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Markery na X-chromozome: minulost’, si¢asnost’ a buducnost’

Anotacia: X-chromozomalne markery si nasli uplatnenie vo forenznej praxi vd’aka vystupom klinickej genetiky.
Ich aplikdcia je zamerand hlavne na testovanie pribuznosti (resp. tzv. kinship analyzu). Aj ked v beznych
pripadoch typizacia X-STR markerov nie je potrebnd, za urcitych podmienok méze byt’ ich pouzitie kl'acové.
Svoje vyuzitie maju aj v populaénych $tudidch a stopovych analyzach. Tato StGdia sa nesustred’'uje len sa
samotné STR markery, ale aj na Specifické vlastnosti chromozomu X, ked’ze prave tie st kI'aicovymi prvkami
spravneho vyuzitia X-STR markerov.
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1 Specialne vlastnosti chromozému X

1.1 Zakladna charakteristika

Chromozém X je jeden z paru pohlavnych chromozémov. V somatickych bunkach
zien sa nachadza v dvoch kopiach, muzi maja jeden X ajeden Y chromozom. K evoluénému
roz€leneniu gonozémov doSlo priblizne pred 150 az 200 milionmi rokov. Muticia na
vtedajSich autozoémoch v géne kodujucom transkripény faktor viedla k vytvoreniu nového
variantu s vlastnostami determinujucimi pohlavie. V sucasnosti je tato alela reprezentovana
génom SRY na chromozéme Y a vedie ku vzniku muzského pohlavia.

1.2 Struktara

Ludsky chromozém X patri medzi stredne velké submetacentrické chromozomy. Na
terminalnom konci kratkeho ramena sa nachadza pseudoautozomalna oblast’ PAR1 s dizkou
2,7 Mb, na konci dlhého ramena pseudoautozomalna oblast’ PAR2 s dizkou 330 kb. Tieto
regiony sa nachadzaju taktiez na chromozome Y a vytvéraji tak homologické useky medzi
tymito dvoma chromozémami?.

Na zéklade vyhodnotenia vSetkych verejne publikovanych l'udskych sekvencii a génov
z inych organizmov bolo identifikovanych 1098 génov (7,1 génu na megabazu) a 700
pseudogénov (4,6 na megabazu) na chromozéme X. Génova hustota, nepocitajic pseudogény,
génov tvoria len 1,7 % sekvencie chromozomu X. Napriek tomu, zZe chromozém X obsahuje
len 4 % zo vSetkych l'udskych génov, takmer 10 % chordb s mendelistickou dedi¢nost’ou sa
spaja s chromozomom X. Chromozém X obsahuje vo vSeobecnosti kratke gény, priCom
priemerna dizka génu na chromozéme X je 49 kilobaz, zatial’ o napriklad na chromozéme 13
je to 57 kilobaz. Napriek tomu sa na tomto chromozéme nachadza najviacsi zndmy gén
V l'udskom genéme, gén pre dystrofin (DMD), ktory ma rozpétie 2 220 223 bazovych parov.
Dal§imi vyznamnymi génmi na chromozéme X su gény CT (cancer — testis)? antigénovej
skupiny asu charakteristické expresiou v mnozstve nadorov, kym expresia v zdravych
tkanivach je lokalizovanéd prevazne v semennikoch. Tieto gény su potencidlnym cielom pre

! ROSS, M.T., GRAFHAM, D.V., COFFEY, AJ., SCHERER, S., MCLAY, K., et al. (2005). The DNA
sequence of the human X chromosome. Nature. VVol.(7031): 325-337.
2 CT skupina génov, z angliStiny cancer testis - gény, ktorych mutacie podmiefiuju rakovinu semennikov.



nadorova imunoterapiu. Na chromozéme X sa nachadzaju taktiez gény pre nekodujice RNA
(tzv. cRNA)34,

1.3 Inaktivacia

Obr. 1: Na obrazku vpravo st Sipkami ozna¢ené Barrove telieska v bunkach zeny, na obrazku vlavo sa
Barrove telieska nenachadzajt, ked’Ze ide o bunky muza®.

Ked’Zze v somatickych bunkach zien sa nachadzaju dve kopie chromozomu X av
muzskych bunkéch len jedna, je u Zien potrebnd kompenzécia davky X-viazanych génov. To
je dosiahnuté procesom inaktivacie jedného z chromozémov vo v€asnom §tadiu blastogenézy.
Chromozom, ktory bude inaktivovany, je bunkou zvoleny ndhodne, v niektorych bunkéch sa
inaktivuje X maternalneho, v inych paterndlneho povodu. V naslednych generaciach danej

linie je vSak inaktivacia fixovana na ten isty chromozom®.

1.4 Rekombinacia

1.4.1 Zakladna charakteristika

Rekombinécia je proces, ktorého vysledkom st nové kombinacie génov. Gaméty
obsahujuce tieto kombinacie sa nazyvaji rekombinantné. Fyzickou podstatou rekombinacie je
crossing-over, teda skuto¢ny proces vymeny usekov medzi homologickymi chromozémami.

% Su to gény, ktorych produktmi nie st proteiny, ale funkéné RNA. Z tychto génov stoji za zmienku hlavne XIST
(X inactive specific transkcript, z angl. X inaktivny S$pecificky transkript), ktory sa podiela na inaktivacii
chromozému X.

4 GRIFFITHS-JONES, S., MOXON, S., MARSHALL, M., KHANNA, A., EDDY, S., BATEMAN, A. (2005).
Rfam: annotating non-coding RNAs in complete genomes. Nucleic Acids Research. Vol.(33): D121-D124;
ROSS, M.T., GRAFHAM, D.V., COFFEY, A.J., SCHERER, S., MCLAY, K., et al. (2005). The DNA sequence
of the human X chromosome. Nature. Vol.(7031): 325-337.

5 FERAK, V., SRSEN, S. (1990). Genetika &loveka. Slovenské pedagogické nakladatel'stvo, 447, ISBN 80-08-
00349-9.

® Tento proces bol prvykrat popisany v roku 1961 genetickou Mary Lyonovou na bunkdch mySacich embryi.
Inaktivovany chromozém nevyzerd a ani sa nesprava ako ostatné chromozomy. Pri jeho kondenzacii vznika
Struktira nazyvand Barrovo teliesko, ktoré je lokalizované pri jadrovej membrane. Geneticky je tento
chromozom takmer inertny, avsak niektoré gény sl nad’alej exprimované. To znamena, Ze inaktivacia nie je
uplna, a preto osoby s odchylkou od normalneho poc¢tu chromozoémov X nie su uplne zdravé. Replikdcia DNA
inaktivovaného chromozoému prebicha neskor ako v ostatnych chromozomoch (Kadasi, 2010; Snustad
a Simmons, 2009).



Odohrava sa v pachyténnom Stadiu profazy prvého meiotického delenia, ked’ sa chromozémy
paruju avytvaraju tzv. tetrddy. Aj ked je tetrdda tvorend Styrmi homologickymi
chromatidami, k prekrizeniu v kazdom mieste dojde len medzi dvoma znich. V mieste
prekrizenia vznikne zlom a Casti chromatid sa spoja tak, Ze vznikni rekombinanty. Zvys$né
dve chromatidy v danom mieste rekombinované nie si. V ramci jednej tetrady moze dojst
K viacerym vymenam na réznych miestach. Crossing-over je v takychto pripadoch dvojity,
trojity alebo az Stvorndsobny. V diploténnom S$tadiu profazy prvého meiotického delenia
mozeme pozorovat cytologicky dokaz crossing-overu, tzv. chiazmy. Sparované chromozoémy
sa vtedy mierne odpudzuju aV tesnej blizkosti ostavaju len centromerické oblasti a oblasti
prekrizenia’,

1.4.2 Pseudoautozomalne oblasti

V somatickych bunkéch Zien sa nachaddzaji dva chromozémy X, ktoré su rovnaké tak
z hl'adiska velkosti, ako aj genetického obsahu, a preto sa navzdjom moézu rekombinovat’ po
celej dizke. Muzi maju jeden X a jeden Y chromozom. K rekombinacii medzi nimi dochadza
vd’aka pritomnosti regionov, ktoré sa nazyvaju pseudoautozomalne a su lokalizované na
koncoch dlhého a kratkeho ramena oboch chromozémov?.
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Obr. 2: Lokalizacia oblasti PAR1 a PAR2 na chromozomoch X a Y?°.

Pseudoautozomalne oblasti sa navzajom rekombinuji rovnako, ako je to
pri autozomoch, avSak aktivita rekombinacie sa v PAR1 medzi pohlaviami 1isi. U muzov je
najvyssia frekvencia rekombinacie z celého gendmu prave v tejto oblasti. Strata PARL je
asociovana s muzskou sterilitou, kedZe tato oblast’ je potrebnd pre spravne parovanie

" SNUSTAD, D.P., SIMMONS, J.M. (2009). Genetika. Masarykova univerzita- Nakladatelstvi, 871, ISBN 978-
80-210-4852-2.

8 ROSS, M.T., GRAFHAM, D.V., COFFEY, A.J., SCHERER, S., MCLAY, K., MUZNY, D., et al (2005). The
DNA sequence of the human X chromosome. Nature. VVol.(7031): 325-337.

% FLAQUER, A., RAPPOLD, G.A., WIENKER T.F., FISCHER, Ch. (2008). The human pseudoautosomal
regions: a review forgenetic epidemiologists. European Journal of Human Genetics. VVol.(16): 771-779.



chromozémov X a'Y pri meidze a pre ich spravnu segregaciu do gamét. Pravdepodobnost’
rekombinéacie v PAR2 je niz§ia ako v PARI1, ale vys§ia ako v autozomalnych oblastiach®®,
Nové Stadie dokazuju pritomnost’ dalSej pseudoautozomalnej oblasti PAR3, ktora sa
nachadza v oblasti Xq.21.3 na chromozome X a v oblasti Yp11.21L,

1.4.3 Vizba génov a vizbova nerovnovaha

Gény, ktoré sa nachadzaji na rovnakom chromozoéme, meidzou putuji spolocne. Alely
jednotlivych génov sa mézu rekombinovat’, pricom pravdepodobnost’ tohto javu zavisi od
vzdialenosti medzi nimi. Percentualne vyjadrenie pravdepodobnosti meiotickej rekombinacie
medzi dvoma lokusmi udava tzv. rekombina¢na frekvencia — 6. Ak 6= 1, hovorime o tplne;j
vizbe. O volnej kombinovatel'nosti zasa hovorime ak 6= 0,5,

Na vyjadrenie moZnosti, Ze sa alely na réoznych lokusoch budu dedit’ spolo¢ne, sa
pouzivaju terminy linkage disequilibrium (vdzbova nerovnovaha) a linkage equilibrium
(vizbova rovnovaha). Ak su alely zoskupené nahodne, hovori sa, ze si vo vézbovej
rovnovahe. Vizbovd nerovnovdha znamend, Ze alely su zoskupené nenadhodne. Inymi
slovami, je to bud’ CastejSia, alebo menej Castd pritomnost” ur¢itych kombinacii alel, ako by sa
dalo ocCakavat pri ndhodnej formacii haplotypov. Miera, akou su alely asociované¢ do
haplotypu, sa nazyva parameter viazbovej nerovnovahy a znaci sa pismenom D. Matematicky
ide 0 rozdiel medzi frekvenciami gamét s danymi alelami vo faze cis a frekvenciami gamét
s alelami vo faze trans. Pri nezavislom formovani haplotypov su frekvencie gamét vo fazach
cis a trans rovnaké. V takomto pripade sa parameter vizbovej nerovnovahy rovna nule, ¢ize
ide 0 vdzbovl rovnovahu. Takisto sa da D popisat’ ako odchylka medzi frekvenciou urcitych
gamét aich ocakavanou frekvenciou. Nevyhodou tohto parametra je, Ze jeho maximalna
hodnota sa meni v zavislosti od alelovych frekvencii. Preto sa D vyjadruje ako percento z jeho
najvyssej hodnoty Dmax™>.

Vizbova nerovnovaha sa moze zvySovat dosledkom malej velkosti populécie,
genetického posunu, efektu zakladatela, konsangvinnych manzelstiev a selekcie. Opacny
efekt ma rekombinécia, ktora vedie k vizbovej rovnovahe.

2 STR markery

2.1 Zakladna charakteristika

STR (short tandem repeats, z angl. kratke tandemové repeticie) alebo mikrosatelity
predstavuji polymorfné tandemové repeticie so sekvenciou dlhou 2 az 5 parov nukleotidov*4.
Pocet repeticii udava dizku mikrosatelitu. DiZka sa v priebehu evolticie meni v dosledku
»poSmyknutia® pri replikdcii DNA. Tato forma mutacie sposobuje, ze sa komplementarne
vlakna navzajom posunt o dizku zakladnej repeticie. Medzi jedincami je pocet opakovani

10 MATSUDA, Y., HIROBE, T., CHAPMAN, V.M.(1991). Genetic basis of X-Y chromosome dissociation and
male sterility in interspecific hybrids. Proc. Natl. Acad. Sci. US. Vol.(88): 4850-4854.

11 VEERAPPA, A.M., PADAKANNAYA, P., RAMACHANDRA, N.B. (2013). Copy number variation-based
polymorphism in a new pseudoautosomal region 3 (PAR3) of a human X-chromosome-transposed region (XTR)
in the Y chromosome. Funct. Integr. Genomics. VVol.(13): 285-293.

12 KADASI, L. (2010). Genetika ¢loveka. Vydavatel'stvo Univerzity Komenského v Bratislave, 112, ISBN 978-
80-223-2849-4

3 HAMILTON, M.B. (2009). Population Genetics. Wiley—Blackwell, 396, ISBN 978-1-4051-3277-0.

14 SNUSTAD, D.P., SIMMONS, J.M. (2009). Genetika. Masarykova univerzita- Nakladatelstvi, 871, ISBN 978-
80-210-4852-2.



zéakladnej repeticie vdaka tomuto mechanizmu vysoko variabilny, ¢o robi mikrosatelity

efektivnymi genetickymi markermi®>1°,

Ka) predizenie repeticie

(b) Skratenie repeticie
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Obr. 3: Model mutacie mikrosatelitu ,,po$myknutim® pri replikacii. Jednotky repeticie st znazornené Sipkou. (a)
Pocas syntézy repetitivnych tusekov vlakna DNA disociujii. Ak sa vlakna pri reasociacii navzajom vychylia,
vznikne slu¢ka v smere replikacie, ktora sposobi predizenie mikrosatelitu. (b) Rovnako ako (a), ale slucka vznika
v protismere replikacie a mikrosatelit sa skracuje'’.

Na zaklade vzoru opakovania STR markery rozdel'ujeme na: (a) jednoduché repeticie,
ktorych jednotky maji identickii sekvenciu aj velkost, (b) zloZené repeticie, ktoré
pozostavaju z viacerych prilahlych jednoduchych repeticii, (¢) komplexné repeticie, ktoré
mozu obsahovat viaceré repetitivne bloky s variabilnou dizkou jednotky repeticie a jednotlivé
bloky mozu byt prerusené sekvenciami variabilnych dizok, (d) komplexné hypervariabilné
repeticie, ktoré st charakteristické mnohymi alelami lifiacimi sa aj v dizke, aj sekvencii,

a preto je ich typizacia znaéne naro¢na'é.

2.2 Distribucia v genome

Mikrosatelity, alebo kratke tandemové repeticie, tvoria asi 3 % l'udského gendému.
Dominuju dvojnukleotidové opakovania a z nich sa najcastejSie vyskytuju (AC)n repeticie.
V roku 1996 bola publikovana stthrnnd mapa 5264 AC mikrosatelitov!®. Trojnukleotidové
repeticie st Casto spajané sroznymi ochoreniami. Prikladom je syndrom fragilného
chromozému X, ktory vznika zvysenim poétu CCG trinukleotidu®®. Ked'ze sa ¢asto vyskytuju

15 LEVINSON, L., GUTMAN, G.A. (1987). Slipped-Strand Mispairing: A Major Mechanism for DNA
Sequence Evolution. Mol. Biol. Evol. Vol.(3): 203-221.

16 ELLEGREN, H. (2000). Microsatellite mutations in the germline: implications for evolutionary inference.
Trends in Genetics. VVol.(16): 551-558.

1" ELLEGREN, H. (2000). Microsatellite mutations in the germline: implications for evolutionary inference.
Trends in Genetics. Vol.(16): 551-558.

18 BUTLER, J.M. (2005). Forensic DNA Typing: Biology, Technology, and Genetics of STR Markers. Elsevier
Academic Press, 647, ISBN 0-12-147952-8.

19 DIB, C., FAURE, S., FIZAMES, C., SAMSON, D., DROUOT, N., et al. (1995). A comprehensive genetic
map of the human genome based on 5,264 microsatellites. Nature. Vol.(380): 152-154.

20 SUTHERLAND, G.R., RICHARDS, R.l. (1995). Simple tandem DNA repeats and human genetic disease.
Proc. Natl. Acad. Sci. US. Vol.(9): 3636-3641.



v ex6noch, kde nerusia &itaci rAmec, nie si vel'mi vyuzivané v populaénych stadiach?®’. Zo
Stvornukleotidovych opakovani st ¢asté GATA a GACA repeticie, ktoré sa vo zvySenej miere
nachadzaju v blizkosti centromér.

2.3 Vyuzitie

Pocet opakovani zikladnej repeticie v STR markeroch je vysoko variabilny
medzi jedincami. Mnohonasobny alelizmus (vo vSeobecnosti viac ako 10 alel pre beZne
pouzivany marker) v populacii umoziiuje vysoku mieru diskriminacie medzi jedincami v
ramci populacie, ak sa vyuzZije viacero takychto markerov. Vd’aka tomu si cennym
nastrojom na genetické mapovanie, vizbové analyzy a na individualnu identifikaciu
0s6b.

Napriek tomu, Ze sa v gendme Cloveka nachadzaju tisice mikrosatelitov, len malé
mnozstvo sa vyuziva vo forenznej praxi. NajcastejSie sa vyuzivaju markery so
Stvornukleotidovymi zékladnymi repeticiami, ked’ze pri ich amplifikacii nevznikaji anomalie
Vv takych mnozstvach ako pri amplifikacii markerov s krat$imi zakladnymi opakovaniami.
Navyse, dve alely, ktorych rozdiel v diZke je rovny $tyrom bazovym parom, su 'ahsie od seba
rozlisitené ako alely, ktoré sa li§ia o dizku troch, pripadne dvoch béz.

Forenzny genetik sa zaobera stanovenim DNA profilu (haplotypu) biologickych
stop zaistenych na mieste ¢inu a naslednym porovnanim tohto profilu s DNA profilmi
porovnavacich materidlov relevantnych osob (poSkodeni, domace osoby, svedkovia,
podozrivi, obvineni atd’.). V pripade individudlnej identifikicie ide o zhodu vSetkych
vySetrenych STR markerov vramci DNA profilov zistenych zo skumanej stopy
a porovnavacieho materialu. Ak ale zistujeme pribuznost medzi osobami, skima sa, do
akej miery sa zhoduje geneticka informacia danych jedincov. Pri klasickom testovani
rodi¢ovstva sa najcastejSie vyskytuje otazka otcovstva. Pri paternitnych Stadiach sa
urcuje cely trojuholnik: matka + otec + diet’a. Informacia len otec — diet’a nie je Gplna
a Statisticky korektna. Pri identifikdcii mftvol sa taktiez hladd vacsi pocet pribuznych
a robia sa testy pribuznosti (napriklad biologicky potomok a biologicky rodi¢, pripadne obaja
rodi¢ia a pod.). Pri nezvestnych osobdch a hromadnych katastrofach sa vyuzivaji reverzné
testy rodiCovstva. V tomto pripade su genotypy rodiCov zndme a podla nich sa odhaduje
genotyp potomka. Otdzkou pri tomto type analyzy je, ¢i pochadzaju dané pozostatky od
diet’ata rodicov, ktorych vzorky skimame. Ak nie su dostupné vzorky DNA od rodicov alebo
potomkov nezvestnej osoby, analyzuje sa DNA inych pribuznych danej osoby?2.

2L JURKA, J., PETHIYAGODA, Ch. (1995). Simple Repetitive DNA Sequences from Primates: Compilation
and Analysis. J. Mol. Evol. Vol.(40): 120-126.

2 BUTLER, J.M. (2011). Advanced Topics in Forensic DNA Typing: Methodology. Elsevier Academic Press,
659, ISBN 978-0-12-374513-2.
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Obr. 4: Tlustracia otazok kladenych pri (a) testovani rodiovstva a (b) reverznom testovani rodi¢ovstva. Pri
testovani rodiCovstva sa najCastejSie testuje otcovstvo. Vzorky matky a dietat’a sa vyuzivaji na potvrdenie, ¢i
udajny otec mohol skuto¢ne splodit’ dané dieta v porovnani s ndhodnym muzom. Pri reverznom teste sa
vyuzivaji genotypy udajnych rodi¢ov na zistenie, ¢i pozorovany genotyp mdze pochadzat od dietata tychto
rodi¢ov (upravené podla 23).

Pri niektorych typoch testovania pribuznosti sa vyuzivaju aj doplnkové markery.
Vicsia Cast’ chromozému Y sa odovzdéava z otca na syna priamo, bez rekombinacie. Preto st
markery na Y-chromozéme vhodné na pribuzenské testovania, kde sa analyzuje vzt'ah otec —
syn, resp. cela paternalna linia. Vztah Zeny a jej matky alebo starej matky méZeme zasa
analyzovat’ s vyuzitim X-STR markerov. KedZe sa mitochondrialna DNA dedi len po
maternalnej linii, jej analyza je tiez vhodna na testovanie tychto vzt'ahov.

Pri testovani pribuzenstva je potrebné pocitat’ aj s mutdciami. VacSina laboratérii
zaoberajuca sa pribuzenskym testovanim akceptuje pravidlo dvoch vyluceni. Toto pravidlo
hovori o tom, ze ak sa nezhoduju dva lokusy medzi udajnym otcom (rodi¢om) a potomkom,
nemdze byt tento Gidajny otec vyluteny ako biologicky otec. Cim viac markerov skiimame,
tym je vicSia Sanca, Ze spozorujeme nahodné mutdcie. Ked'ze sa pri STR analyze skuma
viacej lokusov naraz?*, takato nezhoda medzi dietatom a biologickym otcom nie je vylticena.

Za posledné dve desatroCia boli jednoznacne definované sady vysetrovanych STR
systémov vSeobecne aplikovanych pri individualnej identifik4cii osob a na ten ucel vyvinuté
komeréne dostupné kity pouzivané vo vsetkych svetovych laboratériach. V standardnych
situacidch postacuje analyza sady zdkladnych (CODIS) DNA markerov (13) na urcenie zhody
DNA profilu spornej vzorky a referencného (porovnavacieho) materidlu. Napriek vSetkému
stale ostdva problematickd interpreticia niektorych vystupov DNA analyzy. V takychto
pripadoch je potrebné rozsirit' panel skimanych markerov alebo pouzit d’alSie analyzacné
metddy, ktoré by spresnili ziskané déta. V sucasnosti Coraz viac rastie vyznam X-STR

2 BUTLER, J.M. (2011). Advanced Topics in Forensic DNA Typing: Methodology. Elsevier Academic Press,
659, ISBN 978-0-12-374513-2
24V dnesnej dobe st bezné komeréné kity konfigurované na 15 STR markerov, najnovsie kity aZ na 24 STR.



polymorfizmov, ktoré¢ sa nachadzaji u oboch pohlavi aich vyuzitie ma Siroku perspektivu
najmé pri vysetrovani paternitnych sporov (urcovanie otcovstva v pripade plodu Zenského
pohlavia, ked’ nie je mozné vyuzit’ dedi¢nost’ Y chromozomu). DNA markery na chromozéme
X st tiez potencidlne silnym nastrojom pri rieSeni komplexnych pribuzenskych vztahov.
Nosnou aplikaciou pri X-STR markeroch je ur€ovanie otcovstva, najmi v pripadoch, ked’ st
dostupné len porovndvacie materidly osOb zenského pohlavia s hypoteticky spolo¢nym
pribuznym muzského pohlavia?®2®.

3 STR markery na chromozome X

3.1 Historia

V stvislosti s markermi na chromozome X bolo prvym vyraznym uspechom objavenie
krvnej skupiny Xgal. Neskor, poCas éry PCR, bolo objavenych mnoho STR markerov,
niektoré z nich prave na chromozome X. Prvymi dvoma markermi na chromozéme X, ktoré
boli vyuzité na typizaciu, boli markery HPRTB a ARA?.

Myslienka vyuzitia X-chromozomalnych markerov vo forenznej praxi vziSla zo
skusenosti v oblasti klinickej genetiky. Pozndme mnoho ochoreni (napriklad hemofilia,
Duchennova svalové dystrofia, daltonizmus a pod.), ktoré si viazané na chromozém X. Ak je
muz postihnuty takymto ochorenim fertilny, vSetky jeho dcéry budi nositel’kami defektného
X chromozému a tento chromozém odovzdaji do polovice svojho potomstva. U vSetkych
muzov s defektnym chromozémom X sa dana choroba prejavi, kvoli hemizygotnému stavu
chromozomu X. NavySe, ak sa umuza prejavia dva alebo viac X-viazanych znakov, je
zrejmé, ze alely tychto lokusov tvoria haplotyp. Pochopenie principu dedi¢nosti chromozému
X je cennym nastrojom nielen pre klinicku genetiku, ale aj pre pribuzenské testovanie.

3.2 Vazbova nerovnovaha

Alely viazanych lokusov tvoria haplotypy, ktoré sa navzajom rekombinujl
s frekvenciou koreSpondujucou s genetickou vzdialenostou medzi markermi. Pri markeroch
na chromozdéme X je tento fenomén limitovany na meidézu v bunkach Zeny. Pri pribuzenskom
testovani musia byt haplotypy tesne viazanych STR analyzované ako celky. Vézbova
nerovnovaha, ktora hovori o nendhodnom zdruzeni alel na réznych lokusoch, je mensia
pri STR markeroch ako pri SNP (single nucleotide polymorphism, z angl. jednonukleotidovy
polymorfizmus), kedze STR sa vyznacuju vysSou pravdepodobnostou vyskytu mutacie.
Napriek tomu sa vyskytovat’ moze, ¢o sa musi brat’ do uvahy pri aplikacii tychto markerov
v praxi. V niektorych oblastiach chromozému X bola zistena vdzbova nerovnovaha medzi
markermi genotypizdciou muzskych DNA vzoriek. Vyznamnéd vézbova nerovnovaha bola
spozorovana napriklad medzi markermi DXS10079, DXS10074 a DXS10075. Napriek
tomuto fenoménu maju STR klastre vysoki dokaznu hodnotu pri pribuzenskych
testovaniach?®.

Stadie vdzbovej nerovnovahy medzi mikrosatelitmi, a v poslednom &ase aj medzi SNP
markermi, poskytli novy pohlad na povod a histériu l'udskych populacii. Napriklad
v africkych populaciach sa vdzbova nerovnovaha nevyskytuje v takej miere ako v inych

%5 SZIBOR, R., KRAWCZAK, M., HERING, S., EDELMANN, J., KUHLISCH, E., KRAUSE, D. (2003). Use
of X-linked markers for forensic purposes. Int. J. Legal. Med. Vol.(117): 67-74

% SZIBOR, R., HERING, S., KUHLISCH, E., PLATE, |., DEMBERGER, S., KRAWCZAK, M., EDELMANN,
J. (2005). Haplotyping of STR cluster DXS6801-DXS6809-DXS6789 on Xq21 provides a powerful tool for
kinship testing. Int. J. Legal. Med. Vol.(119): 363-369

27 SZIBOR, R. (2007). X-chromosomal markers: Past, present and future. FCI. Vol.(1): 93-99.

28 SZIBOR, R. (2007). X-chromosomal markers: Past, present and future. FCI. Vol.(1): 93-99.



populaciach. Tato skutoCnost’ sa da vysvetlit' bottleneckom, ktory je asociovany s povodom
neafrickych populacii. Prave Stadium vézbovej nerovnovahy na chromozéme X moze byt
vysoko uginné pri odhal'ovani etnickych rozdielov?.

3.3 Markery vo forenznej praxi

Ak st markery vo vézbe, nesegreguji nezavisle. Na vyuzitie vo forenznej praxi sa
chromozém X rozdelil na 4 viazbové skupiny (lokalizované na Xp22.2, Xql2, Xq26 a Xq28),
ktoré poskytuji nezavislé informécie o genotype. Z kazdej z tychto skupin sa z praktickych
dovodov vybral jeden marker (konkrétne to boli markery: DXS8378, DXS7132, HPRTB a
DXS7423). Tento subor Styroch markerov, ktoré¢ nie su vo védzbe (plus amelogenin na urcenie
pohlavia), sa vyuzival na typizaciu s vyuzitim prvého komerc¢ného kitu na amplifikaciu X-—
STR markerov. Tento kit sa nazyva Mentype® Argus X-UL. Neskor bol kit rozsireny o d’alSie
markery. Novsi kit Mentype® Argus  8-X predstavuje Styri klastre markerov (DXS10135—
DXS8378, DXS7132-DXS10074, HPRTB-DXS10101, DXS7423-DXS10134) spolu
s amelogeninom. Dvojice markerov tvoria stabilné haplotypy. Pravdepodobnost
rekombinacie v ramci jednotlivych klasterov je menSia ako 0,5 %. Potvrdenie tohto
predpokladu, ktory je zalozeny na ich fyzickej lokalizacii, vyzaduje pozorovanie segregacie
alel v niekol’kych stovkach surodenectiev. Aby sa vytvoril eSte spol’'ahlivejsi systém typizacie,
vytvoril sa Investigator Argus X-12 PCR amplifikacny kit, ktory obsahuje 12 markerov,
konkrétne DXS10148, DXS10135, DXS8378 (vdazbova skupina 1); DXS7132, DXS10079,
DXS10074 (vdazbova skupina 2); DXS10103, HPRTB, DXS10101 (védzbova skupina 3)
a DXS10146, DXS10134, DXS7423 (vizbova skupina 4)%.

2 SZIBOR, R. (2007). X-chromosomal markers: Past, present and future. FCI. Vol.(1): 93-99.
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Obr. 5: Idiogram chromozému X.
3.3 Vyuzitie
3.3.1 Pribuzenské testovania

3.3.1.1 Testy otcovstva

Otcovstvo v klasickej konStelacii matka, potomok a mozny otec sa ur¢uje zvicsa iba
pomocou autozomalnych markerov. Ak sa vSak testuje vztah otca a dcéry, je vhodné pouzit
X-STR markery. Su to najmid pripady s tazko analyzovatelnymi vzorkami, napriklad
z exhumovanych tiel, kde uz méZe byt DNA znatne degradovana. Statistickou silou
Vv takychto pripadoch musi disponovat malé mnozstvo STR markerov malej velkosti.

Markery na chromozéme X st vhodné pre tieto pripady=L.

Pri testovani otcovstva, kde st medzi moZnymi otcami dvaja pokrvni pribuzni,
mozZe byt opit’ vyhodnejsie pouzit’ X-STR markery. Napriklad, ak st dvaja potencialni

31 SZIBOR, R., KRAWCZAK, M., HERING, S., EDELMANN, J., KUHLISCH, E., KRAUSE, D. (2003). Use
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otcovia vo vztahu otec — syn, je isté, Ze nebudi mat’ Ziadne alely na chromozéme X
identické povodom, a preto je vhodnejSie vyuzit’ markery na chromozome X. Naopak,
bratia maji rovnaké alely na chromozome X s pravdepodobnostou 0,5. Je to rovnaka
pravdepodobnost’ ako pri autozoémoch®,

NajvidSiu vyhodu poskytuju X-STR markery v pripadoch, ked’ nie je dostupna
vzorka DNA od potencialneho otca. KI'icovi tilohu zohrava pritom jeho matka, ked’Ze
sa podl’a nej da urcit’ presny genotyp na chromozéme X jej syna. Ak takéto vzorky nie
su k dispozicii, mézZe byt jej genotyp zrekonstruovany pomocou vzoriek od jej deti. Ak
ma viacero dcér, je mozné urCit’ parentalny povod vacsiny ich alel, a teda aj genotyp starej
matky.

Ak maju dve Zeny rovnakého otca, tak maju rovnaky paternalny chromozéom X.
Skimanie markerov na tomto chromozéme u dvoch sestier moze vylucit’ otcovstvo,
najmaé pri pritomnosti Styroch réznych alel, i ked’ nie su k dispozicii vzorky DNA ani od
jedného z rodicov. Autozomalne markery v takychto pripadoch tieto informécie poskytnut
nemoézu. Potvrdenie otcovstva je tieZ mozné bez dostupnych vzoriek od rodicov, ale je vo
vSeobecnosti menej doveryhodné. Je to preto, ze sestry zvyCajne nenesu uplne rovnaké
haplotypy ako ich matka. Prenesenie dvoch maternalnych, nerekombinantnych chromozémov
X do potomstva nie je sice nemozné, ale vel'mi nepravdepodobné.

Moznost vytvorenia mutdcie komplikuje forenzné analyzy. Pri rutinnom testovani
moze byt vylucené otcovstvo na zéklade rozdielnej alely medzi dietatom a potencidlnym
otcom. Tato nezhoda vSak mdze byt vysledkom mutacie v parentdlnej gaméte. Otcovstvo
moze byt nasledne vyvratené napriek tomu, ze ide o skutocného otca dietat’a. Z tohto dovodu
je vzdy dolezité pri testovani otcovstva prihliadat’ aj na moznost’ mutacie®®. Dawid, Mortera
a Pascali 2001 preto vytvorili metddu, v ktorej sa berie do uvahy moznost mutacie pri
urcovani paternity v pripadoch, ked’ je zrejmé vylucenie otcovstva.

%2 SZIBOR, R., KRAWCZAK, M., HERING, S., EDELMANN, J., KUHLISCH, E., KRAUSE, D. (2003). Use
of X-linked markers for forensic purposes. Int. J. Legal. Med. Vol.(117): 67-74.
3 SZIBOR, R., KRAWCZAK, M., HERING, S., EDELMANN, J., KUHLISCH, E., KRAUSE, D. (2003). Use
of X-linked markers for forensic purposes. Int. J. Legal. Med. Vol.(117): 67-74.
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Obr. 6: Test pribuznosti dvoch potencialnych sestier. STR genotypy st znazornené v 'avom hornom rohu
obrazka. Predpokladany genotyp je napisany kurzivou. Alely potrebné na stanovenie pribuzenstva sa
podc¢iarknuté. Jednoducha Sipka ukazuje na markery, pre ktoré su alely ,,Fanny* a ,,Grace* odlisné, o vyvracia
ich sesterstvo. Dvojité §ipky ukazuju na markery, ktoré vylucuji moznost, Ze by bol ,,Alf* otcom ,,Grace*®*.

3.3.1.2 Testy materstva

Existuje mnozstvo situdcii, ked je vyZadované urcenie materstva. Faktom je, Ze
v modernej dobe sa rodi vela nemanzelskych deti, a preto je identifikdcia pozostatkov
vhodnejsia podl'a matky obete. Tento vzt'ah je mozné urcit' sekvenovanim mitochondrialnej
DNA, ¢o je vsak draha metdda anavySe nie vzdy ponuka taka uroven istoty, aka je
vyzadovana vo forenznej praxi. Ide hlavne o pripady, ked’ sa skimaju jedinci, pre ktorych nie
st dostupné potrebné populacné data. Typizacia markerov na chromozome X je v takomto
pripade vhodnou alternativou na testovanie materstva. Ak sa testuje vzah matka — dcéra,
tak su tieto markery ekvivalentné k autozomalnym. Ak v§ak testujeme vzt'’ah matka —
syn, je vyhodné vyuzZit’ prave X-STR markery.

3.3.1.3 Obmedzenia

Neocakavané a nedetekované aberantné gonozomalne genotypy v potomstve mozu
ovplyvnit' presnost’ pribuzenskych testovani pomocou chromozému X. Ak sa zda, ze je
viacero tesne viazanych markerov homozygotnych, je mozné, Ze ide o Turnerov syndrém
alebo 0 syndrom androgénnej necitlivosti. Sposob, akym tiecto ochorenia narG$aju testy
pribuznosti, je ekvivalentny autozomalnej uniparentdlnej dizomii. Pri tejto chorobe jedinec
dedi dve kopie chromozdému od jedného rodic¢a a od druhého ani jednu kopiu. Tak ak ako pri
autozomdlnych markeroch, ak je otcovstvo vyli¢ené na zdklade homozygozity X-
chromozomalnych markerov, je potrebné tento vysledok overit dalSou analyzou.

3 SZIBOR, R., KRAWCZAK, M., HERING, S., EDELMANN, J., KUHLISCH, E., KRAUSE, D. (2003). Use
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Klinefelterov syndrom moze byt detekovany, ak markery vykazuji heterocygozitu. Ak su
detekované gonozomalne aberacie alebo syndrom androgénnej necitlivosti, typizacia
chromozému X uz nie je vhodnou metédou na pribuzenské testovanie. Takéto pripady st vSak
velmi zriedkavé®.

3.3.2 Stopové analyzy

Pri stopovych analyzach sa védcSinou nevyzaduje analyza X-STR markerov.
V zmieSanych (muZz/Zena) stopach je Sanca, ze su vSetky muzské alely zahrnuté v zenskej
zlozke vyssej pri X-STR markeroch. Preto sa neodporuca analyzovat X-chromozomalne
markery pri testovani muzskej vzorky, ktora je kontaminovana Zenskou DNA. Avsak pri
identifikacii Zenskej vzorky kontaminovanou muzZskou DNA su X-STR efektivnejsie,
ked’Ze Zenské alely mé6Zu byt’ uplné obsiahnuté v muZskej vzorke len vtedy, ak by boli
homozygotné pre vSetky lokusy. Vd’aka tomu sa tieto markery ¢asto vyuZivaju pri
stanovovani Zenskych stép najdenych na muZovi podozrivom zo znasilnenia®.

Zaver

Najviac pozivané genetické markery na identifikdciu os6b su autozomalne kratke
tandemové repeticie. Okrem nich sa vyuzivaju aj doplnkové markery, a to mitochondrialne,
Y-chromozémové a X-chromozémové. Vdaka Specifickému sposobu dedicnosti chromozému
X su markery na tomto chromozéme vhodnymi kandidatmi na aplikaciu v niektorych typoch
pribuzenskych analyz. V sucasnosti je do forenznej praxe zavedenych viac ako 40 X-STR
markerov a takisto bolo publikované velké mnozstvo populacnych dat. Haplotypizacia X-
STR markerov moze byt napomocna najmé pri testovani pribuznosti, v pripadoch, ked’ nie je
dostupna vzorka DNA jedného z rodicov. Stupajiaci dopyt po X-chromozomalnych markeroch
vyzadovalo vyvinutie Standardizovanych komer¢nych kitov. Z prvého takéhoto kitu, ktorym
bolo mozné analyzovat’ Styri genetické markery, sa postupne preslo az na najnovsi, ktory je
schopny analyzovat' az dvanast markerov. Dal§im vyznamnym pokrokom v aplikacii X-
chromozomalnych markerov by mohlo byt vyuzitie inzeréno-dele¢ného (tzv. in-del)
polymorfizmu na chromozéme X. Pri tomto polymorfizme je moZzné navrhnut’ primery tak,
aby sa amplifikovali len kratke iseky DNA, ¢o by umoznilo uspeSnil analyzu aj takych
vzoriek, ako su kostrové pozostatky.
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Summary

Idea of usage of X-chromosomal markers in forensic practice originates from clinical
genetics. The main application of X—STR markers is in kinship testing. Ordinary cases do not
require usage of these markers, however they can be, under certain circumstances very useful.
X-STRs are also used in population studies and stain analysis. This paper will focus not only
on STRs alone, but also on special features of chromosome X, as they are key elements of
proper usage of these markers.
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