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rozpoCtem Ceské republiky.

(= Mezinarodni doporuceni pro
analyzu Low Copy Number/ Low
"%, Template DNA

™3

O Vi

s [ Zpracoval: Vlastimil Stenzl

"!l Historie LCN/LTDNA

[J Prvni pokusy:

Van Oorschet R. et al. (1997) DNA
= fingerprints from fingerprints
"y Findlay, I. at el. (1997) DNA
fingerprints from single cells

Zavedeni do ,rutinni* praxe - FSS
Gill. at el.(2000) A investigation of
interpretation rules for STRs derived
from less than 100 pg of DNA

Tento projekt je spolufinancovén Evropskym sociéinim fondem a stétnim rozpotem Ceské republiky

"!l Definice LCN/LTDNA

[l Forenzni analyza velmi nizkého obsahu DNA ve

vzorku

NE

\E\'T' [ LCN (low copy number) — metody jak zvysit
pocet kopii

3 LTDNA - typ zkoumaného vzorku

q,..;.“t':'—“—" [0 Hranice spolehlivosti (100pg?)

[ Kvalita vzorku DNA - moznosti interpretace
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igl Hlavni rysy LCN/LTDNA

FW5 [0 Nerovnovaha pik(
v heterozygotnich lokusech
"% [ Dropout alel
[ Dropin alel
t_r_"_’ ] Maskovani redlnych alel stutter
| s —piky
[J VSudypritomné problémy spojené
s kontaminaci
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Eleavnl’ pristupy analyzy LCN/LTDNA

Feias [ Zvy$eny pocet cyklG v PCR (34?)
[J Opakovani amplifikace (2-3?)

g O Pouzita interpretace

- minimalni pocet templatovych

Usek

- stochasticky efekt

- kontinualni pribéh signalu

- kvantitativni hranice signalu

Stanoveni limitd pro dropout

parametry:

Védecké — kontinualni proces I

_\.' Ekonomickeé a socialni ol
VT — musi nastavit néjaka autorita |

T  =LTDNA treshold (150) T
muze byt experimentalné
oveéreno — fedici fada? |

LOD = detekéni threshold (50) i

P. Gill, et al., Forensic Sci. Int. Genet. (2009)

Ef Stanoveni pravdépodobnosti
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drop-out
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‘Ef Stanoveni (pravdépodobnosti)
—

-
Zdrojem DNA je 1 donor.

LR=1/2fa pro homozygota —™——
LR=1/2fafb pro heterozygota

MNE LoD
\E\'ﬂ Gill et al. navrhuji pocitat

celkové LR s ohledem na
pravdépodobnost, s jakou mlze

'y ]
extreme drop-out

[7 1 |dojitk dropoutu alely p(D) — da se T
¥ stanovit experimentalné
o0 ot X

Budowle et al. — dropout vychazi |
z kvantity a kvality vzorku a nelze
liej experimentalné méfit

230

Podobna situace je s pravdépodobnosti stuttert

5]

ce=vs ] V]iv kvantifikace DNA - nepresna
na urovni LCN/LTDNA

Dalsi faktory

"oy
[ Vétsi pomér pik( pti amplifikaci
3 malého mnozstvi DNA

1 Vyskyt drop-in pfi vysce pik{
kolem T

"!l Lze validovat LCN/LTDNA?

[J Pozadavek relevantnosti a
- .- o

spolehlivosti dukazu

\'}?I = Je provadéno empirické testovani?
= Je metoda publikovana a recenzovana?

—— Je zndma chybovost?
© | = Je metoda a teorie véeobecné pfijimana

védeckou komunitou?

americké soudy: Frye, Kelly-Frye a Daubert standard




Lze validovat LCN/LTDNA? -
i problém reprodukovatelnosti

[ Reprodukovatelnost je dllezity faktor spolehlivosti

[0 Kolik stejnych vysledku je nutno pfi opakovani
experimentu provést, aby byl povazovan za
\lﬁ spolehlivy?

0,V FSSije praxegrovadet 2 ogakovanl v nékterych
laboratofich v USA nejméné

[0 Realné problémy pri soudnim projednavani (THE
8UEEI;I] v-SEAN HOEY - terrorist bombing in
mag

http://www.xproexperts.co.uk/newsletters/feb08/
R%20v%20Hoey.pdf

Caddy B, Taylor GR, Linacre AMT (2008)
A review of the science of low template DNA analysis.

[ Laboratofe provadéjici LCN/LTDNA
analyzy by mély mit kontrolu nad
sbérem stop z mista Cinu

[ Spolecny problém - kontaminace,
navaznost postupu

[J Navrzena dekontaminacni opatfeni,
kterd by méla byt nastavena a
e kontrolovana na narodni Grovni (etylen
ﬁ%?-..w'\‘ oxid..

addy B, Taylor GR, Linacre AMT (2008)
A review of the science of low template DNA analysis.

O VSechny vzorky DNA, které budou
vyuzity v ramci ddkazniho fizeni, musi
byt kvantifikovany

&,

[ Personal laboratofi i policejni (nebo
jiné) organy, Ucastpici se procesu sbéru
a zpracovanl vzorku, musi byt
proskoleny

P> [ VSechny slozky musi pouzivat DNA-free
Y &l spotfebni material

Caddy B, Taylor GR, Linacre AMT (2008)
A review of the science of low template DNA analysis.

1 Urovefi progkolovani

v problematice zpracovani
NG, LCN/LTDNA vzorkl je rlzna, ,FSS
je povazovano za standard"??

Caddy B, Taylor GR, Linacre AMT (2008)
A review of the science of low template DNA analysis.

[J Kvantifikacni analyza v pfipadé
LCN/LTDNA vyzaduje test na

NG, ptitomnost inhibitord — pokud se

neprovadi, mohou se konecné

vysledky v laboratofich liSit

o I ,Regulacni autorita® by méla

~  kvantifikaci LCN/LTDNA vyZadovat

Caddy B, Taylor GR, Linacre AMT (2008)
A review of the science of low template DNA analysis.

= [1 Je proces LCN/LTDNA dostatec¢né zvalidovan?
[ Co ma byt od tohoto validaniho procesu ocekavano?

[0 Zakladem je fedici fada (dostate¢né opakovani
experimentu) — robustni data (B. Budowle -

»Z principu LCN/LTDNA neni reproducibilni takze
nemdZe byt ani robustni" vs pouZiti Baesovského
pfistupu)

ﬁh O Stejné #identické (vysledky PCR)
¢




Caddy B, Taylor GR, Linacre AMT (2008)
A review of the science of low template DNA analysis.

[ LCN/LTDNA je pfijimano oficialné (kromé
Anglie) pravnimi systémy v Holandsku (34
cykld PCR), na Novém Zélandu, ve

%, Svycarsku, Spanélsku, Italii, Némecku,

v Bosné a Hercegoviné

[l Oficiadlné je prijimana ENFSI a EDNAP -

& chybi ale zatim presnéjsi experimentalni

S validacni data

Caddy B, Taylor GR, Linacre AMT (2008)
A review of the science of low template DNA analysis.

- transfer materialu

[J Primarni a sekundarni transport
1 Vliv vlastnosti povrchu

[1 Vliv vnéjsiho prostredi a ¢asu na
stabilitu DNA u touch-DNA vzorkd.

‘ V zavéru je shrnuto 21 doporuéeni pro praci s LCN/LTDNA

Caddy B, Taylor GR, Linacre AMT (2008)
A review of the science of low template DNA analysis.
L4

c=<o< ] LCN/LTDNA je casto povazovana
za vsSelék X realna uspésnost je
G, zanedbatelna
[J Chybi statistiky tzv. ,pozitivnich
vysledk("

Comments on the review of low copy number
testing

Jason Gilder & Roger Koppl & Irving Kornfield &
Dan Krane & Laurence Mueller & William Thompson

[ Zavéry studie jsou v rozporu s doporu¢enimi v mnoha ohledech

0 ,Bez jednoznacnych doporuceni, jak vysledky interpretovat, neni
mozné navrhovat, jak cely proces validovat" - retrospektiva?

O Recenze vychazi z dat laboratofi (soukromych), které poskytuji
vysledky pravnimu systému - zavéry vyznivaji vétsinou kladne.

O S kritiky LCN/LTDNA shoda v otézce nepochopeni z&vérl na zakladé
neexistence jasnych limitu

£ Rozpor v zavérech - LCN/LTDNA by nemélo byt pouzivéano
v pripadech ,zprostovani viny" X jasny duvod pouziti v zavérech

i =T chybf
- [0 Jisté zaruky nabizi pouZiti LCN/LTDNA pro operativni Gicely a tam
A kde je mozngé vyloucit pfitomnost jiného zdroje biolog. materialu
l:f._f,\-‘-‘ (kosti, zubni kartacky...
L4

Soucasny stav

1 Regionalni rozpolcenost v ndzorech na LCN

O Soudy v CR tuto problematiku nefesi

[0 Soudy ve svété potrebuji odkazy na spolehlivé
validace x odborné ¢asopisy nemaji zajem je
uverejiiovat x dobfe stfezené know-how

[0 Doporuceni mezinarodnich organizaci (SWGDAM
a ISFG) jsou nékdy prilis obecna a ne vzdy
shodna

Kritérium chybovosti

Pozadavek soudu na zndmé kvantitativni vyjadreni
chybovosti

R{zné slozky chybovostj (napf. vyska pikd, staFi
pfipadu, zaména vzorku)

Zpusoby zachazeni se zkuSebni polozkou pred
laboratornim zpracovanim

Interpretace ~ mohou byt nereprodukovatelné
vysledky spolehlivé? 3x PCR? Nutna rovnovaha mezi
cenou a Ucelnosti.

ol g | |x

[1 J Forensic Sci. 2009 Jul;54(4):798-809. Epub
2009 May 26.
A perspective on errors, bias, and
interpretation in the forensic sciences and
direction for continuing advancement.




Ef Laboratorni limity, které mize
'

B validace ozfejmit souddm

cesae ) KoONtaminace
- gross kontaminace
- dropin kontaminace
r O Variabilita stuttert
0 Cetnost dropoutl a nerovnovaha pikd

Laboratorni riziko mize byt validaci

definovano
7 Otéazka cCetnosti revalidace
F v s s . v o o.wv
P Je zadouci validace zverejnovat?

Doporuceni ISFG pro
interpretaci LCN/LTDNA

[ Gill P, Whitaker ], Flaxman C, Brown N,
Buckleton J.

An investigation of the rigor of
NG interpretation rules for STRs derived
1l from less than 100 pg of DNA.

Forensic Sci Int. 2000;112:17-40

[l NavrZeno na zgkladé analyz
nedegradované DNA z jednoho donora
- v pripade mixu (kontaminace) a

“'F'\‘ degradované DNA jsou doporuceni
problematicky aplikovatelna

Ef Doporuceni ISFG pro smésné
L4

m vzorky/LCN/LTDNA

s [ Smeési by mély byt hodnoceny pomoci
LR, RMNE by nemélo byt pouzivano
v pfipadé ,nejednoznacnych® profill

MNE

N1 Angl. alternativa
= major/minor varianta
§ § == moZnost odecteni neznamého
e donora (maskovani minor slozky)

pr [V piipadé LCN/LTDNA se tyka
p s predevsim minor slozky

vzorky/LCN/LTDNA

Ef Doporuceni ISFG pro smésné
'

e [T v pripadé€, ze pravni systém
nepouziva LR jako interpretacni
N metodu, méli by forenzni experti
podporovat zlep&ovani standardd
védeckého usuzovani v justici a
LR prosazovat

[l Pro LCN/LTDNA plati v plném
%% rozsahu

fre s srere s prnt

vzorky/LCN/LTDNA

Ef Doporuceni ISFG pro smésné
L4

cos [ LR je poditano na zakladé metody
Evett et al. a Weir et al.
N (zékladem je vyska pika)

1 PFi eliminaci nékterych genotypd
na zakladé vysky nebo plochy
pikd by se mélo vychazet
z metody dle Clayton et al.

Doporuceni ISFG pro smésné
vzorky/LCN/LTDNA

[ Pravdépodobnost diikazu za
predpokladu platnosti Hp nebo Hd

NE . . v .
N[O Pokud jsou minor alely nerozlisitelné od

stutteru, mély by byt zahrnuty do
hodnoceni, i pokud nepodporuji Hp

S [ KaZdd laboratof by méla mit
- zvalidovany hodnoty stutter(
P u jednotlivych lokusd




Validity of Low Copy Number Typing and Applications
to Forensic Science
Bruce Budowle, Arthur, J. Eisenberg, Angela van Daal
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Co je nutné zvaZovat pfi praci s LCN/LTDNA

Skoleni a vzdélavani

Manipulace a sbér stop

Divody pouZiti LCN/LTDNA (zpravodajstvi, kosti)

Spolehlivost dostupnych LCN/LTDNA metod

Opakovani analyz

Interpretace a meze nejistoty

Pfitomnost kontaminace ve spotfebnich materialech

Psani protokol{ a zprav (méli by byt zminény limity LCN/LTDNA)
Valida¢ni experimenty

Robustni a spolehliva kvantifikani metoda (Quantifiler nebo
multicopy?)

Zvazeni pouziti jinych metod (miniplexy, mtDNA,SNP)
Dekontaminaéni opatfeni - Comparison of the Effects of Sterilisation
Technﬁue_s on Subsequent DNA Profiling, International Journal of
Legal Medicine, Volume:122, Issue:1, 2008, 29-33.

Moznosti zvyseni citlivosti
LCN/LTDNA
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Zvy3eni poétu PCR cykll
Nested PCR
Redukce objemu PCR

Celogenomova amplifikace (Whole
genome amplification)

Zesileni fluorescencniho signalu
Pouziti CistéjSiho formamidu pro CE
Post-PCR clean-up k odstranéni iontd
Zvyseni ¢asu nastriku vzorku

Doporuceni ohledné low copy
number/low template DNA

-

problém Doporugeni V. Stenzl

definice Analyza velmi malého mnoZstvi DNA piedevSim latentnich biologickych stop a
degradovaného biolog. materialu (dile oznatovino low template - LTDNA)

Analyza LCN | LTDNA musi byt vnimano jako komplexni problém prostupujici vSemi &astmi

Zatind jiz diikazniho Fiz

mimo misto

tr.ginu

Odpovidajfel | K odbru latentnich biologickych stop pro LTDNA je nutné pouZivat odpovidajfei

spotiebni spotiebni material

material

Ochrana pred | Pii odbéru latentnich biologickych stop musi pracovnik pouzivat maximélni

kontaminovéni | ochranu (ochrana hlavy, rouska, jednorazovy oblek, rukavice)

mstop

Stav laboratofe | Vzorkovani latentnich biologickych stop pro LTDNA smi byt provédéno pouze
v laboratoFi s kontrolovanym monitoringem prostedi

Izolace DNA | Izolaci vzorkii LTDNA je nutné provadgt zasadng oddéleni od izolace
standardnich stop a srovnavacich materiali

Kontrola Spolehlivost izolaniho procesu LTDNA vzorkii je nutné zajistit viozenim

izolace pozitivni a negativni kontroly (plati i pro high copy DNA)

Tento projekt je spolufinancovén Evropskym sociéinim fondem a stétnim rozpotem Ceské republiky

Doporuceni ohledné low copy

o

number/low template DNA

kvantifikace LaboratoF musi pfi zpracovani LTDNA vzorkii pouZivat Gtinnou kvantifikatni

metodu

validace Laboratoi musi p¥i zpracovani LTDNA vzorkii vychézet z vlastniho valida&ni

studie, kterd stan ina ifikaci vzorki

heterozygotii. Validatni experiment vychézi z Fedici Fady vzorku o znamé
Koncentraci

Limity detekee

Laboratof musi vést zaznamy o pravi é kalibraci a Gdrbé pFistroji. Pokud
i Ihiita kalibrace pFistroje, nesmi byt pro analyzu LTDNA vzorkii

amplifikace Celkovy objem izolatu je nutné rozdélit na 3 dily a provést a% 3 nezévislé PCR.
Pro reportovani alely pfi LTDNA analyze je nutné tuto alelu zachytit alespoii
2x, pii zachovani limitit detekee

interpretace LTDNA profily by mély byt hodnoceny pomoci LR, pokud neni detekovan

stochasticky efekt a nebo jsou stanoveny p(C), p(D) a P(St) z relevantni validagni
studie a dale je znam pocet kontributori a jejich DNA profil, jinak je nutno
vychazet z konsensualniho profilu a postupovat podle RMP nebo RMNE

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidinim fondem a stétnim rozpoitem Ceské republiky:




