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Zastosowanie technologii wysokoprzepustowego
sekwencjonowania DNA w genetyce sgdowej

Streszczenie

Przetom XX i XXI wieku to poczatek wysokoprzepustowych metod sekwencjonowania DNA, ktére dzieki coraz
wiekszej skutecznosci i stopniowej redukcji kosztow doprowadzity do zrewolucjonizowania badan w naukach
biomedycznych. W niniejszym artykule oméwiono najbardziej popularne technologie sekwencjonowania
nastepnej generacji oraz ich praktyczne zastosowanie w analizach genetycznych w kryminalistyce.
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zastosowanie MPS w kryminalistyce

Wstep

W latach osiemdziesigtych XX wieku opracowano
pierwsze metody sekwencjonowania DNA. Zespét
A.M. Maxama i W. Gilberta zaproponowat metode che-
miczng (Maxam, Gilbert, 1977), a zespdt F. Sangera
i A.R. Coulsona metode terminacji tancucha (Sanger,
Nicklen, Coulson, 1977). Z uwagi na wiekszg prostote,
mniejszg toksycznos¢ oraz duzy potencjat dalszego
usprawnienia technika opracowana przez zespét
Sangera weszta do powszechnego uzycia i przez
dtugi czas stanowita tzw. ztoty standard sekwencjo-
nowania DNA. Udoskonalenia oryginalnego protokotu
polegaty m.in. na zastgpieniu znakowania dideoksy-
nukleotydébw za pomocg izotopdéw na rzecz znaczni-
kow fluorescencyjnych i automatyzacji procesu ana-
lizy produktéw sekwencjonowania (Franca, Carrilho,
Kist, 2002; Heather, Chain, 2016). Dzieki tej meto-
dzie, obecnie zaliczanej do metod sekwencjonowania
pierwszej generacji, dokonano przetomowych badan
z zakresu genetyki, w tym rowniez genetyki cztowieka,
a w szczegoblnosci poznano pierwsze petne sekwencje
genomdw mitochondrialnego i jgdrowego (Anderson
i in., 1981; Van Dijk i in., 2014). Technologia sekwen-
cjonowania Sangera nalezy do najbardziej wiarygod-
nych metod analizy sekwencji DNA, ale jej istothym
ograniczeniem jest niska przepustowos¢. Rosngce
zapotrzebowanie na analize sekwencji DNA na duzag
skale doprowadzito do opracowania kilku technologii

okreslanych wspoélnym terminem: sekwencjonowa-
nie nastepnej generacji — NGS (ang. Next Generation
Sequencing) lub (obecnie coraz czesciej) masowe
rownolegte sekwencjonowanie — MPS (ang. Massively
Parallel Sequencing). Sekwencjonowanie nastep-
nej generacji moze dotyczy¢ analizy grupy powielo-
nych wyj$ciowych fragmentéw DNA, co okreslane jest
jako sekwencjonowanie drugiej generacji — SGS (ang.
Second Generation Sequencing), lub analizy pojedyn-
czych czgsteczek DNA (bez potrzeby ich wczesniejszej
amplifikacji), nazywanej sekwencjonowaniem trzeciej
generacji — TGS (ang. Third Generation Sequencing)
(Kotowska, Zakrzewska-Czerwinska, 2010; Pigtkowski
iin., 2013).

Obszary zastosowania w analizie DNA

Majgc na uwadze skale sekwencjonowania oraz
obszar, ktérego sekwencja jest przedmiotem analizy,
mozna wyrdzni€ trzy podstawowe technologie sekwen-
cjonowania: catego genomu, egzomu oraz okreslonych
fragmentow genomu.

1. Sekwencjonowanie genomu

Technologia sekwencjonowania catego genomu -
WGS (ang. Whole Genome Sequencing) jest najbar-
dziej kompleksowg metodg identyfikowania chordb
dziedzicznych czy charakteryzowania niedziedzicz-
nych mutacji powodujacych rozwéj nowotwordw
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u ludzi. Mozna w ten spos6b sekwencjonowaé genom
nie tylko ludzki, lecz takze innych gatunkéw zwierzat,
ro$lin, grzyboéw czy mikroorganizmoéw, zarébwno tych,
ktoére juz sg znane, dzieki wykorzystaniu dostepnych
genoméw referencyjnych, jak i gatunkéw niezbada-
nych. W sekwencjonowaniu de novo genom konstru-
uje sie od podstaw, nie korzystajac z sekwenciji refe-
rencyjnej. Stosuje sie w tym celu specjalne narzedzia
bioinformatyczne.

2. Sekwencjonowanie egzomu

W przypadku sekwencjonowania egzomu (ang. Exome
Sequencing) obszarem objetym analizg sg egzony,
czyli rejony genomu tworzgce geny. Zajmujg one jedy-
nie ok 1,5% catego DNA genomowego, ale w ich obre-
bie znajduje sie wiekszo$¢ wariantdw odpowiedzial-
nych za stany chorobowe. Koszty sekwencjonowania
sg stosunkowo niskie, a ilos¢ danych, ktére mozna
w ten sposéb pozyskac — ogromna (www.genome.gov).

3. Resekwencjonowanie celowane

W metodyce resekwencjonowania celowanego (ang.
Targeted Sequencing) sekwencjonowane sag tylko
konkretne zestawy gendéw Ilub regionédw genomu.
Podejscie takie pozwala zaoszczedzi¢ czas i pienigdze
dzieki analizie danych dotyczgcych tylko specyficz-
nych rejonéw DNA. Mogg nimi by¢ egzony, wybrane
geny, fragmenty niekodujgcego DNA lub DNA mito-
chondrialny. Sekwencjonowanie celowane stosuje sie
rowniez w celu analizy rejonéw sprzezonych z cechami
fenotypowymi. Metoda ta umozliwia uzyskanie wigk-
szego pokrycia analizowanych sekwencji i identyfika-
cje rzadkich wariantéw lub r6znych typéw mutacji przy
zmniejszonych kosztach analizy.

Podstawowe metody sekwencjonowania nastep-
nej generagcji

1. Sekwencjonowanie drugiej generaciji

W technologiach tych masowo sekwencjonowane
sg tysigce lub miliony zamplifikowanych fragmentow
DNA, a wigczanie nukleotydow do nowo powstaja-
cych nici zachodzi cyklicznie w czasie réwnolegtych
reakcji. Metody SGS s3g relatywnie szybkie, poniewaz
sekwencjonowanie i detekcja zachodzg réwnoczesnie.
Aparatura jest czuta na ilodciowy odczyt sygnatu pty-
ngcego od duzej liczby identycznych czgsteczek przy-
mocowanych do konkretnej lokalizacji. Producenci
zapewniajg specjalne serwery i oprogramowanie
pozwalajgce na odczyt i analize duzej liczby ztozo-
nych danych pomiarowych, a wiekszo$¢ sekwenato-
row ma obecnie kompaktowe rozmiary. Dostepne na
rynku technologie i platformy sekwencjonowania dru-
giej generacji réznig sie miedzy sobg zastosowanymi
rozwigzaniami technicznymi oraz sposobem detekcji.
Przektada sie to m.in. na réznice w dtugosci odczytow,
wydajnosci procesu, predkosci reakcji, kosztach eks-
perymentu oraz typie i czestosci indukowanych w trak-
cie odczytu bteddéw. Metody drugiej generacji majg

ograniczenia wynikajgce z uzycia PCR oraz wymagaja
zastosowania nowych algorytméw do uktadania i skta-
dania sekwencji (ang. alignment and assembly). Do
rzetelnej analizy konieczne jest takze otrzymanie odpo-
wiedniego pokrycia, czyli minimalnej liczby odczytow
niezbednej do prawidtowej analizy badanych fragmen-
tow (amplikonow) (Yang, Xie, Yan, 2014; Ptoski, 2016;
Gupta, Gupta, 2014). W trakcie udoskonalania tech-
nik SGS pojawiaty sie metody i aparatura, ktore obec-
nie sg juz wycofane, np. pirosekwencjonowanie (firma
Roche) czy metoda ligacji oligonukleotydow SOLID.
Na rynek wkraczajg tez nowe firmy oferujgce inne roz-
wigzania. Od 2016 r. wysokoprzepustowe sekwena-
tory oferuje firma BGI z Chin. Obecnie wsréd techno-
logii sekwencjonowania MPS najczesciej uzywane sg
metody sekwencjonowania przez synteze z detekcjg
opartg na pomiarach fluorescencji lub ilosci uwalnia-
nych w trakcie reakcji jonéw wodoru.

a. Sekwencjonowanie przez synteze z detekcjg opartg
na fluorescenciji

W przypadku tego rodzaju sekwencjonowania przygoto-
wanie bibliotek jest wieloetapowe. Preparowanie kwasu
nukleinowego do sekwencjonowania MPS, nazywane
konstruowaniem bibliotek MPS, zastgpito wczesniej
wykorzystywane pracochtonne i czasochtonne klono-
wanie DNA do wektorow bakteryjnych. Na poczatku
DNA poddaje sie reakcji amplifikacji z uzyciem zestawu
specjalnych starteréw. Podczas tego procesu fragmenty
DNA sg namnazane i wydtuzane o syntetyczne oligo-
nukleotydy zwane znacznikami (ang. tag sequences) lub
adapterami, ktére petnig funkcje identyfikujgce i kontrol-
ne na etapie sekwencjonowania. Nastepnie biblioteki
z uzyciem kulek magnetycznych oczyszcza sig i nor-
malizuje, czyli selekcjonuje wedtug wielkosci fragmen-
tow, jednoczesnie wyrdwnujac stezenia poszczegol-
nych bibliotek wzgledem siebie. Otrzymane biblioteki
taczy sie razem, denaturuje i odpowiednio rozcien-
cza (ryc. 1a). Przygotowane i zebrane razem biblioteki
(ang. pooled libraries) umieszczane sg w sekwenatorze.
Dochodzi tam do hybrydyzacji jednoniciowych frag-
mentéw DNA do komplementarnych oligonukleotydéw
przyczepionych do dotkdéw w powierzchni szklanej ptytki
(ang. flow cell), a nastgpnie amplifikacji DNA. W reakgji
mostkowego PCR (ang. bridge PCR) po dodaniu nukle-
otydéw polimeraza dobudowuje nowo powstajgcg nic.
Po etapie denaturacji nastepuje wyptukanie nici matry-
cowej. Cykle tgczenia, wydtuzania i denaturacji powta-
rzajg sie wielokrotnie, az powstang klastry zawierajgce
tysigce kopii wyjsciowego fragmentu. Ostatni cykl PCR
konczy sie wyptukaniem jednej nici DNA oraz zablo-
kowaniem dalszej elongacji przez dodanie do konhca
3’ blokujgcego dideoksynukleotydu (ddNTP) (ryc. 1b).
Maszyna po przygotowaniu klastrow z kopiami wyj-
Sciowych czgsteczek DNA przystepuje do sekwen-
cjonowania, w ktorym wstawiane sg fluorescencyj-
nie znakowane nukleotydy. Kazdy kolor znacznika jest
przypisany konkretnej zasadzie i dziata jak odwracalny
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Ryc. 1a. Przygotowanie bibliotek NGS w technologii lllumina®.
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Ryc. 1b. Mostkowy PCR i formowanie klastrow na ptytce.
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Ryc. 1c. Sekwencjonowanie przez synteze w technologii lllumina®. Cztery wyznakowane fluorescencyjnie nukleotydy sg
obecne w roztworze. Fluorescencije rejestruje kamera CCD po inkorporaciji komplementarnego nukleotydu w kazdym cyklu.
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terminator. Po wtgczeniu nukleotydu ze znacznikiem
nastepuje detekcja fluorescencji przy uzyciu kamery
CCD. Dzieki duzej liczbie kopii DNA przytwierdzonych
w jednym obszarze sygnat z klastra jest wystarczajgco
intensywny, by aparat mogt go wychwyci¢. Wyptukanie
grupy fluorescencyjnej odblokowuje mozliwosé przy-
taczenia kolejnego nukleotydu. Cykle powtarzane sg
wielokrotnie (kilkaset razy), w kazdym z nich naste-
puje inkorporacja jednego z czterech obecnych w roz-
tworze nukleotydoéw (ryc. 1c). Ten typ sekwencjono-
wania wykorzystywany jest w aparatach firmy lllumina
(Heather, Chain, 2016; Van Dijk i in., 2014; Kotowska,
Zakrzewska-Czerwinska, 2010; Pigtkowski i in., 2013;
Ptoski, 2016; Gupta, Gupta, 2014).

b. Sekwencjonowanie przez synteze z detekcjg opartg
na pbtprzewodnikach i pomiarze pH

Konstrukcja bibliotek wyglgda podobnie jak przy
poprzedniej technologii. Inaczej zaprojektowany jest
etap amplifikacji bibliotek. Tutaj przeprowadza sie
go poza sekwenatorem w formie PCR emulsyjnego.
W emulsji oleju z wodg powstajg krople zawierajgce
kulke, polimeraze DNA i inne odczynniki niezbedne dla
reakcji. Amplifikacja DNA odbywa sie na kulkach wg
zasady: jeden fragment DNA — jedna kulka (ryc. 2a).
Nastepnie nieoptaszczone, puste kulki sg w duzej mie-
rze odptukiwane (tzw. enrichment), a petne kulki prze-
noszone na specjalng ptytke zwang chipem. Kompleksy
kulka — namnozone fragmenty DNA pasujg rozmiarem
do dotkdéw chipa, pod ktérymi znajduja sie czujniki mie-
rzgce zmiany pH. Po manualnym umieszczeniu chipa
w sekwenatorze odbywa sie proces sekwencjonowa-
nia. Nukleotydy dodawane sg pojedynczo, a w przy-
padku wbudowania nukleotydu komplementarnego do

nici matrycowej nastepuje pomiar uwalnianych jonéw
wodoru (ryc. 2b). Aparat odnotowuje sygnat, a jego sita
zalezy od liczby nukleotydéw przytgczonych w cyklu.
W dotkach, w ktoérych kolejny nukleotyd nie jest kom-
plementarny do aktualnie obecnego w roztworze, nie
zachodzi inkorporacja ani zmiana pH. Wyzwaniem
w tej metodzie jest prawidtowa ocena liczby wbudo-
wanych zasad w dtugich ciggach homopolimerowych,
a zaletg — wyeliminowanie czesci aparatury rejestruja-
cej (laser, kamera), uproszczenie procesu, skrocenie
czasu odczytu i obnizenie kosztéw sekwencjonowania.
Ten typ sekwencjonowania wykorzystywany jest w apa-
ratach firmy lon Torrent: PGM, lon Proton oraz najnow-
szym S5, wspotpracujgcym z kompatybilnym robotem,
przygotowujgcym biblioteki i fadujgcym prébki na chip,
nazwanym lon Chef (Van Dijk i in., 2014; Pigtkowski
i in., 2013; Ptoski, 2016).

2. Sekwencjonowanie trzeciej generacji
Sekwencjonowanie trzeciej generacji polega na odczy-
cie sekwenciji tylko jednej molekuty DNA bez namna-
zania czgsteczek w reakcji PCR. Sekwencjonowanie
zachodzi w czasie rzeczywistym, jest szybsze niz
sekwencjonowanie przez synteze, a odczytane
sekwencje sg wielokrotnie dtuzsze. Wadg tych techno-
logii sg na razie odczyty obarczone duzymi btedami.

a. Sekwencjonowanie SMRT w dotkach $wiattowodo-
wych ZMW

Przygotowanie DNA do sekwencjonowania odbywa sie
w kilku etapach. Pierwszym jest fragmentacja DNA na
odcinki o dtugosci 10 kz, a nastepnym naprawa uszko-
dzeh powstatych w trakcie fragmentaciji, naprawa
koncow DNA i jego oczyszczenie. W kolejnym kroku

DNA
fragmentacja gDNA

Pm—

 emulsja olejwoda: kropla =
zawiera zestaw reagentow
do PCR

fragment DNA
przytaczony do kulki

ligacja adapterdw

E—

Emulsyjny PCR

amplifikacja w kropli wody @ kulki optaszczone DNA

ssDNA
denaturacja dsDNA

——

Ryc. 2 a. Przygotowanie bibliotek NGS w technologii lon Torrent™ i klonalna amplifikacja na kulkach (emulsyjny PCR).
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do otrzymanych tzw. tepych korncéw dodawane sg
dwa adaptery typu spinka do wtoséw (pozwala to na
odczyt obu nici wiele razy) oraz przytaczane startery
sekwencyjne do powstatych komplekséw SMRTbell™
Templates. Na koncu do kazdego kompleksu dotg-
czana jest czgsteczka polimerazy. Sekwencjonowanie
odbywa sie na ptytce SMRT (ang. Single Molecule
Real Time Sequencing) z dotkami ZMW (ang. Zero-
-Mode Waveguides), dokad kompleksy dostajg sie na
drodze dyfuzji lub za posrednictwem kulek. Rozmiar
dotka pozwala na umieszczenie w nim tylko jednego
kompleksu. ZMW to otwdr wykonany w metalowej
membranie grubosci 100 nm zatozonej na szkto. Mata

Srednica otworu nie pozwala $wiattu lasera znajduja-
cego sie pod dotkiem na przejscie przez catg jego dtu-
gos$¢. Ulega rozproszeniu na 1/3 gtebokosci, w miejscu
przymocowania polimerazy. Kazdy z czterech nukleoty-
déw wyznakowany jest fluoroforem, ktéry po wzbudze-
niu Swiattem lasera generuje btysk swiatta. Wszystkie
nukleotydy sg obecne w roztworze, w ktérym zanu-
rzona jest ptytka. Wptywajg do dotkéw na zasadzie
dyfuzji i wyptywajg w razie braku komplementarno-
&ci. Laser nie wzbudza znacznikéw, dopoki nie dotrg
one do dna. Inkorporacja nukleotydu przez polime-
raze wydtuza czas jego ekspozycji na Swiatto lasera,
co skutkuje silniejszg emisjg Swiatta w odpowiednim

1

kulki optaszczone DNA umieszczone
w dotkach plytki (chipa)

1 rodzaj dNTP

EDNA

dotek

zmiana napigcia

warstwa polprzewodnika reagujgca na obecnosé

Sekwencjonowanie

5580, WM e BEIIB
e ViR UL U

, reakcja w obecnosci jednego
rodzaju nukleotydu,
enzymow i substratow

H+

jonow wodoru

| sygnal rejestrowany przez komput%

Ryc. 2 b. Sekwencjonowanie w technologii lon Torrent™ z detekcjg opartg na pomiarze zmiany pH.
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Ryc. 3. Sekwencjonowanie pojedynczej czasteczki DNA w technologii PacBio (SMRT). Kazda zasada emituje Swiatto innego
koloru po wzbudzeniu Swiattem lasera.

dla danej zasady kolorze (ryc. 3). Btysk fluorescen-
cji rejestruje kamera w czasie rzeczywistym. Znacznik
jest uwalniany po inkorporaciji, co odblokowuje moz-
liwo$¢ wstawienia kolejnej zasady przez polimeraze.
Ten typ sekwencjonowania zostat wprowadzony przez
firme Pacific Biosciences. Pozwala na odczyty rzedu
kilkudziesieciu tysiecy par zasad w ciggu kilku godzin,
jak rébwniez na wykrywanie modyfikacji epigenetycz-
nych w DNA (Heather, Chain, 2016; Van Dijk i in., 2014;
Kotowska, Zakrzewska-Czerwifiska, 2010; Pigtkowski
i in., 2013; Yang, Xie, Yan, 2014; Ptoski, 2016; Gupta,
Gupta, 2014; Rhoads, Au, 2015).

b. Sekwencjonowanie w nanoporach

Preparatyka prébek DNA polega na fragmentacji DNA,
reperacji koncdw oraz ich adenylacji. Po etapie oczysz-
czenia nastepuje ligacja adaptera o strukturze spinki
do witoséw do ogona poli A w dwuniciowym DNA. Do
nici DNA dotfgczane sg tez: tzw. silniczek molekularny
rozplagtujgcy podwojng helisg, ktory zapewnia opty-
malny czas przejécia przez nanopor dzigki unieru-
chomieniu jednej nici, oraz molekuta mocujgca (ang.
tether) wolny koniec nici DNA blisko otworu w mem-
branie. Technologia ta wykorzystata znane w przyro-
dzie zjawisko transportu czgsteczek przez membrany,
np. btony komérkowe z kanatami jonowymi. Membrany
moga by¢ pochodzenia biologicznego (biatkowe, np.
phi29, alfa-hemolizyna), syntetyczne Ilub mieszane.
Syntetyczne nanopory to otwory o $rednicy 1-100 nm
tworzone przez trawienie chemiczne, bombardowa-
nie jonami lub wigzkg z elektronowego mikroskopu
transmisyjnego cienkich warstw materiatow (np. poli-
mery, silikony, zwigzki krzemu, glinu, molibdenu lub
grafen). Nanopory majg rézne wtasciwosci: grubosé,
tempo translokacji czgsteczek, lepkos¢ do DNA etc.

Membrana jest tak dobrana, aby byta jak najciensza, co
daje mozliwos¢ odczytu jednej zasady w danym cza-
sie. Nieprzepuszczalna elekirycznie membrana zanu-
rzona jest w roztworze, a napiecie elektryczne umoz-
liwia przeptyw jonow przez otwér. Gradient stezen
nakierowuje czgsteczki do nanopora. Im blizej otworu,
tym wyzsze stezenie i wyzsza przewodno$¢ elek-
tryczna. Czgsteczki majgce tadunek elektryczny prze-
mieszczajg sie w kierunku elektrody o warto$ci przeciw-
nej, a nic DNA ze wzgledu na swéj tadunek przesuwa
sie w roztworze w kierunku elektrody o fadunku dodat-
nim (ryc. 4). Gdy czgsteczka DNA wejdzie do nanopora,
ruch jonéw zostaje czgsciowo zablokowany i wartosé
mierzonego pragdu maleje. Tempo przechodzenia cza-
steczki przez por mozna modyfikowaé. Spowalnia je
obnizenie temperatury lub natezenia prgdu oraz wzrost
stezenia soli. Szybszy jest przeptyw czgsteczek przez
otwory o mniejszej $rednicy. Kinetyka przechodze-
nia DNA zalezy od dtugosci i konformaciji nici. Kazda
zasada ma inng przewodno$¢, odczyt sekwencji zacho-
dzi wiec na podstawie jej pomiaréw (Feng i in., 2015).

W ramach jednego eksperymentu mozna sekwen-
cjonowac jedng lub wiele czgsteczek DNA. Odczyty
mogg mie¢ dtugos¢ do kilkuset tysiecy pz. Ten typ
sekwencjonowania wykorzystywany jest w apara-
tach firmy Oxford Nanopores. Urzadzenia, w ktérych
odbywa sie proces sekwencjonowania, to chipy wiel-
kosci pudetka zapatek z czujnikami mierzgcymi poten-
cjat, elektrodami i jedng lub wieloma ptytkami z nano-
poraminoszacyminazwy MinlONiPromethIlON. Metodg
tg mozna takze identyfikowa¢ zmiany epigenetyczne
w DNA (Heather, Chain, 2016; Kotowska, Zakrzewska-
-Czerwinska, 2010; Gupta, Gupta, 2014; Laver i in.,
2015; Regalado, 2014).
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Ryc. 4. Sekwencjonowanie pojedynczej czgsteczki DNA w technologii Oxford Nanopores.

Zastosowanie metod wysokoprzepustowego
sekwencjonowania DNA w genetyce sgdowej
Technologia MPS wprowadza game nowych mozliwo-
Sci badania DNA. Cze$¢ z nich znajduje bezposrednie
zastosowanie w kryminalistyce, poniewaz stanowi roz-
szerzenie oraz potgczenie stosowanych dotychczas
metod identyfikacji osobniczej. Obejmuje to profilo-
wanie autosomalnych oraz potozonych na chromoso-
mach ptci markeréw STR (ang. Short Tandem Repeat),
markerow SNP (ang. Single Nucleotide Polymorphism)
i analize mitochondrialnego DNA (mtDNA). Szczegblnie
obiecujgce jest zastosowanie sekwencjonowania
wysokoprzepustowego na etapie dochodzeniowo-
-$§ledczym do tzw. kryminalistycznego fenotypowa-
nia DNA (FDP). Metody predykcyjnej analizy DNA
wymagajg analizy setek, a nawet tysiecy polimorfi-
zmoOw rozsianych w catym genomie cztowieka i dla-
tego rozwdj tych metod Scisle zwigzany jest z wdro-
zeniem rozwigzarn genomicznych w genetyce sgdowe;.
Fenotypowanie DNA odnosi sie przede wszystkim do
przewidywania wygladu fizycznego, ale czesto wta-
cza sie rowniez tutaj analize pochodzenia biogeogra-
ficznego oraz wieku cztowieka. Wszystkie te informa-
cje moga mie¢ znaczenie wywiadowcze. Zwiekszenie
informatywnosci badanego materiatu biologicznego
o dodatkowe dane, nawet w przypadku prébek trud-
nych i zdegradowanych, jest jedng z kluczowych
zalet nowoczesnych technologii sekwencjonowania
i w przysztosci NGS moze by¢ rutynowo wykorzysty-
wane w dziataniach Policji.

1. Wykorzystanie NGS

a. ldentyfikacja osobnicza: markery STR i SNP

Do identyfikacji genetycznej wykorzystuje sie obecnie
analize zmiennoéci niekodujgcych fragmentéw DNA,
gtébwnie sekwencji mikrosatelitarnych zwanych marke-
rami STR. Profilowanie DNA dotyczy¢ moze loci STR
zlokalizowanych w autosomach oraz w chromosomach
ptci: X i Y. Autosomalne markery STR sg wykorzysty-
wane do identyfikacji genetycznej w laboratoriach kry-
minalistycznych przy uzyciu technologii multiplekso-
wego PCR i elektroforezy kapilarnej. Profile uzyskane
z badahn wprowadzane sg do krajowych baz danych
DNA i przeszukiwane na podstawie krajowych i mie-
dzynarodowych regulacji prawnych. Podstawowym
zestawem STR jest uktad 13 loci z systemu CODIS
(ang. Combined DNA Index System) opracowanego
przez FBI wraz z markerem genu amelogeniny pozwa-
lajgcym na okreslenie ptci. Analiza Y-STR jest szcze-
g6lnie przydatna w przypadku ustalania pokrewienstwa
w linii meskiej lub wykrywania meskiego komponentu
w przestepstwach na tle seksualnym. Mozliwo$¢ przy-
pisania danego osobnika do odpowiedniej haplogrupy
dajg wysoce konserwatywne mutacje chromosomu Y
dziedziczone w kolejnych pokoleniach. Swiatowa refe-
rencyjna baza danych Y-STR Haplotype Reference
Database (Y-HRD) zawiera informacje o zidentyfikowa-
nych haplotypach oraz czestosciach ich wystepowania
w réznych populacjach. Profilowanie z wykorzystaniem
technologii NGS juz dzisiaj pozwala na jednoczes-
ne badanie kilkudziesieciu markeréw STR oraz kilku-
set markerow SNP w jednej reakcji dla kilkudziesieciu
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probek. Dzieki uzyskaniu danych na temat liczby powt6-
rzen oraz sekwencji DNA badanych markeréw dyspo-
nujemy wiekszg sitg dyskryminacji. Spowodowane
jest to wystepowaniem izoalleli, czyli alleli o identycz-
nej dtugosci, réznigcych sie jednak sekwencjg DNA.
Liczba ta zwieksza sie takze dzieki analizie polimorfi-
zmu DNA regionoéw flankujgcych markeréw STR. Fakt
wystepowania izoalleli moze usprawni¢ proces dekon-
wolucji mieszanin, a takze umozliwi¢ ocene pochodze-
nia mutacji od matki lub od ojca w czasie badan iden-
tyfikacyjnych lub badan ojcostwa. Zestawy markeréw
identyfikacyjnych typu SNP znajdujg swoje zastosowa-
nie szczegolnie w sytuacji, kiedy DNA jest zdegrado-
wany. Zestaw 50-100 SNP ma site dyskryminacyjng
rowng tej uzyskiwanej dla 10-16 loci STR (Loveliness
iin., 2017; Pakstis i in., 2009; Gill i in., 2004).

b. Analiza mitochondrialnego DNA

Technologia NGS znajduje zastosowanie rowniez przy
analizie mtDNA, szczegdlnie w przypadku matych ilosci
materiatu czy zdegradowanego DNA. Sekwencjonujgc
caty genom mitochondrialny zamiast jedynie hiper-
zmiennych polimorficznych regionoéw HVI/HVII, ktére
zazwyczaj bada sie technologia Sangera, zwieksza
sie site dyskryminacyjng oraz niweluje problem wspdl-
nych regiondw hiperzmiennych w populacjach wywo-
dzacych sie od tego samego przodka. Dodatkowo
dzieki sekwencjonowaniu nastepnej generacji wykry-
walnos$¢ zjawiska heteroplazmii podwyzsza sie ponad
dwukrotnie w stosunku do sekwencjonowania technikg
Sangera. Na podstawie analizy mtDNA mozna ustali¢
pokrewienstwo w linii zenskiej, co jest szczegolnie uzy-
teczne przy poréwnywaniu probek pochodzgcych od
ofiar katastrof masowych lub NN 0s6b z zyjagcymi krew-
nymi ze strony matki. Ujawniono obecno$¢ licznych
haplogrup mtDNA, z kt6rych wiele wykazuje rozktad
kontynentalny i stanowi zrédto danych biogeograficz-
nych. Populacyjna baza danych regionu kontrolnego
miDNA EMPOP zawiera dane dotyczace rejondw
hiperzmiennych, regionu kodujgcego i catego genomu
mitochondrialnego. Baza ta daje mozliwos¢ weryfikacji
poprawnosci otrzymanych wynikéw oraz przyporzad-
kowania zbadanej sekwencji do okreslonej haplogrupy
(Holland, Makova, McElhoe, 2018; Just, Irwin, Parson,
2015; Shih i in., 2018).

c. Przewidywanie wygladu i pochodzenia biogeogra-
ficznego

Niezwykle obiecujgcym i jednym z wazniejszych obec-
nie kierunkdw rozwoju jest predykcja cech wygladu
fizycznego (ang. DNA phenotyping) oraz pochodze-
nia biogeograficznego (ang. ancestry) dawcy probki
DNA. Narzedzia, ktére do tego stuza, w zdecydowa-
nej wiekszosci opierajg sie na analizie markeréw SNP.
Opracowano i opublikowano specjalne panele naj-
lepszych markeréw tych cech stuzgcych przewidy-
waniu zarébwno wygladu, jak i pochodzenia. W przy-
padku przewidywania fenotypu badanie polega na

genotypowaniu markerow sprzezonych z genami
odpowiadajgcymi za wyglad cztowieka oraz budowa-
niu modeli matematycznych pozwalajgcych na ana-
lize otrzymanych danych. Do chwili obecnej najdo-
ktadniej poznane sg markery cech pigmentacyjnych.
Zabarwienie teczéwki oka, wtoséw czy odcien skoéry
to wynik interakcji kilku gendéw charakteryzujgcych
sie wysokg odziedziczalnoscig. Nalezg do nich m.in.:
HERC2, OCA2, SLC24A4, SLC45A2, SLC24A5, TYR,
IRF4, MC1R, TYRP1, TPCN2, ASIP, KITLG, EXOC2.
Geny te nie sg rownowazne i jedne odpowiadajg za
wigkszy procent zmiennosci danej cechy niz inne, np.
HERC2, OCA2 za pigmentacje oczu, a MC1R za pig-
mentacje wtoséw. Na potrzeby kryminalistyki opraco-
wano i zwalidowano kilka systeméw predykcyjnych.
Pozwalajg one, po podaniu genotypu dla konkretnych
markeréw, na predykcje pigmentacji oczu, wioséw czy
nawet odcienia skory, np. IrisPlex (predykcja koloru
oczu: niebieski, posredni, brgzowy), HlirisPlex (predyk-
cja koloru oczu: niebieski, posredni, brazowy; koloru
wtoséw: blond, rudy, brgz, czarny; odcienia wtosow:
jasny, ciemny) czy Snipper (kolor oczu: braz, niebieski,
zielonoorzechowy; wtoséw: blond, rudy, braz, czarny;
odcienia wtoséw: jasny, ciemny; odcienia skory: jasny,
$redni, ciemny). Trwajg prace nad zidentyfikowaniem
genetycznym takich cech jak meskie tysienie (m.in.
geny AR/EDA2R na chromosomie X), siwienie, mor-
fologia wtoséw (m.in. geny EDAR, FGFR2, TCHH),
ksztaft twarzy (m.in. geny PAX3, PRDM16, TP63) czy
wzrost (Kayser, 2015). Ocena pochodzenia biogeogra-
ficznego cztowieka opiera sie gtéwnie na analizie mar-
kerow AlMs (ang. Ancestry Informative Markers) typu
SNP i InDel. Analiza pochodzenia na podstawie mar-
kerow pozyskanych z chromosomu Y czy miDNA
pozwala na rekonstrukcje migracji i rozprzestrzeniania
sie populacji, a w odniesieniu do jednostki — na pota-
czenie cech wygladu z jej pochodzeniem w zaleznosci
od procentu domieszki innej populacji.

Komercyjne zestawy do badan kryminalistycz-
nych produkowane przez wiodgce na rynku firmy
ThermoFisherScientific czy lllumina pozwalajg na iden-
tyfikacje genotypu i/lub predykcje pigmentacji wto-
sOw, oczu oraz pochodzenia przy wykorzystaniu tech-
nologii NGS. Przyktadowo zestaw FGx firmy lllumina
pozwala na uzyskanie w ciggu kilku dni informacji na
temat 27 autosomalnych markeréw STR, 24 markeroéw
STR chromosomu Y, 7 markeréw STR chromosomu X,
94 identyfikacyjnych markeréw typu SNP, 22 marke-
row SNP wykorzystywanych do okre$lenia koloru oczu
i wtosdw oraz 56 markerow SNP wykorzystywanych do
okreslenia pochodzenia (https://www.illumina.com/).

d. Przewidywanie wieku cztowieka

Dzigki zastosowaniu MPS mozliwe jest obecnie ustale-
nie wieku osoby na podstawie pozostawionych sladéw
biologicznych z doktadnos$cig do kilku lat. Ma to znacze-
nie tym wieksze, ze wiek wptywa na wyglad zewnetrzny
cztowieka, a tym samym rezultat analizy predykcyjnej
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cech fenotypowych jest zwigzany z takimi zmianami jak
np. tysienie czy siwienie wtoséw. Do badan wykorzy-
stuje sie markery epigenetyczne — rejony genomu, ktére
z wiekiem zmieniajg swoj profil metylacyjny. Na podsta-
wie analizy tych zmian i modelowania matematycznego
przewiduje sie wiek chronologiczny cztowieka. Markery
wieku zazwyczaj zlokalizowane sg w obrebie wysp CpG
w rejonach promotorowych gendw i wykazujg tenden-
cje do hipometylacji lub hipermetylacji wraz z uptywem
czasu. Opublikowano kilkaset potencjalnie uzytecznych
markerdéw epigenetycznych. Niektére z tych markerdéw
majg zastosowanie podczas szacowania wieku biolo-
gicznego, inne natomiast podczas szacowania wieku
chronologicznego. Do analiz najczesciej wykorzystuje
sie zestawy ztozone z kilku markerow, ktére pozwalajg
na szacowanie wieku cztowieka z doktadnoscig $rednio
ok. +/-3 do 5 lat z prébek krwi, sliny lub spermy (Zbie¢-
-Piekarska i in., 2015).

e. ldentyfikacja tkanek i ptyndéw ustrojowych cztowieka:
markery mRNA i miRNA

Ptyny ustrojowe oraz tkanki odréznia sig od siebie przez
sekwencjonowanie biomarkerow mRNA, co pozwala
uzyskac tzw. profil mRNA. Wykorzystujac fakt zrdzni-
cowanej ekspresji poszczegdlnych genéw w komor-
kach réznych narzgddw (np. ptuca, mézg, nerki, skéra)
lub w substancjach interesujgcych z punktu widzenia
badan kryminalistycznych (np. krew, $lina, nasienie,
krew menstruacyjna, wydzielina z pochwy), zidentyfi-
kowano szereg markerbw mRNA pozwalajgcych na ich
identyfikacje. Co wazne, jednoczesna ekstrakcja RNA
i DNA z probek pozwala na przeprowadzenie zarbwno
identyfikacji mRNA, jak i klasycznego profilowania
STR. Probki mozna multipleksowac, co przyspiesza
czas analizy, a procedura jest odpowiednia takze do
zdegradowanych probek dowodowych.

Jako potencjalnie uzyteczne do réznicowania sub-
stancji takich jak mocz, krew czy $lina pod uwage
brane sg takze biomarkery miRNA. Czasteczki miRNA
to krétkie (20-25 pz) niekodujgce struktury RNA bar-
dziej odporne na degradacje, co w przypadku mate-
riatu dowodowego pochodzacego z odmiennych sro-
dowisk i przechowywanego w réznych warunkach ma
szczegOlnie duze znaczenie. Zidentyfikowano szereg
specyficznych tkankowo miRNA, jednakze metodyka
wymaga dalszego dopracowania, by uzyskiwane wyniki
byty powtarzalne (Hanson i in., 2018; Silva i in., 2014).

f. Mikrobiom

Sekwencjonowanie RNA oraz DNA mikroorganizmow
stanowi zrodto informacji na temat biogeograficznego
pochodzenia badanych dowodéw i moze by¢é wyko-
rzystane w $ledztwie. Na podstawie wiedzy o ludzkim
mikrobiomie mozliwa jest identyfikacja cztowieka, iden-
tyfikacja miejsca na ciele, z ktérego pochodzi dowod,
oraz oszacowanie czasu zgonu. Sekwencjonowanie
materiatu genetycznego pozwala takze na identyfikacje

rodzaju bakterii czy wirusow w przypadku spraw z uzy-
ciem broni biologicznej (Lilje i in., 2013).

Podsumowanie

W dziedzinie badan genetycznych i analiz molekular-
nych nowe technologie stosunkowo szybko zastepo-
wane sg jeszcze nowszymi. Z jednej strony powstajg
sekwenatory wysokoprzepustowe majace mozliwose
analizy wielu genoméw jednoczesnie, z drugiej strony
badacze szukajg pojedynczych zmian w sekwencji
DNA dajgcych sie potaczy¢ z konkretnymi cechami
wygladu cztowieka. W ostatnim czasie znaczna cze$s¢
elementéw protokotu sekwencjonowania i przygoto-
wania bibliotek zostata automatyzowana, co pozwala
na wykonanie analiz z niktym udziatem cztowieka.
Rosnie precyzja odczytu pojedynczych czgsteczek
DNA, a mate przeno$ne urzadzenia sprawiaja, iz coraz
bardziej prawdopodobna jest wizja mobilnych labora-
toribw, ktdére na miejscu zdarzenia wykonajg najbar-
dziej skomplikowane analizy, umozliwiajgce okreslenie
wygladu i wieku podejrzanego, a w ten sposéb doda-
nie istotnych informaciji dla $ledztwa.

Zrodto rycin: autorzy
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