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Anotace

Prace je vénovana analyze kratkych tandemovych repetitivnich sekvenci (STR) a to na
chromozomu X. Povedlo se ndm sestrojit a optimalizovat multiplexni PCR assay. Diky tomu
jsme vyrazné zkratili dobu analyzy a celkové jsme snizili jeji narocnost. Pomoci multiplexni
PCR jsme analyzovali vzorky 100 neptibuznych Zen z ¢eské populace. Takto jsme vytvorili

databazi frekvenci vybranych alel v ¢eské populaci.
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analyza



Title

STR analysis X chromosome

Annotation

The work is aimed to short tandem repeat sequences (STR) on X chromosome. We
have optimized the mupliplex PCR assay, what is important for analysis time and is much
more user friendly. 100 woman samples from un-related czech womans was analysed and the

frequence database was created.
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Seznam pouzitych zkratek

BSA bovine serum albumin - hovézi sérovy albumin

DMSO dimetylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP deoxyribonukleotidfosfat

EDTA ethylendiaminetetraacetic acid — kyselina ethylendiamintetraoctova
EOF electro-osmotic flow - elektro-osmoticky tok

HET expected heterozygosity — o¢ekavana heterozygozita

HiDi Formamid highly deionized formamide — vysoce deionizovany formamid
LIZ internal line size standard — vnitini velikostni standard

LR likelihood ratio - vérohodnostni pomér

MEC mean exclusion chance — primérna Sance vylouceni

PCR polymerase chain reaction - polymerazova fetézova reakce

PD power of discrimination — diskriminaéni sila

Pl paternity index — paternitni index

PIC polymorphism information content — informa¢ni obsah polymorfismu
POP-4 performance optimized polymer

RNA ribonukleova kyselina

RT-PCR real-time polymerase chain reaction — kvantitativni PCR

SNP single nucleotide polymorphism — jednonukleotidovy polymorfismus

STR short tandem repeat — kratké tandemové repetitivné sekvence



Uvod

Analyza DNA se stala jiz nedilnou soucasti cele fady vysetfovacich metod a nahradila
jiné diive pouzivané postupy. Vyhodou tohoto postupu cCasto byva kratsi doba potiebna

k ziskani vysledku, vétsi specifita nebo specifita, které nelze dosahnout jinym zptisobem.

Jelikoz DNA kazdého cloveéka je jedinecnd, je logickym krokem ji vyuzit pro
identifikaci jedince. Dal$i moznosti analyz svazanych s identifikaci jedincti se nabizi. Jedna se
o ruzné zpusoby vySetfovani ptibuznosti. Tyto metody jsou casto vyuzivany forenzné (pii
uréovani pachatele, identifikace obé&ti), ale 1 v pfipadech soukromych (dédictvi, testy
otcovstvi). U standardnich piipadt kdy jsou lehce dostupni piibuzni a lze ziskat vzorky od
potifebnych osob, jsou zazit¢ metody i zpusoby statistického vyhodnoceni. Nicméné u
pripadd, kde neni mozné ziskat vSechny potfebné vzorky nebo jen od vzdalenych pfibuznych,
se situace velmi komplikuje. Napf. pfi urCovani otcovstvi, kdy neni mozné ziskat vzorek otce
(zahynul, neni dohledatelny atp.). V takovych ptipadech pravé napomaha vysetieni jinych nez

autozomalnich polymorfismi, které se vyuZzivaji u standardnich ptipadi.

V naSem piipad¢ se prace soustfedi na analyzu gonozomalniho chromozomu X, ktery
je vhodny pro ptipady, které ,,obsahuji* Zenské vzorky. Pro spravné statistické vypocty je
ovSem potfeba mit nejen vhodnou metodu, ale 1 populacni databazi, kterda nam napovida o

distribuci jednotlivych alel v populaci.

Urcité metody pro stanoveni chromozomu X jiz byly popsany, ale soustied’uji se na
stanoveni jednotlivych lokusii. My jsme se rozhodli sjednotit tyto poznatky do metody, ktera
by byla schopna analyzovat né¢kolik polymorfismi najednou, ¢imz se zvysi diskriminacni sila
celé analyzy. Dale jsme se snazili ziskat co nejveétsi mnozstvi vzork nepiibuznych osob,
abychom ziskali alespon zakladni pfedstavu o distribuci jednotlivych alel v populaci, protoze

pro Ceskou populaci zadna takova data neexistuji.

Pro ovéfeni této metody, jsme se rozhodli ji porovnat s klasickou analyzou
autozomalnich polymorfismil na redlnych vzorcich u soudnich piipadi, zadanych znaleckému

ustavu, ktery spolupracuje s laboratofi, kde jsem diplomovou praci provadéla.
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1 Kiratké tandemové repetitivni sekvence - STR

STR jsou jedny z vice druhti tandemové opakovanych sekvenci. Repetitivni sekvence
patii mezi nekddujici sekvence tzv. introny. Tyto nekddujici sekvence zabiraji velké misto
v lidském genomu, tvoii 5-15 % DNA (ROSYPAL, 2006), z tohoto diuvodu je pouha jedna
tietina genomu piepisovana do RNA a jen 1,5 % genomové DNA tvoii exony strukturnich
gend. Z divodu velkého mnozstvi nekddujicich sekvenci vyskytujicich se v genomu jsou

genomy nékterych eukaryotnich organismil rozsahlejsi nez genom &lovéka (KOCAREK,
2004).

Tandemové sekvence jsou umistény v uréité pozici Vv genomu. Jejich Kkopie
bezprostiedné¢ nasleduji jedna za druhou. Pocet opakovani kopii mize byt proménlivy, tato
skute¢nost umoznuje identifikaci jednotlivych jedincti i nepiimou diagnostiku nékterych
geneticky véazanych chorob. Z etickych divodi se sekvence umoziujici zjiSténi choroby

nevyuzivaji pro identifikaci osob.

STR — kratké tandemové repetitivni sekvence se Vv soucasnosti hojné vyuzivaji pro
identifikaci za pomoci DNA. Nesou velky vyznam pfi identifikaci osob naptiklad ve forenzni
genetice. Do soucasnosti bylo v lidském genomu popsano vice nez 8000 STR sekvenci. STR
jsou kratké sekvence 0 velikosti 2-4 part bazi, které se mnohokrat opakuji (také se jim fika
mikrosatelitni DNA). Principem identifikace osob je zjisténi, kolikrat je dand sekvence u

identifikované osoby opakovana. (Ceskoslovenska spole¢nost pro forenzni genetiku, 2016)

Mezi tandemové opakujici se sekvence dadle fadime makrosatelitni sekvence, které
jsou pfitomny hlavné¢ v okoli centromer. Makrosatelni sekvence jsou dlouhé az nékolik
desitek pari bazi a jsou vyznamné pro identifikaci jednotlivych chromozomu. Dal§im druhem

jsou minisatelitni sekvence o velikosti 5-30 parti bazi (KOCAREK, 2007).

Vyhodou STR je velké mnozstvi pro vybér analyzovanych lokust. Pro identifikaci
Jjsou nejcasteji vybirany lokusy s nejvétsi variabilitou — lokusy s nejvyssim poctem moznych
alel. Vysledkem analyzy je profil identifikované osoby a to u nepohlavnich chromozomu se
dvémi kopiemi lokusu. Jedinec tedy muze byt heterozygotni (11/13 — jednu alelu ma 11 a
druhou 13) nebo homozygotni (13/13 — ob¢ alely jsou stejné - 13). Y chromozom nachazejici
se pouze u muzi je pouze v jedné kopii a mé vzdy jen jednu alelu, mohou se vsak vyskytnout
lokusy, které jsou na chromozému Y duplikovany a mohou tedy byt heterozygotni (napf.

polymorfismus DY S385). U X chromozému je muz vzdy homozygotni (muz XY — ma pouze
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jeden X chromozom). U Zen je X chromozom ve dvou kopiich a mize byt homozygotni i

heterozygotni (SIMKOVA, 2012).

Diky svému vyznamu a vyuzitelnosti byla sestavena STR databaze. Tuto databazi
muzeme najit na internetovych strankach National Institute of Standards and Technology pod
nazvem STRBase - http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/. V databazi je mozné najit
dilezité informace a data ziskana pomoci kitd. Tyto stranky zalozil J. Butler a D. Reeder jiz
vroce 1997. Databaze je stdle obnovovana a jsou pridavany dal$i informace (BUTLER,

2006).

1.1 Klasifikace STR

STR lokusy jsou na vSech lidskych chromozomech a to na autozomalnich i
pohlavnich. Nevyskytuji se pouze v mitochondrialni DNA. STR lokusy jsou oznafovany
systematicky 1 trividlné. U trividlnich ndzvli se jednd o oznaCeni podle blizké genové
sekvence — naptiklad FGA, TPOX a podobné. Nové nalezené lokusy jsou oznacovany
systematickym nazvem naptiklad DXS8377, DXS7424, D21S11, D19S433, D5S818 (D —
DNA, cislo/oznaceni chromozomu, S-Segment, tj DXS8377 — polymorfismus 8377 na
chromozomu X). Dalsi moznost znaceni je pouzivana u pétinukleotidovych lokusi, jedna se o
nazvy Penta E a Penta D. STR jsou klasifikovany dle zékladniho motivu, ktery miize mit
délku 2-9 nukleotidi na di-, tri-, tetra-, penta-, hexa-, hepta-, okta- a nonanukleotidové. Pro
identifikaci osob jsou nejcastéji vyuzivany tetra- nebo pentanukleotidové STR lokusy. Alely
STR lokusti jsou oznacovany cislem, které vyjadiuje pocet opakovani zakladniho motivu
v dané alele. Alela se sedmi opakovanimi zakladni jednotky ma tedy oznaceni 7. V pfipade,
ze alela neni tvofena jen celymi ukoncenymi jednotkami, je nazyvana mikrovarianta. Jedna se
napiiklad o alely s osmi opakovanimi, pfi€emZ osmé neni Uplné (napiiklad pokud je zdkladni
jednotka tetranukleotidova jsou v osmém opakovani pouze dva nukleotidy). Takové alely jsou
oznacovany ¢islem Uplnych opakovani a poc¢tem nukleotidti v posledni netuplné repetici (7.2.)

(SIMKOVA, 2012).
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Obrizek 1 - Délkovy polymorfismus STR (SIMKOVA, 2012)

1.2 Geneticka vazba

Geneticka vazba byla poprvé popsana na pocatku 20. stoleti Thomas H. Morganem,
ktery provadél vyzkum na octomilkach (Drosophila) (Morgan, 1910). Diky vyzkumu
definoval v roce 1926 tzv. Morganovy zakony. Prvni zdkon — geny jsou lokalizovany na
chromozomech a jsou na nich uspofadany linearn¢; druhy zakon — geny jednoho chromozomu
tvoti vazebnou skupinu. Organismus ma tolik vazebnych skupin, kolik ma partt homolognich
chromozomu a tfeti zdkon — mezi geny homolognich parti chromozomti mize prob&éhnout
vymeéna genetického materialu (crossing-over), jejichz frekvence je pfimo umérna vzdalenosti
genu (MENDELU). Za tyto objevy v oblasti genetiky ziskal T. H. Morgan v roce 1933
Nobelovu cenu (NOBELPRIZE).

Geneticka vazba je oznaceni pro vztah dvou ¢i vice lokusti vyskytujicich se na jednom
chromozomu v tésné blizkosti. Pokud jsou lokusy takto blizko u sebe je mezi nimi omezena
rekombinace. Tyto lokusy jsou dédény spolecné, tedy pokud potomek dédi jeden
z asociovanych lokust zakonité s nim dédi i dali lokusy v tésné blizkosti (DRABEK, 2011).

Vazebna skupina v genetice znamend, Ze blizké geny na jednom chromozomu jsou
dédény spolecné — jako jeden celek. Vazebné skupiny jsou divodem, pro¢ nékteré znaky

nejsou v souladu s Mendelovymi zakony — volna kombinovatelnost. Ke spravné rekombinaci
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genll mize dojit pouze v pfipadech, kdy jsou geny umistény na riznych chromozomech

(ENCYCLOPAEDIA BRITANNICA).

Lokusy na jednom chromozomu v genetické vazb¢ tvoti spole¢nou vazebnou skupinu.
Alely vazebné skupiny spolecné prechazeji na potomky, proto jsou rodiCovské kombinace
téchto alel velmi Casté u potomku. V piipadé, ze mezi lokusy je velka vzdalenost (netvoii
spole¢nou vazebnou skupinu) mize dojit ke crossing-overu, ¢im je vzdalenost lokust vétsi
tim je vyssi pravdépodobnost crossing-overu. Takto vznikaji nové kombinace alel, ty se
nazyvaji rekombinované sestavy. Frekvence rekombinantnich sestav je umérna vzdalenosti

lokusti (KOCAREK, 2007).

Crossing-over probihda béhem meiotického déleni. Dvé chromatidy homolognich
chromozoml se béhem profaze ptiblizi a spoji se v oblasti centromer. U takto spojenych
chromatid dojde k piekiizeni, rozpojeni nebo zlomim. Chromatidy si vyménuji odpovidajici
¢asti a nasledn¢ je napojuji. Vysledkem jsou chromozomy s riiznou sestavou alel, nez byly

puvodni - rekombinantni. Rekombinace umoznuji vznik novych kombinaci znakl u potomka

(SUZUKI, 2000).

Two-strand stage

A b
—
A 8 A b — A b
= = =
- — —
JL T ] a_ E
a b a 8 —— a B
Qom—
Four-strand slage
A B A B
A B A b
=== —
— — — -
e d; —— a— 5
d b —b ———, A b
d

Obrazek 2 - Schéma - crossing-over (SUZUKI, 2000)

Sila vazby gen se vyjadiuje jako pravdépodobnost, kdy se dva geny v dané

kombinaci nepienesou do dalsi generace - dochazi ke crossing-overu. Pravdépodobnost je
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oznacovana 0 (theta). Pokud se jedna o Gplnou vazbu 6 = 0,00, t€sna vazba 6 = 0,01 — 0,20,
stfedné té€sna vazba 6 = 0,21 — 0,35, volna vazba 6 = 0,36 — 0,49 a volna kombinovatelnost
nabyva hodnot 6 = 0,50. Vzdalenost mezi jednotlivymi geny je vyjadfovana pomoci
centimorgani (cM). 1 cM je roven 1% pravdépodobnosti vzniku crossing-over. Tato
hodnota vyjadiuje vzdalenost dvou genli na jednom chromozomu a je vyuzitelnd i pro uréeni

velikosti genomu nebo napiiklad délky chromozomu (MENDELU).

Zjisténi genetické vazby mezi markery je mozné provadét pomoci analyzy rodokmeni
nebo pomoci metody radia¢nich hybridid. Pomoci radia¢nich hybridi je mozné urcit fyzickou

vzdélenost mezi markery (SZIBOR, 2002).

Radia¢n€ hybridni bunky jsou bunky obsahujici malé fragmenty ozafenych
chromozomil. Radiacni hybridni mapovédni je genetickd& metoda pro zjiSténi polohy
genetickych markerd ve vztahu k sobé navzdjem. Toto mapovani je vyuzivano pro méteni
vzdalenosti mezi DNA markery a jejich pofadi na chromozomech. Prvnim krokem metody je
amplifikace a purifikace DNA. DNA je rozdélena pomoci zafeni na mensi segmenty, tyto
segmenty jsou nasledné zaclenény do hybridni bunky. Vyslednd DNA v hybridni butice
dodéva bunce naptiklad rezistenci proti toxinim a podobné. Buiiky jsou poté kultivovany
Vv prostiedi s toxinem, hybridni buniky pfezivaji a mnozi se. Vysledna kultura se podrobi PCR,
kdy jsou zjistovany dva specifické genetické markery — prvni pochazejici z ptivodnich bunék,
druhy pfeneseny pomoci ozafenych DNA segmenti. Frekvenci markeri v kultivovanych

buiikach je moZzné vypocitat pomoci statistickych metod (WINESINO).
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2 Kratké repetitivni sekvence na chromozomu X

Chromozom X patii mezi pohlavni chromozomy. V lidském karyotypu je 22 pari
autozomalnich chromozomii a dva chromozomy gonozomalni. Gonozomy maji na koncich
svych dlouhych a kratkych ramének geneticky obdobné pseudoautozomalni oblasti, ty jsou
vyuzivany pro parovani gonozomi pii profazi prvniho meiotického déleni. Gonozomy X a Y
spolu mohou vyménovat asi 5% genetické informace, zbytek informace na chromozomech je
jiny tudiz se nemize vyménovat. Karyotyp u Zen je 46 XX - homogametni, u muza 46 XY -
heterogametni. Tento zplsob ureni pohlavi se nazyva typ Drosophila neboli savéi typ.
Gonozom X je stfedné velky submetacentricky chromozom, fadi se do skupiny C

(KOCAREK, 2004).

V pribéhu meidzy u samct (muzl) se pohlavni chromozomy rozchazeji do dvou
riznych gamet. Tyto pohlavni buniky maji 22 autozomalnich chromozomi a jeden pohlavni
chromozom. Takto vznikaji dva typy spermii, jedny schromozomem X druhé
s chromozomem Y. U sav¢iho typu urCuje pohlavi plodu pouze muz (spermie). Gamety
obsahujici X 1 Y jsou produkovany ve stejném poctu, ale pii oplozeni vajicka maji spermie
nesouci chromozom Y vyhodu, jsou leh¢i a proto i rychlejsi. Skute¢ny pomér pohlavi zygot je
tedy 1,3:1. Béhem dal§iho vyvoje je tento pomér redukovan omezenou zivotaschopnosti
sam&ich embryi. Proto je $ance zplozeni divky &i chlapce uplné stejna. Zeny tvoii viechny
gamety stejné a to vajicka s chromozomalni vybavou 22 X. Tato vlastnost predurcuje, Ze
kazdy z potomkd dané zZeny ma jeden chromozom X pravé od ni. Pokud je potomek chlapec
vzdy ma X od matky a Y od otce, dcera ma jedno X od matky a druhé od otce (SNUSTAD,
2009).

0
"0

Obrazek 3 - Kombinace gonozomii

20



2.1 Vyhody STR analyzy chromozomu X

Hlavni vyuziti analyzy polymorfismii na chromozomu X, je v ptipadech, kdy chybi
otcovskd DNA a vysetfovani piibuzni jsou Zenského pohlavi. Analyza autozoméalnich STR je
Vv takovém piipad¢ nevyhodnd a jeji vysledky ¢asto nemaji dostatecnou vypovidaci hodnotu.
Autozomalni chromozomy jsou dédény od matky i otce rovnym dilem, dochazi zde
k rekombinaci téchto dvou pivodnich genomi. Pii vySetfovani otcovstvi, v piipadech kdy
chybi otcovska DNA a snazime se k vysledku dobrat pomoci analyzy DNA ptibuznych,
nejsou autozomalni markery vhodnou volbou. Proto je vhodné analyzu autozomu rozsifit
nebo zcela nahradit analyzou chromozomu X. Vyhoda analyzy X-STR oproti autozomalnim
jiz byla popsana — A case of false mother included with 46 autosomal STR markers. V tomto
pfipadé¢ (duo matka a syn) byla domnéld matka pomoci analyzy 46 autozomdalnich STR
urc¢ena jako biologickd matka i pfesto, ze popirala matetstvi. Pro vyfeSeni pfipadu bylo dale
analyzovano 20 polymorfismti na chromozomu X, 40 autozomalnich SNP a mitochondridlni

DNA. Dle analyzy 46 autozomalnich STR bylo matefstvi nepravdivé potvrzeno. Analyza

pouze 20 STR na chromozomu X

X-5TR locus Mother (M) Boy (B)
matefstvi  jednoznacné  vylou€ila. zaTa1sE12 10,12 9
Profil ditéte a domnélé matky se DXS101 24,26 24
... GATA172D05 8 11 10
neshodoval ve 13 X-STR. Pozdéji
HPRTB 12, 14 13
bylo zjiSténo, Zze domné¢ld matka byla  pyses, 133,15 14

ve skuteCnosti chlapcova teta (sestra DX58378 1 n

., . DXs6795 16,17 16
chlapcova otce). Je zjevné, Ze
GATA31E8 9,11 12
Vv né€kterych piipadech (domnély rodi€  yceang 33,35 34
je sourozencem biologického rodi¢e) DXS6803 11,12 1
- ot DX$9502 10,11 9
Jsou autozomalni markery
DXS6807 11,14 14
nedostateCné  a  mohou  Vest ycyynq " 1
k falesnym vysledkim. STR na DX57133 9 10
chromozomu X jsou Vtakovychto 2% 18.19 8
' _ DXS7132 15, 16 13
pfipadech nenahraditeln¢ i pfesto, Ze  yci0134 — 18
jejich diskriminaéni sila je men$i nez  DX510074 17 15
U autozomalnich (LI, 2015). DXs10101 30,31 302
DXS10135 23,26 33

Obrizek 4 - Vysledky analyzy 20 X-STR v ptipadé — A
case of false mother included with 46 autosomal STR markers
(LI, 2015)
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Analyza polymorfismil na chromozomu Y je vhodna pouze pii urCovani otcovstvi, kdy
jsou kdispozici vzorky syna a domné¢lého otce (chromozom Y je v genomu muzi — XY,
Z otce na syna je dédén beze zmén). Chromozom je takto dédén beze zmény az do doby, kdy
dojde k prirozené mutaci (mize se jednat az o desitky ¢i stovky generaci). V takovychto
pfipadech je analyza chromozomu Y nezastupitelna a poskytuje nejlepsi vysledky. Y-
chromozomalni STR jsou déle uZzitecné pro genetickou genealogii, hodnoceni migracnich

trajektorii lidskych populaci a ur¢ovani haploskupiny (YAO, 2016).

Analyza polymorfismli na chromozomu X miiZe v mnoha ptipadech velice pomoci pfi
urcovani otcovstvi. Napiiklad u dvou Zen — sester a to 1 u polovicnich sester, ob& maji stejny
otcovsky chromozom X vylouceni otcovstvi je tedy mozné i v ptipad¢, Ze rodicovsky vzorek
neni dostupny pro testovani. Dal§i moznosti ureni otcovského chromozomu X je analyza

vzorku otcovi matky, ktera jeden ze svych chromozomi X ptedala pravé svému synovi
(EDELMANN, 2004).

@ 1
-

Obrazek 5 - Ukazka rodokmenu, testovani otcovstvi — dcera, matka, babi¢ka (matka
domnélého otce)

Otcovstvi je mozné urcit ne jen ze vzorku dané osoby (domnélého otce), pokud je jeho
vzorek nedostupny Ize pouzit DNA jeho ptibuznych. V praxi se vétSinou jedna o ptipady, kdy
domnély otec zemiel a jeho ostatky byly pohibeny, aniz by doslo k odbéru biologického
materidlu. DalSi moznosti je, ze domnély otec pfebyva na neznamém misté¢ napiiklad

bezdomovci, narkomani nebo osoby v zahrani¢i, nebo se jen vyhyba odbéru a prodluzuje
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feseni pripadu. Otcovstvi je mozné prokazat z DNA bratra, pokud je ovSem potomek chlapec
je vhodngj$i pouzit analyzu chromozomu Y. Dal§i moznosti urCovani otcovstvi za
nepiitomnosti domnélého otce je pomoci DNA jeho rodi¢t, nebo z DNA profilu dalsiho
biologického potomka domnélého otce. V tomto ptipad€ uvazujeme nad moznosti, Zze potomci
jsou uplni sourozenci s totoznou matkou nebo polovi¢ni sourozenci. Podobna situace nastava

V ptipad& uréovani obou rodict (kradez ditéte, zaména v porodnici. (DRABEK, 2011, s46).

Diky gonozomalni dédi¢nosti chromozomu X je mozné vyuzit STR X-chromozomu
Kk vySetieni pfibuznosti v rodové linii, kde se nenachazi dvojice otec-syn, ktera pieruSuje
ptenos tohoto chromozomu. Analyza chromozomu X muize v urcitych piipadech doplitovat ¢i
uplné nahrazovat analyzu autozomalnich chromozomu a chromozomu Y. VétSinou se jedna
0 velmi komplikované piipady vySetfovani piibuznosti, to jsou naptiklad: nedostupnost
zalovaného z otcovstvi, ur€ovani paternity (otec - dcera), urovani maternity (matka — syn),
ovéfovani piibuznosti stryce ze strany otce a netefi, polobratr, polosestra, incest s otcem nebo
bratrem, identifikace obé&ti hromadného nestésti. V ptipadé paternity matka, dcera a domnély
otec je pouziti STR analyzy chromozomu X u¢innéj$i nez analyza autozomalnich
chromozomt,, zdivodu vétsi pravdépodobnosti  vylouceni. X-STR pievazuje nad
autozomalnimi chromozomy obzvlast¢ pokud maji stejnou populacni frekvenci a tato
chromozom X ptechazi na vSechny jejich dcery v nezménéné formé. U Zen je chromozom X
ve dvou kopiich. V kazdé bunce Zenského téla je jedna kopie chromozomu X inaktivovana
pomoci lyonizace. Jeho vypovidaci hodnota je tedy podobna jako autozomalnich
chromozomi. Pokud dojde u rodict k mutacim chromozomu X a dal§im jeho aberacim,
vétSinou dojde 1 k neplodnosti. Chromozom X muZe nést 1 genetické onemocnéni napiiklad
Turnertiv syndrom, c¢astecné a uplné monozomie. Takto postizeny karyotyp neni mozné
zatadit do vySetfeni pfibuznosti, protoZze se osoba, pro kterou je dand analyza provadéna
nesmi dozvédét o dédicnych onemocnénich. Stejné tak je vySetfeni chromozomu X
nepiinosné v pripadé vysetfeni vzorku z potratu plodu 46 XX po incestu otce s dcerou — dcera
1 plod zdédily po otci stejné X, ten neni mozné ve smési mateiskych a détskych bunék odlisit

(DRABEK, 2011).

2.2 STR nachromozomu X

STR lokusy na chromozomu X se vyuzivaji pro identifikaci osob, zjiStovani
piibuznosti, potvrzeni ¢i vylouceni otcovstvi a naptiklad urCovani haplotypu osob (Generi

Biotech).
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Analyzu STR na chromozomu X lze velmi efektivné vyuzit pro feSeni slozitych
ptipadl testovani piibuznosti. Na rozdil od chromozomu Y dochézi u X k rekombinaci béhem
meidzy. Geneticka lokalizace markert je dilezitd ptfi pouziti chromozomu X pro testovani
piibuznosti. VSechny markery jsou umistény na jednom chromozomu v prostoru 240 cM,
proto je dulezitd pfesna znalost lokace kazdého markeru (viz obrazek — Idiogram

chromozomu X) (CHRX-STR).
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DHSE307
DXS9835

DXS9902

DHSE735

DXS9907

DHSE810

DXEE10161
DXS10160

DXS10079
HumaRA,
DXS10074
DXS10075

DXSE300

DXS6803

DXS9398

DXSE304
GATA172D0S

DHS7130

GATA1E5B12

DXS510103
HPRTB
DXS10101

GATA3Z1EDS

DXS9906
DXS10148
DXS10135
DXS8378

GATA144D04

DEE10076
DHXS10077
DHXS10078

DXS10159
DXS10162
DHS10163
DXS10164
DHS10165
DXS7132

D¥S981 (STR¥1)

DX59905
DXSE801
DXS6303
DHXSE739
DXS6739

DX¥S9908 (DXS7127)

"DXS8377
DXS$10146
DXS10134
DXS10147
DXS7423
DXS10011

Obrazek 6 - Idiogram chromozomu X (ChrX-STR.org)
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Tabulka 1 - Lokusy na chromozomu X, sekvence primert (Generi Biotech)

Lokus Sekvence primeru nazev
DXS8377 CACTTCATGGCTTACCACAG DXS8377_F
GACCTTTGGAAAGCTAGTGT DXS8377_R
DXS101 ACTCTAAATCAGTCCAAATATCT DXS101_F
AAATCACTCCATGGCACATGTAT DXS101 R
DXS7424 CTGCTTGAGTCCAGGAATTCAA DXS7424 F
GAACACGCACATTTGAGAACATA DXS7424 R
DXS7133 CTTCCAGAATCAGAAGTCTCC DXS7133-R
AGCTTCCTTAGATGGCATTCA DXS7133-R
DXS6789 AAGAAGTTATTTGATGTCCTATTGT DXS6789-R
GTTGGTACTTAATAAACCCTCTTT DXS6789-F
DXS7132 GAGCCCATTTTAATAAATCC DXS7132_F
GCCAAACTCTATTAGTCAAC DXS7132_R
DXS6807 GAGCAATGATCTCATTTGCA DXS6807_F
AAGTAAACATGTATAGGAAAAAGCT DXS6807_R
DXS8378 TTAGGCAACCCGGTGGTCC DXS8378_F
ACAAGAACGAAACTCCAACTC DXS8378 R
DXS6800 GTGGGACCTTGTGATTGTGT DXS6800_F
CTGGCTGACACTTAGGGAAA DXS6800_R
DXS9898 CGAGCACACCTACAAAAGCT DXS9898 F
TCGATTAGGTTCAGTTCCCA DXS9898 R
HPRTB TCTCTATTTCCATCTCTGTCTCC HPRTB_F
TCACCCCTGTCTATGGTCTCG HPRTB_R
DXS10011 TGGGAGAACCGTTTGAAGTT DXS10011-R
CTGAGATTGCACCATTGCAC DXS10011-F
DXS9895 TTGGGTGGGGACACAGAG DXS9895 F
CCTGGCTCAAGGAATTACAA DXS9895 R
DXS6809 TGAACCTTCCTAGCTCAGGA DXS6809-F
GCAAAATTGGATTCTCCAGA DXS6809-R
GATA172D05 TAGTGGTGATGGTTGCACAG GATA172D05-F
ATAATTGAAAGCCCGGATTC GATA172D05-R
DXS7423 GTCTTCCTGTCATCTCCCAAC DXS7423-F
AGCTTAGCGCCTGGCACATA DXS7423-R
DXS6809 TGAACCTTCCTAGCTCAGGA DXS6809-F
GCAAAATTGGATTCTCCAGA DXS6809-R
DXS10079 AGGAGAATGGCTTGAACCTG DXS10079-F
TGGGTATCCTTGTGTTCCAA DXS10079-R
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Tabulka 2 - Primery a piedpokladané velikosti alel (Generi Biotech, dle ChrX-STR.org)

lokus min max 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325
DXS101 182 | 227
DXS10011 221 | 301
DXS10079 271| 315
DXS6789 154 | 198
DXS6800 194 | 218
DXS6807 251 | 275
DXS6809 235| 279
DXS6809 235| 279
DXS7132 131| 167
DXS7133 106 | 132
DXS7423 175| 199
DXS7424 147 | 174
DXS8377 207 | 252
DXS8378 110| 134
DXS9895 135| 163
DXS9898 194 | 214
GATA172D05| 104| 132
HPRTB 144 | 176

2.2.1 Vazané STR na chromozomu X

Pti analyze STR na chromozomu X je nutné respektovat vazbu jednotlivych
polymorfismi. Jelikoz jsou vSechny umistény na jednom chromozomu, je nutné znat jejich
pozici a vazbu. Na chromozomu X jsou 4 vazebné skupiny (viz obrazek idiogram
chromozomu X). Prvni skupina je na kratkém raménku chromozomu v oblasti 22 a obsahuje
nasledujici polymorfismy — DXS10148; DXS10135 a DXS8378. Druha, tfeti a ctvrta vazebna
skupina jsou na dlouhém raménku chromozomu X. Druha skupina umisténd blizko
centromery v oblasti 11 a 12 obsahuje polymorfismy DXS7132; DXS10079; DXS10074 a
DXS10075. Tteti skupina zahrnuje polymorfismy umisténé v oblasti 26 a jsou to DXS10103;
HPRTB a DXS10101. Posledni tedy ¢tvrtd skupina je slozena z 5 polymorfismli umisténych
Vv oblasti 28, jedna se o DXS8377; DXS10146; DXS10134; DXS10147 a DXS7423 (CHRX-
STR).

2.3 Statistické vypocty pro otcovstvi

Vypocty pro urCeni otcovstvi se provadi pomoci vypoctu pravdépodobnosti (P). Pti
vypoctech pravdépodobnosti je mozné pouzit s¢itani pravdépodobnosti a to v piipadech, ze
pfedpokladdme pfitomnost jednoho nebo druhého genu. Nasobeni pravdépodobnosti se
provadi, pokud se jednad o zhodnoceni dvou nezavislych genti — pouze gent, které nejsou ve
vazbé. Pomoci takovychto vypoctl lze spocitat vérohodnostni pomér - LR. V ptfipadech

urcovani otcovstvi je vérohodnostni pomér oznacovan jako PI — paternitni index.
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Vérohodnostni pomér vyjadiuje podil dvou pravdépodobnostni vysledkli genotypizace
matky, ditéte a domnélého otce. V Ccitateli je hypotéza otcovstvi, pokud v takovémto poméru
je vysledek vétsi nez jedna sveédéi pro hypotézu otcovstvi, V pfipadé kdy je hodnota rovna
jedné nelze se naklonit k hypotéze otcovstvi ani naopak. Pokud je vysledna hodnota nizsi nez

1 je hypotéza otcovstvi méné pravdépodobna (BALDING, 2005).

Pro vypocet pravdépodobnosti otcovstvi se vyuziva Bayesova véta. Bayesova véta je
matematicky vzorec pro vypocet podminéné pravdépodobnosti ur¢itého jevu za piedpokladu,
ze nastal jiny jev. Jedna se tedy o vyjadieni pravdépodobnosti A za ptedpokladu pravdivosti
jevu B (DRABEK, 2011).

P(B|A)
P(B)

P(A|B) = P(A) x

P(A) — vychozi pravdépodobnost — pravdépodobnost vyskytu jevu A
P(B) — pravdépodobnost jevu B

P(B|A) — pravdépodobnost jevu B za ptedpokladu pravdivosti A
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3 Amplifikace

Amplifikace specifickych tusekli DNA se v dne$ni dobé provadi nejCastéji pomoci
kdy byly fragmenty DNA vpraveny do bakterie nebo buiky jiného organismu. PCR je
mnohokrat rychlejsi, ucinngjsi a stale vice vyuzivana v laboratotich. PCR byla poprvé pouzita
K. Mullisem, ktery byl v roce 1993 za tuto metodu ocenén Nobelovou cenou (MULLIS, 2009,
PCR).

3.1 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova tetézova reakce slouzi k amplifikaci sekvenci DNA. Amplifikace se
provadi in vitro a béhem nékolika hodin je mozné pomoci PCR sekvence amplifikovat az
milionkrat. Pro pouziti PCR je nutné zndt kratké nukleotidové sekvence pred a za
pozadovanou sekvenci. Na tyto sekvence nasedaji komplementarni syntetické oligonukleotidy
o délce 20-25 nukleotidd tzv. primery, které ohranicuji zkoumanou oblast (VALONES,
2009).

PCR se sklada ze tii opakujicich se krok — denaturace, annealing a prodluzovani.
V prvnim kroku je templatovd DNA denaturovdna zahianim na teplotu 92-95 °C, tento krok
trva piiblizné 30 sekund. Na takto pfipravenou jednovlaknovou DNA nasedaji primery a to
pii teplot¢ 50-60 °C. Primery poskytuji 3°-OH skupinu, na kterou se pfipojuji volné
nukleotidy. Tento druhy krok se nazyva annealing a trva piiblizn¢ 30 sekund. Tieti krok
obnasi pouziti DNA polymerazy pro replikaci DNA. Dochazi k navazani volnych nukleotida
A, T, C a G a nasledném prodluzovani fetézce. Volné nukleotidy jsou ve formé
deoxyribonukleotidfosfat - dNTP. Polymerace probiha pii teploté 70-72 °C po dobu 1,5
minuty. Teplotni profil reakce mize byt nastaven dle zvolené polymerazy. Takto
syntetizované sekvence DNA slouzi v dalSim cyklu PCR jako templat. Kvantita produktu
roste exponencialné (SPENCER, 2015).

DNA polymeraza je termostabilni, aby nedegradovala pfi prvnim kroku PCR (95 °C).
Proto se nejCastéji pouziva Taq-polymeraza objevenda u termofilnich bakterii Thermus
aquaticus. Diky tomuto objevu neni nutné po kazdém cyklu opétovné piidavat novou
polymerazu a sta¢i ji dat dostatek do pocate¢ni smési pro PCR. Amplifika¢ni kroky jsou
fizeny pouze sttidanim teploty v termocykléru. Nevyhodou Tag-polymerazy je nepfitomnost

3'—5" korekeni aktivity, proto pii amplifikaci produkuje i chybné sestavené sekvence. Pokud
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je potieba pii testu DNA vysoké kvality je vhodnéjsi vyuzit termostabilni polymerazy
s korek¢ni aktivitou. To jsou napiiklad Pfu z bakterie Pyrococcus furiosus nebo Tli
z Thermococcus litovalis. Dalsi nevyhodou Taqg-polymerazy je, Ze neni schopna amplifikovat
useky delsi nez nékolik tisic nukleotidovych pard. V tomto ptipad¢ je mozné Taq-polymerazu
nahradit Tfl-polymerazou ziskanou z bakterie Thermus flavus, ktera je schopna amplifikovat
sekvence dlouhé az 35 kbp (SNUSTAD, 2009).

PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :

ﬂMﬂ‘*ﬂbﬂ’ ‘lﬂbwwmm . Step 1 : denaturation

1 minut 94 “C
mrﬂ"—WﬂTmmmﬂrﬂTWmm‘rrm
Lot g g st A

Wmmﬁmﬂmwmmﬂ 3 Step 2 : annealing

UJ\LMULULL yyy 45 seconds 54 °C

forward and reverse
:1 primers !!!

’ WWWW ¥ Step 3 : extension
~ - | - 1l LT s

N A P 2 minutes 72 °C
eecrr ™ - | _ only dNTP's
S.WI] i N

{Andy Viersirasie 19949}

Obrazek 7 - Polymerazova fetézova reakce (UNIVERSITY OF LEICESTER)
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3.2 Sestavovani multiplex PCR

Multiplexni PCR je metoda, ve které je mozné amplifikovat nékolik lokusti zaroven.
Tato metoda byla Uspé$né aplikovana v mnoha piipadech testovani DNA (polymorfismy,
mutace, delece). Pokud je multiplex Spatné sestaven neprobihd amplifikace spravné, nékteré
lokusy se nemusi viibec amplifikovat, nékteré mohou byt ve velmi nizké kvantité. Klasicka
multiplexni PCR reak¢ni smés je slozena z deionizované vody, PCR pufru, dNTP, primera,
BSA, Taq polymerazy a templatové DNA. Koncentraci jednotlivych slozek je nutné
optimalizovat pro dalsi pouziti. V nékterych ptipadech jsou do reakce ptidavana aditiva, ktera

napomahaji amplifikaci templatové DNA (HENEGARIU, 1997).

Pomoci optimalizace PCR je mozné docilit vyuzivani vice primert zna¢enych vice
fluorofory pouzitych v jediné reakci. Multiplexni PCR pracuje s men$im mnozstvim DNA
neZ klasicka PCR a celkové mnoZstvi spotiebovaného materialu je mnohem mensi, to je velmi
dualezité naptiklad pro forenzni analyzu, kde se Casto setkdvame s nedostateCnym vzorkem
DNA. Komer¢ni STR testy zahrnuji az 24 path primert (naptf. GlobalFiler STR kit —
ThermoFisher Scientific). Pfi navrhovani nové metody — tedy i novych primert je nutné
primery pfizplsobit tak, aby negativné neovliviiovali metodu ani sebe navzajem. Navrhy
primert je mozné provadéet v riiznych pocitacovych programech a data ziskat v internetovych
databazich (GenBank). GenBank ¢asto udava zapis komplementarniho vlakna, je tedy potieba
provést i reverzni zapis vlakna, tak aby odpovidal znamym STR ( TTTC — GAAA). Nejprve
je nutné vybrat lokusy, které budeme chtit analyzovat, urcit jejich velikost a po€et opakovani.
Zvolené primery musi vymezovat danou oblast, aby vysledné produkty méli vhodnou velikost
a neprekryvaly se. Je vhodné, aby vSechny primery byly stabilni ve stejném teplotnim
rozsahu. Kazdy znaCeny primer musi byt pfed pfidanim do multiplexu bezproblémoveé
samostatn¢ funkéni, po smichani by nemély mezi sebou nijak interagovat. \Volba
fluorescenéniho barviva zdlezi na instrumentaci a detekci reakce, dal$im kritériem je pokud
a zpétn€ zamrazovany, to miiZze vést k naruseni vazby barviva na oligonukloetid. Pro testovaci
ucely jsou primery michany do roztoku o koncentraci 1 umol/l. Do reakce jsou pfidavany
dalsi ¢inidla a to DNA polymeraza, volné nukleotidy, chlorid hofecnaty, pufr a BSA. BSA
zlepSuje amplifikaci v multiplexu. Roztok primerd je pfipravovan v ekvimolarnim poméru.
Znacené primery by mély byt skladovany spise v roztoku s pH okolo 8 a ne v deionizované

vodé, kterd ma pH okolo 5. Bazické pH zajiStuje niz8i degradaci primerti a zamezuje vzniku
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barevnych artefaktl, které mohou rusit stanoveni. PCR je zpusténa za standardnich podminek

(BUTLER, 2005, a).

Sestaveni multiplex PCR pro ur¢ovani STR je vyhodné zejména diky rychlosti a velké
vyuzitelnosti analyzy (urCovani ptibuznosti, diagnostika chorob, transplantace kostni dien¢,
zemedelska genetika, posouzeni rodiCovstvi a populacni genetika). Vyhodou multiplexni PCR
nahodné vybrani jedinci budou mit napiiklad 15 STR polymorfismil stejnych je velmi mala
(zalezi na frekvenci vyskytu dané alely). STR jsou vzdy vybirany dle jejich vhodnosti
Z pohledu Mendelovi dédicnosti, genetick¢ vazby a tak aby bylo mozné ziskat alespoii
castecné vysledky u fragmentovanych vzorkll (nekompletni sada chromozomt, nejcastéji u
forenznich vzorktu ziskanych za nestandardnich podminek jako je naptfiklad misto ¢inu).
Kazda STR sekvence musi byt dédéna nezévisle na jiné (viz kapitola Genetick4 vazba). STR
lokusy u jednoho z takto vyvinutych multiplexd jsou autozomalni STR - D3S1358, VWA,
FGA, THO1, TPOX, CSF1PO, D5S818, D13S317, D7S820, D8S1179, D21S11, D18S51,
D16S539, D2S1338, D193433 a mohou byt amplifikovany pomoci Sesti kit - AmpFSTR
Blue, AmpFSTR Greenl, AmpFSTR Profiler, AmpFSTR Profiler Plus, AmpFSTR COfiler a
AmpFSTR SGM Plus. Pti pouziti téchto kit se jako nejlepsi teploty pro denaturaci a
annealing PCR jevi 94 °C a 59 °C, maximalni vytézek amplikonli byl ziskan po 8 minutach.
Optimalizace metody urcovani vice lokust v jedné reakci vede K vétsi robustnosti a tim i

k vérohodnéjsim vysledkim (WALLIN, 2002).
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4 Cile prace

Schvalené cile prace:

1. Vysvétlit a porovnat dédi¢nost autozomalnich chromozomi a chromozomu X.
2. Ptiprava multiplexni PCR pro vybrané polymorfismy.

3. Frekvencni analyza vybranych polymorfismt chromozomu X.
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5 Experimentalni ¢ast

Cilem nasi prace bylo optimalizovat metodu pro STR analyzu chromozomu X.

Po provedeni reSerSe jsme vybrali 16 kandidatnich polymorfismu, tak aby s jejich
pomoci bylo mozno vytvofit multiplexni reakci. Jako vyborny zdroj databazového charakteru

se osvédcila databaze vénovana STR na chromozomu X - http://chrx-str.org/.

Zvolili jsme nasledujici polymorfismy — DXS8378, DXS7424, DXS8377, DXS7133,
DXS101, DXS6807, DXS7423, DXS7132, DXS6800, DXS10079, DXS9898, DXS9895,
DXS6809, GATAL172D05, DXS6789 a DXS10011. Z vybranych polymorfismi jsme se
snazili vytvofit multiplexni PCR pro zjednoduSeni a urychleni analyzy. Pro vybrané
polymorfismy jsme vyuzili publikované sekvence primer na serveru http://www.chrx-

str.org/.

Dalsi ¢asti nasi prace bylo ziskat vzorky z populace, zjistit frekvenci alel jednotlivych

polymorfismi a zjisténa data vyhodnotit. Tato ¢ast je nutnd pro spravné pravdépodobnostni

vypocty.

5.1 Sbér vzorkua

Odbér vzorkli pro STR analyzu chromozomu X byl provadén z bukdlni sliznice
pomoci Stétecku, na jehoz konci jsou jemné Stéticky. Tento odbér je absolutné bezbolestny a
velmi rychly. Je mozné jej provadét kdekoliv. Veskeré pomicky pro odbér (Stétecek,
zkumavky, nlzky) musi byt DNA-free. Pfi odbéru je dulezité, aby nedoSlo k nahodné
kontaminaci jinym vzorkem nebo odebirajici osobou. Proto je velmi dileZité respektovat
zésady Cist¢ a rychlé prace.
Odbér  pocind  podepsanim
souhlasu a informovanim
dobrovolnikti o dalSim pouziti

jejich  biologického materidlu.

Nasledn¢ je proveden  stér

pomoci Stétecku. Stér se provadi
ze  sliznice  dutiny  Gstni

krouzivymi pohyby po dobu

alespon jedné minuty na kazdé Obrazek 8 - Odbér vzorku z bukalni sliznice (A-TEST)
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stran¢ Ust. Poté je Stétecek opatrné vlozen do zkumavky a zkracen tak aby bylo mozné
zkumavku uzavtit. Kazda zkumavka byla fadné oznacena poradovym cislem. Vzorky byly co

nejrychleji dopraveny do laboratoie, kde byla provedena izolace (Generi Biotech).

5.2 lzolace DNA

DNA ze vzorki byla izolovana na kolonkach se silikagelovou membranou. K izolaci
nukleovych kyselin ze vzorki byl pouzit kit pro izolaci DNA (Kit for isolation of DNA from
tissues - Generi Biotech). Nejprve byly vzorky lyzovany pomoci Proteinasy K a roztoku
S vy$§im obsahem chaotropnich iontii. Roztok ve zkumavkach byl fddn€ promichdn pomoci
vortexu a inkubovan v blokovém termostatu pii 56 °C po dobu 3 hodin (vétSinou byla
inkubace prodlouzena do druhého dne, pfiblizné¢ na 10 hodin, ve shod¢ s validovanym
standardnim operacnim postupem). Nasledné byl ze zkumavek odstranén karta¢ek a pfidan
pufr BL1. Zkumavka byla opét promichana na vortexu a inkubovana 15 minut pti 70 °C. Po
inkubaci byl ke vzorku pfidan etanol, ktery zajistuje specifické podminky pro navazani DNA
na silikagelovou membranu. Takto pfipraveny a fadné promichany roztok byl pipetovan na
kolonku umisténou ve sbérné zkumavce a centrifugovan 1 minutu pii 11000 g. Kolonka
Snavazanou DNA byla promyvana postupné dv€éma promyvacimi pufry, které slouzi
k odstranéni necistot. Po poslednim promyti byla sbérna zkumavka odstranéna a kolonka byla
vloZzena do nové a fadn€ oznafené zkumavky. Na stied kolonky byl pipetovan piedehraty
eluéni roztok (50 pl), kolonka byla inkubovana po dobu 1 minuty pii laboratorni teploté tak,
aby doslo k uvolnéni veskeré DNA pfitomné na membrang. Poslednim krokem izolace byla
opét centrifugace. Takto byla ziskidna Cistda genomova DNA pfipravena pro dal$i pouziti

(Generi Biotech).

5.3 PCR amplifikace

wvewr

metody a prizptisobit podminky amplifikace pro STR analyzu chromozomu X. Optimalizovali
jsme obsah aditiva, teplotni profil, koncentraci primeri a koncentraci DNA v reak¢énim
roztoku. Cilem optimalizace bylo nastavit podminky PCR pro jednotlivé polymorfismy, aby

bylo mozné vytvoftit funkéni multiplex.

5.3.1 Bunécna linie K562
Optimalizace byla provadéna na bunécné linii K562 pochézejici z bunééné banky

ECACC Lot 10H021. Bunécna linie K562 byla déle pouzivana jako pozitivni kontrola, jelikoz
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jsou pro pouzivané polymorfismy publikovany hodnoty alel. Dle naméfenych velikosti

danych alel byly kalibrovany vysledky na vzorcich.

Tabulka 3 — Referenéni STR profil chromozomu X bunééné linie K562 (ChrX-STR.org)

K562 (BRL) K562 (Promega)

DXS101 24 23 24
DXS10011 29 29
DXS10079 17
DXS6789 21 21
DXS6800 21 21
DXS6807 11 11
DXS6809 34 34
DXS7132 13 13
DXS7133 10 10
DXS7423 17 17
DXS7424 17 17
DXS8377 52 52
DXS8378 10 10
DXS9895 16 16
DXS9898 12 12
GATA172D05 12 12
HPRTB 13 13

Ovéfeni bunétné linie jsme provedli pomoci analyzy autozomalnich STR. Nami
zjiSténé hodnoty jsme porovnali Suddvanymi hodnotami firmou ATCC. Vysledky byly

shodné.

Tabulka 4 - Profil bunééné linie K562 - autozomalni STR

Marker K562 - ECACC
D8S1179 12
D21S11 29 30 31
D7S820 9 11

CSF1PO 9 10
D3S1358 16
THO1 9.3
D13S317 8

D16S539 11 12
D2S1338 17
D19S433 14 14.2

VWA 16

TPOX 8 9
D18S51 15 16
AMEL X
D5S818 11 12
FGA 21 24
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Bunééna linie K562 byla ziskana z pleuralniho vypotku 53leté zeny s chronickou
myeloidni leukémii v termindlni blastické fazi. Ziskané builky granulocytarni fady byly
vysoce nediferencované. Nedavné studie prokazaly, ze K562 blasty jsou multipotentni
krvetvorné maligni bunky. Mohou se spontanné¢ diferencovat v prekursory erytrocyti,

granulocyti (neutrofily, eozinofily a basofily) a monocytd (PUBLIC HEALTH ENGLAND).

Tato linie je vyuzivana pro rizné analyzy naptiklad protinddorové testy, testy
karcinogenity, diferenciace, farmakodynamika, klonovani, cytotoxicita, v bunééné biologii,

STR a SNP analyze a v testovani aktivity natural killer (HYPER CLDB).

Siroké vyuziti ma bun&na linie K562 pro testy natural killer bunék in vitro. Kultury
z této populace vykazuji vysokou citlivost pro testy aktivity natural killer bunék. Povrchové
vlastnosti membrany bunck prokdzaly, Ze K562 je zlinie erytroleukemickych bunék.
Karyologicka studie rtiznych sublinii rozdé€luje linii na tii skupiny — A, B a C. Kmen ATCC
se nejvice podoba populaci B. Zivné médium pro tuto bunéénou linii obsahuje 4 mM L-
glutaminu, 4500 mg/1 glukozy a 1500 mg/l hydrogenuhli¢itanu sodného. K tomuto médiu se
jesté pred pouzitim piidava BSA, tak aby ve vysledném roztoku mél koncentraci 10 %.
Kultury Ize udrzovat piidanim nebo vymeénou Cerstvého zivného média, doporucena doba, po
které je nutné médium vyménit je 2 aZ 3 dny. Pro zaloZeni nové kultury se pouziva

koncentrace 1x10° zivych bungk/ml (ATCC).
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ATCC Number: CCL-243 ™
Designation: K-562

Low Density Scale Bar = 100pym

Obrazek 9 - Bunécéna linie K562 (ATCC)

5.3.2 Optimalizace koncentrace primeri a DNA v reak¢ni smési

Idealni koncentrace templatové DNA v reakéni smési je velmi dillezita pro spravny
pribéh amplifikace. Vyssi koncentrace mohou inhibovat produkty PCR, naopak nizsi
mnozstvi templatové DNA nemusi byt dostacujici a miize dojit k vyraznému snizeni kvantity

produktu (Generi Biotech).

U buné&cné linie K562 jsme testovali rozsah koncentraci DNA. Ruzna fedéni davala
dobré vysledky, to nam naznaduje vysokou robustnost metody. Redéni nemélo zadny vliv na
kvalitu produktd, s rostouci koncentraci templatové DNA se zvySovala kvantita produktti. Pro
dalsi praci a jednoduchost jsme zvolili fedéni 50%, ptivodni koncentrace DNA byla 89,9
ng/ul. U nasbiranych vzorki jsme zkouseli obdobné ftedéni. Pro stanoveni spravné
koncentrace DNA jsme zkouSeli 10 ndhodné vybranych vzorkid. Zde se jako vhodnéjsi jevilo
fedéni pouze 25%, diivodem byla nizs$i koncentrace ziskané DNA z bukalnich stérti oproti
DNA z bunééné linie. U DNA fedéné 50% byla kvantita produktd znateln&ji nizsi, to mélo vliv

na vyhodnocovéni dat z fragmentacni analyzy. Pouziti fediciho faktoru na vSechny vzorky
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misto presného meéfeni koncentrace jsme zvolili z divodu jednodussiho provedeni

experimentu po predchozim ovéfeni na malé sérii vzorka.

Dale jsme testovali nejvhodngjsi koncentraci primertt v monoplexu. Zkouseli jsme
razné koncentrace v rozsahu 100 az 300 nM ve vysledné reakéni smési. U vSech koncentraci
nebyla pozorovana zména v kvalit¢ produktu, kvantita rostla umérné s rostouci koncentraci
primerti. Nejvice produktu bylo pozorovano u koncentrace 300 nM primeru, z finan¢nich
davodu by vsak bylo zbyte¢né pouzivat tuto koncentraci, dostacujici je koncentrace 200 nM.
Jako nejlepSi pro dalsi praci byla vyhodnocena koncentrace 200 nM, u niz byla kvantita

produktu velmi dobra.

5.3.3 Optimalizace teplotniho profilu

Vhodn¢ optimalizovany teplotni profil je nezbytnym aspektem pro PCR reakci. Pro
zvySeni ucinnosti amplifikace jsme upravovali Casy a teploty jednotlivych krokti PCR.
Zasadnim problémem byla nizka kvantita druhého a tfetiho polymorfismu, které poskytuji
delsi PCR produkt (produkty del$i nez 150 bazi - viz obradzek multiplex M DXS8378,
DXS7424 a DXS8377 — analyza bunécné linie K562, teplotni profil DXS 2). Optimalizaci
PCR jsme se snazili zvysit koncentraci delSich produkt v multiplexni reakci, aby bylo mozné

je kvalitn¢€ vyhodnotit.

100 140 180 220

540
360

180

Q“ I\_A e SN

Obrazek 10 — Multiplex M DXS8378, DXS7424 a DXS8377 - analyza bunééné linie K562, teplotni
profil DXS_2

V plvodnim profilu jsme méli 3 kroky denaturace. Prvni 95 °C 11 minut, druhy 96 °C
2 minuty a tteti 94 °C 1 minutu. Pro zjednodusSeni a zkraceni reakce jsme provedli pokusy

sjednoceni denaturace do mensiho poctu krokt, ptipadné tipravy ¢ast denaturace.

Nejprve jsme odebrali krok 96 °C po dobu 2 minut, abychom docilili vy$si a¢innosti
polymerazy, kterou vyssi teplota postupné deaktivuje. Dale jsme zkratili ¢as prvni denaturace

z11 minut na 2 minuty. Pfedpokladali jsme, ze bude dochéazet k postupné aktivaci
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polymerazy teplem v opakujicich se denaturacnich krocich a tim bude postupné nahrazovéana
jiz vycerpand polymeraza. Dale by tato kratkd denaturace méla byt dostate¢na pro denaturaci

templatové DNA. Denaturaci 94 °C 1 minutu jsme ponechali.

Upravovali jsme teplotu a ¢as annealingu, zvolili jsme teplotni rozsah 55 az 66 °C.
Dobfe zvolena teplota annealingu je diilezita pro spravné nasednuti primerti. Pokud je teplota
niz§i mohou primery nasedat i na nekomplementarni vldkna a specifita reakce se snizuje,
naopak pokud je teplota vyssi zvysi se specifita reakce, ale efektivita je nizsi. V piipadé kdy
by teplota viibec nevyhovovala zvolenym primerim, mize dojit k uplné neucinnosti
amplifikace. Teplotu jsme se snazili optimalizovat pro vSechny lokusy na stejnou hodnotu tak,
aby bylo mozné nésledné sestavit funkéni multiplex z téchto lokust. Jako nejvhodnéjsi se
jevila teplota 62 °C. Cas annealingu jsme zkouseli prodlouZit na 1,5 a 2 minuty z pavodni 1

minuty. Prodlouzeni ¢asu neptineslo zddnou zménu, proto jsme ponechali plivodni 1 minutu.

Teplotu elongace jsme zkouseli v rozmezi 70 — 76 °C. Vyssi teplota je vhodnéjsi pro
delsi produkty. V naSem piipadé (produkty v délkovém rozpéti 100 az 300 bp) nejlépe
fungovala teplota 70 °C. Cas elongace jsme prodluzovali. Vyzkouseli jsme 1,5; 2; 2,5; 3a 3,5
minuty. Prodlouzeni €asu bylo dualezit¢ hlavné pii pouziti multiplexu, kde bylo nutné
ponechat delsi ¢as pro prodluzovani delSich fetézci, tak aby byla kvantita kratSich fetézct co

nejpodobngjsi jako kvantita delSich fetézci. Pro naSe Gcely byla nejlepsi doba 3 minuty, delsi

¢as uz byl zbytecny a nedoslo k Zddnym kvantitativnim zménam.

Finalni elongaci pfi 60 °C, pii které dochazi k doplnéni fetézcl, jsme zkratili z 60
minut na 15 minut. 15 minut mélo stejné vysledky jako ptavodnich 60 minut, timto krokem

jsme vyrazng zkratili dobu amplifikace (MEDICINE.YALE).

Béhem optimalizace teplotniho profilu jsme vyzkouSeli 26 rliznych variant. Nejlepsi
byl teplotni profil s ndzvem DXS 26. Tento teplotni profil je pfiblizné o hodinu kratsi nez

plivodni a trva 2 hodiny a 47 minut.

5.3.4 Vliv aditiv na PCR produkty

Do reakéni smési jsme pridavali aditiva za tcelem zlepSeni PCR reakce. Aditiva
napomahaji funkci polymerazy, neutralizuji jeji inhibitory, zlepSuji specifitu reakce a zvysuji
stabilitu templatu v denaturované form¢. Do reakce jsme pouzili aditiva BSA (hovézi sérovy

albumin), DMSO (dimetylsulfoxid), betain, MgCl> (chlorid hofe¢naty) a glycerol.
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BSA bylo pfidavano do reakéni smési za ucelem neutralizace inhibitord polymerazy,
jako jsou naptiklad melanin, hemin, ionty zeleza, rizné kyseliny a inhibitory vyskytujici se ve
star§ich vzorcich (SIMONOVIC, 2012). Hovézi sérovy albumin jsme do reakce pfidavali
v rozmezi koncentraci 50 - 500 ug/ml (GRUNENWALD, 2003). Pivodni master mix (GB
Elit) jiz BSA obsahuje. ZvySenim koncentrace aditiva jsme se snazili zamezit inhibici

polymerazy a zvysit kvantitu produkt.

Dimetylsulfoxid byl pfidavan do reakce v koncentratnim rozmezi 1 — 10 %. Toto
aditivum zlepSuje specifitu a ucinnost obzvlasté u sekvenci bohatych na G a C nukleotidy.
DMSO rusi vodikové vazby, diky tomu redukuje vznik sekundarnich struktur templatu, tim

snizuje teplotu tani DNA (SIMONOVIC, 2012).

Betaine (N,N,N-trimetylglycin) napomaha odd¢€leni fetézci DNA, snizuje teplotu tani
nukleovych kyselin a ma termostabiliza¢ni efekt na Taq polymerazu. ZvySuje ucinnost a

specifitu PCR. Betaine jsme pouzili v koncentraénim rozmezi 1 —3 M (SIMONOVIC, 2012).

Chlorid hotfecnaty (MgCl,) respektive hofecnaté ionty jsou dilezitym kofaktorem
polymerazy. Pokud je jeho koncentrace nizk4 dojde ke sniZeni vytéZku reakce, v opacném
pfipadé se mohou vyskytovat nespecifické produkty. Chlorid hofecnaty jsme zkouseli

Vv koncentraénim rozmezi 1 — 4 mM (WALLIN, 2002).

Glycerol zlepsuje specifitu a efektivitu reakce a ovliviiuje tepelnou stabilitu DNA a

primerd. Glycerol jsme do reakéni smési pifidavali v koncentra¢nim rozmezi 1 — 15 %

(SIMONOVIC, 2012).

Aditiva jsme piidavali do reak¢éni smési obsahujici 1,49 pl master mixu GB Elite, 1 ul
50 x fedéné¢ DNA bunééné linie K562 a 0,61 pl primer mixu. BSA, DMSO, betain a chlorid
hotfecnaty byly testovany s lokusy DXS8377, DXS8378, DXS7424 a multiplexem z téchto
lokust. Glycerol byl ptidavan jiz pouze k multiplexu. Vysledna koncentrace primeri v reakci
byla 200 nM. U multiplexu byly koncentrace DXS8378 — 100 nM, DXS8377 — 200 nM,
DXS7424 — 200 nM. Vliv aditiva byl hodnocen dle kvantity produktu a vyskytu nezadoucich
pikt, nejlepsi +++, nejhorsi — (viz tabulka Vliv aditiv na PCR produkty). Jako kontrola byl

vyuzit master mix GB Elite bez aditiv.
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Tabulka 5 - Vliv aditiv na PCR produkty |

Aditivum a koncentrace DXS 8377 DXS 8378 DXS 7424 multiplex

BSA 50 ug/ml ++ +++ ++ -
BSA 100 ug/ml + + + -
BSA 200 ug/ml + + ++ -
BSA 300 ug/ml ++ ++ ++ -
BSA 500 ug/ml ++ ++ + -
DMSO 1 % + + -
DMSO 2,5 % + - - -
DMSO 5 % + ++ ++
DMSO 7,5 % + ++ ++
DMSO 10 % - - +

betaine 1 M +++ +

betaine 1,5 M +++ + -
betaine 2 M ++ - + -
betaine 2,5 M - - - -
betaine 3 M - - - -
MgCl; 1 mM ++ ++ + +
MgCl; 2 mM ++ ++ + -
MgCl; 3 mM + -
MgCl, 4 mM + + - -
MM GB Elite (bez aditiv,

kontrola) +++ ++ ++ ++

Tabulka 6 - Vliv aditiva na PCR produkty 11

Aditivum a koncentrace multiplex
glycerol 1 % ++
glycerol 2 % ++

glycerol 3%
glycerol 4 %
glycerol 5 %
glycerol 7,5 % -
glycerol 10 % -
glycerol 12 % -
glycerol 15 % -

MM GB Elite (bez aditiva, kontrola) ++

Vétsina pridavanych aditiv neméla zdsadni vliv na kvalitu ani kvantitu produktti PCR.
Pouziti BSA mélo vliv pouze na kvantitu produktt jednotlivych markert, nikoli na multiplex.
DMSO ve vyssich koncentracich mélo dobry vliv na kvantitu produktid multiplexu, vysledky
ovsem nebyly lepsi nez v samotném MM GB Elite. Betaine ani chlorid hotfe¢naty v riizném

koncentracnim rozmezi neptinesly zlepSeni vysledkii u multiplexu. Glycerol byl do reakcni
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smesi pridavan puvodné v koncentratnim rozmezi 5 - 15 %. Nejlépe byla vyhodnocena
smési. Nizsi koncentrace glycerolu mély dobry vliv na kvantitu produktt multiplexu, i piesto

byly vysledky samotného MM GB Elite lepsi.

Jako nejlepsi byl vyhodnocen samotny GB Elite PCR Master Mix bez dalsich aditiv.
Tento master mix se diky vyvdZzenému slozeni vyznacuje zvySenou odolnosti vici

inhibitorum PCR.

Dale byly testovany riizné master mixy dodavané Generi Biotech. Jednalo se o master
mixy Basic, SG, Easy a Ideal. Kontrola byla provedena s master mixem GB Elite, ktery byl

nakonec opét vyhodnocen jako nejlepsi pro dalsi praci.

5.3.5 Sestavovani multiplexni reakce

Pro zjednoduseni a urychleni analyzy jsme sestavili zkusebni multiplex. Multiplex
jsme vzdy sestavovali z polymorfismt, které¢ se svym velikostnim rozsahem nepiekryvaji.
Tim jsme zajistili moZznost odecitani jednotlivych alel. Testovali jsme nékolik variant

multiplext (viz tabulka sestavovani multiplexu) a to multiplexy:

o M -DXS8378, DXS7424 a DXS8377

o | —DXS7132, DXS6800 a DXS10079

e X -DXS7133, DXS101 a DXS6807

o K-DXS7132, DXS9898 a DXS10079

o Y —DXS9895, DXS7423 a DXS6809

o J-GATA172D05, DXS6789, DXS10011 a DXS6809

Polymorfismy jsme zkouSeli jednotlivé a v multiplexech. Takto byly sestaveny
multiplexy M a X, multiplex M obsahuje lokusy DXS8378, DXS7424 a DXS8377. Multiplex
X obsahuje DXS7133, DXS101 a DXS6807. Zkouseli jsme zvySeni koncentrace primeri
nejdel§iho z polymorfismit v multiplexu na 300 nM, abychom =zvysili kvantitu tohoto
produktu. Tato koncentrace primeri nebyla vhodnd a nepfispéla k zvySeni produktu
nejdelsiho lokusu. Dale byla koncentrace primert V multiplexech upravena vzdy u nejkratsich
produktli na polovi¢ni hodnotu, tedy 100 nM. Snizeni koncentrace jsme provedli za Gcelem
sniZzeni kvantity nejkratSich polymorfisma v multiplexu a nésledné zvySeni kvantity produkt
dalsi (delSich) polymorfismu. Ostatni primery byly ve stejné koncentraci jako u singleplexu —

200 nM.
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Tabulka 7 - Sestavovani multiplexu (znaceni — nefunguje; + funguje za danych podminek)

DXS Jednotlivé Multiplex
8378 + +
7424 + +
8377 + +
7133 + +
101 + +
6807 + +
7423 + +
7132 - -
6800 + +
10079 - -
9898 + +
9895 + -
6809 - -
GATA172D05 + +
6789 + -
10011 + -

5.4 Analyza
Separace probihala na sekvenatoru ABI AVANT 3100. Tento sekvenator pracuje na

principu kapilarni elektroforézy. Prvni pouZiti této metody pro analyzu DNA a to pfimo pro
STR bylo jiz v roce 1992. Obvykly ¢as separace se pohybuje v rozsahu 5 — 30 minut, oproti
klasické gelové elektroforéze, u které se ¢asy pohybuji az v n€kolika hodinach. Markantni

zkraceni doby analyzy je zplisobeno pouzitim vyssi napéti.

Sekvenator je sloZen zkapilary umisténé mezi pumpou a vstupni elektrodou.
Vyhtivané desky udrzuji kapilaru ve spravné teploté. Vzorky jsou umistény v autosampléru.
Tento zasobnik se pohybuje smérem dolu a nahoru, tak aby ptedkladal vzorky na kapilaru a
mohlo dojit k nasati vzorku. Sekvenator ABI AVANT 3100 mé 4 kapilary. Kapilara je velmi
uzka sklenéna trubicka s vnitinim primérem 50 pum. Povrch je pokryt polyimidem, aby
nedoslo k poskozeni kapilary pfi béZzné manipulaci. Tato vrstva polymeru je neprihledna -
nesmi byt tedy v okénku detekéni cely. Délka kapilary ovliviiuje separacni vlastnosti kapilary.
Delsi kapilara umoziuje separace delSich fragmentii. Pfi analyze STR jsme pouzili kapilaru
dlouhou 36 cm. Vnitini sténa kapilary neni nijak upravovana, aby nedoslo k elektro-
osmotickému toku je vyuzivan roztok polymeru POP-4, ktery dynamicky upravuje sténu
kapilary. Kapilara je plnéna polymerem pomoci pumpy. POP-4 je polymer obsahujici 4 %

linedrniho dimetyl polyakrylamidu a vysokou koncentraci mocCoviny (8 M), ktera zajistuje
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prostiedi, v némz zistavaji molekuly DNA denaturované. POP-4 dale obsahuje 5 % 2-
pyrrolidinon, 100 mM N-Tris (hydroxymetyl), metyl-3-aminopropan-sulfonovou kyselinu a

hydroxid sodny, které udrzuji pH 8.

Pro priichod proudu kapilarou se pouziva elektroforeticky pufr obsahujici ionty. Pokud
tento pufr neni spravné dopliovan, miize dojit ke kolisani proudu a nespravné analyze. Pii
analyze jsme pouzili pufr Genetic Analysis doddvany firmou Applied Biosystems. Tento

elektroforeticky pufr obsahuje navic EDTA (BUTLER, 2005, b).

Samotna analyza pocind nanesenim vzorkd na plato — 96 jamkovou desticku. Vzorky
mohou byt znaceny rtiznou fluorescencni znackou (modra - FAM, zelena - VIC, Zluta - NED
a ¢ervend - PET). Vnitini velikostni standard ma oranzovou barvu - LIZ. Do kazdé jamky na
platé¢ byla napipetovana smés LIZ (vnitini velikostni standard) a HiDi Formamid (vysoce
deionizovany formamid) v objemu 9 pl. Dale byl do kazdé jamky napipetovan 0,5 ul vzorku
po amplifikaci. Takto pfipravené plato bylo centrifugovano. Celé plato bylo nasledné vlozeno
do cykléru a inkubovano pii 95 °C po dobu 3 minut. Inkubace se pfed sekvenaci provadi, aby
doslo k denaturaci vSech vlaken DNA v roztoku. Nasledné bylo plato chlazeno 3 minuty na
ledu. V softwaru byly nastaveny pozice jednotlivych vzorkl na desti¢ce a parametry metody —
pouziti vnitiniho standardu LIZ 75-500 (75-500 oznacuje velikostni rozsah vnitiniho
standardu v bp); fragmenta¢ni analyza na 36 cm dlouhé kapilate s polymerem POP4 a dobou
nastiiku 2 s. Teplota byla nastavena na 60 °C, napéti pii nastfiku 3000 V. Napéti pfi separaci
bylo nastaveno na 15 kV a ¢as separace byl 1500 sekund.

5.5 Statisticky popis frekvenéni databaze
Vypoclty byly provedeny pomoci automatizovaného softwaru na webu www.chrx-

str.org.

PIC — polymorphism information content — informacni obsah polymorfismu. PIC
vyjadiuje miru polymorfismu daného lokusu, nabyva hodnot od 0 do 1. Cim je hodnota PIC
vysSi, tim je polymorfismus vice informativni. Obvykle je za dostatecné informativni

povazovana hodnota > 0,5 (BOTSTEIN, 1980).

fi ...frekvence dané alely (i,j...)
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HET - expected heterozygosity — ocekavana heterozygozita. HET vyjadiuje miru
heterozygotnich jednotlivel v populaci. Nabyva hodnot 0 — 1, muze byt vyjadiena také
v procentech. Vyssi HET znaci vyssi diverzitu alel, coz je lepsi pro identifikaci jednotlivce

(NEI, 1974).

n
HET=1—Zfi2
i

Vypocty PIC a HET jsou vice obecné a proto jsou stejné jako u autosomalnich

chromosomil. Ostatni vypocty jsou specifické pro chromozom X.

MEC Kiriieger — primérna Sance vylouceni pro trojice matka, dit¢ a domnély otec.
Tento parametr neni pfili§ vhodny pro markery na chromozomu X, ale spiSe pro autozomalni
chromozomy. Vyhodny je v pfipadé, kdy neni dostupny vzorek domnélého otce a misto ného

je pouzit vzorek od domnélé babicky (matky domnélého otce) (KRUGER, 1968).

MEC Kriieger = fo (1-£)? +Zfi(1_fi)3 +Zfifj(fi + ) - fi— f;)?

i<j

MEC Kishida — primérna Sance vylouceni pro trojice zahrnujici dceru. V trojicich
zahrnujicich dceru je vyrazné vétsi vypovidaci hodnota markeri na chromozomu X nez

autozomalnich markert (KISHIDA, 1997).

MEC Kishida = Zfi3(1—fi)+2fi(1—fi)2+Zfifj(fi+fj)(1—fi—fj)

i<j

MEC Desmarias — primérna Sance vylouéeni pro trojici zahrnujici dceru (Desmarias

verze). Obdobny vypocet jako MEC Kishida.

MEC Desmarias = 1 — Z 2+ Z it — (Z f2)?

i<j

MEC Desmarias duo — prumérna Sance vylouceni pro dvojici otec — dcera. Vypocet je
vhodny i pro testovani dvojice matka — syn (DESMARIAS, 1998).

MEC Desmarias duo = 1 — 2 Efiz + Z i
7 i
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Power of discrimination (PD) i females — diskriminaéni sila u Zen. PD vyjadfuje silu

daného polymorfismu pro tcely identifikace.
2
PD (Zeny) =1— Z(Z 2 + Zf"4
i i
PD for ChrX markers in males — diskriminaéni sila u muzu.

PD (muzi) =1 — Z f2
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6 Vysledky a diskuze

Pro frekvenéni analyzu bylo shromazdéno 100 vzorkid. VSechny vzorky byly ziskany
od ceskych Zen. Pro zkvalitnéni analyzy a zptesnéni vysledkii byly vybirany pouze
nepifibuzné zeny. Vyhodou analyzy vzorki ziskanych od zen (XX) je zisk dvojnasobné

informace oproti vzorkiim od muzii (XY).

Analyza polymorfismi na chromozomu X byla provadéna pomoci optimalizované
PCR reakce. Do reakéni smési bylo pipetovano 1 ul 25 x fedéné templatové DNA, 1,49 ul
MM GB Elit bez aditiv a 0,61 pl primer mixu. Koncentrace primert byla optimalizovana na
100 nM u nejkratSich produkti a 200 nM u zbyvajicich primert. Teplotni profil byl zvolen
DXS_26. Diky optimalizaci PCR jsme docilili az trojnasobné kvantity vyslednych produktti a
podobné kvantity vSech produkti multiplexu — tim je zaruceno kvalitni a bezchybné

vyhodnoceni.

Tabulka 8 - Teplotni profil DXS 26

DXS_26 Teplota Cas

Denaturace | 95°C 2 minuty
Denaturace 11 94 °C 1 minuta
Annealing 62 °C 1 minuta
Elongace 70 °C 3 minuty

Opakovat od 2. denaturace 30 x

Finalni elongace 60 °C 15 minut

Multiplexy M (lokusy - DXS8378, DXS7424 a DXS8377) a X (lokusy - DXS7133,
DXS101 a DXS6807) jsme uspeSné pouzili. Jako pozitivni kontrolu jsme vzdy pouzili
bunécnou linii K562 (viz obrazek multiplex M — analyza bunécné linie K562, multiplex X —

analyza bunécné linie K562).

50 100 150 200 250

1500+

1000+

500+ A d‘
0_: = L J-Jl A =N

Obrazek 11 - Multiplex M - analyza bunééné linie K562, teplotni profil DXS 26
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Pted lokusy DXS7424 a DXS8377 v multiplexu M se vyskytuji stutter piky. Tyto
takzvané piedskokany se bohuzel nepodaiilo odstranit. Cast&ji se vyskytuji u polymorfismii
s krat§im zékladnim motivem, DXS7424 1 DXS8377 maji trinukleotidovou zakladni jednotku.
Stutter piky vznikaji diky prokluzu polymerdzy (SIMKOVA, 2012). Stutter pik pied
DXS7424 je vzdy mensi nez ttetina vlastniho piku DXS7424, proto neni az tak problematicky
pii vyhodnocovani. V ptipadech, kdy ma osoba heterozygotni lokus DXS7424 je mensi z alel

navysena praveé o hodnotu stutter piku.

Stutter pik vyskytujici se pfed lokusem DXS8377 je bohuzZel vyraznéjsi avSak nikdy
neptesahuje polovinu vlastniho piku DXS8377. Pfi vyhodnocovéni je dalezité s timto pikem
pocitat. U heterozygoti je mens$i alela navySena o velikost stutter piku, rozdil mezi
heterozygotem a homozygotem je tedy velmi vyrazny, vyhodnoceni je i pies vyskyt stutter

piku mozné.

50 100 150 200 250

1500+

1000+
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Obrazek 12 - Multiplex X - analyza bunééné linie K562, teplotni profil DXS 26

Multiplex X sestaveny z lokustt DXS7133, DXS101 a DXS6807 funguje velmi dobfe.
Pouze u bunécné linie K562, kterd mé heterozygotni lokus DXS101 nabyvajici alel 23 a 24 je
alela 23 niz$i 1 presto je mozné ji vyhodnotit. Tento problém jsme u naSich vzorkd pro
frekvencni analyzu nepozorovali, heterozygotni lokusy vychazely dobie a oba piky byly

stejné velkeé.

Po Uspé€sném sestaveni dvou multiplexit M a X, které funguji ve stejném teplotnim
profilu, a za stejnych podminek jsme sestavili jeden multiplex obsahujici polymorfismy
pouzivané v téchto dvou multiplexech. Dale jsme ptidali dalsi dva polymorfismy — DXS7423
a GATA172D05, tyto lokusy jsme vyzkouSeli v jinych multiplexech. Vysledny multiplex
jsme tedy slozili z polymorfismi DXS8378, DXS7424, DXS8377, DXS7133, DXS101,
DXS6807, DXS7423 a GATA172D05. Jednotlivé primery jsme zaznaCili rlznymi
modifikacemi a to DXS8378 — 5° CFR 610, DXS7424 — 5" 6-FAM, DXS8377 - 5" 6-FAM,
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DXS7133 - 5" 6-FAM, DXS101 - 5" CFR 610, DXS6807 - 5" CFR 610, DXS7423 — 5" HEX
a GATA172D05 - 5" HEX.

CFR 610 je fluorescen¢ni znacka z oranzovo-Cervené oblasti s absorpénim maximem
590 nm a emisnim maximem 610 nm. 6-FAM je izomer 6-karboxyfluoresceinu s absorp&nim
maximem 495 nm a emisnim maximem
520 nm. HEX je hexachlorofluorescein,
jeho absorpéni maximum je 537 nm a
emisni maximum 556 nm, bézné je

vyuzivan v multiplexnich  reakcich

s FAM (Generi Biotech). Obrizek 13 — Fluorescenéni znateni CFR 610
(Generi Biotech)

Obrazek 15 - Fluorescenéni
znadeni 6-FAM (Generi Biotech) Obrazek 14 — Fluorescen¢ni znaéeni

HEX (Generi Biotech)
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Mutliplex jsme vyzkouseli na bunééné linii K562.
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Obrazek 16 — Analyza bunééné linie K562, multiplex — modry kanal — DXS7133,
DXS7424, DXS 8377; zeleny kanal — GATA172D05, DXS7423; ¢erveny kanal - DXS8378, DXS101,
DXS6807

Analyzu vzorkl jsme provadéli pomoci nové sestaveného multiplexu obsahujiciho 8
polymorfismii. Pouzili jsme nasledujici primery s uvedenou modifikaci - DXS8378 — 5° CFR
610, DXS7424 — 5" 6-FAM, DXS8377 - 5" 6-FAM, DXS7133 - 5" 6-FAM, DXS101 - 5" CFR

610, DXS6807 - 5" CFR 610, DXS7423 — 5" HEX a GATA172D05 — 5" HEX.

V kapitolach 6.1 — 6.8 jsme porovnali nase vysledky STR analyzy chromozomu X

s vysledky v riznych svétovych populacich.

6.1 DXS8378

DXS8378 s cytogenetickou lokalizaci p 22.31 je tetranukleotidovy polymorfismus
patfici do vazebné skupiny X1 (EDELMANN, 2001, a). Zakladni jednotka je CTAT.
Velikostni rozsah pii pouziti danych primert (viz tabulka 1) DXS8378 je 110 — 134 bp, tento

lokus se vyskytuje v 7 riznych alelach — alely 8 — 14 (EDELMANN, 2002, a).
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Tabulka 9 - DXS8378 - nami naméfené frekvence v ¢eské populaci

DXS8378

9

0,0114

10

0,2841

11

0,3580

12

0,3068

13

0,0341

14

0,0057

Tabulka 10 - DXS8378 - populaéni data v ¢eské populaci

DXS8378

Informacéni obsah polymorfismu 0.634870
(PIC)

Homozygozita (h) 0.304321
Heterozygozita (HET): 0.695679
Pravdépodobnost vylouceni (PE):  0.421607
Paternitni Index (PI): 0.152160
Diskriminaéni sila (PD) - Zeny: 0.846579
Diskriminaéni sila (PD) - muzi: 0.695679
MEC Kriiger: 0.424665
MEC Kishida: 0.634146
MEC Desmarais: 0.634870
MEC Desmarais Duo: 0.489091

Tabulka 11 - DXS8378 - popula¢ni data (ChrX-STR.org)

MEC
Populace PIC HET KM.!EC HEE N2e Desmarais | PD zeny | PD muzi
riiger | Kishida | Desmarais duo
Belo Horizonte, |  s165 | 0.6829 | 0.4016 | 0.6165 | 0.6165 | 0.4696 | 0.8331 | 0.6829
Brazilie
Cina 0.5329 | 0.6026 | 0.3342 | 0.5329 | 0.5329 | 0.3877 | 0.7724 | 0.6026
(Guangdong)
Némecko 0.6511 | 0.7068 | 0.4471 | 0.6507 | 0.6511 | 0.5067 |0.8583 | 0.7068
Némecko 0.6404 | 0.6998 | 0.4321 | 0.6399 | 0.6404 | 0.4951 |0.8505 | 0.6998
Némecko 0.6479 | 0.7047 | 0.4425 | 0.6475 | 0.6479 | 05032 |0.8559 | 0.7047
Némecko 0.6577 | 0.7127 | 0.4541 | 0.6577 | 0.6577 | 0.5138 |0.8625 | 0.7127
Némecko 0.6338 | 0.6948 | 0.4247 | 0.6338 | 0.6338 | 0.4881 |0.8459 | 0.6948
Némecko 0.6434 | 0.7004 | 0.4398 | 0.6446 | 0.6434 | 0.4985 | 0.8532 | 0.7004
(severovychod)
Ghana 0.6330 | 0.6947 | 0.4218 | 0.6329 | 0.6330 | 0.4869 |0.8451 | 0.6947
Japonsko 0.5595 | 0.6142 | 0.3617 | 0.5596 | 0.5595 | 0.4109 |0.7964 | 0.6142
(Fukuoka)
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MEC
Populace PIC HET KM.!EC HEE MISE Desmarais | PD zeny | PD muzi
riiger | Kishida | Desmarais duo
Loty&sko 0.6980 | 0.7413 | 0.5093 | 0.6981 | 0.6980 | 0.5590 | 0.8897 | 0.7413
Polsko 0.6361 | 0.6972 | 0.4260 | 0.6361 | 0.6361 | 0.4903 | 0.8472 | 0.6972
Z%r\f:?)a's“o 0.6295 | 0.6914 | 0.4191 | 0.6295 | 0.6295 | 0.4834 | 0.8429 | 0.6914
g'r‘;gﬁe‘]a”e"o’ 0.6214 | 0.6838 | 0.4114 | 0.6214 | 0.6214 | 0.4749 |0.8376 | 0.6838
Spanélsko 0.6662 | 0.7188 | 0.4653 | 0.6661 | 0.6662 | 0.5232 | 0.8683 | 0.7188
(Valencia)
gf:zﬁ;“'“ 0.6076 | 0.6735 | 0.3954 | 0.6076 | 0.6076 | 0.4606 |0.8275 | 0.6735
Vitéria, Brazilie | 0.6201 | 0.6848 | 0.4067 | 0.6201 | 0.6201 | 0.4733 |0.8359 | 0.6848
Tabulka 12 - DXS8378 — frekvence (ChrX-STR.org)
Populace n* 7 8 9 10 11 12 13 14 15 17

Belo
Horizonte, 245 0.0026 | 0.3514 | 0.3286 | 0.2919 | 0.0198 | 0.0057
Brazilie
Cina

272 0.0225 | 0.5250 | 0.3325 | 0.1025 | 0.0150 | 0.0025
(Guangdong)
Némecko Zﬁ 0.0180 | 0.3483 | 0.3303 | 0.2454 | 0.0469 | 0.0072 0.0036
Némecko r:j% 0.0045 | 0.0205 | 0.3318 | 0.3386 | 0.2723 | 0.0297 0.0022
Némecko 717 0.0015 | 0.0188 | 0.3428 | 0.3331 | 0.2544 | 0.0412 | 0.0048 | 0.0007 | 0.0024
Némecko 427 0.0020 | 0.0460 | 0.3120 | 0.3320 | 0.2770 | 0.0290 | 0.0020
Némecko 217 0.0220 | 0.3440 | 0.3380 | 0.2680 | 0.0160 | 0.0090 | 0.0030
Némecko 205 0.0030 | 0.0260 | 0.3120 | 0.3740 | 0.2460 | 0.0330 | 0.0070
(severovych)
Ghana %9 0.3051 | 0.3559 | 0.2881 | 0.0508

muzu
Japonsko 93
(Fukuoka) s 0.0108 | 0.5484 | 0.1828 | 0.2258 | 0.0215 | 0.0108
Lotyssko 152 0.0270 | 0.0541 | 0.3514 | 0.2432 | 0.2635 | 0.0541 | 0.0068
Polsko 240 0.0028 | 0.0111 | 0.3306 | 0.3250 | 0.2944 | 0.0333 0.0028
Portugaisko | 347 0.0144 | 0.2795 | 0.3055 | 0.3689 | 0.0288 | 0.0029
(severni) muzu
Rio de
Janeiro, 261 0.0098 | 0.3128 | 0.3941 | 0.2488 | 0.0320 | 0.0025
Brazilie

53




n* ... pocet vzorka

6.2 DXS7424

DXS7424 je lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu X v oblasti 22.10
(EDELMANN, 2001, a). Polymorfismus ma trinukleotidovou zakladni jednotku TAA.
Velikostni rozsah pii pouziti danych primert (viz tabulka 1) je 147 — 174 bp. Alely jsou 9 —

18 (EDELMANN, 2002, b).

Tabulka 13 - DXS7424 - nami namérené frekvence v ¢eské populaci

DXS7424

10 0,0118
11 0,0000
12 0,0588
13 0,0588
14 0,2059
15 0,3235
16 0,2059
17 0,1294
18 10,0059

Tabulka 14 — DXS7424 - popula¢ni data v ¢eské populaci

DXS7424

Informacéni obsah polymorfismu 0.756090
(PIC)

Homozygozita (h) 0.213275
Heterozygozita (HET): 0.786725
Pravdépodobnost vylouceni (PE): 0.574638
Paternitni Index (Pl): 0.106638
Diskriminacni sila (PD) - Zeny: 0.923878
Diskriminacni sila (PD) - muzi: 0.786725
MEC Kriiger: 0.587584
MEC Kishida: 0.756090
MEC Desmarais: 0.756090
MEC Desmarais Duo: 0.627338
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Populace n* 7 9 10 11 12 13 14 15 17
Spanélsko 145160034 0.0276 | 0.2862 | 0.3379 | 0.2862 | 0.0483 | 0.0103
(Valencia) zen
ga° Paulo, 250 0.0121 | 0.3986 | 0.3333 | 0.2367 | 0.0193

razilie
\é't°’."i" 245 0.0048 | 0.3062 | 0.3704 | 0.2889 | 0.0272 | 0.0025

razilie




Tabulka 15 - DXS7424 - populaéni data (ChrX-STR.org)

MEC
MEC MEC MEC . PD PD

Populace FIC hiE Kriiger | Kishida | Desmarais Desdn;irals zeny muzi
Némecko 0.7656 | 0.7953 | 0.6004 | 0.7656 | 0.7656 | 0.6393 |0.9284 | 0.7953
Némecko 0.7471 | 0.7792 | 0.5775 | 0.7471 | 0.7471 | 0.6173 |0.9191 | 0.7792
Némecko 0.7625 | 0.7927 | 0.5966 | 0.7625 | 0.7625 | 0.6357 |0.9269 | 0.7927
Némecko 0.7463 | 0.7805 | 0.5726 | 0.7474 | 0.7463 | 0.6152 |0.9176 | 0.7805
(severovychod)
Korea 0.6702 | 0.7162 | 0.4805 | 0.6714 | 0.6702 | 0.5283 |0.8735|0.7162
Lotyssko 0.7782 | 0.8036 | 0.6219 | 0.7783 | 0.7782 | 0.6555 |0.9360 | 0.8036

Tabulka 16 - DXS7424 — frekvence (ChrX-STR.org)

Populace n* 9 10 11 12 13 14
Némecko i’;? 0.0014 | 0.0027 [ 0.0014 | 0.0365 | 0.0811 | 0.2460
Némecko ni?;a 0.0025 | 0.0025 | 0.0102 | 0.0330 | 0.0457 | 0.1700
Némecko 764 |0.0018 |0.0026 | 0.0044 | 0.0353 | 0.0688 | 0.2196
Némecko 205 0.0070 | 0.0030 | 0.0330 | 0.0390 | 0.2100
(severovychod)
Korea 300 0.0070 | 0.0670 | 0.1670
Loty&sko 152 0.0068 | 0.0068 | 0.0405 | 0.1081 | 0.3176

Populace 15 16 17 18 19 20
Némecko 0.2811 |0.2149|0.1027 | 0.0203 | 0.0122
Némecko 0.3071 | 0.2868 | 0.1066 | 0.0228 | 0.0102 | 0.0025
Némecko 0.2901 |0.2399 | 0.1041 [ 0.0212 | 0.0115 | 0.0009
Némecko 0.2560 |0.2920 | 0.1480 | 0.0070 | 0.0030 | 0.0030
(severovychod)
Korea 0.2960 |0.4020 | 0.0420 | 0.0200
Loty&sko 0.1824 |0.2027 | 0.0811 | 0.0270 | 0.0203 | 0.0068
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6.3 DXS8377

DXS8377 ma cytogenetickou lokaci q 28.00. Patfi do vazebné skupiny X4
(EDELMANN, 2001, a). Tento polymorfismus ma trinukleotidovou zakladni jednotku a to
AGA. Velikostni rozsah pfi pouziti danych primert (viz tabulka 1) DXS8377 je 207 — 252 bp.
Polymorfismus ma 16 riznych alel poc¢inaje alelou 38 az alela 53 (EDELMANN, 2002, a).

Tabulka 17 - DXS8377 - nami naméiené frekvence v ¢eské populaci

DXS8377
38 0,0176
39 0,0118
40 10,0412
41 0,0235
42 0,0706
43 0,0235
44 0,0353
45 0,0941
46 0,0824
47 0,0882
48 0,0882
49 0,0941
50 0,1412
51 0,0529
52 0,0588

53 0,0765

Tabulka 18 - DXS8377 - populaé¢ni data v ¢eské populaci

DXS8377

Informaéni obsah polymorfismu 0.920288
(PIC)

Homozygozita (h) 0.074873
Heterozygozita (HET): 0.925127
Pravdépodobnost vylouceni (PE):  0.846983
Paternitni Index (Pl): 0.037436
Diskriminaéni sila (PD) - Zeny: 0.989555
Diskriminacni sila (PD) - muzi: 0.925127
MEC Kriiger: 0.770273
MEC Kishida: 0.840960
MEC Desmarais: 0.920288
MEC Desmarais Duo: 0.857450
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Tabulka 19 - DXS8377 - populaé¢ni data (ChrX-STR.org)

MEC
MEC MEC MEC . . v,

Populace PIC HET Kriiger | Kishida | Desmarais Desdn;%rals PD Zzeny | PD muzi
Rakousko 0.9169 | 0.9223 | 0.8464 | 0.9212 | 0.9169 | 0.8515 |0.9886 | 0.9223
Finsko 0.9107 | 0.9168 | 0.8310 | 0.9107 | 0.9107 | 0.8415 |0.9870 | 0.9168
Némecko 0.9161 | 0.9215 | 0.8410 | 0.9161 | 0.9161 | 0.8503 |0.9884 | 0.9215
Némecko 0.9157 | 0.9212 | 0.8412 | 0.9168 | 0.9157 | 0.8497 |0.9883 | 0.9212
Némecko 0.9085 | 0.9147 | 0.8279 | 0.9088 | 0.9085 | 0.8382 |0.9865 | 0.9147
Nemecko 0.9081 | 0.9145 | 0.8267 | 0.9081 | 0.9081 | 0.8376 |0.9863 | 0.9145
(severovychod)
Némecko (jih) | 0.8971 | 0.9045 | 0.8075 | 0.8960 | 0.8971 | 0.8208 |0.9834 | 0.9045
Italie (Tuscany) | 0.9064 | 0.9130 | 0.8245 | 0.9074 | 0.9064 | 0.8347 |0.9858 | 0.9130
Lotyssko 0.8975 | 0.9050 | 0.8088 | 0.8977 | 0.8975 | 0.8212 |0.9834 | 0.9050
(Pscg\}:?)a'Sko 0.9123 | 0.9181 | 0.8344 | 0.9122 | 0.9123 | 0.8444 |0.9875 | 0.9181
Spanélsko
(Basque 0.9067 | 0.9131 | 0.8236 | 0.9056 | 0.9067 | 0.8355 |0.9860 | 0.9131
country)
Spanélsko 0.9196 | 0.9246 | 0.8471 | 0.9196 | 0.9196 | 0.8559 | 0.9893 | 0.9246
(Cantabria)
Spanélsko 0.9182 | 0.9234 | 0.8444 | 0.9180 | 0.9182 | 0.8536 | 0.9889 | 0.9234
(Valencia)
Taiwan 0.8976 | 0.9053 | 0.8079 | 0.8976 | 0.8976 | 0.8209 | 0.9833 | 0.9053
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Tabulka 20 - DXS8377 — frekvence (ChrX-STR.org)

Populace n* 33 37 38 39 40 41 42 43
Rakousko 2;? 0.0080 0.0230 | 0.0340 | 0.0410 | 0.0490 | 0.0530
Finsko 103 0.0070 0.0070 | 0.0270 | 0.0270
Némecko 557 0.0070 | 0.0100 | 0.0240 | 0.0310 | 0.0440 | 0.0430 | 0.0500
Némecko 217 0.0070 | 0.0170 | 0.0310
Némecko 105 0.0313 | 0.0125 | 0.0250 | 0.0500
Némecko 205 0.0070 0.0160 | 0.0200 | 0.0430
(severovych)

Némecko 220 0.0050 | 0.0140 | 0.0180 | 0.0180 | 0.0640 | 0.0450 | 0.0360
(jih) zen

alie 160 0.0040 | 0.0040 | 0.0040 | 0.0170 | 0.0420 | 0.0710 | 0.0710
(Tuscany)

Loty&sko 152 0.0068 | 0.0068 | 0.0270 | 0.0473
Portugalsko | 347 0.0029 | 0.0115 | 0.0115 | 0.0202 | 0.0403 | 0.0288
(sever) muz(

Spanélsko

(Basque 147 0.0080 | 0.0040 | 0.0080 | 0.0330 | 0.0330 | 0.0330 | 0.0420
country)

Spanélsko 244 0.0120 | 0.0140 | 0.0200 | 0.0260 | 0.0630 | 0.0490 | 0.0630
(Cantabria)

Spanélsko 145

(Valencia) son 0.0034 | 0.0207 | 0.0172 | 0.0414 | 0.0448
Taiwan 450 |0.0030 0.0020 0.0030 | 0.0090 | 0.0190 | 0.0310

Populace 44 45 46 47 48 49 50 51 52
Rakousko 0.0830 |0.0800|0.1050 | 0.1200 | 0.1020 | 0.0860 | 0.0800 | 0.0610 | 0.0410
Finsko 0.0680 | 0.0680 | 0.0540 | 0.1160 | 0.1160 | 0.1090 | 0.1090 | 0.0950 | 0.0680
Némecko 0.0690 | 0.09200.1100 | 0.1130 | 0.1270 | 0.0820 | 0.0630 | 0.0600 | 0.0400
Némecko 0.0140 |0.0480 | 0.0510 | 0.0680 | 0.0750 | 0.0880 | 0.1020 | 0.0750 | 0.1160
Némecko 0.0500 |0.0438|0.1000 | 0.0875 | 0.1063 | 0.1500 | 0.1063 | 0.0875 | 0.0563
Némecko 0.0750 |0.0490 | 0.0890 | 0.0950 | 0.0980 | 0.1050 | 0.1080 | 0.1380 | 0.0620
(severovych)

('].‘ieh’;‘ecm 0.0320 |0.0950 | 0.1180 | 0.1820 | 0.1140 | 0.0950 | 0.0730 | 0.0450 | 0.0180
ltalie 0.0670 |0.0880|0.1250 | 0.1330 | 0.1080 | 0.0960 | 0.0750 | 0.0460 | 0.0170
(Tuscany)

Loty&sko 0.0203 | 0.0676 | 0.0743 | 0.0676 | 0.1689 | 0.1284 | 0.1149 | 0.1014 | 0.0608
(F’S%r\f:?)a's“o 0.0576 |0.04320.0749 | 0.0980 | 0.1009 | 0.1239 [ 0.1210 | 0.1153 | 0.0317
Spanélsko

(Basque 0.0710 |0.1130 | 0.1040 | 0.1040 | 0.0830 | 0.1540 | 0.0920 | 0.0330 | 0.0210
country)

Spanélsko | ) 1500 | 50690 | 0.1040 | 0.1100 | 0.0810 | 0.1120 | 0.0520 | 0.0580 | 0.0320
(Cantabria)

Spanélsko | o oocs | 0828 | 0.1069 | 0.0724 | 0.0862 | 0.1000 | 0.1207 | 0.0862 | 0.0448
(Valencia)

Taiwan 0.0820 [0.07000.1350 | 0.1230 | 0.1260 | 0.1200 | 0.0890 | 0.0630 | 0.0650
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Populace 53 54 55 56 57 58 59 60
Rakousko | 0.0260 [0.0040 |0.0040 |0.0040
Finsko 0.0610 [0.0340 | 0.0130 | 0.0070 0.0070 0.0070
Némecko 0.0140 |0.0140 | 0.0050 | 0.0010 | 0.0010
Némecko 0.1160 |0.0920 | 0.0440 | 0.0270 | 0.0100 | 0.0100 | 0.0100
Némecko 0.0375 [0.0125 | 0.0375 | 0.0063
Némecko | 4430 |0.0160|0.0200 | 0.0160
(severovych)
Némecko
i) 0.0180 0.0090
Italie 0.0170 |0.0080 | 0.0040 | 0.0040
(Tuscany)
Loty&sko 0.0608 |0.0135 | 0.0270 | 0.0068
Portugalsko
(seven 0.0519 |0.0231 | 0.0144 |0.0173|0.0115
Spanélsko
(Basque 0.0380 |0.0130 | 0.0080 | 0.0040
country)
Spanélsko | 06 (00170 0.0030
(Cantabria) ' ’ '
Spanélsko | 017 10.0310(0.0172 | 0.0138 | 0.0034
(Valencia)
Taiwan 0.0410 |0.0120 | 0.0070
6.4 DXS7133

Polymorfismus DXS7133 je umistén na dlouhém raménku chromozomu X v oblasti
22.30 (EDELMANN, 2001, a). Zakladni motiv  DXS7133 je tetranukleotidovy a to ATAG.
Tento polymorfismus se vyskytuje v 8 riznych alelach, alely jsou 7 — 14. Velikostni rozsah
pti pouziti danych primerd (viz tabulka 1) je 106 — 132 bp (EDELMANN, 2002, a).

Tabulka 21 - DXS7133 - nami naméiené frekvence v ¢eské populaci

DXS7133
70,0103
80,0155
9 04072
10 10,1289
11 0,3969
12 0,0309
13 0,0052
14 0,0052
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Tabulka 22 — DXS7133 - populaéni data v ¢eské populaci

DXS7133

Informaéni obsah polymorfismu 0.594787
(PIC)

Homozygozita (h) 0.341308
Heterozygozita (HET): 0.658692
Pravdépodobnost vylouéeni (PE): 0.367291
Paternitni Index (PI): 0.170654
Diskriminaéni sila (PD) - Zeny: 0.819604
Diskriminacni sila (PD) - muzi: 0.658692
MEC Kriiger: 0.393595
MEC Kishida: 0.594425
MEC Desmarais: 0.594787
MEC Desmarais Duo: 0.449603

Tabulka 23 - DXS7133 - populaé¢ni data (ChrX-STR.org)

MEC
Populace PIC HET KM.!EC HEE iss Desmarais | PD zeny PD,.
riiger | Kishida | Desmarais duo muzi
gf;‘z’iﬁ':r'zome’ 0.6278 | 0.6835 | 0.4282 | 0.6278 | 0.6278 | 0.4826 | 0.8441 | 0.6835
Némecko 0.5753 | 0.6409 | 0.3718 | 0.5753 | 0.5753 | 0.4288 | 0.8055 | 0.6409
Nemecko 0.6268 | 0.6814 | 0.4326 | 0.6280 | 0.6268 | 0.4824 |0.8439 | 0.6814
(severovychod)
Italie 0.6017 | 0.6630 | 0.3984 | 0.6017 | 0.6017 | 0.4554 |0.8252 | 0.6630
Lotyssko 0.6283 | 0.6887 | 0.4210 | 0.6284 | 0.6283 | 0.4824 |0.8427|0.6887
E'r‘;gﬁ:a”e”o’ 0.6529 | 0.7055 | 0.4535 | 0.6529 | 0.6529 | 0.5089 |0.8606 | 0.7055
Sao Paulo, 0.5876 | 0.6442 | 0.3902 | 0.5875 | 0.5876 | 0.4408 | 0.8168 | 0.6442
Brazilie
Vitéria, Brazilie | 0.6343 | 0.6908 | 0.4338 | 0.6343 | 0.6343 | 0.4896 | 0.8479 | 0.6908
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Tabulka 24 - DXS7133 — frekvence (ChrX-STR.org)

Populace n* 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Belo
Horizonte, 244 0.0057 | 0.3250 | 0.1679 | 0.4243 | 0.0456 | 0.0171 | 0.0144
Brazilie
Némecko 286 |0.0030 0.4730 | 0.1420 | 0.3370 | 0.0400 | 0.0050
Némecko 205 |0.0070|0.0230 | 0.3480 | 0.1120 | 0.4230 | 0.0720 | 0.0160
(severovych.)
Italie 28e5n 0.4460 | 0.1630 | 0.3310 | 0.0420 | 0.0120 | 0.0060
Loty&sko 152 0.0068 | 0.2162 [ 0.3514 | 0.3716 | 0.0541
Rio de
Janeiro, 261 |0.0049 | 0.0025 | 0.3103 | 0.2069 | 0.3892 [ 0.0591 | 0.0172 | 0.0099
Brazilie
gf:z:;“'q 249 [0.0072|0.0097 | 0.4999 [ 0.1408 | 0.2913 | 0.0291 | 0.0097 | 0.0122
‘é‘f:zrl'ﬁe 242 |0.0024 | 0.0050 | 0.3665 | 0.1746 | 0.3766 | 0.0474 | 0.0150 | 0.0075 | 0.0050
6.5 DXS101

DXS101 je lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu X v oblasti 22.10.
Polymorfismus DXS 101 mé dvé zékladni trinukleotidové jednotky, prvni CTT a druhou
ATT. Velikostni rozsah pii pouziti danych primert (viz tabulka 1) je od 182 bp do 227 bp.

Polymorfismus ma 16 riznych alel — alely 15 az 30. (EDELMANN, 2001, b).

Tabulka 25 - DXS101 - nami namérené frekvence v ¢eské populaci

- DXS101
15 0,0412
16 0,0052
17 10,0103
18 10,0825
19 0,0464
20 10,0155
21 0,0361
22 10,0258
23 0,0670
24 10,1649
25 0,1959
26 0,1443
27 0,0825
28 0,0619
29 0,0155
30 0,0052
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Tabulka 26 - DXS101 - populaéni data v ¢eské populaci

DXS101

Informacni obsah polymorfismu 0.874857
(PIC)

Homozygozita (h) 0.114757
Heterozygozita (HET): 0.885243
Pravdépodobnost vylouceni (PE): 0.765384
Paternitni Index (PI): 0.057378
Diskriminaéni sila (PD) - Zeny: 0.976445
Diskriminacni sila (PD) - muzi: 0.885243
MEC Kriiger: 0.770453
MEC Kishida: 0.874308
MEC Desmarais: 0.874857
MEC Desmarais Duo: 0.787396

Tabulka 27 - DXS101 - populaéni data (ChrX-STR.org)

MEC
Populace PIC HET KM.!EC HEE N2e Desmarais | PD zeny | PD muzi
riiger | Kishida | Desmarais duo

Rakousko 0.8519 | 0.8654 | 0.7298 | 0.8475 | 0.8519 | 0.7544 |0.9684 | 0.8654
Gina 0.7687 | 0.7980 | 0.6038 | 0.7687 | 0.7687 | 0.6428 |0.9299 | 0.7980
Finsko 0.8246 | 0.8397 | 0.6968 | 0.8246 | 0.8246 | 0.7178 |0.9591 | 0.8397
Némecko 0.8703 | 0.8812 | 0.7628 | 0.8692 | 0.8703 | 0.7808 |0.9750 | 0.8812
Némecko 0.8707 | 0.8817 | 0.7645 | 0.8713 | 0.8707 | 0.7812 | 0.9750 | 0.8817
Nemecko 0.8707 | 0.8816 | 0.7622 | 0.8685 | 0.8707 | 0.7814 |0.9752 | 0.8816
(vychod)
Nemecko 0.8798 | 0.8892 | 0.7789 | 0.8787 | 0.8798 | 0.7949 |0.9783 | 0.8892
(vychod)
Nemecko 0.8784 | 0.8880 | 0.7765 | 0.8773 | 0.8784 | 0.7929 |0.9779 | 0.8880
(vychod)
Némecko 0.8635 | 0.8755 | 0.7512 | 0.8624 | 0.8635 | 0.7709 | 0.9725 | 0.8755
(severovychod)
Némecko (jih) | 0.8650 | 0.8763 | 0.7571 | 0.8661 | 0.8650 | 0.7734 | 0.9734 | 0.8763
Italie (Tuscany) | 0.8675 | 0.8789 | 0.7609 | 0.8697 | 0.8675 | 0.7765 | 0.9740 | 0.8789
Japonsko 0.7793 | 0.8049 | 0.6214 | 0.7793 | 0.7793 | 0.6562 | 0.9363 | 0.8049
Korea 0.7928 | 0.8170 | 0.6404 | 0.7928 | 0.7928 | 0.6738 |0.9424 | 0.8170
Korea 0.7934 | 0.8180 | 0.6445 | 0.7980 | 0.7934 | 0.6743 |0.9423 | 0.8180
Loty$sko 0.8395 | 0.8528 | 0.7194 | 0.8399 | 0.8395 | 0.7382 | 0.9650 | 0.8528
Filipiny 0.7600 | 0.7884 | 0.5970 | 0.7602 | 0.7600 | 0.6330 |0.9268 | 0.7884
(F"soer\;[:%alsko 0.8747 | 0.8855 | 0.7697 | 0.8747 | 0.8747 | 0.7868 |0.9761 | 0.8855
Spanélsko 0.8626 | 0.8744 | 0.7497 | 0.8604 | 0.8626 | 0.7699 | 0.9724 | 0.8744
(Cantabria)
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MEC
Populace PIC HET KM.!EC HEE MISE Desmarais | PD zeny | PD muzi

riiger | Kishida | Desmarais duo

Spanélsko
(Valencia) 0.8418 | 0.8561 | 0.7199 | 0.8415 | 0.8418 | 0.7408 |0.9650 | 0.8561
Taiwan 0.7693 | 0.7952 | 0.6119 | 0.7704 | 0.7693 | 0.6445 |0.9321 | 0.7952
Thajsko 0.7878 | 0.8120 | 0.6354 | 0.7880 | 0.7878 | 0.6678 | 0.9404 | 0.8120
Tabulka 28 - DXS101 — frekvence (ChrX-STR.org)

Populace n* 14 15 16 17 18 19 20 21 2
Rakousko ilﬁ 0.0230 | 0.0040 0.0900 | 0.0260 | 0.0150 | 0.0110 | 0.0150
Cina 90 0.0500
Finsko 103 0.0410 | 0.0070 0.0960 | 0.0270 | 0.0270 | 0.0340 | 0.0140
Némecko 217 0.0360 | 0.0030 0.0650 | 0.0460 | 0.0200 | 0.0290 | 0.0200
Némecko 105 0.0313 0.0938 | 0.0313 | 0.0188 | 0.0313 | 0.0063
Némecko 216 0.0370 | 0.0050 0.0780 | 0.0690 | 0.0140 | 0.0420 | 0.0140
(vychod) muzu
Némecko 348 17,0030 | 0.0460 | 0.0060 | 0.0030 | 0.0860 | 0.0400 | 0.0110 | 0.0290 | 0.0240
(vychod) zen
Némecko 564 |0.0020 |0.0440 |0.0050 | 0.0020 | 0.0840 | 0.0470 | 0.0120 | 0.0320 | 0.0220
(vychod)

Némecko 205 |0.0030 |0.0160 0.0100 | 0.0620 | 0.0460 | 0.0360 | 0.0100 | 0.0130

(severovych)

Némecko 214

Gin) Son 0.0330 | 0.0050 | 0.0050 | 0.0790 | 0.0470 | 0.0190 | 0.0330 | 0.0230

ltalie 160 0.0380 | 0.0040 | 0.0040 | 0.1130 | 0.0670 | 0.0170 | 0.0330 | 0.0080

(Tuscany)

Japonsko 95” 0.0632
muzu

Korea 300 0.0110 | 0.0380

Korea 401 0.0020 0.0050 | 0.0360

Lotyssko 152 0.0068 0.0135 | 0.0676 | 0.0541 | 0.0203 | 0.0541 | 0.0338

Filipiny 115 0.0058 | 0.0058 | 0.0405

Portugalsko | 347 1 1359 0.0202 |0.0029 | 0.0058 | 0.0836 | 0.0461 |0.0173 | 0.0288 | 0.0288

(sever) muzd

Spanélsko 131 0.0550 0.0050 | 0.0850 | 0.0750 | 0.0250 | 0.0150 | 0.0250

(Cantabria)

Spanélsko 145 0.0241 0.0069 | 0.0517 | 0.0448 | 0.0172 | 0.0379 | 0.0241

(Valencia) Zen

Taiwan 448 0.0020 | 0.0070 0.0090 | 0.0430

Thajsko 157 0.0051 0.0152 | 0.0556
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Populace % 24 25 26 27 28 29 30 B 32
Rakousko |0.0600|0.2370|0.1690 | 0.1540 | 0.0860 | 0.0640 | 0.0340 | 0.0080
Gina 0.1500 | 0.2600 | 0.2700 | 0.1800 | 0.0600 | 0.0200 | 0.0100
Finsko 0.0410 | 0.3080 | 0.1920 | 0.0890 | 0.0550 | 0.0410 | 0.0210 | 0.0070
Némecko |0.08200.2060|0.1760|0.1370 | 0.0650 | 0.0750 | 0.0230 | 0.0160
Némecko |0.0625|0.1688 | 0.2000 |0.1375 | 0.0938 | 0.0688 | 0.0250 | 0.0250 0.0063
Némecko | /50102170 0.1390 | 0.1480 | 0.0880 | 0.0740 | 0.0090 | 0.0180
(vychod)
Némecko 0.0720|0.2100 | 0.1610 | 0.1030 | 0.0760 | 0.0690 | 0.0330 | 0.0260 0.0010
(vychod)
Némecko | \oc010.2120|0.1560 | 0.1140 | 0.0790 | 0.0700 | 0.0270 | 0.0240 0.0010
(vychod)
Némecko | 1ac10.2000(0.1770 | 0.1670 | 0.0690 | 0.0690 | 0.0160 | 0.0200
(severovych)
gﬁ]’;‘ecm 0.0560 | 0.2290 | 0.1640 | 0.1400 | 0.0890 | 0.0330 | 0.0230 | 0.0230
Italie
0.0290 | 0.2170 | 0.1210 | 0.1540 | 0.0630 | 0.0960 | 0.0380
(Tuscany)
Japonsko  |0.1368 | 0.3158 | 0.2000|0.1368 | 0.1158 | 0.0211 | 0.0105
Korea 0.1090 | 0.2780 | 0.2130 | 0.1800 | 0.1130 | 0.0400 | 0.0070 | 0.0110
Korea 0.1460 | 0.2560 | 0.2310 | 0.1710 | 0.0970 | 0.0390 | 0.0160 | 0.0040 | 0.0010
Lotyssko 0.0473[0.1824 | 0.2905 | 0.0946 | 0.0541 | 0.0541 0.0135 | 0.0068 | 0.0068
Filipiny 0.1792 | 0.3353 | 0.2254 | 0.0983 | 0.0578 | 0.0173 | 0.0347
E%:fg?)a's"o 0.0922 | 0.1729 | 0.1527 | 0.1527 | 0.1268 | 0.0346 | 0.0259 | 0.0058
Spanélsko |, /20101560 0.2210 | 0.1710 | 0.0300 | 0.0400 | 0.0250 | 0.0250
(Cantabria)
Spanélsko
(alonoray | 0-0655 [0.1931| 0.2586 | 0.1483 | 0.0655 | 0.0276 | 0.0276 | 0.0069
Taiwan 0.1290 | 0.3410 | 0.1970 | 0.1650 | 0.0550 | 0.0240 | 0.0150 | 0.0050 | 0.0070 | 0.0020
Thajsko 0.1061 | 0.2525 | 0.2828 | 0.1414 | 0.0909 | 0.0354 | 0.0101 | 0.0051
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6.6 DXS6807

DXS6807 je lokalizovan na kratkém raménku chromozomu X v oblasti 22.33.
Zakladni repetitivni sekvence je tetranukleotidovd — GATA. Polymorfismus ma velikostni
rozsah 251 — 275 bp pti pouziti danych primert (viz tabulka 1). DXS6807 ma 7 riznych alel a
to alely 11 — 17 (EDELMANN, 1999).

Tabulka 29 - DXS6807 - nami naméiené frekvence v ¢eské populaci

DXS6807
11 0,5309
12 0,0103
13 0,0103
14 0,2474
15 0,1959
16 10,0000
17 0,0052

Tabulka 30 - DXS6807 - populaé¢ni data v ¢eské populaci

DXS6807

Informaéni obsah polymorfismu 0.557306
(PIC)

Homozygozita (h) 0.381678
Heterozygozita (HET): 0.618322
Pravdépodobnost vyloucéeni (PE):  0.313447
Paternitni Index (PI): 0.190839
Diskriminaéni sila (PD) - Zeny: 0.793306
Diskriminacni sila (PD) - muzi: 0.618322
MEC Kriiger: 0.354026
MEC Kishida: 0.557306
MEC Desmarais: 0.557306
MEC Desmarais Duo: 0.408944

Tabulka 31 - DXS6807 - popula¢ni data (ChrX-STR.org)

MEC

Populace PIC HET KM.!EC MEC iISS .| Desmarais -PD PDV.

riiger | Kishida | Desmarais duo zeny muzi

Némecko 0.6132 | 0.6665 | 0.4137 | 0.6132 | 0.6132 0.4662 | 0.8355 | 0.6665

Némecko 0.6053 | 0.6575 | 0.4074 | 0.6053 | 0.6053 0.4579 | 0.8305 | 0.6575

Némecko 0.6364 | 0.6890 | 0.4382 | 0.6376 | 0.6364 | 0.4910 |0.8506 | 0.6890
(severovychod)

Korea 0.6236 | 0.6824 | 0.4230 | 0.6248 | 0.6236 0.4785 | 0.8403 | 0.6824
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Tabulka 32 - DXS6807 — frekvence (ChrX-STR.org)

Populace n* 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20
Némecko ggg 0.4790 | 0.0230 | 0.0100 | 0.2350 | 0.2180 | 0.0240 | 0.0110
Némecko 517 0.4960 | 0.0220 | 0.0110 | 0.2340 | 0.2010 | 0.0250 | 0.0110
Némecko
Soverovgch, | 295 0.4390 | 0.0070 | 0.0230 | 0.2560 | 0.2260 | 0.0300 | 0.0100 | 0.0070 | 0.0030
Korea 401 | 0.0040|0.3870 | 0.0180 | 0.0250 | 0.3700 | 0.1720 | 0.0190 | 0.0060
6.7 DXS7423

DXS7423 ma cytogenetickou lokaci ¢ 28.00 a patii do vazebné skupiny X4
(EDELMANN, 2001, a). Zékladni motiv polymorfismu DXS7423 je tetranukleotidovy —
TCCA. Polymorfismus nabyva 7 riznych alel, alely jsou 12 — 18. Velikost polymorfismu je

v rozmezi 175 — 199 bp pti pouziti danych primert (viz tabulka 1) (EDELMANN, 2002, a).

Tabulka 33 - DXS7423 - nami naméfiené frekvence v ¢eské populaci

' DXS7423
13 0,1500
14 0,3250
15 0,3917
16 0,1333

Tabulka 34 - DXS7423 - populaéni data v ¢eské populaci

DXS7423

Informaéni obsah polymorfismu 0.646602
(PIC)

Homozygozita (h) 0.299323
Heterozygozita (HET): 0.700677
Pravdépodobnost vylouceni (PE):  0.429308
Paternitni Index (PI): 0.149661
Diskriminaéni sila (PD) - Zeny: 0.856331
Diskriminacni sila (PD) - muzi: 0.700677
MEC Kriiger: 0.444429
MEC Kishida: 0.646602
MEC Desmarais: 0.646602
MEC Desmarais Duo: 0.501524
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Tabulka 35 - DXS7423 — populaéni data (ChrX-STR.org)

MEC
MEC MEC MEC . . v,

Populace PIC HET Kriiger | Kishida | Desmarais Desdrr;irals PD zeny | PD muzi
Belo
Horizonte, | 0.6416 | 0.6944 | 0.4468 | 0.6416 | 0.6416 | 0.4980 | 0.8538 | 0.6944
Brazilie
Cina 0.4219 | 0.5186 | 0.2324 | 0.4219 | 0.4219 | 0.2877 | 0.6715 | 0.5186
(Guangdong)
Finsko 0.6619 | 0.7142 | 0.4596 | 0.6619 | 0.6619 | 0.5176 | 0.8660 | 0.7142
Némecko 0.6768 | 0.7245 | 0.4818 | 0.6765 | 0.6768 | 0.5349 | 0.8764 | 0.7245
Némecko 0.6708 | 0.7192 | 0.4755 | 0.6704 | 0.6708 | 0.5284 | 0.8727 | 0.7192
Némecko 0.6751 | 0.7229 | 0.4800 | 0.6746 | 0.6751 | 0.5331 | 0.8754 | 0.7229
Nemecko 0.6557 | 0.7085 | 0.4560 | 0.6557 | 0.6557 | 0.5119 | 0.8622 | 0.7085
(vychod)
Ghana 0.6411 | 0.6917 | 0.4435 | 0.6411 | 0.6411 | 0.4959 | 0.8543 | 0.6917
Madarsko | 0.6615 | 0.7119 | 0.4626 | 0.6591 | 0.6615 | 0.5183 | 0.8666 | 0.7119
Japonsko 0.4367 | 0.5041 | 0.2518 | 0.4367 | 0.4367 | 0.2968 | 0.6867 | 0.5041
(Fukuoka)
Korea 0.4481 | 0.5362 | 0.2550 | 0.4481 | 0.4481 | 0.3099 | 0.6968 | 0.5362
Polsko 0.6640 | 0.7126 | 0.4675 | 0.6639 | 0.6640 | 0.5205 | 0.8688 | 0.7126
(Ps%r\fg?)a's"o 0.6173 | 0.6760 | 0.4170 | 0.6173 | 0.6173 | 0.4721 | 0.8364 | 0.6760
Rio de
Janeiro, 0.6380 | 0.6911 | 0.4434 | 0.6380 | 0.6380 | 0.4943 | 0.8515 | 0.6911
Brazilie
Spanélsko
(Basque 0.6277 | 0.6854 | 0.4258 | 0.6289 | 0.6277 | 0.4821 | 0.8433 | 0.6854
country)
Spanélsko | ) o132 | 07129 | 0.4650 | 0.6619 | 0.6643 | 05210 | 0.8690 | 0.7129
(Cantabria)
Spanélsko |, caniy | 06868 | 0.4382 | 0.6349 | 0.6350 | 0.4899 | 0.8501 | 0.6868
(Valencia)
Sdo Paulo, | ) oays | 06424 | 0.3857 | 0.5821 | 0.5822 | 0.4365 | 0.8119 | 0.6424
Brazilie
Vitéria,
Bragilio 0.6103 | 0.6691 | 0.4116 | 0.6103 | 0.6103 | 0.4651 | 0.8317 | 0.6691
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Tabulka 36 - DXS7423 — frekvence (ChrX-STR.org)

Populace n* 8 10 12 13 14 15 16 17 18 19

Belo

Horizonte, | 245 0.0057 | 0.0595 | 0.3851 | 0.3684 | 0.1190 | 0.0623

Brazilie

Cina

(Guangdon | 272 0.0025 | 0.3750 | 0.5825 | 0.0375 | 0.0025

g9)

Finsko 103 0.1290 | 0.3670 [ 0.3130 [ 0.1910

Némecko §Z§ 0.0018 | 0.1263 | 0.3465 | 0.3375 | 0.1570 | 0.0306

439 0.1366

Némecko | "< -13.11 |0.3621 |0.3348 | 0.1343 | 0.0296
0.0023
0.1297

Némecko | 717 0.0012| : 13.11 |0.3517 | 0.3366 | 0.1494 | 0.0303
0.0007

Némecko | 620 0.0020 | 0.0770 | 0.3480 | 0.3560 | 0.1930 | 0.0220 | 0.0020

(vychod) chrx

Ghana %9 0.1864 | 0.4407 |0.2712 | 0.0678 | 0.0339

muzu

Madarsko | 384 0.0020 | 0.1350 | 0.3420 | 0.3680 | 0.1310 | 0.0180 0.0020

Japonsko 93

(Fokooka) | muzo 0.2688 | 0.6452 | 0.0860

Korea 401 0.0010 0.3560 | 0.5770 | 0.0640 | 0.0020

Polsko 240 0.1361 | 0.2944 [ 0.4000 | 0.1472 | 0.0222

Portugalsk | 347 0.0029 0.0605 | 0.3573 | 0.4150 | 0.1412 | 0.0231

o (sever) muzl

Rio de

Janeiro, 261 |0.0074 0.0049 | 0.0714 | 0.3596 | 0.3990 | 0.1158 | 0.0419

Brazilie

Spanélsko

(Basque 147 0.0500 | 0.3310 | 0.4090 | 0.1860 | 0.0250

country)

Spanélsko | 0.0730 | 0.2720 | 0.4030 | 0.2090 | 0.0410

(Cantabria)

Spanélsko | 145 0.0034 | 0.0655 | 0.2966 | 0.4414 | 0.1586 | 0.0310 0.0034

(Valencia) Zen

Sao Paulo, | .54 |1 0043 |0.0024 0.0555 | 0.3309 | 0.4855 | 0.0918 | 0.0290

Brazilie

‘é‘t°’,"’." 245 0.0049 | 0.0494 | 0.3531 | 0.4321 | 0.1259 | 0.0346

razilie
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6.8 GATA172D05

GATA172DO05 je lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu X v oblasti 23.00.
Zakladni repetitivné sekvence je tetranukleotidova — TAGA (EDELMANN, 2001, a).
Polymorfismus mé velikostni rozsah 104 — 132 bp pfi pouziti danych primert (viz tabulka 1).
GATA172D05 ma 8 rtznych alel a to jsou alely 5 — 12 (SZIBOR, 2003).

Tabulka 37 - GATA172DO05 - nami namérené frekvence v ¢eské populaci

GATA172D05
6 0,1667
70,0083
8 0,2083
9 0,0417

10 0,2250
11  0,2583
12 0,0917

Tabulka 38 - GATA172DO05 - populaé¢ni data v ¢eské populaci

GATA172D05

Informacni obsah polymorfismu 0.771508
(PIC)

Homozygozita (h) 0.198738
Heterozygozita (HET): 0.801262
Pravdépodobnost vyloucéeni (PE): 0.601384
Paternitni Index (Pl): 0.099369
Diskriminaéni sila (PD) - Zeny: 0.930749
Diskriminacni sila (PD) - muzi: 0.801262
MEC Kriiger: 0.605112
MEC Kishida: 0.771508
MEC Desmarais: 0.771508
MEC Desmarais Duo: 0.645662
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Tabulka 39 - GATA172DO05 - populaé¢ni data (ChrX-STR.org)

MEC
MEC MEC MEC . . v,
Populace PIC HET Kriiger | Kishida | Desmarais Desdnsjzrals PD Zzeny | PD muzi
Belo
Horizonte, | 0.8138 | 0.8356 | 0.6680 | 0.8138 | 0.8138 | 0.7001 | 0.9512 | 0.8356
Brazilie
Némecko 0.7753 | 0.8037 | 0.6119 | 0.7753 | 0.7753 | 0.6506 | 0.9331 | 0.8037
Korea 0.7143 | 0.7484 | 0.5374 | 0.7143 | 0.7143 | 05778 | 0.9026 | 0.7484
Korea 0.7023 | 0.7356 | 0.5240 | 0.7011 | 0.7023 | 0.5638 | 0.8968 | 0.7356
Fs";\t/‘;?)a's“o 0.7503 | 0.7829 | 0.5771 | 0.7502 | 0.7503 | 0.6198 | 0.9203 | 0.7829
Rio de
Janeiro, 0.7833 | 0.8105 | 0.6223 | 0.7833 | 0.7833 | 0.6604 | 0.9369 | 0.8105
Brazilie
Spanélsko |, ;5499 | 9112 | 0.6228 | 0.7838 | 0.7839 | 0.6611 | 0.9371 | 0.8112
(Valencia)
Sdo Paulo, | ;7579 | 08137 | 0.6305 | 0.7879 | 0.7879 | 0.6666 | 0.9395 | 0.8137
Brazilie
Vitéria,
18 0.7911 | 0.8154 | 0.6369 | 0.7911 | 0.7911 | 0.6710 | 0.9417 | 0.8154
Brazilie
Tabulka 40 - GATA172D05 - frekvence (ChrX-STR.org)
Populace n* 5 8 9 10 11 12 13
Belo
Horizonte, | 245 0.1530 | 0.0369 | 0.1246 | 0.1842 | 0.2068 | 0.1953 | 0.0964 | 0.0028
Brazilie
Némecko 503 | 0.1420 | 0.0030 | 0.1730 | 0.0600 | 0.2730 | 0.2370 | 0.1090 | 0.0030
Korea 300 0.0800 | 0.0040 | 0.1560 | 0.0870 | 0.4020 | 0.2220 | 0.0490
Korea 401 0.0650 | 0.0040 | 0.1380 | 0.1000 | 0.4300 | 0.2080 | 0.0540
Portugalsko | 347 0.2017 | 0.0029 | 0.1671 | 0.0375 | 0.3199 | 0.1988 | 0.0720
(Sever) muzi
Rio de
Janeiro, 261 0.1896 | 0.0222 | 0.1724 | 0.1576 | 0.2685 | 0.1601 | 0.0271 | 0.0025
Brazilie
Spanélsko | 145 0.1931 | 0.0034 | 0.1586 | 0.0655 | 0.2517 | 0.2138 | 0.1138
(Valencia) Zeny
gé° Paulo, | o, 0.1473 | 0.0168 | 0.1546 | 0.1256 | 0.2730 | 0.2126 | 0.0701
razilie
Vitdria,
Brousilio 245 0.1481 | 0.0272 | 0.1531 | 0.1407 | 0.2963 | 0.1605 | 0.0716 | 0.0025
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Nami namétené frekvence (Ceské populace) jsou u vSech polymorfismi velice
podobné hodnotam v némecké populaci. Pouze u polymorfismu GATA172D05 se nase
vysledky neshoduji s vysledky v Némecku. Nase vysledky jsou v tomto piipadé obdobné jako

u portugalské a Spanélské populace.

6.9 Vazané polymorfismy

Polymorfismy DXS8377 a DXS7423 jsou tzv. vazané polymorfismy, tj. nedédi se
nezavisle, ale pouze jako cely haplotyp. Je to dano jejich fyzickou blizkosti na chromozomu.
Pokud se tedy vyuziva pouze frekvencni analyza jednotlivych alel jednotlivych lokust, jedna
se o analyzu neuplné¢ piesnou. Dochazi ke zjednoduSeni frekvenci, protoze pro ziskani
obrazku (frekvence) o vyskytu jednotlivych haplotypti by bylo nutné ziskat velké mnozstvi
vzorkd (jen pro tyto tfi haplotypy existuje ptes 1300 unikatnich haplotypti, z ¢ehoz si lze
udélat predstavu o tom, jak velkd by musela byt populac¢ni databaze). Pokud by ale bylo
mozné do budoucna tyto vazané polymorfismy sledovat a zaplnit populacni databazi, ziskali

bychom nastroj s vysokou diskrimina¢ni silou. Odhadnuta hodnota PD je vétsi nez 0,999 999.

Jelikoz ale takova databaze neni k dispozici, vyuzivame pouze frekvencni databazi pro
jednotlivé polymorfismy, jako by se jednalo o nezéavislé lokusy, ¢imz si védomeé snizuje
diskriminacni silu.

6.10 Vyuziti metody na realnych vzorcich

Piipad 1

V tomto piipad€ nebyl dostupny domnély otec ani dédecek. Dostupné vzorky (dcera,
matka a babicka — matka domné¢lého otce) byly testovany pomoci 16 autozomalnich
polymorfismi a 6 polymorfismi na chromozomu X — zde byl rekonstruovan profil

pravdépodobného otce.

Tabulka 41 - Pripad 1

matka dcera babicka Pl

profil
MO D1 J1 otce

DXS8378( 11,12 11,12 11,12 11,12 |1,465201
DXS7424( 15, 17 15, 17 12,15 15 1,608752
DXS8377 43 54 50, 54 54 7,5

DXS101 19 27,28 | 26,28 28 9,242144
DXS6807( 11, 15 11,14 | 11,14 14 2,114165
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CPlpxs — 345,43; Wpxs — 99,71 %

CPI zjisténé pomoci autozomalnich polymorfismii — 303,3376; W — 99,67 %

Obrazek 17 - Piipad 1 - dostupné vzorky ruZové, nedostupné Sedé

Porovnanim pravdépodobnosti otcovstvi (CPI — kombinovany paternitni index) je
vidét, Ze analyza pouze 5 polymorfismi na chromozomu X dava silngjsi pravdépodobnost
otcovstvi nez analyza 16 autozomalnich polymorfismi. Jedna se o nejjednodussi piipad, kde

se obvykle analyza chromozomu X vyuziva.
Slovni zhodnoceni pfipadu by mohlo znit nasledovné:

At jsou jiné diikazy ve prospéch otcovstvi domnélého otce vici ditéti ve srovnani s
otcovstvim nezndmého muze jakkoli velké, toto vySetieni je posiluje 345 krat. Pokud je
vychozi pravdépodobnost otcovstvi domnélého otce vici ditéti 50%, toto vysetieni ji upravuje

na 99,71 %, coz 1ze dle Hummelovy tabulky povazovat jako vysoce pravdépodobné otcovstvi.
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Piipad 2

V piipadé€ 2 byl nedostupny vzorek domnélého otce, proto byly vyuzity vzorky sestry
a matky domnélého otce. Vzorky byly analyzovany pomoci 16 autozomalnich polymorfismii

a 6 polymorfisml na chromozomu X — zde byl rekonstruovan profil pravdépodobného otce.

Tabulka 42 - P¥ipad 2

dcera syn dcera manzelka nga S(?:It:ra otrz:rgglle
déti
D1 D2 D3 MO J1 J2 AF
DXS8378| 10,12 10 10, 12 10, 13 12 11, 12 12
DXS7424| 15,16 15 15, 16 15 16 14, 16 16
DXS8377| 44,48 42 44, 48 42,48 40,44 | 44,54 44
DXS7133| 9,11 9 911 9 911 10,11 11
DXS101 | 23, 26 23 23, 26 22,23 25,26 | 24,26 | 26,27
DXS6807| 11,15 11 15 11, 15 15, 17 15 11, 15

CPlpxs — 1356,112; Wpxs — 99,93 %

CPI zjisténé pomoci autozomalnich polymorfismii — 11540; W — 99,991 %

oon

Obrazek 18 - Piipad 2
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| vtomto pfipadé je vidét, Ze analyzy 6 polymorfismi na chromozomu X dava
srovnatelné vysledky jako analyza 16 autozomalnich polymorfismi. Vzorek syna nelze

samoziejme pro analyzu chromozomu X pouzit, protoze dédi chromozom X pouze od matky.
Slovni zhodnoceni ptipadu by mohlo znit nasledovné:

At jsou jiné dikazy ve prospéch otcovstvi domnélého otce vici ditéti ve srovnani s
otcovstvim neznamého muze jakkoli velké, toto vySetfeni je posiluje 1356 krat. Pokud je
vychozi pravdépodobnost otcovstvi domnélého otce vici ditéti 50%, toto vySetieni ji upravuje

na 99,93 %, coz Ize dle Hummelovy tabulky povazovat jako vysoce pravdépodobné otcovstvi.

Piipad 3

V piipadé 3 byl domnély otec nedostupny, byly analyzovany vzorky dcery, syna,

matky syna, pfitelkyné a sestry domnélého otce.

Tabulka 43 - Pripad 3

dcera pritelkynd syn AF matka2 SeSta  Prof

AF otce
D1 MO J1 J2 J3 AF informativita
DXS8378 10 10,12 11 10, 11 10, 12 10 10
DXS7424( 13,17 17 15 15 15, 16 13 -
DXS8377( 45,50 43, 45 47 47 49, 52 50 -
DXS7133 10 9,10 12 10, 12 9,12 10 -
DXS101 | 18, 25 18, 25 27 24,27 | 24,25 18, 25 25
DXS6807( 14, 15 15 11 11 11 14 -
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Obrazek 19 - Piipad 3

Z profilu dcery a jeji matky (pfitelkyn¢) rekonstruovan profil domnélého otce.

Pomoci DXS bylo jasné€ vylouceno otcovstvi nai¢ené¢ho. Pro tuto analyzu nebylo nutné
(ani mozné) vyuzit druhou rodinu domnélého (oznacenou J1 a J2). Zde je vidét, ze analyza
chromozomu X dokéze tento ptipad velmi zjednodusit, protoze pro jeho vySetieni se omezi

pouze na 3 vzorky (pfitelkyné a jeji dit€ a sestra domnélého otce).
Slovni zhodnoceni ptipadu by mohlo znit nasledovné:

At jsou jiné dikazy ve prospéch otcovstvi domnélého otce vici ditéti ve srovnani s
otcovstvim nezndmého muze jakkoli velké, toto vySetieni je posiluje 0,0055 krat. Pokud je
vychozi pravdépodobnost otcovstvi domnélého otce vici ditéti 50%, toto vySetfeni ji upravuje

na 0,55 %, coz Ize dle Hummelovy tabulky povazovat jako otcovstvi velmi nepravdépodobné.
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[ Zavér

Podatfilo se nam na zaklad¢ publikovanych polymorfismi sestavit uplné novy
multiplex, ktery zatim nebyl vyzkouSen. Provedli jsme znaceni novymi barvami (HEX a CFR
610). Optimalizace multiplexu (vybér polymorfismi a reakéni podminky) byla dualezitou

soucasti diplomové prace.

Provedli jsme frekvencni analyzu téchto polymorfisml pro ¢eskou populaci (pies 100
vzorkd neptibuznych Zen), zddna takova analyza jest¢ nebyla pro tuto populaci publikovana.
Tato analyza bude vyuzita jako zaklad pro budovanou frekven¢ni databazi, kterd bude

Vv prub¢hu nésledujicich analyz (ty jiz nejsou soucasti diplomové prace) jesté doplnéna.

Takto pfipraveny multiplex spolu s frekvenéni databazi umoziiuje analyzu
komplikovanych ptipadd, které nelze tesit standardni analyzou autozoméalnich polymorfisma

a roz§ifuje moznosti analyzy lidské DNA pro forenzni ucely.

Predpoklddame redlné vyuziti takto pfipravené metody v laboratofich spolecnosti
GENERI BIOTECH. Do budoucna se planuje piipadné doplnéni multiplexu o dalsi
polymorfismy a roz$ifeni frekvenéni databaze, pro dalsi zpfesnéni. Nicméné to bude jiZ nad

ramec této prace.
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