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Principiul identificdrii genetice a fost elaborat in 1984 de Alec Jeffreys pe baza
unor regiuni ale ADN-ului formate din anumite secvente care sunt repetate de mai
multe ori. Numarul de repetdri diferd de la un individ la altul generand un profil
genetic sau amprenta geneticd unica pentru fiecare individ.

La inceputul anilor ‘90 ai secolului trecut, gelul de poliacrilamida era folosit in
mare parte pentru separarea alelelor minisatelitilor sau microsatelitilor amplificate
prin PCR. De la introducerea analizatorului genetic ABI PRISM 310 in 1996,
instrumentele de electroforeza capilara au devenit o platforma dominanta pe care se
efectueaza si in prezent analizele genetice judiciare.

Cu ajutorul tehnologiilor moderne, cantitatea de ADN necesard pentru analiza
poate fi obtinutd chiar si de la o proba biologica minusculd, care permite identificarea
profilului genetic al oricarei persoane.
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Péana in prezent, in Republica Moldova, cercetarea genetica a diferitelor cazuri
specifice medicinei legale s-a facut prin analiza markerilor serologici clasici (grupele
sangvine, sistemul HLA, proteinele polimorfe si enzimele, cercetate prin metode
imunologice sau electroforetice).

Analiza molecularda a ADN-ului in problemele medico-legale de identificare a
persoanelor si investigatii criminalistice este folositd pe larg in toate tarile din Europa
st cele din spatiul CSI, singura tara care nu dispune de un laborator de genetica
judiciara fiind doar Republica Moldova.

Tehnici molecular-genetice utilizate in laboratoarele de genetica judiciara:

e PCR —reactie de copiere si amplificare a informatiei1 ADN;

e Real Time PCR — amplificarea si cuantificarea ADN-ului in timp real;

e Electroforeza in gel — separarea fragmentelor de ADN si vizualizarea lor
utilizand un transiluminator §i un sistem fotodocumentare gel;

e Electroforeza capilara — separarea si analiza fragmentelor de ADN la analizorul
genetic automatizat;

e Secventierea ADN — stabilirea secventei de nucleotide.

Reactia de polimerizare in lant (Polymerase Chain Reaction, PCR).

Metoda al carei principiu se bazeaza pe procesul replicarii semiconservative si
prin care se realizeaza amplificarea selectiva si rapida a secventelor f{intda ADN
(fragmentelor de interes). Metoda a fost dezvoltata in conditii de laborator de Kary
Mullis in 1983, laureat al Premiului Nobel pentru chimie (1993).

Procedura este simpla, economica si in intregime automatizata. Pentru tehnica
PCR sunt necesare urmadtoarele componente: ADN de amplificat, primeri
(oligonucleotide,  amorse), = ADN-polimeraza (Taq, Smart-Taq), dNTP
(dezoxiribonucleotid trifosfati): dATP, dCTP, dGTP si dTTP, solutie tampon (Mg2+
sau Mn2+, K+) care constituie un PCR-Buffer si apa ultrapurd (H,O nuclease free).

Specificatiile tehnice de baza ale unui thermocycler utilizat pentru amplificarea
ADN-ului in laboratoarele de expertizd genetica judiciard: un grad ridicat de
flexibilitate, mod simplu de programare, functie de gradient, rampa programabila,
mod de incubare, capac cu incalzire ajustabild, acuratetea temperaturii ridicatd (£
0,2°C). Blocul universal cu microplaci din aluminiu, argint sau aur.

Kiturile pentru markerii STR (short tandem repeats), aplicate in cazurile
medico-legale, se bazeaza pe tehnologia PCR multiplex, adica amplificarea tuturor
locilor de interes se face in mod simultan.

Real Time PCR.

Pentru a evalua calitatea si cantitatea probelor si pentru a determina spectrul
potrivit de input, ADN-ul din probele de caz trebuie cuantificat.

Pentru cuantificarea ADN-ului uman intr-un caz judiciar este necesar un instrument
PCR 1n timp real pentru estimarea continutului ADN intr-o proba, dupa parcurgerea
etapei de extragere a ADN-ului.

Real Time PCR, este util pentru determinarea:
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- calitativa: rezultat pozitiv sau negativ;
- cantitativa: stabilirea concentratiei.

Desi analiza genotipicd bazatda pe electroforeza capilara domind 1in
laboratoarele de expertize genetice judiciare din 1996 pand in prezent, introducerea
tehnologiilor alternative pe piata a debutat relativ recent. Determinarea secventei
nucleotidice a ADN-ului pentru intreaga gena sau o parte din ea se poate face prin:

Secventierea Sanger (metoda clasicd) care foloseste: dANTPs + ddNTPs
marcate cu fluorocromi, electroforeza capilard + detector de fluorescenta.

Secventierea de noua generatie. Folosind tehnologia secventierii de ultima
generatie (NGS) cuplata cu analiza bioinformatica avansatd, fragmentele secventiate
sunt asamblate pe baza regiunilor in care se suprapun.

Polimorfismul unei singure nucleotide (SNP): tehnica utilizatd pentru
determinarea variatiilor unei singure nucleotide la nivel de genom.

Separarea fragmentelor de ADN.

Pe baza electroforegramelor obtinute in urma electroforezei capilare la
secventiator (analizor genetic automatizat) si procesarii datelor 1intr-un soft
specializat, se poate elibera concluzia privitor la profilul genetic al unei persoane.
Dupa aceasta etapa, pot fi comarate profilele ADN-ului mai multor persoane sau de la
obiecte ce confin material biologic de provinientd umana.

La modul practic, fiecare companie producatoare de secventiatoare (analizoare
genetice automatizate), au propriile tehnologii de secventiere, cele mai notorii fiind:
- Applied Biosystems / Life Technologies;
- Roche / 454;
- [llumina / Solexa;
- Pacific Biosciences;
- Promega / Spectrum.
Aplicatiile secventierii:
- Amprentarea geneticd, prin identificarea profilului genetic;
- ADN ancestral si informatii cu privire la apartenenta etnicd sau la originea
geografica;
- Genomuri individuale;
- Variatiile structurale ale ADN-ului;
- Identificarea agentilor infectiosi;
- Analiza regiunilor genomului asociate bolilor;
- Cercetare oncologica;
- HLA 1n transplantologie;
- Farmacogenomica si medicina personalizata.

Amprentarea genetica (identificarea profilului genetic).

La fel ca amprentele digitale, amprentele genetice pot fi folosite pentru
identificarea persoanelor.

Amprentarea ADN, dezvoltatd de cidtre Alec Jeffreys, este metoda folositd in
prezent in toatd lumea in stiinta medico-legald: in identificarea polimorfismelor
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individuale 1n analiza filiatiei (testele de paternitate), in criminalistica, identificarea
victimelor dezastrelor, disputelor legate de imigrari, ...

In 1992, Consiliul Europei, a publicat recomandarea cu privire la utilizarea
analizelor ADN 1n reteaua sistemului judiciar.

SUA mentine cea mai mare baza de date ADN — CODIS (Combined DNA
Index System) — care a fost extinsd pentru a include aproape orice infractor, astfel
incét deja in anul 2011 erau inregistrate peste 10 milioane de profiluri ADN.

Baza de date a Marii Britanii, NDAD (the National DNA Database) a fost
prima baza de date geneticd din lume (implementata in 1995) unde sunt incluse:
 profilele genetice a tuturor persoanelor arestate pentru o infractiune care este
inscrisd in cazierul judiciar;

« profile genetice ale victimelor;
« profile genetice a unor persoane pe baza de voluntariat.

Numarul total de probe in baza de date britanica a fost de peste 6 milioane in
anul 2011.

In 2005, guvernul portughez a propus si se introducd o bazi de date ADN
pentru intreaga populatie a Portugaliei, dar dupa o serie de dezbateri, baza de date a
fost introdusa doar pentru infractori.

Majoritatea tarilor europene folosesc baza de date CODIS, pentru stocarea
profilurilor ADN.

Concluzii.

Tehnologia conventionald folositd in majoritatea laboratoarelor de expertize
generice judiciare se bazeazad pe separarea si analiza locilor STR (fragmentelor ADN)
in analizoare genetice automatizate de tip electroforeza capilara.

Tehnologiile alternative ca secventierea de ultimd generatie (NGS) cuplata cu analiza
bioinformaticd avansata, sau stabilirea rapida a profilului ADN ar putea deveni in
viitorul apropiat tehnologii dominante in laboratoarele de expertize generice
judiciare, potentialul acestora fiind foarte larg.

Avatajul secventerii NGS este ca simultan se pot analiza loci localizati pe cromozomi
autozomali, cromozomul Y, cromozomul X si ADN-ul mitocondrial. Spectrul
informational obtinut fiind mult mai complex fata de secventierea clasicd de tip
Sanger.
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