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Abstrakt

Tato préace se zamétuje na problém efektivni spravy dat vyuzitelnych pti DNA
analyze, konkrétné dat ziskanych z kratkych tandemovych repetic v lidské DNA,
které maji klicovy vyznam ve forenzni analyze pro identifikaci osob. Prace pred-
stavuje navrh a implementaci systému pro spravu a vizualizaci téchto dat z ceské
populace, ziskanych Kriminalistickym tstavem Policie Ceské republiky. Hlavnim
cilem bylo transformovat stavajici datové soubory do univerzalniho a snadno spra-
vovatelného formatu, ktery by byl kompatibilni s existujicimi forenznimi databa-
zemi. Vysledkem navrhu je transformace dat do strukturovaného formétu a jejich
nasledna vizualizace v tabulkovém usporadéani, coz zvysuje snadnost interpretace
a manipulace s daty. Prace rovnéz popisuje problémy zjisténé pri zpracovani dat

a jejich TesSeni.

Klicova slova: DNA polymorfismy, DNA markery, forenzni genetika, bioinfor-

maticka analyza
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Abstract

This thesis focuses on the problem of efficient management of data useful
in DNA analysis, specifically data obtained from short tandem repeats in hu-
man DNA, which are of key importance in forensic analysis for the identification
of individuals. The thesis presents the design and implementation of a system
for the management and visualization of these data from the Czech population,
obtained by the Institute of Criminalistics of the Police of the Czech Republic.
The main goal was to transform existing data sets into a universal and easy
to manage format that would be compatible with existing forensic databases.
As a result, the design involves transforming the data into a structured format
and then visualising it in tabular layouts, enhancing the ease of data interpreta-
tion and manipulation. The thesis also describes the problems identified during

data processing and their solutions.

Key words: DNA polymorphism, DNA markers, forensic genetics, bioinformatic

analysis
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Uvod

Analyza Tudskej DNA je zakladnou metédou forenznej analyzy, ktord pomaha
v rieseni trestnych pripadov. Jedinecnost DNA kazdého c¢loveka umoznuje presné
urcenie jeho identity, pretoze geneticky material kazdého jedinca sa lisi a umoz-
nuje tak jeho jednoznacnu identifikaciu. V analyze DNA st klucovymi najma
polymorfizmy, teda rozdiely v sekvencidach DNA medzi jednotlivcami. V stcas-
nosti s v analyze DNA vyznamné najmaé kratke tandemové repeticie, teda kratke
sekvencie DNA opakujtce sa bezprostredne za sebou. U réznych osob sa tieto
repeticie vyskytuju v réznych poctoch opakovani, ¢o dobre slizi na ucely iden-
tifikacie. Niektoré kratke tandemové repeticie si pre analyzu DNA mimoriadne
vypovedné, a preto sa vyuzivaju vo forenznej analyze celosvetovo, teda sluzia ako
genetické markery.

Zber a analyza dat o kratkych tandemovych repeticidch z populacie mé vo fo-
renznej analyze velky vyznam. Tieto data pomahaji urcit, ako casté si konkrétne
varianty ur¢itych DNA markerov, ¢o pomaha pri spravnej interpretacii dokazov.
Preto je doélezité mat tieto populacné data ulozené a organizované tak, aby boli
jednoducho pristupné a kompatibilné s urc¢itymi standardami.

Cielom tejto prace je riesit problém spravy dat navrhom efektivnejsej me-
tody na organizaciu dat o sekvencnych polymorfizmoch kratkych tandemovych
repeticii ziskanych z Ceskej populdcie Kriminalistickym tstavom Policie Ces-
kej republiky. Nasledujici diagram znazornuje hlavné kroky vyvoja programu,
ktory umozni prevedenie existujtcich populacnych dat do formatu JSON, ktory
bude kompatibilny s existujicimi forenznymi databdzami a nasledni vizualizaciu
tychto dat. Grafické znazornenie dat v jednoduchych tabulkach formatu XLSX

ulahéi ich analyzu, zrozumitelnost a intepretaciu.

algoritmus na algoritmus na
transformaciu dat vizualizaciu dat

Déta Policie 1 Data 1

| v univerzalnom
formate

Vizualizacia
P

Ceskej Republiky dat

Obr. 1: Diagram zndzornujuci ndvrh postupu prdce s ddtami



1. DNA profilovanie vo forenznej

analyze

1.1 Ludsky geném

Ludsky gendém pozostava z deoxyribonukleovej kyseliny, ktora obsahuje in-
strukcie potrebné pre vyvoj, rast, fungovanie a reprodukciu organizmu. DNA je
pravotoc¢iva srubovica tvorena dvoma dlhymi vldknami. Tieto vlakna si tvorené
nukleotidmi, ktoré st zékladnymi stavebnymi kamenmi DNA. Jeden nukleotid je
tvoreny molekulou cukru (v tomto pripade deoxyribézou), fosfatovou skupinou
a dusikovou bézou. Bézy v DNA st styroch typov: adenin (A), guanin (G), cy-
tozin (C) a tymin (T). Konkrétne poradie a sekvencia nukleotidov pozdlz vlakna
DNA je to, ¢o kbéduje geneticku informaciu.

Klacovym aspektom struktiry DNA je princip komplementarity, ktory ur-
cuje vzajomné parovanie nukleotidov v Spirdlovitej struktiure. Zvycajne plati, ze
adenin paruje s tyminom a guanin s cytozinom. Tento mechanizmus parovania
zabezpecuje, ze vlakna DNA st navzdjom komplementarne, ¢o je zdkladom pro-
cesu replikacie DNA, teda odovzdavania presnej genetickej informéacie do novych

buniek pri deleni.

1.2 DNA polymorfizmy

DNA polymorfizmy st rozdiely v sekvenciach DNA medzi jednotlivcami a st
zékladom genetickej rozmanitosti v Iudskej populdcii. Az priblizne 99,9 % z cel-
kovych 3 milionov bazovych parov v ludskom genéme je pre vSetkych Tudi spoloc-
nych. [11] Tento vysoky stupen sekven¢nej podobnosti sa zachoviva vdaka nasej
spolocnej evolucnej historii. Spolo¢na geneticka vybava je potrebnd pre zakladné
biologické funkcie a struktury, ktoré definuji cloveka ako druh. Tieto spolo¢né
sekvencie kéduju proteiny, enzymy a regulatory esencialne pre zakladné procesy
v bunke, fyziologické funkcie a anatomické vlastnosti. Prave tato variabilita v ne-

celom 0,1 % genému je vyuzivand v genetickej identifikacii biologického materialu.



Polymorfné oblasti genému sa vyskytujiu v Specifickych miestach, lokusoch,
v celom gendéme. Vo forenznej analyze st tieto variabilné miesta klticové, pretoze
umoznuju rozlisit DNA roznych jednotlivcov. Analyzou polymorfizmov vo viace-
rych lokusoch je mozné vytvorit profil DNA, unikatny pre kazdého jedinca, ktory
sa moze pouzif na porovnanie osoby s biologickymi stopami najdenymi na mieste
¢inu alebo na urcenie pribuzenskych vztahov medzi jednotlivcami.

Sekvencie v genéme, ktoré mozno identifikovat a sledovat, st nazyvané DNA
markery. [1] V kriminalistike st markery $pecifické lokusy DNA | kde sa analyzuji
polymorfizmy na tcely identifikécie. Je dolezité, akym sposobom st tieto markery
zvolené. Musia byt vysoko polymorfné, aby sa zabezpecila dostatocna variabilita
medzi jednotlivcami na ich presné rozlisenie.

DNA polymorfizmy pozorujeme v genémoch v mnohych forméch, ale v kon-
texte forenznej analyzy DNA st najvyznamnejSimi jednonukleotidové polymor-
fizmy (angl. single nucleotide polymorphism, SNP) a kratke tandemové repeticie

(angl. short tandem repeats, STR).

1.2.1 SNP markery

SNP predstavuji zmenu v jednom konkrétnom nukleotide. Napriklad na ur-
¢itom mieste v sekvencii DNA moze mat jedna osoba nukleotid adenin, zatial ¢o
ind osoba moze mat cytozin. SNP patria k najbeznejsim typom genetickej va-
riabilily v Tudskom genéme. Priemerne sa vyskytuju kazdych 300 nukleotidov,
¢o znamend, ze v Tudskom genéme je priblizne 10 miliénov SNP. [33] Aj tieto
malé rozdiely teda mézu mat vyznamny vplyv na geneticky vyskum a forenznu

analyzu.

Obr. 1.1: Zndzornenie jednonukleotidového polymorfizmu [27]



V kriminalistike st SNP markery predmetom vyskumu kvoli ich potencialu
v identifikacii jednotlivcov a analyze pribuzenskych vztahov, hoci v sicasnosti nie
st rutinne pouzivané. Na rozdiel od STR markerov, pri ktorych je potrebné ana-
lyzovat dlzku opakujicich sa sekvencii, SNP markery vyzadujt len identifikdciu
jednotlivych nukleotidovych zmien a ich pozicii. SNP sa daju analyzovat aj v naj-
mensich fragmentmoch DNA, a preto st vynimocne uzitocné v situaciach, ked sa
vzorky DNA degradované alebo velmi malé, napriklad pri hromadnych nestas-
tiach, prirodnych katastrofach alebo v archeogenetike. [39] Okrem toho vysoka
pocetnost SNP v celom genéme zvysuje rozliSovaciu schopnost medzi jednotliv-
cami. SNP mézu tiez poskytnit prehlad o biogeografickom povode a pouzivaju sa
pri fenotypizacii, teda predpovedani fyzickych znakov, ako je pigmentacia pleti,
vlasov alebo o¢i ¢i struktira tvare, ¢o mdze byt uzitoéné pri vytvarani profilov
neidentifikovanych podozrivych alebo obeti, ked nie st k dispozicii iné informacie.
[29]

S prichodom SNP ¢ipov a vysoko vykonnych sekvenac¢nych technologii sa vy-
razne zvysila schopnost analyzovat viacero SNP markerov sticasne, ¢o umoznuje
komplexnejsie a tucinnejsie forenzné profilovanie. Rast databaz SNP markerov
prispieva k zvySovaniu presnosti a pouzitelnosti biologickych stop ako dokazov

vo vySetrovani trestnej ¢innosti. [13]

1.2.2 STR markery

V Tudskom gendéme existuje vela repetitivnych oblasti, teda miest, kde sa ur-
¢ité sekvencie nukleotidov viackrat opakuju. Specidlne vyznamné st STR, zndme
aj ako mikrosatelity, ktoré pozostavaju z kratkych sekvencii, zvycajne dlhych 2 - 5
bézovych parov, opakujucich sa viackrat bezprostredne za sebou. [12] V kazdom
STR lokuse mozeme u roznych jedincov pozorovat rozne dizkové varianty, teda
sekvencie s roznym poctom opakovani kratkej repeticie. Kazda takato dizkova
varianta eSte moze mat sekvencéné varianty, teda varianty, ktoré sa lisia v sa-
motnej sekvencii, ktoré tiez odlisuji jednotlivych jedincov. Analyzou dlzkovych
a sekvencnych varidnt jednotlivych STR v genéme je mozné vytvorif unikatny
geneticky profil, ktory je pre jednotlivca jedinecny. Tento profil sa potom porov-

nava so vzorkami DNA odobratymi z miest ¢inov, obeti alebo podozrivych osob



s cielom zistit genetickd zhodu alebo vylucit osoby z podozrenia.

Short tandem repeats 8 repeats

Participant 1 CTAGAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATACTAGACTAGALTAG
Participant 2 CTAGAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATACTAGACTAGA
Participant3  CTAGAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATACTAGACTAGA
Participant4  CTAGAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATACTAGAC

9 repeats

10 repeats

Obr. 1.2: Zndzornenie kratkych tandemouvijch repeticii [21]

Forenznd analyza DNA sa zameriava na Specifické STR markery s vysokou

mierou polymorfizmu a distribticiou v celom genéme. Medzi bezne pouzivané

STR markery, ktoré sa pouzivaju celosvetovo, kvoli ich informativnosti v roznych

populéciach, patria napriklad tieto markery:

« D1S1656 « CSF1PO
« TPOX « D7S820
« D2S1338 « D8S1179
o D25441 « D10S1248
« D3S1358 « THO1

« FGA « VWA

« D5S818 « D125391

D13S317

D16S539

D18S51

D19S433

D21S11

D2251045

Databédza Combined DNA Index System (CODIS), ktort vyvinul americky

Federalny trad pre vySetrovanie (Federal Bureau of Investigation, FBI), vyuziva

standardny stibor 20 vyssie uvedenych STR markerov, ¢im zvysuje konzistentnost

a porovnatelnost dokazov DNA v réznych jurisdikcidch. |

Podobne ako vyuzitie SNP markerov, aj vyuzitie STR markerov v analyze

DNA presahuje rdmec vySetrovania trestnych ¢inov. Zahina aplikdcie v oblasti

identifikacie obeti hromadnych nestasti, katastrof, pripadov nezvestnych osob

a testovania otcovstva. [3] Vysokd variabilita a rozsiahle rozsirenie lokusov STR

v ludskom gendéme umoznuju citlivé a Specifické identifikacné procesy, a to aj



zo znehodnotenych alebo obmedzenych vzoriek DNA, ktoré s vo forenznom kon-
texte bezné.

Pokroky v technikdch molekularnej biolégie, najma amplifikdcia pomocou po-
lymeréazovej retazovej reakcie, kapilarna elektroforéza a masivne paralelné sekve-
novanie, zjednodusili analyzu STR markerov, ¢o umoznuje rychle, presné a vysoko
vykonné spracovanie forenznych vzoriek. Schopnost sticasne analyzovat viacero
STR lokusov z jednej vzorky DNA vyrazne zvysuje uc¢innost a spolahlivost fo-
renzného profilovania DNA. Tento vyvoj pokrocilych genetickych markerov, roz-
voj sekvenacnych technoogii a vylepsSenie bioinformatickych néastrojov umoznili
poskytovanie dokazov aj v pripadoch, kde ide o analyzu aj inej nez ludskej DNA,
akymi st napriklad ttoky na zvierata, obchodovanie s ohrozenymi druhmi, bio-

terorizmus alebo potravinové podvody. [/]

1.3 Spo6soby ziskavania dat

Vo vedeckom vyskume v oblasti genetiky sa na ziskavanie informéacii o DNA
vyuzivajui rozne techniky a metédy, ktoré prinasaju rozne poznatky.

V prvom rade je doélezité spomenit polymerdzovi retazovi reakciu (angl.
polymerase chain reaction, PCR), ktord slizi na amplifikiciu DNA. PCR bezi
v cykloch, kde opakovane dochadza k zahrievaniu a ochladzovaniu. Zahrievanie
sposobuje denaturdciu DNA, ¢ize oddelenie vldken od seba, a nasledné ochlade-
nie umoznuje nasadnutie DNA primerov, teda kratkych tsekov DNA sluziaciach
ako pociatok replikacie, na tieto oddelené vlakna, ktoré potom predlzuje DNA
polymeréaza, a tak vytvara nové vldkna DNA. Takto sa zdvojnasobi mnozstvo
DNA v kazdom cykle. Vdaka tc¢innosti pri amplifikacii malych mnozstiev DNA
sa PCR stala klicovou metédou v mnohych oblastiach vedy. Tato metoda sa stéle
vyvija a upravuje. K hlavnym pokrokom v oblasti analyzy DNA patri umoznenie
amplifikacie viacerych DNA oblasti vramci jednej reakcie, teda multiplexna PCR
a presné nacasovanie jednotlivych krokov PCR predstavené s prichodom stupravy
Rapid DNA. [30]

Tradi¢né metddy gélovej elektroforézy sa vyuzivaji na hrubé oddelenie DNA

fragmentov podla ich velkosti, ¢o je dolezité pri posudzovani kvality produktov



PCR a pri rozlisovani zmiesanych vzoriek DNA.

DNA mikroé¢ipy (angl. microarrays) sa vyuzivaji na detekciu a analyzu SNP,
¢o je vyznamné pri vybere genetickych markerov a pri odhalovani genetickej varia-
bility. Tato metdda vyuzivajica hybridizaciu kratkych tsekov DNA je pri analyze
DNA 1¢inna najmé pri vzorkach s kratkymi fragmentami DNA. Zaroven umoz-
nuje analyzu niekolkych markerov sicasne. [13]

Dnes uz takmer nepouzivand, ale v minulosti vyznamna metdda analyzy po-
lymorfizmu dizky restrikénych fragmentov (angl. restriction fragment length po-
lymorphism, RFLP) umoziuje presné DNA profilovanie vyuzitelné vo forenznej
analyze pri identifikacii 0s6b a v populacnej genetike. V RFLP st sekvencie DNA
Stiepené na sSpecifické sekvencie pomocou restrikénej endonukleazy a nasledne su
tieto fragmenty separované na gélovej elektroforéze. To vytvara unikatny DNA
profil. [32]

V nasledujucich podkapitolach budu podrobnejsie rozobrané metody kapilar-
nej elektroforézy a masivneho paralelného sekvenovania, ktoré si Specidlne do-
lezité pri ziskavani dat tykajucich sa STR markerov, a samotna priprava DNA

na jej analyzu.

1.3.1 Priprava DNA na jej analyzu

Proces pripravy DNA profilu zac¢ina extrakciou samotnej DNA z buniek. Bio-
logické vzorky musia prejst procesmi, ktoré vyizoluji DNA z buniek a purifikuja
ju. Medzi tieto procesy patri lyza bunkovej membrany, rozrusenie jadrovej obélky,
odseparovanie DNA molekuly a jej presun do mierne slaného pufru alebo vody.
Aby DNA mohla byt dalej spracovavand, musi spliiat isté kritérid - musi byt do-
statocne cistd, zbavena latok akymi st napriklad proteiny, tuky ¢i uhlovodiky,
a musi jej byt dostatocné mnozstvo.

Po extrakcii a purifikdcii DNA nasleduje kvantifikdcia DNA, teda urcenie pres-
ného mnozstva extrahovanej DNA, ¢im sa zabezpeci pouzitie vhodného objemu
DNA na amplifikaciu STR lokusov pomocou PCR. Zvycajne potrebné mnozstvo
DNA je 1 ng.

Produkty aplifikacie STR lokusov st detekovatelné vdaka fluorescencii indu-

kovanej laserom, kedze fluorescencné farbivo vie byt pripojené na primery pouzité



v PCR. Produkty st navzajom odseparované napriklad pomocou kapilarnej elek-

troforézy a mozu byt sekvenované pomocou masivneho paralelného sekvenovania.

28]

1.3.2 Kapilarna elektroforéza

Kapilarna elektroforéza (angl. capillary electrophoresis, CE) je vyznamnym
pokrokom v tradi¢nych gélovych elektroforetickych technikach. Je aplikovatelna
v mnohych oblastiach vedy vratane chemickej, farmaceutickej, biomedicinskej
a biochemickej analyzy. Hlavnym tcelom CE je oddelit jednotlivé molekuly podla
ich naboja a velkosti pomocou elektrického pola v tizkej kapilare. V kontexte STR
markerov sa CE vyuziva na urcenie poc¢tu repeticii v jednotlivych alelickych va-
riantach na zaklade velkosti molekul.

Hlavné sucasti kapilarneho elektrografu st injekény systém, tenka kapilara,
vysokonapatovy zdroj, elektrody a detektory. Tenkd kapilara moze byt naplnena
gélom, ktory napodobnuje gélovu elektroforézu, alebo pufra¢nym roztokom, ktory
sluzi ako elektrolyt, v ktorom sa oddeluju fragmenty. Po injekcii malych vzoriek
DNA je napétie aplikované po celej dizke kapilary, ¢o sposobuje pohyb nabitych
fragmentov pozdlz kapilary roznou rychlostou v zévislosti na pomere ich néboja
a velkosti. Mensie a viac nabité molekuly sa pohybuju rychlejsie nez vacsie a me-
nej nabité. Na konci kapilary prebieha detekcia absorbcie UV alebo viditelného
svetla, fluorescencie alebo hmotnostna spektometria. Detektor zaznamenava elek-
trogram, ktory vo vysledku vyzerd ako graf s vrcholmi tam, kde bola detekovana
molekula. Z elektrogramu je teda mozné vycitat charakteristiky jednotlivych DNA
fragmentov. [14]

Existuje niekolko modifikacii a variant CE slaziacich na rézne typy analyz.
Okrem analyzy biopolymérov je uplatnitelna aj napriklad v detekcii vybusnin
¢i analyze drog. Vdaka tejto vSestrannosti a uéinnosti sa CE stala jednou z hlav-
nych technik forenznej DNA analyzy.

STR. profilovanie pomocou PCR a CE sa stalo najcastejsie pouzivanou metoé-
dou na ziskanie DNA profilu. Prechod od tradi¢nych kapildr naplnenych gélom
k roztokom zosiefovanych polymérov zlepsil rozlisenie a reprodukovatelnost sepa-

racii DNA. Vyvoj detekénych technik, najmé implementacia detekcie viacerych



vinovych dlzok (napriklad ro6znych farbiv naviazanych na specifické STR mar-
kery), umoznil analyzu viacerych STR markerov stucasne. [5]

Vytvaranie pouzitelnych profilov DNA je vyzvou pri velmi malych mnozstvach
DNA (menej ako 200 pg templétovej DNA). Vtedy sa vyuZiva analyza DNA
s nizkym poc¢tom koépii (angl. low copy number, LCN). Pri pouziti CE je LCN
problémom vzhladom na potencidlnu nizku citlivost a Specifickost analyzy. Nizkej
citlivosti sa da predist zvysenim poctu cyklov PCR pred zavedenim DNA vzo-
riek do kapilary, no amplifikacia malého poctu vzoriek moze viest k stochastic-
kym javom, ako je napriklad ndhodnost molekul, ktoré sa amplifikuji. To moze
viest ku vypadnutiu niektorych z pritomnych alel (angl. allele drop-out) alebo
k vyskytu alely, ktord v pdvodnej vzorke nebola pritomna (angl. allele drop-in).
Zvysena amplifikdcia pomocou PCR tiez moze viest k tvorbe artefaktov, akymi
st napriklad falosné vrcholy v elektrograme (angl. stutter peaks), alebo ku zvy-
Senému Sumu, ktory je sposobeny napriklad ¢astejsim skizavanim (angl. stutter)
polymerazy po templéte. [(]

Problém LCN dnes lepsie riesi masivne paralelné sekvenovanie popisané v na-
sledujicej podkapitole. DNA analyzovand pomocou CE je v stcasnosti casto
nasledne analyzovand aj pomocou masivneho paralelného sekvenovania, pretoze
tento novy sposob ziskavania dat moéze rozsirit informativnu hodnotu analyzova-

ného markeru. [7]

1.3.3 Masivne paralelné sekvenovanie

Sekvenovanie DNA je v sucasnosti zakladom moderného biologického vy-
skumu. Ide o presné urcenie poradia nukleotidov v molekuldch DNA alebo RNA.
Sekvenacné technoldgie priniesli revoliciu v mnohych oblastiach vedy. V 70. ro-
koch 20. storocia, v pociatkoch bioinformatiky, dominovala Sangerova metoda
sekvenovania, ktord na zaciatku 21. storoc¢ia nahradili metédy sekvenovania no-
vej generdcie (angl. next generation sequencing, NGS), nazyvané tiez masivne
paralelné sekvenovanie (angl. massive parallel sequencing, MPS). [11]

V MPS je klticova priprava kniznic z informativnych lokusov. K tymto sekven-
cidam DNA st najprv pripevnené adaptéry, teda kratke sekvencie syntetickej DNA.

Sekvencie su potom jednoducho amplifikované pomocou pridania primerov, ktoré



st komplementarne ku adaptérom so znamou sekvenciou. Takto pripravend kniz-
nica sekvencii potom moze byt sekvenovana. Vysoko vykonné technoldgie MPS
umoznuju sekvenovat miliony fragmentov DNA sticasne, ¢im poskytuji obrovské
mnozstvo genetickych dat za ovela mensi cas a néklady, nez technolégie z minu-
losti. [24] Toto prindsa vyssiu rozliSovaciu schopnost v analyze DNA v pripadoch,
kde sa vo vzorke nachddza DNA z viac nez jedného jedinca (ak je podiel DNA
od jedinca aspon 10 %), alebo v pripadoch so znehodnotenymi vzorkami. [10]
Tento pokrok tiez umoznil komplexné genomické analyzy, ako napriklad celoge-
nomové sekvenovanie, resekvenovanie alebo cielené sekvenovanie.

V sucasnosti nastupuju sekvenacné metédy vysokej priepustnosti druhej ge-
neracie (angl. high-throughput - next generation sequencing, HT-NGS), ktoré
umoznuju sekvenovanie jedinej molekuly. [37] Ide napriklad o technolégie Helis-
cope, SMRT alebo nanopérové sekvenovanie. Platformy HT-NGS dokazu osek-
venovat 500 miliénov baz (technolégia Roche) az miliardy béz (technologia Illu-
mina) naraz. Platformy tretej generdcie HT-NGS dokézu osekvenovat 28 milidrd
béz (technolégia Heliscope) az 100 milidrd béz (technolégia SMRT) v rdmeci jed-
ného sekvenovania s dlzkou jednotlivych pre¢itanych tsekov (angl. reads) viac nez
1000 béaz. Ultimatnou sekvenacnou platformou sa stava Oxfordské nanoporové
sekvenovanie (angl. Oxford nanopore sequencing), kvoli jednoduchej manipula-
cii, umozneniu ¢itania jedinej molekuly, dlhym vyslednym reads a nizkemu GC
biasu, teda preferencnej sekvenacii DNA oblasti s vysokym obsahom guanininu
a cytozinu. [7]

Zavadzanie MPS vo forenznych vedach bolo spociatku pomalé v dosledku
nedostatku akreditovanych sekvenatorov a vyssej chybovosti v porovnani s tra-
di¢nou metédou Sangeroveho sekvenovania. S pokrokom v technolégiach sa vsak
podarilo mnohé z tychto problémov vyriesit, ¢o umoznilo SirSie uplatnenie MPS
vo forenznej DNA analyze. V sticasnosti sa vyuzivaju rozne metddy, ako napriklad
sekvenovanie syntézou (angl. sequencing by synthesis, SBS), a rézne pristroje, ako
napriklad platformy MiSeq FGx spoloc¢nosti Illumina a Ion Torrent spolo¢nosti
ThermoFisher. [5]

Pri probléme LCN sa v MPS casto vyuziva okrem zvysenej PCR aj celoge-

némova amplifikdcia (angl. whole genome amplification, WGA). T4 sa zameriava
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najma na vzorky s malym obsahom DNA, ako st napriklad vzorky ziskané z jednej
bunky. WGA pomocou metddy aplifikicie s viacndsobnym premiestnenim (angl.
multiple displacement amplification) t¢inne podporuje typizéciu pomocou STR
a SNP markerov vo forenznej analyze. [10] Metoda WGA sa osved¢ila pri pouziti
CE aj MPS, MPS sa vsak v stcasnosti stava coraz popularnejSou a pouzivanejsou

metodou, pretoze poskytuje komplexnejsiu analyzu DNA vzoriek.

1.4 Interpretacia dat

Po zikani dat nasleduje samotna interpretacia ziskanych dat o genotype, a to
napriklad porovnanie profilu s profilom vytvorenym z DNA ziskanej z miesta
¢inu, alebo s profilmi vo forenznych DNA databazach.

Metdéda DNA profilovania priniesla do oblasti forenznych vied revoltciu vdaka
jej presnosti pri vysetrovani trestnych c¢inov a indentifikacii oséb. Od jej pociatkov
v 80. rokoch 20. storocia, ku ktorym prispel Alec Jeffreys, sa vyvinula od zaklad-
nych foriem DNA profilovania k sofistikovanej analyze STR markerov, ¢i Specific-
kych markerov na mitochondridlnej DNA alebo na Y chromozéme. [10)]

Povodné metody klasického DNA profilovania boli zalozené na RFLP a spo-
¢ivali v raddioaktivnom znaceni minisatelitov, ktoré hybridizovali s fragmentami
DNA roznych velkosti odpovedajicich réznym poctom opakovani. Tieto hybri-
dizované fragmenty potom boli vizualizované a tak porovnané s inym, podobne
vytvorenym DNA profilom.

V stcasnosti sa vyuziva analyza viacerych STR lokusov, ktoré maji po-
dobntu struktiru ako pdévodne pouzivané minisatelity, ale repetitivna oblast je
kratsia, takze je jednoduchsie ich amplifikovat pomocou PCR. Pravdepodobnost,
ze by dvaja jedinci mali zhodné vsetky tieto lokusy, je priblizne jedna k milionu,
¢o poskytuje istotu v usvedcovani podozrivych pri zhode ich DNA profilov s DNA
profilmi vytvorenymi z DNA ziskanej z miesta c¢inu.

Nové technologie zvysili kvalitu profilovania a komplexitu DNA profilov v r6z-
nych aspektoch, akymi st napriklad vyska vrcholov na elektrograme, stutter po-
lymeréazy alebo alelicky drop-in a drop-out. NajcastejSie pouzivanymi metédami

na vyhodnotenie kvality DNA dékazu si pomer pravdepodobnosti (angl. like-
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lihood ratio) a kombinovana pravdepodobnost zahrnutia/vylicenia (angl. com-
bined probability of inclusion/exclusion), ktoré vicsinou zahfnaji prisudzovanie
pravdepodobnosti réznym moznym genotypom a ich overovanie. [2]

Techniky DNA profilovania sa dalej rozvinuli aj s prichodom DNA fenoty-
povania (angl. forensic DNA phenotyping, FDP), teda urcenia fenotypu — vi-
zualnych znakov jedinca. FDP vyuziva analyzu DNA ziskanej z miesta ¢inu na
predikciu vizuédlnych charakteristik (angl. externally visible characteristics), ako
je napriklad farba pleti, vlasov ¢i o¢i, plesatost alebo ¢rty tvare. [17] Tato me-
toda nevyzaduje referenént vzorku DNA ziskani od podozrivého, ¢o je znacnou
vyhodou. FDP spociva v urceni danych charakteristik na zaklade asociacie s kon-
kretnymi alelickymi variantami STR ¢i SNP lokusov. Napriklad za pigmentaciu
o¢nych duhoviek je zodpovednych konkrétnych Sest SNP lokusov nachadzajicich
sa v roznych génoch sivisejucich s pigmentaciou. [29, 35] Vysledky FDP nemusia
byt jednoznacne vypovedné ako forenzny dokaz, ale mézu byt dolezitym faktorom
urcujucim smer policajného vysSetrovania napriklad v désledku ztzenia mnoziny

podozrivych na maly pocet.

Snapshot Prediction Results

composite PrOflle Snapshot #PNL-LN-Snapshot

Actual Photo ;

Predicted (mm) & Excluded (3) Phenotypes

SkinColor[04 | ————" Sex:  Female 9
/ery Fair / Fair (92.8% confidence) .
NOT Lt Brown / Brown / Dk Brown (92.8% confidence) Age:  Unknown
(Composite shown at age 25)
Eye Color Body Mass: Unknown
(Composite shown at BMI 22, Normal)
Blue / Green (85.1% confidence) Y
NOT Brown / Black (99.3% confidence) Ancestry:  Northern
European

Hair Color

Blond / Brown (98.4% confidence) P
NOT Black (98 4% confidence)

Freckles
Few / Some (79.2% confidence)

Obr. 1.3: Priklad predikcie fenotypu pomocou technoldgie Snapshot™ DNA Phe-

notyping Service od spolocnosti Parabon NanoLabs [70]
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2. Forenzné DNA databazy

2.1 Vyznam a ciel

Forenzna DNA databéaza je ulozisko, v ktorom sa zhromazduju a uchovavaju
data tykajice sa DNA profilovania, a to napriklad data o STR alebo SNP marke-
roch, na ucely trestného siidnictva a presadzovania prava. Hlavnym cielom tychto
databaz je identifikdcia donorov neznamych biologickych materidlov zanechanych
na miestach sivisejicich s trestnym c¢inom a identifikacia Tudskych pozostatkov.

Rozvoj forenznych DNA databaz zacal v roku 1994 s prichodom STR pro-
filovania zalozeného na multiplexnej PCR. [15] Poc¢nic Spojenym kralovstvom
v roku 1995, po ktorom nasledovali dalsie eurépske krajiny, boli tieto databazy
formované odlisnymi vnutrostatnymi pravnymi orgdnmi, ¢o viedlo k znacnym
rozdielom. Kritéria pridavania, uchovavania alebo odstranovania DNA profilov
sa v jednotlivych krajinach lisili, ¢o ovplyvnovalo struktiru a funkciu kazdej da-
tabazy.

Od tychto prvych forenznych DNA databaz sa kladie doraz na ich standardiza-
ciu. V stucasnosti sa o to eurépske krajiny usiluji v zaujme efektivnej cezhranicéne;j
spoluprace v oblasti trestného siudnictva napriklad prijatim spolo¢nych techno-
logickych noriem a eurdpskeho Standardného siboru (angl. European Standard

Set, ESS) markerov na DNA profilovanie. [12]

2.1.1 Referencny genéom

V stcasnosti je v kontexte forenznych DNA databaz referenény geném klicovy
pri budovani novych databaz zalozenych na sekvencnych polymorfizmoch DNA
(STR, SNP). Dne$né rutinne pouzivané databazy st zalozené na dlzkovych po-
lymorfizmoch STR lokusov. Referen¢ny geném poskytuje komplexnt informéciu,
s ktorou mozno porovnavat jednotlivé DNA profily. DNA zo vzoriek pochddzaju-
cich z miesta trestného ¢inu by mohli byt porovnavané s referencnym genémom
na urcenie Specifickych lokusov, ktoré su vypovedné pre identifikaciu.

Vdaka standardizovanému referenénému genému by tak forenzni analytici

mohli zabezpecit konzistentnost a presnost pri DNA profilovani. Tato standar-
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dizacia je nevyhnutnd na porovnavanie profilov DNA v réznych jurisdikcidch
a na zachovanie integrity medzinarodnych forenznych databaz. [11] Okrem toho
je referencny geném kltucovy pri rozliSovani medzi genetickymi odchylkami, ktoré
su relevantné pre overenie totoznosti, a tymi, ktoré by mohli odhalif citlivé lekar-
ske alebo biologické informaécie, ¢im sa zabezpeci, ze na forenzné ucely sa pouzija
len relevantné genetické markery.

V stcasnosti je v genomickom vyskume a v mnohych aplikdcidch, akou je
napriklad aj pomenovavanie STR sekvencii, najpouzivanejsim referenénym geno-
mom GRCh38. [23, 16] V porovnani so svojim predchodcom, GRCh37, poniika
mnozstvo vylepseni, akymi st napriklad oprava stoviek strukturalnych chyb, vy-
plnenie mnohych medzier a komplexnejsie zastipenie genetickej diverzity. Tieto
aktualizacie vyrazne zlepsili presnost celého radu genomickych analyz, umoznili
presnejsie mapovanie sekvencénych dat a ulah¢ili stidium komplexnych genomic-
kych oblasti, ktoré predtym neboli dobre charakterizované. Ziskanie novych po-
znatkov o referencnom genéme bolo umoznené najma vdaka pokroku v sekvenac-
nych technoldgiach, a to hlavne prostrednictvom technoldgie sekvenovania jedinej
molekuly DNA v redlnom case. [9] V dosledku pokroku technolégii bol identifiko-
vany velky pocet predtym nezistenych delecii a inzercii, a to aj v STR lokusoch, ¢o
poukazuje na zlozitost a dynamickt povahu ludského genému. Tieto nové zistenia
o variantach STR lokusov vytvaraju potencial pre presnejsie genetické analyzy
vratane forenznej DNA analyzy.

Konverzia SNP, teda proces prevodu pozicie a anotacie SNP, medzi dvoma
standardnymi verziami Tudského referenéného genomu, GRCh37 a GRChG38, nie
je bezchybna, pricom pri konverzii z GRChG38 na GRCh37 je tspesnost nizsia.
Preto verzia GRChG38 moze byt efektivnejsia pri identifikacii SNP, a odporica

sa jej pouzivanie na presnejsiu geneticku analyzu. [31]

2.1.2 Nomenklatira STR markerov

Univerzalne pomenovavanie komplexnych STR lokusov a ich sekvencii, ktoré
su pouzivané vo forenznej DNA analyze, je zlozité, a preto je potrebny stan-
dardizovany systém nomenklatiry. Samotné STR markery st dnes standardne

oznac¢ované jednoduchou nomenklatirou, a to napriklad D3S1358, kde pismeno

14



D znamena DNA, ¢islo 3 znamend 3. chromozoém, pismeno S znamena, ze ide
o jednu kopiu (angl. single copy), nie viacero képii, a ¢islo 1358 znamena, ze sa
lokus nachédza v oblasti 3. chromozému, ktord bola popisana ako 1358. v poradi.
[28] Markery, ktoré nespadaji do tejto nomenklattry, napriklad znamy marker
CSF1PO, st pomenované zvycajne podla génu, s ktorym st asociované, v tomto
pripade ide o gén kédujuci faktor stimulujici kolénie makrofagov (angl. Colony
Stimulating Factor 1, CSF1).

Jednotlivé sekvencie, ktoré sa mozu vyskytovat v tychto lokusoch, st ozna-
¢ované rdznymi sposobmi. Stretnutie pracovnej skupiny STRAND (Short Tan-
dem Repeat: Align, Name, Define), ktoré sa konalo v roku 2019 bolo zamerané
na nomenklatiru tychto STR sekvencii. [18] Medzi tc¢astnikmi bolo mnozZstvo
odbornikov z tejto oblasti, ktori diskutovali o réznych systémoch a pristupoch
k nomenklatire sekvencii. Cielom stretnutia bolo podporit informovanost a spo-
lupracu medzi tymi, ktori vyvijaju systémy nomenklatiry STR. Medzi hlavné
vysledky patrila zhoda o potrebnej minimalite kédu, ktory oznacuje konkrétnu
sekvenciu. Doslo k navrhu réznych metéd generovania tohto unikatneho kédu,
napriklad generovanie unikatneho 55-pismenového kodu z konkrétnej sekvencie
pomocou hesovacej funkcie. Tento unikatny kod sice jednoznacne identifikuje
sekvenciu, no sprostredkovava velmi malo informacii o samotnej sekvencii a jej
suvislosti s inymi sekvenénymi variantami daného lokusu. [23]

Na skompaktnenie repetitivnej oblasti retazca do opisného a ¢lovekom jedno-
ducho citatelného formatu slazia tzv. zatvorkované opakovania (angl. bracketed
repeats). V tomto formate je repeticia opakujica sa v repetitivnej oblasti sekven-
cie uvedenad v hranatych zatvorkach, za ktorymi nasleduje ¢islo urcujice pocet
opakovani tejto repeticie. Tento format vSsak moze byt neexaktny, ¢o moze viest
k nekompatibilnym pristupom medzi réznymi laboratéoriami pri ziskani dat, ktoré
v databaze doposial neboli ulozené, a to hlavne v pripade komplexnejsich loku-
sov. [18] Mnohé STR lokusy totiz nepozostavaju iba z jednoduchych repeticii, ale
obsahuju aj nekonsenzualne opakovania, ¢i este komplexnejsie struktury, podla
ktorych je mozné STR sekvencie kategorizovat tak, ako je uvedené nizsie. Ku kaz-
dej kategorii je uvedeny jeden priklad nomindlnej alely lokusov, ktorymi sa tato

praca zaobera. [19]
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e Jednoduché repeticie - TPOX:

[AATCIS

Jednoduché repeticie s nekonsenzualnymi sekvenciami - THO1:

[AATG]6 ATG [AATG]3

o Zlozené repeticie s nekonsenzualnymi repeticiami - vWA:

[TAGA]9 [CAGA]4 TAGA

o Komplexné sekvencie - D21S11:
[TCTA]4 [TCTG]6 [TCTA]3 TA [TCTA]3 TCA [TCTA]2 TCCA

TA [TCTAJ4

Dalsim vyznamnjm vystupom zo stretnutia pracovnej skupiny STRAND bolo
vyjadrenie potreby jednoznacne urcit suradnice pociatku a konca lokusu vzhla-
dom na referencny geném. Diskutovalo sa aj o potencidlnom referené¢nom genéme
specifickom pre forenznu analyzu. V probléme urcenia pociato¢nych a koncovych
suradnic STR lokusov sa rozoberali 4 moznosti, zndzornené aj na obrazku uvede-

nom nizsie, a to brat do tvahy:

« sutradnice maximalizujuce sekvenciu flanking oblasti vzhladom na konkrétne

potreby,

 suradnice, ktoré maximalizuju informativnost flanking oblasti, teda najma

vyskyt SNP a inzercii ¢i delecii v tychto oblastiach,

« minimdlny rozsah stradnic z ohranic¢ujicich oblasti (angl. flanking regions),

ktoré poskytuju jednoznacné ukoncenie repetitivnej oblasti,

« alebo iba repetitivnu oblast.
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2.1 Assay Specific
[ .c_ at | [TATC]n A:s,,A f'-'Tch;—a. &
TCI'GACCCATCTAA GCCTATCTGTATITACAAATACAT | [TATC]n ATC. ATCATCTATCTATCTT - (- TCTGTCTTTTIGGGCTG
2.2 Informative Universal “GCCTATCTGTATTTACAAATACAT | [TATC]n | ATC.ATCATCTATCTATCTT = -TCTGTCTTIT
23 Unambiguous Universal
2.4 Repeat Region Only

Obr. 2.1: Moznosti urcenia suradnic zaciatku a konca STR lokusu [15]

Pre jednotni nomenklatiru STR sekvencii je dolezity aj vyber referenéného
vlakna DNA. Sekvencie DNA si standardne ¢itané od 5’-konca k 3’-koncu, teda
v pripade volby opac¢ného vlakna, nez je standardné, déjde k ¢itaniu komplemen-
tarnej sekvencie. Obhajované je pouzivanie najcastejsie akceptovanej sekvencie

vo forenznej komunite. [19, 10]

Obr. 2.2: Zndzornenie komplementarity vldken DNA [71]

V kontexte jednotnosti dat je v sticasnosti vyznamnym medzindrodnym pro-
jektom projekt STRSeq, ktory je zamerany na katalogizaciu sekvencnej diverzity
v STR lokusoch, ktoré sa bezne pouzivaji pri forenznom profilovani DNA na iden-
tifikdciu Iudi. [17] Cielom tejto iniciativy, ktort schvalila komisia ISFG (Interna-

tional Society for Forensic Genetics), je spominand Standardizacia nomenklatiry
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alel STR lokusov pre zabezpecenie konzistentnosti a presnosti vo vsetkych forenz-
nych laboratéridch. Spojenim dat od styroch vyskumnych skupin (NIST, King’s
College London, University of North Texas Health Sciences Center a University
of Santiago de Compostela) sa v ramci projektu zhromazdili pociatoéné data
od 4612 os6b. Tieto data sa uchovavaju v zaznamoch GenBank, organizovanych
v ramci projektu BioProject v spolo¢nosti National Center for Biotechnology In-
formation (NCBI), ¢o ulahéuje pristup k informacidm o sekvencidch, anotdcidm
a ukazovatelom kvality. Projekt riesi potrebu forenznej komunity po Standardi-
zovanej nomenklatire sekvencii STR a jeho cielom je podporit budtice forenzné
aplikacie technologie sekvenovania DNA vratane kontroly kvality a analyzy frek-

vencie alel.

2.2 Austrian National DNA Database

Rakuska narodnda DNA databaza sekvencénych polymorfizmov STR lokusov
je projekt, ktory bol zalozeny v Rakusku v roku 1997 na vyskumné tucely. Novo
vyvijana databéaza sa totiz sustredi na sekvencéné polymorfizmy, ktoré v porov-
nani s dizkovymi polymorfizmami dnes zatial nie si rutinne vyuzivané. Vramci
tohto projektu bol uz v roku 1998 navrhnuty univerzalny principidlny model pre
dizajn nédrodnej DNA databézy. [35] Projekt bol zaintegrovany do existujiceho
forenzného laboratoria, ale bol pren vyvinuty novy systém narabania so vzorkami
a organizacie dat ziskanych z nich.

V stcasnosti databaza vyvinuta vramci tohto projektu obsahuje referencné
vzorky od 248 osob rakuskej statnej prislusnosti, ktoré boli predtym analyzované
pomocou konvencénych metdéd CE na genotypizaciu STR. VSetkych 248 bukalnych
sterov bolo ziskanych v silade s rakiskym rezimom ochrany osobnych udajov.
Vzorky boli ndhodne vybrané vykonnymi organmi Rakiskeho federalneho minis-
terstva vnutra (Austrian Federal Ministry of the Interior) podla kriterii, akymi
boli napriklad muzské pohlavie, rakiiska néarodnost a konkrétne miesta narode-
nia. Nové data ziskané z tychto vzoriek pomocou MPS boli generované za pouzitia

sekvenacnej kniznice PowerSeq 46GY kit. [22]
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Popis dat

Databéaza zahina data ziskané z analyzy 22 autozomalnych STR lokusov, 23
Y-STR lokusov, a amelogeninu. Je teda rozsirenim systémov ESS ¢i CODIS.

Autozomalne STR lokusy zahrnuté v databéaze si konkrétne tieto:

« D1S1656 o D7S820 « D16S539
« TPOX o D8S1179

e DI18S5H1
« D2S1338 e D10S1248
. D258441 . THOI » D195433
« D3S1358 « VWA . D21S11
« FGA « D12S391

e Penta D
o D5S818 « D13S317
« CSF1PO e Penta E « D2251045

Do tejto databazy boli zaintegrované technolégie MPS s cielom zvysit rozlise-
nie analyzy STR lokusov a zlepsit tak presnost genetickej identifikacie vo forenz-
nych aplikaciach v ramci rakaskeho pravneho systému. V ramci vyuzitia MPS
technologii bolo identifikovanych 25 novych sekvenénych variant z 15 réznych
analyzovanych markerov. Tieto varianty predtym neboli popisané ani v spomi-
nanom kataléogu STRSeq. Napriek velkej miere zhody medzi datami ziskanymi
pomocou CE a MPS, vysledky tejto studie preukazali potrebu jednotného sys-
tému nomenklatiry alel, ktory by bol rovnako pouzitelny pre obe technoldgie
a zarucil tak spatni kompatibilitu, ale zaroven by bol schopny vyuzit zvyseny
informacny obsah MPS. [22]

V ramci tejto prace boli data Austrian National DNA Database inspiraciou
pre usporiadanie dat z ceskej databazy CODISeq. Prave rakiska databaza bola
zvolena v dosledku geografickej aj pravnej blizkosti rakiskej a ceskej judikatury,
ktoré by v budicnosti mohli tieto databazy vyuzivat. Vystupom prace si okrem
iného aj tabulky vizualizujice data autozomalnych STR markerov, spolo¢nych

pre obe databazy, podobnym spdsobom ako vramci tohto raktaskeho projektu.
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2.3 Databaza CODISeq

Databéza CODISeq bola vyvinutd Kriminalistickym tstavom Policie Ceskej
republiky (KU PCR). CODISeq je ndzov pouzivany do¢asne pocas vyvojového
stadia databazy, kedze databaza zatial nie je oficidlnou databazou a slizi na vnu-
torné vyskumné ucely. Poskytuje rozhranie na databazovanie STR polymorfiz-
mov, ktoré sa vyuzivaji na urcenie pribuznosti osdéb vramci identifikacie nezna-
meho biologického materidlu. Databaza obsahuje data ziskané pomocou MPS,
ktoré rozsiruju spektrum bezne pouzivanych identifikacnych markerov v data-
baze CODIS. Aby teda mohla byt aj tdto databdza plne vyuzivand, je potrebné
zabezpecit ich vzajomni kompatibilitu.

Vstupné data do databazy CODISeq boli generované sekvenovanim za pouzitia
sekvenacnej kniznice ForenSeq. Tieto data boli nasledne spracované softvérom
UAS (Universal Analysis Software), ktory umoznuje generovat dva typy vystupov,

ktorymi su:
« analyza repetitivnej oblasti sekvencie

« analyza repetitivnej oblasti sekvencie a jej prilahlych oblasti (angl. flanking

regions)

Vacsina dat z databazy CODISeq je validovand porovnanim hodnoty nominal-
nej alely urc¢itého STR ziskanej pomocou MPS s hodnotou tejto nominalnej alely
ziskanej pomocou fragmentacnej analyzy na kapildrnej elektroforéze. V pripade
kompatibility oboch typov dat boli sekvencie ulozené do databazy.

Vramci tejto prace bolo k tymto datam pristupované pomocou rozhrania My-
SQL Workbench, pomocou ktorého bola databaza nainstalovand prostrednistvom
prislusnych skriptov sprostredkovanych KU PCR spustenych nad sibormi texto-
vého formatu comma separated value (CSV) obsahujicimi samotné data. Tieto
subory predstavujice jednotlivé tabulky databdzy obsahovali rozne data tyka-
juce sa autozomalnych aj gonozomalnych markerov, tato praca sa vsak sustredila

na tie autozomalne.
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Popis dat

Databaza CODISeq predstavuje vzorku populac¢nych dat ziskana z priblizne
500 ludi z ceskej populécie. Priblizne 400 profilov sa uz nachadzalo v databaze
CODIS a dalsich 100 bolo ziskanych analyzou biologického materidlu, konkrétne
slin, dobrovolnych darcov. V databaze sa nachadzaji data tykajtice sa 28 STR
markerov, pricom 1 marker je gonozomalny a 27 markerov je autozomalnych. Go-
nozomélnym markerom sliziacim na uréenie pohlavia je Amelogenin X/Y a au-

tozoméalne markery su:

« D1S1656 « D6S1043 o Penta E
« TPOX « D7S820 « D16S539
« D2S1338 « D8S1179 « D1751301
« D25S441 « DO9S1122 « D18S51
« D3S1358 « D10S1248 « D19S433
o D452408 « THO1 o D20S482
« FGA « VWA « D215S11
« D5S818 « D125391 e Penta D
« CSF1PO « D135317 o D2251045

Tabulky spajajtce tieto data umoznuju analyzu frekvencii jednotlivych alelic-
kych varidnt, ¢ uz dizkovych alebo sekvenénych. Zahfiiajt data ako pocty Iudi,
u ktorych boli pozorované urcité sekvencné varianty, a z toho vypocitané samotné
frekvencie jednotlivych sekven¢nych variant. Tieto tidaje st vyznamné pri analyze
pravdepodobnosti nahodnej zhody a v diskriminacnej analyze. Pravdepodobnost
nahodnej zhody urcitého DNA profilu predstavuje pravdepodobnost, Zze nadhodne
vybrany jedinec z populacie bude mat rovnaky DNA profil ako dany DNA profil.
Nizsia frekvencia sekvencnej varianty preto znamend vyssiu rozliSovaciu schop-
nost, kedze je menej Castd, a teda individualne identifikovatelnejsia.

Cielom prace je vyuzit tieto populacné data a zvysif tak droven prace s nimi
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— poskytnut lepsiu pristupnost, a to konkrétne transformaciou prislusnych dat
do kompatibilnejsieho formatu a vizualizdciou tychto dat, ktora je inSpirovana
rakiaskym projektom Austrian National DNA Database a ma poskytnuf jedno-

duchsiu interpretovatelnost dat nez povodné tabulky.

2.4 Buducnost forenznych DNA databaz

Uspech a rychle rozsirovanie forenznjch DNA databdz so sebou prindsa vyzvy,
ako je napriklad riziko vyssieho po¢tu ndhodnych zhod, teda falosnych zhdd dvoch
DNA profilov ¢isto ndhodou, v désledku velmi velkého poctu profilov, potreba
zlepsenia vykonu pre nové aplikacie, ako je identifikdcia nezvestnych osob ¢i hla-
danie pribuzenstva, a zvysenie snahy medzindrodného zdielania idajov. V identi-
fikacii nezvestnych osob pomocou medzinarodného porovnéavania pribuzenskych
vztahov na zaklade DNA je v sticasnosti priekopnikom databaza I-Familia a s hla-
danim pribuzenstva vo forenznom kontexte poméaha projekt GEDmatch PRO.
[25, 15]

Diskusia o vytvoreni univerzalnej DNA databazy pre organy ¢inné v trestnom
konani tiez prinasa niekolko vyhod a zaroven celi problémom. V sicasnosti st
na riesSenie trestnych c¢inov vyuzivané rozne statne, federdlne a sikromné gene-
tické databazy, pricom tomuto pristupu chyba komplexna regulacia. Univerzalna
databaza, ktord by zahifnala DNA o0sdb vsetkych krajin, by mohla zefektivnit
vysetrovanie, zvysit spravodlivost a potencidlne zabranit trestnej ¢innosti. Tento
navrh vsak vyvolava zavazné otazky tykajuce sa ochrany sikromia a etiky, kedze
komplexny charakter takejto databdzy by mohol viest k potencialnemu zneuzitiu

genetickych informacii. [20]
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3. Transformacia formatu dat

Tato kapitola popisuje transforméciu populaénych dat Ceskej republiky o STR
markeroch z CSV siiborov do univerzalneho formatu JavaScript Object Notation
(JSON) a ich néslednt vizualizaciu v tabulkdch formatu Microsoft Excel Spre-
adsheet (XLSX). Téato praktickd implementécia je inspirovana vizualizaciou ob-
dobnych dat vrameci raktuskeho projektu Austrian National DNA Database a zdo6-
raznuje tak vyznam kompatibility udajov naprie¢ databazami. Vizualizdcia vy-
uziva dnes casto pouzivanu nomenklatiru s pouzitim bracketed repeats. Tato
vizualizacia, ako aj format JSON poskytuje prehladnost a efektivnost analyzy

a interpretacie tychto dat.

3.1 Nastroje

Nizsie popisané skripty boli implementované v programovacom jazyku Python
s vynimkou prvého, ktory bol napisany v jazyku Structured Query Language

(SQL). Boli pouzité nasledujtice Python kniznice:
e pandas — na zakladné operacie s datami
e json — na pracu s JSON siborom
e re — na pracu s regularnymi vyrazmi
e pysam — na pracu so suborom formatu Variant Call Format (VCF)
e xlsxwriter — na zapisovanie dat do vystupnych Excel tabuliek
e math — na zlozitejsie matematické vypocty
e csv — na pracu s CSV stubormi

Pre spravny beh programu je potrebné tieto kniznice nainstalovat, napriklad
pomocou prikazu pip install pandas v prikazovom riadku. Podobne aj pre

ostatné kniznice.
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3.2 Proces transformacie dat

Uvedeny diagram znazornuje postup prace s datami pri ich prevode z CSV
tabuliek databazy CODISeq do jedného strukturovaného JSON suboru. Na vy-

konanie jednotlivych krokov boli vyvinuté jednotlivé skripty popisané nizsie.

Tabulky
databazy
CODISeq

spojenie dat Jeden stibor

vo formate CSV

) ) doplnenie
Tabulky databazy | rererencnych dat
Austrian National

DNA Database

Stbor vo forméte
JSON

Subor vo forméte oprauU

VCF s datami odhalenych
o SNP probléemov

Obr. 3.1: Diagram zndzornujici algoritmus transformdcie ddt

3.2.1 Stubor 0_join_tables.sql

Jednoduchy SQL skript spaja data z databazy CODISeq do jedného CSV
siboru pre lepsiu pracu s nimi. Pouziva jednoduchy JOIN dvoch tabuliek. Ta-
bulka marker_auto_strview obsahuje data o jednotlivych sekvenénych varian-
tach 27 autozomalnych markerov. Tabulka marker_auto_strview_flankingreg
obsahuje data o sekvenénych variantdach markerov spolu s ich flanking oblastami,
teda oblastami, ktoré ohranicuju repetitivnu oblast markera. Skript spaja tieto
dve tabulky, aby sa dalo s danymi datami pracovat naraz. Tieto dve tabulky
st spojené prostrednictvom stipca, ktory obsahuje samotni sekvenciu (v pripade
tabulky marker auto_strview ide iba o repetitivnu oblast, v pripade tabulky
marker _auto_strview_flankingreg ide o repetitivnu oblast spolu s flanking ob-
lastami). Sekvencia je reprezentovand ako retazec znakov, skript teda kazdej sek-
vencii z tabulky marker _auto_strview_flankingreg priraduje prislusny riadok
z tabulky marker_auto_strview, kde sa nachadza rovnaka repetitivna oblast.

V niekolko malo pripadoch vsak doslo k tomu, Ze sa zhodna repetitivna ob-

last nenasla, takze nebolo na zaklade ¢oho vyclenif prislusnu repetitivnu oblast
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od flanking oblasti, a preto doslo k vypadnutiu niektorych riadkov z tabulky
marker _auto_strview_flankingreg. Sposobilo to vSsak len malé odchylky, a to
konkrétne, Ze namiesto celkového suctu zdznamov, ktory by mal byt 420, je pri

uvedenych piatich markeroch tento sicet mensi.

D151656 | 418
D2S1338 | 419
D125391 | 415
D18S51 | 416
D21S11 | 419

3.2.2 Stubor 1_csv_to_json.py

Jednoduchy skript napisany v programovacom jazyku Python prevadza data
z forméatu CSV do forméatu JSON, pre ich univerzalitu, struktirovatelnost a lepsiu
pracu s nimi. Skript iteruje vsetkymi riadkami CSV stiboru a postupne z nich
ukladé data do JSON stiboru na prislusné miesta do JSON struktiry. Struktira
JSON stboru je nizsie popisana pomocou diagramov.

Kazdy marker je v JSON stibore ulozeny ako samostatny objekt pod vlastnym
nazvom, ktory ma potom ako atributy ¢islo chromozému chromosome (kedze sa
jedné len o autozomalne markery), ¢iselnt velkost repeticie STRlength (v tomto
pripade 3, 4 alebo 5), ¢iselnt suradnicu (podla referenéného genému GRCh38)
pociatku repetetivnej oblasti startCoordinate, zoznam repeticii repeats, ktoré
sa v referentnej sekvencii vyskytuji, referencni alelu referenceAllele a dizkové

varianty lengthVariants.
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chromosome

STRIength

startCoordinate

repeats

variantl

referenceAllele

> variant2

lengthVariants

Obr. 3.2: Struktira objektu reprezentujiiceho jeden STR marker

Referencna alela referenceAllele je samostatnym objektom, ktory ako ma
atributy pocet opakovani repeticii numberOfRepeats, sekvenciu sequence repre-
zentovanu ako retazec a flanking oblasti before a after tiez reprezentované ako
retazce. Tieto data su vSsak doplnené az dalsim skriptom, ktory je popisany v dal-

Sej sekcii.

numberOfRepeats

sequence

referenceAllele

Obr. 3.3: Struktira objektu reprezentujiceho referencnii alelu

Dizkové varianty lengthVariants su tvorené zoznamom jednotlivych varidnt,
pricom kazda varianta je samostatny objekt. Tento objekt méa ako atribut opét

pocet opakovani repeticii number0OfRepeats a zoznam jednotlivych sekvenénych
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variant sequenceVariants. Kazd4a sekvencnd varianta je opat samostatny objekt,
ktory méa ako atribity samotni sekvenciu sequence reprezentovanu refazcom,
pocet Tudi count, u ktorych bola tato varianta precitana, z nej vypocitanu frek-
venciu tejto varianty v populécii frequency a zoznam varidnt flanking oblasti

flankingRegionsVariants.

numberOfRepeats

length variant

Obr. 3.4 Struktira objektu reprezentujiceho jednu diZkovi variantu

Sequence

sequence variant )€

frequency variantl
flankingRegionVariants variant2

Obr. 3.5: Struktira objektu reprezentujiiceho jednu sekvencni variantu

V zozname variant flanking oblasti flankingRegionsVariants je opéif kazda
varianta samostatnym objektom, ktory ma ako atributy sekvencie before a after
reprezentované ako refazce, pocet Tudi count, u ktorych bola tato varianta preci-

tand a z tohto poc¢tu vypocitant frekvenciu tejto varianty v populacii frequency.
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flanking region
variant

beforeRsNumbers

afterRsMumbers

Obr. 3.6: Struktira objektu reprezentujiiceho jednu variantu flanking oblasti

3.2.3 Subor 2_xlsx_to_json.py

Jednoduchy Python skript ¢erpa data z tabulky Table S6 referenc¢nej rakiskej
databazy Austrian National DNA Database. Ide o atributy tykajtce sa samotnych
markerov, a to konkrétne o atributy chromosome, STR1length a startCoordinate,
a atribaty ich referencénych alel, a to konkrétne o atribity numberOfRepeats,
sequence, before a after, ktoré st do JSON stiboru ulozené na prislusné miesta.

Skript postupne prechadza tabulku v XLSX forméte a ¢ita z nej jednotlivé
referenc¢né sekvencia, podla toho, kde je v danej tabulke uvedené, zZe sa nachadza,
a to vzdy v riadku ozna¢enom Reference sequence. Vyclenenie repetitivnej oblasti
od flanking oblasti sa deje na zaklade detekcie ¢isla 1 pri zaciatku repetitivnej
oblasti. Toto ¢islo oznacuje prvi repeticiu. Odtial pochadza aj pociatoc¢na siurad-
nica repetitivnej oblasti. Dizka repeticie je potom uréens ako vzdialenost tohto
¢isla 1 od ¢isla 2, teda od oznacenia najblizsej repeticie.

Kedze v databiaze CODISeq je o 5 markerov viac nez v Austrian National

DNA Database, v JSON stibore je referencné alela uvedend pri 22 z 27 markerov.
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3.2.4 Stubor 3_fix_problems.py

Pri praci s datami doslo k odhaleniu viacerych problémov, ktoré tento skript
riesi. Okrem toho skript napliia zoznam repeats, ktory je atribitom referenénej
alely kazdého markera. Deje sa to na tomto mieste, pretoze v niektorych pri-
padoch bolo potrebné manudalne porovnanie repetitivnej sekvencie s databazami
a pevna uprava tohto zoznamu. Napriklad marker D21S11 ma vynimocne va-
riabilnd sekvenciu, a tak sa pri automatickom vytvarani zoznamu repeats don
dostali aj repeticie, ktoré nie st povazované za bezné v tomto lokuse. [13]

Pri praci s povodnymi datami databazy CODISeq doslo k zisteniu, ze da-
tabdza Austrian National DNA Database sa s databazou CODISeq nezhoduje
pri niektorych markeroch vo vldkne DNA, z ktorého je sekvencia ¢itana. Skript
zjednocuje vldkno, z ktorého je DNA c¢itana, tak, aby pre kazdy marker bolo pou-
zité rovnaké vlakno v CODISeq aj Austrian National DNA Database. Prechadza
jednotlivymi sekvenénymi variantami alel markrov z CODISeq, pri ktorych bola
manualne zistend nezhoda, a meni ich sekvenciu na komplementarnu. Konkrétne
islo o tychto 9 markerov: D1S1656, D251338, FGA, D5S818, CSF1PO, D7S820,
vWA, PentaE, D195433.

Okrem toho doslo k zisteniu, ze 9 markerov z databazy CODISeq ma ne-
spravne oddelené flanking oblasti. O 5-flanking oblast ide v tychto 5 pripadoch:
D1S1656, D5S818, D7S820, PentaD, vWA. O 3’-flanking oblast ide v tychto 4 pri-
padoch: D13S317, D18S51, D195433, D21S11. Pravdepodobne doslo k nesprav-
nemu vycleneniu repetitivnej oblasti od flanking oblasti pocas vytvarania data-
bazy CODISeq. V tychto 9 pripadoch je repetitivna oblast dlhsia nez ma byt,
pretoze je v nej zahrnutd aj cast flanking oblasti. Skript 3_fix_problems.py od-
deluje cast, ktora je v repetitivnej oblasti navyse a priraduje ju k flanking oblasti
kde, naopak, tato cast chyba. V pripade markera D195433 sa nepodarilo vyclenit
repetitivnu oblast spravne v dosledku chyb v povodnych datach. V tychto sekven-
ciach sa pravdepodobne nachadzaju inzercie ¢i delecie, ktoré vsak v pévodnych
datach neboli nijakym sposobom popisané, a tak sa vyclenenie repetitivnej ob-
lasti nemalo o ¢o opriet. Tento problém bol odhaleny pri vizualizacii dat, ked sa
zarovnanie tychto sekvencii ukazalo ako chybné aj po snahe o spravne vyclenenie

repetitivnej oblasti. V dosledku tohto bol marker D195433 z procesovania dat
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vynechany a vo vizualizacii je teda 21 markerov.

V pripade markeru PentaE nedoslo k spravnemu precitaniu jeho refencnej
sekvencie. Konkrétne nedoslo k vycleneniu repetitivnej oblasti od flanking ob-
lasti, pretoze v referencnej databiaze Austrian National DNA Database chybalo
oznacenie prvej repeticie ¢islom 1. Bolo teda potrebné manualne identifikovat re-
petitivnu oblast a vyclenit ju od flanking oblasti rovnako ako napevno nastavit
atributy chromosome, STRlength a startCoordinate.

Dalej boli pomocou tohto skriptu poupravené rozsahy sekvencii flanking ob-
lasti referencnych alel. KedZze ziskavanie dat uvedenych v referencnej rakuskej
databaze Austrian National DNA Database sa pochopitelne lisilo od ziskavania
dat uvedenych v ceskej databaze CODISeq, flanking oblasti boli precitané vzdy
do roznej dizky. Tento skript zjednocuje ich dizky, a to v tom zmysle, Ze ak refe-
rencna alela mala flanking oblasti dlhsie, nez alelické varianty z databazy CODI-
Seq, tak boli referencné sekvencie skratené, pretoze pre tucely databazy CODISeq
boli zbytocne pridlhé. Tento problém bol velmi c¢asty. Naopak, ak boli sekvencie
flanking oblasti v datach CODISeq dlhsie nez referencné, doslo k ich skrateniu,
pretoze by ich nebolo s ¢im porovnavat. V tomto pripade by pravdepodobne bolo
lepsie rozsirit referenént sekvenciu pomocou inej databazy, no kedze islo o pri-
pad velmi vynimoc¢ny, tak bol zvoleny tento pristup. Konkrétne bola skratend iba
sekvencia markeru D2251045 o 6 nukleotidov a sekvencia markeru PentaD o 5
nukleotidov, ¢o je dokopy v porovnani s datami obsiahnutymi v celej databéze

zanedbatelné.

3.2.5 Subor 4_rs_to_json.py

Tento skript napisany tiez v programovacom jazyku Python dopliia JSON
stbor o dalsie dolezité data, a to konkrétne o Reference SNP cluster ID (rs) cisla,
teda oznacenia jednotlivych SNP vo flanking oblastiach. Tento skript prechadza
vsetky varianty flanking oblasti pre kazdy marker nachadzajici sa v JSON stibore
a porovnava ich s referenc¢nou sekvenciou. Ak je na nejakom mieste odhaleny SNP,
podla koordinéty tohto nukleotidu v referen¢nom genéme GRCh38 a prislusného
¢isla chromozému je mu vyhladané unikatne prislusné rs ¢islo.

Toto rs ¢islo je vyhladané v siibore 00-common_all.vcf formatu VCF, ktory
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bol stiahnuty z databazy NCBI prostrednictvom prikazového riadku. Tento st-
bor obsahuje vsetky aktualne existujice rs ¢isla pre doteraz identifikované SNP
v Tudskom genéme. Vzhladom na velkost tychto dat by do budicna bolo vhodné
nahradif stahovanie tohto siiboru priamym vyhladavanim rs ¢isel v online data-
baze. Pri pokuse o tento pristup vsSak niektorym SNP bolo priradené viac nez
jedno rs ¢islo (to mohlo byt sposobené napriklad tym, ze databazy obsahuju aj
starsie oznac¢enia SNP), naproti comu VCF subor zabezpecuje unikatnost rs ¢isel.

Identifikdtory SNP st do JSON suboru ukladané spolu s indexom prislus-
nych SNP vramci flanking oblasti pre dalsiu pracu s tymito datami. V niekol-
kych pripadoch vsak nebolo rs ¢islo ndjdené vobec. V tychto pripadoch ide bud
o nespravne osekvenovanie sekvencii pri vytvarani primarnych dat (to je pravde-
podobné najmé pri sekvencénych variantéch, kde doslo k nizkemu poctu ¢itani),
alebo sa moze skutocne jednat o novo objavené SNP. To si vSak vyzaduje dalSie
preverenie a pripadné nasledné nahranie tychto pozicii do online databéz, ktoré
tieto data spravuju, aby im bolo priradené nové rs ¢islo. Indexy tychto SNP boli
do JSON stboru ulozené aj napriek chybajicemu rs ¢islu, aby mohli byt neskor

vizualizované.

3.3 Vizualizacia dat

Dalsim cielom prace bolo data vizualizovat dvoma spoésobmi. Prvy spdsob sa
riadi vizualizaciou dat v tabulke Table S1 rakiskej databazy Austrian National
DNA Database. Doraz sa kladie na prehladnost jednotlivych sekvenénych variant,

a to hlavne v dvoch aspektoch:

e SNP polymorfizmy st vyznacené cerveno a prislusné rs ¢isla st uvedené

v samostatnom stipci.

» Sekvencia repetitivnej oblasti je uvedend v univerzalnej zatvorkovej notacii.

Druha vizualizacia sa riadi vizualizaciou dat v tabulke Table S6 rakiiskej
databazy Austrian National DNA Database. Doraz sa kladie na prehladnost jed-
notlivych sekvencénych variant v stuvislosti s referenc¢nou alelou. Sekvencie st uve-
dené po jednotlivych nukleotidoch a tie st farebne odliSené pre lepsiu viditelnost

sekvenénych variant a SNP vo flanking oblastiach.

31



Diagram znazornuje proces vizualizacie dat dvoma uvedenymi sposobmi s vy-
uzitim prevodu dat do jednoduchych CSV siiborov pred samotnou formatovanou
vizualizaciou v tabulkach. Na vykonanie jednotlivych krokov boli vyvinuté jed-

notlivé skripty popisané nizsie.

csv

Tabulky vo formate
XLSX

Subor vo formate
JSON

Stibor vo forméte
csv

Obr. 3.7: Diagram zndzornujici algoritmus vizualizdcie dat

3.3.1 subor 5_tablel_vis_prep.py

Skript prevadza data z JSON siboru do CSV stboru, ktory slazi ako priprava
na vyslednu vizualizaciu. Uz v tomto subore si vsak sekvencie prehladne zapi-
sané v notacii s pouzitim bracket repeats. Tento skript je od finalnej vizualizacie
oddeleny preto, aby bolo mozné déata zobrazit aj bez akéhokolvek Specidlneho

forméatovania a potrebného softvéru, pripadne s nimi dalej pracovat.

3.3.2 subor 6_table2_vis_prep.py

Skript, ktory opat sltzi na pripravu dat pred samotnou vizualizadciou, tiez
cerpa data z JSON suboru a ukladé ich do CSV siboru, aby mohli byt tieto data
zobrazené bez akéhokolvek formatovania. Sekvencie st ukladané po jednotlivych
nukleotidoch, pre lepsiu viditelnost polymorfizmov. Zobrazené su tiez referencéné
sekvencie, koordinaty z referen¢ného genému GRCh38 a ¢iselné vzdialenosti jed-

notlivych nukleotidov vo flanking oblastiach od repetitivnej oblasti.
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3.3.3 subor 7_visualize.py

Tento skript prevadza data z dvoch pripravnych CSV siborov do findlnej
Excel tabulky, teda do siboru formatu XLSX, s dvoma harkami. Ide prevazne
o kopirovanie jednotlivych hodnét a ich formatovanie do vizualne prijemnejsej
podoby.

V prvom harku je ddlezité najmé zvyraznenie SNP vo flanking oblastiach cer-
venym podciarknutym pismom, pouzitie fontu Courier New na zarovnanie jed-
notlivych sekvencii a nastavenie sirky jednotlivych stipcov tak, aby boli vietky
udaje viditelné.

V druhom harku je dolezité formétovanie jednotlivych pismen reprezentuji-
cich nukleotidy. Tie st podfarbované jednou z prislichajicich styroch farieb. Toto
poskytuje prehladnost dat a jednoduchii rozoznatelnost SNP. Dalej st forméto-
vané stlpce a riadky tak, aby boli dostatocne Siroké & vysoké, aby vietky hodnoty,
ktoré obsahuju, boli viditelné celé.

Pri vizualizacii dat boli odhalené dalsie komplikacie, ktoré by bolo dobré v bu-
dicnosti zlepsit. V prvom rade ide o dve identifikované inzercie, ktoré v povod-
nych datach neboli nijakym spésobom popisané. Prva inzercia bola identifikovana
v 5’-flanking oblasti varianty nominalnej alely 9.1 markeru D75820 a druha v 3’-
flanking oblasti jednej z variant nominalnej alely 24 markeru FGA. V druhom
rade ide o neoptiméalne zarovnanie sekvencii, a to v pripade dvoch vysoko kom-

plexnych markerov FGA a D21S11.

3.4 Spustenie programu

Na spustenie skriptov je potrebné naklonovat GitHub repozitar, ku ktorému
vedie QR kéd uvedeny v prilohe A. V tomto repozitari sa vSak nenachidzaju
povodné data, pretoze tie nemozu byt verejne pristupné.

Pred samotnou transformaciou formatu dat a ich vizualizaciou je potrebné
stiahnuf spominany VCF sibor obsahujuci rs ¢isla. Na to slazi skript get_vcf . sh,

takze stac¢i v GitHub repozitari spustit nasledujtci prikaz v prikazovom riadku:

$ ./code/get_vcf.sh
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Na transforméciu formatu dat je mozné spustif Styri skripty popisané vyssie,
a to priamo pomocou skriptu transform_data. sh, ktory ich spista v potrebnom

poradi. Staci teda v GitHub repozitari spustif nasledujtci prikaz:
$ ./code/transform data.sh

Na vizualizaciu dat je mozné spustit tri skripty popisané vyssie, a to priamo
pomocou skriptu visualize. sh, ktory ich sptsta v potrebnom poradi. Staci teda

v GitHub repozitari spustit nasledujtici prikaz:
$ ./code/visualize.sh

Tieto skripty sa staraju aj o pripadné mazanie existujicich vystupnych sui-
borov pred sptustanim Python skriptov. Vystupné siibory, teda subor vo formate
JSON transformed_data.json a tabulky vo formate XLSX Tables.xlsx sa

potom nachadzaji v adresari data/output.

3.5 Vysledky

Hlavnym vystupom tejto prace su subory formatu JSON a XLSX a samotné
skripty vyvinuté na pracu s tymito datami.

Stubor transformed_data. json poskytuje univerzalne rozhranie pre budicu
statisticku analyzy alebo dalsie formy vizualizaci. Tento stibor je navrhnuty tak,
aby bol jednoducho rozsiritelny a kompatibilny s réznymi analytickymi néstrojmi
a poskytoval flexibilitu v pristupe k datam.

Subor Tables.x1lsx obsahujuci dva harky s rozliSnymi sposobmi vizualizacie
dat je zamerany na poskytnutie intuitivnej a pristupnej vizualizacie dat, ktora
ulahc¢uje analyzu a interpretaciu sekvenénych variant STR lokusov v ceskej po-
pulécii. Je to prakticky nastroj, ktory by mohol sluzit Kriminalistickému tstavu
PCR na jednoduchsiu analyzu a intepretaciu dat.

Okrem toho st skripty, ktoré boli vyvinuté a pouzité pre transformaciu dat,
manipulaciu s nimi a ich vizualizaciu, dolezitou sucastou vysledkov tejto prace.
Tieto skripty predstavuju rozhranie, ktoré by mohlo sluzit ako nastroj na efek-
tivnu pracu s datami o STR markeroch po dalsom rozsireni ¢i adaptacii na spra-

covanie konkrétnych podobnych datovych siborov.
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Zaver

Cielom tejto prace bolo navrhnut efektivnejSiu organizéciu a jednoduchsiu
spravu dat DNA polymorfizmov, konkrétne STR markerov, ktoré sa klicové pre
identifikdciu os6b vo forenznej DNA analyze. Prica sa sustredila na transfor-
méciu existujiicich populaénych dat Ceskej republiky do formatu, ktory je dnes
siroko pouzivany a mohol by byt kompatibilny so sticasnymi forenznymi DNA
databazami. Implementovana transformécia dat zo siborov formatu CSV do su-
boru formatu JSON a néaslednd vizualizacia dat inspirovana projektom Austrian
National DNA Database, by mohli umoznit lepsiu interpretovatelnost a analyzo-
vatelnost dat.

V préci bolo narabané so sekvenénymi variantami STR, polymorfizmov, teda
s datami, ktoré dnes zatial nie si rutinne vyuzivané. Tieto data boli ziskané
na Kriminalistickom tstave Policie Ceskej republiky pomocou metéd masivneho
paralelného sekvenovania, ktoré sa v stucastnosti stava dominantnym pri akom-
kolvek ziskavani dat z DNA sekvencii. Praca sa teda opiera o moderné metédy
stucasnej vedy a prispieva k nej jej vystupmi.

Pri praci s datami bolo odhalenych niekolko problémov, ktoré pravdepodobne
suviseli s generovanim primarnych dat pomocou masivneho paralelného sekveno-
vania a ich néslednej spravy. Pripadné rozsirenie tejto prace by malo spocivat
v opraveni chyb, ktoré vramci prace opravené neboli. Ide hlavne o popisanie
dvoch identifikovanych inzercii a o optimalizaciu zarovnania sekvencii vo vizuali-
zacii v pripade vysoko komplexnych markerov.

Ciele prace boli v zadsade naplnené. Data boli dspesne pretransformované
do pristupnejsieho formatu, vytvorena vizualizacia by mohla slizit na skutoénu
datovi analyzu a skripty by po mensich tpravach ¢i rozsireniach mohli sluzit
na dalsiu manipuldciu s podobnymi datami a potencialne tak pomoct v tejto

oblasti vyskumu na Kriminalistickom tistave Policie Ceskej republiky.
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Zoznam pouzitych skratiek

DNA - Deoxyribonucleic Acid (deoxyribonukleova kyselina)

SNP - Single Nucleotide Polymorphism (jednonukleotidové polymorfizmy)
STR - Short Tandem Repeats (kratke tandemové repeticie)

CODIS - Combined DNA Index System

FBI - Federal Bureau of Investigation (Federalny tirad pre vySetrovanie)
PCR - Polymerase Chain Reaction (polymerazova retazova reakcia)

RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism (polymorfizmus diiky res-

trikénych fragmentov)

CE - Capillary Electrophoresis (kapilarna elektroforéza)

LCN - Low Copy Number (nizky pocet kdpii)

NGS - Next Generation Sequencing (sekvenovanie novej generécie)
MPS - Massive Parallel Sequencing (masivne paralelné sekvenovanie)
WGA - Whole Genome Amplification (celogenémovéa amplifikdcia)
FDP - Forensic DNA Phenotyping (DNA fenotypovanie)

ESS - European Standard Set

KU PCR - Kriminalisticky tstav Policie Ceské republiky
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NCBI - National Center for Biotechnology Information

CSV - Comma-separated Values

JSON - JavaScript Object Notation

XLSX - Microsoft Excel Spreadsheet

SQL - Structured Query Language

rs - Reference SNP cluster ID

VCF - Variant Call Format
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A. Priloha A

A.1 Zdrojové kédy

V GitHub repozitari dostupnom pod QR kédom uvedenom nizsie alebo na
adrese https://github.com/Lujzad44/str-markers-data-processing su dos-
tupné zdrojové kody potrebné pre procesovanie dat ako prevedenie formatu c¢i

vizualizacia.

Obr. A.1: QR kéd veduci ku GitHub repozitdru obsahujicemu skripty potrebné pre

pracu s datami STR markerov
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