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Forenzna analyza metylacie DNA

Anoticia: Predkladany prispevok je venovany v sucasnosti rychlo sa rozvijajucej problematike moznosti vyuzitia
analyzy metylacie DNA vo forenznej oblasti. Takisto poskytuje prehl'ad moznosti vyuzitia doteraz ziskanych
metdd a poznatkov o identifikanom potenciali analyzy metylacie DNA. Autorka v prispevku prezentuje
charakteristiku metylacného procesu a jeho klasifikaciu v ramci epigenetickych zmien, ako aj porovnanie analyzy
metylacie DNA s konvenénymi metédami jej analyzy s dérazom na jedinecnost’ tohto typu analyzy. V prispevku
st uvedené oblasti, v ktorych sa vyuziva analyza metylacie DNA, medzi ktoré patri rozliSenie jednovajecnych
dvojciat, ur¢enie typu tkaniva, z ktorého vzorka pochadza ¢i urCenie zavislosti na nikotine u povodcu vzorky.
Zaroven autorka nacrtava aj oblasti, v ktorych sa metylacia DNA len zadina vyuzivat,, perspektiva jej vyuZitia vo
forenznej praxi je vSak nepopieratel'na.
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Uvod

Deoxyribonukleova kyselina je nositelkou genetickej informacie apre kazdého je
jedinecna. Prave tato jej schopnost’ stimulovala jej vyuzitie i vo forenznej oblasti. DNA je
charakteristickd pre kazdého jedinca a jedinu vynimku tvoria monozygotné dvojcata, ktorych
DNA je totozna. Analyza DNA bezpochybne patri medzi najcastejSie vyuzivanie analyzy
Vv ramci vySetrovania trestnych ¢inov. Aj DNA stopy su druhom, ktory je frekventovane
zaistovany kriminalistickym technikom v ramci obhliadky miesta ¢inu. DNA stopa zaistena na
mieste ¢inu, ktora sa neskor analyzuje, plni doleziti tlohu v ramci policajného vySetrovania.
Vysledky analyzy sa prijimaju ako hodnoverny dokaz, ktory ma vel’ku dokaznti hodnotu, co
potvrdzuje i akceptacia vysledkov analyzy DNA sudmi. Jej potencial vSak doteraz nebol
kompletne vyuzity. V pripade, Ze je mnozstvo DNA vo vzorke prili§ nizke, DNA je
degradovana alebo ak tradi¢né profilovanie STR ma obmedzenu hodnotu, je mozné uvedenu
vzorku analyzovat z hladiska epigenetickych zmien, medzi ktoré patri metylacia DNA.
V sti€asnosti ani laik nepochybuje o tom, Ze za naSe vlastnosti a znaky zodpovedaju naSe gény.
Kazdy z nas uz v zivote aspoii raz povedal, Ze ,,ma nie¢o v génoch®, priCom prave prejav génov
zavisi od viacerych faktorov, akymi st napriklad Zivotny $tyl, vyZiva, vplyv stresu, poZivanie
alkoholickych napojov ¢i uzivanie omamnych a psychotropnych latok. Uvedomujuc si vyssie
uvedeny fakt, na analyzu metylacie DNA sa v poslednom ¢ase vyvinul niekol’ko metdd, ktoré
sa odliSuju napriklad rozdielnou citlivost'ou, sposobom vyuzitia ¢i ndkladnost'ou. Pomocou
tychto metdd je mozné analyzovat’ metylaéné vzorce zaistenej vzorky. Z vysledkov forenznej
analyzy metylacie DNA je moZné zistovat’ také ukazovatele, akymi je vek osoby, €1 je osoba
faj¢iarom, 0 aké tkanivo, pripadne o aku telesnu tekutinu ide. Je mozné rozlisit’ aj monozygotné
dvojcat4, ¢im sa napomaha pri identifikacii nezndmeho pdvodcu vzorky. Napriek tomu, Ze
niektoré¢ druhy analyzy metyldcie DNA st len vo svojich pociatkoch, je viac nez zrejmé,
ze analyza metylacie DNA ma velky forenzny potencial a v budicnosti bude moct’ konkurovat’
doposial’ zauzivanym foreznym metédam, a tym pomoct’ pri vySetrovani trestnych ¢inov.

Uvod do problematiky

Deoxyribonukleova kyselina je nositel’kou genetickej informacie organizmov, okrem
tych, ktorych funkciu plni ribonukleova kyselina (RNA). DNA pozostava z dvoch
polynukleotidovych retazcov, ktoré su dlhé a skrutené do dvojitej Spiraly. Tieto vldkna sa
nazyvaju aj retazce DNA. Spiralu tvori sekvencia nukleotidov, ktoré sii spojené chemickou
vazbou. Nukleotidy su zlozené z deoxyribozy, fostatu a dusikatej bazy. Deoxyriboza a fosfat
tvoria takzvant kostru DNA. Dusikaté bazy sa vyskytuji v DNA v r6znych kombinaciach a st



celkovo 4. Patria sem adenin, guanin, cytozin atymin. Posledné dve spominané bazy sa
vyskytuju spolu ako pyrimidinové bazy a prvé dve pomenované ako purinové bazy. Molekulu
DNA delime na sekcie, ktorymi st gény obsahujuce vel'mi ddlezité informacie. DNA je pre
kazdého jedinca in4, ¢o z nej robi jedine¢ny znak vhodny na identifikéciu.’

Deoxyribonucleic acid (DNA)
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Obrizok 1Deoxyribonukleova kyselina(DNA)?

Epigenetika je progresivne rozvijajicim sa odborom patriacim pod genetiku, ktory je
zamerany na $tidium mechanizmov zodpovednych za regulaciu expresie, a teda prejavu génov.
Epigenetické mechanizmy rozhoduji o tom, kde a kedy sa konkrétny gén prejavi, a teda ¢i sa
bude aktivovat alebo jeho prejav bude inaktivovany. Tymto sposobom koriguju vykon génov.
Epigenetika sa zaoberd Studiom procesov a mechanizmov, ktoré gény stimuluju alebo ich
vyraduju z Cinnosti. O tom, ¢i sa gény prejavia, nerozhoduje poradie nukleotidov, ale
epigenetické mechanizmy a externé vplyvy, ktoré st spust'atom epigenetickych procesov.

Epigenetické mechanizmy sa delia na 4 druhy, a to:

chemické modifikacie histonov,

¢innost’ malych nekodujiacich molekul RNA,
zmeny V usporiadani chromatinu

a metylacia DNA.3

Metylacia DNA je epigenetickd modifikdcia DNA, pri ktorej dochadza ku kovalentnému
prenosu metylovej skupiny (-CHz) na piaty uhlikovy atom, v mieste cytozin-fosfat-guanin (CpG)
pyrimidinového kruhu cytozinu pomocou enzymu z rodiny DNA methyltransferdz- DNMT. Tym
vznikne zliCenina 5- metylcytozin. DNMT ziskavaji metylovil skupinu pre prenos z S-
adenosylmethioninu- SAM. SAM je kofaktorom pre mnohé enzymy. Je to bezny substrat pre
metylacné reakcie, a teda pre prenos metylovej skupiny. Tento proces plni vyznamnu Ulohu pri

I NIH, 2022. Genetics. In: National institute of General Medical Sciences. [online]. [cit. 27.01.2023] Dostupné na
internete: https://mih.gov/education/fact-sheet/Pages/genetics.aspx.
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regulacii génovej expresie a pri bunkovej diferenciacii, a to tym, ze vplyva na vizbové miesta
transkrip¢ného faktora ana Struktiru chromatinu. Vyrazny vplyv na uroven metylacie ma aj
chronologicky vek, ked’Zze z celkového poétu 28 milionov CpG dinukleotidov sa vekom menia
miliény znich. 4
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Obrazok 2 metylacia® DNA

V Tudskych bunkach zohrava metylacia, no i demetyldcia DNA nezastupitelnt lohu pri
inaktivacii alebo aktivacii Specifickych génov, ktoré su potrebné v danom case pre bunku, pri
bunkovej diferenciacii v tkanivach alebo i po€as vyvoja organizmu. R6zne vonkajsie faktory
su sposobilé ovplyvnit’ miesta, kde metylové skupiny na DNA nasadnq, teda i1 gény, ktorych
prejav zablokuju. Metylacia mdze viest k odliSnosti jedincov s identickou genetickou vybavou,
pricom vhodnym prikladom je vcelia kralovna a robotnica, ktorych gény su identické, avSak
odliSuju sa od seba rozdielnou metylaciou génov. Tieto rozdiely st sposobené rozdielnou
vyzivou véiel, nakol'ko potrava je jednym z faktorov, ktoré mozu nastartovat’ metylaciu DNA,
a tak ovplyvnit’ vzhl'ad hmyzu. Zmena vyzivy mdze sposobit’ aj aktivaciu doCasne nefunkénych
génov, a teda gény mozu demetylovat’, ¢o sa prejavuje napriklad pravidelnym pitim mensiecho
mnozstva ¢erveného vina, kedy je vd’aka resveratloru a jeho pritomnosti umoznena aktivacia
génov, ktoré sa podiel’aju na antioxidaénych procesoch.

Tak ako genetické, aj epigenetické procesy su navzajom prepojené, nakol’ko za nasSe
vlastnosti a znaky zodpovedaju gény, ktorych prejav je zavisly od roznych vplyvov ¢i faktorov
prostredia. Medzi tieto vplyvy patria vyziva, stres ¢i zivotny §tyl. Uvedené faktory st spustaémi
epigenetickych procesov, ¢im sprostredkovane rozhoduji o tom, ¢i sa jednotlivé gény budu
utlmovat’ alebo aktivovat’. Vplyv vyzivy na funkciu epigenetickych procesov potvrdili svojimi
vysledkami zo skimania ivedci z Duke University v Spojenych Statoch americkych
experimentmi na mysiach. Pocas experimentov Sa pouzival Specidlny druh mysi, ktory bol
nachylny na rakovinu a cukrovku. Mysi boli sa od tych obycajnych 1isili farbou. Boli sfarbené
do zlta a boli obézne a mohutné. Strava mysi bola vyskumnikmi schvalne obohatena o kyselinu
listova Genistein, cholin a 0 vitamin B12, teda o latky, ktoré mézu sluzit’ ako zdroj metylovych
donorov - skupin pre ¢innost’ epigenetickych mechanizmov. Metylacia génu agouti, ktory je
zodpovedny za 71té sfarbenie rodicovskej obéznej mysi, bola pri¢inou toho, ze mlad’atd boli
hnedé¢, malé, zdravé a Stihle. Zmenend vyziva, ktora je bezpochybne faktorom prostredia, ako
aj uvciel, spdsobuje epigeneticky podmienenti zmenu aktivity génov, Vtomto pripade
génu agouti, ktory je zodpovedny za vsetky pozorované zmeny. Prekvapiva bola skutoc¢nost’, ze
tieto zmeny sa prenasali i na nasledujuce generacie, z coho vyplyva, Ze existuji chemické
procesy a mechanizmy, pri ktorych jednoducha zlozka vyzivy alebo vystavenie organizmov
vplyvom vonkaj$ich podmienok, napriklad stresu, zosilituju alebo tlmia G¢inok génov. Do
uvahy prichadza tvrdenie, Ze funkcénost’ niektorych génov mozno nepriamo epigeneticky
ovplyviiovat' v negativnom alebo pozitivnom zmysle. Epigeneticky profil sa v priebehu Zivota

4EGGER G., LIANG G., APARICIO A. a kol., 2004. Epigenetics in human disease and prospects for epigenetic
therapy. In: Nature, n. 429, s. 457-461.
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organizmov prispdsobuje a meni, DNA je sposobild na prijem a akceptaciu mnozstva novych
informacii ¢i stimulov z prostredia a prostrednictvom epigenetickych procesov a mechanizmov
ich vyuzit’ za i€elom funkénej zmeny génu.

Nielen vyziva, ale aj negativne zazitky, uzivanie drog, vazne stresové situacie ¢i
zanedbavanie deti umoziuju prostrednictvom vyvolanych biochemickych epigenetickych
zmien rozkazat génom to, ako silno alebo ¢i vdbec sa maju prejavit. Na podklade
novoziskanych poznatkov sa epigenetika opiera o traumatické zazitky osoby a jej predkov,
ktoré zanechavali molekuldrne jazvy, resp. znacky na DNA dalSich generdcii. Obrazne
povedané, zazitky predkov si vdaka epigenetike nesieme so sebou. Taktiez i vedecké Studie
poukazali na skutoCnost, Ze nepriaznivé skusenosti a zivotné podmienky zanechavaju
Vv ¢loveku dlhotrvajuce epigenetické stopy a prostrednictvom zmien v metylacii DNA
a modifikacii histobnov mézu dokonca vyvolat’ i depresie. Vedecky je dokazané i to, Ze niclen
samotna depresia, ale aj jej liecba antidepresivami stvisia s dynamickymi zmenami
vyvolanymi pdsobenim epigenetickych mechanizmov, predovsetkym metylaciou DNA.

Niektoré stidie zamerané na epigenetiku naopak odhalili, Ze laskavé zaobchadzanie matky
s dietatom vo velkej miere ovplyviuje jeho epigenetické predispozicie v psychickej oblasti.
Pri porovnavani matkou nezanedbivanych a zanedbavanych mySi boli zistené vyrazné
epigeneticky podmienené rozdiely v psychickej vyrovnanosti, inteligencii a schopnostiach.
Odbornik v oblasti epigenetiky profesor Moshe Szyf experimentalne dokazal, Zze materska
starostlivost’ meni v mozgu mysSacieho potomka nastavenie génov, ¢o sa v dospelosti moze
prejavit’ napriklad ovplyvnenim hladiny stresového hormoénu kortizolu v krvi. Profesor Szyf
zistil, ze zvySenie hladiny stresovych hormoénov glukokortikoidov v krvi mlad’at potkanov,
0 ktoré sa matka madlo starala, spdsobila nedostatocnd metylacia génu pre glukokortikoidovy
receptor, ktory riadi hladinu tychto stresovych hormoénov v krvi. Pre takéto zanedbavané
mlad’ata st charakteristické zvysené reakcie na stres.®

VyuZitie analyzy metylacie DNA vo forenznej vede

Ak sa nenajde ziadna zhoda profilu, napriklad kvoli tomu, Ze mnozstvo DNA vo vzorke je
prili§ nizke alebo DNA je prili§ degradovana na analyzu, tradi¢né profilovanie STR méze mat’
obmedzent hodnotu. Zavadzanie novych technik a technoldgii do kriminalistickej forenznej
praxe je pomalé, no vyvijaju sa nové metodoldgie, ktoré umoziujii analyzu tychto naroénych
vzoriek a ktoré mozu generovat’ rozne informacie 0 pévodcovi biologickej vzorky. Okrem
informécii zakddovanych v sekvencii baz DNA v genome nesie molekula DNA d’al$iu vrstvu
informacii vo forme chemickych modifikdcii nukleotidov a proteinov shvisiacich
s chromatinom. Siroko definované ako epigenetické zmeny, tieto modifikicie menia vzorce
génovej expresie prostrednictvom roznych mechanizmov a ukazalo sa, Ze maji ulohu v
regulacii kI'i€¢ovych bunkovych procesov, priCom epigenetické chyby su spojené s chorobami,
ako je rakovina. Vyskum v oblasti metylacie DNA sa zameral na odhad veku povodcu vzorky
DNA a identifikaciu typu tkaniva pre telesné tekutiny a iné forenzne relevantné biologické
vzorky, hoci analyza metylacie DNA ma cely rad d’al$ich vyuziti dolezitych pre forenznu oblast’
vratane rozliSovania jednovaje¢nych dvojciat, ur€ovania ¢i povodca DNA je faj¢iarom a iné
vyuzitia. Metylacia DNA hra kI'iova ulohu v diferencidcii buniek, takZze miesta CpG su
rozdielne metylované v rdéznych tkanivach. Této tkanivova Specifickost’ bola ispesne vyuzitd
na vyvoj testov zalozenych na metylacii pomocou réznych technoldgii. V mnohych stadiach
boli opisanéi epigenetické markery na identifikaciu forenzne relevantnych typov tkaniv vratane
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krvi, spermy, slin, vagindlneho materidlu a menstruacnej krvi. KI'aicovou vyhodou identifikécie

6 VND, 2018. Co je epigentika a aky je vztah medzi genetikou a epigenetikou. In: Veda na dosah. [online]. [cit.
27.01.2023] Dostupné na internete: https://vedanadosah.cvtisr.sk/priroda/biologia/co-je-epigenetika-a-aky-je-
vztah-medzi-genetikou-a-epigenetikou/.



typu tkaniva z analyzy DNA skor ako RNA je to, ze to moze poskytnut’ spojenie medzi profilom
STR a zodpovedajicim typom tkaniva, ked'ze oba typy informacii pochadzaji z rovnakej
molekuly.’
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Obrizok 3 MoZnosti forenzného epigenetického profilovania jedinca®

Urcovanie veku osoby

Stanovenie veku obeti alebo podozrivych je ddlezitou sucastou vySetrovania trestnych
¢inov. Sucasny pristup urovania veku je zalozeny na hodnoteni Struktury a zlozenia kosti
a zubov. Vyuzivaji sa aj chemické metody, ktoré zahriuji racemizaciu kyseliny asparagove;j,
akumulaciu olova, sietovanie kolagénu, chemické zlozeniu zubov a glukozylacia proteinov.®

Existuji aj genetické metody, ktorych vyhodou je, Ze st aplikovatel'né takmer na kazdé
tkanivo, ktoré obsahuje DNA. Jednym zprvych skimanych genetickych markerov je
mitochondridlna DNA (mtDNA). Akumulacia mutacii v mtDNA je v8ak medzi jednotlivcami aj
medzi tkanivami jedného jedinca vel'mi odlisna, ¢o vedie k tomu, ze jej vyuzitie je len hrubym
ukazovatelom a umoziuje len delenie vzoriek podla vekovych skupin, no nedosahuje taku
presnost’, aka sa vo forenznej oblasti vyzaduje. Dalsi spdsob bol zaloZeny na sledovani skracovania
telomér, Vv §tadiach sa vSak zaznamenala velka chybovost’ sposobena dizkou telomér aj u osob
rovnakého veku. Je to v dosledku toho, e dizka telomér je ovplyviiovand aj dediénostou,
chorobami ¢i zivotnym Stylom, preto nie je presna a skor sa vyuziva v medicine nez vo forenznych
vedach. Okrem toho s zname aj iné metody urcovania veku, no ziadne nedosahuju taka presnost’,

" OHGANE, J., YAGI, S. a K. SHIOTA, 2008. Epigenetics: the DNA methylation profile of tissue-dependent and
differentially methylated regions in cells. In: Placenta, s. 29-35.

8 VIDAKI A. aM. KAYSER, 2017. From forensic epigenetics to forensic epigenomics: broadening DNA
investigative intelligence. In: Genome Biology, s. 238.

% BEKAERT, B. , KAMALANDUA, A. ,ZAPICO, S.C. a kol., 2015. Improved age determination of blood and
teeth samples using a selected set of DNA methylation markers. In: Epigenetics, s. 922-930.



ktora by mala vyuzitie vo forenznych vedach, a preto je najvhodnejSou technikou predikcie veku
jeho urcovanie na zaklade zmien hladiny metylacie DNA. Naurcenie biologického veku su
potrebné spolahlivé biomarkery starnutia, pricom na ich identifikacii sa pracuje uz od
osemdesiatych rokov 20. storocia. Najsl'ubnejSie markery pre predikciu veku su biomarkery, ktoré
su zalozené na metylacii DNA. Tieto biomarkery maji mnoho vyhod, medzi ktoré patri najmi to,
ze sa vztahujl na vSetky zdroje DNA a na celé vekové spektrum. Na presné predpovedanie veku
jedincov moZno pouzit’ metylaéné znacky na DNA ziskanej z roznych telesnych tkaniv.®

Metylacia DNA ma dedicny ucinok s akceleraciou veku a v embryondlnom Stadiu
jedinca sa blizi k nule. Akceleracia veku za¢ina vysokym stupiiom korelacie v metylaénych
znackach genémovej DNA v Sirokom spektre I'udskych tkaniv a buniek a je ovplyvnena
pohlavim, genetickou vybavou, ako aj Zivotnym §tylom jedinca. Cudské gendémové oblasti boli
identifikované pomocou metyla¢nych vzorov DNA citlivych na vek, ¢o pomaha pri uréovani
biologického veku s maximélnou odchylkou 5 rokov.

Identifikacia tkaniva a telesnej tekutiny

Spolu so Standardnym profilovanim DNA mdézu poznatky o type buniek alebo tkaniv v
stope z miesta ¢inu poskytnit’ kI'icové informacie pre rekonsStrukciu miesta ¢inu. Niektoré z
5mC metylacnych znaciek v DNA st vysoko tkanivovo Specifické a mozno ich pouzit’ na rozliSenie
povodu vzorky DNA ¢i uz z jedného zdroja alebo z viacerych zdrojov. Znamena to, Ze ked’ sa DNA
ziska zo zmesi telesnej tekutiny, tato technika ju dokaze rozlisit,, ¢ize urcit, ¢i sa jedna o spermu,
sliny, krv alebo akékol'vek iné telesné tkaniva podl'a metylaéného vzoru, co mozno povazovat’ za
serologiu novej generacie. Na potvrdenie vysSie uvedeného bolo doposial’ vykonanych mnoho
studii, ktorych predmetom skumania boli rozne telesné tekutiny a tkaniva aich nasledné
rozliSovanie pomocou vyuzitia roznych druhov analyzy metylacie DNA. Ked'Ze epigenetika sa
podiel'a na bunkovej diferencidcii a regulacii génovej expresie, identifikacia forenzne
relevantnych telesnych tekutin je moznd pomocou diferencialne metylovanych lokusov.
V stcasnosti existuje jediny komerény test zalozeny na metylacii DNA pre semennu tekutinu.
Frumkin a kol. zdoraznili potencial epigenetickych markerov na stanovenie stop spermy.

Spolahlivé epigenetické stanovenie zloZitejSich telesnych tekutin, ako je menStrua¢na
krv, mdéze byt narocnejSie, najmd kvoli kombindcii réznych typov buniek a menSim
metylacnym G¢inkom. Nedavno boli vyvinuté nekomeréné multiplexné testovacie systémy
zamerané na urcovanie niekolkych tkaniv, neboli vSak eSte uplne zavedené celosvetovo do
praxe. Niektoré krajiny tieto systémy v sti€asnosti vyuZzivaji v rdmci vySetrovania trestnej
¢innosti. K tymto krajinam patri napriklad Juzna Koérea.!!

RozliSovanie jednovajeénych dvojciat

Monozygotné dvojcatd nemozno individudlne identifikovat’ Standardnou forenznou
analyzou DNA, pretoze zdiel'aju rovnaky profil DNA, ¢o je nevyhodou pre organy ¢inné v
trestnom konani, ked’ze ich DNA sa zhoduje v celom gendéme, ktory zdedia, a to brani ich
identifik4cii pomocou konvencéného profilovania STR, SNP alebo mtDNA. Zistilo sa vSak, ze
medzi monozygotnymi dvojCatami existuje zna¢na odchylka vo vzorci metylacie DNA, ktora
je do zna¢nej miery vysledkom nielen genetickej linie, ale i postnatalnych podmienok
prostredia. Kvoli tomuto epigenetickému, DNA metyla¢nému rozdielu medzi monozygotnymi
dvojcatami, sa u tychto monozygotnych dvojciat vyskytuju odchylky s vyraznym rozdielom v
nachylnosti na rozne choroby. Pre muzské a Zenské pary existuji vyrazné rozdiely v Grovni
metylacie CpG ostrovov, ktoré su pritomné na autozomalnej alebo X-chromozomalnej DNA.

10 HORVATH, S., a K.RAJ, 2018. DNA methylation-based biomarkers and the epigenetic clock theory of ageing.
In: Nature Reviews Genetics, s. 371-384.

1 FRUMKIN, D., WASSERSTORMM, A., BUDOWLE, B. akol. 2011. DNA methylation-based forensic tissue
identification. In: Forensic Science International: Genetics, s.517-524.



Tieto rozdiely vo vzore SmC mozno identifikovat’ pomocou ultrahlbokého MPS, ktoré opisali
Weber-Lehmann a kol. ako navrh rieSenia pripadov otcovstva a forenznych pripadov tykajtcich
sa monozygotnych dvoj¢iat. Okrem sekvenovania mozno experiment vykonat” pomocCou
bisulfitovo konvertovanej/PCR amplifikovanej DNA od oboch dvojciat, ked’ jedna zo sekvencii
DNA dvojéiat s va¢sim poétom metylovych skupin bude vykazovat’ ina teplotu topenia.*?

Fajcenie, poZivanie alkoholickych nipojov a omamnych a psychotropnych litok

Napriek tomu, ze faj¢enie je vSeobecne tolerované, je preukazané, Ze ma negativne
dosledky na zdravie, no napriek tomu vel'ka Cast’ svetovej populacie stale faj¢i, napriklad 19 —
32 % Europanov. Schopnost predpovedat fajc¢iarske navyky z DNA by bola vysoko
informativna pri charakterizacii neznamej osoby. Je zname, Ze faj¢enie sposobuje poskodenie
DNA a skracovanie telomér, ako aj epigenectické zmeny, ktoré su sposobené uéinkami na
expresiu DNA metyltransferazy. Epigenetické ucinky fajcenia tabaku stvisia aj s kumulativnou
expoziciou dymu a s ¢asom od ukoncenia fajenia. Prva epigenémova celoplosna asociacna
Stadia (EWAS) krvi bola zamerana na identifikaciu diferenciadlnej metylacie DNA spojenej s
fajcenim, kde sa nasiel jediny CpG marker. Po viac ako 18 d’alsich EWAS u tisicok jedincov
boli vo viacerych génoch rozpoznané rézne CpG suvisiace s fajéenim. Pozorované rozdiely v
metylacii DNA na mieste st vSak relativne malé (zvy¢ajne menej ako 20 %). Zatial’ co vacSina
studii bola vykonana v krvi, CpG stvisiace s fajéenim boli identifikované aj v inych tkanivéch,
ako su pltca. Zatial' ¢o epigenetické ucinky pretrvavaju dlhu dobu po ukonceni fajéenia,
niektoré st reverzibilné. Jeden predbezny pokus predpovedat’ fajciarske navyky pomocou
epigenetiky testoval model kombinujtci Styri CpG na schopnost’ rozlisit’ medzi nefaj¢iarom (n
= 120) a byvalymi faj¢iarmi (n = 45), pricom sa dosiahla presnost’ predikcie plochy pod krivkou
0,83. Hodnoty sa pohybuju medzi 0,5, ¢o znamena ndhodnu predpoved’ a 1,0, co znamena Uplne
presnu predpoved’. Jednym z ddlezitych aspektov je vplyv fajcenia matiek pocas tehotenstva,
napriklad 10,7 % tehotnych americkych matiek fajcilo, ¢o by mohlo spdsobit’ podobné
epigenetické zmeny u potomkov, ktoré by trvali do puberty a dokonca aj do dospelosti. Vplyv
pasivneho fajcenia, ktoré by mohlo mat’ vplyv aj na epigendm, je potrebné zvazit’ aj v buducich
praktickych aplikaciach epigenetiky na predikciu fajcenia.

Prijem alkoholu sa medzi jednotlivymi krajinami a jednotlivcami vel'mi liSi a
predpovedanie navykov pitia alkoholu méze byt uzitoné na ucely vySetrovania. Forenzné
toxikologické testy na detekciu metabolitov alkoholu existuju pre krv, mo¢ a vlasy, ale
neumoznuju usudzovat' o pravidelnom piti alkoholy, t. j. ako Casto a kolko alkoholu sa
konzumuje. V dosledku genetickych a environmentalnych faktorov je rozdielna metylacia DNA
evidentnd u pravidelnych konzumentov alkoholu v porovnani s nepijucimi. Vyznamné zvySenie
globalnej metylacie krvi bolo pozorované u chronickych alkoholikov. Ukézalo sa, Ze aj gény,
napriklad je transportér dopaminu, sa rozdielne metyluji u jedincov zavislych od alkoholu. Prvy
EWAS pre zavislost od alkoholu odhalil pocetné epigenetické markery spojené s
metabolizmom alkoholu, z ktorych vicsina (1702 CpG, p < 0,005) bola hypometylovana u
alkoholikov v porovnani s nepijucimi (<17 % rozdiel). V inej $tadii bolo identifikovanych 865
hypometylovanych a 716 hypermetylovanych CpG. V najvicsej dostupnej metaanalyze bolo
zvyraznenych pat CpG, ktoré vysvetluju podstatni cast (5,2-15 %) interindividualnej
odchylky v spotrebe alkoholu, a preto boli navrhnuté ako biomarkery pre tazké pitie alkoholu.
Epigenetické znaky zavislosti od alkoholu su Ciastocne reverzibilné po abstinencii a rovnako
ako pri fajceni, prenatalny prijem alkoholu matkou, ktory sa vyskytuje u 9,8 % tehotenstiev na
celom svete, meni génovo Specificki metylaciu v placentarnej pupocnikovej krvi, a to by
mohlo potencialne viest’ k faloSne pozitivnym predpovediam. O¢akavame, ze budtci vyskum

12 STEWART, L. EVANS, N. BEXON, KJ. a kol., 2015. Differentiating between monozygotic twins through DNA
methylation-specific highresolution melt curve analysis. In: Anal Biochem, s. 36-39.



identifikuje robustné markery. Tieto metylatné znacky DNA spojené s faj¢enim nesu riziko
réznych druhov rakoviny vratane rakoviny krvi, prsnika, hrubého ¢reva a pl'uc a prenasaji sa z
jednej generacie na druht ako epigeneticka pamit’. '3

Uzivanie nelegélnych drog prevlada u dospelych v rozmedzi od 1 do 41 % v zavislosti
od krajiny, a preto je relevantné pri charakterizacii neznamych stopovych darcov. Medzi bezne
pouzivané drogy patri kanabis, kokain a amfetaminy. V zavislosti od pravneho rdmca krajiny
dochadza ro¢ne k tisickam trestnych ¢inov suvisiacich sdrogami. Vicsina Stadii o
epigenetickych zmenach vyvolanych liekmi sa uskutocnila na zvieracich modeloch so
zameranim najma na Struktiru chromatinu a modifikacie histonov. Drogami vyvolané zmeny
metylacie DNA boli nedavno skiimané v oblastiach mozgu zvierat a nervovych bunkéach.
Aplikovanim kandidatskych génovych pristupov boli doteraz v krvi Studované iba epigenetické
ucinky kanabisu a opioidov. Jedinci zavisli od kanabisu preukazali zmenenu metylaciu CB1 v
krvi, €o je zistené aj u fajciarov cigariet. Takmer 200 zavislych od heroinu vykazovalo zmenenu
metylaciu OPRM1 v krvi, ale zmeny na mieste boli malé (<4 %) a vykazovali rozdiely v
populacii. Tieto zatial’ malé rozdiely v metylacii naznacuju, ze do asociacnych studii je potrebné
zahrnut’ vacsi pocet jednotlivcov. Vzhl'adom na ocakavané tazkosti pri vykonavani takychto
studii s kontrolovanym uzivanim drog ucastnikmi Studie vSak tato vyskumna otazka zostava v
pociatkoch. Buduce experimenty je potrebné zamerat’ aj na zistenie, ¢i sa epigenetické rozdiely
prejavuju iba v mozgu; kde sa prejavuju Gcinky drogy, alebo ¢i su tieto detekovatel'né aj vo
forenzne relevantnejSom tkanive, ako je krv. Okrem toho je potrebné vyskum zamerat’ i na
ti¢inky metyléacie v stivislosti s pozivanym mnozstvom a reverzibilné uc¢inky.*

Predikcia velkosti a tvaru tela jedinca

Zatial’ ¢o predpovedanie kategorickych externe viditenych charakteristik, ako je farba
o¢i a vlasov, je uz zavedené a vyuziva sa, predpovedanie prvkov zalozenych na rozmeroch je
znaéne naro¢nejsie. Pribudaju dokazy, ze epigeneticka variacia moze hrat’ ulohu pri formovani
telesnej vysky a BMI. V prvej studii na 'ud’och sa zistilo, ze 83 % génov spojenych s vySkou
obsahuje promoétorové CpG ostrovy spojené s génovou reguléciou, z ktorych polovica mala
vyznamné moduly hypermetylacie DNA. Na kazdé zvySenie metylacie ¢g22891070 o 10 %
u deti bol BMI priblizne o 3 % vyssi. Tieto ucinky sa vSak neopakovali u adolescentov. Po
komplexnom skenovani priblizne Styroch milionov CpG boli objavené Styri variabilne
metylované oblasti spojené s BMI (PM20D1, MMP9, PRKGL1 a RFC5). V doteraz najvicésej
metaanalyze boli hladiny metylacie DNA spojen¢ s BMI pre 187 lokusov uspes$ne replikované
vo viacerych tkanivach a etnickych skupinach. V dalSej $tidii na CD4+ T bunkach bolo
identifikovanych osem dalSich CpG suvisiacich s BMI a obvodom pdsa. V stcasnosti
identifikované CpG spolu s buducimi vysledkami z rozsiahlych epigenetickych Studii budu
tvorit’ vhodny stibor markerov pre buduce forenzné vyuzitie na predpovedanie telesnej vysky a
hmotnosti osoby, ¢o v kombinacii s informaciami o fyzickej aktivite mdZe vytvorit podrobne;jsi
obraz o postave neznameho jedinca.™®

Predpovedanie stravovacich navykov jedinca

Predpovedanie stravovacich navykov neznameho jedinca méze mat’ forenzny vyznam
v tom pripade, Ze dodrziava S$pecidlne diéty, napriklad vegetaridnsku alebo konzumuje
Specifické potraviny, ktoré mézu byt potencidlne spojené s urcitou charakteristikou, ako je

13 AZzI,' s., SAS, TC. KOUDOU, Y. a kol., 2014. Degree of methylation of ZAC1 (PLAGLY) is associated with
prenatal and post-natal growth in healthy infants of the EDEN mother child cohort. In: Epigenetics, s. 338-345.
14 RENTHAL, W. aEJ. NESTLER, 2008. Epigenetic mechanisms in drug addiction. In: Trends Molecural
Medicine, s. 341-350.

15 LOCKE, A.E., KAHALLI, B. BEMDZ, S.I. a kol, 2006. Genetic studies of body mass index yield new insights
for obesity biology. In: Nature, s.197-206.



geograficka poloha, tradicia a nabozenstvo. Jednotlivé zakladné potraviny ako ovocie, zelenina,
maéso ¢i ryby obsahuji rozne hlavné zlozky. Rozdiely v stravovani sa nakoniec premietnu do
odlisného prijmu makro a mikrozivin vratane sacharidov, bielkovin, tukov, vitaminov a
mineralov. Nutricnd epigenomika je relativne nova, ale rychlo rastuca oblast’ vyskumu.
Mikroziviny vratane folatu, teda kyseliny listovej a vitaminov B, zohravaju kl'a¢ovua ulohu ako
sekundarne donory metylov Jedna z prvych epigendmovych stadii preukazala, Ze prenatilna
expozicia hladu spdsobuje celozivotné metyla¢né zmeny. Medzigenera¢na $tadia identifikovala
134 oblasti ,,citlivych na vyzivu* v stvislosti s poruchami pozornosti a poznania. Pri porovnani
roznych stravovacich navykov bolo zistené, ze eurdpski vegetariani maju priblizne o 40 %
znizenu bukalnu metylaciu MnSOD v porovnani s jedincami, ktori konzumuji méso, zatial’ ¢o
v §tadii hladiny homocysteinu v plazme ukazali vyznamnu korelaciu s globalnou metylaciou
DNA v krvi u vegetaridnov. Ak sa pozrieme na Specifické makroziviny, expozicia ortuti
prostrednictvom konzumacie ryb sposobuje hypometylaciu SEPP1 a denny prijem pecen¢ho
mésa meni metylaciu p16 v bunkéch tkaniva pazerdka. Diétny folat z obohatenych potravin bol
tiez pozitivne spojeny s metylaciou krvi LINE-1. Celkovo diéta zahfiia zlozité, premenlivé
vzorce a procesy. Nie je zname, ¢i existuji vzajomné vztahy medzi r6znymi makro- a
mikrozivinami a aké jedine¢né su pozorované epigenomické UCinky pre konkrétny typ
potraviny alebo ziviny. Napriek tomu si predstavujeme, ze buduca rozsiahla epigenomicka
analyza r6znych skupin stravovania, ako su vegetariani verzus nevegetariani, méze umoznit’
zostavenie predikénych modelov, ktoré maju potenciél na pouZitie vo forenznych aplikaciach.®

Predikcia fyzickej aktivity jedinca

Informacie o trovniach fyzickej aktivity osoby nezistenej totoznosti mézu poskytniat
pohl'ad na jej telesnu Struktiru a vzhl'ad, ¢o je relevantné pri opise neznameho jedinca, ktory
stopu zanechal. Fyzicka aktivita ovplyviuje epigenom a reguluje génova expresiu. Je tiez
zapojena do interakcii medzi génom a prostredim, ktoré znizuju genetické uc¢inky na index
telesnej hmotnosti jednotlivcov. Zatial' ¢o prierezové $tadie a stadie pripadovej kontroly
neodhalili ziadnu vyznamnu korelaciu medzi fyzickou aktivitou a globalnou metylaciou krvi,
metylacia génu LINE-1 bola zvySend u Zien, ktoré si dlhodobo udrziavali vyssiu fyzicka
aktivitu. Epigenetické i¢inky suvisiace s cvicenim boli tiez vyznamnejSie u starSich ¢lenov
populacie, chorych jedincov (L3MBTLL1) a v tkanivach, ako je tuk (TCF7L2) a kostrové
tkanivo (KCNQ1). Fyzicka aktivita a pravidelné cvi¢enie koreluje s nizSou metylaciou
rakovinovych génov v slindch. Pri testovani u€inkov pravidelného mierneho cvicenia na
zapalov odpoved’ prostrednictvom epigenetickych zmien v krvi sa nezistil ziadny G¢inok
tykajuci sa génov IL-6 a pl5, ale pozorovala sa zniZena metylacia krvi ASC zavisla od veku.
Doteraz boli studované ucinky dlhodobého a nie narazového cviéenia, takZe nie je zname, kedy
sa metylacné zmeny prejavia a stanu sa zistiteI'nymi vo vzt'ahu k trvaniu pravidelného cvi€enia.
Tento vyskum je stale v pociato¢nom Stadiu a prebieha, ale budiuce rozsiahle experimenty
vratane rezimov kontrolovaného cvicenia pre U¢astnikov §tudie maju potencial identifikovat’
odlisné epigenetické rozdiely stvisiace s cviCenim. V zavislosti od vysledkov moze byt
vyvinuty forenzny nastroj na predpovedanie ¢i je neznamy stopovy darca fyzicky aktivny alebo
nie.t’

16 FREIRE-ARADAS, A., PHILLIPS, C., MOSQUERA- MIGUEEL, A. a kol., 2016. Development of a
methylation marker setfor forensic age estimation using analysis of public methylation data and the agena
bioscience EpiTYPER system. In: Forensic Science International: Genetics, s. 65-74.

I ALGHANIM, H., ATUNES, J,, SILVA, D.S.B.S. a kol., 2017. Detection and evaluation of DNA methylation
markers found at SCGN and KLF14 loci to estimate human age. In: Forensic Science International: Genetics, s.
81-88.



Moznosti budiceho vyskumu

Oblast epigenetiky sa nedédvno stala medznikom vo vyskume forenznych vied, pretoze
ma velky vyznam pri identifikacii a analyze forenznych vzoriek. Eigenetické aplikacie vo
forenznej oblasti st relativne nové a v sucasnosti obmedzené, ale v blizkej budicnosti
ocakéavame ich rychly vyvoj.

Metylacia DNA, najmé metylacia cytozinu v miestach CpG, je hlavna epigeneticka a
chemicka zmena v DNA, ktord bez zmeny sekvencie DNA vedie k fenotypovym variaciam
medzi réznymi tkanivami, monozygotnymi dvojcatami alebo medzi 'ud’'mi celkovo. Metylacia
DNA poskytla novy pohlad na rozliSenie bunkovych typov alebo tkaniv, rozliSenie
jednovajecnych dvojciat, veku 'udi, l'udskych ras. M6ze sa dokonca pouzivat’ na predpovedanie
dodrziavania urcitého typu stravovania ¢i rozmerov tela. Pokrok vo vyskume metylacie
V budicnosti méze umoznit’ prekonat’ nami prezentované obmedzenia, ktoré sme prezentovali
pri moznostiach rieSenia roznych forenznych problémov a poskytnut’ dostatok odbornych
znalosti na zavedenie sofistikovanych molekularnych technik, ato uz vo velmi blizkej
budicnosti. Zaciatok stadii metylacie DNA vo forenznych vedach je zdkladom pre podporu
konvencného profilovania STR a je zrejmé, Ze v blizkej budicnosti mdze byt tato technika
pouzitd na vytvorenie nezavislych dokazov, ako aj podpornych dokazov na detekciu,
mapovanie a rieSenie celého radu forenznych pripadov. Dalsi vyskum povaZzujeme za potrebné
zamerat najmi na: katalogizaciu a pochopenie epigenetickych znakov Zivotného S§tylu a
environmentalnych faktorov; identifikaciu epigenetickych markerov a vytvorenie a overenie
Statistickych modelov na presnti epigenetickt predpoved” vplyvu Zivotného $tylu; technicky
pokrok v simultannej analyze velkého poctu epigenetickych markerov z DNA nizkej kvality ¢i
kvantity, potencialne prostrednictvom novych technologii a vyvoj a forenzné overovanie
citlivych testov multiplexnej analyzy. Za potrebné povazujeme aj vedenie etickych
a spolo¢enskych diskusii 0 prinose/rizikach pouzivania takychto l'udskych epigenetickych
udajov vo forenznej praxi s naslednymi pravnymi implementaciami. Ak sa epigenomicka
predikcia Zivotného $tylu a faktorov Zivotného prostredia nakoniec pouZzije v praxi, zlepsi
vyskumny potencial DNA doplnenim genetickej predikcie vzhl'adu a biogeografického povodu
a epigenetickej predikcie veku, priCom cielom je viest' policajné vySetrovanie smerom
k zistovaniu totoznosti neznamych pachatel'ov trestnej ¢innosti, ktori si neidentifikovatel'ni
Standardnym forenznym profilovanim DNA.

Zaver

Genetika a analyza DNA su v sucasnosti podporované rychlym rozvojom novych metod
a postupov, sc¢im uzko suvisi irozvoj v oblasti epigenetiky. Epigenetika je oblastou
zaoberajlicou sa Stadiom mechanizmov zodpovednych za regulaciu expresie, a teda prejavu
génov. Zaobera sa epigenetickymi zmenami, ktoré spocivajii v rozhodovani, ¢i sa gén prejavi
alebo nie, no v tom, kedy sa prejavi, priCom vysledky tohto rozhodovania zohravaji dolezita
ulohu i vo forenznej oblasti. Medzi epigenetické zmeny patria chemické modifikacie histonov,
¢innost’ malych nekodujucich molekil RNA, zmeny v usporiadani chromatinu a metylacia
DNA. Metylacia je javom, pri ktorom dochadza k prenosu metylovej skupiny -CHs na piaty
uhlikovy atém, v mieste cytozin-fosfat-guanin pyrimidinového kruhu cytozinu pomocou
enzymu z rodiny DNA methyltransferaz- DNMT.

RozliSovanie jednovajeénych dvojCiat, presné predpovedanie veku a predovsetkym
interpretacia l'udského spravania predstavujii v sti€asnosti vo forenznej vede velké vyzvy.
Vyskum v oblasti metylacie DNA sa zameriava prave na tie forenzne relevantné oblasti,
ktorymi st odhad veku povodcu vzorky DNA, identifikécia typu tkaniva pre telesné tekutiny a
iné forenzne relevantné biologické vzorky. Zameriava sa aj na moznosti rozliSovania
jednovaje¢nych dvojciat a na iné oblasti, ktoré maji potencidl napomahat’ vo vysetrovani
roznorodej trestnej ¢innosti. Metylacia DNA zohrava kl'aicova tlohu v diferenciacii buniek,
ateda miesta cytozin-fosfat-guanin st v roznych tkanivach rozdielne metylované. Tato



tkanivova Specifickost’ bola uspesne vyuzitd na vyvoj testov zalozenych na metylécii, a to za
pomoci roznych technologii. Moderné pokroky v oblasti epigenetiky, t.J. analyza vzoru
metylacie DNA, napomaha identifikovat’ a rozlisit’ rozne vzorky DNA z jedného zdroja, z coho
vyplyva, ze vdaka pokroku Vv metéodach analyzy metylacie DNA spolu so Standardnymi
epigenetickymi protokolmi je perspektiva vysetrovania a riesenia tychto kritickych problémov
vo forenznej vel'mi sl'ubna.
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Summary

Genetics and DNA analysis is currently supported by the rapid development of new
methods and procedures, which is closely related to the development in the field of epigenetics.
Epigenetics is a field of study of the mechanisms responsible for the regulation of the expression
of genes. It deals with epigenetic changes, which consist in deciding whether a gene will be
expressed or not, but also when it will be expressed, while the results of this decision play an
important role in the forensic field as well. Epigenetic changes include chemical modifications
of histones, activity of small noncoding RNA molecules, changes in chromatin organisation,
and DNA methylation. Methylation is a phenomenon in which the methyl group -CHjs is
transferred to the fifth carbon atom, in the cytosine-phosphate-guanine site of the pyrimidine
ring of cytosine, using an enzyme from the DNA methyltransferase family — DNMT.
Distinguishing identical twins, accurately predicting age and, above all, interpreting human
behaviour is currently a major challenge in forensic science. Research in the field of DNA
methylation focuses precisely on forensically relevant areas, such as the estimation of the age
of the DNA sample originator, the identification of the tissue type for body fluids and other
forensically relevant biological samples, on the possibilities of distinguishing identical twins
and on other areas that have the potential to help in investigation of various criminal offences.
DNA methylation plays a key role in cell differentiation; thus cytosine-phosphate-guanine sites
are differently methylated in different tissues. This tissue specificity has been successfully used
to develop methylation-based assays using various technologies. Modern advances in the field
of epigenetics, and thus DNA methylation pattern analysis, help to identify and distinguish
different DNA samples from a single source — this implies that with the advancement of DNA
methylation analysis methods, along with standard epigenetic protocols, the prospect of
investigating and solving these critical issues in forensics is very promising.
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