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mRNA profilizacia — nova vyzva na identifikaciu forenznej stopy

Anotacia: Identifikdcia biologického materidlu vo forenznej stope je dolezitou stcastou kriminalistickej
biologie, pricom pomaha predpokladat’ pravdepodobnost’ ispechu analyzy DNA, ako aj naslednt interpretaciu
vysledkov. mRNA profilizicia je novou metédou na determinaciu pritomnosti krvi, slin, vaginalnych sekrétov,
mens§truaénej krvi, spermy a potencionalne aj d’alsich telesnych sekrétov. Europska DNA profilizaéna skupina
(EDNAP) zorganizovala uz druhy rok po sebe kolaborativne cvienie mRNA profilizicie zameranej na
identifikaciu krvi, do ktorej sa zapojilo 16 svetovych laboratdrii (vratane Bratislavy a Slovenskej Cupce).
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Analyza DNA v kontexte forenznych vied

Historické okamihy vo forenznej biologi su tesne prepojené a ziroven zavislé od
rapidneho rozvoja biotechnologie, molekularnej biologie a genetiky, ako aj vedecko-
technického rozvoja v jeho podstate.

V sucasnosti je analyza DNA vyuzivand nielen pri forenznej identifikacii stop a osob,
ale aj na vylicenie podozrivych os6b v suvislosti so zanechanim biologického materialu na
mieste Cinu, pri urovani otcovstva a inych pribuzenskych vztahov, identifikicii obeti
prirodnych katastrof, hl'adani nezvestnych osob, pripadne identifikdcii nezndmych mitvol a tiez
pri historickych Stadiach.

Technologie vyuzivané pri DNA analyze sa liSia svojou schopnostou diferencovat
dvoch jedincov (tzv. sila diskriminacie — pravdepodobnost’, s akou sa dvaja nahodne vybrani
jedinci v rdmei populdcie zhoduji v sledovanych znakoch, resp. v DNA profile) a rychlostou,
ktorou mozno zskat' vysledok. Rychlost' analyzy DNA sa od 80-tych rokov dramaticky
zvysila; kym pred 20 rokmi, v ¢asoch RFLP technologie, trvala analyza jednej vzorky 6 az 8
tyzdiiov, v suCasnosti, pri vyuwzti komercne dostupnych multiplexov STR a kapilarnej
elektroforézy, je mozné zskat vysledky uz za niekol’ko hodin, pricom vyvoj neustdle
napreduje. Tento fakt mdzeme povazovat' za jeden z hlavnych dovodov, preco zaujem o rozvoj
molekularnej  biologie a zdroven DNA analyzy dominoval voblasti forenznych vied
v poslednych dvoch desatrociach’.

V optimalnom pripade je vysledkom genotypizacie interpretovatelny DNA profil,
definovany aj jako alfanumericky koéd. Vysledkom analyzy DNA nemusi vSak jednoznacne a
vzdy byt len interpretovatelny DNA profii Pod pojmom vysledok totiz rozumieme
Vv podstate akykol'vek zsteny fakt od bodu, ked” zatneme pracovat’ s biologickou vzorkou (v
zmysle urenia typu biologického materidlu pomocou orientaénych a Specifickych skiSok) az
po okamih, ked po prehladani databazy zstime zhodu DNA profilov. V dalSom texte sa
zameriame prave na metddy determinicie biologického materidlu vo forenznej stope, ¢o ma
nielen kl'iCovy vzt'ah k naslednej Gspesnej genetickej analyze, ale premieta sa aj do efektivnej
mterpretacie zstenych vysledkov pri vySetrovani trestného ¢mnu.

Klasické metody determinacie biologického materialu

Analyza DNA umoziuje identifikdciu osoby uz znepatrného mnoZzstva biologického
materialu, postacuje dokonca niekol’ko buniek obsahujucich jadrovai DNA (30 pg DNA, teda
5 buniek). Na druhej strane vSak analyza DNA nevedie k determinacii druhu a pdvodu
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biologického materialu vo forenznej stope. V mmohych pripadoch je prave tato informacia
vyzmamna z hladiska suvislosti medzi hodnotou dokazného materidlu a trestnym cinom.
Informacia o biologickom materidli je relevantnd aj pre samotni genetickii analyzu a jej
uspesnost’.

V sicasnosti  je bezmou rutinou identifikovat pritomnost’ biologického materidlu
Vstope pomocou série orientacnych a épeciﬁck}'/ch metdd/testov, ktoré moézeme oznacit’ ako
konvencné ¢i klasické metody. Ide zvycajne o biochemické, sérologické a munologické testy
na identifikiciu telesnych tekutin?. Coraz Gastejsie sa vo forenznych laboratoriach stretdvame
so zjednoduSujucim pristupom, pri ktorom si orientacné a Specifick¢ testy nahradzané
priamou genotypizdciou. Privrzenci takéhoto pristupu argumentyj, Ze demonStracia
pritomnosti 'udskej DNA je postacujucim vysledkom a Ze typ bunky ¢i tkaniva, zktorého
DNA pochddza, je welevantnd pre vySetrenie pripadu®. Na druhej strane takyto pristup nesie
vsebe potencidlne riziko straty hodnotnych informacii*. Momo konstatovat, Ze spol'ahlivé
urCenie typu telesnych tekutin, resp. tkaniva, poskytuyje vyznamny zdroj mformacii pri
rekonstrukcii  konkrétneho trestného ¢inu, najmd v Spojitosti S nasinou a mravnostnou
kriminalitou (napriklad diferenciacia krvi a menStruacnej krvi v pripade sexualneho nasilia
a pod.)°.

NajcastejSim biologickym materidlom vo forenznych stopach je krv a sliny, dalej
sperma, vaginalne sekréty a menStruacna krv. Krvné stopy st rutinne testované rdznymi
metodami, napr. Kastle-Meyerov fenolftaleinovy test®, ortolidinovy test’, diagnostickymi
prikami  hemophan alebo vywitim luminolu na baze chemoluminiscencie®. Uvedené
orientané — indikujuce, ale nie identifikujuce — testy su zalozené na peroxidaze podobnej
aktivite hemovej zlozZky hemoglobinu v l'udskej krvi. Aj ztoho dovodu je mozna falosna
pozitivita Vv pripade pritomnosti akychkol'vek sinych oxidantov, napriklad detergentov
obsahujucich chlor alebo pravych peroxiddz (rastlinné pletiva).

Biologické stopy obsahujuce sliny st zvyCajne testované enzymatickou metédou na
baze amylazovej aktivity alebo neddvno vyvinutou imunosorbentnou metodou’. V désledku
pomerne rychlej degradovatelnosti amyldz je cCasovy mterval na tUspeSné vykonanie
spominanych testov znacne limitovany. Okrem toho doteraz nebol vyvinuty test na
jednoznacné rozliSenie amylaz slin a inych amylaz (pankreatickych, urindrnych a pod.).

Zuvedeného vyplyva, Ze konvencné metddy na identifikaciu telesnych tekutin su
casovo apracovne narocné, technologicky roznorodé anie je mozné ich automatizovat.
Doteraz nebol vyvinuty test na jednoznaéné potvrdenic pritomnosti vagnalnych sekrétov,
a menstruacnej krvi. Vo forenznom laboratoriu nie je mozné detegovat, o aky typ tkaniva ide
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Vpripade zstenych fragmentov organov na vecnych stopach, aj naprieck tomu, Ze tieto
informacie by mohli mat pomerne vysokl investigativnu silu pri stibeZznom vySetrovani.
Okrem tychto nevyhod treba spomenit’ aj fakt, ze vykonanim orientacnych a Specifickych
skusok zjedinecnej forenznej stopy strdcame znacnil Cast’ biologického materidlu potrebného
na uspesné¢ vykonanie analyzy DNA.

Ztychto dovodov narastd v poslednych rokoch v kriminalistickej biologii potreba
nahradit konvenéné (enzymatické, biochemické, imunologické) metdody identifikacie
biologického materidlu efektivnou molekularnou metédou, ktord by limity klasickych testov
prekrocila.

mRNA profilizicia

Forenzny Zzurnal Forensic Science International uverejnil neddvno Studiu autorov
Juusola  a Ballantyne'® o perspektivnej novej metode na identifikiciu telesnych tekutin
v biologickych  vzorkach, ato prostrednictvom analyzy expresie tkanivovo-Specifickych
mRNA molekul (markerov) v diferencovanych bunkach. Metéda bola oznacend ako mRNA
profilizacia. Hlavnou vyhodou vyvijanej metody je moznost detekcie wviacerych typov
biologického materialu v jedinej multiplexovej reakcii, simultanna izolacia, resp. koextrakcia
DNA aRNA bez straty casti vzorky, potencidlna automatizicia a jednoznacnost' takto
ziskanych vysledkov.

V porovnani s konvenénymi testami je pri mRNA profilizdicii vyznamna vysoka
Specificita a moznost’ determinacie akéhokol'vek typu ludského tkaniva, pri ktorom st zname
molekularne markery mRNA*,

Niektoré¢ stadie potvrdzuji, Z2 mRNA (vyuzitelnd na PCR reakciu typu reverznej
transkripcie, tzv. RT-PCR) mdze byt extrahovana zo suchych krvnych stop starSich ako 15
rokov. Na druhej strane nevyhovuyjice podmienky skladovania, pripadne podmienky
vonkajSicho prostredia moézu ovplyvnit' stabilitu mRNA podstatne vyraznejSie, ako je to pri
DNA, takZe v uréitych pripadoch nie je mozné izolovanii RNA vywif pre samotni analjzu'>.

MRNA — Struktira a stabilita

RNA a DNA st nukleové kyseliny, ktoré sa navzijom odliSuji v troch hlavnych
makoch. Po prvé, na rozdiel od dvojzavitnicovej DNA, RNA zohrdva vicSinu svojich
biologickych uloh vo forme jednovldknovej molekuly a ma podstatne kratSiu nukleotidova
sekvenciu. Po druhé, kym DNA obsahuje sacharidova zlozku deoxyribézu, v pripade RNA je
to ribéza (monosacharid bez hydroxylovej skupiny v pozci 2° pentdozového kruhu). Prave
hydroxylové skupiny sposobuji znizeni stabilitu RNA Vvporovnani s DNA, v dosledku
rychlej hydrolyzy. A po tretie, dusikatou bazou komplementdrnou k adeninu nie je tymin, ale
uracil, teda nemetylovand forma tyminu®®.

Podobne ako DNA vicsina biologicky aktivnych foriem RNA, vratane mRNA, tRNA,
rRNA asnRNA, ako aj daich nekodujucich RNA (napr. s regulacnou funkciou), obsahuje
sekvencie, ktoré st voci sebe komplementdrne, priCom formuju sekunddrnu Struktiru RNA
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podobnii dvojzavitnici (obr. &. 1). Strukturalna analyza odhalila, 72 RNA existuyje vo forme
Zhlukov kratkych helixov zvinutych do vysoko organizovanej formy pripominajucej Struktiru
proteinov. Dosiahnutim spomenutej sekundarnej Struktiry nadobida RNA katalytické
vlastnosti enzgmov'*. Identifikacia $truktiry ribozomov'®, ktoré katalyzuju tvorbu peptidickej
vizby pri syntéze protefnov, odhalila, Ze ich aktivne miesto je tvorené len RNA molekulami®®.

Obr. €. 1: Sekundérna Strukttra mRNA — pdvodne jednovldknova RNA sa v dosledku
pritomnosti  komplementarnych  tGsekov  formuje do Utvarov podobnych dvojzavitnici.
Svetlozelenou farbou st znizornené dusikaté bazy a modrou pentézo-fosfatova kostra'’.

mRNA (messenger RNA) je molekulimym intermedidtom medzi DNA a proteinmi,
kl'a€ovym pri translaci — odovzdavani informacie medz sekvenciou DNA a Struktirou
proteinov. Za syntézu mRNA zodpovedajii enzymy RNA polymerdzy, tento proces sa nazyva
transkripcia. Nasledne je mRNA vbunke upravovana sériou dalSich procesov, vysledkom
ktorych je biologicky aktivna molekula (obr. €. 2).
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Obr. ¢ 2: mRNA sl ako templat pri syntéze proteinov (proteosyntéze). mRNA je
transkribovand zkodujicej cCasti DNA, upravena anasledne preloZzend pri translici do
primarnej Struktiry proteinov. Zakladnou Sifrou pri budovani sekvencie bielkovin je
komplementarita informacie medz trojicou nukleotidov vmRNA (tzv. koddonov) a jednou
aminokyselinou v protefne®®.

Vyuzitie mRNA vo forenznej praxi

Pomerne dlhé casové obdobie boli vedci skepticki vo¢i moZnostiam vyuzitia RNA vo
forenznych biologickych vedach. Jeden z podstatnych argumentov bol fakt, Z2 RNA molekula

18 prevzaté z http://www.daviddarling.info/encyclopedia/M/mRNA .html.



je dokézatelne degradovatelnd v kratkom casovom intervale po smrti jedinca (post-mortem
degradacia) a taktiez ma znizenu stabilitu mimo bunky (in vitro).

Spominany argument bol vSak vedeckymi Studiami postupne vyvrateny. Enormny
potencial RNA technologii spolu s nepredpokladanou wvysokou stabiltou RNA v urcitych
definovanych podmienkach podnietilo forenznych vedcov sustredit’ svoju pozornost’ na
nepreskimani  oblast RNA sveta’®. Prvd vedeckd §tudia v oblasti forenznych vied
zaoberajuca sa vywitim RNA vzhladom na uréenie post-mortem intervalu (PMI) pochidza
zroku 1984%°, dal§ia, zamerand uZ na vywitie analjzy génovej expresic v posmrtnych
tkanivich bola publkovana az vroku 1994%'. V nasledujucich rokoch sa len ojedinele
objavovali spravy zvyskumu RNA molekul az do chvile, ked” bola uverejnend prva zmienka
0 moznostiach vywitia RT-PCR, metody tzv. reverznej transkripcie®? (obr. &. 3).
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Obr. ¢. 3: Priebeh reverznej transkripcie. RT-PCR je variantom polymerazovej retazovej
reakcie (PCR), ktora sa v molekularnej biologi vyuwZiva na zskavanie velkého mnozstva
identickych kopii Zelaného Useku DNA sekvencie v procese nazvanom amplifikdcia. Pri RT-
PCR je sekvencia RNA najprv prepisand (transkribovani) do komplementdrnej DNA
sekvencie, tzv. CcDNA (complementary DNA) prostrednictvom enzymu reverzna
transkriptdza, a takto syntetizovand cDNA je nasledne amplifikovand tradicnym postupom
polymerazovej retazovej reakcie.

V suasnom obdobi sa stretivame s viacerymi oblastami forenznej aplikdcie RNA-
metod. Jednou znich je determindcia post-mortem stability RNA. Po smrti dochadza k rychlej
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degradacii RNA uc¢inkom ribonukledz pritomnych v bunkich alebo pochadzajicich z bakterii
ainej environmentalnej kontaminicie. Organy a tkaniva s vysokou hladinou ribonukleaz
(pankreas, oblicky, pedef) vykazuju rychlu fragmentdciu RNA®*, kym mozog, kosti a krvné
bunky su typické zatnou mRNA stabilitou?®. Agondlne faktory v &ase smrti ovplyviiuja
post-mortem mMRNA integritu, ako aj pre-mortem génova expresiu a zZtohto hl'adiska je
analjza mMRNA vhodnym diagnostickym nastrojom umoZziujucim determinovat mieru
hypoxie mozgu, pri¢inu a ¢as Gmrtia®®.

Zaujimavou sférou aplikdcie mRNA je urenie doby vzniku vnutornych a vonkajSich
zraneni, ako aj ich mozny vztah k pri¢ine smrti. Doterajsi vyskum bol zaloZzeny na sledovani
molekuldrnych zmien v okrajoch rén, najmd zhladiska imuno-histochemickej analyzy,
vV poslednych rokoch badat’” mierny posun smerom k vyuzitm kvantifikicie mRNA markerov
v poskodenych tkanivach?’.

Predpokladd sa, ze miera degraddcie RNA koreluyje s dobou vzniku forenznych stop,
¢o doteraz nebolo mozné determinovat. Fragmenticia RNA totiz pokracuje aj v in Vitro
podmienkach, dokonca pri dehydrovanych biologickych materidloch. Tento proces je
relativne pomaly a vykazuje istd  variabilitu®® v zavislosti od podmienok vonkajsicho
prostredia.

Analyjza mRNA ma nepochybne nesmierny vyznam aj pri identifikdcii biologického
materidlu vo forenznej stope. V stcasnosti je uz znamych niekol’ko desiatok mRNA markerov
pre rozne typy telesnych tekutin (krv, mensStrua¢nd krv, sperma, vaginalne sekréty, slny),
ktoré je mozné detekovat’ na ziklade najnovSich validovanych molekuldirnych metéd. Tieto
vSak zatial' neboli dostupné pre forenzné laboratdria a Cakaji na ich postupni implementaciu
do beznej forenznej praxe.

Princip mRNA profilizacie pri identifikacii biologického materialu

Syntéza mRNA vbunkach sa riadi Specifickymi pravidlami a vedie k expresii
jednotlivych RNA molekil vroznej kvantite. Prave detekcia mRNA markerov pritomnych
v biologickej stope vnadbytku umoziuje identifikovat’ konkrétny typ bunky alebo tkaniva,
ktoré je obsiahnuté vo forenznej stope na mieste &inu?®.

Termmalne diferencované bunky ako monocyty, alebo lymfocyty v krvi, spermatické
bunky, bunky epitelu atd’. su charakteristické prisnou regulaciou expresie konkrétnych génov.
Niektoré gény st v takychto bunkdch uplne iaktivne, ateda sa neexprimuji, iné, Specifické
pre ten-ktory typ bunky/tkaniva sa exprimuju v nadbytku. Kazdy typ bunky ma preto
jedinecni sadu vroznej miere syntetizovanych mRNA molektl, ktorda sa vold aj
transkriptom®®.  V suGasnosti st pre kazdy typ biologického materialu relevantného vo
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forenznej praxi (krv, slny, sperma, vagindlne sekréty a menStrua¢na krv) identifikované
mame molekuldrne mRNA markery, ktorych detekcia potvrdzuje pritomnost’ konkrétnej
telesnej tekutiny vo vzorke.

Spolu s determinaciou jedine¢ného transkriptomu jednotlivych buniek sa rozvijali aj
technologie umoziujice jedinou reakciou wurcit povod Dbiologickej stopy mRNA
profilizaciou®®.

V priebehu dvoch rokov sa naSe pracovisko podielalo na implementaci mRNA
profilizacie prostrednictvom metédy end-point PCR, pricom zskané vysledky st stucastou
SirSej  kolaborativnej Stadie  organizovanej InStititom sidneho lekarstva pri Univerzite
V Ziirichu.

Vysledky kolaborativnej Studie

Institit sudneho lekéarstva pri Univerzite v Zirichu zorganizoval tento rok uz
druhykrat na Zziadost Europskej DNA profilizacne; skupiny (EDNAP — European DNA
profiling group) kolaborativnu $tidiu zameranii na vyuzitie novej metddy mRNA profilizicie
pri identifikdcii krvnych stop. Na S$tudii sa z(Castnilo pidtnast’ eurdpskych laboratori a 1
laboratorium z USA (USA - Florida, Holandsko, Velka Britania, Slovensko — Bratislava
a Slovenska Lupca, Franctzsko, Rumunsko, §panielsk0, Belgicko, Dansko, Finsko, Norsko,
Nemecko, Raktsko).

Participujuce laboratoria pri testovani nove] metddy pouzivali komeréné stpravy
a pristroje podla vlastného vyberu, dostupnosti a uvdzenia, pricom mali vyphit zaslany
dotaznik s opisom pouzitej metddy a chemikalii na upresnenie postupu.

Napriek odlisnosti pouzitych postupov mozno konstatovat, ze uz v priecbehu prvého
roka pétndst zo Sestnastich zicCastnenych forenznych laboratori zvladlo tUspeSne navrhnutt
metddu  mRNA profilizicie — endpoint PCR (vratane odelenia kriminalistickej biologie
a genetickej analjzy KEU vBratislave a Slovenskej DLup&) aj bez akychkolvek
predchadzajicich experimentalnych skusenosti s mRNA, C¢o je najvyraznejSim z vystupov
kolaborativnej Studie.

Prevaznd vidcSina zicastnenych laboratérii nemala ziadnu predchddzajucu skusenost’
spraicou sRNA, ktorda vyzaduje okrem iné¢ho Specidlne protikkontaminacné opatrenia.
Primarnym cielom Stadie bolo implementovat’ novi metddu ako alternativu doteraz
vywzivanych konvencnych testov na identifikdciu biologického materidlu vo forenznej stope
a posudit’ zvySenu citlivost’ jednotlivych mRNA markerov, resp. vyhodnost’ a robustnost’, ako
aj reproducibilitu navrhnutych parametrov.

Specificita, ~ citlivost ~ a krizova reaktivita mRNA markerov bola testovana
prostrednictvom analyzy fragmentov na genetickom analyzitore pre kazdy zo spominanych
markerov. Hodnotenym vystupom jednotlivych reakcii boli vysledky kapilarnej elektroforézy
vo forme elektroferogramov, na ktorych detekovatelnost’ jednotlivych markerov bola dana
pritomnostou a vySkou piku (v relativnych fluorescencnych jednotkach) v predpokladanej
oblasti v zavislosti od velkosti amplifikatu.

Vpraci sme museli zvolt vhodnu stratégiu a metddu so zameranim na vyber
komerénej supravy na 1zolicn RNA, ktord je kldCovym krokom mRNA profilizicie.
Zlyhanie metddy vtomto kroku znemoziuje zskanie akychkolvek vysledkov. Doraz treba pri
tom klast’ aj na protikontaminacné opatrenia. RNA molekuly st pomerne rychlo a efektivne
degradovatelné RNazami. RNazy st velmi stabiné a aktivne enzymy, ktoré nepotrebuju
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na svoju aktivitu kofaktory, preto je pomerne narocné ich deaktivovat. Uz malé mnoZstvo
RNazy postacuje na uphi degradacu bunkovej RNA. Ztoho dovodu bolo nevyhnutné
optimalizovat pracovné prostredie na pracu s RNA apracovat mimo miestnosti kde sa
pravidelne vykonava izolaicia DNA.

Po samotnej izolacii RNA zkrvnych vzoriek je potrebné ihned’ postupovat’ v metode
reverznou transkripciou, ktord umoziuje zskat' stabilnejSiu komplementarnu ¢cDNA, aj tato je
vSak podstatne nachylnejSia na degradaciu v porovnani s klasickou duplexnou formou DNA.
Aj ztohto dovodu je potrebné zvolitt vhodné reagencie a komerénu supravu v zavislosti od
ciela jej pouztia. KIiCovym bodom mRNA profilizicie je aj samotnd polymerazova reakcia,
ktorej parametre bude vbudicnosti nevyhnutné optimalizovat’ a prisposobit’  Specifikam
pouzitych primerov, najmi v pripade vyvoja nového multiplexu na mRNA profilizaciu.

Neziaducim efektom, ktoré sme pozorovali vo vyslednych elektroferogramoch (ako je
vyskyt externych pikov, saturdcia, krizové reakcie), by bolo mozné predist, alebo ich
elimnovat’ Uplhe, a to kvantifkdiciou RNA pred jej pridanin do reakcie reverznej
transkripcie, ¢im by sa Standardizovala potrebna koncentrdcia RNA. BohuZial, doteraz nie je
dostupny vhodny systém na kvantifikdciu T'udskej mRNA. Jedinym, v sicasnosti pouzivanym
sposobom kvantifikacie je vizualizicia RNA pomocou fluorescenénej farbicky Ribogreen®?,
avSak vysledky st vyrazne ovplyvnené pritomnostou bakteridlnej RNA. Metodu vizualizicie
RNA spojent s elektroforézou na agardézovom géli vSak uspesne pouzli Juusola a Ballantyne
pri identifikacii telesnych tekutin®®,

Vyhodou zavedenia mRNA profilizicie do beznej praxe je aj moznost koextrakcie
RNA a DNA zrovnakej vzorky, teda suCasnd izolaicia RNA a DNA zrovnakej Casti forenznej
biologickej stopy aich nasledna analyza. Takymto spdsobom je mozné aj zobmedzeného
mnozstva biologickej vzorky zskat vsetky hodnotné a potrebné informacie. V sticasnosti sa
stretdivame so situdciou, ked pouztie konvenénych metod identifikicie telesnych tekutin
ustupyje samotnej DNA analyze v dosledku minimalneho mnozstva biologickej stopy.

Predmetom d’alSej pokracujicej kolaborativnej Stidie bude dosiahnutie rovnakej
senzitivity vo  vSetkych  participujicich laboratoriach, Standardizacia podmienok PCR,
odstranenie  problémov s krizovou reakciou s ostatnymi bunkami a kvantifikdcia RNA
a zahrnutie d’alSich testovanych telesnych tekutin (sliny, sperma, vaginalne sekréty) do Studie.

Vysledky kolaborativnej Studie boli publikované v karentovanom forenznom ¢asopise
(Forensic Science International: Genetics)3*.
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Summary

Molecular forensic science has been predominated by DNA research in the past
decade. The reason for this disproportion is the overwhelming success of DNA technology in
criminalistics which has revolutionized modern policing — another cause is the gap between
this sophisticated technology and the still very traditional way of practising (for example)
forensic pathology.

DNA analysis could be used in forensic identification especially to identify potential
suspects whose DNA may match evidence left at crime scenes, to exonerate persons wrongly
accused of crimes, to identify crime and catastrophe victims, establish paternity and other
family relationships, missing person identification and also historical investigations.

The molecular intermediate between DNA and proteins is mRNA, or messenger RNA
crucial to get the DNA code out into the cell. RNA is expressed in a tissue-specific manner in
the cell. In this time, an enormous potential of RNA technologies together with reports of
unexpectedly high stability in certain conditions have stimulated forensic researchers all over
the world to start exploring the RNA world. In forensic science, the first paper dealing with
RNA was published in 1984 describing post-mortem RNA synthesis.

RNA analysis offers insight into desease and mechanisms leading to death and could
develop into a valuable tool for diagnosis of the cause of death. Other possible applications
include the determination of the age of wounds and injuries and of the post-mortem interval.
Messenger RNA profiling is likely to play a major role in the future of forensic biochemistry,
not only for the identification of body fluids and tissues, but also in the determination of the
age of an individual (a stain donor), as well as the age of a stain (time since deposition). For
us very interesting is especially the application of RNA technology in identification of body
fluids.

During the past 10 years, the number of criminal cases solved by DNA profiling of
evidence from the crime scene has increased tremendously. It is now a matter of routine,
before attempting DNA analysis, it used to be standard practise to perform biochemical,
serological and immunological tests to identify the body fluids comprising the biological
stain. There are some problems associated with classic tests. Most of them are not specific,
due, for example, to cross-reactions with other species or tissues. No such tests are available
for the identification of vaginal secretions and menstrual blood. Conventional methods of
body fluid identification use a variety of technological diverse techniques that are performed
in a series, not parallel, manner.



Recently, the analysis of cell specific mRNA expression has been proposed as a
promising new technique for the identification of body fluids in biological stains. Major
advantages of mRNA profiling are the possibility of detecting several body fluids in one
multiplex reaction and of simultanously isolating DNA without loss of material.

Advantages of an mRNA-based approach, compared to conventional biochemical
analysis (labor-intensive, performed in series, not parallel, time consuming and sample
wasting), include greater specificity, simultaneous and semi-automated analysis through a
common assay format, improved timeliness, decreased sample consumption, and
compatibility with DNA extraction methodologies.

Two last years a collaborative exercises were organised by the Institute of legal
medicine on behalf of the European DNA profiling Group — EDNAP in order to evaluate the
robustness and reproducibility of mRNA profiling for blood identification in 16 forensic
genetic laboratories using kits and chemistries of their own choice and using their own
instrumentation. Since most of the participating laboratories had no prior experience with
RNA, the primary goal was to implement the method and compare the sensitivities of the
mMRNA markers obtained in the various labs. The aim of collaborative study was to evaluate
the robustness and reproducibility of mRNA profiling for blood identification and to find out
this method could be relevant alternative to conventional presumptive tests.

15 of the participating laboratories successfully set up the method, using different Kits
and chemicals for RNA extraction, reverse transcription and PCR and using their own
instrumentation. All of strategies used by the participating labs appeared to work successfully.
In the future collaborative EDNAP exercises will be organised, and additional blood markers
will be evaluated.
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