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1. Antecedents

Durant els Gltims 20 anys, I'analisi de I'ADN ha revolucionat les investigacions forenses i Ara sabem que el genoma d'una céMula pot variar amb el temps, degut a les petites

actualment s’ha convertit en una técnica rutinaria i indispensable en els casos d’identificacio. modificacions que es van introduint en les sequéncies d’ADN mentre ens diferenciem i

Els métodes actuals per la identificacié humana sén els maltiplex de STR autosdmics, els SNPs desenvolupem. Alguns d'aquests canvis son modificacions en I'ADN mitocondrial o canvis

autosdmics, els marcadors del cromosoma Y i els marcadors de I’ADN mitocondrial [1]. epigenétics. Destaquem la metilacié de I'ADN (Figura 2) dins de
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SAM SAH Gy les modificacions epigenétics [5], perqué diferents
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——— estudis suggereixen que els patrons de metilacio
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genéticament, perd no romanen estables durant la

Fighra 2: L metilacio de IADN es produek sobre el carboni 5 de a ciosina,
SAM: Sadenosilmetionina (donador del grup. metl CH). SAH: Sadenos-
homocisteina, DNMT: ADN metiltanslerasa

vida d'una persona, de manera que graus variables

de discordanca epigenética poden estar presents
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en parelles de bessons monozigotics.

2. Hipotesii Objectius

> Es parteix de la hipotesi que existeix la possibilitat de distingir els bessons a partir de les
Malgrat els grans avengos produits en els Gltims temps a nivell genétic [2] (Figura 1), encara
modificacions epigenétiques, concretament amb la metilacié de I'’ADN.
no es possible la discriminacio dels bessons monozigotics, ja que fins fa poc, els cientifics
> L'objectiu principal del projecte proposat és investigar si amb técniques epigenétiques es
creien que aquests eren genéticament idéntics i que qualsevol variacié era producte de
poden determinar les diferéncies de metilacio entre parelles de bessons a partir de diferents

I'ambient [3]. Aleshores, les identificacions s’han basat en técniques independents de la
tipus de mostres. També es vol que el métode d'identificacié sigui eficient per aplicar-lo en
sequéncia de I’ADN, com diferéncies de les caracteristiques biométriques [4].
genética forense.

3.Material i Métodes Unmethted Mthyated
El projecte es dividira en tres fases. En la primera fase s'analitzara la metilacio de sequéncies d’ADN Figura 3: Conversio amb bisulfit
de IADN: les citosines no
d’una mostra representativa d’individus. S'usara un microarray basat en la prévia conversio per bisulfit X g ad i
4 \ ¥ - metilades passen a uracil i
de I'’ADN, que permetra determinar els lloc amb major variabilitat de metilacio. \ E Conversion després de la PCR passaran a
b timines.
En la segona fase, els marcadors seleccionats, que gracies al tractament amb bisulfit es poden
detectar com SNPs (citosina no metilada passen a uracils), es determinaran en bessons monozigotics
amb la técnica SNaPshot, que permet la deteccié de multiples marcadors especifics.
En la tercera fase es fara la validacio de la técnica en mostres forenses triades a I'atzar de la poblaci6. Figura 4: Técnica SNaPshot per G g
determinar SNPs especifics. Cal un onA .NNNNNWCC,SE'?X‘S?SL‘S?LW'CC &NNNNNN
disseny previ dels primers adjacents a Y e i
SNaPahot* Reac — xtond an
1. Obtencio de les mostres: 50 individus sense cap patologia aparent + 10 parelles de beg 1S, la base dinterés. Un cop sha fet ;L«.::;‘. Y daue Torminate Primer
2. Processament de les mostres: lalineament amb la cadena motlle CATGACTGATTCC G
- Extracci6 de 'ADN (Kit QIAamp DNA Investigator de Qiagen). SEEzEn & CEEmREIes NNNNWGCC'OGMC';W MGGGNNNN‘N‘N‘N P
- Tractament amb bisulfit (kit CoGenome™ Turbo) (Figura 3). (ddNTPs) marcats amb fluorocrom. Electrophoresis _
- Determinacio de la metilacié (kit HumanMethylation27 BeadChip (lllumina®)).
. Obtenci6 de resultats i analisis: buscara 20 marcadors amb major variabilitat de ilacio . 1
) Pla de difusié

Difusié en la web i creacié d’una pagina informativa dels resultats rellevants

1. Obtenci6 mostres: 25 parelles de bessons monozigotics en diferents teixits (sang, mucosa i pél) Publicacio d'articles en revistes internacionals amb alt impacte i relacionades amb la
I'antropologia forense

2. Processament mostres:

- Extracci6 de I'ADN (= Fase 1)

- Tractamentamb bisulfit (= Fase 1).

- Preparaci6 PCR midiltiplex: disseny primers PCR ifics per + ificacio multiplex. Divulgaci6 publica

- Analisi técnica miniseqtienciacio (kit Applied Biosystems® SNaPshot® Miiltiplex System)(Figura 4)

dels marcadors en 3. Analisi delsresultats

Elaboracio de normes, reglaments i nova metodologia al laboratori.

Fase 2: Determinacio
Presentacio dels resultats en congressos de prestigi

Plade treballi Pressupost del projecte

bessons per especificar
S El projecte es realitzara en 3 anys (Taula 1). L'ajut sollicita sera d'un total de 165.000€ (Taula 2).
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En la darrera fase de validacio, s'espera que la técnica d’identificacio tingui exit i realment pugui ser aplicada en mostres forenses.




