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SOUHRN

Rozvoj molekuldrné genetickych technik, provazeny vyvojem bioinformatickych pfistupl a rozsifenim genealogie jako hobby, pfinasi nové moznosti také
forenzni genetice. V prehledném clanku jsou porovnany dnes jiz klasické metody genotypizace a ur¢ovani pribuznosti, zalozené na analyze polymorfismu typu
kratkych tandemovych repetic, s moznostmi investigativni genetické genealogie, ktera vyuziva genotypizaci zalozenou na analyze stovek tisicli jednonukleoti-
dovych polymorfimd, bioinformatiky a sdileni profilt jednotlivct v rémci vefejnych databazi.
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Investigative genetic genealogy - new approach to detect relatedness of individuals

SUMMARY

The development of molecular genetic techniques, coupled with the development of bioinformatic approaches and the expansion of genealogy as a hobby,
also brings new possibilities for forensic genetics. The review article compares today’s classical methods of genotyping and determination of kinship based on
the analysis of polymorphisms such as short tandem repeats, with the possibilities of investigative genetic genealogy, which uses genotyping based on analysis
of hundreds of thousands of single nucleotide polymorphisms, bioinformatics and sharing individual profiles within public databases. We describe the princi-
ples of these laboratory techniques and the interpretation of their results. We compare these new approaches with the current practice in forensic laboratories.
We stress the importance of the introduction of whole genome sequencing into forensic genetics. Whole genome sequencing allows due its ability to work with
degraded DNA samples the preparation of proper material for investigative genetic genealogy which has already proven its usefulness in successfully solving
serial murder cases as well as in identifying unknown victims of violent crimes. In addition to methodological approaches and achievements, the limits and

ethical aspects of this new field of forensic genetics are also mentioned.
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Rozvoj metod molekularni genetiky v poslednich desetiletich
ved| k rutinnimu zavedeni analyzy DNA jako metody pro indivi-
dualni identifikaci osob v kriminalistice i pfi feseni paternitnich
spord v obcanskoprévnich fizenich. Tato analyza byla umozné-
na poznanim rozsahu variability sekvenci lidské DNA a vyvojem
technologickych moznosti jejiho zkoumani. Genomy kterych-
koliv dvou osob se navzajem lisi ve vice nez 1% sekvence ge-
nomické DNA (1). Soucasné metody rutinné pouzivané v praxi
forenznich laboratofi jsou zaloZzeny zejména na analyze poly-
morfisma lidské DNA oznacovanych jako kratké tandemové re-
petice (Short Tandem Repeats — STR), které predstavuji vice nez
3% lidského genomu (2). Jejich vyhodou je existence velkého
poctu variant (alel) v kazdém z lokust ve vsech populacich (viz
schéma na Obr.1A). Tento tzv. multialelismus spolu se znalosti
Cetnosti jednotlivych alel ve zkoumané populaci tak predsta-
vuje vhodny ndstroj pro individualni identifikaci. Na zakladé
mezinarodni spoluprace byly vybrany konkrétni STR polymor-
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fismy jako markery vhodné coby souéést tzv. STR profild, urce-
nych k pfimé identifikaci osob a posuzovani blizké biologické
pfibuznosti, a soucasné vhodnych pro uchovavani ve forenz-
nich databazich (4). Technologicky vyvoj sledoval tuto linii, na
trh byly uvedeny kity dovolujici vySetfeni panelu forenzné vy-
znamnych STR polymorfismd pomoci jediné multiplexové PCR
(Polymerase Chain Reaction) s minimalnim nutnym mnozZstvim
vstupni analyzované DNA a naslednou separaci amplifikova-
nych fragment pomoci kapilarni elektroforézy (3). Zacaly vzni-
kat pribézné doplnované databaze pro praci s polymorfismy
typu STR (4), obsahujici vlastni polymorfni sekvence i sekvence
prilehlych oblasti DNA, frekvence jednotlivych alel v rdznych
populacich i popisy metodickych aspektd vysetfovani téchto
polymorfism.

STR polymorfismy jsou bézné pouzivany i pro feseni paternit-
nich spord. Tento typ lokusu je lokalizovan rovnéz na pohlavnich
chromozomech, takZe jejich sledovani mdize byt vyuZito i pro ur-
Ceni paterndini ¢i maternalni linie. Se vzrlstajici pfibuzenskou
vzdalenosti vSak tento zpUsob vysetfovani narazi na své limity.

STR polymorfismy plni dilezité funkce ve forenzni genetice,
avsak nejsou nejcastéjsimi polymorfismy, se kterymi se mizeme
v sekvencich lidské DNA setkat. Mnohem frekventované;si jsou
tzv. jednonukleotidové polymorfismy (Single Nucleotide Poly-
morphisms — SNP), které se v lidském genomu vyskytuji v pri-
méru jednou na tisic pard bazi (5). Na rozdil od multialelickych
STR lokusl jsou SNP polymorfismy vétsinou pouze bialelické
(v populaci existuji jen dvé varianty daného mista se zaménou
jediného nukleotidu), proto je k dosazeni diskriminacni sily po-
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rovnatelné s vysetfenim zalozeném na STR markerech tfeba vy-
Setfit mnohem vétsi pocet téchto lokust (6). Obdobna omezeni
se tykaji polymorfism0 typu INDEL (7), kde alela budto obsahuje
doty¢nou sekvenci (inseréni varianta) nebo tuto sekvenci neob-
sahuje (dele¢ni varianta). Individualni lidsky genom nese vice
nez pdl milionu takovychto polymorfnich mist (8).

K rutinnimu vysetfovani stupné pfibuznosti osob tyto poly-
morfismy (SNP a INDEL) nejsou zatim v praxi pfili$ vyuzZivany,
presto si ale jejich analyza cestu do forenzni genetiky nasla, a to
predevsim v oblasti tzv. DNA fenotypizace a ur¢ovani biogeo-
grafického plvodu (BGA). Byly nalezeny geny, v nichz jsou lo-
kalizovény polymorfismy typu SNP nebo INDEL ,které zasadnim
zplsobem ovliviuji lidskou pigmentaci: barvu duhovky, kiize
a vlasu (9). Nékteré z téchto polymorfism{ maji zaroven vztah
k biogeografického plivodu doty¢né osoby (10). Vysetiovani
paneld jednonukleotidovych polymorfismid za Gcelem zjisté-
ni biogeografického plvodu nezndmé osoby, kterd je zdrojem
zkoumaného biologického materialu, se stalo redlnym zejména
s nastupem metod sekvenovani nové generace do forenznich
laboratofi. Tyto polymorfismy jsou pravé pro svou schopnost
pfinést informaci o biogeografickém pivodu osoby souhrnné
oznacovany jako AlMs -Ancestry Informative Markers) (11).

Nastup novych technologickych platforem umoznil sou¢asné
testovani radové stotisicli SNP v genomu kazdého jednotlivce
a vedl ke vzniku tzv. genetické investigativni genealogie jako
nastroje forenzni genetiky, jenz slouzi k vyhledavani vzdalenéj-
sich pfibuznych pro Ucely objasriovani zavaznych trestnych ¢ind
¢i pfi patrani po zmizelych osobach (12).

V ndsledujicim textu se proto zamérujeme na porovnani dnes
jiz klasickych metodickych pfistupli zalozenych na polymorfis-
mech STR ve vztahu k urcovani pfibuznosti osob s moznostmi
investigativni genetické genealogie (IGG), véetné jejich technic-
kych i etickych aspektd.

PREHLED METOD DNA ANALYZY UMOZNUJiCiCH URCENI
PRIBUZNOSTI OSOB

Urceni pfibuzenskych vztaha na zakladé STR analyzy
Metodika

Klasicky metodicky pfistup je zalozen na enzymatické ampli-
fikaci viech polymorfnich lokust v jediné reakci. Pro bézné pfi-
pady se zpravidla vyuziva vysetieni 15 STR lokus( rozmisténych
na nepohlavnich chromozomech a amplifikace ¢asti genu pro
amelogenin lokalizovaného v pseudoautozomalni oblasti po-
hlavnich chromozomd. (Obrazek 1B). Amplifikace vybrané sek-
vence genu pro amelogenin umoznuje detekovat pfitomné po-
hlavni chromozomy, a urcit tak genetické pohlavi pdvodce DNA
vzorku. Zbylé primerové pary hybridizuji k DNA sekvencim sou-
sedicim s oblastmi jednotlivych vy3etfovanych tandemovych
repetic. Design téchto reakci vede ke tvorbé rdzné dlouhych
amplifikovanych fragmentd, pticemz citlivost reakce zarucuje
Uspésny vysledek i u malého vychoziho mnozstvi DNA ve vzor-
ku - bézné i hluboko pod 1 ng na analyzu (3). Podle typu fluores-
cencniho znaceni pouzitych PCR primerl a délkového rozmezi
ziskanych fragment je po jejich separaci kapilarni elektroforé-
zou mozné presné identifikovat jednotlivé alely polymorfnich
lokus(, a sestavit tak DNA profil vy3etfované osoby. Kazd alela
je oznacovana poctem opakovani tandemovych repetic, které
obsahuje (viz Obrazek 1C). V nekomplikovaném pfipadé pater-
nitniho sporu, kdy je mozné ziskat profily od celého tria (matka,
dité, pravdépodobny otec), pak porovnanim STR profild matky
a ditéte (Cerné znaceny profil v Obr.1C) ziskdme informaci, které
alely v profilu ditéte jsou otcovského puvodu, a mizeme porov-
nat, zda se tento set alel vyskytuje v STR profilu nai¢ceného muze
(S3edé oznacena c&ast profilu v Obr.1C). V pfipadé nédlezu shody
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nasleduje vypocet paternitniho indexu, ktery vychazi ze znalos-
ti populacnich frekvenci jednotlivych alel obsazenych v tomto
profilu, jak bude vysvétleno déle. K vylouceni otcovstvi musi
byt nalezena neshoda v nejméné trech polymorfnich lokusech,
protoze u polymorfisml typu STR dochazi v dtsledku tzv. ,pro-
kluzu polymerdzy” pomérné ¢asto k mutacim pfi replikaci DNA,
kdy vysledkem je zména poctu opakovani zdkladniho motivu
v repetici, a tedy zména alely (13). Frekvence téchto mutaci je
znama pro kazdy vysetrovany polymorfismus a Ize ji zahrnout
do vypoctu paternitniho indexu (14).

Porovnani STR polymorfismd na Y chromozomu slouzi k po-
tvrzeni paterndlni linie v rodokmenu, nicméné nalez shodného
STR haplotypu (tj. setu STR polymorfismU tvoficich vazebnou
skupinu nepodléhajici rekombinaci) na Y chromosomech syna
a domnélého otce nepotvrzuje pfimo otcovstvi tohoto muze,
protoze jeho bratfi, strycové i otec nesou tentyz haplotyp. Nalez
shodného Y chromozomalniho haplotypu ve forenznich data-
bazich maze ale vést k nalezeni muzskych pribuznych muzské-
ho plvodce DNA vzorku (15). Pro sledovani maternalni linie Ize
rovnéz vyuzit STR polymorfismi lokalizovanych na X chromo-
zomech (16) ¢i vazebnych skupin INDEL polymorfism( vysetfo-
vanych obdobnou metodikou (7, 17). Sledovéani maternalni linie
umoznuje také sekvenovani mitochondrialni DNA (18).

Aplikace metod sekvenovani nové generace vede k ziskani
sekvence vsech vybranych polymorfnich STR lokus(, a dovoluje
tak odliseni tzv. mikrosekvencnich variant, u nichz doslo zpra-
vidla k bodové mutaci v jedné ¢i vice tandemovych repeticich,
eventualné k vlozeni kratké nerepetetivni sekvence mezi repe-
tice. Timto zpUsobem doslo ke zvyseni poc¢tu polymorfnich alel
jednotlivych STR lokusd a dalsimu zvyseni jejich diskriminacni
sily (19).

Interpretacni moZnosti

Pro kazdy typ biologického pfibuzenského vztahu zaroven
existuje ocekavana mira genetické shody, dand koeficientem pfi-
buznosti, ktery charakterizuje miru sdileni genetického materia-
lu od spole¢ného predka ci predku (20). Znalost popula¢ni frek-
vence jednotlivych alel STR marker( spolu s aplikaci Hardy-Wein-
bergova zdkona a principl bayesovské statistiky, pak umoznuje
posoudit vérohodnost skute¢né pozorované shody pfi platnosti
jednotlivych zvazovanych hypotéz (21). Pro kaZzdou dvojici zva-
Zovanych tvrzeni je pak mozné tyto vérohodnosti poméfit po-
moci vérohodnostniho poméru (likelihood ratio - LR), pro ktery
se v pripadé posouzeni biologického otcovstvi vZil termin pater-
nitni index (22). ZpUsobu interpretace vysledk( STR genotypiza-
ce pro urcovani piibuzenskych vztah( je dlouhodobé vénovana
pozornost a k dispozici jsou osvédcené softwarové nastroje (23)
- k nejrozsitenéjsim patii napfiklad program Familias (24).

Potfeba nepfimé genetické identifikace télesnych ostatkd
je evidentni napfiklad v pripadech identifikaci obéti hromad-
nych nestésti (Disaster Victim Identification — DVI), forenzné
geneticka identifikace je vyuzitelnd i v souvislosti s migra¢nimi
krizemi. Spole¢nou vlastnosti téchto pfipadu je to, Zze biolo-
gicky materidl identifikované osoby neni jiz casto intaktni, ale
dosahl urcitého — nékdy i velmi pokrocilého - stupné degrada-
ce. To v praxi znamend mnohdy omezené&jsi moznosti sprav-
né a uplné genotypovat véechny vybrané markery. Typickym
dusledkem pak je situace, kdy ze standardné testované sady
STR marker(l je Uspé3né genotypovano jen nékolik malo, coz
vede k velmi nizké hodnoté paternitniho indexu, a tedy k ne-
moznosti identifikaci uzaviit jako nespornou. Dalsi komplikaci
je, pokud v rdmci daného testovani neni z jakéhokoli dlivodu
mozné vyuzit klasické trio a je nutné identifikovat osobu pro-
strednictvim jinych, vzdalenéjsich pfibuzenskych vztahd. Za-
timco identifikace pomoci sourozeneckych vzorkli muze byt
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Obr. 1. Zakladni principy STR analyzy. (A) Priklad struktury polymorfniho STR lokusu, alely jsou oznac¢ovény poc¢tem repetic,
které obsahuiji. (B) Rozlozeni polymorfnich STR lokusd na chromozomech na pfikladu panelu obsazeném v hojné vyuzivaném
kitu AmpF/STR Identifiler. (C) Kompletni STR profily tria otec-dité-matka s vyzna¢enim materndiniho (¢erné) a paternélniho
(Sedé) profily, tyto profily spolu s frekvencemi jednotlivych alel slouzi k vypoctu paternitniho indexu.

Fig. 1. Basic principles of STR analysis. (A) Example of the structure of a polymorphic STR locus, alleles are indicated by the
number of repeats they contain. (B) Distribution of polymorphic STR loci on chromosomes on the example of a panel included
in a widely used kit AmpF/STR Identifiler. (C) Complete STR profiles of the father-child-mother trio with maternal (black) and
paternal (gray) profile, these profiles together with the frequencies of individual alleles are used to calculate the paternity index.

diky standardni dostupnosti dat z 24 STR marker( pomérné
prikazna, uziv pripadé polovi¢nich sourozenct a omezeného
mnozstvi STR marker( je interpretace vysledkl obtizna, v pfi-
padé vzdalenéjsich pribuzenskych vztahli (napt. prvostupnovi
bratranci) prakticky nemozna. Stejnd omezeni plati i v pfipa-
dech, kdy je identifikace zaloZena na vyuziti forenznich gene-
tickych databazi, které sice mohou obsahovat stovky tisic az
miliony profild DNA, ovSsem zaloZenych na limitovaném po-
¢tu 20 (USA), 23 (Cina) nebo 16 (Evropa) STR autozomalnich
markert (25). Tento typ vyhledavani potencialnich pfibuznych
v databazi, tzv. pfibuzenské prohledavani neboli familiar sear-
ching, ma proto v kriminalistické praxi znacna omezeni (26),
jakkoli se z laického hlediska jevi jako potencidlné velmi moc-
ny nastroj. Investigativni genetickd genealogie (IGG), jejiz prin-
cipy jsou popsany v nasledujicich odstavcich, pomaha limity
STR genotypizace v této oblasti eliminovat.

60

Urceni pribuzenskych vztaht na zakladé IGG

Privatni spole¢nosti poskytujici komeréni geneticko-genea-
logické testovani vénovaly v poslednich cca 10 letech zna¢né
usili hledani a rozvoji novych metod uspokojujicich pozadavky
zajemcl z hobby komunity genealogu. Tyto spole¢nosti, typové
oznacované jako DTC (direct to customer), nabidly jiz desitkam
miliond svych zdkaznikd testovani zalozené na polymorfismech
typu SNP. Hnacim motorem pokroku v této oblasti zlstava rake-
tovy rozvoj technologii umoznujicich ziskani az nékolika set tisic
SNP béhem jediné analyzy (pfedevsim v rdmci tzv. high-density
microarrays genotypovani - viz dale), coz sebou pfindsi vyrazné
snizeni ceny analyzy, a tim zasadni zlep3eni jejich dostupnosti.
Takovéto pocty genotypovanych marker( jiz umoziuji identi-
fikovat jedince i prostfednictvim srovnavani shody v mnohem
vzdalenéjsich pribuzenskych vztazich, jako jsou napftiklad druzi
a treti bratranci (12, 27).
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Diky dostupnosti tohoto nového typu genetickych dat se pre-
devsim v USA zacal rozvijet novy obor, takzvana investigativni
genetickd genealogie (IGG), kterd kombinuje vystupy z prohle-
davani geneticko-genealogickych databézi s genealogickym
vyzkumem $irsich rodinnych rodokmend. IGG nabizi poskytova-
teldm forenznich sluzeb pomoc predevsim ve dvou oblastech:
1) Poskytnuti operativnich informaci orgdnim cinnym v trest-

nim fizeni, tykajicich se vzdélené piribuzenskych vztahtd mezi

nezndmym zUstavitelem biologického materidlu na misté
¢inu a jeho tieba i vzdélenymi biologickymi pfibuznymi, ktefi
zanesli svoje profily DNA do verejné pfistupnych geneticko-

-genealogickych databazi a vyjadfili souhlas s jejich vyuzitim

pro tento uUcel (12, 25, 27).
2)ldentifikace nezndmé osoby (kupfikladu mrtvoly nezndmé

totoznosti) analyzou jejiho biologického (vétSinou degra-

dovaného) materialu a porovnanim s profily DNA moznych

vzdalenych pfibuznych v geneticko-genealogickych databa-

zich (28).

ZpUsob aplikace IGG je zndzornén na Obr.2. Zde je tfeba zd (-
raznit, ze k vyuziti IGG dochdzi az poté, co nebyly nalezeny zad-
né k porovnavani vhodné profily ve forenznich STR databézich
(25). Shoda studovaného vzorku DNA s DNA osoby nalezené
pomoci IGG musi byt rovnéz v zavérecné fazi vysetiovani pro-
kdzana shodou v STR profilu. Prilom ve vyuzivani IGG znamenal
pfipad oznacovany jako ,Golden State Killer’, kdy byl vrah po
desetiletich neldspésného patrani v roce 2018 nalezen metodou
IGG (27). Pfistup IGG byl rovnéz tspésné aplikovan v evropském
prostoru k identifikaci neznamého zavrazdéného muze naleze-
ného ve Svédsku, kdy IGG vedla k dohledani jeho blizkych pfi-
buznych v Chorvatsku (28).

-

STR profil nezndméha vzarku lidské DMNA
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profill
i

Menalezena $adnd shoda ani podobnost

Vytvoreni profilu obsahujiciho 700 000 polymarfrich mist typu SHP:

AACTGCGGTAATACAGAGGACCATTTACCGG GAATACGCCATTTAGCACTTATCGAAACGT
AACTACGGTATTACAGAGGCCCATTTACCGGGATTACGCCATTTACCACTTATCGAAGCGT

Porovndni profilu & komerdnimi databdzemi

Ziskani setu profild moinych pribuznych spolu s odhadem stupn@ jejich pfibuznosti
vzhledem ke zkoumanému vzorku

r=05
rodiée a sourozencl

HTHTT
iy

HEHEHEHETE “ II
At atal gl O O

r=0,25
Prarodife, strjcové,
taty, netefe, synovei...

A
IV

il

r=0,031
Druhostupfiowi bratranci
asestfenice,..

Wi
(NIRRT

il

Genealogicky prizkum vedouci k nalezeni nejblifsich pfibuznych a ziskani kentrolnich

vzarkd

Porovndni ziskanych vzorkii s STR profily v databazich

Obr. 2. Za¢lenéni metody investigativni forenzni genealogie do schématu forenzni analyzy neznamého vzorku DNA. Na
chromozomech je naznacen rozsah sdilenych ¢asti genomu mezi osobami o daném stupni pfibuznosti (r = koeficient pfibuz-
nosti). Rozsah sdilenych oblasti se se zkracuje se zmensujicim se koeficientem pribuznosti.

Fig. 2. Incorporation of the method of investigative forensic genealogy into the scheme of forensic analysis of an unknown
DNA sample. The extent of shared parts of the genome between individuals of a given degree of relatedness (r = coefficient of rela-
tedness) is indicated on the chromosomes. The extent of shared areas decreases with the decrease of the coefficient of relatedness.
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Metodika IGG

Zatimco STR profilovani je ve svém zakladnim provedeni spo-
jené s polymerazovou fetézovou reakci (PCR) v multiplex for-
matu a naslednou separaci amplifikovanych fragmentd pomoci
kapilarni elektroforézy, metodické postupy, na nichz je zalozena
IGG, jsou o poznani komplexné&jsi. Metody genetické analyzy
dovolujici vysetfeni vysokého poctu polymorfism0 typu SNP
u kazdého jedince jsou bud sekvenacni nebo zaloZzené na tzv.
+high density microarrays”“(12). Principy obou technologii jsou
schematicky znazornén na Obr.3. Ze schématu je patrna nut-

nost amplifikace genetického materialu, jednotlivé amplifikac-
ni kroky jsou oznaceny Sedymi ovély. Zatimco celogenomové
sekvenovani umoznuje za podminky peclivé bioinformatické
analyzy (predevsim filtrovani ziskanych dat dle jejich kvality)
analyzovat vsechny polymorfismy v daném individualnim ge-
nomu, ostatni metody predem definuji analyzovany set SNP
polymorfismu aplikaci PCR na tyto vybrané tseky a naslednym
sekvenovanim ziskanych amplikon( nebo zachycenim pozado-
vanych usekd genomické DNA pomoci hybridizace na predem
pfipravené sondy. Problémem z(stdva pozadavek na relativné
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Obr. 3. Zakladni laboratorni metodické principy vyuZzivané v procesu investigativni forenzni genealogie.
Fig. 3. Basic laboratory methodological principles used in the process of investigative forensic genealogy.
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vysoké mnozstvi vstupniho vzorku DNA a jeho kvalitu. Rutinni
metody forenznich laboratofi zaloZzené na STR profilovani boha-
té vystacuji s Tng DNA, v pfipadé aplikace SNP microarray byly
publikovany uspokojivé vysledky s mnozstvim DNA ve vzorku
0 néco malo nizsim nez 25 ng (29).

Z hlediska ziskani potfebného SNP profilu se tak jevi byt vhod-
nou metodou volby pro forenzni laboratore celogenomové sek-
venovani, které je aplikovatelné na fragmentovanou DNA, a do-
voluje tudiz i praci s degradovanou DNA, bézné se vyskytujici ve
forenznich vzorcich. Jeho hlavni nevyhodou zistava vyssi cena
a narocné bioinformatické zpracovani. Cesta celogenomového
sekvenovani vzorku na akademickém pracovisti byla zvolena
i v prvnim evropském Uspésné ukonéeném pfipadu aplikace
IGG. V tomto pfipadé byly pouzity 3 ng DNA izolované s kosti
a celogenomové sekvenovani bylo provedeno s primérnym
pokrytim 32,2x (28). Tato hodnota oznacuje prlimérny pocet
precteni kazdého analyzovaného fragmentu DNA pfi aplikaci
metody masivniho paralelniho sekvenovani.

Interpretalni moznosti IGG

Pristup vyuzivajici vérohodnostni pomeér (likelihood ratio - LR)
je zaloZzen na posouzeni, jak vérohodna (tj. ocekdvatelnad) jsou
pozorovand genetickd data (genotypy) za predpokladu plat-
nosti predem formulovanych tvrzeni tykajicich se vzajemnych
pfibuzenskych vztah(i mezi zkoumanymi jedinci (22). Pfedevsim
tento pfistup je Siroce rozsiten pti formulovani zavéra forenz-
né genetickych expertiz, a to z toho dlvodu, Ze umozniuje vy-
jadrit vahu dlkazu formou ciselné hodnoty. Jeho nevyhodou
je ovéem nutnost vytvoreni rozsifené frekven¢ni databaze jed-
notlivych alelickych variant, &itajicich stovky az tisice markerd.
Znalost populacnich frekvenci jednotlivych haplotypt Ize pak
vyuzit pfi interpretaci sledu jednotlivych detekovanych SNP na
chromozomech vysetfovaného jedince (30). Dalsim z problémd,
které je nutné brat v Gvahu, je zvysené riziko vazebné nerovno-
vahy mezi blizkymi lokusy, které je v pfipadé jejich vétsiho po-
¢tu mnohem pravdépodobnéjsi (31), pficemzZ tato nerovnovaha
ma vliv na vypocet jednotlivych vérohodnosti.

Exploratorni pfistup nepotiebuje vychodisko ve formé zna-
losti frekvenci jednotlivych variant sekvenci, vychézi z prosté-
ho posouzeni délky a poc¢tu segmentl DNA nesoucich shodné
varianty sledovanych SNP v genomech porovnavanych jedincl
(32).V zadsadé je nutné posoudit, nakolik jsou oblasti DNA mezi
témito jedinci sdilené, tzn. zdédéné od spole¢nych predk
(identical by descent - IBD). O sile této pfibuznosti potom muze
vypovidat koeficient ptibuzenstvi (kinship coefficient) (33), ktery
fika, jaka je pravdépodobnost, Ze shodna alela u dvou jedincl
nahodné vybranych z populace je identicka ptivodem. Po vyna-
sobeni tohoto koeficientu dvéma ziskdvame obecné vice zndmy

Tabulka 1. Priklady koeficientl pfibuznosti pro nejobvyklejsi pfibuzenské
vztahy.

Koeficient Koeficient
pfibuznosti r pribuznosti r

Jednovajecna Praprarodic-
1,0 0,125
dvojcata vnuk, vnucka
Rodic- dité, vlastni Bratranci
L 0,50 a sestfenice 0,125
sourozenci ¥ y
prvniho stupné
Polorodi sourozenci Bratranci
(sdili jen jednoho 0,25 a sestrenice 0,031
rodice) druhého stupné
Prarodi¢ - vnuk, .
vnucka Bratranci
0.25 a sestfenice 0.007

stryc — netef, synovec

., tretiho stupné
teta — netef, synovec P

a v genetice bézné pouzivany koeficient pfibuznosti (coefficient
of relatedness) (34). Priklady koeficient(l pfibuznosti pro nejbéz-
néjsi pribuzenské vztahy jsou uvedeny v Tabulce 1. Alternativné
Ize v rdamci exploratorniho pfistupu posuzovat délku segmenti
DNA, v kterych jsou zkoumani jedinci shodné homozygotni pro
sledované alely SNP. Cim delsi jsou takto detekované segmenty,
tim je pravdépodobnéjsi, Ze tyto segmenty pochazeji od spolec-
ného predka. Tento model je pfedevsim vyuzivan pro posouzeni
genetické pribuznosti v rdmci komer¢nich geneticko-genealo-
gickych testl. Aplikaci exploratorniho pfistupu na set 20 tisic
profild se podafilo spravné detekovat 90% tretich bratranc(
a 46% ctvrtych bratranct (35). Oba typy exploratornich mode-
[0 neudavaji presny stupen pfibuznosti, ale spise mozny rozsah
pfibuzenskych vztahd, které musi byt dale ovéreny genealogic-
kym vyzkumem (12).

Uspéch IGG je preduréen jak metodologickym zazemim v po-
dobé pokrocilych molekularné genetickych a bioinformatickych
metod schopnych produkovat a nasledné zpracovavat obrovské
objemy dat, tak charakterem dostupnych databazi. Charakte-
ristiky hlavnich databazi jsou stru¢né shrnuty v Tabulce 2. Pro
forenzni ucely je porovnanim s databazemi vyhledan soubor
vzork( s nejblizsim detekovatelnym potencidlnim pfibuzenskym
vztahem ke zkoumanému vzorku, poté nésleduje objasfhovani
rodokmenovych vztahl vcetné vyuziti volné dostupnych dat ze
socidlnich siti (12) a sbér kontrolnich vzork( spole¢né s vyhodno-
covanim ostatnich dikazd daného ptipadu. Vysetiovani je Uspés-
né uzavieno nalezenim osoby, jejiz STR profil se pIné shoduje se
zkoumanym vzorkem DNA klicovym pro feseni pfipadu (25).

Tabulka 2. Hlavni poskytovatelé genetickych profilG pro genealogické tcely a JejICh zédkladni charakteristiky. Volné upraveno dle Klinga et al. (12).

2006 1996 2000 2010 2003
Velikost databaze 12 miliont 19 miliont 1,4 milionu 1,45 milionu 4,5 milionu
(pocet profilil)
Pocet vysetiovanych SNP 654 027 ~700 000 654 027 Neudavan 654 027
Mezinarodni dostupnost Vice nez 50 zemi 34 zemi Vsechny zemé kromé Celosvétové Vsechny zemé kromé Izraele,
Sudanu a Irdnu dostupna Iranu, Libye, Sidanu, Somalska,
Severni Korei, Libanonu a Syrie
Moznost provedeni IGG Ne Ne Ano Ano Ne
Moznost vkladani profilt Ne Ne Ano Ano Ne
z jinych nez vlastnich akceptuje profily od (akceptuje profily
zdrojt 23andMe, AncestryDNA, od vice nez 20
MyHeritage poskytovatel)
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SOUCASNE PROBLEMY A MOZNOSTI DALSIHO VYVOJE

Forenzni implementace IGG je redukovana predevsim meto-
dickymi moznostmi standardnich forenzné genetickych labora-
tori. Nové technologie vyzaduji zavedeni finan¢né nakladného
pfistrojového vybaveni a sofistikovanych bioinformatickych
pfistupt k interpretaci dat. Dalsi omezeni vyplyvd ze samé
podstaty forenznich vzorkd, které nejsou diky svému mnozstvi
a kvalité v pfipadé identifikace degradovanych biologickych
materialt nejvhodnéjsim vstupnim materidlem pro standardni
SNP genotypovani na ¢ipech (,high density microarrays”). Ten-
to nedostatek je mozné kompenzovat metodikou zaméfenou
na tzv. celogenomové sekvenovani. Historicky byly tyto postu-
py zkoumany v souvislosti s vyzkumem starobylé DNA (ancient
DNA) (36). V dnesni dobé jsou vyuzitelné pravé kvuli citlivosti
analyzy vzhledem k forenznim vzorkiim (28). Z tohoto dlivodu
probihd v CR vyzkumny projekt VI20172020102 Ministerstva
vnitra CR o nazvu Vyuziti DNA polymorfismd typu CNV pro ur-
¢eni stupné pfibuznosti osob” zaméfeny na hledani vzacnych
genetickych variant pro vyuziti pravé pfi zjiStovani vzdalenejsi
pfibuznosti osob a na implementaci metody celogenomové-
ho sekvenovani do praxe forenznich labotratofi . Tato metoda
v kombinaci se specializovanymi bioinformatickymi pfistupy
je univerzalné vyuzitelnd pro detekci jakychkoliv polymorfis-
mU v lidské DNA. Nalezeni shodné popula¢né extrémné vzac-
né varianty (napfiklad kratké sekvence, kterd se na doty¢ném
misté v genomu muze vyskytovat v rGzném poctu kopii, tzv.
polymorfismus typu CNV- Copy Number Variation) v genomu
dvou jedincl poskytuje potencialni dikaz jejich pfibuznosti,
pfi cemz kazda takovato varianta mize obsahovat rdzny pocet
SNP polymorfisma.

ProtoZe data zalozend na SNP genotypovani nejsou kompati-
bilni s forenznimi DNA databazemi naplnénymi daty ziskanymi
STR profilovanim, je nutné v pfipadé porovnavani SNP profild
uvazovat o jinych typech databazi, které splnuji naroky prede-
v$im s ohledem na jejich velikost, spolehlivost generovani hit(
a narokl na zabezpeceni dat. Privatni spole¢nosti nabizejici
tento typ analyz vyuzivaji svoje vlastni databaze, které jsou vsak
z komer¢nich dlvodl vzidjemné nekompatibilni (alespon ne
pIné) viz Tabulka 2. SNP profil vhodny pro nahrani do databaze
musi mit potfebnou velikost a kvalitu, musi obsahovat kolem
700 000 SNP genotypu jedince, kterého chceme porovnavat

s obsahem databaze. Celogenomové sekvenovani je schopno
poskytnout profily potfebné kvality ke vlozeni do téchto data-
bazi (12, 28), dosazeni podobné velikosti databazi tohoto typu
(Tabulka 2) je v souc¢asné dobé pro forenzni laboratore neredl-
nym ukolem.

Z popudu geneticko-genealogické komunity vznikla v roce
2010 oteviena databaze GEDMatch, kterd umoznila zajemcim
databdzovat svoje SNP profily bez ohledu na to, u které spole¢-
nosti si nechali provést geneticko-genealogicky test. | do dnes-
nich dnu je to prakticky jedina vefejna geneticko-genealogicka
databdze, kterd umozniuje nahravat genetické profily z mnoha
rlznych zdroji véetné organ( ¢innych v trestnim fizeni za pred-
pokladu ziskani souhlasu majitelt databaze, ktery odrazi postoj
uzivatell k danému pfipadu. (12, 25). Kazda osoba majici svUj
profil v databdzi tak mlze rozhodnout, zda jej d4 k dispozici pro
pravé probihajici vysetfovani. Neni prekvapenim, ze vyuzitel-
nost této databdze je vazana predevsim na severoamericky kon-
tinent, protoZze pravé z tohoto prostoru pochazi vétsina zajemcl
o geneticko- genealogické testovani. Nicméné je dolozena jeji
vyuzitelnost i v evropském prostoru, kdy vlastni SNP profil fo-
renzniho vzorku byl generovan akademickym pracovistém (28),
ztohoto divodu je zatim v zapadnich pravnich systémech tento
pfistup vniman jako operativni informace. Rozsifené pouzivani
SNP dat by mélo pfinést v budoucnu nové biostatistické me-
tody, které by zefektivnily vyuZiti exploratorniho pfistupu jako
spolehlivého nastroje k vyhledavani skutecnych biologickych
pfibuznych v dostupnych databazich.

Pripady Uspésné vyreSené pomoci IGG se v soucasné dobé jiz
pohybuiji v fadu stovek (27). Dalsi rozvoj a Uspésné aplikace IGG
pfistupu stejnou mérou jako na vyvoji technologie zavisi na pa-
ralelnim vyvoji v oblasti legislativy, ktery musi zohledriovat také
fadu etickych aspektd.
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