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Sammandrag

Alla ménniskor DNA skiljer sig &t och unikt for varje individ, detta gér det mdjligt att
anvénda sig av DNA-analyser vid brottsutredningar. Manga DNA-profiler fran brott som
begas dr ofta ofullstidndiga pa nagot sitt och detta kan leda till att fel person doms. Med en
ofullstéindig profil avser jag vara DNA-prov som kan forsvara en analys till exempel DNA-
prover som blivit nedbrutna eller prover som har fler &n en bidragsgivare, en sé kallad DNA-
mix. Ett annat problem é&r att mdngden DNA kan vara reducerad vilket gor att en analys kan
vara svér att genomfora. Idag finns analyser for denna typ av prover, hogkédnslig DNA-analys
klarar av att analysera mycket smd méngder DNA och fungerar i stora drag pd samma sétt
som en vanlig DNA-analys. Fran en hogkanslig DNA-analys kan amplifieringen resultera i en
del storningar som gor att tolkningen av analysen blir mer komplicerad. Det har gjorts flera
studier dir man forsoker komma fram till nya metoder samt optimera de metoder som finns
for att i mojligaste mén undvika dessa storningar. Resultatet fran dessa studier dr lovande.
Man har bland annat visat att designen pa primrarna som amplifierar det specifika omradet
har betydelse. Rening innan amplifieringen som &r nddvéndig for att erhélla resultat har
resulterat i bdde bittre och enklare tolkning av data som finns tillgénglig. Man har &dven vént
sig till andra typer av markdrer dn de vanliga korta tandemupprepningarna for att ge ett béttre
resultat och mojliggdra anvindning av ndsta generations sekvenseringsteknologi. Det pagar
en intensiv forskning for att forbattra och utveckla hgkansliga DNA-analyser och stora
framsteg gors, vilket forhoppningsvis inom en snar framtid skulle ge som resultat att farre
personer blir oskyldigt ddomda, om néstan ingen alls.

Inledning

Brott begas dagligen och man jobbar alltid {or att finna den skyldige. Nir ett brott begas
ldmnar néstan alltid vederborande spér efter sig som innehaller DNA. Det kan vara allt frdn
blod till sperma, héar och olika typer av vivnad. Av de spar som lamnas kan man med hjélp av
DNA-profilering identifiera ritt person och doma den som éar skyldig till brottet. Det hinder
dock att personer blir oskyldigt domda och den skyldige till brottet gér fri. Orsaken till att fel
person doms kan vara pa grund av misstag i DNA-analyser eller att analysen inte dr
tillrackligt noggrann.

En studie som gjordes &r 2013 visade att av alla ménniskor som blivit avrittade i USA var 4
% oskyldigt domda (Gross et al. 2014). Forensiker som jobbar med att analysera DNA frén
exempelvis brottsplatser jobbar hela tiden for att forbéttra dagens metoder och utveckla nya
metoder. Det diskuteras idag om hur vil DNA-databaser ir till ens fordel/nackdel da en del
anser att det dr integritetskrankande att samla pd varje manniskas unika DNA. Detta dr dock
det enda sittet for dagens forensiker att kunna gora en DNA-analys och sdkerhetsstilla en
identifiering.



Syfte

Mot denna bakgrund och for att illustrera strategier for att minska antalet oskyldigt domda,
kommer detta arbete att fokusera pa hur man kan identifiera den skyldige fran en ofullstindig
DNA-profil. Med ofullstindig DNA-profil avser jag DNA-prover med fler &n en
bidragsgivare (DNA-mix) och partiellt nedbrutet DNA som kan orsaka storningar i
amlifieringen och pa sa sitt leda till misstag i tolkningen av en DNA-analys. Med ofullstéindig
DNA-profil avses ocksd problemet med att DNA kan forekomma i reducerad mangd vilket
gor det svart att dverhuvudtaget utfora en analys. Texten kommer ta upp vilka storningar
profilerna kan ge som kan leda till missbeddmningar nér den slutgiltiga DNA-profilen ska
beskrivas och dven summera vad man kan gora for att forbéttra och utveckla nya metoder for
att undvika dessa problem.

Det &r inte bara storningar som kan orsaka en feltolkning utan dven kontamination nér prov
tas fran brottsplatsen samt kontamination under sjdlva DNA-analysen men i denna uppsats tas
det inte hénsyn till huruvida provet kan kontamineras utan fokus ligger pa den molekyléra
analysprocessen.

Bakgrund

En individs korta tandemupprepningar i genomet

Majoriteten av alla celler som en ménniska bestér av ér diploida och bar var och en pa nistan
identiskt DNA, forutom gameter och de roda blodcellerna som inte har ndgon cellkérna.
Naéstan hélften av en individs genomuppsittning bestér av upprepningar och en del av dessa ér
tandemupprepningar, dvs. korta sekvenser (ex. CAG) som sitter upprepade bredvid varandra
(Duitama et al. 2014). De korta tandemupprepningarna (small tandem repeats, STR) eller som
de dven kallas; mikrosateliter, finns i varje cells icke-kodande DNA. Med icke-kodande DNA
avses den region i genomet som inte skapar nagra proteiner. De ir repetitiva regioner som dr
mellan 2-6 baspar langa och aterfinns i princip 6ver hela genomet. Varje STR-omrade som
sitter pa en allel skiljer sig mellan varje individ (figur 1) (El-Alfy & Abd El-Hafez 2012). Pa
varje kromosom finns det tva kopior av en allel vid ett givet lokus. En kopia av ett STR-
omréde drvs frén varje fordlder. Dessa tva kopior av omrddet behdver inte ha samma antal
upprepningar. Om det finns samma antal repetitiva fragment inom STR-omradet pa bada
allelerna anses detta vara en homozygot men om antalet repetitiva fragment skiljer sig anses
det vara en heterozygot (Reid et al. 2013).

Indvid 1: CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG (12 upprepningar)
Indvid 2: CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG (9 upprepningar)

Indvid 3: CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG (11 upprepningar)

Figur 1. Tre individer med olika antal upprepningar vid samma STR-omrdde pd kromatiden. Antalet
upprepningar dr unika for varje individ. Om antalet upprepningar inom STR-omrddet pd bdada allelerna dr
av samma antal anses detta vara en homozygot, om antalet dr olika klassas det som en heterozygot.

STRs ér véldigt polymorfa och unika for varje individ. P4 grund av dessa egenskaper anvénds
de ofta som markorer for kartldggningsstudier, sjukdomsdiagnostik och for identitetstestning
inom forensiska analyser (Zhejiang University 2015). Inférandet av STR-analysmetoden var
en revolution inom revolutionen dd man nu kunde lagra databaser med individers DNA for att
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sedan anvénda sig av dessa data vid profileringen. Denna metod utvecklades och
introducerades redan for 17 ar sedan. Det var dock inte forrdn ar 2000 som metoden
utvecklats till den grad att den fick bred spridning. Man menade att metoden skulle minska
chansen for en felaktig match jimfort med andra metoder. Det finns databaser med data 6ver
individers STR-omraden 6ver hela vérlden, 1 USA som har den storsta databasen har den fatt
namnet CODIS (loci combined DNA index system) som jaimfor 13 specifika STR-omréden i
en analys (Gill e al. 2015).

Standard DNA-analys

DNA-analyser anvédnder sig normalt av amplifiering med Polymeras-kedjereaktionen (PCR).
Denna metod beskrevs forsta gangen 1985 av Kary Mullis och 1993 fick Mullis nobelpriset i
kemi for detta revolutionerande verktyget inom molekylérbiologin (Butler 2005). PCR-
metoden kan principiellt liknas vid kroppens egen celldelning. Denna reaktion som sker med
hjélp av primers vilket dr en sekvens av nukleinsyror som &r komplementér till bada 3’-
dndarna av sekvensen som ska amplifieras. En primer startar syntesen och gor att en specifik
del av DNA-strangen kan kopieras och beroende pa antal cykler som genomfors under en
reaktion, kan médngden av det specifika DNA-fragmentet bli tillrdckligt hog for att detekteras
och karaktériseras. Primrarna som amplifierar STR-omraden &r méarkta med olika
fargfluorescens-markorer, detta for att det ska kunna utdka antalet loci som kan analyseras 1
en enda PCR-reaktion och far att kunna detekteras (Butler 2005).

STR-analysen gér till foljande:

1. Kopiera de specifika STR-omrddena

Med PCR amplifieras de STR-omraden man vill analysera. Néstan alla STR-omriden kan
amplifieras, det viktiga &r att det DNA som flankerar STR-omradet &r intakt eftersom det ar
dir de tva primrarna binder. Aven fast vissa STR-omraden endast bestar av ett fital
upprepningar, kan detta omrade, om DNA-omradet runt om &r intakt &ndé amplifieras (Butler
2005).

2. Separering

Efter att DNA-omradet har amplifierats med PCR separeras de amplifierade fragmenten med
hjélp av kapillédrelektrofores. Kortare fragment ror sig snabbare dn langre fragment och
detekteras darfor forst. De data man far fram fran elektroforesen kan dversittas till alleler i ett
elektroferogram (EPG) (Taylor et al. 2016).

3. Elektroferogram

I EPGet far man olika toppar vars balans visar pa hur bra en analys har genomforts. Man
jamfor dérefter EPG:et med person av intresse (person of interest, POI) och som resultat far
man antingen en match eller en icke match (figur 2). En match foljs dérefter oftast upp med
andra analysmetoder for att starka identifieringen (Kelly et al 2014).
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Figur 2. Férenkling over hur en match upptécks. Tvd individer med olika antal upprepningar i tva
STR-omrdden. Omrddena har amplifierats och fragmenten har detekterats med hjéilp av
fluorescens. Ett EPG har skapats som visar pd att profilen frdan individ ett matchar med DNA firdn
brottsplatsen. En laddarmall finns till for att kunna jimfora antalet upprepningar frdan de tre olika
individerna. En match har upptdckts och ddrefter genomfors fler analyser for att stirka
identifieringen.

Hogkanslig DNA-analys

Hur gir analysen till?

Om DNA-profilen fran en brottsplats dr ofullstindig kan inte en standard STR-analys
genomforas. Beroende pd midngden DNA fran en brottsplats kan forensiker behdva anvéinda
sig av andra metoder. Mdngden DNA kan variera beroende péd vad for sorts brott som begétts,
det kan vara en reducerad méngd epitelceller frdn en persons hud som fastnat pa ett objekt,
smd blodstinks flackar eller smé ben/vdvnads fragment som ldmnats kvar pd brottsplatsen
(Turingan ef al. 2016). Den metod som &r mest vanlig nir man analyserar en liten méngd
DNA ér hogkénslig DNA-analys. Denna metod fungerar pa liknande sétt som standard
STRanalys-metoden. Det som skiljer dem at dr att man i hogkéansliga DNA-analyser ofta 6kar
antalet cykler i PCR-amplifieringen, vilket resulterar i en 6kad mdangd DNA (McNevin ef al.
2015).

Tolkning av analysen

Tolkningen av en profil som skapats med hogkdnslig DNA-metod kan vara problematisk da
det latt uppstéar problem med metoden om mangden DNA ir sd begransad. En eller fler alleler
hos en heterozygot individ kan missats i analysen, alleler kan hoppa in och det kan
forekomma stamningar under PCR-reaktionen nir DNA-omradet amplifieras (figur 3) (Gill et
al. 2005).

Variation av allelernas topphojd

I ett EPG som fas nér en hogkénslig DNA-analys genomfors kan variation bland topparna ses
dven da replikaten &r tagna frén ett prov som blivit amplifierat pd samma sitt. Denna metod-
variation 0kar dd provet innehaller sm& miangder DNA. Fler cykler genomfors dd miangden
DNA ér reducerad, detta for att 6ka DNA-méngden infor en analys. D4 fler cykler genomfors
blir amplifieringen mindre effektiv och dérfor 6kar variationen. Vid ett visst lokus kanske en
topp inte nar over troskelvérdet (ger inte nog med fluorescens for att detekteras i EPG.et) for att
rdknas som en topp, medan samma allel i samma lokus men 1 ett annat replikat nir dver
troskelvérdet och dé riknas som en topp (Kelly ef al. 2014). Variationen mellan replikatens
topphdjd méts genom att titta pa heterozygotbalansen mellan de olika replikaten (Taylor et al.
2016). Om méngden DNA 1 utgangsprovet dr mindre &n 200 picogram finns en 6kad risk att
heterozygotbalansen rubbas och det genom att alleler hoppats dver eller att fler alleler hoppar in
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i en STR-profil (figur 3) (McNevin et al. 2015). Denna balans rdknas ut genom att dividera det
langre fragmentet med det kortare. Heterozygotbalansen visade sig vara starkt korrelerad med
hur mycket DNA som finns tillgingligt. Aven cyklernas antal hade paverkan pé
heterozygotbalansen, dd mer negativt. Fler ensamma alleler upptécktes. Alleler som egentligen
skulle tillhora ett heterozygot allel-par och blev da istdllet klassats som en sé kallad falsk
homozygot, en heterozygot vars ena allel hoppats dver vid amplifieringen, vilket ger ett lagre
vérde for heterozygotbalansen (Hedell et al. 2015).

Antalet PCR-cyklers paverkan

Vid en normal analys rekommenderas det att 1dta PCR-reaktionen genomfora 30-33 cykler
men som ndmnts tidigare 6kar man ofta antalet cykler vid en hogkénslig DNA-analys. Det
visade sig att oavsett DNA-méangd gav resultatet att vid ett 6kande av antalet cykler efter 34
stycken péverkades inte antalet detekterade alleler som hoppats 6ver. En 6verhoppad allel ar
en allel som skulle ha riknats till en heterozygot men av ndgon anledning har en av allelerna
missats. En heterozygot kan ha noll, en eller tva alleler som hoppats 6ver (Hedell ef al. 2015).

Amplifieringsstoringar

Platsen som primen ska binda till kan leda till storningar av topparnas balans i ett EPG. Pa
bindningsplatsen pa allelen for primern kan det finnas en mutation, vilket gor att
amplifieringen blir mindre effektiv. Om mutationen sitter pd 5” -dnden av platsen dér primern
ska binda till kan detta blocka kopieringen och allelen skulle dé inte kopieras. Detta skulle da
resultera i en falsk homozygot. Om mutationen &r placerad pa en annan plats inom primerns
bindningsomrade péaverkar det temperaturen som gor att DNA-helixen separerar, vilket leder
till negativ paverkan av DNA-omrédets amplifiering (Clayton ef al. 1998).

Stamningar

Det inte alltid man far enbart tva toppar vid ett lokus, vilket 4&r maxantalet for antalet toppar
for en individ. Om man far en STR-profil som visar fler &n tva toppar kan man dra slutsatsen
att det &r en mix av DNA eftersom att en individ bara har tva kopior av varje allel vid ett visst
lokus. Det behdver dock inte alltid vara en mix av DNA. Under PCR-processens bindingsfas
nér primrarna faster till omradet av intresse for att kopiera DNA sa kan, efter varje cykel i
PCR-reaktionen, en, tva eller fler primrar fésta till samma bindningsplats. Det som da
syntetiseras i PCR-reaktionen kallas for stamningar. Man sag i en studie att en typ av
stamningar uppkommer om den ny-syntetiserade DNA-strangen som produceras kan binda
till sig sjélv och bilda en loop-liknande struktur. Detta gor att den ny-syntetiserade strangen
blir nigra nukleotider kortare @n straingen som var mall under transkriberingen. Fenomenet
kan péverka STR-omréden som da kan forsvinna respektive ldggas till. Stamningarnas
sannolikhet att uppkomma beror pé vilket lokus som kopieras (Bright ef al. 2014). Topparna i
EPGet som stamningarna orsakar &r sillan lika hoga som de toppar som bildas dd de “riktiga”
STR-omradet avldses. Ibland kan det dock stélla till problem om huvudtoppen sjdlv inte &r
speciellt hog (figur 3). Hedell et.al visade ar 2015 att om antalet PCR-cyklar 6kade hade det
ingen effekt pd nérvaron av stamningar i EPG:et.
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Figur 3. Forenklad bild pd ett EPG som visar exempel pd, Stamningar (1), som kan uppkomma da fler
dn en primer binder till samma omrdde vid amplifieringen. Allel uthopp (8) /Allel inhopp (9), déir en
allel hoppat in/ut och ger pd sd vis en felaktig DNA-profil.

N-band

Polymeraset som ldser av DNAt under amplifierandet kan ldgga till en nukleotid nér den nya
strdngen &r syntetiserad. Nar sekvensen med den extra nukleotiden amplifieras skapas alltsd
en helt ny string som innehaller den nya “extra”-nukleotiden. Detta betyder att fran en
ursprungsstrang kan de bildas tvd helt nya DNA-molekyler. Man far band pa
elektroforesgelen som édr storre dn ursprungs DNA-molekylen, detta kallas N-band. Dessa

avldses dérefter i ett EPG och visar dé falska fragmentstorlekar som resultat (Clayton et al.
1998).

Sliktningars likheter

Mainniskors DNA ser véldigt lika ut men skiljer sig en del mellan olika individer, dock
mindre mellan sléktningar. I en DNA-mix mellan tvé slaktningar dr det inte alltid man
upptécker att det dr en blandning. Slaktingarnas DNA-profiler kan sakna toppar fran bada
individerna och vad som egentligen skulle vara tva olika alleler kan detekteras som samma.
Det som gor det mojligt att detektera att det ar tva eller fler individers DNA trots bristen pé
extra toppar ar genom att urskilja asymmetrin péd topparna. Toppar som dr asymmetriska pa
ett uppenbart heterozygot lokus kan visa pd att DNA-provet dr en mix trots franvaro av de
andra bidragsgivarnas toppar. D4 mdngden DNA é&r reducerad &r det storre chans for att
missar mellan sldktingars likheter i DNAt kan uppsta och chansen minskar dd@ DNA finns i
storre mingd (Clayton et al. 1998).



Idéer till Idsningar

DIP-STRs markorer

Vid brottsfall dir det inte alltid finns kroppsvétskor som blod och sperma pa platsen och nir
forovarens DNA utgdra mindre dn 5 % av den totala mdngden DNA som ér tillgangligt i
provet &r det svart att genomfora ett tillforlitligt DNA-test. I det flesta fall finns det DNA av
forévaren med i DNA-provet som tas fran brottsplatsen men detta kan i vissa fall forbli
oupptéackt dd méngden ursprungs DNA ocksa dr av liten méngd. For att reducera antalet fall
dé detta problem forekommer foreslogs en ny metod med nya markoérer. Denna metod bygger
pa att para radering/inséttnings polymorfism (deletion/insertion polymorfism, DIP) markorer
med STRs. Markorerna fick namnet DIP-STR och &r framforallt till storst anvindning da det
finns en DNA-mix. En DIP-STR ér tva typer av markorer som parats ihop for att underlitta
detektering av en mindre miangd DNA i en DNA-mix. DIP-STRs finns i hela genomet och ér
specifika for varje bidragsgivare i en mix. Med denna metod skulle man kunna analysera
DNA-mixar med olika ursprung och &lder. I en mix har man ofta en storre respektive mindre
mingd av bidragsgivarnas DNA. Markorernas unika egenskap ér att de kan bland en mix av
DNA malsoka ett mindre specifikt omrade hos en liten mdngd DNA, detta baserat pa hur
primrarna dr designade. Man amplifierar hela DIP-STR regionen med en primer som
overlappar den deleterade/inforda regionen (DIP) pa ena sidan och en primer som hybridiserar
pa andra sidan DIP-STR regionen. Bada primrarna &r sekvensspecifik. Den ena primern
binder antingen till alleler som har den specifika deletionen eller insdttningen av alleler, den
inséttningen som bara det DNA av mindre mingd av den totala midngden DNA 1 provet har
(figur 4). Den andra primern ser till att STR-regionen ocksé blir amplifierad. Som resultat
visade studien att dessa markorer var nistan 100 génger mer kénsliga vid detektering av
DNA-blandningar @n standard STR-markorerna som anvénds vid dagens DNA-profilering.
Beroende pa polymofismgraden varje DIP har 6kar chansen for att identifiera alleler som dr
unika for den mindre DNA-méngden i provet och pa sa vis kunna hitta DNA som i ett annat
fall kunnat forbli oupptéckt om man bara anvint sig av STR-markorer (Oldoni ef al. 2015).

—
— g

DNA av mindre mangd

—

DNA av storre méingd -7_

Figur 4. Ett omrdade av tva DNA-regioner i samma DNA-mix. En region av bidragsgivaren som bidragit med
mindre DNA och en region frdn bidragsgivaren som bidragit med en storre mdngd DNA. De svarta pilarna
indikerar PCR-primrar som under amplifieringen ldser av olika omrdden. DNA-regionen som kommer frdn
bidragsgivaren som bidragit med mindre DNA till mixen har ett DIP-STRmarkor vilket gor den mer specifik
vid bindningen av primern. Denna teknik gor det mdjligt att fran en mix med olika médngd av de tva
bidragsgivarnas DNA kunna hitta en specifik sekvens som inte skulle hittats da man bara anvint sig av STRs.
Koncept tagen frdn (Oldoni et al. 2015).
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Primer design

Ett av de svéraste problemen ndr mdngden DNA pa nagot sitt dr ofullstidndigt, bade om det &r
mixat, om det degraderats eller om det bara finns en liten méngd tillganglig ar att DNA maste
bli kopierat pé ett korrekt satt.

Primrarna som anvinds i PCR-reaktionen for amplifiering av en DNA-region har stor
betydelse for huruvida DNA ska bli transkriberat eller ej. Butler et.al gjorde ar 2003 ett forsok
till at minska primrars feltolkning genom att designa om amplikonerna och skapa mini-
STRs” som gor att primrarna far mindre att 14sa av och blir séledes mer effektiva. Analyser av
degraderat DNA visade sig ha stor nytta av denna skillnad dé de inte behdvde samma méngd
DNA som nir standard primrar anvinds till vanliga STR-omrdden. Dé inte samma méangd
DNA behovdes kunde cyklerna i PCR-reaktionen minskas och férre storningar vid
amplifieringen orsakades vilket gjorde att analysen forbéttrades (Butler ez al. 2003).

Det har gjorts fler studier pd hur man kan forbéttra primrarna och forhindra felaktig kopiering
av mélsekvenser. Genom att man jimfort vanliga PCR-primrar med primrar som &r delvis
gjorda av lasta nukleotider (locked nucleic acids, LNA). Nar en LNA induceras till antigen en
DNA eller RNA sekvens éndrar det konformationen pA DNA-helixen. Denna
konformationsidndring ger en dkad styrka i basparningen av primern och DNA-stringen da
LNAs nu har starkare bindningsstyrka till den komplementéra sekvensen pé grund av
konforamtionsdndringen. Den dkade bindningsstyrkan dkar pa sa sitt kiansligheten i PCR-
reaktion vilket resulterar i béttre sekvensering och avldsningskvalité. Genom att jimfora de
tva olika primrarnas topphdjden (fluorens enheter) visade de pa hur bra amplifieringen hade
genomforts, en hogre topphdjd gav mer fluorescens och pé sé vis en béttre amplifiering av
primern.. Topphdjden minskade d& templatmédngden minskade, detta for alla loci och primrar.
Av de loci som undersdktes sd visade den mest framgéngsrika LNA-primern en 6kning med
30 % 1 topphojd jamfort med den mest framgangsrika DNA-primern. Det man dven kunde se
var att den minst framgangsrika LNA-primern fortfarande hade en 6kad topphdjd med 26 %
jamfort med den minst framgangsrika DNA-primern. Svérigheten vid anvdndandet av LNAs
ar designen av oligonukleotiden. Det finns inga riktiga guidelinjer for vilken primer-design
som ger bist resultat, men det finns studier som har visat att nir man inkorporerar LNAs i
primrar sa har deras position och antal stor effekt. Om antalet LNAs som inkorporeras ér for
ménga kan amplifikationen forsdmras. Beroende pd vilken bas man inkorporerar ger de olika
bindningsstyrka (C>T>G>>A). Det dr dock viktigt att man vid oligonukleotidproduktionen
inte har for stor bindningsstyrka mellan baserna eftersom det kan forstdra amplifikationen
(Ballantyne et al. 2008).

Polymerasets effektivitet

Kersbergen och Kloosterman (2003) visade i en studie de gjorde att om man efter 28 cykler
okar méngden taq polymeras och att reaktionen sedan far fortsatta 6 cykler forbattras
amplifieringen. Denna strategi som skiljer sig at fran den vanliga hogkanslighets analysen,
gjorde att fler enstaka celler analyserades snabbare mellan de 28 forsta cyklarna 4n de 6 sista.

Nested PCR.

Det finns andra sétt att ga tillvdga dn att 6ka antalet cykler i PCR-reaktionen vid en
hogkénslig DNA-analys. Nested PCR dr en metod som anvénder tva olika set av primrar i tva
separata PCR-reaktioner. I den forsta reaktionen amplifierar primrarna STR-regionen och
dess flankerade region. Under den andra reaktionen &dr primrarna designade for att amplifiera
en mindre produkt genom att anvdnda den produkt som producerades i den forsta reaktionen



som mall. Denna metod kan analysera innehéllet i en enda cell men nackdelen ir att de létt
kan ske kontamination da de tvda PCR-reaktionerna sker i tva olika ror (Gill ez al. 2000).

Rening av DNA-provet fore PCR-reaktionen

Som ndmnts ovan dkas antalet cykler vid en hogkénslig DNA-analys men for att se om det
fanns ett annat sétt att 6ka kénsligheten vid detekteringen av alleler fran ofullstindiga DNA-
prover gjordes en studie. Man testade huruvida olika reningsmetoder fore PCR-reaktionen
hade nagon effekt pé hur alleler i den kapilldrelektroforetiska separationen detekterades med
fluorescens. Genom att jAmfor fyra olika post-PCR rening metoders
fluorescenssignalintensitet och grad av eluatets renhet. Qiagen MinElute silica column-
metoden, vilket dr en typ av reningsmetod for att extrahera DNA-prover som baseras pa att
DNA binder till en kiselbindare och tvittas direfter med alkohol och pa sa vis undviker man
att sjilva provet tvittas bort. Nar denna reningsmetod anvédndes dkade
fluorescenssignalintensitet fyra ganger mer hos de renade &n hos de orenade proven. Vid
anviandandet av all PCR produkt som renats av Sephadex™ (reningsmetod med gelfiltrering)
sdg man att signalintensiteten 6kade 3,5 ganger mer. Ytterligare en méirkbar notering gjordes
dé man sdg att vid anviindandet av Qiagen MinElute silica column-metoden kunde man
forbattra kénsligheten hos PCR-produkten och fa en hel profil &ven om méngden DNA bara
var 20 pg. Denna metod visade sig dven kunna fa signifikant data av endast 5 pg

DNA (motsvara cirka en cells DNA) utan att 6ka antalet cykler under PCR-reaktionen. Genom
att justera volymen av eluatet och mangden renad produkt i PCR-reaktionen kan kénsligheten
kontrolleras. Man kan bland annat anvdnda denna reningsmetod for att forbéttra allelers
signaler som inte overstiger troskelvirdet i ett svagt prov (Smith & Ballantyne 2007).

Sannolikhetsforhillandet vid en DNA-mix

Society of forensic genetics DNA comission rekommenderade for ndgra ar sedan att anvinda
sig av sannolikhetsforhallandet (likelihood ratio, LR). En analys frin en brottsplats kan ha tva
alternativa hypoteser som stoder endera den atalades och den anklagandes hypotes. I en DNA
mix kan den dtalade ha en hypotes om att bade den skyldige och en okédnd individs DNA finns
1 provet, medan den forsvarades hypotes kanske menar pé att det &r tvd okdnda som bidrar till
provet. LR jamfor sannolikheten av bevisen under dessa alternativa hypoteser. Om LR blir
storre dn 1 stodjer bevisen den atalade och om de blir l4gre &n 1 stddjer bevisen den
forsvarades hypotes.

En av de goda effekterna denna metod har &r att den gor det mojligt for forskare att samtidigt
overviga och jamfora sikerheten i1 analyserna. Forsvararen kan hivda att det till exempel
finns tre personer som bidragit till DNA-provet istéllet for en, detta for att gora sig sjalv
oskyldig och da kan en LR-analys antingen godkénna eller férneka denna hypotes (Meuwly et
al. 2015).

Hirstamningsmarkorer

Ett annat sdtt att analysera mixar av DNA ir att anvénda sig av Y-kromosomens DNA som
bara det manliga konet har. Detta sétt kan anvéndas vid specifika sexualbrottsutredningar dar
mixen av DNA innehdller mer kvinnligt &n manligt DNA och man analyserar da Y-
kromosomens STR-omrdden (Y-STRs). Laplace metoden ir en statistisk metod som kan
separera tva personers Y-STR mixar. I en studie som gjordes 2014 kunde man med hjdlp av
Laplace metoden separera Y-STR mixar om man kollade pd 21 loci med upp till mellan 42-52
% och hela 92-99 % av fallen kunde separeras dd man kollade pé 10 loci (Andersen M.M et.al
2015). Mitokondirellt-DNA(mtDNA) dr DNA som finns utanfor cellkdrnan och &rvs bara fran
mamman till barnen. Detta DNA ar icke rekombinerat vilket betyder att det inte skiljer sig



ndgot mellan olika generationer. Den icke rekombinerade delen av Y-kromosomen &rvs dven
den i exakt samma upplaga men denna &rvs fran far till son. Dessa tva kallas
hérstamningsmarkdrer och analyseras pa samma vis som de vanliga STR-markdrerna. Dessa
markdrer anvénds som verktyg vid sexualbrott och ifall DNA-provet undgétt degradering
(Buckleton et al. 2011).

Nista generations sekvensering

Det dr manga forskare som idag utreder huruvida anvindningen av nya sekvenseringsmetoder
(next generation sequencing, NGS) kan tillimpas inom den forensiska vetenskapen. Detta
som ytterligare en metod eller en alternativ metod till anvindandet av kapillarelektroforesen
vilket idag dr standardmetoden for att analyser STRs. Problemet med
kapildrelektroforesmetoden kan vara att det dr svért att analysera manga markdrer da loci kan
vara overlappade och antalet fluorescerande &mnen dr begransat (Kim ef al. 2016). Man kan
med NGS-metoden sekvensera mycket information med stor noggrannhet och man kan av
NGS fa information fran flera individers markorer fran bara en enstaka korning. Genom den
snabba utvecklingen under de senaste aren har NGS 6kat i popularitet. Av det stora antalet
sekvenser som kan skapas med NGS-tekniken kan sma variationer upptickas (Lee et al.
2016). NGS har méanga fordelar, bland annat att det gér relativt snabbt till en 14g prissumma,
man kan med NGS dven gora en sekvensanalys pa RNA, tillskillnad fran nér
kappilédrelektrofores-metoden anvinds da det &r DNA-sekvenser som analyseras. Dagens
metod kan anvénda sig av verktyg for att sekvensera en specifik RNA sekvens. Med denna
’riktade” RNA-sekvenseringen kan man bland annat dra nytta vid identifieringen av
kroppsvitskor d man nu kan ha betydligt fler biomarkdrer med i analysen. Ar 2015 gjordes
ett projekt dir man ville utnyttja denna riktade” sekvenseringen och kunna atersekvensera
mRNA-tranksript for att identifiera kroppsvétska/vivnadens ursprung frdn en DNA-profil.
Resultatet man fick i projektet var att med hjalp av multiplex RNA-NGS-anlays kan man
identifiera kroppsvétskor eller vivnadskélla av prover. Man anvénde sig av Illumina Miseq
plattformen vid denna studie men det finns &ven andra NGS-plattformer (Hanson et al. 2015).

I ett experiment som gjordes av Kim et al. (2016) ville man studerade om NGS-metoden och
kapildrelektroforesmetoden gav samma resultat vid anvéindandet inom kriminaltekniken. I en
tub fanns 18 markdrer som man analyserades bade med NGS-metoden och med
kapildrelektorforesmetoden. P4 sd sitt ville man jimfora hur vil alleler detekterades med det
tva metoderna. Prov som kom fran samma kélla, DNA-mixar och DNA som blviit nedbrutet
pa konstgjord vég visade goda resultat. Ett multiplex PCR system kan producera amplikoner
av denna typ av ofullstdndiga profiler for NGS-analyser. Om NGS-metoden ska kunna
anvéindas inom kriminaltekniken som komplement till kapildrelektroforesmetoden behovs fler
tester goras pa enskilda prover samt test for att se hur provets kinslighet.

Diskussion

Det finns méinga problem som kan uppsta nir en hogkanslig DNA-analys genomfors. Bade
genom ny forskning och nya experiment utvecklar man sévél gamla som nya tekniker.
Sjalvklart uppstér det inte alltid problem och ibland kan de uppsta mer problem dn dem jag
valt att ta upp 1 denna uppsats. Det viktiga tycker jag dr att man forsoker komma pa nya
metoder och utvecklar de metoder som finns for att slippa problem med exempelvis
stamningar, allel inhopp och /uthopp av alleler, eftersom det kan fa forodande konsekvenser
som kan leda till att personer blir oskyldigt domd persona. De 4 % som var oskyldigt domda
av alla som blev avrittade i USA 2013 é&r en siffra som jag tycker maste minska. Jag tycker att
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det dr ett viktigt med forskning inom detta omrade eftersom denna siffra inte far 6ka med
anledning av att ndgon gor ett oavsiktligt fel pa grund av feltolkningar.

Genom att man fran olika infallsvinklar forsoker hitta 16sningar for att utveckla dagens
metoder, dr enligt mig en stor fordel. Man forsoker 16sa problem pa olika sétt och denna
fordel gor det mojligt att man snabbare kommer hitta den ultimata 16sningen och de 4 % som
avrittades trots att det var oskyldigt ddomda kommer minska ofantligt mycket om nédstan inte
ned till 0 %. Fran de studier som gjorts fram tills idag har man tittat pa bade, hur man kan
med hjilp av andra markdrer (DIP-STRs) dn de vanliga STR-markdrerna forbéattra analysen
av DNA-mixar. Hur man kan med unikt designade primrar forbéttra amplifieringen och pé sa
vis minska risken for att DNA ska bli fel list. Aven siitt att genom billig och relativt enkel
rening av DNA-provet gore en forbittring av DNA-analysen. I denna uppsats redovisar jag
endast ett axplock av alla studier som gjorts for att forbattra hogkinsliga DNA-analyser och
med tanke pd kunskapen dagens forskare har &r nog detta bara borjan pa hogkéanslig DNA-
analysers utveckling.

Sjalvklart skiljer sig kostnaden for de olika metoderna, vilket &r en viktig faktor att ha i
baktanke nir det kommer till vilken metod som skulle vara till bist anvindning. Det beror
dock inte bara pa vad varje metod kostar utan ocksé pé vilken typ av ofullstindig DNA-profil
man far fran brottsplatsen. Om man till exempel skulle hitta DNA frin ett gammalt brott, sidg
en gammal védvnad, sa skulle man mest troligt anvénda sig av metoden med ”mini-STRs” da
méngden intakt DNA inte behdver vara sé stor vilken den i manga fall inte &r vi ett degraderat
DNA-prov. Om man istéllet vid en véldtikt skulle ta ett DNA-prov, dir det skulle finnas en
mindre médngd av en bidragsgivares DNA jimfort med den andre bidragsgivaren sé skulle
man inte anvéinda sig av metoden med "mini-STRs”. Vid denna typ av ofullsténdig profil
skulle ”mini-STRs” inte géra ndgon nytta utan har skulle man mest troligt forsoka anvénda
sig av DIP-STRs eller analysera Y-kromosomens DNA. Om man ser en varierande topphdjd i
ett EPG och har svart att tolka topparna kan man med en relativt enkel och billiga metod
kunna rena provet, vilket kan vara en simpel 16sning till att minska topphdjdsvariation. En
sadan enkel teknik som en rening av DNA-provet kan i manga fall rdcka for att minska
variationen och pa sd vis mojliggdra en forbéttrad tolkning av en DNA-profil. Det séttet man
kan forbattra amplifieringen pd dr genom att gora unik design pa primrarna med lasta
nukleotider. Det 4r inte bara primrarna som man kan goéra unik design pa utan ocksa sjalv
amplikonerna och pé sé sitt {4 en forbattrad amplifiering med mindre missar. I och med att
alla nya studier som tagits fram for att 16sa problemen skiljer sig ifrdn varandra gor det svart
att med sékerhet sdga vilken som skulle vara bist 1dampad for att vara den “ultimata” metoden.
Enligt mig kanske det inte heller nddvéndigtvis maste finnas en ultimat” metod eftersom att
brottsfall ofta skiljer sig ganska rejdlt ifran varandra och att varje eget fall behdver sin unika
metod for att en tolkning av en DNA-profil ska bli s& sdker som mojligt. D& dagens analyser
inte anvénder sig av denna nya forskning dr det svart att kunna sétta metoderna i ett
verklighetsperspektiv. Det finns idag bara studier som gjorts in vitro och dér resultaten ar
varierande. NGS ar den metod jag tror kan vara den som kommer gora mest framsteg, dels for
att det 4r den metod som stir for mest sdkerhet vid transkriberingen men ocksa for att den
idag &r ett anviandbart verktyg for ménga fler &ndamal och inte bara inom kriminaltekniken.

Det finns méinga problem med analys av partiella DNA-prov, men s& behdver det inte alltid
vara. Inom en snar framtid finns det forhoppningsvis inte ndgra problem alls da dagens
forskning gar framat. Med tanke pd de losningar till problem som har belysts i denna uppsats
och resultatet de studierna har fatt sa drgjer det nog inte ldnge innan det aldrig kommer
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intrdffa en oskyldigt domd i dagens samhille.
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Etik

Forsknignsetik

I detta arbete har jag valt att anvidnda mig av databaserna NCBI och Web of science for att
leta efter orginalartiklar. Jag borjade med att ldsa review artiklar for att fa en bredare
forstaelse for amnet och sedan gick jag via deras kéllor till orginalartiklarna. Jag valde att
jdmfora liknande studier med varandra allt eftersom jag lést fler artiklar. Pé det sattet har jag
uteslutit fakta som jag ansett kunnat vara missledande och istéllet bara fokuserat pa fakta som
jag utifran min formaga ansett vara en relevant studie med tillforlitligt resultat.

Inskrinkning pa integriteten vs fordel for samhillet

I dagens lége nir ett brott begds 1dmnar ndstan alltid vederborande DNA efter sig, det kan
vara allt frn blod, sperma, vivnader eller hr. Polisen har rétt att ta DNA-prover som lagras i
ett DNA-register frdn personer som blivit domd till grovre brott dn boter. Detta register dr
sjalvklart till en fordel och hjilp for samhaéllet och polisen att kunna identifiera den skyldige
till ett brott men &r det etiskt rétt att lagra en mianniskas DNA, inkriktar det pa den
brottsdomdes integritet? Informationen som lagras sidger ingenting om hur man ér som
person, vad man har for egenskaper eftersom omradena som analyseras finns i den icke
kodande regionen hos varje individ (EI-Alfy & Abd El-Hafez 2012). Griansen mellan vilken
fordel det ger samhéllet och inskrdankningar av en individs integritet &r enligt mig hérfin.

DNA-registret och ansvaret

Det finns sjélvklart bade for- & nackdelar med DNA register. Nackdelen med att det skapas
sadana hir register &r inte bara att det kan anses vara etiskt krdnkande for den enskilde
individen. Om informationen om ens DNA hamnade i fel hdnder vad skulle det kunna leda
till, vilka andamal skulle det kunnat bli anvindbart for? Ansvaret som ligger hos forensiker
vid en DNA-analys &r vildigt stort. Det dr viktigt att proven hanteras varsamt och med stor
noggrannhet. Risken for kontamination och felanalyser minskar pa s sétt samt att fortroendet
hos de som ldamnat DNA okar for de som bér ansvaret, bade med tanke pa den etiska aspekten
for vem som har tillgang till provet men ocksd med tanke pé hur de skots och till vad det
anvénds for.

Anvindandet av PKU-registrets

PKU-registret dr en biobank med blodprover som samlats for anvindning vid forskning pé
Karolinska Universitetssjukhuset. Detta register kan polisen begira tillgdng till for att
identifiera en mordare. Vi mordet pa Anna Lindh valde polisen att analysera en misstinkts
blod frdn PKU-registret mot det som hittats pa brottsplatsen och pa sa vis identifiera
mordaren. Att anvinda sig av PKU-registret vid brottsutredningar kan vara till fordel dd man
kan avfora en missténkt och givetvis en nackdel for den enskilde brottslingen. Att anvénda sig
av en biobank som dr dmnad for forskning for att identifiera en mordare, dr enligt mig &r fel
och inte etiskt korrekt. Varje nyfodd individ later sitt DNA sparas for ett gott syfte och nér
detta sedan kan anvéndas pd ett annat sétt an vad den ursprungliga avsikten var, dr enligt mig
fel och inte etiskt korrekt.
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