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Úloha polymorfńıch marker̊u DNA v identifikaci
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3 MATERIÁL A METODY 7

3.1 Soubor vzork̊u . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
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3.4 Statistická analýza . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9

4 VÝSLEDKY A DISKUZE 12

4.1 Investigator DIPplex . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12

4.2 Mentype R© Argus X-8 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13

4.3 Decaplex X-STR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14
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ABSTRAKT

V současné době prob́ıhá intenzivńı výzkum použit́ı genetických polymorfizmů pro

analýzu degradovaných vzork̊u, identifikaci a určeńı př́ıbuznosti. Daľśım výzkumným

ćılem je rozš́ı̌reńı možnost́ı forenzńı genetiky směrem k determinaci biogeografického

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

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

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

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

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

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

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

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

určováńı př́ıbuznosti v české populaci.

Druhá část předkládané práce představuje studii na středochorvatském po-

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

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

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

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

populaci jako doplňuj́ıćı sada pro určeńı př́ıbuznosti a identifikaci.

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

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

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

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

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

Posledńı část předkládané práce se týkala výběru sady marker̊u pro určováńı

biogeografického p̊uvodu a barvy oč́ı. Výsledkem populačńı studie a statistického

modelováńı byl výběr 5 jednonukleotidových polymorfizmů: rs16891982, rs1426654,

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

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

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

pulačńı studie
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ABSTRACT

Nowadays intensive research is conducted for application of genetic polymorphisms

for degraded samples analysis, identification and kinship determination. Another

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

hair and skin color) determination.

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

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

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

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

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

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

kinship determination in the Czech Republic.

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

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

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

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

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

kinship analysis and for identification as an additional marker panel.

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

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

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

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

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

kinship analysis in the Czech Republic.

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

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

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

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

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

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

lation study
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1 ÚVOD

Markery, které se použ́ıvaj́ı ve forenzńı genetice, jsou tyto: krátké tandemové repe-

tice (Short Tandem Repeats Polymorphisms - STR), jednonukleotidové polymor-

fizmy (Single Nucleotide Polymorphism - SNP) a inzerčně-delečńı polymorfizmy

(Insertion-Deletion Polymorphism - INDEL). Polymorfizmy STR jsou v současné

době nejpouž́ıvaněǰśımi markery ve forenzńı praxi. Základńı repetitivńı jednotka se

skládá ze 2 až 7 nukleotid̊u. Obvyklá velikost analyzovaných fragment̊u STR mar-

ker̊u je 100-400 bp [1]. Alely takovýchto marker̊u se lǐśı počtem repetic, a proto je lze

jednoduše rozlǐsit pomoćı kapilárńı elektroforézy. Pro zviditelněńı alel se použ́ıvaj́ı

flurescenčně značené primery, s nimiž prob́ıhá amplifikace vybraných úsek̊u DNA.

Velkou výhodou marker̊u STR je možnost vytvořeńı
”
multiplexu“, neboli amplifikace

v́ıce úsek̊u DNA v jedné reakci. Běžné vstupńı množstv́ı DNA do reakce PCR je ko-

lem 0,5-1 ng. Markery STR lokalizované na chromozómu X (X-STR) byly objeveny

spolu s autozomálńımi markery, ale začaly se rutinně použ́ıvat zhruba o deset let

později [2]. Velké množstv́ı marker̊u na chromozómu X (ChrX) dovoluje použ́ıvat jak

vázané, tak i nezávislé markery. Rozd́ıl spoč́ıvá ve výpočtu frekvenćı haplotyp̊u. U

nezávislých marker̊u se frekvence haplotypu rovná součinu frekvenćı alel. Př́ıkladem

nezávislých marker̊u je sada Decaplex X-STR [3]. U vázaných marker̊u muśı být

frekvence haplotypu určena z populačńıch dat. Důvodem je omezená možnost rekom-

binace mezi markery, které se nacházej́ı v těsné bĺızkosti. Použit́ı vázaných marker̊u

je velmi vhodné při testováńı př́ıbuznosti, protože rekombinace mezi těmito mar-

kery je velmi vzácná, t́ım je zvýšena informativita genetického vyšetřeńı. Př́ıkladem

vázaných marker̊u je sada Mentype R© Argus X-8 (QIAGEN, Německo). Markery X-

STR mohou být využity jak pro identifikaci, tak i pro určováńı př́ıbuznosti. Markery

X-STR mohou být velmi užitečné, pokud je potřeba určit př́ıtomnost ženské DNA v

mužském vzorku. Př́ıkladem takovéto situace může být vzorek ženských epiteliálńıch

buněk pod nehty podezřelého [2]. Analýza X-STR může doplnit a v komplexńıch

př́ıpadech určováńı př́ıbuznosti dokonce mnohonásobně zvýšit informačńı hodnotu

genetické analýzy. Obecně lze ř́ıci, že X-STR mohou být použity pro řešeńı kom-

plexńıch př́ıpad̊u určováńı př́ıbuznosti zahrnuj́ıćıch minimálně jednu ženu. Nebot’
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dcera dostává od otce jeho jediný ChrX, použit́ı X-STR je velmi vhodné, obzvlášt’

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

jako je určováńı paternity u ženy, pokud je mı́sto jej́ıho údajného otce k dispozici

pouze DNA jeho matky. Daľśım př́ıpadem využit́ı X-STR je určováńı úplného souro-

zenectv́ı, kde neńı použit́ı autozomálńı markery obecně nejsou vhodné. Důvodem je

skutečnost, že výsledky analýzy podporuj́ı hypotézu sourozenectv́ı oproti hypotéze

neúplného sourozenectv́ı nebo nepř́ıbuznosti, pouze v př́ıpadě př́ıtomnosti stejného

genotypu u obou osob. Tato pravděpodobnost je u úplných sourozenc̊u 25% (pokud

jsou oba rodiče nestejńı heterozygoti). Pokud maj́ı dvě ženy stejného otce, potom od

něj dostaly stejný ChrX, což lze zjistit pomoćı analýzy X-STR. X-STR lze rovněž s

výhodou využ́ıt při vyšetřováńı incestńıch vztah̊u.

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

morfizmům typu INDEL. INDEL jsou hojně př́ıtomny v lidském genomu a stejně

jako většina marker̊u SNP jsou bialelické, neboli maj́ı dvě možné alely. Tyto alely

mohou být pojmenovány jako
”
dlouhá“, která má inzerci fragmentu, a jako

”
krátká“,

která nemá zkoumaný fragment. Velkou výhodou marker̊u INDEL je možnost je-

jich detekce pomoćı kapilárńı elektroforézy. Postup detekce je obdobný postupu

využ́ıvanému pro markery STR: amplifikace s fluorescenčně značenými primery a

následné rozděleńı amplifikovaných fragment̊u na kapilárńı elektroforéze dle jejich

barevného označeńı a velikosti. Investigator DIPplex (QIAGEN, Německo) představu-

je prvńı a dosud jedinou komerčńı sadu INDEL. Bez ohledu na veškeré výhody

použit́ı analýzy INDEL pro identifikaci a určováńı př́ıbuznosti, nejsou tyto markery

zat́ım využ́ıvány ve forenzńıch laboratoř́ıch. Jedńım z d̊uvod̊u může být existence

rozsáhlých databáźı genetických profil̊u vytvořených pomoćı analýzy polymorfizmů

STR. Protože je však tato problematika v současné době ve forenzńı genetice inten-

zivně zkoumána, zavedeńı marker̊u typu INDEL pro rutinńı použit́ı je jenom otázkou

času.

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

Prvńı z výhod použit́ı SNP je malá velikost amplikonu, která nepřevyšuje 100 bp,

což lze využ́ıt při analýze degradovaných vzork̊u. Daľśı výhodou je možnost plně

automatizované analýzy nevyžaduj́ıćı určováńı velikost́ı fragment̊u d́ıky bialelické

povaze většiny SNP.

Pomoćı SNP lze nejen provést forenzńı identifikaci a př́ıbuzenskou analýzu, ale
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také určit biogeografický p̊uvod a fenotypické charakteristiky (barva oč́ı, vlas̊u a

pleti). Výzkum autozomálńıch marker̊u SNP pro určováńı biogeografického p̊uvodu

(Ancestry Informative Markers - AIM) zkoumá alely, které dostala osoba od obou

rodič̊u, na rozd́ıl od marker̊u lokalizovaných na chromozómu Y nebo mtDNA. Mar-

kery AIM jsou distribuovány po celém světě a maj́ı r̊uznou frekvenci v r̊uzných popu-

laćıch. I když mohou AIM nepř́ımo poskytnout informaci o fenotypových znaćıch,

tato informace je vázaná na biogeografický p̊uvod. Jelikož je v bělošské populaci

velká variabilita fenotypových znak̊u, jako jsou barva oč́ı vlas̊u a pleti, je vhodné

doplnit analýzu použit́ım fenotypových SNP. Tyto SNP by mohly pomoci prediko-

vat fenotypové znaky pachatele, jako jsou barva oč́ı, vlas̊u a pleti. Fenotypové SNP

mohou být také užitečné pro rekonstrukci vzhledu neznámé osoby na základě DNA

z kosterńıch poz̊ustatk̊u. SNP, které se použ́ıvaj́ı pro určováńı fenotypových znak̊u,

se nejčastěji nacházej́ı v genech zúčastňuj́ıćıch se procesu pigmentace.

Pigmentace oč́ı vlas̊u a pleti je předevš́ım určena množstv́ım, typem a lokalizaćı

melaninu, který se vytvář́ı pomoćı melanogeneze. V tomto procesu jsou vytvářeny

váčky obsahuj́ıćı melanin, neboli melanozomy. Dle pr̊uběhu melanogeneze se melano-

zomy rozděluj́ı do dvou typ̊u: feomelanozomy, které produkuj́ı světlý (žlutý/červený)

feomelanin a u kterých se proces zráńı zastav́ı na prvńım stupni, a eumelanozomy,

které procházej́ı úplným procesem zráńı a produkuj́ı tmavš́ı (hnědý/černý) eumela-

nin. Proces melanogeneze zač́ıná produkćı hormon̊u aktivuj́ıćıch MCR1 (Melanocor-

tin-Receptor 1), které jsou stimulovány UV. MCR1 následně zvyšuje v buňce úroveň

cyklického adenosinmonofosfátu (Cyclic Adenosine Monophosphate - cAMP), což

aktivuje transkripčńı faktory, které stimuluj́ı expresi protein̊u zúčastňuj́ıćıch se zráńı

melanozomů [4]. Protein tyrozináza (Tyrosinase - TYR) se zúčastňuje procesu mela-

nogeneze obou typ̊u melanozomů, zat́ımco proteiny TYRP1 (Tyrosine-Related Pro-

tein 1) a DCT (Dopachrome Tautomerase) jsou př́ıtomny výhradně v eumelanozo-

mech. Rozhodnut́ı o tom, který druh melaninu bude produkován, záviśı hlavně na

hladině aktivity enzymu TYR. Pokud má tento enzym bazálńı aktivitu, potom jsou

produkovány jen feomelanozomy, v opačném př́ıpadě jsou produkovány eumelano-

zomy. Aktivita TYR záviśı na úrovni pH, která je regulována cAMP, a samozřejmě

na aktivačńıch a inaktivačńıch mutaćıch samotné TYR [4]. Daľśı skupinou protein̊u

zúčastňuj́ıćıch se melanogeneze jsou membránové transportéry, které zajǐst’uj́ı trans-

port iont̊u a malých molekul (jako např. tyrozinu) a regulaci pH, č́ımž také přisṕıvaj́ı
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k regulaci tvorby melaninu. Jedná se např́ıklad o protein P, což je transmembránový

protein transportuj́ıćı malé molekuly, kódováný genem pro okulokutánńı albinizmus

II (OCA2). Iontové kanály, jako např́ıklad TPCN2 (Two-Pore Segment Channel 2),

SLC24A4 (Solute Carrier Family 24 Member 4) a SLC24A5 (Solute Carrier Family

24 Member 5), reguluj́ı koncentraci vápńıku v melanozomech [5]. Jiný transportér -

SLC45A2 (Solute Carrier Family 45 Member 2) hraje pravděpodobně roli v trans-

portu enzymů během maturace melanozomů [6]. Protein KITLG (Kit Ligand Pro-

tein) aktivuje receptor KITRT (Kit Receptor Tyrosine Kinase), a t́ım stimuluje pro-

liferaci a migraci melanocyt̊u. Na základě několika asociačńıch studíı bylo zjǐstěno,

že gen IRF4 (Interferon Regulatory Factor 4), lokalizovaný na 6p25.3, je spojen s

pigmentačńımi znaky, ovšem funkce tohoto genu zat́ım neńı jasná [7]. Nejrozsáhleǰśı

studie zabývaj́ıćı se určováńım fenotypových znak̊u - konkrétně barvy oč́ı - vyvinula

sadu Irisplex [8]. Tato sada obsahuje 6 SNP marker̊u ze 6 r̊uzných gen̊u (HERC2,

OCA2, SLC24A4, SLC45A2, TYR, IRF4). Sada marker̊u navržená skupinou Ruiz

et al. [9] je modifikaćı Irisplexu obohaceného o jeden marker - rs1129038, který je

ve vazbě s rs12913832. Daľśı sadou je 7-plex [10] zaměřený na celosvětovou populaci

a obsahuj́ıćı mimo jinémarkery SNP specifické pro africkou (rs6119471) a asijskou

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

populaćı: polské [11] a slovinské [12]. Výběr marker̊u se u jednotlivých studíı lǐśı,

což je zp̊usobeno rozd́ılnými populacemi, na kterých byl prováděn výzkum. Proto

je velmi vhodné provést výzkum na populaci, pro ńıž se plánuje zavedeńı určováńı

fenotypických znak̊u. Na základě takovéhoto výzkumu je pak možné vybrat soubor

nejinformativněǰśıch marker̊u, a t́ım zvýšit mı́ru predikce u dotyčné populace.

2 HYPOTÉZY A CÍLE

Předložená práce měla následuj́ıćı ćıle a hypotézy:

• Provést populačńı studii pomoćı sady marker̊u Investigator DIPplex obsahuj́ıćı

inzerčně-delečńı polymorfizmy na populaci České republiky

• Vyhodnotit zjǐstěné populačńı charakteristiky sady marker̊u Investigator DIP-

plex na české populaci a porovnat je s ostatńımi populacemi
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• Ověřit hypotézu, že sada marker̊u Investigator DIPplex je vhodná pro forenzńı

identifikaci a určováńı př́ıbuznosti v České republice

• Vyhodnotit zjǐstěné populačńı charakteristiky sady X-chromozomálńıch mar-

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

ostatńımi populacemi

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

identifikaci a určováńı př́ıbuznosti ve středńım Chorvatsku

• Vyhodnotit zjǐstěné populačńı charakteristiky sady X-chromozomálńıch mar-

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

populacemi

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

identifikaci a určováńı př́ıbuznosti v České republice

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

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

účastńı procesu pigmentace

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

pro predikci barvy oč́ı v České republice

• Validovat vybraný model a určit jeho mı́ru predikce

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

a marker̊u SNP biogeografického p̊uvodu zlepš́ı predikci barvy oč́ı u neznámých

vzork̊u

3 MATERIÁL A METODY

3.1 Soubor vzork̊u

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

ko) byl použit soubor vzork̊u DNA od 55 nepř́ıbuzných jedinc̊u české populace. Pro

stanoveńı forenzńıch parametr̊u, které jsou d̊uležité pro určováńı paternity, bylo
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vybráno 11 tríı (matka - d́ıtě - otec) s paternitou, která byla prokázána pomoćı STR

marker̊u.

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

byly použity vzorky od 178 nepř́ıbuzných osob (78 muž̊u a 99 žen) z oblast́ı středńıho

Chorvatska.

Pro populačńı studii sady X-STR marker̊u Decaplex byly použity vzorky 431

nepř́ıbuzných osob z české populace, z toho 234 muž̊u a 197 žen.

Studie fenotypových SNP obsahovala dvě množiny dat: trénovaćı (N=131) a

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

republiky(N=100) a z Kazachstánu (N=31). Testovaćı sada obsahovala bělošská

a asijská data. Bělošské vzorky (N= 47) byly źıskány z Kriminalistického ústavu

Praha, asijská data (N=81) byla źıskána z projektu HapMap [13].

3.2 Zkoumané markery

Sada Investigator DIPplex obsahuje 30 marker̊u INDEL umı́stěných na 19 autozómech,

vzdálenost mezi jednotlivými INDEL je minimálně 10 Mbp. Součást́ı této sady

jsou následuj́ıćı markery: rs1610905, rs17878444, rs2307656, rs2307959, rs28369942,

rs2308292, rs1610937, rs1610935, rs1305056, rs2307652, rs1611048, rs17879936, rs2308-

072, rs3081400, rs8190570, rs17174476, rs2307570, rs17238892, rs2308163, rs2307433,

rs1305047, rs2307581, rs16438, rs8178524, rs6481, rs16388, rs2307924, rs1611001,

rs2067235 a rs16363.

Sada marker̊u Mentype R© Argus X-8 se skládá ze čtyř vazebných skupin, každá

z nich obsahuje dvojice vázaných marker̊u: DXS10135 a DXS8378, DXS7132 a

DXS10074, HPRTB a DXS10101, DXS10134 a DXS7423.

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

které jsou rovnoměrně rozmı́stěny po celé délce chromozómu X: DXS8378, DXS9902,

DXS7132, DXS9898, DXS6809, DXS6789, DXS7133, GATA172D05, GATA31E08 a

DXS7423.

Studie fenotypových SNP zkoumala geny, jejichž polymorfizmy koreluj́ı s bio-

geografickým p̊uvodem anebo s barvou oč́ı: OCA2 (rs1800407, rs7495174, rs4778138,

rs1545397, rs4778241), HERC2 (rs1667394, rs12913832, rs916977), MC1R (rs258322,

rs1805007, rs885479), ASIP (rs4911414, rs1015362, rs6119471), SLC45A2 (rs16891982),
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IRF4 (rs12203592), TPCN2 (rs35264875), TYR (rs1393350), KITLG (rs12821256),

DCT (rs2031526), SLC24A4 (rs12896399) a SLC24A5 (rs1426654).

3.3 Amplifikace DNA a určováńı genotyp̊u

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

Německo) dle pokyn̊u výrobce. Po izolaci byla DNA kvantifikována na př́ıstroji Na-

nophotometer (Implen, USA).

Pro amplifikaci fragment̊u DNA s použit́ım značených primer̊u marker̊u sady

Investigator DIPplex bylo použito vstupńı množstv́ı 0,5 ng DNA. PCR reakce byla

provedena v souladu s pokyny výrobce. Po ukončeńı amplifikace byla provedena

fragmentačńı analýza na kapilárńı elektroforéze a následné určováńı genotyp̊u.

Genotypy ve studii fenotypových SNP byly určeny pomoćı metody alelické dis-

kriminace s použit́ım fluorescenčně značených sond TaqMan R© MGBTMna př́ıstroji

7900 HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Pro analýzu bylo

použito 2 µl neředěného roztoku DNA o koncentraci přibližně 15-20 ng/µl. Am-

plifikace a analýza byly provedeny dle pokyn̊u výrobce zvlášt’ pro každý SNP marker.

3.4 Statistická analýza

U sady marker̊u Investigator DIPplex INDEL byla Hardy-Weinbergova rovnováha

(Hardy-Wenberg equilibrium - HWE) testována pomoćı pomoćı χ2 testu. Vazebná

nerovnováha (Linkage Disequilibrium - LD) byla testována u sady marker̊u Inves-

tigator DIPplex pomoćı programu SNPanalyzer v1.2 (Istech, Jižńı Korea). Během

testováńı HWE i jiných statistických test̊u na hodnotu hladiny významnosti byla

aplikována Bonferroniho korekce. Důvod korekce spoč́ıvá v tom, že pokud testujeme

v́ıce marker̊u najednou, existuje pravděpodobnost, že jeden test bude mı́t náhodně

signifikantńı výsledek. Při aplikaci Bonferroniho korekce se hodnota významnosti

vyděĺı počtem provedených testováńı. Pokud bylo např́ıklad provedeno testováńı

HWE u 30 INDEL marker̊u ze sady Investigator DIPplex, hodnota významnosti po

Bonferroniho korekci je 0,0017. Byly určeny některé forenzńı parametry dovoluj́ıćı

posoudit užitečnost zkoumaného markeru: pravděpodobnost shody (Probability of a
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match - PM) [14], diskriminačńı śıla (Power of Discrimination - PD). Daľśı parametry

jsou d̊uležité pro určováńı př́ıbuznosti, např́ıklad pr̊uměrný paternitńı index (Ave-

rage Paternity Index - API) [15]. U INDEL marker̊u byl vypoč́ıtán počet ”power-

effective”, neboli účinných marker̊u. Počet účinných marker̊u se rovná dvojnásobku

zkoumaných marker̊u vynásobených pr̊uměrnou genovou diverzitou [16]. Srovnáńı

frekvenćı INDEL obsažených v sadě Investigator DIPplex bylo provedeno ručně po-

moćı χ2 testu. Srovnáńı frekvenćı INDEL obsažených v sadě Investigator DIPplex

bylo provedeno pomoćı χ2 testu.

U vzork̊u analyzovaných pomoćı sady Mentype R© Argus X-8 bylo testováńı

Hardy-Weinbergovy rovnováhy společně s odhadem genové diverzity a také tes-

továńı LD provedeno pomoćı programu Arlequin v3.5 [17]. Byly určeny následuj́ıćı

forenzńı parametry: informačńı obsah polymorfizmu (Polymorphism Informational

Content - PIC) [18], PM [14], PD (vypočtena pro muže a ženy [19]), pr̊uměrná

pravděpodobnost vyloučeńı (Mean Exclusion Chance - MEC). Výpočet MEC záviśı

na tom, které osoby byly testovány. MEC pro trio určuje pravděpodobnost vyloučeńı

v př́ıpadě standardńıho tria: matka - d́ıtě (v př́ıpadě určováńı otcovstv́ı pomoćı X-

STR se jedná vždy o dceru) - nařčený otec [19]. MEC pro deficientńı př́ıpady se

použ́ıvá pokud je v př́ıpadě standardńıho tria mı́sto nařčeného otce jeho matka [20].

MEC pro duo (dcera - otec) je použ́ıvána v př́ıpadech, kdy matka neńı testována

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

použity bud’ frekvence haplotyp̊u nebo alelické frekvence pomoćı programu Arlequin

v3.5 [17].

U sady Decaplex byl pro testováńı LD a HWE použit program Arlequin v3.5

[17]. Test LD proveden zvlášt’ pro mužské a ženské vzorky. Také byly vypočteny

parametry PD, PM, PIC, MEC v př́ıpadě dua, tria. Hodnota PD byla vypočtena

pro muže a ženy [19]. Ve studii sady marker̊u X-STR Decaplex bylo mezipopulačńı

srovnáńı provedeno pomoćı porovnáńı hodnot mezipopulačńıho koeficientu inbree-

dingu FST pro každý marker pomoćı programu Arlequin v3.5 [17].

U vzork̊u analyzovaných pomoćı fenotypových SNP marker̊u byly zjǐst’ovány

odchylky od HWE pomoćı programu PLINK v1.07 [21]. U fenotypových SNP mar-

ker̊u byl pro testováńı LD použit program Arlequin v3.5 [17].

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

konstrukce haplotyp̊u v oblasti HERC2-OCA2. K určeńı haplotyp̊u byl použit al-
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goritmus Excoffier-Laval-Balding (ELB) [22] v programu Arlequin v3.5 [17]. Pro

rekonstrukci haplotyp̊u byl trénovaćı soubor rozdělen do dvou skupin dle p̊uvodu. U

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

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

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

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

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

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

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

byly provedeny v programu PLINK v1.07 [21].

Multifaktorová dimenzionálni redukčńı analýza (Multifactor dimensionality re-

duction - MDR) byla použita ve studii fenotypových SNP na vzorky rozdělené

dle barvy oč́ı (světlá versus tmavá barva oč́ı) anebo dle p̊uvodu (běloch versus

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

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

Pět nejinformativněǰśıch SNP bylo vybráno pro analýzu MDR. MDR testovalo mo-

dely obsahuj́ıćı od 1-4 SNP. Na základě teto analýzy byl vybrán nejlepš́ı model pro

určováńı barvy oč́ı a biogeografického p̊uvodu. Oba modely byly následně testovány

permutačńım testem pomoćı programu MDRpt package (www.epistasis.org). Pro

praktickou implementaci źıskaných model̊u byla navržena Bayesovská śıt’.

Bayesovské śıtě (BS) pro studii fenotypových SNP byly vytvořeny v programu

Hugin Lite v7.6 (Hugin Expert A/S, Aalborg, Dánsko). BS byla vytvořena po výběru

nejlepš́ıho modelu pro určováńı barvy oč́ı a biogeografického p̊uvod̊u a byla složena

z následuj́ıćıch uzl̊u: barva oč́ı, biogeografický p̊uvod a markery SNP, které byly

vybrány v rámci analýzy MDR.

Validačńı studie byla provedena na 128 vzorćıch: 47 Čech̊u, 39 Japonc̊u žij́ıćıch

v Tokiu a 42 Han Č́ıňan̊u žijićıch v Pekingu. Pro validaci vytvořených model̊u

byla použita vytvořená BS. Pro určeńı fenotypu byla stanovena hranice výsledné

pravděpodobnosti 0,7. Po provedeńı určeńı fenotypu a biogeografického p̊uvodu byly

stanoveny parametry, které hodnot́ı robustnost BS: senzitivita a specificita.
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE

4.1 Investigator DIPplex

Bylo zjǐstěno, že sada DIPplex je velmi citlivá a vyžaduje malé vstupńı množstv́ı

DNA (500 pg). Naopak, vyšš́ı vstupńı množstv́ı DNA zp̊usobuje vytažené a ab-

normálně tvarované ṕıky, což bylo doloženo také studiemi daľśıch vědeckých skupin

[23].

Žádný ze 30 marker̊u INDEL obsažených v sadě DIPplex nevykazoval odchylky

od Hardy-Weinbergovy rovnováhy. Vazebná rovnováha zkoumaných marker̊u svědč́ı

o jejich nezávislosti. Toto zjǐstěńı umožňuje použ́ıt takzvané
”
produktové pravi-

dlo“, dle kterého se pr̊unik pravděpodobnost́ı nezávislých jev̊u (v tomto př́ıpadě to

jsou genotypy v jednotlivých lokusech) rovná součinu pravděpodobnost́ı těchto jev̊u.

Pr̊uměrná heterozygozita zkoumaných marker̊u v české populaci byla 0,46, tedy re-

lativně vysoká, což je velmi žádoućı pro identifikačńı markery. Téměř 50% pr̊uměrná

heterozygozita svědč́ı o tom, že jsou zkoumané lokusy v české populaci vysoce po-

lymorfńı.

Diskriminačńı śıla byla pro českou populaci stanovena v rozsahu od 0,554

do 0,656. PD pro celou sadu marker̊u byla u české populace 99,9999999999 %.

Pravděpodobnost náhodné shody byla u české populace 1 z 6,8×1012, což je nižš́ı

hodnota, než u rutinně použ́ıvaných sad STR marker̊u, ovšem tato hodnota je srov-

natelná s ostatńımi studiemi sad marker̊u INDEL. Pr̊uměrný paternitńı index v

každém ze zkoumaných marker̊u přesahoval 1, což naznačuje relativńı užitečnost

pro testováńı paternity. Kombinovaný paternitńı index pro všech 30 marker̊u byl

přibližně 27 000, takže výsledná pravděpodobnost otcovstv́ı byla 99,99% za předpok-

ladu 50% výchoźı pravděpodobnosti. I když PI pro sadu DIPplex nedosahuje hodnot

PI pro STR lokusy, je stále dostačuj́ıćı pro uznáńı otcovstv́ı prakticky prokázaným.

Sada DIPplex může tedy sloužit jako doplňuj́ıćı sada marker̊u ke stávaj́ıćım hojně

využ́ıvaným sadám marker̊u STR.

Žádné statisticky významné rozd́ıly nebyly nalezeny mezi českou a německou

populaćı. Tyto výsledky jsou podporovány skutečnost́ı, že německá populace byla

nejbližš́ı české populaci ze všech testovaných populaćı. Relativně malý počet mar-

ker̊u, u nichž byly nalezeny statisticky významné odchylky, svědč́ı o robustnosti

zkoumané sady marker̊u.
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4.2 Mentype R© Argus X-8

Všechny zkoumané markery ze sady Argus X-8 byly v HWE. I přesto, že markery

jsou ve vazebných skupinách bĺızko u sebe, nebyl nalezen žádný pár marker̊u, jejichž

výskyt ve studovaných vzorćıch by vykazoval vazebnou nerovnováhu. Vysvětleńı

těchto výsledk̊u může být několik: malý počet zkoumaných vzork̊u, anebo vysoká

mutačńı rychlost zkoumaných marker̊u STR [24].

Zkoumané markery se ukázaly jako vysoce polymorfńı ve středo-chorvatské po-

pulaci. Největš́ı počet alel měl marker DXS10135 - 25, který dosáhl nejvyšš́ı hodnoty

informačńıho obsahu (PIC=0,9306) a diskriminačńı śıly jak u žen (PDF=0,9918),

tak i u muž̊u (PDM=0,9345). Byl to také marker s nejvyšš́ı pozorovanou heterozy-

gozitou (0,9596) a největš́ım počtem alel.

Hodnoty pr̊uměrné śıly vyloučeńı pro r̊uzné př́ıpady dovoluj́ı znázornit, jak

je zkoumaný marker užitečný pro určováńı př́ıbuznosti. Pr̊uměrná śıla vyloučeńı

je v deficientńım př́ıpadu, kdy je ve vyšetřovaném triu mı́sto nařčeného otce jeho

matka, určována hodnotou MEC. Nejvyšš́ı hodnota tohoto parametru byla u mar-

keru DXS10135 - 86,7%. V př́ıpadě určováńı śıly vyloučeńı otcovstv́ı je u dua nebo

standardńıho tria k dipozici v́ıce informaćı, a proto jsou tyto hodnoty vyšš́ı, než výše

zmı́něná śıla vyloučeńı, což je podloženo výsledky této studie. Např́ıklad pro marker

DXS10135 je hodnota śıly vyloučeńı v deficientńım př́ıpadě 86,7%, v př́ıpadě dua

87,4% a v př́ıpadě standardńıho tria 93%. Pokud se jedná o př́ıpad s počtem meióz

větš́ım než jedna, jako např́ıklad při určováńı úplného a neúplného sourozenectv́ı,

je velmi vhodné použ́ıt pro výpočet př́ıbuznosti mı́sto jednotlivých lokus̊u haplo-

typy. Použ́ıvańı haplotypové analýzy na X-chromozómu by mohlo pomoci nejen

v určováńı př́ıbuznosti, ale také pro určeńı biogeografického p̊uvodu. Proto bylo

provedeno srovnáńı haplotypových frekvenćı, které odhalilo statisticky významné

rozd́ıly nejen mezi populacemi středńıho Chorvatska, Japonska a Ghany, ale také

mezi středochorvatskou a německou populaćı, které jsou si mnohem bližš́ı. Bylo také

provedeno porovnáńı genetické vzdálenosti populaćı pomoćı alelických frekvenćı.

Byly vybrány dvě bĺızké populace - polská, u které byly známy alelické frekvence

pro všech 8 marker̊u, a bosenská, která je velmi bĺızká chorvatské populaci a u

které byly známy frekvence 4 marker̊u. Porovnáńı genetických vzdálenosti neodha-
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lilo žádnou statisticky významnou odchylku.

4.3 Decaplex X-STR

Všechny zkoumané markery ze sady Decaplex X-STR byly v HWE. Testováńı va-

zebné nerovnováhy mělo u této sady marker̊u v české populaci rozd́ılné výsledky u

mužských a ženských vzork̊u. Zat́ımco u mužských vzork̊u po testováńı všech pár̊u

lokus̊u nebyla zjǐstěna vazebná nerovnováha ani u jednoho páru, u ženských vzork̊u

byla zjǐstěna vazebná nerovnováha mezi markery DXS6809 a DXS6789. Všechny

markery ze sady Decaplex maj́ı vzájemnou vzdálenost větš́ı než 5 Mb [3], kromě již

zmı́něných DXS6809 a DXS6789, u kterých byla pozorována vazebná nerovnováha.

Vzdálenost mezi touto dvojićı marker̊u je kolem 500 Kb. Na druhou stranu jsou

výsledky vazebné nerovnováhy marker̊u na chromozómu X u mužských vzork̊u spo-

lehlivěǰśı, než výsledky vazebné nerovnováhy u ženských vzork̊u. U mužských vzork̊u

jsou haplotypy marker̊u na chromozómu X známé, protože muži maj́ı pouze jeden

chromozóm X, u ženských vzork̊u je potřeba nejprve provést rekonstrukci haplo-

typ̊u, která má určitou mı́ru přesnosti. Pokud se jedná o př́ıbuzenskou analýzu, je

dle doporučeńı mezinárodńı společnosti pro forenzńı genetiku potřeba poč́ıtat s frek-

venćı haplotyp̊u pro markery DXS6809 a DXS6789 [3]. Pokud se jedná o identifikaci,

mohou být frekvence haplotyp̊u odhadnuty pomoćı frekvenćı jednotlivých alel [3].

Nejv́ıce alel měly markery DXS6809 a DXS6789 (12 alel). DXS6789 byl nejin-

formativněǰśım markerem, jehož diskriminačńı śıla byla pro muže 82% a pro ženy

95%.

Porovnáńı genetické vzdálenosti pomoćı alelických frekvenćı mezi českou, ugand-

skou, severovýchodńı španělskou, německou a polskou populaćı odpov́ıdalo geogra-

fickému rozložeńı populaćı. Česká populace se nejv́ıce lǐsila od populace Ugandy,

severovýchodńıho Španělska a populace německé. Porovnáńı s polskou populaćı ne-

zjistilo žádné statisticky významné odchylky.

Mentype R© Argus X-8 a Decaplex X-STR představuj́ı dvě možné varianty navr-

žeńı sady X-chromozomálńıch marker̊u. Obě možnosti maj́ı své výhody a nevýhody.

Použit́ı vazebných skupin marker̊u je méně informativńı v př́ıpadě identifikace osob,

ovšem je velmi vhodné pro určováńı př́ıbuznosti, obzvlášt’ u komplexńıch nebo defi-

cientńıch př́ıpad̊u. Sada Decaplex X-STR obsahuj́ıćı nezávislé markery je lepš́ı pro
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účely identifikace. Pokud se použije pro určováńı př́ıbuznosti, nenastává problém

nulových frekvenćı, který se často objevuje u haplotypové analýzy.

4.4 Fenotypové SNP

Provedená studie prokázala, že marker rs12913832 je velmi silně asociován s bar-

vou oč́ı, ale může být také použit jako marker biogeografického p̊uvodu. Lze ř́ıci, že

oblasti výskytu odvozené alely G v tomto markeru se shoduj́ı s oblastmi výskytu

modré barvy oč́ı. U bělošských a souhrnných vzork̊u statisticky významně asocio-

valy 3 stejné SNP: rs12913832, rs916977 a rs1667394. U souhrnných vzork̊u byly

nav́ıc nalezeny daľśı 4 statisticky významné markery, které asociovaly s barvou oč́ı:

rs1426654, rs16891982, rs4778241 a rs885479. Tato studie také potvrdila zjǐstěńı

předešlých studíı [25], že SNP rs1426654 a rs16891982 jsou vhodné markery pro

určováńı biogeografického p̊uvodu. Zaj́ımavé je, že oba výše uvedené markery také

asociovaly s barvou oč́ı, konkrétně př́ıtomnost alely G u rs1426654 a alely C u

rs16891982 s tmavou barvou oč́ı. Naše domněnka je taková, že se silná asociace s

nebělošským biogeografickým p̊uvodem promı́tá i do asociace s tmavou barvou oč́ı.

Předešlá studie vědecké skupiny Rana zjistila, že polymorfizmus rs885479 v genu

MC1R téměř neńı př́ıtomen u běloch̊u, ale je naopak častý u asiat̊u [26]. Obdobné

frekvence genotyp̊u byly pozorovány pro marker rs1545397, který je asijskou speci-

fickou mutaćı v genu OCA2 [27].

Použit́ı analýzy MDR odhalilo polymorfizmy, které by mohly optimalizovat pre-

dikci barvy oč́ı, ovšem neměly by statisticky významnou asociaci s barvou oč́ı během

asociačńıho testu provedeného u jednotlivých marker̊u. Nejinformativněǰśı marker

pro určováńı barvy oč́ı a biogeografického p̊uvodu byl marker rs12913832. Nejlepš́ı

model pro souhrnné vzorky obsahoval 2 SNP: rs12913832 a rs916977. Nejlepš́ı mo-

del pro bělošské vzorky obsahoval nav́ıc jeden marker: rs7495174. Mı́ra predikce

byla v této studii pro určováńı světlé vs. tmavé barvy u souhrnných vzork̊u 0,8566,

u bělošských vzork̊u 0,8369. Největš́ı mı́ra predikce (0,9255) byla zjǐstěna u modelu

určováńı biogeografického p̊uvodu, který obsahoval markery rs1426654 a rs16891982.

Z 8 možných haplotyp̊u pro markery rs7495174, rs12913832 a rs916977 bylo jak

u tmavookých osob, tak u světlookých osob pozorováno 6 haplotyp̊u. Světlooké

osoby byly z hlediska haplotyp̊u relativně homogenńı. Frekvence majoritńıho haplo-
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typu (AGG) byla v této skupině 84% a frekvence ostatńıch haplotyp̊u byla pod 10%.

Haplotypy tmavookých osob zdaleka nebyly tak homogenńı. Tato skupina vykazo-

vala 4 majoritńı haplotypy: AGG (34%), AAA(27% ), AAG (16%) a GAG (12%).

Světlooćı jedinci měli v 81% diplotyp AGG/AGG, zat́ımco tmavooćı jedinci měli

nejčastěji haplotyp AGG jenom na jednom chromozómu. Tyto výsledky podporuj́ı

již dř́ıve formulovanou hypotézu o tom, že modrá barva oč́ı je nejčastěji děděna jako

recesivńı znak.

Výhodou analýzy MDR je tvorba tř́ıd́ıćıho algoritmu, který přisuzuje určitému

multilokusovému genotypu fenotyp. Ovšem tato metoda opomı́j́ı kvantifikaci nejis-

toty, která je nezbytná pro interpretaci výsledk̊u ve forenzńı genetice, např́ıklad

při určováńı fenotypu neznámého vzorku. Proto byly následně vytvořeny dvě Ba-

yesovské śıtě: s použit́ım marker̊u biogeografického p̊uvod̊u (Model 1: rs7495174,

rs12913832, rs916977, rs1426654 a rs16891982) a bez nich (Model 2: rs7495174,

rs12913832, rs916977). Spojeńı model̊u pro určováńı barvy oč́ı a biogeografického

p̊uvodu zlepšilo výsledky analýzy obzvlášt u asijských vzork̊u, protože klesl počet

vzork̊u, u nichž nebylo možné určit barvu oč́ı (z 13,3% na 1,6%). Senzitivita určováńı

světlé barvy oč́ı dosáhla pomoćı Modelu 1 hodnoty 0,96, specificita pro určováńı

světlé barvy oč́ı se dostala na hodnotu 0,98.

5 ZÁVĚR

Studie zkoumaj́ıćı sadu marker̊u DIPplex obsahuj́ıćı 30 inzerčně-delečńıch polymor-

fizmů, které byly umı́stěny ve vzdálenosti nejméně 10 Mb od všech komerčně do-

stupných marker̊u STR. Po optimalizaci pufru může být tato sada použita pro

analýzu inhibovaných vzork̊u. Mezi zkoumanými markery nebyla nalezena statis-

ticky významná nerovnováha, proto mohou být tyto markery považovány za nezávislé.

Tyto nové markery mohou být s výhodou analyzovány pomoćı metod a př́ıstroj̊u,

které jsou běžně dostupné ve forenzńı laboratoři. Dı́ky relativně ńızké mutačńı rych-

losti jsou tyto markery velmi vhodné pro př́ıbuzenskou analýzu, obzvlášt’ pokud

je podezřeńı na výskyt mutace. Zjǐstěné hodnoty paternitńıho indexu ukazuj́ı, že

sada DIPplex vede k několikanásob-nému zvýšeńı paternitńıho indexu vytvořeného

pomoćı analýzy marker̊u STR. Sada DIPplex může být využita jak při forenzńı in-
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dentifikaci, tak i při testováńı př́ıbuznosti. Tato studie prokázala, že sada DIPplex je

robustńı a že je jej́ı použit́ı jako doplňkové sady marker̊u vhodné v České republice.

Studie zaměřená na sadu obsahuj́ıćı 8 vázaných marker̊u X-STR Argus X-8

prokázala vhodnost použit́ı této sady pro forenzńı účely ve středochorvatské popu-

laci. Tyto markery se nacházej́ı ve 4 vazebných skupinách a jsou tedy velmi užitečné

pro př́ıbuzenskou analýzu, i když může v některých př́ıpadech nastat problém nu-

lových frekvenćı zkoumaných haplotyp̊u. Proto jsou tyto markery velmi vhodné pro

analýzu př́ıbuznosti kosterńıch vzork̊u, kde může jejich použit́ı být v́ıce informativńı

než použit́ı autozomálńıch marker̊u STR.

Studie zabývaj́ıćı se sadou Decaplex X-STR představuje návrh sady marker̊u,

který je odlǐsný od předchoźı sady Argus X-8. U všech pár̊u marker̊u, vyjma páru

DXS6809 a DXS6789, mezi kterými je vzdálenost 500 Kb, nebyla zjǐstěna vazebná

nerovnováha. Proto si tyto markery zachovávaj́ı vlastnosti spojené s jejich lokalizaćı

na gonozómu X, ale jejich vazebná nezávislost snižuje početńı náročnost v př́ıpadě

výpočtu př́ıbuznosti. Výpočet pr̊uměrné śıly vyloučeńı poukázal na to, že je tato

sada velmi vhodná pro komplexńı a deficientńı př́ıpady určováńı otcovstv́ı a souro-

zenectv́ı. Protože se výsledky forenzńıch parametr̊u marker̊u obsažených v této sadě

shodovaly s jinými studiemi, lze tuto sadu považovat za robustńı a za vhodnou pro

použit́ı ve forenzńı genetice a př́ıbuzenské analýze v České republice.

Hlavńım ćılem studie fenotypových marker̊u SNP byla selekce nejlepš́ıho modelu

pro predikci barvy oč́ı a s ńı spojeného p̊uvodu pro podmı́nky České republiky. Toto

je nová oblast forenzńı genetiky, může pomoci zúžit okruh možných podezřelých

osob či nepř́ımo podpořit výpověd’ očitého svědka. Rekonstrukce haplotyp̊u zkou-

maných osob podpořila hypotézu, že barva oč́ı se děd́ı jako recesivńı znak. Porovnáńı

výsledk̊u studie s výsledky ostatńıch studii naznačilo, že existuj́ı markery, které maj́ı

velkou informativitu bez ohledu na populaci, ve které jsou zkoumány (např́ıklad

rs12913832). Existuj́ı také markery, které maj́ı velkou informativitu ohledně pre-

dikce barvy oč́ı, ale jenom v určitých populaćıch. Pomoćı analýzy MDR bylo vybráno

několik marker̊u, které nejlépe predikuj́ı barvu oč́ı nebo p̊uvod. Z těchto výsledk̊u

byly následně vytvořeny 2 modely Bayesovských śıt́ı, které byly následně validovány

pomoćı daľśıho soubor̊u vzork̊u. Kombinace analýzy MDR a Bayesovských śıt́ı se

ukázala jako elegantńı řešeńı, které dovoluje zahrnout nejistotu do výpočtu pre-

dikce barvy oč́ı a p̊uvodu. Spojeńı fenotypových marker̊u a marker̊u biogeografického

17



p̊uvodu vedlo k vyšš́ı mı́̌re predikce a nižš́ımu počtu analýz, u nichž nebylo možné

udělat závěr. Doufáme, že poznatky zjǐstěné pomoćı této studie podpoř́ı zavedeńı

metody molekulárńı fenotypizace v oblasti forenzńı genetiky v České republice.
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