Validacao e implementacao do painel Precision ID GlobalFiler™ NGS STR v2 em amostras forenses
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Introducao

Next Generation Sequencing (NGS) é uma técnica que permite realizar a
sequenciacdo de Acido Desoxirribonucleico (ADN) de forma a determinar a
ordem exata dos seus nucledtidos. E possivel sequenciar todo o genoma ou
apenas genes ou marcadores genéticos especificos de interesse 1!, sendo
que a detecao de STRs (Short Tandem Repeats), SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms) e Indels (Insercao e Delecao), simultaneamente, é
facilitada (2. E também possivel detetar alelos isométricos, que s3o alelos
com o mesmo numero de repeticdes mas com sequéncias diferentes. Para
além disso, esta técnica permite sequenciar um numero elevado de
fragmentos ao mesmo tempo, bastante superior ao numero de fragmentos
que é possivel determinar por Eletroforese Capilar (EC), sendo, por isso,
mais rapida e eficaz 3. Todas estas vantagens levam ao aumento do poder
de discriminacao nos resultados obtidos através desta técnica em relacao a
técnica atualmente utilizada, designadamente a EC.

O laboratorio do Servico de Genética e Biologia Forenses da Delegacao
do Centro (SGBF-C), do Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias
~orenses (INMLCF, I.P.), pretende implementar a técnica de NGS no seu
aboratorio para estudo do ADN autossomico, tendo escolhido o painel
Precision ID GlobalFiler™ NGS STR v2 para esse efeito. O painel
Precision ID GlobalFiler NGS STR v2 foi recentemente lancado e tem a
capacidade de analisar simultaneamente 35 marcadores 4. Para além

Metodologia

Iniciando a parte pratica foi realizada a selecao das amostras adequadas ao estudo a realizar. No caso das
paternidades foram selecionadas amostras de processos que apresentassem uma exclusao isolada num dos
marcadores comuns ao painel para NGS e ao kit para EC. No caso das investigacdes criminais foram
selecionadas amostras de processos em que a amostra de mistura continha vestigios da vitima e do suspeito.
No total foram selecionadas e analisadas 41 amostras, sendo que 15 correspondiam a 5 casos de parentesco e
26 correspondiam a 6 processos criminais.

Procedeu-se a extracao automatica do ADN utilizando o equipamento Automate ExpressTM Forensic DNA
Extraction System e o kit PrepFilerTM Forensic DNA Extraction para esse efeito. De seguida foi realizada a
guantificacao das amostras por PCR em tempo real no equipamento ABITM 7500 Real-Time PCR System
utilizando o kit QuantifilerTM Trio DNA Quantification. De seguida foi iniciado o protocolo aplicado ao painel
GlobalFiler para NGS, que esta dividido em 4 partes: realizacao do pool de bibliotecas, carregamento do chip,
inicializacao do sequenciador e sequenciacao das amostras. Este painel € comercializado pela Applied
Biosystems, ThermoFisher Scientific, sendo necessarios os equipamentos HID lon Chef™ e lon S5™ System (da
mesma casa comercial) para a sua utilizacao, e os kits correspondentes a este painel.

Na realizacao do pool de bibliotecas ocorrem dois PCRs: um PCR e um PCR de emulsao. No PCR ocorre
amplificacao dos fragmentos de interesse e a ligacao dos adaptadores de sequenciacao e dos codigos de barras
a cada um dos fragmentos amplificados. No PCR de emulsao ocorre a ligacao de cada um dos fragmentos
amplificados a uma ISP (lon Sphere Particle) e, novamente, amplificacao dos fragmentos ligados as ISPs.

No passo seguinte ocorre o carregamento do chip que consiste na fixacao das ISPs a superficie do chip de
forma a ficarem imobilizados para a sequenciacao. Na fase final do processo de carregamento do chip, deve

disso, com o painel para NGS é possivel analisar mais 254 alelos em
comparacao com o kit para EC, devido a diversidade de sequéncias
existentes em alelos do mesmo tamanho (alelos isométricos) [°.

ser realizada a inicializacao do sequenciador de forma a ficar apto a realizar a sequenciacao das amostras
carregadas no chip. Os resultados preliminares sdo analisados no Torrent Suite™ Software e a analise dos
resultados finais é realizada no Converge™ Software.

Fragmento amplificado (+ adaptadores de sequenciacao + cédigo de barras)

?‘{ ligados a ISP
ISP ligada ao poco de um chip

Fig. 1. Representacao da ligacao de uma ISP ao poco de um chip durante o seu carregamento.

Os objetivos deste trabalho foram o estudo e a validacao do painel
Precision ID GlobalFiler NGS STR v2, avaliar o potencial da tecnologia de
NGS para STRs autossomicos e avaliar em que tipos de amostras e em que
processos sera vantajoso utilizar esta técnica.

Resultados e discussao

ApOs a sequenciacao das amostras foi possivel observar os resultados preliminares no software Torrent (tabela 1). Neste projeto houve alguns parametros fora dos valores
esperados (assinalados a vermelho na tabela 1) mas, segundo as indicacoes da casa comercial, nao comprometem a analise das amostras.

Analisando os processos criminais, foi possivel concluir que as amostras de referéncia apresentaram sempre um perfil concordante com o perfil previamente obtido por EC.
No entanto, em trés dos seis processos criminais estudados, utilizando o limiar definido pelo software (que corresponde a 5% das leituras totais dos alelos de cada marcador,
abaixo do qual os resultados nao sao considerados como validos), nao foi possivel a detecao de alguns dos alelos dos contribuintes minoritarios presentes nas amostras de
mistura, detetados por EC. Numa mistura o contribuinte minoritario ¢, muitas vezes, o suspeito, sendo de extrema importancia a detecao do seu perfil de forma correta e
indubitavel.

Nos processos de parentesco, nos resultados obtidos por NGS, foi possivel verificar a existéncia de SNPs nos 5 casos estudados. A analise da sequéncia dos STRs permite,
para além da confirmacao dos resultados obtidos, analisar de forma mais aprofundada as exclusdes isoladas. Foram detetados trés casos em que ocorria delecao de uma das
repeticdes de um dos alelos e em dois casos tratava-se de uma duplicacao. Foram também detetados alelos isométricos em dois dos cinco casos estudados.

Foram selecionados um processo criminal (tabela 2) e um processo de investigacao de parentesco (tabela 3) para apresentar como exemplo dos resultados obtidos.

Na tabela 2 é possivel analisar um dos processos criminais estudados, onde a vitima (do sexo feminino) alega ter sido vitima de uma violacao por parte do suspeito (do sexo
masculino), sendo que as amostras C1 e C2 correspondem a vestigios recolhidos das cuecas que a vitima estaria a utilizar aguando do crime. Nos resultados apresentados é
possivel observar que, na amostra C1, foi obtido um perfil idéntico ao perfil apresentado nos resultados por EC. Foi também possivel identificar alelos isométricos no marcador
D2S1338 para o alelo 18. Esta distincao, permite confirmar com um maior grau de certeza que os alelos do suspeito e da vitima se encontram na mistura para este marcador. Ja
na amostra C2, foi necessario baixar o limiar do software para serem detetados mais alelos do contribuinte minoritario (neste caso, do suspeito). Mesmo assim, foi possivel ver
gue nem todos os alelos foram detetados, mesmo quando o limiar foi definido para 10 leituras, e o numero de alelos correspondentes a artefactos aumentaram bastante,
diminuindo a fiabilidade dos resultados apresentados com este limiar.

Na tabela 3 estao apresentados os resultados de um dos casos de parentesco estudados, sendo possivel verificar a existéncia de alelos isométricos no marcador D21S11. Para
além disso, a exclusao isolada identificada por EC no marcador D3S1358, foi também detetada em NGS, permitindo saber que se tratava de uma delecao de uma das repeticdes
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Tabela 3. Resultados relativos a um dos processos de parentesco estudados.
Tabela 2. Resultados relativos a um dos processos criminais estudados.

Conclusoes e perspetivas futuras

Em conclusao, para além da analise das sequéncias dos alelos (que permite a detecao dos alelos isométricos) e detecao de SNPs presentes em alguns deles, o painel
GlobalFiler para NGS apresenta 11 marcadores a mais que o kit GlobalFiler para EC, o que permite um estudo mais pormenorizado de cada amostra, aumentando o poder de
discriminacao em relacao a técnica de EC. O facto de ainda nao haver estudos populacionais em Portugal (ja foram realizados alguns estudos em outros paises [6]) que
permitam utilizar apenas os dados por NGS para a realizacao das pericias impede a utilizacao unica desta técnica, nao sendo possivel, para ja, descartar a utilizacao da técnica
de EC para estes estudos. Também o custo mais elevado na aquisicao de reagentes e consumiveis necessarios a metodologia de NGS, em relacao a metodologia de EC, e a
necessidade de investir em novos aparelhos leva ao adiamento da implementacao desta técnica. Para além disso, a nomenclatura para os alelos isométricos ainda nao é
consensual, dificultando a apresentacao destes resultados de forma correta.

Com os resultados obtidos, ficou claro que é ainda necessario realizar alguns estudos antes de implementar o painel GlobalFiler para NGS na rotina do laboratorio,
nomeadamente para a analise de amostras de mistura para definir um limiar analitico e para definir ainda os valores de concentracao do contribuinte minoritario presente na
amostra e degradacao da mesma, a partir dos quais sera possivel utilizar o painel GlobalFiler para NGS com o nivel de confianca necessario que este tipo de pericia exige.
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