PREHLEDOVY
CLANEK

Moznosti molekularné genetického stanoveni
véku jednotlivce z biologickych stop

Marie Korabecna
Ustav biologie a lékafské genetiky 1. lékarské fakulty UK a Vseobecné fakultni nemocnice, Praha

SOUHRN

Vyuziti molekularné genetickych metod pro analyzu biologickych stop je ,zlatym standardem” pfi individualni identifikaci jejich plvodci. Bez moznosti po-
rovnat geneticky profil stopy s profilem kontrolniho vzorku jejiho potencionalniho pivodce vsak tato analyza neposkytuje voditka pro dalsi smér vysetiovani.
Zajimavym Udajem pro vysetiovatele by mohl byt napriklad vék plvodce stopy. V prehledu jsou diskutovany soucasné metodické moznosti a jejich vystupy
smérujici k ur¢eni tohoto udaje.
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Possibilities of molecular genetic determination of age of an individual from biological traces

SUMMARY

Application of molecular genetic methods during the examination of biological traces is irreplaceable for individual identification of their originators. However,
this analysis does not provide any clues for further investigation without the possibility to compare the genetic profile of the examined trace with the profile
of its potential originator. The age of a searched person represents an important entry for investigators. In this review, the recent methodical molecular genetic
approaches are discussed with regards to their practical outputs leading to the estimation of biological age of an individual. The length of telomeric sequences
and their attritions correlating with increasing age seemed to be very promising marker if they have been examined using Southern blot analysis. This method
is not suitable for forensic casework due to the need of high amounts of DNA input. Recent methods based on quantitative polymerase chain reaction (QPCR)
are applicable on samples with minimal DNA concentrations but they provide inconclusive results with regard to the age estimation based on the length of
telomeres. Therefore novel methodical approaches were developed. Application of methods based on the examination of deletions in mitochondrial DNA, on
the presence of transcripts of gamma hemoglobins or on the quantification of byproducts of somatic rearrangements of genes for T-cell receptors is restricted
to special types of biological traces. The age dependent methylation of specific nucleotides in selected gene sequences seems to be the only promising uni-
versal marker.
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Aplikace molekuldrné genetickych metod pfi vySetfovani
biologickych stop je nezastupitelna s ohledem na individualni
identifikaci jednotlivce, ktery tyto stopy zanechal. Bez moznosti
porovnat geneticky profil ziskany ze stopy s profilem kontrol-
niho vzorku jejiho potencidlniho plvodce vsak molekularné
genetickd analyza neposkytuje Zddnda voditka pro dalsi smér
vysetfovani. Prakticky zajimavym udajem pro vySetfovatele je

které se po rozpracovani a validaci na vzorcich z terénu mohou
stat zdrojem cennych Udajd pro vysetrovani trestnych ¢ind.

PREHLED QOSAVAI?NiCH METOD
A JEJICH VYSLEDKU

napfiklad vék pGvodce stopy.

V nasledujicim pfehledu budou rozebrany jednotlivé metodic-
ké pfistupy a jejich potencidlni praktické vystupy smétujici k urce-
ni véku jednotlivce na zékladé molekularné genetického vysetre-
ni biologické stopy, kterou zanechal. Vyzkum na tomto poli zatim
nevyustil v zddnou obecné aplikovatelnou metodiku s jedno-
znac¢nou interpretaci, presto bylo dosazeno nadéjnych vysledkd,
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Urceni délky telomér

Velké nadéje byly vkladany do stanoveni délky telomer jako
nastroje pro odhad véku puavodce stopy. Telomery jsou sek-
vence DNA nachdzejici se na koncich chromozémd, které pfi-
tomnost téchto sekvenci chrani pred zkracovanim v dasledku
zpUsobu fungovani replikace DNA v kazdém bunécném déleni
(1). Pfi narozeni maji telomery délku 15 az 20 tisic parQ bazi, pfi-
¢emz tato repetetivni sekvence vznika opakovanim zakladniho
sekvencniho motivu TTAGGG. BEhem bunécného déleni v sou-
vislosti s duplikaci chromozému viak mechanismus replikace
DNA neni schopen prostfednictvim DNA polymerdzy replikovat
konce opozdujicich se fetézc(l, ¢imz dochazi v pribéhu starnu-
ti ke zkracovani vyse popsanych vysoce repetetivnich sekvenci
telomer. Konce chromozém jsou pfitomnosti dostatecného
poctu nekdédujicich repetetivnich sekvencnich jednotek takto
chrédnény pred ztrdtami kdédujicich sekvenci. Buriky jsou vsak
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schopny se aktivné branit zkracovani telomer dvéma dosud po-
znanymi mechanismy- prostfednictvim prodluzovani telomer
za pomoci enzymu telomerazy, ktery je reverzni transkriptazou,
nebo mechanismem vyuzivajicim homologni rekombinace (tzv.
mechanismus ALT - Alternative Lenghtening of Telomere) (1).

Pokusy o nalezeni korelace mezi délkou telomer a biologickym
vékem jedince pfinesly rozporuplné vysledky (2). Ve studii Tsu-
ji et al. (3) byla nalezena korelace mezi délkou telomer a vékem
jedince (R*= 0.692) pfi vysetfeni 60 individui a aplikaci metody
Southern blotu se sondou hybridizujici k repetetivni sekvenci
telomery. Dalsi studie provedené touto metodou tuto korelaci
potvrdily (4,5). Ackoliv metoda Southern blotu umoziuje zachy-
tit Sirokou variabilitu délky telomer v ramci jednoho vzorku, jeji
praktické provedeni je zdlouhavé a vyZaduje vétsi vstupni mnoz-
stvi materialu, v praxi ¢asto nedostupného. Z téchto davodi
doslo k metodickému posunu smérem ke kvantifikaci zalozené
na vyuziti polymerazové fetézové reakce v redlném case (qPCR),
kterd je pro forenzni genetiku vhodnd zejména tim, Ze funguje
s velmi nizkymi vstupnimi koncentracemi DNA odpovidajicim né-
kolika burikdm. Metodiky publikované Cawthonem (6,7) zjistuji
pomér mezi mnozstvim telomerické repetetivni sekvence a sek-
vence unikatniho genu, kterd je v genomu kazdé burky pfitomna
pouze ve dvou kopiich. Tento pomér odpovida priimérné délce
telomer ve vzorku. Studie takto provadéné vsak nasly nizkou (8)
nebo Zadnou korelaci (9,10) mezi primérnou délkou telomer
a vékem jedince. Neuspésné byly rovnéz pokusy o nalezeni za-
vislosti mezi délkou telomer a vékem jedince pomoci modifikace
gPCR metody pracujici s TagMan technologii ¢i pomoci metody
STELA (Single Telomere Length Analysis) zaméfené selektivné na
urceni délky telomer pohlavnich chromozém (2).

Dalsi studie prokézaly za vyuziti metody Southern blotu roz-
dilnou délku telomer a rychlost jejich zkracovani v rliznych tka-
nich véetné individualni specificity téchto parametr( (10,11).

Zajimavé vysledky pfineslo studium délky telomer u spermii,
kde bylo metodou Southern blotu prokdzano, Zze spermie star-
Sich muzd (nad 50 let) nesou delsi telomery nez spermie muz(
mladych (pod 30 let) (12). S timto faktem koresponduje skutec-
nost, ze u potomk starsich muzd byly nalezeny delsi telomery
u novorozenct (13). Dalsi osud telomer novorozence vsak kro-
mé jeho pohlavi - u Zen je zkracovani pomalejsi (4) — zalezi na
celé radé fyziologickych (fungovani regulacnich drah) i patolo-
gickych (napt. oxidativni stres) faktorech rizné se projevujicich
v zavislosti na typu tkané (2).

Ackoliv délka telomer a jeji zkracovani v zavislosti na stou-
pajicim véku byla s ohledem na moZnosti ureni stafi jedince
z biologické stopy ve forenzni genetice pomérné intenzivné
zkoumdna, recentni poznatky naznacuji, ze vzhledem ke kom-
plexnosti celého fenoménu, bude potfeba hledat vhodné mo-
lekuldrni markery k uréeni véku genetickou analyzou v jinych
oblastech genomu, eventuelné transkriptomu ¢i metylomu.

Detekce delece v mitochondrialni DNA

Vzhledem k abundanci mitochondrii v burikdch a mnoZstvi
cirkuldrnich mitochondridlnich DNA (mtDNA) v kazdé z nich
by nalezeni markeru vhodného k urceni véku jedince na urov-
ni analyzy mtDNA bylo pro forenzni genetiku velkym piinosem
umoznujicim zkoumat i stopy obsahujici limitni mnozstvi gene-
tického materidlu. V pribéhu oxidativni fosforylace v mitochon-
driich se az 0,2% kysliku uvolfiuje ve formé volnych radikalt po-
$kozujicich v matrix mitochondrie pfitomné molekuly mtDNA.
Kvantifikace molekul mtDNA nesoucich deleci o rozsahu 4977
bp metodou gPCR se jevila v tomto ohledu jako velmi nadéjny
marker (14), dalsi studie autorského tymu vsak nalezly korela-
ce jen u tkani, které se bézné nevyskytuji jako biologické stopy
(svalstvo, mozkova tkan). V bunkéch periferni krve nebyla nale-
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zena korelace mezi zvysenym vyskytem této delece v mtDNA
a vyssim vékem jedince (14).

Priikaz transkriptt gamma hemoglobinti

Metoda zalozena na prikazu pritomnosti transkriptd gent pro
gamma hemoglobiny (HBG1n1, HBG1n2, HBG2n2 a HBG2n3)
slouzi k prikazu krve novorozence ve véku do 4 mésicd (15).
Metoda zalozZena na priikazu transkriptd specifickych gend sice
zarovent umoznuje urcit charakter vzorku (tj. odlisit krev novo-
rozence od krve starsiho jedince ¢i menstruacni krve), ma viak
velmi omezené spektrum praktického vyuziti.

Detekce produkti somatické rekombinace odehravajici se
v T-lymfocytech

Metoda vykazujici velmi dobrou korelaci s vékem jedince (R?=
0,835) je zalozena na detekci cirkularnich produktt somatické
rekombinace probihajici v T-bunkach pf¥i somatickych prestav-
bach v genech pro receptory T-bunék (TCR). Se vzrlstajicim
vékem se snizuje frekvence téchto prestaveb a tim i frekvence
jejich vedlejsich cirkularnich produktt vzniklych excizi (sjTRECs
- signal joint TCR Excision Circles), které je mozné kvantifikovat
metodou gPCR ve spojeni s TagMan technologii (16).

Elegantni metoda je dostatecné senzitivni, postacuje 5 ng
vstupni DNA. Predikéni model zaloZzeny na této metodé funguje
uspokojivé - s AUC (Area Under Curve) az 0.97. Hlavni nevyho-
dou tohoto pristupu vsak zlstava jeho omezeni na biologické
vzorky obsahujici T-bunky, tudiz jej neni mozné aplikovat na sto-
py epitelidiniho plvodu nebo sperma. Dalsi faktory (etnicita, fy-
ziologické a patologické stavy) zatim nebyly ve vztahu k tomuto
metodickému pfistupu urceni véku plivodce stopy zkoumany.

Stanoveni stupné metylace specifickych promotort

V prabéhu diferenciace tkani i starnuti dochazi rovnéz ke
zménam epigenetickym, znacna pozornost je vénovana v tom-
to ohledu zejména metylaci DNA. Metylaci DNA je do zna¢né
miry ovliviiovana aktivita genovych promotord, pficemz vyssi
stupen metylace je zpravidla spojovéan s transkripénim umlce-
nim doty¢ného genu.

Nové pfistupy zaloZené na arrayovych technologiich dovoluji
vysetteni obrovského poctu sekvenci v jednom experimentu.
Naptfiklad lllumina Human Methylation Microarray poskytne
vysledek informujici o metylaci 27 578 CpG dinukleotidd umis-
ténych celkem ve vice nez 14 000 lidskych genech. Tato techno-
logie byla aplikovana s cilem nalezeni specifického metyla¢niho
vzoru korelujiciho s vékem jedince napfic riiznymi tkanémi. Boc-
klandt et al. (17) se zaméfil na studium 34 par0 jednovajecnych
dvojcat, kterd jsou vzhledem ke své genetické (a v okamziku na-
rozeni i epigenetické identité) pro tento typ vyzkumu obzvlasté
vhodna. Vék dvojcat se pohyboval mezi 21 a 55 lety, zkouma-
ny byly vzorky jejich slin. Ukazalo se, Ze s postupujicim vékem
dobfte koreluji zmény metylace v genech EDARADD, TOMATL1
a NPTX2. Byl vytvoren regresni model se schopnosti predikovat
vék jedince s pfesnosti 5,2 roku.

Nejen na vyse uvedenou studii navazala prace némeckych au-
torl (18) hledajici tzv. ,Epigenetic-Aging-Signature” pouzitelny
k predikci véku nezavisle na typu zkoumané tkané. Tento epige-
neticky podpis souvisejici s vékem jednotlivce se skute¢né pfi
porovnavani rlznych typl tkani véetné forenzné relevantnich
podafilo najit - obsahuje 5 CpG dinukleotidl lokalizovanych
v genech NPTX2, TRIM58, GRIA 2, KCNQ1DN a BIRC4BP. Model
zaloZeny pouze na tfech diferencialné metylovanych pozicich
v genech KCNQ1DN, NPTX2 a GRIA2 vedl k prdmérné presnosti
pfi odhadu véku * 11,4 roku (R>= 0.74). Hlavni pfednosti této
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studie je ovéreni fungovani vybraného setu markert na 3irsim
spektru bunék a tkani (v¢etné bukdlnich i cervikalnich stér(
a bunék periferni krve).

Obé citované studie nalezly s vékem korelujici zmény metyla-
ce v genu NPTX2 (Neuronal Pentraxin ll), jehoZ zvy3ena exprese
byla popsana u Parkinsonovy choroby a nadoru slinivky (17).

ZAVER

Navzdory vyse popsanému soustfedénému Usili nelze konstato-
vat, Ze by byla etablovana obecné akceptovatelna metoda dovolu-
jici na zakladé molekularné genetické analyzy urceni biologického
véku pavodce biologického vzorku. Metodické pfistupy zaloZzené
na determinaci délky telomer nelze do budoucna jednoznac¢né
zavrhnout (za pouziti metody Southern blotu byly nachdzeny po-
vzbudivé korelace mezi délkou telomer a vékem jedince). Soucasné
metody zaloZené na qPCR jsou sice dostate¢né citlivé, ale stanovuji
pouze priimérnou délku telomer ve zkoumaném vzorku. Nadéji Ize
proto vkladat do metodického zlepseni na tomto poli a do vyzku-
mu chovani telomer jednotlivych chromozémd.

Metodické pfistupy vzeslé z Siroce pojatych studii metylace
genl zaloZenych na novych technologiich se zdaji byt v soucas-
nosti velmi perspektivni prfedevsim s ohledem na sv(j potencial

Pfed praktickou aplikaci kterékoliv z popsanych metod je viak
potfeba studovat soubory vzorkd o statisticky relevantni veli-
kosti k vyloucenti jak vlivl vnéjsiho prostredi, tak i fyziologickych
¢i patologickych faktord na kvalitu vzorku a moznosti interpre-
tace nélezu.

Dulezitym aspektem komplikujicim predikci véku plvod-
ce biologické stopy jako orienta¢niho udaje pro vysetfovatele
muze byt i diskrepance mezi biologickym a chronologickym
vékem jedince. Laboratorni metoda vedouci k vérohodnému
dlikazu takovéto diskrepance by vsak mohla najit uplatnéni
i v preventivni mediciné.
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