
ЛЕКЦИЯ 11. ГенЕТИЧЕСКАЯ дактилоскопия
1. Открытие генетической дактилоскопии
2. Минисателлитный анализ
3. Микросателлитный анализ
1. Открытие генетической дактилоскопии
История судебных наук, в частности, криминалистики и тесно с нею связанной судебной медицины, насчитывает более века. Примерно столько же времени прошло и с момента открытия в ядрах клеток вещества, названного нуклеином. Это открытие положило начало другому научному направлению - изучению ДНК. Вплоть до середины 80-х годов прошлого века эти области знания, а именно: научные исследования в сфере криминалистики и изучение того, каким образом хранится и реализуется записанная в молекуле ДНК наследственная информация, никак не пересекались. Их историческая взаимосвязь впервые обозначилась в 1985 г., когда в июльском номере журнала «Nature» появилась статья профессора Лестерского университета в Англии Алека Джеффриса (рисунок 11.1) «Индивидуально-специфичные "отпечатки пальцев" ДНК человека». 
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Рисунок 11.1 – Профессор Лестерского университета А. Джеффрис

В декабре того же года А. Джеффрис и П. Гилл из Алдермастонского экспертно-криминалистического центра МВД Великобритании опубликовали еще одну статью под названием «Судебно-экспертное использование "отпечатков пальцев" ДНК». В этих ключевых работах впервые была продемонстрирована возможность использования анализа хромосомной ДНК человека для судебно-экспертной идентификации личности. Так родилась генетическая (геномная) "дактилоскопия" - метод, который признан одним из самых выдающихся достижений XX столетия в области судебных наук.
Молекулярно-генетический идентификационный анализ, традиционно называемый геномной (генетической) "дактилоскопией", или генотипированием (в англоязычной литературе - DNA profiling, DNA fingerprinting или DNA typing), по своей сути направлен на выявление индивидуальных особенностей, так сказать, "особых примет" генетической конституции конкретного человека. Этот подход не имеет аналогов среди использовавшихся ранее методов судебно-экспертной идентификации личности, хотя само его название частично заимствовано из классической судебной науки.

Как известно, дактилоскопия - термин из криминалистики и обозначает метод идентификации личности, основанный на изучении и сравнительном анализе кожных узоров ладонных поверхностей ногтевых фаланг пальцев рук. В названии " генетическая дактилоскопия" термин дактилоскопия используется иносказательно. На самом деле речь идет о принципиально иной технологии установления личности, основанной не на изучении отпечатков пальцев, а на анализе клеточной ДНК - универсального носителя наследственной информации.

Каждый человек, как и любой живой организм, имеет свой характеристический фенотип (то есть набор внешних и внутренних признаков и свойств), отличающий его от других ему подобных организмов. Отличия обусловлены уникальностью любого индивидуального генотипа – всего набора генов данного организма. (Единственным исключением из этого правила можно считать монозиготных близнецов.) Генетический же материал, заключенный в разных клетках и тканях одного индивидуума, в норме одинаков. Итак, два основополагающих принципа – индивидуальная генетическая уникальность каждого организма и генетическая идентичность всех его клеток и тканей - составляют концептуальную основу молекулярно-генетической индивидуализации.

Ключевой смысл анализа - выявление индивидуальных генетических различий или генетического сходства биологических объектов и, как следствие, установление их отличия или тождества либо их генетического родства. На ранних этапах развития метода конечный этап всей сложной многостадийной процедуры сводился к анализу специфических графических изображений, условно говоря, "отпечатков пальцев" наследственного материала человека. При этом основой для экспертного заключения чаще всего служило отображение индивидуальных характеристик ДНК в виде графического образа, а именно: специфического набора линий, отдаленно напоминающего картинку так называемого бар-кода (рисунок 11.2).
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Рисунок 11.2 – "Геномный оттиск" ДНК человека

В качестве гибридизационной пробы для анализа рестриктазного гидролизата суммарной геномной ДНК человека использовался радиоактивно меченный молекулярный зонд 33.15 Джеффриса
Отсюда, по аналогии с анализом дактилоскопического оттиска, возникло название - генетическая, или точнее, геномная "дактилоскопия". Термин введен в 1985 г. Джеффрисом (в английском оригинале - DNA Fingerprinting, буквально - "снятие отпечатков пальцев ДНК"). В настоящее время его надо рассматривать как устаревший, поскольку в научной лексике он вытеснен более строгими определениями, например, типирование ДНК или генетическая идентификация.
Молекулярно-генетический идентификационный анализ позволяет исследовать особые участки ДНК, строго специфичные для каждого индивидуума, и получить таким образом уникальный генетический "паспорт" или "удостоверение личности" человека, которое нельзя ни скрыть, ни изменить, ни подделать. Индивидуализирующие признаки, определяемые на уровне ДНК, характеризуются почти абсолютной устойчивостью, то есть сохраняются в организме человека неизменными всю его жизнь и неизменными отображаются в его биологических следах. Поэтому идентификационная значимость генетических признаков чрезвычайно высока.

Типирование ДНК ныне стало наиболее доказательным методом анализа биологического материала при производстве судебно-медицинской идентификационной экспертизы. Эти технологии прочно вошли в арсенал экспертной деятельности судебно-медицинских служб большинства развитых стран мира: Австралии, Австрии, Великобритании, Германии, Италии, Испании, Канады, России, США, Франции, Швейцарии, Японии. Более чем 15-летний опыт внедрения молекулярно-генетических методов в практику работы правоохранительных органов убедительно свидетельствует о том, что эффективность расследования многих тяжких преступлений против личности может быть существенно повышена. Применительно к задачам судебно-медицинской экспертизы генетические методы особенно эффективны в двух случаях: идентификации личности и установления биологического родства.
2. Минисателлитный анализ
Перед началом рассмотрения собственно минисателитного и микросателлитного анализа, как основных методов в генетической дактилоскопии охарактеризуем понятие тандемно-повторяющиеся последовательности. Они представляют собой уникальный для эукариотических организмов класс ДНК. Уникальность свойств тандемных повторов – следствие их структурной организации: они состоят из многократно тандемно-повторяющихся («голова-к-хвосту») коротких последовательностей (мотивов). У высших эукариот тандемные повторы составляют до нескольких десятков процента от генома и являются основной частью конститутивного гетерохроматина, расположенного главным образом в центромерных, перицинтромерных и субтеломерных участках хромосом.

Исторически обнаруженная фракция ДНК получила название «сателлитной» (СатДНК). После секвенирования геномов не было обнаружено ничего такого, что делало бы эту часть генома «сателлитной» (спутниковой): массивы СатДНК в собранном геноме являются продолжением эухроматиновых районов. 

В зависимости от размера тандемные повторы подразделяются на четыре класса – мегасателлиты, сателлитная ДНК, минисателлиты и микросателлиты. Мегасателлиты имеют размер повтора более 1000 н.п. Сателлитная ДНК содержит повторяющийся мотив длиной от 100 до 1000 н.п. Минисателлиты – тандемно повторяющиеся фрагменты ДНК длиной мотива от 8 до 100 нуклеотидов. Большая часть сателлитов и минисателлитов локализована в гетерохроматиновых областях хромосом. Микросателлиты (или простые короткие тандемные повторы) – это повторяющиеся фрагменты ДНК с длиной мотива от 2 до 8 нуклеотидов. 

Как было отмечено ранее для каждого человека характерен свой, присущий только ему вариант набора таких тандемно- повторяющихся последовательностей, отличающихся по длине, то есть по числу отдельных звеньев. Иными словами, ситуация оказалась сходной с отпечатками пальцев человека у каждого имеется собственная сателлитная ДНК. Поэтому и метод анализа фрагментов сателлитной ДНК получил название генетической дактилоскопии (фингерпринт ДНК). 
Заслуга внедрения минисателитных локусов для ДНК-идентификации неоспоримо принадлежит А. Джеффрису (A. Jeffreys). Он работал с миоглобином тюленей, у которых, как и у других водных млекопитающих, такого белка в организме довольно много, а затем сравнивал тюлений «миоглобиновый» ген с человеческим. Джеффрис знал, что геном содержит длинные повторяющиеся последовательности нуклеотидов, у которых, нет никакой функции. Эти последовательности с определенным интервалом в несколько поколений дублицировались в месте своей локализации в хромосоме. Среди разнообразных повторяющихся участков ДНК встречались «сверхизменчивые минисателлиты», где последовательность из примерно 20 нуклеотидов повторялась много раз. Из-за того, что те копируются случайным образом на протяжении жизни многих поколений, их число и точный вид отличается у представителей разных таксономических групп, а также у особей одного вида из разных популяций животных, в том числе и человека. 
Так в 1984 году Джеффрис, занимаясь анализом ДНК, кодирующей миоглобин, обнаружил в геле большое количество минисателлитов. Это показалось ему странным. Оказалось, что образцы ДНК разных людей содержат весьма отличные друг от друга минисателлитные последовательности. Сразу после опубликации своих результатов, с ним связались ученые из Министерства внутренних дел: в открытии они увидели надежный способ проверять, говорят ли правду иммигранты, заявляющие, что состоят в близком родстве с гражданином Великобритании, а также подозреваемые в преступлениях о своей невиновности.

В геноме каждого человека имеется так называемая минисателлитная ДНК. В основе её строения лежит строгая последовательность, состоящая из 13 нуклеотидов. Цепочка одной минисателлитной ДНК может насчитывать таких повторяющихся последовательностей от одной до нескольких тысяч. У людей имеется два и более десятков минисателлитных цепочек, расположенных на разных хромосомах. В совокупности они образуют набор минисателлитных ДНК, различающихся по длине.

Технология генной дактилоскопии включает ряд хорошо разработанных и уже рассмотренных нами методов. Сначала из каких-либо клеток выделяют ДНК и с помощью рестриктаз разрезают её на фрагменты разной длины. Среди фрагментов естественно будут те, которые содержат вариабельные минисателлиты.

Далее проводится стандартный Саузерн-блот анализ. Все полученные фрагменты подвергаются электрофорезу в геле и фракции, содержащие минисателлитную ДНК, выявляются с помощью специального меченого зонда комплементарного к звену из 13 повторяющихся нуклеотидов. Так как зонд радиоактивен, то он засвечивает ренгеновскую плёнку только в определённых местах, давая картину из нескольких десятков чередующихся темных фракций, соответствующих отдельным минисателлитам. Схематическое изображение этапов использования вариабельного числа тандемных повторов при проведении фингерпринта ДНК (VNTR, Variable Number Tandem Repeats – варьирующие по числу тандемные повторы) представлена на рисунке 11.3. 
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Рисунок 11.3 – Схематическое изображение этапов использования VNTR
На рисунке 11.3 видно, что для двух людей картина на авторадиограмме существенно отличается как по числу, так и по расположению и интенсивности фракций. Чем более родственны анализируемые организмы, тем число совпадающих полос после фингерпринта ДНК будет больше и наоборот. Полностью совпадающие спектры минисателлитной ДНК выявляются только у однояйцевых близнецов. Следует добавить, что метод фингерпринта минисателлитной ДНК обладает высокой чувствительностью и анализ можно проводить на одной капле крови или нескольких волосяных луковиц.

3. Микросателлитный анализ 

В последнее время, наиболее широко используемым методом для анализа генетической изменчивости видов стал ПЦР-анализ микросателлитных локусов или микросателлитов. Микросателлиты – это особый класс ДНК-маркеров, представляющих собой фрагменты ДНК с большим количеством – до ста и выше тандемно повторяющихся идентичных «мотивов». Мотивом является короткая последовательность из нескольких (от двух до шести) пар нуклеотидов обычно называемая «повтором». Данные локусы могут достигать более 100 копий в геноме. Появление мутаций в микросателлитах происходит спонтанно, и накопление различий между аллелями идет гораздо быстрее, чем в функциональных генах. Если мутационный процесс в микросателлитах приводит к появлению большого количества локусов, то данный маркер можно применять для молекулярной идентификации отдельных особей. Для анализа изменчивости на уровне популяций обычно используют микросателлитные локусы с небольшим количеством аллелей. 
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Рисунок 11.4 – Схема микросателлитного анализа

В зависимости от длины повтора микросателлиты классифицируют на локусы с ди-, три-, тетра-, пента-, и гексануклеотидными  повторами. Таким образом, микросателлитом или микросателлитным локусом (STR-локусом, Short Tandem Reapets) называют – участок ДНК расположенный в конкретной хромосоме и содержащий короткие тандемные повторы.

Аллели микросателлитного локуса отличаются друг от друга числом повторов и как следствие длиной. Микросателлитные локусы  высокополиморфны – т. е. для каждого из них имеется много аллелей. Так например, локус FCA149 локализованный в хромосоме В1 домашней кошки содержит динуклеотидные повторы ТГ. В популяциях Felis catus обнаружено 6 аллелей этого локуса (с числом повторов от 13 до 18). 
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Микросателлитные фрагменты выявляют методом ПЦР, обеспечивающим амплификацию - многократное увеличение копий данного фрагмента ДНК. Синтез этого фрагмента инициируется ДНК-затравками в виде пары праймеров, синтетических олигонуклеотидов, комплементарных нуклеотидным последовательностям на границах исследуемого фрагмента.  Так как микросателлитные аллели короткие и вместе с праймерами обычно не превышают 200-300 п.н., то даже сильно поврежденный биологический материал может содержать полные копии исследуемого фрагмента ДНК, обеспечивая их успешную амплификацию. Именно по этой причине ПЦР микросателлитов, оказался особенно важным для судебно-медицинских исследований.  Для исследуемого микросателлитного локуса конструируют такую пару праймеров, чтобы комплементарные им фланкирующие участки ДНК были высокоспецифичны, т.е. отсутствовали в других участках генома.  Длина праймеров должна быть не менее 20-30 п.н., их 3′-концы не должны быть комплементарными друг другу 

Микросателлитные локусы являются селективно-нейтральными, они не подвержены действию естественного отбора.  Комбинация аллелей таких локусов является уникальной характеристикой каждой особи.

Для генной дактилоскопии обычно не используют один локус, а берут целую панель из 10-15 локусов. Например, для дактилоспопии пород домашних кошек часто используют 10-ти локусную микросателлитную панель с динуклеотидными повторами, количество аллелей в каждом из которых варьирует от 5 до 10. Это означает, что количество возможных многолокусных генотипов по этим 10 генам у кошек составляет более 10 миллиардов (1010). Иными словами, только у одной особи F. catus из 10 млрд. генотип при использовании этого набора локусов, может совпасть с какой любо другой особью. Таким образом, разработанная по 10 микросателлитным локусам идентификационная панель позволяет проводить точную генетическую дактилоскопию любой особи F. catus.  
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