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Vyuzitie Y chromozémalnej STR analyzy v praxi

Anotacia: Tato $tudia sa venuje Y-STR (Y chromosom short tandem repeat) polymorfizmom, ktoré su
umiestnené na muzskom Y chromozoéme. Y haplotypizacia vyuziva nové moderné technoldogie molekularnej
biologie a trendy z oblasti humannej populaénej genetiky. Spolu s autozomalnou STR pouzivame obe metody pri
ur¢ovani pribuznosti, v pripadoch identifikacie nezvestnych osob, neidentifikovanych l'udskych pozostatkov
obeti hromadnych nest’asti, pribuzenskych vzt'ahov alebo biogeografického pévodu. Hlavnou oblastou pouzitia
Y-STR analyzy zostava detekcia a hodnotenie muzskej DNA zlozky v zmieSanych biologickych stopach,
obyc¢ajne s dominantnou zenskou DNA. Tato §tadia v zavere popisuje vyuZzitie metody pre policajni prax na
konkrétnych pripadoch. Na nagom pracovisku je moznost’ realizovat’ predikciu biogeografického pdvodu z Y
haplotypu, ako aj trasovanie haplotypov v referenénej YHRD databaze.
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DNA analyza pomocou kratkych tandemovych repeticii — STR (z angl. short tandem
repeat — vysoko polymorfnych tsekov na autozomalnych a gomozomalnych chromozémoch)
ma za sebou viac ako dvadsat’ rokov pouZivania pri identifikacii biologického materidlu
Pudského pdvodu. Celkovy koncept STR analyzy bol rekapitulovany v sthrnnej publikécii
autormi Jobling a Gill'. Zréznorodych biologickych materidlov najdenych na mieste
trestného Cinu alebo suvisiacich s trestnym ¢inom st DNA analyzou pomocou kapilarnej
elektroforézy generované DNA profily. Tie st nasledne porovnavané s DNA profilmi
znamych osob, bud’ pre policiu podozrivych, alebo 0sob, ktoré je potrebné na tucely
policajného vySetrovania identifikovat’ a vylucit (poSkodené osoby, domace 0soby,
svedkovia, obete apod.). V pripade, Ze nebola zistena zhoda s porovnanymi osobami, st
DNA profily vlozené do narodnej DNA databazy a prehl'adané v prislusnych indexoch.

Zhoda DNA profilov podporena Statistickou interpretaciou poskytuje presvedéivy
dokaz pre individualnu identifikaciu. V pripade nezhody sledovanych DNA profilov
individudlna identifikdcia nie je moznad. Vysoka podobnost’ zistenych DNA profilov
naznacuje moznu angazovanost blizkych pribuznych a vyZaduje komplexnejsiu Statistickt
interpretaciu. STR profilovanie sa vyuziva V pripadoch individualnej identifikacie (okrem
jednovaje¢nych dvojciat), testovania pribuznosti, predovSetkym urcenie otcovstva, dalej
v pripadoch identifikacie nezvestnych osob, neidentifikovanych I'udskych pozostatkov alebo
obeti hromadnych nest’asti.

Pokrok v oblastiach zviazanych s molekularnou bioldgiou a popula¢nou genetikou
v rieSeni technickych a technologickych postupov zaznamenal v priebehu poslednych rokov
vyznamny pokrok. Tieto vylepSenia zahfnaju zlepSenu schopnost’ analyzovat' degradovanu
DNAZ alebo inhibovanii DNAS3, stopy s obsahom minimalneho mnozstva DNA*®, rozsirenie
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pouzivanych STR multiplexov®, pouzitie vysledkov STR analyzy pri pribuzenskom
vyhladdvani’ a pri samotnej tvorbe referen¢nych databaz®®.

Y-STR haplotypizacia alebo analyza l'udského Y chromozému pomocou STR
markerov je metdoda pouzivana na detekciu a rozliSovanie muzskej DNA v biologickom
materiali. Specifické postavenie muzského Y chromozému v rdamci molekularnej genetiky
a genetiky ¢loveka zosumarizovali Jobling a Tyler-Smith®® . V d’alsich $tadiach st popisané aj
moznosti vyuzitia Y-STR vo forenznej praxi'! a jej interpreticial?. Metoda bola siibezne
vyvinutd s DNA analyzou autozoméalnych STR markerov na ucely muzskej identifikacie a
hodnotena obdobnym spdsobom. Svoju opodstatnenost v praxi dokumentuje v jednom
z prvych pripadov vyuzitia Y-STR analyzy vo forenznej aplikacii, kde bol zaisteny vaginalny
vyter z poSvy obete a pomocou Y-STR analyzy bol neprdvom odsudeny muz vyluceny ako
povodca biologického materidlu z pos§vového vyteru obete®®,

Hlavnou oblastou pouzitia Y-STR analyzy zostava detekcia a hodnotenie muzskej
DNA zlozky v DNA zmesiach, oby¢ajne s dominantnou Zenskou DNA. Kombinacia metdd
Y-STR haplotypizacie spolu s autozomalnou STR analyzou sa vyuZziva V pripadoch
sexualneho nasilia aV pripadoch nasilnej trestnej Cinnosti, pri ktorej doslo k priamemu
fyzickému kontaktu. Popritom sa metéda Y-STR haplotypizacie vyuziva pri rekonStrukeii
paternalnych pribuzenskych vztahov, akymi si vztah otec — syn, brat — brat, stary otec —
vnuk, bratranci, stryko apod. V praxi su to pripady identifikdcie nezvestnych osob ¢i
paternitnych sporov. V poslednom obdobi podobne ako Y-SNP (z angl. Y chromosom single
nucleotide polymorphism) mozeme vyuzit rozsiahle vedomosti 0 charaktere migracie
populacii'* pri Y-STR haplotypizacii, ktoré poskytuju dolezité informacie o biogeografickom
povode™1® osoby.

Pri tvorbe Y-STR multiplexov pre forenznii analyzu boli vybrané vhodné Y-STR
lokusy z celkového radu kandidatov spiiiajticich pozadované kritéria. Vic§inou sa to Y-STR
markery s motivom tetrarepeticie (zakladna jednotka sa opakuje Styrikrat za sebou). Po PCR
reakcii st ziskané kratke amplikony S priemernym pocétom opakovani 10 az 30
a s dostatocnou diskriminacnou silou a s rozumne nizkou muta¢nou rychlostou. Vybrané
Y-STR markery musia byt jednoznacne Specifické pre Y chromozém jedincov muzského
pohlavia. Na =zaklade koncipovanych poziadaviek boli vybrané a navrhnut¢ Y-STR

SPHILLIPS, Ch., et al., 2013, Development of a novel forensic STR multiplex for ancestry analysis and extended
identity testing. In Electrophoresis, ¢. 34(8), s. 1151-1162.

"GERSHAW, J. C,, et al. 2011, Forensic utilization of familial searches in DNA databases. In Forensic Sci Int.
Genet. ¢. 5(1), s. 16-20.

8MRSIC, G., et al., 2012, Croatian national reference Y-STR haplotype database. In Molecular biology reports.
¢.39(7), s. 7727-7741.

SWILLUWEIT S., ROEWER L., 2007, Y chromosome haplotype reference database (YHRD): Update. In
Forensic Sci Int. Genet. 1(2), 83-87.

10JOBLING, M., A., TYLER-SMITH, C., 2003, The human Y chromosome: an evolutionary marker comes of
age. Nature Rev. Genet. ¢. 4, s. 598-612.

1 ROEWER, L., 2009, Y chromosome STR typing in crime casework. In Forensic Sci. Med. Pathol. &. 5, s. 77—
84.

12 ROEWER, L., GEPPERT, M., 2012, Interpretation Guidelines of a Standard Y-chromosome STR 17-plex
PCR-CE Assay for Crime Casework. In Antonio Alonso (ed.), DNA Electrophoresis Protocols for Forensic
Genetics, Methods in Molecular Biology. Springer, ¢. 830, s. 43-56.

BBROEWER, L., EPPLEN, J. T., 1992, Rapid and sensitive typing of forensic tains using PCR amplification of
polymorphic simple repeat sequences in case work. In Forensic Sci Int. ¢. 53, s. 163-171.

4UNDERHILL, P. A, KIVISILD, T., 2007, Use of Y chromosome and mitochondrial DNA population
structure in tracing human migrations. Annu. Rev. Genet. ¢. 41, s. 539-564.

BKAYSER, M., SCHNEIDER, P., M., 2009, DNA-based prediction of human externally visible characteristics
in forensics: motivations, scientific challenges, and ethical considerations. In Forensic Sci. Int. Genet. ¢. 3, s.
154-161.

®ROEWER, L., 2013, DNA fingerprinting in forensics: past, present, future. In Investig Genet. &. 4(1), s. 22.



polymorfizmy na praktické vyuzitie a zostavené jadro zakladného suboru Y-STR markerov,
nazyvané minimalny haplotyp alebo minHt'’ (DYS19, DYS385a/b, DYS3891, DYS389ll,
DYS390, DYS391, DYS392 a DYS393). Vedecka pracovna skupina pre metddy DNA
analyzy (SWGDAM) odporuéila d’alsie dva Y-STR lokusy (DYS438 a DYS439). Pre
praktick¢ pouzitie ziskava podporu prostrednictvom odporacania DNA komisie ISFG
(International Society of Forensic Genetics)'®° vo vicsine laboratorii je v stiasnosti panel
17 vybranych markerov pouzivany ako Standard. Komercne dostupné Y-STR sady obsahuju
rozne pocty lokusov, od 12 polymorfnych lokusov az po 23 polymorfnych lokusov, z ktorych
kazda sada sa obycajne sklada z jadra odportcanych Y-STR lokusov, ¢ize minimalneho
haplotypu, a dalsich vybranych markerov. V odbornej literatire mnoho prac venuje
pozornost’ problematike Y chromozémovych polymorfizmov s cielom ich hodnotenia pre
potreby rozsirenia zékladného jadra minHt?%212223,
Doslova revoluciu sposobila rozsiahla §tadia, ktorej cielom bolo vybrat’ Y-STR lokusy
s rychlejSou mierou mutacie?, ktora sa pri v sucasnosti pouzivanych Y-STR spravidla
pohybuje v rozmedzi 10 az 105, Autorom sa podarilo nijst’ 13 lokusov z celkového poctu
186 Y-STR hodnotenych lokusov, kandidatov s ovela vy$Sou mierou mutécii, ktora sa
pohybuje priblizne hodnotach 102, a pomenovali ich ako rychlo mutujiice Y-STR - RM Y-
STR (z angl. rapidly mutating Y-STR).
Forenzné vyuzitie RM Y-STR bolo laboratorne testované a overované v §tadii?®,
V subore 604 nepribuznych muzov z 51 populacii, a to pomocou sady Yfiler, Co je Standard
Vv laboratdriach a 13-tich RM Y-STR (tie boli realizované v troch multiplexoch). Analyzou 17
lokusov v sade Yfiler bolo zistenych 519 unikatnych Y haplotypov plus dalSich 33
haplotypov u 85 muzov. V porovnani s 13-timi lokusmi RM Y-STR bolo zistenych az 595
unikatnych Y haplotypov a len 3 haplotypy u 8 muzov. NavySe autori uvadzaju, Ze pouzitim
RM Y-STR pri sledovani distribacie haplotypov V geografickych oblastiach, navonok
homogénne populacie ¢i subpopulacie, su podstatne rozmanitejsie ako pri pouziti sady Yfiler.
Dalsie porovnanie bolo zamerané na odlisenie pribuznych po paternalnej linii, kde
bolo zhodnotenych 156 parov muzov spojenych vzajomne réznym stupiiom pribuzenstva.
Ziskané vysledky ukazali, ze 17 lokusova sada YFiler odlisila v 7,7 % par otec — syn, v 8 %
par brat — brat a v 25 % medzi inymi pribuznymi. Vysledky 13-ich lokusov RM Y-STR boli
v silnom kontraste k 17 lokusovej sade YFiler. RM Y-STR umoznili rozoznat’ v 48,7 % parov
otec — syn, v 60 % parov brat — brat av 75 % medzi inymi pribuznymi. Tieto zaujimavé
vysledky nam umoznia v buducnosti diferencovat’ aj doneddvna uzavreté skupiny ¢i lokalne
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populacie alebo populacie kde je vyrazny efekt zakladatel'a. Pri rieSeni paternitnych sporov,
identifikacii nezvestnych oso6b, neidentifikovanych l'udskych pozostatkov alebo obeti
hromadnych nest’asti nam sucasny panel vyhovuje.

Nasadenie metédy Y-STR haplotypizacie v praxi bolo nezavisle overované
medzinarodnymi kolaborativnymi cvieniami a $tandardizované forenznymi laboratoriami®,
validované podla odporucenia FBI/National Standards a usmernenia SWGDAM?":28.29,
Zaroven je potrebné zdoraznit, Ze zamerom pouZzivania Y-STR markerov nie je nahradit
V stcasnosti pouzivané jadro autozomalnych STR polymorfnych lokusov, ale skor v mnohych
pripadoch ponuknut’ samostatny nastroj na odhal'ovanie inak nedostupnych informaécii.

Vo forenznej praxi je mozné uplatnit’ Y-STR analyzu v pripadoch:

- zmieSanej DNA, v ktorej podiel Zenskej] DNA k muzskej DNA je obyCajne nepomerne
vy$$i, typické pri vaginalnych vyteroch zaistenych po pohlavnom styku,

- mozného sexualneho nésilia, ked sérologické vySetrenie na pritomnost muzskej
spermy alebo spermii je negativne,

- sexualneho napadnutia, ked’ je predmetny dokazovy material sérologickym vysetrenim
na pritomnost’ spermy pozitivny, autozomalna STR analyza neodhalila cudzie DNA
znaky, pripadne potencialne alely od pachatela st tesne nad prahom detekcie pri
kapilarnej elektroforéze,

- sexudlneho nasilia, ked’” predmetny dokazovy materidl sérologickym vySetrenim na
amylazy je pozitivny a predpokladame biologickti zmes muzského a zenského
materialu, typické pri bozkavani ¢i stopach po pohryznuti,

- obnoveného vySetrovania, ked’ su dokazovym materidlom staré spermatické stopy, pri
ktorych predpokladame urcity stupein degradacie spermy, a analyza DNA pomocou
diferencialnej extrakcie moze byt neuspesna alebo jej pouzitie je riskantné,

- ked je potrebné stanovit’ pocet jedincov muzského pohlavia v biologickom materiali,

- fyzického nasilia, ked” ofakavame v predmetnom dokazovom materiali muzsky
biologicky material, typické pre stery spod nechtov,

- zndsilnenia alebo incestu, ked je na skimanie predlozené plodové vajce alebo
biologicky material po lekarskom zakroku,

- pétrania po nezvestnych osobach, ked’ je potrebné stanovit’ vzt'ah po paternalnej linii,
medzi povodcom biologického materidlu a predlozenym porovnavacim materialom
alebo predlozenym Y-STR haplotypom,

- ked je potrebné stanovit’ biogeograficky poévod nositel'a z biologického materialu
pomocou metddy predikcie Y haploskupiny z konkrétneho Y-STR haplotypu.

Pouzitie Y-STR analyzy pri DNA analyze zmieSaného biologického materialu

Technika PCR umoziuje namnozit' sledované STR polymorfizmy v zmieSanych
biologickych stopach s nevyvazenym pomerom jednotlivych zloziek DNA, no nie je mozné
zintenzivnit’ minoritni zlozku DNA vo vyslednom PCR produkte. V dosledku nevyvazenej
zmesi DNA sa v PCR produktoch hromadia predovsetkym majoritné DNA znaky.

BKAYSER, M., et al., 1997, Evaluation of Y-chromosomal STRs: a multicenter study. In Int J Legal Med. &.
110, s. 125-133.

Y’KRENKE, B. E., et al., 2005, Validation of a male-specific, 12-locus fluorescent short tandem repeat (STR)
multiplex. Forensic Sci Int. ¢. 148(1), s. 1-14. Erratum In: Forensic Sci Int.151(1):109. Corrected and
republished In: Forensic Sci Int. ¢. 151(1), s. 111-124.

BMULERO, J. J., et al., 2006, Development and validation of the AmpFISTR Yfiler PCR amplification kit: a
male specific, single amplification 17 Y-STR multiplex system. In J Forensic Sci. ¢. 51(1), s. 64-75.
PTHOMPSON, J. M., 2013, Developmental validation of the PowerPlex® Y23 System: A single multiplex Y-
STR analysis system for casework and database samples. In Forensic Sci Int. Genet. ¢. 7(2), s. 240-250.



Tento jav sposobuje cely rad problémov pri interpretacii DNA znakov v zmesiach,
elektroferogram vzorky ma cely rad arteficialnych prejavov, ako st alelicky drop out, sttuter
produkty alebo pull up. Pouzitim autozomalnych STR markerov minoritna zlozka DNA
zostava obycajne nedetekovatel'na, pripadne len ¢iastoéne viditena. Nedostatok autozomalnej
STR analyzy moézeme odstranit’ alebo aspon Cciastocne ries$it prave pomocou Y-STR
haplotypizacie, plati to hlavne v pripadoch s vysokym podielom zenskej DNA, typické pre
pripady znasilnenia alebo nasilnej trestnej Cinnosti, pri ktorej dochddza bezprostredne k
priamemu kontaktu pachatel’a a poSkodenej osoby.

Minoritni  zloZzku v autozoméalnych DNA zmesiach je problémom zachytit’
a vyhodnotit v elektroferograme, ak je nad ur¢itym pomerom. Trucker et al.* sledovali
jednotlivé minoritné alely v rozpdti uspesnosti medzi 54 % az 86 % v DNA zmesiach
s pomerom 1 : 19 (pomer minoritnd DNA : majoritna DNA), alebo v DNA zmesiach s va¢sou
tspesnostou ziskania vysledku ako 95 % pri pomere DNA 1 : 9% Prave tato diagnosticka
medzera moze byt vyrieSend pomocou Y-STR analyzy, najmi v zmesiach S vyrazne nizSou
muzskou minoritnou zlozkou na pozadi zenského DNA profilu v elektroferograme.

Cely rad odbornych prac venuje pozornost vzorkdm s nevyvazenym pomerom
muzskej a Zenskej frakcie DNA. Cast vedeckych §tadii bola venovana modelovym pokusom s
roznym pomerom muzskej/Zzenskej DNA, koncentraciou a ich detekciou pomocou Y-STR
plexov®>®, Uspesnost’ Y-STR analyzy v zmesiach je ovplyvnena konstrukciou multiplexov
v PCR reakcii, hladinou citlivosti a celkovou kvalitou minoritnej zlozky DNA. V stcasti
komer¢ne dostupné supravy Y-STR multiplexov na trhu st zlozené od 12 Y-STR markerov az
po 23 Y-STR markerov, s detekénym limitom 125 pg muzskej DNA3* alebo 62,5 pg muzskej
DNA®. Laboratorne prace Srealnymi vzorkami, pomocou Y-STR analyzy informuju
0 pozitivnych vysledkoch Y-STR analyzy v priblizne jednej tretine opédtovne testovanych
pripadov sexudlneho nasilia®, vytery boli vyhodnotené ako "negativne" na pritomnost
spermii. Dekairelle a Hoste®" uvadzajii mieru Gspesnosti az 48 % pri profilacii Y-STR
haplotypov, sérologicky pozitivnych na PSA test (PSA — prostaticky Specificky antigén,
pritomny Vv muzskom ejakulate), zroéznych =zaistenych vyterov, DNA profil pomocou
autozomalnej STR analyzy nebol zisteny.

Na izolaciu DNA v zmesiach, v ktorych mame sérologicky potvrdent pritomnost
muzskych spermii, mdéZzeme pouzivat metdédu diferencidlnej extrakcie®®, pomocou ktorej
mame moznost’ oddelit’ bunky jadra muzskych spermii od zvyskov biologického materialu
(napr. vaginalne sekréty, epitelové bunky, slinné bunky, leukocyty) vo vyteroch z posvy.
Zaroven je potrebné si uvedomit’, ze metdodou diferencidlnej extrakcie nemdézeme oddel'ovat
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iny biologicky material, ako su jadra buniek spermii, jej pouzitie je riskantné pri starych
spermatickych stopach s predpokladom urcitého stupiia degradécie spermy.

V pripadoch s negativnou cytologickou skuskou poskytuje Y chromozomalna analyza
aj po relativne dlh§om case (do niekolkych dni) medzi napadnutim a néasledne lekarskym
vySetrenim rozhodujuce dokazy pre vySetrovatelov.

Interpretacia vysledkov Y chromozomalnej STR analyzy

Interpretovat’ vysledok Y chromozomalnej STR analyzy je v praxi®® v zdsade mozny
tromi vyjadreniami, podobne ako pri interpretacii DNA profilu autozomalnej STR analyzy.

Zhoda — piky medzi porovnavanymi Y-STR haplotypmi maji rovnaky haplotyp
a ziadne nevysvetliteI'né rozdiely medzi porovnavanymi vzorkami neexistuju.

Vylucenie — pri porovnani haplotypov su medzi porovnavanymi Y-STR haplotypmi
rozdiely, ktoré moézu byt vysvetlené jedine rozdielnym povodom vzoriek, t. j. vzorky
pochadzaju od rozdielnych osdb.

Ziadny vysledok — DNA profilovanim nebol zisteny Ziadny Y-STR haplotyp.

Haplotypy zistené pomocou Y-STR analyzy st umiestnené na nerekombinujucej Casti
Y chromozému, predstavuju teda jeden lokus, Statistické pravidla pouzité pre autozomalne
STR nepouzivame, na spolahlivy odhad frekvencie Y-STR haplotypov je potrebné zriadit’ Y
chromozdmalne referenéné databazy™.

Pozorované frekvencie haplotypov alebo odvodené frekvencie z referenénych databaz
sa spravidla pohybuju v rozmedzi 10 az 107, diskrimina¢na sila Y-STR haplotypov je niZ$ia
V porovnani s autozomalnymi STR, tato skuto¢nost’ neplati pre RM Y-STR.

V sucasnosti st mozné dva pristupy pre hodnotenie pravdepodobnosti nahodnej zhody
medzi dvoma po paternalnej linii nepribuznymi Y-STR haplotypmi:

- metdda sé¢itania haplotypov v angl. literatire counting method*!, ktora na odhad vyuziva
celkovy pocet haplotypov zahrnutych v databaze a

- metdda prieskumu haplotypu, v angl. literatire haplotype surveying method*’, ktora
ziskava extrapolaciou viac informacii priamo zo Struktiry a frekvencie jednotlivych Y-STR
haplotypov v databaze. V pripade hodnotenia vysledkov nahodnej zhody nepribuznych
haplotypov obe metddy — metdda scitania haplotypov a metdda prieskumu haplotypu — su
v silnej zhode s ¢astymi haplotypmi (pozorovana frekvencia >0,1 % v referen¢nej populacii).
Pri hodnoteni vzacnych haplotypov su rozdiely o nie¢o vyraznejsie, pretoze vel'kost’ databazy
predstavuje spodnu hranicu odhadu frekvencie metodou séitania haplotypov®.

Potreba vzdy aktualnej alahko dostupnej referencnej databazy v celosvetovom
meradle, pristupnej odbornej verejnosti jednoduchym ,kliknutim®, bola realizovana*
s medzinarodnou podporou a spolupracou roznych institacii a laboratorii z oblasti mediciny,
forenznej genetiky ¢i akademickej obce. Vysledkom je v sucasnosti najrozsiahlejSia online
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referenéna databaza — Y Chromosome Haplotype Reference Database (URL: www.yhrd.org).
Aktualne vydanie databazy z konca roku 2013 (release 46) obsahuje 126,931 haplotypov, z
tohto 99,823 SWGDAM, 71,235 YFiler a 19,592 PPY23 profilov z r6znych populacii celého
sveta®.

Wolf et al.* opisali matematicky predpoklad na vypodet Statistickej interpretacie
Vv pripade zmesnych vzoriek, ktorych povodcami je viacero jedincov muzského pohlavia
(v policajnej praxi sa stretdvame pri viacnasobnom znasilneni roznymi Gto¢nikmi). V takom
pripade sa stretavame so zastipenim viacerych haplotypov v jednej vzorke. Tento modul bol
zarovenl implementovany V radmci databazy YHRD, ktory je v sucCasnosti mozné vyuzit' vo
forenznej praxi.

Prioritou pri tvorbe referencnych databdz je volba vhodnej stratégie vyberu
anasledného odberu vzoriek, vyber jednotlivych zdznamov zo sledovanej populacie, kde
okrem samotnej vel'kosti databazy, zavislej od demografickej struktary populacie ¢i lokalnych
subpopulacii, je aktudlna potreba Co najredlnejSie zahrnut vSetky zlozky populacie
reprezentujuce celé populacné spektrum, atak dosiahnut ¢o najvernej$iu diverzitu
haplotypov.

Jednotlivé zadznamy obsahuji informécie o rodisku biologického otca, pripadne
staré¢ho otca po paterndlnej linii, idedlna je moZnost’ zahrnut’ overené genealogické Studie,
dalej, ak je to mozné, uviest informacie O priezviskach ¢i ich zmenach, prisluSnost’ k
jazykovej skupine, demograficka historiu, nabozenskti prislusnost*’. Nerespektovanie
socialnych, kultarnych a nabozenskych vplyvov v miestnych komunitach ¢i uzavretych
spoloCenstvach casto vedie k priliSnému nadhodnoteniu alebo podhodnoteniu jednotlivych
skupin vramci celkovej populdcie a k moznosti nespravnej interpretacie. Pri Spravnom
nastaveni stratégie a odberu vzoriek moézeme Vv eurdpskych populaciach, predtym
povazovanych z pohladu forenznej genetiky za dostatocne homogénne, objavit’ genetické
rozdiely vY chromozomalnych klastroch, vytvorenych v historicky poslednych
demografickych udalostiach®®.

Usilie $irokej odbornej komunity, ako sa aj s tymto problémom vyrovnat, mozeme
sledovat’ na stranke YHRD, kde je zaroven uvadzany priebeh aktualizacii, celkovy pocet
populacii a haplotypov. Pre jednotlivé moznosti vyhl'adavania v databaze st preddefinované
vyhl'adavacie algoritmy. Haplotypy st v databaze zaradené v roznych geograficky a jazykovo
preddefinovanych hierarchickych urovniach — metapopuldcidch, ktoré zahfiaji regionalne
genetické pripojenie vzoriek (napr. vychodoeurdpska metapopuldcia, zapadoeurdpska
metapopulacia). Priradenie vzoriek do prislusSnych metapopulacii (metapopulécia zahtia
skupiny vzoriek prepojené vzajomne tokom génov a migraciou) je potvrdené genetickymi
testami®®.

V policajnej praxi Y-STR haplotypizacia poskytuje uzitocné informacie, ked’ mézeme
paternalne pribuzenstvo spajat’ s miestom trestného ¢inu. Detlaff-Kakol a Pawlowski* opisuje
metodicky zaujimavy pripad skriningu vybranej, relativne pocetnej vzorky jedincov
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muzského pohlavia pomocou Y-STR analyzy na ucel identifikacie pachatela. DNA profily
ziskané zo spermatickych stop zanechanych na mieste ¢inu poskytli dolezitt informaciu, Ze
jeden a ten isty muz spachal vSetky znasilnenia. VySetrenych bolo deviat’ Y-STR lokusov,
ziskané vysledky boli pouzité na znizenie okruhu vel'kého poctu podozrivych. Néjdeny bol
jeden muz, ktory mal identicky Y-STR haplotyp vo vSetkych deviatich Y chromozémovych
STR lokusov a DNA profil v deviatich z desiatich autozomalnych STR lokusov. Tato
informacia sice muza vylucila, ale zretel'ne naznacila, Ze skuto¢ny nasilnik, ktory zanechal
stopy na mieste ¢inu ma pribuzensky vzt'ah k uz vyli¢enému muzovi. Analyzou referencnej
DNA porovnavacej vzorky brata bola potvrdend zhoda so skiimanym biologickym
materialom (identicky autozomalny DNA profil so stopami na mieste ¢inuy).

Pripad zo Slovenska, kde v roku 2009 bol na KEU PZ Bratislava rieseny zlo¢in
lupeze, pri ktorom poSkodena vyjadrila podozrenie, Ze pri lipeZznom prepadnuti bola aj
znasilnena. Trestnému ¢inu lapeZze predchadzalo napadnutie neznamou osobou, pri ktorom
bola obet’ proti svojej voli intoxikovand neznamou chemickou latkou. Vysetrovatel’ predlozil
okrem inych stop a predmetov nohavicky zaistené od poSkodenej a vyter z poSvy obete.
Sérologickym skumanim bola dok4dzana na damskych nohavickach a vytere z posvy sperma,
autozomalnou analyzou DNA bola v oboch stopach zistena zmes, ktorej majoritna ¢ast’ tvorili
alelely od poskodenej. Pomocou sady Yfiler a Y-STR analyzy boli zistené zhodné haplotypy.
Zisteny Y haplotyp bol prehliadnuty v narodnej databaze, kde bola zistena zhoda s osobou,
ktora mala zaznam uz v minulosti, taktieZ Vv suvislosti sO sexudlnym trestnym ¢inom.
Porovnanim DNA profilu osoby ulozenej v databaze s minoritnymi alelami v zmesiach
nebolo mozné vylucit’ tohto muza ako pévodcu biologického materialu.

Pripady, ako su tieto, ked’ Y-STR analyza poskytuje cenné informécie o paternalnej
pribuznosti testovanych oséb, o¢akavame Coraz CastejSie. V blizkej buducnosti bude pouzitie
profilovania Y chromozomu beznou sucastou policajnej praxe ajednou z moznosti
interpretacie dokazov pred sudom.

Dalsi pripad demonstruje sposob predikcie biogeografického povodu, ked
autozomalny DNA profil chybal a k dispozicii bol Y-STR haplotyp®, ako stopa boli
predlozené stery spod nechtov obete. Policajnou operativnou c¢innostou bol vytypovany
Siroky okruh moznych podozrivych osdb, nasledny masovy skrining 558 jedincov muZzského
pohlavia viedol k muzovi, ktorého zisteny DNA haplotyp sa zhodoval vo vsetkych 11-ich Y-
STR lokusoch s haplotypom zistenym z0 sterov spod nechtov. Dokazovy material a podozrivy
muz boli d’alej analyzovani pomocou rozsirenej sady Y-STR markerov, az nakoniec bola
zistena jedna nezhoda (jeden Y-STR marker z celkového pocétu 21 vySetrenych markerov).
Vysledok viedol k vyliceniu muza ako pévodcu biologického materialu.

Prehl'adanie zisteného Y haplotypu zo sterov spod nechtov v databaze YHRD medzi
63,369 haplotypmi 9-lokusového Standardu (63,369 haplotypov analyzovanych 9-tich Y-STR
markerov a vlozenych do databazy z r6znych metapopulacii celého sveta) zretel'ne ukazalo na
muza, ktory na zadklade biogeografického trasovania povodu mal africké korene. Zistena
zhoda 9-tich Y-STR markerov medzi neznamym haplotypom spod nechtov obete a Siestimi
zodpovedajucimi haplotypmi v databaze YHRD naznacila, ze hl'adany pdvodca s uvedenym
haplotypom pochadza z africkej, afro-karibskej alebo afro-americkej metapopulacie.

Pripad mal pokracovanie, o rok neskor bol zatknuty podozrivy muz, ktorého haplotyp
sa uplne zhodoval s 21 lokusmi haplotypu, muz sa priznal k zlo¢inu. Etnicky pdvod tohto
muza bol afro-karibsky. Z uvedeného pripadu vyplyva nutnost’ rozsirenia zakladného suboru
sledovanych 11 lokusov v beznej forenznej praxi o d’alSie vysoko informativne Y-STR lokusy
na potvrdenie alebo vyluc¢enie nahodnej zhody haplotypov.
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Dal$im zaujimavym pripadom, kde bola vyuzita predikcia biogeografického povodu
pomocou Y haplotypov, bola séria piatich vrazd a znasilneni, ku ktorym doslo v priebehu 18
mesiacov v Baton Rouge, Louisiana®.

Na zaklade vypovedi ocitého svedka bol videny beloch, ako opusta v pickupe jedno
Z miest trestného ¢inu. Policia zacala zber porovnavacich vzorieck DNA od viac ako 1000
belochov v okoli mesta, napriek rozsiahlemu vysetrovaniu V teréne a investigativnej praci sa
nepodarilo najst’ vinnika dlhych sedem mesiacov.

Po tomto case si policia nechala vypracovat’ test biogeografického povodu povodcu
biologickych vzoriek ziskanych z miest trestného cinu. Testom bolo zistené, Ze vzorky
pochadzaji od muza, ktory mal z 85 % afro-americkych predkov a z 15 % americko-indicky
biogeograficky povod. VySetrovacie urady obratili svoju pozornost’ aj tymto smerom a do
dvoch mesiacov bol zatknuty miestny rezident, Afroameri€an s rozsiahlym zaznamom
v trestnom registri. Uspesnost’ hl'adania potvrdila zhoda s 13 autozomalnymi STR zadrZanej
osoby so stopami najdenymi na mieste ¢inu.

V d’alsom pripade vrazdy 16-ro¢ného dievéata v Holandsku bol testovany
biogeograficky povod DNA, ktory ukazal na zapadoeuropsku metapopulaciu, ¢im bolo
vyli¢ené podozrenie miestnych obyvatelov upriamené nanedalekti ubytoviu. V danej
ubytovni boli ubytovani ziadatelia 0 azyl z Blizkeho vychodu a severnej Afriky®, ktorych
biogeograficky povod je odlisny od zdpadoeurdpskej metapopulacie.

Tieto, ako aj d’alSie pripady podporuju tvrdenie, Ze v budicnosti analyzy umoznujtce
predvidat’ biogeograficky povod spolu s metdédami DNA fenotypizacie moézu byt pouzité pri
inteligenthom DNA skriningu biologického materialu neznameho pdvodu. Na to st potrebné
v buducnosti d’alsie validacné studie, ako aj rieSenie etickej a pravnej roviny testovania. Nové
sposoby skimania Y chromozomu by sa tak stali Standardom reSpektovanym V Sirokej
odbornej verejnosti a v akademickych kruhoch.

Zaver

Y-STR haplotypizacia je metdda detekcie a rozliSenia muzskej DNA, Y-STR analyza
je neocenitelnym doplnkom ku $tandardnému panelu autozomalnych STR lokusov pri DNA
profilovani, a to najmi v pripadoch nésilnych trestnych ¢inov, kde st cCastejSie pritomné
zmesné Vzorky.

Paternalna dedi¢nost’ Y haplotypu znemoznuje interpretaciu nahodnych zhod Y-STR
haplotypov, z dovodu vyskytu totozného Y-STR profilu medzi pribuznymi muzmi aj v
niekolkych generaciach. Na postdenie ndhodnej zhody su nevyhnutné velké, dostatoGne
Struktirované databazy, aby bolo mozné odhadnut’, do akej miery je ,,zdielany* haplotyp v
referencnej populacii. Viac konzervativnej$i, zdroven l'ahko interpretovatel'ny a obhdjitelny
pristup hodnotenia haplotypov je metdda s€itania haplotypov, ktora vyzaduje velku databazu
so vzorkami populacie z celého sveta. Na tento ucel bola koncipovana referen¢na databaza Y
Chromosome Haplotype Reference Database — YHRD.

Pribuzni po paternalnej linii maju snahu zit v geografickom a kultirnom uzemi
svojich povodnych predkov. Analyza Y chromozému ma potencidl hodnotit’ zavery
0 biogeografickom povode daného Y-STR profilu aj na tejto skuto¢nosti.

V sucasnosti validované panely Y-STR markerov st pouzivané laboratoriami na
odhalovanie trestnej Cinnosti. V pripadoch, ked’ su k dispozicii len informacie z'Y
chromozomu, je nevyhnutné jadro sady Y-STR lokusov rozsirit o d’alSie, vysoko
informativne lokusy na potvrdenie alebo vyltéenie nahodnej zhody haplotypov.

S2BUTLER, J. M., 2005, Forensic DNA typing: biology, technology, and genetics of STR markers. Academic
Press. s. 688.

SKAYSER, M., DE KNIJFF, P., 2011, Improving human forensics through advances in genetics, genomics and
molecular biology. Nature Rev. Genet. ¢. 12.s. 179-192.



Pod’akovanie: Tato Stadia vznikla vd’aka podpore v rdmci operacného programu Vyskum a
vyvoj pre projekt: Centrum excelentnosti bezpe€nostného vyskumu kod ITMS:
26240120034, spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho fondu regionalneho rozvoja.

Literatura

ALAEDDINI, R., 2011, Forensic implications of PCR inhibition-A review. In Forensic Sci
Int. Genet. ¢. 6(3), s. 297-305.

ALAEDDINI, R., WALSH, J. S., ABBAS, A., 2010, Forensic implications of genetic
analyses from degraded DNA-A review. In Forensic Sci Int. Genet. ¢. 4(3), s. 148-157.
BALDING, J. D., 2013, Evaluation of mixed-source, low-template DNA profiles in forensic
science. In PNAS. ¢. 110(30), s. 12241-12246.

BALLANTYNE, K. N., et al., 2010, Mutability of Y-Chromosomal Microsatellites: Rates,
Characteristics, Molecular Bases, and Forensic Implications. In Am. J. Hum. Genet. ¢. 87, s.
341-353.

BALLANTYNE, K. N., et al., 2012, A new future of forensic Y-chromosome analysis:
Rapidly mutating Y-STRs for differentiating male relatives and paternal lineages. In Forensic
Sci Int. Genet. ¢. 6(2), s. 208-218.

BUTLER, J. M., 2005, Forensic DNA typing: biology, technology, and genetics of STR
markers. Academic Press. s. 688.

BUTLER, J., M., et al., 2002, A novel multiplex for simultaneous amplification of 20 Y-
chromosome STR markers. In Forensic Sci Int. ¢. 129, s. 10-24.

DEKAIRELLE, A. F., HOSTE, B., 2001, Application of a Y-STR pentaplex PCR (DY S19,
DYS3891 and 11, DYS390 and DY S393) to sexual assault cases. Forensic Sci Int. ¢. 118, s.
122-125.

DETTLAFF-KAKOL, A., PAWLOWSKI, R., 2002, First polish DNA ‘‘manhunt’’- an
application of Y-chromosome STRs. In Int J Legal Med. ¢. 116, s. 289-291.

GEPPERT, M., EDELMANN, J., LESSIG, R., 2009, The Y-chromosomal STRs DY S481,
DYS570, DYS576 and DYS643. In Leg Med. ¢. 11, s. 109-110.

GERSHAW, J. C., et al. 2011, Forensic utilization of familial searches in DNA databases. In
Forensic Sci Int. Genet. ¢. 5(1), s. 16-20.

GILL, P., etal., 2001, DNA commission of the International Society of Forensic Genetics:
recommendations on forensic analysis using Y-chromosome STRs. In Int J Legal Med. ¢. 114,
s. 305-309.

GUSMA™O, L., et al., 2006, DNA Commission of the International Society of Forensic
Genetics (ISFG): an update of the recommendations on the use of Y-STRs in forensic
analysis. Int J Legal Med. ¢. 120(4), s. 191-200.

Interny dokument KEU PZ. Néavod na interpretaciu genotypov. Zavizna pracovna instrukcia.
JOBLING, M. A,, GILL, P., 2004, Encoded evidence: DNA in forensic analysis. In Nature
Rev. Genet. €. 5, s. 739-751.

JOBLING, M., A., TYLER-SMITH, C., 2003, The human Y chromosome: an evolutionary
marker comes of age. Nature Rev. Genet. ¢. 4, s. 598-612.

KAYSER, M., DE KNIJFF, P., 2011, Improving human forensics through advances in
genetics, genomics and molecular biology. Nature Rev. Genet. ¢. 12. s. 179-192.

KAYSER, M., etal., 1997, Evaluation of Y-chromosomal STRs: a multicenter study. In Int J
Legal Med. ¢. 110, s. 125-133.

KAYSER, M., SCHNEIDER, P., M., 2009, DNA-based prediction of human externally
visible characteristics in forensics: motivations, scientific challenges, and ethical
considerations. In Forensic Sci. Int. Genet. ¢&. 3, s. 154-161.



KRAWCZAK, M., 2001, Forensic evaluation of Y-STR haplotype matches-a comment. In
Forensic Sci Int. ¢. 118, s. 114.

KRENKE, B. E., 2005, Validation of a male-specific, 12-locus fluorescent short tandem
repeat (STR) multiplex. Forensic Sci Int. ¢. 148(1), s. 1-14. Erratum In: Forensic Sci
Int.151(1):109. Corrected and republished In: Forensic Sci Int. ¢. 151(1), s. 111-124.
MARTIN, G., et al., 2014, Developmental validation of the PowerPlex® 21 System. In
Forensic Sci Int. Genet ¢. 9, s. 169-178.

MRSIC, G., et al., 2012, Croatian national reference Y-STR haplotype database. In Molecular
biology reports. ¢. 39(7), s. 7727-7741.

MULERO, J. J., et al., 2006, Development and validation of the AmpFISTR Yfiler PCR
amplification kit: a male specific, single amplification 17 Y-STR multiplex system. In J
Forensic Sci. ¢. 51(1), s. 64-75.

PHILLIPS, Ch., et al., 2013, Development of a novel forensic STR multiplex for ancestry
analysis and extended identity testing. In Electrophoresis, ¢. 34(8), s. 1151-1162.

PRINZ, M., et al., 1997, Multiplexing of Y-chromosome specific STRs and performance for
mixed samples. In Forensic Sci Int. ¢. 85, s. 209-218.

RODIG, H., et al, 2008, Evaluation of haplotype discrimination capacity of 35
Ychromosomal short tandem repeat loci. In Forensic Sci Int. ¢. 174(2-3), s. 182-188.
ROEWER, L., 2009, Y chromosome STR typing in crime casework. In Forensic Sci. Med.
Pathol. ¢. 5, s. 77-84.

ROEWER, L., 2013, DNA fingerprinting in forensics: past, present, future. In Investig Genet.
. 4(1),s. 22.

ROEWER, L., EPPLEN, J. T., 1992, Rapid and sensitive typing of forensic tains using PCR
amplification of polymorphic simple repeat sequences in case work. In Forensic Sci Int. ¢. 53,
s.163-171.

ROEWER, L., et al., 2000, A new method for the evaluation of matches in nonrecombining
genomes: application to Y-chromosomal short tandem repeat (STR) haplotypes in European
males. In Forensic Sci Int. ¢. 114(1), s. 31-43.

ROEWER, L., et al., 2005, International Forensic Y Chromosome User Group. Signature of
recent historical events in the European Y-chromosomal STR haplotype distribution. In Hum
Genet. ¢. 116, s. 279-291.

ROEWER, L., GEPPERT, M., 2012, Interpretation Guidelines of a Standard Y-chromosome
STR 17-plex PCR-CE Assay for Crime Casework. In Antonio Alonso (ed.), DNA
Electrophoresis Protocols for Forensic Genetics, Methods in Molecular Biology. Springer, ¢.
830, s. 43-56.

SHEWALE, J. G., SINHA, S. K., 2003, Y-Short tandem repeat multiplex systems-Y-PLEX
TM6 and Y-PLEXTMDS5. Forensic Sci Rev. ¢. 15, s. 116-135.

SIBILLE, I., et al., 2002, Y-STR DNA amplification as biological evidence in sexually
assaulted female victims with no cytological detection of spermatozoa. Forensic Sci Int. ¢.
125, s. 212-216.

THOMPSON, J. M., 2013, Developmental validation of the PowerPlex® Y23 System: A
single multiplex Y-STR analysis system for casework and database samples. In Forensic Sci
Int. Genet. ¢. 7(2), s. 240-250.

TUCKER, V., C, et al., 2011, Developmental validation of the PowerPlex® ESI 16 and
PowerPlex® ESI 17 Systems: STR multiplexes for the new European standard. In Forensic
SciInt. ¢. 5 (5), s. 436-448.

UNDERHILL, P. A., KIVISILD, T., 2007, Use of Y chromosome and mitochondrial DNA
population structure in tracing human migrations. Annu. Rev. Genet. ¢. 41, s. 539-564.

VAN OORSCHOT, A. R., BALLANTYNE, N. K., MITCHELL, R. J., 2010, Forensic trace
DNA: a review. In Investig Genet. ¢. 1, s. 14.



VERMEULEN, M., et al., 2009, Improving global and regional resolution of male lineage
differentiation by simple single-copy Y-chromosomal short tandem repeat polymorphisms. In
Forensic Sci Int. ¢. 3(4), s. 205-213.

VUICHARD, S, et al., 2011, Differential DNA extraction of challenging simulated sexual-
assault samples: a Swiss collaborative study. In Investig Genet. ¢. 2, s. 11.

WILLUWEIT, S., ROEWER, L., 2007, International Forensic Y Chromosome User Group Y
chromosome haplotype reference database (YHRD): update. In Forensic Sci Int Genet. ¢.
1(2), s. 83-87.

WOLF, A., et al.,, 2005, Forensic interpretation of Y-chromosomal DNA mixtures. In
Forensic Sci Int. ¢. 152(2-3), s. 209-213.

Key words: forensic genetics, Y-STR, population databases, biogeographic ancestry, Y-STR
prediction

Summary

Y chromosome STR typing in forensic investigation: This study is concerned on STR
(Y chromosom short tandem repeat) polymorphisms, which are located on male Y
chromosome, and also on utilizing new modern technologies of molecular biology in human
population genetics. Y-STR typing represents an alternative method to the current routine
used autosomal STR analysis for more accurate individual identification.

Y-STR typing is furthermore used in determining family relationships,
biogeographical origin and in forensic DNA typing. Y-STR analysis is an invaluable tool to
examine evidence in sexual assault cases and in other forensic casework. Unambiguous
detection of the male component in DNA mixtures with a high female background is still the
main field of application of forensic Y-STR haplotyping. Since paternal relatives tend to live
in the geographical and cultural territory of their ancestors, the Y chromosome analysis has a
potential to make inference on the population of origin of a given Y chromosomal profile. Y-
chromosome which shows a strongly clustered geographical distribution due to the linear
inheritance and the patrilocality of ancestral groups. Large population databases, namely the
Y-STR Haplotype Reference Database (YHRD), have been established to assess the
evidentiary value of Y-STR matches by means of frequency estimation methods (counting
and extrapolation). Currently a panel of validated Y-STR markers is used by crime labs. In
cases, where other than Y chromosome information is not available, this core marker set must
inevitably be extended by additional highly informative loci to confirm or exclude a match.
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