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»Pokaz mi swoje DNA, a powiem Ci czym
jestes”

Pytajac na ulicy przypadkowego przechodnia o to, z czym kojarzy mu sie
pojecie ,identyfikacji genetycznej”, najprawdopodobniej uzyskamy odpowiedz, ze z ustalaniem
sprawcow przestepstw. Jest to jak najbardziej stuszne twierdzenie, ale nie okresla w pelni zakresu
badan jakie przeprowadza sie w laboratoriach genetycznych.
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Jednakze idac dalej tym tropem, w genetyce sadowej na co dzien standardowo wykorzystuje sie
krotkie sekwencje repetytywne typu STR (ang. short tandem repeat) do identyfikacji ludzi oraz
nalezacych do nich sladéw biologicznych, zabezpieczonych w trakcie ogledzin miejsca popetnionego
przestepstwa. Analiza uktadéw STR znajduje réwniez zastosowanie przy dochodzeniu ojcostwa. Do
pewnego momentu interesowano sie wytacznie polimorfizmem chromosoméw autosomalnych. Wraz
z poszerzeniem obszaru badan genetykow i biologow molekularnych zaczeto docenia¢ réznice
wynikajace z polimorfizmu chromosomoéw ptci. W pierwszej kolejnosci wzieto pod lupe chromosom Y,
a nastepnie chromosom X [1, 2]. Poza genomowym DNA w komoérkach Eucariota mozna wyroznic¢
DNA mitochondrialne (mtDNA) i plastydowe (cpDNA). Analiza sekwencyjna pozajadrowego DNA
umozliwia precyzyjne okreslenie, czy probka materialu biologicznego pochodzi od czlowieka,
zwierzecia, czy tez rosliny. Identyfikacja genetyczna polegajaca na okresleniu profilu mtDNA
stwarza nowe mozliwos$ci nie tylko w kryminalistyce, ale rowniez w badaniach populacyjnych [3, 4].

Na czym polega profilowanie genetyczne oparte o polimorfizm sekwencji STR?

Lancuch kwasu deoksyrybonukleinowego sktada sie z sekwencji zasad utozonych parami tworzacych
strukture dwuniciowa. Sekwencje DNA mozna analizowa¢ na poziomie pojedynczych nukleotyddw.
Dzieki technikom biologii molekularnej, takim jak np. reakcja PCR (ang. polymerase chain reaction),
mozliwa jest analiza zmiennos$ci genetycznej [ptaki]. By mowi¢ o polimorfizmie DNA, czestos¢
wystepowania zmian w sekwencji nukleotydow w danej populacji musi przekracza¢ 1% [2]. Ponadto,
o polimorfizmie genetycznym, w odniesieniu do populacji méwimy, gdy wystepuje pod postacia
minimum dwoch alleli w danym locus. Nalezy pamietac¢, ze zmienno$¢ ma charakter jakosciowy. Co
za tym idzie mozna ja identyfikowac za pomoca tak zwanych markeréw genetyczny. Polimorfizm
mozna bada¢ w obrebie oraz pomiedzy populacjami. Omawiajac analize polimorfizmu markeréw STR
nalezy mie¢ na uwadze niekodujace fragmenty DNA rozsiane po calym genomie. Locus
mikrosatelitarne to sekwencja DNA skladajaca sie z krotkich powtarzajacych sie sekwencji
nukleotydow (zwykle w liczbie od 1 do 6 nt). Liczba kopii powtarzalnych elementéw jest rézna dla
poszczegdblnych alleli. W badaniach najczesciej analizuje sie powtdérzenia dwu-, trzy, lub
czteronukleotydowej [4,5].

W przeciwienstwie do fragmentéw polimorficznych DNA, regiony flankujace (okalajace) maja
charakter konserwatywny (tj. identyczny) wsréd osobnikéw tego samego gatunku. Umozliwia to
tatwa identyfikacje locus mikrosatelitarnego w oparciu o identyfikacje regionéw flankujacych.
Markery odznaczajqce sie wysokim stopniem polimorfizmu, gtéwnie loci mikrosatelitarne, umozliwia
okreslenie unikatowego profilu genetycznego cztowieka. Do profilowania genetycznego wykorzystuje
sie rézne uklady STR (ang. short tandem repeats) dziedziczone po rodzicach [4,6]. Poréwnanie ze
soba dwodch ukladéw alleli w potaczeniu z ich statystyczna analiza pozwala okreslic stopien
pokrewienstwa osobnikéw w populacji, a tym samym np. wykluczy¢ ojcostwo [4,7].

W wyjatkowych sytuacjach, gdy analiza polimorfizmu mikrosatelitarnych markeréw loci STR
umiejscowionych na chromosomach automosomalnych jest niewystarczajaca, pomocna okazuje sie
ocena polimorfizmu ukladéw STR chromosomoéw ptci [1,8].

Chromosom Y jest dziedziczony wytacznie w linii meskiej. W zwiazku z czym, informacje na temat
loci Y-STR umozliwia ustalenie spornego ojcostwa, w przypadku gdy np. domniemany ojciec nie zyje
(pod warunkiem, ze potomstwo jest ptci meskiej). Analiza ukltadéw STR chromosomu Y, ma
nieocenione znaczenie, gdy na podstawie analiz loci STR chromosomoéw autosomalnych uzyskuje sie
profil wielokrotny. Taki wynik swiadczy o tym, Zze dany slad zawiera materiat biologiczny od co
najmniej dwdch oséb. Wyjatkowo trudny materiat do analizy genetycznej stanowi wymaz z drég
rodnych kobiety w przypadku gwattu zbiorowego. Woéwczas na zabezpieczonej ,wymazdéwce”
znajduje sie mieszanina DNA kobiety i mezczyzn. Na podstawie wynikow mozna okresli¢ liczbe



sprawcéw. A poréwnujac z pojedynczymi profilami genetycznymi prébek pobranych od podejrzanych
mezczyzn, metoda ta pozwala na jednoznaczne wskazanie lub wykluczenie sprawcéw przestepstwa

[8].

Analogicznie do analizy uktadéw STR znajdujacych sie na chromosomie Y, okreslenie loci STR
umiejscowionych na chromosomie X umozliwia ustalenie stopnia pokrewienstwa w linii zefskiej np.
siéstr, a takze ojcostwa w przypadku, gdy spor dotyczy corki. Dziecko moze zosta¢ poddane badaniu
nawet, gdy ojciec z réznych przyczyn jest nieobecny. Wowczas mozna uznac lub wykluczy¢ ojcostwo,
na podstawie poréwnania materialu genetycznego maloletniej z materialem genetycznym matki
domniemanego ojca (babki matoletniej powodki). Analiza polimorficznych sekwencji chromosomu X
moze stanowi¢ dodatkowy dowdd w przypadku zgwalcenia. Markery oznaczone na chromosomie X
poszkodowanej kobiety pozostawione na odziezy lub ciele sprawcy maja inne allele, niz ofiara loci
chromosomu X poddawanych analizie [1].

Wyniki badan populacyjnych wskazuja na duze zréznicowanie genetyczne w obrebie badanych
uktadow STR wsrdd ludzi. Wyniki badan umozliwiaja okreslenie prawdopodobienstwa wystapienia
sie tego samego profilu genetycznego u dwdéch osobnikéw w kontekscie czestosci wystepowania
danych alleli okreslonego uktadu STR. Wyniki analiz biostatystycznych wskazuja na zasadnos$¢
ustalania i poréwnywania profili genetycznych na potrzeby ekspertyz medyczno-sadowych [2,4].

Badajac uktady STR genomowego DNA mozna okresli¢ zmienno$¢ genetyczna na poziomie populacji.
Krotkie powtorzenia repetytywne niosa informacje o charakterze diploidalnym (2n). Natomiast, do
analizy zmiennosci genetycznej na poziomie gatunkéw czesciej wykorzystuje sie mitochondrialne
DNA (mtDNA). Badajac mtDNA uzyskujemy informacje o charakterze haploidalnym (1n). Roznice te
wynikaja z odmiennego sposobu dziedziczenia DNA genomowego i mitochondrialnego[9].

Analiza ludzkiego mtDNA

W sytuacji, gdy oznaczenie profilu genetycznego na podstawie uktadéw STR chromosomoéw
autosomalnych, czy tez pici jest niemozliwe, z pomoca przychodzi technika oparta
o sekwencjonowanie DNA pochodzenia mitochondrialnego. W kryminalistyce od lat z powodzeniem
stosuje sie rutynowo analize mtDNA do badania sladow biologicznych o wysokim stopniu degradacji
DNA jadrowego. Kosci, zeby, a takze trzony wlosow (ktére poza cebulka nie zawieraja jadrowego
DNA), ze wzgledu na swoj charakter stanowiag trudny material do badan genetycznych. Do ich
analizy zazwyczaj rowniez stosuje sie techniki molekularne prowadzace do uzyskania profilu mtDNA
[9].

Budowa mtDNA rézni sie znacznie od struktury DNA jadrowego. MtDNA posiada kolistg strukture
i przyjmuje konformacje superskrecona, co zapewnia wyzsza odpornos¢ na degradacje w stosunku
do DNA jadrowego. Mitochondrialne DNA zawiera wytacznie sekwencje kodujace (eksony) i w zaden
Sposob nie jest zwiazane z biatkami histonowymi. Jak sama nazwa wskazuje znajduje sie w jednym
z organelli komoérkowych, a mianowicie w mitochondriom, czyli w centrum energetycznym komarki

[9].

Kolejna cecha odr6zniajaca mtDNA od DNA jadrowego jest czestosé wystepowania mutacji.
W mitochondriach obserwuje sie wysokie stezenie wolnych rodnikéw, ktére powstaja w trakcie
przemieszczania sie elektronéw przez tancuch oddechowy. Poniewaz DNA mitochondrialne nie
posiada ostony w postaci biatek histonowych, bardzo tatwo ulega atakom wolnych rodnikéw,
w wyniku czego dochodzi do zmian w materiale genetycznym. Poza tym same mechanizmy
naprawcze funkcjonuja z mniejsza skutecznie, niz w jadrach komérkowych. Wszystko to ma wptyw
na wieksze tempo ewolucji mtDNA wzgledem DNA jadrowego (od 5 dol0 razy szybciej). W celu



ustalenia profilu genetycznego mtDNA ludzi zastosowanie znalazty dwa regiony hiperzmienne: HV1
oraz HV2. Regiony te potozone sa w jedynym fragmencie mtDNA, ktéry pozbawiony jest gendw,
w obrebie tak zwanego punktu kontrolnego. Punkt ten stanowi petla D (ang. D-loop), ktora de facto
stanowi miejsce inicjacji transkrypcji. Region kontrolny zajmuje okoto 7% catego genomu mtDNA
i ma dtugosc¢ okoto 1100 par zasad. Zazwyczaj HV2 lokuje sie na odcinku od 73 do 340 pary zasad,
a HV1 od 16024 do 16365 pary zasad. Przetomowym momentem w analizach mtDNA bylo
zsekwencjonowanie catego genomu mitochondrialnego przez Andersona i jego wspotpracownikéow
w 1981 roku [9,10]. Na cze$¢ badacza sekwencja ta nazwana jest sekwencjq referencyjna Andersona
(inaczej Sekwencja Referencyjna z Cambridge - CRS, ang. Cambridge Reference Sequence). Do CRS
jako standardu odnosi sie wszystkie nowo zsekwencjonowane haplptypy. Pdajac wynik z badan
w ekspertyzach kryminalistycznych podaje sie jedynie pozycje nukleotydéw ktérymi uzyskany profil
rozni sie od Sekwencji Referencyjnej [9].

W metodyce badawczej, do analizy mtDNA standardowo wykorzystuje sie reakcje sekwencjonowania.
Specyfika tej techniki wymaga duzej uwagi pod katem niwelowania mozliwosci pojawienia sie
problemu jakim jest kontaminacja prébek obcym DNA. Monitorowane badanych prébek pod katem
wystapienia zanieczyszczen, polega na stosowaniu kontroli negatywnej i pozytywnej zaréwno
procesu amplifikacji jak i samej ekstrakcji materialu genetycznego. Zafalszowania wyniku
w probkach zawierajgcych domieszkowe DNA mozna unikna¢ dopdki dodatkowy materiat genetyczny
stanowi mniej niz 10% badanej prébki [9].

Czlowiek, zwierze czy roslina - czyli barkoding DNA

Robiac na co dzien zakupy, nikogo nie dziwi obecnosé kodow paskowych na opakowaniu kazdego
artykutu. Kod ten zawiera szereg informacji, ktére mozna odczyta¢ za pomoca odpowiedniego
aparatu. Od pewnego czasu, w swiecie nauki, zaczeto odnosi¢ kody paskowe do sekwencji DNA
organizmdéw zywych. Jak wynika z informacji zawartych w pierwszej czesci niniejszej publikacji, na
podstawie sekwencji nukleotydowej mozliwa jest identyfikacja genetyczna poszczegdlnych
osobnikéw w obrebie populacji z okresleniem przynaleznosci gatunkowej. Czy podjeta inicjatywa
utworzenia ogromnej biblioteki, w ktdérej beda sie znajdowaly katalogi wszystkich gatunkow
organizméw zyjacych na Ziemi jest mozliwa? Na pewno stanowi ogromne wyzwanie wynikajace
z wielu ograniczen, ale wbrew pozorom moze jest mozliwa do zrealizowania. Po pierwsze do
identyfikacji nalezy wybrac¢ taki obszar DNA, ktéry bedzie powtarzalny u osobnikéw tego samego
gatunku i jednoczes$nie unikatowy na poziomie miedzygatunkowym. Stworzenie ,kodu paskowego
DNA” musialoby polega¢ na okresleniu specyficznej dla danego gatunku kolejnosci nukleotydow
w danym locus [3].

Samo sformutowanie barkoding DNA (ang. DNA barcoding) okresla caly proces wraz ze
stosowanymi technikami zmierzajace do ustalenia ,kodu paskowego DNA”. Okreslenia tego uzywa
majac na mysli poziom gatunkowy. Natomiast, barkod DNA (ang. DNA barcode) to sama sekwencja
DNA, ktora znajduje sie w wybranym standardowym regionie genomu, umozliwiajaca identyfikacje
gatunku. Herbert i wsp. [11] w swoich badaniach zmierzajacych do wytypowania locus przydatnego
do rozrdzniania gatunkéw zwierzat, wytypowali mitochondrialng sekwencje I genu oksydazy
cytochromowej (cox1, CO1) [3].

Analogicznie do odczytywania kodéw paskowych w sklepach przy zakupie towaru, barkoding DNA
powinien by¢: latwy w obstudze, szybki, wystandaryzowany w skali globalnej oraz wiarygodny.
Ponadto, urzadzenie do sekwencjonowania powinno by¢é w miare tanie i wygodne w uzyciu.

Idea barkodéw DNA niesie ze soba ich praktyczne zastosowanie, np. do:
* opisu i ewidencjonowania bioréznorodnosci,



* przeprowadzania analiz ekologicznych i fitogeograficznych,

* analiz kryminalistycznych w celu wydawania petniejszych ekspertyz,

» ustalania sktadu zywnosci oraz lekéw,

* kontroli ,bezpieczenstwa biologicznego”,

* zapobieganiu lub identyfikowaniu nielegalnego handlu zwierzetami lub roslinami bedacych pod
ochrong,

» klasyfikacji i opisywania nowych gatunkéw [3].

Z wynikow publikowanych prac wynika, ze tylko pojedyncze obszary genomu nadaja sie do
wykorzystania jako barkody DNA. Idealny ,kod paskowy DNA” powinien charakteryzowacé sie
nastepujacymi cechami:

- wysoka zmiennos$cia miedzygatunkowa i jednoczesnie niska zmiennoscia wewnatrzgatunkowa
(okoto 2%),

- konserwatywnymi domenami flankujacymi, umozliwiajacymi zaprojektowanie starterow do reakcji
PCR poprzedzajacej sekwencjonowanie,

- niewielka dlugoscia, w granicach okoto 600 par zasad,

- nie powinny zawiera¢ mutacji powstatych w wyniku insercji lub delecji, natomiast mile widziane sa
substytucje, obecnos¢ duzej liczy ich kopii w genomie [3].

W przypadku barkodingu DNA roslin, wykorzystywana standardowo dla zwierzat sekwencja cox1 u
roslin ladowych nie cechuje sie wystarczajaca zmiennoscia [Kress+bar], w zwigzku z czym nadaje sie
jedynie do scharakteryzowania wytacznie niektorych grup glonéw [Saunders 2005 + bar]. Poniewaz
w mtDNA roslin nastepuja czeste rearanzacje, a takze wymiana genéw z DNA jadrowym, nie stanowi
przydatnego zrdédta sekwencji do barkodingu DNA [bar]. Podobnie jak w przypadku grzybdw,
zalecanymi dla roslin, jako standard do barkodingu ich DNA poczatkowo wskazywano ITS ( ang.
internal transcribed spacer), czyli niekodujaca domene, ktéra wystepuje w obrebie genow
rybosomalnego DNA (rDNA). O wiele lepsza alternatywa, do identyfikacji genetycznej roslin okazata
sie bys analiza chloroplastowego DNA (cpDNA). Zaleta cudna jest to, ze wystepuje w komdrkach
roslinnych w wielu kopiach. Sekwencje kodujace cpDNA wykazuja nieznaczna zmiennos¢, natomiast
sekwencje niekodujace relatywnie duza. Standardowo proponowane sa dwa zestawy sekwencji,
zawierajace po trzy regiony chloroplastowego DNA:

1. rpoC1, matK, rpoB;

2. rpoCl, matK, trnH - psbA.

Na dzien dzisiejszy nie ma jednoznacznej odpowiedzi, ktéry zestaw sekwencji bardziej przydaje sie
do tworzenia bar kodéw. Grupa genow rpoC1, matK, rpoB - zawiera wylacznie regiony kodujace.
Z kolei w sktad drugiej sekwencji genéw wchodzi jena domena niekodujgca, a mianowicie: trnH -
psbA. Aby jednoznacznie wskazac ,zwyciezce” niezbedne sa dalsze badania [3,12].

W pracy opublikowanej w 2006 roku Newmaster i wspodtpracownicy [13], zaproponowano by
identyfikacji genetycznej dokonywa¢ dwuetapowo. W pierwszej kolejnosci nalezy analizowac
sekwencje , pierwszorzedowa”, umozliwiajaca wskazanie wyzszej jednostki systematycznej, takiej jak:
rzad, rodzina, czy rodzaj. Nastepnie w drugiej turze badan, na podstawie sekwencji ,,drugorzedowej”
mozliwe jest okreslenie przynaleznosci gatunkowej identyfikowanego okazu [3].

Pomyst Newmastera i wsp. spodobat sie badaczom Kress i Erickson [14], na tyle, ze postanowili go
rozwina¢. Do oceny przydatnosci dziewieciu potencjalnie przydatnych sekwencji w barkodingu DNA
zastosowali dwa kryteria. Po pierwsze, na podstawie danej sekwencji DNA wazna jest mozliwos¢
réznicowania gatunkéw. Po drugie, od strony technicznej, wybrany gen lub geny powinny ulegac
uniwersalnej amplifikacji, czyli za pomoca uniwersalnych starteré6w znajdujacych sie w mixie



reakcyjnym PCR powinny zosta¢ powielone. Analizom poddano nastepujace geny: trnH - psbA,
rbcL-a, ITS1,accD, matK, rpoB2, rpoC1, ycf5, ndh]. Okazato sie, ze sekwencje rpoB2, rpoC1 ulegaja
uniwersalnej amplifikacji, ale nie speilniaja w peini pierwszego kryterium, wykazujac zbyt niski
poziom réznicowania osobnikéw miedzy gatunkami. Z kolei wyniki prac nad analiza genu matK daty
zadowalajacy rezultat pod wzgledem réznicowania gatunkéw, natomiast staba strona wybranej
metody okazala sie by¢ mozliwosci amplifikacji. W tym wypadku nalezatoby zwiekszy¢ uniwersalnosé
powielania fragmentu matK, poprzez opracowanie odpowiedniej pary starteréw. Wytypowano dwie
sekwencje, ktore najlepiej spelniaja oba wymagane kryteria. Pierwsza z nich to gen rbcL-a, ktory
umozliwia z wysokim stopniem prawdopodobienstwa przyporzadkowa¢ dany okaz do rodzaju lub
rodziny. Druga sekwencja, czyli trnH-psbA pozwala na identyfikacje gatunkéw w obrebie
wymienionych grup[3].

Przedstawione powyzej przyktady wskazuja na to, iz nie da sie zastosowac wylacznie jednej
sekwencji DNA do opracowania uniwersalnej procedury barkodingu DNA. Poza tym nalezy pamietac,
ze zarowno cpDNA jak i mtDNA przekazywane jest w linii zenskiej. Co za tym idzie, odréznianie
gatunkow mieszancowych moze by¢ utrudnione. Ma to istotne znaczenie zwlaszcza w przypadku
roslin, pod katem analizy DNA pochodzenia chloroplastowego u gatunkéw aloploidalnych [3].

Zamiast podsumowania - bazy DNA

Dziatania zmierzajace do identyfikacji osobnikéw na podstawie ich profili genetycznych, pociagaja za
soba koniecznos$¢ tworzenie baz lub bibliotek genowych. W celu klasyfikacji gatunkéw opartych
o barkody DNA podjeto inicjatywe utworzenia bazy danych BOLD (ang. Barcode of Life Data
System), ktora zawiera w swych archiwach ponad 39 000 gatunkéw opatrzonych barkodem DNA.
Biblioteka ta zawiera z zaréwno dane o charakterze molekularnym, jak i dane opisy zwigzane
z tradycyjna taksonomia gtdwnie zwierzat. Do tej pory rosliny nie ,doczekaly” sie swojej osobnej
bazy, nie posiadaja tez wyodrebnionej czesci bazy BOLD. Informacje dotyczace roslin zamieszcza sie
w bazach o przeznaczeniu ogdélnym, do ktérych nalezy np.: GenBank [3].

Oczywiscie swoje bazy posiadaja rowniez takie jednostki jak FBI. Jako przyktad mozna podac baze
stworzona przez SWGDAM, czyli Grupe Robocza ds. Metod Analizy DNA. W bazie tej sa gromadzone
informacje na podstawie danych zebranych w wyniku analizy mtDNA [9].

Autor: Agnieszka Gudek
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