https:/doi.org/10.34836/pk.2022.318.1

Identyfikacja blizniat monozygotycznych w dobie
sekwencjonowania nowej generacji

dr hab. Aleksander Masny*
ORCID 0000-0002-6230-120X

podkom. Bozena Wysocka?®
ORCID 0009-0009-7297-1336

1

2

Uprzednio: Centralne Laboratorium Kryminalistyczne Policji, obecnie: Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego,
Panistwowy Zaktad Higieny BIP
Centralne Laboratorium Kryminalistyczne Policji, bozena.wysocka@policja.gov.pl

Streszczenie

Bliznieta monozygotyczne stanowig wyzwanie dla kryminalistyki ze wzgledu na brak standaryzowanych na-
rzedzidoich réznicowania w obrebie pary, utrudniajgcy lub uniemozliwiajgcy sadowi ustalenie, ktore z bliznigt
jestsprawca przestepstwa. Pojawienie sie technologii sekwencjonowania nowej generacji, sekwencjonowania
catogenomowego oraz analiz epigenomu ludzkiego otworzyto droge do identyfikacji bliznigt monozygotycznych
w celach kryminalistycznych. Kwestig otwartg pozostaje odsetek bliznigt monozygotycznych, ktéry mozna roz-
nicowac, oraz poziom wiarygodnosci uzyskanych wynikéw. Dowody uzyskane za pomocg sekwencjonowania
catogenomowego, w sprawach dotyczacych identyfikaciji bliznigt monozygotycznych, budzg watpliwosci sa-
dow. Wraz z nowymi technologiami pojawiat sie szereg pytan odnosnie do ich parametréw: sity roznicowania,
poziomu wiarygodnosci wyniku, sposobéw walidacji metod oraz zagadnien natury prawnej. Nowe technologie
identyfikacji bliznigt wymagajg dostosowania do wymagan stawianych metodom kryminalistycznym: weryfi-
kacji, walidaciji i standaryzacji tych metod oraz jednolitego podejscia do interpretacji wynikow, aby mogty by¢
powszechnie stosowane w kryminalistyce i uznawane przez sady za wiarygodne dowody.

Stowa klucze: bliznieta monozygotyczne, sekwencjonowanie, sekwencjonowanie nowej generacji, analiza
epigenomu, identyfikacja genetyczna bliznigt

Wstep

ZPRAKTYKI

Na poczagtku XXI wieku stwierdzono, ze bliznieta monozygotyczne nie muszg miec¢ identycznych genoméw i moga

w ich DNA wystepowac mutacje, ktore nastgpity po podziale zygoty i/lub utworzeniu dwdch niezaleznych emb-

rionéw (Van Dongen etal., 2012). Zakres zréznicowania genomu w obrebie par bliznigt monozygotycznych pozo-
stawatwowczas stabo zbadany, jednak zaktadano, ze rozwaoj technologii sekwencjonowania catogenomowego
(ang. whole genome sequencing, WGS) powinien przyczynic sie do lepszego zrozumienia roznic pomiedzy bliz-
nietami, szczegolnie w kontekscie ich zroznicowanej zapadalnosci na choroby, zaréwno zakazne, jak i niezakazne
(VanDongen etal., 2012). Niedawno potwierdzono powyzsze przypuszczenia. Przy zastosowaniu catogenomo-

wego sekwencjonowania udowodniono, ze u bliznigt monozygotycznych mozna wykry¢ mutacje, ktére powstaty
jeszcze na etapie zygoty (Jonsson et al., 2021). Jednak zmienno$¢ genetyczna nie jest jedynym zréditem infor-

macji o roznicach w genomach ludzi. Niemal 50 lat temu postulowano, ze ekspresja genow oraz zalezny od niej

fenotyp moga by¢ regulowane za pomocg mechanizmdw epigenetycznych (Holliday & Pugh, 1975; Riggs, 1975).
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W drugiej dekadzie XXI wieku zgromadzono znaczng wiedze na temat metylacji genomu ludzkiego i potwier-
dzity sie przypuszczenia odnosnie do wptywu metylacji cytozyny w DNA (okreslanej tez jako pietno genetyczne
lub genomowe) na ekspresje gendw i réznicowanie komaérek. Uznano, ze pietno epigenetyczne jest przekazy-
wane potomstwu (Jones, 2012), niemniej sg rowniez w tej kwestii watpliwosci co do zakresu tego zjawiska u ludzi
w porownaniu do innych kregowcow (Horsthemke, 2018). Zawansowane badania lokalizacji metylowanych cy-
tozyn w genomie, okreslonych jako pigta zasada (Lister & Ecker, 2009), ze wzgledu na wptyw na funkcjonowanie
genow i dziedzicznosc¢ imprintingu, staty sie mozliwe dzieki wynalezieniu technologii konwersji bisulfitowej DNA
(Frommer et al., 1992) oraz rozwojowi technologii sekwencjonowania nowej generacji (ang. next generation se-
quencing, NGS) (Lister & Ecker, 2009). Wspomniana powyzej konwersja bisulfitowa pozwala dokonac konwer-
sji wszystkich niemetylowanych cytozyn w genomie do uracylu (Hayatsu, 2008). Powyzsza konwersja pozwala
ustali¢, ktore cytozyny byty metylowane w niemodyfikowanym DNA, poniewaz tylko te cytozyny nie ulegng kon-
wersji do uracylu. Metody sekwencjonowania nowej generacji umozliwiajg nie tylko analize catych genomoéw
lub licznej reprezentacijiich fragmentow, ale rowniez detekcje metylacji cytozyn w DNA poddanym odpowiedniej
procedurze, np. konwersiji bisulfitowej. Badanie statusu metylacji poszczegdlnych cytozyn w genomie pozwolito
réznicowac identyczne sekwencje DNA ze wzgledu na stan, a nawet poziom ich metylacji. Uzyskano nowy, poza
sekwencjg DNA, poziom roznicowania DNA organizmow (Lister & Ecker, 2009). Status metylacji DNA ulega dy-
namicznym zmianom na etapie rozwoju ptodowego i roznicowania komoérek. Zmiany wzoru i poziomu metylacji
cytozyn w genomie zachodzg w sposob ciggty w trakcie zycia organizméw (Dor & Cedar, 2018). Rowniez proces
demetylacji cytozyn jest intensywnie badany, a jego mechanizmy sg dobrze opisane (Seethy et al., 2021). Po-
niewaz metylacja ma wptyw na ekspresje gendw, ma wptyw rowniez na fenotyp (Kukla-Bartoszek et al., 2019).
Poziom metylacji DNA zmienia sie z wiekiem (Horvath & Raj, 2018; Ryan et al., 2020), zalezy od sposobu zywie-
nia (Cavalli & Heard, 2019), przebytych chordéb zakaznych (Fitzgerald et al., 2021). W przebiegu choréb nowo-
tworowych poziom i wzory metylacji sa zaburzone w catym genomie (Klutstein et al., 2016). Badania epigenomu
znalazty sie w obszarze zainteresowan kryminalistyki, poniewaz zaréwno wzory, jak i poziom metylacji moga
stuzy¢ do okreslania cech fenotypowych i wieku (Kukla-Bartoszek et al., 2019; Pospiech et al., 2020; Spdlnicka
etal., 2018; ZbieC-Piekarska et al., 2015), a osoby posiadajgce identyczne sekwencje badanych regionéw DNA
moga sie rozni¢ wzorem metylacji cytozyn w tych regionach. Celem niniejszego opracowania jest zaprezento-
wanie obecnego stanu wiedzy i perspektyw wykorzystania technologii NGS w badaniach genomdw oraz epi-
genomow bliznigt monozygotycznych w zastosowaniach kryminalistycznych.

Badania genomoéw bliznigt

Identyfikacja bliznigt monozygotycznych dla celéw dochodzeniowo sledczych i procesowych stanowi problem
dla organow sScigania i wymiaru sprawiedliwosci. Rowniez ustalenie ojcostwa jest trudne w przypadku bliznigt
monozygotycznych. Na catym swiecie opisywane sg przypadki, w ktorych nie mozna ustalic, ktore z pary bliznigt
dokonato danego czynu, pozostawito slady biologiczne lub byto ojcem. Analiza krétkich powtorzen tandemowych
(ang. short tandem repeats, STR), ztoty standard identyfikacji osob, jest zazwyczaj nieskuteczna w przypadku
bliznigt monozygotycznych (Turrina et al., 2021; Vidaki et al., 2017). Opisano przypadek, w ktorym jedno z pary
bliznigt posiadato mutacje (insercje) w regionach STR, ktéra pozwolita na odréznienie go od drugiego blizniecia
zpary (L. F. Wang etal., 2015), wystgpienie takiego zdarzenia jest niezwykle mato prawdopodobne i z tego wzgledu
niezwykle rzadko obserwowane. Niezwykle niskie prawdopodobiernstwo, czesto traktowane jako niemozliwos¢
(Z.Wang et al., 2015), odréznienia bliznigt za pomoca badan profili STR, przy braku innych dowoddéw (Tvedebrink
& Morling, 2015) skutkowato czesto ich diugotrwatg bezkarnoscig w roznych sprawach, w tym kradziezy i gwattu
(Turrinaetal., 2021). Znane sa przypadki bliznigt monozygotycznych, w ktérych zadne z pary nie przyznawato sie
do przestepstwa, zas badanie profili STR nie pozwalato zidentyfikowac sprawcy. W takich sprawach sady z reguty
decydujg na podstawie innych dowododw, o ile sg one dostepne. Moga to by¢ wyniki analiz widkien z odziezy, jak
w przypadku polskiej pary bliznigt odmawiajgcej wspotpracy przy ustaleniu sprawcy wypadku (Szurek, 2022),
lub zeznania swiadkow, jak w przypadku ustalenia ojcostwa lub gwattu (Turrina et al., 2021). Niejednokrotnie,
ze wzgledu na zasade domniemania niewinnosci, wskutek niemoznosci ustalenia przez sad sprawcy na pod-
stawie badan genetycznych profili STR oraz braku innych dowodow niz badania genetyczne sprawca moze
latami pozostawac bezkarny, tak jak w sprawie rozboju i gwattu dokonanego w Bostonie w 2004 roku (Turrina
etal.,2021). Zwrocono rowniez uwage na kolejny problem - liczba cigz blizniaczych rosnie w zwigzku z rosnaca
liczbg procedur sztucznego zaptodnienia, co skutkuje czestszym pojawianiem sie w bazach danych DNA profili
STR, ktdre nie sg unikatowe dla jednej osoby (Tvedebrink & Morling, 2015). Ten ostatni problem ma szczegodlnie
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duze znaczenie w przypadku oséb adoptowanych, niemajgcych swiadomosciistnienia blizniaczego rodzenstwa
(Tvedebrink & Morling, 2015). Zatem mozliwe jest wystepowanie w bazach danych identycznych profili STR po-
chodzacych od réznych bliznigt z jednej pary (Tvedebrink & Morling, 2015).

Czy technologie sekwencjonowania nowej generacji skutecznie roznicujg bliznieta? Czy nadaja sie do zasto-
sowan kryminalistycznych? Czy wyniki uzyskane za pomocg NGS mogag by¢ dowodem w sgdzie? Przeglad lite-
ratury pokazuje, ze obecnie nie ma jednoznacznej odpowiedzi na zadne z trzech powyzszych pytan. Tutaj warto
wroéci¢ do sprawy rozboju i gwattu w Bostonie dokonanego przez jednego z pary bliznigt jednojajowych McNair.
Badania profili STR nie pozwalaty ich odréznic, a to w 2004 roku w zasadzie wyczerpywato mozliwosci identyfi-
kacji osob na podstawie badan genetycznych. Wraz z rozwojem technologii sekwencjonowania nowej genera-
cji (NGS) pojawity sie nowe mozliwosci i firma Eurofins wykazata obecnosc¢ réznic w genomach bliznigt McNair,
pozwalajgcych ustalic, ktory z nich byt sprawca. Poszukiwanie réznic odbywato sie za pomoca ultragtebokiego
NGS (ang. ultra-deep next generation sequencing), ktérego przydatnosc¢ w roznicowaniu bliznigt monozygotycz-
nych w parze lub ustalenia ojcostwa jednego z pary bliznigt udowodniono (Weber-Lehmann et al., 2014). Jednak
sad nie przyjat wynikow badan firmy Eurofins jako wiarygodnego dowodu (Turrina et al., 2021), cho¢ stwierdzit,
co nastepuje: ,badaniaianalizy byty oparte na ogodlnie przyjetych zasadach naukowych i statystycznych” (oryg.
~testing and analysis were based on generally accepted, scientific and statistical principles”). Powyzsze pokazuje
réwniez, ze dopoki nie bedzie konsensusu odnosnie do sposobow walidacji i interpretacji wynikow NGS, moga one
budzi¢ watpliwosci sadéw. Warto nadmienic, ze koszt badar NGS w sprawie McNair wyniost ponad 100 000 USD.

Zachodzi sytuacja, w ktorej dowody z analiz profili STR, ktére z ogromnym prawdopodobienistwem nie zroz-
nicujg bliznigt monozygotycznych z duzym prawdopodobieristwem zostang przyjete przez sad, zas dowody
z badan NGS pozwalajgce na roznicowanie bliznigt jednojajowych w licznych sprawach nie zostaty uznane
za wiarygodne przez sady (Rolf & Krawczak, 2021). Wyrok skazujacy w przypadku braci McNair oparty byt
na zeznaniach Swiadka i nastgpit 14 lat po dokonaniu przestepstwa, pomimo przedstawienia dowoddow w po-
staci wynikdw NGS réznicujgcych bliznieta. W sprawie o ojcostwo w Brazylii wyniki badania profili STR po-
twierdzaty, ze dwaj bracia blizniacy mieli identyczne profile STR i nie wykluczaty ojcostwa zadnego z nich.
Sad, po ocenie catosci materiatu zgromadzonego w sprawie, w tym zeznan matki, nakazat obu braciom pta-
cenie alimentdéw (Turrina et al., 2021). Z kolei w sprawie o ustalenie ojcostwa we Wtoszech sad uznat, ze do-
pasowanie profilu STR wskazujgce na ojcostwo jednego z blizniakéw nie jest dowodem potwierdzajgcym,
ze to zbadany blizniak jest ojcem (Turrina et al., 2021). W przypadku obu wyzej cytowanych spraw, w ktérych
sgdom zaprezentowano wyniki badan profili STR, ich wyniki zostaty przyjete jako wiarygodne, jednak ani nie
wykluczaty, ani nie potwierdzaty ojcostwa wytgcznie jednego z pary bliznigt, zas sgdy dokonaty rozstrzyg-
niecia na podstawie innych dowodow i przestanek. Ponizej przedstawione zostang sposoby, w jakie sady
odnosity sie do dowodow wykorzystujacych NGS. W sprawie gwattu, w ktorej (Yuan et al., 2020) - podobnie
jak w sprawie braci McNair - jeden z pary bliznigt byt sprawcag gwattu (jak pézniej wykazano sprawca czte-
rech gwattéw), przyznat sie do winy, lecz nalezato wykluczy¢ jego brata jako sprawce. Zastosowano sekwen-
cjonowanie catogenomowe, jednakze tylko wyniki sekwencjonowania genomu mitochondrialnego uznano
zaumozliwiajgce skuteczne roznicowanie i dalsze analizy DNA genomowego pominieto. W tym miejscu warto
wspomniec, ze gtebokos¢ sekwencjonowania dla genomu mitochondrialnego wynosita 2000, a co do zasady
jestona zwykle okoto 100 razy wyzsza niz dla DNA genomowego (Davis et al., 2022). Srednia gieboko$¢ pokry-
cia sekwencjonowania moze by¢ zdefiniowana teoretycznie jako LN/G, gdzie L to dlugosc odczytu, Ntoliczba
odczytow, a G to diugos¢ genomu haploidalnego (Sims et al., 2014). W uproszczeniu mozna przyjac, ze daje
nam to przyblizong liczbe odczytow interesujgcej nas sekwenciji, przy zatozeniu, ze pokrycie (liczba razy, ktérg
genom byt zsekwencjonowany, podawana razem z procentowg wartoscig wyrazajacg, jak czesc catego ge-
nomu zostata zsekwencjonowana) byto wysokie i badana sekwencja byta wsréd zsekwencjonowanych. Duze
pokrycie i duza gtebokos¢ sekwencjonowania podnosi wiarygodnosc¢ wynikow i pozwala wykry¢ rzadkie wa-
rianty. Powyzsze opisane zjawiska zachodzity w opisywanej sprawie, bliznieta roznity sie jedng mutacjg w ge-
nomie mitochondrialnym, wynikajaca z heteroplazmiii wystgpujgca na poziomie 2,6% u jednego z pary bliznigt
(Yuan et al., 2020). Wiarygodnos¢ wyniku potwierdzono, stosujgc ukierunkowane sekwencjonowanie nowe;j
generacji, czyli sekwencjonujgc region, w ktérym znajdowata sie mutacja. Z sukcesem wykorzystano wyniki
jako dowdd w sgdzie, jednak pozostaje watpliwosc, czy znalezienie jednej mutacji mitochondrialnej, w formie
heteroplazmii na poziomie 2,6%, roznigcejbliznieta w parze jest raczej korzystnym zbiegiem okolicznosci, czy
tez metodg pozwalajgca rutynowo roznicowac bliznieta w parach. W literaturze opisano rowniez réznicowa-
nie, na podstawie wynikow NGS genomu mitochondrialnego, w obrebie 6 par bliznigt sposrod 16, stwierdzono
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jednak, ze nie wszystkie wykryte réznice bytyby wiarygodnym dowodem w sadzie (Chen et al., 2020). Podobne
zastrzezenia sformutowano w innej pracy opisujgcej uzycie sekwencjonowania genomow mitochondrialnych
bliznigt (Z. Wang et al., 2015). Autorzy obu powyzszych prac (Chen et al., 2020; Z. Wang et al., 2015) wyrazaja
zblizone opinie: réznicowanie bliznigt jest mozliwe na podstawie wynikow NGS mitochondrialnego DNA, jed-
nak czesc¢ wykrytych réznic mogtaby stanowic niewystarczajgcy dowdd w sgdzie. Obie grupy badawcze sg
zgodne, ze badania powinny by¢ prowadzone na identycznym materiale biologicznym od obu bliznigt i wy-
magane bytyby dalsze prace, zanim NGS mitochondrialnego DNA bedzie mozna rutynowo stosowac w kry-
minalistyce (Chen et al., 2020; Z. Wang et al., 2015). Co do zasady, mozliwe jest wykrywanie réznic rowniez
w DNA genomowym bliznigt monozygotycznych z jednej pary (Jonsson et al., 2021). Srednia liczba mutacji
powstatych w linii zarodkowe;j (ktore bedg wystepowaty w plemnikach i beda dziedziczone) wynosita 5,2
na pare bliznigt (Jonsson et al.,, 2021). Zbadano rowniez mutacje somatyczne (badano krew i wymazy z jamy
ustnej) u 381 par blizniat i 2 tripletéw bliznigt monozygotycznych; zidentyfikowano 39 par blizniat r6znigcych
sie ponad 100 mutacjami i 38 par, w obrebie ktérych nie wykryto zadnych réznic. Jednak gdy prog pokrycia
podniesiono do z 38-krotnego do 100-krotnego, liczba par réznigcych sie ponad 100 mutacjami spadta z 39
do 5. Z kolei posrdd par, w obrebie ktorych przy 38-krotnym pokryciu nie znaleziono zadnych réznic, to przy
100-krotnym pokryciu nie wykryto zadnych réznic w obrebie tylko 12 z tych 38 par (Jonsson et al., 2021). Za-
tem duzy wptyw na oszacowanie liczby roznic majg parametry i uzyte procedury NGS lub WGS. Ostatecznie
0oszacowano, ze u 15% par bliznigt mozna wykry¢ znaczaca liczbe mutacji charakterystycznych tylko dla
jednego osobnika. Warto wspomniec, ze odsetek fatszywie pozytywnych roznic zalezat od sredniego pokry-
cia oraz metody weryfikacji i wahat sie od 3% do 28%. Najwiekszg wiarygodnos¢ wynikéw w pracy Jonsson
et al. (2021) uzyskano przy okoto 152-krotnym maksymalnym pokryciu, liczba fatszywie pozytywnych wyni-
kow roznicowania rosta przy nizszym, 38-krotnym pokryciu. Powyzsze wskazuje, ze zastosowane podejscie
pozwala, co do zasady, udowodni¢ wystepowanie mutacji roznigcych bliznieta w parze, jednak wymagatoby
znaczgcych modyfikacji, by znalez¢ zastosowanie w kryminalistyce. Znaczenie pokrycia w NGS obrazuje
przypadek bliznigt, ktére dopuscity sie gwattu, a ich odrdznienie byto mozliwe tylko na podstawie wynikow
sekwencjonowania DNA mitochondrialnego (Yuan et al., 2020), przy pokryciu 2000-krotnym, zas$ niemozliwe
przy 30-krotnym pokryciu w sekwencjonowaniu DNA genomowego.

W opracowaniu poswieconym mozliwosci zastosowania catogenomowego sekwencjonowania do analizy
genomow bliznigt monozygotycznych do celéw kryminalistycznych (Rolf & Krawczak, 2021) zaprezentowano
zestawienie przypadkow uzycia wynikdw WGS jako dowodu w sgdzie. Powyzsze zestawienie sugerowato,
ze sad uznat dowod w 4 przypadkach na 6. Jeden z wyzej wspomnianych przypadkow uznania dowodu byt
btednie zaklasyfikowany jako dowdd przyjety przez sad i dotyczyt wspomnianejwczesniej sprawy braci McNair.
W powyzszej sprawie sad uznat metodyke za prawidtows, lecz niespetniajgca formalno-prawnych kryteriow
pozwalajgcych uzna¢ dowdd za wiarygodny (Rolf & Krawczak, 2021). W tym miejscu nalezy przypomniec,
ze powodem nieuznania przez sad wynikéw sekwencjonowania WGS wykonanego przez firme Eurofins byto
to, ze nigdy wczesniej nie wykorzystano kombinacji metod laboratoryjnych i statystycznych w doktadnie ten
sam sposob, w doktadnie tym samym celu, czyli identyfikacji dawcy spermy, w obrebie pary braci blizniakow
monozygotycznych. Sad podjat takg decyzje pomimo istnienia metod obliczenia ilorazu wiarygodnosci na pod-
stawie wynikéw sekwencjonowania catogenomowego (Krawczak et al., 2018). Sad nie kwestionowat popraw-
noscizadnego elementu procesu identyfikacji blizniagt, przeprowadzonego z osobna. Ten przyktad ilustruje, jak
istotne jest stworzenie migdzynarodowych standardow wykonywania i interpretacji wynikow badan krymina-
listycznych z uzyciem technologii NGS i WGS, tak by byty one akceptowane przez sady jako wiarygodne do-
wody. W chwili pisania tego artykutu nie byty dostepne rekomendacje uznanych miedzynarodowych organizaciji
na temat WGS w kryminalistyce. W rekomendacjach ENFSI dotyczgcych baz danych (ENFSI, 2019) znajduje
sie nastepujgce stwierdzenie: ,Istotnym problemem dla zarzadzajgcych bazami danych DNA jest brak mozli-
woscirozréznienia dopasowania miedzy bliznietami jednojajowymi. Prowadzone sg zaréwno badania epige-
netyczne, jak i sekwencjonowanie nowej generacji, ale ilosci DNA, ktore sg niezbedne do tych analiz, muszg
zostac€ zmniejszone, aby umozliwi¢ analize sladéw kryminalistycznych zawierajgcych niewielkie ilosci DNA.”
(oryg. ,A major issue for DNA database managers is that they cannot distinguish matches between monozy-
gotic twins. Both epigenetic as well as next generation sequencing research is occurring, but the amounts of
DNA which are necessary for these analyses must be reduced to enable analysis of forensic traces containing
low amounts of DNA."). Powyzsze stwierdzenie ENFSI odnosi sie do zastosowan wynikéw NGS i analiz epige-
nomu wytgcznie w kontekscie zarzgdzania bazami danych profili DNA. Wnioski analiz epigenomu, opisane
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w rekomendacji ENFSI, opieraja sie na literaturze sprzed ponad dekady (Li et al., 2011). Badania epigenomu
orazich zastosowania w kryminalistyce sg obecnie duzo bardziej zaawansowane, niz to opisano w literaturze
(Lietal, 2011) cytowanejw dokumencie ENFSI (ENFSI, 2019).

Obszerny przeglad technologii kryminalistycznych wykorzystujgcych WGS i genomike kryminalistyczng
oraz zwigzanych z nimi regulacji mozna znalez¢ w dokumencie wydanym przez Komisje Europejska (Angers
etal.,, 2021). Wspomniany Raport Techniczny Komisji Europejskiej (Angers et al., 2021) nie stanowi rekomenda-
Cji, jest to przeglad technologii i zwigzanych z nimi zalecen oraz regulacji prawnych.

Badania epigenomu bliZzniat

Jak wspomniano wczesniej, badania metylaciji DNA sg stosowane do oceny wieku zaréwno chronologicznego,
jak i biologicznego (Bell et al., 2019), cech fenotypowych, a nawet trybu zycia (Ryan et al., 2020). Ze wzgledu
na wiekszg zmiennos¢ wzorow i poziomow metylacji niz sekwencji DNA genomowego epigenom stat sie intere-
sujgcym obiektem badan w kontekscie roznicowania bliznigt w obrebie pary (Du etal., 2015,2015; Lietal., 2013;
Planterose Jiménez et al., 2021b; Vidaki et al., 2018; Zhang et al., 2015). Nalezy przyznac, ze liczba roznic sek-
wencji DNA pomiedzy genomami bliznigt jest niezwykle mata (Rolf & Krawczak, 2021), i z tego wzgledu wielu
autorow zwracato uwage, iz badania epigenomu moga pozwoli¢ na uzyskanie wiekszej sity réznicowania bliznigt
monozygotycznych w poréwnaniu do badarn genomu (Du et al., 2015; Planterose Jiménez et al., 2021b; Vidaki
etal., 2018; Zhang et al., 2015). Poszukiwano markerdw epigenetycznych, ktére pozwalatyby na réznicowanie
bliznigt. Opisano identyfikacje takich markerow i wykorzystanie ich do identyfikacji blizniat, z ktorych panel PCR,
wykorzystujgcy krzywe topnienia DNA do detekcji roznic pomiedzy bliznietami (Marqueta-Gracia et al., 2018).
Wyniki wspomnianej pracy zostaty zakwestionowane i wykazano, ze wnioski odnosnie do skutecznosci rézni-
cowania bliznigt byty nieuprawnione (Vidaki et al., 2018). Powyzszy przyktad podano, by zilustrowac, jak wazna
jestostroznos¢ w ocenie wiarygodnosci badan z zakresu roznicowania bliznigt w dobie dynamicznego rozwoju
tej dziedziny. Mozliwos$¢ wynalezienia panelu markerow umozliwiajgcego réznicowanie bliznigt zostata uznana
za wymagajgca wyjasnienia (Vidaki et al., 2018). Warto przypomniec, ze w przypadku genomow bliznigt mono-
zygotycznych wykazano, ze réznigce je mutacje byty unikatowe i zlokalizowane w réznych regionach genomu,
u poszczegolnych o0sob (Jonsson et al., 2021), zatem byty specyficzne dla danego osobnika, a nie dla bliznigt
w ogole. W odniesieniu do epigenomu sytuacja wydaje sie przedstawia¢ podobnie, zgodnie z obecng wiedza
regiony genomu o duzym poziomie zmiennosci metylacji w populacji ludzkiej wykazujg zmiennos¢ u bliznigt mo-
nozygotycznych (Planterose Jiménez et al., 2021Db). Nie sg to zatem regiony genomu o duzej zmiennosci wzoru
i poziomu metylacji charakterystyczne dla blizniat, tylko regiony genomu o duzej zmiennosci wzoru i poziomu
metylacji w populacji ludzkiej w ogdle (Planterose Jiménez et al., 2021b). Za ztoty standard badania statusu
metylacji przyjmuje sie catogenomowe sekwencjonowanie DNA po konwersiji bisulfitowej (ang. whole genome
bisulfite sequencing, WGBS) oraz mikromacierze metylacyjne firmy lllumina (Planterose Jiménez et al., 2021b).
Podjeto proby zastosowania analizy epigenomu do réznicowania bliznigt na podstawie $ladu biologicznego z nie-
dopatka (Vidaki et al., 2018). Uzyto dwoch technologii, mianowicie mikromierzy lllumina 450K array oraz Methy-
Light quantitative PCR, jednak obie metody dawaty rozbiezne wyniki w czesci badanych markerow, w materiale
referencyjnym (Vidaki et al., 2018). Ponadto nie byto mozliwe zbadanie materiatu ze Sladu za pomocg mikroma-
cierzy, ze wzgledu na duze iloSci DNA wymagane przez te technologie.

Konkluzje autoréw podsumowujg ograniczenia uzytych przez nich technologii oraz samych w sobie badan epi-
genomu w zastosowaniach kryminalistycznych (Vidaki et al., 2018). Obecnie nie wiadomo, jaka jest minimalna
liczba cytozyn metylowanych réznicowo (markeréw) niezbedna do uzyskania wiarygodnego roznicowania osob
i jak ta liczba bedzie sie zmieniaC w zaleznosci od badanej tkanki (Vidaki et al., 2018). Technologia mikromierzy
ze wzgledu na wysokie wymagania odnosnie do ilosci i jakosci DNA nie nadaje sie do analizy sladéw, ponadto
bytaby wymagana ocena sktadu komérkowego materiatu biologicznego (oparta na wynikach analizy DNA) (Vidaki
etal., 2018). Kolejnym problemem byta kwestia normalizacjii analizy wynikdw uzyskanych na mikromacierzach
lllumina 450K array w sposéb pozwalajgcy na wyeliminowanie artefaktéw (Vidaki et al., 2018). Ostatnie z wy-
mienionych zagadnien mogto by¢ zrodiem czesci problemow z analizg markerow epigenetycznych u blizniat.

Od latz powodzeniem stosowano mikromacierze metylacyjne do oceny wieku ludzi, niemniejznane byty ogra-
niczenia tej technologii (Carmona et al., 2017; Logue et al., 2017; Maksimovic et al., 2015; Planterose Jiménez
et al.,, 2021a; Price & Robinson, 2018). W ostatnim czasie okazato sig, ze sposob analizy wynikoéw z mikroma-
cierzy metylacyjnych powodowat btedy w oszacowaniu poziomu metylacji - generowat artefakty zaburzajgce
przewidywanie wieku (Higgins-chen et al., 2022; Pang etal., 2022). Powyzsze wnioski sg spojne z obserwacjami
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innych badaczy sugerujgcych, ze metody ukierunkowanego sekwencjonowania moga by¢ bardziej adekwatne
niz mikromacierze w réznicowaniu bliznigt do celdw kryminalistycznych, na podstawie wzorow metylacji DNA
(Vidakietal.,2018). Przewidywania wieku i cech fenotypowych prowadzono z powodzeniem z wykorzystaniem
technologii ukierunkowanego sekwencjonowania nowej generacji (Freire-Aradas et al., 2020; Kukla-Bartoszek
etal., 2019; Pospiech et al., 2020; Spodlnicka et al., 2018; Zbiec¢-Piekarska et al., 2015).

Niewatpliwie zmiennos¢ wzorow i poziomu metylacji ma wieksza potencjalng site dyskryminac;ji bliznigt mo-
nozygotycznych niz zréznicowanie genetyczne, poniewaz identyczne sekwencje DNA moga sie roznic pozio-
mem i statusem metylacji cytozyn w poréwnywanych genomach. W ostatnim czasie znaleziono setki markerow
réznicujgcych zaréwno bliznieta, jak i osoby niespokrewnione, ktére potencjalnie mogtyby w przysztosci stuzy¢
do celéw kryminalistycznych (Planterose Jiménez et al., 2021b). Opracowano nowg metode wykrywania me-
tylowanych cytozyn, opartg na enzymatycznej konwers;ji takich zasad. Metoda ta, okreslana jako TAPS (TET-
-assisted pyridine borane sequencing) (Liu et al., 2020; Siejka-Zielinska et al., 2021), wymaga mniejszej iloSci
DNA, co jest niezwykle wazne w zastosowaniach kryminalistycznych, i zapewne bedzie w nich wykorzystana
W przysztosci.

Podobnie jak w przypadku badan genomu, metody stosowane do badania zmiennosci epigenomu bedg wyma-
gaty dostosowania do restrykcyjnych wymagan stawianych metodom kryminalistycznym. Nalezy przypuszczac,
ze w nieodlegtej przysztosci wejda one do katalogu technik rutynowo stosowanych w kryminalistyce, bedzie
jednak to wymagato ich standaryzacji oraz stworzenia odpowiednich regulacji prawnych. W Polsce badania
z zakresu kryminalistycznych zastosowan badania epigenomu sg zaawansowane (Freire-Aradas et al., 2020;
Kukla-Bartoszek et al., 2019; Pospiech et al., 2020; Spdlnicka et al., 2018; Zbiec¢-Piekarska et al., 2015). Obecnie
w CLKP realizowany jest projekt EPIGENOM, nr DOB-BIO10/06/01/2019, w ramach ktérego prowadzone sg mie-
dzy innymi badania z zakresu roznicowania bliznigt monozygotycznych na podstawie zréznicowania wzorow
i poziomu metylacji genomowego DNA.
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Abstract

Monozygotic twins pose a challenge to forensic science due to the lack of standardized tools to differenti-
ate them within a pair, and thus making it difficult or impossible for a court to determine which of the twins
is the perpetrator of the crime. The advent of next-generation sequencing technologies, whole-genome se-
quencing, and analyses of the human epigenome, has opened the way to the identification of monozygotic
twins for forensic purposes. The percentage of monozygotic twins that can be differentiated and the level
of reliability of results remain an issue open for investigation. Identification of monozygotic twins through whole-
-genome sequencing raises doubts in the courts. New technologies raised a number of questions regarding
the parameters: the power of differentiation, the level of reliability of the result, validation method and legal
issues. New twin identification technologies require adapting to the requirements for forensic methods: ver-
ification, validation and standardization, as well as a uniform approach to the interpretation of results, so that
they can be widely used in forensics and recognized by courts as reliable evidence.

Key words: monozygotic twins, next-generation sequencin, epigenome analysis, genetic identification of twins

Introduction

The studies conducted at the beginning of the 21st century found that monozygotic twins do not necessarily
have identical genomes and may have mutations in their DNA that occurred after the division of the zygote and/
or the formation of two independent embryos (Van Dongen et al., 2012). At that time, the extent of genome diver-
sity within pairs of monozygotic twins remained poorly researched, but it was expected that the development
of whole genome sequencing (WGS) technology should bring a better understanding of the differences between
twins, especially in the context of their susceptibility to diseases, both infectious and non-infectious (Van Dongen
etal., 2012). These assumptions were recently confirmed. Whole-genome sequencing was used to detect mu-
tations thatoccurred at the zygote stage in monozygotic twins (Jonsson et al., 2021). However, genetic variation
is notthe only source of information about differences in human genomes. Aimost 50 years ago, it was postulated
that gene expression and the resultant phenotype could be regulated by epigenetic mechanisms (Holliday & Pugh,
1975; Riggs, 1975). In the second decade of the 21st century, significant knowledge about methylation of the hu-
man genome was collected, which confirmed the assumptions regarding the influence of cytosine methylation
in DNA (also referred to as genetic or genomic imprinting) on gene expression and cell differentiation. It has been
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recognized that epigenetic imprinting is transmitted to offspring (Jones, 2012), but there are also doubts about
the extent of this phenomenon in humans compared to other vertebrates (Horsthemke, 2018). Advanced studies
ofthe location of methylated cytosines, defined as the fifth base (Lister & Ecker, 2009), conducted due to theirim-
pact on gene functioning and the heredity of imprinting, became possible thanks to the invention of DNA bisulfite
conversion technology (Frommer et al., 1992) and the development of next-generation sequencing (NGS) (Lister
& Ecker, 2009). Bisulfite conversion allows for the conversion of all unmethylated cytosines to uracil (Hayatsu,
2008). This allows to determine which cytosines were methylated in unmodified DNA, because only these cy-
tosines will not be converted to uracil. Next-generation sequencing methods enable not only the analysis of en-
tire genomes or a large representation of their fragments, but also the detection of cytosine methylation in DNA
subjected to an appropriate procedure, e.g. bisulfite conversion. The examination of the methylation status of cy-
tosines in the genome allowed for the differentiation of identical DNA sequences based on this status and even
forthe assessment of the level of methylation. A new level of DNA differentiation was achieved, apart from the DNA
sequence (Lister & Ecker, 2009). The DNA methylation status undergoes dynamic changes at the stage of foetal
development and cell differentiation. Changes in the pattern and level of cytosine methylation in the genome oc-
cur continuously throughout life (Dor & Cedar, 2018). The process of cytosine demethylation is also intensively
studied and its mechanisms are well described (Seethy et al., 2021). Because methylation affects gene expres-
sion, it also affects phenotype (Kukla-Bartoszek et al., 2019). The level of DNA methylation changes with age
(Horvath & Raj, 2018; Ryan et al., 2020), depends on nutrition (Cavalli & Heard, 2019) and the history of infectious
diseases (Fitzgerald et al., 2021). In cancer diseases, methylation levels and patterns are perturbed throughout
the genome (Klutstein et al., 2016). Epigenome research has also become an area of interest in forensic science,
as both patterns and levels of methylation can be used to determine phenotypic features and age (Kukla-Bartoszek
etal.,, 2019; Pospiech et al., 2020; Spodlnicka et al., 2018; Zbie¢-Piekarska et al., 2015). People with identical se-
quences of DNA regions may differ in the pattern of cytosine. The aim of this study is to present the current state
of knowledge and prospects for the use of next-generation sequencing (NGS) technology in the study of genomes
and epigenomes in monozygotic twins for forensic purposes.

Twin genome testing
Identification of monozygotic twins for investigative and trial purposes is a problem for prosecuting authorities
and the system of justice. Determining paternity is also difficultin the case of monozygotic twins. All over the world,
cases are reported in which itis impossible to determine which of a pair of twins committed a given act, left bio-
logical traces or was the father. Short tandem repeats (STR) analysis, which is the gold standard for identifying
individuals, is typically ineffective in monozygotic twins (Turrina et al., 2021; Vidaki et al.,2017). There was a case
in which one of a pair of twins had a mutation (insertion) in the STR regions that allowed it to be distinguished
from the other twin in the pair (L. F. Wang et al., 2015). However, such an event is very unlikely and therefore ex-
tremely rare. The extremely low, often impossible, probability of distinguishing twins using STR profile tests (Z.
Wang et al., 2015), in the absence of other evidence (Tvedebrink & Morling, 2015), frequently resulted in their
long-term impunity, including cases of theft and rape (Turrina et al., 2021). There are cases of monozygotic twins
in which neither of the pair admitted to the crime, and the examination of STR profiles did not allow to identify
the perpetrator. In such cases, courts will usually decide on the basis of other evidence, if it is available. These
may be the results of analyses of fibres from clothing, as in the case of a pair of Polish twins refusing to cooper-
ate in identifying the perpetrator of an accident (Szurek, 2022), or witness testimony, as in the case of establish-
ing paternity or finding a rapist (Turrina et al., 2021). Often, due to the principle of the presumption of innocence
and the court’s inability to identify the perpetrator based on genetic STR profiles and the lack of evidence other
than genetic tests, the perpetrator may remain unpunished for years, as in the case of a robbery and rape com-
mitted in Boston in 2004 (Turrina et al. al., 2021). There is another problem - because of the increasing number
of artificial insemination procedures, the number of twin pregnancies is growing, which results in more STR pro-
files in DNA databases that are not unique to one person (Tvedebrink & Morling, 2015). The problem is particu-
larly important in the case of adopted people who are not aware of the existence of twin siblings (Tvedebrink &
Morling, 2015). Therefore, itis possible foridentical STR profiles from different twins from the same pair to appear
in databases (Tvedebrink & Morling, 2015).

Are next-generation sequencing technologies effective at differentiating between twins? Are they suitable for fo-
rensic applications? Can NGS results be used as evidence in the court? A review of the literature shows no clear
answer to any of these questions. Therefore, it is worth returning to the case of the robbery and rape in Boston
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committed by one of the McNair monozygotic twins. The examination of STR profiles did not allow to distinguish
the brothers, and in 2004 this basically exhausted the possibilities of identification based on genetic tests. With
the development of NGS technology, new possibilities emerged. Eurofins demonstrated differences in the genomes
of the McNair twins, allowing to determine the culprit. Differences were found using ultra-deep next generation
sequencing, the usefulness of which in differentiating monozygotic twins or determining the paternity of one
of a pair of twins has been proven (Weber-Lehmann et al., 2014). However, the court did not accept the Eurof-
ins results as reliable evidence (Turrina et al., 2021), although it stated the following: “testing and analysis were
based on generally accepted, scientific and statistical principles”. This also shows that until there is a consen-
sus on how to validate and interpret NGS results, they may raise doubts in the courts. It is worth mentioning that
in the McNair case the cost of NGS was over $100,000.

Interestingly, evidence from analyses of STR profiles, which are highly unlikely to differentiate between monozy-
gotic twins, is very likely to be accepted by the court, while in numerous cases evidence from NGS tests allowing
for the differentiation of monozygotic twins has not been recognized as reliable by the court (Rolf & Krawczak,
2021). In the case of the McNair brothers, the conviction was based on the testimony of a witness and occurred
14 years after the crime, despite the presentation of NGS results distinguishing the twins. In a paternity case
in Brazil, the results of STR profile confirmed that two twin brothers had identical STR profiles and the test did not
exclude the paternity of either of them. After assessing all the material, including the mother’s testimony, the court
ordered both brothers to pay alimony (Turrina etal., 2021). In a paternity case in Italy, the court found that the STR
profile indicating the paternity of one of the twins is not evidence confirming that the tested twin is the father (Tur-
rinaetal., 2021). In both cases, in which the results of STR profile tests were presented to the court, they were ac-
cepted as reliable, but they neither excluded nor confirmed the paternity of one of the pair of twins, and the court
made their decisions based on other evidence and premises. Below, we outline the ways in which courts have
addressed evidence based on NGS results. In a rape case (Yuan et al., 2020) in which, similarly to the case
of the McNair brothers, one of the pair of twins was the perpetrator (later shown to be the perpetrator of four
rapes), and pleaded guilty, his brother had to be excluded as the perpetrator. Whole-genome sequencing was
used, however, only the results of mitochondrial genome sequencing were considered sufficient for effective
differentiation and further analyses of genomic DNA were omitted. The sequencing depth for the mitochondrial
genome was 2000, and, as a rule, it is usually about 100 times higher than for genomic DNA (Davis et al., 2022).
The average depth of sequencing coverage can be theoretically defined as LN/G, where L is the read length,
N is the number of reads, and G is the length of the haploid genome (Sims et al., 2014). In simple terms, this gives
an approximate number of reads of the sequence of interest, assuming that the coverage (the number of times
the genome was sequenced, together with percentage expressing what part of the genome was sequenced)
was high and the examined sequence was among those sequenced. High coverage and high sequencing depth
increase the reliability of results and allow the detection of rare variants. These phenomena occurred in this case;
the twins differed in one mutation in the mitochondrial genome, resulting from heteroplasmy, occurring at a level
of 2.6% in one of the pair of twins (Yuan et al., 2020). The reliability of the result was confirmed using targeted
next-generation sequencing, i.e. sequencing the region where the mutation was located. The results were suc-
cessfully used as evidence in court, but it remains questionable whether finding one mitochondrial mutation,
in the form of heteroplasmy at the level of 2.6%, distinguishing twins in a pair, is a rather favourable coincidence,
or a method that allows for routine differentiation. The literature also described differentiation based on NGS re-
sults of the mitochondrial genome within 6 out of 16 pairs of twins, but not all detected differences would be re-
liable evidence in court (Chen et al., 2020). Similar reservations were formulated in another paper describing
the use of sequencing the mitochondrial genomes in twins (Z. Wang et al., 2015). The authors of both studies
(Chenetal.,, 2020; Z. Wang et al., 2015) express similar opinions: differentiating twins is possible based on NGS
results of mitochondrial DNA, but some of the differences could be insufficient evidence in court. Both research
groups agree that studies should be conducted on identical biological material taken from both twins and further
works would be required before NGS of mitochondrial DNA can be routinely used in forensics (Chen et al., 2020;
Z.Wangetal.,, 2015). In principle, itis possible to detect differences also in the genomic DNA of monozygotic twins
from one pair (Jonsson et al., 2021). The average number of germline mutations (present in sperm and inher-
ited) was 5.2 per pair of twins (Jonsson et al., 2021). Somatic mutations were also tested (blood and oral swabs)
in 381 pairs of twins and in 2 monozygotic twin triplets. There were 39 pairs of twins differing in more than 100
mutations, and 38 pairs in which no differences were detected. However, when the coverage threshold was in-
creased from 38-fold to 100-fold, the number of pairs differing by more than 100 mutations dropped from 39 to 5.
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In turn, among the pairs with no differences at 38-fold coverage, at 100-fold coverage no differences were de-
tected only within 12 of 38 pairs (Jonsson et al., 2021). Therefore, the parameters and procedures used in NGS
and WGS have a large impact on the estimation of the number of differences. Ultimately, it was found that a signifi-
cant number of mutations specific for only one individual could be detected in 15% of twin pairs. The percentage
of false positive differences depended on average coverage and verification method and ranged from 3% to 28%.
The greatest reliability of results in the study conducted by Jonsson et al. (2021) was obtained at approximately
152x maximum coverage. The number of false positive differentiation results increased at lower - 38x coverage.
This shows that this approach allows to indicate mutations that distinguish twins in a pair, but it would require
significant modifications to be used in forensics. The importance of coverage in NGS is illustrated by the case
oftwins who had committed rape. Distinguishing them was only possible based on mitochondrial DNA sequencing
(Yuan etal., 2020) at 2000-fold coverage, and impossible at 30-fold coverage using genomic DNA sequencing.

The research into the use of whole-genome sequencing to analyse the genomes of monozygotic twins for fo-
rensic purposes (Rolf & Krawczak, 2021) presented a list of WGS results applied as evidence in court. The sum-
mary reveals that the court accepted evidence in 4 out of 6 cases. One of these cases was incorrectly classified
as evidence and accepted by the court. It concerned the previously mentioned case of the McNair brothers. In this
case, the courtfound the methodology correct, but not meeting the formal and legal criteria allowing the evidence
to be considered reliable (Rolf & Krawczak, 2021). It should be recalled that the reason the court did not recog-
nize the results of Eurofins’ WGS sequencing was that a combination of laboratory and statistical methods had
never before been used in exactly the same way, for exactly the same purpose, i.e. the identification of a sperm
donor within a pair of monozygotic twin brothers. The court made such a decision despite the existence of me-
thods for calculating the likelihood ratio based on whole-genome sequencing (Krawczak et al., 2018). The court
did not question the correctness of any element of the twin identification process, which was conducted sepa-
rately. This example illustrates how importantitis to create international standards for performing and interpreting
the results of forensic examinations based on NGS and WGS technologies, so that they are accepted by courts
as reliable evidence. At the time of writing this paper, no recommendations from recognized international or-
ganizations on WGS in forensics were available. The ENFSI database recommendations include the following
statement: “A major issue for DNA database managers is that they cannot distinguish matches between mo-
nozygotic twins. Both epigenetic as well as next generation sequencing research is occurring, but the amounts
of DNA which are necessary for these analyses must be reduced to enable analysis of forensic traces contain-
ing low amounts of DNA” (ENFSI, 2019). The above ENFSI statement applies to the use of NGS and epigenome
analyses only in the context of managing DNA profile databases. The conclusions of the epigenome analyses
described in the ENFSI recommendation are based on literature from over a decade ago (Li et al., 2011). Epig-
enome research and its applications in forensics are currently much more advanced than described in the li-
terature (Li et al., 2011) cited in the ENFSI document.

A comprehensive overview of forensic technologies based on WGS, forensic genomics and related regulations
can be found in a document issued by the European Commission. The Technical Report of the European Com-
mission (Angers et al., 2021) is not a recommendation, but just a review of technologies, related recommenda-
tions and legal regulations.

Epigenome studies in twins

As mentioned earlier, DNA methylation tests are used to assess chronological and biological age (Bell etal.,2019),
phenotypic traits, and even lifestyle (Ryan et al., 2020). Due to greater variability in methylation patterns and levels
thanin genomic DNA sequences, the epigenome has become an interesting object of research in the context of twin
differentiation (Du et al., 2015; Liet al., 2013; Planterose Jiménez et al., 2021b; Vidaki et al.,2018; Zhang et al., 2015).
The number of DNA sequence differences between the twins’ genomes is extremely small (Rolf & Krawczak,
2021), and therefore many authors have pointed out that epigenome examinations may allow for greater power
to differentiate monozygotic twins compared to genome tests (Du et al., 2015; Planterose Jiménez et al., 2021b;
Vidaki et al.,, 2018; Zhang et al., 2015). Researchers were searching for epigenetic markers to differentiate twins.
The identification of such markers and their use to identify twins has been described, including a PCR panel using
DNA melting curves to detect differences between twins (Marqueta-Gracia et al., 2018). The results of the study
were questioned and the conclusions regarding the effectiveness of twin differentiation were invalid (Vidaki
et al., 2018). This example is given to illustrate how important it is to be careful in assessing the reliability of twin
differentiation tests in the era of dynamic development of this field. The possibility of developing a panel of markers
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to differentiate twins needs clarification (Vidaki et al., 2018). In genomes of monozygotic twins, the mutations that
differentiated them were unique and located in different regions of the genome (Jonsson et al., 2021), therefore
they were specific to a given individual, and not to twins in general. Similarly, with regard to the epigenome, re-
gions of the genome with high levels of methylation variability in the human population show variability in monozy-
gotic twins (Planterose Jiménez et al., 2021b). Therefore, these are not regions of the genome with high variability
inthe pattern and level of methylation typical of twins, but regions of the genome with high variability in the pattern
and level of methylation in the human population in general (Planterose Jiménez et al., 2021b). The gold standards
for testing methylation status are whole genome bisulfite sequencing (WGBS) and methylation microarrays from
lllumina (Planterose Jiménez et al., 2021b). Attempts have been made to use epigenome analysis to differenti-
ate twins based on the biological trace from a cigarette butt (Vidaki et al., 2018). Two technologies were applied,
lllumina 450K microarrays and MethyLight quantitative PCR, but both methods gave divergent results for some
ofthe markers in the reference material (Vidaki et al., 2018). Furthermore, it was not possible to examine the trace
material using microarrays due to the large amounts of DNA required by this technology.

In conclusion, Vidaki et al. indicate the limitations of the technologies and epigenome research itself in foren-
sic applications (2018). It is unknown what is the minimum number of differentially methylated cytosines (mark-
ers) necessary to achieve reliable differentiation between individuals and how this number may vary depending
on the tissue (Vidaki et al., 2018). Due to the high requirements for the quantity and quality of DNA, microarray
technology is not suitable for trace analysis. In addition, the assessment of the cellular composition of biological
material (based on the results of DNA analysis) would be required (Vidaki et al., 2018). Another problem was
the normalization and analysis of the results obtained using lllumina 450K microarrays in a way that would elim-
inate artefacts (Vidaki et al., 2018). The lastissue could be the source of some problems with the analysis of epi-
genetic markers in twins.

Methylation microarrays have been successfully used to assess human age for years, but there were limita-
tions of this technology (Carmona et al., 2017; Logue et al., 2017; Maksimovic et al., 2015; Planterose Jiménez
etal.,, 2021a; Price & Robinson, 2018). Recently, it turned out that the method of analysing the results from meth-
ylation microarrays caused errors in estimating the methylation level - it generated artefacts that distorted age
prediction (Higgins-chen et al., 2022; Pang et al., 2022). These conclusions are consistent with the findings
suggesting that targeted sequencing methods may be more adequate than microarrays in differentiating twins
for forensic purposes based on DNA methylation patterns (Vidaki et al., 2018). Prediction of age and phenotypic
traits has been successfully performed using next-generation targeted sequencing technology (Freire-Aradas
etal., 2020; Kukla-Bartoszek et al., 2019; Pospiech et al., 2020; Spdlnicka et al., 2018; Zbiec¢-Piekarska et al., 2015).

Undoubtedly, variability in methylation patterns and levels has greater potential to discriminate between mo-
nozygotic twins than genetic diversity, because identical DNA sequences may differ in the level and status of cyto-
sine methylation. Recently, hundreds of markers have been found to differentiate twins and unrelated individuals,
which could potentially be used for forensic purposes in the future (Planterose Jiménez et al., 2021b). A new
method for detecting methylated cytosines has been developed based on the enzymatic conversion of these
bases. TAPS (TET-assisted pyridine borane sequencing) (Liu et al., 2020; Siejka-Zielinska et al., 2021) requires
asmaller amount of DNA, which is extremely important in forensic applications, and will probably be used for these
purposes in the future.

As in the case of genome research, the methods used to study epigenome variability will need to be adapted
to the stringent requirements for forensic methods. It is expected that in the near future they will be included
in the catalogue of techniques routinely used in forensics, but this will require their standardization and the ap-
propriate legal regulations. In Poland, research into the forensic applications of epigenome testing is advanced
(Freire-Aradas et al., 2020; Kukla-Bartoszek et al., 2019; Pospiech et al., 2020; Spdlnicka et al., 2018; Zbiec¢-
-Piekarska et al., 2015). Currently, the Central Forensic Laboratory of the Police is implementing the EPIGENOM
project, number DOB-BIO10/06/01/2019, which also focuses on the differentiation of monozygotic twins based
on the differences in patterns and levels of genomic DNA methylation.
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