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Abstrakt CJ

Prace se vénuje moznostem a problematice DNA analyzy pfi jejim vyuziti v rodokmenovych
studiich a pfi urCovani vzdalenéjsi genetické piibuznosti osob. Pfedstavuje piehled vyuzitelnych DNA
markeri se zaméfenim na propojeni autozomalnich a liniovych markeri — mtDNA a Y-STR;
charakterizuje typické vzorce piedavani jednotlivych typti markerii a vysvétluje zakladni principy
interpretace jejich analyzy. Prace se dale vénuje softwarim vyuzivanym pfi statistickych vypoctech a
v zavéreCné cCasti jsou obsazeny kazuistiky; konkrétni piiklady vyuziti DNA analyzy pro ucely

rodokmenovych studii a genetické piibuznosti osob.

Klicova slova
DNA analyza, genealogie, rodokmenova studie, STR, SNP, DNA marker

Abstrakt AJ

The thesis deals with the possibilities and problems of DNA analysis in its use in kinship studies and
investigation of distant biological relationship of people. It presents a summary of useful DNA markers
with a focus on linking autosomal markers and lineage markers - mtDNA and Y-STR; characterizes the
typical heredity of individual types of markers and explains the basic principles of interpretation of their
analysis. The research also deals with computer software exploited in statistical calculations; case studies,
specific examples of the use of DNA analysis in kinship studies and investigation of distant biological

relationship of people are also included at the final section.
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1 Uvod

Vyuziti DNA analyzy pro potieby genealogie a uréovani vzdalenéjsi ptibuznosti osob je oblasti DNA
analyzy, ktera se vyrazné rozviji ptedevsim v poslednich letech, ptestoze uz i ve svych pocatcich v 90.
letech pfinasSela vyznamné vysledky.

Tyto postupy se uplatiuji jak u zkoumani identity a pfibuznosti historickych osob, tak soucasnych
pribuzenskych vazeb, a jsou Casto zdrojem cennych informaci v ramci komplexnich, multidisciplinarnich
analyz. Jejim vyznamnym potencidlem je schopnost vnaset nové dikazy a teorie do zkoumani,
podporovat ¢i vyvracet hypotézy o pfibuznosti, a napomoci tak historikiim, antropologiim ¢i pravnimu
systému roziesit dany problém. Tyto jeji vlastnosti jsou zietelné v konkrétnich kazuistikach, kde bychom
bez analyzy DNA nebyli schopni na zakladé ostatnich dostupnych dat urcit nejpravdépodobnéjsi
hypotézu.

Nové vznikajici metody analyzy DNA, které jsou stale rychlejsi a cenové dostupnéjsi, takze mohou
byt aplikovany v mnohem vétsi §ifi, nez tomu bylo diive, maji znaény potencial uplatnit se jak
v rodokmenovych analyzach, identifikaci starych kosternich ostatkl, tak i ve studiich zkoumajicich
evoluci lidstva.

Nejnovéjsi metody celogenomovych analyz WGA (angl. Wide genome analysis) budou podobné jako

diivejsi metody s nejveétsi pravdépodobnosti znacné rozsifovat potencial vyuziti DNA analyzy.

Cilem této prace je podat struény a uceleny nahled do problematiky pfibuzenskych vztahti a vyuZiti
analyzy DNA pro ucely jejich testovani. Prace se vénuje forenznim markerim a interpretaci vysledku,
ktera je jednou z nejpodstatnéjSich Casti pii genealogickych a identifikacnich zkoumadanich; piinasi téz

ptiklady konkrétniho vyuziti v jiz zminénych kazuistikach.



2 Pribuznost U ¢lovéka

2.1 Aspekty pribuznosti U ¢lovéka

Terminem pribuznost obecné oznaCujeme urCitou blizkost, podobnost ¢i spolecny pivod dvou
objektt. Ptibuznosti U ¢loveéka muzeme rozumét jednak cisté piibuznost biologickou, tedy genetickou,
0 niz blize pojednava kapitola 2.2, jednak obecngji ptibuznost v antropologickém pojeti, tedy pfibuznost
formalni, socialni, kulturni, kterda mize a nemusi byt odvozena od ptibuznosti biologické. V historickém
kontextu se studiem piibuznosti, rodovych vztahi jednotlivych osob, jakozto iobecnymi aspekty
a proménami téchto vztahl zabyva obor genealogie neboli rodopis. V genetickém kontextu se studiu

téchto vazeb vénuje forenzni genetika, v sir§im méfitku pak populacni genetika.

2.1.1 Rodina

Vyklad pojmu rodina se v priubéhu historie znacné¢ ménil a také vyznam rodiny jako spolecenské
jednotky nebyl vzdy stejny. V obdobi pfed 18. stoletim se za rodinu povazovali pokrevné ptibuzni
jedinci, manzelstvim spjati jedinci a ¢eled’ Zijici v jednom domé. V obdobi industrializace se pojem
rodina ztzil pouze na pokrevni pifibuzné, manzelstvim sezdané osoby a adoptované jedince (Parsons
et al, 1955). Dnes definujeme rodinu jako skupinu pokrevné, manzelstvim ¢i adopci spjatych osob, které
vychovavaji své potomky, staraji se 0 predky a funguji jako socialni a ekonomicka jednotka statu (Scott
et al, 2007).

Pro popis jednotlivych piibuzenskych vztahl jsou uzivana ustalena oznaceni (v CeStin€ napt. matka,
otec, dcera, bratr, stryc atd.). Jejich ptesny vyznam neni vSak geograficky zcela uniformni a i v prib&éhu
staleti se ménil, proto je pii studiu pfibuznosti vzdy tfeba brat ohled na dany historicko-geograficky
kontext. Jako piiklad lze uzit termin stryc, Vv dneSnim kontextu chapany jako ,,muzsky sourozenec
jednoho z rodi¢t ¢i manzel sestry jednoho z rodica“. V minulosti byl tento termin ov§em vyhrazen pouze

pro oznaceni otcova bratra (matcin bratr byl oznaovan jako ujec, muz otcovy sestry tetec a muz matciny

sestry posel), (Lutonsky, 2003).

2.1.2 Rod

Rod neboli dynastie je termin nadfazeny rodiné a historicky je nejéastéji spojovan S vyznamnymi,
socialng vysoko postavenymi rodinami, naptiklad $lechtici’. Obecné za rod pokladame skupinu
biologicky a formalné spiiznénych osob odvozujicich sviij puvod od spoleéného piedka. Na rozdil od
rodiny se rodova piibuznost v evropské civilizaci v historii sledovala pouze po paternalni linii®,
pii¢emz pokud se Zena provdala, automaticky se stavala ¢lenkou rodu svého manzela. Zakladnim znakem
rodu je dolozitelny rodokmen Sudaji o vSech muzich, jejich manzelkach apotomcich. Nejstar§im
dolozenym rodem je japonska cisaiska dynastie Jamato, vladnouci jiz od roku 660 pt. n. 1. (Imperial
Household Agency, 2011).

! Prikladem miize byt Windsorska dynastie & Habsburkové, vice napf. na http://en.wikipedia.org/wiki/Dynasty.

vvvvvv

rodové linie, ale jsou velmi vzacné. Napt. ,,Modjadji“, Kralovna desté v Jizni Africe.
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2.2 Biologicka vs. formalni pFibuznost

2.2.1 Biologicka pribuznost

Zakladnim piedpokladem pfi testovani biologické ptibuznosti je fakt, ze pro kazdou rodinu (geneticky
spiiznéné osoby) existuje skupina znaku, které se predikovatelné predavaji z generace na generaci. Mira
zastoupeni téchto znakl mezi dvéma jedinci urcuje jejich biologickou vzdalenost a tim troven biologické
pribuznosti (Wenk, et al. 1996).

Uroveti biologické piibuznosti a potencialni mnozstvi spoleénych znaki (alel & mutaci) se uréuje
pomoci koeficientu pribuznosti r (angl. Coefficient of relatedness).

Koeficient ptibuznosti I udava, jaka je pravdépodobnost, Zze dvé osoby v daném piibuzenském vztahu
zdédily urcitou alelu ur¢itétho DNA lokusu od téhoz spole¢ného predka; soucasné tak tento koeficient
vyjadiuje, jaky je predpokladany podil genetického materialu sdileného mezi témito jedinci v disledku
zdédéni od spole¢ného predka. Koeficient 1ze obecné stanovit jako

N
r=(3)"

kde n je pocet generaci mezi danymi jedinci. Rodi¢ a potomek maji r = 0,5, bratranec ¢i sestienice 1.
fadu maji r = 0,125 atd.

Dal$im z pojmi charakterizujici pfibuznost je tzv. stupen pribuznosti. Stupeii ptibuznosti Vv fadé
pfimé urcuje miru ptibuznosti predkid a jejich potomkt. Druhym typem je stupeni pfibuznosti Vv fadé
nepiimé, kde se stupenn ptibuznosti urCuje ke spolecnému piedku (Zékon €. 40/1964 Sb., obcansky
zékonik, § 117).

Bézné pouzivanou skalou ptibuznosti je rozdéleni stupnd podle koeficientu r. V dasledku to znamena,

ze pro 1. stupen pfibuznosti plati r = 0,5, pro 2. stupen r = 0,25, pro 3. stupen r = 0,125 atd., viz Obr. €. 1

(Simkova, 2012).
R0O25 @ R025 @
ROZ5 R0O.5 R0O.5 RO25 RO25
RO.125 R0.125
Roooni. Koeficient pfibuznosti Stupeii piibuznosti v fadé piimé
P sledovany proband Stupeii pfibuznosti v fadé nepiimé

Obr. ¢. 1, Koeficient pribuznosti a stupen pfibuznosti v fad€ pfimé i nepfimé



2.2.2 Formalni piibuznost

Kromé biologické ptibuznosti rozli§ujeme i piibuznost formaini, tedy pravné vymezenou. V Ceské
republice je formalni pfibuznost upravena Zakonem 0 rodiné (94/1963 Sh.) a je evidovana na matrikach.
Prikladem cist¢ formalni pfibuznosti je akt osvojeni ditéte manzelem pfi uzavieni snatku se Zenou, ktera
ma toto dit¢ S predchozim partnerem. Za piiklad formalni pfibuznosti mizeme povazovat i vztah
synovec/netef — teta/stryc mezi osobou a manzelem/kou sourozence jednoho zjejich rodi¢t, kde

z biologického hlediska jde 0 neptibuznou osobu a ptibuznost je zde Cisté socialni a kulturni.

2.2.3 Nesoulad mezi biologickou a formalni piibuznosti

K nesouladu mezi biologickou a formalni pfibuznosti muze dochazet bud’ védomé, jak jiz bylo
naznaceno V predchozi Casti, nebo se jedna o0 pfipady, kdy bud’ jeden ¢i oba aktéti 0 nesouladu nevi.
O védomém nesouladu mluvime naptiklad Vv piipadé adopci a darcovstvi pohlavnich bungk,
0 nevédomém pokud se jedna o nonpaternitu® ¢i kupiikladu zaménu déti v porodnici, zim&nu pohlavnich
bunek IVF v laboratofi apod.

Nonpaternita je stav, kdy formalni otec neni otcem biologickym, nicméné se tak domniva. Potvrzeni
¢i vylouceni biologického otcovstvi pfedstavuje jednoznacné nejveétsi podil analyz pfibuznosti ve forenzni
genetice. K testovani paternity dochazi bud’ na zakladé soukromé Zadosti, nebo je test soudné nafizen
v ramci soudniho jednani jako diikazni materidl (v CR bylo takovych piipadt v roce 2011 celkem 2433
(Statisticky prehled soudnich agend, 2011)).

Méné obvyklym ptikladem nesouladu biologické a formalni piibuznosti je zaména déti v porodnici.
V roce 2006 byla na Ttebi¢sku potvrzena zaména dvou divek, pficemz podnétem K vySetfovani byla
zadost rodich, jiz predchazel paternitni test provedeny na zakladé pochybnosti jednoho z otcl.
V minulosti nebylo takovéto zamény mozné nijak proSetfit, ale nékteré byly pozdéji potvrzeny zpétné
testem DNA (Giammarco, 2012).

Adopce je specialnim pfipadem, kdy biologicka ptibuznost nekoreluje S formalni. Osvojeno muze byt
jak dité, tak dospély jedinec. V soucasnosti je adopce pod dohledem statu a spada jak pod zakony statu
(Zakon ¢&. 94/1963 Sb., Zakon &. 359/1999 Sb.), tak pod mezinarodni tmluvy (Umluva 0 ochrané déti
a spolupraci pii mezinarodnim osvojeni (1993), Umluva Organizace spojenych narodii 0 pravech ditéte
(1989), Evropska umluva 0 adopci déti (1967)).

Se zvysujici se neplodnosti parti se &im dal vice vyuziva metod asistované reprodukce”. Pti vykonech,
jako je IVF nebo I. U. I.°, mize 1ékat pouzit jak pohlavni buiiky partnera/ky, tak i anonymniho darce ¢i
darkyné. Pii vyuziti bunék anonymniho darce je jedinec po formalni strance pfimym potomkem rodici,
ale z biologického hlediska je mira pfibuznosti variabilni. V piipad€, Zze par pouzije pouze darcovské

spermie ¢i vajicka, je potomktv koeficient r = 0,5 viic¢i tomu z rodict, jehoz pohlavni buiiky byly pouzity.

® Nonpaternita, z anglického slova nonpaternity, vyznamem se jedna o antonymum slova ozcovstvi.

* Ustav pro pé&i o matku dit& v Podoli proved! v roce 2013 na 1049 vykoni asistované reprodukce (Vyroéni zprava
IVF UPMD 2013).

®> Kompletni prehled metod asistované reprodukce napf. na strankach http://www.fertimed.cz/metody-asistovane-
reprodukce/
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potomkiv r k formalnim rodi¢im roven koeficientu imbreedingu dané populace®,

2.3 Predavani DNA markeru a geneticka vybava jedince

Biologickou piibuznost osob lze nejspolehlivéji urcit DNA analyzou vzorki vySetfovanych osob c¢i
jejich blizkych ptibuznych. To, jaké markery k analyze zvolime, zalezi na testované hypotéze. Principy
predavani DNA markerd (viz kapitola 3) se li§i podle umistnéni téchto markerti v ramci genomu.
V piipadé nDNA existuji charakteristické rodokmenové vzorce piedavani autozomalnich markeru,
markerii X-chromozomalné vdzanych a markerd Y-chromozomaln€ vazanych. MtDNA markery vykazuji
striktné maternalni dédi¢nost a jsou Casto jedingym pouzitelnym vzorkem DNA u starych poztlstatkl
(Stone, et al., 2001).

2.3.1 Standardni situace vzniku jedince

Oplozeni a vzniku zygoty predchdzi meiotické déleni oocytu a spermatocytu za vzniku pohlavnich
bunék — vajicek a spermii. Pii tomto procesu dochazi K rozdéleni matefského i otcovského genetického
materialu na polovinu, ke sniZeni ploidie a je tak zajisténo, ze potomek dostane 2 autozomalnich alel od
otce a %2 od matky pti zachovani diploidni sady chromozomi. Dal§im mechanismem, ktery dramaticky
zvySuje kombinacni variabilitu pohlavnich buné€k, je crossing-over, ke kterému dochazi v prubéhu
meidzy, konkrétnéji v profazi 1. meiotického déleni, kdy si homologni otcovské a matetské chromozomy
vyméni své ¢asti. Pro dva sledované heterozygotni DNA lokusy, lezici na témZe chromozomu, tak
z jednoho oocytu ¢i spermatocytu mohou vzniknout 4 typy haploidnich bunék s riznou alelickou
kombinaci (Goodwin et al., 2007). Pii nasledném oplozeni a vzniku zygoty je zpravidla polovina
chromozomii od otce a polovina od matky.’

MtDNA se s 100% pravdépodobnosti dédi maternalné¢ a s téméi 0 % pravdépodobnosti od otce,
protoze paternalni mtDNA je aktivné likvidovana (Schwartz a Vissing, 2002).

2.3.2 Dédicnost

Zakladem pro studium dédi¢nosti a uréeni vzorce predavani znaku je genealogicky strom podpoieny
DNA analyzou. Kazdy znak jedince je dan jak genotypem, tak vlivem prostiedi, ve kterém jedinec Zije.
Miru dédicnosti daného znaku urcuje heritabilita H, ktera vychazi ze studii provadénych na dizygotnich
a monozygotnich dvojcatech (Merriman, 1924). H je tim vyssi, pokud plati Kpz > Kyz.

_ Kmz—Kpz
100%—Kpz'

kde H je heritabilita, Kyz je konkordance znaku u monozygotnich a Kp; konkordance znaku u
dizygotnich dvoj¢at. Pii urovani genetické piibuznosti osob se vyuziva obdobného principu, jen

nesledujeme fenotypovy znak, ale DNA markery na autozomech, gonozomech nebo v mtDNA. Pro X-

® Viz kapitola 5.5.
" Vyjimkou je situace, kdy dojde vlivem vn&jsich & vnitfnich faktorti k nerovnomérnému rozdéleni chromozomtl pii
meioze (Griffin, et al., 1995; Boselli, et al., 2009).



vazané markery a autozomalni markery plati, ze muz i zena je do dal$i generace ptedaji s pfiblizné 50%
pravdépodobnosti. Y-vazané markery se vzdy ptedaji z otce na syna a mtDNA markery se z matky
pfenesou na vSechny jeji potomky, pfic¢emz syn tvofi terminalni ¢lanek linie (Goodwin et al., 2007).

Vzorce piredavani DNA markerd na ptikladech rodokmenu ukazuje Obrazek ¢. 2.

Pfi uréovani dédicnosti daného markeru a naslednych pravdépodobnostnich vypoctech nemuseji
zaveéry podporovat zadnou z jednoduchych testovanych hypotéz. Pri¢inou mize byt pribuzenské kiizeni
neboli imbreeding® (Leutenegger et al., 2003), véetné jeho nejzavazngjsi formy, kterou je incest’
(Jakowvski et al., 2011); dalsi moznou pfi¢inou je nonpaternita (Brenner, 2003) ¢i jiné zavazné okolnosti
(napf. utajovana adopce ditéte, které se narodilo nezletilé divce, jeji matkou, tedy vlastni babickou ditéte

apod.). S témito eventualitami musime vzdy pocitat.

X-vazany marker Y-vazané markery

}®
g

Obr. €. 2, Vzorce predavani DNA markert na piikladech rodokmenu

2.3.3 Nestandardni situace vzniku jedince

Vyse popsané vzorce predavani znaku z rodie na potomka plati pouze v piipadé, Ze jedinec vzniknul
standardnim zptisobem, tzn. splynutim jedné haploidni spermie a jednoho haploidniho vajicka a vyvijel se
z bunék jedné bunécné linie. Existuji ale situace, kdy jsou tato pravidla porusena, a dojde ke vzniku
jedince s netypickou genetickou vybavou.

Z genetického hlediska jsou monozygotni dvojcata v momentu fyzického oddéleni vzajemné zcela
identicka — maji tedy i stejné pohlavi a stejnou genetickou vybavu. Tento stav nastane, pokud v ¢asné fazi

déleni zygoty dojde k vytvoreni dvou ¢i vice samostatnych délivych center, zygota se rozdéli a zapocne

8 Viz kapitola 5.5.
® Incest je sexudlni styk pokrevné ptibuznych osob, tj. v pokoleni pfimém ¢i mezi sourozenci a v CR je trestnym
¢inem.



vyvoj totoznych jedinc. Vzniklé rozdily mezi dvojcaty jsou dany vlivem prostfedi na fenotyp
a epigenetickymi mechanismy (Li et al., 2009).

Chimérismus je stav, kdy se v jedinci vyskytuji dvé (i vice) bunéénych linii pivodem ze dvou (¢i
vice) zygot. Tato skute¢nost nastava ptirozen¢ tehdy, pokud po oplozeni dvou vaji¢ek dvéma spermiemi
vznikne splynutim jeden jedinec; tento jev je oznacovan jako tzv.tetragameticky chimérismus
(Rinkevich, 2001). Prikladem pfirozeného tetragametického chimérismu u lidi mize byt ptipad popsany
Rampimem, kdy se u vySetfovaného muze pfii testovani histokompatibility s jeho bratrem zjistily dvé
bunécné linie (Rampim et al., 2007). K chimérismu mohou vést i nékteré lékaiské zakroky, zejména
transplantace tkani ¢i celych orgdnt od déarce. Specidlnim pfipadem chimérismu je tzv. fetdlni
mikrochimérismus, ktery se rozviji v priab&hu téhotenstvi, kdy buriky plodu kolonizuji télo matky (Falik-
Borenstein, 1994).

2.4 Genealogie

Genealogie neboli rodopis se zabyva vztahy mezi jedinci ur¢itého rodu, sleduje a zaznamenava
vyskyt ur¢itého znaku a takto ziskana data graficky vyjadiuje genealogickymi schématy — rodokmeny.

Podle ucelu a metod mizeme zhruba vymezit (1) historickou genealogii, (2) genetickou genealogii
a (3) populaéni genealogii.

Historicka genealogie je nejstarSim typem, jedna se o pomocnou védu historickou, ktera se zabyva
studiem rodd, pficemz k sestaveni genealogického stromu se pouzivaji historické zaznamy a dokumenty.
Pfesnost této metody muze byt v ur€itém ohledu nékdy diskutabilni, piesto je velmi cenénym zdrojem
informaci jak pro genealogy, tak pro 1ékaie i genetiky (McEvoy a Bradley, 2006).

Geneticka genealogie vyuziva K sestaveni rodokmenu analyzu DNA. K vylouc¢eni moznych variant
u slozitych ptipadt se shromazduji a porovnavaji data analyzy variabilnich lokus v rdmci autozomu,
gonozomu i MtDNA (Ibarra et al., 2013).

Popula¢ni genealogie sleduje ancestralné informativni markery AIMs (angl. Ancestry informative
markers) jak na liniové pfedavanych segmentech DNA (Y-chromosomu a mtDNA), tak v kombinujicich
oblastech genomu (autozomy, X-chromozom); jejim tGcelem je rekonstruovat $ifeni lidské populace po
kontinentech (Willuweit a Roewer, 2007).

Ptiloha €. 1 zobrazuje seznam mezinarodné pouZzivanych znacek a symbolil pro sestaveni rodokmenu.
3 Forenzni DNA markery

Jakozto DNA markery se oznacuji specifické ¢asti DNA, které je snadné identifikovat, separovat
a vyhodnotit jejich variabilitu spolu se zastoupenim V populaci. Obvykle se nachazi v nekodujicich
usecich DNA, které predstavuji az 75 % DNA (Goodwin et al., 2007), pfipadné, pokud je marker spojen

s genem, je obvykle lokalizovan v intronech. Pozice DNA markeru na chromozomu se nazyva lokus



(pl.: loci) a jeho nazev se bud’to odvozuje od genu, se kterym je spjaty’®, nebo se uréuje podle pozice na
chromozomu* (Butler, 2010).

V kapitole 2.3 jsme rozdélili DNA markery dle lokalizace v genomu na autozomalni, X-vazané, Y-
vazané a MtDNA a nastinili jsme vzorce jejich piedavani mezi generacemi. Tato kapitola se bude vénovat
konkrétnim typiim markerd, jejich charakteristice a potencialu vyuziti pro identifika¢ni a piibuzenské

analyzy.

3.1 Charakteristika forenznich DNA markeru

DNA markery se lisi nejen svoji lokalizaci, ale také svoji strukturou (typem sekvence) a puvodem.
Obecné rozliSujeme dva zdkladni typy polymorfismu - délkovy a sekven¢ni. Podstatou délkového
polymorfismu je variabilita délky, tj. poctu bazi, vdaném lokusu. Typickym pfikladem lokusu, jehoz
polymorfismus je primarné délkovy, je tzv. tandemova repetice, ktera je tvofena variabilnim poctem
opakovani urcitého motivu; dva jedinci se tedy mohou lisit poctem opakovani daného motivu, tedy
délkou daného mista v DNA. Dal§im charakteristickym typem lokusu, jehoz variabilita je zaloZena na
délkovém polymorfismu, jsou tzv. Indels (z angl. Insertion-deletion) — drobné, jeden ¢i né€kolik malo
nukleotidli zahrnujici inserce nebo delece.

Podstatou sekven¢niho polymorfismu je naproti tomu rozdil v sekvenci, neboli zaména jednoho ¢i
vice nukleotidii v molekule DNA. Zména muize nastat substituci jednoho nukleotidu za jiny. Typickym
piikladem sekvenéniho polymorfismu jsou jednonukleotidové polymorfismy — SNPs (ang. single
nucleotide polymorphisms). Velmi ¢asto je variabilita urcitého lokusu Vv populaci dana kombinovanym,

sekvencné délkovym polymorfismem.

3.2 Typy DNA markeri

3.2.1 Minisatelity, VNTR

Minisatelity neboli VNTR (angl. Variable number of tandem repeats) jsou DNA repetice vykazujici
delkovy polymorfismus. Obvykla délka motivu ¢ini 10 — 100 nukleotidii a pocet motivli V ramci repetice
mize byt od nékolika az po stovky. JelikoZ se jednotlivé alely VNTR od sebe 1i§i svoji délkou, je
Vv principu mozné pomoci analyzy délky fragmentl, zahrnujicich danou repetici, rozlisit lidské jedince
(Nakamura et al., 1987). Tento typ markeru se jako prvni zacal vyuzivat pro testovani piibuznosti
metodou RFLP (Jeffreys et al., 1985).

Prikladem forenzné vyuzivaného minisatelitntho DNA markeru mize byt HLA DQalpha, coz je
genovy marker pro lidsky leukocytarni antigen (lokalizovan na 6p21.3). Byl vyuzivan v prubéhu 90. let
20. stol., dokud nebyl nahrazen metodou identifikace pomoci STR markert, a predstavoval prvni krok
k pozdgjsi analyze SNP (Saiki et al., 1989).

19 Napt. DNA marker THO1 je v oblasti genu kodujiciho tyrosin hydroxylazu.
1 Napt. DNA marker D1S80 — chromosom &. 1, single-copy sekvence, 80. pozice na chromosomu.
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Piikladem negenového forenzniho minisatelitu mize byt vysoce polymorfni isek na chromozomu 1,
marker D1S80 s délkou motivu 16 nukleotidi apoctem opakovani mezi 14 az 41 opakovanimi
(Kloosterman et al., 1993).

Identifika¢ni Kity zalozené pro testovani minisatelitnich markerti byly Casto dopliiovany o marker
lokalizovany V intronu genu pro amelogenin (bilkovina zubni skloviny). Tento marker ma velikost
minisatelitu a je pouZivan pii ur¢eni pohlavi ze vzorku. Hlavnim bodem zajmu je 6 nukleotidi dlouha
delece v intronu na chromozomu X. Detekce této delece pomoci PCR spolehlivé uré¢i homozygotnost

(zena) ¢i heterozygotnost (muz) daného lokusu, z ¢ehoz Ize odvodit pohlavi ososby.

3.2.2 Mikrosatelity, STR
Mikrosatelity neboli STR markery (angl. Short tandem repeats) jsou stejné jako VNTR oblasti DNA

S variabilnim poctem tandemové se opakujicich motivii; u STR ma tento motiv délku 2-9 nukleotidd

(Tautz a Renz, 1984; Butler, 2010). Lidska nDNA je disperzné z cca 3 % tvorena STR lokusy a jejich

v

analyza je v soucasné dobé& nejpouzivangjsi identifikacni metodou ve forenzni genetice (Butler, 2010;
Simkova, 2012).

Nazev STR markert se odvozuje od lokusu, ve kterém se marker nachazi, popt. U star§ich markera se
muizeme setkat S trivialnimi oznacenimi podle toho, U jakého genu se nachdzi. Piikladem je jiz vySe
zminény THO1 marker, ktery dostal ndzev podle genu pro tyrosin hydroxylazu. Systematické nazvy se
fidi podle chromozomu, typu motivu a pozice na chromozomu. Jako ptiklad mizeme uvést D18S51
marker nachazejici se na 18. chromozomu, jedna se o single-copy sekvenci aje na 50. pozici na
chromozomu. Dle poétu nukleotidi motivu rozliSujeme markery di—, tri—, tetra—, penta—, hexa—, hepta—,
okta— a nonanukleotidové.

Nazev alely daného STR lokusu oznacuje poéet opakovani motivu. Jako mikrovarianty oznacujeme
takové alely, které nemaji uplny pocet opakovani motivu. Pfikladem mtze byt mikrovariantni alela 9.3
markeru THOI, kterd obsahuje 9 celych opakovani tetranukleotidového motivu a netplné desaté
opakovani tvoiené tfemi nukleotidy (Butler, 2010).

STR markery maji pfi analyze hned nékolik vyhod oproti dfive vyuzivanym VNTR markeram: (1)
i vzorek obsahujici jen velmi mala mnozZstvi DNA (V fadu nékolika bunék) miize byt uspé$né analyzovan,
(2) tetranukleotidové markery jsou dostate¢né kratké, alze je tedy uspé$né analyzovat i U Caste¢né
degradovaného vzorku, a ptitom dostate¢né dlouhé, aby nedochazelo k nahodnym chybam pii amplifikaci
pomoci PCR a (3) rychlost i cena analyzy je fadové mnohem nizsi (Edwards et al., 1991).

Jak jiz bylo feceno, STR analyza je dnes obecné a globalné pouzivanou metodou identifikace osob.

Zpusob vyuziti takto ziskanych dat je detailnéji rozebran v kapitole 4 a 5.

3.2.3 SNP markery
SNP markery jsou tvofeny jiz vySe zminénymi jednonukleotidovymi (bodovymi) polymorfismy
DNA, kter¢ vznikly muta¢ni udalosti — substituci daného nukleotidu, a to bud’ transici (zaménou purinové

baze za purinovou nebo pyrimidinové za pyrimidinovou) a nebo transverzi (zdménou purinové baze za
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pyrimidinovou ¢i naopak). Podobné mutace, jejichz podstatou jsou drobné inzerce ¢i delece (jiz vyse
zminéné Indels), se za SNP markery nepovazuji. Vznik SNP dvéma po sobé jdoucimi muta¢nimi
udalostmi (inserce a nasledna delece sousedniho nukleotidu nebo vice versa) je extrémné
nepravdépodobna.

V lidské DNA se nejéastéji setkavame s tzv. bialelickymi SNP lokusy, tedy lokusy, u nichz se v dané
populaci vyskytuji dvé mozné varianty (dva mozné nukleotidy). Trialelické ¢i dokonce tetraalelické SNP
lokusy jsou vzacné, nebot jejich vznik je podminén dvojitou mutaéni udélosti (Hodgkinson et al., 2010).

Jednou z nejéastéjsich bialelickych mutaci je zaména C za T. Vysoka frekvence vyskytu této
substituce je dana tim, Ze k ni snadno dochazi deaminaci 5-methylcytosinu na thymin; metylace cytosinu
je pritom jednim ze zakladnich mechanismil regulace genové exprese. Po deaminaci se tak v kodu misto
puvodniho nukleotidového paru C-G nachazi nekomplementarni par T-G, ktery je budto jesté pred
replikaci opraven pomoci enzymu TDG (angl. G/T mismatch-specific thymine DNA glycosylase), nebo
opraven neni a tato mutace se fixuje (Holliday et al., 1993).

Vyhodou forenzniho vyuziti SNP markerG je moznost Gspé$né analyzy i U velmi degradovaného
vzorku. V pocatcich pouzivani této metody Casova i finan¢ni omezeni vy¢lenila analyzu SNP markerd
spiSe jako dopliikovou ¢ast analyzy slozitéjSich piipadi ajako nastroj populaénich studii
(Phillips, et al., 2007; Bersting, et al., 2011). Hlavni nevyhodou byla nutnost analyzovat vyssi pocet SNP
markerti (nejlépe 50 avice lokust) pro zachovani stejné vypovidaci hodnoty, jakou ma analyza
standardniho setu 13 STR lokusi.

V budoucnosti, s ohledem na rozvoj celogenomovych analyz - WGA (angl. Wide genome analysis)
ana stale se zlepSujici laboratorni zdzemi, bude analyza SNP markert bezpochyby jednim z hlavnich

nastrojii ve vSech oblastech molekularné genetické analyzy, tedy vCetné forenznich aplikaci.

3.2.4 Hypervariabilni oblasti mtDNA

Mitochondridlni DNA pfedstavuje velmi specifickou cast lidského genomu. Jedind rozsahlejsi
nekodujici oblast mtDNA se nachazi v oblasti tzv. D smy¢ky neboli kontrolniho useku, kde se zapocina
replikace tézkého fetézce mtDNA. Oblasti kolem vlastniho replika¢niho pocatku (oriH) jsou velmi
polymorfni, a proto je oznacujeme jako hypervariabialni — HVR (angl. Hypervariable regions).

Nomenklaturné rozliSujeme tyto HV oblasti: HVR1 o délce 341 nukleotidi, HVR2 o délce 267
nukleotidd a HVR3 o0 délce 136 nukleotidi (délky uvedeny pro standardni rCRS - revidovanou
cambridgeskou sekvenci; u konkrétnich jedinc se mohou liSit). Tyto HVR wvykazuji 2 typy
polymorfismtl, a to jednak polymorfismus sekven¢ni, majici podobu substituci jednotlivych nukleotidd,
jednak polymorfismus délkovy, reprezentovany drobnymi inzercemi ¢i delecemi (Goodwin et al., 2007).

MtDNA nema takové nastroje reparace mutaci, jaké se uplatituji v jadre, proto se tyto mutace (pokud
nemaji vliv na fenotyp) fixuji s mnohem vys$si pravdépodobnosti. Na zakladé piedpokladu, Ze se dané

mutace objevuji s konstantni rychlosti, 1ze ziskana data ze sekvenovani pouZit pro potieby populaéni
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genetiky. Ptikladem pouziti konstantni rychlosti mutaci jsou tzv. molekularni hodiny, pomoci kterych lze
urcit vzdalenost dvou druhti ke spoleénému piedkovi.

V piipadé testovani maternalné liniové piibuznych osob se za platnosti hypotézy o této piibuznosti
obvykle predpoklada shoda obou vzorkii mtDNA. Vyjimku tvofi pomerné vzacna heteroplazmie. Tento
pojem popisuje stav, kdy se v jednom jedinci nachazi vice linii mitochondrialni DNA, a to bud’ v jedné
buiice, ¢i v oddélenych bunécnych populacich (Bendall a Sykes, 1995). MuzZe se jednat o dédi¢ny znak,
kdy wvajicko, z néhoz jedinec wvznikl, jiz obsahovalo vice nez jednu linii mitochondrii
(Marchington et al., 1998). Muze se jednat také o chybu pii vzniku zygoty, kdy v bufice zlstaly
integrovany a neposkozeny nékteré mitochondrie ze spermie (Schwartz a Vissing, 2002). V neposledni
fad¢ muze dojit k mutaci u vyvijejiciho se plodu, apoté cast bunék jedince bude vykazovat jiny

mitochondrialni genom.

3.3 Liniové markery

V piedchozich kapitolach jsme DNA markery rozdélili podle jejich struktury a umistnéni v genomu.
V této Casti prace se zaméfime na tu ¢ast markert, které se predikovatelné prenaSeji z generace na
generaci a mohou slouzit jako nastroj genealogiim i forenznim genetikim. MtDNA jakoZto striktné
maternalné se predavajici ¢ast lidského genomu mutze poslouzit Vv ptipadech, kdy okolnosti vylucuji
pouziti autozomalnich markerd, nebo kdy sledujeme maternalni linii do historie (degradovany biologicky
material, nutnost testovani vzdalenych pribuznych ¢i populaéni studie). V pripadé studie zaméiené na
paternalni linii zkoumame nerekombinujici oblasti chromozomu Y, ktery je ptedavan vzdy z otce na syna
jako identicky celek — tzv. haplotyp.

Nejméné Casto testovanym segmentem genomu, zachovavajicim uréitou netplnou liniovost, je
chromozom X. Zpusob jeho dédicnosti nevykazuje tak jednoduchy a jednoznaény vzor predavani jako
predchozi zminéné markery, ale vysledky analyzy mohou rozhodnout v nékterych komplikovanych

ptipadech.

3.3.1 MtDNA

MtDNA markery, jejichz zakladni struktura je popsana v kapitole 3.2, jsou nejcastéji analyzovanymi
markery u velmi starych ¢i degradovanych biologickych vzorku. Pfestoze jejich diskrimina¢ni hodnota je
v porovnani s NDNA nizka, pocet kopii této molekuly DNA v jedné buiice miize piesahnout i jeden tisic
a pravdépodobnost ziskani pozitivniho vysledku analyzy DNA je tak mnohondsobné vyssi
(Stone et al., 2001).

Pravé analyza mtDNA je diky svému striktné maternalnimu vzorci predavani a detekéni citlivosti
spole¢né s analyzou NRY (angl. Non-recombining region of the Y chromosome) jednim z hlavnich
nastrojl populacni genetiky.

MtDNA se v nezménéné podobé piedava z matky na vSechny jeji potomky a na zakladé tohoto faktu
je mozné analyzou dostateéné velkych vzorkd populace urcéit, jaké se v populaci vyskytuji

tzv. mitochondrialni haploskupiny a jak jsou frekventované. Tyto haploskupiny se stejné jako u'Y
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chromozomu 1isi v bodovych mutacich (Brown, 1980; Cann et al., 1982). Fylogeneticky strom slozeny
Z jednotlivych haploskupin, které se postupné oddélovaly od ptvodnich skupin, zacina pro stavajici
svétovou lidskou populaci - U tzv. mitochondrialni Evy neboli lidského mitochondrialniho nejblizsiho
spole¢ného ptedka - MRCA (angl. Most recent common ancestor). Odhad doby, kdy tato zena Zila, a to
v oblasti subsaharské Afriky, se dle rtznych studii pohybuje mezi 200 000-150 000 ptf. n. L
(Soares et al., 2009).

Kriminalisticka a identifika¢ni genetika pouziva analyzu mtDNA u téch typt vzorki, kde se nDNA
vyskytuje jen v minimalnim mnozstvi ¢i viubec (vypadlé vlasy, staré kosterni nalezy atd.); takto se
uplatnila napf. pii identifikaci obéti hromadnych nestésti, jako byl ptipad Svétového Obchodniho Centra
v roce 2001 (Leclair et al., 2007) ¢i tsunami V jihovychodni Asii v roce 2004 (Deng et al., 2005).

Prozatimni nevyhodou testovani mtDNA je omezené mnozstvi vzorkll v databazich po celém svéte,

které snizuje presnost vypocti vyskytu daného haplotypu.

3.3.2 Chromozom Y

Stejné€ jako je mozné sledovat maternalni linii pomoci mtDNA, mzeme pomoci Y-markert sledovat
linii paternalni. Tzv. pseudoautozomalni oblasti chromozomu Y, vyskytujici se na koncich malého (p) i
velkého (q) raménka, jsou oblastmi, které mohou volné rekombinovat s chromozomem X a dochazi zde
stejné jako u autozomu ke crossing-overu. Zbylé, tzv. nerekombinujici ¢asti (angl. NRY Non-recombining
region of Y-chromosome), se obdobn¢ jako mtDNA predavaji z generace na generaci jako identicky celek
a jejich zménu muze zpusobit pouze mutace (Butler, 2011). NRY Y-STR markery urcuji tzv. haplotyp
neboli specifickou kombinaci alel v daném misté chromozomu, ktery se pfedava v nezménéné podobé
Z otce na syna. Vyssi celky, tzv. haploskupiny neboli skupiny haplotypt, jsou definovany prostiednictvim
konkrétnich alel ur¢itych Y-SNP markerd.

Y chromozomalni MRCA stavajici svétové populace je oznacovan jako Y chromozomdlni Adam. Jeho
datace jakozto zakladatele fylogenetického stromu recentnich Y haploskupin se v poslednim né¢kolika
letech velmi ménila a v roce 2013 dveé vyzkumné skupiny pfisly s pomerné€ odlisSnym vysledkem: 338 000
pt. n. l. (Mendez et al., 2013) a 180 000—200 000 pi. n. I. (Francalacci et al., 2013).

V soucasné dobé nejen na uzemi CR probihaji projekty typu Genetika a pifjmeni ', které maji za tikol
ovetit vazbu muzskych pfijmeni, ktera jsou dédéna paternalné, na vyskyt Y- vazanych markerd, a uréeni
Y haplotypll umuzii se stejnym pfijmenim (McEvoy a Bradley, 2006). Vysledky liniovych studii
chromozomu Y nejsou pouze vhodnym nastrojem pro populacni genetiky, ale také pro genealogy,

(Foster et al., 1998) a uplatni se i v oblasti identifika¢ni genetiky (Piccinini et al., 2010).

12 Vice informaci na http://www.genebaze.cz/.html.
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3.3.3 Chromozom X

K analyze chromozomu X se ve forenzni praxi obvykle pfistoupi tehdy, pokud z né¢jakého davodu
neni mozné vySetfit autozomalni markery, nebo ve velmi specifickych situacich. Data ziskana analyzou X
chromozomu mohou roziesit komplikované piipady testovani ptibuznosti, coz posiluje jejich vypovidajici
hodnotu a miru vyuziti v ramci forenznich analyz (Butler, 2010).

Duivodem pro pouziti X-markerti mize byt naptiklad testovani vztahu otec-dcera, neni-li ziskan
kvalitni vysledek amplifikace autozomalnich STR a kviili své matroklinit¢ nemtze byt pouzita ani
mtDNA. Dal§im z ptikladd mtze byt pouziti X-markerd v pfipadé, ze potencidlni otcové divky jsou ve
vztahu otec a syn, nebo situace, kdy je tfeba v pfipadu incestu rozhodnout mezi nékolika muzi z téze
rodiny. V takové situaci maji X-markery vyssi vypovidajici hodnotu nez autozomalni lokusy. Analyza
chromozomu X muze také pomoci potvrdit ¢i vyvratit maternitu v ptipadé kosternich nalezi v oblastech,
kde nejsou dostatené zaznamy o mitochondridlnich  haploskupinach  (Tillmar et al., 2011;

Szibor et al., 2003).

4 Metodika a analyza DNA

Za zakladatele identifikacni analyzy DNA je povazovan profesor A. J. Jeffreys, ktery pii svém
vyzkumu na univerzité v Leicesteru objevil mozZnost individualni identifikace metodou analyzy
polymorfismu restrikénich fragment - RFLP (angl. Restriction fragment length polymorphism), kterou
pozdéji pojmenoval DNA fingerprinting neboli ,,geneticky otisk prstu® (Jeffreys et al., 1985). Jiz dfive
bylo znamo, ze molekula DNA vykazuje mezi jedinci fadu polymorfismt (Jeffreys, 1979), ale do roku
1984 nebylo mozné na zakladé DNA jedince rozlisit.

Dnes nejpouzivanéjsi metou analyzy DNA je analyza STR markert, kterd v pribéhu 90. let 20. stoleti
nahradila pivodni RFLP metodu. Zasadnim prilomem v metodice analyzy DNA se stal objev
polymerazové ftetézové reakce - PCR (angl. Polymerase chain reaction) (Kleppe etal., 1971), ktery
umoznil analyzu velmi malych biologickych vzorkti (Saiki et al., 1985; Saiki et al., 1988). Puvodni
Kleppeho prace z roku 1971 se zabyva reparaci fragmenti DNA a ur¢enim hrani¢nich velikosti primert
jakozto i replikovatelnych usekt. Pouzit PCR za ucelem cilené amplifikace sekvence [B-globinu se
podafilo az v roce 1985 v laboratoii K. Mullise, ktery za tento objev v roce 1993 obdrzel Nobelovu cenu.

Stale vice se rozvijejici analyzou DNA je analyza SNP markert, 0 které pojednava kapitola 4.4.

4.1 RFLP (restriction fragment length polymorphism)

Restrikéni analyza DNA je metoda vyuzivajici bakterialni restrikéni endonukleazy ke Stépeni fetézce
DNA na fragmenty. Misto, které restrikéni endonukledza rozpoznava na zakladé sekvence nukleotidd, se
nazyva restrikéni oblast; tato oblast je vzdy specifickd pro danou endonukleazu (Jeffreys et al., 1985).
Napftiklad: jednou z nejpouzivanéjsich endonukleaz je Hae II1., rozpoznavajici sekvenci GG/CC, pficemz
misto Stépeni se nachazi mezi G a C. Obecné plati, ze ¢im je restrikéni oblast delsi, tim mensi pocet

fragmentl vznikne (Butler, 2010).
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Fragmenty jsou poté rozdéleny gelovou elektroforézou podle své velikosti. Nasledn¢ je proveden
tzv. Southerniv blotting, kdy se fragmenty navazou na nylonovou ¢i nitrocelulézovou membranu. Pro
jejich zobrazeni 1ze pouzit nékolik riznych metod: pivodni znaceni radioaktivni sondou bylo nahrazeno
(rentgen ¢i UV svétlo) je mozné vzorek vyhodnotit (Southern, 1975).

Metoda RFLP umoznuje nejenom stanovit profil jedince na zakladé délky a poctu jednotlivych
fragmentd, ale ma fadu dalSich aplikaci: naptiklad je mozné ji pouzit pro vyhledani mutace zpisobujici
konkrétni nemoc ¢i abnormalitu (Southern, 1975; Gusella et al., 1983). Nevyhodou ov§em zlistava casova
naroc¢nost a potfeba zna¢ného mnozstvi biologického vzorku pro zachovani vypovidajici hodnoty

analyzy.

4.2 AmpFLP (amplified fragment length polymorphism)

Metoda AmpFLP (angl. Amplified fragment length polymorphism) je zaloZena na amplifikaci VNTR
oblasti DNA pomoci PCR. Oproti RFLP je mnohem rychlejsi, ovS§em soucasné ma vyssi miru vzniku
chyb, jako je napf. neprava heterozygotnost. Nejcastéji analyzovanym markerem byl u této metody
minisatelitni lokus D1S80, jenz byl nejprve mnohonéasobné amplifikovan PCR, a nésledné (stejné jako
u RFLP) byla provedena gelova elektroforéza vzorku. Zviditelnéni vzorku se obvykle provadélo
barvenim stiibrem (Jeffreys et al., 1988; Budowle et al., 1991).

Vyhodou této metody byla nizsi naro¢nost na mnozstvi biologického vzorku oproti metodé RFLP, ale
zdtvodu jiz zminéné chybovosti anastupu STR markeri byla spiSe mezikrokem a prechodem

k masivnimu pouziti PCR u mikrosatelitnich markera (Butler, 2010).

4.3 Analyza STR (short tandem repeats)

DNA analyza STR markert je dnes nejbéZnéjsi metodou pouzivanou pro testovani piibuznosti osob.
Pocet opakovani motivu repetice v konkrétnim STR lokusu je mezi jedinci zna¢né variabilni, a je tak
mozné na zakladé po¢tu opakovani motivu rozlisit jednotlivé alely (Edwards et al., 1991).

Analyza STR zalozend na amplifikaci pomoci PCR je schopna detekovat sekvencné specifickymi
primery oblast STR markeru, zmnozit tento Uisek a naslednou elektroforézou (kapilarni ¢i gelovou) urcit
genotyp, tedy sestavu alel jedince (Butler, 2010).

Vypovidajici hodnota jednoho lokusu neni pro identifikaci dostacujici, ale v pfipadé pouziti vice
lokusti, které nejsou ve vazbé, tato hodnota nasobné roste, az pti ur€itém poctu analyzovanych lokust je
jiz pravdépodobnost ndhodné shody dvou neptibuznych osob extrémné mala.

Obvyklym postupem urceni DNA profilu je analyza standardnich DNA markerd, tj. markert, které
vykazuji urcité specifické zadouci vlastnosti. Mezi tyto vlastnosti mimo jiné fadime napt. Sirokou skalu

alel srelativné vyvazenymi frekvencemi, zadnou ¢i jen slabou vazbu k fenotypu jedince, vysokou
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heterozygotnost a dalsi. To, které konkrétni markery se budou analyzovat, je véci mezinarodnich dohod;

tyto markery pak tvoii tzv. doporu¢ené &i povinné systémy ¢&i sety, které se &astené prekryvaji.’®

4.4 Analyza SNP (single nukleotide polymorphism)
Analyza SNP markert, které jsou nejhojné€jsimi DNA polymorfismy, ma nesmirné §iroky aplikacni
potencial asvé uplatnéni nachazi i ve forenzni oblasti. Metod, které se pouzivaji pro tyto studie, je

pomérng velké mnozstvi a jejich konkrétni volba zavisi na mnoha faktorech.

4.4.1 Sangerova metoda sekvenace

Tzv. Sangerova metoda™ se ve forenzni oblasti b&Zn& pouziva pro sekvenaci mtDNA starych kosti,
zubt ¢i vlast, nebot’ je vhodna pro studium téch oblasti genomu, kde je vysoka hustota SNP. Takovymi
oblastmi jsou pravé HVR mtDNA, kde se v prubéhu evoluce kumulovalo velké mnozstvi mutaci.
Sangerova sekvence je zalozena na syntéze komplementarniho vlakna DNA k templatu pomoci DNA
polymerazy a radioaktivné zna¢eného primeru. Pofadi nukleotidl se nasledné zjisti tak, ze ve smési pro
syntézu vlakna jsou pfitomny nejen obvyklé nukleotidy, ale také jejich dideoxy formy (tzv. terminatory),
které, pokud jsou DNA polymerazou komplementarné ptitazeny, ukoncuji (terminuji) syntézu vlakna
DNA. Pfi pfitomnosti vice kopii templatu ve smési reakce probiha soucasné a po ukonéeni polymerace
obsahuje vysledna smés velké mnozstvi fragmentl DNA 0 rtizné délce zacinajici radioaktivné znacenym
primerem a koncici vzdy stejnym nukleotidem (napf. dideoxy formou T). Nasledna gelova elektroforéza
rozdéli fragmenty podle velikosti, a je tak mozné urcit presnou polohu komplementarniho nukleotidu a na

templatovém vlakné DNA (Sanger a Coulson, 1975).

4.4.2 Metody vyuzivajici DNA hybridizace

Alelicky specificka hybridizace DNA pomoci sekvenéné specifickych sond je nejjednodussi metodou
analyzy SNP markert. Jednim z ptiklada je tzv. éipovd hybridizace (angl. Microarray), vychazejici
z ptvodnich praci s markerem HLA DQalpha (Saiki etal., 1989). Fluorescenéné znacena alela se
komplementarné navaze na ukotvenou sekvenén¢ specifickou sondu na Cipu a po excitaci laserem se dana
barva v mist¢ sondy zaznamena pocitaCem. | jednobodova mutace Vv misté vazby sondy dokaze
hybridizaci natolik destabilizovat, Ze nedojde K jejimu navazani, a omezuje se tak vznik chybného signalu
(Wang et al., 1998).

Dalsim zpiisobem vyuziti hybridizace DNA je tzv. dynamicka alelicky specificka hybridizace - DASH
(angl. Dynamic allele-specific hybridization), ktera k urceni a lokalizaci SNP vyuziva rozdilnou teplotu
denaturace DNA (SNP snizuji stabilitu DNA). PCR reakce je provedena s primery oznac¢enymi biotinem,
ktery se navaze na ukotveny streptavidin, a poté je pridana alelicky specificka fluorescenéné oznacena
sonda. Teplota, pii které dojde Krozvolnéni vazby sonda-alela, je zaznamendna aje porovnana

s kontrolnimi hodnotami (Howell et al., 1999).

3 Napt. CODIS (angl. Combined DNA Index System), SGM plus (angl. Second Generation Multiplex Plus) nebo
ESS (angl. The European Standard Set).
1 F. Sanger (13. 8. 1918 — 19. 11. 2013), dvounésobny laureat Nobelovy ceny z roku 1958 a 1980.
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Metody vyuzivajici molekularni sondy, napf. tzv. ,,Molekuldrni majaky* (angl. Molecular beacons),
jsou postaveny na specifickém zpisobu hybridizace DNA pomoci téchto sond. U zminénych majaki jsou
oba konce sondy navrzeny tak, aby k sob& byly komplementarni, pficemz jeden je znacen fluoroforem
a druhy jeho zhaseCem (quencherem), a specificka sekvence pro vazbu DNA je tak v ,,ocku’ vlasenky
(Kostrikis et al., 1998; Tyagi, 1998). K aktivaci fluoroforu dojde pouze v ptipadé, ze specificka sekvence
najde komplementarni misto na DNA a dojde k hybridizaci (sonda zaujme stabilngjsi pozici).

Taq DNA polymeraza, ktera disponuje 5 nukleazovou aktivitou, se vyuziva v tzv. Tagman analyze pti
real-time PCR. Na jednovlaknovou molekulu DNA se navaze specificky zavisla sonda s fluoroforem
ajeho zhasecem (Livak, 1999). Pokud Tag polymeraza pii repolymerizaci komplementarniho vlakna

narazi na sondu, diky své 5 nukleazové aktivité sondu rozstipe a dojde k emitaci barvy fluoroforem.

4.4.3 Metody vyuzivajici Primer extension

Prodlouzeni primeru (angl. Primer extension) je dalsim z principt analyzy SNP. Zakladni schéma se
da rozdélit do dvou separovanych krokt: (1) PCR amplifikace konkrétni sekvence obsahujici SNP a (2)
hybridizace fragmentu na sondu nésledovand DNA polymeraci.

Jednou z metod detekce je APEX (Arrayed Primer Extension), kde sondy jsou upevnény na Cipu
a DNA polymeraza doplni volny konec (obsahujici SNP) hybridizovaného fragmentu fluorescencné
zna¢enym dideoxynukleotidem. Vysledna emitace barvy urci, ktery ze Ctyf nukleotidl je na zkoumaném
lokusu (Shumaker et al, 1996; Pastinen et al., 1997; Dubiley et al, 1999). Alelicky specifické prodlouzeni
primetu oproti tomu vyuzivdi RNA templatd jako produktd PCR apolymeraci zajist'uje reverzni
transkriptaza (Pastinen et al., 2000).

Detekce signalu je mozZna za pomoci detekénich nastrojt na principu FRET (angl. Fluorescence
resonance energy transfer) detekce, FP (angl. Fluorescence polarization) detekce, hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF MS (angl. Matrix-assisted laser desorption/ionization) ¢i pyrosekvenovdni
(Chen a Kwok, 1997; Chen et al., 1997; Chen et al., 1999; Ross et al, 1998). Pyrosekvenovani vyuziva
enzymatické pfemeény pyrofosfatu (vznikly z dideoxynukleotidu) na ATP, které pohani emitaci svétla

ptidané luciferazy (Ronaghi, 2001).

4.4.4 Metody vyuZivajici DNA ligazu

Analyza SNP markert vyuzivajici DNA ligazu ma potencial amplifikovat nejen konkrétni usek DNA
(v ptipadé kombinace s PCR), (Chenetal., 1998), ale pfi spravné volbé sond i mnoho lokust Vv ramci
celého genomu. Tyto sondy nasedaji tésné¢ k SNP aumozni polymeraci DNA pomoci ligazy
(Lizardi et al., 1998; Baner et al., 1998).

V piipadé, ze jsou jednotlivé nukleotidy fluorescencné znaCeny, je mozné vyhodnotit data pomoci

gelové ¢i kapilarni elektroforézy nebo hmotnostni spektrometrii.

4.4.5 Metoda Invader
Metoda Invader je dal$i z metod analyzy SNP nevyzadujici PCR. Je zaloZzena na funkci tzv. FEN

(angl. Flap endonuclease), ktera je vysoce citliva na jednobodové mutace (Kaiser, 1999). V prabéhu
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analyzy se na polymorfni oblast DNA navazou dvé oligonukleotidové sondy, ajakmile se tak stane,
vznikne trojrozmérna struktura rozpoznavana FEN. Ta zafne tuto trojrozmérnou sStrukturu stipat
av piipadé znaceni fluoroforem se emituje barva. Analyzu je mozné provést i pomoci hmotnostni
spektrometrie (Griffin et al., 1999; Olivier, 2009).

Metoda je vysoce specificka, jeji dnes nejpouzivanéjsi modifikaci je tzv. SISAR (angl. Serial invasive
signal amplification reaction), ktera dovoluje analyzu dvou alel zaroven oproti pivodni jedné (Olivier,
2009).

5 Hodnoceni pribuznosti dle DNA

V piedchozich kapitolach bylo vysvétleno, co to jsou DNA markery, a byla popsana jejich analyza.
Pro potieby forenzni genetiky jsou ziskana data dale zpracovavana, protoze nestac¢i pouhé trivialni
vyjadfeni shody vzorkd, ale je nutné vypocitat, jak silnym dikazem pro danou hypotézu vysledek analyzy
je. Historicky byla tato dikazni vaha pocitana rtizné, v soucasné dobé& prevazuje bayesovsky pfistup
kombinovany s urovanim frekvenci (pravdépodobnosti) genotypt z frekvenci alel pfi platnosti Hardy-
Weinbergova zakona (Thompson, 1976; Marshall et al., 1998). Tato kombinace umoziiuje odhadovat

vvvvvv

incesty ¢i vzdalena ptibuznost jedincu (Buckleton et al., 2005; Evett a Weir, 1998; Drabek, 2011).

5.1 Pravdépodobnost

Pravdépodobnost P povazujeme za stupnici pro urovenn diivéry Vv néjaké tvrzeni ¢i hypotézu
zalozenou na rozumové analyze nam dostupnych informaci. V idealnim piipadé nabyva hodnota
pravdépodobnosti 1 nebo 0 podle toho, zda jev nastal nebo ne. Nekompletni informace a jiné komplikace
ale neumoznuji jednoznacné urcit, zda je tvrzeni pravdivé (P = 1) nebo nepravdivé (P = 0). Proto se
nejcastéji setkdme S procentudlnim vyjadfenim davéry Vdanou hypotézu, napt. plati 50%
pravdépodobnost (neboli P = 0,5), Ze na klasické hraci kostce padne sudé ¢&islo (Drabek, 2011;
Marshall et al., 1998; Elston, 1986, Thompson, 1976).

Chceme-li vyjadtit, jak pravdépodobny je jev A, pokud uZ nastal jiny jev B neboli pokud uz mame
uréitou informaci nebo dikaz E, uzivame tzv. podminénou pravdépodobnost. Podminénou
pravdépodobnost obecné oznaujeme jako P (tvrzenilinformace), pFiCemz existuji 3 zakony

pravdépodobnosti a dopliiujici vyroky (Buckleton et al., 2005).

5.1.1 Prvni zakon pravdépodobnosti

Zakladni definici pravdépodobnosti je P (A|E) tzn. pravdépodobnost jevu A za piedpokladu, ze plati
E. Pravdépodobnost jevu A nabyva hodnot mezi nulou a jedni¢kou a v praxi vzdy plati 0 < P (A|E) > 1
a zaroven P (A|E) + P (A|E) = 1 (pfi stejnych podminkach vzdy nastane alespoti jeden z moznych jevi),
(Evett a Weir, 1998).
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5.1.2 Druhy ziakon pravdépodobnosti 0 s¢itani pravdépodobnosti

Pro nesluditelné jevy, které za danych podminek nemohou nastat zaroven, plati vyjadieni P (AUB) =
P (AJE) + P (B|E). Vyslednou pravdépodobnosti je soucet dvou zajemné se vylucyjicich jevu a plati P
(AIB) =0.

Pro slucitelné jevy, tj. jevy které mohou, ale nemusi nastat zaroven, plati vyjadieni P (A U B) =P (A)
+P (B) - P (ANB), (Evett a Weir, 1998; Drabek, 2011).

5.1.3 Treti zakon pravdépodobnosti 0 nasobeni pravdépodobnosti

Pravdépodobnost souc¢asného vyskytu dvou nezavislych jevi A a B, Ize urcit jako P (ANB) =P (A) %
P (B). Pro nezavislé jevy rovnéz plati: P (A[B) = P (A). Pravdépodobnost soucasného vyskytu dvou
zavislych jevta je P (ANB) =P (A|B) x P (B), protoze vyskyt jevu A je zavisly na pravdépodobnosti
vyskytu jevu B (Evett a Weir, 1998; Drabek, 2011).

5.2 Sance

Sance O udava, kolikrat je pravdépodobnéjsi tvrzeni A neZ opaéné tvrzeni A a je vyjadiena vzorcem
O (A) =P (A)/ P (A). Jako piiklad miizeme uvést vypocet Sance, Ze na kostce padne ¢islo vy$si nez Ctyii.
Tzn., ze P (A) = 2/6 a P (A) = 4/6, vysledna Sance je % (1 ku 2, Ze padne &islo vy33i nez &tyfi). Ze Sance
je mozné vypoéitat pravdépodobnost podle vzorce P (A) = O (A) / 1+ O (A), (Drabek, 2011).

5.3 Hardy-Weinbergtv zakon 0 alelach
Hardy-Weinbergiiv zakon 0 alelach popisuje frekvence genotypt jako funkce alelickych frekvenci.
Plati pro idealni nerealnou populaci (je nekonecné velka, probiha v ni ndhodné pareni, neprobiha selekce,
mutace ani migrace), ale je mozZné jej pouZit pro realnou populaci. Pro dvoualelovy systém p a g plati:
p® + 2pq + g° = 1 (Hardy, 1908; Weinberg, 1908).
Hardy-Weinbergtv zakon se vyuZiva pii vypoétech frekvenci alel, jez jsou dale uzity pro vypocet
vérohodnostniho poméru LR pro testovany genotyp lokusu. Pokud dany lokus HWE nespliuje, je

v nékterych pripadech mozné vypocet upravit zapoctenim parametru piibuznosti.

5.4 Bayesova véta
Bayesova véta je matematické vyjadieni, které upravuje pravdépodobnostni ocekavani ve svétle
novych dukazi (Bayes aPrice, 1763). Umoznuje jistou miru subjektivity a mize byt vyjadieno
pravdépodobnosti ¢i Sanci. Hlavnimi slozkami Bayesovy véty jsou tzv. aposteriorni Sance, vérohodnostni
pomér a apriorni Sance
P(HAIE, D) _ P(E[HA D) y P(HalD)
P(Hg|E,I)  P(EHg,I)  P(Hg[I)

Apriorni Sance neboli ohodnoceni pravdépodobnosti pfed tim, nez byla provedena analyza DNA, je

zalozena na nevédecké informaci (vyslech svédki, nahrobni kdimen u hrobu, pohyb pohieSované osoby na
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misté nalezu ostatkti atd.). LR pfi pouziti v Bayesoveé vété aktualizuje apriorni Sanci pii nalezu novych
dikazi. Aposteriorni $ance je celkovou Sanci, Ze tvrzeni je pravdivé po pfedloZeni a prozkoumani vSech
dikazt. Pomoci vzorce V kapitole 5.2 je mozné dopocitat z aposteriorni Sance pravdépodobnost (Drabek,
2011).

5.4.1 Hypotézy pii analyze pribuznosti

Postulace testovanych hypotéz Ha @ Hg je zaloZena na faktu, Ze tyto hypotézy musi byt pfi stejném
dikazu (vysledku analyzy) E navzijem vyluCujici. Zakladni analyza zahrnuje dvojici alternativnich
hypotéz, pro kterou se nasledné vypocitava LR; v komplikovangjsich piipadech je tieba vypocitat LR pro
vice dvojic hypotéz. Pfikladem mutze byt testovani ptibuznosti sourozencii (aplni sourozenci vs. polovicni
sourozenci vs. nepfibuzné osoby). To, jestli je hypotéza vhodné pro testovani, zalezi na jeji realnosti,
kterou odvozujeme z okolnosti pfipadu (napf. nerealné vzneseni hypotézy otcovstvi V pfipadé, Ze data
narozeni otce a potomka jsou Vtakové blizkosti, Ze neumoziuji paternitu). Vhodnymi dikazy
podporujicimi vzneseni hypotézy jsou napif. rodinné dokumenty, vypovédi piibuznych ¢&i zjevna

vzhledova podobnost (ndlez zaménéného jednovajecného dvojcete).

5.4.2 Apriorni pravdépodobnost a Sance

Apriorni pravdépodobnost Pr a Sance je obvykle subjektivné udany podil davéry v platnost dvou
alternativnich hypotéz, zalozeny na dikazech ziskanych pfed analyzou DNA. Apriorni pravdépodobnost
nabyva hodnot mezi 0 a 1, pfi¢emz hodnota 0,5 znamena 50% pravdépodobnost platnosti hypotézy Ha
i Hg, a je hodnotou neutralni. Ve vét§iné piipadt, pokud neni silny negeneticky dikaz, udava se apriorni
pravdépodobnost praveé 0,5, v opodstatnénych piipadech je ale mozné Pr stanovit napf. na zakladé vlastni
zkusenosti nebo ji i vypocitat (Brenner a Weir, 2003). Vhodnym ptikladem vypoctu Pr jsou hromadna

nestésti dopravnich prostiedkn, kde se apriorni pravdépodobnost totoznosti obéti odhaduje podle vzorce

kde N odpovida poctu osob v dopravnim prostfedku. Vysledna Pr udava, s jakou pravdépodobnosti
analyzovany vzorek z nahodné vybraného téla patii konkrétni osobé, ktera byla na palubé.

Pomoci hodnoty Pr je mozné vypocitat apriorni Sanci (prior odds) a to jako

Pr
1-Pr’

Prior odds =

5.4.3 Vérohodnostni pomér LR
Verohodnostni pomér LR (angl. Likelihood ratio) je hodnota vyjadiujici podil dvou pravdépodobnosti
vysledku zkoumani (napf. genotyp) pii ruznych hypotézach, ptfi¢emz hypotézy jsou vzijemné se
vylucujici. Jeho zakladni funkci je zhodnotit vahu veskerych védeckych dikazi pro obé hypotézy.

Vérohodnostni pomér 1ze vypocist jako

P(E|Ha,D)

IR = S EHaD’
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kde Ha je hypotéza testovaného vztahu mezi dvéma osobami, napf. prarodi¢-vnoue, Hg je
alternativni hypotéza, Casto hypotéza, ze testovani jedinci jsou nepiibuzné osoby puvodem z téze
populace, E jsou genetické (nebo jiné védecké) dukazy, I jsou nevédecké dukazy.

LR nabyva jakychkoliv hodnot vétSich nez nula. Pokud je LR < 1, pak je jev pravdépodobngjsi pii
hypotéze Hg. Pokud je LR = 1, jsou ob¢ hypotézy stejné pravdépodobné, protoze se nelze ptiklonit ani
kjedné zvariant. V pfipadé, ze je LR > 1, pak je jev pravdépodobnéjsi pii hypotéze Ha
(Buckleton et al., 2005; Evett a Weir, 1998; Drabek, 2011; Marshall et al., 1998).

Pii dtikazech zalozenych na genetické analyze je P(E|Ha,1) @ P(E|Hg,l) uréeno pravdépodobnostmi

zjisténych genotypt za platnosti dané hypotézy, které se odvozuji ze znamych frekvenci alel pro danou
populaci (Haas et al., 2013).
Pomoci vyse zminéného vzorce je mozné kombinovat jednotlivé vypoctené LR pro konkrétni lokusy do
celkového CRI (angl. Combined relationship index). Pro nezavislé testované lokusy je CRI soucinem
vsech dil¢ich LR a vysledna hodnota udava, jaky je podil pravdépodobnosti, ze nami zjisténé genotypy
budou stanoveny u osob piibuznych vurCitém definovaném piibuzenském stupni ¢i vztahu,
a pravdépodobnosti, ze budou stanoveny za platnosti alternativni hypotézy (nejcastéji, ze se jedna o osoby
nepfibuzné). Napf. v ptipad¢€ testovani zakladniho setu 13 STR lokusii oznacovanych jako CODIS Core
Loci je CRI sou¢inem vsech 13 LR pro jednotlivé genotypy v lokusech.

5.4.4 Aposteriorni pravdépodobnost a Sance
Aposteriorni pravdépodobnost a Sance je koneénym vystupem Bayesovy véty a matematicky
vyjadiuje pomér pravdépodobnosti Ha a Hg ve svétle vSech genetickych i negenetickych dikazi. Jinak

feCeno udava, ktera z nami postulovanych hypotéz je pravdépodobnéjsi. Pomoci vzorce

CRI x Pr
CRI x Pr+ (1 —Pr)

Aposteriorni pravdépodobnost =

je mozné na zakladé urcené (Ci vypocéitané) apriorni pravdépodobnosti Pr a vypocitaného
kombinovaného CRI pro vSechny testované lokusy vypocist celkovou pravdépodobnost postulovaného
vztahu. V ptipadé paternitniho testovani je CRI oznacovan jako paternity index — Pl (Drabek 2011).

Prevést ¢iselnou hodnotu aposteriorni pravdépodobnosti do takového vyjadieni miry jistoty, které by
bylo blizké uvazovani bézného cloveéka-nematematika, je obecné vnimano jako obtizny ukol; napf.
Hummel (1969) navrhl, aby interval hodnot celkové aposteriorni pravdépodobnosti otcovstvi PI

odpovidal ur¢itému slovnimu vyjadreni, které by mohlo byt prezentovano napf. u soudu - viz pfiloha ¢. 2.

5.5 Interpretace analyzy autozomalnich lokusii

Hodnoceni pfibuznosti na zakladé analyzy autozomalnich lokust se fidi vzorcem piedavani (kapitola
2.3), ktery predpoklada, ze ve vztahu rodi¢-potomek bude potomek mit vzdy praveé jednu alelu od otce
a jednu od matky. Takovato alela se nazyva alela shodna piivodem (IBD alela — angl. ldentity by descent)

a pochazi od spole¢ného predka, od které¢ho byla zdédéna (Leutenegger et al, 2003).

20



Druhou z mozZnosti je tzv. alela shodnd stavem (1BS alela — angl. Identity by state), ktera je sice
obdobné jako IBD u obou osob shodna, ale jedna se pouze o mutaéni jev, kdy dvé neptibuzné osoby
sdileji stejnou alelu vlivem mutace (koinciden¢né€) a nemaji spolecného predka — ptivodce této alely
(Leutenegger et al, 2003).

S urcitou relativné malou Cetnosti se 1ze setkat s opacnym jevem, kdy na spojnici mezi testovanymi
osobami dojde k mezigenera¢ni mutaci alely IBD. V tom piipad¢, ackoli tato alela pochazi od spole¢ného
ptedka, neni shodnd stavem. Proto je pii piesnych vypoctech LR nutno zapocitavat frekvenci mutaci dané
alely. Jelikoz se pouZiva vice typt mutacnich modeli (napf. uniformni, proporcionalni, klesajici ¢i
krokovy), je vhodné provést vypocty LR pro vice nez jeden model mutace daného lokusu. Frekvence
mutaci u b&Zné pouzivanych STR lokusti se pohybuje mezi 0,01 % (THO1) az 0,64 % (SE33)". Dile se
pii vypoc¢tu LR s moznou mutaci zahrnuje i pravdépodobny typ mutace (SNP vs. STR) a jeji smér.
Pravdépodobnost mutace je obecné dynamicka veliina, naptiklad se zvySuje s vékem rodici jedince,
mutagennimi Vlivy, jako je zafeni, ¢i pti silném zne€isténi vzduchu (Jones et al., 1975).

Komplikaci pfi ur€ovani ptibuznosti pomoci autozomalnich markert je Casto nepfitomnost vSech
ptibuznych osob vhodnych pro testovani (matka-dité-otec x dité-otec) a se vzdalenosti piibuzenstvi se
snizujici pfedpokladana procentualni shoda alel u testovanych o0sob (viz ptiloha ¢. 3) pii absenci
imbreedingu. Nékteré hypotézy maji navic stejné LR pro rizny typ biologického piibuzenského vztahu,
a nelze tudiz mezi nimi rozlisit (napf. polovi¢ni sourozenci vs. stryc-Synovec).

V piipadé izolovanych populaci je nutné pii vypoctu LR zapocitavat koeficient imbreedingu théta
6 (Fst), (Wright, 1922). Ten udava, jaka je pravdépodobnost, Ze nami studované alely dvou nepfibuznych
0sob z této populace jsou shodné piivodem (Dorsten et al., 1999). Obvyklé rozmezi koeficientu théta se
pohybuje mezi 0,005 az 0,03 v zavislosti na dané populaci. Obecné plati, ze asijské populace maji tento
koeficient vys8i nezli populace Evropy ¢i USA, ale zalezi na konkrétni studii (Bittles et al., 1991).

Zakladnim ptedpokladem kvalitnich vysledkd je analyza dostate¢ného mnozstvi lokusi pro dané
hypotézy. Se zvySujicim se pocCtem testovanych polymorfismii se snizuje pravdépodobnost chybné
pozitivniho ¢i negativniho vysledku. To ma za nasledek, ze u komplikovangjsich piibuznosti se
i nékolikanasobné navysuje pocet testovanych lokust - ptikladem je pouziti 15 STR lokust a 49 SNP pti

komplikovaném testovani pribuznosti (Bersting a Morling, 2011).

5.6 Interpretace analyzy liniovych markeri

Pomoci interpretace analyzy liniovych markerd nelze z divodu jejich dédi¢nosti urcit konkrétni vztah
mezi jedinci, ale na jejim zaklad¢ je mozné najit jedince patfici do jedné rodové linie (at’ uz maternalni ¢i
paternalni). Jak jiz bylo zminéno v kapitole 3.3, specificky zptisob pfedavani této genetické informace,
dany pocet generaci mezi testovanymi osobami a pfredpokladana frekvence mutaci umoziuje vybrat
skupiny jedinct, ktefi si jsou navzajem piibuzni. Piikladem muze byt hypoteticky nalez hromadného

hrobu dvanacti osob, kde analyzou mtDNA byly uréeny 3 haplotypy. Na zakladé této informace miizeme

15 Konkrétni tdaje o mutaéni frekvenci lokusu na http://www.cstl.nist.gov/strbase/mutation.htm.
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uvazovat, ze se jednalo o Cleny tii rodin, ktefi byli z néjakého diivodu pohibeni spolu (alternativni
hypotézou muize byt ptitomnost jen jedné rodiny a dvou nepiibuznych muzskych jedinctt).

Vypocet LR pro konkrétni haplotyp mtDNA se provadi obdobné jako u autozomalnich markert, tedy
vychazi z frekvence daného haplotypu ve studované populaci; ve srovnani s autozomalnimi markery je
zde vyssi frekvence mutaci (Ermini et al., 2008; Gill et al., 1994).

Interpretace vysledki analyzy Y-chromozomu je velmi podobna jako u mtDNA, tj. vypocet LR
vychazi z frekvence daného haplotypu v konkrétni studované populaci. Primérna uroveii mutace u Y-
STR markert se pohybuje okolo 1,72 - 4.94x10° (Kayser et al., 2000) a zapogitava se v kombinaci po&tu
generaci mezi testovanymi osobami.

Analyza liniovych markera je nejcastéji pouzivand v populacnich studiich a u vyznamnych osob ¢i
rodi, které diky své vyznamnosti maji mnohdy velmi podrobné vedené rodokmeny (Haas et al., 2013).

Konkrétni kazuistiku obsahuje kapitola 7.

6 Propojeni DNA analyzy a rodokmenovych studii

Vysledky analyzy DNA vétSiho vzorku osob predstavuji tak velky soubor informaci, ze pouhym
ru¢nim pocitdnim vySe zminénych pravdépodobnosti je velmi slozité se dobrat konkrétniho vysledku.
Zakladni vypocty jsou proto provadény pocitatovymi softwary piimo uréenymi pro danou problematiku
(populacni studie, sestaveni rodokmenu atd.). Tato kapitola pfedstavuje moznosti vyuziti program,

nasledna kapitola 7 obsahuje podrobnéjsi konkrétni kazuistiky.

6.1 Genealogické a DNA profilovaci softwary

Genealogické softwary jsou programy pro spravu, organizaci asdileni genealogickych dat, které
uzivateli dovoluji sestavit vlastni rodokmen. Mezi zakladni funkce patfi urCeni vztahd mezi jedinci
a zadani osobnich dat - jmen, pohlavi, dat narozeni a iimrti a povolani. Tato data, pokud jsou uzivatelem
poskytnuta vetejné, mohou vygenerovat komplexni rodokmeny pf#i nalezené shodé a propojit vzdalené
rodové linie.*®

Naproti tomu DNA profilovaci softwary umozni nejen sledovat vztahy mezi jedinci, ale hlavnim
ukolem téchto programil je na zakladé dat z DNA analyzy urcit ¢i potvrdit ptibuznost jedincd. Cilem
profilovacich programi je urychlit vyhodnoceni vysledkti a minimalizovat chyby pomoci algoritmd.
| pfes vysokou spolehlivost je vzdy nutny zasah odbornika pii sporné piibuznosti ¢i velmi
komplikovanych ptipadech. Koneénym vystupem je hodnota LR pro dané hypotézy dle pouzitého
algoritmu (Drabek, 2009; Brenner, 1997).

6.2 Praktické pouziti forenznich softwari
V praxi je pouziti softwarii pro rekonstrukci slozitych rodokment jedinou moznosti, jak zachovat

vypovidaci hodnotu dat. To, jaky software a konkrétni algoritmus se pouzije, zavisi na dané studii

18 Na trhu je velké mnozstvi volng staZitelnych i zpoplatnénych verzi, napt. Family Tree Builder & Ancestry.
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a moznych komplikacich pfi statistickych vypoctech. Zde uvadime jen piiklady programi, napt.: FRANz
(Riester et al., 2009), KINGROUP (Konovalov et al., 2004), CARROT (Kyriazopoulou-
Panagiotopoulou et al., 2011), GeneMarker®HID (Holland et al., 2011), DNA-VIEW™ & programy
zalozené na metod¢ MCMC (angl. Markov chain Monte Carlo), (Gasbarra et al., 2007). Nekteré dalsi
v konkrétnich kazuistikach uzité softwary jsou uvedeny v kapitole 7.

Forenzni softwary dokazou zpracovat nejenom data ziskanad analyzou DNA, ale mezi funkce
nékterych z nich patii i moznost modelovani rodokmenu na zakladé dat z negenetickych zdrojt, jako jsou
udaje z matrik (Agarwala et al., 1998).
0s0b jsou hromadna imrti osob s komplikovanymi podminkami vizualni identifikace. Databaze, se kterou
program poté pracuje, vyhodnocuje DNA profil jedince jakozto i moznou shodu s jinym jiz urenym
vzorkem (pokud se napi. jedna o fragmentovana téla). Testovanymi osobami v tomto ptipadé jsou
ptibuzni 1. nebo 2. stupné (piipadné vzdalengjsi, pokud ptedchozi zminéni nejsou k dispozici) a do
analyzy je zahrnut i vzorek pohieSované osoby (pokud je k dispozici), (Brenner a Weir, 2003; Leclair et
al., 2007). Konkrétni ptiklady obsahuje kapitola 7.

7 Kazuistika

V piedchozich kapitolach byly vysvétleny zakladni principy dédi¢nosti, tvorba rodokmenti, metodika
1 interpretace DNA analyzy. Tato kapitola shrnuje vSe vySe zminéné v konkrétnich pfipadech vyuziti

DNA analyzy jako néastroje pro rekonstrukei rodokment, populacnich studii a identifikace osob.

7.1 Identifikace ostatkl cara MikulaSe II. a jeho rodiny

Ptipad popravy cara Mikulase II. a jeho rodiny je ukdzkou rozdilnych pfistupii odbornikd ke
konkrétnimu ptipadu. V roce 1917 v priabéhu Ruské revoluce car Mikulas II. zrodu Romanovcii
abdikoval a byl spole¢né se svoji manzelkou carevnou Alexandrou, péti détmi a sluzebnictvem uvéznén.
Posledni misto doloZzeného pobytu rodiny bylo nedaleko mésta Jekatérinburg, kde podle svédectvi meli
byt popraveni a pohibeni. V roce 1989 bylo misto hrobu oficialné objeveno a v roce 1991 byla téla
exhumovana. Hromadny hrob deviti osob podle analyzy mtDNA obsahoval pozistatky carevny
Alexandry a jejich 3 déti, cara Mikulase II. a Ctyf osob z tad sluZebnictva. Analyza ostatkll carevny
Alexandry byla provedena na zakladé srovnani se vzorkem DNA Prince Filipa, vévody z Edinburghu,
ktery je synem netefe carevny z matciny strany, a proto zde byla pfedpokladana shoda mtDNA. Ostatky
cara Mikulase II. byly porovnavany s mtDNA z exhumovanych ostatkd jeho bratra Gerogije Romanova.
Zbyvajici dvé déti — jedna z dcer a syn Alexej - v hrobu pfitomny nebyly (Gill et al., 1994; Ivanov et al,
1996).

7 Vice na http://dna-view.com/dnaview.htm.
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V roce 2007 byl nedaleko prvniho hrobu objeven druhy hrob obsahujici ostatky dvou tél. Na zakladé
testovani paternalni linie Y-chromozomu dodnes Zijictho Prince Andrew Andrejevice Romanova bylo
potvrzeno, zZe jedno z t¢l patii pohfeSovanému carevicovi Alexeji a mtDNA potvrdila i pfitomnost jedné
z jeho sester (Rogaev et al., 2009; Coble et al., 2009).

Timto pfipadem bylo potvrzeno, ze kriticky dulezité je spravné postulovani hypotéz a analyza
provedena na dostatecném mnozstvi lokust. Po testovani v roce 1994 bylo vzneseno pomérné velké
mnozstvi stiznosti na nedostacujici studovany material (z kazdé kostry femur a z predpokladané kostry
cara i tibie); zarazejici je i fakt, ze podle n€kterych zdroju byla téla exhumovana od obdobi popravy hned
nékolikrat. To vSe vzneslo nejistotu do spradvnosti vysledkti analyzy a az posledni studie byly schopné

urcit ptivod ostatkll (Zhivotovski, 1999).

7.2 Otzi, Tyrolska ledova mumie

V zafi roku 1991 bylo v Tyrolskych Alpach nalezeno mumifikované télo muze, pricemz nasledna
datace dle izotopu 14C urc¢ila jeho stafi na 5100 az 5300 let, coz odpovida obdobi pozdniho neolitu. Z téla
bylo odebrano 8 vzorki DNA, které poté byly analyzovany, ale z dtivodu jejich vysoké degradace bylo
mozné provést pouze analyzu mtDNA. Ta byla zatizena vysokou bakteridlni kontaminaci, ale dve
nezavislé laboratofe v Oxfordu v Anglii uréily stejnou sekvenci HVR1 oblasti pro lidskou mtDNA,
amohlo se tak postoupit k poslednimu kroku testovani — nalezeni konkrétni haploskupiny. Na zakladé
dostupnych dat bylo uréeno, Ze haplotyp Otziho se nejvice blizi recentnim jedinciim ze stiedni a hlavné
severni Evropy, nositelim haploskupiny K (Handt et al., 1994).

V roce 2000 byla provedena dal$i analyza pomoci pyroskevenovacich metod a bylo urceno, ze
Tyrolskda mumie spadd do haploskupiny K1, ale tato konkrétni variace zatim nebyla v Evropé
zaznamenana (Ermini et al., 2008). Pozd¢jsi prace z roku 2012 a 2013 analyzovala i polymorfismy Y-
chromozomu a zjistila, Ze haploskupina G-L91, do které muz patfi, je v oblasti Tyrol vzacna a vyskytuje
se ptiblizné u 0,5% muzt (Keller et al., 2012; Berger et al., 2013).

Tento piipad ilustruje zjevny pokrok v technice a tim i moznostech analyzy DNA — puvodné jen tézko

analyzovatelnd DNA byla po 6 letech od prvnich pokusti kompletn€ analyzovana (Keller et al., 2012).

7.3 Y-chromozomova analyza kostnich ostatkua Jorga Jenatsche (1596-1639)

Jorg Jenatsch byl Svycarsky bojovnik za nezavislost v dobé tficetileté valky, zijici v letech 1596—
1639. Béhem svého zivota se stal velmi vlivnou osobou a Vv dusledku historickych okolnosti byl v roce
1639 zavrazdén ve Svycarském meésté¢ Chur (Haas et al., 2013). Hrob byl objeven v roce 1959 v katedrale
mésta Chur a vroce 2012 byla povolena exhumace t€la za ucelem odebrani vzorku pro Y-
chromozomovou analyzu. K testovani byli ptibrani 3 dodnes Zijici potomci Jorgovy linie a byl pofizen
kontrolni vzorek pro detekci mozné kontaminace. Hlavni testovanou hypotézou bylo to, Ze nalezené
ostatky patii Jorgu Jenatschovi. Byly pouzity dva piistupy pro vypoéet LR — jednak podle Kaysera et al.

(2007), a dale druhy, pouzivajici postupnou redukci genotypizacnich informaci (Haas et al., 2013).
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Byly provedeny dvé analyzy. Pro kombinaci sedmi tzv. core loci pfi obou hypotézach bylo LR
vypocitano jako >200:1, pficemz nasledna analyza sedmnacti tzv. Yfiler lokust tuto Sanci snizila na 20:1,

7e se jedna o ostatky Jorga Jenatsche™,

7.4 Rekonstrukce rodokmenu v tidoli Val Borbera

Rekonstrukce rozsahlého rodokmenu v geograficky izolovaném udoli Val Borbera v Severni Italii je
jednim z ptikladdi propojeni analyzy DNA a negenetickych zaznamid o dané populaci. V tomto udoli
v dobé analyzy zilo 1803 obyvatel, pficemz podle analyzy 89 % obyvatel nalezelo do jednoho
genealogického stromu, ¢itajiciho vice nez 50 000 0sob z 16 generaci (Traglia et al., 2009). Rekonstrukce
rodokmenu byla provedena pomoci pisemnych zaznamii v matrikdch a pomoci analyzy DNA u 1664 lidi
za pouziti programu GeneAble a algoritmu Kinlnbcoef (Milani et al., 2011). Soucasti této studie bylo
i sledovani vyvoje migrace populace v dané oblasti, procento endogamnich shatki™ a geneticka studie

zaméiena na polygenné podminéné choroby.

7.5 Rekonstrukce rodokmenu Riadu Amisa v Pensylvanii, USA

Ztejmé nejcastéji studovanou skupinou lidi v oblasti medicinské genetiky, dédi¢nosti a genealogie
jsou Amisové®™. Vroce 1988 byla vytvorena elektronickd genealogickd databaze AGDB (Amish
genealogy database) podle knihy Fisher Family History, zaznamenavajici kompletni genealogii Amist od
jejich zakladatell z 18. stoleti. Na zakladé AGDB byl pomoci softwaru PedHunter vygenerovan obsahly
rodokmen této konkrétni skupiny Amist (Agarwala et al., 1998). Ten obsahuje 16 prvotnich zakladateld
(11 zen a 5 muzi), ktefi byli z vice nez poloviny predky uzké skupiny Amisu Citajici 128 osob. Tato

ey

skupina dala vzniknout v§em dnes zijicim Amisim Vv Pensylvanii (Lee et al., 2010).

7.6 Rekonstrukce rodokmenu 18. dynastie faraoni (1550-1295 pi. L)

V roce 2007 zapocala detailni radiologicka, genetickd a antropologicka studie 11 mumii z konce
18. dynastie egyptskych faraont za ucelem potvrzeni ¢i ur€eni identity nékterych z nich. Tento projekt
byl nazvan ,Projekt rodiny krale Tutanchamona®“. Hlavnimi testovanymi byla mumie krale
Tutanchamona a jeho péti ptimych predki az k pra-prarodi¢im. Z kazdé testované mumie byly odebrany
2-4 vzorky DNA podle metodiky Richarda a Sykese (1995) a spole¢né s negativnimi kontrolnimi vzorky
byla provedena PCR reakce zaméfena na lokusy: 16 STR markerd na Y-chromozomu a 8 STR markert
na autozomalni DNA. Spole¢né s lidskou DNA byla sledovana i pritomnost specifickych sekvenci
Plasmodium falciparum, prvoka zptsobujiciho malarii.

Markery DYS393 a Y-GATA-H4 mély stejnou alelickou kombinaci u vSech tii kralovskych mumii
muzské linie — Amenhotepa III., KV55 a Tutanchamona. Na zaklad¢ tohoto zjisténi byla potvrzena

puvodni teorie o jejich pokrevni pfibuznosti. 8 autozomalnich markert bylo sledovano u 7 z 11 mumii -

18 K onkrétni vypodty véetnd mutaéni frekvence jsou podrobn& uvedeny v ¢lanku Haas et al. (2013).
9 Endogamni svazek — manzelstvi mezi pibuznymi osobami.

vvvvvv

nabozenskych zivotem, odmitaji techniku i valku. Typické jsou pro n€ plnovousy a strohé oSaceni.
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Thuya, Yuya, Amenhotep Ill, Tutanchamon, KV55 a dvé neznamé mumie z hrobky KV35. Pro zbylé
¢tyfi mumie (mumie plodd z hrobky KV62 a mumie KV21A a KV21B) nebylo mozné urcit kompletni
genotyp 8 STR markerti na autozomech, a proto je jejich totoznost spekulativni (rodokmen viz obrazek ¢.
3), (Hawass et al., 2010).

Pritomnost specifickych sekvenci Plasmodium falciparum byla potvrzena u 4 testovanych mumii
véetn¢ mumie Tutanchamona. Tutanchamon podle vseho trpél Kochlerovou chrobou typu II., zanétlivym
onemocnénim kloubd, a v kombinaci s malarii a frakturou levé nohy se mohlo jednat o pfi¢inu jeho

brzkého umrti ve véku 19 let (Hawass et al., 2010).

| = Consanguinity
-- Proposed relationship,
nsufficient data
[] male
Il O Female
Amenhotep Il Tiye .
(KVas) (KV35EL)e A\ Stilbirth
Il ?Q}
Akhenaten ?
(KV55)2 (KV35YL)?
L [
[}—O O
Tutankhamun | ? 7
(KV62) L(KV21AR  (KV21B)p
[ R ——
v JAN A\
Fetus 1 Fetus 2
(KVE2) (KVE2)

Obrazek €. 3, Rodokmen faraonti pozdni 18. dynastie (Hawass et al., 2010)

7.7 Kral Richard III. a jeho kontroverzni hrob

Kral Richard III. byl anglickym kralem od roku 1483 do roku 1485, kdy byl v bitvé u Bosworthu
zabit. Jeho domnélé ostatky byly nalezeny v srpnu 2012 v blizkosti katedraly v Leicesteru, Anglie. Prvni
oficialni vyjadieni, ze se s nejvétsi pravdépodobnosti jedna o pozlstatky krale Richarda III., se konalo
vunoru 2013. Testovani identity prostfednictvim mtDNA bylo zaloZeno na srovnani se vzorkem
Michaela Ibsena, zijiciho muze, ktery by podle genealogickych zdznami mél byt s Richardem III.
pfibuzny v maternalni linii. Dal$imi dikaznimi materialy byla osteologicka studie provedena na kostfe,
kterd podle historickych zdznami méla nést znamky vrozené¢ho poskozeni patere a ruky. Ackoli byla na
kostte potvrzena silna skolioza, defekt ruky nalezen nebyl (mohlo se jednat o pouhy mytus). Pies vSechny
tyto uvefejnéné nalezy nebyla doposud publikovana zadna odborna studie popisujici presny postup
analyzy mtDNA, jakozto ani frekvencni data ¢i vypocCty LR pro konkrétni hypotézy. Jedinym oficidlnim
zdrojem jsou webové stranky Univerzity v Leicesteru, ale ty svym obsahem nepokryvaji celou

problematiku; vyvstava tedy otdzka, jak silné trovné identifikace bylo dosazeno a zda by nalezené
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ostatky nemohly nalezet osobé pokrevné piibuzné, a nikoli pfimo Richardovi III. Nicméné aktualnim

stanoviskem Univerzity v Leicesteru je, Ze se jedna o ostatky Richarda III osobng.”

7.8 Urcéeni ostatki obéti teroristického utoku z 11. 9. 2001, New York

Teroristicky utok 11. 9. 2001 na Svétové obchodni centrum v New Yorku byl jednim
z nejrozsahlejSich tkold pro forenzni genetiky za posledni dvé desetileti. S postupem casu bylo
uveiejnéno, ze celkovy pocet obéti se priblizil 3000 (konkrétni Cisla se lisi podle udavanych zdroji, napt.
podle Leclaira et al. (2007) se jednalo o 2749 osob) a ptiblizné 15000 casti lidskych tél, které bylo
potieba pfifadit ke konkrétni osobé.

Pro kazdy vzorek byly vzneseny Ctyfi hypotézy — vzorek patii obéti X a vzorek patfi osobé
nepiibuzné X; tyto dva vzorky pochazi od jedné osoby a tyto dva vzorky pochézi od dvou nepiibuznych
0sob. Apriorni $ance byla vypocitana jako 1/pocet obéti, a nasledné se vypocitavaly jednotlivé hodnoty
LR. Vzorky, které slouzily pro identifikaci, pochazely nejcastéji od piibuznych 1. stupné, popt. byl do
databaze zahrnut i profil pohfesovaného (stér ze zubniho kartacku ¢i vlasy).

Tento ptipad masivniho ur€ovani profilii osob na zikladé blizkych ptibuznych poukéazal hned na
nekolik probléml — piibuznost mezi ob&t'mi, nemoznost presné urcit pocet obéti a omezeni vyplyvajici z

pouziti profilti nekompletnich z divodu vysoké degradace (Brenner a Weir, 2003; Leclair et al., 2007).

8 Zavér

Urcovéani vzdalengjsi piibuznosti osob, stejné jako identifikace nezndmych ostatkl, jsou obvykle
komplexni ukoly, vyZadujici multidisciplinarni pfistup nejen v ramci biologickych disciplin, ale casto
v mnohem §ir$im kontextu. Formalni vztahy mezi osobami jsou pfitom sice cennym, ale ne vzdy Uplné
veérohodnym zdrojem informaci o daném rodokmenu. Nekteré star§i metody identifikace osob, jako
kuptikladu hledani shody morfologickych znaki na kostte ¢i identifikace zaloZena na krevnich skupinach,
byly doplnény a v fad¢ situaci plné nahrazeny metodou analyzy DNA, ktera je jednou z nejpiesnéjSich
soucCasnych metod urcovani biologickych ptibuzenskych vztahi a identifikace osob.

Geneticka informace je diky svym vlastnostem (vzorce predavani z rodi¢li na potomky, pfitomnost
V témét kazdé buiice t&la”’, neménnost dana replikaci DNA zaloZenou na komplementarité bazi, pomérng
ustalené frekvence mutaci atd.) velmi vhodnym objektem. Metody identifika¢ni analyzy DNA se od
pocatku 90. let minulého stoleti stile rozvijeji a ptivodné pouzivané postupy, zalozené na stanoveni
velikosti restrikénich fragmentd DNA, byly nahrazeny metodami analyzy STR (short tandem repeats)
markerd, pfi¢emz i ty jsou postupné nahrazovany jesté pokrocilej§imi metodami, mezi nimiz je tfeba
zminit zejména nastup technik celogenomového sekvenovani. Jeho piinos k identifikaci a urcovani

ptibuznosti 1ze srovnat s jinym pfelomovym objevem, a to technikou PCR, kterda umoznila amplifikovat

2! Oficialni stranky Univerzity v Leicesteru vénované Richardovi IIL. http://www.le.ac.uk/richardiii/index.html.
22 yyjimku tvofi napf. zralé erytrocyty.
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specifické segmenty DNA, a tak provadét analyzu i u vzorkd s malym obsahem DNA ¢i vzorkl
degradovanych.

Interpretace vysledkti forenzni analyzy DNA je zalozena na pravdépodobnostni analyze, a to na
bayesovské inferen¢ni logice kombinované s Hardy-Weinbergovym zakonem, popisujicim frekvenci alel
vrovnovazné populaci. 1 kdyZz je bayesianska statistika pouzivana pii evaluaci jednotlivych
pribuzenskych hypotéz z ¢asti ovlivnitelna subjektivnim pohledem experta, je ziejmé nejfundovanéjsim
nastrojem k odhadu pravdépodobnosti téchto hypotéz ve svétle vSech dikazii. Zadkladnim ptfedpokladem
analyzy je postulace testovanych hypotéz, pro néz poté stanovujeme hodnotu LR. To lze nasledné
kombinovat s apriorni $anci, a odhadnout tak celkovou $anci ¢i pravdépodobnost nami postulovanych
hypotéz ve svétle vSech védeckych i nevédeckych dikazii. Ptipad carské rodiny Romanovcii a jiné
kazuistiky dikazem, Ze potvrdit identitu osob ¢i alespon ucit nejpravdépodobné;jsi piibuzenské vztahy lze
pfi dnesnich technikach i rozborem velmi staré DNA. Nasazeni forenzni genetiky pii identifikaci obéti
hromadnych nestésti, jako byl utok na budovy WTC z 11. 9. 2001 v New Yorku, naproti tomu ukazalo, ze
prestoze je analyza DNA na vysoké urovni, v takovémto objemu dat a pfi problematickém stavu vzorkt
neumoznuje ani dnes vzdy jednoznacné urcit vSechny obéti.

Praxe tak ukazuje, Ze identifikace ani urceni pifibuznosti nemusi byt vzdy jednoduchy tkol, nebot’
mize byt komplikovan celou fadou faktorti, jako je stav analyzovanych vzorkd, potencial pouzité
analyzy, spolehlivost (chybovost) této analyzy, neiplna ¢i nepiesna data z informacnich zdroju, jako jsou
matriky apod.

Pro ¢lovéka jako socialné ukotvenou entitu bylo vzdy dulezité znat sviij pivod, historii svého rodu,
a mit tak moznost zatradit se do konkrétni skupiny. Moderni véda, konkrétnéji forenzni genetika, je
schopna na zaklad¢ vzorku DNA nejenom udit identitu osoby, ale zafadit ji do SirSiho kontextu rodiny,
rodu ¢i populace. Vyrazng€ rozvijejici se analyza SNP markerd a WGA jsou metody, které do budoucna
mohou pfinést nové poznatky nejen o identifikaci osob, ale zaroven jsou metodami, které s nejvetsi
pravdépodobnosti budou schopné urcit fenotypové znaky z genetického kodu, a rozsitit tak potencial
forenzné genetické analyzy dal$im smérem.

Poznatky ziskané pfi zpracovavani této prace ukazuji, ze DNA analyza neni pouze nastroj vhodny pro
kriminalistické patrani, ale jeji vyuziti Siroce presahuje ramec soudnich procesi a je dnes jednim

z hlavnich zdrojt informaci pro genealogy, historiky a antropology.
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10 Priloha

Piiloha €. 1, Mezinarodné uznavané znacky v rodokmenu

Zena

Muz

Umirti

Potrat

Sourozenci

® (erna znacka znadi prenaseCe, cely symbol vybarveny znaéi postizeného danym znakem

Mezinarodné uznavané znacky v rodokmenu

O

Jedinec neurceného pohlavi

O
%

O,

¢

Snatek

Rozvod

Pribuzensky snatek

Q:

Dizygotni dvojcata

Monozygotni dvojcata

O
O——

Ptiloha ¢. 2, Slovni vyjadieni odpovidajici procentualni aposteriorni pravdépodobnosti pii Pr = 0,5

dle Hummela (1969)

Aposteriorni pravdépodobnost Pl Slovni vyjadreni dle
pii Pr=0,5 Hummela
70.00% - 79.00% 233_376 pouze formalné svédci
: ’ ’ ' pro otcovstvi
80,00% - 89,00% 4,00 — 8,09 naznak otcovstvi
90,00% - 94,90% 9,00 - 18,61 otcovsvi
pravdépodobné
95,00% - 98,90% 19.00 - 89,9 otcovsvtw Velm}
pravdépodobné
99,00% - 99,74% 99,00 — 383.6 otcovsvtw vysoc’:e
pravdépodobné
99 75%- >399 otcovstvi prakticky
: prokazano
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Ptiloha ¢. 3, Pfedpokladana shoda alel u ptibuznych osob a koeficienty ptibuznosti k

Z4dna Jedna spolecna | Dvée spolecné
Vztah

spole¢na alela | alela alely
Rodic¢-dité 0 (ko=0) 1 (2k;=1) 0 (k.= 0)
Sourozenci (Gplni) Y4 (ko= 0,25) % (2k;=0,5) Y4 (k,=0,25)

Sourozenci (poloviéni) | % (ko= 0,5) % (2k;=0,5) 0 (k.= 0)
Bratranci a sestfenice % (ko= 0,75) Y4 (2ky=0,25) | 0 (k,=0)

Stryc-synovec Y5 (ko= 0,5) % (2k,=0,5) 0 (k,=0)
Teta-netet Y% (ko= 0,5) ¥ (2k;=0,5) 0 (k,=0)
Prarodi¢-vnouce Y% (ko=0,5) ¥ (2k;=0,5) 0 (k,=0)

(Drabek, 2011)
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