NGS a dalsi




CE vs MPS - NGS

kapilarni elektroforéza - STR
sekvenovani — NGS

pro forenzni ucely - masivni paralelni sekvenovani




MiSeq FGx - Illumina

NGS umoznuje zkouSejicim ziskat data, ktera pokryvaji cely lidsky
genom a fesi SirSi spektrum otazek v jediném cileném testu. Kromé
toho jsou volani kratkych tandemovych repetic (STR) generovana NGS
plné Lompatibilni se soucasnymi formaty databazi. NGS se také mtize
zamétit na sady markerti jednonukleotidového polymorfismu (SNP),
které nejsou bézné dostupné pomoci tradi¢nich metod zalozenych na
CE, a vyhodnocovat forenzni mitochondrialni DNA (mtDNA). Studie
poskytuji slibny pohled na vyhody, které NGS piinasi pti analyze i téch
nejmensich, nejvice ohrozenych a velmi smisenych dﬁlgaznich vzorkd.




MiSeq FGx Forensic Genomics System -

[Ilumina

 mnozstvi DNA 1 ng

SNP

* bodové mutace v ramci celého

genomu
* 4 varianty, resp. 2

¢ diskriminace: 40 SNP =
individualni shoda

Table 1: ForenSeq DMNA Signature Prep Kit— Forensic Loci
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Library Preparation Sequencing

| |
Library Preparation Kits lllumina NGS Platforms

Novel, easy-to-use, and fast solutions for both Explore benchtop and production-scale

DNA and RNA library preparation. instruments designed to help you choose the
right platform for your needs.

NGS Library Prep Education

Learn how to prepare libraries for NGS using
technologies enabled by continuous innovation.

, ForenSeq DNA
Prepare input DNA Signature Prep Kit
(@)
—

]

Data Analysis

NGS Data Analysis Tools

User-friendly and intuitive lllumina tools simplify
sequencing data analysis, allowing you to focus
on research and spend less time configuring
workflows.

ForenSeq Universal
Analysis Software

Genomic DNA, Buccal Swab, Library Preparation NGS Sequencing Automated Diata Analysis

FTA Card
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MiSeq FGx
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Figure 4: ForenSeq Universal Analysis Software Locus Details Screen— The Figure 5: ForenSeq Universal Analysis Software Estimation of Visible
pop-up Locus Detail screen shows the allele call, intensity bar graph, and stutter, Traits— The ForenSen Universal Analysis Softwame enables estimation of visibie
Wiew the Repest Sequence column to sea the full, base-by-base target sequance, traits inchluding eye and hair color. Markers for biogeographical ancestry can also
and any intra-5TH vanation present in the sample. ba tested and reviewed.




\% 1

velké mnozstvi dat
jednoznacné zavéry u vystupt (barva vlasi a oci)
kompatibilita se souc¢asnou databazi (CODIS)




Avidity Sequencing™ Technology

Systém AVITI generuje polonie pomoci tzv. rolling
circle amplification — RCA. * Kazda polonie je souvislé
vlakno DNA s mnoha sekvenac¢nimi misty (103 kopii
ptvodniho templatu). * RCA eliminuje propagaci chyb
PCR a preskakovani indexti a zaroven snizuje AT/GC
bias




NGS systém

Collect sample

Extract nucleic acids

Select targets

(TF)

Construct library

Fragment size
selection and cleanup

Prepare template

Run sequence

\ Analyze data

o |

Multiple sample
types

Applied Biosystems™
MagMAX™ nucleic
acid isolation kits and
Thermo Scientific™
KingFisher™
instruments

lon AmpliSeq™
panels and lon
AmpliSeq™
HD panels

or

lon AmpliSeq™
Designer

lon AmpliSeq™
Library Kit Plus
or
lon AmpliSeq™HD
Library Kit
- T -
LN N )
4

Applied Biosystems™
MagMAX™ Pure Bind

3

E
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lon Chef™ System

lon GeneStudio™
S5 System

O
e

lon Reporter™
Software

XXX
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Hands-on time: 15 Hands-on time: 15 Hands-on time: <15  Total time: as little
minutes minutes minutes as 5 hours
Total time: 7 hours  Total time: 11 hours  Total time: as little as

2 hours

Converge Software
Precision ID panels Ion Chef System Ion GeneStudio S5  for mtDNA, STR
and lon AmpliSeq System and SNP analysis
Community panels




Aplikace

Identifikace obéti, DVI, pohieSované osoby

VySetfovani stopy

Navenek viditelné znaky

Bio Geograficky ptvod

Pocet prispévateli, dekonvoluce smési

Panel

Precision ID mtDNA Whole Genome Panel

Precision ID mtDNA Control Region Panel

Precision ID Identity Panel

Ion AmpliSeq HID Y-SNP Research Panel vi

Combination: lon AmpliSeq VISAGE-Basic Tool Research Panel,
Ion AmpliSeq HID Y-SNP Research Panel v1, and Precision

ID mtDNA Whole Genome Panel

Precision ID Ancestry Panel
Ion AmpliSeq PhenoTrivium Panel
lon AmpliSeq VISAGE-Basic Tool Research Panel

Ion AmpliSeq PhenoTrivium Panel
Ion AmpliSeq VISAGE-Basic Tool Research Panel
Ion AmpliSeq DNA Phenotyping Panel

Precision ID Ancestry Panel

Ion AmpliSeq PhenoTrivium Panel

lon AmpliSeq VISAGE-Basic Tool Research Panel
Ion AmpliSeq MH-74 Plex Research Panel

Ion AmpliSeq MH-74 Plex Research Panel
Precision ID GlobalFiler NGS STR Panels




Precision ID panely

Mitochondridlni DNA (mtDNA) ze vzorkd nalezenych pfi
hromadnych nestéstich a z jinych neidentifikovanych pozistatka Ize
bézné analyzovat, coZ pomaha pii identifikaci ¢lovéka a urceni vazeb
na piibuzné ¢leny rodiny. Panely kratkych tandemovych repetic (STR)
poskytuji genotypizaci STR s vysokym rozliSenim pro analyzu
slozitych smeési. Analyza pfedk@ informujici o ptvodu nebo
fenotypova analyza jednonukleotidovych polymorfismt (SNP) mutize
pomoci vytvorit vySetfovaci stopy v pfipadé, Ze podezieli nejsou
znami. SNP testyjici identitu mohou pfifadit znehodnoceny vzorek z
mista ¢inu ke znamé referenci, pokud jsou pomoci autozomalni
analyzy STR ziskany dil¢i vysledky.







overag.. Sequence Long Sequence Ref/alt | RSIds SNP/Indel Location
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[TeTal [reTelz [TeTala D3$1358[CE16}chra-hg19 45562231-45582294 [TCTAN [TCTG]2 [TCTAI3

BELOW_ST [TCTA]1 [TCTG]1 [TCTAI1S D351358[CE17]-chr3-hg19 45582231-45582294 [TCTAJ1 [TCTG]1 [TCTA15

D3851358 s Apsiysis Setiee

S Expected Allele Number: 1-2 Global Parameters
oL: Left Anchor Length : 15
Expected Aflele(s) : [8,9,10,11,12,13,14,15,16,17, 18,19, 20, 21, 15.2,16.2, Left Anchor Tolerance * 2
17.2,18.2.17.1,20.1) Right Anchor Length : 15
Deviant(s): Right Anchor Tolerarice ; 2
Below PHR Use Forvrard Reads : True
Threshold (Coverage): 648 o Rnerss asle: Wue
Allele(s): 14,14,17 STR Threshold

Panel NGS STR Precision ID GlobalFiler v2 spolecnosti Applied Biosystems
obsahuje 36 markeri, vCetné stejnych 21 autozomadlnich STR, Y markert a
amelogeninovych pohlavnich markerq, které jsou obsazeny v sadé GlobalFiler PCR
Amplification Kit, a 14 dalSich informativnich markerti pro forenzni analyzu. Pti
analyze pomoci NGS tyto markery odhali vice alel (74 %), nez kolik jich bylo
identifikovano pomoci tradi¢ni analyzy CE, a to diky sekvenc¢ni diverzité v ramci
alel CE stejné velikosti. Tyto izometrické alely Ize pouzit k feseni slozitych profilti a
SMES.
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Analyza SNP

Converge Software SNP analyza poskytuje fadu metriky pro
sledovani kvality sekvenovani, vcetne pokryti zarovnanych ¢teni
k hotspotu, zkresleni fetézce, poctu Cteni. obsahujicich kazdou
bazi v hotspotu, volani genotypu a pocet genotypu kvality a
frekvence hlavnich alel. Terciarni biogeografie Analyza predki
spociva v generovani odhadu tzv. Obrazek 9. Vyslec?, NAL
haploskupiny z panelu Precision ID Identity Panel. Zobrazené
atributy jsou HaploGroup, odvozené alely, vSechny markery,
které jsou v rozporu s hlasenou linii Y, a klad Y (¢ervené:
ancestralni SNP; zelené: mutantni SNP; gedé: 7adné

udaje).Pred oved primési (obrazek 8) a populacni
pravdépodobnosti (na zakladé algoritmi od Kena Kidda).
Analyza identity se sklada z vypoctu pravdépodobnosti nahodné
shody (RMP) na zdkladé genotypovych frekvenci
vygenerovanych z udajt z databaze 1000 Genomes Project, jakoz
i z Y-haploskupiny. Predpovedl C
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lon AmpliSeq DNA Phenotyping
Panel

Fenotypizace DNA muze byt uziteCna pro ziskani voditek
pro vysetrovani v pripadech, kdy profily STR nevedly ke
shode s databazi. Panel fenotypizace DNA lon AmpliSeq
se pouziva k predpovédi barvy vlasu a oCi pomoci 24
fenotypovych SNP ze systemu HIrisPlex. Tento panel se
zaméruje na 23 SNP a jeden indel z nasledujicich genu:
MC1R, SLC45A2, ASIP/PIGU, EXOC2, HERC2, IRF4,
KITLG, OCA2, TYR, SLC24A4 a TRYP1. Vysledky
naznacujici pravdepodobnost modre, stredni nebo hnedeé
barvy oCi spolu s odstinem cCernych, hnedych, zrzavych
nebo blond vlasu poskytuje predikéni model HlrisPlex.




lon AmpliSeq HID Y-SNP Research
Panel v1

Y-chromozomalni haploskupiny prifazené na zakladé
muzskych specifickych Y-chromozomalnich
jednonukleotidovych polymorfisma (Y-SNP)
umoznuji identifikaci otcovskeé linie a odvozeni
otcovského bio-geografického ptivodu, coz ma vyznam
pro forenzni genetiku. Vyzkumny panel lon AmpliSeq
HID Y-SNP umoznuje analyzu 859 Y-SNP k odvozeni
640 haploskupin Y. Predbézneé forenzni vyvojové
validac¢ni testy ukazaly, Ze vykonnost tohoto nastroje
Y-SNP MPS je vysoce presna, citliva a robustni.




lon AmpliSeq PhenoTrivium Panel

Rostouci vyzkum v oblasti pouziti alternativnich markerti
ve forenzni ?enetice napomohl k urc¢eni metod, jak ziskat
vice genetickych informaci z naro¢nych vzorkl. Vyuziti
biogeografického ptivodu, fenotypizace DNA a rodovych
markert mutze poskytnout voditka pro vysSetrovani
odlozenych pripadti a pripadid, kdy neexistuji podezreli.
Panel lon AmpliSeq PhenoTrivium obsahuje predky,
fenotypizaci DNA a markery muzské linie pro celkem 200
autozomalnich SNP a 120 chromozomadlnich SNP Y v
jednom panelu. Diepenbroek et. al. ukazuji, Ze s panelem
Ize ziskat spolehlivé predpovédi ptivodu a fenotypu az do
125 gg genomové DNA (gDNA) a dalsi vyhody kombinace
predpovédi ptivodu, fenotypu a muzské linie na vzorcich
pripada.




lon AmpliSeq MH-74 Plex
Research Panel

Analyza alternativnich typu markert muze doplnit vysledky CE-STR
u narocnych vzorku, jako jsou komplexni smési nebo znehodnocené
vzorky, a vytvorit tak voditka pro vysetrovani. Mikrohaplotypy vznikly
jako alternativni marker k tradiCni typizaci STR-CE diky aditivni
vylepsSené analyze smeési a moznostem predikce biogeografickeho
puvodu, které uprednostnuji jejich pouziti u forenznich vzorkdu.
Vyzkumny panel lon AmpliSeq MH-74 Plex je test o délce 157-325
bp zahrnujici 74 mikrohaplotypu (230 SNP) vybranych ze souboru
130 mikrohaplotypu dfive charakterizovanych l|aboratofi Kidd
Laboratory. Mikrohaplotypy byly vybrany na zaklade vysokych
hodnot Ae (efektivni pocCet alel) a In (informativnost), aby se zvysila
schopnost dekonvoluce smesi a predpovedi biogeografického
puvodu. Oldoni et. al. prokazali citlivost az do 50 pg genomové DNA
(gDNA) a uziteCnost testu pri analyze komplexnich smeési pro
doplnéni vysledku typizace CE-STR.




Minihaplotypy

sekvence DNA dlouhou nékolik tisic nukleotidli obsahujici par lokustt SNP

sekvenci DNA kratsi nez 300 part bazi, ve kter¢ se nachazi dva nebo vice lokusu
SNP

studium struktury populace z evolu¢niho hlediska optikou vazebné nerovnovahy
(LD)

existenci specifickych mist v genomu s vysokou mirou LD, definovanych jako
haplotypove bloky (také haplobloky nebo LD bloky) nebo jako oblasti, ve kterych se
vyskytuje jen omezeny pocet haplotypti, patrné kviili nedostateCnému mnozstvi
dosud probéhlych rekombinaci v ramci dan€ho regionu

MH haplotypy — zmapovani jednotlivych populaci — populac¢ni studie
NGS — Illumina nebo Ion Torrent S5
v soucasne dob¢ eviduje celkem 198 mikrohaplotypovych lokusti

vyuZiti pti urCovani ptivodu nebo identifikaci osob, kdy se uplatnila rozliSna
frekvence alel v zavislosti na studovan¢ populaci a nizka mira rekombinace
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Urceni véku jedince

délka telomér - pri narozeni - délka 15 az 20 tisic part bazi
(TTAGGG)

prodluzovani telomér mechanismem ATL - korelace mezi
délkou telomér a vékem jedince (R2 = 0.692) pri vySetfeni
60 individui a aplikaci metody Southern blotu se sondou
hybridizujici k repetetivni sekvenci telomery — zdlouhavé a
naro¢né na material

gPCR v kombinaci s unikatnim genem, qPCR Tagman
STELA (Single Telomere Length Analysis) zamérené
selektivné na urceni délky telomér pohlavnich
chromozomi

rozdilna délka a rychlost zkracovani v riznych typech tkani




mtDNA - vyssi vék spojen s vyssim poctem mutaci
novorozenec do 3 meésic: prikazu pritomnosti

transkriptti genti pro gamma hemoglobiny (HBGinz,
HBGin2, HBG2n2 a HBG2n3) - krve

T-lymfocyty - detekci cirkularnich produkt somaticke
rekombinace probihajici v T-bunkach pri somatickych
piestavbach v genech pro receptory T-bunék (TCR),
korelace - R2 = 0,835; se vzrlstajicim vékem se snizuje
frekvence téchto prestaveb a tim i frekvence jejich
vedlejsich cirkularnich produktG vzniklych excizi
(metoda pomoci qPCR, nevyhoda - material)




Epigenetika - metylace

metoda array - Illumina Human Methylation
Microarray poskytne vysledek informujici o metylaci
27 578 CpG dinukleotidti umisténych celkem ve vice
nez 14 ooo lidskych genech

s postupujicim vékem dobre koreluji zmény metylace
v genech EDARADD, TOMA1L1 a NPTX2, byl vytvoren
regresni model se schopnosti predikovat vék jedince

s presnosti 5,2 roku




Qiagen - pyrosekvenovani

How to predict age by DNA methylation?

Region CpG Position DNA methylation (%)
Ct1orf132 CpGsite 1 46
ELOVL2 CpGsite 3 27
KLF14 CpG site 1 29
FHL2 CpG site 2 33
TRIM59 CpG site 2 40

Predicted age (years)
3.27-0.36*C10rf132 +0.47*ELOVL2+ 0.83*KLF14+ 0.24*FHL2+ 0.31*TRIM59
3.27-0.36*46 +0.47 *27 +0.83*%29  +0.24*33 +0.31*40
= 3.27-16.56 +12.69 +24.07 +7.92 +12.4
43.79
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Predicted age: 44 years

Kars . ® predicted Agecalalato

- po izolaci dochazi ke konverzi nemetylovaného C na U, pyrosekvenovani
a prepocet véku




Forenzni genetika a zvirata

domaci a divoka
identifikace konkrétniho jedince

podobna lidské - STR

pro kocky STR kit - 14 lokusti (260 bp)(trichologicky
materidl na obleceni majitele - identifikace), taktéz
pro psy - 9 lokusti (350 bp), STR k vyuziti identifikace
- 21di a 3 tetra

podobné jsou STR pro ovce (16 STR), skot (di - 16 STR),
koné¢, velbloudy




Divoce zjjici zvirata
slon — ve spojitosti se slonovinou, nalez ¢asti téla
nosorozci (12 STR)

mtDNA

sekvence - porovnani s referen¢ni — ur¢eni druhu
SNP

hybridi — ur¢ena druhu (lama, vikuna, alpaka a
guanaco)

CITES




Rostlinny material - THC

cesta, jak zamezit Sifeni drogy

technické konopi a s obsahem THC

13 STR

marihuana - nizsi diverzita u technického konopi
SNP pomoci NGS

urceni geografického ptivodu vice jak 100 STR
Nutna databaze vzorkt k porovnani




Mikroorganismy a FG

NGS - diky rozvoji mozna identifikace,
interdisciplinarni obor

urceni druhu hmyzu

urceni mikrobiomu v kosternich ostatcich
urceni smrti — postmortem intervalu

urcenim télesnych tekutin, mikroflora indentifikacni
znak - prenos spolu s tDNA osoby

mikroorganismy v ptidé€ a jejich prenos na obuv
toxicke latky — bioterorismus
16S RNA - porovnani s databazemi + bioinformatika




Odborné vyjadreni

AN/

prioritné zajima odpovéd na poloZenou otazku

co, kdy, kde, kdo a komu

co bylo predlozeno

otazky dozadujiciho

vysledky zkoumani dle otazek (vysledky testti, stav

profilu DNA, jeho pouzitelnost, informace o
porovnani, zda byl profil DNA ulozen)

co se stalo se stopami a srovnavacimi vzorky




Znalecky posudek

pevnéjsi struktura

soud neni opravnén hodnosti zavéry znalce po vécné strance, maze
vSak srovnavat obsah znaleckého posudku s ostatnimi provedenymi
dtikazy

znalecky posudek by se zasadné nemél vyjadiovat k pravnim otazkam,
ale omezit se pouze na feseni otazek odbornych

znalecky posudek musi byt prosty tvah a domnének, musi vSak
bezezbytku odpovidat na zadané dotazy.

[. Nalez - co bylo ke zkoumani piredlozené, co ma byt zjisténo a jaké
metody byly pouzity, vysledky

[1. Posudek - otazka - zkracena odpovéd
znalecka dolozka, v¢. Informace jak bylo se stopami a izolaty nalozeno
jina razitka, jinak svazany (v¢. trikolorniho provazku, prelepeni hibetu)




Pro zopakovani:

ohledani mista ¢inu - vyhledani relevantnich biologickych stop -
zajisténi stopy primo (napf. na odbérovy tampon) popt.is
nosi¢em (napr. oblecenti)

v laboratofti provedeni orientac¢nich a specifickych testti — urceni
druhu x latentni stéry

izolace DNA - dle typu materidlu

kvantifikace DNA - urceni nékolika parametra v 1 kroku pii
minimalni spotfebé materialu

amplifikace DNA - namnozeni lokusti dle pouzitého kitu
kapilarni elektroforéza - fragmentacni analyza STR

Vl)lrhodnoceni — upottebitelny x neupotrebitelny profil DNA;
shoda s osobou x se stopou x neni shoda

dﬁtacll:)a'i)ze DNA (FODAGEN, Info DNA, CODIS, Info Web, IS
Shoda




