Analýza zmesných vzoriek vo forenznej genetike pomocou metód sekenovania novej generácie
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Analýza zmesných forenzných DNA vzoriek je aj v súčasnosti výrazne obmedzená a interpretácia získaných profilov je stále problematická. Štandardne používané metódy DNA profilizácie založené na genotypizácii STR markerov v kombinácii s fragmentovou analýzou alebo Sangerovým sekvenovaním nie sú dostačujúce, najmä v prípadoch, keď je kvalita alebo kvantita analyzovanej DNA nízka. Rovnako je tomu v prípade, že DNA vo vzorke pochádza od viac ako dvoch prispievateľov alebo keď sú tieto vo veľmi nevyváženom pomere. Cieľom našej štúdie bolo potvrdiť možnosť využitia nových metód multiparalelného sekvenovania pre forenznú analýzu zmesných vzoriek a implementovať pracovný postup pre takúto analýzu. Ako markery sme použili mikrohaplotypy, ktoré môžu byť veľmi informatívnym zdrojom pri riešení mnohých forenzných otázok, vrátane DNA profilizácie dvoch alebo viacerých prispievateľov v zmesnej vzorke.


Pripravili sme arteficiálne zmesné vzorky spojením dvoch vzoriek DNA, ktoré sme vybrali na základe ich DNA profilov vo vybranych markeroch. Množstvo DNA minoritného prispievatela vo vzorke bolo 1%; 2,5%; 5%; 10% a 25%. Pomocou PCR sme pripravili špecifické amplikóny zodpovedajúce 12 vybraným mikrohaplotypovým markerom (Hap1, Hap2, HAP3, HAP4, HAP5, shortHAP1, shortHAP3, shortHAP5, mikroHAP49, mikroHAP61, mikroHAP46, mikroHAP315), ktoré boli použité na prípravu sekvenačných knižníc. Knižnice boli sekvenované na prístroji Ion Torrent ™ PGM®.

S využitím bioinformatických nástrojov, ktoré v tomto príspevku prezentujeme, bol stanovený pomer majoritnej a minoritnej zložky DNA. Pri získanom a očakávanom pomere v zmesných vzorkách sme pozorovali rovnaký trend pri poklese podielu signálu minoritného prispievateľa na základe čoho sme mohli verifikovať platnosť údajov získaných sekvenačnou metódou. 
