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SOUHRN

Kratké tandemové repetice (STR lokusy) se nachézi u prokaryotnich i eukaryotnich
organizmu vcetné cloveka. Jsou tvofeny za sebou se opakujicimi repeticemi DNA o délce
1-6 bp a tvofi tseky o celkové délce vétsi nez 100 bp. Tyto lokusy jsou vysoce
polymorfni, kodominantni a Siroce vyuZzivané genetické markery. Své uplatnéni nachazi pti
prenatalni diagnostice, vyzkumu rakoviny, genetickém mapovani a populacnich studiich.
Velky vyznam maji STR lokusy pfi identifikaci osob a testovani paternity.

Ve spadové oblasti Morava byl hodnocen vyskyt alelovych frekvenci ve 13 STR
lokusech (D21S1414, D212S1435, D21S1446, D21S1411, penta D, D18S535, D18S51,
D18S386, D13S631, D13S317, D13S305, D13S634 a XHPRT). Na zaklad¢ zjisténych dat
je nejpolymorfnéjSim zkoumanym STR lokusem D18S386. Naproti tomu nejméné
polymorfni lokusy jsou D21S1446 a D13S305.

Pro stanoveni pravdépodobnost otcovstvi a pravdépodobnost ndhodné shody
pro sledované muze byly misto markerd D18S535 a XHPRT vyuZity makrery D18S391
a D18S499. Ziskané udaje byly srovnany s vysledky zjisténymi pomoci komeréniho kitu
AmpF/STR Identifier. Statistickou analyzou dat nebyl mezi testovanou sadou markert
a komerénim kitem prokdzan signifikantni rozdil. U testovanych STR lokust bylo ale
celkem nalezeno vice mutaci nez u komer¢niho kitu. Vy$§i mira mutaci mize ovlivnit

vysledek paternitniho testu, ale nema vliv na identifikaci osob.



SUMMARY

Short tandem repeats (STRs) are found in prokaryotes and eucaryotes, including
human. STRs are short tandemly repeated DNA sequences with 1 — 6 bp repeat unit
forming series with lenghts of up to 100 bp. These loci are highly polymorphic,
codomidant and widely used genetic markers. They are used for prenatal diagnosis, cancer
research, genetic mapping and population studies. STR loci are very important to paternity
testing and identification of individuals.

Allele frequencies of 13 STR loci (D21S1414, D212S1435, D21S1446, D21S1411,
penta D, D18S535, DI18S51, D18S386, D13S631, DI13S317, DI13S305, D13S634
and XHPRT) were evaluated in Moravian population. The most polymorphic STR locus is
D18S386. On the other hand, the least polymorphic tested STR loci are D21S1446
and D13S305.

For paternity testing and estimating of random match probability of alleged
father’s genotype were used markers D18S391 and D18S499 instead of markers D18S535
and XHPRT. These data were compared with comercial AmpF/STR Identifier kit. There
was found no statistically significant difference in set of tested markers and comercial kit.
However, more mutations were detected in tested STR loci. Higher mutation rate could

affected paternity analysis, but couldn’t affected identification of individuals.
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1 UVOD

Velky rozvoj molekuldrni biologie nastavd s objevem polymerazové fetézové
reakce (PCR). Tuto metodu navrhl v roce 1983 Kary Mullis. PCR zvysila citlivost DNA
analyzy, analyza se stala jednodussi a rychlejsi. PCR umoziiuje také analyzu
degradovanych vzorkt a skytd potencialni moZznost automatizace.

DNA analyza je velmi uZite€nym nastrojem pro forenzni ucely, jako je identifikace
osob pifi masovych katastrofdch, poskytuje velmi cenny diikkaz pii feSeni krimindlnich
ptipadll a v neposledni fad¢ pfi ur€ovani ptibuzenskych vztaht.

Od zacatku 90. let 20. stoleti se ve forenzni praxi vyuziva polymorfizmu kratkych
tandemovych repetic. V soucasné dobé velka vétSina DNA analyz pro forenzni Ucely

zahrnuje pravé analyzu polymorfizmu STR lokusi (Butler, 2005; Goodwin ef al., 2007).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Organizace lidského genomu

Velikost lidského genomu je pfiblizn¢ 3,2 Gb (International Human Genome
Sequencing Consorcium, 2001). Genom se skldda z jedinecné a repetitivni DNA (Obr. 1).
Jedinetna DNA je v genomu pfitomna vjedné nebo pouze nckolika maélo kopiich
a zahrnuje geny a regulacni sekvence. Lidsky genom obsahuje 20 000 — 25 000 gent.
Sekvence kodujici pfimo proteiny zahrnuji asi 1,5 % genomu. Déle jedine¢nou DNA tvofi
genové sekvence, které sice proteiny nekoduji, ale ucastni se regulace (promotory,
enhancery, represory, polyadenylacni signal), introny, pseudogeny a genové fragmenty

(Goodwin et al., 2007).

Genom
3,2Gb
25% 75 %
genové extragenové
sekvence sekvence
1.5% 235% 54 % 21 %
kodujici nekodujici repetitivni jedinecna /
a regulacni sekvence DNA malokopiova
sekvence DNA
9% 45 %
tandemové rozptylené
repetice repetice
a-satelitni minisatelity mikrosatelity | SINEs | | LINEs | | LTRs | DNA
DNA 0
N 3% 21 % 3% transpozony
1 % 3%
5% ’ ’ 3%

Obr. 1: Schéma organizace lidského genomu (upraveno podle Goodwin et al., 2007)

Ptiblizn¢ 75 % celého genomu tvoii extragenova DNA. Asi 50% genomu tvofi
rizné typy repetitivnich sekvenci. NejcastéjSimi typy rozptylenych repetic jsou dlouhé

roztrousené elementy (long interspred elements, LINEs) s délkou repetice nad 500 bp,



kratké roztrouSené elementy (short interspred elements, SINEs) s repetici dlouhou do 500
bp, LTR sekvence (long terminal repeats) a DNA transpozony. Tyto sekvence jsou
odvozovany transpozici. (Goodwin et al., 2007; International Human Genome Sequencing
Consorcium, 2001).

Tandemové usporadané repetice tvoii 10 % genomu. Podle délky repetice se tyto
sekvence déli na o-satelitni DNA, ktera tvofi centromerické oblasti chromozomu
s repeticemi dlouhymi piiblizn€ 171 bp, minisatelitni DNA s délkou repetice 6 — 100 bp
a mikrosatelitni DNA, u které je délka repetice 1 — 6 bp (Goodwin et al., 2007; Naslund
et al., 2005).

2.1.1 Polymorfizmus

Mezi dvéma libovolnymi lidmi je sekvence jaderné DNA v 99,9% totozna.
Za genetickou variabilitu je tedy zodpoveédny zbyvajici zlomek procenta. Odchylky v DNA
se mohou vyskytovat v kddujicich sekvencich a tim zpisobovat tvorbu odliSnych variant
proteintll. Jiné varianty se nachazi v extragenovych usecich ¢i v intronech gent, neovliviiuji
funkci zddného genu a mohou byt detekovany pouze pifimou analyzou DNA (Nussbaum
et al.,2004).

Zmény v DNA se nazyvaji mutace. Mutace jsou hlavnim zdrojem genetické
variability. Mutace ptedstavuji zdklad evoluce, ale také zplsobuji genetické choroby.
KaZzdy jedinec nese ve svém genomu 100 — 200 novych mutaci (Nachman et Crowell,
2000), z nichz vétSina lezi mimo geny. Nékteré mutace jsou Skodlivé, jiné jsou povaZzovany
za selekéné neutralni. Neutralni mutace se vyskytuji mimo geny nebo v nekodujicich
oblastech chromozému. V nekodujicich oblastech genomu dochazi k mutacim ¢astéji, nez
v oblastech kédujicich.

Razné varianty urCit¢é sekvence DNA na daném lokusu se nazyvaji alely.
Vyskytuje-li se nékterd alela v populaci ve vice nez 1% ptipadii, vznika geneticky
polymorfizmus. Alely s frekvenci niz$i nez 1% se oznacuji jako vzacné varianty
(Nussbaum et al., 2004).

Polymorfizmus mizZe byt sekvencni nebo délkovy. K sekvenénimu polymorfizmu
nalezi jednodukleotidové polymorfizmy (single nucleotide polymorphism, SNP). Tento
druh polymorfizmu se vyskytuje v genomu nejéastéji. Jeden SNP ptipadad na kazdych 300
— 1000 bp v genomu. Rizné alely obsahuji v ur€itém misté sekvence jiny nukleotid, napft.
jedna alela obsahuje guanin a druhd adenin. SNPs vznikaji chybami pfi replikaci DNA
béhem gametogeneze. SNPs nejsou vysoce polymorfni, ale bialelické (Hanchard, 2005).
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Tandemové repetitivni sekvence v genomu tvoii délkovy polymorfizmus. Rizné
alely téchto lokusl jsou dany rtiznym poctem opakovani repetice, a tedy riznou délkou
sekvence. Pokud je délka repetice 1 — 6 bp, jedna se mikrosatelity, nazyvané téz kratké
tandemové repetice (short tandem repeats, STR) (Obr. 2). Mikrosatelity tvoii alely
v rozsahu 50 — 300 bp. Kdyz je repetice dlouhd 6 — 100 bp, jedna se o minisatelity. Tyto
sekvence tvoti alely vrozsahu 500 bp az 30 kb. Minisatelitové sekvence mohou byt
monomorfni nebo polymorfni. Polymorfni minisatelity jsou n€kdy oznacovany jako
variabilni pocet tandemovych repetic (variable number of tandem repeats, VNTR).
Predpokladanad hustota vyskytu VNTRs v genomu je 9,1 VNTRs/Mb (Goodwin et al.,
2007; Naslund et al., 2005; Vergnaud et Denoeud, 2000). Minisatelitové a mikrosatelitové

lokusy jsou polymorfné;jsi nezZ SNPs.

= 71CTA | TCTA| TCTA | TCTA | TCTA| TCTA | TOTA | TOTA — allele &

— TcTa| Teta| ToTa | TCTA | TCTA | TOTA | TCTA | TCTA | TCTA | TCTA == allele 10

Obr. 2: Struktura STR. Alely se od sebe 1isi po¢tem opakovani repetitivni jednotky (Goodwin et al., 2007).
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2.2 Kratké tandemové repetice

Kratké tandemové repetice (short tandem repeats, STR), nazyvané téz
mikrosatelity, se nachdzi u prokaryotnich i eukaryotnich organizml vcetné c¢loveka.
V lidském genomu zaujimaji asi 3 % jeho velikosti. Jsou tvofeny za sebou se opakujicimi
repeticemi DNA o délce 1 — 6 bp a tvorti tseky o celkové délce vétsi nez 100 bp (Fan
et Chu, 2007). Mnoho STRs se nachdzi v nekodujicich oblastech genomu, v kddujicich
oblastech se jich nachazi jen asi 8 % (Ellegren, 2000). V priméru se vyskytuje jeden STR
na 2 kb (International Human Genome Sequencing Consorcium, 2001). Nejvice téchto
sekvenci se naléza na chromozému 19 (Subramanian et al., 2003).

STRs mohou byt klasifikovany na rtizné typy. Podle délky repetitivni jednotky se
STRs déli na mono-, di-, tri-, tetra-, penta- a hexanukleotidové repetice (Fan et Chu, 2007),
pficemz nejcatéjsi jsou repetice dinukleotidové a nejméné je hexanukleotidovych
(International Human Genome Sequencing Consorcium, 2001). Podle struktury repetic 1ze
STR lokusy rozdélit na perfektni repetice (jednoduché repetice, simple repeats), které
obsahuji pouze jednu repetitivni jednotku a imperfektni repetice (sloZzené repetice,
compound repeats) slozené z raznych typu repetic (Fan et Chu, 2007).

Neékteré trinukleotidové repetice zplisobuji u ¢lovéka vznik hlavné neurologickych
chorob. Jde o vzacna onemocnéni s dominantni dédicnosti. Pfiklady takovych onemocnéni
jsou syndrom fragilniho X, Huntingtonova choroba, myotonické distrofie a n&které typy
spinocerebralnich ataxii. U téchto chorob dochazi k abnormalni expanzi trinukleotidovych
repetic. Tyto repetice asociované s chorobami byly identifikovany pouze u ¢lovéka. Toto
vede k predpokladu, Ze pfitomnost trinukleotidovych repetic uvnitf nékterych gent

spojenych s mozkem mize byt jednou z pfi€in evoluce funkce mozku (Fan et Chu, 2007).

2.2.1 Mutace STR lokusu

Zatimco v jedine¢nych sekvencich DNA dochdzi k mutacim zfidka, a to s frekvenci
asi 107 na generaci. U STR lokusi je frekvence mutaci o nékolik fadt vyssi, v rozmezi
od 10 po 107 na generaci (Fan et Chu, 2007; Schlbtterer, 2000). U nepatogennich STR
lokustt slozenych =z dinukleotidovych repetic dochazi v porovnani s lokusy
tetranukleotidovymi k mutacim 1,5 — 2x castéji. Frekvence mutaci u trinukleotidovych

repetic lezi mezi di- a tetranukleotidovymi, zatimco trinukleotidové lokusy asociované
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s nemocemi vykazuji 4 — 7x vyssi frekvenci mutaci nez nepatogenni lokusy dinukleotidové
(Chakraborty et al., 1997).

Mutace v STR lokusech jsou nejcastéji popisovany pomoci krokového muta¢niho
modelu (stepwise mutation model, SMM). Podle tohoto modelu se mikrosatelit méni pouze
o jednu ¢i maly pocet jednotek. Produktem mutace je Casto jiz existujici alela. Mutace
v STR lokusech tedy popiraji hlavni pfedpoklad modelu nekonecného mnozstvi alel
(infinite alleles model, IAM), podle kterého kazdou mutaci vzniké alela nova.

Predpoklady SMM jsou malé zmény v poctu repetitivnich jednotek, stejnd
pravdépodobnost zvySeni a snizeni poctu jednotek, nelimitovana velikost alel a nezavislost
miry a rozsahu mutaci na poctu jednotek. Tento model je v souladu s mechanismem vzniku
STR mutaci sklouznutim DNA polymerazy (Fan et Chu, 2007).

SMM ma ale dva nedostatky: nepokryva stabilni distribuci alel a nedokaze vysvétlit
absenci velmi dlouhych alel v populaci. Ackoliv je vétSina mutaci v STR lokusech
v souladu s timto modelem, dochazi k odchylkdm (Huang et al., 2002; Kruglyak et al.,
1998). Pokud dojde v mikrosatelitu ke zmén€ o vice jednotek naraz, jde o vicekrokovy
mutacni model (multistep mutation model, MMM), ktery zahrnuje mutacni procesy jako
SMM, ale i mutace vétSiho rozsahu. Frekvence vicekrokovych mutaci se zvySuje se
zvySujici se varianci v poctu repetitivnich jednotek. Pokud distribuce alel odpovida tomuto
modelu, mutace v STR lokusech miize byt zplisobena mechanismem nerovnomérného
crossing overu. K vicekrokovym mutacim dochazi u ¢lovéka az v 14 % ptipada (Ellergen,

2000; Kayser et al., 2000).

2.2.2 Faktory ovliviiujici mutace STR lokusii

Mezi faktory ovliviiujici mutace STR lokust patii pocet repetitivnich jednotek,
sekvenéni motiv repetice, délka repetitivni jednotky, ptiléhajici sekvence, pteruseni
mikrosatelitu, mira rekombinace a transkripce, atd. (Schlétterer, 2000).

Jednim zkliCovych faktorGi ovliviuyjicich mutace v STR lokusech je pocet
repetitivnich jednotek. Se zvySujicim se poctem repetic se zvySuje mira mutaci. U kratSich
mikrosatelitii dochazi s vyssi frekvenci k prodluzovani alel, zatimco delsi mikrosatelity
maji tendenci se spiSe zkracovat, nez prodluZzovat. Pokud dojde k mutaci, dlouhé
mikrosatelity mutuji spiSe na krat$i a kratké mikrosatelity mutuji na delsi (Huang et al.,

2002; Lai et Sun, 2003).
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Miru mutaci STR lokust ovliviiuje také délka repetiticni jednotky. Nejvice mutaci
nastava u dinukleotidovych repetitivnich jednotek, méné u trinukleotidovych a jesté¢ méné
u tetranukleotidovych jednotek (Chakraborty et al., 1997).

Dalsim faktorem je sekvencni motiv repetice. Sekvence jednotek s vysokym
obsahem AT mutuji rychleji nez ty svysokym obsahem GC. Sekvence s vysokym
obsahem GC mohou redukovat miru sklouznuti polymerdzy (Chakraborty et al., 1997).

Mira STR mutaci je ovlivnéna 1 pohlavim. V mnoha lokusech dochazi
Ze pii spermatogenezi dochézi k vy$§imu poc€tu mitéz neZ pii oogenezi (Ellegren, 2000).
Vliv na miru mutaci ma i vék muzi.

Kromé sklouznuti polymerdzy dochazi v STR lokusech 1 k dal§Sim mutacim, jako
jsou tranzice, transverze, jednonukleotidové inzerce a delece a dalsi. Frekvence téchto
zmén je v porovnani se sklouznutim polymerdzy nizk4, ale mohou narusit sekvenci
nukleotidii v mikrosatelitu a tim zménit jejich mutabilitu. (Fan ez Chu, 2007).

Miru mutaci v STR lokuse muZe ovliviiovat 1 rekombinace. N&které studie sice
neobjevily Zadnou asociaci mezi rekombinaci a mirou mutaci v mikrosatelitech (Huang
etal., 2002), jiné ano. Neexistuje ale diikkaz pro silnou pozitivni korelaci mezi mirou
rekombinace a mutacemi STR lokust (Payseur et Nachman, 2000). STR lokusy
nerekombinujici oblasti chromozému Y vykazuji stejnou miru mutaci jako autozomalni
lokusy, coz naznacuje, ze rekombinace neni hlavnim mechanizmem vzniku variability STR
lokusi.

Vliv sousednich sekvenci na mutace mikrosatelitu neni zcela jasna (Fan et Chu,

2007; Schlotterer, 2000).

2.2.3 Mechanismy mutaci STR lokusii

Existuji tfi mozné mechanismy vzniku STR mutaci: nerovnomérny crossing over
v pribéhu meidzy, retrotranspoziéni mechanismus a sklouznuti DNA polymerazy
pii replikaci, coz je pravdépodobné nejrozsitenéjsi mechanismus.

Nerovnomérny crossing over dava vznik velkym blokim satelitni DNA a je
spojeny s vyménou repetitivnich jednotek mezi homolognimi chromozémy. Tento proces
sice nastava mezi riznymi chromozomy, ale také hraje omezenou roli pfi mutacich STRs.
Tento mechanismus mize byt zodpovédny za vicekrokovou mutaci STR lokust (Huang

et al., 2002).
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Mechanismus retrotranspozice uvazuje, ze A-bohaté STR vznikaji prodlouzenim
3" konce retrotranskriptu, podobné jako je tomu u polyadenylace mRNA. Existuje totiz
asociace mezi STRs bohatymi na adenin a transponovatelnymi elementy, ackoliv vysoka
hustota transponovatelnych elementti se nemusi vzdy shodovat s vysokou hustotou vyskytu
STRs (Nadir et al., 1996).

Nejvice uzndvanym vysvétlenim mutaci v STR lokusech je sklouznuti DNA
polymerazy pii replikaci. V dasledku sklouznuti polymerdzy dochazi k chybnému parovani
mezi templatovym a nov€ vznikajicim vldknem DNA o jednu ¢i vice jednotek. V misté
chybného pérovani dochazi k vytvoreni smycky (Obr. 3). Molekula DNA pak obsahuje
jiny pocet repetitivnich jednotek. Mira sklouznuti polymerazy neodpovidd mife mutaci
STR lokust. In vivo je totiZ mnoho smycek na DNA vznikajicich pii posunu polymerazy
rozpozndno systémem opravujicim chybné parovani. Pozorované mnozstvi STR mutaci
zalezi na frekvenci sklouzuti polymerdzy a ucinnosti systému opravujiciho chybné

parovani. Tento opravny systém redukuje miru STR mutaci 100 — 1000x.

SIR
& opeat unit
DNA polymerase NO
" Replication MUTATION
-~ ~ ~ & ~ O — - - ~ -~~~ -~ .
3 5

11-repeat allele

Slnppagk Realignment

Mismatch
repair

Misa]ignmefl/ \
—.J.‘..-.- —— A

Extansion

+1 REPEAT MUTATION
12-repeat allele after
subseguent DNA replicafion

-1 REPEAT MUTATION
10-repeat allele after
subsequent DNA replication

Obr. 3: Schéma sklouznuti DNA polymerazy pfi replikaci (Fan et Chu, 2007).
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Na miru vyskytu sklouznuti polymerdzy mé vliv nékolik faktorti, znichz
nejdulezitéjsi je délka repetitivni jednotky. Ke sklouznuti polymerazy dochdzi castéji
u dinukleotidovych jednotek nez jednotek tetranukleotidovych (Kruglyak ef al., 1998).
Mezi dalsi faktory ovliviiujici sklouznuti polymerazy patii pocet, lokalizace a sekvence
jednotek (Schlétterer, 1998). U ¢lovéka roste mira sklouznuti polymerazy exponencialné se
zvySujicim se poc€tem repetitivnich jednotek (Lai et Sun, 2003). Minimalni pocet jednotek
nutnych pro dal$i expanzi je Ctyii aZz pét u dinukleotidovych STR a dvé repetice

u tetranukleotidovych STR.
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2.3 Vyuziti STR lokusii pro testovani paternity a identifikaci
0sob

2.3.1 Testovani paternity

Testovani paternity je zaloZzeno na faktu, Ze kazdy geneticky marker ditéte je
zdédén od jednoho zrodic¢l. Kone¢ny vysledek testu paternity je stanoven porovnanim
genetickych markerth matky, ditéte a muze oznaceného za otce. Paternitni test je mozny
1 za ptredpokladu, ze se neanalyzuje vzorek matky, ale mira vérohodnosti vysledku je nizsi.

Genetické markery vyuzivané pro testovani paternity musi vykazovat
mendelistickou dédi¢nost. STR lokusy jsou dédény timto zpisobem. Uvazujeme-li jeden
lokus a paternalni alely tohoto lokusu jsou Py, P, a maternalni alely M, M,, potom u jejich
potomkli mohou vzniknout ¢tyii mozné kombinace alel, a to P;M;, P\M,, P,M,, P,M,
(Obr. 4), kazda s pravdépodobnosti 0,25. Alely markeru uZivanych pro paternitni tcely
musi byt distribuovany podle Hardy-Weinbergova zdkona. Dalsi podminkou je, ze odlisné
genetické systémy jsou dédény nezéavisle na sobé&, tzn. jsou lokalizovany na rGznych
chromozomech. Pokud totiz dva lokusy lezi u sebe dostate¢né blizko, jsou dédény
spole¢né. Frekvence mutaci u téchto makrekd je mald (Buckleton et al., 2005; Mertens

etal., 1999).

MM, PP,

Obr. 4: Ptiklad rodokmenu zobrazujici vSechny mozné kombinace genotypi potomkl (upraveno podle
Butler, 2005).

Pro hodnoceni vysledku paternitniho testu se vyuzivaji tfi metody, a to
pravdépodobnost vylou€eni z otcovstvi, paternitni index (PI) a pravdépodobnost otcovstvi.

Vsechny tii metody vyuzivaji znalosti frekvence alel v populaci.

2.3.1.1 Pravdépodobnost vylouceni z otcovstvi
Genotypy matky a ditéte definuji v kazdém lokusu paternitni alelu, protoZze kazdy

marker ditéte nezdédény od matky musi byt pfitomen v genotypu otce.
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Pravdépodobnost vylouceni z otcovstvi (PE; power / probability of exclusion) je
pravdépodobnost vyloueni ndhodného muze zpopulace zotcovstvi na zakladé
genotypizacniho vysledku matky a ditéte (Fung et al., 2002). Genotyp muze oznac¢ené¢ho za
otce se nebere v uvahu. Tato pravdépodobnost mize byt definovana jako podil muzi, kteti
nenesou paternalni alelu. KdyZ jsou mozné paternalni alely na lokusu Aj, A, ...A,, potom
je pravdépodobnost vylouceni z otcovstvi pro tento lokus PE; za pfedpokladu Hardy-

Weinbergovi rovnovahy:
0 2
PE, = (I—ZP(Ai)j
i=1

Kombinovana pravdépodobnost vylouceni z otcovstvi vypocita jako:
PE=1-]](1-PE))
1

(Buckleton et al., 2005).

Priimérnd pravdépodobnost vylouceni muze z otcovstvi (ﬁ) je pravdépodobnost,
s jakou dojde k vylouceni faleSn€ naicené¢ho muze pii pouziti dan¢ho genetického systému.
Tato pravdépodobnost zavisi na polymorfizmu, napf. na poctu alel v systému a jejich
distribuci v populaci (Mertens et al., 1999). Primérna pravdépodobnost vyloueni muze

z otcovstvi pro dany lokus se vypocita jako:
PE = h’(1-2hH?)

kde h je heterozygozita a H homozygozita daného lokusu (Goodwin et al., 2007). Pokud
jsou genetické systémy nezavislé, kombinovand primérna pravdépodobnost vylouceni
z otcovstvi se vypocita podobné jako kombinovand pravdépodobnost vylouceni

z otcovstvi.

2.3.1.2 Paternitni index

Paternitni index (PI) je promér pravdé€podobnosti, ktery se skladd ze dvou
konkurenénich a vzajemné se vylucujicich hypotéz:

Hy: oznaceny muz je skute¢nym otcem ditéte

H;: oznaCeny muz neni skutecnym otcem ditéte.
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Z predpokladu existence n¢jakého diikazu, typicky genotypt ditéte (G¢), otce (Gar)
a matky (Gy), je na zdkladé Bayesova teorému aposteriorni pravdépodobnost rovna
soucinu apriorni pravdépodobnosti a pravdépodobnostniho poméru:

P(HO |GC’GM’GAF) — P(GC’GM’GAF |HO) P(HO)
P(Hl |GC7GM’GAF) P(GC7GM7GAF |H1) P(Hl)

Pravdépodobnostni pomér:

P(G..G\.G, | H,)
P(GCBGMBGAF |H1)

se oznacuje jako paternitni index (PI).

Citatel a jmenovatel zlomku jsou podminény genotypem matky, ditéte a muzZe
oznaceného za otce a mohou byt odvozeny z kombinacniho ¢tverce (Goodwin ef al., 2007).

Predpoklada se, Ze matka je jistd, Cili je ¢asto mozné urcit maternalni a paternalni
alelu ( (Buckleton et al., 2005). Predpokladejme ptipad, kdy matka ma genotyp pr, dité pq
a muz oznaceny za otce gs. Pokud je tento muz otcem, musela matka ditéti piedat alelu p
a otec alelu q. Pokud muz otcem neni, potom matka musela ditéti predat alelu p a alelu q
muselo dit¢ zdédit od jiného muZze z populace, ktery je nositelem alely q. Pokud je
oznaceny muz otcem, pravdépodobnost, Ze dit¢ bude nositelem genotypu pq, je 0,25.
Pokud oznac¢eny muZ neni otcem, matka pfedala alelu p s pravdépodobnosti 0,5 a Sance, Ze

jiny muz je otcem ditéte zavisi na frekvenci alely q v populaci (g). PI je potom tedy:

025 1

PI =
0,5¢ 2q

Stejnym zpiisobem Ize odvodit PI pro ostatni mozné kombinace (Tab. I) (Goodwin
etal.,2007).

PI se spocitd pro jednotlivé lokusy. Vyndsobenim jednotlivych PI mezi sebou
ziskame kombinovany paternitni index (CPI) (Gjertson et al., 2007). Obecné pfijimana
minimalni hodnota CPI pro oznaceni muze za otce je rovno 100. PI 100 koreluje
s pravdépodobnosti, ze oznaceny muz ma 99 ku 1 vétsi Sanci, ze je otcem ditéte nez

nahodny muz z populace (Butler, 2005).
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Tab. I: PI pro vSechny nevyloucené kombinace maternalniho a paternalniho genotypu
(Buckleton et al., 2005)

Genotyp Genotyp Genotyp PI
matky ditéte muze
N qq 1
P9 -
qq
pp q q
pr
qq
Pq qq
qr
Eb Pq Pq L
pr 2q
pr
T qr
rs
qq 1
Pq Ptq
pPq Pq 1
qr EYPRRDAY
2(p+9q)

PI — paternitni index; p, q, r, s — jednotlivé alely na lokusu; p, ¢ —
frekvence alel p, q v populaci

2.3.1.2.1 Vypocet paternitniho indexu v piipadé, Ze neni k dispozici genom jednoho
z rodici

Hodnoceni paternity se obvykle provadi na zdklad€ genotypu matky, ditéte a muze
oznacené¢ho za otce. V nékterych piipadech je ale tfeba vyfesit spornou paternitu u ditéte
1 v pfipad€, ze genotyp matky nebo otce neni k dispozici (Lee et al., 2000; Lee et al.,
2001).

2.3.1.2.1.1 Genom matky neni k dispozici

Pokud neni genotyp matky k dispozici, nelze jasné urit paterndlni alelu
a pro urceni Citatele a jmenovatele paternitniho indexu nelze pouzit kombinacni Etverec.
Z otcovstvi je vylou¢en muz, ktery ve svém genotypu neobsahuje ani jednu ze dvou alel,
které obsahuje genotyp ditéte. (Lee et al., 2000).

Predpokadame ptipad, kdy genotyp ditéte je pq a genotyp muze oznaceného za otce
je qr. Pokud je oznaCeny muz otcem, potom je paternilni alela q predana
s pravdépodobnosti 0,5. Maternalni alela musi byt v tomto ptipadé¢ p a pravdépodobnost

jejiho predani zavisi na jeji frekvenci v populaci. Pokud oznaceny muz otcem neni, je

20



pravdépodobnost vyskytu genotypu pq ditéte dana podle Hardy-Weinbergova zdkona 2pq.
Paternitni index je potom (Buckleton et al., 2005; Lee et al., 2000):

_05p 1

2pq  4q

Stejnym zplisobem Ize odvodit PI pro ostatni mozné kombinace (Tab. II)

PI

Tab. II: PI pro vSechny nevyloucené kombinace paternalniho genotypu a genotypu ditéte
(Buckleton et al., 2005)

Genotyp Genotyp PI
ditéte muze
1
qq qq q
qq qp s
qp qq 2q
P+q
qp qp 4pq
1
ap qr E

PI — paternitni index; p, q, r — jednotlivé alely
na lokusu; p, ¢ — frekvence alel p, q v populaci

2.3.1.2.1.2 Genom otce neni k dispozici

V nékterych piipadech neni k dispozici genotyp otce, ¢asto pokud muZz oznaceny
jako otec jiz zemiel. V tomto pfipad¢ lze vyuzZit genetickou informaci ptibuznych osob.
Vyuzita miize byt geneticka informace rodict tohoto muze (Serra et al., 2008). Lze vyuzit

1 genotypy jistych déti tohoto muze a jejich matky (Lee et al., 2001).

2.3.1.3 Pravdépodobnost otcovstvi

Na zakladé¢ Bayesova teorému muze byt pravdépodobnost otcovstvi spocitana
z paternitniho indexu a apriorni pravdépodobnosti. Apriorni pravdépodobnost souvisi
s negenetickymi dlkazy (E), napf. svédectvim matky (Goodwin et al., 2007).
Pravdépodobnost otcovstvi (W) je tedy rovna:

PI-P(H,|E)
" PI-P(H,[E)+[1- P(H [E)]
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V praxi se pii vypoctu pravdépodobnosti otcovstvi apriorni pravdépodobnost
poklada rovna 0,5 pro obé hypotézy Hy 1 H;. S vyuzitim tohoto piedpokladu je

pravdépodobnost otcovstvi rovna:

W= PI
1+PI

(Goodwin et al., 2007; Buckleton ef al., 2005; Mertens et al., 1999).

2.3.1.4 Vliv mutaci

Pti urCovani otcovstvi musi byt brany v potaz také mutace. Pokud se u ditéte
audajného otce neshoduji dva STR lokusy, nemlze byt tento muz jeSté z otcovstvi
vyloucen. Testovanim vice genetickych systéml se zvySuje Sance, ze bude nalezena
mutace. Pfi STR analyze se vySetiuje tucet nebo vic lokusi a ndlez dvou nesouhlasnych
lokustt mezi ditétem a biologickym otcem neni neobvykly (Butler, 2005; Mertens et al.,
1999).

Pokud dojde k mutaci v misté nasedani primeru, miize v zavislosti na tom, zda

mutace nastala na 5" nebo 3" konci sekvence, vzniknout nulové alela (Buckleton et al.,

2005, Gjertson et al., 2007).

2.3.1.5 Neautozomalni markery

Ve spornych ptipadech paternity mohou byt velmi uzite¢né neautozomalni markery
(Serra et al., 2008; Ayers et Powley, 2005; Presciuttini et al., 2004; Kayser ef Sajantila,
2000).

2.3.1.5.1 Chromozom Y

STR lokusy na Y chromozomu jsou piredavany zotce na syny. VEtSina
chromozému Y nepodléhd rekombinaci a proto jsou schopné charakterizovat muZzskou
linii rodu. Pokud dva muZi nesou stejné STR lokusy na chromozému Y, je
pravdépodobnost, ze nejsou pribuzni velmi mala (Kayser et Sajantila, 2001; Presciuttini
et al., 2004).

Vysledky pro Y chromozémové markery by mély byt feSeny jako
haplotypy a pro vypocet pravdépodobnosti by méla byt pouzita frekvence haplotypu
(Gjertson et al., 2007).
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2.3.1.5.2 Chromozom X

Muzi jsou hemizygoti pro lokusy na chromozému X, proto je
pravdépodobnost, ze nahodné vybrany muz z populace sdili s ditétem paternalni alelu nizsi
nez pripad¢ autozomalnich markerti (Ayes et Powley, 2005).

Vyuziti STR lokusi na chromozomu X mé velky vyznam v ptipadé€, ze
pfi testovani paternity u potomka Zenského pohlavi neni k dispozici genotyp muZe
oznacené¢ho za otce. Genetickd informace matky oznaen¢ho muZze piinadSi informaci
o haplotypu na chromozomu X (jez zdédil od matky), ktery je predavan ditéti (Serra et al.,

2007).

2.3.1.5.3 Mitochondrialni DNA

Mitochondrialni DNA je pifenaSena v bloku zgenerace na generaci
po materndlni linii. Tato DNA zistdva, krom& piipadi mutaci, stejnd z generace
na generaci (Gjertson ef al., 2007). Testovani mitochondridlnich markert se vyuzivaji

v piipad¢, Ze neni jista matka ditéte (Buckleton et al., 2005).

2.3.2 Identifikace osob

STR lokusy jsou Siroce vyuzivany pro identifikaci osob, hlavné v kriminalnich
ptipadech a pii masovych katastrofach. V 90. letech 20. stol. byl v USA laboratofemi FBI
vytvofen systém CODIS (the combinated DNA index system), ktery je hojné vyuzivany
pro identifikacni a paternitni Ucely. Tento systém testuje 13 autozomdlnich STR lokust
(CSF1PO, FGA, THO1, TPOX, VWA, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317,
D16S539, D18S51, D21S11) a amelogenin pro uréeni pohlavi jedince (Butler 2006;
Tamaki et Jeffreys, 2005). Tyto lokusy lezi na rGznych chromozémech, s vyjimkou lokust
D5S818 a CSF1PO, které oba lezi na chromozému 5 (Holt et al., 2000). Tyto lokusy maji
velmi nizké pravdépodobnosti ndhodné shody (Tamaki et Jeffreys, 2005).

Ve Velké Britanii a vét§iné evropskych zemi se vyuziva systém 10 STR lokust,
ktery obsahuje dva ptfidatné markery D2S1338 a D19S433 a osm lokusi shodnych
s CODIS (FGA, THO1, VWA, D3S1358, D8S1179, D16S539, D18S51, D21S11) (Butler,
2006).

Frekvence jakéhokoliv DNA profilu mize byt spocitdna na zdklad¢ znalosti alel
v DNA profilu a alelovych frekvenci, které jsou k dispozici v databazich (Butler, 2005).
Databaze obsahujici frekvence alel se tvofi na zaklad¢ zjistovani vyskytu alel v definované

populaci. Pokud je databaze urcena pro statistické hodnoceni sily DNA dikazu, je pro jeji
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konstrukci doporu¢ovano hodnostit nejméné 200 alel (nebo 100 osob) pro kazdy lokus
(Goodwin et al., 2007).

Jedni znejsouhrnéj§i a Siroce vyuzivanym internetovym zdrojem informaci
o hlavnich STR lokusech pro identifikaci osob je Short Tandem Repeat DNA Internet
Database, neboli STRBase (http://www.cstl.nist.gov/strbase/), kterou spravuje
The National Institute of Standards and Technology (NIST). Databdze obsahuje popis
pozorovanych alel a anotovanych sekvenci pro kazdy STR lokus, popis dostupnych
komer¢nich kitli, sekvence primert, literaturu a odkazy na védce a spolecnosti pracujici

v dané oblasti (Butler, 2006; Ruitberg et al., 2001).

2.3.2.1 Frekvence genotypu a pravdépodobnost nahodné shody

Ocekavané frekvence genotypll se pocitaji na zakladé Hardy-Weinbergova zékona.
Ten tik4, Ze uvnitt populace s ndhodnym oplozenim zlstavaji frekvence genotyl pro kazdy
lokus konstantni. Pokud je populace v Hardy-Weinbergovée rovnovaze, frekvence genotypt
mohou byt urCeny z alelovych frekvenci. Frekvence homozygotniho genotypu muize byt
spocitana jako p? a frekvence heterozygotniho genotypu jako 2pg, kde p a ¢ jsou frekvence
alel v populaci. Celkova frekvence profilu se vypocitd vyndsobenim jednotlivych
genotypovych frekvenci pro kazdy lokus mezi sebou (Goodwin ef al., 2007; Tracey, 2001).

Frekvence genotypli miize byt pouzita pro spocitani pravdépodobnosti ndhodné
shody (Pym, matching probability, probability of random match) nékdy oznacované také
jako pravdépodobnost identity (P;, probability of identity), coZ je pravdépodobnost, Ze dva
nahodné vybrani lidé z dané populace budou mit v testovaném lokusu identicky genotyp.
Tato pravdépodobnost se spocitd jako soucet druhych mocnin genotypovych frekvenci, kde

n je pocet testovanych genotypt a G; je frekvence daného genotypu (Butler, 2005):
P, =>.G}
i=l1

Pravdépodobnost ndhodné shody lze definovat také jako pravdépodobnost, ze
nahodn¢ vybrany jedinec zpopulace bude mit identicky geneticky profil. Tato
pravdépodobnost odpovida frekvenci daného genotypu v populaci (Goodwin et al., 2007).
Pro vSech 13 lokust zahrnutych v CODIS systému je primérnd pravdépodobnost, Ze
nahodn¢ vybrany jedinec z populace bude mit identicky genotyp jako testovana osoba

mensi nez 1:10'* ((Butler, 2005).
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2.4 Dalsi aplikace

STR lokusy maji krom¢ urcovani otcovstvi a identifikace osob fadu dalSich

aplikaci.

2.4.1 Prenatalni diagnostika

Testovani STR lokusi mulze byt vyuzito pro detekci nejcastéjSich
chromozmomalnich abnormalit. Nej¢astéjsimi zménami jsou trisomie chromozému 13, 18,
21 a aneuploidie pohlavnich chromozémii. Tyto chromozomadlni mutace jsou spojeny
s Patauovym, Edwardsovym a Downovym syndromem (trisomie chromozéomu 13, 18,
respektive 21) a méné zavaznym Turnerovym (monozomie X) a Klinefelterovym (XXY)
syndromem (Mann et al., 2004). Pomoci STR markeri 1ze detekovat i parcidlnich trisomie
a také identifikovat pfitomnost dalSich bunécnych linii ve vzorku, ktera miize znamenat
mozaicismus ¢1 kontaminaci buitkami matky.

Prenatalni diagnostika zalozend na STR lokusech je rychla, jednoduchd, citliva
apiesnd. Ucinnost metody nezavisi na délce téhotenstvi. Narozdil od klasickych
cytogenetickych metod mohou byt rodice o vysledku testu informovani v prabchu 24 — 48
hodin od odebrani vzorku. Pomoci amplifikace nepolymorfni sekvence amelogeninového

genu (AMXY) lze také urcit pohlavi plodu (Cirigliano et al., 2004).

2.4.2 Vyzkum rakoviny

STR markery jsou také Casto vyuzivany pro studium genetické instability v mnoha
typech nadord. Pti kancerogenezi dochézi k ptestavbam chromozému, pii ¢emz dochazi
ke ztraté heterozygozity u mikrosatelitii, které se nachazi v zasaZzené oblasti (Chistiakov
etal., 2006). Vedle ztaty hererozygozity se v nadorovych buikéach vyskytuje také
mikrosatelitova instabilita. Ta je definovdna jako zména délky mikrosatelitu zplisobena
deleci nebo inzerci repetitivnich jednotek v nadoru v porovnani s normalni tkani zptsobena
defektem v opravé chybného parovani (mismatch repair, MMR). Mikrosatelitova
instabilita byla objevena u kolorektalnich nadorti oznacovanych jako hereditarni
nepolyp6zni karcinom tlustého stteva (hereditary non-polyposis colon cancer, HNPCC).
Pozd¢;ji byl tento jev zjistén u mnoha sporadicky se vyskytujicich typti nadort.

Vyskyt mikrosatelitové instability muaze slouzit jako prognosticky geneticky

marker. Vysoka hladina mikrosatelitové instability (tj. vyssi nez 30 — 40 %) se pravidelné
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vyskytuje u kolorektalnich nadorti, nadorti zaludku a vajecnikii. ZjiSténi vysoké hladiny
mikrosatelitové instability u kolorektralnich nadori, nadorti Zzaludku, pankreatu
a pravdépodobné 1 jicnu je spojeno s lepsi prognozou pro pacienty. Naproti tomu vysoka
instabilita mikrosatelitu u nemalobunéného karcinomu plic znamena pro pacienta
prognézu horsi. Mikrostelitova instabilita miZe mit vliv na ucinnost chemoterapie
a radioterapie, hlavn¢ u kolorektalnich nadorti a rakoviny vajecnikii (Lawes et al., 2003).
STR markery mohou byt také vyuzity pro urceni vySe rizika vzniku rakoviny.
Neékterée STR lokusy lezi uvnitt kodujicich sekvenci a maji vliv na transkripei gent. Nizsi
pocet repetitivnich jednotek v prvnim exonu genu pro androgenovy receptor je spojen
s vy$8im rizikem vzniku rakoviny prostaty u muazl a také vzniku rakoviny prsu u Zen.
Se zvySenym rizikem vzniku rakoviny prsu je spojen i polymorfizmus v promotoru genu
pro estrogenovy receptor o, polymorfizmus v genech kodujicich proteiny dualezité
pro metabolismus steroidnich hormont ¢i genu pro IGF-1 (Zhang et Yu, 2007).
Pro identifikaci pacientd s rizikem vzniku rakoviny muize byt vyuZzita i mikrosatelitova
instabilita. Tato instabilita piedstavuje Casné genetické zmény u vyvoje adenokarcinomu

jicnu ¢i prekanceroz hlavy a krku (Lawes et al., 2003).

2.4.3 Genetické mapovani a vazebna analyza

Mikrosatelitové markery lze vyuZzit pro genetické mapovani. Tyto markery byly
uspesné vyuzity pi1 mapovani lidskych mogennich chorob (John ef al., 2004; Zhang et al.,
2005). STR lokusy jsou vysoce polymorfni (a vysoce informativni) a pro analyzu postacuje
malé¢ mnozsvi DNA. STR v nekddujicich oblastech jsou velmi ndpomocné pii vytvareni
hustych vazebnych map. Tyto mapy definuji pofadi a vzdalenost lokust podél
chromozoémt na zékladé jejich dédicnosti v rodindch ¢i mapovacich populacich. Pokud
lokusy lezi na stejném chromozdému, nejsou dédény nezavisle, ale vykazuji vazbu, ktera je
tim silngj$i, ¢im jsou lokusy blize u sebe. Sleduje se kosegregace markert, ty jsou
umistény do vazebnych skupin a na zidklaldé poméru rekombinantli se sestavi nejvice
pravdépodobné potadi markerti uvniti skupiny. Genetickd vzdalenost se obvykle méfi

v centimorganech (cM) (Botstein ef Risch, 2003; Chistiakov et al., 2006).

2.4.5 Studium evoluce a migrace

Mikrosatelitové sekvence jsou také dillezitym zdrojem informaci o fylogenetickych

vztazich mezi lidskymi populacemi a pouzivaji se pro studium popula¢niho ristu
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a migrace. ProtoZze je ale u téchto lokusti vysoka mira mutaci, jsou vhodné pro studium
kratkodobé evoluce (King ef al., 2000; Zhivotovsky et al., 2003).

Statistické nastroje pouzivané pro zpracovani dat ziskanych analyzou STR lokust
zachazi s poctem repetitivnich jednotek jako s kvantitativni proménnou. Rekonstrukce
historie populaci by meéla byt zaloZena na genetické informaci zcelého genomu.
Pro ziskani spolehlivého zavéru o vztazich mezi blizce ptibuznymi populacemi by kvuli
redukci statistickych chyb méla byt studie zalozena na stovkach lokusi, které jsou

nezbytné hlavné pro studium separace a expanze populaci (Zhivotovsky et al., 2003).
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3 CiL PRACE

e provést hodnoceni vybranych STR lokusti v populaci

e provést genotypizani analyzu urenych STR lokusii a vypocet paternitniho

a identifika¢niho indexu na vybraném souboru ptipad

e srovnat vysledky s komerénim identifikacnim kitem AmpF/STR Identifier
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Urceni populacnich frekvenci

Pro uréeni alelovych frekvenci v populaci byla vyuzita data ulozena na Ustavu
lékatské genetiky a fetdlni mediciny Fakultni nemocnice Olomouc od roku 2002
do cervence 2009. Hodnocené lokusy lezi na chromozémech 13, 18, 21 a X (Tab. III, Obr.
5). Celkem bylo hodnoceno 3477 alel lokusu D21S1414, 3454 alel lokusu D21S1435,
2992 alel lokusu D21S1446, 1185 alel lokusu D21S1411, 3015 alel lokusu pentaD, 1666
alel lokusu D18S535, 1548 alel lokusu D18S51, 754 alel lokusu D18S386, 1572 alel
lokusu D13S631, 1198 alel lokusu D13S317, 753 alel lokusu D13S305, 620 alel lokusu
D13S634 a 253 alel lokusu XHPRT.

Tab. III:  Ptehled studovanych STR lokusti (Cirigliano et al., 2004; Mann et al., 2004;
NCBI Map Viewer; STRBase)
STR lokus znaceni repetice lokahzac?
na chromozomu

D21S1414 FAM (TCTA), 21921
D21S1435 TET (TCTA), 21921
D21S1446 FAM (TCTA), 21q22.3
D21S1411 HEX (TCTA), 21q22.3
pentaD TET (AAAGA), 21q22.3
D18S535 FAM (TCTA), 18q12.3
D18S51 FAM (GAAA), 18921.33
D18S386 HEX (GAAA), 18q22.1
D18S391 FAM (TCTA), 18p11.31
D18S499 TET (TTTA), 18921.32
D13S631 HEX (TCTA), 13gq31-32
D13S317 TET (TCTA), 13931
D13S305 HEX (GAAA), / (GGAA), 13q13
D13S634 HEX (GAAA), / (GGAA), 13q11/g21
XHPRT FAM (AGAT), Xq26.1

Velikosti alel byly posuzovany pomoci velikostntho markeru TAMRAS00
SizeStandart (Applied Biosystem) v programu Genescan Analysis. Nékteré alely ziejmé
obsahuji pouze ¢ast repetice. Velikost takové alely potom neni celym ndsobkem repetice.

Nejmensi alela byla oznacena Cislem 1, pokud velikost alely neodpovidala celému

nasobku repetice, jsou tyto alely oznaceny desetinnym ¢islem.
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Obr. 5: Lokalizace sledovanych STR lokust (podle NCBI Map Viewer)

U sledovanych STR lokusii byly ur€ovany nasledujici parametry: frekvence alel
v populaci, jejich pozorovana heterozygozita (Hobs) a oCekdvana heterozygozita (Hexp),
primérna pravdépodobnost vyloudeni otcovstvi ( PE ), polymorfni informaéni obsah (PIC),
pravdépodobnost ndhodné shody (Py) a diskriminaéni sila (Pp).

Parametry byly pocitany podle nasledujicich vzorct (Goodwin et al., 2007), kde
n je pocet alel lokusu, p;, p; jsou frekvence jednotlivych alel a G;j je frekvence genotypu.

Ocekavana heterozygozita (expected heterozygosity, Hexp) je pravdépodobnost, Ze

dvé ndhodné vybrané alely v populaci budou odli§né:

Hy, =1- p}
i=1

Diskriminaéni sila (power od discrimination, Pp) je pravdépodobnost, Zze dva

nahodné vybrani jedinci z populace budou mit rozdilny genotyp:
P, =1-> G}
i=1
Polymorfni informa¢ni obsah (polymorphism information content, PIC) vyjadiuje
miru polymorfizmu daného lokusu.
2
PIC=1-3 p/ —[prj +2.p
i=1 i=1 i=1
Pro chromozom X se parametry pocitaji nadsledovné (Szibor et al., 2003):
Primérné pravdépodobnost vylouceni muze z otcovstvi pro trojici matka — dcera —
oznaceny muz:

n n n 2
ﬁ=1—zp3+zpf—[zp3]
i=1 i=1

i=1
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Diskriminaéni sila lokusu pro zenu (Pp):

2
! =1—z[zpfj S3
i=1 i=1

Diskriminaéni sila lokusu pro muze (Pp™):
Py =1-> p;
i=l1

Polymorfni informac¢ni obsah lokusu na chromozému X:
PIC=1-2 p'-2.22p!p]
i=1 i=l i<j

kde n je pocet alel lokusu a p;, p; jsou frekvence alel na lokusu.

4.2 Analyza paternity a pravdépodobnosti nahodné shody

Vzorky uréené pro analyzu paternity pochazely z DNA banky Ustavu lékatské
genetiky a fetdlni mediciny Fakultni nemocnice Olomouc, kter¢ byly jiz dfive
pro paternitni uely analyzovany komerénim kitem. Celkem bylo analyzovano 21 trojic
otec — dit¢ — matka a 1 dvojice otec — dité. VSechny vzorky byly anonymizovany.

Vzorky byly amplifikovany pomoci dvou multiplex PCR. Smés primert
pro chromozém 21 obsahovala primery pro lokusy D21S1414, D21S1435 a D21S1411.
Smés primert pro chromozémy 13 a 18 obsahovala primery pro lokusy D13S631,
D13S317, D13S305, D13S634, D18S51, D18S386, D18S499, D18S391. STR lokusy
D21S1446 a pentaD byly amplifikovany zvlast. Smés pro jednu reakci obsahuje 5 pl
Master mix (TopBio), 0,3 pl primert, 1 pul templatovda DNA a doplnéna vodou na objem
10 ul. Vzorky byly nejdiive vystaveny predenaturaci pii 95°C po dobu 10 min, poté
probéhlo 29 cykld PCR: denaturace 30 s pii 94°C, nasedani primeri 1 min pii 59°C,
prodluzovani primerd 1 min pii 72°C . Poté probé¢hla findlni extenze po dobu 10 min pfi
teploté 72°C a 30 min pii teploté 60°C.

DNA byla po amplifikaci analyzovana pomoci kapilarni elektroforézy ABI PRISM
310 Genetic Analyser (Applied Biosystem). Vzorky pro analyzu byly pfipraveny
smichanim 1 pl amplifikované DNA, 10 pl formamidu a 0,5 pl TAMRAS00 SizeStandart.
Vzorky byly poté denaturovidny po dobu 3 min pii teploté 95°C a nasledné pifeneseny
na 3 min na led. Vlastni elektroforéza probihala za standartnich podminek v modulu GS

STR POP4 C.
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Pro vypocet paternitniho indexu a nasledné pravdépodobnosti otcovstvi byly
vyuzity zjisténé frekvence alel. U lokusti D18S499 a D18S391 nebyly frekvence urceny
a pro vypocet byla pouzita nejvyssi zjisténa frekvence alely ze vSech zkoumanych lokust.
U lokusu D13S317 byla u 4 studovanych rodin, u lokusu D21S1414 a D21S1411 u jedné
rodiny zjis$téna alela mimo rozsah alel. Pro vypocet byla pouzita frekvence nejméné cetné
alely danného lokusu.

Paternitni index byl vypocitan podle Brennera. Pro vétSinu sledovanych lokust neni
znama mutacni rychlost. Literatura udava, Ze mutacni rychlost u STR lokust vyuzivanych
pro paternitni iGely se pohybuje v rozmezi od 5-10* do 7-107 na generaci (Vicard et al.,
2008). Pro vypocet byla pouzita hodnota p = 3,75-107.

Pro porovnani vysledki urCeni pravdépodobnosti otcovstvi a pravdépodobnosti
nahodné shody pomoci sledovanych STR lokusi a komeréniho kitu AmpF/STR Identifier
(Promega) byl pouzit parovy t-test.
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5 VYSLEDKY

5.1 Frekvence sledovanych STR lokusii v populaci
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5.2 Analyza paternity a urcCeni pravdépodobnosti nahodné
shody
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6 DISKUZE

STR lokusy jsou vysoce polymorfni, kodominantni a Siroce vyuzivané genetické
markery. Své uplatnéni nachazi pti prenatalni diagnostice, vyzkumu rakoviny, genetickém
mapovani a populacnich studiich. Velky vyznam maji STR lokusy pfi identifikaci osob
a testovani paternity.

U vybranych STR lokusii na chromozomech 21 (lokusy D21S1414, D21S1435,
D21S1446, D21S1411, penta D), 18 (lokusy D18S535, D18S51, D18S386), 13 (lokusy
DI13S631, D13S317, D13S305, D13S634) a X (XHPRT) byla stanovena frekvence
jednotlivych alel. Velky vliv na informativnost STR lokusu mé pocet alel a jejich
distribuce. Vice moZnych alel v lokusu a vyrovnangjsi distribuce jejich alelovych frekvenci
ma za nasledek vyssi heterozygotnost. Trojice lokustt D21S1435, D21S1411 a penta D,
trojice D21S1414, D18S535 a D13S317 a dvojice lokusiit D21S1446 a D18S51 maji stejné
pocty alel, ale jejich pravdépodobnost nahodné shody se 1i$i témét dvojnasobné. Pokud je
na nékolika lokusech stejny pocet alel, u lokusu s lepsi vyvazenosti alelovych frekvenci je
niz8§i pravdépodobnost nahodné shody (Butler, 2005). Z uvedenych skupin lokusi maji
nejnizsi pravdépodobnost ndhodné shody lokusy penta D, D13S317 a D18S51.

Na zéklad¢ zjisténych dat je ze souboru vybranych STR lokusii pro forenzni tcely
nejvhodnéjsi lokus D18S386. U tohoto lokusu byl zjistén nejvyssi pocet alel, nejvyssi
pozorovana heterozygozita, primérnd pravdépodobnost vylouceni z otcovstvi a polymorfni
informacni obsah. Zarovenn mé tento lokus velmi nizkou pravdépodobnost ndhodné shody,
kterd pro tento lokus udavd, Zze u dvou nahodn¢ vybranych jedinci z populace je
pravdépodobnost nalezeni stejného genotypu na lokusu nizs§i nez 1%. Naproti tomu
nejvyssi pravdépodobnost ndhodné shody, 6,1%, byla zjisténa u lokusu D21S1446. Tento
a pravdépodobnost vylouceni vykazoval lokus D13S305.

Znalost frekvence alel pro jednotlivé lokusy je nezbytnd pro urceni paternitniho
indexu a pravdépodobnosti otcovstvi pii hodnoceni paternitniho testu. Pro analyzu
paternity a uréeni pravdépodobnosti ndhodné shody pro identifika¢ni ucely nebyly pouzity
markery D18S535 a XHPRT, ale byly vyuZity markery D18S391 a D18S499.

Ackoliv kazdy geneticky marker ditéte je zdédén od jednoho z rodict, vysledky
paternitniho testu mohou ukazat odliSnost mezi genotypem ditéte a genotypem muze
oznaceného za otce. Se zvySujicim se poctem testovanych lokust roste pravdépodobnost,

ze bude zjisténa neshoda v genotypech (Jacewicz et al., 2004). Aby mohl byt muz
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z otcovstvi vylou€en, musi byt pii testovani 12 a vice STR lokust nalezeny vice jak dvé
neshody (Butler, 2005). Moznym vysvétlenim téchto neshod je, ze doslo k mutaci. U STR
lokust vyuzivanych pro paternitni ucely a identifikaci osob dochazi k mutacim v rozmezi
5-10* az 7-10” na generaci (Vicard et al., 2008). Moznost mutace musi byt pfi uréovani
otcovstvi brana v potaz (Jacewicz et al., 2004). Mutace v STR lokusu zjisténd u muze,
ktery byl oznacen za otce ditéte, vyrazn¢ snizuje hodnotu paternitniho indexu (Buckleton
et al., 2005). Ackoliv mutace mohou mit dopad na vysledek paternitniho testu, nemaji ale
vliv na identifikaci osob, protoze mutace jsou v prub&hu zivota konzistentni (Butler, 2005).

Celkem byly u komeréniho kitu AmpF/STR Identifier zjiStény dva piipady
paternalni mutace a jeden piipad mutace maternalni. Pfi testovani paternity pomoci
vybranych STR lokusti bylo celkové detekovano dvanact mutaci paterndlnich a dvé mutace
maternadlni. Tyto vysledky jsou v souladu s faktem, Ze mira mutaci v STR lokusech je
ovlivnéna pohlavim. Paterndlni mutace jsou mnohem castéj$i nez mutace maternalni
(Buckleton et al., 2005; Fan et Chu, 2007). Ackoliv na zdklad¢ vysledku parového t-testu
(t=0,966, df = 21, P = 0,05) nebyl mezi pravdépodobnosti otcovstvi uréenou pomoci kitu
AmpFI/STR Identifier a testovanym souborem STR lokust nalezen signifikantni rozdil,
u markerti vyuzivanych pro analyzu paternity by neméla byt mira mutaci pfili§ vysoka.

Markery pouzivané pro testovani paternity musi vykazovat mendelistickou
dédi¢nost, musi byt distribuovany podle Hardy-Weinbergova zakona a odlisné genetické
systtmy musi byt dédény nezavisle na sob&, tzn. musi byt ve vazebné rovnovaze.
Genetické systémy jsou na sobé nezavislé, pokud jsou lokalizovany na rGznych
chromozomech, nebo pokud se nachdzi na stejném chromozému dostate¢né daleko
od sebe. Podminka nezavislosti lokusti je dulezitd pro stanoveni frekvence genotypu
ve vice STR lokusech. Pokud segregace alel do gamet jednoho lokusu neni vyrazné
ovlivnéna segregaci alel jiného lokusu, celkova frekvence profilu se vypocita vynasobenim
jednotlivych genotypovych frekvenci pro kazdy lokus mezi sebou. Moznd vazba mezi
alelami v rznych STR lokusech (vazebna nerovnovaha) mize ovlivnit frekvenci genotypu
a tim i pravdépodobnost ndhodné shody (Butler, 2006; Holt et al., 2000).

Podminku nezévislosti splituji markery pouzité v komerénim kitu, protoze lokusy
jsou lokalizovany na riznych chromozémech. Vyjimku tvofi lokusy D5S818 a CSFI1PO
leZici na chromozomu 5. Mezi témito lokusy je ale dostate¢né velka vzdalenost (asi
26,5 Mb). Lokalizace lokusti na stejném chromozému ve vzdalenosti n¢kolika Mb by
nem¢la mit dopad na spolehlivé urceni celkové frekvence genetického profilu

vynasobenim genotypl v jednotlivych lokusech (Butler, 2006). Testovany soubor STR
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lokustt podminku nezévislosti zcela nespliiuje. Tento soubor obsahoval 5 STR lokust
lokalizovanych na chromozému 21, 4 lokusy na chromozému 18 a 4 lokusy
na chromozému 13. Pfesto se pravdépodobnost ndhodné shody u tohoto souboru markert
pohybovala vrozmezi 2,12:10"° do 1,63-10°°. Statisticky srovnanim obou soubori
markeri pomoci parového t-testu (t = 0,183, df = 21, P = 0,05) nebyl mezi nimi prokézan

signifikantni rozdil.
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7 ZAVER

Ve spadové oblasti Morava byl ve 13 STR lokusech (D21S1414, D212S1435,
D21S1446, D21S1411, penta D, D18S535, D18S51, D18S386, D13S631, D13S317,
D13S305, D13S634 a XHPRT) hodnocen vyskyt alelovych frekvenci v populaci.
Na zakladé zjisténych dat je nejpolymorfnéjSim zkoumanym STR lokusem D18S386.
Naproti tomu nejméné polymortni lokusy jsou D21S1446 a D13S305.

Pro wurceni pravdépodobnosti otcovstvi a pravdépodobnosti nahodné shody
u sledovaného muZze byly misto markert D18S535 a XHPRT vyuzity markery D18S391
a D18S499. Pii porovnani dat ziskanych pomoci testované sady markerti a komeréniho
kitu AmpF/STR Identifier u stejnych rodin nebyl po statistické analyze mezi pouZitymi
sadami markerl prokazan signifikantni rozdil. U testovanych STR lokusil bylo ale celkem
nalezeno vice mutaci nez u komercniho kitu, coz mlize mit vliv na vysledek paternitniho

testu, ale nema vliv na identifikaci osob.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AMXY
bp

cM
CODIS
CPI
DNA
FBI

Gb
Hexp
HNPCC
Hobs
IAM
IGF-1
kb
LINE
LTR
Mb
MMM
MMR
PCR
Pp

Pp'
Pp™

PE

PE
PI
Py
PIC
Pwm

SINE
SMM
SNP

amelogenin

par bazi (base pair)

centimorgan

the combinated DNA index system

kombinovany paternitni index

deoxyribonukleova kyselina

Federal Bureau of Investigation

gigabdze (giga base pair)

o¢ekéavana heterozygozita (expected heterozygosity)
hereditarni nepolypdzni karcinom tlustého stieva
pozorovand heterozygozita (observed heterozygosity)
model nekone¢ného mnozstvi alel (infinite alleles model)
insulin like growth factor I

kilo par bazi (kilo base pair)

dlouhé roztrouSené elementy (long interspred elements)
dlouh¢ koncové repetice (long terminal repeats)
megabaze (mega base pair)

vicekrokovy muta¢ni model (multistep mutation model)
oprave chybného péarovani bazi (mismatch repair)
polymerazova fetézova reakce

diskriminacni sila (power od discrimination)
diskriminaéni sila pro zenu

diskriminacni sila pro muze

pravdépodobnost vylouceni =z otcovstvi (power / probability
of exclusion)

priamérnd pravdépodobnost vylouceni z otcovstvi

paternitni index

pravdépodobnost identity (probability of identity)

polymorfni informaéni obsah (polymorphism information content)

pravdépodobnost ndhodné shody (matching probability, probability
of random match)

kratké roztrouSené elementy (short interspred elements)
krokovy mutaéni model (stepwise mutation model)

jednonukleotidovy polymorfizmus (single nucleotide polymorphism)
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STR

kratké tandemové repetice (short tandem repeats)
VNTR

variabilni pocet tandemovych repetic (variable number of tandem
repeats

pravdépodobnost otcovstvi
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10 PRILOHY

STR lokusy hodnocené v populaci — velikost alel, pocet zjisSténych alel
a jejich frekvence
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