rs1305056 0,5091 0,4909 0,192 0,054 0,495 0,473

rs2308072 0,4364 0,5636 0,077 0,187 0,569 0,400

rs2307581 0,3364 0,6636 0,238 -0,018 0,670 0,455

rs28369942 0,5273 0,4727 0,194 0,052 0,477 0,473

rs6481 0,7000 0,3000 0,225 -0,082 0,303 0,455

rs8178524 0,5091 0,4909 0,130 0,127 0,495 0,436

rs16388 0,5545 0,4455 0,174 0,080 0,450 0,455

rs1610935 0,4727 0,5273 0,132 0,125 0,532 0,436

rs17879936 0,4545 0,5455 0,071 0,193 0,550 0,400

rs16363 0,4545 0,5455 0,071 0,193 0,550 0,400

rs2067235 0,5636 0,4364 0,213 -0,035 0,440 0,509

rs17238892 0,5182 0,4818 0,210 0,017 0,486 0,491

rs2307956 0,4091 0,5909 0,193 0,060 0,596 0,455

rs2307924 0,4455 0,5545 0,197 -0,067 0,560 0,527

rs17878444 0,3182 0,6818 0,153 0,120 0,688 0,382

rs3081400 0,5091 0,4909 0,178 -0,091 0,495 0,545

*p-hodnota Fisherova testu, FIS - koeficient inbreedingu, Hex - genová diverzita, He

- pozorovaná heterozygozita

Tabulka 4.2: Srovnáńı celkové pravděpodobnosti shody r̊uzných sad marker̊u

Sada marker̊u Typ marker̊u Počet marker̊u Populace CPM

PowerPlex 16 STR 15 bělošská 1 z 1,8×1017

Pimenta, Pena [46] INDEL 40 bělošská 1 z 2,9×1016

Pereira et al. [47] INDEL 38 bělošská 1 z 2,8×1014

Li et al. [48] INDEL 29 asijská 1 z 1,1×1011

Tato studie INDEL 30 bělošská (Češi) 1 z 6,8×1012

CPM - celková pravděpodobnost shody
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Tabulka 4.3: Forenzńı parametry marker̊u DIPplex v české populaci

rs č́ıslo PM PD PIC API

rs1611048 0,367 0,633 0,496 1,41

rs2307959 0,367 0,633 0,496 1,44

rs1611001 0,390 0,610 0,472 1,41

rs2307652 0,367 0,633 0,496 1,24

rs1610905 0,338 0,662 0,499 1,54

rs1305047 0,338 0,662 0,499 1,56

rs1610937 0,377 0,623 0,472 1,34

rs2308292 0,409 0,591 0,440 1,13

rs16438 0,381 0,619 0,499 1,27

rs17174476 0,366 0,634 0,489 1,59

rs2307570 0,350 0,650 0,494 1,32

rs2308163 0,446 0,554 0,480 1,25

rs8190570 0,355 0,645 0,489 1,23

rs2307433 0,384 0,616 0,496 1,41

rs1305056 0,363 0,637 0,500 1,45

rs2308072 0,348 0,652 0,492 1,45

rs2307581 0,409 0,591 0,446 1,27

rs28369942 0,364 0,636 0,499 1,61

rs6481 0,435 0,565 0,420 1,71

rs8178524 0,349 0,651 0,500 1,28

rs16388 0,361 0,639 0,494 1,77

rs1610935 0,351 0,649 0,499 1,56

rs17879936 0,344 0,656 0,496 1,53

rs16363 0,344 0,656 0,496 1,66

rs2067235 0,388 0,612 0,492 1,27

rs17238892 0,371 0,629 0,499 1,34

rs2307956 0,372 0,628 0,483 1,51

rs2307924 0,396 0,604 0,494 1,20

rs17878444 0,403 0,597 0,434 1,51

rs3081400 0,401 0,599 0,500 1,18

PM - pravděpodobnost náhodné shody, PD - diskriminačńı śıla, PIC - informačńı

obsah polymorfizmu, API - pr̊uměrný paternitńı index

Tabulka 4.4: Př́ıklad použit́ı kombinaćı marker̊u INDEL a STR pro určeńı otcovstv́ı

Sada marker̊u CPI W (%)

PowerPlex16 54116364 99,99999

DIPplex 49366 99,99

Combined 2,67×1012 99,9999999999

CPI - celkový paternitńı index, W - pravděpodobnost otcovstv́ı za předpokladu 50%

výchoźı pravděpodobnosti
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4.1.4 Mezipopulačńı porovnáńı

Výsledky studie české populace byly srovnány s německou, indiánskou, japonskou

a africkou populaćı. Alelické frekvence marker̊u ze sady Investigator DIPplex byly

pro tyto populace źıskány ze stránek výrobce (http://www.qiagen.com). V tabulce

4.5 jsou hodnoty χ2 testu (hladina významnosti po Bonferroniho korekci - 0,002).

Z výsledk̊u je patrné, že se alelické frekvence statisticky významně nelǐśı u české a

německé populace. Největš́ı rozd́ıly ve frekvenci alel jsou mezi českou a indiánskou

populaćı. Celkem zde bylo nalezeno 5 lokus̊u, jejichž frekvence se statisticky významně

lǐsila u osob z české a indiánské populace: rs2307959, rs1610937, rs2308072, rs16388 a

rs1630935. Porovnáńı české a africké populace vedlo ke zjǐstěńı 4 lokus̊u s odlǐsnými

frekvencemi: rs1610937, rs2307581, rs6481 a rs1610935. Mezi českou a japonskou po-

pulaćı byl nalezen statisticky významný rozd́ıl ve frekvenćıch alel ve dvou lokusech:

rs1305047 a rs2307956.
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Tabulka 4.5: Mezipopulačńı srovnáńı alelických frekvenćı marker̊u obsažených v sadě

Investigator DIPplex - hodnoty χ2 testu

č́ıslo rs CZ-GE CZ-AMI CZ-JA CZ-AF

rs1611048 0,0381 0,0448 2,6290 7,7671

rs2307959 0,0733 12,7591 1,0822 3,6698

rs1611001 0,7336 5,7277 1,7534 0,1756

rs2307652 0,5417 6,4793 4,1583 9,6639

rs1610905 0,6073 0,0698 1,2117 0,0886

rs1305047 0,0762 0,1207 10,8199 0,5862

rs1610937 1,4880 12,6169 0,3321 19,0390

rs2308292 0,0408 0,9534 0,3996 0,0005

rs16438 1,0417 8,0162 10,4117 7,9211

rs17174476 0,0683 - - -

rs2307570 0,0027 4,0793 0,7887 2,9769

rs2308163 0,8647 9,9415 5,8006 4,2899

rs8190570 0,0371 - - -

rs2307433 0,0003 - - -

rs1305056 5,0535 3,0442 0,0001 2,0177

rs2308072 0,2416 11,8779 0,0009 1,8346

rs2307581 0,1515 2,4281 0,3035 16,0679

rs28369942 0,0678 - 0,9621 0,0737

rs6481 0,8119 8,2371 0,1280 28,9520

rs8178524 1,7514 - - 2,0519

rs16388 0,0003 19,0629 1,4369 9,5765

rs1610935 0,5388 11,8788 8,5160 12,0451

rs17879936 0,2033 - - -

rs16363 0,2033 0,3922 2,9061 6,0916

rs2067235 0,0508 0,9697 8,1810 0,3650

rs17238892 0,0050 - - 0,6226

rs2307956 0,0132 1,6532 11,6738 0,7685

rs2307924 0,3081 2,4906 0,6448 2,5434

rs17878444 0,6899 - - -

rs3081400 0,9534 - - -

statisticky významné hodnoty χ2 testu, CZ - česká populace, GE - německá

populace, AM - američt́ı indiáni, JA - japonská populace, AF - africká populace
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4.2 Mentype R© Argus X-8

4.2.1 Populačńı parametry

Test HWE, který byl proveden na souboru obsahuj́ıćım ženské vzorky, neukázal

žádné statisticky významné odchylky (viz Tabulka 4.6). Všechny hodnoty byly vyšš́ı

než hladina významnosti, která byla 0,00625 po Bonferroniho korekci. Pozorována

heterozygozita byla v pr̊uměru 0,8131. LD neodhalil statisticky významnou vazebnou

nerovnováhu mezi zkoumanými markery. Hodnota významnosti byla pro tento test

stanovena na 0,00178 po Bonferroniho korekci.

Tabulka 4.6: Výsledky testu HWE pro markery ze sady Argus X-8

Poz. Het. Oč. Het p-hodnota

DXS10135 0,9596 0,94011 0,80791

DXS8378 0,67677 0,69656 0,24928

DXS7132 0,75758 0,74348 0,49808

DXS10074 0,80808 0,829 0,08214

HPRTB 0,78788 0,7605 0,73073

DXS10101 0,89899 0,89781 0,34727

DXS10134 0,84848 0,85992 0,66456

DXS7423 0,76768 0,70164 0,36212

Poz. Het. (O) - pozorovaná heterozygozita, Oč. Het. (E)- očekávaná heterozygozita

V tabulce 4.7 jsou alelické frekvence marker̊u ze sady Argus X-8 u souboru

obsahuj́ıćıho 99 žen a 78 muž̊u. V lokusu DXS10135 bylo zjǐstěno nejv́ıce alel -25,

DXS7423 a DXS8378 měly nejméně - 5. Pomoćı této studie byly poprvé nalezeny

následuj́ıćı alely: alela 15.3 v DXS10135, 30.2 a 37.1 v DXS10134.

Frekvence haplotyp̊u jsou uvedeny v tabulce 4.8. Tyto frekvence byly spoč́ıtány

ze vzork̊u 78 muž̊u, protože u nichž haplotyp odpov́ıdá jejich jedinému chromozómu

X. Nejv́ıce zjǐstěných haplotyp̊u (37) bylo v prvńı vazebné skupině (Linkage group -

LG1). Nejčastěǰśı haplotypy v LG1 byly 25-12 a 24-12, v LG2 13-16, v LG3 13-31.2

a v LG4 35-15.
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Tabulka 4.7: Alelické frekvence marker̊u ze sady Argus X-8

Alela DXS10135 DXS8378 DXS7132 DXS10074 HPRTB DXS10101 DXS10134 DXS7423

7 - - - 0,03986 0,02536 - - -

8 - - - 0,15217 - - - -

9 - 0,01449 - 0,00725 - - - -

10 - 0,32971 - - 0,01087 - - -

11 - 0,36957 0,00362 0,00362 0,1087 - - -

11.2 - - - - 0,00362 - - -

12 - 0,24638 0,1087 0,00362 0,31884 - - -

13 - 0,03986 0,32609 0,01087 0,30797 - - 0,09783

14 - - 0,33333 0,01087 0,19203 - - 0,31884

15 - - 0,17391 0,06884 0,02536 - - 0,41667

15.3 0,00362 - - - - - - -

16 0,00362 - 0,04348 0,22464 0,00725 - - 0,13406

17 0,01087 - 0,01087 0,24638 - - - 0,03261

18 0,04348 - - 0,16667 - - - -

19 0,06159 - - 0,05797 - - - -

19.1 0,00362 - - - - - - -

20 0,04348 - - 0,00725 - - - -

20.1 0,03261 - - - - - - -

21 0,06159 - - - - - - -

21.1 0,02174 - - - - - - -

22 0,05797 - - - - - - -

22.1 0,00725 - - - - - - -

23 0,08333 - - - - - - -

23.1 0,01449 - - - - - - -

24 0,08696 - - - - - - -

25 0,0942 - - - - - - -

25.1 0,00725 - - - - - - -

25.2 - - - - - 0,01449 - -

26 0,0942 - - - - - - -

26.2 - - - - - 0,00362 - -

27 0,09783 - - - - 0,00362 - -

27.2 - - - - - 0,05072 - -

28 0,05072 - - - - 0,02174 - -

28.2 - - - - - 0,12319 - -

29 0,0471 - - - - 0,06884 - -

29.2 - - - - - 0,12319 - -

30 0,03986 - - - - 0,02899 0,00362 -

30.2 - - - - - 0,16304 0,00362 -

31 0,02174 - - - - 0,08333 0,01087 -

31.2 - - - - - 0,11232 - -

32 0,00725 - - - - 0,07609 0,00362 -

32.2 - - - - - 0,0471 - -

33 - - - - - 0,0471 0,05435 -

33.2 - - - - - 0,01087 - -

34 0,00362 - - - - 0,01812 0,12681 -

34.2 - - - - - 0,00362 - -

35 - - - - - - 0,19928 -

35.2 - - - - - - 0,00362 -

36 - - - - - - 0,20652 -

37 - - - - - - 0,17029 -

37.1 - - - - - - 0,00362 -

37.2 - - - - - - 0,00725 -

37.3 - - - - - - 0,00725 -

38 - - - - - - 0,06159 -

38.3 - - - - - - 0,02536 -

39 - - - - - - 0,01087 -

39.3 - - - - - - 0,03986 -

40 - - - - - - 0,00362 -

40.3 - - - - - - 0,02174 -

41 - - - - - - 0,00362 -

41.3 - - - - - - 0,01449 -

42.3 - - - - - - 0,01087 -

43.3 - - - - - - 0,00725 -
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Tabulka 4.8: Frekvence haplotyp̊u marker̊u ze sady Argus X-8

LG1 Frek. LG2 Frek. LG3 Frek. LG4 Frek.

17 12 0,0128 11 16 0,0128 9 30,2 0,0256 31 15 0,0128

18 10 0,0256 12 15 0,0128 10 30.2 0,0128 32 17 0,0128

18 12 0,0256 12 17 0,0256 11 28.2 0,0128 33 15 0,0385

19 10 0,0256 12 18 0,0513 11 29.2 0,0513 33 16 0,0128

19 11 0,0128 12 19 0,0128 11 30 0,0256 33 17 0,0128

19 12 0,0385 13 8 0,0513 11 30.2 0,0128 34 14 0,0385

20.1 10 0,0385 13 15 0,0256 11 31.2 0,0256 34 15 0,0385

20.1 12 0,0128 13 16 0,1154 11 32.2 0,0128 34 16 0,0769

21 10 0,0513 13 17 0,0641 12 25.2 0,0128 34 17 0,0128

21 12 0,0128 13 18 0,0385 12 27.2 0,0256 35 14 0,0641

21.1 10 0,0256 13 19 0,0256 12 28.2 0,0256 35 15 0,1026

22 10 0,0128 14 7 0,0513 12 29 0,0128 35 16 0,0385

22 11 0,0128 14 8 0,0513 12 29.2 0,0641 36 14 0,0128

22 12 0,0128 14 13 0,0256 12 30.2 0,0513 36 13 0,0769

23 10 0,0256 14 15 0,0385 12 31 0,0256 36 15 0,0769

23 11 0,0256 14 16 0,0513 12 32 0,0128 37 13 0,0128

23 12 0,0256 14 17 0,0769 12 32.2 0,0385 37 14 0,0641

23.1 10 0,0128 14 18 0,0385 12 34 0,0128 37 15 0,0513

23.1 11 0,0128 14 19 0,0256 13 28.2 0,0513 37.1 15 0,0128

24 10 0,0128 14 20 0,0128 13 29.2 0,0641 37.3 15 0,0128

24 11 0,0385 15 8 0,0128 13 30.2 0,0128 38 13 0,0128

24 12 0,0769 15 14 0,0128 13 31 0,0128 38 14 0,0256

25 10 0,0513 15 16 0,0128 13 31.2 0,1026 38 15 0,0256

25 11 0,0128 15 17 0,0513 13 32 0,0513 38.3 14 0,0128

25 12 0,0769 15 18 0,0256 13 32.2 0,0256 38.3 16 0,0256

26 11 0,0641 15 19 0,0128 13 33 0,0641 39 13 0,0128

26 12 0,0128 16 8 0,0128 14 28 0,0128 39.3 14 0,0128

27 10 0,0256 16 17 0,0256 14 29 0,0128 39.3 15 0,0641

27 11 0,0385 17 8 0,0128 14 29.2 0,0385 40.3 16 0,0128

27 12 0,0128 17 17 0,0128 14 30 0,0128 42.3 17 0,0128

28 10 0,0256 - - - 14 30.2 0,0256 - - -

28 11 0,0128 - - - 14 31 0,0128 - - -

28 12 0,0128 - - - 14 31.2 0,0128 - - -

28 13 0,0128 - - - 14 32 0,0128 - - -

29 11 0,0256 - - - 15 31 0,0128 - - -

30 11 0,0513 - - - - - - - - -

31 11 0,0128 - - - - - - - - -

LG1 - prvńı vazebná skupina DXS10135 - DXS8378, LG2 - druhá vazebná skupina

DXS7132 - DXS10074, LG3 - třet́ı vazebná skupina HPRTB - DXS10101, LG4 -

čtvrtá vazebná skupina DXS10134 - DXS7423, Frek. - frekvence haplotyp̊u
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4.2.2 Forenzńı parametry

Hodnoty forenzńıch parametr̊u marker̊u ze sady Argus X-8 zjǐstěných v populaci

středńıho Chorvatska jsou uvedeny v tabulce 4.9. Marker DXS10135 měl nejvyšš́ı

hodnotu PIC - 0,9306, zat́ımco nejnižš́ı PIC měly markery s nejmenš́ım počtem alel

- DXS7423 (PIC=0.6447) a DXS8378 (PIC=0,6316). PIC se pro celou sadu marker̊u

dosahoval hodnoty 0,999998. PD dosahovala u muž̊u hodnot od 0,6922 do 0,9345, u

žen od 0,8447 do 0,9918. CPD celého souboru marker̊u dosáhla hodnoty 99,9999%

u mužských vzork̊u a 99,99999999% u ženských vzork̊u.

Tabulka 4.9: Forenzńı parametry marker̊u ze sady Argus X-8

Marker PDM PDF PIC MECDEF MECT MECD

DXS10135 0,9345 0,9918 0,9306 0,8670 0,9304 0,8741

DXS8378 0,6922 0,8447 0,6316 0,4230 0,6316 0,4857

DXS7132 0,7385 0,8879 0,6948 0,5055 0,6948 0,5553

DXS10074 0,8278 0,9483 0,8058 0,6596 0,8058 0,6907

HPRTB 0,7533 0,8992 0,7133 0,5295 0,7133 0,5767

DXS10101 0,9040 0,983 0 0,8962 0,8061 0,8960 0,8192

DXS10134 0,8623 0,9666 0,8479 0,7271 0,8476 0,7488

DXS7423 0,6961 0,8562 0,6447 0,4483 0,6447 0,5004

PDM - diskriminačńı śıla pro muže, PDF - diskriminačńı śıla pro ženy, PIC - in-

formačńı obsah polymorfizmu, MECDEF - pr̊uměrná pravděpodobnost vyloučeńı pro

deficientńı tria, MECT - pr̊uměrná pravděpodobnost vyloučeńı pro tria, MECD -

pr̊uměrná pravděpodobnost vyloučeńı pro dua

4.2.3 Mezipopulačńı porovnáńı

Haplotypové frekvence středochorvatské populace byly pro každou vazebnou sku-

pinu srovnány s haplotypovými frekvencemi populace Ugandy, Japonska a Německa

[109] (viz Tabulka 4.10). Hladina významnosti byla 0,0125 po Bonferroniho korekci.

Statisticky významné odchylky ve frekvenćıch haplotyp̊u byly nalezeny u všech LG

po porovnáńı středochorvatské a japonské populace. Porovnáńı středochorvatské

populace a populace Ghany odhalilo statisticky významnou genetickou vzdálenost
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u LG2 a LG3. Po porovnáńı mezi středochorvatskou a německou populaćı nebyly

nalezeny žádné statisticky významné odchylky ve frekvenćıch haplotyp̊u.

Tabulka 4.10: Srovnáńı haplotypových frekvenćı marker̊u ze sady Argus X-8

Japonsko [109] Ghana [109] Německo [109]

LG FST p-hodnota FST p-hodnota FST p-hodnota

1 0,00869 0,00901* 0,00697 0,54050 0,00454 0,02703

2 0,01495 0,00000* 0,01554 0,00000* -0,00056 0,48649

3 0,01058 0,00901* 0,01329 0,00000* 0,00471 0,01802

4 0,02273 0,00000* 0,00686 0,03604 0,00386 0,05405

* statisticky významné hodnoty, LG - vazebná skupina, FST - mezipopulačńı gene-

tická vzdálenost

Bylo provedeno srovnáńı alelických frekvenćı mezi středochorvatskou, jihopol-

skou a bosenskou populaćı (viz Tabulka 4.11). Polská populace byla vybrána, ne-

bot’ patř́ı - stejně jako středochorvatská - do slovanské populace. Bosna a Herzego-

vina sd́ıĺı s Chorvatskem společnou hranici. Test LD neodhalil žádnou statisticky

významnou vazebnou nerovnováhu mezi středochorvatskou, polskou a bosenskou

populaćı (α=0,006 po Bonferroniho korekci).

Tabulka 4.11: Srovnáńı alelických frekvenćı marker̊u ze sady Argus X-8

Polsko [110] Bosna [111]

FST p-hodnota FST p-hodnota

DXS10135 0.00001 0.44434 - -

DXS8378 -0.00057 0.47754 -0.00275 0.68457

DXS7132 -0.00088 0.52637 0.00104 0.31055

DXS10074 -0.00224 0.88965 - -

HPRTB -0.00035 0.42090 0.0013 0.28516

DXS10101 -0.00032 0.50879 - -

DXS10134 -0.00141 0.74219 - -

DXS7423 -0.00211 0.76562 -0.0032 0.78223

FST - mezipopulačńı genetická vzdálenost
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4.3 Decaplex X-STR

4.3.1 Populačńı parametry

V tabulce 4.12 jsou představeny alelické frekvence marker̊u ze sady Decaplex X-STR.

U marker̊u bylo detekováno v pr̊uměru 7 alel. Nejmenš́ı počet alel byl 6 (DXS8378,

DXS7133, DXS7423), největš́ı 12 (DXS6809, DXS6789).

Tabulka 4.12: Alelické frekvence marker̊u ze sady Decaplex X-STR

Alela DXS8378 DXS9898 DXS7133 GATA31E08 GATA172D05 DXS7423 DXS6809 DXS7132 DXS9902 DXS6789

6 - - - - 0,144 - - - - -

7 - - 0,005 - - - - - - -

8 - - - 0,001 0,196 - - - - -

8.3 - 0,277 - - - - - - - -

9 0,019 - 0,471 0,200 0,028 - - - 0,001 -

10 0,367 0,003 0,132 0,041 0,287 0,001 - - 0,048 -

11 0,333 0,227 0,341 0,222 0,224 - - 0,006 0,343 -

12 0,258 0,284 0,038 0,185 0,116 - - 0,093 0,344 -

13 0,020 0,15 0,014 0,242 0,004 0,107 - 0,297 0,251 -

14 0,005 0,051 - 0,100 - 0,347 - 0,356 0,011 0,009

15 - 0,007 - 0,010 - 0,367 - 0,201 0,001 0,053

16 - - - - - 0,151 - 0,043 - 0,025

17 - - - - - 0,026 - 0,003 - 0,006

18 - - - - - - - - - 0,002

19 - - - - - - - - - 0,017

20 - - - - - - - - - 0,408

21 - - - - - - - - - 0,240

22 - - - - - - - - - 0,160

23 - - - - - - - - - 0,071

24 - - - - - - - - - 0,006

25 - - - - - - - - - 0,001

27 - - - - - - 0,021 - - -

28 - - - - - - 0,043 - - -

29 - - - - - - 0,016 - - -

30 - - - - - - 0,012 - - -

31 - - - - - - 0,162 - - -

32 - - - - - - 0,150 - - -

33 - - - - - - 0,284 - - -

34 - - - - - - 0,194 - - -

35 - - - - - - 0,066 - - -

36 - - - - - - 0,036 - - -

37 - - - - - - 0,014 - - -

38 - - - - - - 0,001 - - -

Po provedeńı testu na HWE bylo zjǐstěno, že ani jeden z marker̊u ze sady X-STR

Decaplex, nevykazoval odchylku od HWE (viz Tabulka 4.13), hladina významnosti

byla 0,005 po Bonferroniho korekci.
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Tabulka 4.13: Výsledky testu HWE pro markery ze sady Decaplex X-STR

Marker Poz.Het. Oč.Het. p-hodnota

DXS8378 0,71066 0,69711 0,03267

DXS9898 0,78173 0,76048 0,57221

DXS7133 0,61421 0,63669 0,45710

GATA31E08 0,79188 0,80441 0,62116

GATA172D05 0,77665 0,79569 0,93628

DXS7423 0,73604 0,72340 0,18808

DXS6809 0,75635 0,82365 0,55448

DXS7132 0,74619 0,72950 0,72457

DXS9902 0,72589 0,70203 0,10650

DXS6789 0,70051 0,71895 0,72168

Poz. Het. (O) - pozorovaná heterozygozita, Oč. Het. (E)- očekávaná heterozygozita

Test vazebné nerovnováhy neukázal u mužských vzork̊u statisticky významnou

vazbu mezi žádným párem lokus̊u. U ženských vzork̊u byla nalezena vazebná ne-

rovnováha mezi lokusy DXS6809 a DXS6789 (p=0,0000). Hladina významnosti u

obou test̊u byla 0,0011 po Bonferonniho korekci. Tento výsledek mohl být zp̊usoben

skutečnost́ı, že vzdálenost mezi oběma markery je 500Kb (viz Tabulka 4.14).

4.3.2 Forenzńı parametry

V tabulce 4.15 jsou představeny nejd̊uležitěǰśı forenzńı parametry pro každý z mar-

ker̊u ze sady Decaplex X-STR. Pr̊uměrná PDM byla 0,740579, pr̊uměrná PDF -

0,885909. Největš́ı diskriminačńı śılu měl marker DXS6809, jehož PDF dosáhla hod-

noty 0,947488, PDM byla stanovena na 0,824425. Nejmenš́ı diskriminačńı śılu měl

marker DXS7133: PDF=0,808208, PDM=0,643052. Celková PDF byla 0,999999999,

celková PDM byla 0,999998903. MEC pro tria byla v rozsahu od 0,802740 (DXS6809)

do 0,578671 (DXS7133). Celková MEC pro tria byla 0,999994966. MECD pro dua

byla v rozmezi 0,432549 – 0,687116. Celková MECD dosáhla hodnoty 0,999772143.

4.3.3 Mezipopulačńı porovnáńı

V tabulce 4.16 jsou výsledky srovnáńı české populace s jinými populacemi (po-

pulace z Ugandy [112], severovýchodńıho Španělska [113], Německa [114] a Pol-

ska [115]). Srovnáńı interpopulačńı vzdálenosti mezi českou populaćı a populaćı
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Tabulka 4.14: Lokalizace marker̊u ze sady Decaplex X-STR na chromozómu X

Marker Lokalizace (Mb)*

DXS8378 9,37

DXS9902 15,323

DXS7132 64,655

DXS9898 87,796

DXS6809 94,938

DXS6789 95,449

DXS7133 109,041

GATA172D05 113,175

GATA31E08 140,234

DXS7423 149,668

* dle GRCh37.p10 (Genome Reference Consortium Human)

Tabulka 4.15: Forenzńı parametry marker̊u ze sady Decaplex X-STR

MECT MECD PDM PDF

DXS8378 0,624845 0,478593 0,687624 0,839643

DXS9898 0,726698 0,591219 0,765927 0,905981

DXS7133 0,578671 0,432549 0,643052 0,808208

GATA31E08 0,777912 0,653596 0,806628 0,933891

GATA172D05 0,763020 0,635072 0,794047 0,926556

DXS7423 0,659151 0,515848 0,709975 0,865062

DXS6809 0,802740 0,687116 0,824425 0,947488

DXS7132 0,688967 0,548543 0,734111 0,884159

DXS9902 0,639556 0,49416 0,698587 0,85012

DXS6789 0,706264 0,569194 0,741414 0,897984

MECT - pr̊uměrná pravděpodobnost vyloučeńı pro tria, MECD - pr̊uměrná

pravděpodobnost vyloučeńı pro dua, PDM - diskriminačńı śıla pro muže, PDF - dis-

kriminačńı śıla pro ženy

Ugandy odhalilo signifikantńı rozd́ıly (p<0.05) ve všech lokusech kromě DXS7423.

Oproti tomu populace severovýchodńıho Španělska se statisticky významně lǐsila od

české populace jenom ve čtyřech lokusech z deseti: DXS9898, DXS7133, DXS7423 a

DXS9902. Následně byla česká populace srovnána s geneticky v́ıce př́ıbuznými po-

pulacemi - německou a polskou. Srovnáńı české a německé populace odhalilo statis-
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ticky významnou genetickou vzdálenost jenom v jednom lokusu ze třech (DXS7133).

Srovnáńı s polskou populaćı neodhalilo žádnou statisticky významnou genetickou

vzdálenost.

Tabulka 4.16: Porovnáńı genetických vzdálenost́ı mezi českou populaćı a ostatńımi

populacemi

Marker Uganda [112] SV Španělsko [113] Polsko [115] Německo [114]

Lokus FST p-hodnota FST p-hodnota FST p-hodnota FST p-hodnota

DXS8378 0,02782 0,00000 -0,00065 0,46847 -0,00093 0,54054 0,00005 0,36937

DXS9898 0,04516 0,00000 0,00741 0,02703 - - 0,00210 0,17117

DXS7133 0,19500 0,00000 0,00763 0,03604 - - 0,01502 0,00901

GATA31E08 0,01965 0,00000 -0,00144 0,62162 - - - -

GATA172D05 0,08427 0,00000 0,00008 0,40541 - - - -

DXS7423 0,00306 0,12613 0,00744 0,02703 0,00016 0,33333 - -

DXS6809 0,02119 0,00000 0,00107 0,23423 - - - -

DS7132 0,00545 0,03604 0,00132 0,27928 0,00008 0,38739 - -

DXS9902 0,01295 0,00901 0,00731 0,03604 - - - -

DXS6789 0,08795 0,00000 -0,00266 0,90090 - - - -

FST - mezipopulačńı genetická vzdálenost, SV Španělsko - severovýchodńı Španělsko

4.4 Fenotypové SNP

4.4.1 Populačńı parametry

Tato studie zjistila, že marker rs6119471 je monomorfńı v bělošské a asijské popu-

laci. Dále bylo zjǐstěno, že žádná osoba ze 100 vyšetřených běloch̊u neměla geno-

typ GG v markeru rs1426654, ovšem byly nalezeny 2 heterozygoti AG. Test HWE,

který byl proveden zvlášt’ pro bělošské a asijské vzorky, neodhalil žádné statisticky

významné odchylky (viz Tabulka 4.17). Hladina významnosti tohoto testu byla sta-

novena na 0,0023 po Bonferroniho korekci. Nejnižš́ı p-hodnota byla 0,005 u rs7495174

a rs12913832 v bělošské populaci.
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Tabulka 4.17: Výsledky testu HWE pro fenotypové markery

rs č́ıslo Populace Poz. Het Oč. Het p-hodnota

rs16891982 bělošská 0,16000 0,14720 1,00000

rs16891982 asijská 0,48390 0,44800 1,00000

rs12203592 bělošská 0,14000 0,14720 0,47860

rs12203592 asijská 0,06452 0,06243 1,00000

rs35264875 bělošská 0,32000 0,2952 0,73230

rs35264875 asijská 0,19350 0,17480 1,00000

rs1393350 bělošská 0,33000 0,32590 1,00000

rs1393350 asijská 0,09677 0,09209 1,00000

rs12821256 bělošská 0,22000 0,19580 0,60050

rs12821256 asijská 0,03226 0,09209 0,04918

rs2031526 bělošská 0,28000 0,29520 0,51540

rs2031526 asijská 0,74190 0,49170 0,00968

rs12896399 bělošská 0,48000 0,46620 0,83310

rs12896399 asijská 0,38710 0,38290 1,00000

rs1800407 bělošská 0,16000 0,14720 1,00000

rs1800407 asijská 0,06452 0,12070 0,09753

rs7495174 bělošská 0,19000 0,27560 0,00462

rs7495174 asijská 0,16130 0,24820 0,09300

rs12913832 bělošská 0,33000 0,46360 0,00477

rs12913832 asijská 0,48390 0,42510 0,67800

rs916977 bělošská 0,31000 0,32590 0,55210

rs916977 asijská 0,51610 0,49950 1,00000

rs1426654 bělošská 0,02000 0,01980 1,00000

rs1426654 asijská 0,41940 0,49170 0,46920

rs4778138 bělošská 0,36000 0,32000 0,34710

rs4778138 asijská 0,51610 0,48700 1,00000

rs1545397 bělošská 0,14000 0,13020 1,00000

rs1545397 asijská 0,54840 0,49790 0,72510

rs4778241 bělošská 0,36000 0,37500 0,78890

rs4778241 asijská 0,48390 0,49170 1,00000

rs1667394 bělošská 0,31000 0,33760 0,3837

rs1667394 asijská 0,48390 0,50000 1,00000

rs258322 bělošská 0,17000 0,15560 1,00000

rs258322 asijská 0,54840 0,49170 0,71800

rs1805007 bělošská 0,09000 0,08595 1,00000

rs1805007 asijská 0,00000 0,00000 1,00000

rs885479 bělošská 0,12000 0,11280 1,00000

rs885479 asijská 0,48390 0,49790 1,00000

rs4911414 bělošská 0,43000 0,44560 0,82210

rs4911414 asijská 0,32260 0,31220 1,00000

rs1015362 bělošská 0,42000 0,42000 1,00000

rs1015362 asijská 0,35480 0,33140 1,00000

rs6119471 bělošská 0,00000 0,00000 1,00000

rs6119471 asijská 0,00000 0,00000 1,00000

Poz. Het. (O) - pozorovaná heterozygozita, Oč. Het. (E)- očekávaná heterozygozita
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Tabulka 4.18: Výsledky analýzy LD pro markery umı́stěné na 15. chromozómu

SNP rs916977 rs12913832 rs1545397 rs1667394 rs1800407 rs4778138 rs4778241 rs7495174

rs916977 x + - + + + + -

rs12913832 + x - + - - - +

rs1545397 - - x + - - + -

rs1667394 + + + x + - + -

rs1800407 + - - + x - - -

rs4778138 + - - - - x + -

rs4778241 + - + + - + x -

rs7495174 - + - - - - - x

+ statisticky významný výsledek (p<0,0002)

Tabulka 4.19: Vzdálenost mezi markery SNP umı́stěné na 15. chromozómu v oblasti

OCA2-HERC2

Marker Pozice Vzdálenost (Kb)*

rs1545397 28187772 0

rs1800407 28230318 42,546

rs4778138 28335820 105,502

rs4778241 28338713 2,893

rs7495174 28344238 5,525

rs12913832 28365618 21,38

rs916977 28513364 147,746

rs1667394 28530182 16,818

* Vzdálenost od předešlého markeru dle GRCh37.p5

Z porovnáńı 231 pár̊u SNP odhalil test LD 27 př́ıpad̊u statisticky významné

vazebné nerovnováhy, z toho 15 bylo mezi markery SNP lokalizovanými na r̊uzných

chromozomech nebo chromozomálńıch oblastech. Ovšem 12 př́ıpad̊u vazebné ne-

rovnováhy, které jsou uvedeny v tabulce 4.18, bylo mezi markery lež́ıćımi na 15.

chromozómu v oblasti OCA2-HERC2. Tyto výsledky mohou být vysvětleny málou

vzdálenost́ı mezi těmito markery (viz Tabulka 4.19).

4.4.2 Asociačńı test

Výsledky asociačńıho testu byly rozd́ılné pro souhrnná data a pro bělošská data. U

3 marker̊u SNP byla zaznamenána statisticky významná asociace s barvou oč́ı jak

u souhrnných, tak i u bělošských vzork̊u: rs12913832, rs916977 a rs1667394 (viz Ta-
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bulka 4.20 a Tabulka 4.21). Markery rs16891982 v genu SLC45A2, rs1426654 v genu

SLC24A5, rs4778241 v genuOCA2 a rs885479 v genu MC1R vykazovaly statisticky

významnou asociaci s barvou oč́ı jen u souhrnných vzork̊u. Hladina významnosti

byla stanovena na 0,0023 po Bonferroniho korekci.

Tabulka 4.20: Výsledky asociačńı studie určováńı barvy oč́ı provedené s použit́ım

bělošských vzork̊u

Marker MA MAF(S) MAF(T) χ2 p-hodnota OR D95 H95

rs16891982 C 0,07447 0,08491 0,07374 0,786 0,8672 0,3098 2,427

rs12203592 T 0,07447 0,08491 0,07374 0,786 0,8672 0,3098 2,427

rs35264875 T 0,1702 0,1887 0,1151 0,7344 0,8821 0,4271 1,822

rs1393350 A 0,2021 0,2075 0,008978 0,9245 0,9673 0,486 1,925

rs12821256 C 0,07447 0,1415 2,287 0,1304 0,4881 0,1899 1,255

rs2031526 A 0,234 0,1321 3,509 0,06102 2,008 0,9603 4,199

rs12896399 T 0,4043 0,3396 0,8928 0,3447 1,319 0,742 2,346

rs1800407 A 0,04255 0,1132 3,379 0,06603 0,3481 0,1083 1,119

rs7495174 G 0,117 0,2075 2,963 0,08517 0,506 0,2309 1,109

rs12913832 A 0,1489 0,5566 35,72 2,27E-09 0,1394 0,07027 0,2766

rs916977 A 0,06383 0,3302 21,69 3,21E-06 0,1383 0,05508 0,3473

rs1426654 G 0,01064 0,009434 0,007299 0,9319 1,129 0,06964 18,31

rs4778138 G 0,1702 0,2264 0,9835 0,3213 0,7009 0,3465 1,418

rs1545397 T 0,07447 0,06604 0,05439 0,8156 1,138 0,3839 3,373

rs4778241 A 0,1596 0,3302 7,735 0,005418 0,3852 0,1943 0,7637

rs1667394 G 0,07447 0,3396 20,75 5,22E-06 0,1564 0,06563 0,3729

rs258322 T 0,08511 0,08491 2,58E-05 0,9959 1,003 0,3704 2,713

rs1805007 T 0,04255 0,04717 0,02471 0,8751 0,8978 0,2339 3,446

rs885479 A 0,05319 0,06604 0,1458 0,7026 0,7945 0,2435 2,593

rs4911414 T 0,3404 0,3302 0,02344 0,8783 1,047 0,5815 1,885

rs1015362 A 0,2979 0,3019 0,003823 0,9507 0,9811 0,5351 1,799

statisticky významný výsledek (p<0,0023), MA - minoritńı alela, MAF(S) -

frekvence minoritńı alely u světlookých osob, MAF(T) - frekvence minoritńı alely u

tmavookých osob, OR - odds ratio, D95 - dolńı mez 95% intervalu spolehlivosti, H95

- horńı mez 95% intervalu spolehlivosti

Asociačńı test určováńı biogeografického p̊uvodu odhalil statisticky významné
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Tabulka 4.21: Výsledky asociačńı studie určováńı barvy oč́ı provedené s použit́ım

souhrnných vzork̊u

Marker MA MAF(S) MAF(T) χ2 p-hodnota OR D95 H95

rs16891982 C 0,07447 0,2976 17,63 2,68E-05 0,1899 0,08214 0,439

rs12203592 T 0,07447 0,06548 0,07617 0,7826 1,148 0,4296 3,07

rs35264875 T 0,1702 0,1548 0,1069 0,7437 1,12 0,5668 2,214

rs1393350 A 0,2021 0,1488 1,226 0,2681 1,449 0,7499 2,8

rs12821256 C 0,07447 0,1071 0,7455 0,3879 0,6705 0,2693 1,669

rs2031526 A 0,234 0,2917 1,013 0,3142 0,7421 0,4147 1,328

rs12896399 T 0,4043 0,3095 2,399 0,1214 1,514 0,8946 2,561

rs1800407 A 0,04255 0,09524 2,373 0,1235 0,4222 0,1369 1,302

rs7495174 G 0,117 0,1845 2,04 0,1532 0,5857 0,2795 1,227

rs12913832 A 0,1489 0,6071 51,29 7,96E-13 0,1132 0,05931 0,2162

rs916977 A 0,06383 0,3869 31,85 1,67E-08 0,108 0,04466 0,2614

rs1426654 G 0,01064 0,2143 20,61 5,63E-06 0,03943 0,005311 0,2927

rs4778138 G 0,1702 0,2976 5,192 0,02269 0,4841 0,2575 0,9103

rs1545397 T 0,07447 0,2143 8,589 0,003382 0,295 0,1256 0,6928

rs4778241 A 0,1596 0,4167 18,18 2,01E-05 0,2658 0,1414 0,4999

rs1667394 G 0,07447 0,3988 31,29 2,23E-08 0,1213 0,05291 0,2781

rs258322 T 0,08511 0,2143 7,198 0,007298 0,3411 0,1513 0,7689

rs1805007 T 0,04255 0,02976 0,2973 0,5856 1,449 0,3795 5,532

rs885479 A 0,05319 0,2143 11,85 0,0005766 0,206 0,07783 0,5452

rs4911414 T 0,3404 0,2798 1,053 0,3048 1,329 0,7716 2,288

rs1015362 A 0,2979 0,2679 0,2702 0,6032 1,16 0,6633 2,027

statisticky významný výsledek (p<0,0023), MA - minoritńı alela, MAF(S) -

frekvence minoritńı alely u světlookých osob, MAF(T) - frekvence minoritńı alely u

tmavookých osob, OR - odds ratio, D95 - dolńı mez 95% intervalu spolehlivosti, H95

- horńı mez 95% intervalu spolehlivosti

odchylky (α=0,0023 po Bonferroniho korekci) u 10 marker̊u SNP (viz Tabulka 4.22).

Část těchto marker̊u signifikantně asociuje s barvou oč́ı (rs16891982, rs12913832,

rs916977, rs1426654, rs4778241, rs1667394, rs885479). Ostatńı markery (rs2031526,

rs4778138, rs1545397, rs258322) neasociovaly statisticky signifikantně s barvou oč́ı.
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Tabulka 4.22: Výsledky asociačńı studie určováńı biogeografického p̊uvod̊u prove-

dené s použit́ım souhrnných vzork̊u

Marker MA MAF(B) MAF(A) χ2 p-hodnota OR D95 H95

rs16891982 C 0,08 0,6613 93,95 3,24E-22 0,04454 0,02139 0,09272

rs12203592 T 0,08 0,03226 1,686 0,1941 2,609 0,5829 11,67

rs35264875 T 0,18 0,09677 2,435 0,1186 2,049 0,8198 5,12

rs1393350 A 0,205 0,04839 8,307 0,003948 5,071 1,513 17

rs12821256 C 0,11 0,04839 2,082 0,1491 2,431 0,7022 8,414

rs2031526 A 0,18 0,5645 35,42 2,66E-09 0,1693 0,09126 0,3142

rs12896399 T 0,37 0,2581 2,63 0,1049 1,688 0,8928 3,193

rs1800407 A 0,08 0,06452 0,1609 0,6883 1,261 0,4054 3,922

rs7495174 G 0,165 0,1452 0,1384 0,7099 1,164 0,5233 2,588

rs12913832 A 0,365 0,6935 20,71 5,35E-06 0,254 0,1377 0,4683

rs916977 A 0,205 0,4839 18,63 1,59E-05 0,2751 0,1502 0,5037

rs1426654 G 0,01 0,5645 120 6,34E-28 0,007792 0,001773 0,03425

rs4778138 G 0,2 0,4194 12,08 0,0005085 0,3462 0,1877 0,6383

rs1545397 T 0,07 0,4677 54,58 1,49E-13 0,08565 0,04097 0,1791

rs4778241 A 0,25 0,5645 21,36 3,81E-06 0,2571 0,1418 0,4664

rs1667394 G 0,215 0,5 18,97 1,33E-05 0,2739 0,1501 0,4997

rs258322 T 0,085 0,4355 41,61 1,12E-10 0,1204 0,05942 0,2441

rs1805007 T 0,045 0 2,889 0,08917 - - -

rs885479 A 0,06 0,4677 59,61 1,16E-14 0,07263 0,03371 0,1565

rs4911414 T 0,335 0,1935 4,496 0,03397 2,099 1,047 4,206

rs1015362 A 0,3 0,2097 1,921 0,1657 1,615 0,8166 3,196

statisticky významný výsledek (p<0,0023), MA - minoritńı alela, MAF(B) -

frekvence minoritńı alely u běloch̊u, MAF(A) - frekvence minoritńı alely u asiat̊u,

OR - odds ratio, D95 - dolńı mez 95% intervalu spolehlivosti, H95 - horńı mez 95%

intervalu spolehlivosti
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4.4.3 Analýza MDR

Před vlastńı analýzou MDR bylo provedeno filtrováńı marker̊u SNP pomoćı algo-

ritmu ReliefF. Soubor následně vybraných marker̊u se téměř shodoval pro souhrnné

a bělošské vzorky (viz Tabulka 4.23). Společně vybrané markery byly rs12913832,

rs916977, rs1667394 a rs4778241. Rozd́ıl byl pouze v jednom markeru: u belošských

vzork̊u byl vybrán marker rs7495174, u souhnných vzork̊u - rs16891982. Marker,

který byl vybrán u souhrnných vzork̊u, je asociován s biogeografickým p̊uvodem.

Zaj́ımavé je, že u vzork̊u rozdělených dle biogeografického p̊uvodu byl vybrán poly-

morfizmus rs12913832, který je spojen s barvou oč́ı.

Tabulka 4.23: Výsledky filtrováńı ReliefF

Světlé vs. tmavé oči
Běloch vs. asiat

Souhrnné vzorky Bělošské vzorky

SNP ReliefF SNP ReliefF SNP ReliefF

rs12913832 0,386 rs12913832 0,298 rs16891982 0,787

rs916977 0,269 rs916977 0,222 rs2031526 0,568

rs1667394 0,219 rs1667394 0,184 rs258322 0,518

rs16891982 0,146 rs4778241 0,104 rs1426654 0,481

rs4778241 0,118 rs7495174 0,068 rs12913832 0,406

Nejlepš́ı modely pro určováńı barvy oč́ı a biogeografického p̊uvodu byly vybrány

na základě nejvyšš́ı mı́ry predikce a největš́ı hodnoty CV (viz Obrázek 4.2). Nej-

lepš́ı modely v této studii měly hodnoty CV 10/10. Výsledky analýzy MDR, stejně

jako asociačńıho testu, se lǐsily v závislosti na použitém souboru vzorku (viz Ta-

bulka 4.24). Nehledě na tuto skutečnost zahrnovaly nejlepš́ı modely určováńı barvy

oč́ı pro oba soubory vzork̊u marker rs12913832. Mı́ra predikce byla 0,8566 pro sou-

hrnné vzorky a 0,8549 pro bělošské vzorky. Na obrázku 4.3 je zobrazen výstup z pro-

gramu MDR pro nejlepš́ı model pro souhrnné vzorky obsahoval 2 SNP: rs12913832 a

rs916977. Nejlepš́ı model pro bělošské vzorky obsahoval nav́ıc jeden marker: rs7495174.

Největš́ı mı́ra predikce byla u modelu určováńı biogeografického p̊uvodu, který ob-

sahoval markery rs1426654 a rs16891982. Tato mı́ra predikce byla 0,9255.

76



Obrázek 4.2: Výběr nejlepš́ıho modelu na základě mı́ry predikce

Tabulka 4.24: Výsledky analýzy MDR

Světlé vs. tmavé oči
Běloch vs. asiat

Souhrnné vzorky Bělošské vzorky

SNP
Mı́ra

CV SNP
Mı́ra

CV SNP
Mı́ra

CV
predikce predikce predikce

rs12913832 0,8388 10/10 rs12913832 0,8193 10/10 rs1426654 0,8098 6/10

rs12913832
0,8566 10/10

rs12913832
0,7533 7/10

rs16891982
0,9255 10/10

rs916977 rs916977 rs1426654

rs16891982
0,8490 10/10

rs7495174
0,8549 10/10

rs16891982
0,8137 6/10

rs1291383 rs12913832 rs2031526

rs1667394 rs916977 rs1426654

rs16891982
0,7955 8/10

rs7495174
0,7569 10/10

rs16891982
0,7169 10/10

rs1291383 rs12913832 rs2031526

rs916977 rs916977 rs1291383

rs4778241 rs4778241 rs1426654

statisticky významný výsledek (p<0,0023), CV - cross validation

4.4.4 Rekonstrukce haplotyp̊u

Pomoćı analýzy MDR byly vybrány 3 markery pro určováńı barvy oč́ı, které se

nacházej́ı na 15. chromozómu v oblasti gen̊u HERC2-OCA2. Proto byla pro tyto tři

markery provedena rekonstrukce haplotyp̊u. V tabulce 4.25 jsou uvedeny výsledky
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Obrázek 4.3: Výstup analýzy MDR pro určeńı barvy oč́ı u souhrnných vzorku

V každé buňce představuje prvńı sloupec počet světlookých osob a

druhý sloupec počet tmavookých osob

rekonstrukce haplotyp̊u rozdělené dle barvy oč́ı osob. Nejčastěǰśı haplotyp u obou

skupin byl AGG, ovšem u světlookých lid́ı byla četnost tohoto haplotypu 84,04%,

zat́ımco u tmavookých lid́ı 33,93%.

Tabulka 4.25: Výsledky analýzy MDR

Haplotyp* Frek. (S) Frek.(T)

AAA 0,0213 0,2679

AAG 0,0106 0,1548

AGA 0,0106 0,0536

AGG 0,8404 0,3393

GAA 0,0319 0,0655

GAG 0,0851 0,119

*rs7495174, rs12913832 a rs916977, Frek.(S) - frekvence u světlookých osob,

Frek.(T) - frekvence u tmavookých osob
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4.4.5 Vytvořeńı Bayesovy śıtě

Byly vytvořeny 2 modely Bayesových śıt́ı (BS) pro zjǐstěńı, jak implementace bio-

geografického p̊uvodu ovlivńı parametry BS. Prvńı BS (BS1) obsahovala markery,

které byly vybrány pomoćı MDR pro určováńı barvy oč́ı (rs7495174, rs12913832 a

rs916977). Rodičovský uzel
”
Barva oč́ı“ měl 3 dětské uzly:

”
rs7495174“,

”
rs12913832“

a
”
rs916977“. Druhá BS (BS2), která je znázorněna na obrázku 4.4, byla vytvořena

kombinaćı nejlepš́ıch model̊u pro určováńı barvy oč́ı a biogeografického p̊uvodu vy-

braných pomoćı analýzy MDR a obsahovala následujćı markery: rs7495174, rs12913832,

rs916977, rs1426654 a rs16891982. Rodičovský uzel
”
Původ“ měl 3 dětské uzly:

”
rs1426654“,

”
rs16891982“ a

”
Barva oč́ı“. Posledńı uzel měl, stejně jako v př́ıpadě

prvńı BS, 3 dětské uzly:
”
rs7495174“,

”
rs12913832“ a

”
rs916977“.

Obrázek 4.4: Vytvořena Bayesova śıt’ pro určováńı barvy oč́ı a biogeografického

p̊uvodu
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4.4.6 Validace Bayesovy śıtě

Validace vytvořené BS byla provedena s použit́ım jak bělošských, tak i asijských

vzork̊u. Pomoćı těchto vzork̊u byly stanoveny d̊uležité parametry úspěšnosti pro obě

BS (viz tabulka 4.26). U obou BS byla přesnost určováńı barvy oč́ı v́ıce než 98%.

Senzitivita a specificita pro určováńı barvy oč́ı dosahovaly u obou BS 96% a 98%.

Během validace byl biogeografický p̊uvod určen správně u všech testovaných osob

(N=128). Proto všechny parametry této BS pro určováńı biogeografického p̊uvodu

dosáhly nejvyšš́ı možné hodnoty - 1,0. Mı́ra nepr̊ukazných výsledk̊u byla menš́ı pro

BS2 (0,016), než pro BS1 (0,133). Během určováńı biogeografického p̊uvodu nebyl

zaznamenán žádný nepr̊ukazný výsledek.

Tabulka 4.26: Charakteristiky vytvořené Bayesovy śıtě pro určováńı barvy oč́ı a

biogeografického p̊uvodu

Světlé vs. tmavé oči Běloch vs. asiat

BS 1 BS 2 BS 2

Senzitivita 0,9600 0,9600 1,0000

Specificita 0,9881 0,9899 1,0000

PPH 0,9600 0,9600 1,0000

NPH 0,9881 0,9899 1,0000

Přesnost 0,9817 0,9839 1,0000

BS - Bayesova śıt’, BS 1 – rs7495174, rs12913832, rs916977, BS 2 – rs16891982,

rs1426654, rs7495174, rs12913832, rs916977, PPH – pozitivńı prediktivńı hodnota,

NPH – negativńı prediktivńı hodnota
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5 DISKUZE

5.1 Investigator DIPplex

V této části studie byla testována sada marker̊u Investigator DIPplex s ćılem zjis-

tit, zda je tato sada vhodná pro použit́ı v české populaci pro forenzńı a pater-

nitńı účely. Bylo zjǐstěno, že sada DIPplex je velmi citlivá a vyžaduje malé vstupńı

množstv́ı DNA (500 pg). Nav́ıc vyšš́ı vstupńı množstv́ı DNA zp̊usobuje vytažené a

abnormálně tvarované ṕıky, což bylo doloženo také studiemi daľśıch vědeckých sku-

pin [116].Vytažeńı ṕık̊u je dáno designem sady Investigator DIPlex, kde docháźı k

velikostńımu překryvu alel r̊uzných polymorfismů značených r̊uznými fluorecenčńımi

barvami. Tato skutečnost pak zp̊usobuje, že pokud je osoba homozygot v některé z

těchto alel, výsledkem analýzy jsou ṕıky vytažené ve všech barevných kanálech.

Ani jeden ze 30 marker̊u INDEL obsažených v sadě DIPplex nevykazoval od-

chylku od Hardy-Weinbergovy rovnováhy, což dovoluje použ́ıt zákony Hardyho-

Weinberga pro odhad frekvenćı genotyp̊u v české populaci. Vazebná rovnováha

zkoumaných marker̊u svědč́ı o jejich nezávislosti. Toto zjǐstěńı umožňuje použ́ıt tak-

zvané
”
produktové pravidlo“, dle kterého se pr̊unik pravděpodobnost́ı nezávislých

jev̊u (v tomto př́ıpadě to jsou genotypy v jednotlivých lokusech) rovná součinu

pravděpodobnost́ı těchto jev̊u. Pr̊uměrná heterozygozita zkoumaných marker̊u v

české populaci byla 0,46, tedy relativně vysoká, což je velmi žádoućı pro identifikačńı

markery. Důvodem je to, že větš́ı heterozygozita zvyšuje pravděpodobnost toho, že se

genotypy osob ve zkoumaných markerech budou lǐsit.Téměř 50% pr̊uměrná heterozy-

gozita svědč́ı o tom, že jsou zkoumané lokusy v české populaci vysoce polymorfńı.

Hodnota heterozygozity byla srovnatelná s hodnotami heterozygozity u bělošských

populaćı: dánská populace - 0,49 [116], středošpanělská - 0,49 [117], finská - 0,47

[118], korejská - 0,40 [119]. Největš́ı rozd́ıl v pr̊uměrné heterozygozitě byl u korejské

populace, která zároveň vykazuje jej́ı nejnižš́ı hodnotu, což může být zp̊usobeno t́ım,

že sada DIPplex byla vyvinuta na populaci německé.

Forenzńı parametry, které byly zjǐstěny v této studii, dovoluj́ı hodnotit užitečnost

zkoumaných marker̊u jak jednotlivě, tak i v sadě. Jeden z nejd̊uležitěǰśıch para-

metr̊u, diskriminačńı śıla, nabývala hodnot pro českou populaci v rozsahu od 0,554

do 0,656. Rozsah PD byl téměř stejný jako ve finské populaci (0,548 - 0,656) [118]

. Pro španělskou populaci byla nejvyšš́ı hodnota PD rovná 0,645 [117]. Hodnoty
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PD v korejské populaci vykazovaly větš́ı rozsah, od 0,211 do 0,647 [119], což je nej-

pravděpodobněji zp̊usobeno výše zmı́něnou nižš́ı heterozygozitou v některých mar-

kerech. CPD pro celou sadu marker̊u byla u české populace 99,9999999999 %, což je

obdobné jako u ostatńıch studovaných populaćı. Pravděpodobnost náhodné shody,

která souviśı s diskriminačńı śılou, byla u české populace 1 z 6,8×1012, což je nižš́ı

hodnota než u rutinně použ́ıvaných sad STR marker̊u, ovšem tato hodnota je srov-

natelná s ostatńımi studiemi sad marker̊u INDEL. Pr̊uměrný paternitńı index v

každém ze zkoumaných marker̊u přesahoval 1, což naznačuje relativńı užitečnost

pro testováńı paternity. API marker̊u INDEL byl zhruba o třetinu menš́ı než API

marker̊u STR [118]. Ovšem kombinovaný paternitńı index pro všech 30 marker̊u byl

kolem 27 000, takže výsledná pr̊uměrná pravděpodobnost otcovstv́ı byla 99,99% za

předpokladu 50% výchoźı pravděpodobnosti. I když PI pro sadu DIPplex nedosahuje

hodnot PI pro STR lokusy, je pořád dostačuj́ıćı pro prakticky prokázané otcovstv́ı.

Sada DIPplex může také sloužit jako doplňuj́ıćı sada marker̊u. Např́ıklad po doplněńı

analýzy pomoćı Powerplex 16 HS sadou DIPplex vzroste výsledná pravděpodobnost

otcovstv́ı z 99,99999 na 99,9999999999. Sada marker̊u INDEL může být obzvlašt’

užitečná v komplikovaných př́ıpadech určováńı otcovstv́ı, z d̊uvodu ńızké mutačńı

rychlosti těchto polymorfizmů. S problémem určováńı otcovstv́ı je také spojena de-

terminace maximálně informativńıch marker̊u. V této studii byl počet účinných mar-

ker̊u stanoven na 29,76, což je mı́rně vyšš́ı hodnota, než ve finské populaci - 28,32

[118].

Test porovnáńı alelických frekvenćı odhalil nejv́ıce statisticky významných roz-

d́ıl̊u mezi českou a indiánskou populaćı. Žádné statisticky významné rozd́ıly ne-

byly nalezeny mezi českou a německou populaćı. Tyto výsledky jsou podporovány

skutečnost́ı, že německá populace byla nejbližš́ı české populaci ze všech testovaných

populaćı. Relativně malý počet marker̊u, u nichž byly nalezeny statisticky významné

odchylky, svědč́ı o robustnosti zkoumané sady marker̊u. Toto je velmi d̊uležité ve

forenzńı genetice, např́ıklad pro identifikačńı analýzu vzorku z mı́sta činu, který za-

nechal pachatel neznámé národnosti. Pravděpodobnost shody u robustńı sady mar-

ker̊u by neměla významně koĺısat v závislosti na populaci, č́ımž se zvýš́ı hodnota

výsledk̊u analýzy pomoćı této sady marker̊u.

Výsledky populačńı studie Investigator DIPplex v České republice byly publi-

kovány v časopise International Journal of Legal Medicine [120].
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5.2 Mentype R© Argus X-8

Tato studie se zabývala populačńım výzkumem sady marker̊u Mentype R© Argus X-

8, která se skládá ze 4 vazebných skupin obsahuj́ıćı dvojice marker̊u. Markery ve

dvojici jsou lokalizovány na chromozómu X v těsné bĺızkosti.

Všechny zkoumané markery ze sady Argus X-8 byly v HWE, což je jedńım

z kritéríı pro použit́ı mikrosatelitńıch marker̊u ve forenzně-genetické praxi [121].

Daľśım kritériem je informace o vazebné nerovnováze. I přesto, že markery jsou

ve vazebných skupinách bĺızko u sebe, nebyl nalezen žádný pár marker̊u, jejichž

výskyt by ve studovaných vzorćıch vykazoval vazebnou nerovnováhu. Vysvětleńı

těchto výsledk̊u může být několik: malý počet zkoumaných vzork̊u, anebo vysoká

mutačńı rychlost zkoumaných marker̊u STR [26]. Stejné výsledky vazebné nerov-

nováhy byly pozorovány také ve studíıch na jiných populaćıch [122], [123].

Zkoumané markery se ukázaly jako vysoce polymorfńı ve středochorvatské popu-

laci. Největš́ı počet alel měl marker DXS10135 - 25, nejmenš́ı počet měly DXS8378

a DXS7423 - 5.

Nejužitečněǰśı marker z celé sady Argus X-8 byl DXS10135, který měl nejvyšš́ı

hodnoty informačńıho obsahu (PIC=0,9306) a diskriminačńı śıly u žen (PDF=0,9918)

i u muž̊u (PDM=0,9345). Byl to také marker s nejvyšš́ı pozorovanou heterozygozi-

tou (0,9596) a s největš́ım počtem alel. Výsledky této studie se shodovaly s výsledky

jiných populačńıch studíı, v nichž byl marker DXS10135 nejlepš́ım ze všech zkou-

maných marker̊u ze sady Argus X-8 [122], [109]. Nejméně informativńı marker byl

ve středo-chorvatské populaci DXS8378, jehož hodnota informačńıho obsahu byla

0,6316 a diskriminačńı śıla byla pro ženy 0,8447 a pro muže 0,6922. DXS8378 vyka-

zoval nejmenš́ı pozorovanou heterozygozitu - 0,6768. Ve studíıch sady marker̊u Argus

X-8 ostatńıch vědeckých skupin byl nejméně informativńı bud’ stejný marker jako

v této studii - DXS8378 [110], [124] nebo DXS7423 [122], [109]. Marker DXS7423

byl v této studii druhým nejméně informativńım. Źıskané výsledky naznačuj́ı, že

vytvořená sada marker̊u X-STR je vhodná pro univerzálńı použit́ı v nezávislosti na

p̊uvodu osoby.

Velmi d̊uležitým parametrem byla pro markery lokalizované na chromozómu

X pr̊uměrná śıla vyloučeńı v př́ıpadech určováńı otcovstv́ı. Důvodem je velká in-

formativita těchto marker̊u nejen pro určováńı otcovstv́ı d́ıtěte ženského pohlav́ı,

ale i v př́ıpadech určováńı sourozenectv́ı a neúplného sourozenectv́ı, kde nejsou au-
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tozomálńı markery až tak užitečné. Tuto skutečnost podporuje zjǐstěńı, že pokud

maj́ı autozomálńı markery a markery na chromozómu X stejnou heterozygozitu a

hodnotu informačńıho obsahu, potom markery umı́stěné na chromozómu X maj́ı

větš́ı pr̊uměrnou śılu vyloučeńı otcovstv́ı [25]. Hodnoty pr̊uměrné śıly vyloučeńı pro

r̊uzné př́ıpady dovoluj́ı znázornit, jak je zkoumaný marker užitečný pro určováńı

př́ıbuznosti. Velmi zaj́ımavým parametrem je pr̊uměrná śıla vyloučeńı např́ıklad v

př́ıpadě paternitńıho tria, kde je mı́sto nařčeného otce vyšetřována jeho matka, tedy

údajná babička d́ıtěte (MEC pro deficientńı př́ıpady). Nejvyšš́ı hodnota tohoto para-

metru byla u již zmı́něného markeru DXS10135 - 86,7%, nejnižš́ı u DXS8378 - 42%.

Jinými slovy, pokud nařčený otec neńı otcem, je při použité markeru DXS10135 v́ıce

než 85% pravděpodobnost, že bude otcovstv́ı v tomto markeru vyloučeno. V př́ıpadě

určováńı otcovstv́ı u dua nebo tria je k dipozici v́ıce informaćı, a proto jsou tyto

hodnoty vyšš́ı, než výše zmı́něný parametr, což je podloženo výsledky této studie.

Např́ıklad pro marker DXS10135 je hodnota śıly vyloučeńı v deficientńım př́ıpadě

(babička mı́sto nařčeného otce) 86,7%, v př́ıpadě dua 87,4% a v př́ıpadě tria 93%.

Pokud se jedná o př́ıpad s počtem meióz větš́ı než jedna, jako např́ıklad při určováńı

úplného a neúplného sourozenectv́ı, je velmi vhodné použit pro výpočet př́ıbuznosti

mı́sto jednotlivých lokus̊u haplotypy.

Protože jsou zkoumané markery umı́stěné ve vazebných skupinách a jsou vhodné

pro určováńı př́ıbuznosti, byly vypoč́ıtány frekvence haplotyp̊u pro každou vazeb-

nou skupinu. Pozorovaný počet haplotyp̊u u LG1 (DXS10135 - DXS8378), LG2

(DXS7132 - DXS10074), LG3 (HPRTB - DXS10101) a LG4 (DXS10134 - DXS7423)

byl 37, 30, 35, 30. Počet možných haplotyp̊u pro tyto vazebné skupiny byl 3-4 krát

vyšš́ı než pozorovaný počet: 125, 91, 162 a 115. Nejčastěǰśı haplotypy byly v LG1

25-12(8%) a 24-12 (8%), v LG2 13-16 (11,5%), v LG3 13-31.2 (10%) a v LG4 35-13

(10%). Relativńı homogenita haplotyp̊u u všech vazebných skupin svědč́ı o vazbě.

Použ́ıvańı haplotypové analýzy na X-chromozómu by mohlo pomoci nejen v určováńı

př́ıbuznosti, ale také pro určeńı biogeografického p̊uvodu, pokud bude shromážděn

dostatek dat (haplotypových frekvenćı) u ostatńıch světových populaćı. Proto bylo

provedeno srovnáńı haplotypových frekvenćı, které odhalilo statisticky významné

rozd́ıly nejen mezi středo-chorvatskou, japonskou populaćı a populaćı Ghany, ale

také mezi středochorvatskou a německou populaćı, které jsou si mnohem bližš́ı.

Protože ne všechny studie určily haplotypové frekvence, bylo také provedeno
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porovnáńı genetické vzdálenost́ı populaćı pomoćı alelických frekvenćı. Byly vybrány

dvě bĺızké populace - polská, u které byly známy alelické frekvence pro všech 8 mar-

ker̊u, a bosenská, která je velmi bĺızka chorvatské populaci a u které byly známy frek-

vence 4 marker̊u. Porovnáńı genetických vzdálenost́ı neodhalilo žádnou statisticky

významnou odchylku, což lze vysvětlit výše zmı́něnou př́ıbuznost́ı porovnávaných

populaćı.

5.3 Decaplex X-STR

Sada marker̊u Decaplex na rozd́ıl od Mentype R© Argus X-8 obsahovala markery na

chromozómu X, které nejsou ve vazebných skupinách (kromě jedné dvojice marker̊u

- viz dále). Všechny zkoumané markery byly v HWE, což je, jak již bylo zmı́něno, ne-

zbytným předpokladem pro forenzńı markery [121]. Testováńı vazebné nerovnováhy

mělo u této sady marker̊u v české populaci rozd́ılné výsledky u mužských a ženských

vzork̊u. Zat́ımco u mužských vzork̊u po testováńı všech pár̊u lokus̊u nebyla zjǐstěna

vazebná nerovnováha ani u jednoho páru, u ženských vzork̊u byla zjǐstěna vazebná

nerovnováha mezi markery DXS6809 a DXS6789. Všechny markery ze sady Deca-

plex maj́ı vzdálenost větš́ı než 5 Mb [30] kromě již zmı́něných DXS6809 a DXS6789,

u kterých byla pozorována vazebná nerovnováha. Vzdálenost mezi touto dvojićı

marker̊u je kolem 500 Kb, takže zjǐstěná vazebná nerovnováha je nejen statisticky

významná, ale je podložena výsledky lokalizace marker̊u STR na chromozómu X.

Na druhou stranu jsou výsledky vazebné nerovnováhy marker̊u na chromozómu X

u mužských vzork̊u v́ıce spolehlivé než výsledky vazebné nerovnováhy u ženských

vzork̊u. Důvodem je proces testováńı vazebné nerovnováhy. Např́ıklad dva markery

jsou ve vazebné rovnováze, pokud jsou frekvence výskytu alely A jednoho mar-

keru a alely B druhého markeru na sobě nezávislé. Z toho následně vyplývá, že

se frekvence haplotypu AB rovná součinu frekvenćı alel A a B. Proto je nezbytné

znát haplotypy testovaných vzork̊u, aby bylo možné provést testováńı vazebné ne-

rovnováhy. U mužských vzork̊u jsou haplotypy marker̊u na chromozómu X známé,

protože muži maj́ı jenom jeden chromozóm X, u ženských vzork̊u je potřeba nejprve

provést rekonstrukci haplotyp̊u, která má určitou mı́ru přesnosti, což se předevš́ım

týká rekonstrukce vzácných haplotyp̊u. Pokud se jedna o př́ıbuzenskou analýzu, je

dle doporučeńı Mezinárodńı společnosti pro forenzńı genetiku (International Society

for Forensic Genetics - ISFG) potřeba poč́ıtat s frekvenćı haplotyp̊u pro markery
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DXS6809 a DXS6789 [30]. Z teoreticky možných 144 haplotyp̊u bylo pozorováno 52

u 234 muž̊u, přičemž nejčastěǰśı haplotypy byly 31-22 a 34-22. Pokud se jedná o iden-

tifikaci, mohou být frekvence haplotyp̊u odhadnuty pomoćı frekvenćı jednotlivých

alel [30].

Nejv́ıce alel bylo nalezeno u polymorfńıch marker̊u DXS6809 a DXS6789 (12

alel), nejméně u DXS7133, DXS7423 a DXS8378 (5 alel). Dva posledńı markery byly

nejméně informativńı také u středochorvatské populace. Nejinformativněǰśı byl mar-

ker DXS6809, jehož diskriminačńı śıla byla pro muže 82% a pro ženy 95%. Zaj́ımavé

je, že DXS6789 nebyl tak informativńı, pravděpodobně proto, že obsahoval alelu,

která měla frekvenci 41%, a daľśı dvě alely s frekvenćı 24% a 16%. Nejméně infor-

mativńı byl marker DXS7133: PDF zde dosahovala hodnoty 81 %, PDM 64%.

Porovnáńı genetické vzdálenosti pomoćı alelických frekvenćı mezi českou, ugand-

skou, severovýchodńı španělskou, německou a polskou populaćı odpovidalo geoge-

rafickému rozložeńı populaćı. Česká populace se nejv́ıce lǐsila od populace Ugandy,

severovýchodńıho Španělska a Německa. Porovnáńı s nejbližš́ı, tedy polskou populaćı

nezjistilo žádné statisticky významné odchylky.

Dvě výše popsané studie marker̊u lokalizovaných na chromozómu X Mentype R©

Argus X-8 a Decaplex X-STR představuj́ı dvě možné varianty navržeńı sady X-

chromozomálńıch marker̊u. Obě možnosti maj́ı svoje výhody a nevýhody. Použit́ı

vazebných skupin marker̊u je méně informativńı v př́ıpadě identifikace osob, ovšem

je velmi vhodné pro určováńı př́ıbuznosti, obzvlášt’ u komplexńıch nebo deficientńıch

př́ıpad̊u. Sada Decaplex X-STR obsahuj́ıćı nezávislé markery je vhodněǰśı pro účely

identifikace. Pokud se použije pro určováńı př́ıbuznosti, nenastává problém nulových

frekvenćı, který se často objevuje u haplotypové analýzy. Nulové frekvence jsou velmi

často reportovány u vzácněǰśıch haplotyp̊u, protože populačńı studie zkoumaj́ıćı

haplotypy tvořené v́ıce markery potřebuje mnohem větš́ı počet vzork̊u než populačńı

studie zkoumaj́ıćı jednotlivé markery.

Výsledky populačńı studie Decaplex X-STR v České republice byly publikovány

v časopise International Journal of Legal Medicine [125].

5.4 Fenotypové SNP

Tato studie zjistila, že marker rs6119471 neńı polymorfńı ve zkoumaném vzorku

bělošské a asijské populace. Toto zjǐstěńı se shoduje s výsledky ostatńıch studíı, kde
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byl tento polymorfizmus zjǐstěn jenom u africké populace [70]. Provedená studie

prokázala, že marker rs12913832 je velmi silně asociován s barvou oč́ı, ale může být

také použit jako marker biogeografického p̊uvodu. Na obrázku 5.1 jsou znázorněny

frekvence alel markeru rs12913832. Lze ř́ıci, že oblasti výskytu odvozené alely G

se shoduj́ı s oblastmi výskytu modré barvy oč́ı. V této studii mělo v bělošských

vzorćıch 20 osob v markeru rs12913832 genotyp AA, 33 genotyp AG a 47 genotyp

GG, který byl majoritńı. Asijské vzorky vykazovaly opačnou tendenci: 14 osob mělo

genotyp AA, 15 osob genotyp AG a jenom 2 osoby genotyp GG. Výsledky asociačńı

studie u souhrnných vzork̊u běloch̊u a asiat̊u se shodovaly ve třech markerech, ale

měly nav́ıc daľśı 4 statisticky významné markery, které asociovaly s barvou oč́ı:

rs1426654, rs16891982, rs4778241 a rs885479. Tato studie také potvrdila zjǐstěńı

předešlých studíı [126], že SNP rs1426654 a rs16891982 jsou vhodné markery pro

určováńı biogeografického p̊uvodu (viz Obrázek 5.2 a Obrázek 5.3). Ani jedna osoba

ze 100 zkoumaných běloch̊u neměla genotyp rs1426654 GG, zat́ımco z 31 zkou-

maných asiat̊u byl tento genotyp zjǐstěn u 11 osob. Pro marker rs16891982 nebyl

nalezen mezi bělošskými vzorky žádný homozygot CC, zat́ımco u asijských vzork̊u

mělo genotyp CC 13 osob. Zaj́ımavé je, že oba výše uvedené markery také asoci-

ovaly s barvou oč́ı, konkrétně alela G u rs1426654 a alely C rs16891982 s tmavou

barvou oč́ı. To vede k domněnce, že se silná asociace s nebělošským biogeografickým

p̊uvodem promı́tá i do asociace s tmavou barvou oč́ı. Předešlá studie vědecké skupiny

Rana [127] zjistila, že polymorfizmus rs885479 v genu MC1R téměř neńı př́ıtomen

u běloch̊u, ale je naopak častý u asiat̊u. V naš́ı studii neměl žádný z běloch̊u v

rs885479 genotyp AA, zat́ımco 7 osob asijského p̊uvodu mělo genotyp AA. Obdobné

frekvence genotyp̊u byly pozorovány pro marker rs1545397, který je asijskou specific-

kou mutaćı v genu OCA2 [82]. Tento marker sice nevykazoval statisticky významnou

asociaci, ale jeho p-hodnota byla relativně ńızká (p=0,0034, α=0,0023). Frekvence

alel polymorfizmu rs4778241 se lǐsila mezi bělošskými a asijskými osobami, což bylo

pozorováno i v jiných studíıch [128].

Použit́ı analýzy MDR odhalilo polymorfizmy, které by mohly být využity k op-

timalizaci predikce barvy oč́ı, ovšem neměly statisticky významnou asociaci s barvou

oč́ı během asociačńıho testu provedeného u jednotlivých marker̊u. Zaj́ımavé je, že

jako nejinformativněǰśı marker pro určováńı barvy oč́ı a biogeografického p̊uvodu

byl potvrzen marker rs12913832. Tento marker byl vybrán jako nejlepš́ı model obsa-
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Obrázek 5.1: Frekvence alel SNP rs12913832 u světových populaćı

Zdroj: http://hgdp.uchicago.edu/

huj́ıćı jeden SNP ze všech marker̊u po filtrováńı ReliefF. Stejný výsledek byl źıskán

ve studii Pospiech et al. [71] pro určováńı modré vs. nemodré barvy oč́ı a hnědé vs.

nehnědé barvy oč́ı, což potvrzuje predikčńı účinnost markeru rs12913832. Ve studii

Ruiz et al. [69], byla po provedeńı analýzy MDR pro určováńı hnědé vs. nehnědé

barvy oč́ı vybrána jako nejlepš́ı kombinace rs12913832 a rs4778138. V téže studii

byla analýza MDR také použita pro určováńı zelenohnědých vs. nezelenohnědých

oč́ı, v ńıž byl vybrán jako nejlepš́ı model kombinace SNP obsahuj́ıćı rs12913832 a

rs1667394. Markery rs4778138 a rs1667394 byly také testovány v této studii, ovšem

nebyla u nich pozorována asociace s barvou oč́ı na zkoumaných vzorćıch. Důvodem

může být populačńı specificita těchto dvou marker̊u. Mı́ra predikce byla v této stu-

dii pro určováńı světlé vs. tmavé barvy u bělošských vzork̊u a ve studii Pospiech

et al. [71] pro určováńı modré vs. nemodré barvy podobná u obou studíı (0,8369 a

0,8193). Obdobné výsledky hodnot mı́ry predikce byly dosaženy i ve studii Ruiz et

al. [69]: hnědé vs. nehnědé - 0,8587 a zelenohnědé vs. nezelenohnědé - 0,8322.

Velmi zaj́ımavými se ukázaly být výsledky rekonstrukćı haplotyp̊u pro markery

rs7495174, rs12913832 a rs916977. Z 8 možných haplotyp̊u bylo jak u tmavookých
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Obrázek 5.2: Frekvence alel SNP rs1426654 u světových populaćı

Zdroj: http://hgdp.uchicago.edu/

osob, tak u světlookých osob pozorováno 6 haplotyp̊u. U žádné osoby nebyl nalezen

haplotyp GGG nebo GGA. Kromě vzácnosti těchto haplotyp̊u, může být d̊uvodem

jejich nenalezeńı v naši studii i skutečnost, že na základě dat źıskaných ze vzork̊u byly

haplotypy rekonstruovány pomoćı algoritmu, který má určitou přesnost. Světlooké

osoby byly relativně homogenńı co se týče haplotyp̊u. Frekvence majoritńıho ha-

plotypu (AGG) v této skupině dosahovala 84% a frekvence ostatńıch haplotyp̊u se

pohybovala pod 10%. Haplotypy tmavookých osob zdaleka nebyly tak homogenńı.

Byly zde nalezeny 4 majoritńı haplotypy: AGG (34%), AAA(27% ), AAG (16%) a

GAG (12%). Jedńım z vysvětleńı mohou být r̊uzné subfenotypy (od zelenohnědé do

černohnědé barvy oč́ı), které jsou součást́ı skupiny tmavých oč́ı. Světlooćı jedinci

měli v 81% diplotyp AGG/AGG, zat́ımco tmavooćı jedinci měli nejčastěji haplotyp

AGG jenom na jednom chromozómu. Tyto výsledky podporuj́ı již dř́ıve formulova-

nou hypotézu o tom, že modrá barva oč́ı je nejčastěji děděna jako recesivńı znak

[129].

Výhodou analýzy MDR je tvorba tř́ıd́ıćıho algoritmu, který přisuzuje určitému

multilokusovému genotypu fenotyp. Ovšem tato metoda opomı́j́ı kvantifikaci nejis-
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Obrázek 5.3: Frekvence alel SNP rs16891982 u světových populaćı

Zdroj: http://hgdp.uchicago.edu/

toty, která je nezbytná pro interpretaci výsledk̊u ve forenzńı genetice, např́ıklad

při určováńı fenotypu neznámého vzorku. Proto byla následně použita metoda,

která dovoluje určit stupeň nejistoty. Tvorba Bayesových śıt́ı je v tomto př́ıpadě

velmi vhodná, protože dovoluje kombinovat výsledky v́ıce genetických analýz, ale

zároveň umožňuje kombinaci v́ıce d̊ukaz̊u a započteńı prvotńıch předpoklad̊u. Výběr

výchoźıch pravděpodobnost́ı pro některé uzly jako
”
Barva oč́ı“ nebo

”
Původ“ je

nejsporněǰśı bod tvorby BS, protože zálež́ı na dostupné podp̊urné informaci. Ovšem

pokud se tato informace změńı, např́ıklad na základě nových výzkumných studíı, lze

jednoduše změnit i výchoźı pravděpodobnost. Spojeńı model̊u pro určováńı barvy oč́ı

a biogeografického p̊uvodu zlepšilo výsledky analýzy předevšim u asijských vzork̊u,

protože klesl počet vzork̊u, u nichž nebylo možné určit barvu oč́ı. Senzitivita určováńı

světlé barvy oč́ı dosáhla pomoćı Modelu 2 (rs7495174, rs12913832, rs916977, rs1426654,

rs16891982) hodnoty 0,96, což je v́ıce než ve studii Pospiech et al. (0,85) [130] a

Kastelic et al. (0,86) [72]. Pravděpodobně proto, že součást́ı Modelu 2 byly markery

určuj́ıćı biogeografický p̊uvod. Senzitivita sady marker̊u Irisplex byla vyšš́ı než v

této studii - 0,99, i když senzitivita modifikace Irisplex zahrnuj́ıćı rs1129038 byla
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stejná jako v této studii - 0,96 [69]. Hodnoty specificity pro určováńı světlé barvy

oč́ı jsou nižš́ı v této studii (0,98) ve srovnáńı se studii Pospiech et al. (1,0) [130],

Kastelic et al. (0,86) [72] a modifikované sady Irisplex (0,99) [69]. Ovšem senzitivita

sady Irisplex byla nižš́ı než v této studii - 0,86 [69]. Důvodem nižš́ı specificity v této

studii je relativně vysoká senzitivita. Senzitivita a specificita jsou vzájemně spojené,

proto vede zvýšená senzitivita ke sńıžeńı specificity a obráceně.

Velmi zaj́ımavý je také rozd́ıl mezi asijskými vzorky, které byly použity v

trénovaćı a testovaćı sadě. Jako trénovaćı byly použity vzorky Kazach̊u, které jsou,

jak se zdá, mnohem méně genotypově jednotné, než populačńı vzorky Japonc̊u a

Č́ıňan̊u. Jako př́ıklad lze uvést markery rs12913832 a rs1426654, pro které byli

jak Japonci, tak i Č́ıňané homozygoté AA a GG. U kazašských vzork̊u bylo pro

marker rs12913832 45% homozygot̊u AA, 48% heterozygot̊u AG a 7% homozygot̊u

GG. V př́ıpadě markeru rs1426654 byl poměr genotyp̊u následuj́ıćı: 35 % GG, 42%

AG a 23% AA. Toto genotypové rozděleńı podporuje hypotézu, že Kazaši patř́ı ke

smı́̌seným populaćım, což bylo zjǐstěno i v jiných studíıch [131]. Napov́ıdá tomu i

skutečnost, že územı́ dnešńıho Kazachtanu dř́ıve prot́ınala hedvábná stezka spojuj́ıćı

Evropu a Asii.
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6 ZÁVĚR

Studie zkoumaj́ıćı sadu marker̊u DIPplex obsahuj́ıćı 30 inzerčně-delečńıch polymor-

fizmů, které byly umı́stěny ve vzdálenosti nejméně 10 Mb od všech komerčně do-

stupných marker̊u STR. Po optimalizaci pufru může být tato sada použita pro

analýzu inhibovaných vzork̊u. Mezi zkoumanými markery nebyla nalezena statis-

ticky významná nerovnováha, proto mohou být tyto markery považovány za nezávislé.

Tyto nové markery mohou být s výhodou analyzovány pomoćı metod a př́ıstroj̊u,

které jsou běžně dostupné ve forenzńı laboratoři. Dı́ky relativně ńızké mutačńı rych-

losti jsou tyto markery velmi vhodné pro př́ıbuzenskou analýzu, obzvlášt’ pokud

je podezřeńı na výskyt mutace. Zjǐstěné hodnoty paternitńıho indexu ukazuj́ı, že

sada DIPplex vede k několikanásob-nému zvýšeńı paternitńıho indexu vytvořeného

pomoćı analýzy marker̊u STR. Sada DIPplex může být využita jak při forenzńı in-

dentifikaci, tak i při testováńı př́ıbuznosti. Tato studie prokázala, že sada DIPplex je

robustńı a že je jej́ı použit́ı jako doplňkové sady marker̊u vhodné v České republice.

Studie zaměřená na sadu obsahuj́ıćı 8 vázaných marker̊u X-STR Argus X-8

prokázala vhodnost použit́ı této sady pro forenzńı účely ve středochorvatské popu-

laci. Tyto markery se nacházej́ı ve 4 vazebných skupinách a jsou tedy velmi užitečné

pro př́ıbuzenskou analýzu, i když může v některých př́ıpadech nastat problém nu-

lových frekvenćı zkoumaných haplotyp̊u. Proto jsou tyto markery velmi vhodné pro

analýzu př́ıbuznosti kosterńıch vzork̊u, kde může jejich použit́ı být v́ıce informativńı

než použit́ı autozomálńıch marker̊u STR.

Studie zabývaj́ıćı se sadou Decaplex X-STR představuje návrh sady marker̊u,

který je odlǐsný od předchoźı sady Argus X-8. U všech pár̊u marker̊u, vyjma páru

DXS6809 a DXS6789, mezi kterými je vzdálenost 500 Kb, nebyla zjǐstěna vazebná

nerovnováha. Proto si tyto markery zachovávaj́ı vlastnosti spojené s jejich lokalizaćı

na gonozómu X, ale jejich vazebná nezávislost snižuje početńı náročnost v př́ıpadě

výpočtu př́ıbuznosti. Výpočet pr̊uměrné śıly vyloučeńı poukázal na to, že je tato

sada velmi vhodná pro komplexńı a deficientńı př́ıpady určováńı otcovstv́ı a souro-

zenectv́ı. Protože se výsledky forenzńıch parametr̊u marker̊u obsažených v této sadě

shodovaly s jinými studiemi, lze tuto sadu považovat za robustńı a za vhodnou pro

použit́ı ve forenzńı genetice a př́ıbuzenské analýze v České republice.

Hlavńım ćılem studie fenotypových marker̊u SNP byla selekce nejlepš́ıho modelu
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pro predikci barvy oč́ı a s ńı spojeného p̊uvodu pro podmı́nky České republiky. Toto

je nová oblast forenzńı genetiky, může pomoci zúžit okruh možných podezřelých

osob či nepř́ımo podpořit výpověd’ očitého svědka. Rekonstrukce haplotyp̊u zkou-

maných osob podpořila hypotézu, že barva oč́ı se děd́ı jako recesivńı znak. Porovnáńı

výsledk̊u studie s výsledky ostatńıch studii naznačilo, že existuj́ı markery, které maj́ı

velkou informativitu bez ohledu na populaci, ve které jsou zkoumány (např́ıklad

rs12913832). Existuj́ı také markery, které maj́ı velkou informativitu ohledně pre-

dikce barvy oč́ı, ale jenom v určitých populaćıch. Pomoćı analýzy MDR bylo vybráno

několik marker̊u, které nejlépe predikuj́ı barvu oč́ı nebo p̊uvod. Z těchto výsledk̊u

byly následně vytvořeny 2 modely Bayesovských śıt́ı, které byly následně validovány

pomoćı daľśıho soubor̊u vzork̊u. Kombinace analýzy MDR a Bayesovských śıt́ı se

ukázala jako elegantńı řešeńı, které dovoluje zahrnout nejistotu do výpočtu pre-

dikce barvy oč́ı a p̊uvodu. Spojeńı fenotypových marker̊u a marker̊u biogeografického

p̊uvodu vedlo k vyšš́ı mı́̌re predikce a nižš́ımu počtu analýz, u nichž nebylo možné

udělat závěr. Doufáme, že poznatky zjǐstěné pomoćı této studie podpoř́ı zavedeńı

metody molekulárńı fenotypizace v oblasti forenzńı genetiky v České republice.
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Melanocortin-1 receptor structure and functional regulation. Pigm Cell Res,

18(6):393–410, 2005.

[54] RA Sturm. A golden age of human pigmentation genetics. Trends Genet,

22(9):464–468, 2006.

[55] C Levy, M Khaled, and DE Fisher. MITF: master regulator of melanocyte

development and melanoma oncogene. Trends Mol Med, 12(9):406–414, 2006.

98



[56] PPM Schnetkamp. The SLC24 Na+/Ca2+-K+ exchanger family: vision and
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A Wojas-Pelc. Association of polymorphic sites in the OCA2 gene with eye

colour using the tree scanning method. Ann Hum Genet, 72(2):184–192, 2007.

101



[82] I Yuasa, K Umetsu, S Harihara, A Kido, A Miyoshi, N Saitou, B Da-

shnyam, F Jin, G Lucotte, PK Chattopadhyay, and other. Distribution of

two Asian-related coding SNPs in the MC1R and OCA2 genes. Biochem Ge-

net, 45(7):535–542, 2007.

[83] RA Sturm, DL Duffy, ZZ Zhao, FPN Leite, MS Stark, NK Hayward, NG Mar-

tin, and GW Montgomery. A single SNP in an evolutionary conserved region

within intron 86 of the HERC2 gene determines human blue-brown eye color.

Am J Hum Genet, 82(2):424, 2008.

[84] H Nan, P Kraft, AA Qureshi, Q Guo, C Chen, SE Hankinson, FB Hu, G Tho-

mas, RN Hoover, S Chanock, et al. Genome-wide association study of tan-

ning phenotype in a population of European ancestry. J Invest Dermatol,

129(9):2250–2257, 2009.

[85] IV Kutyavin, IA Afonina, A Mills, VV Gorn, EA Lukhtanov, ES Belousov,

MJ Singer, DK Walburger, SG Lokhov, AA Gall, et al. 3 - Minor groove binder-

DNA probes increase sequence specificity at PCR extension temperatures.

Nucleic Ac Res, 28(2):655–661, 2000.

[86] J Xu, A Turner, J Little, ER Bleecker, and DA Meyers. Positive results

in association studies are associated with departure from Hardy-Weinberg

equilibrium: hint for genotyping error? Hum Genet, 111(6):573–574, 2002.

[87] L Hosking, S Lumsden, K Lewis, A Yeo, L McCarthy, A Bansal, J Riley,

I Purvis, and CF Xu. Detection of genotyping errors by Hardy–Weinberg

equilibrium testing. Eur J Hum Genet, 12(5):395–399, 2004.

[88] DM Nielsen, MG Ehm, BS Weir, et al. Detecting marker-disease association

by testing for Hardy-Weinberg disequilibrium at a marker locus. Am J Hum

Genet, 63:1531–1540, 1998.

[89] R Chakraborty, PE Smouse, and JV Neel. Population amalgamation and

genetic variation: observations on artificially agglomerated tribal populations

of Central and South America. Am J Hum Genet, 43(5):709, 1988.

102



[90] L Excoffier, G Laval, and S Schneider. Arlequin (version 3.0): an integrated

software package for population genetics data analysis. Evol Bioinform Online,

1:47, 2005.

[91] S Purcell, B Neale, K Todd-Brown, L Thomas, MAR Ferreira, D Bender,

J Maller, P Sklar, PIW De Bakker, MJ Daly, et al. Plink: a tool set for whole-

genome association and population-based linkage analyses. Am J Hum Genet,

81(3):559–575, 2007.

[92] RJ Cabin and RJ Mitchell. To Bonferroni or not to Bonferroni: when and how

are the questions. Bul Ecol Soc Am, 81(3):246–248, 2000.

[93] D Botstein, RL White, M Skolnick, and RW Davis. Construction of a genetic

linkage map in man using restriction fragment length polymorphisms. Am J

Hum Genet, 32(3):314, 1980.

[94] RA Fisher. Standard calculations for evaluating a blood-group system. Here-

dity, 5:95–102, 1951.

[95] D Desmarais, Y Zhong, R Chakraborty, C Perreault, L Busque, et al. Develop-

ment of a highly polymorphic STR marker for identity testing purposes at the

human androgen receptor gene (HUMARA). J Forensic Sci, 43(5):1046–1049,

1998.
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[117] P Mart́ın, O Garćıa, B Heinrichs, I Yurrebaso, A Aguirre, and A Alonso. Po-

pulation genetic data of 30 autosomal indels in Central Spain and the Basque

Country populations. Forensic Sci Int Genet, 7(1):e27–e30, 2012.

[118] AM Neuvonen, JU Palo, M Hedman, and A Sajantila. Discrimination power

of Investigator DIPplex loci in Finnish and Somali populations. Forensic Sci

Int Genet, 6(4):e99–e102, 2012.

[119] EH Kim, HY Lee, IS Yang, WI Yang, and KJ Shin. Population data for 30

insertion–deletion markers in a Korean population. Int J Leg Med, pages 1–2,

2013.

105



[120] A Zidkova, A Horinek, V Kebrdlova, and M Korabecna. Application of the new

insertion–deletion polymorphism kit for forensic identification and parentage

testing on the Czech population. Int J Leg Med, 127(1):7–10, 2013.

[121] W Bär, B Brinkmann, B Budowle, A Carracedo, P Gill, P Lincoln, W Mayr,

and B Olaisen. DNA recommendations. Int J Leg Med, 110(4):175–176, 1997.

[122] M Gelabert-Besada, S Ferreira, M Garćıa-Magariños, L Gusmão, and
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