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ABSTRAKT

V soucasné dobé probiha intenzivni vyzkum pouziti genetickych polymorfizmu pro
analyzu degradovanych vzorku, identifikaci a urc¢eni pribuznosti. Dal$im vyzkumnym
cilem je rozsiteni moznosti forenzni genetiky smérem k determinaci biogeografického
puvodu a s nim spojenych fenotypovych charakteristik, jako barva oé¢i, vlasu a pleti.

Prvni ¢ast predkladané prace se zabyvala zpracovanim studie zalozené na vyset-
fen{ populaéniho vzorku z Ceské republiky pomoci sady markert Investigator DIP-
plex (QIAGEN, Némecko) obsahujici 30 autozomélnich inzeréné-deleénich polymor-
fizmu. Diskriminaéni sila (Power of Discrimination - PD), ktera udava pravdépodob-
nost, ze dvé nadhodné vybrané osoby nebudou mit stejny genotyp, pro celou sadu
dosdhla hodnoty 99,9999999999%. Tato ¢ast studie dospéla k vysledku, ze uvedend
sada markeru je vhodna jako doplinkovy panel markeru pro forenzni identifikaci a
urcovani piibuznosti v ¢eské populaci.

Druha cast predklddané prace predstavuje studii na stredochorvatském po-
pulaénim vzorku pomoci sady Mentype Argus X-8 (QIAGEN, Némecko) obsahujici 8
polymorfizmu kratkych tandemovych repetic na chromozému X (X-STR) rozdélenych
do 4 vazebnych skupin. PD celé sady markeru bylo 99,9999% u muzskych vzorku a
99,99999999% u zenskych. Tato sada markertu muze byt pouzita ve stiedo-chorvatské
populaci jako doplnujici sada pro urceni pribuznosti a identifikaci.

Dalsi ¢ast préace byla vénovana populaéni studii se sadou Decaplex X-STR obsa-
hujici 10 markeru X-STR, rovnomérné lokalizovanych podél chromozému X (kromé
paru DXS6809-DXS6789). PD celé sady dosahla 99,999% u muzi a 99,9999999%
u zen. Dle vysledku této studie lze sadu Decaplex X-STR povazovat za robustni a
vhodnou pro pouziti ve forenzni genetice a piibuzenské analyze v Ceské republice.

Posledni ¢ast predkladané prace se tykala vybéru sady markeru pro ur¢ovani
biogeografického puvodu a barvy oci. Vysledkem populaéni studie a statistického
modelovani byl vybér 5 jednonukleotidovych polymorfizmu: rs16891982, rs1426654,
rs7495174, rs12913832, rs916977. Presnost predikce barvy o¢i této sady SNP dosahla
98,4%, biogeograficky puvod byl urc¢en spravné ve 100% piipadu.

Klicova slova: INDEL, X-STR, SNP, forenzni genetika, fenotypové znaky, po-

pulaéni studie



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



1 UVOD

1.1 Historie vyvoje forenzni genetiky

Analyza DNA vstoupila do forenzni védy pred vice nez 25 lety. Zaslouzil se o to
Alec Jeffreys, ktery zkoumal dédiénou variaci 5-globinového genu u ¢lovéka pomoci
metody RFLP (Polymorfizmus délky restrikénich fragmentu - Restriction fragment-
length polymorphism). Tato metoda ovsem analyzuje jednonukleotidové polymorfi-
zmy (Single nucleotide polymorphism - SNP), které maji obecné jenom dvé alely.
Avsak po objevu multialelickych lokusu sestavajicich z variabilnitho poctu tande-
movych repetic (Variable number tandem repeats - VNTR), zacal Alec Jeffreys
zkoumat pritomnost téchto variabilnich lokusu v lidském genomu. Zjistilo se, ze
gen pro lidsky myoglobin obsahuje tyto variabilni oblasti. Prekvapivé se variabilni
sekvence DNA, ktera byla pritomna v myoglobinu, nachazela i v jinych mistech
lidského genomu. Sonda, jez byla vytvorena pro tento gen, hybridizovala s vice lo-
kusy, a tim vytvarela na autoradiografu vzor prouzku neboli ,otisk DNA“, ktery se
lisil u jednotlivych osob a dle kterého bylo mozné posuzovat piibuznost [1].

Prvni ptipad, u kterého byla pouzita analyza DNA| se stal v roce 1985 [2]. Tykal
se prukazu toho, zda dité z Ghany, kterému hrozila deportace, patii do rodiny rodaku
z Ghany s britskym obcanstvim. Testy DNA ukazaly, ze dité skutecné do rodiny
patif. Rizeni proti ditéti bylo odlozeno, a mohlo tak zistat s rodinou v Londyné.

Prvni forenzni ptipad s pouzitim dukazu DNA se stal v roce 1986 [3]. Dve
mladé zeny, Lynda Mann a Dawn Ashwotrh, byly znasilnény a poté zabity ve vesnici
v britském hrabstvi Leicestershire v letech 1983 a 1986. Okolnosti ptripadu, jako
misto a zpusob provedeni naznacovaly, ze by se mohlo jednat o stejného pachatele.
Pod natlakem spole¢nosti policie zatkla muze, ktery se ptiznal ke spachani jedné z
vrazd, ovsem po provedeni testii DNA byl tento muz vyloucen jako zdroj spermatu
nalezeného na mistech ¢inu. Z tohoto duvodu byl v okoli mist ¢inu zahdjen masovy
odbér DNA dospélych muzu. Bylo otestovano kolem 4000 muzt, ale bezvysledné.
A7 po roce byl zatéen Colin Pitchfork, nebot bylo zjisténo, Ze misto néj odevzdal

vzorek DNA jiny muz. Vzorek, ktery byl odebran od skuteéného Colina Pitchforka,



se shodoval se vzorky spermatu nalezenymi na mistech ¢inti. Colin Pitchfork byl
odsouzen k dozivotnimu vézeni.

I kdyz byly takovéto ,otisky DNA“ vytvorené pomoci multilokusovych sond
silné variabilni, interpretace vysledku takové analyzy byla velmi slozita. Proto byly
vytvoreny jednolokusové sondy specifické jenom pro jednu variabilni oblast, jejichz
vysledkem byla detekce jednoho ¢i dvou fragmentu u kazdé osoby [4]. Tato analyza
byla pouzivana, dokud nebyla nahrazena polymerazovou fetézovou reakci (Polyme-
rase Chain Reaction - PCR), kterd byla objevena v roce 1983 Kary Mullisem [5].
PCR byla poprve pouzita ve forenzni genetice pro analyzu genu HLA-DQa (Human
Leukocyte Antigen) pomoci alelové specifickych préb [6]. Analyzu HLA vystiidala
analyza kratkych tandemovych repetic (Short Tandem Repeats - STR), které byly
v roce 1991 poprvé pouzity pro identifikaci kosternich nalezu [7]. Poté byla v roce
1993 vytvorena prvni §iroce pouzivand sada markeru STR (,,quadruplex®), kterd
obsahovala 4 STR [8]. V tomtéz roce byl publikovan prvni piipad identifikace obéti
hromadného nestésti pomoci STR [9]. Béhem tohoto nestésti, které se stalo ve state
Texas, USA, zemielo 74 osob. Byla analyzovana DNA 61 osoby, a nésledné byly
vysledky genetické analyzy a urc¢ovani pribuznosti interpretovany.

Spolecné s autozomalnimi STR se zacaly ve forenzni genetice pouzivat i ne-

autozomalni markery. Na zacatku devadesatych let dvacatého stoleti byla poprve
pouzita mitochondridlni DNA (mtDNA) pro feseni forenznich piipadu [10]. Pozdéji
byly pouzity STR markery, které byly lokalizovéany na chromozému Y [11]. Jednalo
se o pripad vrazdy, které predchazelo znésilnéni obéti. Provedeni analyzy markeru
Y-STR pomohlo vyloucit nepravem obvinéného muze.
Na konci 90. let minulého stoleti se zacaly vyvijet metody pro analyzu vzorku s
nizkym poc¢tem kopii DNA. Za takové se povazuji ty vzorky, jejichz celkovy obsah
DNA je 200 pg a méné. Pravé u vzorku s tak nizkym obsahem DNA miize dochézet
k selhani aplifikace jednotlivych alel anebo lokusu a k dalsim stochastickym jevum,
které nasledné ovliviuji kvalitu vysledného profilu DNA a jeho interpretaci. Analyza
vzorku s nizkym poctem kopii DNA je spojena s fadou problému, jako kontaminace a
ne vzdy robustni vysledky. Presto tato analyza dovoluje urcit genotyp u takzvanych
dotykovych stop a je také vyuzivana v oblasti lékaiské genetiky pro analyzu jednot-
livych bunék po mikrodisekei [12].

Poznatky ziskané v oblasti forenzni genetiky zacaly byt vyuzivany v oblasti an-



tropologie pro identifikaci nalezenych kosternich pozustatku. Jednim z nejznamnéjsich
pripadu byla identifikace ostatku rodiny posledniho ruského cara Mikulase I1. V roce
1991 byl v ruském mésté Jekatérinburg nalezen mélky hrob, ve kterém byl udajné
pohiben car Mikulds II., jeho manzelka Alexandra, jejich t¥i déti, osobni lékar a
tfi clenové sluzebnictva. Pro analyzu kosternich pozustatku byly pouzita kombinace
markert STR a sekvenovani mtDNA. Analyza STR potvrdila, ze je mezi nékterymi
osobami piibuzensky vztah. Analyza mtDNA Mikuldse II. odhalila mitochondridlni

heteroplazmii, coz je ptitomnost vice mitochondridlnich genomu s rozdilnou nukle-

~ees

~ess

byl u¢inén zaveér, ze se skutecné jedna o kosterni pozustatky rodiny Romanovcu.
[13]. V roce 2007 byly nalezeny kosterni pozustatky dvou osob, které se nachézely
70 metru od hrobu s kosternimi pozustatky Romanovci. Dodatecné testovani po-
tvrdilo domnénku, ze se jedna o déti Mikulase II. - prince Alexeje a jeho sestru
[14].

Témer okamzité poté, co se testovani DNA zacalo pouzivat v soudnim fizeni
jako dukaz, se objevila myslenka zalozeni databdze obsahujici idaje o genotypech
jedincu, neboli jejich profily DNA. V roce 1994 byla ve Velké Britanii vytvorena
prvni databéze profilu DNA pro autozomalni markery, ktera v roce 2004 obsahovala
2,5 milionu profili DNA [15]. Nésledné byla vytvofena mezindrodni databaze profilu
pro markery lokalizované na chromozému Y, ktera je velmi dulezitd pro vypocet
pravdépodobnosti ndhodné shody a shodného puvodu porovnavanych vzorku [16].
V Ceské republice byla narodni databéze autozomalnich profili DNA zalozena v
roce 2002 a dnes obsahuje nékolik desitek tisic profilu z mist ¢int, odsouzenych osob
i rodinnych pftislusniku pohfesovanych osob.

S pokrokem v oblasti forenzni genetiky byl také spojen vznik projektu ne-
viny (Innocence project - http://www.innocenceproject.org/), ktery se na pozadani
osob, jez tvrdi, Ze jsou odsouzeny nepravem, zabyva prezkoumavanim jejich pripadu.
Jednim z prvnich odsouzenych propusténych diky analyze DNA po vyneseni roz-
sudku byl Gary Dotson. Tento muz byl odsouzen za tinos a znasilnéni, ovsem testy
HLA-DQo prokézaly, Ze nemohl byt zdrojem spermatu. Obét se pozdéji piiznala, Ze

mela pred inosem pohlavni styk se svym pritelem. Rozsudek pro Garyho Dotsona



byl zrusen v roce 1989, po 8 letech vézeni. V soucasné dobé byl v USA zrusen roz-
sudek na zakladé analyzy DNA u 306 osob. Prumérna doba, kterou tito lidé stravili

ve vézeni, byla vice nez 13 let.

1.2 Struktura lidského genomu

Prvni sekvence lidského genomu byly zverejnény v roce 2001. Lidsky genom se sklada
z 3,2 Gb nukleotidu a obsahuje 20000 az 25000 genu. Na obrazku 1.1 je zobra-
zena struktura lidského genomu. Valnou vétsinu tvoii nekodujici oblasti extrage-
nové DNA, které obsahuji pseudogeny, enhancery a silencery, ale také zbytky vi-
rovych genomu. Kolem 20% genomu tvori unikatni oblasti s dosud neznamou funkei
[17]. K6dujici oblasti predstavuji jenom zhruba 2%. Nejvétsi ¢dst genomu (50%) je
tvofena repetitivnimi sekvencemi, které jsou bud v blocich neboli tandemech, anebo
jsou rozptylené v genomu. Lidsky genom lze rozdélit na nékolik ¢asti dle jeho vari-
ability. Jedna cast genomu obsahuje velice konzervativni ¢asti, které jsou identické
u clovéka, mysi a krysy. Druhd cast je shodnd u lidi a ostatnich primatua. Treti
je totoznd u vsSech lidi. Posledni ¢ast predstavuje sekvence, které se lisi mezi jed-
notlivymi populacemi a uvniti populace [18]. Forenzni genetika muze potencidlné
vyuzivat 0,01% lidského genomu, protoze takovy podil maji variabilni sekvence,
které jsou odlisné u jednotlivych osob. Zhruba 85% téchto variabilnich tseku se 1is{ u
prislusniku stejné populace [19]. Tyto useky jsou dobfe charakterizovény a vyuzivaji

se pro identifikaci a urc¢ovani pribuznosti.

1.3 Typy forenzné vyuzitelnych markeri DNA

Idedlni vlastnosti, které by mél mit marker pouzivany ve forenzni genetice pro iden-

tifikaci, jsou tyto:

Vysoka polymorfnost, vysoka schopnost rozlisit osoby mezi sebou

Jednoduch4d, rychld a levna analyza

Vytvoteni vysledki, které 1ze jednoduse a jednoznacné interpretovat a které

Ize jednoduse porovnat mezi laboratoremi

Nepritomnost selekéniho tlaku na marker
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Genom mtDNA

3,2Gb 16,5Kb
25% 750
Genové 21%
sekvencea Extragenova Unikatni
sekvence DNA sekvence
spojené s geny
b 25, (Q@\y
6dujici 99 459
Sodu; LFL? Nekédujici Tandemové & Repetitivni i Rozptylené
regulacni 4 = 5
g oblasti repetice DNA repetice
oblasti
DNA . o DNA
satetimi | | Mirosa- | | Minisa: SINE LINE IR || transpo-
oblasti y y zony

5% 1% 3% 13% 21% 8% 3%

Obrazek 1.1: Rozdéleni genomu dle struktury a funkce sekvenci DNA

mtDNA - mitochondridlnt DNA, SINE - short interspersed nuclear elements = krdtké
rozptylené jaderné elementy, LINE - long interspersed nuclear elements = dlouhé

rozptylené jaderné elementy, LTR - long terminal repeats, dlouhé termindlni repetice

Zdroj: [20]

e Nizka mutacni rychlost

e Nepritomnost selekce

Markery, které se pouzivaji nebo pouzivaly ve forenzni genetice, jsou na obrazku
1.2 sefazené dle téchto vlastnosti. Velmi dulezity je také eticky faktor. Zkoumany
marker nesmi prozradit nic o zdravotnim stavu testované osoby. Proto se vétsina
v soucasnosti pouzivanych markeru nachazi v extragenovych oblastech. Polymorfi-
zmy lze rozdélit do dvou skupin: sekvencni a délkové. Sekvencni polymorfizmy maji
stejnou délku, lisi se posloupnosti nukleotidu. Ptikladem sekven¢niho polymorfi-
zmu je jednonukleotidovy polymorfizmus (single nucleotide polymorphism - SNP).
Délkové polymorfizmy se lisi svou velikosti, prikladem jsou jiz zminéné markery

STR.

1.3.1 STR

Polymorfizmy STR jsou v soucasné dobé nejpouzivanéjsimi markery ve forenzni
praxi. Tento druh polymorfizmu byl nalezen na vsech 22 autozomech a gonozomech
X, Y. STR se také nazyvaji mikrosatelitni markery nebo repetice jednoduchych

sekvenci (simple sequence repeats - SSR). Pojem ,satelitni oblasti* popisuje tuseky
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Multilokusoveée Sada STR
RFLP

Vysoka

z z Jednolokusove
= %_ RFLP
s = Jednotlivé
% = STR
mtDNA HLA-DQu
j
P
Nizka Vysoka
Rychlost

analyzy
Obrazek 1.2: Srovnani ruznych identifikacnich forenznich markeru

Zdroj: [21]

blizko centromery. Tento pojem vznikl béhem pokusu vyuzivajicich hustotni gradi-
entovou centrifugaci, po niz vznikaly tzv. ,satelitni prouzky “. Zakladni repetitivni
jednotka se sklada ze 2 az 7 nukleotidu. Obvykla velikost amplifikovanych fragmentu
markeru STR je 100-400 bp [3]. Alely takovychto markeru se lisi poctem repetic, a
proto je lze jednoduse rozlisit pomoci kapilarni elektroforézy. Pro zviditelnéni alel
markeru STR se pouzivaji flurescenéné znacené primery, s nimiz probiha amplifikace
vybranych tsekit DNA. Velkou vyhodou markerti STR je moznost vytvoreni ,mul-
tiplexu“, neboli amplifikace vice tiseku DNA v jedné reakci. Bézné vstupni mnozstvi
DNA do reakce PCR je kolem 0,5-1 ng. Pouziti markeru STR je nejvhodnéjsi v
piipadé vzorku obsahujicich smés DNA nékolika osob, protoze dovoluje relativné jed-
noduse rozpoznat, smeés kolika osob zkoumany vzorek obsahuje. Z duvodu zamétreni
této dizertacni prace se soustfedime na markery STR, které jsou lokalizovany na
chromozému X.

Chromozém X (ChrX) byl pojmenovéan ,X* jako neznamy, protoze jiz diive
bylo védcum patrné, ze se v mnoha aspektech 1isi od autozému [22]. Chromozém
Y byl poté pojmenovan ziejmé jako nésledujici pismeno v abecedé [21]. ChrX ma

kolem 1,5 Mb a obsahuje zhruba 1000 genu, z nichz 99 kéduje proteiny [23]. Vétsina
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useku ChrX je u muzu hemizigotnich. U Zen je aktivni jenom jeden chromozém
X, druhy je inaktivovdn pomoci procesu lyonizace [24] a vytvaii Barrovo télisko.
To vysvétluje, pro¢ jsou monozomie a trizomie ChrX dobfe tolerovany. Napiiklad
Turnertuv syndrom, ktery je zpusoben monozomii X, je jedind monozomie u lidského
organizmu, ktera je slucitelna se zivotem. Pravdépodobnost monozomie se u zeny
s podezienim na Turneruv syndrom zvysuje, pokud byly pozorovany homozygotni
genotypy u nékolika vazanych markeru na ChrX. Klinefelteruv syndrom (nejcastéji
47, XXY) byva diagnostikovan v pomérné pozdnim véku a jeho incidence je 1:500
muzu. Tento syndrom muze byt detekovan béhem urcovani pribuznosti pomoci X-
chromozomalnich markerti, kdyz je odhalena heterozygozita hemizygotnich tseku. V
takovémto piipadé je analyza pomoci markeru na chromozému X nevhodnéd, protoze
zkoumany muz obsahuje dva a v nékterych pripadech i vice ChrX [25]. Bylo zjisténo,
ze 1 na inaktivovaném ChrX probihd transkripce 10% gent, coz znamend, ze zena
ma dvojité mnozstvi produktu téchto genu. Proto vznikla hypotéza, ze tyto rozdily
v expresi genu mohou hrat roli v rozdilech mezi Zenami nebo mezi Zenami a muzi
[22].

ChrX obsahuje nadprumérné mnozstvi repetitivnich oblasti (56% oproti pruméru
45%) [23]. Markery STR lokalizované na chromozému X (X-STR) byly objeveny
spolu s autozomalnimi markery, ale zacaly se pouzivat mnohem pozdéji [26]. Jednémi
z prvnich byly markery HPRTB (Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase) a ARA
(Androgen Receptor) [27]. U markeru ARA bylo pozdéji zjisténo, ze se tato CAG
repetice nachdz{ v prvnim exonu androgenniho receptoru a koéduje polyglutami-
novy usek. Zmnozeni repetic na vétsi pocet nez 43 zpusobuje X-vazanou spinalni
a bulbarni svalovou atrofii [28]. Proto z etickych duvodu pfestal byt marker ARA
vyuzivan ve forenzni genetice [29].

Velké mnozstvi markeri na ChrX dovoluje pouzivat jak vazané, tak i nezavislé
markery. Rozdil spo¢iva ve vypoctu frekvenci haplotypt. U nezavislych markeru se
frekvence haplotypu rovna soucinu frekvenci alel. Prikladem nezdvislych markeru
je sada Decaplex X-STR [30]. U vazanych markeru musi byt frekvence haplotypu
urcena z populac¢nich dat. Duvodem je omezena moznost rekombinace mezi markery,
které se nachazeji v tésné blizkosti. Pouziti vazanych markeru je velmi vhodné pti
testovani pifbuznosti. Pifkladem vézanych markeri je sada Mentype® Argus X-8

(QIAGEN, Némecko).
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X-STR mohou byt vyuzity jak pro identifikaci, tak i pro urcovani pribuznosti.
Markery na chromozomu X se nepouzivaji bézné pro analyzu stop, protoze maji
mensi rozliSovaci schopnost nez autozomalni markery. Také X-STR nejsou vhodné
pro urcovani pritomnosti muzské DNA ve vzorku obsahujicim zZenskou DNA. Duvodem
je vétsi pravdépodobnost toho, ze alely muze se budou shodovat s alelami Zeny, nez
je tomu u autozomélnich markerti. Ovsem X-STR mohou byt velmi uzitecné, pokud
je potteba ur¢it pritomnost zenské DNA v muzském vzorku. Piikladem takovéto
situace muze byt vzorek zenskych epitelialnich bunék pod nehty podezielého. Situ-
ace, ze se muzska a zenskda DNA budou shodovat ve vSech lokusech, muze nastat
pouze v tom piipadé, ze bude mit Zena homozygotni genotyp ve vsech analyzovanych

lokusech [25].

Tabulka 1.1: Pravdépodobnost prenosu genetické informace (bez zapocteni mutaci)

Dédicnost 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%
Paterndlni babicka — vnucka 25% - 0% 100%
Maternaln{ babicka — vnucka 25% - 100% 25%

Paterndlni dédecek — vnuk 25% 100% 0% 0%

AZ - autozomadlni markery, ChrY - markery lokalizované na chromozému Y, mtDNA

- mitochondridlni DNA, ChrX - markery lokalizované na chromozomu X

Zdroj: [21]

Analyza X-STR muze doplnit a v komplexnich piipadech urc¢ovani ptibuznosti
dokonce mnohonésobné zvysit informacni hodnotu genetické analyzy. V tabulce 1.1
jsou uvedeny pravdépodobnosti prenosu genetické informace. Z této tabulky je pa-
trné, ze informativita a vhodnost genetické analyzy s pouzitim markeru ChrX tzce
souvisi s pohlavim zkoumané osoby a s konkrétnim piipadem urcovani pribuznosti.
Obecné lze tict, ze X-STR mohou byt pouzity pro feseni komplexnich piipadu
urcovani piibuznosti zahrnujici minimalné jednu zenu. Protoze dcera dostava od
otce kompletni a jeho jediny ChrX, pouziti X-STR je velmi vhodné, obzvlast po-
kud neni k dispozici matka dcery. X-STR jsou uzitecné i pro deficientni piipady,

jako urcovani paternity u zeny, pokud je misto jejiho idajného otce k dispozici jeho
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matka. Dalsim ptipadem je urcovani uplného sourozenectvi, kde autozomalni mar-
kery obecné nejsou vhodné nebot vysledky analyzy podporuji tuto hypotézu oproti
hypotéze netiplného sourozenectvi nebo neptibuznosti, jenom pokud maji obé osoby
stejny genotyp, jehoz pravdépodobnost je u uplnych sourozencu 25%. Pokud maji
dvé zeny stejného otce, potom tyto zeny od néj dostaly stejny ChrX, coz lze zjistit
pomoci analyzy X-STR. X-STR jsou velmi uzitecné, pokud se jednd o pripad incestu.
Schmidke et al. [31] uvadi pifpad, kdy bylo zjistovano, zda je otcem nenarozeného
plodu zenského pohlavi otec budouci matky, nebo jeji pritel. Pokud by se jednalo o
incest, potom by plod nemél zadnou alelu X-STR, kterou by neméla matka. Protoze
12 ze 16 paternélnich alel nebylo nalezeno u matky, byl u¢inén zavér, ze otcem plodu
je pritel budouci matky. X-STR plné odpovidaji pozadavkum na forenzni markery

a jak jiz bylo popsano, maji Siroké spektrum vyuziti.

1.3.2 SNP

Jednonukleotidové polymorfizmy (single nucleotide polymorphism - SNP) jsou Siroce
vyuzivany v kvantitativni a lékarské genetice. Pomoci markeru SNP jsou provadény
studie urcujici soubor genu odpovédnych za zkoumany kvantitativni znak. Tyto mar-
kery hraji také roli v kontrole inbrednosti kment. V lékaiské genetice jsou markery
SNP vyuzivany hlavné k vazebné analyze spojené s predikci postizeni zkoumanych
osob s geneticky podminénou chorobou. Na tomto druhu polymorfizmu je zalozena
metoda RFLP. Vazebna neboli nepiima analyza pomaha i v dnesni dobé u one-
mocnéni, kde jsou casté unikatni mutace a zatim nebylo zavedeno sekvenovani nové
generace.

Ve forenzni genetice je relativné rozsitena analyza SNP, ovsem jenom u mtDNA.
Pro analyzu jaderné DNA zustdvaji STR nejpouzivanéjsimi markery. V soucasné
dobé zacina forenzni komunita uvazovat o rozsiteni analyzy autozomalnich SNP
markeru pro identifikaci a pribuzenskou analyzu. Duvodem toho jsou vyhody, které
analyza SNP pfinasi. Prvnim z nich je mala velikost amplikonu, kterd muze byt do
100 bp, coz je vhodné pro degradované vzorky [21]. Dalsim divodem je moznost
plné automatizované analyzy, protoze lze, na rozdil od markeru STR, zvolit metodu
nevyzadujici urcovani velikosti fragmentti. Behem detekce markeru SNP na kapilarni
elektroforéze nevznikaji ,koktavé® piky, které pii analyze pomoci STR zpusobuji

potize s interpretaci vzorku s nizkym mnozstvim DNA, kdy dochézi k amplifikaci

15



in vitro ke sklouznuti polymerdzy a vytvoreni arteficidlnich fragmentu. Jednim z
hlavnich duvodu je to, ze pomoci SNP lze urcit biogeograficky puvod, pigmentaci
oci, vlasu a pleti. Rozdilné vlastnosti markeru SNP a STR jsou shrnuté v tabulce

1.2.

Tabulka 1.2: Rozdilné vlastnosti markera STR a SNP

Vlastnosti

STR

SNP

Vyskyt v genomu

=~ 1 na kazdych 15 kbp

=~ 1 na kazdy kbp

Obecna informativita Vysoka Nizka, 20-30%
informativity STR
Mutaéni rychlost ~ 1 na 1000 ~ 1 na 100 000 000

Druh markera

Di-, tri-, tetra-, penta-nukleotidové

repetice s velkym poctem alel

Nejcastéji bialelické markery:

A/G, C/T, A/T, C/G, T/G, A/C

Pocet alel na marker

Obvykle 5-20

Obvykle 2

Moznost multiplexu

> 10 markeru s ruznymi

fluorescentnimi barvami

Anmplifikace do 50 SNP v 1 reakci

detekce tisic SNP pomoci mikroc¢ipu

Velikost amplikona

=~ od 75 do 400 bp

Mize byt mensi nez 100 bp

Urceni biogeografického Ohranicené Neékteré SNP jsou spojeny s
puvodu biogeografickym ptuvodem
Informace o fenotypu Neni Lze predikovat barvu oci,

vlasu a pleti

Hlavni vyhoda pro

forenzni vyuziti

Velky pocet alel dovoluje vétsi
aspésnost detekce smésnych

vzorku

Mala velikost amplikont je vhodné pro
degradované vzorky, nizkd mutaéni
rychlost muze pomoci pfi

urcovani pribuznosti

Hlavni nevyhoda pro

forenzni vyuziti

Interpretace vysledka musi brat
v potaz ruzné artefakty vznikajici

béhem analyzy

Nejsou siroce vyuzivané zakladni
lokusy, popula¢ni substruktura kvili
nizké mutacni rychlosti, problematicka

interpretace smésnych vzorku

Zdroj: [21]

Vlastnosti markeru SNP dovoluji aplikaci riznych metod genotypizace. Zminime
se o metodach analyzy SNP nejvice rozsitenych v oblasti forenzni genetiky: Sange-
rovo sekvenovani, prodluzovani jedné baze a TagMan assay. Sangerovo sekvenovani
je velmi rozsitené v 1ékarské genetice a je zalozeno na pouziti modifikovanych nuk-
leotidt - dideoxynukleotidu (ddNTP). Nejprve je provedena amplifikace useku ob-
sahujicich zkoumany SNP. Potom nasleduje dalsi amplifikace se smési jednoho pri-
meru, deoxynukleotidu a fluorescencéné znacenych ddNTP. Po zaclenéni ddNTP se
zastavi elongace cilového useku. Tim je vytvofen soubor fragmentu o ruzné délce
podle toho, kdy je inkorporovan ptislusny ddNTP. Tyto fragmenty jsou nasledné

rozdéleny dle velikosti a barvy inkorporovaného ddNTP na kapilarni elektroforéze,
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jejimz vysledkem je urcéeni posloupnosti nukleotidu ve zkoumaném useku. Metoda
prodluzovani jedné baze je podobna Sangerovu sekvenovani, proto se také nazyva
minisekvenovéni [21]. Prvni krok této analyzy je stejny jako u predeslé metody,
potom ale nésleduje odstranéni neinkorporovanych primeru a nukleotidia. Dalsim
krokem je pridani specidlnich primeru a znacenych ddNTP. Pfi této metodé je ale-
lickd specifita zarucena komplementaritou na 3’ konci primeru. Pokud je tato kom-
plementarita tiplna, primer je prodlouzen o jeden piislusny ddNTP. Vyhodou této
metody je moznost tvorby multiplexu, v takovém piipadé se pouziva nespecifické
pridéani polyT na 5 konec primeru. Metoda pouziti sond TaqgMan vyuziva 5’ exo-
nukledzovou aktivitu polymerazy Taq [32]. Reakce obsahuje pér primeru a dvé sondy,
z nichz je kazdd komplementarni k jiné alele SNP a ma jinou fluoresceéni znacku.
Volna sonda ma na sobé zhase¢, ktery brani fluorescenci. Po hybridizaci sondy s
templatovou DNA odstépi polymeraza Taq zhése¢, a tim nékolikanasobné zvysi flu-
orescenci znacky. Tato metoda dovoluje rychlou paralelni analyzu velkého poctu
vzorku. Existence vice metod pro analyzu markeru SNP dovoluje snadné urceni
specificity a senzitivity jedné z metod a pripadné jednoduchou konfirmaci vysledku
pomoci jiné metody.

Podle toho, za jakym ucéelem mohou byt markery SNP ve forenzni genetice

vyuzity, je muzeme rozdélit do ¢tyf skupin [33]:

e SNP pro identifikaci: vyzaduji vysokou heterozygozitu a nizky koeficient inbre-

edingu

e SNP pro uréovani piibuznosti: vazebné skupiny SNP, které predstavuji haplo-

typové markery pro urcovani prislusnosti k rodokmenové linii

e SNP pro urcovani biogeografického ptuvodu: vyzaduji nizkou heterozygozitu a

vysoky koeficient inbreedingu mezi populacemi

e SNP pro urcovani fenotypovych znaktu: markery, které poskytuji informaci o

pravdépodobnosti, se kterou bude zkoumana osoba mit urcity fenotypovy znak

Prvni skupina predstavuje SNP urcené pro identifikaci osob.V této oblasti bylo
jiz realizovano nékolik velkych projektu. Jednim z nich je jiz nékolik let existujici
konzorcium SNP for ID, které vyvinulo sadu 52 SNP pro identifikaci [34], [35].

SNP obsazené v této sadé spliovaly nésledujici kritéria [34]: 1) vysledny amplikon
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nesmi byt delsi nez 120 bp, 2) minimalni zjisténd 30% heterozygozita v jedné popu-
laci a minimélné 20% heterozygozita zjisténd u tfech populaci, 3) lokalizace na od
sebe vzdélenych tsecich ramének p a q autozomu, 4) minimalni vzdélenost 100 kbp
mezi zkoumanym markerem SNP a sousedicim genem, 5) absence vazby s markerem
STR, ktery je vyuzivan ve forenzni genetice a 6) absence zjisténych polymorfizmu
v oblasti navazani primeru. Pravdépodobnost nahodné shody dosdhla u této sady
hodnoty 5x1072! pro bélosskou populaci, coz je vyhovujici pro forenzni identifikaci,
prumérny paternitni idex byl 549000. V soucasné dobé byla tato sada validovana pro
populaci Kolumbie [36], Portugalska [37] a Slovinska [38]. Kidd et al. [39] se tidil pfi
vybéru identifika¢nich SNP hlavné mirou mezipopula¢niho koeficientu inbreedingu.
Z analyzovanych 193 markeru bylo vybrano 19 SNP. Vsechny vybrané markery byly
v Hardy-Weinbergové rovnovaze, nebyla mezi nimi vazebna nerovnovaha, vzdalenost
mezi témito markery byla 1 Mbp, prumérnd heterozygozita byla nejméné 45% pro
minimalné tii populace a hodnota koeficientu inbreedingu po porovnani 40 popu-
laci byla méné nez 0,06. Tyto markery se ukazaly jako velmi robustni a vhodné
pro pouziti nezdvisle na puvodu zkoumané osoby. Ve snaze vyftesit problematické
zjistovani smésnych vzorku pii analyze SNP, byla v prubéhu studie Westen et al.
[40] vyvinuta sada obsahujici soubor tfialelickych SNP.

Skupiny vazanych markeru SNP prinasi novy pohled na urcovani piibuznosti.
Studie Ge et al.[41] se zabyvala vytypovanim vhodnych haploskupin. Puvodné tato
skupina vybrala 254 haplobloku na 22 autozomech dle nésledujicich kritérii vzta-
hujicich se na jednotlivé haplobloky: minimalni pocet SNP - 3, mezipopulacni koe-
ficient inbreedingu - 0,06, minimdlni heterozygozita - 20% a minimalni pocet ha-
plotypu - 3. Po nésledném zpiisnéni kritérii (Hardy-Weinbergova rovnovaha a ab-
sence vazebné nerovnovahy s ostatnimi haplobloky) zbylo 24 haplobloki. Souhrnna
rozliSovaci sila pro tyto haplobloky byla 107!2. V idedlnim piipadé by hodnota
informativity jednoho haplobloku méla byt podobnéd jednomu markeru STR. Ta-
kovy pristup by mohl zvysit uzitecnost relativné malého poc¢tu markeru SNP pro
piibuzenskou analyzu.

Vyzkum markeru SNP pro urcovani biogeografického puvodu (Ancestry Infor-
mative Markers - AIM) zkoum4 alely, které dostala osoba od obou rodicu, na rozdil
od markeru lokalizovanych na chromozému Y nebo mtDNA, které dovoluji urcit

pribuznost jen k muzskym osobam z paternalni linie nebo k zenskych osobdm z
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maternalni linie. Autozomalni STR nejsou vhodné pro uréovani puvodu, protoze
frekvence jejich alel je v ruznych populacich obdobna. Dalsi duvod je eticky, STR
pouzivané pro identifikaci by nemély urcovat puvod zkoumané osoby. Markery AIM
jsou distribuovany po celém svété a maji ruznou frekvenci v ruznych populacich.
Prvni pripad pouziti markeri AIM u soudu se tykal sériového vraha z Louisiany,
kde bylo znésilnéno a nasledné zavrazdéno pét zen svétlé pleti [42]. Byla provedena
analyza pomoci STR, ktera odhalila profil DNA obsahujici velmi vzacné alely, ktery
se neshodoval s zadnym profilem v databézi. Ociti svédci popsali pachatele jako
bélocha a byl vytvoten portrét pachatele. Ovsem i po roce a pul vysSetfovani nemélo
zadné vysledky. Proto byly vzorky DNA z mist ¢inu zaslany do laboratore DNA-
Print, kde bylo provedeno urc¢ovani biogeografického puvodu pomoci 71 markeru
AIM. Vysledek této analyzy ukézal, ze zkoumand osoba by méla byt ze 85% sub-
saharsky African a z 15% americky Indidn. Tento vysledek otocil smeér vySetfovani,
a nasledné byl zadrzen Derrick Todd Lee, jehoz profil STR se, jak se poté zjistilo,

shodoval s profilem vzorku z mist ¢int (viz Obrazek 1.3).

EURDPEAN
AFRICAN %
WATIVEAMERICAN = 15 % /
EUROPEAN %

DNA PRINT GENOMICS

ALC SAAUTHS METIVG TLLLWAWT ASTLUNOD)

Fr,

- { -
AFRICAN NATIVEAMERICAN

Obréazek 1.3: Pripad sérijniho vraha z Louisiany

Vlevo - portrét udajného pachatele, uprostred viysledek analyzy 71 markeru AIM,

vpravo - zadrZeny Derrick Todd Lee, jehoZ profil STR se shodoval s profily z mist
cinu

Zdroj: [42]

I kdyz mohou AIM nepiimo poskytnout informaci o fenotypovych znacich, tato

informace je vazand na biogeograficky puvod. Proto je predevsim u bélosskych po-

pulaci vhodné pouziti fenotypovych SNP. Tyto SNP by mohly pomoci predikovat

fenotypové znaky pachatele, jako jsou barva oci, vlasu a pleti. Fenotypové SNP
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mohou byt také uzitecné pro rekonstrukci vzhledu kosternich pozustatku neznamé
osoby. Protoze jednim z cilu této dizertac¢ni prace bylo vytvoreni sady fenotypovych

SNP, bude tato kategorie SNP detailnéji probrana déle.

1.3.3 INDEL

Forenzné-geneticky vyzkum obratil relativné neddvno svou pozornost k inzercné-
dele¢nim polymorfizmum (Insertion-Deletion polymorphism - INDEL). INDEL jsou
hojné ptitomny v lidském genomu, uvadi se jeden INDEL na 7,2 Kbp lidského
genomu. Celkovy pocet INDEL je neznamy, nebot se tidaje mezi studiemi znaéné lisi,
coz muze byt zpusobeno jak detekéni metodou, tak i studovanymi soubory vzorku.
Markery INDEL predstavuji 16-25% vsech polymorfizmu v lidském genomu, velka
¢ast z nich je lokalizovana v promotorovych a exonovych oblastech genu, nejvice
z nich se nachdzi v intronovych oblastech [43]. Ve své studii Mills et al. [43] urcili
5 hlavnich skupin INDEL: 1) inzerce nebo delece jednoho nukleotidu, 2) expanze
monomernich nukleotidu, 3) inzerce nékolika nukleotidu s jednotkou repetice 2-15
nukleotidi, 4) inzerce transpozonu, 5) INDEL obsahujici ndhodné sekvence DNA
od 2 do 9989 nukleotidu. Piiblizné 40% INDEL patii do posledni skupiny, z nichz
je vice nez 99% kratsich nez 100 bp [43]. Treti skupina zahrnuje i markery STR,
které si lze predstavit jako multialelické INDEL, jejichz alely jsou tvofeny inzercemi
a delecemi tandemovych repetic [44]. OvSem v této ¢asti se soustiedime na nejvétsi
skupinu obsahujici delece nebo inzerce ndhodné sekvence DNA.

INDEL jsou, stejné jako vétsina markeru SNP, bialelické neboli maji dvé mozné
alely. Tyto alely mohou byt pojmenovany jako ,dlouha*“, kterda ma inzerci frag-
mentu, a jako ,kratka“, kterd nemd zkoumany fragment. Studie Webera et al. [44]
porovnavala tseky, ve kterych se nachézeji INDEL v lidském genomu, a stejné useky
v genomu Simpanzu. Prekvapivym vysledkem byla skuteénost, ze vétsina lidskych
INDEL nebyla polymorfni u simpanzu. Pomoci tohoto porovnani tato studie také
zkoumala puvod INDEL1 - delece nebo inzerce. Ukazalo se, ze vétsina analyzovanych
markertu vznikla pomoci delece. Zavérem studie bylo, ze kolem 2000 zkoumanych
polymorfizmu typu INDEL vzniklo az po vyvinuti clovéka/simpanze/gorily z linie
spolecnych predku.

Polymorfizmy INDEL jsou vysledkem jediné mutace, a proto maji niz$i mutaéni

rychlost ve srovnani s markery STR. Nékteré INDEL vznikaji inzerci mobilnich ele-
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mentu. Prikladem je vnofeni retrotranspozonu Alu do genomu, ¢imz vznika inzerce
o velikosti kolem 300 bp. Po vnofeni retrotranspozonu L1 vznikd inzerce dlouha
zhruba 6 Kbp [45]. Velikost amplikonu je u forenzné vyuzitelnych INDEL srovna-
telnd s markery SNP a ¢ini 50-150 bp [46]. Tato velikost predurcuje aplikaci INDEL
na degradované vzorky, napiiklad kosterni pozustatky. Protoze INDEL maji nizsi
mutacni rychlost, jsou velice vhodné v pripadech, kdy doslo k idajné mutaci v mar-
kerech STR [46], [47], [48]. Vhodnost INDEL pro identifikaci potvrzuje zjisténi, ze
vétsina zkoumanych INDEL mé frekvenci ,dlouhé® alely v rozmezi 30-50% [44].
Velkou vyhodou markeru INDEL je moznost detekce téchto markeri pomoci ka-
pilarni elektroforézy. Postup detekce je obdobny postupu vyuzivanému pro markery
STR: amplifikace s fluorescenéné znacenymi primery a nésledné rozdéleni amplifi-
kovanych fragmentu na kapilarni elektroforéze dle barvy a velikosti. Z toho vyplyva
moznost tvorby multiplexu a analyza paralelné az 40 markeru [46]. Pereira et al.
[47] predstavila sadu markeru obsahujici 38 INDEL, které maji velikost amplikonu
do 160 bp, a vyzaduji vstupni mnozstvi DNA 300 pg. Investigator DIPplex (QIA-
GEN, Némecko) predstavuje prvni a dosud jedinou komeréni sadu INDEL. Nehledé
na veskeré vyhody pouziti analyzy INDEL pro identifikaci a urcovani piribuznosti,
nejsou tyto markery zatim vyuzivany ve forenznich laboratotich. Jednim z duvodu
muze byt existence rozsahlych databéazi genetickych profili vytvorenych pomoci
analyzy polymorfizmu STR. Protoze je vSak tato problematika v souc¢asné dobé in-
tenzivné zkoumanou oblasti forenzni genetiky, zavedeni INDEL pro rutinni pouziti

je jenom otazkou casu.

1.4 Molekularni podstata pigmentace

Melanogeneze hraje zésadni roli v procesu pigmentace u lidi, nebot barva lidské
pleti, vlasu a o¢i je z velké ¢asti urcena mnozstvim a typem pritomného melaninu.
Odstiny barvy oci vznikaji také kombinaci mnozstvi melaninu a struktury kolage-
novych vldken v duhovce (viz Obrazek 1.4). Proto mohou mit osoby s nepatrnym
mnozstvim melaninu jak Sedé, tak i modré oc¢i. Bylo zjisténo, ze u osob se svétle
hnédyma ocima je vétsi pomeér svétlého melaninu (feomelaninu) oproti tmavému
melaninu (eumelaninu), zatimco u osob s tmavéhnédyma o¢ima je tento pomeér
obraceny. Studie neodhalily odlisny pocet melanocyt u ruznych barev oci, proto

vznikla hypotéza, ze skalu odstinu barev o¢i vytvari mnozstvi melaninu, jeho druh,
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kvalita a hustota [49]. To bylo potvrzeno zjisténim, ze se ve svétlé pleti kumuluji
malo zabarvené melanozomy kolem jadra keratinocytu, zatimco v tmavé pleti jsou
melanozomy rozmistény v keratinocytech rovnomeérné. S pribyvajicim vékem pocet
melanocytu klesa, coz je patrné u Sedivéni vlasu. Zaroven se vsak zvysuje pigmen-
tace v podobé pigmentovych skvrn, coz muze byt vysvétleno proliferaci melanocyt,

které byly dlouhodobé vystaveny slunci [50].

T
Eemé ofi — velké mnofstv melaninu Hnédé ofi — stfedni mnoistvi s
vprednim epitelu duhovky melaninuv prednim epitelu duhovky 3

Zelené ofi — malé mnoZstvi melaninu
v prednim epitelu duhovky a jemna
struktura kolagenu ve stromatu

Sedé ofi — nepatrné mnoistvi melaninu Modre ofi —nepatrné mnoistvi melaninu
v pfednim epitelu duhovky a hrubd v pfednim epitelu duhovky ajemna
struktura kolagenu we stromatu struktura kolagenu we stromatu

Duhovka -

Predni epitel
duhovky

Stroma

Zadni epitel "
duhovky

Obrazek 1.4: Schematické zobrazeni vzniku ruznych typu barvy oci

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

Melanogeneze probiha v melanocytech, kde se vytvareji melanozomy, jez jsou
nésledné transportovany do keratinocytt, kde zajistuji ochranu pokozky proti UV
zéreni. Jeden melanocyt zasobuje zhruba 30 keratinocytu [51]. Na rozdil od pokozky

zustavaji v duhovce melanozomy v melanocytech. Proces melanogeneze v melano-
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Obréazek 1.5: Schematické zobrazeni procesu melanogeneze v melanocytech, popis v

textu

cytu je schematicky znazornén na obrazku 1.5. Tohoto procesu se zucastnuje kolem
1500 proteint, zhruba 600 proteinu v kazdé fazi melanogeneze [52]. Dle prubéhu me-
lanogeneze se melanozomy rozdéluji do dvou typu: feomelanozomy, u kterych se pro-
ces zrani zastavi na prvnim stupni, a eumelanozomy, které prochézeji iplnym proce-
sem zrani. Feomelanozomy produkuji svétly (zluty/¢erveny) feomelanin, zatimco eu-
melanozomy produkuji tmavsi (hnédy/¢erny) eumelanin. Feomelanin je rozpustny,
zatimco eumelanin je nerozpustny derivat 3,4 di-hydroxyphenilalaninu (DOPA) .
Proces melanogeneze za¢ind produkei hormonu aktivujicich MCR1 (Melanocortin-
Receptor 1), které jsou stimulovany UV. Piikladem takového hormonu je a-MSH
(a- Melanocyte timulating Hormone). Oproti tomu ASIP (Agouti Signaling Pro-
tein) inhibuje signalni dréhu receptoru MCR1 [53]. MCR1 néasledné zvySuje v bunce
troven cyklického adenosinmonofosfatu (Cyclic Adenosine Monophosphate - cAMP),

coz aktivuje transkripcni faktory, které stimuluji expresi proteinu zucastnujicich
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se zrani melanozomu [51]. Zrdni melanozomu za¢ind vytvofenim vezikult z endo-
plazmatického retikula. Prvni enzym, ktery se zucastinuje premény tyrozinu na me-
lanin, je tyrozindza (Tyrosinase - TYR), kterd je transportovdana do melanozomu
[54]. Tento enzym je pfitomen v obou typech melanozomu. Produkce TYR je sti-
mulovana transkripénim faktorem MITF (Microphtalmia - Associated Transcription
Factor) [55]. V této fazi je zrani feomelanozomu zastaveno a jsou ndsledné transpor-
tovany do keratinocytu. Eumelanozomy pokracuji v procesu zrani pomoci dalsich
enzymu, jako napiiklad TYRP1 (Tyrosine-Related Protein 1) a DCT (Dopachrome
Tautomerase). Tyto proteiny jsou nutné vyhradné u tvorby eumelaninu. Rozhod-
nuti o tom, ktery druh melaninu bude produkovan, zavisi na nékolika faktorech.
Hlavnim z nich je aktivita enzymu TYR, ktera je dulezita pro syntézu obou typu
melaninu. Pokud ma tento enzym bazalni aktivitu, potom jsou produkovéany jen feo-
melanozomy. Vysoka aktivita TYR stimuluje enzymy TYRP1 a DCT, coz nasledné
vede k produkci eumelaninu. Aktivita TYR zavisi na urovni pH, ktera je regulovana
cAMP, a samozfejmé na aktivacnich a inaktiva¢nich mutacich samotné TYR [51].
Dalsi skupinou proteinu zucastnujicich se melanogeneze jsou membranové trans-
portéry, které zajistuji transport ionti a malych molekul (jako napf. tyrozinu), a
regulaci pH, ¢imz také prispivaji k regulaci tvorby melaninu. Napiiklad protein P,
ktery je kédovan genem pro okulokutdanni albinizmus II (Oculocutaneous albinism
type 2 - OCA2), je transmembranovy protein transportujici malé molekuly. Iontové
kandly, jako napiiklad TPCN2 (Two-Pore Segment Channel 2), SLC24A4 (Solute
Carrier Family 24 Member 4) a SLC24A5 (Solute Carrier Family 24 Member 5),
reguluji koncentraci vdpniku v melanozomech [54]. Jiny transportér - SLC45A2 (So-
lute Carrier Family 45 Member 2) hraje pravdépodobné roli v transportu enzymu
béhem maturace melanozomu [56]. Protein KITLG (Kit Ligand Protein) aktivuje
KITRT (Kit Receptor Tyrosine Kinase), a tim stimuluje proliferaci a migraci mela-
nocytu. U tohoto proteinu byla nalezena asociace s barvou vlast ve skotské a danské
populaci [57]. Nékolik asocia¢nich studii objevilo, ze gen IRF4 (Interferon Regula-
tory Factor 4) lokalizovany na 6p25.3 je spojen s pigmentacnimi znaky, ovsem funkce
tohoto genu zatim nenf jasnd [58], [59].

Velmi zajimavy je polymorfizmus rs12913832, ktery se nachazi v 86. exonu genu
HERC2 (viz obrazek 1.6). Tuto heterochromatinovou oblast rozpoznava molekula

HTLF (Helicase-Like Transcription Factor) jako sou¢dst chromatin-remodelujiciho
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komplexu SWI-SNF (SWItch-Sucrose Non Fermentable). Alela T polymorfizmu
rs12913832 (v této studii oznac¢ovéana jako A) je rozpoznana DNA-vazebnou doménou
HTLF, coz zpusobuje rozvolnéni oblasti dovolujici navazani transkripcnich faktoru
MITF (Microphtalmia - Associated Transcription Factor) a LEF1 (Lymphoid Enhan-
cer Factor-1 ) a naslednou transkripci genu OCA2, ktery se nachazi ve vzdalenosti 21
kbp. Protein OCA2 napomaha zrani melanozomt, a tim zvysuje mnozstvi melaninu,
které ma za nasledek hnédou barvu oé¢i. Pokud je vsak v tomto polymorfizmu alela C
(v této studii oznacovéna jako G), potom HTLF nerozpoznava tuto oblast, a ta tak
zustava heterochromatinovou a nedochazi k transkripci genu OCA2. To zpusobuje

nezralost melanozomu u homozygotu pro alelu C (G) a vyslednou modrou barvu oci

[49].

A HLTF B HLTF
0 Pol 0 Poll
Helerochromatin Meterorh-omat 1
T i N
HERC2 intron 86 OCA2 promaoter B | HERC2 intron BE OCA2 promoter
Brown eye colour HLTF —~
Euchromatin ! Blue eye colour

HLTF 21 kb Polll

n a O_QN.)D co ;3 Heterochromstin

MITF | LEF1 s s ;

Locus control region OCAZ2 open promoter
Obrazek 1.6: Model pusobeni polymorfizmu rs12913832 na determinaci barvy o¢i

Zdroj: [49]

Mutace zpusobujici modrou barvu o¢i nejpravdépodobnéji vznikly v severozapad-
ni oblasti Cerného more, odkud pred 6000-10000 lety zacala migrace do severnich
casti Evropy. Velka frekvence modrookych lidi v oblastech Skandinavie a Baltského
more naznacuje, Ze na tento fenotyp mohla pusobit pozitivni selekce [60]. Vysvétlenim
muze byt vétsi schopnost modrookych lidi ve srovnani s tmavookymi zvladat sezonni
afektivni poruchu, jedno z hlavnich depresivnich onemocnéni [61].

Polymorfizmy ve vSech genech, které se zucastnuji procesu pigmentace, mohou
byt vyuzity k predikci fenotypovych znaku a s nimi spojeného biogeografického

puvodu.
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1.5 Urcovani fenotypu ve forenzni genetice

Molekularné genetickd analyza polymorfizmu DNA ma témér vsechny vlastnosti
,idealniho identifika¢niho systému“: dukazni material se neméni v case, technika
dovoluje urcit jedinecné vlastnosti osoby, pomoci této techniky lze spojit osoby
s mistem ¢inu a je pomérné levna a rychla. Prestoze soucasna analyza polymor-
fizmu DNA produkuje obvykle velice relevantni dukazy, mé nizkou diskrimina¢ni
silu pro vysetiovatele. To znamend, ze pokud je k dispozici DNA profil podezielého,
ktery byl zatéen z duvodu nesouvisejicich s DNA, anebo po prohledani databaze,
analyza shody DNA profilu z mista ¢inu a DNA podezirelého muze byt velmi silnym
dukazem. Ovsem pokud nemame podezielou osobu, analyza DNA z mista ¢inu po-
moci soucasnych metod neni schopnd urcit viditelné fenotypové znaky, které by
mohly zmensit mnozinu moznych pachatelti. Tato skutecnost byla podnétem ke
vzniku studii, které se zabyvaji vyzkumem oblasti lidského genomu, jejichz vari-
abilita koreluje s viditelnymi fenotypovymi znaky.

K rozsiteni poznatku o melanogenezi prispély hlavné celogenomové studie zahr-
nujici rizné populace. Takovym piikladem je Rotterdamska studie obsahujici celkem
7983 osob [62], [63]. Dalsim piikladem je celogenomové studie islandské populace,
kterda byla validovdna na nizozemské populaci [59], [64]. Tyto studie identifikovaly
polymorfizmy v nékolika majoritnich genech, jejichz produkty se zucastnuji mela-
nogeneze. Jednim z prukopniku v aplikaci téchto poznatku do forenzni genetiky
byla védecka skupina Frudakise, ktera se zabyvala vyzkumem a naslednou aplikaci
markeru urc¢ujicich hlavné biogeograficky ptvod, ale také souvisejicich s barvou oéi,
vlasu a pleti [42]. Byly provedeny studie, jejichz snahou bylo uréeni fenotypovych
znaku a biogeografického puvodu kosternich pozustatku [65]. Nejvice studii bylo
zameétreno na predikci barvy oc¢i. Barva oc¢i se neméni béhem roc¢niho obdobi a témeér
se neméni v prubéhu zivota, na rozdil od barvy vlasu a pleti. Béhem sbhéru dat
je roztazeni jedinct do skupin dle barvy oci relativné jednoduché. V tabulce 1.3
jsou uvedeny vyvinuté sady markeru SNP pro predikci barvy oci. Nejrozsitenéjsim
projektem urc¢ovéni fenotypovych znaku, konkrétné barvy oci, je Irisplex [66], [67].
Tato sada obsahuje 6 SNP markeru ze 6 ruznych genu (HERC2, OCA2, SLC24A4,
SLC45A2, TYR, IRF4) a byla vyvinuta na vzorcich bunéénych linii projektu Hu-
man Genome Diversity [68]. Sada markert navrzena skupinou Ruiz et al. [69] je

modifikaci Irisplexu obohaceného o jeden marker - rs1129038, ktery je ve vazbé s
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rs12913832. Dalsi sadou je 7-plex [70], ktery je zaméfen na celosvétovou populaci
a obsahuje mimo jiné markery SNP specifické pro africkou (rs6119471) a asijskou
populaci (rs1545397, rs885479). Dalsi prace byly zalozeny na analyze jednotlivych
populaci: polské [71] a slovinské [72].

Z tabulky 1.3 je patrna zajimava skutecnost, ze vSechny sady obsahuji marker
rs12913832, coz potvrzuje dulezitost tohoto markeru pro predikci barvy oc¢i. Vybér
zbyvajicich markeru se lisi. Duvodem muze byt populace, na niz byla studie prove-
dena. Proto je velmi vhodné provést vyzkum na populaci, pro niz se planuje zavedeni
urcovani fenotypickych znaki. Pomoci tohoto vyzkumu bude mozné vybrat soubor

nejinformativnéjsich markeru a tim zvysit miru predikce u dotycné populace.

Tabulka 1.3: Sady markeru SNP vyvinuté pro predikci barvy oci

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 oéi
rs12913832 + + + + +
rs16891982 + + +
rs1393350 + + +
rs12896399 + + +
rs12203592 + + +
rs1800407 + + +
rs1426654 - - +
rs7495174 - - - - +
rs6119471 - - +
rs885479 - - +
rs1545397 - - +
rs1805008 - - - - +
rs1129038 - +
rs916977 - -
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2

HYPOTEZY A CILE

Predlozend prace méla nasledujici cile a hypotézy:

Provést populac¢ni studii pomoci sady markeru Investigator DIPplex obsahujici

inzeréné-deleéni polymorfizmy na populaci Ceské republiky

Vyhodnotit zjisténé populaéni charakteristiky sady markeru Investigator DIP-

plex na ¢eské populaci a porovnat je s ostatnimi populacemi

Oveérit hypotézu, ze sada markeru Investigator DIPplex je vhodné pro forenzni

identifikaci a urcovani piibuznosti v Ceské republice

Vyhodnotit zjisténé populacni charakteristiky sady X-chromozomalnich mar-
keri Mentype® Argus X-8 na stiedo-chorvatské populaci a porovnat je s

ostatnimi populacemi

Ovérit hypotézu, ze sada markert Mentype® Argus X-8 je vhodn4 pro forenzni

identifikaci a urcovani piibuznosti ve strednim Chorvatsku

Vyhodnotit zjisténé populaéni charakteristiky sady X-chromozomalnich mar-
keru Decaplex X-STR na stfedochorvatské populaci a porovnat je s ostatnimi

populacemi

Oveérit hypotézu, ze sada markeru Decaplex X-STR je vhodna pro forenzni

identifikaci a urcovani pifbuznosti v Ceské republice
Vytvorit soubor osob, u kterych bude dostupna informace o barvé o¢i a puvodu

Otestovat tento soubor osob pomoci markeru ve vybranych genech, které se

ucastni procesu pigmentace

Vybrat nejlepsi model obsahujici sadu markeru SNP, ktery muze byt pouzit

pro predikei barvy oéf v Ceské republice
Validovat vybrany model a urcit jeho miru predikce

Oveérit hypotézu, ze pouziti kombinace markeru SNP souvisejicich s barvou oci
a markeru SNP biogeografického puvodu zlepsi predikei barvy o¢i u neznamych

vzorku
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Soubor vzorki
3.1.1 Soubor vzorki pro studium Investigator DIPplex

Pro analyzu inzeréné-deleéni sady markeru Investigator DIPplex (QIAGEN, Némecko)
byl pouzit soubor vzorkit DNA z 55 nepifbuznych jedincti Ceské populace. Viechny
osoby podepsaly pred genetickym vysetfenim informovany souhlas.Pro stanoveni fo-
renznich parametri, které jsou dulezité pro urcovani paternity, bylo vybrano 11 trii

(matka - dité - otec) s paternitou, ktera byla prokdzéna pomoci STR markeru.

3.1.2 Soubor vzorki pro studium Mentype® Argus X-8

Pro studii sady X STR markert Mentype® Argus X-8 (QIAGEN, Némecko) byly
pouzity vzorky od 178 nepiibuznych osob (78 muzu a 99 zen). Osoby pochézely
ze sttedniho Chorvatska, z Karlovacké, Zahtebské, Bjelovarsko-bilogorské a Sisacko-
moslavinské oblasti. Studie byla schvalena etickou komisi Ustavu lékaiského vyzkumu

a profesniho zdravi v Zahtebu, Chrovatsko.

3.1.3 Soubor vzorki pro studium Decaplex X-STR

Pro populaé¢ni studii sady X-STR markeru Decaplex byly pouzity anonymizované
vzorky 431 neptibuznych osob, z toho 234 muzu a 197 zen. VSechny osoby, které
byly vybrény pro tuto studii, pochdzely z Ceské Republiky.

3.1.4 Soubor vzorku pro studium Fenotypové SNP

Tato studie obsahovala dvé mnoziny dat (viz Tabulka 3.1): trénovaci (N=131) a
testovac (N=128). Vzorky pro trénovaci sadu byly ziskany od dobrovolnikii z Ceské
Republiky a Kazachstanu, kteti podepsali informovany souhlas a vyplnili dotaznik
obsahujici otazky ohledné puvodu a barvy o¢i. Testovaci anonymizované vzorky
bélocht byly ziskany z Kriminalistického tstavu Praha, asijska data byla ziskana z

projektu HapMap [73] pomoci vyvojového prostiedi Rstudio [74].

29



Tabulka 3.1: Popis soubort vzorku

trénovaci mnozina | Testovaci mnozina

Barva oci
Svétla Tmava Sveétla Tmava
47 84 29 99

Biogeograficky puvod
Béloch Asiat Béloch Asiat
100 31 47 81

3.2 Zkoumané markery
3.2.1 Investigator DIPplex

Sada Investigator DIPplex obsahuje 30 INDEL umisténych na autozémech (viz Ta-
bulka 3.2). Vybrané polymorfizmy jsou lokalizovdny na 19 autozémech, vzdalenost
mezi jednotlivymi INDEL je minimalné 10 Mbp. Sada markeru Investigator DIP-
plex také obsahuje usek genu pro amelogenin pro urceni pohlavi. Amelogenin je
gen zubni skloviny, ktery je pritomen jak na X, tak i na Y chromozéomu. Na chro-
mozomu X je lokalizace genu Xp22.1-22.3. Na chromozému Y se amelogenin nachazi
na kratkém raménku - Ypll.2. Fragment, ktery se pouziva pro urceni pohlavi, je
na chromozému Y o 6 baz{ delsi, nez na chromozému X. Usek amelogeninu, ktery
je analyzovan pro urceni pohlavi, neni polymorfni, ovSem je hojné vyuzivan pro
sestavovani sad markeru pouzivanych ve forenzni genetice. Uskal{ uréovani pohlavi
pomoci tohoto markeru tkvi ve skutecnosti, ze existuji populace, u kterych je v
tomto tseku na chromozému Y delece 6 bazi. Vysledkem analyzy vzorku muze s
takovouto deleci jsou dva fragmenty o stejné délce, které jsou nerozlisitelné na ka-
pilarni elektroforéze. Byly dolozeny jedinecéné piipady vyskytu této delece u jedincu
v Mexiku [75], Indii [76], Ciné [77], Japonsku [78] a Italii [79]. Ovéem frekvence
delece v amelogeninu je velmi vzacna v bélosské populaci, a proto patii amelogenin

k nejrozsitenéjsim markerum pro urceni pohlavi.
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Tabulka 3.2: Seznam polymorfizmu INDEL v sadé Investigator DIPplex

Lokus | Chromozomalni lokalizace | Cislo rs Sekvence polymorfizmu
HLD6 16q13 rs1610905 GCAGGACTGGGCACC
HLD39 1p22.1 rs17878444 CCTAAACAAAAATGGGAT
HLDA40 1p32.2 152307656 | GGGACAGGTGGCCACTAGGAGA
HLD45 2q31.1 rs2307959 CACG

HLDA48 2q11.2 1528369942 GACTT

HLD56 4925 rs2308292 TAAGT

HLDA58 5ql4.1 rs1610937 AGGA

HLD64 5ql12.3 rs1610935 GACAAA

HLDG67 5q33.2 rs1305056 CTACTGAC
HLD70 6q16.1 rs2307652 AGCA

HLD77 7q31.1 rs1611048 TAAG

HLDS81 7q21.3 rs17879936 GTAAGCATTGT
HLD83 8p22 rs2308072 AAGG

HLD84 8q24.12 rs3081400 CTTTC

HLDS8S8 9q22.32 rs8190570 CCACAAAGA
HLD92 11q22.2 rs17174476 GTTT

HLD93 12¢g22 rs2307570 ACTTT

HLD97 13q12.3 1517238892 AGAGAAAGCTGAAG
HLD99 14q23.1 rs2308163 TGAT
HLD101 15926.1 rs2307433 GTAG
HLD111 17p11.2 rs1305047 CACA
HLD114 17p13.3 rs2307581 TCCTATTCTACTCTGAAT
HLD118 20p11.1 rs16438 CCCCA
HLD122 21¢g22.11 rs8178524 GAAGTCTGAGG
HLD124 22q12.3 rs6481 GTGGA
HLD125 22q11.23 rs16388 ATTGCC
HLD128 1g31.3 rs2307924 ATTAAATA
HLD131 7q36.2 rs1611001 TGGGCTTATT
HLD133 3p22.1 rs2067235 CAACCTGGATT
HLD136 22q13.1 1516363 TGTTT
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3.2.2 Argus X-8

Sada markert Mentype® Argus X-8 se skldd4 ze ¢tyi vazebnych skupin. Kazda sku-
pina obsahuje dvojici X-STR markeru, mezi kterymi je mala vzdélenost (viz Obrazek

3.1).

Mp22.53 Amelogenin

Hp22.32 DXS10135 —1 oMb Linkage Group 1
Hp22.31 DXS8378
Xp22.2

Ap22.15

¥p22.12
Wp22.11

AFZ1.3
Ap2l.2
drZl.l

¥pll.4
¥p1l.3

Apll.23

%p11.22
*aityit
Mail.l

¥a11,2
q:-:qll DXS7132 e 655 Vb
DXS10074

¥q13.1

Hql3.2
#q13.3

s921.1
sq21.2

®321.31 Linkage Group 2
X921.32
Xq21.33

sq22.1

¥322.2
K922.3

BqLs
X924

X5

¥a26. 1
¥q26.2 HPRTB 133 Mb

¥q26.3
it DXS$10101

Wa27.2
¥a27.3

I
|
| Linkage Group 3
I
I

DXS10134
—_— 149 Mb
o DXS7423 I Linkage Group 4

Obrazek 3.1: Lokalizace jednotlivych X-STR obsazenych v Mentype® Argus X-8

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

Na rozdil od predchozi sady markert, Decaplex X-STR obsahuje STR markery, které
jsou rovnomeérné rozmistény po celé délce chromozému X (viz Tabulka 3.3). Deca-
plex X-STR sdili s Mentype® Argus X-8 tii spoleéné markery: DXS8378, DXS7132
a DXS7423.

Tabulka 3.3: Umisténi markeru ze sady Decaplex X-STR na chromozému X

Marker Chromozomalni 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
GATA31EO08 Xq27.1 140,062
DXS7423 Xq28 149,460

*dle NCBI 36

3.2.4 Fenotypové SNP markery

Tato studie zkoumala 22 markeru SNP, které koreluji s biogeografickym puvodem
anebo s barvou o¢i (viz Tabulka 3.4). SNP byly vybrany z ruznych literarnich zdroju
- jak z vysledku celogenomovych asocia¢nich studii, tak i z praci, zabyvajicich se apli-
kaci urceni fenotypu ve forenzni genetice. Pii vybéru SNP byly preferovany markery
nachazejici se v kédujici oblasti genu. VetSina zkoumanych SNPu se nachézi na
15. chromozému v oblasti genui HERC2-OCA2. Bylo prokazano, ze tato oblast ma
nejveétsi rozlisovaci schopnost v urcovani barvy oc¢i ze vsech dosud zkoumanych ob-
lasti. V této studii byly zkoumény polymorfizmy i v dalsi genech, které se ztucastiuji
melanogeneze, a nebo se frekvence jejich alel lis{ u piislusnikt ruznych populaci.
Z toho duvodu tato studie zahrnovala i markery puvodu, které jsou mnohdy tésné

spojeny s pigmentaci.
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Tabulka 3.4: Umisténi markeru ze sady Decaplex na chromozému X

Cislo rs Gen Cromozomalni | Genova oblast | Alely ** | Zdroj
lokalizace *
1516891982 | SLC45A2 (MATP) 5p13.2 Exon C/G 58]
rs12203592 IRF4 6p25.3 Intron c/T [58]
rs35264875 TPCN2 11q13.3 Exon A/T [59]
131393350 TYR 11q14.3 Intron A/G (5]
rs12821256 KITLG 12¢21.32 Intergenové oblast c/T [59]
rs2031526 DCT(TYRP2) 13¢g32.1 Intron A/G [80]
rs12896399 SLC24A4 14932.12 Intergenové oblast G/T [63]
rs1800407 OCA2 15q13.1 Exon A/G [81]
rs7495174 OCA2 15q13.1 Intron A/G [62]
rsd 778138 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]
151426654 | SLO24A5(NCKX5) 15¢21.1 Exon A/G [84]
15258322 MCR1 16q24.3 Intron C/T (58]
151805007 MCR1 16q24.3 Exon C/T [59]
15885479 MCR1 16424.3 Exon A/G [70]
rs4911414 ASIP 20q11.22 Intergenové oblast G/T [59]
rs1015362 ASIP 20q11.22 Intergenové oblast A/G [59]
rs6119471 ASIP 20q11.22 Intergenové oblast C/G [70]

* dle cytogenetickych bandi Ensembl (hitp://www.ensembl.org/); ** dle databdze
dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/)

3.3 Izolace DNA

DNA byla izolovéana z bukélnich stért pomoci Blood Mini Kit (QIAGEN, Némecko)

dle nasledujictho postupu.

1. Pridat do 2 ml zkumavky 600 pul PBS (Phosphate Buffered Saline), 600 ul
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AL pufru a 35 ul Proteindzy K. Do vzniklého roztoku ponorit bukalni stér a

promichat.
2. Inkubovat 10 minut pti 56 °C.
3. Pridat 600 ul 96% etanolu a promichat.

4. Napipetovat do kolonky 600 ul vzniklého roztoku. Stocit 1 minutu pti 6000 x

g. Proces zopakovat 2 krat.

5. Napipetovat do kolonky 600 ul promyvactho pufru AW1. Stoc¢it 1 minutu pii
6000 x g.

6. Napipetovat 600 do kolonky pul promyvaciho pufru AW2. Stocit 3 minuty pii
20000 x g.

7. Napipetovat do kolonky 150 ul elu¢niho pufru AE. Inkubovat 1 minutu pri
pokojové teploté, potom stocit 1 minutu pii 6000 X g.

8. Vznikly eluat prepipetovat do ¢isté zkumavky.

Po izolaci byla DNA kvantifikovdna na ptistroji Nanophotometer (Implen, USA).

3.4 Genotypizace
3.4.1 Investigator DIPplex

Vzorky DNA byly amplifikovany s pouzitim znac¢enych primeru pro naslednou de-
tekei na kapilarni elektroforéze.

Pro amplifikaci fragmentu DNA bylo vyzkouseno nékolik vstupnich mnozstvi
DNA (0,2 ng, 0,5 ng a 1 ng). Jako nejlepsi bylo vyhodnoceno vstupni mnozstvi 0,5
ng DNA. PCR reakce byla ptipravena dle tabulky 3.5 a provedena v cykleru Veriti
(Applied Biosystems, USA) v souladu s pokyny vyrobce (viz Tabulka 3.6).

Po ukonceni amplifikace byla provedena fragmenta¢ni analyza. Proto bylo 0,5
pl produktu PCR reakce smichano s 0,75 pl vnitiniho standardu BTO (QIAGEN,
Némecko) a 12 pl Hi-Di formamidu (Applied Biosystems, USA) a analyzovéno na ge-
netickém analyzatoru ABI PRISM 310 (Applied Biosystems, USA) za nasledujicich

podminek:
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e Délka kapilary: 36 cm

e Polymer: POP-4™(Applied Biosystems, USA)
e Modul: GS STR POP-4 (1 ml) G5

e Doba nastriku: 5 s

e Napéti pii nastiiku: 15kV

e Teplota béhu: 60°C

e Napéti pri béhu: 15kV

e Doba béhu: 20 min

Urcovani genotypu bylo provedeno v programu Genotyper v3.7 (Applied Bio-

systems, USA) s pouzitim alelického zebficku.

Tabulka 3.5: Smeés pro PCR reakci Investigator DIPplex

Slozka Objem, ul
Reakéni mix A 2,5
Primery 2,5
Polymeréaza Taq 0,3
Voda 6,2
DNA 1,0
Celkovy objem 12,5

Tabulka 3.6: Protokol PCR reakce Investigator DIPplex

Teplota | Cas
94 °C 4 min
94 °C 30s
61 °C 120 s 30 cykla
72 °C 75 s
68 ° 60 min
10 ° 00
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3.4.2 Fenotypové SNP markery

Genotypy byly uréeny pomoci metody alelické diskriminace s pouzitim znacenych
sond TagMan® MGB™na piistroji 7900 HT Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems). V kazdé reakci byla dvojice neznacenych primeru a dvé sondy. Kazda
sonda komplementarné hybridizuje jenom k jedné alele SNP markeru. Molekula
sondy md na 5’ konci navdzanou fluorescenéni znacku (VIC™nebo FAM™) na 3’
strané je zhasec, ktery brani emisi fluorescence. K sondé je také pripojena molekula,
kterd se vaze do malého zlabku DNA (Minor groove binding - MGB), a zvySuje tim
specificitu sondy. Po hybridizaci sondy a béhem elongacni fdze DNA polymeraza
pomoci své 5’ endonukleazové aktivity odstrani ze sondy fluorescenéni znacku, ¢imz
se nékolikandsobné zvysi emise fluorescence (viz Obrazek 3.2). Fluorescence vzorku
je méfena pred zacatkem amplifikace a na konci.

Po zmeétreni fluorescence amplifikovaného produktu jsou vzorky vyneseny do

C™  osa y odpovida

grafu (viz Obrazek 3.3). Osa x odpovida mite fluorescence VI
mife fluorescence FAM™. Na obrazku piedstavuje kazdy bod jednu osobu. Homozy-
goti pro alelu, k niZ je komplementérni sonda znacena VICT™™ se nachézeji v pravém
dolnim rohu. Homozygoti pro alelu, k niz je komplementérni sonda znacena FAM™,
se nachazeji v levém hornim rohu. Heterozygoti se nachazeji uprostied.

Pro analyzu bylo pouzito 2 ul nefedéného roztoku DNA o koncentraci ptiblizné

15-20 ng/ul. Amplifikace a analyza byla provedena dle pokynu vyrobee (viz Tabulky
3.7, 3.8) zvlast pro kazdy SNP marker.

Tabulka 3.7: Smeés pro PCR reakci fenotypovych SNP

Slozka Objem, pl
TagMan Universal Mix II,no UNG 5,00
Voda 2,75
Proba a primery 0,25
DNA 2,00
Celkovy objem 10,00

Urcovani genotypu bylo provedeno pomoci programu Sequence Detection Sys-

tem Software v2.4.1 (Applied Biosystems, USA).
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Obrézek 3.2: Princip metody uréovani genotypu pomoci sond TagMan®MGB™

R - fluorescencni znacka, Q) - zhdsec¢, MGB - minor groove binding

Zdroj: [85]

Tabulka 3.8: Protokol PCR reakce fenotypovych SNP

Teplota | Cas
95 °C 10 min
92 °C 15 s
60 °C 90 s

50 cykli
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3.5 Statisticka analyza
3.5.1 Testovani Hardy-Weinbergovy rovnovahy

Testovani Hardy-Weinbergovy rovnovahy (Hardy-Wenberg equilibrium - HWE) patii
k zakladnim statistickym analyzam v popula¢ni genetice. Tento test byl mél byt
proveden pred testovanim jakychkoliv hypotéz. Testovani HWE dovoluje nejen od-
hadovat frekvence jednotlivych genotypu, ale i odhalit genotypiza¢ni chyby nebo
asociaci markeru se zkoumanym fenotypem. Zakladni predpoklady toho, ze popu-

lace se nachazi v HWE, jsou:

e Nahodné kiizeni

Nekonecné velka populace

Absence mutaci

Absence migrace

Absence genetického driftu

Absence selekcee

Je ziejmé, ze zadna lidska populace nespliuje vsechna tato kritéria. Ovsem ve
velkych populacich jsou takové jevy jako migrace, mutace a selekce zanedbatelné,
proto se ocekava, ze tyto populace budou v HWE. U popula¢niho vzorku je potieba
kontrolovat HWE, aby se zjistilo, zda je reprezentativni. Odchylka od HWE muze
naznacovat bud genotypiza¢ni chybu [86], [87], stratifikaci populace, smisen{ nékolika
populaci do jednoho souboru, anebo naznacovat, ze vybrany marker skute¢né kore-
luje se zkoumanym fenotypem [88] (viz Obrazek 3.4).

S odhadem, zda se populace nachazi v HWE, je spojen odhad heterozygozity.
Tuto veli¢inu lze vypocitat pomoci odhadu frekvence heterozygotu podle Hardy-
Weinbergova zdkona. Podil heterozygoti lze odhadnout pomoci genové diverzity i

pres alelické frekvence.
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Obrazek 3.4: Vyvojovy diagram postupu pii odhaleni odchylky od Hardy-

Weinbergovy rovnovahy
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V populaéni studii Investigator DIPplex byl test na HWE vypocitan rucéné
pomoci x? testu (viz Rovnice 3.1). Pro tuto studii byl také proveden odhad genové
diverzity podle prace Chakraborty et al. [89)].

»_ (0-E)

X = T,kde (3.1)

O - pozorované frekvence genotypi
E - frekvence genotypiu odvozené pomoci zjisténych frekvenci alel dle wvzorce

Hardy-Weinberga pro frekvence genotypu

U vzorkii analyzovanych pomoci sady Mentype® Argus X-8 a Decaplex X-STR
byl test HWE spolecné s odhadem genové diverzity proveden pomoci programu
Arlequin v3.5 [90]. U vzorku analyzovanych pomoci fenotypovych SNP markeru
byly zjistovany odchylky od HWE pomoci programu PLINK v1.07 [91].

Béhem testovani HWE i jinych statistickych testi na hodnotu hladiny vyznam-
nosti byla aplikovana Bonferroniho korekce. Duvod korekce spociva v tom, ze pokud
testujeme vice markeru najednou, existuje pravdépodobnost, ze jeden test bude
mit signifikantni vysledek jenom diky nahodé. Pii aplikaci Bonferroniho korekce
se hodnota vyznamnosti vydéli poctem provedenych testovani. Napiiklad, pokud
bylo provedeno testovani HWE u 30 INDEL markertu ze sady Investigator DIPplex,
hodnota vyznamnosti po Bonferroniho korekei je 0,0017. Neexistuje zadné striktni
pravidlo ohledné pouziti Bonferroniho korekce, a je tedy na védci, zda se rozhodne

tuto korekei pouzit, ¢i nikoliv [92].

3.5.2 Testovani vazebné nerovnovahy

Test vazebné nerovnovahy (Linkage Disequilibrium - LD) zkoumd korelaci mezi ale-
lami ruznych markeru. Hlavni otdzka tohoto testu spociva v urceni toho, jak urcita
alela jednoho markeru ovliviiuje pravdépodobnost distribuce alel jinych markeru.
Jinymi slovy tento test zkoumad, zda jsou na sobé analyzované markery zavislé ¢i
nezavislé. Signifikantni vysledek testu LD mize byt také zptusoben tim, ze zkoumany
vzorek neni v HWE. Duvodem je skutecnost, ze test LD predpoklada frekvence ge-
notypu dle zakona Hardy-Weinberga.

Vazebna nerovnovaha byla testovana u sady markeru Investigator DIPplex pomoci
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programu SNPanalyzer v1.2 (Istech, Jizni Korea). U fenotypovych SNP markeru,
sady Mentype® Argus X-8 a sady Decaplex byl pro testovani LD pouzit program
Arlequin v3.5 [90]. U sad obsahujicich X-STR markery byl test LD proveden zvl4st

pro muzské a zenské vzorky.

3.5.3 Urcovani forenznich parametra

Jednim z hlavnich kritérii pro marker ve forenzni genetice je jeho informativita.
Pokud se jednd o vyuziti markeru za 1celem identifikace osoby, zkoumany marker
by mél byt co nejpolymorfnéjsi. Jinak feceno - mél by se v dané populaci vyskyto-
vat v co nejvice moznych genotypech vykazujicich priblizné stejnou frekvenci. Dalsi
charakteristiky, které hraji roli ve vybéru markeru, jsou nizka mutacni rychlost a
umisténi mimo kédujici oblast. Posledni charakteristika je dulezita ze dvou duvodi.
Prvni je eticky, protoze zkoumany polymorfizmus nesmi poskytnout informaci o
zdravotnim stavu osoby, jejiz DNA je analyzovana. Druhy duvod je populacné-
geneticky, protoze polymorfizmus nachézejici se v kédujici oblasti by mohl pod-
lehnout selekénimu tlaku. Pokud by probihala selekce, nebylo by mozné odhadnou
frekvence genotyptu podle zdkona Hardy-Weinberga.

Informacni obsah polymorfizmu (Polymorphism Informational Content - PIC) méfi
uzitecnost sledovaného markeru (viz Rovnice 3.2). Markery s vétsim poctem alel ¢i

s alelami o stejné frekvenci dosahuji vyssi hodnoty PIC [93].

n n—1 n
PIC=1-> p} =) > 2p}p} kde (3.2)

i=1 i=1 j=it+1
1 - -ta alela
n - celkovy pocet alel

pi - frekvence #-té alely

Pravdépodobnost shody (Probability of a match - PM) je také dulezitym pa-
rametrem pro marker pouzivany ve forenzni genetice a lze ji pro jednotlivé mar-
kery spocitat dle rovnice 3.3. Tato rovnice byla sestavena Fisherem na zdkladeé

nasbiranych hodnot béhem analyzy krevniho systému MNS [94].
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PM =Y G kde (3.3)
=1

G; - frekvence i-tého genotypu ve zkoumaném populacnim vzorku

PM pro celou sadu markertu neboli & lokusu (Combined Probability of a Match
- CPM) lze vypocitat dle rovnice 3.4
k

CPM =1~ [ PM,,, kde (3.4)

m=1

PM,, - pravdépodobnost shody m-tého lokusu

Dalsimi parametry, které se stanovuji pro identifikacni markery, jsou diskri-
minaé¢ni sila (Power of Discrimination - PD), prumérny paternitni index (Average
Paternity Index - API) a prumérnd pravdépodobnost vylouceni (Mean Exclusion
Chance - MEC). PD lze definovat jako prumérnou pravdépodobnost, ze dvé ndhodné
vybrané osoby budou mit jiny genotyp. V pfipadé autozomalnich lokusu je soucet

PM a PD roven jedné (viz Rovnice 3.5).

PD=1-PM (3.5)

PD je v pripadé X-vézanych lokusu jind pro muze (PD), viz Rovnice 3.6 ) a

zeny (PDp, viz Rovnice 3.7) [95].

PDy=1-) p] (3.6)

PDr=1-203"p)*+Y p} (3.7)

Celkova PD pro sadu & lokust (Combined Power of Discrimination - CPD) lze

vypocist dle rovnice 3.8.

k
CPD = [ PM,, (3.8)

m=1
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MEC je pravdépodobnost vylou¢eni otcovstvi. Vypocet MEC zavisi na tom,
které osoby byly testovany. Pokud se jednd o standardni trio: matka - dité (v
ptipadé urc¢ovani otcovstvi pomoci X-STR se jednd vzdy o dceru) - naiceny otec,

1ze vypocitat MEC dle rovnice 3.9 [95].

MECy =1=Y "pi+Y pi = (D) (3.9)

Pokud je v pripadé standardniho tria misto nar¢eného otce jeho matka, lze MEC
vypocitat dle rovnice Kriigera [96]. Pokud matka neni testovana, lze vypocitat MEC

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

MECp=1-20_"p})*+> (3.10)

Dalsim parametrem, ktery je dulezity pro forenzni markery je hodnota pa-
ternitniho indexu neboli vérohodnostniho poméru. Vérohodnostni pomér v tomto
pripadé porovnava pravdépodobnost genotypu za predpokladu, ze narceny otec je
biologickym otcem ditéte s pravdépodobnosti genotypu za predpokladu, Ze neznamy
nepiibuzny muz je biologickym otcem ditéte. Vérohodnostni pomeér je soucésti Baye-
sovy véty, kterd je uvedena ve tvaru podilu pravdépodobnosti na obrazku 3.5. Baye-
sova véta v takovém tvaru je ¢asto vyuzivana ve forenzni genetice v piipadé jak iden-
tifikace, tak i urcovani pribuznosti. Pouziti Bayesovy véty je lidsky pfirozené, protoze
tato véta ukazuje jak lze zjistit vyslednou pravdépodobnost jevu pomoci aktuali-
zace vychozi pravdépodobnosti. Vychozi podil pravdépodobnosti je v tomto piipadé
tvofen pomérem pravdépodobnosti hypotéz pred genetickym vysSetfenim. Tato cast
Bayesovy véty je nejsubjektivnéjsi a jeji determinace nalezi soudci, jak v pfipadech
forenzni identifikace, tak i v pripadech urcovani piribuznosti. Pro forenzniho védce
je nejpodstatnéjsi ¢ast Bayesovy véty vérohosnostni pomeér (Likelihood Ratio - LR),
coz je podil pravdepodobnosti dukazu za predpokladu hypotézy obhajoby anebo
obzaloby. Hodnota LR nezavisi na hodnoté vychoziho podilu pravdépodobnosti. Na

rozdil od vychoziho podilu pravdépodobnosti, vysledny podil pravdépodobnosti je
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podminén vysledkem genetického vySetfeni. Termin ,paternitni index“ nahrazuje

vérohodnostni pomér v piipadé urcovani otcovstvi.
Pr(H,|E) Piu(H,) Pu(E|H,)
= X
Pr(H, | E) Pr({_[d) Pr(E|H,)
T Vychozi

podil
pravdeépodobnost{

Vvsledny
podil
pravdépodobnost{ pomér (LR )

Verohodnostnd

Obrazek 3.5: Bayesova véta ve tvaru podilu pravdépodobnosti

H, - hypotéza obZaloby, Hy - hypotéza obhajoby, E - dikaz

V pripadé paternitni ho indexu znamenad sybol ,,E“ vysledky genetického vyset-
feni, H, - hypotéza, Ze naiceny otec O je biologickym otcem ditéte D z matky M,
H, - hypotéza, ze nezndmy nepiibuzny s naicenym otcem muz je biologickym otcem
ditéte D z matky M. Potom lze paternitni index upravit dle konkrétniho pripadu
(viz Rovnice 3.11). V této rovnice je uveden piipad urc¢ovéani otcovstvi, pokud dité

mé genotyp A;A;, matka A;Aj a nafceny otec AjA;.

PT(GD,GM,G0|HP) o PT(GD|GM,G07HP) o 1/2 X 1/2 . 1

PT’(GD,GM,G0|Hd) PT(GD|GM,Hd) 1/2 X pj N 2 ij7

kde (3.11)

Gp - genotyp ditéte
G - genotyp matky

Go - genotyp narceného otce

Paternitni index pro standardni tria, tzn matka dité nafceny otec, lze vypocitat
dle vzorcu uvedenych v praci Brennera [97] (viz Tabulka 3.9). API (Average Pater-
nity Index) predstavuje prumeér paternitniho indexu dosazeného za vyuziti testované
sady markeru na piipadech s prokazanym otcovstvim. API byl vypocitan pro sadu
Investigator DIPplex.

U bialelickych INDEL markeru byl vypoéitan pocet ”power-effective”, neboli
ucinnych markert. Pocet u¢innych markert se rovna dvojnasobku zkoumanych mar-

keru vyndsobenych prumérnou genovou diverzitou [98].
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Tabulka 3.9: Vypocet paternitniho indexu pro standardni tria

Dité Matka Naiceny otec | Vzorec LR
q pd q 1/q
q P q -
pq | p nebo pr q 1/q
q a q 1/q
pq | p nebo pr qr 1/2q
q P qr -
q pd qr 1/2q
q q qr 1/2q
pq Pq pd 1/(p+a)
pq pq q 1/(p+a)
pq pq qr 1/(2p+2q)
q pq r 0
q q r 0
q P r -

Zdroj: [97]

3.5.4 Mezipopulac¢ni srovnani

Srovnani frekvenci markeru typtu INDEL obsazenych v sadé Investigator DIPplex
bylo provedeno ruéné pomoci x? testu s pouzitim alelickych frekvenci v némecké,
asijské, africké, indianské a celoevropské populaci. Ocekavané pocty jedincu prislus-
nych populaci byly spocitany dle postupu zobrazeného v tabulce 3.6. Vysledny vzo-
rec x? (viz Rovnice 3.1) se skldddl ze ¢tyf diléich ¢dsti - alela 1 v populaci A, alela
1 v populaci B, atd.

Intrapopulac¢ni a interpopulaéni koeficienty genetické variability byly stanoveny
s pouzitim F-statistiky a vzorcu Wrighta [99]. F;s urc¢uje subpopulaéni koeficient

inbreedingu a lze ho spocitat dle rovnice 3.12.

H obs

Frg=1-
IS Heorr

, kde (3.12)

Hops - pozorovana heterozygozita v populaci

Hep, - ocekdvand heterozygozita v populaci

Pomoci mezipopulaéniho koeficientu inbreedingu F g7 1ze uréit genetickou vzdale-
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Alela l Alela 2 Soucet radku (R)
Populace A | O a b Rl=atb
E (C1xR1)/N [(C2xR1)/N
Populace B | O c d R2=c+d
E (C1xR2)/N [(C2xR2)/N
Soucet sloupea (C) | Cl—atc C2=b-+d N=a+b+c+d

Obrazek 3.6: Urceni ocekavanych hodnot pro srovnani alelickych frekvenci v riznych

populacich pomoci x? testu

O - pozorované frekvence genotypu, E - frekvence genotypi odvozené pomoci

zjisténgjch frekvenci alel dle vzorce Hardy- Weinberga pro frekvence genotypi

nost mezi sledovanymi populacemi dle rovnice 3.13. Z této rovnice vyplyva, ze ¢im

vice se Hg priblizuje H7, tim vice se populace podobayji.

For = —— =5 kde (3.13)

Hr - podil heterozygotu v celkové populaci

Hg - prumérny podil heterozygotu v subpopulacich

Ve studii sady X-STR Mentype® Argus X-8 byly pro srovnani mezi populacemi
pouzity bud frekvence haplotypu (srovndn{ s populaci Némecka, Japonska a Ghany)
nebo alelické frekvence (srovnani s polskou a bosenskou populaci) pomoci programu
Arlequin v3.5 [90]. Ve studii sady markeru X-STR Decaplex bylo mezipopulaéni
srovnani provedeno pomoci porovnani hodnot Fgr pro kazdy marker. Srovnani ceské
populace s populaci z Ugandy, severovychodniho Spanélska, Polska a Némecka bylo

provedeno pomoci programu Arlequin v3.5 [90].

3.5.5 Rekonstrukce haplotypt

Ve studii zabyvajici se vyzkumem fenotypovych SNP byla pouzita metoda rekon-
strukce haplotypu v oblasti HERC2-OCAZ2, ktera, jak jiz bylo zminéno, silné koreluje
s pigmentaci. Rekonstrukce haplotypt byla provedena za ticelem zjisténi, zda néjaky

haplotyp asociuje s ur¢itou barvou oci. Protoze se zkoumané SNP nachézeji na au-
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tozémech a soubor obsahoval vzorky od neptibuznych osob, nebylo mozné stanovit
haplotypy piimo. K urceni haplotypu byl pouzit algoritmus Excoffier-Laval-Balding
(ELB) [100] v programu Arlequin v3.5 [90]. Pro provedeni této analyzy bylo pouzito
puvodni nastaveni programu. ELB je Bayesovska metoda rekonstrukce haplotyp,
ktera aktualizuje vychozi pravdépodobnost gametické faze multilokusového geno-
typu pomoci okolnich lokusu a mistni LD. Pro rekonstrukci haplotypu byl trénovaci
soubor rozdélen do dvou skupin dle puvodu. Duvodem bylo to, ze kazda populace ma
jiné genotypové slozeni, které muze mit vliv na vysledek rekonstrukce haplotypu. U
kazdého souboru byla zvl4st provedena rekonstrukce haplotypt. Po provedeni této

analyzy byla data opét spojena a rozdélena dle barvy oci: svétla vs. tmava.

3.5.6 Asocia¢éni studie

Asociacni testy jsou hodné vyuzivany v lékaiské genetice pro urceni genu, které
mohou korelovat se zkoumanym komplexnim fenotypem. Takovy fenotyp muze byt
vysledkem souhry jak faktoru genetickych, tak i faktoru prostiedi. Aby bylo mozné
pozorovat jakoukoliv asociaci, je potfeba mit minimalné dvé skupiny: ty, kteii zkou-
many fenotyp maji, a ty, kteti ho nemaji. V 1ékaiské genetice tyto skupiny nejcastéji
predstavuji pacienty a kontroly. Pro studii fenotypovych markeru byly nasbirané
vzorky rozdéleny do dvou skupin - dle barvy oé¢i nebo dle biogeografického puvodu
(viz Tabulka 3.1). Vystup asociaéniho testu kromé vlastni p-hodnoty obsahuje pomér
podila pravdépodobnosti (Odds ratio - OR) [101] s mezemi spolehlivosti. Piikladem
vypoc¢tu OR pro studii fenotypovych SNP je rovnice 3.14. OR se rovna podilu
pravdépodobnosti vyskytu alely A u svétlookych osob vydélenou pravdépodobnosti
vyskytu opacné alely u svétlookych osob a pravdépodobnosti vyskytu alely A u
tmavookych osob vydélenou pravdépodobnosti vyskytu opacné alely u tmavookych
osob. Pro porovnéni se obvykle pouziva minoritni alela. Obor hodnot OR je [0,00).
V pripadé studie fenotypovych SNP muze OR < 1 svédéit o tom, ze zkoumany mar-
ker asociuje s tmavou barvou o¢i. OR > 1 naznacuje, ze zkoumany marker muze

asociovat se svétlou barvou oci.

Pr(A|S)
1—Pr(A|S)
Pr(A|T)
1—-Pr(A|T)

OR = , kde (3.14)

Pr(A|S) - pravdépodobnost vyskytu alely A SNP markeru u osob se svétlyma o¢ima
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1-Pr(A|S) - pravdépodobnost vyskytu opacné alely SNP markeru u osob se svétlyma o¢ima
Pr(A|T) - pravdépodobnost vyskytu alely A SNP markeru u osob s tmavyma o¢ima

1-Pr(A|T) - pravdépodobnost vyskytu opa¢né alely SNP markeru u osob s tmavyma o¢ima

Meze spolehlivosti (Confidence Intervals - CI) lze definovat jako rozsah hod-
not zkoumané proménné vytvoreny ze vzorku populace tak, ze do néj s jistou
pravdépodobnosti bude pattit hodnota proménné pro celou populaci [102]. Obvykle
se voli 95% CI. Odvozovani zavéru o celé populaci se provadi na zakladé zkouméni
populacniho vzorku. Spravnost téchto zaveéru zavisi na tom, jak dobte zkoumany
vzorek reprezentuje celou populaci.

Signifikantni vysledek asocia¢niho testu u zkoumanych markert muze mit nékolik
zpusobu interpretace. Prvni je pfimé asociace mezi markerem a fenotypem. To zna-
mena, ze zkoumany marker zpusobuje predispozici k urc¢itému fenotypu. Druhy je
nepiima asociace. Jinymi slovy, marker je v tésné blizkosti markeru, ktery zpusobuje
predispozici k urc¢itému fenotypu. Treti je falesné pozitivni vysledek, ktery muze byt
zpusoben ndhodou a nebo systematickou chybou (genotypizacéni chyba, stratifikace
populace) [103].

Asocia¢ni test byl proveden u studie fenotypovych SNP markeru. Byla prove-
dena tti porovnéni. Nejprve byla zkouméana asociace vybranych SNP s barvou o¢i u
celého trénovaciho vzorku. Poté byla asociace SNP s barvou o¢i testovana jenom u
bélosskych vzorku. Posledni asociacni test zkoumal korelaci vybranych SNP s bio-
geografickym puvodem a byl proveden na celém trénovacim vzorku. Asociaéni testy
byly provedeny v programu PLINK v1.07 [91].

Uskalf asocia¢niho testu spo¢iva v tom, ze nedokaze odhalit interakce mezi
jednotlivymi markery. Proto byla pouzita multifaktorova dimenzionalni redukéni
analyza (Multifactor dimensionality reduction - MDR), ktera zkouma korelaci kom-

binace zkoumanych markeru se sledovanym fenotypem.

3.5.7 Multifaktorova dimenzionalni redukc¢ni analyza

MDR je neparametricka metoda, které nepredpoklada urcity typ dédi¢nosti predis-
pozice k projevu sledovaného fenotypu. Tato metoda je zaméfena na analyzu malého
mnozstvi pozorovani, u kterych je sledovano velké mnozstvi proménnych. Dle prace

Ritchie et al. [104] je analyza MDR relativné odolnd vuéci Sumu zpusobenému geno-
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typiza¢ni chybou a chybéjicimi daty. MDR se nejcastéji pouziva pro analyzu predis-
pozice ke komplexnimu onemocnéni, nebo obecné, ke komplexnimu fenotypu. Barva
oCi jisté predstavuje komplexni fenotyp, ktery je tvofen vice genetickymi i negene-
tickymi faktory.

Analyzu MDR lze rozdélit na dva procesy: nejprve jsou vytvoreny modely, které
jsou testovany, a nasledné je vybran nejlepsi model (viz Obrazek 3.7). Prvni proces
vyzaduje rozdéleni dat na dvé skupiny: 9/10 dat je pouzito na vytvoreni modelu,
zbyvajici 1/10 na testovani miry predikce tohoto modelu. Pred vytvofenim modelu
pomoci analyzy MDR musi byt nastaven rozsah poc¢tu markeru SNP, které mo-
hou byt pouzity v modelu. U fenotypovych SNP byly testovany kombinace od 1
do 4 markeru. Data z trénovaciho souboru jsou rozdélena na ,high risk“ a ,low
risk“ dle poméru pacientu a kontrol. Pokud tento pomér ptresahuje 1, potom jsou
tyto data oznacena jako ,high risk“, pokud tento pomér nepiesahuje 1, potom jsou
data oznacena jako ,low risk“. V tomto kroku dochdzi k redukci dimenzi, nebot z
nékolika proménnych, z nichz kazdé predstavuje genotyp jednotlivych markeru, se
stava jedna proménna predstavujici multilokusovy genotyp. Protoze v ptipadé barvy
o¢i nelze ani jednu ze zkoumanych skupin oznacit jako pacienty nebo kontroly, byla
MDR analyza provedena dvakrat: nejprve byly oznaceny jako pacienti svétlooké
osoby, potom tmavooké osoby. Na zakladé toho, jak jsou zkoumany marker nebo
kombinace markeru schopné spravné rozradit vzorky do skupiny ”pacientu”nebo
"kontrol”, je urcena mira klasifikacni chyby. U modelu, ktery mé& nejmensi klasi-
fika¢ni chybu, je stanovena mira predikcni chybovosti pomoci testovaci skupiny dat.
Vypocet klasifikaéni a predikéni chybovosti je stejny, ale je pocitan z ruznych da-
tovych skupin: klasifika¢ni chybovost je pocitana z trénovaciho souboru, predikéni
chybovost z testovaciho souboru. Klasifikaéni a predikéni mira chybovosti se rovnaji
pruméru senzitivity a specifity [105]. Proces vybéru nejlepsiho modelu probiha 10
krat a nazyva se Cross Validation (CV). Dobry model by mél mit co nejvyssi CV
nejlepsiho modelu, mira klasifikacni chybovosti se snizuje s po¢tem analyzovanych
markeru. To muze vést k falesné pozitivnim vysledkim a k jevu zvanému ”model-
overfitting”. Tento jev nastava tehdy, kdyz model popisuje Sum zpusobeny velkou
komplexnosti modelu misto skutecnych interakci mezi markery [106]. Aby se predeslo

tomuto jevu, je pred samotnou MDR analyzou potieba pouzit filtr, ktery snizi riziko
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falesné pozitivnich interakci.

1 —> 2 —> 3 Locus 3
Factor AA Aa aa
Locus 1 BB 12 10 8 7
Locus 2 e I 4 i m
Locus 3 o o 15 &0 5 3
Locus 4 8 I I 3 5
Locus 5 — ﬂ_-_J_ﬁ_
Locus 6 bb 11| 7 13
5 oo NN mN
Locus N

5 «—
Locus 3
Models AA
Factors Error
1,6 19.25 BB | 3.00
‘; 1.3 2212 ﬁ
g 24 2433 gBb| 075
= 2:3y 2844
: bb

Obrazek 3.7: Schéma kroku béhem MDR analyzy

1 - rozdélend dat do skupin: 9/10 pro uréeni nejlepsiho modelu a 1/10 pro urceni jeho
miry predikce, 2 - vybér n markeri, 3 - rozdéleni vzorku dle genotypi a fenotypu,
4 - determinace ,high risk“ a ,low risk“ genotypu, 5,6 - uréeni modelu s nejmensi

klasifikacni chybou a ndsledné urceni jeho miry predikce na nezdvislych datech

Zdroj: [106]

Ve studii fenotypovych SNP byl pouzit filtr ReliefF. Tento filtr hodnoti kazdy
marker podle dvou parametru: vzdalenost mezi dvéma nahodné vybranymi oso-
bami se stejnym fenotypem a vzdalenost mezi dvéma nahodné vybranymi osobami
s opacnym fenotypem. Cim mensf je prvnf vzdélenost a ¢fm vétsf je druhd vzdélenost,
tim je vétsi informativita zkoumaného markeru. Tato velicina muze nabyvat hodnot
od -1 (nejhorsi) do +1 (nejlepsi) [107].

Pro urceni, zda je mira predikce nejlepsitho vybraného modelu statisticky signi-
fikantni, musi byt nasledné pouzit permutacni test. Tento test 1ze ¢esky pojmenovat
jako ,obménovaci‘. Nulova hypotéza tohoto testu je v ptipadé studie fenotypovych

markert nasledujici: vybrané SNP markery nemaji asociaci s konkretnim fenotypem.
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Aby mohla tato hypotéza byt zamitnuta ¢ nezamitnuta, genotypum je nahodné
pritazen fenotyp. Potom u téchto dat probiha analyza MDR, na jejimz zdkladé
je odhadnuta mira predikéni chybovosti. Takovéto ndhodné prirazovani fenotypu je
opakovano 1000 krat. Potom je vytvorena distribuce miry predikéni chybovosti vSech
1000 pokusu. Na zakladé této distribuce je nasledné spocitana p-hodnota pro vy-
brany model a hladina vyznamnosti [108]. Po provedeni permutaé¢niho testu je tedy
mozné udélat zaveér, zda vybrany model (skupina SNP markert) spravné rozfazuje
vzorky do stanovenych skupin se statistickou vyznamnosti.

Metoda MDR byla pouzita ve studii fenotypovych SNP na vzorky rozdélené
dle barvy oci (svétla versus tmava barva oc¢i) a nebo dle puvodu (béloch wversus
asiat) v programu MDR (http://www.epistasis.org). Pfed provedenim MDR byla
data filtrovdana pomoci filtru ReliefF programu MDR (http://www.epistasis.org).
Pét nejinformativnéjsich SNP bylo vybrano pro MDR. MDR testovalo kombinace
markeru SNP obsahujici od 1 do 4 markert v modelu. Na zdkladé teto analyzy
byl vybran nejlepsi model pro ur¢ovani barvy oci a biogeografického puvodu. Oba
modely byly nasledné testovany permutacnim testem pomoci programu MDRpt
package (www.epistasis.org). Pro praktickou implementaci ziskanych modelu byla

navrzena Bayesovsk4 sit.

3.5.8 Analyza pomoci Bayesovskych siti

Bayesovské sité (BS) predstavuji perfektni néstroj dovolujici kombinaci vice zkou-
manych jevu a snadnou aktualizaci odhadu jejich pravdépodobnosti. BS dovoluji
zadat vychozi pravdépodobnost néjakého jevu (v tomto piipadé pravdépodobnost
barvy o¢i nebo biogeografického ptuvodu zkoumané osoby), néasledné zadat aktuali-
zujici informace (v tomto piipadé zjisténé genotypy) a v zavéru vypocitat vyslednou
pravdépodobnost jevu se zapoc¢tenim aktualizujicich informaci. BS pfestavuji orien-
tovany acyklicky graf, v némz Sipky predstavuji pricinné spojeni. Tvorba siti podléha
Bayesovu zékonu, ktery je zde uveden v nejjednodussi formé (viz rovnice 3.15).
Slovné lze tuto rovnici popsat takto: pravdépodobnost A za predpokladu B se rovna
pravdépodobnosti B za predpokladu A, kterd je vyndsobena pravdépodobnosti A a
vydélena pravdépodobnosti B.

Pr(BJA) x Pr(A)

Pr(A|B) = Pr(D)

(3.15)
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BS se skldda z uzlu (rodicovskych a détskych) a ze Sipek. Uzel je proménna,
ktera muze nabyvat ruznych stavu; Sipky urcuji podminénost mezi proménnymi.
Na obrazku 3.8 jsou zobrazena mozna spojeni uzlu v BS. Obrazek 3.8a predstavuje
spojeni typu ,nepiimd pri¢ina‘“: proménna A je podminéné nezavisla na proménné
C za predpokladu B. Proto, uréujeme pravdépodobnost A jako Pr(A|B) a ne jako
Pr(A|B,C). A lze oznagcit jako rodicovsky uzel, B jako détsky uzel ve vztahu k A
a rodicovsky ve vztahu k C. Druhy typ spojeni je ,spoleéna pficina“ (viz Obrazek
3.8b): na proménné A zavisi jak proménnd B, tak i proménnd C. Posledni typ spojeni
je ,spolecny tucinek“ (viz Obrazek 3.8c): proménnd C je zavisld na proménné A a

B. Proto se pravdépodobnost C urcuje jako Pr(C|A,B).

)
JORENONNONO

Pr(B|A) Pr(B|A)

Pr(C|B) Pr(C|A) Pr(C|A,B)

Obrazek 3.8: Typy spojeni uzlu v Bayesovskych sitich

Proces tvorby BS zahrnuje 3 kroky. Prvni je definovani proménnych, které bu-
dou v BS. Vybér proménnych zavisi na znalostech o daném tématu a irovni detailu,
na kterych ma byt BS vytvorena. Dalsi krok je urcovani vztahtt mezi proménnymi.
Vztahy jsou urcovany Sipkami a uzly lze spojit tfemi vyse uvedenymi zpusoby. Po-
slednim krokem je urc¢eni pravdépodobnosti stavu, kterych proménné mohou nabyt.
Protoze pro BS plati pravidlo podminéné nezavislosti, pravdépodobnost détského
uzlu je podminéna jenom nejbliz§imi rodicovskymi uzly. Takto vytvofend sit md
vychozi hodnoty pravdépodobnosti a je pripravena pro aktualizaci a nasledném od-
hadu vysledné pravdépodobnosti. V nasem piipadé, je po vneseni dukazu v podobé

vysledku genotypizace konkretniho vzorku aktualizovana vychozi pravdépodobnost
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barvy oci a biogeografického puvodu. Pomoci BS 1ze spocitat i vérohodnostni pomeér,
ktery urcuje pravdépodobnost ziskanych genotypu za predpokladu dvou, vzajemné
se vylucujicich hypotéz (svétlé vs. tmavé oc¢i nebo béloch vs. asiat).

BS pro studii fenotypovych SNP byly vytvoreny v programu Hugin Lite v7.6
(Hugin Expert A/S, Aalborg, Dénsko). BS byla vytvofena po vybéru nejlepsiho mo-
delu pro urcovani barvy oci a biogeografického puvodu a byla slozena z nasledujicich
uzl: barva oci, biogeograficky puvod a markery SNP, které byly vybrany v ramci

analyzy MDR.

3.5.9 Validace vytvoireného modelu

Valida¢ni studie byla provedena na 128 vzorcich: 47 Cechtt, 39 Japonct zijicich v To-
kiu (JPT) a 42 Han Cffaniti Zijicich v Pekingu (CHB). Pro validaci vytvofenych mo-
delu byla pouzita vytvorena BS. Pro urceni fenotypu byla stanovena hranice vysledné
pravdépodobnosti 0,7, ktera se ukézala jako kompromis mezi mirou chybného urceni
fenotypu a podilem vzorku, u nichz nebylo mozné udélat zaveér o fenotypu [67]. Po
provedeni urceni fenotypu byly uréeny parametry, které hodnoti robustnost BS. Pro
svetlou barvu oc¢i byla stanovena senzitivita, kterd méti podil skutecné svétlookych
osob, u kterych byla predikovana svétla barva o¢i. Déle byla odhadnuta specifita,
ktera urcuje procento tmavookych osob, u kterych byla predikovana tmava barva
o¢i. Pozitivni predikéni hodnota (PPH) udavéa podil skuteéné svétlookych osob ze
vSech osob, u kterych byla predikovana svétla barva oci. Negativni predikéni hodnota
(NPH) je podil skuteéné tmavookych osob ze vsech osob, které byly predikovany jako
tmavooké. Poslednim stanovenym parametrem byla piresnost modelu, ktera se rovna
podilu osob se spravné uréenou barvou o¢i ze vSech testovanych vzorki. Vsechny

vyse uvedené parametry byly také stanoveny pro ur¢ovani biogeografického puvodu.
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4 VYSLEDKY

4.1 Investigator DIPplex
4.1.1 Optimalizace amplifikace a fragmentacni analyzy

Bylo zjisténo, ze optimalni mnozstvi DNA v reakci o objemu 12,5 pl je 0,5 ng (viz
Obrézek 4.1). Vyssi mnozstvi zpusobuje vytazené a abnormadlné tvarované piky.
Bylo pozorovéano selhani amplifikace lokustu nebo jednotlivych alel. Nejcastéji k vy-
padnuti alel a nebo lokusu dochazelo u markertu rs161090, rs2307956 a rs1610937.
Nebyla nalezena korelace mezi velikosti amplikonu vypadlého lokusu a frekvenci vy-
padnuti tohoto lokusu. Nejlepsi vysledky fragmentacni analyzy byly dosazeny po
desetindsobném naredéni smési PCR po amplifikaci pred nasazenim vzorku na frag-

mentacni analyzu.
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Obrazek 4.1: Geneticky profil vytvoreny pomoci sady Investigator DIPplex na
zakladé analyzy 0.5 ng templatové DNA
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4.1.2 Populacni parametry

Za vyse uvedenych podminek byly ziskany genotypy pro sadu Investigator DIP-
plex 55 osob z Ceské republiky. Po provedeni testu na rovnovdhu HWE a pouzit{
Bonferroniho korekce bylo zjisténo, ze vSechny zkoumané markery byly v HWE
(viz Tabulka 4.1), p-hodnota byla >0,042. Prumérna heterozygozita zkoumaného
souboru byla 0,457, jejiz hodnota byla jenom nepatrné mensi nez genova diverzita
(0,496). Intrapopulaéni koeficient inbreedingu byl v pruméru 0,057. Provedeny test
LD nezjistil statisticky signifikantni vazebnou nerovnovahu mezi zkoumanymi lokusy

(=0,0017 po provedeni Bonferroniho korekce).

4.1.3 Forenzni parametry

CPM pro sadu Investigator DIPplex byla 1 z 6,8x10'2. Tato hodnota CPM je mens{
nez u bézné pouzivanych sad STR markeru, ale je srovnatelna s hodnotami CPM
pro ostatni INDEL sady (viz Tabula4.2).

Hodnoty PM, PD, PIC a API pro jednotlivé lokusy jsou piedstaveny v ta-
bulce 4.3. Prumérna PD byla lehce nad 60%. Tato hodnota znamend, ze existuje
60% pravdépodobnost ndhodného vybéru dvou osob s ruznymi genotypy téhoz po-
lymorfizmu INDEL. CPD celé sady markeru dosahla hodnoty 99,9999999999%. In-
formaé¢ni obsah (PIC) jednotlivych polymorfizmu obsazenych v této sadé markeru
INDEL byl v pruméru 0,485, coz odpovida PIC pro bialelické markery. API byl
prumérné 1,41. Kombinovany prumérny paternitni index byl u vySetfovanych trii
pres 25000. Pravdépodobnost otcovstvi dosdhla 99,99%, pokud byla zvolena 50%
vychozi pravdépodobnost. Ovsem pokud byla sada Investigator DIPplex pouzita
spolecné se sadou markeru STR, napiiklad PowerPlex 16, dokazala zvysit celkovy
paternitni index o nékolik fadu (viz Tabulka 4.4).

Pocet ucinnych markeru zkoumané sady INDEL byl na zdkladé charakteristik
jednotlivych polymorfnich markert stanoven na 29,76, coz se shoduje se skuteé¢nym

poctem markeru obsazenych v Investigator DIPlex.
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Tabulka 4.1: Popula¢ni parametry markeru Investigator DIPplex v ¢eské populaci

rs &islo p(+) p(-) p-hodnota* Fis Hex He
rs1611048 | 0,5455 | 0,4545 0,198 0,047 | 0,459 | 0,473
152307959 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
52308292 | 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 20,027 | 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 20,035 | 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 20,091 | 0,495 | 0,545

*p-hodnota Fisherova testu, Frg - koeficient inbreedingu, Hex - genovd diverzita, He

- pozorovand heterozygozita

Tabulka 4.2: Srovnani celkové pravdépodobnosti shody ruznych sad markeru

Sada markeru Typ markera | Pocet markeru Populace CPM
PowerPlex 16 STR 15 bélosska 1z 1,8x1017
Pimenta, Pena [46] INDEL 40 bélosska 1z 2,9%1016
Pereira et al. [47] INDEL 38 bélosska 12z 2,8%x1014
Li et al. [48] INDEL 29 asijska 12z1,1x1011
Tato studie INDEL 30 bélosska (Ceéi) 1z 6,8x1012

CPM - celkovd pravdépodobnost shody
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Tabulka 4.3: Forenzni parametry markeru DIPplex v ¢eské populaci

rséislo | PM | PD | PIC | API
rs1611048 | 0,367 | 0,633 | 0,496 | 1,41
152307959 | 0,367 | 0,633 | 0,496 | 1,44
rs1611001 | 0,390 | 0,610 | 0,472 | 1,41
152307652 | 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

152307570 | 0,350 | 0,650 | 0,494 | 1,32
rs2308163 | 0,446 | 0,554 | 0,480 | 1,25
1s8190570 | 0,355 | 0,645 | 0,489 | 1,23
152307433 | 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

156481 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
152067235 | 0,388 | 0,612 | 0,492 | 1,27

rs17238892 | 0,371 | 0,629 | 0,499 | 1,34

1s2307956 | 0,372 | 0,628 | 0,483 | 1,51
rs2307924 | 0,396 | 0,604 | 0,494 | 1,20
1517878444 | 0,403 | 0,597 | 0,434 | 1,51
rs3081400 | 0,401 | 0,599 | 0,500 | 1,18

PM - pravdéepodobnost ndahodné shody, PD - diskriminacni sila, PIC - informacni

obsah polymorfizmu, API - prumérny paternitni index

Tabulka 4.4: Ptiklad pouziti kombinaci markerti INDEL a STR pro urceni otcovstvi

Sada markert CPI W (%)
PowerPlex16 54116364 99,99999
DIPplex 49366 99,99

Combined 2,67x1012 | 99,9999999999

CPI - celkovy paternitni index, W - pravdépodobnost otcovstvi za predpokladu 50%

vychozi pravdépodobnosti
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4.1.4 Mezipopulacni porovnani

Vysledky studie ¢eské populace byly srovnany s némeckou, indidnskou, japonskou
a africkou populaci. Alelické frekvence markeru ze sady Investigator DIPplex byly
pro tyto populace ziskdny ze stranek vyrobce (http://www.qiagen.com). V tabulce
4.5 jsou hodnoty x? testu (hladina vyznamnosti po Bonferroniho korekei - 0,002).
7 vysledku je patrné, ze se alelické frekvence statisticky vyznamné nelisi u ¢eské a
némecké populace. Nejvétsi rozdily ve frekvenci alel jsou mezi c¢eskou a indidnskou
populaci. Celkem zde bylo nalezeno 5 lokusu, jejichz frekvence se statisticky vyznamné
lisila u osob z ¢eské a indianské populace: 1s2307959, rs1610937, rs2308072, rs16388 a
rs1630935. Porovnani ¢eské a africké populace vedlo ke zjisténi 4 lokusu s odlisnymi
frekvencemi: rs1610937, rs2307581, rs6481 a rs1610935. Mezi ceskou a japonskou po-
pulaci byl nalezen statisticky vyznamny rozdil ve frekvencich alel ve dvou lokusech:

rs1305047 a rs2307956.

60



Tabulka 4.5: Mezipopula¢ni srovnani alelickych frekvenci markert obsazenych v sadé

Investigator DIPplex - hodnoty 2 testu

¢islo rs CZ-GE | CZ-AMI CZ-JA CZ-AF
rs1611048 0,0381 0,0448 2,6290 7,7671

152307959 0,0733 12,7591 1,0822 3,6698

rs1611001 | 0,7336 5,7277 1,7534 0,1756
1s2307652 | 0,5417 6,4793 4,1583 9,6639
rs1610905 | 0,6073 0,0698 1,2117 0,0886
51305047 | 10,0762 0,1207 | 10,8199 | 0,5862

rs1610937 1,4880 12,6169 0,3321 19,0390

rs2308292 | 0,0408 0,9534 0,3996 0,0005
1516438 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 | 10,0003 - - -
rs1305056 | 5,0535 3,0442 0,0001 2,0177
rs2308072 | 0,2416 | 11,8779 | 0,0009 1,8346

152307581 | 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
52307956 | 0,0132 1,6532 | 11,6738 | 0,7685
rs2307924 | 0,3081 2,4906 0,6448 2,5434

rs17878444 0,6899 - - -

rs3081400 0,9534 - - -

statisticky vyznamné hodnoty \? testu, CZ - ceskd populace, GE - némeckd

populace, AM - americti indidni, JA - japonskd populace, AF - africkd populace
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4.2 Mentype® Argus X-8
4.2.1 Populaéni parametry

Test HWE, ktery byl proveden na souboru obsahujicim zenské vzorky, neukézal
zadné statisticky vyznamné odchylky (viz Tabulka 4.6). Vsechny hodnoty byly vyssi
nez hladina vyznamnosti, kterd byla 0,00625 po Bonferroniho korekci. Pozorovana
heterozygozita byla v pruméru 0,8131. LD neodhalil statisticky vyznamnou vazebnou
nerovnovahu mezi zkoumanymi markery. Hodnota vyznamnosti byla pro tento test

stanovena na 0,00178 po Bonferroniho korekci.

Tabulka 4.6: Vysledky testu HWE pro markery ze sady Argus X-8

Poz. Het. | O¢. 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) - pozorovand heterozygozita, O¢. Het. (E)- oéekdvand heterozygozita

V tabulce 4.7 jsou alelické frekvence markeru ze sady Argus X-8 u souboru
obsahujictho 99 zen a 78 muzu. V lokusu DXS10135 bylo zjisténo nejvice alel -25,
DXS7423 a DXS8378 meély nejméné - 5. Pomoci této studie byly poprvé nalezeny
nasledujici alely: alela 15.3 v DXS10135, 30.2 a 37.1 v DXS10134.

Frekvence haplotypu jsou uvedeny v tabulce 4.8. Tyto frekvence byly spocitany
ze vzorku 78 muzu, protoze u nichz haplotyp odpovida jejich jedinému chromozému
X. Nejvice zjisténych haplotypu (37) bylo v prvni vazebné skupiné (Linkage group -
LG1). Nejcastéjsi 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 markeru 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 - - - f B B B

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 B B f - - 0,0471 0,05435 -

33.2 - - - - - 0,01087 - -

34 0,00362 - - - - 0,01812 0,12681 -

34.2 - - - - - 0,00362 - -

35 B B B f - - 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 haplotypu markeru 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 | 00128 | 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 10,0513 | 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 | 0,038 | 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 - proni vazebna skupina DXS10135 - DXS8378, LG2 - druhd vazebnd skupina
DXS7132 - DXS1007}, LGS - treti vazebnd skupina HPRTB - DXS10101, LG4 -
cturtd vazebnd skupina DXS10134 - DXS7423, Frek. - frekvence haplotypu
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4.2.2 Forenzni parametry

Hodnoty forenznich parametri markeru ze sady Argus X-8 zjisténych v populaci
stfedniho Chorvatska jsou uvedeny v tabulce 4.9. Marker DXS10135 meél nejvyssi
- DXS7423 (PIC=0.6447) a DXS8378 (PIC=0,6316). PIC se pro celou sadu markeru
dosahoval hodnoty 0,999998. PD dosahovala u muzu hodnot od 0,6922 do 0,9345, u
zen od 0,8447 do 0,9918. CPD celého souboru markeru dosdhla hodnoty 99,9999%
u muzskych vzorku a 99,99999999% u zenskych vzorku.

Tabulka 4.9: Forenzni parametry markeru ze sady Argus X-8

Marker | PDy, | PDp PIC | MECpgr | MECr | MEC)
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

PDys - diskriminacni sila pro muze, PDg - diskriminacni sila pro Zeny, PIC - in-
formacni obsah polymorfizmu, MECpgr - prumérnd pravdépodobnost vylouceni pro
deficientni tria, MECT - prumérnd pravdépodobnost vylouceni pro tria, MECp -

prumérnd pravdépodobnost vylouceni pro dua

4.2.3 Mezipopulacni porovnani

Haplotypové frekvence stfedochorvatské populace byly pro kazdou vazebnou sku-
pinu srovnény s haplotypovymi frekvencemi populace Ugandy, Japonska a Némecka
[109] (viz Tabulka 4.10). Hladina vyznamnosti byla 0,0125 po Bonferroniho korekei.
Statisticky vyznamné odchylky ve frekvencich haplotypt byly nalezeny u vsech LG
po porovnani stfedochorvatské a japonské populace. Porovnani stfedochorvatské

populace a populace Ghany odhalilo statisticky vyznamnou genetickou vzdalenost
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u LG2 a LG3. Po porovnani mezi stfedochorvatskou a némeckou populaci nebyly

nalezeny zadné statisticky vyznamné odchylky ve frekvencich haplotyp.

Tabulka 4.10: Srovnani haplotypovych frekvenci markeru ze sady Argus X-8

Japonsko [109] Ghana [109] Némecko [109]

LG Fsr p-hodnota Fsr p-hodnota For p-hodnota
1 |0,00869 | 0,00901* | 0,00697 | 0,54050 | 0,00454 | 0,02703
2 1 0,01495 | 0,00000% | 0,01554 | 0,00000* | -0,00056 | 0,48649
3 10,01058 | 0,00901* | 0,01329 | 0,00000% | 0,00471 | 0,01802
4 10,02273 | 0,00000* | 0,00686 | 0,03604 | 0,00386 | 0,05405

* statisticky viyznamné hodnoty, LG - vazebnd skupina, Fsr - mezipopulacni gene-

tickd vzddlenost

Bylo provedeno srovnani alelickych frekvenci mezi stfedochorvatskou, jihopol-
skou a bosenskou populaci (viz Tabulka 4.11). Polskd populace byla vybréna, ne-
bot patif - stejné jako stiedochorvatska - do slovanské populace. Bosna a Herzego-
vina sdili s Chorvatskem spole¢nou hranici. Test LD neodhalil zadnou statisticky
vyznamnou vazebnou nerovnovahu mezi stiedochorvatskou, polskou a bosenskou

populaci («=0,006 po Bonferroniho korekei).

Tabulka 4.11: Srovnani alelickych frekvenci markeru ze sady Argus X-8

Polsko [110] Bosna [111]

Fsr p-hodnota Fgr 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

For - mezipopulacni geneticka vzdalenost
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4.3 Decaplex X-STR

4.3.1 Populaéni parametry

V tabulce 4.12 jsou predstaveny alelické frekvence markeru ze sady Decaplex X-STR.

U markert bylo detekovano v praméru 7 alel. Nejmensi pocet alel byl 6 (DXS8378,
DXS7133, DXS7423), nejvetsi 12 (DXS6809, DXS6789).

Tabulka 4.12: Alelické frekvence markeru

ze sady Decaplex X-STR

Alela

DXS8378 DXS9898

DXS7133

GATA31E08

GATA172D05

DXS7423

DXS6809

DXS7132

DXS9902

DXS6789

0,144

0,005

0,196

8.3

0,028

10

0,287

11

0,224

12

0,116

13

0,004

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

Po provedeni testu na HWE bylo zjisténo, ze ani jeden z markeru ze sady X-STR

Decaplex, nevykazoval odchylku od HWE (viz Tabulka 4.13), hladina vyznamnosti

byla 0,005 po Bonferroniho korekci.
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Tabulka 4.13: Vysledky testu HWE pro markery ze sady Decaplex X-STR

Marker Poz.Het. | O¢.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) - pozorovand heterozygozita, O¢. Het. (E)- oéekdvand heterozygozita

Test vazebné nerovnovahy neukazal u muzskych vzorku statisticky vyznamnou
vazbu mezi zadnym parem lokustu. U zenskych vzorku byla nalezena vazebna ne-
rovnovaha mezi lokusy DXS6809 a DXS6789 (p=0,0000). Hladina vyznamnosti u
obou testu byla 0,0011 po Bonferonniho korekci. Tento vysledek mohl byt zptisoben

skutecnosti, ze vzdalenost mezi obéma markery je 500Kb (viz Tabulka 4.14).

4.3.2 Forenzni parametry

VVVVVV

kerti ze sady Decaplex X-STR. Prumérna PD,, byla 0,740579, prumérnd PDp -
0,885909. Nejvetsi diskriminacni silu mél marker DXS6809, jehoz PDp doséhla hod-
noty 0,947488, PD,,; byla stanovena na 0,824425. Nejmensi diskriminacni silu meél
marker DXS7133: PD r=0,808208, PD,;=0,643052. Celkova PDr byla 0,999999999,
celkova PD; byla 0,999998903. MEC pro tria byla v rozsahu od 0,802740 (DXS6809)
do 0,578671 (DXS7133). Celkova MEC pro tria byla 0,999994966. MECp, pro dua
byla v rozmezi 0,432549 — 0,687116. Celkova MECp dosédhla hodnoty 0,999772143.

4.3.3 Mezipopulacni porovnani

V tabulce 4.16 jsou vysledky srovnani ¢eské populace s jinymi populacemi (po-
pulace z Ugandy [112], severovychodniho Spanélska [113], Némecka [114] a Pol-

ska [115]). Srovnéni interpopula¢ni vzdalenosti mezi ¢eskou populaci a populaci
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Tabulka 4.14: Lokalizace markeru ze sady Decaplex X-STR na chromozému 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: Forenzni parametry markeru ze sady Decaplex X-STR

MECr | MECp PDy PDp
DXS8378 0,624845 | 0,478593 | 0,687624 | 0,839643
DX59898 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
DXS59902 0,639556 | 0,49416 | 0,698587 | 0,85012
DXS6789 0,706264 | 0,569194 | 0,741414 | 0,897984

MECy - prumérnd pravdépodobnost vylouceni pro tria, MECp - prumérnd
pravdépodobnost vyloucent pro dua, PDy; - diskriminacni sila pro muZe, PDp - dis-

kriminacni sila pro Zeny

Ugandy odhalilo signifikantni rozdily (p<0.05) ve vSech lokusech kromé DXS7423.
Oproti tomu populace severovychodniho Spanélska se statisticky vyznamné lisila od
ceské populace jenom ve ¢tytech lokusech z deseti: DXS9898, DXS7133, DXS7423 a
DX859902. Nasledné byla ceska populace srovnana s geneticky vice ptibuznymi po-

pulacemi - némeckou a polskou. Srovnani ceské a némecké populace odhalilo statis-
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ticky vyznamnou genetickou vzdédlenost jenom v jednom lokusu ze ttech (DXS7133).
Srovnani s polskou populaci neodhalilo zadnou statisticky vyznamnou genetickou

vzdalenost.

Tabulka 4.16: Porovnani genetickych vzdéalenosti mezi ¢eskou populaci a ostatnimi

populacemi

Marker Uganda [112] SV Spanélsko [113] Polsko [115] Némecko [114]
Lokus Fgsr p-hodnota Fgsr p-hodnota Fgsr p-hodnota Fgsr 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 - - - -

Fsr - mezipopulacni genetickd vzddlenost, SV Spanélsko - severovijchodni Spanélsko

4.4 Fenotypové SNP

4.4.1 Populacni parametry

Tato studie zjistila, ze marker rs6119471 je monomorfni v bélosské a asijské popu-
laci. Déle bylo zjisténo, ze zadna osoba ze 100 vysetfenych bélochti neméla geno-
typ GG v markeru rs1426654, ovsem byly nalezeny 2 heterozygoti AG. Test HWE,
ktery byl proveden zvlast pro bélosské a asijské vzorky, neodhalil Zddné statisticky
vyznamné odchylky (viz Tabulka 4.17). Hladina vyznamnosti tohoto testu byla sta-
novena na 0,0023 po Bonferroniho korekci. Nejnizsi p-hodnota byla 0,005 u rs7495174
a 1512913832 v bélosské populaci.
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Tabulka 4.17: Vysledky testu HWE pro fenotypové markery

rs &islo Populace Poz. Het O¢. Het p-hodnota
rs16891982 bélosska 0,16000 0,14720 1,00000
rs16891982 asijskd 0,48390 0,44800 1,00000
rs12203592 bélosska 0,14000 0,14720 0,47860
rs12203592 asijskd 0,06452 0,06243 1,00000
rs35264875 bélosska 0,32000 0,2952 0,73230
rs35264875 asijskd 0,19350 0,17480 1,00000
rs1393350 bélosska 0,33000 0,32590 1,00000
rs1393350 asijskd 0,09677 0,09209 1,00000
rs12821256 bélosska 0,22000 0,19580 0,60050
rs12821256 asijskd 0,03226 0,09209 0,04918
rs2031526 bélosska 0,28000 0,29520 0,51540
rs2031526 asijskd 0,74190 0,49170 0,00968
rs12896399 bélosska 0,48000 0,46620 0,83310
rs12896399 asijskd 0,38710 0,38290 1,00000
rs1800407 bélosska 0,16000 0,14720 1,00000
rs1800407 asijska 0,06452 0,12070 0,09753
rs7495174 bélosska 0,19000 0,27560 0,00462
rs7495174 asijskd 0,16130 0,24820 0,09300
rs12913832 bélosska 0,33000 0,46360 0,00477
rs12913832 asijska 0,48390 0,42510 0,67800
rs916977 bélosska 0,31000 0,32590 0,55210
rs916977 asijskd 0,51610 0,49950 1,00000
rs1426654 bélosska 0,02000 0,01980 1,00000
rs1426654 asijska 0,41940 0,49170 0,46920
rs4778138 bélosska 0,36000 0,32000 0,34710
rs4778138 asijskd 0,51610 0,48700 1,00000
rs1545397 bélosska 0,14000 0,13020 1,00000
rs1545397 asijska 0,54840 0,49790 0,72510
rs4778241 bélosska 0,36000 0,37500 0,78890
rsd778241 asijskd 0,48390 0,49170 1,00000
rs1667394 bélosska 0,31000 0,33760 0,3837
rs1667394 asijskd 0,48390 0,50000 1,00000
rs258322 bélosska 0,17000 0,15560 1,00000
rs258322 asijskd 0,54840 0,49170 0,71800
rs1805007 bélosska 0,09000 0,08595 1,00000
rs1805007 asijskd 0,00000 0,00000 1,00000
rs885479 bélosska 0,12000 0,11280 1,00000
rs885479 asijskd 0,48390 0,49790 1,00000
rs4911414 bélosska 0,43000 0,44560 0,82210
rs4911414 asijska 0,32260 0,31220 1,00000
rs1015362 bélosska 0,42000 0,42000 1,00000
rs1015362 asijskd 0,35480 0,33140 1,00000
rs6119471 bélosska 0,00000 0,00000 1,00000
rs6119471 asijska 0,00000 0,00000 1,00000

Poz. Het. (O) - pozorovand heterozygozita, Oc¢. Het. (E)- oc¢ekdvand heterozygozita

71



Tabulka 4.18: Vysledky analyzy LD pro markery umisténé na 15. chromozému

SNP

rs916977

rs12913832

rs1545397

rs1667394

rs1800407 rs4778138

rs4778241

rs7495174

rs916977

x

+

+

+ +

+

rs12913832

+

x

+

rs1545397

+

rs1667394

+

+

rs1800407

A CAENE:

rs4778138

rs4778241

]

rs7495174

+

+ statisticky vjznamny vysledek (p<0,0002)

Tabulka 4.19: Vzdalenost mezi markery SNP umisténé na 15. chromozému v oblasti

OCA2-HERC2

Marker | Pozice | Vzdalenost (Kb)*
rs1545397 | 28187772 0
rs1800407 | 28230318 42,546
rs4778138 | 28335820 105,502
rsd778241 | 28338713 2,893
rs7495174 | 28344238 9,525

rs12913832 | 28365618 21,38

rs916977 | 28513364 147,746

151667394 | 28530182 16,818

* Vzddlenost od predeslého markeru dle GRCh37.p5

Z porovnani 231 paru SNP odhalil test LD 27 pripadu statisticky vyznamné

vazebné nerovnovahy, z toho 15 bylo mezi markery SNP lokalizovanymi na ruznych

chromozomech nebo chromozomaélnich oblastech. Ovsem 12 pripadu vazebné ne-

rovnovahy, které jsou uvedeny v tabulce 4.18, bylo mezi markery lezicimi na 15.

chromozému v oblasti OCA2-HERC2. Tyto vysledky mohou byt vysvétleny malou

vzdélenosti mezi témito markery (viz Tabulka 4.19).

4.4.2 Asociacéni test

Vysledky asocia¢niho testu byly rozdilné pro souhrnna data a pro bélosska data. U

3 markeru SNP byla zaznamenana statisticky vyznamna asociace s barvou oc¢i jak

u souhrnnych, tak i u bélosskych vzorku: 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, 154778241 v genuOCA2 a rs885479 v genu MC1R vykazovaly statisticky

vyznamnou asociaci s barvou o¢i jen u souhrnnych vzorku. Hladina vyznamnosti

byla stanovena na 0,0023 po Bonferroniho korekci.

Tabulka 4.20: Vysledky asocia¢ni studie urcovani barvy o¢i provedené s pouzitim

bélosskych vzorku

Marker | MA | MAF(S) | MAF(T) x> 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
1535264875 | T 0,1702 0,1887 0,1151 0,7344 | 0,8821 | 04271 | 1,822
151393350 A 0,2021 0,2075 | 0,008978 0,9245 0,9673 | 0,486 | 1,925
512821256 | 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
1s7495174 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
11426654 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
151545397 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
51667394 | G | 007447 | 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

1885479 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 vyznamny vysledek (p<0,0023), MA - minoritni alela, MAF(S) -

frekvence minoritni alely u svétlookyjch osob, MAF(T) - frekvence minoritni alely u

tmavookych osob, OR - odds ratio, D95 - dolni mez 95% intervalu spolehlivosti, H95

- horni mez 95% intervalu spolehlivosti

Asociacni test urcovani biogeografického puvodu odhalil statisticky vyznamné
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Tabulka 4.21: Vysledky asociac¢ni studie urcovani barvy oc¢i provedené s pouzitim

souhrnnych vzorku

Marker | MA | MAF(S) | MAF(T) | 2> | 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 | 04296 | 3,07
135264875 | T 0,1702 0,1548 | 0,1069 0,7437 1,12 | 05668 | 2214
rs1393350 | A 0,2021 0,1488 1,226 0,2681 1,449 | 0,7499 2.8
112821256 | 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 | 04147 | 1,328
rs12896399 | T 0,4043 0,3095 2,399 0,1214 1,514 | 08946 | 2,561
rs1800407 | A | 0,04255 | 0,09524 | 2,373 0,1235 04222 | 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 51,20 | 7,96E-13 | 0,1132 | 0,05931 | 0,2162

1s916977 | A | 0,06383 0,3869 31,85 | 1,67E-08 | 0,108 | 0,04466 | 0,2614
151426654 | 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 | 04841 | 0,2575 | 0,9103
rs1545397 | T | 0,07447 | 0,2143 8,580 | 0,003382 | 0295 | 0,1256 | 0,6928
rsd778241 | A 0,1596 0,4167 18,18 | 2,01E-05 | 0,2658 | 0,1414 | 0,4999
rs1667394 | G | 0,07447 | 0,3988 31,20 | 2,23E-08 | 0,1213 | 0,05291 | 0,2781

rs258322 | T | 0,08511 0,2143 7,198 | 0,0072908 | 0,3411 | 0,1513 | 0,7689
rs1805007 | T | 0,04255 | 0,02976 | 0,2973 0,5856 1,449 | 03795 | 5532

1885479 | 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 | 07716 | 2,288
rs1015362 | A 0,2979 0,2679 | 0,2702 0,6032 1,16 | 06633 | 2,027

statisticky vyznamny vysledek (p<0,0023), MA - minoritni alela, MAF(S) -

frekvence minoritni alely u svétlookych osob, MAF(T) - frekvence minoritni alely u

tmavookijch osob, OR - odds ratio, D95 - dolni mez 95% intervalu spolehlivosti, H95

- horni mez 95% intervalu spolehlivosti

odchylky (a=0,0023 po Bonferroniho korekci) u 10 markert SNP (viz Tabulka 4.22).

Cést téchto markert signifikantné asociuje s barvou oéf (rs16891982, rs12913832,
rs916977, rs1426654, rsd778241, rs1667394, rs885479). Ostatni markery (rs2031526,
rsd 778138, rs1545397, rs258322) neasociovaly statisticky signifikantné s barvou oéi.
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Tabulka 4.22: Vysledky asocia¢ni studie urcovani biogeografického puvodu prove-

dené s pouzitim souhrnnych vzorku

Marker | MA | MAF(B) | MAF(A) x*> | 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
135264875 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 2431 | 0,7022 | 8414
rs2031526 A 0,18 0,5645 35,42 2,66 E-09 0,1693 0,09126 | 0,3142
1512896399 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

1916977 | A 0,205 04839 | 18,63 | 1,59E-05 | 02751 | 0,502 | 0,5037
151426654 G 0,01 0,5645 120 6,34E-28 | 0,007792 | 0,001773 | 0,03425
rsd 778138 G 0,2 0,4194 12,08 | 0,0005085 0,3462 0,1877 0,6383
rs1545397 T 0,07 0,4677 94,58 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
151667394 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 vyznamny vysledek (p<0,0023), MA - minoritni alela, MAF(B) -

frekvence minoritni alely u bélochi, MAF(A) - frekvence minoritni alely u asiati,

OR - odds ratio, D95 - dolni mez 95% intervalu spolehlivosti, H95 - horni mez 95%

intervalu spolehlivosti
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4.4.3 Analyza MDR

Pted vlastni analyzou MDR bylo provedeno filtrovani markeri SNP pomoci algo-
ritmu ReliefF. Soubor nésledné vybranych markeru se témér shodoval pro souhrnné
a belosské vzorky (viz Tabulka 4.23). Spoletné vybrané markery byly rs12913832,
rs916977, rs1667394 a rsd778241. Rozdil byl pouze v jednom markeru: u belosskych
vzorku byl vybran marker rs7495174, u souhnnych vzorku - rs16891982. Marker,
ktery byl vybran u souhrnnych vzorkiu, je asociovan s biogeografickym puvodem.
Zajimavé je, ze u vzorku rozdélenych dle biogeografického ptivodu byl vybran poly-

morfizmus rs12913832, ktery je spojen s barvou oci.

Tabulka 4.23: Vysledky filtrovani ReliefF

Svétlé vs. tmavé o¢i

Béloch vs. asiat
Souhrnné vzorky Bélosské 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 151426654 0,481
rs4778241 0,118 rs7495174 0,068 rs12913832 0,406

Nejlepsi modely pro ur¢ovani barvy oci a biogeografického puvodu byly vybrany
na zakladé nejvyssi miry predikce a nejvétsi hodnoty CV (viz Obrazek 4.2). Nej-
lepsi modely v této studii mély hodnoty CV 10/10. Vysledky analyzy MDR, stejné
jako asocia¢niho testu, se lisily v zavislosti na pouzitém souboru vzorku (viz Ta-
bulka 4.24). Nehledé na tuto skute¢nost zahrnovaly nejlepsi modely urcovani barvy
oCi pro oba soubory vzorku marker rs12913832. Mira predikce byla 0,8566 pro sou-
hrnné vzorky a 0,8549 pro bélosské vzorky. Na obrazku 4.3 je zobrazen vystup z pro-
gramu MDR pro nejlepsi model pro souhrnné vzorky obsahoval 2 SNP: rs12913832 a
rs916977. Nejlepsi model pro bélosské vzorky obsahoval navic jeden marker: rs7495174.
Nejvétsi mira predikce byla u modelu urcovani biogeografického puvodu, ktery ob-

sahoval markery rs1426654 a rs16891982. Tato mira predikce byla 0,9255.
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Obrazek 4.2: Vybér nejlepsiho modelu na zakladé miry predikce

Tabulka 4.24: Vysledky analyzy MDR

Svétlé vs. tmavé oci

Souhrnné vzorky

Bélosské vzorky

Béloch vs. asiat

Mira Mira Mira
SNP CcvVv SNP CvV SNP Ccv
predikce predikce predikce

rs12913832 0,8388 10/10 | rs12913832 0,8193 10/10 | rs1426654 0,8098 6/10
rs12913832 rs12913832 rs16891982

0,8566 10/10 0,7533 7/10 0,9255 10/10
rs916977 rs916977 rs1426654
rs16891982 rs7495174 rs16891982

0,8490 10/10 0,8549 10/10 0,8137 6/10
rs1291383 rs12913832 rs2031526
rs1667394 rs916977 rs1426654
rs16891982 rs7495174 rs16891982

0,7955 8/10 0,7569 10/10 0,7169 10/10
rs1291383 rs12913832 rs2031526
rs916977 rs916977 rs1291383
rsd4778241 rs4778241 rs1426654

statisticky vyznamny vysledek (p<0,0023), CV - cross validation

4.4.4 Rekonstrukce haplotypi

Pomoci analyzy MDR byly vybrany 3 markery pro urcovani barvy oci, které se

nachazeji na 15. chromozému v oblasti genui HERC2-OCA2. Proto byla pro tyto tfi

markery provedena rekonstrukce haplotyptu. V tabulce 4.25 jsou uvedeny vysledky
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rs12913832

AA AG GG
38

GG

rs916977

AA

Obrazek 4.3: Vystup analyzy MDR pro urceni barvy o¢i u souhrnnych vzorku

V' kazdé bunce predstavuje pruvni sloupec pocet svétlookijch osob a

druhy sloupec pocet tmavookych osob

rekonstrukce haplotypu rozdélené dle barvy oci osob. Nejcastéjsi haplotyp u obou
skupin byl AGG, ovSem u svétlookych lidi byla ¢etnost tohoto haplotypu 84,04%,

zatimco u tmavookych lidi 33,93%.

Tabulka 4.25: Vysledky analyzy 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 1s916977, Frek.(S) - frekvence u svétlookiyjch osob,
Frek.(T) - frekvence u tmavookych osob
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4.4.5 Vytvoreni Bayesovy sité

Byly vytvoreny 2 modely Bayesovych siti (BS) pro zjisténi, jak implementace bio-
geografického ptuvodu ovlivni parametry BS. Prvni BS (BS1) obsahovala markery,
které byly vybrany pomoci MDR pro urcovéani barvy o¢i (rs7495174, rs12913832 a
rs916977). Rodicovsky uzel ,Barva oci“ mél 3 détské uzly: ,rs7495174“) | rs12913832¢

a ,rs916977¢. Druhd BS (BS2), kterd je zndzornéna na obrazku 4.4, byla vytvorena
kombinaci nejlepsich modelu pro ur¢ovani barvy o¢i a biogeografického ptuvodu vy-
branych pomoci analyzy MDR a obsahovala nasledujci markery: rs7495174, rs12913832,
rs916977, rs1426654 a rs16891982. Rodicovsky uzel ,Puvod“ meél 3 détské uzly:
,Is1426654“, | rs16891982“ a ,,Barva o¢i“. Posledni uzel mél, stejné jako v piipadé
prvni BS, 3 détské uzly:,rs7495174¢, ,rs12913832“ a ,rs916977“.

PLviod

7
ST Beloch
0,0051 Asiat

rs16E91932
Barva aci

r=1426654
e]

rs16891932

rel1426654
I S A 0.0000 CC
0.0000 AG 0.0000 G0
0.0000 GG L]
r£129135332 ’ re916977
0.0000 Ad Barva oci o 0,0000 A4
0.0000 Ac | |ONNEIEEES Svetle 0.0000 AG
G5 [ | 8.5165 Tmave [ 100.00000 S5
rs7495174

[ 100.00000 A&

0.0000 AG

0.0000 GG

Obrazek 4.4: Vytvorena Bayesova sit pro urcovani barvy oc¢i a biogeografického

puvodu
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4.4.6 Validace Bayesovy sité

Validace vytvorené BS byla provedena s pouzitim jak bélosskych, tak i asijskych
vzorku. Pomoci téchto vzorku byly stanoveny dulezité parametry tspésnosti pro obé
BS (viz tabulka 4.26). U obou BS byla presnost urcovani barvy oci vice nez 98%.
Senzitivita a specificita pro urcovani barvy oc¢i dosahovaly u obou BS 96% a 98%.
Béhem validace byl biogeograficky puvod urcen spravné u vsech testovanych osob
(N=128). Proto vS8echny parametry této BS pro urcovani biogeografického puvodu
dosahly nejvyssi mozné hodnoty - 1,0. Mira neprukaznych vysledku byla mensi pro
BS2 (0,016), nez pro BS1 (0,133). Béhem urcovani biogeografického puvodu nebyl

zaznamenan zadny neprukazny vysledek.

Tabulka 4.26: Charakteristiky vytvorené Bayesovy sité pro urcovani barvy oci a

biogeografického puvodu

Svétlé vs. tmavé oci | Béloch vs. asiat
BS1 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
Pfesnost | 0,9817 0,9839 1,0000

BS - Bayesova sit, BS 1 — rs7495174, rs12913832, rs916977, BS 2 — rs16891982,
r$1426654, rs7495174, rs12913832, rs916977, PPH — pozitivni prediktioni hodnota,
NPH - negativni prediktivni hodnota

80



5 DISKUZE

5.1 Investigator DIPplex

V této casti studie byla testovana sada markeru Investigator DIPplex s cilem zjis-
tit, zda je tato sada vhodna pro pouziti v ceské populaci pro forenzni a pater-
nitni ucely. Bylo zjisténo, ze sada DIPplex je velmi citliva a vyzaduje malé vstupni
mnozstvi DNA (500 pg). Navic vyssi vstupni mnozstvi DNA zpusobuje vytazené a
abnormalné tvarované piky, coz bylo dolozeno také studiemi dalsich védeckych sku-
pin [116].Vytazeni piku je dédno designem sady Investigator DIPlex, kde dochdzi k
velikostnimu prekryvu alel ruznych polymorfismu znac¢enych ruznymi fluorecenénimi
barvami. Tato skutec¢nost pak zptsobuje, ze pokud je osoba homozygot v nékteré z
téchto alel, vysledkem analyzy jsou piky vytazené ve vSech barevnych kanalech.

Ani jeden ze 30 markeru INDEL obsazenych v sadé DIPplex nevykazoval od-
chylku od Hardy-Weinbergovy rovnovahy, coz dovoluje pouzit zakony Hardyho-
Weinberga pro odhad frekvenci genotypu v ¢eské populaci. Vazebna rovnoviha
zkoumanych markert svédci o jejich nezavislosti. Toto zjisténi umoznuje pouzit tak-
zvané ,produktové pravidlo“, dle kterého se prunik pravdépodobnosti nezavislych
jevu (v tomto piipadé to jsou genotypy v jednotlivych lokusech) rovna soucinu
pravdépodobnosti téchto jevi. Prumérna heterozygozita zkoumanych markert v
ceské populaci byla 0,46, tedy relativné vysoka, coz je velmi zadouci pro identifika¢ni
markery. Duvodem je to, ze vétsi heterozygozita zvysuje pravdépodobnost toho, ze se
genotypy osob ve zkoumanych markerech budou ligit. Témeér 50% prumérnd heterozy-
gozita svedci o tom, ze jsou zkoumané lokusy v ¢eské populaci vysoce polymorfni.
Hodnota heterozygozity byla srovnatelnd s hodnotami heterozygozity u bélosskych
populaci: danska populace - 0,49 [116], stFedospanélska - 0,49 [117], finské - 0,47
[118], korejska - 0,40 [119]. Nejvetsi rozdil v prumérné heterozygozité byl u korejské
populace, ktera zaroven vykazuje jeji nejnizsi hodnotu, coz muze byt zpusobeno tim,
ze sada DIPplex byla vyvinuta na populaci némecké.

Forenzni parametry, které byly zjistény v této studii, dovoluji hodnotit uzitecnost
metru, diskriminaé¢ni sila, nabyvala hodnot pro ¢eskou populaci v rozsahu od 0,554
do 0,656. Rozsah PD byl témér stejny jako ve finské populaci (0,548 - 0,656) [118]
. Pro §panélskou populaci byla nejvyssi hodnota PD rovnéd 0,645 [117]. Hodnoty
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PD v korejské populaci vykazovaly vétsi rozsah, od 0,211 do 0,647 [119], coz je nej-
pravdépodobnéji zptusobeno vyse zminénou nizsi heterozygozitou v nékterych mar-
kerech. CPD pro celou sadu markeru byla u ¢eské populace 99,9999999999 %, coz je
obdobné jako u ostatnich studovanych populaci. Pravdépodobnost ndhodné shody,
ktera souvisi s diskriminaéni silou, byla u ¢eské populace 1 z 6,8x10'2, coz je nizs{
hodnota nez u rutinné pouzivanych sad STR markert, ovSsem tato hodnota je srov-
natelna s ostatnimi studiemi sad markeru INDEL. Prumérny paternitni index v
kazdém ze zkoumanych markertu presahoval 1, coz naznacuje relativni uzitecnost
pro testovani paternity. API markeru INDEL byl zhruba o tfetinu mensi nez API
markeru STR [118]. Ovsem kombinovany paternitni index pro v8ech 30 markeru byl
kolem 27 000, takze vyslednd prumérna pravdépodobnost otcovstvi byla 99,99% za
predpokladu 50% vychozi pravdépodobnosti. I kdyz PI pro sadu DIPplex nedosahuje
hodnot PI pro STR lokusy, je pordd dostacujici pro prakticky prokazané otcovstvi.
Sada DIPplex muze také slouzit jako doplnujici sada markeru. Napiiklad po doplnéni
analyzy pomoci Powerplex 16 HS sadou DIPplex vzroste vysledna pravdépodobnost
otcovstvi z 99,99999 na 99,9999999999. Sada markeri INDEL muzZe byt obzvlast
uzitecnd v komplikovanych piipadech ur¢ovani otcovstvi, z duvodu nizké mutacni
rychlosti téchto polymorfizmu. S problémem ur¢ovani otcovstvi je také spojena de-
terminace maximalné informativnich markeri. V této studii byl pocet i¢innych mar-
kert stanoven na 29,76, coz je mirné vyssi hodnota, nez ve finské populaci - 28,32
[118].

Test porovnani alelickych frekvenci odhalil nejvice statisticky vyznamnych roz-
dilti mezi ¢eskou a indidnskou populaci. Zadné statisticky vyznamné rozdily ne-
byly nalezeny mezi ¢eskou a némeckou populaci. Tyto vysledky jsou podporovany
populaci. Relativné maly pocet markert, u nichz byly nalezeny statisticky vyznamné
odchylky, svédéi o robustnosti zkoumané sady markeru. Toto je velmi dulezité ve
forenzni genetice, naptiklad pro identifika¢ni analyzu vzorku z mista ¢inu, ktery za-
nechal pachatel neznamé narodnosti. Pravdépodobnost shody u robustni sady mar-
kert by neméla vyznamné kolisat v zavislosti na populaci, ¢imz se zvysi hodnota
vysledku analyzy pomoci této sady markeru.

Vysledky populaéni studie Investigator DIPplex v Ceské republice byly publi-

kovany v ¢asopise International Journal of Legal Medicine [120].
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5.2 Mentype® Argus X-8

Tato studie se zabyvala popula¢nim vyzkumem sady markeri Mentype® Argus X-
8, kterd se skldda ze 4 vazebnych skupin obsahujici dvojice markeri. Markery ve
dvojici jsou lokalizovany na chromozému X v tésné blizkosti.

Vsechny zkoumané markery ze sady Argus X-8 byly v HWE, coz je jednim
z kritérii pro pouziti mikrosatelitnich markeru ve forenzné-genetické praxi [121].
Dalsim kritériem je informace o vazebné nerovnovaze. I presto, ze markery jsou
ve vazebnych skupinach blizko u sebe, nebyl nalezen zadny par markeru, jejichz
vyskyt by ve studovanych vzorcich vykazoval vazebnou nerovnovahu. Vysvétleni
téchto vysledku muze byt nékolik: maly pocet zkoumanych vzorku, anebo vysoka
mutac¢ni rychlost zkoumanych markeri STR [26]. Stejné vysledky vazebné nerov-
novahy byly pozorovény také ve studiich na jinych populacich [122], [123].
Zkoumané markery se ukazaly jako vysoce polymorfni ve stfedochorvatské popu-
laci. Nejvétsi pocet alel mél marker DXS10135 - 25, nejmensi pocet mély DXS8378
a DXS7423 - 5.
hodnoty informacniho obsahu (PIC=0,9306) a diskriminacni sily u zen (PD »=0,9918)
i u muzi (PD;;=0,9345). Byl to také marker s nejvyssi pozorovanou heterozygozi-
tou (0,9596) a s nejvétsim poctem alel. Vysledky této studie se shodovaly s vysledky
jinych popula¢nich studii, v nichz byl marker DXS10135 nejlepsim ze vSech zkou-
manych markert ze sady Argus X-8 [122], [109]. Nejméné informativni marker byl
ve stiedo-chorvatské populaci DXS8378, jehoz hodnota informacniho obsahu byla
0,6316 a diskriminac¢ni sila byla pro zeny 0,8447 a pro muze 0,6922. DXS8378 vyka-
zoval nejmensi pozorovanou heterozygozitu - 0,6768. Ve studiich sady markeru Argus
X-8 ostatnich védeckych skupin byl nejméné informativni bud stejny marker jako
v této studii - DXS8378 [110], [124] nebo DXS7423 [122], [109]. Marker DXS7423
byl v této studii druhym nejméné informativnim. Ziskané vysledky naznacuji, ze
vytvorena sada markeru X-STR je vhodnd pro univerzalni pouziti v nezavislosti na
puvodu osoby.

Velmi dilezitym parametrem byla pro markery lokalizované na chromozému
X prumérnd sila vylou¢eni v pripadech urcovani otcovstvi. Duvodem je velkd in-
formativita téchto markeru nejen pro urcovani otcovstvi ditéte zenského pohlavi,

ale i v pripadech urcovani sourozenectvi a netplného sourozenectvi, kde nejsou au-
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tozomalni markery az tak uzitecné. Tuto skutecnost podporuje zjisténi, ze pokud
maji autozomalni markery a markery na chromozému X stejnou heterozygozitu a
hodnotu informacniho obsahu, potom markery umisténé na chromozému X maji
vétsi prumeérnou silu vylouceni otcovstvi [25]. Hodnoty prumeérné sily vylouceni pro
ruzné piipady dovoluji znazornit, jak je zkoumany marker uzitecny pro urcovani
pribuznosti. Velmi zajimavym parametrem je prumérné sila vylouceni napiiklad v
piipadé paternitniho tria, kde je misto naféeného otce vySetfovana jeho matka, tedy
udajna babicka ditéte (MEC pro deficientni piipady). Nejvyssi hodnota tohoto para-
metru byla u jiz zminéného markeru DXS10135 - 86,7%, nejnizsi u DXS8378 - 42%.
Jinymi slovy, pokud naiceny otec neni otcem, je pti pouzité markeru DXS10135 vice
nez 85% pravdépodobnost, ze bude otcovstvi v tomto markeru vylouceno. V pripadé
urcovani otcovstvi u dua nebo tria je k dipozici vice informaci, a proto jsou tyto
hodnoty vyssi, nez vyse zminény parametr, coz je podlozeno vysledky této studie.
Naptiklad pro marker DXS10135 je hodnota sily vylouceni v deficientnim piipadée
(babicka misto naiceného otce) 86,7%, v pripadé dua 87,4% a v piipadé tria 93%.
Pokud se jedna o pripad s poctem meidz vétsi nez jedna, jako naptiklad pti urcovani
uplného a netplného sourozenectvi, je velmi vhodné pouzit pro vypocet pribuznosti
misto jednotlivych lokusu haplotypy.

Protoze jsou zkoumané markery umisténé ve vazebnych skupinéch a jsou vhodné
pro urcovani pribuznosti, byly vypocitany frekvence haplotypu pro kazdou vazeb-
nou skupinu. Pozorovany pocet haplotypu u LG1 (DXS10135 - DXS8378), LG2
(DXS7132 - DXS10074), LG3 (HPRTB - DXS10101) a LG4 (DXS10134 - DXS7423)
byl 37, 30, 35, 30. Pocet moznych haplotypu pro tyto vazebné skupiny byl 3-4 krat
vysSi nez pozorovany pocet: 125, 91, 162 a 115. Nejcastéjsi 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%). Relativni homogenita haplotypu u vSech vazebnych skupin svédéi o vazbé.
Pouzivani haplotypové analyzy na X-chromozému by mohlo pomoci nejen v urcovani
pribuznosti, ale také pro urceni biogeografického puvodu, pokud bude shroméazdén
dostatek dat (haplotypovych frekvenci) u ostatnich svétovych populaci. Proto bylo
provedeno srovnani haplotypovych frekvenci, které odhalilo statisticky vyznamné
rozdily nejen mezi stfedo-chorvatskou, japonskou populaci a populaci Ghany, ale
také mezi sttedochorvatskou a némeckou populaci, které jsou si mnohem blizsi.

Protoze ne vsechny studie urcily haplotypové frekvence, bylo také provedeno
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porovnani genetické vzdélenosti populaci pomoci alelickych frekvenci. Byly vybrany
dveé blizké populace - polska, u které byly znamy alelické frekvence pro vSech 8 mar-
kert, a bosenska, ktera je velmi blizka chorvatské populaci a u které byly znamy frek-
vence 4 markeru. Porovnani genetickych vzdélenosti neodhalilo zadnou statisticky
vyznamnou odchylku, coz lze vysvétlit vyse zminénou piibuznosti porovnavanych

populaci.

5.3 Decaplex X-STR

Sada markerti Decaplex na rozdil od Mentype® Argus X-8 obsahovala markery na
chromozému X, které nejsou ve vazebnych skupindch (kromé jedné dvojice markeru
- viz ddle). Vsechny zkoumané markery byly v HWE, coz je, jak jiz bylo zminéno, ne-
zbytnym predpokladem pro forenzni markery [121]. Testovan{ vazebné nerovnovahy
mélo u této sady markeru v ¢eské populaci rozdilné vysledky u muzskych a zenskych
vzorku. Zatimco u muzskych vzorku po testovani vSech paru lokusu nebyla zjisténa
vazebnd nerovnovaha ani u jednoho paru, u zenskych vzorku byla zjisténa vazebna
nerovnovaha mezi markery DXS6809 a DXS6789. Vsechny markery ze sady Deca-
plex maji vzdalenost vétsi nez 5 Mb [30] kromeé jiz zminénych DXS6809 a DXS6789,
u kterych byla pozorovana vazebnd nerovnovaha. Vzdalenost mezi touto dvojici
markertu je kolem 500 Kb, takze zjisténd vazebnd nerovnovaha je nejen statisticky
vyznamna, ale je podlozena vysledky lokalizace markeru STR na chromozému X.
Na druhou stranu jsou vysledky vazebné nerovnovahy markeru na chromozému X
u muzskych vzorku vice spolehlivé nez vysledky vazebné nerovnovdhy u zenskych
vzorku. Duvodem je proces testovani vazebné nerovnovahy. Napriklad dva markery
jsou ve vazebné rovnovaze, pokud jsou frekvence vyskytu alely A jednoho mar-
keru a alely B druhého markeru na sobé nezavislé. Z toho néasledné vyplyva, ze
se frekvence haplotypu AB rovna soucinu frekvenci alel A a B. Proto je nezbytné
znat haplotypy testovanych vzorku, aby bylo mozné provést testovani vazebné ne-
rovnovahy. U muzskych vzorku jsou haplotypy markert na chromozému X znamé,
protoze muzi maji jenom jeden chromozom X, u zenskych vzorku je potfeba nejprve
provést rekonstrukci haplotypu, kterda ma urcitou miru presnosti, coz se predevsim
tyka rekonstrukce vzacnych haplotypu. Pokud se jedna o piibuzenskou analyzu, je
dle doporuéeni Mezindrodni spole¢nosti pro forenzni genetiku (International Society

for Forensic Genetics - ISFG) potieba pocitat s frekvenci haplotyptu pro markery
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DXS6809 a DXS6789 [30]. Z teoreticky moznych 144 haplotypu bylo pozorovéno 52
u 234 muzu, pricemz nejcastéjsi haplotypy byly 31-22 a 34-22. Pokud se jedna o iden-
tifikaci, mohou byt frekvence haplotypu odhadnuty pomoci frekvenci jednotlivych
alel [30].

Nejvice alel bylo nalezeno u polymorfnich markeri DXS6809 a DXS6789 (12
alel), nejméné u DXS7133, DXS7423 a DXS8378 (5 alel). Dva posledni markery byly
nejméneé informativni také u stiredochorvatské populace. Nejinformativnéjsi byl mar-
ker DXS6809, jehoz diskriminacni sila byla pro muze 82% a pro zeny 95%. Zajimavé
je, ze DXS6789 nebyl tak informativni, pravdépodobné proto, ze obsahoval alelu,
ktera meéla frekvenci 41%, a dalsi dvé alely s frekvenci 24% a 16%. Nejméné infor-
mativni byl marker DXS7133: PDf zde dosahovala hodnoty 81 %, PDy; 64%.

Porovnani genetické vzdalenosti pomoci alelickych frekvenci mezi ¢eskou, ugand-
skou, severovychodni §panélskou, némeckou a polskou populaci odpovidalo geoge-
rafickému rozlozeni populaci. Ceskéd populace se nejvice lisila od populace Ugandy,
severovychodniho Spanélska a Némecka. Porovnéni s nejblizsi, tedy polskou populaci
nezjistilo zadné statisticky vyznamné odchylky.

Dvé vyse popsané studie markert lokalizovanych na chromozému X Mentype®
Argus X-8 a Decaplex X-STR predstavuji dvé mozné varianty navrzeni sady X-
chromozomalnich markeri. Obé moznosti maji svoje vyhody a nevyhody. Pouziti
vazebnych skupin markeru je méné informativni v pripadé identifikace osob, ovsem
je velmi vhodné pro urcovani piibuznosti, obzvlast u komplexnich nebo deficientnich
pripadu. Sada Decaplex X-STR obsahujici nezavislé markery je vhodnéjsi pro tcely
identifikace. Pokud se pouzije pro ur¢ovani pribuznosti, nenastava problém nulovych
frekvenci, ktery se casto objevuje u haplotypové analyzy. Nulové frekvence jsou velmi
¢asto reportovany u vzacnéjsich haplotypu, protoze populacni studie zkoumajici
haplotypy tvorené vice markery potrebuje mnohem vétsi pocet vzorku nez populacni
studie zkoumajici jednotlivé markery.

Vysledky populaéni studie Decaplex X-STR v Ceské republice byly publikovany

v casopise International Journal of Legal Medicine [125].

5.4 Fenotypové SNP

Tato studie zjistila, ze marker rs6119471 neni polymorfni ve zkoumaném vzorku

bélosské a asijské populace. Toto zjisténi se shoduje s vysledky ostatnich studii, kde
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byl tento polymorfizmus zjistén jenom u africké populace [70]. Provedend studie
prokézala, ze marker rs12913832 je velmi silné asociovan s barvou oc¢i, ale muze byt
také pouzit jako marker biogeografického puvodu. Na obrazku 5.1 jsou znazornény
frekvence alel markeru rs12913832. Lze Tici, Ze oblasti vyskytu odvozené alely G
se shoduji s oblastmi vyskytu modré barvy oc¢i. V této studii mélo v bélosskych
vzorcich 20 osob v markeru rs12913832 genotyp AA, 33 genotyp AG a 47 genotyp
GG, ktery byl majoritni. Asijské vzorky vykazovaly opac¢nou tendenci: 14 osob mélo
genotyp AA, 15 osob genotyp AG a jenom 2 osoby genotyp GG. Vysledky asociacni
studie u souhrnnych vzorku bélochu a asiatu se shodovaly ve tfech markerech, ale
mély navic dalsi 4 statisticky vyznamné markery, které asociovaly s barvou oci:
rs1426654, rs16891982, rs4778241 a rs885479. Tato studie také potvrdila zjisténi
predeslych studii [126], ze SNP rs1426654 a rs16891982 jsou vhodné markery pro
urcovani biogeografického puvodu (viz Obrazek 5.2 a Obrézek 5.3). Ani jedna osoba
ze 100 zkoumanych bélochu neméla genotyp rs1426654 GG, zatimco z 31 zkou-
manych asiatu byl tento genotyp zjistén u 11 osob. Pro marker rs16891982 nebyl
nalezen mezi bélosskymi vzorky zadny homozygot CC, zatimco u asijskych vzorku
meélo genotyp CC 13 osob. Zajimavé je, ze oba vySe uvedené markery také asoci-
ovaly s barvou oc¢i, konkrétné alela G u rs1426654 a alely C rs16891982 s tmavou
barvou o¢i. To vede k domnénce, Ze se silna asociace s nebélosskym biogeografickym
puvodem promita i do asociace s tmavou barvou oci. Predeslé studie védecké skupiny
Rana [127] zjistila, ze polymorfizmus rs885479 v genu MCIR téméf neni piitomen
u bélochu, ale je naopak ¢asty u asiatu. V na8i studii nemeél zadny z bélochu v
rs885479 genotyp AA, zatimco 7 osob asijského pivodu mélo genotyp AA. Obdobné
frekvence genotypu byly pozorovany pro marker rs1545397, ktery je asijskou specific-
kou mutaci v genu OCAZ2 [82]. Tento marker sice nevykazoval statisticky vyznamnou
asociaci, ale jeho p-hodnota byla relativné nizkd (p=0,0034, a=0,0023). Frekvence
alel polymorfizmu rs4778241 se lisila mezi bélosskymi a asijskymi osobami, coz bylo
pozorovéano i v jinych studiich [128].

Pouziti analyzy MDR odhalilo polymorfizmy, které by mohly byt vyuzity k op-
timalizaci predikce barvy oci, ovsem nemély statisticky vyznamnou asociaci s barvou
o€l béhem asociacniho testu provedeného u jednotlivych markeru. Zajimavé je, ze
jako nejinformativnéjsi marker pro urcovani barvy o¢i a biogeografického puvodu

byl potvrzen marker rs12913832. Tento marker byl vybran jako nejlepsi model obsa-
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SNP: rs12913832 30" A
Ancestral Allele: A 7 | \
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Obrazek 5.1: Frekvence alel SNP rs12913832 u svétovych populaci

Zdroj: http://hgdp.uchicago.edu/

hujici jeden SNP ze vSsech markeru po filtrovani ReliefF. Stejny vysledek byl ziskan
ve studii Pospiech et al. [71] pro uréovani modré vs. nemodré barvy oc¢i a hnédé vs.
nehnédé barvy oc¢i, coz potvrzuje predikéni icinnost markeru rs12913832. Ve studii
Ruiz et al. [69], byla po provedeni analyzy MDR pro urcovani hnédé vs. nehnédé
barvy o¢i vybrana jako nejlepsi kombinace rs12913832 a rsd778138. V téze studii
byla analyza MDR také pouzita pro urcovani zelenohnédych vs. nezelenohnédych
oc¢i, v niz byl vybran jako nejlepsi model kombinace SNP obsahujici rs12913832 a
rs1667394. Markery rs4778138 a rs1667394 byly také testovany v této studii, ovsem
nebyla u nich pozorovana asociace s barvou o¢i na zkoumanych vzorcich. Duvodem
muze byt populacni specificita téchto dvou markeru. Mira predikce byla v této stu-
dii pro urcovani svétlé vs. tmavé barvy u bélosskych vzorku a ve studii Pospiech
et al. [71] pro uréovani modré vs. nemodré barvy podobnd u obou studif (0,8369 a
0,8193). Obdobné vysledky hodnot miry predikce byly dosazeny i ve studii Ruiz et
al. [69]: hnédé vs. nehnédé - 0,8587 a zelenohnédé vs. nezelenohnédé - 0,8322.
Velmi zajimavymi se ukazaly byt vysledky rekonstrukei haplotypt pro markery

rs7495174, rs12913832 a rs916977. Z 8 moznych haplotypu bylo jak u tmavookych
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Obrazek 5.2: Frekvence alel SNP rs1426654 u svétovych populaci

Zdroj: http://hgdp.uchicago.edu/

osob, tak u svétlookych osob pozorovano 6 haplotypt. U zadné osoby nebyl nalezen
haplotyp GGG nebo GGA. Kromé vzacnosti téchto haplotypu, muze byt duvodem
jejich nenalezeni v nasi studii i skutecnost, ze na zakladé dat ziskanych ze vzorku byly
haplotypy rekonstruovany pomoci algoritmu, ktery m& urcitou presnost. Svétlooké
osoby byly relativné homogenni co se tyc¢e haplotypu. Frekvence majoritniho ha-
plotypu (AGG) v této skupiné dosahovala 84% a frekvence ostatnich haplotypu se
pohybovala pod 10%. Haplotypy tmavookych osob zdaleka nebyly tak homogenni.
Byly zde nalezeny 4 majoritni haplotypy: AGG (34%), AAA(27% ), AAG (16%) a
GAG (12%). Jednim z vysvétleni mohou byt rtizné subfenotypy (od zelenohnédé do
¢ernohnédé barvy oci), které jsou soucasti skupiny tmavych oci. Svétlooci jedinci
meéli v 81% diplotyp AGG/AGG, zatimco tmavooci jedinci méli nejéastéji haplotyp
AGG jenom na jednom chromozému. Tyto vysledky podporuji jiz diive formulova-
nou hypotézu o tom, ze modra barva oci je nejcastéji dédéna jako recesivni znak
[129].

Vyhodou analyzy MDR je tvorba tiidiciho algoritmu, ktery pfisuzuje urcitému

multilokusovému genotypu fenotyp. Ovsem tato metoda opomiji kvantifikaci nejis-
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Obrazek 5.3: Frekvence alel SNP rs16891982 u svétovych populaci

Zdroj: http://hgdp.uchicago.edu/

toty, ktera je nezbytna pro interpretaci vysledku ve forenzni genetice, naptiklad
pii urcovani fenotypu neznamého vzorku. Proto byla nasledné pouzita metoda,
ktera dovoluje urcit stupen nejistoty. Tvorba Bayesovych siti je v tomto piipadé
velmi vhodnd, protoze dovoluje kombinovat vysledky vice genetickych analyz, ale
zaroven umoznuje kombinaci vice dukazu a zapocteni prvotnich predpokladu. Vybér
vychozich pravdépodobnosti pro nékteré uzly jako ,Barva o¢i“ nebo ,Puvod® je
nejspornéjsi bod tvorby BS, protoze zalezi na dostupné podpurné informaci. Ovsem
pokud se tato informace zmeéni, napiiklad na zakladé novych vyzkumnych studii, lze
jednoduse zménit i vychozi pravdépodobnost. Spojeni modelu pro uré¢ovani barvy oci
a biogeografického puvodu zlepsilo vysledky analyzy predevsim u asijskych vzorku,
protoze klesl pocet vzorki, u nichz nebylo mozné urcit barvu oci. Senzitivita urcovani
svétlé barvy o¢i dosdhla pomoci Modelu 2 (rs7495174, 1s12913832, rs916977, rs1426654,
rs16891982) hodnoty 0,96, coz je vice nez ve studii Pospiech et al. (0,85) [130] a
Kastelic et al. (0,86) [72]. Pravdépodobné proto, Ze souc¢asti Modelu 2 byly markery
urcujici biogeograficky puvod. Senzitivita sady markeru Irisplex byla vyssi nez v

této studii - 0,99, i kdyz senzitivita modifikace Irisplex zahrnujici rs1129038 byla

90



stejna jako v této studii - 0,96 [69]. Hodnoty specificity pro urcovani svétlé barvy
o¢f jsou nizsi v této studii (0,98) ve srovnani se studii Pospiech et al. (1,0) [130],
Kastelic et al. (0,86) [72] a modifikované sady Irisplex (0,99) [69]. OvSem senzitivita
sady Irisplex byla nizsi nez v této studii - 0,86 [69]. Duvodem nizsi specificity v této
studii je relativné vysoka senzitivita. Senzitivita a specificita jsou vzajemné spojené,
proto vede zvysena senzitivita ke snizeni specificity a obraceneé.

Velmi zajimavy je také rozdil mezi asijskymi vzorky, které byly pouzity v
trénovaci a testovaci sadé. Jako trénovaci byly pouzity vzorky Kazachu, které jsou,
jak se zdd, mnohem méné genotypové jednotné, nez populaéni vzorky Japoncu a
Cinant. Jako pifklad lze uvést markery rs12913832 a rs1426654, pro které byli
jak Japonci, tak i Cinané homozygoté AA a GG. U kazasskych vzorki bylo pro
marker rs12913832 45% homozygotu AA, 48% heterozygotu AG a 7% homozygotu
GG. V pifpadé markeru rs1426654 byl pomér genotypu nésledujici: 35 % GG, 42%
AG a 23% AA. Toto genotypové rozdéleni podporuje hypotézu, ze Kazasi patii ke
smiSenym populacim, coz bylo zjisténo i v jinych studiich [131]. Napovida tomu i
skutecnost, ze izemi dnesniho Kazachtanu diive protinala hedvabna stezka spojujici

Evropu a Asii.
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6 ZAVER

Studie zkoumajici sadu markeru DIPplex obsahujici 30 inzeréné-deleénich polymor-
fizmu, které byly umistény ve vzdéalenosti nejméné 10 Mb od vSech komercéné do-
stupnych markeru STR. Po optimalizaci pufru muze byt tato sada pouzita pro
analyzu inhibovanych vzorku. Mezi zkoumanymi markery nebyla nalezena statis-
ticky vyznamna nerovnovaha, proto mohou byt tyto markery povazovany za nezavislé.
Tyto nové markery mohou byt s vyhodou analyzovany pomoci metod a piistroju,
které jsou bézné dostupné ve forenzni laboratori. Diky relativné nizké mutacni rych-
losti jsou tyto markery velmi vhodné pro pifbuzenskou analyzu, obzvlast pokud
je podezreni na vyskyt mutace. Zjisténé hodnoty paternitniho indexu ukazuji, ze
sada DIPplex vede k nékolikanasob-nému zvysSeni paternitniho indexu vytvoreného
pomoci analyzy markeru STR. Sada DIPplex muze byt vyuzita jak pii forenzni in-
dentifikaci, tak i pii testovani piibuznosti. Tato studie prokazala, ze sada DIPplex je
robustni a Ze je jeji pouziti jako doplitkové sady markert vhodné v Ceské republice.

Studie zamétena na sadu obsahujici 8 vazanych markeru X-STR Argus X-8
prokazala vhodnost pouziti této sady pro forenzni ucely ve sttedochorvatské popu-
laci. Tyto markery se nachézeji ve 4 vazebnych skupinéch a jsou tedy velmi uzitecné
pro pribuzenskou analyzu, i kdyz muze v nékterych pripadech nastat problém nu-
lovych frekvenci zkoumanych haplotypu. Proto jsou tyto markery velmi vhodné pro
analyzu ptibuznosti kosternich vzorki, kde muze jejich pouziti byt vice informativni
nez pouziti autozomalnich markeru STR.

Studie zabyvajici se sadou Decaplex X-STR predstavuje navrh sady markert,
ktery je odlisny od ptredchozi sady Argus X-8. U vSech paru markeru, vyjma paru
DXS6809 a DXS6789, mezi kterymi je vzdalenost 500 Kb, nebyla zjisténa vazebna
nerovnovaha. Proto si tyto markery zachovavaji vlastnosti spojené s jejich lokalizaci
na gonozomu X, ale jejich vazebna nezavislost snizuje pocetni naroc¢nost v piipadé
vypoctu pitbuznosti. Vypocet prumérné sily vylouceni poukazal na to, ze je tato
sada velmi vhodnd pro komplexni a deficientni piipady urcovani otcovstvi a souro-
zenectvi. Protoze se vysledky forenznich parametru markeru obsazenych v této sadé
shodovaly s jinymi studiemi, lze tuto sadu povazovat za robustni a za vhodnou pro
pouzit{ ve forenzni genetice a pifbuzenské analyze v Ceské republice.

Hlavnim cilem studie fenotypovych markeru SNP byla selekce nejlepsitho modelu
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pro predikei barvy oéf a s ni spojeného puvodu pro podminky Ceské republiky. Toto
je nova oblast forenzni genetiky, muze pomoci zuzit okruh moznych podezielych
osob ¢ nepifmo podpofit vypovéd ocitého svédka. Rekonstrukce haplotypi zkou-
manych osob podporila hypotézu, ze barva oci se dédi jako recesivni znak. Porovnani
vysledkt studie s vysledky ostatnich studii naznacilo, ze existuji markery, které maji
velkou informativitu bez ohledu na populaci, ve které jsou zkoumdny (napiiklad
rs12913832). Existuji také markery, které maji velkou informativitu ohledné pre-
dikce barvy oci, ale jenom v urcitych populacich. Pomoci analyzy MDR bylo vybrano
nékolik markert, které nejlépe predikuji barvu o¢i nebo puvod. Z téchto vysledku
byly nasledné vytvoreny 2 modely Bayesovskych siti, které byly nasledné validovany
pomoci dalstho souboru vzorku. Kombinace analyzy MDR, a Bayesovskych siti se
ukazala jako elegantni teSeni, které dovoluje zahrnout nejistotu do vypoctu pre-
dikce barvy o¢i a puvodu. Spojeni fenotypovych markert a markertu biogeografického
puvodu vedlo k vyssi mite predikce a niz§imu poctu analyz, u nichz nebylo mozné
udélat zavér. Doufame, ze poznatky zjisténé pomoci této studie podpoii zavedeni

metody molekuldrni fenotypizace v oblasti forenzni genetiky v Ceské republice.
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