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SNP typing metodologie vo forenznej genetike — pre a proti

Anotacia: Tento odborny c¢lanok sa venuje SNP (single nucleotide polymorphism) polymorfizmom,
zodpovednym za variabilitu medzi dvoma jedincami, ktoré pri vyuzivani novych modernych technologii
molekularnej biologie predstavuju alternativnu metddu k sucasnosti rutinne pouzivanej STR (short tandem
repeat) analyze pri individualnej identifikacii a okrem toho sa vyuzivaju aj pri urCovani pribuzenskych vztahov,
biogeografického povodu a taktiez pri forenznej DNA fenotypizacii. Maju velky vyznam aj pri genetickej
analyze z dokaznych vzoriek obsahujucich degradovani DNA. V préci sme sledovali vyhody a nevyhody SNP
technologie pre forenzni genetiku. V zavere popisujeme najnovsiu metddu, ktord sa pouziva pri SNP
profilizacii, ide 0 tzv. sekvenovanie novej generacie. Nasa praca vznikla pre potreby pilotnej $tadie SNP
sekvenovania vybranych markerov v spolupraci s Prirodovedeckou fakultou UK.
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Neustaly vyvoj novych nastrojov molekularnej bioldgie umoziuje forenznym vedcom
vyuzivat’ na analyzu DNA Coraz viac technik a analyzovat’ tak DNA aj z dokaznych vzoriek
s limitovanou kvantitou a kvalitou. Aj ked’ ide o vyspelé metédy, maju svoje obmedzenia,
ktoré je potrebné vylepsit’, prikladom ¢oho mdze byt zvySena moznost’ automatizacie, lepsSie
softvérové vybavenie, zavadzanie alternativnych platforiem na analyzu DNA vzoriek,
rychlejSie testovanie, nizSie riziko kontaminacie, nizSia spotreba dokaznej vzorky,
redukovanie prace potrebnej na vykonanie analyzy a i.

V sucasnosti je najbeznejSou metddou STR (z angl. short tandem repeats) analyza,
ktora sa rutinne pouziva vo forenznych laboratoriach. Na zaklade toho, ze pri PCR dochadza
k amplifikacii zvoleného useku DNA, sa umoznilo vyuzivat na forenzné ucely aj vzorky
s obsahom malého mnozstva DNA, ¢im sa znizili naroky na kvantitu biologického materialu
odobratého z miesta ¢inu. MnoZstvo potrebnej DNA sa zniZilo na Groven pikogramov.

Spociatku sa na PCR analyzu vyuzivali skoré markery, medzi ktoré patrili HLA-DQA
lokus a polymorfné markery (LDLR, GYPA, HBGG, D7S8 a Gc)?, ktoré vsak boli nahradené
STR markermi, oznaCovanymi aj ako mikrosatelity alebo SSR (z angl. Simple Sequence
Repeat), ktoré st v sucasnosti dominantne pouzivané. Ide o useky DNA, zlozené
z niekol’kych po sebe sa opakujucich tandemovych repeticii, skladajucich sa z 2 —6 bazovych
parov. Pocet opakovani je medzi jedincami vysoko variabilny, vd’aka comu sit STR markery
efektivne pre individualnu identifikaciu. Pozadovana dizka amplikénov je 150 — 450 bp?, &o
znemoziuje analyzu degradovanej DNA, aviak so zavedenim mini-STR, pri ktorych je dizka
amplikonov 71 — 250 bp3, sa tento problém &iastoéne vyriesil.

FBI (z angl. Federal Bureau of Investigation) pouZiva od roku 1997 §tandardny set 13
Specifickych STR lokusov, suhrne oznacovanych ako CODIS (Combined DNA Index
System) markery, medzi ktoré patria: TPOX, D3S1358, D5S818, FGA, CSF1PO, D7S820,
D8S1179, THO1, VWA, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11 a okrem toho esSte pohlavie
uréujiici lokus pre amelogenin AMEL-X/Y .4
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Europska siet’ forenznych institutov (ENFSI — European Network of Forensic Science
Institutes) a Rada Europskej unie odporucaju pre analyzu DNA eurdpsky Standardny set
(ESS), ktory obsahuje sedem lokusov: D3S1358, FGA, D8S1179, THO1, VWA, D18S51
aD21S11.5 Velk4 Britania a vacsina Eurdpy vyuziva SGMPLUS profil (z angl. second-
generation multiplex plus profile), pozostavajuci z 6smich lokusov z CODIS S$tandardného
setu (FGA, THO1, VWA, D3S1358, D8S1179, D16S539, D18S51 a D19S433), sucasne
sdvoma pridavnymi markermi D2S1338 aD19S433 aslokusom pre amelogenin.® Pre
robustni  multiplexni amplifikaciu zékladnych STR lokusov je dostupnych mnoho
komer¢nych kitov, napr. PowerPlex 16 kit (Promega Corporation), 16plex AmpFISTR
Identifiler kit (Life Technologies), Y-filer™ Kkit.

Na vylepSenie diskriminacnej sily a zlepSenie efektivnosti analyzy degradovanej
DNA, ENFSI a EDNAP (z angl. European DNA Profiling Group) zverejnila v roku 2005
zoznam troch pridavnych novych mini-STR lokusov: D2S441, D10S1248 a D22S1045 ako aj
dve polymorfné lokusy D1S1656 a D12S391.” Na zéklade toho boli vyvinuté nové kity
PowerPlex® ESX 17 a ESI 17 Systems (Promega company), AmpFISTR® NGM™ PCR
Amplification Kit (NGM) (Life Technologies).

Napriek vSetkym vyhodam, vdaka ktorym sa STR analyza stala kazdodenne
pouzivanou metédou vo forenznych laboratoriach po celom svete, ma tito metdda aj urcité
obmedzenia. Problémom moze byt testovanie vzorky, ktord obsahuje Ciasto¢ny profil pre
degradovani DNA; alebo ak bol prvostupiiovy pribuzny pravého otca nevedome testovany
(ako napr. brat alebo otec); vytvorenie nejednozna¢ného vzoru genotypu vd’aka relativne
vysokej mutacnej nestabilite STR v porovnani s ostatnymi polymorfnymi markermi;
a testovanie pribuznosti, ak je vicsina alebo vsetci pribuzni nedostupni na testovanie.® Je
preto nevyhnutné vyvinit’ nové metddy, presahujice STR markery, aby bolo mozné posunut’
hranice forenznej genetiky. Jednym z moznych adeptov stt SNP polymorfizmy.

Potencial SNP profilizacie spociva v pocetnom zastipeni SNP v I'udskom gendme,
prospesnosti pri analyze degradovanych DNA vzorkach a pristupnosti na automatizaciu. Pri
analyze je dolezit¢ vybrat’ vhodné SNP markery, ktorych vlastnosti sa liSia a zavisia od
spdsobu pouzitia, na ktoré su urcené.

SNP (Single-nucleotide polymorphism - jednonukleotidovy polymorfizmus)

SNP su substiticie jedného nukleotidu v sekvencii gendomu. SNP variacia nastane, ak
sa jeden nukleotid, napr. A (adenin) nahradi jednym z troch dalSich nukleotidov — C
(cytozin) , G (guanin) alebo T (tymin) (obr.1). O SNP mézZeme hovorit, ak sa na tom istom
mieste v genome nachadza rozdielny nukleotid u viac ako 1 % populacie. SNP, ktoré su
zodpovedné za 90 % l'udskej variability, sa objavuju kazdych 100 az 300 baz spomedzi 3
miliard baz genému.
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Obr. 1: SNP. Na obrazku je znazorneny jednonukleotidovy polymorfizmus, nasledkom ktorého doslo
medzi DNA molekulou 1 a DNA molekulou 2 k zamene nukleotidu v jednom bazovom pare (v tomto pripade
ide o C/T polymorfizmus)?®.

SNP sa moze vyskytovat' v kodujicej alebo, ako je to vo vécSine pripadov,
v nekddujucej medzigénovej oblasti. Hoci je 99 % l'udskej DNA sekvencie rovnakej, variacie
v DNA sekvencii moézu mat’ velky vplyv na individudlnu reakciu l'udi na ochorenia,
chemikalie, environmentalne faktory, akymi su baktérie, virusy, toxiny. Vd’aka tomu je SNP
vhodnym na biomedicinsky vyskum, vyvoj novych farmaceutickych produktov alebo pri
diagnostike ochoreni.”

SNP su genetické markery, ktoré maju potencidlne vyuzitie aj vo forenznej oblasti.
Ukazuju sa uzito¢né, a to hlavne pri pripadoch, kde sa profilizacia robi zo vzorky obsahujucej
malo templatovej DNA alebo z degradovanych vzoriek, ¢o je Casté pri identifikacii obeti
hromadnych nest’asti. VSetky forenzné DNA ukazovatele, hlavne DNA databaza, su zaloZené
na STR markeroch, apreto je nepravdepodobné, Ze v blizkej budicnosti sa SNP stanu
primarnymi forenznymi markermi.

Vyhody a nevyhody SNP

Poprednou vyhodou SNP je, Ze PCR produkty SNP polymorfizmov mézu byt
fragmenty s dizkou mensou ako 60 — 80 bp.*! Preto pri praci svysoko degradovanym
biologickym materidlom mdzeme ziskat’ pouzitim SNP analyzy lepsie vysledky ako pri STR
profilizacii, ktora vyZaduje podstatne dlhSie fragmenty. Pri pouZziti mini-STR sa velkost
amplikoénov pohybuje od 71 do 250 bp.?

Dalsou vyhodou je moZnost' uplnej automatizacie a vytvorenie multiplexného
testovania, ktoré zodpovedd schopnosti simultdnne analyzovat' niekolko genetickych
markerov pocas jedného testovania, ¢o je pri DNA profilizacii kI'aCové. Analyza viacerych
markerov sucasne zniZuje spotrebu ¢asto limitovanej forenznej dokaznej vzorky. Je to vel'mi
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prospesné v urcitych pripadoch, ak je ziadané opitovné pretestovanie. NavysSe, ked’Ze sa so
vzorkou pocas len jednej analyzy menej manipuluje, znizuje sa riziko moznej kontaminacie v
ramci laboratéria.'®

SNP maji nizku muta¢nu rychlost, vd’aka ¢omu vystupuju ako stabilné genetické
markery pre analyzy pribuznosti, ¢o sa vyuziva v pripadoch dedi¢nosti, pripadoch
nezvestnych osdb a taktiez ak nie je dostupny Ziadny priamy referenény material.’* S vhodne
zvolenymi SNP markermi je mozné urCit' etnicky povod vzorky alebo urcité fyzické
atributy.!®

Hlavnou nevyhodou je, Zze viac¢sina SNP je bialelickych. To znamend, Ze v gendme sa
na danom mieste mozu vyskytovat’ dve alely, ¢ize mézeme dostat’ tri genotypy. Napriklad —
ak alelami pre SNP lokus si A aB, tak tri mozné genotypy si AA, BB alebo AB.
V porovnani s STR analyzou, pri ktorej sa pouziva 13 zakladnych STR lokusov, su preto
menej informativne. A na dosiahnutie priblizne rovnakej sily diskriminécie potrebujeme
pouzit az 50 — 100 autozomalnych SNP lokusov, ¢o znaéne zvysuje ndklady.® Problémom pri
DNA analyze, na ktori pouzijeme SNP typizdciu, mdze byt neschopnost sucasne
amplifikovat’ dostatok SNP v robustnom multiplexnom teste zo vzorky s nizkym obsahom
DNA.

Medzi potencidlne forenzné markery na geneticki analyzu sa vSak zaraduji aj
trialelické SNP. Prostrednictvom pyrosekvenovania a SNaPshot metédy sa vybralo 20
spomedzi trialelickych SNP dostupnych v NCBI databaze, ktoré moézu byt pouzité na
doplnkovt individudlnu identifikaciu (uréenie povodcu) a testovanie paternity.t’

Pre obmedzeny pocet aliel na lokus je pri SNP problematické interpretacia v pripadoch
zahtmajucich zmes roznych DNA (tzv. zmieS$ané stopy), ¢ize ak vzorka pochadza od viacerych
darcov. Je tazké urcit’ rozdiel medzi vzorkou obsahujicou dvoch homozygotov alebo
homozygota a heterozygota. Dalsou nevyhodou je, Ze nizka mutaéna rychlost, ktora je
zaradend aj ako vyhoda, pretoze prispieva k substruktirnemu efektu v populécii. To znamena,
ze jednotlivé subpopuldcie tvoriace celkovi populaciu st medzi sebou geneticky vysoko
variabilné, ale vramci uréitej subpopulacie je variabilita nulova.!® Na ucely testovania
identity je preto nevyhnutny rozvaznejsi vyber SNP.

Rozdelenie SNP do kategorii podPa ich vyuzitia vo forenznej genetike

Vyuzitie polymorfizmov jedného nukleotidu vo forenznej genetike je v rutinnej praxi
mozné v pripadoch individudlnej identifikicie a testovania pribuznosti.!® Okrem toho boli
realizované aplikacie SNP pri analyze mtDNA a urcovani pribuzenskych vzt'ahov pomocou Y
chromozému, charakterizacii vysoko degradovanych DNA vzoriek, migracnej analyze ci
analyze biogeografického povodu jedinca, doplnkovej individudlnej identifikacii alebo
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potencidlnom urceni fyzickych ¢ft. Na zéklade toho, na aky ucel sa SNP pouzivaju, bolo
zavedené rozdelenie SNP do $tyroch skupin.?

SNP na testovanie identity

SNP na individualnu identifikaciu (urcenie pdvodcu) maji rovnakt tlohu ako vybrané
STR markery pouzivané vo forenznej genetike. Poskytuju geneticktl informaciu s vysokou
diskrimina¢nou silou, ktora moze vyvratit' alebo dokazat, ¢i je jedinec zdrojom dokazného
biologického materidlu z miesta ¢inu. Taktiez sa pouzivaju pri nejednoznacnych pripadoch, ak
sa testuje, ¢i je domnely ¢len s rodinou skutoéne v pribuzenskom vzt'ahu. Pri vybere SNP
markerov vhodnych na forenzné ucely hra rozhodujicu ulohu najméd heterozygozita
(pravdepodobnost, Ze nahodne vybraty jedinec je na danom lokuse heterozygot) a hodnota Fst
(miera diferenciacie populécie na zaklade genetickej Struktury).

Problémom pri jednonukleotidovych polymorfizmoch je, Ze frekvencia kazdej alely sa
modze pohybovat’ vrozmedzi od nuly k jednej medzi r6znymi populaciami, ¢o spdsobuje
velmi velka zavislost pravdepodobnosti zhody dvoch profilov od frekvencii v populacii
pouzitych na testovanie. Je preto nevyhnutné presne poznat pocetnost’ polymorfizmov
Vv prislusnej populdcii.

Na forenzné ucely st vhodné tie SNP polymorfizmy, ktoré maji vysoka
heterozygozitu av podstate identicka alelicki frekvenciu vo vsetkych populaciach.
Pravdepodobnost’ zhody tak bude takmer konsStantna bez ohl'adu na to, v akej populacii sa
analyza uskutoc¢nila. Vysoka heterozygozita maximalizuje informativnost kazdého SNP
anizka Fst hodnota minimalizuje ndhodny vyskyt alely v r6znych populédcidch. Kombindcia
vysokej heterozygozity a nizkej Fst teda zvySuje Gcinnost’ forenzného panela pri profilizacii,
¢o znamend, 7e bude potrebnych menej SNP na dosiahnutie pravdepodobnosti zhody
v pozadovanej miere, nez ako by bolo potrebnych pri pouziti ndhodne zvolenych SNP.%

Eurdpske forenzné laboratéria validovali 21 SNP panel??, 52 SNP panel a 49 SNP
panel?3,

SNP informujice o pribuznosti

Vo forenznej praxi sa SNP informujice o pribuznosti vicSinou pouZzivaji pri
genetickej analyze v pripadoch identifikacie nezvestnych osdb, neidentifikovanych l'udskych
pozostatkov alebo obeti hromadnych nestasti. Uspesna identifikacia genetickym testovanim
pomocou pribuzenskej analyzy je obmedzena mnozstvom DNA dostupnej na analyzu, poctom
rodinnych prislu§nikov potrebnych na porovnanie a vhodnymi genetickymi markermi.

Na maternalne dedenom gendome mtDNA a paterndlne dedenej nerekombinujucej
oblasti Y chromozému boli identifikované SNP informujuce o pribuznosti osob. Miera
rekombinacie a nizka mutac¢na rychlost’ st rozhodujtice faktory pri vybere SNP markerov,
ktoré umoziuju evolucné stadie a analyzu pribuznosti, a to hlavne v pripadoch, ked je
referenc¢nd vzorka a dokazna vzorka oddelend niekol’kymi generaciami.
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Vzhladom na nedostatok rekombinacii moéze byt mtDNA analyzovana ako jeden
vysoko informativny multialelicky lokus (haplotyp). To spolu s materndlnym typom
dedi¢nosti umoziuje pouzitie mtDNA akéhokol'vek materndlne pribuzného jedinca ako
referenénej vzorky pri individualnej identifikacii.’* Na ziklade dohody sa zaznamenal len
zoznam rozdielov z univerzalnej referencnej sekvencie, oznaCovanej ako Cambridge alebo
Andersonova sekvencia.?®

Velkou vyhodou vyuzitia mtDNA na forenzné ucely je vysokéd sekvencnd variacia,
ktora vyplyva zvysokej muta¢nej rychlosti v mitochondridlnom genéme. mtDNA je
V porovnani S jadrovou DNA desatkrat viac nachylnejSia na mutaciu. Dva hypervariabilné
segmenty kontrolnej oblasti, HVSI a HVSII, st najvariabilnej$ic medzi jedincami, ¢o ich robi
vhodnymi na forenzné ucely. Rutinné vySetrovanie je zaloZzené na urCeni rozli¢nych
sekvencii mtDNA v kontrolnej oblasti. Ak sa mtDNA profil ziskany z dokaznej vzorky
zhoduje s profilom ziskanym z referencnej vzorky, Statisticka interpretacia vyznamu zhody
zavisi od frekvencie dotyéného haplotypu v populacii.’® Ak je jeho vyskyt vzacny, tak
pravdepodobnost, ze dve vzorky majuce tento haplotyp su ziskané z rovnakej maternalne;j
linie, je vysoka a dokaz ziskany takouto cestou mé vysokt diskriminaénu silu.?’ V eurdpskej
populacii, kde asi 7 % populacie predstavuje najbeznejsi HVSI/HVSII typ, je Standardna
sekvencnd analyza kontrolnej oblasti pre forenznli diskriminaciu nedostacujica. S cielom
vylepsit' diskrimina¢nu silu boli analyzované SNP nachédzajice sa v kédujucej oblasti
mtDNA, ktora je evolucne stabilnejsia®®. V dosledku rasticeho poétu kompletne
sekvenovanych genomov mtDNA bolo vydané vel’ké mnozstvo SNP, ktoré sa vyuzivaju napr.
na rozliSenie populacie vychodnej Eurazie od zapadnej Eurazie. Niektoré z panelov boli
optimalizované a uspesne aplikované vo forenznych laboratériach.?

Markery na analyzu pribuznosti, ktoré si v lokusoch mtDNA a Y-chromozému, maju
obmedzenu diskrimina¢nu silu. Bol preto vytvoreny novy typ forenznych DNA markerov,
nazyvanych haplobloky. Patil et al. (2001)*° definovali haplobloky ako oblasti s velkym
podielom spolo¢ne odvodenych haplotypov. Gabriel et al. (2002)*! ich opisal na ziklade
vézbove] nerovnovahy, ktord dosahuje velké hodnoty medzi parmi SNP v ramci jedného

2 CARRACEDO, A., BAR, W., LINCOLN, P., MAYR, W., MORLING, N. et al., 2000, DNA commission of
the international society for forensic genetics: guidelines for mitochondrial DNA typing. Forensic Sci. Int. 110
(2): 79-85.

% ISENBERG, A. R., MOORE, J.M., 1999, Mitochondrial DNA analysis at the FBI Laboratory. Forensic Sci.
Commun. 1:2.

% PARSON, W., BANDELT, H.J., 2007, Extended guidelines for mtDNA typing of population data in forensic
science. Forensic Sci. Int. Genet. 1 (1): 13-19.

2T SALAS, A., BANDELT, H. J.,, MACAULAY, V., RICHARDS, M. B., 2007, Phylogeographic investigations:
the role of trees in forensic genetics. Forensic Sci. Int. 168 (1):1-13.

8 COBLE, M. D., JUST, R. S., O°CALLAGHAN, J. E., LETMANYI, I. H., PETERSON, C. T., IRWIN, J. A,,
PARSONS, T. J., 2004, SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS OVER THE ENTIRE MTDNA
GENOME THAT INCREASE THE POWER OF forensic testing in Caucasians. Int. J. Legal. Med. 118
(3):137-146; COBLE, M. D., VALLONE, P. M., JUST, R. S., DIEGOLI, T. M., SMITH, B. C., PARSONS, T.
J., 2006, Effective strategies for forensic analysis in the mitochondrial DNA coding region. Int. J. Legal. Med.
120 (1):27-32.

2 BRANDSTATTER, A., PARSONS, T.J., PARSON, W., 2003, Rapid screening of mtDNA coding region
SNPs for the identification of west European Caucasian haplogroups. Int. J. Legal. Med. 117 (5):291-298;
DACA, P., MIELNIK, M., ROGALLA, U., SKONIECZNA, K., LINKOWSKA, K., GRZYBOWSKI, T., 2008,
The application of minisequencing reactions for haplogroup assignment of mitochondrial DNA. Arch. Med.
Sadowej. Kryminol. 58 (4):212-217.
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haplobloku. Wang et al. (2002)% ur¢ili ako dalSie kritérium, ze v haploblokoch nesmela
nastat’ ziadna historicka rekombinacia. Ako celok ma haploblok vyssiu diskriminacnu silu pre
pribuzensku analyzu ako jednotlivé SNP v bloku. Kumulativna diskriminacna sila bola
v populaénych $tadiach stanovenad na hodnotu 1072, Spomedzi 253 identifikovanych
haploblokov bolo na zaklade Hardy-Weinbergovej rovnovahy, vysokej védzbovej
nerovnovahy, vysokej heterozygozity, nizkej Fst hodnoty a minimalneho poctu SNP na
definiciu haplobloku vybratych 24 kandidatov sluZziacich na forenzné ucely.®

SNP informujuce o povode

V praktickych forenznych pripadoch sa stretavame so situaciami, ked’ nie je mozné
ur¢it povodcu biologického materidlu as pomocou operativnych metéd ani vytipovat
pachatel’a skutku. V niektorych pripadoch nie je Ziaden podozrivy ani potom, ako je STR
profil dokaznej vzorky porovndvany s DNA databdzou pachatelov alebo informacia
0 skuto€nom pachatelovi nie je hodnovernd, napr. pri niektorych vypovediach ocitych
svedkov. Pre vedenie vySetrovania méze byt uzitocné, ak je zndme nieco o zoviajsku
pachatela. Biogeograficky pdvod jedinca moéze nepriamo poskytnit’ niektoré netplne
informacie 0 celkovom vzhl'ade osoby, a tak poskytnat’ oporny bod pre vedené vysetrovanie.
Forenzné STR lokusy st efektivne markery pri individudlnej identifikacii, avSak su
nevyhovujtce pri definovani genetického biogeografického povodu jedinca pre vysoky stupen
frekvencie alely v populacii. Y chromozoém a mtDNA haplotypy st pouzivané na
rekonstrukciu evolucnej historie a z toho mozno odvodit’ data o genetickom povode jedinca.
AvSak uniparentdlna dedi¢nost’ a obmedzené zastipenie v l'udskom gendme nerobia tieto
genetické markery vhodnymi na nepriamy odhad fenotypu.

Markery informujiice o povode (AIM — zangl. ancestry informative markers)
predstavuju SNP rozptylené v celom l'udskom genome, vyskytujice sa v znaéne rozdielnej
alelovej frekvencii medzi svetovymi populdciami, st teda na tento ucel pouzitelné
a umoziuji odhadnut’ biogeograficky povod analyzovanej vzorky>*. Mozu odhalit’ zdedeny
povod dokaznej vzorky alebo osoby, ale neanalyzuji sa na ziskanie fyzickych znakov.

Tato nepriama metdoda posudzovania fenotypu je zalozena na koreldcii prejaveného
fenotypu surcitymi StruktGrnymi prvkami povodu Tludskej populacie. Prikladom je
pigmentacia koze, ktora je svetlejSia u obyvatel'ov severnej Eurdpy ako u akejkol'vek inej
populécie. S vhodnymi databdzami definujlicimi merania pigmentacie koze v regionalnych
ardznych svetovych referencnych pdvodnych populacidch moézeme z ddkaznej vzorky
geneticky stanovenu svetli pigmentaciu koze severoeurdpskeho darcu urcit z presne
stanovené¢ho genémového povodu. Tato metdda vyzaduje stanovenie genetickej variacie,
ktora silno koreluje so Specifickymi populdciami, a vytvorenie databdz so zavedenim
Specifickych AIM.

Uspesné uréenie povodu vyzaduje genotypizaciu velkého podtu AIM, pri¢om sa
vacSinou vyuziva technologia zaloZzend na mikrocipoch. V stcasnosti dostupné panely AIM

32 WANG, N., AKEY, J. M., ZHANG, K., CHAKRABORTY, R., JIN, J., 2002, Distribution of recombination
crossovers and the origin of haplotype blocks: the interplay of population history, recombination, and mutation.
Am. J. Hum. Genet. 71 (5):1227-1234.

% GE, J,BUDOWLE, B. PLANZ, J. V. CHAKRABORTY, R., 2010, Haplotype block:
new type of forensic DNA markers. Int. J. Legal. Med. 124 (5):353-361.

3 FRUDAKIS, T., VENKATESWARLU, K., THOMAS, M.J., GASKIN, Z., GINJUPALLI, S., et al., 2003, A
classifier for the SNP-based inference of ancestry. J. Forensic Sci. 48 (4):771-782; NASSIR, R., KOSOY, R,
TIAN, C., WHITE, P. A, BUTLER, L. M,, et al, 2009, An ancestry informative marker set for determining
continental origin: validation and extension using human genome diversity panels. BMC Genet. 10:39



SNP*® umoziiujii uréenie kontinentdlnych rozdielov a hodnoty vztahujice sa na miesanie ras
medzi niektorymi populaciami. Je vSak eSte potrebné pridat’ urcité panely, aby sa docielilo
spolahlivé odligenie jedincov pochadzajtcich z roéznych populdcii vnitri kontinentu,

SNP informujuce o fenotype

Vo forenznej genetike sa rozvija nova oblast’, tzv. forenzna DNA fenotypizacia alebo
tiez ,,DNA intelligence®, ktora vyuziva molekuldrne DNA markery na uréenie EVC (viditeI'né
¢rty zoviajSka z angl. externally visible characteristics), ako st napr. pigmentacia, farba oci,
vyska alebo rysy tvare, z DNA variabilnych dat ziskanych z ddkazového materialu
odobratého z miesta &inu alebo z pozostatkov nezvestnych o0sdb.®” Zakladny postup pri
priamej metéde urCovania fenotypu spociva v identifikdcii SNP wvnutri génovej oblasti
asociovanych s konkrétnymi Crtami.

NajrelevantnejSimi pripadmi pre forenzni DNA fenotypizéciu su tie, pri ktorych sa
profil ziskany analyzou dokaznej DNA vzorky nezhoduje s konvenénym STR profilom
podozrivého a nezhoduje sa ani so ziadnym profilom v DNA databaze anie st dostupné
ziadne dopliujice informacie o donorovi danej vzorky. Uréenie EVC je taktiez opodstatnené
v pripadoch, ak st k dispozicii ociti svedkovia, ale ich vypovede tykajice sa vzhladu
nezndmeho pachatela je potrebné potvrdit. Tuto metdédu mdzeme vyuzit' aj pri identifikacii
obeti hromadného nestastia aVinych pripadoch identifikacie nezvestnych os6b, ak
konvencnd DNA profilizécia v podobe STR profilu nepreukdze zhodu so ziadnym zdanlivo
pribuznym jedincom a zlyha pri poskytnuti informativnej stopy. Vyuziva sa tiez v pripadoch
nezvestnych osob, ak sa najde telo v pokro¢ilom $tadiu rozkladu, alebo Casti tela, ktoré
nevykazujiu EVC, ako st napriklad kosti®.

V sucasnosti sa na forenznt DNA fenotypizaciu pouziva robustny a citlivy IrisPlex,
ktory bol validovany pre forenzné pouzitie. Vyvinutie multiplexného genotypizujiceho
systému zaloZeného na v sicasnosti Siestich najinformativnejSich SNP o farbe o¢i umoziuje
predpovedanie modrej a hnedej farby duhovky s vysokou presnostou predikcie, az 94 %,
stanovenej pri testovani viac ako 3800 jedincov z Eurdpy.*® Optimdlne mnozstvo DNA
potrebnej na presnu predikciu farby o¢i predstavuje 0,25 az 0,5 ng templatovej DNA. Vysoku
citlivost’ potvrdzuje, ze Uplny profil sa ziska uz pri pouziti 31 pg DNA, ¢o je ekvivalentné
obsahu Siestich T'udskych diploidnych buniek. Dizka PCR fragmentov bola navrhnuta do
velkosti 80 — 128 bp, ¢o ho robi vhodnym na analyzu vzoriek obsahujlcich fragmentovant
DNA désledkom degradacie. Multiplexna assay je zaloZzena na metoéde SNaPshot a kapilarnej
elektroforéze, ktoré sa bezne pouzivaju vo forenznych laboratériach.

HlrisPlex systém je schopny simultanne urcit’ farbu oc¢i aj farbu vlasov v jednom
multiplexnom teste, ktory je navrhnuty tak, aby si poradil s malym mnozstvom DNA, ¢o
umozZiuje analyzu vzoriek obsahujucich degradovanii DNA. Dizka PCR fragmentov bola
mensia ako 160 bp. Panel obsahuje 1 indel a 23 SNP markerov, z ktorych Sest’ sa vyuziva pri
uréovani farby o€i (st totozné s markermi IrisPlexu) a zvy$né na predikciu farby vlasov.

% 73 AIM DNAWitness kit biogeografického povodu, 320 AIM euroazijsky panel, 1476 AIM eurdpsky panel,
citované v Budowle, B., van Daal, A., 2008, Forensically relevant SNP classes. Biotechniques. 44 (5): 603-610.
3% BUDOWLE, B., VAN DAAL, A., 2008, Forensically relevant SNP classes. Biotechniques. 44 (5): 603-610;
Decorte, R., 2010, Genetic identification in the 21st century—current status and future developments. Forensic
Sci. Int. 201(1-3):160-164.
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Vysoka citlivost’ bola preukazana ziskanim kompletného DNA profilu pri vstupnej vzorke
s velkostou 63 pg.*°

Pouzitie HIrisPlexu pri analyze DNA zo zuba polského generdla Wtladystawa
Sikorskeho (1881 az 1943) a 23 kompletnych profilov z 26 DNA analyzovanych vzoriek
odobratych z kosti sa osved¢ilo pri spravnom urceni farby o¢i a vlasov, o ktorej zaznamy sa
dochovali z hodnovernych zdrojov. Potvrdilo sa opodstatnenie pouzitia HIrisPlexu ako
dostato¢ne citlivého a robustného nastroja na predikciu farby o¢i avlasov z kostrovych
pozostatkov. Je preto vysoko pravdepodobné rutinné pouzivanie HIrisPlexu pri forenznych
pripadoch tykajucich sa kostrovych pozostatkov alebo staroddvnej DNA.4

Nova generacia sekvenacnych technologii (Next-generation sequencing)

Vysoka urovenn multiplexnej genetickej profilizdcie ma osobitny vyznam napr.
Vv pripadoch individualnej identifikacie obeti hromadnych nestasti, kde je cielom analyzovat
vel'ké mnozstvo informativnych markerov z obmedzendho mnozstva genetického materialu.
Najvyssi stupent multiplexnej analyzy je reprezentovany celogendémovym pristupom, ktory
umoziuje simultdnnu analyzu velkého mnoZstva genetickych markerov bez potreby ich
anotacie. Nedavny pokrok v oblasti vysokovykonnych technologii umoznil dosiahnut
neobvyklu Urovenl cenovo pristupnej automatizacie a multiplexnej genomovej sekvenacnej
analyzy. Vyvoj technologii d’alej umoznil, aby sekvenacna analyza vyuzivala ako templat
jednu molekulu. Takyto vyvoj otvoril nové oblasti pre forenzné aplikacie.*?

Nova generacia sekvenac¢nych technologii (NGS, z angl. Next-generation sequencing)
umoznuje simultannu analyzu stoviek lokusov alebo dokonca celého genomu, a to bez toho,
aby bola zavisla od anotacie genomu. Pri NGS sa produkuju masivne paralelné sekvenacné
data, v niektorych pripadoch je to viac ako miliarda sekvencii kratkych fragmentov DNA pri
jednom cykle.*® Klonovanie & amplifikicia templatu DNA fragmentov, ktoré su
sekvenované, je plne automatizovana a uzko prepojend s procesom stanovenia sekvencie.
NGS poskytuje zvySeny rozsah zobrazenia sekvenacného rozsahu, ¢o vedie k vySSej presnosti
¢itania a umoziuje odvodit’ pocet kopii analyzovanych segmentov.*

Zaver

Vo forenznej komunite puatali na seba SNP polymorfizmy v poslednej dekade vel'a
pozornosti, ¢o podnietilo mnohé vyskumy, ktoré sa v sucasnosti tykaju tychto markerov a
odkryvaju informacie o etnickom pévode, fyzickych charakteristikach, molekularnej patologii
atd’. Bolo dokazané, ze pri individualnej identifikacii a testovani pribuznosti si SNP hodnotné

40 WALSH, S., LIU, F.,, WOLLSTEIN, A., KOVATSI, L., RALF, A., KOSINIAK-KAMYSZ, A., BRANICKI,
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makery, av niektorych laboratoriach su rutinne pouzivané pri vysetrovani forenznych
pripadov. SNP sa vSak pouzivaju hlavne ako doplnkové markery, no su situacie, pri ktorych
modzu byt najlepSou moznou volbou. Ak je DNA v dokaznej vzorke vel'mi degradovana, je
ovela vicSia Sanca ziskat’ vysledky s pouzitim SNP markerov, ako keby sa pouzili STR
markery, pretoze SNP mozu byt amplifikované vo velmi kratkych amplikonoch. Navyse
nezrovnalosti spdsobené mutaciou v SNP lokusoch su extrémne zriedkavé, zatial’ ¢o pri STR
lokusoch st pomerne casté. Pri SNP markeroch dochadza k muticidm stotisic krat
zriedkavejsie ako pri STR markeroch.

SNP markery umoznili vznik novej éry, tzv. forenznej DNA fenotypizacii, ktora
umoznuje urCit fyzicky vzhlad jednotlivca priamo na zdklade biologického materialu
najdeného na mieste ¢inu. V principe to moéze kriminalistom pomoct’ vo vySetrovani, a to tym,
ze budu schopni redukovat’ vel’ky pocet potencidlnych podozrivych, ak st pachatelia neznami.
Tyka sa to pripadov, ak sa profil ziskany konven¢nou STR analyzou nezhodoval so ziadnym
vo forenznej DNA databaze, ak sa neziskala zhoda s profilom podozrivého vybraného na
zéklade policajného vySetrovania, alebo v pripadoch, kde jednoducho STR profil nemézeme
vygenerovat’, a to z dovodu nizkej kvality a/alebo kvantity DNA vzorky.

Na SNP profilizaciu bolo vyndjdené velké mnozstvo metdd, ktoré vznikli rozli¢nou
kombindciou jedného zo Styroch zikladnych mechanizmov reakcie alelickej diskriminacie
s roznymi detekénymi metdédami. Kazdad metdéda ma svoje vyhody a je vhodna na urcity typ
DNA analyzy. Najnovsiu metodu SNP profilizacie predstavuje sekvenovanie novej generacie,
ktorého pouzitie zavisi od jeho pristupnosti, o zavisi od prijatelnej ceny vynalozenej za
analyzu v porovnani s ostatnymi dostupnymi metodami.

Pod’akovanie: Tento ¢lanok vznikol vd’aka podpore v ramci opera¢ného programu Vyskum a
vyvoj pre projekt: Centrum excelentnosti bezpecnostného vyskumu koéd ITMS:
26240120034, spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho fondu regionalneho rozvoja.
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Summary

SNP typing methodologies in forensic genetics - advantages and disadvantages: This
study is concerned with SNPs (single nucleotide polymorphisms), which are responsible for
variability between two individuals, and with utilizing new modern technologies of molecular
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biology represent an alternative method to the current routine used STR (short tandem repeat)
analysis for individual identification. Furthermore they are also used in determining family
relationships, biogeographical origin and in forensic DNA phenotyping. They are also very
important for the genetic analysis of evidence samples containing degraded DNA. This study
moreover deals with methodologies that are currently used in SNP profiling. Utilized
technologies are based on different types of allelic discrimination reactions, assay formats and
detection methods. SNP profiling utilize one of the four major molecular mechanisms of
allelic discrimination: allele specific hybridization, primer extension, allele specific
oligonucleotide ligation and allele specific invasive cleavage. They are two categories related
to the form of analysis, and homogeneous reactions and solid phase. The products of these
reactions can be detected by various methods, that giving rise to variety and different types of
SNP profiling. The latest method used for SNP profiling is next generation sequencing.
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