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Znalecky posudek

z oboru Kriminalistika, specializace forenzni biologie a genetika

Popis:

PoZzadavkem ze dne 2.10.2015 a doplnénim ze dne 10.10.2015 byl niZze uvedeny
znalec pfibran, aby zodpovédél nize uvedené otazky k véci odsouzeného Vlastimila
Pechance, nar. 9. 11. 1979, pro ucCely projednani navrhu na povoleni obnovy jeho
trestniho fizeni vedeného Krajskym soudem v Hradci Kralové pod sp. zn. 6 T 1/2002.

Otazky na znalce (poZzadavek ze dne 2.10.2015)

1. Vyuzil Ustav pfi svém zkoumani véech method a pfistroju, které jsou v souéasné
dobé dostupne, vcetné takovych, které jsou k disposici pouze v zahraniCnich
laboratofich?

2. Zejména: Bylo by mozné, pfipadné ve spolupraci s externimi pracovisti, provest
dukladnéjsi analysu biologického materialu ze stérti, v nichz Ustav identifikoval
pouze smés DNA riznych osob, a dosahnout separace genetické informace na
uroveri profild DNA jednotlivych osob?

3. Bylo by mozné individualisovat DNA ze zjisténych castic krve?
4. Které dalsi postupy mél podle Vaseho odborného nazoru Ustav pfi zpracovani

posudku pouzit a jaké vysledky relevantni pro ucely predmétného trestniho
fizeni by mohly prinést?



5. Je stopa — kapesni zaviraci ntz — vyuzitelna pro dalSi znalecké zkoumani? Jaké
analysy by bylo mozné a ucelné provést?

6. Je timto zplsobem vyuZitelny biologicky material ziskany a zpracovany
Ustavem?

7. Co dalsiho pripadné poklada znalec za potrebné k véci uvést?

Otazky na znalce (pozadavek ze dne 10.10.2015)

1a. Uvedte konkrétné, které dalsi podklady by mél Ustav ke svému posudku doloZit,
tak abyste byl schopen svij znalecky posudek v objednaném rozsahu dokoncit.

2a. Vyjadrete se k tomu, co zastupce Ustavu uved! pfi svém vyslechu, tj. Ze nékteré
Ustavem aplikované postupy predstavuji chranéné know-how, s nimz by se nemél
nikdo nepovolany seznamit.

3a. Kteréd pracovisté v Ceské republice jsou schopna laboratorné realisovat methodu
Massive Parallel Sequencing a jaké vysledky Ize od této methody ocekavat? Da se
pfedpokladat dosazeni separace téch smési DNA, které Kriminalisticky ustav Praha
nebyl schopen rozdélit? Byla by tato methoda pfinosem i z hlediska kvantifikace,{j.
stanoveni, jaké mnoZstvi genetického materialu jednotlivych donort bylo na daném
misté stopy — v daném stéru — zjisténo?

4a. Jaké jsou moznosti spoluprace c¢eskych organt c&innych v trestnim Fizeni se
zahrani¢nimi forensnimi laboratofemi a ustavy? Bylo by podle Vaseho nazoru, zejména
ve svétle toho, jak analysu stopy proved! Kriminalisticky ustav Praha, ucelné, aby

soud objednal dal$i znalecké zkoumani v zahranici?



NALEZ — ZODPOVEZENi OTAZEK

1. Vyuzil Ustav pfi svém zkouméni véech method a pfistrojii, které jsou v souéasné
dobé dostupné, véetné takovych, které jsou k disposici pouze v zahrani¢nich
laboratorich?

V soucasnosti jsou jiz nékterymi forenznimi DNA laboratofemi pouzivany moderni
metody, jako je napfiklad Masivni paralelni sekvenovani, néjdy oznacCované i jako
sekvenovani dalSi generace (Next generation sequencing). V ramci pfipadu ale nebyly
v pIné Sifi vyuzity ani metody standardni. Analyza Y-chromozomu byla provedena
pouze u jednoho vzorku a analyza mitochondrialni DNA nebyla provedena vibec.

2. Zejména: Bylo by mozné, pfipadné ve spolupraci s externimi pracovisti, provést
dikladnéjsi analysu biologického materialu ze stérti, v nichz Ustav identifikoval
pouze smés DNA raznych osob, a dosahnout separace genetické informace na
uroveri profili DNA jednotlivych osob?

Ano, napfiklad pfi pouziti metod Masivniho paralelniho sekvenovani (dale jen MPS) by
bylo mozné ziskat informaci o jednotlivych donorech zkoumaného smiSeného
biologického materialu.

3. Bylo by mozné individualisovat DNA ze zjisténych castic krve?

Ano, pfi pouziti metody MPS je za spInéni urlitych pozadavkl( na kvalitu a kvantitu
zkoumané DNA mozné ziskat informaci o jednotlivych donorech zkoumaného
smiSeného biologického materialu. Tak jako u jinych metod forenzni genetiky je vSak
nutné mit kdispozici dostatek DNA (kvantita) o dostaCujicim  stupni
degradace/fragmentace (kvalita).

4. Které dalsi postupy mél podle Vaseho odborného nézoru Ustav pfi zpracovani
posudku pouZit a jaké vysledky relevantni pro GUcely pfedmétného trestniho
fizeni by mohly prinést?

Kromé jiz zminéné metody MPS méla byt u vétSiho poctu vzorkd provedena analyza
polymorfnich oblasti na Y-chromozému. Vzhledem k tomu, Ze ve znaleckém posudku
&.: KUP-5631-1/CJ-2015-2302BI nejsou uvedeny dulezité informace o zplsobu izolace
DNA, kvantifikace a michani PCR reakce, tak neni jasné, zda po provedenych
analyzach zustala jeSté néjaka nespotiebovana DNA &i nikoliv.

5. Je stopa — kapesni zaviraci ntz — vyuZzitelna pro dalSi znalecké zkoumani? Jaké
analysy by bylo mozné a ucelné provést?

Nelze vylouCit, Zze i po odbéru vzork( Kriminalistickym uUstavem Praha, zlstal na
kapesnim zaviracim nozi analyzovatelny biologicky material.

6. Je timto zplsobem vyuZzitelny biologicky material ziskany a zpracovany
Ustavem?

Ano, pokud KUP nespotieboval veSkerou izolovanou DNA, tak je mozné proveést dalSi
analyzy. Informace o mnozstvi nespotiebované DNA ve znaleckém posudku chybi.



7. Co dalsiho pripadné poklada znalec za potfebné k véci uvést?

V ramci tohoto pfipadu je dullezita problematika primarniho a sekundarniho pfenosu
biologického materialu, stability DNA v biologické stop&€, kontaminace, a také
vyhodnoceni smiSenych biologickych stop.

A: Primarni a sekundarni prenos biologického materialu

Detekce DNA profilu urCité osoby na jakémkoli pfedmétu nemuize byt povazovana
za jednoznaCny a nezvratitelny dukaz o pfimém kontaktu urcité osoby s timto
pfredmétem. Mechanizmy pFfenosu biologického materialu jsou vétSinou popisovany
jako primarni a sekundarni, nebo také pfimé & nepfimél. Za ptimy (primarni)
povazujeme pFenos biologického materidlu z ur€ité osoby dotekem (nebo doteky)
pfimo na pfedmét (napfiklad biologicky material detekovany na nasadé pouzité sekery).
Za dukaz tohoto pfenosu pak muzeme uvést napfiklad moznost analyzovat DNA
z otisktl prstl #3*° latexovych rukavic® nebo textilu’. Za nepfimy (sekundarni)
povazujeme pfenos, kdy je biologicky material urCité osoby detekovan na urcitém
predmétu, ale tato osoba nikdy s timto pfedmeétem nepfiSla do styku8. Pokud napfiklad
osoba zajistujici stopy na misté Cinu nejprve manipuluje s obéti a nasledné ve stejném
paru ochrannych rukavic zajiStuje stopy a vzorky, tak nelze vyloucit, Ze biologicky
material obéti nevédomky prenese napfiklad na nasledné ohledavané odévni soucastky

! Meakin G1, Jamieson A. DNA transfer: review and implications for casework. Forensic Sci Int Genet.
2013 Jul;7(4):434-43
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pp. 131-137

* P. Van Rentergeum, D. Leonard, C. De Greef, Use of latent fingerprints as a source of DNA for genetic
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secondary DNA transfer, J.Foren. Sci. 44 (6) (1999) 1270 — 1272



¢i jiné pfedméty. Stejné tak je nutné pfi vyhodnocovani vysledkl vyloucit, zda osoba
provadéjici ohledani mista €inu (nebo pfitomna na misté €inu) sama nekontaminovala
objekt(y) nasledného genetického zkoumani svym vlastnim biologickym materialem.
Dalsi moznosti je sekundarni pfenos pfi nevhodném zabaleni pfedmétu zasilanych ke
genetickému zkouméni anebo nedetekovana kontaminace pfi analyze v DNA laboratofi.
PFi posuzovani pfitomnosti biologického materialu by se u pfipadd, kdy je pfitomnost
DNA urcité osoby prokazovana na pfedmétu, jez byl normalné pouzivan v misté, kde
tato urcité osoba pracuje Ci Zije, by vzdy mélo byt znalcem ¢i znaleckou instituci
explicitné uvedeno, Ze k pfenosu mohlo dojit i nepfimym zpusobem. Kazdy &lovék totiz
béhem dne ztrati velké mnozstvi bunék obsahujicich geneticky material. Tento
,biologicky odpad“ dle doby expozice (doby pobyvani urcité osoby v tomto prostoru)
muze kontaminovat vétSinu pfedmétd v uréeném prostoru.

Zaroven ale plati, Zze i kdyz dojde ke kontaktu osoby s pfedmétem, nemusi vzdy
dojit k pfeneseni detekovatelného mnoZstvi biologického materialu. Jednotlivé osoby
totiz mizeme rozdélit dle toho, jak uvolfiuji a na pfedmétech zanechavaji biologicky
material, na $patné, pramérné a velmi dobré donory biologického materialu®. MnoZstvi
uvolhovaného bunéfného materialu zcela jisté souvisi s obnovou epidermis, ale
dilezité jsou i zvyky dané osoby. Faktorem ovliviujicim mnozstvi biologického
materialu pfenaseného dotekem bude nejen frekvence myti rukou, ale tfeba i zvyk si
rukou otirat Usta, popfipadé Casté proCesavani vlast prsty a podobné. U pfenosu
biologického materialu usty (napfiklad polibek pachatele na télo zneuzZivané obéti)
muze byt mnozZstvi pfenaseného biologického materialu ovlivnéno krvacenim dasni Ci
zpUsobem ustni hygieny.

Z vySe uvedenych duvodi je tedy nemozné ur€it, zda byl biologicky material
detekovany metodami forenzni genetiky na urcitém pfedmétu pfenesen pfimym
kontaktem (at uz jednim Ci opakovanym dotekem) nebo nepfimym sekundarnim
prenosem. Existuje 5 hlavnich duvodu, pro¢ nelze jednoznacné urcit typ prenosu
(pfimy/nepfimy):

1) Pravdépodobnost pfenosu biologického materialu na pfedmét zavisi kromé typu
donora i na textufe povrchu pfedmétu, vlihkosti €i stupni mastnoty vzorku, jez ma
byt na pfedmét prfenesen. Neplati, ze k pfenosu biologického materialu pfi
primarnim pfenosu musi vzdy dojit. Zarovel vSak neni mozné povazovat
negativni nalez za vylouCeni pfitomnosti hledaného biologického materialu,

° Alex Lowe, Caroline Murray, Jonathan Whitaker, Gillian Tully, Peter Gill (2002) The propensity of
individuals to deposit DNA and secondary transfer of low level DNA from individuals to inert surfaces.
Forensic Science International, Volume 129, Issue 1, 10 September 2002, Pages 25-34



2)

3)

4)

5)

protoze se muZe jednat o neschopnost laboratofe buriky nalézt, zajistit Ci
zpracovat. V laboratofi Ize analyzovat i jedinou buriku™.

Forenzni genetika za dobu od svého vzniku dosahla velmi vyrazného zvySeni
citlivosti (snizeni limitu) detekce DNA a ziskani vyuZitelného DNA profilu.
Standardné pouzivané komerc¢ni forenzné genetické soupravy jsou schopné
spolehlivé detekovat mnozstvi DNA v fadech desitek pikograml a tudiz je
zvySeno riziko detekce biologického materialu ze sekundarniho prenosu.

Pfi zkoumani biologickych stop metodami forenzni biologie a genetiky nelze
stanovit dobu, jez uplynula od deponovani biologického materialu na predmét.
Doba detekovatelnosti biologického materialu na ur€itém pfredmétu je pak pfimo
umérna dobé a intenzité pusobeni nepfiznivych vnéjSich vlivu (viz tabulka ¢€.1)

Nelze vylouCit, ze na pfedmét nékdo biologicky material urCité osoby umistil
zamérné, aby tak dosahl spojeni této osoby s urCitym mistem cinu nebo
objektem pouzitym k pachani trestné ¢innosti.

Byla pouzita nevhodna technika pro zajisténi biologického materialu z predmétu.
Vysledkem muze byt faleSné negativni nebo faleSné pozitivni vysledek analyzy
DNA.

B: vnéjsi faktory, jez ovliviiuji kvalitu a kvantitu DNA v biologické stopé

Od okamziku vzniku biologické stopy do doby jejiho zpracovani v laboratofi
pusobi na DNA cela fada vnéjSich vlivi. V extrémnim pfipadé muaze dojit az
k uplné ztraté genetické informace a nasledné faleSné negativnich vysledku.
Hlavni nepfiznivé vnéjsi vlivy'* jsou shrnuty v tabulce &.1. Pokud nejsou stopy a
vzorky pfedlozené ke zkoumani v laboratofi skladovany ve sprdvném rezimu, tak
muaze nepfiznivy vliv vnéjSich vlivi pokraCovat az do doby izolace DNA (viz.
tabulka €.2 a tabulka €.3)

Vnéjsi vlivy Popis

Mikrobialni dekompozice Za vihka a teplotniho optima mohou

mikroorganizmy znicit témé&r jakykoli biologicky
vzorek

Vihko

PFi pusobeni vihka mlize dojit k odstranéni
biologického materialu z povrchu predmétd
omytim, vihkost zarover podporuje za mikrobialni
dekompozici.

Vysoka teplota po dlouhou dobu

Extrémnim pripadem 100% zniceni biologického
vzorku je kremace. Caste€né ohorelé kosti &i tkané

9. Findlay, A. Taylor, P. Quirke, R. Frazier, A. Urquhart, DNA fingerprinting from single cells, Nature 389

(1997) 555-556.

' Beran M. a kolektiv (2012) Soudné-lékafska identifikace. Nakladatelstvi Karolinum. ISBN-978-80-246-

2106-7




jsou analyzovatelné

Pasobeni nizkého pH

Nizké hodnoty pH mohou byt pfi€inou degradace
DNA.

UV zareni, radiace

Pldsobenim zareni o vy$si energii dochazi ke
Stépeni molekuly DNA

Chemicka ¢inidla

Zejména oxidacni €inidla a dvoj- i trojmocné
kationy

Inhibitory Barviva na pfedmétech ¢i odévnich soucastkach
mohou zpusobit inhibici PCR reakce pfi analyze
DNA

Enzymy DNazy a endonukleazy jsou enzymy, které

degraduji a $tépi DNA. Enzymy pracuji pouze
v optimalni teploté a ve vihku

Kontaminace

Viz protikontamina&ni opatfeni

Tabulka €. 1 - Hlavni nepfiznivé vnéjsi vlivy ovliviiujici kvalitu DNA do doby jejiho zpracovani v

laboratofi.

PFi transportu vzorkl a jejich nasledném uloZeni pfed zpracovanim je nutné
zamezit pasobeni nepfiznivych vnéjSich vlivl. V pfipadech, kdy neni mozné vzorek pfi
transportu a uloZeni zamrazit nebo alespori chladit, tak je nutné volit kombinaci
vysouseni + normalni teplota + ochrana pfed svétlem a zafenim.

DNAstable (Biomatrica, USA)

Typ stopy mraznicka lednice kontrolovana teplota ptoe I;c:ic:\;a’
Tekuta krev - NEJLEPSI
Mot NEJLEPSI
Suchy biologicky material NEJLEPSI
Kosti NEJLEPSI
Vlasy NEJLEPSI PRIJATELNE
Tampon s biologickym materialem I\EEJLFPSI
(vysuseny vzorek)
e e
Fekélie NEJLEPSI
Ustni stéry NEJLEPSI
Vzorek izolované DNA (roztok) NEJLEPSI | PRIJATELNE
vzorek DNA stabilizovany pomoci NEJLEPS

Tabulka €.2 — Optimalni podminky pro dlouhodobé uloZeni vzorkl biologického materialu. Upraveno dle
knihy: The Biological Evidence preservation Handbook: Best practises for Evidence Handlers (leden
2013). Teplotni a vlhkostni podminky: mraznicka (<-10°C), lednice (2-8°C; <25% vlhkost), kontrolovana

teplota (15-24°C; <60% vlhkost), pokojova teplota (bez kontroly °C a vlhkosti).




V sou

Typ stopy mraznicka lednice ko'l:;::t‘;ané p;l;c:i(;\;é
Tekutd krev - NEJLEPSI méné nei 24h
Mo¢ NEJLEPSI | méné ne? 24h
Suchy biologicky material NEJLEPSI PRIJATELNE
Vinky biologicky materidl, jez | “ne ep&i | pRijATELNE méné ne# 24h
nelze vysusit
Kosti PRIJATELNE PRIJATELNE PRIJATELNE
Vlasy NEJLEPSI PRIJATELNE
Tampon s biologickym NEJLEPSI (vihky | NEJLEPSi (vysuseny
materialem vzorek) vzorek)
sy
Fekalie NEJLEPSI
Ustni stéry NEJLEPSI méné nei 24h
Roztok izolované DNA NEJLEPSI PRIJATELNE

Tabulka €.3 — Optimalni podminky pro kratkodobé uloZeni vzorkd biologického materialu. Upraveno dle
knihy: The Biological Evidence preservation Handbook: Best practises for Evidence Handlers (leden
2013). Teplotni a vlhkostni podminky: mraznicka (<-10°C), lednice (2-8°C; <25% vlhkost), kontrolovana
teplota (15-24°C; <60% vlhkost), pokojova teplota (bez kontroly °C a vlhkosti).

HLAVNI PROTIKONTAMINACNI OPATRENi PRI ZAJISTOVANI VZORKU PRO
ANALYZU DNA

Pokud je biologicka stopa kontaminovana jiz pfi zajisténi na misté Cinu Ci pfi
ohledani v laboratofi, tak je cely nasledny proces identifikacni analyzy DNA
nejednoznacny. PFi zajistovani vzorku biologického materialu pro naslednou analyzu
DNA je nutné dodrZovat nasledujici protikontaminac¢ni opatfeni a zasady:

1) Osoby provadéjici odbér a osoby pfitomneé odbéru (fotograf, vySetfovatel,
svédek,.) MUSI vzdy pouzivat ochranné prostiedky (navleky na boty,
jednorazovy overal, rouska, kapuce, rukavice).

2) Pfi zajistovani vzorki metodou stéru na tampon &i olepem na pasku je nutné
pouzit pouze prosttedky certifikované pro forenzni pouziti. Sterilni*? &i
necertifikované prostfedky mohou byt zdrojem kontaminace.

3) Osoby provadéjici odbér a osoby pfitomné odbéru nesmi kychat nebo kaslat,
popfipadé mit povrchova krvaciva zranéni.

12 Sterilni = bez pfitomnosti Zivotaschopnych mikroorganizmu



4)

5)

6)

7

8)

9)

Pokud je to mozné, jsou pouzivany prfedevsim jednorazove prostfedky (napfiklad
plastové pinzety, jednorazové skalpely a podobné).

Nastroje, které jsou pouzivany pro odbér vice stop, je nutné po odbéru kazdé
stopy dukladné odistit. Prostfedek pouzity k €isténi musi byt nasledné dikladné
odstranén z nastroje, aby nedoSlo ke zni€eni odebiraného vzorku (napfiklad
stopy hypochloridu sodného v Cisticich prostfedcich fungujicich na bazi
uvolnovani chléru mohou znicit DNA ve vzorku).

Pfi odbéru kazdého dalSiho vzorku je nutné pouZzit novy par rukavic, aby se
zamezilo sekundarnimu pfenosu biologického materialu.

Kazda stopa musi byt vlozena do samostatného obalu. Tim je zamezeno kfizové
kontaminaci mezi vzorky. P¥i baleni vlhkych vzork( je nutné zabezpedit integritu
DNA.

Je nutné mit k dispozici DNA profil osoby provadéjici odbér ¢i pfitomné odbéru
(zejména kriminalisti¢ti technici a personal sérologické a DNA laboratore).

Zdrojem kontaminace vzorkd mohou byt napfiklad i psaci prostfedky pouzité pro
oznaceni oballd. DNA z propisovaci tuzky &i oznaCovate se muze prenést na
rukavici a nasledné z rukavice na ohledavany pfedmét, ze kterého je zajistovan
vzorek pro analyzu DNA. | psaci prostfedky je nutné dukladné Cistit.

10)Kazdy neznamy vzorek biologického materialu je potencionalné nebezpecény

lidskému zdravi, jelikoz mlze obsahovat infekéni agens (napfiklad HIV,
Hepatitida C, a podobné).



CERTIFIKACE PROSTREDKU PRO FORENZNIi POUZITi

Prostfedky pouZzité pro zajisténi stop DNA z mista Cinu (zejména tampoény a
olepovaci paska) musi byt CERTIFIKOVANY PRO FORENZNI POUZITI, zejména musi
mit deklarovanu nulovou pfitomnost lidské DNA (oznacovano anglickym vyrazem
human DNA-free), nulovou pfitomnost enzymu rozkladajicich DNA (oznacovano
anglickym vyrazem DNase-free) a nulovou pfitomnost inhibitord PCR reakce
(oznadovano anglickym vyrazem PCR inhibitor-free)**. V domaci kriminalistické
literatufe &asto narazime na mylna tvrzeni, Ze prostfedky oznadené slovem STERILNI,
jsou vhodné i pro zajistovani stop zmista &nu'®. Slovo sterilni na odbé&rovych
tampdnech a jinych medicinalnich prostfedcich pouze deklaruje, Zze na vyrobku nejsou
pfitomny Zivotaschopné mikroorganizmy. Sterilni vyrobek neni v zadném pripadé
vhodny pro zajiStovani stop z mista ¢inu, naopak muze jiz z vyroby obsahovat
lidskou DNA. Zpracovatel znaleckého posudku nebo subjekt provadéjici zajisténi
biologického materialu, by mél byt schopen prokazat, Zze pouzil prostfedky certifikované
pro forenzni pouZziti. Zcela v rozporu s mezinarodné uznavanymi standardnimi postupy
pro zajiStovani vzorkll na misté Cinu se pak vyjadfuje napfiklad oficialni instruktazni
kniha Praktickd kriminalistika vydana Kriminalistickym ustavem Praha (Hlavacek,
2006). Zde nalezneme ,doporuceni®, ze k zajistovani stop pro genetické zkoumani
pouzivame bavinéné obvazy nebo tampony DISPOLAB a k navihCeni je nejvhodnéjsi
sterilni voda. Pokud se osoby zajiStujici biologické stopy na misté Cinu fidi témito
pokyny, tak existuje velké riziko kontaminace plvodni stopy cizorodou DNA.
Doporuc€eni v této knize tykajici se oblasti forenzni biologie a genetiky v pfimém
rozporu s pozadavky na spravnou laboratorni praxi ve forenznich laboratofich™.

Problematice uzplsobeni vyrobniho procesu prostfedkd uréenych pro forenzni
pouZiti se ve svych doporugenich zabyvaji i zahraniéni odborné spole&nosti®®.
V soucasné dobé je dostupnych nékolik typa tampénu certifikovanych pro forenzni
pouziti (bez detekovatelného mnozstvi lidské DNA). Jedna se napfiklad o tampdny 4N6
Jflocked swab“ (Copan, Italie), SecurSwab (BodeTech, USA), Forensix (Prionics,
Svycarsko) a FAB swab (Abacus Diagnostics, USA). Problematikou spotfebniho
matyerialu pro forenzni analyzu DNA se zabyva i nova norma ISO 18385:2015
(Minimalizace rizik kontaminace lidskou DNA u produktl pouZzivanych pro zajisténi,
uloZeni a analyzu biologického materialu pro forenzni ucely — Pozadavky (Minimizing
the risk of human DNA contamination in products used to collect, store and analyze
biological material for forensic purposes — Requirements)).

'3 Beran M. a kolektiv (2012) Soudnélékarska identifikace. Nakladatelstvi Karolinum. ISBN-978-80-246-
2106-7

14 Hlavacgek J., Protivinsky J. a kol. (2006) Prakticka kriminalistika Kriminalisticky Gstav Praha

!% vanék D.and Drobni¢ K. (2014) Forensic DNA Typing and the Quality Assurance. Chapter in book
Forensic DNA Applications: An Interdisciplinary Perspective, Editors: Dragan Primorac, Moses Shanfield.
CRC Press ISBN 9781466580220, p.205-249

16 www.ENFSI.org


http://www.enfsi.org/

C: zpusob vyhodnocovani smisenych biologickych stop.

Soucasné amplifikacni soupravy vyrobct Promega (USA), LifeTechnologies (USA)
¢i Qiagen (Némecko) jsou vhodné i pro analyzu forenznich vzorkd, a to v€etné vzorkd,
kde je analyzovan smiSeny biologicky material. Pokud se nepodafi minoritni frakci ze
vzorku se smiSenou DNA vice osob detekovat, tak nemuizeme hovofit o chybovosti kitu,
ale spiSe o nedosazeni minimalni hranice detekovatelnosti. O chybovosti naopak
muzZeme hovofit ve spojitosti s nespravnym vyhodnocovanim ziskanych DNA profilt ze
smiSenych stop. Pokud napfiklad expert provadéjici vyhodnoceni smiseného DNA
profilu nema dostateCné zkuSenosti a nepostupuje podle pfesné danych kroku
(napfiklad standardniho operaéniho protokolu), tak existuje pomérné velka
pravdépodobnost, Ze vysledny vystup z forenzné-genetického zkoumani bude faleSné
negativni nebo faleSné pozitivni. Je nutné si uvédomit, Zze ve forenzni genetice neni
Zzadné tvrzeni absolutni, a pokud se veSkeré zkoumani a analyza neprovadi dle
validovanych védeckych postupl, mohou byt vyprodukovany zavadeéjici vysledky.
Pfiklad smérnice pro vyhodnocovani smiSenych stop tvofi pfilohu ¢€.1 tohoto
znaleckého posudku. DalSi moznosti je pouzit pro vyhodnoceni smiSenych stop
specializovany software (napfiklad GenoProof Mixture, vyrobce Qualitype, Némecko). |
v pfipadé pouziti software je nutné, aby byl pfed pouzitim pro vyhodnocovani
znaleckého zkoumani fadné validovan.

Fale$né pozitivni identifikace muzZe byt zplisobena mnoha faktory!’. Nejéast&jsi
priCiny faleSné pozitivnich vysledkl jsou sumarizovany v tabulce ¢&. 4.

Pricina

Popis

kontaminace vzorku pfi
odbéru pouZzitim nevhodného
sekundarniho nosice

Pokud se pro zajistovani pouzivaji pouze STERILNI nosice bez
certifikatu pro forenzni pouziti, tak tyto prostfedky mohou byt
kontaminovany lidskou DNA jiz z vyroby. Pouziti takovéhoto prostfedku
muUze mit za nasledek ziskani DNA profilu, ktery m{ize byt faleSné
oznacen za DNA profil neznamé osoby na misté ¢inu, ale zatim se jedna
o DNA profil osoby podilejici se na vyrobé ¢&i distribuci nosiéu pro
vzorkovani (vétSinou tamponu).

kontaminace vzorku pfi
odbéru biologickym
materidlem osoby provadéjici
vzorkovani

Pokud nedodrzuji osoby provadéjici vzorkovani na misté &inu pfisna
protikontaminaéni opatfeni (ochranné overaly, rousky, navleky na boty,
kapuce, vyména rukavic pfed odb&rem dalSi stopy, vhodna
dekontaminace nastroj), mohou na zajiStované stopy/vzorky prenést
svoji DNA. To mGze mit za nasledek ziskani DNA profilu, ktery mGze byt
faleSné oznacen za DNA profil neznamé osoby na misté Cinu, ale zatim
se jedna o DNA profil osoby podilejici se na vzorkovani ¢i ohledani mista
¢inu (kriminalisticky technik, vySetfovatel, oznamovatel a podobné).

kontaminace vzorku pfi
zpracovani v laboratofi.

Pokud nejsou v laboratofi aplikovana pfisna protikontaminacni opatfent,
muze pfi zpracovani vzorku dojit k sekundarni kontaminaci DNA
pracovnik(l laboratofe ¢i z jinych vzork(/stop nebo okolniho prostfedi. To
muUze mit za nasledek ziskani DNA profilu, ktery m{ize byt faleSné
oznacen za DNA profil neznamé osoby na misté ¢inu, ale zatim se jedna
0 DNA profil kontaminujici DNA.

zaména vzorku

Pokud dojde v procesu vzorkovani na misté ¢inu ¢i zpracovani

v laboratofi k zaméné vzork(, m{ze dojit k faleSné pozitivnimu zavéru
ohledné genetické informace obsaZené ve vzorku/stopé. PFi vzorkovani i
uloZeni vzorku izolované DNA je nutné pouZzit pro oznadovani
nezpochybnitelny zpUsob, napfiklad znaceni ¢arovymi kédy na
neodlepitelné nélepce.

Spatna véda

Pokud laboratof pouziva pfi zpracovani vzorkl biologického materialu
nevalidované postupy, mize dojit k vyprodukovani arteficialniho DNA
profilu, ktery je faleSné oznacen za DNA profil neznamé osoby na misté

7 7a fale$né pozitivni vysledky oznalujeme takové vystupy z forenzni analyzy DNA, pfi kterych laboratof
vyda néalez, Zze DNA profil ziskany ze stopy/vzorku se shoduje s DNA profilem urcitého ¢lovéka, ale tato
shoda je faleSn& a doslo k ni diky hrubé laboratorni chybé.




¢inu, ale zatim se jedna o DNA profil vznikly Spatnym zpracovanim
(napfiklad zvySenim poctu cykll pfi namnozovani pomoci PCR reakce).

neexistujici postupy pro Pokud nema laboratof zavedeny a validovany postupy pro analyzu
analyzu smésnych dna smeésnych DNA profilll (material 2 a vice osob), mize tento nalez uzavfit
profilt fale$né pozitivnim tvrzenim o pfitomnosti DNA profilu urcité osoby ve

zpracovavaném vzorku/stopé. Riziko je zvySeno zejména u vzork(, kde
je pfitomno jen velmi malé mnozZstvi biologického materiélu, popfipadé je
biologicky material degradovan.

chybné statistické Pokud nema laboratof zavedeny a validovany postupy pro statistické
vyhodnoceni vyhodnoceni shod mezi referenénimi DNA profily (osob) a DNA profily
ze stop/vzorkl zajisténych na misté Cinu, mize tento nalez uzaviit
faleSné pozitivnim tvrzenim o pfitomnosti DNA profilu urcité osoby ve
zpracovavaném vzorku/stopé. Riziko je zvySeno zejména u vzorkd, kde
je pfitomno jen velmi malé mnozstvi biologického materialu, popfipadé je
biologicky material degradovan.

pretizeny personal Pokud jsou osoby pracujici v laboratofi vystaveny vnéjSim tlakim (pocet
nezpracovanych spis(l, nepravidelné dodavky spotfebniho materialu,
nevhodné pracovni prostfedi), mize mnohem Castéji dojit k faleSné
pozitivnimu zavéru ohledné pfitomnosti genetické informace ve
stopé/vzorku.

Tabulka €. 4 - NejcastéjsSi priciny faleSné pozitivnich vysledkl forenzni analyzy DNA

Prizkumy citované v zahrani¢ni odborné literatufe uvadéji primérnou chybovost
forenznich DNA analyz v rozmezi od 1/100 do 1/10000 (v Citateli je poCet chybnych
analyz, ve jmenovateli celkovy pocCet provedenych analyz) v zavislosti na kvalitativnich
a kvantitativnich ukazatelich hodnocenych DNA laboratofi, a dale na mife
implementace systému kontroly kvality do béZzného provozu téchto laboratofi.

Jak jiz bylo fe€eno, pokud se v zajisténém vzorku vyskytuje biologicky material vice
nez jedné osoby, je vystupem z analyzy DNA takzvany smiSeny DNA profil. Pro
statistické vyhodnoceni sily dikazu je nutné pouzit principialné jiné postupy nez u
statistického vyhodnocovani prosté shody 2 uplnych profila.

Evropsky konsenzus o principech interpretace DNA smési je popsan ve
védecké literature®*®. Na obrazku &.1 je uveden rozhodovaci diagram, ktery byl
pfipraven dle citovanych doporuceni. Tento postup statistického vyhodnoceni se musi
pouzit pro vSechny DNA profily, kde ve vice nez 2 lokusech detekujeme vice nez 2
piky. Pokud je mozné ve smési rozliSit majoritni a minoritni pik(y), mizeme pro
majoritni slozky vypoéitat pravdépodobnost nahodné shody RMP?° a p¥ipadné i urdit
pravdépodobnostni pomér?’. Pokud je u smiSeného DNA profilu detekovan
stochasticky efekt?> tak se statistické vyhodnoceni nesmi provadét. Pokud u

'8 Gill P, Brenner CH, Buckleton JS, Carracedo A, Krawczak M, et al. (2006) DNA Commission of the
International Society of Forensic Genetics (ISFG): recommendations on the interpretation of mixtures. Forensic Sci
Int 160:90-101

19 Schneider P.M., Fimmers R., Keil W., Molsberger G., Patzelt D., et al (2006) Allgemeine
Empfehlungen der Spurenkommission zur Bewertung von DNA-Mischspuren, Rechtsmedizin 16 (2006) 401-404.

% Random Match Probability — pravdépodobnost nalezeni nepfibuzného jedince se stejnym DNA
rofilem.
! Likelihood ratio (LR) — pravdépodobnosti pomé&r pfi porovnavani hypotéz

2 Stochasticky efekt: Pokud amplifikujeme pfili§ malé mnozstvi DNA (vétSinou pod 50 pikogramu), tak
muze dojit k takzvanému stochastickému efektu. Jedna lidska burika obsahuje pFiblizné 6 pikogrami
DNA a pfi PCR amplifikaci vzorkl s pfili§ nizkou koncentraci DNA (<50 pg) existuje Sance, Ze se
heterozygotni alely amplifikuji s rozdilnou efektivitou a vysledkem pak mudze byt, Ze plvodné
heterozygotni vzorek je ve zkoumaném STR systému detekovan jako homozygotni a vysledny DNA profil




smiSeného profilu neni detekovan stochasticky efekt, piky neni mozné rozliSit na
majoritni a minoritni a neni urfovan pocet donoru, tak se provadi statistické
vyhodnoceni sily ddkazu vypo¢tem kombinované pravdépodobnosti vylouceni CPe
(inak nazyvana RMNE — Random Man Not Exluded). Postup vypocltu je znazornén
v tabulce €. 5.

VypocCet RMP pro majoritni DNA profil ze smiSeného DNA profilu (viz Typ B na
obrazku ¢€.1) se provadi tak, Ze nejprve pocitame pravdépodobnost pro jednotlive
testované STR lokusy a nasledné se frekvence vyskytu pro jednotlivé genotypy
vynasobi mezi sebou. Postup vypoctu RMP pro DNA profil je uveden v tabulce €. 6. Je
dilezité si uvédomit, ze vysledna RMP je platna pouze pro nepfibuzné osoby
z konkrétni populace. Vzorce pro vypocCet se budou lisit, pokud budeme do vypoctu
zahrnovat osoby s pfibuzenskou vazbou.

Predpokladejme, Zze DNA profil uvedeny v tabulce €. 6 byl ziskan ze stopy z mista
¢inu a ve vSech znacich se shoduje s DNA profilem podezielého. Hypotézou obzaloby
(Hp) je, Zze podezfely je donorem biologického materialu, naproti tomu hypotézou
obhajoby (Hd) je, Zze donorem biologického materialu je jina osoba a nikoli podezfely.
Je dulezité rozhodnout, ktera hypotéza je pravdépodobnéjSi. Zadani muzeme vyjadrit
matematicky:

LR= Hp/Hd,  kde

LR = pravdépodobnostni pomér (likelihood ratio)
Hp = hypotéza obZaloby
Hd = hypotéza obhajoby

Hypotézou obZaloby je, Ze podezfely je donorem biologického materialu, tudiz
Hp =1 (100% pravdépodobnost). Hypotézou obhajoby je, Ze donorem biologického
materialu je nékdo jiny, a proto se nam do jmenovatele ve vzorci dostane vypoctena
pravdépodobnost z tabulky €. 5. Porovnanim ziskaného pravdépodobnostniho poméru
(LR) s tabulkou ¢&. 7 zjistime, Zze dukaz proti podezfelému je velmi silny. Zavér ve
znaleckém posudku, popisujici silu nalezené shody, by mél byt nasleduijici:

.Pokud nebereme v uvahu jednovajeCna dvojCata nebo blizké pfibuzné, tak
mulzeme na zakladé statisticky podlozenych védeckych zavéru stanovit, ze donorem
DNA z mista €inu je obzalovany“. Vyhodou pouziti vypoc¢tu LR je i to, ze do vypoctl
muzZeme zahrnout i dalSi ukazatele, napfiklad chybovost laboratofi a dalSi faktory
ovliviujici ,silu“ ddkazu.

tedy neodpovida DNA profilu donora biologického materialu. Pro vyskyt stochastického efektu jsou
extrémné dilezité uvodni cykly amplifikacniho PCR procesu. Pokud se v Uvodnich cyklech preferencné
amplifikuje pouze jedna z alel (v ramci heterozygotniho systému), tak dochazi ke stochastickému efektu.



z
lokus alela frekvence | frekvenci Pl=%° PE= (1-PI)
14 0,103
16 0,253 0,571 0,326041 0,673959
D3S1358 17 0,215
8 0,084
9 0,114 0,566 0,320356 0,679644
THO1 9,3 0,368
|cpi| 0,104449 | cPE | 0,458052191

Zaver: 45,8% populace by bylo vylou¢eno jako donofi biologického materialu ve smési

Tabulka €. 5 - vypocet kombinované pravdépodobnosti vylou¢eni CPe (RMNE) pro smisené DNA
profily, kde neni detekovan stochasticky efekt, neni mozné piky rozliSit na majoritni a minoritni a neni
uréovan po&et donord. Cim vice alel je v ramci lokusu zjisténo, tim mensi je mnoZstvi osob, jez mohou
byt vylou€eny jako donofi biologického materialu ve stopé. Tabulka ukazuje pouze vzorovy vypocet pro 2
lokusy (D3S1358 a THO1), v realném pripadé by se musel vypocet rozsifit na vSechny STR markery.

(Pl = pravdépodobnost zahrnuti, PE = pravdépodobnost vylou¢eni, CPI = kombinovana pravdépodobnost
zahrnuti, CPE = kombinovana pravdépodobnost vylouceni)

Lokus Alela 1 Alela 2 Frekvence Frekvence Vzorec Predpokladana
alely 1 (p) alely 2 (q) frekvence vyskytu
genotypu
D3S1358 15 15 0,22886 p’ 0,0523769
VWA 16 19 0,15423 0,08706 2pq 0,0268545
FGA 22 24 0,21393 0,12687 2pq 0,0542826
D8S1179 10 15 0,08706 0,11194 2pq 0,19491

D21S11 28 30 0,16169 0,21642 2pq 0,0699859
D18S51 12 15 0,10448 0,18657 2pq 0,0389857
D5S818 13 13 0,15740 p’ 0,0247748
D13S317 8 8 0,13050 p’ 0,0170303
D7S820 10 10 0,27890 p’ 0,0777852

Kombinovana frekvence 1,333 x 10

Pravdépodobnost (RMP) 7,504 x 10%°

Tabulka €. 6 — Vypocet RMP (pravdépodobnost nahodné shody) pro DNA profil tvofeny 9-ti STR. RMP =
7,504 x 10" fika, e pravdépodobnost hypotézy, Ze stopu na misté &inu zanechala osoba se shodnym
profilem je 7 504 000 000 000 x pravdépodobnéjSi nez hypotéza, ze stopa zde byla zanechana jinou
nepfibuznou osobou.

Vypoctena pravdépodobnost neni pravdépodobnosti o néci viné €i neviné!! RMP
nam pouze fika, jak ¢asto by se dany DNA profil mohl vyskytnout mezi nepfibuznymi
osobami v konkrétni populaci.

Vyse uvedené vypocty pro typy vzorkl A a B jsou zjednoduSené a nefesi problémy
typu zahrnuti pfibuznych osob, pravdépodobnost laboratorni chyby, moZnost
kontaminace, pocet donor, pfislusnost donort do rlznych populaci, imbredni faktor,
pravdépodobnost  faleSné  pozitivniho  vysledku a korelace  zjisSténého
pravdépodobnostniho poméru s plvodnimi oéekavanimi.



Pokud je LR ...., pak DNA dukaz poskytuje
1az10 omezenou podporu

10az 100 stfedni podporu

100 az 1000 stfedné silnou podporu
1000 az 10 000 silnou podporu

10 000 a vétsi velmi silnou podporu

Tabulka €. 7 — Dikazni hodnota vypocteného pravdépodobnostniho poméru.

Kontaktuje jiného znalce (pracovisté) s dostate¢nou praxi a znalosti
problematiky smiSenych DNA profill a statistického vyhodnoceni.

Vypotitat
pravdépodobnostni
pomér (LR)

! urcit profil a
i_ pouzit RMP 4

ANO l

] Vypocitat

! kombinovanou
i pravdépodobnost ;
i wylougeni (CP,)

Definujte hodnovérny rozsah poméri slofek (napf. 4:1-10:1)

mrmimimimsm e m i mmamemty seseemsmemames . 2

i Vypoitat RMP : i Nevyhodnocovat :
[} . - 1 2 E
1 ol majorltni : ! statistlcky : Definujte limit LCN (napfiklad <200 pg)
!L profil i i 3

Metoda
statistického

vypottu
A neni odlisitelny majoritni profil a profil nejevi znamky stochastického efektu CPE /LR(*)
je odliditelny majoritni a minoritni profil a profil nejevi znamky stochastického RMP pro
B efektu majoritni
C smési s nizkou vyskou pikd a zndmkami stochastického efektu NEPOCITAT

(*) LR (pouze pokud je brdn v potaz pocet kontributort biomateridlu)

Obrazek €. 1 — Rozhodovaci diagram pro statistické vyhodnoceni sily dikazu u smiSenych DNA stop.
Upraveno dle Gill, 2006 a Schneider, 2006. LCN= z anglického Low Copy Number. Jedna se o vzorky
s podlimitnim mnozstvim DNA vkladané do amplifikaéni reakce.
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Otazky na znalce (pozadavek ze dne 10.10.2015)

1a. Uvedte konkrétné, které dal$i podklady by mél Ustav ke svému posudku doloZit,
tak abyste byl schopen svij znalecky posudek v objednaném rozsahu dokoncit.

Seznam pozadovanych dokument(, dat, zaznamu a vzorku, potfebnych
k pfezkoumani provedenych analyz k pfipadu ods. Pechanec, je uveden v pfiloze €.2
tohoto znaleckého posudku.

2a. Vyjadrete se k tomu, co zastupce Ustavu uved| pri svém vyslechu, tj. Ze nékteré
Ustavem aplikované postupy predstavuji chranéné know-how, s nimz by se nemél
nikdo nepovolany seznamit.

Obecné plati to, Ze znalecky posudek musi byt jednoznacny a pfezkoumatelny. U
akreditovanych pracovist dle normy ISO 17025 dale plati, Ze znalecky posudek nebo
protokol o zkouSce Ci obdobny vysledem, obsahuje veskeré naméfené udaje a odkazy
na pouzité metody. Znalecky posudek KUP je v této formé nejednoznacny a neuplny a
nesplriuje pravidla kladeny na laboratofe akreditované dle normy ISO 17025. Vyjadfeni
0 jakémsi chranéném know-how je naprosto nesmysiné, protoZze proces dokazovani
(v€etné genetické analyzy biologického materialu), musi byt zcela transparentni a nelze
Zadné informace, tedy ani o pouzitych metodach, zamicovat.

3a. Kterd pracovisté v Ceské republice jsou schopna laboratorné realisovat
methodu Massive Parallel Sequencing a jaké vysledky Ize od této methody
oCekavat? Da se predpokladat dosazeni separace téch smési DNA, které
Kriminalisticky ustav Praha nebyl schopen rozdélit? Byla by tato methoda pfinosem
i z hlediska kvantifikace, tj. stanoveni, jaké mnozstvi genetického materialu
Jednotlivych donort bylo na daném misté stopy — v daném stéru — zji§téno?

Tato otazka jiz byla ¢aste€né zodpovézena v ramci odpovédi na otazku €.1-3. Stran
prehledu cCeskych pracovist disponujicich validovanou metodou MPS nemda nize
podepsany znalec dostate¢né informace.

4a. Jaké jsou moznosti spoluprace ¢eskych organu cinnych v trestnim fizeni se
zahrani¢nimi forensnimi laboratofemi a ustavy? Bylo by podle VaSeho nazoru,
zejména ve svétle toho, jak analysu stopy provedl Kriminalisticky ustav Praha,
ucelné, aby soud objednal dal§i znalecké zkoumani v zahranici?

Kriminalisticky ustav Praha je ¢lenem Evropské sité forenznich ustavd (European
Network of Forensic Science Institutes =ENFSI) od roku 1997 a tudiz muze zcela
bez problémd vyuzit zkuSenosti zahrani¢nich pracovist, kde vramci forenzni
genetiky zavadéji a zavedli nejnovéjsi védecké poznatky.
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Pfiloha €. 1 k ZP-037-2015

Vzor smérnice pro vyhodnocovani smiSenych DNA profilt (mimo
LCN)

Autor smérnice: RNDr. Daniel Vanék, Ph.D.
Oblast pouziti: Vyhodnocovani DNA profild ze smiSenych biologickych vzorku

Uvod:

V CR neexistuje jednotna metodika pro vyhodnocovani smigenych DNA profilli vzniklych jako vysledek
analyzy forenznich stop. Cilem této smérnice, ktera vychazi z doporuceni zahrani¢nich laboratofi, je
definovat zpusob, pomoci kterého Ize minimalizovat faleSné negativni nebo falesné pozitivni vystup

z forenzné-genetického zkoumani. Je nutné si uvédomit, ze ve forenzni genetice neni zadné tvrzeni
absolutni, a pokud se veSkeré zkoumani a analyza neprovadi dle védeckych postupd, mohou byt
vyprodukovany zavadéjici vysledky. Tato metodika neni uréena pro LCN vzorky (z anglického Low
Copy Number samples), kde je analyzovano podlimitni mnoZstvi biologického materialu.

Copyright:

Cast textu a obrazky jsou prevzaty z publikace Budowle B, Onorato AJ, Callaghan TF, Della Manna A,
Gross AM, Guerrieri RA, Luttman JC, McClure DL. (2009) Mixture interpretation: defining the relevant
features for guidelines for the assessment of mixed DNA profiles in forensic casework. J Forensic Sci.
;54(4):810-21 (déle jen Budowle, 2009)

Pozadavky na laboratoi:
Laboratof musi mit definovany empirické parametry (validace) a postupy pro:
1) RozliSeni pravych alel od nealelickych pikd/artefakti
a. PCR proces nikdy neni 100% ucinny a pfi <100% PCR dochazi ke vzniku nealelickych
pikl (stutter, adenylace). DalSim zdrojem artefaktl jsou nespravné matrice, tzv. spiky a
pull-up piky a artefakty spojené s pouZzitymi fluorofory ¢i soupravou (arteficielni piky
specifické pro soupravu), popfipadé artefakty zpisobené mikrobialni ¢i nehumanni DNA.
2) Definice meznich hodnot
a. PAT (peak amplitude treshold)
b. MIT (match interpretation treshold)
c. PHR (peak height ratios) pro heterozygotni alely
d. PHR pro ureni majoritniho/minoritniho kontributora ve smési
e. Vysky stutteri pro kazdou alelu v kazdém lokusu
3) Definice moznych tri-alelickych profilt
4) Standardni operaéni postup pro uréeni poc¢tu kontributortt ve smiSeném vzorku
a. Napriklad vice nez 2 alely ve vice nez 2 lokusech, ale vzdy maximalné 4 alely na lokus,
bude v posudku interpretovano jako ,vzorek DNA ze stopy €. 1 Ize interpretovat jako
smés nejméné 2 osob”.
b. U multiplexovych systémU se zahrnutym testovanim amelogeninu Ize stanovit pfitomnost
muzské DNA, pokud:
i. XayY jsounad empiricky stanovenou mezi PAT
i. Pouze Y pik je nad empiricky stanovenou mezi PAT
ii. Y je spolehlivé uréen Y-specifickou kvantifikaci
iv. Y je spolehlivé uren amplifikaci Y-STR.
Vzorek je pak mozné v posudku interpretovat jako ,vzorek DNA ze stopy ¢. 1 Ize
interpretovat jako smés nejméné 2 osob, pricemz test na Y-chromozém naznacuje, Ze
nejméné jednim z kontributor(d je muz*,
5) Standardni operaéni postup, kdy je neznamy vzorek interpretovan PRED POROVNANIM
s referenénimi vzorky
a. Definice (zalozena na interni validaci), jak je rozli§en majoritni/minoritni kontributor (napf.
2x PHR)
6) Standardni operacéni postup pro statistické vyhodnoceni smiSenych vzork( (majoritni/minoritni
vs. nerozliSitelny)



Obecné predpoklady:

Laboratof musi splfiovat tyto obecné pfedpoklady:

1) Zavedeny systém kvality (kontrola/kalibrace pfistrojl, sledovani expirace chemikalii, validace
izolace/kvantifikace/amplifikace/kapilarni elektroforézy)
2) Zavedeny systém kvality pro UCINNE monitorovani kontaminace v laboratofi a v pouzivanych

chemikaliich a spotfebnim materialu.

3) Prokazatelna schopnost spravné vyhodnotit smiSené DNA profily (napfiklad absolvované

GEDNAP profesni testy)

4) Definované empirické parametry a postupy (viz 1-3 vy3e)

Priklady:

Rozdil mezi hranicemi PAT a MIT (viz obrazek €. 1) je takovy, ze PAT definuje mez detekce (dokazeme
rozliSit pik od Sumu) a MIT definuje mez robustni amplifikace DNA. Oblast mezi PAT a MIT je nazyvana

stochastickou oblasti.
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POUZITY pro statistické vyhodnoceni.

Obrazek €. 1: (pfevzato z Budowle et al,
2009). Vzorovy smiSeny profil 2 osob
(majoritni a minoritni profil). Donor minoritni
sloZzky mé jednu alelu mezi mezi PAT a MIT,
druhd alela je nad mezi MIT.

Obrazek €. 2: (pfevzato z Budowle et al,
2009). Vzorovy smiSeny profil 2 osob
(majoritni a minoritni profil). (a) Z profilu
minoritniho kontributora je viditelna pouze 1
alela a ta je nad mezi MIT. (b) Je
znazornéna hypotéza, Zze doprovodna
heterozygotni alela je maskovéna alelou

z majoritniho profilu.

Metodika vyhodnocovani smiSenych DNA
profila:

e  Minoritni alely nad mezi MIT mazeme
interpretovat jako skute¢né alely a ty mohou
byt pouzity pro statistické vyhodnoceni.

e Alely detekované ve stochastické
oblasti (mezi PAT a MIT) NESMi BYT

o Napfiklad na obrazku €. 1 mize byt kontributorem minoritniho profilu osoba 14/19, ale
nem{zeme vyloucit moznost, Ze minoritni profil pochazi od 2 osob, kdy napfiklad jedna
z alel je maskovana majoritnim profilem a druha osoba je v tomto lokusu homozygot.
Spravny postup pro scénar na obrazku &.1 by bylo vyloucit vSechny osoby s profilem 19
(-14/16/17) a zahrnout mezi nevylou¢ené vSechny osoby s profilem 14/16/17/19.
Vyloucena by tedy byla osoba s profilem 19/21, ale nevylou¢ena by byla osoba

s profilem 19/19 nebo 16/19.



Pro statistickou interpretaci pfikladu na obrazku ¢. 2 by mély byt zvazovany v§echny viditelné
alely
o0 Na obrazku je pouze jedna alela minoritniho profilu a jeji vySka je nad MIT.
Kontributorem minoritniho profilu tedy mize byt osoba s profilem 19/19, 16/19 nebo
17/19
o0 Alternativné by pro scénaf na obrazku &. 2b mélo byt pfi statistickém vyhodnoceni
minoritniho profilu pouzito pravidlo 2p (2x frekvence vyskytu alely p v dané populaci)
Interpretace prikladu na obrazku ¢. 2 maze byt zavisla na daném lokusu. U lokusu s velkym
rozsahem alel (napfiklad FGA) je tendence preferenéni amplifikace kratsi alely a nedetekovani
del$i alely (faledny homozygot). Pro tento typ lokusti se NEDOPORUCUJE VYHODNOCOVAT
profil minoritniho kontributora, popfipadé dikladné validovat MIT pro dlouhé alely tohoto lokusu.
Konzervativnim pfistupem je pfipustit jak homozygota 19/19 tak heterozygota 19/?(znak ,?“
nahrazuje jakoukoli alelu, zejména ty vétsi nez 19).



Pfiloha €. 2 k ZP-037-2015

Seznam pozadovanych dokumentu, dat, zaznamu a vzork(, potfebnych k pfezkoumani
provedenych analyz k pfipadu ods. Pechanec

Por.c.

Popis pozadavku

1

Pokud byly pro zajisténi jakéhokoli vzorku biologického materialu pouZzity odbérové soupravy Ci
jiné pripravky/prostfedky (napfiklad tampony), tak pfedat seznam takovychto prostfedk( a uvést
typ a nazev vyrobku, jméno vyrobce, Cislo Sarze a kopii certifikatu o vhodnosti pouzitého
pfipravku pro zajistovani biologickych stop, u kterych se pfedpoklada nasledna analyza DNA
pomoci metod forenzni genetiky.

Predat kopii pavodnich laboratornich protokoll o izolaci DNA z predlozZenych stop, véci a vzorku
zpracovavanych v ramci pfipadu.

Predat kopii zaznam(l o chemikaliich a pfipravcich pouzitych pfi izolaci DNA z pfedlozenych
stop, véci a vzorkl zpracovavanych v ramci pfipadu. Zejména se jedna o jednoznaénou
identifikaci chemikalie ¢i pfipravku pomoci katalogového Cisla a jména vyrobce, datum nakupu,
Cislo Sarze chemikalie &i pfipravku a datum expirace, popfipadé i pfibalovy letak.

Predat kopie protokol(/operacnich postupd/metod, jez byly pouzity v rAmci zpracovani
vzorkUl/stop v tomto pfipadu. Mélo by jednat zejména o izolaci, kvantifikaci a amplifikaci DNA,
dale pak statistické vyhodnoceni shod u smiSenych biologickych stop, stanovovani
dedukovaného profilu, amplifikace podlimitniho mnoZstvi DNA, skladovani izolované DNA po
dokonéené analyze a podobné.

Predat kopii valida¢nich studii pro pouzité (a vySe uréené) metody/protokoly/postupy.

Sdélit, kolik DNA (koncentrace a objem) zlstalo po analyze uloZeno v laboratofi a za jakych
podminek jsou vzorky uloZeny.

Predat kopii pavodnich laboratornich protokolt o kvantifikaci DNA z pfedlozenych stop, véci a
vzorkl zpracovavanych v ramci pfipadu.

Predat kopii zaznam( o chemikaliich a pfipravcich pouzitych pfi kvantifikaci DNA z pfedlozenych
stop, véci a vzorkl zpracovavanych v ramci pfipadu. Zejména se jedna o jednoznaénou
identifikaci chemikalie ¢i pfipravku pomoci katalogového Cisla a jména vyrobce, datum nakupu,
Cislo Sarze chemikalie &i pFipravku a datum expirace, popfipadé i pfibalovy letak.

Predat kopii metody/postupu monitorovani kontaminace v laboratofi.

Predat vysledky monitorovani kontaminace v laboratofi v obdobi pfed a po analyze vzorku
k tomuto pfFipadu.

11

Sdélit, jaké jsou hodnoty kvantity DNA, pro néz vyrobci ,garantuji ziskani vysledk(“. Pfilozte
kopii z manualu &i pfibalového letaku pouZzitého amplifikaéniho kitu, kde je uvedeno toto
Ldoporucené“ mnozstvi.

12

Predat kopii ptivodnich laboratornich protokoll o amplifikaci DNA z pfedloZenych stop, véci a
vzorkd zpracovavanych v ramci pfipadu.

13

Predat kopii zaznam(l o chemikaliich a pfipravcich pouzitych pfi amplifikaci DNA z pfedloZzenych
stop, véci a vzorkl zpracovavanych v ramci pfipadu. Zejména se jedna o jednoznaénou
identifikaci chemikalie &i pfipravku pomoci katalogového &isla a jména vyrobce, datum nakupu,
Cislo Sarze chemikalie €i pfipravku a datum expirace, popfipadé i pfibalovy letak.

14

Predat kopii pavodnich laboratornich protokolt o elektroforetické separaci amplifikované DNA na
sekvenatoru.

15

Kromé pozadavku ad 5) pfedat zaznamy a protokoly o provedenych internich validaci
ovéfujicich vhodnost zvolenych metod a postup( pfi elektroforetické separaci amplifikované
DNA na sekvenatoru a nasledném vyhodnoceni dat ziskanych pfi analyze (dynamicky rozsah
citlivosti, inhibi¢ni efekt, stochasticky efekt, laboratofi nastaveny detekéni limit, analyza stutterd,
alelicky drop-out, bleed-through, pomér vysek a ploch sesterskych pikli, omezeni metody, efekt
zmény injekénich parametrq, efekt po¢tu béhu na kapilafe a podobné)

16

Predat kopii zaznam( o udrzbé, kalibraci a opravach vSech pfistroji a nastroji pouzitych pfi
elektroforetické separaci amplifikované DNA na sekvenatoru/sekvenatorech.

17

Jakou hranici (mnoZzstvi DNA zjisténé pfi kvantifikaci) ma VaSe laboratof uréenou jako limit
k provedeni analyzu DNA? Kdo tuto hranici stanovil a jakym zplsobem? DolozZte prosim
relevantni validani studii.

18

Predat kopii primarnich a sekundarnich soubor(i ze sekvenatoru (napfiklad fsa soubory)
vzniklych pfi analyze VSECH vzorkd (i t&ch neuvedenych ve vysledcich) zpracovavanych

v ramci tohoto pfipadu, véetné negativni a pozitivni kontroly, alelického ZebFiku ze VSECH
nastfikl vzorkd zpracovavanych v ramci tohoto pfipadu a soubor se zaznamem o béhu
sekvenatoru (log file) pro vSechny vzorky a dali soubory vniklé pfi zpracovani (napfiklad sample
sheet Ci injection list , analyzovana data, data projektu a podobné). Musi byt pfedany
VSECHNY soubory potfebné pro opakovanou analyzu dat generovanych na sekvenatoru




(nezapomerite na templaty, makra a podobné).

19

Predat kopii zaznam( o chemikaliich a pfipravcich pouzitych pfi elektroforetické separaci
amplifikované DNA na sekvenatoru z pfedlozenych stop, véci a vzorkd zpracovavanych v ramci
pfipadu. Zejména se jedna o jednoznacénou identifikaci chemikalie ¢i pfipravku pomoci
katalogového €isla a jména vyrobce, datum nakupu, &islo Sarze chemikalie &i pfipravku a datum
expirace, popripadé i pfibalovy letak.

20

Predejte kopii plvodni tabulky (nebo tabulek) s vysledky ze sekvenéatoru (pokud takové zadznamy
laboratof provadi), do které byly zapisovany odecty vyslednych DNA profil(i pro vSechny vzorky
zpracovavané v ramci pfipadu. PopiSte nomenklaturu pouzivanou pfi zapisu alel (maly/velky
font, rizné barvy, ...)

21

Predat kopii vystupu ¢i zaznamu vysledka ziskanych pfi porovnavani DNA profild ¢i haplotyp(
ziskanych v ramci pfipadu s Narodni DNA databazi (CODIS) nebo dal$imi databazemi. Pfesné
specifikujte, kdy bylo provedeno porovnani s databazi a kolik zaznamu bylo ke dni provedeni
porovnani v pfislusné databazi.

22

Predejte veSkerou dokumentaci a zaznamy o vSech pfipadech zamény vzorku, detekované
kontaminace, detekce zvlastnich pikd v kontrolach nebo referenénich vzorcich, faleSné
pozitivnich &i faleSné negativnich vysledcich, ke kterym doslo ve vasi laboratofi v obdobi
pfedchazejicim zpracovani vzorkd ve vasi laboratofi (nejméné 2 roky pfed datem zpracovani) az
do dnesSniho dne.

23

Predejte kopii vSech zaznam ¢&i vysledkl o absolvovanych mezilaboratornich porovnavacich
zkouskach, profesnich testech &i jinych objektivnich zkouskach zaméfenych na ovéreni
spravnosti provadénych analyz.

24

Predat dokumentace vSech ostatnich ukonud spojenych s expertizou k tomuto pfipadu a
neuvedenych vySe.




